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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Aushildung zellul&rer Vielfalt im zentralen Nervensystem

Wahrend der Embryona entwicklung gehen die unterschiedlichen Zelltypen, die
den adulten Organismus bilden, aus einer einzigen Zelle, der befruchteten
Eizelle, hervor. Die Eigenschaften der verschiedenen Gewebe und Organe des
Korpers werden durch die Vidzahl spezidisierter Zelltypen bestimmt. Diese
Vielfdtwird durch individudle Unterschiedeim mol ekularen Profil determiniert,
das die Zdlidentitéden festlegt (Edlund und Jessell, 1999). Die molekularen
Unterschiede beruhen ihrerseits auf der Aktivierung individueller Kombinationen
der 30.000-40.000 Gene (Venter et a. 2001; Int. Genome Sequencing consort.,
2001) des, bis auf wenige Ausnahmen, fur dleZellen gemeinsamen Genoms.
Das zentrde Nervensystem der Saugetiere ist das extremste Beispie zellularer
Diversifikation, wobei die genaue Anzahl verschiedender Zelltypen, die nach
vorsichtigen Schatzungen bei mehreren hundert liegt, noch immer unklar ist
(Stevens, 1998). Der Beginn der Entwicklung des ZNS manifestiert sich mit der
Audsbildung der Neuralplatte, der initiaden Gruppe neuroepithelialer Zellen, die
sich ds Resultat der Neurdinduktion aus dem embryonalen Ektoderm bildet
(Stern, 2001). Mit dem generischen Programm der Neuralinduktion findet bereits
eine Unterteilung der Neuraxis entlang der Kopf-Rumpf (rostrokaudal)-Achse in
zukunftiges Prosencephaon (Vorderhirn), Mesencephalon (Zwischenhirn) und

Metencephadon (Nachhirn), sowie Rickenmark statt (Lumsden and Krumlauf,
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1996; Stern, 2001). Die Neurdplatte faltet sich wahrend der Neurulation zum
Neuralrohr ein, wobei die lateralen Rander dorsa fusionieren (Schoenwolf,
1991). Wahrend der friihen Embryogenese setzt sich das Neuralrohr zellular aus
einem scheinbar mehrschichtigen, sich durch Zellteilung multiplizierenden
(mitotischen) Neuroepithe zusammen (Jacobson, 1991). Wahrend der Neuro-
genese verlassen Vorlauferze len nach und nach den Ze lzyklus und migrieren aus
der nahe dem Lumen des Neuralrohrs | okalisierten Ventrikularzone radial in die
Mante zone, wo aus diesen postmitotischen Zellen die verschiedenen Subklassen
von Neuronen und Gliazellen hervorgehen (Nornes und Carry, 1978, Jacobson,
1991). Die Spezifizierung der verschiedenen Zell schicksale wird dabei durch das
Zusammenspiel zweier prinzipieller Klassen von determinierenden Faktoren,
sekretierten- und Transmembran-Sgnden, die in der lokalen Zellumgebung
vorhanden sind, sowie intrinsischen Faktoren, die in einer zellautonomen Weise
agieren, determiniert (Edlund und Jessell, 1999).

Die mol ekulare Analyse des Rickenmarksist im Vergle ch zu anderen Geweben
weit fortgeschritten. Hier konnte gezeigt werden, dald im sich entwickenden
Rickenmark und ahnlich in anderen Regionen des ZNS das Inehandergreifen
zwe er extrinsischer Signalsysteme entlang der rostrokaudalen und entlang der
Rucken-Bauch(dorso-ventra)-Achse zur Etablierung eines Rasters positional er
Information fihrt (Jessell, 2000). Das Zelschicksal der neuronalen Vorlé&ufer-
zellen wird hierbei Uber die Position einer gegebenen Zelle innerhalb dieses
Rasters beeinflusst, die die Identité und Konzentration der induktiven Signale,
denen die Zellen ausgesetzt sind, festlegt (Gurdon et d., 1998). I m weiteren Ver-
lauf verlieren neuronde Zdlen langsam die Abhangigkeit von extrinsischen
Faktoren und schalten zunehmend auf ze lautonome Diff erenzierungsprogramme
um, die schliefdlich die Ausbildung bestimmter Motorneurone und Interneurone
an den entsprechenden funktiond | relevanten Positionen steuern (Tsuchida et d .,
1994; Ericson et al.,, 1997). Die zellautonome Steuerung solcher
Differenzierungsprogramme wird durch verschiedene Klassen von Trans-
kriptionsfaktoren vermittelt, die die Aktivierung (Expresson) bestimmter Ziel-
gene steuern (Goridis and Brunet, 1999). Neugebildete, postmitotische Neurone
werden Uber die selektive Ausbildung zellul&rer Kontake mit einer Vielzahl

anderen Neurone, entsprechend ihrer funktiondlen Identitidt in neurde
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Schaltkreise einbezogen (O’Leary und Wilkinson, 1999). Die bemerkenswerte
Prazision, mit der diese Schatkreise ausgebildet werden, bildet schliefdich die

Basis fur das Verhaltensrepertoir des adul ten Organi smus.

1.2 Die Entwicklung des Telencephalons

Das Gehirn der Maus laf¥ sich aufgrund seiner genetischen Marker entlang der
dorso-ventralen und der rostro-caudalen Achse nach dem prosomerischen Model |
aufteilen. Nach diesem Modell wird jede genetisch fesgelegte Gewebeanlage in
ein Gitter engetragen. Die Neuromere sind die transversalen Eintellungen, die
far Metencephadon und Rickenmark in Rombomere 1 bis 7 und im Prosen-
cephalon in Prosomere 1 bis 6 benannt wurden. Die Prosomere 1 bis 4 bilden das
Diencephalon und die Prosomere 5 und 6 das Telencephalon (Abb. 2in 1.4). Das
Telencephd on des Mausembryos &l sich in der dorso-ventralen Achse in Kortex
und Basal Ganglion untertellen. Wahrend der Entwicklung bildet sich aus dem
Neuroepithdium der Neuralplatte dorsal der Kortex mit seinen 6 Schichten und
ventral die dre Eminenzen, medide, laterd e und caudale Ganglion Eminenz.
Der Kortex teilt sich in vier funktionelle Bereiche: medider, dorsder, lateraler
und ventraer Kortex (Puelles et d., 1999). Die meisten Neurone des sich ent-
wicke nden dorsden Kortex werden von E11 bis E17 in der ventrikularen Zone,
die an das Ventrikel des Telencephalons angrenzt, gebildet (Gillies und Price,
1993). Wahrend dieser Neurogenese durchlaufen die Vorlauferzellen 11 Zell-
zyklen (Takahashi et al., 1995). Die Zellteilung der Vorlauferzelen ist an deren
Wanderung in der ventrikularen Zone gebunden. Innerhalb eines Zellzyklusses
wandert die Vorlauferzelle vom apikalen Rand der ventrikularen Zone des
Kortex, wo sie sich getelt hat, an den basalen (dorsalen) Rand und zurtick, wobei
sie dch am apikden Rand erneut teilt. Die ersten so gebildeten postmitoti schen
Neurone bilden die Préplatte (Abb. 1). Die spater gebil deten Neurone des Kortex
wandern in die Praplatte ein und unterteilen sie so in marginae Zone (spétere
Schicht 1) und die Subplatte (gpétere Schicht VIb).

Die kortikalen Projektionsneurone werden von dem proliferierenden Neuroepi-
thelium der ventrikularen Zone gebil det, wéhrend die Interneurone hauptséchlich
von der ventrikularen Zone des Subkortex gebildet werden. Von dort aus wandern

sie tangential in die Zielregionen des Kortex ein (Martin und Rubenstein, 2001).



Einleitung

DKP
¥ 6
S
[
| Z
V7 Wz
VL W7

Abbildung 1

Die Entstehung der Schichten des sich bildenden Kortex der Maus (aus O‘Leary und Nakagawa,
2002). Abkiirzungen: DKP: Dorsale kortikale Platte; KP: Kortikale Platte; MZ: Mediale Zone; PP:
Préplatte; SP: Subplatte; VZ: Ventrikulare Zone; WS: Weille Substanz.

Anschlielend wird e ne zweite proliferierende Zone, die subventrikulare Zone,
zwischen der ventrikularen und der marginden Zone gebildet. Dann wird der
Kortex durch den sogenannten “innen-zuerst und auf3en-zuletzt” M echanismus
gebildet. Um ihren Bestimmungsort in der oberen kortikalen Platte zu finden,
wandern die spéer entstehenden Neurone (Schicht IV bis II) durch die vorher
gebildeten Schichten (Schicht VI und V) nach auf’en (Abb. 1; Angevine und
Sidman, 1961; Berry und Rogers, 1965). Wenn die Wanderung der Neurone
beendet ist, werden die Neurone durch ihre Axone miteinander vernetzt. In der
Maus wird der Hauptteil der Neurone zwischen E11 bis E17 gebildet; in dieser
Zeitspanne verlangert sich die S Phase des Zellzyklusses von 8 Stunden bis auf
18 Stunden (Takahashi et d., 1999). Neurone verschiedener Schichten werden
Uberlappend gebildet. Bei E11 werden die Neurone hauptsachlich fur die
margina e Zone (Schicht 1) und Subplatte (Schicht VIb) gebildet. Be E12.5 bis
E14.5 entstehen die Schichten VI und V, um E15.5 die Schicht 1V und
anschlief3end bis E17.5 die Schichten Il1 und 1l (Abb. 1) (Angevine und Sidman,
1961; Rakic, 1974). Bei der Geburt (E19) proliferieren in der ventrikularen und
subventrikularen Zone nur noch sehr wenige Vorlauferzellen (Alvarez-Buylla et
al., 1990; Doetsch et al., 1999). Die anderen Zellen werden zur sogenannten

weil3en Substanz.
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Wie Veroffentlichungen zeigen, wird die Akkumulation der spezifischen
Schichten in der S-Phase des letzten Mitosezyklus der Vorlauferzelle festge egt.
Man nimmt an, dal3 die Bildung der kortika en Schichten sowohl von der Umge-
bung als auch von intrinsischen Faktoren in dem jeweiligen Entwi ckl ungsstadi um
abhangigist (McConndl, 1981, 1995; Schwarz et al., 1991). So wird dielaminare
Zugehdrigket durch den Mechaniamus des Zellzyklus reguliert. Die ersten drei
Zyklen bilden die Schichten VI und Vb, die Zyklen 4 bis 8 bilden die Schichten
Va bis Il und die letzten dra Zyklen generieren die Schichten 11l und Il
(Takahashi et d ., 1999).

Der Kortex |d3 sich aulRerdem durch seine unterschiedlichen Aufgaben in ver-
schiedene funktionelle Regionen (visudler, auditorischer, somatosensorischer
und motorsensorischer Kortex) aufteilen. Es gibt zwei Hypothesen, wie diese
Regiondisierung eventuell entsteht: Das “Protomap” Model (Rakic, 1988)
postuliert eine Regionalisierung aufgrund intrinsischer Faktoren. Dagegen
behauptet das “ Protokortex” Modell (O"Leary, 1989), dal? die Regiondisierung
durch extrinsische Faktoren wie Axone, die aus dem Thaamus oder anderen
Regionen des Gehirns einwandern, festge egt wird. Heutzutage wird angenom-
men, dal3 die Regionalisierung des Kortex durch regional spezifische Expression
von Transkriptionsfaktoren und regulatorische Molekile in den Vorlauferzellen
zusammen mit den Umgebungsfaktoren, die durch e nwandernde Axone mitge-
bracht werden, gebildet wird. Auch wurden Daten erbracht, die zeigen, dal3
sowohl die Schichtenbildung des Kortex, als auch die funktiondle Regionali-
sierung des Kortex durch den Mechanismus des Zellzyklus festgel egt werden
(Polleux et d., 1997).

1.3 Der Transkriptionsfaktor Pax6

Pax6 gehort zu der Familie der hoch konservierten Pax-Transkriptionsfaktoren,
die zwei DNA-bindende Domanen besitzen: Eine Homeo- und eine Paired-
Domane (Ubersicht in Cdlaerts et al., 1997). Zuerst wurde Pax6 im Menschen
(Ton et al., 1991) und in der Maus gefunden (Walther und Gruss, 1991). Dann
wurde Pax6 auch in vielen anderen Organismen, wie zum Beispied Drosophila
melanogaster (Quiring et al., 1994; Czerny et al., 1999), Cenorhabditis elegans
(Chisholm und Horvitz, 1995; Zhang und Emmons, 1995) oder auch Kopff Gl er
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Loligo opalescens (Tomarev et al., 1997) und sogar in der Planarie Dugesia tig-
rina (Calleerts et al., 1999) entdeckt.

Das humane Pax6 Gen wurde als mdglicher Kandidat fir die neurodegenerative
Krankheit Aniridia kloniert. Daraufhin lief3en sich dann wetere mutante Allde
von Pax6 in Patienten finden, die an verschiedenen Augensyndromen wie Peter’s
Anomalie, Keratitis oder ektopischen Pupillen leiden (Pax6 Allele in Datenbank
http://pax6.hgu.mrc.ac.uk). M&use mit der Pax6 Mutation Small eye (sey), die
zum Verlust der Pax6 Funktion fdhrt, haben im heterozygoten Zustand unter
anderen Defekten kleine Augen (Hill et d, 1991). Auch die Mutation eyeess in
Drosophila hat Augenphénotypen zur Folge, die denen des Menschen und der
Maus vergleichbar sind (Quiring et a., 1994). Diese Analogie ze gt, dal es sich
be den genannten Pax6-Genen tatséchlich um Homol oge mit gleicher Funktion
handdt. Dies gibt sogar Antwort auf enes der Hauptprobleme von Charles
Darwin in sener Theorie “The Origin of Species’: Sind Organe mit extremer
Perfektion und Komplexité wie das Auge konvergent oder divergent entstanden
(Darwin, 1882)? Da selbst bei evolutionar entfernten Arten wie Kopffudler und
Mensch die molekulare Grundlage fur das Auge der Transkriptionsfaktor Pax6
ist, kann auf ein Ursprungsauge geschl ossen werden (Gehring, 2002). Augen sind
nach dieser Theorie dso konvergent entstanden.

Um die Bedeutung von Pax6 flr das Auge genauer zu untersuchen, war es notig,
Pax6 konditiona zu inaktivieren, denn homozygote Nullmutanten der Maus
sterben wéahrend der Geburt (E19). Auf diese Weise konnte herausgefunden
werden, dal’ sich anstelle der sechs verschiedenen Zd lklassen nur die Amakrin-
zellen bilden, wenn Pax6 in den Vorlauferzellen der Retinainaktiviert wird (Mar-
quardt et al., 2001). Wird Pax6 im Linsenektoderm ausgeschaltet, so wird keine
Linse gebildet (Ashery-Padan et al., 2000).

Aber nicht nur in der Augenentwicklung spielt Pax6 eine bedeutende Rolle,
sondern auch in der Ausbildung der pankreatischen Alphazellen, bestimmten
Nasendrukturen, dem Rickenmark und in verschiedenen Gehirnregionen (St-
Ongeetal., 1997; Hogan et al., 1986; Ericson et al ., 1997; Stoykova et d ., 1994).

12



Einleitung

1.4 Pax6 im sich entwickelnden Telencephalon der Maus

Das Vorderhirn der Maus besteht aus dem Td encephalon und dem Diencephal on,
wobe sich das Tdencephalon wiederum in Kortex und Subkortex (Basa Gan-
glion) unterteilen laf%. Der Transkriptionsfaktor Pax6 ist schon ab E8.0 im Pro-
sencephaon und in der ventralen Zone des Neuralrohrs exprimiert (Walther und
Gruss, 1991). Im Telencephadon von E10.5 bis E18.5 befindet sich Pax6 in den
Vorlauferzellen der ventrikularen Zone des Kortex, in der Amigddaund im ven-
tralen Kortex (Abb.2; Stoykova et al., 1996). Dabe bildet Pax6 einen Gradi-
enten, mit starker Expression im anterioren (vorderen) laterden Bereich und
schwacher Expression im caudden (hinteren) medialen Bereich aus (Stoykova
und Gruss, 1994). Im sich entwickelnden Diencephdon befindet sich PAX6 in
der Mantelzone des ventralen Thaamus und im vorderen Hypotha amus. Dabei
wird eine scharfe Grenze zwischen dem dorsalen und dem ventraen Thaamus,
die Zona Limitans Intertha ami, gebildet. Im dorsaen Thaamus ist die Expres-
sion auf die ventrikulare Zone beschrankt. Nach E13.5 wird die Expression
schwécher, aber bei E18.5 14 Pax6 noch aktiv im ventra en Thalamus, im Epitha
lamus und im Pratektum (Walther und Gruss, 1991). Sogar noch im adulten
Gehirn kann Pax6 Expresdon detektiert werden (Stoykovaund Gruss, 1994).
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Abbildung 2

Die Expression von Pax6 im E13.5 Telencephalon (aus Stoykova et al., 1996). (A) Schematische
Darstellung nach dem Prosomer-Model und (B) in-situ Hybridisierung mit Pax6-Probe auf trans-
versalen Paraffinschnitt . Die rot markierten Bereiche in A sind Pax6 positiv. In B ist der lateral
starke und medial schwache Gradient der Pax6-Expression dokumentiert. Abkurzungen: AA: Ante-
riore Amigdala; BO: Bulbus Olfaktorius; CB: Cerebellum; CGE: Caudale Ganglionic Eminenz; DT:
Dorsaler Thalamus; DK: Dorsaler Kortex; Emt: Eminentia Thalami; ET: Epithalamus; HT: Hypotha-
lamus; Kx: Kortex; LGE: Laterale Ganglionic Eminenz; LK: Lateraler Kortex; M: Metencephalon;
MGE: Mediale Ganglionic Eminenz; MK: Medialer Kortex; P1 bis P6: Prosomere 1 bis 6; Pt: Pratek-

tum; R1bis R7: Rombomere 1 bis 7; Rm: Rickenmark; Se: Septum; VK: Ventraler Kortex.
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Die Bedeutung von Pax6 fur die Entwicklung des Telencephaons zeigt sich in
der Maus Nullmutanten Small eye (sey). Der Kortex ist hypozdlular und die
radiale Organisation der Zellen in den Schichten ist gestért. Die germinative
Region (die ventrikulare und subventrikulare Zone) ist vergroRert und die Vor-
|&uferzellen verbinden sich zu Aggregaten in der intermediaren Zone, anstatt sich
am unteren gpikalen Rand der ventrikularen Zone aufzureihen (Schmahl et 4.,
1993; Stoykova et al., 1997; Waren und Price, 1999). Auch der Zdlzyklus ist
gestort, da in Small eye ektopische Mitosezdlen detektiert werden konnten
(Estivill-Torrus et d., 2002).

Die dorso-ventrale Mugerbildung des Tdencephalons ist ebenfdls gestort. Die
Expressionsdoméanen verschiedener ventraler Gene wie DIx1, Mashl, Vax1, Sx3,
Nkx2.1 und Lhx6 sind in der sey/sey Mutanten dorsal erweitert. Durch diese
Ventraisierung des Kortex ist das Claustrum, der Piriformkortex und der Endo-
piriforme Nukleus und der latera e Kortex mif3gebildet (Stoykova et al., 2000).
Aber nicht nur die dorso-ventrale Musterbildung, sondern auch die funktionelle
Regiondisierung ist in sey/sey verschoben. Als Beispide fir ene intrinsische
Regiondisierung des Kortex konnten bisher nur die beiden Transkriptions-
faktoren Pax6 und Emx2 angefthrt werden. Pax6 und Enx2, die in entgegen-
gesetzten Gradienten in der germinativen Zone des Kortex exprimiert sind, legen
die Unterteilung des Kortex in seine vier funktionellen Regionen (auditorischer,
visueller, somatosensorischer und motorsensorischer Kortex) fest. Deswegen
werden in den Nullmutanten von Pax6 bzw. Emx2 verschobene Regionali-
sierungen des Kortex gefunden (Abb. 3) (Bishop et al., 2000; Muzio &t al., 2002)

Pax6 Emx2 Pax6 -/-

L ﬁ_"l't e
7

Abbildung 3

Im Wildtyp-Kortex sind Pax6 und Emx2 in entgegengesetzten Gradienten exprimiert (aus Muzio

und Mallamaci, 2003). In den Nullmutanten von Pax6 bzw. Emx2 sind die vier funktionellen
Regionen des Kortex verschoben. Abkirzungen: M: Motorsensorischer Kortex; S: Somatosenso-

rischer Kortex; A: Auditorischer Kortex; V: Visueller Kortex.
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Die Bedeutung von Pax6 fur die Identitéd des Kortex wird auch in der Emx2;
Pax6 Doppd mutanten deutlich. Werden bei de Gene in der Maus ausgeschaltet, so
wird kein Kortex mehr gebildet (Muzio, e d., 2002b). Stattdessen findet eine
homeotische Transformation des Kortex in Basal Ganglion Gewebe statt.

Radiale Gliazellen sind mitotisch aktiv und besitzen lange Fortsétze, die bis zum
aulReren Rand des Kortex reichen. Neurone nutzen diese Fortsatze, um zu ihrem
Bestimmungsort zu gelangen. Bisher wurde angenommen, da3 die radialen Glia
zellen ausschliefdlich Astrozyten bilden (Voigt et d., 1998; Culican et al., 1990;
Leavitt et al., 1999). Dies hat sich jedoch in letzter Zeit geandert. Verschiedene
Veroffentlichungen zeigen, dai die radid en Gliazellen sowohl in vitro (Mal atesta
et d., 200) als auch invivo (Noctor et al., 2001; Miyataet al., 2001) sowohl Glia
zellen ds auch Neurone bilden. Deswegen werden die radialen Gliazdlen auch
als multipotente Vorlauferzellen angesehen. Interessanterweise wird Pax6 in
diesen radialen Gliazellen exprimiert. Wird Pax6 in den radiden Gliazellen wie
be sy/sey inaktiviert, so sind die radialen Gliazellen in ihrem Zellzyklus und
ihrer Differenzierung gestort (Gotz et al., 1998). In Experimenten zur Unter-
suchung der Zellabstammung in vitro konnte gezeigt werden, dal} Pax6
inaktivierte, radiale Gliazellen weniger Neurone bilden kénnen als die Pax6
positiven (Mallatesta et a., 2000). Desweiteren konnte ebenfalls in vitro der
Anteil an Neuronen durch Pax6-Uberexpression erhoht werden (Heins et d.,
2002). Diese Ergebnisse implizieren, dafd Pax6 die Neurogenese der radialen
Gliazellen/Vorlauferzellen ermoglicht.

Wie die dargeegten Veroffentlichungen zeigen, spidt Pax6 eine bedeutende
Rolle in der Bildung der Identitét, Regionalisierung und Proliferation, sowie in

der Differenzierung des sich entwickelnden Kortex.

1.5 Der Promotor von Pax6

Um die korrekte Transkription zu gewdahrleisten, besitzt Pax6 e n sehr komplexes
Sysem aus Kontrolld ementen. Alternatives Spleif3en, verschiedene Trand ati ons-
startpunkte und die Zusammenarbeit von vieen verschiedenen cis-Elementen
(Enhancer) dirigieren die Expression von Pax6 in der Maus (Epstein et d., 1994,
Kammandel et al., 1999; Xu et al., 1999; Griffin et d., 2002). Der entfernteste

Enhancer wurde 150 kb vom Transkriptionsgart entfernt gefunden und dirigiert
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Pax6-Expression in der Neuroretina(Kleinjan et al., 2001). Fur die Expression in
der Neuroretina konnten noch zwe weitere Elemente gefunden werden. Ein
Element dirigiert die Expresson in die Neuroretina und in den Bulbi Olfaktorii
der Nase (Griffin et d., 2002) und das andere dirigiert die Expression
ausschliefdich in die digale Neuroretina (Kammandel et al., 1999; Marquardt et
al., 2001). Mit Hilfe transgener M&use wurden aul3erdem Enhancer fir Pankreas,
Telencephdon, Linse, Cornea und Rickenmark identifiziert (Williams et 4d .,
1998; Xu und Saunders, 1998; Kammandel et d., 1999; Xu et al., 1999). Xu und
Saunders geben allerdings in ihrer Veroffentlichung ein Pax6-Element an, das
sowohl von Marquardt und Mitarbeitern als auch von Kammandd und Mitarbeit-

ern as Neuroretina Element identifiziert und verifiziert werden konnte.

1.6 Analyse von Pax6 durch Uberexpression

Eine wetere Mdoglichkeit zur Funktionsandyse von Genen ist neben der
Inaktivierung die Uberexpression des zu untersuchenden Genes Auch hierzu
wurden mit Pax6 bereits Experimente durchgef thrt.

Mit Hilfe des GAL4-Systems (Brand und Perrimon, 1993) wurde eyeess, das
Pax6-Homolog der Taufliege Drosophila, ektopisch in Drosophila exprimiert
(Hader et al., 1995). An den Organen, in denen eyel ess exprimiert wurde, haben
sich Augen (Facettenaugen) gebildet. Solche Experimente wurden ebenfals in
dem Kradlenfrosch Xenopus laevis mit &hnlichem Ergebnis durchgefihrt
(Altmann et d ., 1997).

Erste Uberexpressionsexperimente mit Pax6 der Maus wurden in Zdlkultur
durchgefihrt. Wurde Pax6 in NIH 3T3 Zellen transfiziert, so konnte ein
verandertes Zd lwachstum festgestd It werden (Maulbecker und Gruss, 1993). Bei
anschlielender Injektion der Pax6 positiven NIH 3T3 Zelen in die Bauchhohle
von Mausen haben sich die Pax6 positiven Zellen zu Tumoren ausgebildet.

Die Existenz des semidominanten Sey-Phanotyps im heterozygoten Zustand
spricht daf Ur, daf? die Gendosis von kritischer Bedeutung fur die Pax6-Funktion
ist. Um dies zu Uberprifen, wurden transgene Mé&use mit einer unterschiedlichen
Anzahl eines kunstlichen Hefechromosomen (YAC) generiert (Schedl et d.,
1996; Lamb und Gearhart, 1995). Dieses k Uinstliche Hefechromosom war ca 420

kb grof3 und enthiet den Pax6 Genlokus der Maus. Die I nsertion von zwei Pax6-

16



Einleitung

YACs konnte den heterozygoten Phanotyp von Small eye nicht revertieren. Eine
I ntegration von 5 bis 7 Pax6-YACs fUihrte dagegen zur Revertierung des hetero-
zygoten Phanotyps und zu verschiedenen Augendefekten, die be 10 inserierten
Pax6-YACs noch starker ausgeprégt waren. Als Augendef ekte wurden, wie auch
in der Pax6-Nullmutanten Small eye, vergrofRerte und getribte Linsen, sowie
mi 3gebil dete Retina und Iris beschrieben (Schedl et d., 1996). Die Intensitat des
resul tierenden Phénotyps war also von der Pax6-Gendosis abhangig.

Im Pankreas wurde Pax6 unter der Kontrolle der Promotoren von Insulin bzw.
Pdx1 ektopisch exprimiert. In beiden Féllen entwicketen die M&use Diabetes
aufgrund nicht funktionsttichtiger beta-Zellen, die eine massive Apoptose ze gten
(Yamaokaet d ., 2000).

Heins und Mitarbeiter haben mit Hilfe eines Retrovirus Pax6 in kultivierten Vor-
l&uferzellen (E14.5) und in Agrozyten (adult) Uberexprimiert (Heins et al., 2002).
Nach Expression von Pax6 konnten sie feststellen, daf’ der Anteil an gebildeten

Neuronen erhoht wurde.

1.7 Zielsetzung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die Funktion desTranskri pti onsf aktors
Pax6 wahrend der Kortikogenese, insbesondere in den Vorlauferzellen des
Kortex untersucht werden. Dazu sollte Pax6 gezielt in spezifischen Vorlauf er-
zellen des Kortex Uberexprimiert werden. Eine konditiond e Strategie, basi erend
auf dem Cre-loxP-Rekombinasesystem (Tsien et d., 1996; Rgewski et al., 1996)
sollte dies ermdglichen. Die Generierung zweier transgener Mauslinien wére
dazu n6tig: Zum einen eine transgene Mauslinie, die die CRE-Rekombinase-
aktivtat spezifisch in kortika en Vorlauferzellen aktiviert, und zum anderen eine
Mauslinie, die ausschlief3lich nach der Cre-Rekombination Pax6 Uberexprimiert.
Am besten wére dazu der telencephalische Promotor des Pax6 Gens geeignet;
daher sollte eine Serie von Promotorsudien durchgefuhrt werden, um ein
geeignetes Expressionsmuster zu identifizieren.

Die Andyse molekularer Marker und histologischer Verénderungen im so
erzeugten in vivo-Mode| sollte schliefdich Aufschluss Uber die Funktion von
Pax6 in den Vorlauferzellen des sich entwickenden Kortex des Mausgehirns

geben.
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2.Ergebnisse

Um eine konditionelle Uberexpression von Pax6 im Kortex zu erméglichen, sol|
das Cre-loxP-System verwendet werden. Das Cre-loxP-System beruht auf der
sequenzspezifischen CRE-Rekombinase des Bakteriophagen P1, die die
Zirkularisierung und Exzision enes DNA-Fragmentes katdysiert, das von zwei
der CreErkennungssequenzen, den 34 bp umfassenden |oxP-Sequenzen, in
derselben Orientierung flankiert wird. Baserend auf der Pionierarbeit von Brian
Sauer (Sauer und Henderson, 1989) wurde dieses Rekombinasesystem erstmals
in den Laboren von Tonegawa und Rg ewsky erfolgreich zur gewebespezifischen
I naktivierung von Genen in der Maus benutzt (Tsien et d., 1996; Rajewsky et d .,
1996).

Die Nutzung des Cre-loxP-Systems erfordert die Generierung von zwei trans-
genen Mauslinien: Dieerste transgene Mauslinie soll die Expression von Cre und
somit die CRE-Rekombinationin spezifischen Zelen des Kortex steuern und die
zweite transgene Mauslinie soll die Pax6-Uberexpression ausschlielich nach
erfolgter CRE-Rekombination gewahrleisten. Um die Pax6-Uberexpression in
spezifischen Zdlen des sich entwickelnden Kortex zu untersuchen und zu ver-
gleichen, sollen transgene Mauslinien mit verschiedener Cre-Expression im
Kortex generiert bzw. genutzt werden. Die Verfligbarkeit entsprechender
gewebespezifischer Promotoren, die eine gezielte Cre Expression gewahrl e sten,

ist dabe der [imitierende Faktor der Cre-loxP-Strategie.
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2.1 Generierung transgener Mause mit CRE-Rekombinaseaktivitat

Um die Pax6-Uberexpression in Pax6 positiven Vorlauferzellen des Kortex zu
dirigieren, ware ein mogliches Steuerungselement aus dem Pax6-Promotor ideal.
Um mit einem solchen Element eine transgene Cre-Mauslinie zu generieren,

wurden verschiedene Promotoruntersuchungen durchgefthrt.

2.1.1 Generierung transgener Mause mit dem telencephalon Element von
Pax6

Kammandel und Mitarbeiter haben bei ihren Promotoruntersuchungen von Pax6
ein Element gef unden, das Expressionim Kortex einer transient transgenen Maus
zeigte (Kammandel et al., 1999). Dabei wurden transient transgene Mause mit
dem R-gal Reportergen unter der Kontrolle des erden Introns und dem P1-Mini-
malpromotor von Pax6 generiert und durch 3-gal Farbung andysiert. Eine E11.5
transient transgene Maus konnte mit einer schwachen Farbungim Kortex undim
Rickenmark identifiziert werden. Aufgrunddessen wurde das erste Intron als
telencephalon-Element beze chnet. Dieses Element wurde genutzt, um transgene
Mé&use mit CRE-Rekombinaseaktivitat im Tel encephalon zu generieren.

Als erstes wurde das Cre Leseraster in einer PCR mit den Primern CRFP und
CRRS und dem Plasmid pPGK-Cre(NLS)-bpA (Fellenberg und Rajewsky, 1996)
amplifiziert und in die Pstl- und Sacll-Spaltstelen des Plasmids psi1180-IRES-
gfp-intron-pA (Ashery-Padan et al., 2000) kloniert. Anschlief3end wurde der P1-
Minimalpromotor von Pax6 durch PCR mit den Primern P6.7forN und P6.8revP
auf dem Plasmid 6sg18 amplifiziert und in die Nhel und Pstl Spaltstellen von
psl1180-Cre-IRES-gfp-intron-pA ligiert. Das erste Intron von Pax6, das das
telencephalon-Element enthélt, wurde mit BamHI aus dem Plasmid 6sgl8
herausgespalten, der Restri ktionstiberhang mit der Klenow-Polymerase aufgefiillt
und in die ebenfdls aufgefullte Nhel Spdtstelle von psl 1180-P1-Cre-IRES-gfp-
intron-pA inseriert. Das resultierende Konstrukt wird im folgenden as pTelCre
bezei chnet.

Das td encephalon-Konstrukt wurde als Bgll I-Sfil-Fragment aus pTel Cre heraus-
gespalten, € ektrophoretisch isoliert und Uber Elektrod ution und P-30-Saulen fir
die Mikroinjektion aufgereinigt. Das aufgereinigte Konstrukt wurde in einer

Konzentration von 5 ng/pl mittels Mikroinjektion in den mannlichen Pronukleus
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| telencephalon Element [ Pax6 P1} | RES GFP
Abbildung 4

Das telencephalon-Konstrukt. Das telencep halon-Element von Pax6 dirigiert mit Hilfe des P 1-Mini-
malpromotors die Expression von Cre und GFP. Die IRES (internal ribosomal entry site)- Sequenz

erlaubt die gleichzeitige Translation von CRE und GFP von einer einzigen bicistronischen mRNA.

befruchteter Eizelleninjiziert (Abb. 5). Die Oozyten wurden anschlief3end in den
Uterus scheinschwangerer Rezipientenweibchen e ngespllt. Die DNA aus den
resultierenden FO-Ma&usen wurde aus Biopsien der Schwanzspitze isoliert und
transgene Mause durch PCR auf dem integrierten Cre-Gen nachgewiesen (9ehe
Materia und Methoden). Hiertber wurden schliefflich 16 transgene Mauslinien
etabliert, die das Transgen stabil auf die Nachkommen vererbten. Sie werden im

weiteren a s te encephalon-Cre bezei chnet.

Trans / >

Injektions-

g Uterus-Retransfer
Halte-

pipette 2 ; @
Identifizierung
transgener Tiere @ 2
Abbildung5

Schematische Darstellung der Herstellung transgener Mause mittels der Mikroinjektion (siehe
Text). Die aufgereinigte DNA wird in den mannlichen Pronukleus befruchteter Mausoozyten injiziert
und in den Uterus scheinschwangerer Weibchen eingefiihrt. Die Nachkommen (FO-Generation)
werden auf die Integration und Funktionalitdt des Transgens analysiert. Abkirzungen: m:

mannlicher-; f: weiblicher Pronukleus.
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2.1.2 Das telencephalon Element dirigiert spezifische Expression im sich
entwickelnden zentralen Nervensystem

Um die zeitlich-raumliche Dynamik der durch das teencephal on-Element
dirigierten CRE-Aktivitat zu ermitteln, wurden dietelencephalon-Cre Mauslinien
indie Cre-Reporterlinie Z/ AP eingekreuzt (Abb. 6; Lobe et d.,1999).

Inder Z/AP-Reporterlinie fuhrt die Anwesenheit von CRE-Aktivitét zur Exzision

einer loxP-flankierten, ubiquitér exprimierten lacZ-pA-Kassette, was wiederum

FO
PCA @ telencephalon—»
hPLARP l 0
Z/AP telencephalon-Cre
1

F1 V

felencephalon Y
/ [ Cre | [ |
I \

L ]

\  —DCRPrAR . \ AT :
AN ! \ !
AN / N
\\ L)I’]PI_IA\P /7 \\ "--)hIXAID//
ol Z/AP; telencephalon-Cre “~._ -
Telencephalon restl. Korper
Abbildung 6

Das Z/AP-Transgen erlaubt die Detektion von CRE-Rekombinaseaktivitat in situ. Telencephalon-
Cre; Z/IAP doppelt transgene Mause und Embryonen (F1-Generation) werden Uber Verpaarung
einzeltransgener Mause (FO) hergestellt. Das Z/AP-Transgen: Ein ubiquitar-aktiver Promotor (PCA)
steuert die Expression von lacZ, wobei die Anwesenheit mehrerer polyA-Signale (pA) die
Expression des nachgeschalteten hPLAP-Gens verhindert, solange keine CRE-Aktivtat vorhanden
ist. Die lacZ-Kassette wird durch zwei loxP-Sequenzen (rote Pfeilképfe) flankiert. (F1) CRE-

Aktivitat fuhrt zur Exzision von lacZ-pA und zur permanenten hPLAP-Expression.
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die Expression eines hPLAP (humane Plazentde Alkaische Phosphatase)-
Reportergens ermoglicht. Die Z/AP-Reporterlinie erlaubt somit den histo-
chemischen Nachweisvon CRE-Aktivitét in situ (Abb. 6). Da die rekombinierte
Konfiguration des Z/AP-Transgens einer Zelle nach Mitose auf die Zdlnach-
kommen vererbt wird, kbnnen die Abkémmlinge einer Vorlauferzelle tber die
hPLAP-Aktivitéa identifiziert werden. Uber die histochemische Detektion von
hPLAP-Aktivité (Lobe et d., 1999) in ganzen telencephal on-Cre; Z/AP doppdt
transgenen Embryonen wurde die durch telencephalon-Cre dirigierte CRE-
Rekombinaseaktivité andysiert. Von den 16 generierten telencephalon-Cre
transgenen Mauslinien zeigten 7 ein ubiquité&res Rekombinationsereignis, 2
konnten nicht erfolgreich verpaart werden und in 7 Linien konnte eine
spezifische Expression im zentralen Nervensysem nachgewiesen werden. Aber
nur eine dieser 7 Mauslinien vererbte das Expressionsmuster stabil auf die Nach-
kommen weiter. Bei den anderen 6 verénderte sich die hPLAP-Expression in den
nachfolgenden Generationen. Die stabile Mauslinie wird im folgenden d's telen-

cephal on-Cre bezeichnet und ihr Expressionsmuster beschrieben.

AP AP

Abbildung 7

Das telencephalon-Cre Expressionsmuster bei telencephalon-Cre; Z/AP doppelt transgenen
Mausen. (A) Bei E11.5 kann die hPLAP-Farbung in der Nasenhdhle, dem Pons und der Neuro-
retina detektiert werden. (B) Ab E12.5 ist die Expression zusatzlich auch im Kortex und im Tegmen-
tum des Mesencephalons sichtbar. Die Pfeile in der VergréRerung von B zeigen auf hPLAP positive
Zellen im Kortex. Die Expression im Ruckenmark ist nur sehr schwach erkennbar. (C) Im isolierten
Gehirn eines E14.5 Embryos wird deutlich, dal3 der Bulbus Olfaktorius, die optoeminentiale Zone
des Hypothalamus, das Cerebellum und der Pons hPLAP exprimieren. Abkirzungen: AP: hPLAP-
Farbung; Bo: Bulbus Olfaktorius; Ce: Cerebellum; Kx: Kortex; Pn: Pons; N: Nasenhdohle; Nr: Neu-

roretina; Oe: Optoeminentiale Zone; Rm: Rickenmark; Tg: Tegmentum.
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Be E11.5 kann die hPLAP-Farbung in te encephalon-Cre; Z/AP doppelt trans-
genen Mausen in der Nasenhdhle, in der Neuroretina und im Pons des Mesen-
cephalons detektiert werden (Abb. 7 A). Diese Expresson wird auch bei E12.5
beibehdten, wobei zusétzlich e ne Expressionim Tegmentum und Kortex evident
wird. Die hPLAP-Expression im Kortex zeigt sich nur vereinzelt in kortikalen
Vorlauferzellen in einem schwachen Muster, dasin der Vergrdfderung durch Pfeile
hervorgehoben ist (Abb. 7 B). Diese Kortex-Expression wird deutlicher bei
E14.5. Dann sind auch die postmitotischen Zellen des Kortex, die zwar nicht
mehr Cre, aber aufgrund der erfolgten Rekombination hPLAP exprimieren,
gefarbt. Man kann deutliche separierte Zdlklone sehen, die auf eine CRE-
positive Vorlauf erzell e zurickgehen. In Abbildung 7 C wurdeein E14.5 isoliertes
Gehirn dargestellt, so daf’ die schwache hPLAP-Farbung im Ruckenmark doku-
mentiert werden konnte. Desweiteren sind Pons und Cerebellum hPLAP positiv.
Mit Hilfe von transversalen Gefrierschnitten konnte aber gezeigt werden, dal3 die
hPLAP-Farbung des Rickenmarks auf Axone zurtckzuf thren ist, die sich vom
Gehirn in das Ruckenmark erstrecken (Daten nicht gezeigt). Die hPLAP-
Expression in der optoeminentialen Zone des Hypothalamus und des Bulbus
Olfaktorius sind bei E14.5 deutlich ausgeprégt (Abb 7 C). Das dokumentierte
hPLAP-Expressionsmuster entgricht Teilen der in der Einleitung beschriebenen
Pax6-Expression (Walther und Gruss, 1991; Pudles und Rubenstein, 1993). Da
aber nur wenige Vorl auferzellen im Kortex der transgenen Mause CRE- Aktivi tat
haben, konnte diese Mauslinie nicht genutzt werden, um die Auswirkungen der
Pax6-Uberexpression auf die Morphol ogie des gesamten Kortex zu untersuchen.
Dennoch kann diese Mauslinie zur Analyse der Zelllinien, die aus Pax6 positiven
Vorl&uferzellen entstehen, genutzt werden. Auch kénnte siefir eine konditionelle
I naktivierung von Pax6 in den CRE-rekombinierten Bereichen wie Cerebdlum,
Tegmentum des Mesencephadons oder in der optoeminentialen Zone
ermoglichen. Wie die Ergebnisse ebenfall s zeigen, ist das Promotord ement, das

die Pax6-Expression im Kortex steuert, noch nicht gefunden.
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2.1.3 Sequenzuntersuchung von Pax6
Eine Mdglichket, funktionelle Segmente in nicht kodierender DNA zu
identifizieren, bietet der Vergleich homologer Sequenzen verschiedener Arten
(Hardison, 2000).

Das Pax6-Gen ig im gesamten Tierreich konserviert und konnte aus so ver-
schiedenen Organismen wie der Maus (Wather und Gruss, 1991), der Taufliege
Drosophila melanogaster (Quiring et al., 1994) und sogar dem Kopff U3l er Loligo
opalescens (Tomarev et d., 1997) isoliert werden. Funktionelle Analysen
konnten auch zeigen, dald es sich bei den gefundenen Pax6 Genen um echte
Homol oge handet. Deswegen konnte das Programm VISTA (Mayor et al., 2000)
benutzt werden, um den genomischen Lokus von Pax6 des Menschen mit dem
der Maus zu vergleichen. Dabei wurde mit Hilfe des Programmes zun&chst ein

Sequenzvergleich erstellt, der gle che Basen gegentber stellt.

Pax6 Sequenzver gleich
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Abbildung 8

Sequenzvergleich zwischen dem Pax6 Lokus des Menschen und der Maus. Die Exons sind mit
blau, konservierte Sequenzen mit rosa angezeigt. Auf der Abszisse sind die Basenpaare durch-
nummeriert und die Ordinate zeigt den Anteil der identischen Basen in Prozent, bei 50% begin-

nend. Das achte Intron von Pax6 wurde mit eine m Pfeil markiert.
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Anschlief?end wurde fiir je 50 Basenpaare der Anteil identischer Basen berechnet
und in Prozent auf der Ordinate des Diagrammes in der Abbildung 8 e ngetragen.
Die Abszisse zeigt die Anzahl der Basenpaare des Pax6 Lokus der Maus. Die
Exonsequenzen von Pax6 wurden mit blau, die gef undenen konservierten Regio-
nen mit rosa markiert. Auf diese Weise konnte im achten Intron, das zwischen
dem Exon Nr.7 und Nr.8 liegt, ein prozentualer Anteil identischer Basen von 50%
bis 100% je 50 Basenpaare gef unden werden. Diese starke Konservierung e nes
nicht kodierenden Bereiches deutet auf eine mogliche Regulationsfunktion der
DNA-Sequenz hin. Deswegen wurden transgene Mause generiert, die ein
Reportergen unter der Kontrolle des achten I ntrons haben, um diese Mdglichkelt
zu Uberprifen. Das 5630 bp grofe achte Intron des Pax6 Lokus wird im

folgenden ds 18 Element bezeichnet.

2.1.4 Generierung transgener Mauslinien mit dem [8-Element

Zur ldentifizierung potentieller Regul ationselemente im 18 Element von Pax6 in
vivo wurden transgene Mauslinien generiert, die das Reportergen gfp unter Kon-
trolle des achten Introns im Genom integriert haben. Um Hinweise auf frithe
Expressionen im Mausembryo zu erhaten, wurde gfp zusammen mit der CRE-
Rekombinase und einer IRES (internal ribosomd entry site) verwendet. Die
| RES-Sequenz sollte die gleichzeitige Trandation von CRE und des Reporter-
proteins GFP von einer einzigen bicistronischen mMRNA ermoglichen.

Als erstes wurde der PO-Minima promotor von Pax6 durch PCR mit den Primern
P6.13revP und P6.14forN und dem Plasmid p6sg21 amplifiziert und in die Pstl

o P I R YR L P LA
'.'|_| - L S PR I"I'I | ll FLER T Ny similarity
#,,u"" 1‘|_| P VL ! A human/mouse
P NP . .
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[ Pax6 Intron 8 [Pax6 PO | | IRES |Blelsx

Abbildung 9

Das 18-Konstrukt. Die Graphik zeigt den Anteil identischer Basen des Menschen und der Maus in
Prozent, bei 50% beginnend. Die Enhancer im 18-Element dirigieren die Expression von Cre und
gfp vom PO-Promotor. Die IRES Sequenz erlaubt die gleichzeitige Translation von CRE und GFP

von einer einzigen bicistronischen mRNA.

25



Ergebnisse

und Nhel Spaltstellen des Plasmids pd1180-Cre-IRES-gf p-intron-pA kloniert.
Das Paanid wurde mit psl1180-PO-Cre-IRES-gfp-intron-pA benannt. Das 18-
Element von Pax6 wurde anschlie3end in zwe Schritten vor den PO Promotor
kloniert: Der erste Tell wurde aus dem Plasmid p6g22 (Wdther und Gruss,
1991) mit den Primern P6.32Sil und P6.30Nhel amplifiziert, in den
Klonierungsvektor pT-Adv inseriert und daan mit Notl und Nhe in die
entsprechenden Spaltstellen von psl1180-F0-Cre-IRES-gfp-intron-pA kloniert.
AnghlieRend wurde der zweite Teill mit den Primern P6.25F und P6.28R mit
genomischer PCR vervielfaltigt, mit Xbal gespalten und in die Nhel-Spdtstelle
inseriert. Das resultierende Konstrukt, psl1180-18-PO-Cre-l RES gfp-intron-pA,
wurde durch Sequenzierung bestétigt.

Mit dem 18-Konstrukt, das als Sfil-Fragment aus dem Plasmidvektor psl 1180-17-
PO-Cre-IRES-gfp-intron-pA isoliert wurde, wurden transgene Mause generiert
(siehe 2.1.1). Die DNA aus den resultierenden FO-M&usen wurde aus Biopsien
der Schwanzspitze ioliert und transgene Mause durch PCR auf dem integrierten
gfp-Gen nachgewiesen (siehe Materid und Methoden). Hieriber wurden
schliefdlich drei transgene Mauslinien etabliert, die das Transgen stabil auf die
Nachkommen vererben. Mit Hilfe der Fluoreszenz, die das GFP-Reporterprotein
vermittelt, wurde die Expression des gfp und somit die Expressions egulation des

| 8-Elementes von Pax6 analysiert.

2.1.5 Das I18-Element dirigiert spezifische Expression im sich entwickeln-
den Embryo der Maus

Mit dem [8-Kondrukt konnten dre stabile transgene Mauslinien generiert
werden. Eine Mauslinie zeigte weder gfp-, noch Cre-Expression. Die anderen
be den Mauslinien haben ein identi sches Expressionsmusger und werden daher in
der weiteren Beschreibung nicht ndher unterschieden. Durch Kreuzung dieser 18-
Cre Mause mit Z/AP-Reportermausen (Lobe et a., 1999) konnte eine ubiquitére
Rekombination schon E8.5, ausgeltst durch die CRE-Rekombinase, nach-
gewiesen werden. Dies deutet auf eine sehr frihe Cre Expression hin, da im
weiteren Verlauf der Entwicklung das gfp- und durch die IRES auch das Cre-
Expressionsmuster spezifisch wird. Eine gfp-Expression zwischen E1.5 bis E2.5

und E6.5 bis E8.0 konnte aber nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 10

GFP-Fluoreszenz in 18-Cre transgenen Mauseembryonen. (A) Die GFP-Fluoreszenz startet E8.0 in

der ventralen Kopffalte. (B) Bei E9.5 ist die Expression im Rickenmark, in Metence phalon und im
Diencephalon sichtbar. (C) Die Expression im Diencephalon spezifiziert sich E11.5 im ventralen
Thalamus und Pratektum. e. i. und j. zeigen die Schnittebenen an, deren transversale
Gefrierschnittein E, 1 und J dargestellt werden. Bei D wurde das zentrale Nervensystem E13.5 iso-
liert. Es zeigt eine zusatzliche GFP-Fluoreszenz in der Amigdala. In E bis H wurden Pax6 positive
Zellen immunhistochemisch rot markiert. Dadurch wurde die Koexpression von Pax6 (rot) und gfp
(griin) in Metencephalon E11.5 (E), in der Amigdala E13.5 (F), im Epithalamus E13.5 (G) und im
ventralen Thalamus (H) gezeigt. In | und J sind Gefrierschnitte durch das Rickenmark gezeigt,
wobei die Schnittebene von | rostral von der in J liegt. Die gfp-Expression reflektiert die bekannte
Pax6-Expression im Rickenmark. Abklrzungen: A: Amigdala; BP: Bodenplatte; Di: Diencephalon;
DP: Dachplatte; ET: Eminentia Thalami; Pt: Pratektum; Mt: Metencephalon; Rm: Rickenmark; VT:

Ventral Thalamus.
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Die Huoreszenz des GFP-Reporterproteins startet E8.0 in der dorsalen Kopffate,
in der auch das endogene Pax6 exprimiert ist (Abb. 10 A; Walther und Gruss,
1991). Bei E9.5 wird die Expression von gfp im Ruckenmark, im Metencepha on
und in der Anlage des Thaamus sichtbar (Abb. 10 B). Die Expression wird bei
E115 bebehadten (Abb. 10 C). Um die Expression im sich entwickelnden
Ruckenmark und Metencephalon zu verdeutlichen, wurden 12um Gefrierschnitte
eines E11.5 Tage alten Embryos angefertigt, die den Embryo transversal
schneiden. Die Schnittebenen sind in Abbildung 10 C mit Pfellen markiert. Die
Buchstabene., i. und j. stehen fur die Darstel lung des Schnittes in Abbildung 10
E, | bzw. J. In beiden Schnitten | und Jig die GFP-Fluoreszenz in der dorsalen
und der ventralen Rickenmarksreihe zu sehen. Diese reflektiert die bekannte
Expression von Pax6 (Wdther und Gruss, 1991). Die Dachplatte und die Boden-
platte des Ruckenmarks, die Pax6 nicht exprimieren, zeigen auch keine GFP-Flu-
oreszenz. Um das Expressionsmuster von GFP fur E13.5 zu analysSeren, wurde
das zentrale Nervensystem des Embryos isoliert (Abb. 10 D). Es wurde GFP-
Fluoreszenz erneut im Ruckenmark und im Metencephalon gef unden. Zusétzlich
konnte die Expression von gfp in der Amigdala und im Epithalamus dokumenti ert
werden.

Um die Koexpression von gfp und Pax6 zu anaysieren wurden weitere trans-
vesale Gefrierschnitte angefertigt und mit Pax6-Antikdrpern immunhisto-
chemisch behandelt (Abb. 10 E, F, G und H). So konnte eine Koexpression im
Metencephadon (E), in der Amigdaa (F), im ventralen Thalamus (G) und im Epi-
thalamus (H) gezeigt werden. Das Expressionsmuster des Reportergens gfp
entspricht somit Tellen der Pax6 Expresson. Mit dem 18-Element wurde somit
ein neues Regulationsdement von Pax6 gefunden. Aufgrund der ubiquitéren
CRE-Rekombination, die schon E8.5 gefunden wurde, konnte diese Mauslinie

aber nicht zur konditionalen Uberexpression von Pax6 genutzt werden.

2.1.6 Generierung transgener Mauslinien mit dem E1-ngn2-Element

Far die gewebespezifische Steuerung der CRE-Rekombinaseaktivitédt in den Pax6
positiven Vorlauferzellen des Kortex wurde das E1-ngn2 Element ausgewahlt
(Scardigli etal., 2001). Dieses Element ist eines von 4 Elementen des ngn2 Gens,

die Expresson im zentralen Nervensystem der Maus steuern. Auch konnte
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gezeigt werden, dal? das E1-ngn2 Element von dem Pax6-Transkripti onsfaktor im
Kortex der Maus reguliert wird (Scardigli et al. 2001). Somit ist das E1-ngn2
Element auch in den Zellen des Kortex aktiv, in denen das Pax6 Gen exprimiert
wird.

Das 1786 bp grof3e E1-ngn2 Fragment wurde zusammen mit dem 3-globulin
Minimalpromotor mit Notl und Pgl aus dem Plasmid pE1-3-globulin (Scardigli
et d., 2001) herausgespaten und in die entsprechenden Spaltstellen von psl 1180-
Cre-IRES-gfp-intron-pA kloniert. In dem resultierenden Plasmid dirigiert das E1-
ngn2 Element mit Hilfe der IRES-Sequenz die gleichzeitige Expression von Cre
und gfp. Es wird im folgenden d's pE1-ngn2-Cre bezeichnet.

Das El-ngn2-Cre-Konstrukt wurde als Sfil-Fragment aus dem Plasmidvektor
pE1-ngn2-Cre herausgespalten, € ektrophoretisch isoliert und tber Elektroelution
und P-30-Séulen fur die Mikroinjektion aufgereinigt. Das aufgereinigte Kon-
strukt wurde mittels Mikroinjektion fir die Generierung tranggener Mauslinien
benutzt (siehe 2.1.1). Die DNA aus den resultierenden FO-Mausen wurde aus
Biopsien der Schwanzspitze isoliert und tber PCR auf dem Cre-Gen al s transgen
identifiziert (siehe Material und Methoden). Hiertber wurde schliefdlich eine
transgene Mauslinie etabliert, die das Transgen stabil auf die Nachkommen ver-
erbte. Die durch das GFP-Reporterprotein vermittelte Fluoreszenz erlaubte die

| dentifizierung transgener Embryonen mit Hilfe e nes Fluoreszenz-Binokul ars.

2.1.7 Die E1-ngn2-Cre Mauslinie besitzt CRE-Rekombinaseaktivitat in
spezifischen Regionen des zentralen Nervensystems

Zunachst wurde die Expressionsdynamik des E1-ngn2-Cre-Transgens Uber die
durch das dfp-Reporterprotein vermittelte Fluoreszenz analysiert. Diese
entsprach wie erwartet dem lacZ-Expressionsmudger der von Raffaella Scardigli
und Mitarbeitern veroffentlichten E1::lacZ transgenen Mausen (Scardigli et al.
2001) (Abb. 11 B). Um die zeitlich-raumliche Dynamik der durch das E1-ngn2-
Cre-Transgen dirigierten CRE-Aktivitéa zu ermitten, wurde E1-ngn2-Crein die
Cre-Reporterlinie Z/AP eingekreuzt (Abb. 7; Lobe et al.,1999).

Uber die histochemische Detektion von hPLAP-Aktivité (Lobe et al., 1999) in
ganzen E1-ngn2-Cre; Z/ AP doppelt transgenen Embryonen und auf transversalen

Gefrierschnitten wurde die durch E1-ngn2-Cre dirigierte CRE-Rekombinase-
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aktivitd analysiert. In E1-ngn2-Cre; Z/AP doppelt transgenen Embryonen setzt
die hPLAP-Expression E9.0 vereinzelt im Neuralrohr en und wird bis E9.5 kon-
sistent (Abb. 11 A bzw. nicht gezeigt). Somit setzt die hPLAP-Expression etwa
zur gleichen Zet wie die gfp-Expression ein (nicht gezeigt), was auf e ne rasche
Kinetik der CRE vermittelten Rekombinaseaktivitat in der E1-ngn2-Cre-Linie
hinweist. Die hPLAP-Expression ist im Rlckenmark, im Mesencephdon,
Diencephalon und im latera en Kortex zu beobachten, aber zu keinem Zeitpunkt
in irgendeinem anderen Gewebe aul3erhdb des zentralen Nervengewebes (Abb.
11). Dies wurde zusétzlich mit der floxed ROSA Maus getestet (Mao et al., 1999).
Diese Reporterlinie besitzt einen |oxP-flankierten ROSA L okus, der durch CRE-
Rekombinaseaktivitéd die beiden Antibiotikaresistenzen fur Ganciclovir und
Puromycin aus dem Genom herausspaltet und stattdessen das lacZ-Reportergen
anschatet. Das lacZ-Expressionsmuster, das durch Kreuzung von E1-ngn2-Cre
mit floxed ROSA Mausen erhalten wurde, war identisch mit dem hPLAP-
Expressionsmuster nach Kreuzung mit Z/AP (Abb 11 D).

Zur genaueren Untersuchung der hPLAP-Aktivitat wurden 14um Gefrierschnitte
von El-ngn2-Cre; Z/AP doppelt transgenen Embryonen angefertigt. Im E12.5
Telencephd on konnte die hPLAP-Aktividt im laterden Kortex, in der Eminentia

Abbildung 11

Das E1-ngn2-Cre Transgen. (B) GFP-Fluoreszenz in E12.5 Mausembryonen und die vermittelte
CRE-Rekombinaseaktivitdt im zentralen Nervensystem. Histochemischer Nachweis von hPLAP-
Aktivitat in ganzen E1-ngn2-Cre; Z/AP doppelt transgenen Mausembryonen E9.5 (A) und E12.5
(C). Bei E9.5 ist die hPLAP-Aktivitdt im Rickenmark, im Mesencephalon und im Diencephalon, bei
E12.5 noch zusatzlich im lateralen Kortex zu detektieren. (D) Histochemischer Nachweis von lacZ-
Aktivitat in ganzen El-ngn2-Cre; floxed ROSA doppelt transgenen Mausembryonen E13.5. Die
lacZ-Aktivitat in E1-ngn2-Cre; floxed RO SA ist identisch mit der hPLAP-Aktivitat in E1-ngn2-Cre;
Z/AP Transgenen. Abkirzungen: Rm: Ruckenmark; Di: Diencephalon; Ms: Mesencephalon; LK:

lateraler Kortex.
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Thalami, in der Amigdala, sowie im dorsaen und ventrden Thalamus des Dien-
cephalons detektiert werden (Abb. 12 A-C). Im Ruckenmark wurde die hPLAP-
Aktivitat in der ventrd en Ruckenmarksreihe detektiert (Abb. 12 D). Nach E13.5
weitet sich die hPLAP-Expression vom |aterd en Kortex dorsa im Kortex aus, so
dal3 bei E15.5 einedeutliche hPLAP-Farbung der subventrikularen Zoneals auch
der postmitotischen Zelen in der Kortexplatte zu sehen ist. Auch der
Epithdamus und das Préektum zeigen bei E15.5 hPLAP-Aktivitdt. Dieses
Expressionsmuster wird auch E18.5 und in adultem Gehirn beibehalten. In dem
sagitalen Gefrierschnitt von E18.5 ig auch die hPLAP-Aktivitat im Pons und im
Bulbus Olfaktorius zu sehen (Abb. 12 H).

2.2 Generierung einer transgenen Mauslinie zur Pax6-Uberexpression
nach erfolgter CRE-Rekombination

Fur eine konditiona e Uberexpression sind zwei transgene Mauslinien notwendig:
eine Cre-Mauslinie, die die CRE-Rekombination in spezifischen Zellen dirigiert
und eine Mauslinie, die ausschliedich nach der Cre-Rekombination Pax6

Uberexprimiert.

2.2.1 Das pJoP6 Konstrukt

Fir die konditionale Uberexpression von Pax6 is ein Konstrukt notig, das durch
CRE-Rekombination eine gefloxte Stop-Kassette herausspatet und dadurch das
Pax6 Gen angeschaltet wird. So wurde das pJoP6 Konstrukt kloniert, das einen
starken Fusionspromotor aus dem CMV-Promotor und dem [3-actin-Promotor des
Huhns (Niwa et al., 1991) enthdt, der im ungefloxten Zustand das gfp-Reporter-
gen anschaltet. Zwe polyA-Signade liegen 3 -Strich vom gfp-Reporter und
schalten 0 die Transkription nach dem gfp-Reporter aus. Diese gfp-polyA-
Kassette ist von zwei 1oxP Sequenzen flankiert, durch die diese Kassette durch
CRE-Rekombination herausgespalten werden kann. Nach der Rekombination
wird vom selben Fusionspromotor das Pax6 Gen und, Uber die IRES Sequenz, ein
weiterer Reporter, lacZ, angeschatet (Abb. 13).
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Abbildung 12

E 1-ngn2-Cre vermittelte CRE-Rekombinaseaktivitat im zentralen Nervensystem. Histochemischer

Nachweis von hPLAP-Aktivitat auf 14um transversalen Gefrierschnitten von E1-ngn2-Cre; Z/AP
doppelt transgenen Mausembryonen. (A und B) Bei E12.5 ist die hP LAP-Aktivitét in Tele nce phalon,
im ventralen Kortex, in der Amigdala, im Globus Pallius und im lateralen Amigdoloiden Nucleus zu
detektieren. (C) Im E12.5 Diencephalon ist die Aktivitat im Hypothalamus, ventralen Thalamus, in
der Stria Medularis Region des Thalamus und in der Eminentia Thalami zu erkennen. (D) Im E12.5
Rickenmark wird die ventrale Ruckenmarksreihe durch hPLAP-Aktivitat blau gefarbt. (E) Mit
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zunehmender Entwicklung nach E15.5 erweitert sich die hPLAP-Aktivitat im Kortex, so dalR der
gesamte Kortex mit der ventralen, lateralen und insolaren sowie der piriformen Region bis hin zur
anterioren Commissure betroffen ist. (F und G) Im Diencephalon ist die hPLAP-Aktivitat zuséatzlich
im retikularen Nukleus, im Pratektum, im paraventrikularen Nukleus des Hypothalamus und im
Nucleus Stria Terminalis zu detektieren. In H wurde ein sagitaler Gefrierschnitt dargestellt, der die
oben genannten Aktivititsdomé&nen fir E18.5 nochmals zeigt. Desweiteren wird hier die hPLAP-
Expression im Bulbus Olfaktorius, sowie dem Tegmentum, dem Pons, dem Myelencephalon und
dem Rickenmark gezeigt. Abkiirzungen: A: Amigdala; Ac: Anterior Commissure; BO: Bulbus Olfak-
torius; BST: Nucleus Stria Terminalis; Cl: Claustrum; DT: Dorsaler Thalamus; Emt: Eminentia Tha-
lami; ET: Epithalamus; GP: Globus Pallius; HT: Hypothalamus; Ins: Insularkortex; Kx: Kortex; La:
Lateral Amigdoloid Nucleus; LHb: Lateral Habenular Nucleus; LK: Lateraler Kortex; My: Myelen-
cephalon; Pa: Paraventrikularer Hypothalamus Nukleus; Pir: Piriformkortex; Pn: Pons; Pt Pra-
tektum; Rm: Ruckenmark; Rt Retikularer Nukleus; SM: Stria Medularis des Thalamus; Tg:

Tegmentum; VK: Ventraler Kortex; VT: Ventraler Thalamus.

IRES Intron
pPA

IRES Intron

Abbildung 13

Das Prinzip der konditionalen Uberexpression mit Hilfe des Cre-loxP-Systems. Das Konstrukt
pJoP 6 besitzt einen Fusionspromotor aus CMV und R-actin (Niwa et al., 1991), der die Expression
von gfp steuert. Durch CRE-Rekombination 143t sich die gfp-PolyA-PolyA-Kassette herausspalten,

so dal3 anschlieBend Pax6 und Uber die IRES Sequenz auch lacZ exprimiert wird.
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DieKlonierung von pJoP6 wurde folgendermal3en durchgefihrt: Mit den Primern
GF1 und GR2 wurde auf dem pIRES-eGFP Plasmid (Clontech) eine PCR durch-
gefuhrt, die eine Fuson aus einer |oxP-Segquenz gefolgt von gfp-PolyA ampli-
fiziert. Diese Kassette wurde mit EcoRI in die EcoRI-Spaltstelle von pPCAGGS
(Niwa et al., 1991) kloniert. So wurde das Plasmid pJojol erhalten. Anschlie3end
wurde in die Pstl und Hindl Il Spdtstelle ein hybridisiertes Linkerfragment aus
den Oligonukleotiden Linkera und Linkerb eingefiigt, das die Spaltstellen Xhol
und Notl enthdt. In diese Xhol und Notl Spaltstelle von pJojo2 wird en zweites
hybridisiertes Linkerfragment aus den Oligonukleotiden flox1 und flox2, mit der
zweiten loxP Sequenz eingefugt. Diesist das Plasmid pJoj03. Als n&chstes wurde
aus dem Plasmidvektor pKC253 die IRES und das LacZ L eseraster mit Xhol und
Notl herausgespalten und in Xhol und Notl von pJojo3 kloniet. In das
resultierende Plasmid pJojo4 wurde in die Xhol Spatstelle die cDNA von Pax6
inseriert. Das resultierende Konstrukt wurde mit pJoP6 benannt.

Um die Funktionditdt des pJoP6-Konstruktes zu testen, wurde das Konstrukt in
COS Zellen transformiert und die GFP-Huoreszenz nachgewiesen (Abb. 14 A).
Anschlief?end wurde pJoP6 in den E. Coli Samm 294-Cre trand iziert (Buchhol z
et d., 1996). Dieser E. coli Stamm exprimiert Cre, so dal3 man nach der Transfor-
mation mit pJoP6 das mit CRE rekombinierte Plasmid erhdlt, das pJoP6C
genannt wurde. Auch mit pJoP6C wurden COS Zellen transfiziert und eine X-
Gal-Fabung durchgef iihrt, um die Funktionalitat des zweiten Reportergens lacZ
nachzuweisen (Abb. 14 B). Um die Expression des Pax6 zu zeigen, wurde ein
Wedern-Blot angefertigt (Abb. 14 C). Die erste Reihe des Western-Blottes
enthalt den Proteinstandard. Die zweite Reihe enthalt die Positivkontrolle mit
PAX6-Protein, das durch Transfektion von COS Zellen mit dem Pax6-Expres-
sionsplasmid pCMV-Pax6 (L. St.-Onge, dieses Labor) erhdten wurde. Die dritte
Rehe wurde mit Proteinextrakt der Transfektion mit pJoP6 und die vierte Reihe
mit Proteinextrakt der Transfektion mit pJoP6C bdaden (Abb. 14 C). Als
primarer Antikorper im Western-Blot wurde ein polyklonder Antikorper aus
Kaninchen benutzt, der gegen PAX6-Protein gerichtet ist. Der sekundére
Antikorper war mit einer Peroxidase markiert, so dal3 das PAX6-Protein mit Hilfe

der Antikorper Uber e ne Substratoxidation nachgewiesen wurde.
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Abbildung 14

Das pJoP 6 Konstrukt in COS Zellen. (A) COS Zellen wurden mit pJoP6-DNA transfiziert und am
folgenden Tag auf GFP-Fluoreszenz getestet. Das rekombinierte Konstrukt pJoP6C wurde in COS
Zellen transfiziert und die Zellen nach 24 h mit X-Gal gefarbt. (B) Die Blaufarbung zeigt die
Anwesenheit von -Galaktosidase in den Zellen an. (C) Western-Blot mit Pax6-Antikorper. In der
ersten Reihe wurde der Proteinstandard und in der zweiten Reihe ein Proteinextrakt aus COS
Zellen, die mit pCMV-Pax6 transfiziert wurden, aufgetragen. Die dritte Reihe enthalt Proteinextrakt
aus COS Zellen, die mit pJoP6 transfiziert wurden und die vierte Reihe Proteinextrakt aus COS
Zellen, die mit pJoP6C transfiziert wurden. Die beiden Banden in der zweiten und in der vierten

Reihe weisen die Anwesenheit von PAX6-Protein nach.

2.2.2 Generierung der transgenen Mauslinie JoP6

Die I nsert-K assette aus dem Plasmid pJoP6 wurde mit Sall herausgespalten und
isoliert (siehe 2.1.1). Nach dem Aufreinigen wurde die DNA mittds Mikro-
injektion in den méannlichen Pronukleus befruchteter Eizellen injiziert und trans-
gene Mause generiert. Durch GFP-Fluoreszenz wurden schlieflich zwei
transgene Linien isoliert, von denen die eine Mauslinie aufgrund der stérkeren
GFP-Fluoreszenz fir die weiteren Experimente ausgewahlt wurde. Von einem
E13.5-Mausembryo der Linie JoP6 wurde das Gehirn isoliert und die GFP-
Fluoreszenz in den verschiedenen Gehirnregionen nachgewiesen (Abb. 15).
Heterozygote JoP6 Mause snd lebensfahig und phanotypisch identisch zu
Wil dty p-M&usen dessel ben Wurfs.
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Abbildung 15
GFP-Fluoreszenz eines E13.5 JoP6 transgenen Mausembryos. (A) GFP-Fluoreszenz im ganzen
Mausembryo. (B) GFP-Fluoreszenz des isolierten Gehirnes. Abkirzungen: Di: Diencephalon; Ms:

Mesencephalon; Mt: Metencephalon; Te: Telencephalon.

2.3 Pax6-Uberexpression in spezifischen Zellen des Kortex induziert
Apoptose

2.3.1 Pax6-Uberexpression mit der Emx1-Cre Mauslinie

Zunachst wurde die Pax6-Uberexpression mit der kirzlich veroffentlichten
Emx1-Cre transgenen Mauslinie durchgefihrt (Gorski et d., 2002). Im Kortex
von Emx1-Cre transgenen Mausen startet die Rekombination mit Hilfe von CRE
E10.5 in den Vorlauferzellen und in den postmitotischen Projektions-Neuronen
und betrifft so ca 88% der Zellen des Kortex (Gorski et d., 2002). Um die CRE-
Rekombination in JoP6; Emx1-Cre doppéet transgenen Mausen zu Uberprifen,
wurden zunachg die Expression der beiden Reportergene gfp und lacZ unter-
sucht. Die GFP-Fluoreszenz ist in JoP6 einfach transgenen Mausen zuverlassig
zu erkennen. Nach der Rekombination durch die CRE-Rekombinase in JOP6;
Emx1-Cre doppet transgenen Mausen ist die Fluoreszenz im Kortex weitest-
gehend auggeschaltet, das der Rekombinationseffizienz der Emx1-Cre Mause
entspricht (Abb. 16 A) (Gorski et al., 2002). Nur wenige Zellen, die vom Striatum
in den Kortex einwandern oder von CRE negativen Zellen abstanmen, zeigen
weiterhin GFP-Fluoreszenz. Somit haben diese Zellen auch keine Pax6-Uberex-
pression. Durch daslacZ Reportergen |af¥ sich das Telencepha on und der Bulbus
Olfaktorius blau farben (Abb. 16 C). Der Bulbus Olfaktorius wird ebenfals ange-
farbt, daZdlen imrostralen migratorischen Sromvom Kortex in den Bulbus ein-

wandern. Sowohl das einfach JoP6 transgene Kontrollgehirn, ds auch die CRE
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negativen Regionen des JoP6; Emx1-Cre doppelt transgenen Gehirns werden
ebenfalls leicht im mediden Bereich angeférbt, da der Plexus Choroideus der
Gehirnventrikd eine unspezifische Blaufarbung hat. Um die CRE Rekombination
nachzuwei sen wurde eine genomische PCR mit den Primern JoP6F und JoP6R
durchgefihrt. Diese Primer binden stromaufwarts bzw. stromabwérts von dem
gefloxten gfp Gen des JoP6-Konstruktes. Ist das gfp Gen integriert, wird ein
DNA-Strang von 1831 bp amplifiziert. Ist das gfp Gen durch CRE Rekombina
tion herausgespalten, so wird ein DNA-Strang von 249 bp amplifiziert. Fur die
Negativkontrolle wurde genomische DNA aus einem E14.5 Wildtyp-Gehirn iso-
liert und fur die Positivkontrolle wurde das pJoP6 Plasmid benutzt. Als weitere
Kontrolle wurde genomische DNA aus dem Kortex von JoP6 einfach transgenen
Mausen isoliert. Um die erfol gte CRE Rekombination in JoP6; Enx1-Cre doppelt
transgenen Mausen zu testen wurde genomische DNA aus dem Kortex dieser
Mause in der PCR eingesetzt. In den Kontrollen wurden die erwarteten DNA-
Amplifikate von 1831 bp bzw. kein Amplifikat erhaten, wéhrend in der PCR mit
der JoP6; Emx1-Cre doppelt transgenen Maus sowohl der 1831 bp, ds auch der
249 bp lange DNA-Strang amplifiziert wurde (Abb. 16 D). Somit wurde die
erfolgte CRE Rekombination im Genom der doppelt transgenen Tiere nach-
gewiesen.

AnschlielRend wurde Uberprift, ob sich nach der erfolgten CRE-Rekombination
auch das PAX6-Protein in kortikalen Zellen nachweisen |&3. Dazu wurden trans-
vesale 10um dicke Gefrierschnitte angefertigt, die mit Pax6-Antikorpern
immunhistochemisch gefarbt wurden. Im sich entwicke nden Kortex befindet
sich die Pax6-Expression nur im proliferierenden Neuroepithelium (der ventri-
kularen und subventrikularen Zone). Obwohl das proliferierende Neuro-
epithelium bei E14.5 im JoP6; Emx1-Cre doppdt transgenen Kortex e ne starkere
PAX6-Immunreaktivité zeigt as im JoP6 e nfach transgenen Kortex (Abb 17 A
und B), id e ne ektopi sche Pax6-Expression in der kortikaen Platte nicht erken-
nbar. Dies andert sich, nachdem die postmitotischen Tochter zellen der rekombini-
erten Vorlauferzdlen im Stadium E18.5 durch die intermediare Zone in die
kortikd e Platte eingewandert sind. In diesen Zellen konnte die ektopische Pax6-
Uberexpression mit Hilfe des Pax6-Antikorpers nachgewiesen werden (Abb. 17
E und H). Die
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Abbildung 16

Testen der CRE-Rekombination in JoP6; Emx1-Cre doppelt transgenen M&usen. (A) Transversaler
Gefrierschnitt durch den Kortex einer E14.5 JoP 6 einfach transgenen Maus mit GFP-Fluoreszenz.
(B) Im Kortex der JoP6; Emx1-Cre doppelt transgenen Maus ist diese GFP-Fluoreszenz auf trans-
versalen Gefrierschnitten nicht zu sehen. Stattdessen sind die mit Pfeilen markierten Blutadern
grin geféarbt. Einige grin fluoreszierende Zellen, die aus dem Striatum eingewandert sind oder
nicht CRE positiv sind, wurden mit Pfeilképfen markiert. (C) Die Expression des zweiten Reporter-
gens lacZ wurde mit X-Gal gefarbten E15.5 Gehirnen Uberprift. Das Telencephalon und der Bulbus
Olfaktorius des JoP6; Emx1-Cre doppelt transgenen Gehirns sind blau gefarbt und kleiner (oben)
im Vergleich zum JoP6 einfach transgenen Gehirn (unten). Das Kontrollgehirn zeigt nur die
unspezifische schwache Blaufarbung des Plexus Choroideus der einzelnen Ventrikel. (D)
Genomische PCR mit den Primern JoP6F und JoP6R. Die DNA wurde isoliert aus: Wildtyp (neg.),
pJoP6 Plasmid, JoP6 Kortex und JoP6; Emx1-Cre Kortex. Abkilrzungen: BO: Bulbus Olfaktorius;
Di: Diencephalon; KP: Kortikale Platte; Ms: Mesencephalon; Mt: Metencephalon; PC: Plexus
Choroideus; Str: Striatum; SVZ: Subventrikulare Zone des Kortex; Te: Telencephalon; VZ: Ventriku-

lare Zone des Kortex.
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Abbildung 17

Nachweis von ektopischem PAX6 in der Kortikalen Platte nach Pax6-Uberexpression mit der Emx1-
Cre Mauslinie. Transversale 10 um Gefrierschnitte, die mit Pax6-Antikorper (rot in A, B, D, E, G, H)
bzw. X-Gal-Farbung (blau in C, F, ) behandelt wurden. Im E14.5 Kortex der JoP6; Emx1-Cre dop-
pelt transgenen Maus zeigt sich eine nur schwache Expression an ektopischem PAX6 in der
kortikalen Platte (B) im Vergleich zum JoP6 einfach transgenen Kortex (A). (C) X-Gal-Farbung
eines E15.5 transversalen Gefrierschnittes einer JoP6; Emx1-Cre doppelt transgenen Maus in der
ventrikularen und subventrikularen Zone, sowie in der intermediaren Zone. Im E18.5 Kortex der
JoP6; Emx1-Cre doppelt transgenen Maus ist die ektopische Pax6-Expression deutlich erkennbar

(E, H) und in der VergréRerung (E1, H1) dargestellt. (D) und (G) zeigen die Wildtyp-Expression von
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Pax6. (F) und (I) X-Gal-Farbung von E18 .5 transversalen Gefrierschnitten verdeutlichen die Koex-
pression von Pax6 und lacZ. Abkirzungen: AA: Anteriore Amigdala; Et: Epithalamus; DT: Dorsaler
Thalamus; 1Z: Intermediare Zone; KP: Kortikale Platte; Kx: Kortex; Se: Septum; Str: Striatum; SVZ:

Subventrikulare Zone; VZ; Ventrikulare Zone.

Expression des lacZ-Reporters zeigt den selben Verlauf in der Entwicklung des
Kortex. Wiein Abbildung 17 C dokumentiert, kann im Sadium E15.5 die lacZ-
Expression nur in der proliferierenden und der intermedidren Zone detektiert
werden. Im spéteren Stadium E18.5 kénnen dagegen auch in der kortika en Platte
Zellen mit X-Gd gefarbt werden (Abb. 17 Fund I).

Wiein Abbildung 17 ersichtlich, konnten auf E14.5 Gefrierschnitten wenige und
auf E18.5 Gefrierschnitten viele ektopische, Pax6 exprimierende Zellen in der
kortika en Platte detektiert werden. Der Vergle ch zu Gefrierschnitten, die mit X-
Gal gefarbt wurden, macht die Kolokaisation von PAX6 mit dem Reporter-
protein 3-Gal aktosidase deutlich. Anschlief3end wurde die Expression des Pax6-
Zidgens ngn2 untersucht. Wie Scardigli und Mitarbeiter dargelegt haben, bindet
der Transkriptionsfaktor Pax6 an das E1-ngn2-Element von ngn2 und schaltet es
unter anderem im Kortex an (Scardigli et a., 2001). In Abbildung 18 ist eine
nicht radioaktive in-situ-Hybridiserung mit ngn2-Probe dargestelt. Nach der
Pax6-Uberexpression durch die Emx1-Cre Maudinie in Pax6 positiven und nega-

tiven Vorl auferzellen, zeigen mehr Ze len e ne ngn2-Expression (Abb 18 B).
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Abbildung 18

Die ngn2-Expression im Stadium E10.5 auf 16um Gefrierschnitten detektiert mit in-situ Hybridis-

ierung. (A) JoP6 einfach transgener Kontrollkortex. (B) JoP6; Emx1-Cre doppelt transgener Kortex.
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sr E14.5QF

Abbildung 19

Detektion von Apoptose im Kortex auf transversalen Gefrierschnitten nach Pax6-Uberexpression
mit Emx1-Cre. (A) TUNEL-Reaktion (gruin) einer E11.5 JoP6 einfach transgenen Kontrollmaus und
(B) einer JoP6; Emx1-Cre doppelt transgenen Maus. Der Kortex wurde nochmals vergréRert in (B)
dargestellt. Die Peilkbpfe markieren die endogene Apoptose in der Retina und in Lamina termina-
lis. Im Gegensatz zu der Kontrollmaus zeigt die Maus mit Pax6-Uberexpression massive Apoptose
im Kortex. (C) TUNEL-Reaktion (griin) auf Telencephalon einer E14.5 JoP6 einfach transgenen
Kontrollmaus ohne detektierte Apoptose und (D) einer E14.5 JoP6; Emx1-Cre doppelt transgenen
Maus, die Apoptose im Kortex zeigt. Bei Pax6-Uberexpression bei E14.5 sterben ebenfalls Zellen
durch Apoptose. Das gleiche Resultat wurde auch E14.5 mit Immunhistochemie mit Antikérpern
gegen aktivierte Caspase3 (rot) erhalten. (E) Einfach JoP6 transgene Kontrollmaus und (F) JoP6;
Emx1-Cre doppelt transgene Maus. Abkiirzungen: Kx: Kortex; LT: Lamina terminalis; Nr: Neuro-

retina; ON: Optischer Nerv; Str: Striatum.
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Auch ist erkennbar, dal3 JoP6; Emx1-Cre doppelt transgene Mause einen klei-
neren Kortex als die einfach JoP6 transgenen Kontrollmause bestzen. Daher
wurde a's nachstes die Apoptose im Kortex Uber prift.

Die per TUNEL-Reaktion gewonnenen Daten zeigen eine starke Apoptose im
Kortex von E11.5 JoP6; Emx1-Cre doppelt transgenen Mausen im Vergleich zu
JoP6 einfach transgenen Tieren (Abb. 19). Apoptose ist auch bei E14.5 zu detek-
tieren, aber nicht so ausgepragt wie bei E11.5. Bei E18.5 konnte keine zusitz-
liche Apoptose im Vergleich zu den KontrolIméausen fesgestellt werden (Daten
nicht gezeigt). Um den Sgnaweg der Apoptose genauer zu bestimmen, wurde
I mmunhistochemie mit Antikorper gegen aktivierte Caspase3 durchgef thrt (Abb
19 E und F). Da mit dem Antikorper gegen Caspase3 genauso vide Zellen wie
mit der TUNEL Reaktion angeféarbt werden konnen, kann auf eine Apoptose
geschlossen werden , die durch aktivierte Caspase3 funktioniert. Damit wurde
nachgewiesen, dal} die Apoptose durch das Apoptosom aktiviert wird (Kuan et
al., 2000).

Dadie Apoptose moglicherwe se auf eine zu starke Proliferation zurtckzufthren
ist, wurde die Proliferation mit Hilfe von BrdU-Einlagerung untersucht. Dazu
wurde schwangeren Méausen BrdU (5-Bromo-2-deoxyuridin) interperitoneal
injiziert und die Nachkommen nach 90 Minuten isoliert. Die Teencephali der so
behandelten E11.5 Embryonen wurden transversa geschnitten und die Paraffin-
schnitte mit BrdU-Antikérper immunhistochemisch behandelt. Damit erreicht
man eine Markierung aller Zellen, die wéhrend der 90 Minuten in der S-Phase
des Zdlzyklus BrdU inkorporieren. Im sich entwicke nden Kortex der Maus ist
die S-Phase ca. 4 Stunden, die G,- mit der M-Phase ca. 2 Stunden und die G;-
Phase ca 2 Stunden lang (Takahashi et al., 1999). Aufgrund der interkinetischen
Wanderung der Zellkerne der Vorlauferzelen in der ventrikularen Zone des
Kortex befinden sich die Zellen, die die S-Phase durchlaufen, am basalen Rand
der ventrikularen Zone und die Zellen in der M-Phase am api kalen Rand. So sind
im Wildtyp-Kortex nach e nem 90 mindtigen BrdU-Impuls die markierten Zdlen
in der S-Phase im basden Bereich der ventrikularen Zone. Die Zellen, die sich
wahrend des 90 minitigen BrdU-I mpulses am Ende der S-Phase befunden haben
und in die M-Phase Ubergegangen sind, befinden sich am apikden Rand der ven-
trikularen Zone (Pfeile in Abb. 20 Al). Im Kortex von JoP6; Emx1-Cre doppelt
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transgenen Mausen konnte diese Ordnung der Zdlen in verschiedenen Zell-
teilungsstadien nicht beobachtet werden (Abb.20 Bl). Durch Pax6-Uberexpres-
sion wird dso die interkinetische Wanderung der Zelkerne gestort. Die
I naktivierung von Pax6 in Small eye fuhrt ebenfdls zu Defekten in der inter-
kinetischen Zellkernwanderung (Stoykova et d., 1997). Auch konnten nach
Pax6-Uberexpression Zellaggregate gefunden werden, die in der Morphologie
ahnlich 9nd zu denen, die nach Pax6-Inaktivierung sowohl in vivo (Schmahl et
al., 1993; Stoykova et al., 1997; Talamillo et d., 2003) dsauch in vitro (Gotz et
al., 1998) gefunden wurden.
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Abbildung 20

Immunhistochemie E11.5 mit BrdU-Antikdrper in JoP6 einfach transgenem Kortex (A und Al) und
JoP6; Emx1-Cre doppelt transgenem Kortex (B und Bl). Die Pfeile in Al deuten auf die mitotisch
aktiven Zellen am unteren apiikalen Rand der ventrikularen Zone. Die Pfeile in Bl zeigen einige

Zellaggregate nach Pax6-Uberexpression.

Um die Proliferationseigenschaften des Pax6 Uberexprimierenden Kortex
genauer zu untersuchen, wurde eine immunhi gochemische Markierung mit ki67-

Antikdrper durchgefihrt. ki67- Antikorper markieren aleZellen, die sichin einer
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der Zdlteilungsphasen G,, S, G, oder M befinden. Dadurch wurde ersichtlich,
da3 die Zdlen in den Zellaggregaten nicht mit ki67-Antikor per markiert werden
und so keine Zellteilungen mehr vornehmen (Abb 21 B). Die Behandlung der
Zellaggregate mit der TUNEL -Reaktion konnte dagegen darstellen, dal3 die Zell-
aggregate durch Apoptose absterben (Abb 21 D). Dabea wurden nicht nur Zell-
aggregate von mehreren Zellen, sondern auch enzene Zellen mit glecher
Morphologie und Eigenschaft bezliglich der Zdlteilung und Apoptose gefunden
(Pfelle in 21 C). Um eine Differenzierung der Zellaggregate in Neurone zu ana
lysieren, wurde Immunhistochemie mit Tuj1-Antikorper durchgefihrt. Tujl ist
der friheste bekannte Marker, den Neurone unmittelbar nach ihrer Differen-
zierung exprimieren. Durch die interkinetische Zellmigration findet die Zell-
teilung der Vorlauferzellen immer am gpikalen Rand der ventrikularen Zone statt.
Differenziert sich eine der Tochterzellen nach der Teilung der Vorlauferzele in
ein Neuron, so wandert sie dorsd in die kortikae Platte. Der erste Zellmarker fir
diese frihen Neurone ist Tujl, den sie aufgrund der interkinetischen Zell-
wanderung ungefahr ab der Mitte der ventrikularen Zone exprimieren. Im JoP6;
Emx1-Cre doppédt transgenen Kortex dagegen konnten auch Tujl positive Zdlen
am agpikaen Rand der ventrikularen Zone dokumentiert werden (Pfeilkopfein 21
E). Die Zdlaggregate in JoP6; Emx1-Cre doppelt transgenem Kortex sind Tujl
negativ und somit keine Neurone (Pfellein Abb 21 E).
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Abbildung 21

Untersuchung der Zellaggregate auf E11.5 Paraffinschnitten von JoP6; Emx1-Cre doppelt trans-
genen Telencephali (A, Al, B, C, E) und JoP6 einfach transgenem Telencephalon (D). (A)
Immu nhistochemie mit ki67-Antikorper nach Pax6-Uberexpression (braun). (A1) die Vergré Rerung
von A zeigt die ki67 negativen Zellaggregate, die mit Pfeilen hervorgehoben wurden. (B) Hell-
feldaufnahme verschieden groRRer Zellaggregate nach Pax6-Uberexpression. (C) Uberlagerung der
Hellfeldaufnahme in B mit TUNEL markierten Zellen (griin). (D) Immunhistochemie mit Tujl-
Antikérper auf JoP6 einfach transgenem Kortex. (E) Immunhistochemie mit Tujl-Antikdrper auf
JoP6; Emx1-Cre doppelt transgenem Kortex. Die Pfeile deuten auf die Tujl negativen Zellaggre-
gate und die Pfeilkdpfe auf Tujl positive Zellen, die sich am apikalen Rand der ventrikularen Zone

befinden.
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2.3.2 Pax6-Uberexpression mit der hGFAP-Cre Mauslinie

Gorski und Mitarbeiter haben mit ihrer Analyse der Emx1-Cre Mauslinie zeigen
konnen, dald bei E12.5 sowohl fast alle Zellen der proliferierenden Zone als auch
der postmitotischen Zone im medialen, dorsalen und laterden Kortex von der
CRE-Rekombination betroffen sind. Im ventralen Kortex dagegen durchlaufen
nur wenige Zellen die CRE-Rekombination (Gorski et d., 2002). Durch Anadyse
der Zelllinien haben sie weiterhin gef unden, dal3 88% der Projektionsneurone des
postnataen Kortex rekombiniert sind und daher Tochterzellen von Emx1-Cre
positiven Zellen snd. Da CRE-Rekombination auch in den postmitotischen
Astrozyten und Oligodendrozyten nachgewiesen wurde (Gorski et al., 2002),
konnen die Defekte nach Pax6-Uberexpression mit der Emx1-Cre Maudinie von
zwei moglichen Effekten herriihren: Sie konnten einerseits auf die Pax6-Uberex-
pression in schon endogenen Pax6 positiven Vorl&uf erzellen, andererseits auf die
ektopische Pax6-Uberexpression in Pax6 negativen Zd len zuriickzuf tihren sein.
Um gezielt Pax6-Uberexpression in den endogenen Pax6 positiven Vorl auf erzel-
len des Kortex zu dirigieren, wurde firr die Pax6-Uberexpression die transgene
hGFAP-Cre Mauslinie benutzt (Zhuo et a., 2001). Der hGFAP-Promotor steuert
Expression in den RC2 und GLAST positiven radialen Gliazellen ab E13.5, die zu
80% auch Pax6 exprimieren (Heins et al., 2002). Kirzlich veroffentlichte Daten
schlief3en eine Cre-Expression in anderen kortikalen Vorlauferzellen as den
radialen Gliazellen aus (Mdaeda et al., 2003). Auch im adulten zentralen
Nervensystem kann die CRE-Immunreaktivitat nicht in Neuronen, Ependy-
malzedlen, Oligodendrozyten oder anderen Gliazdlen, bis auf die hGFAP
positiven Astrozyten, nachgewiesen werden.

Nach Pax6-Uberexpression mit der hGFAP-Cre Mauslinie wurde as erstes die
Uberexpression von PAX6-Protein mit Pax6-Antikorpern immunhistochemisch
nachgewiesen (Abb. 22). Wie die so behanddten transversaen Gefrierschnitte
von E18.5 Telencephali zeigen, kann sowohl die Pax6-Uberexpression als auch

die Expression des lacZ-Reporters nachgewiesen werden.
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Abbildung 22

Pax6- und lacZ-Expression im JoP6; hGFAP-Cre doppelt transgenen Gehirn im Vergleich zum
JoP6 einfach transgenem Gehirn. (A) Immunhistochemie mit Pax6-Antikorper (rot) auf JoP6 ein-
fach transgenem Gefrierschnitt. (B) Der Pax6-Antikorper auf JoP6; hGFAP-Cre doppelt trans-
genem Gehirn. (C) X-Gal-Farbung eines JoP6; hGFAP-Cre doppelt transgenen Gehirns.
Abkiirzungen: 1Z: Intermediare Zone; KP: Kortikale Platte; Kx: Kortex; Se: Septum; Str: Striatum;

SVZ: Subventrikulare Zone; VZ: Ventrikulare Zone.

Nachdem die Pax6-Uberexpression verifizert wurde, wurden die JoP6; hGFAP-
Cre doppdt transgenen Gehirne auf Apoptose hin untersucht. Per TUNEL-
Reaktion konnte nachgewiesen werden, da radia e Gliazellen be Pax6-Uberex-

pression Apoptose durchfihren (Abb. 23).
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Abbildung 23

Apoptose in JoP6; hGFAP-Cre doppelt und JoP6 einfach transgenen Gehirnen. TUNEL-Reaktion
auf E14.5 transversalen Gefrierschnitten. (A und C) Einfach JoP6 transgenes Telencephalon. (B
und D) JoP6; hGFAP-Cre doppelt transgenes Telencephalon. Abkiirzungen: Kx: Kortex; Str:

Striatum; VK: Ventraler Kortex.

Wie im JoP6; Emx1-Cre doppdt tranggenen Kortex falen auch nach Pax6-
Uberexpression mit der hGFAP-Cre Maudinie Zellaggregate auf. E14.5 Gefrier-
schnitte wurden daher mit ki67-Antikdrper immunhistochemisch rot geférbt.
AnschlieRend wurden die Aufnahmen von den Ze laggregaten und von den ki67-
Antikorper markierten Zellen tberlagert. Dadurch war erkennbar, da die Zell-
aggregate ki67 negativ sind und keine Zdltellung durchlaufen (Pfeile in Abb 24
B). Auf gleiche Weise wurde mit der Aufnahme der TUNEL -Reaktion verfahren.
So lie} sich feststellen, da? die Zdlaggregate aufgrund von Apoptose sterben
(Pfellein Abb 24 C).
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c

Abbildung 24

e

Analyse der Zellaggregate auf E14.5 Gefrierschnitten vom JoP6; hGFAP-Cre doppelt transgenem
Kortex. (A) Hellfeldaufnahme verschieden groRer Zellaggregate. (B) Uberlagerung der Hellfeldauf-
nahme in A mit ki67 markierten Zellen (rot). (C) Hellfeldaufnahme verschieden groRer Zellaggre-

gate. (D) Uberlagerung der Hellfeldaufnahme in C mit TUNEL markierten Zellen (griin).

2.3.3 Pax6-Uberexpression mit der E1-ngn2-Cre Mauslinie

Wie auchin der Einleitung beschrieben, ist Pax6in einem Gradienten im Kortex
exprimiert: Die Expression ist gark im rostro-lateralen und schwach im caudo-
medialen Kortex (Stoykova et d., 1997; Muzio et d., 2002). Damit ist die
Expression von Pax6 im ventralen Kortex stérker als im medialen, dorsaen oder
laterden Kortex. Nach Pax6-Uberexpression mit den transgenen Mauslinien
Emx1-Cre und hGFAP-Cre wurde im ventraen Kortex weniger Apoptose als in
den anderen Bereichen des Kortex detektiert, obwohl die Emx1-Cre und die
hGFAP-Cre Mauslinien im ventrden Kortex CRE-Rekombination durchfihren
(Gorski etal., 2002; Mdatesta et al ., 2003).
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Um die Pax6-Uberexpression in den kortikalen Vorlauferzellen des Kortex zu
untersuchen, die stark endogenes Pax6 exprimieren, wurde die E1-ngn2-Cre
Mauslinie zur Pax6-Uberexpression genutzt. Wie in Kapitel 2.1.7 und von
Scardigli und Mitarbeitern dargestellt, sind im Kortex der E1-ngn2-Cre trans-
genen Mauslinie nur Vorl&uferzellen von der CRE-Rekombination betroffen, die
stark Pax6 exprimieren (Scardigli et al., 2003). Somit wird durch Kreuzen der
transgenen Linien JoP6 und E1-ngn2-Cre das Pax6 im Kortex nur in denjenigen
Zellen Uberexprimiert, die schon stark endogenes Pax6 exprimieren oder von

i hnen abstammen.

Abbildung25

Die Pax6- und lacZ-Expression in JoP6; E1-ngn2-Cre doppelt und JoP6 einfach transgenen Telen-
cephali. Immunhistochemie mit Pax6-Antikdrper auf transversalen Gefrierschnitten in E14.5 JoP6;
E1-ngn2-Cre doppelt (B) und JoP6 (A) einfach transgenen Telencephali. (D und E) Immunhisto-
chemie mit Pax6-Antikdrper auf transversalen Gefrierschnitten in E18.5 JoP6; E1-ngn2-Cre dop-
pelt (E) und JoP6 (D) einfach transgenen Telencephali. Al bzw E1 sind ausschnittsweise
VergréRerungen von A bzw. E. (C und F) lacZ-Expression in Pax6 Uberexprimierenden Telen-

cephali. Abkirzungen: KP: Kortikale Platte; Str: Striatum; Se: Septum.
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Wiederum as erstes wurde die Expression von lacZ und Pax6 Uberpriift. Bei
E14.5 ist nur ene Intensivierung der Pax6-Expression in Pax6 endogenen
Bereichen des | ateral en Kortex zu erkennen. Dies wird durch dielacZ- Expression
in diesem Bereich unterstiitzt (Abb. 25 C). Bei E18.5 ist die Pax6-Uberexpres-
sion dagegen in der kortikalen Platte erkennbar (Abb. 25 E).

Mit der TUNEL Reaktion, dieauf transversden 10um Gefrierschnitten von JoP6;
E1-ngn2-Cre doppelt transgenem Gehirn durchgefuhrt wurde, konnte sowohl bei
E11.5 als auch bei E14.5 keine Zunahme der Apoptose feggestellt werden (Abb.
26).

Abbildung 26

Detektion von Apoptose mit TUNEL-Reaktion (griin) im Kortex auf transversalen Gefrierschnitten
nach Pax6-Uberexpression mit E1-ngn2-Cre. (A) Telencephalon einer E11.5 JoP6 einfach trans-
genen Kontrollmaus und (B) einer JoP6; E1-ngn2-Cre doppelt transgenen Maus. Eine vermehrte
Apoptose ist nicht festzustellen. E14.5 Kortex einer (C) JoP 6 einfach transgenen Kontrollmaus und
(D) einer JoP6; E1-ngn2-Cre doppelt transgenen Maus, ebenfalls ohne Zunahme der Apoptose.

Abkiirzungen: Kx: Kortex; LT: Lamina terminalis; Str: Striatum.
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2.4. Analyse des adulten Kortex nach Pax6-Uberexpression

Durch die Nutzung des Cre-loxP-Systems fiir die Pax6-Uberexpresson war es
mdglich, adulte M&use mit Pax6-Uberexpression im Kortex zu erhaten. Damit
konnte der Effekt der Pax6-Uberexpression auf die Schichtenbildung des Kortex,

die erst nach der Geburt abgeschl ossen ist, untersucht werden.

2.4.1 Pax6-Uberexpression mit der Emx1-Cre Mauslinie fiihrt zu Defekten
in der Schichtenbildung des Kortex

Um die Morphologie des adulten Kortex zu dokumentieren, wurden Gehirne aus
JoP6 enfach und JoP6; Enx1-Cre doppelt transgenen Mausen isoliert, mit
Paraffin transversal 10um dick geschnitten und mit Hamatoxylin-Eosin ange-
farbt. Im JoP6; Emx1-Cre doppelt transgenen Gehirn ist die Grof3e und die Dicke
des Kortex geringer als die des Kortex in einfach JoP6 transgenen Kontroll-
gehirnen (Abb. 27). Der Kortex ist nach Pax6-Uberexpression fast hab so dick
wie in den Kontrollgehirnen. Dieser Effekt ist auf rostraen Schnitten deutlicher
al sauf caudalen Schnitten. Eine genauere Untersuchung des Aufbaues des K ortex
zeigte, daR die Dichte der jeweiligen Kortexschichten mit Pax6- Uberexpression
vergleichbar mit denen der Kontrollgehirne war. Die Dicke der Schichten war
dagegen deutlich geringer, wobei die Supra-Granulatschichten (Schicht 1V bis|l)
mehr ds die Infra-Granulatschichten (Schicht VI und V) betroffen and. Im Ver-
gleich zur jeweiligen Kontrollschicht im JoP6 einfach transgenen Kortex i die
Supra-Granulatschichten im Pax6 tberexprimierenden Kortex auf 50% und die
I nfra-Granul atschichten auf 70% reduziert (gemittelt Gber 4 Schnittebenen und
auf Zehner-Potenz gerundet). Die Schicht IV ist sogar kaum noch erkennbar. Ver-
gleicht man das relative Verhaltnis der Schichten und Bildet einen Quotienten aus
Supra-Granulatschichten (im Zahler) und Infra-Granulatschichten (im Nenner),
so erhélt man fir den Wildtypkortex 0,6 und fir den Pax6 Uberexprimierenden
Kortex 0,5. Auch nach dieser Berechnung wird deutlich, daf3 die Supra-Granul at-

schichten starker d s die Infra-Granulatschi chten betroffen sind.
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JoP6 x Emx1Cre

JoP6
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L i 1

- P6 x Emx1Cre
B .

Abbildung 27

Hamatoxylin-Eosin-Farbung von transversalen 10um Paraffinschnitten von P21 Telencephali. Die
Dicke der Infra-Granulatschichten (Schichten VI und V) und Supra-Granulatschichten (Schichten IV
bis 1l) sind markiert. Die Dicke des Kortex nach Pax6-Uberexpression ist im Vergleich zum Kontroll-
kortex deutlich kleiner, wéhrend die Morphologie des Hippocampus nicht veréndert ist. (A und C)
Ubersicht und VergréRerung eines JoP 6 einfach transgenen Telencephalons. (B und D) Ubersicht
und VergrofRerung eines JoP6; Emx1-Cre doppelt transgenen Telencephalons. Im JoP6; Emx1-Cre
doppelt transgenen Gehirn ist die Schicht IV im Gegensatz zum Kontrollgehirn nur schwer zu
erkennen. In E bis H sind weitere transversale Schnitte in anderen Schnittebenen gezeigt. Die
Dicke der Infra- und Supra-Granulatschichten ist markiert. Abkirzungen: L1 bis L6b: Schichten

(Layer) | bis VI; Hi: Hippocampus; IG: Infra-Granulatschichten; SP: Supra-Granulatschichten.
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2.4.2 Pax6-Uberexpression mit der hGFAP-Cre Mauslinie fiihrt zu Defekten
in der Schichtenbildung des Kortex

Um die Auswirkungen der Pax6-Uberexpression, induziert durch die hGFAP-Cre
Mauslinie, auf das ausgewachsene Gehirn zu anaysieren, wurden P21 Gehirne
transversal 10pum geschnitten und mit Hamatoxylin-Eosn gefarbt. Wie auch bei
der Uberexpression mit Emx1-Cre konnte eine deutliche Verkleinerung der kor-
tika en Schichten besonders der Supra-Granulatschichten festgegellt werden. Im
Vergleich zum JoP6 e nfach transgenen Kontrollkortex sind die Supra-Granul at-
schichten nach der Pax6-Uberexpression auf 60%, und die |nfra-Granulat-
schichten auf 80% reduziert (gemittelt Gber 4 transversa e Ebenen) (Abb. 28). Da
mit der Emx1-Cre Mauslinie zusétzlich die nicht radiden Gliazellen betroffen
sind, ist die Verkl e nerung desKortex nach Pax6-Uberexpression mit der hGFAP-
Cre Mauslinie nicht so ausgeprégt wie mit der Emx1-Cre Mauslinie. Trotzdem
sind wieder die SupraGranulatschichten stérker betroffen als diel nfra-Granul at-
schichten. Dies wird auch deutlich, wenn man zum relaiven Vergleich den
Quoti enten aus Supra-Granulatschichten (im Zahler) und Infra-Granul atschichten
(im Nenner) bildet. Fur den Wildtypkortex erhdt man wiederum den Wert 0,6
und fir den Pax6 Uberexprimierenden Kortex den Wert 0,5. Somit sind nach
Pax6-Uberexpression mit der hGFAP-Cre Mauslinie genau wie mit der Emx1-Cre
Mauslinie die Supra-Granulaschichten starker als die Infra-Granulatschichten

von der Verkle nerung betroffen.
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Abbildung 28

Hamatoxylin-Eosin-Farbung von transversalen 10um Paraffinschnitten von P21 Telencephali. Die
Dicke der Infra- und Supra-Granulatschichten sind angezeigt. (A und C) Ubersicht und
VergroRerung eines JoP6 einfach transgenen Telencephalons. (B und D) Ubersicht und
Vergro Rerung eines JoP 6; hGFAP-Cre doppelt transgenen Telencephalons. In E bis H sind weitere
transversale Schnitte in anderen Schnittebenen gezeigt. Die Supra-Granulatschichten (Schichten Il
bis IV) und die Infra-Granulatschichten (Schichten V und VI) wurden in ihrer Dicke markiert. Abkr-
zungen: L1 bis L6b: Schichten (Layer) | bis VI; IG: Infra-Granulatschichten; SP: Supra-Granulat-

schichten.
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3. Diskussion

Eine der Herausforderungen des 2ligsten Jahrhunderts ist die Entschliisse ung
der molekularen Mechanismen der Gehirnentwicklung, die die Grundlage des
menschlichen Verhaltens sind. Das zentrale Nervensy sem der Saugetiere ist das
extremste Bespiel zellularer Diversifikation und Komplexitat. Die genaue
Anzahl verschiedener Zd Itypen, die nach vorsichtigen Schéazungen bei mehreren
hundert liegt, ig noch immer unklar (Stevens, 1998).

Die mesten Veroffentlichungen tGber Pax6 behande n die Funktion von Pax6 im
Auge. Uber die Bedeutung von Pax6 fiir die Entwicklung des Kortex ist dagegen
nur wenig bekannt. Auch beziehen sich die meisten Anaysen auf die
I naktivierung von Pax6. Daher sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit Pax6
konditiond im sich entwickelnden Kortex der Maus Uberexprimiert werden. Um
die konditionale Uberexpression zu ermdglichen wurde eine Strategie nach dem
Cre-loxP-System entwickelt.

Im Kortex bedtzt die endogene Expression von Pax6 einen deutlichen
Gradienten, der auf eine mogliche Funktion der PAX6-Konzentration hinwei st.
Die Bedeutung der Konzentration an PAX6 fur die Augenentwicklung konnte
erstmals von Schedl und Mitarbeitern aufgezeigt werden (Schedl et d., 1996).
Heins und Mitarbeiter konnten mit kultivierten, Pax6 positiven kortikalen Vor-
| auferzellen belegen, daR in vitro nach Pax6-Uberexpression die Vorlauferze len

ihre Proliferation beenden und verstarkt Neuronen bilden (Heins et al., 2002).
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Sogar postnatal e Astrozyten konnten nach Pax6-Uberexpression in vitro zu Neu-
ronen differenziert werden.

Eine Untersuchung der Kortexentwicklung in der Pax6 Nullmutanten Small eye
ist nur begrenzt moglich, da die Tiere bei der Geburt (E19) sterben, aber der
Kortex erst drei Wochen spater (P21) voll entwickelt ist. Auch fehlen Small eye
Axone und Fortsatze, die von anderen Gehirnbereichen in den Kortex des Telen-
cephalons einwandern und so dessen Entwicklung bee nflussen. Eine Unter-
scheidung von intrinsischen und extrinsischen Effekten ist so nicht moglich.
Daher wurde fir die Uberexpression von Pax6 eine konditionae Srategie
gewahlt, um Aufschluf Gber dessen Funktion im adulten und im sich entwicke n-
den Kortex zu erhdten. Nur so sind mogliche Veradnderungen im Kortex unab-
héngig von beeinflussenden Veréanderungen anderer Gewebe zu gudieren. Das
Cre-loxP-System bietet hierfur ein idedes neues Werkzeug, da es zeit- und
gewebespezifisch wirkt (Ubersicht in Kwan, 2002; Tsien et d., 1996; Rajewsky
et d., 1996).

3.1 Generierung der JoP6 gefloxten transgenen Mauslinie zur kondition-
alen Uberexpression von Pax6

Die Nutzung des Cre-loxP-Systems erfordert die Generierung von zwei trans-
genen Mauslinien. Dieerste transgene Mauslinie soll die Expression von Cre und
somit die CRE-Rekombination in spezifischen Zellen des Kortex steuern und die
zweite transgene Mauslinie soll die Pax6-Uberexpression ausschlieflich nach
erfolgter CRE-Rekombinati on gewahrleisten.

Die transgene Mauslinie JoP6 zur Uberexpression wurde durch Insertion des
“schlafenden” Gens Pax6 nach einer gefloxten STOP-Kassette und enem
starken, ubiquitdren Promotor erhdten. Als Promotor hierfir wurde ein Fusions-
promotor aus dem [-actin-Promotor des Huhns und dem Cytomegd ovirus Pro-
motor (CMV) benutzt (Niewa e al., 1991). Um die ubiquitdre
Expressionssteuerung in der transgenen Mauslinie analysieren zu kénnen, wurde
in die von diesem Promotor kontrollierte STOP-Kassette das gfp-Reportergen
integriert. Das gfp-Reportergen wurde ausgewahlt, da es fur Zellen nicht toxisch
ist und die Expression in der lebenden Maus per Fluoreszenz verfolgt werden

kann (Hadjantonakis et al., 1998). Mit Hilfe dieses Reporters konnte die ubi-
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quitdre Expressionssteuerung in der JoP6 transgenen Maus gezeigt werden.
Stromabwérts des mit Cre rekombinierbaren Transkriptionsstops wurden dann
die Gene Pax6 und lacZ inseriert. Dabei wurde darauf geachtet, dal3 nach
erfolgter CRE-Rekombination die verbleibende |oxP-Sequenz nicht den Trans-
lationsstart der MRNA bee nflul3t. Das Reportergen lacZ wurde dazu genutzt, um
vor der CRE-Rekombination ein Funktionieren der ST OP-K assette zu Uber prifen
und nach erfolgter CRE-Rekombination das Anschalten der “ schlafenden” Gene
lacZ und Pax6 zu verfolgen. Die gle chzeitige Expression des Reporters lacZ und
des zu andysierenden Gens Pax6 wurde durch eine | RES-Sequenz gewahrleistet.
Die Funktionen der jeweligen Genkassetten im klonierten Konstrukt wurden vor
der Generierung der Transgenen in vitro per GFP-Fluoreszenz, X-Gal-Farbung
und Pax6-Westernblot kontrolliert (Abb. 14). Auch in der anschlief?end
generierten transgenen Maus JoP6 zeigten die lacZ-und gfp-Reportergene ihre

erwartete Funktion.

3.2 Generierung transgener Mauslinien mit spezifischer CRE-Rekombina-
tion im sich entwickelnden Kortex

Um die Pax6-Uberexpression in spezifischen Zellen des sich entwickelnden Kor-
tex untersuchen und vergleichen zu konnen, sollten transgene Maudinien mit
verschiedener Cre-Expression im Kortex generiert bzw. genutzt werden.

Um Cre-Expression auch in Pax6 podtiven Zellen des Kortex zu ermdglichen,
ware en Steuerungsd ement aus dem Pax6-Promotor ideal. So ware gewahr-
leistet, dald die Expression in den Pax6 positiven Zellen aktiviert wird.
Kammandel und Mitarbeiter haben bei ihren Promotoruntersuchungen von Pax6
ein Element gef unden, das Expression im Kortex einer transient transgenen Maus
zeigte (Kammandd et al., 1999). Dieses sogenannte tel encephal on-Element
wurde genutzt, um transgene Cre-Mauslinien zu generieren. Von den 16
generierten telencephal on-Cre transgenen Mauslinien zeigten 7 eine ubiquitére
CRE- Rekombination, 2 konnten nicht erfolgreich verpaart werden und in 7
Linien konnte eine spezifische Expression im zentralen Nervensystem nachge-
wiesen werden. Aber nur eine dieser 7 Mauslinien vererbte das Expressions-
muster gabil auf die Nachkommen weiter. Solche Unterschiede in der Expression

konnen auf Integrationseffekte zurtckgefuhrt werden. Ist der verwendete
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Promotor nicht stark genug, um Umgebungseffekte oder strukturele und
chemische DNS Veranderungen auszugleichen, so wird ihre Expressions-
steuerung beeinflult (Ubersicht in Dobie et d., 1997). Auch die Anzahl der in
einem Lokus inserierten Konstruktkopien kann zu Variationen in der Starke der
Expression fuhren (Garick et d., 1998; Henikoff et d., 1998).

Durch Kreuzen der stabilen tdencephalon-Cre Mauslinie mit der Cre-Reporter-
mauslinie Z/AP (Lobe et al., 1999) konnte das CRE-Rekombinati onsmuster
analysert werden. Die telencephalon-Cre Mauslinie zeigt spezifische CRE-
Rekombination in der Nasenhohle, der Neuroretina, der optoeminentialen Zone
des Hypothalamus, sowie im Pons, Cerebellum, Tegmentum und Kortex. Das
dokumentierte Rekombinationsmuster entspricht Teillen der in der Einleitung
beschriebenen Pax6-Expresdon (Walther und Gruss, 1991; Stoykova und Gruss,
1994). AulRerhalb von Pax6 exprimierendem Gewebe wurde keine CRE-Rekom-
bination beobachtet. Da aber nur wenige Vorlauferzellen im Kortex der trans-
genen Mause CRE-Aktivitéa haben, konnte diese Mauslinie nicht genutzt werden,
um die Auswirkungen der Pax6-Uberexpresson auf die Morphologie des
gesamten Kortex zu untersuchen. Dennoch kann diese Mauslinie zur Analyse der
Zelllinien, die aus Pax6 positiven Vorlauferzellen entstehen, genutzt werden
(derzeit in Bearbeitung). Auch kénnte sie eine konditionelle Inaktivierung von
Pax6 in den Cre-rekombinierten Bereichen wie dem Tegmentum, der externen
geminaen Schicht des Cerebellums oder der optoeminentiden Zone
ermoglichen. Bisher wurden keine Promotoren fur diese spezifischen Gehirnre-
gionen identifiziert und somit konnte keine Cre-Mauslinien generiert werden.
Wie die Ergebnisse ebenfalls zeigen, ist das Promotore ement, das die voll-
sténdige Pax6-Expression im Kortex steuert, noch nicht gefunden worden.

Stark konservierte, untranslatierte Sequenzen homologer Gene kénnen Regula
tionsfunktion besitzen (Hardison, 2000). Funktionelle Analysen haben gezeigt,
dald essich be dem Pax6 Gen der Maus und des Menschen um echte Homologe
handdt (Ubersicht in Callaerts et al., 1997). Daher wurde die Gensequenz des
Pax6 L okus der Maus mit dem homologen Pax6 Lokus aus dem Menschen ver-
glichen, um konservierte Elemente fir e ne Expression im Kortex zu finden. Das
Programm VI STA (Mayor et al., 2000) bietet ein ausgezeichnetes Werkzeug, um
grof3e Genabschnitte (hier 33 kb) zu vergleichen. Ein, bezogen auf je 50 Basen-
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paare, zu 50% bis 100% identischer und bisher nicht untersuchter Genabschnitt
wurde im achten Intron gefunden. Aufgrund dieser hohen Konservierung wurde
eine transgene Linie generiert, um das Steuerungspotentia dieser Sequenz zu
analyseren. In dem dabei verwendeten Konstrukt steuert das achte Intron mit
dem PO-Minimalpromotor von Pax6 Uber ene IRES Sequenz die beiden Gene
Cre und gfp. Durch das Cre-Gen ist eine frihe Expressionssteuerung Uber eine
erfolgte CRE-Rekombination detektierbar und durch das gfp-Gen &3t sich in
utero die Expression im jewei ligen Entwicklungsstadium dokumentieren. Wie die
anschliefende Andyse der so generierten 18-Cre Mauslinie zeigte, wird eine
frihe CRE-Aktivité induziert. Bei E8.5 exprimieren die 18-Cre; Z/AP doppdt
transgenen Embryonen schon ubiquitdr hPLAP. Da die GFP-Fluoreszenz in
diesem Stadium auf den ventraden Bereich der Kopffate beschrankt ist und eine
gleichzetige Expression von gfp und Cre durch die | RES-Sequenz gewahrl & stet
wird, deutet dies auf enefrihere CRE-Aktivité hin. DaPax6-Expression auch in
embryonaen Stammzellen der Maus zu finden ist (Mansouri, personliche Mit-
teilungen), konnte die frihe CRE-Aktivita auf ein neu entdecktes Pax6- Element
hindeuten, das die Pax6-Expression in den embryonalen Stammzellen steuert.
Zwischen EL1.5 bis E2.5 und E6.5 bis E7.5 konnte aber in 18-Cre transgenen
Embryonen keine gfp-Expression nachgewiesen werden. So kann die 18
induzierte Expression in diesen frihen Stadien entweder zu schwach fir eine
detektierbare GFP-Fluorszenz sein, oder zwischen E2.5 bis E6.5 liegen. Be E8.5
und darauffolgend wird die gfp-Expresson spezifisch. Sie beginnt E8.0 in der
ventralen Kopffalteund wird E9.5 im Rickenmark, im Metencephaon und in der
Anlage des Thadamus sichtbar. E13.5 konnte die Expression zusatzlich in der
Amigddaundim Epithalamus dokumentiert werden. Mit Hilfe von Immunhisto-
chemie konnte gezeigt werden, dal3 die gfp-Expressionsdomanen auch PAX6 pos-
itiv sind. Das Express onamuster des Reportergens gfp entspricht somit Teilen der
Pax6-Expression. Mit dem 18-Element wurde ein neues Regul ati onselement von
Pax6 gefunden. Aufgrund der ubiquitdren CRE-Rekombination, die schon E8.5
gefunden wurde, konnte diese Mauslinie aber nicht zur konditionalen Uberex-
pression von Pax6 genutzt werden.

Als né&hstes wurde fir ene gewebespezifische Steuerung de CRE-

Rekombinaseaktivité in den Pax6 positiven Vorlauferzellen des Kortex das E1-
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ngn2- Element ausgewahlt (Scardigli et d., 2001). Dieses Elementist eénesvon 4
Elementen des ngn2 Gens, die Expression im zentralen Nervensystem der Maus
steuern. Die Expressionsmuster der Gene Pax6 und ngn2 tberl appen grofdtenteils.
Be der Inaktivierung von Pax6 ist die hgn2-Expression besonders im ventralen
Kortex inhibiert (Stoykova et al., 2000). Auch konnte gezeigt werden, dal3 der
Transkriptionsfaktor PAX6 an das E1l-ngn2-Element bindet (Scardigli et 4.,
2001). In vivo wurde gezeigt, da® das E1-ngn2-Element im Kortex der Maus
durch hohe Konzentrationen an Pax6 aktiviert wird (Scardigli et al ., 2003). Somit
ist das E1-ngn2 Element in den Zellen des Kortex aktiv, in denen das Pax6 Gen
stark exprimiert wird, vornehmlich im ventralen Kortex. Die mit diesem Element
generierte E1-ngn2-Cre transgene Mauslinie zeigt die erwartete CRE-Rekombi-
nation. Im sich entwickelnden Kortex beginnt die Expression E10.5 im ventralen
Bereich und weitet sich dann E13.5 dorsal aus, so dal3 E15.5 der gesamte Kortex
betroffen ist. Weitere spezifische Expressionsdoménen sind im Rickenmark,
Metencephadon und Diencephalon zu finden. Die dokumentierten rekom-
binierenden Bereiche entgprechen dem verdffentlichten E1-ngn2 Expressions-
muster (Scardigli et al., 2001).

3.3 Pax6-Uberexpression fithrt zu Apoptose und zur Bildung von Zell-
aggregaten

Wahrend der Entwicklung des zentralen Nervensystems in Séugetieren wird die
Anzahl der Zdlen durch Zellteilung und Apoptose, dem programmierten Zelltod,
reguliert. Viele neuronde Ze lpopul aionen regulieren ihre Zellanzahl, indem sie
zuerst viele Zellen generieren und anschliel3end die Gberschissigen durch Apop-
tose absterben (Oppenheim et al., 1990). In manchen untersuchten postmito-
tischen Zellpopulationen sterben bis zu 50 % der generierten Zedlen. Diese
Apoptose ist davon abhangig, ob die Neurone vom Bestimmungsort (zum
Beispid Muskelgewebe, Drisen oder andere Neurone) trophische Signde
erhalten oder nicht (Williams und Herrup, 1988). Auch sterben die Neurone,
wenn de dazu gezwungen werden, in den Zelzyklus zurickzukehren (Herrup
und Busser, 1995). Eswird daher angenommen, da3 Nervenzdlen, die die Kon-
trolle Uber den Zellzyklus verloren haben, durch Apoptose absterben. Kirzlich

wurde sogar eine weltere Mdglichkeit entdeckt, die Anzahl der Zellen in neuro-
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nalem Gewebe zu regulieren. In Drosophila konnte namlich gezeigt werden, dal3
auch die Anzahl der neuronden Vorlauferzelen durch Apoptose reguliert wird.
Hierbe konnte das Gen Abdominal-A, das zur Familie der Hox Gene gehort, als
eines der Regulationsmolektile identifiziert werden (Bello et d., 2003). Bisher
konnte fur Pax6 keine Regulationsfunktion in der Apoptose nachgewiesen

werden.

Wird Pax6 mit der E1-ngn2-Cre Mauslinie in den kortikalen Vorlauferzellen im
Stadium E9.5 Uberexprimiert, die schon eine sehr starke Expression an endo-
genem Pax6 besitzen, so konnte kein Eff ekt auf die Apoptose detektiert werden
(Abb 26). Mit Hilfe der Mauslinie hGFAP-Cre konnte Pax6 ab E14.5 auch in den
Vorlauferzellen Uberexprimiert werden, die ene schwache endogene Pax6-
Expression haben (Wdther und Gruss, 1991; Mdatesta et d., 2003). In JoP6;
hGFAP-Cre doppdt transgenem Kortex konnte eine massive Apoptose detektiert
werden. Durch immunhistochemische Markierung mit Casp3-Antikorper wurde
nachgewiesen, dal} die Protease Caspase3 aktiviert wird (Abb 19). Somit wurde
gezeigt, dal die Apoptose Uber den Apoptosom-Weg durchgefiihrt wird (Uber-
sicht in Kuan e al., 2000). Nach Pax6-Uberexpression mit der Emx1-Cre
Mauslinie wird die Uberexpression schon bei E10.5 in 88% der kortikalen Zellen
induziert (Gorski et al., 2002). In diesem Sadium befinden sich im Kortex
ausschliefdich Vorlduferzellen. Sie exprimieren Pax6 in einem Gradienten, der
von gar keiner Pax6-Expression bis sehr starker Pax6-Expression reicht. Auch
hier wurde eine massive Apoptos gefunden. Mit Hilfe beider Cre-Mauslinien
kann die Apoptose auf Pax6 exprimierende Vorlauferzellen sowohl im Stadium
E10.5 alsauch E14.5 | okalisiert werden.

Heins und Mitarbeiter konnten in vitro nach Pax6-Uberexpression in Pax6 posi-
tiven Vorlauferzellen keine Apoptose feststellen (Heins et al., 2002). Dies kann
vermutlich auf die Behandlungen der Zellen in vitro zuriickgefthrt werden. Es
besteht aber auch die Moglichkeit, daR bei der Pax6-Uberexpression in der Zell-
kultur andere Konzentrationen an Pax6 erreicht wurden asin vivo. Yamaoka und
Mitarbeiter dagegen konnten nach der Pax6-Uberexpression in den Inselzellen

des Pankreas in vivo ebenfals Apoptose dokumentieren (Yamaoka et d., 2000).
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Nach der Uberexpression mit der hGFAP-Cre Mauslinie in endogen schwach
Pax6 positiven Zelen konnten Zellaggregate dokumentiert werden, die nicht im
JoP6; E1-ngn2-Cre doppet transgenen Kortex oder im Wildtyp-Kortex gefunden
wurden (Abb 24). Zellaggregate mit der gleichen Morphol ogie konnten auch fir
die Uberexpression mit der Emx1-Cre Mauslinie gezeigt werden.

Eine genauere Analyse der Zdlaggregate zeigte, da’ die Aggregate negativ fur
Tujl und far ki67 sind (Abb 21 und 24). Tujl ist der erste Marker, den neu
generierte Neurone exprimieren. Die Zellaggregate diff erenzieren sich also nicht
in Neurone. ki67 wird von den Zdlen exprimiert, die sich in einem aktiven
Zyklus der Zellteilung befinden. Die Zellen der Zd laggregate befinden sich also
in der postmitotischen Gyp-Phase. Dagegen konnte dokumentiert werden, daf3 sie
positiv fur die TUNEL-Reaktion sind, also durch Apoptose absterben (Abb 21).
Es ist daher wahrscheinlich, daR einige Vorl uferzellen nach Pax6-Uberexpres-
sion sowohl ihre Zelltelungs- als auch ihre Zelladhésionseigenschaften
verdndern und aufgrund dessen durch A poptose abgetotet werden.

Auch nach Pax6-Inaktivierung wurden Verdnderungen in der Zelladhasion
gefunden. Nach Pax6-Inaktivierung treten ahnliche Phénoty pen auf wie nach der
Pax6-Uberexpression. Im Auge konnten Schedl und Mitarbeiter ebenfalls doku-
mentieren, dalR nach Pax6-Uberexpression dhnliche Phanotypen auftreten, wie
nach Pax6-Inaktivierung (Schedl et d., 1996). In Linsen mit Pax6-Inaktivierung
konnten Chauhan und Mitarbeiter mit einer cDNA-Mikroarray-Andyse
Verdnderungen in der Expression verschiedener Zelladh&sionsproteine finden
(Chauhan et d., 2002). Unter anderem waren die Zell oberfl &chenmol ekiile Para-
lemmin und TangerinA mifdreguliert. In kultivierten, Pax6 inaktivierten Zdlen
wurden ebenfalls Zd laggregate beobachtet (G6tz et al., 1998) und in Aggrega
tionsversuchen wurde dargelegt, dal3 sich kortikale Zdlen mit Pax6-Inak-
tivierung von den kortikden Zdlen des Wildtyps abtrennen (Stoykova et d.,
1997) . In Experimenten mit Wildtyp-Small eye-Transplantationen konnte dieses
Segregationsverhaten bestétigt werden (Tyas e al., 2003). Zusatzlich ist
tenascin-C, ein Molekul der extrazellularen Matrix, im Kortex von Small eye
nicht mehr vorhanden und die Expression des zelladhdsven Molekils R-Cad-
herin herunterreguliert (Stoykova et al., 1997). Die verotffentlichten und die in

dieser Arbeit dargestellten Daten unterstiitzen somit die Hypothese, dal3 Pax6
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einen ze lautonomen Effekt auf die Adhésionseigenschaften der Vorlauferzelen
und deren Tochterzdlen in der Kortikogenese hat. Somit spielt Pax6 e ne bedeu-
tende Rolle in der Regulation der Z€ linteraktion.

Auch in Wildtyp-Small eye Chiméren wurden Zellaggregate beobachtet, die sich
an der Grenze zwischen der subventrikularen und der intermedidren Zone
sammeln (Talamillo et d., 2003). An dieser Zonengrenze wird die Wanderung der
Neurone kurz angehalten, so daf? die Neurone moglicherweise eine transitorische
Phase durchlaufen (Bayer und Altman, 1991). Interessanterweise wurde nach
Pax6-Uberexpression mit der hGFAP-Cre Mauslinie ebenfalls die Akkumulation
der Zellaggregate in der gleichen Region gef unden (Abb.24). Allerdings scheinen
sich die Zdlaggregae, die durch Pax6-l1naktivierung gebildet werden, in
Neurone zu differenzieren (Tdamillo et al., 2003), wahrend dig enigen, die sich
nach Pax6-Uberexpression bilden, durch Apoptose absterben. Dennoch deuten
beide Daten auf eine Funktion fir Pax6 in der Zellwanderung von der subven-

trikularen Zone in die intermediare Zone hin.

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dal3 radia e Gliazellen sowohl Glia
zellen als auch Neurone bilden (Ubersicht in Campbd | und Gétz, 2002). In vivo
sind die Neurone, die von Pax6 inaktivierten radiaen Gliazd len abstammen um
50% reduziert (Heins et al., 2002). Wird Pax6 in vitro in radialen Gliazdlen
Uberexprimiert, so wird die Proliferation inhibiert und es werden verstérkt neuro-
nae, im Gegensatz zu nicht neuronden, Klone gebildet. Nach Pax6-Uberexpres-
sion mit der Emx1-Cre Mauslinie in vivo wurden viele Zellen am apikalen Rand
der ventrikularen Zone entdeckt, die den frihen neuronalen Marker Tujl
exprimieren (Abb 21). Dies konnte auf eine frihe Initialisierung der neuronalen

Differenzierung nach Pax6-Uberexpression zuriickzufiihren sein.

3.4 Pax6 in der funktionellen Determination der kortikalen Schichten

Der sich entwickelnde Kortex ist ein nitzliches System, um die Determination
der Neurone im zentralen Nervensystem der Saugetiere zu studieren. Der Kortex
besitzt sechs verschiedene Schichten. Die Neurone ener einzelnen Schicht
ahneln sich in Morphol ogie, physschen Eigenschaften und Muster der Axonen-

verbindungen. Auch sind die Neurone einer Schicht im gleichen Zeitfenster der
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Entwicklung entstanden (Bayer und Altman, 1991). Es wird angenommen, dal3
die Schichtenzugehotrigkeit enes neuen Neurons frih in der Entwicklung
wahrend der S-Phase des | etzten mitotischen Zyklusses der Vorlauferzelle festge-
legt wird (Caviness et al., 1982; McConnell, 1985; Rakic, 1988). Der Mechanis-
mus, der diese Determination der Neurone vornimmt, ist aber noch nicht
nachgewiesen worden.

Mit Hilfe einer konditionalen Strategie konnte in vivo gezeigt werden, dal eine
Uberexpression von Pax6 in kortikalen Vorlauferzellen zu schweren MiRbildun-
gen des Kortex fuhrt. Dabei wurde mit den beiden Cre-Mauslinien hGFAP-Cre
und Emx1-Cre ein ahnlicher Phanotyp erhalten: Es wurde sowohl en kleinerer
als auch ein dunnerer Kortex gefunden, wobei die Supra-Granulatschichten
starker ds die InfraGranulatschichten betroffen war. In den frihen (E10-E14)
Vorlauferzellen, die die Infra-Granulatschichten bilden (Schichten IV und V), ist
Pax6 gark exprimiert. In der Entwicklung wird nach E14 die Pax6-Expression
stark reduziert (Walther und Gruss, 1991; Stoykova und Gruss, 1994). Deswegen
ist die Pax6-Expression deutlich geringer in den spaten (E14 - E17) Vorl auf erzel-
len, die die Supra Granulatschichten bilden. Die kortikalen Vorlauferzellen sind
demnach heterogen. Basierend auf der Expression spezifischer Marker (RC2,
Nestin, GLAST, BLBP) und Pax6 konnen die Vorlauferzellen in zwei ver-
schiedene Populationen untergeteilt werden (Hartfuss et al., 2001; Heins et 4 .,
2002; Malatesta et al., 2003): Die erste Population wird von den nicht radialen
Gliazellen gebildet (30%), die nicht Pax6 exprimieren. Die andere Popul aionist
die der radialen Gliazellen (70%), die abhéngig von der Pax6-Expression in zwei
weitere Subpopul aionen eingeteilt werden kénnen: 80% sind Pax6 positiv und
20% sind Pax6 negativ.

Die Emx1-Cre Mauslinie dirigiert die CRE-Rekombination in 88% der Vor-
|auferzellen (Gorski e al., 2002). Somit wird die Pax6-Uberexpression in alen
drei Populationen der Vorlauferzellen angeschdtet. In den Pax6 negativen nicht
radialen Gliazellen und in den Pax6 negativen radialen Gliazellen wird eine
ektopische Pax6-Expression aktiviert, wahrend in den Pax6 positiven radialen
Gliazellen eine Pax6-Uberexpression angeschatet wird. Wird Pax6 mit der E1-
ngn2-Cre Mauslinie Uberexprimiert, so konnte keine Apoptose detektiert werden.

Demnach wurden die frithen Pax6 und ngn2 positiven Vorlauferzellen, die eine
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starke endogene Pax6-Expresson haben, von der Pax6-Uberexpression nicht
beeinfluld. Tatséachlich konnte mit der E1-ngn2-Cre Mauslinie be E18.5 eine
stérkere Expression des lacZ-Reporters in den postmitotischen Zellen der kor-
tikaen Plate, als in den anderen beiden Cre-Mauslinien dokumentiert werden.
Die Daten deuten darauf hin, dal3 diefrihen Vorl &uf erzell en, die endogenes Pax6
stark exprimieren, von der Pax6-Uberexpression nicht betroffen sind. Deswegen
sind die Infra-Granul atschichten wenig von der Pax6-Uberexpression beeinfluft.
Nach Pax6-Uberexpression mit der Emx1-Cre Mauslinie wurde eine regionali-
sierte, massive Apoptose in den frihen kortikalen Vorlauferzellen in dem medi-
alen, dorsden und lateralen Kortex gefunden. Diese Regionen exprimieren
wesentlich weniger Pax6 d's die ngn2 podtiven Vorléauferzellen des ventralen und
lateralen Kortex (Muzio et al., 2002). Somit wurde die Apoptose, die bei E11.5
detektiert wurde, auf drei unterschiedliche Populationen an Vorlauferze len loka
ligert: Die Pax6 negativen nicht radid en Gliazellen, die Pax6 negativen radialen
Gliazdlen und auf die schwach Pax6 positiven radiden Gliazellen. Die
Verkleinerung der Supra-Granulatschichten nach Pax6-Uberexpression konnte
daher auf zwel mdgliche Grunde zuriickgefiihrt werden: a) Entweder stirbt ein
Teil der Zellen von dlen drei oben genannten Zellpopul aionen und kann dann
nicht mehr die SupraGranulatschichten bilden, oder b.) wenn die endogene Pax6
Expression bei E14.5 deutlich abnimmt, kann die induzierte Pax6-Uberexpres-
sion von den Pax6 positiven radialen Gliazd len nicht mehr toleriert werden und
die Zdlen sterben, ohne die Supra-Granulatschichten zu bilden. Die Daten, die
mit Hilfe der hGFAP-Cre Mauslinie gewonnen wurden, unterstiitzen die zweite
Mdglichkeit.

Die quantitative Andyse der kortikaen Vorlauferzellen der Pax6 Nullmutanten
Small eye konnte ebenfalls zeigen, dal3 die nicht radialen Gliazellen und die Pax6
negativen radiden Gliazellen nicht von der Abwesenheit von Pax6 betroffen
waren. Ahnlich dazu wurde nach viraler Pax6-Uberexpression in vitro eine spezi-
fische Verstarkung der neurogenen Kapazitat in den Pax6 positiven radiden Glia
zellen erhalten (Heins et d., 2002). Dazu passend konnte auch in den
beschriebenen Experimenten festgesellt werden, dal’ die Pax6- Uberexpression
in erster Linie in den Pax6 positiven radiaen Gliazdlen die Bildung der Supra

Granulatschi chten bea nflufit.
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Um den Effekt der Pax6- Uberexpression spezifisch in den spéten, Pax6 positiven
radialen Gliazellen zu untersuchen, wurde die hGFAP-Cre Mauslinie benutzt
(Zhuo et d., 2001). Mit dieser Cre-Mauslinie wird die CRE-Rekombination
ausschliefdich in den spéen radialen Gliazellen (zwe Drittel der Vorlauferze len)
gesteuert, so dald die nicht radiden Gliazelen (ein Drittel der Vorlauferzellen)
nicht von der Rekombination betroffen sind (Malatesta et al ., 2003). Diese spaten
radialen Gliazellen wiederum sind zu 80% Pax6 positiv und zu 20% Pax6 nega
tiv. Mit der hGFAP-Cre Mauslinie wurde nach Pax6-Uberexpression eine mas-
sive Apoptose und eine Mif3bildung besonders der Supra-Granulatschichten im
Vergleich zu Infra-Granulatschichten detektiert. Die Population der Pax6
negativen radiaden Gliazelen betragt nur 20% der radialen Gliazellen. Nach der
Pax6-Uberexpression mit der hGFAP-Cre Maudinie wurde aber eine massive
Apoptose nachgewiesen. Deswegen 1803t sich darauf schlief3en, dal3 die Apoptose
hauptséchlich in den Pax6 positiven radiden Gliazellen, die die Supra-Granul at-
schichten aufbauen, stattfindet. Dies gibt einen Hinweis darauf, dal3 die spaten
Pax6 positiven radialen Gliazellen eine geringe Konzentration an PAX6 ben6ti-
gen, um die Supra-Granul atschichten bilden zu kénnen. Wird die PAX6 Konzen-

tration in diesen Zdlen erhoht, so reagieren sie mit Apoptose.

Bisher konnte Pax6 nicht in postmitotischen Zellen des Kortex lokdisiert
werden. Nach einer erfol gten CRE-Rekombination in den Vorl &uferzellen, ist die
Pax6-Uberexpression in den entsprechenden postmitotischen Tochterze len
vorhanden. Interessanterweise wurde nach der Pax6-Uberexpression mit den drei
Cre-Mauslinien immunhistochemisch keine Apoptose in den postmitotischen
Zellen des Kortex detektiert. Dies zeigt, dal3 im Gegensatz zu den kortikaen Vor-
| auferzellen, die postmitotischen kortikalen Neurone nicht auf die Pax6-Uberex-
pression reagieren. Mit Hilfe der CaMKII-Cre Mauslinie (Dragatsis et a., 2000)
konnte geteset werden, welchen Effekt eine direkte Pax6-Uberexpression auf die
postmitotischen Zelen nach der Geburt hat.

Zusammenfassend wurde nach dem Gebrauch von drei verschiedenen Cre-
Mauslinien gezeigt, dafd die frihen und die spéten Pax6 podgtiven radiden Glia
zellen (die entweder Pax6 stark oder schwach exprimieren) verschiedene

Toleranz zu der Pax6-Expression zeigen. Auch in der Pax6 Nullmutanten Small
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eye (Caric et al., 1997; Tarabykin et d., 2001), sowie nach konditionaler 1nak-
tivierung von Pax6 wurde gezeigt (Stoykova, personliche Mitteilung), dal’ die
Generierung der Supra Granulatschichten starker ds die Infra-Granul atschichten
betroffen sind. Daraus kann geschlossen werden, dai3 es fur die kortikalen Vor-
l&uferzellen wichtig ist, die Expressionsstérke an Pax6 zu regulieren, hauptséch-

lich um die Supra Granulatschichten bilden zu kdnnen.

Zwe mogliche Modelle kdnnen diskutiert werden, um die genannten Effekte von
Pax6 auf die Schichten des Kortex zu erklaren. Das erste Modell ist das
“Kompetenz-Modell”. Nach diesesm Modéel durchlaufen die neuronalen Vor-
l&uferzellen intrinsisch definierte “ Kompetenz-Stadien”, wodurch die Vorlaufer
in e@nem bestimmten “Kompetenz-Stadium” nur e ne bestimmte Subpopulation
von Zellarten generieren konnen. So konnte in Drosophila gezeigt werden, dai3
die unterschiedlichen “ Kompetenz-Stadien” durch die sequenzidle Expression
der voneinander unabhangigen Transkriptionsfaktoren Hunchback - Krippel -
Pdm - Castor definiert werden. Diese Faktoren sind dabei notwendig und hin-
reichend, um die jeweilige Zd lart festzulegen (Isshiki et d., 2001). Extrinsische
EinflUsse k6nnen zwar die Anzahl der Zellen, aber nicht die Art der Zellen beein-
flussen. Dies wurde ebenfdls bei der konditionalen Inaktivierung von Pax6 in
der Neuroretina gefunden (Marquardt et d., 2001). In der Abwesenheit von Pax6
werden in der Neuroretina anstatt der sechs verschiedenen Zellarten nur die
Amakrinzellen gebildet. Auch die kortika en Vorlauferzel len besitzen eine solche
intrinsische Determination. Werden kortikale Vorlauf erzellen kultiviert, so bilden
sie immer zuerst Neuroblasten und erst anschlief?end Glioblasten (Qian et 4.,
1998). Die molekularen Mechanianen, die diese Determination steuern sind
groftenteils nicht néher erforscht. Eine Mdglichkeit bestent darin, dal3 unter-
schiedliche Konzentrationen an Pax6 in den frihen und den spaten kortikalen
Vorlauferzellen festlegen, in welchem Kompetenz-Sadium sich die Zele befin-
det: Eine hohe Konzentration an PAX6 in den frihen Vorlauferzellen 1&%t die
I nfra-Granul aschichten entstehen, wahrend durch e ne niedrige Konzentration an
PAX6 in den spaen Vorlauferzdlen die SupraGranulatschichten gebildet
werden. Diese Hypothese wird aber nicht durch die nach Pax6- Uberexpression

gewonnenen Daten unterstitzt. Wirde eine hohe Konzentration an PAX6 in den
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Vorlauferzellen zur Bildung der Infra-Granulatschichten fuhren, so sollte nach
der konditionalen Pax6-Uberexpression wahrend der gesamten Entwicklung
ausschliefdich die Infra-Granul atschichten gebil det werden. Stattdessen sind aber
alle Schichten des Kortex nach Pax6-Uberexpression diinner als im Wildtyp-
Kortex, wobei die SupraGranulatschichten starker betroffen sind.

Das andere Modell besagt, daf? die Determination der kortikalen Vorlauferzellen
durch den Zellzyklus bestimmt wird (Ubersicht in Cremisi & al., 2003). In der
Maus werden die Schichten des Kortex zwischen E11 und E17 gebildet. Dabei
durchlauft eine Vorlduferzelle 11 Zellzyklen (Takahashi et d., 1995). Die
Neurone der Schichten VI und Vb werden von den ersten drea Zellzyklen
gebildet, die Schichten Va, 1V und 111 von den Zellzyklen 4 - 8 und die Schichten
Illa und Il von den letzten drei Zdlzyklen. Damit entstehen die einzelnen
Schichten zu bestimmten Entwicklungsstadien, wobe sich dlerdings die
Bildungen dieser Schichten zeitlich Gberlappen. So werden schon Zelen fir die
néchste Schicht gebil det, wenn die vorhergehende Schicht noch nicht abgeschl os-
senist.

Fehlt den kortikalen Vorlauferzellen Pax6, so haben sie Defekte in der Morpho-
logie, im Zdlzyklus und im Expressionsmuster (Stoykova et al., 1997; Go6tz et
al., 1998; Warren et al., 1999). Bei E12.5 wurde ein verkirzter Zdlzyklus und
eine verfrihte Neurogenese festgegellt, wahrend bei E15.5 der Zell zyklus, auf-
grund einer auggedehnten S-Phase, verlangert ist (Estivill-Torrus et al., 2002).
Aufgrund dieser Daten wird vermutet, dald Pax6 durch seine starke Expression in
frihen und seine schwache Expression in spéaen Vorlauferzellen den Zdlzyklus
beeinfluf® und so die Kortikogenese steuert. Die in dieser Arbet dargelegten
Ergebni sse unterstiitzen diese These. Obwohl die Pax6-Uberex presson die ganze
Kortikogenese beibehalten wurde (ab E10.5 mit Emx1-Cre), sind in erster Linie
die Supra-Granulatschichten betroffen, die von schwach Pax6 exprimierenden,
spéaten Vorlauferzellen gebildet werden.

Mit der Uberexpression von p27"P! konnte zum ersten Mal direkt gezeigt
werden, dald die Lange des Zellzyklusses in den Vorl auferzellen festlegt, welche
K ortexschicht die Tochterzel len bilden (Mitsuhashi et al., 2001). p27<P! reguliert
in den kortikalen Vorl &uf erzellen den Ubergang von der G1-Phase in die S-Phase

des Zellzyklusses und wird zwischen E12.5 und E14.5 in der Mitte der Kortiko-
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genese exprimiert, wenn die Schichten VI,Va und IV generiert werden. Nach
Uberexpression von p27kiIDl sind aber besonders die Supra-Granulatschichten
(Schichten IV, 111 und I1) dinner als im Wildtyp-Kortex (Caviness et al., 2003).
Die I nfra-Granul atschichten sind dagegen kaum betroffen. Somit konnte gezeigt
werden, dal3 durch eine Verénderung des Zellzyklusses der Vorlauferzedlen
sowohl die Anzahl der generierten Zellen in e nem bestimmten Zeitabschnitt, als
auch die Zugehorigkeit der Tochterzellen zu einer bestimmten Kortexschicht
beeinflul® wird. Damit korreliert der Zellzyklus der Vorlauferzellen mit der
Schichtzugehorigkeit der Tochterzellen. Da3 nach Pax6-Uberexpression die
Schichtenbildung des Kortex gegtért ist, &3t somit auf eine Steuerung des Zell-
zyklusses der kortikden Vorléuferzellen durch Pax6 schlief?en. Die in dieser
Arbeit entwickelte Strategie zur Uberexpression von Pax6 kann als Werkzeug
benutzt werden , um den kausalen Zusammenhang zwischen Pax6 und dem Zell-
zyklus der kortikden Vorlauferzellen und deren interaktive Partner zu identifi-

Zieren.
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4. Material und Methoden

4.1 Abklrzungen und Symbole

Soweit die Abklrzungen nicht im Text erlautert sind, wurden sie hier aufgel istet:

%

bp

c

°C
cDNA
Ci
cpm
dATP
dCTP
dGTP
dTTP
d

dd
DMSO
DNA
dNTP
DTT
EDTA
et d.

FCS

IPTG
IRES

Prozent

Basenpaare

centi

Grad Celsius
komplementére DNA

Curie

Zahlerimpulse pro M inute
Desoxy adenaosintri phosphat
Desoxy cytidintri phosphat
Desoxy guanosintriphosphat
Desoxy thymidintriphosphat
destilliert

doppdt destilliert
Dimethylsulfoxid

Desoxy ribonukleinsdure
Desoxy nukleotidtriphosphat
1,4 Dithiothreitol
Ethylendiamintetraacetat

und Mitarbeiter

Faraday

Fetales K &8 berserum
(Gramm 2) Erdbeschleunigung
Stunde
Isopropylthio-b-D-Galaktopyranosid
interne ribosomae Bindestelle
Kilobasenpaare (1000 bp)
Liter

milli

molar

mikro

Klonierungsstelle mit multiplen Restriktions-
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schnittstellen

min Minuten

n nano

oD optische Dichte

p pico

p.c. post coitum

PCR Polymerase-Kettenreakton

pH negativer dekadischer Logarithmus der
Protonenk onzentration

rpm Rotationen pro Minute

RT Raumtemperatur

SDS Natriumd odecy | sulfat

S Sekunden

SSC NaCl/NaCitratl6sung

TBE Tris/Borat/EDTA

TE TrissEDTA-Puffer

Tris Tris(hydroxy methy[)-aminomethan

u Enzymaktivitat

uv ultraviolett

Y, Volt

X-Gd 5-Bromo-4-chloro-3-indonyI-b-D-gal &tosid

4.2 Material

4.2.1 Oligonukleotide

CRFP 5'-gagctgcagcatgcccaagaagaagaggaag-3°
CRRS 5‘-gcgtccgeggctaatcgcecatcttccagca-3'
P6.7forN 5'-gggggctgctagcatccagggacactcecg-3
P6.8revP 5 -taatgtgtgtctgcaggcgeccggcetegect-3*
P6.13revP 5'-gggaagtagcagat ctgcagaccgggttcta-3'
P6.14f orN 5' -gctggcctaagag ctagcacagtgggatccg-3°
P6.25F 5° -agcactcagtcacctggcetgcaa-3'

P6.28R 5'-tggcagccatctgcaacaaaaag-3

P6.32Sfil 5*-gagaagggcctctggggecagggggcagata-3'
P6.30Nhel 5‘-aaaaggctagcggag caggaaaatggcatt-3'
GR1 5 -ggaattcceccagcetggttetttccgectea 3

GF2 5'-ggaattcataacttcgtatast gtat gctatacgaagttatat ggtgag caagggcgaggagctg-3°

Linkera 5'-ctcgagggttccttagecgeggecgegtecgac-3-

Linkerb 5*-agctgtcgacgcggecgeggctaaggaaccctcgagtgea-3°

flox1 5 -tcgataacttcgtataatgtatgctatacgaagttat ctcgaggggggce- 3

flox2 5' -ggccgecceccctcgagataacttcgtatag catacattatacgaagtta-3'
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cP6RXh 5'-ccgctcgagttactgtaatcgaggecagtactg- 3
cP6FXh 5*-accgctcgagatgcagaacagtcacagcggagtg-3
JoP6F 5'-cctgggcaacgtgetggttattgtgetg-3°

JoP6R 5' -cacaaccgttggatacctgcagaattcgg-3*

4.2.2 Plasmide

psl 1180 (Phar macia):

3422 bp Superlinker-Plasmidvektor mit 64 Redriktionsstellen inder MCS, Amp-
icillinrestistenzgen (f3-Lactamase), colEl-ori, M13-ori, lacl-Bindestdle, lacZ-
Sequenz unterbrochen durch MCS.

pBS K S*(Stratagene):

2961 bp Phagemidvektor, Ampicillinresigenzgen ([3-Lactamase), colEl-ori,
f1(+)-ori, lacZ-Sequenz unterbrochen durch MCS, MCSflankiert von T3 und T7-
Promotor.

pT-Adv (Clontech):

3.9 kb Plasmidvektor mit Uberhdngenden Thymidinnukleotiden zur Klonierung
von PCR Amplifikaten in der MCS, Ampicillinresistenzgen ([3-Lactamase),
colEl-ori und M13-ori.

pl RES-eGFP (Clontech):

Dieser 5,2 kb Expressionsvektor enthdt e ne IRES zwischen der MCS und dem
eGFP L eseraster.

4.2.3 Plasmidkonstrukte

pPGK-Cre(NLS)-bpA (Fellenberg und Rajewsky, 1996):

I m Vektor pPGK lag das L eserager der CRE-Rekombinase des Bak eriophagen P1
vor, welches Gber PCR mit dem NLS (Nukled&rem Lokdisations Signd) des
grofRen T-Antigens des SV40-Virus versehen wurde. Cre-NLS wurde zwischen
einem pA-Sgna und dem pgk-Promotor inseriert.

psl1180-1 RES-gfp-intron-pA (Ashery-Padan et al., 2000):

Besteht aus 2,2 kb | RES- gfp-intron-pA-K assette, kloniert Sacll-Xhol in psl1180.
Die 0,8 kb IRES (internal ribosomal entry ste) stammt aus dem Encephd omyo-
carditis-Virus (EMCV)-Virus. Der 716 bp gfp-Leseraster ist durch gezielte Muta

genese sequenz-humanisiert worden (Zernicka-Goetz et a. 1997). Das Intron
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stammt aus dem Intron2 des 3-globulin-L okus aus Kaninchen. Die 0,3 kb polyA
(pA)-Signal stammt aus dem SV 40-Virus.

psl 1180-Cr e-l RES-gfp-intron-pA (diese Ar beit):

Die Oligonukleotide CRFP und CRRS amplifizieren das Leseraster der NLS-
CRE-Rekombinase mit Hilfe des Vektors pPGK-Cre(NL S)-bpA (Fellenberg und
Rgewsky, 1996). Das Amplifikat wurde mit Pgl und Sacll in Pstl-Sacll von
psl1180-1RES-gf p-intron-pA kloniert.

psl1180-P1-Cr el RES-gfp-intron-pA (diese Ar beit):

Der P1-Minima promotor von Pax6 wurde durch PCR mit den Primern P6.7forN
und P6.8revP auf dem Plasmid p6sgl8 amplifiziert und in die Nhel und Pstl
Spdtstellen von psl1180-Cre-IRES-gfp-intron-pA ligiert.

pTelCre (diese Arbeit):

Das erste Intron von Pax6, das das telencephal on-Element enthalt, wurde mit
BamHI aus dem Plasmid p6sgl8 herausgespdten, der Restriktionsiiberhang mit
der Klenow-Polymerase aufgefillt und in die ebenfdls aufgefillte Nhel Spats-
telle von psl1180-P1- Cre-IRES-gf p-intron-pA inseriert. Das reaultierende Kon-
strukt wird im folgenden als pTel Cre bezei chnet.

psl 1180-PO-Cr e-| RES-gfp-intron-pA (diese Ar beit):

Mit den Oligonukleotiden P6.7forN und P6.8revP wurde der P1-
Minimalpromotor von Pax6 auf dem Plasmid p6sgl8 (Walther und Gruss, 1991)
amplifiziert. Das Amplifikat wurde mit Nhel und Pstl in Nhel-Pstl von psl 1180-
Cre-IRES-gfp-intron-pA kloniert.

psl 1180-PO-Cr e-l RES-gfp-intron-pA (diese Ar beit):

Mit den Oligonukleotiden P6.13revP und P6.14forN wurde der PO-Minimal-
promotor von Pax6 auf dem Plasmid p6sg21 (Walther und Gruss, 1991) amplifi-
ziert. Das Amplifikat wurde mit Nhel und Pstl in Nhel-Pstl von psl1180-Cre-
| RES-gfp-intron-pA kloniert.

p6x18 (Walther und Gruss, 1991):

Ein 8,4 kb genomisches Fragment vom Pax6 Lokus wurde mit EcoRIl in
pBSIIKS+ kloniert.

p69y21 (Walther und Gruss, 1991):

Ein 1,5 kb genomisches Fragment vom Pax6 Lokus wurde mit Sal und EcoRl in

pBSIIKS+ kloniert. Es enthé@lt das Exon O sowie den 5 Bereich von Pax6.
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p69y22 (Walther und Gruss, 1991):

Ein 5,5 kb genomisches Fragment vom Pax6 Lokus wurde mit EcoRI in
pBSIIKS+ kloniert. Esliegt 5'vom I nsert in p6sgl18.

pJ (diese Arbeit):

Aus dem Vektor p6sgl8 (Walther und Gruss, 1991) wurde das telencephal on-Ele-
ment (Kanmmandd et d., 1999) von Pax6 mit BamHI herausgespaten und in
Nhel (aufgefillt) von pd1180-P0O-Cre-| RES-gfp-intron-pA kloniert.

psl1180-1 7a-PO-Cre-l RES-gfp-intron-pA (diese Ar beit):

Mit den Oligonukleotiden P6.32Sil und P6.30Nhel auf dem Vektor p6sg22
wurde das 3"-Ende des achten Introns von Pax6 mit PCR amplifiziert und in den
Vektor pT-Adv kloniert. Mit Notl (aufgeftllt) und Nhel wurde die genomische
Sequenz wieder herausgespdten und in Smal-Nhel von psl1180-P0O-Cre-IRES-
gfp-intron-pA inseriert.

psl 1180-1 7-PO-Cre-l RES-gf p-intr on-pA (diese Arbeit):

Die Oligonukleotide P6.25F und P6.28R amplifizieren mit PCR en 3 kb Frag-
ment vom achten Pax6 Intron, das in pT-Adv kloniert wurde. Das Fragment
wurde mit Xba wieder herausgespdten und in Nhel von psl1180-1 7a- PO-Cre-
| RES-gfp-intron-pA kloniert.

pE1-B3-globinpro::LacZpA (Scardigli et al., 2001):

Dieser Vektor enthdt ein 1758 bp umfassendes genomisches Fragment, E1-ngn2,
aus der 5’-Region des ngn2 Promotors, das mit dem 3-globulin Minima promotor
aus Kaninchen dem lacZ-Reportergen vorliegt.

psl 1180-min-Cr el RES-gfp-intron-pA (diese Ar bet):

Der 3-globulin Minimal promotor wurde mit Pstl aus pE1-3-globinpro::LacZpA
herausgespalten und mit Pstl in psli1180-Cre-| RES gfp-intron-pA inseriert.

psl 1180-E 1ngn2-Cr e-| RES-gfp-intron-pA (diese Ar beit):

Das E1-ngn2 Element wurde mit Notl aus dem Plasmid pEl-3-globinpro::Lac-
ZpA heraugyespalten und in pd1180-min-Cre-IRES-gfp-intron-pA inseriert
(Scardigli et d., 2001).

pCAGGS (Niwa et al., 1991):

Der Vektor enthdlt e nen Fusionspromotor aus dem CMV und dem [3-actin Promo-
tor aus dem Huhn. Darauf folgt e ne I ntronsequenz, eine MCS und das 3-globin

polyA aus Kaninchen.
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pK C253 (Chowdhury, dieses Labor):

Dieser Plasmidvektor enthdt eine IRES die vor LacZ und pAkloniert ist.

pJojol (diese Ar beit):

Das PCR Amplifikat der Oligonukleotide GR1 und GF2 auf dem Vektor plRES-
eGFP wurde mit EcoRI gespdten und in EcoRI von pCAGGS (Niwa et al. 1991)
kloniert.

pJojo2 (diese Ar beit):

Die Oligonukleotide Linkera und Linkerb wurden phosphoryliert und hybridisi-
ert. Das erhaltene Fragment wurde in die Pstl und Hindl 1l Spatstelle von pJojol
inseriert.

pJojo3 (diese Ar beit):

DieOligonukleotide flox1 und flox2 wurden phosphoryliert und hybridisiert. Das
erhaltene Fragment wurdein die Sall Spatstellevon pJojo2 inseriert.

pJojo (dieseArbeit):

Aus dem Plasmidvektor pKC253 wurde die IRES und das LacZ L eseraster mit
Xhol und Notl herausgespalten und in Xhol und Notl von pJojo3 kloniert.

pCM V-Pax6 (pCMV-Pax6-intron-pA; L. St.Onge, dieses L abor):

Das Leseraster der Pax6-cDNA (Wadther et al., 1991) lag als EcoRI-Fragment
zwischen enem CMV-Promotor und dem zweiten Intron2 des Kaninchen-b-
globin-Lokus plus polyAin pKSI| vor.

pJoP6 (diese Ar beit):

Durch ene PCR mit den Oligonukleotiden cP6RXh und cP6FXh wurde das
L eseraster von Pax6 mit dem Plasmid pCMV-Pax6 amplifiziert. Das Amplifikat

wurde mit Xhol gespdten undin Xhol von pJojo inseriert.

4.2.4 DNA-Langenstandards

[-DNA, BgEIlI-Restriktionsverdau: 0,7-14,1kb: 702, 1264, 1371, 1929, 2323,
3675, 4324, 4822, 5686, 6369, 7242, 8454, 14140 bp

100 bp Leiter (Roche): 100 -1500 bp, 2642 bp

1 kb Leiter (Roche): 0,07-12,2 kb: 75, 134, 154, 201, 220, 298, 344, 396, 506,
517, 1018, 1636, 2036, 3054, 4072, 5090, 6108, 7126, 8144, 9162, 10180, 11198,
12216 bp
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4.2.5 Bakterienstdmme

E. coli DH5a (Stratagene): Genotyp: supE44 lacU169 hsd R17 recAl endAl
gyrA96 thi-1 relAl

E. coli XI-1 Blue (Stratagene): Genotyp: upE44 hsdR17 recAl endAl gyrA46
thi relAl lac F'[proAB™ lacl%lacZ DM 15 Tn10(tet")]

E. coli STBL2 (Gibco): Genotyp: F mcrA D(mcrBC-hsdRMS-mrr) recAl endAl
gyrA96 thi supe44relAll | D(lac-proAB)

E. coli 294-Cre (Buchholz et d., 1996): F, A", supE44, endA1l, thi-1, hsdR17,
lacZ::cl 857-Cre

4.2.6 Antibiotika
Ampicillin-Stammlésung: 50 mg/ml in dH,0, stexilfilitriert, bei -20°C gel agert.
Ampicillinin Nahrmedien wurde in der Regel in einer Konzentration von 50 mg/

ml eingesetzt.

4.2.7 Nahrmedien

LB (Luria-Bertani-) Medium:

10 g Bacto-Trypton, 5 g Bacto-Hefeextrakt, 10 g NaCl, 950 ml dH,O.
TB-Medium:

12 g Bacto-Trypton, 24g Bacto-Hef eextrakt, 4 ml Glycerol, 900 ml dH,G;

Nach Abkihlen auf 60°C erfolgt Zugabe von sterilen: 10 ml 250 mM KCl
(pH7,0), 5ml 2M MgCls.

SOC-Medium:

2 g Trypton, 0,5 g Hefeextrakt, 1 ml 1M NaCl, 0,25 ml 1M KCl

100 ml dH,0; 20 min autoklavieren, anschlief}end erfolgt die Zugabe folgender
sterilfiltrierter Losungen: 1 ml 1M MgCl,, 1 ml 1M MgSQ,4, 1 ml 2M Glukose.

L B-Platten:

10 g Bacto-Trypton, 5 g Bacto-Hefeextrakt, 10 g NaCl, 15 g Agar, 950 ml H,0;
20 min autoklavieren, Zugabe von Ampicillin erfolgt nach Abkihlen des Medi-

ums auf unter 70°C.

4.2.8 Puffer und Lésungen
Blotl (Denaturierungspuffer): 0,5 M NaOH, 1,5M NaCl
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Blot2 (Renaturierungspuffer): 1,0 M Tris, pH 8,0, 1,5 M NaCl
Chloroform/lsomyladkohol: Im Verhdtnis 24:1 gemischt

10X Denhardt’'s: 2% Bovines Seruma bumin, 2% Ficoll, 2% Polyvinylpyrolidin,
L agerung bei -20°C

dNTP-Stammldsung: jewells 660 mM dATR dCTP, dGTR, dTTP in dH,0,
Lagerung be -20°C

0,5M EDTA pH 8,0: Stamml6sung in dH,O, pH mit NaOH e ngestellt, autokla
viert

Ethidiumbromidl ésung (10mg/ml): 1g/100ml dH,0O, fur mehrere Stunden unter
Ruhren gl 6st, Lagerung im Dunkeln bei 4°C

FCS(Fetdes Kalberserum): FCS (Gibco) wurde bei 4°C aufgetaut, fir 30 min bei
56°C inkubiert und bei -20°C gd agert.

Ldsung A (Resuspendi erungspuffer): 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 10 mM EDTA
Losung B (Lysispuffer): 200 mM NaOH, 1% SDS

Ldsung C (Neutralisierungspuffer): 3,0 M Kaliumacetat, pH 5,5, Lagerung bei
4°C

2M MgCl,: Sammldésung in dH,0, autoklaviert

Mowiol: 9,6 g Mowiol, 24,0 g Glycerol in24 ml dH,0, 1 h ruhren; 48 ml 0,2 M
Tris, pH8,5, 20 min riihren; 50°C; Abzentrifugieren, 1000 g; Uberstand bei -
20°C lagern.

5M Na&Cl: Stamml6sung in dH,0, autoklaviert

P-30-Suspension: Bioge P-30 (Biorad) in 50 mM HEPES (pH 6,0) suspendiert
und autoklaviert.

10x PBS 1,3 M NacCl, 70 mM Na2HPO4, 30 MM NaH,PO,* 2H,0, pH 7,0

1x PBST: 0,2% NP-40, 0,01% DOC, 1xPBSin dH,O

4% PFA/PB S:10g PFA in 250 ml 1xPB S geltst, bei 4°C gelagert.
Phenol/Chloroform/I somylalkohol : Im Verhaltnis 25:24:1, Die Lésung wurde vor
Gebrauch mit TE-Puffer gesattigt und auf pH 7,5 gebracht

10% SDS: 10g SDS bei 68°C mit dH,0 auf 100ml Endvolumen, mit HCI auf pH
7,2, autoklaviert

Saline: 0,86% NaCl in dH,0

20X SSPE: 175,3 g NaCl, 27,6 g NaH,PO4*H,0, 7,4 g EDTA, mit ca. 6,5ml/
1000ml 10N NaOH auf pH 7,4 in 1000 ml dH,0, autoklaviern.
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20x SSC: 3M NaCl, 300 mM Natriumcitrat, mit 10N NaOH auf pH 7,0. autokla
viert

STE-Puffer: 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, pH8,0, 1ImM EDTA

30% Sukrose/PBS: 30g Sucrose in 100 ml 1xPBS gel ost, bei 4°C gd agert
Sukrosefarbmarker: 60% Sucrose, 0,05% Bromphenolblau, 0,05% Xylencyanol,
10mM Tris-HCI, 0,AM EDTA, pH 8,0

10x TBE: 0,89M Tris-Borat, 0,89M Borsaure, 25mM EDTA, pH 8,0, autokl aviert
Tris-HCI: Tris-(Hydroxylmethyl) Aminomethan, mit HCI auf pH 7,0 oder pH 8,0
TE: 10 mM TrisHCI, pH 7,5, 1mM EDTA, pH 8,0

X-Gal-L6sung: 20 mg/ml in Dimethylformamid, Lagerung bei -20°C

4.2.8.1 Restriktionspuffer (NEB)

NEB1: 10 mM Tris-Propan-HCI, 10 mM MgCl,, 1mM DTT, pH 7,0

NEB2: 10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 50 mM NaCl, ImM DTT, pH 7,9
NEB3: 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 100 mM NaCl, ImM DTT, pH 7,9
NEB4: 20 mM Tris-Acetat, 10 mM Magnesiumacetat, 50 mM Kaliumacetat,
1ImM DTT,pH 7,9

4.2.8.2 Restriktionspuffer anderer Enzyme

AP-Puffer (fur dkalische Phosphatase): 100 mM Tris-HCl pH 9,5, 100 mM
MgCl,, pH 7,6

Ligasepuffer (NEB): 50 mM Tris-HCL(pH 7,5), 10 mM MgCl,, 10 mM DTT,
1mM ATP, 25 mg/ml BSA

T4-DNA-Polymerasepuffer (NEB): 10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 50 mM
NaCl, ImM DTT, pH 7,9

4.2.9 Chemikalien

Chemikdien wurden von den Firmen J.T. Baker (Deventer, Holland), Biomol
(llvesheim), BRL (Bethesdeda Research Laboratories, Karsuhe), Difco Labora
tories (Detroit, USA), Fluka (Buchs, Schweiz), Merck (Darmstadt), Roth
(Karslruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma (M nchen) bezogen. Alle Chemikal-
ien besa3en den Reinheitsgrad p.a. (zur Analyse).
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4.2.10 Enzyme

4.2.10.1 Restriktionsenzyme

Restriktionsenzyme wurden von Amersham-Buchler (Braunschweig), Boehringer
(Mannheim), Gibco-BRL (Karlsruhe), NEB (New England Biolabs, Bad Schwal-
bach), Pharmacia (Freiburg), SERVA/Promega (Heiddeberg), Stratagene (La
Jolla) bezogen.

4.2.10.2 andere Enzyme

RNAseA: RNAseA in 10 mM Tris-HCI pH7,5, 15 mM NaCl auf 10mg/ml geldst,
DNAsen wurden durch 15 min Erhitzen bei 95°C denaturiert, RNAseA wurde
durch Abkuhlen auf RT renaturiert, L agerung bei -20°C

ProteinaseK: ProteinaseK (Boehringer) auf 10 mg/ml Endkonzentration in dH,O
gel 6st, L agerung bei -20° C.

Weitere Enzyme: Bovine intestinale Alkdine Phosphatase (Boehringer), T4-
Polynukl eotidkinase (10u/ul), T4-DNA-Ligase (konzentriert, Boehringer), DNA-
Polymerase I, Klenow-Fragment (Boehringer), AdvanTAge Taqg (Clontech).

4.2.11 Sonstige Materialien

4.2.11.1 Plastikmaterialien

Plastikmateridien wurden von den Firmen Eppendorf, Falcon, Greiner, Nunc und
Sarstedt bezogen.

4.2.11.2 Kit's*

Von der Firma Qiagen (Hilden) wurden fur die DNA-Préparation der QI Afilter-
Maxi-Kit und QIAfilter-Midi-Kit verwendet.

4.2.11.3 Filme

Autor adiogramme wurden mit BIOMAX (Kodak)- oder XAR-3 -Filmen (Kodak)
durchgefihrt. Farbphotographien wurden mit Ektachrome 320T und 64T (K odak)

angefertigt.
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4.2.11.4 Gerate, Computer und Software

Es wurden Apple Macintosh Computer mit folgenden Programmen verwendet:
Adope Photoshop (Adope Systems), Freehand (Macromedia), Microsoft Word
(Microsoft Corp.) und VISTA (Mayor e a. 2000, http://sichuan.lbl.gov/vista/
index.html).

Verwendete Mikroskope und Kameras:

Es wurde das SZX12 Stereomikroskop (Olympus), das SX60 Mikroskop (Olym-

pus) und die ColorViewll digitd e Kamera verwendet.

4.3 Molekularbiologische Methoden

Wenn nicht anders angegeben, wurden molekularbiol ogische Methoden nach
Sambrook et al., 1989 durchgefihrt.

4.3.1 Transformation von E. coli

4.3.1.1Préaparation und Transformation elektrokompetenter E. coli-Zellen

E. coli-Zellen wurden aus einer Glycerol- Stammsuspension auf L B-Platten aus-
gestrichen und 10-16 h bei 37°C inkubiert. Mit einer Kolonie wurden 5 ml LB-
Medium angei mpft und Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Mit dieser Vorkultur wur-
den 500 ml LB-Medium inokuliert und diese bei 37°C bei 260 rpm, bis zu einer
ODggg von 0,4-0,5 inkubiert. Die Suspension wurde 15 min auf Eis gestellt und
anschlieRend 20 min mit 3500 rpm bel 4°C zentrifugiert. Das B akteriensediment
wurde mit 500 ml eiskal tem autoklavierten ddH,O resuspendiert und erneut zen-
trifugiert. Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt. Anschlief3end wurde
das Sediment in 40 ml eiskaltem autoklavierten 10% Glycerol wie oben
gewaschen. Schliefdlich wurde das Volumen des Bakteri ensedi ments abgeschéatzt
und mit eénem gleichen Volumen 10% Glycerol suspendiert und bei -70°C
gdagert.

Far die Transformation wurden die Zellen auf Eis aufgetaut und mit 1-2 pl Liga
tionsansatz gemischt. De  Ansaz wurde in eine vorgekihlte
Elektroporati onskiivette Uberfuhrt. Transformiert wurde mit einem Biorad Gene
Pulser, mit den folgenden Einstdlungen: 25 pF, 2,5 kV und 200W. Nach der

Trandormation wurden die Zellen sofort mit auf RT ewarmten 1 ml SOC-

83



Material und Methoden

Medium gemischt und fir 45 min bei 37°C auf dem Roller inkubiert.
AnschlielRend wurde die Zellsuspension in verschiedenen Volumina auf L B-Plat-

ten mit 20 mg/ml Ampicillin ausgestrichen.

4.3.1.2 Blau/WeiR-Selektion zur Identifkation von Plasmidklonen

50 ml 1M IPTG-Ldsung und 50ul 2% X-Gal-Losung (in Dimethylfor mamid)
wurden zu 100-400ml Bakteriensuspension gegeben, gemischt, auf LB-Platten
ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Rekombinante Bakterienklone

wurden als weil3e Kolonien identifiziert.

4.3.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

4.3.2.1 Minipréparation von Plasmid-DNA durch alkalische Lyse

Eine Bakterienkolonie wird mit einer gelben Pippettenspitze in 2-5 ml LB-
Medium Uberf tihrt und 8-12 h bei 37°C auf dem Rotor inkubiert. 1,5 ml (bei low
copy-Plasmiden: 3 ml) dieser Kultur wird in ein Eppendorf-Réhrchen gegeben,
durch Zentrifugieren fir 20 s bei 13000 rpm geerntet und der Uberstand vom
B akteriensediment abgenommen. Die alkalische Lyse wird wie folgt durchge-
fahrt: 100 pl L 6ésung A (Resuspendierungspuffer) durch Vortexen resuspendi eren.
200 pl I6sung B (Lysispuffer), vorsichtig durchmischen, 3 min bei RT;

150 pl Lésung C (Aqulibrierungspuffer), vorsichtig durchmischen. 3 min auf Eis
5-10 min Zentrifugation bei 13000 rpm, Uberstand in ein neues Eppendorf-
Rohrchen mit 500 pl Isopropanol Gberfihren, 10 min bei 13000 rpm zentri-
fugieren.

Das Préazipitat wird einmal mit 70 % Ethanol waschen, in der Vakuumzentrifuge
getrocknet und schliefdlich in 100 pl (bei low copy Plasmiden 50 ml) TER (TE
mit 50 mg/ml RNAseA), bei 37°C fur ca. 5 min auf dem Schiittler resuspendiert.

4.3.2.2 Maxi-und Midipréparation von Plasmid-DNA mit dem Qiafilter-Kit
(Qiagen)

Zur | solierung groRerer DNA-Mengen fur préparative Zwecke wurde der Plasmid
Midi bzw. Maxi Prep Kit der Firma Qiagen verwendet, wobei entgprechend den

Herstd lerangaben vorgegangen wurde.
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4.3.2.3 Konzentrationshestimmung von DNA in Losungen
Die betreffende DNA-L6sung wird 1: 20 bis 1:100 in 1 pl dH,0 verdinnt und

die Absorption der Losung spektroskopisch be einer Wellenlange von 260 nm
gemessen. Eine optische Dichte (OD,go) von 1,0 entspricht einer Konzentration

Doppelstrangiger DNA von 50 mg/ml.

4.3.3 Enzymatische Manipulation von DNA

4.3.3.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restrikti onsspal tungen von DNA werden in 10-100 ml Ansatzen wiefolgt durch-
gefuhrt:

DNA in 0,05-1mg/ml, 1/10 Volumen 10X Restriktionspuffer, in der Regel NEB-
Puffer 1-4 (NEB),1-10 u/mg DNA Enzym.

I nkubation, je nach Enzym und DNA-Konzentration 20 min-3 h, in der Regel bei
37°C. Das Enzym wurde in weniger als 1/10 Volumen zugegeben, um die

Glycerinkonzentration unter 5% zu ha ten.

4.3.3.2 Auffiillen von 5'-Restriktionsiiberhdngen mit Klenow-Polymerase

Fur das Auffillen der beem Schneiden mit den meisten Restriktionsendonuk-
leasen entsehenden 5 -Einzd strang-Ubehangen wurde das groRRe Klenow-Frag-
ment der DNA Polymerasel aus E. coli verwendet. Die Reaktion wurde ohne
weitere Aufreinigungsschritte direkt im Anschlu® an enen Restriktionsverdau
wie fol gt durchgefihrt:

0,05 mg/ml DNA, IXNEB-Puffer (me stens NEB3), je 33 mM dNTP, 0-1,5 u/mg
DNA Klenow-Polymerase (Boehringer Mannheim); 5 min 37°C, 12 min RT.

Die Reaktion wird durch Zugabe von EDTA zu einer Endkonzentration von 10

mM beendet und die Polymerase durch Phenolextraktion entfernt.

4.3.3.3 Dephosphorylierung von DNA-Enden

Die Entfernung von 5 -Phosphatgruppen von DNA-Enden zur Verhinderung der
Reigation linearer Vektor-DNA-Fragmente wurde unter den folgenden Bedin-

gungen durchgefihrt:
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50-100 ng/ml in 1x AP-Puffer eingesetzt, 1 u/pmol DNA-Enden Bovine intesiti-
nde dkaline Phogphatase (CIP); die I nkubation erfolgte in 20-50ul fur 1 h bei
37°C oder 15 min bei 50°C. Anschlief3end wurdeder Ansatz mit dH,O auf 200 pl

aufgefullt und e ner Phenol extraktion unterzogen.

4.3.3.4 Phosphorylierung von Oligonukleotiden fiir die Ligation

Das Hinzufiigen von Phosphatgruppen an 5’-Hydroxylenden linearer DNA-Frag-
mente wurde wie fol gt durchgef Uhrt:

50 ng DNA in 1X Ligasepuffer (mit 0,ImM ATP), 1u/pmol DNA-Enden T4
Polynukleotidkinase; Die Inkubation erfolgte 30 min bei 37°C. Anschliel3end
erfolgte dieHitzeinaktivierung fur 10 min be 65°C.

Be der Hitzeinaktivierung wurden gle chzeitig unspezifische Hybridiserungen
der einzelstrangigen Oligonukleotide aufgeschmolzen. Die Hybridisierung der
Oligonukleotide zu Doppelstrangen erfolgte bei der anschlieRenden Inkubation
von 15 min bei 37°C nach Zugabe von 1/10 Volumen Restriktionspuffer. Zur der
Uberprifung der Phosphorylierung wurde eine KontrolI-Ligation wie folgt ange-
setzt: 1/10 Volumen Phoshorylierungsansaiz, /10 Volumen 10X Ligasepuffer,
auffullen mit dH,0. Die Inkubation erfolgte fir 1 h bei RT. Bei einer erfolgre-
ichen Phosphorylierung zeigt sich hierbe ein Leitermuster zu Multimeren ligi-

erter Oligonukleotide

4.3.3.5 Ligation von DNA-Enden

DNA-Enden wurden in einem Volumen von 10 pl wie folgt ligiert:

ca.1lmM DNA-Endenim molaren Verhaltnis 3:1 | nsert/Vektor, 1/10 Volumen 10X
Ligasepuffer, 10 u T4 DNA Ligase;, Aufftllen mit ddH,O

Die Ligation erfolgte tiber Nacht bei RT. Der Ansatz wurde direkt fur die Trans-
formation eingesetzt. Religationen wurden in einem gréf3erem Volumen (20-30
pl) und ca. 0,1 mM DNA-Enden durchgefihrt.

4.3.3.6 Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels der Polymerase-Ketten-
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reaktion (PCR)

Standard-Ansatz zur Amplifikaion linearer DNA-Fragmente aus Matritzen-
DNA:

10 ng Plasmid-, bzw. 100 ng genomische DNA ds Matritze, je 20 pmol Oli-
gonukleotid, je 200 mM dNTP's, 1X PCR-PRuffer (Biotherm), 1uTag Polymerase
(Biotherm).

Zur Amplifikation wurde der Peltier Thermal Cycler PTC-2000 (M J-Resaerch)
mit Heizverschluss verwendet. Die bendtigte Schmel ztemperatur (Tm) wurde
néherungsweise mit der folgenden einfachen empirischen Formd aus der Oli-
gonukleotidsequenz berechnet: {2(npy+nt)+4(ng+nc)}.

Anhand dieser berechneten Tm wurden in drei getrennten Ansétzen die optimde
Hy bridisi erungs(annealing)-Temperatur Ta (=Tm/2) mit den folgenden Sandard-
PCR-Zyklen augyetestet:

94°C, 2min; 93°C, 30 s, Tal°C, 30; 72°C, td/s 72°C, 2-10 min, 4°C, unendlich.
Zyklus 2-4: 25-30 mal.

Die Dauer des Elongationszyklus “td” wurde Uber die Lénge des zu amplifi-
zierenden Fragments berechnet (ca. 1 min/kb).

Fir PCR-Amplifikate, die anschlie3end in Vektoren kloniert wurden, wurde der
AdvanTAge PCR Kit (Clontech) nach Angaben des Herstellers verwendet.

4.3.4 Isolierung, Aufreinigung und Charakterisierung von DNA-Frag-
menten

4.3.4.1 Agarosegelelektrophorese

Je nach Fragmentgrof3e wurden 0,6 - 2%ige Agarosegee zur Trennung von
Restriktionsfragmenten hergestellt. Die Agarose wurde in der entsprechenden
Menge in 0,5X TBE in der Mikrowe le aufgekocht, auf etwa 60°C abgek iihlt und
mit 2 ml/100ml Ethidiumbromidldsung versetzt. Die Elektrophorese erfolgte in
0,5X TBE. Die Detektion der DNA-Fragmente wurde erfolgte durch UV-Licht
(258 nm). Die praparative | olierung von DNA-Fragmenten erfol gte bei Wd len-

l&ngen von Uber 300 nm.

4.3.4.2 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agaraosegelen durch Elektro-
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elution

Die entsprechenden Banden werden unter langwelligem UV-Licht durch ein
gereinigtes Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten und die Agarosegel-
stiicke in vorbereitete Dialy seschlauche gegeben. Es werden, je nach Grole des
Gelstlicks, 400-700 ul TE (pH 8,0) zugegeben. Der Schlauch wird in eine Ele-
ktrophoresekammer eingespannt und die DNA bei 120- 150 mV, je nach Lange
des zu isolierenden DNA-Fragments 30 min - 3 h eluiert. Anschlief3end wird die
Pufferlésung mit der DNA in ein Eppendorf-Reaktionsgefald tberf ihrt und der
Schlauch mit 100 - 200 pl TE-Puffer nachgespiilt. Diese L6ésung wird zweimal
mit Phenol und einmd mit Chloroform/lsomylakohol extrahiert. Schliefdich
erfolgt eine Ethanol préazi pitation. Das Prézipitat wirdinin ddH,0 oder TE-Puffer

aufgenommen.

4.3.4.3 Aufbereitung von lineraren DNA-Konstrukten fiir die Injektion in
Mausoocyten (Hogan et al., 1994)

Das Plasmid wurd mit den entsprechenden Redriktionsendonukleasen geschnit-
ten und das so linearisierte Konstrukt durch Agarosegd elektrophorese von der
Plasmid-DNA getrennt. Fir die spéatere Ermittlung der DNA-Konzentration fur
die Injektion, wurden 5-6 ul des Redriktionsverdaus vor der Isolierung bei -20°C
gdagert. Die Isolierung erfolgte durch Elektroelution. Anschlief3end wurde die
DNA-L 6sung wie folgt extrahiert: zweima Phenol extraktion, einma Chlorofor-
mextraktion, zweifache Extraktion durch Ather (wassergesittigt) zur Entfernung
der Chloroformreste, wobei der fliichtige Atheriiberstand mit der Wasserstrahl-
pumpe abgesaugt wurde. Die DNA wurde im Anschlu3 wie fol gt prazipitiert:
zwe Volumen Isopropanol und 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat, 10 min bei
Raumtempteratur,

20 min Zentrifugation 13000 rpm.,

zweima waschen mit 70% Ethanol,

Trocknen in der Vakuumzentrif uge und

aufnehmenin 50 pl 1/10 TE-PRuffer.

Die DNA-L6sung wurde anschlief3end in eine P-30 Saule gegeben und die Sule
in eénem Grenerrohrchen 5 min be 1500 rpm zentrifugiert. Die P-30-Séulen

wurden wiefolgt vorbereitet: in sterilen Iml-Spritzen wurde der Boden mit Glas-
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wolle ausgestopft und diese autoklaviert. Die gestopften Spritzen werden mit P-
30/TE auf 1 ml aufgefillt und 5 min bei 1500 rpm zentrifugiert; das wurde wied-
erholt, bis die Spritze bis zur 1 ml-Marke geflllt war. Die so prapari erten Saulen
wurden vor dem Auftragen der DNA-L6sung noch zweima mit je 100 ml 1/
10TE gewaschen.

Die Konzentration des DNA-Fragements wurde durch Agarosegelel ektrophorese
ermittelt, wobei paralle ein definiertes Volumen aus der verdauten Vektor-DNA,
deren Konzentration zuvor ermittelt wurde mitlief. Die Injektion erfolgte in einer

DNA-Konzentration von 4-6 ng/ml.

4.3.5 Genotypisierung durch PCR

Standartisierter Ansatz fur genomische PCR:

ca. 100 ng DNA, je 20 pmol Oligonukleotid, je 200 mM dNTP's 1X PCR-Puffer
(Biotherm), 1 u Taq Polymerase (Biotherm).

PCR-Zyklen fur PCR von:

Cre: 96°C, 2 min; 95°C, 30 s, 57°C, 30's, 65°C, 30s, 72°C, 2min, 4°C, unedlich.
Zyklus 2-4: 30 mal.

L%f'ox: 96°C, 2min; 95°C, 30 s; 60°C, 30 s; 68°C, 30 s; 72°C, 2 min; 4°C,
undenlich. Zyklus 2-4: 30 mal.

Oligonukleotid- Sequenzen:

Cre:

#101: 5 -TATGCTTCTGTCCGTTTGCCG-3

#102: 5 -CCTGTTTTGCACGTTCACCG-3

PaXGfIOXZ

#89: 5'-GCGTTGAGTAGCTCAATTCTAT-3

#90: 5-AGTGGCTTGGACTCCTCAAGA-3

4.3.6 Biochemische Standardmethoden

SDS-PAGE und Immunblot wurden wie beschrieben durchgefihrt (Laemmli,
1970; Towbin et d., 1979; Kyhse-Andersen, 1984). Der SDS-Probenpuffer
enthidt 62,5 mM Tris, pH 6,8, 3 % (w/v) SDS, 10 % (w/v) Glyceral, 3,3 % (v/v)
3-Mercaptoethanol  (Endkonzentrationen). Die Proben wurden vor dem

Gelauftrag fur 3min auf 95°C erhitzt. HRP-markierte sekundare Antikorper wur-
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den mit dem ECL-Chemiluminiszenz- Reagenz (Amersham) nach den Vorschrif-
ten des Herstellers auf Kodak-XAR Rontgenfilm detektiert.

Protei nkonzentr ationen wurden tblicherwei se mit dem Bradford-Assay besimmt
(Bradford, 1976). Hierbe diente BSA ds Proteinstandard. Zur genaueren
Konzentrati onsbestimmung wurde in einigen Fdlen die Absorption bei 280 nm
photometrisch gemessen und die Konzentration mit dem Lambert-Beer-Gesetz

berechnet.

4.4 Embryologische und zellbiologische Methoden

4.4.1 Erzeugung transgener Mause mittels Mikroinjektion

Superovulaion wurde bei FVB-Webchen wie folgt induziert: Durch Injektion
(intraperitoneal) von 0,1 ml 40 u/ml PM S (Stutenserum-Gonadotropin, Sigma) in
0,9% NaCl, nach 48 h erfolgte erneut eine Injektion mit 0,1 ml 40 u/ml hCG
(humanes chorionisches Gonadotropin) in 0,9% NaCl. Fertilisiert wurde durch
Verpaarung mit FVB-Mannchen.

Die Entnahme der befruchteten Mausoocyten erfolgte am nachsten Tag und die
Cumuluszellen wurden durch Hyaluronidase (300 mg/ml in M2-Puffer) befreit.
Etwa 2 pl 2-3ng DNA/0,1XTE wurde mit Hilfe einer ca 100 mm Glaskapillare in
den mannliche Pronukleusinjiziert.

I njizierte Oocyten wurden in die Ampullae scheinschwangerer NMRI-Rezi pien-
tenmause e ngespllt. Die Rezipientenmause wurden durch Injektion von 0,1 ml
30 u/ml PMS in 0,9% NaCl und nach 48 h erneut durch Injektion mit 0,1 ml 20
u/ml hCG und durch Verpaarung mit vasektomierten NMRI-Méannchen fir den
Retransfer vorbereitet. Der Tag des Retransfers wurde asd 0,5 definiert.
Embryonen der FO-Generation des entsprechenden Stadiums werden in eiska tem
1x PBS gesammelt und von den embryonaen Membranen befreit. Das Amnion

wird dabei fur die Genotypisierung in Eppendorfréhrchen transferiert und auf Eis

gdagert.
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4.4.2 Mause und Embryonen

Folgende M ausstdmme wurden verwendet: C57/bl6 und FVB. Fir den Retransfer
und die Oozyten der Mikroinjektion wurden FVB-Tiere verwendet. Mausstamme
wurden von Harlan-Sprague Dawley (Borchen) bezogen.

Embryonen bestimmter Stadien wurden wie folgt gewonnen: Verpaarungen wur-
den Nachmittags angesetzt und morgens jeweils die Bildung des Vagind pfrop-
fens Uberprift. Der Tag des Vagind pfropfenswird as Tag 0.5 der Embryogenese
(EOQ.5) definiert.

4.4.3 Injektionen

I njektionen erfolgten in die Bauchhohle (intraperitoneal) mit einer sterilen 1,0 ml
Spritze (Terumo, Tokio) und ener 0,4 X 20 mm Injektionsnadd (Terumo). Bei
jeder Injektion wurde zunéchst aspiriert, um das Verletzen innerer Organe zu ver-

meiden.

4.4.4 Transfektion von COS Zellen

COS Zellen wurden in einer Dichte von 1-3x10° Zellen ausgesaat und bei 37°C,
5% CO, im Inkubator Uber Nacht zu einer Konfluenz von 80% in 10% FCS
wachsen gelassen. Die Zdlen wurden mit 1.0 pg DNA transfiziert.

1ug DNA wurden mit 3pl Lipof ectamine (Gibco) in 200 pl serumfreien Medium
vereint und fir ca 30 min bei RT inkubiert. Anschliel3end wurden 800 pl serum-
freaes Medium hinzugefugt und alles zu den Zelen gegeben. Die Zellen wurden
zuvor mit 2 ml serumfreien Medium gewaschen.

Die Transfektion erfolgte fur 5h bel 37°C.

AnschlieRend wurden die Zdlen in 1 ml 20% FCS G.N., be 37°C inkubiert. Am
né&hsten Tag wurde die FCS-Konzentration auf 10% e ngestellt und nochmals

U.N. inkubiert.

4.5 Histologie

4.5.1 Einbetten von Embryonen und Geweben in Paraffin
Die Embryonen oder Gewebeteile wurden Uber Nacht bei 4°C in 4% PFA/PBS

fixiert, grandlich in katem PBS gewaschen und anschlief3end fir jeweils 1 h bei
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Raumtemperatur in den folgenden Losungen inkubiert: PBS Saline, 50%, 70%-,
80%-, 90%-, 100%-, 100% Ethanol, 100% Toluol. Anschlief3end wurden die
Embryonen 2 mal fur jeweils 10-24 h bei 60°C in Paraplast tberfiihrt. Die
Embryonen wurden auf einer Kihlplatte in Formen in Position gebracht, und
diese mit Paraplast aufgefilIt. Die Blocke wurden abgekihlt und bis zum Anferti-
gen histologischer Schnitte mit dem Mikrotom bei 4°C gdagert. Histologische
Schnitte X-Gal-gefarbter Embryonen wurden in 6-8 mm angefertigt.

4.5.2 Anfertigen von Gefrierschnitten

Embryonen wurden in eiskatem PBS gewaschen. Die Fixierung erfolgte bei 4°C
far 1-2h in 4% PFA/1x PBS. Die Embryonen wurden bis zum Absinken in 30%
Sukrose/PBS eingetaucht, in Kryomatrix (Shandon) tUberfihrt und auf Trockeneis
in Blécken mit festwerdenden Kryomatrix podtioniert, die Blocke mit Kryoma
trix aufgef Ullt und in Trockene s abgekihlt. Die Blocke wurden bis zum Anferti-
gen der Schnitte im Kryostat bei -20°C gelagert. Es wurden 10-15 um Schnitte
be -20°C angefertigt, auf gelatiniserten Objekttrdgern oder Fisher cryofrost-
Objekttragern (Menzd Gléaser) gesammelt, 20 min - 2 h bei Raumtemperatur get-
rockntet und bis zur Antikérperinkubation, AP- oder X-Gal-Farbung bei -20°C

gdagert.

4.5.3 Immunhistochemie

Gefrierschnitte: Fur die immunhistochemische Detektion von Antigenen wurde
die Gefrierschnitte in 4% PFA/PBS post-fixiert, dann dreimal 5 min in PBS
gewaschen und fur 1-2h bei RT in Blockingldsung (1%BSA, 0.2%Tween/PBS)

inkubiert. Die Inkubation mit den primaren Antikérpern erfolgte bei 4°C Uber

Nacht. Nach dreimaligen Waschen fir je 10 min wurde mit den entsprechenden
Sekundéarantikérpern fur 1h bel RT inkubiert. Nach dreimaigen Waschen in PBS
wurde in Mowiol eingebettet und die Schnitte im Dunkeln bei 4°C gelagert. Zel-
Ikerne wurden mit Hoechst- Kernfarbstoff (Boehringer Mannheim) fluoreszenz-
markiert: zwischen den letzten beiden Waschschritten wurde aus einer 1mg/ml
Methanol Sammldésung 1:1000in PBS fur 45 s inkubiert.

Paraffinschnitte: Die Schnitte wurden tber zweimadige Inkubation fr 10 min in

Histoclear deparaffiniert, Uber eine abstel gende Ethanolreihe rehydriert, zweimal
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fur 5 min in PBS gewaschen und wie folgt behanddt: Antigen Unmasking
L6sung (Vector Laboratories) wurde in 4,8 mlI/500 ml dH,O in einer Plasitk-
Kivette im Mikrowdlenofen bei 800W fir 2 min aufgekocht. Die Schnitte wur-
den anschlief?end in die Klvette mit dieser L osung ftr 3 min be 800W aufgeko-
cht, auf 50°C abgekiihlt und dieletzten be den Schritte wiederholt. Anschliel3end
wurde zweimd fur je 5 min in PBS gewaschen und die weteren Schritte wie

oben beschrieben durchgef thrt.

4.5.3.1 Primé&rantikorper

Die folgenden Antikdrper wurden fur die immunhistochemischen Analyse der
vorliegende Arbeit verwendet (die entgprechenden verwendeten Verdinnungen
und Bezugsqudlen sind jewells in Klammern angegeben):

Monoklonale Antikérper aus Maus: anti-Pax6 (1:100, DSHB), anti-BrdU (1:10,
Bio-Sciences ProductsAG), anti-ki67 (1:50, DAKO), anti-Tuj1 (1:500, Babco).
Polyklonde Antikdrper aus Kaninchen: anti-Pax6 (1:500, Babco), anti-Casp3
(2:200, CdlSignding).

4.5.3.2 Sekundarantikorper

Alle Fluorophor-konjugierten Sekundarantikorper wurden aus der Alexa Serie
(Molecular Probes/MobiTec) rekrutiert. Die Antikorper dieser Serie wurden stets
inder Verdinnung 1:500 e ngesetzt.

Alexa594 (rote Emission)-konjugiert:

Ziege-anti-Kaninchen 1gG, Ziege-anti-Maus | gG.

4.5.4 Histologischer Nachweis der Zellproliferation

Schwangere M ause wurden am gewtinschten Stadium intrgperitonea mit jewells
0.14 mg/g Korpergewicht BrdU (2-Bromo-5-desoxyuridin) in PBS injiziert.
Nukledre BrdU-Inkorporation durch DNA-Synthese in mitotischen Zellen wurde
far 1.5 h bis zur Entnahme der Embryonen zugd assen. Embryonen wurden in
Paraffin eingebettet und 4 um Mikrotomschnitte angefertigt. BrdU Inkorporation
wurde immunhistochemisch wie folgt detektiert: Die deparaffinierten Schnitte

wurden 30 min in 2M HCI inkubiert, zweimal in 0.1M Boratpuffer/pH8.5
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gespult, dreimal fir je 5 min in PBS gewaschen und 7 min in 20mg/ml Protein-
aseK inkubiert. Nach dreimaligen Waschen in PBS schloss sich die Inkubation
mit dem Vectastain Universal ABC-Kit an (Vector L aboratories, Griinberg).

4.5.5 Histologischer Nachweis von Apoptose

Apoptotische Zellen wurden auf Gefrierschnitten mit der TUNEL-Methode
(Clifton et al., 1998) mit Hilfe des the ApoTag-kits (I ntergen) wiefolgt detektiert:
Podfixierung in 1% Paraf orma dehyd/PBS, 10 min, 4°C,

waschen 2 md PBS, je 5 min, RT,

Fixierung in Ethanol :Essgsaure (2:1), 5 min, -20 °C,

waschen 2 md PBS, je 5 min, RT,

Aquilibrierungspuffer, 75ml/ Schnitt, 10 s-5 min, RT,

55 ml/cm2 TdT Enzym (I ntergen), 37°C, 1 h,

Stop/Wasch-Puffer (Intergen), 10 min, RT,

waschen 3mal PBS, je 1 min, RT,

65 ml/cm2 Flsuorescin konjugierter Anti-DIG Antikdrper (I ntergen), 30 min, RT,
waschen 4mal PBS, je 2 min, RT.

Eingebettet wurdein Mowiol.

4.5.6 Histochemischer Nachweis von [3-Galactosidaseaktivitat

AusB. Meyer, S. Meyer, P. Gruss. EMBO Practicd Course on Mouse and Chick
devel opment. Gottingen, 1995.

4.5.6.1 Im Ganzpraparat

Die Embryonen werden 2-3 mal in 1X PBS gewaschen. Embryonen werden wie
folgt bel 4°Cfixiert:

E11,5: 30 min FixA; E12,5: 40 min FixA; E12,5: 50 min FxB; ab E13,5: 30 min
FixB, sagitd halbieren erneut 30-40 min FixB.

Die Embryonen werden bis E12,5 3 mal jewels 20 min bei Raumtemperatur in
1X PBS, Embryonen ab E12,5in 1X PBS gewaschen. Embryonen bis E12,5 wer-
den in X-Gal-Farbd 6sung mit PBS, altere Embryonenin X-Ga L dsung mit PBS
Uberfihrt und Uber Nacht bei 30°C inkubiert. Nach der Farbung werden die
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Embryonen erneut 3 ma jeweils 20 min be Raumtemperaur in 1X PBS
gewaschen.

Fixierungsl 6sungen werden wie fol gt frisch angesetzt:

fdr je 100 ml Lésung:

FixA: 2,7 ml 37% Formaldehyd, 0,8 ml 25% Glutaral dehyd, 0,2 ml 10% NP-40
in 1X PBS (dH,0 vorher auf 4°C gekihlt)

FixB: 2,7 ml 37% Formaldehyd, 0,8 ml 25% Glutaraldehyd, 0,2 ml 10% NP-40, 1
ml 1% DOC in 1X PBS (dH,O vorher auf 4°C gekiihit)

X-Gal-Farbedosung (50 ml): 1,25 ml X-Gal-Losung, 05 ml 500 mM
K3[Fe(CN)gl, 0,5 ml 500 mM K,4[Fe(CN)gl, 1,0 mI200 mM MgCl, in 1X PBS
oder 1X PBS in dH,0, frisch angesetzt.

4.5.6.2 Auf Gefrierschnitten (Lobe et al., 1999)

Einbetten und Fixieren von Embryonen und Gewebeteilen:

Waschen in PBS auf Eis,

AP-Fixierungsl 6sung, 1h, auf Eis,

waschen 3 ma PBS, au Eis,

30% Sukrose/PBS, 5h - 0.N., 4°C, Einbetten in Cryomatrix.

Anfertigen von 8-12 pm Gefrierschnitten.

Farbeprozedur:

Podfixieren in 0,2% Glutard dehyd/PBS, 10 min, 4°C,

3 mal waschen in lacZ-Waschpuffer, je5 min, RT,

4-6 h Inkubation in lacZ-Farbungspuffer, 37°C,

waschen, 3ma PBS, RT,

Dehydrieren: Je 2 min 30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100% Ethanol, Toluol.
Die Schnitte wurden anschlief3end direkt mit Eukitt und einem Deckgléaschen
bedeckt und Gber Nacht getrocknet.

L sungen:

Fi xierungsl 6sung:

2% Paraf orma dehyd, 0,2% Glutaraldehyd, 0,02% NP-40, 0,01% DOC (Natrium-
Dioxycholat) in dH,0.

1x lacZ-Waschpuffer:

2mM MgCl, 0,01%; 0,02% NP-40in 1x PBS.
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lacZ-Fa bungspuffer:
5SmM mM K3[FE(CN)g] , 5 mM K4[Fe(CN)gl, 0,5 mg/ml X-Gal in 1x lacZ-Was-
chpuffer.

4.5.7 Histochemischer Nachweis von alkalischer Phosphatase Aktivitat
(Lobe et al. 1999)

4.5.7.1 Im Ganzpraparat

Embryonen oder Gewebeteile wurden in PBS auf Eis gewaschen,
Fixierung in Fxierungsl 6sung, zweimal 30 min, auf Eis,

waschen in PBS auf Eis,

Hitzeinaktivierung endogener Phosphatasen in PBS, 30 min, 70-75°C,
waschen in PBS, aquilibieren auf RT,

AP-Puffer, 10 min, 4°C,

Farbreaktion (im Dunkeln): BM-Purple (Roche), 30 min - 36 h, 4°C,
waschen 3 ma 0,1% Tween20, 2 mM MgCl,/PBS.

L Osungen:

Fixierungsl 6sung:

2% Paraforma dehyd; 0,2% Glutaraldehyd; 0,02% NP-40; 0,01% DOC (Natrium-
Desoxycholat) in dH50.

AP-Puffer:

100 mM Tris-HCI pH9,5; 100 mM NaCl; 10 mM MgCl,in dH,0.

4.5.7.2 Auf Gefrierschnitten

Das Einbetten und Fixieren von Embryonen und Gewebeteilen erfolgte wie fir
die X-Gal Farbung auf Gefrierschnitten.

Podfixierung der Gefrierschnitte: 0,2 % Glutara dehyd/PBS, 4°C,

waschen, 3 ma PBS, RT,

Hitzeinaktivierung endogener Phosphatasen in PBS, 30 min, 70-75°C,

waschen, enma in PBS,

AP-Puffer, 10 min, RT,

Farbreaktion (im Dunkeln): NBT/BCI P-Farbungsl dsung, 10 min - 30 min, RT,
waschen, 3ma inPBS
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Dehydrieren: Je 2 min 30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100% Ethanol, Toluol.
Eingebettet wurdein Eukitt.

L sungen:

NB T/BCIP-Farbungsl 6sung:

20 ml NBT/BCI P (Roche)/ml NBT/BCI P-Puffer

NB T/BCIP-PRuffer:

100 mM TrisHdl, pH 9,5; 100 mM NaCl; 0,01% DOC; 0,02% NP-40 in dH,0.

4.5.8 Kontrastfarbung histologischer Schnitte mit Neutralrot
Paraffinschnitte wurden wie folgt behandel t:

2 mal Xylolersatz Xem 200, je 2-3 min

je 2min 100%, 90%, 80%, 70%, 50% Ethanol

dH,0O, kurz eintauchen

30s-1 min 0,1% Neutral rotl 5sung

je 1 min 70%, 80%, 90% Ethanol

2 min 100% Ethanol

2 mal Histoclear, je 2 min,

Eingebettet wurdein Eukitt.

4.5.9 Hamatoxylin-Eosin-Farbung histologische Schnitte
Paraffinschnitte wurden wie folgt behandelt:

2 mal Histoclear, je 3min

100%, 90%, 80%, 70%, 50% Ethanoal, je 2min
dH,O, 2 min,

Hamatoxylin nach Harris, 3-5 min

dH,O, 1min,

0,25% HCI, 70%Ethanol /dH,0, kurz eintauchen,
Spilenin Leitungswasser, 10 - 15 min,

dH50, 1min,

Eosin/0,5% dH,O, 3-5 min,

dH50,1, 1min,

je 1 min 70%, 80%, 90% Ethanol,

2 min 100% Ethanol
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2 mal Histoclear, je 2 min,

Eingebettet wurdein Eukitt.

L sungen:

Hamatoxylin nach Harris: Accustain (Sigma Diagnostics)

Eosin:

Stammlésung: 1 %Eosin/dH 0.

Gebrauchsldsung: 1%Eosin 1:1 mit dH,O mischen, filtrieren, mit2 bis 3 Tropfen

Eisessigsaure versetzen.

4.5.10 Dokumentation und Auswertung histologischer Praparate
Hellfeldauf nahmen histologi scher Schnitte:

Hellfeldauf nahmen wurden mit dem Zeiss Axiophot-Mikroskop mit DIC-optik
ausgewertet und dokumentiert. Dia-Aufnahmen wurden mit dem Dia-Scanner
(Nikon) eingelesen und mit dem Programm Photoshop (Adobe) bearbeitet. Alter-
nativ wurden Aufnahmen wie unten beschrieben mit dem Olympus BX-60
Mikroskop dokumentiert.

Fluoreszenzaufnahmen histol ogi scher Schnitte und Dunkelfel daufnahmen radio-
aktiver 1SH-Schnitte wurden mit enem Olympus BX-60 Fluoreszenzstere
omikroskop/digitalen Kamerasystem (Colorview12) dokumentiert und mit dem
Programm AndySIS (AnalySIS) bearbeitet. Dunkelf e daufnahmen wurden mit
dem Dunkéefeldkondensor ermdglicht.

Hellfeldauf nahmen von Ganzprapar aten

Hellfeldauf nahmen von Ganzprdparaten wurden mit dem Olympus SZ-X12 Ster-
eomikroskop mit nachgeschdtetem digitalem Kamerasystem (Colorviewl?2)
dokumentiert und mit AndySIS Software bearbeitet.

Fluoreszenzaufnahmen von Ganzpréparaten:

Adulte Mause, ganze Embryonen oder Gewebeteile wurden mit dem Olympus
SZ-X12 Fluoreszenzstereomikroskop als gfp-podtiv idenitifiziert und mit dem

nachgeschal teten ColorViewll Digitd kamerasystem dokumentiert.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine konditionade Uberexpression von Pax6
basierend auf dem Cre-loxP-System im sich entwickelnden Kortex der Maus
durchgefihrt. Fur dieerfol grei che Etablierung dieses Systems wurden zwe trans-
gene Mauslinien generiert: JoP6 mit gefloxtem “schlafenden” Pax6 und E1-
ngn2-Cre, die CRE-Rekombination in den Pax6 und ngn2 positiven kortikalen
Vorléuferzellen dirigiert. Basierend auf einer Promotorstudie wurden aul3erdem
zwe weitere hilfreiche transgene Mauslinien generiert.

Die Pax6 und ngn2 positiven radialen Gliavorlauferzellen bei E10.5, die eine
starke endogene Pax6-Expression haben und die Infra Granulatschichten bilden,
wurden von der Pax6-Uberexpression nicht beeinfluf®t. Im Gegensatz dazu fiihrte
zusatzliche Pax6-Expression zu massiver Apoptose Uber den Apoptosomen-
Signalweg sowohl in den frihen Vorlauferzellen bel E10.5, ds auch in den spéaten
Pax6 positiven radialen Gliavorl auferzellen. I n beiden Fallen war der adulte Kor-
tex in Grofe und Dicke reduziert, wobei die Supra-Granul atschichten besonders
betroff en waren. Die apoptotischen Vorlauferzelen bildeten Zdlaggregate. Dies
verdeutlicht eine Verdnderung der zelladhasiven Eigenschaften nach Pax6-
Uberexpression. BrdU-Markierungen konnten eine Stoérung des Zellzyklus der
Pax6 Uberexprimierenden Vorl &uf erzellen aufdecken.

Die dargestellten Ergebnisse lassen auf eine bedeutende Rolle der PAX6-
Konzentration fur die korrekte Bildung besonders der Supra-Granulatschichten

des Kortex schlielRen.
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6. Abstract

In this work the analyss of a conditional Pax6 overexpression in the mouse
devel oping cortex based on the Cre-loxP-system is presented. For the successf ul
introduction of this strategy, two novel transgenic mouse lines were generated:
JoP6 with floxed Pax6 as a “silent” gene and E1-ngn2-Cre driving CRE
recombination in the Pax6 and ngn2 positive cortica progenitors. Based on the
performed Pax6 promotor study, two other useful transgenic mouse lines were
generated.

The results show that Pax6 overexpression does not affect the Pax6 and ngn2
positiv radid glia progenitors at E10.5 that are expressing endogenoudy a high
level of Pax6 and produce the infra granular layers. In contrast, additiona Pax6
expressionintheearly progenitors a E10.5 or in the Pax6 positivelate radial glia
at E14.5 resulted in a massive apoptosis via the gpoptosome pathway. Both
conditions reduced the size and thickness of the mature cortex, with more
affected supra than infra granular layers. The apoptotic progenitors form cdl
aggregates indicating change of their adhesive properties after Pax6 overexpres-
sion. BrdU labelling showed a misregulation of the cell cycle.

Together these results indicate a crucial rolefor endogenous low level expression

of Pax6 inthe correct generation of the supra granular cortica layers.
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