Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Expression von GsxI/2 im embryonalen Riickenmark der Maus

Die beiden Gene Gsx/ und Gsx2 kodieren fiir Homdobox-Transkriptionsfaktoren und
werden wiéhrend der Embryonalentwicklung der Maus im dorsalen Riickenmark
exprimiert. Die Expression von Gsx/ und Gsx2 in der Ventrikularzone der Alarplatte
erfolgt sowohl wihrend der frithen Phase der Neurogenese um das Embryonalstadium
E10.5 als auch wihrend der spiten Neurogenesephase um EI12.5 in weitgehend
iiberlappenden Expressionsmustern (Kriks et al., 2005; Mizuguchi et al., 2006). Mit
Hilfe von in situ-Hybridisierungen erkennt man, dass sich die Expressionsmuster von

Gsxl und Gsx2 am Tag E10.5 noch stark unterscheiden (Abb. 3.1 A,B), allerdings
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Abb. 3.1: GsxI und Gsx2 werden in dorsalen Vorliauferzellen exprimiert, aus denen dI3-, dI4-, dI5-,
dILA- und dILB-Neurone entstehen. /n situ-Hybridisierungen auf Wildtyp-Embryonen mit Sonden, die
spezifisch fir Gsx/ (A,C) bzw. Gsx2 (B,D) sind. (A,B) Am Tag E10.5 werden Gsx/ und Gsx2 in
aneinandergrenzenden Expressionsdoménen in der Ventrikularzone des dorsalen Riickenmarks
exprimiert. (C,D) Am Tag E12.5 iiberlappen die Expressionsdoménen von Gsx/ und Gsx2 im dorsalen
Riickenmark weitgehend, wobei die Expressionsdoméne von Gsx2 dorsal etwas weiter ausgedehnt ist. (E-
H) Immunhistologische Analyse der Expression von GsxI/2 (rot), Ascll, LbxI, TIx3 und Lhx1/5 (alle
griin) am Tag E10.5. Einige der GsxI/2-positiven Vorlduferzellen exprimieren auch Asc/l/ (E). In
postmitotischen Lbx1+ dI4- und dI5-Interneuronen werden GsxI/2 kaum noch exprimiert (F). Aus den
Gsx1/2-positiven Vorlduferzellen entstehen die frith geborenen dI3-, dI4- und dI5-Neurone, die mit
Antikorpern gegen TIx3 und Lhx1/5 gefarbt wurden (G,H). (I,J) Immunhistologische Analyse der
Expression von Gsx1/2 (rot), Lhx1/5 und Tlx3 (beide griin) am Tag E12.5. Sowohl die spdt geborenen
Lhx1/5+ dILA-Neurone (I) also auch die TIx3+ dILB-Neurone (J) entstthen aus Gsx1/2+
Vorlduferzellen. Die vergroBerten Ausschnitte in (I) und (J) verdeutlichen die voriibergehende
Koexpression von GsxI/2 mit TIx3, wihrend Gshl/2 und Lhx1/5 nicht koexprimiert werden. Mafistab:
100 pm.
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expandiert die Expression von Gsx2 zwischen E10.5 und E11 bis zur ventralen Grenze
der GsxI-Expressionsdoméine, so dass die Expressionsdominen der beiden Gene E11
weitgehend iibereinstimmen (Daten nicht gezeigt). Die immunhistologische
Expressionsanalyse mit einem Antikorper, der sowohl Gsx1 als auch Gsx2 erkennt,
verdeutlichte, dass die Expressionsdoméne von Gsx//2 mit der Expressionsdoméne von
Ascll weitgehend tiibereinstimmt (Abb. 3.1 E). Immunhistologische Analysen mit
Antikorpern gegen die postmitotisch exprimierten Transkriptionsfaktoren Lbx1, TIx3
und Lhx1/5 am Tag E10.5 zeigten, dass wéhrend der frithen Neurogenesephase dI3-,
dI4- und dI5-Interneurone aus Gsx1/2-positiven Vorlduferzellen hervorgehen (Abb. 3.1
F-H). Der GrofBteil der Interneurone, die in der weiteren Entwicklung das dorsale Horn
des Riickenmarks bilden, wird allerdings erst in der zweiten Phase der Neurogenese um
E12.5 geboren (Gross et al., 2002; Miiller et al., 2002). Die Analyse von Embryonen am
Tag E12.5 mittels in situ-Hybridisierung verdeutlichte die fast vollstindig
iiberlappenden  Expressionsdoménen von Gsx/ und Gsx2 in  diesem
Entwicklungsstadium. Allerdings ist die Expressionsdoméne von Gsx2 im Vergleich zu
Gsx1 dorsal weiter ausgedehnt (Abb. 3.1 C,D). Schnitte durch das Riickenmark von
E12.5 Embryonen wurden mit Antikorpern gegen Gsx1/2 und die Proteine Lhx1/5 und
T1x3, die spezifisch in postmitotischen dILA- bzw. dILB-Neuronen gebildet werden,
immunhistologisch gefarbt. Sdmtliche dILA- und dILB-Neurone, die in einem Salz-
und-Pfeffer-Muster gebildet werden, entstammen einer gro3en Vorlduferdoméne, in der
Gsx1/2 exprimiert werden (Abb. 3.1 [,J). Gsx1/2 werden nur voriibergehend mit dem
postmitotisch exprimierten Marker TIx3 koexprimiert, da die Expression von Gsx1/2 in
diesen Neuronen rasch abgeschaltet wird (sieche Vergroerung in Abb. 3.1 J). Dagegen
werden Gsx1/2 zu keinem Zeitpunkt mit Lhx1/5 koexprimiert (sieche Vergroferung in

Abb. 3.11).

3.2 Verlust von dILB-Interneuronen in Gsx1/2-doppelt mutanten Embryonen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Mausstimme analysiert und fiir eine
genomweite Expressionsanalyse genutzt, in denen die Gene Gsx/ bzw. Gsx2 durch
homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) mutiert wurden (L1
et al., 1996; Szucsik et al., 1997). Durch die Verpaarung Gsx1/2-doppelt heterozygoter
Tiere wurden Gsx1/2-doppelt homozygote Embryonen erhalten. Diese Méause wiesen
eine Fehlspezifizierung der spit geborenen Interneurone des dorsalen Riickenmarks auf.

Immunhistologische Firbungen auf Gewebeschnitten von Wildtyp-Embryonen des
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F

Abb. 3.2: Fehlspezifizierung von dILB-Neuronen in Gsx1/2" ~Embryonen. (A-D) Immunhistologische
Analyse von dILA- und dILB-Neuronen im Riickenmark von E12.5 Embryonen mit Antikérpern gegen
Lbx1 (rot), Pax2 (griin) und TIx3 (griin). (A,B) Im dorsalen Riickenmark von Wildtyp-Embryonen
entstehen Lbx1+/Pax2+ dILA-Neurone (A) und Lbx1+/Tlx3+ dILB-Neurone (B) in einem Salz-und-
Pfeffer-Muster. (C,D) In Gsx//2”-Embryonen entstanden vermehrt Lbx1+/Pax2+ dILA-Neurone (C),
aber keine Lbx1+/TIx3+ dILB-Neurone (D). Die vergroBerten Ausschnitte verdeutlichen die
Koexpression von LbxI mit Pax2 oder Tlx3. (E-H) In situ-Hybridisierungen auf Riickenmarksschnitten
von E12.5 Embryonen mit spezifischen Sonden gegen Gadl (E,G) bzw. vGluT2 (F,H). Im dorsalen
Riickenmark von Gsx1/2”-Embryonen wurden im Vergleich zu Wildtyp-Embryonen vermehrt GadI-
exprimierende inhibitorische Neurone (E,G) und weniger vGluT2-exprimierende exzitatorische Neurone
nachgewiesen (F,H). MaBstab: 100 um.

Stadiums E12.5 verdeutlichten die Entstehung von dILA- und dILB-Interneuronen in
einem Salz-und-Pfeffer-Muster (Abb. 3.2 A,B und Gross et al., 2002; Miiller et al.,
2002). Im dorsalen Riickenmark Gsx//2-doppelt mutanter Embryonen wurden keine
Tlx3+ dILB-Interneurone gebildet (Abb. 3.2 D). Sadmtliche zu diesem Zeitpunkt
geborenen Interneurone exprimierten stattdessen Lbx1l zusammen mit Pax2 und
entsprachen somit dILA-Interneuronen (Abb. 3.2 C). In Gsx//2-mutanten Embryonen
findet somit eine Fehlspezifizierung aller dILB- zu dILA-Interneuronen statt (siche auch
Mizuguchi et al., 2006). Um die Anzahl der spit geborenen dILA- und dILB-Neurone
zu quantifizieren, wurde 24 Stunden vor der Pridparation der Embryonen am Tag E12.5
BrdU in das trichtige Muttertier injiziert. In Wildtyp-Embryonen konnten insgesamt
252 = 49 BrdU+/Lbx1l+ Neurone nachgewiesen werden. Davon waren 81 = 22
BrdU+/Pax2+ dILA-Neurone und 131 *= 24 BrdU+/TIx3+ dILB-Neurone. In Gsx1/2-
mutanten Embryonen konnten insgesamt nur 186 + 47 BrdU+/Lbxl+ Neurone

nachgewiesen werden. Davon waren 145 + 29 BrdU+/Pax2+ dILA-Neurone. Zusétzlich
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zur Fehlspezifizierung von dILB-Neuronen ist in diesen Tieren demnach auch die

generelle Neurogenese, allerdings nur leicht, beeintrichtigt.

Cheng und Kollegen (2004) konnten zeigen, dass sich dorsale dILA- und dILB-
Interneurone auch beziiglich des gebildeten Neurotransmitters unterscheiden. dILA-
Interneurone benutzen den Neurotransmitter GABA und sind somit inhibitorische
Neurone, wihrend dILB-Interneurone den Neurotransmitter Glutamat benutzen und
exzitatorisch sind. Mit Hilfe von in situ-Hybridisierungen konnte die Verteilung von
GABAergen und glutamatergen Neuronen beobachtet werden (Abb. 3.2 E-H).
GABAerge Neurone wurden mit einer spezifischen Sonde gegen das Gen Glutamat
Decarboxylase 1 (glutamic acid decarboxylase 1, Gadl) nachgewiesen. Gadl
katalysiert die Decarboxylierungsreaktion der Aminosdure Glutamat und vollzieht somit
den entscheidenden Schritt im Stoffwechselweg der GABA-Synthese. Glutamaterge
Neurone wurden dagegen mit einer spezifischen Sonde gegen das Gen des vesikuldren
Glutamattransporters vGluT2 angefarbt, der in glutamatergen Neuronen exprimiert
wird. In Wildtyp-Embryonen werden beide Gene in etwa gleichem Malle exprimiert
(Abb. 3.2 E,F). In Gsx//2-mutanten Embryonen war die Gadl-Expression in Neuronen
des dorsalen Riickenmarks im Vergleich zu Wildtyp-Embryonen deutlich verstérkt
(Abb. 3.2 G), die Expression von vGluT2 dagegen stark vermindert (Abb. 3.2 H). Diese
Analysen verdeutlichen, dass der Verlust von dILB-Interneuronen in Gsx//2-mutanten
Embryonen ebenfalls zum Verlust exzitatorischer Neurone und zur vermehrten Bildung

inhibitorischer Neurone fiihrt.

Der Verlust von exzitatorischen dILB-Neuronen in Gsx//2-mutanten Embryonen war
nicht nur am Tag E12.5, wenn die spidt geborenen Neurone entstehen, zu erkennen,
sondern konnte liber den gesamten Entwicklungszeitraum des dorsalen Riickenmarks
bis zum Tag E18.5 nachgewiesen werden. Am Tag E18.5 exprimierte nur noch ein Teil
der dILA- und dILB-Neurone den Transkriptionsfaktor Lbx/. dILA- und dILB-
Neurone konnten aber weiterhin durch die Expression der Transkriptionsfaktoren Pax2
bzw. TIx3 nachgewiesen werden (Abb. 3.3). Die Anzahl der Pax2+ inhibitorischen
dILA-Neurone war in Gsx//2-mutanten Embryonen im Vergleich zu Kontrolltieren
weiterhin erhoht (Abb. 3.3 A,B). So konnten im dorsalen Horn von Wildtyp-Embryonen
263 = 8 Pax2+ Neurone nachgewiesen werden, wahrend die Anzahl in Gsx//2-mutanten

Embryonen bei 386 + 38 lag. Dagegen konnten in Gsx//2-mutanten Embryonen nur
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Abb. 3.3: Austausch von exzitato-
rischen gegen inhibitorische
Neurone im dorsalen Horn von
E18.5 Gsx1/2”-Embryonen. (A-
D) Immunhistologische Analyse
von Pax2+ dILA- und Tlx3+ dILB-
Neuronen im Riickenmark von
E18.5 Embryonen mit Antikérpern
gegen Lbx1 (rot), Pax2 (griin) und
TIx3 (griin). Im dorsalen Horn von
Gsx1/2-mutanten Embryonen konn-
ten im Vergleich zu Kontrolltieren
vermehrt Pax2+ dILA-Neurone
(A,B), aber keine TIx3+ dILB-
Neuronen nachgewiesen werden
(C,D). (E-H) Nachweis von
inhibitorischen und exzitatorischen
Neuronen durch in situ-Hybridi-
sierungen mit spezifischen Sonden
gegen Gadl (E,F) bzw. vGluT2
(G,H). Im dorsalen Horn von
Gsx1/2”-Embryonen  war  die
Expression von Gadl im Vergleich
zu Kontrolltieren verstirkt (E,F),
die Expression von vGluT2 war
dagegen nicht vorhanden (G,H).
Mafstab: 100 pm.
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wenige exzitatorische dILB-Neurone nachgewiesen werden (Abb. 3.3 C,D). Wéhrend
sich in Wildtyp-Embryonen 273 = 16 TIx3+ dILB-Neurone befanden, konnten in
Gsx1/2-mutanten Embryonen nur 3 + 2 TlIx3+ dILB-Neurone nachgewiesen werden.
Auch der direkte Nachweis von inhibitorischen und exzitatorischen Neuronen durch in
situ-Hybridisierungen mit Sonden gegen Gadl und vGluT?2 ergab, dass sich im dorsalen
Horn der GsxI/2-mutanten Embryonen vermehrt inhibitorische Neurone befanden (Abb.
3.3 E,F), wihrend keine exzitatorischen Neurone nachgewiesen werden konnten (Abb.
3.3 G,H). Dies verdeutlicht, dass die Fehlspezifizierung von dILB- zu dILA-Neuronen
in Gsx1/2-mutanten Embryonen am Tag E12.5 wihrend spiterer Entwicklungsphasen
nicht mehr kompensiert werden kann und somit auch den Aufbau des dorsalen Horns

am Tag E18.5 entscheidend beeinflusst.

3.3 Genomweite Genexpressionsanalyse des dorsalen Riickenmarks von Gsx1/2-

doppelt mutanten Embryonen

Das Ziel dieser Untersuchungen war die Identifizierung und Charakterisierung von
Genen, die eine entscheidende Funktion fiir den korrekten Ablauf der Differenzierung
inhibitorischer dILA-Neurone besitzen. Zur Identifizierung solcher Gene stellen
Gsx1/2-doppelt mutante Embryonen ein gutes Modellsystem dar, da im Riickenmark
dieser Tiere nur einer der beiden Neuronentypen, ndmlich dILA, entsteht. Gene, die
spezifisch in dILA-Zellen exprimiert werden und somit moglicherweise eine dILA-
spezifische Funktion in der neuronalen Differenzierung besitzen, sollten im dorsalen
Riickenmark dieser Embryonen verstarkt exprimiert werden. Andererseits sollten dILB-
spezifisch exprimierte Gene, die eine Funktion in der neuronalen Differenzierung der
dILB-Neurone besitzen konnten, in Gsx//2-mutanten Embryonen schwicher als in

Kontrolltieren exprimiert sein.

Daher habe ich eine genomweite Expressionsanalyse von  dorsalem
Riickenmarksgewebe Gsx//2-mutanter Embryonen mit Hilfe von Affymetrix-
Microarrays durchgefiihrt, und die Expressionsdaten von Gsx//2-mutanten Embryonen
und Wildtyp-Kontrolltieren verglichen. Ich habe das Riickenmark aus Kontroll- und
Gsx1/2-doppelt mutanten Embryonen herauspripariert, die Hirnhdute (Meningen)
entfernt und den dorsalen Teil des Riickenmarks vom ventralen Teil getrennt. Aus dem

dorsalen Riickenmarksgewebe wurde RNA isoliert und die RNA von mindestens fiinf
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Embryonen wurde zu einem Ansatz vereinigt. Darauf wurde die mRNA mit Hilfe von
Oligo-dT Primern in cDNA umgeschrieben. Die cDNA wurde als Grundlage fiir die
Herstellung von Biotin-markierter cRNA benutzt, und anschlieBend die cRNA
fragmentiert und mit Microarrays hybridisiert. Die Signalintensititen der hybridisierten
cRNA-Fragmente ergaben die Expressionsstirken der auf den Microarrays
reprasentierten Transkripte. Gene wurden dabei als differenziell exprimiert betrachtet,
wenn ihr Transkriptionsniveau in Gsx1/2” -Tieren im Vergleich zu Wildtypen
signifikant verdndert war (p < 0,05). Die Expressionsanalyse wurde an drei
verschiedenen Embryonalstadien (E12.5, E14.5 und E18.5) durchgefiihrt, um Gene
identifizieren zu konnen, die wéhrend verschiedener Phasen der Differenzierung von

Neuronen des dorsalen Riickenmarks differenziell exprimiert werden.

Der grofite Teil der im dorsalen Riickenmark exprimierten Gene wurde in Gsx1/2-
mutanten Embryonen und in Kontrolltieren mit einer dhnlichen Intensitdt exprimiert
(Daten nicht gezeigt). Diese Gene werden also wahrscheinlich sowohl wihrend der
Differenzierung inhibitorischer als auch exzitatorischer Neurone ausgeprégt. Allerdings
konnte durch die Expressionsanalyse auch eine grofle Anzahl von differenziell
exprimierten Genen identifiziert werden (sieche Abb. 3.4 und 3.6). Darunter befanden
sich Gene, die in Gsx1/2”-Tieren verstirkt exprimiert wurden und somit wahrscheinlich
spezifisch in dILA-Neuronen ausgeprigt sind. Eine zweite Gruppe von differenziell
exprimierten Genen zeigte in Gsx1/2”-Tieren ein im Vergleich zu Kontrolltieren
schwicheres Expressionsniveau, was auf eine spezifische Expression dieser Gene in

dILB-Neuronen hinweist.

Wegen der groflen Anzahl differenziell exprimierter Gene, die mit Hilfe der
Microarray-Expressionsanalyse identifiziert werden konnten, habe ich mich im weiteren
Verlauf der Analyse auf zwei Gruppen von Genen beschrinkt. Dies waren zum einen
Neuropeptide, von denen sowohl dILA- als auch dILB-spezifische Gene identifiziert
werden konnten (siehe 3.3.1). Auflerdem habe ich Transkriptionsfaktoren weitergehend
analysiert, die spezifisch in dILA-Neuronen exprimiert wurden (siche 3.3.2), da diese
Gene eine Funktion in der transkriptionellen Kontrolle der Differenzierung

inhibitorischer Interneurone des dorsalen Riickenmarks besitzen konnten.
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Die differenziell exprimierten Gene, die fiir Neuropeptide kodieren, wurden aufgrund
thres Expressionsniveaus in Gsx//2-mutanten Embryonen in zwei Kategorien aufgeteilt.
dILA-spezifisch exprimierte Neuropeptid-Gene zeigten eine verstirkte Expression in
Gsx1/2-mutanten Embryonen und wurden als Kategorie A-Neuropeptide definiert.
dILB-spezifisch exprimierte Neuropeptid-Gene mit einer geringeren Expressionsstirke
in GsxI/2-mutanten Embryonen wurden dagegen als Kategorie B-Neuropeptide

definiert.

3.3.1 Differenzielle Expression von Neuropeptiden im dorsalen Riickenmark

3.3.1.1 Identifizierung dILA-spezifisch exprimierter Kategorie A-Neuropeptide

Mehrere Gene, die fiir Neuropeptide kodieren, zeigten eine differenzielle Expression im
dorsalen Riickenmark Gsx//2-mutanter Embryonen. Die Signalintensititen der
Neuropeptide NPY, Nociceptin, Enkephalin und Dynorphin waren in GsxI/2-mutanten
Embryonen im Vergleich zu Wildtyp-Embryonen erhoht, was auf eine spezifische
Expression dieser Neuropeptid-Gene in inhibitorischen dILA-Neuronen hinweist (Abb.
3.4 A,B). Auch die Signalintensititen der beiden Gene Gadl und Sic32a (VGAT/Viaat),
die bekanntermaflen in inhibitorischen Neuronen exprimiert werden (Erlander et al.,
1991; Mclntire et al., 1997; Cheng et al., 2004), waren in Gsx1/2‘/‘-Embryonen m
Vergleich zu Wildtyp-Embryonen verstérkt (Abb. 3.4 A,B). Am Tag E18.5 wurden alle
identifizierten dILA-spezifischen Neuropeptide im dorsalen Riickenmark exprimiert,
der Beginn der Expression erfolgte allerdings zu unterschiedlichen Zeitpunkten der
Entwicklung. Deshalb konnten die Neuropeptide in Gruppen unterteilt werden, die
durch einen frithen oder spdten Beginn der Expression charakterisiert wurden. Die
Expression der Neuropeptide NPY und Nociceptin wurde wie die Expression von Gadl
schon am Tag E12.5 nachgewiesen (Abb. 3.4 A), wihrend die zwei Neuropeptide
Enkephalin und Dynorphin wie auch Slc32a erst ab Tag E18.5 exprimiert wurden (Abb.
3.4 B).
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Abb. 3.4: Im dorsalen Riickenmark von GsxI/2”-Embryonen differenziell exprimierte
Neuropeptid-Gene. Im dorsalen Riickenmark von Kontrolltieren und Gsx//2-mutanten Méusen
differenziell exprimierte Neuropeptide wurden mit Hilfe von Microarrays und quantitativer RT-PCR
identifiziert. Die identifizierten Gene wurden in Gruppen mit dhnlichen Expressionsprofilen eingeteilt
und ein reprisentatives Expressionsprofil jeder Gruppe ist links dargestellt. (A,B) Kategorie A-
Neuropeptide, die in GsxI/2”-Embryonen im Vergleich zu Kontrolltieren hohere Signalintensititen
zeigten und potenziell in inhibitorischen Neuronen exprimiert werden. (C,D) Kategorie B-Neuropeptide,
deren Signalintensititen in Gsx//2”-Embryonen geringer als in Kontrolltieren waren und potenziell in
exzitatorischen Neuronen exprimiert werden. Die identifizierten Gene der Kategorie A- und B-
Neuropeptide wurden zusétzlich in Untergruppen mit friihem bzw. spitem Beginn der Expression
eingeordnet (A,C bzw. B,D). Zum Vergleich enthalten die Gruppen auch Gene, die nicht fiir
Neuropeptide kodieren, aber deren Expression in inhibitorischen bzw. exzitatorischen Neuronen bekannt
ist. Die Einordnung des Neuropeptid-Gens Galanin erfolgte aufgrund von Expressionsdaten, die mit Hilfe
der quantitativen RT-PCR (qRT-PCR) gewonnen wurden. Die Fehlerbalken =zeigen die
Standardabweichung.
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Das Neuropeptid Galanin konnte mit Hilfe der Expressionsanalyse mittels Microarray-
Hybridisierungen nicht als differenziell exprimiertes Gen nachgewiesen werden. Zudem
war das Expressionsniveau von Galanin sowohl in Wildtyp- als auch in Gsx1/2-
mutanten Embryonen sehr gering. Dies widersprach fritheren Analysen, die eine
Expression von Galanin in GABAergen Neuronen des dorsalen Riickenmarks
nachgewiesen haben (Todd et al. 1992; Simmons et al., 1995). Deshalb habe ich die
Expression von Galanin zusétzlich durch quantitative RT-PCR untersucht. Fiir diese
Analyse wurde cDNA verwendet, die auch zur Herstellung von cRNA fiir die
Microarray-Expressionsanalyse diente. Die quantitative RT-PCR ergab eine Erh6hung
der Galanin-Expressionsstirke in Gsx//2-mutanten Embryonen im Vergleich zu
Wildtyp-Embryonen (Abb. 3.5). Das Expressionsniveau von Galanin war in Gsx1/2-
mutanten  Embryonen i1m  Vergleich zu  Kontrolltieren des  gleichen
Entwicklungsstadiums 2-fach (E12.5), 27-fach (E14.5) bzw. 15-fach (E18.5) erhoht.
Dies sprach fiir eine spezifische Expression von Galanin in inhibitorischen dILA-
Neuronen des dorsalen Riickenmarks. Da die Expressionsstirke von Galanin in
Wildtyp-Embryonen erst am Tag E18.5 stark anstieg, wurde Galanin den dILA-

spezifischen Neuropeptiden mit spitem Expressionsbeginn zugeordnet.

B Wildtyp B Gsx1/2 mutant
80 -

60 -

relatives Expressionsniveau
IaN
o

E12.5 E14.5 E18.5

o

Abb. 3.5: Differenzielle Expression des Neuropeptids Galanin. Es ist das relative Expressionsniveau
von Galanin im dorsalen Riickenmark der Entwicklungsstadien E12.5, E14.5 und E18.5 dargestellt, das
in Gewebe von Wildtyp- und Gsx//2-mutanten Embryonen mit Hilfe der quantitativen RT-PCR bestimmt
wurde. Die Expressionswerte von Galanin wurden auf die Expressionswerte von beta-Aktin normalisiert
und sind relativ. zum Expressionsniveau von EI2.5 Wildtyp-Embryonen dargestellt. Das
Expressionsniveau von Galanin steigert sich in Wildtyp-Embryonen vom Tag E12.5 bis E18.5 5-fach.
Das Expressionsniveau von Galanin lag in GsxI/2-mutanten Embryonen zu allen drei gemessenen
Zeitpunkten iiber dem Expressionsniveau der Wildtyp-Embryonen, was auf eine spezifische Expression
von Galanin in dILA-Neuronen hinweist. Das Expressionsniveau von Galanin in GsxI/2-mutanten
Embryonen war im Vergleich zu den Kontrolltieren 2-fach (E12.5), 27-fach (E14.5) bzw. 15-fach (E18.5)
erhoht.

47



Ergebnisse

3.3.1.2 Identifizierung dILB-spezifisch exprimierter Kategorie B-Neuropeptide

Gene, die fiir die Neuropeptide Cholecystokinin (Cck), Adcyapl (PACAP), Tachykininl,
Gastrin Releasing Peptide (GRP), Neurotensin, Somatostatin, Calcitonin und
Neuropeptid FF (NPFF) kodieren, wurden in Gsx//2-mutanten Embryonen schwécher
als in Kontrolltieren exprimiert, was auf eine spezifische Expression dieser Gene in
dILB-Neuronen hindeutet (Abb. 3.4 C,D). Das Gen Sicl7a6 (vGluT?2), das fiir einen
vesikuldren Glutamattransporter kodiert und von exzitatorischen Neuronen exprimiert
wird (Fremeau et al., 2001; Kaneko und Fujiyama, 2002), wurde in Gsx//2-mutanten
Embryonen ebenfalls in geringerer Menge als in Wildtyp-Embryonen exprimiert (Abb.
34 C). Die Expression der dILB-spezifischen Neuropeptide begann zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Riickenmarksentwicklung, was eine Unterteilung in
Neuropeptid-Gene mit frithem bzw. spitem Expressionsbeginn ermoglichte. Die Gene
Cck, PACAP, Tachykininl und GRP wurden wie das Gen vGluT2 ab Tag El14.5
exprimiert (Abb. 3.4 C), eine Expression der Gene Neurotensin, Somatostatin,
Calcitonin und NPFF konnte dagegen erst ab Tag E18.5 nachgewiesen werden (Abb.
3.4 D).

Mit Hilfe der genomweiten Expressionsanalyse konnten somit Neuropeptid-Gene
aufgrund ihrer spezifischen Expression in inhibitorischen bzw. exzitatorischen
Interneuronen in zwei Kategorien unterteilt werden. Die Neuropeptide NPY, Nociceptin,
Enkephalin, Dynorphin und Galanin, die von inhibitorischen dILA-Neuronen
exprimiert wurden, wurden als Kategorie A-Neuropeptide definiert, wiahrend die
Neuropeptide Cck, PACAP, Tachykininl, GRP, Neurotensin, Somatostatin, Calcitonin
und NPFF, die von exzitatorischen dILB-Neuronen exprimiert wurden, als Kategorie B-

Neuropeptide definiert wurden.

3.3.2 Identifizierung von Transkriptionsfaktoren, die spezifisch in dILA-

Neuronen exprimiert werden

Auch differenziell exprimierte Transkriptionsfaktoren konnten durch die Microarray-
Expressionsanalyse Gsx//2-mutanter Embryonen identifiziert werden (Abb. 3.6).
Aufgrund ihrer spezifischen Expression in dILA-Neuronen konnten diese

Transkriptionsfaktoren einen Einfluss auf die Entwicklung inhibitorischer Interneurone
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des dorsalen Riickenmarks haben und auch die Expression der zuvor identifizierten
Kategorie A-Neuropeptide kontrollieren. Unter den dILA-spezifischen Genen befanden
sich die Transkriptionsfaktoren Pax8, LhxI, Lhx5 und GbxI, deren Expression in
inhibitorischen Neuronen beschrieben war (Pillai et al., 2007; John et al., 2005). Der
ebenfalls identifizierte Transkriptionsfaktor Bhlhb5 ist zumindest vorwiegend in
inhibitorischen Neuronen exprimiert (Liu et al.,, 2007). Die Expression der
Transkriptionsfaktoren Neurodl, 2 und 6 im dorsalen Riickenmark wurde bisher noch
nicht genauer analysiert. Alle identifizierten Transkriptionsfaktoren wurden iiber den
gesamten Zeitraum der Differenzierung der dILA-Neurone von E12.5 bis E18.5
exprimiert, allerdings verdnderten sich die Expressionsstirken der Gene innerhalb
dieses Zeitraums. Dies ermdglichte eine Einteilung der dILA-spezifisch exprimierten
Transkriptionsfaktoren in frith bzw. spédt exprimierte Gene. Frith exprimierte
Transkriptionsfaktoren wie Pax8, Lhxl und Lhx5 zeigten schon zum Zeitpunkt E12.5
eine hohe Transkriptionsstirke, die sich dann im weiteren Verlauf der Entwicklung
abschwichte (Abb. 3.6 A), wihrend die Expressionsstirke spidt exprimierter
Transkriptionsfaktoren wie Neurodl, 2, 6, Bhlhb5 und GbxI zu Beginn der Entwicklung
noch anstieg und erst ab E14.5 wieder schwécher wurde (Abb. 3.6 B).

5 600f Gen Funktion Affymetrix ID
— L
@ Pax8 Transkriptionsfaktor 1418208 _at
% 400 Lhx1 Transkriptionsfaktor 1421951 _at
._é - \:: Lhx5 Transkriptionsfaktor 1420348 at
'c% | wt
O F25 E145 E185 ® Gsx1/2 mutant
Pax8 (1418208_at) A
T 2500 { Gen Funktion Affymetrix ID
D 5000 Neurod6 Transkriptionsfaktor ~ 1418047_at
ECB 1500 o Neurod1 Transkriptionsfaktor ~ 1426412_at
‘S 1000 e Neurod2 Transkriptionsfaktor ~ 1418995_at
S 500 Bhlhb5 Transkriptionsfaktor ~ 1418271_at
o Gbx1 Transkriptionsfaktor 1456760 _at
E12.5 E145 E18.5
Neurod6 (1418047 _at) B

Abb. 3.6: Spezifische Expression von Transkriptionsfaktoren in inhibitorischen dILA-Neuronen.
Im dorsalen Riickenmark von Kontrolltieren und Gsx//2-mutanten Méusen differenziell exprimierte
Transkriptionsfaktoren wurden mit Hilfe von Microarrays identifiziert. (A,B) Transkriptionsfaktoren, die
in Gsx1/2”-Embryonen im Vergleich zu Kontrolltieren hohere Signalintensititen zeigten und potenziell
in inhibitorischen dILA-Neuronen exprimiert werden. Die identifizierten Transkriptionsfaktoren wurden
aufgrund des zeitlichen Verlaufs des ermittelten Expressionsniveaus in Untergruppen eingeteilt, die frith
bzw. spit exprimierte Gene beinhalten (A bzw. B). Fiir beide Gruppe ist links ein repridsentatives
Expressionsprofil dargestellt. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung.
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3.4 Verifizierung der Expressionsdaten differenziell exprimierter Gene

Mit Hilfe der genomweiten Expressionsanalyse Gsx//2-mutanter Embryonen konnten
verschiedene Neuropeptide den inhibitorischen dILA- und exzitatorischen dILB-
Interneuronen zugeordnet werden. AuBBerdem konnten mehrere Transkriptionsfaktoren
identifiziert werden, die in dILA-Neuronen exprimiert werden und die Differenzierung
dieser Neurone kontrollieren konnten. Um diese Daten zu verifizieren, musste die
Expression der Neuropeptide und Transkriptionsfaktoren in inhibitorischen bzw.
exzitatorischen Interneuronen genauer charakterisiert und mit anderen Methoden
nachgewiesen werden. Dazu wurden nun in situ-Hybridisierungen und
immunhistologische Firbungen auf Gewebeschnitten von Wildtyp-Embryonen und
verschiedenen Mausmutanten, in denen inhibitorische bzw. exzitatorische Neurone

nicht gebildet werden, durchgefiihrt.

3.4.1 Verifizierung der Expression von Neuropeptid-Genen in inhibitorischen

bzw. exzitatorischen Neuronen

3.4.1.1 Verlust der Expression von Kategorie A-Neuropeptiden in P¢f1a-mutanten

Embryonen

Da in Gsx//2-mutanten Embryonen keine dILB-Neurone entstehen (siehe 3.2), kann die
dILB-spezifische Expression von Kategorie B-Neuropeptiden durch den Verlust der
Expression der Neuropeptid-Gene in diesen Embryonen direkt nachgewiesen werden.
Der Nachweis der dILA-spezifischen Expression von Kategorie A-Neuropeptid-Genen
durch eine verstirkte Expression in Gsx//2-mutanten Embryonen ist dagegen nur
indirekt. Deshalb wurden zur Verifizierung der dILA-spezifischen Expression von
Kategorie A-Neuropeptiden auch Pt¢fla-mutante Embryonen untersucht, in denen keine
dILA-Neurone und stattdessen vermehrt dILB-Neurone gebildet werden (Glasgow et
al., 2005). Der Nachweis der Expression erfolgte durch in situ-Hybridisierungen auf
Gewebeschnitten von EI18.5 Embryonen (Abb. 3.7). Die Fehlspezifizierung
inhibitorischer Neurone in Ptfla-mutanten Embryonen wurde durch in situ-
Hybridisierungen mit einer spezifischen Sonde gegen das Gen Gadl, das in
inhibitorischen Neuronen exprimiert wird, bestitigt (Abb. 3.7 P,Q). Im dorsalen Horn

Gsx1/2-mutanter Embryonen war die Gad-Expression dagegen verstédrkt (Abb. 3.7 R).
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wt Ptf1a™ Gsx1/2* wt Ptf1a” Gsx1/2*
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Abb. 3.7: Die Expression von Kategorie A-Neuropeptiden in inhibitorischen dILA-Neuronen. /n
situ-Hybridisierungen mit Sonden, die spezifisch fiir die Neuropeptide Dynorphin (A-C), Galanin (D-F),
NPY (G-I), Nociceptin (J-L) und Enkephalin (M-O) und Gadl (P-R) sind. Die Hybridisierungen erfolgten
auf Schnitten durch das Riickenmark von E18.5 Wildtyp-, Ptfla”- und Gsxl/2”-Embryonen. Die
Neuropeptide Dynorphin, Galanin und NPY werden vorwiegend im dorsalen Horn exprimiert, wéhrend
die beiden Neuropeptide Nociceptin und Enkephalin wie auch Gadl im gesamten Riickenmark exprimiert
werden. Die Anzahl aller Kategorie A-Neuropeptid+ und der Gadl+ Neurone war in Ptf]/a-mutanten
Embryonen deutlich reduziert, wahrend sie im dorsalen Horn Gsx//2-mutanter Embryonen erh6ht war.
MaBstab: 100 pm.

Die Expression der beiden Neuropeptide Dynorphin und Galanin beschriankt sich am
Tag E18.5 weitgehend auf das dorsale Horn des Riickenmarks (Abb. 3.7 A,D), wobei
sich Dynorphin+ Neurone iiberwiegend in den Schichten II und III befinden, wéhrend
Galanin+ Neurone sowohl in den Schichten II und III als auch in tieferen Schichten
(IV+V) vorkommen. Die Expression von Galanin war im Riickenmark P#f]a-mutanter
Embryonen stark vermindert (Abb. 3.7 E), widhrend Dynorphint+ Neurone nicht
vorhanden waren (Abb. 3.7 B). In Gsx1/2”"-Tieren war die Anzahl von Dynorphin+ und
Galanint+ Neuronen dagegen stark erhoht und Dynorphint+ und Galanint+ Neurone
waren vor allem vermehrt in den Schichten II und III des dorsalen Horns sichtbar (Abb.

3.7 C,F).
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Das Neuropeptid NPY wird in allen Schichten des dorsalen Horns, aber nicht im
ventralen Riickenmark exprimiert (Abb. 3.7 G), und in Ptf] a’ -Embryonen waren nur
wenige NPY+ Neurone zu erkennen (Abb. 3.7 H). Die Expression von NPY war in
Gsx1/2-mutanten Embryonen stark erhoht, und die verstdrkte Expression erstreckte sich

iiber sdmtliche Schichten des dorsalen Horns (Abb. 3.7 I).

Nociceptint und Enkephalin+ Neurone konnen durch in situ-Hybridisierungen im
gesamten Riickenmark von Wildtyp-Embryonen nachgewiesen werden. Dabei ist im
dorsalen Horn die Anzahl der Enkephalint+ Neurone weit geringer als die Anzahl der
Nociceptint+ Neurone (Abb. 3.7 J,M). Im dorsalen Horn Pt¢fIa-mutanter Embryonen war
die Anzahl sowohl der Nociceptin- als auch der Enkephalin-exprimierenden Neurone
stark reduziert (Abb. 3.7 K,N), in Gsx1/2”-Tieren dagegen vermehrt (Abb. 3.7 L,0).
Die starke Reduktion von Kategorie A-Neuropeptid+ Neuronen in Ptf/a-mutanten
Tieren zusammen mit ihrer vermehrten Anzahl in Gsx//2-mutanten Embryonen
verdeutlicht die priaferenzielle Expression dieser Neuropeptide in inhibitorischen dILA-
Neuronen. Trotz der unterschiedlichen Anzahl war die Lokalisierung der Neuropeptid+
Zellen in bestimmten Schichten des dorsalen Horns in Kontroll- und Gsx//2-mutanten
Embryonen dhnlich. Lediglich die Galanin+ Neurone schienen aus zwei verschiedenen
Populationen zu bestehen, wobei die Zellzahl der Galanin-Population in den Schichten
IT und III in GsxI/2-mutanten Embryonen anstiegt, wihrend sich die Anzahl der

Galanin+ Neurone in den Schichten IV und V nicht erhohte.

3.4.1.2 Verlust der Expression von Kategorie B-Neuropeptiden in Gsx1/2-

mutanten Embryonen

Die Expression von Kategorie B-Neuropeptiden in exzitatorischen Neuronen wurde
durch in situ-Hybridisierungen auf Gewebeschnitten von Wildtyp-, Ptfla- und Gsx1/2-
mutanten Embryonen nachgewiesen (Abb. 3.8). Das Neuropeptid Cck wird nur in der
dorsalen Halfte des Riickenmarks von Wildtyp-Embryonen exprimiert und ist
iberwiegend auf Schicht III beschrdankt (Abb. 3.8 A). In Ptfla-mutanten Embryonen
zeigte sich eine erhohte Anzahl von Cck+ Neuronen hauptsédchlich in Schicht III des
dorsalen Horns (Abb. 3.8 B), wohingegen Cck in Gsx1/2”-Tieren nicht exprimiert
wurde (Abb. 3.8 C). Tachykininl+ Neurone kénnen am Tag E18.5 nur in geringer

Anzahl im dorsalen Horn nachgewiesen werden, und verteilen sich vorwiegend auf die
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tieferen Schichten IV und V (Abb. 3.8 D). Die Anzahl der Tachykininl+ Neurone war
in Ptfla-mutanten Embryonen ebenfalls erhoht und blieb auf die Schichten IV und V
beschriankt (Abb. 3.8 E), wahrend die Expression von Tachykininl in Gsx//2-mutanten
Embryonen nicht vorhanden war (Abb. 3.8 F).

Die beiden Neuropeptide GRP und PACAP werden in Wildtyp-Tieren liberwiegend in
Schicht IT des dorsalen Horns exprimiert (Abb. 3.8 G,J). Die Anzahl der GRP+ Neurone
war in Ptfla-mutanten Embryonen deutlich erhoht, und die GRP+ Neurone waren auch
hier in Schicht II des dorsalen Horns lokalisiert (Abb. 3.8 H). Die Anzahl der PACAP+
Neurone war in Ptfla-mutanten Embryonen erhoht, wobei in den Ptfla-mutanten
Embryonen viele PACAP+ Neurone nicht nur in Schicht II, sondern auch in tieferen
Schichten nachgewiesen wurden (Abb. 3.8 K). Die Expression von GRP als auch von
PACAP war im Riickenmark von GsxI/2”-Tieren nicht vorhanden (Abb. 3.8 ILL). Die
vermehrte Anzahl von Kategorie B-Neuropeptid+ Neuronen in Ptf/a-mutanten
Embryonen und ihre starke Reduktion in Gsx//2-mutanten Embryonen zeigt, dass diese

Peptide priferenziell in exzitatorischen dILB-Neuronen exprimiert werden. Dabei sind

wt Ptf1a’- Gsx1/2" wt Ptf1a’- Gsx1/27-
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Abb. 3.8: Die Expression von Kategorie B-Neuropeptiden in exzitatorischen dILB-Neuronen. /n
situ-Hybridisierungen mit Sonden, die spezifisch fiir die Neuropeptide Cck (A,B), Tachykininl (C,D),
GRP (E,F) und PACAP (G.,H) sind, auf Schnitten durch das Riickenmark von E18.5 Wildtyp-, Ptfla™-
und Gsx1/2”-Embryonen. Die Neuropeptide Cck und Tachykininl werden in den Schichten III bzw. IV
und V, GRP und PACAP dagegen in Schicht II des dorsalen Horns exprimiert (A,D,G,J). Die Anzahl der
Neuropeptid+ Neurone war fiir alle Kategorie B-Neuropeptide in Pt¢fla-mutanten Embryonen deutlich
erh6ht (B,E,H,K). Die Expression von PACAP weitete sich in Ptfla-mutanten Embryonen auch auf
tiefere Schichten des dorsalen Horns aus (K). Die Expression der vier Kategorie B-Neuropeptide war in
Gsx1/2-mutanten Embryonen nicht vorhanden (C,F,I,.L). MaBstab: 100 pm
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diese Neurone in Kontroll- und in P#f/a-mutanten Embryonen &hnlich verteilt. Nur die
Verteilung von PACAP+ Neurone ist in Ptfla-mutanten Embryonen nicht auf Schicht I1

beschriankt, sondern auf das gesamte dorsale Horn ausgedehnt.

3.4.1.3 Immunhistologischer Nachweis der Expression von Kategorie A-

Neuropeptiden in inhibitorischen dILA-Interneuronen

Um die Expression von Kategorie A-Neuropeptiden weiter zu charakterisieren, wurden
Farbungen  fiir  Neuropeptide mit  immunhistologischen = Analysen  der
Transkriptionsfaktoren Pax2 (dILA) bzw. TIx3 (dILB) kombiniert (Abb. 3.9 A-O). Mit
einem Antikoérper gegen Prodynorphin, das Vorlduferpeptid des Neuropeptids
Dynorphin, konnten am Tag E18.5 Zellkorper und Neuriten von Neuronen des dorsalen
Horns angefirbt werden (Abb. 3.9 A-C). Alle Dynorphin+ Neurone koexprimierten
Pax2, sind also inhibitorisch (Abb. 3.9 A,B); Dynorphin+/TIx3+ Neurone konnten nicht
beobachtet werden (Abb. 3.9 C). Die iibrigen Kategorie A-Neuropeptide wurden mittels
in situ-Hybridisierungen nachgewiesen (Abb. 3.9 D-O). Die Mehrzahl der Galanin+
Neurone koexprimierte Pax2 (Abb. 3.9 D,E), widhrend keine Galanin+ Neurone
gefunden wurden, die auch TIx3 exprimierten (Abb. 3.9 F). Galanint+ Neurone bilden
daher eine Subpopulation der inhibitorischen dILA-Neurone. Die Expression der
Neuropeptid-Gene Nociceptin, NPY und Enkephalin war ebenfalls auf inhibitorische
dILA-Neurone beschrankt. Bis auf wenige Ausnahmen exprimierten sémtliche dorsale
Neurone, die mit Sonden fiir diese Neuropeptid-Gene angefarbt wurden, auch den
dILA-spezifischen Transkriptionsfaktor Pax2 (Abb. 3.9 GH,J,LK.M,N). Dagegen
konnten keine dorsalen Nociceptin+, NPY+ oder Enkephalin+ Neurone mit dem
Antikorper gegen den dILB-spezifischen Transkriptionsfaktor T1x3 angefdrbt werden
(Abb. 3.9 I,L,K). Diese Analysen auf zelluldrer Ebene verdeutlichten, dass Kategorie A-
Neuropeptide in Subpopulationen von inhibitorischen dILA-Interneuronen des dorsalen

Horns exprimiert werden.
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| TI3

Abb. 3.9: Koexpression von Kategorie A-Neuropeptiden mit Pax2. (A-C) Immunhistologische
Analyse des dorsalen Horns (E18.5) mit Antikdrpern gegen Dynorphin (rot), Pax2 (griin) und TIx3
(griin). Dynorphint+ Zellen koexprimieren den fiir inhibitorische Neurone spezifischen
Transkriptionsfaktor Pax2 (A,B), aber nicht den fiir exzitatorische Neurone spezifischen
Transkriptionsfaktor TIx3 (C). (D-O) Kombination von in situ-Hybridisierungen mit Sonden fiir die
Neuropeptide Galanin (D-F), Nociceptin (G-1), NPY (J-L) und Enkephalin (M-O, alle griin) und
immunhistologischen Farbungen der Proteine Pax2 und TIx3 (beide rot) im dorsalen Horn (E18.5). Die
Expression der vier Neuropeptide ist meist in Pax2+ inhibitorischen Neuronen und nicht in TIx3+
exzitatorischen Neuronen zu erkennen. Mafistab: 100 um (M), 50 um (O).
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3.4.1.4 Die Expression von Kategorie A-Neuropeptiden im dorsalen Riickenmark

beginnt zu verschiedenen Zeitpunkten der Embryonalentwicklung

Die zuvor identifizierten Kategorie A-Neuropeptid-Gene wurden in zwei verschiedene

Gruppen eingeteilt: solche mit friithem Expressionsbeginn, deren Expression direkt nach

der Entstehung der dILA-Neurone am Tag E12.5 angeschaltet wurde, und solche mit

spatem Expressionsbeginn (siehe 3.3.1.1). Die verschiedenen zeitlichen Verldufe der

Neuropeptid-Expression wurden mit Hilfe von in situ-Hybridisierungen verifiziert.

Dazu wurden Gewebeschnitte von Embryonen vier verschiedener Entwicklungsstadien
(E12.5, E14.5, E16.5 und E18.5) mit Sonden fiir die Neuropeptid-Gene Dynorphin,
Galanin, NPY, Nociceptin und Enkephalin hybridisiert (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: Zeitlicher Verlauf der
Expression von  Kategorie A-
Neuropeptiden. In situ-Hybridisierun-
gen mit spezifischen Sonden gegen die
Kategorie A-Neuropeptide NPY (A-D),
Nociceptin (E-H), Dynorphin (I-L),
Galanin (M-P) und Enkephalin (Q-T)
auf Riickenmarksschnitten verschiede-
ner Entwicklungsstadien (E12.5, E14.5,
E16.5 wund EI18.5). Die beiden
Neuropeptide mit frithem Beginn der
Expression, NPY und Nociceptin,
werden schon am Tag E12.5 exprimiert
(A,E) und ihre Expression bleibt bis
zum Tag E18.5 erhalten (B-D, F-H). Die
Expression der Neuropeptide mit spitem
Expressionsbeginn, Dynorphin, Galanin
und Nociceptin, ist erst ab Tag E16.5 zu
erkennen (K,0,S) und wird EI18.5
aufrechterhalten (L,P,T). Mafistab: 100
pm.
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Die Expression von NPY und Nociceptin im dorsalen Riickenmark beginnt am Tag
E12.5 und wird bis zum Tag E18.5 aufrechterhalten. Die Expression von NPY erscheint
am Tag E12.5 am stdrksten und wird im weiteren Verlauf der Entwicklung schwicher,
bleibt aber bis zum Tag E18.5 bestehen (Abb. 3.10 A-D). Die Stirke der Expression
von Nociceptin ist am Tag E12.5 eher schwach und steigert sich im Verlauf der
Entwicklung (Abb. 3.10 E-H). Dynorphin, Galanin und Enkephalin werden am Tag
E12.5 und E14.5 im dorsalen Riickenmark nicht exprimiert (Abb. 3.10 LLJ,M,N,Q,R).
Eine Expression dieser Neuropeptide ist erst ab Tag E16.5 zu erkennen (Abb. 3.10
K,O,S), wobei die Intensitit der Expression bis zum Tag E18.5 ansteigt (Abb. 3.10
L,P,T).

3.4.2 Verifizierung der Expression der Transkriptionsfaktoren Neurodl, 2 und 6

in inhibitorischen Neuronen

3.4.2.1 Expression von Neurodl, 2 und 6 in der Entwicklung des dorsalen

Riickenmarks

Die Expressionsanalyse des dorsalen Riickenmarks Gsx//2-mutanter Embryonen zeigte
eine erhohte Expression der Transkriptionsfaktoren Neurodl, 2, 6, Bhihb5, Gbx1, Lhx1,
5 und Pax8 in Gsx1/2-mutanten Embryonen und damit eine mdgliche dILA-spezifische
Expression dieser Gene. Die Expression von Bhlhb5, GbxlI, Lhxl, 5 und Pax§ in
inhibitorischen Neuronen wurde bereits beschrieben (siehe 3.3.2), die Expression der
drei verwandten basischen Helix-Loop-Helix Transkriptionsfaktoren Neurodl, Neurod?2
und Neurod6 war dagegen im dorsalen Riickenmark noch nicht genau untersucht.
Deshalb habe ich die Expression dieser Gene zu verschiedenen Zeitpunkten der

Riickenmarksentwicklung mit Hilfe von in situ-Hybridisierungen analysiert (Abb. 3.11).

Neurodl wird am Tag E12.5, wenn die dILA-Neurone entstehen, nur schwach im
dorsalen Riickenmark exprimiert (Abb. 3.11 A). Ab Tag E13.5 verstirkt sich die
Expression im sich entwickelnden dorsalen Horn (Abb. 3.11 B). Anschlielend
verringert sich die Expression, so dass am Tag E18.5 nur noch vereinzelte Neurod1+
Neurone zu erkennen sind, die sich meist in tieferen Schichten des dorsalen Horns nahe
der Mittellinie befinden (Abb. 3.11 D). Der nahezu komplette Verlust der Neurodl-

Expression im dorsalen Riickenmark von Ptfla-mutanten Embryonen am Tag E13.5
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verdeutlichte, dass Neurodl priferenziell in inhibitorischen Neuronen exprimiert wird

(Abb. 3.1 C).

Die dorsale Expression von Neurod? ist am Tag E12.5 stérker als die Expression von
Neurodl, bleibt aber auf wenige Neurone beschrinkt (Abb. 3.11 E). Die Anzahl der
dorsalen Neurod2+ Neurone erhdht sich bis zum Tag E13.5 (Abb. 3.11 F) und nimmt
anschlieBend wieder ab. Am Tag E18.5 konnen noch einige schwach Neurod2-positive
Neurone angefiarbt werden, die aber im Gegensatz zu den Neurod1+ Neuronen iiber das
gesamte dorsale Horn verteilt sind (Abb. 3.11 H). In P¢fla-mutanten Embryonen waren

am Tag E13.5 kaum Neurod2+ Neurone vorhanden, was eine préferenzielle Expression
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Abb. 3.11: Expression der Transkriptionsfaktoren Neurodl, 2 und 6 wihrend der Entwicklung des
dorsalen Riickenmarks. [n  situ-Hybridisierungen mit spezifischen Sonden fir die
Transkriptionsfaktoren Neurodl (A-D), Neurod2 (E-H) bzw. Neurod6 (I-L) auf Schnitten von Wildtyp-
und Ptfla-mutanten Embryonen. Neurodl ist im dorsalen Riickenmark am Tag E12.5 nur schwach
exprimiert (A). Die Expression wird am Tag E13.5 stirker (B) und schwécht sich anschlieend bis zum
Tag E18.5 wieder ab (D). Am Tag E13.5 waren in Ptfla”-Embryonen keine dorsalen Neurod1+ Neurone
vorhanden (C). Die Expression von Neurod? ist am Tag E12.5 ebenfalls schwach (E) und steigert sich bis
zum Tag E13.5 (F). Am Tag E18.5 sind nur wenige Neurod2+ Neurone iiber das dorsale Horn verteilt
(H). In E13.5 Ptfla”-Embryonen war die Anzahl der dorsalen Neurod2+ Neurone stark reduziert (G).
Neurod6 wird am Tag E12.5 von vielen Neuronen des dorsalen Riickenmarks exprimiert (I) und die
Anzahl der Neurod6+ Neurone verdndert sich bis E13.5 kaum (J), reduziert sich aber anschlieBend bis
zum Tag E18.5 (L). Die Anzahl der dorsalen Neurod6+ Neurone war in E13.5 Ptfla-mutanten
Embryonen reduziert, aber es waren noch einige Neurod6+ Neurone vorhanden (K). MaBstab: 100 um.
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von Neurod? in inhibitorischen Neuronen nachweist (Abb. 3.11 G). Neurod6 wird am
Tag E12.5 von vielen Neuronen des dorsalen Riickenmarks exprimiert (Abb. 3.11 I).
Die Anzahl der Neurod6+ Neurone verdndert sich bis zum Tag E13.5 wenig, ist aber am
Tag E18.5 stark reduziert (Abb. 3.11 J,L). Ahnlich den Neurod2+ Neuronen, sind am
Tag E18.5 noch wenige schwach Neurod6-positive Neurone erkennbar, die liber das
gesamte dorsale Horn verteilt sind. Die Anzahl der Neurod6+ Neurone war im dorsalen
Riickenmark Ptfla-mutanter Embryonen am Tag E13.5 deutlich reduziert, es blieben
aber noch einige Neurod6+ Neurone in den mutanten Embryonen erhalten (Abb. 3.11
K). Somit wird Neurod6 zu einem hohen Anteil, aber nicht ausschlieBlich, in
inhibitorischen Neuronen exprimiert. Die drei Gene Neurodl, 2 und 6 zeigen somit eine
starke, aber transiente Expression in jungen Neuronen des dorsalen Riickenmarks, die

iiberwiegend auf inhibitorische Neurone beschrinkt ist.

3.4.2.2 Expression von Neurodl, 2 und 6 in Lhx1/5+ inhibitorischen Neuronen

Zur weiteren Charakterisierung von Neurodl+, Neurod2+ und Neurod6+ Neuronen
wurden immunhistologische Analysen von Wildtyp-Embryonen durchgefiihrt (Abb.
3.12). Am Tag E14.5 wurde die Koexpression von Neurodl, 2 und 6 mit den
Transkriptionsfaktoren Lhx1/5 bzw. TIx3 untersucht, deren spezifische Expression in
inhibitorischen bzw. exzitatorischen Neuronen bekannt ist (Cheng et al., 2004 und

2005; Pillai et al., 2007).

Die immunhistologische Farbung mit einem Antikorper, der sowohl die Proteine Lhx1
als auch Lhx5 erkennt, ergab, dass der Grofiteil der Neurodl+ und der Neurod2+
Neurone des dorsalen Horns Lhx1/5 koexprimieren (Abb. 3.12 A,B). Dagegen kénnen
am Tag E14.5 keine Neurod1+/Tlx3+ oder Neurod2+/TIx3+ Neurone erkannt werden
(Abb. 3.12 D,E). Diese Analysen verdeutlichen den inhibitorischen Charakter der
Mehrzahl der Neurodl+ und Neurod2+ Neurone. Da kein Neurod6-spezifischer
Antikorper zur Verfiigung stand, wurde die immunhistologische Analyse dieses
Proteins mit Neurod6"*-heterozygoten Embryonen durchgefiihrt (Abb. 3.12 C,F). In
Neurod6“"*-Tieren wurde die kodierende Sequenz von Neurod6 mittels homologer
Rekombination in ES-Zellen durch die kodierende Sequenz der Cre-Rekombinase
ersetzt (Goebbels et al., 2006). In Neurod6“"™ “-Embryonen wird das Cre-Protein unter

der Kontrolle des Neurod6-Lokus gebildet und kann mit einem anti-Cre-Antikorper
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immunhistologisch nachgewiesen werden. Im dorsalen Riickenmark der Neurod6“"* -
Embryonen wurde das Cre-Protein iiberwiegend mit Lhx1/5 koexprimiert, allerdings
waren auch einige Cre+/Lhx1- Neurone zu erkennen (Abb. 3.12 C). Die Anzahl der
dorsalen Cre+/T1x3+ Neurone war dagegen sehr gering (Abb. 3.12 F). Diese Ergebnisse
bestétigen, dass Neurod6 priferenziell von inhibitorischen Interneuronen exprimiert

wird.

Lhx1/5

Tlx3 |

Abb. 3.12: Expression von Neurodl, 2 und 6 in Lhx1/5+ inhibitorischen dILA-Neuronen. (A-F)
Immunhistologische Analyse des dorsalen Horns von E14.5 Wildtyp- (A,B.D.E) und Neurod6**-
Embryonen (C,F) mit Antikorpern gegen Neurodl, Neurod2, Cre (alle griin), Lhx1/5 und TIx3 (beide
rot). Neurod1+ Neurone koexprimieren iiberwiegend die dILA-spezifisch exprimierten Faktoren Lhx1/5
(A), aber nicht den dILB-spezifisch exprimierten Faktor TIx3 (D). Neurod2 wird ebenfalls iberwiegend
mit Lhx1/5 koexprimiert (B) und nicht mit TIx3 (E). Cre-Protein, das in Neurod6“*-Embryonen unter
der Kontrolle des Neurod6-Lokus gebildet wird, zeigte zu einem groflen Anteil Koexpression mit Lhx1/5
(C). Koexpression des Cre-Proteins und TIx3 war nur in sehr wenigen Neuronen sichtbar (F). MaBstab:
100 pm.

3.5 Kontrolle der Expression von Kategorie A-Neuropeptiden

Ich habe oben gezeigt, dass man verschiedene Subpopulationen von inhibitorischen
Neuronen mittels ihrer Neuropeptid-Expression unterscheiden kann. Es stellte sich die
Frage, ob die Transkriptionsfaktoren, die in inhibitorischen Neuronen exprimiert
werden, die Differenzierung und Diversifizierung der Neurone kontrollieren. Deshalb
habe ich die GABAerge Differenzierung und die Expression von Kategorie A-

Neuropeptiden in verschiedenen mutanten Mausstimmen untersucht (Abb. 3.15, 3.16
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und 3.17). Zur Untersuchung von Pax2, Neurodl, 2 und 6 wurden Mausstimme
verwendet, in denen Nullmutationen durch homologe Rekombination in die
entsprechenden Gene eingefiihrt worden waren (Torres et al., 1995; Naya et al., 1997;
Goebbels et al., 2006). AuBerdem wurden Lhx1/5-mutante Embryonen analysiert. Diese
Embryonen trugen eine Nullmutation im LAx5-Gen (Zhao et al., 1999). Weil LhxI-
mutante Embryonen friih sterben, wurde ein konditionelles LAx/-Allel benutzt (Kwan
und Behringer, 2002). Durch die zellspezifische Expression der Cre-Rekombinase unter
der Kontrolle des LbxI-Lokus (Sieber et al., 2007) konnte in Lix "% Lhx5": Lbx1"-
Tieren die kodierende Sequenz des LixI-Gens in allen Lbx1+ Zellen des dorsalen
Riickenmarks deletiert werden. Dies fiihrte zum Verlust der Proteine Lhx1 und Lhx5 im
dorsalen Riickenmark dieser Embryonen. Die LhxF/"*; Lhx5";Lbx1“*~-Embryonen
werden im weiteren Verlauf dieser Arbeit vereinfacht als Lhxl/5”-Embryonen

bezeichnet.

3.5.1 Gegenseitige Regulation der Transkriptionsfaktoren Pax2, LhxI, 35,
Neurodl, 2 und 6

Um die Funktion der Transkriptionsfaktoren Pax2, LhxI, 5, Neurodl, 2 und 6 zu
untersuchen, habe ich zuerst analysiert, ob diese Faktoren ihre Expression im dorsalen
Riickenmark gegenseitig regulieren (Abb. 3.13). Dabei zeigte sich, dass die Expression
von Pax2 in Lhx1/5-mutanten Embryonen im Vergleich zu Kontrolltieren reduziert war
(Abb. 3.13 A,C). Umgekehrt war auch die Expression von Lhx/ in Pax2-mutanten
Embryonen reduziert (Abb. 3.13 E,F). Die Expression von Pax2 und Lhx/ war in
Neurod1/2/6-mutanten Embryonen nicht veridndert (Abb. 3.13 D,H), die Expression von
Neurodl, 2 und 6 aber in Pax2”-Embryonen deutlich reduziert (Abb. 3.13
LI,M,N,Q,R). In Lhx1/5-mutanten Embryonen war dagegen nur eine geringe Reduktion
der Expression von Neurodl, 2 und 6 zu erkennen (Abb. 3.13 K,O,S). Die Ergebnisse
zeigen, dass sich Pax2 und Lhx1/5 gegenseitig regulieren, d.h. Pax?2 ist fir die korrekte
Expression von LhxI, und Lhx1/5 fiir die korrekte Expression von Pax2 notwendig.
AuBerdem deuten diese Ergebnisse auf eine transkriptionelle Hierarchie von
Neurod1/2/6 und Pax2 hin, d.h. Pax2 kontrolliert (direkt oder indirekt) die Expression
von Neurodl/2/6. Die Transkriptionsfaktoren Lhx1/5 beeinflussen die Expression von
Neurodl/2/6 nur wenig, unter Umstédnden indirekt iiber ihre Funktion in der Kontrolle

der Pax2-Expression.
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Abb. 3.13: Gegenseitige Regulation der
Transkriptionsfaktoren Pax2, Lhxl, 5,
Neurodl, 2 und 6. In situ-Hybridi-
sierungen mit spezifischen Sonden gegen
die Transkriptionsfaktoren Pax2 (A-D),
LhxI (E-H), Neurodl (I-L), Neurod2 (M-
0) und Neurod6 (Q-T) auf dem Riicken-
mark von E14.5 Wildtyp-, Pax2"-,
Lhx1/5"- und Neurodl/2/6”"-Embryonen.
Die dorsale Expression von Pax2 war im
Riickenmark von  Lhxl/5-mutanten
Embryonen deutlich vermindert (A,C),
aber nicht im dorsalen Riickenmark von
Neurodl/2/6-mutanten Embryonen (D).
Auch die dorsale Expression von Lhx/
war im Riickenmark von Neurodl/2/6-
mutanten Embryonen unveridndert (E,H),
aber im dorsalen Riickenmark von Pax2-
mutanten Embryonen deutlich reduziert
(F). Die dorsale Expression von Neurodl,
Neurod?2 und  Neurod6  war im
Riickenmark von Pax2-mutanten Embryo-
nen deutlich vermindert (I,J,M,N,Q,R), in
Lhx1/5-mutanten Embryonen dagegen nur
leicht reduziert (K,0,S). MaBstab: 100
pm.

3.5.2 Pax2 kontrolliert die Migration dorsaler Interneurone des Riickenmarks

Mit Hilfe einer in sifu-Sonde gegen das Pax2-Transkript konnten Neurone in Pax2”-

Embryonen nachgewiesen werden, die den mutanten Pax2-Lokus exprimieren (Abb.

3.13 B). Dies war moglich, da in Pax2”-Embryonen nur funktional wichtige Teile der

Exone 1 und 2 des Pax2-Gens entfernt wurden, und die restlichen Exone in Pax2""-
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Embryonen noch transkribiert werden (Torres et al., 1995). Dabei fiel die im Vergleich
zu Wildtyp-Embryonen verdnderte Verteilung der angefdarbten Neurone in Pax2-
mutanten Embryonen auf (Abb. 3.14). Am Tag E12.5 war die Anzahl der angefarbten
Neurone in den Pax2-mutanten Embryonen im Vergleich zu Wildtyp-Embryonen nur
leicht reduziert, und ihre Verteilung war dhnlich (Abb. 3.14 A,B). Am Tag E14.5 und
E18.5 zeigten sich auffillige Unterschiede in der Verteilung der angefdrbten Neurone
(Abb. 3.14 C,D und E,F). Die Neurone, die mit Hilfe der Pax2-Sonde in den mutanten
Embryonen nachgewiesen werden konnten, sammelten sich in tieferen Schichten des
dorsalen Horns und waren nur in geringem MaBe in hohere Schichten eingewandert.
Dies deutet darauf hin, dass Pax2 nicht nur die Differenzierung der dorsalen Neurone

kontrolliert (siehe 3.5.3.1 und 3.5.4), sondern auch deren Migration.

E12.5 E14.5
wt Pax2”

Pax2

Abb. 3.14: Verinderte Migration dorsaler Neurone im Riickenmark Pax2-mutanter Embryonen. /n
situ-Hybridisierungen mit einer spezifischen Sonde fiir Pax2, die Transkripte vom Wildtyp- und vom
mutierten Pax2-Lokus erkennt. (A,B) Die nachgewiesene Expression war am Tag E12.5 in Pax2-
mutanten Embryonen geringer als in Wildtyp-Embryonen. (C,D) Am Tag E14.5 war die Expression in
Pax2-mutanten Embryonen weiter verringert und es zeigte sich eine verdnderte Verteilung der dILA-
Neurone. (E,F) Am Tag E18.5 versammelten sich in Pax2”-Embryonen die meisten angefirbten Neurone
im ventralen Bereich des dorsalen Horns (Pfeil). MaB3stab: 100 pm.

3.5.3 Differenzierung von Dynorphin+ und Galanin+ Neuronen

3.5.3.1 Pax2 und Neurodl/2/6 sind essenziell fiir die Expression von Dynorphin

und Galanin

Der Transkriptionsfaktor Pax2 kontrolliert die Differenzierung von inhibitorischen
Neuronen schon zu einem frithen Zeitpunkt der neuronalen Entwicklung und steht auch
in einer funktionellen Hierarchie iiber den Transkriptionsfaktoren Neurodl, 2 und 6.
Dies ist auch daran zu erkennen, dass in Pax2-mutanten Embryonen die Expression von
Gadl im dorsalen Horn von E18.5 Embryonen fehlte und Pax2 somit die Produktion
des Neurotransmitters GABA kontrolliert (Abb. 3.15 K,L). Die Analyse des dorsalen
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Horns ergab zudem, dass es in Pax2-mutanten Embryonen keine Dynorphin+ Neurone
und im Vergleich zu Kontrolltieren nur sehr wenige Galanin+ Neurone gab (Abb. 3.15
A,B,E und F,G,J). Pax2 kontrolliert in inhibitorischer Neuronen somit die Expression
von Gadl und dadurch die Produktion des Neurotransmitters GABA, und dariiber

hinaus die Expression der Neuropeptide Dynorphin und Galanin.
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Abb. 3.15: Kontrolle der Expression von Dynorphin und Galanin. In situ-Hybridisierungen mit
spezifischen Sonden fiir die Neuropeptid-Gene Dynorphin (A-D) und Galanin (F-I) und den Marker
inhibitorischer Neurone Gadl (K-N) auf dem Riickenmark von E18.5 Wildtyp-, Pax2""-, Neurod1/2/6™-
und Lhx1/5"-Embryonen. Dynorphin+ Neurone waren in Pax2- und Neurodl/2/6-mutanten Embryonen
nicht vorhanden (A,B,C), die Anzahl der Dynorphin+ Neurone in Lhx//5”-Embryonen war dagegen
unverdndert (D). Die Anzahl der Galanin+ Neurone war im Riickenmark Pax2- und Neurodl/2/6-
mutanter Embryonen stark reduziert (F,G,H) und in LhxI/5"-Embryonen mit dem Wildtyp vergleichbar
(I). Die dorsale Expression des Gens Gadl war in Pax2”-Embryonen nicht vorhanden (K,L) und in
Lhx1/5"-Embryonen deutlich reduziert (N), aber in Neurod1/2/6”-Embryonen im Vergleich zu Wildtyp-
Embryonen unverdndert (M). (E,F) Quantifizierung der neuronalen Subtypen, die spezifisch
Neuropeptide exprimieren. Die Anzahl der Dynorphin+ (E) bzw. Galanint+ Neurone (J) des dorsalen
Horns sind fiir die verschiedenen analysierten Genotypen dargestellt. Die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung. Mafstab: 100 pm.
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Lhxl und 5 kontrollieren die Aufrechterhaltung der Pax2-Expression, und Pax2 die
Aufrechterhaltung der LAixI- und Lhx5-Expression. Im dorsalen Horn LAx1/5-mutanter
Embryonen war die Expression von Gadl reduziert (Abb. 3.15 N). Dagegen war in
diesen Embryonen sowohl die Anzahl der Dynorphin+ als auch der Galanin+ Neuronen
im Vergleich zu Wildtyp-Embryonen unverdndert (Abb. 3.15 D,E und LJ). Die
GABAerge Identitét der inhibitorischen Neuronen wird also von Lhx1/5 beeinflusst, die

Expression von Galanin und Dynorphin allerdings nicht.

Die Transkriptionsfaktoren Neurodl, 2 und 6 stehen in einer funktionellen Hierarchie
unterhalb von Pax2, aber wirken unabhéngig von Lhx1/5. In homozygoten Embryonen,
in denen Neurodl, 2 und 6 gleichzeitig ausgeschaltet wurden, konnte keine
Verianderung in der Gadl-Expression festgestellt werden (Abb. 3.15 M). Allerdings
konnten in diesen Embryonen keine Dynorphint+ Neurone nachgewiesen werden, und
die Anzahl der Galanin+ Neurone war stark reduziert (Abb. 3.15 C,E und H,J). Die
verbliebenen Galanin+ Neurone befanden sich in den tieferen Schichten IV und V des
dorsalen Horns, wiahrend Galanin+ Neurone in den Schichten II und III vollkommen
fehlten (Abb. 3.15 H). Neurodi/2/6 sind somit fiir die Kontrolle der Produktion des
inhibitorischen Neurotransmitters GABA nicht notwendig, kontrollieren aber
zusammen mit Pax2 die Expression der Neuropeptide Dynorphin und Galanin.
Insgesamt offenbarte die Analyse des dorsalen Riickenmarks der Pax2”-,
Neurod1/2/6”- und Lhx1/5" ~-Embryonen deutliche Unterschiede in der Kontrolle der

Neuropeptid- und Gadl-Expression in inhibitorischen Neuronen.

3.5.3.2 Redundante Funktion der Neurod-Faktoren

Um den Einfluss der Neurod-Transkriptionsfaktoren auf die Expression von Dynorphin
und Galanin genauer zu analysieren, wurde die Expression der beiden Neuropeptide
zusitzlich in Embryonen untersucht, die Mutationen einzelner oder verschiedener
Kombinationen von Neurod-Genen aufwiesen. Im dorsalen Riickenmark (E18.5) von
Wildtyp-, Neurodl-, Neurod6- und Neurodl/6-mutanten Embryonen war die Anzahl der
Dynorphin+ und Galanin+ Neurone vergleichbar (Abb. 3.16 A,B,D,F,Q und [LJ,L,N,R).
In Neurod2-mutanten Embryonen konnte dagegen eine verringerte Anzahl von
Dynorphin+ Neuronen und Galanin+ Neuronen festgestellt werden (Abb. 3.16 C,Q und

K,R). Die Anzahl von Dynorphin+ und Galanin+ Neuronen war in Neurodl/2- und
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Neurod2/6-mutanten Embryonen noch stirker reduziert (Abb. 3.16 E,G,Q und M,0O,R).
In Neurodl/2/6-mutanten Embryonen war der komplette Verlust der Dynorphint
Neurone zu beobachten (Abb. 3.16 H,Q), und nur noch wenige Galanin+ Neurone
befanden sich in tieferen Schichten des dorsalen Horns (Abb. 3.16 P,R). Insgesamt
verdeutlichen diese Ergebnisse, dass die homologen Transkriptionsfaktoren Neurodl, 2
und 6 eine teilweise redundante Funktion in der Kontrolle der Dynorphin- und Galanin-

Expression besitzen.
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Abb. 3.16: Kontrolle der Expression von Dynorphin und Galanin durch Neurodl/2/6. In situ-
Hybridisierungen mit spezifischen Sonden fiir die Neuropeptid-Gene Dynorphin (A-H) und Galanin (1-P)
auf Riickenmarksschnitten von E18.5 Wildtyp- und verschiedenen Neurod-mutanten Embryonen. Die
Anzahl der Dynorphint+ Neurone war vergleichbar in Wildtyp-, Neurodl-, Neurod6- und Neurodl/6-
mutanten Embryonen (A,B,D,F), in Neurod2-, Neurodl/2- und Neurod2/6-mutanten Embryonen dagegen
reduziert (C,E,G). Ein kompletter Verlust der Dynorphin-Expression wurde in Neurodl/2/6-mutanten
Embryonen beobachtet (H). Die Anzahl der Galanin+ Neurone war ebenfalls in Wildtyp-, NeurodI-,
Neurod6- und Neurodl/6-mutanten Embryonen unverandert (I,J,L,N) und in Neurod2-, Neurodl/2- und
Neurod2/6-mutanten Embryonen reduziert (K,M,0). In Neurodl/2/6-mutanten Embryonen konnten nur
noch wenige Galanin+ Neurone in tiefen Schichten des dorsalen Horns nachgewiesen werden (P). (Q,R)
Quantifizierung der neuronalen Subtypen, die spezifisch Dynorphin (Q) oder Galanin (R) exprimieren.
Die ermittelten Zellzahlen der Neuropeptid+ Neurone sind fiir die verschiedenen Mutanten dargestellt.
Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. MafBistab: 100 um.
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3.5.4 Differenzierung von Enkephalin+, NPY+ und Nociceptin+ Neuronen

Auch die Expression von Enkephalin, NPY und Nociceptin wurde im dorsalen Horn von
Pax2”-, Neurodl/2/6”- und Lhx1/5"-Embryonen mittels in situ-Hybridisierungen
untersucht. Am Tag E18.5 entsprach die Anzahl der dorsalen Enkephalin+ Neurone in
Pax2-mutanten Embryonen der Anzahl in Wildtyp-Embryonen. Allerdings gab es in
Pax2-mutanten Embryonen eine Ansammlung von Enkephalin+ Neuronen im lateralen
Bereich des dorsalen Horns (Abb. 3.17 A,B,E). Dies deutet darauf hin, dass Pax2 fiir
die korrekte Migration von Enkephalin+ (und anderen inhibitorischen Neuronen; siche
3.5.2) essenziell ist. Die Anzahl sowohl der NPY+ als auch der Nociceptin+ Neurone
war dagegen reduziert (Abb. 3.17 F,G,J und K,L.,O). Pax2 kontrolliert somit nicht nur
gemeinsam mit Neurodl/2/6 die Expression der Neuropeptide Dynorphin und Galanin,
sondern partizipiert unabhingig von Neurodl/2/6 auch an der Kontrolle der NPY- und

Nociceptin-Expression.

In Lhx1/5-mutanten Embryonen waren fast keine NPY+ Neurone vorhanden, und die
Anzahl der Enkephalint+ Neurone war deutlich reduziert (Abb. 3.17 D,E und 1,J). Die
Anzahl der Nociceptint+ Neurone entsprach in Lhx[/5-mutanten Embryonen der Anzahl
in Wildtyp-Embryonen, allerdings erschien die Verteilung der Nociceptin+ Neurone
verdndert. Es konnten in diesen Embryonen weniger Nociceptint Neurone in den
oberen Schichten des dorsalen Horns nachgewiesen werden, dafiir befanden sich
vermehrt Nociceptin+ Neurone in tieferen Schichten, in der Ndhe der Mittellinie (Abb.
3.17 N,O). Dies deutet ebenfalls auf eine leicht verdnderte Migration der Nociceptin+
Neuronen in LAixI/5-mutanten Embryonen hin. Diese Verdnderung der Migration von
dorsalen, inhibitorischen Interneuronen in LhAx//5-mutanten Embryonen konnte auch
durch in situ-Hybridisierungen mit einer Sonde gegen Gadl beobachtet werden (siche
Abb. 3.15 N). Lhx1/5 kontrollieren also die Expression von Enkephalin und NPY, wobei
diese Kontrolle der Neuropeptid-Expression groftenteils unabhingig von Pax2
erscheint. Lhx/ und Lhx5 wirken dabei redundant, da sich sowohl in LAxI- als auch in
Lhx5-mutanten Embryonen kein Unterschied in der Anzahl der dorsalen Enkephalin+

oder NPY+ Neurone ergab (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.17: Kontrolle der Expression von Enkephalin, NPY und Nociceptin. In situ-Hybridisierungen
mit spezifischen Sonden fiir Enkephalin (A-D), NPY (F-1) und Nociceptin (K-N) auf Schnitten durch das
Riickenmark von E18.5 Wildtyp-, Pax2”"-, Neurodl/2/6"- und Lhx1/5"-Embryonen. Die Anzahl der
dorsalen Enkephalin+ Neurone war in LhxI/5"-Embryonen reduziert (A,D), wihrend sich in Pax2-
mutanten Embryonen viele Enkephalin+ Neurone im lateralen dorsalen Horn sammelten (Pfeil in B).
NPY+ Neurone waren in Lhx//5"-Embryonen nicht vorhanden (F,I) und ihre Anzahl war in Pax2”-
Embryonen reduziert (G). Die Anzahl der Nociceptin+ Neurone war ebenfalls in Pax2”-Embryonen
deutlich reduziert (K,L), in LhxI/5"-Embryonen sammelten sich vermehrt Nociceptin+ Neurone im
medio-ventralen Bereich des dorsalen Horns (Pfeil in N). Die Anzahl der dorsalen Enkephalint+ (E),
NPY+ (J) bzw. Nociceptint Neurone (O) sind fiir die verschiedenen analysierten Genotypen dargestellt,
wobei die Fehlerbalken der Standardabweichung entsprechen. MaB3stab: 100 pm.

In Neurodl/2/6”-Embryonen war die Anzahl und die Verteilung der dorsalen
Enkephalin+, NPY+ und Nociceptin+ Neurone im Vergleich zu Wildtyp-Embryonen
nicht verdndert (Abb. 3.17 C,E und H,J und M,0). Neurod1/2/6 kontrollieren somit nur
die Expression bestimmter Neuropeptide, ndmlich der Neuropeptide Dynorphin und
Galanin, wihrend die Expression anderer Neuropeptide (Enkephalin, NPY, Nociceptin)
und die Spezifizierung des Neurotransmitter-Phénotyps (GadI-Expression) unabhédngig

von Neurodl/2/6 erfolgt.
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