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Projektziel:  Ziel des Forschungsprojektes ist die Aufklärung molekularer Vorgänge, welche die neuronale Zellmigration während der Hirnentwicklung von Vertebraten steuern.  Zebrafischembryonen dienen dabei aufgrund ihrer Transparenz und schnellen Embryogenese als Modellorganismus. Beispielhaft werden die molekulargenetischen Arbeiten am Zebrafisch Kleinhirn durchgeführt, da dieses in seiner Entwicklung durch ausgeprägte neuronale Migrationsvorgänge gekennzeichnet ist. Gewonnene Erkenntnisse über die molekulare Steuerung neuronaler Wanderung während der Embryonalentwicklung sollen auf ihre Rekapitulation in neuronalen Regenerationsvorgängen untersucht werden.
Methodischer Ansatz:  Idealerweise erfolgt die molekulare Analyse neuronaler Migration im lebenden Organismus. Daher setzen nutzen wir die Möglichkeit von genetischen Manipulationsmethoden im Zebrafisch zur Fluoreszenzmarkierung und molekularen Manipulation von Kleinhirnneuronen und kombinieren diese mit dreidimensionaler in vivo Zeitraffer Mikroskopie im lebenden Organismus.

Projekt: Dynamische Adhäsionsregulation: In vivo Zeitrafferaufnahmen von stabil transgenen GFP-exprimierenden neuronalen Vorläuferzellen im dorsalen Kleinhirn konnten deren Migrationsweg zur Mittelhirn-Hinterhirngrenze (MHB) gefolgt von einer ventralen Migration entlang der MHB aufklären. Expressionsstudien ergaben, dass es sich bei diesen Zellen um die Granulärzellpopulation im Zebrafisch handelt.  Hochauflösende Zeitrafferanalysen kombiniert mit Expressionsstudien konnten zeigen, dass Granulärvorläuferzellen im Zebrafisch-Kleinhirn auf homophile Weise in Abwesenheit von Gliazellen migrieren. Die Kohärenz und Direktionalität ihrer Migration wird dabei durch den Adhäsionsfaktor Cadherin-2 reguliert.  Zum einen vermittelt Cadherin-2 Adhäsionsstrukturen zur Ausbildung von hochkohärent migrierenden neuronalen Ketten.  Zum anderen stabilisiert Cadherin-2 die Position des Zentrosoms, welches die Polarisation der Granulärvorläuferzellen reguliert.  Durch die Etablierung eines in vivo Adhäsionsreportermoleküls konnten wir zeigen, dass während eines zellulären Migrationsschrittes Cadherin-2 in der Zellmembran zur Zellfront transportiert wird, sich in Ruhephasen der Zelle aber im hinteren Teil der Zelle konzentriert.  Diese dynamische Regulation ermöglicht eine abwechselnde Flexibilität von Zellfront und Zellkörper und erklärt, wie über das Mikrotubuliskelett das Zentrosom und damit die Zellpolarität durch sich vorwärtsbewegende Adhäsionsstrukturen in Richtung der Zellfront stabilisiert werden.

Projekt: Neuronale Regeneration:  Ablationsstudien an Zebrafischembryonen zeigen, daß das Hinterhirn über eine immense Kapazität verfügt, differenzierendes Kleinhirngewebe zu regenerieren.  Expressions- und Zeitrafferstudien dieser Regenerationsvorgänge deuten dabei auf eine Rekapitulation des embryonalen Differenzierungsprogrammes einschließlich der charakteristischen neuronalen Migration ausgehend vom anterioren Hinterhirn.  Hierzu ist eine Reorganisation der Musterbildung im Hinterhirn essentiell, die durch Inhibition von FGF-Signaltransduktionsvorgängen blockiert werden kann, wodurch die sich anschließende Regeneration des Kleinhirnes unterbunden wird. Diese Studien werden durch die Etablierung eines induzierbaren genetischen Regenerationsmodells fortgeführt.

Signifikanz: Aufgrund der hohen evolutionären Konservierung des Kleinhirns ist zu erwarten, dass molekulare Prozesse der neuronalen Migration im Kleinhirn sich vom Zebrafisch auf den Menschen übertragen lassen. Genetisch induzierbare Regnerationsmodelle werden die Suche nach regenerationsfördernden Substanzen ermöglichen, die schließlich ihren therapeutischen Einsatz im Menschen erlangen könnten.

