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1. Einleitung

1.1 Engrailed-2 und Autismus

Autismus zahlt zu den neuropsychiatrischen Verhaltensstérungen, deren Ursache vor al-
lem in einer genetischen Pradisposition gesehen wird. Seit einiger Zeit wird Engrailed-2
(EN2) als Kandidatengen fur Autismus-Spektrum-Storungen (ASD) beim Menschen dis-
kutiert. Gefunden wurde ein intronischer Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP),
rs1861972-rs1861973 A-C, der mit ASD assoziiert werden konnte (Benayed et al., 2005,
Benayed et al., 2009, Gharani et al., 2004) und einen transkriptionellen Aktivator darstellt,
die Transkription der EN2-DNA also verstarkt (Choi et al., 2012). 2016 konnte in einer
thailandischen Kohorte eine Punktmutation gefunden werden, die ebenfalls mit ASD as-
soziiert wurde, aber eine Missense-Mutation darstellte (Hnoonual et al., 2016). Dies weist
darauf hin, dass die Aktivierung und Repression der EN2-Genexpression ahnliche pha-

notypische Auspragungen verursachen kann.

Nicht nur SNPs des EN2-Gens sind mit autistischen Phanotypen assoziiert; es gibt
dartber hinaus Hinweise auf eine veranderte epigenetische Regulation der EN2-
Expression im post-mortem Cerebellum eines autistischen Patientenkollektivs. In den
Geweben der autistischen Patienten fanden sich verminderte Methylierungen des Lysins
27 des Histons 3, welches im methylierten Zustand die EN2-Expression reprimierte
(James et al. 2013). Hingegen wurden vermehrte Methylierungen des Lysin 4 des Histons
3 nachgewiesen, welches im methylierten Zustand die ENZ2-Expression induzierte.
Ausgelost durch SNPs, Missense-Mutationen und veranderte epigenetische
Mechanismen in Cerebellum-Geweben autistischer Patienten lieR3en sich folglich sowonhl
erhohte als auch erniedrigte EN2-Expressionen mit Autismus assoziieren. Beide
Regulationstypen standen aufRerdem im Tiermodell mit cerebellaren Aufféalligkeiten einer
beeintrachtigten Purkinje-Zell-Reifung in Zusammenhang (Jankowski et al., 2004; Joyner
etal., 1991; Millen et al. 1994). Uber welche neuronale Netzwerke das Kleinhirn an einem
autistischen Phanotyp beteiligt ist, ist bisher noch nicht geklart. Diskutiert wird eine
Verbindung zum Locus coeruleus, der Informationen direkt von den Purkinje-Zellen des

Kleinhirns erhélt (Schwarz et al., 2015). Dysfunktionen des adrenergen Locus coeruleus-
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Systems gingen mit autistischen Verhaltensweisen einher (Mehler und Purpura, 2009),
und auch in Engrailed-Knockout-Tieren, die autistische Verhaltensaufféalligkeiten zeigen,
war der Locus coeruleus in seiner Entwicklung beeintrachtigt (Simon et al., 2005).
Engrailed-2-Genvariationen wurden nicht nur mit ASD assoziiert: In neuropadiatrischen
Patienten mit ENZ2-Mutationen wurden auch gehéuft mentale Retardierung,
Cerebralparese, Epilepsien und Verhaltensstérungen gefunden (Carratala-Marco et al.,
2018).

Neben diesen humangenetischen und humane post-mortem Gewebe betreffenden Fun-
den belegen Beobachtungen aus engrailed-transgenen Mausmodellen eine Verbindung
von engrailed-Genveranderungen zu Phanotypen neuropsychiatrischer Erkrankungen.
En2-Knockout-Tiere zeigten in Verhaltensversuchen verminderte soziale Interaktionen,
eine eingeschrankte Konditionierung aversiver Reize und ein vermindertes Interesse an
neu dargebotenen Objekten. Zudem wurden eine erschwerte raumliche Orientierung, de-
pressive Charakteristika, sowie leichtgradig eingeschrankte motorische Fahigkeiten bei
diesen Tieren beobachtet (Cheh et al., 2006). Hingegen fanden sich keine signifikanten
Unterschiede zu Wildtyp-Tieren bei der Messung von stereotypen Verhaltensweisen oder
Ultraschall-Lauten (Brielmaier et al., 2012). Interessanterweise lag im Cerebellum dieser
Tiere auch eine signifikant hdhere Serotonin-Konzentration im Vergleich zum Wildtyp-Tier
vor (Cheh et al., 2006). Dies ist deshalb bemerkenswert, da in autistischen Patienten er-
hohte Serotonin-Spiegel im Serum festgestellt wurden (Whitaker-Azmitia, 2001) und bild-
gebungstechnisch erhéhte Serotonin-Synthesekapazitaten nachgewiesen werden konn-
ten (Chugani et al., 1999). AuRerdem konnten genetische Polymorphismen in der Promo-
tor-Region eines Serotonintransporter-Gens mit Autismus assoziiert werden (Yirmiya et
al., 2001).

1.2 Der Transkriptionsfaktor Engrailed-2

Engrailed-Proteine zahlen zu den Homoéodomain-Proteinen, einer Gruppe von
Transkriptionsfaktoren, welche sich durch eine evolutionar hochkonservierte, ca. 60
Aminosauren umfassende DNA-bindende Homdodomain auszeichnen (Logan et al.,

1992; Prochiantz et al., 2014). Von Engrailed sind in Vertebraten zwei homologe Gene
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bekannt, Engrailed-1 und Engrailed-2, welche grof3tenteils funktionell aquivalent sind
(Morgan, 2006). Das Protein Engrailed-2 wurde erstmals in Drosophila melanogaster-
Mutanten charakterisiert, bei welchen nach Deletion des Engrailed-2-Gens die
regelrechte Entwicklung von Flugelsegmenten gestort war (Garcia-Bellido und
Santamaria, 1972). Heute sind Engrailed-Gene in zahlreichen Tierstdmmen
nachgewiesen worden, in denen sie multiple Funktionen ausiben. Sie spielen bei der
Festlegung der zelluldren Identitat von Einzelzellen oder Gruppen von Zellen, auch als
Segmentierungsprozesse bekannt, eine Rolle, steuern die Zellvermehrung und das
Uberleben von Zellen und regulieren das zielgerichtete Auswachsen von Zellfortséatzen
und damit sowohl Zellmigrations-Prozesse als auch die axonale Wegfindung. Zudem sind

Engrailed-Proteine an der Differenzierung von Zellen beteiligt.

Engrailed-Proteine waren die ersten Homéodomain-Proteine, von denen nachgewiesen
werden konnte, dass sie nicht nur — wie es fir Transkriptionsfaktoren charakteristisch
ist — an transkriptionellen Prozessen beteiligt sind, sondern auch in der Lage sind, durch
Sekretion in den extrazellularen Raum und die Internalisierung in andere Zellen an inter-
zellularen Signalprozessen teilzunehmen (Spatazza et al., 2013, Wizenmann et al., 2009).
Die fur diese Eigenschaften notwendigen Aminosauresequenzen konnten auf molekularer
Ebene identifiziert werden (Dupont et al., 2007; Maizel et al., 1999). Der Import von Ho-
moodomain-Proteinen in die Zielzelle erfolgt nicht tGber etablierte Mechanismen der En-
dozytose — so zumindest der derzeitige Kenntnisstand — sondern wird durch eine Interna-
lisierungssequenz gesteuert, mittels derer die Engrailed-Proteine ohne klassische Rezep-
toren durch Membranen transportiert werden kénnen (Derossi et al., 1996). Neben den
Funktionen als Transkriptionsfaktoren und interzellulare Signalmolekile sind diese Ho-
moodomainproteine an der Regulation der Translation (Dubnau und Struhl, 1996; Topi-
sirovic et al. 2005), an der DNA-Replikation (Miotto und Graba, 2010) sowie an zelluléaren

DNA-Reparatursystemen beteiligt (Rubin et al., 2007).

Das Engrailed-2-Protein besitzt aul3er der Homéodomé&ne noch weitere phylogenetisch
stark konservierte Anteile, welche als Engrailed-Homologie-Regionen (EH) 1-5 bezeich-
net werden. Die Homdodoméne wird nach dieser Nomenklatur als EH4 klassifiziert. Die
Regionen EH1 und EH5 fungieren als Mediatoren einer transkriptionellen Repression, wo-

bei EH1 mit dem Co-Repressor Groucho interagiert (Morgan, 2006; Tolkunova et al.,
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1998). Auch die beiden Regionen EH2 und EH3 sind mittels einer Interaktion mit dem
Homoodomainprotein PBX an der transkriptionellen Regulation beteiligt (Peltenburg und
Murre, 1997).

1.3 Funktionen von Engrailed-2
1.3.1 Die Rolle von Engrailed-2 bei der Kompartimentierung des Kleinhirns

Eine der frihesten beschriebenen Funktionen der Engrailed-Proteine stellt die Festlegung
der Grenzen zwischen Diencephalon, Mesencephalon und Metencephalon dar.
Engrailed-1 (EN1) wird frihembryonal in der Mittel- und Nachhirnregion exprimiert. Wird
die EN1-Expression in murinen Deletionsmutanten unterdriickt, fehlen das Cerebellum
und die Colliculi, die Hirnnerven Il und IV werden nicht angelegt und die Extremitaten
unvolistandig ausgebildet (Wurst et al., 1994). Die Tiere versterben perinatal. Die
ektopische Expression von EN im dorsalen Diencephalon von Hihnchen fuhrt hingegen
zur Differenzierung dieses Anteiles im Sinne des Tectums. Hierbei wird der diencephale
Marker PAX6 reprimiert, wahrend die im Mesencephalon exprimierten Faktoren PAX2,
PAX5, FGF8, WNT1 und EFNAZ2 induziert werden (Araki und Nakamura, 1999). Daruber
hinaus konnte in Transplantationsversuchen an Hihnchen und Wachteln gezeigt werden,
dass die Verpflanzung von metencephalen, EN-exprimierenden Gewebeanteilen in das
Prosencephalon dort ebenfalls eine EN-Expression und nachfolgend eine
Umdifferenzierung in mesencephales Gewebe induziert (Martinez et al., 1991). Ahnliche
Ergebnisse konnten beim Einbringen von Metencephalon-Gewebe aus Saugetieren in
das Vorderhirn von Hihnchen beobachtet werden (Martinez et al.,, 1991). Auch in
Xenopus-Embryonen fiihrt die Uberexpression von Engrailed zur ektopen Induktion
mesencephaler Marker im Diencephalon, sowie zusatzlich zu einer Inhibition der
Entwicklung der Augenblaschen (Ristoratore et al., 1999). Entsprechend resultierte die
Ausschaltung der Expression der beiden Gene eng2 und eng3 im Zebrafisch in einer
abnormen Faltung der Grenzregion zwischen Mittel- und Hinterhirn, und einer damit
einhergehenden Repression der mesencephalen Markerproteine Fgf8, Wntl und Pax5
(Scholpp und Brand, 2001). Interessanterweise wurde beobachtet, dass die Induktion von

EN in Hiuhnchen-Empfanger-Geweben signifikant haufiger bei WNT1-exprimierenden
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Maus-Spendergeweben auftrat, sodass ein synergistischer Mechanismus zwischen
WNT1 und EN wahrscheinlich erscheint (Bally-Cuif et al., 1992). Der ebenfalls an der
Grenze von Mittel- und Nachhirn exprimierte Fibroblasten-Wachstumsfaktor 8 (FGF8)
induziert die Expression von EN, wahrend ihrerseits die FGF8-Expression von EN
aufrechterhalten wird (Liu und Joyner, 2001). Dies geschieht auf transkriptioneller Ebene
durch die Bindung von EN an das intronische Fragment der Fgf8-DNA (Gemel et al.,
1999). Diese Rolle von FGF8 bei der neuronalen Differenzierung der Mittelhirn-Nachhirn-
Grenze lasst sich in Zebrafischen verifizieren (Scholpp und Brand, 2001; Scholpp et al.,
2003). Zusammenfassend zeigen diese Befunde, dass von einer starken
phylogenetischen Konservierung dieses Mechanismus der regionenspezifischen

Zelldifferenzierung ausgegangen werden kann.

Im Vergleich zu Enl-Deletionsmutanten sind En2-Knockouttiere Uberlebensfahig, zeigen
aber auch morphologische Veranderungen des Cerebellums: Es ist insgesamt in seiner
GroRRe verringert und weist eine im Vergleich zum Wildtyptier veranderte Faltung auf
(Millen et al., 1994). Ahnlich En1 bewirkt die Deletion des En2-Gens eine Posteriorisierung
des Kleinhirns. Der Lobulus VIII, der normalerweise dem Zentrallobus zugeordnet ist,
nimmt Eigenschaften des posterioren Lobus an. EN2 wird in einer im Vergleich zu EN1
lokal begrenzten Region um das Mittelhirn und Nachhirn exprimiert, Uberlappt in seiner
Expression allerdings mit der des EN1. Es wird davon ausgegangen, dass EN2 die
Funktion von EN1 kompensieren kann und deswegen der Phanotyp der En2-Deletion
milder ausfallt (Hanks et al., 1995). Die Koordination der neuronalen Differenzierung an
der Schnittstelle zwischen Mittel- und Nachhirn durch Engrailed betrifft auch die
Entwicklung von noradrenergen oder serotonergen Kerngebieten. Ist die Expression von
Enl oder En2 unterdriickt, sind die Anlagen des serotonergen dorsalen Raphekerns
sowie des noradrenergen Locus coeruleus in ihrer Gro3e stark reduziert oder fehlen
ganzlich. Andere serotonerge und noradrenerge Kerngebiete sind hingegen nicht
betroffen (Simon et al., 2005).

Diese Experimente zeigen, dass Engrailed-Proteine fur die Festlegung von Segmenten
und Kompartimenten wichtig sind. Sie scheinen dabei fur die zellulare Identitat und die
damit verbundene Expression eines spezifischen Genmusters verantwortlich zu sein. Sie

definieren eine fur ein Segment/Kompartiment typische Zellidentitat.
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1.3.2 Engrailed als Regulator der axonalen Wegfindung

Die Etablierung von Kompartimenten im Zentralnervensystem erméglicht die Aufteilung
von groBeren Zellverbanden in kleinere funktionelle Einheiten. Damit diese Zellkomparti-
mente interagieren kénnen, sind zielgerichtete Verschaltungen zwischen Hirnarealen no-
tig. Engrailed kann in die Kontrolle der Axonentwicklung eingreifen und gezielt Kernareale
miteinander verbinden. Dieser Prozess wird als axonale Wegfindung bezeichnet. Durch
ektopische Expression von Engrailed im mesencephalen Tectum von Hiuhnchen konnte
gezeigt werden, dass nasale retinale Axone durch Engrailed angezogen wurden und tem-
porale Axone Engrailed-exprimierende Gebiete eher vermieden (Friedman und O’Leary,
1996). Weitere Arbeiten aus dieser Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass diese Engrailed-
Effekte Uber Rezeptor-Tyrosinkinasen der Ephrin-Familie vermittelt werden. EphrinA5-
Liganden werden im Tectum in einem Gradienten entlang einer anterior-posterioren
Achse exprimiert, sodass anterior geringere Konzentrationen vorliegen als posterior. Kor-
respondierend dazu befinden sich auf den Membranen auswachsender Axone temporaler
retinaler Ganglienzellen vermehrt EphA-Rezeptoren, welche eine AbstoRung dieser A-
xone von tectalen Regionen hoherer EFNA5-Liganden-Konzentration vermitteln (Fuchs
etal., 2012). Die Etablierung der Gradienten der Eph-Liganden im Tectum wiederum kann
durch EN2 gesteuert werden (Shigetani et al., 1997). Daten aus Huhnerembryonen, in
deren rostralem Tectum EN1 mittels eines viralen Vektors tGberexprimiert wurde, zeigen,
dass diese Uberexpression eine Veranderung des rostrokaudalen Gradienten der Signal-
molekile RAGS und ELF1 und eine Abstol3ung temporaler Axone bewirkt (Logan et al.,
1996).

Neben der Regulation der axonalen Wegfindung in ihrer Funktion als klassische Tran-
skriptionsfaktoren werden Engrailed Proteine auch als in den Extrazellularraum sezer-
nierte, interzellular wirksame Signalmolekule diskutiert. In Xenopus laevis konnte gezeigt
werden, dass die Axone temporaler retinaler Ganglienzellen (rGCs) von hohen extrazel-
lularen Konzentrationen von Engrailed-2 abgestol3en werden, wéhrend die Axone der na-
salen rGCs von En2 angezogen wurden. Nach der Internalisierung von Engrailed in die
Axone findet eine vermehrte Phosphorylierung des Initiationsfaktors der Translation
EIF4E sowie des EIF4E-bindenden Proteins 4E-BP1 statt. Daraus lasst sich schlussfol-

gern, dass die Funktion von En2 bei der Fihrung der Axone der retinalen Ganglienzellen
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auf einer Regulation der Translation beruht (Brunet et al., 2005). Daruber hinaus ist be-
kannt, dass Engrailed synergistisch zu EphrinA5 wirken kann, indem es die auswachsen-
den Axone fur Ephrin-A5 sensibilisiert. So kdnnen selbst unterschwellige Konzentrationen
der Ephrin-A5-Liganden eine Abstol3ung der temporalen Axone retinaler Ganglienzellen
bewirken (Wizenmann et al., 2009). Interessanterweise geschieht dies durch einen Ade-
nosin Al-Rezeptor-vermittelten Mechanismus: Extrazellulares Engrailed wird in die
Wachstumskegel der Axone aufgenommen, und stimuliert dort, vermittelt durch vermehrte
Translation der Komplex-1-Untereinheit NDUFS3, die ATP-Synthese und Sekretion in den
Extrazellularraum sowie dessen Hydrolyse. Das hierbei entstehende Adenosin vermittelt
in Interaktion mit dem Adenosin Al-Rezeptor die Axon-fiuhrenden Eigenschaften von En-
grailed (Stettler et al., 2012).

Ahnliche parakrine Funktionen von Engrailed sind mittlerweile auch im Zebrafischsystem
bekannt. Eine ausreichende Konzentration von Eng2b - einer der in Zebrafischen expri-
mierten Variante des Engrailed-2-Proteins — im Extrazellularraum ist notwendig, um eine

regelrechte Entwicklung des Mittelhirns zu gewébhrleisten (Rampon et al., 2015).

1.3.3 Engrailed als Uberlebensfaktor mesenzephaler dopaminerger Neurone

Eine weitere wichtige Erkenntnis aus der Analyse von Enl/En2-Defizienzmutanten war,
dass mesenzephale dopaminerge Neurone (mDA-Neurone) zum Grof3teil fehlten. Diese
Neurone spielen eine zentrale Rolle in der Pathogenese der Parkinson-Erkrankung. En-
grailed steht in zweierlei Weisen mit dem Schicksal dieser Zellen in Verbindung; zum ei-
nen in der Phase ihrer Anlage und zum anderen bei der Sicherstellung ihres Uberlebens
(Gherbassi und Simon, 2006).

Die Entwicklung der mDA-Neurone wird durch die beiden Faktoren SHH und FGF8
induziert. Wahrend SHH zur Induktion dieser Neurone entlang einer dorso-ventralen
Achse ausreichend ist, wird zur Induktion entlang der anterior-posterioren Achse
zusatzlich FGF8 bendtigt (Ye et al., 1998). mDA-Neurone exprimieren Engrailed zwischen
dem embryonalen Tag 11 und 14 (Gherbassi und Simon, 2006), Engrailed induziert die
FGF8-Expression und kann dartber auch die Identitdt der mDA-Neurone steuern (Gemel
et al., 1999).
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Trotz dieser Funktion als Zellidentitats-Regulator werden in En1l/En2-Doppelmutanten-
Méausen viele mDA Neurone angelegt, welche jedoch bei Geburt der Tiere nicht mehr
nachweisbar sind. Dies liel3 sich durch die Beobachtung begriinden, dass bis zu E14 eine
Caspase-3 vermittelte Apoptose der mDA-Neurone stattfand, die Uber einen zellautono-
men Mechanismus vermittelt wurde und nicht sekundar auf der Deletion der Mes- und
Metenzephalonregionen in diesen Mausmutanten beruhte (Albéri et al., 2004). Auch in
heterozygoten Enl-Mausmutanten konnte ein —wenn auch weniger drastisch ausgeprag-
ter — Verlust der mDA-Neurone beobachtet werden. Dieser Zellverlust war ab der achten
postnatalen Woche zu beobachten und mit einem aufféalligen Verhaltensphanotyp assozi-
iert, der sich durch eine eingeschrénkte Motorik, Anhedonie und ein gestodrtes Sozialver-
halten auszeichnete (Sonnier et al., 2007). In Zellkultur konnte dieselbe Arbeitsgruppe
nachweisen, dass Engrailed-1 LINE-1-Elemente reprimierte und so DNA-Schadigungen
und ein Absterben der mDA-Neurone verhindern konnte (Blaudin de Thé et al., 2018).

Diese Befunde zeigen, dass Engrailed neuroprotektiv auf mDA-Neurone wirkt.

Ein weitere Erklarungsmadglichkeit flr eine neuroprotektive Funktion von Engrailed wurde
durch Versuche an Enl-heterozygoten Tieren gefunden. Wenn in diese Tiere intrastriatal
alpha-Synuklein-Fibrillen injiziert wurden, tberlebten Neurone der Substantia nigra
schlechter als im Wildtyp-Hintergrund (Chatterjee et al. 2019). Engrailed kénnte also Uber

extrazellulare Mechanismen das Uberleben von Neuronen beeinflussen.

1.4 Entwicklung cerebellarer Purkinje-Zellen und ihre Beeinflussung durch Engrailed-2

Wie bereits ausgefiihrt wurde, gehdren Engrailed-Gene zu den Segment-Polaritatsge-
nen, was bedeutet, dass sie in die Etablierung von Segmenten und Kompartimenten so-
wie in die Aufrechterhaltung oder Festlegung von polaren Strukturen involviert sind. Ge-
rade der Aufbau der Neurone ist von einer kennzeichnenden Polaritat gepréagt. Bevor auf
den Einfluss von Engrailed-2 auf die neuronale Polaritat eingegangen wird, soll kurz die
Entwicklung des Kleinhirnkortex skizziert werden, die untrennbar mit der Auspragung der
polaren Purkinje-Zellen verknipft ist. Das Wissen um den Aufbau des Kleinhirnkortex ist

aulRerdem fir die Beurteilung der hier gezeigten Kleinhirnschnitte essentiell.
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1.4.1 Der Aufbau des cerebellaren Kortex

Der cerebellare Kortex einer adulten Maus besteht aus drei histologischen Schichten;
von der pialen Oberflache ausgehend sind dies die Molekularschicht, welche im
Wesentlichen die Dendritenbaume der Purkinje-Zellen und nur wenige Zellsomata
enthélt, die Purkinje-Zell-Schicht, in der die gleichnamigen Zellen einen Monolayer
bilden, sowie die Kornerzellschicht mit einer sehr hohen Zelldichte. Unterhalb des
Kleinhirnkortex liegt die weil3e Substanz, in die zentral die Kleinhirnkerne eingebettet
sind. Die Purkinje-Zell-Neurone des Cerebellums entstehen in der ventrikularen Zone,
werden zwischen E11 und E13 aus Stammzellen generiert und wandern in radiarer
Richtung zur Kleinhirnplatte (Inouye und Murakami, 1980). Hier ordnen sie sich zunéchst
als eine mehrschichtige Struktur zwischen den Neuronen der Kleinhirnkerne — die
ungefahr zeitgleich entstehen — und der in der Proliferation befindlichen &ufRReren
Kdrnerzellschicht an. Die aul3en gelegenen Kornerzellen wandern nach ihrer Entstehung
sukzessive in radiarer Richtung nach innen, so dass sich bis zum P5 unterhalb der
Purkinje-Zellschicht eine Schicht Kérnerzellen bildet — die definitive Kérnerzellschicht des
erwachsenen Kleinhirns (Sotelo, 2004). Die Schichtung des Kleinhirnkortex eines
Neugeborenen besteht also aus vier Schichten, die des erwachsenen Tieres aus drei.

Der Aufbau und die Verschaltung sind Abb. 1 zu entnehmen.

Innerhalb des Kortex wurden acht verschiedene Neuronenpopulationen identifiziert, un-
ter denen die Purkinje-Zellen eine zentrale Rolle einnehmen. Sie sind die einzigen Pro-
jektionsneurone des Kleinhirnkortex und stellen damit dessen efferentes System dar.
Purkinje-Zellen werden von Kletterfasern innerviert, die aus den Nuclei olivares inferiores
der Medulla oblongata stammen (Desclin, 1974) und dem Kleinhirn propriozeptive Infor-
mationen und Rickkopplungen aus den Bewegungsvorgangen im Korper zuleiten.
Gleichzeitig werden die Purkinje-Zellen an ihren distalen Dendritenfortsatzen durch Pa-
rallelfasern kontaktiert, die von den Kornerzellen stammen. Letztere erhalten wiederum

propriozeptive, aber auch vestibulare Informationen Uber die Moosfasern. Von den



21

// e
Efararzan /f Rickenmark,
/'ﬁntere\ ( Hirnstamm,
%) ¢ ) \._Mesencephalon
-\ Olive Y/ = g
N ‘\77(,»

Abb. 1: Aufbau und Verschaltung des Kleinhirnkortex. Die Purkinje-Zellen (PC)
erhalten Afferenzen aus der unteren Olive als Kletterfasern (CF), von den Kérner-
zellen (GC) als Parallelfasern (PF) und von Korbzellen (BC) und Sternzellen (SC).
Die Purkinje-Zell-Axone projizieren in die tiefen Kleinhirnkerne (DCN), die wiederum
die einzige cerebellare Efferenz darstellen. Die Kérnerzellen erhalten wiederum Af-
ferenzen aus Moosfasern (MF). (M) Molekularschicht, (P) Purkinje-Zellschicht, (G)
Kdrnerzellschicht. Modifiziert nach Sydnor et al., 2022.

Parallelfasern ausgehend werden auRerdem inhibitorische Interneurone erregt, welche
wiederum die Purkinje-Zellen inhibieren. Ihre Somata liegen entweder in der Molekular-
schicht (Korb- und Sternzellen), in der Purkinje-Zell-Schicht (Candelabrum-Zellen) oder
der Kornerzellschicht (Golgi-Zellen und Lugarozellen); ihre Dendriten liegen in der Mole-

kularschicht, wo sie Informationen aus den Parallelfasern erhalten.

1.4.2 Die Dendritenentwicklung der Purkinje-Zellen

Die Dendritogenese der Purkinje-Zellen lauft nach einem strikten Zeitplan ab und wird in
Stadien eingeteilt. Embryonal zeigen Purkinjezellen einen bipolaren Aufbau mit einem

fuhrenden Fortsatz in Richtung der Pia und einem nachfolgenden Fortsatz in Richtung
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tiefe Kerne. Bis P3 werden dann zunehmend neue Stammdendriten gebildet, die in der
Folgezeit bis P6 wieder riickgebildet werden. Ubrig bleiben bis zu zwei definitive
Stammdendriten, die meist noch auf einen reduziert werden. Der Stammdendrit wéchst in
die Molekularschicht ein, wahrend er sich immer feiner aufzweigt. Das Wachstum des
Dendritenbaumes findet zwischen P10 und P15 grof3tenteils parallel zur cerebellaren
Oberflache statt, wahrend nach P15 die vertikale Wachstumskomponente im Fokus steht.
Bis P30 ist die morphologische Dendritogenese der Purkinje-Zellen abgeschlossen
(Armengol and Sotelo 1991, Berry und Bradley, 1976). Wahrend des gesamten Prozesses
existieren bereits Synapsen zwischen den unreifen Purkinje-Zell-Dendriten und den
Axonen der einwachsenden Kletter- und Parallelfasern. Diese Synapsen bilden sich im
weiteren Verlauf der Entwicklung ebenfalls zum Teil wieder zuriick (Chedotal und Sotelo,
1993).

1.4.3 Die Kompartimentierung des Kleinhirnkortex

Der cerebellare Kortex ist funktionell in parasagittale Banden unterteilt, zwischen denen
sich sowohl die Konnektivitat als auch das biochemische Expressionsprofil der Purkinje-
Zellen unterscheiden (Hawkes und Gravel, 1991; Oscarsson, 1979). Erste Befunde, die
eine parasagittale Kompartimentierung des Kleinhirns zeigen, stammen von Jan Voogd,
der anhand der Myeloarchitektur Fasern verfolgen und Axone entlang der Mittellinie grup-
pieren konnte (Voogd et al., 1969). Auf biochemischer/genetischer Ebene kénnen diese
Kompartimente heute durch viele Beispiele belegt werden, wie zum Beispiel Zebrin Il (Ahn
et al., 1994), L7-pcp-2 (Oberdick et al., 1993), sowie WNT7B, PAX2 und auch EN1 und
ENZ2. Neben diesen parasagittalen Mustern gibt es auch Genexpressionsprofile, die den
Kleinhirnkortex entlang der antero-posterioren Achse in Kompartimente einteilen (Millen
et al., 1995). Die beiden Mustertypen lassen vermuten, dass der Kleinhirnkortex schach-
brettartig in kleine Areale von flinf bis zehn Purkinje-Zellen eingeteilt ist, die jeweils eigen-
standige Entitaten darstellen kénnten. Da unter den Musterbildnern auch axonale Weg-
findungsmolekile und Transkriptionsfaktoren sind, liegt es nahe, dass die Entstehung der
Kompartimente auf mehreren interagierenden Faktoren beruht, zu denen auch EN2 ge-
hort.
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1.4.4 Transgene Mausmodelle zur Analyse der Engrailed-2-Funktionen

Um die Funktion von EN2 in vivo zu untersuchen, entwickelten Joyner et al. (1991) ein
murines Knockout-Modell, indem sie in das zweite Exon — welches auch die fir die Ho-
moodomain von EN2 kodierende Sequenz enthalt — mit einem Expressionsvektor fur das
Neomycin-Resistenzgen ersetzten. Diese Tiere waren tUberlebens- und fortpflanzungsfa-
hig, fielen jedoch durch ein im Vergleich zum Wildtyp verkleinertes Cerebellum und des-
sen veranderte Lobulierung auf: In vermalen Sagittalschnitten zeigte sich eine Assoziation
des Lobulus VIII (Pyramis) mit dem Lobulus IX (Uvula), abweichend von dessen Verge-
sellschaftung mit den Lobuli VI (Declive) und VII (Tuber vermis) im Wildtyp-Tier. Im Be-
reich der Kleinhirn-Hemispharen fand sich zudem eine verénderte Faltung der beiden
Crura des Lobulus ansiformis, sowie zusatzlich ein verkleinerter Paraflocculus (Joyner et
al., 1991). Aufgrund der gezielten Ausschaltung der fur die Homéodomain von EN2-ko-
dierenden Sequenz wird diese Mausmutante als En-2"9 bezeichnet. Ein molekularer Sig-
nalweg, der fiir die morphologischen Anderungen verantwortlich sein kénnte, ist bisher
nicht bekannt, aber die Gruppe um Joyner konnte zeigen, dass sich die innere Kdrnerzell-
schicht langsamer entwickelte. Da die Proliferation von Kérnerzellen die Lobulierung des
Kleinhirns maRgeblich beeinflusst (Legué et al., 2016) liegt die Vermutung nahe, dass
auch in der En-2" Maus lokal unterschiedliche Proliferationsvorgange die Lobulierung
beeinflussen. Alternativ oder damit assoziiert konnte die Identitat einzelner Kornerzell-
gruppen verandert worden sein, so dass sich anterior gelegene Koérnerzellen wie posteri-
ore Zellen verhalten und an anderer Stelle zu proliferieren beginnen. Dies konnte aus En-
2hd Mausen, die mit Mausen einer lacZ-exprimierenden Mauslinie gekreuzt waren, gefol-
gert werden. LacZ wurde in diesen Kreuzungen in distinkten parasagittalen und cranio-
caudalen Mustern exprimiert. Wurde nun Engrailed-2 deletiert, war das Muster Lobus-
spezifisch verandert. Dies wurde als Anderung der Zellidentitat in En-2h9-Tieren interpre-
tiert (Millen et al. 1994).

Auch wenn in En-2M-Mutanten kein EN2-Protein nachgewiesen werden konnte, war nicht
ausgeschlossen, dass verkirzte EN2-Proteine exprimiert werden, z.B. durch die Nutzung
alternativer Promotoren oder durch den im Expressionsvektor enthaltenen beta-Aktin-Pro-

motor. Da diese EN2-Proteinvarianten funktionelle Domanen enthalten kénnen, kann eine
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biologische Restaktivitat nicht ausgeschlossen werden. Aus diesem Grund etablierten Mil-
len et al. (1994) eine zweite transgene Mauslinie, in der eine Neomycin-Resistenzkasette
grol3e Teile des Exons 1 ersetzte. Diese Mauslinie wird aufgrund der N-terminalen Dele-
tion als En-2"d bezeichnet. Eine morphologische Untersuchung dieser Tiere legte die glei-
chen Auffalligkeiten in der cerebellaren Grof3e und Lobulierung offen, die auch in den En-
2hd-M&usen beschrieben worden waren. Auch wenn alternative Genprodukte in der En-
2"d Maus nicht ausgeschlossen werden konnen, zeigt die Kongruenz der beiden Phano-
typen, dass der morphologische Phanotyp mit hoher Wahrscheinlichkeit auf das Fehlen
von EN2 zurtckzufuhren ist (Millen et al., 1994).

Bereits 1995 konnte gezeigt werden, dass En2-mRNA spéatembryonal in parasagittalen
Mustern im Kleinhirn exprimiert wird (Millen et al. 1995). Zu diesem Zeitpunkt wachsen
Moos- und Kletterfasern in das Kleinhirn (Mason und Gregory, 1984), sind aber noch nicht
mit den spateren Zielzellen verbunden. Erst innerhalb der ersten beiden Postnatalwochen
wachsen die Afferenzen in den Kortex ein und bilden mit den Zielzellen synaptische
Verbindungen, die in parasagittalen Mustern angeordnet sind (Miyazaki et al., 2012; Vogel
et al., 1996). Um eine Rolle von Engrailed-2 bei der parasagittalen Organisation des
Kleinhirnkortex experimentell zu beweisen, wurde EN2 unter dem L7-pcp-2-Promotor in
Purkinje-Zellen des Kleinhirns exprimiert (Baader et al., 1998). Da EN2 im Cerebellum
unter normalen Bedingungen lediglich in der frihen Embryonalzeit in Purkinje-Zellen und
danach nur noch in Kdrnerzellen exprimiert wird, liegt in den L7En-2-Tieren in spaten
embryonalen und adulten Stadien eine prolongierte, ektopische Expression von
Engrailed-2 vor. Gleichzeitig wird in physiologisch EN2 negativen Zellen in der L7En-2
Mutante nun EN2 exprimiert, sodass das parasagittale physiologische EN2
Expressionsmuster aufgehoben ist. In der Folge war die typische biochemische
Kompartimentierung der Purkinje-Zellen nur noch diffus ausgepréagt und korrelierend
damit das Einwachsen der Moosfasern verandert (Baader et al. 1999). Ahnlich den
Knockouttieren zeigten die L7En-2 Mause ebenfalls ein kleineres Kleinhirn. Diese
GrolRenreduktion konnte auf ein lokal umschriebenes Absterben von Purkinje-Zellen
zuruickgefuhrt werden (Jankowski et al. 2004). Die Uberlebenden Purkinje-Zellen wirken
zunachst morphologisch unauffallig, weisen jedoch zwischen P5 und P7 eine
verlangsamte Dendritenentwicklung auf, die im adulten Stadium in einem klrzeren

Dendritenbaum sichtbar ist (Jankowski et al. 2004).
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1.5 Mitochondrien in Neurogenese, Differenzierung, Axogenese und Neurodegeneration

Mitochondrien sind Organellen, die Energie fiir den zellularen Stoffwechsel durch oxida-
tive Phosphorylierung bereitstellen und damit an wesentlichen zellularen Funktionen be-
teiligt sind. Sie nehmen eine zentrale Rolle beim Uberleben von Neuronen ein, induzieren
oder verhindern Zelltod, sind wichtig fir die Neurogenese und die zellulare Differenzie-
rung. Dabei erfullen die Mitochondrien Aufgaben im zellularen Metabolismus, der Auf-
rechterhaltung des Redox-Gleichgewichtes, der Calcium-Homoostase und des Fettstoff-

wechsels.

Mitochondrien einer Zelle sind durch Teilungen und Verschmelzungen einem standigen
Wandel unterworfen (Pernas und Scorrano, 2016). Diese Veranderungen laufen
synchronisiert zum Zellzyklus ab: In der G1- und der S-Phase finden vermehrt
Fusionsvorgange statt, wahrend sich in der G2- und der Mitosephase die Mitochondrien
haufiger teilen (Iwata und Vanderhaeghen, 2021; Mitra et al., 2009). Die mitochondriale
Dynamik ist folglich mit der Neurogenese eng verknupft. In neuronalen Stammzellen, die
sich in der Selbsterneuerung befinden, ist die Fusionsaktivitat der Mitochondrien héher
als in Zellen, die differenzieren (lwata et al., 2020; Khacho et al., 2016). Auf der anderen
Seite ist die mitochondriale Fusion mit einer gesteigerten oxidativen Phosphorylierung
verbunden (Yao et al., 2019), sodass in proliferierenden Zellen vermehrt Energie zur
Verfigung steht. Gleichzeitig wurden in teilungsfahigen Zellen eine erhdhte aerobe
Glykolyse gefunden. Durch die Glykolyse werden zum einen ATP und
Reduktionsaquivalente, zum anderen Intermediarprodukte fir Synthesestoffwechselwege
wie die Nukleotidbiosynthese bereitgestellt (Lunt und Vander Heiden, 2011; Pfeiffer et al.,
2001). Beim Ubergang von der Proliferationsphase in die Zelldifferenzierung erfolgt die
zunehmende Umstellung von der Glykolyse zur oxidativen Phosphorylierung (Agostini et
al., 2016; O’ Brien et al., 2015). Experimentelle Belege hierfir wurden in Drosophila-
Neuroblasten gefunden, die nach Repression von Untereinheiten der Cytochrom-C-
Oxidase weiter proliferierten und nicht mehr ausdifferenzieren konnten (Homem et al.,
2014). In Drosophila-Modellen fur unterschiedliche Hirntumoren fand sich jedoch bei
einem Knockdown der Komplexe | und V auch eine Einschrankung der Mitoserate (van

den Ameele und Brand, 2019), was darauf hindeutet, dass die oxidative Phosphorylierung
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nicht nur im Ubergang von Proliferation zu Differenzierung entscheidend ist, sondern auch
die Proliferation limitieren kann. Uber welche Mechanismen die oxidative
Phosphorylierung die Proliferation und/oder Differenzierung beeinflusst ist nicht
abschlieRend geklart. Arbeiten an hippokampalen neuronalen Stammzellen zeigen, dass
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) die Neurogenese abhangig vom Kontext und vom
Zelltyp beeinflussen kénnen (Adusumilli et al., 2021; lwata und Vanderhaeghen, 2021,
Khacho et al., 2016).

Ahnlich vielschichtig ist der Einfluss der Energiegewinnung lber die Glykolyse auf Prolife-
ration und zellulare Differenzierung. Wird die Expression des murinen TP53-induzierbaren
Glykolyse und Apoptose Regulators (TIGAR) vermindert, sinkt auch die Expression von
Markern der neuronalen Differenzierung (Zhou et al., 2019). Der Ablauf der Glykolyse ist
demnach also fir die zellulare Differenzierung wichtig. Ist allerdings das Glykolyse-Inter-
mediarprodukt Methylglyoxal (MGO) in h6heren Mengen vorhanden, wird die Notch1-Re-
zeptor-Translation reprimiert und die zellulare Differenzierung von neuronalen Stammzel-
len verhindert (Peng et al., 2019; Rodrigues et al., 2020). Glykolytische Prozesse sind
also zell- und kontextabhangig fur verschiedene Prozesse der Differenzierung essentiell.

Neben der zentralen Rolle der Mitochondrien bei der oxidativen Phosphorylierung
beherbergen Mitochondrien Enzyme des Citratzyklus und der beta-Oxidation - Prozesse,
die die Proliferationsleistung von Stammzellen beeinflussen kdnnen (lwata und
Vanderhaeghen, 2021): Das Mcphl-Gen (Microcephalin) ist in der &uf3eren
Mitochondrienmembran lokalisiert und aktiviert dort Calcium-Kanale (Journiac et al.,
2020). Eine veranderte intramitochondriale Calciumkonzentration beeinflusst die Aktivitat
der alpha-Ketoglutarat-Dehydrogenase, einem Schlisselenzym des Citratzyklus (Ilwata
und Vanderhaeghen, 2021) und reguliert die neuronale Proliferation (Jayaraman et al.,
2018). Ist die Expression der Carnithin-Palmitoyltransferase la erniedrigt oder deren
Funktion blockiert, kann die beta-Oxidation in den Mitochondrien in geringerem Umfang
ablaufen und entsprechend weniger Energie zur Verfigung gestellt werden. Der Wechsel
zwischen ruhenden und proliferierenden neuronalen Stammzellen ist gestort und Zellen
sterben zunehmend ab (Knobloch et al., 2017). Der mitochondriale Stoffwechsel kann

somit Uber mehrere Stoffwechselwege die Neurogenese steuern.
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Erst kirzlich konnte gezeigt werden, dass die mitochondriale Anzahl, Grof3e und
Stoffwechselaktivitat im Zusammenhang mit der Entwicklungsgeschwindigkeit von
Neuronen in unterschiedlichen Spezies stehen (lwata et al., 2023). Um die Entwicklung
komplexer neuronaler Netzwerke zu ermdglichen, muss die Axonentwicklung eines jeden
Neurons sowie die axonale Wegfindung prazise gesteuert werden. Fiur diese Prozesse
wird viel Energie benttigt (Carlier, 1990). Ungefahr 50 % des ATP in Neuronen werden
im  Aktinstoffwechsel verbraucht (Bernstein und Bamburg, 2003). Daher ist
nachvollziehbar, dass Mitochondrien als Hauptakteure in der ATP-Synthese zum Zellpol,
an dem die Axogenese stattfindet, gelangen muissen. Circa 30 - 40 % der Mitochondrien
einer Zelle befinden sich zu jedem Zeitpunkt in Bewegung. Hierbei kommt ein Mikrotubuli-
gestitzter Transportmechanismus zum Einsatz. Es wird zwischen dem anterograden und
dem retrograden Transport unterschieden, wobei Mitochondrien auch wahrend des
Transportvorganges ihre Richtung &andern konnen (Smith und Gallo, 2018). Der
anterograde Transport wird Uber eine Interaktion des Kinesins KIF5 mit der aul3eren
Mitochondrienmembran mittels der GTPasen MIRO1 und MIRO2 sowie TRAK1 vermittelt
(Hirokawa et al., 1991; Lin und Sheng, 2015). Der retrograde Transport findet Dynein-
vermittelt statt. Hier dienen ebenfalls TRAK1 sowie TRAK2 als Mediator zwischen
Mitochondrien und Mikrotubuli (van Spronsen, 2013). Durch den erhdhten Energiebedarf
an distalen Axonendigungen ist es wenig verwunderlich, dass hier nicht nur eine
siebenfach hohere Mitochondriendichte als in proximaleren Teilen des Axons
nachgewiesen werden konnte, sondern auch eine hohere Dichte als in anderen
Zellfortsatzen. Wurden Axone an ihrem Wachstum gehindert, zogen sich die
Mitochondrien in zentralere Zellkompartimente zuriick (Morris und Hollenbeck, 1993).
Dies lasst darauf schliel3en, dass der mitochondriale Transport in einer Nervenzelle
dynamisch auf das Wachstumsverhalten ihres Axons reagieren kann. Jedoch kdnnen
mitochondriale Dynamiken ihrerseits auch die Axogenese beeinflussen. In Zellen, in
denen die Funktion von DRP1 — einem wichtigen mitochondrialen Fissionsprotein —
gehemmt wurde, kam es zu einem verringerten axonalen Wachstum (Steketee et al.,
2012).

Die Arbeitsgruppe um Hollenbeck machte die interessante Beobachtung, dass sich Mito-
chondrien bevorzugt in aktiv auswachsenden Axonkollateralen befanden (Ruthel und Hol-

lenbeck, 2003). Bei der Bildung von Axonkollateralen werden Netzwerke von
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Aktinfilamenten bendtigt, welche die Aussprossung von Filopodien ermoglichen. Diese
Ansammlungen von Aktinfilamenten bilden sich bevorzugt in rAumlicher Nahe zu Mito-
chondrien aus und bendtigen dazu deren respiratorische Aktivitat (Ketschek und Gallo,
2010; Smith und Gallo, 2018; Spillane et al., 2011). Konsistent mit dieser Beobachtung
war bei einer experimentellen Verringerung der Mitochondriendichte oder einer Stérung
der mitochondrialen respiratorischen Aktivitat die Axonkollateralisierung eingeschrankt
(Spillane et al., 2013). In dopaminergen Neuronen finden sich ebenfalls Belege fiur die
Korrelation zwischen mitochondrialer Funktion zur Axonkollateralisierung (Pacelli et al.,
2015). Insgesamt scheinen die mitochondriale Verteilung und Funktion bei der Axonkol-
lateralisierung eher eine permissive als eine induktive Funktion einzunehmen. Somit sind
eine ausreichende Dichte und Funktion eine notwendige, jedoch nicht hinreichende Be-
dingung fur die Ausbildung von Kollateralen (Smith und Gallo, 2018). Entsprechend flh-
ren Anderungen in der Anzahl von Mitochondrien oder im mitochondrialen Stoffwechsel
auch zu verminderter axonaler Regeneration (Han et al., 2016) und erhdhter Degenera-

tion (Barrientos et al., 2011).

Seit langerer Zeit wird die mitochondriale Dysfunktion in der Pathogenese
neurodegenerativer Erkrankungen wie des Morbus Parkinson diskutiert. In post-mortem
Geweben von Parkinson-Patienten fanden sich reduzierte Aktivitaten des mitochondrialen
Komplex | der Atmungskette (Schapira et al., 1990). Mitochondrien spielen eine wichtige
Rolle bei der Auslosung der Apoptose-Kaskade durch die Permeabilisierung ihrer
Membran (Kroemer et al., 2007). Aufgrund des defizienten Komplex | werden die
Mitochondrien sensibler fur die Auslosung der Apoptose lUber den Bax-Signalweg. Somit
wird die Apoptoseschwelle der Neurone herabgesetzt (Perier et al., 2005). Diese
Beobachtungen lassen jedoch die Frage offen, ob die reduzierte Funktion der
Atmungskette in der Pathogenese der Parkinson-Erkrankung kausal beteiligt ist, oder ob
sie madglicherweise sekundar durch die Neurodegeneration ausgeldst wird. Um diese
Frage experimentell zu adressieren, entwickelten Ekstrand et al. ein murines Knockout-
Modell fur das fur den mitochondrialen Transkriptionsfaktor A kodierende Gen (Tfam). In
diesen Mausen zeigte sich eine insgesamt verringerte Expression fur Proteine der
Atmungskette kodierenden mitochondrialen DNA. Begleitend kam es zur Degeneration
dopaminerger Neurone, der Bildung intraneuronaler Einschlusskorper sowie einem

parkinsonoiden Phanotyp mit Bewegungsstorung (Ekstrand et al.,, 2007). Eine
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Beeintrachtigung der Atmungskette resultiert neben der erhdhten Vulnerabilitat der Zellen
im Bezug auf Apoptose aul3erdem in der vermehrten Bildung von ROS. Dieser oxidative
Stress kann wiederum die respiratorische Aktivitat der Mitochondrien beeintréachtigen
(Schapira, 1995); es handelt sich somit um einen Teufelskreis, der letztendlich in die
Neurodegeneration fuhrt. Dartber hinaus sind verschiedene mitochondriale Proteine
bekannt, deren Mutation mit Neurodegeneration assoziiert sind. Beispiele hierfiur sind das
in der inneren Mitochondrienmembran lokalisierte PINK1 (Gandhi et al., 2006; Silvestri et
al., 2005), oder das in Mitochondrien lokalisierte Protein DJ1 (Bonifati et al., 2003; Yokota
et al.,, 2003). Auch pharmakologische Eingriffe in den mitochondrialen Stoffwechsel
resultieren in degenerativen Prozessen. 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin
(MPTP) hemmt den Komplex | der oxydativen Phosphorylierung, erhéht die ROS-
Produktion und férdert kognitive Defizite und Bewegungsstérungen (Hantraye et al.,
1996). Das Pestizid Rotenon inhibiert ebenfalls den Komplex |, was zu einem
hochselektiven nigrostriatalen  Zellverlust und einem damit einhergehenden
hypokinetisch-rigiden Phanotyp fuhrt (Betarbet et al., 2000). Eine mitochondriale
Dysfunktion kann das zellulare Uberleben auch indirekt tiber die proteasomale Funktion
betreffen. Ist die oxidative Phosphorylierung gestort, so schrankt dies ATP-abhangige
proteasomale Prozesse ein und nicht degradierte Proteine konnen akkumulieren
(Hoglinger et al., 2003; Schapira, 2008).

1.6 Mitochondrien und ihre Rolle in der Pathophysiologie der Autismus-Spektrum-Stérun-

gen

Es existieren viele Belege daflr, dass Autismus-Spektrum-Stérungen mit einer mito-
chondrialen Dysfunktion verknipft sein kbnnten, auch wenn bisher kein kausaler Zusam-
menhang nachgewiesen werden konnte. Im Serum autistischer Kinder wurden vermin-
derte Spiegel von NAD* und ATP nachgewiesen, wéhrend in ihrem Plasma eine Reduk-
tion antioxidativer Molekule wie des reduzierten Glutathions vorlag (Essa et al., 2013). In
einzelnen Fallen waren ASD-Patienten im Kinder- und Jugendalter mit verminderten Ak-
tivitaten der mitochondrialen Komplexe Il und Il in Skelettmuskelbiopsien aufféllig (Gue-
vara-Campos et al., 2013). Auch in neuronalen post-mortem Geweben wurden vermin-

derte Aktivitditen mitochondrialer Enzyme — im Speziellen der Komplexe | und V der
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Pyruvat-Dehydrogenase im frontalen Kortex (Gu et al., 2013) sowie der Komplexe | und
IV im Temporallappen (Tang et al., 2013) — nachgewiesen. Auf Proteinebene konnten
zudem geringere Mengen der mitochondrialen Fusionsproteine MFN1, MFN2 und OPAL,
und héhere Mengen der mitochondrialen Spaltungsproteine FIS1 und DRP nachgewiesen
werden. Vermutlich ist also die mitochondiale Dynamik in Zellen des ZNS von ASD-Pati-

enten verandert.

Auch wenn Mechanismen der Engrailed-vermittelten Neuroprotektion (s. Kapitel 1.3.3)
bisher nur unzureichend untersucht sind, bestehen Hinweise darauf, dass Engrailed tber
einen Mitochondrien-vermittelten Mechanismus neuroprotektiv wirken kann (Fuchs et al.,
2012). Die Zugabe von exogenem Engrailed zu kultivierten mDA-Neuronen, die zuvor mit
1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP) — einer Substanz, die die Funktion
des Komplexes | der Atmungskette hemmt und zur Erzeugung parkinsonoider Zustande
im Tiermodell verwendet wird — behandelt worden waren, verbesserte deren Uberleben.
Dieser protektive Effekt konnte durch die Zugabe von Ndufs1-siRNAs abgeschwacht wer-
den, was nahelegt, dass Engrailed die Translation mehrerer Komplex-I-Untereinheiten in-
duziert. Konsistent mit dieser Hypothese ist der Befund, dass im Nervengewebe von he-
terozygoten Enl-defizienten Mausen geringere Mengen an Ndufsl und Ndufs3 exprimiert
werden. Wurde vermehrt Engrailed exprimiert, stieg der Dopamingehalt in mDA-Neuro-
nen. Engrailed beeinflusst also nicht nur das Uberleben der mDA Neurone, sondern auch
ihre Funktion (Alvarez-Fischer et al., 2011).

1.7 Fragestellung

Da aus vorangegangenen Untersuchungen bekannt ist, dass eine Uberexpression von
Engrailed-2 die Differenzierung von Purkinje-Zellen temporar verlangsamt und diese
Entwicklungsretardierung bis ins adulte Stadium persistiert, stellt sich die Frage, tUber
welche Mechanismen diese Entwicklungsstorung verursacht werden konnte. Ergebnisse
aus genetischen Analysen haben gezeigt, dass Mitochondrien ein Ziel der veranderten
Engrailed-Expression sein konnten (Holst et al.,, 2008). Mitochondrien nehmen eine
wichtige Rolle bei der Neurogenese, bei Apoptose, bei axonalem Wachstum und

Ausdifferenzierung von Neuronen ein (Cheng et al., 2010). Mitochondrien und Engrailed
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spielen also in &hnlichen zellularen Prozessen eine Rolle. Zudem konnte gezeigt werden,
dass eine verédnderte Engrailed Expression mit einer verminderten Expression von
Parvalbumin assoziiert ist (Jankowski et al., 2004). Eine Parvalbumin-Defizienz fihrte in
Neuronen zu einem vergréfRerten Mitochondrienvolumen und zu einer Zunahme der
Mitochondriendichte (Janickova et al., 2020). Es erscheint folglich plausibel anzunehmen,
dass die En2 Uberexpression direkt oder tber die Veranderung der Parvalbumin-
Expression die Mitochondrien-Morphologie und/oder -Funktion beeinflusst und damit zur

Entwicklungsretardation von Neuronen fihrt.

Ziel dieser wissenschaftlichen Arbeit war es, zu untersuchen, ob in den Purkinje-Zellen
von Engrailed-2 defizienten und tGberexprimierenden Mausen die Mitochondrien in Struk-

tur, Anzahl oder Anordnung verandert sind.
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2. Material und Methoden

2.1 Gerate und Chemikalien

2.1.1 Gerate

Tab. 1: Verwendete Geréte.

Gerat Bezeichnung, Hersteller

Binokular-Lupe Wild M8, Wild Heerbrugg, Heerbrugg, Schweiz

Blotting-Gerat Trans-Blot® Turbo™ Transfer System, Bio-Rad
Laboratories Inc., Hercules, USA

Brutschrank Heracell™ VIOS 160i CO2 Incubator, Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Elektronenmikroskop JEM-1400Plus, JEOL, Akishima, Japan

Elektrophoresekammer Bio-Rad Criterion™ Cell, Bio-Rad Laboratories

(Western Blot) Inc., Hercules, USA

Elektrophoresekammer (Gel- | Sub-Cell GT Cell, Bio-Rad Laboratories Inc., Her-

elektrophorese) cules, USA

Geldokumentationssystem Gel Doc 2000™, Bio-Rad Laboratories Inc., Her-
cules, USA

Heizplatte RCT basic, IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Stau-

fen, Deutschland

Homogenisator Precellys 24 Tissue Homogenizer, Bertin Techno-
logies, Montigny-le-Bretonneux, Frankreich

Imaging System fir Western | Advanced Fluoreszenz & ECL Imager, Intas Sci-
Blot ence Imaging Instruments GmbH, Gottingen,
Deutschland

Konfokales Laser Scanning- | 1. Eclipse Ti2, Nikon Microscope Solutions, Tokio,
Mikroskop Japan

2. Leica DM IRE2, Leica Microsystems, Wetzlar

Netzteil fir Gelelektrophorese | Bio-Rad Power Pac 300, Bio-Rad Laboratories
Inc., Hercules, USA

Ofen Thermo Scientific™ Vacutherm, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, USA

Perfusionspumpe KDS Legato 100, KD Scientific Inc., Holliston, USA
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Gerat Bezeichnung, Hersteller

pH-Meter SevenCompact, Mettler-Toledo International Inc.,
Columbus, USA

Photometer HQuant Universal Microplate Spectrophotometer,
Bio Tek Instruments Inc., Charlotte, USA

Schittler 1. Unimax 1010, Heidolph Instruments GmbH &

CO. KG, Schwabach, Deutschland

2. Mixer HC, Starlab GmbH, Hamburg, Deutsch-
land

Thermocycler

GeneAmp PCR System 2400, PerkinElmer Inc.,
Waltham, USA

Tissue Chopper

Mcllwain Tissue Chopper, Mickle Laboratory Engi-
neering Co. Ltd., Guildford, Vereinigtes Konigreich

Vibratom Leica VT 100S, Leica Biosystems, Wetzlar,
Deutschland

Vortex Vortex Genie 2, Scientific Industries Inc., Bohemia,
USA

Waage NewClassic MS, Mettler-Toledo International Inc.,

Columbus, USA

Zellkultur-Einsatze

Millicell® Cell Culture Inserts, Durchmesser 30 mm,
Porengréf3e 0,4 um, Merck Millipore, Burlington,
USA

Zentrifuge

Pico™ 17, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

2.1.2 Chemikalien

Tab. 2: Verwendete Chemikalien und Reagenzien.

Chemikalien, Reagenzien

Hersteller/Bezugsquelle

Acrylamid Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Agar agar Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Agarose Biozym LE Agarose, Biozym Scientific GmbH,

Hessisch Oldendorf, Deutschland
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Chemikalien, Reagenzien

Hersteller/Bezugsquelle

Ammoniumpersulfat

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA

Ampuwa (Wasser)

Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Deutsch-
land

B-27™ Supplement

Gibco™, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

cOmplete™ Protease Inhibitor
Cocktall

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Coomassie-Blau

PageBlue™ Protein Staining Solution, Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

DMSO

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

dNTP

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

2-Dodecenylbernsteinsaurean-
hydrid

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

10x DreamTaq™-Puffer

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Ethidiumbromid

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

GeneRuler 100 bp Plus DNA-Mar-
ker

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

GlutaMAX™ Supplement

Gibco™, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

Glycidether 100

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Hoechst 33258

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Ketamin

Ketamidor 100 mg/ml Injektionslésung, Wirt-
schaftsgenossenschaft deutscher Tierarzte
eG, Garbsen, Deutschland

6x Ladepuffer Gelelektrophorese

6x DNA Loading Dye, Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA

4x Laemmli Probenpuffer

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA

Magnesiumchlorid 25 mM

MgCl2 25 mM, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

Methylnadic anhydrid

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Mowiol® 4-88

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Neurobasal™ Medium

Gibco™, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

Osmiumtetraoxid

Polysciences Inc., Warrington, USA
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Chemikalien, Reagenzien

Hersteller/Bezugsquelle

Page Ruler™ Proteinmarker

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Primer Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA
Propylenoxid Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Proteinase K

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Ringer-L6ésung

Ringer Fresenius Spillosung Plastipur®,
Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Deutsch-
land

Rompun

Rompun 20 mg/ml (Wirkstoff: Xylazin) Injekti-
onslésung, Bayer, Leverkusen, Deutschland

10x Roti® Block

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Tag-Polymerase

DreamTag™ DNA Polymerase, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, USA

TEMED

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA

Trans-Blot® Turbo™ Transfer Buf-
fer

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA

2,4,6-Tris(dimethylaminome-
thyl)phenol

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Triton™ X-100

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Tab. 3: Verwendete Ldsungen.

Losungen Zusammensetzung

Cacodylatpuffer (Elektronenmikro- | Inhaltsstoffe in 1000 ml

skopie) Natriumcacodylat 42,89
ddH20 auf 1000 ml, pH 7,4

100 x Ca?*/Mg?*-Stammlosung fir | Inhaltsstoffe pro 100 ml

PBS/Ca"/Mg®" MgClz X 6 Hz20 1.0g
CaCl2 x 2 H20 159
ddHz20 auf 100 ml
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Lésungen Zusammensetzung

10x Elektrophorese-Puffer Inhaltsstoffe pro 1000 mi

(Western Blot) Tris 30299
Glycin 144,13 g
SDS 10g
ddH20 auf 1000 ml, pH 8,3

Epon-Mischung Inhaltsstoffe Volumen
Epon Reagenz A 18 mi
Epon Reagenz B 12 mi
2,4,6-Tris(dimethyla- 0,6 ml
mino-methyl)phenol

Epon Reagenz A Inhaltsstoffe Volumen
2-Dodecenylbernstein- | 100 ml
saureanhydrid
Glycidether 100 62 ml

Epon Reagenz B Inhaltsstoffe Volumen
Methylnadic anhydrid | 89 ml
Glycidether 100 100 ml

Extraktionspuffer (Western Blot) Inhaltsstoffe pro 100 mi
1M Tris HCI pH 8,0 5ml
1M NacCl 15 ml
Triton X-100 1mi
Natrium-Deoxycholat 0,59
SDS 01g
ddHz20 auf 100 ml
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Lésungen Zusammensetzung

Modifizierte Hank’s Losung Inhaltsstoffe pro 1000 mi
NacCl 8,09
KCI 0,373 ¢
NazHPO4 x 2 H20 0,125¢g
Glucose x H20 1049
CaClz x 2 H20 0,368 g
MgSO4 x 7 H20 0,317 g
NaHCO3 0,359
ddH20 auf 1000 ml, pH 7,2

Medium fur cerebellare Schnittkul- | Inhaltsstoffe pro 50 ml

turen

Neurobasal™ Medium 48,5 ml
B-27™ Supplement 1 mi
GIutMAX™ Supple- 0,5 ml
ment
10x PBS Inhaltsstoffe pro 1000 mi
NaCl 87,79
Naz:HPO4 x 2 H20 13,8 ¢
ddH20 auf 1000 ml
PBS/Ca?*/Mg?* Inhaltsstoffe pro 1000 ml
10x PBS 100 ml
100 x Ca?*/Mg?*- 10 mi

Stammldsung

ddH20 auf 1000 ml, pH 7,4
2x Phosphat-Puffer Inhaltsstoffe pro 1000 ml

NaH2PO4 x H20 27,6 g

ddH20 auf 1000 ml, pH 7,2
Sammelgel-Puffer (Western Blot) | Inhaltsstoffe pro 100 ml

Tris 6,06 g

SDS 0449

ddH20 auf 100 ml, pH 6,8
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Lésungen Zusammensetzung
TBE Inhaltsstoffe pro 1000 mi
Tris 108 g
Borsaure 55¢
0,5 M Na2EDTA 40 ml
ddH20 auf 1000 ml
10x TBS Inhaltsstoffe pro 1000 mi
Tris 6,06 g
NacCl 8,76 g
ddH20 auf 1000 ml, pH 7,6
TBST Inhaltsstoffe pro 1000 ml
10x TBS 100 mi
Tween 20 1 mi
ddH20 auf 1000 ml
TE Inhaltsstoffe pro 1000 mi
Tris 1219
EDTA 0,379
Tween 20 0,5 ml
ddH20 auf 1000 ml, pH 9,0
Trenngel-Puffer (Western Blot) Inhaltsstoffe pro 100 mi
Tris 18,17 g
SDS 049
ddH20 auf 100 ml, pH 8,8
2.1.3 Antikérper
Tab. 4: Verwendete Antikdrper.
Antikorper Spezies Hersteller
Anti-Calbindin-D28K | Maus Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Anti-Cyclophilin B Kaninchen Abcam, Cambridge, Vereinigtes Konigreich
Anti-FIS-1 Kaninchen Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Anti-Mitofusin-2 Kaninchen Cell Signaling Technology, Danvers, USA
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Antikdrper Spezies Hersteller

Anti-SDHA Kaninchen Cell Signaling Technology, Danvers, USA
Anti-TOM20 Kaninchen Cell Signaling Technology, Danvers, USA
Anti-Maus AlexaFluor | Ziege Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc.,
488 Waltham, USA

Anti-Kaninchen Cy3 | Ziege Dianova, Hamburg, Deutschland
Anti-Kaninchen HRP | Ziege Dako, Agilent, Santa Clara, USA

2.2 Versuchstierhaltung

Bei den fur diese Arbeit verwendeten Tieren handelt es sich um Mause aus der Linie
L7En-2, die in einem reinen FVB/N-Hintergrundstamm gehalten werden, und En-27-
Mause (En-2"d, Erlauterung s. Kapitel 1.4.4), die auf einen C57BL6-Hintergrundstamm
ruckgekreuzt waren. Die FVB/N-Tiere wurden von der Firma Janvier (Le Genest-Saint-
Isle, Frankreich) bezogen und im hauseigenen Tierstall geziichtet. Sie sind fur ihre grol3en
Wirfe und eine hohe reproduktive Potenz bekannt (Taketo et al., 1991). Die C57BL6/JRj-
Mause stammen ebenfalls von der Firma Janvier. Beide Mauslinien zeigen keinen patho-
logischen Phénotyp (Baader et al. 1998, Wurst et al. 1994).

Die Haltung der Tiere erfolgte nach § 11 des geltenden Tierschutzgesetzes in der Fas-
sung der Bekanntmachung vom 18. Mai 2006 (BGBI. | S. 1206, 1313), welches zuletzt
durch Artikel 2 Absatz 20 des Gesetzes vom 20. Dezember 2022 (BGBI. | S. 2752) geén-
dert wurde. Die Tiere wurden in Isolatoren bei einem Tag-Nacht-Rhythmus von zwolf
Stunden Licht zu zwdlf Stunden Dunkelheit gehalten. Sie hatten jederzeit freien Zugang
zu Futter und Wasser sowie zu Versteckmoglichkeiten und Gegenstanden zur Beschéfti-
gung. Abweichungen von diesem Regelwerk sind bei den einzelnen Versuchen angege-
ben und damit begriindet, dass die Experimente bereits ab 2018/2019 durchgefihrt wor-

den sind.

Zur Verpaarung wurde je ein Mannchen mit bis zu zwei Weibchen fur drei Tage in einem
Kéafig zusammengesetzt. Um Ubermaldige Zucht zu vermeiden, wurden die Mause fur
hochstens vier Tage zusammengesetzt und die Verpaarungen in der Tierzuchtmanage-
mentsoftware PyRAT (Python based Relational Animal Tracking) dokumentiert. Die

durchschnittliche Schwangerschaftsdauer betragt 20 Tage. Der Tag der Geburt des
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Nachwuchses wird als PO bezeichnet. Fir die weiteren Versuche wurden Tiere am dritten
und siebten Postnataltag (P3, P7), sowie adulte Tiere mit einem Alter von drei bis sechs

Monaten verwendet (im Folgenden mit Ad abgekdrzt).

2.3 Molekularbiologische Methoden
2.3.1 Genotypisierung der L7En-2-Tiere

Die Genotypisierung wurde an Schwanzspitzen durchgefihrt, die von juvenilen und adul-
ten Mausen abgenommen wurden. Es sei darauf hingewiesen, dass diese Experimente
vor Neuerung des Tierschutzgesetztes durchgefiihrt wurden und noch keinen Tierver-
suchsantrag erforderten. Die Schwanzspitzenbiopsien wurden in 200 pl eines Verdaupuf-

fers gegeben, der sich wie folgt zusammensetzte:

Schwanzspitzen-Verdau 1x
10x Dream-Taqg-Buffer 20 ul
Proteinase K (10 mg/ml) 5 pl
H20 175 pl
Gesamt 200 pl

Die Inkubation erfolgte Gber Nacht bei 55 °C unter Schiitteln bei 500 rpm. Am nachsten
Tag wurde die Proteinase K bei 95 °C fir 15 min denaturiert. Die Reagenzgefal3e wurden
fur 1 min bei 13000 rpm bei Raumtemperatur abzentrifugiert und anschlieend bei -20 °C

aufbewabhrt.

Fur die PCR wurden die folgenden Primer verwendet (jeweils in der Konzentration 20

pmol/ul):

Primer Sequenz

L7En-2-Primer forward 5 - CTGGGACCCTCAGCCCTCACC
L7En-2-Primer reverse 5 -TCCTTCTCCGTCTACCGCAGG
GAPDH-Primer forward 5'- TGAAGGTCGGTGTGAACGGATTTGGC
GAPDH-Primer reverse 5°- CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC
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Es wurden zwei PCR-Mischungen angesetzt (die Angaben sind pro Ansatz zu verstehen):

PCR-Mix 1 1x
10x DreamTaq™-Puffer 1,5ul
MgCl2 25 mM 0,32 ul
L7En-2_F-Primer 0,5 ul
L7En-2_R-Primer 0,5 ul
GAPDH_F-Primer 0,5 ul
GAPDH_R-Primer 0,5 ul
DMSO 1,2 ul
H20 7,98 ul
Gesamt 13 pl
PCR-Mix 2 1x
10x DreamTaq™-Puffer 0,5 ul
dNTP (10 mM) 0,4 ul
Tag-Polymerase 0,3 ul
H20 3,8 ul
Gesamt 5ul

In jedes PCR-Reaktionsgefald wurden 13 pl des PCR-Mix 1 und 2 pl DNA aus den
Schwanzspitzen-Verdauen pipettiert. Die Proben wurden in den Thermocycler geladen
und das PCR-Programm wurde gestartet. Nach einem anfanglichen Denaturierungs-
Schritt fir 30 s bei 94 °C wurden die Proben auf eine Temperatur von 80 °C gebracht und
bei dieser Temperatur je 5 pl des PCR-Mix 2 mit der Tag-Polymerase zugegeben. Es
handelte sich somit um eine Hot-Start-PCR. Es wurden 30 PCR-Zyklen mit den Parame-
tern 1 min Denaturierung bei 94 °C, 1 min Hybridisierung bei 63 °C und 1 min Elongation
bei 72 °C durchlaufen. AnschlieRend erfolgte eine finale Extensionsphase fir 5 min bei
72 °C. Die Proben wurden bei 4 °C aufbewahrt.
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Abb. 2. Genotypisierung L7En-
transgener Mause mittels PCR
1200 bp und Gelelektrophorese. Die er-
warteten Fragmentlangen der

1000 bp — — - PCR-Produkte betrugen 500 bp
‘ fur das L7En-2-Konstrukt und
700 bp L 1000 bp fur das GAPDH-Kontroll-

JR— Produkt.

500 bp -

Die Visualisierung der DNA-Fragmente erfolgte mittels einer Agarose-Gelelektrophorese.
Es wurde ein 1 %iges Agarosegel in TBE-Puffer gegossen und mit Ethidiumbromid in
einer Endkonzentration von 0,5 pg/ml versetzt (1:20.000 einer 10 mg/ml Stocklésung).
Die Elektrophorese wurde fiir 60 min bei 100 V durchgefiihrt. Die Gele wurden unter UV-
Licht aufgenommen. Als Referenz wurde der DNA-Marker 100 bp plus eingesetzt. Erwar-
tet wurde eine Bandenlange von 500 bp fur das L7En-2-Genkonstrukt und eine Bande bei
1000 bp fur das Kontroll-Genprodukt GAPDH (vgl. Abb. 2).

2.3.2 Genotypisierung der En-27-Tiere

Der Verdau der Schwanzspitzenbiopsien erfolgte analog zur Beschreibung fur die Geno-
typisierung der L7En-2-Tiere. Fir die PCR wurden die folgenden Primer verwendet (je-
weils in der Konzentration 20 pmol/pl):

Primer Sequenz

Engrailed-Primer EF5_F 5°- CAACCACCAGCATCCACATC
Neomycin-Primer NF1_F 5 - CTGGGCACAACAGACAATCG
Engrailed-Primer ER3_R 5°- CAGAATAGCGCGTGCAGTAG
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Es wurden zwei PCR-Mischungen angesetzt (die Angaben sind pro Ansatz zu verstehen):

PCR-Mix 1 1x
10x DreamTaq™-Puffer 2 ul
EF5-Primer 0,4 ul
NF1-Primer 0,5 ul
ER3-Primer 1l
DMSO 1,6 ul
H20 12,5 pl
Gesamt 18 pl
PCR-Mix 2 1x
10x DreamTaq™-Puffer 0,5 ul
dNTP (10 mM) 0,6 ul
Tag-Polymerase 0,3 ul
H20 3,6 ul
Gesamt 5,0 ul

Die Prozedur war identisch zu der bei der L7En-2-Charakterisierung beschriebenen. Un-
terschiede waren, dass 35 PCR-Zyklen mit den Parametern 1 min Denaturierung bei 94
°C, 1 min Hybridisierung bei 62 °C und 1 min 30 s Elongation bei 72 °C durchlaufen wur-
den und anschlie3end eine finale Extensionsphase fur 5 min bei 72 °C erfolgte. Die Pro-

ben wurden ebenfalls bei 4 °C aufbewahrt.

Die Visualisierung der DNA-Fragmente erfolgte auf einem 1 %igen Agarose-Gel. Erwartet
wurde eine Bandenlange von 482 bp fur das En-2-PCR-Produkt und eine Bande bei 1150
bp fur das En2-Produkt mit interponierter Neomycin-Kassette (vgl. Abb. 3).
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Abb. 3: Genotypisierung En-27-
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P fur das En2-Neomycin-Konstrukt.

500 bp -——m e

2.4 Histologische Methoden
2.4.1 Perfusion

Die Methode der Perfusionsfixierung wurde mit Aktenzeichen Az 84-02.04.2017.A120
vom Landesamt flr Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen geneh-
migt und unter Anleitung des Tierversuchsleiters Prof. Baader durchgefuhrt. Die Anasthe-
sie der Tiere wurde durch eine intraperitoneale Injektion einer Ketamin/Rompun-Ldsung
(Volumenverhaltnis 4:1) durchgefuhrt. Fir adulte Tiere wurden 300 pl (entsprechend 24
mg Ketamin/ 1,2 mg Rompun) verwendet, fir P7-Tiere 50 pl. Fir P3-Tiere wurde das
Anasthetikum im Verhaltnis 1:5 in Ringer-Losung verdinnt und es wurden 20 pul pro Tier
injiziert. Der Wirkungseintritt des Anasthetikums wurde abgewartet und anschlielend
durch die Reaktionslosigkeit auf dargebotene auditive Reize sowie Schmerzreize tber-

pruft. Eine Schwanzspitzenbiopsie flr die Genotypisierung (s. 0.) wurde entnommen.

Die Tiere wurden auf einer Unterlage fixiert und das Fell mit 70 % Ethanol benetzt. Die
Haut und das Peritoneum wurden im Bereich des Oberbauches eréffnet und der Schnitt
wurde bis zur oberen Thoraxapertur erweitert. Die Rippen wurde durch laterale Schnitte
entlang der Axillarlinie durchtrennt, ohne die Axillargefal3e oder die Aa. thoracicae inter-
nae zu verletzen. Der Thoraxschild wurde nach lateral und kranial mobilisiert und fixiert.
Hierbei wurde darauf geachtet, den Hals nicht zu komprimieren, um die arterielle Gefal3-
versorgung zum Gehirn nicht einzuschranken. Das Herz wurde im Mediastinum mobili-
siert. Die Perfusionskantle wurde an der Herzspitze in leicht dorsaler Stichrichtung in den

linken Ventrikel eingefuihrt. Dann wurde die Perfusionspumpe gestartet und gleichzeitig
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das rechte Atrium er6ffnet. Begonnen wurde die Perfusion mit Ringerldsung bei einem
konstanten Fluss von 15 ml/min bei adulten, von 10 ml/min bei sieben Tage alten und 7
ml/min bei drei Tage alten Tieren. Danach erfolgte die Perfusion mit denselben Flussraten
mit 4 % Paraformaldehyd, das in Phosphatpuffer mit pH 7,4 angesetzt und auf Korper-

temperatur vorgewarmt wurde. Es wurde jeweils fir 2 min mit Fixans perfundiert.

Nach der Perfusion wurden die Tiere dekapitiert. Von kaudal aus wurde die Kopfhaut me-
dian bis zur Schnauze eingeschnitten und nach lateral mobilisiert. Die nuchale Muskulatur
wurde entfernt. Anschlieend wurde die Schadelkalotte vom Foramen magnum ausge-
hend nach lateral durchtrennt und abgenommen. Das Gehirn wurde vorsichtig angehoben
und die Hirnnerven an der Schéadelbasis durchtrennt. Nach der vollstandigen Praparation
wurden die Hirngewebe in 4 % PFA auf dem Schiittler bei Raumtemperatur nachfixiert;
bei Praparation adulter Tiere fur 6 h, bei P7-Tieren fur 3 h und bei P3-Tieren fur 2 h. Nach
einem Wasch-Schritt in PBS wurden die Gewebe in 0,1 % Natriumazid/PBS bei 4°C auf-

bewahrt, um einer Kontamination durch Mikroorganismen vorzubeugen.

2.4.2 Vibratomschnitte

Die fixierten Gewebe wurden in 2 % Agar/PBS eingebettet (ca. 10 ml pro Gewebe). Es
wurden 50 um dunne Vibratomschnitte hergestellt. Am Frequenz-Drehregler wurde der
Wert 6 gewahlt, am Geschwindigkeits-Drehregler der Wert 5. Die Amplitude wurde auf die
Stufe 4 eingestellt. Zum Schutz vor Kontamination durch Mikroorganismen und zur Ver-
meidung von Austrocknungseffekten wurden die Schnitte in 0,1 % Natriumazid/PBS in 24-

Well-Platten aufbewahrt.

2.4.3 Immunhistochemische Farbungen an cerebelldren Geweben

Fur die in dieser Arbeit gezeigten lichtmikroskopischen Auswertungen der mitochondria-
len Verteilung wurden ausschlie3lich vermale Schnitte des Cerebellums verwendet. Die
Schnitte wurden aus dem Natrium-Azid in PBS uberfiihrt und bei Raumtemperatur einmal
fur 5 min und einmal fir 10 min gewaschen. Anschliel3end wurde eine Antigen-Demas-

kierung in TE-Puffer bei einem pH von 9,0 unter 30-minutigem Erhitzen auf 80 °C
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durchgefihrt. Die Schnitte wurden in 2 ml - Eppendorf-Tubes mit TE (pH 9) gegeben und
in diesen im temperierbaren Inkubationsschattler fur 30 min auf 80 °C erhitzt. Die mit
SDHA-Erstantikorper zu farbenden Schnitte wurden kurz in PBS abgekihlt und in 100 %
Methanol bei -20 °C fir 30 min inkubiert. Das Methanol war auf -20 °C vorgekuhlt worden.
Bei den Schnitten, die nicht mit SDHA-Antikorper gefarbt wurden, wurde diese Prozedur
Ubersprungen. Nach einem einzelnen Wasch-Schritt in PBS erfolgte die Permeabilisie-
rung der Schnitte in 0,5 % Triton X-100/PBS fur 30 min bei Raumtemperatur. Anschlie-
Rend wurden die Schnitte einmal fir 5 min und einmal fir 10 min in PBS gewaschen. Zum
Blockieren unspezifischer Bindungsstellen fur den Erstantikbrper fand eine Inkubation in
Roti® Block-Losung in PBS/Ca?*/Mg?* fur 2 h bei Raumtemperatur statt. Danach wurde
der Erstantikorper appliziert. Dieser wurde in der oben genannten Blockierlésung ange-
setzt. Zur Verifizierung der Purkinje-Zell-ldentitat wurde ein gegen Calbindin gerichteter,
in Mausen hergestellter Antikorper (Sigma) in der Verdiinnung 1:500 benutzt. Fur die mi-
tochondriale Darstellung kam ein gegen die Untereinheit A der Succinatdehydrogenase
(SDHA) gerichteter Antikdrper aus Kaninchen in der Verdinnung 1:200 zur Anwendung.
Es wurde ein Volumen von 300 ul Antikorper-Lésung pro Well verwendet. Als Kontrollfar-
bungen wurden Schnitte verwendet, die nicht in Erstantikorper, sondern lediglich in Blo-
ckierlésung inkubiert worden waren. Die Inkubation der Erstantikorper/Blockierlésung er-
folgte Gber Nacht bei 4 °C auf einem Schuttler bei 100 rpm. Um eine Austrocknung der
Schnitte zu vermeiden, wurden die 24-Well-Platten am Rand mit Parafilm abgedichtet.
Zur Etablierung der mitochondrialen Farbung wurden alternativ auch Antikérper gegen
MFN2 (1:50), TOM20 (1:200) und FIS1 (1:100) verwendet.

Am zweiten Tag fanden zunachst grindliche Wasch-Schritte in PBS einmal fir 5 min und
funfmal fir 10 min statt. AnschlieRend wurden die Schnitte mit den Zweitantikbrpern anti-
Maus-Alexa-488 mit griiner Fluoreszenz sowie mit anti-Kaninchen-Cy-3 mit roter Fluores-
zenz inkubiert. Beide Zweitantikorper wurden 1:1000 in Roti® Block-L6-
sung/PBS/Ca?*/Mg?* verdinnt und 500 pl Volumen pro Well aufgetragen. Die Inkubation
fand fur 2 h bei 37 °C im Brutschrank bei Dunkelheit statt. Ab diesem Zeitpunkt wurden
alle Wasch- und Inkubationsschritte bei Dunkelheit durchgeftihrt, um die Fluoreszenz des
Zweitantikorpers nicht auszubleichen. Es schlossen sich zwei Wasch-Schritte, einmal fur
5 min und einmal fur 10 min, in PBS an. Eine Gegenfarbung der Zellkerne fand danach
mit Hoechst 33258 (1 pg/ml in PBS) fur 10 min bei Raumtemperatur mit 500 pl
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Farbelosung pro Well statt. Es folgten erneut Wasch-Schritte, einmal fir 5 min und finfmal
fur 10 min. Schlie3lich wurden die gefarbten Schnitte in 70-100 ul Mowiol pro Objekttrager
eingedeckelt. Vor der Mikroskopie wurden die Schnitte fir mindestens 6 h, meist jedoch
Uber Nacht getrocknet. Die fertigen Objekttrager wurden bei Dunkelheit und 4 °C aufbe-

wabhrt.

2.4.4 Cerebellare Schnittkulturen

Die fur diese Arbeit verwendeten cerebellaren Schnittkulturen wurden zum Teil von mir
selbst und zum Teil zur Reduktion der Versuchstierzahlen in Zusammenarbeit mit Herrn
Mohammed Bahaaeldin angefertigt. Es wurden ausschlie3lich Tiere der L7En-2-Mauslinie
zum Zeitpunkt P8 verwendet. Die Praparation fand unter einer Sterilbank mit sterilem In-
strumentarium statt. Die Tiere wurden dekapitiert. Von kaudal aus wurde die Kopfhaut
median bis zur Schnauze eingeschnitten und nach lateral mobilisiert. Die nuchale Musku-
latur wurde entfernt. AnschlieRend wurde die Schadelkalotte vom Foramen magnum aus-
gehend nach lateral durchtrennt und abgenommen. Das Gehirn wurde vorsichtig angeho-
ben und die Hirnnerven an der Schédelbasis durchtrennt. Nach der Entnahme wurden die
Hirngewebe sofort in eiskalte Hank's-Losung tberfiihrt. Dort wurden die Grenze zwischen
Vorderhirn und Mittelhirn und anschlie3end die Pedunculi cerebellares durchtrennt. Die
Meningen wurden weitestgehend entfernt, um ein Auswandern der Zellen und damit An-
heften der Schnitte an die Zellkulturmembran zu ermdglichen. Die Klinge des Tissue
Choppers wurde angefeuchtet. Es wurden 350 um dicke Schnitte angefertigt und in
Hank‘s-Lésung Uberfuhrt. Die Hank's-Losung wurde anschlie3end verworfen und durch
Kulturmedium (s. Tab. 3) ersetzt. 6-Well-Platten wurden mit 1 ml Kulturmedium pro Well
beflllt und mit Zellkultureinsatzen bestlickt. Die Schnitte wurden auf die Membranen
transferiert. Es wurde Uberschissiges Medium abpipettiert, sodass lediglich ein schmaler
Flussigkeitssaum um das Gewebe verblieb. Damit wurde ein Aufschwimmen verhindert
und das Anwachsen der Kulturen ermgglicht. Die Kulturplatten wurden im Brutschrank
bei 37 °C und 5 % CO:2 aufbewahrt. Nach 6 h wurden 100 pl Medium auf die Membran
hinzugegeben. Nach 24 h wurden ca. 450 pl Medium vom Rand der Membran abgenom-

men und durch die gleiche Menge frischen Mediums ersetzt.
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Im weiteren Verlauf erfolgte ein Wechsel des Mediums alle zwei bis drei Tage. Hierzu
wurden 200 pl Medium abgenommen und 250 pl frisches Medium hinzugefigt. Die
Schnittkulturen wurden nach sieben Tagen in vitro (DIV7) fixiert. Dafur wurde das restliche
Medium verworfen. Es wurde je 1 ml einer 4 % Paraformaldehyd-Losung unter und auf
die Membran gegeben. Die Inkubation wurde fir 30 min bei Raumtemperatur durchge-
fuhrt. AnschlielRend wurden die Gewebe bei 4 °C in Natriumazid/PBS aufbewahrt, um eine

Kontamination zu verhindern.

Die Farbungen der Schnittkulturen wurden identisch zu den Farbungen der Vibratom-
schnitte (s. Kapitel 2.4.3) durchgefuhrt. Die Mikroskopie, die Datenerfassung und die sta-

tistische Auswertung erfolgten nach den unten beschriebenen Methoden.

2.4.5 Vorbereitung der Préaparate fur die Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Praparate wurden freundlicherweise von Frau Stefanie
Ramrath zur Verfugung gestellt. Zur Beurteilung der Ergebnisse soll die Methodik im Fol-
genden kurz dargestellt werden. Die sieben Tage alten Mause wurden mit einer 2,5 %
Paraformaldehyd/2,5 % Glutaraldehyd-L6sung in Phosphatpuffer perfundiert und ihre Ce-
rebella prapariert (Methodik s. Kapitel 2.4.1). Die Gewebe wurden mit dem Vibratom in
100 um dicke Teilstlicke geschnitten und fir dreimal 5 min in Cacodylatpuffer gewaschen.
Anschliel3end fand eine Inkubation in 1 % Osmiumtetraoxid fur 2 h bei Raumtemperatur
statt. Es folgte eine erneute Spulung in Cacodylatpuffer fir zweimal 10 min. Im Anschluss
wurden die Gewebe in einer Ethanolreihe entwassert (zweimal 5 min in 30 %, 10 min in
50 %, 70 % und 90 %, sowie zweimal 10 min in 100 % Ethanol). Danach fand eine Inku-
bation in 100 % Propylenoxid fur zweimal 15 min statt. Eine im Verhaltnis 1:1 mit Propy-
lenoxid vermischte Eponmischung wurde fir eine Stunde auf die Gewebe gegeben, ge-
folgt von einem 3:1-Gemisch aus Eponmischung und Propylenoxid tber Nacht. Am
nachsten Tag wurde die Polymerisation in purer Eponmischung durchgefuhrt. Hierzu wur-
den die Gewebsstlicke in Plastikformen gegeben und das Kunstharz in einem Brutschrank
bei 100 mbar Vakuum zuné&chst fir 6 h bei 40 °C und anschlieRend fur 12 h bei 60 °C

polymerisiert. Anschlie3end wurden 70 nm dicke Ultradiinnschnitte angefertigt.
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2.5 Biochemische Methoden
2.5.1 Proteinextraktion und Proteinkonzentrationsbestimmung

Fur die in dieser Arbeit gezeigten Western Blots wurden Gewebe sieben Tage alter Mause
(P7) verwendet. Die Tiere wurden durch cervikale Dislokation getotet und dekapitiert. Die
Praparation der Gehirne erfolgte analog zur Beschreibung in Kapitel 2.4.1. Nach der Ent-
nahme wurde das Cerebellum in PBS auf Eis prapariert und anschliel3end in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Die Gewebe wurden bei -80 °C gelagert. Es wurde eine

Schwanzspitzenbiopsie fur die Genotypisierung entnommen.

Zur Proteinextraktion wurden die Cerebella in 400 pl Protein-Extraktionspuffer und 16 pl
25x cOmplete ™-Protease-Inhibitor-Puffer gegeben. Es wurden Precellys-Beads hinzuge-
geben und im Homogenisator ein Programm von 10 s bei 5000 rpm durchlaufen. Nach
einem Inkubationsschritt auf Eis fur 15 min wurden die Homogenisate fir 10 min bei
13000 rpm und 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in 1,5 ml-Reagenzgefalie tiber-
fuhrt. Es folgte eine Behandlung im Ultraschallbad mit finf Zyklen mit jeweils 5 s.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in den Proben wurde ein BCA-Proteinassay
durchgefuhrt. Hierzu wurde das Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) nach
dem vom Hersteller vorgegebenen Protokoll verwendet. Es wurde eine Verdinnungsreihe
einer BSA-Ldsung mit Konzentrationen von 0 - 2000 pg/ml hergestellt. In eine 96-Well-
Platte wurden jeweils drei Ansatze der unterschiedlich konzentrierten BSA-LAsungen als
Standardreihe, sowie jeweils drei Ansatze der Proteinextrakte in den Verdinnungen 1:10
sowie 1:20 pipettiert. Zu den Proben wurden jeweils 200 pl BCA-L6sung gegeben. Die
Proben wurden fir 30 min bei 37 °C inkubiert und anschlielRend die Farbreaktion durch
photometrische Messung bei einer Wellenlange von 562 nm quantifiziert. Anhand der mit
der Standardreihe ermittelten Kalibrierungsgerade wurde die Proteinkonzentration der
Proben bestimmt. Diese Methodik war im Labor anhand einer Tabellenkalkulation
etabliert. 120 pl der Proteinextrakte wurden mit 40 pl 4x SDS Laemmli-Probenpuffer

verdiinnt und bei -20 °C aufbewahrt.
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2.5.2 Natrium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Gele fur die SDS-PAGE wurden einen Tag vor dem Versuch vorbereitet. Das obere
Gel (Sammelgel) enthielt 5 % Acrylamid und das untere Gel (Trenngel) enthielt 10 %
Acrylamid. Die Gele setzten sich wie folgt zusammen:

Sammelgel Volumen Trenngel Volumen

Sammelgelpuffer 315 pl | Trenngelpuffer 1500 pl
Acrylamid 40 % 312,5 ul | Acrylamid 40 % 1500 pl
H20 1825 pl | H20 2880 pl
SDS 10 % 25 ul | SDS 10 % 60 ul
APS 10 % 25 ul | APS 10 % 60 pl
TEMED 2,5ul | TEMED 2,5 pl
Gesamt 2505 ul | Gesamt 6002,5 ul

Die Gele wurden in die mit Elektrophoresepuffer (siehe Tab. 2) geflllte
Elektrophoresekammer eingebaut und beladen. Die Proteinverdiinnungen wurden fir 5
min auf 95 °C erhitzt. In jede Kammer des Sammelgels wurden 10 ul Proteinverdiinnung
und 10 pl Laemmli-Probenpuffer gegeben. Von jedem Proteinextrakt wurden
Proteinmengen von 10 pg und 20 pg aufgetragen. Es wurde PageRuler (Thermo Fisher
Scientific) als Proteinmarker verwendet. Die Elektrophorese wurde mit 20 mA pro Gel in
der Kammer gestartet. Nachdem die Proben das Sammelgel durchlaufen hatten, wurde
die Stromstarke auf 25 mA pro Gel erhoht.

2.5.3 Western Blot-Analyse

Die PVDF-Membranen wurden fir 2 min in 100 % Methanol aktiviert und danach kurz in
ddH20 abgewaschen. AnschlieRend fand eine Equilibrierung in Trans-Blot Turbo-Puffer
flr 10 min statt. Die Gele wurden im Trans-Blot® Turbo™ Transfer System fir 10 min bei
25 V und 2,5 mA auf die Membranen Ubertragen. Die Gele wurden auf einem Schittler
fur 2 h in Coomassie-Blau geféarbt und danach Gber Nacht in ddH20 ausgewaschen. Die
PVDF-Membranen wurden fir 5 min in TBST gewaschen und danach fir 2 h bei Raum-

temperatur in 5 % Milch in TBST blockiert. Je nach Proteinmasse der untersuchten
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Proteine wurden die Membranen anhand des Proteinmarkers zerschnitten und in 8 mi
Erstantikbrper-Losung in Falcon Tubes bei 4 °C uber Nacht auf einem Schuttler inkubiert.
Es kam derselbe Antikorper gegen SDHA wie in der immunhistochemischen Féarbung
(s. Kapitel 2.4.3) in der Verdiinnung 1:1000 zum Einsatz. Als Kontrollen wurde Cyclophilin
in der Verdunnung 1:8000 benutzt.

Am nachsten Tag wurden die Membranen dreimal fir 15 min in TBST gewaschen. Als
Zweitantikdrper kamen in Ziegen produzierte HRP-konjugierte gegen Maus bzw.
Kaninchen gerichtete Antikdrper zum Einsatz. Die Inkubation erfolgte fur 2 h bei
Raumtemperatur auf einem Schuittler bei 100 rpm. Zur Quantifizierung der Proteinmengen
wurde eine Chemolumineszenz-Reaktion durchgefiihrt. Es wurde das Femto-Reagenz
(Thermo Fisher Scientific) mit einer Inkubationsdauer von 5 min bei Dunkelheit benutzt.
Nach dem Anfertigen von Aufnahmen im Imaging-System wurde die Auswertung der
Bandenstarken in ImageJ/FIJI durchgefuhrt.

2.6 Mikroskopie und fotografische Dokumentation
2.6.1 Mikroskopie und fotografische Dokumentation der SDHA-Farbungen

Die Mikroskopie und die fotografischen Aufnahmen der Gewebsschnitte wurden an zwei
unterschiedlichen Mikroskopen (s. Tab. 1) durchgefihrt, wobei zu vergleichende Schnitte
immer an demselben Mikroskop aufgenommen wurden. Es wurden jeweils mindestens
drei Gewebsschnitte von jeweils drei Wildtyp-Tieren und drei transgenen Tieren angefarbt
und von jedem gefarbten Schnitt mindestens zwei Aufnahmen angefertigt. Die exakten
statistischen Werte sind in den Legenden genannt. Fur jede der transgenen Mauslinien
En-2"d und L7En-2 wurden zu den Zeitpunkten dritter Postnataltag (P3), siebter Postna-
taltag (P7) und adult (Ad) jeweils drei Paare von Wildtyp- und transgenen Tieren unter-
sucht. Die Schnitte wurden vor der Auswertung so prozessiert, dass ein Vergleich der

Farbung am axonalen und dendritischen Pol nicht verandert wurde (s.u.).
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2.6.2 Mikroskopie und fotografische Dokumentation der elekronenmikroskopischen Pra-

parate

Die elektronenmikroskopischen Praparate wurden mir freundlicherweise von Frau
Stefanie Ramrath zur Verfugung gestellt. Die Praparate wurden mit einem
Transmissionselektronenmikroskop TEM JEOL JEM 1400 Plus aufgenommen, das mit
einer Matataki Hochgeschwindigkeits-CMOS Kamera mit 2048x2048 Pixel, 30 Frames/s
und 16 bit Graustufen ausgestattet war. Die Aufnahmen wurde bei einer konstanten
Spannung von 100 kV und adaquater Objektivblende zur Kontrastierung der Schnitte
gemacht. Fur die Mitochondrien-Auswertung wurde eine 10.000-fache Vergrté3erung

verwendet.

2.7 Morphometrie
2.7.1 Morphometrie des SDHA-Signals in Vibratomschnitten und Schnittkulturen

Die morphometrischen Analysen wurden mit der Bildbearbeitungssoftware ImageJ/FIJI
(Rueden et al., 2017) durchgefuhrt. Die Farbbildaufnahmen wurden zunachst in die un-
terschiedlichen Farbkanéale separiert. Hierbei stellte ein Kanal das Fluoreszenzsignal der
Calbindin-Farbung, einer das Signal der SDHA-Farbung und einer das der Gegenfarbung
der Zellkerne dar. Falls notwendig wurde eine Nachkontrastierung der Farbkanéle vorge-
nommen, wobei darauf geachtet wurde, dass nur lineare Prozeduren und keine Gamma-
Korrekturen zur Anwendung kamen. Dies ist wichtig und moglich, da im Rahmen dieser
Arbeit Fluoreszenzverhaltnisse innerhalb einer Zelle am axonalen und dendritischen Pol
verglichen werden sollten. Mit Hilfe der durch das Mikroskop abgespeicherten Bilddaten

wurde der Originalmaf3stab der Bilder im Programm hinterlegt.

Im Calbindin-Farbkanal wurden geeignete Purkinje-Zellen ausgewahlt. Es wurden nur
solche Zellen in die Morphometrie eingeschlossen, die eine eindeutige und kraftige
Calbindin-Farbung aufwiesen, sich mit keiner anderen Purkinje-Zelle tberlagerten und
vollstdndig im Bild zu sehen waren. Aul3erdem musste es sich um Anschnitte handeln, in
denen ein axonaler und ein dendritischer Zellpol klar erkennbar waren. Es wurde ein
guadratisches Areal innerhalb des axonalen Pols gewahlt. In diesem Areal wurden die

MessgroRen (Flache, Koordinaten, Mittelwert der Grauwerte und Summe der Grauwerte
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des Areals) im SDHA-Fluoreszenzkanal erhoben. Innerhalb eines quadratischen
Messbereiches der gleichen Gréf3e wurden die gleichen Parameter am dendritischen
Zellpol der Purkinje-Zelle erfasst, und schlie3lich noch einmal in einem der Zelle

benachbarten Bereich fir die Messung des Hintergrundsignals.

Fur die Morphometrie der Schnittkulturen wurden die auf den Bildern mikroskopisch do-
kumentierten Purkinje-Zellen basierend auf ihrer Lage in Gruppen eingeteilt. In der
Gruppe 1 befanden sich alle Zellen, fur die sich im Abstand von zwei Purkinje-Zell-Somata
keine weitere Purkinje-Zelle befand. Die Gruppe 2 schloss zusatzlich auch die Zellen ein,
in deren Umkreis sich keine Purkinje-Zelle mit dem Abstand eines Purkinje-Zell-Somas
befand. Die Gruppe 3 schlie3lich umfasste alle fotografierten Zellen. Dieses Prozedere
wurde in Anlehnung an vorangegangene Arbeiten gemacht, in denen gezeigt werden
konnte, dass die Purkinje-Zell-Morphologie je nach Nachbarschaftsbeziehung unter-
schiedlich ist (Jankowski et al., 2004, Kapfhammer, 2004).

2.7.2 Morphometrie der Mitochondrien in elektronenmikroskopischen Aufnahmen

Die Morphometrie der Mitochondrien in elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurde
ebenfalls in ImageJ/FI1JI durchgefiihrt. Die Darstellung wurde, falls notwendig, durch die
lineare Anpassung von Helligkeit und Kontrast optimiert; es wurden keine Gamma-Kor-
rekturen verwendet. Die MalRstéabe wurden aus den vom Mikroskop abgespeicherten Bild-
daten erganzt. Fur die Auswertung der mitochondrialen Parameter wurden die mit 10.000-
facher VergroRerung angefertigten elektronenmikroskopischen Bilder zuséatzlich digital

vergrolert.

Der dendritische Pol von Purkinje-Zellen zeichnet sich bereits friih durch das Auftreten
eines prominenten Stammdendriten aus, der einen Durchmesser von mehreren Mikrome-
tern haben kann und eine klare Orientierung in Richtung aul3ere Koérnerzellschicht auf-
weist. Innerhalb des dendritischen Pols befinden sich zahlreiche Mitochondrien, raues
und glattes endoplasmatisches Retikulum sowie ribosomale Rosetten und Anschnitte des
Golgi-Apparates (Altman und Bayer, 1997). Im Gegensatz dazu zeichnet sich der axonale
Pol durch die Ausrichtung zur inneren Koérnerzellschicht aus, besitzt vermehrt Mikrotubuli
und dichte Fasertrakte. Zu dessen Indentifikation wurde im Rahmen der vorliegenden
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Arbeit priméar die Lokalisation gegenuber dem dendritischen Pol als Kriterium genutzt, so-

wie die Tatsache, ob ein verdickter axonaler Zytoplasmasaum zu erkennen war.

Zunachst wurde die gesamte zytoplasmatische Flache des fotografierten Purkinje-Zell-
Pols mit dem Freihand-Werkzeug ausgemessen, um spater die erhobenen mitochondria-
len Parameter auf Flacheneinheiten normieren zu kdnnen. Die Zugehdrigkeit der Auf-
nahme zum axonalen oder dendritischen Zellpol wurde nach den oben beschriebenen
morphologischen Kriterien bestimmt und in einer Excel-Datenliste vermerkt. Im nachsten
Schritt wurde fur jedes innerhalb des Zellanschnittes liegende Mitochondrium mit dem
Freihandwerkzeug die Flache gemessen, sowie mit dem Abstandswerkzeug der grofdte

Querdurchmesser.

2.8 Statistische Auswertung und Darstellung der Daten
2.8.1 Auswertung der Daten aus immunhistochemischen SDHA-Farbungen

Die statistischen Auswertungen der Daten aus den immunhistochemischen SDHA-Far-
bungen an den cerebellaren Vibratomschnitten und Schnittkulturen wurden mit der Soft-
ware R Studio auf Grundlage der Programmiersprache R durchgefiihrt (R Core Team,
2023). Fir die Auswertung wurden die Flache des Messbereichs sowie die Aufsummie-
rung der Grauwerte des Bereiches (,Raw Integrated Density“) in einen Dataframe gela-
den. Es wurden fir die vermessenen Purkinje-Zellen fortlaufende Nummern vergeben.
Von den Messwerten des axonalen und des dendritischen Zellpoles fur die SDHA-Inten-

sitdten wurde der Hintergrund-Messwert abgezogen.

Um eventuelle Fehlmessungen bei der Datenerhebung aus der Statistik zu eliminieren,
wurden Datenpunkte mit nicht vorhandenen Messwerten und negativen Messwerten ge-
strichen. Zuné&chst wurde untersucht, ob die SDHA-Fluoreszenzintensitaten der beiden
einzelnen untersuchten Genotypen normalverteilt waren. Hierzu erfolgte die Darstellung
der Intensitaten in einem Histogramm, um einen optischen Eindruck von Verteilung der
Daten zu erhalten. Einen zusétzlichen Anhalt bot der Shapiro-Wilk-Test (Funktion
,Shapiro.test()“ in R). AnschlieRend wurde auf die Varianzgleichheit der Stichproben (Ho-
moskedastizitat) getestet. Dies geschah mit dem Levene-Test (Funktion ,leveneTest()*

aus dem Package ,car” in R).
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Im nachsten Schritt konnte nach dem Nachweis der Normalverteilung und
Varianzgleichheit der t-Test angewendet werden (Funktion ,t.test()* in R). Mit diesem
wurden die Mittelwerte der Quotienten der SDHA-Fluoreszenzintensitaten des axonalen
und des dendritischen Pols der untersuchten Purkinje-Zellen zwischen den Genotypen
verglichen. AulRerdem wurde eine Zweifaktorenanalyse durchgefihrt, bei der die
Abhéangigkeit der SDHA-Fluoreszenzintensitadt am axonalen Pol von der Intensitat am

dendritischen Pol sowie vom Genotyp untersucht wurde.

2.8.2 Auswertung der Daten aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen

Fir die statistische Auswertung der elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden den
Mitochondrien nach dem Laden der Daten in einen Dataframe in R Studio eine fortlau-
fende Nummer zugewiesen. Der Datensatz wurde nach Genotyp und intrazellularer Lo-

kalisation unterteilt.

Zunachst wurden die mitochondrialen Parameter Flache und Durchmesser als Einzelbe-
obachtungen betrachtet und zwischen den Genotypen verglichen. Die Untersuchung die-
ser GroRen erfolgte zu Beginn unabhangig von der intrazellularen Lokalisation, dann ver-
gleichend zwischen axonalem und dendritischen Zellpol. In einem zweiten Auswertungs-
schritt wurden die Mitochondrien nach ihrer Zugehdérigkeit zu den erfassten Purkinje-Zel-
len gruppiert betrachtet. Diese Auswertung ermdglichte zusatzlich noch die Berechnung
und Analyse der Dichte mitochondrialer Anschnitte und der mitochondrialen Flache pro
zytoplasmatischer Flache des aufgenommenen Zellpols. Die mitochondrialen Anschnitte
pro Zelle wurden ausgezahlt und zur zytoplasmatischen Flache des jeweiligen Zellpols
ins Verhaltnis gesetzt. In einem nachsten Schritt wurden die mitochondrialen Einzelfla-
chen aufsummiert und somit die mitochondriale Gesamtflache in jedem dokumentierten
Zellanschnitt bestimmt, welche ebenfalls auf die zytoplasmatischen Flache normiert wur-
den. Es wurden auch die Mittelwerte der mitochondrialen Flache sowie des mitochondri-
alen Durchmessers pro Zellanschnitt bestimmt. Nun wurden fir die vier Parameter (mito-
chondriale Anzahl/zytoplasmatische Flache des aufgenommenen Zellpols, mitochondriale
Flache/zytoplasmatische Flache des aufgenommenen Zellpols, mittlere mitochondriale

Flache und mittlerer mitochondrialer Durchmesser) jeweils wie oben die Normalverteilung
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und Varianzgleichheit festgestellt. Zur Signifikanzpriufung wurden wie oben t-Test sowie

Zweifaktorenanalyse verwendet.

Far die Visualisierung der Daten und die Zusammenstellung der Grafiken wurden R Stu-
dio, ImageJ/FIJI und Adobe Photoshop CS5 verwendet. Das Signifikanzniveau wurde in
den Grafiken wie folgt angegeben: *** p < 0,001; ** p < 0,01; * p < 0,05; n.s.(nicht signifi-
kant) p > 0,05.
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung einer immunhistochemischen SDHA-Farbung zur mitochondrialen Dar-

stellung

Um mitochondriale Verteilungsmuster in cerebellaren Purkinjezellen der Maus
lichtmikroskopisch darstellen zu kénnen, wurde im Rahmen dieser Arbeit zunachst ein
Protokoll fur eine immunhistochemische Doppelfarbung der Mitochondrien und Purkinje-
Zellen etabliert. Als Kandidaten fur die Mitochondrien-Farbung wurden Antikérper gegen
die Translokase der aul3eren Membran (TOM20), gegen Mitofusin 2 (MFN2), gegen das
mitochondriale ,Fission“-Protein (FIS1) und gegen die Untereinheit A der
Succinatdehydrogenase (SDHA) (s. Tab. 3) aus der Literatur ausgewahlt. Die Calbindin-
Farbung ist eine seit den 80er Jahren géngige Farbung zur Darstellung der cerebellaren
Purkinje-Zellen (Enderlin et al., 1987; Jande et al. 1981). Calbindin ist ein Calcium-
bindendes Protein, das innerhalb des Kleinhirnkortex ausschlie3lich in den Purkinje-
Zellen exprimiert wird. Die Expression ist in frih-postnatalen Stadien der Entwicklung
zwar noch gering, aber so deutlich sichtbar, dass die Purkinje-Zellen in ihrer Gesamtheit
erkennbar sind. In der Zusammenschau mit der SDHA-Farbung erlaubt die Doppelfarbung
die Bestimmung der intrazellularen Lokalisation des erfassten mitochondrialen

Fluoreszenz-Signals.

Fur die Etablierung der mitochondrialen Farbung wurden hemispherale Schnitte aus adul-
ten Wildtyp-Cerebella verwendet. Die Schnitte wurden einer Antigen-Demaskierungspro-
zedur in Natriumcitrat unterzogen, mit Methanol und Triton X-100 behandelt und nach
Blockierung mit den Erstantikérpern behandelt. Der Anitkérper gegen MFN2 wurde 1:50
und 1:100, TOM20 1:200 sowie 1:500, FIS1 1:100 sowie 1:500 und SDHA 1:100 und
1:200 verdunnt. Weitere technische Details zu den Teilschritten der immunhistochemi-

schen Farbung sind dem Kapitel 2.4.3 zu entnehmen.

Bei allen Farbeprotokollen war eine leicht punktierte Farbung im Bereich der Purkinje-Zell-
Somata, aber auch in Fortsatzen oder Astrozyten zu erkennen (vgl. Abb. 4). Ein deutlicher
Unterschied war in der FIS1-Farbung auszumachen (Abb. 4 D). Mit diesen Antikorpern

lieRen sich sehr deutlich radiar ausgerichtete Fortséatze und Zellkérper darstellen, die in
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Abb. 4. Immunhistochemische Farbung von Mitochondrien im Kleinhirnkortex.
Folgende Antikdrper wurden genutzt: SDHA 1:200 (A), TOM20 1:200 (B), MFN2 1:100
(C), FIS1 1:100 (D). Pfeilspitzen: Purkinje-Zell-Soma. Mal3stabsbalken: 30 um in A-C,
75 umin D.
der Purkinje-Zellschicht lagen. Die einzigen bekannten Zellen innerhalb des Kleinhirnkor-
tex mit dieser Morphologie und Lage sind Bergmann-Glia-Zellen. Da der Fokus der Arbeit
auf der Darstellung der Purkinje-Zell-Mitochondrien lag, wurde diese Farbung nicht wei-
terverfolgt. Die SDHA-, TOM20- und MFN2 Farbungen zeigten dagegen eine deutliche
Assoziation mit Purkinje-Zellen. Bei den TOM20- und MFN2 Farbungen waren neben dem
spezifischen Signal punktférmige Signale zu sehen, die Uber das gesamte Praparat ver-
teilt waren, mutmalllich Pré&pizitate von Antikérpern. SDHA ist als Bestandteil der
Atmungskette und des Citratzyklus in der inneren Mitochondrienmembran aller Mito-
chondrien lokalisiert ist. Aus diesen Griinden, und auch weil das SDHA-Signal die starkste
Farbung aufwies, wurde im Folgenden mit dem SDHA-Antikorper weitergearbeitet (s. Abb.
5).
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Abb. 5: Etablierung der immunhistochemischen SDHA-Farbung. Abgebildet sind
mit Erstantikbrper gegen SDHA nach unterschiedlichen Protokollen gefarbte Purkinje-
Zellen adulter Mause. (A) Referenzprotokoll mit Antigen-Demaskierung in Natriumcitrat
10 mM, Inkubation in Methanol (-20 °C) fir 10 min sowie Blockierung in 0,2 % Gela-
tine/0,05 % Triton X-100/PBS+, (B) Antigen-Demaskierung in TE-Puffer (pH 9,0), (C)
Blockierung in 0,2 % Gelatine/0,05 % Triton X-100/2 % BSA, (D) Blockierung in 2 %

NGS, (E) Blockierung in Roti® Block/PBS+, (F) Inkubation in Methanol (-20 °C) fir 30
min, (G) Negativkontrolle ohne Erstantikorper, Mal3stab: 10 ym

Der erste Parameter, der verandert wurde, war die Antigen-Demaskierung. Hintergrund
dieses Versuchs war, dass bei einer immunhistochemischen Farbung von nuklearen An-
tigenen haufig eine Antigen-Demaskierung mit einem basischen Puffer bendétigt wird. Es
wird angenommen, dass dies auf der Lage der Antigene im Kern beruht, der von einer
Doppelmembran umgeben ist. Da sich mitochondriale Antigene — wie nukleare — ebenfalls
im Inneren einer Doppelmembran befinden, wurde dies auch fir mitochondriale Proteine
angenommen. Tatsachlich konnte durch die Nutzung eines basischen TE-Puffers die Flu-
oreszenzintensitat deutlich verbessert werden, wie in Abb. 5 B ersichtlich. Ein Versuch
ohne Demaskierung ergab kein Fluoreszenzsignal und die Nutzung eines leicht sauren

Puffers eine schwache, wenn auch sichtbare Farbung (Abb. 5 A).

In den Farbungen nach dem Protokoll mit Antigen-Demaskierung in leicht saurem Puffer
fiel eine starke Hintergrundfarbung auf (vgl. Abb. 5 A). Um diese zu verringern, wurden

unterschiedlich starke alternative Blockierlésungen verwendet (0,2 % Gelatine/0,05 %
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Triton X-100/2 % bovines Serum-Albumin, 2 % Normal-Goat-Serum sowie Roti® Block in
PBS/Ca?*/Mg?*). Die Blockierung in Roti® Block brachte hierbei die besten Ergebnisse
(Abb. 5 E).

Vom Hersteller der Antikbrper wurde ein Inkubationsschritt in 100 % Methanol bei -20 °C
empfohlen. In der Regel ist dies vor allem bei membranstandigen Proteinen gunstig, da
durch Methanol integrierte Membranproteine fur Antikdrper zuganglich gemacht werden.
Die Farbung war nach Inkubation in Methanol fir 10 min, aber vor allem nach 30 min in
Intensitat und Distinktheit deutlich erhéht (Abb. 5 F).

3.2 Zellulare Verteilung der Mitochondrien in Purkinje-Zellen Engrailed-2-transgener

Mause

Veréanderungen in der Lokalisation, Dichte und Gr63e von Mitochondrien sind mit zellul&-
ren Veranderungen wie Neurogenese, De- und Regeneration, axonalem Wachstum oder
neuronaler Kommunikation assoziiert worden. Da Engrailed an der Regulation der ge-
nannten Prozesse beteiligt ist, war es erstes Ziel dieser Arbeit, die Verteilung der Mito-
chondrien in situ in Kleinhirngewebe von En2-Knockout- und L7En-2-Uberexpressions-
mutanten zu untersuchen. Hierzu wurden vermale Vibratomschnitte an Postnataltag 3
(P3), an P7, sowie von adulten Tieren immunhistochemisch gefarbt. Als adulte Tiere

wurde Mause im Alter zwischen drei und sechs Monaten genutzt.

Gefarbt wurden jeweils korrespondierende Schnitte entlang der mediolateralen Achse aus
Wildtyp (Wt) und L7En-2-transgenen Tieren. Da bekannt ist, dass sich Purkinje-Zellen
entlang der rostrocaudalen und mediolateralen Achse biochemisch unterscheiden, wur-
den ausschlief3lich Purkinje-Zellen des anterioren Lobus der cerebelldren Vermis in die
Analyse eingeschlossen. Zudem wurden nur Purkinje-Zellen gewahlt, die entlang der Fis-
suren lokalisiert waren, da Purkinje-Zellen am Apex und in der Grube der Fissuren als
morphologisch sehr heterogene Gruppe von Purkinje-Zellen bekannt sind (Nedelescu und
Abdelhack, 2013).

Die Schnitte wurden gegen Calbindin gefarbt, um die Purkinje-Zellen eindeutig
identifizieren zu kénnen. In die mikroskopische Untersuchung, das Imaging sowie die

morphometrischen und statistischen Auswertungen wurden ausschlief3lich Purkinje-
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Zellen des anterioren Lobus des Cerebellums eingeschlossen. Es wurden jeweils Gewebe
von drei Tieren jedes Genotyps und Alters und von jedem Kleinhirngewebe mindestens
drei Schnitte untersucht. Durch diese strikte Fokussierung auf vergleichbare Areale in
Wildtyp- und transgenen Tieren kann vermieden werden, dass Areal-spezifische

Unterschiede das Ergebnis verfalschen.

Abb. 6 zeigt eine konfokale Aufnahme einer typischen Immunfluoreszenz-Farbung eines
Kleinhirnschnittes aus einem Wildtyptier mit dem Erstantikbrper gegen SDHA. Die SDHA-
Farbung ist in Grauwerten dargestellt. Deutlich zu erkennen ist die punktierte, teils stra-
Renformige SDHA-Féarbung in den Purkinje-Zell-Somata. Dieses Farbemuster ist aus-
schlielich im Zytoplasma der Zelle zu finden, nicht aber im Zellkernbereich. Dies lasst
sich anhand der Aussparung der Zellkernregionen in einem konfokalen Bild, das mit ei-
nem Pinhole von 1 aufgenommen worden ist, gut darstellen (N in Abb 6). Kontrollprapa-
rate ohne den ersten Antikorper zeigten keine Farbung und nach Erh6hung der Sensitivi-
tat am Mikroskop nur ein diffuses Signal ohne punktiertes Muster. Es ist also davon aus-

zugehen, dass die SDHA-Farbung spezifisch ist.

Unter physiologischen Bedingungen sind Mitochondrien in Dendriten und Axonen und
auch innerhalb der Somata in unterschiedlichen Quantitaten verteilt. Fir die Analyse der
Mitochondrienverteilung in Zellen ist es also wichtig, welche Schnittebene durch eine Zelle
gewahlt wird. Deswegen wurden fur die Messungen nur Purkinje-Zellen herangezogen,
deren Zellkdrper im Bildausschnitt in Ganze zu sehen war und in denen der Zellkern min-
destens 50 % des Zellsoma ausfllte. In den ausgewahlten Purkinje-Zellen wurden dann
Messbereiche gewahlt, wie sie in Abb. 6 zu sehen sind, und hier die Grauwerte als inte-
grierte Messdaten mit ImageJ aufsummiert. Jede axonale und dendritische Messung
wurde auf einen Referenzwert normiert, der aus der Region um die Purkinje-Zellen ge-
wahlt wurde. Diese Purkinje-Zell-nahe Lage des Referenzwertes wurde gewahlt, um mog-
lichst nahe an dem eigentlichen Messwert zu liegen und zum anderen mdglichst wenig
Signal zu erhalten. Es muss allerdings beachtet werden, dass nahe der Purkinje-Zell-So-

mata dendritische Fortsatze von Purkinje-Zellen und Interneuronen sowie Axone von z.B.
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Abb. 6: Analyse des mito-
chondrialen Signals in Pur-
kinje-Zellen sieben Tage alter
Mause. Zur Darstellung kommt
das isolierte Fluoreszenz-Signal
der SDHA-Farbung von Purkinje-
Zellen. Exemplarisch sind die
Messbereiche fur die Intensitéats-
messung markiert; diese wurde
mithilfe des Signals der Calbin-
din-Farbung (hier nicht abgebil-
det) am axonalen Zellpol (A) am
dendritischen Zellpol (B) sowie in
AR cinem gesichert auRerhalb der
M Purkinje-Zell-Somata liegenden
Areal (C) zur Referenzmessung
durchgefihrt. N: Nucleus. Malf3-
stab: 10 pum.

Kornerzellen liegen, die ebenfalls Mitochondrien enthalten kbnnen, wenn auch in geringen
Mengen. Die Messungen wurden fur beide Mauslinien zu drei Praparationszeitpunkten
(P3, P7 sowie adult im Alter von drei bis sechs Monaten) an jeweils drei Tieren der unter-

schiedlichen Genotypen durchgefiihrt.

3.2.1 Verteilung des mitochondrialen SDHA-Signals in Purkinje-Zellen von L7En-2-trans-

genen und Wildtyp-Mausen

Abb. 7 zeigt konfokale Einzelschicht-Aufnahmen von Immunfluoreszenz-Doppelfarbun-
gen mit Erstantikérpern gegen Calbindin und SDHA, die an Wildtyp- und L7En-2-transge-
nen Geweben zu den Zeitpunkten P3 (A-E), P7 (F-K) und adult (L-P) vorgenommen wor-
den sind. Die Calbindin-Farbung ist in griin, die mitochondriale SDHA-Farbung in rot dar-
gestellt. Deutlich zu erkennen ist bei allen Zeitpunkten und in Zellen beider Genotypen ein
SDHA-Fluoreszenz-Signal in der Purkinje-Zellschicht (P). Etwas schwacher ausgepragt
waren die Farbungen in der Molekularschicht (M) und die geringste Farbeintensitat zeigte

die Kornerzellschicht (EG, 1G). Alle Regionen zeigten das fir Mitochondrien
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Abb. 7 (vorherige Seite): Immunhistochemische Farbung der Mitochondrien in
Purkinje-Zellen bei P3 (oben), P7 (Mitte) und adulten (unten) Wiltyp- und L7En-
2-transgenen Mausen. Dargestellt sind jeweils Purkinje-Zellen des anterioren Lobus
in doppelt gefarbten cerebellaren Vibratomschnitten; links Wildtyp-Gewebe mit Calbin-
din-Farbung (A, F, L) sowie der gleiche Bildausschnitt mit SDHA-Farbung (B, G, M),
rechts analog L7 En-2-transgenes Gewebe mit Calbindin- (C, H, N) und SDHA-Far-
bung (D, I, O). EG = &ul3ere Kornerzellschicht, M = Molekularschicht, P = Purkinje-
Zellschicht, 1G = innere Koérnerzellschicht, Pfeil: axonaler Zellpol, Pfeilspitze: dendriti-
scher Zellpol. Mal3stab: 30 um. (E, K, P) Lineare Modellierung des Zusammenhangs
der SDHA-Fluoreszenzintensitaten des dendritischen (x-Achse) und axonalen (y-
Achse) Pols einer Purkinje-Zelle. Es wurde eine Zweifaktorenanalyse verwendet. P3:
p = 0,605, nwt = 99, nig = 137; P7: p = 0,005, nwt = 42, nyg = 36; Ad: p < 0,001, nw =
113, nig =120

typische punktierte Fluoreszenzsignal. Die deutlich ausgepragte Farbung der Purkinje-
Zellen beruht wahrscheinlich auf der Gro3e dieser Zellen, die mit 20-25 um die grol3ten
des Kleinhirnkortex sind. Ein Vergleich der Menge von Mitochondrien zwischen verschie-
denen Zelltypen wurde nicht vorgenommen und ist mit lichtmikroskopischen Methoden
nur schwer durchfihrbar. Es kann festgehalten werden, dass SDHA in allen Schichten
des Kleinhirnkortex ab P3 bis in das adulte Stadium exprimiert wurde. Die Intensitaten der

Fluoreszenzsignale waren in allen Stadien in etwa vergleichbar.

Bei der Analyse einzelner Wildtyp-Purkinje-Zellen an P3 fiel auf, dass die mitochondriale
Farbung im dendritischen Purkinje-Zell-Pol und in den Stammdendriten starker akzentu-
iert war als im axonalen Pol (Pfeilspitze bzw. Pfeil in Abb. 7 B). Bei P7 war das Verhaltnis
zwischen den Farbintensitdten am axonalen und dendritischen Pol etwas gréRRer als bei
P3 (Abb. 7 G). Diese lokale Intensitatsverschiebung hin zum axonalen Pol scheint sich im
adulten Wildtyp-Tier, wenn auch dezenter, fortzusetzen (Abb. 7 M). Diese Tendenz ist mit
elektronenmikroskopischen Untersuchungen zur Verteilung von Mitochondrien wahrend
der Purkinje-Zell-Entwicklung konsistent (Altman, 1972). Unklar ist hierbei, ob diese An-
derung der Signalverteilung auf einer Abnahme am dendritischen Pol oder einer Zunahme
am axonalen Pol zurtickzufiihren ist. Die Dendritenbaume waren nur bei P7 in proximalen
Bereichen gut erkennbar, wahrend sie bei jingeren und alteren Tieren deutlich schlechter
gefarbt waren. Bei P7 konnte in unterschiedlicher Auspragung auch in den weiteren Ver-
zweigungen des Dendritenbaumes Farbungssignal gefunden werden (dies ist besonders
anschaulich in Abb. 7 G).
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In der rechten Spalte der Abb. 7 (E, K, P) findet sich eine Darstellung der SDHA Farbein-
tensitaten als Punktediagramm. Jeder aufgetragene Punkt entspricht der Farbeintensitat
in Grauwerten einer Purkinje-Zelle am axonalen versus dem dendritischen Pol. Fir diese
Punktewolke wurde dann eine lineare Regressionsgerade modelliert, um zu testen und
zu visualisieren wie sich die Verteilung der Mitochondrien tber die untersuchten Alters-
stufen hinweg und zwischen den Genotypen unterscheidet.

Die aus den Abbildungen ablesbare Verteilung der Mitochondrien lasst sich in den Punk-
tediagrammen gut nachvollziehen. Bereits bei P3 war eine deutliche mitochondriale
SDHA-Farbung in Purkinje-Zellen zu sehen. Die axonale Farbungsintensitat nahm zu die-
sem wie auch allen anderen Zeitpunkten mit zunehmender dendritischer Intensitat zu.
Generell konnte — Uber alle Altersstufen und beide Genotypen hinweg — beobachtet wer-
den, dass die Farbintensitaten am dendritischen Pol starker als am axonalen Pol war. Im
P7-Wildtyp-Kleinhirn wurden zunehmend Purkinje-Zellen mit starkerem SDHA-Signal ge-
funden, wobei das dendritische Signal geringer war als bei P3 (Grauwerte von 200 (P3)
und 150 (P7)). Das Verhaltnis Flaxona/Fldendritiscn War also insgesamt héher und blieb in

adulten Wildtyp-Purkinje-Zellen ungeféahr auf diesem Niveau stabil.

Vergleicht man die Verteilung des SDHA-Signals in L7En-2 Purkinje-Zellen mit denen der
Wildtypzellen fallt bei P3 kein Unterschied auf (Abb. 7 E). In Purkinje-Zellen von L7En-2-
Tieren bei P7 waren am dendritischen und axonalen Pol niedrigere Fluoreszenzsignale
zu finden, wobei im Vergleich zu Wildtyp-Purkinje-Zellen die Intensitat am axonalen Pol
deutlich starker abnahm. In L7En-2-Purkinje-Zellen wurde eine Zunahme der SDHA-Far-
bungsintensitat am dendritischen Pol nur von einer im Vergleich zum Wildtyp minimalen
Intensitdtszunahme am axonalen Pol begleitet. Die Gerade fir L7En-2-Purkinje-Zellen
verlauft folglich flacher und niedriger als die Wildtyp-Gerade. Ein &hnlicher Zusammen-
hang war auch in adulten Tieren festzustellen, wobei hier die Unterschiede in der SDHA
Farbung zwischen L7En-2- und Wildtyp-Purkinje-Zellen deutlich geringer ausgepragt wa-
ren. Im Graphen fur das adulte Tier verlaufen beide Geraden fur Wildtyp- und L7En-2-
Purkinje-Zellen steiler. Folglich skaliert das Signal am axonalen Pol starker mit einer Sig-

nalzunahme am dendritischen Pol.
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Abb. 8: SDHA-Intensitatsverhéaltnisse des axonalen zum dendritischen Zellpol
der Purkinje-Zellen aus Wildtyp- und L7En-2-transgenen Tieren. Aufgetragen
sind Daten der drei Altersgruppen P3 (links), P7 (Mitte) und adult (rechts), sowie
vergleichend Wildtyp- (hell) und L7En-2-transgene Tiere (dunkel). Fur P3: t-Test,
p=0,865, nwt = 99, nyg = 137. Fur P7: p<0,001, nw = 42, nig = 36. Fir adult: p<0,001,
nwt = 113, nig = 120.

Vergleicht man die mittleren SDHA-Intensitaten als Intensitatsverhaltnis Flap/Flap zwischen
den beiden Genotypen bei P3, zeigt sich kein Unterschied zwischen Purkinje-Zellen (Abb.
8 A, t-Test: p = 0,865; Wildtyp 0,388 +- 0,225; L7En-2 0,393 +- 0,241). Bei P3 Purkinje-
Zellen aus Wildtyp-Geweben wurden 28 % der Mitochondrien am dendritischen Pol, und
72 % am dendritischen Pol lokalisiert. In Purkinje-Zellen aus transgenem Gewebe ergab
sich ein identischer Befund mit 28 % der Mitochondrien axonal zu 72 % dendritisch loka-
lisiert. Die Untersuchung bei P7 hingegen lieferte einen deutlichen Unterschied zwischen
Wildtyp- und L7En-2-Purkinje-Zellen beziglich der Verteilung des mitochondrialen SDHA-
Signals (Abb. 8 B; t-Test: p <0,001; fur den Wildtyp: 1,076 +-1,053; fur L7 En-2-transgene
Tiere: 0,477 +- 0,243). Der Intensitatsquotient im transgenen Gewebe lag um 56 % unter
dem des Wildtyp-Gewebes. Im P7 Wildtyp-Tier lagen 52 % der Mitochondrien am axona-
len Pol und 48 % am dendritischen Pol, wahrend im transgenen Tier lediglich 32 % am

axonalen und 68 % am dendritischen Pol lokalisiert waren.

Die Untersuchung des Intensitatsquotienten Flap/Flap fir die Kohorte der adulten Tiere

ergab eine weniger gro3e Differenz der Mittelwerte zwischen den Genotypen als bei P7
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(Abb. 8 C). Der Unterschied war zwar hochsignifikant (p < 0,001), belief sich aber lediglich
auf eine Verringerung des Mittelwertes der Daten aus transgenen Tieren um 14 % (beim
Wildtyp-Tier: 0,938 +- 0,247; beim transgenen Tier: 0,812 +- 0,237). In den Purkinje-Zellen
aus Wildtyp-Geweben lagen 48 % der Mitochondrien am axonalen Pol, wahrend sich
52 % am dendritischen Pol befanden. Im transgenen Gewebe liel3 sich dieses Verhaltnis
als 55 % axonal zu 45 % dendritisch beschreiben.

Zusammenfassend kann also festgehalten werden, dass sich die Verteilung der Mito-
chondrien im Laufe der Entwicklung von P3 zum adulten Tier zugunsten des axonalen
Poles verschob. Dies traf fiir beide Genotypen zu, jedoch war der zeitliche Verlauf dieser
Entwicklung unterschiedlich: Bei den Wildtyp-Tieren nahm der Anteil des mitochondrialen
Fluoreszenz-Signales am axonalen Zellpol von 28 % bei P3 auf 48 % bei P7 zu, wahrend
sie zwischen P7 und den adulten Tieren konstant blieb. Bei den transgenen Tieren war
ein Anstieg im Anteil des am axonalen Pol befindlichen Signals von 28 % auf 55 % erst

spater zwischen P7 und dem adulten Zustand zu beobachten.

3.2.2 Verteilung des mitochondrialen SDHA-Signals in Purkinje-Zellen von Engrailed-2-

Knockout- und Wildtyp-Mausen

Da die prolongierte Expression von En2 in Purkinje-Zellen zu einer Umverteilung des
SDHA-Signals flhrte, stellt sich die Frage, ob diese Veranderung eine direkte Folge der
En2-Expression darstellt, oder ob sie in sekundarer Folge eines anderen
entwicklungsbiologischen Prozesses auftritt, der durch En2 vermittelt wird. Um diese
Frage experimentell zu adressieren, wurden En2-defiziente Mause genutzt. Wenn es sich
bei den beobachteten Effekten auf die Verteilung des SDHA-Signals in L7En-2-
transgenen Purkinje-Zellen um einen primaren Effekt handelt, so ware auch in En2-
Knockout-Tieren eine Veranderung zu erwarten, und diese Veranderung sollte

komplementar zu den Auswirkungen der En-2-Uberexpression sein.

Analog zur Analyse des SDHA-Signals in den Purkinje-Zellen L7En-2-transgener Mause
wurde diese flr die Engrailed-2-Knockout-Mauslinie (En-27") zu den Zeitpunkten P3, P7
und an der adulten Maus durchgefuhrt. Die zu vergleichenden Knockouttiere und Kontroll-
tiere stammten jeweils aus demselben Wurf. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 9



68

En-27"

Galbindin

0 50 100 150 200 250 300
Fldendritischer Pol [gW]

A

-

(&)

o
1

100+

Calbindin

FIaxonaler Pol [gW]

50+

0 T T T T T
0 100 200 300 400 500
I:Idendritischer Pol [gW]

200+

-

(&)

o
1

1001

Flaxonaler Pol [gW]

(¢}
o
1

0 100 200 300
Fldendritischer Pol [gW]




69

Abb. 9 (vorherige Seite): Immunhistochemische Farbung der Mitochondrien in
Purkinje-Zellen bei P3 (oben), P7 (Mitte) und adulten (unten) Wildtyp- und En-2"
-Mausen. Dargestellt sind jeweils Purkinje-Zellen des anterioren Lobus in doppelt ge-
farbten cerebellaren Vibratomschnitten; links Wildtyp-Gewebe mit Calbindin-Féarbung
(A, F, L) sowie der gleiche Bildausschnitt mit SDHA-Farbung (B, G, M), rechts analog
L7En-2-transgenes Gewebe mit Calbindin- (C, H, N) und SDHA-Farbung (D, I, O). EG
= &ulRere Kornerzellschicht, M = Molekularschicht, P = Purkinje-Zellschicht, IG = innere
Kornerzellschicht, Pfeil: axonaler Zellpol, Pfeilspitze: dendritischer Zellpol. Mal3stab:
30 um. (E, K, P) Lineare Modellierung des Zusammenhangs der SDHA-Fluoreszenzin-
tensitaten des dendritischen (x-Achse) und axonalen (y-Achse) Pols einer Purkinje-
Zelle. Es wurde eine Zweifaktorenanalyse verwendet. P3: p < 0,001, nwt = 169, n.. =
166; P7:p <0,001, nwt =209, ns- = 171; Ad: p < 0,001, nwt = 239, n- = 225

(rechte Spalte als Punktediagramm) und 10 (Mittelwerte der Flap/Flap im Boxplot) gezeigt.
Den Graphen in Abb. 9 ist zu entnehmen, dass die SDHA Intensitaten am axonalen und
dendritischen Pol in allen Altersstufen und Genotypen korrelieren. Ein Anstieg der Inten-
sitat am axonalen Pol ist immer mit einer hoheren Farbeintensitat am dendritischen Pol
assoziiert (fur P3 p < 0,001, fir P7 p < 0,001 und fur adulte Tiere p <0,001). Es zeigt sich
aber auch, dass bei allen Altersstufen ein Unterschied in der Verteilung des SDHA Signals
zwischen den Genotypen nachweisbar ist (fir P3 p < 0,001; Abb. 9 E, fur P7 p < 0,001,
Abb. 9 K und fur adulte Tiere p <0,001; Abb. 9 P). Bei vergleichbarer dendritischer SDHA-
Intensitat zwischen den Genotypen waren die SDHA Intensitaten der Purkinje-Zellen am
axonalen Pol des transgenen Gewebes grundsatzlich niedriger. Dies wird durch die verti-

kale Verschiebung der beiden Geraden veranschaulicht.

Entsprechend war zu allen untersuchten Altersstufen ein signifikanter Unterschied in den
Quotienten Flap/Flap zwischen Wildtyp- und En2-Knockout-Tieren zu sehen (Abb. 10; t-
Test fur P3 p < 0,001, fur P7 p = 0,007, fur adulte Tiere p < 0,001). Zum Zeitpunkt P3 lag
bei den Knockout-Tieren ein in Relation zum Wildtyp um 26 % verringerter Intensitatsquo-
tient vor (beim Wildtyp-Tier: 0,577 +- 0,342; beim Knockout-Tier: 0,427 +- 0,213). Im P3
Wildtyp-Tier waren 37 % der Mitochondrien am axonalen und 63 % am dendritischen
Zellpol lokalisiert, in Knockout-Purkinje-Zellen waren es 30 % am axonalen und 70 % am
dendritischen Pol. Bei P7 war das SDHA-Fluoreszenzintensitatsverhaltnis in den Purkinje-
Zellen der Knockout-Tiere im Vergleich zum Wildtyp um 17 % reduziert (beim Wildtyp-
Tier: 0,513 +- 0,309; beim Knockout-Tier: 0,427 +- 0,311). Somit waren die Mitochondrien

zu 34 % am axonalen und 66 % am dendritischen Pol (Wildtyp), bzw. 30 % am axonalen
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Abb. 10: SDHA-Intensitatsverhéltnisse des axonalen zum dendritischen Zellpol
der Purkinje-Zellen aus Wildtyp- und En-2"--Tieren. Aufgetragen sind Daten der
drei Altersgruppen P3 (links), P7 (Mitte) und adult (rechts), sowie vergleichend Wild-
typ- (hell) und En-2"--Tiere (dunkel). Fur P3: t-Test, p<0,001, nw = 169, nig = 166. Fir
P7: p=0,007, nwt = 209, nig = 171. FUr adult: p<0,001, nw = 239, nig = 225.

und 70 % am dendritischen Pol (Knockout) lokalisiert. In adulten Tieren verringerte sich
der Intensitatsquotient im Knockout-Tier verglichen mit dem Wildtyp um 17 % (beim Wild-
typ-Tier: 0,869 +- 0,268; beim Knockout-Tier: 0,721 +- 0,230). Es waren 47 % der Mito-
chondrien am axonalen Pol und 53 % am dendritischen Pol (Wildtyp), bzw. 42 % am axo-
nalen Pol und 58 % am dendritischen Pol (Knockout) lokalisiert. Im zeitlichen Verlauf von
P3 zu adulten Tieren waren vermehrt Mitochondrien am axonalen Zellpol lokalisiert, so-
wohl in Wildtyp- als auch in Knockout-Purkinje-Zellen. Fir beide Genotypen war der An-
stieg erst nach P7 nachweisbar.

Es sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass also zwischen den hier verwendeten
Hintergrundstdmmen FVB/N (Hintergrundstamm der L7En-2-Mause) und C57BL6 (Hin-
tergrundstamm der En-27--Mause) Unterschiede im Verlauf der mitochondrialen Signal-
verteilung auftraten. Diese Unterschiede werden bei der Interpretation der Ergebnisse im

Diskussionsteil noch eine Rolle spielen.

In der Zusammenschau der Analysen an L7En-2-Tieren und denen an Knockout-Tieren

ergab sich also ein gleichsinniger Effekt. Es konnte gezeigt werden, dass sich die
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Intensitat des SDHA-Signals am axonalen Zellpol sowohl in L7En-2-transgenen als auch
in En2-defizienten Purkinje-Zellen im Vergleich zum dendritischen Zellpol als verringert
darstellte. Bezugnehmend auf die eingangs formulierte Hypothese, dass sich bei einem
primaren Effekt von En2 die Effekte der Uberexpression und Repression komplementar
zueinander verhalten sollten, sprechen die hier vorgelegten Ergebnisse gegen einen pri-
mar durch En2 vermittelten Effekt auf die mitochondriale Verteilung.

3.3 Verteilung des mitochondrialen SDHA-Signals in cerebellaren Schnittkulturen L7En-

2-transgener Mause

Eine Mdglichkeit, primér durch En2 direkt vermittelte Effekte von sekundaren Effekten zu
unterscheiden, sind Schnittkulturen. Bei dieser Prozedur werden ca. 300 um dicke cere-
bellare Schnitte angefertigt, in denen alle extracerebellaren Afferenzen zum Kleinhirn
durchtrennt werden. Anschliel3end findet eine Differenzierung der Neurone in Kultur statt.
Extrinsische Faktoren der neuronalen Differenzierung — seien es Neurotransmitter oder
Wachstumsfaktoren - sind folglich verandert. Sind in solchen Schnittkulturen noch immer
ahnliche morphologische Merkmale wie in situ nachweisbar, so spricht dies fir einen

intrinsischen Effekt der En2-Uberexpression bzw. Repression.

Da die auffalligste Veranderung des SDHA-Signals bei den Purkinje-Zellen in L7En-2-
transgenen Mausen ca. eine Woche nach der Geburt zu sehen war, wurden zum
Zeitpunkt P8 Schnittkulturen hergestellt. Die Kulturzeit fir die Differenzierung der
Purkinje-Zellen in vitro betrug hierbei sechs Tage. Es muss dabei festgehalten werden,
dass die Purkinje-Zellen in Kultur zun&chst einmal durch die Pré&paration in ihrer
Entwicklung verlangsamt sind und die anschlielende Differenzierung verzogert
stattfindet. Die Schnittkulturen wurden von mir selbst und zum Teil zur Reduktion von
Versuchstierzahlen im Rahmen des geltenden Tierschutzgesetzes in Zusammenarbeit
mit Herrn Mohammed Bahaaeldin durchgefuhrt. Die Immunfluoreszenz-Farbung wurde
von mir nach dem identischen Protokoll durchgeftihrt wie oben fir die Vibratomschnitte
beschrieben. Bei der Auswertung der Aufnahmen wurden die aufgenommenen Purkinje-
Zellen je nach ihrer Lokalisation im Zellverband unterschiedlichen Gruppen zugeordnet.

Insgesamt wurden nur Zellen in die
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Abb. 11: Immunhistochemische Farbung der Mitochondrien in Purkinje-Zellen
in cerebellaren Schnittkulturen aus Wildtyp- und L7En-2-transgenen Mausen.
Praparation bei P8, in Kultur fir sieben Tage. Dargestellt sind Purkinje-Zellen des
anterioren Lobus in doppelt gefarbten cerebellaren Vibratomschnitten; links Wildtyp-
Gewebe mit Calbindin-Farbung (A) sowie der gleiche Bildausschnitt mit SDHA-Far-
bung (B), rechts analog L7En-2-transgenes Gewebe mit Calbindin- (C) und SDHA-
Farbung (D). Pfeil: axonaler Zellpol, Pfeilspitze: dendritischer Zellpol. MaRRstab: 30
pum. (E) Lineare Modellierung des Zusammenhangs der SDHA-Fluoreszenzintensi-
taten des dendritischen (x-Achse) und axonalen (y-Achse) Pols einer Purkinje-Zelle.
Es wurde eine Zweifaktorenanalyse verwendet. p = 0,619, nwt = 161, nyg = 159

statistische Auswertung eingeschlossen, die sich innerhalb eines mikroskopischen Bild-
ausschnittes bei 60-facher Vergrof3erung in Nachbarschaft mindestens einer weiteren
Purkinje-Zelle befanden. Dariiber hinaus wurden die Auswertungen mit drei Gruppen von
Purkinje-Zellen durchgefihrt. In der ersten Gruppe wurden nur Purkinje-Zellen ausgewer-
tet, die im Abstand von zwei Soma-Querdurchmesser keine weitere Purkinje-Zelle als
Nachbarn hatten. Die zweite Gruppe an Purkinje-Zellen hatte Nachbar-Purkinje-Zellen im
Abstand von mehr als einem Soma-Querdurchmesser, und die dritte Gruppe umfasste

alle mikroskopisch aufgenommenen Zellen unabhangig davon, wie nahe andere Purkinje-
Zellen benachbart lagen.

Wie auch bei der Untersuchung des Fluoreszenz-Signals der SDHA-Farbung an Vibra-

tomschnitten wurden in den Aufnahmen der axonale und der dendritische Zellpol
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identifiziert und anschlieRend dort, sowie an einem durch die Calbindin-Farbung gesichert
aulRerhalb, jedoch nahe der betreffenden Purkinje-Zelle liegenden Areal gleicher GroRRe
(als Hintergrundmessung) die SDHA-Fluoreszenzintensitaten bestimmt. Die Abbildungen
11 und 12 zeigen die Ergebnisse aus diesen Versuchen, wobei hier alle Daten der Gruppe
3 abgebildet sind. Im Punktediagramm in Abb. 11 E stellt jeder Punkt die Zuordnung der
SDHA-Intensitat am axonalen Pol (y-Achse) zur Intensitdt am dendritischen Pol (x-Achse)
einer Purkinje-Zelle dar. Es fallt auf, dass die beiden Punktewolken fur die Daten aus
Wildtyp-Tieren (rot) und L7En-2-transgenen Tieren (blau) sehr dhnlich verteilt waren und
beide ihre grof3te Dichte im unteren linken Quadranten des Koordinatensystems aufwie-
sen. Auch die Geraden, die die lineare Modellierung des Zusammenhangs der Fluores-
zenzintensitaten der beiden Zellpole abbildeten, differierten nicht wesentlich voneinander.
Diese Beobachtungen passten zur Zweifaktoren-Analyse, mit welcher die Abhangigkeit
der SDHA-Fluoreszenz-Intensitat am axonalen Pol von der am dendritischen Pol und dem
Genotyp untersucht wurde: Es zeigte sich hier zwar eine Abhangigkeit der beiden Inten-
sitdten voneinander (Gruppe 1. p = 0,001, Gruppe 2: p = 0,001, Gruppe 3: p = 0,001),
jedoch keine Abhéangigkeit der Intenstitat am axonalen Zellpol der Purkinje-Zellen vom
Genotyp (Gruppe 1: p = 0,198, Gruppe 2: p = 0,794, Gruppe 3: p =0,619).
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Abb. 12 enthélt eine Darstellung des Intensitatsverhaltnisses Flap/Flap als Boxplot. Die
statistische Analyse dieses Quotienten zeigte keinen signifikanten Unterschied der Mittel-
werte zwischen den Genotypen (fur Wildtyp-Tiere 0,936 +- 0,407; fUr transgene Tiere
1,063 +- 0,827; t-Test, Gruppe 1: p = 0,694, Gruppe 2: p = 0,195, Gruppe 3: p = 0,085).
In den Purkinje-Zellen der cerebellaren Schnittkulturen befanden sich somit beim Wildtyp-
Tier 48 % der Mitochondrien am axonalen und 52 % am dendritischen Zellpol. Im L7En-
2-transgenen Tier betrugen diese Anteile 52 % (axonaler Pol) und 48 % (dendritischer
Pol). Somit lieR3 sich in den Schnittkulturen kein signifikanter Unterschied in der Verteilung
des mitochondrialen Signals zwischen Wildtyp- und L7En-2-transgenen Tieren beobach-
ten. Zudem scheint es in dieser Hinsicht keinen Unterschied zu machen, ob eher in der

Kultur vereinzelte oder gruppierte Zellen untersucht wurden.

3.4 Morphometrische Analyse der Mitochondrien L7En-2-transgener Mause in elektronen-

mikroskopischen Aufnahmen

Die bisher dargestellten Daten zeigen, dass die Umverteilung des SDHA-Signals vom
axonalen hin zum dendritischen Zellpol vor allem in En2-tberexprimierenden Purkinje-
Zellen im Vergleich zum Wildtyp auffallig war. Eine mogliche Hypothese zur Erklarung
dieser Funde stellt eine verénderte intrazellulare Lokalisation oder Morphologie der
Mitochondrien dar, jedoch sind als weitere Ansatze auch eine verdnderte
Proteinexpression der SDHA in gleich verteilten Mitochondrien oder eine Kombination
beider Modelle denkbar. Um diese Frage zu adressieren, wurde die Verteilung von
Mitochondrien in hochauflésenden elektronenmikroskopischen Bildern von Purkinje-
Zellen aus Wildtyp- und L7En-2-transgenen Tieren zum Zeitpunkt P7 verglichen. In
diesem Genotyp und zu diesem Entwicklungszeitpunkt war in der lichtmikroskopischen
Betrachtung der deutlichste Unterschied in der Verteilung des SDHA-Signals im Vergleich
zu Wildtyp-Purkinje-Zellen beobachtbar.

Die elektronenmikroskopischen Praparate wurden aus cerebellaren Geweben von P7-
Tieren hergestellt und wurden mir dankenswerterweise von Frau Stefanie Ramrath zur

Verfigung gestellt. Die Dokumentation erfolgte in Zusammenarbeit mit Prof. Baader. Die
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Abb. 13: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Mitochondrien in Pur-
kinje-Zellen. Zu sehen sind jeweils ein Bildausschnitt aus dem dendritischen Zellpol
einer Purkinje-Zelle aus einer Wildtyp-Maus (A), sowie aus einer L7En-2-transgenen
Maus (B). N = Nucleus. Mal3stab: 1um.

Abb. 14: Morphometrie an Mito-
chondrien in elektronenmikrosko-
pischen Aufnahmen. Abgebildet ist
die Erhebung der mitochondrialen
Flache (gelbe Umrandung) und
des mitochondrialen Durchmessers
(blaue Linie). Rechts im Bild verlauft
die Grenze des bemessenen Zyto-
plasma-Areals, welches an den Nu-
cleus (N) grenzt. Mal3stab: 1 um .

Auswahl der Schnitte, die Identifizierung der Abschnitte sowie das Protokoll zur Daten-
auswertung wurden von mir erarbeitet. In die Auswertung flossen Daten von zwei Wild-
typtieren und drei transgenen Tieren ein. Insgesamt wurden 79 Purkinje-Zellen von Wild-
typtieren und 46 von transgenen Tieren ausgewertet. Die vermessenen Zellausschnitte
wurden anhand morphologischer Kriterien dem axonalen bzw. dendritischen Zellpol
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zugeordnet, um die nachfolgend zu untersuchenden Parameter nach intrazellularer Loka-
lisation getrennt zwischen den Genotypen vergleichen zu kdnnen. Aufgrund der deutlich
selteneren Erfassung des axonalen Pols der Purkinje-Zellen (dieser war weniger héaufig
im elektronenmikroskopischen Praparat angeschnitten) gingen 93 dendritische Zellpole

und 32 axonale Zellpole in diese Auswertung ein.

Abb. 13 zeigt exemplarisch zwei Ausschnitte aus dem dendritischen Pol von Purkinje-
Zellen aus Wildtyp (A) und L7En-2 Tieren (B). Zu sehen ist, dass die Mitochondrien als
variabel gestaltete Entitdten im Soma lokalisiert sind und keine auffalligen Auftreibungen
aufweisen. Dies spricht fur eine ausreichende Qualitat der EM-Praparate fir eine
guantitative Vermessung. Abb. 14 zeigt einen Ausschnitt aus einem Soma mit klar
erkennbaren Mitochondrien inklusive der charakteristischen Doppelmembran. Von diesen

Mitochondrien wurden, wie abgebildet, der Durchmesser und die Flache vermessen.

3.4.1 Untersuchung von Flache und Durchmesser einzelner Mitochondrien

Da Mitochondrien in ihrer Gesamtheit in einem zweidimensionalen elektronenmikroskopi-
schen Schnitt nicht dargestellt werden kdnnen, wurde die Flache bestimmt, die Mito-
chondrien in einem bestimmten zytoplasmatischen Ausschnitt einnehmen. Diese Flache
ist ein Mal fir die Anzahl und/oder Ausdehnung von Mitochondrien. Zu diesem Zweck
wurden die Mitochondrien mit Hilfe des Freihand-Werkzeuges in ImageJ umrandet und
nachfolgend ihre Einzelflachen bestimmt. Die Durchmesser wurden als Querdurchmesser
der gré3ten mitochondrialen Ausdehnung bestimmt (vgl. Abb. 14). Zun&chst wurden die
vermessenen Mitochondrien als einzelne Datenpunkte betrachtet und ausgewertet. Der
Datensatz umfasste fur jedes einzelne Mitochondrium die Flache und den maximalen
Querdurchmesser. Die Mitochondrien wurden zunachst unabhangig von ihrer intrazellu-
laren Lokalisation ausgewertet (nicht abgebildet). Dabei zeigte sich zwischen Wildtyp- und
L7En-2-transgenen Mausen weder eine signifikante Differenz im gréf3ten mitochondrialen
Querdurchmesser (t-Test, p = 0,082), noch in deren Flache (p = 0,331). Wurden jedoch
die Messwerte fur Mitochondrien des axonalen sowie des dendritischen Zellpoles fiir sich

betrachtet, so lie3en sich statistisch signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp- und
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Abb. 15: Mittelwerte der Flache und des Durchmessers einzelner
Mitochondrien in Wildtyp- und L7En-2-Purkinje-Zellen. Gezeigt ist eine
Gegenuberstellung der mittels Morphometrie  elektronenmikroskopischer
Aufnahmen von Purkinje-Zellen ermittelter mitochondrialen Flachen (A, C) sowie der
mitochondrialen Durchmesser (B, D) in Wildtyp- und L7En-2-transgenen Tieren. In
den Diagrammen A und B kommt der axonale Pol zu Darstellung (Durchmesser: t-
Test, p < 0,001, Flache: p < 0,01,nw = 218, nig = 139), in den Diagrammen C und D
der dendritische Pol (Durchmesser: p < 0,001, Flache: p = 0,756, nwt = 1991, nig =
1157) Zur Ubersichtlicheren Darstellung wurden in C und D jeweils 6 Werte in einem
Datenpunkt gemittelt.
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L7En-2-Tieren nachweisen (Abb. 15). Am axonalen Pol der Purkinje-Zellen der transge-
nen Tiere fanden sich im Vergleich zum Wildtyp eine signifikant um 26 % verringerte
durchschnittliche Flache (t-Test, p < 0,001, beim Wildtyp MW = 0,213 um? und SD = 0,179
um?; beim transgenen Tier MW = 0,158 pm? und SD = 0,127 um?) sowie ein um 15 %
geringerer Durchmesser der Mitochondrien (t-Test, p < 0,001, beim Wildtyp MW = 0,340
pm und SD = 0,136 um; beim transgenen Tier MW = 0,289 pum und SD = 0,106 um).

Bei der Untersuchung des dendritischen Pols konnte — gegenteilig zum axonalen Pol —
festgestellt werden, dass hier die Mitochondrien aus L7En-2-transgenen Geweben einen
um 5 % grolReren Durchmesser aufwiesen (t-Test, p < 0,001, beim Wildtyp MW = 0,255
pm und SD = 0,106 pm; beim transgenen Tier MW = 0,267 um und SD = 0,095 um); in
ihrer Flache offenbarte sich jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den Genoty-
pen (t-Test, p = 0,756, beim Wildtyp MW = 0,123 pm? und SD = 0,128 pm? ; beim trans-
genen Tier MW = 0,125 pum? und SD = 0,103 pm?).

3.4.2 Untersuchung der Mitochondrien unter Berlcksichtigung ihrer Purkinje-Zell-Zuge-

horigkeit

Die Betrachtung der mitochondrialen Parameter als Einzeldaten weist jedoch unterschied-
liche Nachteile auf. Zum einen bericksichtigt diese Herangehensweise nicht, dass die
Mitochondrien in vivo als ein zusammenhangendes System fungieren, in dem durch Tei-
lung aus einem Mitochondrium mehrere Tochtermitochondrien hervorgehen kénnen, oder
mehrere Mitochondrien in der umgekehrten Weise zu einer gemeinsamen Entitat ver-
schmelzen kdénnen. Der Nachweis kleinerer Einzelmitochondrien muss somit beispiels-
weise nicht bedeuten, dass einer Zelle weniger mitochondriales Volumen zur Verfigung
steht, wenn diese Veranderung durch eine héhere Anzahl der Mitochondrien kompensiert
wird. Um dieser Tatsache Rechnung zu tragen, ist es notwendig, die Mitochondrien in
ihrer Zugehdrigkeit zu Purkinje-Zellen gruppiert zu betrachten. Dies hat aul3erdem den
Vorteil, dass zuséatzliche Parameter — wie die Dichte mitochondrialer Anschnitte — herge-
leitet und analysiert werden kdnnen. Auf der anderen Seite birgt die sehr hohe n-Zahl der
mitochondrialen Einzeldaten die Gefahr, aufgrund der hohen statistischen Power Effekte

nachzuweisen, die im betrachteten biologischen System nicht relevant sind. Aus diesen
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Abb. 16: Verteilung der Dichte mitochondrialer Anschnitte pro zytoplasmati-
scher Flacheneinheit am axonalen und dendritischen Zellpol. Gezeigt wird auf
der x-Achse die Dichte mitochondrialer Anschnitte pro zytoplasmatischer Flachen-
einheit, auf der y-Achse die Anzahl der Purkinje-Zellen, bei denen die Dichte im auf
der x-Achse gekennzeichneten Intervall liegt. Daten aus sieben Tage alten Wildtyp-
(rot) und L7En-2-transgenen Mausen (blau). Hierbei zeigen (A) und (B) die Mito-
chondriendichte am axonalen Zellpol, wahrend in (B) und (D) jene am dendritischen
Zellpol zur Darstellung kommt. Weder am axonalen Pol (t-Test: p = 0,694), noch am
dendritischen Pol (p = 0,092) liel3 sich ein signifikanter Unterschied zwischen Wt
und L7En-2 nachweisen. Axonaler Zellpol: nwt = 18, nig = 14, Dendritischer Zellpol:
Nwt = 61, Nig = 32

Grunden wurden die Mitochondrien in einer zweiten Auswertung im Zellverband betrach-
tet. Zur Ermittlung der Dichte mitochondrialer Anschnitte in den beiden Zellpolen wurden
die Anschnitte ausgezahlt und ihre Gesamtzahl durch die zytoplasmatische Flache des
jeweils aufgenommenen Purkinje-Zell-Pols dividiert. Die nach dieser Methode ermittelten
Werte sind in Abb. 16 dargestellt. Im Mittel waren in Purkinje-Zellen von Wildtyptieren
0.591 +- 0.323 mitochondriale Anschnitte/um? am axonalen Pol zu finden und im transge-
nen Tier 0.102 +- 0.265 Anschnitte/um?. Am dendritischen Pol wurden 1.133 +- 0.542
Anschnitte/um? beim Wildtyp- und 0.936 +- 0.469 Anschnitte/um? beim transgenen Tier
gemessen. Im Mittelwertvergleich zwischen den untersuchten Wildtyp- und L7En-2-trans-

genen Purkinje-Zellen offenbarte sich weder am axonalen (t-Test: p = 0,694), noch am
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Abb. 17: Mittelwerte der mitochondrialen Flache pro zytoplasmatischer Fla-
cheneinheit am axonalen und dendritischen Zellpol. Zur Darstellung kommt der
Quotient aus den aufsummierten mitochondrialen Einzelflachen in einer Purkinje-
Zelle und der mikroskopisch aufgenommenen zytoplasmatischen Flache, auf der
die Mitochondrien vermessen wurden. Daten aus sieben Tage alten Wildtyp- (hell-
grau mit roter Punktewolke) und L7En-2-transgenen Mausen (dunkelgrau mit blauer
Punktewolke). (A) zeigt die Quotienten am axonalen, (B) am dendritischen Zellpol.
n.s. (Welch’s t-Test, fir den axonalen Pol: p = 0,862, fir den dendritischen Pol:
p = 0,053), Axonaler Zellpol: nwt = 18, nyg = 14, Dendritischer Zellpol: nwt = 61,
Nyg = 32

dendritischen Zellpol (p = 0,092) ein statistisch signifikanter Unterschied. Eine Zweifakto-
renanalyse bestatigte, dass die Dichte mitochondrialer Anschnitte nicht abhangig vom
Genotyp variierte (p = 0,125), zeigte jedoch auch, dass sehr wohl eine Abhéngigkeit die-
ser Grol3e von der intrazellularen Lokalisation bestand (p < 0,001). In den Wildtyp-Tieren
konnte gezeigt werden, dass die Dichte mitochondrialer Anschnitte am axonalen Pol sig-
nifikant um 48 % geringer war als am dendritischen Pol (t-Test, p < 0,001; fir den axona-
len Pol 0,591 +- 0,323 Anschnitte/um?; fur den dendritischen Pol 1,113 +- 0,542 An-
schnitte/um?), wahrend sie in den transgenen Tieren am axonalen Pol in Relation zum
dendritischen Pol um nur 34 % verringert war (t-Test, p = 0,021; fur den axonalen Pol
0,616 +- 0,265 Anschnitte/um?; fir den dendritischen Pol 0,936 +- 0,469 Anschnitte/um?).

Um ein weiteres Malf3 flr die mitochondriale Dichte zu erhalten, wurden die Einzelflachen

aufsummiert und durch die Zytoplasmaflache eines jeden vermessenen Purkinje-Zell-Pols
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Abb. 18: Verteilung der pro Purkinje-Zelle gemittelten Flache mitochondrialer
Anschnitte am axonalen und dendritischen Zellpol. Gezeigt wird auf der x-Achse
die mittlere Flache mitochondrialer Anschnitte, auf der y-Achse die Anzahl der Pur-
kinje-Zellen, bei denen diese Flache im auf der x-Achse gekennzeichneten Intervall
liegt. Daten aus sieben Tage alten Wildtyp- (rot) und L7En-2-transgenen Mausen
(blau). Hierbei zeigen (A) und (B) die mitochondrialen Flachen am axonalen Zellpol,
wahrend in (C) und (D) jene am dendritischen Zellpol zur Darstellung kommen. We-
der am axonalen Pol (t-Test: p = 0,468), noch am dendritischen Pol (p = 0,759) liel3
sich ein signifikanter Unterschied zwischen Wt und L7En-2 nachweisen. Axonaler
Zellpol: nwt = 18, nig = 14, Dendritischer Zellpol: nwt = 61, nyg = 32

dividiert. Eine grafische Darstellung dieser errechneten GroR3e findet sich in Abb. 17. Fir
die mitochondriale Flache pro zytoplasmatischer Flache des entsprechenden Zellpols
ergab sich am axonalen Pol der Wildtyp-Tiere ein Mittelwert von 0.100 +- 0.038 pm?/um?,
bei den L7En-2-Tieren von 0.102 +- 0.040 pm?/pm?. Am dendritischen Pol betrugen diese
MafRzahlen beim Wildtyp 0.132 +- 0.038 um?/um? sowie beim transgenen Tier 0.117 +-
0.035 pm?/um?. Auch hier lieR sich kein signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp und
L7En-2-transgenen Purkinje-Zellen nachweisen, weder am axonalen (t-Test: p = 0.862,
noch am dendritischen Zellpol (p = 0,053). Dieser Befund wurde in der durchgefiihrten
Zweifaktorenanalyse bestatigt. Hier fand sich keine Abhangigkeit der mitochondrialen Fla-

che pro zytoplasmatischer Flacheneinheit vom Genotyp (p = 0,123), wohl aber von der
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Abb. 19: Verteilung des pro Purkinje-Zelle gemittelten Durchmessers
mitochondrialer Anschnitte. Gezeigt wird auf der x-Achse der mittlere Durchmesser
(gemessen als groRter Querdurchmesser) mitochondrialer Anschnitte, auf der y-Achse
die Anzahl der Purkinje-Zellen, bei denen dieser Durchmesser im auf der x-Achse
gekennzeichneten Intervall liegt. Daten aus sieben Tage alten Wildtyp- (rot) und L7En-
2-transgenen Mausen (blau). Hierbei zeigen (A) und (B) die mitochondrialen
Durchmesser am axonalen Zellpol, wéhrend in (C) und (D) jene am dendritischen
Zellpol zur Darstellung kommen. Weder am axonalen Pol (t-Test: p = 0,572), noch am
dendritischen Pol (p = 0,433) liel3 sich ein signifikanter Unterschied zwischen Wt und
L7En-2 nachweisen. Axonaler Zellpol: nwt = 18, nig = 14, Dendritischer Zellpol: nwt = 61,
Nyg = 32

intrazellularen Lokalisation innerhalb eines Genotyps (p < 0,001): Die mitochondriale Fl&-
che in Relation zur Flache des Zytoplasmas des angeschnittenen Zellpols in Purkinje-
Zellen von Wildtyp-Tieren war am axonalen Pol signifikant um 25 % niedriger als am
dendritischen Pol (t-Test, p = 0,002; fir den axonalen Pol 0,100 +- 0,038 um?/um?; fir den
dendritischen Pol 0,132 +- 0,038 pm?/um?). In der L7En-2-transgenen Maus war die mi-
tochondriale Flache am axonalen Pol um 12 % geringer als am dendritischen Pol. Dieser
Unterschied war jedoch nicht signifikant (t-Test, p = 0,225; fir den axonalen Pol 0,102 +-
0,040 um?/um?; fur den dendritischen Pol 0,117 +- 0,035 pm?/um?).

Zur Ermittlung der Grol3e bzw. Ausdehnung der einzelnen Mitochondrien wurden sowohl
die Messungen der mitochondrialen Einzelflachen (Daten dargestellt in Abb.18), als auch

jene der mitochondrialen Einzeldurchmesser (Abb. 19) herangezogen und diese innerhalb
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einer Purkinje-Zelle gemittelt. Am axonalen Pol konnten 0,200 +- 0,097 pm? (Wildtyp)
sowie 0,185 +- 0,078 um? (transgenes Tier) als durchschnittliche mitochondriale Flache
ermittelt werden; am dendritischen Pol wurden 0,144 +- 0,079 pm? fir den Wildtyp und
0,139 +- 0,049 um? fur das transgene Tier gemessen. Die Mittelwerte fiur den
durchschnittlichen Durchmesser eines Mitochondriums am axonalen Pol lieRen sich mit
0,176 +- 0,136 pum fur Wildtyp-Tiere und auf 0.157 +- 0.113 pm fur L7En-2-transgene
Tiere beziffern. Der mittlere Durchmesser am dendritischen Pol war 0.061 +- 0.047 pum im
Wildtyp- und 0.051 +- 0.059 um im transgenen Tier breit. In beiden Fallen zeigte sich
keine statistische Signifikanz, weder am axonalen (fur die mitochondriale Flache t-Test: p
= 0,468; fur den mitochondrialen Durchmesser p = 0,572), noch am dendritischen Zellpol
(fir die mitochondriale Flache t-Test: p = 0,759; fur den mitochondrialen Durchmesser p
=0,433).

Die Zweifaktoren-Analyse zeigte, dass die Flache und der Durchmesser von
Mitochondrien nicht abhangig vom Genotyp variierten (fir die mittlere mitochondriale
Flache p = 0,617 und fur den mittleren mitochondrialen Durchmesser p = 0,390). Wohl
aber differierten diese Parameter in Abhéngigkeit der intrazellularen Lokalisation (fur die
mittlere  mitochondriale Flache p = 0,001 und fir den mittleren mitochondrialen
Durchmesser p < 0,001). In der Konsequenz wurden die mitochondriale
Durchschnittsflache sowie der Durchschnittsdurchmesser bezogen auf eine Purkinje-
Zelle innerhalb der Genotypen vergleichend fur die intrazellulare Lokalisation der
Mitochondrien untersucht. Im Zuge dieser Auswertung konnte ermittelt werden, dass im
Wildtyp-Gewebe die Mitochondrien am axonalen Pol der bemessenen Purkinje-Zellen
eine signifikant um 39 % gréere Flache aufwiesen als am dendritischen Pol (t-Test, p =
0,014; fur den axonalen Pol 0,200 +- 0,097 um?; fur den dendritischen Pol 0,144 um? +-
0,079 um?); im transgenen Gewebe verhielt es sich @hnlich mit einer in Relation zum
dendritischen Pol um 33 % groReren mitochondrialen Durchschnittsflache am axonalen
Pol (t-Test, p = 0,021; fir den axonalen Pol 0,185 +- 0,078 um?; fuir den dendritischen Pol
0,139 +- 0,049 um?). AbschlieRend konnte fiir den mittleren mitochondrialen Durchmesser
gezeigt werden, dass er in Wildtyp-M&ausen am axonalen Zellpol um das 1,9-fache gré3er
ist als am dendritischen Zellpol (t-Test, p < 0,001, fir den axonalen Pol 0,176 +- 0,136
pm; far den dendritischen Pol 0,061 +- 0,047 pum), wahrend Mitochondrien in L7En-2-

transgenen Mausen in Relation zum dendritischen Pol am axonalen Pol einen zweifach
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vergrofRerten mittleren Durchmesser aufweisen (t-Test, p < 0,001; fir den axonalen Pol
0,157 +- 0,113 pum; fur den dendritischen Pol 0,051 +- 0,059 pum).

3.5 SDHA-Western Blot-Analysen an Wildtyp- und L7En-2-Cerebella

Sollte die Ursache fir die in den lichtmikroskopischen Auswertungen der Purkinje-Zellen
aus L7En-2-transgenen Mausen bei P7 gesehene unterschiedliche SDHA-Verteilung in
der veranderten Verteilung oder Morphologie der Mitochondrien begriindet sein, so ware
zu erwarten, dass sich am dendritischen Zellpol der Purkinje-Zellen eine gro3ere mito-
chondriale Dichte oder Gesamtflache findet, und/oder dass die einzelnen Mitochondrien
dort eine gréRere Ausdehnung aufweisen als am axonalen Zellpol. Da sich dahingehende
Veranderungen jedoch in den elektronenmikroskopischen Analysen nicht fanden, ist es
wahrscheinlicher, dass die Beobachtungen der unterschiedlichen SDHA-Fluoreszenzin-
tensitaten auf einer veranderten Proteinexpression der SDHA in L7En-2-transgenen Pur-
kinjezellen zum Zeitpunkt P7 beruhen.

Um einen Anhalt auf eine mdgliche veranderte SDHA-Expression zu erhalten, wurden
Proteinextrakte aus Cerebella von sieben Tage alten Wildtyp- und L7En-2 M&ausen her-
gestellt. Die Extrakte wurden auf einem SDS-Gel aufgetragen und die SDHA Banden im
Western Blot dargestellt (Abb. 20). Vergleicht man die Intensitaten der Banden, erschei-
nen die Banden in den L7En-2 Tieren deutlich intensiver. Es musste aber leider festge-
stellt werden, dass nach mehrmaliger Wiederholung des Versuchs diese Unterschiede
nicht reproduzierbar waren. Da der Effekt von En-2 auf die Expression von SDHA nur in

Purkinje-Zellen auftreten sollte, da Engrailed auch nur in Purkinje-Zellen in L7En-2 Tieren

Wit L7En-2 Abb. 20: SDHA-Western
10ug 20 pg 10ug 20 ug Blot-Analyse an cere-
bellaren Gewebsextrak-
ten aus sieben Tage alten
SDHA -— ey = L] Wildtyp- und L7En-2-
transgenen Mausen. Es
sind jeweils zwei unter-
. schiedliche Proteinmengen
Cyclophilin - s cs v | aufgetragen. Molekulare
Massen: SDHA 70 kDa,
Cyclophilin (Kontrolle) 24
kDa
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Uberexprimiert wird, im Western Blot aber eine Gesamtextrakt aufgetragen war, ist es
unwahrscheinlich, dass Unterschiede mit dieser Technik identifiziert werden kbnnen.
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4. Diskussion

Genetische Variationen des Transkriptionsfaktors Engrailed-2 werden mit dem Auftreten
von autistischen Verhaltensweisen beim Menschen in Verbindung gebracht (Benayed et
al., 2005; Benayed et al., 2009; Choi et al., 2012; Gharani et al., 2004; Hnoonual, et al.,
2016; James et al., 2013; Sen et al., 2010), und auch im Tiermodell konnten bei En2-
transgenen Mausen Verhaltenséanderungen nachgewiesen werden, die als ASD-ahnlicher
Phanotyp interpretiert worden sind (Brielmaier et al., 2012; Brielmaier et al., 2014; Cheh
et al., 2006). AuRerdem finden sich bei En2-transgenen Mausen Veranderungen in der
GroRe des Kleinhirns, im Uberleben von PCs, und in der Verschaltung von Nervenzellen,
die auch im Gehirn von Patienten mit einem autistischen Phanotyp gefunden wurden
(Amaral et al., 2008; Hazlett et al., 2017; Pickett und London, 2005; Sui et al., 2018;). Da
Verhaltensph&notypen meist mit Veranderungen der neuronalen Verschaltung assoziiert
werden, und die Aktivitat der Neurone ganz wesentlich vom Energiehaushalt der Zelle
abhangig ist, erscheint es nachvollziehbar, dass bei zahlreichen neuropsychiatrischen Er-
krankungen veranderte oder dysfunktionale Mitochondrien als Ursache der Erkrankung
beschrieben wurden (Bittiker et al., 2023; Fizikova et al., 2023). Ziel dieser Arbeit war es
daher, zu untersuchen, ob sich in Purkinje-Zellen En2-transgener Mause eine veranderte

mitochondriale Morphologie oder Verteilung finden lasst.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das in der
mitochondrialen Atmungskette lokalisierte Protein SDHA in den Purkinje-Zellen dieser
Tiere im Vergleich zum Wildtyp eine verstérkte Lokalisation am dendritischen Zellpol
aufwies. Dieser Effekt war gleichermalf3en in En2-defizienten (ab dem dritten Postnataltag)
wie in En2-Uberexprimierenden (L7En-2) Purkinje-Zellen (ab dem siebten Postnataltag)
nachweisbar. Im Gegensatz dazu war in Schnittkulturen L7En-2-transgener Tiere diese
veranderte Verteilung der mitochondrialen SDHA nicht vorhanden. Bei der Morphometrie
der Mitochondrien in Purkinje-Zellen L7En-2-transgener Tiere in
elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigten sich am axonalen Pol der transgenen
Tiere im Vergleich zum Wildtyp sowohl in der Flache als auch im Durchmesser
verkleinerte Mitochondrien, wahrend diese am dendritischen Pol in transgenen Tieren im
Vergleich zum Wildtyp im Durchmesser vergro3ert waren. Wurden die Mitochondrien
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gruppiert nach Purkinje-Zellen analysiert, fanden sich jedoch weder Unterschiede in der
Anzahl oder Dichte, noch in der Flache oder dem Durchmesser mitochondrialer

Anschnitte zwischen axonalem und dendritischem Zellpol.

Diese Befunde zeigen in der Summe einerseits, dass die veranderte Expression von En2
keinen direkten und intrinsischen Einfluss auf die Lokalisation der Mitochondrien besitzt,
andererseits aber auch, dass die unterschiedliche Verteilung des SDHA-Signals auf eine

veranderte Genexpression mitochondrialer Proteine zurtickzufihren sein kénnte.

4.1. Kritische Auseinandersetzung mit dem Nachweis der zellularen Verteilung des mito-
chondrialen Proteins SDHA

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in En2-Uberexprimierenden Pur-
kinje-Zellen am siebten Postnataltag das mitochondriale Protein SDHA vermehrt am
dendritischen Zellpol lokalisiert war. Der Nachweis erfolgte durch eine immunhistochemi-
sche Farbung an Formaldehyd-fixierten Schnitten des Kleinhirns. Diese Methode ermég-
licht es —im Gegensatz zu molekularbiologischen Methoden — die zellulare Verteilung von
Proteinen darzustellen und zu quantifizieren, da die zu vergleichenden Areale innerhalb
einer Schnittebene und im vorliegenden Fall sogar innerhalb einer einzelnen Zelle liegen.
So konnten Variabilitdten in den Farbeintensitaten von Farbung zu Farbung und von
Schnittregion zu Schnittregion minimiert werden. Zudem wurden Referenzareale benach-
bart zu den ausgewdahlten Purkinje-Zellen genutzt, um Variabilitaten in der Hintergrund-

farbungen herauszurechnen.

Um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zwischen Wildtyp- und transgenen Tieren zu op-
timieren, wurde darauf geachtet, dass nur Purkinje-Zellen aus definierten Lobuli miteinan-
der verglichen wurden. Dies ist wichtig, da sich die Purkinje-Zellen lagespezifisch in ver-
schiedenen Entwicklungsstadien befinden (Inouye und Murakami, 1980; Jankowski et al.
2004). Zudem ist bekannt, dass der Energiestoffwechsel mit zunehmender Differenzie-
rung von Neuronen zunimmt und entsprechend die Zahl der Mitochondrien, ihre Protein-
menge sowie die Anzahl der Crista-Einstulpungen im Laufe der neuronalen Entwicklung
ansteigen (Erecinska et al. 2004). Deshalb wurden nur Purkinje-Zellen im anterioren Lo-

bus des Cerebellums innerhalb der Fissuren zwischen dem zweiten und dritten, sowie
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dritten und vierten Lobulus mikroskopisch dokumentiert und ausgewertet. Diese Purkinje-
Zellen zeigten vergleichbare morphologische und molekulare Differenzierungscharakte-

ristika wie Dendritendifferenzierung und Parvalbumin-Expression (Jankowski et al. 2004).

Ein weiterer kritischer Punkt der Auswertung ist die Wahl der konfokalen Ebene, die fur
die Analyse der SDHA Verteilung genutzt wurde. Es ist bekannt, dass die Mitochondrien
nicht gleichmafiig in Neuronen verteilt, sondern insbesondere friih postnatal in héherer
Dichte am dendritischen Pol lokalisiert sind (Altman, 1972; Landis, 1973). Die Wahl der
konfokalen Ebene kénnte also das Ergebnis einer genotypenspezifischen Umverteilung
des mitochondrialen SDHA-Signals entscheidend beeinflussen. Um eine genotypenspe-
zifische Verteilung des Signals in der SDHA-Farbung zeigen zu kénnen, wurden die Aus-
wertungen nur an Purkinje-Zellen getétigt, in denen der Zellkern mindestens 50 % des
Somas ausfillte, und in denen ein axonaler und dendritischer Zellpol klar morphologisch

zu identifizieren waren.

Trotz der getroffenen MaRnahmen zur Reduktion von technisch bedingten Fehlern in der
Auswertung muss festgehalten werden, dass die Erfassung des Signales am axonalen
Zellpol von Purkinje-Zellen drei Tage alter Mause schwieriger war als bei alteren Tieren.
Zu diesem Zeitpunkt wiesen die Purkinje-Zellen hier nur einen sehr schmalen
Zytoplasmasaum auf (vgl. z.B. mit dem Bildmaterial von P7 des gleichen Genotyps in Abb.
7 G), in dem nur eine vergleichsweise kleine Flache gemessen werden konnte und die
gemessenen Intensitaten entsprechend eine hohere Variabilitat aufwiesen. Diese
Flachenproblematik war jedoch zwischen den Genotypen vergleichbar. Die
grundsatzliche Durchfuhrbarkeit der Experimente konnte dadurch belegt werden, dass zu
allen Zeitpunkten in beiden Genotypen das SDHA-Signal am dendritischen Pol im Mittel
stets hoher war als am axonalen Pol. Dieser Befund ist konsistent mit der Beobachtung,
dass Mitochondrien aktivitdtsabhangig transportiert werden und dort lokalisiert werden,
wo ein erhohter Energiebedarf vorhanden ist (Macaskill und Kittler, 2010). Gleichzeitig
sind Mitochondrien im Dendriten stationdrer, so dass arealspezifisch hohere
Energiemengen fir die Verrechnung der auf mehrere Tausend Eingange geschéatzten
Informationen zur Verfligung gestellt werden kdnnen. Des Weiteren sind dendritisch

lokalisierte Mitochondrien stoffwechselaktiver (Overly et al., 1996). Die in dieser Arbeit
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gezeigten Befunde sind folglich konsistent mit Beobachtungen aus der Literatur, so dass
davon ausgegangen werden kann, dass die Methodik plausible Ergebnisse liefert.

Der zeitliche Verlauf der mitochondrialen Signalverteilung unterschied sich bereits in den
Wildtyp-Tieren zwischen den FVB/N-Mausen (Hintergrundstamm der L7En-2-M&use) und
den C58BL6-Mausen (Hintergrundstamm der En-27--Mause), wie es in den Abb. 8 und 10
zu sehen ist. Auf die genotypenvergleichenden Analysen hat dies insofern keinen Ein-
fluss, als dass zu vergleichende Purkinje-Zellen immer im selben Hintergrund analysiert
worden sind. Anzumerken ist, dass der globale Knockout bereits zum Zeitpunkt P3 einen
Effekt auf die Verteilung des Signals zu haben scheint, wahrend ein solcher Effekt fur die
Purkinje-Zell-spezifische Uberexpression erst zu P7 nachweisbar wird. Es ist bekannt,
dass sich im Laufe der neuronalen Entwicklung die mitochondriale Verteilung in diesen
Zellen verandert. In frihen Entwicklungsstadien sind die Mitochondrien sehr stark auf den
dendritischen Zellpol konzentriert, wahrend sie mit zunehmender Reifung der Neurone
gleichmaiger verteilt werden (Altman, 1972). Dies ist konsistent mit den hier vorgelegten
Daten. Vor diesem Hintergrund lasst sich die veranderte mitochondriale SDHA-Farbein-
tensitat als Ausdruck der Entwicklungsverzdgerung interpretieren, die fir L7En-2-trans-
gene Purkinje-Zellen beschrieben wurde (Jankowski et al., 2004).

Trotz der beschriebenen technischen Limitationen ist mit den getroffenen methodischen
Malnahmen die Aussage moglich, dass das SDHA-Signal in den Purkinje-Zellen von
Wildtyp- und L7En-2 transgenen Tieren unterschiedlich auf die axonalen und dendriti-
schen Pole verteilt war. Dies kdnnte zwei Ursachen haben: Einerseits konnten die SDHA-
positiven Mitochondrien unterschiedlich verteilt sein, andererseits konnte die Proteinex-

pression in den Mitochondrien selbst verandert sein.

4.2 Die Mitochondrienverteilung als mogliche Ursache des atypisch verteilten SDHA-SIig-

nals in En2-transgenen Purkinje-Zellen

Um herauszufinden, ob die atypische SDHA-Signalverteilung in Engrailed-2 transgenen
Purkinje-Zellen auf der Lokalisation von Mitochondrien beruhen, wurden
elektronenmikroskopische Analysen der Organellen in der zweidimensionalen Darstellung
durchgeftuhrt. Mitochondrien sind jedoch dreidimensionale Organellen mit einer sehr
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variablen zylindrischen Form, die mehrere Mikrometer lang und auch stark im Raum
gekrimmt sein konnen. Somit werden in einem Schnitt durch eine Purkinje-Zelle
unterschiedlich viele und unterschiedlich geformte Anschnitte getroffen, die
mdoglicherweise von einem einzigen Mitochondrium stammen koénnten. Da diese
technische Limitation fiir beide Genotypen gleichermal3en zutrifft, wurde die messbare
EffektgroRe durch die statistische Analyse von mehr als 40 Purkinje-Zellen pro Genotyp
minimiert. Mit dieser Methode konnte eine Dichte von 0,9 Mitochondrien pro pm? ermittelt
werden, wobei der durchschnittliche Durchmesser eines Mitochondriums 0,26 um lag. Die
erhaltenen Werte — sowohl fur die Anzahl als auch fir die Grol3e der Mitochondrien — sind
mit Literaturdaten vergleichbar und sprechen fir die Validitat der Untersuchungen (0,1-1
pm Durchmesser der Mitochondrien in Purkinje-Zellen bei Ratten in Lobanov et al., 2007;
0,8-1 Mitochondrien/um”3 in Balietti et al., 2010).

Ein weiterer kritischer Punkt elektronenmikroskopischer Auswertungen ist die Wahl der
Schnittebene durch die Purkinje-Zelle. Wahrend in lichtmikroskopischen Schnitten Zellen
ausgesucht werden konnten, bei denen der axonale und dendritische Pol angeschnitten
sind, ist dies bei 70 nm dicken elektronenmikroskopischen Schnitten und 25 pm dicken
Zellen nur in seltenen Fallen mdoglich. Insofern wurden, anders als bei den
immunhistochemischen SDHA-Farbungen, Zellpole aus verschiedenen Zellen
miteinander verglichen. Eine Zuordnung zum dendritischen Pol konnte in allen Fallen
getatigt werden. Als axonaler Pol wurde der gegenuberliegende Anteil des Somas
gewahlt, auch wenn typische Merkmale wie die ,dreischichtige Membran“ und die
Kompartimentierung der Organellen nicht zu sehen war. Auch hier sei aber erwahnt, dass
die gemessenen Mitochondriendichten durchaus mit Daten aus der Literatur

Ubereinstimmen (Balietti et al., 2010; Lobanov et al., 2007).

Der Vergleich der mitochondrialen Dichte, der mitochondrialen Gesamtflache und der
Grol3e einzelner Mitochondrienanschnitte zeigte keinen Unterschied zwischen den Pur-
kinje-Zellen aus Wildtyptieren und En-2-Uberexprimierenden Tieren. Auch war die Form
der Mitochondrien nicht verandert, wie es beispielsweise fur Purkinje-Zellen mit neurode-
generativem Phéanotyp beschrieben wurde (Landis, 1973). Es kann allerdings nicht aus-
geschlossen werden, dass andere morphologische Veranderung auftreten, die hier nicht

untersucht wurden. Méglichkeiten wéaren zum Beispiel eine Verdnderung der Cristae
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innerhalb der Mitochondrien wie sie wahrend der Entwicklung oder nach neurodegenera-
tiven Veranderungen beobachtet wurden (Erecinska et al., 2004; Sasaki et al., 2004). Zu
bedenken ist auRerdem, dass im Rahmen der Arbeit nur zweidimensionale Schnitte ana-
lysiert wurden. Tatsachliche mitochondriale Volumenanderungen, wie sie nach der Fusion

oder Teilung (,fusion® und ,fission®) von Mitochondrien auftreten, wurden nicht analysiert.

Alternativ koénnte auch der Transport der Mitochondrien in En2-transgenen Tieren
betroffen sein. Der Transport der Mitochondrien innerhalb von Neuronen findet entlang
von Mikrotubuli und unter Zuhilfenahme von ATP-abh&ngigen Motorproteinen statt. Dabei
wird der Transport in anterograder Richtung durch Kinesine, und in retrograder Richtung
durch Dyneine vermittelt (Mattson et al., 2008). Dieser Mitochondrientransport wird durch
unterschiedliche Mechanismen reguliert (vgl. Detmer et al.,, 2007), wobei der
Energiebedarf eine wichtige Komponente zu sein scheint. So finden sich sowohl in
auswachsenden Axonen (Morris und Hollenbeck, 1993), als auch pré&- und postsynaptisch
(Chang et al., 2006) vermehrt Mitochondrien. Entsprechend ist die mitochondriale
Lokalisation in Nervenzellen, beziehungsweise der Transport der Mitochondrien, von der
synaptischen Aktivitat abhéangig (Macaskill et al., 2009). Ist die synaptische Aktivitat hoch,
so steigt der Calcium-Spiegel, und der mitochondriale Transport wird angehalten. Auf
diese Weise kann eine héhere Anzahl Mitochondrien an Synapsen lokalisiert werden.
Ahnliches konnte sich am dendritischen Pol von En2-transgenen Purkinje-Zellen
abspielen. Kandidaten fur einen solche synaptische Interaktion konnten Korbzellen und
Kletterfasern sein. Beide Neuronen innervieren proximale Dendritenabschnitte. Der
Vergleich der transgenen Tiere sowie die Befunde an Schnittkulturen sprechen am
ehesten fur die Kletterfasern. Tatsachlich konnte zumindest fur die L7En-2 Tiere gezeigt
werden, dass Engrailed-2 die Polaritat der Purkinje-Zell-Somata verandert und Synapsen
atypisch lokalisiert (Hayn-Leichsenring et al., 2011). Bisher gibt es hierfir noch keine
physiologischen Daten aus dem Mausmodell, allerdings konnte in Drosophila gezeigt
werden, dass nach veranderter En2-Expression synaptische Verbindungen im

auditorischen System verandert waren (Pézier et al., 2014).

Ein weiterer Faktor, der bekanntermal3en den Transport und damit auch die intrazellulare
Verteilung von Mitochondrien beeinflussen kann, ist ihr Membranpotential. Miller und

Sheetz konnten 2004 zeigen, dass in kultivierten Neuronen 90% der Mitochondrien mit
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hohem Membranpotential anterograd in Richtung des Wachstumskegels transportiert
wurden, wahrend die Mitochondrien mit niedrigem Potential eher retrograd Richtung
Soma transportiert wurden (Miller und Sheetz 2004). Im Soma kénnten dann transmitter-

abhéangig Prozesse wie Fusion, Teilung oder Autophagie stattfinden (Liu und Shio, 2008).

Diese Befunde kdnnten bedeuten, dass — eine geringere Anzahl von Mitochondrien am
axonalen Pol der En2-transgenen Purkinje-Zellen vorausgesetzt — dies in einem verstark-
ten Transport von beschadigten Mitochondrien in Richtung des Somas begrindet ist. Da
bekannt ist, dass Engrailed durch die Regulation der Translation von Bestandteilen der
Atmungskette protektiv auf Mitochondrien wirken kann, stellt dies eine mogliche Erklarung
der veranderten SDHA-Signalverteilung in En2-transgenen Mausen dar (Alvarez-Fischer
et al., 2011).

Wie oben bereits ausgefihrt, weisen die elektronenmikroskopischen Befunde jedoch da-
rauf hin, dass das durch Engrailed-Uberexpression veranderte, lichtmikroskopisch-nach-
weisbare dendritische SDHA-Signal nicht auf einer unterschiedlichen Verteilung und/oder
unterschiedlichen Morphologie der Mitochondrien zurtickzufiihren ist. Deswegen sollen
im Folgenden mdgliche alternative Ansatze aufgezeigt werden, die eine Erklarung fir die

veranderte SDHA-Signalverteilung bieten kénnten.

4.3. Intrinsische Regulation der SDHA-Expression durch Engrailed-Proteine

Bereits vor Uber zehn Jahren konnte in dopaminergen Neuronen des Mittelhirns festge-
stellt werden, dass En-defiziente Neurone anfallig fir Apoptose waren, und es wurde ver-
mutet, dass diese Degeneration Uber Veranderungen am mitochondrialen Metabolismus
vermittelt werden (Alavian et al., 2009). Im visuellen System von Hihnchen konnte gezeigt
werden, dass Engrailed Uber die Aktivierung der mitochondrialen ATP-Synthese und de-
ren Sekretion den Adenosin-Typ-1-Rezeptor aktiviert und zusammen mit Ephrin-Rezep-
toren Einfluss auf das gerichtete Wachstum von retinalen Axonen nimmt (Alvarez-Fischer
et al. 2011, Fuchs et al. 2012; Stettler et al. 2012, Wizenmann et al. 2015). Engrailed
erhohte die Expression nukleér kodierter mitochondrialer Proteine des Komplex I. In der
Folge wurde vermehrt ATP synthetisiert und sezerniert. Diese Wirkung des Engrailed

wurde in vitro gezeigt, indem exogen Engrailed zu neuronalen Kulturen zugegeben
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worden war. Es wurde vermutet, dass das exogene Engrailed die Expression nukle&r ko-
dierter mitochondrialer Proteine steuert, d.h. auf die Transkription von Genen im Kern
Einfluss nimmt (Prochiantz et al., 2014). Ob es hierbei allerdings einen Unterschied zwi-
schen exogenem Engrailed und endogen synthetisiertem Engrailed gibt, wurde nicht un-
tersucht. In mesencephalen Neuronen von En2-Knockout-Tieren konnte gezeigt werden,
dass apoptotische Zellveranderungen nach Induktion von oxidativem Stress auftraten.
Wurde in das Gehirn der Mause Engrailed injiziert, konnte die Apoptoserate deutlich re-
duziert werden (Rekaik et al., 2015). Dieser Effekt war abhangig von der Expression des
transkriptionsaktiven Transposons LINE-1, das im Zellkern durch Engrailed reguliert wird
(Blaudin de Thé et al., 2018) Allerdings konnte auch hier nicht gezeigt werden, dass En-

grailed direkt die Expression mitochondrialer Gene steuert.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte anhand der En2-Uberexprimierenden und En2- defizienten
Purkinje-Zellen untersucht werden, ob gegenlaufige Effekte zu beobachten waren. Dies
war offensichtlich nicht der Fall. Wie in den L7En-2 Purkinje-Zellen war auch in den Pur-
kinje-Zellen der En-27--Tiere das mitochondriale SDHA-Signal auf den dendritischen Zell-
pol konzentriert. Dieser Effekt war schon am dritten Postnataltag nachweisbar, wahrend
die dendritische Lokalisation des SDHA Signals in L7En-2 Purkinje-Zellen erst an P7 zu
beobachten war. Dieser Unterschied ist damit begriindbar, dass der En2-Knockout bereits
von Geburt an vorhanden ist und ein mdglicher Effekt dieses Knockouts sich dementspre-
chend auch frilh manifestieren kann. Die L7-getriebene Uberexpression erfolgt demge-
genuber frihestens an E14 und dann auch nur in geringen Mengen in einem parasagitta-
len Muster. Eine ubiquitare Uberexpression erfolgt zwischen PO und P5 (Baader et
al.,1998; Smeyne et al., 1991). Die Tatsache, dass die Lokalisation des SDHA-Signals im
Vergleich zum Wildtyp gleichsinnig veréndert ist, wie es auch in den En2-uberexprimierten
L7En-2-Purkinje-Zellen gezeigt werden konnte, legt nahe, dass es sich bei den beobach-
teten Auswirkungen auf die SDHA-Fluoreszenzintensitat nicht um einen priméren, durch

En2 direkt vermittelten Effekt handelt, sondern extrinsische Faktoren eine Rolle spielen.
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4.4 Extrinsische Faktoren als Ursache des atypisch verteilten SDHA-Signals

Diese Annahme ist konsistent mit der Beobachtung, dass in Purkinje-Zellen von
Schnittkulturen, in denen Afferenzen teilweise durchtrennt wurden, keine Veranderung in
der Mitochondrienverteilung zwischen Wildtyp- und L7En-2 Tieren zu sehen waren.
Auffallig war bei den Auswertungen der Schnittkulturen, dass ein Vergleich der relativen
Intensitaten am axonalen und dendritischen Pol durchaus mit denen an frischen Schnitten
vergleichbar waren. Dies spricht fur die Plausibilitat der in vitro-Daten. Die Streuung der
Werte war allerdings in vitro deutlich hdher als bei den Gewebeschnitten. Eine Erklarung
fur diese hohere Variabilitat konnte in der Kultivierung der Schnitte Uber einen Zeitraum
von sieben Tagen - im Gegensatz zur sofortigen Fixierung der Schnitte aus dem lebenden
Tier - liegen. Es ist denkbar, dass unterschiedliche Kulturbedingungen zu einer
unterschiedlichen Differenzierung der Purkinje-Zellen fuhren, die, wie in 1.5 dargelegt,
auch die Verteilung der Mitochondrien und/oder die Expression mitochondrialer Proteine
beeinflussen kann. Darlber hinaus migrieren Purkinje-Zellen wahrend der Kulturzeit
innerhalb des Schnittes, sodass grundsatzlich eine genaue Zuordnung zu Lobuli und
damit der Vergleich genetisch sehr &hnlicher Zellen erschwert wird. Ein weiteres Problem,
welches sich durch die Migration und/oder die Kultivierung der Gewebe ergibt, ist die sehr
unterschiedliche Lage der Zellpole. Um einem in Kultur variableren Ursprung von Axonen
und Dendriten zu begegnen, wurden zum einen in der konfokalen Mikroskopie geeignete
Schnittebenen ausgewahlt und reproduzierbare Parameter am Mikroskop eingestellt,
sodass Fluoreszenzintensitaten innerhalb einer Zelle verglichen werden konnten. Des
Weiteren wurde als unabhangiger Faktor der statistischen Auswertung gruppiert
vorliegende Purkinje-Zellen mit vereinzelten Zellen verglichen. Unabhangig von der
Nachbarschaftsbeziehung zu anderen Zellen waren keine Unterschiede in der SDHA-
Signalverteilung in den Purkinje-Zellen von Wildtyp- und L7En-2 Tieren nachzuweisen.
Extrinsische Signale stammen in einer ersten naheliegenden Annahme von Zellen, die in
einer direkten Zell-Zellverbindung mit den Purkinje-Zellen stehen. Da zwischen Wildtyp-
und L7En-2-transgenen Purkinje-Zellen in Schnittkulturen, in denen extracerebellare
Afferenzen durchtrennt worden waren, keine Unterschiede in der Mitochondrienverteilung
zu sehen waren, in Vibratomschnitten von Wildtyp und En2-transgenen Tieren aber
Unterschiede nachweisbar waren, lasst sich vermuten, dass die fur die SDHA-Verteilung

verantwortlichen Kontaktzellen aul3erhalb des Kleinhirns liegen. Die einzigen
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extracerebellaren Zellen, die direkt mit Purkinje-Zellen kommunizieren, sind Neurone der
unteren Olive. Diese Nervenzellen innervieren Uber die Kletterfasern proximale

Dendritenabschnitte der Purkinje-Zellen.

4.5 Der veranderte Succinatdehydrogenase-Transport als mdgliche Ursache des atypisch

verteilten SDHA-Signals

Wenn das SDHA-Signal durch extrinsische Signale reguliert wird, stellt sich die Frage,
wie extrinsische Signale auf die Verteilung des SDHA-Signals Einfluss nehmen kdnnen.
Mogliche Hypothesen wéren eine lokal innerhalb der Purkinje-Zellen unterschiedliche
Proteinexpression oder eine unterschiedliche Regulation des Transports und/oder der

Aufnahme von SDHA in die Mitochondrien am axonalen und dendritischen Zellpol.

Die Succinatdehydrogenase (SDH) ist ein Enzym, welches in zwei Stoffwechselwegen
des Energiehaushalts eine bedeutende Rolle einnimmt, namlich im Citratzyklus und der
oxidativen Phosphorylierung. Bei der von ihr katalysierten Reaktion wird Succinat zu
Fumarat oxidiert, wahrend die Elektronen Uber FAD und Eisen-Schwefelcluster
schlielich in die Reduktion von Ubichinon zu Ubichinol einflieen. Letzteres wird in die
Komplexe Il und IV der oxidativen Phosphorylierung eingespeist und tragt schlussendlich
zur Erzeugung des Protonengradienten Uber die innere Mitochondrienmembran bei,
welcher die ATP-Synthase zur Herstellung von ATP befahigt. Die SDH ist in der inneren
Mitochondrienmembran verankert und besteht aus vier Untereinheiten. Die Einheiten
SDHA und SDHB bilden gemeinsam den katalytisch aktiven Anteil des Enzyms mit dem
aktiven Zentrum. Hierbei handelt es sich um die l6sliche (hydrophile) Doméane des
Komplexes, welche aus der inneren Mitochondrienmembran in die Matrix hereinragt. Die
Untereinheiten SDHC und SDHD bilden einen lipophilen Anker des Proteinkomplexes in
der inneren Mitochondrienmembran (Cecchini, 2003). Im Gegensatz zu anderen
Komplexen der oxidativen Phosphorylierung, die sowohl in nuklearer als auch in
mitochondrialer DNA kodierte Anteile enthalten (Priesnitz und Becker, 2018), konstituiert
sich der SDH-Proteinkomplex ausschlief3lich aus nuklear kodierten Untereinheiten (Hsu
et al., 2016). Die Proteinexpression der SDH im Allgemeinen und der Untereinheit SDHA
im Speziellen kann auf unterschiedliche Weisen reguliert werden. Die erste Ebene, auf
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welcher eine solche Regulation stattfindet, ist die Transkription. So verstarkt
beispielsweise der Nuclear Respiratory Factor 1 (NRF1) durch sein Binden an die
Promotorregionen der Untereinheiten SDHA und SDHD deren Transkription in
Kardiomyozyten und antagonisiert die Wirkung von HIF1 (Piantadosi und Suliman, 2008).
Wird in Skelettmuskelzellen von Pferden Cortisol-abhangig Stress induziert, wird p53-
vermittelt die SDHA Expression heraufreguliert (Sp et al., 2020). AuRerdem wurde ein
alternatives SpleiRprodukt der SDHC-Untereinheit — SDHC A5 — beschrieben, welches
die Transkription der SDHC-mRNA unterdriickt, gleichzeitig jedoch auch die Aktivitat des
gesamten SDH-Komplexes mindert (Satoh et al., 2015). An der Reprogrammierung des
Metabolismus in Prostata-Krebszellen wurde gezeigt, dass der nukleare ARRB1-Faktor
eine Pseudohypoxie verursacht, die Uber den HIF1A-Transkriptionsfaktor und die
Regulation von SDHA vermittelt wird (Zecchini et al., 2014).

Offenbar spielt auch die Regulation auf epigenetischer Ebene eine Rolle fiir die Expres-
sionsstarke von mitochondrialen Proteinen. Wird die Deacetylierung von Histonen durch
MS-275 blockiert, so wird die SDH-Expression heraufreguliert (Galmozzi et al., 2013). Ein
ahnlicher Mechanismus, welcher in Bakterien beschrieben wurde, beinhaltet Histon-Suc-
cinylierung als epigenetische Regulation der Genexpression. Hier wurde zwar kein kon-
kreter Einfluss auf die SDHA-Expression gezeigt, jedoch stammen die Beobachtungen
interessanterweise aus SDH-Mangelmutanten, sodass durchaus auch ein Zusammen-
hang zur Regulation von Proteinen des Energiestoffwechsels bestehen konnte (Smestad
et al., 2018). Durch seine Rolle als Transkriptionsfaktor ware es denkbar, dass Engrailed-
2 die SDHA-Expression auf Transkriptionsebene reguliert. Dagegen sprechen jedoch die
Ergebnisse aus den Schnittkulturpraparationen L7En-2-transgener Tiere, aus denen sich
schlussfolgern lasst, dass eine Beeinflussung der SDHA-Expression durch En2 mittels
eines allein in den Purkinje-Zellen intrinsisch ablaufenden Signalweges eher unwahr-

scheinlich ist.

Die SDH-Expression kann auch posttranskriptional reguliert werden. In unterschiedlichen
Spezies wurden hier unterschiedliche Mechanismen beschrieben. Hierbei spielt die Sta-
bilitdt bzw. Halbwertszeit der mRNA eine bedeutende Rolle. So konnten Metruccio et al.
(2009) zeigen, dass in Neisseria meningitidis die SRNA NrrF gemeinsam mit dem Protein

Hfg unter anderem abhéngig vom Eisenstoffwechsel die Expression der Untereinheiten
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SDHA und SDHC durch den Abbau ihrer mRNAs herunterregulieren kann. Auch gibt es
aus Hefen Hinweise darauf, dass die zu SDHA und SDHB homologen Proteine abhangig
von der Kohlenhydratquelle im Nahrmedium in ihrer Expression reguliert werden und dies
auf mMRNA-Stabilitatsebene durch die Regulation des mMRNA-Abbaus mittels einer 5°-Exo-
nuklease geschieht (Cereghino et al. 1995). Schlief3lich gibt es auch Belege fur die Be-
einflussung der SDH-Expression auf posttranskriptionaler Ebene aus humanen Zellen. In
Lungen-Adenokarzinomzellen spaterer Stadien liegt eine Uberexpression der miRNA
miR-210 vor, welche nach Puisségur et al. (2011) die Expression von SDHD auf mRNA-
Transkriptionsebene unterdruckt. Auch wurde eine posttranskriptionale Modifikation (De-
aminierung von Cytidin zu Uracil) in menschlichen Monozyten beschrieben, welche die
Menge an SDHB-mRNA-Transkripten negativ zu beeinflussen scheint (Baysal et al.,
2013).

Grundsatzlich kann der SDH-Komplex auch auf posttranslationaler Ebene reguliert wer-
den. Moosavi et al. (2019) nennen hier vier in der Literatur beschriebene Arten der Modi-
fikation, namlich Phosphorylierung, Deacetylierung, Succinylierung und Propionylierung.
Diese Veranderungen des Proteinkomplexes regulieren die SDH jedoch nicht in ihrer Ex-
pression, sondern vielmehr in ihrer biochemischen Aktivitat. Da es keine Hinweise darauf
gibt, dass der hier verwendete Antikdrper zwischen diesen posttranslational modifizierten
Formen unterscheiden kann, wird auf die posttranslationale Modifikation nicht weiter ein-

gegangen.

Schliel3lich ist es auch denkbar, dass das veranderte SDHA-Fluoreszenzsignal in L7En-
2-transgenen Purkinje-Zellen nicht durch eine veranderte Regulation der Proteinexpres-
sion, sondern durch einen vermehrten Einbau der SDHA in den SDH-Proteinkomplex zu-
stande kommt. Daher soll nun noch kurz auf den Vorgang des molekularen Zusammen-
baus dieses Komplexes eingegangen werden. Die Vorgénge sind zum Teil besser in He-
fen als in Saugetieren untersucht. Um dies kenntlich zu machen, wird an diesen Stellen
die Nomenklatur der SDH-Untereinheiten in Hefen (Sdhl, 2, 3, 4 anstatt SDHA, B, C, D)

verwendet.

Die Untereinheiten der SDH werden nach Transkription und Translation im Zytosol durch
TOM- und TIM-Translocasen durch die innere und aufRere Mitochondrienmembran trans-

portiert (Sharma et al., 2019). Sdh1l liegt zu diesem Zeitpunkt als Apoprotein vor und
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durchlauft einen Reifungsprozess. Zunachst wird der fur die Funktion der katalytischen
Domane bendtigte Co-Faktor FAD in Apo-Sdhl integriert (Robinson et al., 1994). Die Be-
reitstellung von FAD in den Mitochondrien in Hefen erfolgt Gber drei Proteine: Riboflavin-
Kinase (Fmnl), FAD-Synthetase (Fadl) und FIx1, wobei letzteres vermutlich als FAD-
Transporter dient, die Funktion jedoch nicht vollstandig verstanden ist (Van Vranken et
al., 2015). Die Inkorporation von FAD in Sdh1 erfolgt mittels des Proteins Sdh5 (dem hu-
manen SDHAF2 homolog), welches daflr sowohl essentiell notwendig, als auch alleinig
ausreichend ist (Hao et al. 2009). Den nachsten Schritt im Laufe des Reifungsprozesses
der Untereinheit Sdh1 stellt die Interaktion mit dem Faktor Sdh8 (dem humanen SDHAF4
homolog) dar. Bei diesem handelt es sich um ein Chaperon-ahnliches Protein, das einer-
seits die Dimerisierung von Sdhl und Sdh2 zur l6slichen Doméne des Sdh-Komplexes
unterstitzt (Belt et al., 2018) andererseits jedoch auch verhindert, dass unerwiinschte
Reaktionen am flavinylierten Sdh1l stattfinden, bei denen reaktive Sauerstoffspezies ent-
stehen (Van Vranken et al., 2014). Neben dem Sdh1/Sdh2-Dimer liegt immer auch ein
gewisser Anteil des Sdhl ungebunden vor. Dieses wird durch Sdh8 in einem Zustand
gehalten, in welchem es Sdh2 binden kann (Van Vranken et al., 2015). Demnach kénnte
das verstarkte SDHA-Signal am dendritischen Pol der Purkinje-Zellen nicht nur durch eine
grolRere Menge des funktionalen SDH-Komplexes, sondern auch durch eine grof3ere
Menge der nicht alleine funktionsfahigen Untereinheit SDHA zustande kommen. Eine Dif-
ferenzierung zwischen diesen beiden Mdoglichkeiten ist mit den fir diese Arbeit verwen-
deten Methoden nicht moglich, wéare aber funktionell fir die oxidative Phosphorylierung
von grof3er Bedeutung.

Parallel findet der Import der beiden Untereinheiten Sdh3 und Sdh4 in die innere Mito-
chondrienmembran statt, wo sie ebenfalls einen Heterodimer bilden. Dazu werden auch
sie durch Tom- und Tim-Komplexe transportiert; interessanterweise gehort Sdh3 selbst
auch zu den Bestandteilen des Tim22-Komplexes (Dudek et al., 2013). Die Zusammen-
lagerung der Untereinheiten Sdh3 und Sdh4 ist abh&ngig von der Gegenwart des Dimers
Sdh1/Sdh2 und somit funktionell mit dessen Entstehung verknipft (Van Vranken et al.,
2015). SchlieBlich lagern sich die beiden Dimere auf nicht ndher bekannte Weise zusam-

men und bilden den vollstandigen Sdh-Komplex.
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Alternativ zu diesem Ablauf wurde kirzlich ein weiterer Modus des Zusammenbaus der
SDH beschrieben. Der von Bezawork-Geleta et al. 2018 beschriebene Komplex Clliow
setzt sich aus den Bestandteilen SDHA, SDHAF2 und SDHAF4 zusammen und scheint
unter Stressbedingungen vermehrt zu entstehen. Dieser wiederum beeinflusst den Ener-
giestoffwechsel und den Zellzyklus, sodass angenommen wird, dass er das Zelluberleben
unter metabolischem Stress unterstitzt. Der Clliow-Komplex findet sich auch vermehrt in
menschlichem Paragangliomgewebe. Diese Funde ertffnen die Moglichkeit, dass es sich
bei der verstarkten dendritisch lokalisierten SDHA-Expression in L7En-2-Purkinje-Zellen
um in Cllow gebundenes SDHA handelt, welches moglicherweise einen Hinweis fur meta-
bolischen Stress in diesen Zellen darstellen konnte.

Die Regulation des Energiestoffwechsels und des Zellzyklus durch Clliow stellt ein Beispiel
fur retrograde SignalUbertragung von den Mitochondrien zum Zellkern dar. In Hsu et al.
(2016) finden sich weitere Beispiele dafur, wie die Dysregulation mitochondrialer Enzyme
(u.a. auch der SDH) zellulare Signalwege beeinflussen kann. Diese kdnnen durch reaktive
Sauerstoffspezies, Calcium oder Onkometabolite wie Succinat oder Fumarat angestol3en
werden. Ein Signalweg, welchen die Autoren beschreiben, beinhaltet den Hypoxie-indu-
zierten Faktor HIF1A, der durch die oben genannten Onkometabolite stabilisiert wird und
selbst durch Regulation des Energiestoffwechsels - beispielsweise der Umstellung der
Energiegewinnung durch oxidative Phosphorylierung auf die durch Glykolyse — das Uber-
leben von Zellen unter Energieknappheit unterstitzt. Dies spielt nicht zuletzt auch bei der
Entstehung und Progression zahlreicher Tumorentitaten eine Rolle.

4.6 Folgen atypisch verteilter Mitochondrien und einer veranderten mitochondrialen Akti-

vitat auf die neuronale Funktion

Neben der Bereitstellung von ATP Uber die Reaktionen der Atmungskette tbernehmen
Mitochondrien in Nervenzellen vielfaltige Aufgaben. Sie sind mal3geblich an der Verstoff-
wechselung reaktiver Sauerstoffspezies beteiligt, nehmen an der Calcium-Homdstase teil
und spielen eine bedeutende Rolle beim programmierten Zelltod, der Apoptose (Cheng
et al., 2010). Zudem sind Mitochondrien keine starren Organellen, sondern befinden sich

dauernd in Bewegung (Dukes et al. 2016) und ihr Volumen dauernd im Umsatz. So finden
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standig Teilungs- und Verschmelzungsvorgange statt, die auch den Zweck erfillen, si-
cherzustellen, dass sich stets gentigend intakte Mitochondrien in Zellregionen mit erhdh-

tem Energiebedarf befinden (Twig et al., 2008).

Die mitochondriale Verteilung und Aktivitat hat Einfluss auf zahlreiche Vorgange bei der
neuronalen Entwicklung und Funktion. Steigt die mitochondriale Fusion, wird vermehrt
Calcium in Mitochondrien aufgenommen und neuronale Differenzierung kann stattfinden
(Voccoli und Colombaioni 2009). Neuronale Differenzierung ist eng mit dem Auswachsen
von Fortsatzen verbunden. Insofern ist es nicht verwunderlich, dass die Axogenese von
mitochondrialen Bewegungsdynamiken abhangig ist: In dem Fortsatz einer Nervenzelle,
welcher sich zum Axon entwickelt, findet sich zu Beginn und im Verlauf seiner Entwicklung
eine erhdhte Mitochondrien-Konzentration (Ruthel und Hollenbeck, 2003). In einem expe-
rimentellen Ansatz, in dem die Mitochondriendichte durch Behandlung von Neuronen mit
Ethidiumbromid verringert, die ATP-Versorgung jedoch aufrechterhalten wurde, war die
Axogenese eingeschrankt (Mattson und Partin, 1999). Die Autoren gehen davon aus,
dass die Mitochondrien durch ihre Funktion als Calcium-Reservoir die Polymerisation der
Mikrotubuli unterstiitzen, und damit Transport antero- und retrograd steuern. Analog
konnte in En-2-transgenen Tieren die Delokalisation von Mitochondrien die Axo- und
Dendritogenese verandern. In L7En-2 Purkinje-Zellen konnte tatsachlich gezeigt werden,
dass der infraganglionare Plexus, der sich aus Axonkollateralen der Purkinje-Zellen zu-
sammensetzt, komplexer ist als in Wildtyp-Purkinje-Zellen, die Dendriten aber weniger
stark ausgepragt sind (Liebig, 2007).

Jedoch ist der Einfluss der Mitochondrien auf neuronale Entwicklung und Plastizitat nicht
auf das Axon beschréankt; auch fir einen Zusammenhang mit der dendritischen Entwick-
lung finden sich Hinweise. So konnten Li et al. (2004) demonstrieren, dass in kultivierten
hippokampalen Neuronen, bei denen durch molekulare Manipulation der GTPase DRP1
die mitochondriale Masse in Dendriten verringert wurde, ein Verlust von dendritischen
Synapsen und Spines resultierte. Andererseits beeinflusste auch die synaptische Plasti-
zitat von sich aus wiederum den mitochondrialen Umsatz und Transport, sodass an dieser
Stelle sehr anschaulich die wechselseitige Verzahnung dieser Vorgange illustriert wird.
Nicht nur die Anzahl der Synapsen und Spines scheint mit von Mitochondrien vermittelten

Mechanismen zusammenzuhdngen, sondern auch die synaptische Aktivitat: Nach der
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Blockade mitochondrialer Porenproteine wiesen Levy et al. (2003) eine erhdhte basale
synaptische Transmissionsrate und verringerte synaptische Plastizitat in hippocampalen
Neuronen nach. Auch postulierten Billups und Forsythe (2002) einen Zusammenhang
zwischen der mitochondrialen Calcium-Aufnahme und einer schnelleren prasynaptischen
Regeneration nach synaptischer Aktivitat. Interessanterweise ist au3erdem bekannt, dass
Mitochondrien durch die Aktivierung der Caspase-3, einem Mediator der Apoptose, die
Dichte von postsynaptischen Neurotransmitter-Rezeptoren vermindern und damit auf den
Prozess der Langzeitpotenzierung, dem eine zentrale Rolle bei Lernen und Gedachtnis-
bildung zugeschrieben wird, Einfluss nehmen kann (Li et al., 2010). Uberhaupt scheint
das lokale Durchlaufen von Bestandteilen der Apoptosekaskaden einer Rolle bei synapti-
scher Plastizitat zu spielen (Mattson et al, 2008). Im Ubrigen nehmen auch reaktive Sau-
erstoffspezies bei diesen Prozessen eine Rolle als Signalmolekiile ein (Kishida und Klann,
2007).
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5. Zusammenfassung

Das Homdodomainprotein Engrailed-2 spielt eine wichtige Rolle in Kompartimentierungs-
prozessen der Mittelhirn-/Nachhirnregion und des Kleinhirns, der Neurogenese und neu-
ronalen Differenzierung sowie der axonalen Wegdfindung und kann das Uberleben
mensencephaler dopaminerger Neurone regulieren. Engrailed-2-transgene Mausmutan-
ten zeigen Verhaltensauffalligkeiten, die sich als Autismus-ahnlicher Phanotyp interpre-
tieren lassen. Auch beim Menschen sind genetische Variationen des Engrailed-2-Gens
mit autistischem Verhalten assoziiert worden. Durch Expressions-Analysen wurde ge-
zeigt, dass ein mogliches Ziel einer veranderten Genexpression durch Engrailed-2 Mito-
chondrien sein kénnten. Obwohl es viele funktionelle Uberschneidungen zwischen En-
grailed-2 und Mitochondrien in Neurogenese und neuronalem Uberleben gibt, und Mito-
chondrien in der Pathophysiologie zahlreicher neuropsychiatrischer Erkrankungen eine
Rolle spielen, wurden die Folgen einer veranderten Engrailed-2-Expression auf die mito-
chondriale Verteilung und Morphologie bisher nicht untersucht. Daher sollte in dieser Ar-
beit in Purkinje-Zellen einer Engrailed-2-Uberexprimierenden und einer Engrailed-2-

Knockout-Maus die Verteilung und Morphologie der Mitochondrien charakterisiert werden.

In immunhistochemischen Farbungen der Untereinheit A des mitochondrialen Enzyms
Succinatdehydrogenase zeigte sich in den Engrailed-2-transgenen Tieren ein verminder-
tes Intensitatsverhaltnis zwischen axonalem und dendritischem Zellpol. In cerebellaren
Schnittkulturen konnte diese differente Verteilung nicht nachgewiesen werden. Bei mor-
phometrischen Untersuchungen aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen waren keine
Unterschiede in der mitochondrialen Anzahl, Dichte, Flache oder dem Durchmesser im
Vergleich zum Wildtyp nachweisbar. Engrailed scheint folglich nicht die Morphologie der
Mitochondrien oder deren Lage zu verandern, sondern eher die Expression oder den

Transport von mitochondrialen Proteinen Uber die Mitochondrienmembran zu steuern.

Uber welche Mechanismen diese Steuerung stattfindet ist bisher nicht bekannt. Da in ce-
rebellaren Schnittkulturen keine Veradnderungen in der zellularen Verteilung der Mito-
chondrien nachgewiesen werden konnten, ist von einem nicht-intrinsischen Effekt auszu-
gehen. Diese Arbeit zeigt, dass Mitochondrien mogliche Zielstrukturen von Engrailed Pro-

teinen sind. Dieses Ergebnis kann einen moéglichen Hinweis darauf geben, Uber welchen
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Mechanismus die in Engrailed-Uberexprimierenden Purkinje-Zellen beobachtete frih

postnatale Entwicklungsverzdgerung zu Stande kommen kdnnte.
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