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Einleitung

1. Einleitung

Die embryonale Entwicklung des Gehirns von der befruchteten Eizelle hin zum
ausdifferenzierten Gewebe wird von verschiedenen, eng miteinander
interagierenden molekularen Vorgiangen gesteuert, wie z.B. der Zellteilung
(Proliferation), Induktion, Musterbildung (Spezifizierung), Differenzierung,
Migration und auch dem programmierten Zelltod (Apoptose). Dabei bestimmen
extrinsische und intrinsische zellulare Signale (Morphogene,
Transkriptionsfaktoren und epigenetische Faktoren) das Schicksal einer jeden
Zelle in Relation zu ihren Nachbarzellen (Gilbert, 2006; Sanes et al., 2006; Wolpert,
2007). Die Erforschung der genetischen und molekularen Faktoren, welche zur
Etablierung von ausdifferenzierten funktionellen Nervenzellen als Teil eines
neuronalen Netzwerkes, wie z.B. des dopaminergen Systems des Mittelhirns,
notwendig sind, kann zu einem besseren Verstindnis neurodegenerativer
Krankheiten beitragen sowie neue Behandlungsmoglichkeiten erdffnen. Die
Parkinsonsche Krankheit ist eine fortschreitende neurologische Erkrankung, bei
der dopaminerge Neuronen des Mittelhirns (speziell der Substantia nigra) und
somit auch des nigrostriatalen Systems degenerieren (Lang et al, 1998a;
Hornykiewicz, 2001; Klockgether, 2004; Schulz et al., 2004).

In den folgenden Kapiteln werden zundchst die dopaminergen Neuronen im
adulten murinen Mittelhirn beschrieben, bevor die embryonale Entwicklung der
Maus mit Hinblick auf die Entstehung dieser Neuronen beschrieben wird. Dabei
wird ein Uberblick iiber die wichtigsten Mechanismen und Faktoren gegeben, die
an der korrekten Entwicklung der dopaminergen Mittelhirnneuronen beteiligt
sind. Nach einer spezielleren Beschreibung des Transkriptionsfaktors (TF) Pitx3
wird das Cre-loxP-System fiir gezielte genomische Verdanderung bei der Maus
beschrieben, bevor die Ergebnisse der in vivo Pitx3-Uberexpression prisentiert

und diese abschlief3end diskutiert werden.

1.1 Lage und Funktion dopaminerger Neuronen im adulten
Gehirn

Bei den hoheren Vertebraten stellen die dopaminergen Neuronen des Mittelhirns

(mDA Neuronen) den Grofdteil der dopaminergen Neuronenpopulationen im ZNS

1
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dar (Bjorklund et al., 1984; Wallen et al., 2003). Dopaminerge Neuronen allgemein
exprimieren das Enzym Tyrosinhydroxylase (TH), und nutzen den zu den
katecholaminergen Neurotransmittern gehérenden Botenstoff Dopamin (Elsworth
et al.,, 1997). Bei der Biosynthese von Dopamin wandelt das Enzym TH zunachst
die Aminosaure Tyrosin in L-DOPA (L-3,4-Dihydroxyphenylalanin) um, bevor diese
Zwischenstufe durch das Enzym AADC (Aromatische-L-Aminosaure-
Decarboxylase) in Dopamin umgewandelt wird. Adrenerge Neuronen exprimieren
ebenfalls TH und nutzen Dopamin als Zwischenstufe bei der Synthese zu
Adrenalin. Allerdings exprimieren dopaminerge Neuronen kein DBH (Dopamin-{3-
hydroxylase), ein Enzym, das Dopamin in Noradrenalin, der Vorstufe zu Adrenalin,
umwandelt (Goridis et al., 2002).

Die dopaminergen Neuronen des Mittelhirns werden, basierend auf der Anatomie
und Lage der jeweiligen Zellkerne, sowie deren Projektionen zu bestimmten
Arealen des Vorderhirns, in drei Subpopulationen unterteilt. Das ventrale
tegmentale Areal (VTA, auch als A10 bezeichnet) liegt im ventro-medialen Bereich
des Mittelhirns, und wird lateral von der Substantia nigra (SN, A9) flankiert (Abb.
1). Das retrorubale Feld (RRF, A8) liegt zwischen der SN und dem VTA und stellt
eine Verbindung zwischen den beiden Gebieten her (Wallen & Perlmann, 2003).
Die Neuronen des VTA projizieren in das ventrale Striatum (Nucleus accumbens),
die Amygdala, den Thalamus und Hippocampus, sowie in den préafrontalen Cortex.
Damit ist das VTA ein Teil des mesolimbischen und mesokortikalen Signalweges,
der u.a. kognitive Funktionen wie Motivation, Emotionen und Verlangen
kontrolliert (Wallen & Perlmann, 2003; Ang, 2006; Prakash et al,, 2006a). Die
Neuronen der SN projizieren in das dorsale Striatum und den Globus pallidus und
bilden somit den nigrostriatalen Signalweg, der eine entscheidende Rolle bei der
Bewegungssteuerung spielt (Wallen & Perlmann, 2003; Ang, 2006; Prakash &

Wurst, 2006a). Bei der Parkinsonschen Krankheit degenerieren die Neuronen
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C)
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Abb. 1: Lage, axonale Projektionen und Funktion der dopaminergen Neuronen des Mittelhirns.

A) Schematische Sagittalansicht eines adulten Mausegehirns. Die Neuronen der Substantia nigra
(SN, rot) projizieren in das dorsolaterale Striatum und den Globus Pallidus (GP), wahrend
Zielgebiete das ventrale tegmentale Areal (VTA, griin) in den Nucleus accumbens (N.acc.), die
Amygdala, den prafrontalen Kortex, den Hippocampus und Thalamus projizieren. Die vertikale Linie
zeigt die Schnittebene der Abb. B) Coronalschnitt durch das Mittelhirn mit der ventrolateralen SN
und des medialen VTA. Im rostralen Mittelhirn ist nur die SN prasent, wahrend im caudalen
Mittelhirn das mediale VTA und das retrorubrale Feld (RRF) positioniert sind. C) Grafische
Zusammenfassung des mDA Systems. Die Abbildungen wurden entnommen und abgewandelt nach
(Prakash & Wurst, 2006a; Smidt et al., 2007) (Joshi et al., 2011)

der SN und folglich ist auch der Nigrostriatale Signalweg affektiert, was zur
sogenannten Schiittellahmung fiihrt (Lang & Lozano, 1998a; Lang et al., 1998b).

In der vorliegenden Arbeit werden die dopaminergen Neuronen des Mittelhirns
(SN, VTA, RRF) als mDA Neuronen bzw. dopaminerge Neuronen bezeichnet - die
tibrigen dopaminergen Populationen des Vorder- und Zwischenhirns werden nicht

beachtet.

1.2 Die frithe Embryonalentwicklung der Maus

Die Dauer der embryonalen Entwicklung der Maus betragt von der Befruchtung
der Eizelle bis zur Geburt 18 - 21 Tage (Wolpert, 2007). Nach erfolgreicher
Verpaarung bildet sich bei der Maus ein Vaginalpfropfen (Plug), wodurch sich die
embryonalen Entwicklungsstadien genau ermitteln lassen. Der Tag, an dem der

Plug detektiert wurde, wird dabei als E 0.5 (E = Embryonalstadium) definiert.
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Abb. 2: Der Entwicklungszyklus der Maus. Die embryonale Entwicklung dauert 18-21 Tage, wobei
der Tag nach der Befruchtung als E 0.5 definiert wird. Aus der befruchteten Eizelle (Zygote) bildet
sich wahrend der Furchung die Blastozyste, die sich in den Uterus einnistet. Wahrend der
Gastrulation und der folgenden Organogenese differenzieren sich samtliche Gewebe in einer
Phase von 7 Tagen (~E7.5 - E14.5). Die verbleibende Zeit bis zur Geburt unterliegt weitestgehend
dem Gewebewachstum. Die Abbildung wurde entnommen und abgewandelt nach (Wolpert,
2007).

Aus der befruchteten Eizelle (Zygote) entwickelt sich durch mehrere
symmetrische Zellteilungen (Furchung) zundchst eine Morula, dessen Zellen
(Blastomere) sich bereits in Form, Polaritit und Expression von
Transkriptionsfaktoren (TF) unterscheiden. Sobald sich die Blastomeren in
Trophektoderm und IZM differenziert haben, spricht man bei der Embryogenese
von einer Blastozyste und dem Blastula-Stadium (E 3.5). Im weiteren Verlauf nistet
sich die Blastozyste in die Gebarmutter ein (E 4.5) und das Gewebe des
Trophektoderm und der IZM differenziert sich weiter. Aus dem Trophektoderm
bildet sich das extraembryonale Gewebe (Plazenta), und die 1ZM differenziert sich
zum Epiblast (primitives Ektoderm), aus dem der Embryo hervorgeht, sowie die
mit ihm assoziierten Gewebe (= primitives Endoderm = Dottersack, Allantois,
Amnion). Sechs Tage (E 6.5) nach der Befruchtung beginnt die Festlegung der
Korperachsen und die Gastrulation setzt ein (Abb. 2). Wahrend der Gastrulation
immigrieren proliferierende Zellen durch den sich bildenden Primitivstreifen
(Abb. 3), infolgedessen sich die drei Keimblitter, Endoderm, Mesoderm, und
Ektoderm, bilden. Parallel dazu entstehen zwei Organisationzentren, welche die
weiteren Entwicklungsvorginge steuern. Der Knoten (das Aquivalent zum

Hensenschen Knoten beim Huhn) kontrolliert die Entwicklung des gesamten
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Abb. 3: Schematische Darstellung eines
Mausembryos wahrend der spaten
Gastrulation. Die anterioposteriore
Ausrichtung wird durch entgegengesetzt
wirkende Konzentrationsgradienten aus
Signalmolekiilen gebildet. Der
Primitivstreifen und das posteriore
Gewebe schiitten Wnt-, Bmp-, und Fgf-
Signalmolekiile aus, wahrend der Knoten
und das axiale Mesoderm dessen
Antagonisten exprimieren. Die Abbildung
wurde entnommen und abgewandelt nach
(Gilbert, 2006)

Embryos, und zusammen mit dem anterior-visceralen Ektoderm (AVE) wird die
Entstehung speziell der anterioren Regionen des Embryos gesteuert (Gilbert,
2006; Takaoka et al., 2012). In der spaten Phase der Gastrulation besitzt der
Embryo bereits eine klare anterior-posteriore Ausrichtung, entstanden durch
einen Konzentrationsgradienten von Signalmolekiilen und deren Antagonisten,
welche vom Primitivstreifen und dem Knoten exprimiert werden (Abb. 3). Die
posteriore Region exprimiert Proteine der Nodal-, Bmp-, Wnt, und Fgf-Familie, und
in der anterioren Region werden deren Antagonisten (z.B. Leftyl und Cerberus)
exprimiert (Gilbert, 2006). Wahrend der weiteren Embryonalentwicklung entsteht
aus dem Endoderm der Verdauungstrakt, die Leber und Bauchspeicheldriise sowie
das Atmungssystem. Aus dem Mesoderm bilden sich die Knochen, Muskeln, die
Niere, das Herz sowie Blutzellen, und aus dem Ektoderm geht die Epidermis sowie
das zentrale Nervensystem (ZNS, Gehirn und Riickenmark) hervor (Gilbert, 2006;
Wolpert, 2007).

1.3 Die Entstehung des Zentralnervensystems

Die Phase der Entwicklung des zentralen Nervensystems aus Zellen des Ektoderms
wird als Neurulation bezeichnet, infolgedessen das Neuroektoderm determiniert,
und sich das neuronale Gewebe in die verschiedenen Gehirnareale und
Nervennetzwerke aufgliedert (Wolpert, 2007). Die neuronalen Vorlauferzellen des
ZNS werden bereits in der spiten Phase der Gastrulation spezifiziert, wobei die
neurale Induktion des dorsalen Ektoderms durch Signale der primaren

Organisationszentren (Knoten und AVE, siehe Kap. 1.2) gesteuert wird. Im
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weiteren Verlauf geht aus den Zellen des dorsalen Ektoderms das Neuralrohr als
Vorgangerstruktur des ZNS hervor (Abb. 4)(Wolpert, 2007).

Durch die neurale Induktion (E 7.0) differenziert sich das Neuroektoderm unter
dem Einfluss des Notochord (Chorda dorsalis) und des axialen Mesoderms in drei
dorsale Bereiche mit jeweils eigenem Entwicklungsschicksal. Aus dem
dorsomedialen Neuroektoderm bildet sich die Neuralplatte, aus der sich das
Neuralrohr entwickelt.

Aus dem lateral angrenzenden Bereich gehen die Neuralleistenzellen (engl. ,neural
crest cells*) hervor, welche von dort aus in verschiedene Korperregionen
einwandern, und aus denen verschiedene Gewebe hervorgehen (das periphere
Nervensystem, Pigmentzellen sowie Teile der Knorpelgewebe des Kopfes). Die
Neuralleistenzellen werden auf beiden Seiten von ektodermalen Gewebe flankiert,
aus dem sich das Oberflaichenektoderm (Epidermis, Haare, Talgdriisen, Augen,
usw.) entwickelt (Gilbert, 2006; Wolpert, 2007). Bereits kurz nach der Bildung der
Neuralplatte senkt sich dessen medialer Bereich ab und bildet die Neuralrinne,
wiahrend sich die beiden lateralen Riandern nach dorsal aufstiilpen und als
Neuralwiilste bezeichnet werden. Die sich aufeinander zu bewegenden
Neuralwiilste fusionieren dorsal zu einem Neuralrohr mit einem zentralen
Ventrikel, welches die Korperachse von anterior nach posterior (a-p) durchzieht
(Abb. 4 A). Das Neuralrohr differenziert sich weiter in die verschiedenen
Gehirnregionen (Regionalisierung), wobei zundchst die drei priméaren
Gehirnventrikel entstehen (Abb. 4 B): das rostrale Prosencephalon (Vorderhirn),
das Mesencephalon (Mittelhirn), das caudale Rhombencephalon (Hinterhirn)
sowie das Riickenmark. Aus den drei primadren Gehirnventrikeln gehen die flinf
sekundaren Gehirnventrikel hervor: Das Prosencephalon differenziert sich in das
rostrale Telencephalon (Vorderhirn) und Diencephalon (Zwischenhirn), wahrend
das Mesencephalon (Mittelhirn) in seiner Struktur erhalten bleibt und sich nicht
weiter untergliedert. Aus dem Rhombencephalon geht das Metencephalon
(Hinterhirn) und das Myelencephalon (Nachhirn, Hirnstamm) hervor, wobei das
Nachhirn und das Riickenmark spater strukturell ineinander iibergehen (Gilbert,
2006; Wolpert, 2007). Die Entwicklung des Neuralrohres in die verschiedenen
anterior-posterioren  Gehirnregionen wird dabei durch verschiedene
Transkriptionsfaktoren (ausgeschiittet vom axialen Mesoderm, Notochord und

Epidermis) und deren Signalwegen gesteuert, die miteinander
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Abb. 4: Neurulation des Zentralen Nervensystems. A) Schematische Coronalansicht des sich
entwickelnden Neuralrohres. Wahrend der Neurulation differenziert sich das Neuroektoderm
unter dem Einfluss der Chorda Dorsalis und des axiales Mesoderms in die Neuralplatte,
Neuralleistenzellen und die Epidermis. Aus der Neuralplatte geht das Neuralrohr hervor, welches
in die ventrale Bodenplatte (BP), Basalplatte (Bpl), Alarplatte (AP) und die dorsale Dachplatte
(DP) untergliedert wird. Die DP exprimiert dorsalisierende Faktoren (Bmp), wahrend die BP
ventralisierende Faktoren (Shh) ausschiittet, und somit die dorso-ventrale Ausrichtung steuert.
B) Schematische Transversalansicht des Neuralrohres. Die drei primadren Gehirnvesikel
Prosencephalon, Mesencephalon, und Rhombencephalon untergliedern sich wéhrend der
Regionalisierung in die fiinf sekundidren Ventrikel (Telencephalon, Diencephalon,
Mesencephalon, Metencephalon, Myelencephalon). Diese Untergliederung reflektiert die
anatomische Organisation des adulten Gehirns (rot = Vorderhirn (Telencephalon, Diencephalon),
griin = Mittelhirn (Mesencephalon), blau = Hinterhirn (Metencephalon) und gelb = Riickenmark
(Myelencephalon). Die Abbildungen wurden entnommen und abgewandelt nach (Gilbert, 2006;
Sanes et al., 2006; Vieira et al., 2010)

interagieren (Wessely et al., 2002; Gilbert, 2006; Wolpert, 2007). Bei Mausen, z.B.
wird das Vorder- und Mittelhirn u. a. durch die Transkriptionsfaktoren Emx1/2
(engl. ,Empty spiracles homolog“ 1/ 2) und Otx2 (engl. ,Orthodenticle homolog“ 2)
determiniert (Boncinelli et al., 1995; Suda et al,, 2001; Kurokawa et al., 2004; Sanes
etal,, 2009).
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Neben der anterior-posterioren Achse besitzt das Neuralrohr und das sich daraus
entwickelnde ZNS eine klare dorso-ventrale (d-v) Ausrichtung, wobei die
Spezifizierung der dorsalen, intermedidren und ventralen Regionen durch sich
bildende Gradienten von Signalmolekiilen gesteuert werden. Im ventralen Bereich
des Neuralrohres wird die Bildung der Bodenplatte (BP, engl. ,floor plate“) durch
das Signalmolekiil Shh (engl. ,Sonic hedgehog”) induziert, welches von der ventral
gelegenen Chorda dorsalis (engl. ,notochord‘, mesodermaler Herkunft)
ausgeschiittet wird (Abb. 4 A). Die BP exprimiert nun ebenfalls Shh und
libernimmt in der weiteren Entwicklung wichtige induktive Funktionen im
ventralen Neuralrohr (Marti et al., 1995; Roelink et al., 1995; Fuccillo et al., 2006).
Die Determination der dorsalen Regionen des Neuralrohres erfolgt durch die
Ausschiittung von Signalmolekiilen der Tgf-13 Familie (engl. , Transforming growth
factor beta"“), ausgehend von der Epidermis und der sich bildenden Dachplatte (DP,
engl. ,roof plate“). Die dorsale DP und die ventrale BP sind zwei
Organisationzentren, die das Neuralrohr auf seiner gesamten Lange durchziehen.
Beide steuern durch die Ausschiittung von diffundierenden Proteinen
(Morphogene) die weitere Entwicklung der dorsalen (DP), intermedidren, und
ventralen (BP) Neuralregionen. Die von der DP und BP abgegebenen Morphogene
bilden entgegengesetzt wirkende Gradienten in dorso-ventraler Ausrichtung, und
induzieren die Expression spezifischer Transkriptionsfaktoren (TF) (Lee et al,
1999; Briscoe et al, 2001). Das Neuralrohr differenziert sich dadurch in
determinierte Areale, die sich von ventral nach dorsal in die Boden-, Basal-, Alar-
und Dachplatte einteilen lassen (Abb. 4 A) (Smits et al., 2006a; Smits et al., 2006b;
Sanes & Bao, 2009).
Die innerste Zellschicht in der Zentralregion des Neuralrohres, welche direkten
Kontakt zum Ventrikel hat, wird als ventrikuldare Zone (VZ) bezeichnet. Die Zellen
der VZ sind pluripotente neuronale Stammzellen, und sie sind die Vorlauferzellen
aller spateren Neuronen sowie Gliazellen. Sie haben eine hohe Proliferationsrate,
wobei sie sich symmetrisch und auch asymmetrisch teilen kénnen (Gotz et al,
2005). In den frithen Phasen der Gehirnentwicklung iiberwiegt die symmetrische
Zellteilung, bei der sich wiederum zwei mitotische Vorlauferzellen bilden, wahrend
in den spaten Phasen jeweils eine Vorgingerzelle und eine postmitotische
Tochterzelle entsteht (asymmetrische Zellteilung). Diese migriert zunachst in die
subventrikuldre Zone (SVZ) und schliefdlich in die Mantelzone (MZ), die aufderste
8
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Schicht des Neuralrohres. Wahrend der Migration iiber die SVZ in die MZ beginnen
die postmitotischen Zellen sich in ihre neuronalen Subtypen zu differenzieren

(Gilbert, 2006; Sanes et al., 2006).

1.4 Die Entwicklung dopaminerger Neuronen des Mittelhirns

Die Entwicklung von ausdifferenzierten und funktionellen dopaminergen
Neuronen aus neuronalen Vorlauferzellen ist ein schrittweiser Prozess, der von
extrinsischen und intrinsischen Signalen gesteuert wird. Die einzelnen Phasen
zeichnen sich durch die Expression von bestimmten Faktoren und Proteinen aus,
und werden in (1) Regionalisierung, (2) frithe und (3) spate Differenzierung
eingeteilt (Ang, 2006). Die Zellen des Mittelhirns werden unter dem Einfluss
zweier Organisationszentren (Kapitel 1.4.1. und 1.4.2.) zunachst in dopaminerge
Vorlauferzellen regional determiniert, bevor sie im weiteren Verlauf zu
funktionellen mDA Neuronen ausdifferenzieren (Kapitel 1.4.3. und 1.4.4.) (Ang,
2006; Prakash & Wurst, 2006a).

1.4.1.Die Bedeutung der Bedeutung der BP und des IsO fiir die
Entwicklung des ventralen Mittelhirns

Die Induktion und die Entwicklung von mDA Neuronen ist abhdngig von der
korrekten Entwicklung des ventralen Mittelhirns sowie der morphologischen
Grenze zwischen Mittel- und Hinterhirn. In diesen Bereichen befinden sich
wichtige Organisationszentren (BP und IsO, s.u.), welche die Entwicklung der mDA
Neuronen mafigeblich steuern (Burbach et al., 2003).

Die Bodenplatte des ventralen Neuralrohres (BP, Abb. 4 A, Kap. 1.3) wird zunachst
durch Shh von der ventral gelegenen Chorda dorsalis als ventrales
Organisationszentrum induziert (E7.0). Bei der Induktion der BP sind u.a. Gli2
(engl. ,GLI-Kruppel family member GLI2“) und Foxa2 (engl. ,Forkhead box A2*) als
nachgeschaltete Effektorproteine des Shh-Signalweges beteiligt (Sasaki et al,
1994; Roelink et al., 1995; Ding et al., 1998; Matise et al., 1998). Die BP ist nun als
ventrales Organisationszentrum etabliert und schiittet nun selbst das Morphogen
Shh aus (E8.0), wodurch sich ein Konzentrationsgradient bildet, auf den die

ventralen neuronalen Vorlauferzellen entlang des gesamten Neuralrohres
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reagieren (Echelard et al., 1993; Jessell, 2000; Placzek et al., 2005). Allerdings
unterscheiden sich die Zellen der BP im Mittelhirn in ihren morphologischen und
molekularen Eigenschaften von den tlbrigen Bereichen des sich entwickelnden
ZNS. Im Mittelhirn besitzen die Zellen der BP neurogene Aktivitit, d.h., dass aus
ihnen selbst neuronale Zellen hervorgehen, was ein besonderes
Alleinstellungsmerkmal des Mittelhirns ist (Placzek & Briscoe, 2005; Kittappa et
al., 2007; Ono et al,, 2007; Bonilla et al., 2008). Im Hinterhirn und Riickenmark
hingegen haben die Zellen der BP nur eine instruktive Funktion fiir die lateral der
BP liegenden neuronalen Vorlduferzellen, und aus ihnen selbst gehen keine
Neuronen hervor (Jessell, 2000). Nach der Induzierung der BP des Mittelhirns
muss die weitere Expression von Shh in diesem Bereich geblockt werden, damit
die Neurogenese der mDA Neuronen aus Zellen der BP stattfinden finden kann.
Das Glykoprotein Wntl (eng. ,Wingless-related MMTV integration site 1) und der
damit verbundene kanonische Wnt-Signalweg inhibieren dabei die Expression von
Shh im Mittelhirn, wodurch die Neurogenese der mDA Neuronen aus den Zellen
der BP initiiert wird. Die Inhibierung der Shh-Expression durch Wntl im
Mittelhirn ist somit ein entscheidender Aspekt fiir die neurogene Aktivitat der BP
und unterscheidet sich dadurch von der BP des Hinterhirns (Abb. 5 A) (Fasano et
al, 2009; Joksimovic et al., 2009; Tang et al., 2009; Tang et al, 2010). Fur die
Generierung der mDA Neuronen ist also zunachst die korrekte Etablierung der BP
durch Shh entscheidend, dessen Zellen anschlielend in dopaminerge
Vorlauferzellen spezifiziert werden.

Das zweite wichtige Organisationszentrum befindet sich im Bereich des Isthmus,
der morphologischen Grenze zwischen dem Mittel- und Hinterhirn (Abb. 5 B).
Dieses Isthmische Organisationszentrum (IsO) ist fiir die Entwicklung des
gesamten Mittel- und anterioren Hinterhirns, und somit auch der mDA Neuronen,
von entscheidender Bedeutung (Liu et al., 2001; Martinez-Barbera et al., 2001;
Prakash et al., 2004). Dies konnte z.B. gezeigt werden, indem Gewebe des IsO in
das Vorder- bzw. Zwischenhirn transplantiert wurde. Die Zellen in der Umgebung
des ektopischen IsO begannen daraufhin, ektopische Faktoren zu exprimieren und
Strukturen zu bilden, die fiir die MHG charakteristisch sind (Gardner et al., 1991;
Martinez et al., 1991; Bally-Cuif et al., 1992). Das IsO bildet sich bereits wahrend

der
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Abb. 5: Induktion der mDA Neuronen. A) Schematische Coronalansicht des Neuralrohres im
Mittel- und Hinterhirn. Die ventrale Bodenplatte (blau) wird zunichst durch den Shh-Signalweg
induziert. Die Shh- Expression im Hinterhirn wird aufrechterhalten und aus der BP gehen keine
Neuronen hervor. Im Mittelhirn hingegen wird Shh nach der Induktion der BP durch den
kanonischen Wnt-Signalweg inhibiert, was zur Neurogenese dopaminerger Neuronen aus Zellen
der BP fiihrt. B) Schematische Sagittalansicht des Neuralrohres eines Mausembryos am Tag E11.0
mit den Expressionsdomanen der wichtigsten Faktoren. Die mDA Neuronen (rot) werden durch
eine Kombination verschiedener Faktoren anterior der Mittel-Hinterhirn-Grenze (MHG) induziert:
Shh (blau) wird von der BP sezerniert, wahrend Fgf8 (lila) vom Isthmischen Organisationszentrum
der MHG exprimiert wird. Serotonerge Neuronen (Ser) liegen posterior der MHG und werden durch
die Faktoren Shh, Fgf8 und Fgf4 induziert. Die mDA und die serotonergen Neuronen sind durch die
MHG separiert. Die Expressionsdomanen der einzelnen Faktoren unterliegen einer transienten und
dynamischen Expression - die hier gezeigten Expressionen sind nur eine Momentaufnahme des
Embryonaltages E11.0; Tc = Telencephalon, Dc = Diencephalon, Teg = Tegmentum, Ms =
Mesencephalon, Mt = Metencephalon, Cb = Cerebellum, r2 - r5 = Rhombomere 2 - 5. Die
Abbildungen wurden entnommen und abgewandelt nach (Prakash & Wurst, 2004; Fasano & Studer,
2009).

Regionalisierungsphase des Neuralrohres (E7.5) durch komplexe Interaktionen
von Transkiptionsfaktoren (z.B. Otx2, Gbx2, Fgf4, Lmx1b, Wnt1, Fgf8, En1, Pax2)
(Wurst et al., 2001). Nach der neuronalen Induktion exprimiert der anteriore Teil
des Neuroektoderms Otx2 (engl. ,Orthodenticle homologue 2“), wahrend in der
posterioren Region Gbx2 (engl. ,Gastrulation brain homeobox 2“) gebildet wird.
Diese beiden TF inhibieren sich gegenseitig, und in dem Bereich, in dem ihre
Expressionsdomanen aufeinandertreffen, bildet sich die Mittel-Hinterhirn-Grenze
(MHG, Abb. 5 B) und das IsO wird unter dem Einfluss des axialen Mesoderms
induziert (Simeone, 2000; Liu & Joyner, 2001; Wurst & Bally-Cuif, 2001). Otx2 und
Gbx2 spezifizieren dabei vielmehr die Lage des IsO und sind nicht an dessen
Induktion beteiligt, denn in Abwesenheit beider TF werden spezifische Gene des
[sO exprimiert (Liu & Joyner, 2001). Ein Verlust von Otx2 bewirkt eine anteriore

Verschiebung der Gbx2 Expressionsdomane und folglich einen Verlust des Vorder-,
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Zwischen- und Mittelhirns. Dementsprechend entwickelt sich kein Hinterhirn,
wenn ein Verlust an Gbx2 Expression vorliegt (Acampora et al., 1995; Matsuo et al,,
1995; Wassarman et al., 1997; Millet et al,, 1999). Parallel zur Entstehung der
Otx2-Gbx2-Grenze wird Pax2 (engl. ,Paired box gene 2“) beiderseits dieser Grenze
exprimiert, wahrend der TF Lmx1b (engl. ,LIM homeodomain TF 1 beta“) anterior
des IsO gebildet. Daraufhin wird die Expression von En1 (engl. ,Engrailed 1“; E8.5)
und Wnt1 (E8.0) innerhalb der Pax2-Domane beiderseits der MHG initiiert. Ebenso
beginnt die Expression von Fgf8 (engl. ,Fibroblast growth factor 8“) in einem
schmalen Bereich posterior der MHG. Einen halben Tag spater startet in dem
gleichen Bereich die Expression von Pax5 sowie En2. Die Expression von Wntl
erstreckt sich bei E8.0 noch liber das gesamte d-v Mittelhirn, und begrenzt sich am
Embryonaltag E9.5 auf einen schmalen d-v Ring anterior der MHG sowie auf die DP
und BP des Mittelhirns (Joyner, 1996; Joyner et al, 2000; Smidt et al., 2000;
Prakash & Wurst, 2004).

Ein entscheidender Faktor fiir die Entwicklung des Mittel- und Hinterhirns ist Fgf8,
dessen Expression bei E8.5 im rostralen Mittelhirn initiiert wird und sich einen
Tag spater (E9.5) auf einen schmalen Streifen posterior der MHG beschrankt (Abb.
5 B) (Liu & Joyner, 2001; Wurst & Bally-Cuif, 2001). Bei einem Verlust der Fgf8
Expression ist die Funktion des IsO stark beeintrachtigt, da Gene des IsO wie Wnt1
und Gbx2 nicht langer exprimiert werden, und das Mittel- und Hinterhirn wird
nicht entwickelt (Chi et al, 2003; Prakash & Wurst, 2004). Durch
Transplantationsstudien im Vorderhirn konnte nachgewiesen werden, dass Fgf8
allein in der Lage ist, Faktoren des IsO sowie Strukturen des Mittel- und
Hinterhirns zu induzieren. (Crossley et al., 1996; Liu et al., 1999; Martinez et al,,
1999). Fgf8 wird daher als Haupteffektor des IsO angesehen, der fiir dessen
Bildung und Aufrechterhaltung von grofier Bedeutung ist. Ein Verlust der Wnt1-
Expression fiihrt zu einem schrittweisen Verlust der En1l und Fgf8 Expression,
wobei Bereiche des Mittel- und Hinterhirns degenerieren (McMahon et al., 1990;
Thomas et al., 1990; McMahon et al, 1992). Andererseits hat eine ektopische
Uberexpression von Wntl in der En1-Domine keinen Einfluss auf die Funktion des
[sO. Allerdings bewirkt diese ektopische Wnt1-Expression eine Vergrofierung der
dorsalen Regionen der MHG, bedingt durch eine Uberproliferation der
Vorlauferzellen (Panhuysen et al., 2004). Die Autoren folgerten daraus, dass Wnt1l
nicht an der Induktion, wohl aber an der Aufrechterhaltung des IsO entscheidend
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ist. Der TF Lmx1b kann bei E10.0 u.a. in der DP, BP und in der MHG detektiert
werden, wo eine fast vollstandige Koexpression mit Wntl vorliegt. Lmx1b kann
Wntl induzieren und ist fiir die Aufrechterhaltung der Wntl-Expression von
Bedeutung (Adams et al., 2000; Matsunaga et al,, 2002; Nakamura et al.,, 2005;
Chung et al., 2009). Bei einem Verlust der Lmx1b Expression wird kein Wnt1 und
Fgf8 mehr gebildet und Strukturen des Mittel- und Hinterhirns gehen verloren
(O'Hara et al., 2005; Guo et al., 2007).

Die Entwicklung des ventralen Mittelhirns ist also ein Resultat eines komplexen
molekularen Netzwerkes von TF (u.a. Otx2, Gbx2, Fgf8, Wnt1, Shh, Lmx1b). Ein
Verlust oder eine Deregulierung eines dieser Gene hat Auswirkungen auf die
Expression der anderen Gene und kann somit Missbildungen im Bereich des
Mittel- und Hinterhirns hervorrufen (Wurst & Bally-Cuif, 2001; Prakash & Wurst,
2004).

1.4.2.Induzierung des dopaminergen Areals und Determinierung
der mDA Vorliuferzellen

Die ausgeschiitteten Signalmolekiile Shh (von der BP) sowie Fgf8 (vom IsO) sind
fiir die Induzierung des dopaminergen Areals im ventralen Mittelhirn erforderlich,
und es konnte gezeigt werden, dass diese beiden Faktoren fiir die Induktion
ausreichend sind. Als Resultat bilden sich mDA Vorlauferzellen, die in a-p und d-v-
Achse regional determiniert sind. Weiterhin sind an diesem Prozess noch Wnt1
und Proteine der Tgf-f3 Familie beteiligt, die allein jedoch nicht ausreichen, um
mDA Neuronen zu induzieren (Hynes et al, 1995a; Ye et al,, 1998; Farkas et al,,
2003; Prakash et al, 2006). Durch Shh und Fgf8 wird eine zeitlich geordnete
Expression von intrinsischen Faktoren in Gang gesetzt, die z.B. die Proliferation
und die Inhibierung alternativer Entwicklungsprozesse steuern. Die Expression
von Otx2, En1/2 sowie Lmx1b kann bereits in den Vorlauferzellen der VZ bei E8.5
detektiert werden (Ang et al, 1994; Smidt et al., 2000), wobei diese Faktoren
bereits fiir die Etablierung des Mittelhirnbereichs von Relevanz sind. Im gleichen
Zeitraum wird die Expression von Lmx1a (engl. ,LIM homeodomain TF 1 alpha“)
und Msx1/2 (engl. ,Muscle segment homeobox 1/2“) in Vorlauferzellen der mDA
Neuronen initiiert, bevor Ngn2 (engl. ,Neurogenin 2“) detektiert werden kann und

somit die Neurogenese initiiert wird (Failli et al., 2002; Andersson et al., 2006). Im
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Gegensatz zu Msx1/2, die nur in den mitotischen Vorlauferzellen in der VZ
exprimiert werden, wird Lmx1a auch in postmitotischen Neuronen wahrend der
folgenden Differenzierung exprimiert. Es konnte gezeigt werden, dass Lmxla
erforderlich und ausreichend ist, die Bildung mDA Neuronen zu induzieren,
wahrend Msx1/2 dazu nicht in der Lage sind (Andersson et al,, 2006; Lin et al,,
2009; Nakatani et al, 2010). Durch Analysen in Hiihnerembryonen wurde
herausgefunden, dass Shh die Expression von Lmx1la induzieren kann, wodurch
Msx1/2 aktiviert werden (Andersson et al, 2006). Allerdings sind weitere
Faktoren bei dieser Induktion von Lmx1la, wie z.B. Foxal/2 involviert, da ein
spezifischer Verlust von Shh in der BP keine Auswirkung auf die Anzahl Lmx1a-
positiver Zellen hat (Lin et al.,, 2009; Mavromatakis et al., 2011). Lmx1a induziert
Msx1/2, die wiederum die nachfolgende Expression von Ngn2 bei E10.5 aktivieren
und somit die Initiation der Neurogenese dopaminerger Neuronen starten (Abb. 6
und 7 D). Gleichzeitig bewirken Msx1/2 eine Inhibierung von Nkx6.1 (engl. ,NK6
homeobox 1“), einem TF, der die Bildung benachbarter Neuronenpopulationen (z.B.
glutamaterge Neuronen) begiinstigt. Dadurch wird das dopaminerge Feld gegen
die lateralen neuronalen Domédnen abgegrenzt (Andersson et al., 2006; Ang, 2006;
Kele et al,, 2006). Das Enzym Aldhlal (engl. ,Aldehyde dehydrogenase family 1,
subfamily A1“ auch bekannt als AHD2Z und Raldhl) wandelt Retinaldehyd
(Retinol) in Retinolsdaure (RS) um, und kann in proliferierenden Zellen der
ventrikuldaren Zone (VZ) am Tag E9.5 detektiert werden. Wahrend der spateren
Entwicklung ist Aldh1lal auch in postmitotischen mDA Neuronen exprimiert und
zeigt eine Koexpression mit TH. Es wird vermutet, dass Aldhlal und die
synthetisierte Retinolsdure wahrend der folgenden Differenzierung und
Aufrechterhaltung der mDA Neuronen von Bedeutung sind (McCaffery et al., 1994;
Haselbeck et al., 1999; Wallén et al., 1999; Wallen et al, 2001; Maden, 2007;
Anderson et al., 2011; Jacobs et al., 2011).
Bei Mausen mit einem Verlust des Wntl Gens liegt eine starke Reduzierung
dopaminerger Neuronen bei gleichzeitiger Unterentwicklung des Mittel- und
Hinterhirns vor (Prakash et al, 2006). Wntl beeinflusst die Neurogenese der
dopaminergen Neuronen dabei in zweierlei Weise: Einerseits ist die Expression
von Wntl fiir die Aufrechterhaltung der Otx2- und En1-Expression zwischen E9.5
- E11.5 erforderlich und stabilisiert somit das Gebiet des ventralen Mittelhirns
(Danielian et al., 1996; Puelles et al., 2004; Prakash et al., 2006; Prakash & Wurst,
14
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2006a; Prakash et al,, 2006b). Andererseits wird Wnt1 zwischen E11.5 und E12.5
fir die geordnete Differenzierung dopaminerger Neuronen bendtigt — bei einem
Verlust von Wntl werden zundchst dopaminerge Neuronen gebildet, die sich aber
nicht weiter differenzieren und letztlich absterben. In vitro Analysen haben auch
gezeigt, dass ektopische mDA Neuronen nur durch ein Zusammenspiel von Shh,
Fgf8 und Wntl entstehen kénnen (Prakash et al,, 2006; Prakash & Wurst, 2006a;
Prakash & Wurst, 2006b).
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Abb.6: Uberblick iiber die =zeitliche Expression Faktoren, die fiir die Induktion und
Differenzierung der mDA Neuronen relevant sind. Die obere Zeitleiste illustriert die
Embryonaltage, beginnend mit der Neurulation bei E8.0 und endend am Tag E13.0, wenn der
Grofdteil mDA Neuronen gebildet wurde. Die farblichen Balken stellen den jeweiligen Startpunkt
und Dauer der Expression der Faktoren und Enzyme dar. Durchgehende Balken stehen fiir
Faktoren, die fiir die mDA Entwicklung notwendig sind. Die Pfeile sagen aus, dass der
entsprechende Faktor bzw. Enzym auch nach E13.0 exprimiert wird. Die gepunkteten Linien
stehen fiir Faktoren, fiir die noch keine direkte Notwendigkeit fiir die mDA Entwicklung
nachgewiesen wurde, bzw. dass ein Verlust dieses Faktors/ Enzyms keine Beeintrichtigung der
mDA Neuronen nach sich zieht. Die Faktoren und molekularen Mechanismen, welche die
Spezifizierung der mDA Neuronen steuern, sind noch unklar (Fragezeichen). Die Abbildung wurde
entnommen und abgewandelt nach (Wallen & Perlmann, 2003; Prakash & Wurst, 2006a)

Die beiden redundanten Engrailed-Faktoren (En1/2) werden bereits wiahrend der
Regionalisierung des Mittelhirns auf beiden Seiten der MHG exprimiert (E8.5), und
sie sind fiir die Aufrechterhaltung des IsO und somit auch fiir die Entstehung der
mDA von Bedeutung (Danielian & McMahon, 1996; Scholpp et al., 2003). Wahrend
einer zweiten Expressionsphase werden sie in mDA Neuronen gebildet (E11.0)
und beeinflussen mafdgeblich das Uberleben der dopaminergen Neuronen (Simon
et al.,, 2001; Wallen & Perlmann, 2003; Alvarez-Fischer et al., 2011; Alves dos
Santos et al,, 2011). In Mausmutanten mit En1/2 Defekten werden mDA Neuronen
zundchst gebildet, gehen aber zwischen E12.0 und E14.0 verloren, was dem

Zeitpunkt entspricht, in dem En1/2 in mDA Neuronen normalerweise exprimiert
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werden (Simon et al., 2001; Albéri et al., 2004). Bei Mausmutanten mit einem
intakten Allel (En1+/;En2-/-) sind keine Defekte bis zur Geburt festzustellen. Nach
der Geburt jedoch beginnen die Neuronen der SN zu degenerieren, woraus
gefolgert wurde, dass die beiden Engrailed-Gene fiir das Uberleben der mDA
Neuronen von Bedeutung sind (Sgado et al., 2006).

Ngn2 zahlt zu den proneuralen Genen mit einer bHLH Doméne (engl. ,Basic-helix-
loop-helix“) und wird am Embryonaltag E10.5 in mDA Vorlauferzellen der VZ
exprimiert, nachdem Ngn2 durch Lmx1a, Foxa2 und Msx1 aktiviert wurde. Die
weitere Expression beschrankt sich auf die Vorlauferzellen der VZ und
subventrikuldren Zone (SVZ), und Ngn2 wird in ausdifferenzierten mDA der
Mantelzone nicht mehr exprimiert (Kele et al., 2006; Andersson et al., 2006a). Bei
einem Verlust der Ngn2 Expression werden zunidchst mDA Vorlauferzellen
gebildet, die aber keine Differenzierung bei E11.5 aufweisen und folglich zu einer
Reduzierung der mDA Neuronen fiihrt. Zwei Tage spater jedoch (E13.5) sind
wieder differenzierende dopaminerge Neuronen erkennbar, was durch die
kompensierende Funktion eines weiteren bHLH- Gens, Mashl (=Ascll; engl.

L2Achaete-scute complex homolog 1“) erklart wird (Kele et al., 2006).

1.4.3.Friihe Differenzierung dopaminerger Neuronen

Die mDA Neuronen der Maus entwickeln sich aus der VZ der Bodenplatte iiber
einen Zeitraum von drei bis vier Tagen (E10.5 - E14.5), wobei die Neuronen
kontinuierlich gebildet werden (Di Porzio et al, 1990; Bayer et al., 1995a).
Ausgehend von der VZ migrieren die postmitotischen mDA Neuronen wahrend der
frihen Differenzierung ventral iiber die SVZ in die Mantelzone entlang der Fasern
radialer Gliazellen (Abb. 7D). Von dort aus migrieren sie in der spiten
Differenzierungsphase weiter nach lateral entlang tangential angeordneter
Nervenfasern (Kawano et al,, 1995; Ohyama et al., 1998; Vitalis et al., 2005).

Wahrend der Induzierung und Determinierung der mDA Neuronen befinden sich
die Vorlauferzellen in der VZ und zeichnen sich durch eine hohe Zellteilungsrate
aus. In der Maus konnte gezeigt werden, dass diese Vorlauferzellen den Zellzyklus
zwischen E9.5 und E13.5 verlassen, in die SVZ wandern und die Differenzierung
initiieren (Bayer et al., 1995b). In den Vorlduferzellen wird dabei Sox2 herunter

reguliert (engl. ,SRY-box containing gene 2“), ein Faktor fiir die Aufrechterhaltung
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der Proliferation, wahrend allgemeine neuronale Marker wie z.B. f3III-tubulin
(auch bekannt als TuJ1) hochreguliert werden (Abb. 7A-C). Die ersten
postmitotischen, unreifen mDA Neuronen kénnen bereits am Embryonaltag E10.5
detektiert werden, und sie zeichnen sich dabei durch die Expression von Aldhlal
sowie Nurrl (=Nr4a2, engl. ,Nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2“) aus.
Weiterhin werden auch die zuvor induzierten intrinsischen Faktoren wie z.B.
Ngn2, Enl1/2, Lmxla/b und Foxa2 exprimiert (Zetterstrom et al, 1996;
Zetterstrom et al., 1997; Simon et al.,, 2001; Albéri et al.,, 2004; Perlmann et al,,
2004; Ferri et al., 2007).
Nurrl ist ein Kernrezeptor mit entscheidender Bedeutung fiir die
Aufrechterhaltung der sich entwickelnden mDA Neuronen sowie fiir die
Etablierung des dopaminergen Neurotransmitter-Phanotyps. Die Expression von
Nurrl in unreifen mDA Neuronen beginnt am Tag E10.5 und kann in diesen Zellen
auch bei adulten Tieren detektiert werden. Aufierhalb der dopaminergen
Neuronen ist Nurrl auch in anderen Regionen des ZNS exprimiert, wie z.B. im
Kortex, Hippocampus, Thalamus und dem Riickenmark (Zetterstrom et al., 1996;
Zetterstrom et al., 1997; Perlmann & Wallen-Mackenzie, 2004). Bei einem Verlust
an Nurrl werden zunidchst unreife dopaminerge Neuronen gebildet (Enl/2+,
Lmx1b+, und Foxa2+), welche jedoch Migrationsdefekte aufweisen und im
spateren Verlauf der Entwicklung nicht mehr nachweisbar sind (Wallén et al.,
1999; Tornqvist et al, 2002). Aus den zundchst gebildeten unreifen mDA
Neuronen gehen keine funktionellen ausgereiften mDA Neuronen hervor. So kann
keine Expression von TH (Tyrosinhydroxylase), VMAT2 (vesikuldrer
Monoamintransporter 2, auch bekannt als Slc18a2) sowie DAT
(Dopamintransporter) detektiert werden (Saucedo-Cardenas et al.,, 1998; Wallén
et al.,, 1999; Smits et al., 2003). Diese Proteine sind fiir die korrekte Synthese des
Neurotransmitters Dopamin sowie fiir die generelle Funktion dopaminerger
Neuronen unerlésslich. Interessanterweise wird bei diesen Nurrl-/- Mdusen Pitx3
(s.u.) zundchst exprimiert, ein Transkriptionsfaktor, der spezifisch in ausgereiften
mDA Neuronen exprimiert wird (Saucedo-Cardenas et al., 1998). Diesbeziiglich
wurde schon langer davon ausgegangen, dass es mehrere parallele Signalwege
gibt, die unabhangig voneinander die korrekte Entwicklung der mDA Neuronen
regulieren (Lmx1b, En1/2, Nurrl) (Burbach et al., 2003; Wallen & Perlmann, 2003;
Vitalis et al,, 2005; Chung et al.,, 2009). Inzwischen ist das Modell fiir die Funktion
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Abb. 7: Ubersicht iiber die Entwicklung der mDA Neuronen. A-C) Induzierung, Spezifizierung und
Differenzierung. A) Wahrend der Induzierung wird das mDA Areal durch Shh (blau, sezerniert von
der Chorda Dorsalis und BP) und Fgf8 (lila, MHG) innerhalb der Otx2-Doméne regionalisiert. B)
Schematische coronale Darstellung des ventralen Mittelhirns. Der graue Bereich stellt die
ventrikuldre Zone (VZ) dar, in der mDA Neuronen geboren werden und mitotisch aktiv sind. Die
Spezifizierung findet innerhalb der VZ statt, in dessen Folge die mDA Vorlauferzellen den
Zellzyklus verlassen und als postmitotische unreife mDA Neuronen in die Subventrikuldre Zone
(gelb, SVZ) migrieren und u.a. TuJl und Nurrl exprimieren. C) Wihrend der folgenden
Differenzierung wandern die mDA Neuronen weiter nach ventral in die Mantelzone (MZ, rot) und
exprimieren TH und Pitx3. Dabei ist auffillig, dass im medialen Bereich (das spatere VTA) zuerst
TH und danach Pitx3 exprimiert wird. Im lateralen Bereich (die spatere SN) wird zunachst Pitx3
und dann TH gebildet. D) mDA Neuronen migrieren wahrend der Neurogenese von der VZ iiber
die SVZ in die MZ. Dabei migrieren sie zunachst entlang radialer Gliazellen nach ventral, um dann
entlang tangentialer Nervenfasern nach lateral in die SN zu wandern. E) Die Entwicklung der mDA
Neuronen wird durch den Shh- und den kanonischen Wnt-Signalweg gesteuert. Dabei interagieren
diese Signalwege wahrend drei Phasen der mDA Neurogenese: 1) Ventralisierung und Inhibierung
benachbarter Neuronenpopulationen, 2) Neurogenese, 3) mDA Phianotyp. Pfeile stehen fiir
positive Regulierung und -| steht fiir Inhibierung. Durchgehende Linien = direkte Regulierung,
gepunktete Linien stehen fiir Interaktionen, fiir die bisher noch keine direkte Regulierung
nachgewiesen werden konnte. Die Abbildungen wurden entnommen und abgewandelt nach
(Vitalis et al., 2005; Gale et al., 2008; Chung et al., 2009; Jacobs et al., 2009a; Jacobs et al., 2009b)

von Nurrl wahrend der dopaminergen Neurogenese relativ gut verstanden.
Demnach reguliert Nurrl die Aktivierung der Gene, die fiir die Synthese und den
Metabolismus der dopaminergen Neuronen erforderlich sind, wie TH, AADC,
VMAT2, DAT, D2R (Dopaminrezeptor D2). Weiterhin steuert Nurrl die spate
Differenzierung (Dlk1, Aldhlal), das axonale Wachstum (Klhl1, Ptpru) sowie die
Aufrechterhaltung adulter dopaminerger Neuronen (Ret, BDNF, GDNF). Bei vielen

dieser Prozesse ist der Transkriptionsfaktor Pitx3 involviert, und reguliert die
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genannten Prozesse in Kooperation mit Nurrl (Cazorla et al., 2000; Jacobs et al,,

2009a; Jacobs et al.,, 2009b; Kadkhodaei et al., 2009).

1.4.4.Spadte Differenzierung dopaminerger Neuronen

In der spiaten Phase der dopaminergen Differenzierung wandern die
postmitotischen, unreifen Zellen weiter aus der SVZ in die Mantelzone und
behalten die Expression von Lmx1a/b, Nurrl, En1/2 und Foxa2 bei, wahrend kein
Ngn2 Protein mehr gebildet wird (Ang, 2006). Die ersten ausgereiften mDA
Neuronen kénnen am Tag E11.5 aufgrund der Expression von TH und Pitx3 (engl.
»Paired-like homeodomain transcription factor 3“) in der Mantelzone detektiert
werden (Abb. 7C). Eine Koexpression von TH und Pitx3 ist ein spezifisches
Charakteristikum fiir adulte mDA Neuronen, da Pitx3 nur in diesen Neuronen
gebildet wird (Smidt et al, 1997). Basierend auf der zeitlichen und raumlichen
Expression von TH und Pitx3 lassen sich wahrend frither Entwicklungsphasen
bereits die Subpopulationen der mDA Neuronen unterscheiden. Die dorsomedial
gelegenen mDA Neuronen der MZ exprimieren zunachst TH und daraufhin Pitx3,
und aus diesen Zellen bildet sich das ventrale tegmentale Areal (VTA). Die
Substantia nigra (SN) entwickelt sich aus den ventrolateralen Neuronen des mDA
Areals, deren Vorlduferzellen zuerst Pitx3 bilden, bevor eine Expression von TH
detektiert werden kann (Maxwell et al., 2005a). Interessanterweise sind bei einem
Verlust der Pitx3 Expression hauptsdchlich die dopaminergen Neuronen der SN
betroffen, wahrend das VTA nur leichte Defekte aufweist (Nunes et al., 2003; van
den Munckhof et al., 2003; Smidt et al., 2004a). Auf den Transkriptionsfaktor Pitx3
wird in Kapitel 1.5. ndher eingegangen.

Neben Nurrl ist fiir die Aufrechterhaltung adulter mDA Neuronen ebenfalls der
bereits erwdhnte TF Lmx1b von Bedeutung. Bei einem Verlust der Lmxlb
Expression konnen zunachst ausgereifte TH- und Nurrl-positiven mDA Neuronen
an E12.5 detektiert werden, deren Expression bei E16.5 jedoch nicht mehr
nachweisbar ist. Interessanterweise wird bei einem Verlust von Lmx1b kein Pitx3-
Protein gebildet, obwohl ausgereifte TH-positive mDA Neuronen vorhanden sind
(Smidt et al, 2000). Hierzu wurde ein Modell vorgeschlagen, demzufolge
mindestens zwei voneinander unabhingige Signalwege fiir die Differenzierung der

mDA Neuronen existieren, die durch Lmx1b und Nurr1 reguliert werden (Wallen &
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Perlmann, 2003; Vitalis et al., 2005). Durch einen Verlust der Nurrl Expression
kann Pitx3 zunachst detektiert werden, wobei jedoch kein TH gebildet wird. Bei
einem Verlust von Lmx1b konnen Nurrl und TH zunachst detektiert werden,
wobei jedoch kein Pitx3 gebildet wird. Die Expression von Lmx1lb ist bei
Mausmutanten mit einem Verlust an Nurrl- bzw. Pitx3-Epxression unverdndert

(Wallen & Perlmann, 2003).

1.5 Pitx3

Der Transkriptionsfaktor ,Paired-like homeodomain TF 3“ (Pitx3, auch ,Pituitary
homeobox 3“) gehort zu der Familie der ,Bicoid-realted = Homeodomain“
Transkriptionsfaktoren und wird mit den paralogen Pitx1 und Pitx2 in der
,Rieg/Pitx Homeobox“ Unterfamilie zusammengefasst (Gage et al., 1999; Li et al,,
2009). Pitx1 und Pitx2 sind wahrend der Neurogenese im Auge und in der
Hypophyse (engl. ,pituitary gland“) exprimiert, wo sie an deren Entwicklung und
Funktion beteiligt sind (Lamonerie et al., 1996; Gage et al., 1997; Gage & Suh..,,
1999). Das Pitx3 Gen der Maus (1379 bp) liegt auf dem Chromosom 19 und kodiert
fiir ein 302 Aminosduren umfassendes Protein, welches eine Homeodomane (auch
Homeobox genannt) und eine OAR-Sequenz besitzt. Die Homeodomane ist fiir die
DNA-Bindung von Bedeutung, und es sind auch Proteininteraktionen bekannt,
wahrend die OAR-Sequenz von Pitx3 wahrscheinlich an Proteininteraktionen
sowie an Transaktivierungsprozessen wahrend der Transkription beteiligt ist
(Hanes et al., 1989; Gehring et al., 1994; Wolberger, 1996; Semina et al., 1997; Gage
& Suh.., 1999; Li et al, 2009). Pitx3 zeigt wahrend der Entwicklung eine
spezifische Expression in den sich entwickelnden sowie ausgereiften mDA
Neuronen. In parkinsonschen Tiermodellen und bei Parkinsonpatienten selbst ist
die Anzahl der Pitx3-positiven mDA Neuronen reduziert (de Mena et al,, 2010; Guo
et al., 2011; Haubenberger et al, 2011; Le et al, 2011). Bei der natiirlich
vorkommenden aphakia-Mausmutante liegt ein Gendefekt in der Pitx3-
Promotorregion vor und es kann folglich kein Pitx3 Protein gebildet werden
(Pitx3/-)(Varnum et al.,, 1968; Semina et al., 2000). Bei diesen Mutanten sind die
dopaminergen Neuronen der SN drastisch reduziert und exprimieren kein TH, was
die Wichtigkeit von Pitx3 wahrend der Entwicklung auf Aufrechterhaltung

dopaminerger Neuronen nahelegt (Varnum & Stevens, 1968; Semina et al., 1997;
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Smidt et al,, 1997; Semina et al., 2000; Ardayfio et al., 2008; Fuchs et al.,, 2009; Li et
al,, 2009).

1.5.1.Die Expression von Pitx3

In der Maus wird der TF Pitx3 in Muskeln, im Auge sowie im ventralen Mittelhirn
exprimiert. In den Muskeln wird Pitx3 wahrend der Myoblastendifferenzierung
sowie in ausdifferenzierten Muskelzellen exprimiert, und es wird angenommen,
dass Pitx3 und Pitx2 an der Differenzierung und Aufrechterhaltung von
Muskelzellen beteiligt sind (L'Honore et al, 2007). Wahrend der
Augenentwicklung wird Pitx3 in der Augenlinse und im Augenmesenchym
exprimiert, wahrend es spater nur noch im Linsenepithel detektiert werden kann.
Ein Verlust der Pitx3-Expression fiihrt zu einer reduzierten Proliferation der
Vorlauferzellen sowie einer vorzeitigen und deregulierten Differenzierung,
wodurch die Augen unterentwickelt sind und sich keine Augenlinsen ausbilden
(Grimm et al., 1998; Ho et al., 2009; Medina-Martinez et al., 2009).

In dopaminergen Neuronen des ventralen Mittelhirns der Maus wird Pitx3 am
Embryonaltag E11.0 - E11.5 in postmitotischen dopaminergen Neuronen der
Mantelzone exprimiert, und kann auch im adulten Gehirn in der SN und im VTA
detektiert werden (Smidt et al, 1997). Pitx3 ist der einzige bekannte
Transkriptionsfaktor, der nur in dopaminergen Neuronen des Mittelhirns (mDA
Neuronen) gebildet wird, und dort eine fast vollstdndige Koexpression mit TH
aufweist. In anderen dopaminergen Neuronen wird Pitx3 hingegen nicht
exprimiert (Smidt et al., 1997; Zhao et al., 2004; Maxwell et al., 2005b). Durch das
zeitliche Expressionsprofil von TH und Pitx3 konnen bereits bei E12.0 die
Subpopulation der mDA Neuronen, die SN und die VTA, unterschieden werden

(Kap. 1.4.4).

1.5.2.Die Funktion von Pitx3 wahrend der Embryonalentwicklung

Aufgrund der Pitx3-positiven und TH-negativen Neuronen im ventrolateralen
Bereich wurde angenommen, dass Pitx3 die Expression von TH reguliert, und es
konnte in vitro nachgewiesen werden, dass Pitx3 die TH Promotor aktivieren kann

(Cazorla et al., 2000; Lebel et al,, 2001; Messmer et al., 2007). Weiterhin konnte
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gezeigt werden, dass Pitx3 die Expression von VMAT2 (Vesikuldrer
Monoamintransporter 2) und sowie den Dopamintransporter (DAT) regulieren
kann, beides wichtige Komponenten fiir die Dopaminspeicherung und -
wiederaufnahme an der Synapse (Hwang et al., 2009). Bei dieser Regulation liegt
jedoch eine enge Kooperation mit Nurrl vor (Cazorla et al.,, 2000; Jacobs et al,,
2009a). Bei Analysen der aphakia-Mausmutanten hat sich herausgestellt, dass
mDA Neuronen gebildet werden konnen, die TH, VMAT2 und DAT exprimieren.
Allerdings werden ab dem Tag E12.5 die ventrolateralen TH-positiven mDA
Neuronen nicht gebildet, wahrend die Neuronen der VTA TH-positive Zellen in
leicht reduzierter Zahl exprimieren (Nunes et al., 2003; van den Munckhof et al,,
2003; Smidt et al., 2004b). In der adulten aphakia-Mutante sind die Defekte klarer
ausgebildet, wobei die dopaminergen Neuronen der SN nicht detektierbar sind,
und eine leichte Reduzierung TH-positiver Zellen im VTA nachgewiesen werden
konnte (Hwang et al, 2003; Nunes et al, 2003; Maxwell et al, 2005a).
Konsequenterweise ist das dorsale Striatum als Innervationsgebiet der SN
betroffen und es kann kein TH detektiert werden, wodurch die aphakia Maus als
Modell fiir die Parkinsonsche Krankheit angesehen wird (Singh et al., 2007;
Ardayfio et al., 2008). Die Bewegungsdefizite der aphakia Mutanten kénnen durch
eine Applikation von L-DOPA in das Striatum wieder ausgeglichen werden (Nunes
et al., 2003; van den Munckhof et al., 2003; Smidt et al., 2004a). Interessanterweise
sind die TH-positiven Zellen der VTA nur leicht reduziert und exprimieren die
charakteristischen dopaminergen Neurotransmitter  wie z.B. den
Dopamintransporter (DAT) und -rezeptor (D2R). Die Griinde fiir diesen selektiven
Verlust der SN bei einem nur leicht beeintrachtigten VTA sind dabei noch nicht
genau verstanden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Pitx3 und Nurrl die
gleichen Promotorregionen verschiedener Gene regulieren (TH, DAT, Vmat2),
welche bei der aphakia Maus vor allem in der SN verlorengehen, und dass die
Kooperation von Pitx3 und Nurrl fiir die Auspragung des dopaminergen
Phanotyps notwendig ist (Cazorla et al, 2000; Jacobs et al, 2009a). Diese
kooperative Regulation von Pitx3 und Nurrl beruht dabei auf einer Interaktion
von Pitx3 mit einem Korepressorkomplex (SMRT, engl. ,silencing mediator of
retinoic acid and thyroid hormone receptor”), der Nurrl in Abwesenheit von Pitx3
repremiert. In Anwesenheit von Pitx3 wird diese Inhibierung von Nurrl
aufgehoben und die Transkription der Nurrl-Zielgene aktiviert (Jacobs et al,
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2009b). Eine Kooperation zwischen Nurrl und Pitx3 in mDA Neuronen konnte
ebenfalls bei mDA Neuronen des Menschen nachgewiesen werden (Martinat et al.,
2006). Durch in vitro Studien konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression
von Pitx3 die Differenzierung und Zellmorphologie beeinflusst, aber zu keiner
erhohten Anzahl TH-positiver Neuronen beitrdgt (Roybon et al, 2008). Bisher
konnten diese Daten nicht in vivo verifiziert werden. Die neurotrophischen
Faktoren BDNF (engl. ,Brain-derived neurotrophic factor) und GDNF (engl. ,Glia
cell line-derived neurotrophic factor) regulieren die Differenzierung,
Aufrechterhaltung und das Uberleben von mDA Neuronen (Lin et al., 1993;
Seroogy et al., 1994). Sowohl in vitro als auch in vivo wurde gezeigt, dass Pitx3 an
deren Regulation beteiligt ist (Peng et al., 2007; Yang et al., 2008; Peng et al,,
2011). Allerdings ist auch bekannt, dass Nurrl an der Regulierung von GDNF und
BDNF beteiligt ist (Zetterstrom et al., 1997; Volpicelli et al., 2007).
Das Enzym Aldhlal synthetisiert Retinolsdure (RS) und wird u.a. in mDA
Neuronen exprimiert. Pitx3 ist in der Lage, den Aldhlal Promotor zu aktivieren,
und in vitro konnte eine Erhohung Aldhlal-positiven Zellen durch eine
Uberexpression von Pitx3 nachgewiesen werden. Der Phidnotyp der aphakia-
Mausmutante konnte teilweise durch ektopische RS kompensiert werden, und es
wird vermutet, dass ein RS-abhédngiger und ein RS-unabhangiger Signalweg fiir die
spate Differenzierung mDA Neuronen existiert, der unter dem Einfluss von Pitx3
steht. Hierbei ist jedoch anzumerken, dass Nurrl ebenfalls in der Lage ist, Aldhlal
zu aktivieren und somit in Kooperation mit Pitx3 dessen Expression reguliert
(Chung et al., 2005; Jacobs et al., 2007; Jacobs et al., 2009a; Jacobs et al.,, 2011). Die
microRNA 133b (miR-133b) kann im ventralen Mittelhirn detektiert werden und
ist bei Parkinson Patienten und in der aphakia-Mausmutante signifikant reduziert.
Pitx3 kann den miR-133b Promotor aktivieren und die Expression von miR-133b
hochregulieren. Pitx3 wiederum besitzt eine Bindungssequenz fiir miR-133b, und
es wurde gefolgert, dass zwischen Pitx3 und miR-133b eine negative
Riickkopplung besteht (Kim et al., 2007; de Mena et al., 2010; Mouradian, 2012). In
der miR-133b Knockout-Maus wurde jedoch gezeigt, dass die Expression von Pitx3
bei einem Verlust von miR-133b nicht beeintrachtigt ist. Die miR-133b
Mausmutanten zeigen keine Verdnderungen des mDA Systems, sodass miR-133b
keine signifikante Bedeutung bei der dopaminergen Entwicklung in vivo hat (Heyer
etal., 2012).
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1.6 Das Cre-LoxP-System

Fir eine zeitlich und raumlich kontrollierte Aktivierung oder Inaktivierung von
Genen hat sich das Cre-LoxP-System in der Maus als zuverldssige Methodik
etabliert. Dabei wird eine gefloxte transgene Mauslinie mit einer transgenen Cre-
Mauslinie verpaart, um durch chromosomale Rekombination Verdanderungen
(Deletion, Insertion, Verdopplung, Inversion, Translokation) in einer gewiinschten
DNA-Region zu erzielen (Gu et al., 1994; Lewandoski, 2001; Mansouri, 2001; Brault
et al.,, 2007; Gavériaux-Ruff et al,, 2007). Eine LoxP-Sequenz (engl. ,Locus of X-over
P1“) besteht aus einer Zentralsequenz aus acht Basenpaaren, die von zwei
palindromischen Sequenzen flankiert wird. Je nach Lage und Orientierung der zwei
LoxP-Sequenzen zueinander konnen DNA-Sequenzen herausgeschnitten,
gespiegelt, oder auch grofdere Chromosomentranslokationen herbeigefiihrt
werden (Ramirez-Solis et al., 1995; Metzger et al., 1999). Eine DNA-Sequenz, die
zwischen zwei LoxP-Sequenzen mit gleicher Orientierung liegt, wird als ,gefloxt”
bezeichnet, und wird bei einer Cre-vermittelten Rekombination aus dem
Chromosom herausgeschnitten. Die Rekombination ist ein molekulargenetischer
Prozess aller Organismen, bei dem Rekombinasen eine Spaltung und
Neuverkniipfung von DNA-Sequenzen katalysieren. Die Cre-Rekombinase (engl.
»Cyclization recombination“) stammt urspriinglich aus dem Bakteriophagen P1 und
vermittelt die Rekombination zwischen zwei LoxP-Sequenzen in vivo und in vitro
unabhingig von der Prasenz von molekularen Kofaktoren (Sternberg et al., 1981;
Sauer et al., 1988; Nagy, 2000). Fiir eine gewebsspezifische Rekombination ist eine
transgene Cre-Linie erforderlich, bei der die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle
eines bestimmten Genpromotors steht. Der Promotor bestimmt dabei die
rdumliche und zeitliche Aktvierung der Cre-Rekombination, abhdngig vom
Zeitpunkt und von den Zelltypen, in denen das Gen exprimiert wird. Durch die
Verwendung einer induzierbaren Cre-Linie kann man zusatzlich den Zeitpunkt der
Rekombination genau bestimmen. Es handelt sich dabei um eine Fusion aus der
Cre-Rekombinase und einer mutierten Liganden-Bindungsdomdne von
Steroidrezeptoren (z.B. des Ostrogenrezeptors), die keine Affinitit zum endogenen
Liganden (z.B. Ostradiol) besitzen und zunichst inaktiv sind. Nach Verabreichung

eines synthetischen Liganden (z.B. Tamoxifen) wird die mutierte Cre-Rekombinase
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aktiviert, wodurch eine zeitliche und gewebsspezifische Rekombination erzielt
werden kann (Feil et al,, 1996; Danielian et al., 1998; Sauer, 1998; Hayashi et al,,
2002; Brault et al., 2007). Um eine spezifische Inaktivierung oder Uberexpression
von Genen in der Maus zu erreichen, werden Tiere der gefloxten Mauslinie mit
Tieren der (induzierbaren) Cre-Mauslinie verpaart, wodurch doppeltransgene
Nachkommen entstehen, die den gewiinschten Genotyp tragen.

In der vorliegenden Arbeit wurden transgene, gefloxte Mauslinien verwendet, die
in unserem Labor mit dem Ziel einer konditionalen Uberexpression von Pitx3
hergestellt wurde (Kap. 5.3.1). Das Transgen beinhaltet dabei eine von zwei LoxP-
Sequenzen flankierte eGFP-Stopcodon-Sequenz, gefolgt von der zu
liberexprimierenden cDNA Sequenz (Pitx3, Lmx1a, Lmx1b), und einer IRES-LacZ-
Kassette. Das gesamte Konstrukt steht dabei unter der Kontrolle eines starken
Promotors. Durch eine Verpaarung dieser transgenen Tiere mit verschiedenen
Cre-Mdusen (Shh-Cre, Foxa2-Cre, Wnt1-Cre, Enl1-Cre) wird die gefloxte eGFP-
Stopcodon-Sequenz  mittels Rekombination herausgeschnitten und die
Uberexpression von Pitx3 (oder Lmx1a, Lmx1b) unter der Kontrolle der jeweiligen

Cre-Promotoren initiiert.
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1.7 Zielsetzung

Die Entwicklung der dopaminergen Neuronen des Mittelhirns (mDA Neuronen)
wird durch ein komplexes Netzwerk aus miteinander interagierenden
Transkriptionsfaktoren (TF) und Signalmolekiilen gesteuert. Dabei sind die TF
Nurrl und Pitx3 fiir die postmitotische Differenzierung dieser Neuronen von
entscheidender Bedeutung. Eine Kooperation von Nurrl und Pitx3 ist bei der
Aktivierung verschiedener Faktoren und Enzyme, die fiir die Entwicklung und
Funktion der mDA von Bedeutung. In der Vergangenheit wurde anhand der
aphakia-Mausmutante gezeigt, dass bei einem Verlust der Pitx3-Expression vor
allem die dopaminergen Neuronen der Substantia nigra (SN) nicht ausgebildet
werden, wahrend die mDA Neuronen des ventralen tegmentalen Areals (VTA)
kaum betroffen sind. Die Ursachen fiir diesen selektiven Verlust sind dabei noch
unklar. Um genauere Erkenntnisse iiber die Funktionen von Pitx3 wahrend der
Entwicklung zu erhalten, ist es neben der Analyse der Verlustmutante aphakia
(Pitx3-/) erforderlich, auch Uberexpressions-Experimente sowohl in vivo als auch
in vitro zu nutzen, um die an der Interaktion mit Pitx3 beteiligten Faktoren zu
identifizieren. Es wurden bislang allerdings nur verschiedene in-vitro-Analysen in
der Zellkultur durchgefiihrt, und es sind bis heute keinerlei eindeutige in-vivo
Ergebnisse publiziert (siehe Kapitel 1.5).

Um genauere Einblicke in die Funktion von Pitx3 wahrend der Neurogenese der
mDA Neuronen zu gewinnen, war das Ziel der vorliegenden Arbeit die Analyse der
konditionale Uberexpression von Pitx3 mittels des Cre-LoxP-Systems in der Maus
in bestimmten Arealen des Mittelhirns (Kapitel 5.3). Dafiir wurden vier
verschiedene transgene Cre-Linien verwendet, um den TF Pitx3 in
unterschiedlichen Regionen des Mittelhirns der Maus ektopisch zu exprimieren:
Mittels der transgenen Shh-Cre- und Foxa2-Cre-Mauslinien wurde Pitx3 nur im
Bereich des ventralen Mittelhirns iliberexprimiert. Die transgenen Mauslinien
Wntl-Cre und Enl-Cre wurden verwendet, um Pitx3 in ventralen und dorsalen
Bereichen des murinen Mittelhirns ektopisch zu exprimieren. Bei den
resultierenden  Mausmutanten (Shh-Cre+*/Pitx30E Foxa2-Cre*/Fix30E  Wnt1-
Cre+/Pi30E ynd En1-Cre*/Pitx30E wurde jeweils die Entwicklung der mDA Neuronen
an verschiedenen embryonalen Entwicklungsstadien mit Hilfe von

Expressionsanalysen untersucht.
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2. Ergebnisse

Fiir die funktionelle Analyse von Pitx3 wurde das Cre-LoxP-System zur
konditionalen Pitx3-Uberexpression in Miusen genutzt. Dabei wurden vier
transgene Cre-Linien (Shh-Cre, Foxa2-Cre, Wnt1-Cre, En1-Cre) mit der transgenen
Pitx30E-Mauslinie verpaart (Kap. 5.3.1), um Pitx3 bereits wahrend der frithen
Neurogenese im Mittelhirn ektopisch zu exprimieren. Die Ergebnisse der
jeweiligen konditionalen Pitx3-Uberexpression werden in zwei Teilkapiteln
separat prasentiert: Fiir eine Pitx3-Uberexpression im ventralen Mittelhirn
wurden Tiere der transgenen gefloxten Pitx30E-Mauslinie mit transgenen Tieren
der Shh-Cre- und Foxa2-Cre-Mauslinien verpaart. Die resultierenden
doppelttransgenen Tiere werden mit Shh-Cre*/Pix30E hzw, Foxa2-Cre*/Pitx30E
bezeichnet (Kapitel 2.1). Fiir eine Uberexpression von Pitx3 im ventralen und
dorsalen Mittelhirn wurden Tiere der Pitx30E-Mauslinie mit transgenen Tieren
der Wnt1-Cre- und En1-Cre-Mauslinien verpaart, und die doppelttransgenen Tiere
tragen die Bezeichnung Wnt1-Cre*/Pix30E hzw, En1-Cre*/Pix30E (Kapitel 2.2).

Im Rahmen der Experimente wurden zwei unabhdngig erstellte, transgene
Pitx30E-Mauslinien verwendet (Linie 1 und 5), und die Experimente der im
folgenden gezeigten Ergebnisse wurden jeweils drei Mal durchgefiihrt (sofern
nicht besonders kenntlich gemacht). Dadurch wurde sichergestellt, dass die
Phinotypen auf die konditionale Pitx3-Uberexpression zuriickzufiihren sind und
reproduzierbare Ergebnisse liefern.

Die im Folgenden prasentierten Ergebnisse zeigen den intermediaren Bereich der
mDA Neuronen, auf dem die laterale SN und das mediale VTA zusammen
abgebildet sind. Bei der Betrachtung der Ergebnisse wurde das gesamte mDA
System von rostral nach caudal betrachtet und ausgewertet, und die gezeigten
Abbildungen stellen den reprasentativen Durchschnitt der Analyse des gesamten

mDA Systems dar.

2.1 Uberexpression von Pitx3 im ventralen Mittelhirn:
Shh-Cre+*/Pix30E ynd FoxaZ2-Cre*/Pitx30E

Das Signalmolekiil Shh und der Transkriptionsfaktor Foxa2 werden in den
dopaminergen Neuronen des ventralen Mittelhirns ab dem Embryonaltag E8.0

bzw. E8.5 exprimiert und sind wichtige Faktoren bei der Neurogenese der mDA
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Kontrolltiere Mutanten
Wildtyp Pitx30E Shh-Cre*”™3% | Foxa2-Cre"™0
GFP- Lacz- Pix3DE- Cre+
E oder GFP+ Lacz+ Pitx3OE+ Cre- GFP+ Lacz+ Pitk3DE+ Cra+
GFP- LacZ- Pitx30E- Cre-

A B D

Abb. 8: Mausembryonen an Tag E12.5, Kontrolltiere (AE, BF) und doppeltransgene
Mausmutanten Shh-Cre*/Pix30E (CG) und Foxa2-Cre*/Pix30E (DH). A-D) Sagittalansicht ganzer
Embryonen, Hellfeldbelichtung (HFB); E-F) entsprechende eGFP Expression der
Embryonen. Sowohl die transgenen Pitx30E-Embryonen (E) als auch die doppeltransgenen
Mausmutanten (G, H) zeigen eine starke Expression des eGFP-Reporters. GT = Genotyp;
Skala = 2Zmm

Neuronen (Kapitel 1.4) (Hynes et al.,, 1995; Ferri et al., 2007; Hayes et al,, 2011;
Mavromatakis et al,, 2011). Bei der transgenen Shh-Cre-Linie handelt es sich um
eine nicht induzierbare Cre-Linie (Kapitel 2.2), d.h., dass die durch das Cre-LoxP-
System vermittelte Pitx3-Uberexpression bereits in der Chorda Dorsalis (E7.0) und
etwas spater in der BP (E8.0) induziert wird (vgl. Kapitel 1.4.2). Fir die
Uberexpression von Pitx3 unter der Kontrolle der Foxa2-Promotors (Foxa2-Cre)
wurde eine durch Tamoxifeninjektion induzierbare Cre-Linie verwendet (Kapitel
2.2). Foxa2 wird vor dem Embryonaltag E8.0 in endodermalen und mesodermalen
Gewebe exprimiert, und zeigt ab E8.5 eine spezifische Expression in den Zellen der
BP (Park et al., 2008). Um eine zu frithe Pitx3-Uberexpression in Zellen des Endo-
und Mesoderms zu vermeiden, wurde den Muttertieren am Embryonaltag E8.5
Tamoxifen intraperitoneal injiziert, damit eine spezifische Pitx3-Uberexpression in

Zellen der BP erreicht werden konnte.

28



Ergebnisse

Die gewiinschten doppeltransgenen Mausmutanten Shh-Cre*/Pix30E hzw. Foxa2-
Cre*/Pi30E tragen den Genotyp GFP+(LacZ+/Pitx30E+)/Cre+ (siehe Abb. 8). Als
Kontrolltiere wurden Embryonen verwendet, die entweder keinerlei Transgen
tragen (GFP- / LacZ- / Pitx3- / Cre-), nur Cre+ oder nur GFP*(LacZ* / Pitx30E*) in
sich tragen. Die Embryonen der doppeltransgenen Mutanten Shh-Cre*/Pix30E ynd
Foxa2-Cre*/Pix30E sowie der transgenen Pitx30E-Mauslinie zeigten eine starke
GFP-Expression bei E12.5 (Abb. 8) Die Mutanten unterschieden sich nicht von den
Kontrolltieren beziiglich der Gr6f3e und Morphologie. Die Shh-Cre*/Pitx30E Mutanten
sind lebensfdhig, fertil und zeigen Kkeinerlei Verhaltensauffilligkeiten, wobei
allerdings keine Verhaltensanalysen durchgefiihrt wurden. Aufgrund der
Tamoxifeninjektion zur Aktivierung der konditionellen Pitx3- Uberexpression
(Kapitel 5.3) kann keine Aussage zur Lebensfihigkeit der Foxa2-Cre*/Pitx3-
Mutanten gegeben werden. Durch die Tamoxifenverabreichung wurden die
Embryonen in den meisten Fallen vor der Geburt abgestof3en.

Aufgrund der Expression von Shh und Foxa2 im ventromedialen Neuralrohr ist bei
den Embryonen dufierlich kein GFP-negativer Bereich erkennbar. Auf coronalen
Gewebeschnitten durch das Mittelhirn an Embryonaltag E12.5 sind diese GFP-
negativen Bereiche jedoch erkennbar (Abb. 9 B, C). Diese Bereiche entsprechen der
jeweiligen Shh- bzw. Foxa2-Domaine, und durch indirekte
Immunofluoreszenzfirbung (I1IF) konnte in diesen Bereichen die Uberexpression
von Pitx3 im gesamten dopaminergen Areal des Mittelhirns nachgewiesen werden
(Abb. 9 B, C). Die durch das Cre-LoxP-System vermittelte Uberexpression von
Pitx3 unter der Kontrolle des Shh- bzw. Foxa2-Promotors der jeweiligen
transgenen Shh-Cre bzw. Foxa2-Cre-Mauslinien konnte somit nachgewiesen
werden. Ebenso wurde durch die Detektion der Pitx3-Uberexpression bei beiden
Mutanten die Effizienz der Cre-Rekombinase und des Cre-LoxP-Systems verifiziert.
Bei den Kontrolltieren kann Pitx3 in der subventrikuldren Zone (SVZ) und der
Mantelzone (MZ) detektiert werden, und diese endogene Expression korreliert mit
der Expression der Tyrosinhydroxylase (TH, Abb. 8A, D). Bei den Mutanten
erstreckt sich die Pitx3-Expression von der ventrikularen Zone (VZ) tiber die SVZ
bis in die MZ hinein, und kann auch in der Basalplatte nachgewiesen werden (Abb.

9B, C).
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2.1.1 Pitx3 bewirkt eine Erhohung der mDA Neuronen im Bereich
des ventralen tegmentalen Areals (VTA)

Flir die Analyse der Entwicklung der mDA Neuronen wurde zunichst die
Expression von TH, DAT und Nurrl mittels IIF an Tag E12.5 untersucht. Bei einer
quantitativen Analyse der TH-Expression am Tag E12.5 ist auffillig, dass bei den
Shh-Cre*/Pix30E ynd Foxa2-Cre*/Pix30E Mutanten signifikant mehr TH+ Neuronen in
der VTA detektiert werden konnen (110,7% bzw. 108,8%; Abb. 9 D-E, M) wahrend
in der SN keine signifikanten Verdnderungen sichtbar sind. Bei einem Vergleich
der gesamten mDA Neuronenpopulation (VTA und SN) ist eine leichte Erh6éhung
TH+ Neuronen erkennbar, welche allerdings nur bei den Shh-Cre*/Pitx30E
Mausmutanten signifikant ist (104,3% bzw. 103,2%; Abb. 9 M). Die Untersuchung
der DAT-Expression zeigte eine geringe, nicht signifikante Erh6hung bei den Shh-
Cre*/Pi30E ynd Foxa2-Cre*/Pix30E Mutanten im Vergleich zu den Kontrolltieren
(104,2% bzw. 103,1%; Abb. 9 G-I, N). Nurrl wird wahrend der frithen
Differenzierung der mDA Neuronen gebildet und kann in der SVZ und in der MZ
der Kontrolltiere und Mutanten detektiert werden (Abb. 9 J]). Bei beiden
Mausmutanten (Shh-Cre*/Pix30E ynd Foxa2-Cre*/Pix30E) kann eine signifikante
Erhohung der gesamten Nurrl-positiven Neuronen nachgewiesen werden
(112,3% bzw. 106,7%; Abb. 9 J-L, O). Besonders auffallig ist hierbei die signifikante
Erhohung Nurrl-positiver Neuronen im Bereich der SVZ bei beiden Mutanten
(119,5% bzw. 117,0%), wahrend einer signifikanten Erh6hung im Bereich der MZ
nur bei der Shh-Cre*/Pitx30E - Mutante detektierbar ist (106,3%).

Die Differenzierung der mDA Neuronen beginnt am Embryonaltag E11.5 und
erstreckt sich liber einen Zeitraum von drei bis vier Tagen (Kapitel 1.4.3 und Abb.
7), in denen ausgereifte Neuronen kontinuierlich gebildet werden. Am
Embryonaltag E12.5 konnte bei den Shh-Cre*/Pitx30E ynd  Foxa2-Cre*/Pitx30E
Mutanten bereits eine Erhohung der mDA Neuronen, vor allem im medialen
Bereich, nachgewiesen werden (Abb. 9). Um die weitere Entwicklung der mDA
Neuronen bei diesen Mutanten zu einem spadteren Zeitpunkt zu untersuchen,
wurde die Expression von TH, DAT, und Nurrl am Embryonaltag E15.5 analysiert.
Dabei zeigte sich eine sich eine signifikante Erh6hung der Gesamtanzahl der TH-
positiven Zellen bei den Shh-Cre+/Pix30E (107,8%) und Foxa2-Cre*/Pitx30E Mutanten

(104,6%). Diese Erhohung ist dabei auf eine signifikante Erhohung im Bereich des
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Kontrolle Shh-Cre*F30F Foxa?2-Cre*Pitx30E

DAT

Nurr1 Dapi
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Abb.9: Die Uberexpression von Pitx3 im ventralen Mittelhirn fithrt zu einer Erhéhung der mDA
Neuronen an Tag E12.5. IIF auf coronalen Gewebeschnitten des ventralen murinen Mittelhirns.
Kontrolltiere (A,D,G,]), Mutanten Shh-Cre+/?i30E (BE,H,K) und Foxa2-Cre*/Pix30E (CF L) A-C) anti-
Pitx3 IIF-Farbung und endogenes eGFP der Mutanten; D-F) anti-TH IIF-Farbung, die weifden Linien
separieren den medialen Teil, aus dem das VTA hervorgeht, vom lateralen Areal, aus dem sich die SN
entwickelt. G-I) anti-DAT IIF-Farbung J-L) anti-Nurrl IIF-Farbung; die weifde gestrichelte Linie
markiert die Grenze zwischen der subventrikuldren Zone (SVZ) und der Mantelzone (MZ); M-0)
Quantifizierung der gezeigten Marker aus A-L; die Fehlerbalken stehen fiir die Standardabweichungen
und * gibt die Signifikanz an (p < 0,05), ermittelt mit dem ,Student’s T-Test“; Gesamt steht fiir die
Anzahl aller Zellen, VTA (ventrales tegmentales Areal), SN (Substantia nigra), SVZ (Subventrikulire
Zone), MZ (Mantelzone). Dabei wurde die Anzahl der positiven Zellen der Kontrolltiere als 100%
definiert und die Anzahl der Zellen der Mutanten in Relation gesetzt. Alle gezeigten
Expressionsanalysen wurden bei mind. drei Kontrolltieren und Mutanten aus verschiedenen Wiirfen
durchgefiihrt. Skala in A-C =100 pm
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VTA zurtickzufithren (112,8% bzw. 109,1%), wahrend die Anzahl TH-positiver
Zellen in der SN leicht reduziert ist (96,9% bzw. 94,6%, nicht signifikant; Abb. 10
A-C, ]). Bei der Analyse der DAT-Expression konnte ebenfalls eine signifikante
Erhohung in der Gesamtzahl bei der Shh-Cre*/Pitx30E Mutante (109,0%) sowie eine

nicht signifikante (n.s.) Erh6hung bei der Foxa2-Cre*/Pix30E Mutante (104,1%)

Kontrolle Shh-Cre*/Pix=0E Foxa2-Cre*/Pitx30E
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Abb. 10: Die Uberexpression von Pitx3 im ventralen Mittelhirn fithrt zu einer Erhéhung der mDA
Neuronen an Tag E15.5. IIF auf coronalen Gewebeschnitten des ventralen murinen Mittelhirns -
nur die linke Seite der mDA Neuronen ist gezeigt. Kontrolltiere (A,D,G), Mutanten Shh-Cre*/Pitx30E
(B,E,H) und Foxa2-Cre*/Pix30E (C,F,I) A-C) anti-TH IIF-Farbung. Die weifden Pfeile deuten auf erhohte
TH Expression des VTA. D-F) anti-DAT IIF-Farbung. G-I) anti-Nurr1 IIF-Farbung. Die TH-, DAT- und
Nurrl- Farbungen wurden auf benachbarten Schnitten durchgefiihrt. J-L) Quantifizierung der
gezeigten Marker aus A-I; die Fehlerbalken stehen fiir die Standardabweichungen und * gibt die
Signifikanz an (p < 0,05), ermittelt mit dem ,Student’s T-Test“; Gesamt steht fiir die Anzahl aller
Zellen, VTA (ventrales tegmentales Areal), SN (Substantia nigra). Dabei wurde die Anzahl der
positiven Zellen der Kontrolltiere als 100% definiert und die Anzahl der Zellen der Mutanten in
Relation gesetzt. Fir die Quantifizierung bei E15.5 wurde jeder dritte Schnitt des gesamten
Mittelhirns herangezogen. Alle gezeigten Expressionsanalysen wurden bei mind. drei
Kontrolltieren und Mutanten aus verschiedenen Wiirfen durchgefiihrt. Zur Unterscheidung der SN
und des VTA bei der Nurrl-Quantifizierung erfolgte durch einen Vergleich der TH und DAT
Expression auf direkt benachbarten Schnitten. Skala in A-C = 100pm
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nachgewiesen werden (Abb. 10 D-F, K). Auch hierbei war diese Erhéhung auf den
Bereich des VTA zuriickzufiihren: Bei beiden Mutanten zeigte sich eine signifikante
Erhohung (113,2% bzw. 107,1%), wahrend die DAT-positiven Zellen der SN leicht
reduziert sind (n.s.). Die Gesamtanzahl der Nurrl-positiven Zellen ist bei beiden
Mutanten ebenfalls leicht erhéht (108,5% bzw. 103,6%), wobei diese Erhéhung
aber nur bei den Shh-Cre*/Pix30E Mutanten signifikant ist (Abb. 10 G-I, L). Im
Bereich des VTA zeigte sich hierbei eine signifikante Erhéhung bei den Shh-
Cre*/Pix30E. Mutanten (110,3%), wobei auch die Nurrl-positiven Zellen der SN

leicht erhoht sind (104,7%, n. s.).

2.1.2 Pitx3 hat einen positiven Einfluss auf die Expression von
Lmx1a und Lmx1b

Fir eine korrekte Determinierung der mDA Neuronen sind die Faktoren Lmx1a/b
und Foxa2 von entscheidender Bedeutung, und es konnte in der Vergangenheit
gezeigt werden, dass die Interaktion dieser drei Faktoren die Neurogenese der
mDA Neuronen bedeutend beeinflusst (Nakatani et al., 2010). Dabei wurde gezeigt,
dass eine ektopische Expression von Lmxla, Lmx1lb oder FoxaZ im ventralen
Mittelhirn eine Erhohung TH-positiver Neuronen bewirken kann. Die Shh-
Cre+/Pix30E ynd Foxa2-Cre*/Pix30E Mutanten zeigen ebenfalls eine Erhohung TH-
positiver Neuronen im ventralen Mittelhirn (Abb. 9 und 10). Um herauszufinden,
ob diese Erhohung der TH-Expression ebenso durch den Einfluss von Lmxla/b
und Foxa2 hervorgerufen wird, wurden am Embryonaltag E12.5
Expressionsanalysen fiir diese Faktoren durchgefiihrt. Bei einer Betrachtung der
Foxa2- Expression konnten keine Unterschiede zwischen Kontrolltieren und den
Mutanten Shh-Cre*/Pix30E ynd Foxa2-Cre*/Pitx30E detektiert werden (Abb. 11 A-C),
wobei eine quantitative Analyse aufgrund der geringen Stichprobenzahl (jeweils
zwei Mutanten) nicht durchgefiihrt wurde. Die Gesamtzahl der Lmx1a-positiven
Zellen ist bei den Shh-Cre*/Pix30E ynd Foxa2-Cre*/Pix30E Mutanten leicht erhoht
(105,1% bzw. 103,5%; Abb. 11 D-F, M), wobei keine Signifikanz ermittelt werden
konnte. Bei einer getrennten Betrachtung der Lmx1a-Expression in der VZ, SVZ
und der MZ konnten jedoch signifikante Unterschiede detektiert werden. Sowohl
bei der Shh-Cre*/Pix30E gls auch bei der Foxa2-Cre*/Pitx30E Mutante zeigt sich eine

signifikante Erh6hung Lmx1a-positiver Zellen in der VZ (111,2% bzw. 109,6%)
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Abb. 11: Die Uberexpression von Pitx3 im ventralen Mittelhirn fiihrt zu einer Erhéhung der
Lmx1a/b-positiven Zellen in der VZ und SVZ an Tag E12.5. IIF auf coronalen Gewebeschnitten des
ventralen murinen Mittelhirns. Kontrolltiere (A,D,G,J), Mutanten Shh-Cre+/Fit30E (B,E,H,K) und
Foxa2-Cre+/Fitx30E (CF,[,L) A-D) anti-Foxa2 IIF-Farbung und endogenes eGFP der Mutanten; D-F)
anti-Lmx1a IIF-Farbung. G-I) anti-Lmx1b IIF-Farbung J-L) anti-Nkx6.1 IIF-Farbung. Die gelben
Linien in D-I separieren die VZ (Ventrikuldren Zone) von der SVZ (Subventrikuldren Zone), und die
weifden Linien separieren die SVZ von der MZ (Mantelzone).M, N) Quantifizierung der Lmx1a- u.
Lmx1b-positiven Zellen aus D-I; die Fehlerbalken stehen fiir die Standardabweichungen und * gibt
die Signifikanz an (p < 0,05), ermittelt mit dem ,Student’s T-Test"; Gesamt steht fiir die Anzahl aller
Zellen - die Gesamtanzahl wurde weiterhin in VZ, SVZ, und MZ separiert. Dabei wurde die Anzahl
der positiven Zellen der Kontrolltiere als 100% definiert und die Anzahl der Zellen der Mutanten in
Relation gesetzt. Die Expressionsanalysen von Lmxla und Lmx1lb wurden bei mind. drei
Kontrolltieren und Mutanten aus verschiedenen Wiirfen durchgefiihrt. Fiir die Marker Foxa2 und
Nkx6.1 wurden jeweils zwei Kontrollen und Mutanten aus zwei Wiirfen analysiert. Skala =100um
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und der SVZ (108,4% bzw. 106,8%; Abb. 11 D-F, M). In der Mantelzone (MZ)
hingegen ist eine geringe, nicht signifikante Reduktion detektierbar. Die
Gesamtanzahl der Lmx1b-positiven Zellen im ventralen Mittelhirn ist bei beiden
Mutanten leicht erhoht (102,1% bzw. 102,0%), wobei keine Signifikanz ermittelt
werden konnte. Betrachtet man wiederum die VZ, SVZ und die MZ getrennt
voneinander, zeigt sich bei den Shh-Cre*/Pitx30E ynd Foxa2-Cre*/Pix30E Mutanten
eine signifikante Erhohung Lmx1b-positiver Zellen in der VZ und der SVZ (108,4%
bzw. 107,3%; Abb. 11 G-L, N). In der Mantelzone hingegen kann bei beiden
Mutanten eine signifikante Reduktion der Lmx1b-positiven Zellen nachgewiesen
werden (93,9% bzw. 94,7%).

Der Transkriptionsfaktor Nkx6.1 wird lateral des mDA Areals exprimiert und ist
fir die Neurogenese glutamaterger Neuronen (z.B. Nucleus ruber und Oculomotor
Neuronen) von Bedeutung (Prakash et al., 2009). Um einen moglichen Effekt der
Pitx3-Uberexpression auf diese lateralen Neuronenpopulationen zu untersuchen,
wurde die Expression von Nkx6.1 in beiden Mutanten analysiert. Hierbei zeigten
sich keinerlei Unterschiede in der Expression von Nkx6.1 bei den Shh-Cre*/Pitx30E
und Foxa2-Cre*/Pix30E Mutanten, wobei eine Quantifizierung aufgrund der geringen

Stichprobenanzahl (n = 2) nicht durchgefiihrt wurde (Abb. 11 J-L).

2.2 Uberexpression von Pitx3 im dorsalen und ventralen
Mittelhirn - Wnt1-Cre+/Pix30E ynd En1-Cre*/Pitx30E

Die beiden Signalmolekiile Wnt1 und En1 sind von entscheidender Bedeutung fiir
die Etablierung und Stabilisierung des gesamten Bereiches des Mittel- und
Hinterhirns. Weiterhin werden diese Faktoren in den sich entwickelnden mDA
Neuronen exprimiert und sind u.a. fir die Regionalisierung, Induktion,
Differenzierung, und Aufrechterhaltung des dopaminergen Systems von
besonderer Relevanz (Kapitel 1.4) (Alves dos Santos & Smidt, 2011). Bei den
transgenen Wntl-Cre und Enl-Cre Mauslinien handelt es sich um nicht
induzierbare Cre-Linien (Kapitel 2.2). Die durch das Cre-LoxP-System vermittelte
Pitx3-Uberexpression wird folglich bei den Wnt1-Cre*/Pi30E Mutanten bereits am
Embryonaltag E8.0, und bei den En1-Cre*/Pitx30E Mutanten am Embryonaltag E8.5

induziert. (Kapitel 1.4.2). Wnt1 wird an E8.0 im gesamten dorsoventralen
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Kontrolltiere Mutanten
Wildtyp Pitx30E Wnt1-Cre*/Pitx30E ] Eni-Cret/Pit30E
GFP- Lacz- Pitx30E- Cre+
E oder GFP+ Lace+ Pitx30OE+ Cre- GFP+ Lacz+ Pitx30E+ Cre+
GFP- LacZ- Pitx30E- Cre-

A B D

Abb. 12: Mausembryonen an Tag E12.5, Kontrolltiere (AE, BF) und doppeltransgene
Mausmutanten Wnt1-Cre+/Pix30E (CG) und Enl-Cret/Fit30E (DH). A-D) Sagittalansicht ganzer
Embryonen, Hellfeldbelichtung (HFB); E-F) entsprechende eGFP Expression der Embryonen.
Sowohl die transgenen Pitx30E-Embryonen (E) als auch die doppeltransgenen Mausmutanten (G,
H) zeigen eine starke Expression des eGFP-Reporters. Auflerlich sind bei beiden Mutanten GFP-
negative Bereiche erkennbar (weif3e Pfeile) - diese Bereiche entsprechen der jeweiligen Wnt1-
bzw. Enl- Expressionsdoméane. GT = Genotyp; Skala = 2mm

Mittelhirn exprimiert, und die Expressionsdomane beschrankt sich wenig spater
auf einen schmalen Bereich anterior der MHG im ventralen Mittelhirn. En1 wird an
E8.5 im gesamten posterioren Mittelhirn und anterioren Hinterhirn im Bereich der
MHG gebildet, und wird von allen differenzierenden mDA Neuronen kontinuierlich
ab dem Tag E11.0 exprimiert (Wilkinson et al.,, 1987; Davis et al., 1988; Joyner,
1996; Joyner et al., 2000; Simon et al., 2001; Zervas et al., 2004).

Die gewlinschten doppeltransgenen Mausmutanten Wntl-Cre*/Fitx30E bzw, Enl-
Cre*/Pi30E tragen den Genotyp GFP+(LacZ+/Pitx30E+)/Cre+ (siehe Abb. 12). Als
Kontrolltiere wurden Embryonen verwendet, die entweder keinerlei Transgen
tragen (GFP- / LacZ- / Pitx3- / Cre-), nur Cre+ oder nur GFP*(LacZ* / Pitx30E*) in
sich tragen. Die Embryonen der doppeltransgenen Mutanten Wnt1-Cre*/Pix30E ynd
En1-Cre*/Pix30E gsowie der transgenen Pitx30E-Mauslinie zeigten eine starke GFP-

Expression bei E12.5 (Abb. 12). Bei den Wnt1-Cre*/Pit30E - ynd En1-Cre*/Pitx30E
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Mutanten sind aufderlich GFP-negative Bereiche erkennbar (weif3e Pfeile in Abb.
12 G, H) - diese Bereiche entsprechen den jeweiligen Wnt1- bzw. En1- Domanen.
Auferlich sind bei beiden Mutanten am Embryonaltag E12.5 keine Auffilligkeiten
beziiglich der Grofde und Morphologie erkennbar. Die Wnt1-Cre*/Fitx30E Mutanten
sind postnatal nicht lebensfahig und zeigen bereits starke Entwicklungsdefekte im
Mittel- und Hinterhirn an E15.5 (Abb. 15 A, B). Die En1-Cre*/Pitx30E Mutanten
sterben nach ca. vier Wochen nach der Geburt, sind deutlich kleiner als die
Kontrolltiere aus dem gleichen Wurf, zeigen Defekte in der Entwicklung des
Cerebellums (Abb. 15 A, C), und weisen Bewegungsdefizite auf.

Auf coronalen Gewebeschnitten durch das Mittelhirn am Embryonaltag E12.5 sind
diese GFP-negativen Bereiche beider Mutanten genauer erkennbar (Abb. 13 B, C).
Die GFP-negativen Bereiche entsprechen der jeweiligen Wnt1- bzw. En1-Domaéne,
und durch indirekte Immunofluoreszenzfarbung (IIF) konnte in diesen Bereichen
die Uberexpression von Pitx3 im dorso- ventralen Areal nachgewiesen werden
(Abb. 13 B, C). Die durch das Cre-LoxP-System vermittelte Uberexpression von
Pitx3 unter der Kontrolle des Wntl- bzw. Enl-Promotors der jeweiligen
transgenen Wntl-Cre bzw. Enl-Cre-Mauslinien konnte somit nachgewiesen
werden. Ebenso wurde durch die Detektion der Pitx3-Uberexpression bei beiden
Mutanten die Effizienz der Cre-Rekombinase und des Cre-LoxP-Systems verifiziert.
Bei den Kontrolltieren kann Pitx3 in der subventrikularen Zone (SVZ) und der
Mantelzone (MZ) detektiert werden, und diese endogene Expression korreliert mit
der Expression der Tyrosinhydroxylase (TH, Abb. 13A, D). Bei Wnt1-Cre*/Pitx30E
und En1-Cre*/Pitx30E Mutanten erstreckt sich die Pitx3-Expression iiber das

gesamte dorso-ventrale, rostrale Mittelhirn (Abb. 13 B, C).

2.2.1. Pitx3 bewirkt eine Erhohung der mDA Neuronen im
Bereich des ventralen tegmentalen Areals (VTA)

Flir die Analyse der Entwicklung der mDA Neuronen wurde zunichst die
Expression von TH, DAT und Nurrl mittels [IF am Tag E12.5 untersucht. Bei einer
quantitativen Analyse der TH-Expression am Tag E12.5 ist auffallig, dass bei den
Wntl-Cre*/Pix30E ynd En1-Cre*/Pi30E Mutanten signifikant mehr TH-positiven
Neuronen im medialen Bereich der mDA Neuronen (VTA) detektiert werden

konnen (115,6%
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Abb. 13: Die Uberexpression von Pitx3 im dorso-ventralen Mittelhirn fiihrt zu einer Erhohung der
medialen mDA Neuronen an Tag E12.5. IIF auf coronalen Gewebeschnitten des ventralen murinen
Mittelhirns. Kontrolltiere (A,D,G,]J), Mutanten Wntl-Cre*/Pix30E (BE,HK) und Enl-Cre+/Pitx30E
(C,F,LL) A-C) anti-Pitx3 IIF-Farbung und endogenes eGFP der Mutanten. Bei beiden Mutanten ist im
GFP-negativen Bereich die Pitx3-Uberexpression detektierbar. Die vereinzelten GFP-Zellen sind
Blutgeféafie. D-F) anti-TH IIF-Farbung, die weif3en Linien separieren den medialen Teil, aus dem das
VTA hervorgeht, vom lateralen Areal, aus dem sich die SN entwickelt. G-I) anti-DAT IIF-Farbung J-
L) anti-Nurrl IIF-Farbung; die weifie gestrichelte Linie markiert die Grenze zwischen der
subventrikuldren Zone (SVZ) und der Mantelzone (MZ); M-0) Quantifizierung der gezeigten Marker
aus A-L; die Fehlerbalken stehen fiir die Standardabweichungen und * gibt die Signifikanz an (p <
0,05), ermittelt mit dem ,Student’s T-Test"; Gesamt steht fiir die Anzahl aller Zellen, VTA (ventrales
tegmentales Areal), SN (Substantia nigra), SVZ (Subventrikuldre Zone), MZ (Mantelzone). Dabei
wurde die Anzahl der positiven Zellen der Kontrolltiere als 100% definiert und die Anzahl der
Zellen der Mutanten in Relation gesetzt. Alle gezeigten Expressionsanalysen wurden bei mind. drei
Kontrolltieren und Mutanten aus verschiedenen Wiirfen durchgefiihrt. Skala in A-C = 100pum
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bzw. 108,3%; Abb. 13 D-E, M). Im lateralen Bereich (SN) ist eine signifikante
Reduktion TH-positiver Zellen bei den Wnt1-Cre+/Pix30E Mutanten detektierbar
(82,4%), wahrend bei den En1-Cret+/Pix30E Mutanten eine nicht signifikante
Reduktion vorhanden ist (94,9%). Die Gesamtanzahl TH-positiver Zellen ist bei
beiden Mutanten nicht verandert. Die Untersuchung der medialen DAT-Expression
(VTA) bei den Wntl-Cre*/Pix30E Mutanten zeigte eine signifikante Erhohung
(128,6%) bei gleichzeitiger signifikanter Reduktion im lateralen Bereich (SN,
52,4%; Abb. 13 D, E, N). Die Gesamtanzahl der DAT-positiven Zellen ist bei diesen
Mutanten signifikant reduziert (64,2%). Bei den En1-Cre*/Pitx30E Mutanten konnte
ebenfalls eine signifikante Erhohung der DAT-positiven Zellen in der VTA
nachgewiesen werden (109,9%; Abb. 13G, I, N), wobei keine Verdnderungen im
lateralen Bereich und in der Gesamtzahl detektiert werden konnten (99,3% bzw.
101,0%). Nurrl wird wahrend der frithen Differenzierung der mDA Neuronen
gebildet und kann in der SVZ und in der MZ der Kontrolltiere und En1-Cre*/Pitx30E
Mutanten detektiert werden. Diese Mutanten zeigen eine leichte Erhéhung der
Nurrl-positiven Zellen in der SVZ bei einer geringen Reduktion in der MZ, wobei
keine Signifikanz gezeigt werden konnte (105,6% bzw. 96,4%; Abb. 13 ], L, O). Die
Gesamtanzahl ist unverandert. Bei den Wnt1-Cre*/Pix30E Mutanten konnte jedoch
eine signifikante Erhohung der Nurrl- Expression in der SVZ nachgewiesen
werden (134,1%, Abb. 13 ], K, 0), wahrend die Anzahl in der MZ stark reduziert ist
(59,9%). Die Gesamtanzahl der Nurrl-positiven Zellen ist dementsprechend nicht
signifikant reduziert (93,7%).

Die Differenzierung der mDA Neuronen beginnt am Embryonaltag E11.5 und
erstreckt sich liber einen Zeitraum von drei bis vier Tagen (Kapitel 1.4.3 und Abb.
7), in denen ausgereifte Neuronen kontinuierlich gebildet werden. Weil an E12.5
bei den Wnt1-Cre+/Pix30E ynd En1-Cre*/Pitx30E Mutanten bereits eine Erhohung der
mDA Neuronen, vor allem im medialen Bereich, nachgewiesen werden konnte
(Abb. 13), wurde die die weitere Entwicklung der mDA Neuronen bei diesen
Mutanten zu einem spateren Zeitpunkt (E15.5) analysiert (Abb. 14). Dabei zeigte
sich eine sich eine signifikante Erhohung der Gesamtanzahl der TH-positiven
Zellen bei den Wnt1-Cre*/Pix30E (113,4%) und En1-Cre*/Pix30E Mutanten (109,7%).
Diese Erh6hung ist dabei auf eine signifikante Erhohung im Bereich des VTA
zurtickzufiihren (137,6% bzw. 115,0%; Abb. 14 A-C, ]J), wahrend die Anzahl der
TH-positiven Zellen in der SN bei den Wnt1-Cre*/Pix30E Mutanten stark reduziert
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Abb. 14: Die Uberexpression von Pitx3 im dorso-ventralen Mittelhirn fiihrt zu einer Erhdhung der
mDA Neuronen im VTA an Tag E15.5. IIF auf coronalen Gewebeschnitten des ventralen murinen
Mittelhirns - nur die linke Seite der mDA Neuronen ist gezeigt. Kontrolltiere (A,D,G), Mutanten
Wntl-Cre+/Pi30E (B,E,H) und En1-Cre*/Pix30E (CF,I) A-C) anti-TH IIF-Farbung. Die weif3en Pfeile
deuten auf erhohte TH Expression des VTA. D-F) anti-DAT IIF-Farbung. G-I) anti-Nurrl IIF-
Farbung. Die TH-, DAT- und Nurrl- Farbungen wurden auf benachbarten Schnitten durchgefiihrt. J-
L) Quantifizierung der gezeigten Marker aus A-I; die Fehlerbalken stehen fiir die
Standardabweichungen und * gibt die Signifikanz an (p < 0,05), ermittelt mit dem ,Student’s T-
Test“; Gesamt steht fiir die Anzahl aller Zellen, VTA (ventrales tegmentales Areal), SN (Substantia
nigra). Dabei wurde die Anzahl der positiven Zellen der Kontrolltiere als 100% definiert und die
Anzahl der Zellen der Mutanten in Relation gesetzt. Fiir die Quantifizierung bei E15.5 wurde das
jeder dritte Schnitt des gesamten Mittelhirns herangezogen. Alle gezeigten Expressionsanalysen
wurden bei mind. drei Kontrolltieren und Mutanten aus verschiedenen Wiirfen durchgefiihrt. Zur
Unterscheidung der SN und des VTA bei der Nurrl-Quantifizierung erfolgte durch einen Vergleich
der TH und DAT Expression auf direkt benachbarten Schnitten. Skala in A-C = 100pum

ist (56,9%). Die En1-Cre*/Pix30E Mutanten zeigten eine geringe, nicht signifikante
Reduktion in der SN (97,4%). Bei der Analyse der DAT-Expression zeigte sich
beiden Mutanten eine nicht signifikante Erhohung der Gesamtzahl der DAT-
Expression (104,4% bzw. 109,0%; Abb. 14 D-F, K). Bei den Wnt1-Cre*/Pix30E
Mutanten konnte eine signifikante Erhohung der DAT-Expression im Bereich des
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Abb. 15: Die Uberexpression von Pitx3 im dorso-ventralen Mittelhirn bewirkt eine caudale
Verschiebung der TH- Expression an Tag E15.5 und fiihrt zu Entwicklungsstorungen im Bereich des
Mittelhirns. A-C) Hamatoxylin-Eosin (HE) Farbung auf Sagittalschnitten von Kontrolltieren (A)
sowie Wnt1-Cre*/Pix30E- hzw, En1-Cre*/Pix30E Mutanten (B,D). Die schwarzen Pfeile deuten auf die
Anlage der Cerebellums, welche bei beiden Mutanten unterentwickelt ist. * in B deutet auf
Entwicklungsdefizite im gesamten Mittel- und Hinterhirn. Anterior (a) ist links, posterior (p) ist
rechts. D-F) TH/5-HT (Serotonin) IIF-Farbungen (benachbarte Schnitte zu den HE-Farbungen in A-
C). Bei den Kontrolltieren sind die mDA Neuronen (TH) von den serotonergen (5-HT) Neuronen
durch die MHG (weifde Pfeilspitzen) separiert. Bei den Wntl-Cre*/Pix30E- ynd En1-Cre*/Fitx30E
Mutanten (E, F) sind die mDA Neuronen nach caudal verschoben. Bei den En1-Cre*/Pix30E Mutanten
kénnen vereinzelte TH- und 5-HT-positive Neuronen detektiert werden (weifse Pfeile). CF =
Cephalische Flexur; AC = Anlage des Cerebellums. G-I) Vergrofierter Bereich der MHG aus Abb. D-F.
Skala in A-C = 2mm, in D-F = 500pum, in G- = 100um

VTA (125,7%) nachgewiesen werden bei gleichzeitiger Reduktion in der SN

(49,4%; Abb. 14 D, E, K). Die En1-Cre*/Pix30E Mutanten zeigen eine signifikante
Erhohung der DAT-positiven Zellen in des VTA (114,9%), wobei eine leichte, nicht
signifikante Reduktion im Bereich der SN detektiert wurde (92,4%; Abb. 14 D, F,
K). Bei der Analyse der Nurrl- Expression konnte eine signifikante Erhohung bei
den Wnt1-Cre*/Pix30E Mutanten im Bereich des VTA nachgewiesen werden bei
einer gleichzeitigen signifikanten Reduktion im Bereich der SN (126,6% bzw.
48,6%; Abb. 14 G, H, L) - die Gesamtanzahl der Nurrl-positiven Zellen zeigte keine
Veranderungen (101,1%). Bei den En1-Cre*/Pix30E Mutanten (Abb. 14 G, I, L) ist die
Nurrl- Expression im Bereich des VTA nicht signifikant erhoht (105,6%), wahrend
im Bereich der SN eine nicht signifikante Reduktion detektierbar ist (95,2%) - die

Gesamtanzahl ist unveradndert (102,3%).
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Bei beiden Mutanten ist anzumerken, dass bei der coronalen Expressionsanalyse
(TH, DAT, Nurrl) im caudalen Mittelhirn im Ubergangsbereich zum Hinterhirn
eine Erhohung der Expression der besagten Marker ersichtlich gewesen ist (Daten
nicht gezeigt). Um diesen Phdnotyp ndher zu untersuchen, wurden im gleichen
Entwicklungsstadium (E15.5) Sagittalschnitte von Kontrolltieren, Wnt1-Cre*/Pitx30E
und En1-Cre+/Pix30E Mutanten angefertigt und die Expression von TH sowie 5-HT

(Serotonin) untersucht (Abb. 15). Bei den Kontrolltieren ist erkennbar, dass die
dopaminergen Neuronen des Mittelhirns von den serotonergen Neuronen des
Hinterhirns stets durch die Mittel- Hinterhirn- Grenze (MHG, weifse Pfeilspitzen in
Abb. 15 D und F) separiert sind. Bei den Wnt1-Cre*/Pix30E Mutanten sind diese
beiden Neuronenpopulationen zwar voneinander separiert, aber es sind
ektopische dopaminerge Neuronen im rostralen Hinterhirn detektierbar, wahrend
die serotonergen Neuronen weiter nach caudal verschoben sind (Abb. 15 D,E,G,H).
Weiterhin zeigen sich bei den Wntl-Cre*/Pix30E  Mutanten drastische
Entwicklungsstorungen im Bereich des ventralen Mittel- und Hinterhirns - das
gesamte neuronale Gewebe im Bereich der Cephalischen Flexur (CF) ist bei diesen
Mutanten unterentwickelt (Abb. 15 B, E, H). Diese Entwicklungsdefizite erstrecken
sich dabei iiber das gesamte Gebiet des Mittel- und Hinterhirns der Wntl-
Cre+/Pix30E Mutanten, wie es im Rahmen von morphologischen Analysen (siehe * in
Abb. 15 B; HE-Farbung = Hamatoxylin-Eosin-Farbung) nachgewiesen werden
konnte. Auffdllig ist hierbei die rudimentidre Entwicklung der Anlage des
Cerebellums (schwarzer Pfeil in Abb. 15 B). Diese Entwicklungsdefizite sind bei
den En1-Cre*/Pix30E Mutanten nicht ausgebildet - es zeigte sich jedoch auch eine
Entwicklungsstorung der Anlage des Cerebellums (schwarzer Pfeil in Abb. 15 C).
Bei der Betrachtung der TH- und 5-HT Expression konnten ebenfalls ektopische
dopaminerge Neuronen im rostralen Hinterhirn bei den En1-Cre*/Pix30E Mutanten
detektiert werden (Abb. 15 F, I), wobei dieser Phanotyp nicht so stark ausgebildet
ist, wie es bei den Wntl-Cre+/Pix30E Mutanten der Fall ist (Vgl. Abb. 15 D-I).
Weiterhin sind bei den Enl1-Cre*/Pix30E Mutanten die dopaminergen (TH) und
serotonergen (5-HT) Neuronenpopulationen nicht mehr klar voneinander
separiert und es konnten vereinzelt TH- und 5-HT-positive Neuronen detektiert

werden (Gelbe Neuronen in Abb. 15 [, weifde Pfeile).
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2.2.2. Pitx3 hat einen positiven Einfluss auf die Expression von
Lmx1a und Lmx1b in der Ventrikuldren Zone (VZ)

Wie bereits in Kapitel 2.1.2 erwdhnt wurde, sind die Faktoren Lmx1a/b und Foxa2
von entscheidender Bedeutung fiir die Neurogenese der mDA Neuronen und fiir
die Expression von TH (Nakatani et al, 2010). Die Wnt1-Cre*/Pitx30E ynd En1-
Cre+/Pix30E Mutanten zeigen eine Erhohung TH-positiver Neuronen im ventralen
Mittelhirn (Abb. 13 und 14). Um herauszufinden, ob diese Erhéhung der TH-
Expression ebenso durch den Einfluss von Lmxla/b und FoxaZ hervorgerufen
wird, wurden am Embryonaltag E12.5 Expressionsanalysen fiir diese Faktoren
durchgefiihrt. Bei einer Betrachtung der Foxa2-Expressionsdoméne konnten keine
Unterschiede zwischen Kontrolltieren und den Wntl-Cre*/Pix30E ynd Enl-
Cre*/Pix30E Mutanten detektiert werden (Abb. 16 A-C), wobei eine quantitative
Analyse aufgrund der geringen Stichprobenzahl (jeweils zwei Mutanten) nicht
durchgefiihrt wurde. Die Gesamtzahl der Lmx1a-positiven Zellen ist bei den Wnt1-
Cre*/Pix30E  Mutanten signifikant reduziert (82,5%). Bei einer separaten
Betrachtung der VZ, SVZ und der MZ zeigten sich jedoch beachtliche Unterschiede
(Abb. 16 D, E, M): In der VZ ist die Lmx1a- Expression signifikant erhéht (132,8%),
in der SVZ unverandert (98,1%), und in der MZ signifikant reduziert auf 35,1%. Bei
den En1-Cre*/Pitx30E Mutanten zeigten sich keine Unterschiede in der Gesamtzahl
der Lmx1a-positiven Zellen, und bei einer getrennten Betrachtung der VZ, SVZ und
MZ sind ebenfalls keinen signifikanten Veranderung detektierbar (Abb. 16 D, F, M).
Die Gesamtzahl der Lmx1b-positiven Zellen ist bei den Wnt1-Cre*/Pix30E Mutanten
signifikant reduziert (78,1%), wobei die Lmx1a-Expression in der VZ signifikant
erhoht (134,8%), in der SVZ und MZ signifikant reduziert ist (87,8% bzw. 33,2%;
Abb. 16G, H, N). Bei den En1-Cre*/Pix30E Mutanten zeigten sich keine Unterschiede
in der Gesamtzahl der Lmxlb-positiven Zellen, und bei einer getrennten
Betrachtung der VZ und MZ sind ebenfalls keinen signifikanten Verdnderung
detektierbar (Abb. 16 D, F, M). In der MZ zeigte sich jedoch eine nicht signifikante
Reduktion auf 87,6%.

Zur Uberpriifung der lateralen Neuronenpopulationen wurde die Expression von
Nkx6.1 analysiert, einem TF, der in glutamatergen Neuronen gebildet wird
(Prakash et al, 2009). Hierbei zeigten sich keinerlei Unterschiede in der

Expression von Nkx6.1 bei den Wnt1-Cre*/Pix30E ynd En1-Cre*/Pix30E Mutanten,
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Abb. 16: Die Uberexpression von Pitx3 im ventralen Mittelhirn fiihrt zu einer Erhéhung der
Lmx1la/b-positiven Zellen in der VZ an Tag E12.5. IIF auf coronalen Gewebeschnitten des ventralen
murinen Mittelhirns. Kontrolltiere (A,D,G,]J), Mutanten Wnt1-Cre*/Pix30E (BEHK) und Enl-
Cre*/Pix30E (CF,[,L) A-D) anti-Foxa2 IIF-Farbung und endogenes eGFP der Mutanten; D-F) anti-
Lmx1a IIF-Farbung. G-I) anti-Lmx1b IIF-Farbung J-L) anti-Nkx6.1 [IF-Farbung. Die gelben Linien in
D-I separieren die VZ (Ventrikularen Zone) von der SVZ (Subventrikularen Zone), und die weifRen
Linien separieren die SVZ von der MZ (Mantelzone).M, N) Quantifizierung der Lmx1a- u. Lmx1b-
positiven Zellen aus D-I; die Fehlerbalken stehen fiir die Standardabweichungen und * gibt die
Signifikanz an (p < 0,05), ermittelt mit dem ,Student’s T-Test“; Gesamt steht fiir die Anzahl aller
Zellen - die Gesamtanzahl wurde weiterhin in VZ, SVZ, und MZ separiert. Dabei wurde die Anzahl
der positiven Zellen der Kontrolltiere als 100% definiert und die Anzahl der Zellen der Mutanten in
Relation gesetzt. Die Expressionsanalysen von Lmxla und Lmxlb wurden bei mind. drei
Kontrolltieren und Mutanten aus verschiedenen Wiirfen durchgefiihrt. Fiir die Marker Foxa2 und
Nkx6.1 wurden jeweils zwei Kontrollen und Mutanten aus zwei Wiirfen analysiert. Skala = 100um
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wobei eine Quantifizierung aufgrund geringer Stichprobenanzahl (jeweils zwei

Mutanten) nicht durchgefiihrt wurde (Abb. 16 J-L).

2.2.3. Die Pitx3-Uberexpression in der Wnt1-Domine (Wnt1-
Cre+/Pix30E) hat keinen Einfluss auf die radiale Migration
der mDA Neuronen

Wahrend der mDA Neurogenese migrieren postmitotische mDA Vorlauferzellen
von der VZ liber die SVZ in die MZ entlang radialer Gliazellen (Kap. 1.4.3) (Kawano
et al, 1995; Ohyama et al,, 1998; Vitalis et al., 2005). Das Filamentprotein RC2
(engl. ,Radial glial cell marker 2“) wird in allen radialen Gliazellen exprimiert und
wird zur Detektion der neuronalen Migration genutzt (Misson et al., 1988; Chanas-
Sacre et al., 2000a; Chanas-Sacre et al., 2000b; Kang et al., 2010). 3-Catenin ist ein
wichtiger Effektor des kanonischen Wntl-Signalweges und wird ebenfalls in
radialen Gliazellen exprimiert (Logan et al., 2004; Tang et al., 2009; Tang et al,,
2010). Bei den Wnt1-Cre*/Pix30E Mutanten ist die Neurogenese der mDA Neuronen
an E12.5 und E15.5 gestort (Kap. 2.2.1) - im medialen Bereich des ventralen
Mittelhirns (VTA) liegt eine Erhohung der TH-positiven Neuronen vor, wahrend im

lateralen Bereich (SN) die TH-Expression drastisch reduziert ist

Kontrolle Wnt1-Cre*/Pitx30E

RC-2

R-Catenin

Abb. 17: Bei den Wntl-Cre*/Fix30E  Mutanten sind Kkeine
Migrationseffekte an Tag E12.5 erkennbar. Kontrolltiere (4, C),
Mutante Wnt1-Cre*/Pitx30E (B, D) A, B) RC2 - IIF Farbung (coronal). C,
D) f3-Catenin - I[IF Farbung (coronal). Skala in A, B=100pum
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(Abb. 13 D, E und Abb. 14 A, B). Die beiden Marker RC2 und 3-Catenin wurden bei
den Wnt1-Cre*/Pix30E. Mutanten verwendet, um mogliche Migrationseffekte an
E12.5 zu untersuchen. Dabei ist ersichtlich, dass radiale Gliazellen von der VZ
ausgehend nach ventral in die MZ projizieren. Beziiglich der Expression und
Projektionen der RC2- und f3-Catenin-positiven radialen Gliazellen konnten keine

Unterschiede zwischen den Kontrolltieren und den Mutanten an E12.5 detektiert

werden (Abb. 17 A-D).

2.2.4. Die Pitx3-Uberexpression in der Wnt1-Domine (Wnt1-
Cre+/Pix30E) hewirkt eine ektopische Wntl-Expression
und erhohte Proliferation im ventralen Mittelhirn

Bei den Wnt1-Cre*/Pix30E Mutanten konnte eine Erhéhung der mDA Neuronen (TH,
DAT, Nurrl) im medialen Bereich des ventralen Mittelhirns nachgewiesen werden
(Vgl. Abb. 13 - 15). Ebenso zeigte sich eine Erh6hung der Nurrl- Expression in der
SVZ bei einem Verlust der spdten Differenzierung in der MZ (Abb. 18 A, B). Dieser
Phanotyp ist moglicherweise auf eine starke signifikante Erhéhung der Lmx1a und
Lmx1b Expression in der Ventrikuldren Zone des Mittelhirns zuriickzufiihren (Abb.
16). Durch verschiedene Studien wurde in der Vergangenheit gezeigt, dass durch
eine molekulare Interaktion von Wntl, Lmxla und Lmx1b die Proliferation und
Differenzierung der mDA Neuronen gesteuert wird (Prakash et al., 2006; Prakash
et al.,, 2007; Chung et al., 2009). Um herauszufinden, ob die Erh6hung der Lmx1a
und Lmx1b Expression der Wnt1-Cre*/Pix30E Mutanten in der VZ durch diese
Interaktion bedingt ist, wurde eine Wnt1l-ISH durchgefiihrt. Dabei zeigte sich
starke ektopische Wntl-Expression im Bereich der VZ und SVZ des gesamten
ventralen Mittelhirns, wahrend bei den Kontrolltieren kein Wntl- Transkript
detektiert werden konnte (Abb. 18 C, D). Diesbeziiglich bestehen Unstimmigkeiten
in der Literatur, denn zwei Arbeitsgruppen konnten an diesem Stadium bei
Kontrolltieren Wntl im Bereich der VZ nachweisen (Wilkinson et al, 1987;
Prakash et al,, 2006), wiahrend eine andere Gruppe keine Expression detektieren
konnte (Davis & Joyner, 1988). Diese Diskrepanz kann einerseits mit einer sehr
punktuellen Wnt1- Expression an E12.5 erklart werden, wodurch eine Detektion

mittels ISH bei Kontrolltieren erschwert wird (Alves dos Santos & Smidt, 2011).
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Abb. 18: Bei den Wnt1-Cre*/Pix30E Mutanten zeigt sich eine starke ektopische Wnt1-Expression
im Bereich der VZ und SVZ an Tag E12.5. Kontrolltiere (4, C, E, G), Mutanten Wnt1-Cre*/Pix30E (B,
D, F, H) A, B) Nurrl- IIF Farbung (coronal). Die weifden Linien separieren die Subventrikuldre
Zone (SVZ) von der Mantelzone (MZ). C, D) Coronale Wntl in-situ Hybridisierung. Zur besseren
Visualisierung wurden die Bilder mittels Photoshop in eine Grauskala umgewandelt. Die
schwarzen Pfeile in D deuten auf die ektopische Wnt1-Expression sowie die verbreiterte Basis
des VZ. E-H) Proliferationsanalyse des coronalen ventralen Mittelhirns mittels BrdU (E,F) und
Ki67 (G,H). Skala in A, B=100um

Anderseits kann dies an der verwendeten Wnt1-ISH Probe liegen, die im Rahmen
der Arbeit genutzt wurde, und die sich wahrscheinlich im Design von denen
anderer Gruppen unterscheidet. Am Tag E10.5 wurde jedoch auf Kontrolltieren die
Spezifitit der Wntl-Probe iberpriift, und die Expression stimmt mit den

Literaturwerten tiberein. Die Wnt1-ISH-Farbungen wurden auch bei mehreren

47



Ergebnisse
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Abb. 19: Die ektopische Wnt1- Expression der Wnt1-Cre*/Pix30E Mutanten bewirkt eine Inhibierung
der Shh- Expression sowie eine reduzierte Neurogenese an Tag E12.5. Kontrolltiere (A, C, E, G),
Mutanten Wnt1-Cre*/Pi30E (B, D, F, H). Abgebildet sind die Ergebnisse der in-Situ Hybridisierung
(ISH), wobei zur besseren Visualisierung die Bilder mittels Photoshop in eine Grauskala
umgewandelt wurden. A,B) Wntl ISH. C,D) Shh ISH. E, F) Ngn2 ISH. G,H) Enl ISH. Die Analysen

wurden auf benachbarten coronalen Kryoschnitten durchgefiihrt. Skala in A, B = 100pm

Kontrolltieren und Wnt1-Cre*/Pix30E Mutanten durchgefiihrt, und immer zeigte
sich eine starke ektopische Wnt1-Expression bei den Mutanten, wahrend bei den
Kontrolltieren ventral kein Signal detektiert werden konnte (in der DP, wo Wnt1
endogen vorkommt, konnte stets ein Signal detektiert werden).

Der kanonische Wnt1- Signalweg steuert wahrend der Entwicklung des ZNS u.a.

die Zellproliferation der neuronalen Vorlduferzellen (Alves dos Santos & Smidt,
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2011). Um herauszufinden, ob durch die ektopische Wntl- Expression in den
Wnt1-Cre+/Pix30E - Mutanten die Zellteilungsrate affektiert ist, wurden am
Embryonaltag Proliferationsanalysen (BrdU, Ki67) durchgefiihrt. Dabei konnte
eine starke Erhohung der Proliferation im Bereich der ektopischen Wntl-
Expression im ventralen Mittelhirn

nachgewiesen werden (Abb. 18 E-H). Die erhdhte Proliferation ist auch der Grund
fiir die verbreiterte Basis der Ventrikularen Zone (schwarze Pfeile in Abb. 18 D),
und dieser morphologische Phianotyp war bei allen Analysen bei E12.5 ersichtlich.

Wie in Kapitel 1.4.1 und 1.4.2 beschrieben, inhibiert Wnt1 die Shh Expression bei
der mDA Neurogenese in der Bodenplatte des Mittelhirns, um die Differenzierung
einzuleiten. Um zu Uberpriifen, ob die Shh- Expression am Embryonaltag E12.5
affektiert ist, wurde auf benachbarten Coronalschnitten die Wntl- und Shh-
Expression bei Kontrolltieren und den Wnt1-Cre*/Fitx30E Mutanten analysiert (Abb.
18 A-D). Dabei zeigte sich ein Verlust der Shh- Expression in den Bereich der
ektopischen Wnt1- Expression bei den Mutanten.

Um herauszufinden, ob die Neurogenese sowie die Aufrechterhaltung der mDA
Neuronen durch die erhohte Proliferation bei den Wnt1-Cre*/Pix30E Mutanten
betroffen ist, wurde die Expression von Ngn2 sowie Enl mittels in-situ
Hybridisierung am Tag E12.5 uberpriift. Dabei zeigte sich eine Reduktion der
Ngn2-positiven Zellen im Bereich der Ventrikularen Zone des ventralen
Mittelhirns (Abb. 19 E, F). Die Enl- Expression ist bei den Wnt1-Cre*/Pitx30E
Mutanten im Vergleich zu den Kontrolltieren im mittleren Bereich der mDA

Neuronen reduziert, (Abb. 19 G, H).

2.3 Uberexpression von Lmxla und Lmx1b in der Wntl-
Domédne - Wnt1-Cre*/Lmx1a0E ypnd Wnt1-Cre*/Lmx1bOE

In der Vergangenheit konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass die
Neurogenese der mDA Neuronen vor allem durch die Interaktion von Wnt1, Shh,
Lmx1la und Lmx1b reguliert wird (Prakash et al.,, 2006; Prakash & Wurst, 2007;
Chung et al,, 2009). Hierbei hatte sich gezeigt, dass Wnt1 die Expression von
Lmxla und Lmx1b, und Lmxla wiederum die Expression von Wntl regulieren
kann. Weiterhin steuern die Faktoren Lmx1la und Lmx1b u.a. die Expression von

Nurr1 und Pitx3 (Vgl. Abb. 7E) (Chung et al,, 2009).
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Kontrolle Wnt1-Crg*Lmx1a0E Wnt1-Cre*Lm*1b0E
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Abb. 20: Die Uberexpression von Lmx1a bzw. Lmx1b in der Wnt1- Doméane (Wnt1-Cre*/Lmx120E bz,
Wnt1-Cre*/Lmx1b0E) hewirkt Entwicklungsdefekte und eine starke Reduktion der mDA Neuronen an
Tag E12.5. Coronalschnitte von Kontrolltiere (A, D, G, J, M), Wnt1-Cre*/Lmx1a0E (B, E, H, K, N) bzw.
Wnt1-Cre*/Lmx1b0E Mutanten. A-C) Ansicht des coronalen intermedidren Mittelhirns mittels Dapi-
Farbung. D-F) anti-Lmx1a IIF- Farbung. G-I) anti-Lmx1b IIF-Farbung. J-L) anti-TH IIF-Farbung. M-
0) anti-Pitx3 IIF-Farbung. Die gezeigten Farbungen der Kontrolltiere und Mutanten wurden jeweils
auf benachbarten Coronalschnitten durchgefiihrt. Es wurden jeweils zwei Mutanten aus zwei
unterschiedlichen Wiirfen getestet. Skala in A-C = 300um, in D-F = 100pum

Im Rahmen der bisherigen Analyse der Pitx3-Uberexpression, sowohl im ventralen
Mittelhirn (Shh-Cre*/Pitx30E Foxa2-Cre*/Pix30E) als auch um dorso-ventralen
Mittelhirn (Wnt1-Cre+/Pix30E) - konnte eine Erhohung der Lmxla und Lmx1b
Expression in der VZ und SVZ am Embryonaltag E12.5 nachgewiesen werden (Vgl.

Abb. 11 und 16). Dies ist vor allem bei den Wnt1-Cre*/Pix30E Mutanten ausgebildet,
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und bei diesen Mutanten konnte ebenfalls eine starke ektopische Wntl-
Expression im ventralen Bereich (VZ, SVZ) des gesamten Mittelhirns gezeigt
werden. Um genauere Erkenntnisse lber die Interaktionen von Wntl, Lmx1a,
Lmx1b und Pitx3 zu erhalten, wurden die TF Lmxla und Lmx1b ebenfalls in der
Wntl- Domdne Uberexprimiert (siehe Kapitel 5.3). Die erhaltenen Mutanten
wurden als Wnt1-Cre*/Lmx1a0E hzyw, Wnt1-Cre*/Lmx1bOE hezeichnet.

Bei beiden Mutanten sind am Embryonaltag E12.5 Entwicklungsdefizite im
Mittelhirn ersichtlich: Bei den Wnt1-Cre*/Lmx1a0E Mutanten ist das gesamte
Mittelhirn unterentwickelt und ist bedeutend kleiner als bei den Kontrolltieren
(Abb. 20 A, B). Im Gegensatz dazu ist bei den Wnt1-Cre*/Lmx1bOE Mytanten das
gesamte Mittelhirn grofder als bei den Kontrolltieren und weifst Missbildungen auf
(Abb. 20 A, C). Bei den Wntl-Cre*/Lmx1a0E Mutanten sind ektopische Lmx1la-

positive Zellen im gesamten dorso-ventralen Mittelhirn detektierbar. Dabei

Kontrolle Wnt1-Cre*Lmx1a0E

Wnt1 _Creh’t_n‘mi bDE
-.!;:,- = v . L

Wnt1

Shh

Abb. 21: Die ektopische Expression von Lmx1a bzw. Lmx1b in der Wnt1l- Domine bewirkt eine
ektopische Expression von Wntl sowie eine Reduktion der Shh-Expression am Tag E12.5.
Kontrolltiere (A,D) Wnt1-Cre*/Lmx1a0E (B, E) bzw. Wnt1-Cre*/Lmx1b0E Mutanten (C, F). Abgebildet sind
die Ergebnisse der in-Situ Hybridsierung (ISH), wobei zur besseren Visualisierung die Bilder
mittels Photoshop in eine Grauskala umgewandelt wurden. A-C) Wnt1 ISH. D-F) Shh ISH. Die Wnt1
und Shh ISH wurden bei den Kontrolltieren und Mutanten auf benachbarten Coronalschnitten
durchgefiihrt. Die schwarzen Pfeile in D-F deuten auf die ventrale Shh Expression - diese ist bei den
Wnt1-Cre+/Lmx1a0E ynd Wnt1-Cre*/Lmx1bOE Mutanten reduziert. Skala in A-C = 100um

exprimieren allerdings nicht alle Zellen Lmx1a, wie es bei den Wnt1-Cre*/Pitx30E der
Fall gewesen ist. Die Lmxla-Expressionsdomdne in der Bodenplatte ist
unverandert, wobei allerdings bedeutend weniger Zellen Lmx1a exprimieren (Abb.
20 D, E). Bei der Betrachtung der Lmx1b-Expression auf benachbarten
Coronalschnitten ist ersichtlich, dass Lmx1b ebenfalls in den gleichen dorso-

ventralen Bereichen ektopisch exprimiert wird (Abb. 20 G, H). Die mDA Neuronen
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konnen im ventralen Bereich durch die Expression von TH und Pitx3
nachgewiesen werden, wobei sich die Anzahl der TH- und Pitx3-positiven Zellen
drastisch reduziert hat (Abb. 20 ], K, M, N). Hierbei wurde aufgrund der geringen
Stichprobenzahl (zwei Mutanten aus unterschiedlichen Wirfen) keine
Quantifizierung durchgefiihrt. Bei den Wnt1-Cre*/Lmx1bOE Mutanten erstreckt sich
die ektopische Lmx1b- Expression ebenfalls iiber das gesamte dorso-ventrale
Mittelhirn - hierbei exprimierten nahezu alle Zellen des Mittelhirn im Vergleich zu
den Kontrolltieren Lmx1b. (Abb. 20 G, I). Auf den benachbarten Coronalschnitten
ist ersichtlich, dass Lmx1a ebenfalls in den gleichen dorso-ventralen Bereichen
ektopisch gebildet wird (Abb. 20 D, F). Interessanterweise sind die TH- und Pitx3-
positiven mDA Neuronen des ventralen Mittelhirns auch in diesem Fall drastisch
reduziert Abb. 20 ], L, M, 0). Im Vergleich zu den Wnt1-Cre*/Lmx1a0E Mutanten
zeigten die Wnt1-Cre*/Lmx1bOE Mutanten eine geringere Reduktion der TH- und
Pitx3-positiven Zellen.

Bei der Betrachtung der Wntl und Shh Expression mittels in-Situ Hybridisierung
ergaben sich bei beiden Mutanten sehr unterschiedliche Phanotypen. Im Vergleich
zu den Kontrolltieren konnten bei den Wnt1-Cre*/Lmx1a0E Mutanten ektopische
Wntl-exprimierende Zellen in den Bereichen detektiert werden, in denen durch
die Uberexpression Lmxla nachgewiesen wurde (Abb. 21 A, B). Die Shh-
Expressionsdomdne erscheint unverandert, wobei jedoch im Bereich der
Bodenplatte kein Shh mehr detektiert werden konnte (schwarze Pfeile in Abb. 21
D und E). Bei den Wnt1-Cre*/Lmx1bOE Mutanten wurden Wntl-exprimierende Zellen
im gesamten dorso-ventralen Mittelhirn nachgewiesen, und zwar in den gleichen
Bereichen, in den auch die Lmx1b-Expression induziert wurde (Vgl. Abb. 21 A, C
und Abb. 20 G, I). Die Shh- Expression auf benachbarten Coronalschnitten zeigte
eine Reduktion in den Bereichen, in denen ektopisches Wnt1 nachgewiesen wurde,
wobei auch hierbei im Bereich der Bodenplatte eine Reduktion an Shh-Expression

vorlag (schwarze Pfeile in Abb. 21 D, F).
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3. Diskussion

Der Transkriptionsfaktor Pitx3 wird innerhalb des ZNS nur im Auge und in den
mDA Neuronen des ventralen Mittelhirns exprimiert. Obwohl Pitx3 mit TH in der
Substantia nigra (SN) und im ventralen tegmentalen Areal (VTA) koexprimiert
wird, ist die Entwicklung der mDA Neuronen des VTA bei einem Verlust von Pitx3
nur leicht beeintrachtigt, wahrend die mDA Neuronen der SN nicht ausgebildet
werden. Die molekularen Mechanismen, die diesen selektiven Verlust der lateralen
mDA Neuronen hervorrufen, sowie die Funktionen von Pitx3 wahrend der
Neurogenese der mDA Neuronen sind noch weitestgehend unklar. Die bisherigen
Erkenntnisse tiber die Funktion von Pitx3 stammen dabei nur aus der Analyse der
aphakia-Verlustmutante (Pitx3/-)(Kap. 1.5) sowie aus in vitro Experimenten -
bisher liegen keine Studien iiber eine in vivo Uberexpression von Pitx3 vor.

In der vorliegenden Arbeit sollte analysiert werden, welche Rolle Pitx3 bei der
Neurogenese der mDA spielt, indem Pitx3 im murinen Mittelhirn spezifisch
liberexprimiert wurde. Dazu wurde Pitx3, mittels des Cre-LoxP-Systems, im
ventralen Mittelhirn, unter der Kontrolle des Shh- bzw. Foxa2-Promotors (Shh-
Cre*/Pix30E ynd Foxa2-Cre*/Pix30E) ynd im gesamten dorsoventralen Mittelhirn
unter der Kontrolle des Wnt1- bzw. Enl-Promotors (Wnt1-Cre*/Pix30E ynd En1-
Cre*/Pix30E) {iberexprimiert. Bei der Analyse von Markern von dopaminergen
Neuronen wie TH, DAT, und Nurrl konnte bei allen vier Mutanten ein
gemeinsamer Phanotyp detektiert werden. Die Expression von TH-, DAT- und
Nurrl-positiven Zellen im medialen Bereich des dopaminergen Areals, aus dem
das VTA hervorgeht, war dabei besonders bei den Wnt1-Cre*/Pix30E stark erhoht.
Dieser Anstieg der mDA Neuronen ist wahrscheinlich auf die erhéhte Expression
von Lmxla und Lmxlb in der VZ und SVZ des ventralen Mittelhirns
zuriickzufiihren. Bei genauerer Analyse der Wnt1-Cre*/Pitx30E Mutanten zeigte sich
in diesen Bereichen eine starke ektopische Wntl-Expression am Embryonaltag
E12.5 sowie eine gesteigerte Proliferation (BrdU, Ki67) bei gleichzeitiger leichter
Reduktion der Neurogenese (Ngn2). In den Bereichen der ektopischen Wntl-
Expression konnte weiterhin eine Inhibierung der Shh-Expression an E12.5
festgestellt werden.

Die vorliegende Arbeit prasentiert die ersten Ergebnisse einer in vivo Pitx3-

Uberexpressionsstudie in der Maus. Diese lassen die Schlussfolgerung zu, dass
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Pitx3 nicht nur an der Differenzierung, sondern auch an Prozessen der
Koordination von Proliferation und Spezifikation - im Sinne von Aufrechterhaltung
des mDA Bereiches bzw. der Abgrenzung alternativer neuronaler Zellschicksale -
beteiligt ist. Dabei beeinflusst Pitx3 wahrscheinlich indirekt den kanonischen Wnt-
Signalweg, indem es eine Riickkopplungsschleife mit Lmxla und/ oder Lmx1b,

oder einem Zwischenfaktor bildet.

3.1. Uberexpression von Pitx3 im Mittelhirn

Pitx3 wird in der Maus ab dem Embryonaltag E11.0 in postmitotischen mDA
Neuronen bis ins Erwachsenenalter hinein exprimiert (Smidt et al.,, 1997; Zhao et
al., 2004; Maxwell et al.,, 2005b). Die Phase der mDA Neurogenese bei der Maus
liegt zwischen Tagen E10.5 und E14.5, und die hdéchste Zunahme der mDA
Neuronen kann an E12.5 detektiert werden (Di Porzio et al., 1990; Bayer et al,,
1995a).

An E12.5 wird Pitx3 bei den Kontrolltieren in allen postmitotischen TH-positiven
mDA Neuronen des ventralen Mittelhirns exprimiert (Abb. 9 A, D). Aufderhalb des
ventralen Bereiches der Bodenplatte (SVZ und MZ) konnte keine Expression von
Pitx3 detektiert werden. Bei allen doppeltransgenen Mutanten konnte jeweils eine
spezifische Uberexpression von Pitx3 im ventralen (Shh-Cre+/Pit30E ynd Foxa2-
Cre*/Pix30E) bzw. dorsoventralen Mittelhirn (Wnt1-Cre*/Pix30E ynd En1-Cre*/Pitx30E)
detektiert werden. In den Bereichen der ektopischen Pitx3-Expression konnte bei
allen vier Mutanten kein eGFP-Reporter mehr detektiert werden (Vgl. Abb. 9 A-C,
Abb. 13 A - (). Die in unserem Labor hergestellte transgene Mauslinie Pitx30E
(Kap. 5.3, M. S. Diaconu, U. Franke und (Collombat et al.,, 2007) funktioniert somit
zuverlissig fiir die konditionale Pitx3-Uberepxression. Es wurden zwei
unabhéangige Pitx30E Linien im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendet (Linie
1 und 5), und die doppeltransgenen Embryonen zeigten jeweils das gleiche Pitx3-

Uberexpressionmuster und reproduzierbare Phinotypen.
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3.2. Pitx3 bewirkt eine Erh6hung der mDA Neuronen im Bereich
des ventralen tegmentalen Areals (VTA)

Um die Konsequenzen der ventralen (Shh-Cre*/Pitx30E ynd Foxa2-Cre*/Pitx30E) hzw,
dorsoventralen (Wnt1-Cre*/Pit30E ynd En1-Cre*/Pix30E) Uberexpression von Pitx3
auf die Entwicklung der mDA Neuronen zu untersuchen, wurde die Expression von
Nurrl, TH, und DAT an E12.5 und E15.5 untersucht. Bei der Analyse der TH und
DAT Expression an E12.5 wurde der mediale Teil der mDA Neuronen als VTA
definiert und der laterale Bereich der sich entwickelnden SN zugeordnet (weifde
Linien in Abb. 9 D-F und 13 D-F). Bei der Analyse der Nurrl Expression wurde eine
getrennte Betrachtung der SVZ und der MZ vorgenommen. Bei der Betrachtung der
TH, DAT und Nurrl Expression an E15.5 sind die Bereich des medialen VTA und
der lateralen SN bereits voneinander unterscheidbar. Zur Uberpriifung wurde auf
benachbarten Coronalschnitten die Expression von Calbindin und Girk2
untersucht (Ergebnisse nicht gezeigt) - Calbindin wird v.a. in TH-positiven mDA
Neuronen des VTA, und Girk2 (engl. ,G-protein-gated inwardly rectifying K channel
subunit) wird v.a. in TH-positiven mA Neuronen der SN exprimiert (German et al.,
1993; Thompson et al., 2005).

An E12.5 wird bei den Kontrolltieren Pitx3 in postmitotischen TH- und Nurrl-
positiven mDA Neuronen in der SVZ und MZ exprimiert. DAT ist dabei
hauptsachlich in den schon weiter migrierten und ausdifferenzierten mDA
Neuronen der SN exprimiert (Abb. 9 A, D, G, ]J). Bei allen vier Mutanten (Shh-
Cre*/Pi30E; Foxa2-Cre*/Pitx30E; Wnt1-Cre*/Pi30E ynd En1-Cre*/Pix30E) zeigte sich bei
kaum veranderter Gesamtanzahl TH-positiver mDA Neuronen eine signifikante
Erhohung der TH-positiven mDA Neuronen um 8,3% - 15,6% im Bereich des VTA,
wahrend ein leichter Rickgang an TH-Expression in der SN zu beobachten war
(Abb. 9D - F, M und Abb. 13 D-F, M). Dieser Phanotyp der TH- Expression ist bei
den Wnt1-Cre*/Pix30E Mutanten am starksten ausgebildet, mit einer Zunahme um
15,6% im VTA und einem Riickgang um 17,6% in der SN (die Gesamtanzahl TH-
positiver Zellen zeigte keine Signifikanz, Abb. 13 D, E, M). Die Gesamtzahl der DAT-
positiven Zellen ist an E12.5 bei den Shh-Cre*/Pitx30E Foxa2-Cre*/Pix30E ynd Enl-
Cre+*/Pi30E Mutanten unverandert (Abb. 9 G-I, N und Abb. 13 G.I, N). Bei den Wnt1-
Cre+*/Pix30E Mutanten jedoch zeigte sich eine Abnahme bei der Gesamtzahl der DAT-

positiven Zellen um 35,8%, wobei eine signifikante Erhohung in der VTA (28,6%)
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beobachtet werden konnte und die SN eine starke Reduktion um 47,6% aufwies
(Abb. 13 G, H, N). Die Erh6hung der TH- und DAT-Expression im VTA kénnte durch
die direkte Interaktion von Pitx3 mit den jeweiligen Promotoren hervorgerufen
werden, da dies durch in vitro Experimente bereits gezeigt werden konnte (Cazorla
et al,, 2000; Lebel et al., 2001; Messmer et al.,, 2007; Hwang et al., 2009). Allerdings
ist auch von anderen Faktoren bekannt, dass sie an den TH- bzw. DAT-Promotor in
vitro binden und dessen Expression regulieren kénnen, wie z.B. Nurrl (Sakurada
et al.,, 1999; Iwawaki et al,, 2000; Kim et al., 2003; Martinat et al., 2006; Reddy et
al., 2011). Durch Genexpressionsstudien (Microarray, ChIP, ISH) der Verlustmause
von Nurrl bzw. Pitx3 konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dass Nurrl und
Pitx3 miteinander interagieren, um u.a. die Expression von TH und DAT zu
aktivieren. Dabei hebt Pitx3 die Inhibierung von Nurrl durch einen SMRT-HDAC-
Repressorkomplex auf und die Transkription der Nurrl-Zielgene wird initiiert
(Cazorla et al., 2000; Jacobs et al., 2009a; Jacobs et al., 2009b). Andererseits kann
Nurrl die Expression von Pitx3 in vitro regulieren, indem es Nurrl direkt an den
Pitx3-Promotor binden und dessen Transkription initiieren kann (Volpicelli et al,,
2012). Weiterhin wurde von Jacobs et al. (2009) gezeigt, dass Pitx3 die Expression
von DIk1 (engl. ,Delta-like 1 protein, auch FA1 genannt) inhibieren kann, wahrend
dessen Expression aktiviert. DIk1 ist in mDA Neuronen exprimiert und dessen
Rolle wahrend der mDA Neurogenese ist noch unklar. Die Dlk1-Verlustmutante
zeigt eine erhohte und vorzeitige DAT-Expression v.a. im Bereich des VTA, und es
wurde gefolgert, dass DIk1 eine vorzeitige Differenzierung zu DAT-positiven mDA
Neuronen inhibiert (Jensen et al., 2001; Christophersen et al., 2007; Jacobs et al,,
2009a; Jacobs et al., 2009b). Somit konnte das ektopische Pitx3 also auch indirekt
die vorzeitige DAT-Expression in der VTA beeinflussen, indem es DIk1 inhibiert
und dadurch DAT exprimiert wird. Dies aber wiirde bedeuten, dass eine eventuelle
Inhibierung von DIk1, verursacht durch die Pitx3-Uberexpression, wiederum
durch die Nurrl kompensiert werden wiirde.
Interessanterweise wurde an E12.5 und E15.5 bei allen Mutanten (Shh-Cre*/Pitx30E;
Foxa2-Cre+/Pix30E; Wnt1-Cre+/Pix30E ynd En1-Cre+/Pix30E) ebenfalls eine Erhohung
der Nurrl-positiven Zellen im Bereich der SVZ bzw. des VTA detektiert. Dabei
konnte eine um 5,6% - 28,6% erhohte Nurrl-Expression in der SVZ an E12.5
detektiert werden, wahrend an E15.5 eine 5,3% - 26,6% Erhohung beobachtet
werden konnte (Abb. 9, 10, 13, 14). Somit korreliert bei allen Mutanten die erhohte
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Nurrl-Expression mit den Bereichen, in denen ebenfalls mehr TH und DAT
beobachtet wurden (Vgl. Abb. 9, 10, 13, 14). Wie bereits erwahnt, konnen Pitx3
und Nurrl jeweils an die TH- und DAT-Promotoren binden und deren Expression
initiieren, und Pitx3 hebt die eine Inhibierung von Nurrl auf (Sakurada et al., 1999;
Cazorla et al, 2000; Iwawaki et al.,, 2000; Lebel et al.,, 2001; Kim et al.,, 2003;
Martinat et al.,, 2006; Messmer et al.,, 2007; Hwang et al., 2009; Jacobs et al., 2009a;
Jacobs et al.,, 2009b). Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass die erhohte TH- und
DAT-Expression in den Mutanten einerseits durch die direkte Interaktion von
Pitx3 und Nurrl mit den TH- und DAT-Promotoren, und andererseits durch die
gesteigerte Interaktion von Pitx3 und Nurrl untereinander hervorgerufen wird.
Die erhohte Expression von Nurrl in den Shh-Cre*/Pitx30E Foxa2-Cre*/Pitx30E Wnt1-
Cre+/Pix30E ynd En1-Cre*/Fitx30E Mutanten ist aber sehr wahrscheinlich nicht das
Resultat der Pitx3-Uberexpression. Nurrl wird normalerweise bereits an E10.5 in
postmitotischen mDA Vorlauferzellen in der SVZ exprimiert, also einen Tag, bevor
Pitx3 und TH detektiert werden konnen (Perlmann & Wallen-Mackenzie, 2004;
Ang, 2006; Prakash & Wurst, 2006a; Prakash & Wurst, 2006b). Bei der Pitx3
Verlustmutante (aphakia) konnte keine Verdanderung in der Nurrl Expression
detektiert werden, was darauf deutet, dass Pitx3 keinen Einfluss auf die Expression
von Nurrl hat (Jacobs et al.,, 2009a; Jacobs et al., 2009b). Aufderdem sind bisher
keine Faktoren bekannt, welche die Expression von Nurrl in mDA Neuronen
aktivieren und regulieren. Zudem gibt es inzwischen immer mehr Hinweise, dass
Nurrl und Pitx3 Bestandteile von zwei unterschiedlichen Signalwegen bei der
mDA Neurogenese sind, die unabhingig voneinander reguliert werden, und bei der
Ausreifung der mDA Neuronen wieder miteinander interagieren. Demnach
existiert ein Shh-FoxaZ2-Nurrl-Signalweg, der parallel zu einem Wntl-Lmx1la/b-
Pitx3-Signalweg agiert, und beide Signalwege laufen schliefdlich durch die
Interaktionen von Pitx3 und Nurrl zusammen (Abb. 7 E) (Smidt et al., 2000;
Wallen & Perlmann, 2003; Martinat et al., 2006; Prakash et al., 2006; Chung et al,,
2009; Jacobs et al., 2009b). In vitro Experimente haben gezeigt, dass Lmx1a/b an
den Promotorsequenzen von Nurrl binden und dessen Expression induzieren
konnen (Chung et al,, 2009), und bei den Shh-Cre*/Pix30E, Foxa2-Cre*/Pitx30E Wnt1-
Cre*/Pi30E ynd Enl-Cre*/Pix30E Mutanten konnte an E12.5 eine signifikante
Erhohung der Lmx1a und Lmx1b Expression in der VZ und teilweise auch in der
SVZ detektiert werden (Abb. 11 D-I, M, N und Abb. 16 D-I, M, N). Es ist daher
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wahrscheinlich, dass die erh6hte Nurrl Expression in der SVZ bzw. VTA der Shh-
Cre+/Pi30E Foxa2-Cre+/Pix30E  Wnt1-Cre+/Pix30E ynd En1l-Cre+*/Pi30E  Mutanten
durch die erhohte Lmxla- und Lmx1b-Expression in der VZ (und SVZ)
hervorgerufen wird. Weiterhin konnte kiirzlich gezeigt werden, dass Lmxla
ebenfalls an den DAT-Promotor binden und dessen Transkription regulieren kann
(Chung et al., 2012), womit die in den Wnt1-Cre*/Pix30E Mutanten beobachtete
Erhohung der DAT-Expression in der VTA auch auf Lmx1la zurtlckzufiihren sein
konnte. Interessanterweise ist Lmx1a bei allen Mutanten und besonders bei den
Wnt1-Cre+/Pi30E Mutanten in der VZ erhoht (Abb. 16 E). Somit ist es also eher
wahrscheinlich, dass die in den Mutanten beobachtete Erhéhung der mDA
Neurone im VTA sowohl durch Pitx3, Nurrl und Lmx1a/b hervorgerufen wird.

Der beobachtete Phanotyp der TH-, DAT- und Nurrl- Expression an E12.5 ist an
E15.5 deutlicher ausgebildet. Dabei zeigten alle Mutanten eine Erhohung in der
Anzahl ausdifferenzierter mDA Neuronen (TH, DAT, Nurrl) im VTA um 5,3% -
37,6% (Abb. 10 und 14), die bei den Wnt1-Cre+/Pix30E Mutanten am starksten
ausgepragt war. Bei diesen Mutanten zeigte sich jedoch auch gleichzeitig eine
Reduktion der TH-, DAT- und Nurrl-positiven Zellen in der SN. Dieser Phanotyp
kénnte von Migrationsdefekten in der spaten Phase der Neurogenese
hervorgerufen werden. Zunachst migrieren die postmitotischen mDA Neuronen
wahrend der frihen Differenzierung ausgehend von der VZ nach ventral tber die
SVZ in die Mantelzone entlang der Fasern radialer Gliazellen. Von dort aus
wandern sie in der spaten Differenzierungsphase weiter nach lateral entlang
tangential angeordneter Nervenfasern und bilden die Subpopulation der SN
(Kawano et al., 1995; Ohyama et al., 1998; Vitalis et al., 2005). Die frithe Migration
zumindest scheint bei den Wnt1-Cre*/Pix30E Mutanten nicht betroffen zu sein, wie
es anhand der RC2- und f3-Catenin-Farbung gezeigt werden konnte (Abb. 17). Ob
die spatere Migration betroffen ist, muss hierbei noch iiberpriift werden. In Reelin-
bzw. Dabl-Verlustmdusen (reeler bzw. yotari Mause) konnte zumindest ein
dhnlicher Phianotyp beobachtet werden: Eine erhohte Anzahl von mDA Neuronen
im VTA, wahrend in der SN eine Reduktion vorlag. Die Autoren konnten zeigen,
dass bei einem Verlust an Reelin bzw. Dabl die laterale Migration der mDA
Neuronen gestort ist, und die migrierenden Neuronen in der VTA akkumulieren

und nicht in die SN einwandern konnen (Nishikawa et al., 2003; Kang et al., 2010).
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Allerdings ist die Funktion von Reelin bzw. Dab1 wahrend der mDA Neurogenese
bisher kaum untersucht worden.

Es erscheint ebenso moglich, das die Akkumulation der mDA Neurone im VTA, vor
allem bei den Wnt1-Cre+/Pitx30E Mutanten, durch andere Vertreter der Wnt-Familie
bedingt sein konnten. Bei einem Verlust an Wnt5a ist ein dhnliche Phanotyp wie
bei den Wnt1-Cre*/Pix30E Mutanten zu beobachten und die Autoren folgerten, dass
Wnt5a die Morphogenese, die Proliferation und die Differenzierung von mDA
Neuronen regulieren kann (Andersson et al., 2008).

Bei den Wntl-Cre*/Pix30E und En1-Cre*/Pix30E Mutanten konnte auch eine
ektopische TH- Expression im rostralen Hinterhirn an E15.5 beobachtet werden
(weifde Pfeilspitzen in Abb. 15). Im Fall der Wnt1-Cre*/Pitx30E Mutanten waren die
ektopischen mDA Neuronen (TH*) noch klar von den nach caudal verschobenen
serotonergen (5-HT*) getrennt, wahrend bei den En1-Cre*/Pitx30E Mutanten auch
vereinzelt TH- und 5-HT-positive Neuronen gefunden wurden. Um diese
Beobachtung zu stiitzen, sind genauere Analysen mittels konfokaler
Laserscanmikroskopie erforderlich. Es bestehen bei beiden Mutanten scheinbar
Defekte innerhalb des molekularen Netzwerkes des IsO der MHG, da die mDA
Neuronen bei den Kontrolltieren stets von den serotonergen durch die MHG
separiert sind, was bei den Wnt1-Cre*/Pitx30E ynd En1-Cre*/Fix30E Mutanten nicht
der Fall ist. Der IsO reguliert die Entwicklung des gesamten Mittel- und Hinterhirns
durch Ausschiittung spezieller Signalmolekiile (siehe Kapitel 1.4.1). Die Position
des IsO wird dabei durch die Expression von Otx2 im Vorder- und Mittelhirn, und
Gbx2 im Hinterhirn bestimmt (Liu & Joyner, 2001; Martinez-Barbera et al., 2001;
Prakash & Wurst, 2004). Aufgrund der Detektion ausgereifter TH-positiver mDA
und 5-HT-positiver serotonerger Neuronen in den Wntl-Cre*/Pi30E ynd Enl-
Cre+/Pi30E Mutanten kann davon ausgegangen werden, dass sich der IsO an der
MHG entwickelt hat und zumindest eingeschrankt die neuronale Entwicklung des
Mittel- und Hinterhirns steuern kann. Der Defekt des IsO macht sich besonders an
den morphologischen Phéanotypen der Wn1-Cre*/Pix30E ynd En1-Cre*/Pitx30E
Mutanten bemerkbar: Bei beiden ist die Anlage des Cerebellums (AC, schwarze
Pfeile in Abb. 15 A) unterentwickelt, und die Wn1-Cre*/Pix30E Mutanten sind nicht
lebensfahig, was sehr wahrscheinlich auf die drastischen Entwicklungsdefizite im
gesamten Mittel- und Hinterhirn zurtickzufiihren ist. Die Griinde fiir diese Defekte
wurden nicht untersucht, und es kann nur vermutet werden, dass Stérungen
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innerhalb des IsO vorliegen konnten. Bei den Wn1-Cre*/Pitx30E Mutanten konnte
zumindest im ventralen Mittelhirn eine ektopische Expression von Wnt1 detektiert
werden (Abb. 18 D), wobei der Bereich des IsO nicht untersucht wurde. Dies sollte
unbedingt noch analysiert werden, weil Wntl ein wichtiger Regulator des IsO ist,
indem er z.B. mit Fgf8 und Otx2 interagiert. Bei einer ektopischen Expression von
Otx2-Expression unter der Kontrolle von En1 konnte z.B. beobachtet werden, dass
sich die MHG und damit auch der IsO nach caudal verschoben hat und
dopaminerge Neuronen im Hinterhirn exprimiert wurden, wobei auch Defekte in
der cerebralen Anlage festgestellt werden konnten (Broccoli et al., 1999; Omodei
et al, 2008). Somit ist es auch moglich, dass Otx2 bei den Wn1-Cre*/Pitx30E
Mutanten ektopisch in den Bereichen exprimiert sein kénnte, wo ektopische TH-
Expression festgestellt werden konnte (Abb. 15). Von Chung et al. (2009) wurde
gezeigt, dass Wntl an den Otx2-Promotor binden und diesen aktivieren kann
(Chung et al., 2009), und es konnte also sein, dass bei den Wn1-Cre*/Pitx30E ynd
En1-Cre*/Pix30E Mutanten auch eine Verdnderung in der Otx2-Expression vorliegt.
Weiterhin konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dass der Shh-Signalweg
(inkl. Gli2ZA und Gli3R) fiir das Wachstum des gesamten dorso-ventralen Mittel-
und Hinterhirns von Bedeutung ist, indem es u.a. die Proliferation regulieren und
die Apoptose unterdriicken kann (Blaess et al., 2006; Blaess et al.,, 2011). Eine
Beeintrachtigung des Shh-Signalweges zeigt dabei Storungen in der Entwicklung
des Mittel- und Hinterhirns, was dem beobachteten Phanotyp der Wn1-Cre*/Pitx30E
und En1-Cre*/Pitx30E Mutanten dhnelt (Vgl. Abb. 15 A-C und (Blaess et al., 2006)).
Interessanterweise konnte bei den Wn1-Cre*/Pix30E Mutanten zumindest im
ventralen Mittelhirn eine Reduktion der Shh-Expression festgestellt werden (Abb.
19) und diese Mutanten haben starke Entwicklungsdefizite im Mittel- und
Hinterhirn (Abb. 15). Die Expression von Shh im Bereich der MHG wurde hierbei

nicht untersucht und sollte bei der weiteren Analyse berticksichtigt werden.

3.3. Pitx3 hat einen positiven Einfluss auf die Expression von
Lmx1a/b und Wnt1

Bei den Shh-Cre+/Pit30E  Foxa2-Cre+/Pit30E Wnt1l-Cre*/Pitx30E ynd Enl-Cre+/Pitx30E
Mutanten zeigte sich also eine Erhohung der TH- und DAT-Expression in der VTA,

die sehr wahrscheinlich durch die ebenfalls erhohte Nurrl-Expression
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hervorgerufen werden. Es ist bekannt, dass die beiden redundanten TF Lmx1a und
Lmx1b, teilweise in Kooperation mit Foxa2, die Spezifizierung und weitere
Differenzierung der mDA Neuronen regulieren (Ferri et al.,, 2007; Lin et al., 2009;
Nakatani et al,, 2010; Deng et al., 2011; Mavromatakis et al.,, 2011; Yan et al.,, 2011).
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass durch eine Uberexpression von Lmxl1a,
Lmx1b und/oder Foxa2 im ventralen Mittelhirn eine Erh6hung der TH- und Nurr1-
positiven mDA Neuronen zur Folge hat (Nakatani et al., 2010). Bei der Lmx1a-
Verlustmutante dreher ist die Expression von Pitx3 und Nurrl merklich reduziert,
und in vitro Experimente haben gezeigt, dass Lmx1a/b an die Promotorsequenzen
von Pitx3 und Nurrl binden und deren Expression induzieren kénnen (Chung et
al., 2009).

Die Foxa2 Expression an E12.5 scheint bei den Shh-Cre*/Pitx30E, Foxa2-Cre*/Pitx30E
und Enl-Cre+/Pit30E Mutanten unverandert, wahrend bei den Wntl-Cre+*/Pitx30E
Mutanten eine scheinbar erhohte Expression in der VZ vorliegt. Die Expression von
Foxa2 wurde in der vorliegenden Arbeit nicht quantifiziert, und daher kann
diesbeziiglich keine klare Aussage getroffen werden. Fiir die weitere Analyse ist es
wichtig, der Fragestellung nach der Foxa2-Expression in den Wnt1-Cre+*/Pitx30E
Mutanten ndaher nachzugehen, da Foxa2 u.a. an der Regulierung der Spezifizierung
und Differenzierung der mDA Neuronen beteiligt ist. Foxa2 reguliert die
Neurogenese, indem es an der Kontrolle der Nurrl Expression beteiligt ist, und
zusammen mit Lmx1a und Msx1 die Expression von Ngn2 reguliert. Weiterhin ist
Foxa2 fiir das Uberleben der mDA Neuronen sowie an der Neurogenese
benachbarter Neuronenpopulationen beteiligt, indem es Nkx2.2 blockieren und
Nkx6.1 aktivieren kann (Andersson et al., 2006; Ferri et al., 2007; Kittappa et al,,
2007; Arenas, 2008; Chung et al., 2009; Lin et al,, 2009; Lee et al.,, 2010; Nakatani et
al., 2010). Bei den Shh-Cre*/Pix30E Foxa2-Cre*/Pitx30E Wnt1-Cre*/Pix30E ynd Enl-
Cre+/Pix30E Mutanten zeigte die Nkx6.1 Expression an E12.5 keine Auffilligkeiten
im ventralen Mittelhirn (Abb. 11 J-L, Abb. 16 ]-L). Die Pitx3- Uberexpression und
die damit verbundene Erh6hung von Lmx1a/b hat also scheinbar keinen Einfluss
auf die Entwicklung der lateralen Neuronenpopulationen. Um dies mit Sicherheit
sagen zu konnen, sind jedoch weitere Analysen der lateralen Marker (z.B. Nkx2.2,
Pax6) erforderlich.

Bei den Shh-Cre+/Pitx30E Foxa2-Cre+/Pitx30E Wnt1-Cre+/Pix30E ynd Enl-Cre*/Pitx30E
Mutanten konnte an E12.5 eine Erhohung der Lmx1a und Lmx1b Expression in der
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VZ und teilweise auch in der SVZ detektiert werden (Abb. 11 D-I, M, N und Abb. 16
D-I, M, N), die besonders bei den Wnt1-Cre*/Pix30E Mutanten festgestellt werden
konnte. Aus der Literatur ist bekannt, dass eine Riickkopplungsschleife zwischen
Wntl, Lmxla und Lmx1lb besteht: Wntl kann die Expression von Lmxla/b
regulieren, und Lmx1a wiederum kann die Expression von Wntl steuern (Prakash
et al,, 2006; Chung et al., 2009). Aufgrund der erh6hten Expression von Lmx1a und
Lmx1b in den Wnt1-Cre*/Pix30E Mutanten wurde daher die Expression von Wnt1
untersucht. Dabei konnte in den Mutanten im gesamten ventralen Mittelhirn im
Bereich der VZ und SVZ an E12.5 ektopische Wnt1-Expression detektiert werden
(Abb. 18 D). Die ektopische Wnt1-Expression in den Wnt1-Cre*/Pitx30E Mutanten ist
sehr wahrscheinlich auf die erhohte Expression von Lmxla/b in der VZ
zurlickzufiihren. Es ist aber auch moglich, dass Pitx3 zundchst Wnt1 aktiviert, was
wiederum zu einer Erh6hung von Lmx1a/b fithren wiirde. Um herauszufinden, ob
die ektopische Wntl Expression in den Wnt1-Cre*/Pitx30E Mutanten (Abb. 19) eine
Konsequenz der erhohten Lmx1a- oder Lmx1b- Expression ist, wurde entweder
Lmxla oder Lmx1b in der Wntl-Domane iliberexprimiert (Kap. 2.3), wobei die
Expression von Lmx1a, Lmx1b, TH, Pitx3, Wnt1 und Shh analysiert wurde. Bei den
Wnt1-Cre*/Lmx1a0E hzw, Wnt1-Cre*/Lmx1bOE Mutanten konnte eine ektopische Wnt1-
Expression in den Bereichen detektiert werden, in denen Lmxla bzw. Lmx1b
tiberexprimiert wurden (Abb. 21 A - C). Dies deckt sich mit der Beobachtung bei
den Wntl-Cre*/Pix30E Mutanten, bei denen ebenfalls ektopisches Wntl in den
Bereichen erh6hter Lmx1a- und Lmx1b- Expression gefunden wurde (Vgl. Abb. 16
und Abb. 18). Es kann daher gefolgert werden, dass die beobachtete ektopische
Wntl-Expression bei den Wnt1-Cre*/Pix30E Mutanten wahrscheinlich indirekt
durch die Pitx3-Uberexpression induziert wurde, und zwar iiber Lmx1a und/oder
Lmx1b.

Bei den Wntl-Cre*/Lmx1a0E hzy, Wntl-Cre*/Lmx1bOE Mutanten zeigte sich in den
Bereichen des ektopischen Wntl zumindest teilweise eine Inhibierung der Shh-
Expression im ventralen Teil des Mittelhirns (schwarze Pfeile in Abb. 20 D - F).
Interessanterweise sind die TH- und Pitx3-positiven mDA Neuronen an E12.5 bei
den Wnt1-Cre*/Lmx1a0E hzw, Wnt1-Cre*/Lmx1bOE Mutanten drastisch reduziert (Abb.
20 J-0). Die Griinde fiir diese Reduktion trotz erhohter Lmxla/b und Wntl
Expression kénnen an dieser Stelle nicht geklart werden. Es kann nur spekuliert
werden, dass aufgrund Lmxla/b-Uberexpression und der beobachteten
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ektopischen Wntl-Expression die Funktion des IsO gestort sein konnte. Fiir die
weitere Analyse der Wntl-Cre*/Lmx1a0E hzw, Wnt1-Cre*/Lmx1bOE Mutanten ist es
daher erforderlich, wichtige Faktoren des IsO (z.B. Fgf8, Otx2, Gbx2 und Pax2) an
E10.5 und E12.5 zu untersuchen.
Wntl und der damit verbunden kanonische Wnt-Signalweg kontrollieren viele
wichtige Prozesse wahrend der Entwicklung der mDA Neuronen, unter anderem
steuert Wnt1l die Proliferation im Mittel- und Hinterhirn (Dickinson et al., 1994;
Megason et al.,, 2002; Panhuysen et al., 2004; Castelo-Branco et al., 2006; Alves dos
Santos & Smidt, 2011). Damit {ibereinstimmend konnte bei den Wnt1-Cre*/Pitx30E
Mutanten an E12.5 in den Bereichen der ektopischen Wnt1-Expression eine starke
Erhoéhung der Proliferation (BrdU, Ki67) im Bereich der VZ (Abb. 18 E-H)
beobachtet werden. Dies erklart wahrscheinlich auch die verdanderte Morphologie
des ventralen Mittelhirns bei den Wnt1-Cre*/Pitx30E Mutanten, bei denen die Basis
der VZ verbreitert ist (Abb. 18 D). Dieser Phanotyp war im gesamten ventralen
Mittelhirn der Mutanten zu beobachten. Mit der gesteigerten Proliferation,
hervorgerufen durch die ektopische Wntl-Expression in den Wnt1-Cre*/Pitx30E
Mutanten, ist die Differenzierung der mDA Neuronen vermindert, was durch die
Ngn2 ISH gezeigt werden konnte (Abb. 19 F). Allerdings wurde in diesem Bereich
mehr TH und DAT an E12.5 detektiert (Abb. 13 E, H, M, N), was einer verminderten
Neurogenese widerspricht. Wahrscheinlich kompensiert hierbei die gesteigerte
Lmx1a/b Expression in der VZ diesen Defekt, indem die beiden Faktoren, wie oben
beschrieben, moglicherweise Nurrl, TH und DAT induzieren, was wiederum zu
einer gesteigerten TH und DAT Expression fiihrt.
Bei den Wnt1-Cre+/Pix30E Mutanten zeigte sich eine starke ektopische Wntl
Expression in der VZ und SVZ der BP. Auf benachbarten Coronalschnitten konnte
in den Bereichen der ektopischen Wntl-Expression an E12.5 keine Shh-
Expression detektiert werden (Abb. 19 A - D). Im Mittelhirn inhibiert Wntl und
der damit verbundene kanonische Wnt-Signalweg im Laufe der Spezifizierung der
mDA Neuronen die Expression von Shh (Fasano & Studer, 2009; Joksimovic et al,,
2009). Nach der Induktion der BP und somit des mDA Areals durch Shh an E8.5 -
E9.5 muss die weitere Expression von Shh durch Wntl im Mittelhirn ab E9.5
inhibiert werden, damit die Neurogenese der mDA Neuronen aus den Zellen der
BP selbst initiiert werden kann (Hynes et al., 1995a; Hynes et al., 1995b; Fasano &
Studer, 2009; Joksimovic et al,, 2009; Tang et al.,, 2009; Tang et al., 2010). Die
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verminderte Shh-Expression im ventralen Mittelhirn der Wntl-Cre*/Pitx30E
Mutanten kann also mit der bekannten Inhibierung von Shh durch Wntl erklart
werden. Aufgrund der Tatsache, dass mDA Neuronen an E12.5 und E15.5 bei den
Wntl-Cre+/Pix30E - Mutanten detektiert werden konnen, kann aber davon
ausgegangen werden, dass die Shh-Expression wahrend der Induktionsphase an
E8.5 - E9.5 bei den Wnt1-Cre*/Pix30E Mutanten noch korrekt exprimiert wird.
Tatsachlich konnte bei einer Wnt1-Cre*/Pitx30E Mutante mittels Shh-IIF an E10.5
keine Veranderung detektiert werden (nicht gezeigt). Flir die weitere Analyse der
Wnt1-Cre+/Pi30E. Mutanten sind aber weitere Expressionsstudien an E9.5 und
E10.5 erforderlich, um die Interaktionen des Wnt- und Shh-Signalweges wahrend
der frithen mDA Neurogenese zu untersuchen. Hierbei empfiehlt es sich, auch die
Effektoren der beiden Signalwege wie z.B. f3-Catenin (Wnt-Signalweg) und Glil-
Gli3 (Shh-Signalweg) naher zu analysieren.

Interessanterweise ist die Expression von En1 bei den Wnt1-Cre*/Pix30E Mutanten
drastisch reduziert (Abb. 19 G, H). Die Funktion von Enl wahrend der mDA
Neurogenese ist noch nicht vollstandig geklart. Der Verlust von Enl (sowie En2)
fiihrt zu einer Degeneration der mDA Neuronen ab E14.5 aufgrund gesteigerter
Apoptose, und daraus wurde gefolgert, dass Enl fiir das Uberleben der mDA
Neuronen von Bedeutung ist (Albéri et al., 2004; Alves dos Santos & Smidt, 2011).
En1l scheint dabei die Zellen vor mitochondrialen Schaden zu schiitzen, die durch
oxidativen Stress innerhalb der Zelle verursacht werden (Alvarez-Fischer et al,,
2011). Die erniedrigte En1-Expression bei den Wnt1-Cre*/Pix30E Mutanten steht
somit im Widerspruch zu dem spateren TH- und DAT- Phanotyp dieser Mutanten.
Bei einer Verringerung der Enl Expression kdnnte man davon ausgehen, dass an
E15.5 weniger TH- und DAT-positive mDA Neuronen detektiert werden koénnen.
Tatsachlich konnte bei den Wnt1-Cre*/Pix30E Mutanten eine Unterentwicklung der
SN beobachtet werden, wahrend das VTA allerdings eine Erh6hung der TH- und
DAT-Expression aufwies (Abb. 14). Mdglicherweise ist in den Wnt1-Cre*/Pitx30E
Mutanten die Enl-Expression nur verzoégert und an E15.5 wieder normalisiert.
Hierzu sind aber weitere Analysen beziiglich der Enl und En2 Expression
erforderlich, um dieser Frage nachzugehen. Auch sollte bei den Wnt1-Cre*/Pitx30E
Mutanten die Apoptose untersucht werden, die bei einer Reduktion der Enl

Expression zu erwarten ware.
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3.4. Schlussfolgerung

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Uberexpression von Pitx3 unter
der Kontrolle von Faktoren, die auch wahrend der normalen mDA Neurogenese
von Relevanz sind (Shh, Foxa2, Wntl, En1), eine Erhéhung der dopaminergen
Neurone beobachtet werden konnte. Dabei beschrankte sich Steigerung der TH-,
DAT- und Nurrl-Expression auf den Bereich des VTA. Wahrscheinlich ist die
drastische Unterentwicklung der SN in den Wntl-Cre*/Pix30E Mutanten auf
tangentiale Migrationsdefekte zuriickzufilhren, was allerdings noch iiberpriift
werden muss. Die Erh6hung der mDA in medialen Bereich kdnnte dabei auf Pitx3,
Nurrl, und Lmx1la/b zuriickzufiihren sein und kann auch mit Literaturangaben
belegt werden (Kap. 3.2 und 3.3). Interessanterweise geben die Ergebnisse der
Wnt1-Cre+/Pix30E Mutanten auch Hinweise auf eine neue mogliche Funktionsweise
von Pitx3 wahrend der Neurogenese der mDA Neuronen. Pitx3 scheint hierbei
direkt mit Lmxla/b oder Wntl zu interagieren, denn in den Wnt1-Cre*/Pitx30E
Mutanten konnte eine starke Erh6hung von Lmx1a/b sowie ektopische Expression
von Wntl festgestellt werden. Durch die Analysen der Wntl1-Cre*/Lmx1a0E ynd
Wntl-Cre+/Llmx1bOE Myutanten scheint es eher wahrscheinlich, dass Lmxla und
Lmx1b eine ektopische Wntl-Expression induzieren kénnen. Somit ware die
ektopische Wnt1l-Expression in den Wntl-Cre+*/Pitx30E Mutanten indirekt durch
Pitx3 verursacht, indem Pitx3 zunachst mit Lmx1a/b interagiert. Um dies jedoch
mit Gewissheit sagen zu konnen, ist es fiir die weitere Analyse dringend
erforderlich, die Moglichkeiten einer Interaktion von Pitx3 mit Lmx1a/b bzw. Pitx3

mit Wnt1, in vitro mittels ChIP-Experimente zu verifizieren.

4. Zusammenfassung

Der Transkriptionsfaktor Pitx3 wird nur in postmitotischen mDA Neuronen des
Mittelhirns exprimiert und zeigt eine vollstandige Koexpression mit TH im VTA
und der SN. Bei einem Verlust an Pitx3-Expression (aphakia-Maus) zeigen die mDA
Neurone des VTA nahezu keine Veranderung, wahrend sich jedoch die Neuronen
der SN nicht entwickeln. Die Griinde hierfuir sind bisher unklar.

In der vorliegenden Arbeit sollte analysiert werden, welche Rolle Pitx3 bei der

Neurogenese der mDA spielt, indem Pitx3 im murinen Mittelhirn spezifisch
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liberexprimiert wurde. Dies sind die ersten Ergebnisse einer in vivo Pitx3-

Uberexpressionsstudie in der Maus und die Ergebnisse kénne wie folgt

zusammengefast werden:

Die Expression von TH-, DAT- und Nurr1-positiven Zellen im medialen Bereich
des dopaminergen Areals, aus dem das VTA hervorgeht, ist bei allen Mutanten
(Shh-Cre*/Pitx30E - Foxa2-Cre*/Pitx, ~ Wnt1-Cre*/Pix30E  ynd En1-Cre*/Pitx30E)
signifikant erhoht. Dabei war dieser Phanotyp besonders bei den Wntl-
Cre*/Pi30E Mutanten ausgebildet.

An E12.5 ist die Expression von Lmx1a und Lmx1b bei allen Mutanten in der
VZ signifikant erhoht.

Bei den Wnt1-Cre+/Pix30E Mutanten zeigte sich an E12.5 eine starke ektopische
Wntl-Expression in den Bereichen der VZ und SVZ. Ebenso konnte eine
gesteigerte Proliferation (BrdU, Ki67) bei gleichzeitiger leichter Reduktion der
Neurogenese (NgnZ) beobachtet werden. In den Bereichen der ektopischen
Wntl-Expression konnte weiterhin eine Inhibierung der Shh-Expression an
E12.5 festgestellt werden.

An E12.5 konnte bei den Wnt1-Cre*/Lmx1a0E ynd Wnt1-Cre*/Lmx1bOE Mutanten
eine ektopische Wntl-Expression in den Bereichen festgestellt werden, in
denen Lmx1la/b konditional liberexprimiert wurde. Hierbei zeigte sich eine
starke Reduktion der TH- und Pitx3-Expression, die aber wahrscheinlich durch

eine Storung des IsO hervorgerufen sein konnte.

Im Allgemeinen kann also gesagt werden, dass Pitx3 nicht nur an der

Differenzierung, sondern auch an Prozessen der Koordination von Proliferation

und Spezifikation - im Sinne von Aufrechterhaltung des mDA Bereiches bzw. der

Abgrenzung alternativer neuronaler Zellschicksale beteiligt sein konnte. Dabei

beeinflusst Pitx3 wahrscheinlich indirekt den kanonischen Wnt-Signalweg, indem

es eine Riickkopplungsschleife mit Lmxla und/oder Lmx1lb, oder einem

Zwischenfaktor bildet.
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5. Material & Methoden

5.1. Chemikalien, Reagenzien und Pufferlosungen

Bezeichnung Hersteller, Bezugsquelle

Agarose Roth, #3810.4

Ammoniumacetat Merck Emsure, #101116

Bacto-Agar BD Becton & Dickinson Bacto Agar, #214030

Bacto-Trypton

BD Becton & Dickinson Bacto Trypton, #211699

Borsaure Roth, #6943

Blockpulver Roche Blocking Reagent, #1096170

CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate,
‘ Merck, Molecular Biology Grade, #220201;

Chloroform Merck Emsure 1.02445

Dapi-Losung

Vector Vectashield Mounting Media with Dapi, #H-1200

DEPC (-H,0 /-PBS)

Diethyl Pyrocarbonat, Sigma, D-5758

DNase

RQ1 RNase-Free DNase, Promega, #M610

dNTP Nukleotid-Mix

Genecraft, DNA Polymerization Mix 20mM, #GC-013-002

EDTA

Ethylendiamin-tetraessigsédure, Roth, #8043.4

Eosin-Losung

Merck, #115935; 0,1% gelost in dH-0,

vergéllt, 99%, Chemie Vertrieb Hannover

Eth 1

ano unvergallt, Merck Emsure, #1.00983.1011
Formamid VWR AnalaR Normapur, 24311.291
Glutaraldehyd ' 25% Grade I, Sigma, #G6257
Glycerol 'Merck, #1.04092
Glycin - Sigma Ultra, ,#G7403,

_eine 2%ige Glycin-Losung wurde mit DEPC-PBS hergestellt

GoTaq-Polymerase

GoTaq Polymerase, Promega #M3175 (beinhaltet 5x PCR Puffer #M791A und
DNA Polymerase #M830B)

Hiamatoxylin-Lésung

Sigma, #MHS16

Salzsdure 1 M HC], Merck #1.09057

HCl -rauchende Salzsédure, 37% HCI, Merck #1.00317
Hefeextrakt BD Becton & Dickinson Bacto Yeast Extract, #212720
Hefe-RNA RNA aus der Hefe, Roche, #109223

Heparin Sigma, #H3393, 1 g geldstin 10 ml dH,0

Histoclear Tissue Tek Paraffin Cleaning Reagent, Sakura, #1426
Isopropanol Merck, #1.09634

Kaliumacetat Sigma, #P-5708

KCl Kaliumchlorid , Merck Emsure, #1.04936

Keimol ,Cornoil“, Sigma #C8267

Kryomatrix Tissue Freezing Medium, Einbettmedium, Jung #020108926
Levamisol Sigma, (-)-Tetramisol Hydrochlorid, #L9756

LiCl Lithiumchlorid, Calbiochem, #438002

MgCl, Magnesiumchlorid, Merck Emsure, #1.05833

Mowiol Mowiol-488, Roth, #0713

NaCl Natriumchlorid, Merck, #1.06404

NaOH Natriumhydroxid, Merck, #1.09137

Natriumcitrat Merck Emsure, #106447, tri-Natriumcitrat-Dihydrat
NBT/BCIP NBT/BCIP Stock Solution, Roche, #11681451001, Version 07
Paraffin McCormick Scientific, USA, Paraplast Tissue Embedding Medium, #39501006
PCI Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1), Roth, #A156.1
PFA Paraformaldehyd, Sigma-Aldrich #158127; geldst in PBS-Puffer bei pH 7,8
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Phenol Amresco, pH 4,5
. Roche, # 03115828001 ; 10 mg/ml geldst in 50mM Tris-HCl pH 8,0 sowie 1,5

ProteinaseK : .
M Kalziumacetat

SDS Sodium Dodecyl Sulfat, Merck Omnipur #7910-0P; fiir eine 10%-L06sung
wurden 100g in dH,0 geldst und autoklaviert

Sucrose Merck #1.07687; geldst in PBS-Puffer

Toluol Merck, #1.08325

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan, VWR

. 1 M Tris, VWR AnalR Normapur #103156X,
Tris-HCl

gelost in dH20, mit HCI auf entsprechenden pH-Wert eingestellt

Triton X-100

Merck, #108603, verdiinnt in PBS

Tween-20

Merck Tween-20, #8.22184

Tab. 1: Verwendete Chemikalien und Reagenzien, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendet

wurden.

ProteinaseK-Losung fiir
die ISH

20 pg/ml ProteinaseK, 50 mM Tris-HCl pH 8,0, 5 mM EDTA in DEPC-H,0

Lysis-Puffer

100mM Tris-HCl pH 8; 5mM EDTA; 2% SDS; 200mM NacCl; (autoklaviert)

PBS-Puffer

10x PBS (Lonza Accugene #1387) verdiinnt mit dH20 auf 1x PBS,
autoklaviert

SSC (20x)

3 M Na(l, 0,3 M Natriumcitrat in dH20 gel6st und mit HCI auf
entsprechenden pH-Wert eingestellt (autoklaviert)

Demaskierungs-Lésung

Vector Antigen Unmasking Solution, #H-3300; 1:100 in dH»0

TE-Puffer

10mM Tris-HCl; 1mM EDTA; geldst in ddH,0; RNA pH=8,0; DNA pH=7,5

TBE-Puffer

89mM Tris-HCl pH 8,0; 89mM Borsdure; 2mM EDTA; gelost in ddH,0

Blockpuffer fiir IIF

10% FCS (fetales Kéalberserum) und 0,1% Triton X-100 geldst in 1x PBS-
Puffer

Hybridisierungspuffer
(ISH)

50% Formamid, 25% SSC (20x, pH 4,5), 1g Blockpulver, 1% 0,5M EDTA,
0,1% CHAPS, 0,1% Tween-20, 1mg/ml Heparin, 1mg/ml total Hefe-RNA
(Kapitel 5.2.9), alles in ddH0 geldst, alliquotiert und bei -20°C gelagert

KTBT-Puffer (ISH)

100 ml 1M Tris-HCI (pH 7,5), 60 ml 5M NacCl, 20 ml 1M KCI, 20 ml Tween-
20, mit ddH,0 auf 2 L aufgefiillt

NTMT (ISH)

100 ml 1M Tris-HCI (pH 9,5), 20 ml 5M NaCl, 50 ml 1M MgCl,, 1 ml Tween-
20, mit ddH,0 auf 1 1 aufgefiillt und mit 0,24 g Levamisole versetzt

StandardIAmP-Medium

10 g Bacto Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, 7,5 ml 1M NaOH, mit
ddH0 auf 1 | aufgefiillt (pH 7,0)

StandardIAmr-Agarplatten StandardIAmr-Medium versetzt mit 15 g Bacto Agar

Tab. 2: Angesetzte Puffer-Losungen, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendet wurden

5.2. Molekularbiologische Methoden

5.2.1. Genomische DNA Extraktion aus Gewebe

Nachdem unter sterilen Bedingungen eine Gewebeprobe des Embryos entnommen

und in ein 1,5 ml Reaktionsgefafd inklusive 400 pl Lysispuffer (Tab. 2) und 20 pl
Proteinase K (10 mg/ml gelést in 50mM Tris-HClI pH 8,0 sowie 1,5 M

Kalziumacetat) tiberfiihrt wurde, lysierte die Gewebeprobe auf einem Thermo-

Mixer bei mittlerer Geschwindigkeit und bei 55°C fir 6 Stunden. Anschlief3end
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wurde 400 pl Isopropanol zugegeben und gevortext, um die DNA zu fallen. Darauf
folgte eine Zentrifugation fiir 6 Minuten bei 13000 rpm. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet mit 500 pl 70%igem Ethanol gewaschen, worauf eine
weitere Zentrifugation fiir 6 Minuten bei 13000 rpm folgte. Der Uberstand wurde
wiederum verworfen und das Pellet fiir 6 Minuten bei Raumtemperatur
getrocknet. Um abschlief3end die im Pellet enthaltene, gereinigte DNA fiir die
Genotypsierung nutzen zu konnen, wurde 50 - 100 pl autoklaviertes dH20
zugegeben und bei leichtem Schiitteln (37°C) gelost. Bis zur Verwendung wurden

die DNA-Losungen bei 4°C gelagert.

5.2.2. Praparation von Plasmid-DNA aus E.coli

Die jeweiligen plasmidtragenden Bakterienstimme wurden auf StandardIAmp-
Agarplatten (Tab. 2) ausplattiert und tiber Nacht im 37°C-Raum inkubiert. Am
folgenden Tag wurden Einzelkolonien gepickt, in 2 ml StandardiAmp-Medium
gegeben und fiir 6 Stunden bei 37°C unter leichtem Schiitteln inkubiert. Von der
jeweiligen Vorkultur wurde ein Glycerol-Stock (s.u.) angelegt. Zur weiteren
Isolierung der DNA wurde 50 ml StandardIAmp-Medium (Tab. 2) mit 100 ul der
Vorkultur angeimpft und bei 37°C und leichtem Schiitteln iiber Nacht inkubiert.
Am folgenden Tag wurde die Plasmid-DNA mittels des HiSpeed Plasmid Midi Kits
(Quiagen, #12643) aus der Bakterienlosung isoliert. Hierzu wurde nach den

Angaben des Herstellers verfahren.

5.2.3. Phenol-Chloroform-Extraktion von DNA und Ethanolfallung

Um die DNA von Zellriickstdnden (Proteine, Enzyme usw.) zu befreien, wurde eine
Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefiihrt. Hierzu wurde ein Volumenanteil Roti
Phenol-Cloroform-Isoamylalkohol (Roth, Verhaltnis 25:24:1) zu der DNA-LOsung
gegeben und fiir zwei Minuten stark gevortext. Daraufhin wurde die Losung fiir 5
Minuten bei 13000 rpm (RT) zentrifugiert und die wassrige Phase in ein neues
Reaktionsgefafs iiberfiihrt. Die Menge der wassrigen Phase wurde genau bestimmt,
und wiederum wurde ein Volumenanteil Phenol-Cloroform-Isoamylalkohol
zugegeben, gevortext und zentrifugiert. Schliefdlich wurde die wassrige DNA-
Losung in ein neues Reaktionsgefafy tuberfiihrt und mit 1/25 Volumen

Ammoniumacetat (7M) sowie einem 2,5 fachen Volumen eiskalten 100%
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unvergalltem Ethanol versetzt. Die Losung wurde zur Fallung entweder iiber Nacht
bei -80°C gelagert oder fiir 5 Minuten in fliissigen Stickstoff gegeben. Daraufhin
wurde bei 4°C und 18000 rpm fiir 15 Minuten zentrifugiert. Nach dem Verwerfen
des Uberstandes wurde das Pellet zwei Mal mit 70%igen Ethanol (unvergillt)
gewaschen, bei RT fir 5-7 Minuten getrocknet und abschlief}end in 20pl

autoklaviertem dH20 aufgenommen.

5.2.4. Konzentrationbestimmung der DNA und RNA

Fir die Bestimmung des DNA-Gehalts einer Probe wurde ein Nanodrop ND-1000
Spektrophotometer (PeQlab) verwendet, wobei die optische Dichte (OD) der Probe
bei 280 nm und 260 nm gemessen wurde. Dabei ergibt der Quotient aus der OD
(260 nm und 280 nm) den Reinheitsgrad der Probe - die DNA-Probe wurde nur

weiterverwendet, wenn dieser Wert zwischen 1,7 und 2,1 lag.

5.2.5. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR = ,polymerase chain reaction®) (Mullis et al.,
1987) erlaubt die spezifische und exponentielle Amplifizierung von DNA-
Abschnitten mittels spezifischer Primerpaare.

In der vorliegenden Arbeit wurde die PCR vorwiegend fiir die Genotypisierung der
gewonnenen Embryonen sowie der jeweiligen Mauslinien (Abb. 22) verwendet.
Hierzu wurde entsprechend der Probenanzahl eine PCR-Losung nach dem
Standard-Rezept (Tab. 3) hergestellt - die verwendeten Primer und die
entsprechenden Sequenzen sind in Tabelle 4 aufgelistet und wurden bei Sigma-

Aldrich Genosys bestellt.

Reagenz Menge
autoklaviertes dH,0 240 pl

5x PCR Puffer 61,5 yl
(GoTaq, Promega, #M791A)

20 mM dNTP Nukleotid-Mix 31u1 ”””
(Genecraft #GC-013-002-0500, 20mM)

Primer Forward 1 ul 77777777
Primer Revers Vlul 77777777
DNA-Polymerase 15l
(GoTaq, Promega, #M830B, 5u/ul) ’
DNA-Template 1,5 ul 7777777

Tab. 3: Standardansatz fir eine PCR mit 10 Proben
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Primer Forward / Revers Sequenz 5‘ - 3‘
C Forward ATGCTTCTGTCCGTTTGCCG
re
Revers CCTGTTTTGCACGTTCACCG
GFP Forward ACCCTGAAGTTCATCTGCACCA
Revers TGGGTGCTCAGGTAGTGGTTGT
LacZ Forward TTGGCGTAAGTGAAGCGAC
ac
Revers AGCGGCTGATGTTGAACTG
Forward ATCTGTACTCCATGCAGAATTCCTAT
Lmx1aOE
Revers TTAACCTCGACTAAACACACGTAAAG
Forward CTCCTCCCCCTATGTATACCG
Pitx30E
Revers TTAACCTCGACTAAACACACGTAAAG

Tab. 4: Verwendete Primer zur Genotypsierung unter Angabe der
Orientierung und Sequenz.

Fir die Durchfiihrung der PCR-Reaktionen wurde ein Mastercycler Gradient
(Eppendorf) mit dem in Tab. 5 aufgefiihrten Standardprogramm verwendet, wobei
die Anlagerungstemperatur den verwendeten Primerpaaren angepasst wurde. Die
Produkte der PCR wurden anschliefiend auf ein Agarose-Gel aufgetragen (Kap.

5.2.6) und ausgewertet.

Prozess-Nr. Vorgang Temperatur Dauer
1 Initiale Denaturierung 94°C 4 min
2 Denaturierung 94°C 45 sek
3 Primeranlagerung 55°C - 65°C 45 sek
4 Elongation 72°C 1 min
s e e s
6 Ende 4°C e

Tab. 5: Standard-PCR Programm. Die Prozesse 2-4 wurden 30-35 Mal
wiederholt (Zyklenanzahl).

5.2.6. Agarose-Gelelektrophorese

Fir die Uberprifung und Analyse von PCR-Produkten, durchgefiihrten
Restriktionsverdau-Ansdtzen, sowie RNA-Probensynthesen, wurden diese mittels
Agarose-Gelen der Grofde nach aufgetrennt. Dabei wurde die Konzentration des
Gels entsprechend der zu trennenden DNA- oder RNA-Fragmente ausgewdhlt
(0,8% - 1,5%). Zunachst wurde fiir die Herstellung des Gels die entsprechend der
Konzentration gewiinschte Menge Agarose abgewogen, mit TBE-Puffer (Tab. 2)

versetzt und erhitzt, bis sich die Agarose vollstindig gelost hat. Nach einer kurzen
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Abkiihlphase (5min) wurde Ethidiumbromid (Roth #2218.1, 10mg/ml) zugegeben,
leicht gemischt und bei Raumtemperatur (RT) in einer Gelelektrophoresekammer
polymerisiert. Nach dem Ausharten wurde das Gel in eine Laufkammer (inkl. TBE-
Puffer) gegeben und die einzelnen Proben aufgetragen. Die Elektrophorese wurde
bei 60 - 120 Volt (je nach Grofde des Gels) durchgefiihrt. Abschlief3end wurde das
Gel auf einen UV-Tisch gelegt und die Ergebnisse bei 280 nm sichtbar gemacht und
protokolliert.

5.2.7. Restriktionsverdau von DNA

Um die in Kapitel 5.2.2 und 5.2.3 gewonnene Plasmid-DNA zu linearisieren und
somit fiir die weitere Verwendung vorzubereiten, wurde ein Restriktionsverdau
durchgefiihrt, wobei die verwendeten Enzyme (New England Biolabs, Promega)
nach den Vorgaben der Hersteller verwendet wurden. Pro Reaktionsansatz wurde
100 - 300 pl DNA-L6sung (je nach DNA-Konzentration der Probe; 2 - 3 pg/ul DNA-
Gehalt) mit 1/10 Enzym-Puffer und 1/10 Enzym aufgefiillt und bei 37°C fiir zwei
Stunden bei leichtem Schiitteln inkubiert. Im Anschluss wurde das Ergebnis mittel
Agarose-Gelelektrophorese tiberpriift. Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten

Plasmide sind in Tabelle 6 aufgelistet.

Plasmidna eingefiigte Groéfdeder Restriktions- RNA Herkunft
me cDNA cDNA Enzym Polymerase
pBS-0tx2 Otx2 1000 bp Xbal T3 AS #102926
Gbx2-HA-FL Gbx2 900 bp HindlIII T7 AS #102445
Hh16.1 Shh 640 bp HindIII T3 AS #101861
pGEM-3 int Wnt1l 480 bp EcoRI Sp6 AS #101542 |
En-1 En1 578 bp Hind III T7 AS #101763 |
Math4A Ngn2 1500 bp BamHI T7 AS #103354 |
pl7-1/1 Wnt5a 2511 bp EcoRI SP6 AS #103185
FGF-8 (4.1) Fgf8 800 bp Smal T7 AS #102377

Tab. 6: Verwendete Plasmide unter Angabe der eingefiigten cDNA Sequenzen. AS =
Abteilungsstock
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5.2.8. Herstellung von Glycerolstocks

Zur langfristigen Lagerung der aus der Vorkultur erhaltenen Bakterienlésungen
(Kap. 5.2.2) wurde jeweils ein Glycerolstock angelegt. Hierzu wurden 700 pl
Bakterienldsung mit 300 pl Glycerol (50%, autoklaviert) vermischt und bei -80°C
gelagert.

5.2.9. Aufreinigung von total-RNA aus Hefe

Die total-RNA aus der Hefe wurde als Bestandteil des Hybridisierungspuffers (Tab.
2) im Rahmen der in situ Hybridisierung (ISH, Kap. 5.4.7) genutzt, um
unspezifische Hybridisierungen der jeweiligen Sonden mit den Gewebeproben zu
vermeiden, und somit eine Reduzierung der Hintergrundfarbung zu erreichen. Zur
Aufreinigung der Hefe-RNA wurden 250 mg total-RNA (Roche) abgewogen, in ein
50 ml Reaktionsgefafs gegeben und mit 25 ml TE-Puffer pH 7,5 (Tab. 2) versetzt.
Die Losung wurde in einem Wasserbad bei 60°C vollstindig gelost, wobei
zwischenzeitlich mehrmals gevortext wurde. Anschliefend wurde ein
Volumenanteil (VA) Phenol pH 4,5 (Amresco) zugegeben, insgesamt fiir eine
Stunde stark gevortext, fiir 20 min bei 4000 rpm (4°C) zentrifugiert, und die
wassrige Phase in ein neues Reaktionsgefaf3 tiberfiihrt. Wiederum wurde ein VA
Phenol =zugegeben, gevortext, zentrifugiert und die wassrige Phase
weiterverwendet - diese Extraktionsschritte wurden dreimal wiederholt.
Nachdem 1 ml 5 M NaCl zu der wassrigen Phase zugegeben und gevortext wurde,
folgten drei Extraktionsschritte (Vortexen, Zentrifugation, Weiterverwendung des
Uberstandes) wobei jeweils 1 VA Chloroform verwendet wurde. Nach
abschliefdender Zentrifugation wurden zu der wassrigen Phase 2,5 VA unvergallter
Ethanol (100%, eisgekiihlt) zugegeben, leicht gemischt, und tiber Nacht bei -80°C
prazipitiert. Anschlief3end wurde die Losung bei 10000 rpm fiir 20 min und 4°C
zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 80%igen unvergalltem Ethanol gewaschen,
zentrifugiert und bei Raumtemperatur angetrocknet. Das Pellet wurde
abschliefiend mit 10 ml TE-Puffer (pH 7,5) gelost, und der RNA-Gehalt wurde
bestimmt (Kap. 5.2.4).
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5.2.10. Herstellung DIG-markierter Proben

Die DIG-Markierungsmethode (DIG = Digoxigenin-11-UTP)(Kessler et al.,, 1990)
basiert auf einem isoliertem Steroid der Digitalis-Pflanze und ermoglicht die
nichtradioaktive Detektion von DNA und RNA mittels DIG-markierter DNA- bzw.
RNA-Sonden im Rahmen der in situ Hybridisierung (Kap. 5.4.7). Als DNA-Template
fiir die Herstellung der DIG-markierten RNA-Sonden wurden die in den Kapiteln
5.2.2, 5.2.3 und 5.2.7 isolierten und linearisierten Plasmid-DNAs verwendet. Der

Reaktionsansatz (Tab. 7) fiir die Sondensynthese wurde jeweils pipettiert und bei

Reagenz Menge
ddH:0 (autoklaviert) 13,5 ul

10x Transkriptionspuffer 5 0l
(ROCHE, #11465384001) "
DIG-markierter Nukleotid-Mix 2l
(ROCHE, #11277073910) "
DNA-Template 2 ul (1-2 pg)

RNasin (Promega, #N211A, 2500U) 1l

RNA-Polymerase T3/T7/SP6
(ROCHE, #11031171001, 1ul
#10881775001, #10810274001)

Tab. 7: Reaktionsansatz fiir die Herstellung einer DIG-
markierten Probe aus cDNA-Templates (Vgl. Tab. 6).

den vom Hersteller angegebenen Temperaturen fiir 4 Stunden bei leichtem
Schiitteln inkubiert (T3/T7 = 37°C; SP6 = 40°C). Anschlief3end wurde zur Kontrolle
der Synthese 1 pul des Reaktionsansatzes entnommen, und zusammen mit dem
DNA-Template als Kontrolle des Verdaus auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen.
Zu dem Reaktionsansatz wurden dann 2 pl DNase (Promega #M610) zugegeben
und bei 30 min bei 37°C inkubiert, um das im Reaktionsansatz verwendete DNA-
Template zu verdauen - danach wurden zum Abstoppen der DNase 2 pl 0,2 M
EDTA zugegeben. Im Anschluss wurden zur Fallung der RNA 2,5 ul 4M LiCl sowie
75 pl 100%iger Ethanol (unvergillt) zugegeben, und tiber Nacht bei -80°C
prazipitiert. Danach wurde fiir 15 min bei 13000 rpm (4°C) zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde mit 70%igen unvergilltem Ethanol
gewaschen, fiir 5 min bei zentrifugiert (13000 rpm, 4°C), der Uberstand verworfen

und das Pellet bei RT getrocknet. Abschlieféend wurden 75 pl DEPC-H20 zugegeben
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und das RNA-Pellet bei 37°C gelést. Es folgte eine abschlieRende Uberpriifung und
Abschatzung der RNA-Qualitdt mit einem 1%igen Agarosegel (s.0.), und die so
hergestellte DIG-RNA-Sonde wurde bei -20°C gelagert.

5.3. Tierexperimentelle Methoden

5.3.1. Tiere

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Mauslinien sind in Tabelle 8
aufgelistet. Alle Cre-Mauslinien wurden auf einen C57/BL6 Hintergrund gekreuzt
und auf diesem weitergeziichtet. Die in unserer Abteilung hergestellten,
transgenen Uberexpressionslinien (Pitx30E, Lmx1aOE, Lmx1bOE, Msx10E;
M.S.Diaconu, U. Franke, (Collombat et al., 2007)) wurden mit CD1-Wildtypmausen
gekreuzt und auch auf diesem Hintergrund gehalten. Die Haltung und Verwendung
der Tiere erfolgte entsprechend dem Tierschutzgesetz Deutschlands sowie den
europdischen Richtlinien. Die Maushaltung erfolgte unter gleichbleibenden,
standardisierten Bedingungen.

Die transgene Mauslinie Pitx30E (sowie die OE-Linien von Lmxla/b und Msx1)
wurde in unserem Labor hergestellt (M. S. Diaconu, U. Franke und (Collombat et al.,
2007)) und soll hier nur kurz beschrieben werden. Das Transgen beinhaltet eine
von zwei loxP-Sequenzen (gefloxt) flankierte GFP-Stopcodon-Sequenz, gefolgt von
der Pitx3-cDNA, und einer IRES-LacZ-Kassette. Das gesamte Konstrukt steht dabei
unter der Kontrolle eines starken Promotors (pCAG). Die transgenen Tiere konnen
aufgrund des eGFP-Markers unter einem Fluoreszenzbinokulars erkannt werden,
wobei die Signalstarke des eGFP in der Schwanzregion betrachtet wurde. Aufgrund
des Stopcodons wird nur das eGFP exprimiert, nicht aber die dahinterliegende
Pitx3-cDNA. Die drei weiteren Uberexpressionslinien Lmx1a0OE, Lmx1bOE, und
Msx10E tragen das gleiche Basiskonstrukt, nur dass anstelle der Pitx3-cDNA die
jeweiligen cDNAs von Lmx1a, Lmx1b, und Msx1 inseriert wurden.

Fir die konditionale Uberexpression von Pitx3 wurden jeweils Tiere der
entsprechenden transgenen Mauslinie (Pitx30E) mit Mausen der Cre-Linien (En1-
Cre, Foxa2-Cre, Shh-Cre, Wnt1-Cre) verpaart (Abb. 22). Die Cre-Rekombinase
schneidet dabei die gefloxte eGFP-Stopcodon-Sequenz heraus, und die

gewebsspezifische Uberexpression von Pitx3 in den vier verschiedenen Cre-
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N d
ame- (_er Beschreibung der Mauslinien Herkunft
Mauslinie
CRLab (DTCC C tium,
CDh1 Wildtyptiere (CD1 Auszuchtstamm) ab onsortium
USA)
CRLab (DTCCC tium,
C57/BL6  Wildtyptiere (C57/BL6 Inzuchtstamm) USA? ( onsortium

transgene Cre-Linie unter der Kontrolle

En1-C Z tal, 2004
ni-re des En1-Promotors (n.ind.) (Zervas eta )
Foxa2-Cre transgene Cre-Linie un‘Fer der Kontrolle (Park et al,, 2008)
des Foxa2-Promotors (ind.)
t Cre-Lini ter der Kontroll
Shh-Cre | C[°BENELIELINIC UNET AEr ROMIOTE 1 x % Laboratory #005622
des Shh-Promotors (n.ind.)
Wnt1-Cre transgene Cre-Linie unter der Kontrolle JAX Laboratory #009107

des Wnt1-Promotors (n.ind.) (McMahon & Bradley, 1990)

M. S. Diaconu, U. Franke und

Pitx30E gefloxte transgene Pitx30E Linie (Collombat et al,, 2007)

M. S. Diaconu, U. Franke und

Lmx1aOE gefloxte transgene von Lmx1a Linie (Collombat et al,, 2007)

M. S. Diaconu, U. Franke und

Lmx1bOE gefloxte transgene von Lmx1b Linie (Collombat et al,, 2007)

Tab. 8: Verwendete transgene Mauslinien fiir die konditionale Uberexpression von Pixt3
(und Lmxla und Lmx1b) mittels des Cre-LoxP-Systems. ind. = induzierbar mit
Tamoxifen; n.ind. = nicht induzierbar; JAX = The Jackson Laboratory, Maine, USA; CRLab
= Charles River Laboratories, Wilmington, USA

Bezeichnung Uberexpression (OE) von

Shh-Cre+/Pitx30E Pitx3 unter der Kontrolle des Shh-Promotors
Foxa2-Cre+/Pitx30E Pitx3 unter der Kontrolle des Foxa2-Promotors
En1-Cre+/Pitx30E Pitx3 unter der Kontrolle des En1-Promotors
Wnt1-Cre+/Pitx30E Pitx3 unter der Kontrolle des Wnt1-Promotors
Wnt1-Cre*/Lmx1bOE Lmx1b unter der Kontrolle des Wnt1-Promotors
Wnt1-Cre*/Lmx1a0E Lmx1a unter der Kontrolle des Wnt1

Tabelle 9: Verwendete Bezeichnung der doppeltransgenen Pitx3
Mausmutanten.

Expressionsdomanen wird erreicht. In der vorliegenden Arbeit werden diese
doppeltransgenen Nachkommen wie in Tabelle 9 bezeichnet. Im Fall von Lmx1aOE
und Lmx1bOE wurde nur mit der Wnt1-Cre-Linie verpaart. Bei der induzierbaren
Foxa2-Cre Mauslinie wurde den tragenden Muttertieren Tamoxifen injiziert (Kap.
5.3.3) um die Uberexpression zu aktivieren. Bei den iibrigen drei Cre-Linien

handelt es sich um nicht induzierbare Cre-Linien, die keine Tamoxifen-
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Verabreichung erforderten. Die Mause wurden {ber Nacht verpaart und die
Weibchen wurden am nachsten Tag auf die Bildung des Vaginalpfropfens (plug)
untersucht. Sobald sich ein plug nach erfolgreicher Verpaarung gebildet hatte,

wurde der jeweilige Tag als E 0,5 (E = Embryonalstadium post coitum) definiert.

Pitx30E-Linie Cre-Linle
Pitx30E+ Cre+
GFP+
Lacz+
Mutante Kontrolltiere
Pitx30E+ Pitx30E+ Pitx30E- PRI
GFP+ GFP+ GFP- GFp-
LacZ+ LacZ+ LacZ- LacZ-
Cra+ Cre- Cro+ -

Abb. 22: Verpaarungsschema der konditionalen Pitx3-
Uberexpression unter Angabe der Genotypen. Hierfiir
wurden die gefloxten Uberexpressionslinien (Pitx30E,
Lmx1aOE, Lmx1bOE) mit den transgenen Cre-Linien
verpaart.

5.3.2. Genotypisierung

Fir die Genotypsierung der OE-Mauslinien sowie der durch Verpaarung
hervorgegangenen Embryonen wurde zunidchst die Signalstirke des GFP-
Reportgens kontrolliert, wobei der Schwanz der Maus mit Hilfe eines Fluoreszenz-
Binokulars (Olympus SZX12) bei 509 nm betrachtet und die GFP-Intensitit
liberpriift wurde.

Die Genotypisierung mittels PCR erfolgte mit den entsprechenden Primern in
Tabelle 4. Als Kontrolltiere wurden Wildtyptiere (GFP-/LacZ-/Cre-), heterozygote
OE-Tiere (GFP+/LacZ+/Cre-) oder Tiere der Cre-Linien (Cre+) verwendet. In der
vorliegenden Arbeit werden alle Kontrolltiere als Wildtyp (WT) zusammengefasst.
Die konditionalen OE-Tiere (Mutanten) hatten den Genotyp GFP+/Lacz+/Cre+ und

werden in der vorliegenden Arbeit wie in Tab. 9 bezeichnet.

77



Material & Methoden

5.3.3. Tamoxifenverabreichung

Zur Herstellung einer injizierbaren Tamoxifenlosung wurden 20 mg Tamoxifen
(Sigma) in einem Milliliter Keimdl (Sigma) bei 37°C bei leichtem Schiitteln und
unter Lichtausschluss gelost. Am Tag E 85 wurde den Muttertieren die
vorgewarmte Tamoxifenléosung (0,05 mg pro Gramm Korpergewicht des
Muttertieres) intraperitoneal injiziert. Der Zeitpunkt und die Menge der
Tamoxifen-Verabreichung wurden der zughorigen Veroffentlichung der

transgenen Foxa2-Cre-Mauslinie entnommen (Park et al., 2008).

5.3.4. BrdU-Injektion

Das synthetische Thymidinanalogon BrdU (5’Brom-2'desoxyuridin) wurde fir die
Durchfithrung von Proliferationsanalysen verwendet. @~ Wahrend der DNA-
Replikation wird das verabreichte BrdU in den neu synthetisierten DNA-Strang
eingebaut. Durch eine spezifische Antikorperfairbung (Kap. 5.4.5) kann das
inkorporierte BrdU sichtbar gemacht und als Marker fiir proliferierende Zellen in
der S-Phase verwendet werden.

Um eine injizierbare BrdU-Losung herzustellen, wurden 14 mg BrdU (Roche) in
857 ml PBS-Puffer bei 37°C geldst und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. Am
Embryonaltag E12.5 wurde den tragenden Weibchen zu einem festgelegten
Zeitpunkt 100 pl BrdU-Losung (37°C) pro 10 g Korpergewicht intraperitoneal
injiziert. Nach einer Stunde wurden die Muttertiere getotet und die Embryonen

entnommen.

5.3.5. Praparation von Embryonen und Gehirnen

Flr die Berechnung der Embryonalstadien wurde der Morgen des detektierten
Vaginalplugs als E 0,5 definiert. Am entsprechenden Morgen des gewiinschten
Embryonalstadiums wurden die Muttertiere mittels Genickbruch getotet, die
Embryonen entnommen und zunéachst in eiskalten PBS-Puffer aufgenommen. Die
Embryonen wurden danach unter dem einem Binokular in eiskalten PBS-Puffer
isoliert, in sterile Petrischalen inkl. PBS iiberfiihrt, und unter einem Fluoreszenz-
Binokular (Olympus SZX12, 509nm) auf GFP-Expression kontrolliert. Bis zum

Embyronalstadium E 12.5 wurden die Kopfe abgetrennt, und ab dem Stadium E
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15.5 wurden die Gehirne heraus prapariert, und weiterverwendet. Fiir die
Genotypisierung (Kap. 5.3.2) wurden von den einzelnen Embryonen

Gewebeproben unter sterilen Bedingungen entnommen.

5.4. Histologische Methoden

Die isolierten Embryonen (Kap. 5.3.4) wurden je nach Verwendungszweck

entweder in Kryomatrix (Kap. 5.4.1) oder Paraffin (Kap. 5.4.2) eingebettet.

5.4.1. Einbettung der Embryonen und Gehirne in Kryomatrix

Nach der Isolierung der Embryonen (Kap. 5.3.5) wurden die Kopfe bzw. die
Gehirne in 4%igen PFA-LOsung fixiert, wobei die Fixierungsdauer der Grofde des

jeweiligen Gewebes angepasst wurde (Tab. 10).

Emb Istadi
m ry(')na stadium Art des Gewebes Dauer der Fixierung
(E) in Tagen
E10,5 Kopf 1 Stunde
E12,5 Kopf 2 Stunden
E15,5 Gehirn 2 Stunden
E19,0 Gehirn 3 Stunden
Tab. 10: Fixierungsdauer des embryonalen Gewebes in einer 4%igen
PFA-Losung.

Nach der Fixierung wurde das Gewebe dreimal fiir je 20 Minuten in eiskalten PBS-
Puffer gewaschen. Es folgte eine Inkubation in 15%iger Sucrosel6sung (Merck)
gelost in PBS-Puffer) fiir 30 — 60 Minuten, bevor es in eine 30% Sucrose-Losung
tiberfithrt wurde. Dort verblieb das Gewebe, bis es vollstandig abgesunken war. Im
Anschluss wurde das Gewebe fiir eine Stunde in eine 1:1-Mischung aus 30%
Sucrose-Losung und Kryomatrix (Jung) gegeben, bevor es abschlief3end fiir ein bis
zwei Stunden in Kryomatrix inkubiert wurde. Alle Inkubationsschritte erfolgten
bei 4°C und leichtem Schiitteln. Fiir die Einbettung wurde das Gewebe in
Einbettformen inkl. Kryomatrix gegeben, entsprechend ausgerichtet (coronal oder
sagittal) und auf Trockeneis eingebettet. Die so eingebetteten Gewebe wurden bei -

80°C gelagert.
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5.4.2. Einbettung der Embryonen und Gehirne in Paraffin

Nachdem die Embryonen isoliert wurden, folgte eine Fixierung in 4%igen PFA
tiber Nacht bei 4°C und leichtem Schiitteln. Am nachsten Tag wurde das Gewebe
dreimal fiir 20 Minuten in PBS gewaschen und anschlief3end fiir 30 Minuten in
Saline (0,89% NaCl) duberfiihrt. Als nachstes folgte eine aufsteigende

Losungsmittelreihe (Tab. 11), um das Gewebe vollstiandig zu entwassern:

Reagenz Dauer
50% Ethanol 2 x 45 Minuten
70% Ethanol 2 x 45 Minuten
90% Ethanol 2 x 45 Minuten
96% Ethanol 2 x 45 Minuten
100% Ethanol 2 x 45 Minuten
Isopropanol tiber Nacht
[sopropanol/Toluol

2 x 1 Stunde
(75%/25%)
Isopropanol/Toluol

2x 1 Stund
(50%/50%) X 4 otnce
Isopropanol/Toluol

2x 1 Stund
(25%,/75%) X 4 Stunde
Toluol (100%) liber Nacht

2 Tage
Paraffin (60°C

araffin ( ) (3x pro Tag gewechselt)

Tab. 11: Aufsteigende Losungsmittelreihe  zur

Entwiasserung des embryonalen Gewebes. Alle Schritte
erfolgten bei Raumtemperatur mit Ausnahme des letzten
Schrittes in einer 60°C Paraffinlésung.

Abschliefdend wurden die Embryonen Hilfe einer Einbettmaschine (Leica EG1160)
der gewiinschten Schnittebene entsprechend in Paraffin eingebettet. Die Lagerung

der erharteten Gewebebldcke erfolgte bei 4°C.

5.4.3. Anfertigung von Gewebeschnitten

Alle angefertigten Gewebeschnitte wurden nach einem Referenzatlas (Schambra et
al,, 1992) wahrend des Anschneidens ausgerichtet.
Die in Kryomatrix eingebetteten Embryonen bzw. Gehirne wurden mit einem

Kryostat (Leica, CM3050S) bei -15°C bis -20°C geschnitten. Hierbei besafden die
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Gewebeschnitte, je nach vorgesehener Farbemethode, eine Schnittdicke von 10pm
(IIF = indirekte Immunofluoreszenzfarbung) oder 18um (ISH = in situ
Hybridisierung). Sie wurden auf alternierende Adhéasionsobjekttrager (Thermo
Scientific Menzel-Glaser, Superfrost Ultra Plus) aufgezogen, fiir eine halbe Stunde
bei 37°C getrocknet und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

Die Paraffinblocke wurden an einem Mikrotom (Leica RM2165) geschnitten (10pm
Schnittdicke), in ein Wasserbad (37°C) tiberfiihrt, und die Gewebeschnitte wurden
nach ca. 30 Minuten alternierend aufgezogen (Adhésionsobjekttrager, siehe oben).
Nachdem die Schnitte bei 37°C iiber Nacht getrocknet wurden, erfolgte die

Lagerung bis zur Verwendung bei 4°C.

5.4.4. Himatoxylin-Eosin-Fiarbung

Um die morphologischen Gehirnstrukturen bei Mausembryonen sichtbar zu

machen, wurde eine Himatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) durchgefiihrt.

Reagenz Dauer
Histoclear 3 x 6 Minuten
100% Ethanol 5 Minuten
90% Ethanol 5 Minuten
70% Ethanol 5 Minuten
50% Ethanol 5 Minuten
ddH:0 2 Minuten
Hamatoxylin-Losung 7 Minuten
Leitungswasser 3 x 5 Minuten
HCl-Ethanol

(300 ml 70% Ethanol, 3 ml 379 Hel) 20 Sekunden
Leitungswasser 2 x 5 Minuten
ddH0 2 Minuten
Eosin-Losung 50 Sekunden
ddH:0 10 Sekunden
50% Ethanol 50 Sekunden
70% Ethanol 1 Minute
90% Ethanol 2 Minuten
100% Ethanol 2 x 2 Minuten
Histoclear 2 x 3 Minuten

Tab. 12.: Protokoll fiir die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Fiarbung) auf
Paraffinschnitten. Alle Schritte erfolgten bei Raumtemperatur.
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Hierzu wurden die Paraffin-Gewebeschnitte zunachst entparaffinisiert, in einer
absteigenden Alkoholreihe rehydriert, gefarbt und wieder dehydriert (Tab. 12).

Abschliefend wurden die gefirbten Gewebeschnitte mit Eukitt (O. Kindler,
Deutschland) eingedeckelt und bei RT getrocknet. Die Betrachtung und
Protokollierung erfolgte mit einem Binokular (Olympus SZX12) mit
angeschlossener Kamera und Software (Soft Imaging Systems, ColorView Kamera,

Cell* Imaging Software). Die Fotos wurden mit Adobe Photoshop CS4 aufbereitet.

5.4.5. Indirekte Immunofluoreszenzfarbung (IIF) auf
Gewebeschnitten

Flr die Immunofluoreszenzfarbung (IIF) wurden die bei -80°C gelagerten Kryo-
Gewebeschnitte zunachst fir fiinf Minuten bei RT aufgetaut, bevor mit einem
Fettstift eine Umrandung um die zu farbenden Gewebeschnitte gezogen wurde.
Nach kurzem Antrocknen des Fettsstifts (ImmEdge Pen, Vector, #H-4000) wurden
die Objekttrager dreimal fiir flinf Minuten in einfachem PBS gewaschen. Es folgte
das Abblocken unspezifischer Bindungen durch Inkubation des Gewebes mit
Blockpuffer (Tab. 2). Das Abblocken erfolgte in einer lichtdichten Feuchtkammer
fir 1,5 Stunden bei Raumtemperatur. Anschlieffend wurde der gewiinschte
primdre Antikorper (Tab. 13), entsprechend verdiinnt in Abblockpuffer, auf die
Gewebeschnitte gegeben, und tiber Nacht bei 4°C in der Feuchtkammer inkubiert.
Am folgenden Tage wurden die Objekttrager dreimal fiir 5 Minuten in einfachen
PBS-Puffer gewaschen, bevor der passende sekundire Antikérper (Tab. 14) mit
einer Verdiinnung von 1:1000 auf die Schnitte gegeben wurde. Die Inkubation
erfolgte fiir eine Stunde in der Feuchtkammer (RT). Danach wurden die
Objekttrager wieder dreimal fiir 5 Minuten in einfachen PBS gewaschen.
Abschliefdend wurden die Schnitte mit Dapi-Losung (Vector) eingedeckelt und das
Deckglas wurde mittels Nagellack mit dem Objekttrager versiegelt.

Die  spezifisch angefarbten  Gewebeschnitte @ wurden unter einem
Fluoreszenzmikroskop (Olympus BX60) bei den entsprechenden Wellenldngen
betrachtet. Es wurden alle relevanten Ergebnisse mit angeschlossener Kamera und
Software (Soft Imaging Systems, ColorView Kamera, Cell* Imaging Software)
protokolliert. Die abschlief3ende Betrachtung und Bearbeitung der Bilder erfolgte

mit dem Grafikprogramm Adobe Photoshop CS4.
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Antikorper Spezies Bezugsquelle Verdiinnung Verwendung
anti -5-HT Kaninchen Diasorin, #20080 1:4000 IIF-P
anti -BrdU Maus Roche, #11202693001 1:50 IIF-K
anti -DAT Ratte Santa Cruz # SC-32258 1:100 IIF-K

anti-En1 Maus DSHB # 4G11 (K. 1:100 IIF-K
(;'z':l;’;zzg) Ziege Santa Cruz # SC-6554 1:150 [F-K
anti -Lmx1a Kaninchen Millipore # AB10533 1:3000 IIF-K
anti -Lmx1b  Meerschwein Prof. Dr. C. Birchmeier 1:20000 IIF-K
anti -Lmx1b Kaninchen Prof. Dr. C. Birchmeier 1:20000 [IF-K
anti -Nkx6.1 Maus DSHB #F55A10 (K.) 1:50 IIF-K
anti -Nurrl Ziege B&D Systems # AF2156 1:150 [IF-K
anti -Pitx3 Kaninchen  Zymed (Invitrogen) # 38-2850 1:300 IIF-K
anti -RC-2 Maus DSHB # RC2 (K) 1:100 IIF-K
anti -Shh Maus DSHB # 5E1 (pS.) unverdiinnt IIF-K
zgtténffn Kaninchen Abcam # AB6302 1:1000 IIF-K
anti -TH Kaninchen  1Lipore (ehem. Chemicon)# 1:300 IIF-K
AB152
anti -TH Maus Sigma-Aldrich # T2928 1:10000 IIF-P

Tab. 13.: Liste der verwendeten primaren Antikorper fiir die [IF auf Gewebeschnitten. IIF-K = indirekte
Immunofluoreszenz-Farbung auf Kryoschnitten; IIF-P = indirekte Immunofluoreszenz-Farbung auf
Paraffinschnitten; DSHB = Developmental Studies Hybridoma Bank; K. = Konzentrat; pS = pures Serum

Antikérper Spezies Chromogen Katalognummer
anti -Ratte Ziege Alexa Fluor 594 IgG #A11007
anti -Ziege Huhn AlexaFluor 594 IgG #A21468

anti -Kaninchen Ziege AlexaFluor 594 IgG #A11012
anti -Kaninchen Ziege AlexaFluor 488 IgG #A11008
anti -Maus Ziege AlexaFluor 594 IgG #A11032
anti -Maus Esel AlexaFluor 594 IgG #A21203
anti -Maus Ziege AlexaFluor 568 IgM #A21043
anti -Meerschwein  Ziege AlexaFluor 594 IgG #A11076
anti -Maus Ziege AlexaFluor 488 IgG #A11001

Tab. 14: Liste der verwendeten sekundiren Antikorper fiir die IIF auf
Gewebeschnitten. Alle sekundidren Antikdrper wurden bei Invitrogen Molecular
Probes bestellt.
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Fir die IIF-Farbung der Paraffin-Gewebeschnitte mussten diese zunachst
entparaffinisiert und durch eine absteigende Ethanolreihe sowie eine Antigen-

Demaskierung fiir die oben beschrieben IIF vorbereitet werden (Tab. 15).

Reagenz Dauer

Histoclear 3 x 10 Minuten

100% Ethanol 2 x 2 Minuten

95% Ethanol 5 Minuten

190% Ethanol 5 Minuten
70% Ethanol 5 Minuten

50% Ethanol 5 Minuten

30% Ethanol 5 Minuten

ddH:0 2 Minuten

1 Minute in kochender
Demaskierung  Demaskierungslésung
(Schnellkochtopf)

ddH:0 2 Minuten

Tab. 15: Protokoll fiir die IIF auf Paraffin-
Gewebeschnitten. Alle Schritte erfolgten bei
Raumtemperatur mit Ausnahme der
Demaskierung.

Nach dem letzten Waschschritt in ddH20 wurde mit der Farbung wie zu Beginn des

Kapitels beschrieben verfahren.

5.4.6. BrdU- Farbung

Die BrdU-Farbung wurde zur Detektion von proliferierenden Zellen auf Kryo-
Gewebeschnitten verwendet, und es wurden Embryonen verwendet, deren
Muttertieren zuvor BrdU verabreicht wurde (Kap 5.3.4).

Die Gewebeschnitte wurden zundchst bei Raumtemperatur fiir 5 Minuten
aufgetaut und die Schnitte auf den Objekttragern wurden mit einem Fettstift
umrandet. Sie wurden daraufhin fiir 15 Minuten in einfachem PBS-Puffer bei
leichtem Schiitteln gewaschen. Dann wurden die Objekttrager in 2 N HCI iiberfiihrt
und fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Es folgte ein zweimaliger Waschschritt in
PBS-Puffer (2 x 30 min) bevor die Gewebeschnitte fiir 60 Minuten bei
Raumtemperatur in einer Feuchtkammer abgeblockt wurden (10% FCS, 0,1%

Tween-20 in PBS-Puffer). Anschliefend wurde der primare Antikérper (Roche,
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Maus-anti-BrdU, 1:50 in Abblockpuffer) auf die Schnitte gegeben und tiber Nacht
bei 4°C inkubiert. Am ndchsten Tag wurden die Gewebeschnitte fiir zweimal 15
Minuten in PBS-Puffer gewaschen und der sekundare Antikorper (Ziege-anti-Maus,
1:1000, Tab. 14) auf die Schnitte gegeben. Die Inkubation erfolgte in einer
Feuchtkammer fiir eine Stunde (RT). Nach zwei abschliefienden Waschschritten
wurden die Gewebeschnitte mit Dapi-Losung (Vector) und einem Deckglas
eingedeckelt und mit Nagellack versiegelt. Die Farbungen wurden mit einem

Fluoreszenzmikroskop (s.0.) analysiert.

5.4.7. Detektion von RNA mittels in situ Hybridisierung (ISH) auf
Gewebeschnitten

Um die Expression von RNA-Transkripten auf geschnittenen Kryo-
Gewebeschnitten (18um Schnittdicke) nachzuweisen, wurde eine in-situ
Hybridisierung (ISH) nach (Moorman et al., 2001) durchgefiihrt. Hierfiir wurden
die zuvor hergestellten DIG-markierten RNA-Proben (siehe Kap. 5.2.10)
verwendet.

Zunachst wurden die Kryo-Gewebeschnitte bei Raumtemperatur fiir 5 Minuten
aufgetaut und mit einer Umrandung versehen (Fettstift). Nach einer 20 miniitigen
Fixierung in 4%iger PFA-Losung (inkl. DEPC) wurden die Schnitte fiir 2 x 5
Minuten in PBS (inkl. DEPC) gewaschen. Zur Permeabilisierung des Gewebes folgte
ein Waschschritt in ProteinaseK-Losung (20 pg/ml ProteinaseK, 50 mM Tris-HCl
pH 8,0, 5 mM EDTA in DEPC-H:0) fiir 3 Minuten bei Raumtemperatur, was durch
einen 5 mintitigen Waschschritt in 2%iger Glycin-Losung abgestoppt wurde. Nach
zweimaligem Waschen fiir 5 Minuten in PBS-Puffer wurden die Gewebeschnitte
erneut fiir 20 Minuten fixiert (4% PFA und 0,2% Glutaraldehyd in PBS-Puffer),
woraufthin weitere Waschschritte in PBS-Puffer (2 x 5 min) folgten. Die Schnitte
wurden dann in eine Feuchtkammer (50% 2xSSC pH 4,5 und 50% Formamid in
dH20) gegeben, mit Hybridisierungpuffer (70°C, Tab. 2) bedeckt, und fiir 2 Stunden
bei 70°C inkubiert. Die in Kap. 5.2.10 hergestellten DIG-markierten RNA-Sonden
wurden zundchst fiir 3 Minuten bei 80°C denaturiert und in vorgewdrmten
Hybridisierungpuffer (70°C, Tab. 2) verdiinnt (je nach RNA-Qualitat, 1:20 - 1:100).
Daraufhin wurde diese RNA-haltige Hybridisierungs-Lésung auf die

Gewebeschnitte gegeben und iiber Nacht bei 70°C in der gleichen Feuchtkammer
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inkubiert. Am ndchsten Tag wurden die Gewebeschnitte zunachst in 2xSSC (pH
4,5) bei Raumtemperatur gewaschen, bevor sie mit in einer Formamid-Lésung
(2xSSC, 50% Formamid in dH20) bei 65°C in einem Wasserbad inkubiert wurden
(3 x 30 min). Im Anschluss folgte eine Equilibrierung des Gewebes bei
Raumtemperatur fiir 2 x 10 Minuten in KTBT-Puffer (Tab. 2). Zum Abblocken der
Gewebeschnitte wurden die Schnitte fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur mit
20% FCS in KTBT-Puffer abgeblockt (Feuchtkammer mit dH,0). Uber Nacht
erfolgte daraufhin eine Inkubation mit anti-DIG-Antikérper (1:2000, Anti-
Digoxigenin-AP Fa,-Fragmente, Roche #11093274910 in Abblockpuffer) in einer
Feuchtkammer bei 4°C. Am Nachsten Morgen wurde die iiber Nacht inkubierten
Gewebeschnitte intensiv in KTBT-Puffer gewaschen (3 x 3 min und 3 x 30 min;
RT). Danach folgte ein dreimaliger Waschschritt in NTMT (Tab. 2, 3 x 5 min bei
RT). Schlielich wurde die in NTMT verdiinnte Farbelésung (1:50, NBT/BCIP,
Roche, #11681451001) auf die Schnitte gegeben und bei Raumtemperatur in einer
Feuchtkammer inkubiert. Jede Stunde wurde der Fortschritt der Farbreaktion
unter einem Binokular kontrolliert und die Farbelésung mehrmals ausgewechselt.
Wenn sich am Abend noch keine ausreichende Anfarbung der RNA ergeben hatte,
wurden die Schnitte tber Nacht bei 4°C aufbewahrt und am ndchsten Morgen
weiterkontrolliert. Nachdem eine ausreichende Anfarbung erreicht war, wurde die
Reaktion abgestoppt, indem mit PBS-Tween (PBS-Puffer, 1 ml DEPC, 1ml Tween-
20) fir 3 x 10 Minuten gewaschen wurde. Abschliefend wurden die Schnitte mit
Mowiol (Roth) und Deckglas eingedeckelt. Die Schnitte wurde unter einem
Lichtmikroskop (Olympus, SZX-12) betrachtet und mittels angeschlossener
Kamera und Software (s.0.) protokolliert, wobei abschliefend das Helligkeits-

Kontrast-Verhaltnis mit Adobe Photoshop CS4 optimiert wurde.
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