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1. Einleitung

Die Entwicklung des eukaryoten Gehirns ist ein deimplexer Vorgang in der Entwick-

lung zum vollstdndigen Lebewesen, der bis heutesalr wenig verstanden ist. In jingster
Zeit wurden jedoch enorme Fortschritte in der Nemrbryologie gemacht, so dass daraus
ein teilweise komplett neues Verstandnis der veesiemen Entwicklungsprozesse ent-

standen ist. Diese hier vorliegende Arbeit sokkimieil dazu beitragen.

1.1. Die frihe embryonale Gehirnentwicklung

Zunachst sollen die fur das Verstandnis dieser idrbevanten Entwicklungsschritte noch
einmal kurz dargestellt werden (Gilbert, 2000):

Die normale Gehirnentwicklung lauft bei allen Saugm gleichen Schritten ab, ein Hin-
weis auf die Konservierung der ablaufenden Prozélsse die Evolution. Sie beginnt kurz
nach der Implantation, mit der Bildung des Embrgsbén aus der Blastozyste, welcher
zunachst aus zwei Keimblattern, dem Endoderm uriddekm besteht. Aus letzterem
entwickelt sich neben dem ZNS u.a. auch Haut unatatdnangsgebilde, Augenlinse, Hy-
pophyse, Zahnschmelz und Innenohr. Besonderer Batgkommt bei der Entwicklung
des ZNS der Gastrulation zu, wahrend der aus dedodamm einzelne Zellen zwischen
Endoderm und Ektoderm einwandern und somit dagedfieimblatt, das Mesoderm bil-
den. Das Mesoderm ubt in der weiteren Entwicklumgjrekt an der Differenzierung des
ZNS mit. Die mesodermalen Zellen formieren sichaalst zum primitiven Streifen, wel-
cher seinerseits dann wieder die Chorda dorsdtistbiDiese stellt entwicklungsgeschicht-
lich den Vorlaufer der Wirbelsaule dar. An die Galsition schlief3t sich die Neurulation
an, wahrend welcher der Chorda dorsalis eine ZerRalle zukommt. Durch verschieden
chemotaktische Faktoren beeinflusst die Chordaatlsrdas tberliegende Ektoderm zur
Proliferation und zur Differenzierung. Daraus emtein sich das Neuroektoderm und die
Neuralplatte. In dieser entsteht im Weiteren zémiree Rinne, die sogenannte Neuralrin-
ne, welche sich nach kranial und nach kaudal vgdénAn den Seiten der Neuralrinne
bilden sich aus dem Neuroektoderm die Neuralfaltes ihrerseits lateral von den meso-
dermalen Somiten begleitet sind. Die Neuralfaltexthgen Uber die Neuralrinne und fusi-
onieren und bilden so das Neuralrohr, dessen Kesndxittel den Vorlaufer des ZNS bil-
det. Die Fusion beginnt zunachst mittig am Embrgd schreitet nach kranial und kaudal
fort, bis nur noch zwei Neuroporen an beiden Enoféen sind. Schliel3lich verschliel3en
sich diese auch. Wahrend das primitive Neuroektodesch keine Ausrichtung nach ante-
roposterior aufweist, lediglich eine dorsoventrslesterung ist etabliert, so entsteht wah-
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rend dem Schluss des Neuralrohres, eventuell ssgfaon friher, erstmals eine antero-
posteriore bzw. spater kraniokaudale Musterung.alslobler anteriore Neuroporus ge-
schlossen ist, entwickeln sich im anterioren drtenachst drei Ausstilpungen bzw. Vesi-
kel, die das Vorder-, Mittel- und das Hinterhirrrstallen. Der erste und der letzte Vesikel
teilen sich dabei noch einmal und somit kommt esBildung von den fiinf Gehirnbl&-

schen, die das Telenzephalon, Dienzephalon, Megbal, Metenzephalon und Mye-
lenzephalon darstellen (siehe Abbildung 1). Nun kdnes zur Zellproliferation und zur

Zelldifferenzierung, und zur Wanderung der versgbren Zellarten an die jeweilig fur sie

bestimmte Position.

Bulbus Olfaktorius
Hippokampus Diencephalon
Kortex

Wand

Hohle
Telencephalon

Vorderhim 4 Diencephalon

(Prosencephalon)

. Telencephalon
Retina

Epithalamus
Thalamus
Hypothalamus

Mesencephalon

Mittelhirn —> Mesencephalon
(Midbrain)

Metencephalon
Hinterhim <
(Rhomencephalon)

Myelencephalon

Mittelhirn Metencephlon

Prachordale

Cerebellum
Platte

Bricke

4
4
F

Myelencephalon

Hypothalamus
Medulla ¥

] l . oblongata Notochord

Abbildung 1 Gehirnentwicklung

Schematische Ubersicht iiber die Gehirnentwicklung..

1.2. Die Kleinhirnentwicklung

Eine Sonderstellung innerhalb der Gehirnentwicklmmgmt nun das Cerebellum, bzw.
Kleinhirn ein.

Die Kleinhirnentwicklung vollzieht sich im Wesemdtien in vier Stufen: als erstes wird die
Kleinhirnregion durch ein spezifisches Genexprassiwster entlang der anteroposterio-
ren Achse des Embryos lokalisiert. Im zweiten Sthentstehen zwei Proliferations-
zentren: zum einen die ,rhombic lip*, aus der dierfufer der Kdrnerzellen und einige
Hirnstammkerne entstehen, zum anderen eine Regialern metenzephalen Fligelplatte,
aus der die Purkinje-Zellen entstehen. Daran aieftdmd werden im dritten Schritt durch
die Neurogenese die einzelnen Schichten des Chreiselherausgebildet. Im letzten
Schritt werden durch weitere GenexpressionsmusteAdsdifferenzierung der einzelnen
Neuronenklassen und deren Verschaltung gefordelbeid 2000, Millen et al., 1999,
Sotelo, 2004, ten Donkelaar et al., 2003)).

Bis vor kurzem nahm man an, dass das Kleinhirncalisglich aus metenzephalen Struk-

turen, einer Region die posterior durch den Pleusoideus und anterior durch den Isth-
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mus, die Grenze zwischen Mesenzephalon und Metbak®p entsteht (Miale und Sid-
man, 1961, Altman and Bayer, 1997). Durch neuereetdnchungen konnte gezeigt wer-
den, dass das Kleinhirn aber auch aus mesenzephateiben besteht. Hierzu wurde eine
Huhn-Wachtel Chimare entwickelt. Es wurde bei eipezies Teile des Gehirns durch
gleiche Anteile aus der anderen Spezies ersetzh Rasreifung des Gehirns zeigte sich
mit Farbemethoden, das Zellen aus dem Mittelhirdaas Kleinhirn eingewachsen waren
(Martinez und Alvarado-Mallart, 1989, Hallonet ét 4990, Alvarez Otero et al., 1993,
Hallonet und Alvarado-Mallart, 1997). Im weitereefauf entwickeln sich die Kleinhirn-
hemispharen aus dem Metenzephalon, wahrend sicWeteris aus dem kaudalen Drittel
des Mesenzephalon entsteht (Yachnis und Rorke,, 1988sef et al., 1993)

Zentrale Rolle in der Entwicklung des Kleinhirnsnkmt dabei einem Organisationszent-
rum zu, das in der Region des Isthmus, bzw. denZ&rewischen Mittel- und Hinterhirn
(Midbrain-Hindbrain-Boundary) lokalisiert ist (Wagsund Joyner, 1997).

Fur all diese Schritte ist die Zelldifferenzierumgn zentraler Bedeutung. Das bedeutet
unter anderem, welche Zellen entwickeln sich inclwelspezifischen, postmitotischen Zel-
len, welche Wanderungsbewegungen werden von ddenZaktiv oder passiv vollzogen,
welche Neurotransmitter sind aktiv und welche Sygeapwerden mit welchen Zellen aus-
gebildet. Diese Differenzierung der Zellen fuhrt zegionalen Spezifikation. Man nimmt
an, dass diese Spezifizierung im Wesentlichen geaekontrolliert wird und hierbei wird

sogenannten Organisationszentren eine zentrale Rajlesprochen (Gilbert, 2000).

1.3. Der ,Isthmic Organizer” und die ,Midbrain-Hindbrain -Boundary*

Der ,Isthmic Organizer® ist in der Gehirnentwickyirein Organisationszentrum, das fur
die Zelldifferenzierung von entscheidender Bedegtish (Lumsden und Krumlauf, 1996,
Wassef und Joyner, 1997). Schon zuvor wurde angeromdass zwischen Grenzen ver-
schiedener Zellpopulationen Organisationszentragegichtet werden kdénnen und diese
entscheidend fur die weitere Entwicklung sind (Mwirdt, 1983). Der IsO ist anatomisch
an der Grenze zwischen Mesenzephalon und Metenbeplukalisiert, der sogenannten
Midbrain-Hindbrain-Boundary MHB (Marin und Puelles994). Tatsachlich liegt das ei-
gentliche Organisationszentrum aber leicht kau@al MHB in Rhombomer 1 (Millet et
al., 1996). Dieses Zentrum ist, wie bereits in Kelpl.2 beschrieben, von entscheidender
Bedeutung fur die Entwicklung von Mesenzephalon tMetenzephalon und damit des
Kleinhirns. Dieses Organisationszentrum wird duretipopulationen rostral und kaudal
davon stabilisiert (Langenberg und Brand, 2005wasret al., 2004) und ist durch eine
Reihe von Faktoren, die sich gegenseitig durchcheggene positive und negative Ruck-
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koppelungsschleifen beeinflussen, charakterisinirin und Brand, 2001, Wurst und Bal-
ly-Cuif, 2001). Diese Faktoren sind nicht nur voedButung fur die Einrichtung dieses
Zentrums, sondern auch fir die Funktion des setbfgeoca und Puelles, 2005).

Zunachst sollen die einzelnen an der Einrichtundy knnktion der MHB beteiligten Fakto-
ren dargestellt werden um dann deren Interaktiom&mrend der Entwicklung des Klein-

hirns zu beschreiben.

1.4. Die an der Bildung der MHB beteiligten Gene

Die MHB ist auf molekularer Ebene Uber eine Reiba ¥aktoren definiert (Prakash und
Wurst, 2004, Raible und Brand, 2004, Wurst und\B@&lliif. 2001): der anteriore Bereich
der MHB ist Uber die kaudale Grenze von Otx2 undritgformigen Expression von Wnt-
1 definiert (McMahon et al., 1992, Wilkinson et,a987), der posteriore Bereich der
MHB Uber die rostrale Grenze von Gbx-2 und die &dEnringférmige Expression von
Fgf-8 (Crossley und Martin, 1995, Li et al., 200Bhtscheidend fur die Positionierung ist
dabei die Grenze zwischen Gbx-2 und Otx-2 (Li uoghér, 2001, Simeone, 2000). Die-
sen vier Genen kommt initial eine entscheidendeeBeahg zu, da mangelnde, fehlende
oder falsche Expression eines dieser Gene zu Biysgenesis oder Agenesis der Klein-
hirnanlage fuhrt (siehe unten). Dabei wird Fgf-& dentrale Rolle der MHB-Induktion
zugesprochen (Crossley et al., 1996).

Frismbensephislon Mesencephalon Pagencephalon

L s j#]a ]2 | o |[140] M . m | .p )e] T |
I | IR | | | I | 1 |
BF-1

T =y | =
En-1 I

En-2

Fei-5 [ |
Ghx-2 | ]
Krax-20C__1 =
Lmxlb [ ]
Or- 2 [
Spry-2 =
Wit-1  — | ]

Abbildung 2 Genexpression an der MHB

Schematische Darstellung der normalen Expression deerschiedenen Gene an der MHB. Die Darstel-
lung zeigt die anteroposteriore Verteilung der Expession, die dorsoventrale und laterale Expression
sind hier nicht mit einbezogen. Fiur weitere Detailsiehe Text.
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Des Weiteren sind noch eine Reihe von anderen Manked Genen an der MHB expri-

miert, darunter Spry-2, Lmx1b, En-1 und En-2, dieden obigen Genen in verschiedenen
Schleifen interagieren und somit indirekt an dieikhirnentwicklung teilnehmen (de Ma-

ximy et al., 1999, Joyner, 1996, Matsunaga et28l02). Eine Ubersicht tber die Vertei-

lung der in dieser Arbeit untersuchten Gene arviéB ist aus

Abbildung 2 zu entnehmen.
1.4.1. Otx-2

Die Orthodenticle-Gruppe innerhalb der HOX-Geneekspn der Gehirnentwicklung eine
entscheidende Rolle. Zu diesen gehdren das Drdaamttihodenticle odt und die vertebra-
ten Homologe Otx1 und Otx-2, die eine Homeodomadrikadten (Finkelstein und Bonci-
nelli 1994, Simeone, 1998).

Otx2 wird bereits vor der Gastrulation exprimiertduam Ende der Gastrulation in der
rostralen Neuralplatte (Ang et al., 1994, Simeoneale 1992). Die posteriore Grenze flr
Otx2 liegt an der Grenze zwischen Mittel und Hihiter (Millet et al., 1996, Simeone et
al., 1992).

Die Bedeutung von Otx2 flr die Entwicklung des ZW&de an Mausmodellen deutlich:
Otx2" Embryos starben friih wahrend der Embryogeneseschiveren Abnormalitaten im
Korperbau und einem kompletten fehlen des rostrilemroektoderm, aus dem sich Vor-
der-, Mittel- und rostrales Hinterhirn entwickeRdampora et al., 1995, Ang et al., 1996,
Matsuo et al., 1995). Heterozygote OtXEmbryos zeigten schwere Gehirnmissbildungen
und kraniofaziale Fehlbildungen (Matsuo et al.,3)9%ber chimare Mausmodelle konnte
gezeigt werden, dass Embryonen, welche die Neatsdpliber eine Otx2 Expression aus-
bilden, deren Neuralplatte selbst aber kein OtxzZs®ert, kein typisches Vorder- und
Mittelhirn ausbilden und auch die typischen Geneséi Hirnregionen nicht exprimiert
sind (Acampora et al., 1998, Rhinn et al., 1998gsP Ergebnisse Zeigen, dass Otx2 ei-
nerseits fur die Induktion der Neuralplatte unagber ist, andererseits auch fir die Mus-
terung und regionale Spezifizierung des Vorder- Miitelhirnes (Acampora et al., 1999).
AulRerdem wird Otx2 eine wichtige Rolle in der Ergiiung und Positionierung des IsO
zugesprochen (Acampora et al., 2001, Wurst undyBaliif, 2001). Neuere Untersuchun-
gen konnten zeigen, dass Otx-2 auch an der dorsalem Musterung durch eine Interak-
tion mit Shh beteiligt ist (Alexandre et al., 20@3exandre und Wassef, 2005).

1.4.2. Wnt-1

Wnt Gene codieren fir eine grof3e Gruppe von Sigolektlen, die in die embryonale

Musterung und in die Zellproliferation eingreifeBr¢wn und Moon, 1998, Wodarz und
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Nusse, 1999). Der Name stammt von den Genen wglegsign Drosophila und Int-1 aus
der Maus (Patapoutian und Reichardt, 2000). Dig¢eHre agieren durch Rezeptoren der
Frizzled-Familie und kontrollieren hierdurch entwedlie Gen-Transkription oder den
Kalzium-Influx (Dale, 1998, Nusse, 1999).

wnt Gene sind ebenfalls an der Entwicklung des Bshwéhrend der Embryogenese be-
teiligt, z.B. ist Wnt-1 an der Induktion der Neylatte beteiligt indem es BMP-4, das eine
Differenzierung des Neuroektoderms unterdricktjbint (Niehrs, 1999, Baker et al.,
1999) und in Kombination mit Wnt-3a und Wnt-10 anrer dBildung der
MHB (Buckles et al., 2004). Ebenso konnte eineigéstd Rolle von Wnt-1 in der Bildung
und Funktion des IsO beschrieben werden: wahremdeddryonalen Entwicklung ist
Wntl in Form eines breiten Bandes entlang der ztigi@m MHB exprimiert. Dieses Band
wird im Laufe der Entwicklung zu einem schmalendikaudal der MHB. AulRerdem wird
es in zwei parasagittalen Streifen exprimiert (B&blif und Wassef, 1994, Davis und
Joyner, 1988, Parr et al., 1993, Wilkinson et B987). Inaktivierung des Wnt-1 Genes
fuhrt zu einer Deletion der MHB mit Verlust der Rgjfund Enl Expression (Lee et al.,
1997, McMahon and Bradley, 1990, McMahon et al92)9Zugleich konnte aber gezeigt
werden, dass En-1 Expression in Wit&mbryonen die normalerweise nicht angelegten

Gehirnregionen (Mittel- und Hinterhirn) wieder egt{Danielian und McMahon 1996).
1.4.3. Gbx-2

Gbx-2 (gastrulation brain homeobox 2) ist ein Tkauptionsfaktor, der zu der Familie der
Homeobox-Gene gehort, welche flir die axiale Mustgrund die Zelldifferenzierung von
Bedeutung sind (Chapman und Rathjen, 1995). Gbehdig zur GBX-Klasse der Homeo-
box-Gene und ist mit dem Drosophila Gen unpluggedvandt (Chiang et al., 1995).
Wahrend der Embryogenese der Maus ist Gbx-2 alp@,bdallen drei Keimblattern zu
finden und erstreckt sich vom posterioren Endektabryos bis zum Hinterhirn (Shamim
und Mason, 1998). Diese Expression verkleinert sichLaufe der Entwicklung auf ein
schmales Band, das direkt benachbart zu der MHB\idterdem wird Gbx-2 in zwei lon-
gitudinalen S&ulen im Hinterhirn und entlang dentlRkinmark exprimiert (Wassarman et.
al., 1997). Aufgrund dieses Expressionsmuster&ist-2 auch an der Bildung des IsO
beteiligt (Li und Joyner, 2001, Millet et al., 199%assarman et al., 1997). Diese Betei-
lung ist nach neueren Untersuchungen dosisabh@\ters und Lewandoski, 2006).

1.4.4. Fgf-8

Zu der Familie der fibroblast growth factors Fgg d8 verschiedene Gene umfasst, gehort
auch der Fibroblast growth factor 8 Fgf-8 (Basilisod Moscatelli, 1992). Diese Gene
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codieren fur Proteine die in der Embryogenese sslebn friih in die Zellproliferation und
die Zelldifferenzierung eingreifen. Fgf-8 wurde prignglich als das Protein AIGF Andro-
gen induced growth factor aus einer Maus-BrustkiZéléLinie isoliert (Tanaka et al.,
1992). cDNA-Klonierung enthillte die Zugehorigkeit der Fgf-Familie.

Fgf-8 wirkt im Verlauf der Embryogenese an versdbigen Stellen, u.a. im Epiblasten, im
Primitivstreifen, dem Kiemenbogenepithel, der Gie®®Benknospe dem Vorderhirn (Hei-
kinheimo et al., 1994, Ohuchi et al., 1994., Cre@gsind Martin, 1995., Lorenzi et al.,
1995). Die Funktion von Fgf-8 im Gehirn wurde brgjeam besten untersucht (Echevarria
et al., 2005). Fgf-8 ist auch an der MHB exprimiantl tGbernimmt dort eine Zentrale Rol-
le in der Funktion des IsO (Crossley et al., 199%¢ et al., 1997, Martinez et al., 1999,
Mason et al., 2000, Ohuchi et al., 1994, Parta@8fy, Sato et al., 2004). Dabei scheint
Fgf-8 nicht entscheidend an der PositionierungMeEB beteiligt zu sein sondern v.a. an
der Aktivitat des IsO und der Zellproliferation (Vétiund Bally-Cuif, 2001). Diese Funk-
tion an der MHB ist zu einem hohen Mal3e von Wntaagig (Canning et al.,
2006)Zudem spielt Fgf-8 eine wichtige Rolle in #errekten Musterung des Metenzepha-
lons (Beermann et al., 2006, Irving und Mason, 20B8st kirzlich konnte eine Interakti-
on von Fgf-8 mit Shh gezeigt werden, in welcher-8gine wichtige Rolle fur die dorso-
ventrale Musterung tUbernimmt und fur die Positiocumg und Differenzierung bestimmten

Neuronengruppen verantwortlich ist (Alexandre unasééf, 2005 Fogarty et al., 2007).
1.4.5. Spry-2

In Drosophila wurde sprouty zunachst im Wechselspigé branchless bnl, einem Dro-
sophila Fgf Homolog entdeckt und ist dort in diei@oklung der Lungen und des Respi-
ratorischen Systems eingebunden. Hier arbeitetugprals Antagonist zu branchless und
als Inhibitor zur Zellproliferation (Hacohen et,a998, Sutherland et al., 1996). Das mu-
rine Homolog zu sprouty, mSpry-2 (im folgenden spyyzeigt starke Expression in den
Lungen als auch im Herz, dem Skelettmuskel, dereéNi@d dem Gehirn. Auch hier arbei-
tet Spry-2 als Antagonist zu Fgf-8 (de Maximy et 4B99, Tefft et al., 1999). Auf mole-
kularer Ebene greift Spry-2 in den Ras Signalweg €asci et al., 1999).

Sprouty zeigt in der Expression, aufgrund seinbibitorischen Wirkung, eine enge Kor-
relation mit der Fgf-8 Expression (Chambers und dvia2000), besonders entlang der
MHB ist Spry-2 mit Fgf-8 vergesellschaftet (Chansbet al., 2000, Chambers und Mason,
2000, Minowada et al., 1999). Hier wird Spry-2 vegf-8 induziert und nimmt somit an

einer negativen Feedback-Schleife teil, welcheAksvitat von Fgf-8 moduliert (Cham-
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bers et al., 2000). Dabei nimmt aber Spry-2 sadlygtn Einfluss auf die Genexpression an
der MHB und damit auch auf die Bildung des Cereimedl (Suzuki-Hirano et al., 2005).

1.4.6. Lmx1b

Lmx1b, friher Imx-1 genannt gehdort zur LIM-Klassmeérhalb der Homeobox Gene und
enthalt eine Homeodomane. Es und wird im ZNS, im @éedmalenknospen und in der
Niere wahrend der Embryogenese exprimiert (Chex. 1998, Riddle et al., 1995, Vogel
et al., 1995). Die Expression im ZNS findet manNmuralrohr entlang der Bodenplatte,
der Deckplatte und einigen Interneuronen (Chizhikbal., 2004, Riddle et al., 1995). In-
nerhalb des ZNS ist Imx1b fur die Differenzierumgzelner Neuronengruppen von Bedeu-
tung, unter anderem fir serotonerge und dopamingegeonen im Mittelhirn (Ding et al.,
2003, Smidt et al., 2000). Erst kirzlich konnte neine wichtige Rolle in der Bildung
der MHB zugesprochen werden, wo es mit Wntl inieragAdams et al., 2000, Matsuna-
ga et al., 2002, O’Hara et al., 2005). Ebenfallsegtt die Interaktion mit Fgf-8 an der
MHB entscheidend fur die Bildung des Kleinhirnessein (Guo et al., 2007).

14.7. En-1

En-1 ist zusammen mit seinem verwandten En-2 mukiegtreter einer Gen-Familie, die
mit der in Drosophila entdeckten Segmentations-G@&mgrailed (en) verwandt sind (Joy-
ner et al., 1985, Joyner and Martin, 1987). Drodamngrailed tbernimmt wichtige Funk-
tion in Einrichtung der Koérpersegmente und der Mustg in der Entwicklung. Eine Dele-
tion fuhrt zu schweren Mutationen (Hooper und Sct#92, Kornberg, 1981). Auch die
murinen Vertreter En-1 und En-2 sind an der Embeyege beteiligt. En-1 und En-2 un-
terscheiden sich nicht so sehr in ihrer Funktioeratirer Struktur, als viel mehr in der
zeitlich und ortlich unterschiedlichen Expressiblalks et al., 1995).

Die Expression beginnt am Tag 7dpc im Neuroepiiheler Region, die spater die MHB
bildet (Davis et al., 1988, Davis und Joyner, 1988yidson et al., 1988, McMahon et al.,
1992). Im weiteren Verlauf der Embryogenese wirdlEam Tag 9,5dpc in zwei Streifen
lateral des Hinterhirns und des Ruckenmarks exprimkEbenso findet man En-1 im Der-
mamyotom der Somiten, dem aus den Somiten stamme8klerotom, als auch in den
GliedmalRenknospen. Aufgrund dieser Expressionsmustale eine konservierte Funkti-
on von Drosophila en angenommen und man postuligass En-1 und En-2 auch in die
Musterung des Gehirns eingreifen (Davis et al.,8198urst et al., 1994). Hier ist En-1
zum eine wichtig fur die korrekte Positionierung deenzephalen-mesenzephalen Grenze

(Araki et al., 1999, Scholpp et al., 2003), zumexed greift es auch in die Musterung von
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Mittelhirn und Hinterhirn ein (Erickson et al., 2ZD0Liu und Joyner, 2001, Martinez et al.,
1991, Wurst et al., 1994).

1.4.8. Krox-20

Ursprunglich in Maus-Fibroblasten entdeckt, wurdexk20 spater als Transkriptionsfak-
tor beschrieben, der fir ein Protein mit drei ZKikgern codiert (Almendral et al., 1988,
Chavrier et al., 1988).

Krox-20 wird ab dem Tag 8.5dpc in Form von zwengweersen Streifen im Neuroepithel
des Hinterhirnes exprimiert. Diese Streifen dermasa die Region der zukinftigen
Rhombomere 3 und 5 des Hinterhirnes. Im laufe dearé&ssion nimmt die Expression
zunachst im Rhombomer 3, spater dann in Rhombonadr nd ist ab Tag 10.5dpc nicht
mehr nachweisbar (Wilkinson et al., 1989). Aul3erdena es in der weiteren Embryoge-
nese in einigen Ganglien und Neuralleistenabkonmgehnexprimiert (Wilkinson et al.,
1989).

In der Gehirnentwicklung ist es von entscheiderBledeutung fur die Entwicklung der
Rhombomere 3 und 5, wie durch Knock-outs beschnieliegde. Diese entwickelten keine
der entsprechenden Rhombomere (Schneider-Manougy.,e1993, 1997, Swiatek und
Gridley, 1993). Neuere Untersuchungen deuten ddmayfdass die Rhombomere erhalten
bleiben, aber eine andere Identitat annehmen (\&scu et al., 2001). Aul3erdem inter-
agiert krox-20 mit einigen Genen der Hox-Gruppe, fdr die Segmentation und Entwick-
lung des Hinterhirns von Bedeutung sind (Helmbaeheal., 1998, Nonchev et al., 1996,
Seitanidou, 1997).

1.4.9. DII-1

DII-1 (delta like 1) ist Teil des Notch signallirgathway, dessen Zell- Zell Interaktionen
und Kommunikation fir verschiedene Entwicklungsbipéche Entscheidungen von gro-
Ber Bedeutung ist, u.a. Somitogenese und neur@itiéggenzierung (Hrabé de Angelis et
al., 1997). DII-1 ist ein Transmembranprotein d&LBGruppe die als Liganden fir den
Notch Rezeptor funktioniert (Heitzler und Simpsb893).

Wahrend der Entwicklung ist DII-1 im paraxialen Mdsrm, in Muskelzellen, im Gehirn

und im Neuroepithel, sowie in BlutgefaRen, Haaitelh, Epidermis und Zahnen (Beckers
et al., 1999, Bettenhausen et al., 1995). Die EB5gio@ beginnt um den Tag 7dpc im Me-
soderm und ist bis zum Tag 12.5dpc am starkstem kdber bis 18,5dpc andauern. Im
ZNS beginnt die Expression am Tag 8 und erstracktauf das gesamte Neuralrohr (Bet-

tenhausen et al., 1995).
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DII-1 ist wahrend der Embryogenese fur die Entwickj der Somiten verantwortlich
(Hrabé de Angelis et al., 1997). AuBerdem scheilitlDOn die Kérpersymmetrie ein-
zugreifen (Przemeck et al., 2003). Inwieweit Dvid der Notch Signalweg in die Neuro-
genese und die Entwicklung im Neuralrohr eingreittnoch nicht sehr gut verstanden.
Bisher scheint klar zu sein, dass der urspringhdbrosophila beschriebene Signalweg im
Neuroepithel auch in Vertebraten vorhanden istl@dBompa et al., 1997). Zudem greift
der Weg in die Differenzierung von Neuronengrupeen(Grandbarbe et al., 2003).

1.4.10.BF-1

BF-1 (brain factor 1) ist ein winged helix (wh) Tskriptionsfaktor. Diese Gruppe von
Faktoren Ubernimmt verschieden Aufgaben in der Ektwng indem sie die Gen-
Transkription regulieren. Urspringlich wurde BFdhs murine Homolog, als HNB3he-
patic nuclear factor) entdeckt, der AhnlichkeitenDrosophila fork-head aufwies (Tao et
al., 1992, Lai et al., 1993) und in die Transkoptivon Genen eingreift (Yao et al., 2001).
Die Expression fur BF-1, welche ab 5 Somiten nacsivee ist, beschrankt sich auf das
Prosenzephalon und ist in diesem Gehirnteil Maflteeinen grof3en Teil der Fllgelplatte
(Shimamura et al., 1995). Hier ist es wichtig fie @veitere Differenzierung des Telen-
zephalons (Xuan et al., 1995). BF-1 kontrolliee dellproliferation im ZNS ab dem Tag
11,5dpc, indem es den Zellzyklus verlangert undAliedifferenzierung der Neuronalen
Vorlauferzellen verlangsamt (Hanashima et al., 20823erdem scheint ein moglicher
Zusammenhang zwischen BF-1 und dem Shh-Signalwegstehen (Dou et al., 1999).

1.5. Die Funktion der MHB

Um einen voll funktionierenden 1sO Uberhaupt eiichten, bedarf es einer Grenze zwi-
schen Otx-2 und Gbx-2, die den IsO an der richtigesile positioniert und induziert (Mar-
tinez-Barbera et al., 2001, Wurst und Bally-Cu@p2).

Mesenzephalon und teile des Metenzephalons entlmickeh in einem Hirnblaschen, dem
mesenzephalischen Blaschen (Bally-Cuif et al., 183#8ly-Cuif und Wassef, 1995). Die
Grenze innerhalb dieses Blaschens wird durch dielda Grenze von Otx-2 festgelegt
(Bally-Cuif und Wassef, 1995). Das kaudale Limit @#x-2 Expression ist aul3erdem ver-
antwortlich fiir die Anlage des IsO (Broccoli et, d999, Millet et al., 1996). Hier ist die
Wechselwirkung mit Gbx-2 von Bedeutung, welchesldibenachbart im Rhombenzepha-
lon exprimiert wird (Hidalgo-Sanchez et al., 208&uta et al., 2003, Millet et al., 1999).
Diese Wechselwirkung beruht auf einer Gbx-2 inddere dosisabhangigen Repression

von Otx-2. Dies wurde durch Experimente, in dendyx-& entweder nicht vorhanden
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[Otx-2 ist nach kaudal verschoben und vorderesetitn fehlt (Wassarman et al., 1997,
Millet et al., 1999)] oder Uberexprimiert war, b#syt. In beiden Fallen verschob sich der
IsO entlang der neuen rostralen/kaudalen Grenzé&xmna2 mit Otx-2 (Millet et al., 1999).
Entscheidend ist hier, dass sich trotz des FehiensGbx-2 eine MHB entwickelt, wah-
rend dies in OtX Mutanten vollkommen unterbleibt (Acampora et 4995). Damit
scheint Gbx-2 im Wesentlichen fir die Positionigrmerantwortlich zu sein und Otx-2 fur
die Induktion.

Aul3erdem scheint die Positionierung und Aktivités dsO in Zusammenhang mit der Fgf-
8 Aktivitat zu stehen, da Fgf-8 in ektopen Tranetdéen die Otx-2 Expression unterdri-
cken kann (Acampora et al., 1997, Simeone, 1998)iMo muss aber die Expression von
Otx-2 und Gbx-2 der von FGF-8 vorangehen, da sdmestMHB nicht eingerichtet wird
(Garda et al., 2001).

Wnt-1 und Fgf-8 bilden jeweils einen Ring rostrabllkaudal der MHB (Wurst und Bally-
Cuif, 2001). Fgf-8 wird dabei eine zentrale Rolkeder Formation der MHB zugeschrie-
ben: Fgf-8 ist zustandig fur die Bildung des Mittehs und des vorderen Hinterhirns, re-
spektive des Rhombomers 1. Dies zeigt sich in dezischen Expression des Gens an
der MHB (Crossley und Martin, 1995, Heikinheimaaét 1994, Nakamura und Wantana-
be, 2005, Ohuchi et al., 1994), die artibergreif@flcege, Fisch, Maus) die gleiche ist.
Diese Expression ist wichtig fur die Bildung der BHdie ohne Expression von Fgf-8
unterbleibt (Jaszai et al., 2003). Dies wurde adhasrschiedener Experimente gezeigt, in
denen Gewebe aus der MHB in andere Strukturen laegifwurde und dort Strukturen
entwickelte, die &hnlich der MHB und der umliegemdeewebe sind (Liu et al., 1999,
Martinez et al., 1999, Mason et al., 2000). Auah @enexpression ahnelt der an der MHB
(Hidalgo-Sanchez und Alvarado-Mallart, 2002). Abh& Ergebnisse zeigten sich bei ek-
toper Expression von Fgf-8, welches eine MHB an $tetle der Expression induzieren
kann (Mason et al., 2000): Heparin-ummantelte A&wstlen, die mit Fgf-8 beschichtet
waren, wurden in diesem Experiment ins Mittelhigten Vorderhirn eingebracht. Inner-
halb 24 h zeigte sich folgendes: Normalerweise zretti Fgf-8 Protein die Expression von
Gbx-2, En-1, En-2, Pax-2, Wnt-1, Fgf-8 selbst umdhindert die Expression von Otx-2
(Mason et al., 2000). Ebenso kann in Fgf-8 Null-&ien die Bildung der MHB durch
ektope Expression von Fgf-8 wieder induziert werdédszai et al., 2003). Damit kann
man zusammenfassend sagen, dass Fgf-8 auf jedeveFaitwortlich fir Musterung des
Mittelhirns ist und auch Hinterhirn-Strukturen, gm@# des Cerebellums induzieren kann
(Martinez et al., 1995, Nakamura und Wantanabe5p00d dass Fgf-8 ein guter Indikator
fur Musterungs-Aktivitdt an der MHB darstellt. NeaeUntersuchungen konnten zeigen,
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dass Fgf-8 zusammen mit Wnt schon wahrend der @aistn einen Einfluss auf die Bil-
dung der MHB nehmen (Olander et al., 2006).

Die Bestimmung der anteroposterioren ldentitdt kumesodermale Strukturen konnte
durch Inaktivierung des Homeobox Gens Otx2 gezeigtden (Acampora et al., 1995,
Shawlot und Behringer, 1995). Otx2 wird im antezioriMesoderm exprimiert und eine
Deletion fuihrt zu einem kompletten Verlust des \&rdund Mittelhirns. Kaudale Struktu-
ren ab dem Rhombomer 2 des Hinterhirns sind hingegd#istandig entwickelt. Diese
Studien und weitere Transplantations- und Rotaé®perimente (Marin und Puelles,
1994) deuten auf eine Induktion der AP-Achse duloisale mesodermale Schichten hin.
Neben der AP-ldentitat findet im Neuralrohr aucheeKompartimentierung in dorsale und
ventrale Bereiche statt. Das von Chorda dorsalts Bodenplatte sezernierte Molekil So-
nic hedgehog hat einen ventralisierenden Einflussias Neuralrohr und bewirkt die spe-
zifische Induktion von Motorneuronen innerhalb @mnundplatte (Ericson et al., 1996).
Dabei ist die rostrale Bodenplatte das Signal-Zenfrwelches tber sie Sekretion von Shh
die dorsoventrale Musterung eingreift. Uber dietaktion mit Fgf-8 und verschiedene, an
die Gli-Expression beteiligte Faktoren, wird dieteanposteriore Musterung beeinflusst
und damit die MHB und die umliegenden Gehirnantelamlich dreidimensional und
zeitlich gestaltet (Bayly et al., 2007, Blaess|et2906).

1.6. Die Segment-Polaritats-Gene Ptch, Shh und Gli-1

1.6.1. Shh

Hh Hedgehog wurde urspriinglich wahrend eines geaieth Screens in Drosophila ent-
deckt. Dieser Screen identifizierte mehrere Mutadig die fur die Entwicklung von ent-
scheidender Bedeutung sind (Nisslein-Volhard undsdhaus, 1980). Nachdem die mo-
lekulare Struktur von Hh in Drosophila beschriebarden war (Tabata et al., 1992), wur-
den mehrere Homologe dieses Gens in vertebratesn Aw¢schrieben, darunter auch Shh
(Sonic Hedgehog) in der Maus (Chang et al., 198a\ie Desert Hedgehog Dhh und In-
dian Hedgehog Ihh (Ingham, 1998, Wicking et al.999Ruiz | Altaba, 1999). Hh und
seine Homologe nehmen wahrend der Entwicklung Bictdlsselrolle ein, indem sie in
die Zellproliferation eingreifen und verantwortliélr die zellulare ldentitat sind (Bitgood
und McMahon, 1995, Ruiz | Altaba, 1999, Wickingaét 1999,). Auch an der Tumorent-
stehung nimmt Shh eine Schlisselrolle ein (Chad MtDonnel, 2007). Shh und seine
Verwandten agieren dabei durch einen gemeinsangmal8iansduktionsweg (Kalderon,

2005). Diese Signaltransduktion von Shh verlaugridlen Oberflachenrezeptor Ptch, an
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den Shh bindet, und damit die Zielgene Gli-1 soavieh Ptch selbst aktiviert (Hooper und
Scott, 2005, Ingham, 1993, Basler und Struhl, 199#he dazu auch Kapitel 1.7.

Die Funktion der einzelnen Hh-Homologe ist durateiBxpressionsmuster festgelegt (Wi-
cking et al., 1999).Shh (bt einen proliferativefiekt auf neuroepitheliale Zellen aus (Cay-
uso et al., 2006). Dabei ist Shh vor allem fur Egwicklung des Kleinhirns von entschei-
dender Bedeutung (Dahmane et al., 1999, Ruiz ibaltet al., 2002, Wechsler-Reya und
Scott, 1999). AulRerdem besitzt Shh noch eine Readimeweiteren Aufgaben in der Emb-
ryogenese:

Die Expression von Shh beginnt am embryonalen Thg &urz nach der Gastrulation im
Primitivknoten und ist zunachst entlang der gesanitkorda dorsalis exprimiert und be-
wirkt im Neuralrohr eine Ventralisierung, indemais Entwicklung der Bodenplatte indu-
ziert. Im Neuralrohr ist Shh ab Tag 9 auch in ded@&nplatte zu finden, wo Shh die Ex-
pression von Ptch ablést (Chang et al., 1994, Bcthadt al., 1995) und bewirkt hier die
Entwicklung von Motoneuronen. Diese Entwicklungsgth sind konzentrationsabhangig
(Roelink et al., 1994). Auch im ZNS bewirkt ShhesMentralisierung durch Induktion von
ventrolateralen Neuronentypen (Hynes et al., 189gson et al., 1995). Verantwortlich
fur diesen ventralisierenden Effekt ist die rogtrBbdenplatte, welche ein signalgebendes
Zentrum in der dorsoventralen Musterung ist (Blastsal., 2006, Bayly et al., 2007, Chiz-
hikov et al., 2006). Schliel3lich ist Shh, welchbgmalls im Mittellinienmesoderm expri-
miert ist, auch verantwortlich fir die Musterungsdearaxialen Mesoderms (Fan et al.,
1995) und der Somiten und dem Kopfmesoderm rodegalSomiten (Hammerschmidt et
al., 1996). Insgesamt erstreckt sich die ExpresgonShh in der Maus auf Primitivkno-
ten, Kopf, Chorda dorsalis, Bodenplatte, ventrotdés Mittelhirn, ventrales Vorderhirn,
Magenendoderm, Kiemenbdgen, posteriores distalesiiBa3enmesenchym, Epithel von
Haaren, Lunge, Magen, Blase, Urethra und Samems(iechelard et al., 1993, Chang et
al., 1994).

1.6.2. Ptchl

Ptch wurde urspringlich in Drosophila als Rezeptader Plasmamembran (Capdevila et
al., 1994) fur hedgehog Hh beschrieben (Stone.e1296), der die Aktivitat von Hh kon-
trolliert (Hooper und Scott, 1989, Nakano et a889) und in die Segmententwicklung von
Drosophila eingreift (Ingham et al., 1991). Ptatllseinen transmembranen Rezeptor dar,
der 12 transmembrane Doméanen besitzt und Ahnlitdkenit einem Kanal oder auch
lonentransporter besitzt (Marigo et al., 1996a)eiZttomologe wurden auch in vertebra-
ten gefunden: Ptchl und Ptch2 (Goodrich et al.61%fahn et al., 1996, Marigo et al.,
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1996a, Motoyama et al., 1998). Dabei Ubernimmt Piwdie Funktion von Ptch in Dro-
sophila, wahrend Ptch2 nicht als Substitut fir Rtctktioniert aber in die Modulation der
Tumorgenese bei Ptchl mit eingreift (Goodrichlgtl®97, Hahn et al., 1996, Johnson et
al., 1996, Lee et al., 2006). Als Ligand in denteleraten Arten fungiert Sonic Hedgehog
Shh, das schon oben beschrieben wurde und zusamin@tch den Beginn des Shh-Ptch
Signalweges darstellt. Dieser Signaltransduktiomswed in Kapitel 1.7 unten naher be-
schrieben. Ptch, im Zusammenspiel mit Shh, ist ntarartlich fur Zelldifferenzierung
wahrend der Embryogenese (Johnson et al., 199)fiv.die Entwicklung des Neuralroh-
res (Marigo et al., 1996¢, Goodrich und Scott.,89¥echsler-Reya et al., 2001).

Die Ptch Expression beginnt in der embryonalen kdwng mit 7dpc und steigt kontinu-
lerlich an, um zwischen 11 und 15dpc den Expressiohepunkt zu erreichen. Danach
fallt der Level wieder, bis es ab 17dpc unverandatrig bleibt. In folgenden Geweben
kann man im Zeitraum von 8 bis 9dpc mit der ,whwleunt in-situ Hybridisierung” Ptch
nachweisen (Goodrich et al., 1996): Ptch wird amg §an der Mitte der Kopffalten und im
ventralen Neuroepithel nach kaudal bis zum ResPdiesitivknotens, sowie im prasomiti-
schen Mesoderm exprimiert. Ab 8,5dpc wird Ptchengkesamten ventralen Mittellinie des
Neuralrohres mit Ausnahme von zwei transversenif&trém Gehirn exprimiert. Aul3er-
dem findet man Ptch im ventralen prasomitischenddesm, den ventrale Halften der
Somiten sowie dem Seitenplattenmesoderm. Ab dem9Tiag Ptch aus Bodenplatte ver-
schwunden und durch Shh ersetzt worden, aber ratltis davon in den Somiten vor-
handen. Weitere embryonale Strukturen, in deneh &tprimiert ist, sind der vordere (ab
8,5dpc) und der hintere (ab 9dpc) Magen-Darm-Tdikt Kiemenbdgen, Gaumen, Zunge,
Zahnknospen und Genitalregion (Aglyamova und Agayw2007, Goodrich et al., 1996).
Neben der bereits oben beschriebenen Funktion wcm &s Transmembranprotein und
Rezeptor wird Ptch auch eine Funktion als Tumorseggor-Gen zugeschrieben (Hahn et
al., 1996, Johnson et al., 1996). Dies zeigte aictaichst anhand von Untersuchungen, die
Ptch in Zusammenhang mit dem NBCCS brachten unddednausgehend eine enge Ver-
bindung von Ptch zu Medulloblastomen aufzeigen kemiiGorlin, 1995, Goodrich et al.,
1996, Goodrich et al., 1997). Siehe dazu auch Khfi8. Auch fur Ptch2 konnte eine
Funktion als Tumorsuppressor-Gen in Basaliomen Medulloblastomen nachgewiesen
werden (Smyth et al., 1999).

1.6.3. Gli-1

Gli-1 wurde urspriunglich in Glioblastomen entdecéktdenen es amplifiziert war (Kinzler

et al., 1987) und wurde nachfolgend als Zink-Firgeatein beschrieben, das in die Fami-
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lie der Kruppel Proteine fallt (Kinzler et al., 138 Wegen seiner Expression im Neural-
rohr wurde Gli-1 eine wesentliche Rolle wéhrend Newralentwicklung zugesprochen
(Hui et al., 1994). Gli-1 ist eines von mehreremGénen, die in den Shh-Ptch Signalweg
eingebunden sind und als Mediator der Shh-Aktivatdttritt (Hynes et al., 1997). Es ist
auch mit verschiedenen Tumoren assoziiert, u.aalBase, Osteosarkome, Glioblastome
(Ghali et al., 1999, Werner et al., 1997). Im Slagreg ist Gli verantwortlich fur die Akti-
vierung der Zielgentranskription.

Gli stellt das vertebrate Homolog zu ci cubitusmiptus dar, das in Drosophila im Hh-
Ptch Signalweg aktiv ist und downstream von HhragMarigo et al., 1996b). Neuerdings
konnte Gli auch eine Funktion als Modulator derhPExpression nachgewiesen werden
(Agren et al., 2004).

Die Expression von Gli-1 wurde bislang nur in Hatemebryos beschrieben. Hier zeigt die
Expression von Gli eine enge Assoziation mit Ptoh1Neuralrohr und deine deutliche

Expression an der MHB (Aglyamove und Agarwala, 2007

1.7. Der Shh-Ptch-Signaltransduktionsweg

Die oben dargestellten Gene Shh, Ptch und Gli-d alle, wie bereits erwahnt, in einen
gemeinsamen Signaltransduktionsweg eingebunderseD®ignalweg wurde sowohl bei
Drosophila als auch in Vertebraten beschrieben gdoand Scott, 2005, Huangfu und
Anderson, 2006Walthall et al., 2007). Das Grundpprdes Signalweges lasst sich so be-
greifen: Ptch bzw. Ptchl ist als Rezeptor in dasPlamembran lokalisiert. Hier bindet
Ptch Smo Smoothened, ein Plasmamembranrezeptsiabén transmembranen Doméanen
(Alcedo et al., 1996), so dass Smo keinerlei Akdivausiben kann. Bindet nun Hh bzw.
Shh an den Ptch Rezeptor, so entlasst Ptch Smadealsndung, der inhibierende Einfluss
von Ptch fallt weg und die Zielgene von Shh werdwetirekt durch Smo aktiviert (siehe
Abbildung 3). Dabei modifiziert Ptch das von ihnhilmerte Smo, wenn es dieses aus der
Bindung entlasst (Ingham et al., 2000). Zu dengéeén, die in diesem Signalweg akti-
viert werden zahlen wg wingless (Wnt in vertebratelecapentaplegic (Bone Morphoge-
netic Proteins BMP in Vertebraten) und Patchedsseburch die verstarkte Patched Ex-
pression, und damit zu einer hoheren Konzentrataom Ptch Rezeptoren in der Plasma-
membran, kommt es zu einer Limitierung des Shh @&grfChen und Struhl, 1996,
Goodrich et al., 1999).
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| Shh |
Ptch Smo Ptch Smo

Zielgene

Abbildung 3 Shh/Ptch Signaltransduktionsweg

In der Abbildung kann man das Prinzip des Shh PtchSignalweges erkennen. Ist Ptch nicht durch
seinen Liganden Shh besetzt, so bindet er Smo undkdes kann die Zielgene nicht aktivieren. Ist jeddc
Shh an Ptch gebunden, so entlasst Ptch Smo aus @ndung und der inhibierende Effekt von Ptch auf
Smo féallt weg. Damit kann Smo die Zielgene aktiviemn.

Die Aktivierung der Zielgene erfolgt nicht direldpndern tber einen weiteren Zwischen-
schritt: cubitus interruptus ci (Gli in Vertebrajenostal 2 cos2, fused fu und suppressor of
fused SuFu bilden ein Tetramer, das an Mikrotuinutier Zelle gebunden sind. Kommt es
nun zu einer Aktivierung von Smo, so l6st sich dg&eJetramer aus dem Komplex und

aktiviert die Zielgentranskription (van den Heuued Ingham, 1996a und 1996b).

1.8. Das Basalzellndvussyndrom

Das Basalzellndvussyndrom wurde erstmals von Garioh Goltz im Jahre 1960 als Syn-
drom beschrieben (Gorlin und Goltz, 1960). Das aalshsogenannte flinfte Phakomatose
bekannte Syndrom wird autosomal dominant vererfdtisindurch eine Reihe von Fehlbil-
dungen und Tumoren charakterisiert, v.a. multipdsdzellnavi, die schon in jungen Jah-
ren auftreten und spéater in Basaliome UbergehemiesKieferzysten und verschiedene
Skelettanomalien (siehe dazu Tabelle 1).

In den 90ern konnte nachgewiesen werden, dass 48S Bvird durch eine Mutation in
Ptch hervorgerufen wird (Farndon et al., 1992, &uaikt al., 1992, Goldstein et al., 1994,
Hahn et al., 1996, Johnson et al., 1996, Reis.efl@92) und damit auch fur die Genese
von Basaliomen und Medulloblastomen von Bedeutsh@Pazzaglia, 2006, Vorechovsky
et al., 1997, Wetmore et al., 2000). Weitere Faragen zeigten, dass Ptch nicht nur fur
das BZNS verantwortlich ist, sondern auch fir sgische Basaliome (Bale und Yu, 2001,
Gailani et al., 1996), Basaliome bei Xeroderma @gtosa (Bodak et al., 1999), bei spo-
radischen Medulloblastomen (Raffel et al., 1997, Itéfoet al., 1997) und desmoplasti-
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schen Medulloblastomen (Amlashi et al., 2003). Oidste zu der Annahme, dass Ptch
nicht nur in die Embryogenese durch den Shh-PtgnaBiveg eingebunden ist, sondern
auch eine Funktion als Tumorsuppressor-Gen beBiigs konnte an Mausen gezeigt wer-
den die hemizygot fur Ptch waren und daraufhin ine&ra héheren Prozentsatz Medul-

loblastome entwickelten (Goodrich et al., 1997).

Region Fehlbildungen Tumoren

Haut epidermale Zysten multiple Basaliome

palmare und/oder plantare Grubchen

Skelett Gabelrippen

Spina bifida occulta

Kyphoskoliose

Riesenwuchs

Pectus excavatum

kurzer vierter Metacarpalknochen

postaxiale Polydaktylie

lymphomesenterische Zysten

ZNS verkalkte Falx cerebri Medulloblastom

Meningeom

Kraniofazial grolRer Kopfumfang

Hypertelorismus

Strabismus

stark ausgepragte supraorbitale Kno-

chenwdlste

Oral Lippen-Kiefer-Gaumenspalte

odontogene Keratozysten

andere Tumoren Ovarialfibrom

Herzfibrom

Fibrosarkom

Rhabdomyosarkom

Tabelle 1 Basalzellndvussyndrom

Die Tabelle gibt einen Uberblick tiber die Fehlbildngen und Tumoren die mit dem Basalzellnavus-
syndrom assoziiert sind (Bale et al., 1991, Coheh999, Gorlin, 1995).

Dabei scheint Ptch die Zentrale Rolle in der TuBenese zuzukommen, da Deletionen

der anderen in den Shh-Ptch Signalweg eingebund@eae nicht zu Tumoren fuhrt (Oro
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et al., 1997, Reifenberger et al., 1998, Zurawell £2000). Inwieweit Ptch Dysregulation
in die Tumorgenese eingreift ist noch weitgehendeltért. Neuere Untersuchungen ha-
ben diese Zusammenhange untersucht und zeigen, ldsisln like growth factor-2

coexprimiert sein muss (Hahn et al., 2000) undagidin Genexpression heraufreguliert
sein muss (Kenney et al., 2000). Zusatzlich schdimtexternal granule layer EGL eine

entscheidende Rolle zu spielen (siehe Kapitel 1.9).

1.9. Das Medulloblastom

Die Medulloblastome werden in der WHO-Klassifikatioder Hirntumoren (siehe
Abbildung 4) zu den embryonalen Tumoren des Neutloels gerechnet (Louis, D.N. et
al, 2007). Obwohl sie deutliche genetische und imaligische Unterschiede aufweisen,
zeigen sie ein recht einheitliches histologischédd Bndifferenzierter runder Zellen und
werden daher auch als primitive neuroektodermalendren bezeichnet (Gilbertson,
2001). Diese Klassifikation beruht auf der Annahrdass die Stammzelle der Medul-
loblastome im ,external germinal cell layer* EGLtgpringt, eine primitive neuroepithe-
liale Schicht des Kleinhirns (VandenBerg et al.879 Neuere Untersuchungen deuten
aber darauf hin, dass das Medulloblastom tatsdcitiehr als einen Stammzell-Typ be-
sitzt. Dies wurde der Heterogenitat der TumorgruRpehnung tragen (Giangaspero et al.
2000). Ein neues Klassifikationssystem teilt di€eppe der PNETs entsprechend der

Genexpression ein.

r [ natocsts
l Meuroapithalial ABTRCYE
. ligodendroglial
Paripharal nerves
Mixed ghamas
Meninges
Turmors Ependymal
of the  =———f | ymphomas and heemopoietic
NETVOLS S¥SEm Choroid plexus -
Gierrm cell Medulloblasloma
Glial tumours
Sella regon of uncartain origin Ependymoblastama
L Matastatic Meuronal and nauronal-glial Suprateriorial primilive
neurcectodarmal umour
Meuroblastic
Medulloepithelioma
Pirsal
Embryonal Atypical feratoid/rhabdioid

p.

Abbildung 4 WHO Kilassifikation der ZNS-Tumoren

Ubersicht tiber die Position der Medulloblastome irder WHO-Klassifikation der Tumoren des ZNS
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Medulloblastome umfassen ca. 20% aller GehirntumareKindesalter. Sie sind haufiger
bei Jungen (66%) und treten zu 70% vor dem 10 Lghbnauf mit einem Gipfel um das 5
Lebensjahr. 20% aller Medulloblastome treten vamde Lebensjahr auf, nach dem 50.
Lebensjahr sind sie eine Ausnahme (Paulino, 20@08gesamt konnte die Inzidenz von
Medulloblastomen und anderen primitiven neuroekto@éen Tumoren gesenkt werden,
vermutlich durch die bessere Versorgung mit Muléimin-Préaparaten (v.a. Eisen, Calcium
und Vitamin C) wahrend der Schwangerschaft (Thetred., 1994).

In der Gruppe der Medulloblastome unterscheidet maréichst angeborene und erworbe-
ne Formen, wobei die erworbenen, sporadischen NMddastome zahlenmafig mit 95%
die haufigeren sind. die 5% der angeborenen Meolakbome prasentieren sich meist mit
einem klinisch gut charakterisierten Syndrom (Evahsl., 1993), das auf einer geneti-
schen Deletion beruht. So ist zum Beispiel dasrAumeni Syndrom das Ergebnis einer
Inaktivierung von p53, das Turcot Syndrom das Engebiner APC Inaktivierung (Dyer et
al., 2004) und das Gorlin-Goltz Syndrom oder Badalavussyndrom resultiert aus einer
Inaktivierung von Ptchl (Hahn et al., 1996). 1-2BéraPatienten mit Medulloblastomen
haben das Gorlin-Goltz-Syndrom, wéahrend 3-5% afkanrlin-Goltz-Patienten Medul-
loblastome entwickeln (Evans et al., 1991). Obwadd Ptchl Gen relativ selten in erwor-
benen Medulloblastomen inaktiviert ist, so ist @ieletion jedoch auch in sporadischen
Medulloblastomen zu finden (Pazzaglia et al., 20Réfel et al., 1997). Die Haploinsuffi-
zienz des Ptch-Genes scheint bei der Entstehunigleldulloblastome ausreichend zu sein,
kontrar zu der bislang gultigen , Two-Hit-Hypothesdgurawel et al., 2000). Um Medul-
loblastome und deren Entstehung besser zu verstehete ein Mausmodell geschaffen
(Fults, 2007). Im Mausmodell konnte der Zusammeghawischen hereditarer Ptch-
Heterozygotitat und der Entstehung von Medullolian nachgewiesen werden (Paz-
zaglia, 2006, Wetmore et al., 2000). Mutationersith-Rezeptor Ptch haben ein hdheres
Risiko der Medulloblastomentstehung (Gorlin, 198&hn et al., 1996, Johnson et al.,
1996). Zudem konnte gezeigt werden, dass die Adtivig des Shh-Signalweges, der flur
die normale Differenzierung der Zellen der EGL ireikhirn von entscheidender Bedeu-
tung ist, zu Medulloblastomen filhren kann (Dahmahal., 2001; Villavicencio et al.,
2000, Wechsler-Reya und Scott, 1999). Dabei schadre granule cell precursors GCP in
der external granule layer EGL der Kleinhirnanlageht auszudifferenzieren und in die
internal granule layer (IGL) zu wandern, sonderdén EGL zu verbleiben und dort unge-
hemmt zu proliferieren (Corcoran und Scott, 20@abei scheint auch PC3 einen ent-
scheidenden Einfluss zu haben, da es die Proider&iemmt und die Ausdifferenzierung
fordert (Farioli-Vecchioli et al., 2007). In der EGilden sich daraus sogenannte praene-
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oplastische Zellen, welche einen wichtigen Zwisdoénitt in der Entstehung von Medul-
loblastomen darstellen (Oliver et al., 2005). Phetterozygote Mause haben ebenfalls ein
erhohtes Risiko zur Bildung von Medulloblastomero@@rich et al., 1997; Hahn et al.,
2000), speziell von den aus der EGL entstehendenefzellen (Kim et al., 2003). Daher
spricht man dem Shh-Ptch Signalweg eine Schludkeiroder Erforschung von Medul-
loblastomen zu (Ruiz i Altaba et al., 2004). Sdbliieh konnte auch dem JC Virus eine
Rolle in der Genese von Medulloblastomen nachganmigserden (Khalili et al., 1999).
Charakteristischerweise entstehen die Medullobtastaus dem Vermis, aber in alteren
Kindern kénnen auch Medulloblastome in den Kleinhe@misphéaren auftreten. Es entsteht
keine Nekrose, Zystenbildung oder Kalzifizierungg dumoren bleiben weich. Histolo-
gisch unterscheidet man klassische Medulloblast@m&ie desmoplastische und anaplas-
tische Medulloblastome. Man findet hier gliale, renale, ependymale und mesenchymale
Zellvorlaufer. Seltene Varianten des Medulloblastosind das melanotische Medul-
loblastom und das Medullomyoblastom (Paulino, 2002)

Zytogenetisch findet man sehr haufig Deletionen Bgb, 8p und 11p (Michiels et al.,
2002). 17p codiert dabei fur ein bekanntes Tum@megsor-Gen, das hypermethylated in
cancer-1 (HIC-1) Gen (Steichen-Gersdorf et al.,798udem wurden weitere Deletionen
gefunden, u.a. 1p, 3q, 6q, 99, 11q, 169 (Gilbert2002). Die Signifikanz dieser Deletio-
nen ist weiterhin unklar, lediglich 9q besitzt ingahen eine deutliche klinische Relevanz
(sie Kapitel 1.6.2). Ebenso findet man eine Amkidifion verschiedener Loci, u.a. der
MYC Oncogene ErbB1 (7pl12), MYC (8924) and MYCN (2D, sowie eine Reihe von
weiteren Amplifikationen: 7q, 179, 18q, 7p, 13q u&p (Fujii et al., 1994, Schutz et al.,
1996, Reardon et al., 1997, Wasson et al., 199@t-Aviseau et al., 1999, Nicholson et
al., 1999). Ebenso wurden eine Reihe von Signathaktionswegen identifiziert, die in
Medulloblastomen abnormal aktiviert sind und z.Tt den oben beschriebenen Gen-Loci
korrelieren, darunter fallen der hier untersuchté-8tch-Signaltransduktionsweg (9q),
sowie weitere, wie der Neurotropin, der ErbB Reagptlas APC-Gen und der Wnt/wg
Signaltransduktionsweg (Gilbertson, 2002, Pome269_3).

Diese zytogenetischen Aberrationen korrelieren Zteih mit der histologischen Auftei-
lung. So zeigt sich bei anaplastischen eine vétgtdr7q Amplifikation sowie eine ver-
starkte MYCC Expression (Dyer, 2004), wahrend dasntbplastische Medulloblastom
mit einer 9q (der Ptch Locus) und einer 10q (defuSuocus) Deletion assoziiert ist. Das
bestétigt sich durch die Beobachtung dass die ereiStedulloblastome bei BZNS eine
desmoplastische Morphologie aufweisen (Pietsch,et207).
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Klinisch prasentiert sich der Tumor als eine Nesiglales Vermis, der in den 4.Ventrikel
einwéchst und somit den CSF Fluss behindert. Dagauachsen die typischen klinischen
Symptome des erhodhten Hirndrucks und Hydrozephaiies Kopfschmerz, Erbrechen,
Lethargie, Papillenédem, Verwirrtheit und schlechiahrungsaufnahme (bei Kleinkin-
dern). Auch ein vergroRRerter Schadelumfang und wingewdlbte vordere Fontanelle sind
maoglich. Aul3erdem verursacht der Tumor aufgrundeseiUrsprungs im Kleinhirn eine
typische Kleinhirn Symptomatik, u.a. wie Ataxie od€oordinationsverlust. Durch Ein-
wachsen in benachbarte Strukturen kann es zu Hrenschaden kommen oder bei einer
leptomeningealen Dissemination zu Riuckenschmendaokensteife, oder Schwache der
Gliedmassen (Paulino, 2002).

Zur Diagnosestellung sind heute MRI und CSF Zyteagmabdingbar, jedoch ist die Chi-
rurgie das Mittel der Wahl zur Diagnosesicherung.héachten ist, dass 1-2% der Tumo-
ren bei Diagnosestellung bereits metastasiert sinchehmlich in Knochen, Knochen-
mark, Leber und Lymphknoten (Paulino, 2002).

Die Therapie des Medulloblastoms ist heute ein imoltialer Ansatz der Chirurgie mit
Chemotherapie und Strahlentherapie verbindet. die Rasikostratifizierung des Patienten
werden diese Therapiemodalitaten in unterschieelticRrotokollen verwendet, jedoch
konnte sich keines bisher davon durchsetzten. sasge konnte aber eine 60%ige Hei-
lungsrate verbucht werden (Paulino, 2002, Ellisoal.¢ 2003).

2. Fragestellung

Wie in den letzten Jahren gezeigt werden konntd®teh als Tumorsuppressor-Gen fir die
Entstehung des Basalzellndvussyndromes oder Gadlte-Syndroms verantwortlich
(Corcoran und Scott, 2001, Wicking et al., 1997asBasalzellndvussyndrom geht zu ei-
nem hohen Prozentsatz mit Medulloblastomen ein@earlih, 1995). Medulloblastome
sind Tumoren die im Kleinhirn entstehen und zunf3ga Teil bei Kindern unter 5 Jahren
auftreten (Paulino, 2002). Hier ist der Tumor haéphlich im Vermis des Kleinhirns loka-
lisiert. Der Vermis entsteht wahrend der Embryogensaus dem kaudalen Anteil des Me-
senzephalons oder Mittelhirnes (Gilbert, 2000).sBiekaudale Anteil des Mittelhirnes ist
aber auch an der Bildung der Midbrain-Hindbrain Badary MHB, oder dem ,Isthmic
Organizer®, beteiligt, der seinerseits verantwontlifir die Entwicklung des Kleinhirnes
wahrend der Embryogenese ist (Rhinn und Brand, ,20af&st und Bally-Cuif, 2001). Da
nun Ptch in Medulloblastomen zu finden ist (Zurawehkl., 2000), welche im Kleinhirn
entstehen, das wiederum aus der MHB entsteht, kame Beteiligung von Ptch an der
Bildung der MHB wahrend der Embryogenese angenomwemlen. Dies verdeutlicht
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sich an der Expression einiger Gene in Medulloblasin, die an der Bildung der MHB
beteiligt sind (Michiels et al., 1999, Yokota et, &004). Aul3erdem ist die MHB ein Orga-
nisationszentrum des Neuroepithels, das eine austeriore Musterung beschreibt
(Rhinn und Brand, 2001, Wurst und Bally-Cuif, 200R)ch als Rezeptor fur Shh ist bisher
nur in die dorsoventrale Musterung eingebunden €@pl2003, Hammerschmidt et al.,
1997, Ho und Scott, 2002, Ruiz | Altaba et al., 200

In der hier vorliegenden Arbeit soll nun der Frageh der Beteiligung von Ptch an der
Bildung der MHB und der damit verbundene Einflusg die Entstehung von Medul-
loblastomen, sowie der Einfluss von Ptch auf dieeraposteriore Musterung nachgegan-
gen werden.

Um diese Zusammenhange genauer zu untersuchen winrtausmodell geschaffen, bei
dem eines der beiden Ptch Allele inaktiv ist, dBeterozygote Mause zeigen einige Sym-
ptome, die dem BZNS sehr ahnlich sind (Goodrichl et1997): sie werden grol3er, entwi-
ckeln Extremitatenmissbildungen wie Syndaktyliewiso Rhabdomyosarkome oder Ge-
hirntumoren, vornehmlich Medulloblastome. Dazu veudhs Exon 6 und 7 eines Ptch
Allels durch eine NEO-Kassette ersetzt um so eialetivn eines Allels zu erzeugen. Die-
se PtcH heterozygoten Mause werden untereinander verpB#tsich entwickelnden
Embryonen sind nach den Mendelschen Regeln zu eitenel PtcH™ bzw. Ptch™* homo-
zygot und zur Halfte Ptéh heterozygot. Da aber Pt¢hund PtcH~ Embryonen eine nor-
male Embryogenese durchlaufen und keine alteri@geexpression zeigen werden alle
Untersuchungen an PtEHEmbryonen durchgefiihrt.

Die veranderte Genexpression ist das Resultat eaitiologischen Aktivierung des Shh-
Ptch Signalweges. Ist Ptch aufgrund einer Deleticht mehr funktionsfahig, so fallt der
inhibierende Einfluss auf Smo weg. Daraus resulégre Daueraktivierung der Transkrip-
tion der Shh Zielgene, u.a. Gli und Ptch selbstk&m man zwar Ptch nachweisen, jedoch
ist dieses nicht mehr funktionsfahig.

Die Embryonen werden zum Zeitpunkt 8.5dpc (nachriéitung) aus der Maus isoliert.
Zu diesem Zeitpunkt findet die Bildung der MHB wéhd der Embryogenese der Maus
statt. Die Genexpression von Ptch und der an deuBg der MHB beteiligten Gene soll
nun durch eine in-situ Hybridisierung verdeutlietrden. Die Schwierigkeit der in-situ
Hybridisierung liegt im Todeszeitpunkt der PtcEmbryonen, der mit 9dpc bis 10,5dpc
angegeben wird (Goodrich et al., 1997) und sichadarkeine Aussage mehr Uber die Ge-
nexpression machen lasst. Als Kontrolle werden jievi#ildtyp oder PtcH™ heterozygote

Mé&use, im nachfolgenden als Wildtyp bezeichnet,dwit Ptch Embryonen hybridisiert.
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3. Material und Methoden

3.1. Methoden

3.1.1. Mause

Fur alle Versuche wurden heterozygoRech11*°®”* Mause auf CD1 Hintergrund

verwendet. Um die Heterozygotie festzustellen, wUDdNA aus der Schwanzspitze isoliert
und zum Genotypisieren verwendet (zur Genotypisggiehe Kapitel 3.1.2).

Wildtyp Mause wurden aussortieRtch11°¢”* heterozygote Tiere wurden miteinander
nach einem festen Schema verpaart. Die Embryonemlenuam Tag 8.5 nach der
Befruchtung aus dem Multtertier isoliert. Hierzu deirals Nullpunkt der Zeitrechnung der
Tag um 0.00 Uhr festgesetzt, an dem der vaginalepPiPlug) bei der Muttermaus

festgestellt wurde. Wurde am Nachmittag ebenfalte é’lugkontrolle durchgefihrt, so

wurde hier 12.00 Uhr als Nullpunkt festgesetzt. iINdestgestelltem Plug wurden die
Muttermé&use von den Mannchen getrennt und in eseparaten Kafig gehalten.

3.1.2. Genotypisierung von Ptchl Mutanten

Zum Genotypisieren wurde aus 1cm SchwanzspitzeMiars DNA extrahiert. Hierzu

wurde der DNA-Extraktion s Kit von Promega verwende

PRiEF —+ =+ HPTCIIRS

3 45 6 7 8 910
PadEF -+ = Ml

3 45 8 910

Abbildung 5 Ptch Allel
Darstellung des Ptch Wildtyp und des Ptch neo67 Adls mit den PCR spezifischen Primern

1 cm Schwanzspitze wurde in ein beschriftetes 1Zamtrifugenréhrchen mit 720ul Lyse-
Puffer Gber Nacht bei 55°C im Wasserbad verdaus Patein wurde am nachsten Tag
mit 200ul Protein Prazipitation Losung gefallt uatazentrifugiert. Danach wurde die DNA
im Uberstand (500ul) mit 500l Isopropanol geféllid anschliessend mit 1ml 70%
Athanol gewaschen. Danach wurde das DNA-Pellet kyemocknet und in 200pl

Rehydratationslésung aufgenommen.
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Um die gewonnene DNA zu genotypisieren, wurde &@dR-Reaktion mit spezifischen
Oligonukleotiden (,,Primer* ) durchgefuhrt, welchasdPtchl Wild-Typ und mutierte Allel
detektieren (siehe Abbildung 5).

Hierzu wurde ein standardisierter PCR-Zyklus migémdem Ansatz verwendet:

56ul HO
1pl 10x PCR-Puffer
1pl  Kresol

1ul  Primer Pst4KF
0,5ul Primer mPTC11R3
0,5ul  Primer Neo-L
0,2ul dNTPs

0,2ul Tag-Polymerase
sowie 1ul DNA pro Ansatz

Die PCR-Reaktion wurde bei einer ,Annealing” (Andaigng der Primer) Temperatur von
60°C fur 1min 15sek. und einer Extensionstemperatur ¥8C fiir 1min mit folgendem

PCR Programm durchgefihrt:

94°C 4min 1x
94°C 30sek

60°C 1min 15sek 35x
72°C 1min

72°C 5 min 1x

Das Primerpaar Pst4KF und mPTC11R3 amplifizierenFeagment von 650 Basenpaaren
und detektieren das Wild-Typ Ptchl Allel. Pst4KFluxeo-L amplifizieren dagegen ein
Fragment von 400 Basenpaaren, das nur dann detekiid, wenn die Maus das mutierte
Ptch11°°” Allel besitzt und somit heterozygoPtch11®®”* oder aber homozygot
Ptch11°°""°®amptch11Lokus ist.

3.1.3. Embryonendissektion

Um die Embryonen zu isolieren wurde die trachtigeus! mit CQ und nach Ausbleiben
der Atembewegungen mit einem Genickbruch getotet auf dem Ricken liegend auf

einer Korkunterlage mit Stecknadeln an Armen undn@&e fixiert. Dann wurde die
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Bauchdecke mit Ethanol desinfiziert und von kaugadh kranial erdffnet ohne hierbei das
Peritoneum zu verletzen. Auf Hohe des oberen Sterawades wurde die Haut nach lateral
in die vorderen Extremitaten eingeschnitten. Vorartpunkt wurde auch nach lateral in
die hinteren Extremitaten prapariert. Danach wudie Bauchdecke vom Peritoneum
gelést und und mit Nadeln auf der Korkplatte fikidbann wurde, wieder von kaudal
beginnend, das Peritoneum eréffnet. Nach der Ewéfindes Peritoneums wurde der
Uterus vorsichtig entfernt und in eiskaltem PBT s Embryoisolierung aufbewahrt.

Der Uterus einer Maus besitzt zwei Horner, die sthlangliche Schlauche darstellen.
Hier nisten sich in regelméRigen Abstanden nachBigdruchtung die Eier ein und es
kommt zu einer lokalen Proliferation von EndomaetrilDer Uterus sieht daher am Tag 8,5
wie eine Girlande aus, an der in kurzen Abstandarebférmige Auftreibungen héngen.
In diesen befinden sich die Embryonen. Diese laokaléerusverdickungen wurden von
Peritoneum und den anderen umgebenden Hullen undbkémen befreit und in eine
Schale mit frischem PBS auf Eis gelegt. Der eirzéhterus wurde unter dem Mikroskop
bei 25-facher Vergrol3erung an der der PlazentaEmbryo gegeniberliegenden Seite
vorsichtig mit einer Pinzette erdffnet bis der Egytbn seinen Membranen sichtbar wurde.
Dieser wurde dann vorsichtig von allen maternaleew&en und embryonalen
Membranen befreit. Danach wurde er mit Hilfe eistarilen Pipette in eine neue Schale
mit 4% FKS in PBT gegeben. Alle Embryonen wurdehdiese Art und Weise prépariert
und wurden dann in ein spezielles Kérbchen gegebmses Korbchen wurde aus einem
1,5 ml Zentrifugenréhrchen mit Schraubverschlusgdwtellt, dem der Boden entfernt und
durch ein dinnes Nylonnetz ersetzt worden war. Natz ist wasserdurchlassig aber
jedoch so dicht, dass die Embryos nicht durch dasdWen fallen konnten. Pro Kérbchen
wurden je nach Alter der Embryonen 5 bis 15 Indieid gegeben. Um die verschiedenen
Fixierungs-, Wasch- und Hybridisierungsschritte zZemrehmen, wurden 24-Napf-
Flachbodenplatten verwendet, in denen jeder Naphllder entsprechenden Flissigkeit
enthalten hat. Zunachst wurden die Embryos im Kighc3x 5min in PBT gewaschen,
dann kurz in 4% Paraformaldehyd in PBS gespult anmdL,5h in 4% Paraformaldehyd in
PBS fixiert zu werden. Danach wurden die Embryonech einmal 2x 5min in PBT
gewaschen. AbschlieRend wurden diese dann in 28%, 35% und 100% Methanol in
PBT flur je 5min dehydriert um dann in 100% Methaaol —20°C aufbewahrt zu werden.
Alle diese Schritte wurden in einer 24-Napf-Flactdaaplatte ausgefihrt, die auf Eis stand.
Diese Schritte mussten auch alle auf Eis ausgefitertien, da eine Bearbeitung der

Embryonen bei Raumtemperatur eine DegradierungRiA zur Folge hétte und eine
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,whole mountin-situ Hybridisierung” (WMISH) schlecht bis unmdéglich veérda diese
Technik eine intakte RNA voraussetzt.

3.1.4. Elektronenmikroskopie

Die Aufbereitung der Embryonen fiur die Elektronekmoskopie und die
Elektronenmikroskopie wurde freundlicherweise voerid Dr. med. U. Heinzmann am

Institut fur Pathologie der gsf Minchen Neuherb#sgrnommen und durchgefihrt.
3.1.5. Sondengenerierung fur Whole-mount in-situ Hybridiserung

Die Sonden fir dién situ Hybridisierungen mit Bf-1 und Imx1b wurden selbstgestellt.
Hierzu wurde mit genspezifischen Primern anhandreémbryonalen (9,5 dpc) cDNA die
entsprechenden Fragmente mittels PCR amplifiZizig. Sequenzen fur Bf-1 und Imx1Db,
sowie fur deren Primer sind im Anhang zu finden.

Um die entsprechenden Sonden zu generieren wuedendbryonale cDNA mit den flr
Lmx1b und BF-1 spezifischen Primern amplifiziertiekzu wurde eine 10 pl PCR-
Reaktion angesetzt:

1l Kresol

1ul  10x PCR-Puffer

1 ul  cDNA (embryonale, 9,5 dpc)

0,2 ul dNTP einer 10mM Stocklésung

0,2 ul Tag-Polymerase

0,5 ul Primer 1 (Vorwartsprimer, 10uM Stocklésung)

0,5 ul Primer 2 (Ruckwartsprimer, 10uM Stockldsung)

6,6 ul HO

Es wurde folgendes PCR Programm gewahlt:

94°C 4min 1x
94°C 30sek
55°C 1min 15sek 35x

72°C 1min 15sek

72°C 5min 1x

Am Anschluss an die PCR wurden die Proben auf gjarédsegel aufgetragen, aus dem

Gel eluiert und in den Vektor pCRII kloniert.
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3.1.5.1. DNA Extraktion aus Agarosegel

Die Extraktion der amplifizierten BF-1 und Lmxlbagmente wurde mit dem DNA
Extraction Kit von Promega durchgefihrt:

Hierzu wurden die DNA-Banden mit einem sterilem I[B&lh aus dem Gel
herausgeschnitten und in ein 1.5 ml Zentrifugeroin gegeben. Das Gel wurde mit
500ul Losungspuffer QG fir 15min bei 50°C aufgel®@ann wurde 500ul Isopropanol
hinzugeben, kurz gemischt und die Losung Uber &a&unlabzentrifugiert. Die an die
Saulen gebundene DNA wurden mit 750ul WaschpufiegBwaschen und anschliessend

mit 50ul Wasser eluiert.
3.1.5.2. Ligation

Die aus dem Agarosegel gewonnenen PCR Fragmentémahb und BF-1 mussten in

einen Vektor kloniert werden, anhand dessen eiobdfir WMISH hergestellt werden
konnte. Hierzu wurde der TA-Klonierungskit von Itregen verwendet. In den hierbei
verwendeten pCR Il Vektor wurden sowohl das aufgegee Bf-1 als auch Lmx1b

Fragment Uber TA-Klonierung eingebracht. Der pCR/éktor besitzt das Resistenzgen
fur Ampizillin sowie eine Kassette, welclfeGalaktosidase exprimiert. Im Falle einer
erfolgreichen Klonierung wird diese Kassette zatsiMVeiterhin besitzt dieser Vektor die
fur die Herstellung von ,antisense” und ,sense”d&no notwendigen Bindungstellen fur
die Sp6 und T7 Polymerase (eine genaue BeschrettemigCR Il Vektors ist im Anhang
zu finden). In einem 10ul Ansatz wurden wie vom dtelier beschrieben 1pl 10x
Ligationspuffer, 1ul des pCR Il Vektors, 7ul desvgdigen PCR-Fragments und 1pl
Ligase uber Nacht in einem 14°C kalten Wasserbaagbiert.

3.1.5.3. Transformation von kompetenten Bakterien

Zur Vervollstandigung der Ligation und zur Aufregoing des neu entstandenen Plasmids
muss der Ligationsansatz zunachst in kompetentéeBak eingeschleusst werden. Hierzu
wurde die die Hafte des Ligationsansatzes (siele@)amit 10011 kommerziell erhaltlichen
kompetenten DHBakterien (Gibco, BLR) gemischt und 30min auf Hikubiert. Dann
wurden die Bakterien bei 42°C fur 45sec geschookt direkt danach fir 2min auf Eis
inkubiert. Dies fuhrt zur einer Aufnahme der Pla#DBINA in die Bakterien.
Anschliessend wurden die Bakterien in 250ul LB Medibei 37°C fur 50min geschiuttelt,
so dass die Bakterien die Mdglichkeit fur eine ieg hatten.

Um eine erfolgreiche Transformation zu Uberprifemjssen die Bakterien selektiert
werden. Hierzu wurde die Halfte des Transformatmsatzes auf ampizillinhaltigen

Agaroseplatten (100pg Ampizillin /ml LB-Agarose)salattiert. Nur diejenigen Bakterien
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Uberlebten, die eine Ampizillinresistenz hatterede Ampizillinresistenz wurde tber das
in das Bakterium eingeschleusste Plasmid vermitféditerhin wurde schon wahrend des
Bakterienwachstums auf den Ampizillinplatten daashiid auf die Integration des Inserts
hin untersucht. Hierfir wurde die Substanz X-GduBeiner 50mg X-Gal /ml DMSO
Stocklésung) mit dem Transformationsansatz ausgtatSollte die Ligation erfolgreich
gewesen sein, so wird im pCR Il Vektor die Sequénzlie B-Galaktosidase unterbrochen,
welche dann nicht mehr in der Lage ist X-Gal ireaitblauen Farbstoff umzusetzen.

Die Proben BF-1 und Lmx1b fir WMISH sind auf diesg und Weise selbst kloniert
worden. Fur alle anderen WMISH Proben war beremsfertiges Plasmid vorhanden.
Diese mussten jedoch noch in Bakterien transfotmerden um genugend Material fur
weitere Experimente zu haben. Da es sich hierbgrsaim fertige Plasmide handelte
wurden zur Transformation nur 100ng Plasmid und 6mpetente Bakterien verwendet.
Nach dem Hitzeschock wurden die Bakterien in 50 IMedium geschittelt und nur

50ul des Ansatzes wurden auf Ampizillinplatten datsiert.
3.1.5.4. Plasmid Minipraparation und Plasmidskontrolle nstfeestriktionsverdau

Um aus den auf den Ampizillinplatten gewachsenehktddgenkolonien die Plasmide zu
isolieren und auf ihre Richtigkeit hin zu Uberpriifevurden die weissen Kolonien gepickt
und einzeln in 3ml LB Medium/100 pl Ampicillin Gbeacht im Schuttler angeztichtet. Am
nachsten Tag hatten sich die Bakterien in den 3emmehrt, so dass eine Plasmid
Minipraparation zur Uberprifung des Plasmids vooyemen werden konnte. Dies
geschieht in der Regel vor einer Grossaufreiniguoig Plasmiden. Zur Minipraparation
wurde der Midiprep-Kit von Qiagen nach einem maulgiten Protokoll verwendet. So
wurden 1,5ml LB-Medium / amplifizierte Bakterien zamtrifugiert und das
Bakterienpellet in 200ul P1 Puffer resuspendieran® wurden 200ul P2 Lyse-Puffer
zugeben, kurz durch Schatteln gemischt und mit 2B@uNeutralisierungs-Puffer versetzt.
Das ausgeflockte Protein wurden 10min bei 13000rgbzentrifugiert. 500ul des
plasmidhaltigen Uberstands wurde von Restproteichdivischen und Abzentrifugieren
mit 500u! Phenol befreit. Die Plasmid-DNA wurderratu2.5 Vol Athanol prazipitiert ( =
1ml Athanol und 400ul Uberstand) und 20min abz&miert. Das Pellet wurden mit 70%
Athanol gewaschen, kurz getrocknet und in 50u| 8&aaufgenommen.

Um nun a) bereits bekannte Plasmide vor der Gréssailgung nochmals zu tberprifen
oder b) neu klonierte Plasmide auf die Integraties Inserts hin zu Uberprifen, wurden
ein Teil der Plasmid Minipraparation mit einem Ri&sbnsenzym verdaut. Beim

Plasmiden, welche mittels TA-Klonierung und dem pCR/ektor hergestellt wurden,
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eignet sich besonders das Enzym EcoRI, da die TokiKtungsstelle von zwei der
entsprechenden Restriktionsstellen flankiert wisdi einer erfolgreichen Klonierung wird
durch Verdau des Plasmids mit EcoRI somit das tieausgeschnitten und erscheint auf
dem Agarosegel zusatzlich zum pCR Il Vektor-Fragnas separate Bande(n). Von allen
Minipraparationen wurden daher je 5ul mit 2ul 6z Puffers fur EcoRlI, 1ul EcoRI und
12ul Wasser (insgesamt 20ul) fur 2-3 Stunden imt8hrank bei 37°C verdaut. Nach
Zusatz des Ladepuffers wurden die Anséatze auf eld@¥%igem Agarosegel aufgetrennt

und die Banden mittels Ethidiumbromid visualisiert.

=
p—
-
=
-
-

Abbildung 6 Subklonierung
Verdau der klonierten Plasmide BF-1/F1R1 und Imx1H#1R1 mit EcoRlI.

3.1.5.5. Plasmid Midipraparation

In diesem Arbeitsschritt wird aus den Bakterienkidh der Minipraparationen Plasmid-
DNA in ausreichender Menge zum Sequenzieren und di@r Markierungsreaktion
hergestellt. Nur solche Bakterienkulturen werderweadet, welche das korrekte Plasmid
enthalten. Die entsprechende Kultur wird Gberndeht37°C in 50 ml LB-Medium mit
100 pg/ml Ampicillin angezichtet. Am nachsten Tdgdwlie Kultur folgendermassen mit
dem Midiprep-Kit von Qiagen weiterverarbeitet: Xaltur wird bei 4500rpm 15min lang
abzentrifugiert. Das Baktereinpellet wird in 4ml Puaffer resuspendiert. Dann werden 4ml
P2 Puffer hinzugeben und 5min bei Raumtemperatuhbiert. Danach werden 4ml P3
Puffer hinzugeben und die Suspension nach Miscbamrlauf Eis inkubiert. Das Protein
wird 30min bei 6000rpm abzentrifugiert. In der Zehenzeit werden die mitgelieferten
Saulen mit 4ml QBT Puffer aquilibriert. Der Ubenstl der Zentrifugation wird auf S&ule
gegeben. Die Plasmid-DNA bleibt in der Saule han&sa wird dann 2x mit jeweils 10ml
QC Puffer gewaschen bevor sie mit 5ml QF Puffereeluvird. Die DNA wird dann
mittels 5ml Isopropanol geféllt und fur 30min bé&0DOrpm abzentrifugiert. Das DNA
Pellet wird dann kurz getrocknet und in 300ul Wasadgenommen. Wir haben an diese
DNA Aufreinigung noch einen weiteren Aufreinigungsstt angeschlossen. Hierzu
wurden die 300ul Wasser/Plasmid Suspension mit [30Bpenol versetzt und
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ausgeschuttelt. Die DNA wurde dann mittels Athardjpitation gefallt, mit 70%
Athanol gewaschen und in 50ul Wasser aufgenommen.

Die Konzentration des Gehaltes an Plasmid-DNA wyoldetometrisch bestimmt und die
Plasmid-DNA auf eine entgiltige Konzentration vopgiulWasser eingestellt. Zur

Sicherheit wurde nochmals 1ug des Plasmids mit EceRlaut (siehe Ergebnisse).
3.1.5.6. Sequenzierung

Alle Proben, die fir WMISH verwendet wurden, wurdeequenziert. Bei bereits
vorhandenen Plasmiden diente dies zur UberprifBagden neu klonierten Proben diente
die Sequenzierung zur Uberpriifung der kloniertenADINd auch zur Bestimmung der
Orientierung des cDNA-Fragmentes innerhalb destdfsk Dies ist von besonderer
Bedeutung, da man hiermit auch die Polymeraseefgistinit welcher die ,antisense® oder
.sense” Probe fur die WMISH hergestellt werden kann

Zur Sequenzierung wurde der ,Big Dye Terminatortj@&nzierungskit von Perkin Elmer
verwendet. Pro Reaktionsansatz wurden ca. 600nguegquenzierenden Plasmids mit
1l T3, T7 oder Sp6 Primer (StodkiM) gemischt. Die jeweiligen Primer sind durck di
Sequenz des Vektors festgelegt und kénnen im Anbesghen werden. Dann wurden 2l
Big Dye Terminator Mix und 0.3ul DMSO (zur Stab#ising der Reaktion) dazu
pipettiert und der Ansatz mit Wasser auf ein Endren von 10 pl eingestellt. Die
Sequenzierung erfolgte dann in der PCR-Maschineruiaigenden Bedingungen: Die
Proben wurden bei 98°C fiir 10 sek. denaturiert.adarwurde mit 30 Zyklen fir jeweils
94°C fur 10 sek, 50°C fur 10 sek und 60°C fur 4 olimm Reaktion amplifiziert. Die fertige
Sequenzreaktion wurde dann mit 100ul des fertigdlukgsmixes (siehe Material) gefallt
und 30min bei 4700rpm abzentrifugiert. Danach wutds Pellet mit 200ul 70% Athanol
gewaschen und anschliessend 30min im Dunklen detedbqwegen Gefahr des Zerfalls
der floureszierenden Nukleotide).

Die einzelnen Reaktionen wurden in 1.5yl Ladepuiderfgenommen und vor dem
Auftragen auf das Sequenziergel bei 90°C fur 2 denaturiert. Die Auftrennung der
Sequenzreaktion erfolgte auf einer automatisiei®&guenziermaschine von Perkin Elmer
(ABI 377). Die Auswertung der Daten wurde mitteBLAST® (Basic Local Alignment
Search Tool)”, welches Uber die NCBI Homepage eti Center for Biotechnology
Information) Gber das Netz zugénglich ist, ausgéster

3.1.5.7. DIG-Markierung der Sonde

Um nun eine “antisense” oder “sense” Probe fir\W&ISH herzustellen, mussten die

einzelnen Proben zunachst linearisiert werden.zZdiarurden die Plasmide individuell mit
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den entsprechenden Enzymen geschnitten. Die Enfiymdie jeweiligen Plasmide sind
im Anhang vermerkt. 5pg DNA wurden mit Enzym undaRenspuffer versetzt und in
einem 50l Ansatz bei 37°C fur 3h verdaut. Derstélhdige Verdau des Plasmides wurde
danach anhand 2ul des Reaktionsansatzes tUbempeldher auf ein 0.8%igen Agarosegel
aufgetragen wurde. Der restliche Ansatz wurde nitnPmoteinase K behandelt. Dies ist
notwendig um a) das Restriktionsenzym zu entfeunsh b) die Reaktion von stérenden
RNasen zu befreien. Hierzu wurden die restlichenl 4t&s Restriktionsverdaus mit 10ul
SDS 10%, 4ul Proteinase K (Stock 10mg/ml) und 138jakser versetzt und fur 1h bei
37°C inkubiert. Danach wurden 200ul RNase-freiess$®a hinzugeben und der Ansatz
mit 400ul Phenol/Chloroform ausgeschiuttelt. NacimibOZentrifugation bei 13000rpm
bei Raumtemperatur wurde der Uberstand in neuesifg@nrohrchen gegeben und mit
1ml 100% Athanol und 30ul 3M Natriumazetat gefaldann wurde der Ansatz noch
30min auf Trockeneis oder Uber Nacht auf —20°CeaijesDies fordert die Prazipitation der
DNA. Das Pellet wurde dann fur 30 min bei 13000rgbzentrifugiert, mit 500ul 80%
Athanol gewaschen und nach dem Trochnen in 5ul Biftages Wasser aufgenommen.
Danach wurde die Konzentration der DNA photomettrisestimmt.

Zur Markierung der DNA mit Digoxigenin wurde 1pugaBmid-DNA in einem 20ul Ansatz
mit 2pl 10x DIG RNA Markierungs Mix (“DIG RNA Labglg Mix” von Boehringer), 2ul
10x Puffer, 5ul einer 100mM DTT-L6sung, 2ul Polyasss (entweder T7, T3 oder Sp6
Polymerase aus den “Ampliscribe Transcription Kiteh Epicenter Technologies) fur 2h
bei 37°C inkubiert. Zur Verstarkung der Markierunggurde nochmals ein
Markierungsschritt ~ angeschlossen bei dem nochmalsitere 10ul des
Markierungsansatzes (1ul 10x DIG RNA Markierungsx,Mpul 10x Puffer, 2.5ul 2100mM
DTT, 1ul der entsprechende Polymerase, 4.5ul RiNages Wasser) fur eine weitere
Stunde bei 37°C inkubiert wurde.

Dann wurde die markierte DNA durch Zusatz von 1.8994M EDTA, 3.75ul 4M
Lithiumchlorid und 112.5pul 100% Athanol 30min aufotkeneis gefallt. Nach der
Zentrifugation 30min bei 13000rpm bei 4°C wurdes dRellet in 200ul 80% Athanol
gewaschen und nach dem Trocknen in 110ul RNasesfi#iasser aufgenommen. Danach
schloss sich ein weiterer Fallungsschritt an, derRkinheit der Probe verbessern sollte.
Hierzu wurden 12.5ul 4M Lithiumchlorid und 250u1QP® Athanol dazupipettiet, der
Ansatz auf Trockeneis gefallt und wie oben besblemeabzentirfugiert und gewaschen.
Das Pellet wurde dann in 25u1 RNase-freiem Wassgeaommen.

Um das Ergebnis der Markierungsreaktion zu tUbeepridvurde 1ul der Probe auf einem
0.8%igen Agarosegel Uberpruft.
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Abbildung 7 DIG-Markierung

(A) Plasmidverdau von BF-1, Lmx1b, Spry-2. Zuséatztih wurde links ein Marker aufgetragen; (B)
Ergebnis der Markierungsreaktion fir En-1 und En-2. Man erkennt einen deutlichen Schmier, der die
unterschiedlich lang abgelesenen RNA Strange zeigt.

3.1.6. Whole mount in-situ hybridization (WMISH)

Zu Beginn einer WMISH wurde jeweils eiftchI” Embryo mit zwei PtchI™
Embryonen, die in etwas gleiches Alter haben, mreues Korbchen gegeben. Fir die
genaue Aufteilung déPtchI’” Mutanten und dePtchI”* Embryonen siehe Anhang.

Alle nachfolgenden Schritte wurden in einer 24-NBfafchbodenplatte durchgefuhrt (oder
es wird ausdriucklich anders erwahnt).

An Tag eins der WMISH wurden die Embryonen aus @sfrierschrank genommen und
auf Eis gehalten, bis der Temperaturangleich vgirowar. Dann wurden sie mit 75%
50% 25% Methanol in PBS fiir je 10min rehydriert. Was Methanol vollstandig zu
entfernen wurden sie 2x je 10min mit PBT und 1xrbmit PBT auf Eis gewaschen. Da
alle Embryonen, die hier verwendet wurden jinges &D,5dpc waren, war eine
Vorbehandlung mit Proteinase K nicht erforderli@amit wurden die Embryonen nach
den Waschungen 10min in RIPA Puffer auf Eis inkttbigd anschlieend 2x 5min mit
viel PBT auf Eis gewaschen. Um einer Deformierurighrend der sich anschliessenden
Schritte vorzubeugen, wurden die Embryonen exakti@mit 0,2% Glutaraldehyd und
4% Paraformaldehyd in PBT fixiert. Das Paraformaijdewurde danach mit PBT fur 2x
5min wieder ausgewaschen. Danach wurden die Embmsachst 10min in
Hybridisierungsmix/ PBT (1:1 Mischung) und danac¢hmin mit Hybridisierungsmix bei
Raumtemperatur gewaschen. Dann folgte eine eing@indPrahybridisierung der
Embryonen bei 68°C in Hybridisierungsmix, der n0fug/ml tRNA versetzt war. Hierzu
wurden die Kdérbchen aus der 24-Napf-Flachboderplatitnommen und in ein kleines
Glasrohrchen gesetzt, das zuvor mit RNaseZap umdves Millipore-Wasser RNase-frei
gemacht wurde. Die RoOhrchen wurden auf einem adgefiten Aluminiumpapier
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getrocknet, bevor die Kérbchen weiter verwendetdsar Um die Glasréhrchen vor einem
direkten Kontakt mit heil3en Metallteilen im Brutsahk zu schitzen und um eventuelle
Temperaturgradienten auszuschlie3en, wurden sieninStyropor-Stander gestellt, der
seinerseits wiederum auf einen Styropor-Sockeldstaa dass die Glasrohrchen mit den
Embryonen sich etwa in der Mitte des Brutschrardefanden. Die R6hrchen wurden, um
einer Verdunstung der Probe vorzubeugen, mit einRMase-freien Plastikdeckel
verschlossen. Nach einer Stunde wurde die Korbohiereiner RNase-freien Pinzette in
neue Rohrchen umgesetzt, welche eine 1:1000 Vewtgnmer entsprechenden DIG-
markierten RNA-Sonde in Hybridisierungsmix (d.h. |1pySonde auf 1ml
Hybridisierungsmix) mit tRNA (100ug/ml) enthielteDie Hybridisierung der Embryonen
in dieser Losung erfolgte bei 68°C tber Nacht.

An Tag zwei der WMISH wurde zunachst der Hybridisigsmix und auch das
SSC/FA/Tween20 (siehe Losungen) auf 65°C erhitoba®l der Temperaturangleich
erfolgt war, wurden die Glasrohrchen mit den Embgm aus dem Brutschrank
entnommen und die DIG markierte Sonde mit einerilste Einweg Plastik-Pipette
entfernt. Die Kérbchen mit den Embryonen wurdeden gleichen Glasréhrchen belassen
und 2x fur 30min bei 65°C mit vorgewarmten Hybridisngsmix gewaschen wurden.
Danach wurden die Glasréhrchen aus dem Brutscheathommen und die Embryos in
den Glasréhrchen bei offenem Deckel belassen, ibisf Raumtemperatur abgekihlt
waren. Danach wurden die Kdrbchen mit einer Piezatis den Glasréhrchen entnommen
und in eine 24-Napf-Flachbodenplatte gesetzt, i dé& zunachst 5min mit
Hybridisierungsmix/RNase Losung und dann 5min niNiaBe Losung gewaschen wurden.
Danach wurden die Kérbchen mit den Embryonen 6dmiRNase Losung mit 100pg/ml
RNase A auf 37°C inkubiert. Dieser Schritt ist netdig um nicht gebundene RNA-
Proben aus den Embryonen zu entfernen, welche rspéatélintergrundfarbung fuhren
kénnen. Hierzu wurde die 24-Napf-Flachbodenplatié einem Styroporstander in den
37°C Brutschrank gestellt. Die Platte wurde nicltgedeckt. Danach wurden die
Embryonen 5min in 1:1 RNase LoOsung/ (SSC/FA/TwegnB@i Raumtemperatur
gewaschen. Nach diesen Schritten wurden die Embryesler aus der 24-Napf-
Flachbodenplatte entnommen und in das Glasrohrcharickgesetzt, wo sie in
SSC/FA/Tween20 auf 65°C erhitzen wurden. Dies wuwde oben beschrieben im
Brutschrank durchgefiihrt. Nach erfolgtem Tempeeatgleich wurden die Embryonen in
erhitzten SSC/FA/Tween20 nach folgendem Schemaggven: 2x 5min, 3x 10min, 5x
30min. Hier wurde nun nicht- oder schlecht - hyisieite RNA Proben entfernt. Die
benutzten Lésung wurde jeweils mit einer steriléastk-Pipette entfernt und die neue
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Loésung mit einer regularen Pipette zugegeben. Niebten Waschschritten wurden die
Embryonen auf Raumtemperatur abgekihlt, aus derar@lechen entfernt, in eine 24-
Napf-Flachbodenplatte gesetzt und 5min zunachs{S®C/FA/Tween20)/ TBST (1:1)
sowie 2x 10min in TBST gewaschen. Dann erfolgte éivkubation fir 60min in TBST +
2% Bohringer Blocking Reagenz (BBR) bei Raumtemipeyan die sich eine Inkubation
fur 60min in TBST + 2% BBR + 20% Ziegenserum beiuR&éemperatur anschloss.
Abschlie3end wurden die Korbchen in TBST + 2% BBRO0% Ziegenserum + einer
1:2000 Verdinnung des an die Alkaline Phosphatasepplten Anti-DIG Antikérpers
Uber Nacht auf 4°C im Kuhlschrank inkubiert. Diatee wurde hierbei nicht abgedeckt.
An nachsten Tag wurden die Embryonen aus dem Kiitdek entnommen und 3x 5min
bei 37°C mit TBST gewaschen. Danach wurden sie 8mi® mit TBST auf
Raumtemperatur gewaschen und danach tber 2 TagéMe TBST belassen.

Dann wurden die Embryonen 2x 5min mit Alkalinem Bftwatase Puffer gewaschen.
Danach wurden die Korbchen mit den Embryonen beC 4A ein vorbereitetes
Glasréhrchen mit 2ml Farbelésung gestellt. Dortdeur sie unter mehrmaligem Schiitteln,
um die Embryos zu wenden, bis zum Nachmittag befaddann wurden sie enthommen
und die Farbung begutachtet. Bei ausreichenderuRgrivurden die Embryonen aus der
Farbelésung entnommen, bei noch nicht ausreichdfilung wurde am Nachmittag die
Farbeldsung gewechselt und die Embryonen nochneak’l® tber Nacht im Kihlschrank
inkubiert und eventuell sogar bei Raumtemperatuerdoei 37°C weitergefarbt. Die
Farbung wurde erst beendet, wenn sich keine Andedan Farbeintensitat mehr zeigte.
Diese wurde bei stark trankribierten Genen schnedieeicht als wie bei schwach
transkribierten, die Verteilung im Gewebe bleibéatavon unbeeinflusst.

Nach erfolgreicher Farbung wurden die Embryonen des Farbelbésung entfernt,
nochmals 2x 10min in Alkalinem Phosphatase Puffavaschen und zuguterletzt in 4%
Paraformaldehyd in einem 1.5ml Zentrifugenrohrchmein Schraubverschluss auf 4°C
aufbewabhrt.

Zum Fotografieren wurden die Embryonen in eine PBIT geflllte Petrischale getan, die
schrag mit Agarosegel ausgegossen war. Alle Aufrmethwurden mit einer Digital-

Kamera von Leica gemacht.
3.1.7. Northern Blot Analyse

Um die Expression eines Gens der Gehirnentwicklorejnen moglichen Zusammenhang
mit der Entwicklung von Medulloblastomen zu bringemirde die Expression dieser Gene

an adulten Medulloblastomen uberpruft. Dies geschah Hilfe von Northern Blot
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Analysen. Um ein Gel (150ml) herzustellen wurdesglAgarose abgewogen, mit 108ml
Wasser in sterilem Erlenmeyerkolben aufgekocht wmwder Wasserstrahl langsam
abgekuhlt. Dann wurden 15ml 10x MOPS RNA Puffer u@dml einer 37%
Formaldehydlésung unter Schwenken zugeben und @hsnGRNase-freiem Geltrager
gegossen.

10pg totale RNA wurden mit RNase-freiem Wasserl@@ul aufgefillt und zunéachst mit
10ul 3M Natriumazetat und 250ul Athanol fur 15mirei b12000rpm und 4°C
abzentrifugiert. Das RNA Pellet wurde in 3ul Wasgeitst, mit 10ul Ladepuffer |
versetzt und 5min bei 65°C inkubiert. Dann wurdél3depuffer Il hinzugegeben und die
Probe auf das Gel aufgetragen. Die Proben wurden fia ca. 3h bei 60V in 1x MOPS-
Puffer aufgetrennt.

Dann wurde das Gel 2x 10min mit Millipore-Wassewgschen und mit 10x SSC uber
Nacht auf eine Nylonmembran geblottet. Die RNA veudiann mit UV-Licht auf die
Membran fixiert.

Die Préahybridisierung als auch die Hybridiserung rdeu in bei 42°C im
Hybridisierungsofen  durchgfihrt. Die Membran wurdeundchst mit 5ml
Hybridiserunglésung und 500 g Lachssperma DNA (5b&n95°C denaturiert) > 2h bei
42°C inkubiert. In dieser Zeit wurde die radioakt®robe vorbereitet. Hierzu wurden 50ng
DNA Sonde und Wasser in einem Gesamtansatz vonid2gih “Random Prime Tube”
(Stratagene) pipettiert. Dieses Rohrchen enthadjodukleotide (zufallige Hexamere) und
Salze in lyophilisierter Form, die fir die Herstely der Probe bendtigt werden. Das
Rohrchen wurde dann 5min bei 95°C inkubiert umRfiebe zu denaturieren und dann auf
Eis abgekiihlt. Dann wurden 5p-{?PJdCTP und 3pl Magneta Polymerase in den Ansatz
gegeben und 30min bei 37°C inkubiert. Die markiddldA wurde dann Uber Saulen
aufgereinigt und 5min 95°C bei denaturiert bevoe & 5ml zuvor gewechselte
Hybridiserunglosung (ohne Sperma DNA) pipettiertrées Der Blot wurde dann Uber
Nacht bei 42°C mit der Sonde inkubiert.

Am nachsten Tag wurde der Blot zunachst mit SSGctdf kurz in der Rohre
abgewaschen und dann 10min mit 2fach - 0,1fach &8C0,1% SDS bei 65°C
gewaschen. Die Membran wurde in eine Klarsichtfeliegehillt. In einer Filmkassette
wurde dann ein Film bei —80°C fiir 1-2 Tage (je n&téirke der Strahlung) der Strahlung

gegenuber exponiert und dannach entwickelt.
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3.2. Material

3.2.1. Mause
- [+
Litter Nr. Tube Nr. Anzﬁir::eljtﬁlri aus Anzinlt;tch’: aus Farbung
1309 1 1/1309 2/1309 DIl-1
1427 1 1/1427 211427
2 1/1427 2/1427 Ptch
3 1/1427 2/1427 Spry-2
4 1/1427 2/808 Fgf-8
5 1/1427 1/805, 1/1031 Wnt-1
6 1/1427 2/1031 DRAL
1298 1 1/1298 2/1298 Shh
2 1/1298 2/1298 BF-1
1293 1 1/1293 2/1293 Fgf-8
2 1/1293 2/1293 En-2
3 1/1293 1/1031, 2/1093 Gbx-2
4 1/1293 2/1093 Lmx1b
1299 1 1/1299 2/1299
2 1/1299 2/1299 Otx-2
3 1/1299 1/1299 Lmx1b
4 1/1299 1/1233, 1/1093, 1/808 Krox-20
5 1/1299 2/1325 Spry-2
6 1/1299 2/1325 Gli-1
1011 1 1/1011 2/1325
2 1/1011 2/1337 En-1
3 1/1011 2/1337 BF-1
4 1/1011 1/1337, 1/1233 Otx-2

Tabelle 2 Mausewdirfe

Die verwendeten Mause stammen aus dem TierstallgsieiMinchen-Neuherberg und

wurden freundlicherweise von Frau Dr. Hahn zur Wguing gestellt. Hierbei handelt es

sich um heterozygote Ptch Knock-out Mause auf ei@&t Hintergrund. Bei diesen wur-

den das Exon 6 und 7 in einem Allel durch eine NE#3sette ersetzt, so dass dieses Allel

funktionslos bleibt. Die PtéR°®”* Mause wurden fiir 10 Generationen untereinander ver

paart. Weibliche Mause der 10. Generation wurdesh rder Paarung isoliert und nach
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8,5dpc die Embryonen prapariert. Entsprechend dendeélschen Regeln der Vererbung
sollten dabei 25% homozygote Ptch-/- Knock-out Naohmen entstehen. Diese wurden
mit den zuvor hergestellten Sonden gefarbt. Zusi@dung der normalen Genexpression
wurden parallel dazu gesunde Embryonen mit declggei Sonde angefarbt. Die Embryo-
nen der verschiedenen Litter (Wurf einer Maus) \euardie in Tabelle 2 zu sehen kombi-

niert und gefarbt.
3.2.2. Medulloblastome

Zur Northern Blot Analyse wurden Medulloblastome &eterozygoten Pte#®”*Mausen
auf einem C57BL/6 (B6) Hintergrund verwendet. 72&s 86-Ptch®®”* Mause entwi-
ckeln innerhalb der ersten 300 Lebenstage bestrgbunabhangige Medulloblastome
(Hahn et al., 2004). Diese wurden isoliert, schediaren und in fliissigem Stickstoff kon-
serviert. Aus diesen Proben wurde zu einem spatéegpunkt die RNA fur die Northern
Blot Analysen gewonnen. Im Rahmen dieser Arbeitdeudie RNA von 3 Medul-
loblastomen verwendet. Die untersuchten Medulldblae stammen von M&usen aus dem
Tierstall der gsf Minchen-Neuherberg und wurdenrfdiicherweise von Frau Dr. Hahn
zur Verfigung gestellt. Die Praparation der Mechlhgtome und die Aufbereitung der

Proben wurden freundlicherweise von Frau SamsorHanth Schnitzbauer Gtbernommen.
3.2.3. Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien besicken sich auf die handelsublichen
Chemikalien der Firmen Sigma, Merck, Gibco und Bowjer. Die verwendeten Kits sind

von Promega, Quiagen, Invitrogen und Biozym (Epieemechnologies).
3.2.4. Losungen

PBT
PBS (phosphate buffered saline) ohne Mg, Ca
0,1% Tween 20

TBST
1x TBS (tris buffered saline)
0,1% Tween 20

10x PE
100mM Pipes
10mM EDTA
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Hybridisierungsmix
50% Formamid
0,75M Natriumchlorid
1x PE

100pg/ml tRNA
0,1% SDS

0,1% Tween 20

DNase, RNase freies Wasser

RIPA Puffer

2,5ml 10% SDS (Natriumdodecylsulfat)
15ml 5M Natriumchlorid

5ml NP40

25ml 10% Deoxycholat

1ml 0,5M EDTA

25ml 1M Tris-HCI pH 8,0

auf 500ml auffillen

RNase Ldsung

1ml 5M NaCl

100ul 1M Tris-HCI pH 7,5
10pl Tween20

auf 10 ml auffullen

BBR
Boehringer Blocking Reagent
Stock: 10%ige Losung fur 30 min auf 70°C erhitzewl danach einfrieren, 16st sich nicht

komplett
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Alkaline Phosphatase Puffer
1ml 5M Natriumchlorid
2,5ml 1M Magnesiumchlorid
50ul Tween20

5ml 1M Tris-HCI pH 9,5
2mM Levamisol

auf 50ml auffullen

SSC/FA/Tween20
5ml 20x SSC
25ml Formamid
50ul Tween20

auf 50ml auffullen

Farbeldsung

2ml Boehringer BM Purple AP Substrate
2mM Levamisol

0,1% Tween20

zentrifugieren und Uberstand verwenden

Gebrauchslésung
4ml Préahybridisierungslésung
1ml 10% SDS

in Hybridisierungsrohre geben

Préahybridisierungslésung
10ml 20x SSPE

5ml 100x Denhardt’s Losung
25ml deionisiertes Formamid

auf —20°C aufbewahren

Wasch Puffer fir Sequenzreaktion:
9ml Athanol

1.8ml Wasser

0.3ml 3M NaAc
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3.2.5. Gebrauchsfertige Puffer

Lyse Puffer

Losungs- Puffer QG

Wasch- Puffer QE

10x Ligation Puffer

P1, P2 und P3 Puffer

QBT Puffer

QC Puffer

QF Puffer

10x Puffer fur Restriktionsenzyme
SSC

Ladepuffer | und Il fir Northern Blot
Fallungsmix ABI

Ladepuffer fir Sequenz Reaktion

Gelansatz flr Sequenzreaktion
189 Harnstoff

18ml Wasser

10ml 5xTBE-Puffer

6ml PP

Ruhren bis Harnstoff gelost ist

10% L6sung von Ammoniumpersulfat zu Gelansatz delzey

4. Ergebnisse

4.1. Genotypisierung von heterozygoten Ptcti und Wildtyp- Mausen

Da homozygote Ptc¢hMéause intrauterin am Tag 9,5 absterben und soichit zur Ver-
paarung eingesetzt werden kénnen, wurden zur Gewiaon homozygoten PtEHEmb-
ryonen zwei heterozygote PttiMause miteinander verpaart. Der Genotyp der iite
wurde mittels PCR an Schwanzspitzen-DNA festgdstellAbbildung 8 ist ein typisches
Ergebnis dargestellt. Es wurden 27 Tiere genotgpisDas 650bp grol3e Fragment repré-
sentiert das Wildtyp Allel und das 400bp grof3e Rragt das Knock-out Allel. Somit sind
12 Tiere Wildtypen (wt) und haben kein mutierteshPAllel, 13 Mause sind heterozygot
fiir die Mutation (PtcH) und 2 Tiere (Nummer 6 und 15 in Abbildung 8) ktemnicht
genotypisiert werden.
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G650byp
E*E8C

400k

Abbildung 8 Genotypisierung

Genotypisierung der Mause mittels PCR. Das 650bp gRe Fragment reprasentiert das Wildtyp Ptch
Allel (wt) und das 400bp groRe Fragment das mutieg Allel (Ptch*).

4.2. Phanotypisierung von homozygoten Ptch-/- Embryonendurch

Lichtmikroskopie

Bei der Praparation der Embryonen aus dem Utertes dem Lichtmikroskop sind schon
deutliche Unterschiede zwischen Ptdhomozygoten Embryonen und Wildtypembryonen
feststellbar. Abbildung 9 A-C zeigt einen Ptchomozygotem Embryo, D und E zeigen
einen Wildtyp-Embryo. Beziglich des Alters sinddeeEmbryonen als ungefahr gleich alt
anzusehen, da bei beiden 7 Somiten abzuzéhlen Bies.ist in Ptchk Embryo deutlich
erschwert. Damit entsprechen beide Embryonen eidésn von 8,5dpc. In der Gesamtan-
sicht (B) ist deutlich zu erkennen, dass der Emhigatlich grol3er ist als der Wildtyp
Embryo (E). Ebenso in der Gesamtansicht zu erkeistedass beim Pt¢hEmbryo die
Herzanlage noch auf der Aul3enseite liegt, wahreamoh Wildtyp Embryo auf der Innen-
seite. Dies ist auf das fehlende , Turning” zurtdkiwen, welches regulér zum Tag 8,5dpc
bei Mausen erfolgt, jedoch bei P{chhomozygoten Embryos ausbleibt. Das , Turning® ist
eine fur die Entwicklung der Maus spezifische Drehwdes gesamten Embryos. Diese
Drehung beginnt um den Tag 8,5 mit ca. 4-6 Somutahist bei spatestens 12-14 Somiten
abgeschlossen. Dabei dreht sich der Embryo um d€ingsachse. Am Ende des ,Tur-
ning“ befindet sich der Embryo komplett in der Ammin6hle, der Embryo krimmt sich
zur Herzanlage und das Neuralrohr liegt den emlagmnMembranen zugewandt. Im Be-
reich der Somiten fallt auf, dass diese nicht ¢leialRig ausgebildet sind und eine homo-
gene Struktur wie in Abbildung 9 E zu sehen nickernbar ist. Die Somiten sind deutlich
kleiner und weniger scharf zum benachbarten Sonabegegrenzt. Ebenso ist gut zu er-
kennen, dass die Neuralfalten beim Wildtyp geraglhron kaudal nach kranial durchlau-
fen, wahrend beim Pt¢hEmbryo diese deutlich unregelmaRiger erscheinenviaien
Talern und Hiigeln. Der PtérEmbryo zeigt im Bereich der Gehirnanlage (Abbilg@nC,

A) einige Unterschiede zum Wildtyp. Die deutlichbe@erung der Wildtyp-Gehirnanlage
mit den schon erkennbaren Grenzen von Vorder-geMittd Hinterhirn ist im Ptch Emb-

ryo nur mit Mihe nachzuvollziehen. Eine eindeutBggrenzung ist nicht mehr zu erken-
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nen. Die Gliederung der Hirnanlage ist nur anhaerdndesodermal ausgebildeten Struktu-
ren und deren rAumliche Lage zu den verschiedemfirianteilen einigermal3en zu beur-
teilen. Das Vorderhirn ist deutlich atrophiert, weind die Mittelhirnanteile deutlich hy-
pertrophiert erscheinen. Auch zeigt sich die Neumaé nicht so deutlich ausgepréagt wie
im Wildtyp. Die Neuralleisten im PtéhEmbryo sind deutlich verplumpt und verdickt.
Wahrend sich die Neuralrinne mit den Leisten beinidifp im kaudalen Bereich schon
zum Neuralrohr geschlossen hat, ist das Neuralselm PtcH Embryo noch auf der ge-

samten Lange geotffnet.

Abbildung 9 Lichtmikroskopie der Embryonen

(A) Gehirnanlage eines Ptch-/- Embryo von ventral§) Ptch-/- Embryo von lateral Gesamtansicht (C)
Gehirnanlage eines Ptch -/- Embryo von dorsal (D) éhirnanlage wt Embryo von dorsal (E) wt Emb-
ryo von lateral Gesamtansicht. Die Hintergrundféarbung ist durch eine fehlgeschlagene Hybridisierung
bedingt.

4.3. Phanotypisierung von homozygoten Ptch Embryonen durch Elekt-
ronenmikroskopie

Es wurden Embryonen isoliert, welche durch die darpng zweier heterozygoten Ptch

Mause entstanden sind. Nach einer solchen Verpgauliten entsprechend den Mendel-

schen Regeln der Vererbung somit in einem Wurf 28%Embryonen homozygot (Ptch

und 50% heterozygot (Ptdh fiir die Ptch Mutation sein; weitere 25% solltenldATyp

Embryonen sein.
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Wie in Abbildung 10 dargestellt ist, unterscheidich homozygote Pt¢hEmbryonen in
ihrem Phanotyp schon am Tag 8.5 dramatisch vonrdmtgoten Ptch oder Wildtyp
Embryonen. In Abbildung 10 Elektronenmikroskopie &enbryonen A, B und C ist ein
Wildtyp Embryo dargestellt, der im Vergleich zu demAbbildung 10 D, E und G gezeig-
ten PtcH” Embryo deutliche Unterschiede zeigt.

Abbildung 10 A zeigt einen Wildtyp Embryo in 50-fear VergroRerung von dorsal. Samt-
liche embryonalen Membranen wurden entfernt, lechgdas Amnion ist am kaudalen
Ende noch zum Teil vorhanden. Man erkennt deutiehSomiten und kann 8 Somiten-
paare abzahlen. Damit ist dieser Embryo 8 bis &@eTalt. Man kann ebenfalls erkennen,
dass das , Turning“ schon stattgefunden hat. In Woinig 10 B ist neben der unterschiedli-
chen Epithelstruktur zwischen Neuroektoderm undoéi&tm ebenfalls noch das unseg-
mentierte paraxiale Mesoderm (Pfeil) zu sehen,daums sich die Somiten abschniren. In
Abbildung 10 C erkennt man die Strukturierung desifdepithels. Auch kénnen die Hirn-
blaschensowie der Beginn der Bildung der Rhombomere erkarerden. Weiterhin ist
der Isthmus und die Mittelhirn- Hinterhirn Grenae sehen (siehe Pfeile). In diesem Ent-
wicklungsstadium ist die MHB nicht mit dem Isthmuglcher als bilaterale Konstriktion
zu erkennen ist, identisch, wie urspringlich angemen. Die MHB liegt rostral des Isth-
mus, an der kaudalen Grenze der Otx-2 Expressidnfallt erst in einem spateren Ent-
wicklungsstadium (ab ca. 30 Somiten) mit der Kak8tn am Isthmus zusammen. In der
Abbildung 10 ist ein Ptch Embryo zu sehen, der deutlich deformiert ist uad am Tag
8,5 aus dem Uterus entfernt wurde. Man kann zundsgien, dass der Embryo deutlich
grofRer ist. Deutliche Auffalligkeiten zeigt der Emb im Bereich der Hirnanlage und des
Neuralrohres: das Neuralrohr ist nicht geschlossendern auf der gesamten Lange offen
und das Gehirn besitzt keine Neuralfalten (Abbilgid® D). Eine Detailansicht des Neu-
roepithels ist in Abbildung 10 E zu sehen. Es &traungleichmafig strukturiert. Man er-
kennt deutlich die Abgrenzung zu umgebenden Ektodend dass die Zellen des Neu-
roektoderms verschiedene GrofRen aufweisen. Ebeméalzu sehen, dass die Rander des
Neuralrohres nicht wie normal glatt begrenzt ssmhdern ziemlich uneben sind. Das gilt
auch flur die Somiten, die in Abbildung 10 D nichérkzu erkennen sind und deutliche
interindividuelle GréRenunterschiede aufweisen. &dBm bemerkt man, dass das unseg-
mentierte paraxiale Mesoderm deutlich verkleingrund an Masse und Volumen verloren
hat (Abbildung 10 E). Wie man in Abbildung 10 G emken kann, sind keine typischen
Kopffalten vorhanden und es sieht so aus, als ebHiin-Anlage zu einem einzigen
Klumpen verschmolzen ist. Dies gilt vor allem figndrostralen Bereich. Im Gegensatz
zum Wildtyp Embryonen fehlt eine deutlich sichtbaleuralrinne, die nur noch im kauda-
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len Bereich zu sehen ist. Wie man auch deutliclersddann sind die Neuralfalten massiv
vergrofRert und die einzelnen Hirnteile wie Prosghaéon, Mesenenzephalon und Rhom-
benzephalon sind nicht eindeutig voneinander zaraaheiden. In Abbildung 10 D jedoch
kénnte man sagen, dass es die Anlage des Prosazephdes Mesenzephalons und auch
des Rhombenzephalons vorhanden ist. Daran scliief®tdie Anlage des Ruckenmarks

an, welches durch die stark vergrof3erten Neuralfasehr massig erscheint. Die typische

Gliederung in die verschiedenen Hirnblaschen tbgd nicht zu erkennen.
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Abbildung 10 Elektronenmikroskopie der Embryonen

(A)Wildtyp Embryo, 50-fache VergréRerung, (B) Kaudder Anteil eines Wildtyp Embryos, 100-fache
VergroRerung, (C) kranialer Anteil eines Wildtyp Embryos, 100-fache VergréRerung (D) Ptch Emb-
ryo, 50-fache Vergrof3erung, (E) Detailansicht des @éluralrohres von dorsal in 100-facher VergroRRe-
rung, (F) Detailaufnahme des Epithels im Neuralrohrin 400-facher VergréRerung, (G) ZNS Detailan-
sicht des PtcA” Embryos in 100-facher VergroBerung. RM, Riickenmark Rhomb, Rhombenzephalon,
Mes, Mesenzephalon, Pros, Prosenzephalon, Is, Isthsy MHB, Mittel- Hinterhirn Grenze, upM, un-
segmentiertes paraxiales Mesoderm

4.4. Phanotypisierung von homozygoten PtcH” Embryonen durch Who-

le Mount In-situ Hybridisierung

4.4.1. Whole Mount in-situ Hybridisierung von homozygoten Ptch” und Wildtyp
Embryonen

4.4.1.1. Expression von Shh

In Abbildung 11 A erkennt man, dass der Embryo radremtwickelt ist und bis zum Tag

der Entnahme aus dem Uterus eine regulare Entwigktlurchlaufen hat. Das , Turning”

ist beendet und anatomisch sind keine Auffalligkeizu notieren. In Abbildung 11 C und
E erkennt man auch, dass Hirnanlage regelrechiegtgst. Der Embryo war am Tag der
Entnahme 9 Tage alt, da er 17 Somiten aufweist.ilVAbbildung 11 A sehr schon darge-
stellt ist, wird Shh in der gesamten Chorda dosssdiwie in der Bodenplatte exprimiert. In
Abbildung 11 C und E ist die Expression von ShHZINS in der Bodenplatte zu sehen. In
allen Féllen ist die Abgrenzung zum umliegenden &swsehr gut und deutlich zu erken-
nen (Goodrich et al. 1996, Lee et al 1997).
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7
Abbildung 11 Farbung mit der Shh-Sonde

(A, C, E) Wildtyp Embryo, (B, D, F) Ptch” Embryo. (A, B) Embryo von lateral im Uberblick, (C, D)
Embryo von kranial mit Blick auf die Gehirnanlage, (E, F) Gehirnanlage des Embryo von frontal.

In Abbildung 11 B ist die Expression von Shh imHPtEmbryo zu sehen. Man erkennt
aufgrund der morphologischen Merkmale, die bensit&apitel ,Phanotypisierung von
homozygoten Ptch Embryonen durch Elektronenmikroskopie* beschrieveinden, dass
dieser Embryo eine PtéiMutante ist. Die Altersbestimmung ist bei diesembEyo etwas
schwierig, da die 9 Somiten fast nicht erkennbad.sMan kann jedoch sehen, dass das
»1urning“ noch nicht vollzogen ist, da sich die Hanlage noch immer auf der Aul3enseite
befindet. Damit ist der Embryo 8 - 8.5 Tage alteWlie Farbung der Mutante zeigt, wird
Shh weiterhin in der Chorda dorsalis Exprimiertigekenswerterweise kann im vorderen
Teil des Neuralrohres eine extrem starke ExpressonShh erkannt werden (Abbildung
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11 B, D und F). Interessant ist auch die Tatsadhss die Expression in einem sehr din-
nen Streifen kaudal der MHB beginnt (B), sich Ubiesse hinwegzieht und danach breiter
wird. Mit einer plotzlich einsetzenden scharfen i@ findet man in einem Bereich, der
vermutlich das Dienzephalodarstellt, keine Shh Expression mehr (Abbildung 1)1

Rostral dieses Bereiches findet man im BereichRlesenzephalons wiederum eine au-

Rerst starke Expression von Shh, welche in AbbgdLih F gut zu erkennen ist.
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Abbildung 12 Schematische Darstellung der Shh Expssion

Schematische Darstellung der Shh Expression in wtnd Ptch” M&usen.. im Wildtyp Embryo findet
sich eine durchgehende Expression. Im Pt¢hEmbryo ist diese deutlich erhoht. Es findet sichm Pro-
senzephalon nochmals eine Steigerung der Expressjomelche aber fir eine kurze Strecke unterbro-
chen ist. IsO Isthmic organizer, mes Mesenzephalomet Metenzephalon, myel Myelenzephalon, pros
Prosenzephalon, r1-r5 Rhombomer 1-5, rhomb Rhombemphalon, wt Wildtyp.

4.4.1.2. Expression von Ptch

Der Wildtyp Embryo (Abbildung 13 A, C und D) wur@den Tag 8,5 dpc aus der Mutter-
maus entfernt. Dem entsprechend besitzt der Emdngb 9 Somiten. Das Neuralrohr ist
schon weitestgehend geschlossen, nur am kranialda &nd die Neuralfalten noch nicht
verschlossen. Die Farbung mit Ptch ist insgesamastschwach, aber man kann den
Hauptexpressionsort von Ptch in Abbildung 13 A @hdut erkennen. Ptch wird im Neu-
ralrohr, speziell im vorderen Anteil bei 8,5dpcealtEmbryonen exprimiert. Zudem wird
Ptch in Form zweier transverser Streifen im Hirsbléen exprimiert (sichtbar in
Abbildung 13 E). In spateren EntwicklungsstadiemdwPtch dann im paraxialen Meso-
derm, dem Seitenplattenmesoderm und in den ventitdédften der Somiten exprimiert
(Goodreich et al. 1996).

Der PtcH” Embryo in Abbildung 13 B unterscheidet sich detitivon Wildtyp Mausemb-
ryonen. Das Alter ist entsprechend der 10 Somiten &5 dpc festzulegen. Wie in
Abbildung 13 B gut zu erkennen ist, wird Ptch inglRt- Embryo deutlich Gberexprimiert.

Betrachtet man auch Abbildung 13 D, so stellt mest,fdass diese Uberexpression sehr
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stark ist und sich im Wesentlichen auf das Neuhalion Bereich der Somiten und des
prasomitischen Mesoderms beschrankt. Im Gehirni@er@bbildung 13 D und E) ist
eine schwache diffuse Ptch-Expression zu erkenfesammenfassend zeigen sich somit
deutliche Expressionsunterschiede zwischen Wildtygh Mutante.

Abbildung 13 Farbung mit der Ptch-Sonde

(A, C, E) Wildtyp Embryo, (B, D, F) Ptch” Embryo, (A, B) Embryo von lateral in der Ubersicht, (C,
D) Embryo von dorsal in der gesamten Lange, (E, H)etailaufnahmen des ZNS von lateral.
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Abbildung 14 Schematische Darstellung der Ptch Exmssion

Im Wildtyp Embryo zeigt sich eine durchgehende Expession von Ptch. Dies ist auch im Pt¢hEmb-
ryo so, jedoch ist Ptch Uberexprimiert und diffuserin der Gehirnanlage verteilt, bis auf ein kleines
Areal am rostralen Ende des Prosenzephalon. Abkuragen siehe Abb. 12.
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4.4.1.3. Expression von Gli-1

In Abbildung 15 A ist ein Wildtyp Embryo zu sehaler sich gerade im , Turning“ befin-

det. Er ist demnach 8,5 Tage alt was durch das aralbnsein von 7 Somiten bestatigt
wurde. Die Farbung von Gli-1 ist im Allgemeinen niihtensiv und auf das Neuralrohr
beschrankt (Abbildung 15 A und C). Die laterale i&e der Expression ist zwar deutlich
vorhanden, aber nicht scharf begrenzt. Man erkanonh, dass Gli-1 nicht in der Boden-
platte exprimiert wird. Die Expression von Gli-I1selneint entlang der Somiten am inten-

sivsten, wogegen sie im Hirnbereich sehr schwadiLée et al. 1997).

Abbildung 15 Farbung mit der Gli-1-Sonde

(A, C) Wildtyp Embryo, (B, D) Ptch”™ Embryo, (A, B) Embryo von lateral im Uberblick, (C, D) Detail-
aufnahmen der Gehirnanlage.

rhomb IsO mes pros
myel met

|r5|r4|r3|r2|r1 I I

Gli-1
Ptch-/-

Abbildung 16 Schematische Darstellung der Gli-1 Exgession

Im Wildtyp Embryo findet sich eine durchgehende Expession, welche im Ptch Embryo deutlich
erhoht ist. Abkiirzungen siehe Abb. 12.

Der PtcH” Embryo, der in Abbildung 15 B dargestellt ist, 8sbis 8,5 dpc alt (6 Somiten).
Neben den schon genannten Missbildungen (verwwehéteuralrohr, vergréf3erte Kopf-
falten). wird hier deutlich, dass auch die Herzgalaicht korrekt angelegt ist. Auch dieser

Embryo wurde mit einer Gli-1 Probe angeféarbt unidtzen Vergleich zum Wildtypen eine
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wesentlich intensivere Farbung (Abbildung 15 C)rtem im Bereich der Somiten ist
die Farbung sehr stark. In Abbildung 15 D erken@inmdass die Expression von Gli-1
nicht auf eine bestimmte Struktur begrenzt istdson vielmehr diffus im Gewebe verteilt

ist.

4.4.1.4. Expression von BF-1

Abbildung 17 Farbung mit der BF-1-Sonde

(A, C, E) Wildtyp Embryo, (B, D, F) Ptch” Embryo. (A, B) Embryo von lateral in seiner gesargn
GroRRe, (C, D) Detailaufnahmen vom Gehirn von front§ (E F) von dorsal (Die dunkleren Strukturen
in E und F im Bereich des Isthmus sind keine Farbugen, sondern lediglich durch die Fotografie ent-
standene Artefakte).

Der Wildtyp Embryo in Abbildung 17 ist 8,5 bis 9 gaalt und besitzt 9 Somiten. Das
~rurning® ist bereits abgeschlossen. In AbbildungA und C erkennt man das fur BF-1
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typische Expressionsmuster im Telenzephalon, dels kaudal scharf abgegrenzt ist. Eine
weitere Region, in der BF-1 exprimiert ist, ist &lsbildung 17 A und aus E ersichtlich:
die Kiemenbogen. Hier ist die Expression jedochr sehwach im Vergleich zu der Ex-
pression im Telenzephalon und auch nicht so déulion umliegenden Gewebe abge-
grenzt (Dou et al. 1999, Shimamura et al. 1995, &tad. 1992).

Die PtcH~ Mutante welche in Abbildung 17 B dargestellt ist,mit 9-10 Somiten 8,5 Tage
alt und hat das ,Turning“ ebenfalls schon abgessdn. Dieser Embryo ist wesentlich
gréRer als der Wildtyp-Embryo und zeigt die typechschon im Elektronenmikroskop
beobachteten und beschriebenen VeranderungennWiehildung 17 B und F dargestellt
ist, wird BF-1 noch in der Flugelplatte im Telenhafmn exprimiert. Im Gegensatz zum
normalen Wildtyp jedoch ist die Expression nacleriatverschoben und nach kaudal aus-
gebreitet. Auch besteht keine eindeutige GrenzgeruKiemenbdgen (Abbildung 17 F), es
ist vielmehr ein flieRender Ubergang zu beobacHteAbbildung 17 B sieht man deutlich,
dass sich die Farbung fur BF-1 Uber die gesamezalat Gehirnanlage zieht. Die BF-1
Expression ist im Vergleich zum Wildtyp wesentlisthwéacher und scheint sich nur auf
eine dunne Zellschicht der Hirnanlage zu beschrdkbebildung 17 D, F)
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Abbildung 18 Schematische Darstellung der BF-1 Exmssion

Im Wildtyp Embryo ist eine deutliche, starke Expresion im Prosenzephalon zu finden. Im Ptch
Embryo findet sich eine schwachere Expression, wéle tber die gesamte Gehirnanlage ausgedehnt ist.
Abkirzungen siehe Abb. 12.

4.4.1.5. Expression von Otx-2

Der Embryo in Abbildung 19 A ist ein sehr alter Byt Er besitzt 17 Somiten und ist
deutlich alter als 9,5 Tage. Bei diesem Embryotsiedin die Expression von Otx-2 beson-
ders gut, die sich auf die Gehirnanlage rostral MeiB erstreckt und Mesenzephalon,
Dienzephalon und Telenzephalon umfasst. In Abbddi® A und G erkennt man deutlich
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die scharfe Grenze der Expression an der MHB. AocRrosenzephalon in Abbildung 19
D sind deutliche laterale Grenzen zu sehen. Dienkitat ist in allen Bereichen der Ex-
pression gleich stark und erstreckt sich auf aiderh des Neuroektoderms (Simeone et al.
1992, Simeone, 1998, Suda et al. 1997, Mallamadl.ei996). Auch der Embryo in
Abbildung 19 B ist ein Wildtyp. Er besitzt jedochrms-7 Somiten und ist daher 8 bis 8,5

Tage alt. Auch bei diesem Embryo sieht man schaorlide das typische Expressionsmus-

ter von Otx-2, das aber noch nicht ganz so scleatfi kaudal abgegrenzt ist, wie bei Emb-
ryo in Abbildung 19 A.

Abbildung 19 Farbung mit der Otx-2-Sonde

(A, D, G) (B, F) zwei verschiedene Wildtyp Embryone, (C, F, H) Ptch” Embryo. (A, B, C) Embryo
von lateral in der Ubersicht zu sehen, (D, E, F) Aimahmen der Gehirnanlage von frontal, (G, H) Auf-
nahmen von dorsal.
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Abbildung 20 Schematische Darstellung der Otx-2 Exgssion

Im Wildtyp Embryo zeigt sich eine starke Expressiorvom I1sO beginnend bis einschlief3lich des gesam-
ten Prosenzephalons. Der Ptch Embryo hingegen zeigt eine Expression nur im Proseephalon, der
rostrale Anteil ist ausgespart. Abkiirzungen siehe Bb. 12.

Der PtcH™ Embryo in Abbildung 19 C ist beziglich seines Adtewischen den beiden
Wildtyp Embryonen anzusiedeln. Er ist mit 9 Somiésn wenig alter wie der Wildtyp in
Abbildung 19 B, und wird als 8,5 Tage alter Embeyogeordnet. Dieser Embryo hat, wie
einige andere PtéhEmbryonen, das ,Turning* noch nicht vollzogen. Miann das in
Abbildung 19 C erkennen: In dieser Fotografie bddinsich die Herzanlage noch auf der
Aul3enseite. Die Expression von Otx-2 ist auf dass@mnzephalon beschrankt und ist im
eigentlich exprimierten Mesenzephalon nicht metohmaweisen (Abbildung 19 C und F;
s.a. elektronenmikroskopische Aufnahmen). Auchrizdem die Expression von Otx-2

relativ scharf in allen Ebenen begrenzt.
4.4.1.6. Expression von Gbx-2

Der Wildtyp Embryo in Abbildung 21 A ist ein 8,5sb9 Tage alter Embryo, bei dem 15
Somiten abgezahlt werden konnten. Der Embryo zkegfir Gbx-2 erwartete Expression
Die angefarbten Strukturen zeigen das unsegmentmataxiale Mesoderm und in der
Hirnanlage den Bereich kaudal der MHB, so dassgésamte Bereich des Mittel- und
Grol3hirns ausgespart bleibt. Weiterhin erkennt mach die Expression von Gbx-2 in
Form zweier longitudinaler Saulen im Hinterhirn und sich anschlieenden Neuralrohr
und Rickenmark. Auch erkennt man, dass Gbx-2 inAtaige der Kiemenbogen expri-

miert wird (Wassarman et al 1997, Bouillet et &93).
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Abbildung 21 Farbungen mit der Gbx-2-Sonde

(A, C, E) Wildtyp Embryo, (B, D, F) Ptch” Embryo. (A, B) Embryo von lateral in der Ubersicht, (C,
D) Embryo im Uberblick von dorsal. (E, F) Detailauhahmen der Hirnanlage.

Die PtcH~ homozygote Mutante ist morphologisch entsprechiEicbeschriebenen Veran-
derungen. Das Alter ist auf 8,5 bis 9 Tage aufgrdexd9 Somiten festgelegt worden. Das
anatomische Erscheinungsbild ist mit dem hier besten Alter kongruent. Aus der Foto-
grafie wird nicht ersichtlich, dass das , Turningiah nicht vollzogen wurde, da aufgrund
der besseren Ubersicht der Embryo im ausgestre@istand fixiert und gefarbt wurde.
An diesem Embryo kann man auch besonders gut denbliebenen Schluss des Neural-
rohres erkennen, der normalerweise am Tag 8 be{iitildung 21 D). Ebenso erkennt
man in der Abbildung 21 D die verwachsenen und noerten Neuralfalten. Der Ptch
Embryo exprimiert im unsegmentierten paraxialen ddiesm Gbx-2 (Abbildung 21). Wei-
terhin erkennt man auch die Expression von Gbx-Bdmm zweier longitudinaler Saulen
im restlichen Ruckenmark. Die Expression von Ghr-8en Strukturen der Kiemenbdgen
scheint sich auch auf eine sehr kleine Region aghyé&nken. Ein sehr markanter Unter-
schied zur Expression im Wild-Typ Embryo zeigt sictder Gehirnregion, in der die Ex-
pression im Hinterhirn an der Grenze zum Mittelhwollstandig fehlt (wird deutlich in
Abbildung 21 F).
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Abbildung 22 Schematische Darstellung der Gbx-2 Exgssion

Der Wildtyp Embryo zeigt seine Expression kaudal dg IsO bis ins Riickenmark reichen. Im PtcH
Embryo fehlt diese vollstandig. Abkirzungen siehe Bb. 12.

4.4.1.7. Expression von Wnt-1

In Abbildung 24 A, C und E erkennt man den fur Virengefarbten Wildtyp Embryo. Er
hat 8 Somiten und ist somit 8,5 Tage alt. Die Adiloligen zeigen, dass Wnt-1 am Tag 8,5
im ZNS exprimiert wird. Wnt-1 wird an der MHB expriert, wobei die Expression auf
das Mittelhirn reduziert ist. Die rostrale Grengenicht sonderlich genau, sie lauft entlang
der Grenze Mittelhirn zu Vorderhirn aus, wéhrenel kiudale Grenze mit der Grenze von
Otx-2 an der MHB zusammenfallt. Diese kaudale Geemmmt spater einen ringférmigen
Charakter an. Die Expression im gesamten Rhombéakap fehlt vollstandig. Wie man
ebenso erkennen kann wird Wnt-1 in kaudalen Rhomdgralon, respektive spateres My-
elenzephalon exprimiert und vom Mittelhirn begindamach kaudal entlang des oberen
und mittleren Ruckenmarks in der Deckplatte expginiParr et al. 1993, Wilkinson et al.
1987).
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Abbildung 23 Schematische Darstellung der \t-1 Expression

Die Expression im Wildtyp ist im gesamten Rhombenzghalon zu finden und nimmt kaudal des 1sO an
Intensitat zu. Im Ptch” Embryo findet sich lediglich eine kleine Region deGenexpression kranial des
IsO. Abkiirzungen siehe Abb. 12.
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Abbildung 24 Farbungen mit der Wnt-1-Sonde

(A, C, E) Wildtyp Embryo, (B, D, F) Ptch” Embryo. (A) Embryo von lateral mit Sicht auf das ZNS

und das Neuralrohr, (B) Gehirnanlage des Embryo vorateral, (C) dorsale Sicht auf Gehirn und Neu-
ralrohr, (D) gesamter Embryo von dorsal, (E, F) kraniale Aufnahmen der Gehirnanlage. Der ange-
farbte Punkt in B und D ist jeweils ein Artefakt und hat keine Bedeutung fir die Expression von Wnt-
1.

Der in Abbildung 24 B, D und F dargestellte Embigbdie PtcH” Mutante Der hier dar-
gestellte Embryo ist mit 10 Somiten 8,5 Tage ale Barbung fur Wnt-1 ist im Vergleich
zum Wildtyp lediglich auf eine sehr kleine Regiom @inem Hirnbereich rostral der MHB
beschrankt. Diese ist sowohl nach kaudal als aach nostral sehr scharf begrenzt, aber
die Expressionsintensitat ist nicht so stark wieWidtyp-Embryo. Im Bereich des Ru-
ckenmarks und im kaudalen Myelenzephalon wird Wnieht exprimiert.

4.4.1.8. Expression von FGF-8

In Abbildung 25 A sieht man einen Wildtyp Embry@rdilter als die bisher beschriebenen
Embryonen ist. Er hat 17 Somiten und ist dahers9%% Tage alt. An diesem Embryo
kann man die typische FGF-8 Expression besondersrgennen. Wie erwartet ist FGF-8
iIm Gehirn im vorderen Telenzephalons, ringférmigBareich kaudal der MHB (erst ab
dem 9ten Tag, davor reicht die Expression tbeM##B), und im Bereich der Kiemenbo-
gen exprimiert, was sowohl in Abbildung 25 A, algl in Abbildung 25 E und H sehr gut
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zu erkennen ist. Weiterhin ist eine starke FGF-BrEgsion im unsegmentierten paraxialen
Mesoderm zu finden (Abbildung 25 A). Die Expressi@udal der MHB schlief3t fast un-
mittelbar an die ringformige Wnt-1 Expression raktter MHB an (Crossley und Martin
1995, Mason et al. 2000).

Abbildung 25 Farbungen mit der Fgf-8-Sonde

(A, E, H) zwei verschiedene Wildtyp-Embryonen; (B)(C, F), (D, G, I) drei verschiedene Ptch Emb-
ryonen. (A, B) Embryonen von lateral im Uberblick, (C, D) Embryonen von dorsal, (E, F, G) Detail-
aufnahmen der Gehirnanlage von lateral, (H, I) Gehinanlage von dorsal.

In Abbildung 25 B, C und D sind drei verschiedeneh Embryonen dargestellt, die sich
auch in unterschiedlichen Entwicklungsstadien lakfin In Abbildung 25 D ist der alteste
Embryo mit einem Alter von 8,5 bis 9 Tagen und it Somiten zu sehen, wogegen in
Abbildung 25 B ein 8.5 Tage alter Embryo mit 10 $emund in Abbildung 25 C ein 8,5
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Tage alter Embryo mit 7 Somiten dargestellt iste Bixpression von FGF-8 ist in allen
dargestellten Pt¢h Embryonen auf die Kiemenbdgen und das unsegmentaraxiale
Mesoderm beschrankt. Da der mesodermale Bereictienm FGF-8 exprimiert wird, im
Vergleich zum Wild-Typ Embryo sehr viel kleiner,iisst dies auf ein kleineres paraxia-
les Mesoderm bei der Mutante schliel3en (s.a. Elektrmikroskopie). Wie bei allen Pich
" Mutanten zu sehen ist, wird FGF-8 zu keinem deemggen Entwicklungsstadien in den
beim Wildtyp beschriebenen Hirnregionen exprim{@tbildung 25 B, C, D, F, G, I).
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Abbildung 26 Schematische Darstellung der FGF-8 Exgssion

Die Expression im Wildtyp Embryo ist auf eine Regia kaudal des I1sO begrenzt. Diese fehlt vollstandig
im Ptch” Embryo. Abkiirzungen siehe Abb. 12.

4.4.1.9. Expression von En-1

Der Wild-Typ Embryo, der in Abbildung 28 A zu sehisty ist mit 7 Somiten 8,5 Tage alt.
Die Expression von En-1 zeigt sich wie erwartetlathmus. In Abbildung 28 C kann man
sehr gut erkennen, dass die Farbung sehr intengivnualle Richtungen scharf von umlie-
gendem Gewebe abgegrenzt ist und sich rostral andat vom Isthmus ausbreitet (David-
son et al., 1988, Joyner und Martin, 1987, Wursil.et1994).

Trotz der enormen GroRe des Pidimbryos, der in Abbildung 28 B zu sehen ist, kennt
nur 8 Somiten gezahlt werden. Damit ist der Embejaenso wie der Wildtyp, nur 8,5 Ta-
ge alt. Trotz seines Alters wurde bei diesem Emigg® , Turning” noch nicht vollzogen.
So befindet sich die Herzanlage noch auf der Aufiensind das Neuralrohr auf der In-
nenseite des gefalteten Embryos. En-1 ist genatask wie im Wildtyp exprimiert und
ebenfalls in der Region des Isthmus. Jedoch istAdaal, in dem En-1 in der Mutante
exprimiert ist im Gegensatz zum Wildtyp auf einérskleine Region rostral der MHB

beschréankt (sowohl in der dorsoventralen, als aucler rostrokaudalen Ebene).
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Abbildung 27 Schematische Darstellung der En-1 Ex@ssion

Im Wildtyp Embryo findet sich eine starke Expressio von Enl vom Metenzephalon beginnend tber
den IsO bis in das Mesenzephalon. Im Pt¢hEmbryo ist die Expression nur auf ein kleines Arebkra-
nial des IsO begrenzt und deutlich schwéacher. Abkiaungen siehe Abb. 12.

Abbildung 28 Farbungen mit der En-1-Sonde

(A, C, E) Wildtyp Embryo und (B, D, F) Ptch” Embryo. (A, B) gesamter Embryo aus lateraler Sicht
(C, D) Detailaufnahmen der Gehirnanlage von dorsokanial, (E, F) Gehirnanlage von lateral.
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4.4.1.10Expression von Krox-20

Der Wildtyp Embryo in Abbildung 30 A ist 9 bis 9T&ge alt und besitzt dementsprechend
17 Somiten. Die Expression von Krox-20 ist erwagkgemal in den Rhombomeren 3 und
5 (Abbildung 30 C). Dabei zeigt sich Rhombomer & dhehr kaudal gelegen ist, als sehr
intensiv angefarbt, mit deutlichen Grenzen nachilataund kaudal. Rhombomer 3 dage-
gen ist bei dem dargestellten Embryo nur noch selwach gefarbt. Dies erklart sich aus
der Tatsache, dass die Reifung des ZNS von rastidl kaudal ablauft. Da dieser Embryo
schon alter ist, ist Rhombomer 3 schon fast vaitdigi entwickelt, daher wird Krox-20 in
diesem nicht mehr so stark exprimiert (Wilkinsomlet1989).

Der Embryo in Abbildung 30 C ist ein PtclEmbryo, der etwa 8,5 bis 9 Tage alt ist (12
Somiten). Im Gegensatz zum Wildtyp, wird kein Kra&-exprimiert. Dies bedeutet, dass

die Rhombomere 3 und 5 nicht angelegt wurden.
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Abbildung 29 Schematische Darstellung der Krox-20 Epression

Die Expression im Wildtyp Embryo findet sich in Rhanbomer 3 und 5. Diese fehlt im Ptch Embryo
vollstandig. Abkirzungen siehe Abb. 12.

Abbildung 30 Farbungen mit der Krox-20-Sonde

(A, C) Wildtyp Embryo, (B, D) Ptch” Embryo. (A, B) Uberblick von lateral iiber den gesanten Emb-
ryo, (C, D) Detailaufnahme der Gehirnanlage von dmal. Die weiRen Flecken sind Artefakte der
Hybridisierung.
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4.4.1.11Expression von Lmx1b

Der Wildtyp-Embryo in Abbildung 32 A ist aufgrunaid9 Somiten zwischen 8,5 und 9
Tagen alt. Zu diesem Zeitpunkt wird Lmx1b im Beheder MHB exprimiert. Abbildung
32 A zeigt, dass die Expression sehr scharf naabdtahin begrenzt ist. Wie in Abbildung
32 C und E dargestellt ist, stellt der Isthmus eli€senze dar. Rostral reicht die Expression
bis fast zum Telenzephalon. In Abbildung 32 C varath deutlich, dass die Expression in
der Mittellinie erhalten geblieben ist (Adams et24000).

Der Embryo in Abbildung 32 B ist ein PfEHEmbryo. Trotz der starken Missbildungen,
welche die Alterseinstufung erschweren, konnterSafhiten abzahlen werden. Daher ist
der Embryo 8,5 bis 9Tage alt. Die laterale Ansads Embryos in Abbildung 32 B zeigt,
dass Lmx1b als breiter Streifen im Bereich desdhitns exprimiert wird. Man konnte in
der lateralen Ansicht auch vermuten, dass die Bspra im Vergleich zum Wildtyp we-
sentlich weiter nach kaudal reicht. In Abbildung B2vird jedoch deutlich, dass sich die
Expression von Lmx1b auf die rostrale Region derBvibéschrankt und nur geringfligig
nach kaudal erweitert ist. Die Grenze zum Telenakgphist sehr scharf abgegrenzt, wie in
F zu sehen, und zeigt im Vergleich zum Wildtyp ewesentlich scharfere, deutlichere
Grenze. Auch nach lateral ist die Grenze sehr §chi@he D und F, und zeigt nicht die
ganze Ausdehnung auf die Kopffalten. Dieser Unteestist besonders schén im Ver-
gleich der Embryonen in C und D zu sehen.
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Abbildung 31 Schematische Darstellung der Lmx1b Exgession

Im Wildtyp Embryo findet sich kranial des IsO eine starke Expression von Lmx1b, welche bis fas an
das Prosenzephalon heranreicht. Im Ptch Embryo ist die Intensitat der Expression nur wenigverrin-
gert aber leicht nach kaudal verschoben. Abkirzunge siehe Abb. 12.
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Abbildung 32 Farbungen mit der Lmx1b-Sonde

(A, C, E) Wildtyp Embryo, (B, D, F) Ptch” Embryo. ( A, B) gesamte Embryonen von lateral, (CP)
von dorsal, (C) nur die Gehirnanlage, (D) Gehirnardge und oberen Teil des Neuralrohres, (E, F) kra-
niale Detailaufnahmen der Gehirnanlage.

4.4.1.12Expression von Spry-2

In Abbildung 34 A erkennt man einen normalen Wid&mbryo mit 9 Somiten, der dem-
zufolge 8,5 Tage alt ist. Das ,Turning“ ist schdmgaschlossen. Spry-2 wird &hnlich wie
FGF-8 im Embryo exprimiert. Man erkennt eine Expi@s im unsegmentierten paraxia-
len Mesoderm (Abbildung 34 A), in den Kiemenbdgablildung 34 A und C), die Regi-
on kaudal und rostral der MHB (Abbildung 34 A und @hd im rostralen Vorderhirn
(Abbildung 34 E) (Minowada et al. 1999, Chamberslet2000, Chambers und Mason,
2000, de Maximy et al. 1999).

In Abbildung 34 B ist die Spry-2 Expression im PtdBmbryo zu erkennen. Dieser Emb-
ryo ist, ebenso wie der Wildtyp Embryo, 8,5 Tage(aD Somiten). Spry-2 wird in der
Mutante im kaudalen Bereich des Embryos, im unsegeréen paraxialen Mesoderm,
sehr stark exprimiert. Eine Expression in der Hitage dagegen lasst sich nicht erkennen.
Die Kiemenbtgen scheinen noch angelegt zu seisicthain diesem Bereich eine Expres-
sion erkennen lasst. Jedoch ist diese sehr schvaaghein kleines Areal zusammenge-
schrumpft und noch weniger deutlich vom umliegen@enwebe abzugrenzen (Abbildung
34 B und D). Die Expression im rostralen VorderHehlt vollstandig (Abbildung 34 F),
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man kann jedoch eine geringflgige Expression imrdispithel der Kopffalten des Pro-

senzephalon erkennen (Abbildung 34 B und D).

rhomp IsO mes pros
myel met
|r5|r4|r3|r2|r1 I I | | I
LI | | | I
o e
Spry-2
Pteh-/-

Abbildung 33 Schematische Darstellung der Spry-2 Epression

Im Wildtyp Embryo findet sich eine starke Expressio kaudal des IsO und eine nur leicht geringere
Expression im Prosenzephalon. Im Ptch Embryo ist die Expression am IsO fehlend und im Resen-
zephalon deutlich schwéacher und auf ein kleineresr&al beschrankt. Abkirzungen siehe Abb. 12.

Abbildung 34 Farbungen mir der Spry-2-Sonde

(A, C, E) Wildtyp Embryo, (B, D, F) Ptch’” Embryo. (A, B) gesamter Embryo von lateral, (C, DYorsa-
le Detailaufnahme der Gehirnanlage, (E, F) Gehirnalage der Embryonen von frontal.

4.4.1.13Expression von DII-1

In Abbildung 35 A erkennt man einen normal entwitde Wildtyp-Embryo, der 9 Somi-

ten besitzt und somit 8,5 Tage alt ist. Das , Tughiwurde abgeschlossen. Bis auf die Al-
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lantois wurden alle embryonalen Membranen entfddet. Embryo in Abbildung 35 A
wurde mit einer Flourescin-gekoppelten RNA-SondeRahmen einer ,whole mouint-
situ Hybridisierung® fur DIl-1 angefarbt. Dabei siehtam dass DII-1 nicht ganz entspre-
chend dem erwarteten Muster exprimiert wird. Noeriakpression zeigt sich deutlich im
unsegmentierten paraxialen Mesoderm. Alle andepgrdSsionsorte sind nicht so stark
wie erwartet (Abbildung 35 A und D): die Expressionkaudalen Anteil der Somiten, in

Zellgruppen im Neuroepithel in der MHB Region umichte Expression im Vorderhirn
(Bettenhausen et al. 1995, Beckers et al., 1999)

Abbildung 35 Farbungen mit der DIl-1-Sonde

(A, D) Wildtyp Embryo, (B, E) (C, F) zwei verschiegne Ptch” Embryonen. (A, B, C) ganze Embryo-
nen von lateral, (D, E, F) Embryonen aus kranialeiSicht auf die Gehirnanlage.

Der PtcH” Embryo in Abbildung 35 B ist mit ebenfalls 9 Soenitund 8,5 Tagen gleich alt
wie der Wildtyp Embryo. Dieser Embryo zeigt im Vigigh mit den normalen PtéhMut-
anten deutlich vergré3erte Kopffalten und nichstrk Gberwuchertes Rickenmark. Der
Embryo in Abbildung 35 C ist auch eine Ptchlutante, aber ein wenig &lter und ca. 8,5
bis 9 Tage alt, da er bereits 12 Somiten besiteid® PtcH Embryonen zeigen in
Abbildung 35 B und C ebenfalls eine Expression insagmentierten paraxialen Meso-
derm. Die Expression in den Somiten ist u3erstvach bis nicht vorhanden. Deutliche
Unterschiede in der Expression zeigen sich in dei@anlage, in der DII-1 diffus stark
exprimiert wird und zieht sich deutlich Uber diettdi-Hinterhirngrenze nach kaudal er-
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streckt. Dabei reicht die Expression fir DII-1 bleim Embryo in Abbildung 35 C weiter
kaudal als in Abbildung 35 B. Das in der Gehirnoegstarker angefarbte Gebiet am kau-
dalen Ende der Expression ist lediglich ein Artefd&r Farbung. E und F zeigen beide
Embryonen noch einmal von kranial und lassen keprezifische Region erkennen, auf die
sich DII-1 wie im Wildtyp begrenzt.

rhomb IsO mes pros
myel met
5,4y 3,2,n | | | | |
T | | | | |
Wt Wt
DII-1

Abbildung 36 Schematische Darstellung der DII-1 Exgession

Die Expression im Wildtyp Embryo ist recht schwachund auf einen gréReren bereich rostral des I1sO
im Mesenzephalon und auf einen kleinen Bereich imostralen Prosenzephalon beschrankt. Im Ptch
Embryo findet sich eine deutliche Uberexpression ider gesamten Gehirnanlage.

4.4.2. Auswertung der Whole Mount in-situ Hybridisierung

Die Hybridisierungen zeigen ein sehr uneinheitlcMduster den Genexpression in der
Gehirnanlage. Zur weiteren Quantifizierung der Brgsse stand jedoch leider kein pas-
sender Antikorper zur Verfigung, so dass ledigkate semiquantitative Auswertung der
Ergebnisse vorgenommen werden konnte.

Uberexpression Gleiche Expression Unterexpression ehleRd
Shh +++ Lmx1b Spry-2 - - - Gbx-2
DIl-1 ++ BF-1-- Krox-20

Ptch + Otx-2 - FGF-8
Gli-1 + wnt-1 -
En-1 -

Tabelle 3 Genexpression WMISH

Es zeigt sich, dass Shh, Ptch, Gli-1 und DII-1 &kprimiert sind. Lmx1b ist nur unwe-
sentlich schwacher im PtEHEmbryo exprimiert als im normalen Wildtyp-Embrydeut-
lich zu sehen ist, dass BF-1, Otx-2, Wnt-1, En-@l &pry-2 deutlich unterexprimiert sind
und Gbx-2, FGF-8 und Krox-20 génzlich nicht expemisind (siehe auch Tabelle 3). Ins-

gesamt sind wesentlich mehr Sonden geringer oddr aicht exprimiert als Sonden Ube-
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rexprimiert sind. Vor allen die an der Bildung ddHB beteiligten Gene sind deutlich
unterexprimiert, wahrend die des Shh Signaltransoiéweges und DII-1 deutlich tbe-
rexprimiert sind. Hieran lasst sich schon feststeldass Ptch in komplexer Art und Weise

auf die Bildung der Gehirnanlage einen Einfluss hat

4.5. Northern Blot Analysen

4.5.1. Blotting

In Abbildung 37 ist das Agarosegel vor dem Blottiangestellt. Wie man anhand der Ban-
den erkennen kann, wurden gleiche Mengen an RNgesgtzt. Nach dem Blotten wurde
die Membran mit verschiedenen RNA-Sonden hybridisie

Abbildung 37 Northern Blotting

Agarosegel vor dem Blotten. Die Ethidiumbromidfarbung zeigt, dass gleiche Mengen an RNA unter-
sucht wurden. Proben in den Spuren (von links nachechts): Marker, DNA aus dem Kleinhirn, DNA
aus den Medulloblastomen 53, 72, 675, 729 und 730.

4.5.2. Posthybridisierung

Durch die Northern Blot Analysen wurden nun einigg in den WMISH benutzten Mar-
ker auf ihre Expression in Medulloblastomen hinrpbé&t. Wie man in Abbildung 38 B
erkennen kann wird besonders Gli-1 in allen Medudstomen im Vergleich zum Klein-
hirn deutlich Uberexprimiert. Auch fur Otx-2 (Abtdiing 38 C) zeigt sich in 4 von 5 Me-
dulloblastomen eine Uberexpression im Gegensatz zommalen Kleinhirngewebe. Fiir
BF-1 zeigt sich in Abbildung 38 A jeweils nur imeim Medulloblastom eine Uberexpres-
sion. Fur DII-1, Lmx1b und Spry-2 konnten keinensidkanten Unterschiede hinsichtlich

der Expression in Kleinhirn und Medulloblastomerettéert werden (nicht abgebildet).
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Abbildung 38 Northern Blot Analysen
(A) BF-1; (B) Gli-1; (C) Otx-2.

4.5.3. Quantifizierung

Die Ergebnisse der Northern Blot Analysen fir BRs1i;1 und Otx-2 wurden digitalisiert
und mittels des Programms Bio Image Intelligent @ifiar, BioQuant, USA quantifiziert.

Es wurden dabei nur die Banden ausgewertet, beheelein Signal sichtbar war.

Image/lanes Intensity Background Area Integral Intensity (1.1.)
BF-1
lane 6 55.93 80.25 8.84 460.568
Gli-1
lane 2 22.00 223.00 12.21 255.242
lane 3 36.00 205.00 12.21 395.356
lane 4 31.00 208.00 12.21 306.102
lane 5 21.00 210.00 12.21 215.801
lane 6 53.00 194.00 12.21 606.455
Otx-2
lane 2 37.00 141.00 14.92 446.380
lane 3 29.00 121.00 14.92 368.429
lane 5 38.00 133.00 14.92 489.198
lane 6 41.00 133.00 14.92 533.442

Tabelle 4 Auswertung Northern Blot

5. Diskussion

5.1. Der Phénotyp von PtcH” Embryonen

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle von PichZusammenhang mit der Bildung

der MHB und der daraus folgenden Kleinhirnentwickjwntersucht. Hierzu wurden ho-
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mozygote Ptch Mausembryonen herangezogen, welche kein funkiiemé?tch Protein
exprimieren. Die Ptch Embryonen sind im Vergleich mit den altersentspeaden Wild-
typ Embryonen viel zu grof3. Diese Beobachtungeketesich mit den bisherigen Unter-
suchungen (Goodrich et al. 1997). GroRRwuchs ishédws dem mit Ptch assoziiertem
BCNS bekannt (Gorlin, 1995, Cohen, 1999). EinigeRtel™ Embryonen haben auch das
~rurning®, welches regular um den Tag 8dpc statkfi) nicht vollzogen.
Lichtmikroskopisch fallt bei den PtéhEmbryonen vor allem die zunachst deutlich miss-
gebildete Gehirnanlage mit der kaudal anschliel3gndeenfalls missgebildeten Neural-
rinne auf. Betrachtet man die Embryonen im Eleldronikroskop, so bestatigen sich die-
se Auffalligkeiten. Das Prosenzephalon ist atropphuad nur noch sehr klein, das Mesen-
zephalon ist deutlich vergroRert und nach kaudalaediert, das Rhombenzephalon ist
auch deutlich nach vergroRert und nach kaudal gerdlaDabei haben die verschiedenen
Gehirnanteile den Charakter der ,Blaschen” verlouexd erscheinen als ein klumpiges
Gewebe. Die Trennung zwischen den einzelnen Getigilan ist nicht mehr eindeutig
nachzuvollziehen. Auch zeigt sich das nicht verss$g¢ne Neuralrohr, dessen Rander u-
berwachsen sind. Eine Trennung von Boden-, Fligad Deckplatte ist nicht mehr wahr-
zunehmen.

Das Fehlen der Kopffalten im kranialen Gehirnani®ilSinne einer Holoprosenzephalie
ist besonders augenfallig. Shh, welches als Morphdgr das Mittelhirn und Vorderhirn
beschrieben wurde (Britto et al., 2002), kbnntecwseine UberméaRige Expression im pa-
thologisch aktivierten Signalweg fur einen Teil e Veranderungen verantwortlich sein,
denn immerhin fuhrt ektop exprimiertes Shh zu eweranderten MHB (Zhang et al.,
2000). Die Veranderungen des Vorderhirns im SinnereHoloprosenzephalie sind nicht
eindeutig zu erklaren. Bislang wurden nur einedrtle oder verminderte Shh Expression
(Chiang et al., 1996, Schell-Apacik et al., 2008¢0eine Ptch Mutation, welche zu einer
verminderten Shh Signaltransduktion fuhrt (Mingakt 2002), beschrieben, welche beide
zur Holoprosenzephalie fihren. Eine KombinatioreeiMesenzephalon-Hypertrophie mit
einer begleitenden Prosenzephalon-Atrophie, wiedbai hier untersuchten PtctEmbry-
onen zu sehen, ist bisher nicht beschrieben unchdilie bislang bekannten Tatsachen nur
unzureichend zu erklaren.

AulRerdem ist eine Volumenabnahme in den Struktde=nMesoderms festzustellen, ins-
besondere den Somiten und dem unsegmentiertenigarafesoderm. Mdglicherweise
ist fur diesen Effekt auch die Uberexpression vdin Serantwortlich, da dieses in die

Entwicklung der Somiten involviert ist (Hammerschirnet al., 1996).
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Dies alles zeigt zum Zeitpunkt 8,5dpc einen eindemiutierten Embryo, insbesondere im

Bereich der Gehirnanlage, der nicht mehr tUberldiabigsist.

5.2. Der Effekt von Ptch’ auf den Shh-Signaltransduktionsweg

Die Expression des Shh-Ptch Signalweges im Neutwepst bisher gut untersucht und

beschrieben (siehe Kapitel 1.7). Shh Expressiort fiheiner Ventralisierung des Neural-

rohres (Echelard et al., 1993, Roelink et al., 1994 wie fehlende Ptch Expression einen
Verlust von dorsalen Strukturen zur Folge hat (Gmbdet al., 1997). Bei fehlendem Shh

kommt es also zu einem fehlen der ventralen Straktaes Neuralrohres (Chiang et al.,
1996). Man kann also sagen, dass beide FaktoregidUikorrekte Musterung entlang der

dorsoventralen Achse verantwortlich sind (Hammarsdh et al., 1997). Beide Faktoren

verhalten sich aufgrund der beschriebenen Intema&ti (siehe Kapitel 1.7) komplementar,

d.h. die Expression des einen entspricht eineefetdn Expression des anderen.

In den bisherigen Untersuchungen von Ptdfiutanten sind ein deutlicher Verlust von

dorsalen Strukturen zugunsten von ventralen im &leahr beschrieben (Goodrich et al.,

1997). Eine korrekte Einrichtung der dorsoventradehse unterbleibt. Die anteroposterio-

re Achse schien bisher von diesem Fehler unbe&nftu sein, eine Anderung der Ge-
nexpression wurde nicht beschrieben. Man beobacfgdbch den fehlenden Schluss des
Neuralrohres und die daraus fehlende korrekte @Gahlage (Goodrich et al., 1997). Ein

Einfluss von Shh/Ptch auf die frihen Gehirnorgaiosazentren, welche die anteroposte-

riore Achsen einrichten, war nicht bekannt.

-

Abbildung 39 Shh/Ptch Signalweg bei Ptch Mutanten
Ungehindert aktivierter Shh/Ptch Signalweg bei Fetdn von Ptch
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Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden kenmimmt Ptch einen nicht unerhebli-
chen Einfluss auf die korrekte Bildung der antesipooren Achse ein und beeinflusst die
Gehirnorganisationszentren (siehe Kapitel 1.3 umeén). Damit scheint die korrekte dor-
soventrale Achsenmusterung eine Grundvoraussefiduge Einrichtung der anteroposte-
rioren Achsenmusterung zu sein.

Die normale Neurulation und Entstehung des ZNS wemrgh schon in Kapitel 1.1 be-

schrieben. Bevor eine intakte Neurulation statémdéann bedarf es einiger Schritte, wel-
che zuvor korrekt ablaufen mussen. Diese warenr@n@ale Gastrulation mit der Festle-
gung der Kérperachsen (Tam und Behringer 1997) aind korrekte Bildung des Neu-

roektoderms wahrend der Gastrulation.

5.2.1. Shh-Signaltransduktionsweg und Gastrulation

Fur die Bildung des Neuroektoderms ist die zuvoBgdung des axialen Mesendoderms
wahrend der Gastrulation von entscheidender Bedgu{Beddington und Robertson,
1998). Dieses kann zwar keine Neuroepithel-spehiéa Gene induzieren, ist aber fur die
Festlegung der Gehirnabschnitte unerlasslich (Ratah 1999)

Wichtig ist hierbei die Frage ob eine korrekte @dation abgelaufen sein muss um mit
der Neurulation zu beginnen. Kénnen auch fehleeh@tistrulationen zu der Bildung eines
Neuroektoderms und der damit verbundenen Neurul&iioren?

Bisher und in dieser Arbeit wurde der Einfluss \Rich auf die Gastrulation nicht ndher
untersucht. Bisherige Untersuchungen zeigten beh’Pkinen phanotypisch korrekt
gastrulierten Embryo, der erst mit Beginn der N&iron groRe phanologisch relevante
Veranderungen zeigt. Auch hinsichtlich der bishetetsuchten Genexpressionen wurde
keine Veranderung wahrend der Gastrulation bedmémieerst mit dem Einsetzen der Neu-
rulation zeigen sich erste Verdnderungen im MuseVerteilung (Goodrich et al., 1997).
Von entscheidender Bedeutung ist die Frage, ofPtoéi”~ Mutanten wahrend der Gastru-
lation Uberhaupt ein voll funktionsfahiges Neuraeldrm angelegt wird. So kdnnten die
Missbildungen eigentlich auf einem Gastrulationeleberuhen, welcher zu einem miss-
gebildeten Neuroektoderm fuhrt, das aber bis zumireder Neurulation phanotypisch
und in der Genexpression inapparent bleibt, odedieliGastrulation und die Bildung des
Neuroektoderms normal ablauft und die Veranderuregeh mit Beginn der Neurulation
starten.

Bisher konnte Otx-2 eine wichtige Rolle bei der @aation und der Neuroektodermbil-

dung zugewiesen werden:
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Das viszerale Endoderm hat Einfluss auf die Musigmund Identitdt des anterioren Neu-
roektoderms (Beddington und Robertson, 1998). Iszanalen Endoderm und im anterio-
ren Mesendoderm ist Otx-2 exprimiert. Fehlexpression Otx-2 in diesen Geweben fuhrt
zu einem Verlust der anterioren neuralen Struktyferampora et al. 1995, Matsuo et al.
1995; Ang et al., 1996). Ein intaktes Mesendodechemt damit unabdingbare Vorausset-
zung fur eine korrekte Expression und Entwicklumsg dNeuroepithels zu sein (Rhinn et
al., 1998; Camus et al., 2000), jedoch scheinersjrale nicht die anteroposteriore Mus-
terung zu induzieren, sondern nur zu verfeinerny@oet al., 1999).

Erst kirzlich konnte gezeigt werden, dass das eN@sendoderm Otx-2 und En-1 indu-
zieren kann (Camus et al., 2000). Die verminderteDund En-1 Expression in Ptth
Embryonen lieRe daher den Schluss zu, dass dasoamtaxiale Mesendoderm nicht kor-
rekt gebildet wird, oder bei intakter Bildung diarfktion eingeschrénkt ist. Weitere Unter-
suchungen hierzu waren notwendig.

Shh ist ebenso schon wahrend der Gastrulation naehgen (Ericson et al., 1995, Chiang
et al., 1996), v.a. im anterioren Primitivstreifend im Henson’s Knoten. Ein fehlen des-
selbigen fuhrt zu einer normalen Bildung der Gdatron und der Kdperachsen, da der
Knoten als Organisationszentrum durch das umliegeG@éwebe ersetzt wird (Yuan,
1995). Fehlt nun auch das umliegende Gewebe kot @iner Mittellinienspaltung bei
korrekter Einrichtung der Korperachsen (Snow, 1981gn beobachtet hierbei auch eine
Uberexpression von Shh.

Spater findet sich auch eine Expression im axid&soderm der Chorda dorsalis. Hier
nimmt Shh wéhrend der Gastrulation einen indirelariluss auf die Musterung und Dif-
ferenzierung des Telenzephalons und des Mesenogph@bunhaga et al., 2000). Da der
Shh Signalweg in den PtEFEmbryonen ungehindert aktiv ist kommt es vermhtichon
wahrend der Gastrulation zu Defekten in der Bilddeg Tel- und Mesenzephalons. Die
Telenzephalonatrophie und Fehlanlage (Otx-2 undlBfrd vermindert und fehlexpri-
miert) ist vermutlich auf die Shh Uberexpressiorhwead der Gastrulation zuriickzufiih-
ren. Hierdurch kénnte der Shh-Signaltransduktiomsaech Einfluss auf die Spezifizie-
rung der MHB nehmen.

Fur weitere Klarung der Sachverhalte ware eine tdntdung bezuglich der Otx-2 und
Shh Expression wahrend der Gastrulation in PtEmbryonen notwendig um zu klaren,
inwieweit Uberhaupt das Neuroepithel korrekt angfehard.
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5.2.2. Shh-Signaltransduktionsweg und Neurulation

Erst wahrend der Neurulation kommt es zu einer aeithel-spezifischen Genexpression
mit der Differenzierung der einzelnen GehirnabsttbnErst jetzt findet eine Differenzie-
rung der zuvor wahrend der Gastrulation festgetegtegeroposterioren und dorsoventralen
Achsen statt. Welche Faktoren fiir die eigentlichéuktion dieser Gene verantwortlich
sind, ist bisher nicht geklart, eine Induktion durnesodermale Signale ist ausgeschlossen,
diese wirken hier nur modifizierend wéhrend der déation.

Was in den hier untersuchten Mutanten fir einekist&astrulation spricht ist die Tatsa-
che, dass die Neuralrinne in Ptchutanten regular ausgebildet ist und sich auctachst
regulér schliel3t sowie Ptch erst dem Tag 8dpc,rash der Gastrulation, nachweisbar ist.
Auch wurden bisher bei Ptch Mutanten keine Fehterdeér Gastrulation beschrieben
(Goodrich et al., 1997). Erst im kranialen AnteisdNeuroektoderms zeigen sich die be-
schriebenen Uberwucherten, nicht mehr funktiongithiNeuralfalten. Diese morpholo-
gisch eindeutigen Fehler in der Neurulation wurlereits in Kapitel 4.3 beschrieben und
decken sich mit den bereits beschriebenen Fehhleln (Goodrich et al., 1997). Bislang
wurde jedoch noch kein Zusammenhang von Ptch umer éiehlexpression von Genen
beschrieben, welche fir das Neuroepithel spezifsuth.

In der vorliegenden Arbeit konnte nun gezeigt wardkass Ptch einen grol3en Einfluss auf
die korrekte Musterung im Neuroepithel entlang @lgeroposterioren Achse nimmt. Diese
Zusammenhange sind detailliert in Kapitel 5.3 besblen. Die Zusammenhange, inwie-
weit diese Fehlexpressionen nun doch wahrend dsir@ation indirekt durch Ptch, oder
wahrend der Neurulation direkt bedingt sind, siatbel noch weitgehend unklar und be-

durfen weiterer Untersuchungen.

Eine bemerkenswerte Beobachtung wurde in der gatiden Arbeit gemacht: die Uber-
expression von Shh in PtEHEmbryonen. Shh als Ligand von Ptch hat in den kteta
keine Funktion mehr, der Signalweg ist ohnehin dutas Fehlen von Ptch schon aktiviert.
Maglicherweise ist die Shh Uberexpression nur igakegen des fehlenden Liganden im
Sinne eines Rebound, aber auch eine AktivierungtérTranskription durch den eigenen
Signalweg ware denkbar, wenn auch bisher nichthsegeen. Bisher konnte nicht geklart
werden, welche Faktoren zu einer Shh-Expressionefijheine Autoinduktion ist nicht
bekannt.

Nicht eindeutig erklarbar ist das Fehlen der Exgitesin einem sehr gut abgegrenzten
Gehirnabschnitt (siehe Kapitel 4.4.1.1). Bereitfrimeren Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass Shh entlang des gesamten Embryosaterakesendoderm und der Chorda
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dorsalis exprimiert ist (Chiang et al., 1996). Dabigd die Shh Expression abhangig von
der Lokalisation und der embryonalen Entwicklungstvon verschiedenen anderen Ge-
nen begleitet, in der Region um die MHB von einéx-@ Expression im Mesoderm (A-
campora et al., 1995; Chiang et al., 1996). Der-D&xpressionsverlust an der MHB in
Ptch~ Embryonen kénnte darauf hinweisen, dass Shh uxe2On diesem Bereich in
Wechselwirkung untereinander treten, so also ehlefevon Otx-2 ebenfalls ein Fehlen
von Shh bewirkt.

Erstaunlich ist auch die schwach ausgepragte Wakfression. Wnt-1 als Zielgen des
Shh-Ptch Signalweges sollte bei Aktivierung desn&ligeges in Ptch Mutanten eigent-
lich Uberexprimiert sein, in den untersuchten Erohgn zeigt sich aber eine eher vermin-

derte Expression.

5.3. Der Effekt von Ptch” auf die MHB

Die schon morphologisch auffalligen und oben basblenen Veranderungen im Bereich
der Gehirnanlage bestatigten sich durch Verschigémurer Genexpression in der durch-
gefuhrten in-situ Hybridisierung (siehe Kapitel 4¥ Zusammenfassend lasst sich die
Expression der MHB Marker in PthMutanten folgendermaRen darstellen: kompletter
Verlust der Gen-Expression von Gbx-2, Fgf-8, Spnyr@l Krox-20, eine eingeschrankte
Expression von Otx-2, Wnt-1, En-1 und BF-1, eirérlsdre Expression von Lmx1b und
eine Uberexpression von DII-1, Gli-1, Ptch und Shidirekten Vergleich von Ptch Mut-
anten und Wildtyp Genexpressionsmustern zeigenmsatirere deutliche Auffalligkeiten:

» alle fehlenden oder unterexprimierten Gene liegaudil der MHB. Von besonde-
rer Auffalligkeit sind Gbx-2, Fgf-8 und Spry-2: éhExpression in der Gehirnanla-
ge ist zwar komplett fehlend, aber im unsegmemtiegaraxialen Mesoderm sind
alle drei Gene unvermindert und in voller Starkprexiert.

» die Grenze zwischen Otx-2 und Gbx existiert niclehm eine Positionierung der
MHB ware nach klassischem Verstandnis nicht mehylicid

» das Fehlen von Fgf-8 lasst eine Induktion der MHiBhdglich werden

» das Vorhandensein von Wnt-1, En-1 und Lmx1b. Beeenicht mehr vorhande-
nen MHB sollten diese Gene auch nicht mehr exprirmerden.

« die ortliche Diskrepanz von Otx-2 und BF-1 (beidgeatlich im Vorderhirn
coexprimiert) und von Otx-2 und Wnt-1 (beide krduhBiB coexprimiert)

* Shh ist extrem stark Uberexprimiert
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Diese Aufféalligkeiten sollen nun im Hinblick aufedibereits beschriebene Kleinhirnent-
wicklung (siehe Kapitel 1.2) und den bekannten Mettmen bei der MHB-Entstehung
(siehe Kapitel 1.5) untersucht werden.

5.3.1. Die Genexpression an der MHB

Die nur am kranialen Ende des der Gehirnanlagedwdbte Expression von Otx-2 ist mit
den phanologischen Ergebnissen gut in Ubereinstimgnaw bringen (siehe Kapitel 4.3),
da das Prosenzephalon zugunsten des Mesenzeplaaldeinert ist. Die GrolRe des Pro-
senzephalons deckt sich sehr gut mit der Otx-2 &sgion, lediglich im kranialsten Be-
reich fehlt die Expression. Die im Mesenzephalorezuvartende Otx-2 Expression fehlt in
der PtcH Mutante. Die neue kaudale Grenze von Otx-2 ist saicht mehr die Grenze
von Mes- und Metenzephalon, wo die MHB lokalisistf sondern die Grenze von Prosen-
zephalon und Metenzephalon. Das wirft bezluglichkiderekten Positionierung der MHB
einige Fragen und Probleme auf: Fur eine korrektgti®nierung der MHB ist lediglich
das kaudale Ende der Otx-2 Expression verantwbr{lBroccoli et al., 1999), jedoch ist
Otx-2 ohne die Expression von Gbx kaudal der MHBkungslos (Wassarman et al.
1997). Gbx ist zudem auch fir die Aufrechterhaltung korrekte Positionierung der Fgf-
8 und Wnt-1 Expression zustandig (Wassarman et297). Die in den Pt¢hEmbryonen
fehlende Gbx Expression wirde nach diesem Versigrgine Positionierung der MHB
nicht maglich machen. In den von Wassarman (Wassaehal., 1997) untersuchten Gbx
" Embryonen zeigte Otx-2 ein deutlich nach kaudalagerte Expression, bei fehlendem
Gbx in den Ptch Embryonen zeigt sich jedoch eine ausgepragte Ris@rang von Otx-
2, welche nicht zu erwarten war.

Die kaudale Otx-2 Expressionsgrenze in der Mut#tteumindest nicht auf den norma-
lerweise repressiven Effekt von Gbx-2 und Fgf-8izkeufihren. Beide Gene werden hier
nicht exprimiert. Damit muss mdglicherweise Ptch diie Aufrechterhaltung der Otx-2
Expression im gesamten Bereich rostral der MHB nevartlich sein. Zudem bestatigt das
Fehlen von Fgf-8, dass die MHB nicht voll funktifditsg eingerichtet wurde. Erstaunli-
cherweise findet auch eine Verschiebung der MHBhriaidal, wie es bei einem Fehlen
von Gbx-2 beobachtet wurde (Wassarman et al., 198@ht statt. Mit dieser Verschie-
bung nach kaudal ist auch eine nach kaudal expadeddx-2 Expression verbunden, die
hier ebenfalls nicht zu beobachten ist. Auch eieesehiebung der MHB nach rostral ent-
sprechend der Verschobenen kaudalen Otx2 Expresgemee ist nicht zu beobachten.
Bemerkenswert ist ebenfalls die Wnt-1 Expressioglche unter normalen Umstanden in

die Otx-2 positive Expressionsregion fallt (Hida!§anchez et al., 1999). In P{cMutan-
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ten zeigt sich die Wnt-1 Expression unabhéngig @x-2 an der Region, wo die MHB
lokalisiert sein musste, die Otx-2 Expression féaiét.

Die Expression von Otx-2 im kranialen Anteil desuRwulstes ist nicht identisch mit der
Expression von BF-1, welches normalerweise in diggdiplatte des Neuralrohres im Pro-
senzephalon zu finden ist (Shimamura et al., 1D®@b, et al., 1999). Bliebe die Expression
von BF-1 in der Ptch Mutante ebenfalls auf die Fliigelplatte beschras@tware diese
sehr weit nach lateral zugunsten der Bodenplattagert. Die normalerweise auch in der
Fllgelplatte zu findende Otx-2 Expression (Sine@nal., 1992, Mallamaci et al., 1996)
ist in den Ptch Mutanten nicht mehr in vollem Ungarorhanden.

BF-1 kontrolliert die Zellproliferation im Grof3hirab dem Tag 11,5dpc. Eine Expression
ist aber schon ab dem Tag 8,5 nachweisbar, hienfhesst BF-1 weder die Proliferation
noch die Differenzierung (Hanashima et al., 2002¢Iche Rolle BF-1 hier spielt ist noch
unklar. Mdglicherweise demarkiert BF-1 zunachst @lakenzephalon, wo es spéater eine
proliferative Aktivitat dbernimmt. Diese mdglicheuale Rolle entsprache auch der fir
Gbx-2 beschriebenen (Li et al., 2002). Aul3erdeneistBF-1 in die dorsoventrale Muste-
rung im Vorderhirn einzugreifen, da es Shh und B{dénhe morphogenetic proteins) be-
einflusst und BF-1 homozygote Embryonen deutliche Defekte in der al@stralen
Musterung des Vorderhirns aufweisen (Shimamurd.etl897): es zeigte sich, dass der
Phanotyp von BF-1 Knock-outs &hnlich dem der ShiKnock-outs ist. Hier konnte man
einen Verlust ventraler Zellen auf Kosten einer &gon von dorsalen Zellen im Vorder-
hirn beobachten (Dou et al 1999).

Morphologisch ist das Mesenzephalon ist zugunsieeseverkleinerten Metenzephalons
nach kaudal gewachsen. Die fehlende korrekte Eklwig des Metenzephalons bestétigt
sich in den Ptch Embryonen durch die fehlende Krox-20 Expressioehei Kapitel
4.4.1.10) und den damit nicht vorhandenen Rhombemarund 5. Ahnliches wurde be-
reits fur Fgf-8 beobachtet: Fgf-8 ist zu Beginn 8emitogenese fur die Spezifizierung der
Rhombomere 5 und 6 zustandig. Ein Fehlen von Fgi-8iesem Zeitpunkt bewirkt eine
Suppression der normalerweise in den Rhombomergelegten Genexpressionen (Wiel-
lette und Sive, 2004). Mdglicherweise haben diediésse Rhombomere 3 und 5 spezifi-
schen Zellen die Identitat anderer Rhombomere argeren (Voiculescu et al., 2001).
Fgf-8, welchem eine zentrale Rolle in der Bildurey #1HB zukommt(Chi et al., 2003,
Lee et al., 1997, Mason et al., 2000, Ye et al0120fehlt in den hier untersuchten Pfch
Mutanten vollstandig. Die fehlende Aktivitat vonfR) welches unabhangig von Otx-2
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und Gbx-2 eine voll funktionsfahige MHB einrichtkann (Hidalgo-Sanchez et al., 1999,
Liu et al., 1999, Martinez et al., 1999), legt natass in den PtdhEmbryonen keine
funktionierende MHB mehr vorhanden ist. Die in I&'jf-l\/lutanten beobachtete Expansion
des Mittelhirns zugunsten der MHB bestétigt sicbhalier (Reifers et al., 1998).

Fgf-8 kann in intaktem Gewebe ektop in Otx-2-pesitn Gebiet durch Repression von
Otx-2 und Induktion von Gbx-2, En-1 und Wnt-1, sewlie Aufrechterhaltung der Expres-
sion von Wnt-1 und Gbx-2 eine MHB einrichten (Liua¢, 1999). Die ektope MHB orga-
nisiert sich hierbei kreisformig um die Fgf-8 Exgs@®n, die normale anteroposteriore
Musterung ist hier aufgehoben (Martinez et al.,998uch nimmt Lmx1b einen inhibie-
renden Einfluss auf Fgf-8, induziert es jedochdjieeitig in den Nachbarzellen (Adams et
al., 2000, Matsunaga et al., 2002).

Umso bemerkenswerter ist die Expression von En-bt-Wund Lmx1b in den Pté¢h
Embryonen. Alle drei Gene sind an der normalen khkiwng der MHB beteiligt (Bally-
Cuif et al., 1995, Joyner, 1996, Matsunaga et28l02, Panhuysen et al., 2004, Wurst et
al., 1994). Eine Expression bei fehlender MHB, bfetlendem Fgf-8, ware bei direktem
kausalem Zusammenhang nicht mdglich. Ptch hat dichekeinen direkten Einfluss auf
die Induktion oder Aufrechterhaltung der Expressiom En-1, Wnt-1, Lmx1b (es ist in
den hier vorliegenden Mutanten nicht exprimierfchPwirkt aber modifizierend auf die
Expression der Gene: Ptch hat auf Lmx1b einen ieféhden Effekt, da in den Ptch
Embryonen die Expression deutlich vergrofert isithrend fir En-1 und Wnt-1 ein forder-
licher Effekt zu verzeichnen ist (die Expressiorden Mutanten ist nur noch ortlich sehr

begrenzt).

In Untersuchungen wurde gezeigt, dass eine Expressin Fgf-8 nur dann eintreten kann,
wenn das Rhombomer 1 des Metenzephalons in direkiemtakt zum Mesenzephalon
kommt (Irving und Mason, 1999). Im Umkehrschlusgevdann bei fehlender Fgf-8 Ex-
pression ein derartiger Kontakt nicht mehr vorhandgies kdnnte viele Ursachen haben,
zum einen konnte das Rhombomer 1 nicht mehr anige#g, zum anderen kdnnte bei
noch vorhandenem Rhombomer 1 die normale Genexpnegestort sein. Denkbar ist

ebenso ein fehlendes Mesenzephalon oder eine etrirge Genexpression.

Ebenso bemerkenswert ist die Expression von GHgE8 und Spry-2: Alle drei Gene
haben ihre Expression im kaudalen Bereich der MhBticH~ Embryonen verloren, sind
aber trotzdem noch im prasomitischen Mesoderm eweri. Ein Zusammenhang zwi-

schen der Ptch Expression im Gehirn und der Exjpres®n Gbx-2, Fgf-8 und Spry-2 an
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der MHB ware demnach denkbar. Ptch wirde so auehn die Regulation dieser Gene
indirekt in die Bildung der MHB eingreifen. Da déee§ene in den PtéhEmbryonen feh-
len kdnnte Ptch einerseits an der Induktion odedemAufrechterhaltung dieser Gene an
der MHB beteiligt sein. Da aber alle diese Gengmsomitischen paraxialen Mesoderm
exprimiert sind, scheinen diese nicht der direkfentrolle durch Ptch zu unterliegen, die
Expression musste dann auch in diesen Struktutg@erfe Wahrscheinlicher ist die An-
nahme dass Ptch in Neuroepithel entweder direkemé@m anderen Cofaktor oder indirekt
Uber Beeinflussung eines weiteren Faktors die Gaession von Gbx-2, Fgf-8 und Spry-
2 entweder induziert oder aufrechterhalt. Diesektdfaist nicht in den Shh-Ptch-
Signalweg eingebunden, weil ansonsten die ExpressidMlesoderm ebenfalls beeinflusst

ware.
5.3.2. Die Positionierung der MHB

Die MHB mit dem IsO muss korrekt positioniert seimd zwar sowohl entlang der ante-
roposterioren, als auch der dorsoventralen undatieralen Achse. Die laterale und dorso-
ventrale Achse sind durch die korrekte Entwicklumgl Lage des Neuralrohres festgelegt,
die anteroposteriore Achse ist abhangig von derefgamession von Otx-2 und Gbx-2
(Martinez-Barbera et al., 2001, Joyner et al., 200Qund Joyner, 2001, Simeone 2000).
Knock-in Experimente von Otx-2 und Gbx-2 haben ggzelass die Grenze der beiden
exprimierten Gene flur die Positionierung verantiartist (Broccoli et al., 1999, Millet et
al., 1999). Bei jeweiliger mehr kaudalen oder mmaistralen Expression verschob sich die
gesamte MHB, blieb aber noch voll Funktionsfahigaf@ng-Experimente zeigten ein ahn-
liches Bild: eine neue MHB Bildete sich an der Geron Gbx-2 und Otx-2 (Martinez et
al., 1999). Die Polaritat bezuglich der anteropasten Achse blieb dabei jedoch teilweise
nicht erhalten (Marin und Puelles 1994, Martinealet1995).

Bisher waren nur Faktoren aus dem Mesoderm fah@jeérdorsoventrale Musterung ein-
zugreifen, z.B. Shh welches dosisabhéangig die Matamen des ventralen Neuralrohres
induziert (Cohen, 2003, Echelard et al., 1993, RA#taba et al., 2003), ein Einfluss auf
die anteroposteriore Musterung war lange nicht bekand wurde erst kirzlich beschrie-
ben (Patten und Placzek, 2000). Daher sollte digbmach bisherigem Verstandnis bei
Shh Fehlexpression lediglich die dorsoventrale Elustg beeinflusst werden, die antero-
posteriore Musterung bliebe demnach intakt. Glecwéirde flr Ptch, als Rezeptor flr
Shh, gelten. In der vorliegenden Untersuchung it ashteroposteriore Musterung aber
wesentlich gestort. Daher hat Ptch nicht nur eiBriluss auf die dorsoventrale, sondern

auch auf die anteroposteriore Musterung.
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Sobald der IsO mit der MHB korrekt positioniert lginnt die Funktion der MHB. Diese
ist entsprechend bisherigem Verstandnis nach diemteroposterioren Musterung. Einen
Einfluss der MHB auf die dorsoventrale und latefdiesterung wurde bislang noch nicht
beschrieben. Ein eng umschriebener Teil der MHBc¢Re im dorsalen Anteil des kauda-
len Mittelhirnes liegt, ist verantwortlich flr dEentwicklung der Deckplatte (Alexandre et
al., 2003). Im Zebrafisch wurde Lmx1b eine Rolle der Einrichtung der Deckplatte zu-
gesprochen, welche aber in Mausen durch Lmxlazersetd (Chizhikov und Millen,
2004). Die Deckplatte ist Gber die Expression vénFBs in die dorsoventrale Musterung
involviert (Lee et al., 1998; Liem et al., 1995;d. et al., 1999). Folglich ist die MHB also
indirekt an der dorsoventralen Musterung beteilggi fehlerhaft angelegter MHB muss
also demnach auch die dorsoventrale Musterung (ndbe ohnehin schon bewiesenen
anteroposterioren Musterung) fehlerhaft sein. DidBvist somit nicht nur eine planares,
sonder ein plastisches, zumindest zweidimensionalggnisationszentrum. Wann Ptch
seinen Einfluss wahrend der Entwicklung auf dieesoygosteriore Achse austbt bleibt zu

klaren.

Bisher konnte gezeigt werden, dass Otx-2 konzeotrsdbhangig in die Gehirnentwick-

lung eingreift (Acampora et al., 1997): Ein redutae Otx-2 entlang der MHB fuhrt zu

einer Verschiebung der Fgf-8 Expression, ein rezites Otx-2 entlang der Grenze zwi-
schen Fligel und Bodenplatte (alar-basal-plate-Baty) fuhrt zu einer Verschiebung der
Shh Expression (Puelles et al., 2003).

Ein Verlust von Otx-2 im ventrolateralen und postem Hinterhirn flhrt zu einer Dorsa-

lexprimierung von Shh sowie zu einer Rotation détB/hach dorsal und anterior (Puelles
et al., 2004). Otx-2 ist folglich dosisabhangig sbwin die anteroposteriore Musterung,
als auch in die dorsoventrale Musterung involviert.

Gbx-2 scheint neben der Positionierung der MHB Igdliet al., 1999, Wassarman et al.,
1997) mehrere Aufgaben wahrend der Entwicklungrfillen: neben der bekannten Posi-
tionierung der MHB scheint Gbx-2 auch auf die Reoétion in Rhombomer 1 Einfluss zu
nehmen, aber erst nach dem Tag 9dpc (Li et al2)2@xamit dbernimmt Gbx-2 im Laufe

der Gehirnentwicklung mindestens zwei verschiedaurfgaben wahrzunehmen.

Bislang konnte demonstriert werden, dass die Geeesn in den Pté¢h Embryonen
nicht intakt ist und die MHB aufgrund dessen nikbtrekt angelegt ist. Nun ist jedoch
eine teilweise funktionierende MHB auch ohne eimene zwischen Gbx-2 und Otx-2
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maoglich (Martinez-Barbera et al., 2001). Hierzuléstiglich der Kontakt von Mesenzepha-
lon zu nicht-Mesenzephalon (Metenzephalon oder btyadphalon) notwendig (Millet et
al., 1999, Wassarman et al., 1997). Da nun beihdenuntersuchten Pt¢hEmbryonen
eine korrekte Positionierung und Funktion der MHBgaund der fehlenden Grenze zwi-
schen Gbx-2 und Otx-2 unterbleibt, da ja Gbx-2 hetprimiert ist, kbnnte aber aufgrund
der obigen Erkenntnis trotzdem eine teilweise fiorkerende MHB mdglich sein. Ware
also eine solche MHB eingerichtet, so missten &uige Gene bzw. Marker der MHB
aktiv sein. Dies bestatigt sich an den hier unth®n Ptch Embryonen, da Wnt-1,
Lmx1b und En-1 noch exprimiert sind. Alle diese &eind mit der Bildung oder der
Funktion der MHB assoziiert und wirden fur eine meéeilweise funktionstichtige MHB
sprechen. Damit kann man behaupten, dass Teil®éldssnzephalons und Teile des Me-
tenzephalons noch bei PcEEmbryonen angelegt sind und diese Teile nochrzer éilHB
fuhren kénnen. Allerdings ware auch mdoglich, dasshier noch exprimierten Gene tber
ein weiteres, noch unbekanntes Gen induziert weuthehin diesem Fall unabh&ngig von
einer bestehenden MHB exprimiert wirden.

5.3.3. Die Induktion der MHB

Von allen bisher untersuchten Genen, welche einefiugs auf die Bildung der MHB
haben, konnte keines einen induktiven Effekt auf8gorweisen, erst kirzlich konnte
Pax-2 eine induzierende Fahigkeit fur Fgf-8 nachigegn werden (Ye et al., 2001). Die
Positionierung scheint unabhangig von der Indukziorsein (Li und Joyner, 2001, Simeo-
ne, 2000). Lediglich Gbx-2 hat einen Einfluss aigf klorrekte Positionierung von Fgf-8,
die Induktion ist unabhangig davon (Millet et @999, Wassarman et al., 1997). Fgf-8
kann ja unabhéngig von seiner Expressionspositiglareg der anteroposterioren Achse
eine ektope MHB induzieren (Martinez et al., 1999).

Ein vollstéandiges Fehlen von Fgf-8 fuhrt zu einehlentwicklung mit einem Gastrulati-
onsdefekt (Sun et al., 1999), eine Neurulation kgamnicht erst stattfinden. Lediglich bei
selektiv im Neuroektoderm ausgeschaltetem Fgf-8rkbms bei intakter Gastrulation zu
einer fehlerhaften Neurulation (Chi et al., 2008) Ptch” scheint daher die Gastrulation
intakt zu sein, somit auch die normale Fgf-8 Exgim@swéahrend der Gastrulation, erst bei
der Neurulation greift Ptch in die Expression va@i-& ein.

Ebenso scheint Fgf-8 Expression im Primitivstreifestwendig fur die korrekte Gbx-2
Expression zu sein (Liu und Joyner, 2001). Derlggs von Gbx auf die Gastrulation wur-

de bislang noch nicht untersucht.
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Ahnliches wie fur Fgf-8 gilt fir Otx-2 welches elfelfs wahrend der Gastrulation expri-
miert wird und dort notwendig ist um die anteridteuralplatte zu formen (Acampora et
al., 1995, Ang et al., 1996, Rhinn et al., 1998ix. Btx-2 Expression im Neuroektoderm ist
Otx-2 Expression im anterioren viszeralen Endodand dem anterioren Mesendoderm
notwendig (Tam und Behringer, 1997). Ein Fehlen @r-2 wahrend der Gastrulation
fuhrt zu einer vollstdndigen Absenz der anteriddeniralplatte, so dass es erst gar nicht zu
einer Neurulation kommen kann (Beddington und Risioer, 1998).

Die korrekte Expression von Fgf-8 und Otx-2 wéahrded Gastrulation wurde in der vor-
liegenden Arbeit nicht ndher untersucht. Bei phgpisth intakten mesodermalen Struktu-
ren scheint die Gastrulation weitgehend normal kEoden. Weitere Untersuchungen hin-
sichtlich der Genexpression wahrend der Gastrulatigren wiinschenswert um die defek-

te wahrend der Neurulation besser zu verstehen.

Wendet man obige Uberlegungen auf die PtBimbryonen an, dann kann man damit fol-
gende Aussagen treffen: Da Otx-2 in den Pt&mbryonen noch exprimiert ist, auch
wenn die Expression auf eine kleinere Region imitadbeschrankt ist, ware eine Indukti-
on der MHB nach obigem Verstandnis moglich. Da @bx-2 komplett fehlt, ist daher
wohl lediglich die Positionierung der MHBicht korrekt. Aber da noch eine eindeutige
kaudale Grenze von Otx-2 existiert, kann man aastod ausgehen, dass noch ein Mesen-
zephalon und ein Metenzephalon angelegt werdere ERinktionsfahige MHB scheint
nicht mehr zu existieren, da ja Fgf8 fehlt. Ubeteeder MHB scheinen jedoch vorhanden
Zu sein, da ja noch En-1 und Lmx1b sowie Wnt-1tetsn.

5.4. Der Effekt von Ptch’ auf die Entstehung von Medulloblastomen

In Kapitel 1.9 wurde der Zusammenhang zwischen Btehder Entstehung von Medul-
loblastomen bereits naher erdrtert. Aufgrund demieklungsdefekte im Bereich der Ge-
hirnanlage bei Ptch Mutanten bestand ein begriindeter Verdacht, das&mdstein fur
die frihe Entwicklung von Medulloblastomen im Ralmues Basalzellndvussyndromes
maoglicherweise schon im der pranatalen Entwicklgetegt wird. Erst kirzlich konnte
gezeigt werden, dass Medulloblastome von den Kéetien des Kleinhirnes abstammen,
indem es zu einer Aktivierung des Shh-Signalwegesriat (Pomeroy et al., 2002). Eben-
so wurde fur SuFu, welches in den Shh-Signalwegedinnden ist eine Mutation be-
schrieben, welche zu einer pathologischen Aktivigrdes Signalweges fuhrt und somit
die Entstehung von Medulloblastomen fordert (Tagtoal., 2002).
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Auch eine deutlich erhdhte Konzentration von Otix+Medulloblastomen konnte bereits
nachgewiesen werden (Michiels et al., 1999, Yolkotal., 2004).

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen den betigvicklung der MHB betei-
ligten Genen und der Entstehung von Medulloblastome&chzuweisen wurde eine Nor-
thern-Blot-Analyse von den exprimierten Genen aadigft. Neben der bereits bekannten
Uberexpression von Otx-2 wurde nur fiir Gli und BR-1 eine Uberexpression detektiert.
Fir alle weiteren Gene konnte keine Uberexpressamhgewiesen werden.

Der Zusammenhang zwischen Otx-2 und Medulloblastosuheint durchaus begriindet:
Da Medulloblastome vorzugsweise aus Mesenzephaitsteben und in der embryonalen
Entwicklung auch Otx-2 im Mesenzephalon zu findgnkonnte hier durchaus ein magli-
cher Marker fir Medulloblastome vorliegen. Zur Miererung wéaren aber grof3ere Fall-

zahlen notwendig.

6. Zusammenfassung

Ptch spielt eine fundamentale Rolle im Shh-Ptcm&tigansduktionsweg und spielt eine
ebenso wichtige Rolle als Tumorsuppressor-Gen umiviEklungs-Gen. Ptch fungiert
dabei als Rezeptor fur Shh und wirkt damit in derrékten Entwicklung verschiedener
Organsysteme mit. Mit dieser Arbeit wurde der Risfl von Ptch auf die Genexpression
der Midbrain-Hindbrain Boundary (Mittelhirn-Hintdarh Grenze, MHB) untersucht. Dazu
wurden whole mount in-situ Hybridisierungen vondpé alten Embryonen untersucht,
welche von verpaarten heterozygoten Ptch KnockMiusen stammen. Die an der MHB
untersuchten Gene spielen eine wichtige rolle inRBilelung, Aufrechterhaltung und kor-
rekten Funktion der MHB. Da Ptch fur das Basalzslirssyndrom verantwortlich ist und
dies mit einer hoheren Rate an Medulloblastomegessallschaftet ist, wurde der Einfluss
von Ptch auf Medulloblastome und deren Genexpressitersucht.

Da Medulloblastome aus dem Cerebellum hervorgehdrPich eine wichtige Rolle in der
Organentwicklung spielt, konnte in der frihen Ewrkiung eine Empfanglichkeit fir Me-
dulloblastome durch den Einfluss von Ptch auf dieinfirnentwicklung gelegt werden.
Die frihestmoglichen Einfluss von Ptch auf die Boklung des Cerebellum kann wah-
rend der Bildung der MHB, welche kranial des zukigeh Kleinhirns liegt, erfolgen, da
die MHB einen wesentlichen Einfluss auf die koreeEntwicklung des Kleinhirns hat.
Damit war das Ziel der Arbeit einen moglichen kdeisaZusammenhang zwischen der
Bildung der MHB und der Entwicklung von Medullohiashen zu zeigen.
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Die Hypothese wurde am Mausmodell getestet. DazulevuPtch"*°®” Mause miteinan-
der verpaart und die Embryonen am Tag 8,5dpc peipada zu diesem Zeitpunkt die
MHB gebildet wird.

Die Embryonen wurden unter dem Licht und Elektranignoskop untersucht und zeigten
eine bemerkenswerte Anatomie: die GehirnanlageEdaoryonen war vollkommen zer-
stort. Besonders augenfallig waren der fehlenderdehrschluss und das Fehlen des
.rurning®. Die whole mount in-situ Hybridisierungurde mit Gen-Sonden durchgefuhrt,
welche u.a. am Shh-Ptch-Signaltransduktionsweg,(8kdh, Gli-1) und an der Bildung
der MHB (Otx-2, Gbx-2, Fgf-8, Wnt-1, Lmx1b, Spry£n-1) beteiligt waren. Zusatzlich
wurden Grof3hirnmarker (BF-1,) und Hinterhirnmarki€rox-20) untersucht. Die Ergeb-
nisse zeigten ein sehr uneinheitliches Muster.geirficene waren deutlich tberexprimiert
(Shh, Ptch, Gli-1), andere Genexpressionen fekibddiig (Fgf-8, Krox-20, Gbx-2, Spry-2).
Um die Expressionsmuster in Ptchit den Expressionsmustern der untersuchten Gene i
adulten Medulloblastomen zu verglichen, wurde éiloethern Blot Analyse mit den be-
reits verwendeten Sonden an adulten Medulloblastatechgefiihrt. Die Ergebnisse bes-
tatigten zum Teil bereits bekannte Ergebnisse.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse aus dendidygmingen, der Mikroskopie und
der Northern Blot Analyse ein sehr verwirrendes tduder Gehirnentwicklung und Anla-
ge in Ptch-/- Mausen. einigen Ergebnissen zufadgelas Cerebellum komplett fehlend,
andere Ergebnisse zeigen eine zumindest noch rathmeorhandene Anlage. Der Ein-
fluss von Ptch auf die Entwicklung der MHB zeigheeikomplette Aufhebung der regula-
ren Genexpressionsmuster entlang der dorsoventraddnder anteroposterioren Achse.
Die kdnnte auf den direkten Effekt von Ptch zuriigkhren sein, kdnnte aber auch Gene
beinhalten die downstream von Ptch liegen oderRtah interagieren. Die Northern-Blot
Analyse konnte die bisher gefundene Uberexpredséstitigen. So kann man letztendlich
sagen, dass ein kausaler Zusammenhang von Ptatbendedulloblastomentstehung sehr
wahrscheinlich ist, jedoch nicht bewiesen werdemnke, Ptch aber einen deutlichen, wenn
auch komplexen Einfluss auf die anteroposteriord dorsoventrale Musterung des Neu-

ralrohres hat.

7. Summary

Ptch plays a fundamental role in the Shh signalpathway and was discovered to be a
tumour suppressor gene and developmental regulBtoh serves as a receptor for its
ligand Shh and is responsible for the patterninglitierent organ systems during devel-

opment. Within this thesis the impact of Ptch a thidbrain-hindbrain boundary MHB
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gene expression pattern was investigated. This caased out by whole-mount in-situ
hybridization of 8,5dpc embryos of interbred hetggous Ptch knock-out mice. The
genes studied at the MHB involved some of the irigmirregulators of MHB induction,
maintenance and function, including Otx-2, Gbx-1t¥¥ and Fgf-8. Because of the close
association of Ptch with the formation of medulkgibmas in patients with basal cell ne-
vus syndrome BCNS, its influence in gene expressianedulloblastomas was also stud-
ied.

As medulloblastomas arise from cerebellar tisswkRtoh is important for organ formation
during development there might be an early devetygal predisposition for medulloblas-
toma formation due to the influence of Ptch on fation of the cerebellum. The earliest
possible involvement of Ptch in cerebellar develeptritakes place during MHB forma-
tion, which is just cranial to the cerebellar prigiom, as MHB function is crucial for cor-
rect cerebellar development. The aim of this thess to investigate whether there is a
direct causality of Ptch dysfunction at MHB deveteggmt and medulloblastoma tumour
generation.

Investigations were carried out with a P{e#®”knock-out mouse model. To investigate
the involvement and the effects of Ptch within MEIB formation embryos of interbred
PtcH’™®"mice were harvested at 8,5dpc as this is the ¢iiMHB formation.

Light and electron microscopy revealed a strikiiggovery: all Ptch homozygous mouse
embryos exhibited a completely destroyed brain &irom. The main feature of all homo-
zygous embryos was the failure of neural tube e¢snd the failed completion of the
“turning”. Hybridization studies were carried ouithvgenes involved in the Shh-Ptch sig-
nalling pathway (Shh, Ptch, Gli-1), those involvedVIHB formation (Otx-2, Gbx-2, Fgf-
8, Wnt-1, Lmx1b, Spry-2, En-1) as well as forebréiB+-1,) and hindbrain (Krox-20)
marker genes. Results showed a quite heterogexpusssion pattern. While some genes
were highly overexpressed (Shh, Ptch, Gli-1) theression of other genes was completely
missing (Fgf-8, Krox-20, Gbx-2, Spry-2). To compéne gene expression in P{cimice
with the gene expression pattern in adult medulistolmas northern blot analysis was car-
ried out with probes that were developed and usethg in-situ hybridization experi-
ments. The results obtained with northern blot gsislconfirmed overexpression of Otx-2
in medulloblastomas.

The results obtained with hybridisation, light-f&ron microscopy and northern blot
analysis show a very heterogeneous pattern of lfeielopment in Pt¢h mice. Some
results indicate aplasia of the cerebellum, whileess show at least some kind of cerebel-
lar tissue. Overall the impact of absence of Ptcthne@ MHB resulted in the complete dis-
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ruption of gene expression patterns along the deestral and antero-posterior axis. This
might either be the direct effect of Ptch or thsuteof an interaction of Ptch with other
unknown signalling molecules, which interfere witie dorso-ventral and antero-posterior
patterning at the MHB and brain formation. Examimatof gene expression in medul-
loblastomas showed no new gene expression pattércdnfirmed already known pat-
terns. Overall a direct causality of Ptch dysfumetand medulloblasoma formation seems
likely, but cannot be proved by this thesis. Howeftch has a huge even though complex
influence in correct dorso-ventral and antero-piust&ene expression pattern on the neu-
ral tube.
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9. Anhang

9.1. Abkirzungen

ul

KM
DIG
DNA
dpc
DR Wasser
EDTA
EtOH
FA
HCI
IsO
LiCl

M
MeOH
MgCl
MHB
min

ml

mM
NaAc
NacCl
PBS
RNA
rpm
SDS
SSC
TBS
WMISH

Mikroliter
Mikromolar
Digoxigenin
Desoxyribonukleinsaure
days post coitus

DNase, RNase freies Wasser
Ethylendiamintetraacetat
Ethanol
Formamid
Salzsaure
isthmic organizer
Lithiumchlorid
Molar

Methanol
Magnesiumchlorid
Midbrain hindbrain boundary
Minute(n)
Milliliter
Millimolar

Natriumacetat
Natriumchlorid

Phosphate Buffered Saline
Ribonukleinsaure
rounds per minute

Sodium Dodecyl Sulfate
Sodium Saturated Chloride
Tris Buffered Saline

whole mounin-situ hybridization
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9.2. BF-1 Sequenz

1

61

121

181

241

301

361

421

481

941

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

aaaaaacgga
tccaggatga
ggagtgcecg
gaagcgagac
gtgctccecc
cgcacccacc
gccgegggcec
aactgcgctg
ctccgaaccc
gccgecgecc
gattcccaag
ccaccacgcg
ccaccaccac
gcagcagcag
cgacgacaag
ggctgacgca
cgggccggac
cgagggeggc
gaagccgccg
gcgcctgacg
gaacaagcag
gaaggtaccg
gagcgacgac
tcgggccaag
ggaccgcgcc
cgccageagce
ctacagctcc
cgggctgagt
ggccgetgeg
ctcectcaac
cgtcecgeac

ctcctctacg

agtagacgcc

tcgatcgcgg

cactcatatt

ctaccggctt

aggagacaac tgccaccggg

ggagggagaacacgtgtt

ggggcagctc
gctcagecge
gcaggaagct
ctgccggage
gctggtcgec
cccgacgcect
tcctegttca
agccacggcc
cacccgecge
ccgecccccg

ggtcceccage

tccgeccgec
cccegcetege
cttttgctac
gctcagtgcc
cgccgcegcetg
gggtgatgct
gcatcaacag
accacaacag
cgcccgegec
ccccgeagec

cgctectgct

acctgcttta

ttcttcaatg céeamy tgaaaatatt

ccagtactgc aatmyy aagaggaggt

tcacccgcgagegpa  ctctgggagt

tttcgggact  gtttgggtct

cgcccgegtgggaggge  ctccacagaa

cgccctcagegettcac  ageccgagctc
atgccttgcc gcaggag cctgeggtec

gcctecegcetg getmmre  ccgegeccca
ctgcceeect gtgoege  cgecgecgec
ggacatgggagamdag aggtgaaaat

cctggtcece gegatge
ccaccaccotatceag

agaacgacaa
atcatcatca
ccagccgectegecac

cccgeaggeggougee
ccecgecctecgeentgg

cccagcagea
cagcagccga

acggggccaa

cttggagcca aaggcgagcc  gggcggegggceggage tggegeeegt
gagaaggag@aggcgcgggcgcecgggggg gaggagaagaaaggggcggg
aaggacgg@mgggggcaaggagggcgacaagaagaacg gcaagtacga

ttcagctaca  acgcgctcat tgatggcc atcaggcaga gtcccgagaa
ctcaatggca tctatgagtt  catcatgaagttcemt actaccgcga
ggctggcaga actccatccg aecaty tccctcaaca — agtgetyt
cgccactacg acgacccggg caagggcaiggatgc  tcgacccgte
gtgttcatcg  gcggcacgac cggcaagc@pgamyct ccaccacgtc
ctggccttta  agcgcggggegectcace  tccaccggec  tcaccttcat
ggctccetct  actggeccat  gtcgeccttegtcattge  accacccecg
actttgagtt ~ acaacgggac cacgtcggecccémicc  accccatgcec
gtgttgactc  aaaactcgct gggcaacaatccttet — ccaccgccaa
gtggaccggc tggtcaacgg ggagatccagcdacgc accacctcac
ctcgccgect  cggtgecctg  cggcectgtcggeogtgct ccgggaccta
ccctgetccg  tcaacctget  cgcgggecatpgitact  ttttccccca
ccgtcaatga cttcgcagac —cagcacgtgagaaiccc  gggccgegte
tcgccgcagg ccccctcgac  cctgecctgtgtctaa gaccctcttt
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1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881

gccaagtttt

ttacacac
aagcccccce
cacggtgtgg
ggacgtcaaa
acctgacaag
catggagcta
aaatgttaaa
tggccattta
tagaccaaag
caaacaaacg
aaggacaaaa
ctaacaggtc
aggtaaacct
gttaatgttg

Cttacaaaaa

acgacaggac tgtccggggg —actgtctgatittcagac — atcaaaat
atacatta  acatccgg
atttgcatty  taaatgataa ttaaaaaaat aagiccatjtfttatt
tccccatttc  tgtacgtttg  ttcagtcttt ggempttt  actattctaa
agtgtcagcg aggtgcaatg tgggagaattgtacma  tataaggttt
ttatagtaga  atgtgtatct  aaatagtgactttgega  tttcattcaa
tctatctcaa  caggctgcca gatttccatggcatgat  tataagttat
tctggtggac  gcaggcectty agaacaac@ttatgaa — gagagtttta
ttgtaattty ~ tatttaagaa  tttgtagtaa gtgemraa ggaattatat
ttgttttgtc ~ cttttctita ~ aagaactgtt tttdcttt  tgtttacttt
attggattct  agcaaatgca cttggtata@gtati@aa  aacaagtaaa
aaaaaggaag gttgtttagt  tggcaacactattgaa ttgaatccga
ttaaggattg  ccttcagttt ~ gtgttgtgtatttcgatg  tatgtggtca
acttttattt tttctaaatg tagtgaaat@atdtcta ttgtacttat
tgcaaatatg taacctgtgt  tgcgcaaatgcatcaat ttgagtgatt
tcttaaaatt  tcttgattgt  gatactgtggatatgccc  gtgtttgtca

tgtttactat gaacacacag aaataaacggctaaat tcat

Gezeigt ist die Sequenz von BF-1 (Li et al, 199%)ie Vorwartsprimer sind mit roter Schrift, die Rick -
wartsprimer mit blauer Schrift dargestellt: F1, F2, R2, R1 (von vorne nach hinten).

9.3. Lmx1b Sequenz

1

61

gtgctgetgg

121

tccgaccgct

181

gcggcatgtc

241

aaacaagact

301

cctaccgagt

361

tgtgtgtgcg

421

ctgtgcaagg

481

tctgactctg

541

agccagagta

601

accatcctca

661

ccctgtcgga

721

caggtctggt

agttggacg gcatcaagat g@gmagcacgcccttcgee  ccgggeccgeaccetgggg

gctccgactg  cccgcatcce  gecgtctgeg @ggga geggeccatce
tcctgatgcg  agtcaacgag tcgtcctgge agaemtg tttgcagtge
agcaagccct caccaccagc tijctac gggatcggaaactgtactg

accaacagct cttcgcggca aagtgcagggatgga gaagatcgceg

tcgtcatgcg  ggcgctggamgtgtace  acttgggctg  tttctgetge
agaggcaact gcgcaagggrgagttcg tgctcaagga gggccagctg
gtgactatga gaaggagagaactgctca gctccgtgag cccggacgag
tgaagagtga ggatgaagat ggagacatgaggagaaggggcagggc
aaggcagtggatgacggg aaagacccggaaggcccaaacggecccga
ccacacaggtgaagagct ttcaaggcat cctttgaggt ctcctccaag
aggtccgaggacattggca gcagagacagrctcagegt  gegtgtggte
ttcagaacca aagagcaaigaagaagc tggcccggagcaccagcaa
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781 | cagcaggag@gcagaactc ccagcggctg ggccaagdipggtcaag — ccgcatggag

841 | ggcatgatgg cctcctacac cgcgetggec cctccgcagaagatmt  ggccatggag

901 | cagagcccct acggaagcagaccccttc  caacagggctcacgecgec  ccaaatgeca

961 | gggaacgactccatcttcca cgatadl cctcagcgac

1021|tgcttcctcg  getcttccga  cgtgggetce  ctgcaggege  geaigggecccattgac

1081 cggctcta gcctcctga

Sequenz fir Imx1b (Chen et al., 1998). Die Vorwansimer sind mit roter Schrift, die Ruckwartspri-
mer mit blauer Schrift dargestellit.

9.4. Primer Sequenzen

Name | ID- OD |Tm |[MW |Sequenz
No. 260

LMXF1 34641 259,659.8 7260,0 5-TGT TGG ACG GCA TCA AGATGG A-3
LMXF2 34642 248,058.9 7590,0 5’-TTC CGG GAT CGG AAA CTG TAC TG-3’
LMXR1 34643 258,052,2 7260,0 5’-AAA GTA GGA GCT CTG CAT GGA G-3'
LMXR2 34644 268,053,9 7920,0 5-CTG GTG AGG GAG GTATCA CTATCA-3
BF1-F1 34645 227,058,3 7260,0 5’-TTC AGC TAC AAC GCG CTC ATC A-3’
BF1-F2 34656 243,057,5 7920,0 5-AAC CTG TCC CTC AAC AAG TGC TTC-3'
BF1-R1 34647 242,055,3 7920,0 5-AAC GTT CAC TTA CAG TCT GGT CCC-3'
BF1-R2 34646 280,058,5 7920,0 5-TAA AGG GTT GGA AGA AGA CCC CTG-3

MW (Molekulargewicht) ist in g (Gramm) angegeben
OD 260 gilt fur 1umol/ml
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9.5. Restriktionsenzyme

Sonde Restriktionsenzym RNA Polymerase Temperatur- | Vektor
optimum
BF-1 Xhol Sp6 antisense 37°C pCR I
DII-1 Hindlll T3 antisense 37°C pBSIISK
En-1 Hindlll T7 antisense 37°C
En-2 Clal T7 antisense 37°C
FGF-8 Pstl T7 antisense 37°C
Gbx-2 Hindlll T7 antisense 37°C Bluescriptll-SK
Gli1 BamHI T3 antisense 37°C pCR I
Krox-20 BamHI T3 antisense 37°C
Lim_Dral Not I Sp6 antisense 37°C pCR I
Imx1b Xhol Sp6 antisense 37°C pCR I
Otx-2 EcoRl Sp6 antisense 37°C
ptch Not | Sp6 antisense 37°C pCR I
shh Hindlll T3 antisense 37°C Bluescriptll-SK
Spo Xhol T7 antisense 37°C pCR I
spry-2 Xhol Sp6 antisense 37°C pCR I
wnt-1 Hindlll T7 antisense 37°C
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August 1999 Arztliche Vorprifung
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Klinische Tatigkeit
Pflegepraktikum
Dezember 1996
Méarz/April 1998
April 1998

Famulatur
April 2001

August 2001
September 2001
Marz 2002

April 2002

Praktisches Jahr
April/Mai 2003
Juni/Juli 2003
August/Sep 2003
Oktober/Nov 2003

Dezember 2003
bis Marz 2004
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August 2004 bis
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Seit Januar 2006

Emergency Medicine, Bamenda Hospital, Bamenda,eCaon
HNO, Klinikum Rechts der Isar, Minchen, Germany
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Minchen, Germany
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Anaesthesia, Maroondah Hospital, Melbourne, Aslistr

Infectious Diseases, University Teaching Hospltakaka, Zambia
Hamatoonkologie, Klinikum Rechts der Isar, Muntla&ermany
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2000 bis 2007 Univ.-Prof. Dr. med. H. Hofler, Institut fir Allgeeine Pathologie
und Pathologische Anatomie, Klinikum Rechts derr,I34J Min-
chen
PD Dr. med. habil. Dr. med. M. Atkinson PhD, Prbi.. med. H.
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Mitglied der VIB, Verein und Mailingliste fir Vogeeobachter im bayeri-
schen Raum

1989 bis 1998und Naturschutz in Bayern e.V.
Mitglied in der bestehenden Jugendgruppe und ireav@rband Vaterstetten

1991 bis 199®eutsches Rotes Kreuz DRK und Jugendrotkreuz JRK
Mitglied im DRK, Leiter einer Jugendgruppe im JRKachlehrgang Sani-
tatsdienst und Fachlehrgang Rettungsdienst erfolgabgeschlossen; Mit-
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Gymnasium Vaterstetten

1993 bis 200Deutsche Pfadfinderschaft Sankt Georg DPSG
Mitglied seit 1993 in der DPSG Stamm Columbus, Ndekoh, Bezirk
Munchen-Ost, Leiter seit 1994, Gruppenleiter fivalflings-, eine Jung-
pfadfinder-, eine Pfadfinder und eine Rovergrupgerstand Stamm Co-
lumbus 2003 bis 2004
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