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Zusammenfassung

Transgene Mauslinien mit zelltypspezifischer Expression fluoreszenter Proteine
(FPs) im Nervensystem sind zu einem der wichtigsten Routine-Instrumente neuro-
biologischer Grundlagenforschung geworden. Gut charakterisierte regulatorische
Genelemente steuern die FP-Expression in Neuronen, Astrozyten, Oligodendrozyten
und Mikroglia. Dariiber hinaus wurden genkodierte Bio-Sensoren und - Modulatoren
entwickelt, die sowohl die Beobachtung intrazellulirer Signalwege in vivo erlauben,
als auch die direkte Manipulation neuronaler Schaltkreise durch lokale Lichtreize.

Abstract

Fluorescent proteins in the nervous system of the mouse.

Transgenic mouse lines with cell type-specific expression of fluorescent proteins (FPs)
in the nervous system became an important instrument of neurobiological research.
Well characterized regulatory DNA elements control the expression of FPs in neurons,
astrocytes, oligodendrocytes and microglia. In addition, genetically encoded bio-sen-
sors and —modulators have been developed which not only allow the observation of
intracellular signalling cascades, but also the direct manipulation of neuronal circuits

by locally applied light pulses.
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Einleitung

Aus der modernen Neurobiologie sind gen-
technisch verédnderte Organismen mit einer
Expression diverser fluoreszenter Proteine
(FPs) nicht mehr wegzudenken. An dieser
Stelle wollen wir einen Uberblick iiber weit
verbreitete bzw. interessante transgene
Mauslinien mit FP-Expression im Nerven-
system und ihre Einsatzgebiete anhand von
Beispielen geben. Eine kurze Einfithrung
in die drei unterschiedlichen Ansétze zur
Herstellung genmodifizierter Mausmodelle
ist im Exkurs beschrieben.

Der grofite Vorteil der FPs ist ihre in-
trinsische Fluoreszenz, die es ermdoglicht,
ihre Expression nicht invasiv einfach durch
Betrachten der Priparate mit geeigneten
Lichtquellen zu untersuchen. Keine auf-
wendigen Farbetechniken werden benétigt.
Die erste selektive Expression eines FP in
Hirnzellen transgener Mause gelang Albee
Messing und seinen Kollegen 1997. Sie
lieBen mit Hilfe einer Variante des griinen
FP (hGFP-S65T) unter Kontrolle des hu-
manen GFAP-Promotors (glial fibrillary
acidic protein, saures Gliafaserprotein)
den héufigsten Gliazelltyp des Gehirns,
die Astroglia erstmalig aufleuchten (Zhuo
etal. 1997).
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Seither wurden zahlreiche transgene Maus-
linien zur Markierung aller Zelltypen des
zentralen und peripheren Nervensystems
hergestellt. Am héufigsten werden FPs
immer noch als Reporter zytosolisch ex-
primiert. Dies ermdglicht die Analyse der
vollstindigen Zellstruktur, im fixierten wie
auch im lebenden Gewebe. Zunehmend
spielt aber die Markierung von ausgewéhlten
Proteinen wie z.B. Transmitterrezeptoren
oder intrazelluldren Signalproteinen mit FPs
eine grofe Rolle. Varianten der FPs kénnen
selbst als Indikatoren von Signalkaskaden
oder zur Modulation von Zelleigenschaften
eingesetzt werden.

Analyse neuronaler Plastizitat und
Degeneration in vivo

Zur transgenen Expression von FPs in Neuro-
nen hat das von Pico Caroni charakterisierte
Thy1.2-Minigens die breiteste Anwendung
gefunden (Caroni 1997). Dieses reduzierte
Gen des murinen Thy 1-Proteins zeichnet sich
durch ein exklusiv neuronales Verteilungs-
muster aus. Gleichzeitig ist der Thy1.2-Pro-
motor aber sehr empfindlich gegeniiber dem
genomischen Integrationsort. Guoping Feng
im Labor von Joshua Sanes und Jeff Lichtman
machte sich diese Eigenschaft zunutze und

bot im Jahr 2000 einen ganzen Katalog mit
transgenen Mausen an, in denen verschie-
dene, tiberlappende und nicht iberlappende
Subpopulationen mehrheitlich exzitatorischer
Neurone durch Expression von FPs mit ver-
schiedenen spektralen Eigenschaften (ECFP,
cyan; EGFP, green; EYFP, yellow und DsRed,
red) unterschieden werden konnten (Feng et
al. 2000). Die EXFPs (enhanced XFPs) stel-
len die hellsten und am meisten verwendeten
FPs dar. Fiir eine komplette Ubersicht iiber
die Vielfalt der FPs sei auf den ausgezeichne-
ten Ubersichtsartikel von Atsushi Miyawaki
verwiesen (Miyawaki 2005). Inzwischen sind
diese Méuse auf der ganzen Welt verteilt und
werden in einer Plethora neurobiologischer
Fragestellungen eingesetzt. Die Gruppen von
Wenbiao Gan und Karel Svoboda nutzen z.B.
diese Méuse, um sich die entwicklungs- und
erfahrungsabhéngige Plastizitéit der Dendriten
mit ihren Spines bei Projektionsneuronen der
Hirnrinde iiber viele Monate hinweg anzu-
schauen (Grutzendler et al. 2002; Trachten-
berg etal. 2002). Martin Kerschensteiner und
Thomas Misgeld hingegen beobachten die
Degeneration einzelner Axone im Riicken-
mark (Misgeld et al. 2007b; Kerschensteiner
et al. 2005).

Fluoreszente Mause und die
Entwicklung, Heterogenitat und
Dynamik der Astroglia

Die Verwendung transgener Méuse mit As-
trozyten-spezifischer FP-Expression spielt
aufgrund der deutlich vereinfachten Zelliden-
tifizierung fiir die Beantwortung zahlreicher
Fragen der Astrozyten-Biologie eine grofie
Rolle. Am weitesten verbreitet sind neben
der bereits oben erwéhnten GFAP-GFPS65T-
Mauslinie (Zhuo etal. 1997) Linien, die EGFP
— ein noch helleres FP — exprimieren (Nolte
etal. 2001). Diese Mauslinien werden insbe-
sondere fiir elektrophysiologische und bild-
gebende Untersuchungen an akut isolierten
Hirnschnitten, einzelnen Zellen oder auch in
vivo eingesetzt. Sie spielten eine maligebliche
Rolle bei der Identifizierung der radialen Glia
als neuronale Vorlduferzellen (Malatesta et
al. 2003), der Identifizierung von NMDA-
Rezeptoren auf Astrozyten (Schipke et al.
2001; Lalo et al. 2006) und der Untersuchung
von viskoelastischen Eigenschaften (Lu et
al. 2006). Aufgrund eines unterschiedlichen
EGFP-Expressionsgrades konnten in der
GFAP-EGFP-transgenen Maus erstmalig
astrogliale Subpopulationen identifiziert wer-
den. Im frisch isolierten Hippokampus-Schnitt
findet man in hell fluoreszenten Astrozyten
ausschlieBlich Glutamattransporter, wahrend
hingegen funktionelle AMPA-Rezeptoren
in einer Astroglia-Population mit niedriger
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Abb. 1: Cytosolische Expression fluoreszenter Proteine unter Kontrolle neuraler Promoto-
ren. (A) GFAP-Promotor-abhangige Expression des cyan-fluoreszenten ECFP in Astrozyten
des Hirnparenchyms. (B) DsRed-exprimierende Oligodendrozyten in der weifsen Substanz
des Hirnstammes. (C) Griinfluoreszente Mikroglia patrouillieren ihre direkte zellulare Nach-
barschaft. (D) In Thyl-EYFP-Mauslinien sind immer nur Subpopulationen von Nervenzellen
wie hier im Hippokampus durch ihre FP-Expression markiert.

Fluoreszenz vorkommen (Matthias et al.
2003). Die ,,hellen Astrozyten sind morpho-
logisch stark verzweigt, die ,,dunklen® Zellen
hingegen haben lange Fortsétze mit deutlich
weniger Asten. Diese Zellen kdnnen auch das
gliale Proteoglykan NG2 exprimieren und er-
fahren selbst synaptische Eingénge (Jabs et al.
2005). Eine dhnliche astrogliale Heterogenitit
wurde auch im Hirnstamm gefunden (Grass
et al. 2004). Die GFAP-EGFP-Miuse dienen
héufig zur morphologischen Untersuchung
von Neuron-Astroglia-Interaktionen in situ.
Ein Teil der astroglialen Lamellipodien und
Filopodien weisen eine hohe spontane Mo-
tilitdt an aktiven Synapsen auf (Hirrlinger et
al. 2004), wihrend sich bei Fortsdtzen mit

Exkurs

Kontakt zu neuronalen Zellkérpern keine
Bewegungen dokumentieren lief3.

Neben dem GFAP-Promotor wurden
inzwischen weitere Astrozyten-spezifische
Promotoren eingesetzt, um eine selektive
Expression fluoreszenter Proteine zu er-
reichen. Hierzu zéhlt der S1003-Promotor
(Vives et al. 2003). Interessanterweise
zeigen diese Mauslinien zum Teil auch
eine Expression in einzelnen Gruppen von
Oligodendrozyten und Nervenzellen. Noch
ganz neu sind BAC-transgene Méuse, die
unter Verwendung der Glutamattransporter
GLAST und GLT-1 hergestellt wurden.
Analysen dieser Méuse bestdtigen, dass der
hiufig als Astroglia-spezifisch bezeichnete

Drei Wege zur Herstellung genetisch veranderter Mause mit fluoreszenter

Protein-Expression

Den einfachsten Weg eine transgene
Maus mit FP-Expression herzustellen,
stellt die nicht-homologe Rekombination
dar. Ein DNA-Fragment, das sich aus
dem gewiinschten Promotor (wenige kb
eines zur zelltypspezifischen Expression
notigen Genabschnittes) und dem Gen
des gewiinschten FPs zusammensetzt
(das Transgen-Konstrukt), wird in dem
ménnlichen Vorkern einer befruchteten
Eizelle injiziert. Das Transgen inkorporiert
durch nicht-homologe Rekombination zu-
fallig in das Mausgenom. Nach Injektion
werden die so behandelten Oozyten in
pseudoschwangeren Muttertieren ausge-
tragen. Eine einfache PCR-Analyse der
genomischen DNA der geworfenen Méuse
zeigt die erfolgreiche Insertion in einem
Foundertier an. Die Nachbarregionen des
inserierten Transgens konnen einen grof3en
Einfluss auf die erfolgreiche Expression
des Proteins haben. Zahlreiche Founder-
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tiere miissen auf ihr Expressionsmuster hin
untersucht werden. Haufig beobachtet man
daher, dass fiir integrationssensible Promo-
toren zahlreiche Linien mit stark variablem
Expressionsmuster erhalten werden.

BAC (bacterial artificial chromosome)-
transgene Tiere werden dhnlich hergestellt.
Der Unterschied liegt im verwendeten
DNA-Abschnitt zur Expressionsregulation
des Transgens. Ein BAC enthilt meistens
ein komplettes Gen (bis zu 100 kb) und
nicht nur wenige kb einer Promotorregion.
Durch die GroBe wird eine stirkere Unab-
héngigkeit vom genomischen Insertionsort
erreicht. Das Exon mit dem Startcodon
wird dann durch die gewiinschte FP-
Sequenz ersetzt. BAC-transgene Tiere
zeichnen sich im Allgemeinen durch ein
dem natiirlichen Gen weitestgehend
dhnliches Expressionsmuster aus. Ebenso
wie bei den einfachen transgenen Mausen
das Transgen-Konstrukt mehrfach (hiufig

Glutamattransporters GLAST auch in Oli-
godendrozyten exprimiert werden kann .

Fluoreszente Mause und die
Entwicklung, Heterogenitat und
Sensibilitat der Oligodendrozyten

Oligodendrozyten sind die Myelin bildenden
Gliazellen des zentralen Nervensystems.
Neuere Arbeiten zeigen, dass sie nicht nur
eine unumstrittene Rolle bei der elektrischen
Isolation der Axone voneinander spielen
und die Kaliumhomoostase regulieren,
dariiber hinaus scheinen sie mafigeblich
die Gesundheit der Neurone zu beeinflussen
(Lappe-Siefke et al. 2003). Fiir die Entwick-
lung von Méausen mit der zelltypspezifischen
Expression der FPs wurden bisher diverse
Promotoren oligodendroglialer Gene ver-
wendet. Die beiden wichtigsten sind der
Proteolipid-Protein- (PLP)-Promotor sowie
der CNP (cyclic 3°,5° nucleotide phospho-
hydrolase)-Promotor. Wéhrend die erste
PLP-transgene Maus mit fluoreszenten Oli-
godendrozyten sich zwar fiir FACS-Anrei-
cherung von Oigodendrozyten und auch fiir
elektrophysiologische Untersuchungen eig-
nete, vermittelte das verwendete S65T-GFP
nur eine relativ geringe Fluoreszenz (Fuss et
al. 2000). Deutlich hellere Oligodendrozyten
konnen jedoch in der PLP-EGFP-Maus unter-
sucht werden (Mallon et al. 2002). In der Tat

hintereinander) in das Genom inseriert ist,
so kann auch das BAC-Konstrukt mehrfach
integriert sein. Auf diese Weise wird ein
hoher Expressionsgrad erreicht.

Der dritte Weg zur Herstellung einer ge-
netisch veranderten Maus ist die homologe
Rekombination. Ein entsprechend konstru-
ierter Vektor rekombiniert mit einer einzig-
artigen Sequenz des gewiinschten Zielgens
und ersetzt die Wildtypsequenz (knockin).
Vorteil dieses Ansatzes liegt zum einen
an der vollstindigen Ubereinstimmung
des Expressionsmusters des gewiinschten
Proteins mit dem gewdhlten Gen; zum
anderen miissen auch nicht mehrere trans-
gene Mauslinienen wie oben beschrieben
auf Expression hin untersucht werden. Der
Nachteil ist hdufig der niedrige Expressi-
onsgrad des Reporterproteins (z.B. wenn
das Wildtyp-Gen nur wenig exprimiert
wird, wie einige Transkriptionsfaktoren
oder Transmitterrezeptoren). Auch kénnen
nur heterozygote Tiere untersucht werden,
da das Ersetzen der Wildtyp-Sequenz durch
das Reportergen in homozygoten Tieren
eine vollstindige Deletion des Wildtyp-
Gens ergibt.
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Allgemeine Psychologie —
eine moderne Einfiihrung

2. Aufl. 2007, 1.000 S., 286 Abb., geb.
€ (D) 54,95 / € (A) 56,50 / sFr 85—
ISBN 978-3-8274-1780-0

Erscheint Okt. 2007

Jochen Misseler
Allgemeine Psychologie

Jochen Miisseler hat ein Lehrbuch heraus-
gegeben, das erganzend zum Pr{ifungs-
stoff moderne Sichtweisen einbezieht, die
spannend sind und fir die psychologische
Praxis und Forschungspraxis Gewicht
haben. In sechs Kapiteln zu
Wahrnehmung, Aufmerksamkeit und
Bewusstsein
Motivation, Volition und Emotion
Lernen und Gedachtnis
Sprachproduktion und -verstehen
Denken und Problemldsen
Handlungsplanung und -ausfiihrung
kommen insbesondere die aktuellen For-
schungsfragen zur Bewusstseinsthematik,
zur Kinstlichen Intelligenz mit ihren
neuen kognitiven Modellen sowie Exe-
kutiv-Funktionen und der Wahrneh-
mungs-Handlungs-Zusammenhang zur
Sprache, dargestellt von Spezialisten.

,Endlich gibt es wieder eine umfassende Ein-
fiihrung in die Allgemeine Psychologie in deut-
scher Sprache. Sie ist aktuell, kompakt und
erfreulich lesbar abgefasst.”

Prof. Dr. H. Hecht, Universitat Mainz

,Ein Buch, das fiir den deutschen Sprachraum
schon lange Uberféllig war!”

Prof. Dr. Frank Rosler, Universitat
Marburg

Fantastisch! Einfach nur fantastisch!”
Prof. Dr. Dr. Onur Giintiirkiin, Universitat
Bochum

Rsychologie -

eurowissenschaften

Goldsteins Lehrbuchklassiker
jetzt in Neuauflage

7.Aufl. 2007, 522°S.,
" 490 Abb., geb.

€(D) 54,95/

€ (A) 56,50 / sFr 85—

ISBN 978-3-8274-1766-4

Erscheint Okt. 2007
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Bruce E. Goldstein
Wahrnehmungspsychologie

In 16 Kapiteln beantwortet Goldsteins Lehr-
buchklassiker u. a. die folgenden Fragen: Was
ist Wahrnehmung? Was sind die neuronalen
Mechanismen der Wahrnehmung? Inwieweit
arbeitet das Gehirn ahnlich wie ein Com-
puter? Wie wird das Netzhautbild verarbei-
tet? Wie nehmen wir Farbe wahr? Wie erken-
nen wir Objekte? Wie nehmen wir Tiefe und
GroBe von Objekten wahr? Wie erkennen wir
Bewegung? Wie funktioniert unser Gehor?
Wie nehmen wir Kldnge und Lautstarken
wahr? Wie erkennen und verstehen wir
Sprache? Wie funktionieren unsere Sinne?

Wie das Gehirn das
Verhalten steuert

2003, 496 S., 216 Abb,, geb.
Frither € (D) 52,50,

jetzt € (D) 39,95 /

€(A) 41,10/ sFr 62,—

ISBN 978-3-8274-0248-6

M. Pritzel / M. Brand / H. Markowitsch
Gehirn und Verhalten

Dieses Lehrbuch der Physiologischen Psy-
chologie ist mit Blick auf die faszinierenden
Prozesse in Korper und Hirn geschrieben, die
unser Verhalten steuern. Beschrieben wer-
den in fiinf groBen Abschnitten: die anato-
mischen und physiologischen Grundlagen,
die Sinnessysteme und die Motorik, die
Regulationsfunktionen von Gehirn und Kér-
per wie Schlaf und Sexualitat zusammen mit
Hormon- und Immunsystem, héhere Funk-
tionen des Bewusstseins, Funktionsstorun-
gen bei neurologischen Erkrankungen, psy-
chischen Stdrungen oder Sucht.

S

6. Aufl. 2007, 606 S.,
200 Abb., geb.

€(D) 44,95/

€ (A) 46,30 / sFr 69,—
ISBN 978-3-8274-1743-5

S

2006, 346 S., 95 Abb., geb.
€(D) 35~/

€(A) 36,— / sFr 54,—

ISBN 978-3-8274-1710-7

Komplett iiberarbeitet und
auf dem neuestem Stand!

John R. Anderson
Kognitive Psychologie
Deutsche Ausgabe herausgegeben von Joachim Funke

John R. Anderson hat in der aktuellen Auflage seines
Lehrbuchklassikers die modernen Erkenntnisse der
Gehirnforschung und der Kognitionswissenschaft
zusammengefiihrt und aufgezeigt, wie sich Prozesse der
Wahrnehmung und Verarbeitung von Reizinformation
mit Geddchtnisprozessen verkntipfen, die ihrerseits die
Grundlage geistiger Fahigkeiten wie Sprache, Schluss-
folgern, Problemldsen und Féhigkeitserwerb bilden.

In den 13 Kapiteln ist der Priifungsstoff kompakt und
Ubersichtlich gegliedert, anschaulich illustriert und durch
Merksatze zu jedem Themenabschnitt einprdgsam
zusammengefasst. Ideal zur Priifungsvorbereitung!

Systemische Psychologie — eine
gut verstandliche Einfiihrung

Guido Strunk / Gtinter Schiepek
Systemische Psychologie

Systemische Psychologie ist eine systematische und ver-
standliche Einfihrung in die Theorien komplexer Sys-
teme — die sich insbesondere durch Selbstorganisation
strukturieren und selbst steuern kdnnen. Das Verstand-
nis selbstorganisierender Prozesse liefert nicht nur eine
spannende theoretische Perspektive, um das komplexe
menschliche Verhalten, Wahrnehmen, Denken und
Fiihlen zu verstehen, sondern es bietet auch methodi-
sche Ansatze, um Interaktionsprozesse zwischen Men-
schen zu beschreiben und zu analysieren.

,Das Buch von Strunk und Schiepek unterscheidet sich insofern
von anderen Publikationen zu diesem Themengebiet, als es die
schmale Gratwanderung zwischen Lesbarkeit und Verstand-
lichkeit sowie wissenschaftlichem Anspruch optimal bewaltigt.
systeme
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ist in dieser Maus die Fluoreszenzintensitét
so hoch, dass man auch Zellen mit relativ
schwacher Fluoreszenz noch gut erkennen
kann. Ahnlich wie in der GFAP-EGFP-Maus
zwei verschiedene astrogliale Zellpopulati-
onen nachgewiesen wurden, konnen in der
PLP-EGFP-Maus mehrere oligodendrogliale
Zellpopulationen im sich entwickelnden Ne-
okortex unterschieden werden: reife Oligo-
dendrozyten und potenzielle Vorlauferzellen.
In einer weiteren Mauslinie wird das rote
fluoreszente Protein DsRed durch den PLP-
Promotor reguliert. Diese Maus eignet sich
besonders, um mithilfe griin fluoreszenter
Kalzium-Indikatoren in situ oligodendro-
gliale Kalziuménderungen zu untersuchen
(Hirrlinger et al. 2005).

Transgene Méuse, in denen der CNP-Pro-
motor die Expression von EGFP kontrolliert,
zeichnen sich nicht nur durch die Markierung
von besonders vielen jungen Oligodendrozy-
ten aus, gut sind auch die myelinisierenden
Fortsétze erkennbar (Belachew et al. 2001;
Yuan et al. 2002). Aufgrund dieser Eigen-
schaft konnten im optischen Nerv der Maus
strukturelle Verdnderungen der Oligoden-
droglia wihrend einer Ischdmie analysiert
werden (Salter und Fern 2005).

In vivo-Beobachtungen der
Dynamik in Mikroglia

Zwei verschiedene Mauslinien werden derzeit
verwendet, um fluoreszente Mikroglia-Zellen

0 min-,

Abb. 2: Plastizitat und Motilitat neuraler Zellen in vivo.

(A) In der Hirnrinde transgener Thyl-EYFP-Mause kann iiber viele Tage hinweg Dynamik
der Spines beobachtet werden. Zwischen der ersten Abbildung (direkt nach der Implanta-
tion des Glasfensters in die Schadeldecke) und der letzten Abbildung liegen 45 Tage. Mit
den Pfeilen sind Spines markiert, die in allen Abbildungen vorliegen. Maf3stab 2 ym.

(B) Astrozyten zeigen ahnliche Bewegungen an ihren Fortsatzen wie Neurone. Innerhalb
von Minuten kann in transgenen Mausen der Auswuchs wie auch die Riickbildung eines
Spine ahnlichen Filopodiums beobachtet werden (weifses Quadrat). Maf3stab 5 pm.

(C) Mikrogliazellen zeigen im Vergleich zu Neuronen und Astrozyten eine deutlich erh6hte
Motilitat. Diese Bewegungen konnen durch das Setzen einer Laserlasion (Zeitpunkt O,
gelber Pfeil) gesteigert werden. In wenigen Minuten bewegen sich die Fortsatze der
Mikroglia auf die Verletzung zu. Maf3stab 20 pm. Abbildung modifiziert nach Xu et al.
2007; Hirrlinger et al. 2004; Nimmerjahn et al. 2005.

96

im zentralen Nervensystem zu analysieren.
Wiéhrend die Ibal (ionized calcium binding
adapter molecule I)-EGFP-Maus (Hirasawa
et al. 2005) eine klassische transgene Maus
ist, so stellt die CX3CR1-EGFP-Maus eine
Knockin-Variante dar (Jung et al. 2000).
Homozygote Mause dieser Linie sind defizi-
ent fir CX3CR1, dem Rezeptor fiir das von
Neuronen sezernierte Chemokin Fraktalkin.
Mithilfe der Zwei-Photonen-Laserscan-
mikroskopie (2P-LSM) konnte an dieser
Maus erstmalig zum einen die enorme
Ruhe-Motilitéit in vivo und zum anderen
die schnellen Reaktionen der Mikroglia auf
minimale nekrotische Lésionen des Hirn-
parenchyms oder der Blutgefille gezeigt
werden (Nimmerjahn et al. 2005; Davalos
et al. 2005). Mikrogliazellen orten und
untersuchen permanent ihre benachbarte
Umgebung mit ihren Fortsétzen und sind
so in der Lage, sofort auf Verletzungen zu
reagieren. Unverziiglich nach einer Sché-
digung der Blut-Hirn-Schranke schalten sie
ihrerseits von der reinen Uberwachung des
Nachbargewebes auf Einwandern in das
Verletzungsgebiet um.

Transgene Expression fluoreszenter
Proteine in Zellorganellen des ZNS

Fiir die Neurobiologie sind zwei Zellor-
ganellen von besonderer Bedeutung: zum
einen die Mitochondrien als Kraftwerke
von Neuronen oder Gliazellen und zum
anderen synaptische Terminalen, die Orte
der Neurotransmitter-Ausschiittung.
Thomas Misgeld und Martin Kerschen-
steiner haben sogenannte MitoMé&use herge-
stellt, in denen cyan- bzw. gelb-fluoreszente
Proteine selektiv mittels einer Zielsequenz
der mitochondrialen Cytochrom- C-Oxidase
(cox8) in Mitochondrien exprimiert sind.
Die Expression wird gesteuert durch den
Thyl- bzw. den NSE (Neuron-spezifische
Enolase 2, Eno2)-Promotor (Misgeld et al.
2007a). Sie konnten in akuten Nerv-Muskel-
Explantaten beobachten, dass sich die Anzahl
der transportierten Mitochondrien in groflen
und kleinen motorischen Axonen nicht
unterscheidet. Vorher wurde vermutet, dass
der Mitochondrientransport eine Funktion
des Axondurchmessers sei. Diese Resultate
deuten darauthin, dass der Umsatz in kleinen
Motorneuronen hdher sein muss als in grof3e-
ren Neuronen. Es wurde auch gezeigt, dass
der anterograde Transport deutlich hdufiger
stattfindet als der retrograde. Daraus folgt,
dass die Mitochondrien entweder wihrend
des anterograden Transports oder aber in
den Synapsen teilweise abgebaut werden
miissen. Diese Beobachtung weist den Sy-
napsen wichtige metabolische Funktion zu.
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Zukiinftige Arbeiten miissen zeigen, welche
Konsequenzen dieser Befund fiir Erkran-
kungsmodelle haben kann.

Die selektive Markierung von synaptischen
Terminalen gelang durch einen selektiven
Knockin eines Fusionsproteins zwischen dem
Synapsenprotein Munc13-1 und EYFP in den
muncl3-1-Locus (Kalla et al. 2006). Das vol-
le Potenzial dieser genmodifizierten Mause in
Bezug auf die méglichen Anwendungen kon-
nen bisher nur abgeschétzt werden. Die fluo-
reszenten Terminalen kdnnen z.B. per FACS
sortiert werden und fiir Proteomik-Ansétze
verwendet werden. In Neuronenkulturen
dieser Méuse gelang bereits die Dynamik des
Munc13-1-EYFP-Fusionsproteins, das sich
wie Wildtyp-Munc13-1 verhélt, aufzuzeigen.
Die Moglichkeit der direkten Beobachtung
in lebenden Préparaten wie akut isolierte
Hirnschnitte wird ein weiteres zukiinftiges
Betdtigungsfeld sein.

Verwendung genetisch kodierter
Kalziumindikatoren fiir
in vivo-Untersuchungen

Kalzium-Konzentrationsdnderungen stellen
einen der wichtigsten intrazelluldren Signal-
wege dar. In den vergangenen Jahren gelang
die Herstellung zweier Klassen fluoreszenter
Kalziumindikatorproteine (FCIPs), die auch
den Einsatz in transgenen Tieren erlauben.
Prinzipiell basieren FCIPs auf der Verénde-
rung des Fluoreszenzenergietransfers von
dem Donor-Protein CFP auf das Akzeptor-
Protein YFP nach Bindung an eine geeignete
Proteindomine zwischen den beiden FPs.
Wihrend fiir die ersten FCIPs die Ca’*-Bin-
dungsregion des Calmodulins verwendet wur-
de (Cameleons, Nagai et al. 2004), besitzen
neuere FCIP-Varianten eine dhnliche Region
aus dem Muskelprotein Troponin C (Heim et
al. 2007). Gerade letztere sind flir Analysen
im Nervensystem besonders geeignet, da Tro-
ponin C ausschlieBlich im Muskel exprimiert
wird und nicht mit neuralen Calmodulin-bin-
denden Proteinen wechselwirkt.

FCIPs sind wie herkdmmliche fluoreszente
Proteine genetisch kodiert und kénnen gewe-
be- und zelltypspezifisch exprimiert werden.
CerTnC-L15 ist ein Ca?*-Biosensor, der auf
Troponin C basiert und die CFP-Variante
Cerulean als Donor sowie die YFP-Variante
Citrine als Akzeptor nutzt (Heim et al. 2007).
Die Gruppe um Oliver Griesbeck verwendete
die Thy-1-Kassette, um das Protein neuronal
in transgenen Miusen zu exprimieren. Sie
erhielten 17 Mauslinien mit verschiedenen
Expressionsmustern. Mithilfe dieser Mause
konnen sekundenschnelle Kalziumsignale in
so winzigen Strukturen wie Spines aufgeldst
werden.
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Abb. 3: Transgene Expression fluoreszenter Bio-Sensoren und -Modulatoren

(A - C): Kalzium-Imaging in transgenen Mausen mit Expression eines Troponin-C-basierten
CFP/YFP-Biosensors. (A) 2-Photonen-Anregung in akut isolierten Schnitten zeigt eine star-
ke Expression des CerTN-L15 in Neuronen in den Schichten 2 und 3 der Hirnrinde. Maf3-
stab 20 pm. (B) In vivo-Messungen der Kalzium-Anderungen in Spines. Das gemessene
Gebiet ist mit den gestrichelten Linien angezeigt. Deutliche Kalzium-Transienten konnen
durch kurze, iontophoretische Glutamatapplikationen (40 ms) induziert werden. Maf3stab
5 pm. (C) Individuelle und gemittelte Kalzium-Transienten konnen simultan im Soma (obe-
re Spuren) und im Dendriten eines Neurons gemessen werden. (D — H): Lichtstimulation in
Channelrhodopsin 2-transgenen Mausen. (D) Die Abbildung zeigt eine starke Chop-2-EYFP-
Expression in Neuronen der Hinterwurzelganglien. Ma3stab 50 pm. (E) Belichtung trans-
gener Zellen fiihrt zu lichtinduzierten Stromen in Chop-2-positiven Neuronen des Kortex.
Die Amplitude der lichtinduzierten Strome (untere Kurven) ist positiv abhangig von der
Intensitat des Lichtes. (F) Lichtinduzierte Strome variieren mit der Dauer der Belichtung.
(G)/(H) Lichtstimulation wurde an drei verschiedenen Punkten an einem wahrend der
Patch clamp-Analyse mit Alexa 594 gefiillten Neuron gemessen. Nur die Stimulation im
Soma (Punkt 3) fiihrt zu einem messbaren Aktionspotenzial. Ma3stab 100 um. Abbildung

modifiziert nach Wang et al. 2007; Heim et al. 2007.

Manipulation transgener Mause durch
licht-aktivierbare lonenkanale

Eine vollstindig neue Kategorie lichtsen-
sibler Proteine wurde von Georg Nagel,
Ernst Bamberg und Kollegen entdeckt. Bei
der Charakterisierung von Rhodopsinen
aus Griinalgen erkannten sie, dass zwei
dieser Proteine durch Lichtpulse aktivierbare
Ionenkanile waren, die sie Channelrhodop-
sine nannten (Nagel et al. 2003). Wéhrend
Channelrhodopsin-1 ein Protonenkanal ist,
so ist Channelrhodopsin-2 (Chop-2) ein nicht
selektiver Kationenkanal. Karl Deisseroth
und Ed Boyden lieBen Chop-2-EYFP-
Fusionsproteine funktionell in priméren
Neuronen exprimieren. Kurze Lichtblitze
von Millisekunden-Dauer konnten Aktions-
potenziale in ihnen ausldsen (Boyden et al.
2005). Kiirzlich prisentierte Guoping Feng,
der auch die ersten Thy1-FP-Méuse herge-

stellt hatte, sieben verschiedene transgene
Mauslinien mit neuronaler Chop-2-EYFP-
Expression. Durch Lichtpulsserien mit
einer Frequenz von bis zu 30 Hertz konnen
in vivo Nervenzellen zum schnellen repe-
titiven Feuern gebracht werden. Variieren
der Amplitude und Frequenz dieser Licht-
pulse erlaubt eine sehr genau Kontrolle der
neuronalen Aktionspotenzialrate. In ersten
Experimenten konnten Details der Verschal-
tung zwischen dem piriformen Kortex und
den Mitral-Zellen im Bulbus Olfactorius
aufgeklart werden (Arenkiel et al. 2007).
Die Aufklarung weiterer Schaltkreise der
Hirnrinde in vivo wird sicher folgen.

Ausblick
Gerade einmal vor zehn Jahren wurde die

erste transgene Mauslinie mit FP-Expression
im Nervensystem beschrieben. Seither sind
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LEUCHTENDE PROTEINE IM NERVENSYSTEM DER MAUS

Tab.: Mauslinien mit spezifischer Expression fluoreszenter Proteine im Nervensystem

:ret;motor/ 21:::::1zentes I;z;nsgen- Haupt-Expressionsmuster | Referenz
Zytosolische Expression

Thy1.2 (I;IEE 3:__:? transgen | neuronal Feng et al. 2000
Thy1.2 EYFP, HcRed transgen | neuronal Hirrlinger et al. 2005
GFAP S65T-GFP transgen | astroglial Zhuo et al. 1997
GFAP EGFP transgen | astroglial, NG2-glial Nolte et al. 2001
GFAP rEnGRFFFI):’I\,nIIZ(C;Z)II:TDn transgen | astroglial Hirrlinger et al. 2005
GLAST DsRed BAC zﬁ;fdgg:;’rfgi';f Regan et al. 2007
GLT-1 EGFP BAC astroglial Regan et al. 2007
PLP EGFP transgen | oligodendroglial, NG2-glial | Mallon et al. 2002
PLP S65T-GFP transgen | oligodendroglial Fuss et al. 2000
PLP DsRed transgen | oligodendroglial Hirrlinger et al. 2005
CNP EGFP transgen | oligodendroglial, NG2-glial | Yuan et al. 2002
NG2 DsRed BAC NG2-glial Wigley et al. 2007
CX3CR1 EGFP knockin microglial Jung et al. 2000
Ibal EGFP transgen | microglial Hirasawa et al. 2005
Expression in Zellorganellen

Thy1.2 mitoCFP transgen | Mitochondrien, neuronal | Misgeld et al. 2007a
NSE mitoYFP transgen | Mitochondrien, neuronal | Misgeld et al. 2007a
Munc13-1 |EYFP knockin synaptische Terminalen Kalla et al. 2006
Bio-Sensoren und -Modulatoren

Thy1.2 CerTnC-L15 transgen | neuronal Heim et al. 2007
Thyl.2 Chop-2-EYFP transgen | neuronal Arenkiel et al. 2007

Dutzende neuer Linien hinzugekommen.
Nahezu taglich werden die Ergebnisse neuer
fluoreszenzmikroskopischer Untersuchun-
gen dieser Méuse publiziert. Inzwischen
werden nicht nur mit hoher rdumlicher und
zeitlicher Auflosung die Bildung synapti-
scher Kontakte und Signale aufgezeichnet,
es konnen sogar gezielt Neurone durch
Lichtpulse im Gehirn angeregt oder ge-
hemmt werden. Neue fluoreszente Proteine
mit perfekt geschneiderten Eigenschaften,
die Weiterentwicklung der bildgebenden
Verfahren und gezielte Herstellung entspre-
chender transgener Mausmodelle werden
weiterhin die Aufklarung der Wirkungsweise
des Gehirns beschleunigen.
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Symposia dealing with all areas
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January 31, 2008

Eighth Gottingen Meeting
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