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Einblicke in die humane Neokortex-Evolu-
tion: Vermutlich bereitete eine partielle
Genduplikation in Kombination mit einer
Punktmutation den Weg fiir den groBen
und gefalteten menschlichen Neokortex.
Dieses Gen, ARHGAP11B, kann ein Prima-
tengehirn vergréRBern und dessen Faltung
induzieren (Abbildung 1). Die Identifizierung
und Charakterisierung dieses Gens und ein
Uberblick tiber andere menschenspezifische
Gene mit einer mdglichen Rolle in der Neo-
kortex-Expansion werden in diesem Artikel
beschrieben.

Online-Ausgabe unter:
www.biuz.de

er Neokortex ist eine faszinierende Gehirnstruktur
D— nicht nur weil er Sitz unserer auflerordentlichen
kognitiven Fihigkeiten ist, sondern auch wegen seiner
sehr interessanten evolutiondren Geschichte. Die neura-
len Bausteine des Neokortex sind Neurone und Gliazellen,
die hauptsichlich von kortikalen Stamm- und Vorlidufer-
zellen in den Keimzonen des sich entwickelnden Neokor-
tex gebildet werden. Bei diesen Keimzonen lassen sich bei
allen Sidugetieren eine Ventrikularzone (VZ) und eine Sub-
ventrikularzone (SVZ) unterscheiden (Abbildung 2) [1, 2].
Entsprechend werden die Stamm- und Vorliuferzellen
nach ihrer Position in den Keimzonen in apikale und ba-
sale Vorliuferzellen eingeteilt. Die Zellkorper apikaler
Vorliduferzellen befinden sich in der apikal gelegenen VZ,
wohingegen die Zellkorper basaler Vorliuferzellen in der
basal zur VZ liegenden SVZ verortet sind (Abbildung 2).
Des Weiteren weisen diese Vorliuferzellen wesentliche
Unterschiede hinsichtlich der Lokalisation zum Zeitpunkt
ihrer Zellteilung auf. Wihrend sich die apikalen Vorliufer-
zellen in der VZ typischerweise nur direkt an der Ober-
fliche des Ventrikels (apikal) teilen, konnen sich basale
Vorliuferzellen tiberall innerhalb der SVZ teilen. Somit ist
die Anzahl der sich teilenden apikalen Vorliuferzellen
durch die Grofle der Ventrikeloberfliche begrenzt. Die
Anzahl sich teilender basaler Vorliuferzellen ist hingegen
lediglich durch die radiale Dicke der SVZ begrenzt. Hinzu
kommt, dass - je nach Spezies - die SVZ im sich ent-
wickelnden Neokortex viel dicker sein kann als die VZ.
Dies lisst die Schlussfolgerung zu, dass die SVZ und basa-
le Vorliuferzellen eine entscheidende Rolle in der Neo-
kortex-Expansion einnehmen. Dementsprechend ist die
SVZ in Siugetierspezies mit einem grofden und gefalteten
Neokortex und insbesondere in Primaten - allen voran im
Menschen - expandiert und kann morphologisch in eine
innere und eine duflere SVZ eingeteilt werden (Abbil-
dung 2) [1, 2].

Dartiber hinaus lassen sich Unterschiede in der Zusam-
mensetzung der unterschiedlichen Vorliuferzelltypen
zwischen Siugetierspezies mit einem kleinen und unge-
falteten Neokortex und Sidugetierspezies mit einem gro-
3en und gefalteten Neokortex wie z. B. Primaten feststel-
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len. Wihrend in der VZ bei beiden Klassen von Siugetie-
ren die apikalen Vorliuferzellen hauptsichlich apikale
radiale Gliazellen sind, existieren in der Zusammenset-
zung der basalen Vorliuferzellen in der SVZ erhebliche
Unterschiede: In Sdugetierspezies mit einem kleinen und
ungefalteten Neokortex setzen sich die basalen Vorliufer-
zellen hauptsichlich aus basalen intermedidren Vorliufer-
zellen und sehr wenigen basalen radialen Gliazellen zu-
sammen. Im Gegensatz dazu ist der Anteil an basalen ra-
dialen Gliazellen bei Siugetieren mit einem groflen und
gefalteten Neokortex, insbesondere bei Primaten, wesent-
lich grofRer (Abbildung 2) [1, 2]. Man geht daher davon
aus, dass die basalen radialen Gliazellen vermutlich einen
entscheidenden Beitrag zur Neokortex-Expansion leisten.
Die unterschiedlichen Vorliuferzellen bzw. deren Aktivi-
tat und Verhalten bilden die primire Grundlage fiir die
Expansion des Neokortex.

Die Aktivitit und das Verhalten der Vorliuferzellen
werden von Genen kontrolliert, die in diesen Zellen ex-
primiert sind. Somit ist die Information, die in der DNA
kodiert ist, entscheidend fiir die Grofle und Faltung des
Neokortex, und evolutionire Verinderungen dieser Infor-
mation liegen der Expansion des menschlichen Neokortex
zugrunde. Diese Verinderungen reichen vom Austausch
einzelner Nukleotide bis hin zur Generierung neuer Gene.
In den letzten Jahren zeigte sich, dass insbesondere neue
Gene, die in der humanen Linie nach ihrer Abspaltung von
der Linie, die zu Schimpanse und Bonobo fiihrte, entstan-
den sind, vermutlich einen entscheidenden Beitrag zur
Expansion des humanen Neokortex leisteten. Dies sind
sogenannte menschenspezifische Gene.

Suche nach einem menschenspezifischen Gen
mit einer Rolle in der Neokortex-Expansion
Wie findet man ein Gen, das menschenspezifisch ist und
zusitzlich noch eine Rolle in der menschlichen Neokor-
tex-Expansion hat? Wie in der Einleitung erwihnt, sollte
ein solches Gen in Vorlduferzellen exprimiert sein. Ferner
sollte ein solches Gen, falls es eine Rolle in der Vermeh-
rung von Zellen spielt, nicht oder nur sehr schwach in
Neuronen exprimiert sein, da diese im Gegensatz zu Vor-
liuferzellen nicht mehr proliferieren. Um solche Gene zu
identifizieren, hat eine frithere Doktorandin in unserem
Labor, Marta Florio, mithilfe von fluorescence-activated
cell sorting (FACS) verschiedene Populationen von Vor-
liuferzellen bzw. Neurone des sich entwickelnden muri-
nen (aus Miusen stammenden) und humanen Neokortex
isoliert [3]. AnschlieBend wurden die Transkriptome die-

ABB. 1 a) Fotale Gehirne von Wildtyp (links)
und ARHGAP11B-transgenen (rechts) WeiR-
biischelaffen (Callithrix jacchus) nach 101 bzw.
102 Tagen Trichtigkeit. MaRstab 1 mm.

b) Bild eines erwachsenen Wei3biischelaffen.
Tierfoto: www.birdphotos.com.

[4] eine Expression in der kortikalen Platte des Menschen
zeigten. Schlieflich wurden noch alle jene Gene entfernt,
die ein Ortholog im Mausgenom besitzen. Diese sequen-
tiellen Schritte reduzierten die Anzahl an Kandidatenge-
nen von urspriinglich rund 400 auf 56. Eines dieser Gene
zeigte ein Expressionsmuster, das auerordentlich spezi-
fisch fiir Vorlauferzellen war: ARHGAP11B [3]. Weitere
Analysen zeigten, dass dieses Gen nicht nur der Maus
fehlt, sondern dass es menschenspezifisch ist. Diese Eigen-
schaft von ARHGAPI11B war erstmals von der Arbeits-
gruppe von Evan Eichler beschrieben worden, die 2010
gezeigt hatte, dass ARHGAPI1 1B durch eine segmentale
Duplikation eines Teils des ubiquitiren Gens ARHGAP1 1A
entstanden war [5] (Abbildung 3).

Wirkung von ARHGAP11B in Embryonen von

Maus und Frettchen
Welche Rolle spielt ARHGAP1 1B in der Entwicklung des
Neokortex? Erste funktionelle Studien erfolgten in der
Maus, und es konnte gezeigt werden, dass die Uberexpres-
sion von ARHGAP1 1B in Mausembryonen durch in utero-
» Elektroporation bzw. die durch Mikroinjektion induzier-
te Expression von ARHGAPI11B in einzelnen apikalen
Vorliauferzellen zu einer Vergroferung des basalen Vor-
lauferzellpools fiihrte. Dariiber hinaus resultierte die
Elektroporation von ARHGAP1 1B in der Hilfte aller elek-

IN KURZE

- ARHGAP11B ist ein menschenspezifisches Gen, das bevorzugt in kortikalen

Vorlduferzellen exprimiert ist.

- ARHGAP11B kann die relevanten Vorlduferzellen in Maus- und Frettchen-

embryonen vermehren.

ser Zellpopulationen miteinander verglichen, um Gene zu - ARHGAP11B kann den Primatenneokortex vergréBern und dessen Faltung

. s . . . R L induzieren.
identifizieren, die sp CZHIﬁSCh in Vorliuferzellen exp r1m1c.:.rt - ARHGAP11B befindet sich in Mitochondrien und verstdrkt die Glutaminolyse.
sind. Dazu wurde zunichst nach Genen gesucht, die stir- - ARHGAP11B-transgene Mduse zeigen eine erhéhte Flexibilitdt des Geddcht-

nisses und sind weniger dngstlich.

- ARHGAP11B wird in menschlichen Hirnorganoiden benétigt, um die groRBe
Anzahl an basalen radialen Gliazellen zu erhalten.

- Andere menschenspezifische Gene, wie z.B. NOTCH2NL, kénnten einen dhn-
lichen Effekt auf die Neokortex-Expansion haben wie ARHGAP11B.

ker in Vorliuferzellen als in Neuronen exprimiert sind.
Von diesen wurden dann jene Gene entfernt, die auch in
den Vorliduferzellen bzw. in den Keimzonen des embryo-
nalen Mausneokortex exprimiert sind. In einem nichsten
Schritt wurden Gene entfernt, die in einer fritheren Studie
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troporierten Mausembryonen sogar in einer Faltung des
normalerweise ungefalteten Mausneokortex [3]. Aller-
dings ist bei diesen Befunden zu beriicksichtigen, dass
sich die Maus - wie in der Einleitung beschrieben - in
der neokortikalen Entwicklung in Bezug auf Morpholo-
gie und Vorliuferzellpopulation sehr vom Menschen un-
terscheidet. Somit stellte sich die Frage, welche Effekte
ARHGAPI11B in einem Modellorganismus haben wiirde,
dessen neokortikale Entwicklung in vielen Aspekten der
des Menschen dhnelt. Ein solcher Modellorganismus ist
das Frettchen, dessen SVZ - wie beim Menschen und im
Gegensatz zu der Maus - eine innere und duere SVZ auf-
weist, und die einen wesentlich grofderen Pool an basalen
radialen Gliazellen als die Maus besitzt. Tatsichlich zeigte
die Uberexpression von ARHGAPI 1B in Frettchenembry-
onen durch in utero-Elektroporation, dass ARHGAP11B
die basalen radialen Gliazellen, also die relevanten Vor-
lauferzellen, vermehrt und zu einer verstirkten Produk-
tion von Neuronen der duSeren kortikalen Schichten (den
sogenannten upper layer neurons) fihrt [6]. Zusammen-
fassend legten diese Daten nahe, dass ARHGAP1 1B durch
Vergroferung des relevanten Vorliuferzellpools tatsich-
lich eine Schliisselrolle in der humanen Neokortex-Ex-
pansion gespielt haben konnte. Allerdings waren zwei
Schliisselfragen noch unbeantwortet:
1. Kann ARHGAPI11B tatsichlich ein Primatengehirn
vergroflern und moglicherweise sogar dessen Faltung
induzieren?

Biol. Unserer Zeit | 3/2023 (53) www.biuz.de

2. Kann ARHGAPI11B dies erreichen, wenn es - im
Gegensatz zu der Uberexpression in Maus- und Frett-
chenembryonen - auf annihernd physiologischem
Niveau exprimiert wird?

ARHGAP11B kann ein Primatengehirn
vergrofBern und dessen Faltung induzieren
Um diese beiden Fragen zu beantworten, wurde ein ge-
eignetes Primatenmodell benotigt, das zum einen gene-
tisch verindert werden kann und zum anderen die ent-
sprechende Neokortex-Morphologie besitzt. Der Weif3-
biischelaffe (Callithrix jacchus) stellte ein ideales Modell
dafur dar, da er zum einen ein fur Primaten relativ kleines,
fast ungefaltetes Gehirn besitzt, und zum anderen bereits
erfolgreich genetisch verindert wurde [7]. Die Zusam-
menarbeit mit diesen japanischen Kollegen ermoglichte
die Nutzung dieser Technologie. Um eine Expression von
ARHGAPI1 1B in den Wei3biischelaffen zu erreichen, die
in etwa der Expression im fotalen humanen Neokortex
entspricht, haben wir ein » lentivirales Konstrukt erstellt,
das die proteinkodierende Sequenz von ARHGAP1 1B zu-
sammen mit einem 2,7 kb grofen DNA-Fragment beinhal-
tet, das die Sequenz des ARHGAP1 1B-Promoters enthilt.
Dieses Konstrukt wurde in Lentiviruspartikel gepackt.
Nach Injektion der Viruspartikel in Wei3biischelaffen-
Eizellen, integrierte sich das ARHGAP1 1B-Gen zusammen
mit seiner regulatorischen DNA-Sequenz in das Genom
der Affen. Die Eizellen wurden in Ammentiere transferiert
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und die Schwangerschaft tiberprift. ABB. 3
Nach ca. 101 Tagen wurden die
Wei3biischelaffenfoten per Kaiser-
schnitt zur Analyse entnommen, da
zu diesem Zeitpunkt noch alle rele-
vanten Vorliuferzellpopulationen des
Neokortex vorhanden sind, aber
auch bereits Neurone der oberen kor-
tikalen Schichten produziert werden
[8]. Dies war also ein idealer Zeit-
punkt fiir unsere geplanten Analysen.
Des Weiteren war es eine ethische

ARHGAPT1A

Grundvoraussetzung fiir uns, diese

Experimente ausschliesllich auf fotale
Stadien zu beschrinken, die transge-
nen Affen nicht zur Welt kommen zu
lassen, und keine transgene Linie zu
erstellen.

Interessanterweise zeigte sich,
dass die auf annihernd physiologi-
schem Niveau liegende Expression
von ARHGAPI 1B ausreicht, um das
fotale Weiblischelaffengehirn zu
vergrolern und dessen Faltung zu in-
duzieren (Abbildung 1). Des Weite-
ren konnten wir zeigen, dass dies
durch eine erhohte Produktion von spezifisch jenen Neu-
ronen begleitet wird, welche die duleren Schichten des
Neokortex bilden. Dies wiederum hingt hochstwahr-
scheinlich mit dem vergroerten Pool an basalen Vor-
liuferzellen - insbesondere an basalen radialen Gliazellen
- zusammen [3]. Wir konnten also zeigen, dass eine Expres-
sion von ARHGAPI11B auf annihernd physiologischem
Niveau ausreichend ist, um ein Primatengehirn zu vergro-
3ern und dessen Faltung zu induzieren. Dies fithrt zu der
Frage, wie ARHGAPI1 1B dies in den relevanten Vorliufer-
zellen erreicht.

ARHGAP11B agiert in Mitochondrien und

verstdrkt die Glutaminolyse
Eine Moglichkeit, die Funktion von ARHGAPI11B in der
Zelle besser zu verstehen, besteht darin, es mit seinem
» Paralog, ARHGAPI1 1A, zu vergleichen (Abbildung 4).
Unsere Arbeitsgruppe konnte dabei zeigen, dass in
ARHGAPI11B im Vergleich zu ARHGAPI1A mehrere
Nukleotidsubstitutionen existieren. Eine dieser Substitu-
tionen fiihrt zu einer entscheidenden Verinderung in der
Funktion von ARHGAPI1 1B: Eine Punktmutation (C—G)
fiihrt zu einer neuen Spleidonorsequenz. Dies resultiert
in einer Verkiirzung von Exon 5 in ARHGAP11B im Ver-
gleich zu ARHGAP11A und zu einer Verschiebung des
Leserasters (Abbildung 4) [9]. Diese Mutation hatte letzt-
endlich drei Effekte auf das ARHGAP11B-Protein im Ver-
gleich zu ARHGAP11A:
1. ARHGAPI11B verlor die RhoGAP-Aktivitit, die das

ARHGAP11A-Protein austibt.
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. Moderner Mensch
Duplikation

ARHGAP11B Denisova-Mensch

Neandertaler

Bonobo

Schimpanse

2. ARHGAPI11B verlor ein Kernlokalisierungssignal, das
in ARHGAP11A vorhanden ist und zu dessen Lokalisa-
tion im Zellkern fiihrt.

3. Dieser Verlust des Kernlokalisierungssignals erlaubte
wiederum einer N-terminal gelegenen Mitochondrien-
Importsequenz, die sowohl in ARHGAP11A als auch
ARHGAP11B vorliegt, ihre Funktion auszuiiben.
ARHGAP11B ist somit in Mitochondrien lokalisiert
[10].

Des Weiteren konnte in dieser Arbeit von Takashi Namba

in unserer Arbeitsgruppe in Zusammenarbeit mit Kollegen

an der Semmelweis-Universitit in Budapest gezeigt wer-
den, dass ARHGAP11B in den Mitochondrien die mito-
chondrial permeability transition pore inhibiert, indem
es mit deren Regulator, dem Adenin-Nukleotid-Transloka-
tor, interagiert. Dies verstirkt die » Glutaminolyse in basa-
len Vorliuferzellen und fithrt vermutlich zu deren Ver-
mehrung [10]. Interessanterweise ist die Glutaminolyse
ein Stoffwechselweg, der insbesondere in sich hiufig tei-
lenden Zellen wie z. B. Tumorzellen aktiv ist [11].

Verbessert ARHGAP11B kognitive Leistungen?
All diese Befunde fithren zu der Frage, ob die Vergrofie-
rung des Neokortex und die erhohte Produktion von Neu-
ronen der dufleren kortikalen Schichten durch
ARHGAPI1 1B zu einer Verbesserung kognitiver Leistun-
gen fiithrt. Um diese Frage zu beantworten, wurde in einer
Studie von Lei Xing in unserer Arbeitsgruppe, die in Zu-
sammenarbeit mit Mihail Sarov von der Genome Engineer-
ing Facility unseres MPIs durchgefiihrt wurde, in der

www.biuz.de 3/2023 (53)

’ .
Links: phylogenetischer Baum, der die Entstehung des ARHGAP11B-Gens (magenta) durch Duplika-
tion eines Teils des ARHGAP11A-Gens (griin) zeigt. Diese Duplikation erfolgte nach Abspaltung der
Linie, die zum Menschen (moderner Mensch, Denisova-Mensch und Neandertaler) fiihrt, von der

Linie, die zum Bonobo und Schimpansen fiihrt. Rechts: Zeichnung eines menschlichen Gehirns
(oben) und eines Schimpansen-Gehirns (unten).
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ABB. 4 | ENTSTEHUNG DES MODERNEN ARHGAP11B-PROTEINS DURCH EINE PUNKTMUTATION
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Schematische Darstellung der Region zwischen Exon 5 und Exon 6 der pra-mRNA, der mRNA und des Proteins von ARH-
GAP11A (oben) und ARHGAP11B (unten). Gelb: Exon 5, violett: Exon 6, rot: GAP-Domadne, griin: neue menschenspezifi-
sche Proteinsequenz (47 Aminosduren) innerhalb von ARHGAP11B.

Maus mithilfe von CRISPR/Cas9 ein Allel von Arbgap1ia
in ein Maus-ARHGAP1 1B-Gen umgewandelt. Dabei wur-
den die 55 Nukleotide, die im menschlichen Gen wihrend
des Spleiflens aus der ARHGAP11B-mRNA entfernt wer-
den, durch die 141 Nukleotide ersetzt, die fiir die 47 Ami-
nosiduren der C-terminalen menschenspezifischen Se-
quenz kodieren, gefolgt von einem translationalen Stopp-
codon (siehe Abbildung 4 zum Vergleich) [12]. In diesen
Miusen konnte von Lei Xing gezeigt werden, dass die
Vergroflerung des Neokortex und die erhohte Anzahl an
Neuronen, wie sie in fotalen und embryonalen Stadien der
Maus und anderer Modellorganismen unter dem Einfluss
von ARHGAP1 1B beobachtet wurden, bis zur Adoleszenz
erhalten bleiben. Des Weiteren zeigten Verhaltenstests an
diesen Miusen, die in Zusammenarbeit mit Kollegen vom
Czech Centre for Phenogenomics durchgefiihrt wurden,
dass ARHGAP1 1B-transgene Miuse im Vergleich zu Wild-
typmiusen weniger dngstlich sind und eine groere Fle-
xibilitit des Gedichtnisses aufweisen [12]. Dies weist
tatsichlich auf eine verbesserte kognitive Leistung durch
ARHGAPI1 1B hin.

Welchen Effekt hat ARHGAP11B auf
Hirnorganoide von Hominiden?
Trotz all dieser Studien an ARHGAPI1B blieben jedoch
zwei entscheidende Fragen unbeantwortet:

www.biuz.de

1. Welchen Effekt wiirde ARHGAP1 1B auf das sich ent-
wickelnde Gehirn unseres nichsten lebenden Ver-
wandten, des Schimpansen, haben?

2. Was wiirde im sich entwickelnden Gehirn des Men-
schen passieren, wenn ARHGAPI 1B blockiert oder
entfernt werden wiirde?

Um diese Fragen zu beantworten, machten wir uns die Kul-

tivierung von Hirnorganoiden [13, 14] zu Nutze. Diese drei-

dimensionalen, gewebeihnlichen Zellaggregate werden aus
pluripotenten Stammzellen durch eine Reihe von spezifi-
schen Kultivierungsschritten gebildet [13, 14] und kénnen
einige Merkmale des fOtalen Gehirns (beispielsweise die

Zytoarchitektur) fiir einen bestimmten Entwicklungszeit-

raum recht adidquat nachbilden [15, 16]. Zur Beantwortung

der ersten Frage verwendeten wir zur Verfiigung stehende
sogenannte induzierte pluripotente Stammzellen von einem

Schimpansen, generierten Schimpansen-Hirnorganoide und

exprimierten ARHGAP1 1B in diesen nach Elektroporation

des Gens [17]. Dabei zeigte sich, dhnlich wie in den Tier-
experimenten zuvor auch in Schimpansen-Organoiden ein

Anstieg an basalen Vorliuferzellen, insbesondere an basalen

radialen Gliazellen. Durch eine lingere Kultivierung der

elektroporierten Organoide konnte auch eine Vermehrung
jener Neurone festgestellt werden, die in vivo die dufleren

Schichten des Neokortex bilden wiirden [17]. Somit kann

ARHGAPI11B auch in Hirnorganoiden unseres nichsten
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lebenden Verwandten zwei wichtige Voraussetzungen fiir
die Expansion des Neokortex, wie sie in der Evolution des
Menschen erfolgte, schaffen.

Um die zweite Frage zu beantworten, verwendeten
wir zwei unterschiedliche experimentelle Ansitze. Im ers-
ten Ansatz nutzten wir die Elektroporation von Hirnorga-
noiden mit einer verkiirzten Version von ARHGAPI1A
(ARHGAP11A220), fir welche gezeigt worden war,
dass sie die Funktion von ARHGAP11B in Mitochondrien
blockiert [10]. Die Elektroporation von ARHGAP11A220
in Hirnorganoiden des Menschen, generiert aus induzier-
ten pluripotenten Stammzellen des Menschen, fiihrte zu
einer Verringerung der Anzahl an basalen Vorliuferzellen,
die auf das Niveau von Schimpansen-Organoiden sank
[17]. In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von
Julia Ladewig vom Hector Institut fiir Translationale Hirn-
forschung (HITBR) in Mannheim wurde in einem zweiten
Ansatz aufgrund der fast identischen DNA-Sequenzen von
ARHGAPI1 1A (erstes Viertel der kodierenden Sequenz)
und ARHGAPI1B zunichst ein ARHGAPI1A-plus-
ARHGAPI 1B Doppel-Knockout in induzierten pluripo-
tenten Stammzellen des Menschen generiert. Anschlie-
Rend wurden aus diesen Stammzellen Hirnorganoide dif-
ferenziert. Um nun den jeweiligen Beitrag dieser Gene zu
einem moglichen Phinotyp zu identifizieren, wurden in
den Organoiden per Elektroporation entweder nur
ARHGAPI1 1A, nur ARHGAP1 1B oder sowohl ARHGAP1 1A
als auch ARHGAP1 1B eingebracht und exprimiert. Dabei
zeigte sich, dass das Fehlen von ARHGAPI11B zu einer
Verringerung der basalen radialen Gliazellen fiihrte [17].
Somit scheint ARHGAPI 1B fiir die grofde Anzahl an basa-
len radialen Gliazellen in Hirnorganoiden des Menschen
notwendig zu sein.

Erforschung weiterer menschenspezifischer
Gene der humanen Neokortex-Expansion

Die Frage stellt sich natiirlich, ob neben ARHGAP1 1B wei-
tere menschenspezifische Gene existieren, die einen Bei-
trag zu der evolutioniren Neokortex-Expansion des Men-
schen leisteten. In der Tat gibt es drei relativ zeitgleich
erschienene unabhingige Studien, die unterschiedliche
Ansitze verfolgten, um solche Gene zu identifizieren [18-
20]. Dies ist zum einen unsere eigene Studie, in welcher
wir fiinf publizierte und methodisch unterschiedliche
Transkriptomdatensitze von fotalem menschlichem Neo-
kortex reanalysiert haben. Dabei haben wir diese Daten-
sitze nach proteinkodierenden Genen durchsucht, die
entweder bevorzugt in den Keimzonen im Vergleich zu
den restlichen Zonen des sich entwickelnden Neokortex
exprimiert sind, oder die bevorzugt in Vorliuferzellen im
Vergleich zu Neuronen exprimiert sind. Diese Gene wur-
den dann auf ihr Vorhandensein in Primaten und Siuge-
tieren, die nicht zu den Primaten gehoren, iiberpriift. Dies
fiihrte zu der Identifizierung von 50 primatenspezifischen
Genen, von welchen 15 sogar menschenspezifisch sind
[18]. Zu letzteren Genen gehort auch ARHGAP11B.
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In einer Studie der Vanderhaegen-Gruppe wurden
Tanskriptomdaten von fotalem menschlichem Neokortex
der Schwangerschaftswochen 7 bis 21 generiert. Die Ana-
lyse dieser Daten konzentrierte sich dabei auf Genfami-
lien, die spezifisch in der Menschenaffenlinie dupliziert
wurden. Die Autoren identifizierten dabei 24 duplizierte
Genfamilien bestehend aus 68 Genen, von welchen
35 menschenspezifisch sind [19]. Eine dritte Studie,
durchgefiihrt von der Eichler-Gruppe, konzentrierte sich
auf die Expression von menschenspezifischen Genen in
fotalem und adultem menschlichem Gehirn. Die Schwie-
rigkeit hierbei ist - aufgrund der hohen Homologie von
duplizierten Genen - zwischen anzestralem Gen und men-
schenspezifischem Gen zu unterscheiden. Um dies zu er-
reichen, wurden unter Einsatz der gesamten mRNAs des
Gehirns durch sogenannte reverse Transkription die pro-
teinkodierenden DNA-Molekiile der Mitglieder jener Gen-
familien, die menschenspezifische Gene enthalten, mit-
hilfe von spezifischen Sonden angereichert und an-
schlieRend mithilfe der long-read Sequenziertechnik
sequenziert. Dies erlaubte es dann, menschenspezifische
Gene aufgrund von Nukleotidsubstitutionen von anzestra-
len Genen zu unterscheiden. So wurden 29 menschenspe-
zifische Gene identifiziert, die im Gehirn exprimiert sind
[20]. Bemerkenswerterweise gibt es zwischen diesen drei
Studien deutliche Uberlappungen in den identifizierten
Genen (siehe [21]).

Funktionelle Analysen dieser menschenspezifischen
Gene, die eine Rolle in Vorliuferzellen haben konnten,
beschrinkten sich bisher hauptsichlich auf eine Gen-
familie, die u. a. die drei menschensperzifische Gene,
NOTCH2NIA, -B und -C, enthilt. Dabei konnte von der
Vanderhaegen-Gruppe, der Haussler-Gruppe und unserer
Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass diese Gene eine Rolle
in der Neokortex-Expansion haben konnten [18, 19, 22].
NOTCH2NILA vermehrt basale Vorliuferzellen [18], wih-
rend NOTCH2NLB hauptsichlich apikale Vorliuferzellen
vermehrt [19]. Des Weiteren konnte in Hirnorganoiden
gezeigt werden, dass der Verlust von NOTCH2NL-Genen
(spezifisch: einem homozygoten Verlust von NOTCH2NLA
und -B und einem heterozygoten Verlust von NOTCH2NLC)

GLOSSAR

Elektroporation: Methode, in der durch einen kurzen elek-
trischen Puls die Zellmembran voriibergehend fiir DNA durch-
ldssig wird.

Glutaminolyse: Stoffwechselweg von Glutamin tber Gluta-
mat zu o-Ketoglutarat, der anabolen Metabolismus férdert.

lentivirales Konstrukt: ringférmige DNA (Plasmid), die die
Produktion von Lentiviren ermdglicht, welche eine ge-
wiinschte DNA-Sequenz (z. B. Gen) in das Genom der Ziel-
Zelle(n) integrieren.

Paralog: Gen, das durch eine Duplikation innerhalb eines
gegebenen Genoms entstanden ist.
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im Vergleich zu humanen Kontrollhirnorganoiden zu
kleineren Organoiden fiihrt, die vermutlich eine verfriihte
neuronale Differenzierung aufweisen [22].

Zusammenfassung

In den letzten Jahren zeigte sich, dass menschenspezifische
Gene einen entscheidenden Beitrag zu der evolutiondren
Neokortex-Expansion des Menschen leisteten. Eines dieser
Gene ist ARHGAP11B. ARHGAP11B ist spezifisch in den Vor-
lduferzellen des Neokortex exprimiert. Durch die Verwendung
unterschiedlicher Modellorganismen konnte gezeigt werden,
dass dieses Gen nicht nur die Anzahl der relevanten Vorldufer-
zellen, sondern auch die Anzahl der Neurone der duReren
kortikalen Schichten vergréRern kann. ARHGAP11B erreicht
dies, indem es innerhalb der Mitochondrien agiert und Ghnlich
wie in Tumorzellen die Glutaminolyse verstdrkt. SchlieBlich
konnte gezeigt werden, dass diese Effekte von ARHGAP11B
ein Primatengehirn vergréRern und dessen Faltung induzieren
kénnen. An einem Mausmodell konnte dartiber hinaus gezeigt
werden, dass diese VergréRBerung zu verbesserten kognitiven
Leistungen fiihrt. ARHGAP11B ist somit héchstwahrschein-
lich ein entscheidender Faktor der evolutiondren Neokortex-
Expansion des Menschen. Im Einklang damit ist der in mensch-
lichen Hirnorganoiden erhobene Befund, dass ARHGAP11B
essentiell fiir die groBe Anzahl an basalen Vorlduferzellen ist,
die den sich entwickelnden menschlichen Neokortex auszeich-
nen. Insofern diirfte die Analyse weiterer menschenspezifi-
scher Gene unser Verstdndnis der humanen Neokortex-Evolu-
tion weiter verbessern.

Summary

How human-specific genes have expanded the

primate neocortex
In recent years, human-specific genes have been shown to
be key contributors to the expansion of the human neo-
cortex in the course of evolution. One of these genes is
ARHGAP11B. ARHGAP11B is specifically expressed in pro-
genitor cells of the neocortex. By using different model or-
ganisms, it has been possible to show that the product of this
gene can increase not only the number of the relevant pro-
genitor cells but also the number of upper-layer neurons.
ARHGAP11B achieves this by acting within mitochondria
and enhancing glutaminolysis, similar to what happens in
cancer cells. In the end, it has been possible to show that
these effects of ARHGAP11B can enlarge the primate brain
and induce its folding. Furthermore, it could be demonstrat-
ed on a mouse model that this enlargement leads to im-
proved cognitive performance. Thus, ARHGAP11B is most
likely an essential factor for the evolutionary expansion of the
human neocortex. Consistent with this is the finding in hu-
man brain organoids that ARHGAP11B is essential for the
high number of basal progenitors which is characteristic of
the developing human neocortex. Accordingly, the analysis
of additional human-specific genes probably further im-
proves our understanding of human neocortex evolution.
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