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Weitere Informationen zum DFG-Schwer-
punktprogramm finden Sie auf der Website
www.nicotine-research.com.
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Sonderforschungsbereich 665

Entwicklungsstorungen im

Nervensystem
Constance Scharff

Seit Juli 2005 fordert die Deutsche For-
schungsgemeinschaft (DFG) den Sonder-
forschungsbereich 665 ,,Developmental
Disturbances in the Nervous System®,
der von der Charité aus geleitet wird. 15
Forscherteams aus der Einrichtung ,,Cha-
rité — Universitatsmedizin Berlin®, die die
Medizin der Freien Universitit (FU) und
der Humboldt-Universitdt (HU) umfasst,
sowie aus dem Max-Delbriick-Zentrum fiir
Molekulare Medizin (MDC) und dem Ins-
titut fiir Biologie der FU forschen zusam-
men nach Wegen, Entwicklungsstorungen
des Nervensystem aufzukldren.

Forschungsziele und wissenschaft-
liches Konzept des SFB 665

Langfristiges Ziel des SFB 665 ist es, Kau-
salzusammenhédnge zwischen Mutationen
und neurologischen Phénotypen aufzukla-
ren und dadurch eine Basis fiir zukiinftige
Verbesserungen therapeutischer Strategien
zu schaffen. Der SFB 665 stellt sich diesen
Herausforderungen, indem er Grundlagen-
forscher und Kliniker zusammenbringt,
die die Entwicklung des Nervensystems
an Tiermodellen erforschen, die Funkti-
onen des Nervensystems auf zellulérer,

biochemischer oder physiologischer Ebene
untersuchen und die genetischen Ursachen
von Entwicklungsstérungen bei Patienten
identifizieren.

Nervenzellen, die das dorsale Horn des
Riickenmarks bilden, exprimieren den
Transkriptionsfaktor Lbx1 und entstehen
in der Maus zwischen dem zwdlften und
vierzehnten Tag der Embryonalentwick-
lung. Sie werden als Klasse-B-Neurone
bezeichnet. Zwei Subtypen dieser Neurone
(dILA und dILB) entstehen in einem Salz-
und-Pfeffer-Muster. Die dILA-Neurone
exprimieren Gene, die fiir Nervenzellen
mit hemmender Funktion typisch sind,
wiahrend dILB-Nervenzellen einen exzi-
tatorischen Charakter annehmen.

Kooperierende Institutionen

Um molekulare und zelluldre Grund-
lagen von Entwicklungsstorungen in
Tiermodellen einerseits und die Charak-
terisierung von Entwicklungsstdrungen
des menschlichen Gehirns andererseits
in einen Verstindniszusammenhang zu
bringen, miissen Grundlagenforscher und
Kliniker eng zusammenarbeiten. Die enge
Vernetzung der am SFB 665 beteiligten

Abb.1: Kernspintomographiebilder des Gehirns eines Patienten mit gestorter Ausbildung
der weif3en Hirnsubstanz (oben) sowie eines gesunden Kindes (rechte Seite). Die im Bild
weif3 erscheinenden Bereiche im Gehirn des Patienten weisen auf einen Mangel an weif3er

Hirnsubstanz hin (siehe Pfeil).
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klinischen Forscherteams mit den neurobi-
ologischen und entwicklungsbiologischen
Forschungslabors am MDC, der FU und
der Charité sowie deren komplementire
methodologische Expertise und Res-
sourcen sind hierfiir Voraussetzung. Ein
wesentlicher Beitrag zum erfolgreichen
Transfer von Informationen zwischen Kli-
nik und Tiermodellforschung wird durch
regelmiBige gemeinsame Seminare geleis-
tet. Auflerdem wurde innerhalb des SFB
665 ein Komitee fiir effizienten Transfer
zwischen klinischer und grundlagenwis-
senschaftlicher Information gegriindet,
um den gezielten Austausch der beteiligten
Experten durchgehend zu gewihrleisten.

Kurziibersicht iiber die Teilprojekte

Gemeinsames Ziel aller Teilprojekte ist es,
die Liicke zwischen Forschungsstrategien
der entwicklungsbiologisch ausgerichteten
Neurowissenschaften und ihrer klinischen
Relevanz zu schlieen. Explizit sollen be-
sonders Mechanismen der Fehlsteuerung
Gegenstand der Gesamtinitiative sein.

Zellstrukturen fiir die Funktion des her-
anreifenden Nervensystems spielen.

Teilprojekt A1

Riickenmark und Hirnstamm sind wichtige
Stationen des zentralen Nervensystems fiir
die Verarbeitung und Weiterleitung sen-
sorischer Informationen. Der Hirnstamm
ist auBerdem mafigeblich an der zentralen
Regulation von Herz-Kreislauf- und Atem-
funktion beteiligt. Hauptziel des Projekts
ist es, die Rolle entwicklungsbiologisch
wichtiger Transkriptionsfaktoren (Lbxl1,
Gsh1/2, Gbx1/2, MafA and C) zu bestim-
men, die zur Steuerung der Spezifizierung,
Differenzierung und zum Aufbau spezifi-
scher Verschaltung von sensorischen Inter-
neuronen im Riickenmark und Hirnstamm
beitragen.

Teilprojekt A2
MikroRNAs sind kleine, endogene RNA-

Molekiile, die inhibitorisch auf die mRNA-
Translation wirken. Untersuchungen an
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Abb. 2: Musterbildung im Riickenmark (von Miiller, T. et al. (2002) Neuron 34:551-62, mit

freundlicher Genehmigung vom Elsevier Verlag)

Nervenzellen, die das dorsale Horn des Riickenmarks bilden, exprimieren den Transkrip-
tionsfaktor Lbx1 und entstehen in der Maus zwischen dem zwdlften und vierzehnten Tag
der Embryonalentwicklung. Sie werden als Klasse-B-Neurone bezeichnet. Zwei Subtypen
dieser Neurone (dIL* und dIL®) entstehen in einem Salz-und-Pfeffer-Muster. Die dILA-Neurone
exprimieren Gene, die fiir Nervenzellen mit hemmender Funktion typisch sind, wahrend dIL®-
Nervenzellen einen exzitatorischen Charakter annehmen.

Die Initiative ist nach zwei grundsétzli-
chen Themen der Entwicklungsneurowis-
senschaft organisiert: der Musterbildung
(Abbildung 2) und Spezifizierung von
Zellen des zentralen und peripheren
Nervensystems einerseits (Projektbereich
A) und der Schichtenbildung und Ver-
schaltung von Nervenzellen andererseits
(Projektbereich B). In Teilprojekten im
Bereich A wird die Bedeutung von Steue-
rungsmolekiilen und Signalwegen fiir das
Zellschicksal wihrend des Heranreifens
des Nervensystems untersucht. In Teil-
projekten im Bereich B wird erforscht,
wie neuronale Netzwerke gebildet werden
und welche Rolle die Ausbildung von
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Modellorganismen haben gezeigt, dass mi-
kroRNAs in fundamentale Entwicklungs-
vorgénge wie Proliferation, Apoptose und
Zelldifferenzierung eingreifen. Das Projekt
analysiert die Rolle von mikroRNA-Genen
wihrend der Hirnentwicklung.

Teilprojekt A3

Die Koordination komplexer Bewegungen
hdngt von einer normalen Entwicklung
der Basalganglien ab, zu denen Globus
pallidus und Striatum gehoren. Kiirzlich
wurden Patienten mit einer heterozygoten
NKX2.1-Genmutation identifiziert, die eine
komplexe Choreoathetose dhnliche Bewe-

gungsstorung aufweisen. Um die Bedeu-
tung des Nkx2.1-Gens fiir die Regulation
der Motorik untersuchen zu konnen, werden
Maéuse mit einer gezielten Inaktivierung des
Nkx2.1-Gens im Pallidum sowie in korti-
kalen Interneuronen entwickelt.

Teilprojekt A4

Gesangslernen bei Vogeln weist Ge-
meinsamkeiten mit dem menschlichen
Spracherwerb auf, die von der Verhaltense-
bene bis hin zur neuronalen Verarbeitung
reichen. Gesangslernen wird daher als
Modell fiir komplexes akustisches Kom-
munikationslernen genutzt, das nicht nur
fiir die Grundlagenforschung bedeutsam
ist, sondern auch Einsichten in klinische
Krankheitsbilder wie z.B. Sprachstorun-
gen verspricht. Das Gen FoxP2, welches
bei Patienten mit schweren Sprachsto-
rungen in defekter Form vorliegt, ist das
erste und bislang einzige Gen, das direkt
in Verbindung mit Sprechen und Sprache
gebracht werden konnte. Am Modell des
Zebrafinken wird untersucht, ob FoxP2
fiir die Entwicklung der fiir das akustische
Kommunikationslernen verantwortlichen
Basalganglien-Schaltkreise im Gehirn
notwendig ist, und ob FoxP2 eine Rolle
wihrend des eigentlichen Lernprozesses
spielt.

Teilprojekt A5

Das Signalprotein Sonic hedgehog (Shh)
spielt eine Schliisselrolle bei der embry-
onalen Musterbildung des Neuralrohrs.
Mutationen von Shh oder Genen, die fiir
Proteine der Shh-Signaltransduktionskas-
kade kodieren, verursachen beim Menschen
eine Vielzahl von genetischen Syndromen,
u. a. Holoprosencephalie (Abbildung 3),
und treten in verschiedenen Tumoren auf.
In diesem Projekt wird untersucht, wie die
Aktivierung und Transkription von Shh
molekular reguliert wird.

Teilprojekt A6

Daten zahlreicher Untersuchungen lassen
vermuten, dass mitochondriale Gene, die
oft als ,,Haushaltsgene* abgetan werden,
eine wichtige Rolle beim Neuronen-
wachstum und bei der Gehirnentwicklung
spielen. Eine Dysfunktion mitochondrialer
Gene kann zu definierten Hirnentwick-
lungsdefekten wie Pachygyrie, Heterotopie
und Polymikrogyrie und bis zur Fehl-
bildung ganzer Hirnstrukturen fithren.
Kinder mit Mutationen im NDUFV1-Gen
leiden oft am Leigh-Syndrom mit schwerer
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Epilepsie und Entwicklungsverzogerung
(Abbildung 4). Durch eine gehirnspezifi-
sche Inaktivierung des Ndufvl-Gens des
mitochondrialen Atmungskettenkomplexes
Iwerden im Tiermodell die Auswirkungen
einer Fehlfunktion der Mitochondrien auf
die Hirnentwicklung untersucht.

Teilprojekt A7

Die Schilddriisenhormone spielen bei
der Entwicklung des Gehirns und des
peripheren Nervensystems eine wichtige
Rolle. Mutationen im Schilddriisenhor-
montransporter Monocarboxylat-Trans-
porter 8 (MCTS) fithren zu schwachem
Muskeltonus und Fehlen motorischer oder
kognitiver Entwicklung. Bei Patienten mit
defektem MCT8-abhéngigem Schilddrii-
senhormontransport fehlt die Wirkung
des miitterlichen Schilddriisenhormons
schon wihrend der frithen Embryonal-
entwicklung. Im Teilprojekt A7 werden
mit Mausmutanten, die das fehlerhafte
MCT8-Gen tragen, die frithen Effekte der
Schilddriisenhormone auf die Entwicklung
des Nervensystems histologisch und mole-
kular untersucht.

Teilprojekt B1

Das Gen Neuregulin-1 kodiert einen
Wachstumsfaktor der EGF-Familie, der
Proliferation, Migration und Differen-
zierung regulieren kann. Diese drei Pro-
zesse erfiillen wichtige, unterschiedliche
Funktionen wéhrend der Embryonalent-
wicklung, und verschiedene Krankheiten
sind mit Verdnderungen des Neuregulin-
1/ErbB-Signals verkniipft. Es wird in vivo
untersucht, welche zelluliren Antworten
von definierten Neuregulin-1/ErbB-indu-
zierten intrazelluldren Signalen ausgelost
werden, und welche Neuregulin-1-Isofor-
men und ErbB-Rezeptoren an bestimmten
Entwicklungsprozessen beteiligt sind.
Das besondere Interesse gilt den Effek-
ten der Mutationen auf die Entwicklung
und Funktion von myelinisierender und
nicht-myelinisierender Glia im peripheren
Nervensystem.

Teilprojekt B2

Zum besseren Verstindnis der Entstehung
von Verzweigungen an Dendriten und
Axonen untersuchen wir die Mechanismen
der cGMP-vermittelten Signaltransduk-
tion wiahrend der neuralen Entwicklung.
Frithere Untersuchungen haben gezeigt,
dass die cGMP-abhéngige Kinase I (cGKI)
fiir die Bildung von Verzweigungen der
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Abb.3: Bei Patienten mit Holoprosencepha-
lie, die durch SHH-Mutationen verursacht
wird, sind die frontalen kortikalen Hemis-
pharen fusioniert, siehe Pfeil (mit freund-
licher Genehmigung von Dr. . Scheer,
Padiatrische Radiologie).

sensorischen Axone in der dorsalen Ein-
trittszone (DREZ) des Riickenmarks von
funktioneller Bedeutung ist. Mit Hilfe
biochemischer Untersuchungen, In-vit-
ro-Versuchssystemen sowie der Analyse
genetischer Mausmodelle sollen weitere
Komponenten der cGMP-vermittelten
Signaliibertragung identifiziert werden,
die in Neuronen an der Bildung von Ver-
zweigungen beteiligt sind.

Teilprojekt B3

In diesem Projekt wird eine neue Gruppe
von Genen, genannt PRGs (plasticity-re-
lated genes), untersucht, die bei der korti-
kalen Schichtenbildung und Verschaltung
eine Rolle spielen (Abbildung 5). PRGs
sind neuronenspezifische Komponenten des
Lysophosphatsdure (LPA)-Signaltransduk-
tionsweges. PRG-1 und 2 kénnen den LPA-
Signalweg wihrend der Entwicklung des
Nervensystems spezifisch modulieren.

Die Untersuchungen schlieen die
genaue Beschreibung von axonalem
Wachstum, Zellmigration und Synapto-
genese bei Einzelzell- und Schnittkultu-
ren mittels Live-Imaging-Methoden ein.
Der hohe Grad an Sequenzhomologie
bei Vertebraten sowie das exklusiv neu-
ronenspezifische Expressionsmuster von
PRGs deuten auf eine mogliche Rolle bei
Entwicklungsstérungen des menschlichen
Nervensystems hin.

Teilprojekt B5

Sensorischer und allgemeiner Horverlust
treten auf, wenn sensorische Haarzellen

oder Nerven, mit denen sie in Verbindung
stehen, geschidigt werden. Mutationen in
Genen, die Ionenkanile kodieren, stehen
mit Taubheit in Verbindung. Der Beitrag
der verschiedenen lIonenkanile zur nor-
malen Horfunktion ist jedoch trotz des
Wissens um ihren Expressionsort und
ihrer funktionellen Eigenschaften vorerst
unklar. Dieses Projekt untersucht die Rolle
des Pkd2-Gens, eines in den auditorischen
Spiralganglien stark exprimierten Kal-
ziumionenkanals, im Kontext normaler
Horfunktion. Ziel ist es, den Beitrag dieser
Ionenkanéle zur Funktion des zentralen
Horsystems in ein iibergreifendes Modell
des Horapparates zu integrieren.

Teilprojekt B6

In dieser Studie wird die Rolle zweier
unkonventioneller Myosinproteine fiir die
Entwicklung sensorischer Neurone beim
Erwerb der Mechanotransduktion durch
Spinalganglien untersucht. Mutationen
in den Genen Myo7a und Myo6, die fiir
diese beiden Proteine kodieren, fiithren zu
Hérstérungen bei Mensch und Maus. Die
Proteine werden zudem fiir die Adaption
des sensorischen Transduktionsprozes-
ses in den Mechanorezeptoren der Haut
bendtigt. Unsere Arbeitshypothese ist,
dass - vergleichbar mit den sensorischen
Haarzellen des Ohres - der Aufbau mecha-
notransduktorischer Komplexe in sensori-
schen Ganglienzellen durch die Aktivitét

Abb. 4: Kernspintomographie des Gehirns
eines Kindes mit Leigh-Syndrom, einer
Entwicklungsstoérung der Hirnrinde (gelbe
Pfeile), die zusatzlich durch Abbau von
Hirnsubstanz in den Basalganglien und im
Hirnstamm (rote Pfeile) gekennzeichnet ist.
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unkonventioneller Myosin-Motor-Proteine
geschieht. Es werden neuartige elektro-
physiologische Methoden angewendet,
um den genauen zeitlichen Ablauf des
Erwerbs mechanosensitiver Kanédle durch
sensorische Neurone wihrend der Mau-
sentwicklung zu bestimmen. Parallel dazu
wird die ausfiihrliche Patientendatei der
Klinik fiir Audiologie und Phoniatrie an
der Charité genutzt, um Kinder und junge
Erwachsene mit syndromaler und nicht-
syndromaler Horstorung zu identifizieren
und genetische Auffélligkeiten analog zur
Maus zu untersuchen.

Teilprojekt B7

Mutationen im GJA12-Gen, das fiir das Gap
Junction Protein alpha 12 kodiert, sind mit
der autosomal rezessiven Pelizaeus-Merz-
bacher-dhnlichen Erkrankung (PMLD),
einer schweren hypomyelinisierenden Sto-
rung des Zentralnervensystems, assoziiert.
Es wird der Einfluss von GJA12 auf den
Myelinisierungsprozess und die Kommu-
nikation zwischen Oligodendrozyten und
Astrozyten untersucht. In beiden Syste-
men wird das Ausmal} der interzelluldren
Paarung erfasst. Klinisch werden weitere
Patienten mit PMLD charakterisiert.

Teilprojekt B8

Fieberkrampfe gehdren zu den am héu-
figsten auftretenden Krampfanféllen und
betreffen ca. 5% aller Kleinkinder. Die
Auswirkung dieser Anfille auf die Ent-
wicklung der hippokampalen Formation
und ihre Bedeutung fiir die Ausbildung
einen spateren Temporallappenepilepsie
(TLE) sind wenig verstanden. In diesem
Projekt wird im Tiermodell untersucht,
welche Verdnderungen in den Eigen-
schaften bestimmter Rezeptoren in hip-
pokampalen Pyramidenneuronen und/oder
Interneuronen nach einem Fieberkrampf
auftreten. Weitere Experimente sollen
kldren, ob Fieberkrampfe die funktionelle
Entwicklung der Kommunikation zwi-
schen bestimmten hippokampalen Ner-
venzellen beeintriachtigen.

Zentralprojekt Z1

Zellkultur oder in-vitro-Experimente
konnen nur beschrinkt zur Identifikation
einer Genfunktion im Gesamtorganismus
herangezogen werden. Gezielte Mutage-
nese durch homologe Rekombination und
die embryonale Stammzelltechnologie
ermoglichen es, Gene in der Maus gezielt
zu verdndern und ihre Funktion in diesem
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Abb. 5: Schichtenbildung im Kortex: Inverse Expressionsprofile von PRG 1 und PRG 2
wahrend der Entwicklung des Gehirns (Ratte). PRG 1 zeigt sich (als dunkel markierte Be-
reiche) erst kurz vor der Geburt in der Hirnrinde, wohingegen PRG 2 schon sehr friih in der
Embryonalentwicklung auftaucht. Diese inversen Expressionsprofile deuten auf spezifische
Funktionen im Rahmen von Entwicklungsvorgangen im Gehirn hin.

Modellorganismus in vivo zu bestimmen.

Um die Anwendung der aufwéndigen

Technologie fiir alle Interessenten zu

ermoglichen und die Ausfithrung gene-

tischer Tierexperimente zu optimieren,

bietet das Zentralprojekt zur Herstellung

genetisch verdnderter Tiere folgende Ser-

viceleistungen:

— Beratung und technische Hilfe bei der
Herstellung von targeting-Vektoren

— Einschleusen der Vektoren in embryona-
le Stammzellen (ES) mittels Elektopora-
tion, Selektion von ES-Zellkolonien und
technische Hilfe bei der Identifizierung
von ES-Zellen, die den Vektor mittels
homologer Rekombination in ihr Genom
eingebaut haben

— Beratung und technische Hilfe bei der
Genotypisierung und Phénotypisierung
von mutanten Mausstdmmen.
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