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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Entwicklung des Zentralen Nervensystems

Alle Wirbeltiere durchlaufen eine Reihe &hnlichemtiicklungsstadien. Nach der
Befruchtung kommt es als erstes zur Furchung dgot@yund anschlieliend zur
Gastrulation, bei der die Keimblatter an die rigatiPosition fur die folgende
Entwicklung wandern (Wolpert et al., 1999). Die Nmyenese beginnt mit der
Bildung der Neuralplatte, einer Ansammlung ektodden Zellen, in der dorsalen
Oberflache des frihen Embryos (Wolpert et al., 19@®ene und Copp, 2009). Im
Laufe der Neurulation bilden sich aus der Neur#i@la einem zweistufigen Prozess
erst die Neuralrinne und dann das Neuralrohr, @ms sich spéater das Gehirn und
das Rickenmark entwickelt (Bronner-Fraser, 1994;ppCoet al.,, 2003).
Neuralleistenzellen verlassen das Neuralrohr ufdebidie sensorischen Neuronen
des peripheren Nervensystems, Gesichtsknorpel, é?igmllen und neuroendokrine
Zellen (Bronner-Fraser, 1994; Wolpert et al., 1999urch Einschnirungen des
Neuralrohres entstehen am rostralen Ende zuerstuddespater funf Vesikel, die
sich zum Telenzephalon, Dienzephalon, MesenzephMetenzephalon und Mye-
lenzephalon weiterentwickeln (Kandel et al., 19%plpert et al.,, 1999). Das
Telenzephalon teilt sich in einen rechten und Imkéesikel (Monuki und Walsh,
2001). Aus den dorsalen Anteilen der Vesikel ehtstnschlieRend der zerebrale
Kortex. Der ventrale Teil des Telenzephalons déffieriert sich zu den Basalganglien

aus (Gotz und Sommer, 2005).



Einleitung

1.2 Aufbau und Funktion des zerebralen Kortex

Der zerebrale Kortex ist eine hochspezialisiertenifbeegion, die sich aus dem
dorsalen Telenzephalon entwickelt und deren diskikitereinheiten fir bestimmte
Aspekte der Empfindung, Bewegung und Wahrnehmung dédenschen
verantwortlich sind (Sur und Rubenstein, 2005; Ngugt al., 2006). Der zerebrale
Kortex des menschlichen Gehirns besteht aus 1Gakti#n Neuronen und setzt sich
aus dem Neokortex, dem Palaokortex (Piriformer &9grtund dem Archikortex
(Hippokampus) zusammen, die jeweils noch in Subd@mainterteilt sind (Sur und
Rubenstein, 2005). Der zerebrale Kortex beinhaiteti Hauptgruppen an Neuronen:
Pyramidalzellen und Interneurone (Nguyen et al.0630 Die glutamatergen
Pyramidalzellen machen etwa 75% der kortikalen bieemn aus und besitzen
typischerweise einen dreieckig geformten Zellkérped einen apikalen Dendriten
(Lewis, 2004). Die anderen Neuronen des Kortex &lmetwiegend Interneurone. Sie
sind GABAerg und ihre Axone bilden lokale Verknup§en aus (Lewis, 2004).

Der adulte Neokortex ist im Prinzip in sechs hantabe Schichten unterteilt, die
anhand ihrer unterschiedlichen Zelltypen und Vepfatigen voneinander
unterschieden werden koénnen (Sur und Cowey, 199%a@y et al., 2007). Die
Schichten kodnnen in den verschiedenen Kortexareatisprechend der
funktionellen Anpassung unterschiedlich ausgeps#gh (Zilles und Rehkamper,
1993). Die Lamina | (oder Molekularschicht) ist daf3en liegende Schicht des
Kortex und enthélt neben wenigen Perikaryen Ubegevid horizontal verlaufende
Axone und die apikalen Dendriten der Pyramidalrell®e Lamina | entwickelt sich
aus der Marginalzone (M2), in der sich wéahrend Betwicklung die transienten
Cajal-Retzius-Zellen befinden (Creutzfeldt, 1983al#éyer, 2002). Die Lamina I
(oder aulRere Kornerschicht) beinhaltet dicht gejgag&keine Pyramidalzellen und
kleine bedornte Sternzellen, die ebenfalls glutangasind. In der Lamina Il (oder
auBere Pyramidalschicht) befinden sich vor alleneinidre und mittelgro3e
Pyramidenzellen, deren apikale Dendriten bis in d&minal reichen. Die
Lamina IV (oder innere Koérnerzellschicht) ist beders im sensorischen Kortex

stark ausgepragt und besitzt gro3ere, priméaratier8ternzellen, die Projektionen
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aus anderen Hirnarealen erhalten (Creutzfeldt, 199aldeyer, 2002). Fur die
Lamina V (oder innere Pyramidalschicht) sind gréf3@amidalzellen typisch. Ihre
apikalen Dendriten reichen bis zur Kortexoberflaohd bilden Lateraldendriten und
einen Kranz aus Basaldendriten aus. Die Laminaddel multiforme Schicht)
enthdlt nur wenige grole Pyramidalneurone, vielesinkl spindelformige
Pyramidalzellen, multiforme Neurone und zahlreidmerneurone (Creutzfeldt,
1983; Waldeyer, 2002). Unterhalb der multiformemi8iat befindet sich die weile
Substanz. Sie besteht aus den Fasersystemen dekti®res-, Assoziations- und
Kommissuralfasern (Waldeyer, 2002). Die Laminaeufid IV werden als die
afferenten Schichten des Neokortex bezeichnet umd Isesonders stark in den
primar sensorischen Arealen ausgebildet (Walde3@02). Die Lamina IV erhéalt
thalamische und kortikale Eingdnge (Watakabe, 2009)halamische
Projektionsneurone sind vor allem in der Laminax finden, wohingegen
subkortikale Projektionsneurone in Lamina V lokielissind. Die Laminae Il und I

projizieren in andere kortikale Bereiche (Watak&ti)9).

Vertikal ist der Kortex in sogenannte Minikolumnéibb.1), in enge Ketten aus
Neuronen unterteilt, die sich im rechten Winkel pialen Oberflache durch die
zellularen Schichten Il bis IV ausdehnen (Mountegsi997). Die Minikolumnen
entstehen durch die iterative Teilung kleiner Gempon Vorlauferzellen. Viele
Minikolumnen werden durch kurze horizontale Verkhingen zu kortikalen
Kolumnen oder Saulen verbunden (Mountcastle, 19€mMe einzige S&aule im
somatosensorischen Kortex ist beispielsweise fig spezifische Modalitat und fur

die Stimulation eines rezeptiven Feldes zustariflakic, 1988).
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Abb.1: Schema der vertikalen und laminaren Struktur des Kortex. Die glutamatergen
Pyramidalzellen der Schichten 1I/1ll (rot), der Sttt VI (grin) und die GABAergen Interneurone
(blau) sind saulenartig organisiert. Ihr Auftretemd ihre Verknipfungen unterscheiden sich in den

sechs horizontalen Schichten (verandert nach Masti&; 1997).

Darlberhinaus ist der Kortex in grol3ere, zytoaethdnische Areale unterteilt
(Rakic, 1988; O'Leary et al., 2007), die sich ireih zellularen, biochemischen und
physiologischen Eigenschaften unterscheiden. Sierdeme als die basalen
funktionellen Untereinheiten des Kortex bezeichfi@akic, 1988; Mountcastle,
1997; Sur und Rubenstein, 2005). Beim Menschen bedan bestimmte
zytoarchitektonische Areale spezifische sensorischidormationen, andere
kontrollieren prazise Bewegungen oder sind in dimglexen kognitiven Funktionen

der Sprache, Gesichtserkennung oder der raumliGnemtierung involviert (Rakic,
1988).
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1.3 Entwicklung des zerebralen Kortex bei Saugetien

Die Entwicklung des Kortex und die grundlegendegeBschaften der unreifen
kortikalen Netzwerke sind wahrend der Saugetiergiamt hochkonserviert
(Khazipov und Luhmann, 2006). Der murine KorteXls&n gutes Modell fur die
Kortexentwicklung dar, insbesondere fir die fruhkekeische Aktivitdt und
Plastizitat (Lewis, 2004). Mausmodelle ermdglichesdeutende Einblicke in die
grundlegenden Ereignisse der Kortex-Entwicklung,s deAufbaus und der
Organisation und wurden deshalb als Versuchsobjekte Rahmen dieser

Dissertation verwendet.

Die glutamaterge Pyramidalneurone und GABAergearh@urone werden nicht an
ihrem Bestimmungsort gebildet (Wolpert et al., 19%arnavelas, 2000). Die
Vorlaufer der glutamatergen Neurone entstehen merei pseudo-stratifizierten
Epithel der dorsolateralen Ventrikelwand, das astikulare Zone (VZ) bezeichnet
wird (Wolpert et al., 1999; Parnavelas, 2000; Nagr et al., 2001), und wandern
radial zu ihrer finalen Position im Kortex. Die GABrgen Interneurone stammen
Uberwiegend aus dem ventralen Telenzephalon undewartangential in den Kortex
ein (Marin und Rubenstein, 2001; Komuro et al., Q0Gur die Entwicklung des
zerebralen Kortex aus dem embryonalen Neuroepitimelisind eine prazise

Proliferation und Migration von grol3er Bedeutung.

1.3.1 Proliferation in der Ventrikularen und Subvertrikularen Zone des

pranatalen Kortex

FUr die Neurogenese ist eine Kombination aus draiem von Zellteilungen
entscheidend: Zum einen finden symmetrische Zkitigen in Vorlauferzellen statt,
um die Anzahl der neuralen Vorlauferzellen zu edmhZum anderen erfolgen
asymmetrische Vorlauferzellteilungen, die zu eindsuron und zu einer weiteren
Vorlauferzelle fuhren sowie symmetrische Teilungemei denen sich eine
Vorlauferzelle endgultig zu zwei Neuronen teilt Kahashi et al., 1996).
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Lange wurde angenommen, dass es sich bei glialenngaronalen Zellen um
verschiedene, raumlich getrennte Zelllinien handBkntivoglio und Mazzarello,
1999). Inzwischen setzt sich die Auffassung dudass radiale Gliazellen neuronale
Stammzellen sind, die sich selbst erneuern und BlbWeurone als auch adulte
Gliazellen hervorbringen (Noctor et al., 2001; K§seein und Noctor, 2004; Noctor
et al., 2004; Kriegstein, 2005). Die VZ embryondlNager besteht grofitenteils aus
radialen Gliazellen, die sich Uberwiegend asymmetrieilen (Hartfuss et al., 2001;
Noctor et al., 2002; Noctor et al., 2004) und enmseie radiale Gliazelle und eine
Tochterzelle bilden, die aus der VZ heraus migr{éthb.2). Eine Minderheit der
Zellteilungen ist symmetrisch und bildet zwei rdeli®liazellen, wobei diese Art der
Teilung vor allem in frihen Stadien der kortikalaurogenese stattfindet (Noctor et
al., 2004). Die Tochterzellen, die nach der asymswten Teilung die VZ
verlassen, bilden die darliber liegende Subventérkohe (SVZ), in der sie sich
symmetrisch teilen (G6tz und Huttner, 2005). Didltédungen in der SVZ sind
meist terminal und fihren zu zwei identischen, imasttischen Zellen, die
anschliel3end in die kortikale Platte (CP) migrigifdactor et al., 2004).

Abb.2: Zeitrafferaufnahme asymmetrischer Teilungen einer Gliazelle. Eine radiale Gliazelle
durchlauft eine Reihe asymmetrischer Teilungen.hNader Teilung fallt die Zelle auf die Ventrikel-
Oberflache zuriick und teilt sich wieder. Die Tochédle migriert aus der VZ in die SVZ (aus Noctor

et al., 2004).

Die kortikale Neurogenese endet bei Ratten erst kor der Geburt (Kriegstein,
2005). Lange wurde diskutiert, ob eine sogenanRtetpmap* in der proliferativen
Zone bereits der funktionellen Karte des Kortexangeht, d.h. ob bereits die

proliferierenden Neurone ihre spatere Bestimmumm&a (GoOtz, 1995; Rakic et al.,
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2009), oder ob komplett gleichartige, proliferiedenNeurone erst nach Erreichen
ihrer Position im Kortex ihre phanotypische Spegiafung erhalten (Gotz, 1995).

Inzwischen wird angenommen, dass die Grundlagenkdeialen Phanotyps und

der positionellen Identitdt zum Zeitpunkt der letefTeilung festgelegt wird (Rakic

et al., 2009). Diese basale ,Protomap” wird jeddainch Interaktionen mit auf3eren
Faktoren modifiziert und verfeinert (Rakic et 2009).

1.3.2 Radiale Migration

Die radiale Migration ist eine der Hauptwege, ummilderte Strukturen des
Zentralen Nervensystems zu bilden (Ayala et alg720Sowohl die zerebralen und
zerebellaren Kortizes als auch das Rickenmark,Sdaatum und der Thalamus
werden durch radiale Migration gebildet. Etwa 8040@ller kortikalen Neurone

migrieren radial, um ihren Platz im Kortex zu echein (Ayala et al., 2007).

Wahrend der Migration besitzen die bipolaren Nearemen flihrenden Fortsatz mit
einem Wachstumskegel (engleading proces$ und einem nachfolgenden Fortsatz
(engl. ,railing proces$). Das generelle Modell fir die neuronale Bewegung
beinhaltet drei repetitive Schritte: Zunachst wdet fihrende Fortsatz, der mit Hilfe
von Filopodien und Lamellipodien die zellulare Urageg untersucht, verlangert
(Lambert de Rouvroit und Goffinet, 2001; Ayala &t 2007). Attraktanten und
Repellanten werden Uber die Plasmamembran wahrgeeamind beeinflussen das
periphere Mikrofilament des Fortsatzes (LambertRaeivroit und Goffinet, 2001).
Als zweiter Schritt erfolgt die Nukleokinese (Maret al., 1998), die mit der
Stabilisierung des Hauptzellfortsatzes beginnt; ste@is mit einem gleichzeitigen
Anschwellen des proximalen Endes des Neuriten @galal., 2007). Dabei werden
das Zentrosom und der Nukleus in den Neuriten gazgigambert de Rouvroit und
Goffinet, 2001; Ayala et al., 2007), so dass das&dem leitenden Fortsatz folgt.
Der dritte Schritt besteht aus dem Einziehen debfofgenden Fortsatzes.

Wahrend der Kortexentwicklung der Maus entstehtstugberhalb der proliferativen
Zone (VZ/SVZ) durch hineinwachsende Axone die imediare Zone (1Z). Die
ersten axonalen Auslaufer sind ab dem Zeitpunktndesnen Embryonalstadiums

7
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(E) 8,5 zu sehen und die ersten Axonkandle ab HHdgn, 1999). Diese Axone
stellen die primaren Verbindungen zwischen dem é&omind dem Thalamus dar
(Squire et al., 2003). Ab etwa E11 wandert einel&ebstmitotischer Neurone aus
der Proliferationszone durch die 1Z und bildet &#gplatte (PP) (Hatten, 1999).
Weitere Wellen migrierender Neurone ab circa Eldtep die PP in zwei Regionen,
in die Marginale Zone (MZ), die spatere Schichtrid in die Subplatte (SP), um in
der Mitte die ersten Neuronen der Schicht VI derZ0mbilden (Squire et al., 2003;
Ayala et al., 2007) (Abb.3). Bei dieser friihen Fater Migration handelt es sich um
somale Translokation, bei der die Neurone eine laipoForm annehmen, ihren
langen und verzweigten Fortsatz an der pialen (dwéé verankern und den
Zellkorper in diese Richtung nachziehen (Nadarajadd., 2001).

Die darauf folgenden Wellen migrierender Neuronendesn durch die zuvor
gebildeten Schichten und formen die Schichten VILIW und II/lll der CP. Die
radiale Migration findet hierbei vorwiegend durclokomotion entlang radialer
Gliazellen statt (Kandel et al., 1996; Squire et &003). Die wéahrend der
Proliferation entstehenden Gliazellen bilden eist&yn aus Fortsatzen in vertikaler
Ebene aus (Rakic, 1990; Misson et al., 1991), ind@mhre Zellkdrper in der VZ
positionieren und einen Fortsatz ausbilden, derpzalen Oberflache reicht und an
der basalen Membran verankert wird. Die Uber Lokiimnomigrierenden Neurone
haben eine bipolare Form mit einem kurzen Fortsatd wandern entlang der
radialen Gliazellen in Richtung der pialen Obeffic(Rakic, 1972). Manche
Neurone wechseln von der Lokomotion wieder zur demaranslokation, wenn ihr
Fortsatz die piale Oberflache erreicht (Nadarajahle 2001). Die Festlegung der
Schicht, in der die Neurone ihre finale Positiondé&n, ist an den Zeitpunkt
gebunden, wenn sich die Vorlauferzelle zum letaal teilt (Ayala et al., 2007).
Neurone, die friher postmitotisch werden, findeemPlatz in tieferen Schichten als
jene, die in spateren Stadien postmitotisch werddgurone, die spater geboren
werden, wandern also an &lteren Neuronen, die tbeilgien Bestimmungsort im
Kortex gefunden haben, vorbei; die OrganisationKiesex kommt also durch eine
von innen nach auf3en gerichtete Abfolge zustandaif&et al., 2003; Marin und
Rubenstein, 2003). Im Kortex befinden sich daherd&nr Lamina Il die zuletzt
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geborenen Neurone, wohingegen die innerste Scl{ldahnina VI) die &ltesten
Neurone beinhaltet (Squire et al., 2003).

Nur wenige Neurone migrieren geradewegs nach darddenese in die CP (Tabata
und Nakajima, 2003; Kriegstein und Noctor, 2004¢ctdo et al., 2004). Die meisten
Neurone durchlaufen stattdessen vier verschiedegeatibnsphasen. Wahrend der
ersten Phase nehmen die neu geborenen Neuroneigitere Form an und wandern
in die SVZ (Noctor et al., 2004). In der zweiteraBé stoppen die Tochterzellen ihre
Migration in der SVZ und verbleiben dort bis zu 3dunden, wobei sie eine
multipolare Morphologie annehmen. Dabei zeigen edie sehr dynamisches Ver-
halten: Sie verandern ihre Orientierung und bildemibergehend Fortsatze in
unterschiedliche Richtungen. Die Zellen wechselre iMigrationsrichtung und

-geschwindigkeit und springen tangential zwischen dadialen Gliazellen (Tabata
und Nakajima, 2003; Noctor et al., 2004). Anscldmf® geht die Mehrzahl der
Tochterzellen in eine dritte Phase der Migratioreriiltie durch eine retrograde
Bewegung in Richtung Ventrikel gekennzeichnet kstiggstein und Noctor, 2004;

Noctor et al., 2004). Nachdem der Zellkorper deufdae den Ventrikel berthrt hat,
gehen die Neurone in die vierte Phase der Migratiber; sie erhalten eine in

Richtung Pia gerichtete, bipolare Morphologie undrmaren in die CP.

1.3.3 Tangentiale Migration

Die Mehrzahl der GABAergen Interneurone entstelmedar medialen und lateralen
ganglionischen Eminenz (MGE und LGE) des basalerd&fbirns und migrieren
tangential in den Kortex (Nadarajah und Parnave?@82; Kriegstein und Noctor,
2004) (Abb.3).Die Migration der Interneurone findet gréf3tentéiiszwei verschie-
denen Stromen statt, die durch die kortikale MZ duodch die 1Z-SVZ verlaufen.
Wenn die durch die 1Z-SVZ migrierenden Interneurahee Zielregion erreicht
haben, migrieren sie meist erst zum Ventrikel, maas dort fur eine gewisse Zeit
und nehmen dann ihre radiale Wanderung in die (P(deu Carlos et al., 1996;
Lavdas et al.,, 1999; Anderson et al., 2001; Jimeeeal., 2002). Radial und
tangential migrierende Neurone, die zur gleichem ge&boren werden, wandern auch
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in die gleiche Schicht (Ayala et al., 2007). Be&lad in der Lage, die Schichten
festlegenden Determinanten aus der zellularen Uomgebn Kortex wahrzunehmen
(Marin und Rubenstein, 2003).

A

WM

E10 EN E12 E13 E14 E15 E16 E17 E18 Adult

Abb.3: Migration und Schichtenbildung wahrend der Kortexentwicklung. A Hauptrouten der
neuronalen Migration wahrend der Kortexentwicklun@ie Kkortikalen Projektionsneurone
proliferieren in der VZ der dorsolateralen Venthkand (roter Strich) und migrieren radial in den
Kortex (rote Pfeile). Kortikale Interneurone stanmraus subpallialen Strukturen der LGE und MGE
(griine Striche) und migrieren tangential in dentkwor(grine Pfeile)B Zeitschema der Migration
kortikaler Projektionsneurone und der Ausbildungtikaler Schichten (verandert nach Merot et al.,
2009)

Die Migration aller neuronaler Vorlauferzellen ditfizweierlei Funktionen: Zum
einen ist sie fur die Ausbildung der Identitat gem Neurone von Bedeutung, zum
anderen kann sie die funktionellen Eigenschaftes kimftigen Verschaltungen der
Neurone bestimmen (Kandel et al., 1996).
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1.4 Regulation der radialen Migration

Die Migration von Neuronen erfordert das Zusammehsprerschiedener

molekularer Ereignisse wie die Interaktion der Negr mit extrazellularen Sub-
straten und Signalmolekulen, die die Komponentes dgoskeletts beeinflussen.
Ebenso finden Zell-Zell-Kontakte zwischen versckieeh Neuronen statt (Yacubova
und Komuro, 2003; Komuro und Kumada, 2005). Dieagem Mechanismen der
Signalwege sind noch nicht vollstandig verstandegdoch sind inzwischen einige
Gene entdeckt worden, deren Proteine die radiadetamgentiale Migration beein-
flussen (Metin et al., 2008). Mutationen in dies@enen fuhren zu humanen
neurologischen Fehlentwicklungen wie zu Lissenzikphau kortikalen Hetero-

topien oder zu Mikrozephalie (Yacubova und Kom@@03; Komuro und Kumada,

2005; Metin et al., 2008).

1.4.1 Die Rolle von Mikrotubuli- und Aktinnetzwerken wahrend der radialen

Migration

Viele Signalwege, die die neuronale Migration régnein, interagieren mit den
Mikrotubuli- und Aktinnetzwerken des Zytoskeletfsyéla et al., 2007).

Die Storung des Aktinnetzwerkes kann die neuroNaggation komplett inhibieren.

Das Protein Filaminl beispielsweise vernetzt dasnAktzwerk und interagiert mit
diversen Transmembran- und Signalproteinen, die NMasitenwachstum und die
neuronale Migration steuern (Luo, 2000; Dhavan Uisai, 2001; Stossel et al.,
2001). Die Mutation des Gerfdaminl fuhrt zu periventrikularerHeterotopien.

Andere Aktin-regulierende Proteine, die die Migpati beeinflussen, sind das
evolutionar konservierte Ena/VASP-Protein, das dig Fibroblastenbewegung
einwirkt (Krause et al., 2003) und das nicht-mu&kalMyosinll, welches fur die

Nukleokinese von Bedeutung ist (Bellion et al., 208chaar und McConnell, 2005).

Auch Mikrotubuli-Proteine und Mikrotubuli-assoziierProteine (MAPS) kdnnen die

Migration beeinflussen. Zu den klassischen Mikrofitassoziierten Proteinen

11
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gehdoren MAP1A, MAP1B, MAP2 und Tau, deren Hauptabfgdie Stabilisierung
der Mikrotubuli ist, die aber auch Schlisselfunk&n bei der Neuriten-Initiation,
Neuronen-Morphologie und neuronalen Migration elmen (Dehmelt und
Halpain, 2004). Die ,nicht-klassischen” Mikrotubassoziierten Proteine Lis1l und
DCX, stabilisieren ebenfalls Mikrotubuli, reguliaredas Aktinzytoskelett und
beeinflussen dadurch die Nukleokinese (Ayala et 2007). Menschen mit einer
hemizygoten Deletion des Gens, welches fir Lislikddleiden an der Krankheit
Lissenzephalie Typl. Die Lissenzephalie manifestmh durch eine glatte Gehirn-
oberflache, abnormale Schichtung des Kortex, v&g& Ventrikel und neuronale
Heterotopien. Mutationen indcxGen fihren beim Menschen zu einer X-gekop-
pelten Lissenzephalie bei Mannern und einer sulladen Heterotopie bei Frauen
(Lambert de Rouvroit und Goffinet, 2001). Wie diedsischen MAPs interagiert
DCX mit dem Zytoskelett, kann jedoch auch mit Ligfchselwirken und hat
hochstwahrscheinlich eine ahnliche Funktion wie 1Li§Caspi et al., 2000)
(Tabellel).

12
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Gene Krankheit beim Menschel | Betroffene Symptome Referenzel
Loci
Reelin Lissenzephalie mit 7922 Entwicklungsverzdégerung| Hong et al.,
zerebellarer Hypoplasie zerebellarer Hypoplasie 2000
Epilepsie, Kurzsichtigkeit
Lisl Isolierte Lissenzephalien| 17p13.3 Entwicklungsverzogerung, Reiner et
und Miller-Dieker-Syndrom Epilepsie, Tod vor Geburt,| al., 1993;
Miller-Dieker-Syndrom, Ozmen et
kraniofaziale Missbildungen al., 2000
14-3-3¢ Miller-Dieker-Syndrom 17p13.3 Kraniofaziale Toyo-oka
Missbildungen et al., 2003
DCX Isolierte Lissenzephalien bei Xg22.3-23 Entwicklungsverzdgerung, Lambert de
Méannern, subkortikale Epilepsie, durch X- Rouvroit
Bandheterotopien oder Chromosom-Inaktivierung und
Double-Kortex-Syndrom be bei Frauen oft weniger stark Goffinet,
Frauen 2001
Filamin A Periventrikulare Heterotopie Xg28 Epilepditerzfehler und | Fox et al.,
Gerinnungsstoérungen 1998
Fukutin Fukuyama-Typ, kongenitale  9qg31 Entwicklungsverzégerung, Gressens,
muskulése Dystrophie Epilepsie muskulare 2005
Dystrophie
PomGnT1 Muscle-Eye-Brain- 1p32-34 Entwicklungsverzdgerung, Yoshida et
Erkrankung starke Kurzsichtigkeit, al., 2001
gruner Star, muskulare
Dystrophie
Disc-1 Schizophrenie 1g42.1 Schizophrenie Millar ¢
al., 2000;
Kamiya et
al., 2005

Tabelle 1: Genetische Mutationen, die zu humanen Rildungen aufgrund neuronaler Migra-

tionsdefekte fiihren(verandert nach Ayala et al., 2007).
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1.4.2 Modulation der radialen Migration durch extrazellulare Signale

Eine groRe Anzahl an Molekulen wirken als extradate Signale auf migrierende
Neurone. Diese Molekiile unterscheiden sich starkhian physikalischen Eigen-
schaften und biologischen Funktionen und konneegweisemolekile, die tber
lange Distanzen auf die Migration wirken (indem dieispielsweise einen
Gradienten ausbilden), in Wegweisemolekiile, dier tioeze Distanzen wirken und
in Zelladhasions-Molekile unterteilt werden (Ayataal., 2007).

Bei Reelin handelt es sich um ein extrazellularegriMdmolekil, das unter anderem
von den Cajal-Retzius-Zellen in der MZ synthetisigird (Forster et al., 2006;
Frotscher et al.,, 2009) und das bei der Reorgamisades Zytoskeletts eine
entscheidende Rolle spielt. Es wird nicht nur flie dildung der kortikalen

Schichten, sondern auch fur ihr Fortbestehen imaEhsenenstadium benttigt
(Frotscher et al., 2009). Eine verringerte ReekptEssion in einem Mausmodell
fuhrt zum Verlust der granulédren Zellschicht und Kuortex zu einer verdrehten
horizontalen Schichtung, da die neu gebildeten dleinicht in die PP einwandern,
sondern sich unterhalb sammeln (Frotscher, 199@iséher et al., 2009). Das
menschliche Reelin-Gen kodiert ein 388 kDa groRRedelh, dessen Mutationen
beim Menschen zu Lissenzephalie mit zerebellargvoghasie fuhrt (Hong et al.,
2000) (Tabelle 1).

Zu den Faktoren, die Uber kirzere Distanz wirkeéihlen sekretierte Faktoren wie
der ,brain-derived neurotrophieFaktor (BDNF) und NT4. Beide gehoren zu der
Familie der Neurotrophine und fordern die Migratison Kortexneuronen und
zerebellaren granularen Neuronen (Behar et al.,7)19%uch von einigen
Neurotransmittern ist bekannt, dass sie endogechdDepolarisation der Neurone
ihre Migration beeinflussen (Komuro und Rakic, 19B&har et al., 1996; Behar et
al., 1998; Behar et al., 1999; Heck et al., 2007).
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1.4.3 Modulation der Migration durch intrazellulare s Kalzium

Neue Studien zeigen, dass Kalzium-abhangige Sigmmwind die intrazellulare
Kalziumkonzentration eine grof3e Rolle wahrend dewranalen Migration spielen
(Lee et al., 1999). Intrazellulares Kalzium Qawird unter anderem fir die
Regulation der Struktur und fir die Dynamik des iAkytoskeletts sowie fur die
Modulation der Zelladhasion bendtigt (Strohmeied Bereiter-Hahn, 1984; Citi und
Kendrick-Jones, 1987; Hartwig und Yin, 1988; Retsale 1989; Condeelis, 1993;
Lawson und Maxfield, 1995; Sjaastad und Nelson,7)198uch die Aktivierung von
Cdc42 (ein Regulator der Zellpolaritat) durch Lisi C&*-abhangig (Ridley et al.,
2003; Kholmanskikh et al., 2006). Uberdies stinmgiie BDNF und NT4 die
Beweglichkeit der kortikalen Zellen durch einen®Eabhangigen Mechanismus
(Behar et al., 1997). Es wird angenommen, das$" Q@mter anderem aus
intrazellularen Speichern ausgeschuttet wird uod sum Nukleus ausbreitet, wo es

die Genexpression beeinflusst (Owens et al., 2000).

Eine Korrelation zwischen der Migration und demragellularen C& wird vor
allem bei der Migration von zerebellaren Granulkere deutlich (Komuro und
Rakic, 1998). Die Granularzellen starten ihre radidigration erst nach der
Expression von N-Typ CGiKanalen. Die Anderungen in der Amplitude und
Frequenz der CGaTransienten beeinflussen direkt das Migrationsaiéen der
Granularzellen. Die Zellen bewegen sich wahrendrelPhase der EaZunahme
nach vorne und bleiben wiahrend def'GAbnahme stehen. Die tonische Zunahme
der intrazellularen C&Konzentration filhrt jedoch zu einem Halt der Mtga
(Komuro und Rakic, 1998). Die €aTransienten verschwinden zehn Minuten bevor
die Granularzellen ihre Migration beenden (Komuna ikumada, 2005). Die €a
Transienten werden durch NMDA-Rezeptoren und N-Bgannungsabhangigen
Cd*-Kandlen vermittelt, die durch endogenes Glutanmat Extrazellularraum
aktiviert werden (Komuro und Kumada, 2005). Auciiyp C&*-Kanale vermitteln
Cd*-Transienten, die die radiale und tangentiale Migra kortikaler Neuronen

(unveroffentlichte Ergebnisse von Dr. Nicolas HeBkrtone und Polleux, 2009) und
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die Migration postnataler Neuronen in dgalbus olfactoriugDarcy und Isaacsson,
2009) beeinflussen.

1.5 Die Rolle von GABA-Rezeptoren wahrend der radian

Migration

Im Gegensatz zu NMDA-Rezeptoren gehéren GABA- utyri@rezeptoren zu den
klassischen inhibitorischen Rezeptoren des adultervensystems (Kaila, 1994).
Wahrend der frihen Entwicklung jedoch induziert Aidivierung von ionotropen
GABA- und Glyzinrezeptoren eine depolarisierendemdean-Antwort (Ben-Ari et
al., 1989; Luhmann und Prince, 1991; Kaila, 199%e@s et al., 1996; Flint et al.,
1998; Okabe et al., 2004; Achilles et al., 2007edbach et al., 2008; Kilb et al.,
2008). Im Gegensatz zu adulten Neuronen ist digazatlulare Chlorid-
Konzentration in den pra- und frihen postnatalemurbleen stark erhoht (Kaila,
1994). Der Grund daflr ist die Expression des GtHdransporter NKCC1, der
Chlorid in die Neuronen hinein transportiert undlai@h einen Kalzium-Einstrom
durch spannungsabhangige Kalziumkanale vermitieitens et al., 1996; Achilles et
al., 2007). Seine Expression ist wahrend der frithetwvicklung des Nervensystems
stark erhoht (Clayton et al., 1998; Marty et ai02) und nimmt nach der Geburt ab
(Plotkin et al., 1997; Yamada et al., 2004).

Der Neurotransmitter GABA spielt eine wichtige Rolwéhrend der radialen
Migration kortikaler Neuronen. Sein Effekt ist sdwaon der GABA-Konzentration
als auch von der Expression der verschiedenen GRB2eptoren abhangig.
Allgemein sind drei verschiedene GABA-Rezeptor-Tryfgeekannt: Die ionotropen
GABAA- und GABAc-Rezeptoren, die CKanéle ausbilden, und die metabotropen
GABAg-Rezeptoren, die iiber G-Protein-gekoppelte ProteineC&*- oder K'-
Kanale binden (Bormann, 2000). GARMARezeptoren variieren wahrend der
Kortexentwicklung stark in ihrer Untereinheiten-Ausmensetzung, die zeit- und
ortsspezifisch exprimiert werden (Laurie et al.929Behar et al., 1996; Behar et al.,
2000). Die GABA\-Rezeptoren in Neuronen der VZ haben eine weshntiihere
Affinitdt zu GABA als die der CP und sind relatimsensitiv gegentber Desen-

sitivierung (Behar et al., 1998; Owens et al., )99 dissoziierten neokortikalen
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Neuronen von E16-Rattenembryonen |ost eine femtareaoGABA-Konzentration
Chemotaxis, also die Wanderung entlang eines Graadie aus, wohingegen
mikromolare GABA-Konzentrationen Chemokinese awsié¢Behar et al., 1996).
Dieser konzentrationsabhangige Effekt auf die Migra kann auch durch den
GABAA-Rezeptor-Agonisten Muscimol, den GABARezeptor-Agonisten Baclofen
und den GABA-Rezeptor-Agonisten CACA hervorgerufen werden (Bedtaal.,
1998; Owens und Kriegstein, 1998). Die Expression @ABAg-Rezeptoren wurde
in der VZ und in der IZ von E17-Rattenembryonen hggeiesen (Behar et al.,
2001).

Da verschiedene GABA-Rezeptoren unterschiedlichehdlffinitaten gegentber
GABA besitzen, kénnen sie die Migration kortikal&leurone unterschiedlich
regulieren (Behar et al., 2000; Wang und Kriegst&l09). Der Einfluss ver-
schiedener GABA-Rezeptoren wurde unter Verwendpegiischer Antagonisten
in organotypischen Schnittkulturen untersucht (Bedtal., 2000). Die Blockade der
Picrotoxin-sensitiven GABA-Rezeptoren durch Pickato und der GABA-
Rezeptoren durch Saclofen flihrt zu einer verrirgeMigration (Behar et al., 2000).
Im Gegensatz dazu verstaihktvitro undin vivo der spezifische GABARezeptor-
Antagonist (-)-Bicucullinmethiodid (BMI) die Migregn (Behar et al., 2000; Heck et
al., 2007). Durch die Aktivierung der GABARezeptoren kommt es zur Unter-
drickung spontaner E&aTransienten, die wahrscheinlich fiir die neuronale

Migration von Bedeutung sind (Heck et al., 2007).

Behar und ihre Kollegen (Behar et al., 2000) eritelien ein Modell des sich
entwickelnden Kortex, in dem ein GABA-Gradient dadiale Migration bestimmt
(Abb.4). Die GABA-Konzentration ist in den &ufRer&chichten, also in der
Zielregion der migrierenden Neuronen, am hochstesh in der Proliferationszone
am niedrigsten. Die Voraussetzung fur dieses Modglldass sich in den unteren
Regionen des Kortex GABA-Rezeptoren mit einer héhekffinitat befinden als in
der oberen Region. GABA signalisiert den neu geldd Neuronen in der VZ,
durch Aktivierung der Picrotoxin-sensitiven Rezeptg in die 1Z zu wandern. Zu
den Picrotoxin-sensitiven GABA-Rezeptoren zdhlee BABAs- und GABAc-
Rezeptoren, wobei die GABARezeptoren zehnmal sensitiver sind als GABA
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Rezeptoren (Bormann und Feigenspan, 1995; Bormz2000). In der 1Z bewirkt
GABA durch Aktivierung der GABA-Rezeptoren eine Wanderung in die CP. In der
CP werden durch die hohe GABA-Konzentration die @GABRezeptoren aktiviert,
die fur ein Anhalten der Migration sorgen (Behaalet2000).

GABA-Rezeptoren und GABA-
ihre Migrationssignale Gradient
GABAA- /
@Rezeptoren .
Ao
i
GABA.-
Rezeptoren .
A ¥4
Picrotoxin- |
sensitive
Rezeptoren

vz/svz

V

Ventrikel

h

Abb.4: Modell des GABA-Gradienten wahrend der Entwiklung des Kortex. GABA-Rezeptoren
modulieren die Wanderung embryonaler Neurone egtlaon Migrationsrouten. GABA wird nahe
des Migrationsziels der Neurone exprimiert und ufiffiert durch das Gewebe, so dass sich ein
Gradient bildet. Die Aktivierung der Picrotoxin-s#tiven Rezeptoren veranlasst die Neurone aus der
VZ/SVZ in die 1Z zu migrieren (untere, grine Ampeiy der IZ fordert die Aktivierung Saclofen-
sensitiver Rezeptoren die Wanderung in die CP lgrett griine Ampel). In der CP fihrt die
Aktivierung der BMI-sensitiven GABARezeptorerzu einem Migrationsstop (obere, rote Ampel;

verandert nach Behar et al., 2000).
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Einleitung

1.6 Die Rolle von Glyzinrezeptoren wahrend der radilen
Migration

Die funktionelle Expression von Glyzinrezeptoren res wahrend der Kortex-
entwicklung bei pranatalen und neonatalen Ratte@ajal-Retzius Zellen, in Neu-
ronen der SP und CP und in migrierenden NeuronenZdeachgewiesen (Flint et
al., 1998; Kilb et al., 2002; Okabe et al., 2004lpket al., 2008). Glyzinrezeptoren
sind wéahrend der frihen Kortexentwicklung exzitsidn und Strychnin-sensitiv und
setzen sich aus den- und 3-Untereinheiten zusammen (Kilb et al., 2002; Okabe
al., 2004; Kilb et al., 2008).

Bei dem Glyzinrezeptor-aktivierenden endogenen ndga handelt es sich wahr-
scheinlich um Taurin, das, im Gegensatz zu Glyinirgro3en Mengen wahrend der
frihen Entwicklung im Kortex vorhanden ist (Aprisehal., 1969; Agrawal et al.,
1971; Sturman et al., 1977; Flint et al., 1998)urira kann im immaturen Kortex
durch KClI-induzierte Depolarisation (Collins und piwala, 1974; Clark und
Collins, 1976; Oja und Saransaari, 1992), tetamissbktrische Stimulation (Collins
und Topiwala, 1974; Kubo et al., 1992) oder hypoatsschen Schock (Oja und
Saransaari, 1992) ausgeschittet werden. Taurimfhesst die korrekte neuronale
Proliferation, Migration und Differenzierung (Stuam et al., 1985a; Palackal et al.,
1986; Altshuler et al., 1993; Sturman et al., 199%&ar et al., 1995). Die Migration
von Granularzellen im Zerebellum von Katzen ist vivo bei Reduktion der
Taurinkonzentration extrem gestort (Sturman et #I85a; Sturman et al., 1985b)
und auch wahrend der Migration zerebellarer Neurmnelissoziierten Kulturen

spielt Taurin eine wichtige Rolle (Maar et al., 599

Obwohl vieles Uber die Expression und Funktiongalitih Glyzinrezeptoren wahrend
der pranatalen Entwicklung des Kortex in migriemdeuronen bekannt ist, ist die
Rolle der Glyzinrezeptoren bei der radialen Migratin kortikalen Schnittkulturen

bislang nicht untersucht worden.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Fiur die Entwicklung des zerebralen Kortex ist didiale Migration von Neuronen
an ihren Bestimmungsort von elementarer Bedeutbiig.diese radiale Migration
sind extrazellulare Signale, die mit den Neuromgaragieren und Uber intrazellulare
Signalwege eine Umgestaltung des Zytoskeletts waimj notwendig (Ayala et al.,
2007). Neben vielen genetischen Faktoren ist auehsdontane und die durch
sensorische Information beeinflusste neuronale vAkti fir die neuronale
Differenzierung und Migration von Bedeutung (Khamipund Luhmann, 2006;
Wang und Kriegstein, 2009). Zu den extrazellulafgnalen gehort auch der
Neurotransmitter GABA, der tiber Depolarisation Neurone einen G&Einstrom
vermittelt und dadurch die Modulation der Migratioilber CA&"-abhangige
Signalwege ermdglicht (Behar et al., 2000; Heckakt 2007). Der GABA-
vermittelte Effekt auf die Migration ist konzenits- und ortsabhangig. GABA ist
graduell im préanatalen Kortex verteilt, wobei dieABA-Konzentration in den
hdchsten Schichten am groéf3ten und in der unteRgégion am niedrigsten ist. Dort
werden Picrotoxin-sensitive Rezeptoren aktiviek, dle Migration in die IZ férdern
(Behar et al., 2000). Es wird angenommen, dasglkdsi den Picrotoxin-sensitiven
Rezeptoren im unteren Kortexbereich um GAERezeptoren handelt. Bislang hat
jedoch niemand gezielt die Expression von GABRezeptoren wahrend der
Kortexentwicklung und die Rolle von GABARezeptoren wahrend der radialen

Migration untersucht.

Der erste Teil der hier vorliegenden Dissertati@inbaltet die Untersuchung der
Expression von GABARezeptoren im immaturen Kortex und ihre Rolle vedlar

der radialen Migration.
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Zur Erreichung dieses Zieles wurde

1. die GABAc-Rezeptor-Expression im Kortex auf RNA- und Prodbiene,
unter Verwendung der RT-PCR-, dér situ Hybridisierungs- und der

Westernblot-Methode nachgewiesen.

2. die funktionelle Expression durch Messung deBBA- und GABA:-Rezep-
tor-induzierten Depolarisation unter Verwendung daiziumabhangigen

Fluoreszenzmessung Uberprtift.

3. die Rolle von GABA-Rezeptoren wéahrend der radialen Migration unter
Verwendung der BrdU-basierten Migrationsanalyse wied spezifischen

GABAA- und GABA:-Rezeptor-Antagonisten und -Agonisten untersucht.

Im Gegensatz zu GABARezeptoren ist die Expression von Glyzinrezeptaren
radial migrierenden Neuronen bereits beschriebemdevo (Flint et al., 1998).
Ebenfalls wurde bereits gezeigt, dass der Glyzind GABA-Rezeptor-Agonist
Taurin die neuronale Migration beeinflusst (Maaakt 1995). Inwiefern jedoch die
Aktivierung von Glyzinrezeptoren durch einen enduge Liganden auf die radiale

Migration wirkt, wurde bislang nicht untersucht.

In einem zweiten Teil dieser Dissertation wurde hddls die Funktion von

Glyzinrezeptoren wahrend der Migration untersucht.
Zur Erreichung dieses Zieles wurde

1. die Rolle von Glyzinrezeptoren wéhrend der dadiaMigration unter
Verwendung der BrdU-basierten Migrationsanalyse wed spezifischen

Glyzinrezeptor-Antagonisten untersucht.

2. die Funktionalitat der Liganden Glyzin und Taumit Hilfe der BrdU-
basierten Migrationsanalyse Uberprift. Dabei fandié® Glyzinrezeptor-
Agonisten Glyzin und Taurin und Inhibitoren der @iy und Taurin-

Transporter Verwendung.
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3. Materialien

3.1 Chemikalien

5-Bromo-2"-desoxyuridin
100 bp Ladder Sharp DNA Marker

100 bp DNA Leiter

Ammoniumacetat

Azetanhydrid

B27

BlockingPuffer (TSA Biotin System)

BlockingReagenz

Basal Medium Eagle (BME)
Calcium Green-1
D(+)-Glucose

Dextransulphat
Diethylpyrocarbonate (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

Ethanol

Ethanol (abs. vergallt)
Ethylendiamin-N,N,N',N'-tetraacetat (EDTA)
Ficoll 400

Fluoromount-G

Formamid

Sigma, Steinheim
UBI
SK, Canada
New England Biolabs, Frankfurt
a.M.

Merck, Darmstadt

Life Sciencesask&toon,

Sigma-Aldrich, Steinheim
Gibco, Karlsruhe
NEN Life Science Protijc
Boston, MA, USA
Roche Applied Science,
Mannheim
Gibco, Karlsruhe
Molecular Probes, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Roth, Karlsruhe
NeolLab, Heidelberg
Rothatisruhe
Sigma, Steinheim
Southern Biotech, Birmingham,
USA
Roche Molecular Diagnostics,

Mannheim
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Glutamax

Glyzin

HCI

HEPES (Natriumsalz)
HRP-Substrafilmmobilon Western
Chemiluminescent)
Hybrisierungspuffer
lodazetamid
lonenaustauschharz

Mixed bed ion-exchange resin
JungTissue freezing-Medium
Kaliumchlorid

Kaliumhydroxid
Kalziumchlorid
Kalziumphosphat
Magermilchpulver (Sucofin)
MEM

MgCl,-Hexahydrat

NaHCG;
NaH,PO;-Monohydrat
Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Natrium--Glutamat
Natriumzitrat
Neurobasalmedium
Paraformaldehyd
Penicillin-Streptomycin-Glutamin
Phenolrot

Pluronsaure
Poly-L-Ornithinhydrobromid
Polyvinyl-Pyrrolidon

Precision Plus Protein Marker
(Dual Colour Stanyl

Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim

Millipore, Schwalbach

Sigma, Steinheim
Fisher Scientific, Nidderau
Bio-Rad, Mlnchen
Sigma, Deisenhofen
Leica Microsystems, Nussloch
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
TSI, Zeven
Gibco, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Ksntuhe
Sigma, Steinheim
Molecular Probes, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim

Biorad, MUnchen
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Probenpuffer Fermentas, St. Leon-Rot

Rinderserumalbumin (BSA) Sigma, Steinheim

Rinderserumalbumin (IgG- und Protease-frei) JacksomunoResearch, West
Grove, USA

SeaKem LE Agarose, FMC Bioproducts, Rockland, Main
USA

SybrGold Molecular Probes, Karlsruhe

TNB-BlockingPuffer (TSA Biotin System) NEN Life Science Prothjc
Boston, MA, USA

Triethanolamin (pH 8,0) Sigma, Steinheim

Tris Roth, Karlsruhe

Triton-X 100 Sigma, Steinheim

Tween-20 Sigma, Steinheim

Wasserstoffperoxid (30%) Merck, Darmstadt

Wide Range Marker Sigma, Steinheim

3.2 Enzyme

Proteinase K Roche Applied Science,
Mannheim

RNA freie DNase | Roche Applied Science,
Mannheim

RNAsin Promega, Mannheim

T3-RNA Polymerase Roche Applied Science,
Mannheim

T7-RNA Polymerase Roche Applied Science,
Mannheim
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3.3 Antikorper und Fluorochrome

Anti-BrdU (aus Maus)
Anti-DIG Antikorper (aus Schaf)
Anti-GABA-Rezeptor (aus Kaninchen)

Anti-MausAlexa-Fluor568/red (aus Ziege)
Anti-Kaninchen(biotinyliert) (aus Ziege)

Biotin-markiertes Tyramid
Meerrettich-Peroxidase konjugiert mit
Anti-Kaninchen (aus Ziege)
Propidiumiodid

Streptavidin-alkaline Phosphatase

Streptavidin-Cy3

3.4 Nukleinsauren

pBluescriptVektor
RNA labeling mix

tRNA

UTPs

Becton Dickinson, San Jose, CA,
USA
Roche Applied Science,
Mannheim
Prof. H. Wassle (Max-€dan
Institut, Frankfurt a.M.)
Molecular Probesrlgtuhe
Vector Laboratories, Bogame,
USA
NEN Life Science Prodycts
Boston, MA, USA
Jackson Imofesearch, West
Grove, USA
Sigma, Steinheim
Roche Appliedrge,
Mannheim
Jackson Immunosearch Labora-
tories, West Grove, USA

Stratagene, CA, USA

Roche Applied Science,
Mannheim

Roche Applied Science,
Mannheim

NEN Life Science Products,
Boston, MA, USA
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3.5 Kits

BCA™ Protein Assay Reagenz

Complete Protease Inhibitor Cocktail

EndoFreePlasmid Maxi Kit
High Fidelity cDNA Synthesisit

High Pure RNA TissuKit

RNeasit

SuperScriptlll Reverse Transcriptalée
Taq PCRKit

Vector Reit

3.6 Verbrauchsmaterialien

6-Loch-Mikrotiterplatte
48-Loch-Mikrotiterplatte
Deckglaschen (18x18 mm)
Deckglaserif 50 mm)
Eppendorf-Gefalie
Falconréhrchen (15 mL, 50 mL)
Gewebekleber (Permabond)

Handfarbereihe

Handschuhe (Manoera)
Handschuhe (Neolab)

Handschuhergtiproted Latex)

Kosmetiktticher

Thermo Scientific, Bonn
Roche Applied Science,
Mannheim

Qiagen, Hilden

Roche Applied Science,
Mannheim
Roche Applied Science,
Mannheim

Qiagen, Hilden
Invitrogen, Karlsruhe
Qiagen, Hilden

Vector Laboratories, CA, USA

Nunc, Wiesbaden
Nunc, Wiesbaden
Marienfeld, Lauda-Kohajsn
Menzel, Braunschweig
Biozym, Hessisch Oldendorf
Sarstedt, Numbrech
Engineering Winchester, UK
Medite Medizintechnik,
Nunningen, Schweiz
Josef F. Miller AG, Miuinche
NeolLab Migge Laborbedarf,
Heidelberg
Roth, Karlsruhe
IGEFA, Ahrensfelde OT
Blumberg
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Kulturgefal3e

Kivetten (UV-Klvette Mikro)
Linsen-Reinigungspapier

Millicell Nitrozellulose-Membranen
Objekttrager

Petrischalen (35x10 mm)
Petrischalen (100x20 mm; 150x22 mm)
Pipetten (10 und 25 mL)
Pipettenspitzen

Pipettenspitzen

PVDF-Membran
Quadriperm-Schalen
Schraubdeckelglaser
Schutzbrillen

Sterilfilter (Filtropur S 0,2um)
Skalpellklingen

SuperFrost Plus slides
Vibratomklingen Yalet Bladey

Whatman-Papier{ 55 mm)

Sarstedt, Numbrecht
Brand, Wertheim
Kodak, Rochester, NYAUS
Millipore, Schwalbach
Roth, Karlsruhe
Nunc, Wiesbaden
Sarstedt, Néofih
Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
NeolLab Migge Laborbedarf,
Heidelberg
Fluka, Steinheim
Bayha, Tuttlingen
Menzel, Braunschweig
World Precision Instruments,
Sarasota, FL, USA
Whatmann International,
Maidstone, England, UK

3.7 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Mause

Kafigtyp

Einstreu

C57BL/6

Makrolon Typ Il A
Bodenflache 810 cm
Bodenmalle 383x 221 mm
Hohe 150 mm
Wanddicke 3 mm

grobe Holzspéne
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Wasser
Zuchtfutter

3.8 Gerate

Analysenkammermécording chambgr

Analysenwaage (JL-200)

Autoklav (Systech 65)
Badheizung

Binokular

CCD-Kamera

COs-Inkubator (Herg&ell 240)
Eismaschine (AF 20)
Eisschrank (Heffeeezé
FilterapparaturBottletop Systejn
Fotokamera Gel-Dokumentation
Kryostat (HM 560Cryo-Stai)

Kihlschrank (Liebherr profiline)
LAS3000 imaging system
Laser

Luftobjektiv (4x/340)

Mikroskop (BX51WI)

Millipore (Synergy

Nipkow spinning disk confocal system

(QLC100
pH-Meter

Piezo

Pinzetten

pH neutral, ohne Zusatze
Altromin 1314-Panacur; versetzt
mit Fenbendazol und Hafer-

flocken

Luigs & Neumann, Ratingen
Chyo Balance Corp., Tokio,
Japan
Systech, Wettenberg
Luigs & Neumann, Ratingen
Zeiss, Jena
Roper Scientific, Trenton, USA
Kendro, Wien, Osterreich
Scotsman, Mailand, Italien
Kendro, Wien, Osterreich
Hartenstein, Wirzburg
Epson, Meerbusch
Thermo Fisher Scientific,
Walldorf
Liebherr, Linda
Fujifilm, DUsseldorf
Laser Physics, West Jordan, USA
Olympus, Tokio, Japan
Olympus, Tokio, Japan
Millipore, Schwalbach
Visitech Im&tional,
Sundeland, UK
InoLab, Weinheim
Piezosystem, Jena
Medicon, Tuttlingen
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Pipette Research

Pipettierhilfe Easypel
QIAshredder

Quecksilberbrenner (HBO103W/2)
Schere (Mikro 2000)

Schutteltisch (Titramax1000)

Skalpell (Mikroskalpell)
Spektrophotometer (UV1402)
Sterilwerkbank (HersafeHS15, Herguard)
Temperaturregler

Temperaturregler (TC02)

Thermomixer Comfor)

Tischzentrifuge

Tischzentrifuge Minispin plug
Trockenschrank

UV-Lampe fur Geldokumentatiorsyngeng
Vakuumpumpe

Vibratom (HR2)

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Qiagen, Hilden
Osram, Minchen
Medicon, Tuttlingen
Heidolph Instruments,
Schwabach
Medicon, Tuttlingen
Shimadzu, Duisburg
Kendro, Wien, Osterreich
Luigs & Neumann, Ratingen
Multi Channel Systems,
Reutlingen
Eppendorf, Hamburg
Qualitron, Korea
Eppendorf, Hamburg
Kendro, Wien, Osterreich
Synoptics, Cambridge, UK
KNF Laboport, Freiburg
Sigmann Elektronik, Huffenhardt

Vorschaltgerat fur Quecksilberbrenner (URFL-T) Opus, Tokio, Japan

Vortex

Vortex (Vibrofix VF1)
Waage
Wasserbad

Wasserbad

Wasserimmersionsobjektiv (20x/0,5, 60x/0,9)

Wippschuttler (Mini-Rocker, MR-1)
Zentrifuge (5415R)

Zentrifuge (Megafuge 1.0R Rotor 2252)
Zentrifuge (Sorvall SS34)

Cenco Instruments, Breda,

Niederlande

IKA, Staufen

Kern und Sohn, Ballingen
Memmert, Schwabach

Gesellschaft fir Labortechnik,

Burgwedel
Olympiakio, Japan
PEQLAB, Erlange
Eppendorf, Hamburg
Kendro, hyi@sterreich
Kendro, Wien, Ostieire
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3.9 Computerprogramme

Bilddokumentation Metamorph Universal Imaging Corporation,
Sunnyvale, USA
Bildverarbeitung Adobe Photoshoyersion 7.0) Adobe Systems Inc., Miinchen

Graphiklayout CorelDraw! Version 12) Corel Corporation, Unterschleil3-
heim

Referenzverwaltung ISI ResearchSoft, Philadalph

(Reference Managérersion 10) USA

Statistik GraphPad PrisnVersion 3,02) La Jolla, CA, USA

Statistik Systatll) Point Richmond, CA, USA

TabellenkalkulationExcel MS Offic003) Microsoft, Redmond, USA

TextverarbeitungWord MS Office2003/2007) Microsoft, Redmond, USA

3.10 Medien und Pufferldsungen

3.10.1 Migrationsanalyse

Artifizielle Zerebrospinalflissigkeit 1,8 mM CaCl
(ACSF) 25 mM Glukose
10 mM HEPES
5,3 mM KCI
0,812 mM MgCI2x 6 HO
51,3 mM NaCl
26 mM NaHCQ
0,9 mM NaHPOx 1 H,O
Agarose low mel) 2% in BO
NB/B27 2% B27
2 mM Glutamax
10 ug/mL PEST
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3.10.2 Antikdrperfarbungen

Phosphatgepufferte Salzlésung
(PBS)

0,1% Triton
3% BSA/PBS
2N HCI

137 mM NacCl
7 mM KCI
12 mM HPO,”
0,1% Triton-X 100 in4@
3% BSA in 0,01 M PBS
1:6 Verdunnung der 12N HCI mit®l

3.10.3 Kalziumabhangige Fluoreszenzmessung

ACSF fur Akutschnitte
ACSF fiUrin vitro Schnitte

Calcium-Green

20% Pluronsaure

siehe Kapitel 3.10.1
51 mM NaCl
26 mM NaHCQ
0,9 mM NaHPG;
0,8 mM MgCb
1,8 mM CaC}
5.3 mM KCI
25 mM Glucose
11 mM HEPES
1,25 mM Ca-Green
0,01% Pluronséaure in ACSF
0,1gin 1 mL DMSO
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3.10.41n situ-Hybridisierung

4 M Ammoniumacetat

0,1 M Triethanolamin (pH 8,0)

1x NTE-Puffer

20x SSC (pH 7,4)

Formamid (deionisiert)

Hybridisierungskammer-Fluid

Hybridisierungsmix

4AM NYDACc in H,Opgpc
Far 250 mL 77,1 g NEOAc in H,O
mit DEPC-behandeln, autoklavieren

0,1 M TriethanolanmnH,Opgpc
mit 5 M HCI auf pH 8,0; autoklavieren
0,5 M NacCl

10 mM Tris-HCI (pH 8,0)

5 mM EDTA, autoklavieren

175,3 g NaCl

88,2 g NgCitrat,-2H,0

auf 1 L mit HOpgpc auffillen

mit 1M HCI auf pH 7,4 einstellen
mit DEPC behandeln, autoklavieren

10 ilixed Bed Resipro 100 mL
Formamid
30 Minuten ruhren, filtern

75 mL Formamid

15 mL 20x SSC
60 mL HOpgpc

50% Formamid (deionisiert)
20 mM Tris-HCI, pH 8,0
0,3 M NacCl
5 mM EDTA, pH 8,0

10% Dextransulphat
0,02% Ficoll 400
0,02% Polyvinylpyrrolidon
0,02% BSA
0,5 mg/mL tRNA
0,2 mg/mL Carrier DNA
200 mM DTT
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TNT-Puffer

Waschpuffer

3.10.5 PCR

Agarosegel
TBE-Puffer

SybrGold

3.10.6 Western-Blot

Blockierungslosung

Lysepuffer

TBS

TBST

Transferpuffer

100 mM Tris-HCI (pH 7,6)
150 mM NacCl
0,05% Tween-20

100 mM Maleinsaure
150 mM NacCl
0,05% Tween-20

1% Agarose in 0,5x TBE Puffer
89 mM Tris/Borat pH 8,0
89 mM Borsaure
2 mM EDTA
0,08% SybrGold in 0,5x TBE

4% Magermilchpulver in TBST
50 mM Tris-HCI, pH 7.4
150 mM NacCl,
1 mM EDTA
1% (v/v) Triton-X 100
50 mM Tris
150 mM NacCl
Mit HCI auf pH 7,6 einstellen
50 mM Tris
150 mM NacCl
Mit HCI auf pH 7,6 einstellen
0,1% (v/v) Tween-20
24 mM Tris
192 mM Glyzin
20% Ethanol abs.
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4. Methoden

4.1 Migrationsanalyse

4.1.1 Die Methode der BrdU-basiertenn vitro Migrationsanalyse

Ziel der Migrationsanalyse war, mit Hilfe eines vitro Systems die radiale

Migration kortikaler Neuronen verfolgen zu kdnnen.

Die Entdeckungen, dass Neurone in koronalen Sefnndes préafrontalen Kortex bei
guter Kultivierung weiterhin wandern und dass dagriidin-Analogon 5-Bromo-
2 -desoxyuridin (BrdU) in die DNA proliferierendetellen inkorporiert wird und
damit zur Analyse der Proliferation und Migratioarwendet werden kann, waren
fur die hier beschriebene Migrationsanalyse gruyethe (Miller und Nowakowski,
1988). 1993 wurde zum ersten Mal die Zellmigratiorkortikalen Schnittkulturen
von neonatalen Frettchen beschrieben und somitneuitro System etabliert, bei
dem Neurone in einer anndhernd normalen UmgebunBoiterflaschenkulturen
migrierten (Roberts et al., 1993). In dieser Ditg@n wurde die Kulturmethode
nach Stoppini verwendet, bei der die Schnitte aufmranen im Ubergang
zwischen Luft und Kulturmedium verbleiben (Stoppeti al.,, 1991). Didn vitro
Migrationsanalyse wurde von Dr. Nicolas Heck uncerBEse Riedemann im Labor
der AG Luhmann Mainz etabliert. Die Ergebnisse d&grationsanalysen unter
Verwendung der Antagonisten Picrotoxin, (-)-Bicuicwhethiodid und (1,2,5,6-
Tetrahydropyridin-4-yl)methyl-Phosphinsédure entdeam in Zusammenarbeit mit

Dr. Nicolas Heck und Therese Riedemann.
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4.1.2 Herstellung koronaler Schnittkulturen des prérontalen Kortex

Der erste Schritt der Migrationsanalyse bestandden Praparation embryonaler
Gehirne aus C57BL/6-Mausen, um 300 um dicke, kdeoSzhnitte des Telenze-
phalons herzustellen. Dazu wurden E16- bis E18-Elalbsyonen verwendet. Die
Muttermaus wurde mit Isofluoran anésthesiert undcliuGenickbruch getotet.
AnschlieRend holte man die Embryonen aus dem Meilberund isolierte die
Gehirne in eiskalter, mit 95%,0 und 5% CQ begaster, artifizieller
Zerebrospinalflissigkeit (ASCF). Das Kleinhirn wardabgetrennt und das
Telenzephalon mit der Schnittflache nach untendaih Gewebekleber Permabond
auf den Schlitten des Vibratoms geklebt. Anschinel3gvurden die Gehirne mit
lauwarmer Agarose Ubergossen und der Schlittevidigatoms mit eiskaltem ACSF
gefullt. Dann erfolgte das Schneiden der 300 pnketfic koronalen Schnitte des
oberen Bereichs des Telenzephalons. Diese wurdérdenmn breiten Ende einer
Pasteurpipette aufgenommen und in eiskaltem ACS&ngmelt. Mit einem Skalpell
wurden die Gehirnhalften voneinander getrennt untd Rmzetten die Hirnhaute
entfernt. Unter einer Sterilbank wurden die Milllddembranen in Petrischalen
(35x10 mm) gegeben, die mit je 1 mL NB/B27 gefiiliren und die Schnitte auf die
Millicell-Membranen verteilt. Dabei wurden bis zechs Schnitte auf eine Membran
aufgebracht. Die Membranen mit den Schnitten vetiiem vier Stunden in einem
Inkubator bei 5% C®und 95% Luft. AnschlieBend wurde dem Medium 10 uM
BrdU hinzugefligt und die Schnitte weitere drei $m im Inkubator belassen.
Danach wurde das Medium durch BrdU-freies NB/B28gatauscht und diesem
eine definierte Konzentration an Rezeptor-Antagenioder -Agonisten beigeflgt.
Die Kontrollkulturen wurden mit dem gleichen Voluman Ldosungsmittel (Wasser
oder DMSO) behandelt. Die DMSO-Konzentration waglien Ansatzen nie hoher
als 0,1%. Bei einer Agonisten-Applikation erfolgtach 24 Stunden nochmals ein
Mediumwechsel und der Agonist wurde erneut applizimsgesamt wurden die
Schnitte 48 Stunden nach Antagonist- bzw. Agoniigabe im Inkubator belassen
und anschlie3end vorsichtig mit 4% Paraformalde{B8A) von den Membranen
geldst. Die Schnitte von je einer Millicell-Membramurden in eine Vertiefung einer
unbeschichteten 48-Lochplatte Uberfuhrt, 30 Mindéery in PFA fixiert, drei Mal in
0,1 M PBS gewaschen und bis zur AntikorperfarbumgBS aufbewahrt.
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4.1.3 BrdU-Antikorperfarbung fir die Migrationsanal yse

Der nachste Schritt der Migrationsanalyse bestamth,dmit den fixierten Schnitten
eine Antikdrperfarbung gegen BrdU durchzuflhrene Proliferierenden Neurone,
die das BrdU in die neu synthetisierte DNA inkorpdrhaben, wurden durch diese

Antikodrperfarbung sichtbar gemacht.

Die Antikorperfarbung wurde auf einem Schitteltisblei Zimmertemperatur
durchgefihrt. Zur Permeabilisierung der Zellmembrarwurden die fixierten

Schnitte zuerst fir 30 Minuten in 0,1% TritonX-10kubiert. Nach dreimaligem
Waschen in 0,1 M PBS fir je mindestens funf Minutemurden die Schnitte
anderthalb Stunden in 2N HCI inkubiert und ans®died wieder drei Mal fiur je
funf Minuten in 0,1 M PBS gewaschen. Daraufhin veuradier anti-BrdU-

Erstantikdrper (1:100 in 3% BSA/PBS verdinnt, aes Maus) auf die Schnitte
gegeben und Uber Nacht inkubiert. Am zweiten Tdgilmerten die Schnitte nach
dreimaligem Waschen fur je funf Minuten in 0,1 M B dem Alexa Fluor 568-
Sekundarantikérper (1:800 in 3% BSA/PBS verdiunmitj-laus, aus der Ziege)
abgedunkelt fur zwei Stunden. Nachdem die Schnititere drei Male im Dunkeln
mit 0,1 M PBS gewaschen wurden, wurden sie mit demsiten Ende einer
Pasteurpipette aufgenommen und mit Hilfe des Einmtetiums, Fluoromount-G, auf
einen Objekttrager fixiert. Die Objekttrager wurdaibgedeckt tber Nacht bei
Zimmertemperatur getrocknet und anschlieBend imidGhinank bis zum Zeitpunkt
des Fotografierens aufbewahrt.

4.1.4 Mikroskopie und Auswertung der Migrationsanal/se

Die BrdU-positiven Koronalschnitte der embryonalktduse wurden mit einem
Nipkow Spinning Disk konfokalen System an einem aufrechten Mikroskop
betrachtet. Die rote Fluoreszenz wurde durch ekgmpton/Argon-Laser bei einer
Wellenlange von 568 nm angeregt. Unter dem 4-fathdtobjektiv wurde anhand
der Form und der Fluoreszenz eines Schnittes dgk@téger so gedreht, dass der
dorsolaterale Teil des prafrontalen Kortex im St unten lag. Unter dem 20-

fachen Wasserimmersionsobjektiv wurde der Schrittager ausgerichtet, bis sich
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der Ventrikel des prafrontalen Kortex in einer gena Linie im unteren Sichtfeld
befand. Eine Region innerhalb des prafrontalen ésortwurde durch eine
Fotosequenz mit einer CCD-Kamera bei einer Belgpgaeit von 1000 ms und
halbmaximaler Laser-Intensitat dokumentiert. Di¢oSequenz begann auf Hohe des
Ventrikels und endete auf Hohe der Pia. Die Bildes zerebralen Kortex wurden
mit Hilfe des Metamorph-Programms zusammengesstrtjass sie unten mit der
VZ und oben mit der Pia abschlossen. Zur AnalyseMigration wurde das Bild in
drei gleichgrof3e Regionen aufgeteilt. In der umdRegion (Region I) befanden sich
die VZ, SVZ und ein Teil der 1Z. Die mittlere RegidRegion Il) umfasste den
aulieren Bereich der 1Z, sowie die SP und einerremt€eil der sich entwickelnden
CP (VIa). Die obere Region (Region Ill) schloss déeren Bereich der CP und der
MZ ein (Abb.5).

NeuN-gefarbte BrdU-positive Zellen,
Zellen, E18, 2 div E18, 2 div

Abb.5: Darstellung der ungefédhren Positionen der kdikalen Schichten in den drei
ausgewahlten Regionen der SchnittkulturenEine BrdU-geféarbte Schnittkultur wurde mit einer
NeuN-gefarbten Schnittkultur verglichen, um die efidi¢ire Position der kortikalen Schichten

innerhalb der festgelegten Regionen I, Il unddgntifizieren zu kdnnen (Mal3stab = 100 um).

Zur Auswertung der Migrationsanalyse erfolgte eduszahlung der BrdU-positiven
Zellen in jeder Region fur jeden Schnitt mit Hides Metamorph-Programms. Die
Anzahl der BrdU-positiven Zellen innerhalb einer g@ wurde durch die

Gesamtanzahl der BrdU-positiven Zellen in allen iBegn geteilt und damit die
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relative Anzahl innerhalb einer Region ermitteltie Delative Anzahl der BrdU-
positiven Zellen in den einzelnen Regionen war a3 fir die Verteilung der
BrdU-positiven Zellen in den Schnitten und somit éiie Migration der Neuronen.
Die Verteilung der BrdU-positiven Zellen in den Kamilschnitten wurde mit der
Verteilung in den behandelten Schnitten verglichgefanden sich, im Vergleich zu
den Kontrollschnitten, signifikant mehr Neuroneder untersten Region (Region I),
war dies ein Anzeichen fir eine verringerte MigratiBefanden sich in der obersten
Region (Region Ill) mehr Zellen, waren auch mehuidaee gewandert. Anhand des
nicht-parametrischeMann-Whitney-Tests (Systat) wurde fir jede Regiestionmt,
ob sich die relative Anzahl der Zellen der behateteSchnitte signifikant von den

Kontrollschnitten unterscheidet.

4.1.5 Kontrollfarbungen zur Uberpriifung der BrdU-An tikorperfarbung

Zur Uberprifung der Spezifitat der BrdU-Antikorginfung erfolgten verschiedene
Kontrollfarbungen. Zum einen wurde tberprift, ob drsten und zweiten Antikor-
per der BrdU-Antikdrperfarbung spezifisch bindeapzanderen, ob mit der BrdU-
Farbung ausschliel3lich Zellkerne und Neurone geféuoden.

4.1.5a Kontrollfarbung zur Uberprifung der Spezifitat der beiden Antikdrper

In den ersten Kontrollexperimenten wurde eine Aimperfarbung an Schnitten,
denen keine BrdU zugesetzt wurde (Abb.6A) und éaebung ohne Zugabe des
ersten Antikoérpers (Abb.6B) durchgefiihrt. Beide Kolifarbungen zeigten weder
artifizielle Féarbeartefakte, noch eine starke Higtend-Fluoreszenz. Mit diesen
Kontroll-Antikbrperfarbungen konnte gezeigt werdemlass der anti-BrdU-
Erstantikdrper spezifisch BrdU und der Alexa FlB68-Zweitantikdrper spezifisch

den ersten Antikodrper bindet.
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Abb.6: Kontrollfarbung ohne BrdU-Inkubation und ohn e anti-BrdU-Erstantikérper. A BrdU-
Antikdrperfarbung mit Zugabe von 10 uM BrdU- (linksnd ohne BrdU-Zugabe (recht8).BrdU-
Antikdrperfarbung mit anti-BrdU-Erstantikdrper (ig) und ohne (rechts).

4.1.5b Uberprifung der Kernfarbung

Das Ziel der folgenden Doppelfarbungen war zu Utbéep, ob die BrdU-Farbung
ausschlieB3lich in Zellkernen von Neuronen zu findgn Da BrdU ein Thymidin-
Analogon ist, sollte bei der BrdU-Antikoérperfarbuagsschliel3lich DNA angefarbt
werden. Um dies zu kontrollieren, wurde eine Dof@sbung mit dem Fluorochrom
Propidiumiodid durchgefuhrt. Bei Propidiumiodid kgt es sich um ein inter-
kalierendes Agens, das ebenfalls ausschlieBlich Déxdarbt. Fur die BrdU-
Propidiumiodid-Doppelfarbung wurden die Schnitte ensten Tag so behandelt, wie
in Kapitel 4.1.3 beschrieben. Am zweiten Tag etiehgzuerst drei aufeinander-
folgende Waschschritte mit 0,1 M PBS. AnschlieBemndirde ein grin
fluoreszierender Cy2-Sekundarantikbrper hinzugegeb@ab 1gG, 1:50 in
3% BSA/PBS verdunnt, anti-Maus, aus der Ziege) mvdi Stunden im Dunkeln
unter Schutteln inkubiert. Nach dreimaligem Waschan0,1 M PBS fiur je
funf Minuten im Dunkeln wurde Propidiumiodid (1:100 0,1 M PBS verdinnt)
zugefigt. Nach zehn Minuten wurde das Propidiundiaghtfernt und die Schnitte
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erneut drei Mal in 0,1 M PBS gewaschen. Zuletzt dear die Schnitte mit

Fluoromount eingedeckelt, Gber Nacht getrocknetfotarafiert.

Bei der BrdU-Propidiumiodid-Doppelfarbung war zukestnen, dass alle grin-
fluoreszierenden, BrdU-gefarbten Punkte ebenfatis fluoreszieren, also auch
Propidiumiodid-gefarbt sind (Abb.7). Daraus konntan schlie3en, dass die BrdU-
Farbung ausschlieRlich DNA anfarbt.

Abb.7: BrdU-Propidiumiodid-Doppelfarbung. BrdU-Antikérperfarbung mit Cy2-Sekundéar-
antikérper (A), Propidiumiodidfarbung (B), Uberlagag (C). In der VergroRerung (untere Reihe) ist

zu sehen, dass alle griin geférbten BrdU-positivaikéne auch mit Propidiumiodid geféarbt wurden.

Ein weiteres Kontrollexperiment stellte die Dopgetiung mit einem MAP2-
Antikbrper dar, der an das neuronale MAP2-Proteimddt. Bei dieser
Doppelfarbung erfolgte die Zugabe des Priméar- uesl Sekundarantikdrpers wie bei
der, in Kapitel 4.1.3 beschriebenen, BrdU-Antikagfadbung. Nach Zugabe des
ersten Sekundarantikérpers und dreimaligem Wasamehl M PBS wurden die
Schnitte fur 3,5 Minuten in 4% PFA/PBS fixiert. Aimdielend wurden diese
nochmals drei Mal mit 0,1 M PBS gewaschen und aserVIAP2-Priméarantikorper
(2:200 in 3% BSA/PBS verdunnt, aus der Maus) hiegetpen. Die Inkubation der
Schnitte mit dem Antikdrper erfolgte Uber Nacht Behmertemperatur. Am dritten
Tag der Antikdrperfarbung wurden die Schnitte wredeei Mal in 0,1 M PBS
gewaschen und dann mit dem Cy2-Sekundarantikorpeb (IgG, 1:50 in
3% BSA/PBS verdunnt, anti-Maus, aus der Ziege) z8&tinden inkubiert. Nach
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dreimaligem Waschen fir je finf Minuten in 0,1 M $Bvurden die Schnitte mit
Fluoromount-G auf Objekttragern eingebettet, Ubeachii getrocknet und

fotografiert.

Die BrdU-positiven Zellkerne wurden von den MAPZXjtiven Zytoskelettproteinen
umrundet, aber es waren kaum Uberlappungen von Brold MAP2-gefarbten

Bereichen zu sehen. Mit der Doppelfarbung konntzeige werden, dass mit der
BrdU-Antikorperfarbung keine Zytoskelettproteindaybt wurden (Abb.8).

Abb.8: BrdU-MAP2-Doppelfarbung. BrdU-Antikdrperfarbung mit Alexa Fluor-Sekundaradtper
(A), MAP2-Farbung mit Cy2-Sekundarantikorper (Bldilagerung (C). In der VergréRerung (untere
Reihe) erkennt man kaum Uberlagerung der Griin-Rotéirbung.

4.1.5¢ Uberprufung der BrdU-gefarbten Zelltypen

Zur Uberprifung der BrdU-positiv gefarbten Zelltype wurde zuerst eine
Doppelfarbung mit einem NeuN-Antikérper durchgetiider NeuN-Antikdrper

bindet spezifisch an das DNA-gebundene NeuronepHsgihe Protein NeuN,

welches in fast allen neuronalen Zellen des ZNSRIN& von Vertebraten zu finden
ist (Mullen et al., 1992). Der erste Tag der Dofirblung entsprach der, in Kapitel
4.1.3 beschriebenen, BrdU-Antikérperfarbung. Am iteve Tag wurden die Schnitte
zwei Stunden mit dem Cy2-Sekundarantikorper (Fab, 18:100 in 5% BSA/PBS

verdinnt, anti-Maus, aus der Ziege) im Dunkeln bikrt. Nach dem dreimaligen

41



Methoden

Waschen mit 0,1 M PBS wurden die Schnitte erneut2fiMinuten in 4% PFA
fixiert, anschlieRend drei Mal mit 0,1 M PBS ausgsehen und dann mindestens
90 Minuten in einer 5% BSA/PBS-L6sung blockiert.n@eh wurden die Schnitte
Uber Nacht mit dem anti-NeuN-Erstantikorper (1:10%% BSA/0,1% Triton/PBS-
Losung verdiinnt, aus der Maus) inkubiert. Am dniffeg wurde, nach dreimaligem
Waschen in 0,1 M PBS, der Alexa Fluor 568-Sekunti@rper (1:800 in
5% BSA+0,1% Triton/PBS verdinnt, anti-Maus, aus dexge) hinzugegeben und
zwei Stunden inkubiert. Nachdem die Schnitte weitdrei Mal mit 0,1 M PBS
gewaschen wurden, wurden sie auf Objekttrager nubrBmount-G eingebettet,
uber Nacht getrocknet und fotografiert. Bei der llmerung der BrdU- und NeuN-
Farbung konnte man sehen, dass alle grin-fluoreswlen, BrdU-gefarbten Punkte
ebenfalls rot fluoreszieren, also auch NeuN-Anfgirangefarbt wurden (Abb.9).
Dies deutet darauf hin, dass die BrdU-Farbung dlis§dich Zellkerne von Neurone
anfarbt.

Abb.9: BrdU-NeuN-Doppelfarbung. BrdU-Antikérperfarbung mit Cy2-Sekundarantikorpék),
NeuN-Farbung mit Alexa Fluor-Sekundarantikorper @y Uberlagerung (C). In einem vergréRerten
Ausschnitt (untere Reihe) erkennt man, dass alle gyefarbten BrdU-positiven Zellkerne auch
NeuN-positiv sind.

Um das Ergebnis der BrdU-NeuN-Doppelfarbung zu uméeiern, wurde zusatzlich
eine Doppelfarbung mit einem GFAP-Antikorper duretidnrt. Der GFAP-
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Antikdrper bindet an das saure Gliafaserprotahal fibrillary acidic protein,
GFAP), das als Intermediarfilament im Zytoplasman Vv@liazellen (vor allem
Astrozyten, aber auch reiferen Radialgliazellerprawiert wird (Woodhams et al.,
1981).

Die Doppelfarbung mit BrdU und GFAP war bis zur udbktion im Cy2-
Sekundarantikérper mit der BrdU-NeuN-Doppelfarbuigntisch. Ein weiterer
Fixierschritt war jedoch nicht notwendig. Nach dekubation mit dem ersten
Zweitantikorper und den drei Waschschritten in ,PBS wurden die Schnitte
mindestens 90 Minuten in einer 5% BSA/PBS-Losurngkikert. Anschlie3end folgte
Uber Nacht die Inkubation in dem anti-GFAP-Erstaitper (1:200 in 5% BSA/0,1%
Triton/PBS verdinnt, aus dem Kaninchen). Der n&cliag begann mit dreimaligem
Waschen in 0,1 M PBS und mit einer anschlieRenderstiindigen Inkubation der
Schnitte mit einem biotinylierten Zweitantikorperl:400 in 5% BSA/0,1%
Triton/PBS verdinnt, anti-Kaninchen, aus Ziege)iNaeiteren drei Waschschritten
in 0,1 M PBS wurden die Schnitte fur eine halben8& mit Cy3-markiertem
Streptavidin(1:400 in 5% BSA/0,1% Triton/PBS verdinnt) inkulbiedie Schnitte
wurden drei Mal in 0,1 M PBS gewaschen, auf Objagér mit Fluoromount-G

eingebettet, Uber Nacht getrocknet und fotografiert

Die BrdU-Farbung zeigte weder Uberlagerungen mitGEAP-Farbung, noch eine
Umrandung durch die GFAP-Féarbung, so dass man dausgehen kann, dass mit
der BrdU-Farbung keine Astrozyten gefarbt wurdebldA0).
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Abb.10: BrdU-GFAP-Doppelfarbung. BrdU-Antikérperfarbung mit Cy2-Sekundarantikodrpe),
mit Streptavidin gefarbtes MAP2 (B), Uberlageru@).(In der VergréRerung (untere Reihe) erkennt
man kaum Uberlagerung der Griin- und Rotfarbung.

4.1.6 Mikroskopie der Kontrollfarbungen

Alle Kontrollfarbungen wurden mit einem Nipkd®8pinning Diskonfokalen System
mit Hilfe einer Laserquelle an einem aufrechten fMd#kop betrachtet. Die rote
Fluoreszenz wurde durch einen Krypton/Argon-Laser éner Wellenlange von
568 nm angeregt und die griine Fluoreszenz bei ¥ifedlenlange von 488 nm. Mit
dem 4-fachen Luftobjektiv wurde anhand der Form Bhubreszenz eines Schnittes
der Objekttrager so gedreht, dass der dorsolat@ledes prafrontalen Kortex im
Sichtfeld unten lag. Eine Region innerhalb desrpriélen Kortex wurde durch das
20-fache oder 60-fache Wasserimmersionsobjektivabletet. Bei den Doppel-
farbungen wurde ein Bereich im oberen Drittel dd? Gusgewahlt. Fotografiert
wurde mit einer CCD-Kamera, wobei die Belichtungszaend Laserintensitat
(1000 ms bei halomaximaler Laserintensitat) bearafFarbekonditionen gleich war.
Die Bilder wurden mit dem Metamorph-Programm bdttac und tbereinander

gelegt.
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4.2 Fluoreszenzmessung des neuronalen Kalzium-Einsis

4.2.1 Die Methode der kalziumabhangigen Fluoreszenessung

Die Methode der kalziumabhangigen Fluoreszenzmegsdot die Moglichkeit,

in vitro die Depolarisation von Neuronen und den Anstieg ddrazellularen
Kalziums anhand einer Fluoreszenzanderung zu meBsdir wurde der Farbstoff
Calcium Greerl, ein hochaffiner Ca-Indikator mit geringer Fototoxizitat (Paredes
et al., 2008) verwendet. Die Neurone der kortikaBamnitte nahmen das schwach
grun fluoreszierend€alcium Greerauf, dessen grof3te Extinktion bei etwa ~490 nm
und dessen Hauptemission bei ~530 nm liegt (Paretdak, 2008). Durch Depola-
risation der Neurone kommt es zu einenf'@instrom. Das intrazellul&r€alcium
Green dessen Ca-Affinitat (Kg) ~190 nM betragt, bindet d&=’*, wodurch sich
die Emission um etwa das Hundertfache verstarktsicid die Wellenlange jedoch
nur minimal verandert (Paredes et al., 2008). Bana Hanganu-Opatz untersuchte
mit dieser Technik die Acetylcholin-abhangigen Kata-Antworten im
somatosensorischen Kortex der Ratte (Hanganu,e2@09). Fur diese Dissertation

wurde ihrCalcium Green Loading’rotokoll verwendet.

4.2.2 Durchfiihrung der Fluoreszenzmessung

Die Praparation der Gehirne und die Herstellung 3@0 uM dicken, koronalen
Schnitten wurden, wie in Kapitel 4.1.2 beschriebdarchgefihrt. Die Schnitte
wurden akut oder einen Tag vitro fur die Messungen verwendet. Im Anschluss an
die Praparation fand das Auftragen eines Teils Akutschnitte auf Linsen-
Reinigungspapier statt. Die Schnitte fur den naahstag wurden auf Millicell-
Membranen Ubertragen, die in, mit 1 mL NB/B27-gidil, Petrischalen im
Inkubator bei 5% C® und 95% Luft verblieben. Alle Schnitte inkubierter

Beginn des Experimentes mindestens eine Stund& @ &armen und mit 95%.0O
und 5% CQ begasten ACSF. Ein Schnitt wurde fir 15 bis 20W¢n in 1,25 pyM
Calcium Greenmit 0,01% Pluronsaure inkubiert und anschlie3e@dvihuten in
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einer mit ACSF durchspllten Kammer unter dem koalek Lasermikroskop

ausgewaschen. Zur Befestigung des Schnittes wurtieeder das Filterpapier mit
einem Platindraht oder der Schnitt mit einem Gides Nylonfaden fixiert. Die

Temperatur der Kammer betrug 32°C und die Durchkfate des ACSFs circa 3 mL
pro Minute. Im 20-fachen Wasserimmersionsobjektiwde der Schnitt beobachtet
und eine Region innerhalb der 1Z oder innerhalb desren Drittels der CP im
prafrontalen Kortex ausgesucht. Mit einer Beliclgsaeit von 250 msec wurden fur
insgesamt 300 Sekunden alle 3 Sekunden ein Bildeaoinmen. Der GABA-

Rezeptor-Agonist GABA oder der GABARezeptor-Agonist CACA wurden immer
fur insgesamt eine Minute per Badapplikation appitz wobei 15 Sekunden
gewartet wurde, bevor die Aufnahmen begannen. Dasaschen der Antagonisten
erfolgte 10 Minuten vor der Agonisten-Applikatiommdi endete mit Ende der
jeweiligen Aufnahme. Am Ende eines jeden Versuclies, zu einer kompletten
Blockade der GABA-Rezeptoren fuhrte, wurden 4 mMtriMen-L-Glutamat oder

50 mM K" appliziert, um das Uberleben der Neurone zu uikiéepr

4.2.3 Analyse der Fluoreszenzmessung

Fur die Analyse der Zeitreihen wurden mit dem Meaigvh-Programm Regionen um
die grun gefarbten Neurone gelegt und die durchibbine Fluoreszenz und
Fluoreszenzanderung innerhalb dieser Regionemto@astiin einem Excel-Dateiblatt
wurde die Hintergrundfluoreszenz von der Fluorezaaderung abgezogen und auf
die Grundlinie (durchschnittliche Fluoreszenz voer dAgonisten-Applikation)
normiert. Der C&-Einstrom konnte dadurch als Anderung der Fluomzinéensitat
des Calcium Greensim Vergleich zur Grundlinie dargestellt werden Hj}/
Untypische oder durch Bewegung des Schnittes inugekrschobene Fluoreszenz-
antworten wurden aus der Analyse ausgeklammert. Noderungen in der
Fluoreszenz, die vier Mal gré3er als die Standargéthung der Grundlinie waren,
wurden als CH-Einstrome gewertet. Fir die statistische Analyserden der
Wilcoxon-Rangsummentest und der zweiseifiggher's Exact Testerwendet. Die
Signifikanz-Level wurde folgendermalRen dargestéilt p < 0,05, *=p < 0,01,
*»**=p<0,001, ns=p>0,05.
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4.3 Pharmakologie

4.3.1 Pharmakologie der GABA-Rezeptoren

Alle GABAa-Rezeptoren werden durch GABA, das Strukturanalolyarscimol
(Macdonald und Olsen, 1994) und durch Taurin (Jial.e 2008) aktiviert. GABA-
Rezeptoren werden kompetitiv durch die GABRezeptor-Antagonisten Bicucullin
und Gabazin blockiert (Macdonald und Olsen, 1994) besitzen modulatorische
Bindestellen fiur Benzodiazepine, Barbiturate, Netemwide und Ethanol. Die
ebenfalls ionotropen GABARezeptoren bestehen guéntereinheiten (Feigenspan
und Bormann, 1994; Bormann, 2000; Hartmann et2804), sind insensitiv gegen-
Uber Bicucullin und werden spezifisch durch den getitiven Antagonisten
(1,2,5,6-Tetrahydropyridin-4-yl)methylphosphinsaufEPMPA) inhibiert (Feigen-
span und Bormann, 1994). Benzodiazepine und Baabélhaben keinen Einfluss
auf GABAc-Rezeptoren. Die GABARezeptor-Antagonisten Picrotoxin (PTX),
2-(3-Carboxypropyl)-3-amino-6-(4-methoxyphenyl)-fgzinium-Bromid und
y-Hexachlorocyclohexan reduzieren jedoch die Antemrtler GABA-Rezeptoren
(Feigenspan und Bormann, 1994). GABRezeptoren werden durch die GABA-
Analoga cissAminocrotonsaure (CACA) undiransAminocrotonséaure (TACA)
aktiviert, wobei CACA der selektivere Ligand fir BAc-Rezeptoren ist (Johnston,
1996). Die metabotropen GABARezeptoren werden selektiv durch Baclofen
aktiviert und reagieren nicht auf die bekannten Matbren der ionotropen GABA-
Rezeptoren. Blockiert werden GABARezeptoren durch Saclofen (Behar et al.,
2000; Behar et al., 2001) und CPG 35348 (Olpe .et1800; Sutor und Luhmann,
1998).
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4.3.2 Pharmakologie der Glyzinrezeptoren

Glyzinrezeptoren werden durch Glyzin, TaurinAgino-Ethansulfonsaureund
B-Alanin aktiviert und durch den Antagonisten Stnychinhibiert (Rajendra et al.,
1995; Flint et al., 1998; Sergeeva, 1998; Kilblet2002; Okabe et al., 2004). Zink,
Alkohol, Anasthetika, Picrotoxin, Kokain und einigatiepileptika modulieren die
Glyzinrezeptor-Aktivitat (Leite und Cascio, 2001ang und Svensson, 2008).

4.3.3 Pharmakologische Manipulation der Migration

Die organotypischen Schnittkulturen des pranatafemtex wurden 48 Stunden
unterschiedlichen Antagonisten und Agonisten auwges Die Kontrollkulturen
wurden mit dem gleichen Volumen an Loésungsmittelagdér oder DMSO)
behandelt. Im Folgenden sind die verwendeten AmiggEn/Agonisten, ihre
Abkurzung, Wirkung, die finale Konzentration undsdeerwendete Losungsmittel
aufgelistet:
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Antagonist/ Abkr- Wirkung Konz. | Losungs
Agonist zung [uM] mittel
cis-4- CACA GABAc-Rezeptor-Agonist 100 pAs)
Aminocrotonséaure
(-)-Bicucullin- BMI GABA s-Rezeptor-Antagonist 100 DMSO
methiodid
Glyzin - Glyzinrezeptor-Agonist 500 B
Guanidino- GES Taurintransporter-Inhibitor 30( 20
Ethansulfonat
N-[(3R)-3-([1,1-Bi-| ALX Glyzintransporterl-Inhibitor 0,1 DMSO
phenyl]-4-yloxy)- 5407
3-(4-fluorophenyl)-
propyl]-
N-methylglyzin-
Hydrochlorid
O-[(2-Benzyloxy- ALX Glyzintransporter2-Inhibitor 0,5 DMSQO
phenyl-3- 1393
flurophenyl)
methyl]-L-Serin
Picrotoxin PTX unspezifischer GABA und 100 HO
GABA-Rezeptor-Antagonist
Strychnin - Glyzinrezeptor-Antagonist 1 2O
2-Amino- Taurin unspezifischer GABA und 2000 H.O
Ethansulfonsaure Glyzinrezeptor-Agonist
(1,2,5,6- TPMPA | GABAc-Rezeptor-Antagonist 50 B
Tetrahydropyridin-
4-yl) methyl-
Phosphinséure

Tabelle 2: Auflistung der zur Migrationsanalyse vewendeten Antagonisten und Agonisten.

49



Methoden

4.3.4 Pharmakologische Manipulation der C&-Antworten wéahrend der

Fluoreszenzmessung

Bei der kalziumabhéngigen Fluoreszenzmessung wueteweder der GABA-

Rezeptor-Agonist GABA oder der GABRBARezeptor-Agonist CACA per

Badapplikation fur eine Minute appliziert. Die Agtmisten wurden bereits zehn
Minuten davor eingewaschen. Die daflr verwendetatagonisten/Agonisten, ihre
Abklrzung, Wirkung, die finale Konzentration undsdeerwendete Losungsmittel
sind wie folgt aufgelistet:

Antagonist/ Abkr- Wirkung Konz. | LOsungs
Agonist zung [uM] mittel
cis-4- CACA GABA-Rezeptor-Agonist 100 10

Aminocrotonsaure

(-)-Bicucullin- BMI GABA A-Rezeptor-Antagonist 100 DMSC
methiodid

y-Aminobuttersdure GABA GABA-Rezeptor-Agonist 100 ¥

(1,2,5,6- TPMPA GABAc-Rezeptor-Antagonist 50 B
Tetrahydropyridin-
4-yl) methyl-
Phosphinséure

Natrium-L- - NMDA-Rezeptor-Agonist 4000 0
Glutamat

Tabelle 3: Auflistung der bei der kalziumabh&ngigen Fluoreszenzmessung verwendeten

Antagonisten und Agonisten.
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4.41n situ-Hybridisierung

4.4.1 Die Methode derin situ-Hybridisierung mit dem Tyramidsignal-
Amplifikationssystem

Die US-amerikanischen Biologen Joe Gall und Mary Rardue entwickelten Ende
der 1960er Jahre dia situ-Hybridisierung (Gall und Pardue, 1969). Sie steiite
Methode zur zeitlichen und rdumlichen Detektion z#jseher Nukleinsdure-

Sequenzen dar, an die eine komplementare RNA @NAdindet.

Fur die in dieser Dissertation durchgefuhite situ-Hybridisierung wurde eine
Digoxigenin (DIG)-markierte RNA-Sonde verwendet uas Sonden-Signal durch
das Tyramidsignal-Amplifikationssystem verstarke(khann et al., 2002). Ein hoch-
affiner anti-DIG-Antikdrper, der mit einer Meerieti-Peroxidase gekoppelt ist,
detektiert die DIG-markierte Sonde. AnschlieBendivaet die Peroxidase ein
biotinyliertes  Tyramid-Derivat (Abb.11). Daraus &ehen hoch-reaktive
Tyramidradikale, die kovalent an nukleophile Rdastaler direkten Umgebung der
Peroxidase-Reaktion binden. Anschlie3end interag&s mit alkaliner Phosphatase
gekoppelte Streptavidin mit dem Biotin des Tyramiervats und setZVector Red
als Substrat um, wobei ein roter Farbstoff gebilded.

/ Biotin

nucleic acid

:: I é\\\i\:_Targe?

Abb.11: Schema eines Sondensignals mit dem Tyramigeal-Amplifikationssystem. In An-
wesenheit der Meerrettich-Peroxidase (HRP, gelbesiebk) bilden sich Tyramidradikale (rotes
Viereck), die kovalent an die nukleophilen Restelém direkten Umgebung der Peroxidase-Reaktion

binden (aus www.invitrogen.com).
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4.4.2 Herstellung der Sonden fur dien situ-Hybridisierungsexperimente

FUr die Durchfihrung dein situ-Hybridisierung wurde vorab eine DIG-markierte
RNA-Sonde hergestellt. Zu diesem Zweck wurde diesa@#-RNA aus einem
Gehirn eines E17-Mausembryos mit Hilfe deéigh Pure RNA TissuKits isoliert.
Von dieser Gesamt-RNA wurde 1 ug fur eine RT-PCRK#en eingesetzt und
unter Verwendung vonandom hexameri€rimernund von denilranscriptor High
Fidelity cDNA Synthesikit zu cDNA transkribiert. Diese cDNA diente als Mae,
um durch eine weitere PCR ein 590 bp langes Fragmen GABAc-Rezeptor-
Untereinheitp, zu amplifizieren. Dafir wurden die folgenden, mankierenden

EcoRlundXhol Schnittstellen versetzten, Primer verwendet:

GABA(-p2-Untereinheit:  forward CGAATTCGCCTGATGGCTCTCGT;
GABACc-p2-Untereinheit:  reverse GGCTCGAGTTCATCTGTGTACGCA.

20 pL des PCR-Produktes wurden zur Kontrolle auf &Pbiges Agarosegel
aufgetragen (Abb.12). Als Marker diente ein 100[gA-Leiter. Die Laufstrecke

des PCR-Produktes entsprach der erwarteten Gra8&3@bp. Im unteren Bereich
des Agarosegels waren Reste der Primer zu erkennen.

1000 bp

PCR-Produkt
500 bp

Primer

Abb.12: Gelelektrophorese zur Uberpriifung der RT-PQR zur Herstellung einer p,-Sonde Es
wurden 20 pL decDNA-Matrize auf das Gel aufgetragen. Die Bande5#) bp-langen DNA war in

der erwarteten Hohe im Gel zu erkennen, ebensaliwien der PCR eingesetzten Primer.

Die cDNA wurde in dieEcoRIXhol-Stellen eines pBluescriptKS-Vektors kloniert
und durch Sequenzierung uUberprift. AnschlieRenddevuwlas Plasmid mit den

RestriktionsenzymerPstl oder Kpnl linearisiert. Der Restriktionsverdamit Pstl
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diente als Vorlage fur die Herstellung deantisenseSonde durchin vitro
Transkription. Der Restriktionsverdamit Kpnl diente der Herstellung eineense
Sonde, die als Negativkontrolle wahrend dessitu-Hybridisierungsexperiments
Verwendung fand.

Fur diein vitro Transkription wurden 250 ng des jeweiligen lingarien Plasmids,
1x Transkriptions-Puffer, 5 uDIG RNA labeling mix80 Einheiten RNAsin und
100 Einheiten def3-oderT7-RNA-Polymerase in einem Reaktionsansatz von 50 pL
gemischt und fur drei Stunden bei 37°C inkubielie D3-RNA-Polymerase wurde
fur den Reaktionsansatz, mit dem durstl linearisierten Vektors verwendddie
T7-RNA-Polymerase fand in dem Reaktionsansatz, mim deurch Kpnl
linearisierten Vektors Verwendung. AnschlieRend deudas Reaktionsprodukt mit
20 Einheiten RNase-freier DNasel 20 Minuten bei@Bghandelt und mit Hilfe des
Qiagen-RNeasy Kit aufgereinigt. Die Herstellung &&mde wurde in Zusammen-
arbeit mit Dr. Robin White und der Arbeitsgruppenverofessor Dr. Lutz (Institut
fur Physiologische Chemie und Pathobiochemie) dyefithrt.

4.4.3 Durchfiihrung derin situ-Hybridisierung

Fur diein situ-Hybridisierung wurden Gehirne aus E18-Mausembryomeipariert
und 2,5 Stunden in 4% PFA fixiert. AnschlieRend adeudas Fixativ drei Mal fur je
20 Minuten mit PBS ausgewaschen und die Gehir@®#ige Saccharose uberfuhrt.
Sobald die Gehirne in der Saccharose abgesunkesnwaettete man sie ifissue
freezingMedium ein und stellte mit dem Kryostat 18 um dirkeronale Schnitte
des Vorderhirns her. Die Schnitte wurden auf gefmer SuperFrost Plus-
Objekttrager gebracht, auf einer Warmeplatte gk&trec und bei -20°C bis zur

Benutzung aufbewabhrt.

Am ersten Tag derin situHybridisierung wurden diese Schnitte zuerst auf
Zimmertemperatur gebracht und zwei Mal in 0,1 M RiSvaschen, bevor sie zur
Inaktivierung der endogener Enzymaktivitditen 150%ém in 1% HO,/100%
Methanol inkubiert wurden. Nach zwei 2-minutigen dMaschritten in 0,1 M PBS

wurden die Schnitte fur acht Minuten in 0,2 M HQeiifuhrt, wieder zweimal fur

53



Methoden

zwei Minuten in 0,2 M PBS inkubiert und anschlie@®eftir zehn Minuten mit
20 pg/mL ProteinaseK in 50 mM Tris-HCI/5SmM EDTA lagidelt. Nach einem
weiteren Waschschritt in 0,1 M PBS folgte ein RHiemsschritt fur zehn Minuten in
4% PFA bei 0°C und die Inkubation der Schnitte id & Triethanolamin mit
zweimaliger Zugabe von 600 uM EssigsaureanhydriteruRihren. Nach finf-
minttigem Waschen in 0,1 M PBS wurden die Schniit®,9% NaCl inkubiert,
schrittweise mit einer Ethanolreihe dehydriert (3080%, 70%, 80%, 95% und
100% Ethanol) und mindestens eine Stunde luftgletretc Der Hybridisierungsmix,
in den man entweder 400 ng dmmnseoder antisenseSonde gegeben hatte, wurde
zwei Minuten bei 95°C denaturiert und anschlie3&0@ pL Hybridisierungsmix auf
je einen Objekttrager verteilt. Die Hybridisierufamd tGber Nacht bei 54°C in einer
befeuchteten Hybridisierungskammer statt.

Am zweiten Tag wurden die ersten PosthybridisiestM{aschschritte bei 62°C
durchgefuhrt. Diese bestanden zunachst aus 30-gemitWaschschritten in 5x
salzigem Natriumzitrat (SSC), in 50% Formamid/2xC88505% Tween-20, in 50%
Formamid/1x SSC/0,05% Tween-20 und zuletzt in BBC. Die darauf folgenden
Waschschritte wurden bei 30°C durchgefuhrt. Dafwgen ein kurzer Waschschritt
in NTE-Puffer mit 0,05% Tween-20 und eine 10-migétinkubation in NTE-Puffer
mit 0,05% Tween-20 und 15 mM lodazetamid. Anscldief3 wurden die Objekt-
trdger zwei Mal fur je eine halbe Stunde in NTEfBufmit 0,05% Tween-20
inkubiert und dann fur mindestens eine Stunde ingé®# Hitze-inaktiviertem,

gefiltertem Schafserum in TNT-Puffer blockiert. adreimaligem Waschen in
TNT-Puffer wurden die Schnitte 30 Minuten in TNEeckingPuffer und

anschlielend 1,5 Stunden in dem anti-DIG(Fab)-PGiDkarper (1:1000 in TNB-

BlockingPuffer verdinnt) inkubiert. Nachdem der Antikorpleirch drei 2-minttige

Waschschritte in TNT-Puffer ausgewaschen wurde,ubigeten die Schnitte
15 Minuten in Biotin-markiertem Tyramid und anseflend blieben zwei Mal fur
2 Minuten im Waschpuffer. Daraufhin inkubierten diehnitte eine Stunde in
Streptavidin-Alkaline-Phosphatase (1:100 in B%ckingReagenz/Waschpuffer
verduinnt). Nach dreimaligem Waschen in Waschpufi@rde die Farbereaktion mit
Hilfe desVector ReeKits durchgefuhrt. Die Farbereaktion dauerte eBaMinuten

und wurde durch einmaliges Waschen in PBS fur 2dimuten gestoppt und durch
Inkubation in PBS mit 2,5% Glutaraldehyd fur 15 Mien fixiert. Nach dreimaligem
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Waschen in 0,1x SSC wurden die Schnitte unter Viedweg abgestufter Ethanol-
reihen dehydriert (30% EtOH mit 300 mM NBIAc, 50% EtOH mit 300 mM
NH4OAc, 70% EtOH mit 300 mM NEDAc, 95% EtOH und 100% EtOH). Die
Schnitte trockneten Uber Nacht und wurden am néoh¥ag mit Fluoromount-G
eingedeckelt und fotografiert. Dia situ-Hybridisierung wurde in Zusammenarbeit
mit der Arbeitsgruppe von Professor Dr. Lutz (lngtifir Physiologische Chemie

und Pathobiochemie) durchgefihrt.

4.5 Weitere molekularbiologische Methoden

4.5.1 Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktn

FUr die Reverse Transkriptase-Polymerase-KetteticakRT-PCR)-Experimente
wurde aus einem E18-Mausembyro der Kortex entfemt, Flissigstickstoff
eingefroren und die Gesamt-RNA mit deRNeasy MicreKit isoliert und
aufgereinigt. FUr die darauffolgende RT-PCR fands &perScriptlll-Reverse
TranskriptaseKit Verwendung. Es wurden 50 ng der Gesamt-RNAMM dNTPs
und 50 uM OligodT zu einem Endvolumen von 29 pL geht, fir finf Minuten
bei 65°C inkubiert und dann eine Minute auf Eisigék Anschlie3end wurden 4 pL
des 5xFirst-StrandPuffers, 1 uL 0,1 M DTT, 1 ulRNaseOut(40 Einheiten/pL)
und 1 pLSuper-ScriptllIRT (200 Einheiten/uL) hinzugegeben. Der Reaktingatr
inkubierte 60 Minuten bei 55°C. Darauf folgte eimaktivierungsschritt fir
15 Minuten bei 70°C. Fur die Amplifikation der cDNRurde das Qiagemaq PCR
Kit verwendet. Das Volumen der verwendeten cDNA ziachweis derf3-
Untereinheit von GABA-Rezeptoren betrug 2 pL und fur den Nachweis mler
Untereinheiten der GABARezeptoren 16 pL. Der PCR-Ansatz setzte sich aus
10 pL 10x PCR Puffer, 4 pL Mg&120 pL 5x Q-Lésung, 2 mL dNTPs (10 mM von
jedem), 0,5 puL Tag-Polymerase (2,5 Einheiten/Reaktiund der cDNA-Primer-
Losung zusammen, so dass ein Gesamtvolumen vopll@dtstand. Die RT-PCR
wurde in einem Thermozykler durchgefiihrt und setsh aus einem initialen

Denaturierungsschritt  fir drei Minuten bei 94°C, nen  weiteren
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Denaturierungsschritt fir 45 Sekunden bei 94°C agetungsschritten bei 55°C fiur
30 Sekunden und einem Extensionsschritt flr eineukéi bei 72°C zusammen. Fur
die Detektion dep,- und;-Untereinheiten wurden die sekundéren Denaturiesyng
Anlagerungs- und Extensionsschritte 45 Mal wiedirhftir die Detektion der

p1-Untereinheit wurden 55 Wiederholungen benétigt.
Es wurden folgende Primerpaare verwendet:

GABAc-p;-Untereinheit:  forward ACAGACCTGCTCTCTGGAAATCG;
GABAc-p;-Untereinheit:  reverse GGGTTTCTCTCCGTTCTCAGGC;
GABAc-p2-Untereinheit:  forward AGCAGCACTGGCTGGTACAACC;
GABAc-p>-Untereinheit:  reverse  AGAATGTGGCTTGTTGGGTAGCC;
GABAA-Bi-Untereinheit: forward ACAGCTCCAATGAACCCAGCAA;
GABAA-Bi-Untereinheit: reverse TGCTCCCTCTCGTCCATTCCA.

Die PCR-Produkte wurden per Gelelektrophorese {4,d0r 30 Minuten) mit einem
1% Agarosegel aufgetrennt, mit Cybr-Gold gefarbd unter UV-Licht fotografiert.
Als Marker diente der 100 bp DNA Marker.

4.5.2 Western Blot Analyse

Die ersten Schritte der Western-Blot-Analyse belieien die Proteinisolierung aus
E17- und adulten Kortizes und die Proteinkonzeiaingbestimmung durch die
Pierce BCAM-Bestimmungsmethode. Fir die Proteinisolation wurdée
Muttermaus mit Isofluoran anésthesiert und durchi€druch getotet, das Gehirn
der Muttermaus isoliert und in eiskaltem ACSF getagDie Embryonen wurden aus
dem Mutterleib prépariert und in eiskaltes ACSF rfilet. Unter der Sterilbank
wurden in eiskaltem ASCF die Gehirne aus den Emm@masoliert und von allen
Gehirnen die Hirnhaut, der Thalamus, der Hippokasnpod die Basalganglien mit
Hilfe zweier Pinzetten unter dem Binokular entfesatvie der ventrale, kaudale und
rostrale Teil des Kortex mit einem Mikroskalpellgaischnitten. Die Kortizes der
Mutter und der Embryonen wurden jeweils in eiskalteysepuffer mitComplete
Protease Inhibitor Cocktailiberfuhrt und mit dem QIAshredder homogenisieds D
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Homogenisat wurde eine Stunde auf einem Wipps@hmitdei 4°C inkubiert,

anschlieBend funf Minuten bei 9300 g zentrifugiartd die Proteine aus dem
Uberstand gewonnen. Fir die Proteinbestimmung wulite Pierce BCAY-

Bestimmungsmethode verwendet. Dazu wurden zuerst Klipferreagenzien
angesetzt, indem Reagenz A und Reagenz B aus de&iBit in einem 1:50-

Verhéltnis gemischt wurden. Je zwei Mal wurden [,5der Proteinprobe mit
47,5 uL Lysepuffer, 5 uL der Proteinprobe mit 45lWyksepuffer und 10 puL der
Proteinprobe mit 40 uL Lysepuffer in je einem Epgamgefal? gemischt. In alle
GefalRe wurde je 1 mL Kupferreagenz hinzugegebendiggk Losung 30 Minuten
bei 60°C erhitzt. Die Proteinkonzentration wurde amem UV-Spektrometer
gemessen, wobei die 50 pL Lysepuffer mit 1 pL Kugfegenz als Referenzwert
diente. Mit Hilfe einer BSA-Standardkurve wurde Bimteinkonzentration ermittelt.

Eine PVDF-Membran wurde durch kurzes Eintauchedd0% Methanol fiir zehn
Sekunden und anschlielBender Inkubation in WassgrTuansferpuffer fur je zehn
Minuten aktiviert. Die Proteine wurden durch Gekélephorese bei 100 V und circa
1,5 Stunden mit Hilfe eines 10%igen SDS Polyacrya@els aufgetrennt und
danach auf die aktivierte PVDF-Membran Ubertrageie. PVDF-Membran wurde
anschlieBend 30 Minuten in 4%igem, fettfreiem Mualver in Tris-gepufferter
Saline mit 0,1% Tween-20 (TBST) geblockt und Gbacit bei 4°C mit demho63
polyklonalen GABAs-Rezeptorantikorper (1:500 in der Blockierungsldasun
verdunnt, aus dem Kaninchen, von Professor Wabde;Plack-Institut Frankfurt
a.M. bereitgestellt) inkubiert. Am néchsten Tag deurdie Membran drei Mal in
TBST gewaschen und 35 Minuten bei Zimmertemperatitr dem Meerrettich-
Peroxidase-konjugierten Antikorper (1:5000 in Bleckngslosung verdinnt, anti-
Kaninchen, aus der Ziege) inkubiert.

Anschlie3end wurde die Membran drei Mal in TBST @mimal in TBS gewaschen,
Die Proteingréf3e wurde mit den MarkePnecision Plus Proteirund Wide Range
verglichen. Die Banden da&lide Rangéarkers wurden bei der Uberfiihrung auf
die PVDF-Membran mit dem Kugelschreiber nachgezoBés Proteine wurden mit
dem Immobilon Western Chemiluminiscent HBBbstrat sichtbar gemacht und mit
dem LAS3000 imaging SysterfArbeitsgruppe Behl, Institut fir Physiologische
Chemie und Pathobiochemie) fotografiert.
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4.6 Bildverarbeitung, statistische Analyse und Texter-

arbeitung

Die fur die Migrationsanalyse mit dem Metamorphgteanm aufgenommenen
Bilder wurden mit dem Metamorph-Programm weiteravieeitet und ausgezahlt. Die
Werte wurden in eine Excel-Tabelle von Microsofti€¥ 2003/2007 tbertragen und
die relative Anzahl der Zellen sowie Anzahl, Mittert, Standartabweichung und
der Standardfehler des Mittelwertes berechnet.®dagrammGraphPad Prisnfand

Verwendung, um mit dem nicht-parametriscidann-Whitney-Test zu bestimmen,
ob sich die Verteilung der Zellen innerhalb der 18tth signifikant unterscheiden.
Die Balkendiagramme und Bildzusammenstellungen amrchit dem Programm

Adobe PhotoshopndCorelDraw hergestellt und beschriftet.

Die mit Metamorph aufgenommenen Zeitreihen derikalabhangigen Fluoreszenz-
messung wurden mit dem Metamorph-Programm und diabellenkalkulation in
Excel Microsoft Office 2003 ausgewertet. Zur statistisciheiswertung der Fluores-
zenzmessungen wurden der Wilcoxon-RangsummentestdemnExakte Fisher-Test
(zweiseitig) verwendet. Die Abbildungen wurden rdém ProgrammCorelDraw

erstellt.

Zur Textverarbeitung und Tabellenkalkulation wunfdérosoft Office 2003/2007

verwendet. Die Referenzverwaltung erfolgte mit deefierenz Manager.
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5. Ergebnisse

5.1 Expression von GABA-Rezeptoren im immaturen

Kortex und ihre Rolle wahrend der radialen Migration

Aus friheren Studien ist bekannt, dass verschie@hBA-Rezeptoren die radiale
Migration beeinflussen und dass Picrotoxin-sensitiRezeptoren die radiale
Migration fordern (Behar et al., 2000). Aufgrundr denterschiedlichen Effekte des
spezifischen GABA-Rezeptoren-Antagonisten Bicucullin und des ungpsehien
Antagonisten Picrotoxin wurde geschlossen, dass A&ABezeptoren eine wichtige
Rolle fur die Migration von der VZ/SVZ in die IZ sben. Allerdings wurde die
Expression von GABARezeptoren und ihre Rolle wahrend der radialenraign
bislang nicht direkt untersucht. Ziel des ersteiisTder vorliegenden Arbeit war
daher, die Expression von GABARezeptoren wahrend der Kortexentwicklung von

Mausen nachzuweisen und ihre Rolle wahrend dealexdMigration aufzuklaren.

5.1.1 Expression der GABA-Rezeptor-mRNA und des Rezeptorproteins

Um die Expression der fur die GABARezeptor-Untereinheiterp; und p»
kodierenden mRNA im embryonalen Kortex nachzuweisearde eine RT-PCR
durchgefuhrt. Als Positivkontrolle wurden Primerr fidie B;-Untereinheit der
GABAA-Rezeptoren verwendet (Ma und Barker, 1998). Di&#eodukte wurden
per Gelelektrophorese aufgetrennt, mit Cybr-Goldadp und unter UV-Licht
fotografiert (Abb.13). Die Banden der GABARezeptor-Untereinheitep; und p»
und der GABA-Rezeptor-Untereinhef; befanden sich auf der erwarteten Hohe im
Gel.
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Abb.13: Gelelektrophorese zur Uberpriifung der PCR-Podukte. Die Banden der GAB&
Rezeptor-Untereinheitep; (633 bp) undp, (456 bp) und der GABARezeptor-Untereinheif3;

(521 bp) befanden sich auf der erwarteten Hohe.

Aus den Ergebnissen der RT-PCR konnte geschlossetten, dass die mRNA der
p1- und po-Untereinheiten im Kortex von E15- und E18-Mauseyohen exprimiert

wird.

Ob die mRNA der GABA-Rezeptoren nur in bestimmten Regionen des Korntex z
finden ist, wurde mit Hilfe einesin sit-Hybridisierungs-Experimentes unter
Verwendung einer spezifischep,-Sonde untersucht. Das Sondensignal war

uberwiegend im unteren Bereich des E18-Kortex heiséAbb.14).

A B - “MZ

- CP

Abb.14: Lichtmikroskopische Aufnahme der in situ-Hybridisierung mit einer p,-Sonde

A In dem Ubersichtsbild war zu erkennen, dass das Sondais{§otfarbung) besonders in den
unteren Schichten des Kortex und in der ganglitveiscEminenz stark isB Die Ausschnitts-
vergroflerung des Kortex zeigte, dass das Sondehsigm in den unteren Schichten im Kortex
nachzuweisen ist. In der VZ/SVZ ist es besondeaskstind noch schwach in der 1Z vorhanden
(MaRstab = 100 pum).
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Die Ergebnisse dein situ-Hybridisierung zeigten, dass dm-Untereinheiten des
GABAc-Rezeptors uberwiegend im unteren Bereich des EA@&K exprimiert
werden. Diep,-Untereinheiten werden in der VZ/SVZ am starkstad noch leicht

in der 1Z exprimiert. Oberhalb der 1Z findet keipgExpression statt.

Ein weiterer Schritt bei der Uberpriifung der Expies von GABA-Rezeptoren
war der Nachweis auf Proteinebene. Dafir wurde &ifesternblot-Analyse mit
Kortex-Proteinen von E17-Mausembryonen durchgefiRrbteine eines adulten
Gesamtgehirnes dienten als Positivkontrolle (Hareeyal., 2006; Frazao et al.,
2007). Fur das Experiment wurde der polyklonale @AHBRezeptor-Antikorper
rho63 verwendet (von Professor Wassle, Max-Planck-umstirankfurt a.M. zur
Verfigung gestellt), der alie-Untereinheiten des GABARezeptors erkennt (Enz et
al.,, 1996). Die Proteine wurden durch Gelelektraphe mit einem SDS-
Polyacrylamidgel separiert und auf eine PVDF-Membidbertragen. Auf dieser
Membran farbte derho63-Antikdrper eine starke Bande bei 60 kDa (Abb.18) a

was der erwarteten Proteingrof3e entsprach (Rozalg 2002).

E17 Adult

20ug 40ug  40ug
— 66kD

— AR q—
- 55kD

Abb.15: Western Blot-Analyse des GABA-Rezeptor-Proteins in E17-Kortizes und im adulten
Gesamthirn. Die Banden befanden sich auf der erwarteten Hohestwa 60 kD.

Aus den Ergebnissen der RT-PCR konnte geschlossatew, dass auch das Protein
der GABA:-Rezeptoren im immaturen Kortex vorhanden ist. Ausanfassend liel3
sich aus diesen Experimenten schliel3en, dass GAB¥%eptoren sowohl auf
MRNA- als auch auf Proteinebene im pranatalen Kaetgrimiert werden und dass
die GABAc-Rezeptor mRNA vorwiegend im unteren Bereich degdsovorhanden

ist.
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5.1.2 Funktioneller Nachweis von GABA-Rezeptoren in der IZ

Um die funktionelle Expression von GABARezeptoren zu untersuchen, wurden die
pharmakologischen Eigenschaften des GABA-induzie@t*-Einstroms mit der
Methode der kalziumabhéngigen Fluoreszenzmessunggr Werwendung eines
Cd*-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffes, iberpriift. Bigenschaften der GABA-
induzierten C&-Transienten wurden zuerst in der I1Z untersuchtdde bei der

in situ-Hybridisierung ein Sondensignal zu erkennen wad wort vorwiegend
postmitotische, migrierende Neurone zu finden s{hebctor et al., 2004). Im
Vergleich dazu wurden die GABA-induzierten“aransienten im oberen Teil der
CP untersucht, in der kein Sondensignal zu erkenveenund in dem die Neurone

ihren radialen Migrationsprozess beenden (Noctat.eP004).

In der I1Z fuhrte die Badapplikation von 100 uM GAB®#allen Neuronen zu einem
Ca*-Einstrom (Abb.16A). Daraus konnte geschlossen ®merddass ionotrope
GABA-Rezeptoren in der 1Z eine depolarisierende Mean-Antwort auslésen. Die
Badapplikation von 100 uM des GABMARezeptor-Agonistertis-4-Aminocroton-

saure (CACA) in Anwesenheit von 100 uM des GABRezeptor-Antagonisten
(-)-Bicucullinmethiodid (BMI) induzierte in der Mepahl der Neurone (n = 132 von
192 Zellen, in 12 Schnitten) einen G&instrom, der 8% 2,5% der GABA-

induzierten Antwort betrug (Abb.16B). Die andereell@n zeigten keine CACA-

induzierten C&-Transienten (n = 60 von 192 Zellen)
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Abb.16: GABA und CACA-induzierter Ca®"-Einstrom in Neuronen der IZ. A Typische

FluoreszenzaufnahmeCalcium Green gefillter Neurone in der 1Z.B Aufeinanderfolgende
Veranderungen der relativen Fluoreszenz {Ffirden in A markierten Neuronen (weil3e Kreiselp D
Badapplikation von 100 uM GABA filhrte zu einem?GRinstrom in die Neurone. Die darauf-
folgende Badapplikation von 100 uM CACA, unter Blade von GABA-Rezeptoren mit 100 uM

BMI, filhrte in der Mehrzahl der Neurone zu einemirggeren C&-Einstrom.
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In einem weiteren Experiment wurde die Beteiligwan GABAc-Rezeptoren an
dem GABA-induzierten C&-Einstrom ermittelt, in dem die GABRARezeptoren
durch den spezifischen GABARezeptor-Antagonist (1,2,5,6-Tetrahydropyridin-
4-yl)methyl-Phosphinsaure (TPMPA) blockiert wurdéohnston, 1996).

Die GABA-induzierten C&-Antworten waren in den meisten Zellen in Anwesénhe
von 50 uM TPMPA signifikant (p < 0,0001) um durdhsittlich 36,8+ 1,9%
reduziert (n = 78 von 105 Zellen, in 18 Schnittdn)den anderen Neuronen wurde
durch die Applikation von TPMPA die GABA-induzierf@epolarisation entweder
komplett unterdriickt (n = 9 von 105 Zellen) odeeblunverandert (n = 18 von 105
Zellen, Abb.17B).
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Abb.17: Effekt von TPMPA auf die GABA-induzierten Ca*-Transienten in Neuronen der IZ.

A GABA-induzierte CA&'-Antworten wurden durch Zugabe von 50 uM TPMPA meu. Der
TPMPA-Effekt war vollstandig reversibeB Statistische Analyse der relativen GABA-Antworten:
TPMPA induzierte eine signifikante und reversibledRktion des GABA-induzierten &aEinstroms.
Das Balkendiagramm gibt den Mittelwert + den Stadfidler des Mittelwertes (SEM) an. Die
statistische Analyse erfolgte durch den Wilcoxors{T&* = p < 0,001, ns = p > 0,05.

Die Beteiligung der GABA-Rezeptoren an dem GABA-induzierten’GRinstrom
wurde ermittelt, in dem die GABARezeptoren durch Applikation des spezifischen
Antagonisten BMI blockiert wurden (Behar et al.,020 Bormann, 2000). BMI
inhibierte den GABA-induzierten GaEinstrom in der Mehrzahl der Neurone
(n=73 von 80 Zellen in 11 Schnitten, Abb.18A). ¢fen restlichen Neuronen
induzierte GABA einen C&-Einstrom, der signifikant (p = 0,018) kleiner &isden
Kontrollen (44,5%t 8,7, n=7 Zellen) war (Abb.18B). Die Co-Applikati von
100 uM BMI und 50 pM TPMPA blockierte die GABA-inderten CA&'-
Transienten in allen Neuronen vollstandig (Abb.18B)

63



Ergebnisse

100 UM BMI+
- 12 Kontrolle 100 pM BMI 50 uM TPMPA
13
L 12
< 14
(1)8 - Mmﬁov% -
038
o7 Acrea Acasa 50's

Kontrolle  BMI  TPMPA+
BMI

Abb.18: Effekt von BMI auf den GABA-induzierten Ca®-Einstrom in Neuronen der 1Z.

A 100 uM BMI blockierte (hell- und dunkelgraue Kuryeoder reduzierte (schwarze Kurve) den
GABA-induzierten C&-Einstrom.B Statistische Analyse der relativen GABA-Antwort&r0 uM
BMI reduzierte signifikant den GABA-induzierten €&instrom in 7 Zellen. Die Co-Applikation
von 50 uM TPMPA und 100 uM BMI blockierte den %G&instrom in allen Zellen. Das

Balkendiagramm gibt Mittelwert + SEM an. Die stiasishe Analyse erfolgte durch den Wilcoxon-
Test;, * = p < 0,05, **=p <0,001.

Aus den Ergebnissen der Fluoreszenzmessung koaatdhlgssen werden, dass nur
in wenigen Neuronen der IZ des immaturen Kortexsehigelllich GABA-
Rezeptoren exprimiert werden.
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In weiteren Experimenten wurde die funktionelle Eegsion von GABA-
Rezeptoren im oberen Bereich der CP Uberpruft. ibwte die Badapplikation von
100 pM GABA zu einem Anstieg der intrazellularen®G&onzentration in allen
Zellen (n = 130 Zellen in 3 Schnitten). Im Gegensddzu l6ste die Badapplikation
von 100 uM CACA in keiner dieser Zellen einerfGainstrom aus (Abb.19).

Acnrea Acaca 50 s
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Abb.19: GABA- und CACA-induzierter Ca?®-Einstrom in Neuronen der CP.
A Typische Fluoreszenzaufnahralcium Greengefillter Neuronen im dem oberen Teil der CP.
B Aufeinanderfolgende Verénderungen der relativenof@szenzdnderung (kJFin den in A
markierten Neuronen (weil3e Kreise). Die Applikatison 100 uM GABA fiihrte in allen Neuronen
zu einem C&-Einstrom. 100 pM CACA hingegen induzierte keinemstleg der intrazellularen €a

Konzentration.

In der CP hatte die Blockade von GABRezeptoren durch 50 uM TPMPA keinen
signifikanten (93,& 4,8% der Kontrolle, p=0,107) Effekt auf die GABA
induzierten C&-Transienten (n = 29 Zellen in 4 Schnitten; Abb.2@A. In An-
wesenheit von 100 uM BMI (n = 80 Zellen in 11 Sc¢tam) oder bei Co-Applikation
von 100 uM BMI und 50 uM TPMPA (n = 29 Zellen irB¢hnitten) war der GABA-
induzierte C&"-Einstrom komplett blockiert (Abb.20B+C).

65



Ergebnisse

A Kontrolle 50 uM TPMPA 50 uM TPMPA +100 M BMI
15
14 i M
1.3
w12
E 11 O oo
< ég ‘\‘,// ,,,, %MW
0,8
07 Acrsa Acrea Acrsa 50s
B C 100% DS
15 Kontrolle 100 M BMI g oo%
14 2 60%
o 13 % <
< 1
< 10 - il 5
0.9 WWWW € 20%
038 Y
07 Acrsa Acrea = L
_50s TPMPA  BMI  TPMPA+

BMI

Abb.20: Effekt von TPMPA und BMI auf die GABA-induz ierten Ca’*-Transienten in Neuronen
der CP. A Die GABA-induzierten C&-Antworten wurden durch Zugabe von 50 pM TPMPA tich
signifikant veréandert. Die Co-Applikation von 10MuBMI und 50 uM TPMPA blockierte die
GABA-induzierte C&'-Transienten.B Die Applikation von 100 uMBMI blockierte den GABA-
induzierten C&-Einstrom.C Statistische Analyse der relativen GABA-Antwortd& pM TPMPA
hatte keinen signifikanten Effekt auf den GABA-imékrten C&'-Einstrom, wohingegen 100 pM
BMI und die Co-Applikation von BMI und TPMPA den €&instrom in allen Zellen blockierten.
Das Balkendiagramm gibt den Mittelwert + SEM ane Biatistische Analyse erfolgte durch den
Wilcoxon-Test, ** = p < 0,001, ns = p > 0,05.

Die Ergebnisse der Fluoreszenzmessungen in dere@kn, dass in dieser Schicht

GABA-Rezeptoren nicht funktionell nachgewiesen werdiamien.

Insgesamt zeigten die Ergebnisse der kalziumabbéndtluoreszenzmessung, dass
GABA-Rezeptoren in der 1Z, aber nicht in der CP funiib exprimiert werden.
GABAA-Rezeptoren werden hingegen sowohl in der 1Z alshain der CP

exprimiert.
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5.1.3 Unterschiedliche Funktionen von GABA- und GABAc-Rezeptoren

wéhrend der radiale Migration

Um zu untersuchen, welche Funktionen GABAINd GABAc-Rezeptoren bei der
radialen Migration im prafrontalen Kortex haben,rdaieine BrdU-basiert& vitro

Migrationsanalyse an organotypischen, kortikalemngten von E17- oder E18-
Mausembryonen durchgefuhrt. Dazu wurden die orggmathen Schnittkulturen
48 Stunden mit spezifischen GABA-Rezeptor-Antagemsund -Agonisten inku-

biert und die Veranderungen in der Migration deufdae bestimmt.

Die Zugabe von 100 uM PTX, ein unspezifischer Aatast fur ionotrope GABA-
Rezeptoren, reduzierte die Migration (Abb.21A). Deigte sich dadurch, dass im
Vergleich zu unbehandelten Schnitten in den Regidhaund 1l signifikant
(p <0,0001 in Region I, p=0,0287 in Region Meniger (-32,8% in Region I,
-28,7% in Region Ill) BrdU-positive Neurone vorhamdwaren (n =25 Schnitte).
Die Anzahl an BrdU-positiven Neuronen war dememspend in der Region |
signifikant (p < 0,0001) erhéht (+32,4%, Abb.21B).

Um zwischen der Rolle von GABA und GABAc-Rezeptoren bei der radialen
Migration unterscheiden zu konnen, wurden spefiBs@ntagonisten fur jeden
Rezeptor verwendet. Die Zugabe des spezifischen AABRezeptor-Antagonisten
BMI fuhrte zu einer Verstarkung der Migration (ABBA). In der Region llI
befanden sich signifikant (p = 0,0044) mehr Brdipee Neurone (+44,2%) als bei
den unbehandelten Schnitten (n = 33 Schnitte, Alh).2
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Abb.21: Effekt von PTX und BMI auf die radiale Migration. A Reprasentatives Bild der
Verteilung BrdU-positiver Neurone unter Kontrolliiegungen (links), bei Zugabe von 100 pM PTX
(Mitte) und bei Zugabe von 100 uM BMI (rechts). Amalyse der Migrationsrate wurde der Kortex
in drei Regionen geteilt und die relative Anzaht BedU-positiven Neurone innerhalb der Regionen
gezahlt (Mafl3stab = 100 unB. PTX inhibierte die Migration kortikaler Neurone amganotypischen
Schnittkulturen. Die Anzahl der BrdU-positiven Nene war in den Regionen Il und Il signifikant
reduziert, wahrend in der Region| mehr Neuronebhietlven. C BMI forderte die Migration.
Signifikant mehr BrdU-positive Zellen waren in deegion Il zu sehen. Die Balkendiagramme geben
den Mittelwert + SEM an. Die statistische Analysdolgte durch den Mann-Whitney-Test,
*=p<0,05 *=p<0,01, * =p<0,001, nsgF> 0,05.

In einem weiteren Experiment wurde gezielt die &aller GABA-Rezeptoren
wahrend der radialen Migration unter Verwendung dgezifischen GABA-
Rezeptor-Antagonisten TPMPA untersucht. Die Apgilikavon TPMPA reduzierte
die radiale Migration (Abb.22A). Die relative AnZaén BrdU-positiven Neuronen
war in den Regionen Il und Ill signifikant (p = 0&B in Region I, p =0,0206 in
Region Ill) reduziert (-16,7% in Region Il, -28,2% Region Ill). Dementsprechend
verblieben signifikant (p = 0,0003) mehr Neuronel9;6%) in Region| (n=
33 Schnitte, Abb.22B).

Da PTX in der eingesetzten Konzentration auch @hgzeptoren, die homomer aus
a-Untereinheiten aufgebaut sind (Pribilla et al.,.929 Bormann et al., 1993),

inaktiviert, wurde in einem nachsten Experimentewsucht, ob die Co-Applikation
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von 100 uM BMI und 50 uM TPMPA zu dem gleichen Hngs wie die PTX-
Applikation fuhrt (Abb.22C). Bei der Zugabe von BMhd TPMPA war die Anzahl
der BrdU-positiven Neurone in der Region lll sigkaint (p = 0,006) reduziert
(-35,6%). Signifikant (p = 0,024) mehr Neurone (#28) blieben in der Region |
(n = 35 behandelte Schnitte, 46 Kontrollschnit@2ie Co-Applikation von BMI und
TPMPA hatte also einen vergleichbaren Effekt wee Applikation von PTX.
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Abb.22: Effekt von TPMPA und TPMPA plus BMI auf die radiale Migration. A Reprasentatives
Bild der Verteilung BrdU-positiver Neurone unter mtmllbedingungen (links), bei Zugabe von
50 uM TPMPA (Mitte) und bei Co-Applikation von 50 TPMPA plus 100 uM BMI
(TPMPA+BMI, rechts) (MaRstab = 100 unmB. Durch die Zugabe von 50 uM TPMPA war die
relative Anzahl an BrdU-positiven Neuronen in deegi®nen Il und Il signifikant reduziert und in
der Region | erh6htC Die Co-Applikation von 50 uM TPMPA und 100 uM BMErringerte die
Migration. Die Anzahl der BrdU-positiven Neuronedar Region IIl war signifikant reduziert und in
der Region | erhoht. Die Balkendiagramme gebenMitelwert + SEM an. Die statistische Analyse

erfolgte durch den Mann-Whitney-Test, * = p < 0,055 p < 0,01, ** = p < 0,001, ns = p > 0,05.

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, aicEffekt die Aktivierung von
GABAc-Rezeptoren durch den spezifischen Agonisten CAGA @ie radiale

Migration hat. Die Applikation von 100 uM CACA irfierte die radiale Migration
(Abb.23A). Die relative Anzahl an BrdU-positiven iNenen war in den Regionen |l
und Il signifikant (p = 0,0274 in Region ll, p =0167 in Region Ill) verringert
(-7,8% in Region Il, -41% Region Ill). Dafur befardsich signifikant (p = 0,0068)
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mehr BrdU-positive Neurone (+14,1%) in der Regidn E 15 behandelte Schnitte,
25 Kontrollschnitte, Abb.23B).
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Abb.23: Effekt von CACA auf die radiale Migration. A Reprasentatives Bild der Verteilung BrdU-
positiver Neurone unter Kontrollbedingungen (links)d bei Zugabe von 100 uM CACA (rechts)
(MaRstab = 100 umB 100 uM CACA reduzierte die Anzahl an BrdU-positivileuronen in den

beiden Regionen Il und lll, wohingegen die Anzahtler Region | erhéht war. Das Balkendiagramm

gibt den Mittelwert + SEM an. Die statistische Aysd erfolgte durch den Mann-Whitney-Test,
*=p<0,05 *=p<0,01

Mit dieser Migrationsstudie konnte gezeigt werddass GABA-Rezeptoren die
radiale Migration fordern. Dass PTX oder die Kondtion aus BMI und TPMPA
den gleichen Effekt wie der GABARezeptor-Antagonist TPMPA hatte, deutete
darauf hin, dass der fordernde Effekt der GABRezeptoren Uber die inhibitorische
Wirkung der GABA\-Rezeptoren dominiert.
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5.1.4 Zusammenfassung der Ergebnisse des ersteni3ei

Das Ziel des ersten Teils der vorliegenden Arbeit,wlie Expression von GABA
Rezeptoren im unreifen Kortex nachzuweisen und iRmdle bei der radialen
Migration zu untersuchen. Anhand von RT-PCR- undst&fablot-Experimenten
konnte die Expression der GABARezeptor-mRNA und des GABARezeptor-
Proteins nachgewiesen werden. Die situ-Hybridisierungs-Experimente zeigten,
dass die GABA-Rezeptoren ausschlie3lich in unteren Regionen Ildegex
exprimiert werden, wobei keine Expression oberltidb 1Z zu erkennen ist. Durch
die Analyse von GABA-induzierten &aTransienten in der 1Z und CP konnte
bewiesen werden, dass die GABRezeptoren auch funktionell in wenigen
Neuronen der 1Z exprimiert werden, wohingegen GABRezeptoren in Neuronen
der 1Z und CP vorkommen. Die Migrationsanalysengtesi, dass GABA
Rezeptoren die Migration fordern und dass diestakEtiber den GABA-Rezeptor-
vermittelten Migrationsstop dominiert.
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5.2 Einfluss der Glyzinrezeptoren auf die radiale Nfration

und ihre Aktivierung durch einen endogenen Liganden

Glyzinrezeptoren sind bereits wahrend der frihentds@ntwicklung in Ratten und
Mausen vorhanden und induzieren ebenfalls eine MambDepolarisation in

Neuronen des unreifen Kortex (Malosio et al., 199int et al., 1998; Okabe et al.,
2004; Kilb et al., 2008). Obwohl die funktionelleqiession von Glyzinrezeptoren
in migrierenden Neuronen nachgewiesen wurde (Féintal., 1998), wurde die
Beteiligung der Glyzinrezeptoren an der radialemgysliion bislang nicht untersucht.
Ziel dieses zweiten Teils der vorliegenden Arbedinbaltete, die Rolle der
Glyzinrezeptoren wahrend der radialen Migrationanalysieren und die Auswir-
kung potentieller Glyzinrezeptor-Agonisten auf Meration zu testen.

5.2.1 Forderung der radialen Migration durch Glyzinrezeptoren

Zur Untersuchung der Rolle von Glyzinrezeptoren n@atl der radialen Migration
im prafrontalen Kortex wurdenn vitro Migrationsanalysen an organotypischen

Schnittkulturen von E16-Mausembryonen durchgefihrt.

In einem ersten Experiment wurde 1 uM Strychniniches in dieser Konzentration
Uberwiegend Glyzinrezeptoren inhibiert (Sergeeva@98) hinzugefigt. Die
Strychnin-Applikation fuhrte zu einer Reduktion dedialen Migration (Abb.24A).
Die relative Anzahl an BrdU-positiven Neuronen wian Vergleich zu den
Kontrollschnitten in der Region lll signifikant §0,0002) reduziert (-53,8%),
wohingegen die Anzahl der Neurone in der RegiomghiBkant (p = 0,006) hdher
(+13,3%) war (n = 31 Kontrollschnitte, 30 behanel@thnitte, Abb.24B).
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Abb.24: Effekt von Strychnin auf die radiale Migration. A Reprasentatives Bild der Verteilung
BrdU-positiver Neurone unter Kontrollbedingungemks) und bei Zugabe von 1 uM Strychnin
(rechts) (Mal3stab = 100 pmB. Strychnin inhibierte die radiale Migration. Die Aatd der BrdU-
positiven Neurone war in der Region Il signifikaetuziert, wohingegen in der Region | signifikant
mehr Neurone verblieben. Das Balkendiagramm gibit Mettelwert + SEM an. Die statistische
Analyse erfolgte durch den Mann-Whitney-Test, *p=< 0,01, *** = p < 0,001, ns = p > 0,05

Diese Migrationsstudie zeigte, dass Glyzinrezept@e der Kontrolle der radialen
Migration kortikaler Neurone beteiligt sind. Diehibition der Migration durch
Strychnin legte die Vermutung nahe, dass die Gigzeptoren die Migration

fordern.

In einem weiteren Experiment wurde die Auswirkumeg &Glyzinrezeptor-Agonisten
Glyzin auf die radiale Migration untersucht (Abb&3). Die Zugabe von 500 uM
Glyzin fihrte zu keiner signifikanten Veranderunger d Migration (n=

77 Kontrollschnitte, 56 behandelte Schnitte). Dieshlénde Wirkung des
Neurotransmitters in diesen Experimenten konnte diaf Aktivitat der Glyzin-

Transporter 1 und Il und auf die schnelle Aufnahdes extrazellularen Glyzins
zuruckzufihren sein. Um die extrazellulare Glyzimkentration durchgehend zu
erhohen, wurden in den nachsten Experimenten eetwaéel Glyzin-Transporter |
oder der Glyzin-Transporter Il durch die spezifeschnhibitoren ALX 5407 (Aubrey
und Vandenberg, 2001; Mallorga et al., 2003) od&XA393 (Lechner, 2000)
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blockiert. Die Applikation von 0,1 uM ALX 5407 fite zu keiner signifikanten
Veradnderung der Migration (n = 28 behandelte StqniB6 Kontrollschnitte,
Abb.25C). Auch die Applikation von 0,5 uM ALX 139ftte keinen signifikanten
Effekt auf die Migration (n = 36 Kontrollschnitt28 behandelte Schnitte, Abb.25D).
Die Applikation von 500 uM Glyzin mit gleichzeitipeBlockade der Glyzin-
Transporter | und Il hingegen fuhrte zu einer Hemgider Migration (Abb.25E). In
der Region| war die relative Anzahl an BrdU-pasti Neuronen signifikant
(p = 0,0050) erhoht (+10,1%), wahrend in der Redgjiosignifikant (p = 0,0016)
weniger Neurone vorhanden waren (-40,5%, n = 3@i8eh 76 Kontrollschnitte).
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Abb.25: Effekt von Glyzin und von Glyzintransporter-Inhibitoren auf die radiale Migration.

A Reprasentatives Bild der Verteilung BrdU-positigurone unter Kontrollbedingungen (links) und
bei Zugabe von 500 uM Glyzin plus 0,1 uM ALX 540du0,5 puM ALX 1393 (rechts, Mal3stab =
100 um).B Die Zugabe von 500 uM Glyzin hatte keinen Einflasg die Migration. Die relative
Anzahl an BrdU-positiven Neuronen war in keiner Ragsignifikant verschiederC+D Weder die
Inhibition des Glyzin-Transporters | durch ALX 54QC) noch die des Glyzin-Transporters Il durch
ALX 1393 (D) veranderte signifikant die radiale Magjon.E Die Co-Applikation von Glyzin mit den
beiden Transporter-Inhibitoren verringerte die Migon. Signifikant mehr Neurone befanden sich in
der Region | und signifikant weniger in der RegitnDie Balkendiagramme geben den Mittelwert +
SEM an. Die statistische Analyse erfolgte durch Blamn-Whitney-Test, ** = p < 0,01, ns = p < 0,05

Zusammenfassend zeigten diese Experimente, dastidl@tion, aber auch die
Aktivierung von Glyzinrezeptoren die radiale Migomt kortikaler Neuronen

reduziert.
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5.2.2 Die Rolle von Taurin als endogener Ligand deBlyzinrezeptoren

Es wird angenommen, dass wahrend der friihen Korteikeklung nicht Glyzin,
sondern Taurin der endogene Ligand von Glyzinrezeptist (Flint et al., 1998).
Die Applikation von 2 mM Taurin fuhrte zu einer viegerten Migration (Abb.26A).
In der Region Il waren signifikant (p = 0,0108) miger BrdU-gefarbte Neurone zu
finden (-39,1%), wohingegen sich in der Regiongn#ikant (p = 0,0068) mehr
(+13,9%) Neurone befanden (n =32 behandelte Sehn25 Kontrollschnitte,
Abb.26B).

Da Taurin nicht ausschliel3lich Glyzinrezeptoremdssn auch GABA-Rezeptoren
aktiviert, wurden in einem nachsten Experiment bidkannten GABA-Rezeptoren
spezifisch inhibiert, um einen Glyzinrezeptor-veteiten Effekt von Taurin auf die
Migration erkennen zu konnen. Zu diesem Zweck wardee Kontrollschnitte mit
5 UM Gabazin (ein spezifischer GARARezeptor-Antagonist), 100 uM CPG 3534
(ein spezifischer GABA-Rezeptor-Antagonist) und 50 uM TPMPA (ein speelier
GABA-Rezeptor-Antagonist) inkubiert. Dies fuhrte zuegisignifikanten Abnahme
der Migration (Abb.26C). In den Regionen Il und War die Anzahl der BrdU-
positiven Neuronen signifikant (p = 0,0091 in Regib p = 0,0258 in Region Ill)
reduziert (-18,9% in Region Il, -49,3% in Regiol).lIDementsprechend befanden
sich in der Region | signifikant (p = 0,0009) méndU-positive Neurone (+23,94,
n = 18 Schnitte, Kontrollschnitte aus vorausgegaageExperimenten). In einer an-
schlieenden Versuchsreihne wurden 2 mM Taurin zm @ABA-Rezeptor-
Antagonisten gegeben (Abb.26C+D). Die Taurinappitka fiilhrte unter diesen
Bedingungen zu einer Verstarkung der Migration.der Region | befanden sich
signifikant (p = 0,0017) weniger (-14,6%) BrdU-gdfte Neurone (Abb.26D). In der
Region Il waren signifikant (p = 0,0147) mehr Brgdsitive Neurone (+32,8%)
erkennbar (n = 18 Schnitte ohne Taurin, 20 SchnititeTaurin). Die Migration war
trotz Taurinzugabe leicht reduziert. Verglichen omifbehandelten Kontrollschnitten
befanden sich signifikant (p = 0,0283) mehr Neurameder Region | (+10,6%,
n=20 Schnitte mit GABA-Rezeptor-Antagonisten plug mM Taurin,
52 Kontrollschnitte aus vorausgegangenen Experiemgnt
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Abb.26: Effekt von Taurin auf die radiale Migration. A Reprasentatives Bild der Verteilung BrdU-
positiver Neurone unter Kontrollbedingungen (links)d in Anwesenheit von 2 mM Taurin (rechts)
(MaRstab = 100 umpB Die Applikation von 2 mM Taurin hemmte die MigratioDie Anzahl BrdU-
positiver Neurone war in der Region | signifikamh@&ht und in Region Il signifikant verringert.
C Reprasentatives Bild der Verteilung BrdU-positiidgrurone bei Blockade aller GABA-Rezeptoren
(links) und bei Zugabe von Taurin zu den GABA-Rdre\ntagonisten (rechtsp Nach Inhibition
der GABA-Rezeptoren verstarkte Taurin die Migratibme Anzahl der BrdU-gefarbten Neurone war
in der Region | signifikant reduziert und in Regibisignifikant erhdht. Die Balkendiagramme geben
den Mittelwert + SEM an. Die statistische Analyseolgte durch den Mann-Whitney-Test,
*=p<0,05 *=p<0,01,ns=p>0,05.

Diese Experimente wiesen darauf hin, dass TaurrehdAktivierung von GABA-
Rezeptoren die Migration inhibiert und durch Akéiing von Glyzinrezeptoren die

Migration fordert.

Die Blockade des Taurin-Transportes durch Guaniditimnsulfonat (GES) fuhrte
zu einer Reduktion der intrazellularen Taurinkornesgion (Maar et al., 1995) und zu

einer erhohten extrazellularen Taurinkonzentraffeimt et al., 1998). Um zu unter-
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suchen, welche Folgen diese Verdanderungen dernkaumzentration auf die radiale
Migration haben, wurden die kortikalen Schnittkodta mit 300 UM GES inkubiert
(Abb.27A). Dies fuhrte zu einer starken Redukticer digration. Es verblieben
signifikant (p = 0,0001) mehr BrdU-gefarbte Neuroimeder Region | (+17,9%).
Auch waren signifikant (p = 0,0061) weniger Neurd¢m3,9%) in der Region Ill zu
finden (n = 42 behandelte Schnitte, 52 Kontrollstth Der Effekt von GES auf die
Migration konnte vollstdndig durch die Zugabe vommBl Taurin aufgehoben
werden. In Anwesenheit von GES und 2 mM Taurin raiggn die Neurone nicht

signifikant verschieden zu den Neuronen der Kolsitbhitte (n =36 Schnitte,
Abb.27B).
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Abb.27: Effekt von GES auf die radiale Migration. A Représentative Bilder der Verteilung BrdU-
positiver Neurone unter Kontrollbedingungen (linksg¢i Zugabe von 300 uM GES (Mitte) und Co-
Applikation von 300 pM GES und 2 mM Taurin (rechB)GES fihrte zu einer starken Reduktion
der Migration. Signifikant mehr Neurone befandeshsn der Region | und signifikant weniger in der
Region lll. Taurin in Anwesenheit von GES verstéarklie Migration. In keiner Region unterschied
sich die Migration signifikant von den KontrolleDas Balkendiagramm zeigt den Mittelwert + SEM
an. Die statistische Analyse erfolgte durch den hMérthitney-Test, ** = p < 0,01, ** =p < 0,001,
ns =p > 0,05
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Die Ergebnisse dieser Experimente zeigten, dasZudjabe von GES die Migration
hemmt und dieser Effekt durch Zugabe von Taurigeldben wird.

5.2.3 Zusammenfassung der Ergebnisse des zweitenl3e

In diesem zweiten Teil der vorliegenden Arbeit kienigezeigt werden, dass die
radiale Migration kortikaler Neurone durch Zugalaes @lyzinrezeptor-Antagonisten
Strychnin und durch Zugabe von Glyzin, bei gleidtiger Blockade zellularer

Aufnahme-Mechanismen, inhibiert wird. Im Gegensddézu fordert der endogene
Glyzinrezeptor-Agonist Taurin die radiale Migratjomenn alle GABA-Rezeptoren
inhibiert werden. Insgesamt zeigten diese Experimenass Glyzinrezeptoren
fordernd auf die radiale Migration wirken und weiselarauf hin, dass die

Glyzinrezeptoren durch Taurin aktiviert werden kénn
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6. Diskussion

6.1 Expression von GABA-Rezeptoren im immaturen

Kortex und ihre Rolle wahrend der radialen Migration

6.1.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Der erste Teil der vorliegenden Dissertation bekdadlie Expression von GABA
Rezeptoren im immaturen Kortex und ihre Rolle wabrder radialen Migration von

kortikalen Neuronen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdesssd(i) GABA-Rezeptoren im
Kortex von E17-Mausembryonen auf mRNA- und Proteame exprimiert werden
und dass sich die mMRNA-Expression auf die VZ/SVA ihdes Kortex beschrankt,
dass (ii) die GABA-Rezeptoren funktionell in der 1Z und nicht im oberBereich
der CP exprimiert werden, wohingegen GABRezeptoren in beiden Regionen
funktionell sind, dass (iii) GABA-Rezeptoren unter physiologischen Bedingungen
die radiale Migration férdern und damit eine entgegesetzte Wirkung zu GABA
Rezeptoren haben und dass (iv) der migrationsfidderEffekt von GABA-
Rezeptoren Uber den migrationshemmenden Effekt G&BAA-Rezeptoren

dominiert.

6.1.2 Expression der GABA-Rezeptoren auf mRNA- und Proteinebene im
pranatalen Kortex

Die Expression von GABARezeptoren wurde bereits in einigen Arealen d#sein
postnatalen Gehirns (Rozzo et al., 2002) und irPdeliferationszone des immaturen
Kortex nachgewiesen (Fukui et al., 2008). Entspradhkonnte in der vorliegenden

Arbeit die mMRNA- und Protein-Expression vpgt undp,-Untereinheiten im Kortex
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von E17-Mausembryonen nachgewiesen werden. Es &«gazieigt werden, dass die
MRNA derp,-Rezeptor-Untereinheit ausschlief3lich in der umtétélfte des Kortex
exprimiert wird. Die Expression ist vor allem inrdéZ und SVZ besonders stark. In
der 1Z exprimieren nur wenige Zellen die mRNA gefRezeptor-Untereinheit und
oberhalb der I1Z ist keine Expression mehr zu erkanDie Expression von GABA
Rezeptoren scheint sich im Kortex also auf dieifanoérenden und migrierenden
Neuronen in der VZ/SVZ und IZ zu beschrénken.

6.1.3 Funktionelle Expression von GABA-Rezeptoren in der 1Z

Die funktionelle Expression von GABA und GABA:-Rezeptoren wurde mit &a
mikrofluorimetrischen Messungen analysiert. In ifere Neuronen bewirkt GABA
eine Depolarisation der Zellmembran (Luhmann unithder 1991; Owens et al.,
1996; Achilles et al., 2007). Diese ist ausreichemth spannungsaktivierte €a
Kanale zu 6ffnen und die intrazellulare?G&onzentration zu erhéhen (Owens et al.,
1996). C4&*-Transienten sind fiir die Regulation der neuronaiégration essentiell
(Komuro und Rakic, 1998; Komuro und Kumada, 2005).

Mit der Methode der kalziumabhangigen Fluoreszersameg konnten die GABA-
induzierten C&-Transienten durch einen €aindenden Fluoreszenzfarbstoff
sichtbar gemacht werden. Es konnte gezeigt werdigss in der 1Z sowohl GABA
als auch CACA einen G&Einstrom induzieren. In der CP hingegen kann CACA
keinen CA&-Einstrom auslésen. Der spezifische GABRezeptor-Antagonist
TPMPA inhibiert ebenfalls nur in der 1Z die GABAdnzierten C&-Transienten. In
den meisten Neuronen der IZ und in allen Neuronen@P wurden die GABA-
induzierten C&-Transienten durch den GABARezeptor-Antagonisten BMI
inhibiert. Allerdings konnten in wenigen Neuroneer tZ ein BMI-insensitiver C&-
Einstrom gemessen werden. Zusammenfassend wurdedernlZ gréf3tenteils
Neurone nachgewiesen, die GABAund GABAc-Rezeptoren besitzen, aber auch
einige wenige Neurone, die entweder nur GAHRezeptoren oder nur GABA
Rezeptoren zu haben scheinen. Im Gegensatz dazdewuar der CP keine
funktionelle GABAc-Rezeptor-Expression entdeckt. In dieser kortikafehicht
zeigten in allen untersuchten Zellen CACA und TPMkne Wirkung, wéhrend
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alle GABAergen C&-Transienten durch BMI vollstandig blockiert wurdedamit

untermauert die Fluoreszenzmessung das Ergebnis siéu-Hybridisierung.

Dennoch weist die kalziumabhéngige Fluoreszenzmegssmm der 1Z einige
Unstimmigkeiten auf. Die Anzahl an Neuronen, de@ABA-induzierte C&'-
Transienten durch TPMPA beeinflusst wurden (etw&B0wvar deutlich héher als
die Anzahl der Neuronen, in denen die GABA-indueierC&"-Transienten nicht
durch BMI inhibiert wurden (etwa 10%). Zusatzlichunden nur etwa 10% der
Neurone der 1Z komplett durch TPMPA blockiert, olhWwetwa 70% der Neurone
auf CACA reagierten. Ein unspezifischer Effekt VOACA auf GABAx-Rezeptoren
kann in diesen Experimenten ausgeschlossen wedtersie in Gegenwart von
100 uM BMI durchgefiihrt wurden. Diese Diskrepanarki@& jedoch durch GABA-
Rezeptoren hervorgerufen werden, die aus einer Kwatibn von GABA- und
GABA-Rezeptor-Untereinheiten bestehen (Hartmann et2@D4; Milligan et al.,
2004). Solche GABA-Rezeptoren, in denen gieUntereinheiten mit;- und v.-
Untereinheiten Komplexe bilden (Milligan et al., @), weisen eine gemischte
Pharmakologie auf. Sie reagieren auf CACA, konmglogh sowohl durch BMI als
auch durch TPMPA blockiert werden (Hartmann et2404).

Ob die Zugabe von 100 uM BMI zu einer vollstandigeter teilweisen Hemmung
der GABAergen Cd-Transienten fiihrt, kann anhand der kalziumabha&mgig
Fluoreszenzmessung nicht geklart werden. Mit diebtathode konnen, im
Gegensatz zur Patch-Clamp-Methode, keine unterdiipere Depolarisationen
festgestellt werden. Dartber hinaus wurde in di€sedie aufgrund der grol3en Stan-
dardabweichung eine relativ hohe Schwelle festgeledp der Fluoreszenz-

anderungen als GABA-induzierte €aransienten klassifiziert werden.
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6.1.4 Die Rolle von GABA-Rezeptoren wahrend der radialen Migration

Dass GABA-Rezeptoren die neuronale Migration béessen kénnen, wurde bereits
fur viele Zelltypen gezeigt, wie fur Interneuronsmpez-Bendito et al., 2003; Cuzon
et al.,, 2006), fur Neurone des olfaktorischen SystéBolteus und Bordey, 2004;
Gascon et al., 2006) und Neurone des Hippokampuasé€ht et al., 2005). Auch ein
konzentrationsabhangiger Effekt von GABA und diezfische Rolle von GABA-
Rezeptoren mit unterschiedlicher GABA-Affinitdt wd@n im préanatalen Kortex
nachgewiesen (Behar et al., 1996; Owens et al.9)198 denin vitro undin vivo
Migrationsstudien an Ratten wurde bereits geze@ss die Blockade von GABA
Rezeptoren durch BMI die radiale Migration verstdehar et al., 2000; Heck et
al., 2007). Die Studien zeigten, dass GABRezeptoren fir die Beendigung der
Migration verantwortlich sind (Behar et al., 200@ck et al., 2007). Diese Ergeb-
nisse konnten in der vorliegenden Arbeit mit katdn Schnittkulturen von Mausen
bestéatigt werden. Auch in Mausen fihrt BMI zu eingrstarkten Migration.
Ebenfalls konnte verifiziert werden, dass PTX, aimspezifischer Antagonist fur
ionotrope GABA-Rezeptoren, die radiale Migrationssia hemmt. Dass BMI eine
andere Wirkung auf die Migration zeigt als PTX, stadarauf hin, dass mindestens
ein weiterer Faktor neben den GARBRezeptoren eine Rolle bei der Modulation der

Migration spielt.

Um zu untersuchen, welche Rolle GABRezeptoren wahrend der radialen
Migration spielen, wurden in der vorliegenden SeuMigrationsanalysen mit dem
spezifischen GABA-Rezeptor-Antagonisten TPMPA und dem GABRezeptor-
Agonisten CACA durchgefihrt. Die Zugabe von TPMPAihte zu einer
verringerten Migration, ahnlich wie bei PTX. Daral#ésst sich schlieRen, dass
GABAc-Rezeptoren eine migrationsférdernde Rolle wahidgrdradialen Migration
einnehmen. Da die Applikation von PTX und die Cgoshation von TPMPA und
BMI ebenfalls die Migration hemmen, scheint die ratgpnsférdernde Rolle der
GABA(-Rezeptoren uber die migrationshemmende Rolle é8Ax-Rezeptoren zu

dominieren.

Die Zugabe des spezifischen GABRezeptor-Agonisten CACA fiihrte ebenfalls zu

einer verringerten Migration. Dieses Ergebnis suheuerst widersprichlich, da bei
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Applikation von Agonisten und Antagonisten im Pimzgegensatzliche Resultate
erwartet werden. Es wurde jedoch bereits im KoseRr Ratten gezeigt, dass der
GABAA-Rezeptor-Agonist Muscimol die gleiche Wirkung aig Migration hat wie
der GABAs-Rezeptor-Antagonist BMI. Dies wurde mit einer Desvierung der
GABAA-Rezeptoren durch die lang anhaltende Applikatiest Agonisten und durch
einen daraus resultierenden funktionellen Verliest @GABA-Rezeptor-vermittelten
Antworten begriindet (Heck et al., 2007). Auch w&WBA -Rezeptoren weniger
schnell desensitivieren als GARARezeptoren (Bormann und Feigenspan, 1995),
konnte die massive und lang anhaltende Applikatimn CACA zu einer
Desensitivierung von GABARezeptoren fuhren. Ebenso kdnnte es sein, dass die
CACA-induzierte Aktivierung der ionotropen GABMARezeptoren die intrazellulare
Cl-Konzentration so stark senkt, dass keine spanabhgsgigen Ca-Kanale mehr
aktiviert werden konnen. Dazu koénnte insbesondesdrdgen, dass der €l
Transporter NKCC1 in unreifen Neuronen nur zu eimgdativ langsamen Wieder-
auffillung der intrazellularen CKonzentration fuhrt (Achilles et al., 2007). Ein
letzter Grund fur die gleiche Wirkung der Agonistamd Antagonisten konnte darin
liegen, dass die Rezeptoren durch den Uberflussxtazellularen Botenstoffen das
relevante Migrationssignal nicht erkennen. Dass BA@uf Rezeptoren mit
gemischter Pharmakologie in migrierenden Neuronekew konnte (Hartmann et
al., 2004), kann nicht ausgeschlossen werden. 8sedrezeptoren jedoch von BMI
und TPMPA inhibiert werden, diese beiden Antag@mstber unterschiedliche
Wirkungen auf die Migration aufweisen, ist davonsauwgehen, dass diese
.gemischten* Rezeptoren die radiale Migration niaritscheidend beeinflussen.
Dass CACA uber Depolarisation durch GABRezeptoren einen frihzeitigen Stop
der Migration auslést, kann hingegen ausgeschlosseden, da CACA in dieser
Konzentration nicht oder nur minimal GARARezeptoren aktiviert (Kusama et al.,

1993; Bormann und Feigenspan, 1995).
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6.1.5 Potentielle Funktionen und Interaktionen deiGABA c-Rezeptoren

Die Expression dep,-Untereinheit in der VZ und SVZ unterstitzt die ®he, dass
PTX-sensitive Rezeptoren die Migration von der \WZZ3n die 1Z férdern (Behar et
al., 2000). Dies konnte dartber hinaus auch awd Bialle von GABA-Rezeptoren
mit p-Untereinheiten wahrend der Proliferation hinweis&as friheren Studien ist
bekannt, dass GABA die Proliferation von Vorlautdien der VZ verstarkt und von
Vorlauferzellen der SVZ verringert (Owens et al99%). Der GABA-induzierte
Effekt auf die Proliferation in der VZ wird jedocticht durch BMI inhibiert (Owens
et al., 1999), was darauf schliel3en lasst, dassranm@ABA-Rezeptoren, wie zum
Beispiel GABAc-Rezeptoren, an der Kontrolle der Proliferatiordar VZ beteiligt
sind.

Die funktionelle Expression der GABARezeptoren in der 1Z weist darauf hin, dass
die migrationsfordernde Wirkung der GABARezeptoren auch in der IZ vermittelt
wird. Die 1Z ist fUr die radiale und tangentiale dviation von besonderer Bedeutung.
Die Mehrheit der tangential migrierenden Neurorsnsowohl in der SVZ als auch
in der 1Z zu finden (O'Rourke et al., 1995; Jimeraizal., 2002; Marin und
Rubenstein, 2003). Die IZ ist auch eine Schlisgalre fur radial migrierende
Neurone, die dort in die sogenannte multipolare sehébergehen (Tabata und
Nakajima, 2003; Noctor et al., 2004), um anschirel3entweder radial oder
tangential weiterzuwandern (Tabata und Nakajim@320Die multipolare Phase der
Migration ist ein kritischer Punkt wahrend der edn Migration. Verschiedene
Missbildungen des Kortex basieren auf einer Stodieges Stadiums (LoTurco und
Bai, 2006). Fur die morphologischen Veranderungeihrend der multipolaren
Phase werden unter anderem Modifikationen im Zwletk bendtigt, woran ver-
schiedene MAPs und Aktin-bindende Proteine betesiigd (Jimenez-Mateos et al.,
2005). Von dem Mikrotubuli-assoziierten Protein MPwurde gezeigt, dass es die
radiale Migration moduliert, indem es das Neuritanlstum, die Stabilitdt der
Mikrotubuli und die Interaktion zwischen Mikrotulbulund Aktinfilamenten
beeinflusst (Gonzalez-Billault et al., 2005). Irtimalen Synapsen interagieren die

GABA(-Rezeptor-Untereinheitepy und p, direkt mit dem MAP1B-Protein (Hanley
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et al., 1999; Billups et al., 2000), wobei die Madung mit dem Zytoskelett die
Affinitat von GABAc-Rezeptoren verringert (Billups et al., 2000).

Dass die GABA-Rezeptoren in der IZ exprimiert werden, kdnnteaddhinweisen,
dass GABA-Rezeptoren eine Rolle wahrend des multipolarenrdiignsstadiums
und bei der Orientierung der Neurone spielen. Ri@mte durch Interaktionen mit
dem Zytoskelett vermittelt werden, wie beispielseeilber das Protein MAP1B. Ob
die direkte Interaktion von GABARezeptoren mit dem Zytoskelett einen Einfluss
auf die radiale Migration kortikaler Neurone austktnnte im Rahmen dieser
Dissertation jedoch nicht geklart werden. Wahrsaigh ist, dass die Migration
durch die GABA-Rezeptor-induzierten GaTransienten und durch intrazellulare,

Cd*-abhangige Signalwege gefordert wird (Komuro unkli&a 998).

6.1.6 Wie kann die Aktivierung der GABAs- und GABAc-Rezeptoren

gegensatzliche Migrationssignale induzieren?

Wahrend der friihen kortikalen Entwicklung fuhrt di&tivierung von ionotropen
GABA-Rezeptoren zu einem ¢€Hinstrom in das Neuron, welches dadurch
depolarisiert wird und spannungsabhéngigé’®anale 6ffnet (Ben-Ari et al., 1989;
Luhmann und Prince, 1991; Owens et al., 1996; Aehitt al., 2007; Dresbach et al.,
2008). Dass die intrazellulare €&onzentration eine groBe Rolle wahrend der
neuronalen Migration spielt, wurde bereits in eamgStudien belegt (Behar et al.,
1997; Lee et al.,, 1999; Owens et al., 2000) undestder Migration zerebellarer
Granularzellen besonders deutlich (Komuro und Rak#98). In der vorliegenden
Arbeit wurde gezeigt, dass GABA-induzierte’G8ignale in der CP ausschlieRlich
von GABAa-Rezeptoren vermittelt werden, wohingegen in der didch die
Aktivierung von GABA--Rezeptoren einen €aEinstrom auslésen kann. Obwohl
die Aktivierung von GABA- und von GABA-Rezeptoren zu einem €aEinstrom

in ein Neuron fuhrt, haben diese Rezeptoren getdidie Wirkungen auf die
Migration. Die durch GABA-Rezeptoren induzierten &arlransienten filhren zu
einem Migrationsstop, wohingegen die GABRezeptoren-vermittelten &aTran-

sienten die Migration férdern.
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Es ist insgesamt wenig Uber die intrazellularen h@tsmen bekannt, Uber die das
intrazellulare C& die Migration unreifer Neurone kontrolliert (Konmurund
Kumada, 2005). Dass €aunterschiedliche Wirkungen haben kann, je nachdem
welchen Weg es in die Zelle nimmt, wurde im Zusamina&dg mit synaptischen und
extrasynaptischen NMDA-Rezeptoren beschrieben (Hghdm et al., 2002). Der
Cd*-Einstrom durch synaptische NMDA-Rezeptoren induzés Uberleben des
Neurons, wohingegen der €&instrom durch extrasynaptische NMDA-Rezeptoren
zu einer Abschaltung von CREB und zu Apoptose fiiHerdingham et al., 2002).
Es wére denkbar, dass der’GRinstrom, abhangig von der Position der GABA-
Rezeptoren, unterschiedliche intrazellulare Sigreaslost. Die unterschiedlichen
kinetischen Eigenschaften (Bormann, 2000) der Imefd@BA-Rezeptoren kdnnten
ebenfalls dazu beitragen. Die dem Ghinstrom folgenden intrazellularen
Signalwege konnten auch von der Position und vontwigklungsstadium des
Neurons abh&ngig sein. Der Grund, warum dié*Gignale, die durch GABA
Rezeptoren und durch GABARezeptoren induziert werden, eine unterschiedliche
Wirkung auf die Migration haben, konnte im Rahmeesdr Studie nicht geklart

werden.

6.1.7 Modifikation des Gradienten-Modells von Behar

Behar entwickelte anhand friiherer Studien (Behaal.etl994; Behar et al., 1996;
Behar et al., 1998; Owens et al., 1999) ein Modell Erklarung des GABAergen
Einflusses auf die radiale Migration kortikaler Mewe (Behar et al., 2000). Nach
diesem Modell ist GABA wahrend der spaten Embryen@licklung gradienten-
formig verteilt, wobei GABA nahe der pialen Obecti& am hochsten konzentriert
auftritt und in der VZ/SVZ kaum noch vorhanden (Behar et al., 2000). Nach
diesem Modell werden GABARezeptoren im gesamten Kortex exprimiert, aber
aufgrund ihrer niedrigen Affinitat zu GABA (B& 10-100 puM) (Bormann und
Feigenspan, 1995) erst in den oberen kortikalencBtn aktiviert. Dort wirkt die
GABA-Rezeptor-vermittelte Depolarisation als Stop-Slgmal ist fur die korrekte
Beendigung der Migration verantwortlich (Behar &t 2000; Heck et al., 2007).
GABAg-Rezeptoren besitzen eine hoéhere GABA-Affinitat G 1,6 pM)
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(Sodickson und Bean, 1996) und werden bereits @feren Kortex-Regionen
aktiviert, wo sie die neuronale Migration von dgrih die CP fordern (Behar et al.,
2000). Die Aktivierung PTX-sensitiver-Rezeptoren figr die Migration kortikaler
Neurone von der VZ/SVZ in die IZ verantwortlich (& et al., 2000).

Anhand der Ergebnisse des ersten Teils der vorlage Dissertation kbnnen dem
Modell von Behar einige wichtige Punkte hinzugefimgerden: Bei den PTX-
sensitiven Rezeptoren handelt es sich um GABR&zeptoren, die im unteren
Bereich des immaturen Kortex, also in der VZ/SVd umder IZ exprimiert werden.
Da GABAc:-Rezeptoren mit einem Egvon 1-4 uM zehnmal sensitiver als GABA
Rezeptoren sind (Bormann und Feigenspan, 1995; &umm2000), kdnnen sie
bereits durch die geringen GABA-Konzentrationendiesen Bereichen aktiviert
werden. Die GABA-Rezeptoren fordern die radiale Migration sowohh vder
VS/SVZ in die I1Z als auch wahrscheinlich von delinddhere Regionen, wobei ihre
migrationsfordernde Wirkung Uber den migrationshemden Effekt der GABA

Rezeptoren dominiert.

Anhand dieser Ergebnisse kann das Migrationsmaaell Behar um die GAB&
Rezeptoren in der VZ/SVZ und in der I1Z erweitertrehen (Abb.28).
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Abb.28: Position der GABAc-Rezeptoren im embryonalen Kortex und ihre Rolle whrend der
radialen Migration. GABA-Rezeptoren werden in den Proliferationszonen ardkr 1Z exprimiert.
Dort werden sie bereits durch eine geringe GABA-Kamtration (grauer Farbverlauf=
Konzentrationsgradient) aktiviert und fordern dieghtion (grine LOS-Schilder). Die GABA
Rezeptoren werden erst in den oberen BereichelCBeexprimiert, wo sie die kortikale Migration
beenden (rotes STOP-Schild, verédndert nach Belar, 000).
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6.2 Einfluss der Glyzinrezeptoren auf die radiale Nration

und ihre Aktivierung durch einen endogenen Liganden

6.2.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit behandelten Einfluss der Glyzin-
rezeptoren auf die radiale Migration kortikaler Kme. Dabei konnte gezeigt
werden, dass (i) die Hemmung der Glyzinrezeptorerratliale Migration blockiert,
dass (i) die Aktivierung von Glyzinrezeptoren durGlyzin ebenfalls zu einer
Hemmung der Migration fuhrt und dass (iii) Tauriarch Aktivierung von GABA-

Rezeptoren die Migration hemmt und durch Aktiviegwon Glyzinrezeptoren die

Migration fordert.

6.2.2 Die Rolle von Glyzinrezeptoren wéahrend der dialen Migration

Die Expression von Glyzinrezeptoren und eine Ghgzeptoren-vermittelte Depo-
larisation von immaturen Neuronen wurden bereitsdén Cajal-Retzius-Zellen
(Okabe et al., 2004), in Zellen der SP (Kilb et 2008), der CP und in migrierenden
Neuronen der IZ (Flint et al., 1998) beschriebei® Bunktion der Glyzinrezeptoren
wahrend der radialen Migration kortikaler Neuronerae jedoch bislang nicht
untersucht. In der vorliegenden Arbeit konnte esadsmgezeigt werden, dass die
Inhibition der Glyzinrezeptoren durch Strychnin diiggration der Neurone hemmt.
Daraus lasst sich schlie3en, dass Glyzinrezepteiren fordernde Wirkung auf die
Migration ausiben. Vermutlich wird diese migratifimdernde Wirkung durch eine
Glyzinrezeptoren-vermittelte Membrandepolarisatiord den nachfolgenden €a
Einstrom vermittelt, wie es auch fur die migratiimdernde Wirkung von GABA-
und NMDA-Rezeptoren angenommen wird (Behar et 99; Lee et al., 1999;
Owens et al., 2000). Durch den Glyzinrezeptor-inelten C&'*-Einstrom wird bei-
spielsweise auch das Neuritenwachstum bei Ruckdésmeuronen beeinflusst
(Tapia et al., 2000; Tapia et al., 2001).
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6.2.3 Die Rolle von Glyzin als endogener Ligand

Die Zugabe des Glyzinrezeptor-Agonisten Glyzin dakeine Wirkung auf die
Migration in den kortikalen Schnittkulturen. Da dextrazellulare Glyzinkonzen-
tration unter praziser Kontrolle durch Glyzin-Aufmemechamismen steht (Betz et
al., 2006), wurden die beiden N&lI-abhangigen Glyzintransporter | und Il durch
spezifische Inhibitoren (Lechner, 2000; Aubrey Wwahdenberg, 2001; Mallorga et
al., 2003) gehemmt, um dadurch die extrazelluldyziGkonzentration zu erh6hen
(Chen et al., 2003).

Die Inhibition eines einzelnen Glyzintransporteasté ebenfalls keinen signifikanten
Effekt auf die Migration. Allerdings fuhrte Glyziitn Gegenwart dieser beiden
Transportblocker zu einer signifikanten Reduktioar dMigration, was darauf
hindeutet, dass mindestens einer dieser Transpantemreifen Kortex funktionell
ist. Die Expression der Glyzintransporter | undwurde in dem verwendeten
Embryonalstadium bislang nicht nachgewiesen. Deerwilegend in Gliazellen
exprimierte Glyzintransporter | ist im embryonaléfortex von Mausen nicht
nachweisbar und auch der in Neuronen exprimiertgzi@ransporter Il ist
embryonal nur im Ruckenmark, Thalamus, Zerebellumd in den Colliculi zu
finden (Zafra et al., 1995; Jursky und Nelson, J98@&ss die beiden Transporter mit
histologischen Methoden im embryonalen E16-Korteohinnachgewiesen werden

konnten, lasst den Schluss zu, dass ihre Expreassiogering ist.

Dass der Glyzinrezeptor-Agonist Glyzin (bei gleieitiger Blockade der zellularen
Aufnahme-Mechanismen) die gleiche Wirkung auf diegnsition hat wie der

Antagonist Strychnin, kann durch die starke Degeteiung der Glyzinrezeptoren
durch Glyzin erklart werden (Flint et al., 1998;liKiet al., 2002). Dartber hinaus
kann anhand dieses Ergebnisses ausgeschlossemwaade der Effekt von Glyzin
auf die Migration durch die Aktivierung von NMDA-Reptoren vermittelt wird.

Glyzin bindet zwar als Co-Agonist von Glutamat aMDA-Rezeptoren und ist flr

deren Aktivierung notwendig (Thomson, 1989; Yamakund Shimoji, 1999), die
Aktivierung von NMDA-Rezeptoren flhrt jedoch zu einverstarkung der radialen
Migration (Komuro und Rakic, 1993; Behar et al.93
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Zusammenfassend zeigen diese Experimente, dassi@kaptoren die Migration
férdern und mindestens ein Glyzintransporter immatélen Kortex exprimiert wird.
Glyzin scheint als Glyzinrezeptor-Agonist keine [ggoRolle wahrend der Migration
zu spielen, da die Hemmung der Glyzin-Transporéendn Effekt auf die Migration
hatte. Moglicherweise kdnnte Glyzin durch die sdlenBesensitivierung der Glyzin-

rezeptoren kontraproduktiv auf die Migration wirken

6.2.4 Die Rolle von Taurin als endogener Ligand

Einige Studien legen nahe, dass Taurin im unreNenvensystem der wichtigste
endogene Agonist von Glyzinrezeptoren ist (Sturmiaal., 1977; Flint et al., 1998).
Taurin ist im pranatalen Kortex in hoher Konzentratvorhanden (Sturman et al.,
1977) und aktiviert sowohl Glyzin- als auch GABAZRetoren (Schmieden et al.,
1992; Hussy et al., 1997; Jia et al., 2008).

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dassAjpelikation von Taurin zu einer
Reduktion der Migration in kortikalen Schnittkuléur fihrt. Taurin desensitiviert die
Glyzinrezeptoren nicht in dem MalRe wie Glyzin, wadbheine Desensitivierung der
Rezeptoren nicht Ursache fur die verringerte Migrassein durfte. Die ektopische
Aktivierung von GABA\-Rezeptoren in tieferen kortikalen Schichten duFelurin,
konnte jedoch zu einem verfrihten Migrationsstdprdia, wie er beispielsweise auch
bei Anstieg der extrazellularen GABA-Konzentratinach Blockade von GABA-
Transportern durch Tiagabin zu sehen ist (unvendftdhte Ergebnisse von Dr.
Nicolas Heck). Um den Glyzinrezeptor-vermitteltefifekt von Taurin auf die
Migration zu isolieren, wurden die GABA GABAg- und GABAc-Rezeptoren
spezifisch inhibiert. Die Hemmung von GABA-Rezeptorfihrt zu einer starken
Reduktion der Migration, vergleichbar mit dem Engsbder PTX-Applikation.
Wurde jedoch zusatzlich zu den GABA-Rezeptor-Antagfen Taurin appliziert,
verstarkte sich die Migration wieder. Die Aktivieig von Glyzinrezeptoren durch
Taurin ist also hoéchstwahrscheinlich ein migratiordernder Stimulus. In
Anbetracht dieses Befundes, dass Taurin ein ene@ogend tonisch wirkender
Agonist von Glyzinrezeptoren im unreifen Gehirn {Btint et al., 1998), kénnen

auch Glyzinrezeptoren eine wichtige Rolle bei dentolle der radialen Migration
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spielen. Allerdings konnte Taurin die, durch Blod&aaller GABA-Rezeptoren,
induzierte Hemmung der Migration nicht vollstandigfheben. Dies deutet darauf
hin, dass GABA-Rezeptoren ebenfalls eine bedeut$mlie wéahrend der Migration
spielen. Insgesamt weisen diese Ergebnisse danauti&dss Taurin durch Aktivie-
rung der GABA-Rezeptoren die radiale Migration hemmt, aber dukkhvierung
von Glyzinrezeptoren die Migration positiv beeisfit. Hierbei kann jedoch keine
Aussage daruiber gemacht werden, ob ein Tauringrade unreifen Kortex eine
Rolle spielt.

Durch die Zugabe des Taurintransport-Inhibitors Gt#w#d die extrazellulare
Taurinkonzentration erhoht (Flint et al., 1998) uhd intrazellulare erniedrigt (Maar
et al., 1995). GES ist ein Taurin-Analogon, welchdEn Natrium-Taurin Co-
Transport inhibiert (Flint et al., 1998). In derzdadurchgefuhrten Versuchsreihe
fuhrte die Applikation von GES zu einer vermindarti®ligration. Dieser Effekt
konnte direkt auf eine Erhohung der extrazellulamaurinkonzentration nach
Blockade des Taurin-Transports zurickzufihren sé&a. GES aul3erdem als
schwacher GABA-Rezeptor-Agonist und als kompetitiver Glyzinrezept
Antagonist wirkt (Sergeeva et al., 2002), ist aedhe direkte Wirkung auf diese
beiden Rezeptoren mit einem entsprechenden Effekt dee Migration nicht
auszuschlie3en. Allerdings konnte der migrationshende Effekt von GES durch
Zugabe von Taurin aufgehoben werden. Das Ergelieses Experimentes lasst sich
nur schwer erklaren. Die Wiederherstellung der Klign durch dieses Co-
Applikations-Protokoll wurde zwar bereits in detdratur beschrieben (Maar et al.,
1995), jedoch keine Begrindung geliefert, wie digphkation von Taurin in den
extrazellularen Raum die erhdhte extrazellularerin@anzentration aufheben kann,
wenn der Taurin-Transport inhibiert ist. Eine mogé Erklarung des Phanomens
ware, dass der kompetitive Transportblocker GESlewwht nicht zu einer solch
hohen Taurin-Konzentration fihrt, so dass der Agijomit dem Transportblocker
konkurrieren konnte. Durch die zuséatzliche Taurgahe wéare so viel Taurin im
extrazellularen Raum vorhanden, dass GES nicht raehdie Taurin-Transporter
binden kann und somit der normale Taurin-Transpiort die Zelle wieder
aufgenommen wird. Damit ist jedoch nicht geklararwm die Applikation von
Taurin ohne GES die Migration inhibiert und nachSsFEugabe dann fordert. Uber
die genauen Mechanismen der Taurin-Aufnahme und Blockade durch das
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Taurin-Strukturanalogon GES ist jedoch noch sehnigvdekannt (Dominy et al.,
2004). Darlber hinaus kann nicht ausgeschlossetewedass die Wirkung Taurins
auf die Migration auch Uber andere Mechanismen diés Aktivierung von

Glyzinrezeptoren vermittelt wird.

6.2.5 Potentielle weitere Funktionen von Taurin

Dass Taurin eine wichtige Rolle bei der Embryonalgklung und der neuronalen
Migration der Granularzellen inne hat, wurde duEctperimente mit Taurin-freier
Nahrung an schwangeren Katzen gezeigt (Sturmari.,el385a; Sturman et al.,
1985b). In diesem Zusammenhang wurde die Intenakienrins mit den neuronalen
Zelladhasionsmolekilen NCAM und L1 als einer derghofien Grinde diskutiert
(Maar et al., 1995). Eine andere Moglichkeit watass Taurin als Osmolyt, also
durch Regulation des Zellvolumens in Neuronen urléhz€llen (Pasantes und
Schousboe, 1988; Saransaari und Oja, 1992; Morah, d1994; Pasantes-Morales et
al., 2002) die radiale Migration beeinflusst. Audtrch die Regulation der €a
Bindung an die Zellmembran und des®Garansports kénnte Taurin auf die
Migration Einfluss nehmen (Huxtable et al., 1978p& und Wu, 2002).
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6.3 Ist Taurin oder GABA der endogene Modulator der

Migration?

Die chemotrope Wirkung von GABA wurde zuerst in @logaxis-Kammern
untersucht, in denen die konzentrationsabhéngiggrdiion dissoziierter Neurone
analysiert wurde (Behar et al., 1996; Behar etl#98). In neokortikalen Schnitten
konnte gezeigt werden, dass GABA-Rezeptoren dieralmn unterschiedlich
beeinflussen (Behar et al., 2000). Die Aktivieruran GABAc-Rezeptoren fordert
die Migration in der VZ/SVZ und der IZ, und die Akerung von GABAs-
Rezeptoren fordert die Migration in die CP; wohigge die Aktivierung von
GABAA-Rezeptoren als Stop-Signal wirkt (Behar et alQ@®@Meck et al., 2007). In
knockoutMausen, denen beide Isoformen der Glutamat-Deggldse (GAD65 und
GADG67) fehlen und die dementsprechend kein GABAldnl konnen, sind jedoch
keine kortikalen Fehlentwicklungen zu erkennenefJal., 1999). Der frappierende
Unterschied zwischen den vitro- und in vivo Daten, ist nicht durch unterschied-
liche Spezies zu erklaren, wie in der Literaturksgiert wird, da in der vorliegenden
Dissertation alle vorher in Ratten erworberianvitro Daten auch an C57BL/6-
Mausen gezeigt werden konnten undldieckoutMause auch aus C57BL/6-Mausen
stammten (Asada et al., 1996; Asada et al., 199 dl., 1999). Wahrscheinlicher
ist, dass andere Mediatoren die fehlende GABA-Haonkin vivo kompensieren

kdénnen.

Die Aminosulfonsaure Taurin ist in hoher Konzentmatim préanatalen Kortex
vorhanden und aktiviert sowohl Glyzin- als auch GARezeptoren (Horikoshi et
al., 1988; Flint et al.,, 1998; Jia et al., 2008aufin kann nach Depolarisation,
tetanischer elektrischer Stimulation und nach eitgqmoosmotischen Schock aus-
geschittet werden (Flint et al., 1998). Ebenso @®BBA stimuliert Taurin die
kortikale Zellbewegung (Behar et al., 2001) und ®aurinentzug fuhrin vivo zu
Migrationsdefekten im Zerebellum (Sturman et a@83a; Sturman et al., 1985Db).
Immunhistochemische Farbungen mit einem Taurinipelzen Antikorper zeigten,
dass Taurin im gesamten Kortex mit Ausnahme deri’vE19-Rattenembryonen
vorhanden ist (Flint et al., 1998).
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Wahrend GABA-Rezeptoren eine sehr hohe Affinitat fir GABA besit, kann nur
eine sehr hohe Taurin-Konzentration die GABRezeptoren aktivieren (EBg=

5 mM) (Ochoa-de la Paz et al., 2008). Taurin isazim hoher Konzentration in der
IZ vorhanden, aber eventuell nicht ausreichend, lmer die Aktivierung von
GABA(-Rezeptoren die Migration zu kontrollieren. Jedealrde bereits viel tber
die Interaktionen zwischen Taurin und GABA-Rezeptopubliziert. Beispielsweise
werden die p;-Untereinheiten von GABARezeptoren in der humanen Retina
abhangig von der Taurinkonzentration modifiziertii@a-de la Paz et al., 2008). In
hippokampalen Schnitten wiederum wird die Taurirsgehittung konzentrations-
abhéangig durch Aktivierung von GABA und GABAc-Rezeptoren moduliert
(Saransaari und Oja, 2000).

Da weder der Phanotyp der GAD65/&TeckoutMause (Ji et al., 1999), noch der
Phanotyp der Glyzinrezeptor-knockoutMause (Young-Pearse et al., 2006) eine
Migrationsstérung zeigt, jedoch die Kombination desden Mutationen zu einem
starken Migrationsdefekt fuhrt (Information von fssor FukudaHamamatsu
University School of MedicindHamamatsu, Japan), ist es wahrscheinlich, dass di
fehlende Aktivierung eines Faktors durch Aktiviegudes anderen kompensiert
werden kann. Auch das Zusammenspiel von GABA undriiaweist darauf hin,
dass ein endogener Agonist den anderen ersetzentekbAusammen mit den
NMDA-Rezeptoren bilden GABA' GABAg-, GABAc- und Glyzinrezeptoren ein

raffiniertes Netzwerk zur aktivitditsabhangigen Ration der radialen Migration.
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/. Zusammenfassung

Fur die Entwicklung des zerebralen Kortex ist didiale Migration von Neuronen
von elementarer Bedeutung. Bei der Kontrolle deatialean Migration spielen
extrazellulare Signale, die mit den Neuronen imger@n und Uber intrazellulare
Signalwege eine Umgestaltung des Zytoskeletts wkgimi eine wichtige Rolle
(Ayala et al., 2007). Zu diesen extrazellularen n8ign gehdrt auch der
Neurotransmitter GABA, der tiber Depolarisation Meurone einen G&Einstrom
vermittelt und Uber CGa-abhangige Signalwege die Migration beeinflussthieet
al., 2000; Heck et al., 2007). Wenngleich die Ralen GABAx- und GABAs-
Rezeptoren wahrend der radialen Migration durcte ékeihe von Publikationen
belegt wurde (Behar et al., 2000; Behar et al.,1200:ck et al., 2007), gab es nur
indirekte Hinweise auf eine Beteiligung von GABRezeptoren an der Regulation
der Migration. Auch die Fragestellung, ob die imraifen Kortex exprimierten
Glyzinrezeptoren eine Rolle bei der radialen Migmatspielen, wurde bislang noch
nicht untersucht. Aus diesem Grund wurden im ersief der vorliegenden
Dissertation die Expression von GABMRezeptoren im immaturen zerebralen
Kortex und ihre Rolle wahrend der radialen Migrat@nalysiert. In einem zweiten
Teil wurden die Rolle von Glyzinrezeptoren und d&nfluss der potentiellen
endogenen Liganden wahrend der radialen Migratiberpgrift. Dazu wurdenn
vitro Migrationsanalysen, Gamikrofluorimetrische Messungen sowie molekular-

biologische und histologische Methoden verwendet.

Die in der vorliegenden Dissertation dargestelggebnisse zeigen, dass GABA
Rezeptoren in den unteren Schichten des zerebigatetex auf mRNA- und
Proteinebene exprimiert werden. GABRezeptoren tragen nur in der 1Z zu GABA-
induzierten C&-Transienten bei, wohingegen GARMRezeptoren in der 1Z und in
der oberen CP ChiTransienten auslésen. Unter physiologischen Benfiggn
wirken GABAc-Rezeptoren fordernd auf die radiale Migration.
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Ferner konnte in der vorliegenden Arbeit erstmadzeggt werden, dass Glyzin-
rezeptoren ebenfalls eine wichtige Rolle wahrend rddialen Migration spielen.
Unter physiologischen Bedingungen wirkt die Aktrvieg dieser Rezeptoren
fordernd auf die Migration. Zudem zeigten die Expente, dass der endogene
Neurotransmitter Taurin Uber eine Aktivierung voAEBA- und Glyzinrezeptoren

eine wichtige Funktion bei der Regulation der rigiavligration einnimmt.

Insgesamt bestatigen die Experimente der vorliegendrbeit, dass GAB&
Rezeptoren tatsachlich eine wichtige migrationsfénde Wirkung vermitteln und
offenbaren, dass Glyzinrezeptoren ebenfalls arReégulation der radialen Migration
beteiligt sind. Diese Ergebnisse zeigen erneut aiche wichtige Rolle den
klassischen Neurotransmittern bereits wahrend déreh Phasen der neuronalen

Entwicklung zukommt.

97



Literaturverzeichnis

8. Literaturverzeichnis

Achilles K, Okabe A, lkeda M, Shimizu-Okabe C, Yamaa J, Fukuda A,
Luhmann HJ, Kilo W (2007) Kinetic properties of Cl uptake mediated by Na+-
dependent K+-2Cl cotransport in immature rat neticadr neurons. J Neurosci 27:
8616-8627.

Agrawal HC, Davison AN, Kaczmarek LK (1971) Subcellular distribution of
taurine and cysteinesulphinate decarboxylase ieldping rat brain. Biochem J 122:
759-763.

Altshuler D, Lo Turco JJ, Rush J, Cepko C (1993)Taurine promotes the
differentiation of a vertebrate retinal cell typevitro. Development 119: 1317-1328.

Anderson SA, Marin O, Horn C, Jennings K, Rubenstei JL (2001) Distinct
cortical migrations from the medial and lateral gfeonic eminences. Development
128: 353-363.

Aprison MH, Shank RP, Davidoff RA (1969)A comparison of the concentration
of glycine, a transmitter suspect, in differentaaref the brain and spinal cord in
seven different vertebrates. Comp Biochem Phy$loll345-1355.

Asada H, Kawamura Y, Maruyama K, Kume H, Ding R, Ji FY, Kanbara N,
Kuzume H, Sanbo M, Yagi T, Obata K (1996Mice lacking the 65 kDa isoform of
glutamic acid decarboxylase (GAD65) maintain norteaéls of GAD67 and GABA
in their brains but are susceptible to seizuresclBm Biophys Res Commun 229:
891-895.

Asada H, Kawamura Y, Maruyama K, Kume H, Ding RG, Kanbara N, Kuzume

H, Sanbo M, Yagi T, Obata K (1997)Cleft palate and decreased brain gamma-
aminobutyric acid in mice lacking the 67-kDa isaoforof glutamic acid
decarboxylase. Proc Natl Acad Sci U S A 94: 6498964

98



Literaturverzeichnis

Aubrey KR & Vandenberg RJ (2001) N[3-(4'-fluorophenyl)-3-(4'-phenylphenoxy)
propyl]sarcosine (NFPS) is a selective persistenibitor of glycine transport. Br J
Pharmacol 134: 1429-1436.

Ayala R, Shu T, Tsai LH (2007)Trekking across the brain: the journey of neuronal
migration. Cell 128: 29-43.

Behar TN, Dugich-Djordjevic MM, Li YX, Ma W, Somogyi R, Wen X, Brown
E, Scott C, McKay RD, Barker JL (1997)Neurotrophins stimulate chemotaxis of
embryonic cortical neurons. Eur J Neurosci 9: 28670.

Behar TN, Li YX, Tran HT, Ma W, Dunlap V, Scott C, Barker JL (1996) GABA
stimulates chemotaxis and chemokinesis of embryomitical neurons via calcium-

dependent mechanisms. J Neurosci 16: 1808-1818.

Behar TN, Schaffner AE, Colton CA, Somogyi R, OlalZ, Lehel C, Barker JL
(1994) GABA-induced chemokinesis and NGF-induced chemstat embryonic

spinal cord neurons. J Neurosci 14: 29-38.

Behar TN, Schaffner AE, Scott CA, Greene CL, BarkerJL (2000) GABA
receptor antagonists modulate postmitotic cell atign in slice cultures of
embryonic rat cortex. Cereb Cortex 10: 899-909.

Behar TN, Schaffner AE, Scott CA, O'Connell C, Barler JL (1998) Differential
response of cortical plate and ventricular zondsced GABA as a migration
stimulus. J Neurosci 18: 6378-6387.

Behar TN, Scott CA, Greene CL, Wen XL, Smith SV, Mac D, Liu QY, Colton
CA, Barker JL (1999) Glutamate acting at NMDA receptors stimulates emiic

cortical neuronal migration. J Neurosci 19: 444844

Behar TN, Smith SV, Kennedy RT, Mckenzie JM, Maricl, Barker AL (2001)
GABAg receptors mediate motility signals for migratingbeyonic cortical cells.
Cereb Cortex 11: 744-753.

Bellion A, Baudoin JP, Alvarez C, Bornens M, MetinC (2005) Nucleokinesis in
tangentially migrating neurons comprises two alény phases: forward migration

99



Literaturverzeichnis

of the Golgi/centrosome associated with centrosspliting and myosin contraction
at the rear. J Neurosci 25: 5691-5699.

Ben-Ari Y, Cherubini E, Corradetti R, Gaiarsa J-L (1989) Giant synaptic
potentials in immature rat CA3 hippocampal neurodeBhysiol (Lond ) 416: 303-
325.

Bentivoglio M & Mazzarello P (1999)The history of radial glia. Brain Res Bull 49:
305-315.

Betz H, Gomeza J, Armsen W, Scholze P, Eulenburg \{2006) Glycine
transporters: essential regulators of synapticstrassion. Biochem Soc Trans 34:
55-58.

Billups D, Hanley JG, Orme M, Attwell D, Moss SJ (P00) GABAC receptor
sensitivity is modulated by interaction with MAP1BNeurosci 20: 8643-8650.

Bolteus, AJ & Bordey, A (2004).Ambient GABA reduces the migration rate of
neuronal progenitors of the postnatal subventriczdae. FENS Abstr. 2, 211.3.

Bormann J (2000)The 'ABC' of GABA receptors. Trends Pharmacol Bci16-19.

Bormann J & Feigenspan A (1995)GABAC receptors. Trends Neurosci 18: 515-
5109.

Bormann J, Rundstrom N, Betz H, Langosch D (1993)Residues within
transmembrane segment M2 determine chloride coadcoet of glycine receptor
homo- and hetero-oligomers. EMBO J 12: 3729-3737.

Bortone D & Polleux F (2009)KCC2 Expression Promotes the Termination of
Cortical Interneuron Migration in a Voltage-SenatiCalcium-Dependent Manner.
Neuron 62: 53-71.

Bronner-Fraser M (1994) Neural crest cell formation and migration in the
developing embryo. FASEB J 8: 699-706.

Caspi M, Atlas R, Kantor A, Sapir T, Reiner O (2000 Interaction between LIS1
and doublecortin, two lissencephaly gene prodiiitsn Mol Genet 9: 2205-2213.

100



Literaturverzeichnis

Chen L, Muhlhauser M, Yang CR (2003) Glycine tranporter-1 blockade
potentiates NMDA-mediated responses in rat preflocrtical neurons in vitro and
in vivo. J Neurophysiol 89: 691-703.

Citi S & Kendrick-Jones J (1987)Regulation of non-muscle myosin structure and

function. Bioessays 7: 155-159.

Clark RM & Collins GG (1976) The release of endogenous amino acids from the
rat visual cortex. J Physiol 262: 383-400.

Clayton GH, Owens GC, Wolff JS, Smith RL (1998)Ontogeny of cation-Cl

cotransporter expression in rat neocortex. DevrBRras 109: 281-292.

Collins GC & Topiwala SH (1974)Proceedings: The release of (14C)-taurine from
slices of rat cerebral cortex and spinal cord eddke electrical stimulation and high

potassium ion concentrations. Br J Pharmacol 50P4462P.

Condeelis J (1993l.ife at the leading edge: the formation of cebtpusions. Annu
Rev Cell Biol 9: 411-444.

Copp AJ, Greene ND, Murdoch JN (2003)The genetic basis of mammalian
neurulation. Nat Rev Genet 4: 784-793.

Creutzfeldt OD (1983) Cortex Cerebri - Leistung, strukturelle und fuoktelle

Organisation der Hirnrinde. Springer-Verlag.

Cuzon VC, Yeh PW, Cheng Q, Yeh HH (2006Ambient GABA promotes cortical
entry of tangentially migrating cells derived fraime medial ganglionic eminence.
Cereb Cortex 16: 1377-1388.

Darcy DP & Isaacson JS (2009)L-Type Calcium Channels Govern Calcium
Signaling in Migrating Newborn Neurons in the Pas#éth Olfactory Bulb. J Neurosci
29: 2510-2518.

De Carlos JA, Lopez-Mascaraque L, Valverde F (1996Dynamics of cell

migration from the lateral ganglionic eminencehe tat. J Neurosci 16: 6146-6156.

101



Literaturverzeichnis

Dehmelt L & Halpain S (2004) Actin and microtubules in neurite initiation: are
MAPSs the missing link? J Neurobiol 58: 18-33.

Dhavan R & Tsai LH (2001) A decade of CDK5. Nat Rev Mol Cell Biol 2: 749-
759.

Dominy J, Jr., Thinschmidt JS, Peris J, Dawson R, 1J, Papke RL (2009
Taurine-induced long-lasting potentiation in thé hgppocampus shows a partial
dissociation from total hippocampal taurine contemd independence from
activation of known taurine transporters. J Neuenet89: 1195-1205.

Dresbach T, Nawrotzki R, Kremer T, Schumacher S, Quones D, Kluska M,
Kuhse J, Kirsch J (2008) Molecular architecture of glycinergic synapses.
Histochem Cell Biol 130: 617-633.

Enz R, Brandstatter JH, Wassle H, Bormann J (1996)mmunocytochemical
localization of the GABAC receptor rho subunitshe mammalian retina. J Neurosci
16: 4479-4490.

Feigenspan A & Bormann J (1994)Differential pharmacology of GABAA and
GABAC receptors on rat retinal bipolar cells. El®Rlarmacol 288: 97-104.

Flint AC, Liu XL, Kriegstein AR (1998) Nonsynaptic glycine receptor activation

during early neocortical development. Neuron 20533

Foos TM & Wu JY (2002) The role of taurine in the central nervous systeohtae
modulation of intracellular calcium homeostasisudbehem Res 27: 21-26.

Forster E, Zhao S, Frotscher M (2006)Laminating the hippocampus. Nat Rev
Neurosci 7: 259-267.

Fox JW, Lamperti ED, Eksioglu YZ, Hong SE, Feng Y,Graham DA, Scheffer
IE, Dobyns WB, Hirsch BA, Radtke RA, Berkovic SF, Hittenlocher PR, Walsh
CA (1998) Mutations in filamin 1 prevent migration of cerebcartical neurons in

human periventricular heterotopia. Neuron 21: 13335.

102



Literaturverzeichnis

Frazao R, Nogueira MI, Wassle H (2007olocalization of synaptic GABA(C)-
receptors with GABA (A)-receptors and glycine-reloep in the rodent central

nervous system. Cell Tissue Res 330: 1-15.

Frotscher M (1997) Dual role of Cajal-Retzius cells and reelin in toa
development. Cell Tissue Res 290: 315-322.

Frotscher M, Chai X, Bock HH, Haas CA, Forster E, Zhao S (2009)Role of
Reelin in the development and maintenance of @@mnination. J Neural Transm.

Fukui M, Nakamichi N, Yoneyama M, Ozawa S, Fujimori S, Takahata Y,
Nakamura N, Taniura H, Yoneda Y (2008)Modulation of cellular proliferation
and differentiation through GABA(B) receptors exgsed by undifferentiated neural
progenitor cells isolated from fetal mouse brai@.ell Physiol 216: 507-519.

Gall JG & Pardue ML (1969) Formation and detection of RNA-DNA hybrid
molecules in cytological preparations. Proc Nathéd&ci U S A 63: 378-383.

Gascon E, Dayer AG, Sauvain MO, Potter G, Jenny HDe Roo M, Zgraggen E,
Demaurex N, Muller D, Kiss JZ (2006) GABA regulates dendritic growth by
stabilizing lamellipodia in newly generated intarnens of the olfactory bulb. J
Neurosci 26: 12956-12966.

Gonzalez-Billault C, Del Rio JA, Urena JM, Jimenezvateos EM, Barallobre
MJ, Pascual M, Pujadas L, Simo S, Torre AL, Gavin R Wandosell F, Soriano
E, Avila J (2005)A role of MAP1B in Reelin-dependent neuronal migma. Cereb
Cortex 15: 1134-1145.

Go6tz M (1995) Getting there and being there in the cerebralegofExperientia 51.:
301-316.

Go6tz M & Huttner WB (2005) The cell biology of neurogenesis. Nat Rev Mol Cell
Biol 6: 777-788.

Go6tz M & Sommer L (2005) Cortical development: the art of generating cell
diversity. Development 132: 3327-3332.

103



Literaturverzeichnis

Greene ND & Copp AJ (2009) Development of the vertebrate central nervous

system: formation of the neural tube. Prenat Di2@n303-311.
Gressens P (2003\euronal migration disorders. J Child Neurol 2699®71.

Hanganu IL, Okabe A, Lessmann V, Luhmann HJ (2009 Cellular mechanisms
of subplate-driven and cholinergic input-dependegtivork activity in the neonatal

rat somatosensory cortex. Cereb Cortex 19: 89-105.

Hanley JG, Koulen P, Bedford F, Gordon-Weeks PR, Mss SJ (1999)The
protein MAP-1B links GABA(C) receptors to the cyteteton at retinal synapses.
Nature 397: 66-69.

Hardingham GE, Fukunaga Y, Bading H (2002)Extrasynaptic NMDARSs oppose
synaptic NMDARs by triggering CREB shut-off and Icdkeath pathways. Nat
Neurosci 5: 405-414.

Hartfuss E, Galli R, Heins N, Gotz M (2001)Characterization of CNS precursor
subtypes and radial glia. Dev Biol 229: 15-30.

Hartmann K, Stief F, Draguhn A, Frahm C (2004) lonotropic GABA receptors
with mixed pharmacological properties of GABAA a®ABAC receptors. Eur J
Pharmacol 497: 139-146.

Hartwig JH & Yin HL (1988) The organization and regulation of the macrophage
actin skeleton. Cell Motil Cytoskeleton 10: 117-125

Harvey VL, Duguid IC, Krasel C, Stephens GJ (2006vidence that GABA rho
subunits contribute to functional ionotropic GABAceptors in mouse cerebellar
Purkinje cells. J Physiol 577: 127-139.

Hatten ME (1999) Central nervous system neuronal migration. Annu Reurosci
22:511-539.

Heck N, Kilb W, Reiprich P, Kubota H, Furukawa T, Fukuda A, Luhmann HJ
(2007) GABA-A receptors regulate neocortical neuronal naiign in vitro and in
vivo. Cereb Cortex 17: 138-148.

104



Literaturverzeichnis

Hermann H, Marsicano G, Lutz B (2002) Coexpression of the cannabinoid
receptor type 1 with dopamine and serotonin reespio distinct neuronal

subpopulations of the adult mouse forebrain. Nauieose 109: 451-460.

Hong SE, Shugart YY, Huang DT, Shahwan SA, Grant PEHourihane JO,
Martin ND, Walsh CA (2000) Autosomal recessive lissencephaly with cerebellar

hypoplasia is associated with human RELN mutatidias.Genet 26: 93-96.

Horikoshi T, Asanuma A, Yanagisawa K, Anzai K, GotoS (1988)Taurine and
beta-alanine act on both GABA and glycine receptorXenopus oocyte injected

with mouse brain messenger RNA. Brain Res 464:(@x/-1

Hussy N, Deleuze C, Pantaloni A, Desarmenien MG, Ms F (1997)Agonist
action of taurine on glycine receptors in rat soptec magnocellular neurones:

possible role in osmoregulation. J Physiol 502:-629.

Huxtable RJ, Laird HE, Lippincott SE (1979) The transport of taurine in the heart
and the rapid depletion of tissue taurine contentgbanidinoethyl sulfonate. J
Pharmacol Exp Ther 211: 465-471.

Ji F, Kanbara N, Obata K (1999) GABA and histogenesis in fetal and neonatal
mouse brain lacking both the isoforms of glutanuiclalecarboxylase. Neurosci Res
33: 187-194.

Jia F, Yue M, Chandra D, Keramidas A, Goldstein PAHomanics GE, Harrison
NL (2008) Taurine is a potent activator of extrasynaptic GABAreceptors in the
thalamus. J Neurosci 28: 106-115.

Jimenez D, Lopez-Mascaraque LM, Valverde F, de Canls JA (2002)Tangential

migration in neocortical development. Dev Biol 2485-169.

Jimenez-Mateos EM, Wandosell F, Reiner O, Avila JGonzalez-Billault C
(2005) Binding of microtubule-associated protein 1B t&Llaffects the interaction
between dynein and LIS1. Biochem J 389: 333-341.

Johnston GA (1996) GABAC receptors: relatively simple transmitter tegh ion
channels? Trends Pharmacol Sci 17: 319-323.

105



Literaturverzeichnis

Jursky F & Nelson N (1996)Developmental expression of the glycine transpsrter
GLYT1 and GLYT2 in mouse brain. J Neurochem 67:-338.

Kaila K (1994) lonic basis of GABAA receptor channel function imetnervous
system. Prog Neurobiol 42: 489-537.

Kamiya A, Kubo K, Tomoda T, Takaki M, Youn R, Ozeki Y, Sawamura N,

Park U, Kudo C, Okawa M, Ross CA, Hatten ME, Nakajma K, Sawa A (2005)
A schizophrenia-associated mutation of DISC1 pb#surcerebral cortex
development. Nat Cell Biol 7: 1167-1178.

Kandel, Schwartz JH, Jessel TM (1996Neurowissenschaften- Eine Einflihrung.

Spektrum Akademischer Verlag

Khazipov R & Luhmann HJ (2006) Early patterns of electrical activity in the
developing cerebral cortex of human and rodentsnds in Neurosciences 29: 414-
418.

Kholmanskikh SS, Koeller HB, Wynshaw-Boris A, GomeZT, Letourneau PC,
Ross ME (2006)Calcium-dependent interaction of Lisl with IQGARAd Cdc42
promotes neuronal motility. Nat Neurosci 9: 50-57.

Kilb W, Hanganu IL, Okabe A, Sava BA, Shimizu-Okabe C, Fukuda A,
Luhmann HJ (2008) Glycine receptors mediate excitation of subplaterowes in

neonatal rat cerebral cortex. J Neurophysiol 108-507.

Kilb W, lkeda M, Uchida K, Okabe A, Fukuda A, Luhmann HJ (2002)
Depolarizing glycine responses in Cajal-Retziusscefl neonatal rat cerebral cortex.
Neuroscience 112: 299-307.

Komuro H & Kumada T (2005) Ca2+ transients control CNS neuronal migration.
Cell Calcium 37: 387-393.

Komuro H & Rakic P (1993) Modulation of neuronal migration by NMDA
receptors. Science 260: 95-97.

106



Literaturverzeichnis

Komuro H & Rakic P (1998) Orchestration of neuronal migration by activityio
channels, neurotransmitter receptors, and inttaleelC&* fluctuations. J Neurobiol
37:110-130.

Komuro H, Yacubova E, Yacubova E, Rakic P (2001Mode and tempo of
tangential cell migration in the cerebellar extégranular layer. J Neurosci 21: 527-
540.

Krause M, Dent EW, Bear JE, Loureiro JJ, Gertler FB (2003) Ena/VASP
proteins: regulators of the actin cytoskeleton eeltl migration. Annu Rev Cell Dev
Biol 19: 541-564.

Kriegstein AR (2005) Constructing circuits: neurogenesis and migrationthe

developing neocortex. Epilepsia 46 Suppl 7: 15-21.

Kriegstein AR & Noctor SC (2004) Patterns of neuronal migration in the
embryonic cortex. Trends Neurosci 27: 392-399.

Kubo T, Takano A, Tokushige N, Miyata N, Sato M, H@éakeyama S (1992)

Electrical stimulation-evoked release of endogentausine from slices of the
hippocampus, cerebral cortex and cerebellum ofahel Pharmacobiodyn 15: 519-
525.

Kusama T, Spivak CE, Whiting P, Dawson VL, SchaefieJC, Uhl GR (1993)
Pharmacology of GABA rho 1 and GABA alpha/beta ptoes expressed in
Xenopus oocytes and COS cells. Br J Pharmacol 2a®206.

Lambert de Rouvroit C & Goffinet AM (2001) Neuronal migration. Mech Dev
105: 47-56.

Laurie DJ, Wisden W, Seeburg PH (1992)he distribution of thirteen GABA
receptor subunit mRNAs in the rat brain. Ill. Emiimc and postnatal development.
J Neurosci 12: 4151-4172.

Lavdas AA, Grigoriou M, Pachnis V, Parnavelas JG (299) The medial
ganglionic eminence gives rise to a population ayeneurons in the developing
cerebral cortex. J Neurosci 19: 7881-7888.

107



Literaturverzeichnis

Lawson MA & Maxfield FR (1995) C&* and calcineurin-dependent recycling of an
integrin to the front of migrating neutrophils. Ne¢ 377: 75-79.

Lechner SM (2000) Novel glycine transporter 2 inhibitors are anaiges a rat

model of inflammatory pain. Abstr. Soc. Neurosci.

Lee J, Ishihara A, Oxford G, Johnson B, Jacobson K1999) Regulation of cell

movement is mediated by stretch-activated calcibemnoels. Nature 400: 382-386.

Leite JF & Cascio M (2001) Structure of ligand-gated ion channels: critical
assessment of biochemical data supports noveldgpoMol Cell Neurosci 17: 777-
792.

Lewis DA (2004) Structure of the human prefrontal cortex. Am JdRgtry 161:
1366.

Lopez-Bendito G, Lujan R, Shigemoto R, Ganter P, Radsen O, Molnar Z (2003)
Blockade of GABA(B) receptors alters the tangentmgration of cortical neurons.
Cereb Cortex 13: 932-942.

LoTurco JJ & Bai J (2006) The multipolar stage and disruptions in neuronal

migration. Trends Neurosci 29: 407-413.

Luhmann HJ & Prince DA (1991) Postnatal maturation of the GABAergic system
in rat neocortex. J Neurophysiol 65: 247-263.

Luo L (2000) Rho GTPases in neuronal morphogenesis. Nat Revosigul: 173-
180.

Ma W & Barker JL (1998) GABA, GAD, and GABA(A) receptor alpha4, betal,
and gammal subunits are expressed in the late embrand early postnatal
neocortical germinal matrix and coincide with gkogsis. Microsc Res Tech 40:
398-407.

Maar T, Moran J, Schousboe A, Pasantes-Morales H 995) Taurine deficiency
in dissociated mouse cerebellar cultures affectgramal migration. Int J Dev
Neurosci 13: 491-502.

108



Literaturverzeichnis

Macdonald RL & Olsen RW (1994) GABAA receptor channels. Annu Rev
Neurosci 17: 569-602.

Mallorga PJ, Williams JB, Jacobson M, Marques R, Claudhary A, Conn PJ,
Pettibone DJ, Sur C (2003)Pharmacology and expression analysis of glycine
transporter GlyT1 with [3H]-(N-[3-(4'-fluorophenyB-(4'phenylphenoxy)propyl])

sarcosine. Neuropharmacology 45: 585-593.

Malosio ML, Marqueze-Pouey B, Kuhse J, Betz H (199MWidespread expression
of glycine receptor subunit mMRNAs in the adult aleveloping rat brain. EMBO J
10: 2401-24009.

Manent JB, Demarque M, Jorquera |, Pellegrino C, Ba-Ari Y, Aniksztejn L,
Represa A (2005)A noncanonical release of GABA and glutamate maidsl
neuronal migration. J Neurosci 25: 4755-4765.

Marin O & Rubenstein JL (2003) Cell migration in the forebrain. Annu Rev
Neurosci 26: 441-483.

Marin O & Rubenstein JLR (2001) A long, remarkable journey: Tangential
migration in the telencephalon. Nat Rev Neuros@ign-790.

Marty S, Wehrlé R, Alvarez-Leefmans FJ, Gasnier BSotelo C (2002)Postnatal
maturation of N§ K", 2CI cotransporter expression and inhibitory synaptegisnin

the rat hippocampus: an immunocytochemical analisis J Neurosci 15: 233-245.

Merot Y, Retaux S, Heng JI (2009)Molecular mechanisms of projection neuron
production and maturation in the developing cerleboatex. Semin Cell Dev Biol
20: 726-734.

Metin C, Vallee RB, Rakic P, Bhide PG (2008Modes and mishaps of neuronal
migration in the mammalian brain. J Neurosci 2846:11752.

Millar JK, Wilson-Annan JC, Anderson S, Christie S, Taylor MS, Semple CA,
Devon RS, Clair DM, Muir WJ, Blackwood DH, PorteousDJ (2000)Disruption
of two novel genes by a translocation co-segregatiith schizophrenia. Hum Mol
Genet 9: 1415-1423.

109



Literaturverzeichnis

Miller MW, Nowakowski RS (1988) Use of bromodeoxyuridine-immunohisto-
chemistry to examine the proliferation, migratiamdaime of origin of cells in the

central nervous system. Brain Res 457: 44-52.

Milligan CJ, Buckley NJ, Garret M, Deuchars J, Deutars SA (2004)Evidence
for inhibition mediated by coassembly of GABA-A ahBA-C receptor subunits

in native central neurons. J Neurosci 24: 9241-9250

Misson JP, Austin CP, Takahashi T, Cepko CL, Cavings VS, Jr. (1991)The
alignment of migrating neural cells in relationttee murine neopallial radial glial
fiber system. Cereb Cortex 1: 221-229.

Monuki ES & Walsh CA (2001) Mechanisms of cerebral cortical patterning in mice
and humans. Nat Neurosci 4 Suppl: 1199-1206.

Moran J, Maar TE, Pasantes-Morales H (1994)mpaired cell volume regulation
in taurine deficient cultured astrocytes. Neuroch®es 19: 415-420.

Morris NR, Efimov VP, Xiang X (1998) Nuclear migration, nucleokinesis and
lissencephaly. Trends Cell Biol 8: 467-470.

Mountcastle VB (1997)The columnar organization of the neocortex. Ba#0 ( Pt
4): 701-722.

Mullen RJ, Buck CR, Smith AM (1992) NeuN, a neuronal specific nuclear protein
in vertebrates. Development 116: 201-211.

Nadarajah B, Brunstrom JE, Grutzendler J, Wong RO, Pearlman AL (2001)
Two modes of radial migration in early developmeitthe cerebral cortex. Nat
Neurosci 4: 143-150.

Nadarajah B & Parnavelas JG (2002)Modes of neuronal migration in the

developing cerebral cortex. Nat Rev Neurosci 3-4323.

Nguyen L, Besson A, Roberts JM, Guillemot F (2006Foupling cell cycle exit,
neuronal differentiation and migration in corticeurogenesis. Cell Cycle 5: 2314-
2318.

110



Literaturverzeichnis

Noctor SC, Flint AC, Weissman TA, Dammerman RS, Kregstein AR (2001)
Neurons derived from radial glial cells establisidial units in neocortex. Nature
409: 714-720.

Noctor SC, Flint AC, Weissman TA, Wong WS, ClintonBK, Kriegstein AR
(2002) Dividing precursor cells of the embryonic cortioantricular zone have

morphological and molecular characteristics ofabdiia. J Neurosci 22: 3161-3173.

Noctor SC, Martinez-Cerdeno V, lvic L, Kriegstein AR (2004)Cortical neurons
arise in symmetric and asymmetric division zoned amgrate through specific
phases. Nat Neurosci 7: 136-144.

O'Leary DD, Chou SJ, Sahara S (2007Area patterning of the mammalian cortex.
Neuron 56: 252-2609.

O'Rourke NA, Sullivan DP, Kaznowski CE, Jacobs AAMcConnell SK (1995)
Tangential migration of neurons in the developiaggbral cortex. Development 121:
2165-2176.

Ochoa-de la Paz L, Martinez-Davila IA, Miledi R, Matinez-Torres A (2008)
Modulation of human GABArhol receptors by tauriNeurosci Res 61: 302-308.

Oja SS & Saransaari P (1992 aurine release and swelling of cerebral corteesl
from adult and developing mice in media of différ@mic compositions. J Neurosci
Res 32: 551-561.

Okabe A, Kilb W, Shimizu-Okabe C, Hanganu IL, Fukuda A, Luhmann HJ
(2004) Homogenous glycine receptor expression in corfiate neurons and Cajal-

Retzius cells of neonatal rat cerebral cortex. Nstience 123: 715-724.

Olpe HR, Karlsson G, Pozza MF, Brugger F, Steinmani, Van Riezen H, Fagg
G, Hall RG, Froestl W, Bittiger H (1990) CGP 35348: a centrally active blocker of
GABAB receptors. Eur J Pharmacol 187: 27-38.

Owens DF, Boyce LH, Davis MBE, Kriegstein AR (1996EXxcitatory GABA
responses in embryonic and neonatal cortical sld@m®monstrated by gramicidin

perforated-patch recordings and calcium imagirideurosci 16: 6414-6423.

111



Literaturverzeichnis

Owens DF, Flint AC, Dammerman RS, Kriegstein AR (200) Calcium dynamics

of neocortical ventricular zone cells. Dev Neurdxi 25-33.

Owens DF & Kriegstein AR (1998)Patterns of intracellular calcium fluctuation in
precursor cells of the neocortical ventricular zahBleurosci 18: 5374-5388.

Owens DF, Liu XL, Kriegstein AR (1999) Changing properties of GABA
receptor-mediated signaling during early neocartaevelopment. J Neurophysiol
82: 570-583.

Ozmen M, Yilmaz Y, Caliskan M, Minareci O, Aydinli N (2000)Clinical features
of 21 patients with lissencephaly type | (agyri@ipayria). Turk J Pediatr 42: 210-
214.

Palackal T, Moretz R, Wisniewski H, Sturman J (198% Abnormal visual cortex
development in the kitten associated with matediatary taurine deprivation. J
Neurosci Res 15: 223-239.

Paredes RM, Etzler JC, Watts LT, Zheng W, Lechleite JD (2008) Chemical
calcium indicators. Methods 46: 143-151.

Parnavelas JG (2000)The origin and migration of cortical neurones: nestas.
Trends Neurosci 23: 126-131.

Pasantes MH & Schousboe A (1988yolume regulation in astrocytes: a role for

taurine as an osmoeffector. J Neurosci Res 2058993-

Pasantes-Morales H, Franco R, Ochoa L, Ordaz B (2@) Osmosensitive release
of neurotransmitter amino acids: relevance and ar@sms. Neurochem Res 27: 59-
65.

Plotkin MD, Snyder EY, Hebert SC, Delpire E (1997 Expression of the Na-K-2Cl
cotransporter is developmentally regulated in patsinrat brains: A possible
mechanism underlying GABA's excitatory role in intora brain. J Neurobiol 33:
781-795.

112



Literaturverzeichnis

Pribilla I, Takagi T, Langosch D, Bormann J, Betz H(1992) The atypical M2
segment of the beta subunit confers PTXin resistaadnhibitory glycine receptor
channels. EMBO J 11: 4305-4311.

Rajendra S, Lynch JW, Pierce KD, French CR, Barry B, Schofield PR (1995)
Mutation of an arginine residue in the human glgcieceptor transforms beta-

alanine and taurine from agonists into competigimtagonists. Neuron 14: 169-175.

Rakic P (1972)Mode of cell migration to the superficial layers fetal monkey
neocortex. J Comp Neurol 145: 61-83.

Rakic P (1988)Specification of cerebral cortical areas. Sciete: 170-176.
Rakic P (1990)Principles of neural cell migration. Experientié 882-891.

Rakic P, Ayoub AE, Breunig JJ, Dominguez MH (2009)Decision by division:

making cortical maps. Trends Neurosci 32: 291-301.

Rees DA, Charlton J, Ataliotis P, Woods A, Stones A Bayley SA (1989Myosin
regulation and calcium transients in fibroblast pghachange, attachment, and
patching. Cell Motil Cytoskeleton 13: 112-122.

Reiner O, Carrozzo R, Shen Y, Wehnert M, Faustinedl F, Dobyns WB, Caskey
CT, Ledbetter DH (1993) Isolation of a Miller-Dieker lissencephaly gene
containing G protein beta-subunit-like repeats.uNaB64: 717-721.

Ridley AJ, Schwartz MA, Burridge K, Firtel RA, Ginsberg MH, Borisy G,
Parsons JT, Horwitz AR (2003)Cell migration: integrating signals from front to
back. Science 302: 1704-17009.

Roberts JS, O'Rourke NA, McConnell SK (1993)Cell migration in cultured
cerebral cortical slices. Dev Biol 155: 396-408.

Rozzo A, Armellin M, Franzot J, Chiaruttini C, Nistri A, Tongiorgi E (2002)
Expression and dendritic mRNA localization of GABA€ceptor rhol and rho2
subunits in developing rat brain and spinal conat. ENeurosci 15: 1747-1758.

113



Literaturverzeichnis

Saransaari P & Oja SS (1992Release of GABA and taurine from brain slices.
Prog Neurobiol 38: 455-482.

Saransaari P & Oja SS (2000)Taurine release modified by GABAergic agents in
hippocampal slices from adult and developing migaino Acids 18: 17-30.

Schaar BT & McConnell SK (2005) Cytoskeletal coordination during neuronal
migration. Proc Natl Acad Sci U S A 102: 13652-1865

Schmieden V, Kuhse J, Betz H (1992)gonist pharmacology of neonatal and adult
glycine receptor alpha subunits: identification avhino acid residues involved in
taurine activation. EMBO J 11: 2025-2032.

Sergeeva OA (1998 Comparison of glycine- and GABA-evoked currentstwo

types of neurons isolated from the rat striatunumdsci Lett 243: 9-12.

Sergeeva OA, Chepkova AN, Haas HL (2002Fuanidinoethyl sulphonate is a
glycine receptor antagonist in striatum. Br J Plaanoh 137: 855-860.

Sjaastad MD & Nelson WJ (1997) Integrin-mediated calcium signaling and

regulation of cell adhesion by intracellular catniuBioessays 19: 47-55.

Sodickson DL & Bean BP (1996)GABAB receptor-activated inwardly rectifying
potassium current in dissociated hippocampal CA3rores. J Neurosci 16: 6374-
6385.

Squire LR, Bloom FE, McConnell SK, Roberts JL, Spizer NC, Zigmond MJ
(2003)Fundamental Neuroscience. Academic Press

Stoppini L, Buchs PA, Muller D (1991)A simple method for organotypic cultures

of nervous tissue. J Neurosci Methods 37: 173-182.

Stossel TP, Condeelis J, Cooley L, Hartwig JH, NoefA, Schleicher M, Shapiro
SS (2001 Filamins as integrators of cell mechanics and diigiga Nat Rev Mol Cell
Biol 2: 138-145.

Strohmeier R & Bereiter-Hahn J (1984) Control of cell shape and locomotion by
external calcium. Exp Cell Res 154: 412-420.

114



Literaturverzeichnis

Sturman JA, Lu P, Xu YX, Imaki H (1994) Feline maternal taurine deficiency:
effects on visual cortex of the offspring. A morpi&tric and immunohistochemical
study. Adv Exp Med Biol 359: 369-384.

Sturman JA, Moretz RC, French JH, Wisniewski HM (19B5a) Postnatal taurine
deficiency in the kitten results in a persistentéhe cerebellar external granule cell

layer: correction by taurine feeding. J Neuroscs R®: 521-528.

Sturman JA, Moretz RC, French JH, Wisniewski HM (198B5b) Taurine deficiency
in the developing cat: persistence of the cerebadernal granule cell layer. J
Neurosci Res 13: 405-416.

Sturman JA, Rassin DK, Gaull GE (1977)Taurine in developing rat brain: transfer
of [35S] taurine to pups via the milk. Pediatr Rés 28-33.

Sur M & Cowey A (1995) Cerebral cortex: function and development. Neurbn
497-505.

Sur M & Rubenstein JL (2005) Patterning and plasticity of the cerebral cortex.
Science 310: 805-810.

Sutor B & Luhmann HJ (1998) Involvement of GABA receptors in convulsant-
induced epileptiform activity in rat neocortéx vitro . Eur J Neurosci 10: 3417-
3427.

Tabata H & Nakajima K (2003) Multipolar migration: the third mode of radial
neuronal migration in the developing cerebral carfeNeurosci 23: 9996-10001.

Takahashi T, Nowakowski RS, Caviness VS, Jr. (199@)terkinetic and migratory
behavior of a cohort of neocortical neurons arigimghe early embryonic murine
cerebral wall. J Neurosci 16: 5762-5776.

Tapia JC, Cardenas AM, Nualart F, Mentis GZ, Navarrete R, Aguayo LG
(2000) Neurite outgrowth in developing mouse spinal coedirons is modulated by

glycine receptors. Neuroreport 11: 3007-3010.

115



Literaturverzeichnis

Tapia JC, Mentis GZ, Navarrete R, Nualart F, Figueoa E, Sanchez A, Aguayo
LG (2001) Early expression of glycine and GABA(A) receptorsleveloping spinal
cord neurons. Effects on neurite outgrowth. Neuerse 108: 493-506.

Thomson AM (1989)Glycine modulation of the NMDA receptor/channel qdex.
Trends Neurosci 12: 349-353.

Toyo-oka K, Shionoya A, Gambello MJ, Cardoso C, Leanter R, Ward HL,
Ayala R, Tsai LH, Dobyns W, Ledbetter D, HirotsuneS, Wynshaw-Boris A
(2003) 14-3-3epsilon is important for neuronal migratioy binding to NUDEL: a

molecular explanation for Miller-Dieker syndromeatNGenet 34: 274-285.
Waldeyer A (2002)Anatomie des Menschen. deGruyter Verlag.

Wang DD & Kriegstein AR (2009) Defining the role of GABA in cortical
development. J Physiol 587: 1873-1879.

Watakabe A (2009) Comparative molecular neuroanatomy of mammalian
neocortex: what can gene expression tell us ab@asaand layers? Dev Growth
Differ 51: 343-354.

Wolpert L, Beddintgon, R, Brockes J, Jessel, T, Larence P, Meyerowitz, E
(1999) Entwicklungsbiologie. Spektrum Akademischer Verlag

Woodhams PL, Basco E, Hajos F, Csillag A, Balazs @£981) Radial glia in the
developing mouse cerebral cortex and hippocampoat Embryol (Berl) 163: 331-
343.

Yacubova E & Komuro H (2003) Cellular and molecular mechanisms of cerebellar
granule cell migration. Cell Biochem Biophys 3732434.

Yamada J, Okabe A, Toyoda H, Kilb W, Luhmann HJ, Fikkuda A (2004) CI
uptake promoting depolarizing GABA actions in imorat rat neocortical neurones
is mediated by NKCC1. J Physiol 557: 829-841.

Yamakura T & Shimoji K (1999) Subunit- and site-specific pharmacology of the
NMDA receptor channel. Prog Neurobiol 59: 279-298.

116



Literaturverzeichnis

Yoshida A, Kobayashi K, Manya H, Taniguchi K, KanoH, Mizuno M, Inazu T,
Mitsuhashi H, Takahashi S, Takeuchi M, Herrmann R,Straub V, Talim B, Voit

T, Topaloglu H, Toda T, Endo T (2001)Muscular dystrophy and neuronal
migration disorder caused by mutations in a glyttcmysferase, POMGnNT1. Dev
Cell 1: 717-724.

Young-Pearse TL, lvic L, Kriegstein AR, Cepko CL (D06) Characterization of
mice with targeted deletion of glycine receptorhal@. Mol Cell Biol 26: 5728-
5734.

Zafra F, Aragon C, Olivares L, Danbolt NC, GimenezC, Storm-Mathisen J
(1995)Glycine transporters are differentially expresastbng CNS cells. J Neurosci
15: 3952-3969.

Zilles K, Rehk&dmper G (1993)Funktionelle Neuroanatomie. Springer-Verlag

Internetquelle: www.invitrogen.com

117



Lebenslauf

Lebenslauf
Zur Person
Name Denise Gabrielle Denter

Schulbildung

1990-1999

Abitur am St. Angela Gymnasium, Note: 2,0

Hochschulstudium (Diplom und Promotion)

10/1999-08/2006

03.08.2006

10/2006-12/2009

11/2006-10/2009

Diplom-Studium Biologie, an der Amschen Universitat
Darmstadt, Schwerpunkte: Zell- und Entwicklungshié,
Mikrobiologie, Spezielle Zoologie

Diplom, Note: Sehr gut

Thema der Diplomarbeit: Charakterisierung einageneGens
aus der dachshund-Genfamilie des Zebrafisches Danam
Fachbereich Entwicklungsbiologie, AG Layer

Promotion an der Universitatsmadizainz
Institut fir Physiologie und Pathophysiologie, AGhHmann

Kollegiatin im Graduiertenkgllgntwicklungsabhangige und
krankheitsinduzierte Modifikationen im NervensySteder
Universitat Mainz

118



Lebenslauf

Vertraute Techniken

In-vitro  Migrationsstudien, Calcium-Imaging,in  situ-
Hybridisierung, Herstellung von RNA-Sonden duiahvitro-
Transkription, Klonierung, histologische  Farbungen,
Mikroskopie

Publikation und Poster

Publikation

Poster

Poster

“GABA: receptors are functionally expressed in the
intermediate zone and regulate radial migration tire
embryonic mouse neocortex”; Neuroscience

“Opposite roles of GABAand GABA: receptors for radial
migration in the mouse neocortex”, SFB665-Symposium
11/2007 in Potsdam und FENS-Meeting, 03/2008 infGen

“Evidences for Glycinergic Control of CoalicMigration”,
8" Gottingen Meeting of the German Neuroscience $pcie
03/2009

119



Erklarung

Versicherung gemaf 811 Abs. 3d der Promotionsordngn

1. Ich habe die als Dissertation vorgelegte Arlseibst angefertigt und alle
benutzten Hilfsmittel (Literatur, Apparaturen undatdrialien) in der Arbeit

angegeben.

2. Ich habe und hatte die als Dissertation vordelegrbeit nicht als
Prifungsarbeit fur eine staatliche oder andere emsshaftliche Prifung

eingereicht.

3. Ich hatte weder die als wissenschaftliche Diasen vorgelegt Arbeit noch
Teile einer Abhandlung daraus bei einer andererulEgkbzw. bei einem
anderen Fachbereich als Dissertation eingereicht.

Mainz, den

120



