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Die Entwicklung einer befruchteten Eizelle zu einem vielzelligen, dreidimensionalen Orga-

nismus von charakteristischer Form und Größe wird vor allem durch die koordinierte Expres-

sion und Repression von Genen ermöglicht. Diese genetischen Programme bestimmen das 

entwicklungsspezifische Schicksal der einzelnen Zellen. Das enge Zusammenspiel zwischen 

Zellproliferation, Apoptose, Migration, Wachstum und Differenzierung führt letztendlich zum 

präzisen Aufbau von Zellverbänden und Organen. 

Sezernierte Botenstoffe, sowie zellautonome, intrinsische Faktoren dirigieren die Zellen hier-

bei in bestimmte entwicklungsspezifische Richtungen. Oft werden die selben Signaltransduk-

tionswege für Entwicklung und Differenzierung verschiedener Systeme innerhalb eines Orga-

nismus verwendet. Wie diese intrinsischen und extrinsischen Faktoren miteinander interagie-

ren um verschiedene Zelltypen hervorzurufen, ist die zentrale Frage der Entwicklungsbiolo-

gie.  

Die Erforschung der während der Entwicklung ablaufenden Vorgänge dient nicht nur dem 

Verständnis der Funktionalität der einzelnen Systeme eines Organismus, sondern bildet auch 

die Grundlage für die Entwicklung von spezifisch wirksamen Methoden zur Erkennung von 

Krankheiten und genetischen Defekten (Moore$�1999).  

Einen Einblick in die biologischen Abläufe während der Entwicklung ermöglichen Modelor-

ganismen, denen auf molekularbiologischem Wege entweder zusätzliche Kopien eines be-

stimmten Genes hinzugefügt, oder in denen die Kopien eines bestimmtes Genes in ihrer Funk-

tionalität zerstört („knock-out“) wurden. Weitere Möglichkeiten zur Generierung von mutan-

ten Organismen ermöglichen chemische Mutagenisierung und sogenannte „Gene Trap Ap-

proaches“ (Galli-Taliadoros �����.$�1995; Grunwald and Streisinger$�1992; Hrabe de Angelis 

and Balling$�1998; Wurst �����.$�1995) 

In allen Fällen wird das feine Netzwerk der natürlichen Genregulation gestört. Die Analyse 

der mutanten Phänotypen lässt dadurch eine Interpretation der Funktion der jeweiligen Gene 
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in ihrem natürlichen Kontext zu bzw. ermöglicht die Entdeckung von neuen Genen, bzw. In-

teraktionspartnern in Signaltransduktionswegen. 

In dieser Arbeit wurde die Beteiligung des, während der Vertebratenentwicklung sehr vielsei-

tig verwendeten, „Notch-Signaltransduktionsweges“ an der neuronalen Entwicklung betrach-

tet. Für die Analyse diente eine Mauslinie in der das Delta-like-1 (Dll1) Gen durch das bakte-

rielle lacZ Gen ersetzt wurde („knock-in“) (Hrabe-de-Angelis et al., 1997).  

 

������
��!��
�"#
�������������
���

Die Notch-Signaltransduktion ist evolutionär sehr ursprünglich und nimmt in der Metazoe-

nentwicklung (in Organismen wie der Fliege, über den Seeigel bis hin zum Menschen) eine 

fundamentale Rolle ein. Es handelt sich dabei um einen Zellinteraktionsmechanismus in dem 

Signale in einer Art Ligand-Rezeptor-Signaltransduktion zwischen benachbarten Zellen aus-

getauscht werden. �

Schematisch läuft die Notch-Signaltransduktion folgendermaßen ab: Die "��
���� einer Zel-

le binden an die �� �+����� einer benachbarten Zelle. Die dadurch aktivierten Rezeptoren 

vermitteln mit Hilfe von ,��������� das Signal in den Kern der Rezeptorzelle, wo die Ex-

pression von -�������� aktiviert wird .�

��/�/0. 

 

������� �
��$
�������

Die Liganden der Notch-Signaltransduktion werden in die Metazoen umfassende Gruppe der 

	1"-Transmembranproteine eingeordnet. In diese Gruppe wurden ursprünglich 	elta und 

1errate aus ��
�
����� (Fleming �����.$�1990; Kopczynski �����.$�1988; Thomas �����.$�1991),�

sowie "AG-2 aus dem Nematoden ����
���� ��������!��� (Lambie and Kimble$�1991)�ein-

geordnet. Weitere Mitglieder der DSL Gruppe finden sich in �����!���, sowie in zahlreichen 

verschiedenen Vertebratenspezies, wie z.B. 	��/ in der Maus (Appel and Eisen$�1998; Betten-

hausen �����.$�1995; Chitnis �����.$�1995; Dunwoodie �����.$�1997; Henrique �����.$�1995; Jen ���

��.$�1997; Lindsell �����.$�1995; Mello �����.$�1994; Myat �����.$�1996)  

Im N-terminalen Bereich der DSL-Proteine finden sich zahlreiche „EGF-like“ Motivwieder-

holungen, deren Anzahl im direkten Vergleich der DSL-Proteine zueinander stark variieren 

kann. Obwohl die meisten DSL-Proteine relativ wenige Sequenzhomologien aufweisen, be-

sitzen sie alle ein gruppenspezifisches Motiv im N-terminalen Bereich. Dieses sequenzspezi-

fische Motiv ist die „DSL-Domäne“. Studien belegen, dass bereits ein Minimalfragment aus 

dem N-terminalen Bereich und der DSL-Domäne ausreichen, um die Aktivierung des Rezep-
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tors Notch auszulösen (Fehon �����.$�1990; Fitzgerald and Greenwald$�1995; Henderson �����.$�

1997; Lieber �����.$�1992; Muskavitch$�1994).  

 

����%�� �
��&����������

Die Rezeptoren des Notch-Signaltransduktionsweges sind die „EGF-like“ Motivwiederholung 

tragenden "23-Transmembranproteine. Die ersten isolierten Mitglieder dieser Proteingruppe 

waren "IN-12 von ������!���, 2otch von ��
�
����� und 3LP-1 von ������!����(Greenwald$�

1985; Wharton �����.$�1985). Vertebraten "
�	� Homologe wurden in der Maus, in Xenopus, 

im Hühnchen und im Menschen gefunden�(Lardelli �����.$�1994; Larsson �����.$�1994; Uytten-

daele �����.$�1996; Weinmaster �����.$�1991). 

Das 300-kD große Notch Protein wird im Trans-Golgi-Apparat postranslational durch eine 

„Furin“-ähnliche Konvertase gespalten und als Heterodimer auf der Zelloberfläche präsentiert 

(Blaumueller �����.$�1997; Logeat �����.$�1998). Mutationsanalysen zeigten, dass mindestens 

noch zwei weitere Proteine an der Reifung des Notch Proteins beteiligt sind, die ADAM Me-

talloprotease Kuzbanian (Kuz) und die Preseniline. Letztere sind nachweislich an der Entste-

hung der Alzheimer Krankheit beteiligt (De Strooper ��� ��.$�1999; Hardy and Israel$�1999; 

Struhl and Greenwald$�1999; Wolfe �����.$�1999; Ye �����.$�1999). 

Die extrazellulären N-terminalen „EGF-like“ Motivwiederholungen sind notwendig für die 

Interaktion mit der DSL-Domäne der Liganden (Rebay �����.$�1991). Es gibt Hinweise, dass 

für eine funktionelle Aktivierung des Notch-Rezeptors ���#�#
 eine Dimerisierung sowohl des 

Rezeptors als auch der Liganden vorliegen muss (Lieber ��� ��.$� 1993; Muskavitch$� 1994). 

Weiterhin wird beobachtet, dass die aktive Signaltransduktion mit einer Endozytose des Re-

zeptor-Ligand-Komplexes in die Signal-empfangende Zelle verbunden ist (Henderson �����.$�

1997; Henderson �����.$�1994; Parks �����.$�1995; Seugnet �����.$�1997).� 

Die Signaltransduktion läuft über den zytoplasmatischen Teil des Notch-Rezeptors. Dieser 

trägt sechs wichtige cdc10/ANKYRIN Motive (Kodoyianni �����.$�1992; Roehl and Kimble$�

1993; Shawber �����.$�1996). Zahlreiche Studien am ��
�
����� Notch Rezeptor weisen dar-

auf hin, dass nach Ligand-Rezeptor-Bindung der C-terminale Bereich (mit cdc10/ANKYRIN 

Motiven) proteolytisch abgespalten und zusammen mit einem Effektorprotein (CLS-Protein) 

in den Kern transloziert wird (Jarriault �����.$�1995; Kopan �����.$�1996; Shawber �����.$�1996).  
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Bei Effektoren der Notch-Signaltransduktion handelt es sich um Transkriptionsfaktoren der 

41"-Proteinfamilie. Diese beinhaltet die Transkriptionsfaktoren 4BF1 (auch bekannt als 

RBP-Jκ und KBF2) in Vertebraten (Henkel �����.$�1994; Matsunami �����.$�1989), 1u(H) in 

��
�
����� (Ashburner$�1982) und "AG-1 in �����!���� � (Lambie and Kimble$�1991). Alle 

CSL-Proteine besitzen eine konservierte 400 Aminosäuren (aa) große DNA-Bindedomäne 

und können sowohl als Aktivatoren als auch Repressoren fungieren (Bailey and Posakony$�

1995; Henkel �����.$�1994; Hsieh and Hayward$�1995; Jarriault �����.$�1995)��

 

����)�� �
��*
�������

Genetische und molekulare Studien an ��
�
������haben gezeigt, dass die �����	���
� $���� 

�%���& Gene die ersten Zielgene sind, deren Expression von Su(H) nach Notch-Aktivierung 

hochreguliert wird (Bailey and Posakony$� 1995; Lecourtois and Schweisguth$� 1995).� Die 

�%���& Gene kodieren für sogenannte „basic-Helix-Loop-Helix“ (bHLH) Transkriptionsfakto-

ren, die innerhalb der Metazoenspezies viele Homologe besitzen, so zum Beispiel die Maus-

�%���&-Homologe �������� (Sasai �����.$�1992; Takebayashi �����.$�1995).  

 

�

������� /�/5� 1!��%
���!��� 	
���������� ���� 2��!�*1���
���
���������� ������������	� ���� �������� 
�*

�
�����������
������.
�
+������'������
'
���*)�
���
�����
��$�/6660� 

Die Interaktion der extrazellulären Domänen von Delta (Dl) bzw. Serrate (Ser) und Notch (N) aktiviert den Re-

zeptor. Die Aktivierung führt zu einer autoproteolytischen Abspaltung des C-terminalen Endes von Notch. Die-

ses transloziert zusammen mit dem CSL-Transkriptionsfakor Supressor of Hairless (Su(H)) in den Zellkern. Dort 

aktiviert Su(H) die Expression der bHLH Transkriptionsfaktoren des Enhancer of Spilt (E(spl))-Komplexes. 

E(spl) reprimiert die Expression der proneuralen Gene des Achaete-Scute (�	��	) Komplexes. Direkte Regulato-

	�
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ren des Signaltransduktionsweges sind das Protein Fringe (Fng) und das Membranprotein Numb. Fng agiert als 

negativer Regulator von Ser, während Numb in der Lage ist die Notch-Aktivität zu unterbinden. 

Die Metalloprotease Kuzbanian (Kuz) ist an der Prozessierung von Dl und wahrscheinlich auch N beteiligt. 

Weiterhin sind die trans-Golgi Konvertase Furin und die Preseniline an der postranlationalen Prozessierung von 

N beteiligt. (Darüber hinaus gibt es noch weitere nicht aufgeführte Modulatoren, für eingehendere Informationen 

siehe Artavanis-Tsakonas, et al. 1999) 

 

 

����+�� ������
�
������ ���� *����
�

������ ���
�� !��
�"#
����"

���������
���

/�/�:�/��"
���
���;���
������������+��������

Als �
���
��� ;���
����� bezeichnet man das Phänomen, dass innerhalb eines gleichwertigen 

Zellverbandes ab einem gewissen Zeitpunkt in der Entwicklung nur bestimmte Zellen des 

Verbandes in ein anderes Entwicklungsschicksal geführt werden und diese selbst die ähnliche 

Differenzierung ihrer unmittelbaren Nachbarn in das gleiche Schicksal verhindern. Dadurch 

entsteht eine räumlich und zeitlich begrenzte Differenzierung bestimmter Zellen.  

In ��
�
����� Notch- und Delta-Mutanten entwickeln sich alle neurektodermalen Zellen in 

neuronale Vorläuferzellen, was auf das Fehlen der lateralen Inhibition auf Grund der nicht 

funktionellen Notch-Signaltransduktion zurückzuführen ist .�

�� /�<0.� Arbeiten an Zebra-

fisch Delta-D Mutanten, sowie in der Maus als auch im Hühnchen ließen vermuten, dass in 

der Vertebraten ZNS Neurogenese die Notch-Signaltransduktion unter anderem an einer 

räumlich und zeitlich bedingten �
���
������+��������von neuronalen Stammzellen beteiligt 

ist (Appel and Eisen$�1998; de la-Pompa �����.$�1997; Henrique �����.$�1995). 

 

�
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 (a) Zu Anfang besitzen alle Zellen die gleiche Potenz. Jede Zelle empfängt und signalisiert in gleichem Maße 

durch Notch und Delta. (b) Auf Grund zufälliger Veränderungen in der Expressionsrate beginnt eine Zelle des 

Verbandes ( rote Schattierung)  mehr Delta Protein (Signal) zu produzieren. Die benachbarten Zellen ( hellere 

Schattierung) werden durch das höhere Signal veranlasst ihre eigene ����� Expression zu verringern (�
���
���

;���
�����). Sie besitzen dadurch verhältnismäßig mehr Notch-Protein und werden zu „Rezeptor“-Zellen (c) Die 

restliche Musterung des Zellverbandes ist jetzt festgelegt. Die Zellen, die an viele „Rezeptor“-Zellen grenzen, 



 6

besitzen dabei eine höhere Wahrscheinlichkeit „signalisierende“ Zellen zu werden. (d) Die so determinierten 

Zellen besitzen unterschiedliche Potenz und werden letztendlich (e) zu Zellen verschiedenen Schicksals. Im 

Falle des Neuroektoderms von ��
�
����� werden die signalisierenden „Delta-Zellen“ zu Neuroblasten und die 

empfangenden „Notch-Zellen“ zu Epidermoblasten. (adaptiert von (Greenwald and Rubin$�1992)) 

 

 

 

/�/�:�<��"
���
���1+� ��� �������

Die �
���
���1+� ��� ������ ist ein weiteres Phänomen. Der Unterschied hierbei ist, dass die 

Notch-Signaltransduktion nicht nur wie bei der lateralen Inhibition zwischen gleichwertigen 

Zellen eines Verbandes auftritt, sondern auch sekundär zwischen benachbarten nicht äquiva-

lenten Zellen.  

Ein Beispiel lateraler Spezifizierung findet sich in der Entwicklung der sensorischen Borsten 

von ��
�
�����. Die sensorische-Borsten-Vorläuferzelle (SOP) teilt sich dabei zuerst asym-

metrisch, so dass nur eine der Tochterzellen das Membranprotein Numb erhält. In der Numb-

„positiven“ Tochterzelle wird die Notch-Aktivität durch Numb unterbunden, während die 

zweite Tochterzelle Notch aktiviert und ein anders Zellschicksal annimmt. Die Tochterzellen 

teilen sich abermals, wobei wiederum Numb asymmetrisch verteilt wird und wieder eine 

Notch-abhängige Zelldeterminierung stattfindet, mit dem Ergebnis des fertigen Organs aus 

einem Paar Borsten- und Wurzelzelle, sowie Nerven- und Scheidenzelle (Frise �����.$�1996; 

Guo �����.$�1996; Spana and Doe$�1996).  

Zahlreiche weitere Systeme in verschiedenen Spezies wurden gefunden, die die Notch-

Signaltransduktion für die Zellspezifikation während der Entwicklung verwenden (Artavanis-

Tsakonas �����.$�1999; Ferguson �����.$�1987; Kimble and Simpson$�1997).  

 

 

/�/�:�=��"
���
���;���������

Die �
���
���;���������unterscheidet sich von den bereits beschriebenen Prozessen dadurch, 

dass die Notch-Signaltransduktion zwischen von vornherein verschiedenen Zellen bzw. Zell-

verbänden abläuft, wobei die beteiligten Zellen entweder nur die LNG-Rezeptoren oder nur 

die DSL-Liganden exprimieren.  

Beispielsweise wird in der Entwicklung der Keimbahn von ������!��� der Ligand LAG-2 nur 

von der signalisierenden „Distal tip“ Zelle exprimiert, während die Expression des Rezeptors 
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GLP-1 auf das Keimbahngewebe beschränkt bleibt (Crittenden ��� ��.$� 1994; Evans ��� ��.$�

1994; Henderson �����.$�1994; Mickey �����.$�1996). 

 

 
 

����,�� !��
�"#
�������������
��� 
�� &��
����
�
������ ���� -�����"

�
������
�
������

Die Notch-Signaltransduktion wird im entwickelnden Organismus aber nicht nur für die Spe-

zifizierung bzw. Induktion einzelner Zellen in ein bestimmtes Zell(linien)schicksal verwen-

det. Vielmehr findet sich die Notch-Signaltransduktion auch bei der Regionalisierung und 

Kompartimentalisierung während der Entwicklung bestimmter Organsysteme. Hierbei können 

zusätzliche Einflüsse auf die Notch-Signaltransduktion durch Modulatorproteine und Einflüs-

se anderer Signaltransduktionsmechanismen beobachtet werden. 

Während der Entwicklung des ��
�
����� Flügels spielt die Notch-Signaltransduktion eine 

zentrale Rolle in der dorso-ventralen (d/v) Kompartimentalisierung und der Ausbildung der 

d/v-Grenze (Klein and Arias$� 1998b). Dabei wird das Serrate� (Ser) Protein im dorsalen 

Kompartiment des sich entwickelnden Flügels exprimiert. Die Ser-„positiven“ dorsalen 

Zellen aktivieren Notch in Zellen auf der ventralen Seite der d/v-Grenze. Delta (Dl) wird im 

ventralen Kompartiment exprimiert und aktiviert Notch in Zellen dorsal der d/v-Grenze (de 

Celis and Bray$�1997; Diaz- Benjumea and Cohen$�1995; Doherty �����.$�1996; Speicher �����.$�

1994).  

Auch an der Segmentierung der sich entwickelnden ��
�
����� Extrimitäten ist die Notch-

Signaltransduktion beteiligt. Hierbei werden ��!, $�� und ���in abwechselnder Weise in den 

entwickelnden Beinsegmenten exprimiert. Mutationen in diesen Genen führen jeweils zur 

Fusionierung von Beinsegmenten und dem Fehlen von Gelenken (Marsh and Theisen$�1999; 

Rauskolb and Irvine$�1999).  

Vergleichbar scheinen die Vorgänge während der Vertebratensomitogenese (Jiang ��� ��.$�

1998b; McGrew and Pourquie$�1998). Somiten sind mesodermale Kompartimente die paar-

weise entlang der Notochorda durch Segmentierung des presomitschen Mesoderms ausgebil-

det werden. Derivate der Somiten sind beispielsweise das Körperskelett und die gestreifte 

Muskulatur des Körpers (Gossler and Hrabe de Angelis$�1998). 

Hier werden Notch-Signaltransduktionsgene ebenfalls in einem wiederholendem segmentspe-

zifischen Muster exprimiert. Mutationen dieser führen zum Verlust der a/p Kompartimentali-

sierung der Somiten und dem Verlust von Somitengrenzen (Gossler and Hrabe de Angelis$�
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1998; Jiang �����.$�1998b; McGrew and Pourquie$�1998). Bislang ist nicht klar, ob die Notch-

Signaltransduktion sowohl für die Ausbildung der Somitengrenzen als auch für die a/p Kom-

partimentalisierung benötigt wird, oder ob einer der beiden Phänotypen den anderen sekundär 

bedingt. 

 

 

����.�� /��	
������ ���� !��
�"#
�������������
��� ��� ��������

#
�������������
���0�����

/�/�>�/��;����
������%�����%�&�*.&��0*1���
���
����������#���

Zahlreiche genetische Studien weisen darauf hin, dass der Notch- und der Wingless-(wg)-

Signaltransduktionsweg auf einer bestimmten Ebene miteinander verknüpft sein müssen 

(Blair$�1996; Couso �����.$�1995; Klein and Arias$�1998a)�.�

��/�=0. Jedoch kann die Interak-

tion verschiedene Gesichter haben und ist abhängig von den jeweils interagierenden Zellen. In 

einigen Fällen beeinflussen sich die Notch- und '!-Aktivität synergistisch, d.h. beide 

Signaltransduktionswege leiten in die gleiche entwicklungsspezifische Richtung. Während 

der Flügelentwicklung von ��
�
����� beobachtet man dabei die Expression von '! durch 

Notch-Aktivierung und Su(H)�entlang der Flügelkante (Neumann and Cohen$�1996).  

In anderen Fällen findet sich ein antagonistisches Zusammenspiel der beiden Signaltransduk-

tionswege..�

��/�=*�0�(Axelrod J. D. �����.$�1996; Gonzalez-Gaitan and Jackle$�1995). Hin-

weise für die direkte Interaktion des Wg-Proteins mit dem Notch-Rezeptor bestehen zwar 

(Martinez Arias$�1998), sind aber noch immer umstritten, zumal bislang in anderen Organis-

men wie ��� ���!��� keine Verbindungspunkte zwischen der LIN-12-Signaltransduktion und 

dem '!-homologen Signaltransduktionsweg gefunden wurden. 

 

/�/�>�<��;����
������%�����%�,37*1���
���
����������#���

Ein weiterer Signaltransduktionsweg, der mit der Notch-Signaltransduktion interagieren kann, 

ist der „Epidermal Growth Factor“ (EGF) Signaltransduktionsweg.  

Im sensorischen Chordotonalorgan von ��
�
����� beobachtet man, dass zahlreiche benach-

barte Zellen aus dem Ektoderm (proneuralen Cluster (PNC)) für die  Entwicklung des Organs 

rekrutiert werden. Mutationen im EGF-Rezeptor führen zum Verlust der chordotonalen Orga-

ne. Man nimmt an, dass die EGF-Signaltransduktion antagonisitisch auf die Notch-

Signaltransduktion wirkt und durch das außer Kraft setzen der lateralen Inhibition innerhalb 
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der ektodermalen Vorläuferzellen die Rekrutierung von mehreren benachbarten Zellen aus 

dem PNC ermöglicht (zur Lage and Jarman$�1999)�.�

�/�=*40.  

Weitere Studien zeigen, dass in der ��
�
������ Augenentwicklung sowohl die Notch- als 

auch die EGF-Signaltransduktion für die sukzessive Determinierung der einzelnen Zelltypen 

notwendig sind (Cagan and Ready$�1989; Freeman$�1996).�

 

�

������� /�=5� 1!��%
���!��� 	
���������� ���� ;����
�������� ����2��!�*1���
���
����������%��� 
�������
1���
���
����������#�����
(a, b) Interaktion der Notch-Signaltransduktion mit dem Wingless-(Wg)-Signaltransduktionsweg.  

(a) Nach Wg-Signalaufnahme durch den Rezeptor Frizzled (Frz) wird Dishevelled (Dsh) aktiviert. Durch physi-

kalische Interaktion mit dem C-Terminus von Notch soll Dsh in der Lage sein, die Notch-Signaltransduktion zu 

unterbinden (Axelrod J. D. �����.$�1996). In der Entwicklung der sensorischen Borsten von ��
�
����� wirkt die 

Wg-Signaltransduktion antagonistisch zur Notch-Signaltransduktion. Dabei reprimiert Notch-Signalisierung die 

Expression des Transkriptionsfaktors Shaggy (�!!) (  ⋅   Linie) während Wg-Signalisierung (⋅⋅   ⋅⋅ Linie) zur 

Aktivierung von �!! führt (Ruel ��� ��.$�1993; Simpson ��� ��.$�1993). Während der Beinentwicklung von ��
�

�
����� scheint die Expression der Notch-Signalproteine ("�$�!) durch die frühe Wg Expression reguliert (⋅⋅⋅⋅⋅⋅⋅ 

Linie). Der genaue Transduktionsweg ist jedoch bislang nicht bekannt (Rauskolb and Irvine$�1999). Diskutiert 

wird ebenfalls die Möglichkeit, dass Notch als Rezeptor von Wg agieren kann (Martinez Arias$�1998).  

 (b) In einigen Fällen wird die Aktivierung der '!�Expression durch Notch-Aktivierung und Supressor of Hair-

less (Su((H)) beobachtet. (Neumann and Cohen$�1996) 

(c) Interaktion mit der EGF-Signaltransduktion: In der Entwicklung der sensorischen Chordotonalen Organe in 

��
�
����� setzt die EGF-Signalisierung die Repression der (	������$	��� (����	) durch Notch-Signalsierung 

außer Kraft. (EGFR: EGF-Rezeptor). 
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/�<��!������������0

������������
������*!#����������!#�


��/����	�������

Das Vertebratennervensystem kann morphologisch und entwicklungsspezifisch in das zentra-

le und das periphere Nervensystem unterteilt werden. Das zentrale Nervensystem (ZNS) um-

fasst das Gehirn und das Rückenmark. In das periphere Nervensystem (PNS) werden die peri-

pheren Nerven sowie die cranialen und die spinalen Ganglien eingeordnet. 

 

��%���� ���0

������������
������*!#�

/�<�/�/��2�����
���;���������

Entwicklungsspezifisch hat das ZNS seinen Ursprung in der Neuralplatte. In der frühen 

Gastrula induzieren mesodermale Zellen in Assoziation mit der Notochorda im darüberlie-

genden Ektoderm die Neuralplatte. Untersuchungen an Xenopus haben gezeigt, dass dies 

durch die Inhibition des im epidermalen Ektoderm aktiven „Bone Morphogenic Protein“ 

(BMP) Signaltransduktionsweges geschieht. Die vom „Organizer“ Gewebe (Speemann’s 

Knoten) sekretierten Proteine Follistatin, Noggin, Chordin und Cerberus sind dabei in der 

Lage Proteine der TGFβ/Activin/BMP-Familie zu binden und zu inaktivieren. Durch die In-

hibition der BMP-Signaltransduktion besitzen sie neuronale Induktionsfähigkeit (Sasai �����.$�

1995; Zimmerman �����.$�1996)�.�

��/�@*�0.  

 

/�<�/�<��2�����
�����

Durch die Einfaltung des entstandenen Neuroektoderms bildet sich das frühe röhrenförmige 

ZNS. Dieser Prozess in der embryonalen Entwicklung wird als Neurulation bezeichnet .�

��

/�@*�0.  

Im Verlauf der Entwicklung findet entlang der Neuralachse eine a/p-Differenzierung statt. 

Dabei bilden sich im anterioren ZNS die vier Hirnventrikel aus, an die sich das spinale Neu-

ralrohr (Rückenmark) anschließt. Die frühe neuronale Entwicklung des spinalen Neuralrohrs 

wurde bislang am eingehensten untersucht (Lee and Jessell$�1999).  
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/�<�/�=��2�����
���	������� ��������%�2���
������

Die regionale Identität der Neuralrohrzellen wird durch eine zeit- und ortsabhängige Expres-

sion von Signalmolekülen (Morphogenen) ausgehend von bestimmten Organisationszentren 

koordiniert (Tanabe and Jessell$�1996) .�

��/�@*40. 

Eine wichtige Rolle in der Ausbildung der ��

������, als auch der Differenzierung der Mo-

toneuronen und verschiedener ventraler Interneuronen spielt ein von ventral nach dorsal ab-

nehmender Konzentrationsgradient von Sonic Hedgehog (Shh). Quelle der Shh-Produktion ist 

primär die Notochorda und im Verlauf der Entwicklung schließlich auch die ��

������ 

(Briscoe �����.$�1999; Ericson �����.$�1996; Ericson �����.$�1997; Marti �����.$�1995; Roelink ���

��.$�1995). Shh ist ein Mitglied der großen Familie der sekretierten Hedgehog Signalproteine. 

Sie sind wichtig für viele kurz- und weitreichende Musterbildungsprozesse während der In-

vertebraten- und Vertebratenentwicklung (Hammerschmidt ��� ��.$� 1997). In der 

Vertebratenentwicklung ist die Notochorda eines der Hauptzentren der $��-Expression. 

Explantation der Notochorda im Hühnchenembryo führt zum Verlust der ��

������ und 

Motoneuronendifferenzierung im ventralen Neuralrohr. Implantation einer Notochorda an ein 

Neuralrohr bewirkt hingegen die Ausbildung einer ektopischen ��

������ und die 

Differenzierung von Motoneuronen (Bang and Goulding$�1996; Tanabe and Jessell$�1996).  

Allein die Gabe von Shh-Protein zu Neuralrohr-Explantaten von Hühnchen bzw. die ektopi-

sche Expression von $�� in Xenopus oder der Maus induziert die Expression von ��

������-

spezifischen Expressionsmarkern, wie z.B. des „winged-helix“ Transkriptionsfaktors HNF-3β 

(Weinstein ��� ��.$� 1994), als auch die Ausbildung von Motoneuronenmarkern (z.B.: Lim-

Homeodomänen-Transkriptionsfaktoren (Lundgren �����.$�1995; Thor �����.$�1999)) (Pfaff and 

Kintner$� 1998). Mäuse mit einer $��-Nullmutation entwickeln weder eine ��

������ noch 

Motoneuronen (Chiang �����.$�1996). Dabei scheint der Induktionsmechanismus der Floorpla-

te von dem der Motoneuronendifferenzierung abzuweichen. In Mäusen mit einer )���-

Nullmutation, einem direktem Effektorgen der Shh-Signaltransduktion, fehlt zwar die 

��

������, die ventralen Motoneuronen sind jedoch vorhanden�(Ding �����.$�1998; Matise ���

��.$�1998). 

Es hat sich gezeigt, dass für die d/v-Spezifizierung der verschiedenen Neuronentypen im Neu-

ralrohr .�

�� /�@*	0 nicht nur ein definierter ventraler Shh-Konzentrationsgradient wichtig 

ist, sondern dass vielmehr ein Zusammenspiel von mindestens zwei weiteren Morphogengra-

dienten in der d/v-Organisation der medialen und dorsalen Neuronentypen innerhalb des Neu-

ralrohrs stattfindet. Zum einen ist es ein vom lateralen Mesoderm ausgehende Retinsäure-
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(RA)-Gradient. Zum anderen handelt es sich um den vom dorsalen Ektoderm ausgehenden 

BMP-Signaltransduktionsgradient .�

��/�@*40. 

Die endogen synthetisierte RA besitzt transkriptionsregulierende Eigenschaften. Während der 

Entwicklung ist sie beteiligt an der a/p-Spezifizierung, der Förderung des Neuritenwachstums, 

sowie dem Überleben der Neuralleistenzellen (Maden ��� ��.$�1996). Das laterale Mesoderm 

entlang des spinalen Neuralrohrs ist einer der Hauptorte der RA-Produktion. Die ausgeschüt-

tete RA induziert im lateralen Neuralrohr die Expression der Homeobox-Gene ��*� und 

��*�. Beide Gene werden in Vorläuferzellen der medialen Interneuronen exprimiert. Die ����

(Wurst et al., 1994)�  positiven V1 Interneuronen gehen dabei aus den ventralen ��*��expri-

mierenden Vorläuferzellen hervor (Pierani �����.$�1999).  

Untersuchungen haben gezeigt, dass die mediale Expressionsdomäne von ��*� und ��*� 

ventral durch den Shh-Konzentrationsgradienten begrenzt wird. Dorsal wird ihre Ausbreitung 

durch den BMP-Konzentrationgradienten vom epidermalen Ektoderm eingeschränkt (Pierani 

�����.$�1999).  

Der BMP-Signalkonzentrationsgradient aus dem epidermalen Ektoderm und der �

������ 

beeinflusst die Expression von dorsalen Expressionsmarkern wie +�*
,�+�*-,�.�*��und .�*� 

im Neuralrohr (Liem �����.$�1997; Liem �����.$�1995; Monsoro-Burq �����.$�1996).  

Entscheidend in der Vertebratenneurogenese ist eine Differenzierung in Abhängigkeit von 

Zeit und Raum. Innerhalb des Neuralrohres differenzieren dabei die ventralen, das LIM-

Homeoboxgen /������� (/����) exprimierenden Motoneuronen zeitlich vor den ventralen Inter-

neuronen (Appel and Eisen$�1998). In der Neurogenese scheint also zu einem gewissen Zeit-

punkt nur eine bestimmte Anzahl von Stammzellen kompetent, um auf extrinische bzw. in-

trinsische Differenzierungssignale zu reagieren (Appel and Eisen$�1998). Sowohl in Insekten 

als auch in Vertebraten bestimmen „proneurale“ Gene, die für bHLH Transkriptionsfaktoren 

kodieren, die Fähigkeit (Kompetenz) von Zellen sich in ein neuronales Zellschicksal zu diffe-

renzieren. Die verantwortlichen bHLH Transkriptionsfaktoren sind die der AS-SC- und der 

Atonal-Familie bzw. deren Vertebratenhomologe wie z.B. .
����(	������$	�����
0
�
!��� 

(.�����) und "���
!�����,� (�!��,�) (Lee$�1997). Die Segregation der neuronalen Vorläu-

ferzellen von den verbleibenden neuronalen Stammzellen wird höchstwahrscheinlich durch 

�
���
���;���
����� mittels 2��!�*1���
���
��������� erreicht (siehe oben) (Campos-Ortega$�

1993; de la-Pompa �����.$�1997; Dunwoodie �����.$�1997; Haddon �����.$�1998; Henrique �����.$�

1995; Lewis$�1996).  
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!�" Neurale Induktion: Studien an Xenopus lassen vermuten, dass der konstitutive „Bone Morphogenic Protein“ 

(BMP) Signaltransduktionsweg die neuronale Differenzierung der ektodermalen Zellen unterdrückt (Fainsod ���

��.#�1994; Schmidt �����.#�1995). Durch das Ausschütten von BMP/TGF-β („Tumor Growth Factor β“) inhibie-

renden Faktoren, wie z.B.: Chordin, Noggin, Follistatin, durch mesodermale Zellen (M) in Assoziation mit der 

Notochorda (N) wird im darüberliegenden Ektoderm (E) die Neuralplatte (NP) induziert (Bouwmeester �����.#�

1996; Hemmati-Brivanlou �����.#�1994; Hsu �����.#�1998; Lamb �����.#�1993; Sasai �����.#�1994). 

(B, C) Neurulation:(B) Die Neuralplatte beginnt sich einzufalten und es bildet sich die Neuralgrube. Ektoderma-

le Signale induzieren die Vorläufer der Neuralleisten- und Roofplate-Zellen (NL/R) im lateralen Neuroektoderm. 

Zelllinien-Analysen in Hühnchen- (Bronner-Fraser and Fraser, 1988) und Mäuseembryonen (Echelard et al., 

1994) weisen dabei darauf hin, dass die Neuralleisten- und Roofplate-Zellen den gleichen Vorläuferzellen 

entstammen. BMP/TGF-β Signale aus dem angrenzenden Ektoderm induzieren die Expression von Pax3,7 in der 

Neuralplatte. Ventrale Shh-Signale aus der Notochorda schränken die Expressionsdomäne von Pax3 bzw. Pax7 

ein und induzieren die Ausbildung spezieller ventraler Mittellinienzellen (Floorplate: F in (D)). (C) Die lateralen 

Grenzen der Neuralplatte fusionieren und das frühe Neuralrohr löst sich vom Ektoderm. Dorsal im Neuralrohr 

werden spezielle Mittellinienzellen (Roofplate: R in (D)) ausgebildet. Die Neuralleistenzellen (NL) beginnen 
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auszuwandern und nehmen mesenchymalen Charakter zwischen dem Ektoderm und dem dorsalen Neuralrohr an. 

Die Zellen innerhalb des Neuralrohres teilen sich bis zum Einsetzen der Neurogenese ohne sich zu differenzie-

ren. Mit dem Einsetzen der Neurogenese differenzieren die neuronalen Stammzellen abhängig von ihrer d/v-

Position zu verschieden Zelltypen aus. An der d/v-Spezifizierung ist ein Zusammenspiel von drei extrinsischen 

Morphogengradienten beteiligt: Ein von dorsal nach ventral abnehmender BMP/TGF-β Konzentrationsgradient 

ausgehend vom Ektoderm und der Roofplate, ein von ventral nach dorsal abnehmender Shh-

Konzentrationsgradient ausgehend von der Notochorda und der Floorplate, sowie Rentinsäure-(RA)-

Signalisierung aus dem lateralen Mesoderm der Somiten (S).  

.	0� Schema der Neuronentypen im Rückenmark: Die Neuronen des entwickelten Neuralrohrs (Rückenmark) 

erfüllen zwei Hauptaufgaben. Die dorsalen sensorischen Interneuronen (SI) prozessieren die von den Spinal-

ganglien (SG) des peripheren Nervensystems übermittelten hautsensorischen Reize und leiten sie weiter an höhe-

re Zentren des Gehirns. Im ventralen Bereichs des Rückenmarks liegen die am motorischen Output beteiligten 

Motoneuronen (M). Im Bereich dazwischen befinden sich verschiedene Interneuronenklassen. Diese sind unter 

anderem an der Ausbildung der Reflexbögen beteiligt (Jankowska and Lindstrom$�1972). Morphologisch wird 

das Neuralrohr dorsal und ventral durch spezialisierte Mittellinienzellen abgeschlossen. Die dorsalen Mittelli-

nienzellen werden als „�

������“, die ventralen Mittellinienzellen als „��

������“ bezeichnet. Die �

������- 

und ��

������-Zellen differenzieren letztendlich zu besonderen Gliazellen (McKanna$�1993).  

Die Axone der SG und der M vereinigen sich zum Spinalnerv (SN). 

�

�

��%�%�� �
�����0

�������������
�������!�������������1�!#2�

Das periphere Nervensystem hat seinen Ursprung in den Neuralleistenzellen. Die Neural-

leistenzellen sind eine migratorische Zellpopulation, die von lateralen Zellen der Neuralplatte 

abstammen .�

��/�@*�$40. Abhängig von ihrer rostro-caudalen und medio-lateralen Position 

im Embryo bilden die Neuralleistenzellen die Neuronen und Glia des PNS, sowie Melanozy-

ten als auch eine Reihe von anderen nichtneuronalen Strukturen aus .�

��/�:0  

 

/�<�<�/��;�������������2���
�������� ������

Das epidermale Ektoderm, sowie das paraxiale Mesoderm scheinen eine Rolle in der Indukti-

on der Neuralleistenzellen zu spielen (LaBonne and Bronner-Fraser$�1998). Transplantations-

experimente in Axolotl und an Hühnchenembryonen haben gezeigt, dass der Kontakt von 

epidermalem Ektoderm zur Neuralplatte für die Induktion von frühen prämigratorischen Neu-

ralleistenzellmarkern ausreicht (Dickinson ��� ��.$�1995; Moury and Jacobson$�1989; Moury 

and Jacobson$� 1990; Selleck and Bronner-Fraser$� 1995). Zusätzlich gibt es Hinweise, dass 

auch das paraxiale Mesoderm, sowie das laterale Plattenmesoderm, das unterhalb der lateralen 
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Neuralplatte liegt, die Fähigkeit besitzt, Neuralleistenzellen zu induzieren (Bonstein ��� ��.$�

1998; Liem �����.$�1995).  

Die Signalmoleküle, die dabei die Induktion bzw. Spezifizierung der Neuralleistenzellen diri-

gieren, wurden identifiziert. Es sind sekretierte Proteine der „Fibroblast Growth Factor“- 

(FGF)-, Wnt- und der BMP-Familie (LaBonne and Bronner-Fraser$�1998; Liem �����.$�1995; 

Mayor �����.$�1997; Mayor �����.$�1995; Muhr �����.$�1997) .�

�/�@*�0.  

Die ��
�
������ Wingless homologe Wnt-Proteinfamilie umfasst eine Gruppe sekretierter 

Cystein-reicher Glykoproteine, die in einer Reihe von Zell-Zell-Interaktionen beteiligt sind 

(Cadigan and Nusse$� 1997). Die in der �

������ exprimierten Wnt1/Wnt3a-Proteine sind 

dabei an der Regulierung der Zellproliferation und der Spezifizierung der dorsalen Neural-

rohrzellen sowie der Aufrechterhaltung der undifferenzierten, ausgewanderten (delaminierten) 

Neuralleistenzellen beteiligt (Dickinson �����.$�1994; Ikeya �����.$�1997; McMahon and Brad-

ley$�1990; Takada �����.$�1994).  

Die FGF- und BMP-Signalsierung aus dem epidermalen Ektoderm induzieren die Expression 

von zahlreichen in ihrer Funktion redundanten „Zink-Finger“ Transkriptionsfaktoren, wie z.B. 

der Zic-Familie, in der lateralen Neuralplatte. Zunehmende Hinweise zeigen, dass diese 

Transkriptionsfaktoren an der frühen Spezifizierung der Neuralleistenzellen beteiligt sind 

(Dickinson �����.$�1995; Liem �����.$�1997; Nagai �����.$�1997; Nakata �����.$�1998). 

Prämigratorische Neuralleistenzellen, die in der lateralen Neuralplatte generiert werden, wan-

dern schließlich aus dem Neuroektoderm aus und nehmen einen mesenchymalen Charakter 

zwischen dem dorsalen Neuralrohr und dem epidermalen Ektoderm an .�

�/�@*40. An die-

sem Delaminierungsprozess sind unter anderem Veränderungen in der Expression von Zell-

adhäsionsmolekülen von Bedeutung. Das, der „ras-Superfamilie“ zugehördende Protein rhoB 

wird mit dem Delaminierungsprozess der Neuralleistenzellen in Verbindung gebracht. Die 

Klasse der rho GTP-binde Proteine ist an der Gestaltung der Actin-Cytoskelettstruktur sowie 

an Zelladhäsonsvorgängen beteiligt (Hall$�1998; Liu and Jessell$�1998). 

 

/�<�<�<��	������� �����������2���
�������� ������

Die delaminierten Neuralleistenzellen migrieren schließlich auf definierten Wegen von dorsal 

nach ventral zu verschiedenen Geweben innerhalb des sich entwickelnden Embryos .�

��

/�:*�0.  

Zum Zeitpunkt der Migration sind die meisten Neuralleistenzellen multipotent. Das normale 

Zellschicksal der delaminierten Neuralleistenzellen kann durch Transplantation in andere 
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Körperregionen bzw. durch Zugabe anderer Umgebungsfaktoren ��� #���
 verändert werden 

(Baker �����.$�1997; Le Douarin �����.$�1993).  

Einige postmigratorische Neuralleistenzellen sind jedoch in ihrer Entwicklungsfähigkeit ein-

geschränkt und besitzen keine Multipotenz mehr. Es zeigt sich, dass die Restriktion des ent-

wicklungsspezifischen Potentials sowohl sequenziell als auch in einer hierarchischen Weise 

erfolgt. Dabei unterscheiden sich frühe migratorische in ihrem Entwicklungspotential von 

späten migratorischen Neuralleistenzellen.  

Untersuchungen an Neuralrohrexplantaten von Wachtelembryonen weisen darauf hin, dass es 

vier größere Subpopulationen von Neuralleistenzellen gibt, die sequentiell auswandern. Dabei 

entwickelt sich die erste frühe migrierende Subpopulation zu Neuronen des PNS, gefolgt von 

einer Subpopulation mit neuronaler/glialer Potenz. Folgend darauf sind Subpopulationen mit 

glialer/melanozyter bzw. melanozyter Potenz (Henion and Weston$�1997).��

Die Differenzierung in die verschiedenen Subzellpopulationen wird intrinsisch, als auch von 

der Umgebung durch extrinsische Faktoren bestimmt (Henion and Weston$� 1997; Weston$�

1991). So ist beispielsweise BMP-2, das von der dorsalen Aorta ausgeschieden wird, in der 

Lage die Differenzierung von autonomen Neuronen und in einem geringen Maße von glatten 

Muskelzellen zu fördern (Shah �����.$�1996). Genetische Experimente haben im Laufe der Zeit 

eine Vielzahl weiterer Wachstumsfaktoren identifiziert, die an der Entwicklung der Neural-

leistenzellen und deren Derivate im Säugetier wichtig sind (Barsh$�1996; Dong �����.$�1995; 

Lemke and Brockes$�1984; Marusich and Weston$�1991). 

Diese extrinsischen Signale wirken instruierend auf die Neuralleistenzellen, wobei beobachtet 

wird, dass nicht alle Zellen einer Subpopulation kompetent sind, auf diese zu reagieren. So 

wurden mitotisch aktive Neuralleistenzellen gefunden, die unabhängig von äußeren, „auto-

nom-neuronal“ instruierenden BMP/TGF-β Signalen ein „sensorisch-neuronales“ Zellschick-

sal annehmen (Greenwood �����.$�1999). Dies zeigt, dass sich in den sequenziell migrierenden 

Subpopulationen bereits verschiedene, in ihrem Zellschicksal determinierte Zelllinien befin-

den.  

Molekularbiologisch lassen sich die verschiedenen determinierten Neuralleistenzelllinien 

bzw. deren Vorläuferzelllinien durch die Expression spezifischer Transkriptionsfaktoren iden-

tifizieren .�

��/�:*�0 (Blaugrund �����.$�1996; Guillemot �����.$�1993; Lo �����.$�1991; Ma ���

��.$�1999).  

Die Determinierung bestimmter Neuralleistenzelllinien in bestimmte Entwicklungsschicksale 

könnte durch Zell-Zell-Interaktionen in den delaminierten Neuralleistenzellen zu Stande 

kommen. Hierbei gibt es Anzeichen, dass die Notch-Signaltransduktion eine Beteiligung an 
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der Segregation der Subzelllinien hat, da einige Notch-Signaltransduktionskomponenten, wie 

z.B. ����, ���
 und "
�	�� in den migratorischen Neuralleistenzellen exprimiert werden 

(Artavanis-Tsakonas �����.$�1995; Bettenhausen �����.$�1995; Dunwoodie �����.$�1997; Wein-

master �����.$�1991).  

 

�

��������/�:5�	
��������������&
��������#��������2���
�������� �����������������
�+�����'
���

.�0 Wanderungswege der Neuralleistenzellen (NL) im Thorakalbereich: Die früh-auswandernden NL folgen 

dem medio-lateralem Weg (1 in A). Sie wandern medial entlang des Neuralrohres (NR) und anschließend durch 

den anterioren Teil der Somiten (a) nach ventral. Dabei durchqueren sie das Sklerotom (Sk) der Somiten und 

ziehen zwischen Sk und dem Dermomyotom (D) in die ventrale Körperperipherie. NL, die ursprünglich an den 

posterioren Hälften der Somiten (p) auswandern, bewegen sich entlang der a/p-Achse des Neuralrohrs zu anteri-

oren Somitenhälften (schattierter Pfeil) und folgen dem beschriebenen Wanderungsweg (1). Die NL des medio-

lateralen Wanderweges entwickeln sich unter anderem zu den Derivaten des PNS. Später in der Entwicklung 

setzt ein zweiter Wanderungsweg der NL ein (2 in A). Im dorso-lateralen Weg wandern die NL zwischen dem 

Dermomyotom (D) und der Epidermis (E) in die ventrale Körperperipherie. Diese spät-wandernden NL entwi-

ckeln sich zu den Pigment produzierenden Melanozyten.  

.�0 Überblick der hauptsächlichen Entwicklungsschicksale der undifferenzierten Neuralleisten-Stammzellen 

(NL-SZ) und einige der molekulargenetischen Marker der jeweiligen Zelllinienderivate. Die Darstellung umfasst 

bei weitem nicht die gesamten NL-Derivate (für eingehendere Betrachtung s. Le Douarin, 1982) 
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In dieser Arbeit sollte die neuronale Entwicklung der ��������1��� (����&�Mausmutante mittels 

���#���
 Genexpressionsanalysen näher untersucht werden (Bettenhausen �����.$�1995; Hrabe-

de-Angelis �����.$�1997).� 

Wie bereits beschrieben, haben Mutationsanalysen an "
�	���� bzw. �2+�3κ-Nullmutanten 

gezeigt, dass die Notch-Signaltransduktion in der Vertebraten ZNS Entwicklung eine wichti-

ge Rolle einnimmt. Innerhalb des entwickelnden ZNS werden jedoch mehrere potentielle 

Notch-1 Liganden exprimiert (Chitnis et al., 1995; de la-Pompa et al., 1997; Dunwoodie et 

al., 1997; Johnston et al., 1997; Matise and Joyner, 1997; Myat et al., 1996). Der neuronale 

Phänotyp der "
�	��� Nullmutante könnte somit den Verlust der durch Notch-1 vermittelten 

Signaltransduktion im gesamten ZNS widerspiegeln. 

"
�	��� und �2+�3κ  nullmutante Embryonen sterben im sehr frühen Entwicklungsstadium 

E9.5. Dies macht eine Analyse späterer Stadien der Neurogenese unmöglich. Die ����ODF= 

Mutanten Embryonen haben demgegenüber den Vorteil, dass sie erst im Embryonalstadium 

E12.0 sterben. Dies ermöglicht somit eine spezifische Betrachtung der Beteiligung der Notch-

Signaltransduktion in fortgeschrittenen Stadien der ZNS Entwicklung. 

Eine Zielsetzung dieser Arbeit war demnach die Vorgänge in der neuronalen Entwicklung des 

ZNS beim Verlust eines einzigen potentiellen Notch-Liganden (Dll1) zu untersuchen. Dabei 

wurde verstärktes Augenmerk auf die Analyse der Entwicklungsvorgänge im spinalen Neural-

rohr gerichtet.  

Eine Zielsetzung dieser Arbeit war es die Vorgänge in der neuronalen Entwicklung des ZNS 

beim Verlust eines einzigen potentiellen Notch-Liganden (Dll1) zu untersuchen. Dies ermög-

licht eine spezifischere Betrachtung der Beteiligung der Notch-Signaltransduktion während 

der ZNS Entwicklung, da die Notch1-Aktivierung durch andere DSL-Proteine höchstwahr-

scheinlich unbeeinflusst bleibt. Dabei wurde verstärktes Augenmerk auf die Analyse der Ent-

wicklungsvorgänge im spinalen Neuralrohr gerichtet.  

Die Notch-Signaltransduktion ist möglicherweise an der Segregation der Neuralleistenzellli-

nien beteiligt. Eine weitere Zielsetzung dieser Arbeit war es dieser Fragestellung nachzugehen 

und die Beteiligung des Notch-Signaltransduktionspartners Dll1 an der Segregation der Neu-

ralleistenzelllinien bzw. an der PNS Entwicklung näher zu untersuchen. 
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Ausgangspunkt für den ursprünglichen, die ����ODF=�Mutation tragenden Mausstamm waren ho-

molog rekombinierte embryonale Stammzellen (ES-Zellen) der Linie R1. Die ����ODF=��-

tragenden R1 ES-Zellen wurden auf einen homogenen 129/SVPas genetischen Hintergrund 

gebracht (Hrabe-de-Angelis �����.$�1997). 

Auf Grund der bekannten niedrigen Nachkommensraten des 129/SVPas Mausstammes wurde 

der homogene “Knock-Out” (k.o.) Mausstamm auf einen C56BL/6J genetischen Hintergrund 

eingekreuzt, um eine höhere Nachkommensrate zu erhalten. Da die homozygote ���� Nullmu-

tation zu einer embryonalen Letalität führt, kann die ����ODF= Mutation nur in heterozygoter 

Form erhalten werden. Die aus der Zucht resultierenden heterozygoten k.o. Nachkommen 

wurden Mittels Allel-spezifischer Polymerase Kettenreaktion (PCR) von Schwanz-DNA er-

mittelt.  

Dazu wurden den 3 Wochen alten Nachkommen ca. 4 mm der Schwanzspitze abgeschnitten. 

Die Schwanzspitzen wurden in Proteinase K Puffer (1 mg/ml Proteinase K in 50mM Tris pH 

8; 100mM EDTA; 0,5% SDS) bei 55°C über Nacht verdaut und am folgenden Tag für eine 

Stunde bei 80°C hitzeinaktiviert. 2µl der hitzeinaktiviert Schwanzspitzen-Lysate wurden di-

rekt für die Allel-spezifische PCR verwendet. 

Die PCR Reaktion erfolgte in 40µl PCR Puffer: 

 20µl 1x Lysispuffer 

   2µl 10x PCR-Puffer 

0,4µl Oligonukleotide (0,25µg/µl) 

0,4µl Taq-Polymerase (5U/µl) 

   1µl MgCl2 

          14,2µl AMPU-Wasser 

   2µl Schwanzspitzenlysat 

 

/B"9���+�����: 50mM KCl, 10mM Tris-HCl pH 8.3, 2mM MgCl2, 0,45% Tween20, 

  0,45% NP40.   
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/CB�4�*������: 166mM (NH4)2SO4,  670mM Tris-HCl pH 8.8, 1 mg/ml BSA 

 

Die für die PCR verwendeten Oligonukleotide waren: 

5‘ ��	4-spezifisch: �  LacZ1: 5‘-CAAATTCAGACGGCAAACG-3‘  

3‘ ����-spezifisch: �  Melta38: 5‘-ATCCCTG-GGTCTTTGAAGAAG-3‘  

Die PCR-Zykluskonditionen waren:  

30 Zyklen à: 

Denaturierung:94°C, 30s;  

Annealing:       55°C, 30s;  

Elongation:      72°C, 30s. 

 

Mäuse mit einem ����ODF=�� Genotyp wurden für den Erhalt der Kolonie und für die Generati-

on von homozygoten ����ODF= Embryonen verwendet. 

 

 

%���%�� ��	��������
������

Die für die ������� Analysen verwendeten Embryonen wurden aus zeitlich überwachten Ver-

paarungen heterozygoter ���� Nullmutanten gewonnen. Dabei wurde 12 Uhr Mittag des Ta-

ges des ersten Auftretens eines Vaginalpfropfes dem embryonalen Stadium 0.5 (E0.5) zuge-

ordnet. Jeder folgende Entwicklungstag wurde hinzugezählt. Die Mehrheit der ������� Analy-

sen erfolgte an Embryonen der Stadien zwischen E8.5 und E10.5.  

Die entsprechenden schwangeren Weibchen wurden mittels Genickbruch getötet und die Ute-

rushörner entnommen. Die Embryodisektion aus den Uteri erfolgte in gekühlter DEPC 

(0.01% Diethylpyrocarbonat (Sigma)) behandelter Phosphat-gepufferter Salinelösung (PBS: 

150mM NaCl, 15mM Na-Phosphat-Puffer pH 7.3)). Die Trennung homozygoter ����ODF= von 

den phänotypisch unauffälligen heterozygoten ����ODF= und wildtyp Embryonen erfolgte an 

Hand der morphologischer Auffälligkeiten der Nullmutanten. 

Nachfolgend wurden die sortierten Embryonen fixiert.  

Embryonen die für RNA-�������-Hybridisirungen verwendet wurden, wurden in 4% Parafor-

maldehyd (PFA)/PBS fixiert. Während Embryonen die für immunocytochemische Nachweise 

verwendet wurden in einer Methanol/DMSO (4:1) fixiert wurden. Beide Fixierungsprozedu-

ren wurden bei 4°C über Nacht ausgeführt. 

Am darauffolgenden Tag wurden die PFA fixierten Embryonen in einer aufsteigenden Me-

thanolreihe (25-50-75-100% in DEPC-PBS) dehydriert bzw. von Methanol/DMSO (4:1) di-
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rekt in 100% Methanol transferiert. Nachfolgend wurden die dehydrierten Embryonen durch 

Zugabe von 1/6 Volumen 30%igem Wasserstoffperoxid (H2O2) bei 4°C für 2h gebleicht. Da-

nach wurden die Embryonen zweimal in 100% Methanol gewaschen und darin bei –20°C für 

den weiteren Gebrauch aufbewahrt. 

 

 

%���'�� &!���	�
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Die Digoxigenin markierten antisense Ribonukleotid-Proben wurden von den jeweiligen line-

arisierten Plasmid-cDNA Klonen unter Verwendung des “Digoxigenin RNA Labeling Mix” 

(Roche-Diagnostics) erzeugt. 

Die „Whole-mount“ RNA ������� Hybridisierung erfolgte angelehnt an ein beschriebenes Pro-

tokoll (Sporle and Schughart$�1998). Das verwendete Protokoll für Embryonen < E11.5 war 

wie folgt: 

• Rehydrierung der Embryonen in einer absteigenden Methanolreihe (100-75-50-25% in 

DEPC-PBS);  

• Zweimal 5 min waschen in DEPC-PBT (=DEPC-PBS, 0.1% Tween 20);  

• Zweimal 5 min inkubieren in RIPA-Puffer;  

  �;��*������5 0,05% SDS; 150mM NaCl; 1% NP40; 0,5% Deoxycholate;  

     100mM EDTA; 50mM Tris-HCl pH 8.0 in DEPC-H2O  

• Zweimal 5 min waschen in DEPC-PBT;  

• Nachfixieren der Embryonen in 4%PFA/0.2%Glutaraldehyd in PBT für 20 min; 

• Zweimal 5 min waschen in DEPC-PBT. 

Alle Inkubationsschritte bis hier erfolgen auf Eis und leichtem Schütteln. 

• Inkubation der Embryonen in DEPC-PBT/HYBE-Puffer (1:1) bei Raumtemperatur (RT) 

und ohne zu Schütteln, bis die Embryonen in der Lösung zu Boden sinken; 

�D�,*������: 50% Formamide (deionisiert); 5xSSC; 0,05% Heparin; 0.1% Tween20;  

� � �������pH 6 eingestellt mit 1M Zitronensäure   

<CB1145 3M NaCl; 0,3M Na-Zitrat pH 7)  

• Inkubation der Embryonen in HYBE-Puffer bei RT bis diese wieder absinken; 

• Sortieren der Embryonen entsprechend der zu verwendenden Ribonukleotid-Proben in 

1,8ml Cryoröhrchen;  

• Vorhybridisierung der Embryonen für 3h bei 68°C in 1ml HYBE-Puffer/tRNA 

(100µg/ml); 
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• Wechsel der Hybridisierungslösung und Inkubation mit 1ml HYBE-Puffer/tRNA + (5-

10µl) Digoxigenin (Dig) markierter Ribonukleotid-Probe über Nacht bei 68°C. 

 

Am darauffolgenden Tag wurden die Embryonen unter stringenten Bedingungen gewaschen 

und mit alkalischer Phosphatase-gekoppeltem Anti-Digoxigenin Antikörper (Roche Di-

agnostics) inkubiert. 

 Der Ablauf war wie folgt: 

• Zweimal 30 min waschen in HYBE-Puffer bei 68°C; 

• 5 min waschen in HYBE/RNase-Puffer (1:1) bei RT; 

• 10 min waschen in RNase-Puffer bei RT; 

  �2
��*������5 500mM NaCl; 10mM Tris-HCl pH 7.5; 0,1% Tween20  

• 1h Inkubation in RNase-Puffer+100µg/ml RnaseA bei 37°C; 

• 5 min Inkubation in RNase-Puffer/SSC-Fa-T (1:1); 

• Zweimal 5 min bei RT und 8 mal 30 min Waschen in SSC-Fa-T bei 68°C; 

  114*7
*)5 2xSSC; 50% Formamide; 0,1% Tween20  

• 5 min Inkubation in SSC-Fa-T/TBST (1:1) bei RT; 

• Zweimal 5 min TBST bei RT; 

  )�1)5�136mM NaCl; 2,6mM KCl; 25mM Tris-HCl pH 7.5; 0,1% Tween20  

• Zweimal 5 min MABT-Puffer bei RT; 

  ���)*������5 100mM Maleinsäure; 150mM NaCl; pH 7.5  

• 1h Inkubation in 10% Bloking-Reagenz (Roche-Diagnostics); 

• Inkubation bei 4°C über Nacht in 1% Blocking-Reagenz+Anti-Digoxigenin-Fab-

Fragmente-AP_konjugiert (Roche Diagnostics) (Antikörper Verdünnung: 1/5000). 

 

Die ungebundenen Antikörper wurden nachfolgend für mehrere Tage mit wechselnder TBST-

Lösung herausgewaschen. Anschließend erfolgte der colorimetrische Nachweis der jeweiligen 

Genexpression. 

Die Vorgehensweise war wie folgt: 

• Waschen der Embryonen in wechselnder TBST-Lösung für mehrere Tage bei 4°C; 

• Dreimal 10 min Inkubation der Embryonen in alkalischem Phosphatase Puffer bei RT;  

  ��*������5 100mM NaCl; 50mM MgCl2; 100mM Tris-HCl pH 9.5; 2mM Levamisol; 

            0.1% Tween20 

• Färbung der Embryonen in  

a) BM-Purple (Roche-Diagnostics) + 2mM Levamisol, 0,1% Tween 20 oder  
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b)  BCIP(175µg/ml)/NBT(450µg/ml) (Roche-Diagnostics)  

  bei 4°C über Nacht im Dunkeln (je nach Probe evtl. länger) 

• Abstoppen der Färbung durch einmaliges Waschen in AP-Puffer und anschließender Ü-

berführung in 4%PFA/PBS zur Lagerung bei 4°C im Dunkeln. 

 

Zum Teil wurden das Auswaschen der nicht gebunden Dig-markierten-Ribonukleotide, sowie 

die Inkubation der Embryonen mit dem Anti-Digoxigenin-AP Antikörper unter zu Hilfenah-

me des /�����+�
-Roboters von der Firma ABImed durchgeführt. Das Färben erfolgte “per 

Hand” wie beschrieben. 
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Die “Whole-mount” Immunocytochemie wurde mit Embryonen durchgeführt, die in Metha-

nol/DMSO fixiert wurden. Der monoklonale Antikörper 40.2D6, der das Islet-1 Protein er-

kennt (Ericson �����.$�1992), wurde von der “Developmental Studies Hybridoma Bank” (ver-

waltet von der Universität von Iowa, Abteilung für Biowissenschaft) erhalten und in einer 

Verdünnung von 1:100 eingesetzt. Der monoklonale Antikörper NN18 (Sigma), der gegen 

das Neurofilament 160 (NF160) gerichtet ist, sowie der monoklonale Antikörper SDL.3D10, 

der das β-Tubulin III Protein detektiert, wurden in einer Verdünnung von 1:300 verwendet. 

Ein Anti-Maus-IgG Meerrettich-Peroxidase Konjugat (Roche Diagnostics) wurde als sekun-

därer Antikörper verwendet und in einer Verdünnung von 1:200 eingesetzt. Für den colori-

metrischen Nachweis wurde Diaminobenzidin (Sigma) verwendet. 

Das Vorgehen für Embryonen < E11.5 war wie folgt: 

• Rehydrierung der Embryonen in einer absteigenden Methanolreihe (100-75-50-25% in 

PBS); 

• Inkubation in PBSMT zweimal 1h bei 4°C; 

  ��1�)5�2% Milchpulver; 0,1% Triton-X100 in PBS  

• Inkubation in 1ml PBSMT + primärem Antikörper in entsprechender Verdünnung, über 

Nacht bei 4°C; 

• Auswaschen des primären Antikörpers durch mehrstündiges Waschen in PBSMT: dreimal 

1h bei 4°C, sowie zweimal 1h bei RT; 

• Inkubation  in 1ml PBSMT + sekundärem Antikörper in der entsprechenden Verdünnung , 

über Nacht bei 4°C; 
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• Auswaschen des sekundären Antikörpers in Vorgehensweise wie des primären Antikör-

pers; 

• Inkubation in PBST 20min bei RT; 

  ��1)5�0,2% Serumalbumin; 0,1% Triton-X100 in PBS  

• Inkubation in PBST/DAB (Diaminobenzidine) (30 µg/ml) 40 min bei RT; 

• Auslösen der Färbereaktion durch 1µl-weises Zugeben von 30%H2O2; 

• Stoppen der Färbereaktion durch Überführen der Embryonen in PBT. 

 

Die Embryonen wurden anschließend in einer aufsteigenden Methanolreihe (25-50-75-100%) 

dehydriert und in Benzylalkohl/Benzyolbenzonat (1:2) aufgeklart, bzw. für die Cryoeinbet-

tung weiterverarbeitet. 
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5‘-Bromo-Deoxyuridin (BrdU) Inkorporation von Embryonen in utero wurde verwendet, um 

die Zellproliferation innerhalb des neuronalen Gewebes der Embryonen zu untersuchen. Dazu 

erhielten E9.5 bzw. E10.5 schwangere Plugmäuse ca. 50µg/g-Körpergewicht BrdU mittels 

intraperitoneal Injektion von 5mg/ml BrdU (Sigma) in PBS verabreicht (Wallin �����.$�1994). 

Die Embryodisektion erfolgte 2 Stunden nach BrdU Injektion. Die Embryonen wurden in 

4%PFA/PBS fixiert und wie beschrieben weiterverarbeitet. Nach RNA ������� Hybridisierung 

wurden die Embryonen im Cryotom (siehe unten) geschnitten. Anschließend erfolgte auf den 

Cryoschnitten der BrdU Nachweis. Die Vorgehensweise war wie folgt: 

• Waschen der Objekträger in PBTx zweimal 5 min; 

  ��)B5 PBS; 0.1% TritonX-100  

• Inkubation in 0,1% CaCl2 pH7.6 + 0,1% Trypsin für 10 min; 

• Abstoppen des Trypsinverdaus durch Waschen in PBS dreimal 5 min; 

• Inkubation in 4M HCl für 15 min, anschließend kurz spülen in PBS; 

• Inkubation in PBSMT für 10 min; 

• Inkubation mit Anti-BrdU-Peroxidase-Konjugat FAB (Sigma) (1U/ml in PBSMT) über 

Nacht bei 4°C; 

• Waschen der Objekträger in PBS dreimal 30 min;  

• Inkubation mit PBS/DAB (30µg/ml) für 20 min; 

• Auslösen der Färbereaktion durch zugeben von 30% H2O2; 
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• Abstoppen der Färbereaktion durch Inkubation der Objekträger in PBTx. 

Die Objekte wurden anschließend mit Kaisers-Glycerol eingedeckelt und bei RT aufbewahrt. 
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Embryonen aus “Wohle mount” ������� RNA Hybridisierungen bzw. Immunocytochmie wur-

den für die Cryotom-Histologie prozessiert. Die Cryopreservation der Embryonen erfolgte 

durch Inkubation in 30% Sucrose/PBS bis die Embryonen in der Lösung zu Boden sanken. 

Anschließend wurden die Embryonen zwei Stunden in 7,5% Gelatine/30% Sucrose/PBS bei 

42°C inkubiert. Zum Aushärten wurden die Embryonen samt Gelatine/Sucrose/PBS in Plastik 

Wägeschälchen gegeben. Anschließend wurden die Embryonen in Blöcken aus der Gelatine 

geschitten und in, aus Aluminiumfolie, vorgefertigte Behältnisse gegeben und mit Cryoblock 

(medite Medizintechnik) überschichtet. Das Einfrieren der so behandelten Embryonen erfolg-

te auf Trockeneis. Anschließend wurden histologische Schitte (35µm) mittels Cryotom (Lei-

ca: Jung Frigocut 2800N) angefertigt. Die Cryotomschnitte wurden in Kaiser’s Glyceringela-

tine (Merck) eingedeckelt und aufbewahrt. 
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Die 1µm dicken histologischen Schnitte wurden von EPON eingebetteten Embryonen mit 

einem Glasbruchmesser angefertigt. Die EPON Einbettung erfolgte nach folgendem Proto-

koll:  

• Glutaraldehydfixierung der Embryonen 2-5 Stunden in: 

4% Sucrose; 3% Glutaraldehyd; 0,1M Cacodylatpuffer; 2mM CaCl2; 

4
!��9�
�+�����: 0.2M Natriumcacodylat/HCl pH 7.6 

• 3x 20 min waschen der Embryonen in Waschlösung;  

&
�!��E����5�0,1M Cacodylatpuffer pH 7.4; 4% Sucrose, 2mM CaCl2 

• Chrom-Osmiumsäurefixierung 1-2 h nach Dalton.  

4���%*��%��%�����*3�%��!���
!��	
����: 

   Pufferlösung (A): 100 ml 5% Kaliumbichromatlsg.,+12 ml 2,5N KOH 

   Salzlösung (B): 3,4% NaCl 

 7�B
�������%��!�5 1 Teil A + 1 Teil B + 2 Teile 2% OsO4-Lösung 

• Mehrmals waschen bis keine gelbe Farbe mehr zu sehen ist; 
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• Dehydrierung der Embryonen in aufsteigender Ethanol-Reihe (30-50-70-90-96% +3x 

100%) für ca. 20 min; 

• Zweimal 30 min inkubieren in Propylenoxid; 

• 1h Inkubation in EPON(gebrauchsfertig):Propylenoxid (1:1); 

• Inkubation in EPON (gebrauchsfertig) über Nacht bei 4°C; 

• Am nächsten Tag Gefäße mit frischem EPON auffüllen und bei 60°C für 24h polymerisie-

ren. 

Die auspolymerisierten Blöckchen wurden mit einem UltracutE Microtom (Leica: Reichert-

Jung) 1µm dick geschnitten, mit Toluidinblau gefärbt und mit Eukitt (Riedel-de Haen) einge-

deckelt. 
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Die Embryonen für die Rasterelektronenmikrospie wurden wie folgt behandelt: 

• 15 min in 1%Glutaraldehyd/PBS Lösung pH7.35 fixiert; 

• anschließend 15 min in 2%OsO4/PBS Lösung pH7.35 nachfixiert; 

• danach in einer aufsteigenden Ethanolreihe (30-50-70-90-96% + 3x 100%) dehydriert; 

• mittels kritischem CO2 getrocknet und mit Platinpartikeln ca. 1-3nm stark bedampft. 

Die Platin beschichteten Embryonen wurden in einem Emissions-Rasterelektronenmikroskop 

(Jeol JMS-6300F; Tokyo, Japan) mit Beschleunigungsspannungen von 5-10kV im sekundären 

Elektronenmodus analysiert. 
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Die Mikroskopie der “Whole mount” Embryonen erfolgte an einem MZP-APO Binokkular 

(Leica). Die Mikroskopie der histologischen Schnitte wurde an einem Axioplan Mikroskop 

(Zeiss) durchgeführt. Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit einer CCD Kamera der Firma 

Fuji (HC-2000). Die aufgenommen Bilder wurden zum Teil zur Kontrastverstärkung digital 

nachberabeitet. Dazu wurden sowohl ( 
��� +�
�
��
�� (Ver 3.05, Ver 5.0) als auch �
����

+�
�
����� (Ver 7.0) verwendet. 
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Bei den verwendeten Bakterienstämme handelte es sich um die ��	
�� K12 Substämme 

DH5α, HB101 und DH10B. 

 

 

%�'�%�� 6����������� ������������ 
������ -�%� :�����
��������� (=��

<�<�%�3����(���
���

Die Herstellung CaCl2 Kompetenter ���
�� K12 Bakterien erfolgt folgendermaßen: 

• 100 µl einer konzentrierten ��	
�� K12 Bakterienstamm Lösung werden in 200 ml LB-

Medium in einem 500 ml Erlenmeyerkolben inokuliert; 

• Die Kultur wird bei 37°C unter Schütteln inkubiert, bis die optische Dichte bei 550nm von 

0,5 erreicht ist (OD550 = 0,5); 

• Anschließend wird die Kultur bei 6000g für 10 min bei 4°C abzentrifugiert;  

• Das Bakterienpellet wird danach in 100ml eiskaltem, sterilem CaCa2/Tris-HCl-Puffer ge-

löst und 15 min auf Eis belassen; 

• Anschließend wird die Bakteriensuspension bei 6000g für 5 min bei 4°C abzentrifugiert; 

• Das Baktereinpellet wird dann in 10 ml CaCl2-Puffer eiskaltem gelöst und in 50µl Ali-

quots in sterile Eppendorf Plastikcryoröhrchen aufgeteilt; 

• Die Cryorörhchen werden anschließend in flüssigem N2 schockgefroren und schließlich 

bei –80°C gelagert; 

4
4
�A)���*�4�*�������5  50mM CaCl2; 10mM Tris-HCl pH 8.0 

4
4
��*������5 50mM CaCl2; 20% Glycerol 
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Teilweise wurden cDNA Klone aus anderen Laboratorien als „Filterspots“ bezogen. Die 

Plasmid-DNA wurde aus dem Filterpapier durch Zugabe von 100-200µl TE Puffer gelöst.  

Die Transfektion erfolgt folgendermaßen: 

• 10 µl der TE-Plasmid-Lösung werden zu 50 µl kompetenten ��	
�� K12 Bakterien gege-

ben, geschüttelt und für 30 min auf Eis inkubiert; 
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• Anschließend werden die Bakterien für 45s einem 42°C Hitzeschock ausgesetzt und da-

nach für 2 min auf Eis belassen; 

• Anschließend werden die transfizierten Bakterien zu 450µl LB-Antibiotikum-Medium 

gegeben und für 30 min unter Schütteln bei 37°C inkubiert; 

• Danach erfolgt das Ausplatieren auf LB-Antibiotikum-Agar und Inkubation der Agar-

Petrischalen über Nacht bei 37°C; 

• Am darauffolgenden Tag können die gewachsenen Baktereienkolonien in 5 ml LB-

Antibiotikum-Medium überimpft werden;  

• Die 6ml Kulturen werden über Nacht bei 37°C inkubiert; 

• Am darauffolgenden Tag werden 900 µl der Kultur für die Herstellung der Gefrierkultu-

ren verwendet und die restliche Kultur gemäß der Anleitung „QIAGEN Plasmid Mini Kit“ 

zur Plasmid-DNA Präperation weiterverarbeitet.  

),*������5����������10 mM Tris, pH 7.2, 1mM EDTA  
"�*�%+*��
�5� 1,5% Bacto-Agar, in LB-Medium, 100µg/ml Ampicilin. 
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Die cDNA-Sequenz beinhaltenden Plasmide wurden mittels Plasmid Maxipräparation aus den 

jeweiligen ���
�� K12 Gefrierkulturen gewonnen. 

Dazu wurde am Tag vor der Plasmid-Präparation eine 50 ml Vorkultur (LB-Amp-Medium) 

mit 10µl Gefrierkultur angeimpft und bei 37°C für 5h geschüttelt (ca. 150 rpm). Anschließend 

wurde die Vorkultur in 150ml Medium überimpft und in einem 2l Erlenmeyerkolben bei 37°C 

über Nacht geschüttelt (ca. 150 rpm). 

Am darauffolgenden Tag wurde die Kultur gemäß der Anleitung des „QIAGEN Plasmid Ma-

xi Kit“ (QIAGEN) aufbereitet und das Plasmid isoliert. 

Die Konzentration der isolierten Plasmid-DNA wurde photometrisch mit Hilfe eines Pharma-

cia-GeneQuant Photometers ermittelt. 

"�*�����%�."���
*����
��������%05� 1% Bactorypton; 0,5% Bacto-Hefeextrakt; 

         1% NaCl ; pH 7.0 

����
������%5�Ampicilin (50mg/ml in H2O: Stammkonzentration)  

"�*�%+*�����%5  Endkonzentration Ampicilin im Medium: 100µg/ml 
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Die Gefrierkulturen der Plasmid-cDNA beinhaltenden ��	
�� K12 Baktererienstämme wurden 

durch Mischen von 100 µl „10x Freezing Medium“ mit 900µl Bakterienkultur erzeugt und bei 

–80°C aufbewahrt. 

10x Freezing Medium: 0,9g (NH4)SO4; 6,3g K2HPO4; 1,8g KH2PO4; 0,45g Na-Zitrat;  

     0,09g MgSO4; 44g Glycerol 
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Allgemeine Gebrauchschemikalien wurden in p.a.-Qualität von den Firmen Merck (Darm-

stadt), Sigma (München), Roth (Karlsruhe), „Life Technologies Gibco Europe“ (Karlsruhe) 

und der Firma Roche-Diagnostics (Mannheim) bezogen. 

Verbrauchsmaterialien wurden von der Firma Zefa-Laborbedarf (München) bezogen. 
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Die verwendeten Restriktionsenzyme wurden von den Firmen Roche-Diagnostics (Mann-

heim), „Life Technologies Gibco Europe“ (Karlsruhe) und „New England Biolabs“ bezogen. 

Die verwendeten PCR Oligonukleotide wurden am Inst. für Pathologie, GSF von Herrn Linz-

ner hergestellt. 

Für die Aufreinigung von Plasmid-DNA und Restriktionsspaltungen wurden Kits der Firma 

QIAGEN GmbH (Hagen) verwendet. 
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Die cDNA Klone der verwendeten Gene für die Expressionsanalyse stammten mehrheitlich 

aus der Plasmid-Bank der Arbeitsgruppe Dr. Martin Hrabè de Angelis. 

Nachfolgend sind alle extern erworbenen cDNA Klone aufgeführt, die in dieser Arbeit ver-

wendet wurden. 
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Für die Analyse der wildtyp Expression von ���� im sich entwickelnden Neuralrohr und PNS 

dienten wildtyp und heterozygote� ����ODF= Embryonen der Stadien E9.5-E10.5. Wie bereits 

beschrieben, sind die heterozygoten ����ODF= Embryonen phänotypisch unauffällig und die 

5�	4 Expression reflektiert die Expression des endogenen ���� Genes (Hrabe-de-Angelis ���

��.$�1997). Da die Lebensdauer des LacZ Proteins jedoch länger ist als die der ���� wildtyp 

RNA, spiegelte die LacZ Expression der heterozygoten ����ODF= ein größeres Zeitfenster der 

���� Expression wider.  

In E9.5 wildtyp Embryonen zeigte sich eine ���� Expression im ZNS .�

�=�/*�$� =�<*�0. 

Ähnlich der beschriebenen Expression von 7������ im Xenopus ZNS (Chitnis �����.$�1995) 

zeigte die genauere Betrachtung des E9.5 wildtyp Neuralrohres mehrere Expressionsdomänen 

von ����. Die beiden dorsalen und ventralen Expressionsdomänen von ����  erstreckten sich 

jeweils von der subventrikulären Zone bis in die Mantelzone des Neuralrohrs� .�

�=�<*�0. 

Die ventrale und dorsale Neuralrohrexpression von �����wird neueren Untersuchungen zur 

Folge von zwei unterschiedlichen Cis-regulatorischen Elementen gesteuert (Beckers ��� ��.$�

2000).  

Die 5�	4�Expression in E10.5 heterozygoten ����ODF= Embryonen zeigte, dass ���� zusätzlich 

zu seiner Expression im ZNS auch in den cranialen und spinalen Ganglien des sich entwi-

ckelnden PNS exprimiert wird .�

��=�/*�0. 

Neben den Expressionsdomänen im ZNS und PNS waren in E9.5 und E10.5 Embryonen wei-

tere ����� Expressionsdomänen im präsomitischen Mesoderm, als auch in den posterioren 

Hälften der Somiten der heterozygoten ����ODF= Embryonen sichtbar .�

��=�/*�$�0. Wie be-

reits beschrieben, spielt ���� hier eine wichtige Rolle in der Ausbildung und dem Erhalt der 
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Somiten, sowie ihrer a/p-Polarität (Hrabe-de-Angelis ��� ��.$�1997). Im Verlauf der weiteren 

fötalen Entwicklung fand sich ���� Expression in vielen sich entwickelnden Organen 

(Beckers J �����.$�1999). 

�
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Phänotyptisch ließen sich homozygote ����ODF= Embryonen bis einschließlich des embryona-

len Stadiums E9.5 unter anderem durch ihre unregelmäßig geformten Somiten von ihren hete-

rozygoten und wildtyp Wurfgeschwistern unterscheiden (Hrabe-de-Angelis �����.$�1997). Ein 

weiteres Unterscheidungsmerkmal war eine Veränderung der “links-rechts” Körperasymmet-

rie in einem Anteil der homozygoten ����ODF= Embryonen (Dr. G. Przemeck, Manuskript in 

Arbeit). Die histologische Betrachtung von E9.5 homozygoten ����ODF= Embryonen ließ deut-

liche morphologische Veränderungen des Neuralrohrs erkennen. Das Neuroepithel war weni-

ger dicht gepackt, die ��

������ erschien vergrößert und Defekte in der �

������ waren 

sichtbar .�

��=�/*F$�=�>*3$�0. 

Ab dem embryonalen Stadium E10.5 waren die phänotypischen Veränderungen der homozy-

goten ����ODF= Embryonen gravierender. Die Hirnventrikel erschienen delatiert .�

��=�/*40 

und stellenweise war das Neuroepithel eingerissen .�

�� =�/*	$,0� Zusätzlich traten inter-

ventrikuläre Blutungen, sowie ein Verlust der caudalen Segmentierung auf .�

�� =�/*4G�

Hrabe-de-Angelis ��� ��., 1997). Verursacht wurden die interventrikulären Blutungen neben 

den Rissen im Neuroepithel unter anderem durch missgebildete Blutgefäße. Eine immuno-

histochemische Färbung gegen das endotheliale Protein PECAM (Jackson �����.$�1997) zeigte$�

dass in E10.5 homozygoten ����ODF= Embryonen zahlreiche Blutgefäße das Neuroepithel 

durchzogen, an der Apikalmembran endeten und sich in die Ventrikel ergossen .�

�� =�/*

3$�0. Eine Erklärung für dieses Phänomen wurde bislang noch nicht gefunden, lässt aber eine 

Funktion von ����� für die korrekte Ausbildung der Blutgefäße während der Vaskularisation 

vermuten. Vermutlich ist das Auftreten der interventrikulären Blutungen der Grund für die 

frühe Letalität der homozygoten ����ODF= Embryonen, die��������
 zwischen den embryonalen 

Stadien E11.5-E12.0 starben.  

Die histologische Analyse der homozygoten E10.5 ����ODF= Embryonen zeigte, dass die Neu-

ralrohrwände dünner waren als im vergleichbaren Wildtyp, und dass die palisadenförmige 

Anordnung der Zellen im Neuroepithel nicht mehr vorhanden war .�

�� =�/*"0. Die 

��

������ war deutlich vergrößert und die �

������, wie bereits beschrieben, an zahlreichen 
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Stellen entlang der a/p Achse des Neuralrohrs defekt .�

�� =�/*"0. Zudem erschienen die 

Dorsalwurzelganglien in den E10.5 homozygoten ����ODF= Embryonen desorganisiert und 

kleiner als im vergleichbaren wildtyp Embryo .�

��=�/*"0. Außerdem war entlang der ge-

samten a/p-Achse im Thorakalbereich der E10.5 homozygoten ����ODF= das Auswachsen der 

spinalen Nerven gestört .�

�� =�/*"0. Auf Grund der starken morphologischen Defekte im 

homozygoten ����ODF= Neuralrohr zum Entwicklungsstadium E10.5 wurden für die molekular-

biologische Untersuchung des ZNS im wesentlichen Embryonen des morphologisch 

unauffälligeren Stadiums E9.5 verwendet. 

 

�

�������=�/5�	��/�,B+���������%�&)�����.����������!���0�������9+���������ODF=����
������

(A,B) Dll1 Expression: (A) X-Gal-Färbung eines E10.5 heterozygoten ����ODF=�  Embryos. Der Embryo zeigt 

keinen veränderten Phänotyp. Die 5�	4 Expression entspricht der ���� WT Expression. Expression ist sichtbar 

im pM (Pfeil), im ZNS (Pfeilspitzen), sowie in den cranialen ~ und Dorsalwurzel-Ganglien (rote Pfeile). (B) 

Dorsale Aufsicht auf den Rumpf eines E9.5 WT Embryo nach „Whole mount“ RNA ������� Hybridisierung (Ori-

entierung: Links=posterior, rechts=anterior). Expression von �����ist sichtbar im Neuralrohr, sowie in den poste-

rioren Hälften der Somiten. (C) E10.5 homozygoter ����ODF=�  Embryo: Die Hirnventrikel erscheinen hyperplas-

tisch und eine interventrikuläre Blutung ist sichtbar (weißer Pfeil). Caudal ist keine Segmentierung zu erkennen 

(roter Pfeil). (D,E) REM der Hirnventrikel eines E10.5 homozygoten ����ODF=� Embryos (Einblick in die Ventri-

kel I/II, III, IV). Das Neuroepithel weist zahlreiche Risse auf (Pfeilspitze, Kasten). (E) Vergrößerung des Kas-
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tenausschnittes aus D. Zu sehen ist das aufgerissene Neuroepithel und das darunterliegende Mesoderm. (F-H) 

Cryotomschnitte von E10.5 Embryonen nach „Whole mount“ Immunocytochemie mit Anti-PECAM zur Markie-

rung der Endothelzellen der Blutgefäße. (F) WT Neuralrohr Querschnitt. Die Blutgefäße (braune Färbung) 

durchziehen das Neuroepithel medial (Pfeile). (G,H) Im ����ODF=�  Mutanten finden sich Blutgefäße die das 

gesamte Neuroepithel durchziehen und sich in die Ventrikel eröffnen (Pfeil, Kasten).Der gesamte ventrikuläre 

Raum ist angefüllt mit Blutzellen. (H) Vergrößerung des Kastenausschnittes aus G. Zu sehen ist ein Blutgefäß, 

das in den Ventrikel mündet (Pfeil). (I-L) 1µm histologische Dünnschnitte durch das Neuralrohr von E9.5 (I,J) 

und E10.5(K,L) Embryonen. (I) E9.5 WT. (J) E9.5 ����ODF=�: Das Neuroepithel erscheint weniger dicht und Ver-

änderungen in der ��

�- (Pfeil) und �

������ (Pfeilspitze) sind auffällig. (K) E10.5 Wildtyp.(L) E10.5 ����ODF=: 

Das Neuroepithel erscheint weniger prominent als im Wildtyp. Die ��

�������(Pfeil) ist deutlich vergrößert und 

die �

������� (Pfeilspitze) verändert. Die DWG sind desorganisiert und verkleinert (roter Pfeil), die SN sind 

nicht erkennbar. 

pM, präsomitischen Mesoderm; NR, Neuralrohr; dA, dorsale Aorta; NL, Neuralleistenzellen; DWG, Dorsalwur-

zelganglion; SN, spinaler Nerv. 

((____ = 100µm (F,G,K,L); = 50µm (J,K)) (A,C= 25x, B = 50x vergrößert)) 
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Zahlreiche Gene der Notch-Signaltransduktion wurden identifiziert, die in einem segmentspe-

zifischen Muster wiederholt in den Somiten exprimiert werden. Diese molekularen Marker 

zeigen, dass bereits neuformierte Somiten in anteriore und posteriore Zelltypen unterteilt sind. 

Mutationen in Komponenten des Notch-Signaltransduktionsweges verhindern zwar nicht die 

Somitogenese an sich, haben jedoch eine Disorganisation der Somiten zur Folge. Der auffäl-

ligste Defekt in Notch-Signaltransduktionsmutanten ist dabei die gestörte a/p-

Kompartimentalisierung der Somiten und der Verlust der Somitengrenzen (Hrabe-de-Angelis 

�����.$�1997; Gossler and Hrabe de Angelis$�1998; Jiang �����.$�1998b; McGrew and Pourquie$�

1998). Nullmutationen von "
�	���, �2+�3κ bzw. ���� führen zu einer Missexpression ande-

rer Notch-Signaltransduktionsgene innerhalb der Somiten, sowie einer Veränderung der 

Kompartimentalisierung der selben (Barrantes IB �����.$�1999; Hrabe-de-Angelis �����.$�1997). 

Innerhalb des sich entwickelnden Vertebraten-ZNS werden ebenfalls verschiedene an der 

Notch-Signaltransduktion beteiligte Gene in bestimmten aneinander grenzenden bzw. über-

lappenden Domänen exprimiert (Chitnis �����.$�1995; de la-Pompa �����.$�1997; Dunwoodie ���

��.$�1997; Johnston �����.$�1997; Matise and Joyner$�1997; Myat �����.$�1996). Um der Frage-

stellung nachzugehen, ob sich die Notch-Signaltransduktionsgene im ZNS, ähnlich wie in den 

Somiten, in ihrer Expression gegenseitig beeinflussen, wurde die Expression bestimmter 
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Notch-Signaltransduktionsgene innerhalb des ����ODF= mutanten Neuralrohres näher unter-

sucht. 

Wie bereits beschrieben, besitzt ����im E9.5 wildtyp Neuralrohr eine dorsale und eine ventra-

le Expressionsdomäne. Dabei scheint die dorsale ���� Expressionsdomäne die �

�������und 

die ventrale Expressionsdomäne die ��

������ jeweils von beiden Seiten zu begrenzen .�

��

=�<*�0.  

Die�Expressionsdomänen von ��������1��
�(���
), einem weiteren ��
�
����������� Homolog 

(Dunwoodie �����.$�1997) liegen im E9.5 wildtyp Neuralrohr innerhalb der ���� Expressions-

domänen. Wobei die ���
 Expression jedoch auf die Mantelzone beschränkt ist .�

��=�<*40. 

Untersuchungen zur Folge wird ���
 von frühen, differenzierenden Neuronen exprimiert und 

folgt zeitlich der ���� Expression (Dunwoodie ��� ��.$�1997). Im E9.5 homozygoten ����ODF= 

Neuralrohr glich die ���
�Expression der wildtyp �����Expression. ���
�erschien hochregu-

liert und die Expressionsdomänen bis in die subventrikuläre Zone ausgedehnt .�

� =�<*	0��

Weiterhin fiel eine ektopische ���
 Expressionsdomäne innerhalb des E9.5 homozygoten 

����ODF= Telenzephalons auf, deren Expressionsmuster der ���� wildtyp Expression zu glei-

chen schien .�

�� =�<*,$�0. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass ���
 möglicherweise 

partiell für ���� in den homozygoten ����ODF= Mutanten substituiert. 

Die Expressionsdomänen des Genes ������	� ����!� (���!) (Johnston ��� ��.$� 1997), dessen 

Funktion möglicherweise notwendig für die Modulation der Notch-Signaltransduktion ist 

(Barrantes IB ��� ��.$�1999), überlappen im E9.5 wildtyp Neuralrohr ebenfalls mit den �����

Expressionsdomänen. Hierbei fällt auf, dass ���! von Zellen innerhalb der ventrikulären und 

subventrikulären Zone exprimiert wird .�

��=�<*30. Im E9.5 homozygoten ����ODF= Neural-

rohr war ���! sehr stark herunterreguliert und die Expressionsdomänen in ihrer d/v Ausdeh-

nung stark verkleinert .�

��=�<*�0.  

Untersuchungen der ��
�
����� Beinentwicklung haben gezeigt, dass ein Verlust von ����!��

(��!), dem ��
�
������Homolog zu ���!, zu Fusionierungen von Beinsegmenten und dem 

Verlust von Gelenken führt. Molekularbiologisch werden dabei Veränderungen in der seg-

mentspezifischen Expression von $������ und ����� beschrieben (Rauskolb and Irvine$�1999). 

Das $������ Homolog .
����$��������� (0������) (Mitsiadis �����.$�1997) wird im medialen 

E9.5 wildtyp Neuralrohr in der Mantelzone zwischen der dorsalen und ventralen 

Expressionsdomäne von ���� bzw.� ���!  exprimiert .�

�� =�<*;0. Es stellte sich also die 

Frage, ob analog zu den Befunden in ��
�
����� eine Verringerung der ���! bzw. der Verlust 

der �����Expression innerhalb des homozygoten ����ODF= Neuralrohrs auch Auswirkungen auf 

die 0�������Expression haben könnte. Tatsächlich zeigte sich eine Veränderung in der 0�����

� Expression in den ����ODF= Mutanten. Die Expressionsdomäne von 0������ erstreckte sich 
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in den ����ODF= Mutanten. Die Expressionsdomäne von 0������ erstreckte sich bis in die sub-

ventrikulären Zone und war in ihrer d/v-Ausdehnung deutlich vergrößert .�

��=�<*F0.  

Ein weiteres Notch-Signaltransduktionsgen, dessen Expressionsdomäne im Neuralrohr direkt 

an die Expressionsdomäne von �����grenzt, ist�"
�	�� (Lindsell �����.$�1996). Im E9.5 wildtyp 

Neuralrohr wird "
�	�� spezifisch in der ��

�������exprimiert .�

��=�<*80 und grenzt an 

die ventrale Expressionsdomäne von ���� .�

��=�<*�0. Im E9.5 homozygoten ����ODF= Neu-

ralrohr wurde "
�	�� deutlich überexprimiert und die Expressionsdomäne erschien vergrößert 

.�

�� =�<*"0. Dieser Befund deutete auch molekularbiologisch auf eine Vergrößerung der 

��

������ in den homozygoten ����ODF= Mutanten hin, die bereits histologisch beschrieben 

wurde .�

��=�/*F$"0. Die Ausdehnung der 0������ und der "
�	�� Expressionsdomänen im 

mutanten ����ODF= Neuralrohr legen die Vermutung nahe, dass die ���� Funktion möglicher-

weise für die korrekte Eingrenzung der jeweiligen Expressionsdomänen und somit auch der 

��

������ notwendig ist. 

Der potentielle Dll1 Rezeptor Notch1 wird ebenfalls innerhalb der ventrikulären und sub-

ventrikulären Zone des sich entwickelnden Neuralrohres exprimiert�.�

��=�<*�0. In �2+�3κ 

und "
�	��-Nullmutanten exprimieren mehr Zellen des ZNS ����. Dies lässt auf eine Über-

produktion neuronaler Vorläuferzellen schließen. Der Grund dafür scheint der Verlust der 

durch Notch1 vermittelten lateralen Inhibition zu sein (de la-Pompa ��� ��.$� 1997). Um der 

Fragestellung nachzugehen, ob ein Verlust des Liganden Dll1 auf die�Expression des poten-

tiellen Rezeptors Notch1 Einfluss nehmen würde, wurde die Expression von "
�	�� in homo-

zygoten ����ODF= Mutanten näher untersucht. Im E9.5 homozygoten ����ODF= Neuralrohr schien 

die "
�	�� Expression nur leicht vermindert. Hierbei fiel auf, dass im dorsalen und ventralen 

Neuralrohr das Notch1 Expressionsmuster der wildtyp Expression glich .�

��=�<*20. Dieser 

Befund deutet darauf hin, dass möglicherweise andere Notch1 Liganden die Funktion von 

Dll1 teilweise substituieren können. 

Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse dafür, dass auch innerhalb des sich entwickelnden 

Neuralrohrs sich die einzelnen Notch-Signaltransduktionsgene in ihrer Expression gegenseitig 

beeinflussen können.  
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�

��=�<5�(A,C,D,G-N) 35µm Cryotomschnitte durch das Neuralrohr (___ ≡100µm) und (B,E,F) laterale Kopfan-

sicht (40x vergrößert) von E9.5 Embryonen nach ������� Hybridisierung. (A,B) ���� Expression im WT: (A) Im 

E9.5 Neuralrohr zeigt sich eine ventrale (weißer Pfeil) und eine dorsale (schwarzer Pfeil) Expressionsdomäne 

von ����, die sich von der subventrikulären Domäne bis zur Mantelzone erstreckt (---- in A). (B) ���� Expressi-

on im E9.5 WT Telenzephalon. (C-F) ���
 Expression: (C) ���
 wird im E9.5 WT Neuralrohr ventral (weißer 

Pfeil) sowie in geringem Maße dorsal (schwarzer Pfeil) exprimiert. (D) Im mutanten ����ODF= Neuralrohr ist die 

���
�Expression ventral (weißer Pfeil) und dorsal (schwarzer Pfeil) hochreguliert. Im Gegensatz zum WT be-

schränkt sich die ���
 Expressionsdomäne im mutanten ����ODF= Neuralrohr nicht nur auf die Mantelzone sondern 

erfasst auch die subventrikuläre Zone des Neuralrohrs ( vgl. ---- in C,D) und ähnelt der ���� WT Expression 

(vgl. A). (E) Im Telenzephalon von E9.5 homozygoten ����ODF= Embryonen zeigt sich eine ektopische ���
 Ex-

pressionsdomäne (weißer Pfeil). Diese gleicht der ���� WT Expression (weißer Pfeil in B). (F) ���
 Expression 

im WT. (G,H) ���! Expression: (G) Im E9.5 WT wird ���!� in der ventralen (weißer Pfeil) und dorsalen 

(schwarzer Pfeil) Hälfte des Neuralrohrs exprimiert. (H) Im ����ODF= mutanten�Neuralrohr ist die Expression von 

���! deutlich verringert und die Expressionsdomänen sind verkleinert (vgl. ---- Linien G,H). (I,J)�0������ Ex-

pression: Die mediale Expressionsdomäne von 0������ ist im Vergleich zum WT (I) im E9.5 Dll1lacZ Neuralrohr 

(J) deutlich hochreguliert und ausgedehnt (vgl. ---- in I,J). (K,L) "
�	�� Expression: (K) Im E9.5 WT Neuralrohr 

wird "
�	��� in der ��

������ exprimiert (schwarzer Pfeil). (L) Im homozygoten ����ODF= Neuralrohr ist die 

"
�	�� Expression deutlich hochreguliert (schwarzer Pfeil) und ausgedehnt (----), was auf eine vergrößerte 

��

������ schließen lässt. (M,N) "
�	�� Expression: Im Vergleich zum E9.5 WT Neuralrohr (M) scheint die 

Expression von "
�	�� im homozygoten ����ODF=�Neuralrohr im wesentlichen nur im medialen Neuralrohr ver-

ringert (schwarzer Pfeil in N). Die starke, im WT sichtbare ventrale (Pfeilkopf in M) und dorsale (Pfeil in M) 

Expressionsdomäne scheint auch im mutanten Neuralrohr erhalten zu bleiben.  

 

 

'�)��6���	�����
������ ���� ��
��� ���� A	���5�����
��� ����

������������ 4����� 
�� *!#� ��������������������� ��	"

�������

Die Gene des �����	���
��������8
0���*�(�%���&) von ��
�
����� kodieren für basische „He-

lix-Loop-Helix” (bHLH) Transkriptionsfaktoren, die in der Lage sind, die Expression der pro-

neuralen Gene der �	������	���� (�	��	) und der ��
��� Klasse herunter zu regulieren. Die 

räumliche und zeitliche Expression der einzelnen �%���& Gene wird von der Aktivierung der 

Notch-Signaltransduktionskette beeinflusst (Jennings �����.$�1995). In Funktionsmodellen der 

lateralen Inhibition ist die Signaltransduktion von Notch abhängig von dessen Interaktion mit 

einem seiner Bindungspartnern wie zum Beispiel Delta (Jacobsen �����.$�1998; Lieber �����.$�

1992; Rebay �����.$�1991). 
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Die Expression von �����, einem Mitglied des in der Maus homologen �%���& Komplexes ist 

in den Mausmutanten für Notch1 und RBP-Jκ deutlich herabgesetzt. Zugleich zeigen diese 

Mausmutanten eine Überexpression der proneuralen Gene wie zum Beispiel .����� oder 

.������ (=� ����
!����� �� (�!��)); Maushomologe der ��
�
����� �	��	 bzw. ��
��� Klasse 

(de la-Pompa ��� ��.$� 1997). Um herauszufinden, ob der Verlust von ���� Einfluss auf die 

Notch-Signaltransduktionskette nimmt, wurde die Expression von ����� und verschiedener 

proneuraler Gene in homozygoten ����ODF= Embryonen mittels „Whole mount“ RNA ��� ���� 

Hybridisierung untersucht. Im E9.5 Wildtyp ist die ����� Expression im Mesenzephalon, 

Rhombenzephalon und im Neuralrohr zu finden .�

��=�=*�0. Histologische Analysen zeig-

ten, dass im wildtyp Neuralrohr ����� entlang der subventrikulären Zone des Neuralrohrs 

exprimiert wird .�

�� =�=*�0. In den homozygoten ����ODF= E9.5 Embryonen war hingegen 

die Expression von ����� in allen Domänen stark reduziert .�

��=�=*	0. Histologisch zeigte 

sich, dass eine schwache ������Expression auf den medialen Bereich des Neuralrohrs be-

schränkt war .�

��=�=*,0. 

Befunde in ��
�
������zeigen, dass eine Herabsetzung der �%���& Aktivität zu einer Überex-

pression der proneuralen Gene der �	��	 und ��
��� Klasse führt (Skeath and Carroll$�1992). 

Ergebnisse aus der Untersuchung der ������bzw��.�����und� �!��� %.�����& Expression in 

Notch1 und RBP-Jκ Mausmutanten (de la-Pompa ��� ��.$� 1997) führten zu der Vermutung, 

dass eine Herabsetzung der ������Expression in homozygoten ����ODF= Embryonen eine Über-

expression proneuraler Gene mit sich führen würde.  

Tatsächlich zeigten verschiedene proneurale Gene eine deregulierte Expression in homozygo-

ten ����ODF= Embryonen. Im E9.5 Embryonalstadium ist die wildtyp .����� Expression im 

ventralen Telenzephalon, dem Rhombenzephalon, im Neuralrohr und entlang der dorsalen 

Aorta zu finden .�

��=�=*30. Die Analyse histologischer Schnitte durch den Rumpfbereich 

zeigt, dass .����� eine dorsale, mediale und ventrale Expressionsdomäne innerhalb der sub-

ventrikulären Zone, des Neuralrohrs besitzt .�

��=�=*�0. Es wurde gezeigt, dass es sich bei 

den .������ exprimierenden Zellen entlang der subventrikulären Zone um frühe neuronale 

Vorläuferzellen handelt, die noch zu einem gewissen Grad teilungsfähig sind und ihr endgül-

tiges Zellschicksal noch nicht angenommen haben (Torii ��� ��.$�1999). Die Expression von 

.����� in E9.5 homozygoten ����ODF= Embryonen war innerhalb des Neuroepithels deutlich 

verstärkt .�

�� =�=*;0. Die histologische Untersuchung des ����ODF= mutanten Neuralrohrs im 

Rumpfbereich zeigte, dass die Expression von .������besonders innerhalb des dorsalen Neu-

ralrohrs verstärkt war, während die ventrale Expressionsdomäne nicht mehr aufgefunden wer-

GSF
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den konnte. Dies deutet auf eine Überproduktion neuronaler Vorläuferzellen im dorsalen Neu-

ralrohr, bzw. deren Verlust im ventralen Neuralrohr der homozygoten ����ODF= Embryonen hin.  

Auch das proneurale Gen �!�� zeigte eine veränderte Expression in homozygoten ����ODF= 

Embryonen. In E9.5 Wildtypembryonen wird �!�� im ventralen Mesenzephalon, im ventra-

len Rhombenzephalon und im Neuralrohr exprimiert .�

�� =�=*80. In E9.5 homozygoten 

����ODF= Embryonen zeigte sich eine deutliche Überexpression von �!���vor allem im dorsalen 

Neuralrohr .�

��=�=*"�0.  

Zusammenfassend lassen diese Befunde darauf schließen, dass in Dll1 Mutanten offensicht-

lich ein Überschuss an neuronalen Vorläuferzellen ausgebildet wird. 

 

�

������� =�=5� ���

�����
����� '��������� ���� (
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�����
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������%�����ODF=�2���
�������

9�
���� 0
���:�RNA� ��� �����Hybridisierung von E9.5 Mäuseembryonen (A,D,G,I,K,L (40x vergrößert)) und 

35µm Cryotomschnitte durch das Neuralrohr von E9.5 (B,E,H,J) und E10.5 (C,F) Embryonen nach 9��
���

0
���:�RNA ������� Hybridisierung. (A-F) ����� Expression: (A) ������wird im E9.5 WT im Gehirn (Pfeil) und 

im Neuralrohr (Pfeilspitzen) exprimiert. (B) Ein Querschnitt durch das E9.5 WT Neuralrohr zeigt eine deutliche 
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������Expression entlang der subventrikulären Zone (Pfeilspitzen) mit zwei Zonen stärkerer Expression (Pfeile). 

(C) Im E10.5 WT Neuralrohr zeigt sich ebenfalls eine sehr deutliche ����� Expression im dorsalen und medialen 

Neuralrohr (Pfeile), sowie entlang der gesamten subventrikulären Zone (Pfeilspitzen). (D) Im E9.5 ����ODF=��

Embryo ist die ����� Expression deutlich herabreguliert. (E) Querschnitt durch das E9.5 ����ODF= und (F) E10.5 

����ODF= Neuralrohr Querschnitt mit verringerter ����� Expression. (G-J) E9.5 .����� Expression: (G) Im E9.5 

WT wird .������ im Gehirn (Pfeil, Pfeilspitze) und im Neuralrohr (H), sowie im sympathischen Grenzstrang 

(weiße ~ (G), schwarze Pfeilspitzen (H)) exprimiert. (H) Der Querschnitt durch das E9.5 WT Neuralrohr zeigt 

deutlich eine dorsale (schwarzer ~), mediale (grüner ~) und ventrale (roter Pfeil) .������Expressionsdomäne. (I) 

Im E9.5 ����ODF=� Embryo wird .�����im ZNS überexprimiert.(J) Der Querschnitt durch das ����ODF=� E9.5 Neu-

ralrohr zeigt eine deutliche Überexpression im dorsalen Neuralrohr und einen Verslust der ventralen Expressi-

onsdomäne (vgl. roter Pfeil in H). (K,L) �!�� (= .�����) Expression. (K) Das proneurale Gen �!�� wird im 

E9.5 WT im ZNS exprimiert (Pfeile). (L) Im ����ODF=� E9.5 Embryo ist �!�� überexprimiert. 
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Nachdem eine Überproduktion neuronaler Vorläuferzellen im ZNS der ����ODF= Mutanten 

deutlich wurde, stellte sich die Frage, inwiefern die weitere neuronale Differenzierung im 

ZNS davon beeinflusst wird.  

Während der frühen Entwicklung nehmen neuronale Vorläuferzellen innerhalb des ZNS ab-

hängig von ihrer räumlichen Lage unterschiedliche Eigenschaften an, die das Schicksal ihrer 

neuronalen Nachfolgerzellen bestimmen. Diese Regionalisierung scheint durch sezernierte 

induktive Signale zu Stande zu kommen. Diese sind in der Lage bestimmte zellintrinsische 

Faktoren zu aktivieren, die zu einer Determinierung des jeweiligen Zellschicksals führen 

(Bang and Goulding$�1996; Lumsden and Krumlauf$�1996)� Studien im sich entwickelnden 

Neuralrohr zeigten, dass bestimmte Neuronenklassen in charakteristischen Regionen entlang 

der d/v-Achse entstehen� (Tanabe and Jessell$�1996). Diese d/v-Regionalisierung des Neural-

rohrs wird dorsal durch BMP-abhängige Signale aus dem epidermalen Ektoderm sowie der 

�

������ dirigiert und bedingt die Ausbildung der dorsalen sensorischen Interneuronen (Lee 

and Jessell$�1999). Ventral spielen Sonic Hedgehog (Shh)-abhängige Signale aus der Noto-

chorda und der ��

������ eine Rolle in der Determinierung von Motoneuronen und bestimm-

ter ventraler Interneuronen (Briscoe �����.$�1999; Ericson �����.$�1996; Marti �����.$�1995; Roe-

link �����.$�1995). Es wurde auch gezeigt, dass unabhängig davon Retinsäure aus dem umlie-

genden Mesoderm die Generierung bestimmter medialer Interneuronentypen bewirkt (Pierani 

�����.$�1999). 
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Wie gezeigt (siehe oben) war die Floorplate in homozygoten ����ODF= Mutanten morpholo-

gisch vergrößert. Neben der bereits beschriebenen Vergrößerung der ��

�������spezifischen�

"
�	���Expressionsdomäne in den E9.5 ����ODF= Mutanten, zeigte sich bereits in den E8.5 ho-

mozygoten ����ODF= Embryonen die ��

������-spezifische Expressionsdomäne des „winged-

helix“ Transkriptionsfaktor HNF-3β (Weinstein �����.$�1994) deutlich vergrößert .�

��=�@*

4$	0. Untersuchungen haben gezeigt, dass durch HNF-3β die Expression von $��� in der 

��

������ induziert wird (Epstein �����.$�1999). Es war also auch eine vergrößerte $�� Ex-

pressionsdomäne in den ����ODF= Mutanten zu erwarten. Tatsächlich konnte eine deutlich ver-

größerte $�� Expressionsdomäne in E9.5 und E10.5 Mutanten beobachtet werden .�

��=�@*

3$�0. Zusammenfassend zeigten alle untersuchten ��

������-spezifischen Marker eine ver-

größerte Expressionsdomäne. Die Zählung der ��

������-Zellen in den ����ODF= Mutanten 

zeigte zudem, dass die Anzahl der Zellen in den E9.5 und E10.5 Mutanten signifikant vergrö-

ßert war .)

��/0. Dies unterstützt den Befund der morphologisch vergrößerten ��

�������in 

homozygoten ����ODF= Mutanten.  

Die vergrößerte $�� Expressionsdomäne in homozygoten ����ODF= Mutanten ließ vermuten, 

dass im Verhältnis zum Wildtyp auch mehr Shh-Protein gebildet werden könnte. Untersu-

chungen zur Folge spielt der nach dorsal abnehmende Konzentrationsgradient von Shh ausge-

hend von der Notochorda und der ��

�������für die Differenzierung und Determinierung der 

ventralen Neuronen eine wichtig  Rolle (Ericson �����.$�1996). Eine vermehrte Bildung von 

Shh-Protein auf Grund einer vergrößerten Floorplate könnte somit eine Veränderung des d/v-

Konzentrationsgradienten bewirken und dadurch die ventrale Neurogenese beeinflussen. Des-

halb wurde die Expression von bestimmten Genen näher untersucht, deren Expression in star-

kem Maße von der Shh-Ortskonzentration abhängt. Eines dieser Gene ist das Shh-Zielgen 

)���. )��� kodiert für einen Zinkfingermotiv beinhaltenden Transkriptionsfaktor, der inner-

halb der Shh-Signaltransduktion von den Shh-responsiven Zellen im ventralen Neuralrohr 

exprimiert wird .�

�� =�@*;$80 (Ruiz-i-Altaba$� 1997). In E9.5 und E10.5 homozygoten 

����ODF= Embryonen war die Expressionsdomäne von )��� innerhalb des Neuralrohrs deutlich 

nach dorsal ausgedehnt. Daneben fiel eine starke Überexpression von )��� im ventralen Neu-
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ralrohr der homozygoten E9.5 ����ODF= Embryonen auf, die in den E10.5 ����ODF= Mutanten nicht 

mehr vorhanden war .�

��=�@*F$"0. 

Diese Ergebnisse legten den Schluss nahe, dass in ����ODF= Mutanten scheinbar nicht nur mehr 

Shh-Protein produziert wurde, sondern auch dass quantitativ mehr Zellen innerhalb des 

ventralen Neuralrohrs auf Shh zu reagieren schienen.  

 

 
Tabelle 1: Durchschnittliche Anzahl der Floorplate-Zellen in E9.5 und E10.5 Wildtyp und Dll1lacZ Mutan-

ten:  Ausgezählt wurde die Anzahl der Floorplate-Zellen in E9.5 wildtyp und Dll1lacZ mutanten bzw. E10.5 

wildtyp und Dll1lacZ mutanten Embryonen entlang einer Strecke von 50µm in Abständen von 10µm. Für die 

Statistik wurden jeweils 5 Embryonen der entsprechenden Stadien und Genotypen verwendet und die durch-

schnittliche Anzahl der Floorplate-Zellen ermittelt. Die Floorplate der Dll1lacZ Mutanten der Stadien E9.5 und 

E10.5 besaß dabei statistisch signifikant mehr Zellen als die vergleichbaren Wildtypen.  

(Daten freundlicherweise überlassen von Dr. G. Przemeck)  
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Um der Frage nachzugehen, ob die Zunahme der Responsivität gegenüber dem Morphogen 

Shh im ZNS der homozygoten ����ODF= Mutanten auch einen Einfluss auf die zelluläre Deter-

minierung der neuronalen Zellen bedeutete, wurde die Expression Motoneuronen-spezifischer 

Gene untersucht. Die Neurogenese im ventralen Neuralrohr verläuft in einer zeitabhängigen 

Weise von ventral nach dorsal ab, so dass zuerst die Ausbildung der ventralen Motoneuronen 

erfolgt. Spezifische Marker für die Bestimmung von Motoneuronen sind Gene der LIM Ho-

meobox Familie. Ein Mitglied dieser Familie ist /������ das als erstes LIM Homeoboxgen in 

den Motoneuronen des ventralen Neuralrohrs exprimiert wird (Ericson �����.$�1992). Im Neu-

ralrohr von E9.5 wildtyp Embryonen zeigt sich eine kleine /������ Expressionsdomäne bilate-

ral in der sich entwickelnden Mantelzone des ventralen Horns .�

��=�@*�0, die einen Tag 

später im E10.5 Wildtyp deutlich größer erkennbar ist .�

��=�@*�0. Dahingegen war in E9.5 

homozygoten ����ODF= Embryonen die /������ Expressionsdomäne stark vergrößert und bis auf 

die subventrikuläre und ventrikuläre Zone des ventralen Neuralrohrs ausgedehnt .�

��=�@*

20. Einen Tag später erschien die /������ Expressionsdomäne in den E10.5 homozygoten 

����ODF= Embryonen jedoch kleiner als die des wildtyp Embryos vergleichbaren Stadiums 

.�

�� =�@*�0. Bei der parallelen Betrachtung der Zellproliferation im E10.5 homozygoten 

����ODF= Neuralrohr fiel gleichzeitig auf, dass die ventrikuläre Zone (gekennzeichnet durch die 

BrdU-Inkorporation) im ����ODF= Mutanten Neuralrohr dünner erschien. Dies ließ auf weniger 

proliferative Zellen im mutanten Neuralrohr schließen. Besonders lateral der /������ Expressi-

onsdomäne war keine Zellproliferation mehr zu sehen .�

�� =�@*�0. Eine Ursache hierfür 

könnte sein, dass auf Grund fehlender lateraler Inhibition durch Dll1 in der ventrikulären Zo-

ne im E9.5 mutanten Neuralrohr eine verfrühte Differenzierung der neuronalen Vorläufer- 

und Stammzellen stattfindet. Dies hätte zur Folge, dass sich die Population der teilungsfähi-

gen Zellen erschöpft und somit letztendlich quantitativ weniger Zellen ausdifferenzieren. Für 

einen Verlust neuronaler Vorläufer- und Stammzellen spricht das Expressionsmuster von 

+�*� im Neuralrohr der homozygoten ����ODF= Mutanten. +�*� wird im Wildtyp von neurona-

len Vorläufer- und Stammzellen innerhalb der ventrikulären und subventrikulären Zone 

exprimiert .�

��=�@*I$10. Im E9.5 homozygoten ����ODF= Neuralrohr glich die +�*� Expres-

sion der wildtyp Expression .�

��=�@*�0, jedoch im E10.5 homozygoten ����ODF= Neuralrohr 

war die +�*� Expression sehr stark reduziert .�

��=�@*)0. 

Zusammenfassend lassen diese Ergebnisse vermuten, dass die Zunahme der Responsivität 

gegenüber Shh auch einen Einfluss auf den Verlauf der Neurogenese im ventralen Neuralrohr 
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hat. Wobei die Überproduktion der früh differenzierenden ventralen Motoneuronen im ventra-

len Neuralrohr möglicherweise eine frühzeitige Erschöpfung der neuronalen Vorläufer- bzw. 

Stammzellen zur Folge hat.  
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(A,C) „Wohle mount“ RNA ��������Hybrdisierung von E8.5 Embryonen (B,D); Querschnitte wie indiziert in A 

und C; (E-T) 35 µm Crytomschnitte nach „Wohle mount“ RNA ��������Hybrdisierung.  
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(A-D) �"��
β Expression in E8.5 Embryonen: (A,B) Im WT Embryo wird �"��
β in der ��

������ 

exprimiert (Pfeilköpfe in A und Querschnitt in B). (C,D) Im ����ODF= Embryo ist �"��
β überexprimiert und die 

Expressionsdomäne ist deutlich vergrößert (vgl.---- in Querschnitten in D und B). (E-H) $�� Expression;�����ODF=�

Embryonen (F: E9.5; H: E10.5) weisen im Vergleich zu den jeweiligen WT Embryonen (E: E9.5; G: E10.5) eine 

vergrößerte $�� Expressionsdomäne auf (vgl. --- in E,F und G,H). (I-L) )��� Expression: Im WT Neuralrohr (I: 

E9.5; K: E10.5) wird )��� von Zellen im ventralen Neuralrohr exprimiert, die auf Shh-Signalisierung antworten 

können. (J,K) Im ����ODF= Neuralrohr (J: E9.5; K: E10.5) erscheint )��� überexprimiert und die 

Expressionsdomäne dehnt sich weiter nach dorsal aus. Die starke Überexpression von )��� im ventralen Neural-

rohr der E9.5 homozygoten ����ODF= Embryonen war in den E10.5 ����ODF= Mutanten nicht mehr vorhanden. 

 (M-P) /������ Expression: (M) Im E9.5 WT Neuralrohr wird /������ von frühen differenzierten Motoneuronen im 

ventralen Neuralrohr exprimiert (Pfeilkopf). (N) Im E9.5 ����ODF= Neuralrohr ist die /������ überexprimiert und 

die Expressionsdomäne beschränkt sich nicht nur auf die Mantelzone sondern reicht bis in die ventrikuläre Zone 

(vgl --- in M,N). (O) /������ Expression im E10.5 WT Neuralrohr und BrdU Markierung proliferierender Zellen 

des Neuralrohres (rechte Bildhälfte). (P) Die /������ Expressionsdomäne im E10.5 ����ODF= Neuralrohr erscheint 

kleiner als die WT Expression (O). Auffällig ist ein Fehlen von proliferierenden Zellen im ventralen Neuralrohr 

auf Höhe der /�������Expressionsdomäne (Pfeilkopf, rechte Bildhälfte) (Q-T) +�*� Expression: (Q) Im E9.5 WT 

Neuralrohr wird�+�*��von Zellen innerhalb der ventrikulären Zone exprimiert. (R) Die +�*� Expression im E9.5 

����/DF= Neuralrohr scheint im Vergleich zum WT unverändert. (S)�+�*� Expression im E10.5 WT Neuralrohr. 

(T) Im E10.5 Dll1lacZ Neuralrohr ist die +�*� Expression verringert. 

(Größenstandard : I,J,M,N,Q,R ___ = 50µm; K,L,O,P,S,T ____ = 100µm) 
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Untersuchungen haben gezeigt, dass Retinsäure in der Lage ist die Expression medialer Inter-

neuronenmarker in Neuralrohrexplantaten zu induzieren (Pierani ��� ��.$� 1999). Für /�� #���
 

und ��������Analysen dient die Expression, des an der endogenen Retinsäuresynthese beteilig-

ten, Enzyms Retinsäure-Aldehyd-Dehydrogenase-2 (RALDH-2) dem Nachweis der Retinsäu-

reproduktion (Niederreither �����.$�1997). Im E9.5 wildtyp Embryo wird �(5���� lateral des 

Neuralrohrs im sich entwickelnden Sklerotom der Somiten exprimiert .�

��=�:*�$�0��Da die 

homozygoten ����ODF= Embryonen Defekte in der Somitogenese aufweisen (Hrabe-de-Angelis 

��� ��.$�1997), stellte sich die Frage, ob davon auch die Retinsäureproduktion betroffen sein 

würde. Tatsächlich zeigten die E9.5 homozygoten ����ODF= Embryonen eine verminderte 

�(5���� Expression. Dabei war insbesonders die Expression in der caudalen Körperhälfte 

betroffen .�

��=�:*40. Der Querschnitt durch den Rumpf posterior der vorderen Extrimitä-

tenknospe zeigte jedoch, dass die �(5���� Expression in der anterioren Körperhälfte mit der 
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wildtyp Expression vergleichbar war .�

��=�:*	0. Dies führte zur Vermutung, dass vor al-

lem im caudalen Neuralrohr die Expression Retinsäure-induzierter Gene betroffen sein würde.  

Das Homeobox-Gene ��*� wird durch Retinsäure induziert und ist ein spezifischer Expressi-

onsmarker medialer Interneuronen-Vorläuferzellen im medialen Neuralrohr. Im E9.5 Wildtyp 

zeigt sich die ��*� Expressionsdomäne als ein im medialen Neuralrohr von cranial nach cau-

dal verlaufendes Band .�

��=�:*,0. Die genauere Betrachtung des E9.5 Neuralrohrs in ver-

schiedenen a/p-Ebenen zeigt, dass die d/v-Ausdehnung der ��*� Expressionsdomäne nach 

caudal abnimmt .�

��=�:*7$30. Im darauffolgenden Stadium E10.5 ist die ��*� Expression 

im wildtyp Neuralrohr als gleichmäßiges Band auffindbar .�

��=�:*80. Die ��*� Expressi-

on im E9.5 homozygoten ����ODF= Embryo war wie erwartet reduziert. Dabei fiel auf, dass die 

��*� Expression der �(5���� Expression weitgehend folgte und im caudalen Neuralrohr 

nicht mehr vorhanden war .'���5��

��=�:*4$�0. Querschnitte durch das mutante E9.5 Neu-

ralrohr auf verschiedenen a/p-Ebenen zeigten, dass die Ausdehnung der ��*� Expressions-

domäne innerhalb des Neuralrohrs auf Höhe der vorderen Extrimitätenknospe stark reduziert 

war .�

��=�:*;0. Weiter caudal war im mutanten E9.5 Neuralrohr nahezu keine Expression 

von ��*� vorhanden .�

��=�:*F0. Im weiterentwickelten E10.5 homozygoten ����ODF= Neu-

ralrohr war schließlich gar keine ��*� Expression mehr nachweisbar .�

��=�:*"0.  

Wie bereits erwähnt, wird Dbx2 in Vorläuferzellen medialer Interneuronen exprimiert. Es 

stellte sich demnach die Frage in wie weit sich die Reduktion der Dbx2 Expression in den 

Dll1lacZ Mutanten in der Ausbildung der differenzierten Interneuronen auswirken würde. 

Eine der ersten Neuronen die sich aus Dbx2 exprimierenden Vorläuferzellen differenzieren, 

sind die ventralen Interneuronen der Klasse V1. Als Marker für postmitotische V1 Interneu-

ronen dient der Homeobox-Transkriptionsfaktor Engrailed1 (En1) (Abb. 3.5-M,N) (Ericson 

et al., 1996; Matise and Joyner, 1997; Wurst et al., 1994). Im E9.5 homozygoten Dll1lacZ 

Embryo war die En1 Expression im Rumpfbereich verringert (Abb. 3.5-O). Bei genauerer 

Betrachtung des homozygoten Dll1lacZ Neuralrohres konnte bereits unmittelbar posterior der 

vorderen Extrimitätenknospe keine En1 Expression mehr nachgewiesen werden (Abb. 3.5-P). 

Zusammenfassend zeigen diese Beobachtungen, dass obwohl dem Anschein nach im anterio-

ren Neuralrohr der Dll1lacZ Mutanten die Retinsäureproduktion unverändert war, weniger Zel-

len im medialen Neuralrohr durch Retinsäuresignalisierung induziert wurden. Darüber hinaus 

wurden trotz Vorhandenseins Dbx2 exprimierender Vorläuferzellen, keine V1 spezifischen 

Interneuronen im mutanten Neuralrohr gefunden. Dies deutet darauf hin, dass Dll1 mögli-

cherweise in der Diversifizierung verschiedener Neuronenklassen innerhalb des ZNS eine 

Rolle spielen könnte.  
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„Wohle mount“ RNA ������� Hybridisierung von E9.5 (A,C,E,H,M,O), E10.5 (K,L) Embryonen und 35µm Cryo-

tomschnitte durch das Neuralrohr von E9.5 Embryonen nach „Wohle mount“ RNA ��� ���� Hybridisierung 

(B,D,F,I,G,J,N,P). (A-D) �(5���� Expression: (A) Im E9.5 WT Embryo dehnt sich die �(5�����Expressi-

onsdomäne von der posterioren Hälfte des Rhombenzephalons nach caudal bis zur sich entwickelnden hinteren 

Extrimitätenknospe (HEK) aus. (B) Ein Querschnitt durch das E9.5 WT Neuralrohr zeigt, dass das umliegende 

Sklerotom (rote Pfeile) und die �

������ (Pfeilspitze)�deutlich �(5���� exprimieren. (C) Die �(5���� Ex-
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pression im E9.5 ����ODF=�  Embryo ist im Vergleich zum WT nach caudal verringert. (D) Ein Querschnitt durch 

das Neuralrohr auf der dem WT vergleichbaren Ebene zeigt, dass die Expression von �(5���� im Sklerotom 

unverändert erscheint. Die �

������-Expression ist jedoch verringert. (E-L) ��*� Expression: (E) Im E9.5 WT 

Embryo wird ��*� im medialen Bereich des Rhombenzephalons und des Neuralrohrs exprimiert (Pfeil). (F,G) 

Querschnitte durch das WT Neuralrohr auf den in E markierten a/p-Ebenen: Es zeigt sich, dass im E9.5 Neural-

rohr die Expression von ��*� entlang der a/p-Achse nach caudal abnimmt. (H) Im E9.5 ����ODF=� Embryo ist die 

Expression von ��*� im Neuralrohr verringert. (I,J) Querschnitte durch das ����ODF=�  Neuralrohr auf den in H 

markierten a/p-Ebenen: (I) Es zeigt sich, dass bereits auf Höhe der vorderen Extrimitätenknospe (VEK) die ��*� 

Expressionsdomäne verringert ist.(J) Weiter caudal ist die ��*� Expression kaum mehr nachweisbar. (K,L) 

laterale Ansicht auf den Rumpf von E10.5 Embryonen: (K) Im E10.5 WT Embryo ist eine gleichmäßige ��*� 

Expression im medialen Neuralrohr zu sehen (Pfeilspitzen). (H) Im E10.5 ����ODF=�  Neuralrohr ist keine ��*� 

Expression zu erkennen. (M-P) ���� Expression: (M) Im E9.5 WT wird ���� in der Mittel-Hinterhirngrenze 

(Pfeilspitze), im Dermomyotom (Pfeil), sowie in der VEK exprimiert. (N) Ein Querschnitt durch das E9.5 WT 

Neuralrohr zeigt, das ���� in einer bestimmten Klasse ventraler Interneuronen exprimiert wird (Pfeile). (O) Die 

Expression von ��� ist im E9.5 ����ODF=�  Dermomyotom vermindert. Die Expressionsdomäne in der Mittel-

Hinterhirngrenze erscheint verbreitert. (P) Der Querschnitt durch das ����ODF=�  Neuralrohr auf Höhe der VEK 

zeigt, dass keine ��� exprimierenden Interneuronen nachweisbar sind. 

((A,C,E,H,M,O = 40x vergrößert), ____ = 50µm (B,D,F,I,G,J,N,P)) 
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Um der Frage nachzugehen, ob neben den gefunden Veränderungen im ventralen und media-

len Neuralrohr auch Veränderungen im dorsalen Neuralrohr der ����ODF= Mutanten vorlagen, 

wurde die Expression dorsaler ZNS Expressionsmarker näher betrachtet. Die „paired box“ 

beinhaltenden Homeo-Transkriptionsfaktoren +�*
 und +�*- werden spezifisch in der dorsa-

len Hälfte des Neuralrohres exprimiert .�

�� =�J*�$4$,0. Untersuchungen an +�*
/+�*- 

Doppelmutanten haben gezeigt, dass die Expression beider Gene für die korrekte d/v-

Organisation des Neuralrohrs notwendig ist�(Mansouri and Gruss$�1998). In den homozygoten 

����ODF= Embryonen der Stadien E9.5 und E10.5 erschien die +�*
 und +�*- Expression im 

Neuralrohr generell unverändert .�

��=�J*�$	$70. Dies lässt darauf schließen, dass die all-

gemeine d/v-Organisation des Neuralrohrs in den ����ODF= Mutanten nicht verändert ist.  

Wie beschrieben, wurden die proneuralen Gene .����� und �!�� in den ����ODF= Mutanten 

überexprimiert .�

��=�=*;$"0. Besonders auffällig war die starke Überexpression dieser Gene 

im dorsalen Neuralrohr der ����ODF= Mutanten .�

��=�=*F$�=�J*�$F0. Es stellte sich die Frage, 
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ob neben der Überproduktion proneuraler Zellen im dorsalen Neuralrohr der homozygoten 

����ODF= Embryonen auch mehr differenzierte dorsale sensorische Interneuronen vorliegen 

würden. Es zeigte sich jedoch, dass im E10.5 homozygoten ����ODF= Neuralrohr die Expression 

von β-Tubulin-III, einem Zellmatrixprotein spezifisch für sensorische Nervenzellen, im E10.5 

homozygoten ����ODF= Neuralrohr der wildtyp Expression glich .�

��=�J*�0.  
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35µm Querschnitte durch das Neuralrohr von E9.5 (A,B,I,J) und E10.5 (C-H) Embryonen nach „Whole mount“ 

RNA ������� Hybridisierung. (Schnittebene: posterior der vorderen Extrimitätenknospe). (A-D) +�*-�Expression: 

(A) +�*- wird im E9.5 Embryo in der dorsalen Hälfte des Neuralrohr exprimiert. (B) Die +�*-�Expression im 

E9.5 ����ODF=�  Neuralrohr ist unverändert. (C) +�*- Expression im E10.5 WT Neuralrohr. (D) Die Expression 

von +�*- im E10.5 ����ODF=�  Neuralrohr ist unverändert. (E,F) +�*
 Expression : (E) +�*
 wird in der dorsalen 

Hälfte des E10.5 WT Neuralrohr exprimiert. (F) Die +�*
 Expression im E10.5 ����ODF=� Neuralrohr ist unverän-
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dert. (G,H) Doppel-������� Hybridisierung gegen .����(blau)�und Anti-βTubulin-III (braun). (G) .����wird im 

E10.5 WT Neuralrohr deutlich dorsal und in zwei schwächeren Domänen medial und ventral von proneuralen 

Zellen exprimiert .'���� 
�!�� �

�� =�=*�0. βTubulin-III wird von differenzierten sensorischen Interneuronen 

(Pfeile) in der Mantelzone des dorsalen Neuralrohrs exprimiert ( ---- Linie). (H) im E10.5 ����ODF=� Neuralrohr ist 

.���� in der dorsalen Hälfte des Neuralrohrs überexprimiert und die ventrale Expressionsdomäne ist nicht vor-

handen .'����
�!���

��=�=*F0. Die βTubulin-III Expressionsdomäne erscheint jedoch unverändert ( ---- Linie). 

(I,J) �!�� Expression: (I) Im E9.5 WT Neuralrohr wird �!�� ventral (schwarzer Pfeil) und dorsal (weißer Pfeil), 

sowie in den auswandernden Neuralleistenzellen exprimiert (Pfeilspitzen). (J) Im E9.5 ����ODF=�  Neuralrohr ist 

�!�� dorsal deutlich überexprimiert (Pfeile). Die ventrale Expression und die Expression in den Neuralleisten-

zellen erscheint unverändert. 

(_____ = 50 µm (A,B,I,J); = 100µm (C-H)) 
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Nachdem bereits morphologische Veränderungen in der �

�������der ����ODF= Mutanten auf-

gefallen waren .�

��=�/*F$"0, war von Interesse ob sich auch molekularbiologische Verän-

derungen in der �

������ der homozygoten ����ODF= Embryonen finden würden. Die Gene 

���� und ���
� dienten hierbei als �

������-spezifische Marker. Untersuchungen haben 

gezeigt, dass die Expression dieser ����Gene notwendig für die Spezifizierung dorsaler Neu-

ralrohrzellen und die Aufrechterhaltung der Neuralleistenstammzellpopulation notwendig ist 

(Dickinson ��� ��.$� 1994; Ikeya ��� ��.$� 1997; McMahon and Bradley$� 1990; Takada ��� ��.$�

1994). Im E9.5 und E10.5 wildtyp Embryo wird �����neben der Expression in der �

������ 

auch in der Mittelhirn-Hinterhirngrenze exprimiert .�

��=�>*�*	0. Bei der Analyse der ho-

mozygoten ����ODF= Embryonen fiel auf, dass die Expression von ���� herunterreguliert war 

.�

��=�>*30. Bei genauerer Betrachtung zeigten sich Expressionslöcher entlang der �

�����

��. Diese Expressionslöcher befanden sich an Stellen entlang der a/p-Achse des Neuralrohrs in 

denen die �

������ morphologisch verändert war .�

��=�>*30. An diesen Stellen hatte es 

den Anschein als wäre die �

�������verdünnt bzw. eine Hälfte der �

�������von der latera-

len Wandung des Neuralrohres abgelöst .�

��=�>*3$�G�=�/*"0. Die Reduktion der �����Ex-

pression und die auffälligen Expressionslöcher nahmen im E10.5 homozygoten ����ODF= Emb-

ryo zu .�

��=�>*�0. ���
� wird im wildtyp Embryo ebenfalls in der �

������ und zudem 

im anterioren Mesenzephalon, sowie im unsegmentierten präsomitischen Mesoderm expri-

miert .�

��=�>*;*80. Die E9.5 homozygoten ����ODF= Embryonen zeigten eine starke Herab-

regulierung der ���
� Expression .�

��=�>*"0. Vor allem in der �

������ war die Expres-



 53

sion stark vermindert und in E10.5 ����ODF= Mutanten nicht mehr zu sehen .�

��=�>*�$20. 

Diese Ergebnisse zeigen, dass nicht nur innerhalb der morphologisch veränderten �

������ 

eine veränderte Genexpressionen vorliegt, sondern auch das die Veränderungen im Laufe der 

Weiterentwicklung zunehmen. Zudem ist die Expression bestimmter �

������-spezifischer 

Gene entlang der gesamten a/p-Achse dereguliert. Dies lässt eine Beteiligung von ���� an der 

Ausbildung bzw. Aufrechterhaltung einer intakten �

�������vermuten. 

 

�

�������=�>5����%��������,B+��������'��� ���#��	��������!��"��	���'�������ODF=�%��
�����,%
�9������

„Whole mount“ RNA ��� �����  Hybridisierungen von E9.5 (A,B,E,F,I,J,L,M) und E10.5 (K,N,D,H) Embryonen 

und 35µm Cryotomschnitte von E9.5 Embryonen nach „Whole mount“ RNA ������� Hybridisierung (C,G), sowie 

1µm histologische Dünnschnitte von E9.5 Embryonen (O,P). (A-H) ���� Expression: (A) Im E9.5 WT Embryo 

wird ����� von den Mittellinienzellen des Mesenzephalons (Pfeilspitze), entlang der Mittel-Hinterhirngrenze 

(schwarzer Pfeil), sowie in der �

������ (weißer Pfeil) exprimiert. (B) Dorsale Aufsicht auf das E9.5 WT Neu-

ralrohr. (C) Oberer Abschnitt: Querschnitt durch das E9.5 WT Neuralrohr; Deutlich erkennbar ist die ���� Ex-

pression in den �

������-Zellen. Unterer Abschnitt: Schematische Darstellung des histologischen Schnittes. (D) 

Dorsale Aufsicht auf das E10.5 WT Neuralrohr. (E) Die ���� Expression im E9.5 ����ODF= Embryo ist im Mittel-

hirn verringert (Pfeilspitze). (F) Dorsale Aufsicht auf das E9.5 ����ODF=�  Neuralrohr: Innerhalb der �

������ 
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erscheint die Expression von ���� verringert und ist teilweise unterbrochen (Pfeile). (G) Oberer Abschnitt: Der 

Querschnitt durch das Neuralrohr innerhalb eines in F markierten Bereiches zeigt eine defekte, scheinbar aufge-

brochene �

������ mit verminderter ���� Expression. Unterer Abschnitt: Schematische Darstellung des histo-

logischen Schnittes. (H) Die dorsale Aufsicht auf das E10.5 ����ODF=�Neuralrohr zeigt eine weitere Verringerung 

der ���� Expression und eine Zunahme der Stellen fehlender ���� Expression innerhalb der �

�������(Pfeile)� 

(L-N) ���
� Expression: (I) Im E9.5 WT Embryo wird ���
� im anterioren Mesenzephalon (Pfeilspitze), in der 

�

������ (weißer Pfeil) und im präsomitischen Mesoderm (schwarzer Pfeil) exprimiert. (J) Dorsale Aufsicht auf 

das E9.5 WT Neuralrohr. (K) Dorsale Aufsicht auf das E10.5 WT Neuralrohr. (L,N) Im E9.5 und im E10.5 (N) 

����ODF=� Embryo wird ���
��in �

������ nahezu nicht exprimiert. (O). Die �

������-Zellen im E9.5 WT Neu-

ralrohr erscheinen kompakt und mit den lateralen Seiten des Neuroepithels verbunden. (P) An zahlreichen Stel-

len des E9.5 ����ODF=� Neuralrohres treten Defekte innerhalb der �

������ auf. Die Zellen erscheinen morpholo-

gisch dünner und zum Teil von der lateralen Seite des Neuroepithels abgelöst (Pfeilspitzen; schematische Dar-

stellung darunter) 
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Das periphere Nervensystem setzt sich aus verschiedenen Derivaten der Neuralleistenzellen 

zusammen. Zahlreiche Studien lassen vermuten, dass die Ausbildung der verschiedenen PNS-

Derivate durch die koordinative Segregation bestimmter multipotenter Neuralleistenzelllinien 

in verschiedene, in ihrer Potenz eingeschränktere, Subzelllinien erfolgt (s. Einleitung und 

(Anderson$� 1997)). Die intrinsischen Mechanismen, die an der Segregation der einzelnen 

Neuralleistenzelllinien beteiligt sind, sind weitgehend unerforscht. Diskutiert wird jedoch die 

Beteiligung der Notch-Signaltransduktion an der Determinierung der Zelllinienschicksale 

(Anderson �����.$�1997). Eine Expressionsanalyse verschiedener Neuralleistenzellmarker des 

sich entwickelnden PNS in den homozygoten ����ODF= Mutanten bot die Möglichkeit, diese 

Fragestellung näher zu untersuchen. 

Die bHLH Gene �!�� und �!�� werden spezifisch in unterschiedlichen sensorischen Vorläu-

ferzelllinien des PNS exprimiert .�

��=�J*;G�=�K*�$4$,G�@�@*�0 (Greenwood �����.$�1999; Ma 

��� ��.$� 1999; Sommer ��� ��.$� 1996). Die Expression von �!�� im PNS E9.5 homozygoter 

����ODF= Embryonen .�

��=�J*F0 zeigte sich ähnlich der wildtyp Expression .�

��=�J*;0. Das 

bHLH Gen "���
��wird in den �!��-postiven Zellen zeitlich nach �!�� in den sich entwi-
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ckelnden Dorsalwurzelganglien exprimiert .�

��=�6*�0 (Greenwood �����.$�1999; Lee$�1997). 

Auch die Expression von "���
� war in E9.5 ����ODF= Mutanten unverändert .�

��=�6*	0. 

Dahingegen war weder in E9.5 noch in E10.5 ����ODF= Mutanten eine �!�� Expression in den 

sich entwickelnden Dorsalwurzelganglien zu erkennen .�

��=�K*�$	$70. Dies ließ auf einen 

Verlust von �!���spezifischen sensorischen Vorläuferzellen schließen. 

Neben den sensorischen Vorläuferzelllinien finden sich im entwickelnden PNS des Stadiums 

E9.5 auch verschiedene Vorläuferzelllinien autonomer Nervenzellen. Eines der am frühsten 

nachweisbaren autonomen PNS-Derivate ist der zukünftige sympathische Grenzstrang. Dieser 

entwickelt sich bilateral entlang der dorsalen Aorta. Der bHLH Transkriptionsfaktor Mash-1 

wird in diesen Zellen exprimiert .�

��=�K*3$�0. Im mutanten E9.5 ����ODF= Embryo erschien 

die .������ im zukünftigen sympathischen Grenzstrang dahingegen verstärkt .�

�� =�K*;0. 

Bei genauerer Betrachtung fiel auf, dass die .������Expressionsdomäne lateral der dorsalen 

Aorta deutlich vergrößerte�war .�

�� =�K*F0. Dies ließ vermuten, dass in ����ODF= Mutanten 

mehr Zellen den sympathischen Grenzstrang aufbauen. 

Die Homeodomänen beinhaltenden Transkriptionsfaktoren +�
*�� und +�
*�� werden eben-

falls spezifisch in Vorläuferzellen autonomer, motorischer Nerven des PNS exprimiert (Pattyn 

�����.$�1997). In E9.5 wildtyp Embryonen findet sich die +�
*�� Expression in allen motori-

schen Anteilen der cranialen Ganglien, sowie im sich entwickelnden <�!�� Nerv .�

��=�K*

80. +�
*���wird in den gleichen Zellen koexprimiert, wobei die Expression von +�
*�� der 

+�
*�� Expression vorangeht. Die Expression von +�
*�� ist daher ebenfalls in den motori-

schen Anteilen der cranialen Ganglien zu finden. Die� +�
*�� Domänen sind zum gleichen 

Entwicklungsstadium jedoch kleiner als die +�
*�� Expressionsdomänen .�

��=�K*�0. Ho-

mozygote ����ODF= Mutanten zeigten eine deutliche Überexpression beider +�
*-Gene in den 

motorischen Anteilen der cranialen Nerven. Besonders auffällig war außerdem eine ektopi-

sche Expressionsdomäne innerhalb des ersten Rhombomers .�

��=�K*"$20. 

Eine Zählung von Neuralleistenzellen lateral des Neuralrohres in E9.5 Embryonen über die 

gesamte Länge eines Segmentes (Intersomit-Somit-Intersomit) zeigte, dass das prozentuale 

Verhältnis „großer“ zu „kleiner“ migrierender Neuralleistenzellen in den E9.5 homozygoten 

����ODF= Embryonen zu Gunsten der „kleinen“ Neuralleistenzellen verschoben war .)

��<0. 

Dieser Befund ist bislang allerdings noch nicht statistisch untermauert. Er unterstützt jedoch 

die molekularbiologischen Expressionsdaten, die auf eine Verschiebung des Zellschicksals 

innerhalb der Neuralleistenzellpopulationen hindeuten. 

Zusammengefasst deutet der Verlust bestimmter Expressionsmarker sensorischer Vorläufer-

zellen und die gleichzeitig auffallende Überexpression autonomer Vorläuferzellmarker im 
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PNS der ����ODF= Mutanten auf eine Beteiligung von ���� an der Segregation der Neural-

leistenzelllinien. 

 

�
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„Whole mount“ RNA ��� ���� Hybridisierung von E9.5 (A,B,G,I,K-N) und E10.5 (E,F,O,P) Embryonen, sowie 

35µm Cryotomschnitte von E9.5 (C,D,H,J) Embryonen nach „Whole mount“ RNA ��������Hybridisierung. (A-F) 

�!�� Expression: (A,B) Laterale Ansicht des Rumpfes: (A) Im WT wird �!�� im Neuralrohr (Pfeil), sowie in 

Vorläuferzellen sensorischer Nerven der Dorsalwurzelganglien (Pfeilspitzen) exprimiert. (B) Im ����ODF=�Embryo 

scheint �!�� herabreguliert. (C,D) Querschnitte durch Neuralrohre im Rumpfbereich: (C ) Der Querschnitt durch 

das WT Neuralrohr zeigt die �!�� Expression im Neuralrohr und in migrierenden Neuralleistenzellen (Pfeilspit-

zen). (D) Im ����ODF=�Neuralrohr scheint die Expression von �!�� unverändert, während eine Expression in den 

Neuralleistenzellen nicht nachweisbar ist. (E,F) Dorsale Aufsicht auf den Rumpf: (E) Im WT wird �!�� eben-

falls im Neuralrohr (Pfeile) und in den sich entwickelnden Dorsalwurzelganglien exprimiert. (F) Der ����ODF=�

Embryo zeigt jedoch keine Expression von �!�� in den sich entwickelnden Dorsalwurzelganglien. (G-J) .���� 
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Expression: (G) Im WT wird .���� im PNS von Vorläuferzellen des sympathischen Grenzstranges (Pfeilspit-

zen) exprimiert. (H) Der Querschnitt durch den WT Rumpf zeigt, dass diese Zellen lateral der dorsalen Aorta 

(dA) liegen (Pfeilspitzen). (I) Im sich entwickelnden ����ODF=�PNS wird .���� überexprimiert. (J) Der Quer-

schnitt durch den ����ODF=�Rumpf zeigt, dass die .�����Expressionsdomänen lateral der dA vergrößert sind. 

(K,L) +�
*�� Expression: (K) Im WT wird +�
*���in den motorischen Anteilen der sich entwickelnden crania-

len Ganglien (gekennzeichnet mit römischen Ziffern), sowie in autonomen Nerven des PNS exprimiert. Deutlich 

sichtbar ist auch eine Expression im sich entwickelnden <�!���Nerv (Pfeilspitze). (L) Im ����ODF=�Embryo ist 

+�
*�� in allen cranialen Ganglien überexprimiert, auffällig ist eine ektopische Expression im 1. Rhombomer 

des Rhombenzephalons (Pfeil). (M-P) +�
*�� Expression (craniale Ansicht): (M) +�
*�� wird im WT wie 

+�
*�� in den motorischen Anteilen der cranialen Ganglien exprimiert. (N) Im ����ODF=�Embryo des vergleichba-

ren Stadiums wird +�
*�� überexprimiert, wobei ebenfalls eine ektopische Expressionsdomäne im 1. Rhombo-

mer auffällt (Pfeil). (O) Im E10.5 WT Embryo wird +�
*�� deutlich im <�!���Nerv exprimiert (Pfeilspitze). (P) 

Im ����ODF=�Embryo vergleichbaren Stadiums ist eine Überexpression von +�
*���im <�!��-Nerv zu erkennen. 

(Hirnnerven nummeriert: III: Oculomotoris; IV: Trochlearis, V: Trigminus, VII: Facialis; IX: Glossopharyngia-

lis; X: Vagus)   (Vergrößerungen: (A,B, E ,F) = 63x; (G,I, M-P) = 50x; (K,L) = 40x , _____ = 50 µm (C,D,H,J)) 
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����ODF=�,%
�9���Ausgezählt wurden migrierende Neuralleistenzellen entlang eines Segmentes (ca. 100µm) in 

Abständen von jeweils 10µm. Die Neuralleistenzellen wurden an Hand ihrer Morphologie in „kleine“ und „gro-

ße“ Vorläuferzellen gruppiert. Innerhalb des ausgezählten WT Segmentes waren 17% der Gesamtzellen „kleine“ 

und respektive 83% „große“ Zellen. Im E9.5 ����ODF= Segment waren verhältnismäßig mehr „kleine“ migrierende 

Neuralleistenzellen vorhanden. Dabei waren 31% der Gesamtzellen „kleine“ Zellen und 69% „große“ Zellen 

(Daten freundlicherweise überlassen von Dr. U. Heinzmann). 
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Untersuchungen haben gezeigt, dass die Ausbildung der PNS Derivate abhängig von Raum 

und Zeit ist. Die einzelnen Vorläuferzellpopulationen wandern dabei zu verschiedenen Zeit-

punkten aus dem Neuralleisten-Stammzellenpool aus, der sich zwischen dem epidermalen 

Ektoderm und dem dorsalen Neuralrohr befindet (Henion and Weston$�1997). Die Erhaltung 

des Neuralleisten-Stammzellenpools ist essentiell für die korrekte Entwicklung der PNS-

Derivate. Wichtig für die Aufrechterhaltung der Neuralleistenstammzellen sind dabei ���-

Signale aus der �

�������(Ikeya �����.$�1997). Da die Expression von ���� und ���
� in den 

����ODF= Mutanten verändert war, stellte sich die Frage, ob dies auch Auswirkungen auf die 

PNS-Entwicklung haben würde. Aus diesem Grund wurde die Expression verschiedener 

PNS-Marker in verschieden Stadien der Entwicklung von ����ODF= Mutanten verfolgt. 

Die Expression von "���
��verläuft in einer a/p-abhängigen Weise. Frühe migrierende Neu-

ralleistenzellen, Vorläuferzellen sensorischer Nerven, kommen dabei lateral des Neuralrohres 

zu liegen und beginnen "���
� zu exprimieren .�

��=�6*�0�(Ma �����.$�1999). Wie bereits 

erwähnt, erscheint die "���
� Expression in E9.5 homozygoten ����ODF= Embryonen unver-

ändert .�

��=�6*	0. In E10.5 ����ODF= Mutanten konnte ebenfalls kein Unterschied in der d/v-

Ausdehnung der "���
�� Expressionsdomäne gefunden werden .�

�� =�6*,0. Der einzige 

Unterschied der auffiel, war eine unregelmäßige Expression entlang der a/p-Achse, was mög-

licherweise auf den Verlust der a/p-Polarisierung der Somiten zurückzuführen ist .�

��=�6*

70.  

Gegensätzlich dazu verhielt sich die Expression von $
*�= in den ����ODF= Mutanten. $
*�=�ist 

ein Sry-verwandter Transkriptionsfaktor, der unter anderem in Glia-Vorläuferzellen des PNS 

exprimiert wird (Kuhlbrodt �����.$�1998). Die Glia-Vorläuferzellen wandern zeitlich nach den 

Vorläuferzellen sensorischer Nerven aus dem Neuralleisten-Stammzellenpool aus. Im E9.5 

wildtyp Rumpf befinden sich die $
*�=�exprimierenden Zellen oberhalb des $��	�� ��0����� 

zu beiden Seiten des Neuralrohres .�

��=�6*F0. Im Laufe der weiteren Entwicklung wandern 

die $
*�= exprimierenden Zellen nach ventral, wobei ständig neue $
*�= positive Zellen aus 

dem Stammzellpool nachwandern. In E10.5 Embryonen befinden sich die $
*�= exprimie-

renden Zellen entlang der dorsalen und ventralen Wurzel der sich entwickelnden Dorsalwur-

zelganglien, sowie entlang der auswachsenden spinalen Nerven .�

�=�6*�$;0. Dabei ist zu 

vermerken, dass die dorsale (proximale) $
*�= Expressionsdomäne von den zeitlich später 
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auswandernden Glia-Vorläuferzellen ausgebildet wird, während die ventrale (distale) Expres-

sionsdomäne den zeitlich früher ausgewanderten Glia-Vorläuferzellen entspricht. 

Im E9.5 homozygoten ����ODF= Embryo glich die $
*�= Expression der des Wiltypes. Die 

Mehrheit der $
*�= exprimierenden Zellen befand sich ebenfalls oberhalb des $��	�� ��0����� 

.�

�� =�6*F0. Zum Stadium E10.5 erschien die $
*�= Expression in den ����ODF= Mutanten 

deutlich reduziert. Vor allem die proximalen Expressionsdomänen waren vermindert 

.�

�=�6*80. Einzig die ventrale Expressionsdomäne erschien unverändert, war aber entlang 

des gesamten Rumpfes zu einem Band fusioniert .�

��=�6*8$"0. Letzteres ist möglicherwei-

se auf den Verlust der a/p-Polarisierung der Somiten in den ����ODF= Mutanten zurückzufüh-

ren. Auffällig war zudem, dass im Rumpfbereich der E10.5 ����ODF= Mutanten keine Expressi-

on von $
*�= entlang der spinalen Nerven erkennbar war .�

�� =�6*8$"0. Diese Befunde 

ließen vermuten, dass sich in homozygoten ����ODF= Embryonen der Neuralleisten-

Stammzellpool erschöpfte und somit einen Verlust von spät auswandernden Neuralleistenzel-

len mit sich brachte.  

Unterstützt wurde diese Vermutung durch die Betrachtung weiterer neuronaler Expressions-

marker des sich entwickelnden PNS. /������ wird neben seiner Expression in den frühen Mo-

toneuronen des ZNS auch in Vorläuferzellen der Dorsalwurzelganglien in E10.5 wildtyp 

Embryonen exprimiert .�

��=�6*�0. In den E10.5 ����ODF= Mutanten war die /������ Expres-

sion deutlich dorsal reduziert, wobei die verbliebenen ventralen Anteile der Dorsalwurzel-

ganglien fusioniert erschienen .�

�� =�6*20. Ein ähnliches Bild zeigte die Expression des 

panneuralen Markers Neurofilament in E10.5 ����ODF= Mutanten. Die proximalen Wurzeln der 

cranialen Nerven, sowie die proximalen Anteile der Dorsalwurzelganglien erschienen in ho-

mozygoten ����ODF= reduziert .�

��=�6*�$�0. Neben den verbliebenen, fusionierten ventralen 

Resten der Dorsalwurzelganglien, zeigte die Neurofilament Expression, dass im Rumpfbe-

reich der ����ODF= Mutanten das Auswachsen der spinalen Nerven gestört war .�

��=�6*�0. 

Die auftretende Reduktion dorsaler PNS Strukturen in E10.5 ����ODF= Mutanten ähnelt, wenn 

auch in ihrer Stärke abgeschwächt, dem PNS-Phänotyp der ����>���
� Doppelmutanten. 

Diese weisen sehr starke Reduktionen aller proximaler PNS-Strukturen auf (Ikeya ��� ��.$�

1997). Es scheint daher möglich, dass die Reduktion der ����Expression in der �

������ der 

����ODF= Mutanten am späten PNS-Phänotyp der ����ODF= Mutanten beteiligt ist. 
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„Whole mount“ RNA ��� ����� Hybridisierungen von E9.5 (A,D,G,J) und E10.5 (B,C,E,F,H,K-N) Embryonen. 

„Whole mount“ Immunocytochemie von E10.5 Embryonen (O-R). Ansichten: Neuralrohrquerschitte 

(A,B,D,E,G,H,J,L); laterale Rumpfansicht (C,F,I,L-P), laterale Kopfansicht (Q,R). 

(A-F) "���
��Expression: (A) Im E9.5 WT befinden sich die "���
��exprimierenden Zellen lateral des Neural-

rohrs (Pfeilspitzen) auf Höhe der medialen Achse des Neuralrohrs ($��	�����0������($�): ---- Linie). (B) Die "���

�
��Expression im E10.5 WT ist vergleichbar der E9.5 WT Expression. (C) In der lateralen Ansicht wird die 

segmentierte Expression von "���
� in den sich entwickelnden Dorsalwurzelganglien (DWG) (Pfeile) deutlich. 

(D) Im E9.5 ����ODF= Embryo scheint die "���
� Expression unverändert, die Zellen liegen lateral des Neural-

rohrs auf Höhe des $�. (E) Gleichermaßen scheint die "���
� Expression im E10.5 ����ODF= Embryo unverändert. 

(F) Die laterale Ansicht lässt eine desorganisierte a/p-Segmentierung der sich entwickelnden DWG in den 

����ODF= Embryonen erkennen. Die d/v-Ausdehnung der "���
� Expressionsdomäne scheint jedoch entlang der 
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a/p-Achse nahezu unverändert. (G-L) $
*�= Expression: (G) Im E9.5 WT befinden sich die $
*�= exprimieren-

den Zellen (Pfeilspitzen) dorsal des $�. (H) Im E10.5 Embryo ist die $
*�= deutlich nach ventral ausgedehnt. Zu 

sehen sind die dorsale (weiße Pfeilspitze) und die ventrale (Pfeil) Wurzel der entwickelnden DWG, sowie die 

auswachsenden spinalen Nerven (schwarze Pfeilspitze). (I) In der lateralen Ansicht ist die Segmentierung der 

DWG (Pfeil), mit spinalen Nerven (Pfeilspitze) zu erkennen. (J) Die $
*�= Expression im E9.5 ����ODF= Embryo 

ist vergleichbar der WT Expression. Die $
*�= exprimierenden Zellen befinden sich hauptsächlich dorsal des $�, 

zum Teil finden sich jedoch mehr Zellen ventral des $� (vgl. linke Expressionsdomäne). (K) Im E10.5 ����ODF= 

Embryo ist die $
*�= Expression im dorsalen Bereich reduziert. Eine deutliche $
*�= Expression ist nur in der 

ventralen Wurzel der sich entwickelnden DWG (Pfeile) zu sehen. Eine Expression entlang der spinalen Nerven 

ist ebenfalls nicht erkennbar. (L) Die laterale Ansicht verdeutlicht die Reduktion der dorsalen DWG-Strukturen, 

sowie das Fehlen der spinalen Nerven. Klar erkennbar ist die Fusion der verbleibenden ventralen Strukturen 

(Pfeil). (M,N) /������ Expression: (M) Im E10.5 WT wird /�������von Zellen innerhalb der sich entwickelnden 

DWG (Pfeile) und im ventralen Neuralrohr (Pfeilspitzen) exprimiert. (N) Im vergleichbaren ����ODF= Embryo 

zeigt sich ein fusioniertes Expressionsband (Pfeil) von /������, dessen dorsale Ausdehnung reduziert ist. (O-R) 

Neurofilament (NF160) Expression: (O) Im E10.5 WT wird NF-160 in den differenzierten Nerven des PNS 

exprimiert. Zu erkennen sind die DWG (Pfeil) und die spinalen Nerven (Pfeilspitze). (P) Der E10.5 ����ODF= 

Embryo zeigt eine Verringerung der NF160 Expression in den dorsalen DWG Anteilen. Die verbleibenden 

ventralen Strukturen sind verkleinert und fusioniert (Pfeil). Entlang des Rumpfes sind im E10.5 ����ODF= Embryo 

keine spinalen Nerven erkennbar. (Q) Laterale Aufsicht auf die cranialen Ganglien V,VII/VIII,IX und X im WT. 

(R) Im ����ODF= Embryo sind die proximalen Strukturen der cranialen Ganglien reduziert (Pfeile), während die 

distalen Strukturen unverändert erscheinen. Auffällig ist eine Fusion des IX. und X. Hirnnerves (Dünner Pfeil). 

(Hirnnerven nummeriert: V: Trigeminus, VII: Facialis; VIII: Cochlearis/Vestibularis; IX: Glossopharyngialis; X: 

Vagus) 

(Vergrößerungen: (A, B, D, E, G, H, I, J, K, Q, R) = 80x; (C, F, I, L-P) = 63x)�
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Die Zellen des Neuroektoderms sind Ursprung für alle neuronalen Zelltypen. Während der 

Neurulation teilen sich die neuronalen Stammzellen�im Neuralrohr ohne sich zu differenzieren 

(Kalyani �����.$�1997; Murphy �����.$�1997; Temple and Qian$�1996). Nach einer gewissen Zeit 

setzt dann die Neurogenese ein und die neuronalen Stammzellen beginnen sich in neuronale 

und gliale Zellen zu differenzieren. Morphologisch kommen die differenzierten nicht mehr 

proliferierenden Zellen entlang der Basalmembran, in der sogenannten Mantelzone zu liegen 

.�

��@�/*�0. 

Die mechanische Stabilität des Neuroepithels wird in der frühen Phase der Entwicklung durch 

die neuronalen Stammzellen gewährleistet. Die Stammzellen sind dabei palisadenförmig zwi-

schen der Basal- und Apikalmembran des ZNS angeordnet und erfüllen dadurch eine stützen-

de Funktion. Im entwickelten Neuralrohr wird die Stützfunktion des Neuroektoderms unter 

anderem durch die Astroglia und Oligodendroglia übernommen. 

Der Verlust von ���� führt zu einer übermäßigen Produktion von Neuroblasten und dem 

gleichzeitigen Verlust von neuronalen Stammzellen. Da durch den Verlust an neuronalen 

Stammzellen auch deren Stützfunktion im Neuroepithel verloren geht, könnte die Reduktion 

der selben die Struktur des Neuroepithels destabilisieren. Dies könnte die Ursache für die auf-

tretenden Risse im homozygoten ����ODF= Neuroepithel sein .�

��=�/*	$,0. 

Darüber hinaus haben Untersuchungen gezeigt, dass die DSL und die LAG Proteine viele 

Eigenschaften von Adhäsionsproteinen aufweisen und an homotypischen Zelladhäsionen be-

teiligt sind (de Celis �����.$�1993; Fehon �����.$�1990; Greenspan$�1990; Rebay �����.$�1991).  

Das Neuroepithel der ����ODF= Mutanten erscheint vergleichsweise ungeordnet und weniger 

dicht gepackt als das wildtyp Neuroepithel. Die Zell-Zell-Interaktion zwischen Notch1 und 

Dll1 könnte, abgesehen von ihrer Funktion in der Zelldetermination, also auch zur mechani-

schen Stabilität des Neuroepithels beitragen und damit eine Rolle vergleichbar zu denen der 

Zelladhäsionsmoleküle übernehmen. 
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(A) Neuronale Proliferation und neuronale Differenzierung im Wildtyp ZNS: (linke Bildhälfte): Auf Grund des 

Schlusses der Neuralplatte zum Neuralrohr befindet sich die Basalmembran (BM) an der Außenseite des Neural-

rohres, während die Apikalmembran (AM) das Neuralrohr zum Zentralkanal hin begrenzt. Das Neuroepithel ist 

anfänglich einschichtig. Die Zellen sind palisadenförmig angeordnet und mit je einem Zellfortsatz an den beiden 

begrenzenden Membranen befestigt. Die Zellteilung der neuronalen Stammzellen (grün) findet immer an der 

Apikalmembran statt. Dabei wandert der S-Phasenkern zur Apikalmembran, gleichzeitig rundet sich die Zelle ab 

in dem sie ihren Zellfortsatz von der Basalmembran ablöst. Im frühen Neuroepithel findet eine symmetrische 

Zellteilung statt, d.h. aus der mitotischen neuronalen Stammzelle gehen zwei gleichwertige Stammzellen hervor, 

deren Zellfortsätze sich wieder mit der Basalmembran verbinden. (rechte Bildhälfte): Die differenzierenden 

Neuroblasten entstehen im weiteren Verlauf der Entwicklung aus einer asymmetrischen Zellteilung der mitoti-

schen neuronalen Stammzellen. Der Spindelapparat ist dabei im Gegensatz zur symmetrischen Zellteilung der 

Stammzellen nicht medial, sondern radial zur Apikalmembran ausgerichtet. Aus dieser kritischen Mitose gehen 

letztendlich ein Neuroblast (orange) und eine neuronale Stammzelle (grün) hervor. Der Neuroblast wandert zur 

Basalmembran und differenziert dort zum Neuron. Erst später in der Entwicklung differenzieren die Gliazellen 

aus den verbleibenden neuronalen Stammzellen und das Neuroektoderm verliert seinen epithelialen Charakter. 

Die Gliazellen übernehmen schließlich im ausgebildeten Neuralrohr die Stützfunktion der neuronalen Stammzel-

len des frühen Neuroepithels. 

(B) Modell der gestörten neuronalen Proliferation im ZNS der ����ODF= Mutanten: (linke Bildhälfte): Das Fehlen 

der durch Dll1 vermittelten lateralen Inhibition führt zum Verlust der asymmetrischen Zellteilung während der 

neuronalen Differenzierungsphase. Dies führt zu einer übermäßigen Produktion neuronaler Vorläuferzellen ver-

bunden mit dem Verlust neuronaler Stammzellen. Mit der massiven Reduktion der neuronalen Stammzellen geht 

auch deren Stützfunktion im Neuroepithel verloren. Das Neuroepithel wird destabilisiert und reißt an der Api-

kalmembran ein. 

 

 

 

� :

�� �� �� ��



 64

)�%������� E����
��� 
��� ��� ���� �B�"#�	�����
���
��� ����!��"

����������	���
�
���

Während der neuralen Induktion wird im Ektoderm vom darunterliegenden Mesoderm in 

Verbindung mit der Notochorda die Neuralplatte induziert. Untersuchungen am Hühnchen 

zeigten, dass anfänglich alle neuronalen Vorläuferzellen in der Neuralplatte die Homeobox-

Gene +�*
 und +�*- exprimieren. Shh Signale ausgehend von der Notochorda führen jedoch 

zur Repression dieser Gene im ventralen Neuralrohr und zur Aktivierung von ventralen Ge-

nen in einer konzentrationsabhängigen Weise (Ericson ��� ��.$� 1996; Ericson ��� ��.$� 1997; 

Goulding �����.$�1993; Yamada �����.$�1991). $��-knock-out Mutanten zeigen eine Dorsalisie-

rung des Neuralrohrs. Dabei bleibt die Expression von +�*-�im nahezu gesamten Neuralrohr 

erhalten (Pierani ��� ��.$�1999). Diese Befunde deuten auf einen „dorsalen-Grundstatus“ der 

Neuralplatte, der durch ventrale, von der Notochorda ausgehende Signale inhibiert wird. Das 

Neuralrohr erhält durch dieses Zusammenspiel eine d/v-Organisation mit einer +�*
>- positi-

ven dorsalen und einer durch Shh kontrollierten�+�*
>- negativen ventralen Hälfte.  

Die unveränderte Expression von +�*
 und +�*- im dorsalen Neuralrohr der ����ODF= Mutan-

ten lässt darauf schließen, dass Dll1 die generelle d/v-Organisation nicht beeinflusst .�

��

=�J0�

Die Untersuchungen dieser Arbeit deuten jedoch darauf hin, dass es neben der generellen 

„Pax3/7 vs. Shh“ d/v-Organisation des Neuralrohres, eine Suborganisation des Neuralrohres 

geben muss. An dieser Suborganisation scheinen Notch-Signaltransduktionsgene beteiligt 

.�

��@�<0. 

Wie gezeigt, werden entlang der d/v-Achse des E9.5 Neuralrohres die Gene ����, 0������ und 

"
�	�� in aneinander grenzenden Domänen exprimiert .�

�� =�<*�$;$80. Der Verlust des 

���� Genes führt zur Ausdehnung der angrenzenden 0������ und "
�	�� Expressionsdomä-

nen. Die Vergrößerung der "
�	�� Expressionsdomäne geht mit einer morphologischen Ver-

größerung der ��

������ einher. Diese tritt in den ����ODF= Mutanten statistisch signifikant auf 

.)

�� /0. Dies lässt vermuten, dass eine Funktion der ventralen Neuralrohrexpression von 

���� die Festlegung der Größe der ��

������ durch Restriktion der "
�	�� Expressionsdo-

mäne ist.  

Zieht man das laterale Spezifizierungsmodell in Betracht (Greenwald and Rubin$� 1992; 

Muskavitch$�1994), so scheint es möglich, dass die Ausdehnung der "
�	�� Expressionsdo-

mäne mit der Zunahme von ��

������-spezifischen Zellen und dem gleichzeitigem Verlust 

ventraler Neuralrohrzellen verbunden ist. Dll1 könnte also auch hier eine Zelldeterminie-
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rungsfunktion haben. Eine ähnliche Funktion scheint in Notch1 Mausmutanten vorzuliegen. 

Hier führt der Verlust des "
�	�� Genes zur einer Überproduktion proneuraler Zellen in Ver-

bindung mit dem Verlust neuronaler Stammzellen. Gleichzeitig fällt eine Überexpression von 

���� auf�(de la-Pompa �����.$�1997). 

Die Ausdehnung der 0������ Expressionsdomäne könnte dem zu Folge auch eine Verände-

rung neuronaler Zelltypen im medialen Neuralrohr mit sich führen .������ �����5� ��������

'����
����;������������0. 

Da Notch2 einen potentiellen Rezeptor von Dll1 darstellt (Lindsell �����.$�1996), könnte die 

Restriktion der "
�	�� Expressionsdomäne durch direkte Ligand-Rezeptor-Interaktion statt-

finden. Bei der Restriktion der 0�����1 Expressionsdomäne verhält sich dies möglicherweise 

anders, da bislang noch keine Interaktionen zwischen den Notch-Liganden berichtet wurden. 

Die Restriktion der 0�������Expressionsdomäne wird möglicherweise nicht durch direkte Dll1 

Funktion moduliert, sondern könnte dahingegen durch Modulatorproteine der Fringe-Familie 

erfolgen. Während der ��
�
������Flügelentwicklung spielt Fringe (fng) bei der Limitierung 

der Notch-Aktivität auf die d/v-Grenze eine wichtige Rolle (Irvine and Wieschaus$�1994). Der 

eigentliche biochemische Funktionsmechanismus des Fng-Proteins ist bislang unbekannt. 

Genetische Studien haben jedoch gezeigt, dass ��! als Modulator der Notch-

Signaltransduktion funktioniert. Das ��! Gen wird normalerweise im dorsalen Kompartiment 

der Flügelscheibe exprimiert. Dort inhibiert Fng die Notch-Aktivierung durch Ser, während es 

die Notch-Aktivität, ausgelöst durch Dl, zu verstärken scheint (Fleming ��� ��.$�1997; Klein 

and Arias$�1998b; Panin �����.$�1997).  

Ähnlichkeiten zur ��
�
����� Flügelentwicklung finden sich in der Vertebraten Extrimitäte-

nentwicklung. Mutationen in den ��
�
������$���bzw. ��! Homologen 3�!!� ���(3�!��) und 

�� �	��� ����!�� (���!) führen zu Abnormalitäten in der Extremitätenentwicklung, wie z.B. 

Syndactylie (Jiang �����.$�1998a; Laufer �����.$�1997; Moran �����.$�1999; Rodriguez-Esteban ���

��.$�1997; Sidow �����.$�1997).  

Während der Somitogenese wird ������	�����!� (���!) im präsomitischen Mesoderm in Strei-

fen exprimiert (Barrantes IB ��� ��.$� 1999). Mutationsanalysen haben gezeigt, dass die lFng 

Funktion notwendig für die korrekte Ausbildung der a/p-Suborganisation der Somiten ist 

(Zhang and Gridley$�1998).  

Im Neuralrohr grenzt die dorsale und ventrale Expressionsdomäne von ���! die mediale Ex-

pression von 0������ ein .�

��=�<*30. Die Ausdehnung der 0�������Expressionsdomäne im 

mutanten ����ODF= Neuralrohr könnte, in Anlehnung an die Beobachtungen in ��
�
����� und 

während der Somitogenese, somit eine Folge der stark reduzierten ���! Expression sein.  
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Die Defekte der �

������ im ����ODF= mutanten Neuralrohr�könnten ebenfalls direkt mit dem 

Verlust der ���� Expression zusammenhängen. Auffällig in der mutanten ����ODF= �

������ 

ist, dass die Defekte mit dem Fortschreiten der Entwicklung zunehmen. Dieser Prozess 

scheint ähnlich den Vorgängen während der Somitogenese der ����ODF= Mutanten. Hier wurde 

gezeigt, dass sich ursprünglich die Somiten in korrekter Weise ausbilden, jedoch im Verlauf 

der Entwicklung die Somitengrenzen verschwinden. Die Funktion des in den posterioren 

Hälften der Somiten exprimierten ���� Genes scheint somit notwendig für die Aufrechterhal-

tung der Somitengrenzen (Hrabe-de-Angelis ��� ��.$� 1997). Im wildtyp Neuralrohr wird die 

�

������ bilateral von der dorsalen ���� Expression eingegrenzt .�

��=�<*�0. In Anlehnung 

an die Vorgänge während der Somitogenese liegt der Schluss nahe, dass eine Funktion von 

Dll1 im dorsalen Neuralrohr die Aufrechterhaltung einer intakten �

������-Struktur sein 

könnte.  

Dies lässt auf zwei verschiedene Funktionen der ventralen und dorsalen ���� Expressionsdo-

mäne im Bezug auf die beiden Mittellinienstrukturen (��

������, �

������) schließen. Ei-

nerseits scheint die ventrale Funktion von Dll1 für Bestimmung der ��

������-Größe wich-

tig, während andererseits die Aufrechterhaltung der intakten �

������ durch die dorsale ���� 

Expression beeinflusst wird .�

�� @�<0. Bereits auf der Ebene der Transkription wird die 

ventrale und dorsale Dll1 Neuralrohrexpression von verschiedenen cis-regulatorischen Ele-

menten gesteuert (Beckers �����.$�2000).  

Möglicherweise sind auch unterschiedliche Prozessierungsmechanismen der Transkripte bzw. 

der translatierten Proteine vorhanden, die zu unterschiedlichen Dll1-Proteinvarianten mit un-

terschiedlichen Funktionen in der dorsalen bzw. ventralen Expressionsdomäne führen könn-

ten.  

In Kulturüberständen von ��
�
����� Zellkulturen wurde eine biologisch aktive lösliche 

Form des Delta Proteins (DlEC) bestehend aus der gesamten extrazellulären Domäne be-

schrieben. Diese nimmt ��� #���
 Einfluss auf die Notch-Signaltransduktion (Fitzgerald and 

Greenwald$�1995; Klueg ��� ��.$�1998; Qi ��� ��.$�1999; Sun and Artavanis-Tsakonas$�1997). 

Einer neueren Studie zur Folge verhindern lösliche Formen des humanen Dll1 Homologs die 

Differenzierung der haematopoethischen Stammzellen (Han �����.$�2000). Diese Befunde las-

sen vermuten, dass ���#�#
�die DSL-Proteine auch in einer löslichen Form auftreten und bio-

logische Aktivität besitzen könnten..  

Ein cytochemischer Nachweis verschiedener potentieller Dll1 Formen mit Hilfe verschiedener 

Dll1 spezifischer Antikörper könnte sich hierbei als sehr hilfreich erweisen. 
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Abb. 4.2: Schemadarstellung der Suborganisation des Neuralrohres durch Notch-Signaltransduktions-

gene und deren mögliche Interaktion: 

Diese Modell bezieht sich im besonderen auf die potentielle Funktion von Dll1 im Bezug auf die Suborganisati-

on des Neuralrohres durch die Notch-Signaltransduktionsgene.��

linke Bildhälfte: ����, ���!, 0������ und "
�	�� werden in angrenzenden Domänen entlang der d/v-Achse des 

Neuralrohrs exprimiert und scheinen diese zu spezifizieren. Die ventrale und die dorsale Expressionsdomäne von 

���� scheinen unterschiedlichen Einfluss auf die beiden Mittellinienstrukturen des Neuralrohrs auszuüben. Im 

ventralen Neuralrohr scheint Dll1 die "
�	�� Expressionsdomäne zu restringieren und dadurch die Größe der 

��

������ zu beeinflussen. Die Restriktion der "
�	�� Expression läuft möglicherweise über eine direkte Inter-

aktion des Liganden Dll1 mit dem Rezeptor Notch2. Im dorsalen Neuralrohr könnte die Expression von ���� 

dahingegen notwendig für die Aufrechterhaltung einer intakten �

������ notwendig sein.  

Die Expression von ���! ist beim Verlust von ���� stark reduziert. Da sich die Expressionsdomänen dieser bei-

den Gene überlappen könnte die Expression von ���!�durch die Dll1 Funktion beeinflusst werden. 

Bislang wurden noch keine direkten Interaktionen zwischen Notch-Liganden berichtet. Die Eingrenzung der 0�

����� Expressionsdomäne könnte indirekt über das Modulatorprotein lFng erfolgen, dessen Expressionsdomänen 

direkt an die mediale 0������ Expression angrenzen. Es ist jedoch unklar, ob ein möglicher Einfluss von lFng 

auf die 0������ Expression direkt oder sekundär über kompliziertere Wege erfolgt. 

rechte Bildhälfte: Schemadarstellung der veränderten Expression der beschriebenen Gene  und Strukturen im 

Neuralrohr, nach Verlust von ����. 
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Die Expressionsdomänen von ���
 überlappen im Neuralrohr mit der ���� Expression. Der 

Verlust von Dll1 führt zur Ausdehnung der ���
 Expressionsdomänen im ventralen und dor-

salen Neuralrohr, sowie dem Auftreten ektopischer Dll3 Expressionsdomänen im Telenzepha-

lon .�

��=�<*	$,0. Für dieses Phänomen bestehen mehrere Interpretationsmöglichkeiten. 

 

Zum einen könnte Dll1 direkt an der Regulation der ���
 Expression beteiligt sein, in dem es 

die zeitliche und räumliche Expression von ���
 durch Repression beeinflusst. Dafür sprechen 

die auftretenden ektopischen Expressionsdomänen im Vorderhirn der ����ODF= Mutanten. 

Zum anderen gilt Dll3 als Marker früh differenzierter Neuronen (Dunwoodie ��� ��.$�1997). 

Dunwoodie ������, zeigten auch, dass ���
 und ���� nicht in den selben Zellen exprimiert wer-

den. Sie gehen davon aus, dass die �����Expression der von ���
�in den gleichen Zellen�vo-

rangeht. Damit würden die ���
 exprimierenden Zellen im ZNS einen fortgeschritteneren Dif-

ferenzierungsstatus als die ���� exprimierenden Zellen darstellen. Trifft dieses Modell zu, 

dann würde das bedeuten, dass der Verlust der durch Dll1 vermittelten lateralen Inhibition 

eine Überproduktion von neuronalen Zellen mit sich führt. Diese Interpretation würde sehr 

gut zu den gängigen Modellen der durch Notch-Signaltransduktion vermittelten Vorgänge 

während der Neurogenese passen (Chitnis �����.$�1995; Henrique �����.$�1995).�

Die Gesamtheit der in dieser Arbeit ermittelten Daten lässt jedoch eine dritte komplexere In-

terpretation zu. Betrachtet man die Expression von ���
 in den E9.5 ����ODF= Mutanten so stellt 

man fest, dass sie der wildtyp ���� Expression gleicht .'�����

��=�<*�$	�����=�<*��,0. In-

terpretiert man die deregulierte Expression von ���
 als ein Anzeichen verfrühter Neurogene-

se, dann müsste die Expression von ���
 im weiterentwickelten Wildtyp der Expression in 

Mutanten jüngeren Stadiums ähnlich sein. Dies trifft jedoch nicht für die ektopische ���
�Ex-

pressionsdomäne im Telenzephalon der Mutanten zu. Diese ist nicht in ähnlichem Maße in 

wildtyp Embryonen älteren Stadiums zu finden.  

Weiterhin impliziert die These, dass die ���� Expression der ���
 Expression in den gleichen 

Zellen vorangeht, dass womöglich die eigentliche Segregation der proneuralen von den neu-

ronalen Stammzellen einzig über die durch Dll1 vermittelte laterale Inhibition stattfindet. 

Trifft dies zu, so sollte eine deutliche Reduktion der "
�	�� exprimierenden Stammzellen 

auftreten. Dieser Phänotyp wäre kongruent mit dem Phänotyp der Notch1 Mutanten. In diesen 

führt der Verlust der durch Notch1 vermittelten lateralen Inhibition zur deutlichen Überex-

pression von ���� und proneuralen Zellmarken (de la-Pompa �����.$�1997). 
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In den ����ODF= Mutanten ist die "
�	�� Expression in den Bereichen der ���
 Expression je-

doch weitgehend unverändert .�

��<20. Ebenso auffällig ist, dass die reduzierte ���!�  Ex-

pression in diesen Bereichen verhältnismäßig am stärksten ist .�

��=�<*�0.  

Zusammenfassend scheint es daher am wahrscheinlichsten, dass der Verlust von ���� partiell 

durch Dll3 substituiert werden kann .�

��@�=0.  

Die Expression von ���� und ���
�in verschiedenen Zellen könnte auch bedeuten, dass es sich 

prinzipiell nicht um eine zeitliche Trennung der Expression in gleichen Zellen handelt, son-

dern, dass ���� und ���
 in verschiedenen Zelllinien innerhalb des sich entwickelnden ZNS 

exprimiert werden. In diesem Kontext würde also der Verlust von ���� eine Verschiebung der 

Zellsegregation in Richtung „���
-positive“ Zellen bedeuten. Die Dll1 Funktion könnte also 

auch für die Segregation bestimmter Zelllinienschicksale im ZNS notwendig sein. 

Unterstütz wird diese Vermutung durch ��� #���
 Untersuchungen an homozygoten ����ODF= 

Neurosphären. Neurosphären sind ��� #���
 Zellkulturen isolierter neuronaler Stammzellen. 

Diese können mit Zusatz von Wachstumsfaktoren in Suspensionskultur als schwebende ku-

gelartige Zellverbände gezüchtet werden und durch bestimmte Methoden zur Differenzierung 

in die verschieden neuronalen und glialen Zelltypen gebracht werden (Laywell �����.$�1999). 

Differenzierte ����ODF=� mutante Neurosphären zeigen eine überproportionale Anzahl von Neu-

ronen in Verbindung mit einem Verlust von Astrozyten und Oligodendrozyten (persönliche 

Kommunikation mit Eliane Mohier; Hrabè-de-Angelis et al., 2000 Manuskript in Arbeit). 

Dll1 scheint also durchaus an der Spezifizierung bestimmter Zelltypen im ZNS beteiligt. 
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linke Bildhälfte: Interaktion findet sowohl zwischen Dll1↔Notch1, als auch zwischen Dll3↔Notch1 und mög-

licherweise zwischen Dll1↔Dll3 exprimierenden Zellen statt. ���� und ���
 werden nicht in den selben Zellen 

koexprimiert (Dunwoodie �����.$�1997). Es besteht deshalb die Möglichkeit, dass Dll1 und Dll3 an der Segregati-

on verschiedener Vorläuferzellen im ZNS beteiligt sind. Zieht man dabei das laterale Inhibitionsmodel zwischen 

���� und ���
 exprimierenden Zellen in Betracht, so könnte eine Regulation der ���
 Expression durch Dll1 

erklärt werden.  Beim Verlust von ���� werden dem zur Folge ausschließlich ���
-spezifische Zellen segregiert. 

Für dieses Model spricht, dass die ���
 Expression in den ����ODF= Mutanten der wildtyp ���� Expression gleicht 

und die "
�	�� Expression in den Domänen der ���
 Expression nahezu der wildtyp Expression entspricht. Wei-

tere Unterstützung findet dieses Modell in der Untersuchung der Differenzierung von homozygoten ����ODF= 

Neurosphären (siehe Text für genauere Ausführung).  

rechte Bildhälfte: Schemadarstellung der veränderten Expression der beschriebenen Gene im Neuralrohr, nach 

Verlust von ����. 
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Untersuchungen an Xenopus und im Hühnchen haben gezeigt, dass eine Störung der Notch-

Signaltransduktion durch die Expression dominant negativer Formen von Delta Homologen 

zu einem Überschuss an differenzierten Neuronen bei gleichzeitigem Verlust neuronaler 

Stammzellen führt (Chitnis ��� ��.$�1995; Henrique ��� ��.$�1995). ����ODF= Mutanten besitzen 

einen ähnlichen Phänotyp. In diesen zeigt sich eine deutliche Überexpression der proneuralen 

Gene .����� und �!�� in bestimmten Regionen des sich entwickelnden ZNS. Die Überex-

pression der proneuralen Gene geht dabei mit einer deutlichen Reduktion der Expression des 

�%���&-Homolog ����� einher. Der neuronale Phänotyp der homozygoten ����ODF= Mutanten 

stimmt daher weitgehend mit dem aus ��
�
����� und �����!��� bekannten Modell der late-

�
����;���
����� überein (Greenwald and Rubin$�1992; Heitzler and Simpson$�1991; Wilkin-

son �����.$�1994). In Notch1 und RBP-Jκ Nullmutanten wurden ähnliche Deregulationen der 

�����, .����� und �!�� Expression beschrieben (de la-Pompa �����.$�1997). Diese Beobach-

tungen unterstreichen die Interaktion der Dll1 und Notch1 Proteine in der selben Signaltrans-

duktion.  

Der präneuronale Phänotyp der Notch1 und RBP-Jκ Nullmutanten ist jedoch viel stärker aus-

geprägt als der der homozygoten ����ODF= Embryonen. So zeigen sie nahezu keine ����� Ex-

pression im Neuralrohr (de la-Pompa �����.$�1997), w

auch stark reduzierte Expression von ����� im Neuralrohr auffindbar ist .�

�� =�=*	*70. 

ährend in ����ODF= Mutanten eine, wenn 

Notch1 und RBP-Jκ stellen höchstwahrscheinlich zentrale Bestandteile der im ZNS ablaufen-

den Notch-Signaltransduktionen dar. Dies lässt sich auch aus der viel ausgedehnteren Expres-

sionsdomäne von�"
�	���innerhalb des Neuralrohres schließen. Dll1 hingegen stellt einen von 

mehreren potentiellen Liganden von Notch1 im Neuralrohr dar. Der Verlust von ���� setzt 

somit wahrscheinlich nicht die gesamte über Notch1 und RBP-Jκ vermittelte Signaltransduk-

tion außer Kraft. Damit könnte die Restexpression von ����� im Neuralrohr erklärt werden. 
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Untersuchungen am Hühnchen haben gezeigt, dass Shh Signale aus der Notochorda und der 

��

������ notwendig sind für die Differenzierung der neuronalen Zellen im ventralen Neu-

ralrohr (Ericson �����.$�1995). Die Konzentration des Morphogens und die Dauer der Expositi-

on gegenüber Shh sind dabei entscheidend welche Identität die Vorläuferzellen im ventralen 

Neuralrohr annehmen (Ericson �����.$�1996; Hynes �����.$�1997; Marti �����.$�1995; Roelink ���

GSF
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��.$�1995). Weiterhin wurde gezeigt, dass die zelluläre Antwort auf die extrazelluläre Shh-

Signalisierung durch die Transkriptionsfaktoren der Gli-Familie weitergeleitet und verarbeitet 

wird (Ruiz-i-Altaba$� 1997). Die Art und Weise wie die Segregation zwischen Shh-

responsiven und nicht responsiven Vorläuferzellen in bestimmten Regionen des ventralen 

Neuralrohrs abläuft ist bislang unbekannt. 

Die Expression von )��� erscheint in ����ODF= Mutanten im ventralen Neuralrohr verstärkt und 

nach dorsal ausgedehnt .�

�� =�@*F$80. Die Ausdehnung der )��� Expressionsdomäne ins 

dorsale Neuralrohr könnte durch eine Verschiebung des Shh-Konzentrationsgradienten zu 

Stande kommen. In den ����ODF= Mutanten ist durch die vergrößerte ��

������ auch die Ex-

pressionsdomäne von $�� vergrößert. Dies legt die Vermutung nahe, dass in homozygoten 

����ODF= Embryonen auch mehr Shh-Protein von der vergrößerten ��

������ ausgeschüttet 

wird, was einen veränderten d/v-Konzentrationsgradienten von Shh zur Folge hätte. Dafür 

spricht auch die Ausdehnung der Expressionsdomäne des Shh-Rezeptors Patched (Ptc) nach 

dorsal im Neuralrohr homozygoter ����ODF= Embryonen (nicht gezeigt). 

Widersprüchlich dazu ist jedoch die in den E9.5 ����ODF= Mutanten unverändert erscheinende 

+�*� Expression im Neuralrohr. Untersuchungen haben gezeigt, dass der von ventral ausge-

hende Shh-Konzentrationsgradient die Expression von +�*� in den neuronalen Stamm- und 

Vorläuferzellen im ventralen Neuralrohr negativ beeinflusst (Ericson �����.$�1997). Die Über-

expression von )��� im ����ODF= mutanten Neuralrohr deutet zudem auf eine generelle Zunah-

me an Shh-responsiven, neuronalen Vorläuferzellen im ventralen Neuralrohr hin.  

Charakteristisch für den Beginn der Motoneuronendifferenzierung im ventralen Neuralrohr ist 

die Expression des LIM-Homeoboxgens Islet-1 (Lundgren et al., 1995; Thor et al., 1999). Die 

Expressionsdomäne von Islet-1 im ventralen Neuralrohr der Dll1lacZ Mutanten beschränkt sich 

in E9.5 Dll1lacZ Mutanten nicht nur auf die Mantelzone, sondern ist bis in die subventrikuläre 

Zone des Neuralrohres ausgedehnt (Abb. 3.4-N). Die Überexpression des Motoneuronenmar-

kers Islet-1 spricht für eine vorzeitige Differenzierung der neuronalen Vorläuferzellen im 

ventralen Neuralrohr. Eine mögliche Erklärung für diese Beobachtungen wäre, dass durch 

eine Dll1 vermittelte laterale Inhibition die Anzahl der Shh-responsiven Zellen im ventralen 

Neuralrohr reguliert wird. In diesem Modell würden die Dll1 exprimierenden Zellen verhin-

dern, dass ihre benachbarten Zellen auf Shh-Signale reagieren können, während sie selbst 

aber responsiv wären und weiter differenzieren könnten. Damit wäre die Möglichkeit für ei-

nen zeitlich und räumlich geordneten Ablauf der Zelldifferenzierung geschaffen, wobei stets 

ein Pool an nicht differenzierenden Stammzellen erhalten bleiben würde.  
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Untersuchungen am Zebrafisch haben gezeigt, dass der Verlust der lateralen Inhibition wäh-

rend der Neurogenese der Motoneuronen zu einer übermäßigen Differenzierung von neurona-

len Vorläuferzellen führt. Das hat zur Folge, dass ein Überschuss an primären Motoneuronen 

auf Kosten der später differenzierenden sekundären Motoneuronen ausgebildet wird (Appel 

and Eisen$�1998). Eine verfrühte, übermäßige Differenzierung neuronaler Vorläuferzellen auf 

Grund des Verlustes der durch Dll1 vermittelten lateralen Inhibition könnte also zu einer Er-

schöpfung des neuronalen Vorläuferzellenpools führen. Dadurch wäre auch die letztendlich 

verminderte Anzahl an /������ exprimierenden Zellen, sowie der Verlust proliferierender Zel-

len im ventralen Neuralrohr der E10.5 homozygoten ����ODF= zu erklärten .�

��=�@*�0.  
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Für die Differenzierung der medialen Interneuronen im Neuralrohr ist Retinsäure als 

Morphogen wichtig. Diese wird im Mesoderm synthetisiert und ist in der Lage die Expression 

von ��*�, einem Marker  interneuronenspezifischer Vorläuferzellen, im medialen Neuralrohr 

zu induzieren (Pierani �����.$�1999).  

Die Reduktion der Transkription des an der Retinsäuresynthese beteiligten Genes �(5���� 

in der caudalen Körperhälfte der E9.5 ����ODF= Mutanten scheint mit den Somitendefekten der 

homozygoten ����ODF= zusammenzuhängen. Wie berichtet sind besonders die caudalen Somi-

ten in den ����ODF= Mutanten betroffen (Hrabe-de-Angelis �����.$�1997). Für die Expression von 

�(5���� scheint die Integrität der Somiten wichtig, da sich bei genauerer Betrachtung eine 

gewisse a/p-Verteilung des Transkriptes innerhalb derselben zeigt (Daten nicht gezeigt). Ob 

die Reduktion der �(5���� Expression jedoch direkt mit dem Verlust der Dll1 Funktion 

zusammenhängt, oder einen Sekundäreffekt darstellt ist bislang noch unklar.  

Die vergleichsweise unveränderte Expression von �(5���� in der anterioren Körperhälfte 

der ����ODF= Mutanten lässt eine unverminderte Retinsäuresignalisierung an das anteriore Neu-

ralrohr vermuten .�

��=�:*	0. Dennoch erscheint die, durch Retinsäure induzierte, Expressi-

on von ��*� im homozygoten ����ODF= Mutanten stark vermindert und ist in den weiterentwi-

ckelten E10.5 ����ODF= mutanten Embryonen nicht mehr vorhanden .�

��=�:*�*"0.  

Untersuchungen haben gezeigt, dass durch Retinsäure induzierte Expression von ��*� im 

ventralen Neuralrohr durch hohe Shh-Konzentration negativ reguliert wird (Pierani ��� ��.$�

1999). Die mögliche Verschiebung�des Shh-Konzentrationsgradienten in den�����ODF= Mutan-

ten, könnte dadurch die verminderte ��*� Expression im medialen Neuralrohr bewirken. Es 
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könnte sich hier also um einen sekundären Effekt handeln, der durch die vergrößerte 

��

������ und die damit verbundene mögliche vermehrte Ausschüttung von Shh bedingt 

wird.  

Die Verminderung der ��*� Expression könnte aber auch auf einen Verlust neuronaler Vor-

läuferzellen im medialen Neuralrohr zurück geführt werden. Für diese Vermutung sprechen 

die sehr stark reduzierte�"
�	�� Expression .�

��=�<*20 und die Überexpression von 0�����

��im medialen Neuralrohr .�

��=�<*F0. Wie bereits erwähnt, beobachtet man in "
�	�� Mut-

anten einen Verlust neuronaler Vorläuferzellen im Verbindung mit der Überexpression von 

����� (de la-Pompa ��� ��.$� 1997). Dies legt die Vermutung nahe, dass �����möglicherweise 

auch am Erhalt der neuroanalen Stammzellpopulation im medialen Neuralrohr beteiligt sein 

könnte. 

Da ���� im E9.5 Neuralrohr scheinbar nicht innerhalb der 0������ Expressionsdomäne 

exprimiert wird, bleibt bislang unklar, ob und wie die Dll1-Funktion am Erhalt der medialen 

Stammzellpopulation beteiligt ist. Neuere ��� #���
 Studien haben gezeigt, dass lösliche For-

men des homologen humanen Dll1 die Differenzierung der haematopoethischen Vorläuferzel-

len verhindert und somit am Erhalt der Vorläuferzellpopulation beteiligt ist (Han �����.$�2000). 

Demzufolge wäre eine direkte Beeinflussung der medialen Stammzellpopulation über lösliche 

Dll1 Formen vorstellbar. Die cytochemische Analyse etwaiger verschiedener Proteinformen 

von Dll1 könnte in diesem Fall mehr Klarheit verschaffen.  

Da die Neurogenese im Neuralrohr zeitlich betrachtet von ventral nach dorsal fortschreitet, 

differenzieren die ventralen Interneuronen im medialen Neuralrohr als erstes aus. Die ��� 

exprimierenden V1 Interneuronen sind eine der ersten Interneuronenklassen, die aus ��*� 

exprimierenden Vorläuferzellen hervorgehen. Die Spezifizierung der ��� exprimierenden V1 

Interneuronen ist dabei ebenfalls von der Retinsäuresignalisierung, sowie vom Shh-

Konzentrationsgradienten abhängig (Pierani �����.$�1999). Erhöhte Shh-Konzentrationen, so-

wie die Reduktion der Retinsäuresignalisierung können hierbei die Differenzierung der ��� 

positiven V1 Interneuronen stören (Ericson �����.$�1997; Pierani �����.$�1999). Der Verlust der 

��� exprimierenden V1 Interneuronen bereits im anterioren Neuralrohr der E9.5 ����ODF= 

Mutanten .�

�� =�:*�0� könnte demnach sekundär durch einen veränderten Shh-

Konzentrationsgradienten im ventralen Neuralrohr der ����ODF= Mutanten bedingt sein. 

Die veränderte Suborganisation des mutanten ����ODF= Neuralrohres könnte jedoch auch ein en 

Grund für den Verlust von ��� spezifischen V1 Interneuronen darstellen. Die Expressions-

domäne von ��� scheint im E9.5 wildtyp Neuralrohr dorsal von der 0������ und der ventral 

von der ���� Expressionsdomäne eingrenzt zu sein .'�����

��=�<*�$�=�<*;$�=�:*20. Der Ver-
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lust ��� exprimierender Zellen könnte somit möglicherweise auf die Ausdehnung der 0������ 

Expressionsdomäne nach Verlust von ���� zurück geführt werden.  
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Untersuchungen haben gezeigt, dass es sich bei .����� exprimierenden Zellen im ZNS um 

bedingt teilungsfähige neuronale Vorläuferzellen handelt, die sich in ihrer Kompetenz von 

den neuronalen Stammzellen unterscheiden (Torii ��� ��.$� 1999). Die Überexpression von 

.���� im dorsalen Neuralrohr der ����ODF= Mutanten lässt deshalb auf eine vermehrte Produk-

tion weiterentwickelter, bedingt teilungsfähiger, neuronaler Vorläuferzellen schließen.  

Wie bereits erwähnt, scheint Dll1 an der Regulation der Anzahl an responsiven neuronalen 

Vorläuferzellen beteiligt. Im Gegensatz zum dorsalen Neuralrohr tritt eine Überexpression 

von .����1 im ventralen Neuralrohr möglicherweise deshalb nicht in Erscheinung, weil die 

.������exprimierenden Zellen auf Grund der Shh-Exposition verfrüht terminal zu Motoneu-

ronen differenzieren .�������
��0��Dafür spricht auch der Verlust der ventralen .����� und 

)��� Expressionsdomäne .�

��=�=*FG�=�@*"G�=�J*�0 sowie die Überexpression des Motono-

neuronenmarkers /������ im ventralen Neuralrohr der E9.5 ����ODF= Mutanten .�

��=�@*20. 

Obwohl scheinbar mehr responsive .����� exprimierende Vorläuferzellen im dorsalen Neu-

ralrohr der ����ODF= Mutanten ausgebildet werden, scheint die terminale neuronale Differenzie-

rung zum embryonalen Stadium E10.5 gemessen an der β-Tubulin-III Expression unverän-

dert.  

Für die Differenzierung der dorsalen Neuronen des Neuralrohres sind, den Vorgängen im 

ventralen Neuralrohr vergleichbar, Morphogene notwendig. Diese Signale werden hautsäch-

lich von der �

�������ausgeschüttet (Liem �����.$�1997; Liem �����.$�1995; Monsoro-Burq ���

��.$�1996). Vor allem Wnt1- und Wnt3a-Proteine aus der �

������ spielen als Morphogene 

bei der Differenzierung der dorsalen Neuronen eine wichtige Rolle (Ikeya �����.$�1997). Die 

Reduktion der Wnt1/Wnt3a Expression, sowie der RALDH-2 Expression in der �

������ der 

homozygoten ����ODF= Embryonen .�

��=�>G�=�:*	0, lassen auf eine Reduktion der von der 

�

������ ausgeschütteten Morphogene schließen. Die Reduktion von Morphogenen im dor-

salen Neuralrohr der ����ODF= Mutanten könnte bewirken, dass sich die Mehrzahl der .����� 
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exprimierenden Vorläuferzellen nicht terminal ausdifferenzieren und in ihrem bedingt tei-

lungsfähigen Zustand verbleiben.  

Dies könnte bedeuten, dass die Notch-Signaltransduktion primär nur an der Segregation prä-

neuraler Vorläuferzellen aus den neuronalen Stammzellen beteiligt ist und dagegen die termi-

nale Differenzierung kaum beeinflusst. 
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Die Reduktion der �

������-Marker, im besonderen die verringerte ����>���
� Expression 

in ����ODF= Mutanten könnte auf verschiedene Ursachen zurückzuführen sein. 

Wie bereits beschrieben, scheint die Funktion von Dll1 im dorsalen Neuralrohr wichtig für die 

Aufrechterhaltung einer intakten Roofplate-Struktur. Die Dll1 Funktion könnte demnach auch 

sekundär notwendig sein, um die ����>���
� exprimierende Zellpopulation in der �

������ 

aufrechtzuerhalten. Dafür spricht die Abnahme der �����Expression im Verlauf der embryo-

nalen Entwicklung der ����ODF= Mutanten .�

�� =�>*�0. Zahlreiche Studien in ��
�
����� 

deuten jedoch auf ein direktes Zusammenspiel der Notch- mit der Wnt-Signaltransduktion 

.������,���������0. 

In der Maus wurde bereits gezeigt, dass die von der �

������ sezernierten Wnt1 und Wnt3a 

Proteine die "
�	�� Expression beeinflussen können. Der Verlust von ����>���
� führt da-

bei zum Verlust der "
�	���Expression im Dermomyotom (Ikeya and Takada$�1998). Eine 

reziproke Regulation der ��� Expression in Abhängigkeit von der Notch-Signaltransduktion 

wurde bislang nur in ��
�
����� gezeigt (Couso ��� ��.$�1995; Neumann and Cohen$�1996). 

Hier führt der Verlust von Notch im sich entwickelnden Flügel zu einer Reduktion der 

'��!���� ('!) Expression, dem ��
�
����� Homolog der Vertebraten ����Gene (Rulifson 

and Blair$�1995).  

Die in dieser Studie beobachtete Reduktion der ����>���
��Expression nach Verlust von 

����,�legt die Möglichkeit eines Einflusses von Dll1 auf die Expression der ���-Gene in der 

�

�������nahe. In Analogie zur Fliege könnte die, durch Dll1 aktivierte, Notch1 Aktivität 

Einfluss auf die ���� Expression nehmen. Die beobachtete Restexpression von ���� in 

����ODF= Mutanten wäre somit mit der vorhandenen Notch1 Restaktivität in den ����ODF= Mut-

anten erklärbar. Die Notch1 Restaktivität scheint jedoch im Verlauf der weiteren embryonalen 

Entwicklung der ����ODF= Mutanten abzunehmen, da die Expression des Notch1-Zielgenes 

����� im dorsalen Neuralrohr der E10.5 ����ODF= Mutanten nicht mehr nachweisbar ist .�

��
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=70. Damit könnte auch die Abnahme der ���� Expression in der �

������ der ����ODF= Mut-

anten im weiteren Verlauf der Entwicklung in Verbindung stehen.  

Die bereits in E9.5 homozygoten Embryonen kaum nachweisbare �

������-Expression von 

���
�� deutet jedoch auch auf einen möglichen Notch1 unabhängigen Mechanismus hin. 

Möglicherweise ist die Dll1 Funktion direkt an der Regulation der Expression der ���
��Ex-

pression beteiligt. 

Für die Zukunft wäre eine Expressionsanalyse der Notch-Signaltransduktionsgene im Neural-

rohr der ����/���
� Doppelmutanten sicherlich hilfreich für ein tiefere Verständnis der In-

teraktion zwischen beiden Signaltransduktionswege.  
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Zahlreiche Derivate des ausgewachsenen Vertebratenorganismus, wie zum Beispiel das PNS, 

haben ihren entwicklungsspezifischen Ursprung in den Neuralleistenzellen. Verschiedene 

Studien zeigen, dass die Neuralleistenzellen eine multipotente Zellpopulation darstellen, de-

ren Differenzierungsschicksal durch Umgebungsfaktoren und Morphogene beeinflusst wird 

(Baker �����.$�1997; Le Douarin �����.$�1993). Daneben gibt es auch Untersuchungen die zei-

gen, dass die Neuralleistenzellpopulation verschiedene Zelllinien beinhaltet oder erzeugt, de-

ren entwicklungsspezifisches Schicksal bereits festgelegt ist (Anderson$� 1997; Anderson ���

��.$�1997; Henion and Weston$�1997).  

Klonale Analysen von Neualleistenzellen ���#�#
 und ���#���
 haben bislang eine Vielzahl an 

Faktoren identifiziert, die während der PNS Entwicklung spezifisch in sensorischen oder au-

tonomen Vorläuferzelllinien exprimiert werden (Anderson$�1999; Bronner-Fraser and Fraser$�

1988). Mutationsanalysen dieser Faktoren lassen verschiedene Modelle der Segregation der 

sensorischen und autonomen Zellen bzw. Zelllinien während der Entwicklung des PNS zu 

(Greenwood �����.$�1999; Ma �����.$�1999; Morrison �����.$�1999).  

Eines dieser Modelle postuliert das Vorhandensein zweier verschiedener Klassen an determi-

nierten Neuralleisten-Vorläuferzelllinien während der Entwicklung der sensorischen und au-

tonomen Zellen des PNS (Greenwood ��� ��.$�1999; Ma ��� ��.$�1999) .�

�� @�@*�0. Hierbei 

scheint die erste Klasse (VS1) ein rein sensorisches Zellschicksal zu besitzen und sich primär 

zu großen sensorischen Neuronen zu entwickeln. Aus der zweiten Klasse (VS2/A) hingegen 

sollen sich sowohl autonome als auch sensorische PNS-Vorläuferzellen entwickeln können. 
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Die sensorischen Vorläuferzellen die dabei aus den VS2/A Zellen entstehen, differenzieren 

letztendlich primär zu kleinen sensorischen Neuronen aus.  

Zahlreiche Untersuchungen in verschiedenen Spezies haben gezeigt, dass die Notch-

Signaltransduktion an der Entscheidung von Zellschicksalen durch �
���
��� 1+� ��� ������ 

beteiligt ist (Apelqvist �����.$�1999; Heitzler and Simpson$�1991; Radtke �����.$�1999; Roehl 

and Kimble$�1993). Der Verlust von ���� bzw. von �2+�3κ führt beispielsweise dazu, dass 

sich in der entwickelnden Pankreas ein Überschuss an endokrinen Zellen ausbildet, während 

die Vorläufer der exokrinen Zellen verloren gehen (Apelqvist �����.$�1999). Repopulationsex-

perimente von bestrahlten SCID Mäusen mit "
�	�� defizienten Knochenmarkszellen lassen 

darauf schließen, dass Notch1 während der Hämatopoese an der Segregation der T-

Vorläuferzelllinie beteiligt ist (Radtke �����.$�1999). 

Die Expression von �!�� und "���
� erscheint in ����ODF= Mutanten nahezu unverändert. Die 

Veränderungen entlang der a/p-Achse sind dabei eher auf die defekte Segmentierung zurück-

zuführen. Dies lässt den Schluss zu, dass Dll1 scheinbar nicht an der Determinierung und 

Segregation der VS1-Neuralleistenzelllinie beteiligt ist. 

Der Verlust der �!�� Expression in ����ODF= Mutanten spricht jedoch für den Verlust der VS2-

Neuralleistenzellen, die sich primär zu den kleinen sensorischen Neuronen der Dorsalwurzel-

ganglien entwickeln. Die gleichzeitige Überexpression der autonomen Zellmarker .�����, 

+�
*�� und +�
*��� (Blaugrund �����.$�1996; Pattyn �����.$�1997) ist ein deutlicher Hinweis 

auf eine Überproduktion autonomer PNS Vorläuferzellen in den ����ODF= Mutanten .�

��=�K0. 

Dieser Phänotyp könnte damit erklärt werden, dass die Dll1 Funktion notwendig für die Seg-

regation der VS2/A-Zelllinie in die sensorische Vorläuferzelllinie VS2 ist .�

��@�@*�0.  

Dll1 könnte dabei direkt an einer asymmetrischen Zellteilung der VS2/A-Zellen in ihre auto-

nomen und sensorischen Vorläufer-Nachkommen beteiligt sein, oder aber instruierend auf die 

VS2-Zellen wirken und deren Weiterentwicklung fördern. Zieht man aber das gängige Model 

der lateralen Inhibition in Betracht, so spricht der Verlust der �!�� exprimierenden Zellen und 

die gleichzeitige Überexpression der autonomen PNS-Marker in den E9.5 ����ODF= Mutanten 

eher für eine direkte Beteiligung von Dll1 an der asymmetrischen Zellteilung der VS2/A Zel-

len. Diese Befunde sind der erste offenbare Hinweis einer direkten Beteiligung der Notch-

Signaltransduktion an der Segregation der Neuralleistenzelllinien. 
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Abb. 4.4: Mögliche Beteiligung von Dll1 an der Segregation sensorischer PNS Vorläuferzellen 

(A) /��#�#
�werden zwei Klassen von sensorischen Vorläuferzellen (VS1, VS2/A) postuliert. Der bHLH Transkrip-

tionsfaktor �!���wird spezifisch in der VS1-Zelllinie exprimiert. Aus ihr entwickeln sich primär die großen sen-

sorischen Neuronen der Dorsalwurzelganglien (GDS). Die VS2/A-Zelllinie segregiert sowohl sensorische (VS2) als 

auch autonome Vorläuferzellen (VAGM). Die sensorische Vorläuferzelllinie VS2 exprimiert spezifisch den bHLH 

Transkriptionsfaktor �!��. Aus ihr entwickeln sich primär die kleinen sensorischen Neuronen (KDS) des spina-

len PNS. Aus der autonomen Vorläuferzelllinie VAGM segregieren die Vorläufer der autonomen Neuronen (A) 

und die der Glia-Melanozyten (GM). (adaptiert nach (Greenwood �����.$�1999)). 

(B) Segregation der sensorischen Neuronen in ����ODF= Mutanten: Die Segregation der VS1 Vorläuferzelllinie 

scheint in den ����ODF= Mutanten nicht gestört. Das Fehlen der �!�� Expression und die Überexpression der auto-

nomen Marker (.����, +�
*��>��) sprechen für den Verlust der VS2-Zelllinie und eine Zunahme der autonomen 

Neuronenvorläufer und möglicherweise deren Vorläuferzelllinie VAGM. Dies lässt auf eine Funktion von Dll1 in 

der Segregation der VS2/A-Zelllinie in ihre Nachfolgerzelllinien VS2 und VAGM schließen. Hierbei ist eine direkte 

Beteiligung von Dll1 an einer potentiellen asymmetrischen Zellteilung wahrscheinlich. 

(Die Kreispfeile sollen auf die Fähigkeit der „Selbsterneuerung“ der jeweiligen Vorläuferzelllinie hindeuten. Die 

Gennamen unterhalb der jeweiligen Zelllinie bezeichnen spezifisch exprimierte Gene in den selben) 
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Während der Neurulation wandern die induzierten Neuralleistenzellen aus dem lateralen Neu-

roektoderm aus und nehmen mesenchymalen Charakter zwischen dem dorsalen Neuralrohr 

und dem epidermalen Ektoderm an. Aus dieser Stammzellpopulation wandern in verschiede-

nen Wellen die unterschiedlichen Neuralleistenzelllinien aus (Henion and Weston$� 1997). 

Dabei entsprechen die ventralen PNS Strukturen entwicklungsspezifisch früh ausgewanderten 

Neuralleistenzellen, während die dorsalen PNS Strukturen von spät auswandernden Neural-
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leistenzellen ausgebildet werden. Für den ordentlichen Aufbau der Neuralleistenderivate muss 

ein steter Nachschub an auswandernden Neuralleistenzellen aus der Neuralleiste und somit 

die Aufrechterhaltung des Neuralleisten-Stammzellpools gewährleistet sein. Für die Erhaltung 

diese Zellpools scheinen die Wnt-Signale aus der �

������ eine wichtige Rolle zu spielen 

(Dickinson �����.$�1994; McMahon and Bradley$�1990; Takada �����.$�1994). In ����/���
��

Doppelmutanten wird der Neuralleisten-Stammzellpool nicht erneuert. Die damit verbundene 

Erschöpfung der Stammzellpopulation verhindert den Nachschub an spät auswandernden 

Neuralleistenzellen und hat einen Verlust der dorsalen PNS Strukturen zur Folge (Ikeya �����.$�

1997). 

Einen vergleichbaren, wenn auch schwächeren Phänotyp zeigen die ����ODF= Mutanten. Die 

Reduktion der $
*�=,�/������ und Neurofilament Expression in der dorsalen Körperhälfte der 

E10.5 ����ODF= Mutanten lässt dabei ebenfalls auf eine Reduktion der proximalen PNS Struktu-

ren schließen. In Analogie zum PNS Phänotyp der ����/���
� Doppelmutanten könnte die 

verminderte Expression von ����/���
� in den ����ODF= .�

�� =�>0� eine Erschöpfung des 

Neuralleisten-Stammzellpools bewirken. Der, gegenüber den ����/���
� Doppelmutanten, 

schwächere Phänotyp in der Reduktion der proximalen PNS-Strukturen .�

�� =�60 könnte 

dadurch erklärt werden, dass in den ����ODF= Mutanten eine Restexpression von ���� vorliegt, 

die einen gewissen Grad an Selbsterneuerung des Neuralleisten-Stammzellpools ermöglicht. 

Die Reduktion der proximalen PNS-Strukturen in den ����ODF= Mutanten könnte also einen 

von Dll1 rein sekundär beeinflussten Effekt darstellen. 

Dennoch ist eine direkte Beteiligung von Dll1 am Erhalt der Neuralleisten-

Stammzellpopulation nicht auszuschließen. Wie bereits erwähnt, haben ��� #���
 Studien ge-

zeigt, dass die lösliche Form des humanen Dll1 Proteins die Differenzierung der hämatopoeti-

schen Vorläuferzellen inhibieren kann (Han �����.$�2000). Es wäre demnach vorstellbar, dass 

lösliche Dll1-Formen aus dem dorsalen Neuralrohr neben den Wnt-Signalen aus der �

�����

�� direkt zum Erhalt der Neuralleisten-Stammzellpopulation beitragen, indem sie die Diffe-

renzierung der Neuralleistenzelllinien negativ beeinflussen. Da ���� auch in den Neural-

leistenzellen exprimiert wird .�

��=�/*�0�könnte diese Art der Regulation auch über eine Art 

��� ���	1-Mechanismus zwischen sich differenzierenden Neuralleistenzellen und den 

verbleibenden Stammzellen ablaufen.  

Mehr Aufschluss könnte hier die immunhistocytochemische Analyse der verschiedenen po-

tentiellen Dll1 Proteinformen geben. 
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Verschiedene Untersuchungen weisen darauf hin, dass ���#�#
 neben der bekannten membran-

assoziierten Form von Dll1 auch eine biologisch aktive lösliche Form von Dll1 existiert (Han 

�����.$�2000; Klueg �����.$�1998; Qi �����.$�1999). Die Herstellung von Antikörpern gegen die 

membranassoziierte und die lösliche Form von Dll1 könnte helfen, die unterschiedlich er-

scheinenden Funktionen von Dll1 während der Neurogenese und anderer entwicklungsspezi-

fischer Vorgänge weiter aufzugeklären. 

Ein Zusammenhang zwischen der Notch- und der Wnt-Signaltransduktion ist bekannt, die 

genauen Interaktionspunkte und regulatorischen Elemente sind jedoch bislang weitgehend 

unbekannt. Die genauere Expressionsanalyse der Notch-Signaltransduktionsgene in 

����>���
� Doppelmutanten könnte hierbei zusätzliche Erkenntnisse ermöglichen.  

Vorstellbar wären auch funktionelle Studien an Hühnchenembryonen mit konstitutiv aktiven 

Notch-Signaltransduktionskomponenten oder Überexpression von ���-Genen. Hierbei könnte 

sich die neue Methode der ��� 
#
 Elektroporation von Hühnchenembryonen als effizientes 

Mittel der Wahl erweisen (Itasaki �����.$�1999). 

Eine weiter aufzuklärende Fragestellung ist die Ursache der Reduktion der spinalen Nerven in 

den ����ODF= Mutanten .�

�=�/*"G�=�6*8$"$�0. Es gibt Hinweise, dass für das Auswachsen der 

spinalen Nerven Retinsäure notwendig ist (Maden �����.$�1996). Die Retinsäuresignalisierung 

scheint eng mit der Hox-Signaltransduktion verbunden zu sein (Marshall �����.$�1992; Nieder-

reither �����.$�2000). Es gibt Beobachtungen, dass die Expression bestimmter Hox-Gene in ���

���!��� für die korrekte Migration neuronaler Vorläufer bzw. in der Maus für das Auswach-

sen von Nerven wichtig ist (Salser and Kenyon$�1994; Studer �����.$�1996). Da der Retinsäu-

restoffwechsel in den ����ODF=  Mutanten offenbar gestört ist stellt sich die Frage in wie fern die 

Expression der Hox-Gene verändert sein könnte. Darüber hinaus ist diese Fragestellung inte-

ressant, da es zahlreiche Segmentpolaritätsmutanten gibt, in denen die Notch-

Signaltransduktion in bestimmten Segmenten entlang der a/p-Achse mehr bzw. weniger stark 

gestört erscheint (Hrabe-de-Angelis ������, 1997; persönliche Kommunikation Dr. Imai). Da 

der „Hox-Genecode“ die a/p-Regionen des Körpers determiniert, stellt sich die Frage, ob 

möglicherweise ein regulatorischer Zusammenhang zwischen der Expression der �
*-Gene 

und der Notch-Signaltransduktion besteht. Die Analyse der �
*-Expression in den ����ODF= 

Mutanten bzw. anderen Segmentpolaritätsmutanten wie z.B.: Tail-Kink , oder Pudy (Lyon 

and Searle$�1989) könnte sich hierbei als nützlich erweisen. 
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Rein spekulativ bleiben bislang die folgenden Überlegungen.  

Während der Wundheilung werden zum Teil Prozesse reaktiviert, die während der embryona-

len und fötalen Entwicklung eines Organismus ablaufen. Auch die Reaktivierung der Notch-

Signaltransduktion scheint während Wundheilungsprozessen eine Rolle zu spielen. Mitsiadis 

��� ��. zeigten, dass die Delta-Notch-Signaltransduktion nach Zahnverletzungen reaktiviert 

wird und womöglich zur Wundheilung beiträgt (Mitsiadis �����.$�1999). Sie zeigten, dass das 

gesunde Gewebe zwar Delta1, aber keinen der Notch-Rezeptoren exprimiert. Nach Verlet-

zung des Gewebes zeigte sich schließlich eine Überexpression von ������ und eine Reaktivie-

rung der "
�	�-Expression. Da ��� #���
 und ��� ���� Studien zeigen, dass die Notch-

Signaltransduktion instruierend auf Zellschicksale wirkt (vgl. diese Studie; Han �����.$�2000; 

Radtke ��� ��.$� 1999), könnte die Reaktivierung der Notch-Signaltransduktion während der 

Wundheilung für den geordneten Wiederaufbau des geschädigten Gewebes notwendig sein.  

Vorstellbar wäre sich diese Eigenschaft in Methoden der modernen Molekularmedizin zu 

Nutze zu machen, beispielsweise durch einen möglichen gentherapeutischer Einsatz zur Un-

terstützung der Wundheilung. 

Darüber hinaus gibt bereits mehrere Ansätze neurologische Erkrankungen mit Hilfe von emb-

ryonalen Stammzellen zu therapieren (Barinaga$�2000; Pedersen$�1999). Dies wirft momentan 

jedoch noch große ethische Konflikte auf. Neure Studien haben gezeigt, dass die Astrogliazel-

len des erwachsenen ZNS Stammzellcharakter besitzen (Doetsch �����.$�1999a; Doetsch �����.$�

1999b). Die Vorstellung isolierte Astrogliazellen, ��� #���
 zu kultivieren und für therapeuti-

sche Zweck zu verwenden erscheint denkbar und zur Zeit ethisch vertretbar. Der molekular-

biologische Gebrauch der Notch-Signaltransduktion könnte sich hierbei als sehr nützlich er-

weisen, um in ��� #���
 Stammzellkulturen die Ausdifferenzierung der selben zu verhindern, 

bzw. durch die instruierende Potenz der einzelnen Notch-Signalmoleküle die Generation be-

stimmter Zelllinien zu unterstützen. 
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In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass das ��
�
����� ����� Homolog ��������1���� (����) der 

Maus eine wichtige Rolle in der neuronalen Entwicklung sowohl des zentralen Nervensys-

tems (ZNS) als auch des peripheren Nervensystems (PNS) einnimmt. 

Im ZNS scheint ���� an der Regulation der Anzahl an neuronalen Vorläuferzellen, sowie am 

Erhalt der neuronalen Stammzellpopulation beteiligt zu sein. Eine Beteiligung an der 

Segregation bestimmter neuronaler Zelltypen im ZNS scheint ebenfalls möglich, zumal ���

#���
 Studien an Neurosphären zeigen, dass beim Verlust von ���� bestimmte Klassen von 

Gliazellen nicht ausgebildet werden. Darüber hinaus spielt die Funktion von Dll1 offenbar 

eine wichtige Rolle in der regionalen Suborganisation des Neuralrohres, sowie in der 

Einschränkung der ��

������-Größe und dem Erhalt einer intakten �

������.  

Während der PNS Entwicklung wird seit längerem eine Beteiligung der Notch-

Signaltransduktion an der Segregation der verschiedenen Neuralleistenzelllinien vermutet 

(Anderson �����.$�1997; Greenwood �����.$�1999). In dieser Arbeit wurde zum ersten mal ein 

direkter Zusammenhang zwischen einer Notch-Signaltransduktionskomponenten und der Seg-

regation von Neuralleistenzelllinien hergestellt. Dabei ist Dll1 möglicherweise direkt an der 

Ausbildung der �!��-spezifischen sensorischen Neuralleistenvorläuferzelllinie beteiligt. Dll1 

könnte zudem direkten Einfluss auf den Erhalt des Neuralleisten-Stammzellpools nehmen. 

Es wurde bereits gezeigt, dass in der Maus die Wnt-Signaltransduktion Einfluss auf die Ex-

pression der Notch-Signaltransduktionsgene nehmen kann (Ikeya and Takada$�1998). In Ana-

logie zu Befunden in ��
�
����� (Couso �����.$�1995; Neumann and Cohen$�1996), bestärken 

die Ergebnisse dieser Arbeit die Vermutung, dass auch im Säugtier die Notch-

Signaltransduktion reziprok regulatorischen Einfluss auf die ���-Expression nehmen kann.  
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�������� der vordere; dem Vorderende zu; vorne 


��������� nicht kodierend; komplementär (Nukleotidsequenz) 

!
��
�� am Schwanz, am Körperende gelegen 

!�9�*� gefrier-; gefroren 

!�
��
�� schädelwärts; am Voderende gelegen 

����
�� weiter entfernt (von der Mittellinie)  Ggs. proximal 

����
�� z. Rücken gehörig; rückseitig; oben; Ggs. Ventral 

��������� in das Blut absondernd (Drüsen) 

�B������ nach außen absondernd (Drüsen); Körperoberfläche; Darmlumen 

�������	��� ventrale Mittellinienzellstruktur des Neuralrohres; Bodenplatte 

��%
��+����� Blutbildung 

����(�� im Ei 

������$� (lat. Am natürlichen Ort): in natürl. Lage; im Körper 

���$����� in der Gebärmutter 

���(����� (lat. im Glas): außerhalb des lebenden Organismus 

����
+�������
�� innerh. des Bauchfells; (klin.) im Bauchfell 

�
���
�� seitlich, auf der Seite, auswärts 

%���
�� mittig; in der Mitte; zentral 

����� �+�
���� Mittelhirn (3. Ventikel) 

2����
�
��� nicht ausgereifte Nervenzelle 

+��������� nachkommend; hinten; am Körperende gelegen 

��������
����� Zellvermehrung; aktive Zellteilung; (path.: Wucherung) 

+��B�%
�� nah; der Körpermitte zu gelegen; Ggs. distal 

���%
�� �+�
���� Rautenhirn; Hinterhirn (4. Ventrikel) 

!��"��	��� dorsale Mittellinienzellstruktur des Neuralrohres; Scheitelplatte 

�����
�� (lat. rostrum: Schnabel): davor; in Richtung Vorderende  

�$�
$����)��	��� d/v-Mittelachse des Neuralrohres 

19��
!�9���� Entwicklungsstörung mit Verwachsungen bzw. nicht Trennung von Zehen- oder 
Fingeranlagen 
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)���� 
+�
���� Vorderhirn (1. und 2. Ventrikel) 

��
��'���
�� quer, schrägliegend 

�
����
���
����� Gefäßbildung; Neubildung von Gefäßen 

'����
�� an der Bauchseite; zum Bauchgehörig; unten 

&�����%����� im ganzen (Embryo) 
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