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1. Einleitung

Die klassischen Modellorganismen der Vertebratenentwicklung, der Krallenfrosch
Xenopus laevis, die Maus Mus musculus und der Zebrafisch Danio rerio durchlaufen
gleichermal3en Gastrulation und Neurulation. Diese Entwicklungsschritte verlaufen
aber nicht einheitlich, sondern sind auf Grund der gegebenen morphologischen
Unterschiede dem jeweiligen Organismus angepasst. Wahrend die auf die
Befruchtung folgenden Furchungsteilungen beim Zebrafisch beispielsweise auf
Grund der grof3en Dottermenge meroblastisch sind und dadurch den Dotter nicht mit
einschlielen, teilt sich die Zygote des Krallenfroschs holoblastisch.

Die Furchungsteilungen lassen aus den anfanglich einzelligen Zygoten vielzellige
Blastulastadien entstehen. Wahrend der Gastrulation werden die anfangs noch auf
der Blastulaoberflache oder dem Blastoderm nebeneinander liegenden Keimblatter in
ihre entgultige Position gebracht. Endoderm und Mesoderm wandern in das Innere
des Embryos, an der Oberflache verbleibt das Ektoderm. An die Gastrulation schlief3t
sich in Vertebraten die Neurulation an, bei der das zentrale Nervensystem aus dem
Neuroektoderm geformt wird. Im Laufe der Entwicklungsprozesse andert sich die
Form des Embryos von einer Kugel, hin zu einem Organismus mit definierten
anteriorposterioren und dorsoventralen Korperachsen.

Um die Strukturen des voll differenzierten, zentralen Nervensystems richtig
interpretieren zu kdnnen, ist ein genaues Verstandnis der Neurulation notwendig. Die
einzelnen Stadien des Entwicklungsvorgangs werden daher im nachsten Kapitel

naher beschrieben werden.

1.1 Die Stadien der sekundaren Neurulation beim Zebrafisch

Der Zebrafisch Danio rerio durchlauft, wie andere Vertreten der Unterordnung der
Knochenfische (Teleoster) auch, den Prozess der sekundaren Neurulation (Kimmel,
1989),(Schmitz et al., 1993), (Kimmel et al., 1990). Im Gegensatz zur primaren
Neurulation, die sich durch die Bildung von Neuralfurche und der sie umgebenden
Neuralfalten auszeichnet, bildet sich das Neurocoel im Prozess der sekundaren

Neurulation in einem nachgeordneten Schritt. Die hier gegebenen Beschreibungen
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des Vorgangs beziehen sich auf einen Bereich zwischen dem ersten und flnften
Somiten, dem spateren cervikalen Rickenmark (Schmitz et al., 1993). Im Fall des
Zebrafischs lassen sich dabei vier Stadien unterscheiden. Die Neuralplatte erreicht
bei einem Alter von circa 9-10 hpf ihre volle Ausdehnung. Durch zur Mittellinie hin
gerichtete Konvergenzbewegungen faltet sie sich dann ein und formt dadurch den
Neuralkiel. Dieser Vorgang vollzieht sich in der Zeit zwischen 12 und 14 hpf.
Zwischen 14 und 16 hpf rundet sich der Neuralkiel zum Neuralstab ab, nach dem
sich die friheren lateralen AuRenbereiche der Neuralplatte dorsal geschlossen
haben. Die Epidermis schlief3t sich Uber dem Neuralstab bei circa 16hpf, nachfolgend
I6sen sich die beiden Schichten voneinander. Abbildung 1.1-1 gibt einen Uberblick

uber den beschriebenen Vorgang.
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Abb. 1.1-1: Die Abbildung stellt schematisch die vier Stadien der Neurulation dar. Auf die
Darstellung von Zellen wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet. (Nt — Notochord,
Epd — Epidermis, Nc — Neurocoel)

Durch die Bewegungen der Neurulation liegen die zwei Halften des Primordiums
wahrend des Neuralkiel- / Neuralstab-Stadiums in engem Kontakt nebeneinander.
Horizontalschnitte zeigen, dass die Mittellinie des Neuralstabs zu diesem Zeitpunkt
noch nicht vollkommen gerade ist, sondern sich unregelmallig in Form einer Zick-

Zacklinie darstellt (Abbildung 1.1-2). Durch den engen Kontakt der beiden Seiten der
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neuralen Anlage werden Nachkommen mitotisch aktiver und an der Mittellinie sich
teilender Zellen auf beide Halften des Neuralkiel- / Neuralstabs verteilt (Concha and
Adams, 1998; Kimmel et al., 1995; Kimmel and Warga, 1987; Kimmel et al., 1994,
Papan and Campos-Ortega, 1994; Papan and Campos-Ortega, 1997; Papan and
Campos-Ortega, 1999; Schmitz et al., 1993). Eine solche bilaterale Verteilung klonal
verwandter Zellen wurde bisher nur im Zebrafisch beobachtet (Artinger et al., 1995;
Hartenstein, 1989; Hartenstein, 1993; Leber and Model, 1991; Lumsden et al., 1994;
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Abb. 1.1-2: Zellkontakte an der Mittellinie im Neuralkiel / Neuralstab Stadium. Die Mittellinie
des Neuralstabs ist zu diesem Zeitpunkt nicht vollkommen gerade markiert, sondern
verlauft eher in Form einer Zick-Zacklinie. Vor der Mitose runden sich die Zellen im
Bereich der Mittellinie ab und teilen sich dann mediolateral. Die Nachkommen werden
auf beide Seiten der Anlage aufgeteilt. (rote Linie — Markierung der angenommenen
Mittellinie. Abbildung modifiziert nach (Kaltschmidt and Brand, 2002))

o

Es konnte gezeigt werden, dass Neuralplattenzellen sich zu Zellklonen sehr ahnlicher
Zusammensetzung weiterentwickeln, die beide Seiten des Neutralrohrs besiedeln.

Weitaus haufiger aber differenzieren sich Nachkommen definierter Klone in
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unterschiedliche Zelltypen auf einer Seite des Neuralrohrs aus (Papan and Campos-
Ortega, 1997; Papan and Campos-Ortega, 1999).

Am Ende des Neuralstabstadiums, bei einem Alter von 17 bis 18 hpf oder circa 17
Somiten markiert die sekundare Bildung des Neurocoels den Beginn des
Neuralrohrstadiums. Durch den Rulckzug ihrer apicalen EndfiRe bilden die
neuroepithelialen Zellen des Neuralstabs die neurocoeliale Hohlung. Dieser Vorgang
beginnt im ventralen Bereich des Neuralstabs und ist mit der Bildung des 30.
Somiten abgeschlossen. Wahrend der gesamten Neurulation bleibt das Neuroepithel
des Zebrafisches pseudostratifiziert. Es besteht aus columnalen Zellen, die die ganze
Hoéhe des Epithels von der Basalmembran bis zur apikal Seite hin einnehmen. Die
Zellen des Neuroepithels runden sich bei Eintritt in den Zellteilungszyklus ab und
teilen sich dann apikal (Hinds and Ruffet, 1971). Diese Art der Teilung kann nicht nur
im sich entwickelnden Rickenmark, sondern auch in anderen Epithelien, wie zum

Beispiel der Retina (Das et al., 2003) beobachtet werden.

1.2 Die mitotischen Teilungen neuroepithelialer Zellen sind polarisiert

Kimmel et al (Kimmel et al., 1994) konnten auf der Basis einer Klonalen Analyse
zeigen, dass sich die mitotische Orientierung sich teilender neuraler Vorlauferzellen
von Teilung 15 nach Teilung 16 andert. Die Zahl der Teilungen oder Zellzyklen wurde
durch das befruchtete Ei definiert, das in Zyklus 1 eintritt. Die sich anschlieRenden
Zyklen wurden durch Zeitrafferaufnahmen verfolgt.

Ist die Orientierung bei Teilung 15 noch vornehmlich anteriorposterior, so verschiebt
sie sich ab Teilung 16 nach mediolateral. Diese mediolateralen Teilungen fihren zu
den beschriebenen bilateralen Klonen des Neuralrohrs. Verfolgt man Fluorescein
markierte Zellen der Neuralplatte, stellt sich heraus, dass diese Nachkommen auf
beiden Seiten des Neuralstabs erzeugen (Papan and Campos-Ortega, 1994). In der
Neuralplatte sind Mitosen planar zur Oberflache des Primordiums und bevorzugt
anteriorposterior orientiert. Concha und Adams (Concha and Adams, 1998) konnte
diese Orientierung sich teilender neuroepithelialer Zellen der Neuralplatte durch die
Verfolgung einzelner Zellen des Epiblasts wahrend der Gastrulation und friher
Stadien der Neurulation nachweisen. Auch zeigten sie, dass sich die Orientierung der

Mitosen ab der Einfaltung des Neuralplatte, zu Beginn des Neuralkielstadiums nach
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mediolateral andert (Concha and Adams, 1998). Es last sich also, bei Vergleich von
Neuralplatte, Neuralkiel und Neuralstab, eine Umorientierung der Mitosen von planar,

bevorzugt anteriorposterior, nach mediolateral hin beschreiben.

1.3 Der Einfluss der Spindelorientierung auf das Zellschicksal

In Drosophila melanogaster wurden zwei Falle von Spindeldrehungen beschrieben,
bei denen Zellen mit unterschiedlichem spateren Schicksal bei den vorausgehenden
Teilungen unterschiedliche mitotische Orientierungen besitzen. Dabei kommen Kom-
ponenten von Zellkontaktkomplexen, den sogenannten Adherens und Tight
Junctions, sowie dem zwischen Drosophila und Vertebraten konservierten

Par3/Bazooka/ASIP-Par6-aPKC Komplex besondere Bedeutung zu.

1.3.1 Spindelrotation in Drosophila Neuroblasten

Beim ersten Beispiel handelt es sich um die Teilung epidermaler Vorlauferzellen im
Vergleich zu delaminierenden Neuroblasten. Wahrend sich die Vorlaufer epidermaler
Zellen planar zum Neuroectorderm teilen, rotieren die Spindeln in delaminierten
Neuroblasten kurz vor der Mitose um 90° (Kaltschmidt et al., 2000; Knoblich, 2001).

GMC

basal Neuroblast

(O

apikal Epidermoblast

Abb. 1.3.1-1: Spindelrotation in delaminierenden Neuroblasten von D. melanogaster.
Wahrend sich die Epidermoblasten planar zum Neuroektoderm teilen, rotiert die
mitotische Spindel in delaminierenden Neuroblasten kurz vor der Mitose um 90°. Die
Teilung erfolgt so senkrecht zum Epithel. (GMC — Ganglienmutterzelle)
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Durch diese Rotation findet die Zellteilung in diesen Neuroblasten orthogonal zum
Epithel statt (Abbildung 1.3.1-1). Die Orientierung der Spindel wird durch zwei
verschiedene Mechanismen reguliert. Anfanglich werden die planaren Teilungen des
Neuroektoderms durch die Anwesenheit der Adherens Junctions und des
Proteinkomplexes des subapikalen Bereichs gesteuert (Lu et al., 2001). Nach der
Delamination des Neuroblasten aus dem Neuroektoderm verschwinden die vorher
apical lokalisierten Adherens Junctions. Die Rotation der Spindel wird nun durch die
apikale Lokalisation von Inscutable angetrieben (Kraut and Campos-Ortega, 1996;
Kraut et al., 1996), zusammen mit Bazooka (Schober et al., 1999; Wodarz et al.,
1999), Partner of Inscutable (Pins) (Schaefer et al., 2000; Yu et al., 2000), Drosophila
Par6 (Petronczki and Knoblich, 2001) und Drosophila aPKC (Lu et al., 2001; Wodarz
et al., 2000). Es konnte gezeigt werden, dass die Zellkontaktkomplexe auch in
crumbs — Mutanten oder nach der Misexpression von Crumbs verschwinden (Lu et
al., 2001), wodurch die Teilungsebene nur noch zufallig und nicht mehr orientiert
ausgerichtet ist. Crumbs ist ein Protein, das in Drosophila in der subapikalen Region
lokalisiert ist, und einen Teil des Crumbs-Stardust-Discs lost-Komplexes darstellt. Als
Transmembranprotein bindet es das Protein Stardust und rekrutiert Discs lost in den

Komplex. (Knust and Bossinger, 2002).

1.3.2 Die Zelllinie der sensorischen Borsten in Drosophila

Genauso wie bei der Orientierung der Spindel in den Drosophila Neuroblasten spie-
len Komponenten von Zellkontaktkomplexen auch bei der Teilung der plla und pllb
Zellen der Zelllinie der sensorischen Borsten in Drosophila eine Rolle (Le Borgne et
al., 2002). Die pl Vorlauferzelle teilt sich asymmetrisch in der Ebene des Epithels.
Aus dieser Teilung enstehen die plla Zelle, die innerhalb des Epithels verbleibt, und
die pllb Zelle, die teilweise delaminiert. Am Kontaktpunkt zwischen plla und plib
konnte eine starke Anreicherung von Adherens Junctions Komponenten
nachgewiesen werden (Abbildung 1.3.2-1). Im Einzelnen konnte gezeigt werden,
dass Drosophila E-Cadherin, B-Catenin und a-Catenin an der Kontaktstellen
akkumulieren (Le Borgne et al., 2002). Auf die genaue Zusammensetzung von
Zellkontaktkomplexen und ihre Lokalisation in unterschiedlichen Organismen wird in
einem der folgenden Kapitel eingegangen werden. Wahrend in der pllb Zelle eine

lokale Anreicherung der beschriebenen Proteine gezeigt werden konnte, ist deren
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Lokalisation in der plla Zelle vergleichbar zu der in der pl Zelle. Und genauso wie die

pl teilt sich die plla Zelle planar.

A

epidermale

i
0
B

Fl-

Abb. 1.3.2-1: Spindelrotation in der Zelllinie der sensorischen Borsten von D.melanogaster.
A Epidermale Zellen teilen sich genauso wie die pl Zelle planar zum Neuroektoderm. B
Die pllb Zelle delaminiert, bleibt jedoch Uber einen dinnen Stiel mit der plla Zelle
verbunden. Innerhalb des Stiels akkumulieren Zellkontaktkomponenten, zusammen mit
Inscutable, Pins und Bazooka. C Durch die Lokalisation der Zellkontaktkomponenten im
Stiel ( B ) wird die Spindel in die orthogonal Ausrichtung dirigiert. D Ahnlich der pl Zelle,
teilt sich die plla Zelle wieder planar zum Epithel. (modifiziert nach (Le Borgne et al.,
2002))

§

Dies lasst darauf schliefen, dass der Zellkontaktkomplex fir die Ausrichtung der
Spindel verantwortlich ist (Le Borgne et al., 2002). Im Gegensatz zur plla Zelle teilt

sich die pllb Zelle orthogonal zum Epithel. Das Modell der Steuerung der
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Spindelorientierung durch Adherens Junctions wird auch hier durch die eindeutige
Lokalisation der Zellkontaktkomplexproteine unterstutzt. Es zeigte sich, dass die
Proteine im apikalen Fortsatz der pllb Zelle angereichert sind, durch den plla und
pllb verbunden bleiben. Innerhalb des Fortsatzes werden Inscutable und Pins durch
Bazooka apikal in die Nahe der Zellkontaktkomplexe rekrutiert. Dadurch wird die
orthogonale Orientierung der mitotischen Spindel gewahrleistet (Le Borgne et al.,
2002).

1.4 Einflussmechanismen auf die Spindleorientierung

1.4.1 Zellkontaktkomplexe: Komponenten und Lokalisation

In  den vorhergehenden Kapiteln wurde bereits die Bedeutung von
Zellkontaktkomplexen, Tight und vor allem der Adherens Junctions fur die
Spindelorientierung  diskutiert. Abbildung 1.4.1-1 soll die Lokalisation der

unterschiedlichen Komplexe in verschiedenen Organismen verdeutlichen.

Drosohila Vertebraten
ikal
sAR [ N o ) apka
ZA ZA
SJ DS
\_ / N _/ basal

Abb. 1.4.1-1: Lokalisation von Zellkontaktkomplexen. Schematische Gegenlberstellung der
Lokalisation von Zellkontaktkomplexen in Drosophila und Vertebraten. In rot Markierung
von SAR - Subapikale Region und TJ — Tight Junctions. In grin, einheitlich in
Drosophila und Vertebraten ZA — Zonula adherens. Grau in Drosophila SJ — Septate
Junctions. Grau in Vertebraten DS — Desmosomen. (modifiziert nach (Knust and
Bossinger, 2002))
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Epitheliale Zellen zeichnen sich unter anderem durch zwei Eigenschaften aus: sie
sind polarisiert und besitzen hoch differenzierte Zellkontakkomplexe. Die
Plasmamembran wird durch diese Komplexe in unterschiedliche Domanen eingeteilt.
Einerseits die apikale Domane, die Kontakt zum umgebenden Lumen besitzt,
andererseits die basolaterale Domane, die den Kontakt zu, und den Zusammenhalt
mit den Nachbarzellen gewahrleistet. Die apikale Zelldomane wird in Drosophila als
SAR (Subapikale Region) bezeichnet (Knust and Bossinger, 2002). Obwohl diese
Region nicht, wie in Vertebraten, durch Tight Junctions gekennzeichnet ist, konnten
Proteinkomplexe nachgewiesen werden, die in epithelialen Zellen von Vertebraten
mit Tight Junctions kolokalisieren (Knust and Bossinger, 2002). In diesem
Zusammenhang ist vor allem der hochkonservierte Par3(Bazooka/ASIP)-Par6-aPKC
Komplex zu nennen. Basal zur apikalen Region ist in Drosophila die sogenannte
Zonula adherens mit Adherens Junctions (Abbildung 1.4.1-2 und 1.4.1-4 ) lokalisiert.

@ Par3/
@ Crumbs ASIP

b-Catenin

) E-Cadherin

E-Cadherin ( b-Catenin I

4 \

Abb. 1.4.1-2: Zusammensetzung von Adherens Junctions und Par3/ASIP-aPKC Komplex.
Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde der Aufbau beider Komplexe vereinfacht
dargestellt. (modifiziert nach (Braga and Harwood, 2001))
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Komponenten dieser Adherens Junctions sind E-Cadherin, das den
Transmembrananker zu den Nachbarzellen bildet, sowie a-Catenin und p-Catenin.
Diese cytoplasmatischen Proteine binden an E-Cadherin und bilden ihrerseits die
Briicke zu Actinstrangen (Braga and Harwood, 2001). Basal zur Zonula adherens
befinden sich die sogenannten Septate Junctions. Diese sind fur Drosophila
charakteristisch und erfullen die Barrierefunktion, die in Vertebraten von den Tight
Junctions geleistet wird. In Vertebraten lokalisieren die Tight Junctions apikal und
hemmen durch die enge Verknipfung der benachbarten Zellmembranen den
parazellularen Transport. Damit leisten sie eine wichtige Schutzfunktion gegenuber
den Einflussen des die Epithelzellen an der apikalen Seite umgebenden Lumens
(Knust and Bossinger, 2002).

Par3/
ASIP

Abb. 1.4.1-3: Zusammensetzung von Tight Junction Komplexen. Neben den Barriere
bildenden Transmembrankomponenten Claudin und Occludin und den cytosolischen
Proteinen Z0O1-3, soll besonders auf JAM als Briicke zwischen ZO1 und dem
konservierten Par3/ASIP-aPKC Komplex hingewiesen werden.

J \

Innerhalb der Tight Junction Komplexe (Abbildung 1.4.1-3 und 1.4.1-4) bilden die
Claudine als Transmembranproteine das Rickrad der Zellkontakte (Anderson et al.,
2004; Fanning et al., 1999). An Claudin binden die Zonula occludens Proteine ZO1-
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Z03, die ihrerseits mit Actin gekoppelt sind (Fanning et al., 1999). Eine weiter
wichtige Komponente von Tight Junction Komplexen ist das Junction Adhesion
Molucule JAM (Martin-Padura et al., 1998). Es kontaktiert Uber seine PDZ —
Domanen ZO1 als Tight Junction Komponente. PDZ-Domanen sind ein strukturelles
Aminosauremotiv, Uber das Proteine mit anderen Proteinen in Kontakt treten kdnnen.
Gleichermal’en kann JAM aber auch mit Par3 interagieren und stellt dadurch die
Verbindung zwischen Zellkontaktkomponenten der Zonula occludens und dem
Par3(Bazooka/ASIP)-Par6—aPKC—Komplex dar (Ebnet et al., 2003; Ebnet et al.,
2004). Genau wie in Drosophila liegt in Vertebraten basal zur apikalen Domane die
Zonula adherens mit Adherens Junctions. Jenseits dieser basolateralen Domane
erstreckt sich der Bereich der Desmosomen, einer weiteren Zellkontaktart in
Vertebraten. In C.elegans konnte lediglich ein einzelner, dreiteiliger Zell-
kontaktkomplex identifiziert werden, der Ahnlichkeiten zur Zonula adherens in
Drosophila und Vertebraten aufweilt (Fleming et al., 2000; Muller, 2000).

Transmembranproteine Gerilistproteine
Drosophila Vertebraten Drosophila Vertebraten
apikal
r Crumbs CRB1 Bazooka ASIP
Occludin DmPar6é Par6
Claudine DaPKC aPKC
SAR JAM Cdc42 Cdc42
(Drosophila) Stardust Pals1
) Discs lost hINAD1/PATJ
Tight - Polychaetoid Z01-3
Junctions DMoesin ERMs
(Vertebraten)
Cingulin
JEAP
L MUPP1
[ Shotgun E-Cadherin Armadillo B-Catenin
Zonula L1CAM a-Catenin o-Catenin
adherens = Nectin Canoe AF-6
Vezatin (Rexin) Ponsin
[ Neurexin |V Scribble Erbin
Septate Junct. Fasciclin Ill Discs large hDLG
(Drosophila)
5 Coracle
Desmosonen Lgl
(Vertebraten)

basal

Abb. 1.4.1-4: Ubersicht Uber Transmembran- und Gerlstproteine in epithelialen
Zellkontaktkomplexen. Soweit bekannt wurden homologe Proteine einander in einer
Reihe gegenlber gestellt. Die Regionen der Septate Juntions in Drosophila und der
Desmosomen in Vertebraten sind nicht direkt mit einander vergleichbar, wurden der
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Ubersichtlichkeit halber aber dennoch in einem Bereich erfasst. (modifiziert nach (Knust
and Bossinger, 2002)).

1.4.2 Par3/ASIP-aPKC: ein konservierter Proteinkomplex

In C.elegans wurde erstmalig ein Komplex aus den zwei PDZ-Domanen enthaltenen
Proteinen Par3 und Par6 und einer atypischen Proteinkinase aPKC beschrieben, der
dort die Polaritat der ersten Teilungen bestimmt (Cheng et al.,, 1995; Guo and
Kemphues, 1996; Kemphues et al., 1988). Der Komplex ist evolutionar konserviert. In
Drosophila ist er in der subapikalen Region lokalisiert (Horne-Badovinac et al., 2001).
Es konnte gezeigt werden, dass Bazooka/Par3, DmPar6 und DmaPKC partiell mit
Armadillo (B-Catenin) Uberlappen, es also auch eine enge Assoziation mit Adherens
Junctions in Drosophila gibt (Kuchinke et al., 1998; Muller and Wieschaus, 1996;
Petronczki and Knoblich, 2001; Wodarz et al., 2000). Das Par3/Bazooka Homolog in
Vertebraten tragt den Namen ASIP (atypical PKC isotype—specific interacting
protein). Zusammen mit Par6 und den zwei eng verwandten aPKC Proteinen A und &
kolokalisiert es in der epithelialen Zelllinie MDCK Il mit ZO1. Dieses lasst den
Schluss zu, dass der Komplex in voll polarisierten Epithelien von Vertebraten im
Bereich der Zonula occludens und damit der Tight Junctions lokalisiert ist (Izumi et
al., 1998; Suzuki et al., 2001). Weitere Hinweise darauf brachten Immunogold
elektronenmikroskopische Aufnahmen, die die Anwesenheit von Par3 an Tight
Junctions des intestinalen Epithels der Ratte nachweisen konnten (lzumi et al.,
1998). In Saugern interagieren die drei Proteine ASIP/Par3, aPKC und Par6 direkt
miteinander und bilden so den tenaren Komplex (Suzuki et al., 2001). Der eigentliche
Kontakt erfolgt dabei Uber die Kinasedomane von aPKC und der Cr3 Domane von
ASIP (Izumi et al., 1998). Im Zebrafisch konnte bis jetzt kein Par6 Homolog
nachgewiesen werden, Komponenten des Komplexes sind hier aPKC (Horne-
Badovinac et al., 2001), ASIP (Geldmacher-Voss et al., 2003) und CdC42. Es gibt
daneben aber starke Hinweise auf die Existenz eine Zebrafisch JAM Homologs (I.
Riedl, unverdffentlichte Daten). Neben Uberexpressionsstudien mit Zebrafisch ASIP
(Geldmacher-Voss et al., 2003), kommt auch der aPKC Mutante heart and soul (has)
(Malicki et al., 1996; Schier et al., 1996; Stainier et al., 1996) eine wichtige
Bedeutung bei der Untersuchung des Einflusses des ASIP-aPKC Komplexes auf die
Spindelorientierung im Zebrafisch zu. Die die has Mutation tragenden Embryonen

expremieren eine aPKC mit inaktiver Kinasedomane. Diese Inaktivierung wird durch



Einleitung 16

ein verfrihtes Stopp-Codon im Allel m129 hervorgerufen, dass zur Deletion von 73
Aminosauren der C-terminalen Domane flihrt (Horne-Badovinac et al., 2001). Homo-
zygote Embryonen zeichnen sich durch einen charakteristischen, mutanten Phanotyp
des sich entwickelnden Herzens und Gehirns aus. Unter auflichtmikroskopischen
Bedingungen ist die Mutante erstmalig ab einem Zeitpunkt von circa 26 hpf von
wildtypischen Embryonen unterscheidbar. Zur Uberpriifung der Spindelorientierung in
den mutanten Embryonen wurden Individuen der transgenen Histon GFP Linie
(Tg(H2A F/Z:GFP***¥" | Tg(H2A F/Z:GFP****® ) und die Mutante eingekreuzt.

1.4.3 Die Entwicklung von Zellkontaktkomplexen

Der Par3/Bazooka/ASIP — Komplex lokalisiert in Zellen des intestinalen Gewebes der
Ratte im Bereich der Tight Junctions (Izumi et al., 1998). Diese Erkenntnis wirft die
Frage nach der Funktion des Komplexes bei der Bildung der reifen Zellkontakte auf.
Die Uberexpression eines aPKC — Proteins ohne Kinaseaktivitat in der epithelialen
Zelllinie MDCK fuhrt zur Mislokalisation von ASIP/Par3. Daneben ist auch die Lokali-
sation der Tight Junction Komponenten ZO1, Occludin und Claudin-1 gestort, die
Entwicklung der Junctions wird behindert (Suzuki et al., 2001). Eine generelle
Storung der Zell — Zellkontakte ist aber nicht festzustellen. Die Mutation wirkt sich nur
auf Zellen im Polarisationsprozess aus, bereits voll polarisierte Zellen werden nicht
beeintrachtigt. Diese Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass aPKC und seine
Kinaseaktivitat fur die Bildung, nicht aber fur die Aufrechterhaltung der Zellpolaritat
von Bedeutung ist. Abbildung 1.4.3-1 zeigt ein Model der Bildung von Zellkontakten.

JAM wird zu ersten, punktartigen Adherens Junctions, den Primordien spaterer reifer
Adherens Junctions rekrutiert (Ebnet et al., 2001; Ohno, 2001). Dies geschieht
zusammen mit E-Cadherin und ZO1 zu einem sehr frihen Zeitpunkt, noch bevor
ASIP mit in den Komplex eintritt. Die Rekrutierung des ASIP/aPKC Komplexes wird
vermutlich durch E-Cadherin aktiviertes CdC42 Uber eine Phosphorylierung von
aPKC initiiert. Dadurch andert sich die Struktur des Komplexes, wodurch die Bin-

dungstelle fur JAM freigelegt wird.
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A B c
apikal @ ASIP-aPKC —»

Komplex

@ / Adherens Junctions
@ / s Desmosomen

Tight Junctions

basal

Abb. 1.4.3-1: Abbildung Reifung Junctions: Die Reifung von Zellkontaktkomplexen.
(modifiziert nach (Ohno, 2001)). Die verschiedenen Schritte der Reifung wurden
schematisch dargestellt. A: Eine unpolarisierte Zelle mit erstem punkartigem
Zellkontakt. Der aPKC-ASIP Komplex lokalisiert an diesem Kontakt und rekrutiert
weitere Zellkontaktkomponenten. B: Der Gesamtkomplex aus ASIP-aPKC und primaren
Adherens Junction ahnlichen Kontaktkomplex wandert in die apikale Region der Zellen.
C: Differenzierung des Vorlauferkomplexes in Tight Junctions, Adherens Junctions und
Desmosomen. Die Tight Junctions nehmen nun, zusammen mit dem ASIP-aPKC —
Komplex die apikale Domane der Zelle ein.

Bild A zeigt einen friihen Kontakt in zu diesem Zeitpunkt noch depolarisierten Zellen,
zu dem der aPKC —ASIP Komplex rekrutiert wird. Mit fortschreitender Reifung der
Zellkontakte wandert der Komplex in den apikalsten Bereich der Zellen (B) und
verbleibt dort bis zur vollen Polarisierung. Komponenten von Adherens und Tight
Junctions werden in diesen Komplex mit eingebunden, der als Gerust fur die
spateren, reifen Tight Junctions dient (C) (Ohno, 2001). Nach Ende der
Zellkontaktreifung sind die Adherens Junctions weiter mediolateral lokalisiert.

Die Komponenten von Adherens und Tight Junctions sind zu Anfang des Polarisie-
rungsprozesses epithelialer Zellen in einem gemeinsamen apikalen Zellkontaktkom-
plex lokalisiert, der sich spater in Tight Junctions und den weiter lateral gelegenen

Adherens Junctions ausdifferenziert.

1.5 In vivo Beobachtung von Zellteilungsmustern

Um das Verhalten neuroepithelialer Zellen wahrend der Mitose und das Schicksal der
dabei entstehenden Tochterzellen zu untersuchen, bieten sich zahlreiche
Mdglichtkeiten. Concha und Adams (Concha and Adams, 1998) kombinierten

Nomarskioptiken und die sogenannte Zeitraffer oder Time-Lapse Mikroskopie, um
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das Schicksal einzelner Epiblastzellen zu verfolgen. Aus der Beobachtung der
Zellteilung an Hand der Zellumrisse lasst sich allerdings nur indirekt ein Ruckschluss
auf die Orientierung der mitotischen Spindel ziehen. Aus diesem Grund fiel die Wahl
auf die von Pauls et al. (Pauls et al., 2001) etablierte, transgene Zebrafisch Histon
H2A F/Z:GFP Linie. Die Individuen dieser Linie tragen die Insertion eines
Fusionsproteins von Zebrafisch Histon H2A F/Z und dem grin-fluoreszierenden
Protein (GFP). Histon GFP markiert das Cromatin der Zellen, wodurch beispielsweise
die fur die Beurteilung der Teilungsorientierung wichtige Metaphaseplatte visualisiert
werden kann. H2A:GFP ist maternal in den Eiern vorhanden, von der siebten bis
achten Teilung an wird es zygotisch hergestellt. Die Histon:GFP Linie stellt einen
ubiquitar exprimierten Chromatinmarker dar, mit dem sowohl in situ als auch in vivo
Beobachtungen maoglich sind. Gleichzeitig konnte nachgewiesen werden, dass sich
die transgenen Individuen der H2A:GFP Linie vollkommen wildtypisch verhalten, und
das Fusionsprotein keinen Einfluss auf die Zellteilung hat (Pauls et al., 2001). Im
Zusammenhang mit der Histon GFP Linie ist die Konfokale Mikroskopie die Methode
der Wahl. Sie erlaubt es Daten in definierten Z-Ebenen der Embryonen
aufzuzeichnen, wahrend gleichzeitig storende Hintergrundfluoreszens minimiert wird.
Zusatzlich kombiniert mit ,Zeitraffer* Techniken ist eine in vivo Verfolgung von
individuellen Zellen Uber einen langeren Zeitraum hinweg moglich. Die Technik der
Zeitraffer oder Time-Lapse Aufnahmen beinhaltet, dass von zu beobachtenden
Bereich in definierten Abstanden jeweils Einzelaufnahmen gemacht werden, die
spater zu einer bewegten Bilderserie, einem Film zusammengestellt werden kdnnen.
Im Rahmen der Arbeit wurde dabei nicht nur eine konfokale Z-Ebene, sondern bis zu
10 nacheinander gespeichert, um die volle Ausdehnung der neuralen Anlage
erfassen zu konnen.

Neben der Verwendung der Histon H2A:GFP Linie wurde auch noch ein
Fusionsprotein des Tubulin assoziierten Proteins Tau und GFP als mRNA injiziert
(Kaltschmidt et al., 2000). Wie bereits durch den Namen verdeutlicht, lagert sich Tau
an Tubulinstrange an und macht dadurch, in Kombination mit GFP, eine direkte in

vivo Beobachtung der Spindelorientierung maglich.
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1.6 Der Zebrafisch als Modellsystem

Lange Zeit war Drosophila menalogaster der bestimmende Modellorganismus der
Entwicklungsbiologie. Grundlegende Mechanismen der Entwicklung wurden hier zum
erstenmal untersucht und in ihren Details verstanden. Dieses gilt, wie beschrieben,
fur Beispiele der Spindelrotation in Neuroblasten (Knoblich, 2001) oder der pl —
Zelllinie (Le Borgne et al., 2002). Auch der Einfluss der Zellkontakte (Knust and
Bossinger, 2002) und anderer Komplexe wurde hier intensiv untersucht. Um diese
Erkenntnisse aber mit der Neurulation in Vertebraten vergleichen zu kdnnen, waren
geeignete Modellorganismen notwendig. Neben den bereits seit langem etablierten
Systemen Maus und Ratte wurde der Zebrafisch Danio rerio als alternativer
Modellorganismus der Wirbeltierentwicklung gewahlt. Urspringlich in den Flissen
Indiens beheimatet, ist er im Labor einfach zu halten und zu ztchten. Die Zahl der
Nachkommen ist fur eine kontinuierlich Forschung und Erhaltung mit bis zu 200
Embryonen pro Weibchen und Woche ausreichend hoch. Durch die extrakorporale
Befruchtung und Entwicklung ist wahrend des gesamten Entwicklungsvorgangs der
Zugang gewahrt. Die Embryonen sind nahezu transparent und kénnen mit einfachen
mikroskopischen Mitteln beobachtet werden. Die Embryonalentwicklung vollzieht sich
mit 72h in relativ kurzer Zeit, wodurch die wichtigsten Entwicklungsvorgange schnell
durchlaufen werden (Kimmel et al., 1995). Die Generationszeit betragt 8-12 Wochen,
so dass einerseits die Herstellung und Sichtung induzierter Mutanten (Driever et al.,
1996), aber auch die Herstellung transgener Organismen (Bayer and Campos-
Ortega, 1992; Scheer and Camnos-Ortega, 1999) in geeigneten Mengen moglich ist.
Durch die nahezu abgeschlossene Sequenzierung des Zebrafischgenoms ist die
Analyse und Klonierung neuer Gene erleichtert und beschleunigt worden. Trotz
einiger Besonderheiten der Zebrafischentwicklung sind die bei diesem
Modellorganismus gewonnenen Erkenntnisse auf andere Modellorganismen

Ubertragbar und mit ihnen vergleichbar (Eyal-Giladi, 1997; Kimmel, 1989).
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

In Drosophila sind zwei Félle bekannt, bei denen eine Anderung der
Teilungsorientierung neuraler Vorlauferzellen zu unterschiedlichem spateren
Zellschicksalen fihrt. Es handelt sich dabei um die Teilung delaminierender
Neuroblasten [Knoblich, 2001 #79] und die Zelllinie der sensorischen Borsten (Le
Borgne et al., 2002). In beiden Fallen sind die Spindeln in denjenigen Zellen
senkrecht zum Epithel orientiert, die spater ein anderes Schicksal als die Ubrigen,
sich planar teilenden ektodermalen Zellen annehmen. Im cebralen Cortex des
Frettchens konnten asymmetrische Mitosen gezeigt werden, die eine zum Epithel
senkrechte Teilungsorientierung besitzen (Chenn and McConnell, 1995). Die
Tochterzellen dieser Teilungen verhalten sich in so weit unterschiedlich, als dass
eine am Ventrikel verbleibt und sich weiterhin teilt, wahrend die andere in
subventrikulare Bereiche wandert, postmitotisch wird und sich differenziert (Chenn
and McConnell, 1995).

Vor diesem Hintergrund war das anfangliche Ziel der Arbeit eine Untersuchung der
Spindelorientierung wahrend der verschiedenen Neurulationsstadien des
Zebrafisches. Es sollte geklart werden, ob auch in diesem Modellorganismus
asymmetrischen Teilungen existent sind und zu welchen Zellschicksalen sie
moglicherweise flhren. Wichtigstes Hilfsmittel war dabei die im Labor etablierte
Histon H2A F/Z:GFP Zebrafischlinie, die in vivo Beobachtungen von
Zellteilungsmustern ermoglicht. Neben dieser sollte mit der Verwendung des tau:GFP
Konstrukts ein Werkzeug zur direkten Visualisierung der Spindel eingesetzt werden.
Nachdem die Orientierung der Teilungen wahrend der Neurulationsstadien
weitgehend analysiert werden konnte, galt es einen mdglichen Zusammenhang
zwischen epithelialer Polaritat und Spindelorientierung zu klaren. Bei der Entwicklung
der epithelialen Polaritdt kommt dem Status der Zellkontakte ein wichtige Funktion
zu. Es zeigte sich aber, dass zu diesem Zeitpunkt fast keine Daten zur Entwicklung
der Zellkontakte im Zebrafisch, besonders der Tight Junctions zuganglich waren. Aus
diesem Grund sollte der Analyse der Markerlokalisation auch eine ultrastrukturelle
Analyse der Zellkontaktentwicklung  angeschlossen  werden, um die
Teilungsorientierung moglicherweise in einen Zusammenhang mit dem Status der

Zellkontakte stellen zu kbnnen.
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2. Material und Methoden

2.1 Zur Haltung und Zucht des Zebrafisches

Die Haltung der fur die Experimente verwendeten Fische erfolgte in einem
geschlossenen Aquariensystem der Firma Schwarz (Aquarienbau Gottingen), bei
einem Lichtrythmus von 14 h hell zu 10 h dunkel. Die Wassertemperatur wurde in
einem Bereich von 26 - 28°C gehalten.

Das zur Aquarienfullung verwendete Leitungswasser wurde in einem Verhaltnis von
1:1 mit VE Wasser verschnitten (Leitwert von ca. 500 - 600 uS/cm, Gesamtharte 17 -
20°dH). Nitrit- und Ammoniumkonzentration (nicht nachweisbar), Nitratkonzentration
(< 50 mg / I) und pH-Wert (=7) wurden in regelmaRigen Zeitabstanden kontrolliert
und bei Abweichung nachreguliert.

Das Futter bestand aus einer Kombination aus herkdmmlichem Fischtrockenfutter,
frischgeschlupften Larven des Salinenkrebses Artemia salina sowie Bosmiden,
heimische SuRwasserkrebse, die tiefgefroren bezogen und tUber mehrere Monate
gelagert werden konnten.

Die Eiablage und Aufzucht der Fische geschah in Anlehnung an die Angaben in ,The
Zebrafish Book" (Westerfield, 1994).

2.2 Puffer, Materialien und Losungen

Alle verwendeten Chemikalien waren vom Reinheitsgrad: zur Analyse (z.A.).

Antikorper
1. AK Beschreibung eingesetzte | bezogen von
Verdiinnung
a-aPKCE | polyklonaler anti aPKCAZ (C20) 1:500 Santa Cruz
aus Ratte Biotechnology
a-f- polyklonaler Antikbrper gegen - 1:500 zur Verfugung
lit v.
Catenin B-Catenin aus Kaninchen gestelltv
P.Hausen
(Schneider et al.,
1996)
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a-ZO1 Antikdrper gegen ZO1 aus 1: 100 (Itoh et al., 1993)
Maus und
Zymed
Laboratories
a-pTyr Antikorper gegen 1:100 Transduction
phosphoryliertes Tyrosin Laboratories
(PY20) aus Maus

FUr Immunofluoreszensbeobachtungen wurden zweite Antikérper der Firma
Amersham Pharmacia konjugiert mit Cy2, Cy3 oder Cy5 verwandt. Fuir
lichtmikroskopische Beobachtungen wurden die folgenden 2. Antikorper verwandt:

AK Beschreibung eingesetzte | bezogen von
Verdiinnung
b-G-a- biotinylierter Ziege-Maus 1:200 Vectastain
M/Rab- Antikorper, Meerettich-
HRP Peroxidase konjugiert
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Mowiol/DABCO (Anti-Fading Reagenzien fiir die konfokale Mikroskopie)
5gr in 20ml PBS, 12h rUhren

10ml Glycerin zugeben, 12h rihren

zentrifugieren; 12000 rpm (Sorvall)

in Aliquots bei —20°C lagern

BCIP-L6sung
50 mg / ml BCIP-Toluidinsalz in DMF

Blockreagenz
Zum Abblocken unspezifischer Antikdrperbindungen; 1 % - 10 %iges BSA oder GS,
1%iges DMSO in PBT.

Collagenase
0,1%ige Collagenaseldosung (Sigma, Typ |A) zur Permeabilisierung von >24 h

Embryonen.

DAB

Diaminobenzidin (Sigma), HRP-Farbeldésung. 100 mg DAB werden in 100 ml 0,1 M
Natriumphosphatpuffer (pH 7,2) gelost. Die Losung kann in 1 ml Aliquots portioniert
werden und ist bei -20°C haltbar.

DABCO
Triethylendiamin

DEPC- H,0
0,1 %iges (w/v) DEPC in H20 U.N. auf 37°C stellen, dann autoklavieren.

Dig-Farbelosung
100 mM NacCl, 50 mM MgClz, 100 mM Tris / HCI pH 8, 0,1 %ige Tween 20, 1 mM

Levamisol (Sigma).
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DMSO
Dimethylsulfoxid; wasserfreies Detergens, erleichtert das Eindringen von z.B.

Antikdrpermolekilen in das Gewebe.

H20,

(Fluka; 30 %ig); zum Bleichen stark pigmentierter Fischlarven:
24 h-Embryonen : 1 %ige Losung , U.N.

> 24 h - Embryonen : 2 — 4 %ige Lésung ,UT + (i.N.

Hyb-
50 %iges Formamid; 5 x SSC, 0,1 %iges Tween 20.

Hyb+
976 ul Hyb-, 10 ul denaturierte Lachsspermien-DNA (10 mg / ml),
10 ul Heparin (5 mg / ml), 4 pyl Hefe-tRNA (25 mg / ml).

Methylenblau
gegen Verpilzung der Embryonen, 100 - 200 ul je Petrischale in '/3 ZFR,

PFA/PBT, 4%

(Paraformaldehyd; Serva) zur Fixierung der Embryonen;

4 g Paraformaldehyd werden in 80 ml PBS eingerlhrt, auf 60°C erwarmt und solange
2 M NaOH dazugegeben, bis die Losung klar wird. Auf RT abkuihlen lassen, mit HCI
auf pH 7 einstellen, mit PBS auf 100 ml auffullen.

Glutaraldehyd 25%
Verwendung in wassriger Losung als alternative Fixierungsmethode flir whole mount

Antikorperfarbungen und in Kombination mit OsO4 zur Simultanfixierung

PBS
130 mM NaCl; 7 mM Na;HPO4; 3 mM KH,PO4; 2,7 mM KCI; auf pH 7,6

PBT
0,1 %ige Tween 20 in PBS



Material und Methoden 25

Proteinase K
(Roche Diagnostic GmbH); 14 — 22 mg / ml zum Anverdauen von Embryonen vor

Antikorperfarbungen.

Seren:

BSA

(Bovines Serum Albumin; Sigma); Stock-Lésung 10 %ig in PBS; 1 g BSA werden in
100 ml PBS / 1 %iger Dimethylsulfoxid-Losung geldst. Losung bei -20°C haltbar.

GS
(Ziegen Serum; Gibco/BRL); Inaktivieren des Komplements 1 h bei 56°C. Lagern bei
-20°C. 2% ige GS-Loésung in PBS, Blockldésung, um unspezifische

Antikérperbindungen zu verhindern,

SSC, 20 x
3 M NaCl; 0,3 M Na-Citrat.

TAE
40 mM Tris-Acetat, pH 8; 1 mM EDTA.

Tricain (3-amino benzoic acidethylester)/ Mesap
Stocklésung:

400mg Tricain

97,9 ml dH,0

ca. 2,1 ml 1M Tris (ph 9)

pH Angleichung auf ph 7.

Arbeitsldsung:
4,2 ml Stocklésung

100 ml Aquarienwasser

Vectastain-ABC-Kit

Detektionssystem fur immunologische Verfahren;
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Die enthaltenden Reagenzien A und B bilden einen Avidin-Biotin-Enzymkomplex, der
angewandt auf Antikérperfarbungen zu einer vielfachen Signalverstarkung fihrt.
Grundlage dafur ist die aul3erordentlich hohe Affinitat des Proteins Avidin zu dem
Vitamin Biotin (Ka = 10 bis 10 M). Als Bindeglied zwischen spezifischem
Primarantikdrper und ABC-Komplex dient ein biotinylierter Zweitantikorper, der die
spezifische Ig-Kette des Primarantikdrpers erkennt. Uber diesen Zweitantikdrper

findet die Nachweisreaktion mit dem ABC-Komplex statt.

ZFR:

Stocklosungen

#1 25x 169,5g/1NaCl; 5,4 g/1KCI; 29,75 g / | Hepes (Sigma)

#2 100 x 26,4 g/ 1; CaCl,. 34,96 g/ |; CaCl; x 2 H,0; Autoklavieren.
'1;ZFR

12 ml #71 + 9 ml #2 + 879 ml dd H,O; auf pH 7,2 mit NaOH, 1N einstellen.
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Phagenbank, Bakterienstamme und Plasmide

Fur allgemeine Klonierungen mit pBluescript-Derivaten oder dem Expressionsvektor
pCS2+ wurde der Bakterienstamm DHb5«a verwendet. Die Genotypen dieses
Bakterienstammes sind Sambrook et al. (1989) oder den Angaben von Stratagene zu

entnehmen.

2.3.2 Herstellung und Transformation kompetenter Bakterien

Plasmide wurden durch Elektroporation in Bakterien transformiert. Als

transformations-kompetente Bakterien wurde der E.coli-Stamm DH5« verwendet. Die

Herstellung erfolgte nach folgendem Verfahren:

e Animpfen von 1 | LB-Medium mit einer frischen Ubernachtkultur im Verhéatnis
100:1

e Inkubation bei 37°C auf einem Schuttler bis zu einer ODggo von 0,5-1

e 15-20 min auf Eis kuhlen

e 15 min bei 4°C und 4000 rpm in einem GSA-Rotor zentrifugieren

e Uberstand verwerfen

e Pelletin 1 | kaltem bidestillierten Wasser |6sen

e Erneut zentrifugieren (siehe oben)

e Pelletin 0,5 | kaltem bidestillierten Wasser |6sen

e Erneut zentrifugieren (siehe oben)

e Pelletin 20 ml 10 % Glycerin / H,O I6sen

e Erneut zentrifugieren (siehe oben)

e Pelletin 2-3 ml 10 % Glycerin / H2O l6sen

e Suspension in 40 ul Aliquots aufteilen und in flissigem Stickstoff einfrieren

e Lagerung bei —70°C

Fur die Transformation wurden die Bakterien langsam auf Eis aufgetaut, mit 0,5-2 pl
der gewiunschten Plasmid-DNA gemischt und in, auf Eis gekuhlte, 0,2 cm
Elektroporations-kiivetten Uberfihrt. Die Kiivette wurde in einen Gene Pulser™

(Biorad) gestellt und es wurde fur 4-5 ms eine Feldstarke von 12,5 kV / cm angelegt
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(Gerateinstellung: Kapazitat 25 pF; Spannung 2,5 kV; Widerstand 200 Q).
AnschlieRend wurde die Kuvette schnell enthommen, 1 ml bei 37°C vorgewarmtes
SOC-Medium hinzugegeben und der Ansatz fur ca. 60 min bei 37°C belassen.
SchlieRlich wurde ein geeignetes Volumen auf selektive Agarplatten (LB-Agarplatten

mit 50 ug Ampicillin / ml) ausplattiert und bei 37°C G.N. inkubiert.

2.3.3 Mini-Praparation von Plasmid-DNA

Zur schnellen analytischen Charakterisierung von Plasmiden in transformierten

Bakterien wurde folgendermal3en vorgegangen:

e Animpfen einer einzelnen Bakterienkolonie von Platte in ca. 2 ml LB / Amp-
Medium

e Inkubation in einem Roller bei 37°C U.N.

e Bakterienkultur bei 13000 rpm fir 30 sec in Heraeus-Tischzentrifuge
zentrifugieren

e Uberstand absaugen und Pellet in 250 yl STET-Puffer I6sen

e 2 minim Wasserbad kochen

e 10 min bei 13000 rpm zentrifugieren

e Pellet mit sterilem Zahnstocher entfernen

e Fallen der DNA durch Zugabe von 200 ul eines 1:4-Gemisches aus 10 M NH,OAc
/ Isopropanol

e 5-10 min bei 13000 rpm zentrifugieren

e Uberstand verwerfen, Pellet mit 70 % Ethanol waschen und unter Tischlampe
trocknen

e Pelletin 50-100 pyl H,O / RNase A (50 pg / ml) I6sen

e Charakterisierung der DNA durch geeignete Restrikionsanalyse

2.3.4 Quantifizierung von DNA und RNA

In der Regel wurde die DNA-Menge durch Agarosegel-Elektrophorese abgeschatzt,
wobei eine 1 kb-Leiter von Gibco/BRL mit bekannter Konzentration als Referenz

diente.Fur eine genauere Quantifizierung wurde eine photometrische Bestimmung



Material und Methoden 29

vorgenommen. Dazu wurden geeignete Verdunnungen in Wasser hergestellt und
deren Extinktion bei A=260nm gemessen. Fur eine Schichtdicke von 1cm gilt hier:
doppelstrangige DNA: 1 OD=40ug
einzelstrangige DNA oder RNA: 1 OD=50ug

Zur Uberprifung der Sauberkeit wurde auch die Extinktion bei A=280nm gemessen
und ein Quotient gebildet. Hier gilt fur DNA bzw. RNA guter Reinheit: OD
260nm/280nm = 1,8-2

2.3.5 Restriktionsverdau von Plasmid-DNA

Analytische Restriktionsverdaus zur Charakterisierung von Plasmid-DNA wurden in
Endvolumina von 20ul durchgefuhrt, praparative Totalverdaus in Endvolumina von
50-200 ul. Die Inkubation erfolgte fir 1-2 Stunden bei flir das jeweilige Enzym
geeigneten Temperatur- und Pufferbedingungen (beides laut Herstellerangaben).

2.3.6 Auffullen 5’-liberhangender Enden von DNA-Fragmenten

Wahrend die meisten Klonierungsschritte Uber kohasive Enden (,sticky ends®)
erfolgten, war es manchmal notwendig, die Enden von zu ligierenden DNA-
Fragmenten durch eine Aufflllreaktion kompatibel zu machen (,blunt ends®). Hierzu
wurde das ,Klenow-Fragment® der Polymerase | aus E.coli verwendet, welches die
Fahigkeit besitzt, die komplementaren Nukleosidtriphosphate (dNTPs) an &5'-
Uberhangenden Enden einzufligen. Die Reaktionen wurden in einem Volumen von

30 ul unter folgenden Bedingungen durchgefuhrt:

. 1 ug DNA;

. 0,5 mM dNTPs;

. 1 x Klenow-Puffer;

. 1 U Klenow-Enzym;

. Inkubation: 30" auf Eis.

Anschlielend wurde das Enzym bei 70°C inaktiviert und die DNA durch Phenol /

Chloroform-Extraktion gereinigt.
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2.3.7 Dephosphorylierung von Vektorenden

Die Dephosphorylierung linearisierter Vektorenden zur Vermeidung von Religation
erfolgte mit Hilfe der Alkalischen Phosphatase aus Kalberdarm (CIP). 1 U Enzym
wurde dem Restriktionsansatz direkt zugegeben und fur 1 h bei 37°C inkubiert.

Anschlie3end wurde die Phosphatase 15 min bei 70°C inaktiviert und die DNA durch

Phenol / Chloroform-Extraktion gereinigt.

2.3.8 Agarosegelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden nach Standardmethoden (Sambrook et al., 1989) in 0.8-
1.5% TAE-Agarosegelen bei einer Feldstarke von ca.10V/cm aufgetrennt. Pro 100ml
Gelvolumen wurden 0.5ul einer Ethidiumbromidlésung (10mg/ml) zugegeben. Mit
einem UV-Transluminator (A=312nm) konnten die DNA-Banden sichtbar gemacht,
Uber Videokamera und das Bioprint DS-System (Froebel Labor-Technik, Software
Amibios von American Megatrends) fotografiert und das Bild Gber einen Mitsubishi
Video Copy Processsor-Thermodrucker ausgegeben werden.

Die Grossenbestimmung von DNA-Fragmenten erfolgte Uber Vergleich der

Laufstrecken mit Fragmenten bekannter Lange (1 kb-Leiter von Gibco/BRL).

2.3.9 Elution von DNA-Fragmenten aus praparativen Gelen

DNA-Fragmente wurden durch Gelelektrophorese in 0,8-1,2 %igen Agarosegelen
aufgetrennt. Die gewunschten Banden wurden mit Hilfe einer sauberen Rasierklinge
auf einem UV-Tisch ausgeschnitten. Anschliefend wurde die DNA mit Hilfe des
JETsorb DNA-Extraktionskits (Gel Extraction Kit / 300) der Firma Genomed

entsprechend der Herstellerangaben eluiert.

2.3.10 Ligation von DNA-Fragmenten

Ligationen erfolgten durch das Enzym T4-DNA-Ligase (Roche). Die Reaktionen

wurden in einem Gesamtvolumen von 10-20 ul durchgefuhrt. Es wurden 100-200 ng
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geschnittene und mit CIP behandelte Vektoren eingesetzt. Die zu klonierenden
Restriktionsfragmente wurden in einem dreifachen molaren (sticky ends) bzw.
zehnfachen molaren (blunt ends) Uberschuf® hinzugegeben. Die Reaktionen wurden
bei 16°C U.N. unter den empfohlenen Puffer-bedingungen durchgefuhrt. Bei ,blunt
end“-Ligationen wurden, anstelle der sonst Ublichen 1U Ligase, 2-3 U des Enzyms

eingesetzt.

2.3.11 Sequenzierung von DNA-Konstrukten

Die Sequenzierung von DNA-Konstrukten wurde entweder mit Standardprimern (T3,
T7, SP6) oder mit, fur das jeweilige Konstrukt, spezifischen Primern durchgefuhrt.
Fur die Sequenzreaktion wurde das DNA-Sequenzierungskit Big Dye Terminator
Cycle Sequencing der Firma Perking Elmer Applied Biosystems unter Beachtung der
Herstellerangaben verwendet. Als automatischer Sequenzierer stand das Modell ABI
3.77 der Firma Perking Elmer Applied Biosystems zur Verfugung.

Die Verarbeitung der Sequenzen erfolgte mit Hilfe der Lasergene / DNASTAR-
Biocomputing Software der Firma DNASTAR, INC., Madison Wisconsin.

2.3.12 In vitro mRNA-Synthese

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das SP6-RNA-Polymerase Message Kit der Firma
Ambion verwendet. Pro Reaktion wurden 1ug linearisierte DNA eingesetzt und

gemass den Herstellerangaben eingesetzt.

Konstrukt Linearisiert mit: Hergestellt durch:

CS2+tau:GFP Not | B. Geldmacher-Voss
pCasperTau erhalten von
A. Brand
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2.4 Histologische Methoden

2.4.1 Bestimmung der Entwicklungsstadien

Die Bestimmung der Entwicklungsstadien erfolgte durch einfache Beobachtung am
Stereomikroskop bei 10 bis 40facher VergroRerung und orientierte sich an den

veroffentlichten Beschreibungen von (Kimmel et al., 1995)

2.4.2 Betaubung von Fischembryonen und -larven

Zur Lebendbeobachtung von Fischlarven unter dem Mikroskop waren Betaubungen
notwendig, die mit Tricaine (3-Aminobenzoesaure-Ethylester; Sigma A-5040)
durchgefuhrt wurden.

Stocklésung: 400 mg Tricaine Pulver wurden in 97,9 ml dd H,O geldst, 2,1 ml 1M
Tris (pH 9) zugegeben und auf einen pH-Wert von 7 eingestellt. Die Stockldsung
wurde bei -20°C gelagert, da sie altert. Zur Anwendung als Anesthetikum werden

100 ml '/3ZFR mit 4,2 ml Tricainldsung versetzt.

2.4.3 Fixierung

Embryonen wurden . N. bei 4°C in einer 4%igen PFA / PBS-LOsung fixiert,
bzw. 2 h bei RT.
Waschen in PBT bei RT fur 2 x 5 min.

Als alternative Fixierungsmethode wurde eine kombinierte LOsung von
Glutaraldehyd 25% / PFA 4% in einem Verhaltnis von 1:3 verwandt.
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2.4.4 Histologische Farbemethoden

2.4.4.1 whole mount Immunohistochemie

Die hier beschriebenen histologischen Methoden wurden nach Westerfield 1994 in
geringfligig modifizierter Form durchgefiihrt. Anderungen betreffen sowohl die
Fixierungs- als auch die Detektionsschritte. Zebrafischembryonen zeigen bei 24 hpf
ein aullerst stark ausgebildetes Ektoderm, wodurch das Eindringen des Antikorpers
erheblich erschwert wird. Diesem Problem wurde mit einer Collagenasebehandlung
im Anschluss an die Permeabilisierung (Azetonschritt) bei 24 h Embryonen
begegnet.

Da eine HRP-Antikorperfarbung aufgrund der starken Pigmentierung der Larven nicht
sichtbar ware, wurden Embryonen alter als 2 Tage einer Wasserstoffperoxid-
Bleichung unterzogen. Um eine Zerstorung des Fluoreszenzchromophors durch
H,O, zu verhindern, wurde der Bleichschritt nach dem ersten Antikorperschritt
durchgefuhrt. Zur Verstarkung des haufig sehr schwachen Fluoreszenzsignals wurde
mit einem Antikorper-Enhancerkitt gearbeitet. Das Verstarker-Prinzip beruht auf der
Verwendung eines biotinylierten zweiten Antikorpers, an den dann in einem dritten
Schritt HRP-konjugiertes A/B-Streptavidin angelagert wird.

Im Anschluss an die Fixierung:

e Waschen in 100 %igem bei -20°C vorgekihltem Methanol und fir mind. 30
min bei -20°C zur Permeabilisierung aufbewahren. Dieser Schritt dient auch
der Inaktivierung endogener Peroxidasen. Embryonen kdnnen in Methanol bei
-20°C fur mehrere Wochen gelagert werden.

e Rehydrierung der Embryonen fur jeweils 5 min in 50 %igem, 30 %igem
Methanol / PBS und 2 x 5 min in PBT bei RT.

e zur weiteren Permeabilisierung die Embryonen flir 7 min mit vorgekihltem
Azeton (100 %ig) bei -20°C behandeln.

e Spulen in PBT bei RT fur 2 x 5 min.

e Embryonen > 24 h: inkubieren in einer 0,1 %igen Collagenase / PBT-LAosung
fur 20 min bei RT.

e Waschen in PBT bei RT fur 4 x 5 min.

e Embryonen fur 2 h bei RT in 10 %igem Serum / PBT Lésung blocken.
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e Blocklosung gegen den entsprechend in 1 %igem Serum / PBT
verdunnten 1. Antikorper austauschen und U.N. bei 4°C oder 2 — 3 h
bei RT inkubieren.

e Waschen in PBT bei RT fur 10 x 10 min.

e Embryonen > 36 h: Bleichen in einer 1 % - 4 %igen H,O,-Ldsung (je nach
Alter der Embryonen) bei RT, G.N. .

e Jeweils 2 x 5 min und 2 x 10 min waschen in PBT bei RT.

¢ Inkubation mit einer entsprechenden Verdinnung vom 2. Antikdrper in 1,5 %
igem Serum / PBT.

e Waschen in PBT bei RT far 10 x 10 min / A - B-Komplex ansetzen und 30 min
inkubieren lassen: pro ml PBT 20 ul A + 20 pl B.

e Inkubation mit HRP-Streptavidin bei RT fur 2 — 3 h.

e Waschen in PBT bei RT fur 6 - 7 x 15 min.

e HRP-Prozessierung mit 40 yl DAB / 0,3 %ig H2O in 200 pl PBT in
Dreierblockschalchen im Dunkeln.

e Abstoppen der Farbereaktion nach 30 s bis 3 min mit PBT.

e 3 xgrundlich Spulen mit PBT.

2.4.4.2 Farbung von Semidiinnschnitten

Toluidinblau:
0,2% in dH-O

Borax-Methylenblau:

0,5 gr Borax ( Natriumtetraborat) in 30 ml dH,O lésen. 0,5 gr Methylenblau
hinzugeben. Auf 50 ml auffullen. Filtrieren. Zum Gebrauch je 5 ml der Stocklésungen

verwenden und auf 100 ml auffullen.

2.4.4.3 Sytox Kern Farbungen

(Sytox Green / Orange — Molucular Probes)

Vorbehandlung mit RNase zur Hintergrundreduzierung 30 ngr/ml — 1h
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Farbung 30 min 100nM
alternativ:

30 min RNase gleichzeitig Zugabe von Sytox bis zur Endkonzentration

2.4.4.4 Detektierung von F-Actin mit Rhodamin-Phalloidin

Nach der Fixierung durfen Embryonen flr die Rhodamin-Phalloidin Farbung nicht in

Methanol gelagert werden, da dieses die Bindung an das Actin verhindert.

nach PFA-Fixierung:
2x 5" PBT

Permeabiliserung der Zellen:
0,1% Triton X100/ PBT 1" RT
2x 5" PBT

Hintergrundreduzierung:
1% BSA /PBT 30" RT

Farbung mit dem RHd-Phall. Methanolstock (200 U/ml )
Verdinnung 1:40 - 5pl auf 195ul PBT 60" RT

2x 5" PBT

Ausrichtung in Glycerin / PBT - Konfocale Beobachtung

2.4.5 Einbettungen in Durcopan
e Entwassern der Embryonen jeweils 2 x 5 min in 50 %igem, 70 %igem, 90
%igem und 95 %igem Ethanol, sowie fur jeweils 2 x 10 min in 100 %igem
Ethanol und 100 %igem Azeton.
e U.N.in einem 1 : 1 Gemisch aus 100 %igem Azeton und Durcopan (mittelfest)

inkubieren.
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¢ Azeton abdampfen lassen.
e Embryonen in frisches Durcopan (mittelfest) in Einbettungsférmchen
Uberfuhren und flr 24 h bei 65°C ausharten lassen, zu Beginn der Inkubation

die Embryonen alle 30 min nachorientieren.

2.4.6 Einbettungen in Glycerin

e Fixierte Embryonen jeweils in 30 %iges, 50 %iges, 70 %iges und 87 %iges
Glycerin inkubieren, bis sie zu Boden sinken.

e den Dottersack der Embryonen mit feinen Wolframnadeln abpraparieren, den
Embryo flach auf einen Objekttrager aufspannen und mit einem Deckglas
sichern.

e um ein Austrocknen der Praparate zu verhindern wird das Deckglas mit

Nagellack umrandet.

2.5 Konfokale Mikroskopie

Konfokale Bilder wurden an einem Zeiss ,LSM 410Axiovert” unter Verwendung eines
40x oder 63x plan-Neofluar Objektivs aufgenommen.

Zur Lebendbeobachtung von Embryonen wurden spezielle Einbettungskammern
angefertigt. Die Wandungen der Kammer bildete ein 1 cm dicker Plastiktrager, der in
seiner Mitte eine runde Aussparung von 2 cm Durchmesser besald. Die Unterseite
der Kammer schlof3 ein Deckglas (< 0,9 mm) ab, das mit Silikongel an dem Trager
befestigt wurde. Die Unterseite der Kammer war die dem Objektiv zugewandte Seite,
da an einem invertierten Mikroskop gearbeitet wurde. In die mittige Offnung wurde
ein Agarosebett (1,2 — 1,7 %iger Agarose in 1/3ZFR) gegossen, in das mit
Pasteurglaspipetten Vertiefungen ausgestanzt wurden. Die Vertiefungen dienten als
Liegeflache der Embryonen. Sie waren der Korperform des jeweiligen Tieres
angepasst, um ein mogliches Umkippen oder andere Lageverschiebungen wahrend
der Aufnahmen zu vermeiden. Mit einer Mischung aus 1 %iger PTU- und 0.5 %iger
Mesap-Losung ( bei Beobachtungen an Embryonen &lter als 24h ) in '/s2ZFR wurde

die Kammer groRRzlgig bedeckt. Um das das Verdunsten der Flussigkeit und ein
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Austrocknen der Fische Uber langere Untersuchungszeitraume hinweg zu vermeiden

wurde die Kammer mit einem weiteren Deckglas abgeschlossen.

2.5.1 Aufnahmemethoden

FUr die Herstellung von Filmen wurden speziell angefertigte Makros genutzt, die es
erlauben vom zu untersuchende Objekt in mehreren Z-Ebenen und definierten
Zeitabstanden Aufnahmen aufzuzeichnen. Die resultierenden Bildserien wurden in
die Programme NIH-Image (Macintosh) oder Scion Image (PC) importiert und zu

Filmdateien umgewandelt.

Abb. 2.5.1-1: Konfokale Aufnahmemethode.Horizontale Schnittebenen durch das Neuralrohr
eines Zebrafischembryos.
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Die orthogonalen Schnitte durch die Neuralplatte nach Injektion von Tau-GFP RNA
wurden durch Ubereinanderlagerung von bis zu 260 Z-Eben eines definierten
Bereichs hergestellt. Die dafur notwendige Funktion ist Teil der Betriebssoftware des
Zeiss LSM410.

2.5.2 Statistische Analyse der Mitosen in der Neuralplatte

Die Orientierung der Anaphase wurde wie von Concha und Adams beschrieben
ermittelt (Concha and Adams, 1998). Zuerst wurde die Mittellinie auf jedem Einzelbild
des am Konfokalen Mikroskop erzeugten Film markiert und die mediolaterale
Ausdehnung der Neuraplatte in drei gleichgrosse Einheiten geteilt. Zur Ermittlung der
Orientierung der Anaphase wurde eine zur Teilungsebene parallele Linie gezogen,
die dann auf die Mittellinie projiziert wurde. Die Winkel des Anaphase zur Mittellinie
wurde aufgezeichnet und fur jede der untersuchten Regionen der Neuralplatte in
Gruppen von 10° zusammengefasst. An ihnen wurde Kreisstatistik fir multimodale
Werte durchgeflihrt (Batschelet, 1981). Fur die statistische Einordnung wurde die
Winkel an beiden Seiten der Neuralplatte gemessen. Die erhaltenen Werte wurde zur
Auswertung verdoppelt, um eine zirkulare Verteilung der Winkel zu erhalten.
AnschlieRend wurde die durchschnittliche Vektorlange ermittelt und ein Raleigh Test

zur Untersuchung der Signifikanz durchgefiihrt (Batschelet, 1981).

2.6 Transmissionselektronenmikroskopie

Zur Untersuchung von Zellkontaktkomplexen wurden Ultradlinnschnitte von
Zebrafischembryonen angefertigt und danach, im Anschluss an die notwendigen

Verarbeitungsschritte, fur das TEM verwand. Es wurde dabei wie folgt vorgegangen.

e Simultanfixierung nach (Franke et al., 1969)]
e Einbettung in hartes Durcupan.
e Herstellung Fromvar beschichteter Tragernetzchen

e Semidlunnschnitte zur Vorbereitung des Blocks
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e Ultradinnschnitte
e Kontrastierung der Ultradlnnschnitte
e Beobachtungen am TEM

e Weiterverarbeitung von Filmen und Papierabzugen.

2.6.1 Cacodylatpupper

(0,2 M - pH7,1) fur die Simultanfixierung

Losung A:
Natrium Cacodylat 4,28 Gr.
dH;0 100 ml

Lésung B: (0,2 M HCI)
konz. HCI ( 36-38% ) 10 ml
dH.0 603 ml

Far pH 7,1 werden 5,5 ml Losung B zu 50 ml Lésung A hinzugegeben und auf ein

entgultiges Volumen von 200 ml hin mit dH20 verdinnt.

2.6.2 Simultanfixierung

- 4% Glutaraldehyd, cacodylatgepuffert pH7,1

- 2% Osmiumtetroxid, cacodylatgepuffert.

Embryonen dechorionisieren, kurz mit dH,O waschen. Das Glutaraldehyd vorlegen,
Osmiumtetroxid zur gewunschten Konzentration hinzugeben. Das Osmium darf auf
keinen Fall aus der Lésung ausfallen, da die Embryonen sonst vollkommen

geschwarzt werden(Franke et al., 1969).

¢ Fixierung auf Eis, mdglichst unter Lichtausschluss fir 30°
e 4x mit kaltem Cacodylatpuffer waschen
e Nachfixierung 2h in 2% Osmiumtetroxid, cacodylatgepuffert.

e Auswaschen des Osmiums mit kaltem dH,O (3X)
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e Entwasserung uber eine Alkoholreihe:

e 50% EtOH, 10°

e Zumischung von 0,1% Uranylacetat in 70% EtOH, Schutteln bei RT
UN.

e 80%, 90%, 96% (2x), 100% EtOH je 10" Schitteln.

Dabei ist es aulRerst wichtig, dass der 100%ige Alkohol moglichst wasserfrei ist.

e Popylenoxid (2x) 15" schutteln
Hier gilt das Gleiche wie fur den 100%igen Alkohol. Propylenoxid ist extrem
hygroskopisch, es ist aus diesem Grund moglichst eine frische Flasche zu

verwenden.

e Einbettung. Propylenoxid, Durcupangemisch (1:1) UN.
e Uberfiihrung in frisches Durcupan. 8-12h

e Einbettung in Formen, Polymerisierung bei 65°C UN.

2.6.3 hartes Durcupan zur Einbettung elektronenmikroskop. Praparate

Komponenten bezogen von Fluka (Sigma)

Mengenangaben fur die Mischung des Epoxidharzes:
Durcupan A/M 27,175 Gr.

Durcupan B 23,705 Gr.
Durcupan C 1,75 Gr.
Durcupan D 1,00 Gr.

Komponenten A und B verrihren bis die Mischung homogen ist. Danach D und C
tropfenweise hinzugeben und bis zu vdlligen Schlieren- und Blasenfreiheit

weiterruhren. In Spritzen aufziehen und bei —20°C lagern.
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2.6.4 mittelfestes Durcupan fiir lichtmikroskopische Schnitte

Mengenangaben fir die Mischung des Epoxidharzes:
Durcupan A/M 32 ml

Harter 27 mi
Beschleuniger 1ml
Weichmacher 0,6ml

Komponenten auch hier von Fluka (Sigma)

2.6.5 Herstellung formvarbeschichteter Tragernetzchen

Fir die Herstellung der Netzchen wurden Kupfertrager mit 1500 pm Offnung
verwand, die Uber die Firma Plano bezogen wurden. Zur Beschichtung sind
Pioloform und Formvar gleichermal3en geeignet. Im hier vorliegenden Fall wurde aus

Grunden der Kontinuitat Formvar der Firma Merck verwand.

Piolofrom 0,6% geldst in 100%, wasserfreiem Chloroform

Filtrierung der Losung vor der Verwendung.

Objekttrager werden mit einem sauberen Tuch gereinigt und dann kurz in die
Formvar/Chloroform Lésung getaucht. Nach einer Trockenzeit von 15-30 min wir die
Formvarschicht mir einer Klinge auf dem Objektrager angeritzt. Danach lasst man die
Schicht auf eine geeignete Wasseroberflache gleiten. Auf dieser Oberflache
schwimmend belegt man den Kunststofffilm mit den Netzchen der Wahl und nimmt
ihn dann mit einem Stlck Parafiim auf. Die Trocknung erfolgt am Besten UGN im

Vakuum mit einem Feuchtigkeitsabsorbierenden Mittel wie Calciumchlorid.

2.6.6 Semidiinn- und Ultradiinnschnitte

Verwendet wurde hierfir ein Ultratom der Firma Reichert. Fur reine
Semidunnschnitte wurden die zu untersuchenden Objekte in mittelhartes, fur

Ultradinnschnitte in hartes Durcupan eingebettet. Die Blocke wurden mit
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Maximaldicken von 2,5um angeschnitten und dann bei ca. 200-400 A
ultradiinngeschnitten. Die so erhaltenen Schnittserien wurden mit beschichteten

Netzchen aufgenommen und getrocknet.

2.6.7 Kontrastierung elektronenmikroskopischer Ultradunnschnitte

Die auf beschichteten Netzchen befindlichen Schnittserien wurden einer kombinieren

Bleicitrat und Uranyacetat Kontrastierung unterworfen.

Bleicitrat Lésung (Reynolds, 1963):

0,03 Gr. Bleicitrat auf 10ml dH,0

durch leichtest Schitteln aufschwemmen
Lésen durch 10 Tropfen 10N NaOH

vor der Verwendung Sterilfiltrieren

Kontrastierung 1 min RT, grindliches Spulen mit dH,O

Uranylacetat Losung:
1% Uranylacetat in 70% EtOH
Verwendung: 15 min RT, grundliches Spulen mit dH,O

2.6.8 Elktronenmikroskopische Aufnahmen

Fur die Herstellung elektronenmikroskopischer Aufnahmen wurde ein TEM 910 der
Firma Zeiss verwand. Fur Aufnahmen wurde der Kodak EM Film SO-163genutzt, der
in Kodak D19 Entwickler weiterverarbeitet wurde. Der Fixierer wurde im Selbstansatz

hergestellt:

Fixierer EM Filme:

2000 ml dH20

500 Gr. Natriumthiosulfat
50 Gr. Natriumdisulfit

mit Wasser auffullen auf 2500ml
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Die Aufnahmen wurden mit einem Kienzle Grossformatvergrosserer auf llford
lIfospeed RC Fotopapier vergrossert.
Die Digitalisierung erfolgte mittels eines Agfa Flachbrettscanners an einem Apple G3

Computer.

2.7 Verwendete Zebrafischstamme

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Zebrafisch-Wildtyplinie entstammt
ursprunglich einem Kolner Zoofachgeschaft (im Folgenden als Wildtyp Kéin
bezeichnet).

Weiterhin wurden Embryonen der folgenden Genotypen verwendet: Tiere mit den
Insertionen Tg(H2A.F/Z)"***" und Tg(H2A.F/Z)***®® (Pauls et al., 2001). Die Individuen
dieser transgenen Linien expremieren ein Fusionsprotein bestehend aus Zebrafisch
Histon H2A.F/Z und GFP. Unter Fluoreszensbedingungen oder mit Hilfe des
Konfokalen Mikroskops kénnen so die Zellkerne der Embryonen in vivo beobachtet
werden. Ursprunglich wurden unterschiedliche Grinderfische der Insertionen
Tg(H2A.F/2)*® und Tg(H2A.F/Z)**®® isoliert, die aber zur Verstirkung der
Fluoreszenz untereinander gekreuzt wurden Auflerdem wurden Embryonen der
Mutation heart and soul (Allel m129) verwand, bei denen durch ein Stoppcodon 73

Aminosauren des C-terminalen Breichs deletiert sind (Horne-Badovinac et al., 2001).

2.8 Abkiirzungen, Symbole und Konventionen

Abs - Absorption (in nm)

AK - Antikorper

A - Angstrom

AP - Alkalische Phosphatase

BCIP - 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphatat

BSA - (bovine serum albumine) Rinderserumalbumin
DAB - Diaminobenzidin

dd H,O - doppelt destilliertes H,O

DEPC - Diethylpyrocarbonat
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dH -
Dig -
DMF —
Dpf -
EDTA -
Em -
FDA —

HEPES —
hpf —
min -
m-RNA -
NBT —
nm -
Nm -
PBS -

PBT -
PFA -
pH -

RT -

SSC -
TAE -
TEM -

Tris -

u. N. -
uv -
VE -

44

Grad deutscher Harte (Gesamtharte des Leitungswassers)
Digoxygenin

Dimethylformamid

(days after fetilisation) Tag(e) nach der Befruchtung
Ethylen-Diamin-Tetraacid

Emission (in nm)

Fluoreszein Dextran Amin

Stunde
N-(2-Hydroxyethyl)-Piperazin-N"-(2-Ethan)-Sulfonsaure
(hours postr fertilisation) Stunde(n) nach der Befruchtung
Minute

(messenger RNA) Boten-RNA
Nitro-Blue-Tetrazolium

Nanometer

Neuromast

(phosphate buffered saline) Phosphat-gepufferte
Salzlésung

PBS mit 1%igem Tween 20

Paraformaldehyd

(von lat. pondus hydrogenii; Wasserstoff-Gewicht)
negativer dekadischer Logarithmus der aktuellen
Hydroniumionenaktivitat

Raumtemperatur

Sekunden

standart saline citrat

Tris/Acetat/EDTA-Puffer
Transmissionselektronenmikroskop
Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan

(unit) Reaktionseinheit

Uber Nacht

ultraviolette Strahlung

voll entsalztes Wasser
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Genetische Nomenklatur in dieser Arbeit:

Gene, m-RNAs und Phanotypen werden klein und kursiv; Proteine nicht kursiv und
deren Anfangsbuchstaben jeweils grol3 geschrieben.

Bezeichnung von Entwicklungsstadien beim Zebrafisch: Die Einteilung und
Bezeichnung jungerer Stadien erfolgte im Wesentlichen nach den Kriterien von
(Kimmel et al., 1995). Bei alteren Stadien wurde die Zeit nach der Befruchtung unter
standardisierten Aufzuchtbedingungen zur Bezeichnung eines Stadiums verwendet.
Da sich selbst unter diesen Bedingungen nicht alle Individuen genau gleich schnell
entwickeln (Kimmel et al., 1995), mag es zu leichten Unterschieden im Alter zweier
Vergleichstiere kommen. Zeitangaben zur Bezeichnung eines Entwicklungsstadiums
beziehen sich, soweit nicht anders angegeben, immer auf den Zeitpunkt der
Befruchtung.

In Fallen bei denen der Ausdruck Larve verwendet wurde, mussen drei Tage zur
Berechnung der seit der Befruchtung vergangenen Zeit hinzugezahlt werden, da

Larven mit ca. drei Tagen aus dem Chorion schltpfen
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3. Ergebnisse

3.1 Mitotische Orientierung wahrend der Neurulation

Zur sekundaren Neurulation des Zebrafisch Danio rerio werden die
Entwicklungsstadien der Neuralplatte, des Neuralkiels, des Neuralstabs und des
Neuralrohrs gezahlt. Im Verlauf dieses Prozesses bleibt das Neuroepithel
pseudostratifiziert. Es besteht aus einer einzigen Schicht kolumnaler Zellen, die sich
von der apikalen zur basalen Seite hin erstrecken.

Die oben beschriebenen Stadien werden in Abildung 3.1-1 durch Querschnitte durch
die neurale Anlage illustriert. Fur die Aufnahmen wurden die Embryonen im Ein- bis
Zweizellstadium mit Tau:GFP mRNA injiziert und dann am Konfokalen Mikroskop
beobachtet. Die orthogonalen Abbildungen wurde computergestutzt aus Stapeln von
Z-Ebenen-Aufnahmen erzeugt. Die Konturen der Zellen lassen sich von der

Basalmembran bis zu apikalen Seite verfolgen.

Abb. 3.1-1: Orthogonale Schnitte durch Neuralplatte (A), Neuralkiel (B — D) und Neuralrohr
nach Injektion von Tau:GFP mRNA. Pfeile und Pfeilspitzen markieren die mediale und
lateralen Verdickungen der Neuralplatte in Bild A. In B — D markieren Pfeile die
ventralsten Punkte des Neuralkiels, in B wurde er zusatzlich durch eine weil3e Linie
markiert. Bild E zeigt das Neuralrohr, umgeben von den Somiten (Sm).

Bild A zeigt die Neuralplatte eines Tau:GFP injizierten Embryos. Die weilde Linie
oberhalb der Anlage reprasentiert das Deckglaschen, auf dem der Embryo fur die
Aufnahmen positioniert wurde. Die beiden Pfeile markieren die Ilateralen

Verdickungen der Neuralplatte, die Pfeilspitze die mediale (Schmitz et al., 1993). Die
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Bilder B-D zeigen unterschiedlich alte Stadien des durch Einfaltung der Neuralplatte
entstandenen Neuralkiels. Pfeilspitzen deuten in allen drei Aufnahmen auf die
ventralsten Bereiche der Anlage hin. In B wurde die Bodenregion des Kiels zusatzlich
durch eine weil’e Linie hervorgehoben. In D ist, ventral zum Kiel gelegen, das
Notochord (Nc) zu erkennen. Bild E zeigt einen Querschnitt durch das Neuralrohr.
Die Pfeilspitze deutet auf das im ventralen Bereich sehr prominente, sekundare
entstandene Neurocoel. Die Epidermis hat sich Uber dem Rohr geschlossen, die

Somiten (Sm) erstrecken sich auf beiden Seiten.

3.1.1 Neuroepitheliale Zellen teilen sich bevorzugt apikal

Neuroepitheliale Zellen runden sich kurz vor der Mitose an der apikalen Seite des
Epithels ab und teilen sich dann dort (Hinds and Ruffet, 1971). Abbildung 3.1.1-1
zeigt mitotische Zellen wahrend des Neuralplatten-Stadiums nach Tau:GFP Injektion.
Aus Z-Stapeln der betreffenden Region wurden, wie bei Abbildung 3.1-1 orthogonale
Schnitte hergestellt.

Bild A zeigt die markierte Zelle bereits apikal abgerundet, sie liegt nun Uber der
neuroepithelialen Zellschicht. An Hand des vorliegenden Materials kann nicht geklart
werden, ob die mitotische Zellen moglicherweise noch Uber einen dinnen Fortsatz
mit der Basalmembran verbunden bleiben. Das Auftreten solch dunner Fortsatze
wurde im celebralen Cortex der Maus beschrieben (Miyata et al., 2001; Noctor et al.,
2001). Nach der Teilung (Bild C) integriert sich die im Querschnitt sichtbare
Nachkommenzelle wieder in die neuroepitheliale Zellschicht ein. Die Bilder E-H
verdeutlichen die apikale Abrundung einer Neuralplattenzelle nach Verlust der
Verbindung mit der Basalmembran. Sowohl die Bildung eines Centrosoms (Bild G),
wie auch ein erstes Auftreten der mitotischen Spindel (Bild H) sind durch Pfeile
markiert.

Film 1 (siehe auch Abbildung 3.1.1-2) zeigt die Neuralplatte von dorsal nach Injektion
von Tau:GFP mRNA. Die mit einem Pfeil markierte, mitotische Zelle, zeichnet sich
durch die Ausbildung eines polarisierten Fortsatzes aus. Zellen mit solchen zur
Mittellinie hin orientierten Fortsatzen konnten im Rahmen der Arbeiten recht haufig
beobachtet werden. Wahrend und nach der Mitose bewahren die sich teilenden
Zellen ihre relative Position innerhalb der Neuralplatte (Abbildung 3.1.1-2 und Film1),

da die Konvergenzbewegungen sowohl von den
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Abb. 3.1.1-1: Apikale Mitosen in der Neuralplatte. Die Abbildung zeigt orthogonale Schnitte
(rechnergestutzte Umrechnung der orthogonalen Schnitte aus 250 Einzelbildern,
Abstand der orthogonalen Schnitte 60 Sekunden) durch die Neuralplatte nach Injektion
von Tau:GFP mRNA bei 10 — 11 hpf. Neuroepitheliale Zellen teilen sich bevorzug apikal
und reintegrieren nach der Mitose in ihre Urspungspositionen. Bilder A — B zeigen die
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apikale Abrundung einer Zelle (Pfeil) vor der Mitose und nach Verlust des Kontakts mit
der Basalmembran. Die Zelle teilt sich daraufhin 9 Minuten spater (C) und nimmt ihre
Ursprungsposition wieder ein (D). Der Embryo in E — H ist etwas alter der in A — D. Eine
Zelle (Pfeil) verlasst das Epithel (E- G) und teilt sich 60 Minuten spater (H). not —
Notochord.

nichtmitotischen, wie auch von den mitotischen Zellen vollfuhrt werden. Die sich in
Teilung befindlichen Zellen bewegen sich mit den nichtmitotischen Zellen innerhalb
des Zellverbands. |hre Nachkommenzellen reintegrieren nach der Mitose in die
Bereiche der Ursprungspositionen ihrer Vorlaufer. Diese raumliche Konstanz wird
auch in (Abbildung 3.1.1-1) Aufnahmen E — H deutlich.

Abb. 3.1.1-2: Sequenz von 6 konfokalen Aufnahmen der Neuralplatte zwischen 10 und 11
hpf aus Sicht von dorsal (nach Tau:GFP mRNA Injektion). Eine mitotischen Zelle (Pfeil)
verlasst das Epithel und teilt sich apikal. Dabei entwickelt sie diinne, zur Mittellinie hin
orientierte Fortsatze. Wahrend der Konvergenzbewegungen halt die Zelle ihre relative
Position zu den Nachbarzellen (Stern) ein.
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3.1.2 Orientierung mitotischer Teilung in der Neuralplatte

Zur Beschreibung der Orientierung mitotischen Teilungen kdénnen zwei
Referenzpunkte herangezogen werden: Zum einen werden in dieser Arbeit die
Korperachsen und zum anderen das Neuroepithel als Bezugspunkte angesehen und
verwand. Mitosen kdnnen somit anteriorposterior, mediolateral oder dorsoventral
orientiert sein. Sie kobnne aber auch eine planare, schrage oder senkrechte
Orientierung zum Epithel besitzen. Bei der Analyse der Neuralplatte wurde ein
Zeitraum vom 10 — 11 hpf gewahlt. Unmittelbar nach der Bildung des 3. Somiten, bei
11 hpf, beginnt die Neuralplatte mit der Einfaltung zum Neuralkiel. Bei 10 hpf hat die
Neuralplatte eine  mediolaterale = Ausdehnung von 150 um, durch
Konvergenzbewegungen zur Mittellinie hin verringert sich die Ausdehnung bis 11 hpf
auf 90 um. Wahrend dieses Zeitraums vergrofRert sich die Tiefe des Epithels von 10-
15 um auf 25-36pm.

Abb.3.1.2-1: Mitotische Teilungen in der Neuralplatte, (A — D) in einem Tg(H2A F/Z:GFP*®¥")
/| Tg(H2A F/Z:GFP***®) transgenen Embryo und (E — L) nach Injektion von Tau:GFP
mRNA. Aufnahme (A) zeigt drei Metaphaseplatten (Pfeile), die weiteren Aufnahmen, (B)
3 Minuten, (C) 5 Minuten und (D) 7 Minuten spater geben Anaphase und Telophase
wieder. Die Teilungsebene ist in allen Teilungen senkrecht zum Neuroepithel orientiert.
(E — L) Time Lapse Aufnahmen von dorsal nach Tau :GFP Injektion (Abstand von 45
sec zw. den Bildern in der Originalsequenz). Ein Centrosom (E) ist stark markiert, teilt
sich (G) und wandert zu gegeniberliegenden Polen der Zelle. Die Spindel bildet sich
parallel zum Epithel (H). Nach leichten planaren Bewegungen (I — J) tritt die Zelle in die
Anaphase eintritt (K). Anterior ist in den Aufnahmen immer an der oberen Seite.
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Alle hier aufgefihrten Langenangaben wurden durch Messungen an konfokalen
Aufnahmen gewonnen. Zellen der Neuralplatte teilen sich strikt apikal, aus diesem
Grund wurde eine einzelne Fokusebene zur Analyse der Mitosen ausgewahlt.
Insgesamt wurden 327 Mitosen aus vier unterschiedlichen Embryonen zur
Auswertung herangezogen; alle zeigten eine Orientierung planar zum Neuroepithel.
Abbildung 3.1.2-1 (Filme 1 und 2), Aufnahmen A - D zeigen solche planaren
Teilungen in der Neuralplatte in einem H2A:GFP transgenen Embryo mit
Blickrichtung von dorsal. In E-L wurde der Spindelapparat durch die Injektion von
Tau:GFP sichtbar gemacht. In A sind 3 Kerne in Metaphase zu sehen, deren
Spindelapparat parallel zur Oberflache ausgerichtet ist. Nach Rotation der
Metaphaseplatte in Aufnahme B erfolgt die Trennung der Chromosomenpaare in C
und D. Die Orientierung der Spindel kann bei Beobachtung der H2A:GFP Linie nur
durch die Lage der Metaphaseplatte abgeleitet werden. Um die Spindel unmittelbar
abzubilden, zeigen die Aufnahmen E — L den gleichen Vorgang wie in A-D noch
einmal nach Tau:GFP Injektion. Nahezu alle Metaphaseplatten, die bei den
untersuchten 327 Mitosen beobachtet werden konnten, vollfihrten planare
Rotationen von 10°-90°. Die Rotationen stoppten erst am Ende der Metaphase,
bevor die Zellen in die Anaphase eintraten (Abbildung 3.1.2-1, Aufnahmen B und C).
Ahnliche Rotationen wurden in der ventrikularen Zone der sich entwickelnden
zelebralen Cortex der Ratte beschrieben (Adams, 1996). Hierbei konnten allerdings
Spindeldrehungen vor der Mitose von bis zu 360° gezeigt werden. Den
Beobachtungen in Ratte und Zebrafisch ist gemeinsam, dass sich die
Chromosomenpaare in der Anaphase ohne zusatzliche Anderungen der
Spindelorientierung teilen.

Zur statistischen Analyse wurde die Neuralplatte in drei gleichgrof3e Untereinheiten
geteilt. Die Orientierung der Anaphase wurde dann mit Bezug auf die Mittellinie
erfasst. Abbildung 3.1.2-2 soll die Aufteilung der Anlage in Auswertungseinheiten
illustrieren. Wahrend des Neuralplattenstadiums sind alle Mitosen planar, dennoch ist
jede Orientierung mit Bezug auf die mediolaterale oder anteriorposteriore Achse des
Epithels denkbar. Es zeigte sich in diesem Zusammenhang, dass Mitosen in der
medialen Region bevorzugt mediolateral orientiert sind, mit einem Winkel von
89,6°+35.9° (P=0,05). Innerhalb der intermediaren und lateralen Regionen zeigen die
Mitosen keine bevorzugte Orientierung (intermediar: 68°+39° mit 0,27<P<0,7 und

lateral 12,38°+37,94° mit 0,24<P<0,49).
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Man kann feststellen, dass Teilungen in der Neuralplatte strikt planar zur Oberflache
des Epithels verlaufen. Die Zellen der medialen Region sind dabei bevorzugt
mediolateral orientiert, die Teilungen der anderen Regionen zeigen keine bevorzugte

Orientierung,

Neuralplatte ( 10 — 11hpf) untersuchte Mitosen N = 327

bei 100% planare Rotationen von 10° - 90°

Tab 3.1.2-1 Orientierung der Teilungen in der Neuralplatte:

Region der Neuralplatte |Winkel zur Mittellinie |Fehler P
medial 89,6° + 35,9° 0,05
intermediér 68° + 39° 0,27<P<0,7
lateral 12,38° + 37,94° 0,24<P<0,49

Abb. 3.1.2-2: Erhebung der Teilungsorientierung in der Neurap-
latte. Die Mittellinie wurde markiert (rote Linie) und von dort
ausgehend die mediolaterale Ausdehnung in drei gleich grol3e
Einheiten (I — medial, Il — intermediar, Ill — lateral) geteilt. Die
Orientierung der Teilungen wird in der Abbildung durch
Doppelpfeile verdeutlicht.

3.1.3 Orientierung mitot. Teilungen wahrend des Neuralkiels und Neuralstabs

Zur Untersuchung der Teilungsorientierung in Neuralkiel- und Neuralstab wurden
Embryonen zwischen 12 — 16,5 hpf ( 6 - 15 Som. ) genutzt. Die beobachteten
Mitosen waren orthogonal zur apikalen Seite des Epithels orientiert, die in diesem
Stadium die Kontaktregion zwischen den beiden Seiten der neuralen Anlage
darstellt. Mediolaterale Teilungen finden Uber die gesamt dorsoventrale Ausdehnung
des Neuralkiels / Neuralstabs in vergleichbarer Anzahl statt (Abbildung 3.1.3-1, Filme

3 und 4). Beobachtete Abweichungen von einer strikt orthogonalen Ausrichtung
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gehen mit Unregelmafigkeiten des sich einfaltenden Epithels einher. Im Neuralstab-
Stadium Uberschritten die gemessenen Abweichungen dabei nicht +25°, bei einer

Gesamtzahl von 291 untersuchten Mitosen.

Abb. 3.1.3-1: Orientierung der Teilungen in Neuralkiel und Neuralstab, (A — J) in einem
Tg(H2A F/Z:GFP***") | Tg(H2A F/Z:GFP**®®) transgenen Embryo und (J — R) nach
Tau:GFP Injektion. (A — J) Der Neuralstab mit umlagernden Somiten (som). Die weisse
Linie (A) verdeutlicht die Position der Mittellinie, eine mitotische Zelle ist durch einen
Pfeil markiert. In C, 12°45"" spater, hat sich die Orientierung der Metaphaseplatte um
90° gedreht. Die Zelle teilt sich dann innerhalb der folgenden 3~ 45" (D — F). Die
Tochterkerne werden in die unterschiedlichen Seiten des Neuralstabs eingebunden (G
- J, Pfeile). Wahrend der Mitosen ist die Teilungsebene parallel zum Epithel orientiert.
(J — R) Mitose des Neuralstabs nach Tau:GFP mRNA Injektion. Pfeile in J und L
verdeutlichen die Position der Centrosomen vor und wahrend der Teilung. Die Spindel
rotiert (M — O) und ist wahrend der Mitose senkrecht zur Mittellinie orientiert (P — R).
Anterior ist in den Aufnahmen immer an der oberen Seite.
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Abbildung 3.1.3-1 A-B zeigt den Kern einer mitotischen Zelle, der sich zur
Kontaktregion der beiden Halften der neuralen Anlage an der Mittellinie bewegt, die
hier durch eine Linie gekennzeichnet ist. Der Kern rundet sich apikal ab und die
Metaphaseplatte bildet sich aus (Bild C). Im Folgenden trennen sich die
Chromosomenpaare (D-F) und die hier durch ihre Kerne reprasentierten
Nachkommenzellen reintegrieren in beide Seiten der Anlage. Nach Injektion von
Tau:GFP mRNA wurden 267 Mitosen aus 4 unterschiedlichen Embryonen im
Neuralkiel / Neuralstab-Stadium untersucht ( Abbildung 3.1.3-1 J-R und Film 4 ). Es
zeigte sich, dass sich die einzelnen Centrosomen der Zellen vor der Auflésung der
Kernmembran teilen, und die Tochtercentrosomen dann vor der Bildung der Spindel
zu gegenuberliegenden Zellpolen wandern (Abb. 3.1.3-1 J-L). In 89,5%%3,6% der
beobachteten, Tau:GFP markierten Mitosen bildet sich die Spindel ungefahr (+15°)
parallel zur epithelialen Oberflache. Innerhalb von 60-120 Sekunden dreht sich der
gesamte Spindelapparat dann um 90°, um schlieBlich orthogonal zur Mittellinie
ausgerichtet zu sein (Abb. 3.1.3-1 M-P). Die mitotischen Zellen durchlaufen danach
Anaphase und Telophase mit einer mediolateral orientierten Spindel. (Abb. 3.1.3-1
Q-R). In den Ubrigen beobachteten Teilungen wahrend des Kiel / Stab Stadiums
bildeten sich die Spindeln bereits orthogonal oder schrag, mit Winkeln zwischen 70°
und 120° zur Mittellinie. In 236 Fallen konnte die bilaterale Integration der
Tochterzellkerne in den Histon:GFP transgenen Embryonen beobachtet werden (Abb
3.1.3-1 G-l). Bei den verbleibenden 55 Mitosen verlield entweder einer der
Tochterkerne die Fokusebene, oder eine Bestimmung der bilateralen Verteilung war
generell nicht moglich. Alle 267 sich teilende Zellen, die in Tau:GFP injizierten
Embryonen gezahlt wurden, produzierten bilaterale Nachkommen. In keinem Fall
konnte gezeigt werden, dass sich beide Tochterkerne in die gleiche Seite des Anlage
reintegrieren.

Es lasst sich somit feststellen, dass die Mehrzahl der Mitosen im Neuralkiel /
Stabstadium bilateral verteilte Nachkommen erzeugen. Die Bildung der Spindel erfolg
primar parallel zum Epithel, kurz von der Mitose kommt es aber zu einer

Spindeldrehung von 90°.
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Neuralkiel / Stab ( 12 — 16,5 hpf) untersuchte Mitosen 291 ( H2A:GFP Linie )
267 ( tau:GFP mRNA Inj)

Tab 3.1.3-1 Ausrichtung der Spindel bei Mitosen in Neuralkiel / -Stab (tau:GFP

MRNA injizierten Embryonen)

parallel (+ 15°) schrag (Winkel 15-75°) senkrecht (+ 15°)

89,5% £ 3,6% 10,5% = 2,3% -I-

Die Ausrichtung der Spindel zur Mittellinie wurde im Moment ihrer Bildung erfasst, kurz vor der Teilung

drehen sich die Spindelapparate um 90° zur senkrechten Orientierung

Tab. 3.1.3-2 Bilaterale Integration in unterschiedl. Halften des Neuralkiels / -Stabs:

tau:GFP injizierte Embryonen (n=267) |H2A:GFP transgene Embr. (n=291)

100% 81,1%

3.1.4 Orientierung der Mitosen im Neuralrohr.

Im Neuralrohr-Stadium ist die Spindel stets parallel zur Flache des Epithels, dem
Ventrikel ausgerichtet, die Teilungen erfolgen strikt planar (Abb 3.1.4-1 und Film 5).
Abb. 3.1.4-1 A-D =zeigt solche Teilungen im Neuralrohr in einem H2A:GFP
transgenen Embryo, in E-J wurde Tau:GFP mRNA zu Visualisierung des
Spindelapparates injiziert. Bild A zeigt eine Zelle in der Metaphase, die
Metaphaseplatte ist senkrecht zum Neurocoel orientiert. Diese Situation entspricht
der in Bild G, wo derSpindelapparat einer Metaphase parallel zum Neurocoel zu
sehen ist. Die Teilung geht in Ana- und Telophase Uber (Bilder B und H-I), danach
runden sich die beiden Zellkerne wieder ab und verbleiben am Neurocoel (Bilder C,
untere zwei Pfeile und J).

Zur genauen Analyse dieses Stadiums wurden 2733 Mitosen aus zwei
unterschiedlichen Embryonen herangezogen. Der Bereich der Untersuchung
erstreckte sich auf drei aufeinanderfolgende Neuromere Uber einen Zeitraum von 20
hpf bis circa 32-35 hpf hinweg. Zur Erstellung der Filme wurden die Aufnahmen von

12 Z-Ebenen Uber die ganze Tiefe des Neuralrohrs genutzt. Lediglich die dorsalsten
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und ventralsten Regionen, die Dach- und Bodenplatte, wurden nicht mit in die

Auswertung einbezogen.

Abb. 3.1.4-1: Mitotische Teilungen im Neuralrohr in einem Tg(H2A F/Z:GFP*®*") | Tg(H2A
F/Z:GFP**®) transgenen Embryo (A — D) und nach Injektion von Tau:GPF mRNA (E —
F). In A-D (0°-14") flankieren die Somiten das Neuralrohr des Embryos. Der Pfeil in A
markiert eine mitotische Zelle, deren Metaphaseplatte senkrecht zum Neurocoel (neur)
ausgerichtet ist. In B, nach 4 Minuten, teilt sich die Zelle, die Tochterkerne verbleiben
auf der selben Seite des Neuralrohrs (D). (E — J) Embryo nach Tau:GFP mRNA
Injektion. die Centrosomen verdopplung sich vor der Teilung (E , Pfeile) und wandern zu
gegenuber liegenden Seiten der Zellen. Die Spindel bildet sich parallel zum Neurocoel
(neur) (F) und die Teilung erfolgt (G — J). Anterior ist in den Aufnahmen immer an der
oberen Seite.

Bei 2716 Mitosen war die Orientierung der Spindel parallel zum Ventrikel mit einer
Abweichung von lediglich + 5-15°. 17 Zellen teilten sich mit einer schragen
Teilungsebene, mit Winkeln zwischen 15° und 25°. Neben diesen 2733 Mitosen
wurde eine grolle Zahl weiterer sich teilender Zelle Uber einen langen
Entwicklungszeitraum verfolgt. Senkrecht zur Mittellinie orientierte Mitosen wurden
dabei nicht entdeckt. Genau wie in Neuralplatte und Neuralkiel / Stab vollfihrten die
Metaphaseplatten der beobachteten Zellen planare Rotation von bis zu 90°.

Zusammenfassend lasst sich sagen, das die Orientierung sich teilender Zellen
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wahrend des Neuralrohr-Stadiums strikt planar zum Ventrikel verlauft. In keiner der

beobachteten Mitosen konnte eine senkrechte Spindel gezeigt werden.

Neuralrohr ( 20hpf-35hpf ) untersuchte Mitosen n = 2733

Tab. 3.1.4-1 Ausrichtung der Spindel bei Mitosen im Neuralrohr (H2A:GFP transgene

Embryonen)

parallel (£ 15°) schrag (15°-75°) |senkrecht (+ 15°)

2716 (99,38%) |17 (0,62%) -

Untersucht wurde die Ausrichtung der Spindel zur Mittellinie

Tab.3.1.4-2 Wanderung von Zellkernen des Neuralrohrs in die subventrikulare

Region

Wanderung nach der Mitose keine Wanderung

2681 (98,1%) 52 (1,9%)

3.1.5 Der Ubergang zwischen Neuralstab und Neuralrohr

Durch die starken, morphologischen Veranderungen ist die kontinuierliche
Beobachtung eines Embryos beim Ubergang von der Neuralplatte zum Neuralkiel mit
der gewahlten Untersuchungsmethode nicht mdglich. Der Ubergang zwischen
Neuralstab und Neuralrohr kann hingegen ohne Probleme dargestellt werden (Film
6). Die Transition zwischen den unterschiedlichen Orientierungsmodi geschieht
flieBend, beginnend mit zur Mittellinie hin schrag ausgerichteten Mitosen im spaten
Neuralstab-Stadium.

Abbildung 3.1.5-1 soll den Vorgang verdeutlichen. Bild A zeigt den Metaphasekern
einer Zelle, die sich in B und C mediolateral im Sinne des Neuralkiel / Stab Stadiums
teilt. In D — F ist eine Zelle mit Metaphaseplatte markiert, die ihre schrage
Ausrichtung auch beim Ubergang in die Anaphase beibehalt. Verfolgt man das
Schicksal der beiden Tochterzellen, so wird deutlich, dass diese auf einer Seite der
Anlage verbleiben und nicht bilateral verteilt werden. Ab einem Zeitpunkt von 16,5
hpf sind, in ventralen Regionen beginnend, mehr und mehr Teilungen planar

orientiert ( Bilder G-H). Die Umorientierung der Teilungsebene setzt sich nach dorsal
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fort. Da auch die Bildung des Neurocoels von ventral nach dorsal verlauft (Schmitz et
al., 1993), liegt der Schluss nahe, dass die Umorientierung eine Folge des sich
bildenden Neurocoels und der Separierung der Halften der neuralen Anlage ist.

Es kann festgestellt werden, dass sich der Ubergang von Neuralstab zum
Neuralrohr-Stadium durch eine kontinuierlich Umorientierung der

Teilungsorientierung von mediolateral nach planar zum Neurocoel auszeichnet.

. #
« 22 min

84 min . e 94 min

Abb. 3.1.5-1: Ubergang zwischen Neuralstab und Neuralrohr in einem Tg(H2A F/Z:GFP*%)
| Tg(H2A F/Z:GFP*®*®%) transgenen Embryo. Die Abbildung zeigt 9 Einzelaufnahmen
aus einer konfokalen Zeitrafferserie. Pfeile in A — C markieren eine senkrecht orientierte
Mitose (A - B) mit bilateraler Verteilung der Tochterzellen (C). In D — E ist eine schrag
orientierte Teilungsebenen zu sehen (D), deren Tochterkerne auf einer Seite des Stabs
verbleiben (F). G — H zeigen eine Mitose, deren Metaphaseplatte senkrecht
ausgerichtet ist (G), die Spindel ist parallel zur Mittellinie. Auch hier verbleiben die
beiden Tochterkerne auf einer Seite der neuralen Anlage (l). Es ist festzustellen, dass
der Ubergang zwischen Neuralstab und Rohr nicht abrupt, sondern vielmehr flieRend
erfolg, was sich in der Orientierung der Mitosen wiederspiegelt.
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3.2 Migration postmitot. Zellen in subventrikulare Neuralrohrbereiche

Im sich entwickelnden celebralen Cortex des Frettchens korreliert die Orientierung
der Mitosen neuroepithelialer Zellen mit dem Verhalten der Tochterzellen nach der
Mitose (Chenn and McConnell, 1995). Circa 15% der untersuchten Mitosen zeigten
eine senkrechte Orientierung zum Neuroepithel. Damit einhergehend unterschieden
sich die aus diesen Mitosen hervorgehenden Tochterzellen voneinander in ihrer
spateren Lokalisation. Wahrend die eine an der ventrikularen Oberflache verblieb
und sich dort weiter teilte, wanderte die andere Zelle in subventrikulare Regionen
(Chenn and McConnell, 1995).

Abb. 3.2-1: Sequenz 8 konfokaler Aufnahmen des Neuralrohrs eines Tg(H2A F/Z:GFP ) /
Tg(H2A F/Z:GFP**®) transgenen Embryos zur lllustration der Wanderung
postmitotischer Zellen in subventrikulare Regionen. In A, bei 0 min, ist ein mitotischer
Kern am Neurocoel durch einen Pfeil markiert. Nach 12 Minuten (B) beginnt eine der
Tochterzellen in Richtung des subventrikularen Bereichs zu wandern (weiter in C — G).
Die Zelle tritt in H, nach 137 Minuten 20 Sekunden in den Bereich sich differenzierender
Zellen ein, der durch eine Neuropilschicht abgetrennt ist. In den Aufnahmen ist anterior
nach links orientiert.
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Bei den in dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen der mitotischen Orientierung
im Neuralrohr-Stadium konnten keine senkrecht angeordneten Mitosen festgestellt
werden. Aus diesem Grund wurden die Tochterzellen der sich planar teilenden Zellen
einer weitergehenden Untersuchung unterzogen. In einigen Fallen konnten
Nachkommenzellen Uber einen genigend langen Zeitraum verfolgt werden, um
Aussagen uber das spatere Zellschicksal treffen zu kénnen. Bei 52 von ihnen
wanderte eine Tochterzelle in subventrikulare Bereich, wahrend die andere am
Neurocoel verbliebt (Film 7).

In Abbildung 3.2-1 ist die in Film 7 zu sehende Wanderung noch einmal in einigen
Einzelaufnahmen zusammengefasst. Zeitpunkt 0 erfasst den Augenblick der Teilung.
Die beiden Tochterzellen sind fur ungefahr 1 Stunde gemeinsam am Neurocoel
lokalisiert, bevor eine der beiden in die subventrikulare Regionen wandert. Der
Vorgang ist nach circa 80 Minuten abgeschlossen. Es ist wahrscheinlich, dass sich
die basale Zelle in Neurone oder Gliazellen differenziert, da die subventrikulare
Region in die sie migriert ist solche Zelltypen beinhaltet. Das Neuralrohr besteht zu
diesem Zeitpunkt nicht mehr ausschliellich aus der ventrikularen Schicht mitotisch
aktiver Zellen, sondern auch aus weiter basal gelegenen Zellen, die sich
ausdifferenzieren. Diese Lage postmitotischer Zellen ist klar durch eine
Neuropilschicht vom Bereich mitotisch aktiver Zellen getrennt. Leider war es im
Rahmen unsere Untersuchungen nicht mdoglich eine erneute Teilung einer am
Neurocoel verbliebenen Zelle zu zeigen.

Die Beobachtungen zeigen aber, das die Orientierung der Spindel im Neuralrohr
nicht mit dem Verhalten der Tochterzellen im sich entwickelnden Ruckenmark

korreliert.

3.3 Polaritats- und Zellkontaktmarker

Komponenten des konservierten Par3/ASIP-aPKC Komplexes und der Zellkontakte
spielen eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung epithelialer Polaritat und der
Orientierung der mitotischen Spindel (Adams, 1996; Reinsch and Karsenti, 1994).
Die dargestellte, stereotype Orientierung der Spindel wahrend der Neurulation des
Zebrafischs wirft somit die Frage auf, ob die beschriebenen Proteine auch in diesem

Organismus steuernde Funktion bei der mitotischen Orientierung innehaben. Im
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Rahmen der Arbeit wurde deswegen die Lokalisation der genannten Proteine in den

verschiedenen Stadien der Neurulation genauer analysiert.

3.3.1 aPKC - eine Komponente des Par3/ASIP-aPKC Komplexes

Wie in der Einleitung dargestellt assoziiert die atypische Proteinkinase C (aPKC) mit
dem Zebrafisch Bazooka Homolog ASIP und steuert in diesem Komplex die
epitheliale Polaritat in Vertebraten (Izumi et al.,, 1998; Ohno, 2001; Suzuki et al.,
2001). Mit Hilfe eines Antikérpers gegen die beiden aPKC Isoformen A und ¢ (Horne-
Badovinac et al., 2001) kann die Lokalisation der Proteine in vivo bestimmt werden.
Es konnte gezeigt werden, dass es sich bei der Mutation, die den Phanotyp der
has™? Linie hervorruft, um eine Deletion in aPKCA handelt. Im Nervensystem des
Zebrafischs ist lediglich aPKCA expremiert, Antikorperfarbungen mit dem

m129  mutaten

beschriebenen Antikdrper gegen beide Isoformen geben in has
Embryonen kein Signal (Horne-Badovinac et al., 2001).
Die raumliche Verteilung von aPKC in Neuralplatte, Neuralkiel/Stab und Neuralrohr,

ist in Abbildung 3.3.1-1 dargestelit.

Abb. 3.3.1-1: Vier konfokale Aufnahmen wildtypischer Aufnahmen nach Behandlung mit
einem Anti-aPKC Antikorper gegen aPKCA und C. Bild A zeigt die Neuralplatte 10,5 hpf
von dorsal. aPKC ist in den Zellen der Neuralplatte diffus verteilt und nicht lokalisiert. (B
— C) Zwei Aufnahmen des Neuralstabs bei circa 17 hpf, anterior ist nach links orientiert.
Wahrend in dorsalen Bereichen des Stabs (B) keine Lokalisation von aPKC
festzustellen ist, beginnt diese in dorsalen Bereichen Uber der Bodenplatte erstmals
sichtbar zu werden (Pfeile in C). Im Neuralrohr (D) ist aPKC klar apikal lokalisiert
(Pfeile).
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Die konfokale Aufnahme A zeigt die Neuralplatte eines 10 — 11 hpf alten Embryos im
Querschnitt. Das Protein ist nicht lokalisiert, es kann keine spezifische Farbung
festgestellt werden. Die Bilder B und C zeigen einen dorsalen (B) und einen
ventralen (C) Schnitt durch den Neuralstab. Wie in der Neuralplatte auch, ist in
dorsalen Bereichen des Stabs keine spezifische Farbung zu erkennen. Ventral
dagegen zeigen sich an den apikalen Seiten der Zellen Signale der
Antikorperfarbung. Es handelt sich dabei um die Region, in der die beiden Seiten des
Neuralkiel/Stabs nach der Einfaltung bereits in Kontakt getreten sind. Die Intensitat
der Farbung steigert sich zum Neuralrohr-Stadium hin (D). Wie im Neuralstab
markiert der Antikorper auch hier ein Epitop an den apikalen Polen der
neuroepithelialen Zellen. Neben dem neuralen Gewebe zeigte auch die Epidermis
der untersuchten Embryonen unspezifische Antikorperfarbung.

Abhangig vom Neurulationsstadium verstarkt sich die Lokalisation von aPKC.
Wahrend aPKC in der Neuralplatte entweder gar nicht oder diffus expremiert ist, ist in
Neuralstab und Neuralrohr eine zunehmende Reifung der Markerkonzentration zu

verzeichnen.

3.3.2 f-Actin und Phosphotyrosin; weitere Marker der apikalen Region

Neben der Lokalisierung von aPKC wurde aul3erdem die Verteilung weiterer apikaler
Marker wie f-Actin und Phosphotyrosin (pTyr) in neuroepithelialen Zellen wahrend
der Neurulation untersucht.

Filamentoses (F) Actin ist Bestandteil des Cytoskeletts, es kann durch die Bindung
von Phalloidin aus dem Pilz Amanita phalloides nachgewiesen werden. Im Rahmen
der Arbeit wurde mit Rhodamin konjugiertes Phalloidin verwand, dass unter
Epifluoreszens oder mit Konfokalen Methoden detektierbar ist.

Abbildung 3.3.2-1 zeigt die Lokalisierung von filamentosem Actin (A und B) sowie
membranstandigem Phosphotyrosin (C und D) jeweils in Neuralplatte und
Neuralrohr. Bild A zeigt das Auftreten von f-Actin an den Membranen der
Neuralplattenzellen. Das detektierte Epitop ist in apikalen wie basalen Bereichen
gleichmalig verteilt, es kann keine lokalisiertes Auftreten von Actinstrangen an einer
bestimmten Seite der Zellen festgestellt werden. Beginnend im spaten Neuralstab -
Stadium wird eine apikale Lokalisation von f-Actin in den Zellen deutlich. Die

Konzentration des Signals steigert sich mit dem Entwicklungsalter der neuralen
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Zellen, im Neuralrohr ist f-Actin klar apikal lokalisiert. Neben der Lokalisation in
neuralem Gewebe, ist in den Aufnahmen auch noch eine deutliche Konzentration

von f-Actin in den Muskelfasern (Sm) der Somiten erkennbar.
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Abb. 3.3.2-1: Die Abbildung zeigt die Lokalisation von f-Actin (A - B) und Phosphotyrosin
(pTyr) (C - D) in Neuralplatte und Neuralrohr. f-Actin kann membranstandig in den
Zellen der Neuralplatte nachgewiesen werden (A), es liegt, im Gegensatz zur apikalen
Lokalisation im Neuralrohr (B), kein gerichtetes Auftreten des Proteins vor. Im
Neuralrohr ist f-Actin daneben auch noch stark in den Somiten (Sm) vertreten. Genauso
wie f-Actin ist pTyr in der Neuralplatte nicht lokalisiert verteilt (C). Im Neuralrohr ist eine
schwache, apikale Lokalisation vorhanden (D). Bei beiden Markern reift die Lokalisation
der untersuchten Marker im Verlauf der Neurulation. In B und D ist anterior jeweils links,
der Blick auf die Neuralplatte in A und erfolgt von dorsal.

In den Antikérperfarbungen gegen Phosphotyrosin (C-D) lasst sich eine ahnliche
Lokalisation wie bei f-Actin feststellen. In der Neuralplatte (C) ist pTyr gleichmafig an
den Membranen der Zellen verteilt. Auch in diesem Fall wurden Z-Aufnahmen der
gesamten Zellschicht durchgeflhrt, ohne dass eine ortliche Konzentration des

Proteins festgestellt werden konnte. Im Neuralrohr (D) ist die apikale Lokalisation von
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pTyr (Pfeile) zwar recht schwach, aber dennoch sichtbar. Daneben zeigen auch
postmitotische, basal orientierte Zellen pTyr Farbung (Pfeilkopf), wie auch Somiten
(Sm) und umhdullende Epidermis (Ep).

f-Actin und pTyr gemeinsam ist eine nichtlokalisierte, membranstandige Detektierung
durch die Antikorper im Neuralplattenstadium, und eine klar apikale Konzentration im

Neuralrohr-Stadium. Die Konzentration der Marker reift im Laufe der Neurulation.

3.3.3 Die Lokalisierung von aPKC wahrend der Mitosen

Die Expression von Polaritatsmarkern reift im Verlauf der Neurulation. Es stellte sich
daraufhin die Frage, ob die apikale Lokalisation der Marker im Neuralrohr-Stadium
wahrend der Mitosen Bestand hat. Neben dem bereits beschriebenen Antikorper
gegen aPKCA und ¢ wurde zusatzlich eine DNA-Farbung (Sytox Green) verwand.
Durch diese Kombination kbnnen aPKC Lokalisation und Chromatinstatus simultan in
einer Aufnahme wiedergegeben werden.

Abbildung 3.3.3-1 zeigt das Resultat der gewahlten Methode. In den Bildern B und C
ist sichtbar, wie die in Aufnahme A durch Pfeile markierte Zelle die Anaphase mit der
Trennung der Chromosomenpaare durchlauft. Sowohl in der vorhergehenden
Metaphase, wie auch in der Anaphase und Telophase (B-C) ist die apikale

Lokalisation von aPKC (rot, Kernfarbung grun) sichtbar.

Abb. 3.3.3-1: Aufnahmen des Neuralrohrs eines wildtypischen Embryos, in denen eine DNA
Farbung (Sytox Green) mit einem anti-aPKC Antikdrper gegen aPKCA und ¢ (rot)
kombiniert wurde. Eine mitotische Zelle (Pfeile) ist in (A) Metaphase, (B) Anaphase und
(C) Telophase zu sehen. Wahrend der Mitose (B - C) bleibt die aPKC — Farbung
bestehen. Die Zelle verliert ihre Polaritat wahrend der Teilung nicht. (Anterior ist jeweils
oben)
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Die fest etablierte Polaritat der neuroepithelialen Zellen bleibt wahrend der Mitosen
im Neuralrohr Stadium bestehen, die apikale Lokalisation von aPKC geht nicht

verloren.

3.3.4 Spindelorientierung in der aPKC — Mutante heart and soul

In delaminierenden Neuroblasten von Drosophila melanogaster steuert Bazooka,
zusammen mit anderen Proteinen, die Ausrichtung der mitotischen Spindel (Schober
et al., 1999; Wodarz, 2001). Ahnlich agiert Bazooka gemeinsam mit Inscutable und
Pins bei der Spindelorientierung in der Zelllinie der sensorischen Borsten (Le Borgne
et al., 2002). Es stellte sich die Frage, ob der Bazooka/ASIP-aPKC Komplex auch im
Zebrafisch ein steuernde Wirkung auf die Orientierung der Spindel besitzt. Zur
Beantwortung der Frage wurde die transgene Linie H2A:GFP (Tg(H2A F/Z:GFP*®®7
Tg(H2A F/Z:GFP*?® ) in die aPKC Zebrafisch Mutante heart and soul (has)
eingekreuzt, die eine durch Deletion inaktive atypische Kinase expremiert. Mit has
homozygoten Embryonen wurden dann ,Zeitraffer - Filme ab einem

Entwicklungsstadium von circa 26 hpf hergestellt.

Abb. 3.3.4-1: 9 konfokale Aufnahmen des Neuralrohrs eines has™?® homozygoten und
Tg(H2A F/Z:GFP**®%") | Tg(H2A F/Z:GFP****®) transgenen Embryos. Mit Pfeilen markiert
sind die unterschiedlichen, auftretenden Teilungsmodi. Die Bilder A — C zeigen eine
schrag orientierte Mitose (A), deren Tochterkerne (C) auf einer Seite des Neuralrohrs
verbleiben. In D — | sind senkrechte Teilungen mit Pfeilen markiert, deren Tochterzellen
bilateral verteilt werden (F - 1). D und E zeigen eine parallel zum Neuroepithel orientierte
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Mitose (Pfeilspitzen). Neben wildtypisch aussehenden Bereichen zeigt das Neuralrohr
auch Region, in denen die beiden Halften der Anlage fusioniert sind (H, markiert durch
x). Die Orientierung der Mitosen in has homozygoten Embryonen ist, verglichen mit dem
Wildtyp, beeintrachtigt.

Abbildung 3.3.4-1 zeigt einige ausgewahlte Teilungen eines solchen Films. In Bild A
deutet ein Pfeil auf die Metaphaseplatte einer mitotischen Zelle. Die Metaphaseplatte
rotiert, und teilt sich dann in B schrdg zum Ventrikel. Die beiden Tochterkerne (C)
verbleiben auf einer Seite des Neuralrohrs. Abbildungen D — G zeigen, durch Pfeile
markiert, eine senkrechte Mitose. In diesem Fall ist es nicht mdglich genau zu
bestimmen, ob beide Tochterkerne auf einer Seite des Neuralrohrs verbleiben, oder
beide bilateral verteilt werden. In den meisten Mitosen, in denen senkrechte
Orientierungen des Spindelapparats beobachtet werden konnten, verbleiben beide
Nachkommenzellen auf einer Seite des Neuralrohrs. Die Bilder D und E zeigen,
markiert durch Pfeilspitzen, eine planare Teilung. H und | verdeutlichen dagegen eine
senkrechte bis leicht schrag orientierte Mitose.

Ab 26 hpf kdnnen has homozygote Embryonen von wildtypischen Embryonen
unterschieden werden. Zu diesem Zeitpunkt ist die Morphologie des Neuralrohrs der
untersuchten Homozygoten noch weitgehend unauffallig. Im weiteren Verlauf der
Entwicklung aber zeigen sich markante Stérungen. Im Bild H sind zwei Bereiche des
Neuralrohrs mit x markiert, in denen der Status des Neurocoels nicht dem
Entwicklungsalter entspricht. Die beiden Halften der Anlage sind fusioniert und
optisch nicht von einander trennbar. In der Region zwischen den beiden markierten
und undifferenzierten Bereichen (H) umlagern neuroepitheliale Zellen ein partielles
Neurocoel.

Die Orientierung von mitotischen Teilungen in has homozygoten Embryonen wurde
statistisch an einer Gesamtzahl von 750 Teilungen des Neuralrohr-Stadiums
ausgewertet. In 603 Fallen (80,4%) waren die Teilungen planar zur neuroepithelialen
Oberflache. 68 Teilungen (9,1%) zeigten einen schrage (bis zu 45°) Ausrichtung, 79
Mitosen (10,5%) waren senkrecht (60° - 90°) orientiert.

In homozygoten Embryonen der aPKC Mutante has ist die mitotische Spindel bei
einem gewissen Prozentsatz misorientiert, circa 80% der Teilungen zeigen eine

planare Ausrichtung der Spindel.
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3.3.5 201 als Tight Junction Marker

Neben den Komponenten des Par3/Bazooka/ASIP Komplexes haben auch die
Zellkontaktkomplexe eine steuernde Wirkung bei der Orientierung der mitotischen
Spindel in Drosophila (Knust and Bossinger, 2002; Le Borgne et al.,, 2002). Im
Rahmen der Arbeit wurde deswegen das Auftreten von Zellkontaktkomponenten
wahrend der Neurulation untersucht. Zuerst wird nun die Lokalisation von ZO1 als
Tight Junction Komponente dargestellt werden. Abbildung 3.3.5-1 zeigt ZO1 in
Immunofluoreszenzaufnahmen der Neuralplatte bei 10,5 hpf und im Neuralrohr bei
24hpf. Bild A zeigt die Neuralplatte von dorsal. ZO1 ist diffus verteilt, eine spezifische
Lokalisation ist nicht erkennbar. Im Neuralrohr dagegen ( Bild B, Embryo bei 24 hpf )
ist eine klar apikale Lokalisation des Epitops sichtbar, die im Bild durch Pfeile
markiert ist. Bei der abgebildeten Region handelt es sich um den Bereich der ersten
zwei Somiten. Neben der Expression in neuralem Gewebe ist im Bild auch noch eine

starke Farbung in der umhullenden Epidermis zu erkennen.

Abb. 3.3.5-1: Verteilung von ZO1 in Neuralplatte und Neuralrohr. Von wildtypischen
Embryonen wurden konfokale Aufnahmen, nach Behandlung mit einem anti ZO1
Antikorper hergestellt. (A) zeigt die Neuralplatte eines 10,5 hpf alten Embryos (2 Som)
von dorsal. Das Epitop ist diffus an den Membranen der Zellen verteilt. Im Neuralrohr
eines 24 hpf alten Embryos (B) ist ZO1 (Pfeile) an den apikalen Seiten der
Neuroepithelialen Zellen lokalisiert. ZO1 bildet einen Ring um die Zellen, wodurch im
konfokalen Schnitt zwei Lokalisationspunkte pro Zelle erkennbar sind. Die anteriore
Seite ist in Aufnahme B nach links orientiert.

An Hand alterer Stadien des Neuralrohrs wurde nun die Entwicklung der ZO1
Lokalisation untersucht.

Abbildung 3.3.5-2 zeigt die ZO1 Lokalisation in wildtypischen Embryonen von 30 —
72 hpf. In A bis C markieren Pfeile jeweils das ZO1 Signal an der apikalen Seite der
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neuroepithelialen Zellen. Fur die Aufnahmen wurden mit einem Microtom 5um dicke
Querschnitte des Neuralrohrs nach einer ZO1 Antikdrperfarbung hergestellt. Das
Z01 Protein zieht sich in Form eines Ringes um die apikale Seite der Zellen. Aus
diesem Grunde koénnen jeder Zelle im Querschnitt zwei Lokalisationspunkte
zugeordnet werden. Bis zu einem Alter von 53 hpf ist ZO1 Uber die ganze
Ausdehnung des Neuralrohrs hinweg sichtbar. Besonders starke Farbungen zeigen
wahrend dieses Zeitraum die dorsalen Bereiche und die Region tber der

Bodenplatte, in der das Neurocoel seine grofdte Ausdehnung aufweist.
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Abb. 3.3.5-2: Dorsoventrale Verteilung von ZO1 im Neuralrohr wildtypischer Embryonen. Fr
die lichtmikroskopischen Aufnahmen wurden 5 um dicke Schnitte nach Behandlung mit
einen anti-ZO1 Antikérper erstellt. Die Position der ZO1 Lokalisation ist jeweils durch
Pfeile, im Bereich der Bodenplatte durch Pfeilspitzen markiert. In A — C (30, 40 und 53
hpf) ist ZO1 von dorsal nach ventral gleichmallig an den apikalen Seiten der Zellen
verteilt. Bei 72 hpf (D) ist ZO1 nur noch Uber der Bodenplatte um das stark erweiterte
Neurocoel sichtbar (Pfeilspitze).

Dieser ventrale Bereich ist in den Bildern A — D durch Pfeilspitzen markiert. Ab 53 hpf
beschrankt sich die ZO1 Lokalisation auf ventrale Bereiche des Neuralrohrs, wie es
in Bild D bei einem 72 hpf alten Embryo zu sehen ist. Die Pfeilspitze deutet in Bild D,

wie in A — C, auf die Region Uber der Bodenplatte.
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Um zu Uberprifen, ob sich eine Stérung des ASIP — aPKC Komplexes auf die
Entwicklung der Zellkontakte auswirkt, wurde die Lokalisation von ZO1 im Wildtyp mit
derjenigen in der aPKC Mutante has untersucht. Abbildung 3.3.5-3 zeigt Aufnahmen
eines wildtypischen (A — C) und eines has homozygoten Embryos (D — E) jeweils
von dorsal. Von jedem Embryo wurde dabei eine Aufnahme des dorsalen, des

medialen und des ventralen Bereichs des Neuralrohrs angefertigt.

Abb. 3.3.5-3: Konfokale Aufnahmen der Lokalisation von ZO1 im Neuralrohr eines
wildtypischen Embryos (A — C) und eines has™?® homozygoten Embryos (D — F) bei 26
hpf. Die Abbildung zeigt flr Wildtyp und Mutante jeweils ein Bild (von oben nach unten)
der dorsalen, medialen und ventralen Region des Neuralrohrs. Dieses gilt genauso fur
die im weitern folgenden Aufnahmen bei 30, 48 und 72 hpf. Im Wildtyp (A — C) ist ZO1
durchgehend von dorsal (A) nach ventral (C) apikal (Pfeile) lokalisiert. Das gleiche gilt
fur die Mutante (D — F). Hier sind keine Stérungen des ZO1 Musters zu erkennen.
Anterior ist in den Aufnahmen jeweils links

Genauso wurde auch bei den Aufnahmen der 30, 48 und 72 hpf alten Embryonen
verfahren. ZO1 ist in beiden Embryonen an der apikalen Seite der neuroepithelialen

Zellen lokalisiert. Bei 26 hpf unterscheidet sich die Mutante bei Betrachtung von ZO1
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nicht vom wildtypischen Embryo. Ab einem Zeitpunkt von 30 hpf dagegen (Abbildung
3.3.5-4) zeigen sich Unterschiede beim Vergleich der ZO1 Lokalisation im Wildtyp ( A
—C ) und in der has Mutante ( D — F ). Wahrend ZO1 im wildtypischen Embryo von
dorsal nach ventral weiterhin apikal lokalisiert ist, treten in der Mutante Bereich an
der Mittellinie des Neuralrohrs auf, in denen keine ZO1 Farbung nachweisbar ist ( in
den Aufnahmen durch Pfeilspitzen markiert ). Wahrend solche Bereiche ohne ZO1
Lokalisation bei 30 hpf noch relativ selten sind, ist ihr Auftreten bei 48 hpf in der
Mutante ( Abbildung 3.3.5-5, Bilder D - F) regelmafig zu beobachten.

Abb. 3.3.5-4: Konfokale Aufnahmen der ZO1 Lokalisation in Wildtyp und has Mutante bei 30
hpf. Im Wildtyp (A — C) ist ZO1 von dorsal nach ventral gleichmaRig apikal verteilt
(Pfeile). In der has Mutante ist die Lokalisation in dorsalen Bereichen (D) gleichmaRig
apikal, im medialen Bereich (E) treten Unterbrechungen der Lokalisation auf
(Pfeilspitzen). Im ventralen Bereich Uber der Bodenplatte (F) ist ZO1 wiederum
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gleichmaRig apikal lokalisiert. Die Mutation in der aPKC hat somit bei 30 hpf
Auswirkungen auf die ZO1 Lokalisation. In A — C ist anterior nach oben, in D — F nach
schrag rechts orientiert.

Abb. 3.3.5-5: Konfokale Aufnahmen der ZO1 Lokalisation bei 48 hpf in Wildtyp und has
Mutante. Im Wildtyp ( A — C ) ist ZO1 von dorsal nach ventral gleichmaRig apikal
lokalisiert. In der Mutante zeigen sich auf allen Ebenen des Neuralrohrs ( D — F )
Unterbrechungen ( Pfeilspitzen ) der apikalen ZO1 Lokalisation ( Pfeile ). In diesem Fall
ist eine solche Unterbrechung auch ventral ( F ) Uber der Bodenplatte sichtbar. In den
Aufnahmen ist anterior stets schrag rechts oben.

Bild D zeigt das Neuralrohr im dorsalen Bereich. Regionen mit apikaler ZO1
Lokalisation (Pfeile) werden kontinuierlich durch Bereiche ohne Farbung
unterbrochen. Gleichzeitig ist die Morphologie des Neuralrohrs grundsatzlich gestort.
Unter Normarskibedingungen lassen sich Bereiche bestimmen, in denen die beiden
Halften des Neuralrohrs fusioniert zu sein scheinen. Innerhalb dieser Regionen ohne
sichtbares Neurocoel lasst sich keine ZO1 Farbung feststellen. Dieser

Zusammenhang zwischen Bereichen ohne sichtbares Neurocoel und dem Fehlen der



Ergebnisse 72

Zo1 Farbung ist in Abbildung 3.3.5 ZO1 Korrelation in einer Kombination von
Durchlichtbild und konfokaler Aufnahme dargestellt. Bild A zeigt die Unterbrechungen
der apikalen ZO1 Lokalisation, markiert durch Pfeile, in Bild B deuten die Pfeile auf

die Endpunkte der fusionierten Halften des Neuralrohrs hin.

Abb. 3.3.5 -6: Konfokale Aufnahmen der ZO1 Lokalisation in Wildtyp (A — C) und has
Mutante (D — E)bei 72 hpf. Im dorsalen Bereich des Neuralrohrs im Wildtyp (A) ist bei
72 hpf keine lokalisierte ZO1 — Farbung zu erkennen. Im ventralen Bereich dagegen (B
— C, Pfeile) ist ZO1 apikal in den Zellen des Neuroepithels lokalisiert. Im Neuralrohr des
has homozygoten Embryo ist ZO1 ebenfalls nur ventral lokalisiert (D - E, Pfeile), dorsal
ist keine Farbung sichtbar (hier nicht gezeigt). In den Aufnahmen der Abbildung ist
anterior steht nach links orientiert.

Bild C zeigt die Uberlagerung der beiden Aufnahmen. Es zeigt sich, dass Bereiche
des Neuralrohrs, in denen die beiden Halften der Anlage fusioniert sind, keine ZO1
Farbung mehr aufweisen. Bei 72hpf (Abbildung 3.3.5-6) ist in dorsalen Bereichen des
Wildtyps keine ZO1 Lokalisation zu erkennen (Bild A), die Farbung beschrankt sich
auf ventrale Bereiche (C — D). In der has Mutante (D — E) ist dorsal ebenfalls keine
Farbung zu erkennen, in ventralen Regionen des Neuralrohrs ist ZO1 apikal

lokalisiert.
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Abb. 3.3.5-7: Die Aufnahmen zeigen in einer Uberlagerung (C) den Zusammenhang
zwischen der Fusion der Neuralrohrhélften und der Unterbrechung der ZO1
Lokalisation. Pfeile markieren in A die Bereiche, in denen eine ZO1 Lokalisation nicht
beobachtet werden kann. Im Durchlichtbild B sind die fusionierten Bereiche als
diejenigen markiert (Pfeile und schwarze Linien), die kein Neurocoel (nc) aufweisen. In
der Uberlagerung der beiden Kanale (C) wird deutlich, dass diese fusionierten Bereiche
keine ZO1 Lokalisation aufweisen.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die apikale ZO1 Lokalisation im Wildtypen
bis 53hpf in der gesamten dorsoventralen Ausdehnung des Neuralrohrs zu sehen ist,
und sich danach auf ventrale Bereiche Uber der Bodenplatte beschrankt. In der has
Mutante sind Regionen der Mittellinie ohne ZO1 Farbung sichtbar, die sich mit
zunehmendem Entwicklungsalter bis 48 hpf ausweiten. Bei 72 hpf lasst die in
ventralen Bereichen des Neuralrohrs noch vorhandene ZO1 Farbung keine

Unterschiede zum Wildtypen erkennen.

3.3.6 p-Catenin als Adherens Junction Marker

Neben ZO1 als Tight Junction Komponente wurde im Rahmen der Arbeit B-Catenin
als Marker der Adherens Junctions verwand. Abbildung 3.3.6-1 gibt einen Uberblick
Uber die Verteilung von B-Catenin in Neuraplatte (A — C), Neuralkiel/ Stab (D — F)
und Neuralrohr (G). B-Catenin ist in der Neuralplatte diffus an den Zellmembranen
verteilt (A — C), die Untersuchung unterschiedlicher Z-Ebenen der Zellschicht zeigt
keine spezielle Lokalisation des Proteins. Ab dem Neuralstab Stadium wird in

ventralen Bereichen der Neuralen Anlage eine erste apikale Lokalisation deutlich (E),
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die sich im weitern Verlauf der Neurulation verstarkt (E — F). Im Neuralrohr, nach

Bildung des Neurocoels ist B-Catenin klar apikal an der Mittellinie lokalisiert (G).

Abb. 3.3.6-1: Uberblick tber die p-Catenin Lokalisation in Neuralplatte (A — C), Neuralstab
(D = F) und Neuralrohr (G). A — C zeigen konfokale Aufnahmen der Neuralplatte bei
10,5 — 11 hpf (2 —=3 Som.). B-Catenin ist diffus an den Zellmembranen sichtbar, zeigt
aber keine dorsoventrale Lokalisation in den neuroepithelialen Zellen. In ventralen
Bereichen des Neuralstabs (Pfeile, 16 — 17 hpf) wird eine erste Lokalisation des
Proteins deutlich. Die Angaben in den Bildern A — F beziehen sich jeweils auf
Focusschritte in um. Im Neuralrohr (G) ist p-Catenin besonders stark apikal an der
Mittellinie lokalisiert (Pfeile).

Has homozygoten Embryonen zeigen in weiten Bereichen des Neuralrohrs keine
Z01 Farbung. Um zu Uberprifen, ob die Abwesenheit einer funktionellen aPKC auch
Auswirkungen auf die Lokalisation von B-Catenin hat, wurde die Verteilung des

Proteins in has homozygoten Embryonen untersucht. In Abbildung 3.3.6-2 wurden
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Immunofluoreszenzbilder von B-Catenin Antikorperfarbungen eines 48 hpf alten,
wildtypischen Embryos (A — C) einer Farbung an einem 35 hpf alten, has
homozygoten Embryo (D — F) gegenlbergestellt. Im Wildtypen ist B-Catenin
durchgangig von dorsal nach ventral apikal am Ventrikel lokalisiert (A — C, markiert
durch Pfeile). In der has Mutante dagegen zeigt die apikale Lokalisation von f3-
Catenin deutliche Licken (D — F, markiert durch Pfeilspitzen). Die Unterbrechungen
sind in allen Bereichen des Neuralrohrs sichtbar und kommen dorsal (D), wie medial

(E) und ventral (F) vor.

Abb. 3.3.6-2: Lokalisation von B-Catenin in Wildtyp und has Mutante. Die Konfokalen
Aufnahmen nach Behandlung mit einem anti p-Catenin Antikdrper zeigen dorsale,
mediale und ventrale Bereiche eines wildtypischen (A — C) und has™?® mutanten (D —
E) Neuralrohrs. Im Wildtyp ist -Catenin in allen Bereichen des Neuralrohrs apikal am
Neuroepithel lokalisiert (A - C, Pfeile). Im homozygot mutanten Embryo dagegen zeigen
sich entlang der dorsoventralen Achse Unterbrechungen der Lokalisation (D - E,
Pfeilspitzen). Diese gilt auch fir den Bereich Uber der Bodenplatte (F). Anterior ist in
den Aufnahmen A — C links oben, in D — F links unten.
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B-Catenin ist in der Neuralplatte diffus an den Zellmembranen verteilt, die apikale
Lokalisation reift vom Neuralstab Stadium an. In der Neuralplatte ist p-Catenin klar
apikal am Ventrikel lokalisiert. In has homozygoten Embryonen zeigt die -Catenin
Verteilung am Ventrikel deutliche Lucken, die in allen dosoventralen Bereichen des

Neuralrohrs zu finden sind.
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3.4 Die Ultrastruktur von Zellkontaktkomplexen

Neben der Analyse der Lokalisation von Zellkontaktkomponenten in Wildtyp und has
Mutante wurden im Rahmen der Arbeit auch Entwicklung und Ultrastruktur der
Zellkontakte untersucht. Als geeignetes Mittel erwies sich dabei ein Transmissions-
Elektronenmikroskop (TEM), mit dessen Hilfe der Zeitpunkt des ersten Auftretens
reifer Zellkontaktkomplexe gezeigt werden konnte. Ein besonderer Augenmerk lag
dabei auf den flr Vertebraten spezifischen Tight Junctions. Zur Klarung des Status
der Zellkontakte wurden zu Beginn gro3formatige Mosaikaufnahmen von
Querschnitten des Neuralrohrs in Stadien von 26 hpf bis 72 hpf hergestellt. Auf
Grund der Formats der Zusammenstellungen konnen in dieser Arbeit allerdings nur

relevante Details wiedergegeben werden.

3.4.1 Zellkontakte in wildtypischen Embryonen

Die Analyse der Ultrastruktur von Zellkontakten wurde an Stadien des Neuralrohrs
von 24 hpf bis 72 hpf durchgefuhrt. Dieser Zeitpunkt erschien angebracht, da sowonhl
Marker fir Adherens als auch Tight Junctions beim Ubergang zwischen Neuralstab
und Neuralrohr erstmals lokalisiert auftreten.

Abbildung 3.4.1-1 zeigt zwei elektronenmikroskopische Aufnahmen der
Mittellinienregion eines 24 hpf alten, wildtypischen Embryos. Das Neuralrohr wurde
fur die Aufnahmen transversal geschnitten. Pfeilspitzen markieren in beiden Bildern
den Kontakt der zwei Halften der neuralen Anlage. Neben den die Zellen
umhullenden Membranen sind in den Aufnahmen angeschnittene Mitochondrien (mt)
und Teile des Neurocoels (nc) zu erkennen. Pfeile markieren Zellkontaktstrukturen
mit den Charakteristika von Adherens Junctions in den apikalen Bereichen der
Zellen. Bild B zeigt einen groRen Adherens Junction Komplex, der durch den Kontakt
von 4 Zellen an dieser Position entstanden ist. Zum Zeitpunkt der Aufnahmen sind
die apikalen Zellkontaktkomplexe einteilig und zeigen keine weitergehende apikal —
basale Differenzierung. Neben den beschriebenen Adherens Junctions ist keine
weitere Form von Zellkontaktkomplexen vorhanden.

Abbildung 3.4.1-2 A gibt einen Uberblick Gber den Mittellinienbereich eines 36 hpf
alten Embryos im Querschnitt. Pfeilspitzen markieren den Kontakt der beiden Halften

des Neuralrohrs, insgesamt sind die apikalen Regionen von 9 Zellen sichtbar.
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Abb. 3.4.1-1: Elektronenmikroskopische (EM) Aufnahmen der Mittellinienregion eines 24 hpf
alten, wildtypischen Embryos (Vergr. 12000x). In Aufnahme A ist die Kontaktseite der
Halften des Neuralrohrs durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Kurze Adherens Junctions
(Pfeile) treten an den apikalen Seiten der teilweise erfassten Zellen auf. Mitochodrien
(mt) sind im Querschnitt genauso sichtbar wie Ribosomen und Vesikel unbekannter
Herkunft. In B ist die Kontaktseite zwischen den Neuralrohrhalften mit eine Pfeilspitze
gekennzeichnet. Das Neurocoel (nc), hier im Bereich der Bodenplatte, ist starker
erweitert als in der dorsaleren Aufnahme A. Adherens Junctions sind mit Pfeilen
markiert.

Das Neurocoels ist in diesen Aufnahmen nicht so stark erweitert wie in denen des 24
hpf alten Embryos. Neben den Zellkernen ( nu ) sind auch Golgi-Stapel ( gl ), und im
Bereich der Zellkerne lokalisiertes endoplasmatisches Retikulum ( er ) sichtbar. Pfeile
markieren die auftretenden Zellkontaktkomplexe, die, wie auch im 24 hpf alten
Embryos gesehen, einteilig sind und die Charakteristika von Adherens Junctions
besitzen. Bild B gibt die ventrale Mittellinienregion in gesteigerter VergrofRerung
wieder. Das Neurocoel ( nc ) ist hier stark erweitert, in den daruber liegenden Zellen
sieht man einige Mitochondrien ( mt ) und Vesikel ( vs ), moglicheweise des Golgi
Apparates im Anschnitt. Die mit x bezeichnete Zelle ist zur Teilung abgerundet.
Gleichzeitig halten aber Adherens Junctions (Pfeile) den Kontakt zu den
Nachbarzellen. Die Verbund zwischen den Zellen des Neuralrohrs Uber Adherens

Junctions scheint also wahrend der Zellteilung gewahrt zu bleiben.
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Abb. 3.4.1-2: EM Aufnahmen der Mittellinienregion eines 36 hpf alten wildtypischen Embryos
(Vergrofderung A — 7000x, B — 12000x). Die Kontaktseite an der Mittelinie (A) ist mit
Pfeilspitzen markiert. An den apikalen Seiten der Zellen sind kurze Adherens Junctions
(Pfeile) als einzige Zellkontakkomplexen dieses Stadiums zu sehen. Neben den
prominenten Zellkernen (nu) mit ihren Kernmembrane, ist auch ein Golgi Stapel in einer
Zelle sichtbar. Die Aufnahme B wurde in ventraleren Regionen des Neuralrohrs des
selben Embryos aufgenommen. Das Neurocoel (nc) ist hier starker erweitert als in A.
Adherens Junctions sind durch Pfeile markiert. Die durch x gekennzeichnete Zelle hat
sich zur Mitose apikal abgerundet, Zellkontaktkomplexe wahren dennoch den Kontakt
zu den Nachbarzellen. In der mitotischen Zelle ist ein Golgi Stapel im Querschnitt, und
assozierte Versikel sichtbar. Die in der Aufnahme wiedergegebenen Zellen enthalten
eine grofRe Zahl von Mitochondrien (mt).

Ab 55 hpf ( Abbildung 3.4.1-3) zeigen die Zellkontakte eine groliere Differenzierung.
Der Querschnitt durch die Mittellinienregion eines Embryos (Bild A) macht dieses
deutlich. Neben den auch in jungeren Stadien vorhandenen Adherens Junctions
(Pfeilspitzen) sind nun auch Desmosomen (Pfeil ) weiter basal sichtbar. Bild B zeigt
einen solchen Zellkontakt im Detail. Apikal ist eine Adherens Junction mit einer
Pfeilspitze markiert, weiter basal sieht man das strukturell verschiedene Desmosom
mit den Anknupfungspunkten des Cytoskeletts. Die beiden Aufnahmen bei 36 hpf

wirken durch eine gro3e Anzahl von Ribosomen oder Komponenten des endo-
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plasmatischen Retikulums sehr viel dichter als die vorhergehend gezeigten
Aufnahmen bei 24 und 36 hpf. Dieses ist vor allem durch die Dicke der verwandten
Schnitte bedingt. Verglichen mit den Aufnahmen der jingeren Stadien haben die Ad-
herens Junctions an GrolRe zugenommen, sie nehmen nun einen groReren Bereich

der apikalen Region der Zellen ein.

Abb. 3.4.1-3: EM Aufnahmen der Mittellinienregion eines 55 hpf alten Embryos (Vergr. A
12000x, B 20000x). In den Aufnahmen A und B sind neben den auch in jungeren
Stadien beobachteten Adherens Junctions (Pfeile) mehr basal angeordnete
Desmosomen (Pfeilspitzen) erkennbar. Aufnahme B zeigt einen Zellkontaktkomplex bei
starkerer Vergrolkerung. Adherens Junctions sind durch Pfeilspitzen, Desmosomen
durch Pfeile markiert, wobei die Adherens Junctions apikal zum Neurocoel (nc) hin
orientiert sind.

Zwischen 55 wund 72 hpf sind erstmals reife Tight Junctions in den
elektronenmikroskopischen Aufnahmen sichtbar. Abbildung 3.4.1-4 A zeigt die
ventrale Region des Neuralrohrs Uber der Bodenplatte im Querschnitt. Das
Neurocoel ist hier sehr prominent zu sehen, die Cilie (ci) einer angrenzenden Zelle
ragt in das Lumen. Eine weitere Cilie ist quer angeschnitten sichtbar. Die mit dieser
Aufnahme dokumentierten Zellkontakte sind dreiteilig. Apikal mit Tight Junctions
(schwarze Pfeilspitzen) beginnend, folgen weiter basal Adherens Junctions (Pfeile)
und darauf Desmosomen (graue Pfeilspitzen). In  Aufnahme B ist ein

Zellkontaktkomplex vergroRert wiedergegeben. Deutlich ist die Region der apikale
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Tight Junctions erkennbar, in der die beiden Seiten der Zellmembranen zu
fusionieren scheinen. Abbildung 3.4.1-5 A gibt eine Uberblick tber weiter dorsal
gelegene Regionen der Mittellinie des Embryos aus Abbildung 3.4.1-4. Bild B zeigt
einen vergrolerten Ausschnitt der selben EM-Aufnahme. Das Neurocoel ist hier nicht
so stark erweitert wie in Abbildung 3.4.1-4, dennoch ist es klar zwischen den beiden
Halften des Neuralrohrs sichtbar. Schwarze Pfeilspitzen markieren wieder Tight

Junctions, Pfeile Adherens Junctions und grau Pfeilspitzen Desmosomen.

Abb. 3.4.1-4: EM Aufnahmen der Mittellinienregion eines 72 hpf alten, wildtypischen
Embryos (Vergr. in A - B 12000x). Die Aufnahmen zeigen die Region Uber der
Bodenplatte, in der das Neurocoel (nc) seine groflte Ausdehnung aufweist. Die
Zellkontaktkomplexe sind nun dreiteilig: apikal beginnend mit Tight Junctions (schwarze
Pfeilspitzen), liegen basolateral Adherens Junctions (Pfeile). Die Reihe der Zellkontakte
wird durch basal positionierte Desmosomen (graue Pfeilspitzen) abgeschlossen. In das
Neurocoel hinein ragt eine Cilie, eine weitere ist im Anschnitt zu erkennen. Bild B zeigt
einen vergroferten Auschnitt der selben Aufnahme, um noch einmal die Abfolge von
Tight Junctions, Adherens Junctions und Desmosomen zu dokumentieren.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass die Zellkontaktkomplexe im Wildtyp
zwischen 24 und 72 hpf reifen. Wahrend am Anfang nur kurze Adherens Junctions
sichtbar sind, erkennt man ab 55 hpf auch Desmosomen. Reife, voll entwickelte Tight
Junctions koénnen auf ultrastruktureller Ebene zwischen 55 hpf und 72 hpf

nachgewiesen werden.
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Abb. 3.4.1-4: EM Aufnahmen des ventralen Bereichs des Embryos aus Abb. 3.4.1-4 (Vergr.
A 12000x, DetailvergroRerung in B). Gezeigt (A) sind die mehrteiligen
Zellkontakkomplexe bei 72 hpf im Bereich der Mittellinie. Tight Junctions sind mit
schwarzen Pfeilspitzen, Adherens Junctions mit Pfeilen und Desmosomen mit grauen
Pfeilspitzen markiert. In einer Zelle sind die Basalkorper einer Cilie (bs) sichtbar. Bei
Aufnahme B handelt es sich um die Vergrélierung eines Zellkontaktkomplexes aus
Aufnahme A. Hier sind die Anknipfungspunkte (graue Pfeile) der Desmosomen (graue
Pfeilspitzen) an das Cytoskelett der Zelle sichtbar. Oberhalb der Zellkontakte befinden
sich Fragmente des endosplamatischen Retikulums (er).

3.4.2 Zellkontakte in heart and soul homozygoten Embyonen

An Hand von elektronenmikroskopischen Aufnahmen has homozygoter Embryonen
sollte untersucht werden, ob die Mutation in der aPKC Kinasedomane eine Einfluss
auf die Entwicklung der Zellkontaktkomplexe hat.

Abbildung 3.4.2-1 zeigt einen Querschnitt im Bereich der Mittellinie durch das
Neuralrohr eines 26 hpf alten, has homzogoten Embryos. Durch die Mutation ist die
Morphologie der hier sichtbaren apikalen Bereiche der Zellen nicht wildtypisch.

Die Zellenden scheinen kleiner zu sein, die komplette Region wirkt weniger geordnet.
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Abb. 3.4.2-1: EM Ubersichtsaufnahme (Vergr. 7000x) der Mittellinienregion eines 26 hpf
alten, has homozygoten Embryos. Markiert sind Adherens Junctions (Pfeile), die im
Vergleich mit dem Wildtyp, deutlich vergréRert sind. Die Morphologie der Zellen ist
beeintrachtig, ihre apikalen Bereich erscheinen sehr viel kleiner als die des Wildtyps.
Endoplasmatisches Retikulum — er

Die vorhanden Zellkontakte ( Pfeile ) haben die Charakteristika von Adherens
Junctions, sind aber im Vergleich zum Wildtyp bei 24 hpf vergroRert. In der
Aufnahme sind Bestandteile des endoplasmatischen Retikulum (er) in Nahe der
Zellkerne (nu) zu erkennen. Diese Zellkompartimente zeigen keine gestorte
Morphologie. Abbildung 3.4.2-2 zeigt Querschnitte der Mittellinienregion eines 44 hpf
(A) und eines 72 hpf alten has Embryos. In Embryonen dieser Alterstufen sind
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Zellkontaktkomplexe auf einzelne Kumulationspunkte entlang der dorsoventralen

Achse des Neuralrohrs beschrankt.
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Abb. 3.4.2-2: EM Aufnahmen des Neuralrohrs eines 44 hpf (A) und eines 72 hpf alten, has
homozygoten Embryos (B). (Vergr. jew. 12000x). Die Aufnahmen zeigen
Kumulationspunkte von Zellkontaktstrukturen. Wahrend es bei 44 hpf in der
dorsoventralen Ausdehnung des Neuralrohrs noch einige solcher Anhaufungspunkte
gibt, sind sie bei 72 hpf auf den Bereich Uber der Bodenplatte beschrankt. In beiden
Stadien sind stark vergroRerte Adherens Junctions (Pfeile) zu sehen. Tight Junctions
sind nicht, Desmosomen (graue Pfeilspitzen) nur in B bei 72 hpf sichtbar. Die apikalen
Enden der Zellen erscheinen sehr diinn ausgezogen, eine Vielzahl von Cilien (ci) ist im
Neurocoel sichtbar, das von den Zellen spharisch eingeschlossen wird.

Die Ubrigen Bereiche sind frei von Zellkontakten. Beide Aufnahmen geben solche
Anhaufungen von Zellkontakten wieder. In A ( 44 hpf ) erkennt man eine Vielzahl von
Adherens Junctions in den apikalen Bereichen der Zellen, die um das Neurocoel
herum angeordnet sind. Die Endbereiche der Zellen, die hier zusammenstofRen,
wirken grofdtenteils dinner als im Wildtyp beobachtet. Die Adherens Junctions sind
stark vergrolert ( beispielhaft durch Pfeile markiert ), weitere Differenzierungen der
Zellkontakte sind nicht zu sehen. Bei 72 hpf ( B ) sind neben vergrofierten Adherens
Junctions ( Pfeile ) auch Desmosomen ( graue Pfeilspitzen ) sichtbar. Die im Wildtyp

zu diesem Zeitpunkt beobachteten Tight Junctions kénnen an Hand des
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vorliegenden Materials nicht nachgewiesen werden. Die Zellen umlagern eine
neurocoeliale Hohlung, in die eine Vielzahl von Cilien hineinragen. Dieses konnte so
beim Wildtyp nicht beobachtet werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Adherens Junctions in has Embryonen,
verglichen mit korrespondierenden Stadien des Wildtyps, vergroRert sind. Die
Morphologie der Zellen ist beeintrachtig, Tight Junctions konnen in der Mutante bis

72 hpf nicht nachgewiesen werden.



Diskussion 86

4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Aspekte der Zellteilungsorientierung
und der Lokalisation von Polaritats- und Zellkontaktmarkern wahrend der Neurulation
untersucht. Im Folgenden sollen nun die unterschiedlichen Erkenntnisse zur

Spindelorientierung und der daran beteiligten Komponenten diskutiert werden.

4.1 Zur Orientierung mitotischer Teilungen wahrend der Neurulation

An Hand der in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse und den Resultaten fruherer
Arbeiten zur mitotischen Orientierung (Concha and Adams, 1998; Kimmel et al.,
1994) koénnen zwei Schlussfolgerungen gezogen werden. Zum einen zeigen
neuroepitheliale Mitosen bevorzugte Teilungsorientierungen in Relation zu
Korperachse und Neuroepithelium. Zum Zweiten bildet sich die mitotische Spindel
wahrend der Neurulation stets parallel zur Ebene des Neuroepithels. Nach der

parallelen Bildung dreht sie sich im Neuralkiel / Neuralstab Stadium um 90°.

4.1.1 Wahrend der Neurulation sind Teilungen gerichtet

Im Rahmen einer klonalen Analyse untersuchten Kimmel et al., 1994 das Schicksal
markierter Blastomere des Zebrafischs und zogen aus der Verteilung der
Tochterzellen im spateren Hinterhirn und Ruckenmark Rulckschlisse auf die
Teilungsorientierung der Vorlauferzellen (Kimmel et al., 1994). Sie konnten zeigen,
dass neurale, die 15. embryonale Teilung durchlaufende Vorlauferzellen
Nachkommen erzeugen, die bevorzugt entlang der anterior-posterioren Achse verteilt
sind. Zellen hingegen, die bereits die 16. Teilung vollzogen haben, zeigen bei der
Mitose mediolaterale Orientierung und fuhren zu bilateral verteilten Tochterzellen
(Kimmel et al.,, 1994). Aus diesen Beobachtungen kann der Schluss gezogen
werden, dass Teilung 16 wahrend des Neuralkiel / Neuralstab — Stadiums stattfindet,
da nur zu diesem Zeitpunkt Teilungen zu bilateral verteilten Nachkommenzellen
fuhren (eigene Ergebnisse) (Concha and Adams, 1998; Papan and Campos-Ortega,
1994; Papan and Campos-Ortega, 1997). Die 15. embryonale Teilung findet
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dementsprechend im frihen Neuralplattenstadium statt, eine Veranderung der
Teilungsorientierung im Verlauf des Neuralplattenstadiums wurde von Kimmel et al.
nicht beschrieben.

Concha und Adams, 1998 untersuchten die Richtung der Zytokinese in
verschiedenen Stadien der Neurulation an Hand der Zellumrisse (Concha and
Adams, 1998). Die Daten der vorliegenden Arbeit kdnnen direkt mit den Ergebnissen
der Autoren verglichen werden, da mit den Epitheloberflachen die gleichen
Referenzpunkte zur Bestimmung der Teilungsorientierung verwendet wurden. Sie
konnten eine Anderung der Teilungsorientierung von anterior-posterior in der friihen
nach mediolateral in der spaten Neuralplatte zeigen (Concha and Adams, 1998).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Untersuchung der mitotischen Orientierung
hingegen auf die spate Neuralplatte beschrankt. Die erhobenen Daten wurden
analog zur Methode von Concha und Adams ausgewertet und bestatigen ihre
Ergebnisse. Zwischen 10 und 11 hpf sind die Anaphasen der beobachteten Mitosen
in der medialen Region signifikant mediolateral orientiert. In der intermediaren und
lateralen Region der restlichen Neuralplatte zeigen Mitosen lediglich zufallige
Orientierungen. Es bleibt festzustellen, dass die in der Neuralplatte beobachteten
mediolateralen Teilungen in keinem Zusammenhang zu den mediolateralen
Teilungen des Neuralkiel / Neuralstab — Stadiums stehen. Die spateren Teilung
fuhren zu bilateral verteilten Nachkommenzellen und zeigen eine Rotation der
Spindel von 90° kurz vor der Mitose.

Mit dem Neuroepithel als Referenzpunkt sind Mitosen planar (parallel) in der
Neuralplatte (diese Arbeit) (Concha and Adams, 1998) und orthogonal im Neuralkiel /
Neuralstab— Stadium ausgerichtet (diese Arbeit) (Concha and Adams, 1998; Kimmel
et al., 1994; Papan and Campos-Ortega, 1994). Die Ergebnisse dieser Arbeit sind
vereinbar mit der Annahme, dass alle Mitosen in der Neuralplatte planar orientiert
sind, da keine Ausnahmen beobachtet werden konnten. Einschrankend muss aber
darauf hingewiesen werden, dass innerhalb der Neuralplatte starke
Konvergenzbewegungen stattfinden und die Orientierungen der auftretenden
Teilungen dadurch bisweilen schwer zu bestimmen sind. Ausnahmen der oben
beschrieben Regel sind somit denkbar. In mit Tau:GFP markierten Zellen konnte in
keinem Fall beobachtet werden, dass Zellen ihre urspringliche Position in einer
Halfte der Neuralplatte verlieRen und die Mittellinie Uberquerten. Eine bilaterale

Verteilung von Zellen trat lediglich im Kiel / Stab Stadium auf. Das dargestellte
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Material legt den Schluss nahe, dass alle Teilungen dieses Stadiums orthogonal
orientiert sind und zu bilateralen Nachkommenzellen fihren. Im Neuralrohr sind
wieder alle Mitosen planar zum Epithel orientiert.

Die Beobachtung der stereotypen Orientierung der mitotischen Teilungen wahrend
der Neurulation wirft die Frage nach den grundlegenden Mechanismen auf. Concha
und Adams versuchten die Bewegungsrichtung der Zellen des Epiblasts und die
Orientierung der Mitosen in Gastrulation und Neurulation auf mechanische Zugkrafte
innerhalb des betreffenden Gewebes zuruck zu fuhren (Concha and Adams, 1998).
Es ware in der Tat denkbar, dass auf das Neuroepithel einwirkende Faktoren, wie
zum Beispiel die dartber liegende, den Embryo umhillende EVL - Schicht,
mechanisch die planare Orientierung der Mitosen in der Neuralplatte bestimmen.
Concha und Adams hoben besonders die Streckung des Epiblasten als
Voraussetzung dafur hervor, dass sich Zellen in Richtung der starksten Ausdehnung
teilen (Concha and Adams, 1998).

In der Tat kdénnten anterior-posteriore Streckungen als Grundlage der
Teilungsorientierung friher im Epiblast durchaus eine Rolle spielen. Nach
Beobachtung der starken, nach medial orientierten Konvergenzbewegungen vor
Bildung des Kiels lasst sich dieses fur die Neuralplatte aber nahezu ausschliel3en.
Die erwahnten Konvergenzbewegungen konnten ihrerseits wiederum fir die
mediolaterale Orientierung der Mitosen des medialen Drittels des Neuralplatte
verantwortlich sein.

Genauso konnten zwischen den beiden Halften des Neuralkiels / Stabs wirkende
Krafte far die Bildung und Orientierung der Spindel verantwortlich sein, wobei der
Ursprung solcher Krafte noch zu klaren ware. Es lasst sich zusammenfassend
feststellen, dass mechanische Krafte einen Teilaspekt der, die Teilungsorientierung
bestimmenden Mechanismen darstellen konnten, gleichzeitig aber hdchst
wahrscheinlich nicht allein fir die Ausrichtung des Spindelapparates zustandig sind.
Dieses zeigen die im Folgenden zu diskutierenden Beobachtungen mit Polaritats-

und Zellkontaktkomponenten.

4.1.2 Der Einfluss epithelialer Polaritat auf die Teilungsorientierung

Neben den diskutierten mechanischen Faktoren spielt die im Laufe der Neurulation

reifende Polaritat des Epithels eine zusatzliche Rolle bei der Teilungsorientierung. Im
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Rahmen der Arbeit wurde der Einfluss des in  einigen Organismen stark
konservierten Par3/Bazooka/ASIP-Par6—aPKC untersucht. Frihere Arbeiten konnten
zeigen, dass die Teilungen von Retinazellen in heart and soul ( has / aPKC )
homozygoten Zebrafischmutanten Abnormalitaten der Orientierung aufweisen
(Horne-Badovinac et al., 2001).

In der vorliegenden Arbeit wurde daher der Einfluss der Komplexkomponente aPKC
auf die planare Teilungsorientierung des Neuralrohrs untersucht. Fur das has Allel
has™'?® homozygote Individuen weisen eine durch Deletion von 73 C-terminalen
Aminosauren inaktive Kinasedomane auf. Aus diesem Grund ist davon auszugehen,
dass es sich um Null-Allele des Gens handelt (Horne-Badovinac et al., 2001). Die mit
m129 homozygoten Individuen angefertigten Zeitrafferfilme zeigen eine leichte
Storung der Spindelorientierung des Neuralrohrs im beobachteten Zeitraum. Bis zu
10% senkrechte und weitere 9% zum Ventrikel schrdge Mitosen konnten gezeigt
werden. Obwohl die Auswirkungen im Vergleich zum Wildtyp, wo keine senkrechten
Mitosen beobachtet werden konnten, gut erkennbar sind, ware aber dennoch ein
starkere Effekt zu erwarten gewesen. Eine Erklarung fur diese schwachen
Auswirkungen ist eine mdgliche funktionelle Redundanz. Im sich entwickelnden
Nervensystem des Zebrafischs existieren mit A und ¢ zumindest zwei aPKC
Isoformen. Es ist denkbar, dass neben diesen noch weitere atypische Kinasen
existieren, die ahnliche Funktionen tbernehmen konnten.

Ein ahnliches Bild ergibt sich aus Beobachtungen nach Injektion von Morpholinos,
die gegen Zebrafisch-ASIP gerichtet sind (Geldmacher-Voss et al.,, 2003). In der
Morpholinotechnik werden kurze Ketten von Morpholinountereinheiten, gekoppelt mit
DNS-Basen in Zellen eingebracht. Fir spezielle Zielsequenzen entworfen, zeigen sie
hohe Affinitdt zur korrespondierenden mRNA und blocken dadurch irreversibel die
Initiation der Translation.

ASIP assoziiert mit aPKC und spielt bei der Kontrolle epithelialer Polaritat eine
wichtige Rolle (Izumi et al., 1998; Ohno, 2001; Suzuki et al., 2001). Das Genprodukt
des klonierten ASIP Homologs zeigt eine 65%ige Identitat zu ASIP aus Ratte. Aus
ihm wurde zusammen mit GFP ein Fusionskonstrukt zur Herstellung von mRNA flr
Uberexpressionsstudien hergestellt. Gleichzeitig wurden auch gegen die ASIP-RNA
gerichtete Morpholinos entworfen. Nach ASIP Morpholionoinjektion zeigten sich im
Neuralrohrstadium einige wenige senkrechte Mitosen (abhangig von der

Morpholinokonzentration 0,6 — 7,6%) und eine relativ hohe Zahl zum Ventrikel
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schrager Mitosen ( 2 — 23,3% ). Auch hier ist der Effekt der Ausschaltung von ASIP
relativ schwach. Genau wie bei aPKC ist die Anwesenheit zusatzlicher ASIP Gene im
Zebrafisch sehr wahrscheinlich. In diesem Zusammenhang zeigen neuere
Untersuchungen die Existenz mindestens eines weiteren ASIP Gens ( A. Reugels,
unveroffentlichte Daten ).

Aus den in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnissen lasst sich schliellen, dass aPKCA,
als Komponente des konservierten aPKC/ASIP — Komplexes, an der Kontrolle der
stereotypen Orientierung der Spindel wahrend der Neurulation beteiligt ist, jedoch

nur einen Teil der Kontrollmaschinerie darstellt.

4.2 Die Teilungsorientierung und das Verhalten vom Tochterzellen

Die Bildung der mitotischen Spindel erfolgt in den unterschiedlichen Stadien der
Neurulation des Zebrafisch stets parallel zum Neuroepithel. Untersuchungen der
Neurogenese im cerebralen Cortex des Frettchens (Chenn and McConnell, 1995),
der Retina der Ratte (Cayouette et al., 2001), oder anderen Organen des Zebrafischs
(Horne-Badovinac et al.,, 2001) zeigten hingegen gro3e Variabilitat bei der
Teilungsorientierung im Bezug auf das Neuroepithel. Im cerebralen Cortex des
Frettchens waren 85 % der Mitosen planar und erzeugten Tochterzellen, die am
Ventrikel verblieben und sich weiter teilten. Diese Art der Teilung wurde als
symmetrisch bezeichnet (Chenn and McConnell, 1995). Bei den restlichen 15 % der
auftretenden Mitosen zeigte sich eine zum Epithel senkrechte Orientierung. Auf
Grund des Verhaltens der Tochterzellen nach der Mitose wurden diese Teilungen als
asymmetrisch bezeichnet. Wahrend eine Tochterzelle am Ventrikel verblieb und sich
weiter teilte, wanderte die andere in den subventrikuldaren Bereich und differenzierte
sich aus (Chenn and McConnell, 1995). Im cerebralen Cortex der Ratte konnten
solche asymmetrischen Teilungen nicht beobachtet werden (Adams, 1996).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine grol3e Zahl von Teilungen des
Neuralrohrstadiums untersucht. So asymmetrische Teilungen GUberhaupt wahrend der
Neurulation des Zebrafischs vorkommen sollten, sind sie doch extrem selten und
bringen nicht die groRe Zahl postmitotischer Zellen hervor, die ab circa 30h im

subventrikularen Bereich des Neuralrohrs erkennbar sind.
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Obwohl alle beobachteten Mitosen strikt planar ausgerichtet waren, wurden bei den
Auswertungen der Zeitrafferfilme in 52 Fallen Tochterzellen beobachtet, die sich aus
dem ventrikularen Bereich fortbewegten. Vergleicht man diese Zahl mit den mehr als
2700 beobachteten Mitosen, so erscheint sie sehr niedrig. Die tatsachliche Zahl
migrierender Tochterzellen liegt vermutlich etwas hoher, da aus technischen
Grinden nur Falle ausgewertet werden konnten, in denen beide Tochterzellen nach
der Teilung entweder in der selben Z-Ebene verblieben, oder ihr Verbleib zumindest
einwandfrei geklart werden konnte. In einigen Fallen konnte eine Separation der
Tochterzellen beobachtet werden, bevor eine Tochterzelle die Fokusebene verliel
und dadurch nicht weiter verfolgt werden konnte.

Aus den gezeigten Daten kann der Schluss gezogen werden, dass die
Spindelorientierung wahrend der Neurogenese des Zebrafischs nicht mit dem

Verhalten der Tochterzellen nach der Mitose korreliert werden kann.

4.3 Zellkontaktkomplexe reifen im Verlauf der Neurulation

Im Rahmen der Arbeit wurde die Lokalisation von Komponenten der Adherens und
Tight Junctions in verschiedenen Stadien der Neurulation untersucht. Wahrend ZO1
und B-Catenin in der Neuralplatte nur diffus nachweisbar sind, zeigt sich bei -
Catenin eine erste Lokalisation in ventralen Regionen des spaten Neuralstabs. Im
Falle von ZO1 konnte eine erste Lokalisation im frihen Neuralrohr gezeigt werden.
Das Protein ist im apikalen Bereich der neuralen Zellen lokalisiert und ist Teil des
spateren Tight Junctions Komplexes, der ringformig die paracellularen
Verschlussleisten bildet. Vorher durchgehend im gesamten Querschnitt des
Neuralrohrs lokalisiert, ist ZO1 ab einem Entwicklungsalter von 53-55 hpf auf ventrale
Bereiche des Neuralrohrs beschrankt. Untersuchungen der Ultrastruktur der
Zellkontaktkomplexe zeigen ein erstes Auftreten reifer Tight Junctions in 72 hpf alten
wildtypischen Embryonen.

Diese Beobachtung lasst den Schluss zu, dass ZO1 als Komponente der Tight
Junctions zwar ab circa 18 — 20 hpf in der gesamten Ausdehnung des Neuralrohrs
lokalisiert ist, aber nur in drei Tage alten Embryonen tatsachlich ventral in reife

Zellkontakte eingebaut wird. Die Untersuchungen der Ultrastruktur unterstutzen diese



Diskussion 92

Annahmen, da erste Tight Junctions in der Tat in ventralen Bereichen des
Neuralrohrs beobachtet werden konnten.

B-Catenin ist als Adherens Junction Komponente erstmals im Neuralkiel / Neuralstab
Stadium detektierbar. Die Anwesenheit des Proteins kann ab 16 — 18 hpf bis 72 hpf
fur den apikalen Bereich der epithelialen Zellen nachgewiesen werden. Im
Gegensatz zu ZO1 erfolgt bei B-Catenin in alteren Stadien keine Beschrankung auf
ventrale Bereiche. Untersuchungen der Ultrastruktur zeigen eine kontinuierlichen
Reifungsprozess der Adherens Junctions ab ihrem ersten Auftreten im Neuralkiel
Stadium. Wahrend zu Anfang lediglich punktformige Zellkontaktkomplexe sichtbar
sind, entwickeln sich diese im Verlauf Neurulation zu deutlich unterscheidbaren
Adherens Junctions. Frahere Arbeiten konnten zeigen, dass sich reife Adherens und
Tight Junctions aus einem gemeinsamen Anfangskomplex unter Vermittlung des
ASIP/aPKC Komplexes bilden (Ebnet et al., 2001; Ohno, 2001). Der ASIP/aPKC
Komplex ist dabei schon frih an ersten, punktartigen Adherens Junctions vorhanden
und rekrutiert im Folgenden weitere Zellkontaktkomponenten in den Verband.

Die im Rahmen der Arbeit vorgelegten Daten geben erste Hinweise auf die
Entwicklung von Adherens und Tight Junctions aus einem ahnlichen gemeinsamem
Komplex heraus. Obwohl das Protein ZO1 mit Hilfe eines Antikdrpers bereits ab 20
hpf nachweisbar ist, sind reife Tight Junction erst ab 72 hpf in der Ultrastruktur
sichtbar.

Adherens Junctions entwickeln sich punktférmig und reifen dann bis 72 hpf immer
weiter aus. Die Auswertungen der B-Catenin und ZO1 Antikérperfarbung ergeben
aullerdem eindeutig, dass B-Catenin und ZO1 in den apikalen Bereiche der Zellen
kolokalisieren. Entglltigen Aufschluss wirden in  diesem Zusammenhang
Immunogoldstudien am TEM bringen, die aber im Rahmen der Arbeit nicht
durchgefuhrt werden konnten.

In der Arbeit konnte gezeigt werden, dass ZO1 in aulerster Nahe zu den sich
entwickelnden Adherens Junctions lokalisiert ist. Es stellte sich nun die Frage, ob der
ASIP/aPKC Komplex auch im Zebrafisch eine fur die Entwicklung der Zellkontakte
bestimmenden Wirkungen besitzt, wie es fur andere Organismen gezeigt werden
konnte (Ebnet et al., 2001; Ohno, 2001). Zur Klarung der Frage, wurde die
Entwicklung der Zellkontakte in der aPKC heart and soul Mutante untersucht. Es
zeigte sich, dass eine inaktive aPKC eindeutige Effekte auf die Lokalisation der

Zellkontaktkomponenten und auf die Entwicklung der Zellkontakte hat. B-Catenin und
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Z01 sind in Mutanten in weiten Neuralrohrbereichen der untersuchten Stadien nicht
oder nur fragmentarisch lokalisiert. Der Effekt der Unterbrechung der Lokalisation der
Zellkontaktkomponenten ist ab 30 hpf erstmals in has homozygoten Embryonen
sichtbar und verstarkt sich innerhalb des beobachteten Zeitraums. Die Morphologie
der Adherens Junctions ist beeintrachtig, die Zellkontakte sind im Vergleich zum
Wildtyp vergrélert und treten gehauft auf. Besonders auffallig ist die Abwesenheit
reifer Tight Junctions in mutanten Embryonen.

Die beschriebene Mutation in aPKC hat eine Stérung der Entwicklung reifer
Zellkontakte aus dem initialen Kontaktkomplex zur Folge. Demgegenuber scheint
aPKC keinen Einfluss auf das erste Auftreten von primordialen Zellkontakten zu
haben, da Adherens Junctions auch in der Mutante nach wie vor beobachtet werden
konnen. Bis zu einem Entwicklungsalter von 26 hpf sind homozygote Individuen
unauffallig und durch rein visuelle Beobachtung nicht von wildtypischen
Geschwistern zu unterscheiden. Dadurch sind zeitlich friher angesetzte
ultrastrukturelle Untersuchungen, die das erste Auftreten initialer Kontakte
analysieren konnten, nicht moglich.

Es ist festzustellen, dass der Einfluss der aPKC Mutation auf die Entwicklung der
Zellkontakte auch sekundar, Uber die Stérung der Zellpolaritat erfolgen kénnte. Die
Untersuchung der Ultrastruktur der Neuroepithels zeigt aber keine so fundamentalen
Veranderungen der Morphologie der Zellen, als dass allein dadurch die Storung der
Zellkontaktentwickung erklart werden konnte. Weitere Untersuchungen der
beteiligten Komponenten kénnten offene Fragen klaren. Die vorliegenden Daten aber
sprechen fur eine Beteiligen des ASIP/aPKC Komplexes an der Reifung der
Zellkontakte.

4.4 Spindelrotation im Neuralkiel / Neuralstab Stadium des Zebrafischs

Im Augenblick der Teilung sind die mitotischen Spindeln im Neuralkiel / Neuralstab
Stadium orthogonal orientiert. Diese Orientierung wird durch ein Rotation des
Spindelapparats um 90° kurz vor der Mitose erreicht. Beobachtungen zeigten, dass
sich die Spindel in 89% der Teilungen parallel zum Neuroepithel bildet, bevor der
Spindelapparat sich zur orthogonalen Orientierung um 90° dreht. Das herausragende

Merkmal des Neuralkiel / Neuralstab Stadiums ist der enge Kontakt der beiden
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Seiten der neuralen Anlage. Dieser Kontakt geht erst mit der Bildung des Neurocoels
beim Ubergang zwischen Neuralstab und Neuralrohr verloren. Das Auftreten
orthogonaler Teilungen in diesem Stadium lasst auf einen Zusammenhang zwischen
der morphologischen Beschaffenheit der neuralen Anlage und der
Teilungsorientierung schlief3en. Der enge Kontakt der beiden Halften wirde es einem
wie auch immer gearteten Signal ermdglichen von einer Seite zur anderen
weitergeleitet zu werden, und so die Orientierung der Spindel zu beeinflussen. Die
Bildung des Neurocoels wurde die Weiterleitung eines solchen hypothetischen
Signals unterbinden und dadurch die Rotation der Spindel stoppen. Die Aufdeckung
eines solchen Signals ware eine Antwort auf die durch die Beobachtungen
aufgeworfene Frage nach dem Steuermechanismus und der molekularen Natur der
Spindeldrehung.

Wahrend der neuralen Entwicklung von Drosophila melanogaster sind zwei Falle von
Spindeldrehung bekannt, die Ahnlichkeiten mit der hier beschriebenen Drehung
besitzen. Das erste Beispiel ist das der delaminierenden Neuroblasten, in denen die
Spindel, im Gegensatz zur planaren Teilung der neuroektodermalen Zellen,
orthogonal ausgerichtet sind (Kaltschmidt et al., 2000; Knoblich, 2001). Die
Steuerung der Spindelorientierung wird hier von zwei unterschiedlichen
Mechanismen gewabhrleistet. Auf der einen Seite kontrollieren Adherens Junctions
und Komponenten des subapikalen Komplexes die planaren Teilungen des
Neuroektoderms (Lu et al.,, 2001). In delaminierenden Neuroblasten verschwinden
die Zellkontaktkomplexe, die Spindelorientierung wird nun Uber die Lokalisation von
Inscuteable, Bazooka, Pins und DmaPKC gewabhrleistet (Kraut and Campos-Ortega,
1996; Kraut et al., 1996; Lu et al., 2001; Petronczki and Knoblich, 2001; Schaefer et
al., 2000; Schober et al., 1999; Wodarz et al., 2000; Wodarz et al., 1999; Yu et al.,
2000).

Eine genauso grolie Rolle spielen Zellkontaktkomponenten bei der Kontrolle der
Spindel in der Zelllinie der sensorischen Borsten in Drosophila. Die pl Vorlauferzelle
teilt sich asymmetrisch innerhalb der Ebene des Epithels. Aus dieser Teilung geht die
pllb Zell hervor, die teilweise delaminiert, sowie die plla Zelle, die im Epithel
verbleibt. An der Kontaktstelle zwischen plla und pllb konnte im apikalen Fortsatz der
plib-Zelle eine starke Lokalisation von Dm E-Cadherin, a-Catenin und B-Catenin
nachgewiesen werden. Da die Teilung in der plla-Zelle planar verlauft, liegt es nahe

den Kontrollmechanismus der Teilungsorientierung in der Lokalisation der
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Zellkontaktkomponenten zu sehen. Innerhalb des apikalen Fortsatzes der pllb Zelle
rekrutiert Bazooka Inscuteable und Pins apikal in die Nahe der Zellkontakte und
dirigiert so die Zellteilung in orthogonale Richtung (Le Borgne et al., 2002).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass aPKC eine Rolle bei der
Reifung der Zellkontakte selbst spielt. Die untersuchten Komponenten der
Zellkontakte sind erstmals im spaten Neuralstab Stadium eindeutig lokalisiert. Reife
Tight Junctions sind hingegen erst nach zwei bis drei Tagen in der Ultrastruktur
sichtbar. Fur die Spindelrotation um 90° scheinen voll polarisierte Zellkontakte nicht
notwendig zu sein, da die Komponenten der Zellkontaktkomplexe zwar am Ende des
Neuralstabstadiums lokalisiert sind, zu Beginn der Spindelrotation im
Neuralkielstadium aber noch nicht lokalisiert nachgewiesen werden konnen. Die
Kontrolle der Drehung scheint somit anders geregelt zu sein, als in den beiden oben
genannten Prozessen aus Drosophila beschrieben. Die Frage nach der Beteiligung
von Zellkontaktkomponenten an der Spindeldrehung im Kiel / Stab kann an Hand der
vorliegenden Daten nicht schlussig beantwortet werden.

FuUr die Spindeldrehung im Neuralkiel und Neuralstab des Zebrafischs sind keine voll
polarisierten Zellkontakte notwendig. Es konnte aber gezeigt werden, dass sich die
Expression von ASIP:GFP wahrend der Mitosen im Kiel / Stab andert (Geldmacher-
Voss et al., 2003). Die apikale Lokalisation von ASIP und aPKC geht bei Teilungen
im Kiel / Stab vor Eintritt in die Prophase verloren. Im Neuralrohr hingegen bleibt sie
wahrend der Teilung vorhanden.

Auf der einen Seite kdnnte der Verlust der Lokalisation den Status der bis dahin nicht
voll polarisierten Zellkontakte wiederspiegeln. In polarisierten Zellen des Neuralrohrs
bleibt die Lokalisation der Komponenten des konservierten Komplexes erhalten. Ein
zweite mogliche Schlussfolgerung ware, dass die Neuorientierung der Spindel in Kiel
und Stab eine Reaktion auf den Verlust der apikalen Lokalisation von ASIP und
aPKC ist.

Wahrend der Beginn der Spindelrotation nicht mit dem Auftreten von Markern oder
morphologischen Veranderungen des Epithels korreliert werden kann, scheint das
Ende der Rotation im Ubergang zwischen Stab und Rohr recht deutlich mit der
Bildung des Neurocoels und der zunehmenden Polarisierung der Zellen verknlpft zu
sein. Die Bildung des Neurocoels ist erstmalig ventral Uber der Bodenplatte zu
sehen. Dies ist gleichzeitig auch die Position, an der planare Teilungen des

Neuralrohrs gezeigt werden konnten.
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Im Rahmen der Arbeit wurde versucht, den Kontakt der beiden Halften des
Neuralkiels zu unterbinden, um so Rickschlisse auf die grundlegenden
Mechanismen der Spindelorientierung zu gewinnen. Solch ein Experiment war
technisch allerdings nicht durchfuhrbar, so das ein eindeutiger Nachweis nicht
erbracht werden konnte. Die Beobachtungen der Transition zwischen Stab und Rohr
geben aber starke Hinweise darauf, das die Bildung des Neurocoels eine Bedingung
fur die Beendigung der Spindelrotation darstellen konnte.

In  Anbetracht der getroffenen Abwagungen kann die Frage nach dem
Zusammenhang zwischen Komponenten der Zellkontaktkomplexe und der Kontrolle
der Spindelorientierung im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht abschlielRend
beantwortet werden. In sich anschlieBenden Untersuchung sollte ein besonderer
Augenmerk auf die Analyse weiterer in Zebrafisch vorkommender Komponenten des
ASIP/aPKC Komplexes gelegt werden. Zu erwahnen sind in diesem Zusammenhang

besonders alternative ASIP oder aPKC Gene.

4.5 Die funktionelle Bedeutung der Spindeldrehung in Neuralkiel / Stab

Neben der Erdrterung der zu Grunde liegenden Mechanismen stellt sich bei
Beobachtung der Spindeldrehung auch noch die Frage nach ihrer funktionellen
Bedeutung. Die orthogonalen Teilungen des Kiel / Stab Stadiums sind unzweifelhaft
mit der bilateralen Verteilung von Nachkommenzellen verknupft. Zellklone mit
bilateraler Verteilung wurden flr unterschiedliche Positionen der anterior-posterioren
Achse des Zebrafischs beschrieben (Kimmel et al., 1994; Kimmel et al., 1990; Papan
and Campos-Ortega, 1994; Papan and Campos-Ortega, 1997; Papan and Campos-
Ortega, 1999; Schmitz et al., 1993).

Die Resultate der vorliegenden Arbeit zeigen, dass nahezu alle der im Kiel / Stab
Stadium stattfindenden Mitosen zu bilateralen Nachkommen fihren. Da sich
Tochterzellen eines Zellklons zu unterschiedliche Zelltypen auf den zwei Seiten des
Ruckenmarks differenzieren konnen (Papan and Campos-Ortega, 1997; Papan and
Campos-Ortega, 1999), kdnnten die senkrechten, zu bilateraler Verteilung fihrenden
Mitosen auch von einer differenziellen Verteilung cytoplasmatischer Determinaten

begleitet sein.
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In an diese Arbeit anknupfenden Untersuchungen kdnnten die aus Drosophila
bekannten Determinaten weitergehend untersucht werden. Besonders die Analyse

von Numb ware in diesem Zusammenhang von besonderem Interesse.
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6. Anhang

Die in der Arbeit erwahnten Filme und alle verwendeten Abbildungen liegen auf der
beigefugten CD in elektronischer Form vor.

6.1 Beschreibung der in der Arbeit gezeigten Zeitrafferfilme

Film 1: Neuroepitheliale Zellen teilen sich bevorzugt apikal

Die Neuralplatte eines Zebrafisch Embryos wurde wahrend der den Neuralkiel
formenden Konvergenzbewegungen gefilmt. Zur Markierung des Actins wurde der
Embryo im Zweizell — Stadium mit Tau:GFP mRNA injiziert. Durch die Injektion
wurde die rechte Halfte des Embryos starker markiert als die linke. Festzuhalten ist
die planaren Orientierung der mitotischen Spindeln wahrend des gesamten
Neuralplattenstadiums. Die Uberwiegende Zahl der Zellen teilt sich apikal. Kurz bevor
sie in die Mitosen eintreten, entwickeln viele Zellen zur Mittellinie hin ausgerichtete
Fortsatze. Eine beispielhafte Zelle wurde zur besseren Beobachtung durch einen
Pfeil markiert. Diese Zelle behalt wahrend der Konvergenzbewegungen den relativen
Abstand zu ihren Nachbarzellen (mit einem Stern markiert) bei. Nach der Mitose

reintegriert die lateral gelegenere Tochterzelle wieder in das Epithel.

Film 2: Wahrend des Neuralplattenstadiums sind Mitosen parallel zum
Neuroepithelium ausgerichtet

Ein Fragment der Neuralplatte eines Tg(H2AF/Z)¥®3" : Tq(H2AF/Z)***®® transgenen
Embryos wurde von dorsal in Abstanden von 60 Sekunden fotografiert. Anterior ist
nach links orientiert, um die Neuralplatte herum erkennt man die grof3en Zellkerne
der EVL (Enveloping layer). Im Laufe der Sequenz konvergieren Zellkerne in
Richtung der Mittellinie und sinken dann, wahrend der Einfaltung zum Neuralkiel, ein
und verlassen dabei die Fokusebene. Durch weitere Konvergenz verkleinert sich die
Ausdehnung der Neuralplatte. Es ist festzuhalten, dass alle beobachtbaren Mitosen

planar zum Neuroepithelium verlaufen.
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Film 3: Im Neuralkiel / Neuralstab Stadium sind Mitosen senkrecht zum
Neuroepithelium orientiert.

Der Neuralstab eines Tg(H2AF/Z)*®%" : Tg(H2AF/Z)*°® transgenen Embryos in der
Ubergangsregion zwischen Hinterhirn und Riickenmark. Der Neuralstab ist in der
Mitte der Bilder sichtbar, lateral umgeben von Somiten. Die Einzelaufnahmen
erfolgten im Abstand von 60 Sekunden. Mitotische Teilungen finden apikal, an der
Kontaktstelle der beiden Seiten des Neuralstabs in der Mitte der Anlage statt. Zur
Verdeutlichung wurde eine Mitose der Sequenz mit Pfeilen markiert. Die aus der
Teilung hervorgehenden Tochterzellen werden bilateral auf beide Seiten des
Neuralstabs verteilt. Dieses trifft auf alle Teilungen zu, die wahrend dieses Stadiums

beobachtet wurden. Anterior ist im Film oben.

Film 4: Im Neuralkiel / Stab Stadium bildet sich die Spindel parallel zum
Epithelium und rotiert dann um 90°.

Eine Mitose wahrend des Neuralstab Stadiums in einem tau:GFP expremierenden
Embryo. Wahrend des Vorgangs teilt sich das Centrosom, beide Centrosomen
wandern dann zu gegenuberliegenden Seiten der Zelle. Die Bildung der Spindel
findet vor der Rotation um 90° statt. Nach der Teilung werden die Tochterzellen in die

beiden unterschiedlichen Seiten des Stabs integriert. Anterior ist im Film oben

Film 5: Wahrend des Neuralrohr Stadiums sind Mitosen parallel zum
Neuroepithelium ausgerichtet.

Mitosen im Neuralrohr eines Tg(H2AF/Z)*% : Tg(H2AF/Z)**® transgenen,
wildtypischen Embryos. Umgeben von Somiten ist das Neuralrohr in der Mitte der
Aufnahmen sichtbar. Bei 19 Minuten wurde ein Kern mit einem Pfeil markiert, der
sich spater (Pfeil bei 43 — 63 min) teilt. Es ist festzustellen, dass die Teilungsebene
aller Mitosen rechtwinklig zum Neurocoel verlauft. In der Sequenz ist anterior nach

oben orientiert.
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Film 6: Die stereotype Orientierung der Spindel dndert sich beim Ubergang
zwischen Neuralstab und Neuralrohr.

Der Zeitrafferfilm (Abstand zwischen Einzelaufnahmen 90 Sekunden ) verdeutlicht
die kontinuierliche Veranderung der Orientierung der mitotischen Spindel beim
Ubergang zwischen Neuralstab und Neuralrohr. Mediolaterale, senkrechte Teilungen:
Pfeile zwischen 4,5 und 27 Minuten. Die Teilungsprodukte der Mitosen integrieren in
beide Seiten des Neuralstabs, korrespondierend mit dem Teilungsschema wahrend
Neuralkiel und Stab. Schrage Teilungen: Zeitraum zwischen 28,5 und 57 Minuten.
Trotz der schragen Teilungsebene verbleiben beide Tochterkerne an der gleichen
Seite des Neuralstabs. Parallele Teilungen: 82 bis 111 min. Durch Pfeile verdeutlicht
ist eine Teilung, deren Spindel parallel zum Epithel ausgerichtet ist. Die Teilung hat
die Charakteristika einer Mitose im Neuralrohr. Von allen drei Teilungsmustern sind

jeweils einige Beispiele im Films vorhanden. Anterior ist nach oben orientiert.

Film 7: Postmitotische Zellen migrieren in subventrikuldre Regionen des
Neuralrohrs.

Zeitrafferfilm ( Zeitintervalle 90 Sekunden ) eines Tg(H2AF/Z)*°%" : Tg(H2AF/Z)*°3%®
transgenen Embryos im Neuralrohr Stadium. Der Embryo ist leicht gekippt
aufgenommen worden, weswegen die beiden Halften nicht vollkommen in Deckung
sind. Bei 16, 9 Minuten wurde ein Zelle in Metaphase mit einem Pfeil markiert. Die
Orientierung der Teilungsebene ist dorsoventral und parallel zum Epithel. Nach der
Teilung bei 31,2 Minuten (Pfeile markieren beide Tochterzellen, wandert der linke
Tochterkern in Richtung der subventrikularen Region mit sich differenzierenden
Zellen. Diese Zellschicht ist von den mitotischen Zellen durch eine dunkel
erscheinende Neuropilregion getrennt. Wahrend der Gesamtsequenz sind auch die
Zellen eines wandernden Laterallinienprimordiums im oberen Teil der Aufnahmen zu

erkennen. Anterior ist jeweils nach links orientiert.
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6.2 Zusammenfassung

In der Neuralplatte und im Neuralrohr des Zebrafischembryos sind sich teilende
Zellen parallel zur Oberflache des Neuroepithels ausgerichtet. Im Neuralkiel- / Stab
Stadium dagegen teilen sie sich senkrecht zur Ebene des Neuroepithels. Diese
Anderung der Teilungsorientierung ist durch eine Rotation der mitotischen Spindel
um 90° bedingt. Da sich die beiden Halften des neuralen Primordiums im Neuralkiel-
/ Stab in engem Kontakt gegenulberliegen, flhrt die senkrechte Orientierung der
Mitosen dieses Stadiums zur einer Verteilung von Tochterzellen auf beide Seiten des
Neuralrohrs. Um die Rolle der Zellkontakte bei der Kontrolle der Teilungsorientierung
zu studieren, untersuchten wir Expression und Lokalisation von Komponenten der
Adherens und Tight Junctions in neuroepithelialen Zellen. Die Experimente zeigten,
dass die untersuchten Proteine in der Neuralplatte diffus verteilt sind und eine
apikale Polarisierung in den Zellmembranen erst im Neuralstab erfahren. In einem
zweiten Schritt wurde die Entwicklung der neuroepithelialen Zellkontakte auf der
Ebene der Ultrastruktur untersucht. Es zeigte sich, dass reife Tight Junctions erst
nach 3 Tagen nach der Befruchtung sichtbar sind. Durch Funktionsverlust der
Zellkontaktkomponenten aPKC oder ASIP wird die Spindelorientierung nur leicht
gestort. Gleichzeitig hat die Inaktivierung der Kinasedomane von aPKC in der
Zebrafischmutante heart and soul einen eindeutigen Effekt auf die Entwicklung von
Tight Junctions aus einem gemeinsamen apikalen Zellkontaktkomplex. Daraus lasst
sich schlie®en, dass die Orientierung der mitotischen Spindel nur in Teilen von der
Integritat der Zellkontakte und der Polaritat des Neuroepithels als Ganzem abhangt.
In heart and soul mutanten Embryonen ist die Morphologie der Adherens Junctions
gestort, reife Tight Junctions konnten nicht beobachtet werden. Die Rotation der
mitotischen Spindel um 90° im Neuralkiel- / Stab Stadium setzt also keine
vollkommen polarisierten Zellen voraus, da die Spindelorientierung in heart and soul

Mutanten und nach ASIP Morpholino Injektion nur leicht gestort wird.
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6.3 Abstract

In the neural plate and neural tube of the developing zebrafish embryo, dividing cells
are oriented parallel to the plane of the neuroepithelium, while in neural keel/rod,
cells divide perpendicular to it. This change in the orientation of mitosis is brought
about by a 90° rotation of the mitotic spindle. As the two halves of the neural
primordium in keel/rod stage are in apposition, the perpendicular orientation of
mitoses in this stage determines that daughter cells become allocated to both sides
of the neural tube. To assess the role played by cell junctions in controlling the
orientation of dividing cells, we studied the expression of components of adherens
and tight junctions in the neuroepithelial cells. We find that these proteins are
distributed irregularly at the neural plate stage and become polarised apically in the
cell membrane only during the rod stage. In a second step we studied the
development of adherens an tight junctions on the ultrastructural level. We find that
mature tight junctions are not visible until 3 days of development. The stereotypic
orientation of mitoses is perturbed only weakly upon loss of function of the cell
junction components ASIP and aPKC, suggesting that mitotic orientation depends in
part on the integrity of cell junctions and the polarity of the epithelium as a whole. A
mutation affecting the function of the kinase domane of aPKC, called heart and soul,
has a clear effect on the maturation of the cellular junctions out of a common apical
junctional complex. In heart and soul mutant embryos the morphology of adherens
junctions is altered, tight junctions are not visible at all. However, the 90° rotation of
the spindle does not require perfectly polarised cell junctions between the
neuroepithelial cells, as spindle orientation is perturbed only eakly in heart and soul

mutants or after injection of ASIP morpholinos.
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