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1. Einfuhrung — Molekulare Kontrolle der Entwicklung

Die Entwicklung multizellularer Organismen aus einer befruchteten Eizelle ist u.a.
das Ergebnis von Zellproliferation und Zelluntergang (Apoptose), Zellmigration und
Differenzierung. Diese Prozesse laufen raumlich und zeitlich ineinander
verschrankt ab - sie missen daher koordinier- und steuerbar sein. Organismen
kontrollieren Entwicklung auf zellularer Ebene:
* Intrinsisch, durch die zellautonome Kontrolle der Genexpression,
* Interaktiv, durch Kommunikation von Zellen untereinander oder mit ihrer
extrazellularen Umgebung.
Konservierte Signalwege, wie z.B. der Wnt, Shh, TGF-3, oder Delta/Notch
Signalweg, bilden dabei die molekulare Grundlage fur die Kommunikation
zwischen Zellen. Typischerweise nutzen Organismen wahrend ihrer Entwicklung
repetitiv eine beschrankte Zahl von Signalwegen, um verschiedene, voneinander
unabhangige Entwicklungsprozesse zu steuern (Anderson and Ingham, 2003;
Artavanis-Tsakonas et al., 1999; Ingham and McMahon, 2001; Massague et al.,
2000; Peifer and Polakis, 2000). Beispielsweise steuert Shh, Uber seine
spezifischen Rezeptoren Patched und Smoothened so unterschiedliche Vorgange
wie Musterbildung im ventralen Neuralrohr, oder die Extremitaten- und
Zahnentwicklung (Ingham and McMahon, 2001).
Bestimmte extrazellulare Signalmoleklile Ubertragen ihr Signal durch
transmembranare Tyrosinkinaserezeptoren (RTK) auf andere Zellen, z.B.
Fibroblast growth factors (FGFs), Neurotrophine, oder Vascular endothelial cell
growth factor (VEGF) (Schlessinger, 2000). Ein klassischer Vertreter dieser
Gruppe ist der Epidermal growth factor (EGF) und sein spezifischer
Tyrosinkinaserezeptor (EGFR, HER1, oder ErbB1). RTK-vermittelte Signale
steuern sowohl wahrend der Embryogenese als auch im adulten Organismus
grundlegende biologische Vorgange wie Proliferation, Survival, Migration oder
Differenzierung (Schlessinger, 2000).
Viele der genannten Signalwege sind innerhalb der Evolution konserviert: so
finden sich bereits in C. elegans und Drosophila EGFR Homologe, Let-23 bzw.
DER. C. elegans besitzt einen EGF-ahnlichen Liganden, Lin-3, wahrend in
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Drosophila vier EGF-ahnliche DER Liganden, Vein, Gurken, Spitz und Argos,
beschrieben wurden (Yarden and Sliwkowski, 2001). Untersuchungen in niederen
Organismen konnen daher Modellcharakter fur das funktionelle Verstandnis dieser
Signalwege im Saugerorganismus haben. Vielfach lalt sich jedoch wahrend der
Evolution eine funktionelle Verschiebung und eine Diversifizierung auf
Molekulebene beobachten: So lassen sich in Sdugern neben dem EGFR drei
weitere EGFR-ahnliche RTK, ErbB2-ErbB4, und eine gro3e Zahl EGF-ahnlicher
Liganden, darunter die Familie der Neureguline (NRG), beobachten. Lin-3 ist in C.
elegans essentiell fur die Genitalentwicklung, DER in Drosophila u.a. an der
Entwicklung des Insektenauges beteiligt — beide Funktionen finden keine
unmittelbare Entsprechung in der Saugerentwicklung (Yarden and Sliwkowski,
2001).

Einen entscheidenden Durchbruch fur das Verstandnis der molekularen Kontrolle
der Saugerentwicklung bedeutete daher die Moglichkeit, durch Homologe
Rekombination in Embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) der Maus einzelne Gene
gezielt zu inaktivieren oder zu modifizieren und dadurch ihre Funktion selektiv in
vivo analysieren zu konnen (Britsch et al., 2003; Muller, 1999). Mit Hilfe dieser als
Gene Targeting bezeichneten Methode wurden bis heute ca. 3000 Gene in der
Maus inaktiviert und ihre Funktion bestimmt, unter ihnen die wichtigsten
Komponenten zentraler SignalUubertragungssysteme (Anderson and Ingham,
2003).

In der vorgelegten Arbeit wurden mit Hilfe von Gene Targeting und naturlichen
Mausmutationen spezifische entwicklungsbiologische Funktionen des EGF-
ahnlichen Signalsystems, Neuregulin-1/ErbB und des interagierenden
Transkriptionsfaktors Sox10, in der Maus aufgeklart. Sie demonstrieren, dal} das
Neuregulin-1/ErbB Signalsystem und Sox10, zentrale Prozesse in der Entwicklung
des peripheren Nervensystems und der Kardiogenese steuern.



Genetische Analyse entwicklungsbiologischer Funktionen des Neuregulin-1/ErbB Signalsystems 7

2. Genetische Analyse entwicklungsbiologischer
Funktionen des Neuregulin-1/ErbB Signalsystems

in der Maus

2.1 Das Neuregulin-1/ErbB Signalsystem

Neureguline (NRG) sind Signalproteine, die sowohl wahrend der Embryogenese
als auch im adulten Organismus Zell-Zell Interaktionen im Nervensystem, im Herz
und in anderen Organen vermitteln. NRG binden an transmembranare
Tyrosinkinaserezeptoren der ErbB Familie. Uber die Aktivierung intrazellularer
Signalwege werden zellulare Antworten wie z.B. Proliferation, Survival, Migration,
oder Differenzierung durch NRG Signale ausgelost (Adlkofer and Lai, 2000;
Buonanno and Fischbach, 2001; Burden and Yarden, 1997; Citri et al., 2003;
Falls, 2003; Garratt et al., 2000; Lemke, 1996; Yarden and Sliwkowski, 2001).
NRG wurden ursprunglich unabhangig voneinander als Faktoren beschrieben und
spater kloniert, die (i) ErbB2 aktivieren (Holmes et al., 1992; Peles et al., 1993;
Wen et al., 1992), (ii) Gliazell Proliferation (Brockes et al., 1980; Goodearl et al.,
1993; Lemke and Brockes, 1984; Marchionni et al., 1993; Raff et al., 1978), oder
(iiif) die Bildung von Azetylcholinrezeptoren in Muskelzellen induzieren (Falls et al.,
1993; Jessell et al., 1979). Bei allen isolierten Proteinen handelte es sich um
unterschiedliche Isoformen, die vom NRG-1 Gen synthetisiert werden (Falls,
2003).

NRG sind durch eine EGF-ahnliche extrazellulare Domane gekennzeichnet (Abb.:
2.1-1). Sie genugt fur die Rezeptorbindung und Entfaltung der biologischen
Aktivitat von NRG. Durch alternatives Splei3en kdnnen unterschiedliche Varianten
(oo und B) der EGF Domane, die sich in ihrer Rezeptor-Affinitat unterscheiden,
gebildet werden. Durch den Gebrauch unterschiedlicher Promotoren entstehen
aulRerdem unterschiedliche Isoformen des NRG-1 Gens, Type | (neu
differentiation factor, NDF; heregulin, HRG; acetylcholine receptor inducing
activity, ARIA), Type Il (glial growth factor, GGF) und Type Il (sensory and motor
neuron-derived factor, SMDF; cysteine-rich domain neuregulin-1, CRD-NRG-1).

Die synonymen Bezeichnungen der einzelnen Isoformen spiegeln nur bedingt ihre
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vorherrschende biologische Aktivitat in vivo wider. So wird beispielsweise ,glial
growth factor® Aktivitat in vivo vor allem durch Type Il und nicht durch Type Il
(=GGF) NRG-1 vermittelt. Type I-lll Isoformen unterscheiden sich durch ihre
extrazellulare Struktur, N-terminal von der EGF Domane. So besitzen Type | und Il
eine Immunglobulin-ahnliche extrazellulare Domane, Type | zusatzlich eine stark
glykosylierte Domane. AusschlieBlich Type Ill NRG-1 besitzt eine Cystein-reiche
Domane (CRD) mit interner hydrophober Sequenz, die transmembranar lokalisiert
ist und eine haarnadelférmige Anordnung der Type Il Isoform in der Zellmembran
bedingt (Abb.: 2.1-1). NRG-1 Isoformen werden als primar sezernierte oder
transmembranare Liganden gebildet. Membranassoziierte Formen kdnnen
aulRerdem sekundar proteolytisch gespalten und Teile des Liganden extra- bzw.
intrazellular freigesetzt werden (Abb.: 2.1-1). In einer aktuellen Studie wurde
jungst in vitro beobachtet, dal} die Interaktion der extrazellularen Domane von
Type Il NRG-1 mit ErbB Rezeptoren nicht nur ein antegrades Signal (forwarad-
signalling) auf die Zielzelle vermittelt, sondern aulRerdem ein retrogrades Signal
(back-signalling) induziert, indem es als Folge der Rezeptorbindung zur
proteolytischen Abspaltung der intrazytoplasmatischen Domane des Liganden
kommt (Abb.: 2.1-1, vergl. auRerdem Kapitel 2.3.2). Diese transloziert in den
Zellkern und reprimiert dort Apoptose-induzierende Gene (Bao et al., 2003).

Die einzelnen Isoformen des NRG-1 Gens unterscheiden sich ebenfalls durch ihr
raumlich-zeitliches Expressionsmuster im jeweiligen Organismus: Type | NRG-1
wird vor allem wahrend der frihen Embryogenese exprimiert, Type Il findet sich
vor allem im ZNS wahrend der spaten Embryogenese sowie postnatal, Type Ill ist
neben dem ZNS vor allem in Axonen sensorischer und motorischer Neurone
exprimiert (Meyer and Birchmeier, 1994; Meyer et al., 1997).

In jungerer Zeit wurden weitere NRG identifiziert, NRG-2, -3, -4, die von
unterschiedlichen Genen kodiert werden und sich in ihrer Expression von NRG-1
unterscheiden (Busfield et al., 1997; Carraway et al., 1997; Higashiyama et al.,
1997; Zhang et al., 1997). So ist beispielsweise NRG-4 im adulten Pankreas und
Skelettmuskel jedoch nicht im Nervensystem exprimiert (Harari et al., 1999).
NRG-4 Signale scheinen hier die Differenzierung von Somatostatin-

produzierenden Zellen im endokrinen Pankreas zu steuern (Huotari et al., 2002).
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Neuregulin Familie

NRG-1 NRG-2 NRG-3 NRG-4
[ [ [ |

I I L
Type | Type ll Type lll

NDF/HRG/ARIA GGF SMDF/CRD-NRG-1

n 1

EGF-artige Domane Immunglobulin-artige Doméane CRD/SMDF Domane
~
al/fy Isoform #Ht Glykosylierungsregionen M hydrophobe Sequenzbereiche
I transmembranare Doméane == proteolytische Spaltungsbereiche

Abbildung 2.1-1: Schematische Ubersicht {iber die Struktur der Neuregulin Liganden-Familie. NRG-1,
NRG-2, NRG-3 und NRG-4 werden durch unterschiedliche Gene kodiert. Gemeinsames Merkmal aller
Neureguline ist eine EGF-ahnliche, extrazellulare Doméne. Durch alternatives SpleiRen in der C-
terminalen Region der EGF Domaéane entstehen o und f Isoformen mit unterschiedlicher Rezeptor
Affinitat. Uber unterschiedliche Promotoren werden verschiedene Isoformen des NRG-1 Gens gebildet:
Type | (NDF, HRG, oder ARIA), Type Il (GGF) und Type Il (SMDF, oder CRD-NRG-1). Sie unterscheiden
sich durch die Struktur ihrer N-terminalen, extrazelluldren Regionen. Type | NRG-1 ist durch eine stark
glykosylierte Region und eine Immunglobulin-dhnliche Domane (lg) charakterisiert, Type 1l NRG-1 besitzt
zudem eine N-terminal davon lokalisierte GGF-spezifische Kringle Domane (nicht dargestellt), sowie eine
N-terminale hydrophobe Region, Type Ill NRG-1 ist durch eine Cystein-reiche Domane (CRD, SMDF
Domane) charakterisiert. Die CRD Domane ist durch eine hydrophobe Region transmembranar lokalisiert,
wodurch eine haarnadelférmige Anordnung von Type |ll NRG-1 in der Zellmembran entsteht. Nach
proteolytischer Spaltung im Bereich der juxtamembranadren Doméne kann ein membran-assoziierter
Ligand in reverser Orientierung gebildet werden. NRG-1 Isoformen werden als primar sezernierte, oder
membrangebundene Liganden gebildet, transmembranare Vorldufer kdnnen sekundar proteolytisch
freigesetzt werden. Wahrscheinliche, nicht gesicherte Bereiche, in denen Neuregulline proteolytisch
gespalten werden, sind ebenfalls markiert. NRG-2 besitzt eine dhnliche Struktur wie Ig-haltige Isoformen
von NRG-1. Fir NRG-3 und -4 sind keine o und f Isoformen nachweisbar. NRG-4 unterscheidet sich am
starksten von den lbrigen Neuregulinen, es besitzt lediglich eine extrazellulare EGF-ahnliche Doméane
und eine kurze zytoplasmatische Domane. Weitere Details werden im Text dargestellt.
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NRG Ubertragen ihre Signale mit Hilfe von ErbB Rezeptoren auf Zielzellen. Die
Familie der ErbB Tyrosinkinaserezeptoren umfaldt vier Mitglieder, den EGF-
Rezeptor (ErbB1, HER1), ErbB2 (HERZ2, Neu), ErbB3 (HER3) und ErbB4 (HER4).
Alle ErbB Rezeptoren besitzen einen einheitlichen Aufbau, der aus einer
extrazellularen Ligandenbindungsdomane, einer einfachen, transmembranaren
Domane und einer zytoplasmatischen Tyrosinkinasedomane besteht. Die Bindung
eines spezifischen Liganden fahrt zur Homo- (z. B. ErbB1/ErbB1) oder
Heteromerisierung (z.B. ErbB2/ErbB3) von ErbB Rezeptoren (Abb.: 2.1-2). In der
Folge kommt es zur Tyrosinkinaseaktivierung und zur Phosphorylierung von
Tyrosinresten der zytoplasmatischen Domane, die als Bindungsstellen far
intrazellullare Signalubertragungsmolekule wie z. B. grb2, grb7, PLCy, shc oder
p85 dienen (Buonanno and Fischbach, 2001; Citri et al., 2003; Falls, 2003;
Schlessinger, 2000; Yarden and Sliwkowski, 2001).

Eine Sonderstellung unter den ErbB Rezeptoren nimmt ErbB2 ein: Trotz intensiver
Suche wurde bisher kein Faktor identifiziert, der direkt an diesen Rezeptor bindet
und die tyrosinspezifische Phosphorylierung von ErbB2 induziert. Verschiedene
Liganden konnen jedoch indirekt die Phoshorylierung von ErbB2, d.h. die ErbB2
vermittelte Signalubertragung auslosen. So bindet z. B. Neuregulin-1 mit hoher
Affinitat direkt an ErbB3 und ErbB4 (Carraway et al., 1994; Plowman et al., 1993;
Tzahar et al., 1994). Dies induziert die schnelle tyrosinspezifische
Phosphorylierung von ErbB2 in Zellen, die ErbB3 oder ErbB4 koexprimieren
(Carraway and Cantley, 1994; Peles et al., 1993; Sliwkowski et al., 1994; Wallasch
et al., 1995). Ahnliches wird bei Liganden des EGF-Rezeptors beobachtet, die
zwar direkt an den EGF-Rezeptor jedoch nicht an den ErbB2 Rezeptor binden,
aber Autophosphorylierung von ErbB2 induzieren, wenn beide Rezeptoren in der
gleichen Zelle koexprimiert werden (King et al., 1988). Diese in vitro
Beobachtungen deuteten schon frih auf eine zentrale Rolle von ErbB2 als
Korezeptor in der Ubertragung von Signalen hin, die durch die direkte Bindung
eines spezifischen Liganden an EGF-, ErbB3- oder ErbB4 Rezeptoren ausgelost
werden.

Wesentlich fur das Verstandnis der biologischen Funktionen des NRG-1/ErbB
Signalsystems war die Analyse von Mausen mit gezielten Mutationen (knockout
Mause) in den einzelnen Rezeptor- und Liganden-Genen. In den vorgestellten
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Arbeiten (Britsch et al., 2001; Britsch et al., 1998; Ozcelik et al., 2002; Woldeyesus
et al.,, 1999), sowie in weiteren Arbeiten aus der Gruppe von Frau Prof. C.
Birchmeier und anderen Laboren (Ubersichten bei: Adlkofer and Lai, 2000;
Buonanno and Fischbach, 2001; Garratt et al., 2000; Garratt et al., 2003; Lemke,
1996; Olayioye et al., 2000; Yarden and Sliwkowski, 2001) wurde gezeigt, dal}
NRG-1/ErbB Signale essentielle Funktionen bei der Steuerung der Entwicklung
des PNS und des Herzens ubernehmen. Die genetische Analyse in der Maus
konnte aulRerdem belegen, dall funktionelle NRG-1 Rezeptoren in vivo
Heteromere sind, wobei wahrend der Embryogenese NRG-1 Signale im PNS
durch ErbB2/ErbB3, im Herz durch ErbB2/ErbB4 Heterodimere Ubertragen

werden.

ErbB Rezeptor Familie

Cys Box 1
: Heteromerisierung |
Cys Box 2
ml 1 1
TK

ErbB1 ErbB2 ErbB3 ErbB4 ErbB2/ErbB3 ErbB2/ErbB4
HER1 HER2 HER3 HER4
EGFR c-neu

Abbildung 2.1-2: Schematische Struktur der ErbB Tyrosinkinaserezeptor Familie. Dargestellt sind der
Epidermal growth factor receptor (EGFR, ErbB1, oder HER1) und die drei Neuregulin-1 Rezeptoren ErbB2,
ErbB3 und ErbB4. ErbB Rezeptoren besitzen einen einheitlichen Aufbau aus jeweils zwei Cystein-reichen
extrazellularen Doméanen (Cys Box 1 und 2), einer transmembrandren Domaéane (tm) und einer
intrazytoplasmatischen Tyrosinkinase Doméne (TK). Beachte, dafl ErbB3 im Gegensatz zu ErbB2 und Erbb4
keine biologisch relevante Tyrosinkinase Aktivitdt besitzt. Durch Heteromerisierung entstehen funktionelle
Neuregulin-1 Rezeptoren (rechte Bildhalfte), wobei ErbB2/ErbB3 Heteromere im PNS, ErbB2/ErbB4
Heteromere u.a. im Herz Neuregulin-1 Signale Ubertragen.
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2.2 Funktionen von Neuregulin-1/ErbB2/3 Signalen wahrend der
Embryogenese der Maus

2.2.1 Entwicklung von Neuralleistenzellen und ihren Derivaten

Neuralleistenzellen (NCC) stellen eine stammzellartige, undifferenzierte
Zellpopulation dar, die wahrend der Embryogenese nur transient in Erscheinung
tritt. NCC entwickeln sich aus dem primitiven Neuralrohrepithel am Ubergang der
Neuralfalten in das nicht-neurale Ektoderm. Wahrend ihrer Bildung l6sen sich
NCC aus dem epithelialen Neuralrohrverband und wandern als mesenchymartige
Einzelzellen (epithelio-mesenchymale Transition) entlang charakteristischer Wege
durch den Embryo zu ihren Zielstrukturen, wo sie sich in ihre definitiven
Zellschicksale differenzieren (Abb.: 2.2.1-1).

Melanozyten
Neuralleiste
N

Spinalganglien Anlage Schwann Zellen

{ b, Pseudounipolare sensorische
ﬁ  Neurone in Spinalganglien

Ml ,A""FRR
—= ;Tf‘ Y

r4 |

Migrierende
Melanozytenvorlaufer,,

/" Multipolare Neurone
sympathischer Ganglien

6 Chromaffine Zellen

des Nebennierenmarks

Anlage primarer / In das primitive ™\ Prévertebrale Plexus

N . ! % b,
sympathischer Ganglien  / Darmrohr einwandernde™.._
Neuralleistenzellen h

In die Nebennierenanlage
einwandernde Neuralleistenzellen

Enterisches Nervensystem

Abb. 2.2.1-1: Halbschematischer Querschnitt durch einen Wirbeltierembryo auf Hoéhe der
Nebennierenanlage. In der linken Bildhélfte sind Migrationswege von undifferenzierten NCC und die
Besiedlung von Organanlagen wahrend der Neuralleistenzellentwicklung dargestellt. In der rechten Bildhalfte
sind Neuralleistenzellderivate dargestellt (Nach Carlson, Patten’s Foundations of Embryology, 6th edition 1996).
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Wenngleich NCC als eingenstandige embryonale Struktur nur passager in
Erscheinung treten, sind sie von aulerordentlich groRer Bedeutung fur die
Entwicklung des Embryos, da sich aus NCC nahezu samtliche Strukturen des
peripheren Nervensystems (PNS) differenzieren: Sympathisches (SNS) und
parasympathisches Nervensystem (PSNS), enterisches Nervensystem (ENS),
sensorische Spinalganglienzellen, Mechanorezeptoren (Merkel Zellen) der Haut,
sowie die gesamte periphere Gliazellpopulation (d.h. Schwannzellen im Bereich
peripherer Nerven und Satellitenzellen im Bereich von sensorischen und
autonomen Ganglien). NCC tragen aullerdem zur Bildung von Melanozyten und
von Binde- und Stutzgeweben im Bereich des Kopfes bei (Halata et al., 2003; Le
Douarin and Kalcheim, 1999; Szeder et al., 2003).

Die Entwicklung von NCC ist also u. a. durch Prozesse wie Zellproliferation,
Zellmigration, Determinierung alternativer Zellschicksale oder zellulare
Differenzierung gekennzeichnet. Die molekularen Steuerungsmechanismen,
welche diesen Prozessen zugrunde liegen wurden in den vergangenen Jahren
intensiv beforscht (Anderson et al.,, 1997). So wurde z.B. in jungeren
Untersuchungen gezeigt, dalR die Festlegung des Zellschicksals
,Neuralleistenzelle” in pramigratorischen NCC-Vorlauferzellen des dorsalen
Neuralrohrs u.a. durch die Transkriptionsfaktoren FoxD3 und Sox9 gesteuert wird
(Dottori et al., 2001; Spokony et al., 2002). AulRerdem steuern Mitglieder der
TGF-p Familie (BMP-2, -4, -7) die Entwicklung von NCC wahrend
unterschiedlicher Phasen ihrer Entwicklung: Einerseits sind BMP Signale
essentiell fur die Etablierung von Progenitorpopulationen im dorsalen Neuralrohr,
aus denen sich u.a. emigrierende NCC rekrutieren. Zum anderen werden BMPs in
den Zielregionen des primaren SNS exprimiert und induzieren dort in NCC nach
deren Ankunft die spezifische Differenzierung zu sympathischen Neuronen
(Howard et al., 2000; Lee and Jessell, 1999; Reissmann et al., 1996; Schneider et
al., 1999; Shah et al., 1996).

In meinen Arbeiten konnte ich zeigen, dal} das NRG-1/ErbB Signalsystem zentrale
Funktionen bei der Steuerung der Entwicklung von NCC besitzt: Eine der
frGhesten Funktionen in der Entwicklung von NCC stellt die Kontrolle der Migration
von sympathogenen NCC dar. Mausembryonen mit homozygot mutiertem erbB2,



Genetische Analyse entwicklungsbiologischer Funktionen des Neuregulin-1/ErbB Signalsystems 14

erbB3 oder NRG-1 Gen entwickeln eine schwere Hypoplasie des primaren
sympathischen Nervensystems im Bereich des Rumpfes (Britsch et al., 1998).
Homozygot mutante erbB2 oder NRG-1 Embryonen sterben wahrend der
Entwicklung am Tag E10 aufgrund einer Entwicklungsstorung des Herzens, die
ebenfalls NRG-1 signalabhangig ist und die im nachsten Kapitel ausfihrlich
diskutiert wird (Britsch et al., 1998; Lee et al., 1995; Meyer and Birchmeier, 1995).
Um den Einflull von NRG-1 Signalen auf die spatere Entwicklung des
sympathischen Nervensystems analysieren zu konnen, wurden daher
Mausembryonen mit einer homozygoten Mutation des erbB3 Gens eingesetzt
(Riethmacher et al., 1997). ErbB3 wird wahrend der Embryogenese nicht im Herz
exprimiert, diese Mause uberleben daher bis zur Geburt. Allerdings setzt um den
Tag E12,5 eine progrediente embryonale Letalitat ein, so dald nur wenige
Mutanten den Zeitpunkt der Geburt erreichen (Riethmacher et al., 1997). In erbB3
mutanten Mausen konnte ich den totalen Verlust des Nebennierenmarks sowie
einen subtotaler Verlust von pra- und paravertebralen sympathischen Ganglien
beobachten. Sympathische Neurone synthetisieren bereits intraembryonal
Katecholamine. Entsprechend konnte ich am Entwicklungstag E12,5 in homozygot
mutanten erbB3 Embryonen eine ca. 15-fache Reduktion der Gewebe-
Katecholaminspiegel nachweisen (Britsch et al., 1998). In den vergangenen
Jahren wurden unterschiedliche Komponenten des
Katecholaminsyntheseapparats, wie z.B. Tyrosinhydroxylase oder Dopamin-f-
Hydroxylase, durch Gene targeting in der Maus inaktiviert (Thomas et al., 1995;
Zhou et al., 1995). Interessanterweise zeigen diese Mause ein embryonales
Letalitatsprofil das jenem von erbB3 Mutanten sehr ahnlich ist. Es kann daher
angenommen werden, dal® der intraembryonale Mangel an Katecholaminen
zumindest partiell deren embryonale Letalitat verursacht (Britsch et al., 1998).

Anhand von Zellproliferationsuntersuchungen, Apoptose-Assays und der
systematischen Analyse der Verteilung undifferenzierter sympathogener NCC im
Embryo konnten wir den zellularen Mechanismus weiter aufklaren, der zu der
beschriebenen Entwicklungsstorung des sympathischen Nervensystems in
mutanten Tieren fahrt: In Mausembryonen mit Mutationen des NRG-1
Signalsystems sind sympathogene NCC nicht in der Lage, in ihre spezifischen

Zielregionen (zu beiden Seiten der dorsalen Aorta) einzuwandern. Sie verharren
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unmittelbar nach ihrer Bildung in ursprungsnahen Regionen des Embryos als
undifferenzierte NCC (Britsch et al., 1998). Wir konnten daruber hinaus keine
Veranderungen von Zellproliferation und Uberleben in den Mutanten nachweisen.
NRG-1 Signale beeinfluBen daher direkt das Migrationsverhalten von
sympathogenen NCC. Diese Befunde werden unterstutzt durch das
Expressionsmuster der beteiligten Komponenten des NRG-1/ErbB Signalsystems:
ErbB3 wird in undifferenzierten NCC exprimiert, die zur Bildung des PNS
beitragen, wahrend sein Korezeptor ErbB2 in der fruhen Embryogenese ubiquitar
im Embryo exprimiert ist. Mit Hilfe einer Knockin Mauslinie, die das Reportergen
lacZ unter der Kontrolle des NRG-1 Genlocus exprimiert (Meyer and Birchmeier,
1995) konnte ich aulRerdem zeigen, dal® der Ligand NRG-1 dynamisch vom
umgebenden Mesenchym entlang des Migrationsweges und im Zielgebiet
sympathogener NCC exprimiert wird (Britsch et al., 1998).

Ich habe den Einflull von NRG-1 Signalen auf das Migrationsverhalten von NCC
ebenfalls in vitro analysiert. Wird der Ligand NRG-1 in einem sog. Streifenassay in
alternierenden Streifen auf einer Zellkulturoberflache immobilisiert so emigrieren
NCC aus Neuralrohrexplantaten bevorzugt und schneller auf NRG-1-
beschichteten Streifen (Britsch und Birchmeier, unpublizierte Daten).
Ubereinstimmende Befunde wurden ebenfalls in einer Arbeit von Mahantappa
berichtet (Mahanthappa et al., 1996).

Steuerung von Zellmaotilitat durch NRG-1 Signale ist nicht nur bei sympathogenen
NCC beobachtbar. In genetischen Untersuchungen an Mausembryonen mit einer
gezielten Mutation des NRG-1 Gens wurde beobachtet, da} die Zahl von
auswandernden Schwannzellvorlaufern - die sich aus undifferenzierten NCC
entwickeln (s.o0.) - entlang auswachsender Spinalnerven gegenuber
Kontrollembryonen verringert ist (Meyer and Birchmeier, 1995). Der gleiche
Phanotyp wird aulRerdem in Mausembryonen mit einer Mutation des erbB2 und
erbB3 Gens beobachtet (Britsch et al., 2001; Britsch et al., 1998; Morris et al.,
1999; Riethmacher et al., 1997; Woldeyesus et al., 1999). In Explantatkulturen von
erbB2 mutantem Gewebe konnte die Gruppe um Kuo-Fen Lee zeigen, dal die
Migrationskapazitat mutanter Schwannzellvorlaufer gegenuber normalen Zellen

verringert ist (Morris et al., 1999).
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Embryonen mit Mutationen im erbB2 oder NRG-1 Gen sterben aufgrund einer
gestorten Kardiogenese am Tag E10 (s.u.). Um die Entwicklung von NCC und
ihren Derivaten wahrend spaterer Entwicklungsstadien untersuchen zu kénnen,
wurde von Mas Woldeyesus aus der Gruppe von Carmen Birchmeier durch einen
Knockin die cDNA von erbB2 unter der Kontrolle des Nkx2.5 Gens exprimiert.
Nkx2.5 wird spezifisch im embryonalen Herzmuskelgewebe exprimiert. Wird diese
Mutation in homozygot mutante erbB2 Tiere eingekreuzt (erbB2-/-R), so wird die
durch erbB2 Mutation bedingte, embryonal letale Entwicklungsstérung des
Herzens spezifisch kompensiert (Woldeyesus et al., 1999). Diese Tiere Uberleben
bis zur Geburt und kénnen fir die Analyse spaterer Phanotypen herangezogen
werden. In Kooperation mit Mas Woldeyesus haben wir in diesen Tieren die
Entwicklung des peripheren Nervensystems untersucht. In den mutanten Tieren ist
die einsetzende Differenzierung peripherer Glia aus NCC, sowie die oben
beschriebene Migrationsstorung von Schwannzellvorlaufern nachweisbar.
Wahrend der weiteren Embryogenese kommt es allerdings zum vollstandigen
Verlust von Schwannzellen entlang peripherer Nerven (Britsch et al., 2001;
Woldeyesus et al., 1999). Die zellularen Mechanismen, die zu diesem
Schwannzellverlust fihren, sind bisher nicht vollstandig aufgeklart. NRG-1 Signale
beeinflussen jedoch stadienabhangig nicht nur das Migrationsverhalten sondern
auch Proliferation und Uberleben von Schwannzellen wahrend der Embryogenese
(Dong et al., 1995; Morris et al., 1999; Woldeyesus et al., 1999; Wolpowitz et al.,
2000).

Neben dem Verlust von Schwannzellen tritt in Mausembryonen mit erbB2R (d.h.
gleichzeitigem Rescue des Herzphanotyps) oder erbB3 Mutationen zeitlich
verzogert eine progrediente Degeneration von sensorischen und motorischen
Nerven auf (Britsch et al., 2001; Riethmacher et al., 1997; Woldeyesus et al.,
1999). Die betroffenen peripheren Nerven sind u. a. durch ausgepragte
Defaszikulation und Storung ihres Verzweigungsmusters gekennzeichnet. Sie
projezieren jedoch in ihre Zielstrukturen und bilden Synapsen aus. Die betroffenen
Nerven exprimieren normalerweise keine ErbB2 oder ErbB3 Rezeptoren, es
handelt sich also bei der neuronalen Degeneration um keine direkte Folge des
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Verlustes von ErbB2/ErbB3 vermittelten, moglicherweise essentiellen
(Uberlebens-) signalen, sondern um einen indirekten, nicht-zellautonomen Effekt.
Dies kann mit Hilfe von Chimarenanalysen belegt werden. In solchen Tieren liegt
ein Mosaik aus Geweben mit homozygoter Mutation z. B. des erbB3 Gens und
Wildtypgeweben vor. Werden chimare Tiere erzeugt, mit einem hohen Anteil
mutanter Zellen und einem kleinen Anteil Wildtypzellen innerhalb des peripheren
Nervensystems, so laldt sich in diesen Tieren keine neuronale Degeneration
beobachten (Riethmacher et al., 1997). Dies bedeutet, dal’ unter dem Einflul3 von
Signalen einiger Wildtypzellen der mutante Phanotyp normalisiert werden kann,
also die neuronale Degeneration indirekte Folge des Verlustes von ErbB2/ErbB3
vermittelten Signalen in nicht-neuronalen Zellen ist. Aufgrund dieser Befunde lag
die Hypothese nahe, da® die Neurodegeneration Folge des Verlustes von
peripheren Schwannzellen ist, die sowohl erbB2 als auch erbB3 exprimieren und
in den jeweiligen Mausmutanten mutiert sind. Diese Schwannzellen kdnnten
ihrerseits trophische Signale an die begleitenden Nerven Ubermitteln. Zwar ist in
der Literatur etabliert, dal3 Schwannzellen in vitro unterschiedliche neurotrophe
Faktoren, wie z.B. CNTF, BDNF, GDNF, LIF, PDGF, FGFs, IGF, oder NT3
produzieren (Bunge, 1993; Jessen and Mirsky, 2002), die neuronales Survival
beeinfluRen, eine derartige Funktion konnte jedoch bisher in vivo nicht direkt
demonstriert werden. ErbB2 und erbB3 werden auflerdem von den neuronalen
Targets (innervierter Muskel) der betroffenen Nerven exprimiert. Es konnte daher
nicht ausgeschlossen werden, dal® der Verlust dieser ErbB2/ErbB3 vermittelten
Signale in den Mutanten indirekt — z.B. Uber eine Beeinflussung von sog. target-
derived neurotrophins — zur beschriebenen Neurodegeneration beitragt (Bibel and
Barde, 2000). Mit Hilfe unabhangiger Experimente in Sox10 mutanten Mausen
konnten wir jedoch die trophische Funktion peripherer Gliazellen fur begleitende
Nerven belegen. Ich werde auf diese Experimente im Kapitel 2.3.2 ausfuhrlich
eingehen.

Die Degeneration von Motoneuronen in erbB2 und erbB3 mutanten Tieren wurde
von uns systematisch und quantitativ in unterschiedlichen Hohenlokalisationen
des Ruckenmarks untersucht. Interessanterweise ist das Ausmal der
Motoneurondegeneration abhangig von ihrem axialen Niveau: Am Tag E18,5 ist

ein Grofteil zervikaler und lumbaler Motoneurone untergegangen, wahrend sich
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keine signifikante Degeneration thorakaler Motoneurone beobachten Iafdt (Britsch
et al., 2001; Woldeyesus et al., 1999). Dies deutet darauf hin, dal} sich
Motoneuronsubpopulationen in ihrer Abhangigkeit von trophischen Signalen
voneinander unterscheiden. Die molekularen Mechanismen, die dieser
unterschiedlichen Sensitivitat zugrunde liegen, sind bisher nicht aufgeklart. Es ist
jedoch in der Literatur gut etabliert, dal® spinale Motoneurone in ihrem Verhalten
aulerordentlich heterogen sind und sich beispielsweise in ihren
Expressionsprofilen von Transkriptionsfaktoren der Lim Familie, oder von
Cadherinen unterscheiden (Jessell, 2000; Price et al.,, 2002). In vitro
Untersuchungen haben aul3erdem gezeigt, daly Motoneuronsubpopulationen sich
in ihrer Expression des Tyrosinkinaserezeptors c-met und in ihrem Uberleben in
Gegenwart seines spezifischen Liganden HGF/SF voneinander unterscheiden
(Yamamoto et al., 1997).

Es ist bemerkenswert, dal® auch beim Menschen neurologische
Erkrankungsformen, die mit einer Degeneration von Motoneuronen einhergehen,
durch unterschiedliche Befallsmuster und —schwerpunkte gekennzeichnet sein
konnen. Moglicherweise sind daher wahrend der Embryogenese und bei
Erkrankungen im adulten Organismus ahnliche molekulare Mechanismen
involviert (Suter and Scherer, 2003).

2.2.2 Herzentwicklung

Komponenten des NRG-1/ErbB Signalsystems werden ebenfalls im embryonalen
Herzen exprimiert. Wahrend der Embryogenese wird NRG-1 vom Endokard, die
spezifischen Rezeptoren ErbB2/ErbB4 vom unmittelbar benachbart angrenzenden
Myokardgewebe exprimiert (Gassmann et al., 1995; Lee et al., 1995; Meyer and
Birchmeier, 1994; Meyer and Birchmeier, 1995). NRG-1 kann also als parakrines
Signal agieren. Im Gegensatz zum PNS wird im embryonalen Herzen kein ErbB3
exprimiert. Die Funktion von NRG-1 Signalen wahrend der Kardiogenese konnte
durch die Analyse von Mausen mit gezielter Mutation einzelner Elemente des
NRG-1/ErbB Signalsystems aufgeklart werden. Homozygot mutante NRG-1,

erbB2 und erbB4 Mause zeigen ubereinstimmende Entwicklungsdefekte des
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Herzens, die durch das Fehlen der normalen Trabekulierung, die Ausdinnung der
embryonalen Herzwande und eine starke Erweiterung der primitiven Ventrikel
gekennzeichnet sind (Britsch et al., 1998; Erickson et al., 1997; Gassmann et al.,
1995; Kramer et al., 1996; Lee et al., 1995; Liu et al., 1998; Meyer and Birchmeier,
1995). Diese kardialen Entwicklungsdefekte sind embryonal letal: Homozygot
mutante NRG-1, erbB2 und erbB4 Mause sterben in einem Zeitfenster um den
Entwicklungstag E10,5. Die essentielle Funktion von NRG-1/ErbB Signalen fur die
Embryogenese des Herzens konnte in eleganten, genetischen Experimenten aus
den Arbeitsgruppen von Carmen Birchmeier und von K.F. Lee erhartet werden:
Wird in Mausen mit homozygoter Mutation des erbB2 Gens erbB2 cDNA als
Transgen spezifisch im Herz reexprimiert (erbB2-/-R), so besitzen diese Tiere eine
normale Kardiogenese und uUberleben uber den 10. Entwicklungstag hinaus
(Morris et al., 1999; Woldeyesus et al., 1999). Allerdings sterben alle erbB2-/-R
Tiere bis zur Geburt. Die zeitliche Dynamik der embryonalen Letalitat entspricht
dabei jener von erbB3-/- Tieren (Britsch et al., 1998; Riethmacher et al., 1997;
Woldeyesus et al., 1999). Untersucht man das PNS in erbB2-/-R Embryonen, so
finden sich wiederum die gleichen Entwicklungsdefekte wie in erbB3-/- Tieren,
Verlust von Schwann Zellen, Degeneration von sensorischen und Motoneuronen
und subtotale Hypoplasie des SNS (vergl. Kapitel 2.2.1). Diese Beobachtungen
belegen damit - jenseits der Analyse herzspezifischer Funktionen von NRG-
1/ErbB Signalen - genetisch, dal® ErbB2 als essentieller Korezeptor von erbB4 im
Herzen und von ErbB3 im PNS fungiert (Morris et al., 1999; Woldeyesus et al.,
1999).

Zellulare und molekulare Mechanismen der Trabekulierung des Myokards sind
bisher nicht exakt bekannt. Ebenso ist unklar, Uber welche Mechanismen NRG-
1/ErbB2/4 Signale die Trabekulierung steuern. Genetische und in vitro
Untersuchungen deuten allerdings darauf hin, dal® NRG-1 Signale Proliferation
und Uberleben von Kardiomyozyten und/oder die Koppelung von Erregung und
Kontraktion im Myokard zu beeinflussen vermogen. So fuhrt z.B. die Mutation des
spannungsabhangigen Na-Kanals SCNb5a in Mausen, der eine wichtige Rolle bei
der elektromechanischen Koppelung spielt, ebenfalls zu einer gestorten
Trabekulierung des Myokards (Garratt et al., 2003; Papadatos et al., 2002).
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Interessanterweise sind NRG-1 Signale auch fur die funktionelle Integritat des
adulten Herzens bedeutsam. So werden ErbB2 und ErbB4 im T-Tubulus System
und NRG-1 im Endokard auch des adulten Herzens exprimiert (Ozcelik et al.,
2002). Die konditionelle Mutation des erbB2 Gens im Herzen mit Hilfe des Cre-
loxP Systems (Lewandoski, 2001) hat gezeigt, dal3 homozygot mutante Mause
postnatal das klinische und histopathologische Bild einer dilatativen
Kardiomyopathie entwickeln, wobei der exakte molekulare Mechanismus uber den
ErbB2 die Physiologie des adulten Myokards beeinflul3t, bisher unklar ist (Ozcelik
et al., 2002).

2.3 Funktionen des Transkriptionsfaktors Sox10 in der

Entwicklung des peripheren Nervensystems

Bisher liegen nur sehr wenige Daten Uber Molekule vor, die genetisch mit
Komponenten des NRG-1/ErbB Signalsystems interagieren (Buonanno and
Fischbach, 2001; Citri et al., 2003; Falls, 2003; Yarden and Sliwkowski, 2001). In
meinen eigenen Untersuchungen konnte ich mit dem Transkriptionsfaktor Sox10
ein Molekull identifizieren, das genetisch mit erbB3 interagiert und dessen
Expression in NCC kontrolliert (Britsch et al., 2001). Sox10 wurde erstmals in
einem PCR-Screen fur neue SRY-like HMG-Box Gene von der Arbeitsgruppe um
Michael Wegner beschrieben (Kuhlbrodt et al., 1998a). Sox10 ist durch seine
hochkonservierte SRY-Box-DNA-Bindungsdomane und seine
Transaktivierungsdomane charakterisiert (Abb.:2.3-1). Gegenwartig sind in
Saugern mehr als 20 Mitglieder innerhalb der Sox Genfamilie bekannt, die in
unterschiedlichen Gruppen gegliedert werden und je nach Mitglied
transkriptionelle Repressoren oder Aktivatoren darstellen. Sox10 ist ein
transkriptioneller Aktivator der Gruppe E (Kamachi et al., 2000; Wegner, 1999).
Transkriptionsfaktoren der Sox Familie Uben vielfaltige kritische Funktionen
wahrend der Embryogenese aus, so z. B. bei der Chondrogenese (Sox6, 9), der
Geschlechtsdeterminierung (Sox9), der Neurogenese (Sox2, 3), oder der
Lymphopoese (Sox4) (Pevny and Lovell-Badge, 1997; Wegner, 1999).
Charakteristischerweise sind Sox Proteine multifunktional, d.h. sie kdnnen
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sequentiell unterschiedliche entwicklungsbiologische Funktionen ausiben
(Akiyama et al., 2002; Wilson and Koopman, 2002).

Sox10 wird von undifferenzierten NCC unmittelbar nach ihrer Bildung exprimiert.
Seine Expression wird in NCC, die sich zu peripheren Gliazellen oder
Melanozyten differenzieren aufrechterhalten (Britsch et al., 2001; Herbarth et al.,
1998; Kuhlbrodt et al., 1998a; Pusch et al., 1998).

Sox10
HMG TAD

Dom

HMG

Sox 10 HAEEQDL SEEVEL EFVQEEEFRCL EPC EAP ELCF DOQICC SCLRAEFCPCE 50
Dom HAEEQDL EEVVL EFVC SEEFRCLEPCEAP ELCPDCOICC BCLRASFCPCE 50

Soxl0 LOKVIFEQQ DCEADDOFFPVC IREAVE) VLECYDWILVPHPVRVNGASKE 100
Dom LO¥VHFEQQ DCEADDOFFFVC IREAVED VLECY DWILVFHPVRVNGASKE 100

Sox 10 FPHVIRFHNARIVITAQ AARRFLACDYF HL HNAEL EFTLCFLTRLLNESDK 150
Dom P HVFRPHNARIVTAQAARRFLACDYF HL HNAEL EFTLCFLYRLLMNESDK 150

Sox 10 RPFIEEAERLRQHFXOHE DY YOPRRARK MG FAAQCEAECPOIEAEQOZA 200
Dom  RPFIEEAERLRAQHFHOHP DYRYOPRARKM FAAQCEAECPOICERARRG 200

Soxl0 AAIQAHYNEAHL DHRHFEEG EPH EDC NFEHP 220 EHAPPTPPTTPETELY 250
Dom  CCYBIELQECFPCPPAFRRRLF HVRWEFRAPLRPEFWPP NP NHPEORAA 250

Sox10 SIFAPYROCRELCECCKFEHICECNVDICEI SHEVHENHETEDVTELLRY 300
Dom  VRQGRPQKEWALLGCCHEAR HALRQRE HRGOQFRE KV HE NL 282

Soxl0 LPPNCHPCHVCEY SAACYCLG SALAVASI HEAYWI S¥PPCVALFTVEFPCY 350
Dom 2982

Sox 10 DAVAQVETETICPQCFPHYTOOP EI'S) IAYTEL ELFHYC SAFF EIERFQF 400
Dom 2582

Soxl0 DYESDH)PSCPYYCHACQASILY SAF SEYHCPS)RPLYTAISOPEP SCFQEH 450
Dom 282

Sox 10 EPTHYWEQFVYTTL ERF 465
Dom 282

Abbildung 2.3-1: A, schematische Darstellung des Wildtyp
Sox10 Proteins mit HMG-Box DNA-Bindungsdomane (rot) und
Transaktivierungsdomane (TAD, blau) und des vom Dom Allel
synthetisierten trunkierten Proteins. B, korrespondierende
Aminosauresequenzen beider Proteine. Die HMG-Box
kodierenden Sequenzen wurden hellrot unterlegt. Beachte den
Frameshift an Position 194 und das resultierende veranderte
Leseraster mit vorzeitiger Termination an Position 292 (grin
unterlegt) beim Dom Allel.

1984 wurde in den Jackson Laboratories erstmals das Auftreten einer
Spontanmutation in Mausen beobachtet, die in heterozygotem Zustand durch
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einen weillen Bauchfleck und ein wechselnd stark ausgepragtes Megakolon
charakterisiert ist. Diese neue Mutation wurde daher Dom (fur dominantes
Megakolon) bezeichnet (Lane and Liu, 1984). Postnatal wurden keine Mause mit
homozygoter Mutation beobachtet, woraus geschlossen werden konnte, dal® das
Dom Allel in homozygotem Zustand letal sein mulR.

Die Arbeitsgruppen von Bill Pavan am NIH und von Michael Wegner, Universitat
Erlangen, konnten 1998 unabhangig voneinander zeigen, dal® dem Dom Allel in
Mausen eine Frameshift-Mutation im sox10 Gen zugrundeliegt (Herbarth et al.,
1998; Southard-Smith et al., 1998). Als Folge dieser Mutation werden zwar stabile
Transkripte gebildet, sie kodieren jedoch fur ein funktionsloses, trunkiertes Protein
mit deletierter Transaktivierungsdomane (Abb.: 2.3-1).

2.3.1 ErbB3-abhangige entwicklungsbiologische Funktionen von
Sox10

Vergleicht man systematisch die Expression von erbB3 und sox10 wahrend der
Embryonalentwicklung von Mausen, so wird deutlich, dal beide Gene in nahezu
identischem Muster in sich entwickelnden NCC exprimiert sind. Beide Gene
werden in NCC erstmals unmittelbar nach ihrer Bildung durch das dorsale
Neuralrohr exprimiert. Expression ist aul3erdem in allen primaren NCC-Derivaten
des PNS nachweisbar: Sox10 und erbB3 sind am Tag E10,5 koexprimiert in den
Anlagen der Spinalganglien, der Anlage des SNS, in vagalen NCC, die in das
primitive Darmrohr einwandern und die Anlage des ENS bilden, in den Anlagen
kranialer Ganglien, wie z. B. dem Trigeminusganglion, sowie in
Schwannzellvorlaufern entlang auswachsender Spinalnerven (Britsch et al., 2001).
Beide Gene besitzen darUber hinaus nicht-Uberlappende, eigenstandige
Expressionsdomanen, so ist erbB3, nicht aber sox10 am Tag E10,5 im Myotom,
sox10 jedoch nicht erbB3 in Melanozytenvorlaufern exprimiert. Aufgrund dieser
Befunde haben wir die Hypothese formuliert, dald beide Gene genetisch
miteinander interagieren. Um dies in vivo zu analysieren, haben wir die Expression
beider Gene in Mausen mit homozygoter Mutation des erbB3 Gens (Riethmacher
et al., 1997) und mit homozygotem Dom Allel (s. 0.) bestimmt. Die Expression von
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sox10 ist in homozygot mutanten erbB3 Mausen unverandert in NCC
nachweisbar. Demgegenuber ist am Tag E10,5 in homozygot sox10 mutanten
Mausen keine erbB3 Expression in NCC nachweisbar. In fruheren
Entwicklungsstadien konnten wir dariber hinaus beobachten, dall erbB3 in neu
gebildeten NCC exprimiert wird. Die Expression wird jedoch abgeschaltet,
unmittelbar nachdem diese Zellen begonnen haben von ihrem Ursprungsort, dem
dorsalen Neuralrohr, zu emigrieren. ErbB3 Expression kann daher zwar
unabhangig von Sox10 in NCC initilert werden, die Aufrechterhaltung der
Expression ist jedoch abhangig von Sox10 (Britsch et al., 2001). Unsere in vivo
Beobachtungen konnten in Kooperation mit der Gruppe von Michael Wegner in
vitro bestatigt werden: Transfektion mit Sox10-Wildtyp cDNA nicht aber mit
Sox10”°™ oder Sox11 cDNA fiihrt zur Hochregulation der endogenen erbB3
Expression in N2A Zellen (Britsch et al., 2001). Gegenwartig ist unklar, ob Sox10
und erbB3 direkt oder indirekt miteinander interagieren. Die sehr rasche Induktion
in vitro legt eine direkte Interaktion nahe. In Reporter Assays konnte allerdings
bisher innerhalb des genomischen Locus von erbB3 kein sox10 responsives
Element nachgewiesen werden (Wegner, Peirano und Riethmacher, unpublizierte
Daten; vergl. Britsch et al., 2001). Dies kann verschiedene Grunde haben. Zum
einen konnen Promotor- und Enhancerelemente von Genen aullerordentlich weit
vom eigentlichen Genlocus entfernt liegen. Sie sind in solchen Fallen in einfachen
Reporter Assays nur sehr schwer nachweisbar. Zum anderen wurde mehrfach
gezeigt, dal} Interaktionen von Sox10 mit Zielgenen komplexen Determinanten
unterliegt. So variieren die Sequenzen identifizierter DNA-Bindungsregionen von
Sox10 untereinander erheblich. Dies deutet darauf hin, dald flankierende
Regionen, Protein-Protein Interaktionen, oder die Kooperation mit anderen DNA-
Bindungspartnern die Bindungsspezifitat und —stabilitat beeinflulRen (Kamachi et
al., 2000; Mollaaghababa and Pavan, 2003). Im Falle der Bindung von Sox10 an
sein direktes Target-Gen Py, das fur ein Myelin-assoziiertes Glykoprotein kodiert,
wurde nachgewiesen, dal} flankierende DNA-Sequenzen und die Bindung von
Sox10 als Dimer wichtig sind fur die Spezifitat der Target-Gen Interaktion (Peirano
et al., 2000; Peirano and Wegner, 2000). Interessanterweise wird auch die
Entwicklung des ENS von Sox10 durch komplexe Interaktion mit dem Target-Gen
c-ret gesteuert. Der Tryrosinkinaserezeptor c-ret vermittelt essentielle
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Uberlebenssignale an NCC, die das primitive Darmrohr besiedeln und sich zu
enterischen Nervenzellen differenzieren. Sowohl Mause mit homozygoter c-ret als
auch sox10 Mutation entwickeln ein Megakolon als Folge untergegangener
enterischer Nervenzellen (Durbec et al., 1996; Herbarth et al., 1998; Kapur, 1999;
Schuchardt et al., 1994; Southard-Smith et al., 1998). Sox10 kontrolliert die
Expression von c-ret allerdings nicht alleine sondern muf} direkt mit einem
weiteren Transkriptionsfaktor, Pax3, interagieren, der in unmittelbarer
Nachbarschaft von sox10 an ein c-ret Enhancerelement bindet (Lang et al., 2000;
Lang and Epstein, 2003).

Da Sox10 die Expression von erbB3 in NCC kontrolliert, haben wir erwartet, in
beiden, homozygot sox10 und erbB3 mutanten Tieren ahnliche, bzw. identische
Phanotypen zu beobachten. In der Tat finden wir in beiden Mutanten identische
Defekte in der Entwicklung von kranialen Ganglien (Britsch et al., 2001; Britsch et
al., 1998; Erickson et al., 1997; Riethmacher et al., 1997), beide Mutanten weisen
eine hochgradige Hypoplasie der Anlage des SNS auf, und in beiden ist die Zahl
von Schwannzellvorlaufern entlang auswachsender Spinalnerven reduziert
(Britsch et al., 2001). Der Schweregrad der Storungen in der Migration von NCC
ist dabei bemerkenswerterweise in sox10 Mutanten etwas geringer als in erbB3
Mutanten. Dies wird verstandlich, aufgrund der passageren Expression von erbB3
in sox10 Mutanten. Betrachtet man also lediglich diese erbB3-abhangige
entwicklungsbiologische Funktion, so stellt die homozygote Mutation des sox10
Gens in der Maus in gewisser Weise eine hypomorphe Rekapitulation des
Phanotyps erbB3 mutanter Mause dar (Britsch et al., 2001).

Neben den beschriebenen, ErbB3-abhangigen entwicklungsbiologischen
Funktionen besitzt Sox10 weitere, ErbB3-unabhangige entwicklungsbiologische
Funktionen. So ist Sox10 unabhangig von ErbB3 essentiell fur die normale
Entwicklung des ENS (s.0.) und die Entwicklung von Melanozyten (Britsch et al.,
2001; Mollaaghababa and Pavan, 2003; Wegner, 1999). In unseren eigenen
Untersuchungen konnten wir eine neue, ErbB3-unabhangige
entwicklungsbiologische Funktion von Sox10 identifizieren: Sox10 besitzt eine
Schlusselfunktion bei der Etablierung der peripheren Gliazell Lineage.
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2.3.2 Sox10 als Schlusselmolekil in der Entwicklung peripherer

Gliazellen

Im Kapitel 2.2.1 wurde dargestellt, da® NRG-1/ErbB2/3 Signale essentiell sind fur
die Schwannzellentwicklung: Anhand der Expression von charakteristischen
Markergenen wie B-FABP (Kurtz et al., 1994) oder Notch-1 (Jessen and Mirsky,
2002; Morris et al.,, 1999; Weinmaster et al., 1991) sind differenzierende
Schwannzellen entlang von Spinalnerven und differenzierende Satellitenzellen im
Bereich von Spinalganglien am Tag E11,5 der Embryogenese in NRG-1
Signalmutanten nachweisbar. Periphere Gliazelldifferenzierung per se findet also
in diesen Mutanten statt. NRG-1 Signale sind jedoch essentiell fur die Migration,
das Uberleben und die Proliferation von Schwannzellen und ihren Vorlaufern. Als
Folge kommt es in den Mutanten zum progredienten Verlust von Schwannzellen
im gesamten PNS (Britsch et al., 2001; Meyer and Birchmeier, 1995; Riethmacher
et al., 1997; Woldeyesus et al., 1999; Wolpowitz et al., 2000). Sox10 kontrolliert
die Expression von erbB3 auch in jenen NCC Populationen, aus denen sich
periphere Gliazellen differenzieren. Wir haben daher zunachst erwartet, in sox10
Mutanten ebenfalls eine Rekapitulation des peripheren Glia Phanotyps von
NRG-1 Signalmutanten zu beobachten. Uberraschenderweise 148t sich jedoch in
sox10 Mutanten keinerlei Differenzierung von peripherer Glia aus undifferenzierten
NCC beobachten (Britsch et al., 2001). Sox10 exprimierende NCC sind jedoch im
Bereich von Spinalganglien, einem Ort der Gliadifferenzierung, nachweisbar. In
Koexpressionsanalysen konnten wir demonstrieren, dall diese sox10
exprimierenden NCC in homozygoten sox10 Mutanten keine alternativen
Zellschicksale annehmen und als undifferenzierte, stammzellartige NCC
verharren. Wahrend der weiteren Entwicklung werden sie durch Apoptose
eliminiert. Unsere Befunde werden bestatigt durch in vitro Untersuchungen an
NCC, die aus homozygot mutanten Sox10 Embryonen etabliert wurden: In
Zellkultur ist Sox10 ebenfalls essentiell fur die Gliadifferenzierung aus
undifferenzierten NCC (Paratore et al., 2001).

Die molekularen Mechanismen, welche die Etablierung und Differenzierung der
peripheren Gliazell Lineage aus undifferenzierten NCC steuern, waren bisher nur

anfanglich verstanden. In unseren Untersuchungen konnten wir mit Sox10
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erstmals in vivo ein Schlusselmolekul in der Steuerung dieser Prozesse
identifizieren. In sox10 Mutanten laf3t sich in NCC im Bereich von Spinalganglien
keine Expression von Notch-1 oder des intrazellularen Effektors von Notch-1
Signalen, Hes-5, nachweisen (Britsch et al., 2001). In der Literatur ist vielfach
etabliert, dald Delta/Notch Signale die Determinierung alternativer Zellschicksale
im sich entwickelnden Nervensystem steuern (Artavanis-Tsakonas et al., 1999;
Baker, 2000; Wang and Barres, 2000). Interessanterweise konnte in vitro gezeigt
werden, dall die transiente Aktivierung des Delta/Notch Signalweges in
undifferenzierten NCC zu irreversibler glialer Differenzierung zu Ungunsten
neuronaler Differenzierung fuhrt (Morrison et al., 2000; Wakamatsu et al., 2000).
Es durfte daher interessant sein, in zukinftigen Untersuchungen zu analysieren,
ob Sox10 durch Interaktion mit Komponenten des Delta/Notch Signalweges
periphere Gliogenese steuert. Aktuelle Untersuchungen, bei denen Sox10 in vitro
uberexprimiert wurde deuten darauf hin, da® Sox10 mehrere, unabhangige
Funktionen wahrend der Entwicklung von NCC ausubt. So scheint Sox10 (i) in
vitro ebenfalls die Kapazitat undifferenzierter NCC zu glialer und neuronaler
Differenzierung in Gegenwart induzierender Faktoren aufrechtzuerhalten und (ii)
den TGF-p induzierten Proliferationsstop von NCC zu hemmen, damit also den
Stammzellcharakter von NCC zu erhalten (Kim et al., 2003).

Auf weitere, unabhangige Funktionen von Sox10 wahrend der spaten
Differenzierung von Schwannzellen deuten Untersuchungen hin, wonach
Myelinogenese-assoziierte Gene wie Py, oder Differenzierungsgene wie Connexin
32 direkte Targets von Sox10 sind (Bondurand et al., 2001; Peirano et al., 2000).
Interessanterweise werden auch beim Menschen Sox10 Mutationen beobachtet,
die mit Myelinisierungsstorungen und peripheren Neuropathien einhergehen,
welche Ahnlichkeit mit einem Charcot-Marie-Tooth Syndrom Typ | aufweisen,
einem Krankheitssyndrom das typischerweise mit Schwannzelldefekten
einhergeht (Bondurand et al., 1999; Inoue et al., 1999; Kuhlbrodt et al., 1998b;
Pingault et al., 1998; Pingault et al., 2001; Pingault et al., 2000; Touraine et al.,
2000).

Wenngleich Sox10 und ErbB2/3 Uber unterschiedliche molekulare Mechanismen

die Entwicklung von Schwannzellen steuern, fuhrt die Mutation beider Gene zu
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identischen entwicklungsbiologischen Konsequenzen, namlich dem vollstandigen
Verlust von Schwannzellen in der spateren Embryogenese. Es war daher von
grolem Interesse, sox10 Mutanten auf das Vorliegen einer peripheren
Neuropathie, wie wir sie in erbB2/erbB3 Mutanten beobachtet haben zu
analysieren (vergl. Kapitel 2.2.1). Der Vergleich beider, erbB3 und sox10,
Mutanten hat gezeigt, dal® in beiden Tieren eine motorische Neuropathie auftritt
mit identischem zeitlichem Verlauf und identischer axialer Verteilung betroffener
Neuronenpopulationen (Britsch et al., 2001). Sox10 wird im Gegensatz zu
Komponenten des NRG-1 Signalsystems innerhalb dieses biologischen Systems
ausschlielllich in Gliazellen exprimiert. Unsere Beobachtungen konnten damit
nachweisen, dall die Degeneration von Motoneuronen direkte Folge eines
Verlustes von Schwannzellen und damit moglicherweise von Schwannzell-
abkunftigen Signalen ist. Eine der interessantesten Aufgaben auf diesem Feld wird
zukunftig sein, diese Signale molekular zu identifizieren.

Schwannzellentwicklung verlauft in Mausmutanten mit spezifischer Deletion der
Type | und Il Isoformen von NRG-1 (Kramer et al., 1996) im Gegensatz zu
Mausen mit einer Nullmutation aller NRG-1 Isoformen (Meyer and Birchmeier,
1995), oder Mausen mit spezifischer Mutation der Type Il Isoform (Wolpowitz et
al., 2000) normal. Type Ill NRG-1 scheint daher funktionell entscheidend fur die
Ubertragung von NRG-1 Signalen in Schwannzellen zu sein (Meyer et al., 1997).
Type Ill NRG-1 wird als transmembranarer Ligand an der Axonoberflache
sensorischer und motorischer Neurone des PNS exprimiert (Bermingham-
McDonogh et al., 1997; Yang et al., 1998). Interessanterweise wurde In vitro
beobachtet, dal} diese Isoform als bi—direktionales Signalmolekul agieren kann:
So kann Type Ill NRG-1 als klassischer ErbB2/ErB3 Rezeptor Ligand Signale auf
eine Zielzelle Ubertragen (forward signalling). Rezeptor-Liganden Interaktion kann
jedoch aufRerdem zur proteolytischen Abspaltung des zytoplasmatischen Teils von
Type Il NRG-1 und dessen Translokation in den Nukleus fuhren(back signalling),
wo er die Expression pro-apoptotischer Gene reprimiert (Bao et al., 2003). Diese
Befunde deuten auf ein Modell hin, bei dem (i) axonale Type Ill NRG-1 Signale
Entwicklung und Survival von begleitenden Schwannzellen steuern, die
ErbB2/ErbB3 exprimieren und (ii) Rezeptor-Liganden Interaktion gleichzeitig ein
kritisches Survival Signal in Neuronen induziert, das retrograd Uber den Liganden
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(Type Il NRG-1) vermittelt wird (Bao et al., 2003). NRG-1/ErbB2/ErbB3 Signale
waren daher kritisch, sowohl fur Entwicklung und Uberleben von Schwannzellen,

als auch fur das Uberleben begleitender Nerven.

2.4 Neuregulin-1/ErbB Signalmutanten als genetische

Werkzeuge

Mause mit Nullmutationen bestimmter Gene (knockout Mause oder naturliche
Mausmutationen) konnen nicht nur zur Analyse spezifischer Funktionen des
inaktivierten Gens eingesetzt werden, sie konnen daruber hinaus als genetische
Werkzeuge zur Untersuchung unabhangiger, oder assoziierter biologischer
Prozesse verwendet werden. Im Vorausgegangenen wurde dies am Beispiel der
Entwicklung peripherer Gliazellen dargestellt: NRG-1/ErbB2/3 Signale und der
Transkriptionsfaktor Sox10 steuern unterschiedliche Ereignisse in der Entwicklung
peripherer Glia und sind beide essentiell fur die Bildung von Schwannzellen
wahrend der Embryogenese. Beide Mutationen gehen mit dem Verlust von
Schwannzellen im Laufe der Embryonalentwicklung einher und konnen daher als
Modelle, oder Werkzeuge eingesetzt werden, um Embryogenese in Abwesenheit
von peripherer Glia zu untersuchen. Mit Hilfe dieser Modelle konnten wir erstmals
in vivo demonstrieren, dal® Schwannzellen bzw. von diesen generierte Signale
essentiell sind fir das Uberleben begleitender Neurone (Britsch et al., 2001;
Woldeyesus et al., 1999).

In einer Kooperation mit dem Labor von David Anderson (Caltech, Pasadena)
wurde das Fehlen von Schwannzellen in erbB3-/- Mausen auf3erdem ausgenutzt,
um den Einflull peripherer Nerven auf Entwicklung und Musterbildung
begleitender Blutgefalle zu untersuchen (Mukouyama et al., 2002). Sensorische
Nerven und Blutgefalde der Haut bilden im Laufe der Embryogenese jeweils
komplexe Verzweigungsmuster aus. Bisher war unklar ob die Musterbildung in
beiden Systemen durch intrinsische, voneinander unabhangige Faktoren, durch
wechselseitige Interaktionen, oder durch ubergeordnete Umgebungssignale
gesteuert wird (Shima and Mailhos, 2000). Arterielle Gefale, nicht jedoch vendse
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Gefalde folgen in ihrem eigenen Verzweigungsmuster mit beginnender Expression
arterieller Differenzierungsmarker (ephrinB2, NP1, Connexin 40) bevorzugt dem
Verzweigungsmuster peripherer sensorischer Nerven. In Mausen mit gleichzeitiger
homozygoter Mutation der bHLH Transkriptionsfaktoren Neurogenin1 und
Neurogenin2 kommt es zum fast vollstandigen Verlust von Spinalganglien und
peripheren sensorischen Nerven (Ma et al., 1999). In solchen Mausen, d.h. in
Abwesenheit peripherer sensorischer Nerven ist die arterielle Differenzierung und
Gefalmusterbildung gestort und es findet kein Rearrangement des primitiven
embryonalen Gefallmusters statt. In Mausen mit homozygoter Mutation des
axonalen Wegfindungsmolekils Semaphorin3A (Kolodkin, 1998) ist das
Projektionssmuster peripherer sensorischer Nerven gestort (Taniguchi et al.,
1997). Interessanterweise folgen in diesen Mausen differenzierende arterielle
BlutgefalRe dem gestorten Verzweigungsmuster sensorischer Nerven — hieraus
konnte geschlossen werden, dal} arterielle GefalBmusterbildung unter dem Einfluf®
von Signalen begleitender Nerven erfolgt. Wird schlieBlich Gefalmusterbildung in
erbB3-/- Mausen, d.h. in Anwesenheit peripherer sensorischer Nerven aber in
Abwesenheit von Schwann Zellen (Britsch et al., 2001; Riethmacher et al., 1997;
Woldeyesus et al., 1999) untersucht, so zeigen diese ebenfalls eine gestorte
arterielle Differenzierung und GefalRmusterbildung, woraus geschlossen werden
kann, dalR Schwann Zellen essentiell sind fur die Induktion ortstypischer
Musterbildung und arterieller Differenzierung von BlutgefalRen durch begleitende
sensorische Nerven (Mukouyama et al., 2002).
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3. Zusammenfassung

Neuregulin-1 stellt ein EGF-ahnliches, extrazellulares Signalmolekul dar, das mit
transmembranaren Tyrosinkinaserezeptoren der EGF-Rezeptorfamilie, ErbB2,
ErbB3 und ErbB4, interagiert. Funktionelle Neuregulin-1 Rezeptoren sind in vivo
ErbB2/ErbB3 bzw. ErbB2/ErbB4 Heteromere. Das Neuregulin-1/ErbB
Signalsystem steuert embryonal und im adulten Organismus vielfaltige biologische
Prozesse, wie z. B. Proliferation, Uberleben, Migration und Differenzierung von
Zellen und Geweben (Garratt et al., 2000).

In den vorgelegten Arbeiten wurden spezifische entwicklungsbiologische
Funktionen des Neuregulin-1/ErbB Signalsystems mit Hilfe von Gene Targeting
und anhand natdrlicher Mutationen in der Maus untersucht. Wahrend der
Embryogenese der Maus werden ErbB3 Rezeptoren spezifisch von
Neuralleistenzellen und ihren Gliaderivaten, ErbB4 Rezeptoren von
Herzmuskelzellen und im ZNS exprimiert. Demgegenuber ist der Korezeptor
ErbB2 ubiquitar im Embryo exprimiert. Durch Analyse und Vergleich von Mausen
mit gezielten Mutationen des Neuregulin-1, erbB2 und erbB3 Gens (knockout
Mause) konnte ich zeigen, dall Neuregulin-1/ErbB2/ErbB3 Signale essentiell sind
fur die Normogenese des sympathischen Nervensystems. In homozygot mutanten
Mausen entwickelt sich eine subtotale Hypoplasie der primaren Anlage des
sympathischen Nervensystems im Bereich des Rumpfes sowie eine vollstandige
Agenesie des Nebennierenmarks. Als Folge kommt es zur hochgradigen
Einschrankung der Katecholaminsynthese und zur Beeintrachtigung der
embryonalen Lebensfahigkeit der betroffenen Mause. Der zellulare Mechanismus
uber den Neuregulin-1 Signale die fruhe Entwicklung des sympathischen
Nervensystems steuern, wurde aufgeklart: In den mutanten Mausen sind
sympathogene Neuralleistenzellen nicht in der Lage, in ihre Zielstrukturen
einzuwandern, wo sie sich normalerweise zu sympathischen Neuronen und
Gliazellen differenzieren. Stattdessen verharren sie als undifferenzierte
Neuralleistenzellen in unmittelbarer Nahe ihres Ursprungs, dem dorsalen
Neuralrohr. Neuregulin-1 Signale besitzen dagegen keinen Einflull auf
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Proliferation oder Uberleben undifferenzierter, sympathogener Neuralleistenzellen.
Hieraus konnte abgeleitet werden, dald Neuregulin-1/ErbB2/ErbB3 Signale direkt
das Migrationsverhalten undifferenzierter, sympathogener Neuralleistenzellen
steuern (Britsch et al., 1998).

Neuregulin-1/ErbB2/ErbB3 Signale sind aulRerdem kritisch fur die Entwicklung
peripherer Gliazellen, die sich ebenfalls aus Neuralleistenzellen differenzieren. In
homozygot mutanten erbB2 und erbB3 Tieren findet Gliadifferenzierung per se
statt, die Emigration von Gliavorlauferzellen entlang auswachsender Spinalnerven,
sowie ihre Proliferation und Uberleben sind jedoch gestort. In Zusammenarbeit mit
Dr. M. Woldeyesus aus der Gruppe von Frau Prof. Carmen Birchmeier konnte
gezeigt werden, dal} dies in der spaten Embryogenese zum vollstandigen Verlust
von Schwann Zellen, sowie sekundar (s.u.) zur Ausbildung einer degenerativen
peripheren Neuropathie in den betroffenen Nerven fuhrt (Britsch et al., 2001,
Woldeyesus et al., 1999).

Das Neuregulin-1/ErbB Signalsystem ist ebenfalls kritisch flr die embryonale
Kardiogenese und die funktionelle Integritat des adulten Herzens (Britsch et al.,
1998; Ozcelik et al., 2002; Woldeyesus et al., 1999). So bildet sich embryonal in
Neuregulin-1 und erbB2 Mutanten keine normale Trabekulierung des Herzmuskels
aus. Als Folge kommt es zur Dilatation und zum Pumpversagen der embryonalen

Herzen.

Durch den systematischen Phanotypenvergleich von Mausen mit homozygoten
Mutationen des Erbb2, Erbb3 und des Neuregulin-1 Gens konnte genetisch in vivo
gezeigt werden, dall das Neuregulin-1/ErbB Signalsystem wahrend der
Embryogenese stadienabhangig komplexe, voneinander unabhangige
Entwicklungsprozesse steuert, die in Neuralleistenzellen durch ErbB2/ErbB3
Heteromere und im Herz durch ErbB2/ErbB4 Heteromere ubertragen werden.

In weitergehenden Untersuchungen konnte ich auRerdem zeigen, dal® der HMG-
Box Transkriptionsfaktor Sox10 genetisch mit dem Neuregulin-1 Rezeptor ErbB3

interagiert und in vivo dessen Expression in Neuralleistenzellen kontrolliert. Sox10
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und erbB3 sind in Neuralleistenzellen und ihren Derivaten koexprimiert. Mause mit
Mutationen im Sox10 und ErbB3 Gen besitzen daher Uberlappende Phanotypen.
Daruber hinaus konnte eine weitere zentrale Funktion von Sox10 wahrend der
Embryogenese aufgeklart werden: Sox10 ist — unabhangig von ErbB3-vermittelten
Signalen — ein Schlusselmolekul bei der Entwicklung von Gliazellen des
peripheren Nervensystems und kontrolliert die Differenzierung der gesamten
Gliazell lineage aus undifferenzierten Neuralleistenzellen (Britsch et al., 2001).

ErbB2/ErbB3 vermittelte Signale und Sox10 kontrollieren damit Uber
unterschiedliche, voneinander unabhangige Mechanismen die Entwicklung
peripherer Glia, beide Mutationen fuhren jedoch zu identischen
entwicklungsgeschichtlichen Konsequenzen, dem kompletten Verlust von
Schwann Zellen. Im Gegensatz zu Komponenten des Neuregulin-1/ErbB
Signalsystems ist Sox10 ausschlieBlich in peripherer Glia exprimiert. In beiden
Mutationen entwickelt sich in Abwesenheit von Schwann Zellen eine progrediente
Degeneration von Motoneuronen, die in ihrer raumlich-zeitlichen Auspragung nicht
unterscheidbar voneinander sind. Mit dieser Beobachtung konnte erstmals in vivo
eine direkte trophische Funktion von Schwann Zellen fur begleitende periphere
Nerven demonstriert werden (Britsch et al., 2001). — Durch welche Signale
Schwann Zellen diese Funktion auslben, ist bisher unkar. Es durfte eine der
interessantesten zuklnftigen Fragestellungen auf diesem Feld sein, diese

Faktoren molekular zu identifizieren.
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4. Abklrzungsverzeichnis

-/- homozygote Nullmutation eines betreffenden Gens
ARIA acetylcholine receptor inducing activity

BDNF brain-derived neurotrophic factor

bHLH basic helix-loop-helix

BMP bone morphogenetic protein

CNTF ciliary neurotrophic factor

CRD cystein-rich domain

Dom dominant megacolon

E Entwicklungstag

EGF epidermal growth factor

ENS Enterisches Nervensystem

ErbB abgeleitet von avian erythroplastosis tumour virus, der fur eine onkogene Variante

des EGF-Rezeptors (=ErbB1) kodiert, heute Familienname der

Rezeptortyrosinkinasen ErbB1-ErbB4

ErbB2-/-R homozygote Nullmutation des erbB2 Gens mit transgener Reexpression von erbB2
im Herz

ES-Zelle Embryonale Stammzelle

FGF fibroblast growth factor

GDNF glial cell line-derived neurotrophic factor

GGF glial growth factor

IF impact factor

IGF insulin-like growth factor-1

LIF leukemia inhibitory factor

NCC Neuralleistenzelle(n)

NDF neu differentiation factor

NRG Neuregulin

NT neurotrophin (1-4)

PDGF platelet-derived growth factor

PNS Peripheres Nervensystem

PSNS Parasympathisches Nervensystem

RTK Rezeptortyrosinkinase(n)

Shh Sonic Hedgehog

SMDF sensory and motoneuron derived factor

SNS Sympathisches Nervensystem

Sox Sry box

TGF-p transforming growth factor {3

VEGF vascular endothelial cell growth factor
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6. Anhang

6.1 Lebenslauf

Dr. med. Stefan Britsch

geboren am: 07.08.1962 in Oberndorf am Neckar, Baden Wurttemberg
verheiratet mit: Dr. Pascale Britsch, Facharztin fir Psychiatrie und Psychotherapie
Kinder: Clemens, geb. 25.01.2002

Staatsangehdrigkeit: deutsch

Schulbildung

9/73 — 5/82 Mathematisch-Naturwissenschaftliches Gymnasium am Rosenberg

in Oberndorf am Neckar
5/82 Abitur, Gymnasium am Rosenberg in Oberndorf

(Leistungsfacher: Chemie und Biologie)

Zivildienst

9/82 -12/83  Betreuung und Unterricht lernbehinderter Kinder an der Ivo-Frueth-Schule in
Oberndorf am Neckar

Mobiler sozialer Hilfsdienst bei der Arbeiterwohlfahrt in Rottweil

Berufspraktikum

5/84 — 9/84 Friedrich Husemann-Klinik fir Neurologie und Psychiatrie in Buchenbach i. Br.

Akademischer Werdegang

10/84 - 5/91 Studium der Humanmedizin an der Ruhr-Universitat Bochum

2/89 - 4/89 Auslandsstudienaufenthalt an den Departments of Surgery and Anaesthesiology,
Providence Memorial Hospital, ElI Paso, Texas

12/90 - 3/91 Auslandsstudienaufenthalt am Department Innere Medizin, Kantonsspital
Basel/Bruderholz, Schweiz

5/91 Arztliche Priifung und Teilapprobation als Arzt

8/92 Promotion an der Medizinischen Fakultat der Albert-Ludwigs-Universitat Freiburg

bei Prof. Dr. B. Christ (summa cum laude)
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ARZTLICHE TATIGKEIT

4/92 — 9/93 Arzt im Praktikum an der Medizinischen Universitatsklinik Tubingen, Abtlg.
Gastroenterologie und Hepatologie, Direktor: Prof. Dr. Michael Gregor

10/93 Approbation als Arzt

10/93 — 3/96  Assistenzarzt an der Medizinischen Universitatsklinik Tubingen, Abtlg.

Gastroenterologie und Hepatologie, Direktor: Prof. Dr. Michael Gregor
WISSENSCHAFTLICHE TATIGKEIT

10/88 - 8/92 Doktorand bei Prof. Dr. Bodo Christ, Anatomisches Institut Il der Albert-Ludwigs-
Universitat Freiburg

8/93 - 4/94 Gastaufenthalt am Physiologischen Institut der Eberhard-Karls-Universitat
Tubingen, AG Prof. Dr. Gisela Drews

4/96 — 11/02 Postdoc am Max-Delbriick-Centrum fiir Molekulare Medizin — MDC Berlin-Buch,
AG Prof. Dr. Carmen Birchmeier

seit 12/02 Helmholtz-Stipendiat und Nachwuchsgruppenleiter am Max-Delbriick-Centrum fur
Molekulare Medizin — MDC Berlin-Buch

Forschungsschwerpunkte
*  Neuregulin/ErbB Signalsystem

* Molekulare Mechanismen der Entwicklung des peripheren und zentralen Nervensystems
¢ Mausgenetik

Stipendien und Preise

1987 — 1991 Stipendiat der Studienstiftung des deutschen Volkes

1993 Promotions-Preis der Wissenschaftlichen Gesellschaft Freiburg
1996 - 1998 MDC-Postdoc-Stipendium
2002 Helmholtz Stipendium

Akademische Lehrtatigkeit

1998 - 2002 Praktikum Molekulare Zellbiologie fiir Naturwissenschaftler
(1-wochiges, ganztagiges Semesterpraktikum, HU Berlin)
Seit SS 2001  Kursus der Makroskopischen Anatomie
(5 Semesterwochenstunden, Medizinische Fakultat, HU Berlin)
Seit SS 2001  Kursus der Mikroskopischen Anatomie

(3 Semesterwochenstunden, Medizinische Fakultat, HU Berlin)
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Einwerbung von Drittmitteln

Name Forderer Projekt Laufzeit Gesamtsumme
C. Birchmeier, DFG Molecular control of cell migration 07/00-06/02 DM 344.000
S. Britsch (SPP: Molekulare Steuerungs-

mechanismen der Zellwanderung
2. Forderperiode)

C.Birchmeier, DFG Molecular control of cell migration 04/02-04/04
S. Britsch (SPP: Molekulare Steuerungs-

mechanismen der Zellwanderung

3. Forderperiode)

Euro 202.000
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6.2 Wissenschaftlicher Werdegang

Den ersten Kontakt mit wissenschaftlichem Arbeiten und meinem spateren,
eigenen wissenschaftlichen Arbeitsfeld hatte ich wahrend meines vorklinischen
Studiums der Humanmedizin als studentischer Mitarbeiter in der damaligen
Arbeitsgruppe fur Experimentelle Embryologie von Prof. Dr. Bodo Christ am
Anatomischen Institut der Ruhr Universitat Bochum. Dort erlernte ich neben
grundlegenden morphologischen Untersuchungsmethoden die Anwendung
experimentell-embryologischer Techniken wie z. B. die Erzeugung von Huhn-
Wachtel Chimaren. Aus dieser Mitarbeit ging au3erdem meine Dissertation Uber
das Thema ,Morphologische und experimentelle Untersuchungen zur Entwicklung
des Gefallsystems bei der Wachtel-Chorioallantois® hervor, die ich 1992 mit dem
Pradikat summa cum laude abschlof3. Ich konnte am Modell der Chorioallantois
experimentell zeigen, dal} Blutgefal3-Fibronektin Interaktionen essentiell sind fur
die embryonale Entwicklung des Chorioallantois-Gefa3systems. Werden derartige
Interaktionen mit Hilfe von synthetischen Peptiden oder spezifischen Antikorpern,
die mit der Bindung von Zellen an Fibronektin interferieren, gestort, entwickelt sich
ein hypo- bis aplastisches, in seiner organotypischen Musterbildung gestortes
Blutgefalisystem (Britsch et al., 1989, Britsch, 1992). Meine Arbeiten wurden 1993
mit dem Preis der Wissenschaftlichen Gesellschaft in Freiburg im Breisgau

ausgezeichnet.

Nach Abschluld meines Medizinstudiums wechselte ich fur meine klinisch-
medizinische Ausbildung als Arzt zu Prof. Dr. med. Michael Gregor an die
Abteilung fur Gastroenterologie und Hepatologie der Universitat Tubingen. Neben
meiner internistischen Ausbildung war ich dort auch wissenschaftlich tatig. Im
Rahmen eines DFG-geforderten Kooperationsprojekts mit der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Gisela Drews am Physiologischen Institut der Universitat Tubingen
beschaftigte ich mich mit der Aufklarung des Wirkmechanismus des intestinalen
Hormons Glucagon-like-Peptide-1 (GLP-1) auf die glukoseabhangige
Insulinsekretion von B-Zellen des Pankreas. Mit Hilfe von intrazellularen
elektrischen Ableitungen und Patch-Clamp Untersuchungen an B-Zellen konnte

ich dabei zeigen, daly GLP-1 die elektrische Aktivitat von Pankreas B-Zellen -
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entgegen friherer Auffassungen unabhangig von K'atp Kanélen - durch eine
verlangsamte, cAMP-vermittelte Inaktivierung von Ca®* Kandlen steigert. Dieser
Effekt fuhrt zu einer Steigerung der glukoseabhangigen Insulinsekretion (Britsch et
al., 1995; 1996).

Um meine entwicklungsbiologischen Interessen weiterverfolgen zu konnen,
wechselte ich - unterstutzt durch ein Postdoc-Stipendium - 1996 an das Max-
Delbruck-Centrum fur Molekulare Medizin (MDC) Berlin-Buch zur Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. Carmen Birchmeier. Das Labor von Fau Prof. Birchmeier ist eines
der fuhrenden Labore in der Erforschung der entwicklungsbiologischen Funktionen
von Tyrosinkinaserezeptoren mit Hilfe von Knockout Mausen. Viele dieser
Molekule spielen nicht nur eine Rolle wahrend der Embryonalentwicklung sondern
auch bei der Entstehung von grundlegenden Krankheitsprozessen. Die
Arbeitsgruppe von Prof. Birchmeier war daher eine ideale Umgebung zur
Verknupfung meiner grundlagenorientierten entwicklungsbiologischen Interessen

mit meiner medizinischen Ausbildung.

Wahrend meiner Postdoc-Zeit am MDC beschaftigte ich mich vor allem mit der
Aufklarung der entwicklungsbiologischen Funktionen des EGF-ahnlichen
Signalmolekuls Neuregulin-1 und seiner spezifischen Tyrosinkinaserezeptoren
ErbB2 und ErbB3. Beide Rezeptoren werden wahrend der Embryogenese u. a.
von undifferenzierten Neuralleistenzellen und ihren Derivaten exprimiert. Mause
mit gezielten Mutationen in den Genen fur Neuregulin-1, ErbB2 oder ErbB3
entwickeln eine schwere Hypoplasie des sympathischen Nervensystems. Ich
konnte zeigen, dald Neuregulin-1 Signale essentiell sind fur die Steuerung und
Aufrechterhaltung des Migrationsverhaltens von sympathogenen
Neuralleistenzellen. In Abwesenheit von Neuregulin-1 oder seiner spezifischen
Rezeptoren verlieren diese Zellen die Fahigkeit, in ihre charakteristischen
Zielregionen einzuwandern und verharren stattdessen in der Umgebung des
Neuralrohrs wo sie gebildet werden (Britsch et al., 1998). Diese Beobachtungen
haben zum ersten Mal eine direkte Rolle von Tyrosinkinaserezeptor-vermittelten
Signalen bei der Steuerung von Zellmotilitat demonstriert, sie wurden im Rahmen
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des Schwerpunktprogramms ,Molekulare Steuerungsmechanismen der

Zellwanderung® von der DFG gefordert.

Neben diesen Untersuchungen habe ich mich mit der Identifizierung von Genen
beschaftigt, die genetisch mit Komponenten des Neuregulin-1/ErbB Signalsystems
interagieren. In einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Michael
Wegner, Universitat Erlangen, konnte ich zeigen, dall der HMG-Box
Transkriptionsfaktor Sox10 in vivo die Expression von erbB3 kontrolliert. Sox10
und erbB3 sind in Neuralleistenzellen und ihren Derivaten koexprimiert. Mause mit
Mutationen im sox10 und erbB3 Gen besitzen daher uberlappende Phanotypen
(Britsch et al., 2001). Daruber hinaus konnte ich eine weitere zentrale Funktion
von Sox10 wahrend der Embryogenese charakterisieren: Sox10 ist — unabhangig
von ErbB3-vermittelten Signalen — ein Schlusselmolekul bei der Entwicklung von
Gliazellen des peripheren Nervensystems und steuert die Differenzierung der
gesamten Gliazell lineage aus undifferenzierten Neuralleistenzellen. Die
homozygote Mutation des sox10 Gens in Mausen fuhrt daher zum vollstandigen
Verlust peripherer Glia (Britsch et al., 2001). Interessanterweise entwickeln Mause
in Abwesenheit peripherer Gliazellen das Bild einer peripheren Neuropathie mit
progredientem Untergang von sensorischen und Motoneuronen. Ich konnte in
meinen eigenen Arbeiten und in Zusammenarbeit mit Dr. Mas Woldeyesus aus
der Arbeitsgruppe von Prof. Carmen Birchmeier zeigen, dal} diese Neuropathie
direkt verursacht wird durch das Fehlen von Gliazellen in der Umgebung
betroffener Nerven (Britsch et al., 2001; Woldeyesus et al., 1999).

Im Dezember 2002 wurde ich als Helmholtz-Stipendiat auf eine
Nachwuchsgruppenleiterstelle in der Abteilung von Prof. Dr. Carmen Birchmeier
am MDC berufen. Meine gegenwartige wissenschaftliche Arbeit konzentriert sich
weiterhin auf die Erforschung molekularer Steuerungsmechanismen der
Entwicklung des Nervensystems, insbesondere auf die ldentifizierung differentiell
exprimierter, neuer Gene wahrend der Entwicklung von Neuralrohr und
Spinalganglien. Mit Hilfe Microarray-gestutzter globaler Expressionsanalysen ist
es uns gelungen, neue Gene mit potentiellen Steuerungsfunktionen in der

Entwicklung zu identifizieren. Wir haben damit begonnen, ausgewahlte, neue
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Kandidatengene durch Gene Targeting in der Maus zu inaktivieren und funktionell

zu charakterisieren.



Genetische Analyse entwicklungsbiologischer Funktionen des Neuregulin-1/ErbB Signalsystems 49

6.3 Publikationsverzeichnis

A. Originalarbeiten (Summe der impact factor Punkte: 145,497)

Britsch S, Christ B and Jacob HJ (1989) The influence of cell-matrix interactions on the
development of quail chorioallantoic vascular system. Anat Embryol 180: 479-484 (impact
factor: 1.511)

Britsch S (1992) Morphologische und experimentelle Untersuchungen zur Entwicklung des
Gefallsystems bei der Wachtel-Chorioallantois. Inauguraldissertation, Freiburg 1992

Krippeit-Drews P, Britsch S, Lang F and Drews G (1994) Effects of SH-group reagents on Ca2*
and K* channel currents of pancreatic B-cells. Biochem Biophys Res Commun 200: 860-866
(impact factor: 3.161)

Britsch S, Krippeit-Drews P, Gregor M Lang F and Drews G (1994) Effects of osmotic changes
in extracellular solution on electrical activity of mouse pancreatic B-cells. Biochem Biophys
Res Commun 204: 641-645 (impact factor: 3.161)

Britsch S, Krippeit-Drews P, Lang F, Gregor M and Drews G (1995) Glucagon-like-peptide-1
modulates Ca2* current but not K* current in intact mouse pancreatic B-cells. Biochem
Biophys Res Commun 207: 33-39 (impact factor: 3.161)

Britsch S, Krippeit-Drews P, Gregor M, Lang F and Drews G (1996) Effects of Glucagon-like-
peptide-1 on membrane potential and ion channels of mouse pancreatic beta-cells. Acta
Physiol Scand 157: 353 (impact factor: 1.411)

Krippeit-Drews P, Britsch S, Lang F, Drews G (1997) Effects of oxidants on membrane potential,
K* and Ca2* currents of mouse pancreatic B-cells. Adv Exp Med Biol 426: 355-359 (impact
factor: 0.446)

Drews G, Zempel G, Krippeit-Drews P, Britsch S, Busch GL, Lang F (1998) lon channels
involved in insulin release are activated by osmotic swelling of pancreatic beta-cells. Biochim
Biophys Acta 1370: 8-16 (impact factor: 2.590)

Britsch S, Li L, Kirchhoff S, Theuring F, Brinkmann, V, Birchmeier C, Riethmacher D (1998)
The ErbB2 and ErbB3 receptors and their ligand neuregulin-1 are essential for development
of the sympathetic nervous system. Genes Dev 12: 1825-1836 (impact factor: 19.220)

Woldeyesus MT, Britsch S, Riethmacher D, Xu L, Sonnenberg-Riethmacher E, Abou-Rebyeh
F, Harvey R, Caroni P and Birchmeier C (1999) Peripheral nervous system defects in
erbB2 mutants following genetic rescue of heart development. Genes Dev 13: 2538-2548
(impact factor: 19.220)



Genetische Analyse entwicklungsbiologischer Funktionen des Neuregulin-1/ErbB Signalsystems 50

Gaio U, Schweikert A, Fischer A, Garratt AN, Miiller T, Ozcelik C, Lankes W, Strehle M,
Britsch S, Blum M, Birchmeier C (1999) A role of the cryptic gene in the correct
establishment of the left-right axis. Curr Biol 9: 1339-1342 (impact factor: 8.733)

Garratt AN, Britsch S, Birchmeier, C (2000) Neuregulin, a factor with many functions in the life of
a Schwann cell. Bioessays 22: 987-996 (impact factor: 7.649)

Britsch S, Goerich DE, Riethmacher D, Peirano RI, D, Rossner M, Nave KA, Birchmeier C,
Wegner M (2001) The transcription factor Sox10 is a key regulator of peripheral glial
development. Genes Dev 15: 66-78 (impact factor: 19.220)

Grimm J, Sachs M, Britsch S, Di Cesare S, Schwarz-Romond T, Alitalio K, Birchmeier W
(2001) Novel p62dok family members, dok-4 and dok-5, are substrates of the c-Ret receptor
tyrosine kinase and mediate neuronal differentiation. J Cell Biol 154: 345-354 (impact factor:
12.785)

Ozcelik C, Erdmann B, Pilz B, Wettschurek N, Britsch S, Hiibner N, Chien KR, Birchmeier C,
Garratt AN (2002) Conditional mutation of the ErbB2 (HER2) receptor in cardiomyocytes
leads to dilated cardiomyopathy. PNAS 99: 8880-8885 (impact factor: 10.789)

Mukouyama Y, Shin D, Britsch S, Taniguchi M, Anderson DJ (2002) Sensory nerves determine
the pattern of arterial differentiation and blood vessel branching in the skin. Cell 109: 693-
705. (impact factor: 32.440)

Li L, Miiller T, Strehle M, Gaio U, Strotmann J, Breer H, Britsch S, Birchmeier C (2002)
Neuregulin-1 and its receptors, ErbB2/ErbB3, are required for the establishment of the

correct topographic map in the olfactory system. (in rev.)

B. Buchbeitrage

Krippeit-Drews P, Britsch S, Lang F and Drews G (1995) Effects of oxidants on membrane
potential, K* and Ca2* currents of mouse pancreatic B-cells. In: Soria B (ed.) Physiology
and Pathophysiology of the Islets of Langerhans. Plenum Press

Birchmeier C, Bladt F und Britsch S (1997) Tiermodelle in der biomedizinischen Forschung. In:
Ganten D, Ruckpaul K (eds.) Handbuch der Molekularen Medizin, Bd. 1, Molekular- und
Zellbiologische Grundlagen. S. 338-358. Springer-Verlag, Heidelberg, New York

Britsch S, Strehle M, Birchmeier C (2003) Tiermodelle in der biomedizinischen Forschung. Neu
bearbeitete und erweiterte Fassung. In: Ganten D, Ruckpaul K (eds.) Handbuch der
Molekularen Medizin, Bd. 1, Molekular- und Zellbiologische Grundlagen. 2. Auflage.
Springer-Verlag, Heidelberg, New York.

Britsch S (2003) Transgenic and Knockout Animals. In: Ganten D, Ruckpaul K (eds.) Encyclopedic
Reference of Genomics and Proteomics in Molecular Medicine. Springer-Verlag, Heidelberg,
New York. (im Druck)



Genetische Analyse entwicklungsbiologischer Funktionen des Neuregulin-1/ErbB Signalsystems 51

C. Gutachten

Birchmeier C und Britsch S (1998) Chancen und Risiken der Entwicklung und Anwendung des
Klonens sowie der Gentechnik und Reprodukionstechnik bei der Ziichtung von Tieren fiur die
biomedizinische Forschung. (Gutachten fur das Buro fur Technikfolgen-Abschatzung beim

Deutschen Bundestag)



Genetische Analyse entwicklungsbiologischer Funktionen des Neuregulin-1/ErbB Signalsystems 52

7. Ausgewahlte Publikationen

7.1 The ErbB2 and ErbB3 receptors and their ligand,
neuregulin—1, are essential for development of the
sympathetic nervous system

Stefan Britsch, Li Li, Susanne Kirchhoff, Franz Theuring, Volker Brinkmann,
Carmen Birchmeier, and Dieter Riethmacher

Genes & Development 12:1825-1836. 1998

http://www.genesdev.org/cgi/content/full/12/12/1825



Genetische Analyse entwicklungsbiologischer Funktionen des Neuregulin-1/ErbB Signalsystems

53

7.2

Peripheral nervous system defects in erbB2 mutants
Following genetic rescue of heart development

Masresha T. Woldeyesus, Stefan Britsch, Dieter Riethmacher, Lan Xu, Eva
Sonnenberg-Riethmacher, Faikah Abou-Rebyeh, Richard Harvey, Pico Caroni,
and Carmen Birchmeier

Genes & Development 13:2538-2548. 1999

http://lwww.genesdev.org/cgi/content/full/13/19/2538



Genetische Analyse entwicklungsbiologischer Funktionen des Neuregulin-1/ErbB Signalsystems 54

7.3

The transcription factor Sox10 is a key regulator of
Peripheral glial development

Stefan Britsch, Derk E. Goerich, Dieter Riethmacher, Reto I. Peirano, Moritz Rossner,
Klaus-Armin Nave, Carmen Birchmeier, and Michael Wegner

Genes & Development 15:66-78. 2001

http://www.genesdev.org/cgi/content/full/15/1/66



Genetische Analyse entwicklungsbiologischer Funktionen des Neuregulin-1/ErbB Signalsystems

55

7.4 Conditional mutation of the ErbB2 (HER2) receptor in
cardiomyocytes leads to dilated cardiomyopathy

Cemil Ozcelik, Bettina Erdmann, Bernhard Pilz, Nina Wettschurek, Stefan Britsch,
Norbert Hiilbner, Kenneth R. Chien, Carmen Birchmeier, Alistai Garratt

PNAS 99:8880-8885. 2002

http://www.pnas.org/cgi/content/full/99/13/8880



Genetische Analyse entwicklungsbiologischer Funktionen des Neuregulin-1/ErbB Signalsystems

56

7.5 Neuregulin, a factor with many functions in the life of a
Schwann cell

Alistair N. Garratt, Stefan Britsch and Carmen Birchmeier
BioEssays 22:987-996. 2000

http://lwww3.interscience.wiley.com/cgi-bin/abstract/74500202/ABSTRACT



Genetische Analyse entwicklungsbiologischer Funktionen des Neuregulin-1/ErbB Signalsystems

57

7.6

Sensory Nerves Determine the Pattern of Arterial
Differentiation and Blood Vessel Branching in the Skin

Yoh-suke Mukouyama, Donghun Shin, Stefan Britsch, Masahiko Taniguchi, and
David J. Anderson

Cell 109:693-705. 2002

http://www.cell.com/content/article/abstract?uid=P11IS0092867402007572



Genetische Analyse entwicklungsbiologischer Funktionen des Neuregulin-1/ErbB Signalsystems 58

8. Danksagungen

Mein besonderer Dank gilt vor allen zwei Personen, Frau Professor Dr. Carmen Birchmeier und
Herrn Professor Dr. Robert Nitsch — ohne ihre groRzligige, uneingeschrankte Unterstitzung wéaren
meine wissenschaftliche Arbeit und mein Entschlu® zur Habilitation im Fach Anatomie nicht

realisierbar gewesen.

Sehr herzlich mdéchte ich meiner wissenschaftlichen Lehrerin, Frau Professor Dr. Carmen
Birchmeier, danken: Dafiir dal® Sie mir Uberaus groRziigig und unter Zurlckstellung eigener
Interessen die Mdglichkeit gab, mich wissenschaftlich zu entwickeln, sowie dafir, daf3 ich wahrend
der vergangenen drei Jahre einen Teil meiner Arbeitskraft in die Lehre im Fach Anatomie

investieren konnte.

Herrn Professor Dr. Robert Nitsch mdchte ich ganz besonders fiur die herzliche Aufnahme und das
entgegengebrachte Vertrauen wahrend der Betreuung meines Habilitationsverfahrens danken.

Dies hat mir, als externem Habilitanden, den Weg in der Anatomie sehr erleichtert.

Mein herzlicher und persoénlicher Dank gilt meinem ehemaligen Doktorvater, Herrn Professor Dr.
Bodo Christ, der es in gewisser Weise zu verantworten hat, da® mich Anatomie und

Entwicklungsbiologie nicht mehr losgelassen haben.

Herzlich danken mdéchte ich den Herren Prof. Dr. Bernd Heimrich, Prof. Dr. Ingo Bechmann und
Prof. Dr. Thomas Ohm fiir ihre grof3e Hilfsbereitschaft und freundschaftliche Aufnahme im Rahmen

des Anatomieunterrichts an der Charité.

Mein Dank gilt auRerdem all meinen Kollegen aus der Arbeitsgruppe von Frau Professor Dr.
Carmen Birchmeier am MDC fir ihre fachliche Unterstiitzung und Diskussionsbereitschaft. Herzlich
danken mdchte ich aullerdem Frau Verena Sasse fir ihre auRergewohnliche Einsatzbereitschaft

und grofRRe Hilfe wahrend der letzten Jahre.

SchlieRlich danke ich Euch, Pascale und Clemens, von ganzem Herzen fir Eure Liebe, Eure

Unterstiitzung und Geduld.



Genetische Analyse entwicklungsbiologischer Funktionen des Neuregulin-1/ErbB Signalsystems 59

9. Erklarungen, einschlieBlich eidesstattlicher
Erklarung gemaf Habilitationsordnung der Charité

Die vorliegende Arbeit wurde von mir selbstandig verfaldt. Insgesamt werden die
Forschungsergebnisse aus fiinf publizierten Arbeiten, sowie eine Ubersichtsarbeit
dargestellt. Alle dargestellten Forschungsarbeiten beschaftigen sich mit den
entwicklungsbiologischen Funktionen des NRG-1/ErbB-Signalsystems und seines
Interaktionspartners Sox10. 5 der dargestellten Arbeiten sind in der Arbeitsgruppe
von Frau Professor Dr. Carmen Birchmeier am Max Delbruck-Centrum fur
Molekulare Medizin (MDC) Berlin-Buch entstanden, davon zwei in
Erstautorenschaft (Britsch et al., 1998; Britsch et al., 2001). Eine Arbeit
(Mukouyama et al., 2002) entstammt einer Kooperation mit dem Labor von David
Anderson (California Institute of Technology, Pasadena). Die Arbeit Woldeyesus,
Britsch et al., 1999 umfaldt ein Forschungsprojekt, das ich in enger Kooperation
mit Herrn Dr. Mas Woldeyesus (vormals AG Prof. Dr. Carmen Birchmeier, z. Zt.
Karolinska Institut, Schweden) durchgefuhrt habe, ferner wird eine
Ubersichtsarbeit (Garratt, Britsch und Birchmeier, 2000), die in Kooperation mit
meinem Kollegen Herrn Dr. Alistair Garratt aus der Gruppe von Frau Professor
Birchmeier verfal3t wurde, und eine Arbeit, die in Kooperation mit Dr. med. Cemil
Ozcelik entstand (Ozcelik et al., 2002) dargestellt.

Neben den genannten Kollegen waren Professor Dr. Michael Wegner (Universitat
Erlangen) und Dr. Dieter Riethmacher (ZMNH, Hamburg) wichtige
Kooperationspartner.

Alle weiteren an den jeweiligen Arbeiten beteiligten Mitarbeiter und
Kooperationspartner, sowie verwendete Hilfsmittel sind in den beigefugten
Sonderdrucken im Detail und vollstandig aufgefuhrt.
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