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Einleitung

Entwicklungsbiologie

Die Entwicklung eines komplexen, vielzelligen Organismus aus der befruchteten Eizelle ist einer der
faszinierendsten biologischen Prozesse tiberhaupt.

So besteht der Kérper des Menschen aus circa 10 Zellen, die alle durch Teilungen aus einer einzigen
befruchteten Eizelle hervor gehen und somit iiber die gleichen Gene verfiigen. Dennoch unterscheiden
sich die einzelnen Zelltypen sehr stark und haben dabei ganz unterschiedliche Aufgaben im
Organismus zu erfiillen: Zellen der Haut andere als Nervenzellen oder Zellen des Darms. Die
grundlegende Frage der molekularen Entwicklungsbiologie ist daher, wie sich Zellen wéhrend der
Entwicklung differenzieren, in Organe und Gewebe spezialisieren und miteinander in Wechselwirkung
treten, so dass ein Individuum mit organisierten Funktionseinheiten entsteht.

Damit stellt die Entwicklungsbiologie derzeit die vielleicht progressivste wissenschaftliche Disziplin
innerhalb der Biologie dar: Sie schafft die Verkniipfung der Molekularbiologie, Genetik, Zellbiologie,
Biochemie sowie Physiologie, um einen Einblick in die grundlegenden Mechanismen von
Zellwachstum, Zelldifferenzierung und Zellspezialisierung zu erlangen. Diese Mechanismen
unterliegen einer differentiellen Umsetzung der genetischen Information, die chemisch fixiert in Form
von DNA in allen Zellen eines Organismus identisch ist. Die Realisierung des genetischen Potentials
unterliegt vielfdltigen Kontrollmechanismen, die ein koordiniertes Zusammenspiel aller in die
Entwicklung eines Lebewesens involvierten Faktoren steuern.

Die grundlegenden Fortschritte und Entdeckungen in der Molekularbiologie seit den siebziger Jahren
waren wichtige Wegbereiter fiir die molekulare Entwicklungsbiologie.

Entwicklungskontrollgene und sezernierte Signalmolekiile spielen in der embryonalen Induktion
eine entscheidene Rolle

Dem Aufbau der zelluldren Vielfalt wiahrend der Embryogenese liegt die spezifische Aktivierung bzw.
Deaktivierung genetischer Information, also differentielle Genexpression zugrunde. Das individuelle
Profil an Genaktivitit wird zellintern durch transkriptionskontrollierende Proteine bestimmt. Von
extern erhalten die Zellen Informationen iiber ihr Entwicklungsschicksal durch Signale benachbarter
Zellen. Diese Interaktion zwischen signalgebenden (induzierenden) und signalempfangenden
(reagierenden) Zellen, bei der sich das Entwicklungsschicksal der reagierenden Zellen veréndert, wird
als embryonale Induktion bezeichnet und ist einer der grundlegenden Mechanismen, der zur
Organisation von Zellen zu Geweben und Organen fiihrt (Gurdon, 1987).

Transkriptionsfaktoren wund sezernierte Signalmolekiile mit ihren spezifischen
Signaltransduktionswegen sind hoch konservierte Mediatoren der Zell-Zell-Kommunikation in
multiplen Prozessen der Embryonalentwicklung. Durch ihre Interaktion werden Musterbildung,
Morphogenese, Differenzierung, Zellwachstum und Zellmigration kontrolliert und reguliert.
Transkriptionsfaktoren werden anhand ihrer charakteristischen Struktur-und DNA-Bindemotife in
verschiedene Transkriptionsfaktor-Klassen eingeordnet: Dazu gehoren die Homeobox(Hox)-Gene, die
Pairedbox(Pax)-Gene, Cystein-Histidin- oder Cystein-Cystein-Zinkfinger; Leucin-Zipper, Helix-
Loop-Helix-Proteine oder Winged-Helix-(Forkhead)-Proteine.

Durch die Ausbildung eines Gradienten kdnnen sezernierte Signalmolekiile z.B. als Morphogene und
Induktoren agieren und im Zusammenspiel mit den intrinsischen Eigenschaften des Zielgewebes
(spezifisches Spektrum der Zellantworten) die embryonale Musterbildung regulieren. Als
Paradebeispiel gilt der SHH-Signaltransduktionsweg in der dorsoventralen Musterbildung des
Neuralrohres (s.u.). Basierend auf den strukturellen Eigenschaften dieser Molekiile werden
verschiedene Familien unterschieden: Fibroblast growth factors (FGF’s), Hedgehog-Proteine,
Wingless-Proteine (WNT's), Epidermal growth factors (EGF’s), die Ephrin-Familie und Transforming
growth factors (TGF-63’s), zu denen die Bone Marrow Proteine (BMP’s) zihlen.
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Modellorganismen in der Entwicklungsbiologie

Modellorganismen nehmen in der Entwicklungsbiologie eine sehr bedeutende Rolle ein, denn durch
die wesentlichen Vorteile in ihrer Haltung und Zucht (schnelle Entwicklung, grofle Nachkommenzahl,
platzsparende Haltungsmoglichkeiten), dienen diese als ideale Studienobjekte fiir die Identifizierung
und Charakterisierung von Genen. Die rasante Entwicklung in dem Methodenspektrum der
Gentechnologie ermdglicht das Einbringen von gezielten Mutationen in das Genom dieser Modelle
und deren Analyse.

Als Modellorganismen dienen der Fadenwurm (Caenorhabditis elegans), die Taufliege (Drosophila
melanogaster), der Zebrafisch (Danio rerio), der Krallenfrosch (Xenopus laevis), das Huhn (Gallus
gallus) und die Maus (Mus musculus), anhand derer gezeigt werden konnte, dass viele
Entwicklungsprozesse und damit die daran beteiligten Genkaskaden evolutiondr konserviert sind.

Am bekanntesten sind die hoch konservierten Homeobox(Hox)-Gene. Diese sind, linear in Clustern
angeordnet, an der Musterbildung der anterior-posterioren Achse beteiligt. Die Hox-Gene wurden in
Drosophila entdeckt und konnten spidter in allen andern vielzelligen Tierstimmen nachgewiesen
werden. Sie stehen hdufig am Anfang einer ganzen Regulationskaskade zahlreicher anderer Gene, die
ihrerseits bei der embryonalen Musterbildung, der Ausbildung von Korperachsen und der
charakteristischen Segmentmorphologie oder der Festlegung der Reihenfolge von Segmenten beteiligt
sind (Gehring, 1993; Gehring and Hiromi, 1986; Gruss and Kessel, 1991). Wéhrend bei Drosophila
nur ein einziger Komplex von Hox-Genen bekannt ist, besitzen Wirbeltiere vier dhnliche Cluster auf
vier Chromosomen (HoxA-HoxD), die im Lauf der Evolution wahrscheinlich aus Genomduplikationen
hervorgegangen sind.

Das stark konservierte Transkriptionsfaktorenmotif der Paired-Doméine wurde ebenfalls in Drosophila
entdeckt. Die homologen Gene in der Maus sind die sog. Pax-Gene, die ein rdumlich und zeitlich
spezifisches Expressionsmuster aufweisen und an verschiedenen Entwicklungsprogrammen beteiligt
sind, bei denen sie hohe Positionen in den entsprechenden regulatorischen Kaskaden einnehmen. Ihre
Aktivitét ist entscheidend fiir die Entwicklung so unterschiedlicher Organe wie Gehirn, Auge,
Mittelohr, Bauchspeicheldriise, Niere, Schilddriise und aus der Neuralleiste hervorgehenden
Strukturen (Mansouri et al., 1996). Als ,,Master Control Gen* der Augenentwicklung gilt das Gen
Pax6, das neben der Pairedbox noch eine Homeobox tragt. Die Studien von Walter Gehring zeigten an
Drosophila die speziesiibergreifende konservierte Funktion dieses Gens, das bei der Entwicklung des
Komplexauges der Insekten als auch des Linsenauges des Menschen eine wichtige Schliisselfunktion
einnimmt. So fiihrt eine ektopische Expression von Pax6 aus der Maus in den Beinen oder den Fliigeln
von Drosophila zu der Ausbildung von Komplexaugen (Halder et al., 1995).

Daneben offenbaren die Arbeiten an den Modellorganismen, dass viele menschliche Erbkrankheiten
durch Mutationen in Genen verursacht werden, die bei der Kontrolle entwicklungsbiologischer
Prozesse eine wichtige Rolle spielen. Die Inaktivierung dieser Entwicklungskontrollgene verweist auf
deren Funktion, die sich in Entwicklungsdefekten, Stérungen der Gehirnfunktion und Tumorgenese
widerspiegelt. Die Inaktivierung von Pax6 in der Maus oder dessen Drosophila-Homolog, eyeless,
bewirkt den Verlust der Augenentwicklung in beiden Spezies. Liegt nur noch eine intakte Kopie des
Gens vor, so resultiert dies in den vergleichbaren Phénotypen small eye bei der Maus und Aniridie
beim Menschen. Die Inaktivierung des Pax3-Gens verursacht den splofch- Phinotyp in der Maus und
das Waardenburg-Syndrom 1 beim Menschen. Schilddriisenfehlfunktionen sind mit Mutationen von
Pax8 assoziiert.

Entwicklungskontrollgene steuern die Zellproliferation und die Zelldifferenzierung, daher fiihren
Mutationen dieser Gene hiufig zu tumordsen Erkrankungen. Die Inaktivierung verschiedener Pax-
Gene in der Maus ergab, dass diese iiber ein grofles onkogenes Potential (Protoonkogene) verfiigen.
Diese Erkenntnisse konnten auf den Menschen {ibertragen werden, so sind Hirntumore (Astrozytome,
Glioblastome, Medulloblastome) haufig mit einer Disfunktion von PaxJ5 assoziert und beim Wilms-
Tumor, einer Form von Nephroblastom, sind Pax2 und Pax8 hochreguliert (Siehl et al., 2003). Die
Entstehung von Rhabdomyosarkom, einem Tumor der quergestreiften Muskulatur, unterliegt den
Mutationen von Pax3 und Pax7 (Ubersichtsartikel (Mansouri et al., 1999)).

Die vollstindige Sequenzierung der Genome von Drosophila melanogaster (1999); Caenorhabditis
elegans (1998); Mus musculus (2002) sowie des Menschen (2001) ist ein Meilenstein fiir die
molekulare Entwicklungsbiologie. Damit steht eine riesige Datenmenge zur Verfiigung, die zur
Kldarung vieler entwicklungsbiologischer, phylogenetischer als auch medizinisch relevanter
Fragestellungen genutzt werden kann.
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Die Maus als Modellorganismus fiir den Menschen

Im Laufe der vergangenen Jahre ist die Maus zum herausragenden Modellorganismus fiir den
Menschen avanciert. Dies basiert auf zwei Hauptgriinden:

Zum einen ist die Maus ein Sdugerorganismus mit vielen physiologischen, anatomischen und
metabolischen Parallelen zu uns Menschen. Auf einen vordergriindigen Blick hin sind die
anatomischen Unterschiede zwischen Maus und Mensch zwar enorm, aber diese liegen vielmehr in
Eigenschaften wie Grofle und Korperform. In den Organen, Geweben und Zelltypen liegen bei Maus
und Mensch sehr groBe Ahnlichkeiten, die eine Vergleichbarkeit der Organsysteme, physiologischer
Homoostase, Verhalten und Erkrankungen erlauben. So spiegelt eine grofe Anzahl von
Krankheitsbildern und- verldufen wie z.B. Diabetes, Muskeldystrophie sowie Krebs in der Maus die
vergleichbare Situation im Menschen wider und dies erlaubt eine Modellbildung (Hanninen et al.,
2003). Ein breites Spektrum von etablierten Maus-Inzuchtstimmen dient der Erforschung von
menschlichen Erbkrankheiten bereits seit Jahrzehnten. Schon 1916 beschrieben Lathrop und Loeb den
EinfluBl von Hormonen auf die Tumorentstehung bei Mausen (Lathrop and Loeb, 1916).

Die Genome von Maus und Mensch sind sehr dhnlich, zurzeit kann nur fiir weniger als 1% der
potentiellen Mausgene kein Homolog im menschlichen Genom gefunden werden (und umgekehrt)
(Waterston et al., 2002). Die Unterschiede beider Spezies scheinen demnach in den
Regulationsmechanismen ihrer Gene begriindet zu sein.

Der zweite Grund, weshalb die Maus als Modellorganismus fiir die Sdugerbiologie von so tiefer
Bedeutung ist, liegt in der Mdglichkeit, diesen Organismus gerichtet genetisch manipulieren zu
konnen. Dies ist mit Hilfe von transgenen Mausen mdoglich.

Transgene Miuse

Als transgen werden Maiduse dann bezeichnet, wenn Fremd-DNA in ihrem Genom integriert ist.
Transgene Miuse im klassischen Sinne tragen z.B. humane Onkogene in ihrem Genom (Robertson et
al., 1986). Heute verwendet man den Begriff transgen fiir Mauslinien, die durch Integration von
muriner DNA als auch DNA anderer Spezies in ihr Genom generiert worden sind. Man unterscheidet
zwei Arten von Transgenen: Standard-Transgene und Gerichtet-Transgene, zu denen die Knock-out
und Knock-in-Mauslinien zéhlen.

Bei Standard-Transgenen erfolgt die Integration der DNA zufillig an einer nicht vorhersagbaren Stelle
im Genom. Knock-out oder Knock-in-Mauslinien entstehen nach dem ,,gene-targeting*-Prinzip: Dabei
wird ein Gen mit Hilfe der homologen Rekombination gezielt funktionell inaktiviert (Knock-out).
Sind beide Allele eines Gens in der Maus funktionell inaktiviert, so liegt eine Nullmutante vor. Wird
ein Gen durch homologe Rekombination durch ein anderes Gen ersetzt, das dann unter der Kontrolle
der regulativen Elemente des inaktivierten Gens steht, spricht man von einem Knock-in
(Ubersichtsartikel: (Mansouri, 2001)).

Ein wichtiges Kriterium bei der Erzeugung von Transgenen ist, dass die DNA-Integration sehr friih in
der Entwicklung der Maus erfolgen muf}, damit diese in der Keimbahn weitergegeben und so eine
stabile transgene Linie etabliert werden kann.

Standard-Transgene

Die Integration von Fremd-DNA in das Genom wird bei der Generierung von Standard-Transgenen
dadurch erreicht, dass das DNA-Konstrukt in einen der beiden Vorkerne der Zygote mikroinjiziert
wird. Palmiter et al. gelang damit 1982 erstmals die stabile Einbringung der Uberexpression eines
Wachstumshormons in die Keimbahn der Maus (Palmiter et al., 1982). Eine weitere Methode ist die
Infektion von embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) oder Embryonen mit Retroviren (Jaenisch and
Soriano, 1986; Robertson et al., 1986), diese ist zwar effizienter als die Mikroinjektion, aber die Grofle
des Genkonstruktes ist limitiert. Das Konstrukt besteht prinzipiell aus dem Gen (meist der cDNA), das
der Kontrolle eines starken Promotors und Enhancers unterliegt sowie einer PolyA-Sequenz. In der
Regel wird ein Reportergen (B-Galaktosidase, $-Gal oder green fluorescent protein, GFP) parallel zu
dem Strukturgen exprimiert. Je nach Fragestellung existiert von dieser Konstellation eine Vielzahl von
Variationen.

Nach der Mikroinjektion des Konstruktes werden die Zygoten in die Eileiter einer Amme transferiert
und von dieser ausgetragen. Einige der Nachkommen haben das Konstrukt dann in ihr Genom
integriert und werden als ,,Founder* bezeichnet. Zur Etablierung einer transgenen Linie werden
mehrere unabhingige ,,Founder bendtigt, da der Ort der DNA-Integration unbekannt ist und
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ausgeschlossen werden muss, dass mogliche Effekte allein durch den Prozess oder die Anzahl der
Integrationen resultieren (bei Uberexpressionsstudien wird z.B. eine Toxizitit von multiplen
Insertionsereignissen beobachtet).

Knock-out- und Knock-in- Mauslinien

Die homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen (Smithies et al., 1985) hat sich im Laufe
der letzten Jahre zu einer Routinemethode fiir die gezielte Modifikation des Mausgenoms etabliert.
Die Isolierung embryonaler Stammzellen (Evans and Kaufman, 1981) und die Demonstration, dass
diese sich zu Keimbahnzellen entwickeln konnen (Bradley et al., 1984) waren die beiden
entscheidenden Entdeckungen, die 1987 zur Generierung der ersten Knock-out-ES-Zellen fiihrten
(Doetschman et al., 1987; Thomas and Capecchi, 1987). Heute existieren mehr als 3000 Knock-out-
Mauslinien, damit liegen fiir 10-15% der vorausgesagten Anzahl der Gene im Mausgenom
Nullmutanten vor. Es ist davon auszugehen, dass die Rate neuer Mauslinien in den nédchsten Jahren
bedingt durch die vollstindige Sequenzierung des Mausgenoms deutlich steigen wird. Man nimmt an,
dass durchschnittlich fiinf nutzbringende Linien pro Gen bendtigt werden, um die Genfunktion
erschopfend charakterisieren zu kdnnen (Knight and Abbott, 2002).

Besonders fiir die Entwicklungsbiologie und Erforschung menschlicher Krankheiten sind
Nullmutanten wichtige Studienobjekte, denn der Verlust eines Genes wihrend der gesamten
Entwicklung von der Zygote hin zum adulten Tier kann entscheidende Informationen iiber dessen
Funktion und Wechselwirkungen mit Interaktionspartnern geben. Gemeinsam mit den
Expressionsmustern, die bei Entwicklungsgenen im Gegensatz zu den sog. Haushaltsgenen eine grofle
Zeit- und Gewebespezifitat aufweisen, wird so eine umfassende Funktionsanalyse ermoglicht. Die
gezielte funktionelle Inaktivierung dieser Gene wirkt im Laufe der Embryonalentwicklung vielfach
letal. Nullmutanten von Genen, die in besonders frilhen Phasen der Entwicklung eine entscheidende
Rolle einnehmen, sterben haufig in kritischen Stadien der friihen Embryonalentwicklung, da durch den
Verlust des Gens und damit des Proteins die Signalwirkung in entscheidenden Regulationskaskaden
weiterer Entwicklungsprozesse ausbleibt. Dazu z&hlen z.B. Nullmutanten von Wnt3, Fgf8 oder Otx2,
die Defekte wihrend der Gastrulation aufweisen (Liu et al., 1999b), (Meyers et al., 1998) (Acampora
et al., 1995). Die Inaktivierung von Genen, die fiir die Musterbildung in dorsoventral und/oder
anteroposterior essentiell sind, kann zu der Ausbildung von drastischen und multiplen Phdnotypen
fiihren, die auf einen pleiotrophen ' Charakter des Gens hinweisen. Beispiele dafiir sind Shh (Chiang et
al., 1996), engrailedl(Enl) (Wurst et al., 1994) und auch Sp 8 (Treichel et al., 2003). Viele
Nullmutanten zeigen aber keinen oder nur einen sehr milden Phénotyp. Dies kann dadurch erklért
werden, dass mogliche Effekte durch genetische Redundanz und/oder funktionelle Kompensation
abgepuffert werden. Genetische Redundanz liegt haufig bei Mitgliedern der gleichen Genfamilie vor,
die ein liberlappendes Expressionsmuster aufweisen. Dies kann mit Doppelmutanten gezeigt werden.
So kompensiert z.B. Pax2 den Verlust von Pax5 und Enl den Verlust von En2 wihrend der frithen
Mittelhirnerntwicklung (Schwarz et al., 1997) (Liu and Joyner, 2001).

Die Generierung von konditionellen Knock-out-Mauslinien unter der Verwendung der Cre/loxP und
Flp/FRT-Rekombinationssysteme, ermdglicht eine zeitlich- und gewebspezifisch gesteuerte
Inaktivierung eines Gens. Dies ist besonders im Hinblick auf oben beschriebene Mutanten von Vorteil:
Fiihrt die Nullmutation eines Gens zu einer frithen Letalitit des Embryos, so ermoglicht die
konditionelle Inaktivierung zu einem spéteren Zeitpunkt Aufschluss iiber die Funktion des Gens in
spiteren Phasen der Embryonalentwicklung, bis hin zum adulten Tier. Eine Aufschliisselung multipler
Phinotypen wird durch die gewebsspezifische Geninaktivierung ermdglicht (Ubersichtsartikel:
(Mansouri, 2001)).

Das Cre/loxP-System stammt aus dem lysogenen Bakteriophagen P1 und wurde durch Arbeiten des
Cold Spring Harbor Institutes erstmals 1981 beschrieben (Sternberg and Hamilton, 1981). Das
Flp/FRT-System wurde in der Biackerhefe 1985 entdeckt (Andrews et al., 1985).

Cre und Flp zdhlen zu den sequenzspezifischen Rekombinasen der Integrasefamilie und katalysieren
die Rekombination zwischen zwei 34bp groBen Erkennungssequenzen (loxP-sites; steht fiir locus of
crossing over (x) in P1 und FRT-sites: Flp recombination target). An diese Erkennungssequenzen, die
inverse repeats tragen, binden die Rekombinasen als Dimer. Durch den nicht-palindromischen
Mittelteil der Sequenz ist eine Orientierung festgelegt (spacer). Diese Erkennungssequenzen flankieren
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die DNA-Zielregion. Handelt es sich dabei um ein Allel, so wird dieses als ,,gefloxt™ oder ,,geflrted*
bezeichnet. Liegen die Sequenzen in der gleichen Orientierung vor, kommt es zur Exzision des
Bereiches und eine Erkennungssequenz bleibt zuriick, wohingegen die andere im nun deletierten,
zirkularisierten Teil liegt. Wenn nun zwei Erkennungssequenzen in entgegengesetzter Orientierung
vorliegen, so kommt es zur Inversion der durch sie flankierten DNA-Region.

Beide Rekombinasen sind unabhéngig von spezifischen Cofaktoren und so kann ihre Aktivitdt in dem
speziesfremden Milieu der Mauszelle genutzt werden (Sauer, 1993) (Dymecki, 1996). In den meisten
Arbeiten wird aber auf das Cre/loxP-System zuriickgegeriffen. Die Verwendung dieses Systems fiir
die zeit- und gewebespezifische Geninaktivierung in der Maus wurde durch Gu 1994 beschrieben (Gu
et al., 1994). Heute werden vielfach beide Rekombinationssysteme kombiniert eingesetzt, um
schrittweise zuerst den ES-Selektionsmarker zu deletieren und anschlieBend das Gen funktionell zu
inaktivieren. Damit wird die Generierung eines ,sauberen® Knock-outs garantiert, denn
Selektionsmarker mit eigenen Promotoren, insbesondere dem PGK-Promotor, kénnen die Expression
umliegender Gene beeinflussen und so den spezifischen Knock-out verfalschen (Olson et al., 1996).

Das Cre/loxP-System wird neben vollstindigen Geninaktivierungen dazu eingesetzt, einzelne
Proteindominen bis auf die Aminosiure genau zu analysieren (Gau et al., 2002). Daneben kénnen
auch chromosomale Translokationen generiert werden (Ramirez-Solis et al., 1995).

Knock-in und Knock-out Strategien werden hidufig miteinander in einer Mauslinie verkniipft. So setzt
man Reportergene wie das lacZ- oder das GFP-Gen in das Leseraster des Zielgens ein, die dann
anstelle des inaktivierten Gens exprimiert werden sollen. Dies dient im Rahmen der Analyse zur
Detektion der durch die Inaktivierung bedingten Verdnderungen. Daneben kénnen mit Knock-in-
Mauslinien die Effekte der Uberexpression von Genen untersucht werden. SchlieBlich lassen sich auch
Fragen beziiglich funktioneller Redundanz mit Hilfe der Knock-in Strategien beantworten.

Die Konstrukte fiir Knock-out und Knock-in-Mauslinien werden durch Modifikation der genomischen
Sequenz des zu analysierenden Gens erzeugt. Diese Modifikationen sind vielfaltig, das Konstrukt (der
Targetingvektor) triagt aber in jedem Falle Marker fiir die Selektion in den ES-Zellen und verfiigt
5'und 3° iiber homologe Sequenzarme von mehreren tausend Basenpaaren (kb). Nach der
Elektroporation in ES-Zellen erfolgt der Austausch mit dem nativen Gen als Insertion in den
betreffenden chromosomalen Bereich durch homologe Rekombination. Dieses punktgenaue Ereignis
ist sehr selten und betrifft meist nur ein Allel des Zielgens. Durch Selektion und Screening werden die
positiven ES-Zellklone ermittelt und mit Wildtyp (WT)-Morulae aggregiert. Diese Morulae werden in
vitro bis zur Blastozyste kultiviert und dann in den Uterus scheinschwangerer Ammen transferiert.
Alternativ werden die ES-Zellklone auch in die innere Zellmasse von WT-Blastozysten injiziert. Die
Nachkommen sind zum Teil chimér, d.h. sie setzen sich sowohl aus WT-Gewebe als auch aus Gewebe
zusammen, das aus den injizierten ES-Zellen hervorgegangen ist. Dies erkennt man an der Fellfarbe
des Tieres und der Pigmentierung der Augen, da meist ES-Zellen des Mausstammes 129SV (agouti)
und weile WT-Stimme (CD-1 oder NMRI) verwendet werden. Haben die Keimzellen der Chiméire
ihren Ursprung in dem ES-Zellklon, so gibt das Tier die Modifikation des Gens an die nichste
Generation weiter und die Mauslinie kann geziichtet werden. Durch Verkreuzung heterozygoter Eltern
werden dann homozygote Tiere generiert. Abbildung 1 zeigt dieses Verfahren schematisch bis zur
Stufe der heterozygoten Tiere. Homozygote Tiere werden dann durch Verkreuzen erhalten.
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Abbildung 1: Generierung transgener Méause nach dem ,,gene targeting“-Prinzip mittels ES-Zellen und Morulaaggregation (modifiziert nach
(Capecchi, 2005)).

Cre-Linien

Als Cre-Linien werden transgene Maiuse bezeichnet, die die Cre-Rekombinase zeit- und
gewebespezifisch exprimieren. Kreuzt man eine Mauslinie mit konditionellen, also gefloxten, Allelen
mit einer Cre-Linie, so wird das konditionelle Allel in den Nachkommen ausschlieBlich in den Zellen
inaktiviert, in denen die Rekombinase exprimiert wird (Abb. 2). Um homozygote Tiere mit dieser
Geninaktivierung zu erzeugen, bedarf es nach den Mendelschen Regeln zweier Generationen, wenn
bei dem Elterntier beide Allele gefloxt vorliegen.

Im Zuge der vielfdltigen Einsatzmoglichkeiten des Cre/loxP-Systems existiert heute eine grole Anzahl
an verschiedenen Cre-Linien. Diese sind Transgene, die die Cre-Rekombinase z.T. modifiziert mit
einer ,nuclear localization sequence” (NLS) unter der Kontrolle spezifischer Promotor- oder
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Enhancerelemente eines Gens exprimieren und so in einem bestimmten Bereich des
Expressionsspektrums des betreffenden Gens aktiv sind. Dazu gehdrt z.B. Pax6-Cre, bei der die
Rekombinase durch den a-Enhancer von Pax6 in der Retina reguliert wird oder Msx2-Cre, die Cre nur
wihrend sehr frithen Stadien der auswachsenden Extremitdtenknospe in der Apikalen Ektodermalen
Leiste (AER) exprimiert (Marquardt et al., 2001; Sun et al., 2000). Daneben werden Cre-Linien auch
durch Knock-in generiert. Dies geht gew6hnlich mit der Inaktivierung des Gens einher und Cre wird,
dhnlich den Reporterlinien bei einem kombinierten Knock-out, unter das vollstindige
Kontrollspektrum des Zielgens gestellt. Dazu zihlt z.B. die Enl“"“"-Line (Kimmel et al., 2000).
Induzierbare Cre-Linien ermdglichen die zeitliche Regulation der promoter/enhancer-spezifischen
Aktivitdt der Rekombinase durch exogene Induktoren (Hayashi and McMahon, 2002). Dazu
verwendet man ein Fusionsprotein aus der Cre-Rekombinase und der mutierten-Liganden-
Bindedoméine des Progesteron- oder Oestrogenrezeptors. Die Ligandendoméne kann nur dann an den
Rezeptor gebunden und der Transport des Fusionsproteins in den Nukleus gewihrleistet werden, wenn
synthetische Steroide (Tamoxifen oder RU-418) zugegen sind. Endogene Steroide binden nicht an die
mutierte Doméne. Anhand dieser Methode wurden hohe Rekombinations-Effizienzen beschrieben
(Imai et al., 2001), aber das System ist auch eingeschrinkt dadurch, dass die benoétigten
Konzentrationen an Induktoren haufig in einem toxischen Grenzbereich liegen und insbesondere die
Induktion in utero zu einer erhohten Abortrate der Embryonen fiihren kann (Danielian et al., 1998).

Der Nachweis der Cre-Aktivitédt erfolgt durch das Einkreuzen von sogenannten Reporterlinien, die
ubiquitdr exprimierbare Reportergene tragen. Diese Reportergene liegen inaktiv im Genom vor und
werden erst durch das Rekombinationsereignis zellspezifisch aktiviert. So treibt bei der Reporterlinie
hrGFP12 der B-actin-Promotor nach der zellspezifischen Deletion des gefloxten neomycins die
Expression von hrGFP an (Schindehutte et al., 2005). Eine duale Reporterlinie ist die lacZ/placental
alkaline phosphatase (ZAP)-Linie, bei der vor dem Rekombinationsereignis lacZ ubiquitdr exprimiert
wird und die Aktivierung der Phosphatase als Indikator der erfolgreichen Rekombination dient (Lobe
et al., 1999). Selektiv exprimierbare Reportergene ermdglichen zudem Riickschliisse iiber die
Abstammung und Migration bestimmter Zellpopulationen (fate mapping). Der Ursprung der Insulin-
und Glukagon-produzierenden endocrinen Zellen der Langerhans’schen Inseln aus der
Bauchspeicheldriise und die Migration der kardialen Neuralleistenzellen konnten damit untersucht
werden (Herrera, 2000) (Zinyk et al., 1998).
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Abbildung 2: Prinzip des konditionellen Gen-Knock-outs in transgenen Mausen (A). In einer Cre-Linie treibt ein zellspezifischer Promotor
die Cre-Rekombinase an. Durch Verkreuzung einer Mauslinie mit gefloxtem Zielgen wird dieses ausschlielich in dem spezifischen Zelltyp
durch Excision inaktiviert (modifiziert nach A. Pechisker, http://www.scq.ubc.ca). (B) Wirkungsmechanismen der Rekombinationssysteme
Cre/Flp. Die Rekombinasen binden an ihre Erkennungssequenzen (loxP/FRT) als Dimere und katalysieren deren Rekombination. Zeigen
beide Sequenzen die gleiche Orientierung, so kommt es zur Excision der Zielsequenz. Die Orientierung der Sequenzen wird durch den spacer
(grun) festgelegt (modifiziert nach (Lewandoski, 2001)).
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Entwicklung und Musterbildung des Zentralen Nervensystems (ZNS)

Spemann und Mangold priagten durch ihre eleganten Transplantationstudien am Molch (Triturus
vulgaris) 1924 den Begriff des Organisators: Ein Organisator ist ein Signalzentrum, das in der Lage
ist, das Schicksal des angrenzenden Gewebes zu bestimmen. Alle bislang bekannten
Organisationszentren wurden durch Transplantationsstudien identifiziert. Spemann und Mangold
zeigten, dass die ektopische Transplantation der dorsalen Urmundlippe der Amphibiengastrula in
einen Wirtsembryo zu der Induktion eines kompletten sekunddren Embryos fiihrt, der sich aus den
Zellen des Transplantats als auch des Wirtembryos zusammensetzt (Ubersichtsartikel (De Robertis,
2006)). Die dorsale Urmundlippe der Amphibiengastrula wird seither als Spemann-Organisator
bezeichnet. Die homologe Struktur im Huhn und im Sduger befindet sich an der anterioren Spitze des
Primitivstreifens, der (Hensensche) Knoten oder Primitivknoten. Die Transplantation des Knotens
filhrt beim Huhn ebenso wie beim Krallenfrosch zur ektopischen Induktion von Kopf- und
Rumpfstrukturen sowie des Nervensystems (Dias and Schoenwolf, 1990). Bei der Maus wurden durch
die Transplantation des Knotens zwar eine sekundidre Korperachse, aber niemals Kopfstrukturen
induziert (Beddington, 1994). Als primdre Organisationszentren bei Sdugern gelten heute der
Primitivknoten und seine Derivate (axiales Mesendoderm) gemeinsam mit dem Anterioren Visceralen
Endoderm (AVE).

Daneben kontrollieren sekundidre Organisationszentren die Entwicklung des Nervensystems.
Sekundire Organisatoren werden als Bereiche definiert, die an der Grenze zweier unterschiedlich
(vor)differenzierter Gewebedoménen lokalisiert sind. Die Angrenzung dieser Doménen erlaubt eine
kooperative Wechselwirkung mit der Produktion von induktiven Signalen (Meinhardt, 1983).

Zu den sekundidren Organisationszentren gehdren die Anteriore Neurale Leiste (ANR) und die Zona
Limithans Intrathalamica (ZLI) fiir die Regionalisierung des Vorderhirns sowie der Isthmus-
Organisator (IsO), der die Entwicklung des Mittelhirns und des rostralen Hinterhirns steuert.

Die Entwicklung des Nervensystems

Nach der Befruchtung der Eizelle und Durchlaufen der Gastrulation besteht der Wirbeltier-Embryo
aus drei Keimblattern. Wihrend das Endoderm die inneren Organe und das Mesoderm Muskeln,
Knochen, Bindegewebe und BlutgefiaBle bildet, entwickeln sich aus dem &uBlersten Keimblatt, dem
Ektoderm, die Epidermis und das Nervensystem.

Das Nervensystem geht bei Wirbeltieren aus dem dorsalen Epiblasten der Gastrula hervor und wird
durch die kombinatorische Wirkung verschiedener Signalmolekiile determiniert.

Nach der Induktion des Neuroektoderms faltet sich die Neuralplatte zum tubuldren Neuralrohr
(Neurulation) auf und es entstehen am rostralen Ende des Neuralrohrs drei primére Gehirnvesikel, die
die Anlagen fiir das Vorder- Mittel- und Hinterhirn (Pros-, Mes- und Rhombenzephalon) darstellen.
Wihrend der Embryonalentwicklung entwickeln sich diese Vesikel zu morphologisch distinkten
Strukturen, aus denen schlieBlich die funktionellen Strukturen des adulten Gehirns, basierend auf
einem komplexen Netzwerk von Billionen Nervenzellen (Neuronen) und Stiitzzellen (Gliazellen),
hervorgehen.

Dieser Strukturbildung liegt eine dreidimensionale Musterbildung zugrunde, die die Position, die
Diversitdt und damit die Funktionalitidt der einzelnen Neurone, die sich aus neuralen Vorlduferzellen
differenzieren, festlegt.

Aus den neuralen Vorlduferzellen gehen alle ausdifferenzierten, postmitotischen Zellen des
Nervensystems, sowohl Neuronen als auch Gliazellen (Oligodendrozyten und Astrozyten), hervor. Die
neuralen Vorlduferzellen befinden sich in der Ventrikuldrzone an der Basis der Vesikelwand und
verfiigen iiber die Kapazititen der Proliferation, der Selbsterneuerung und der Ausbildung
spezialisierter Zelltypen. Als Neurogenese bezeichnet man die Generierung von differenzierten
Neuronen.

Bis zum Entwicklungstag E11,5 der Maus vergrofert sich der Stammzellpool des Neuroepithels durch
symmetrische Teilungen, d.h. aus jeder Stammzelle gehen zwei gleichartige, proliferierende
Tochterzellen hervor. Die sog. ,interkinetische Kernwanderung™ charakterisiert die neuralen
Vorlduferzellen vor dem Eintritt in die Neurogenese. Es handelt sich dabei um die Wanderung der
Kerne entlang der apikal-basalen Zellachse, die durch die Phasen des Zellzyklus bestimmt wird. Die
Mitose findet am apikalen (ventrikularen) Zellpol statt (Takahashi et al., 1993). Die Dauer des
Zellzyklus neuraler Vorlduferzellen nimmt im Laufe der Embryogenese zu. Wéhrend des
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neurogenetischen Intervalls von E11 bis E16 steigert sich die Dauer um mehr als das Doppelte von 8h
auf 18h bei neuronalen Vorlduferzellen im Zerebralen Kortex. Diese Steigerung betrifft fast
ausschlieBlich die G1-Phase (Gotz and Huttner, 2005; Takahashi et al., 1995).

Die Ausbildung der komplexen, dreidimensionalen Struktur des adulten Gehirns basiert auf der
Auswanderung der neuronalen Vorlduferzellen aus dem zweidimensionalen Epithel. Die neuronalen
Vorlduferzellen gehen durch asymmetrische Teilungen hervor, dabei verbleibt eine Tochterzelle als
Vorldufer im Epithel und die andere wandert, ohne weitere Teilungen zu durchlaufen, in den
Gehirnmantel ein, wird also postmitotisch. Am Zielort angelangt, reift diese dann zur funktionellen
Nervenzelle mit der Ausbildung von Axonen und Dendriten aus.

Vom Embryo zum adulten Organismus verringert sich der Anteil der Stammzellen dramatisch, bei der
Maus z.B. von 50% bei E8,5 bis hin zu weniger als 1% am ersten Lebenstag (Temple, 2001).

Apoptose oder programmierter Zelltod ist ein integraler Proze wéhrend der Entwicklung des
Nervensystems. In friilhen Phasen der Embryonalentwicklung wird eine Vielzahl von Neuronen
geboren, von denen mehr als die Hélfte durch Apoptose zu bestimmten, kritischen Phasen eliminiert
wird. Man nimmt an, dass die Hauptursache fiir den programmierten Zelltod der Neuronen in der
Regulation der Neuronenanzahl und der neuronalen Verbindungen, insbesondere in der Selektion und
Feinabstimmung aus dem Pool der innervierenden Neuronen an ihre neuralen Zielstrukturen liegt. Die
,neurotrophic hypothesis® beschreibt, dass diese Abstimmung u.a. durch neurotrophe Faktoren
vermittelt wird, zu denen u.a. Neurotrophine (NT’s), Nerve growth factor (NGF) oder Brain derived
neurotrophic factor (BDNF) gehoren. Nach dieser Hypothese sind die sich entwickelnden,
migrierenden Neuronen abhédngig von einem limitierten Spektrum dieser Faktoren, die von den
Zielstrukturen produziert werden. Nur das Neuron mit korrekt ausgebildeten Axonen gelangt unter den
Einflul der sezernierten Neurotrophine und kann iiberleben. Aber auch intrinsische Signale vermitteln
die Aktivierung der apoptotischen Prozesse, dazu gehoren z.B. Aggregationen von Proteinen mit
fehlerhaften Faltungseigenschaften (Becker and Bonni, 2004).

Fiir die Erforschung neurodegenerativer Erkrankungen wie Morbus Parkinson oder Alzheimer sind die
extrinsischen und intrinsischen Faktoren und Kontrollmechanismen der Apoptose von zentralem
Interesse.

Neuronale Induktion

Bereits vor der Gastrulation wird durch asymmetrische Genexpression im Viszeralen Endoderm (VE)
die anteriore und posteriore Achse des sich entwickelnden Embryos festgelegt (Beddington and
Robertson, 1999).

Transplantationsexperimente konnten zeigen, dass die rostralen neuronalen Strukturen, die spéter das
Vorder- und Mittelhirn bilden, durch eine synergistische Wirkung des Anterioren Visceralen
Endoderms (AVE) mit dem anterioren Epiblasten und dem anterioren Primitivstreifen, bzw. Early
Gastrula Organizer (EGO) induziert werden (Tam and Steiner, 1999). Die molekularen Mechanismen
der neuronalen Induktion liegen noch weitgehend im Dunkeln. Folgendes Modell wird derzeit
basierend anhand von Studien verschiedener Mausmutanten diskutiert:

Im AVE wird eine Genkaskade aktiviert, die die Produktion von sezernierten TGF -Antagonisten
(Cer-1, Lefty) und somit einen anti-kaudalisierenden Effekt auf den darunter liegenden Epiblasten zur
Folge hat. Proteine der TGF -Familie, insbesondere Nodal und BMP4, sind an der Formation des
Primitivstreifens wihrend der Gastrulation beteiligt. Daneben auch WNT3. Die Blockade von Nodal,
BMP4 und WNT3 im anterioren Epiblasten fiithrt zu einer Etablierung des neuroektodermalen
Charakters und begrenzt die Ausbildung des Primitivstreifens auf den posterioren, proximalen
Epiblasten. (Ubersichtsartikel: (Perea-Gomez et al., 2001)).

Spéter werden im Primitivknoten u.a. die BMP Antagonisten chordin und noggin exprimiert, die die
Kaudalisierung des rostralen Neuroepitheliums unterdriicken.

Streit und Wilson beschreiben, dass das prospektive Neuroektoderm bereits im Prigastrulastadium
durch FGF-Proteine determiniert wird (Streit et al., 2000).

Wihrend und nach der Gastrulation stabilisiert sich die neuronale Identitit der Zellen des
Neuroektoderms und es kommt zu der Regionalisierung der Neuralplatte in Vorder-, Mittel-,
Hinterhirn und Riickenmark u.a. durch die Aktivitdt verschiedener Homeoboxgene in Kombination
mit planaren und vertikalen Signalwirkungen aus dem Ektoderm, dem Primitivknoten dem
Mesendoderm durch FGF’s, Retinsdure, WNT s und BMP-Antagonisten (Abb. 3) (Stern, 2001) .
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Das Homeoboxgen Otx2 spielt in der frithen Regionalisierung und Spezifizierung des Nervensystems
eine bedeutende Rolle. Ofx2-Nullmutanten entwickeln weder Vorderhirn, Mittelhirn noch rostrales
Hinterhirn und zeigen multiple Defekte des gesamten Korperbaus. Die Bildung des AVE unterbleibt
und damit auch die Repression der Markergene des Primitivstreifens, die in den Nullmutanten
ektopisch iiber den gesamten proximalen Epiblasten exprimiert werden. Der Primitivsteifen und
—knoten werden nicht korrekt ausgebildet, noggin und chordin sind misexprimiert und eine
Spezifizierung des anterioren Neuroektoderms findet nicht statt (Acampora et al., 1995) (Ang et al.,
1996). Das Expressionsmuster von Otx2 umfaflt alle wichtigen Areale der frithen Entwicklung des
Nervensystems: Die Expression erstreckt sich im Préigastrulastadium {iber den gesamten Epiblasten
und das Viszerale Endoderm (VE). Spiter wird diese auf das AVE und den anterioren Epiblasten
beschriankt. Am Ende der Gastrulation im Entwicklungsstadium E7,5 der Maus erstreckt sich die
Expression iiber den gesamten anterioren Epiblasten, in dem Areal des Neuroektoderms, aus dem
spéter das Vorder- und Mittelhirn hervorgehen.

Gemeinsam mit dem Homeoboxgen Gbx2, das iiber den gesamten posterioren Epiblasten hinweg
exprimiert wird, bildet es eine scharfe Grenze zwischen der Mittelhirn- und Hinterhirnanlage aus, an
der sich der Isthmus als sekundéres Organisationszentrum formiert. Diese komplementiare Expression
gilt als die erste molekulare Indikation der anteriorposterioren Musterbildung im Nervensystem.

Die duale Rolle von Otx2 in der frithen Regionalisierung des Nervensystems (Funktion im AVE) und
der Spezifizierung des anterioren Neuroektoderms (Funktion in Epiblasten-Derivaten) konnte anhand
von Chiméirenexperimenten und Mutanten aufgezeigt werden. Nur Chiméiren aus Nullmutanten-
Epiblasten und Wildtyp-VE zeigen eine korrekte Regionalisierung durch das AVE sowie eine normale
Gastrulation. Die Vorder- und Mittelhirnanlagen werden gebildet, degenerieren aber nach E9,5. Den
gleichen Effekt zeigen homozygote Mutanten, bei denen die Otx2-Aktivitdt durch humane Otx/cDNA
(Otx2MO™MOXTy ersetzt ist (Acampora et al., 2005; Simeone et al., 2002).

Musterbildung in der dorsoventralen Achse

Entlang der dorsalventral Achse gliedert sich das Neuralrohr longitudinal in die Dach-, Alar-, Basal-
und Grundplatte auf (Abb. 9).

Die Musterbildung entlang der dorsalventralen Achse des Neuralrohres wird durch externe
Signalzentren eingeleitet. Dorsal wird die Differenzierung der Neurone durch TGF_-Proteine (BMP4
und BMP7) aus der dariiber befindlichen Epidermis und ventral durch SHH aus dem axialen
Mesoderm (Chorda dorsalis) und der prechordalen Platte induziert. Sonic hedgehog (SHH) ist ein
sezerniertes Signalmolekiil, das als Morphogen agiert. Es steuert Differenzierungsprozesse in
Abhéngigkeit seiner Konzentration durch die Etablierung eines Gradienten. Durch die Segregation von
SHH entwickeln sich die medialen Zellen des ventralen Neuralrohres zu dem ventralen sekundéren
Signalzentrum, der Bodenplatte (floor plate). Dieses sezerniert ebenfalls SHH und es kommt zu der
Ausbildung eines SHH-Gradienten von ventral nach dorsal. In Abhédngigkeit der SHH-Konzentration
spezifizieren sich die Neuronen durch die Expression eines unterschiedlichen Musters an Homeobox-
Transkriptionsfaktoren und erlangen so ihre Identitdt. Dabei sind die GLI-Proteine wichtige
Mediatoren der SHH-abhéngigen Differenzierung (Briscoe et al., 2000) (Placzek and Briscoe, 2005;
Stamataki et al., 2005). Parallel zu der Formation der Bodenplatte bildet sich aus den medialen,
dorsalen Zellen durch den Einflu von BMP4 ein weiteres sekundires Signalzentrum, die Dachplatte
(roof plate), aus. BMP4 aus der Dachplatte induziert in den benachbarten Zellen eine Kaskade von
TGF-B-Proteinen (BMP4, 7, Dorsalin und Activin), durch deren Zeit- und Konzentrationsmuster die
neuronale Identitét geprégt wird (Chizhikov and Millen, 2005).

Die Musterbildung erfolgt im Rhombenzephalon durch Segmentierung

Im Rhombenzephalon erfolgt die Musterbildung durch Segmentierung.

Das Rhombenzephalon untergliedert sich in sieben Rhombomere. Die Rhombomere2-7 bilden das
Myelenzephalon, aus dem in der weiteren Entwicklung die Medulla oblongata (das verldngerte
Riickenmark) entsteht. Die Identitdt der einzelnen Rhombomere wird durch ein komplexes
Expressionsmuster von Hox-Genen festgelegt (s.u.), dessen anteriore Grenze zwischen Rhombomer2
und 1 liegt. Aus dem Rhombomerl (Metenzephalon) entwickelt sich das rostrale Hinterhirn, das
dorsal aus dem Zerebellum und ventral aus der Pons mit dem vierten Hirnnervenkern (Nucleus
trochlearis) und dem Locus coeruleus, als wichtigstem noradrenergen Nukleus des Gehirns, besteht.
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Die Regionalisierung und neuronale Differenzierung des rostralen Hinterhirns unterliegt der Kontrolle
des Isthmus-Organisators (s.u.).

Der Segmentierung in die Rhombomere2-7 liegt ein differentieller Kompartimentierungsprozess durch
die iiberlappende Expression verschiedener Hox-Gene, genauer der Hox-Paralogel-4, zugrunde. Die
meisten dieser Hox-Gene werden bereits vor der morphologischen Abgrenzung der einzelnen
Rhombomere vom kaudalen Ende des Neuralrohres bis zu einer spezifischen Grenze zwischen zwei
Rhombomeren exprimiert und zeigen in bestimmten Rhombomeren eine besonders starke Expression.
Damit erhilt jedes Rhombomer seine Identitét durch einen spezifischen Hox-Code, der durch auto-
und crossregulatorisches Feedback der einzelnen Hox-Gene stabilisiert wird. Daneben werden
bestimmte Rhombomere zusétzlich durch die Expression von Krox20 und Kreisler charakterisiert, die
die lokale Expression einzelner Hox-Gene regulieren. So iiberlappen in Rhombomer5 Hoxal, Hoxa3,
Hoxb3, Krox20 und Kreisler. Die Korrelation zwischen dem Hox-Code und der Rhombomeridentitit
konnte mit Transplantationsexperimenten am Huhn gezeigt werden (Dupin et al., 1998).

Die Identitdt der einzelnen Rhomobomere bedarf einer klaren Abgrenzung der Zellpopulationen
prospektiver Rhombomere wihrend des Segmentierungsprozesses. Dies basiert auf Zelladhédsion
innerhalb einzelner Rhombomeridentitdten und wird durch Ephrin/Eph-Liganden/Rezeptor
Interaktionen reguliert (Xu et al., 1999).

Der wichtigste Modulator des Hox-Codes ist Retinsdure. Retinsdure ist ein Morphogen und bildet {iber
die gesamte anteroposteriore Achse des Neuralrohrs einen Gradienten mit hochster Konzentration in
posterior aus (Abb.3). Eine Quelle dafiir ist der Primitivknoten, der wihrend seiner Wanderung nach
kaudal steigende Konzentrationen an Retinsdure sezerniert. Retinsdure hat einen posteriorisierenden
Effekt auf die Neuralplatte wihrend der frithen Entwicklung des Nervensystems. Die Exposition hoher
Dosen an Retinsdure in spidten Gastrulastadien fithrt zu einer Deletion des Vorderhirns und einer
Expansion des Rhombenzephalons und des Riickenmarks. Exposition zu spéteren Stadien mit
geringeren Konzentrationen an Retinsdure fiihrt zu einer anterioren Verschiebung der Hox-Expression
und eine Transformation von Rhombomer 3 zu Rhombomer 5 (Marshall et al., 1992). Die
Inaktivierung von RALDH2, einem Enzym der Retinsduresynthese, resultiert in dem Verlust der
Rhombomere 4-7 und einer Expansion der verbliebenen Rhombomere 1-3 (Niederreither et al., 1999).
Ein weiterer Hinweis fiir den regulativen Einflu} der Retinsdure ist, dass einige Hox-Gene, z.B. Hoxb1
und Hoxb4 Retinsdurerezeptorbindestellen (RARE) in ihren Promotorregionen tragen (Gould et al.,
1998) (Studer et al., 1998).

Die Unterteilung des Rhombenzephalons in distinkte Segmente ist essentiell fiir die Positionierung der
cranialen Ganglien und das zielgerichtete Auswachsen der Motoneurone, die die Branchialbogen
innervieren als auch fiir die korrekten Migrationswege der Neuralleistenzellen wahrend der
Entwicklung der Branchialbogen.

Signalzentren steuern die Entwicklung des Prosenzephalons

Nach der Auffaltung der Neuralplatte besteht das Prosenzephalon aus dem kaudalen Dienzephalon und
dem sekundédren Prosenzephalon, aus denen sich das adulte Vorderhirn mit Telenzephalon, u.a.
bestehend aus der GroBhirnrinde (Zererbaler Kortex), dem Streifenkdrper (Striatum) und dem
olfaktorischen Bulbus, sowie das Zwischenhirn (Dienzephalon) aus Thalamus und Hypothalamus
entwickelt.

Dieser Entwicklungsprozess wird durch die Kombination von Segmentierung und Organisation
ausgehend von Signalzentren gesteuert. Das Prosenzephalon wird in 6 transversale Prosomere
untergliedert.

Im Gegensatz zum Rhombenzephalon wird die Musterbildung im Prosenzephalon nicht durch Hox-
Gene reguliert. Man vermutet vielmehr, dass die Musterbildung aus einem Zusammenwirken von
lokalen Signalzentren ausgeht, die diffussible Proteine (WNT, BMP, SHH, FGF, EGF) ausschiitten
und mit einem komplexen Muster an Transkriptionsfaktoren, vornehmlich Homeoboxproteinen,
interagieren. Diese Signalmolekiile wirken in Form morphogener Gradienten und vermitteln den
Zellen des Prosenzephalons Positionsinformationen entlang der anterioposterioren, mediolateralen und
dorsalventalen Achse. Fiir die Entwicklung des Telenzephalons sind diese Signalzentren gut
beschrieben, es handelt sich um die Anteriore Neurale Leiste (ANR), die Mediale Ganglionére
Eminenz (MGE), die ,,cortical hem* und die ,,antihem* (Puelles and Rubenstein, 2003) (Grove and
Fukuchi-Shimogori, 2003). Transversal untergliedert die Zona Limithans Intrathalamica (ZLI) das
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Dienzephalon. Durch die Segregation von SHH moduliert sie die Identititen von Prethalamus und
Thalamus (Kiecker and Lumsden, 2004).

Die ANR spielt als sekundires Organisationszentrum fiir die anteriorposteriore Musterbildung im
Prosenzephalon eine bedeutende Rolle. Sie befindet sich an der Grenze zwischen der rostralen Spitze
der Neuralplatte und nicht-neuralem Ektoderm. Transplantationsexperimente zeigen, dass dieses
Gewebe Marker induziert, die fiir die Regionalisierung des Telenzephalons essentiell sind
(Transkriptionsfaktoren BF-1 und Vax/). Der wichtigste musterbildende Mediator der ANR ist das
Signalprotein FGF8. Eine Reduktion der Fgf8-Expression in der ANR fiihrt zu
Telenzephalonmiflbildungen. Ein vergleichbarer Phénotyp wird auch bei Nullmutanten von BF-/ und
Vax1 beschrieben, die in der ANR exprimiert und durch FGF8- beads nach Entfernung der ANR
aktiviert werden (Shimamura and Rubenstein, 1997). Neben FGFS8 sind noch weitere Faktoren fiir die
Induktion des Telenzephalons notwendig.

Pax6

B Six3  Otx2 Whnt-Antagonisten

Vorderhirn B U "¢ —Fgf8
Mittelhirn ANR
""" TTTTTTRNOY —Fof y
Sy,
Irx3 Pax2 Iso

Hinterhirn B Gbx2

Hox-Gene

Rickenmark

Whnt, RA, Fgf, TGFB

Abbildung 3: Die frithe anteroposteriore Musterbildung des Nervensystems wird in Vertebraten durch das Zusammenwirken von
Homeoboxgenen und Signalmolekiilen gesteuert. Sagittale Sicht auf einen Mausembryo im Stadium ES8. Die reziproke Repression der
Homeoboxgenpaare Six3/Irx3, Pax2/Pax6, Otx2/Gbx2 untergliedert das Neuralrohr in die Areale des Vorder- Mittel- und Hinterhirns. Die
Musterbildung im posterioren Hinterhirn und dem Riickenmark wird durch den Hox-Code kontrolliert, der wird durch einen Gradient von
posteriorisierenden Signalen (Wnt, Fgf, Retinsdure) reguliert wird. Die Identitdt des anterioren Neuralrohrs wird durch einen Gradient von
‘Wnat- und Retinséureantangonisten moduliert (modifiziert nach (Gomez-Skarmeta et al., 2003)).

Der Isthmus ist das Organisationszentrum fiir die Entwicklung des Mittel- und rostralen
Hinterhirns

Die ventralen Bereiche des Mittel- und rostralen Hinterhirns sind Sitz dopaminerger und
serotonerger Neuronenpopulationen

Aus dem Mesenzephalon entsteht das Mittelhirn, das dorsal aus den superioren und inferioren
Colliculi und ventral aus dem Tegmentum besteht. Das Metenzephalon entwickelt sich zum rostralen
Hinterhirn.

Die ventralen Bereiche des Mittel- und rostralen Hinterhirns tragen distinkte Cluster von Neuronen,
die ein komplexes Netzwerk aus Kernen und Projektionen ausbilden und verschiedenste
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Verhaltensprozesse steuern wie z.B. Bewegungen und Emotionen. Dazu gehdren vornehmlich die
dopaminergen und serotonergen als auch cholinergen und noradrenergen Neuronen, die nach ihren
Neurotransmittern benannt sind. Das Tegmentum tridgt die grofte Population an dopaminergen
Neuronen des Gehirns (mDA Neuronen), die in der Ventralen Tegmentalen Area (VTA) und der
Substantia Nigra (SN) sowie dem retrorubal field (RRF) lokalisiert sind. Die Neuronen der VTA
projizieren in den Zerebralen Kortex und modulieren dort cognitive Prozesse. Projektionen aus der SN
innervieren das Striatum und kontrollieren Bewegungsfliisse.

Serotonerge Neuronen (rh-SHT Neurone) sind iiber die gesamte anteroposteriore Achse des
Hinterhirns in rostralen und kaudalen Raphne-Nuklei verteilt und steuern komplexe Verhaltensweisen
wie Schlaf, Bewusstsein und Erregung. Wihrend der Entwicklung werden zuerst die Gruppen
serotonerger Neuronen im rostralen Hinterhirn differenziert. Diese innervieren verschiedene
Gehirnareale, wie das Striatum und die olfaktorischen Bulbi. Die kaudalen Cluster projizieren
vornehmlich in das Riickenmark und sind wesentlich an der Modulation sensorischer (z.B. Schmerz)
und motorischer Impulse beteiligt.

Eine der bedeutendsten neurodegenerativen Erkrankungen ist Morbus Parkinson, die durch das
Absterben der dopaminergen Neuronen in der SN hervorgerufen wird und so schwere motorische
Verhaltensstorungen (Akinese, Rigor, Tremor) verursacht (Samii et al., 2004). Die Parkinson’sche
Erkrankung tritt vornehmlich bei Patienten um die sechste Lebensdekade auf, wobei in den westlichen
Landern rund 1% der Bevdlkerung um das 70. Lebensjahr betroffen sind. Bislang gilt Morbus
Parkinson als unheilbar. Die wichtigste Grundlage, um effektive therapeutische Ansétze entwickeln zu
konnen, ist daher das Verstdndnis der Mechanismen und Prozesse, denen die Differenzierung und das
Uberleben der dopaminergen Neuronenpopulationen unterliegen. In den letzten Jahren ist die
Zellersatzherapie mit ausdifferenzierten Stammzellen in den Fokus des wissenschaftlichen Interesses
getreten und im Tiermodell konnten bereits deutliche Fortschritte verzeichnet werden (Baier et al.,
2004), (Lindvall et al., 2004).

Transplantationsstudien identifizieren das induktive Potential des Isthmus Organisators

Der Isthmus-Organisator (IsO) ist ein Verbund von Zellen, der als sekundires Organisationszentrum
die Entwicklung des Mittelhirns und des rostralen Hinterhirns steuert. Er befindet sich an der Grenze
zwischen Mittel- und Hinterhirn und ist nach dem SchluB des Neuralrohres um das
Entwicklungsstadium E9,0 als deutliche Einbuchtung zwischen den beiden Vesikeln zu erkennen.

Seine Funktion als Organisationszentrum konnte anhand von Transplantationsstudien an Huhn und der
Taube Anfang der 90er Jahre identifiziert werden:

Wird Gewebe aus dem Dienzephalon in den Isthmus verpflanzt, so nimmt dieses das Schicksal von
Mittel-und anteriorem Hinterhirngewebe mit dem typischen Genexpressionsmuster an. Bei einer
Entfernung des Isthmus unterbleibt die Entwicklung der Mittel- und rostralen Hinterhirnstrukturen.

Die Transplantation von Isthmusgewebe in das Dienzephalon (Prosomerel-2) oder kaudale Hinterhirn
(Rhombomere3-5) induziert dort ektopisch die Marker, die in einem charakteristischen Muster an der
Mittelhirn-Hinterhirngrenze exprimiert werden. Dieser ektopischen Genexpression folgt die Bildung
von typischen Mittel- oder Hinterhirnstrukturen in den angrenzenden Geweben (Mittelhirnstrukturen
im Dienzephalon und Zerebellumstrukturen im kaudalen Hinterhirn (Martinez et al., 1995; Martinez et
al., 1991). Die Transplantation von Isthmusgewebe in das Telenzephalon fithrt zu keiner Induktion
von Mittelhirnstrukturen. Dies zeigt, dass die induktiven Signale des IsO abhingig von der
anteroposterioren Position des Gewebes beantwortet werden. Die dorsoventrale Polaritdt scheint
hingegen iibergreifend konserviert zu sein.

Die induzierten ektopischen Gewebe haben in der Markerexpression die deutliche rostralkaudale
Polaritét ihrer entsprechenden endogenen Gewebe, d.h. induziertes Mittelhirngewebe hat nahe des
Isthmustransplantats posterioren Charakter und weiter entferntes Gewebe entwickelt anterioren
Mittelhirncharakter .

Diese Studien belegen, dass der Isthmus als Organisationszentrum das Wachstum und die
rostrokaudale Spezifitit des Mittel- und anterioren Hinterhirns determiniert. Mittlerweile konnten
diese Ergebnisse auf die Maus und den Zebrafisch iibertragen werden und belegen so die
Konservierung des Isthmus als Musterbildungszentrum wéhrend der Entwicklung des Neuralrohrs bei
Vertebraten (Ubersichtsartikel: (Joyner et al., 2000; Wurst and Bally-Cuif, 2001)).

18




Einleitung

Das genetische Netzwerk am Isthmus-Organisator

Lange vor der morphologischen Erscheinung des IsO als Einbuchtung zwischen den Vesikeln des
Mes- und Metenzephalons wird in deren Grenzregion (Mittelhirn-Hinterhirngrenze, MHG) ein
komplexes Expressionsmuster an Genen induziert. Diese Grenze wird durch die komplementére
Expression von Otx2 und Gbx?2 festgelegt, die bereits um E7,5 im Epiblasten sichtbar wird und bis in
spitere Stadien der Entwicklung (E12,5) bestehen bleibt, wobei sie das Zentrum der spezifischen
Expression der MHG-Gene darstellt. Zuerst erscheint der Pairedbox-Transkriptionsfaktor Pax2, der
um E7,75 in einer breiten Doméne iiber die Otx2/Gbx2-Grenze hinweg nachweisbar ist, noch bevor
sich Somiten ausgebildet haben. Innerhalb dieser Region wird wenige Stunden spéiter der
Homeoboxtranskriptionsfaktor En/ (Engrailedl) produziert. Im 1somiten Embryo wird dann in der
Otx2-positiven Doméne das sekretorische Glycoprotein WNT1 induziert. Mit Beginn des
Somitenstadiums 3-5 wird das Signalprotein FGF8 in der Gbx2-positiven Doméne an der MHG
produziert. Zu diesem Zeitpunkt werden die Transkriptionsfaktoren En2 und Pax5 {iber die
Grenzregion von Otx2 und Gbx2 hinweg aktiviert. Noch bevor sich das Neuralrohr schlief3t, ist das
charakteristische Genexpressionsmuster an der MHG bereits um ES8,5 induziert, um bis E9,5 fest
etabliert zu werden. Die Doménen von Wntl und Fgf8 verengen sich dabei zu schmalen
aneinandergrenzenden Ringen an beiden Seiten der MHG, bzw. des IsO. Eine weitere Wnt/-Doméne
befindet sich im ventralen Mittelhirn. Die kaudale Grenze der Ghx2-Domine wird nach anterior
verschoben, bis die Doméne schlieBlich schmaler als die Eni/2- aber groBer als die Fgf§-Domine
innerhalb des Metenzephalons ist (Abb. 4). Neben FGF8 werden noch zwei weitere FGF-Proteine,
FGF17 und FGF18, an der MHG induziert, deren Doménen sind breiter als die von FGF8 und
erscheinen spiter in der Entwicklung (Ubersichtsartikel: (Joyner et al., 2000; Prakash and Wurst,
2004)).
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Abbildung 4: Dynamische Expression der MHG-Gene wéhrend der frithen Embryonalentwicklung. Sagittaler Blick auf das Neuroepithel
von Embryonen verschiedener Stadien. Die Schemata demonstrieren die anteroposteriore Ausdehnung und die rdumliche Verdnderung der
Expressionsdomédnen im Laufe der Entwicklung. Mes Mesenzephalon; Met Metenzephalon; r Rhombomer (modifiziert nach (Joyner et al.,
2000)).
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Otx2 und Gbx2 kontrollieren die Position aber nicht die Induktion der Gene an der
Mittelhirn/Hinterhirngrenze

Genetische Studien an Mausmutanten haben gezeigt, dass die Grenze zwischen den
Expressionsdoméinen Ofx2 und Gbx2 durch die gegenseitige Repression beider Faktoren entsteht.
Diese antagonistische Wechselwirkung beider Gene ist fiir die korrekte Positionierung der Expression
verschiedener Faktoren verantwortlich, die an der Determinierung der MHG beteiligt sind. Die
Aktivierung dieser Faktoren an der MHG ist hingegen unabhingig von der Interaktion zwischen Otx2
und Gbx2.

Die Analyse von OtxI”” Otx2"" Doppelmutanten zeigt, dass die Wirkung von OTX2 dosisabhingig ist.
Liegt nur ein funktionelles Otx2-Allel vor, so wird im Mittelhirn kein Otx2 exprimiert und es kommt
zur Transformation des Vorder- oder Mittelhirns in ein stark vergroBertes rostrales Hinterhirn unter
Ausbildung eines Zerebellums. Die Expressionsdoméne von Gbx2 ist kaudal in das Dienzephalon
verschoben und FGF8 und WNT 1 flankieren die neuen Grenze von Ofx2 und Gbx2 im Vorderhirn
(Acampora et al., 1997). Die kaudale Verschiebung der Otx2-Doméne (ab dem ersten
Somitenstadium) in das anteriore Hinterhirn durch die Aktivierung der Ot¢x2-Expression unter
Kontrolle des Enil-Gens (Knock-in) fithrt zu einer kaudalen Expansion des Mittelhirns. Auch hier sind
WNTI1 und FGF8 an der neu formierten Grenze aktiviert (Broccoli et al., 1999). In einem dhnlich
konzipierten Experiment, indem die Gbx2 cDNA unter der Kontrolle des WntI-Enhancers (als
Standard-Transgen) steht, wird Otx2 ab dem ersten Somitenstadium im kaudalen Mittelhirn durch das
rostral expandierte Gbx2 reprimiert. In diesen Mutanten iiberlappen die Doménen von Otx2 und Gbx2
in einem kurzen Bereich. Dies deutet gemeinsam mit der Tatsache, dass sich Fgf8 und Wntl exakt am
posterioren Ende der Otx2-Doméne formieren, darauf hin, dass die Repression von Otx2 durch Gbx2
dosisabhédngig ist (Millet et al., 1999). Gbx2-Nullmutanten entwickeln einen komplementiren
Phénotyp zu den OfxI” Otx2"" Doppelmutanten: Das rostrale Hinterhirn wird zu Mittelhirn
transformiert. Durch die ausbleibende reprimierende Wirkung von Gbx2 reicht in diesen Mutanten die
Otx2-Domine kaudal bis zu der Rhombomergrenze3/4. Wntl und Fgf8 sind nach posterior
verschoben, allerdings iiberlappen deren Doménen, wobei Wntl ausschlieBlich im Otx2-positiven
Bereich aktiviert wird und die Fgf8-Doméne mit Wnt1/Otx2 iiberlappt und kaudal bis in Rhombomer4
reicht (Wassarman et al., 1997). Diese Mutanten belegen eindeutig, dass Otx2 und Gbx2 gemeinsam
die Position des IsO durch die korrekte Etablierung der Wntl- und FgfS- Doménen festlegen.
Gbx2/0tx2"°*""O™! Doppelmutanten zeigen keine Regionalisierung des Neuroektoderms. Die initiale
Positionierung von Ofx2 im anterioren und Gbx2 im posterioren Teil des Neuroektoderms der spiten
Gastrula erfolgt in den Mutanten korrekt (Detektion iiber die verbliebene, nichtfunktionelle RNA). In
den friihen Somitenstadien hingegen werden O#x2 und Gbx2 gemeinsam mit Pax2, Wntl und Fgf§
iiber das gesamte anteriore Neuroektoderm co-exprimiert. Diese Co-Expression bleibt bestehen
(Martinez-Barbera et al., 2001). Dies verdeutlicht, dass die MHG-Gene unabhéngig von Otx2 und
Gbx2 induziert werden. Aullerdem zeigen die Mutanten, dass Otx2 und Gbx2 unabhingig voneinander
initial induziert werden, aber in ihrer musterbildenden Funktion fiir die Regionalisierung des
Neuroektoderms in Abhdngigkeit treten.

In Transplantationsstudien am Huhn/Taubemodell konnte bereits 1999 gezeigt werden, dass der
Kontakt von Otx2- und Gbx2-positivem Gewebe zu einer Aktivierung von Fgf8 (und weiteren MHG-
Genen) in Gbx2-exprimierenden Zellen der Grenzregion fiihrt (Hidalgo-Sanchez et al., 1999; Irving
and Mason, 1999). Da die MHG-Gene unabhéngig von diesen beiden Faktoren induziert werden, weist
dies darauf hin, dass ein weiterer, sezernierter Faktor fiir deren Aktivierung, insbesondere von Fgf8,
notwendig sein konnte. Diese Rolle konnte auch durch Signale aus dem Primitivstreifen oder dem
axialen Mesendoderm iibernommen werden. So z.B. durch Retinsdure oder durch FGF8, das mit Pax2
und Enl Gene induzieren kann, die zu einem fritheren Zeitpunkt als es selbst an der MHG aktiviert
werden. Ein Kandidiat wire auch Fgf4, das im anterioren Notochord exprimiert wird und im Huhn
Enl induzieren kann, das dann Fgf8 aktiviert (Shamim et al., 1999).

FGFS8 ist der Schliisselfaktor am IsO

Die Nullmutanten der Gene, die an der MHG exprimiert sind, entwickeln massive Defekte
(Phénotypen) bis hin zu dem vollstdndigen Verlust der Mittelhirn- und rostralen Hinterhirnstrukturen
und verweisen damit auf ihre bedeutende Rolle wéhrend der Entwicklung dieser Region im
Nervensystem. Die Generierung von Doppelmutanten und Knock-in-Méausen konnte fiir die Genpaare
Pax2/5 und Enl/2 redundante Funktionalitit aufzeigen (Hanks et al., 1995; Schwarz et al., 1997).
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Nullmutanten von Wntl bilden weder Mittelhirn noch Zerebellum aus (Bally-Cuif et al., 1995;
McMahon et al., 1992). Die funktionelle Inaktivierung von Fgf8 fiihrt zu Gastrulationsdefekten, aber
durch den Gen-Dosiseffekt hypomorpher Allele wird die Ausbildung neuroektodermaler Strukturen
ermoglicht. Heterozygote Tiere mit je einem Null- und hypomorphen Allel zeigen den Verlust von
Mittelhirn- und Zerebellum (Meyers et al., 1998). Die konditionelle Inaktivierung von Fgf8 mit der
Enl“*"-Linie fithrt zu dem Verlust von funktionellem Fgf8 nach der initialen Etablierung des
Gennetzwerkes an der MHG um ES8,75. Diese Mutanten deuten darauf hin, dass Figf8 fiir die Stabilitét
der IsO-Funktion essentiell ist, denn eine Folge der Inaktivierung von Fgf8 ist der Verlust der
Expression von Gbx2, Wntl, Fgf17 und Fgf18 an der MHG. AuBerdem kommt es zu einem massiven
Zellsterben in dieser Region, wodurch kein Mittelhirn und Zerebellum ausgebildet werden kann (Chi
et al., 2003). Die Autoren berichten daneben, dass auch bei Nullmutanten von Wntl und Enl ein
verstiarktes Absterben der Zellen an der MHG auftritt, das wahrscheinlich zu den jeweiligen
Phinotypen fiihrt. Die Uberexpression von Wntl unter der Kontrolle von Enl an der MHG resultiert in
einer starken Uberproliferation des kaudalen Mittelhirngewebes (Panhuysen et al., 2004). Damit
kontrollieren Wntl als auch Fgf8 das Wachstum an der MHG. Der intrazellulare Mediator der WntlI-
Funktion in der Entwicklung des Mittel- und rostralen Hinterhirns ist -catenin (Brault et al., 2001)
Die mitogene Funktion von Wntl via 3-catenin wurde bereits fiir die Regulation der Proliferation
wéhrend der Riickenmarksentwicklung beschrieben (Megason and McMahon, 2002). Die FGF8-
Signalwirkung am Isthmus wird {iber Tyrosinkinaserezeptoren, hauptséchlich Fgfrl, moduliert. Diese
aktivieren zur Umsetzung der vielféltigen Funktionen von FGF8 verschiedene Signalkaskaden {iber
PhospholipaseC (PLC-gamma) oder Phospahtidylinositol-3-Kinase (PI3K) sowie Mitogen-aktivierte
Protein Kinase (MAPK)-Signalwege, wie Ras-ERK (Echevarria et al., 2005)

WNTI1 und FGF8 sind frith sezernierte Proteine an der MHG, die als Effektormolekiile fir die
induktive Aktivitidt dieses sekundiren Organisationszentrums wirken konnen. WNT1 erfiillt diese
Rolle nicht, denn eine ektopische Expression von WntI im Mittel- und anterioren Hinterhirn des
Huhns induziert keines der MHG-Gene und keine Gewebetransformation (Adams et al., 2000). Die
kaudale Expansion der Wnt¢/-Doméne in das Rhombomer 1 unter der Kontrolle des En/-Lokus durch
einen Knock in fiihrt zu keiner Verdnderung oder Verschiebung der MHG (Panhuysen et al., 2004).
FGF8 verfiigt hingegen iiber dieses Potential: FGF8 beads induzieren, in das Dienzephalon
(Prosomer2-1) vom Huhn eingepflanzt, ein ektopisches Mittelhirn mit reverser Polaritdt zu dessen
endogener Struktur. Bringt man die beads in das posteriore oder in das anteriore Mittelhirn ein, so
entwickeln sich nahe des beads ektopische Zerebellum- und weiter entfernt Mittelhirnstrukturen durch
die Repression von Otx2 und die Induktion von Gbx2, Wntl, Fgf8, Enl/2 sowie Pax2/5. In den
Rhombomeren 2-4 induziert FGF8 hingegen nur £n2 und keine ektopischen Strukturen (Crossley et
al., 1996; Irving and Mason, 2000; Martinez et al., 1999). Diese Studien belegen, dass FGFS8 iiber
musterbildendes Potential verfiigt, das durch das umgebende Gewebe spezifisch beantwortet wird.

Zwei Isoformen von FGF8 werden durch alternatives Splicen an der MHG sezerniert, FGF8a und
FGF8b (Sato et al., 2001). Die musterbildene Isoform ist FGF8b. In transgenen Méusen, die Fgf8b
unter der Kontrolle des Wntl-Enhancers exprimieren, wird Otx2 in den Prosomerenl-2 reprimiert und
Gbx2 iiber diesen Bereich sowie das gesamte Mittelhirn induziert. Wntl wird an der neuen Otx2/Gbx2-
Grenze aktiviert und das Mittelhirn und das posteriore Dienzephalon werden zu rostralem
Hinterhirngewebe transformiert. Stellt man Fgf8a unter die Kontrolle von Wntl, so kommt es zu
keinem musterbildenden Effekt, vielmehr scheint das ektopisch exprimierte Fgf8a die Proliferation
des Mittelhirn- und Dienzephalongewebes positiv zu steuern (Liu et al., 1999a).

Die Funktion des IsO wird durch ein komplexes Zusammenspiel der MHG-Gene
aufrechterhalten

Die Inaktivierung jedes einzelnen Gens an der MHG fiihrt zu einer Zerstorung der [sO-Funktion. Die
Studien am Huhn und der Maus haben in den letzten Jahren gezeigt, dass komplexe
Riickkopplungsmechanismen zwischen den Genen der MHG zur Etablierung und Aufrechterhaltung
der IsO-Funktion notwendig sind. Otx2 und Gbx2 befinden sich durch ihre Rolle in der frithen
anteroposterioren Regionalisierung des Neuroektoderms an der Spitze der Hierarchie in der
genetischen Kaskade der MHG-Faktoren. Nach der initialen Induktion der MHG-Gene scheint die
Dynamik der charakteristischen Expression durch gegenseitige Wechselwirkungen festgelegt zu
werden. Obgleich die Induktion unabhéngig voneinander ist, liegt aber der Aufrechterhaltung der IsO-
Funktion, und damit der Differenzierung des Gewebes, eine gegenseitige Abhingigkeit der MHG-
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Gene zugrunde. Fgf8 reprimiert Otx2 und ist fiir die Stabilitdt der Expression einiger MHG-Gene
essentiell. Damit nimmt es eine grundlegende Position in der Etablierung des IsO ein. Figf8 kann aber
hingegen durch Pax2 und Enl, sowie durch Wntl aktiviert werden. In einem ,,Rettungsexperiment
konnte gezeigt werden, dass Enl durch Wntl reguliert wird und fiir die Stabilitit des IsO essentiell ist,
denn eine Expression von Enl durch den Wntl-Enhancer kann den Phénotyp in Wntl-Nullmutanten
nahezu vollstdndig autheben (Danielian and McMahon, 1996). In natiirlichen Mutanten von Wntl
(swaying-Mutanten) ist der Phinotyp der Wnt¢I-Nullmutanten nicht voll ausgepréigt. Im rostralen
Hinterhirn dieser Tiere finden sich ektopische Otx2-positive Zellcluster. Wntl scheint damit Otx2 zu
regulieren und EinfluB} auf die Positionierung und Stabilisierung des IsO zu nehmen (Bally-Cuif et al.,
1995).

Eine Ubersicht iiber die Wechselwirkungen der MHG-Gene basierend auf Studien an Null- und
Uberexpressionsmutanten findet sich in Tabelle 1 (Zervas et al., 2005).

Tabelle 1: Ubersicht iiber die Expressionsdomiinen sowie die Effekte des Funktionsverlusts und -gewinns wichtiger Gene wihrend der

Entwicklung des Mittel- und anterioren Hinterhirns in der Maus (nach (Zervas et al., 2005)).

Faktor Expressionsdomiinen Funktionsverlust Funktionseewinn
bei £9,5 (Knock-out) 8
™ Lmx1b, Wntl
L Ghbx2
O1x2 gesamtes Mittelhirn Deletion des Mittelhirns | ektopische Induktion von
Mittelhirnstrukturen in
Rhombomerl
d Lmx1b, Wntl, Otx2
Deletion de ctopi <t /
Ghx2 Riisibomiet eletion der R ektopische Induktion von
Rhombomerel-3 Zerebellumstrukturen in
Mittelhirn
Mittelhirn/Isthmus/anteriores variable Deletion der
X . . of§
i Rhombomer| Mittelhirnstrukturen T kg
Pax5 Mittelhirn/Rhombomer] 2 milas D“eletlonsc?ﬂekt.e T Fars
im posterioren Mittelhirn :
Enl Mittelhirn/Rhombomerl ksin m?r!? iologuicics ™ Wntl, Ox2
Phinotyp
Foliationsdefekte des
. . Zerebellums ;
) n/ " CofS
En2 Mittelhirn/Rhombomerl milde Verkleinerung des 1 Fgf¥
Zerebellums
Reduktion der Substantia
; ; nigra T Wntl, Otx2
Lmx sentrales Mittell § it ’
LmxI1b ventrales Mittelhirn keine Ausbildung ! Fafs
serotonerger Nuklei
. . . 9 4\)
Posteriores Mittelhirn . . . T Enl, 'Li‘{"/.
. Deletion des Mittelhirns abnormale Foliation des
Whtl Dorsale und ventrale i 2
e 4 ; und des Zerebellums Zerebellums (beim
Mittellinie des Mittelhirns
Huhn)
T Lmx1b, Wntl, Gbx2
, Deletion des Mittelhirns T Pax5, Enl/2
Fafs Isthmus und des Zerebellums b Ore2, Paxé
Shir Basalplatte des Deletion des ventralen ™ Gli, Foxa2
Mittelhirns/Rhombomer| Mittel-und Hinterhirns d Pax3/7, Gli3
P Dachplatte des Ausbildung anormaler
P! Mittelhirns/Rhombomerl dorsaler Strukturen
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Abbildung 5: Spezifizierung neuraler Identititen an der Mittelhirn-Hinterhirngrenze (MHG). Sagittaler Blick auf die Gehirnvesikel bei
E11,5. Die Position der MHG und des Isthmus Organisators (IsO) wird durch die reziprokale Repression von Otx2 und Gbx2 festgelegt.

Sezernierte Signalproteine (FGF8, WNT1 und SHH) vom IsO und der Bodenplatte induzieren die Identitdt der Neuronen des ventralen
Neuroepithels an der MHG. Fiir die Spezifizierung von serotonergen (5-HT)-Neuronen ist die Signalwirkung von FGF4 wihrend der
Gastrulation aus dem anterioren Mesoderm essentiell. ANR Anterior Neural Ridge; ZLI Zona Limitans Intrathalamica; Teg Tegmentum; Cb

Zerebellum (modifiziert nach (Wurst and Bally-Cuif, 2001)).
Differenzierung von dopaminergen und serotonergen Neuronen
Die Differenzierung der Neuronen im Mittelhirn- und rostralen Hinterhirn unterliegt der Kontrolle von
anteroposteriorer und dorsoventraler Signalgebung. Die dopaminergen Neuronen (mDA) in der SN
und VTA des Tegmentums und die serotonergen Neuronen (rh-5HT) in den Raphne-Nuklei des
ventralen rostralen Hinterhirns differenzieren sich durch Interaktionen an den beiden wichtigen
anteroposterior-und dorsoventralen-Signalzentren, der Bodenplatte und des IsO, aus (Abb.5). Die
Populationen dieser Neuronen grenzen direkt an den IsO an: dopaminerge Neuronen rostral und
serotonerge Neuronen kaudal (Hynes and Rosenthal, 1999). Die neuralen Vorlduferzellen im ventralen
Mittel- und rostralen Hinterhirn besitzen die Fihigkeit, sich entweder zu mDA- oder zu rh-5HT-
Neuronen zu entwickeln. Dies ist abhéngig von der Kombination aus dem genetischen Programm der
Zellen selbst (intrinsische Faktoren) und der Signalgebung des umgebenden Gewebes. Die
Lokalisation und die Groe der mDA- und rh-5HT-Doménen werden durch die Position der MHG
mitbestimmt. Eine kaudale Verschiebung der MHG durch die ektopische Expression von Otx2 im
rostralen Hinterhirn in En/%**"-Knock-in-Méusen fiihrt zu der kaudalen Expansion der mDA-Doméne
bis an die neu entstandene Otx2-Grenze in das Areal der rh-SHT-Neuronen, deren Population dadurch
verkleinert wird. Aus der rostralen Verschiebung der MHG in das Vorderhirn bei OtxI”/Otx2""
Maiusen resultiert die ektopische Positionierung der mDA-Neuronen im Vorderhirn und die
Vergroferung der rh-5SHT Neuronenpopulation im expandierten rostralen Hinterhirn (Brodski et al.,

2003).

Die ersten mDA-Vorlduferzellen lassen sich um E10,5 nachweisen. Diese werden einen Tag spéter
durch die Synthese der Thyrosinhydroxylase (TH), dem Schliisselenzym in der Dopaminsynthese, als
ausdifferenzierte und spezialisierte Neuronen charakterisiert. Die Ausbildung des funktionell und
morphologisch ausgereiften Systems der mDA-Neuronen ist erst rund drei Wochen nach der Geburt

(postnatal) vollstindig abgeschlossen (Ubersichtsartikel: (Prakash and Wurst, 2006; Smits et al.,
2006)). Es ist noch relativ wenig tiber die detaillierten Mechanismen wéhrend der Entwicklung dieser

Neuronen bekannt, die durch ein komplexes Netzwerk von sezernierten Faktoren, nuklearen
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Rezeptoren und Transkriptionsfaktoren bestimmt werden. Man untergliedert den Prozess in fiinf
kritische Phasen (Simeone, 2005; Smidt et al., 2003):

1. Anteroposteriore/dorsoventrale Positionierung der mDA-Vorlduferzellen durch die Formation der
MHG. Induktion der mDA-Identitit und Proliferation der Vorldufer durch FGF8, WNT1 und SHH.

2. Spezialisierung des ventralen Mittelhirns durch den EinfluBl von Enl/2, Pax2/5/8, Otx1/2, Lmx1b
und Wntl, die in dem neuroektodermalen Areal der zukiinftigen mDA-Neuronen aktiv sind.

Wihrend dieser beiden Phasen wird die Identitdt des Mittelhirngewebes durch die Aktivitit von Otx2
gefestigt und so eine Differenzierung zu Hinterhirngewebe, insbesondere zu rh-5SHT-Neuronen,
unterdriickt (s.u.).

3. Ab E10,5: Die mDA-Vorldufer werden postmitotisch und migrieren aus der Ventrikuldrzone in den
Mantelbereich des Tegmentums. Zu diesem Zeitpunkt werden die ersten mDA-Marker exprimiert, u.a.
Nurrl und Lmx1 b.

4. Ab E11,5 findet die terminale Differenzierung statt. Die mDA-Neuronen sind nun charakterisiert
durch die Synthese von TH und die Expression von Pitx3.

5. Etablierung des mDA Systems unter der Ausbildung des spezifischen Projektionsnetzwerks.

Im Folgenden werden einige Faktoren, die wéhrend der Entwicklung der mDA-Neuronen eine
wichtige Rolle einnehmen, ndher betrachtet:

Die Identitdt der dopaminergen Neuronen wird unter anderem durch SHH, das als Morphogen von der
Bodenplatte nahezu iiber die gesamte Linge der Neuralrohrachse sezerniert wird, gemeinsam mit
FGF8 des IsO induziert (Ye et al., 1998). In transgenen Méusen, die S#h oder den intrazelluldren
SHH-Mediator G/i iiber den gesamten dorsoventralen Bereich der MHG (FGF8-positiv) exprimieren,
werden dopaminerge Neuronen ektopisch im dorsalen Mittelhirn gebildet (Hynes et al., 1997) In
ventralen Vorderhirn-Explantaten (SHH-positiv) werden in Gegenwart von FGF8-beads mDA-
Neuronen induziert. Diese Induktion erfolgt in dorsalen Explantaten allerdings nur durch die
kombinatorische Wirkung von SHH und FGFS.

Weitere Studien der letzten Jahre zeigen, dass die Otx-Gene, insbesondere Otx2, die Identitét, die
Differenzierung und die Proliferation der neuralen Vorlduferzellen im ventralen Mittelhirn
kontrollieren. So werden SAh und Fgf8 durch Otx-Gene in einem dosisabhingigen Effekt an der
Bodenplatte und der MHG reprimiert. Die Analyse einer Mutantenserie mit zwei oder nur einem
funktionellen Otx-Allel in der Alar-und Basalplatte des Mittelhirns fithrt ab E10,5 zu einer sukzessiven
dorsalen Expansion von Sk/ und den Mitgliedern seiner Signalkaskade wie Glil, Nkx6.1 und Nkx2.2.
Die Expression der Dorsalmarker wie Pax3 oder Dbx1 sind in der Alarplatte deutlich nach dorsal
reduziert. In diesen Mutanten sind Fgf8, Pax2 und Enl graduell nach anterior expandiert, Gbx2
hingegen nur leicht. Die Gene an der MHG haben damit eine unterschiedliche Sensitivitdt auf den
reprimierenden Effekt durch O¢x. Die Mutanten zeigen im ventralen Mittelhirn eine erhdhte
Proliferation, die auf den mitogenen Effekt der ventral expandierten Shh-Doméne zurlickzufiihren ist.
Im Zuge dessen kommt es zu einem deutlichen Anstieg des Pools von mDA-Neuronen (Puelles et al.,
2003). Der essentielle EinfluB von Otx2 fiir die Differenzierung der neuralen Vorlduferzellen im
ventralen Mittelhirn wurde durch die konditionelle Inaktivierung anhand der Enl“*- sowie der
Nestin-Cre-Linie aufgezeigt: Die Verwendung der Enl““"-Linie, die ab E8,5/9 im gesamten
Mittelhirn aktiv ist, resultiert ebenfalls in der dorsalen Expansion von Shk. Daneben kommt es jedoch
zu einer dorsalen und anterioren Rotation der MHG, sodass das ventrale Mittelhirn den
Expressionscode des rostralen Hinterhirns erhélt und sich die neuralen Vorlduferzellen zu rh-5HT-
Neuronen ausdifferenzieren. Daraus ergibt sich eine Reduktion in der Anzahl der mDA-Neuronen
(Puelles et al., 2004). Dies deutet darauf hin, dass SHH vornehmlich fiir die Proliferation der mDA
essentiell ist, fiir deren Differenzierung jedoch mit Fgf8, Otx2 und weiteren Faktoren wechselwirken
muBl. Ab E10,5 beginnt die Nestin-Cre-Aktivitit zundchst im ventrolateralem Mittelhirn und umfaft
bei E12,5 das gesamte ZNS. Die Inaktivierung von Otx2 unter der Kontrolle dieser Cre-Linie fiihrt zu
der Generierung von ektopischen zerebellumartigen Strukturen im dorsalen Mittelhirn und der
Ausbildung von rh-5HT-Neuronen im ventralen Mittelhirn (Vernay et al., 2005). Diese drei Studien
zeigen, dass Otx2 die Repression von Nkx2-2 im ventralen Mittelhirn kontrolliert und der Verlust
dieser Funktion zur Differenzierung von rh-5SHT-Neuronen anstelle von mDA-Neuronen fiihrt
(Prakash et al., 2006). Ofx2 nimmt also in der anteroposterioren als auch in der dorsoventralen
Musterbildung im Mittelhirn eine wichtige Rolle ein und kontrolliert damit die Differenzierung der
neuralen Vorlauferzellen im ventralen Mittelhirn.
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Auch Wntl hat fiir die Proliferation und Differenzierung dopaminerger Neuronen wichtige Bedeutung.
In vitro-Studien zeigen, dass konditioniertes Medium von Wntl-exprimierenden Fibroblasten die
Proliferation und Neurogenese ventraler Mittelhirnvorlduferzellen beschleunigt und die
Differenzierung von mDA-Neuronen aus vordifferenzierten (Nurrl-positiven) Vorlauferzellen
moduliert (Castelo-Branco et al., 2003). Prakash et al. wiederholten die Explantat-Experimente von Ye
et al. (1998) (s.0.) mit Gewebe aus Wntl”-Mutanten und konnten bei diesen keine Induktion von
mDA-Neuronen durch SHH und FGF8 detektieren.

Eine kaudale Expansion der Wntl-Expressionsdomidne in Enl -Knock-in-Méusen (s.o0.) bewirkt
keine Verschiebung der MHG, induziert aber ektopisch die Expression von Otx2 sowie die
Generierung von mDA-Neuronen im ventralen rostralen Hinterhirns. Die Populationen der mDA- und
rh-5HT-Neuronen liegen in diesen Mutanten nicht deutlich separiert und aneinandergrenzend vor,
sondern sind im rostralen Hinterhirn vermischt (Prakash et al., 2006). Dies stiitzt die Vermutung, dass
Whntl fir die Aufrechterhaltung der Otx2-Aktivitdt im Mittelhirn notwendig ist.

Wntl/+

Terminale Differenzierung der dopaminergen Neurone

Verschiedene Transkriptionsfaktoren und nukleare Rezeptoren sind an der terminalen Differenzierung
der mDA-Neurone beteiligt:

Pitx3 ist ein Homeobox-Transkriptionsfaktor, der im ZNS ab E11,5 ausschlielich von mDA-
Neuronen konstitutiv exprimiert wird. Studien an natiirlichen Pitx3 (aphakia)-Nullmutanten zeigten,
dass dieser Faktor fiir das Uberleben und Spezifizierung der mDA—Neuronen in der SN maBgeblich
ist. Ab E12,5 degeneriert in den Mutanten ausschlieBlich die mDA-Subpopulation der SN,
wohingegen die Neuronen der VTA und des RrF nicht beeintrdchtigt werden. Dies bedeutet, dass die
Differenzierung der einzelnen Neuronensubpopulationen von verschiedenen Faktoren kontrolliert
wird, oder dass ein Faktor unterschiedliche Signalkaskaden in einzelnen Populationen aktivieren kann
(Simeone, 2005). In den Pitx3-Nullmutanten liegt eine verminderte Innervation des dorsolateralen
Striatums vor, da die Projektionen der mDA-Neuronen aus der SN nicht mehr ausgebildet werden oder
absterben. Dies fiihrt zu einer starken Einschrdnkung der Bewegungsfahigkeit, die den menschlichen
Parkinsonsymptomen &hnlich ist (Smidt et al., 2004). Bislang konnte allerdings noch keine direkte
Verbindung zwischen der Parkinson’schen Krankheit und Pitx3-Mutationen nachgewiesen werden.
Nurrl codiert fiir einen nuklearen Rezeptor, der ab E10,5 im ventralen Mittelhirn exprimiert wird und
das Uberleben der mDA-Neuronen, sowie deren Dopaminsynthese moduliert. Die NurrI-Knock-out-
Maéuse zeigen eine apoptose-vermittelte Degeneration der mDA-Neuronen aller Populationen ab E18,5
und sterben kurz nach der Geburt. AuBerdem liegt eine Stérung der Dopaminsynthese vor, denn in den
mDA-Neuronen der Mutanten wird weder TH synthetisiert noch DAT (Dopamin Transporter)
exprimiert. Die Identitdt der Neuronen wird allerdings u.a. durch die Expression von Pitx3 belegt
(Smits et al., 2003).

LmxIa ist ein Lim Homeobox-Transkriptionsfaktor, der ab E10,5 im Neuroepithelium des ventralen
Mittelhirns exprimiert wird und die Differenzierung der neuralen Vorlduferzellen zu mDA-Neuronen
moduliert. Andersson et al. zeigten, dass durch SHH ventralisierte ES-Zellen stabil zu mDA-Neuronen
differenziert werden kénnen, wenn diese Lmx/a exprimieren (Andersson et al., 2006). Lmxla gilt
damit als bedeutendes Bindglied zwischen der Induktion und der terminalen Differenzierung in der
Entwicklung der mDA-Neuronen. Besonders im Rahmen der Zellersatztherapie kann dieser Marker
ein grofles Studienpotential fiir die Ausdifferenzierung der mDA-Neuronen zeigen.

In Nullmutanten von LmxIb, einem Lim Homeobox-Transkriptionsfaktor, degenerieren die mDA-
Neuronen ab dem Entwicklungsstadium E12,5. Lmx1b wird bereits ab E8,5 im Mittelhirn exprimiert.
Die initiale Aktivierung von TH oder Nurrl erfolgt in den mDA-Neuronen der Mutanten, allerdings
exprimieren diese jedoch kein Pitx3. Da die LmxIb-Aktivitit in den Nullmutanten von Nurr/ und
Pitx3(aphakia) nicht verdndert zu sein scheint, vermutet man, dass Lmx/b die Expression von Pitx3 in
der Eigenschaft als Transaktivator unabhédngig von der Aktivierung von 7H oder Nurrl steuert. Diese
Rolle wird durch die friithe Expression von Lmx1b ab E8,5 im Mittelhirn verdeutlicht.

Damit gliedert sich die terminale Differenzierung der mDA-Neuronen in zwei parallele Signalwege:
Nurrl kontrolliert die Neurotransmittersynthese und Lmx1b/Pitx3 steuern die Spezifizierung der
Subpopulationen. Die Existenz eines Faktors, der die Identitdt der VTA-Subpopulation nachgeschaltet
von Lmx1b, dhnlich Pitx3 fiir die SN, kontrollieren konnte, ist bislang unbekannt.
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Induktion und terminale Differenzierung der serotonergen Neurone

Die Spezifizierung von serotonergen Neuronen im rostralen Hinterhirn (rh-5HT) ist ebenfalls
abhéngig von SHH aus der Bodenplatte und FGF8 des [sO. Die Signalwirkungen der beiden Faktoren
werden in den neuralen Vorlduferzellen durch den sehr frithen Einfluss von FGF4 aus dem
benachbarten Mesendoderm (Primitivstreifen) spezifisch moduliert (Abb. 5) (Ye et al., 1998). Dazu
gehort die Aktivierung von Nkx2-2, einem Homeobox-Transkriptionsfaktor, der wéhrend der
dorsoventralen Musterbildung durch die SHH-Signalkaskade kontrolliert wird. Die terminale
Differenzierung wird durch den EinfluB von Lmx/b und Pet] gesteuert. Pet! wird ab E12,5
ausschlieBlich in den Raphne-Nuklei exprimiert, dort aktiviert es die Transkription der Gene fiir die
Neurotransmittersynthese direkt ( Ubersichtsartikel: (Gaspar et al., 2003)).

Die Musterbildung der Gehirnentwicklung ist evolutionir konserviert

Die grundlegenden Musterbildungsprozesse der Gehirnentwicklung sind bei Insekten und Vertebraten
konserviert und gehen auf einen gemeinsamen urbilaterialen Ursprung zuriick. Wichtige
Schliisselfaktoren, die die Regionalisierung und die neuronale Identitdt wéhrend der Entwicklung des
Gehirns kontrollieren, werden in der Maus und der Fliege durch orthologe Gene codiert. Dazu gehéren
z.B. die Antennapedia(ANT-C)- sowie Bithorax(BX-C)-Komplexe bei Drosophila und deren
orthologe Hox-Gencluster bei Vertebraten, die die anteroposteriore Musterbildung im ZNS steuern.
Die Vorderhirnentwicklung wird durch die Orthologe ems(emptyspiracles)/Emx1/2 und otd
(orthodenticle)/Otx1/2 kontrolliert. In sog. ,,Cross-Phyllum“-Rettungsexperimenten konnte gezeigt
werden, dass diese Orthologe einander iiber Stammesgrenzen hinweg funktionell ersetzen konnen
(Ubersichtsartikel (Acampora et al., 2005)). Die Mutanten der Orthologe in Drosophila und der Maus
bilden einen vergleichbaren Phénotyp aus. Gbx2 ist das murine Ortholog zu unpg (unplugged) in
Drosophila.

Die Studien der letzten Jahre weisen darauf hin, dass der dreiteilige Grundbauplan des
Vertebratengehirns (Vorder-, Mittel- und Hinterhirn) auch bei Drosophila (Proto-, Deuto-,
Tritocerebrum) vorliegt. So bilden otd und unpg, dhnlich Otx2/Gbx2 in der Maus, eine scharfe
Expressionsgrenze zwischen Deutocerebrum und Tritocerebrum (DTG) aus. Diese befindet sich genau
wie die murine MHG anterior zu der Hox-Expressionsdoméne. Auch die Positionierung der DTG wird
durch die reziprokale Repression von otd und unpg bestimmt, denn in den Nullmutanten beider Gene
ist die Expressionsgrenze des jeweiligen Interaktionspartners, dhnlich den O#x2/Gbx2-Nullmutanten
der Maus, deutlich verschoben. Auch die Drosophila-Orthologe der musterbildenden Gene an der
MHG, wie Pax2 und Poxn (Pax2/5/8 in der Maus), branchless (bnl) (Fgf-Orthologe der Maus) und
wingless (wg) (Wntl in der Maus) werden an der DTG exprimiert. Im Vergleich zur Maus zeigen die
Nullmutanten dieser Gene jedoch wéhrend der Gehirnentwicklung keine Musterbildungsdefekte. In
Drosophila sind also nicht alle funktionellen Interaktionen der Vertebraten-MHG konserviert.
Vielmehr wird die DTB als homologe molekulare Region zur MHG in der Gehirnentwicklung
betrachtet, die aber nicht {iber das Organisator-Potential des IsO der Vertebraten-MHG verfiigt
(Ubersichtsartikel (Lichtneckert and Reichert, 2005)).

Ems, otd und buttonhead (btd) werden als zephale Liickengene (gap-Gene) wihrend der frithen
Embryonalentwicklung von Drosophila bezeichnet. Sie werden in spezifischen Mustern in den
Kopfsegmenten des Embryos wihrend des Blastodermstadiums exprimiert, die teilweise liberlappen.
So wird im mandibularen Segment ausschlieBlich b¢d und im intercalaren Segment btd sowie ems
exprimiert. Im antennalen Segment werden alle zephalen Liickengene coaktiviert. Die Entwicklung
und Spezifizierung der einzelnen Kopfsegmente wird durch die Interaktionen der Liickengene
gesteuert. Dazu zdhlt auch die Ausbildung der Gehirnstrukturen aus den Kopfsegmenten. Otd ist
iiberwiegend verantwortlich fiir die Generierung der Protocerebrumanlage und ems sowie btd steuern
die Bildung von Deuto- und Tritocerebrum (Urbach and Technau, 2004). Mutanten eines Liickengens
bilden diejenigen Segmente nicht aus, die mit seinem spezifischen Expressionsmuster korrelieren. Am
Beispiel von btd wird dies deutlich: Btd-Mutanten entwickeln weder mandibulare, intercalare noch
antennale Segmente (Cohen and Jurgens, 1990).
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Der Transkriptionsfaktor Sp8 (mBtd)

Sp8 (mBtd) ist das murine Ortholog zu Drosophila buttonhead

Das murine Ortholog von buttonhead wurde 2003 von Treichel et al. beschrieben und als mouse
buttonhead (mBtd) terminiert. In einem ,,Cross-Phyllum*“-Rettungsexperiment konnten die Autoren
zeigen, dass mBtd den Phinotyp der Drosophila buttonhead-Mutanten retten kann (Treichel et al.,
2003).

mBtd codiert ebenso wie Otx1/2 und Emx1/2 fiir einen Transkriptionsfaktor. Es handelt sich allerdings
bei mBtd nicht um ein Homeoboxgen, sondern um ein Mitglied der hoch konservierten Sp1-Zinkfinger
Familie. Spl-Zinkfinger regulieren vielfaltige Prozesse wihrend der Embryonalentwicklung von
Vertrebraten und Invertebraten. Als Transaktivatoren oder Repressoren erkennen und binden sie
regulative Elemente (GC- oder GT-Boxen) in den Promotorregionen ihrer Zielgene und steuern so
deren Expression.

In der Maus wurden bislang neun Mitglieder dieser Transkriptionsfaktorenklasse beschrieben, mBtd
wurde erst relativ spét als achtes Mitglied entdeckt und wird daher als Sp8 bezeichnet.

Der erste klonierte Faktor dieser Proteinfamilie ist das humane Sp/ (Specificity protein 1), das als
basaler Transkriptionsfaktor u.a. die Aktivierung von Haushaltsgenen reguliert. Durch Studien an Sp/
wurde die Interaktion dieser Transkriptionsfaktorenfamilie mit dem initialen
Transkriptionsinitiationskomplex TFIID beschrieben. Die einzelnen Mitglieder der Spl-
Zinkfingerfamilie divergieren teilweise deutlich in ihren Expressionsmustern und Funktionalitat, sie
zeigen aber auch vielfach Redundanz.

Das DNA-Bindungsmodul dieser Transkriptionsfaktorenklasse besteht aus drei Zinkfingern der
Cys2His2-Klasse, das im C-terminalen Bereich des Proteins lokalisiert ist. Jeder Zinkfinger setzt sich
aus zwei gegenldufigen B-Faltblittern und einer a-Helix zusammen, die durch ein zentral lokalisiertes
Zink-Atom ihre spezifische Konformation ausbilden, um mit der DNA in Wechselwirkung treten zu
konnen.

Abbildung 6: Strukturmodell der Wechselwirkung von drei Cys2His2-Zinkfingern mit der grolen Furche der DNA (modifiziert nach
0dd.S.Gabrielsen, Department of Biochemistry University of Oslo, 2006).

Den Zinkfingern ist N-terminal eine buttonhead-Box vorgelagert, die in Drosophila btd identifiziert
wurde. Es wird vermutet, dass diese Sequenzabfolge eine Komponente fiir die transaktivierende
Eigenschaft der Spl-Faktoren darstellt. Daneben verfiigen Spl-Zinkfinger am N-terminalen Ende
zusétzlich iiber eine hydrophobe Sp-Box (auBler Sp6 und Sp9). Diese trigt eine endoproteolytische
Spaltungsstelle und konnte so den proteosomal gesteuerten Abbau der Spl-Faktoren katalysieren. Alle
dieser funktionellen Doménen sind bei den einzelnen Mitgliedern sehr hoch konserviert.

Die Lénge der Proteine variiert zwischen 400 und 780 Aminosduren. Aufgrund des heterogenen
Charakters des N-Terminus bilden die Mitglieder Sp1-Sp4 eine Subpopulation, die in diesem
Proteinabschnitt Glutamin-reiche Transaktivierungsdominen und Serin/Threonin-reiche Doménen fiir
posttranslationale Modifikationen (u.a. Glycosilierung) aufweist. Sp5-Sp9 tragen hingegen in diesem
Bereich Prolin-reiche oder Serin/Threonin-reiche Doméinen deren genaue Funktionen noch unklar
sind. Je zwei Mitglieder der Spl-Faktoren sind bei Sdugern in gegenldufiger Orientierung auf einem
Chromosom in direkter Nachbarschaft zu einem Hox-Cluster lokalisiert (Spi/7 zu HoxC, Sp2/6 zu
HoxB, Sp3/9 zu HoxD und Sp4/8 zu HoxA (nur beim Menschen) (Kawakami et al., 2004).

Spl, Sp2 und Sp3 werden als einzige Familienmitglieder ubiquitdr exprimiert. Die weiteren Mitglieder
zeigen spezifische Expressionsmuster, die die Derivate aller drei Keimbldtter umfassen. Fast alle
Mitglieder sind auch in bestimmten Arealen des ZNS exprimiert (aulier Sp7).
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Anhand von Knock-out Studien in der Maus konnten die Funktionen einzelner Mitglieder wéhrend der
Embryonalentwicklung néher untersucht werden: Ein gemeinsames Merkmal der Nullmutanten sind
die libergeordneten, verschieden stark ausgeprigten Wachstumsstorungen der Embryonen, die zu
einem prénatalem Absterben fithren. Nullmutanten derjenigen Faktoren, die postnatale Stadien
erreichen, zeigen eine verminderte Vitalitdt und Defekte der Knochen- und Zahnentwicklung (Tabelle
2). Anhand von chimiren Embryonen (WT/SpI”") konnte nachgewiesen werden, dass Sp/ zellautonom
aktiv ist. Denn in den Chimiren sterben die Sp/™-Zellen im gleichen Entwicklungsstadium wie die
Sp1-Nullmutanten ab. Ob dies auch fiir die weiteren Mitglieder der Sp1-Zinkfingerfamilie zutrifft, ist
bislang noch ungeklirt (Ubersichtsartikel (Zhao and Meng, 2005), (Bouwman and Philipsen, 2002)).

Tabelle 2: Ubersicht iiber die Expressionsmuster, die Effekte durch Funktionsverlust sowie die Funktion der Sp1-Transkriptionsfaktoren

wihrend der Embryonalentwicklung bei Vertebraten (nach (Zhao and Meng, 2005)).

Faktor Expression Phénotyp im murinen Funktionen in
p Knock-out anderen Vertebraten
: —— Wachstumsdefekte,
Spl ubiquitdr 5 S unbekannt
prianatale Letalitét
Sp2 ubiquitér unbekannt unbekannt
Wachstumsdefekte,
neonatale Letalitit,
Sp3 ubiquitar Defekte der Zahn- und unbekannt
Knochenentwicklung
sowie der Hamatopoese
ZNS, Leber, &
. erhohte postnatale
. Lunge.Niere, Herz, ; :
Sp4 . % ; Sterberate, Kleinwuchs, unbekannt
Gonaden, Intestinaltrakt, L Y
v Sterilitit
Zahnknospe
mesodermale Steuerung der
Vorliduferzellen und R - mesodermalen Induktion
Sps Derivate; 3 p = und der Mittel- und
3 Phinotyp : : >
posteriores ‘ Hinterhirnentwicklung
Neuroektoderm beim Zebrafisch
Zahnknospe, kaudaler
Neuroporus,
Sp6 ' ol unbekannt unbekannt
Extremitdtenknospen,
Haarfollikel
neonatale Letalitét
Sp7 Osteoblasten TR, unbekannt
P Verlust der Ossifikation ¢
Inhibition der sekundiren
- Neurogenese im
neonatale Lethalitét, o ;
. Zebrafisch, Regulation
s ausbleibender Schluss des X =
Sp8 ZNS, Extremitidtenknospe : der auswachsenden
Neuralrohres, Schwanz- o ;
j o N Extremitdtenknospe beim
und Extremitéitendefekte,
Huhn und dem
Zebrafisch
Regulation der
auswachsenden
Sp9 ZNS, Extremititenknospe unbekannt Extremititenknospe beim
Huhn und dem
Zebrafisch

Sp8 ist in Vertebraten hoch konserviert und ein bedeutender Faktor fiir die
Embryonalentwicklung der Maus

Sp8 (MGI GenlID: 320145) ist in der Maus auf Chromosom 12 in der Position F2 lokalisiert. Der
kodierende Bereich ist auf drei Exone verteilt. Die Sp8 Proteinsequenz ist bei Maus und Mensch mit
97% nahezu vollsténdig konserviert. Auch bei weiteren Vertebratenmodellorganismen wie dem Huhn
(89%), dem Zebrafisch (69%) und dem Krallenfrosch (73%) liegt eine starke Konservierung vor
(ermittelt anhand ClustalW, Abb. 7).

Fiir den Menschen wurden zwei Isoformen, Sp8L und Sp8S, beschrieben. Sp8L trigt am N-Terminus
die hydrophobe Sp-box, die bei Sp8S nicht vorliegt. In der Maus und dem Zebrafisch sind diese
beiden Isoformen konserviert ((Milona et al., 2004).

Sp8 spielt wihrend der Embryonalentwicklung der Maus eine bedeutende Rolle. Dies wurde von
Treichel et al. durch die Generierung von Sp8-Nullmutanten dokumentiert. Sp&-Nullmutanten
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entwickeln einen sehr schweren, multiplen Phanotyp und sterben bei der Geburt (Treichel et al., 2003).
Dabei zeigen alle Sp§8-exprimierenden Strukturen und deren Derivate in den Nullmutanten Defekte.
Das Expressionsmuster von Sp8 umfasst wihrend der Gastrulation das Ektoderm sowie den
auswachsenden Primitivstreifen. Wahrend der Organogenese ist die Sp8-Expression in wichtigen
Organisationszentren des ZNS sowie den auswachsenden Extremitdten nachweisbar. Sp8 wird in
Organisationszentren, wie der ANR, MHG, der Schwanzspitze und der AER, gemeinsam mit dem
sezernierten Signalmolekiil Figf8 aktiviert.

SP8 MOUSE ~  =—=————mmmm——mmmmoo MLAATCNKIGSPSPSPSSLSDSSSSFGKG-FHPWKRSSSSSSG---SCNVVGSSLSSFGVSGASR--NGGSSS---ARAAAA 73
SP8_HUMAN MATSLLGEEPRLGSTPLAMLAATCNKIGSPSPSPSSLSDSSSSFGKG- FHPWKRSSSSSSA---SCNVVGSSLSSFGVSGASR--NGGSSS---ARAAAA 91
SP8 CHICK MLAATCNKIGSPSPSPSALSDSASSFGKG-FHPWKRSSSSSSASAGSCGAVGSGLPGFGVAGARR--NGSS-—---== RAARR 72
SP8 XL --MLAATCNKIGSPSPSPSSLSDTSGSFGKG-FHPWKRSSSTSSS----CTLASGSLSGFSVGGSSRSANGSSSSSARARRRAA 77
SP8 DR --MLAATCNKIGSSSP-PS----DSGSFGKGGFHPWKRAAPSSCS-——————---— LSPFGAQR-————————————————-—— 46
BTD_DROME MTDARCNYINRYAQOHOAOOOOHAOHOOHAOOOORHTAMOOAOHTHT SHOOROOOHMORLTO0000000000-==~ 00000 78
w5 EpEE §
SP8 MOUSE ARRAARAALVSDSFSCGGSPGSSAFSLTSSSAAAAAA--AAAAAASSSPFANDY SVFOAPGVSGGSGGGGGGGGGGSGAHSODSSHOPVFISKVHTSVDG 171
SP8 HUMAN ARAAARAALVSDSFSCGGSPGSSAFSLTSSSAAAAAA--AAAAAASSSPFANDY SVFQAPGVSGGSGGGGGGGGGGSSAHSODGSHQPVFISKVHTSVDG 189
SP8 CHICK AAAAARAALVSDSFSCGGSPGSSAFSLTSS-—————————— GAAAASSPFANDY SVFQAPGSAGGGGGGGGGGGG--- AAGQEAAHQPVFISKVHASVEG 158
SP8_XL AAARAARAALVSDSFSCGGSPGSSAFSLTSGGSGCSCEGGSSGSMSAASPFANEY SVEPVSG- - GSQEARAAARAAAAAAAAAASHHOPVFLSKVHASYDG 175
SP8 DR mmm—mm——eo NDSFSAN----- SSFSLTGT---————-----~— TTSTSPFGNDYPVFQTSV---—-—--——————— ANSSODPSAQSVFISKVDS---- 98
BTD DROME QQQQQQPQQQQHDFTSFAALISAPPSISGQSSG ———————— SSSGSSPLYGKPPHKLELPYPORSSTGTASENSS1QSAPSSASVSPSIFPSPAQS -~~~ 166
s by ik & @
SP8 MOUSE LQGIYPRVGMAHPYESWFKPSHPGLGAAADVGSAGAS SWWDVGAGWI DVONPNGAAALPGSLHPAAGCLOTSLHSPLGGYNSDYSGLSHSAFSSG----— 266
SP8_HUMAN LQGIYPRVGMAHPYESWFKPSHPGLGAAGEVGSAGAS SWWDVGAGWI DVONPNSAAALPGSLHPAAGGLOTSLHSPLGGYNSDY SGLSHSAFSSG-—--— 284
SP8_CHICK LQGIYPRVGMAHPYESWFKPSHPGL-AAGEVGSAGASSWWDVGAGWI DVQOSPNGAAALPGSLHPAAGGLQSSLHSPLGGYNSDY SGLGHSAFGGG-—--— phe
SP8_XL LQSIYPRVGMAHPYESWFKPSHPGEVSAAAAG--GASSWWEVGAGWI DVOSPGAGAALH --PGALQGSLHSPLGGYGTDYSAAGLGHFSTGGGGGV 267
SP8_DR LQGIYPRMSVAHPYETWFKSAHAGI SSGDGSG-———SSWWDVGTGWIDVOSANG—-—-----— -AALQTSLHSPLSGYNSDYPSLTHSAFSAS————— 177
BTD_DROME FASISASP--STPTTTLAPPTTAAAGALAGSPTSSSPSSSAASARAAAARAAAAAADLG-~———————— AAAVASARYGWNTAYSGLGPARSQFP----- 249
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SP8_MOUSE ——————————————— ASSHLLSPAGQHLMDGFKPVL-PGSYPDSAPSPLAGAGSSMLSAGPAAQLGGSPRSSARRY SGRATCDCPNCOEAERLGP--AGA 348
SP8_HUMAN ASSHLLSPAGQHLMDGFKPVL-PGSYPDSAPSPLAGAGGSMLSAGPSAPLGGSPRSSARRYSGRATCDCPNCQEAERLGP--AGA 366
SP8 CHICK ASSHLLSPAGQHLMDGFKPVL-PGSYPDSAPSPLAGAGGSMLGGGPAAPLSASPRSSARRYSGRATCDCPNCQEAERLGP--AGA 334
SP87XL GSGGGAAGTGSGGGGGGSHLLSPGGQHLMDGFKPVIGPGSYPDPSSSPLS--AGSMLA--PTGPLGGSPRSSARRYSGRATCDCPNCQEAERLGP--AGA 361
SB8 DR, 0 mmmmme—meeee PSPHLLS-SGQHLMDGFKPVL-SATYTDSS----TGANSAVLGGSPVVPLAGSPRSSTRRYSGRATCDCPNCQEAERLGP--AGA 254
BTDiDROME ***************** YAQYASDYYGNAVCMSSSAAWEQHQLRLYQPWSSQQYPGE\EDDLAEQlQLQKRQVR ******* CTCPNCTNEMSGLPPIVGP 325
sp8_MoUSE <11 1 4 CHIPGCGKVYGKTSHLKAH L RWHTGERPEVCNL FCORRFTRSDELORHLRTHTGEKRACPVCNKR MRS DHLSKEVKTH. ——— = -©
SP87HUMAN SLRRKGLHSCHIPGCGKVYGKTSHLKAHLRWHTGERPFVCNWLFCGKRFTRSDELQRHLRTHTGEKRFACPVCNKRFMRSDHLSKHVKTHSG----GGGG 462
SP87CHICK SLRRKGLHSCHIPGCGKVYGKTSHLKAHLRWHTGERPFVCNWLFCGKRFTRSDELQRHLRTHTGEKRFACPVCNKRFMRSDHLSKHVKTHSGPGGAGGPG 434
SP87XL SLRRKGLHSCHIPGCGKVYGKTSHLKAHLRWHTGERPFVCNWLFCGKRFTRSDELQRHLRTHTGEKRFACPVCNKRFMRSDHLSKHVKTHSV----GGGS 457
SP87DR SLRRKGLHSCHIPGCGKVYGKTSHLKAHLRWHTGERPFVCNWLFCGKRFTRSDELQRHLRTHTGEKRFSCPVCNKRFMRSDHLSKHVKTHSA-——————— 346
BTDiDROME DERCRKQHICHIPG”ERTVCKA@HLKTHTRW&TCERPFLC——LTCGKRFSRSDETQRdCRTHTNYRPYACPICD<KFSRSDHLSK}KKTHFKDKKSKKVL 423
SPSiMOUSE --SAGSG-GGKKGSDTDSEHS 486
SP87HUMAN GGSAGSGSGGKKGSDTDSEHS 508
SP87CHICK GGGPGPGPGGKKGSDTDSEHS 480
SP8_XL TGSTGPGSGSKKGSDTDSEHS 500
SP8_DR 388
BTDiDROME 523
SP8_MOUSE

SP8_HUMAN

SP8_CHICK

SP8_XL

SP8 DR

BTDiDROME PATTSASSSSSSSASSPAAAVVSAIGSASSPAASATALAQHHYAALAMQSESQLAAEYGLTMSGLASGASQDSSSSCHMKSEYAASYPADFGAGTASYGY 623
SP8_MOUSE ~  =—————mmmmmmmmmmooo

SP8 HUMAN  mmmmmmmme

SP8_CHICK  ==——mmmmmmmmmmmmmo

SP8 XL

SP8 DR

BTDiDROME PHPHPHHHNAWAAAYHPHATA 644

Abbildung 7: ClustalW-Proteinsequenzalignment von Sp8 verschiedener Vertebraten und buttonhead aus Drosophila. Die btd-Box (tiirkis)
und die Zinkfingerdoméne (rot) sind in allen Vertebraten vollstindig konserviert, zu buttonhead bestehen nur geringe Abweichungen. *
vollstandig konservierte AS, : biochemischer Charakter der AS ist konserviert, . dhnlicher biochemischer Charakter der AS ist konserviert.
ProteinID(swissprot): mouse: Q8BMJ; human: Q8IXZ3; chick: Q64HY5; Xenopus laevis (XP): gi 54038452, LOC495143 protein; Danio
rerio (DR): QGNWB4; Drosophila melanogaster (BTD_DROME): Q24266

v

Das Auswachsen der Extremitiiten in der Maus steht unter der Regulation von Sp8

Die Expression von Sp§ umfasst das gesamte Ektoderm der auswachsenden Extremitdtenknospen. Die
ventralen Areale zeigen dabei eine stirkere Expression als die dorsalen Bereiche. Mit der Ausbildung
der AER, die das Organisationszentrum der auswachsenden Extremitdtenknospe darstellt, wird Sp§ in
dieser Struktur sehr stark exprimiert und die ektodermale Aktivierung ist herab reguliert (ab E10).

In Sp8-Nullmutanten werden die Extremititen nur rudimentir ausgebildet, die proximo-distale Achse
ist stark verkiirzt und sdmtliche Elemente distal von Humerus und Femur werden nicht angelegt.
Dieser Phédnotyp korreliert mit einem Verlust der AER-Funktion (Saunders, 1998). Die
Schliisselmolekiile der AER-Funktion sind FGF s, insbesondere FGF8 und FGF4. Fgf8 ist Bestandteil
eines positiven Riickkopplungsmechanismus zwischen der AER und Wnt/B-catenin (Wnt3) aus dem
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angrenzendem Mesoderm. Dieser liegt der Stabilisierung der AER-Funktion zur Aktivierung
nachgeschalteter Faktoren fiir das korrekte Auswachsen der Extremitdtenknospe zugrunde. Die
funktionelle Analyse der Sp&-Mutanten konnte zeigen, dass Sp8 ein Kontrollelement dieses
Mechanismus ist. Es wird nachgeschaltet von Wnt3 aktiviert und ist ein positiver Regulator von Fgf§,
denn in Sp&8-Nullmutanten wird die Expression von Fgf8 in den AER-Vorlduferzellen zwar korrekt
initiiert, aber nicht weiter stabilisiert. Folglich ist Sp8 nicht fiir die Induktion der AER, sondern fiir
deren Aufrechterhaltung und somit ihrer Signalwirkung notwendig. Der Verlust der Signalgebung aus
der AER fiihrt zu einem dramatischen Anstieg apoptotischer Zellen in den Extremitidtenknospen der
Mutanten (Treichel et al., 2003). Konditionelle Fgf8- und Fgf8/4-Mutanten zeigen diesen Effekt
ebenfalls und unterstreichen damit zusétzlich die notwendige Wechselwirkung von Sp8 und Fgf§ fiir
die Stabilisierung des Systems.

Der engste Verwandte von Sp§ innerhalb der Spl-Zinkfingerfamilie hinsichtlich der
Sequenzkonservierung und dem Expressionsprofil ist Sp9. Anhand von Implantationsstudien am Huhn
wurde gezeigt, dass Fgf8 positiv durch Sp9 reguliert wird, aber Wnt/B-catenin keinen Einfluf auf die
Expression von Sp9 ausiibt (Kawakami et al., 2004). Es sind bislang noch keine murinen Mutanten
von Sp9 verfiigbar, mit deren Hilfe die Wechselwirkungen von Sp8 und Sp9 untersucht werden
konnten.

Spé8 ist wihrend der Embryonalentwicklung der Maus in distinkten Strukturen des ZNS
exprimiert

Sp8 wird in Vertebraten wéhrend der Entwicklung des ZNS in distinkten Strukturen exprimiert. In der
Maus ist die Expression in den Organisationszentren ANR, MHG und der Schwanzknospe wéhrend
der gesamten Embryonalentwicklung nachweisbar. Im Vorderhirn umfasst die Expression weiterhin
die nasalen Plakoden, sowie die telenzephale Mittellinie, die telenzephalen Hemisphdren und den
Thalamus. AuBerdem wird Sp§ im ventralen Mittelhirn und iiber die gesamte rostrokaudale Achse des
Riickenmarks ventral exprimiert (Treichel et al., 2003).

Uber die Funktion von Sp8 wihrend der ZNS-Entwicklung ist noch sehr wenig bekannt. Penberthy et
al. berichten, dass Sp§ als Aktivator des Zinkfinger-Transkriptionsfaktors Gata? im Nervensystem des
Zebrafisches agiert. Die Inhibierung der Sp8-Expression anhand Morpholinos resultiert in einer
Storung der Neurogenese in Vorder- Mittel- und Hinterhirn sowie einer deutlichen Reduktion von
Gata?2-Transkripten im ZNS, insbesondere im Riickenmark, des Zebrafisches (Penberthy et al., 2004).
Murine Gata2-Nullmutanten sterben bereits bei E11,5 und zeigen u. a. massive Defekte in der frithen
Hematopoese, da Gata2 die Proliferation hematopoetischer Stammzellen reguliert. Deren
Differenzierung scheint allerdings unabhéngig von Gata2 zu sein. Im ZNS wird Gata2 in den neuralen
Vorlduferzellen des ventralen Mittel- und Hinterhirns sowie des Riickenmarks, des olfaktorischen
Bulbus und dem Pretectum exprimiert. Man vermutet, dass Gata2 die Proliferation dieser Vorlaufer
inhibiert. Auflerdem scheint dieser Faktor das Austreten der Vorlduferzellen aus dem Zellzyklus zu
koordinieren, in dessen AnschluBl der Differenzierungsprozefl zu Neuronen beginnt (El Wakil et al.,
2006). Craven et al. beschreiben, dass Gata2 fiir die Induktion und Spezifizierung der serotonergen
Neuronen eine wichtige Rolle spielt. Demnach aktivieren die Homeoboxgene Nkx6.1 und Nkx2.2
Gata? im ventralen Rhombomer 1, das seinerseits die Expression von Lmx /b und Petl reguliert
(Craven et al., 2004).

Eine aktuelle Studie stellt die essentielle Bedeutung von Spé8 in der Generierung, Differenzierung und
Migration spezifischer Subpopulationen von Interneuronen in der glomeruldren Schicht des
olfaktorischen Bulbus der Maus heraus. Dazu gehoren u. a. Calretinin-positive und GABAerge
Neuronen (Waclaw et al., 2006).

Zielsetzung der Arbeit

In unserer Arbeitsgruppe gelang die Identifikation des murinen Drosophila-Orthologs mBtd oder SpS§.
Die Analyse der Sp8-Nullmutanten ergab, dass diese einen multiplen Phanotyp entwickeln, der auf ein
breites funktionelles Spektrum dieses hoch konservierten Transkriptionsfaktors wahrend der
Entwicklung des ZNS und der Extremitdten hinweist. Fiir uns ist nun von besonderem Interesse, dass
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Sp8 gemeinsam mit Fgf8 in den musterbildenden Organisationszentren dieser Systeme, insbesondere
der MHG, exprimiert wird.

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit liegt in der funktionellen Analyse von Sp8 wihrend der
Mittelhirnentwicklung der Maus. Es soll untersucht werden, ob der Verlust dieses Faktors das
genetische Netzwerk an der Mittelhirn-Hinterhirngrenze beeinflusst und Bestandteil der neuralen
Musterbildungsmechanismen am Istmus-Organisator ist. Dies umfasst insbesondere eine mdgliche
Wechselwirkung mit Fgf8, dem Schliisselfaktor des IsO, die bereits fiir die Extremitdtenentwicklung
beschrieben werden konnte.

Daneben sollen in dieser Arbeit zwei transgene Mauslinen des Sp8-Gens generiert werden: Neben
einer konditionellen Knock-out-Linie soll dies eine Knock-in-Cre-Linie sein. Aufgrund des
komplexen Phinotyps der SpS§-Nullmutanten, der mit einer natalen Lethalitdt der Tiere verbunden ist,
soll mit der Generierung einer konditionellen Knock-out-Linie eine grundlegende Erweiterung der
Analysemoglichkeiten fiir dieses Gen geschaffen werden. Die Bedeutung von Sp8 wéhrend der
Mittelhirnentwicklung soll unter Einsatz der zeit- und positionsspezifischen Enl“**- und Wntl-Cre-
Linie betrachtet werden.

Fir die Sp§-spezifische Knock-in-Cre-Linie wird das Cre-Rekombinasegen in das Sp§-Leseraster
eingefiigt. Dabei soll eine tamoxifen-induzierbare Cre-Rekombinase verwendet werden. Diese Sp8-
spezifische Cre-Linie bietet dann den Vorteil, konditionelle Allele im Expressionsmuster von Sp&
zeitlich gesteuert zu inaktivieren. Daneben konnen die Migrationswege und die Abstammung von Sp8-
positiven Neuronen und Gliazellen durch den Einsatz von Reporterlinien detektiert und charakterisiert
werden.
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Untersuchungen zur frithen Mittel- und Hinterhirnentwicklung bei Sp8-
Nullmutanten

Expression von Sp8 im Mittel- und Hinterhirn

Die Expressionsanalyse von Sp§ erfolgte anhand der in situ-Hybridisierung. Es wurden whole-mount-
in situ-Praparate (WMISH) oder in situ-Hybridisierungen (ISH) auf Paraffinschnitten hergestellt um
die Expression von Sp8 zu dokumentieren. Leider steht bislang noch kein funktioneller Sp§-
Antikorper zur Verfiigung.

Bis E8,0 wird Spé8 iiber die gesamte anteroposteriore Achse des Neuroepitheliums hinweg exprimiert.
(Treichel et al., 2003). AnschlieBend werden im Neuroepithel einzelne Doménen mit besonders starker
Sp8-Expression unterscheidbar, dazu zdhlen die Anlage des Vorder- und Mittelhirns bis zur
zukiinftigen MHG und die Schwanzknospe (Abb. 8A,B). Nach dem Schlu3 des Neuralrohres bei E9,5
ist Sp8 im Neuroepithelium des Mittelhirns, der Mittelhirn-Hinterhirngrenze (MHG) sowie dem
anterioren Hinterhirn aktiv. Bei E10,5 ist die Expression im ventralen Teil des Mittel- und Hinterhirns
in der Basal- aber nicht in der Grundplatte nachweisbar (Abb. 9B). Uber die MHG ist Sp8 durchgiingig
von dorsal nach ventral exprimiert (Abb. 8,D).

E105
Abbildung 8: Sp8-WMISH von Embryonen in frithen Entwicklungsstadien. Ab E8,0 formieren sich im Neuroepithel einzelne
Doménen mit starker Sp8-Aktivitit aus. Bei E9,5 ist die Expression an der MHG und im gesamten Mittel- und anterioren Hinterhirn zu
erkennen, die sich ab 10,5 auf die ventralen Bereiche beschrénkt. In E 9,5 ist die Isthmuseinbuchtung an der MHG noch nicht deutlich
zu erkennen, bei E10,5 ist diese jedoch eine klare morphologische Landmarke, an der Sp8 durchgéngig exprimiert ist (Pfeile in C und
D). Die Vorderhirnanlage zeigt ab E8,0 ebenfalls starke Sp8-Aktiviatit, ebenso die otischen Plakoden und der erste Brachialbogen
(C,D). Im Vorderhirn sieht man bei E10,5 starke Sp8-Expression im Telenzephalon und der nasalen Plakode a: anterior; p: posterior;
MHG: Mittelhirn-Hinterhirn-Grenze, oP: otische Plakode; Sk: Schwanzknospe, Bbl: 1.Branchialbogen, Va: Vorderhirnanlage; Ma:
Mittelhirnanlage; T: Telenzephalon; nP: nasale Plakode
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Abbildung 9: ISH auf koronalen Paraffinschnitten bei E10,5 Im posterioren Mittelhirn ist Sp8 in der Basalplatte exprimiert, die Grundplatte
und die dorsalen Areale sind negativ. Die Schnittebe in D dokumentiert die Expression an der MHG in der Basalplatte des Mittel- und
anterioren Hinterhirns. A: Position der Schnittebenen in WMISH-Priparat. A,D: Dunkelfeldaufnahme mit der korrespondierenden
Hellfeldaufnahme in C,E. DP: Dachplatte; AP: Alarplatte; BP: Basalplatte; GP: Grundplatte

Sp8-Nullmutanten zeigen in distinkten Gehirnstrukturen eine starke Variabilitiit des Phéinotyps
Bei dem genetischen Hintergrund der Sp§-Mutanten handelt es sich um einen 129Sv/CD1-Mix.

Treichel et al. haben bereits die Extremitdtendefekte der Nullmutanten beschrieben (Treichel et al.,
2003). Die Gehirnanlagen der Mutanten werden durch eine starke Variabilitét ihres charakteristischen
Phénotyps charakterisiert.

Die Mutanten zeigen bei E17,5 eine starke Reduktion der nasalen Strukturen (Septum, olfaktorisches
Epithel) sowie dem Gaumendach und dem Ober- und Unterkiefer. Bei fast allen Embryonen sind nur
noch rudimentére Reste dieser Strukturen vorhanden, sodass die vordere Zungenhélfte in spiteren
Entwicklungsstadien hdufig durch keinerlei knécherne oder knorpelige Strukturen geschiitzt wird und
frei liegt. Dadurch erdffnet die Frontalansicht der Embryonen einen direkten Blick auf das Gehirn
(Abb. 10).
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Abbildung 10: Sp8-Nullmutanten zeigen ausgeprigte Defekte in den Gehirn- und Schédelstrukturen bei E17,5. Die nasalen und facialen
Strukturen sind stark reduziert und eine masive Exenzephalie wird begleitet von diffusen Wucherungen des Neuroepithels.

Die Bereiche des Vorderhirns werden in den Mutanten ebenfalls nur ansatzweise ausgebildet oder
fehlen nahezu vollstindig. Die telenzephalen Hemisphidren sind stark zuriickgebildet und nur noch
rudimentére Reste sind erkennbar (Abb. 11B).

Die Mutanten zeigen Exenzephalie. Der dorsale Blick auf Mutanten des Stadiums E12,5 macht dies
deutlich: Wahrend bei den Kontrollen das Neuralrohr an der dorsalen Mittellinie fusioniert ist, ist das
Neuralrohr bei den Mutanten nicht geschlossen und eine klare Kompartimentierung der
Gehirnstrukturen ist nicht zu erkennen. Die graduelle
WT Sp8* Ausprigung der Exenzephalie variiert entlang der antero-
posterioren Achse in den Anlagen des Zwischenhirns sowie
des Mittelhirns bei den einzelnen Individuen sehr stark. Die
Exenzephalie geht mit einem iibermidBigen Wachstum des
ventralen Neuroepithels einher, das eine dorsale Fusion der
Neuralplatte zur Ausbildung des Neuralrohrs behindert
(Abb. 11C; 12,C).

Neben Embryonen ohne Schlufl der dorsalen Mittellinie
iiber das gesamte Areal des Zwischen- und Mittel- und
Hinterhirns hinweg, reicht das Spektrum bis hin zu
Embryonen, in denen nur der anteriore Bereich des
Zwischenhirns (Dienzephalons) minimal ge6ffnet ist. Bei
diesen Embryonen ist das Lumen des Aquadukts und des
vierten Ventrikels durch das Uberwachsen des Epithels sehr
stark reduziert und das Velum medullare ist als distinkte
Struktur kaum mehr erkennbar (Abb. 12,B).

Im Laufe der Embryonalentwicklung kommt es bei
Mutanten mit ausgeprigter Excenzephalie zu diffusen
Wucherungen des Neuroepithels, sodass die einzelnen
Gehirnbereiche nicht mehr unterschieden, bzw. identifiziert
werden konnen (Abb. 10). So konnten in etwa 20
untersuchten Gehirnen bei E17,5 nur drei Zerebelli
gefunden und als solche morphologisch identifiziert
werden.

Dies bedingt, dass fiir diese Arbeit ausschlieBlich Mutanten
mit ,,geschlossenem® Neuralrohr bis zum Stadium E12,5
verwendet werden konnten, deren Anteil allerdings nur bei
ca. 10% liegt.

Abbildung 11: Sp8-Nullmutanten im Stadium E12,5. Aufnahmen von sagittal, A;
koronal, B; dorsal, C. Die Pfeile weisen auf die Exenzephalie und die
Uberwucherung des Neuroepithels im Mittelhirn. M, Mittelhirn, T, Telenzephalon,
H, Hinterhirn
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Abbildung 12: Varianten des Mittelhirn/Hinterhirnphénotyps bei Sp8-Nullmutanten bei E11,5. Bei der milden Variante (B) kommt es zum
Schlufl des Neuralrohres, aber die Lumen des Aquadukts (Aq) und des 4.Ventrikels sind stark reduziert. Das Velum medullare (Vm,
Hinterhirnsegel) ist bei den Mutanten nicht zu erkennen.

Mit Cresylviolet-Farbungen wurde das massive Wachstum des neuronalen Gewebes in den ventralen
Bereichen des Mittel- und Hinterhirns in den Stadien E12,5 und E17,5 auf sagittaler Schnittebene
dokumentiert (Abb. 13). Die Abbildung 13E zeigt eine der seltenen Mutanten bei E17,5, die bedingt
durch den milden Phénotyp ein geschlossenes Mittel-Hinterhirnareal aufweist.
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Abbildung 13: Cresylviolett-Farbungungen auf sagittalen Schnitten in E12,5 und 17,5 dokumentieren das stark iiberwachsene ventrale
Neuroepithel in den Mutanten. Die dorsalen Areale des Mittel-und Hinterhirns sind nicht betroffen. Cb, Zerebellum; H, Hinterhirn; M,
Mittelhirn; MHG Mittelhirn-Hinterhirngrenze; Teg, Tegmentum; P, Pons: Ic, Inferior colliculus; Sc, Superior colliculus

In Sp8-Nullmutanten ist die MHG und der IsO nach posterior verschoben

Die frithe Expression des Transkriptionsfaktors Sp8 im Neuroektoderm sowie an der MHG und die in
der Nullmutante beobachteten Defekte fithrten zu der Frage, inwieweit Sp8 ein Mitglied des
genetischen Netzwerkes des IsO sein konnte.

Die reziproke Repression der Homeobox-Transkriptionsfaktoren Otx2 und Gbx2 legt die Position der
MHG und des IsO fest. Um die Position der MHG und des IsO in den Mutanten zu priifen, wurde die
Expression der beiden Marker zu verschiedenen Entwicklungsstadien dokumentiert.

In whole-mount in situ-Hybridisierungen wurde die Expression von O#x2 und Gbx2 in Kombination
mit Krox20 in Embryonen des Entwicklungsstadiums E8,5 untersucht. Krox20 diente dabei der
Identifikation und als Landmarke von Rhombomer3 und 5 (Abb. 14).

Otx2 ist im gesamten Neuroepithel anterior der MHG exprimiert und die Gbx2-Expression markiert
das Rhombomerl posterior zur MHG. Das Signal von Krox20 ist in den Mutanten unverandert und
gibt so Auskunft iiber die Position der Rhombomere. In den Mutanten ist die Distanz der posterioren
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Grenze der Otx2-Domine als auch der Gbx2-Doméne zu dem Signal von Krox20 in Rhombomer3
deutlich geringer als in der Kontrolle (Abb. 14B,D,F). Dies verweist auf eine posteriore Verschiebung
der MHG, die sich an der Grenzfliche der Expressionsdoménen der beiden Faktoren formiert. Die
weitere Kombination der Expression von Gbx2 und Otx2 mit Hoxa?2, identifizierte Rhombomer2 in
den Mutanten und dokumentierte ebenfalls die posteriore Verschiebung der MHG.

; B2 Krox20 Ghyg

Abbildung 14:: WMISH von Otx2 und Gbx2 kombiniert mit Krox20 im Stadium E8,5 dokumentiert eine Verschiebung der MHG nach
posterior. A,B sagitale Aufnahme und C,D,E,F dorsale Aufhahme Die Pfeile (A-D) und die Balken (E,F) verdeutlichen die Reduktion der
Distanz zwischen MHG und Rhombomer3 in den Mutanten (B, D, F) im Vergleich zu den Kontrollen (A,C,E).

Die Verschiebung der MHG und des IsO in Sp&-Nullmutanten wurde auch im Entwicklungsstadium
E9,5 anhand in situ-Hybridisierung auf sagittalen Gefrierschnitten nachgewiesen. Dazu wurde die
Expression von Otx2 und Gbx2 auf alternierenden Schnitten eines Individuums untersucht. In den
Kontrollen und den Mutanten sieht man die klare Angrenzung der beiden Markerdoménen, die die
Position der MHG und des I[sO festlegt. Die anteriore Grenze der Gbx2-Expression (bzw. die
posteriore Grenze der Otx2-Domine) befindet sich in den Kontrollen anterior zur Isthmus-
Einbuchtung. In den Mutanten liegt diese Grenze jedoch posterior zu dieser morphologischen
Landmarke (Abb. 15B,D).
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Abbildung 15: ISH von Gbx2 und Otx2 auf Schnitten im Stadium E9,5. In den Mutanten ist die
Angrenzung der Otx2/Gbx2-Doménen nach posterior verschoben. Die Pfeile in A und B weisen
auf die Isthmuseinbuchtung als morphologische Landmarke. In C und D dokumentieren die Pfeile
die posteriore Grenze der Otx2-Expression. Die Ubersichten der Priparate sind in den
Abbildungen jeweils unten rechts integriert.

Auch die Untersuchung der Expressionsdominen von Otx2 und Fgf8 unterlegt die posteriore
Verschiebung der MHG und des IsO. Fgf8 wird im Hinterhirn direkt an der MHG im Gbx2-positiven
Areal exprimiert und grenzt an die Ofx2-Domidne an. Anhand von sagittalen, alternierenden
Gefrierschnitten von Embryonen des Stadiums E9,7 wurde die Expression von Otx2 und Fgf$8
untersucht. Die Markerdoménen grenzen in den Kontrollen und den Mutanten direkt aneinander an.
Die anteriore Grenze der Fgf8-Expression (bzw. die posteriore Grenze von Otx2) befindet sich in der
Kontrolle anterior zur Isthmus-Einbuchtung. In der Mutante ist diese Angrenzung hingegen iiber die
charakteristische Isthmus-Einbuchtung hinweg nach posterior verschoben (Abb. 16B,D). Damit ist
auch eine Verschiebung des [sO in den Mutanten zu beobachten.
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Abbildung 16: ISH von Fgf8 und Otx2 auf alternierenden Schnitten im Stadium E9,7. Die Grenze
der Fgf8/Otx2-Doménen ist in der Mutante (B,D) posterior iiber die Isthmuseinbuchtung (Pfeile in
A,B) verschoben. Zu diesem Entwicklungszeitpunkt sind bereits ektopische Zellcluster von Ozx2
und Fgf8 ventral im anterioren Hinterhirn, bzw. Mittelhirn nachweisbar.
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Im Entwicklungsstadium E10,5 ist der Verschiebungseffekt der MHG nicht mehr so klar zu erkennen
wie in den fritheren Stadien (Abb. 18). Allerdings liegen zu diesem Zeitpunkt bereits deutliche
morphologische Verdanderungen im Mittel- und Hinterhirn der Mutante vor, die eine klare und
eindeutige Analyse nicht mehr erlauben.

Die charakteristischen Expressionsdomiinen der Gene am IsO sind in Sp8-Nullmutanten
verindert

Mit whole-mount in situ-Hybridisierungen wurde die Expression der MHG-Gene Otx2, Gbx2, Pax2,
Enl, Fgf8 und Wntl an Embryonen des Stadiums E9,5 untersucht (Abb. 17). Zu diesem Stadium ist im
whole-mount-Préparat die Isthmus-Einbuchtung zwischen Mittel- und Hinterhirn noch nicht deutlich
erkennbar.

In den Kontrollen sieht man die charakteristischen Expressionsmuster der MHG-Gene. Otx2 und Gbx2
werden anterior, bzw. posterior der MHG exprimiert. Fgf8 wird in einem scharf abgegrenzten Streifen
im rostralen Hinterhirn an der MHG exprimiert und Wnt! bildet eine ebenso scharf begrenzte
Expressionsdoméne im posterioren Mittelhirn an der MHG aus. Daneben wird dieser Faktor noch in
schmalen Streifen im ventralen Mittelhirn und der dorsalen Mittellinie des Neuralrohrs aktiviert. Die
Pax2-Expression ist in diesem Entwicklungsstadium auf das rostrale Hinterhirn begrenzt und die
Doméne von Enl umfasst die MHG, sowie ein schmales Areal des posterioren Mittelhirns und
rostralen Hinterhirns. Alle diese Marker werden auch in den Mutanten exprimiert. Durch den Verlust
der Sp8-Funktion kommt es jedoch zu einer Verdnderung der Expressionsdoméinen an der MHG, denn
diese sind in den Mutanten expandiert. Besonders auffillig sind hier neben der bereits auf
Schnittebene beobachteten posterioren Expansion von Otx2, die anteroposteriore Verbreiterung der
Fgf8-Domine (Abb. 17F). Daneben ist die scharf abgegrenzte Expressionslinie von Wntl an der MHG
der Mutanten nicht mehr zu beobachten, vielmehr wirkt diese nun unregelmifBig und ist teilweise
verbreitert (Abb. 17H). Das WntI-Signal in der dorsalen Mittellinie dokumentiert im rostralen
Hinterhirn die Kompression bzw. Stauchung des Velum medullare, die aus der iiberméBigen
Proliferation des ventralen Neuroepithels resultiert. Bei diesen Mutanten (mit E10,0 etwas élter als die
Embryonen der iibrigen Marker) ist auch die Reduktion der Ventrikellumen bereits deutlich zu
erkennen.
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Abbildung 17: WMISH- Préparate von Embryonen des Stadiums E9,5, bzw. E10,5 (fiir Wntl) dokumentieren die Expansion
charakteristischer Markergene an der MHG in Sp&-Nullmutanten.
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Ektopische Expression von Otx2, Wntl und Fgf8 in Sp8-Nullmutanten

In Abbildung 16B ist zu erkennen, dass im Entwicklungsstadium E9,7 in den Mutanten neben der
posterioren Verschiebung des IsO auch eine Verbreiterung der Fgf8-Domidne mit mosaikartiger
ektopischer Expression (,,patchy pattern®) in der Basalplatte des rostralen Hinterhirns auftritt. Auch
Otx2 zeigt in dieser Region ektopische, mosaikartige Expression in groen Zellverbidnden der Mutante
(Abb. 16D). Um diesen Effekt weiter zu untersuchen, wurde die Expression von Otx2/Gbx2 und
Fgf8/Wntl im Stadium E10,5 auf alternierenden sagittalen Gefrierschnitten analysiert. In diesem
Stadium ist die scharfe Grenze von Otx2/Gbx2 an der MHG deutlich erhalten (Abb.18B,D). Im
ventralen Hinterhirn der Mutante finden sich erneut mosaikartig verteilte, Otx2-positive Zellcluster.
Die Expressionsdoménen von Wntl und Fgf8 bilden in der Kontrolle eine ebenso scharfe Grenze wie
Otx2/Gbx2 an der MHG aus. Durch den Verlust von Sp§ wird diese Grenzbildung jedoch nicht mehr
aufrechterhalten: In den Mutanten ist Wntl hochreguliert und ektopisch in Zellen des ventralen
Hinterhirns aktiviert und Fgf8 wird anterior als auch posterior zu seiner natiirlichen
Expressionsdoméne in groBen Zellclustern ektopisch exprimiert, sodass die Doméine um ein
Vielfaches verbreitert ist. Die ektopische Aktivierung findet bei Fgf8 im dorsalen als auch im
ventralen Hinterhirn statt, Otx2 und Wntl lassen sich hingegen ektopisch nur im ventralen Hinterhirn
der Mutanten nachweisen (Abb.19B,D).

Daneben wird auf der Schnittebene die iiberméBige GroBle des ventralen Neuroepithels im Mittelhirn
und rostralem Hinterhirn in den Mutanten dieses Stadiums deutlich.

WT

Abbildung 18: ISH von O#x2 und Gbx2 auf alternierenden Schnitten im Stadium E10,5. Zu diesem
Stadium ist die Morphlogie an der MHG bei den Mutanten bereits stark verdndert. Die Doméanen von
Otx2 und Gbx2 bilden in den Mutanten eine klare Grenze; Otx2 ist im ventralen anterioren Hinterhirn in
breiten Zellclustern ektopisch exprimiert (Pfeil in B).
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Abbildung 19: ISH von Wntl und Fgf8 auf alternierenden Schnitten im Stadium E10,5. Die scharfe
Grenzbildung der beiden Markerdoménen liegt bei den Mutanten nicht vor, vielmehr iiberlappen diese
ventral. Beide Marker zeigen groBflachig mosaikartige ektopische Expression (Pfeile in B,D). Dies fiihrt
besonders bei Fgf8 zu einer starken dorsalen (Pfeilkopf in D) als auch ventralen Ausweitung der
Expressionsdoméne (Pfeile in D).

Expressionsanalyse charakteristischer Ventralmarker des Mittelhirns

Die Expression von Sp8 umfasst das ventrale Mittelhirn und die MHG bei E10,5 (Abb. 8,9). Sp§-
Nullmutanten zeigen Defekte in der Positionierung und der Musterbildung des IsO. Um zu
untersuchen, inwieweit die Musterbildung des ventralen Mittelhirns ebenfalls durch den Verlust von
Sp8 beeintrachtigt sein konnte, wurde die Expression verschiedener charakteristischer Markergene
dieses Areals untersucht. Dazu wurden von Shh, Nkx6.1, Nkx2.2, Grg4, Wnt5a, Gata2, Wntl, Wnt5a
sowie Foxa? (HNF3 ) whole-mount-in situ Préparate von E10,5 Embryonen hergestellt und
anschlieend 30- 40um dicke Koronalschnitte angefertigt (Abb. 20).

In den Kontrollen sieht man die charakteristischen Expressionsdominen der Schliissel-
Homeoboxtranskriptionsfaktoren Nkx6.1 und Nkx2.2, deren Expression von SHH wéhrend der
dorsoventralen Differenzierung der neuralen Subtypen im Neuralrohr kontrolliert wird. Die neuralen
Vorlduferzellen der Alarplatte (spéteres Tectum) spezifizieren sich durch den Einflufl des molekularen
Codes zu sensorischen Nuklei und die Vorlaufer der Basalplatte (spiteres Tegmentum) zu motorischen
Nuklei.

Nkx2.2 wird in der dorsalen Basalplatte in einer schmalen Doméne an der Grenze zur Alarplatte
(Sulcus limitans) exprimiert. Nkx6.1 ist iiber die gesamte Basalplatte hinweg nachweisbar, die stirkste
Expression liegt in einem schmalen Streifen auflerhalb der Ventrikuldrzone im lateralen Vesikel. In
der Grundplatte wird Nkx6.1 nicht exprimiert. Shh und der Forkhead-Transkriptionsfaktor Foxa?2 sind
iiber die Grund- und Basalplatte in einem mediolateralen Gradienten von der Ventrikuldrzone zur
lateralen Vesikelgrenze hin detektierbar. Dieser Gradient ist bei Foxa2 im Vergleich zu Shh deutlich
schwicher ausgebildet. Die dorsoventrale Gradientenbildung des segregierten Faktors SHH, dem die
Musterbildung (dorsoventral) im Neuralrohr zugrunde liegt, ist auf RNA-Ebene nicht zu detektieren.
Grg4 ist ein Corepressor der Wnt-Signalwege, dessen Expressionsdomine die Alar- und Dachplatte
des Mittelhirns umfasst, die stirkste Expression befindet sich im Grenzareal von Alar- und
Basalplatte. Der Zinkfinger Gata2 wird in dem Bereich der dorsalen Basalplatte und der Grenze zur
Alarplatte aktiviert und {iiberschneidet sich so mit der Expression von Nkx6.1 und Nkx2.2 (Abb.
20A,B).

Der segregierte Faktor Wnt5a ist iiber die Ventrikuldrzone des gesamten Mittelhirns hinweg
nachweisbar, Wntl wird hingegen ausschlieBlich in einem schmalen Streifen in der Dach- und der
Grundplatte exprimiert.
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Ubergreifend lisst sich zunichst feststellen, dass die VergroBerung des ventralen Neuroepithels im
Mittelhirn der Mutanten in dieser Schnittebene besonders deutlich wird. Insbesondere die Reduktion
des Aquaduktlumens ist klar zu erkennen.

Alle getesteten Marker werden auch bei den Sp8-Nullmutanten exprimiert. Mit der Expansion des
ventralen Neuroepithels sind die Expressionsdomédnen der Marker mediolateral ausgedehnt. Dies wird
insbesondere bei Nkx2.2 und Foxa2 deutlich. Die Expression der Markergene wirkt zudem im
Vergleich zu den Kontrollen besonders bei den Praparaten von Shh und Nkx6.1 wesentlich heterogener
mit zum Teil ,,verschwommenen® Grenzbereichen. Auller bei Grg4 liegen in den Zonen, die von den
Markerdoménen dorsoventral umfasst werden, keine Unterschiede zwischen Kontrollen und Mutanten
vor. Das Areal der stirksten Expression von Grg4 an der alar/basalen Grenze ist in den Mutanten
verschmaélert und in der Alar- und Dachplatte scheint die Expression von Grg4 minimal hochreguliert
zu sein (Abb. 20D). Die Signale von Gata2 und Wnt5 sind in den Mutanten nicht veréndert.

Betrachtet man nun das gesamte Spektrum der Marker, so liegen zu diesem Entwicklungsstadium
keine Defekte oder Storungen in der dorsoventralen Musterbildung des Neuroepithels im Mittelhirn
der Sp8-Nullmutanten vor.
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Abbildung 20: Expressionsdoménen verschiedener Ventralmarker im posterioren Mittelhirn. Alle untersuchten Marker sind bei den
Mutanten exprimiert. Die Koronalschnitte von WMISH-Préparaten bei E10,5/11,5 dokumentieren das reduzierte Lumen des Aquadukts und
die VergroBerung des ventralen Neuroepithels.

Untersuchungen zur Neuronenspezifitit im dorsalen- und ventralen Mittelhirn

Zur Analyse der Neuronenidentitidten im dorsalen Areal des Mitelhirns der Sp8-Mutanten wurde die
Expression von Pax7 und EphrinA5 (AL-1) untersucht. Pax7 wird im Superior colliculus, der als
optisches Tectum das visuelle Zentrum im Vertebraten-Gehirn darstellt, exprimiert (Nomura et al.,
1998). EphrinA)5 ist ein Marker fiir den Inferior colliculus, ein auditorisches Verschaltungszentrum des
Gehirns (Donoghue et al., 1996; Flenniken et al., 1996). Im ventralen Areal, dem Tegmentum, wurde
die Population der dopaminergen Neuronen anhand des Homeoboxgens Pitx3 untersucht.

Da die Differenzierungsmechanismen zur Bildung der neuronalen Subpopulationen um die
Entwicklungstage E10/11 einsetzen, wurden fiir diese Untersuchungen Embryonen des Stadiums
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E12,5 verwendet. Die Markerexpression wurden anhand von in situ-Hybridisierung auf sagittalen
Gefrierschnitten dokumentiert.

Die Analyse der Pax7-Expression zeigte keinen Unterschied zwischen den Mutanten und den
Kontrollen auf (Daten nicht gezeigt).

Die Lokalisation und Signalintensitidt der EphrinA5 Expression ist bei den Mutanten im inferior
colliculus unverandert. Allerdings ist das Signal von EphrinA5 im posterioren Tegmentum der
Mutanten stark hochreguliert (Abb. 21B). Die Expressionsdoméne von Pitx3 weist bei den Mutanten
ebenfalls Verdnderungen auf: Dorsoventral erstreckt sich die Expressionsdoméne iiber einen grofleren
Bereich des tegmentalen Neuroepitheliums als in den Kontrollen. Dies ist besonders deutlich im
posterioren Tegmentum zu erkennen. In der Kontrolle reicht die Pitx3-Doméne bis an die MHG, bei
den Mutanten ist diese hingegen entlang der anteroposterioren Achse vom Tegmentum bis in das
rostrale Hinterhirn, {iber den Isthmus hinweg, expandiert (Abb. 21,D).

Diese Untersuchungen deuten darauf hin, dass bei Sp&-Nullmutanten eine Stérung in der
Differenzierung der neuronalen Subpopulationen im posterioren Tegmentum vorliegt.

WT Sp8--

Abbildung 21: Verdnderungen der Neuronenspezifitit im ventralen Mittel- und Hinterhirn der Sp§-
Nullmutanten bei E12,5. Die Expression von EphrinA5 ist im Inferioren colliculus der Mutanten nicht
verdndert, aber im posterioren Tegmentum liegt eine Hochregulation vor (Pfeil in B). Die Doméne von
Pitx3 ist im Tegmentum der Mutanten dorsal als auch nach kaudal in das anteriore Hinterhirn hinein
expandiert (Pfeilkopf in D).

Immunohistochemische Detektion von dopaminergen und serotonergen Neuronen im Mittelhirn
und rostralen Hinterhirn

Pitx3 wird im gesamten Nervensystem ausschlieBlich wéahrend der terminalen Differenzierung der
dopaminergen Neuronen des Tegmentums exprimiert. Die Expansion der Pitx3-Expressionsdomine in
das rostrale Hinterhirn kdnnte somit auf eine ektopische Generierung von dopaminergen Neuronen im
Hinterhirn hinweisen. Diese Vermutung wird unterstiitzt durch die Aufhebung des scharf begrenzten
Expressionscodes der musterbildenden Marker (insbesondere Fgf8, Wntl und Otx2) an der MHG der
Sp8-Nullmutanten, deren Interaktion die Differenzierung der dopaminergen Neuronenpopulationen an
der MHG steuert. Die Neuronenpopulation wurden immunohistochemisch (IHC) mit einem
Antikorper gegen Tyrosinhydroxylase (TH), dem limitierenden Enzym der Dopaminsynthese,
detektiert. Die Populationen der dopaminergen und serotonergen Neuronen differenzieren sich in der
Basalplatte direkt rostral, bzw. kaudal vom IsO und grenzen so aneinander an. Um die Effekte des
Verlustes von Sp&§ auf diese beiden Neuronensubpopulationen, insbesondere deren Positionierung
zueinander, zu untersuchen, wurde auf Paraffinschnitten neben TH auch gleichzeitig Serotonin (5-HT)
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detektiert. Dazu wurden Embryonen der Stadien E11,5, sowie E12,5 und E17,5 untersucht (Abb. 22,
23 und 24).

Im Entwicklungsstadium E11,5 sieht man in der Kontrolle, dass die Subpopulationen der beiden
Neuronentypen an der MHG direkt aneinander grenzen. Die dopaminergen Neuronen liegen im
Tegmentum des Mittelhirn und die serotonergen Neuronen bilden eine stabile Population im ventralen
rostralen Hinterhirn aus. In den Mutanten hingegen sind zu diesem Entwicklungsstadium keine
serotonergen Neuronen zu detektieren und die Population der dopaminergen Neuronen ist nach kaudal
expandiert, sodass dopaminerge Neuronen an der Position nachweisbar sind, an der sich in den
Kontrollen serotonerge Neuronen ausdifferenziert haben (Abb. 22D).

Wihrend des Entwicklungsstadiums E12,5 ist die Doméne der dopaminergen Neuronen im
Tegmentum der Mutanten weiter dorsoventral ausgedehnt als in den Kontrollen. Dies korreliert mit
den Beobachtungen der Pitx3-Expression in dieser Entwicklungsstufe (Abb. 21D). Auch bei E12,5
sind dopaminerge Neuronen ektopisch im rostralen Hinterhirn der Mutanten nachweisbar. Im
Gegensatz zu dem Entwicklungsstadium E11,5 sind serotonerge Neuronen in den Mutanten im
rostralen Hinterhirn ausdifferenziert. Diese befinden sich jedoch nicht an der Position, an der die
ektopischen dopaminergen Neuronen auftreten. Vielmehr sind die serotonergen Neuronen weiter
dorsal im Neuroepithelium nachweisbar. In den Mutanten hat sich die Grenze der beiden
Neuronenpopulationen durch die kaudale Expansion der dopaminergen Neuronendomine in das
rostrale Hinterhirn hinein verschoben (Abb .23E,F).

Abbildung 22: Doppel-IHC mit Thyrosinhydroxylase (TH) und Serotonin (5-HT) im Stadium E11,5.
Die Populationen der dopaminergen und serotonergen Neuronen grenzen an der MHG aneinander an
(A,C). Bei den Mutanten ist die dopaminerge Doméne iiber die MHG hinweg kaudal expandiert und
serotonergen Neuronen des anterioren Hinterhirns sind nicht nachweisbar (B,D). Die Kerne wurden mit
DAPI gegengefirbt.
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Abbildung 23: Doppel-IHC mit TH und 5-HT im Stadium E12,5. Zu diesem Stadium ist die serotonerge Neuronenpopulation im anterioren
Hinterhirn der Mutante nachweisbar. Diese grenzt an die kaudal expandierte dopaminerge Population an (Pfeile in E,F). DAPI in blau

Auch bei E17,5, kurz vor dem Tod der Mutanten, ist die Doméne der dopaminergen Neuronen in den
Mutanten deutlich nach dorsal expandiert. In der Pons ist in dem Areal, in dem bei den Kontrollen
ausschlielich serotonerge Neuronen vorliegen, eine ektopische dopaminerge Neuronenpopulation
nachweisbar. Wie bereits bei E12,5 zu beobachten ist, besteht der rostrale Bereich der serotonergen
Neuronenpopulation im anterioren Hinterhirn der Mutanten aus weniger Neuronen als in den
Kontrollen (Abb. 24L).
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Abbildung 24: Doppel-IHC mit TH und 5-HT im Stadium E17,5. In den Mutanten ist eine ektopische Population an dopaminergen
Neuronen im Hinterhirn nachweisbar (Pfeile in F,H; Kontrolle E,G). Das rostrale Areal der serotonergen Doméne zeigt in den Mutanten eine
geringere Neuronendichte als in der Kontrolle (Pfeile in K,L). In A-D sind CV-Farbungen benachbarter Schnitte der entsprechenden Region
dargestellt. A entspricht E; B entspricht F; C korrespondiert mit G; und D mit H. I-L sind Ausschnitte aus E-H. DAPI-Gegenféarbung in blau
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Alle untersuchten Entwicklungsstadien dokumentieren, dass die scharfe Abgrenzung der
dopaminergen und serotonergen Neuronenpopulationen durch den Verlust von Sp8 aufgehoben ist und
eine Storung der Mechanismen, die die rostrokaudale Positionierung der dopaminergen Subpopulation
am IsO kontrollieren, vorliegt. Zudem ist die Differenzierung der serotonergen Subpopulation kaudal
des IsO verzogert.

In koronalen Schnitten des posterioren Mittelhirns bei E12,5 wird die dorsale Expansion der
dopaminergen Neuronenpopulation in den Mutanten deutlich (Abb. 25B). Bei den Kontrollen als auch
den Mutanten sind die dopaminergen Neurone ventrolateral von Axonen serotonerger Neuronen
umgeben.
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Abbildung 25: ISH auf Koronalschnitten des posterioren Mittelhirns mit TH (griin) und 5-HT
(rot) bei E12,5. Die Doméne der dopaminergen Neuronen ist in den Mutanten nach dorsal
expandiert. Serotonerge Fasern flankieren die dopaminerge Neuronenpopulation in der Mutante
und der Kontrolle ventrolateral (A,B). Die Zellkerne sind mit DAPI in blau gegengefarbt.

Der Nachweis von ektopischer Mitose im Mittelhirn von Sp8-Nullmutanten

Um die Stérung der neuralen Differenzierung in Sp§-Nullmutanten néher zu untersuchen, wurden die
beiden Neurofilamentmarker Nestin und Tuj in einer Doppelimmunreaktion auf koronalen Schnitten
des Entwicklungsstadiums E11,5 und E12,5 nachgewiesen. Nestin dient als Marker fiir neuronale
mitotische Vorlduferzellen und Tujl detektiert postmitotische Neuronen (Lendahl et al., 1990)
(Ferreira and Caceres, 1992). Im kaudalen Mittelhirn und auf der Ebene der MHG wurden in den
Kontrollen nestin-positve Zellen ausschlieBlich in der Ventrikuldrzone am Grund der Vesikelwand
nachgewiesen. Lateral schlieBen sich die in der Ventrikuldrzone geborenen, migrierenden
postmitotischen Neuronen an. Beide Fraktionen sind deutlich voneinander getrennt (Abb. 26C). In den
Mutanten wurden hingegen im lateralen alar/basalen Grenzbereich des Mittelhirns bei E11,5
ektopische nestin-positive Zellen detektiert, die von Tujl-positiven Zellen eingeschlossen, bzw.
flankiert werden (Abb. 26D). Bei E12,5 konnten ebenfalls undifferenzierte neuronale Vorlduferzellen
im ventralen Areal des Mittel- und Hinterhirns auBBerhalb der Ventrikuldrzone nachgewiesen werden
(Abb. 26F H).

Damit liegt bei Sp&-Nullmutanten eine Veridnderung in den Differenzierungsprozessen des
Neuroepithels im ventralen Mittel- und Hinterhirn vor.
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Abbildung 26: Doppel-ISH mit Nestin und Tuj auf Koronalschnitten des Mittelhirns bei E11,5 (A-D) und E12,5 (E-H). Bei den Mutanten
lassen sich neurale Vorlauferzellen aulerhalb der Ventrikularzone nachweisen (Pfeil in D und H).

Studien zur Proliferation und Apoptose der neuronalen Vorliuferzellen im Mittel- und
Hinterhirn der Sp8-Nullmutanten

Die Cresylviolet Farbungen auf sagittalen Schnitten dokumentieren eine VergroBerung des
Neuroepithels bei Sp8-Nullmutanten im Mittel- und rostralen Hinterhirn in verschiedenen
Entwicklungsstadien (Abb. 13).

Dies kann mit einer Verdnderung des Proliferationsverhaltens der neuronalen Vorlduferzellen
korrelieren, oder/und durch eine negative Beeinflussung pro-apoptotischer Neuronen hervorgerufen
werden.

Detektion apoptotisch aktiver Zellen im Neuroepithelium

Apoptose ist ein integraler Proze3 wihrend der Entwicklung des Nervensystems. Der programmierte
Zelltod dient der Regulation der Neuronenanzahl und gewéhrleistet die Selektion korrekter
Neuronenverbindungen.

Der Nachweis apoptotischer Zellen erfolgte anhand des TUNEL-Verfahrens (Terminale
Desoxyribosyl-Transferase mediated dUTP Nick End Labeling), bei dem apoptose-typische DNA-
Strangbriiche in den Nuklei der Zellen immunohistochemisch detektiert werden kdnnen.

In Sp8-Nullmutanten des Entwicklungsstadiums E11,5 konnte keine signifikante Verdnderung in der
Anzahl der apoptotischen Zellen im Mittel- und rostralen Hinterhirn nachgewiesen werden (Abb.
27C,D). In Abbildung 27A siecht man, dass in den Kontrollen im Bereich des olfaktorischen Epithels
erhohte apoptotische Aktivitit vorliegt. Aulerdem wurden im Vergleich zum Mittel- und Hinterhirn
deutlich mehr apoptotische Zellen im ventralen Dienzephalon der Kontrollen nachgewiesen (Abb.
27B). Bedingt durch die starke Reduktion des gesamten olfaktorischen Areals, unterbleibt bei den
Mutanten das charakteristische Signal des olfaktorischen Epithels. Eine erhohte apoptotische Aktivitat
ist hingegen im Neuroepithelium des ventralen Dienzephalons der Mutanten zu beobachten.

Aus dieser Studie geht hervor, dass der Verlust von Sp8 im Bereich des Mittel- und Hinterhirns keinen
direkten Einfluf} auf die apoptotischen Mechanismen ausiibt.
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Abbildung 27: TUNEL-Markierung apoptotischer Zellen auf Sagittalschnitten bei E11,5. In den Mutanten
ist keine signifikante Verdnderung in der Apoptose der Mittel- oder Hinterhirnareale zu erkennen. Die
Gegenfiarbung der Kerne erfolgte mit DAPI in blau.

Untersuchungen zur Proliferation neuronaler Vorliuferzellen

Der Zellzyklus wird in vier verschiedene Phasen unterteilt: Die G1, S, G2 und M-Phase. Die Phasen
der DNA-Replikation (S-Phase) und der Mitose (M-Phase) sind durch Zwischenphasen (G-Phasen)
voneinander abgetrennt. Motor fiir die meisten Ubergéinge im Zellzyklus ist die oszillierende Aktivitit
von Proteinkinasen aus der Familie der Cyclin-abhingigen Kinasen (CDKs). Am Gi-/S- und G2-/M-
Phase-Ubergang liegen wichtige Kontrollpunkte, an denen der Zellzyklus erst dann fortgesetzt wird,
wenn die vorherigen zelluldiren Prozesse ordnungsgemill durchlaufen wurden und so alle
Bedingungen fiir ein weiterhin erfolgreiches Durchlaufen des Zyklus erfiillt sind. Postmitotische
Zellen befinden sich in der sog. Go—Phase. Fiir ausgereifte Neuronen ist der Eintritt in diese Phase
irreversibel. Aktuelle Studien deuten allerdings darauf hin, dass bei terminal differenzierten Neuronen
ein Wiedereintritt in den Zellzyklus notwendig ist, um z.B. apoptotische Prozesse einzuleiten (Becker
and Bonni, 2005)

Fiir die Proliferationsstudien an Sp8-Nullmutanten wurden Marker fiir die S-Phase und die M-Phase
(Mitose) eingesetzt.

Nachweis mitotisch-aktiver Zellen

Anti-PhosphoH3 detektiert die Phosphorylierung von Histon3 an Serin, die ausschlielich wéhrend der
Mitose erfolgt und kann damit als Marker fiir mitotisch aktive Zellen verwendet werden (Hendzel et
al., 1997).

Fir den Nachweis mitotisch aktiver Zellen im Neuroepithelium der Sp8-Nullmutanten wurden
Koronalschnitte der Entwicklungsstadien E10,5 und E11,5 angefertigt und mit anti-PhosphoH3
behandelt. In den Kontrollen und den Mutanten wurden die mitotischen Zellen in der Ventrikuldrzone
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detektiert. Es liegt kein Unterschied an PhosphoH3-positiven Zellen bei E10,5 als auch bei E11,5 vor.
Allerdings wurden in den Mutanten weiter lateral in der Vesikelwand des Mittelhirns bei E11,5 im
Bereich der alar/basalen Grenze mitotisch aktive Zellen nachgewiesen (Abb. 28D). Dort befinden sich
normalerweise ausschlielich postmitotische Neuronen. Diese Beobachtung deckt sich mit den
Ergebnissen der Nestin-Tuj-Doppelmarkierung (Abb. 26).
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Abbildung 28: IMH mit PH3 auf Koronalschnitten des Mittelhirns bei E10,5 (A,B) und E11,5
(C-F). Die Anzahl der neuralen Vorldufer ist bei den Mutanten nicht signifikant veréndert. In
den Mutanten sind PH3-positve Zellen in der alar/basalen Grenzregion aufBlerhalb der
Ventrikuldrzone nachweisbar (Pfeil in D). E und F zeigen die Verteilung der PH3-positiven
Zellen in der Ventrikularzone der Basalplatte..

Ermittelung des BrdU-Index

Die weiteren Untersuchungen zum Proliferationsverhalten der neuralen Vorlauferzellen erfolgte unter
Verwendung der Thymidinhalogenanaloga BrdU (2-Bromo-5-desoxyuridin) und IdU
(Iododeoxyuridin), die wahrend der S-Phase des Zellzyklus in die DNA inkorporiert werden Beide
Analoga haben eine relativ kurze Bioverfiigbarkeit und kénnen mit Antikdrpern immunhistochemisch
im Zellkern nachgewiesen werden. Wird eine Zelle BrdU- oder IdU-positiv getestet, so erfolgte zum
Zeitpunkt der exogenen Uridinapplikation die Replikation der DNA, d.h. die Zelle ist durch Teilung
hervorgegangen. Als BrdU-Index wird der prozentuale Anteil markierter Zellen zur Gesamtzellzahl
bezeichnet (Dolbeare and Selden, 1994).

Fiir die Proliferationsstudien des Mittel-und Hinterhirns der Sp8-Nullmutanten wurde den trichtigen
Miittern 100pg BrdU/g Korpergewicht intraperitonal verabreicht. Nach einem 30 miniitigen BrdU-
Impuls wurden die Embryonen des Entwicklungsstadiums E11,5 isoliert und S5pm dicke sagittale
Paraffinschnitte angefertigt, auf denen dann die immunohistochemische Nachweisreaktion der BrdU-
positiven Subpopulation erfolgte. Nach Festlegung der Zéhlregion und der ArealgroBe wurden fiir
sechs aufeinander folgende Schnitte die Zellzahlen bei sechs Individuen bestimmt und anschlieBend
statistisch ausgewertet (t-test). Die Daten sind in Abbildung 29E zusammengefasst.
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Abbildung 29: Untersuchungen zur Proliferation neuraler Vorlauferzellen anhand der Ermittlung des BrdU-Index nach 30 miniitigen BrdU-
Impuls durch IHC auf sagittalen Schnitten bei E11,5. In den Mutanten liegt eine signifikate Erhéhung des BrdU-Index im Mittel-und
Hinterhirn vor (t-test) (E). C und D zeigen die Zihlbereiche mit Gegenfirbung der Zellkerne im ventralen Mittelhirn, die in den Ubersichten
(A,B) vermerkt sind.

Die Abbildungen 29A und B zeigen eine Ubersicht der BrdU-Signale im Mittel- und rostralen
Hinterhirn der Kontrollen und Mutanten. Die BrdU positiven neuronalen Vorlduferzellen sind in der
Ventrikuldrzone des Neuroepithels lokalisiert. In den Abbildungen 29C und 29D sind beispielhafte
Ausschnitte des Neuroepithels dargestellt, die das Areal und die Zéhlregion zur Festlegung der BrdU-
Indices widerspiegeln. Zur Ermittlung der Gesamtzellzahlen wurden die Nuklei mit Propidiumjodid in
rot markiert. Die BrdU-positiven Zellen sind aufgrund der Doppelmarkierung gelb geférbt.

Fiir das ventrale Mittelhirn und das rostrale Hinterhirn der Sp8-Nullmutanten konnte ein signifikant
erhohter BrdU-Index ermittelt werden (Abb. 29E). Im Mittelhirn liegt dieser um 17% hdoher als in der
Kontrolle (Kontrolle: 26%, Mutante: 43%) und im Hinterhirn liegt dieser um 11% hoher (Kontrolle:
30%, Mutante: 41%) als in der Kontrolle. Im dorsalen Bereich der Isthmus-Einbuchtung konnte kein
Unterschied zu den Kontrollen detektiert werden (Kontrolle: 43%, Mutante: 47%).

Studien zur Zellzyklus-Kinetik durch BrdU/IdU Doppelmarkierung

Proliferationsdefekte wéhrend der Embryonalentwicklung konnen durch eine Verdnderung der
Phasenzeiten des Zellzyklus bedingt werden (Tarui et al., 2005).

Die Doppelmarkierung mit BrdU und IdU ermdéglicht die Erstellung von Zellzyklus-Kinetiken
proliferierender Zellen. So kann die Lénge der S-Phase neuronaler Vorldufer anhand eines festgelegten
Zeitintervalles nach der Verabreichung des ersten Uridinderivates bis zur Gabe des zweiten Derivats
ermittelt werden (Burns and Kuan, 2005). Aulerdem kann die Subpopulation an Vorldufern bestimmt
werden, die die S-Phase nach einem bestimmten Zeitintervall verldsst (leaving fraction, L ).
Ermoglicht wird dies dadurch, dass die Uridin-Inkorporation relativ kurze Zeit nach der
Verabreichung detektierbar ist (30 min) und die neuronalen Vorldufer nicht synchronisiert sind, d.h.
dass eine konstante Anzahl an Vorldufern die S-Phase verldf3t (Martynoga et al., 2005) (Shibui et al.,
1989).

Bei Sp§-Nullmutanten konnte ein erhohter BrdU-Index, also eine Erhéhung der Anzahl an in der S-
Phase befindlichen Vorldufern, im ventralen Mittelhirn- und rostralen Hinterhirn im
Entwicklungsstadium E11,5 ermittelt werden (Abb. 29). Um den Einflu8 des Verlustes von Sp8 auf
die S-Phase des Zellzyklus der neuronalen Vorldufern weiter zu untersuchen, wurde die Population der
Leeis nach dem Modell von Martynoga et al.(2005) ermittelt: Den Miittern wurde am Tréchtigkeitstag
11,25 zundchst 100pug IdU/g Korpergewicht intraperitonal verabreicht und nach 1,5h erfolgte dann die
Gabe von 100pg BrdU/g Korpergewicht. Die Isolation der Embryonen erfolgte nach 30min
(Inkorperationszeit (Ti:1,5h) (Abb. 30E). Anschliefend wurden S5pm dicke sagittale Paraffinschnitte
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angefertigt. Der immunhistochemische Nachweis von IdU- und BrdU-positiven Zellen erfolgte mit
den Antikérpern Mouse-Anti-IdU Clone 1U-4 (Caltag) und Rat-Anti-BrdU Clone BU1/75(ICR1)
(abcam). IU-4 detektiert IdU als auch BrdU, BU1/75 detektiert hingegen ausschlieflich BrdU und
zeigt keine Kreuzreaktion mit IdU. Dies und auch die Aktivitdt der Sekunddrantikorper auf
Kreuzreaktionen wurden nachgepriift.

Im ventralen Mittelhirn wurden die markierten Zellen auf sechs aufeinanderfolgenden Schnitten von je
sechs Individuen ausgezdhlt und statistisch ausgewertet (t-test). Die Abbildungen 30A-D zeigen die
markierten Zellen in der Ventrikuldrzone der Kontrolle und der Mutante. Zellen, die sich in der S-
Phase befinden (Scs) sind mit IdU (griin) und BrdU (rot) doppelmarkiert, erscheinen also gelb.
Zellen, die die S-Phase vor der Gabe von BrdU verlassen haben, sind ausschlieBlich durch 1dU
markiert, sie erscheinen griin (L..s). Neurale Vorldufer, die die S-Phase verlassen haben, liegen an der
apikalen Seite der Ventrikuldrzone (zum Ventrikellumen hin) wéhrend die in der S-Phase befindlichen
Vorldufer im basalen Bereich der Ventrikuldrzone liegen.

Das Verhiltnis der Idu-positiven Zellen zu der Gesamtzahl der markierten Zellen wurde ermittelt und
ergab einen signifikanten Unterschied zwischen Mutanten und Kontrollen: Wahrend des Zeitraums 7;
verlassen in Sp8-Mutanten 18% mehr neuronale Vorlduferzellen die S-Phase als in den Kontrollen
(Abb. 30E). Nach dem Modell von Martynoga et al. (2005) konnte auch die Dauer der S-Phase
bestimmt werden:

Ti/Ts: Lcells/Scells entspriCht Ts: Ti/(Lcells/Scells)

Nach dieser Gleichung wurde fiir die Kontrollen eine 7 von 7,1h und fiir die Mutanten von 3,9h
berechnet. Damit scheinen die neuralen Vorlduferzellen im Tegmentum der Mutanten schneller aus
der S-Phase auszutreten, als die der Kontrollen.

Zusammen mit dem erh6hten BrdU-Index, der fiir die Mutanten ermittelt werden konnte, deutet dies
darauf hin, dass die Regulationsmechanismen im Zellzyklus der Vorlduferzellen des Neuroepithels
durch die Inaktivierung von Sp8 gestort sind.

Weitere Zellzyklus-Kinetiken konnten im Rahmen dieser Arbeit leider nicht durchgefiihrt werden.
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Abbildung 30: Doppel-IHC zur Ermittlung der S-Phasenldnge neuraler Vorldufer im ventralen Mittelhirn bei E11,5. In den Mutanten ist
der Anteil der ausschlielich IdU-markierten Vorlaufer wihrend des gleichen Zeitraums (1,5h) signifikant hoher als in den Kontrollen (F).
C,D zeigen die in A,B markierten Zéhlbereiche. In B ist eine Abschniirung der VZ in den Mutanten zu sehen (Pfeil). E stellt das
Injektionsschema von IdU und BrdU dar ( nach (Martynoga et al., 2005).
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Generierung Sp§8-spezifischer Knock-out- und Knock-in- Mauslinien

Generierung der konditionellen Sp8-Knock-out-Mauslinie

Sp8-Nullmutanten zeigen einen multiplen Phénotyp des ZNS und der Extremititen. Die Analyse der
Nullmutanten lieferte wichtige Informationen zu der Funktion von Sp8 in den Organisationszentren
der Embryonalentwicklung. So konnten die Studien von Treichel et al. und die vorliegende Arbeit
helfen, die Beteiligung dieses Transkriptionsfaktores in spezifischen Regelkreisen der Musterbildung
wiéhrend der Entwicklung des Mittelhirns und rostralen Hinterhirns und dem Auswachsen der
Extremititenknospen ndher zu charakterisieren und einzuordnen.

Nun soll anhand einer konditionellen Knockoutlinie eine vertiefende, weiterfithrende zeit- und
gewebespezifische Analyse der Sp§-Funktion ermoglicht werden.

Die Generierung einer gerichtet-transgenen Mauslinie (Knock-out/in) untergliedert sich in drei
Phasen:

1. Klonierung des Targetingvektors

2. Homologe Rekombination in ES-Zellen, Selektion der positiven Klone

3. Generierung von chimiren Méusen durch Aggregation der ES-Klone mit Wildtyp-Morulae

Klonierung des Targetingvektors (Konstrukt)

Von auBerordentlichem Vorteil fiir die Erstellung des Konstruktes war die Tatsache, dass der
kodierende Bereich von Sp& aus drei Exonen besteht, die einen Sequenzbereich von 3,6kb umfasst.
Exonl und 2 sind mit 90, bzw. 100bp relativ klein, Exon 3 ist 2,4kb groB und trigt die funktionelle
Zinkfingerdomédne. Im Vergleich zu vielen anderen Genen, deren Exone auf mehr als 100kb verteilt
liegen konnen (z.B. LmxIa), ermdglicht diese geringe Distanz zwischen den Exonen eine Deletion des
gesamten kodierenden Bereiches. Dazu sollte 5” des codierenden Bereiches die Resistenzkassette mit
loxP-Sequenz und 3" eine loxP-Sequenz eingebracht werden. Dies ermdglicht eine Cre-Rekombinase-
vermittelte Deletion des codierten Bereiches.

Fiir die Generierung des Konstruktes wurden die genomischen Klone gBtxII-6-8,5-1 und gBtx2-2 des
A-Phagenscreens aus der Dissertation von Dieter Treichel (2003) verwendet (Abb. 32). Beide Klone
liegen aufgrund des hohen GC-Gehaltes des Sp8-Lokus in den low copy Vektor plcBS als subklonierte
Fragmente vor, um unerwiinschte Rekombinationsereignisse zu vermeiden. Die genomischen
Sequenzen wurden in die Notl-Schnittstelle des Multilinkers von plcBS einkloniert (D.Treichel,
Dissertation 2003).

Der Klon gBtxII-6-8,5-1 trigt die beiden ersten Exone und 370bp des dritten Exons bis zur strategisch
bedeutenden Notl-Schnittstelle und umfasst zusétzlich 8kb des flankierenden 5'-Sequenzbereiches.
gBtx2-2 triagt den verbleibenden Teil des dritten Exons und 15,4kb des folgenden 3’-
Sequenzbereiches.

Ein Sequenzalignment mit der genomischen DNA des humanen Sp8-Lokus (NCBI GI:
mouse:41471035; human: 10445386) ergab eine hohe Konservierung (iiber 80%) des Sp8-Lokus in
groBBen Sequenzbereichen. Es war sehr wichtig zu vermeiden, dass die Insertionsstellen der
Resistenzkassette und der loxP-Sequenz in einem konservierten Bereich liegt, denn dies hétte zu einer
Zerstdrung von wichtigen, regulatorischen Promotorelementen des Sp8-Lokus fiihren kénnen.

Im 5’-Sequenzbereich konnte eine singuldre HindIII-Schnittstelle identifiziert werden, die nicht
konserviert war und 2,3kb vom Startkodon entfernt lag. In diese wurde die PGK-neomycin-
Resistenzkassette, die von FRT-Sequenzen flankiert ist und eine loxP-Sequenz triagt, aus pK-11
eingesetzt. Zunichst wurde gBtxI1-6-8,5-1 in plcBS mit zerstorter HindIII-Site (HA) umkloniert. Dies
erlaubte eine Linearisierung des Klons mit HindIIl. An der Schnittstelle wurden anschlieBend mit
Hilfe der TADNA-Polymerase blunt-ends (glatte Enden) erzeugt und diese dephosphoryliert, um die
Kassette einsetzen zu konnen. Die 1,8kb grofle Kassette konnte anhand eines Doppelverdaus mit den
Restriktionsenzymen Apal und Sacl aus pK-11 isoliert werden. Dann wurden die Enden mit TADNA-
Polymerase gegléttet und mit dem gedffneten gBtxII-6-8,5-1 ligiert. Die Orientierung der Insertion
wurden durch Restriktionsverdau und DNA-Sequenzierung iiberpriift. Es wurde eine parallele
Orientierung des neomycin-Gens zu Sp8§ ausgewihlt.

Der genomische Klon gBtx2-2 musste zur einfacheren Handhabung und Eliminierung stdrender
Schnittstellen zundchst gekiirzt werden: Dazu wurde der Klon an der singuldren genomischen Pacl-
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Schnittstelle bei 10,5kb geodffnet, die Enden gegléttet und anschlieend ein weiteres Mal mit Notl
(singuldre Schnittstelle) gedffnet. Das Fragment umfasste nun den Rest des dritten Exons und 8,2kb
der 3’-flankierenden Sequenz des Sp&-Lokus. Nach der Dephospholylierung wurde das Fragment in
einen durch Notl und EcoRV gedffneten plcBS mit inaktivierter Kpnl-Schnittstelle subkloniert
(EcoRYV generiert Schnittstellen mit glatten Enden).

Die Insertion der loxP-Sequenz erfolgte mit komplementéren Oligonukleotiden, die zuvor hybridisiert
wurden. Diese sollten in eine Kpnl-Schnittstelle, die 4,6kb in 3'-Orientierung zum dritten Exons liegt,
eingesetzt werden. Diese Stelle wurde ebenfalls zuvor negativ auf eine Konservierung mit dem
humanen Sp8-Lokus getestet.

Zusitzlich zur loxP-Sequenz codieren die Oligonukleotide fiir eine EcoRV-Schnittstelle, die zur
Ermittlung der positiven ES-Zellklone via Southern Hybridisierung dient. Das 5'-Ende der
Oligonukleotide ist kompatibel zu der Kpnl-Insertionsstelle. Das andere Ende wurde so gewdhlt, dass
die Schnittstelle von Kpnl nach der Ligation zerstort wurde (Abb. 31).

EcoRV

S CGATATCATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATAGTAC
CATGGCTATAGTATTGAAGCATATCGTATGTAATATGCTTCAATAT 57

KpnI GGTAC'C
C CATGG

Abbildung 31: Verwendung komplementarer Oligonukleotide zur Insertion der loxP-Sequenz.
In rot ist die Basenpaarung dargestellt, die zur Zerstorung der Kpnl-Schnittstelle fiihrt.

In 1,2kb Entfernung von der Insertionsstelle befindet sich in 5'-Orientierung eine weitere Kpnl-
Schnittstelle. Der Verdau des Subklons von gBtx2-2 mit Kpnl fiihrte zu der Freisetzung dieses
Fragmentes. Die geplante Ligation mit synthetisch-hergestellten Oligonukleotiden erforderte keine
Dephosphorylierung der DNA-Enden. Nach der Ligation mit den hybridisierten Oligonukleotiden
entstand 5" der loxP-Sequenz eine intakte Kpnl-Schnittstelle, wohingegen die 3'gelegene Schnittstelle
zerstort worden war. Die Orientierung des Inserts musste an dieser Stelle durch DNA-Sequenzierung
ermittelt werden. Dabei musste beachtet werden, dass die Orientierung der loxP-Sequenz an dieser
Position der Orientierung der ersten, zuvor mit der Resistenzkassette eingebrachten, loxP-Sequenz
entspricht. Der Klon mit der gewiinschten Orientierung wurde erneut mit Kpnl ge6ffnet (in 5’-Position
zur loxP-Sequenz), dephosphoryliert und das 1,2kb grofle Fragment religiert. Die korrekte
Orientierung wurde Verdau und DNA-Sequenzierung bestétigt.

Das Zusammenfiigen des genomischen Sequenzbereiches von Sp8 erfolgte durch die Isolation des
10,2kb groflen Notl-Fragments des modifizierten gBtxII-6-8,5-1 und die anschlieBende Ligation mit
dem Subklon von gBtx2-2. Dazu wurde der Subklon von gBtx2-2 erneut an Notl geoéffnet,
dephosphoryliert und mit dem NotI-Fragment ligiert. Das Gesamtkonstrukt (Sp 8""®-
Targetingvektor) mit einer Lange von 20,8kb (plus 4kb des plcBS) wurde durch kombinierten
Restriktionsverdau iiberpriift. Die Homologiearme umfassen in 5’-Orientierung 6kb und in 3'-
Orientierung 3,8kb (Abb. 33). Die Uberpriifung der Orientierung der loxP/FRT-Erkennungssequenzen
erfolgte durch die Transformation des Konstruktes in Bakterien der Stimme 294-Cre sowie 294-Flp,
in denen die Rekombinasen stabil exprimiert werden und aktiv sind (Buchholz et al., 1996). Der
anschlieende Restriktionsverdau bestitigte die korrekte Orientierung der Sequenzen.

Fiir die Elektroporation in ES-Zellen wurde der Targetingvektor anschlieBend an der singuldren Xhol-
Schnittstelle des Multilinkers linearisiert und {iber Phenol-Chloroform-Extraktion aufgereinigt.
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Abbildung 32: Schema zur Klonierung des Targetingvekors fiir das konditionelle Knock-out-Allel von Sp8 durch Modifizierung der
genomischen Klone gBtxII-6-8,5-1und gBtx2-2. N, Notl; H, HindIII; R1, EcoR1; R5, EcoRS
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Abbildung 33: Schema zur homologen Rekombination des Sp8™™"*-Targetingvektors mit dem genomischen Sp8-Lokus.

Elektroporation des Konstruktes in ES-Zellen und Detektion der positiven Klone

Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) werden aus der inneren Zellmasse der Mausblastozyste
gewonnen und konnen in Kultur gehalten werden. Kultiviert man sie in Anwesenheit des Leukemia
Inhibiting Factors (LIF), der die Differenzierung der embryonalen Stammzellen hemmt, behalten sie
ihre Pluripotenz.

Die Zellkulturarbeiten wurden nach der Beschreibung von A. Mansouri von S. Mahsur durchgefiihrt
(Mansouri, 2001). 50pg des Targetingvektors wurden in die MPI II-ES-Zellinie des Mausstammes
129/Sv (agouti) (Doetschman et al., 1985) elektroporiert. Die Zellen wurden dann auf die stabile
Integration des Konstruktes mit G418 oder Geneticin selektiert.Es wurden insgesamt 272 Klone
isoliert. Zur Uberpriifung des homologen Rekombinationsereignisses (Abb. 34) wurde genomische
DNA aus den ES-Zellen gewonnen. Fiir die Southern Analyse wurden die Klone mit einer 3'-, einer
5’-externen Sonde sowie einer internen Sonde untersucht. Dies war notwendig, da beide Insertionen
einen homologen Bereich flankieren und es so zu verschiedenen Rekombinationsereignissen kommen
konnte. Die 5’-externe Probe ist ein 550bp grofles PCR-Produkt der Primer 5pgril und Spgrilr aus
genomischer DNA. Bei der 3’-externe Probe handelt es sich um ein 1,9kb groBes Pacl/Eco47I11-
Fragment des genomischen Klons gBtx2-2. Die interne Sonde stellt ein 900bp groBes Spel/Avrll-
Fragment des genomischen Klons gBtxII-6-8,5-1 dar. Der Verdau der genomischen ES-Zell-DNA
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sollte verschiedene FragmentgroBen fiir den WT und die korrekte Rekombination (Rek’) ergeben
(Abb. 34).

Aus 272 Klonen konnten 4 positive Klone ermittelt werden. Da eine korrekte Rekombination ein sehr
seltenes Ereignis ist, ist auch meist nur ein Allel der ES-Zelle betroffen und es handelt sich somit um

floxneo/+
heterozygote Klone (Sp8 "*").
WT- 11 7kb WT- 40kH
Rek* 7kb [ Rek* 9.7kt
RS ‘p1 Al @1Xbalys 62 Xbal kaR5 hkb1 R1 Spel Pacl E47] E
| | | | o — m | L33 | | |
E_2 -- Spgﬂoxneo
1
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Abbildung 34: Southern blot- und PCR-Analyse zur Identifizierung der positiven Klone sowie der Genotypisierung der Mutanten am
Sp8™me_Allel

Morulae-Aggregation von ES-Zellen und Keimbahntransfer

Um chimire Miuse zu erhalten, wurden zwei positive ES-Zell-Klone (GG135 sowie GG179) mit WT
Morulae (NMRI-Mausstamm, weisse Fellfarbe) aggregiert (Wood et al., 1993). Dies wurde nach
Beschreibung von A. Mansouri von J. Krull durchgefiihrt (Mansouri, 2001). Den Morulae musste dazu
die Zona pellucida entfernt werden, anschlieBend wurde das Aggregat 24 h bei 37°C bis zum
Blastozystenstadium inkubiert. Diese wurden in scheinschwangere NMRI-Ammen transferiert. Waren
die Embroynen bis zum 18. Tag nach dem Retransfer
nicht geboren worden, wurde per Kaiserschnitt
entbunden. Viele Jungtiere starben danach, da sie trotz
Wirmplatte und leichter Massage nicht selbstindig
atmen konnten. Nach der Aufzucht (6-8 Wochen nach
der Geburt) konnten fiir die Klone GG135 und GG179
23, bzw. 18 Chimiren unterschiedlichen Grades mit
NMRI-Wildtyp verpaart werden.

Der Grad des Chimirismus kann an der Fellfarbe erkannt
werden. Je hoher der Anteil an dunkler Fellfarbe ist,
desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass die Chimére
die transgene Information in ihren Keimzellen tragt und
somit an ihre Nachkommen weitergeben kann.

Abbildung 35: Chimére Tiere verschiedenen Grades mit
den NMRI-Ammen

Der Keimbahntransfer wurde bei den Nachkommen zuerst anhand der Augen- und nach etwa 10
Tagen anhand der Fellfarbe ermittelt. Méause mit schwarzen Augen und braunem Fell (agouti)
entstammten der Keimbahn der transgenen ES-Zellen, wogegen Méuse mit roten Augen und weissem
Fell nicht dem ES-Zellgenom entstammten. 15% der Chiméren beider Klone waren sehr hoch chimér
(>80%), diese waren allerdings nicht fertil (Abb. 35). Die geringchimidren Méannchen (20-40%)
lieferten 100% heterozygote braune Nachkommen. Diese Tiere (Generation F1) wurden miteinander
verpaart, um homozygote Tiere zu erhalten (genetischer Mischhintergrund). Die Verteilung der
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verschiedenen Genotypen (WT, 25%; Sp8™™™°* 50%; S§p 8"l (2504) entsprach den
Mendelschen Regeln.

Genotypisierung der Sp8""**-Tiere
Die Genotypisierung der Tiere erfolgte nach Isolierung der genomischen DNA aus Schwanzspitzen,
oder den embryonalen Membranen mit einer multiplex-PCR an der Insertionsstelle der neomycin-
Resistenzkassette. Es wurden drei Primer in Kombination eingesetzt, um das WT- und das Sp8"*"-
Allel innerhalb eines PCR-Ansatzes zu detektieren: Bei der Wahl der Primer wurde an die
Standardbedingungen fiir den PCR-Ansatz und das PCR-Programm adaptiert. Primer 61 bindet 5" und
Primer 62 bindet 3° zur HindIII-Schnittstelle. Diese Kombination dient der Detektion des WT-Allels
mit 300bp Grofe. Das Produkt der Primer 61 und 75 weist das Sp8™"*°-Allel mit 720bp GroBe nach.
Primer 75 bindet in der Resistenzkassette im 3 codierenden Bereich des neomycin-Gens (Abb. 34).

Tabelle3: Sequenzen und Schmelztemperaturen der verwendeten Primer

Sequenz (5" — 3) Tm (°C)

5pgri1 CAG AAT GAC TTG TAC CAG GAG 53
5pgrir CCT TCA TCA GGT CTC AAATCT AG 53
61 CCA ATG GGA GAA AAA CAC ACC CCC TCTTACTCC TC 65
62 CCA GCT TCC TGG ACT CTT TCA GTATAG TTT TGA AG 62
75 GCG TGC AAT CCA TCT TGT TCAATG GCC GATC 65
ka CCG TCT TGC CAC TGAGTC TGG C 63
hkb1 TAT CAC CAA GAT TTG GTC TGG AGA AGA TTG CTA GG 62
SprobeF GTT TGT ATT GCA GGT ACG TTG AGC TCG 60
SprobeR GCA GCA AGC ATG GCC AGA GG 60
R1f GTAACATTT CAT GGG TTG TTG GAG 65
R1r GAG GTG GGT TTT AGG TAC AAG G 65
Alle verwendeten Primerkombinationen wurden an das PCR-Standartprogramm adaptiert

Sp8""*_ und Sp8""” X" _Mutanten zeigen einen Phinotyp

Bereits bei den hochchiméren Tieren (>80%) zeigte sich ein leichter Knick in der Schwanzspitze, wie
er bei heterozygoten adulten Sp&8-Knock-out-Mutanten beschrieben wurde (Treichel, Dissertation
2003). Auch bei den heterozygoten Tieren der nachfolgenden Generation lag dieser Phénotyp vor. Die
homozygoten Tiere wiesen zudem eine starke Variabilitidt innerhalb des Phénotyps der Sp§-
Nullmutanten wéhrend der Embryonalentwicklung im ZNS und den Extremitéten auf. Ca. 10% der
Tiere iiberlebten bis in adulte Stadien, sie waren geringfiigig kleiner als der WT, fertil und zeigten
variable Schwanz- und Extremititendefekte (Abb. 36,37). Wie man in Abbildung 36C-F gut erkennen
kann, sind auch die Laufe, insbesondere die Pfoten der Tiere betroffen. Die weiter proximal gelegenen
Extremitédtenelemente (Humerus, Ulna, Radius, Femur, Tibia und Fibula) waren nicht beeintrachtigt.
Nach der Skelettpréparation wurde deutlich, dass eine Kombination aus multiplen Effekten vorlag:
Einzelne Finger/Zehen der Vorder- und Hinterpfoten fehlten, die Finger-/Zehenglieder waren verkdirzt
oder teilweise proximal oder distal fusioniert. Ein iibergeordnetes Kennzeichen war eine starre
Verkriimmung und Versteifung der gesamten Pfote (Abb. 37). Das Sp8™™™°-Allel hat offensichtlich
hypomorphen Charakter, da die Sp&-Funktion noch teilweise erhalten zu sein scheint. Es liegt somit
ein Gen-Dosis-Effekt vor, der der Variabilitit der Defekte zugrunde liegt. Dieses hypomorphe Allel
von Sp&8 eroffnet u.a. eine weiterfilhrende Analyse der Extremitdtendefekte, da die distalen
Extremititenclemente bei den Sp8™™™**™°_Muytanten im Gegensatz zu den Sp8-Nullmutanten
ausgebildet werden. Die Generierung des konditionellen Knock-outs hatte an dieser Stelle der Arbeit
die hochste Prioritdt, deshalb wurden keine weiteren Untersuchungen durchgefiihrt.
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Abbildung 36: Adulte Sp8™ /"™ *°-Mutanten zeigen variable Defekte des Schwanzes und der Extremititen (B-F); A, Kontrolle

Spgﬂoxneo!ﬂnxneo WT Spgﬂoxneo/ floxneo

Spgfloxrm.fﬂuxnen

Abbildung 37: Skelettpriparation der Extremititen zeigt Deletionen und Fusionen einzelner Skelettelemente in adulten Sp8™™ ™.
Mutanten. Dorsaler Blick auf die Vorderldufe (A,B) und Hinterlaufe (C,D); E zeigt die distale Fusion zweier Zehen (Pfeil, sagittale
Aufnahme von D)

Deletion der PGK-neomycin-Resistenzkassette in Sp8"*"*°-Mutanten

Da der gesamte codierende Bereich von Sp8 im Sp8""°-Allel erhalten ist, muss dessen hypomorpher
Charakter durch andere Einfliisse hervorgerufen werden.

Ahnliche Phinome wurden bereits fiir andere Gene beschrieben. Es wird vermutet, dass insbesondere
die neomycin-Resistenzkassette mit PGK-Promotor als cis-regulatives Element einen Einfluss auf
benachbarte Genaktivititen ausiiben kann (z.B durch alternatives Splicen) (Olson et al., 1996),
(McDevitt et al., 1997), (Ren et al., 2002).

Zur Generierung ,sauberer Allele fiir den konditionellen Sp8-Knock-out mussten nun die
Seiteneffekte der Resistenzkassette durch Deletion behoben werden. Dazu wurden Sp8™"*-
Mutanten mit homozygoten Tieren der FlpeR (Flipper)-Linie verpaart (Farley et al., 2000) (Abb. 40).
Diese Maus-Linie exprimiert die Flp-Rekombinase unter der Kontrolle des ROSA26-Lokus ubiquitar
und vermittelt so die Deletion der Resistenzkassette in allen Zelltypen einschlieBlich der Keimzellen.
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Die Verpaarung der Nachkommen (F1) fiihrte zu homozygoten Sp8"-Mutanten (F2), die gemiB den
Mendelschen Regeln verteilt waren. Die Sp8™"*-Mutanten waren normal entwickelt und fertil.
Durch einen weiteren Verpaarungsschritt der Tiere untereinander wurde das Fipe-Gen ausgekreuzt.
Die Genotypisierung der Tiere erfolgte anhand von PCR mit den Primern 61 und 62. Durch das
Rekombinationsereignis verbleiben bei dem Sp8"*-Allel eine FRT-Sequenz sowie die loxP-Sequenz
an der Position der Resistenzkassette. Dadurch kénnen das WT-Allel (298bp) und das Sp8™*-Allel
(407bp) klar unterschieden werden. Dies wurde durch DNA-Sequenzierung bestétigt (Abb. 38).

Charakterisierung des Sp8*-Alleles

Durch die Cre-vermittelte Rekombination an den loxP-Sequenzen entsteht nach der Deletion des Sp8-
codierenden Bereiches das Sp8*-Allel. Dies wurde durch Sourthern Hybridisierung und PCR
bestitigt. Als Sonde diente ein 800bp groBes PCR-Produkt des genomischen Klons gBtx2-2 der
Primer R1f und Rir. Im EcoR1-Verdau markiert die Sonde ein 8kb groBes Fragment fiir das Sp8§™*-
Allel und ein 4kb groBes Fragment fiir das Sp8®-Allel. Die multiplex-PCR mit den Primern 61, hka
und hkbl ergibt ein 420bp groBes Fragment fiir das Sp8™-Allel und ein 348bp groBes Fragment fiir
das Sp8"*-Allel (Abb. 38).
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Abbildung 38: Southern blot und PCR-Analyse zur Genotypisierung der Mutanten am Sp8™™ und Sp8“’-Allel

Uberpriifung des konditionellen Knock-out-Allels von Sp8 durch die CMV-Cre-Rekombinase

Die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des CMV(human cytomegalovirus minimal)-Promotors ist
ubiquitdr aktiv und umfasst auch die Keimzellen (Schwenk et al., 1995). Der Einsatz dieser Cre-Linie
(Standard-Transgen) soll zeigen, dass die Rekombination am Sp8™*-Allel fiir den konditionellen
Knock-out effektiv erfolgt. Die Verpaarung von CMV-Cre/+;Sp8"" -Mutanten mit Sp8™*
Mutanten fiihrte bei CMV-Cre/+;Sp8" ™ Tieren zur Ausbildung der bei Sp8-Nullmutanten
beschriebenen Defekte (Abb. 39B,D). Dies wurde dadurch unterlegt, dass die Uberpriifung der CMV-
Cre/+;Sp8™™*_ Mutanten auf Sp8-Transkripte in der in situ-Hybridisierung negativ verlief (Abb.
39D). Die Verteilung der einzelnen Genotypen entsprach den Mendelschen Regeln Sp8™"
(25%);Sp8"¥1°% (25%); CMV-Cre/+Sp8™™" (25%); CMV-Cre/+,Sp8™1* (25%).
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CMV-Cref+, Spgfioxiflox

Abbildung 39: CMV-Cre/+, Sp8™™ Mutanten entwickeln den
Sp8-Nullphénotyp. In den Mutanten konnte kein Sp8-Transkript
nachgewiesen werden (D, Kontrolle in C).
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Abbildung 40: Ubersicht der durch rekombinasevermittelte Aktivitit entstandenen Sp§-Allele

Konditionelle Inaktivierung von Spé8 in den Vorderextremititen

Eine weitere Moglichkeit zur Kontrolle des konditionellen Sp§-Allels besteht in der Verkreuzung der
Sp8"1*_Muytanten mit der RAR-Cre-Linie (Standard-Transgen). Der Retinoic Acid Receptor-B2
Promoter (RAR-Promotor) aktiviert die Cre-Rekombinase im intermedidren und lateralen Mesoderm
vor E8,5 sowie in der AER der vorderen Extremitdtenknospen bei ab E10,0. In den hinteren
Extremitdtenknospen liegt nur eine sehr geringe Aktivitit des RAR-Promotors vor. In einem
konditionellen Knock-out mit der R4R-Cre-Linie dienen die hinteren Extremitdten somit als interne

Kontrolle (Mendelsohn et al., 1991), (Moon et al., 2000).

Durch die Verwendung der RAR-Cre Linie sollte also in den auswachsenden Vorderextremitdten der
RAR-Cre/+,5p8™"* Mutanten die genetische Situation der Sp8-Nullmutanten nachgeahmt werden.
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Zunéachst wurde die Spezifitit der Cre-Aktivitdt in der Vorderextremititenknospe mit Hilfe der
Reporterlinien hrGFP3/12 und floxedRosa (lacZ) iiberpriift. Bei E9,5 konnte das Reportersignal im
Mesoderm und Ektoderm detektiert werden und bei E10,5 war die Vorderextremititenknospe GFP-
positiv. Im Neuralrohr und den Somiten war die Cre-Aktivitit beginnend auf der Hohe des dritten
Branchialbogens bis zum kaudalen Neuroporus (kaudale Position des NeuralrohrschluB3es)
nachweisbar (Abb. 41).

Erwartungsgemill konnten im Stadium E9,5 in den Vorderextremititenknospen der RAR-
Cre/+,Sp8"™ ™ Mutante keine Sp8-Transkripte anhand von in situ-Hybridisierung detektiert werden,
wohingegen die Sp8-Expressionsdoménen in der Gehirnanlage und der Schwanzspitze der Embryonen
positiv waren (Abb. 42B,D).

A

E95 a
Abbildung 41: Reporterlinienvermittelter Nachweis der RAR-Cre-
Aktivitét in der vorderen Extremitétenknopspe. Verpaarung der RAR-Cre-
Linie mit hrGFP12 (A, Hellfeldkontrolle in B) und floxedRosa (C). D ist
ein transversalen Schnitt durch das Neuralrohr und die vordere

Extremitdtenknospe. Der Ausschnitt in E zeigt das Signal im Ektoderm,
(Pfeil)

WT RAR-Cre/+, Spgfloxiflox

Abbildung 42: Konditioneller Knock-out von Sp§. WMISH dokumentiert
den Verlust der Sp8-Transkripte in den vorderen Extremitidtenknospen und
dem Neuralrohr bei E9,5 in RAR-Cre/+, Sp8"™™*-Mutanten. In den
Gehirnanlagen ist Sp§ normal exprimiert.

Die RAR-Cre/+,Sp8""* Mutanten wurden geboren (Verteilung nach Mendel: 25%), waren fertil und
zeigten einen deutlichen Phinotyp: Ahnlich der Defekte in den Extremititen der Sp8-Nullmutanten
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hatten die RAR-Cre/+,Sp8" " Mutanten nur die proximalen Elemente der Vorderextremititen
(Scapula, Humerus) bis einschlieBlich des Ellenbodengelenkes ausgebildet. Die Hinterextremitdten der
Mutanten waren hingegen voll entwickelt (Abb. 43L,J).

Die Analyse von charakteristischen Markern der auswachsenden Vordextremitdtenknospe der
konditionellen Mutanten spiegelte die fiir die Extremitdtenknospen der SpS8-Nullmutanten
beschriebene Situation wider (Treichel et al., 2003): Es kommt zwar zur Induktion, aber nicht zur
Aufrechterhaltung der Expression von Fgf8 in der AER und Fgf70 im Mesenchym. Dies trifft ebenso
fiir die Aktivitit von Shh, Hoxdl2 und Bmp4 zu. Auch Fgf4 war in der AER der
Vorderextremititenknospe nicht nachweisbar und der mesenchymale Ventralmarker Lmx1b zeigte eine
dorsale Expansion (Abb. 43 und Daten nicht gezeigt).

Die Abbildungen 43D und 43H zeigen die Reduktion des Fgf8-Signals in der AER der Mutanten bei
E10,0 und E12,5. Bei E10,0 sind noch wenige Fgf8-positive Zellen in der AER nachweisbar, bei
E12,5 hingegen ist die vordere Extremitdtenknospe schon deutlich gestaucht und keine Fgf8-
Expression ist mehr nachweisbar. Die hintere Extremitdtenknospe dient als interne Kontrolle und zeigt
das Fgf8-Signal in der AER.

Die RAR-Cre/+,Sp8""* Mutanten weisen auBerdem einen leichten Knick in der Schwanzspitze auf,
der wahrscheinlich durch den Verlust von Sp§ iiber grofle Teile des Neuralrohrs hinweg bedingt wird
(Abb. 431).

WT RAR-Cre+, Spgfox!flox WT RAR-Cre/+, Spgfox/flox

WT

Abbildung 43: In RAR-Cre/+, Sp8™™-Mutanten wird die Fgf8-Expression induziert, aber nicht stabilisiert. Bei E10,5 sind noch wenige
Zellen der AER positiv fiir Fgf8 (Ausschnitt aus B in D, Kontrolle in A,C), aber bei E12,5 kann es nicht mehr detektiert werden
(Ausschnitt von F in H, Kontrolle ). Dies fiihrt zu der Verstimmelung der auswachsenden Extremitdtenknospe und resultiert in der
Deletion distaler Vorderlaufelemente (Stadium P3 in 1,J). A-H WMISH-Préparate, J, Skelettpréparation

Konditionelle Inaktivierung von Sp8 wihrend der Mittel- und
Hinterhirnentwicklung

Zur nédheren Charakterisierung der Bedeutung von Sp8 wihrend der Mittel- und
Hinterhirnentwicklung soll Sp8 unter der Verwendung der Enl““*-Linie inaktiviert werden. Dieser
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Versuchsanstz soll eine nédhere Einordnung von Sp§ in das komplexe genetische Netzwerk am IsO
ermoglichen.

Die Enl""-Linie stellt einen Knock-in des Rekombinasegens in den Enl-Lokus dar (Kimmel et al.,
2000; Li et al., 2002). Die Enl““*-Rekombinase ist ab E8,5/9,0 im Neuroepithel der Mittel- und
Hinterhirnanlage in der charakteristischen Expressionsdomdne von En/ aktiv. Diese Doméne
iiberlappt mit der Expression von Sp8 an der MHG sowie im Mittel- und anterioren Hinterhirnareal.
AuBerhalb des ZNS ist Enl noch in der AER nachweisbar. Abb. 44A zeigt die Aktivitit der Enl<"-
Rekombinase durch Verkreuzung mit der Reporterline floxedRosa bei E9,5.

Der erfolgreiche partielle Knock-out von Sp8 konnte in den En <" ,Spg™o¥x

-Mutanten bestétigt

werden: Die in situ-Hybridisierung bei E9,5 und E10,5 zeigte keine Sp8-Transkripte an der MHG,
dem Mittelhirn und dem anterioren Hinterhirn (Abb. 44B-E). Die Enl““" ,Sp8"/"*.Mutanten waren
entsprechend der Mendelschen Regeln in den Wiirfen verteilt (25%), sie wurden geboren und waren
fertil.

En.’cre.h, S 8ﬂox.fﬂox Enorcreh, Spgﬂox.fﬂox

Abbildung 44: In der En1““*-Linie ist die Rekombinase im Mittelhirn, der MHG und im anterioren'Hinterhirn aktiv (A, Verpaarung mit
floxedRosa, B-Gal-Firbung). Sp8 ist in den Enl“*, Sp8"™* Mutanten innerhalb dieser Bereiche nicht nachweisbar (Ausschnitte aus B
in D (E9,5) und von C in E (10,5)).B-E sind WMISH-Préiparate.

Zunichst wurden charakteristische Markergene der MHG anhand whole-mount in sifu-Hybridisierung
bei E10,5 betrachtet. Die Expressionsdoménen von Gbx2, Otx2, Fgf8, Wntl sowie Enl waren in den
Enl" Sp8""*_Mutanten nicht verindert (Abb. 45 und Daten nicht gezeigt). Aufgrund der
Tatsache, dass die Tiere geboren wurden und fertil waren, wurde auch kein wesentlicher Defekt in der
Musterbildung an der MHG erwartet.
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wWT En 1c(ef+’ Spgﬂox.fflox wWT En-;creh, Spgﬂoxtﬂox

Abbildung 45: Die Analyse charakteristischer MHG-Marker zeigt bei den Enl<**, Sp8"™* Mutanten keine Verinderung bei E10,5. A-E
sind WMISH-Préparate. Doppel-ISH der angegebenen Marker mit Hoxa?2

Engrailed-Gene sind Schliisselfaktoren fiir die Induktion, Differenzierung und Stabilisierung der
dopaminergen Neuronen im ventralen Mittelhirn (Simon et al., 2004). Sp8 konnte in der vorliegenden
Arbeit als Kontrollelement fiir die Positionierung der MHG als auch der Musterbildung und der
Neuronenspezifizierung an der MHG/IsO sowie der Proliferation im ventralen Mittelhirn identifiziert
werden. Die Analyse der dopaminergen sowie der serotonergen Neuronenpopulationen an der MHG in
Enl“*"* Sp8™™*_Mutanten sollte auf mogliche Interaktionen beider Transkriptionsfaktoren in der
Differenzierung dieser Neuronenpopulationen hinweisen. Dazu wurden von Embryonen des Stadiums
E11,5 sagittale und koronale Schnitte angefertigt. Auf nachfolgenden Schnitten wurde je TH und
Serotonin immunohistochemisch detektiert (Abb. 46). Wie in den Abbildungen 46B,D und F zu sehen
ist, fithrt der konditionelle Knock-out von Sp8 unter der Kontrolle von En/ zu keiner Verdnderung in
der GroBe oder der Position beider Neuronenpopulationen.

WT En 1c(e/+, Sp gfox! flox

Enjc(eh, spgﬂox!ﬂox

5-HT

Abbildung 46: Detektion der dopeminergen (A,B, E,F) und serotonergen (C,D) Neuronenpopulationen auf sagitalen und
koronalen Schnitten bei E12,5. Es liegt kein signifikanter Unterschied in der GroBe und Position der Doménen bei den
Enl* Sp8™™* Mutanten und den Kontrollen vor.

Auch WntI-Cre/+,Sp8""* Mutanten wurden generiert. Die Wntl-Cre-Linie (Danielian et al., 1998)
ist ab E8,5/9,0 in der charakteristischen Doméne von Wntl aktiv und {iberlappt so an der MHG und in
Teilbereichen des Mittelhirns mit Sp8. Die Wntl-Cre/+,Sp8™"*-Mutanten wurden geboren, waren
fertil und zeigten in der Analyse wichtiger MHG-Marker (basierend auf WMISH) ebenfalls keine
Unterschiede zu den Kontrollen(Abb. 47).
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Betrachtet man diese Ergebnisse gemeinsam, so fiihrt die konditionelle Inaktivierung von Sp8 durch
Enl oder Wntl nach E8,5/9,0 offensichtlich zu keiner Beeinflussung der untersuchten Marker und
Neuronenpopulationen an der MHG.

WT Wnt1-Cre/+, Spgfioxiflox WT Wnt1-Cref+ , Spgioxiflox

: A
Abbildung 47: WMISH-Prédparate von Otx2, Fgf8 und Wntl dokumentieren die unverdnderte Expressionsdoménen dieser MHG-Marker in
WatI-Cre/+,Sp8™ "“Mutanten bei E10,5.

Generierung der Sp8-Knock-in Mauslinie

Als weitere Mauslinie fiir die Untersuchung der Sp8-Funktion sollte eine Cre-Linie generiert werden,
die unter der Kontrolle der Sp8-regulativen Elemente aktiv ist. Dazu sollte eine induzierbare Cre-
Rekombinase in das Leseraster des Sp8-Gens integriert werden. Bei dieser Strategie wird die
kodierende Sequenz des Sp8-Gens durch die der CreERT2-Rekombinase ersetzt.

Die Sp8-Knock-out Mausline wurde bereits erfolgreich nach diesem Prinzip von D. Treichel generiert,
indem der Sp8-codierende Bereich durch das lacZ-Gen ausgetauscht wurde (D.Treichel, Dissertation
2003).

Deshalb sollte bei der Cre-Knock-in Klonierungsstrategie, insbesondere fiir die Position der Insertion,
an dem Knock-out-Modell angelehnt gearbeitet werden.

Klonierung des Targetingvektors (Konstrukt)

Als Grundlage fiir die Klonierungsstrategie dienten erneut die genomischen Klone gBtxII-6-8,5-1 und
gBtx2-2 (Abb. 32).

Der Klon gBtxII-6-8,5-1 trdgt das Startcodon des Sp§-Rasters. Nur 14bp in 5’Orientierung entfernt
befindet sich eine BstXI-Schnittstelle, in die ein spezifischer Oligonukleotid-Linker einkloniert wurde,
um die Ubernahme des Sp8-Leserasters in das der Rekombinase zu gewihrleisten (Abb. 49).

Die Kontrollen von Orientierung und Sequenzabfolge im Rahmen der verschiedenen
Klonierungsschritte erfolgten durch Restriktionsverdau und/oder DNA-Sequenzierung.

Zunéchst wurde der Klon gBtxII1-6-8,5-1 in 5 Orientierung um 3kb gekiirzt, um stérende Schnittstellen
fiir die folgende Kloniuerungsstrategie zu entfernen. Dies geschah durch eine Subklonierung des 4,6kb
groflen Pacl/Notl-Fragmentes von gBtxII-6-8,5-1 in einen modifizierten plcBS-Vektor. Der plcBS-
Vektor wurde mit Pstl gedffnet, die Schnittstelle mit der T4-Polymerase geglittet und anschlieBend
mit Notl geschnitten. Dadurch blieb nur die Notl-Schnittstelle intakt. Das gleiche Prinzip erfolgte auch
fiir das Pacl/Notl-Fragment, um die NotI-Schnittstelle beizubehalten und eine gerichtete Ligation des
Inserts zu ermoglichen (Abb. 48,1.). Der Subklon wurde danach mit BstXI gedffnet (Abb. 48,2.), fiir
das drei Schnittstellen vorliegen. Es wurden zwei Fragmente freigesetzt: Ein 1,9kb grofles Fragement,
das die ersten beiden Exone und 20bp des dritten Exons umfasst. Aulerdem wurden die verbliebenen
350bp von Exon3 deletiert, die sich in 3 Orientierung an die BstXI-Stelle anschlieBen, in die der
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Linker eingestezt werden soll. Dies wurde durch die BstXI-Schnittstelle im Multilinker von plcBS
ermoglicht.

Nach der Ligation des Subklons wurde erneut an der BstXI-Position gedffnet und der Linker
eingesetzt. Dieser war an beiden Enden BstXI kompatibel, erzeugte jedoch eine zerstorte BstXI-
Schnittstelle. Dies war fiir die gezielte Religation des 1,9kb groBBen Fragmentes essentiell. Es wurden
diejenigen Klone identifiziert und ausgewéhlt, die die intakte BstXI-Schnittstelle in 5’-Orientierung
aufwiesen (Abb. 48,3.).

Der Linker verfiigte zudem {iber fiinf Schnittstellen (EcoR1, EcoRS5, Eco4711l, Nhel, Ascl), die die
Klonierung der weiteren Elemente ermdglichen sollten. Die Basenabfolge des Linkers wurde so
gewihlt, dass die Leseraster von Sp8§ und Cre ineinander laufen. Dazu musste zusétzlich ein Cytosin
zwischen die intakte BstXI-Stelle und die EcoRI-Schnittstelle eingebracht werden. Das 2kb grofle
Cre-Gen aus dem Plasmid CreERT2 wurde durch Verdau mit EcoRI isoliert und in die EcoR1-
Schnittstelle eingesetzt (Abb. 48,4.). Die Ligation mit kompatiblen Enden war fiir diesen
Klonierungsschritt auBBerordentlich wichtig, denn dies gewéhrleistete die Angleichung des Leserasters
und vereinfachte die Insertion des Cre-Gens, dessen Klonierung als problematisch gilt.

Im nichsten Schritt wurde das 1,9kb grofle BstXI-Fragment in die 3’intakte BstXI-Stelle religiert
(Abb. 48,5.). Anschlieend wurde das 200bp grofle Polyadenylierungssignal (polyA, pA) als PCR-
Produkt aus CreERT2 in die EcoR5-Position des Linkers eingesetzt (Abb. 48,6.). Dabei wurde die
EcoR5-Stelle zerstort. In die Eco47111-Stelle wurde die pGK-neomycin-Resistenzkassette in
gegenldufiger Orientierung zum Cre-Gen eingesetzt (Abb. 48,7.). Die Kassette stammte aus pK11 und
wurde durch Verdau mit Sall und Sacl isoliert (die Enden wurden durch T4DNA-Polymerase
gegelittet). Diese Verdaukombination fiithrt dazu, dass nur die FRT-Erkennungssequenzen, die
neomycin flankieren, libertragen werden. Um Stérungen der Cre-vermittelten Rekombination zu
vermeiden, sollte die einzelne loxP-site nicht in das Konstrukt iibernommen werden.

Als letzten Klonierungsschnitt folgte die Insertion des 9kb groBen Nrul/Pacl-Fragmentes aus gBtx2-2
in die Nhel-Position durch Ligation der zuvor geglitteten Enden (Abb. 48,8.). Diese 9,2kb stellen den
3’-Homologiearm des Konstruktes dar. In 5'Orientierung bildet der 4,6kb groBe Pacl/BstXI-Bereich
den Homologiearm, der u.a. die beiden ersten Exons und 20bp des dritten Exons umfasst (Abb. 50).
AnschlieBend wurde das Konstrukt zur Uberpriifung der FRT-Erkennungssequenzen in 294-Flp-
Bakterien transformiert und durch Restriktionsverdau charakterisiert.

Die Linearisierung des Targetingvektors erfolgte an der Ascl-Schnittstelle des Linkers. Nach der
Phenol-Chloroform-Aufreinigung wurden 50pg des Konstruktes in ES-Zellen elektroporiert.
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Abbildung 48: Klonierungsschema fiir das Sp8<“**"*Allel.. Restriktionsschnittstellen: N, Notl; B, BstXI; H, HindIIl; R1, EcoR1; RS,
EcoR5; 47111, Eco4711l; A, Ascl; S, Sacl

Elektroporation des Konstruktes in ES-Zellen und Detektion der positiven Klone

Das Konstrukt wurde in MPI 1I-ES-Zellen des Mausstammes 129/Sv (agouti) elektroporiert. Nach der
Selektion wurden 296 Klone isoliert und durch Southern Hybridisierung auf homologe Rekombination
(Abb. 51) charakterisiert.

Dazu wurde eine 5’externe sowie eine interne Sonde verwendet. Als externe Sonde dient ein 1,1kb
grofles EcoRI/Pacl-Fragment, das aus einem Subklon von gBtxII-6-8,5-1 gewonnen wurde und in
Verbindung mit einem Xbal-Verdau ein 13,5kp grofles WT-Fragment anzeigt. Im Falle einer positiven
homologen Rekombination detektiert diese Sonde ein 10,5kb grofles Fragment. Die interne Sonde ist
ein 700bp grofes PCR-Produkt der Primer SprobeF und SprobeR aus gBtxII-6-8,5-1, das zwischen
dem ersten und zweiten Exon bindet und in Kombination mit einem Sacl-Verdau ein 9,0kb groBes
Fragment fiir das WT-Allel und ein 2,9kb grofles Fragment fiir das korrekte Rekombinationsereignis
anzeigt (Abb. 51). Aus 296 Klonen konnte 2 positive, heterozygote Klone (Sp8<“**™*) ermittelt
werden.

RS ABstXI

5 'CTGGCGAATTCCGATATCCAGCGCTAGCTAGCGGC GCGCCTRARACTCCT
AGGAGACCGCTTAAGGCTATAGGTCGC GATCGATCGCCGCGCGGATTIG 57

B

5°CCC CCC ACT CCT CTG GCC ATG CTT GCT Spd
57AGG GC C ACC ATG TCC AAT Cre
5°CTG GC C ACC ATG TCC AAT Spd/Cre

Abbildung 49: Sequenz des Multilinkers zur Klonierung des CreERT2-Rekombinasegens in das Leseraser
von Sp8 (A). Der Ubergang der Leseraser ist in B dargestellt.
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Abbildung 50: Schema zur homologen Rekombination des Sp8““**"*-Targetingvektors mit dem genomischen Sp8-Lokus
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Abbildung 51: Souther blot- Analyse zur Identifizierung der positiven Sp8““***-Klone

Morulae-Aggregation von ES-Zellen und Keimbahntransfer

Es wurde zundchst ein Klon aggregiert (GGA-40). Die Aggregation und die Ermittlung des
Keimbahntransfers erfolgten anhand des Prozesses, der bereits fiir die konditionelle Knock-out-Linie
weiter oben beschrieben wurde.

10% der Chiméren waren sehr hoch chimér (>80%). Wie zuvor bei der konditionelle Knock-out-Linie
beobachtet werden konnte, lieferten auch die geringchimédren Ménnchen (20-40%) des Knock-in's
100% heterozygote braune Nachkommen.

Genotypisierung der Sp8““**™**_Tiere
Die Uberpriifung des Genotyps der Sp8““**™*_Tiere erfolgte durch Cre-PCR.
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SpSC”ERTZ/ "-Tiere zeigen den typischen Schwanzspitzenphinotyp der heterozygoten Sp8-Knock-

out Mutanten

Schon vor der Verpaarung der heterozygoten Sp -Tiere zeigte sich bei circa der Hélfte der
Tiere ein Charakteristikum des Funktionsverlustes von Sp&: Die geknickte Schwanzspitze bei
heterozygoten Tieren.

Erwartungsgemal zeigten 25% der Nachkommen aus der Verpaarung von Sp
multiplen Phianotyp der Nullmutanten.

8 CreERT2/+

SCreERTZ* Tieren den

Induktion der Rekombinasenaktivitit durch Tamoxifen

Parallel zur Verpaarung der Sp8““*®™*_Tiere mit der FlpeR-Linie (Deletion der Resistenzkassette)
wurden erste Tests zur Sp8-spezifischen Aktivitit der Sp8-Cre-Rekombinase durchgefiihrt.

Die CreERT2-Rekombinase ist ein Fusionsprodukt der Cre-Rekombinase mit einer mutierten
Ligandenbindungsdomine (LBD) des Ostrogenrezeptors (ER) am C-Terminus der Rekombinase (Feil
et al., 1997) Das Fusionsprotein wird im Zytosol an zwei Molekiile des Hitzesckockproteins HSP90
gebunden, dies verhindert den Transport in den Zellkern (als Ort der Rekombination).

Erst nach Applikation und Bindung des Liganden (Tamoxifen) an das Fusionsprotein wird HSP90
freigesetzt und das Fusionsprotein wird in den Zellkern transportiert und so aktiviert.
4-Hydroxy-Tamoxifen (Sigma) ist ein synthetisches Steroid und fettloslich. Daher musste es in
vorgewarmtem (42°C) Planzendl geldst werden, bevor es den trachtigen Weibchen verabreicht werden
konnte. Dies erfolgte entweder unter Verwendung einer Magensonde oder durch peritoneale Injektion.
Allgemein lédsst sich sagen, dass die Injektion die effektivere Methode ist, da die Aufnahme des
Steroids gleichméBig erfolgt. Die Verabreichung mit der Magensonde gewihrleistet dies kaum, da
teilweise relativ groBe Mengen (bis zu 600ul) Ol verabreicht werden miissen, was hiufig zu
Durchfillen fiihrte. Daneben stellt die Injektion auch die schonendere Methode fiir das Tier dar.

Die Literaturangaben iiber die zu verabreichenden Mengen sind sehr unterschiedlich. Santagati und
Kollegen verwenden bei der Verabreichung via Magensonde abhédngig vom Tréichtigkeitstag
unterschiedliche Mengen an Tamoxifen (von 5mg bei E7,0 bis zu 10mg bei E11,0) (Santagati et al.,
2005). Bei der Injektion werden geringere Mengen eingesetzt. Fossat et al. verwenden z.B. 1mg pro
20g Korpergewicht des Weibchens ab Trachtigkeitstag 10,5 (Fossat et al., 2006) und Hayashi und
Mahon injizieren bis zu 9mg Tamoxifen bei E8,5 (unter Verwendung der im Vergleich zu ERT2
weniger effektiven ERT-Ligandendoméne) (Hayashi and McMahon, 2002).

Die Ermittlung der effektivsten Menge an Tamoxifen fiir die Mauslinie ist sehr wichtig, denn eine zu
hohe Gabe an Tamoxifen kann zu einer erhdhten Abortrate fithren, wohingegen eine Aktivierung der
Rekombinase bei zu geringen Mengen nicht ausreichend gewihrleistet ist.

Das Cre-vermittelte Rekombinationsereignis kann 24 Stunden nach der Tamoxifengabe durch
Reportergene dokumentiert werden.

Zu diesem Zweck wurden Weibchen der Sp -Linie mit der floxedRosa Reporterlinie verpaart
und am Tréichtigkeitstag E9,5 mit 2mg Tamoxifen (Stock: 10mg/ml) behandelt (Injektion). Nach 30h
wurden die Embryonen isoliert und der B-Gal-Firbung unterzogen. Die Sp8““®*™*  floxedRosa/+-
Tiere (gemédB Mendelscher Verteilung 12,5%) zeigten mosaikartige P-Gal-Farbung in den
charakteristischen Sp&-Expressionsdomédnen bei E10,5-11 (Abb. 52): In den Hemisphédren des
Telenzephalons (Abb. 52C,E), der nasalen Plakode (Abb. 52E), in der Retina (Abb. 52C), an der MHG
(Abb. 52D), an der AER (Abb. 52G) und dem Riickenmark (Abb. 52F,H).

Die B-Gal-Firbung bei Kontroll-Sp8““**™*_floxedRosa/+-Tieren ohne Tamoxifenbehandlung verlief
erwartungsgemal negativ und bestétigte die ligandenabhéngige Aktivitdt der Rekombinase in diesem
System.

In einem néchsten Testansatz wurden den Miittern bei Trichtigkeitstag E8,5 6mg Tamoxifen mit der
Magensonde verabreicht. Dies fithrte bei den behandelten Weibchen zum Abort und massiven
Durchfillen.

Anschliefend wurden SpSC'EERTZ/ "-Weibchen mit hrGFP12-Minnchen verpaart und bei E9,5 mit 4mg
Tamoxifen behandelt. Die Embryonen wurden bei E10,5 und E12,5 isoliert und auf GFP untersucht
(Abb. 53). Dabei konnte das GFP-Signal in den charakteristischen Sp8-Expressionsdoménen detektiert
werden (Abb. 53). Im Unterschied zu der f3-Gal-Farbung (Abb. 52) konnte die Farbung auch im
ventralen Mittelhirn detektiert werden. Daneben zeigte sich ein mosaikartiges Signal im Herzen (Abb.
53B). Das Signal scheint jedoch fiir eine Hintergrundfiarbung im Vergleich zu den anderen Doménen
zu kriftig zu sein. Die AER war allerdings nicht GFP-positiv. Dies konnte dadurch erklirt werden,

8C reERT2/+
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dass die AER eine ektodermale Struktur ist, die wéhrend der Priparation zerstort worden sein konnte.
Es konnte auch sein, dass die GFP-Signalintensitit des Gewebes nicht ausreicht, um erfasst zu werden.
SchlieBlich ist das GFP-Signal nur von kurzer Dauer, wohingegen die p-Gal-Farbung stabil bestehen
bleibt und so auch einzelne Zellen iiber einen langen Zeitraum nachgewiesen werden kdnnen.

Bei E12,5 konnte ein starkes Signal in den telenzephalen Hemisphiren, im Tegmentum und dem
kaudalen Riickenmark detektiert werden (Abb. 53E-M). Die Extremitdten waren auch hier wieder
weitgehend GFP-negativ.

A

Abbildung 52: Reportergenvermittelte Detektion der CreERT2-
Rekombinasenaktivitit unter der Kontrolle von Sp8 nach Induktion durch 2mg
Tamoxifen bei E9,5. Der Sp8™“#*-Kontrollembryo in D zeigt das f-Gal-Signal in
den Sp8-Expressionsdominen. Das Signal ist bei Sp8““**™* floxedRosa/+
Mutanten in den charakteristischen Doméanen mosaikartig detektierbar.
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Abbildung 53: In Sp8“**™”*, hrGFP12/+ Mutanten ist das GFP-Signal nach der Gabe von 4mg Tamoxifen an Trichtigkeitstag 9,5 der
Miitter in den charakteristischen Doménen von Sp8 bei E10,5 (B,D) und E12,5 (F,H,K,M) nachweisbar. Die korrespondierenden
Hellfeldaufnahmen der Embryonen sind in A,C,E,G,J und L dargestellt (10,5: A,C und 12,5: E,G,J,L). In I ist ein Sp8“““*-Kontrollembryo
mit B-Gal-Farbung gezeigt.

Die Injektion von 6mg Tamoxifen am Trichtigkeitstag 7,5 nach der Verpaarung der Sp8<ER™*.

Weibchen mit floxedRosa-Miannchen fiihrte zu einer Verdichtung des (-Gal-Signals bei E9,5, das
jedoch immer noch mosaikartig erschien. Uber das gesamte Neuralrohr hinweg lieB sich die p-Gal-
Farbung nachweisen (Abb. 54A). AuBBerdem konnte in der otischen Plakode und der auswachsenden
Vorderextremititenknospe P-Gal-Farbung detektiert werden (Abb. 54C,D,F). In einem
Kontrollembryo (Sp8““"; heterozygoter Knock-out) sind diese Bereiche ebenfalls positiv (Abb. 54B).
Der Blick von dorsal zeigte, dass das intermedidre Mesodem [-Gal-negativ waren (Abb.5 4C,D).

Abbildung 54: Die Gabe von 6 mg Tamoxifen am Trachtigkeitstag 7,5 der
Miitter fithrt zu einem dichten Signalmosaik in Sp8““*™*” floxedRosa/+
Mutanten. In B ist ein Sp8““"-Kontrollembryo mit B-Gal-Firbung
dargestellt.
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Konditionelle Selbstinaktivierung von Sp8

Sp8ERT _Weibchen wurden mit Sp8™™*-Minnchen verpaart und am Trichtigkeitstag 5,5 mit 6mg
Tamoxifen behandelt. Dies stellt eine zeitspezifische konditionelle Inaktivierung des sps-Gens unter
seinen eigenen Kontrollelementen dar. Anhand dieser kontrollierten Selbstinaktivierung untersuchten
Fossat und Kollegen die Rolle und Funktion von Otx2 zu gezielten Zeitpunkten wihrend der
Embryonalentwicklung (Fossat et al., 2006).

Die Analyse der Sp8“®*™ " Embryonen bei E12,5 ergab einen multiplen Phénotyp, der jedoch-
bedingt durch den Zeitpunkt der Tamoxifenbehandlung- nicht exakt dem Phénotyp der Nullmutanten
entsprach: Ubereinstimmend sind die schweren Defekte der Gehirnanlagen (Reduktion der
Vorderhirnanlage, Exenzephalie auf Hohe der Zwischen-, Mittel- und Hinterhirnanlage; Abb. 55B,D)
sowie die Verkiimmerung und die abnorme Form der Extremitidtenknospen (Abb. 55F). Abweichend
ist jedoch, dass keine Reduktion der rostrokaudalen Achse vorlag, d.h. das Neuralrohr kaudal der
Hinterextremitéten nicht in einer Spina bifida endet, sondern normal erhalten bleibt (Abb. 55B).

WT SpgcreERTZfﬂox

Abbildung 55: Nach Verabreichung von 6mg Tamoxifen am Tréchtigkeitstag 5,5
entwickeln die Sp8““**™**_Muytanten einen charakteristischen multiplen Phinotyp. F zeigt
die gestauchten Extremititenknospen der Mutanten.
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Fasst man diese ersten Testergebnisse zusammen, so kann eine SpS§-Spezifitit der CreERT2-
Rekombinase bestétigt werden. Im Rahmen dieser Arbeit konnten keine weiteren Testreihen
durchgefiihrt werden.
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Die meisten der bislang bekannten Entwicklungskontrollgene, die die Musterbildung im ZNS
kontrollieren, sind phylogenetisch hoch konserviert und bilden in Drosophila und der Maus Orthologe.
Die Inaktivierung dieser Gene fiihrt bei beiden Organismen zur Ausbildung von &hnlichen Defekten
und Entwicklungsstorungen vergleichbarer Systeme in Korrelation zu ihrem Expressionsmuster.

Die Musterbildung entlang der anteroposterioren Achse des zundchst unsegmentierten Neuralrohrs
wird in Vertebraten durch lokale Signalzentren, sog. Organisatoren, gesteuert. Ein bedeutendes und
sehr gut untersuchtes Signalzentrum ist der Isthmusorganisator (IsO), der sich an der Mittelhirn-
Hinterhirngrenze (MHG) formiert und die Entwicklung des Mittel- und anterioren Hinterhirns
kontrolliert. Die IsO-Funktion wird durch ein komplexes genetisches Netzwerk moduliert, das
verschiedene Transkriptionsfaktoren und sezernierte Faktoren umfasst (Raible and Brand, 2004).

In dieser Arbeit wurde ein neues Mitglied dieses Netzwerks vorgestellt und untersucht: Sp8 oder
mBtd, das murine Ortholog zu Drosophila buttonhead. Dieser hochkonservierte Spl-Zinkfinger-
Transkriptionsfaktor ist bereits wéhrend der Gastrulation im Neuroektoderm aktiv. Anschliefend wird
er in fast allen bekannten Organisationszentren des ZNS (auBer der ZLI) gemeinsam mit dem
Signalfaktor Figf8 exprimiert. Eine Interaktion beider Faktoren konnte bereits auflerhalb des ZNS in
der AER der auswachsenden Extremitidtenknospen beschrieben werden (Treichel et al., 2003) (Bell et
al., 2003). Die fiir diese Studien generierten Sp8-Nullmutanten entwickelten neben den Defekten in
den Extremitéten noch einen schweren Phénotyp der Gehirnanlagen.

Mit Hilfe dieser Mutanten sollte die Funktion von Sp&8 wiahrend der Entwicklung des
Mittelhirn/Hinterhirnareals, insbesondere beziiglich einer moglichen Wechselwirkung mit Fgf8,
charakterisiert werden.

Sp8

FgrB

Abbildung 56: Synexpression von Sp8 und Fgf8 in Organisationszentren des ZNS und der Extremititen wihrend der Entwicklungsstadien
E7,5 (AE), E8,0 (B,F), E9,5 (C,D) und E10,5 (D,H). AER, Apikale Ektodermale Leiste; MHG, Mittelhirn-Hinterhirn-Grenze; ps,
Primitivstreifen; Sk, Schwanzknospe, Va, Vorderhirnanlage (u.a. modifiziert nach (Crossley and Martin, 1995), (Treichel et al., 2003))

Sp8 ist ein neues Mitglied des genetischen Netzwerks am IsO

Sp8 reguliert die anteroposteriore Positionierung der MHG, bzw. des IsO

Die anteroposteriore Position der MHG, bzw. des IsO wird durch die reziproke Repression der beiden
Homeoboxgene Otx2 und Gbx2 bestimmt. Die Grenzbildung durch den Antagonismus dieser beiden
Faktoren ist essentiell fiir die Etablierung des scharf begrenzten Expressionsmusters am IsO und damit
der IsO-Funktion. Dazu zdhlen insbesondere die aneinandergrenzenden Expressionsdominen der
sezernierten Faktoren Fgf8 und Watl anterior und posterior der MHG (Ubersichtsartikel (Simeone et
al., 2002) (Joyner et al., 2000)).

Der Verlust von einem der beiden Faktoren resultiert in der Expansion des Antagonisten. So fiihrt die
Inaktivierung von Ofx2 zur rostralen Expansion der Gbx2-Doméne bis in das Zwischenhirnareal und
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zur Expansion des rostralen Hinterhirns nach anterior (Acampora et al., 1998). In Gbx2-Nullmutanten
ist die Otx2-Doméne bis in Rhombomer3 expandiert und das rostrale Hinterhirnareal entwickelt
Mittelhirncharakter (Wassarman et al., 1997). Otx2(hOtx1’/ hOtx1?)/Gbx2-Doppelmutanten bilden
weder Vorder- noch Mittel- und Hinterhirnstrukturen aus (Martinez-Barbera et al., 2001). In den
Einzelnullmutanten wird die Expression von Fgf8/Wntl an der nach kaudal oder rostral expandierten
Doménengrenze des entsprechenden Antagonisten induziert. Alle MHG-Marker sind in den
Doppelmutanten iiber das gesamte Neuroepithel hinweg nachweisbar, das deshalb als expandierte
MHG betrachtet wird.

Sp8 wird schon wihrend der Gastrulation im Neuroektoderm aktiviert und wéhrend der weiteren
Entwicklung im Mittelhirn und iiber die MHG exprimiert. Bei Sp8-Nullmutanten konnte eine
posteriore Verschiebung der Ofx2- und Gbx2-Expressionsgrenze in den Stadien E8,5 und E9,5
nachgewiesen werden. Dies wurde in Co-Expressionsstudien der beiden Faktoren mit Hoxa?2 oder
Krox20 bei E8,5 gezeigt. Dabei dienten Hoxa2 oder Krox20 als morphologische Landmarke fiir die
Rhombomere2,3 und 5. AuBBerdem konnte durch die Detektion der Rhombomer-Marker ein Verlust
dieser Strukturen in Sp8-Nullmutanten ausgeschlossen werden. Auf alternierenden Schnitten bei E9,5
konnte die Verschiebung der MHG, bzw. des IsO anhand der Otx2/Gbx2-Expressionsgrenze deutlich
dokumentiert werden. Auch die Detektion von Ofx2 und Fgf8 auf alternierenden Schnitten bei E9,7
zeigte eine klare Grenzbildung der Marker mit posteriorer Verschiebung. In diesen Stadien diente die
Isthmuseinbuchtung als charakteristische Landmarke. Bei E10,5 war der Verschiebungseffekt der
MHG jedoch nicht mehr detektierbar. Die Morphologie des Mittelhirn/Hinterhirnareals ist im Stadium
E10,5 durch den Proliferationseffekt des Sp&-Funktionsverlustes bereits stark beeintrachtigt, sodass
Verschiebungseffekte nicht oder nur sehr schwer zu detektieren wéren. Naheliegender ist jedoch, dass
ein weiterer Mechanismus die Positionierung der MHG nach E9,5 kontrollieren kénnte. Ein weiterer
Hinweis auf einen Sp§-unabhingigen Mechanismus fiir die Positionierung des IsO gibt die EphrinA5-
Expression bei E12,5, denn bei Sp8-Nullmutanten ist die rostrale Grenze der EphrinA5-Doméne bei
E12,5 nicht verdndert (Abb. 21). In der Studie von Broccoli et al. (1999) liegt hingegen bei der
kaudalen Verschiebung des IsO durch die Expression von Otx2 unter der Kontrolle von Enl eine
kaudale Verschiebung der EphrinA5-Expression bei E15,5 im Superior colliculus vor (Broccoli et al.,
1999).

Li et al. (2002) berichten, dass in Embryonen mit konditioneller Gbx2-Inaktivierung nach E8,5 durch
die En1““"-Linie eine Ghx2-unabhingige Repression von Otx2 vorliegt. Die Autoren vermuten, dass
Fgf8 die Kompensation der Gbx2-Funktion in der Repression von Otx2 in diesen Mutanten moduliert,
da die Fgf8-Expression eine scharfe Grenze mit der nach posterior verschonbenen Ofx2-Doméne bei
E10,5 ausbildet. Bei Gbx2-Nullmutanten konnte eine solche Beobachtung hingegen nicht gemacht
werden, denn bei diesen iiberlappen die Fgf8- und Otx2-Doménen im rostralen Hinterhirn bei E10,5
(Li et al., 2002) (Wassarman et al., 1997). Die Vermutung der Autoren war, dass die durch alternatives
splicen generierten Isoformen von FGF8, FGF8a und FGF8b, unterschiedliche Funktionen an der
MHG erfiillen und zu verschiedenen Zeitpunkten aktiviert werden. Dafiir spricht, dass mit Hilfe von
transgenen Miusen gezeigt werden konnte, dass Otx2 nur durch Fgf8h und nicht durch Fgf8a effektiv
reprimiert wird (Sato et al., 2001), auBerdem konnte in Transplantationsexperimenten gezeigt werden,
dass in das Mittelhirn vom Huhn implantierte FGF8b-beads zu der Induktion von Gbx2 und der
Repression von Otx2 fiihrten (Martinez et al., 1999).

Die Kompensation des Verschiebungseffektes in Sp8-Nullmutanten nach E9,5 ldsst sich mit diesem
Modell nur bedingt erklaren. Fgf8 bildet zwar mit Otx2 bei E9,7 eine scharfe nach posterior
verschobene Grenze aus (Abb. 16), aber die Doménen iiberlappen durch die ektopische Expression
beider Marker bereits bei E9,7 im rostralen Hinterhirn und bei E10,5 zusédtzlich im ventralen
Mittelhirn (Abb. 19). AuBerdem ist Gbx2 im Vergleich zu dem Modell von Li et al. (2002) an der
MHG exprimiert. Es konnte also einen Fgf8-, Gbx2- und Sp8-unabhingigen Mechanismus geben, der
nach E9,5 die Positionierung der MHG reguliert. Sp9 konnte diese Funktion erfiillen, denn es ist an
der MHG und der AER der Sp&-Nullmutanten exprimiert (Abb. 57 und Daten nicht gezeigt). Die
Funktion von Sp9 fiir das Auswachsen der Extremitidtenknospe wurde bereits im Huhnmodell
beschrieben (Kawakami et al., 2004).
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WT Sp8+
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Abbildung 57: Sp9-Expression an der MHG von Sp8-Nullmutanten bei E9,5 (B) und
E10,5 (D), Kontrollen in A und B.

In Kollaboration mit Prof. Dr. Antonio Simeone von der European School of Molecular Medicine
(SEMM) in Neapel wurde untersucht, ob die Expression von Sp8 durch Otx2/Gbx2 kontrolliert wird.
Dazu wurde die Sp8-Expression anhand ISH bei den beiden Nullmutanten und der Doppelmutante
nachgewiesen.

2

wit Gbx2™" hOtx1~/ hOtx1 Gbx2™"

E10.5 E9.5

E125

Abbildung 58: ISH von Sp8 bei Gbx2""-Mutanten; hOtxI*/hOtxI*-Mutanten und Gbx2"hOtx1*/hOtxI*-Doppelmutanten.

Im Wildtyp sieht man die durchgéngige Expression von Sp§ bei E9,5, E10,5 und E12,5 an der MHG
(Abb. 58). Im Mittelhirn und rostralen Hinterhirn ist die zuvor dorsoventral durchgingige Expression
ab E10,5 auf das ventrale Neuroepithel begrenzt. Sp§ ist in allen Mutanten detektierbar. Bei Gbx2-
Nullutanten ist das rostrale Hinterhirn in posteriores Mittelhirn transformiert (Wassarman et al., 1997)
und dort ist Sp8 besonders stark exprimiert (Abb. 58B,F,I). In hOtx I*/hOtx I*-Mutanten bildet die
rostrale Spitze des Neuroepithels eine MHG-dhnliche Struktur aus (Acampora et al., 1998). An dieser
und dem gesamten Neuroepithel der Mutanten ist Sp§-exprimiert (Abb. 58C,G). Das Neuroepithel bei
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Gbx2",hOtx1* hOtx I*-Doppelmutanten stellt eine expandierte MHG dar (Martinez-Barbera et al.,
2001) und Sp8 ist ebenso wie alle MHG-Marker iiber das gesamte Neuroepithel exprimiert (Abb.
58D). Damit wird Sp8 unabhéngig von Otx2 und Gbx2 induziert, aber seine spezifische Expression an
der MHG wird hingegen durch die Interaktion dieser beiden Homeoboxgene kontrolliert. Dies trifft
auch fiir Fgf8, Wntl, Pax2 und Enl zu. Allerdings wurde ein direkter EinfluB auf die Regulation in der
anteroposterioren Positionierung der MHG vor E9,5 fiir keinen dieser Marker beschrieben (die
reprimierende Wirkung von Fgf8b auf Otx2 in transgenen Mausen wurde erst ab E10,5 detektiert (Liu
etal., 1999). Sp8 wire damit der erste bekannte Faktor in dieser Funktion.

Das strikt begrenzte Expressionsmuster des IsO wird durch Sp8 kontrolliert

Die IsO-Funktion wird durch die Ausbildung eines komplexen Netzwerk der MHG-Gene ab ES8,5/9,0
initiiert und stabilisiert. Die Nullmutanten der MHG-Marker dokumentieren, dass jedes Mitglied
dieses Netzwerkes fiir die Aufrechterhaltung der IsO Funktion notwendig ist, denn in diesen Mutanten
kommt es zu einem frithen Verlust anderer MHG-Gene. Alle diese Gene entwickeln einen dhnlichen
Phinotyp der Deletion der Mittelhirn- und rostralen Hinterhirnstrukturen (Ubersichtsartikel: (Wurst
and Bally-Cuif, 2001; Zervas et al., 2005)): Konditionelle Fgf8-Nullmutanten ,verlieren* die
Expression von Wntl, Gbx2, Pax2 und Enl um E8,5-9,0, daher entwickeln sie keinen
funktionsfahigen IsO (Chi et al., 2003). In WntI-Mutanten konnte ein frither Verlust der Fgf8-(E8,75)
und Enl-(E9,5) Expression nachgewiesen werden (Lee et al., 1997) (McMahon et al., 1992) und in
Enl/En2-Doppelnullmutanten ist nach anfanglicher Induktion bei E9,5 keine Expression von Fgfs,
Wntl und Pax5 (Liu and Joyner, 2001) an der MHG nachweisbar. Auch bei Pax2/Pax5-
Doppelnullmutanten sind groBe Areale des Mittel-und rosralen Hinterhirns deletiert (Schwarz et al.,
1997).

In WMISH-Préparaten von SpS§-Nullmutanten sind Fgf8, Wntl, Pax2 und Enl hingegen bei E9,5 stabil
mit expandierten Expressionsdomdnen exprimiert (Abb. 17). Auf Schnittebene konnte bei den
Mutanten auBerdem fiir Otx2 und Fgf8 sowie fiir Wntl ektopische mosaikartige Expression detektiert
werden (Abb. 16, 18, 19).

Ein breites Spektrum an Mutantenstudien konnte in den letzten Jahren zeigen, dass die
aneinandergrenzende Expression der beiden sezernierten Faktoren Fgf8 und Wntl in schmalen
Streifen anterior (im Otx2-positiven Gewebe) und posterior (in Gbx2 positiven Gewebe) der MHG
essentiell fiir einen funktionsféhigen IsO ist (Martinez-Barbera et al., 2001) (Li and Joyner, 2001) (Li
etal., 2002) (Wassarman et al., 1997).

Bei den Sp8-Nullmutanten ist die klare Expressionsgrenze von Fgf8 und Wntl aufgehoben: Die Fgf8
Expression ist stark erhdht und im ventralen Mittelhirn finden sich groBflachig ektopische Zellcluster,
die mit Wntl iiberlappen. Daneben ist die Doméne dorsal als auch ventral dramatisch nach posterior
expandiert. Auch Wntl ist durch den Sp8-Funktionsverlust deutlich verdndert, denn neben der
Verstarkung der Expression liegen ektopische Zellcluster im ventralen rostralen Hinterhirn vor.
Ebenso sind Otx2-positive Zellcluster im rostralen Hinterhirn nachweisbar.

Die Korrelation der Expression von Spé8 iiber die gesamte MHG hinweg und die ektopische
Aktivierung der sonst so strikt begrenzten Otx2, Fgf8 und Wntl-Expression zu beiden Seiten der MHG
durch den Funktionsverlust von Sp8§ verweist auf eine kritische Rolle von Sp8 in der Etablierung des
charakteristischen Expressionsmusters an der MHG im posterioren Mittelhirn und im rostralen
Hinterhirn.

Eine Uberlappung von Wntl und Fgf8 wurde auch bei Ghx2-Nullmutanten, in denen der IsO nach
posterior verschobenen ist, und bei Gbx2"hOtxI*hOtx1*-Doppelmutanten verbunden mit einer
gestorten IsO-Funktion und Defekten in der Musterbildung beobachtet (Wassarman et al., 1997)
(Martinez-Barbera et al., 2001). In Gbx2-Nullmutanten ist das Expressionsmuster deutlich veridndert:
Der dorsale Bereich der Wntl-Doméne ist nach posterior expandiert, und dorsal als auch ventral ist die
Otx2 und Fgf8-Expression nach posterior ausgeweitet, sodass diese drei Faktoren {iberlappen. Das
rostrale Hinterhirn wird in Mittelhirnstrukturen transformiert. Eine ektopische Expression von Otx2
und Wntl im rostralen Hinterhirn verbunden mit posteriorer Fgf8- und Pax2-Expansion wurde durch
Li et al. auch bei konditionellen Gbx2-Nullmutanten nach E8,5 beschrieben (Li et al., 2002): Die
ektopischen Zellcluster fanden sich bei dieser Mutante ausschlieBlich dorsal, aber auch hier tiberlappte
Fgf8 mit Wntl in groflen Teilen. Die Autoren vermuten, dass Gbx2 die Repression von Wntl im
dorsalen Hinterhirn kontrolliert. Eine solche Wechselwirkung konnte anhand von Transplantaten
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bereits gezeigt werden (Liu and Joyner, 2001). Durch den Verlust der Gbx2-Wirkung kommt es so zur
Uberlappung der WntI- und Fgf8-Dominen.

Der Effekt der komplementdren Expansion von Wntl, Otx2 und Fgf8 in das rostrale Hinterhirn
—ventral bei Sp8-Nullmutanten und dorsal bei konditionellen Gbx2-Mutanten- legt die Vermutung
nahe, dass die Repression von Wnrtl und Otx2 im dorsalen und ventralen rostralen Hinterhirn
unterschiedlichen Mechanismen unterliegt: Einem Gbx2-gesteuerten Prozess fiir das dorsale
Neuroepithel und einem Sp§-regulierten Mechanismus fiir das ventrale Neuroepithel. Die gemeinsame
Expression von Gbx2 und Wntl im ventralen rostralen Hinterhirn von Sp8-Nullmutanten unterlegt
diese Uberlegung (Abb. 18, 19).

Daneben betreffen fast alle beobachteten Effekte bei den Sp§-Nullmutanten das ventrale Neuroepithel,
in dem Sp§ beiderseits der MHG exprimiert wird.

Sp8 kontrolliert die Fgf8-Expression an der MHG

FGF8 gilt als das Schliissel-Molekiil am IsO, denn es verfiigt iiber musterbildendes Potential fiir das
Mittelhirn und rostrale Hinterhirn (Crossley et al., 1996; Martinez et al., 1999). Studien der
vergangenen Jahre an hypomorphen Allelen und konditionellen Nullmutanten von Fgf8 haben gezeigt,
dass es die Entwicklung des Mittelhirn-und Hinterhirnareals dosisabhdngig kontrolliert (Meyers et al.,
1998) (Chi et al., 2003).

Fgf8 ist gemeinsam mit Sp8 in vielen sekundiren Organisationszentren in der frithen
Embryonalentwicklung exprimiert, dazu gehdéren neben der MHG die ANR, die AER und die
Schwanzknospe (Crossley and Martin, 1995) (Treichel et al., 2003).

Eine Interaktion von Fgf8 und Sp8 konnte wihrend der Entwicklung der Extremitdtenknospe
beschrieben werden (Kawakami et al., 2004). Sp8 wird bereits in den ektodermalen Vorlduferzellen
exprimiert, die Fgf8 positiv sind und die AER formieren. Untersuchungen an murinen Sp§-
Nullmutanten demonstrieren, dass die Aufrechterhaltiung und Stabilisierung der FgfS-Expression in
der AER, die das Organisationszentrum der Extremitatenknospe darstellt, von Sp§ reguliert wird und
ohne die Aktivitit dieses Transkriptionsfaktors keine normale Entwicklung der Extremitéten
stattfinden kann (Treichel et al., 2003) (Bell et al., 2003). Funktionsverlust- sowie
Funktionsgewinnstudien am Huhn sowie Knock-down-Experimente am Zebrafisch konnten eine
positive Regulation von Fgf8 durch Sp8§ sowie durch Sp9 demonstrierten (Kawakami et al., 2004).

Die Autoren dieser Studie vermuten eine redundante Funktion in der Fgf8-Regulation fiir Sp9 und
Sp8, indem die Induktion von Fgf8 in Sp8-Nullmutanten durch Sp9 gesteuert werden konnte. Diese
Vermutung wird dadurch gefestigt, dass Sp9 in der AER der Sp&-Nullmutanten exprimiert wird (Daten
nicht gezeigt). Ferner konnte auch die unterschiedliche Regulation von Sp& und Sp9 durch Wnt/(3-
catenin ein weiterer Hinweis dafiir sein. Eine direkte Interaktion der Transkriptionsfaktoren Sp8§ und
Sp9 mit Fgf8 ist moglich, denn dessen GC-reiche proximale Promotorregion enthélt mehrere Spl-
Bindungsmotife (Brondani et al., 2002).

Der an der MHG der Sp8-Nullmutanten auftretende Effekt der massiven Fgf8-Expansion anterior und
posterior zur MHG, verbunden mit einer Hochregulation der Expression, ist in dieser Form noch nicht
beschrieben worden und bietet das umgekehrte Bild zur Situation an der AER. Ein Modell der direkten
Regulation von Fgf8 durch Sp8 in dem Organisationszentrum der Mittelhirn und rostralen
Hinterhirnentwicklung wére, basierend auf den Beobachtungen im Organisationszentrum der
Extremititenknospe, gut vorstellbar. Die Parallele in beiden Organisationszentren der Nullmutanten
liegt darin, dass Fgf8 induziert wird und die weitere Erhaltung von Fgf8 unterschiedlich verlauft:
Verlust in der AER (positive Regulation durch Sp8) und Uber- und Misexpression an der MHG
(negative Regulation durch Sp§).

Martinez-Barbera et al. beschreiben in ihren Studien, dass bei Otx2(hOtx I’/hOtxI’)/Gbx2-
Doppelmutanten die Expressionsdoménen der MHG Marker expandiert sind und iiberlappen, weshalb
das Neuroepithel dieser Mutanten als expandierte MHG betrachtet wird (Martinez-Barbera et al.,
2001). Auch Spé& verhilt sich in diesen Mutanten wie die MHG-Marker, untersteht also der
positionellen Kontrolle durch O#x2 und Gbx2. Die Tatsache, dass die MHG-Marker (Pax2, Enl, Wntl
und Fgf8) nach Verlust der Sp8-Funktion nicht herunterreguliert sind, sondern vielmehr expandierte
Doménen in Sp8-Nullmutanten aufweisen, deutet auf eine besondere Stellung von Sp§ im genetischen
Netzwerk des IsO hin. Eine Modellvorstellung wire also in diesem Kontext, dass Sp8 gemeinsam mit
Otx2 und Gbx2 die Feinabstimmung der Markerdoménen an der MHG in ihrer rdumlichen Dimension
bestimmt. Besonders die direkte Kontrolle von Fgf8 konnte eine Schliisselfunktion von Spé§ sein, denn
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Fgf8 kann die Expression der iibrigen Markergene induzieren und die Expansion der Doménen wire
moglicherweise eine direkte Folge davon.

Fiir Pax2 ist bekannt, dass es zu einem fritheren Zeitpunkt als Fgf8 am IsO erscheint und in der Lage
ist, Figf8 zu induzieren (Joyner et al., 2000) (Ye et al., 2001). Diesem Pairedboxgen scheint dabei eine
wichtige Rolle zuzukommen, denn seine Expression umfasst zundchst den gesamten Bereich der
Mittelhirn- und Hinterhirnanlage und ist dann bei E9,5 ausschlieBlich auf das rostrale Hinterhirn
begrenzt, wo sie mit Fgf8 iiberlappt. Daneben wird in Pax2-Nullmutanten kein Fgf§8 an der MHG
induziert (Ye et al., 2001) und diese zeigen eine Deletion der Mittel- und Hinterhirnanlagen (in
Abhéngigkeit vom genetischen Background) (Torres et al., 1995) (Schwarz et al., 1997). Tallafuss et
al. beschreiben zudem, dass die pax2./-Expression an der MHG des Zebrafisches durch ein Mitglied
der Spl-Transkriptionsfatoren, btsl oder SpJ, begrenzt wird (Tallafuss et al., 2001). Sp& wird
unabhdngig von Pax?2 aktiviert, denn die Expression von Sp§ ist an der MHG von Pax2-Nullmutanten
nicht verindert (pers. Kommunikation, A. Mansouri). Um diese Uberlegung weiter zu iiberpriifen,
miisste auf alternierenden Schnitten von Sp&8-Nullmutanten verglichen werden, ob die
Expressionsdoménen von Pax2 und Fgf§8 in gleichem Malle expandiert sind und Pax2 auch anterior
zur MHG im ventralen Mittelhirn ektopisch exprimiert ist.

Eine indirekte Aktivierung von Fgf8 durch die ebenfalls in der Mutante beeinflussten Marker Ox2
oder Wntl ist eher unwahrscheinlich: Vergleicht man den Grad der Verdnderungen der Fgf8- Wnt- und
Otx2-Expressionen am IsO der Sp8-Nullmutanten, so ist die Expression von Fgf8 durch den Verlust
von Sp8 am stéirksten verdndert/beeinflusst. Die drastischen Verdnderungen der FgfS-Aktivitit konnen
nicht durch die ektopische Expression von Wntl oder Otx2 im rostralen Hinterhirn erkldrt werden,
denn in der Maus kann Wntl Fgf8 nicht im ventralen Hinterhirn aktivieren: Panhuysen et al. (2004)
haben die Expression von Wntl in einem Knock-in Modell unter die Kontrolle des En/-Promotors
gestellt. Dadurch wurde Wntl ab E8,5 im Mittelhirn der Mutanten iiberexprimiert sowie im rostralen
Hinterhirn ektopisch aktiviert. In diesem Modell konnte keine Verschiebung des IsO detektiert
werden, d.h. die Fgf8 Expression war nicht verdndert (Panhuysen et al., 2004).

Fiir O#x2 konnte in verschiedenen Mausmodellen bislang ausschliefSlich ein reprimierender Einfluf3
auf Fgf8 in der Positionierung des IsO beschrieben werden: In OtxI”",Otx2 ”*-Mutanten wurde z.B. ein
OTX-dosisabhédngiger Verschiebungseffekt des IsO in das Vorderhirn verbunden mit ektopischer
Fgf8-Expression im Mittelhirn beobachtet (Acampora et al., 1997). Und der Knock-in von O#x2 in den
Enl-Lokus fiithrte durch die Repression von Gbx2 zu einer kaudalen Verschiebung des IsO, und damit
von Fgf8, in das rostrale Hinterhirn (Broccoli et al., 1999).

Es liegt also nahe, dass die Hauptfunktion von Sp8 am IsO in der Regulation und Begrenzung der
Fgf8-Expression liegen konnte. Ob es sich dabei um eine direkte oder indirekte Interaktion des
Transkriptionsfaktors Sp8 mit dem sezernierten Protein FGF8 handelt, muss noch untersucht werden,
z.B. in Gel-Shift Assays (Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)).

Sp8 und Fgf8 werden gemeinsam bereits im Primitivstreifen und schon ab E8,0 in der
Vorderhirnanlage exprimiert (Crossley and Martin, 1995; Treichel et al., 2003) (Abb. 56). In einer
aktuellen Studie zur Funktion von Fgf8 in der Musterbildung des Telenzephalons wurde die Sp$§-
Expression in Mutanten mit hypomorphen Fgf8-Allelen und einem konditionellen Knock out von Fgf8
(Meyers et al., 1998) untersucht (Storm et al., 2006). In der Vorderhirnanlage der hypomorphen Fgf§-
Mutanten konnte Sp8 bei E9,5 nur noch ganz schwach detektiert werden. Der gleichen Abbildung
kann man interessanterweise entnehmen, dass auch die Sp8-Expression an der MHG abgeschwécht ist.
Ob nun die Aktivitit von Sp8 durch den Einfluss von Fgf8 reguliert wird, kann nicht direkt aus diesen
Mutanten geschlossen werden, denn Fgf8 steuert das Uberleben der neuralen Vorliuferzellen sowohl
in der Vorderhirnanlage (Storm et al., 2003) und an der MHG (Chi et al., 2003) als auch das der
Vorlauferzellen der Extremitdtenknospe (Sun et al., 2002). Die Reduktion in der Sp8-Expression in der
Studie von Storm et al., (2006) kann also auch direkt aus der erhohten Apoptoserate der
Vorderhirnanlage resultieren. In der konditionellen Inaktivierung von Fgf8 durch die En 19
Rekombinase wurde eine starke Reduktion der Expression der MHG-Marker (ES8,5) bereits vor dem
Einsetzten des erhohten Zellsterbens (E9,0) beobachtet (Chi et al., 2003). Eine Untersuchung der Sp$§-
Aktivitdt in diesem System konnte mehr Klarheit dariiber geben, ob eventuell ein
Riickkopplungsmechanismus fiir die Aktivitit von Sp8§ und Fgf8 existent ist. Ware die Expression von
Sp8 vor E9,0 herabgesetzt, so wiirde dies auf eine Interaktion der beiden Faktoren an der MHG
hindeuten. In Anbetracht der bis dato beschriebenen genetischen Vernetzung der MHG-Marker (Wurst
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and Bally-Cuif, 2001) (Raible and Brand, 2004) zur Etablierung eines funktionellen IsO wiirde dies
dem Charakter des Systems entsprechen.

Interessanterweise zeigen sich Parallelen in den Verdnderungen der Expression von Fgf8 und Enl bei
Sp8-Nullmutanten wiahrend der Extremitdtenentwicklung als auch an der MHG auf. Bei beiden
Faktoren kommt es wihrend der Extremitdtenentwicklung zwar zunichst zur Induktion, aber
anschlieBend zum Verlust der Expression (Treichel et al., 2003). Es bleibt zu priifen, ob £n/ und Fgfs
mit Sp8§ in vergleichbarer Interaktion stehen, oder ob es sich vielmehr in beiden Systemen um einen
sekunddren Effekt bedingt durch den Einfluss der Verdnderungen in der Fgf8-Aktivitit handelt.

In Anlehnung an die Uberlegungen von Kawakami et al., (2004) beziiglich der Redundanz von Sp8§
und Sp9 in der positiven Regulation von Fgf8 an der AER wére eine redundante Funktion der beiden
eng verwandten Transkriptionsfaktoren auch an der MHG mdéglich. Denn Sp9 ist dhnlich wie Sp&§
schon sehr friih im Neuroektoderm sowie spiter an der MHG exprimiert. Der wichtigste Hinweis
dafiir ist jedoch, dass Sp9 in Sp§-Nullmutanten an der MHG aktiviert wird (Abb. 57).

Dass redundante Genpaare an der MHG eine bedeutende Rolle in der Musterbildung spielen, ist
bereits beschrieben: Fiir Pax2/5 und Enl/2 konnte die redundante Funktion direkt belegt werden,
indem der Phénotyp der Pax2-(Eni-) Nullmutanten durch Knock-in von Pax5 (En2) aufgehoben
wurde (Bouchard et al., 2000) (Hanks et al., 1995). Bei diesen redundanten Paaren gibt es offenbar
jeweils einen Partner, dem das stdrkere Gewicht in der Musterbildung zukommt und folglich den
starkeren Phinotyp in seiner Nullmutante ausbildet; dies wéren Enl und Pax?2 (Zervas et al., 2005).
Fiir Sp8/Sp9 wire zu vermuten, dass es sich bei dem stirkeren Glied um Sp& handeln wiirde, da ein
sehr schwerer Phinotyp in der Nullmutante auftritt. Ob diese Uberlegungen fiir das Genpaar Sp8/9
zutreffen, miisste in einem Doppelknockout und Sp8*°-Knock-in untersucht werden.

Zusammenfassend kann geschlossen werden, dass die Position des IsO vor E9,5 durch Sp8 kontrolliert
wird und diesem Transkriptionsfaktor eine kritische Rolle in der strikten Begrenzung der
Expressionsdoménen von Fgf8, Wntl und Otx2 an der MHG zukommt, die fiir einen intakten IsO
essentiell sind.

Der Verlust von Sp8 fithrt zur ektopischen Generierung von dopaminergen Neuronen im
rostralen Hinterhirn

Die Signalgebung des IsO und der Bodenplatte modulieren die Differenzierung spezifischer
Neuronenpopulationen des ventralen Neuroepithels in direkter Angrenzung an den IsO: rostral findet
die Differenzierung der dopaminergen Neuronen im ventralen Mittelhirn und kaudal die der
serotonergen Neuronen in der Basalplatte des rostralen Hinterhirns statt. Die Vorlduferzellen des an
den IsO angrenzenden Neuroepitheliums haben die gleiche Pragung und spezifizieren sich durch
positionsspezifische Signale, denn eine anteroposteriore Verschiebung des IsO resultiert in der
Expansion einer der beiden Neuronendoménen auf Kosten der anderen Doméne. Diese Transformation
ist bis in adulte Stadien unverdndert, funktionell und integriert, d.h. die ektopischen Neuronen bilden
positionsspezifische Projektionen aus und produzieren spezifische Neurotransmitter (Brodski et al.,
2003) (Puelles et al., 2004).

In Sp&-Nullmutanten wurde eine kaudale Expansion der Pitx3-Expressionsdoméne in das rostrale
Hinterhirn detektiert (Abb. 21). Da Pitx3 im Gehirn ausschlieBlich wéhrend der terminalen
Differenzierung der dopaminergen Neuronen im Tegmentum aktiv ist, war dies ein deutlicher Hinweis
darauf, dass eine ektopische Generierung von dopaminergen Neuronen im rostralen Hinterhirn bei
Sp8-Mutanten vorlag. Die Identitit der dopaminergen Neuronen im rostralen Hinterhirn konnte durch
die Detektion des spezifischen Enzyms fiir die Dopaminsynthese, der Tyrosinhydroxylase, im
rostralen Hinterhirn bei E11,5; E12,5 und E17,5 unterlegt werden (Abb. 22, 23, 24). Es handelt sich
somit um eine ektopische Generierung dopaminerger Neuronen im rostralen Hinterhirn. Die
doppelimmunohistchemische (IHC) Untersuchung von Tyrosinhydroxylase und Serotonin
dokumentierte, dass die kaudale Expansion der dopaminergen Neuronendoméne eine Verschiebung
der Grenze zur serotonergen Neuronenpopulation von der MHG in das rostrale Hinterhirn zur Folge
hat. Durch die Verzégerung in der Differenzierung der serotonergen Neuronen kommt es erst ab E12,5
zu einer Vermischung der Neuronenpopulationen im rostralen Hinterhirn.

In den Mutanten konnte die ektopische Expression des sezernierten Proteins Wntl sowie des
Homeobox-Transkriptionsfaktors Otx2 einigen Vorlduferzellen im ventralen Bereich des rostralen
Hinterhirns Mittelhirncharakter verlichen haben. Die neuronale Pragung durch den Einfluss von O#x2
und Wntl zu Mittelhirngewebe wurde bereits mehrfach beschrieben (Puelles et al., 2004) (Prakash et
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al., 2006). Dass Otx2 die Signalgebung von SHH und FGFS8 fiir die Generierung der dopaminergen
Neuronen im ventralen Mittelhirn vermittelt, geht vornehmlich aus den Studien von Puelles et al.
hervor (Puelles et al., 2003; Puelles et al., 2004).

Die ektopische Expression von Wntl fiihrte bei Enl -Mutanten zur Aktivierung von Otx2 im
rostralen Hinterhirn (Prakash et al., 2006). Die Autoren konnten im ventralen rostralen Hinterhirn der
Mutanten ebenfalls ektopische dopaminerge Neuronen nachweisen. Sie demonstrierten in ihrer Studie
die direkte Notwendigkeit von Wnt! in Zusammenarbeit mit Shh und Fgf8 durch die Aktivierung von
Otx2 fir die Spezifizierung der dopamineregen Neuronen im ventralen Neuroepithelium. Wntl
stabilisiert und begrenzt somit die Otx2-Aktivitdt im ventralen Mittelhirn, denn bei den in natiirlichen
Wntl-Mutanten (swaying-Mutanten mit geringer ausgepragtem Phénotyp als die WntI-Nullmutante
von McMabhon et al.) konnte eine ektopische Expression von Otx2 im rostralen Hinterhirn beobachtet
werden (Bally-Cuif et al., 1995).

Die bei EnI™™'"-Mutanten beschriebene Situation ist mit den Verinderungen der
Neuronenspezifititen bei Sp8-Nullmutanten vergleichbar. Bei beiden Mutanten werden die
ektopischen dopaminergen Neuronen von serotonergen Neuronen im rostralen Hinterhirn flankiert,
dies ist auch bei den Sp&-Nullmutanten bei E17,5 zu beobachten (Abb. 24F,H). Dass eine
Transformation des Vorlduferschicksals zu Lasten der serotonergen Neuronen stattfindet, wie von
Prakash et al. vermutet, kann auch fiir die Sp8-Nullmutanten angenommen werden. Insbesondere bei
E17,5 scheint eine Reduktion serotonerger Neuronen rostral zur ektopischen dopaminergen Population
bei den Mutanten vorzuliegen (Abb. 24L).

Interessanterweise kommt es bei den natiirlichen Wnt¢/-Mutanten (swaying-Mutanten) ebenfalls zu
einer ektopischen Expression von Otx2 im rostralen Hinterhirn (Bally-Cuif et al., 1995).

Die Aktivitdt von FGF8 und SHH ist fiir die Spezifizierung der dopaminergen Neuronen im ventralen
Mittelhirn notwendig (Hynes et al., 1997) (Ye et al., 1998). SHH wird dorsoventral {iber das gesamte
Neuralrohr sezerniert und ist damit ventral im Mittelhirn als auch im Hinterhirn aktiv. FGF8 wird vom
schmalen Streifen des rostralen Hinterhirns am IsO sezerniert. Bei En/"™""-Mutanten wurde keine
Expansion der Fgf8-Expression im rostralen Hinterhirn beobachtet, wie sie bei SpS-Nullmutanten
vorliegt. Deshalb konnte an dieser Stelle spekuliert werden, dass fiir die Generierung der
dopaminergen Neuronen eine kritische Konzentration an FGFS8 erreicht sein muss, deren
Uberschreitung aber keine Auswirkungen auf die PopulationsgroBe der dopaminergen Neuronen hat.
Vielmehr ist die Kombination mit Wntl-und Otx2-Aktivitit ausschlaggebend fiir die Spezifizierung
dieses Neuronentyps. Damit wére die Expansion der Fgf§-Domine nicht oder nur sekundir an der
Generierung der dopaminergen Neuronen bei Sp&-Nullmutanten beteiligt. Puelles und Kollegen
beschreiben bei En ™" 01x2""*. Mutanten eine Reduktion der dopaminergen Neuronenzahl im
ventralen Mittelhirn, die unabhingig von einer Verdnderung in der Ausbreitung der Fgf8-Doméne ist
(Puelles et al., 2004).

Eine Verzdgerung in der Differenzierung der serotonergen Neuronen im rostralen Hinterhirn wurde in
der Literatur bislang noch nicht beschrieben und beobachtet. Dopaminerge und serotonerge Neuronen
sind bei E11,5 in der Kontrolle in stabilen Populationen nachweisbar. Bei den Sp§-Mutanten konnten
serotonerge Neuronen jedoch erst ab E12,5 detektiert werden. Eine nahe liegende Uberlegung wiire,
dass die Kombination der sezernierten Proteine FGF8 und WNT1 die Differenzierungsprozefle der
serotonergen Neuronen zwar hemmen, aber bedingt durch die zu geringe Konzentration des nur
ektopisch in Zellclustern exprimierten Wntl nicht dauerhaft unterdriicken kénnen. Dafiir wiirde auch
sprechen, dass die Populationsdichte der serotonergen Neuronen kaudal zu den ektopischen
dopaminergen Neuronen ab E12,5 vergleichbar mit der Kontrollpopulation ist (Abb. 23).

Wntl/+

Viele Effekte in Sp8-Nullmutanten betreffen besonders das ventrale Neuroepithelium

Bei E12,5 wurde die Identitdt der dorsalen Mittelhirnareale- des Superior colliculus und des Inferior
colliculus-, die bereits auf Cresylviolett gefarbten Schnitten nicht verdndert zu sein schienen, bestitigt.
Allerdings war die EphrinA5-Expression im Tegmentum im Gegensatz zur Domine im Inferior
colliculus stark hochreguliert. Dies kdnnte bei den SpS8-Nullmutanten zu einer Stérung der
topographischen Positionierung der sensorischen Axone des visuellen Systems fiihren, die am Inferior
und Superior colliculus u.a. durch eine Gradientenausbildung von EphrinAS5 reguliert wird (Frisen et
al., 1998).

Viele Hinweise deuteten nun darauf hin, dass der Schwerpunkt der Sp8-Funktion im ventralen
Neuroepithelium lag:
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Die Sp8-Expression wurde neben der MHG im ventralen Mittel- und Hinterhirn detektiert, daneben
war die ektopischen Expression der Mittelhirnmarker Otx2 und Wntl verbunden mit der ektopischen
Generierung dopaminerger Neuronen auf das ventrale Hinterhirn beschrénkt und die massiven
Proliferationseffekte wurden hauptsidchlich im ventralen Neuroepithel beobachtet.

Anhand von Markeranalysen konnte im posterioren ventralen Mittelhirn der Mutanten bei
E10,5/E11,5 eine weitgehend normale Musterbildung dokumentiert werden (Abb. 20). Allerdings
waren die Markerdoménen, bedingt durch die erhohte Proliferation der Vorlduferzellen im ventralen
Neuroepithelium, nach dorsal expandiert. Daraus resultierte wahrscheinlich auch die leichte dorsale
Expansion der dopaminergen Neuronenpopulation, deren Differenzierung im Tegmentum nicht
verdndert war (Abb. 25B).

Die Varianz des Mittelhirn/Hinterhirnphiinotyps bei Sp8-Nullmutanten

Die funktionelle Inaktivierung jedes einzelnen der MHG-Gene fiihrt zu einem Verlust von Mittel- und
Hinterhirnstrukturen in den Mutanten (Tab. 1). Bei den Sp&-Nullmutanten war hingegen eine
dramatische Uberproliferation (Hyperplasia) des ventralen Neuroepithels zu beobachten, die durch
Cresylviolett-Farbung auf Schnittebene besonders deutlich wurde (Abb. 13). Dieser
Proliferationseffekt wies eine sehr starke Variabilitidt auf und resultierte bei dem GroBteil der
Mutanten in Exenzephalie, sodass nur ein geringer Teil der Mutanten mit Schlu des Neuralrohrs
vorlag und fiir die Analyse verwendbar war. Die hohe Variabilitdit des Phénotyps basiert
wahrscheinlich auf dem heterogenen genetischen Hintergrund (129Sv/CD1) der Mutanten, denn eine
stammabhéingige Auspragungsvarianz ist bei Mausmutanten eine bekannte Erscheinung. So wurde fiir
die Staimme CD-1 und 129Sv bereits 1995 eine starke Variabilitdt im Phénotyp der Nullmutante von
Egfrl beschrieben (Threadgill et al., 1995). Auch bei Pax2- und En/-Nullmutanten wird ein vom
genetischen Hintergrund abhingiger Phinotyp ausgebildet (Schwarz et al., 1997) (Bilovocky et al.,
2003). Ebenso entwickelt die curly tail-Mutante die Auspridgungen ihres Phénotyps, der durch
Exenzephalie, Spina bifida und Schwanzdeformationen gekennzeichnet ist und damit stark an die Sp§-
Nullmutanten erinnert, in Abhiangigkeit vom genetischen Hintergrund (van Straaten and Copp, 2001).
Weiterhin konnte z.B. auch eine redundante Funktion von Sp8 und Sp9 in verschiedenen genetischen
Hintergriinden unterschiedlich effektiv ausgeprégt sein.

Mittlerweile geht der Trend zu einem einheitlichen genetischen Hintergrund der transgenen Méuse in
bestimmten Analysesystemen. Fiir das ZNS und Verhaltensstudien wird inzwischen vermehrt auf den
C57/bl6-Hintergrund zuriickgekreuzt.

Sp8 reguliert die Proliferation neuraler Vorliuferzellen an der MHG-Region

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Sp8 die scharf begrenzten Expressionsdoménen der
beiden sezernierten Proteine WNT1 und FGF8 an der MHG kontrolliert, denn bei Sp&-Nullmutanten
wurde eine ektopische Expression beider Faktoren beobachtet. Diese ektopische Expression konnte
den beobachteten Wachstumsdefekten des Neuroepithels bei SpS-Nullmutanten zugrunde liegen.
Verschiedene Studien mit transgenen Mausen ergaben in den letzten Jahren, dass Fgf8 und Wntl die
Proliferation und das Uberleben der neuralen Vorl4uferzellen an der MHG kontrollieren:

Die mitogene Wirkung von Wntl wurde durch Dickinson et. al (1994) beschrieben: In diesen Studien
fiihrte die ektopische Expression von Wntl unter der Kontrolle des Hoxb-4-Enhancers im Riickenmark
zu einer Erhohung der Proliferationsrate der neuralen Vorlduferzellen (Dickinson et al., 1994).
Aufbauend auf diese Arbeit zeigten Megason und McMahon (2002) am Huhn, dass die Proliferation
im Riickenmark durch einen dorsoventralen Gradienten von WNT1 gesteuert wird (Megason and
McMahon, 2002).

Die Uberexpression und ektopische Aktivierung von Wntl unter der Kontrolle des Enl-Enhancers
fiihrt bei den Mutanten zu einer starken Uberproliferation der Vorlduferzellen im kaudalen Mittelhirn
und rostralen Hinterhirn. Dieser Effekt tritt unabhéngig von Fgf8 auf, denn die Expression von Fgf8
ist in den Enl/™™"'-Mutanten nicht verindert (Panhuysen et al., 2004). In diesen Mutanten
iiberschnitten sich die Expressionsdomédnen von Wnt¢l und Fgf8 an der MHG. Dies konnte auch bei
den Sp8-Nullmutanten beobachtet werden.

Eine zentrale Komponente der Wnt-Signalwirkung ist -catenin, dessen konditionelle Inaktivierung
unter der Kontrolle des WntI-Enhancers einen mit WntI"-Mutanten vergleichbaren Phinotyp an der
MHG entwickelt (Brault et al., 2001). Die Uberexpression von B-catenin in den neuralen Vorldufern
des Riickenmarks fiihrt zu einer Expansion des neuralen Vorlduferpools, wohingegen die gezielte
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Inaktivierung in einer Steigerung der Apoptoserate resultiert (Zechner et al., 2003). Im Rahmen einer
Studie am Zerebralen Kortex, in der die Uberexpression von fB-catenin zu einer dramatischen
GroBenzunahme fiihrt, konnte gezeigt werden, dass f5-catenin den Austritt der neuralen Vorldufer aus
dem Zellzyklus negativ reguliert (Chenn and Walsh, 2002). Diese Arbeiten unterlegen die Annahme,
dass die Wntl-Aktivitét via f3-catenin an der MHG zur Proliferationskontrolle umgesetzt wird.

Ob die Ursache der gesteigerten Proliferation der neuralen Vorldufer bei Sp8-Nullmutanten der
Hochregulation und ektopischen Expression der Wntl/f3-catenin-Wirkung unterliegt, konnte anhand
der Komponenten und Zielgene dieses Signalweges untersucht werden. In ISH oder IHC wiren z.B.
Lef1 als Transkriptions-Transaktivator oder CyclinD1 als Zielgen interessante Objekte filir die Analyse.
Aufgrund der im Vergleich zu Wntl deutlich ausgeprigteren massiven Expansion der Fgf$§-
Expressionsdomédne im rostralen Hinterhirn und der ektopischen Aktivierung dieses
Wachstumsfaktors in groflen Zellclustern des Mittelhirns liegt die Vermutung nahe, dass die
Fehlregulation von Fgf8 den beschriebenen Wachstumseffekten in Sp8-Nullmutanten eher zugrunde
liegen konnte. Aus Fgf8 werden durch alternatives splicen acht Isoformen generiert, zu denen FGF8a
und FGF8b gehoren. Beide regulieren die Fgf8-vermittelte Proliferation neuraler Vorldufer, denn
deren ektopische Expression unter der Kontrolle von Wntl im Mittelhirn fiihrt zu Uberproliferation im
Mittel- und Zwischenhirn der Mutanten verbunden mit variabler Exenzephalie. Nur fiir FGF8b konnte
musterbildendes Potential an der MHG nachgewiesen werden (Lee et al., 1997; Liu et al., 1999).

Die FGF8-Signalwirkung an der MHG wird intrazelluldr hauptsdchlich iiber den FGF-Rezeptorl
(FGFR1) moduliert. Uber diesen kommt es zur Aktivierung der Ras-MAPK/ERK-Kaskade (mitogen
activated protein kinase pathway), die die neurale Proliferation, Differenzierung sowie Apoptose
steuert. Intrazellular unterliegt die Aktivierung der Kaskade dem inhibitorischen Einfluss der sprouty-
Gene, dem Transmembranprotein sef, und der Mkp3 (MAP dual-specificity phosphatase 3), die mit
Fgf8 eine Expressionsgruppe bilden. Insbesondere Mkp3 wird mit Fgf8 gemeinsam in den sekundéren
Organisatoren ANR und IsO exprimiert und kann durch FGF8 induziert werden (Echevarria et al.,
2005a). Es ist bereits bekannt, dass die FGF-Signalgebung fiir die Proliferation neuraler
Vorlduferpopulationen essentiell ist. Denn fiir Fgf2 konnte in einer Studie von Raballo et al.
dokumentiert werden, dass es die Proliferation des neuralen Vorlduferpools im Zerebralen Kortex
kontrolliert (Raballo et al., 2000). Voss et al. beleuchten die intrazellulire Modulation des Fgf2-
Signals fiir die Proliferationskontrolle des Zerebralen Kortex: Sie beschreiben, dass die FGF2-
Signalweiterleitung durch die Ras-MAPK/ERK-Kaskade von C3G, einen Guanin-Nukleotid-
Austausch-Faktor, negativ reguliert wird. Die konditionelle Inaktivierung dieses Faktors fiihrt zur
Aktivierung der Kaskade, die in einer starken Proliferationszunahme des Vorlduferpools resultiert
(Voss et al., 2006). Auch fiir MKP3 konnte gezeigt werden, dass es ERK2 spezifisch inaktiviert (Kim
et al., 2003). In der auswachsenden Extremitidtenknospe beim Huhn konnte dokumentiert werden, dass
MKP3 die anti-apoptotische, proliferationsstimulierende FGF8-Signalgebung an der AER moduliert
(Kawakami et al., 2003). Auch am IsO der Maus wurde bereits eine direkte Wechselwirkung von
Mkp3 und Fgf8 durch Echevarria et al. anhand von Explantaten beschrieben (Echevarria et al., 2005b).
Eine Uberpriifung der Mkp3-Expression durch ISH an der MHG der Sp8-Nullmutanten kdnnte
wahrscheinlich ndheren Aufschluss iiber mogliche Wechselwirkung von Fgf-Signalwirkung und
Mkp3-Aktivitit in dem komplexen Regelkreis der Proliferation durch den Verlust von Sp8 geben.
Ferner wiirde eine konditionelle Inaktivierung von Mkp3 an der MHG weiteren AufschluB iiber die
Bedeutung dieser Phosphatase in der Modulation der FGF8-Signalwirkung liefern.

Die Nullmutanten von Fgf8 und Wntl zeigen eine frithe Deletion des Mittel- und rostralen Hinterhirns
(McMahon et al., 1992) (Bally-Cuif et al., 1995) (Thomas and Capecchi, 1990) (Meyers et al., 1998).
Diese Deletion wird bei beiden Nullmutanten von massiver Apoptose begleitet (Chi et al., 2003)
(Serbedzija et al., 1996). Der Verlust von Fgf8 geht in verschiedenen Systemen (AER,
Branchialbégen, Vorderhirnanlage) direkt mit einer Steigerung der Apoptoserate einher (s.0.). Chi et
al. (2003) bringen deshalb die erhohte Apoptose an der MHG der Wntl-Nullmutanten mit dem frithen
Verlust von Fgf8 (um E8,75) in Verbindung (Chi et al., 2003). Interessanterweise kommt es in diesen
Mutanten ebenfalls zu einem Verlust der Mkp3-Aktivitit an der MHG (Echevarria et al., 2005b).

Eine Hochregulation von Fgf8 scheint die Apoptoserate nicht zu beeinflussen, denn an der MHG-
Region der Sp8-Nullmutanten lag bei E11,5 keine signifikante Verdnderung in der Detektion der
apoptotischen Zellen durch TUNEL-Labeling vor. Der Verlust von Sp8 hat also keinen direkten
Einfluss auf die apoptotischen Mechanismen.
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In den Mutanten wurde eine Steigerung der Proliferationsrate der neuralen Vorldufer von 26% im
ventralen Mittelhirn, bzw. 30% im Hinterhirn der Kontrollen um 17%, bzw. 11% durch BrdU-
Inkorporation ermittelt. In der Literatur liegen relativ wenig murine in vivo Proliferationsstudien fiir
die ventralen Bereiche des Mittel- und anterioren Hinterhirns vor. Vernay et al. konnten bei E11,5
nach einem einstiindigen BrdU-Puls einen mitotischen Index von 38% im murinen ventralen
Mittelhirn ermitteln (Vernay et al., 2005). Der Unterschied zu dem in dieser Arbeit ermittelten
Kontrollwert liegt in der verldngerten Pulszeit, in der mehr Vorldufer in die S-Phase eingetreten sind
und diese verlassen haben. Weitere Daten zur Proliferation der Vorldufer im Mittelhirn stammen aus
der Studie von Panhuysen et al.: Die Untersuchung der En1™""*-Mutanten (gekennzeichnet durch
Hyperplasie des Mittel- und Hinterhirns) ergab bei E16,5 eine Steigerung der proliferierenden
Vorldufer nach einem 4 stiindigen BrdU-Puls von 8% der Kontrollen zu 18,3% (Panhuysen et al.,
2004). Diese Steigerung ist aufgrund des untersuchten Entwicklungsstadiums, der Messregion und der
Pulsdauer nicht direkt mit den Daten der Sp8-Nullmutanten zu vergleichen. Allerdings unterlegt die
Studie erneut die mitogenen Eigenschaften von Wntl.

Dass die Proliferationszunahme der neuralen Vorlduferzellen das hyperplastische ventrale Mittel- und
Hinterhirn sowie die Exenzephalie der Sp§-Nullmutanten zumindest teilweise mitbegriindet, liegt
nahe, denn auch in der Entwicklung des Zerebralen Kortex resultieren z.B. bereits geringe
Verdnderungen des neuralen Vorlduferpools in einem dramatischen GroBenzuwachs (Hyperplasie)
(Chenn and Walsh, 2002).

Die Neurogenese des Zerebralen Kortex ist wesentlich besser untersucht als die des Mittelhirns. So ist
bekannt, dass die Neuronen wahrend E11-17 in 11 Zellzyklen geboren werden, deren Dauer wéhrend
dieses Zeitraums von 8 auf 18 Stunden ansteigt (Caviness et al., 2003). Das Proliferationsverhalten
neuraler Vorlduferpopulationen ist nicht homogen. In verschiedenen Regionen des Zerebralen Kortex
und anderen Gehirnarealen ist diese charakterisiert durch Unterschiede der Zellzyklusldnge in
bestimmten Entwicklungsperioden, um die Plastizitit der neuralen Kommunikation einzelner Areale
zu gewihrleisten und zu ermdglichen (Nowakowski et al., 2002) (Tarui et al., 2005). Die Steigerung
der Zellzyklusldnge basiert auf einer bis zu 4fach verldngerten G1-Phase, wobei die S-, M- und die
G2-Phase im Wesentlichen unverdndert bleiben (Caviness et al., 2003). Verschiedene Studien konnten
zeigen, dass eine selektive Reduktion der Zellzyklusldnge neuraler Vorldufer durch konditionelle
Inaktivierung von f-catenin oder aE-catenin in einer dramatischen GroBenzunahme des Zerebralen
Kortex resultiert (Chenn and Walsh, 2002) (Lien et al., 2006). Foxg(BF-1)-Nullmutanten entwickeln
Hypoplasie des Zerebralen Kortex. In BrdU-Inkorporationsstudien konnte eine regionsspezifisch
reduzierte Proliferation der neuralen Vorldufer dokumentiert werden, diese liegt bei E12,5 mit 25%
um 18% niedriger als die Kontrolle mit 43% (Xuan et al., 1995). Martynoga et al. konnten zeigen, dass
die Hypoplasie dieser Mutanten mit einer Verldngerung des Zellzyklus und einer Reduktion der Fgf8-
Expression korreliert (Martynoga et al., 2005). Muzio et al. erklidren die GroBenreduktion
(Hypoplasie) des Zerebralen Kortex bei Emx2-Nullmutanten durch eine Verldngerung des Zellzyklus
der Vorldufer. Diese wurde in deren Studie anhand einer fast verdoppelten S-Phasenldnge bei E10,5 in
den Mutanten erklédrt (Muzio et al., 2005). Panhuysen berichten neben der Proliferationszunahme der
Vorldufer von einer Verkiirzung der Zellzykluslinge um 10% im Mittelhirn der En1™™"*-Mutanten
bei E16 und sehen darin einen Ansatz fiir die Proliferationseffekte dieser Mutanten (Panhuysen et al.,
2004).

Fiir die Zellzykluslédnge der Vorldufer im dorsalen Mittelhirn der Ratte wurde bei E13 (entspricht E11
in der Maus) ein Zeitraum von 16h mit einer S-Phasenlidnge von 8,6h beschrieben (Lewandowski et
al., 2003). Die S-Phasenldnge der neuralen Vorldufer im ventralen Mittelhirn der Sp&-Nullmutanten
bei E11,5 betrdgt 3,9h und ist damit im Vergleich zu den Kontrollen mit 7,1h fast halbiert. Zieht man
nun die Parallele zu den Studien am Zerebralen Kortex konnte diese S-Phasenreduktion eventuell mit
einer Verkiirzung des Zellzyklus einhergehen und so die Hyperplasie im Mittel-und Hinterhirn der
Sp8-Mutanten begriinden. Um diese Vermutung zu iiberpriifen, zu unterlegen und weiter zu verfolgen
miissen allerdings noch weitere Zellzykluskinetiken auch zu spiteren Entwicklungsstadien (E16)
erstellt werden, dazu z&hlt auch insbesondere eine Ermittlung der Zellzyklusldnge. Es muss in diesem
Zusammenhang auch die Frage gestellt werden, ob die Erkenntnisse der Proliferationsregulation am
Zerebralen Kortex auf das Mittelhirn iibertragbar sind. Die prinzipiellen Mechanismen der
Neurogenese sind vergleichbar, allerdings unterliegt der Unterschied in der Regulation einzelner
Vorlduferpools in regionspezifischer Signalgebung aus der die neurale Diversitét hervorgeht.
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Fiir EphrinA5, das im ventralen Mittelhirn der Sp8-Nullmutanten hochreguliert ist, wurde durch
Depaepe et al. eine Beeinflussung des neuralen Vorlduferpools beschrieben. Die ektopische
Expression von EphrinA5 im Zerebralen Kortex fithrte zu einer drastischen Zunahme apoptotisch
aktiver Zellen und einer Gréfenreduktion des Zerebralen Kortex in den Mutanten (Depaepe et al.,
2005). Ektopische ephrind5-Expression wurde im Mittelhirn der Sp8-Mutanten detektiert (Abb. 21),
eine signifikante Beeinflussung des Pools apoptotischer Zellen konnte in diesem Areal jedoch nicht
nachgewiesen werden (Abb. 27). Studien der letzten Jahre weisen darauf hin, dass die
Regulationsmechanismen von Zellzyklus und Apoptose gekoppelt sind und die Beeinflussung eines
Prozesses zu Verdnderungen des anderen fithren kann (Becker and Bonni, 2004) (Becker and Bonni,
2005).

Generell kann basierend auf den in dieser Arbeit gewonnen Daten gesagt werden, dass Sp8 den
neuralen Vorlduferpool im ventralen Mittelhirn durch Kontrolle des Austrittszeitpunkts aus der
Synthese-Phase des Zellzyklus beeinflusst. Ob dieser Transkriptionsfaktor einen direkten Einfluss auf
die Anzahl der Vorldufer hat, konnte bis zu weiterfithrenden Studien nur vermutet werden. Dafiir
scheint die Steigerung des BrdU-Index in den Mutanten- obgleich signifikant- nicht ausreichend zu
sein. Ein weiterer Aspekt ist in diesem Zusammenhang, dass die Anzahl der mitotisch aktiven
Vorldufer in der Ventrikuldrzone der Mutanten nicht verédndert war.

Wabhrscheinlich fiihrt die leichte Zunahme in der Grof3e des Vorlduferpools in Kombination mit der S-
Phasenreduktion des Zellzyklus bei den SpS8-Nullmutanten zu den beobachteten Wachstumseffekten
im Neuroepithelium der Mutanten.

Sp8 gehort den neuralen Differenzierungsmechanismen des Mittelhirns und Hinterhirns an

In den Sp&-Mutanten konnten auBerhalb der Ventrikuldrzone (VZ) im alar/basalen Grenzbereich des
Mittelhirns sowie im Hinterhirn einzelne undifferenzierte, mitotisch aktive neurale Vorlduferzellen
detektiert werden. Wahrend der Embryonalentwicklung finden sich die mitotische Vorlaufer
normalerweise ausschlieBlich in der Ventrikuldrzone des Neuroepithels (Gotz and Huttner, 2005). Die
ektopische Mitose auflerhalb der VZ deutet auf eine Rolle von Sp8 in den Kontrollmechanismen der
neuralen Differenzierung hin. Wahrscheinlich liegt diesem Effekt eine Verzdgerung in der
Differenzierung der Neurone zugrunde, die durch die beschleunigte Proliferation der Vorlduferzellen
hervorgerufen wird.

Neurale Differenzierung resultiert aus einer komplexen Koordination verschiedener Signalwege, die
den Austritt der neuralen Vorldufer aus dem Zellzyklus hin zum ausdifferenzierten postmitotischen
Neuron modulieren.

Nicht nur die Position einer Vorlduferzelle bestimmt, welcher Zelltyp entsteht, sondern auch der
Zeitpunkt in der Entwicklung, an dem die Tochterzelle ausdifferenziert. Entwicklungsstadium und
Position tragen also beide dazu bei, dass die neurale Diversitdt und funktionelle Netzwerke aus
Neuronen entstehen konnen. Nicht alle Vorlduferzellen differenzieren zum gleichen Zeitpunkt, dieser
Prozess kann sich innerhalb eines Vorlduferpools iiber viele Tage hinziehen. Durch zeitliche
Veranderungen der Genexpression in Vorlduferzellen konnen so verschieden differenzierte Neuronen
generiert werden, denn in einem Vorlduferpool sind parallel proneurale und inhibierende Faktoren
aktiv, die eine Balance zwischen Neurogenese und Proliferation der Vorlduferzellen ermoglichen.

Einer der wichtigsten Signalwege, die die Differenzierung verhindern und den proliferativen Status
des Vorldufers stabilisieren ist der Notch-Signalweg. Dieser ist verkniipft mit zwei
Steuerungsmechanismen zur Stabilisierung oder der Beendigung des proliferativen Status eines
Vorldufers: Die laterale Inhibition und die asymmetrische Teilung. Bei der lateralen Inhibition
produzieren neugeborene Neuronen hohe Mengen der Notch-Liganden Delta oder Jagged. Diese
aktivieren die Notch-Signalkaskade in benachbarten Vorlaufern und verhindern deren Differenzierung.
Dies geschieht z.B. durch die Aktivierung von Hes-Genen, die als transkriptionelle Repressoren die
Aktivierung proneuraler Gene (basic Helix-Loop-Helix-Faktoren, z.B. Mashl) oder Inhibitoren des
Zellzyklus unterdriicken. Eine Zelle mit hoher Delta-Konzentration differenziert also, reprimiert aber
parallel die Differenzierung der Nachbarzellen. Bei der asymmentrischen Teilung erhilt nur eine
Tochterzelle inhibitorische Komponenten des Notch-Signalweges, wie z.B. Numb und differenziert
aus, die andere Zelle verbleibt als neuraler Vorldufer (Roegiers and Jan, 2004) (Artavanis-Tsakonas et
al., 1999). In Méusen mit einer Mutation in Notchl oder einer Doppelmutation von Hes/5 wird eine
vorzeitige Differenzierung aller neuralen Vorlduferzellen beobachtet. Der Vorlduferpool wird
vorzeitig erschopft und es werden insgesamt zu wenig Neurone gebildet, sodass die spiten Zelltypen
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nicht entstehen konnen (Hatakeyama et al., 2004) (de la Pompa et al., 1997). Da bei Sp8-Nullmutanten
eine gesteigerte Proliferation sowie eine verzdgerte Differenzierung der neuralen Vorldufer beobachtet
werden konnte, wire es also sehr sinnvoll den Notch-Signalweg in Folgestudien zu untersuchen.

In der Maus konnte die inhibitorische Wirkung von gata2 auf die Proliferation der neuralen Vorldufer
im kaudalen Hinterhirn und dem Riickenmark durch Unterdriickung der Notch-Signalwirkung gezeigt
werden (El Wakil et al., 2006). Im Zebrafisch wurde beschrieben, dass ein Verlust von Sp8 zu einer
Reduktion von Gata2 verbunden mit einer Storung der Neurogenese im Riickenmark fiihrt (Penberthy
et al., 2004). Eine Untersuchung der neuralen Differenzierung im Riickenmark koénnte Auskunft
dariiber geben, ob diese Beobachtungen auf die Sp§-Nullmutanten iibertragbar wéiren. Eine
Abhiangigkeit zweier Faktoren ist jedoch nicht immer direkt speziesiibergreifend konserviert. So ist im
Mittelhirn und rostralen Hinterhirn (Abb. 20 und Daten nicht gezeigt) der Sp8-Nullmutanten Gata2
unverdndert exprimiert, sodass eine Storung der neuralen Differenzierung bestimmter Vorlduferzellen
in dieser Region wahrscheinlich unabhingig von Gata?2 erfolgt.

Fiir das ventrale Mittelhirn der Sp&-Nullmutanten konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die
Musterbildung nicht verdndert ist und sich dopaminerge Neuronen normal ausdifferenzieren. Im
ventralen Areal des rostralen Hinterhirns kommt es hingegen bei den Mutanten zu einer Verzdgerung
in der Differenzierung der serotonergen Neuronen. Diese Verzogerung basiert wahrscheinlich auf dem
Einfluss von ektopischer WNT1-Signalwirkung im rostralen Hinterhirn verbunden mit Otx2-Aktivitét.
Diese Kombination verleiht einigen Vorldufern Mittelhirnidentitidt und stort so die Integritdt der
Zellidentitdten im rostralen Hinterhirn. Im kaudalen Hinterhirn ist die serotonerge Differenzierung
durch den Verlust von Sp& nicht beeintrachtigt.

Die rostralen und kaudalen serotonergen Neuronenpopulationen haben verschiedene Projektionsareale
im ZNS und unterliegen verschiedenen Differenzierungsmechanismen. Nur die rostralen Populationen
differenzieren durch den Einfluss von FGF8 des IsO, denn nach Unterdriickung der FGF8-
Signalwirkung werden keine rostralen, aber die kaudalen Populationen generiert (Ye et al., 1998).
Nkx2.2 ist fiir die Generierung der kaudalen serotonergen Neuronen in Kooperation mit Gata3
essentiell. Ein induktives Signal vergleichbar mit FGF8 vom IsO konnte bislang fiir die kaudalen
Populationen nicht beschrieben werden (Goridis and Rohrer, 2002). Jedoch werden die Doménen
kaudal von Rhombomerl durch den den Hox-Code beeinflusst. Die Subpopulationen unterliegen
zudem der unterschiedlichen Regulation von Gata2. Gata?2 ist in der Maus fiir die Generierung der
rostralen Subpopulation essentiell, es aktiviert in diesen Lmx /b und Petl, die die serotonerge Identitét
festlegen (Craven et al., 2004). Ob nun die Verzogerung in der Differenzierung der rostralen
serotonergen Neuronenpopulation in Sp8-Nullmutanten einer Fehlregulation von Gata2 durch die
gestorte Signalgebung des IsO, namentlich ektopisches Wntl, hochreguliertes Fgf8 und ektopischer
Otx2-Expression, zugrunde liegen konnte, bleibt zu kldren. Auch die Fgf4-Expression miisste in den
Mutanten untersucht werden, denn FGF4 (aus dem anterioren Mesoderm) induziert die
Differenzierung der serotonergen Neuronen im rostralen Hinterhirn gemeinsam mit SHH und FGF8
(Yeetal., 1998).

Fiir das namensgebende Mitglied der Spl-Transkriptionsfaktorenfamilie, Sp/, und Sp3 konnte bereits
der regulative Einfluss neuraler Gene in Séugerzellen beschrieben werden und es wird vermutet, dass
diese die neuralen Differenzierungsmechanismen iiber die Aktivierung von Komponenten der
Glutamat-Rezeptorfamilie beeinflussen konnen (Yoo et al., 2002) (Liu et al., 2004).

Auch in dem Aspekt einer Sp§-Beeinflussung der Mechanismen fiir die neurale Differenzierung liegt
ein hohes Analysepotential. So wiirden z.B. Zellkulturstudien mit Sp8”-ES-Zellen mehr Einblick in
Sp8-abhédngige Ausdifferenzierungsmechanismen und —zeitrdume geben, die dann in vivo bestétigt als
auch nédher untersucht werden konnten.

Sp8 teilt mit weiteren Familienmitgliedern eine Rolle in der Wachstumsregulation spezifischer
Gewebe

Fir einige Mitglieder der Sp-Transkriptionsfaktoren-Familie ist bereits bekannt, dass sie die
Expression verschiedener Gene fiir Wachstumsfaktoren sowie der Stabilisierung des Zellzyklus
regulieren und damit Einfluss auf das Wachstum verschiedener Tumorzelllinien ausiiben. Dies wurde
insbesondere bei intestinalen Tumorlinien fiir Spi, Sp3 sowie Sp4 gezeigt. Die Nullmutanten dieser
Familienmitglieder zeigen frilhe embryonale oder neonatale Lethalitit oder Wachstumsstdrungen. Der
Knockdown von Sp/ und Sp3 mit siRNAs fiihrte in Pancreastumorzellen zu einer Verlangsamung des
Zellwachstums. In diesen Zellen konnte eine direkte Regulation des Vascular Endothelial Growth
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Faktor Rezeptor2 (VEGFR2) an zwei GC-Bindungsmotifen der Promotorbereiche von Sp/, Sp3 und
Sp4 dokumentiert werden (Safe and Abdelrahim, 2005) (Higgins et al., 2006). VEGF/VEGFR sind
direkte Modulatoren der Angiogenese, aulerdem wurde in den letzten Jahren auch ein Einfluss auf die
Neurogenese von VEGF sowie dessen neurotropher Charakter beschrieben (Jin et al., 2002).

Fir Sp8 ist eine Wechselwirkung mit dem Wachstumsfaktor FGF8 basierend durch deren
Synexpression in Schliisselstrukturen (ANR, AER, MHG) wiahrend der Embryogenese
wahrscheinlich. Die vorliegende Arbeit als auch die vorhergehenden Studien an den
Extremitdtenknospen unterlegen diese Vermutung. In diesen Studien konnte gezeigt werden, dass der
Verlust von Sp8 an der Extremitdtenknospe als auch der MHG zu Wachstumsstorungen des Gewebes
fiihrt, die jeweils mit einer Verdanderung der Fgf8-Expression gekoppelt sind.

Verglichen mit Sp/ und Sp3, die ubiquitir exprimiert werden, zeigt Sp§ ein sehr spezifisches
Expressionsmuster. Die biochemischen Eigenschaften dieses erst seit relativ kurzer Zeit bekannten
Transkriptionsfaktors sind noch nicht genau charakterisiert. Ob er als Transaktivator, Repressor oder
dual in der Transkriptionsregulation spezifischer Gene wirkt, wie fiir andere Mitglieder seiner Familie
beschrieben, wird Inhalt von Folgestudien sein.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass Sp8 eine wichtige Rolle in der
anteroposterioren Musterbildung im ZNS verbunden mit der Regulation der Proliferation der
Vorlduferzellen an der MHG einnimmt. Die Interaktionen fiir die Funktion von Sp& in der
Positionierung des IsO sind noch weitgehend unbekannt. Die Funktion von Sp8§ am IsO basiert u.a. auf
einer Begrenzung der Expression des sezernierten Faktors FGFS, der iiber musterbildendes Potential
des IsO verfiigt und die Proliferation und das Uberleben der neuralen Vorlduferzellen an der MHG
bestimmt.

Die Generierung Sp8-spezifischer Mauslinien durch homologe
Rekombination in embryonalen Stammzellen

Die homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen ermdglicht das gezielte Einbringen von
Modifikationen in die genomische Sequenz von Genloki. Die Entdeckung der Cre-/Flp-
Rekombinasesysteme erdffnete eine Vielzahl von Analysemoglichkeiten fiir die Charakterisierung der
Genfunktionen, denn es wurde eine kontrollierbare Inaktivierung der Gene moglich. Mit Hilfe dieser
Systeme konnen nun iiber die raum-zeitliche Aktivitidt der Gene viele Informationen gewonnen
werden. Der Einsatz verschiedener Cre-Linien im Rahmen eines gezielten Studienansatzes kann so zu
einem breiten Spektrum an Einblicken {iber spezifische Aspekte der Genfunktion fithren (Lewandoski,
2001).

Eine Vielzahl konditioneller Knock-out-Linien wurde in den letzten Jahren generiert und ermoglichte
gerade fiir die Entwicklung des ZNS einen wichtigen Informationsgewinn. Fiir viele bislang bekannte
Schliisselfaktoren der MHG-Entwicklung existieren mittlerweile konditionelle Knock-out-Linien.
Wichtige Beispiele sind Otx2 oder Fgf8, die durch ihre essentielle Bedeutung wihrend der
Gastrulation zu einer frithen Lethalitét ihrer Nullmutanten fithren. In den zugehorigen konditionellen
Linien wird durch die postgastulative Inaktivierung ein Einblick in die Funktion zu einem spéteren
Zeitpunkt der MHG-Entwicklung erméglicht. Unter der Verwendung der Enl““"-Linie kommt es zur
Inaktivierung ab E8,5/9,0 an der MHG sowie im kaudalen Mittel- und rostralen Hinterhirn. Fiir Otx2
konnte in Kombination mit dieser Cre-Linie gezeigt werden, dass es die Musterbildung und die
neurale Differenzierung im ventralen Mittelhirn steuert (Puelles et al., 2004). Durch die spite
Inaktivierung wurde die Kontrollfunktion von Fgf8 fiir das Uberleben der neuralen Vorliuferzellen als
auch die Stabilisierung der Expression der MHG-Marker dokumentiert (Chi et al., 2003). Unter
Einsatz der gleichen Cre-Linie wurde die dorsale Spezifitdt von Gbx2 in der Repression von Otx2 im
rostralen Hinterhirn beschrieben (Li et al., 2002).

Anhand solcher etablierter ,,tools* lassen sich die Wechselwirkungen am IsO also zeitpunktspezifisch
analysieren, vergleichen und auch Abhéngigkeitsstrukturen einzelner Faktoren erkennen.

Die Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit unterstreichen die multiple Funktion des

Transkriptionsfaktors Sp8 wéhrend der Entwicklung des ZNS in der Embryogenese. Die Sp§-
Nullmutanten bieten jedoch durch die starke Varianz in der Ausbildung des Phénotyps und eventuell
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durch kombinatorische Effekte einzelner Systemverdnderungen eine eher ungeeignete Plattform fiir
die Beantwortung spezieller Fragestellungen zur Funktion von Sp§. Dies soll mit Hilfe der
konditionellen Sp8 Knock-out-Linie und der Sp8-spezifischen Cre-Knock-in-Linie ermdglicht werden.

Der konditionelle Knock-out von Sp8

Die Klonierungsstrategie fiir das gefloxte Sp8-Allel (Sp8"°"-Allel)

Mit Hilfe von genomischen Sp8-Klonen wurde das Targetingkonstrukt fiir den konditionellen Knock-
out generiert. Aufgrund des hohen GC-Gehaltes am Sp8-Lokus erfolgten die Klonierungsschritte in
einem low-copy Vektor um unerwiinschte Rekombinationsereignisse zu verhindern (Treichel,
Dissertation 2003). Die Klonierungsstrategie umfasste den Einsatz beider Rekombinasesysteme
(Cre/Flp), wobei die Flp-Rekombinase die Deletion des Selektionsmarkers neomycin und die Cre-
Rekombinase die Deletion der Sp8-Sequenz katalysierte. Dazu flankieren die beiden loxP-Sequenzen,
an denen die Cre-Rekombinase das Rekombinationsereignis vermittelt, den gesamten kodierenden
Bereich und ermdglichen so dessen vollstdndige Deletion. Das neomycin wurde -flankiert von FRT-
Sequenzen und einer loxP-Sequenz- in Form einer Kassette mit PGK-Promotor in 5'-Orientierung des
ersten Exons einkloniert. Die Leserichtung des Selektionsmarkers verlief in der gleichen Orientierung
wie das Leseraster von Sp8§.

Nach erfolgreicher Rekombination in ES-Zellen wurden 4 positive Klone aus der Gesamtzahl von 272
Klonen identifiziert. Diese geringe Anzahl ist nicht ungewohnlich, so wurden z.B. bei der Generierung
der Knock-out-Linie von D. Treichel aus 287 Klonen 9 positive Klone detektiert (Treichel,
Dissertation 2003). Im Gegensatz zu diesem Konstrukt in dem die lacZ-Kassette durch die homologe
Rekombination an die Position des Sp&-Leserasters eingesetzt wurde, musste fiir die konditionelle
Konock-out-Linie neben der Resistenzkassette noch eine loxP-site eingebracht werden, die sich ca.
11kb in 3’-Orientierung entfernt befand. Dadurch bedingt das prézise Rekombinationsereignis parallel
an diesen beiden Stellen eine geringe Ausbeute an korrekten Klonen.

Die Weitergabe der Modifikation am Sp8-Lokus durch Keimbahntransfer in die erste Generation
ermoglichte anschlieBend die Zucht der Knock-out-Mauslinie.

Das Sp8"**"°-Allel hat hypomorphen Charakter

Die Verpaarung der Tiere aus der ersten Generation mit Sp8"™™°-Allel fiihrte bei den homozygoten
Tieren zu einer Ausbildung des bei den Sp8-Nullmutanten beobachteten Phénotyps. Allerdings war die
Varianz in dessen Ausprdgung, der sogenannte Gen-Dosis-Effekt, deutlich stirker, sodass einige
Individuen mit Deformationen der Extremititen und des Schwanzes bis in postnatale Stadien
iiberlebten und sogar fertil waren. Den hypomorphen Charakter bekam das Sp8™™°-Allel durch die
Aktivitdt der Selektionskassette in 5°-Orientierung verliehen. Eine Kreuzreaktion der neomycin-
Aktivitidt mit benachbarten Genen ist ein mehrfach beschriebenes Phinomen. Man nimmt an, dass der
PGK-Promotor der neomycin-Kassette als cis-regulatives Element wirksam ist (McDevitt et al., 1997)
(Olson et al., 1996) (Ren et al., 2002). In dem Falle des Sp8"™™°-Allels konnte es durch die gleiche
Orientierung der Leseraster von neomycin und Sp8 zu einem Uberlesen der Sp8-Sequenz durch den
starken PGK-Promotor kommen und so die Synthese von Sp8 reprimieren.

Das analytische Potential der durch Insertion der neomycin-Resistenzkassette generierten
hypomorphen Allele wurde bereits bei einigen Genen ausgenutzt: Waters und Lewandoski konnten in
ihren Studien an einem hypomorphen Gbx2""“-Allel die dosisabhingige Funktion von Gbx2 in der
Musterbildung des anterioren und posterioren Hinterhirns ermitteln (Waters and Lewandoski, 2006).
Meyers et al beschreiben 1998 die Generierung eines Fgf8-hypomorphen Allels durch einen Gen-
Dosis-Effekt basierend auf der Insertion einer PGK-neomycin-Resistenzkassette in den Fgf8-Lokus
ohne die Zerstorung der codierenden Sequenz. Dabei entwickeln die Fgf8™°"° Mutanten
dosisabhingige Defekte des Vorder- Mittel- und Hinterhirns sowie des Herzens. Die Verwendung
einer geflrteten Resistenzkassette, ermoglichte die Flp-vermittelte Deletion der Kassette. Nach der
Deletion entwickeln sich die Mutanten normal und sind fertil (Meyers et al., 1998).

Dieser Effekt wurde auch bei den Sp8"™"™-Mutanten beobachtet: Nach der Deletion der
Selektionskassette durch die Verkreuzung mit der Flpe-Linie, die die Flpe-Rekombinase ubiquitir
exprimiert, wurde kein Phinotyp mehr ausgebildet und ein sauberes Sp8"**-Allel, vermutlich ohne
Nebeneinfliisse fremder genetischer Elemente, erzeugt. Damit konnte der bei den Sp8™oxmec/ioxee.
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Mutanten erzeugte Gen-Dosis-Effekt direkt mit der Selektionskassette in Verbindung gebracht
werden.

Gezielte Inaktivierung des Sp8"-Allels

Durch die Verkreuzung mit einer ubiquitidr aktiven Cre-Linie (CMV-Cre) konnte anhand der
Ausbildung des charakteristischen Phinotyps der Sp8-Nullmutanten in CMV-Cre/+;Sp8™
Mutanten demonstriert werden, dass das Sp8ﬂ°X-Alle1 durch Rekombination erfolgreich inaktiviert
werden kann.

Die gezielte Inaktivierbarkeit des Sp8™™-Allel wurde durch den Einsatz der RAR-Cre-Linie in den
auswachsenden Vorderextremititenknospen iiberpriift. RAR-Cre/+;Sp8""*Mutanten zeigten als
Folge des Sp8-Verlustes eine Verkiirzung der Vorderextremititen, die den Extremitidtendefekten der
Sp8-Nullmutanten entsprachen. Da die RAR-Cre-Linie ausschlieflich in den vorderen Extremitéiten
aktiv ist, dienten die hinteren Extremititen der RAR-Cre/+;Sp8™ " Mutanten als Kontrollen, in
denen Sp8 normal exprimiert wurde. Diese wiesen keine Defekte auf und waren normal entwickelt.
Ebenso wie bereits bei den Nullmutanten beschrieben wurde, konnte der Verlust der Figf8-Aktivitit an
der AER der Vorderextremititen bei den RAR-Cre/+;Sp8™ " Mutanten sowie eine Dorsalisierung
der Extremitétenknospe beobachtet werden (Treichel et al., 2003).

Damit erméglichen die Sp8™"-Mutanten die gezielte Inaktivierung der Sp8-Funktion in
Kombination mit spezifischen Cre-Linien.

Die gezielte Inaktivierung von Sp8 an der MHG mit den Enl “* und Wntl-Cre- Linien verweist
auf eine friihe Funktion von Sp8 am IsO

Zur funktionellen Inaktivierung von Sp8 an der MHG wurden zwei Cre-Linien eingesetzt, die Wntl-
Cre-und die Enl““"-Linie. Beide sind ab E8,5/9,0 in der MHG-Region aktiv. Die Aktivitit der
Enl“**-Linie ist im Mittel- als auch Hinterhirn nachweisbar, wohingegen die WntI-Cre nur im
Mittelhirnareal aktiv ist.

Die #uBerliche Betrachtung der Enl“" Sp8™"* Mutanten und Wntl-Cre/+,Sp8™"*-Mutanten
zeigte eine normal entwickeltes Mittel- und Hinterhirnareal sowie keine Anzeichen auf
Wachstumsdefekte, wie sie im gleichen Entwicklungsstadium bei den Sp8-Nullmutanten auftreten.
Auch die Analyse der Expression von Otx2, Wntl und Fgf8 sowie Gbx2 anhand von whole-mount in
situ-Hybridisierung ergab im Vergleich zu den Kontrollen keine Verdnderungen bei beiden
Mutantentypen. Fir die Enl“" ,Sp8™ " Mutanten wurde die Position der dopaminergen und
serotonergen Neuronenpopulationen, die sich rostral und kaudal am IsO differenzieren, untersucht.
Auch hier konnte kein Unterschied in der Position oder DomidnengroBe detektiert werden.
Zusammenfassend betrachtet konnte also mit den hier verwendeten Analysemethoden keine
Verianderung an der MHG beider Mutantentypen detektiert werden.

Beide Cre-Linien sind etabliert und ihre Funktion wurde in verschiedenen Studien erschopfend
bewiesen und charakterisiert (Chi et al., 2003), (Li et al., 2002), (Baquet et al., 2005), (Brault et al.,
2001). Die Funktionalitidt der im Rahmen dieser Arbeit generierten konditionellen Sp&-Linie wurde
ebenfalls ausreichend untersucht.

Bezieht man nun also die Analyseergebnisse des ersten Teils dieser Arbeit an den SpS§-Nullmutanten
mit ein, so fiihrt dies zu folgender Annahme: An der MHG hat Sp8 vor E9,0 fiir die Etablierung der
intakten IsO-Funktion eine wesentliche Bedeutung in der Positionierung des IsO und der Begrenzung
der Markerdoménen. Zu einem spéteren Zeitpunkt iibt es jedoch anscheinend keinen vergleichbaren
Einfluss auf das genetische Netzwerk am IsO aus. Diese Uberlegung kénnte in das zeitliche Schema
fiir die Etablierung der IsO-Funktion integriert werden, denn zwischen E8,5 und E9,5 wird die
breitflichige Expression der Marker am IsO in ihren charakteristischen Mustern verfeinert und klar
definiert (Abb. 4). Danach treten die unabhéingig voneinander induzierten Marker in gegenseitige
Abhingigkeit fiir die Stabilisierung und Umsetzung der IsO-Funktion (Ubersichtsartikel (Joyner et al.,
2000), (Wurst and Bally-Cuif, 2001). Sp8 wird vor diesem Zeitpunkt im gesamten Neuroepithelium
exprimiert und ist bei E8,25 an der MHG deutlich nachweisbar (Abb. 8). Ein weiterer Hinweis fiir die
besondere Stellung von Sp§ im Rahmen des genetischen Netzwerks des IsO ist die Tatsache, dass in
den Nullmutanten nach E9,0 alle kritischen Marker (Wntl, FGf8, Otx2, Gbx2. Enl und Pax2) stabil
exprimiert werden. Dies wurde fiir keinen anderen der IsO-Marker beschrieben. Sp8 scheint also eher
ein Mediator der MHG-Marker zu sein, der fiir deren korrekte Musterbildung am IsO frithe Kontrolle
ausiibt, als diesen im ,klassischen Sinne“ anzugehoéren. Dafiir spricht auch, dass Sp& die
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Positionierung des IsO vor E9,5 reguliert. Die ektopischen dopaminergen Neuronen im rostralen
Hinterhirn der SpS-Nullmutanten konnen im Rahmen dieser Annahme noch als rudimentirer Effekt
der frithen Fehlregulation bedingt durch den Verlust von Sp§ betrachtet werden.

Wie ist nun die Expression von Sp8 an der MHG nach E8,5/9,0 mit diesen Uberlegungen zu
vereinbaren? Zwei Erklarungsmoglichkeiten sind nahe liegend: Zum einen konnte die Sp8-Funktion
durch die Interaktion der IsO-Gene oder andere Faktoren zu diesem Zeitpunkt entbehrlich sein und
kompensiert werden. Zum anderen kdnnte Sp9 eine redundante Rolle einnehmen, schlieBlich ist es an
der MHG von Sp8-Nullmutanten bei E10,5 exprimiert. Ein Doppelknockout von Sp8 und Sp9 konnte
dariiber Aufschluss geben.

Mit Hilfe der konditionellen Sp8-Knockoutlinie konnten fiir Sp8§ inzwischen bedeutende Funktionen in
der Entwicklung des Vorderhirnes, insbesondere des Telenzephalons und der olfaktorischen Bulbi
beschrieben werden (Zembrzycki et al., 2006 in Vorbereitung). Diese Strukturen werden in den Sp8-
Nullmutanten nur rudimentér angelegt. Die Analysemoglichkeiten fiir die Funktion von Sp§ in diesen
Gehirnarealen sind daher anhand der Sp8-Nullmutanten sehr eingeschrénkt.

Die Generierung der induzierbaren Sp8-spezifischen Cre-Linie

Die Klonierungsstrategie fiir den Knock-in der CreERT2-Rekombinase in den Sp8-Lokus

Die Generierung dieser Cre-Linie sollte eine Knock-out-Strategie mit der eines Knock-ins verbinden,
denn das CreERT2-Gen wurde in das Leseraster des SpS8-Gens eingefiigt und sollte so dem regulativen
Einfluss der SpS§-Kontrollelemente unterstellt werden.

Die Leseraster der beiden Gene wurden durch das Einklonieren eines Multilinkers auf
Oligonukleotidbasis in die genomische Sequenz von Sp8 angeglichen. In diesen Multilinker wurden
dann schrittweise die einzelnen Elemente des Targetingkonstrukts eingebracht. Dazu gehorte auch die
von FRT-sites flankierte neomycin-Selektionskassette, die in 3’-Orientierung des Rekombinasegens
mit gegenldufiger Orientierung positioniert wurde.

Nach der Elektroporation in ES-Zellen konnten zwei positive Klone identifiziert werden, von denen
einer fiir die Morulae-Aggrgation verwendet wurde. Nach erfolgreichem Keimbahntransfer konnte mit
der Zucht der Sp8““**™-Mauslinie begonnen werden.

Die Inaktivierung der Sp8-Funktion deutete sich bereits bei den heterozygoten Sp8“““*™_Tieren durch
den charakteristischen Knick in der Schwanzspitze an, der schon bei den heterozygoten Tieren des
klassischen Knock-outs von D. Treichel beschrieben wurde. Die Verpaarung der Sp8““**™*_Tiere
untereinander ergab dann geméall der Mendelschen Verteilung den Phinotyp der Sp§-Nullmutanten.

Reportergene dokumentieren die Aktivitit der CreERT2-Rekombinase in den
charakteristischen Expressionsdoméinen von Sp8

Im Rahmen der vielseitigen Verwendung der Cre/Flp-Rekombinasesysteme fiir die gezielte
Inaktivierung der Genfunktion stellt die CreERT2-Rekombinase eine Erweiterung der
Analysemdglichkeiten innerhalb der Rekombinasesysteme dar. Die Fusion des Ostrogenrezeptors mit
dem Rekombinasegen (Feil et al., 1996) ermoglicht eine zeitspezifische Aktivierung der Rekombinase
innerhalb distinkter Kontrollsysteme.

Die konditionelle Inaktivierung eines Gens unter Verwendung der CreERT2-Rekombinase basiert auf
einer Zwei-Phasen-Vermittlung: Zunédchst die Aktivierung der Rekombinase durch die Fusion des
Liganden (Tamoxifen) mit dem Ostrogenrezeptor, die den Transfer in den Nukleus erlaubt und dann
als zweiten Schritt die Katalyse der Rekombination an den Erkennungssequenzen. Diese
Zeitverzogerung vom Beginn der Verabreichung des Liganden bis zur Rekombination betrdgt rund
24h (Metzger and Chambon, 2001).

Durch die Einkreuzung der Reporerlinien floxedRosa und hrGFP12 konnte die Wirkung verschiedener
Verabreichungsmengen Tamoxifen getestet werden. Die Reporterlinien dokumentierten eine Sp§-
spezifische Regulation der Cre-Rekombinase und somit einen funktionellen Knock-in der
Rekombinase.

Fiir das Entwicklungsstadium E9,5 konnte mit einer Menge von 4mg Tamoxifen das charakteristische
Sp8-Expressionsmuster bei E10,5 und E12,5 detektiert werden. Das Signal ist bei E10,5 im ventralen
Mittelhirn und den telenzephalen Anlagen bereits deutlich zu erkennen und bei E12,5 konnte eine
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starke Signalintensitdt in den telenzephalen Hemisphiren und im Tegmentum erfasst werden. Da das
Rekombinationsereignis am Lokus des Reportergens an die Tochterzellen weiter gegeben wird,
verdichtet sich die Sp&-spezifische Signalintensitdt wihrend der Neurogenese am Neuroepithel nach
einmaliger Ligandengabe. Je nach Anwendungszweck hat diese stabile Reportergenexpression neben
Vorteilen auch Nachteile: Fiir Zellabstammungsstudien ist diese Weitergabe sehr niitzlich und
aufschlussreich. Im Mittelhirn und rostralen Hinterhirn konnten anhand von induzierbaren Wntl-und
Enli/2-Cre-Linien neurale Vorldufer mit Reportergenen markiert werden, die dann Auskiinfte iiber
deren Migrationsverhalten und finalen Positionen geben konnten (Zervas et al., 2004) (Joyner and
Zervas, 20006).

Nachteilig verhilt sich die dauerhafte Markierung dann, wenn zeitspezifische Wechselwirkungen
einzelner Faktoren untersucht werden sollen und eine stabile Markierung die Informationen eines
limitierten Zeitraums verfélscht oder {iberdeckt.

Die mosaikartige Verteilung der Reportergenaktivitdt bei E9,5 wandelte sich auch durch Erh6hung der
Tamoxifengabe bei E7,5 auf 6mg nicht in ein homogenes Signal um. Allerdings konnte eine deutliche
Verdichtung des Mosaiks beobachtet werden. Ein Grund dafiir kdnnte der weiter oben beschriebene
Einfluss der neomycin-Kassette auf benachbarte Genaktivititen sein. Denn diese ersten
Versuchsstudien fanden parallel zu der Deletion der Kassette durch Verkreuzung mit den Flpe-Méusen
statt, um vorab einen Eindruck iiber die Funktionalitit des Knock-ins zu erlangen. Sollte die
neomycin-Kassette einen negativen EinfluBl auf die CreERT2-Aktivitdt ausiiben, so kann man nach
deren Deletion erwarten, dass die Verabreichung geringerer Dosen Tamoxifen zu einem homogenen
Signalmuster fithren konnte.

Die Anwendungen dieser induzierbaren Sp§-spezifischen Cre-Linie sind vielfdltig. Neben den oben
erlduterten Abstammungs- und Migrationsstudien kann man auch zeitspezifische Funktionen eines
Gens durch Selbstinaktivierung charakterisieren, wie z.B. durch Fossat und Kollegen fiir O¢x2
beschrieben (Fossat et al., 2006). Fiir Sp8§ wére dies insbesondere fiir die Funktion am IsO interessant.
Wiirde eine Selbstinaktivierung von Sp8§ bei E7,5/8,0 an der MHG zu den bei seinen Nullmutanten
beobachteten Musterbildungsdefekten fiihren, bei E9,0/9,5 aber keine vergleichbaren Defekte
aufzeigen, so wire die oben spekulierte zeitliche Einordnung der SpS§-Funktion am IsO unterlegt.

Die Selbstinaktivierung von Sp§ erfolgte im Rahmen dieser Arbeit bereits im Entwicklungsstadium
E6,5 (Tamoxifenverabreichung bei E5,5). Die Defekte der Sp8““™*™"*Mutanten bei E12,5
entsprechen in einer ersten Betrachtung denen der Sp8§-Nullmutanten. Die Abnormalititen der
Gehirnstrukturen gekennzeichnet durch Exenzephalie des Mittel-und rostralen Hinterhirns sowie einer
deutlichen Reduktion der Vorderhirnanlage waren vergleichbar. Allerdings lag keine Reduktion der
anteroposterioren Achse des Neuralrohres vor. Ob dieser Unterschied eventuell in einer sehr frithen
(vor E6,5) Funktion von Sp8 in der anteroposterioren Achsenbildung wéhrend der Embryogenese
liegen konnte, da Sp§ als auch Fgf8 im posterioren Primitivstreifen exprimiert werden (Abb. 56), wird
Inhalt von Folgestudien sein (D.Treichel, Dissertation 2003) (Crossley and Martin, 1995).

Ausblick

Die in dieser Arbeit beschriebene Identifikation des Transkriptionsfaktors Sp§ als neues Mitglied des
genetischen Netzwerks am IsO eroffnet ein groBes Spektrum an weiterfilhrenden Studien zur Mittel-
und Hinterhirnentwicklung am Mausmodell. Insbesondere die Verfiigbarkeit der konditionellen Spé&-
Knock-out-Linie ermodglicht in Verbindung mit ausgewihlten Cre-Linien eine Beantwortung gezielter
Fragestellungen beziiglich der Interaktionen von Sp8§ im molekularen Netzwerk des IsO. Dartiber
hinaus kann die Rolle von Spé& in den weiteren Organisationszentren des ZNS anhand geeigneter Cre-
Linien untersucht werden. Fiir die Studien zur Entwicklung der Vorderhirnanlage wurde die
konditionelle Sp8-Knock-out-Linie z.B. bereits erfolgreich mit der Foxg/-Cre-Linie kombiniert
(Zembrzycki et al., 2006, in Vorbereitung). Weiterhin ist geplant, die diskutierte Redundanz des
Sp8/Sp9-Genpaars durch die Generierung einer Sp9-Knock-out-Linie in Verbindung eines
Doppelknockouts zu tiberpriifen.

Daneben scheint es nun mdoglich zu sein, eine zeitliche Einordnung der Sp8-Funktion zu treffen.
Besonders hinsichtlich der Hinweise auf eine frithe Aktivitidt von Spé fiir die Positionierung des IsO in
der anteroposterioren Musterbildung des ZNS, wire dies von besonderem Vorteil. Die Beantwortung
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dieser und weiterer Fragestellungen kann anhand der zeitlich gesteuerten konditionellen
Selbstinaktivierung von Sp8 durch die Kombination der Sp§-spezifischen Knock-out- und Knock-in-
Linien Sp8™™ und Sp8““**™ erfolgen.

Desweiteren konnte die Generierung von Chiméren mit Sp§-defizienten Zellen Aufschluss dariiber
geben, inwieweit Sp8, dhnlich wie Sp/ (Marin et al., 1997), zellautonom agieren konnte.

Eine direkte Interaktion des Transkriptionsfaktors Sp8§ mit ausgewihlten Promotorelementen von Fgf8
konnte anhand von Gel-Shift-Assays (EMSA) nachgewiesen und weiterfiihrend mit DNAse-
Footprinting-Analysen charakterisiert werden. Mdgliche Interaktionspartner von Sp8 kénnten anhand
eines cDNA-Bibliothek-Screenings im Hefe-Zwei-Hybrid-System identifiziert und anschlieBend durch
GST (Gluthathion-S-Transferase)-Immunoprézipitation sowie eine nachfolgende
massenspektroskopische Analyse bestdtigt werden.

AuBerdem kann mit Hilfe von DNA-Microarrays die durch den Verlust von Spé8 bedingte
differenzielle Genexpression, z.B. in spezifischen Arealen des ZNS, analysiert werden. Diese
Untersuchungsmethode auf transkriptioneller Ebene birgt insbesondere fiir die funktionelle Analyse
eines Transkriptionsfaktors einen hohen Informationsgewinn.

Neben Mutanten mit Funktionsverlust erweitern Studien an solchen mit Funktionsgewinn das
Analysespektrum zur Charakterisierung der Genfunktion. Diesbeziiglich sollen Untersuchungen an
einer bereits zur Verfiigung stehenden Cre-vermittelten Sp8-Uberexpressionsmutante folgen, in denen
die oben aufgefithrten molekularbiologischen Untersuchungsmethoden ab- und vergleichend
angewendet werden konnten.
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Zusammenfassung

Die Spezifierung neuraler Zelltypen im Zentralen Nervensystem unterliegt der Kontrolle von
Organisationszentren. Ein solches Zentrum stellt der Isthmus Organisator (IsO) dar, der an der
Mittelhirn-Hinterhirngrenze (MHG) lokalisiert ist und an der Prigung des Mittel- und anterioren
Hinterhirns beteiligt ist. Das Verstidndnis der Entwicklungsprozesse im ventralen Mittelhirn ist von
zentralem Interesse, denn es ist der Sitz dopaminerger Neurone, deren Degeneration beim Menschen
zu Morbus Parkinson fiihrt.

Die Rolle des IsO basiert auf einem komplexen genetischen Netzwerk aus Transkriptionsfaktoren und
sezernierten Signalproteinen, zu denen Fgf8 gehort. Es gilt als Schliisselfaktor des IsO, fiir das, als
einziges Element dieses Netzwerks, induktives Potential nachgewiesen werden konnte.

Der Transkriptionsfaktor Sp8 ist ein hoch konserviertes Mitglied der Spl-Zinkfinger-Familie, der
wihrend der friihen Embryonalentwicklung in Organisationszentren des ZNS und der
Extremitdtenknospen gemeinsam mit Fgf8 exprimiert wird. Murine Sp8-Nullmutanten bilden einen
schweren Phénotyp innerhalb der Strukturen aus, deren Entwicklung durch diese Organisationszentren
gesteuert wird. Anhand dieser Mutanten konnte in vorangegangenen Studien gezeigt werden, dass Sp§
einen positiven regulativen Einfluss auf Figf§ wihrend des Auswachsens der Extremitdtenknospe
ausiibt.

In der vorliegenden Arbeit konnte Sp& als neues Mitglied des genetischen Netzwerks am IsO
identifiziert und charakterisiert werden. Die Analysen der Sp8-Nullmutanten weisen auf eine duale
Rolle dieses Transkriptionsfaktors am IsO hin. Zum einen scheint Sp8 eine wichtige Funktion in der
anteroposterioren Musterbildung des ZNS zu spielen, wobei die Positionierung des IsO kontrolliert
wird. Die Mutanten wiesen eine posteriore Verschiebung dieses Organisationszentrums in frithen
embryonalen Stadien auf. Sp§ ist zudem fiir die charakteristische Begrenzung des Expressionsmusters
von genetischen Determinanten des IsO von Bedeutung. Bei den Mutanten ist die scharfe Begrenzung
bedeutender Markerdoménen stark beeintriachtigt, besonders die Figf8-Domine ist deutlich expandiert
und die Mittelhirnmarker Ofx2 und Wntl werden als ektopische Zellcluster im ventralen anterioren
Hinterhirn exprimiert. Im Zuge dieser Verdnderungen des molekularen Codes am IsO kommt es zu
einer stabilen Expansion der dopaminergen Neuronenpopulation nach posterior in das rostrale
Hinterhirn hinein, dem Sitz serotonerger Neurone. Die immunhistochemische Analyse an Sp$§-
Nullmutanten verschiedener Entwicklungsstadien ergab eine Verzégerung in der Differenzierung der
serotonergen Neuronen in diesem Areal.

Weiterhin konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass Sp§ die Proliferation im ventralen
Areal des Mittel- und rostralen Hinterhirns kontrolliert. Anhand von BrdU/IdU-Inkorporationsstudien
wurde eine signifikante Erhohung der Proliferation in den neuralen Vorlduferzellen ermittelt. Als
mogliche Erkldrung fiir die beschleunigte Proliferation konnte eine Verkiirzung der S-Phasenlédnge im
Zellzyklus der Vorldufer bestimmt werden.

Die Untersuchungen an Sp8 verweisen somit auf einen Zusammenhang in der Kontrolle von
Musterbildung und Proliferation im neuronalem Gewebe.

Um die Sp8-Funktion in verschiedenen Geweben analysieren zu kdnnen, wurden im zweiten Teil der
vorliegenden Arbeit zwei spezifische Sp8-Mauslinien anhand homologer Rekombination in
embryonalen Stammzellen generiert. Beide Mauslinien basieren auf der vorteilhaften Anwendung der
Cre/Flp-Rekombinasesysteme in der Mausgenetik, die eine gezielte Inaktivierung von Genen
ermoglicht. Zur Generierung der konditionellen Sp§-Knock-out-Linie wurde der genomische Sp§-
Lokus durch die schrittweise Einklonierung flankierender loxP-Erkennungssequenzen modifiziert,
sodass ein gefloxtes Sp8-Allel, Sp8™*, vorlag. Die Verpaarung der konditionellen Sp8-Knock-out-
Mauslinie mit einer ausgewahlten Cre-Mauslinie fithrt dann durch die Cre-vermittelte Rekombination
an beiden loxP-Sequenzen zur zeit- und gewebespezifischen Deletion des Sp§-Allels. Wihrend der
Generierung der konditionellen Sp§-Knock-out-Linie entstand durch den cis-regulativen Einfluss der
neomycin-Resistenzkassette eine weitere Mauslinie mit hypomorphem Sp8-Allel, Sp8"™™°, als
Intermedidrprodukt.

Die Anwendbarkeit der konditionellen Sp8-Knock-out-Linie zur gezielten Inaktivierung des Sp§-
Allels konnte anhand verschiedener Cre-Linien dokumentiert werden. Der Einsatz MHG-spezifischer
Cre-Linien, in denen die Rekombinase nach E8,5/9,0 aktiviert wird, ergab im Rahmen der

91




Zusammenfassung

angewandten Untersuchungsmethoden keine Verdnderungen an der MHG der entstandenen Mutanten.
Dies unterstreicht die bereits bei den Nullmutanten diskutierte Funktion von Sp& am IsO in sehr frithen
Stadien der Embryonalentwicklung.

Bei der zweiten Mauslinie handelt es sich um einen Sp8-spezifischen Knock-in, Sp8““***, bei dem
das Gen der Cre-Rekombinase unter die Regulation der Sp8-Kontrollelemente gestellt wurde. Dazu
wurde das Sp8-Allel deletiert und die Rekombinase basenspezifisch in dessen Leseraster einkloniert.
Die verwendete Cre-Rekombinase ist ein Fusionsprodukt mit einem Ostrogenrezeptor, dies erlaubt
eine zeitlich gezielte Aktivierung der Rekombinase in den Sp§-Expressionsdoménen nach der Gabe
des Liganden (z.B. Tamoxifen). In Kombination mit der konditionellen Sp§-Knock-out-Linie kann so
z.B. die Funktion von Sp8§ zeitspezifisch durch konditionelle Selbstinaktivierung analysiert werden. In
ersten Testreihen, u.a. mit verschiedenen Reporterlinien, konnte eine Sp8-spezifische Aktivierung der
Cre-Linie beobachtet werden.
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Material und Methoden

Organismen

Bakterien

Zur Klonierung von DNA-Fragmenten wurden Bakterien des Stammes E.coli DH5a (Promega)
verwendet.

Zur Uberpriifung der korrekten Orientierung der loxP- und FRT-sites in den jeweiligen Konstrukten
wurden die Plasmide in Bakterien der Stimme 294-Cre und 294-Flp aus dem Labor von Prof.
Buchholz (EMBL, Heidelberg) kultiviert (Buchholz et al., 1996).

Embryonale Stammzellen

Fiir die Generierung chimirer Méuse wurde die embryonale Stammzellline MPI II (Doetschman et al.,
1985) zur homologen Rekombination mit anschlieBender Morulae Aggregation verwendet. Diese
Linie entstammt dem Mausstamm 129/Sv.

Murine Morulae
Zur Morulaeaggregation wurden Morulae der NMRI und CD1-Mausstimme verwendet.

Mauslinien

Fir die vorliegende Arbeit wurde mit den Inzuchtstimmen C57BL/6 und 129/Sv, den
Auszuchtstimmen NMRI, FVB und CDI1 und dem Hybridstamm B6CBA gearbeitet. Zur Erzeugung
von Embryonen wurden die Méause iiber Nacht verpaart und der Tag des Vaginalpfropfens als Tag 0,5
post coitum der Embryonalentwicklung (E0,5) gezahlt.

Sp8-Knock-out:

Btx92 (Treichel et al., 2003)
Rekombinase-Linien:
RAR-Cre(Moon et al., 2000)
CMV-Cre (Schwenk et al., 1995)
Enl®™" (Kimmel et al., 2000)
Wnt1-Cre (Danielian et al., 1998)
Flpe (Farley et al., 2000)
Reporter-Linien:

hrGFP3/12 (Schindehutte et al., 2005)
floxedRosa (ROSA 26 gt SHO) (Mao et al., 1999).

Materialien

Im weiteren Text sind Prozentangaben fiir Feststoffe als Masseprozent, fiir Fliissigkeiten und Gase als
Volumenprozent zu verstehen. Losungen wurden in Wasser angesetzt, andernfalls ist das
Losungsmittel ausgewiesen. Verwendetes Wasser wurde im lonenaustauscher (MilliQsynthesis,
Millipore) entmineralisiert.

Chemikalien und Enzyme
Chemikalien wurden von den Firmen Sigma, Merck, Fluka, Roth, Invitrogen und Gibco Laboratories
bezogen. Alle Chemikalien besalien den Reinheitsgrad "p.a." (zur Analyse).
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Sofern nicht anders ausgewiesen, wurden Enzyme der Firmen Roche, Promega, NEB und MBI
Fermentas verwandt.

Radiochemikalien
Redivue **P-Nucleotide lieferte die Firma Amersham Biosciences (Freiburg)

Membranen

Fiir den Transfer von DNA wurden ungeladene Nylonembranen der Firma Qiagen (Diisseldorf)
verwendet.

Filme

Autoradiographische Priparate wurden auf Biomax, MR (Kodak) Filmen exponiert, radioaktive in situ
-Hybridisierungen in Kodak NTB-2 Fliissigfilm getaucht.

Primer und Oligonukleotide

Alle Primer und Oligonukleotide wurden von der Firma IBA (G6ttingen) synthetisiert.
Fiir Standardgenotypisierungen (z.B. zu Zucht- und Haltungszwecken) wurden folgende Primerpaare
verwendet.

Sequenz 5" — 37 Tm (°C)
Cre F ATG CTT CTG TCC GTT TGC CG 58
R CCT GTTTTG CAC GTT CAC CG 57
Neo F CAG CTG TGC ACG TTG TCACTG 60
R CCA TGA TAT TCG GCA AGC AGG CAT CG 62
lacZ F CGT CAC ACT ACG TCT GAA CGT CG 59
R CAG ACG ATT CAT TGG CAC CAT GC 59
eGFP F CCG ACC ACA TGA AGC AGC ACG AC 62
R TCA CGAACT CCAGCAGGACCAT 61
Fipe F CCC ATT CCATGC GGG GTATCG 61
R GCA TCT GGG AGA TCACTG AGC G 60

Alle verwendeten Primerkombinationen wurden an das PCR-Standardprogramm adaptiert

Vektoren, Plasmide und genomische Klone

Vektoren:

pBluescript II KS+ (Stratagene): Diente als allgemeiner Klonierungsvektor. In diesem Vektor

wurden PCR und ¢cDNA Fragmente zu Sequenzierungszwecken und zur Herstellung von RNA-Sonden
fiir die in situ-Hybridisierung kloniert.

pGEM"T-Easy (Promega): Diente zur Klonierung von PCR-Fragmenten. Dieser Vektor liegt
linearisiert vor und enthilt an beiden 3’-Enden einen Thymidin-Uberhang, der eine Religation des
Vektors verhindert und eine Anlagerung des Deoxyadenosin-Uberhangs, der von den thermostabilen
Polymerasen héufig an die 3’-Enden der PCR-Fragmente angehdngt wird, ermoglicht. Diese
Thymidin-Uberhiinge sichern eine effiziente Ligation.

pleBS (D. Treichel, Dissertation 2003): plcBS gehort zu den low-copy Vektoren. Zur Klonierung von
genomischer DNA als auch ¢cDNA des Sp§- und Sp9-locus wurde plcBS herangezogen, da der
Sequenzbereich dieser Gene einen hohen Anteil an repetitiven GC-Elementen enthélt, die bei
Verwendung von high-copy Vektoren zu unerwiinschten Rekombinationsereignissen fithren konnen.
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Plasmide:

pK-11 (Meyers et al., 1998): Dieser Vector triagt die FRTpGKneoFRTloxP-Selektionskassette, die zur
Generierung der Konstrukte zur konditionellen Inaktivierung von Sp8 und des Tamoxifen-
induzierbaren Cre Knockins unter der Kontrolle des Sp8-Genlocus verwendet wurde.

CreERT?2 (Feil et al., 1997), (Feil et al., 1996): Dieser Vektor tridgt die Sequenz des Fusionsproteins
aus der Cre-Rekombinase und der Tamoxifen-induzierbaren mutierten Ligandbindedoméne des
humanen Ostrogenrezeptors LBD, die zur Generierung des Tamoxifen-induzierbaren Cre Knockins
unter der Kontrolle des Sp8-Genlocus verwendet wurde.

Genomische Klone:

gBtxII-6-8,5-1, gBtx2-2 (D. Treichel, Dissertation 2003): Diese Klone tragen die genomische DNA
des Sp8-Genlokus.

Antikorper und Antisera

Die folgenden Antikorper wurden in der vorliegenden Arbeit fiir die Immunfirbungen verwendet.
Angegeben werden die Bezugsquellen und die verwendeten Verdiinnungen.

Priméirantikorper Verdiinnung
Mouse-Anti-Thyrosine Hydroxylase Clone TH-16 (Sigma) 1: 800

Rabbit-Anti-Serotonin (5-Hydroxytryptamine), 5-HT (Sigma) 1: 2500
Mouse-Anti-lododeoxyuridine Clone 1U-4 (Caltag) 1. 40
Mouse-Anti-Bromodeoxyuridine Clone Br-3 (Caltag) 1: 100
Rat-Anti-Mouse Ki-67 Clone TEC-3 (DakoCytomation) 1. 50
Rat-Anti- Bromodeoxyuridine Clone BU1/75(ICR1) (abcam) 1: 100
Mouse-Anti-Nestin (Chemicon) 1: 200
Mouse-Anti-Neuronal class III $-Tubulin (TUJ1) 1: 300
Mouse-Anti- HistoneH3 Clone H3-P 1
Rabbit-Anti-Calbindin D-28K (Chemicon) 1

: 100
: 2500

Sekundirantikorper

Die verwendeten fluorophorkonjugierten Antikorper aus der Alexa-Serie wurden von der Firma
Molecular-Probes/MoBiTec bezogen. Sie wurden bei Immunfirbungen in einer Verdiinnung 1:500
eingesetzt.

Rote Emission: Alexa-594-konjugiert: goat-anti-mouse, goat-anti-rat

Griine Emission: Alexa-488-konjugiert: goat-anti-mouse, goat-anti-rat, goat-anti-rabbit

Kulturmedien und Nihrboden

STI-Medium Terrific Broth (TB) Terrific-Broth erlaubt
aufgrund seines hohen

NaCl 1% Trypton 1.2% Nahrstoffgehaltes ein
Trypton 1% Hefeextrakt 2,4% dichteres Wachstum
Hefeextrakt 0,5% Glycerin 0,4% von Bakterien als z.B.
LB-Medium und ist
pH: 7,0 K:HPO, 72mM deshalb besonders zur
KH,PO4 17mM Kultur von Bakterien fiir
STI*- Medium Iov.\./-copy‘-PIasmid-‘
) . A Praparationen geeignet.
STI-Medium mit Zusatz von: B~
Ampicillin 50ug/ml TB mit Zusatz von:
Ampicillin 50ug/ml

STI* -Bakterienagarplatten

STP-Medium mit Zusatz von:
Bakterienagar 1,5%
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Standardlosungen
PBS TBE (einfach konzentriert)
NaCl 130mM Tris-Borat 89mM
Na,HPO, 7mM Borsaire 89mM
NaH,PO, 3mM EDTA 2mM
pH 7,2 pH: 8,0
PFA
Paraformaldehyd 40g
PBS 1

bei 65°C gelost, filtriert

SSC (20fach konzentriert)

NaCl 3M
Natriumcitrat 0,3M
pH 4,5 bzw. 7,5

TE

Tris-Cl 10mM
EDTA 1mM

pH 7,5 oder 8,0

Methoden

Priiparative und analytische Arbeiten mit Nukleinsiuren

Plasmid-DNA Priparation

Das plasmidtragende Bakterien wurden auf STI*-Bakterienagarplatten ausgetrichen und iiber Nacht
bei 37°C inkubiert. Zur Vorkultur wurden Einzelkolonien in 2ml STI* , bzw. 5ml TB*-Medium
inokuliert und 6h bei 37°C schiittelnd inkubiert. Mit der Vorkultur wurden 200ml STI* , bzw. 2500ml
TB*-Medium angeimpft und 16h bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Die Priparation der Plasmid-
DNA erfogte anhand des QIAfilter Plasmid Maxi Kits, bzw. EndoFree Plasmid Mega Kits. Die so
gewonnene Plasmid-DNA wurde in 2x100ul vorgewarmten TE-Puffer eluiert.

Zur analytischen DNA-Préparation wurde das QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) verwendet.

Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren in Losung

Die Ausbeuten von DNA und RNA wurden UV-spektrophotometrisch bestimmt (Bio

Photometer, Eppendorf). Die DNA/RNA wurde 1:100 in Wasser verdiinnt und die optische Dichte bei
260nm (OD,4) ermittelt. Eine OD,6p von 1 entspricht einer Konzentration von 50ug doppelstrangiger
DNA, bzw. 40pg RNA pro ml Losung.

Geringe DNA-Konzentrationen wurden durch einen optischen Vergleich der
Ethidiumbromidfluoreszenzintensititen von einer unbekannten mit einer bekannten DNA-Probe im
Agarosegel abgeschitzt.

Agarosegelelektrophorese

Zu analytischen und préparativen Zwecken wurden DNA-Fragmente im Agarosegel nach ihrer Grofle
aufgetrennt. Abhéngig von der Grofle der aufzutrennenden DNA-Fragmente wurden 0,5-2% Agarose
mit 0,1 mg/ml Ethidiumbromid (Sigma) in einfach konzentriertem TBE-Puffer eingesetzt. Dieser
diente auch als Laufpuffer. Vor dem Autragen wurden die DNA-Proben mit Ladepuffer im Verhiltnis
1:5 versetzt. Die Detektion der Fragmente erfogte im UV-Licht ( =248nm). Préparative Gele wurden
zur Vermeidung von DNA-Strangbriichen und Thymidindimeren nur langwelligem UV-Licht
(_=366nm) ausgesetzt.
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Ladepuffer

Ficoll 15%
EDTA pH 8,0 60mM
Bromphenolblau 0,01%
Xylencyanat 0,03%

Isolation von DNA aus Agarosegelen

Nachdem das gewiinschte DNA-Fragment unter dem UV-Licht lokalisiert und das Gelstiick
ausgeschnitten wurde, wurde die DNA mit Hilfe des Geneclean Spin Kits (QBiogene) aus dem
Gelstiick isoliert und in 2x15ul TE eluiert.

Alkoholfillung

Die DNA-haltige Losung wurde mit 0,1 Volumenanteile 3M Natriumacetat und 2,5 Volumenanteile
Ethanol, bzw. 0,6 Volumenanteile Isopropanol versetzt und bei -20°C fiir mindestens 1h ausgefillt.
AnschlieBend wurde die DNA durch Zentrifugation fiir 10 min bei 13000 rpm sedimentiert und in
70% Ethanol gewaschen. Nach Trocknung des Pellets wurde die DNA in einem geeigneten Volumen
Wasser aufgenommen.

Phenol-Chloroform-Extraktion

Die Pheol-Chloroform-Extraktion diente zur Entfernung von Proteinriickstinden aus DNA-haltigen
Losungen. Dazu wurde die DNA-Losung mit 1 Volumenanteil PCl (Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol, pH: 7,5) vermischt, kriftig geschiittelt und die Phasen durch Zentrifugation getrennt.
Die obere, wissrige Phase wurde anschlieend auf gleiche Weise mit 1 Volumenanteil Chloroform
extrahiert. Danach wurde die DNA durch Ethanolféllung gewonnen.

Isolation genomischer DNA aus Gewebe

Gewebe aus Schwanzspitzen, embryonale Membranen oder ES-Zellen wurden iiber Nacht in 250ul
ProteinaseK-Lysepuffer bei 56°C unter Schiitteln verdaut. Gewebereste wurden durch Zentrifugation
abgetrennt und der Uberstand mit 250ul Isopropanol ausgefillt. Nach anschlieBendem Waschen mit
70% Ethanol wurde die DNA getrocknet und in 50ul Wasser bei 65°C eluiert.

ProteinaseK--Lysepuffer

TrisCl, pH 8,5 100mM
EDTA pH 8,0 5mM
SDS 2%

NaCl 200mM
ProteinaseK 1mg/ml

Amplifikation von DNA Fragmenten mittels PCR

Die Polymerase—Ketten-Reaktion (PCR) (Mullis and Faloona, 1987) ermoglicht die exponentielle in
vitro Amplifikation eines spezifischen DNA—-Bereiches der von zwei entgegengestzt orientierten
Oligonukleotidprimern flankiert ist.

In dieser Arbeit wurde die PCR hauptsidchlich zu Genotypisierungs- und Klonierungszwecken
eingesetzt.

Standardansatz-PCR Standardprogramm

10fachPCR-Puffer (Geneceaft) 4ul Denaturation 94°C 4min

MgCl, (Genecraft) 1,5mM

dNTP-Mix (Genecraft) 200uMI Denaturation 94°C 30s 25Zyklen
Primer A 10uM Annealing  65°C 30s

PrimerB 10uM Elongation 72°C 1min

DNA-template 4ng

Tag-Polymerase (Genecraft) 1U Elongation 72°C 6min

H,O ad 40ul 4°C =
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Die Annealingtemperatur wurde anhand der Schmelztemperatur der Primer ausgewéhlt und die Dauer
des Elongationsschrittes wurde nach der Regel 1min/kb berechnet.

DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgt nach Sanger (Sanger et al., 1977). Dabei handelt es sich um ein
Kettenabbruchverfahren, oder Didesoxyverfahren, das auf gezielten aber statistisch verteilten
Kettenabbriichen wihrend der Neusynthese von DNA-Strangen beruht. Diese Kettenabbriiche werden
durch einen Zusatz von Didesoxynukleotiden (ddNTP’s ), bzw. Terminatoren zu dem dNTP-Gemisch
erreicht.

Die Bestimmung der Nukleotidsequenzen wurde auf einem ABIPRISM-377 DNA-Sequencer
(Applied Biosystems) durchgefiihrt.

Sequenzierungs- Cycle-Sequencing-
Reaktionsansatz Programm

DNA-template 400ug 25Zyklen
Elé;i}{i?;el\r/lnlw)l(natorReady 3ul 05°C 30s
Primer 10pmol 50°C 10s

HO ad 10yl 60°C 4 min

Die Analyse erfogte auf dem Sequenziergel, wurde digital erfasst und mit der Software Sequencer
(Genecodes) ausgewertet.

Sequenzierprimer 5°'— 3°

T3 CAATTAACC CTC ACT AAAG
T7 GTAATACGACTC ACT ATAG
Sp6 ATT TAG GTG ACA CTATAG

Klonierung von DNA-Fragmenten

Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

DNA wurde mit Restriktionsendonukleasen unter den vom jeweiligen Hersteller des Enzyms
empfohlenen Temperatur- und Pufferbedingungen gespalten. Restriktionsverdaus mit mehreren
Enzymen konnten gleichzeitig erfolgen, wenn die Enzyme dieselben Reaktionsbedingungen
erforderten. Im Falle von Enzymen die nicht dieselben optimalen Bedingungen bendtigten und
demzufolge nicht gleichzeitig fiir ein Verdau eingesetzt werden konnten, wurde zuerst mit dem einen
Enzym verdaut, dann erfolgte eine EtOH-Fillung, bevor mit dem anderen Enzym geschnitten werden
konnte. Die Inkubationszeit betrug jeweils 60 min.

Restriktionsverdauansatz

DNA 2-5ug
10fach Restrktionspuffer 2ul
Restriktionsendonuklease 2U
H20 ad20pl

Bei priparativen Verdauen wurde je nach Bedarf mehr DNA und entsprechend mehr Enzym
eingesetzt sowie die Inkubationszeit verldngert.

5’-Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Vektoren, die zu Klonierungszwecken nur mit einem einzigen Enzym geschnitten wurden, wurden zur
Verhinderung der Rezirkularisierung des Vektors widhrend der Ligationsreaktion mit alkalischer
Phosphatase (SAP) behandelt. Das Enzym entfernt aus den von der Restriktionsendonuklease
erzeugten Enden die 5'-Phosphatgruppen. Die Ligase ist somit nicht mehr in der Lage, die
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Vektorstrange kovalent zu schliefen. Eine kovalente Verkniipfung ist daher nur mit dem Insert
moglich, da es intakte 5'-Phosphatgruppen besitzt.

Dephosphorylieriungsansatz

Vektor 2ug
10fach Phosphatasepuffer 2yl
Phosphatase (Roche) 2U
H20 ad20pl

Der Ansatz wurde 30 min bei 37°C inkubiert und anschlie8end iiber ein Agarosegel aufgereinigt.

,,Blunt-end”z-Klonierung

Bei Klonierungen von DNA-Fragmenten mit sticky-ends’ in Vektoren mit  blunt-ends muBten
5'Uberhiinge aufgefiillt oder 3'Uberhiinge entfernt werden. Dazu wurde das Enzym T4DNA-
Polymerase verwendet. Dieses Enzym verfiigt iiber 3°-5"-Exonuklease- sowie 5'-3"-Polymerase-
Aktivitét.

DNA 2ug
dNTP-Mix (Genecraft) 200uM
10fach TADNAPolymerasepuffer 3l
T4DNAPolymerase (Roche) 2U
H20 ad30pl

Der Ansatz wurde 1h bei 37°C inkubiert und die DNA anschlieend mit EtOH ausgefillt.

Ligation von DNA-Fragmenten

Fiir eine Ligation von zwei DNA-Fragmenten zu einem zirkuldren Produkt sollte das Insert-Vektor-
Stoffmengenverhéltnis idealerweise 3:1 betragen. Die Ligation erfolgte 1h bei RT oder iiber Nacht bei
16°C.

Ligationsansatz

Vektor 1Teil
Insert 3Teile
10fach T4Ligationspuffer 2yl
T4Ligase (Promega) 2U
H20 ad10ul

Transformation von Bakterien

Herstellung kalziumkompetenter Bakterien

Hierfiir wurde eine Einzelkolonie des Bakterienstammes E.coli DH5a in 50ml STI-Medium inokuliert
und iiber Nacht unter Schiitteln bei 37°C inkubiert. Mit 5ml dieser Vorkultur wurden 500ml STI-
Medium angeipft und bei 37°C weiter kultiviert, bis eine ODgoo von 0,5-0,6 erreicht wurde.
Anschliefend wurden die Bakterien bei 2500rpm fiir Smin abzentrifugiert und in 30ml eiskaltem
50mM CaCl, vorsichtig resuspendiert. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurden die Bakterien
nochmals abzentrifugiert, in 30ml eiskaltem 50mM CaCl,/10% Glycerol aufgenommen, aliquotiert
und bei -80°C eingefroren.

Hitzeschock-Transformation

150ul kompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und mit 100ng Plasmid-DNA oder 10ul
Ligationsansatz 10 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock fiir 1,5 min bei 42°C wurden die
Bakterien auf Eis abgekiihlt und in 1ml vorgewdrmtes STI-Medium aufgenommen und 45 min bei

% blunt end, engl.: glattes Ende
3 sticky end, engl.: klebriges Ende
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37°C schiittelnd inkubiert. Anschliefend wurden die Bakterien kurz (10 s) abzentrifugiert, in 100ul
STI-Medium aufgenommen, auf STI*-Bakterienagarplatten ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C
inkubiert.

Herstellung von Glycerol-Stocks

Transformierte Bakterien, die fiie eine weitere Verwendung langfristig gelagert werden sollten,
wurden als Glycerol-Stocks aufbewahrt. Dazu wurden Bakterien einer frischen Kultur mit 10%
Glycerol versetzt und bei -80°C aufbewahrt.

Southern Hybridisierung

Die Southern Hybridisierung wurde zur Genotypisierung herangezogen und diente als Kontrolle fiir
die Erarbeitung zuverldssiger PCR-Protokolle. Sie gliedert sich in 3 Abschnitte:

1.Restriktionsverdau und elektrophoretische Auftrennung der genomischen DNA

2.Transfer der DNA-Fragmente auf positiv geladene Nylonmembranen

3. Hybridisierung der DNA mit einer [o]*P markierten Sonde

Die mit Restriktionsenzymen verdaute DNA wurde im Agarosegel (0,5-0,7%ig) aufgetrennt und mit
einem fluorszierenden Lineal fotografiert, um die spitere GréBenzuordnung der Banden zu
ermoglichen. Da einige der zu detektierenden Restriktionsfragmente eine GroBe von mehr als 10kb
aufwiesen, musste die DNA vor dem Transfer partiell depuriniert werden, um eine ausreichende
Transfereffizienz zu gewdéhrleisten. Dies erfolgte durch eine 15 miniitige Behandlung mit 0,25M HCI.
Bei dieser Reaktion werden die Purine der DNA abgespalten. AnschlieBend folgte die Denaturierung
des Gels in 1,5M NaCl/0,5M NaOH fiir 30 min. Dies fiihrt zu einer Spaltung der
Phosphodiesterbindungen der DNA an den apurinischen Stellen und somit zu einer Fragmentierung
der DNA. Anschliefend wurde das Gel mit 1 M Tris-HCI/ 1,5 M NacCl fiir 45 min neutralisiert.

Der Transfer mit 20xSSC als Blottingpuffer erfolgte nach dem Aufbau von Southern iiber Nacht.
AnschlieBend wurde die DNA auf der Membran durch Bestrahlung mit langwelligem UV-Licht
(312nm; 0,3 J/ cm2) und zweistiindigem Backen bei 80°C auf der Membran (Qiabrane, Qiagen)
kovalent fixiert.

Markierung von DNA-Fragmenten mit [a]?P-dCTP (Feinberg and Vogelstein, 1983)

DNA Fragmente, die als Sonden fiir Hybridisierungen eingesetzt wurden, wurden radioaktiv markiert.
Dies erfolgte mit dem Megaprime-DNA-Labeling Kit der Firma Amersham. Dazu wurden
randomisierte Hexanukleotide an das durch Hitze denaturierte Fragment gebunden und durch das
Klenow Enzym in 3’-Richtung matrizenabhéngig verldngert. Der Klenow Polymerase wird dabei
zusitzlich zu den normalen Nukleotiden (dATP, dGTP, dTTP), [a]*P-dCTP angeboten, das in den
synthetisierten Strang eingebaut wird.

Dazu wurden 100ng DNA in ein Volumen von 45,5 pl eingesetzt, durch Inkubation bei 95°C fiir 3min
denaturiert und auf 4°C abgekiihlt. Anschliefend wurde die DNA mit 50uCi[a]*P-dCTP 1h bei 37°C
markiert. Nichtkorporierte Nukleotide wurden mit G50-Sdulen (Amersham) entfernt. Die spezifische
Aktivitdt der Sonde wurde im Szintillationsmesser (Beckmann) bestimmt. Dabei sollte die DNA-
Sonde eine spezifische Aktivitit von mindestens 8x10° Zerfillen/min/pug aufweisen. Die markierten
Sonden wurden vor dem Einsatz in Hybridisierungen fiir Smin bei 95°C denaturiert.

Hybridisierung der Membranen

Die Hybridisierungsreaktion erfolgte iiber Nacht bei 65°C in Hybridisierungsflaschen, die in einem
Rotationsofen (Biometra) kontinuierlich bewegt wurden. Zunidchst wurden die Membranen 2 h in
Hybridisierungslosung préhybridisiert. AnschlieBend wurde die Hybridisierungslosung erneuert und
die denaturierte DNA-Sonde zugegeben, dabei wurden 300ng radioaktiv markierte DNA-Sonde in
20ml Hybridisierungslosung eingesetzt. Zur Entfernung ungebundener Sonde wurden die Membranen
einmal 20 min bei RT und zweimal 30 min bei 65°C gewaschen. Die Membranen wurden in Folie
gepackt und ein bis drei Tage in Bleikassetten auf Rontgenfilmen (Biomax, Kodak) bei -70°C
exponiert.
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Hybridisierungspuffer Waschpuffer

Na;HPO, 0,5M Na;HPO, 40mM
SDS 7% SDS 1%
EDTA 0,5mM

Priiparation und Fixierung von Embryonen

Die Méuse wurden iiber Nacht verpaart und der Tag des Vaginalpfropfens als Tag 0,5 post coitum der
Embryonalentwicklung (E0,5) gezdhlt. Die Embryonen wurden nach dem To6ten der Miitter durch
zervikale Dislokation in kaltem PBS aus den Uteri pripariert und in 4% PFA bei 4°C fixiert. Dabei
richtete sich die Dauer der Fixierung nach dem Alter der Embryonen: Embryonen bis zur
Entwicklungsstufe E10,5 wurden eine Stunde, dltere Stadien wurden 2-12 Stunden fixiert.
Anschlieend wurden die Embryonen (3x10min) mit PBS bei 4°C gewaschen um die
Fixierungslosung vollstdndig zu entfernen.

Histologische Arbeiten

Herstellung von Gefrierschnitten

Nach dem Fixieren und Waschen wurden embryonale Gehirne oder ganze Embryonen durch eine
Uberfiihrung in 25%ige Sukroseldsung/PBS gegen Gefrierartefakte geschiitzt. Dies erfolgte bei sehr
friihen Entwicklungsstadien (E9,5-E11,5) stufenweise, um das Kollabieren der Ventrikel durch ein zu
starkes osmotisches Gefille zu verhindern (7,5%, 12,5%, 25% Sucrose/PBS). AnschlieBend wurden
die Embryonen in Einbettmedium (Tissue Freezing Medium, Jung) iiberfiihrt und in Plastikférmchen
(Leica) auf Trockeneis eingefroren. Die eingebetteten Préparate wurden bei -20°C gelagert. Die
Gefrierschnitte wurden mit einem Cryostaten der Firma Leica (CM 3050S) angefertigt und auf
beschichtete Objekttriager (SuperFrost Plus, Menzel-Gliser) aufgeschmolzen.

Herstellung von Paraffinschnitten

Nach dem Fixieren und Waschen wurden embryonale Gehirne oder ganze Embryonen zunéchst in
0,86% Saline normalisiert und dann in einer aufsteigenden Ethanol- und Losungsmittelreihe
dehydriert. AnschlieBend wurden die Gewebe dreimal iiber Nacht mit fliissigem Paraffin (Tycon
Health Care) infiltriert und in Paraffin eingebettet. Paraffinschnitte wurden am Microtom (Leica
Instruments) angefertigt und auf beschichtete Objekttrager aufgezogen.

Aufsteigende Ethonol-und Lésungsmittelreihe zur Gewebeentwasserung

Losungsmittel Emﬁvgﬁﬂgm 0.5 Eir:\t’)vinrllfnie;tnfirE1 0.5
Ethanol 50% 2x 15 min 2x30 min
Ethanol 70% 2x 15 min 2x30 min
Ethanol 90% 2x 15 min 2x30 min
Ethanol 96% 2x 15 min 2x30 min
Ethanol 100% 4x30 min 4x1h

Isopropanol 2x30 min/ Giber Nacht 2x1h/ Gber Nacht
Toluol/lsopropanol (25%/75%)  2x30 min 2x1h
Toluol/lsopropanol (50%/50%)  2x30 min 2x1h
Toluol/lsopropanol (75%/25%)  2x30 min 2x1h

Toluol 2x30 min/tber Nacht 2x1h/ Gber Nacht

Herstellung von Vibratomschnitten

Vibratomschnitte wurden von whole-mount-in situ-oder -Galactosidase-gefdrbten Embryonen
angefertigt. Dazu wurde als Einbettmedium 4ml Gelatine/Albumin-Losung mit 400ul 25%igem
Glutaraldehyd vermischt und die Embryonen vor dem Erstarren des Mediums ausgerichtet. Mit dem
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Vibratom (Leica Instruments) wurden 30-40um dicke Schnitte hergestellt, auf unbeschichtete
Objekttrager aufgezogen und mit Mowiol (Kuraray Specialities) eingedeckelt.
Gelatine/Albumin Lésung

Huhnereier-Albumin 30%
Gelatine 0,5%
Saccarose 20%

Cresylviolett-Firbung

Bei der Cresylviolett-Farbung handelt es sich um eine sogenannte Nissl-Farbung, bei der man mit
Hilfe basischer Farbstoffe (typischerweise Cresylviolett) die sauren Bestandteile der Zelle anférbt.
Saure (also basophile) Bestandteile der Zelle sind vor allem die Nukleinséduren des Kernes und die
Ribonukleinsduren der freien Ribosomen im Plasma und die Ribosomen am rauhen
endoplasmatischen Retikulum (letztere bilden oft platten- oder klumpenartige Strukturen, sie werden
auch als Nissl-Schollen, Nissl-Substanz bezeichnet). Die Axone enthalten im Gegensatz zum
Perikaryon und den proximalen Dendriten keine Nissl-Schollen und bleiben deshalb ungeférbt.

Die Cresylviolett-Farbung wurde an 10pum Paraffinschnitten durchgefiihrt. Nachdem die Gewebe in
Histoclear entwachst worden waren, wurden diese in einer absteigenden Ethanolreihe (je 5 min in
100%, 95%, 90%, 80%, 70%, 50%, 30% ETOH, H,O) rehydriert und in einer 50%igen
Kaliumdisulfitldsung (K,SO;) angesduert. Dies diente zur Kontrastverstirkung des Fiarbeergebnisses.
Nach zwei Waschschritten mit H,O wurden die Schnitte 15 min in Cresylviolettlosung angefarbt. Die
Férbelosung wurde durch dreimal Waschen fiir je 1 min in Acetatpuffer entfernt. Die Differenzierung
der Fiarbung erfolgte in 0,1%iger Eisessiglosung fiir 1 min. AnschlieBend wurde kurz in H,O
gewaschen und dann in 70%EtOH fiir 1 min weiterdifferenziert. Danach wurde die Dehydrierung der
Praparate durch zwei Waschschritte in 100% EtOH (2 min) sowie Histoclear fiir 10 min
abgeschlossen. Die Gewebe wurden im Anschlu mit Eukitt eingedeckelt.

Acetatpuffer Cresylviolettlésung
NaOAc 10mM Cresylviolett (Sigma) 1,5%
Essigsaure 0,8% in Acetatpuffer

Immunhistochemische Fiarbungen von Gewebeschnitten

Paraffinschnitte wurden zunéchst zweimal 10 min in Histoclear entwachst und dann in einer
aufsteigenden Ethanolreihe rehydriert. Die Schnitte wurden anschlieBend mit fettldslichem,
hitzebestindigem Stift (ImmEdge Pen;Vector) umrandet, um ein Verlaufen der Antikdrperldsungen zu
verhindern. Nach dem Trocknen wurden die Schnitte dreimal fiir 5 min in PBS gewaschen. Zur
Absittigung unspezifischer Bindungsstellen wurde mit 10%FCS/0,01%Triton/PBS fiir 45min
geblockt. Die Inkubation mit dem spezifisch verdiinnten Priméarantikdrper erfolgte in Blockingldsung
iiber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer.

Nachdem der Primérantikorper dreimal 5 min mit PBS ausgewaschen wurde, erfolgte die einstiindige
Inkubation der Schnitte mit dem fluorophorgekoppelten Sekundirantikérper 1:500 in PBS. Dieser
wurde ebenfalls dreimal 5 min mit PBS ausgewaschen. Im Anschlufl wurden die Préparate in
Vectashield mit DAPI/Propidiumiodid (Vector Laboratories) eingedeckelt.

Fluoreszenzaufnahmen wurden mit einem Olympus BX-60 Fluoreszenz-mikroskop/digitalem
Kamerasystem (Colorview 12) dokumentiert und mit der Software AnalySIS bearbeitet.

Demaskierung der Antigene

Um die spezifischen Bindungsfahigkeit einiger Antikdrper zu unterstiitzen, wurde eine Demaskierung
der Antigene durchgefiihrt. Dabei kommt es durch den EinfluB} stringenter Bedingungen (Kombination
von Hitze, Druck und hoher Salzkonzentration) zu einer Zerstdrung der Sekundarstrukturen und damit
zu einer Auffaltung der Proteine. Die Antigene liegen somit exponiert vor und sind fiir den Antikorper
leicht erreichbar. Zur Demaskierung der Antigene wurden die Prdparate nach der Rehydrierung in
Unmaskingsolution (1:1000 in H,O, Vector Laboratories) fiir 1 min in einem Dampfkochtopf unter
maximalem Druck gekocht. Nach dem Abkiihlen der Schnitte fiir 1 min in H,0 wurden diese in PBS
iiberfiihrt. Danach wurde im normalen Protokoll weiterverfahren.
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DAB (Diaminobenzidin)-Firbung

Fiir diese Farbung wurde der Vectastain Kit (Vector Laboratories) benutzt. Nach der Rehydrierung der
Gewebe wurden zunichst die endogenen Peroxidasen mit 0,3% H,0, in PBS 45 min blockiert, sodass
die Anfarbung nicht auf die Peroxidaseaktivitit der Zellen zuriickzufiihren war, sondern nur durch die
Peroxidase des Antigen-Antikorper-Komplexes entstehen konnte. Es folgten zwei Waschschritte in
PBS. Anschlielend wurden die Antigene demaskiert und zweimal mit PBS gewaschen. Dann wurde
eine Stunde mit 10%FCS/0,01%Triton/PBS geblockt. Die Inkubation der Primérantikdrpern
spezifischer Verdiinnung erfolgte in Blockinglosung bei 4°C iiber Nacht.

Nach dem Abwaschen des Primérantikorpers mit dreimal PBS wurden die Praparate eine Stunde bei
Raumtemperatur mit einem universellen biotinylierten Sekundérantikdrper inkubiert, anschlieend
zweimal in PBS gewaschen und dann 45 min mit dem Avidin-Biotin-Enzymkomplex (ABC)
inkubiert. Er enthélt Streptavidin aus Streptomyces Avidinii und biotinylierte Meerrettichperoxidase.
Der Enzymkomplex gibt dieser Art der immunhistochemischen Durchfiihrung den Namen ABC-
Methode. Nach drei Waschschritten in PBS schlof3 sich der Farbevorgang an. Verwendung fand das
Chromogen 3,3-Diaminobenzidin (DAB, Sigma), wodurch eine braune Verfiarbung an dem
Zielantigen entstand. Uberschiissige Farbe wurde durch kurzes Waschen in H,O entfernt.
AnschlieBend wurde mit 0,1% Neutralrot fiir 1 bis 2 Minuten gegengefarbt. Dann wurden die
Préiparate in einer aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert und mit Eukitt eingedeckelt.

BrdU-/IdU-Markierung proliferierender Zellen und BrdU-/IdU-Immunhistochemie
5-Brom-2’-desoxyuridin (BrdU) und 5lodo-2"-desoxyuridin (IdU) sind Thymidin-Basenanaloga, die
wihrend der Replikation in die DNA eingebaut werden und damit als Proliferationsmarker eingesetzt
werden konnen.

Den trachtigen Miittern wurden 100pg BrdU, bzw. IdU (Sigma) in 0,86%Saline pro g Korpergewicht
intraperitoneal gespritzt. Nach der gewtiinschten Inkorporationszeit wurden die Embryonen isoliert und
5 wm dicke Paraffinschnitte angefertigt.

Die Gewebeschnitte wurden in Histoclear fiir zweimal 5 min entwachst und {iber eine absteigende
Ethanolreihe rehydriert. AnschlieBend wurde die DNA fiir 30 min in 2N HCI denaturiert. Dann wurde
das Gewebe in 0,1M Na,B4O; (pHS,7) fiir zweimal 10 min neutralisiert und zweimal 5 min in PBS
gewaschen. Zur Erhéhung der Gewebepermeabilitit folgte eine ProteinaseK-Behandlung (20pg/ml in
PBS) fiir 3 min. Nach dem Auswaschen der ProteinaseK in zweimal PBS fiir 5 min wurden
unspezifische Bindestellen durch eine einstiindige Inkubation in 0,2%Gelatine/0,2%Tween/PBS
blockiert. Dann wurde zweimal fiir je 5 min in PBS gewaschen und die Gewebe mit dem spezifisch
verdiinnten Antikdérper iiber Nacht in PBS bei 4°C inkubiert. Die Inkubation mit dem
Sekundérantikdrper und die Gegenfarbung erfolgte nach dem allgemeinen histochemischen Protokoll

(s.0.).

TUNEL (Terminale Desoxyribosyl-Transferase mediated dUTP Nick End Labeling)

Die TUNEL-Farbung ermdglicht eine Identifizierung apoptotischer Zellen, indem apoptose-typische
DNA-Strangbriiche nachgewiesen werden. Dabei hdngt das Enzym Terminale-deoxynucleotidyl-
Transferase (TdT) markierte dNTP-Nukleotide an die 3'-OH- Enden doppel-und einzelstrangiger
DNA an. Diese Nukleotide sind mit Digoxigenin markiert und kénnen dann iiber einen Antikorper
detektiert werden.

Fiir den TUNEL-Nachweis wurde der ApopTag Kit (S7110, Chemicon) eingesetzt. Dazu wurden Spm
dicke Paraffinschnitte mit Histclear entwachst und in einer absteigenden Ethanolreihe rehydriert.
Daran schloB sich ein ProteinaseK-Verdau (20pg/ml) fiir Smin an. Nach zwei Waschschritten in PBS
fiir 5 min wurde das Gewebe mit Equilibrationspuffer fiir die anschlieBende Inkubation mit der
Terminalen-deoxynucleotidyl-Transferase behandelt. Die Inkubationsdauer betrug 1 Stunde bei 37°C.
Das Enzymaktivitdt wurde im Anschlufl mit Working/Strength Stop/Wash-Puffer abgestoppt (10 min).
Nach zweimaligem Waschen in PBS fiir 5 min erfolgte die Inkubation mit dem Anti-Digoxigenin-
Rhodamine-Antikdrper fiir 30 min. AnschlieBend wurden die Praparate in PBS gewaschen und in
Vectashield mit DAPI/Propidiumiodid eingedeckelt.

mRNA-in situ -Hybridisierung
Die mRNA-in situ-Hybridisierung ist eine sehr sensitive Methode zum Nachweis von Transkripten in
Geweben. Der wesentliche Vorteil dieser Methode fiir die Entwicklungsbiologie liegt darin, dass das
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Signal in Bezug zur Morphologie gesetzt werden kann und so z.B. einen Einblick tiber die Aktivitét
eines Gens im Verlauf der Embryogenese erlaubt.

Alle zur RNA-in situ-Hybridisierung verwendeten Losungen wurden mit DEPC behandelt und
autoklaviert. Es wurden RNase-freie Bedingungen eingehalten.

Synthese von RNA-Sonden

Zur Synthese von RNA-Sonden wurden Plasmide verwendet, in denen cDNA Sequenzen flankiert von
Bakteriophagen Promotoren (T3, T7 oder SP6) kloniert waren. Die Plasmide wurden jeweils
stromabwdrts des klonierten Inserts linearisiert und mit der entsprechenden RNA-Polymerase fiir die
in vitro Transkription des klonierten Fragments inkubiert. Somit ist die Herstellung von zwei Sonden
fiir eine bestimmte DNA-Matrize mdglich. Je nachdem an welcher Stelle das Plasmid linearisiert wird
und in welcher Orientierung die DNA-Matrize transkribiert wird, kann einerseits der ,,antisense”- und
andererseits der ,,sense”’-RNA-Strang produziert werden. Der ,,antisense”-Strang ist in der Lage mit
den endogenen Transkripten zu hybridisieren, wihrend der ,,sense”-Strang nicht hybridisierien sollte
und als Kontrolle zur Einschétzung des unspezifischen Hintergrundes verwendet wurde.

Synthese von Digoxygenin-markierten RNA-Sonden

Das Digoxygenin-anti-Digoxigenin-Nachweissystem (DIG)-System basiert auf der spezifischen
Interaktion von Digoxigenin mit einem hochaffinen, DIG spezifischen Antikdrper als
Bindungskomponente, der kovalent mit einer Reportergruppe vebunden ist. Als Reportergruppe dient
Alkalische Phosphatase, die katalytisch optische Substrate (NBT/BCIP) umsetzten kann.

DIG in vitro-Transkriptionsansatz

10fach Transkriptionspuffer (Roche) 2ul
10fach DIG RNA Labelingmix (Roche) 2ul
RNase-Inhibitor (RNasin; Promega) 20U
cDNA-Template 1ug
RNA-Polymerase (Sp6, T3, T7; Roche) 20U
H20 ad20ul

Nach der Inkubation (2h bei 37°C) wurde die Template-cDNA mit 4U DNasel (Promega) fiir 15 min
bei 37°C verdaut. AnschlieBend wurde die RNA durch Zugabe von 100ul TE, 10l 4MLiCl und 300ul
EtOH fiir 20 min bei -20°C ausgeféllt. Nach Waschen in 70%EtOH wurde die RNA in 100ul TE
aufgenommen und deren Integritit im nativen Agarosegel (1%) tiberpriift.

Synthese von [a]°S-UTP -markierten RNA-Sonden

Die radioaktive Markierung der RNA-Sonden wird durch den Einbau von [a]*’S-UTP wihrend der in
vitro-Transkription in das Transkript erreicht. Der Nachweis der Sonden erfolgt durch Exposition der
Gewebe auf Fliissigfilm.

[0]**S-UTP-in vitro Transkriptionsansatz

10fach Transkriptionspuffer (Roche) 1ul
DTT 100uM
[]**S-UTP (Amersham) 80uCi
RNase-Inhibitor (RNasin; Promega) 10U
cDNA-Template 1ug
RNA-Polymerase (Sp6, T3, T7; Roche) 10U
H20 ad10ul

Nach der Inkubation (1h bei 37°C) wurde zum Verdau der Template-cDNA 1pl Hefe-tRNA
(10mg/ml) und 4U DNasel (Promega) zum Transkriptionsansatz gegeben und 15 min 37°C inkubiert.
Anschliefend wurde die markierte RNA iiber G50-Siulen (Amersham) aufgereinigt und das Volumen
auf 50% Formamid/50mM DTT eingestellt. Die spezifische Aktivitit der Sonde wurde im
Szintillationsmesser (Beckmann) bestimmt und mindestens 2x10’ Zerfillen/min/pg aufweisen.
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RNA-in situ-Hybridisierung auf Gefrierschnitten

Die RNA- in situ-Hybridisierung wurde auf 18um-Gefrierschnitten (zur Erstellung siehe Abschnitt:
Histologische Methoden) durchgefiihrt. Dazu wurden die Gefrierschnitte zundchst zum Trocknen auf
RT gebracht. Nach Umrandung mit einem hitzebestdndigen Stift (ImmEdge Pen;Vector) wurden die
Schnitte 15 min. in 4% PFA fixiert, zweimal 5 min in PBS gewaschen und einer ProteinaseK
Behandlung unterzogen (20pg/ml fiir 1,5 min bei 37°C), um die Permeabilitit des Gewebes fiir die
RNA-Sonde zu erhéhen. Der ProteinaseK-Verdau wurde mit 0,2% Glycin in PBS abgestoppt. Es
folgten zweimal Waschen in PBS und 20 min Postfixierung in 4%PFA/0,2% Glutaraldehyd, da das
Gewebe nach dem ProteinaseK-Verdau sehr zerbrechlich ist. Nach zwei weiteren Waschschnitten in
PBS wurden die Schnitte fiir 2h bei 70°C in einer feuchten Kammer mit denaturierendem Milieu
(50%Formamid, 2fach SSC, pH4,5) in Hybridisierungslosung inkubiert.

Pro Objekttrager wurden maximal 160ul Prahybridisierungsldsung aufgetragen, um das Verlaufen der
Fliissigkeit iiber die hitzebestindigen Umrandungen hinaus zu unterbinden.

Hybridisierungslésung Gefrierschnitte

Formamid 50%
SSC; pH4,5 2fach
Boehringer Block 1%
Hefe tIRNA (Sigma) 1mg/mi
CHAPS 0,1%
Tween 20 0,1%
EDTA;pH8,0 5mM
Heparin 0,1mg/ml

Zur anschlieBenden Hybridisierung (70°C, iiber Nacht) wurde die zuvor fiir 3 min bei 80°C
denaturierte DIG-markierte RNA-Sonde 1:50 in Hybridisierungsldsung eingesetzt.

Ungebundene RNA-Sonde wurde durch folgende Waschschritte entfernt: Zweimal Smin in 2fach SSC,
pH4,5 und dreimal fiir je 30min in 50%Formamid/2fachSSC, pH4,5 bei 65°C.

Die Equilibrierung des Gewebes fiir die Antikdrperreaktion erfolgte in KTBT-Puffer fiir zweimal 10
min. Anschliefend wurden unspezifische Bindungsstellen fiir 1-2h mit Blockinglosung (10% FCS in
KTBT) bei RT abgesittigt. Die Inkubation mit anti-DIG-Antikérper (1:2000, konjugiert mit
alkalischer Phosphatase, Roche) wurde iiber Nacht in Blockinglosung bei 4°C durchgefiihrt.
Unspezifisch gebundener Antikoérper wurde durch Waschen mit KTBT-Puffer entfernt (dreimal Smin,
dreimal 30 min). Nach Equilibrierung des Gewebes in NTMT-Puffer (dreimal 5min) erfolgte die
Farbreaktion bis zur gewiinschten Farbsittigung durch Zugabe der NBT-BCIP-Substratlosung
(Roche)1:50 in NTMT. Zum Abstoppen der Reaktion wurde dreimal in PBS gewaschen.

AnschlieBend wurden die Objekte in Mowiol eingedeckelt.

KTBT-Puffer NTMT-Puffer

Tris-Cl; pH 7,5 50mM Tris-Cl; pH 9,5 100mM
NaCl 150mM NaCl 100mM
KCI 10mM MgCl, 50mM
Tween20 1% Tween20 0,01%

RNA-in situ-Hybridisierung auf Paraffinschnitten

Die RNA-in situ-Hybridisierung wurde auf 10pm-Paraffinschnitten (zur Erstellung siehe Abschnitt:
Histologische Methoden) durchgefiihrt. Vor der Hybridisierung mufiten die Schnitte entparaffiniert
werden. Dies erfogte durch zweimaliges Waschen fiir 10 min in Histoclear. AnschlieBend erfolgte die
Hydrierung der Gewebe in einer absteigenden Alkoholreihe (je 5 min in 100%, 95%, 90%, 80%, 70%,
50%, 30% ETOH, H,0O). Dann wurde in Saline (0,86%NaCl) fiir 5 min normalisiert, in PBS 5 min
gewaschen und anschliefend mit 4% PFA 20 min fixiert. Nach zweimaligem Waschen in PBS erfolgte
der ProteinaseK Verdau (20ug/ml fiir 1,5 min bei 37°C). Darauthin wurde 5 min in PBS gewaschen
und das Gewebe in 4% PFA 5 min postfixiert. AnschlieBend wurde 5 min in PBS und 10 min in
Acetylierungsmix (0,1 M Triethyamin/ 0,25% Essigsdureanhydrit) gewaschen. Nach zwei
Waschschritten in PBS und Saline fiir jeweils 5 min wurden die Gewebe in einer aufsteigenden
Alkoholreihe dehydriert. Vor der Hybridisierung wurden die Schnitte ca. 1h bei RT getrocknet.
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Die RNA-Sonde wurde mit dem Hybridisierungslosung auf 5x10* cpm/pl verdiinnt. Vor dem
Auftragen wurde die verdiinnte Sonde fiir 2min bei 80°C denaturiert. Auf jedem Schnitt wurden ca.4pl
der verdiinnten Sonde aufgetragen und mit einem Deckgldschen (15x20 mm) luftblasenfrei abgedeckt.
Die Hybridisierung erfolgte tiber Nacht bei 50°C in einer feuchten Kammer mit denaturierendem
Milieu (50%Formamid, 2fach SSC, pH4,5).

Hybridisierungslésung Paraffinschnitte Hybridisierungssalz
Hybridisierungssalz 1fach PVP 0,2%
DTT 0,1M Ficoll 0,2%
Dextransulfat 10% Tris-Cl; pH8,0 100mM
Hefe-tRNA 0,5mg/ml EDTA 50mM
E:glgm Phosphatpuffer; 100mM
NaCl 3M

Die folgenden stringenten Waschschritte ermoglichten einerseits durch die hohe Temperatur und
andererseits durch die absinkende Salzkonzentration eine Abldsung unspezifischer Hybride; so blieben
schlieBlich nur die spezifischen RNA-RNA-Hybride zwischen der Sonde und der endogenen mRNA
erhalten: Zunichst wurde jeweils 30 min bei 37°C sowie 65°C mit 50% Formamid/ 2fach SSC, pH4,5/
0,14% _-Mercaptoethanol unter leichtem Schiitteln gewaschen, wobei sich die Deckgldschen ablosten.
AnschlieBend wurde nochmals fiir 3h bei 37°C in 50% Formamid/ 2fach SSC, pH4,5/ 0,14% -
Mercaptoethanol gewaschen.

Daraufthin wurde das Gewebe fiir die RNase-Behandlung mit NTE-Puffer fiir 15 min bei 37°C
equilibriert. Der RNase Verdau (20pg/ml in NTE) erfolgte bei 37°C fiir 15 min. Dabei werden
einzelstringige RNA und dementsprechend nichthybridisierte RNA-Molekiile durch die Aktivitdt der
RNaseA abgebaut. RNA-RNA-Hybride bleiben vor der Wirkung der Ribonuklease geschiitzt.
AnschlieBend wurde 15 min in NTE und nochmals 30 min in 50% Formamid/ 2fach SSC, pH4,5/
0,14% _-Mercaptoethanol bei 37°C gewaschen. Darauf folgten zwei Waschschritte in 2fach SSC und
0,1fach SSC fiir jeweils 15 min. Die Schnitte wurden anschlieBend in einer austeigenden Alkoholreihe
dehydriert.

NTE-Puffer

Tris-Cl; pH 7,5 100mM
NaCl 500mM
EDTA 50mM

Um die Stirke des Signals und das Ausmall des unspezifischen Hintergrunds beurteilen zu kénnen,
sowie um einen ersten Eindruck iiber das Expressionsmuster des untersuchten Gens zu bekommen,
wurde an dieser Stelle ein Biomax -Film auf die Schnitte aufgelegegt und iiber Nacht exponiert.

Das Aufbringen des Fliissigfilms auf die Gewebe erfolgte in absoluter Dunkelheit. Dazu wurden die
Objekttrager nacheinander bei 42°C im Wasserbad in eine ,,dipping“-Kiivette mit Losung aus Kodak
NTB-2 Fliissigfilm und Wasser (1:1) getaucht und anschlieend fiir 1-2h getrocknet. Die Exposition
erfolgte in einer fest verschlossenen Box fiir 3 Wochen bei 4°C.

Die Entwicklung des Films erfolgte bei 18°C in absoluter Dunkelheit. Dazu wurden die Objekttrager
zundchst 3 min mit einer 16%igen Kodak D-19 Entwickler-Losung entwickelt, in einer 1%igen
Essigsdurelosung fiir 1 min inkubiert, anschlieBend in einer 30%igen Natriumthiosulfat-Losung fiir
3min fixiert und dann dreimal je 5 min bei RT und 42°C mit H,O gewaschen.

Um Gewebe- und Zellstrukturen auf dem Schnitt erkennbar zu machen, wurden die Objekttrager im
Anschlu 30 min lang in Giemsa-Firbelosung (4% Giemsastocklosung/40mM Natrium-
Phosphatpuffer; pH6) gefirbt. Uberfliissige Firbeldsung wurde durch Spiilen mit Leitungswasser
entfernt (30-40 min). Die Objekttrager wurden dann luftgetrocknet und mit Eukitt (Riedel-de-Haén)
luftblasenfrei eingedeckelt.

Giemsastockldsung

Giemsa 0,85%
Glycerol 50%
Methanol 50%
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RNA-in situ-Hybridisierung von Ganzpriparaten (,,whole-mount*)

Fir die whole-mount-in situ—Hybridisierung (WMISH) werden DIG-markierte RNA-Sonden
verwendet. Die WMISH eignet sich fiir Embryonen bis zu dem Entwicklungsstadium E12,5. In
spateren Stadien ist das Gewebe sehr kompakt, sodal das Eindringen der RNA-Sonde sowie die
Behandlungen mit den Losungen nicht homogen erfolgen konnen, und so keine zufriedenstellenden
Ergebnisse erzielt werden konnen.

Nach der Isolation der Embryonen aus dem Uterus wurden diese 1h bei 4°C in 4% PFA fixiert und
anschliefend zweimal 5 min mit PBT gewaschen. Darauf folgte die Dehydrierung der Embryonen in
einer aufsteigenden Methanol-/PBT-Reihe (je 5 min in 25%, 50%, 75%, 100% Methanol). Wenn nicht
unmittelbar danach fortgefahren wurde, konnten die Embryonen in 100% MeOH bei -20°C mehrere
Monate gelagert werden. Zuvor wurden mit einer Insektennadel Offnungen in den Ventrikel des
Telenzephalons und den vierten Ventrikel eingestochen. Dadurch wurde verhindert, dafl die
RNA-Sonde oder die zu deren Nachweis verwendeten Antikorper in den Ventrikeln eingeschlossen
blieben.

AnschlieBend wurden die Embryonen in einer aufsteigenden Methanolreihe rehydriert (s.0.) und
zweimal flir 5 min in PBT gewaschen.

Durch eine darauffolgende Behandlung mit 6%igem H,O, fiir 30min wurden die Embryonen
gebleicht. Dies steigerte die Transparenz des Gewebes und fiihrte zu einer Optimierung der Ergebnisse
hinsichtlich der spateren Dokumentation. AuBlerdem werden durch H,0, reaktive Gruppen zerstort die
unspezifisch mit der RNA-Sonde hybridisieren kénnten. Das H,O, wurde im Anschluss dreimal mit
PBT fiir jeweils 10min ausgewaschen. Zur Erhéhung der Gewebepermeabiltdt wurden die Embryonen
mit ProteinaseK (20pug/ml bei 37°C) verdaut, dabei richtete sich der Zeitraum nach dem Alter der
Embryonen: Embryonen bis E9,5 wurden 30s und éltere Stadien wurden max. 3 min behandelt.
Besonders bei der Untersuchung exponierter ektodermaler Gewebe diirfen diese Zeitrdume nicht
iiberschritten werden. Der Proteinase K Verdau wurde durch eine Inkubation mit frisch angsetztem
0,2% Glycin/PBT gestoppt. Dabei wurde kurz in PBT gewaschen und zweimal fiir Smin in der
Glycin-Ldsung inkubiert.

Das Glycin wurde durch dreimaliges Waschen in PBT fiir Smin entfernt. AnschlieBend wurden die
Embryonen fiir 20min in 4%PFA/PBT, 0,2% Glutaraldehyd postfixiert. Das Fixativ wurde dann
dreimal mit PBT fiir 5Smin ausgewaschen.

Zur Préhybridisierung wurden die Embryonen in auf 70°C vorgewédrmte Hybridisierungslosung
iiberfiihrt und fiir mindestens 1h im Wasserbad bei 70°C inkubiert. Zur Hybridisierung wurde die
RNA-Sonde bei 80°C fiir S5Smin denaturiert, mit Hybridisierungslésung 1:100 verdiinnt und mit den
Embryonen bei 70°C iiber Nacht inkubiert.

Hybridisierungsldsung - whole-mount

Formamid 50%
SSC; pH4,5 5fach
SDS 1%
Hefe tIRNA (Sigma) 0,1mg/ml
Heparin 0,1mg/ml

Unspezifisch gebundene RNA-Sonde wurde mit Washpuffer A bei 70°C zweimal 30 min
ausgewaschen. Anschlieend wurden die Embryonen zweimal 10 min bei 70°C in 1:1 Washpuffer
A/B inkubiert. Darauthin folgte eine 10miniitige Einstellung des Gewebes fiir den RNaseA-Verdau
mit Washpuffer B. Der RNaseA-Verdau (100pug/ml in WaschpufferB) erfolgte fiir 15 min bei 37°C.
Die RnaseA wurde durch Waschen in Waschpuffer B fiir Smin und anschlieBend in Waschpuffer C fiir
30min bei 65°C entfernt.

Waschpuffer A WaschpufferB

Formamid 50% NaCl 500mM
SSC; pH4,5 5fach Tris-Cl; pH 7,5 10mM
SDS 1% Tween 0,1%
WaschpufferC

Formamid 50%

SSC; pH4,5 2fach
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Die Equilibrierung des Gewebes fiir die Antikorperreaktion erfolgte in MABT-Puffer fiir zweimal 10
min. AnschlieBend wurde mit 10%FCS/MABT 1-2h geblockt. Fiir die whole-mount-in
situ—Hybridisierung muBte der anti-DIG Antikdrper vorbehandelt werden. Dazu wurde 3%
Embryopuder in MABT bei 70°C fiir 30 min geldst und nach Zugabe von 10%FCS mit dem anti-DIG
Antikorper (1:2000) fiir 3h bei 4°C unter leichtem Schiitteln inkubiert. Dies reduziert unspezifische
Bindungen des Antikorpers. AnschlieBend wurde der Embryopuder mit dem gebundenen Antikorper
sedimentiert (10 min bei 3000rpm) und verworfen. Die Inkubation der Embryonen erfolgte iiber Nacht
in 10% Antikorperlosung/MABT bei 4°C.

MABT

Maleinsaure 100mM
NaCl 150mM
Tween20 0,1%
pH 7,5

Herstellung von Embryopuder

40-50 Mausembryonen des Entwicklungsstadiums E13,5 wurden mit einer moglichst geringen Menge PBS homogenisiert.
AnschlieBend wurden die Proteine mit 4 Volumeneinheiten eiskaltem Aceton fir 30 min auf Eis gefallt. Dann wurde das
Prazipitat bei 10000rpm sedimentiert und mit kaltem Aceton gewaschen. Wahrend der Trocknung, wurde das Sediment zu
einem feinen Puder zerrieben.

Das Auswaschen des Antikdrpers erfolgte mit MABT fiir 2-4 Tage bei 4°C in einem
Rotationsschiittler bei tdglichem Losungswechsel. Anschliefend wurden die Embryonen dreimal 5
min in NTMT equilibriert und mit NBT/BCIP-Lsung 1:50 in NTMT geféarbt. Nach gewiinschter
Farbséttigung wurde mit PBS abgestoppt (dreimal 5 min) und die Embryonen in 4%PFA iiber Nacht
fixiert. Das PFA wurde anschlieBend mit PBS fiir dreimal 5 min ausgewaschen.

Um die Dokumentation der Ergebnisse zu optimieren, wurde der Eigenkontrast des Gewebes durch
eine Uberfiithrung der Embryonen in 80%Glycerol/PBS reduziert. Dazu wurden die Embryonen
langsam in einer aufsteigenden Glycerol/PBS-Reihe (30%, 50%, 80% Glycerol) unter leichtem
Schiitteln fiir jeweils 12h inkubiert. Zur Anfertigung von Gewebeschnitten mufiten die Embryonen
langsam in einer absteigenden Glycerol/PBS-Reihe in PBS zuriickgefiihrt werden.

Charakterisierung der zur Synthese von RNA-Sonden verwendeten Plasmide
cDNA CDNA-Grolte Eﬁitigg%nrizpjgén/ Referenz/Herkunft/Plasmidnummer Laborstock
Sp8 340bp HindIll/T7 Treichel et al. (2003) , Stocknr. 102591
Sp9 500bp Xhol/T3 IMAGE-klon 5707236, Invitrogen
Fgf8 800bp Smal/T7 Crossley and Martin (1995) , Stocknr. 102377
Wnt1 480bp EcoR1/Sp6 McMahon et al. (1992), Stocknr. 101542
Foxa2 1100bp HindIll/T7 Stocknr. 103152
Pax2 500bp BamHI/T3 Stocknr. 101206
En1 578bp HindIll/T7 Stocknr. 101763
Nkx2.2 300bp HindIll/T7 Stocknr. 101755
Nkx6.1 1200bp BamHI/T7 Stocknr. 102729
Whnt5a 2511bp EcoR1/Sp6 Gavin et al. (1990)
Gata2 650bp BamHI/T3 Prof. Martin Zenke, Universitatsklinikum Aachen
Grg4 471bp Xhol/T7 Stocknr.103317
Shh 640bp Hindlll/T3 Stocknr.101861
ephrinA5 720bp Xbal/T7 Prof. Pierre Vanderhaeghen, ULP, Brissel
oo |y | s | it ARG Seone, SEMM European Scho! of
Hoxa2 300bp EcoR1/T7 Prof. Dennis Duboule, Universitat Genf
Krox20 500 EcoR1I/T7 Prof. Ahmed Mansouri
oa ooy | nawr | bk A Sireane, SEWN European Schod! o
Otx2 1000bp Xbal/T3 Stocknr. 102926
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p-Galaktosidase Fiarbung

Zum Nachweis der (3-Galaktosidase-Aktivitdt wurden die Embryonen nach der Isolation aus den Uteri
zweimal fiir 5 min in kaltem PBS gewaschen und in f-Galaktosidase-Fixierldsung bei 4°C fixiert. Die
Dauer der Fixierung richtete sich dabei nach dem Entwicklungsstadium der Embryonen: Bis Stadium
E9,5 wurde 5 min, bis E10,5 10 min, bis E12,5 15 min und é&ltere Embryonen bis zu 30 min fixiert.
Anschlieend wurde das Fixativ mit drei Waschschritten in PBS fiir je 5 min entfernt. Die Inkubation
der Embryonen in Férbelosung erfolgte bei 30°C iiber Nacht. Die Farbereaktion wurde mit PBS
gestoppt und die Embryonen mit 4%PFA fiir eine Stunde bei 4°C postfixiert.

B-Galaktosidase-Fixierl6sung B-Galaktosidase-Farbeldsung

Formaldehyd 1% MgCl, 2mM

Glutaraldehyd 0,2% KsFe(CN)g 5mM

NP-40 0,02% K4Fe(CN)g 5mM

PBS einfach PBS einfach
X-Gal

(5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl- 1mg/ml
a-D-Galaktosid, Gibco)

Skelettfarbungen

Fir die Anfirbung der Knochen wird der Kalziumnachweis durch die Farbung mit Alzarin-Rot
eingesetzt. Die kollagenreiche Matrix des Knorpelgewebes kann durch Alcian-Blau angeférbt werden.
Dazu wurden die Objekte nach nach Freilegung des Skeletts zunéchst in 95%ETOH und anschlieBend
in Azeton fiir je einen Tag entwissert. AnschlieBend wurden mit Alcian-Blau (Sigma, in
76%EtOH/20% Essigsdure) bei 37°C fiir zwei Tage angefiarbt Danach wurde das iiberschiissige
Féarbemittel mit 95%EtOH ausgewaschen und fiir 4-5h in 1%iger KOH-Losung fiir die Alizarin-
Féarbung equilibriert, die sich fiir 2h in 2% KOH anschloB. Da unter Umstdnden an den Objekten
Muskelmasse verbleibt, wurde anschlieBend schrittweise in einer aufsteigenden Glycerolreihe geklért.
AulBerdem verbessert dies die Qualitit der Dokumentation erheblich.

Tamoxifenverabreichung

Von Tamoxifen (Sigma) wurde eine Stocklosung (10mg/ml) in Keimol angesetzt, die bei einer
Lagerungstemperatur von 4°C bis zu zwei Monate verwendet werden kann. Zur Herstellung der
Stocklosung wurde das Tamoxifen unter vorsichtigem Schiitteln fiir 4-6 h bei 37°C geldst.

Die Verabreichung der auf 42°C vorgewédrmten Losung an die Muttertiere erfolgte intraperitoneal oder
mit Hilfe einer Magensonde.
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Abkiirzungen

AbKkiirzungen

5-HT 5-Hydroxytryptamine (Serotonoin)

Abb. Abbildung

A (ATP) Adenosintriphosphat

AER apical ectodermal ridge, Apikale Ektodermale
Leiste

ANR anterior neural ridge; Apikale Neuralleiste

bp Basenpaar

BrdU 5'-Bromo-2'-deoxyuridin

cDNA complementary DNA (komplementire DNA)

CI Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)

CIP calf intestinal phosphatase

CMV Cytomegalovirus

cpm counts per minute (radioaktive Zerfille pro
Minute)

C (CTP) Cytidintriphosphat

CvV Cresylviolett

DAB Diaminobenzidin

DAPI 4’ ,6-Diamino-2"Phenylindol-Dihydrochlorid

dCTP desoxy-Cytidintriphosphat

DEPC Diethylpyrocarbonat

d.h. das heif3t

DIG Digoxygenin

DNA desoxy ribonucleic acid
(Desoxyribonukleinséure)

DNase Desoxyribonuklease

dNTP desoxy-Nukleotidtriphosphate

DTT Dithiothreitol

En Embryonaltag n (E1 = 24 h nach der
Befruchtung)

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGFP Enhanced green fluorescent protein
(verstérktes griin fluoreszierendes
Protein) .

ERT Tamoxifen sensitiver Ostrogenrezeptor
(estrogen receptor tamoxifen-sensible)

FCS Fetales Kalbserum

griech. griechisch

G (GTP) Guanosintriphosphat

IdU 5-lodo-2'deoxyuridine

IHC immunohistochemische Analyse

ISH in situ-Hybridisierung

IsO Isthmus Organisator

LacZ [-Galaktosidase

mDA dopaminerge Neuronenpopulationen des
Mittelhirns

MHG Mittelhirn-Hinterhirngrenze

MAB Maleinsaurepuffer

mRNA messenger RNA

OD optische Dichte

PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung

PCI Phenol/ Chloroform/ Isoamylalkohol
(25:24:1)

PFA Paraformaldehyd

RNA ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)

RNase Ribonuklease

rpm rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)

RRF retro rubral Field

RT Raumtemperatur
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Abkiirzungen

SDS sodiumdodecylsulfate (Natriumdodecylsulfat)

SN Substantia Nigra

STI Standard-I Ndhrmedium

SSC standard saline citrate solution (Standard-
NaCl/ NaCitrat-Losung)

T (TTP) Thymidintriphosphat

Tab. Tabelle

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

TB Terrific Broth

TE Tris-EDTA-Puffer

TH Tyrosinhydroxylase

u.N. tiber Nacht

uv ultraviolettes Licht

vol Volumenanteile

VTA Ventrales Tegmentales Areal

WMISH whole-mount-in-situ-Hybridisierung

X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-o-D-galaktosid

z. B. zum Beispiel

711 Zona Limithans Intrathalamica

ZNS Zentrales Nervensystem
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Tabelle 3: Daten zur Ermittlung der BrdU-Indices der neuronalen Vorliufer

Tegmentum | |
Zellzahl gesamt_| Zellzahl positiv__|Anteil (%)| Zellzahl gesamt_| Zellzahl positiv_| Anteil (%) |
KontrolleA 63 36 15630551] MutanteA 74 322) 41,
558 58 a1,
541 30 26,
520 24
478 45 4
499 143 43
KontrolleB 538 124] ,04832714] MutanteB 25,
554 138 4,90974729) 40
567| 145| 5,57319224 44,
492 139 28,25203252| 24,
567 139 24,51499118| 24,
496] 26,81451613)
KontrolleC 553 23,32730561 MutanteC
499 27,65531062|
568 3,591
554 1,480
478 22,80334728
519 28,51637765|
KontrolleD 26,46536412) MutanteD
7,2556391
,3187613&{ 4
64378479 4
160 44,
126 42,09039548)
KontrolleE 139 MutanteE 42,29299363
169 41,10824742)
151 4310344828
134]
KontrolleF MutanteF
453 26,
510 24,70588235|
ttest 7,80439E-25 |
36]
Mittelwert 25,3727104ﬂ Mittelwert
2,702767816|
26,81960322] I 43,8176965|
25,92581766| I 43,02863442)
Isthmus | | |
Zellzahl gesamt_|Zellzahl positiv__| Anteil posi (%) |
KontrolleA 562| 251 44,66192171| MutanteA 214]
512 39,0578125 19%
537 4562383613 217
535| 292
361 248
6 173
KontrolleB 0 MutanteB 270
0 285
7 292
7 258
765 278
7&ﬂ 275
KontrolleC 543 3,2228361 MutanteC 279
728 42,58241758| 278
765 43,92156863| 280
799 43053817 299 8,6970684)
699] ,92131617| 300] 11278195
728 31868 288 42586751
KontrolleD 755 70199 MutanteD 302 X
705, 113475 287 .
789 54372624 279] |
766 0,9921671] 329
724 45,02762431| 311
767| 325
KontrolleE 699 MutanteE 305
689) 261|
645 288
675 297
635 294
688| 284
KontrolleF 679 MutanteF 206
643 61275272 202
s% 44,77848101| 257
703 4253200569 245
749 44,99332443| 267
652 42,94478528| 271
ttest 0,000407581 |
36] P
Mittelwert 43.44343277| Mittelwert 47.14036617)
3,110438398| i 3,727173091
43,95773239) I 47.75664062)
42,92913314] If 46,52409173)
ventrales anteriores_Hinterhirn | | |
Zellzahl gesamt _|Zellzahl positiv__| Anteil posit (%)| Zelizahl gesamt | Zelizahl positiv__| Anteil mt (%)
KontrolleA 0] 81642512 MutanteA 4% 38,62375139)
,29292929) 13| 43,05364512)
,65612648| 35 44,60719041
25,08960573] 40 39,73509934]
28] 286 44,27244582)
30.28846154] 301 46,
KontrolleB MutanteB 328 39,32853717|
335 41,92740926)
17] 1,4379085|
0 40,64602961
1 43,93939394)
1 41,30718954)
KontrolleC MutanteC 7!
0
sl
273
358
327
KontrolleD MutanteD 301
277
05,
71
77
KontrolleE 74617737 MutanteE
54257095
,19689119)
25,99277978|
25,5985267| 329
33,97312&{ 276
KontrolleF 31,38564274] MutanteF 317
30,078125| 339
389
316
3| 306
499 aj 357
trest 1.02662E-18|
36] P
Mittelwert 30,23486587| Mittelwert 41,43373428)
i 3211027991 i 2,987394056|
30.76579761 I 41,92768897)
29,70393412| If 40,93977959)

127




Anhang

Tabelle 4: Daten zur Ermittlung der S-Phasenlinge im Zellzyklus der neuronalen Vorliaufer

Tegmentum | | | | | |
Zelizah! 1dU/BrdU |Zelizahl 19U Anteil IdUpositiv/idUBrdU (%) | Zelizahl IdU/BrdU | Zellzah! IdU |Antei 1dUpositiv/IdUBrdU (%)

26 MutanteA 240 4 26,66666667
26,92307692

KontrolleA

35,61643836)|
32,79569892
32,37410072
42,23602484]

KontrolleB MutanteB

,32258065|
,93975904]
63157895|
75675676
,95238095|
65217391
63054187
07407407
173913
878788
,9010989)
,7414966]
,55172414]
13924051
27027027
02631579
8,7755102)
22110553
,64285714]
,76404494]
8,5026738]

KontrolleC MutanteC

KontrolleD [MutanteD

3131575947\
3,45679012]

NS

KontrolleE MutanteE

IS

IS

2,1319797]

KontrolleF: MutanteF

33532934
2,3699422)
27513228
65909091
,18090452|
,58119658|

aloleolw!

ttest

Mittelwert 38,36228592
11,67611527

|
20,86870579) oben 40,2928889)
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