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I. Einleitung

1. Lokalisation von Gehirnfunktionen
Als Monsieur Leborgne 1861 in die Behandlung des franzdsischen Neurologen Paul

Broca kam, konnte er nur so einen Laut wie "tan" von sich geben. Dieser Patient, der
spater in die Medizingeschichte als "Tan" einging (Finger, 1994), war in der Lage,
Sprache zu verstehen oder auch Melodien zu singen. Auch lagen bei ithm keine
motorischen Defizite der Sprechmuskulatur (Lippen, Zunge, Kehlkopf) vor. Dennoch
litt Monsieur Leborgne an einem Verlust des Sprachvermdgens, der es ihm nicht
ermoglichte, in grammatikalisch korrekten, vollstindigen Sdtzen zu sprechen
(Aphasie). Die postmortem-Untersuchung seines Gehirns durch Broca zeigte eine
Lision in der posterioren Region des Frontallappens der linken Hemisphére. Diese
Region wurde "Broca Areal" benannt und galt von dort an als Sitz des motorischen
Sprachzentrums bei Rechtshindern. Broca gelang es mit seiner Arbeit als einem der
Ersten (Eckart, 1994), eine Funktion einer bestimmten Gehirnregion zuzuordnen.
Korbinian Brodmann verfolgte Anfang des zwanzigsten Jahrhunderts die Idee,
verschiedene funktionelle Bereiche des cerebralen Cortex basierend auf ihrer
Cytoarchitektur ~ zu  unterscheiden. ~Er  beobachtete = Nervenzellen  mit
regionenspezifischer Struktur und charakteristischer Anordnung in Schichten. Auf
diese Weise teilte er den humanen cerebralen Cortex in 52 Regionen ein und
vermutete funktionelle Unterschiede dieser Areale.

Diese beiden Beispiele zeigen, dal die Aufteilung des cerebralen Cortex in
funktionell spezialisierte Bereiche und die charakteristische Anordung der Zellen in
Schichten bereits frith bekannt waren. Man wulite zu dieser Zeit allerdings nicht,
welche molekularen Mechanismen zu dieser zweidimensionalen Gliederung des
Cortex (tangential in funktionelle Areale, radial in sechs Hauptzellschichten) fiihren.
Inzwischen wurden viele Prinzipien und molekulare Mechanismen entwickelt, denen
die embryonale Musterbildung in Vertebraten und Invertebraten unterliegt. Ein
klassisches Prinzip ist dabei die Existenz von Signalzentren (Wolpert, 1996), die
Signalproteine oder Morphogene ausschiitten. Diese diffundieren durch das Gewebe
und verleihen durch den Aufbau eines Gradienten jeder Region eine bestimmte
Positionsinformation. Zellen  antworten  auf  diese  unterschiedlichen

Morphogenkonzentrationen durch die Expression spezifischer Transkriptionsfaktoren.




Die regionale Expression spezifischer Transkriptionsfaktoren beeinflult wiederum die
Expression von "downstream"-Genen, die die lokale Differenzierung eines Gewebes
kontrollieren. Es wird vermutet, dafl auch die Musterbildung im cerebralen Cortex der

Sauger dhnlichen Mechanismen unterliegt (Bishop et al., 2000; Bishop et al., 2002).

2. Klassische Modelle der corticalen Musterbildung
Das "Protomap" Modell

Das "Protomap" Modell (Rakic, 1988) geht von der Musterbildung der corticalen
Anlage bereits bei seiner Entstehung aus. Dabei werden intrinsische Unterschiede, die
durch molekulare Determinanten entstehen, in der Ventrikuldrzone (der
proliferativen, tiefsten Schicht) des Cortex gebildet. Verlassen neu entstandene
Neurone die Ventrikuldrzone und migrieren nach auflen zur Bildung des corticalen
Mantels (Corticalplatte), so fithren sie ihre "Protomap"mit sich. Innervierende Axone
konnen diese "Protomap" nicht modifizieren oder verfeinern.

Das "Protocortex" Modell

Bei dem "Protocortex" Modell (O'Leary, 1989) wird die corticale Anlage als
homogen betrachtet. Die Musterbildung in Regionen geschieht relativ spdt in der
Corticogenese durch einwachsende Axone aus dem Thalamus, die ihre
Positionsinformation der Corticalplatte verleihen.

Die Ansicht des "Protocortex" Modells, den cerebralen Cortex im Zusammenhang mit
dem Rest des sich entwickelnden Gehirns zu betrachten, wird immer noch akzeptiert.
Allerdings gibt es immer mehr Hinweise, die die Giiltigkeit des "Protomap" Modells
unterstiitzen (Grove und Fukuchi-Shimogori, 2003). Die corticale Anlage ist z.B. trotz
seiner homogenen Morphologie hochgradig heterogen. Gene wie das limbische-
System assoziierte Membranprotein (LAMP), Latexin oder H-2Z1-Transgen werden
jeweils nur im limbischen, im lateralen Cortex oder in der priméren und sekundiren
somatosensorischen Area S1 und S2 exprimiert (Arimatsu, 1994; Levitt et al., 1997;
Gitton et al.,, 1999). Andere Befunde zeigen, dal die corticale Musterbildung
unabhéngig von Innervationen aus dem Thalamus geschieht. Dies ist z.B. bei Médusen
der Fall, denen der Transkriptionsfaktor Gbx2 fehlt. Trotzdem die thalamocorticalen
Projektionen sich bei diesen Tieren nicht ausbilden, entstehen dennoch wohldefinierte
Genexpressionsdominen (z.B. markiert durch Cadherin6, Id2 = Inhibitor of

differentiation 2, EphrinA-7 und RZR-3 = retinoid Z receptor ) (Miyashita-Lin et al.,




1999). Ahnliche Beobachtungen wurden bei Miusen gemacht, die nicht den
Transkriptionsfaktor Mash-1 besitzen (Nakagawa et al., 1999).

Eine wichtiger Punkt wird durch das "Protomap Modell" nicht deutlich. Wie
entstehen intrinsische Unterschiede in der corticalen Anlage und wie werden diese

Unterschiede zum Aufbau der "Protomap" interpretiert?

3.  Signalzentren zur corticalen Musterbildung
Beim Betrachten der Verteilung von corticalen Arealen einer erwachsenen Maus fallt

eine Anordnung in longitudinalen Béndern entlang der medialen und lateralen
Grenzen des Cortex auf (Ragsdale und Grove, 2001). Diese Anordnung laBt ein
Signalzentrum vermuten, das die Ausbildung der medial-lateral-Achse veranlaft. Ein
anderes Signalzentrum kann in der anterior-posterior-Richtung die Musterbildung
initiieren.

Musterbildung entlang der anterior-posterior-Achse

Dieser Prozef3 wird bestimmt durch ein Signalzentrum, das sich am rostralen Ende des
sich entwickelnden Embryos befindet: die "anterior neural ridge" (ANR, anteriore
Neuralleiste, Abb.la). Die ANR sekretiert das Signalmolekiil FGF8 (fibroblast
growth factor oder Fibroblastenwachstumsfaktor §). Die Bedeutung dieses
Signalmolekiils wurde mit Hilfe von in utero Mikroelektroporationen untersucht. Eine
Uberexpression von FGF8 anterior vergrofert dort corticale Areale wihrend
posteriore Areale schrumpfen und mehr zum posterioren Pol des Cortex verschoben
werden. Man hat dies mit Hilfe der Lage der "barrel fields" des somatosensorischen
Cortex untersucht, die normalerweise zentral im Cortex lokalisiert sind. Bei FGF8-
Uberexpression anterior bewegen sie sich in die posteriore Hilfte der Hemisphire
(Fukuchi-Shimogori und Grove, 2001). Vermutlich spielen noch andere Mitglieder
der FGF-Familie wie zB FGF17 und 18 bei der anterior-posterior
Positionsinformation der corticalen Anlage eine Rolle (Grove und Fukuchi-
Shimogori, 2003).

Medial-laterale Musterbildung der corticalen Anlage durch ein  mediales

Signalzentrum

Als ein zweites Signalzentrum wird die sog. "cortical hem" (embryonale Fimbria)
betrachtet, die sich am medialen Rand des Cortex neben dem Hippocampus befindet

(Abb.1a). In dieser Region werden verschiedene Mitglieder der Wnt- (benannt nach




dem verwandten Drosophilaprotein "wingless") und Bmp- (bone morphogenetic
protein) Familie exprimiert. Die Bedeutung von Signalen der "cortical hem" wurde
durch Studien an Wnt3a-defizienten Méusen deutlich, deren Hippocampus massiv
reduziert war oder komplett fehlte (Lee et al., 2000). Das Wnt-Signal wird
weitergeleitet iiber Transkriptionsfaktoren der TCF/LEF (T cell factor/lymphoid
enhancer factor)-Familie. Daher zeigt auch eine mutante Mauslinie mit einem Defekt
des Transkriptionsfaktors LEF1 einen dhnlichen Phédnotyp im Hippocampus
(Galceran et al., 2000).

Bmp-Signale, sie gehoren zur TGF (transforming growth factor) B-Superfamilie, sind
an der Entwicklung des Epithels des Plexus choroideus, ein medialer Abkommling

des corticalen Neuroepithels, beteiligt. Fehlt Médusen ein bestimmter Bmp-Rezeptor

(BMPR1a), so ist das Plexusepithel diinn (Hebert et al., 2002).

Abb.1: Signalzentren der corticalen Ventrikulirzone

a: schematische 3-dimensionale Frontalsicht auf ein Telencephalon der Ratte (E13), eingezeichnet sind
die Signalzentren: medial-ventrales Signalzentrum (orange), die "anterior neural ridge" (ANR, rot), die
"cortical hem" (braun). Jedes Signalzentrum sekretiert Signalproteine: sonic hedgehog (medial-
ventrales Signalzentrum), FGF8 (ANR), Proteine der Wnt- und Bmp-Familie werden von der "cortical
hem" abgegeben.

b: schematische coronale Sicht auf ein Telencephalon der Ratte (E13): In braun sind die Signale der
"cortical hem" (Wnt-und Bmp-Proteine) dargestellt, die auf die benachbarte corticale Ventrikuldrzone
wirken. Der griin dargestellte Bereich verweist auf corticale Vorlduferzellen, die eine "Protomap"
bereitstellen. Diese wird radial in die dufleren corticalen Schichten iibersetzt. Der hellblaue Pfeil stellt
Neurone dar, die aus subcorticalen Bereichen in den Cortex migrieren und zusétzliche
Positionsinformation mit sich bringen. Die Lage der "anti-hem", ein latereales Signalzentrum, wird
durch den gelben Pfeil symbolisiert. (modifiziert nach (Monuki et al., 2001))

Signale der medialen ganglioniren Eminenz

Sonic hedgehog (shh) wird im medial-ventralen Bereich des Telenephalons exprimiert
(Abb.1a) und gilt als sekretiertes Signalmolekiil zur medial-ventralen Musterbildung

im Telencephalon. Ein Verlust von shh bei Miusen fithrt zu Holoprosencephalie




(Chiang et al., 1996), eine MiBbildung des Gehirns, die durch eine fehlende
Aufspaltung des Telencephalons in der Mitte in zwei Hemisphiren gekennzeichnet
ist. Dieser Phianotyp demonstriert, dal shh essentiell fiir die mediale Musterbildung
des zentralen Nervensystems ist.

Die "anti-hem", ein laterales Signalzentrum

Forschungsergebnisse lieBen die Existenz eines corticalen EGF (epidermal growth
factor)-Signalzentrums vermuten, z. B. stellten in vitro Experimente eine Verbindung
zwischen Mitgliedern der EGF-Familie und der Entwicklung des corticalen
limbischen Systems her. In corticalen Zellen nicht limbischer Doménen wurde die
LAMP-Expression als Reaktion auf einen EGF-Liganden (TGFa) hochreguliert (Ferri
und Levitt, 1995). Auch legt der Vergleich mit Drosophila die Existenz eines EGF-
Signalzentrums nahe. Hier kontrollieren die zwei EGF-Liganden "spitz" (TGFa-
dhnlich) und "vein" (entspricht der Neuregulin-Proteinfamilie der Vertebraten) die
dorsal-ventral-Spezifzierung (Golembo et al., 1999). Die Expressionsstudie einiger
Gene der EGF-Familie ergab ein Signalzentrum, das in der Ventrikuldrzone
gegeniiber der "cortical hem" am lateralen Rand der corticalen Anlage liegt
(Assimacopoulos et al., 2003). Wegen ihrer Lage wurde diese Region "anti-hem"
benannt (Abb.1b) und wurde identifiziert durch die Expression der EGF-Familien-
Mitglieder TGFa, Neuregulinl und 3, durch die Expression von FGF7 und des Wnt-
Antagonisten Sfrp2 (secreted frizzled related sequence protein 2). In der Literatur
kursieren auch andere Begriffe fiir diese Region. Da sie zwischen dem Neuroepithel
des Striatums und des lateralen Palliums liegt (Abb. 2), wurde sie auch als "ventrales
Pallium" bezeichnet (Puelles et al., 2000). Das ventrale Pallium stellt eine Grenze
zwischen den beiden Hauptbestandteilen Pallium und Subpallium des embryonalen
Telencephalons dar. Viele Transkriptionsfaktoren und regulatorische Molekiile halten
in ihrem Expressionsmuster diese Grenze ein. DIx2 (verwandt mit dem Drosophilagen
distal-less) und Nkx2.1 gelten z.B als Marker des Subpalliums wéhrend die Gene
Tbrl und Emx1 im Pallium exprimiert werden. Ebenso wird der Transkriptionsfaktor
Pax6 in der Ventrikuldrzone des ventralen Palliums exprimiert (Stoykova et al.,
2000), einige wenige Pax6-exprimierende Zellen finden sich auch in der
Ventrikuldrzone der lateralen gangliondren Eminenz (Subpallium). Da die Grenze

zwischen Pallium und Subpallium von einigen Transkriptionsfaktoren respektiert




wird, konnte sie daher eine biologische Funktion in der Regionalisierung des

Telencephalons haben.

Abb.2: Das Schema einer Hemisphiire eines coronal geschnittenen Telencephalons (E12,5) zeigt
die Lage des ventralen Palliums zwischen Striatum und lateralem Pallium.

Das ventrale Pallium gilt als Signalzentrum und als Quelle von Mitgliedern der EGF-Familie und des
Wnt-Antagonisten Sfrp2.

dp, dorsales Pallium; Ige, laterale, gangliondre Eminenz; lp, laterales Pallium; mge, mediale,
gangliondre Eminenz; mp, mediales Pallium; pa, Globus pallidus; se, Septum; svz, Subventrikuldrzone;
st, Striatum; vp, venrales Pallium; vz, Ventrikuldrzone

Der weille Pfeilkopf zeigt auf die Grenze zwischen medialer, gangliondrer Eminenz (Globus pallidus)
und lateraler, gangliondrer Eminenz (Striatum). Die Grenze zwischen Pallium und Subpallium wird
durch den schwarzen Pfeilkopf angedeutet. Der Pfeil gibt den corticostriatalen Sulcus an (Stoykova et
al., 2000).

Das ventrale Pallium ist auch unter dem Begriff der "intermediate zone"
(Intermedidrzone) bekannt (Fernandez et al., 1998). Basierend auf der Expression der
Homeobox-enthaltenden Gene der Emx-, DIx- und Pax-Familie definierten Fernandez
et al. eine Aufteilung des Telencephalons in Pallium, Intermedidrzone und
Subpallium. Diese Aufteilung findet sich in Maus-, Huhn-, Schildkréten- und
Froschembryonen. Ebenso bestéitigen andere Arbeiten die Existenz eines ventralen
Palliums in Amphibien (Brox et al., 2004). Somit ist das Vorkommen des ventralen

Palliums oder der Intermedidrzone evolutionér konserviert.

Die eben vorgestellten verschiedenen Signalzentren verleihen durch Ausschiittung
spezifischer Signalproteine jeder Region eine bestimmte Positionsinformation. Als
Antwort auf diese unterschiedlichen Morphogenkonzentrationen werden regional
Transkriptionsfaktoren und deren "downstream-Gene" exprimiert, wodurch die lokale
regionenspezifische Differenzierung eines Gewebes entsteht. Im folgenden werden
einige Transkriptionsfaktoren und ihre Bedeutung in der Musterbildung des

Telencephalons vorgestellt.
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4. Kontrolle der Arealisierung des cerebralen Cortex
durch Transkriptionsfaktoren

Pax6 und Emx2

Der Homeodoménen-enthaltende Transkriptionsfaktor Emx2 (ein
Vertebratenhomolog des Drosophilagens "empty spiracles") und der paired-box-
enthaltende Transkriptionsfaktor Pax6 (verwandt mit dem Drosophilagen "paired")
werden in gegenlidufigen Gradienten entlang der anterior-posterior-Achse der
corticalen Anlage exprimiert. Emx2 kommt in der corticalen Ventrikuldrzone in
einem caudomedial (hoch)/ rostrolateral (niedrig)-Gradienten vor (Gulisano et al.,
1996; Mallamaci et al., 1998), wogegen Pax6 dort in einem entgegengesetzten
Gradienten (rostrolateral hoch/ caudomedial niedrig) vorliegt (Walther und Gruss,
1991; Stoykova und Gruss, 1994). Basierend auf diesen komplementéiren
Expressionsmustern wurde vermutet, dal Emx2 corticalen Neuronen caudale und
mediale Identitét verleiht wéhrend Pax6 rostrale und laterale Eigenschaften vermittelt.
In Emx2- und Pax6-Mutanten konnte an Hand von molekularen Markern eine
gegensitzliche Disproportionierung der Arealisierung des Cortex demonstriert werden
(Bishop et al., 2000). So waren rostrale Bereiche in Emx2-Mutanten vergroBert,
caudale Areale dagegen waren geschrumpft. In der Pax6-Mutante wurde der
komplementéire Effekt beobachtet. Wegen dieser Befunde wurde eine Kooperation
der beiden Transkriptionsfaktoren Emx2 und Pax6 in der Regulation der corticalen
Arealisierung vermutet (Bishop et al., 2000; Bishop et al., 2002). Es gibt allerdings
keinen biochemischen Hinweis auf eine direkte Interaktion zwischen diesen beiden
Proteinen. Ebenso scheint die Expression dieser beiden Gene nicht von demselben
Signalmolekiil kontrolliert zu sein. Beobachtungen sprechen fiir eine Kontrolle der
graduellen Emx2-Expression durch FGF8 (Grove und Fukuchi-Shimogori, 2003).
Eine Erhohung der FGF8-Konzentration fiihrt zu einer herunterregulierten Emx2-
Expression wihrend umgekehrt ein Mangel an FGF8 die Emx2-Expression verstirkt.
Neuere Befunde deuten auch auf eine Regulation der FGF8 und 17-Expression durch
Emx2(Fukuchi-Shimogori und Grove, 2003). Dies wiirde eine antagonistische
Beziehung zwichen Emx2 und FGF§ bedeuten und somit auch die klassische Sicht,

daB3 Morphogene (z. B. FGF8) die Expression von Transkriptionsfaktoren (z. B.
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Emx2) beeinflussen, erweitern. Es wire dann auch umgekehrt die Regulation eines
Transkriptionsfaktors auf ein Signalzentrum denkbar. Eine Interaktion zwischen Pax6
und FGF8 wurde noch nicht identifiziert (Muzio et al., 2002; Garel et al., 2003).

Maiuse mit Mutationen in den Genen Emx2 und Pax6 sterben innerhalb weniger
Stunden nach der Geburt (Hill et al., 1991; Pellegrini et al., 1996). Das Pax6-Gen
spielt auch an anderen Stellen des zentralen Nervensystems eine entscheidende Rolle.
Homozygote "Small eye" Maduse besitzen eine Punktmutation im Pax6-Gen und
zeigen neben den beschriebenen Defekten im Telencephalon ebenso Defekte im

Auge, Cerebellum und Riickenmark.

COUP-TFI (chick ovalbumin upstream transcription factor I)

Dieser Transkriptionsfaktor gehort zur Familie der "orphan" Nuclearrezeptoren und
wird in der Ventrikuldrzone, der Sub- und Corticalplatte des Cortex in einem caudal
(hoch)/ rostral (niedrig)-Gradienten exprimiert (Liu et al., 2000). COUP-TFI-
defiziente Miuse leben bis zur Geburt. In diesen Méusen sind Gene, wie z. B. RORf
(retinoic acid receptor-related orphan receptor ), Id2 und Cadherin8, die in der
Corticalplatte graduelle Expressionsmuster besitzen, gleichmifBig exprimiert (Zhou et
al., 2001). Dagegen ist die graduelle Expression von Pax6 und Emx2 in der
Ventrikuldrzone bei diesen Mutanten nicht betroffen. Dieses Ergebnis flihrte zu der
Vermutung, dal COUP-TFI "downstream" von Pax6 und Emx2 auf die

Regionalisierung des Cortex wirkt.

5.  Zielsetzung der Arbeit

Die Existenz von corticalen Doménen, markiert durch LAMP, Latexin und H-2Z1-
Transgen, legt die Existenz noch weiterer corticale Areale nahe, deren Marker noch
nicht identifiziert wurden. Im Zuge der Frage nach der Entstehung von definierten
Arealen im Cortex wurde nach weiteren Transkriptionsfaktoren mit
aneinandergrenzenden oder sich {iiberlappenden Expressionsdoménen gesucht.
Dennoch konnte die Frage, welche Gene bestimmte Areale in der "Protomap"
definieren, nicht beantwortet werden. Ebenso sind die Verbindungen der bereits
bekannten Faktoren untereinander wie z. B. Emx2, Pax6, COUP-TFI, FGF- und Wnt-
Familienmitglieder noch nicht aufgeklirt. Ein wichtiger Schritt zur Bearbeitung dieser

Fragen ist die Identifikation von neuen Transkriptionsfaktoren, die in die corticale
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Musterbildung und funktionelle Regionalisierung des cerebralen Cortex involviert
sind. Dieses Ziel stand {iber einer groBangelegten Suche nach neuen Genen basierend
auf der "Affymetrix-Microarray-Expressions-Analyse", die in unserem Labor
durchgefiihrt wurde. In die Expressions-Analyse wurden fiinf verschiedene corticale
Gewebe (Anlage des motorischen, visuellen und somatosensorischen Cortex, die
Anlage des Hippocampus und des Cingulums) von drei embryonalen
Entwicklungsstadien einbezogen. Mit der Wahl der Embryonalstadien sollten
charakteristische Zeitpunkte der Corticogenese abgedeckt werden. So wurde der
Zeitpunkt E14,5 ausgewdhlt, um Gene zu identifizieren, die fiir die Regionalisierung
der frithen Corticalplatte zustdndig sind. Mit dem Stadium E16,5 sollte ein Zeitpunkt
abgedeckt werden, an dem der EinfluB einwachsender Axone aus dem Thalamus
beginnt. Fiir die Analyse eines spéteren Stadiums wurde E19,0 einbezogen. Dies ist
der Zeitpunkt, an dem die thalamischen Axone die Corticalplatte erreichen und der
ProzeB der funktionellen Arealisierung des Cortex abgeschlossen sein sollte.

Ich habe im Rahmen meiner Doktorarbeit die Microarray-Expressions-Analyse in
Kollaboration mit einem weiteren Doktoranden zum Zeitpunkt E16,5 durchgefiihrt.
Nach Auswertung der Daten sollten ausgewihlte Kandidaten in ihrer
regionenspezifischen Expression in einem "RNA-in situ-Hybridisierung-Screen"
iiberpriift werden. Basierend auf diesen beiden Screens sollte ein neues Gen néher in
seiner Expression und Funktion in der Corticogenese untersucht werden. Die
funktionelle Analyse des Gens sollte mit dem "knock-out"-Ansatz geschehen. Dabei
wird die Funktion eines Gens untersucht, indem man es gezielt ausschaltet und die

mutierten Tiere mit Wildtyptieren vergleicht.
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I1. Materialien und Methoden

1.1 Organismen

Mause

Fiir die vorliegende Arbeit wurde mit den Inzuchtstimmen C57 BL/6 und 129/Sv und
den Auszuchtstimmen NMRI und CD1 gearbeitet. Zur Erzeugung von Embryonen
wurden die Miuse ii.N. verpaart und der Tag des Vaginalpfropfens als Tag 0,5 post
coitum der Embryonalentwicklung (E0,5) gezihlt. Der Tag der Geburt wurde als Tag
0 der postnatalen Entwicklung (P0) gezihlt.

Bakterien

Transformationen wurden mit dem E. coli-Stamm DHS5a durchgefiihrt. Als Wirt fiir

Phagen wurden die Bakterienstimme XL1-Blue MRA und MRF verwendet.

Zellen

Zur homologen Rekombination wurden die embryonalen Stammzellen der MPI II

Linie verwendet (Doetschman et al., 1985). Sie entstammen dem Mausstamm 129/Sv.

1.2 Materialien

Chemikalien

Chemikalien wurden von den Firmen Sigma, Merck, Fluka, Roth, Invitrogen und
Gibco Laboratories bezogen. Alle Chemikalien besaflen den Reinheitsgrad "p.a." (zur

Analyse).

Radiochemikalien

. 32 . . . .
Redivue ““P-Nucleotide kamen von der Firma Amersham Biosciences.
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Verbrauchsmaterial

Das Plastikmaterial wurde von den Firmen Falcon, Greiner, Eppendorf, Sarstedt und

Nunc bezogen.

Enzyme

Es wurden Enzyme der Firmen Roche, Promega, NEB und MBI Fermentas verwandt.

Kits

Es wurden folgende Kits benutzt:

Kit Hersteller
Qiagen Plasmid Mini und Maxi Kit Qiagen
Qiaquick Gel Extraction Kit Qiagen
Oligotex Kit, Qiagen Qiagen
RNeasy Total RNA Isolation kit Qiagen
Super Script Choice system Gibco BRL
BioArray High Yield RNA Transcript Labeling Kit Enzo
rediprime II, random prime labelling system Amersham Pharmacia Biotech
DNA Bibliotheken

genomisch: Lambda DASH II, Stratagene
cDNA: ZAP Express EcoRI, Mausembryo E10.5, Stratagene

Vektoren
pBluescript 1T KS+ Stratagene
pGEM-T-Easy Promega

pKC414 (auf Bluescript-Basis mit LacZpA-pGKNeopA-Kassette)
pKC566 (auf pPolyllI-I-Basis mit 3-Globin-Promotor und LaczpA-Kassette)
pCMV-EGFP

Oligonucleotide

Alle Primer wurden von der Firma IBA synthetisiert und sind hier in 5'—>3'-Richtung

wiedergegeben.

zum Klonieren der 3' externen Sonde fiir den embryonalen Stammzell-Screen:
FK4: GTC TCT AGC TCT GGG TGC TAC AA

FK6: CAA CGT CTT TTC CTG TTG GAG T

fiir das Sequenzieren des Ubergangs 5'-Homologie—LacZ:

FK7: ATC TAT CCA ATG GCA GTATTG

zum Klonieren der 5' internen Sonde fiir den embryonalen Stammzell-Screen:
FK10: TCA ACT TGT GTC CCA GAG CTG
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FK11: AAC GTG GGC CAG ACG GGG G

zum Genotypisieren der knock-out Miuse:

FK12: AAT TCT CTA GAG CTC GCT GAT CAG

FK 13: CAA AGC CAA ACT GGA TAC AGG AAAC
FK 14: CCT AAC TGT AGA ATG GGA ACG GTG
Oligonucleotide fiir LacZ-PCR:

FK15: TTG GCG TAA GTG AAG CGA C

FK16: AGC GGC TGA TGT TGA ACT G

Als Sequenzierprimer dienten T7-, T3 und Sp6-Primer.

Groflenmarker

Fiir die DNA-Auftrennung wurden zwei verschiedene Grof8enmarker verwandt:

1 kb-Marker (Genecraft):
250 - 10 000 bp

100 bp-Marker (Genecraft):
100-1000 bp

Als GroBenmarker fiir die RNA-Auftrennung wurde der RNA-Léngenstandard II 1,5 -

6,9 kb von Roche verwandt.

Fotoarbeiten

Die Fotos der Schnitte wurden digital mit dem Olympus-Binokular SZX12 und dem
Olympus-Mikroskop BX60 aufgenommen ("AnalySIS" Software) und mit Hilfe des
Bildbearbeitungsprogramms Adobe Photoshop 5.5 weiterbearbeitet.

Programme zur Sequenzbearbeitung

DNA-Sequenzbearbeitungen wurden mittels des Computerprogramms "Sequencher
3.0" der Firma Gene Codes und "BLAST" ("basic local alignment search tool") des
"National Center for Biotechnology Information" (NCBI) (Altschul et al., 1997)
durchgefiihrt. Fiir die Suche nach Proteindomidnen wurde die Datenbank "InterPro"
(Apweiler et al., 2000) des "European Bioinformatics Institute" benutzt. Das
Sequenzalignment-Programm "Clustal W" (Thompson et al., 1994) des gleichen
Instituts diente dem Vergleich von Proteinsequenzen. Mit dem Programm
"Matlnspector" (Quandt et al., 1995) wurden mogliche regulatorische Sequenzen nach

Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren abgefragt.
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in situ Hybridisierungssonden

Fiir die aus der Microarray-Analyse ausgewihlten Gene wurden fiir die Uberpriifung

in der in situ Hybridisierung folgende Klone des IMAGE Kosortiums benutzt:

Affymetrix-Probenkennummer/ Annotation IMAGE Klon
112175 _at/ Tox 573967 5'
108995 at 1226693 5'
107382 _at 389580 5'
116619 _at/ Zfp 288 2236194 5'
105572 at 3328870 5'
116382 at/ Nrp 2 3416226 5'
117269 at/ Nef 3 385063 5'
116316 _at 889232 5'
116403 at/ Zic 5 633740 3'
100344 at 776443 5'

Fir die Expressionsanalyse des Maus-PIPPin-Gens wurde eine Sonde aus dem

cDNA-Klon 116.2 subkloniert. Dazu wurde ein 520 bp groBes Xbal-EcoRI-Fragment

ausgeschnitten und mit pBluescript II KS+ ligiert. Die Sonde deckt den 3' nicht
translatierten Bereich des Transkripts ab.

Die Sonde fiir das homologe PIPPin-Protein wurde aus dem IMAGE-Klon 5346967 5'

erstellt.

Sonden fiir die Analyse der PIPPin-defizienten Maus:

Pax6: Plasmid-Nr.: 101106 der Plasmid Bibliothek unserer Abteilung (Walther und
Gruss, 1991)

Nrg3: Klon 6811525 desIMAGE Konsortiums

Die folgenden Hybridisierungssonden wurden zur Verfiigung gestellt:
Sfrp2 von A. Mallamaci (Muzio et al., 2002)

Nrgl von CA. Ragsdale (Assimacopoulos et al., 2003)

Tgfa von JC Pascall (Vaughan et al., 1992)

Fgf7 von CA. Ragsdale (Assimacopoulos et al., 2003)

ERS81 von V. Tarabykin (nicht publizierte Daten)

H1° von D. Doenecke (Schindehiitte J, Dissertation 1998)
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Antikorper

Priméarantikorper

Der polyklonale anti-Maus-H1°-Antikérper wurde von Prof. D. Doenecke zur
Verfiigung gestellt (Schindehiitte J, Dissertation 1998).

Prof. I. Di Liegro schickte den anti-Ratte-PIPPin-Antikorper (Nastasi et al., 1999).
Die anti-Calbindin D-28K Immunfirbung wurde mit einem kommerziellen
Mausantikorperder Firma Chemicon International durchgefiihrt.

Sekundérantikorper

HRP-gekoppelter-Ziege-anti-Kaninchen-Antikérper (Dianova)
Alexa Fluor 488 Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper (Dianova)

Standardlosungen

Alle Losungen wurden mit Wasser angesetzt, welches iiber eine "Millipore-Anlage"
gereinigt war. Danach wurden die Losungen autoklaviert oder steril filtriert. Weitere

Losungen finden sich direkt bei der Beschreibung der entsprechenden Methode.

1x PBS-Puffer: pH7,3
137 mM NaCl

2,7 mM KC1

4,3 mM Na,HPO,-7H,0
1,4 mM NaH2PO4

Standard I-Nahrbouillon (Merck) mit Ampicillin (25pg/ pl) als Selektionsmarker versetzt

20x SSC: pH 7,0
3 M NaCl
0,3 M Tri-Natriumcitrat

TE-Puffer: pH 7,4
10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA (0,1 mM EDTA bei 0,1x TE)
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2. Methoden

2.1 DNA

Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

"QIAprep Miniprep" (Qiagen)

Nach dem Prinzip der alkalischen Lyse (Birnboim und Doly, 1979) werden mit
diesem Kit kleine Mengen reiner Plasmid-DNA aus 5-7 ml E. coli-Kulturen
gewonnen. Nach dem Lysieren der Bakterien folgt eine Affinitdtsaufreinigung iiber
eine Silikonmembran, die bei hohen Salzkonzentrationen DNA bindet und bei
niedrigen eluiert. Die Zusammensetzungen und Verwendung der Puffer P1, P2, N3,

PB, PE und EB sind in den Herstellerangaben zu finden.

"QIAfilter Plasmid Maxi Kit" (Qiagen)

Zur Aufreinigung groBer DNA-Mengen aus 100-200 ml Kulturen wurde der
Maxiprep Kit verwendet. Er basiert ebenfalls auf der alkalischen Lyse der Bakterien,
diesmal in Zusammenhang mit einer Anionen-Austauschersdule. Die
Zusammensetzungen der Puffer P1, P2, P3, QBT, QC, QF und TE und ihr Einsatz

sind in den Herstellerangaben zu finden.

Konzentrationsbestimmung von Nucleinsiuren

Die Ausbeuten von DNA und RNA wurden UV spektrophotometrisch bestimmt (Bio
Photometer, Eppendorf). Dabei diente als Nullwert die Lésung, in der die Probe
geldst wurde z. B. 0,1x TE.

Bei besonders geringen Konzentrationen wurde der Gehalt durch einen optischen
Vergleich der Ethidiumbromidfluoreszenz von Standard-DNA und Probe in
Agarosegelen durchgefiihrt.

Agarose-Gelelektrophorese
Der aufzutrennenden Fragmentgrofe entsprechend wurden 0,7-1,2%-ige Agarosegele

(in 0,5x TBE gelost) mit 0,1 pg/ ml Ethidiumbromid versetzt verwendet. Als
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Laufpuffer wurde 0,5x TBE benutzt. Vor dem Auftragen wurde die DNA mit
Ladepuffer versetzt. Nach der Elektrophorese wurden die Gele bei kurzwelligem UV-
Licht (285 nm) fotografiert. Pridparative Gele wurden zur Vermeidung von

Strangbriichen nur energiedirmerem, langwelligem UV-Licht (366 nm) ausgesetzt.

1xTBE Elektorphoresepuffer:
89 mM Tris-Cl

89 mM Borsiure

2 mM EDTA, pH 8,0

Ladepuffer, 6x Ficoll Blue Juice:
15% Ficoll 400

60 mM EDTA pH 8,0

0,01% Bromphenolblau

0,03% Xylencyanol

Verdau von DNA mit Restriktionsendonucleasen

Das enzymatische Schneiden von DNA wurde nach den Angaben des
Enzymherstellers durchgefiihrt.

DNA in 0,1xTE (je nach Anwendung 0,2-25 ng)
10x Restriktionsendonuclease-Puffer
Restriktionsendonuclease (1-2 Units)

Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen mit dem

"Qiaquick Gel Extraction Kit"

Hierbei wird ebenfalls die DNA bei hohen Salzkonzentrationen an eine Silikon-Gel-
Membran gebunden wihrend Kontaminationen weggewaschen werden. Die Elution
der DNA erfolgt bei niedrigen Salzkonzentrationen. Die Zusammensetzung der Puffer

und ihre Verwendung sind in den Herstellerangaben zu finden.

Aufreinigen von DNA durch Phenol-Chloroform-Extraktion

Es wurde zu einem Volumen einer wissrigen DNA-LOsung ein Volumen einer
Phenol/ Chloroform/ Isoamylalkohol-Mischung (25:24:1) gegeben, kurz auf dem
Vortexer gemischt und zur Phasentrennung bei RT 5 min. zentrifugiert (13 000 rpm).
Die DNA enthaltende, obere, wissrige Phase wurde abgenommen und in ein neues
Rohrchen gegeben. Je nach bendtigtem Reinheitsgrad der DNA wurde der Vorgang
wiederholt. Um Phenolriickstinde zu beseitigen, wurde eine weitere Extraktion mit

Choloroform durchgefiihrt.
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Fallung von DNA

Zu der DNA-L6sung wurden 1/ 10 des Volumens 3 M Natriumacetat (pH 5) und 2,25
Volumina absoluten Ethanols zugegeben und gemischt. Die Fillung erfolgte fiir 30-60
min. bei -20°C. AnschlieBend wurde die DNA durch Zentrifugation (5 min., 13 000
rpm) sedimentiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurde die DNA mit 70%-igem
Ethanol gewaschen, das Pellet getrocknet und die DNA in 0,1x TE gelost.

Bei der Isopropanolfillung wurden 0,7 Volumina Isopropanol zur DNA-L&sung

zugegeben. Weiter wurde wie bei der Ethanolfédllung verfahren.

Ligation von DNA-Fragmenten

Ligationen wurden mit 50-100 ng Vektor und dem 3-fachen molaren Uberschuf des
entsprechenden Inserts in Ligase-Puffer und 1 U T4-DNA-Ligase angesetzt. Der
Ligationsansatz wurde i.N. bei RT inkubiert und anschlieBend in E. coli

transformiert.

10x Ligasepuffer:

660 mM Tris-HCI, pH 7,5
50 mM MgCl,

10 mM Dithioerythrit (DTT)
10 mM ATP

"blunt end'-Klonierung

Bei Klonierung von DNA-Fragmenten mit tiberhdngenden (sticky) Enden in einen
Vektor mit glatten (blunt) Enden wurden 5'-Uberhiinge mit dem Klenow-Fragment
der DNA-Polymerase I und einem Nukleotidmix aufgefiillt. 3'-Uberhiinge wurden mit

Hilfe der T4-Polymerase abgebaut. Um die Enzyme wieder zu entfernen, folgte eine

Phe/ Chl-Extraktion und die Fallung der DNA.

Alkalische Phosphatase-Behandlung von Vektoren mit
iiberhingenden Enden

Zur Dephosphorylierung des Vektors wurden etwa 2 pg Vektor, 10x
Dephosphorylierungspuffer, 1 U SAP (alkalische Phosphatase, Shrimp) mit 0,1x TE
auf 50 pl aufgefiillt und fiir 30 min. bei 37°C inkubiert. Nach erneuter Zugabe von 1
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U SAP und weiteren 30 min. bei 37°C erfolgte eine Phe/ Chl-Extraktion und die
Féllung des Vektors.

10x Dephosphorylierungspuffer:
0,5 M Tris-HCI, pH 8,5
50 mM MgCl,

Klonierung der Konstrukte fiir die Analyse der regulatorischen Elemente des Maus-
PIPPin-Gens
Als Vektor fiir alle Konstrukte wurde pKC566 benutzt, der auf dem pPolylll-I

Klonierungsvektor (Lathe et al., 1987) basiert und mit einem schwachen B-Globin-
Promotor und dem Gen fiir die B-Galactosidase (Pfeffer et al., 2000) modifiziert
wurde. Die Klonierungen wurden alle mit einem HindIII-blunt-Vektor durchgefiihrt.
pFK35

Das 3,5 kb groBe Fragment wurde Xhol-HindIII-blunt in obigen Vektor kloniert.
PFK36 sense / antisense

Dieses 1,7 kb-Fragment wurde Xbal-HindIII-blunt kloniert.

pFK37

0,7 kb, Xbal-Ndel-Bluntklonierung

pFK38

Ndel-HindIII-Bluntklonierung (1 kb)

Transformation von Bakterien

Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Hierfiir wurde von einer Einzelkolonie E. coli (DH5a) ausgehend eine 50 ml {i.N.-
Kultur hergestellt. Davon wurde am néchsten Tag mit 5 ml eine 500 ml-Kultur
angeimpft und bei 37°C geschiittelt bis eine ODgop von 0,45-0,6 erreicht wurde. Nach
einer 10 miniitigen Inkubation auf Eis wurden die Bakterien durch Zentrifugation
(10min., 4°C, 3600 rpm) pelletiert. Die Bakterien wurden dann in kaltem sterilem
Wasser resuspendiert und erneut zentrifugiert. Es folgte ein weiterer Waschschritt, bei
dem die Bakterien mit 10% Glycerin resuspendiert wurden. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt wurde das Bakterienpellet in 2-3 ml 10% Glycerin
resuspendiert und zu 100 pl aliquotiert. Nach schnellem Einfrieren wurden die

Bakterien bei -80°C gelagert.
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Transformation durch Elektroporation

Die kompetenten Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und mit 1 pl Ligationsansatz
gemischt. Nach Uberfiihren des Ansatzes in eine kalte Elektroporationskiivette (BIO-
RAD Gene Pulser Cuvette, 0,1 cm Elektrodenabstand) erfolgte die Elektroporation
bei 1,8 kV, 25 uFD und 200 Q am Pulse Controller (BIO-RAD). Schnell wurde 1 ml
erwarmtes (37°C) STI zugegeben, die Bakterienlosung in ein steriles Reaktionsgefal3
iiberfiihrt und bei 37°C unter Schiitteln fiir eine Stunde inkubiert. Dann wurden die

Bakterien auf Selektivagar ausplattiert.

Durchmustern einer cDNA- oder genomischen Maus-DNA-
Bibliothek nach rekombinanten Bakteriophagen und deren

Isolierung

Vorbehandlung der Wirtsbakterien
Von dem Bakterienstamm XL1-Blue MRA (genomische Bibliothek) bzw. XL1-Blue
MRF (cDNA-Bibliothek) wurde mit einer Einzelkolonie eine 50 ml STI/ 1% Maltose-

Kultur angeimpft. Am néchsten Tag wurden die Bakterien pelletiert (3000 rpm, 10,
min, 4°C) und anschlieBend in 25 ml 10 mM MgS0, resuspendiert. Die Bakterien
wurden bei 4°C gelagert und blieben etwa 1 Woche fiir die Infektion mit Lambda-
Phagen kompetent.

Titerbestimmung einer Phagenbibliothek

Hierzu wurde ausgehend von einer 1:1000 Verdiinnung der Bibliothek eine
Verdiinnungsreihe in SM-Puffer angesetzt. Diese Reihe umfalite vier Verdiinnungen
von 1:10* - 1:107. Aus der Anzahl der Plaques lieB sich die Zahl der infizierenden
Phagen pro ml berechnen. Pro Platte wurden 150 000 pfu benétigt.

SM:

0,1 M NaCl

0,05 M Tris-Cl, pH 7,5
0,01% Gelatine

Ausplattieren der Phagenbibliothek

Die Phagen wurden auf 24x24 cm groBen Platten (STI mit 1,5% Bactoagar)

ausplattiert. Dazu wurden die Phagen mit der berechneten Verdiinnung fiir 15 min.
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bei 37°C mit je 200 pl Bakterien inkubiert, mit Topagarose gemischt und auf die
vorgewiarmten Agarplatten plattiert. Nach Erstarren der Topagarose wurden die
Platten umgekehrt fiir ca. 10-12 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die
Platten bei 4°C gelagert.

Topagarose:
STI mit 0,7% Agarose

Transfer der Phagen auf Nylon-Filter und Hybridisierung

Die Filter (NEN, GeneScreen Hybridization Transfer Membrane) wurden beschriftet
und fiir etwa 1 min. auf den Phagenrasen gelegt. AnschlieBend wurden die Filter mit

der DNA-Seite nach oben in folgenden Bédern fiir 1 min. benetzt:

Denaturieren: 0,2 M NaOH, 1,5 M NaCl
Neutralisieren: 0,4 M Tris-Cl, pH 7,6, 2xSSC
Aquilibrieren: 2xSSC

Nachdem die Filter luftgetrocknet waren, wurden sie fiir 2 h bei 80°C gebacken.

Zur Prahybridisierung wurden die Filter fiir 30 min. bei 42°C mit 2xSSC/ 0,5% SDS
inkubiert, anschlieBend fiir 1-2 h in Hybridisierungslosung. Dann wurde ii.N mit einer
radioaktiv markierten Sonde hybridisiert (s. Hybridisierung Southern Blot). Es folgte
die Posthybridisierung, bei der die Filter gewaschen wurden: viermal 15min. bei 65°C
mit 2xSSC/ 0,5% SDS und einmal 30 min bei 65°C. mit 0,2xSSC/ 0,5% SDS. Zur
Auswertung der Hybridisierung wurden Rontgenfilmen (Biomax, Kodak) die Filter

fiir etwa 3-4 Tage bei -70°C exponiert.

Hybridisierungslosungl: fiir 11

Formamid 480ml
20xSSC 240ml
2 M Tris-Cl, pH 7,6 10ml
100x Denhardt Losung 10 ml
deion. Wasser 50ml
50% Dextransulfat 200ml
10% SDS 10ml
Heringspermium DNA

(5 mg/ ml) 200 wl
100x Denhardt:

2% Ficoll 400

2% Polyvinylpyrrolidon
20 mg/ml BSA
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Aufreinigen positiver Phagen und Anlegen eines Phagenstocks

Positive Phagen-Plaques wurden gepickt und in 1 ml SM und einem Tropfen
Chloroform fiir mehrere Stunden bei RT unter Schiitteln zur Elution der Phagen
inkubiert. Zur Vereinzelung der Phagen wurde erneut in verschiedenen
Verdiinnungen auf kleine Platten ausplattiert, Filter abgezogen, hybridisiert und
positive Einzelplaques gepickt. Die Phagen wurden wieder in SM mit Chloroform
eluiert, auf diese Weise entstand eine hochkonzentrierte Losung (high titer stock) der

isolierten Phagen. Die Phageniiberstdande wurden bei 4°C gelagert.

DNA-Isolierung aus Lambda-Phagen (Plattenlysat-Methode)

Der entsprechende Phagenklon wurde auf einer 14 cm Petrischale (STI mit 1,5%
Agarose) ausplattiert. AnschlieBend wurden die Phagen mit 10 ml SM und einigen
Tropfen Chloroform fiir 1-2 h bei 37°C von der Platte gewaschen. Nach Transfer
dieses Lysats in 50 ml Rohrchen und Zentrifugation (10 min., 7000 rpm, 4°C) wurde
der Uberstand fiir 30 min bei 37°C mit RNaseA und DNase (Endkonzentrationen
jeweils 1 pg/ ml) unter Schiitteln inkubiert. Danach wurde der Uberstand mit einem
Volumen 20% Polyethylenglycol-6000/ 2 M NaCl fiir 1 h auf Eis prézipitiert. Die
Phagen wurden pelletiert (20 min, 7000 rpm, 4°C) in 0,5 ml SM geldst und einmal
nachgewaschen. Nach 15 miniitiger Inkubation bei 68°C in 10% SDS und 0,5 M
EDTA folgte eine Phe-Extraktion, eine Phe/ Chl-Extraktion und eine Chl-Extraktion.
Die Phagen-DNA wurde gefillt, gewaschen und schlielich fiir eine Stunde bei 60°C
in 0,1xTE gelost.

Genotypisieren

Préaparation genomischer Maus DNA

Das Gewebe, etwa 0,5-1 cm Schwanzspitze oder ES-Zellen, wurde in 500 pl
Lysepuffer mit 20 ul Proteinase K (10 mg/ml) gegeben und schiittelnd ii.N. bei 56°C
inkubiert. Die unverdauten Knochen und Haare wurden am néchsten Tag
abzentrifugiert und der Uberstand iiber Phe/ Chl-Extraktion gereinigt. Die DNA
wurde gefillt, einmal mit 70% EtOH gewaschen und in 200 pl 0,1xTE fiir 1-2 h bei
60°Cgelost.
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Lysepuffer:

200 mM NaCl

100 mM Tris-Cl, pH 8,5
5mM EDTA

0,2% SDS

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Alle PCR-Reaktionen fanden in einem "PTC-200, Peltier Thermal Cycler" statt. Fiir

eine PCR-Analyse wurde von nach obigem Protokoll isolierter DNA 0,5 pl eingesetzt.
Zum Genotypisieren der Pippin-knock-out Méiuse wurden die Oligonucleotide FK12,
13 und FK 14 eingesetzt. Dabei diente FK12 zur Detektion der Neomycin-Resistenz,
FK13 erkannte den Bereich der 3'-Homologie des Pippin-knock-out Konstrukts und
FK14 den Deletionsbereich.

Beispiel fiir einen Reaktionsansatz: Gesamtvolumen 30 pl
3 ul 10x Reaktionspuffer (Genecraft)

1,2 ul MgCl, (50 mM, Genecraft)

0,3 ul ANTP Mix (je 20 mM, Genecraft)
0,075 pl Primer (0,1 nmol/pl)

0,5 ul DNA-Matrize

0, 15 pl Tag-Polymerase (5U/ul, Genecraft)
x ul Wasser

10x Reaktionspuffer:

160 mM (NH4)SO,

670 mM Tris-HCI, pH 8,8

0,1% Tween 20

Reaktionsbedingungen:

1. Schritt: 95°Cc 4
2. Schritt 95°C 30"
3. Schritt 65°C 30"

4 Schritt 72°C 40"
5. Schritt: Schritte 2-4 29 mal wiederholen
6. Schritt: 4°C Temperatur halten

Southern Blot

Die mit Restriktionsenzymen geschnittene DNA wurde im Agarosegel aufgetrennt,
gefarbt und mit einem Lineal fotografiert. Das Gel wurde dann fiir 15 min in 0,25 M
HCI gewaschen, kurz mit MQ-Wasser gespiilt und anschlieend fiir 40 min in 1,5 M
NaCl/ 0,5 M NaOH denaturiert. Nach kurzem Spiilen folgte die Neutralisierung fiir 40
min in 1 M Tris-HCI/ 1,5 M NaCl. Zum Blotten wurde der Aufbau nach Southern
verwendet. Als Transferpuffer diente 20xSSC, transferriert wurde fiir zwei Tage.
Anschliefend wurde die DNA durch Bestrahlung mit langwelligem UV-Licht (312
nm; 0,3 J/ cm?) und zweistiindigem Backen bei 80°C auf der Membran ("Qiabrane",

Qiagen) kovalent fixiert.
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Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Die radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten erfolgte nach dem "rediprime II,
random prime labelling system" (Amersham Pharmacia Biotech) nach
Herstellerangaben. Nicht inkorporierte Nuceotide wurden {iber G-50-Mikrosdulen
(Sephadex G-50 Probe Quant, Pharmacia) nach Anleitung entfernt. Um die Qualitét
der Sonde zu messen, wurde 1 pl vom Sdulendurchfluf} fiir eine Szintillationszdhlung

eingesetzt. 1 pl sollte ein Signal von 400 000-700 000 cpm liefern.

Hybridisierung der Membranen

Alle Schritte erfolgten in Hybridisierungsflaschen, die bei 65°C kontinuierlich
gedreht wurden. Zunédchst wurden die Membranen fiir 1 h in 2xSSC/ 0,5% SDS, dann
fiir 1-2 h in Hybridisierungslosung priahybridisiert. Die markierte Sonde und 100 pg/
ml Heringsspermium-DNA wurden fiir 5 min. bei 95°C denaturiert , 5 min auf Eis
inkubiert und mit der Hybridisierungslosung auf die Membran gegeben. Es wurde
U.N. hybridisiert. Am nédchsten Tag wurde zweimal fiir 30 min. mit 2xSSC/ 0,5% SDS
und einmal 30 min. mit 0,2xSSC/ 0,5% SDS gewaschen. Die Exposition erfolgte fiir
ein bis drei Tage mit einem Biomax-Film bei -70°C.

Hybridisierungslésung:

6xSSC

0,01 M EDTA

5x Denhardt Losung
0,5% SDS

2.2 RNA

Bei allen Arbeiten mit RNA wurden Handschuhe getragen, das Wasser fiir alle
Losungen wurde mit 0,1% DEPC versetzt und alle Losungen wurden zusétzlich
autoklaviert. Die Arbeitsfliche wurde mit Ethanol gereinigt, Elektrophoresezubehor
wurde in 0,5% SDS eingeweicht und anschlieBend mit DEPC-Wasser gespiilt. Frisch
prapariertes Gewebe wurde in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -70°C

aufbewabhrt.
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Isolierung von Gesamt-RNA mit TRIzol

Das Gewebe wurde in TRIzol (LIFE TECHNOLOGIES) homogenisiert, wobei fiir
50-100 mg Gewebe 1 ml TRIzol eingesetzt wurde. Das Homogenat wurde
zentrifugiert (10 min., 12 000 rpm, 4°C), der Uberstand wurde abgenommen und fiir 5
min. bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 0,2 ml Chloroform pro ml TRIzol wurde das
Rohrchen kurz geschiittelt, 2-3 min. bei RT inkubiert und schlieBlich zur
Phasentrennung zentrifugiert (15 min., 12 000 rpm, 4°C). Der Uberstand wurde
abgenommen und die RNA mit Isopropanol gefillt. Nachdem die RNA einmal
gewaschen wurde, wurde das Pellet getrocknet und in DEPC-Wasser fiir 10 min. bei

60°C gelost.

Isolierung von Gesamt-RNA mit RNeasy Total RNA Isolation Kit
(Qiagen)
Hierfiir wurde das Protokoll fiir Tiergewebe nach den Angaben des Herstellers

durchgefiihrt.

Aufreinigung von poly A" RNA aus Gesamt-RNA (Oligotex Kit,

Qiagen)
Die Isolierung von poly A" RNA erfolgte nach Herstellerangaben.

Northern Blot

Die RNA (etwa 4-6 pg poly A" oder 10 pg total RNA/ Geltasche) wurde in einem
1,2%-igen denaturierenden Agarose/ Formaldehydgel aufgetrennt. Als Laufpuffer
wurde 1x MOPS-Puffer verwendet. Fiir die Probendenaturierung wurden pro Probe
S5ul 10x MOPS-Puffer, 8,75 pl 37% Formaldehyd, 25 pl Formamid und 11,25 pl
RNA (+ evtl. DEPC-Wasser) gemischt und fiir 5 min. bei 60°C inkubiert. Nach
Zugabe von 10 pl Ladepuffer wurde das Gel beladen und mit 75 V fiir 3-4 h laufen
gelassen bis die Bromphenolblau-Bande 2/ 3 des Gels durchlaufen hatte. Danach
wurde der Bereich des Gels, der den Lingenstandard enthielt, abgetrennt, mit EtBr
gefarbt und mit einem Lineal fotografiert.

Der Aufbau des Northern Blots entspricht dem des Southern Blots. Die RNA wurde

ebenfalls liber zwei Tage auf eine Membran transferriert. Es folgte der Blotabbau, das
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Markieren der Geltaschen auf der Membran und zweistlindiges Backen bei 80°C, um
die RNA auf der Membran kovalent zuf ixieren.

Priahybridisierung, Hybridisierung und Waschschritte wurden in rotierenden
Hybridisierungsflaschen in Wérmeschranken entsprechend der Hybridisierung von

DNA-Blots durchgefiihrt.

Prihybridisierung: 60°C

30 min., 2xSSC/ 0,5% SDS

1-2 h Hybridisierungspuffer

Hybridisierung: 42°C, ii.N.

aufgekochte, radioaktiv markierte Sonde mit aufgekochter Heringsspermium-DNA (Endkonz. 50 ug/
ml)

Waschen: 60°C

zweimal 30 min. 2xSSC/ 0,5% SDS

einmal 30 min. 0,1xSSC/ 0,5% SDS

Als Filmmaterial wurden auch hier Biomax-Filme benutzt, die Exposition erfolgte bei

-70°C.

10x MOPS-Puffer:
0,2 M MOPS

0,5 M Natriumacetat
0,01 M EDTA

Ladepuffer:

1 mM EDTA

0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol
50% Glycerin

Northern Blot Hybridisierungslosung:
25 mM KPOy4, pH 7,4
5xSSC

5x Denhardt Losung
50% Formamid

mRNA in situ-Hybridisierung auf Cryoschnitten mit Digoxigenin

(DIG)-markierten RNA-Sonden

Herstellung von linearisierter DNA als Matrize fiir die in vitro Transkription

Restriktionsansatz: Gesamtvolumen 100 ul
25-30 ug DNA

20 U Enzym

10 pl Restriktionspuffer

x ul 0,1x TE

Nach 2-3 h Inkubation bei 37°C wurde der Verdau im Gel auf Vollstindigkeit mit

unverdauter DNA als Kontrolle kontrolliert. Bei unvollstindiger Linearisierung
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wurden erneut 10 U Enzym zugefiigt. Nach vollsténdiger Linearisierung des Plasmids
erfolgte eine Phe/ Chl-Extraktion und die Prizipitation der DNA. Das Pellet wurde je

nach Grofe in 10-20 ul DEPC-Wasser aufgenommen.

In vitro Transkriptionsreaktion zur Synthese von RNA-Sonden

Reaktionsansatz: Gesamtvolumen 20 pl

1 pg DNA-Matrize

2 ul 10x Transkriptionpuffer (Roche)

2 ul 10x DIG RNA Markierungsmix (Roche)

0,5 pl RNasin (40 U/ pl, Promega)

1 wl T3, T7 oder Sp6 RNA Polymerase (Roche, 20 U/ ul), je nach Plasmid
x ul Wasser

10x Transkriptionspuffer:

0,4 M Tris-HCI, pH 8,0

60 mM MgCl,

100 mM DTT

20 mM Spermidin

Der Transkriptionsansatz wurde fiir 2 h Stunden bei 37°C inkubiert gefolgt von einem
15 miniitigen DNase-Verdau bei 37°C (Zugabe von 20 U/ pl, Promega). Danach
wurde die RNA durch Zugabe von 100 ul TE (pH 8), 10 ul 4 M LiCl und 300 pl
absolutem Ethanol fiir 2 h bei -20°C gefillt. Nach einmaligem Waschen wurde die

RNA in 100 pl TE geldst und im Agarosegel auf ihre Integritét hin {iberpriift.

Behandlung der Schnitte

Zunichst wurden die 18 um dicken Schnitte (zur Erstellung s. 2.4 Histologie) auf RT
gebracht. Nach der Umrandung mit einem hitzebestindigen Stift ("ImmEdge Pen",

Vector) durchliefen sie die folgenden Schritte:

1. Tag:

15 min. Fixierung in 4% PFA in PBS

2x 5 min. PBS

4-5 min. Proteinase K (20 pg / ml) in 50 mM Tri-HCI, pH8 und 5 mM EDTA, 37°C
5 min. 0,2% Glycin in PBS

2x 5 min. PBS

20 min. Postfixierung in 4% PFA / PBS und 0,2% Glutaraldehyd

2x 5 min. PBS

2 h Prahybridisierung in Hybridisationsmix, 70°C

3 min. Denaturieren der RNA-Sonde bei 80°C, Zugabe zum Hybridisationsmix
Hybridisierung ii.N bei 70°C in einer feuchten Kammer mit Formamid/ SSC/ Wasser

Hybridisationsmix:
50% Formamid

5x SSC

1% Boehringer Block
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5mM EDTA

0,1% Tween 20

0,1 % CHAPS

0,1 mg/ ml Heparin
1 mg/ ml tRNA

2. Tag:

5 min. 2x SSC, pH 4,5

3x 30 min. 2x SSC/ 50% Formamid, 65°C

2x 10 min. KTBT

2 h Blocken in Blockldsung

Inkubation #.N mit anti-DIG-alkalischer Phosphatase,
Blocklosung, 4°C

KTBT:

50 mM Tris-HCI, pH 7,5
150 mM NaCl

10 mM KCl1

1% Triton X-100

Blocklésung:
20% Schafserum in KTBT

3. Tag:

3x 5 min KTBT
3x 30 min. KTBT
3x 5 min. NTMT

Fab-Fragmenten (Roche,

Féarben mit NBT / BCIP (1:50, Roche) in NTMT bei RT fiir mehrere Stunden, evtl. ii.N

3x 5 min. PBT
Eindeckeln mit Mowiol 4-88 (Kuraray Specialities Europe)

NTMT:

100 mM Tris-HCI, pH 9,5
100 mM NaCl

50 mM MgCl,

0,05 % Tween 20

PBT: PBS mit 0,1% Triton X-100

2.3 DNA Microarray Screen

Gewebepraparation

1:2000)

in

Zum Embryonaltag E16.5 wurde von mehreren Wiirfen aus folgenden cerebralen

Cortexregionen Gewebe prépariert:

» frontalem Cortex (Anlage des motorischen Cortex)

» occipitalen Cortex (Anlage des visuellen Cortex)

* parietalem Cortex (Anlage des somatosensorischen Cortex)

» rostro-medialem Cortex (Anlage des Cingulums)

» caudo-medialem Cortex (Anlage des Hippocampus)
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Als Kontrolle wurden Kérper von E16.5 Embryonen verwendet, denen das Gehirn,
Riickenmark und die Genitalleiste entfernt wurde (= Restkorper). Es ist bekannt, daf3
Nervensystem und Geschlechtsorgane iiberlappende Gene besitzen. Um im
Microarray Screen nicht diese Gene zu verlieren, wurde die Genitalleiste entfernt.

Das Gewebe wurde in kaltem, autoklaviertem DEPC-PBS prépariert, gepoolt und in
"RNAlater" (Ambion) bei -20°C gelagert.

RNA-Priaparation

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus den priparierten Gehirngeweben wurde der

"Total RNA Isolation kit" (Qiagen) verwendet.

c¢DNA Synthese (SuperScript Choice System, GibcoBRL)

1) Erststrangsynthese

Primerhybridisierung:

8 ng total RNA in 10 pl DEPC-Wasser

1 pl RNasin

1 pl (100 pmol) T7-(dT)y4-Primer

Der Ansatz wurde 10 min. bei 70°C inkubiert, kurz anzentrifugiert und 1 min. auf Eis gelagert.

Temperaturangleichung:

4 ul 5x Erststrang cDNA Puffer
2ul 0,1 M DTT

1 ul 10 mM dNTP Mix

2 min. Inkubation bei 42°C

Einzelstrangsynthese:
2 ul Superscript II Reverse Transcriptase (200U / ul)
Mischen und eine Stunde bei 42°C inkubieren

2) Zweitstrangsynthese

Zugabe von:

91 ul DEPC-Wasser

30 pl 5x Zweitstrang Reaktionspuffer

3 pul 10 mM dNTP

1 ul 10 U/ pul DNA Ligase

4 ul 10 U/ pl DNA Polymerase 1

1 wl 2 U/ pul RNase H

Den Ansatz mischen und fiir zwei Stunden bei 16°C inkubieren.
+ 2 pl 10 U T4 DNA Polymerase

Erneutes Inkubieren fiir 5 Minuten bei 16°C.
+10 ul 0,5 M EDTA
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Die doppelstringige cDNA wurde mit Hilfe von "Phase Lock Gels" (Eppendorf) {iber
Phe/ Chl-Extraktion aufgereinigt und schlieBlich mit Ethanol prézipitiert. Nach
zweimaligem Waschen mit 80%-igem Ethanol wurde das Pellet getrocknet und in 12

pul DEPC-Wasser aufgenommen.

Synthese der biotin-markierten cRNA (BioArray High Yield RNA
Transcript Labeling Kit, Enzo)

Ansatz der in vitro Transkriptionsreaktion: Gesamtvolumen 40 pul
12 pl cDNA (Einsatz der gesamten cDNA-Ausbeute)

4 ul 10x RNase Inhibitor Mix

4 ul 10x HY Reaktionspuffer

4 ul 10x biotin-markierte Ribonucleotide

4 ul 10x DTT

2 ul 20x T7 RNA Polymerase

Die Reaktion wurde fiir 5 h bei 37°C inkubiert, wobei der Ansatz alle 45 min.
vorsichtig gemischt wurde. AnschlieBend wurden die in vitro Transkriptionsprodukte
mit RNeasy Saulen (Qiagen) nach Herstelleranleitung aufgereinigt und durch Zugabe
von 2,5 Volumen absolutem Ethanol und 0,5 Volumen 7,5 M NH4Ac prézipitiert. Das
Pellet wurde nach dem Waschen je nach Grof3e in 10-20 ul DEPC-Wasser fiir 5 min.
bei 70°C unter Schiitteln gelost. Danach wurde iiber die Messung der OD die cRNA-
Ausbeute quantifiziert. Zur Berechnung der tatsdchlichen cRNA-Ausbeute wurde die
eingesetzte Menge total RNA von der Menge cRNA nach in vitro Transkription

abgezogen.

Fragmentierung der cRNA

Es wurden pro Gewebe 16 ug cRNA zur Fragmentierung eingesetzt.

Fragmentierungsansatz: Gesamtvolumen 40ul

16 pg cRNA

8 ul 5x Fragmentierungspuffer

x ul DEPC-Wasser

5x RNA Fragmentierungs Puffer:

200 mM Tris-acetat, pH 8,1

500 mM KOAc

150 mM MgOAc

Der Puffer wurde mit DEPC-Wasser hergestellt und steril filtriert

Der Ansatz wurde 35 min. bei 94°C inkubiert und bis zur Hybridisierung bei -20°C
gelagert. 1 pg fragmentierter cRNA wurde auf einem 1%-igem Agarosegel auf

erfolgreiche Fragmentierung hin getestet.
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Hybridisierung

Herstellen des Hybridisierungscocktails fiir einen Standard Microchip: Gesamtvolumen 300 pl
16 pg fragmentierte cRNA

3 ul Kontroll-Oligonucleotide B2 (5 nM)

3 ul Kontroll-cRNA Cocktail (nach Affymetrix-Angaben erstellt)

3 ul Heringssperma-DNA (10 mg / ml)

3 ul acetyliertes BSA (50 mg/ ml, Gibco BRL Life Technologies)

150 pl 2x MES Hybridization Buffer

x ul DEPC-Wasser

12x MES Stammlosung
1,22 M MES
0,89 M [Na']

2x MES Hybridisierungspuffer:
8,3 ml 12x MES Stamml6sung
17,7 ml 5 M NaCl

4,0 ml 0,5 M EDTA

0,1 ml 10% Tween 20

19,9 ml Wasser

Der Hybridisierungscocktail wurde in einem Thermocycler fiir 5 min. bei 99°C und
anschlielend fiir 5 min. bei 45°C inkubiert. Nach kurzem Anzentrifugieren wurde der
Cocktail in die &dquilibrierten Microchips (Affymetrix Testchip Test 3 Array bzw.
MGU 74, Version 1, Chip A und B) eingefiillt. Die Hybridisierung erfolgte rotierend
i.N in einem Hybridisierungsofen ("GeneChip Hybridization Oven 640", Affymetrix)
bei 45°C und 60 rpm.

Zum Aquilibrieren wurden die Microchips mit 100 pl 1xMES fiir 10 min. bei 45°C

und 60 rpm im Hybridisierungsofen rotiert.

Waschen, Firben und Scannen der Microchips

Die Wasch- und Férbeprozedur wurde in der "GeneChip Fluidics Station 400" nach

folgendem Protokoll vollzogen:

Posthybridisieren:

- 10 Zyklen Waschpuffer A, 25°C
- 4 Zyklen Waschpuffer B, 50°C
Firben:

- 10 min. SAPE-L6sung, 25°C

- 10 Zyklen Waschpuffer A, 25°C
- 10 min. Antikérper-Losung, 25°C
- 10 min. SAPE-L6sung, 25°C

- 15 Zyklen Waschpuffer A, 30°C
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Waschpuffer A (nicht stringenter Waschpuffer):
6x SSPE

0,01% Tween 20

0,005% Antifoam

Waschpuffer B (stringenter Waschpuffer)
100 mM MES

0,1 M [Na']

0,001% Tween 20

Streptavidin Phycoerythrin (SAPE)-Losung:

2x Férbelosung

2 mg/ ml acetyliertes BSA

10 pg/ ml R-Phycoerythrin Streptavidin (Molecular Probes)

2x Firbelosung:
200 mM MES
2M[Na']

0.1 % Tween 20
0,01 % Antifoam

Antikérper-Losung:

2x Farbelosung

2 mg/ ml acetyliertes BSA

0,1 mg/ ml IgG aus der Ziege (Sigma)

3 pg/ ml biotinylierter anti-Streptavidin-Antikorper, Ziege (Vector Laboratories)

Danach wurden die Microchips in einem "Agilent GeneArray Scanner" mit einer

Laserwellenlidnge von 570 nm gescannt.

Auswertung

Die Analyse der Daten erfolgte mit der Affymetrix Software "Microarray Suite,
Version 4.0". Wegen eines Produktionsfehlers der Microchips wurden durch
Maskierung Daten aus der Analyse entfernt. Die Qualitidt der cRNA-Proben wurde
zundchst mit einem Testchip ermittelt. Dieser Testchip enthélt murine Haushaltsgene
wie z.B. GAPDH und B-Actin. Bei guten Hybridisierungs-Proben sollten die
Hybridisierungssignale nicht einen hoheren Wert als 3 besitzen. Bei hoheren Werten
muf} eine Degradierung der RNA vermutet werden.

Um zwei Microchips miteinander vergleichen zu konnen, wurde der Algorhythmus
"Scaling" (Skalierung) angewandt. Als Targetintensitit wurde 500 ausgewidhlt. Es
wurden Dateien des Typs ".chp" erstellt und paarweise miteinander verglichen. Mit
den entstandenen Daten fiir "Fold Change" (FC,Verhiltnis der Genexpression
zwischen einem Basiswert und einer Probe) und "Difference Call" (DC, Unterschied

in der Expression) wurden Listen von Genen angefertigt, deren Expression in einer
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der fiinf Cortexregionen erhdht war. Zur Aufnahme in eine Liste mullite ein Gen
folgende Kriterien erfiillen:

1. Der "Difference Call" mu3 im Vergleich zu den anderen Cortexregionen und der
Kontrolle (Restkérper) "marginal increased" (geringfligig erhoht) oder "increased"
(erhoht) betragen.

2. Die Expression ist im Vergleich zu allen anderen vier Cortexregionen um einen
"Fold Change" von mindestens 2 erhoht.

3. Die Expression ist im Vergleich zu mindestens einer Cortexregion um einen "Fold

Change" von > 3 erhoht.

2.4 Protein

Western Blot

Aufbereitung des Gewebes

Das Gewebe wurde in RIPA-Puffer, versetzt mit Protease Inhibitor (Protease Inhibitor
Cocktail Set III, Calbiochem), homogenisiert. Dabei entsprach das Volumen an Puffer
in pl dem Gewicht des Gewebes in mg multipliziert mit 10. Das Homogenat wurde 15
min. bei 13 000 rpm zentrifugiert und anschlieBend mit dem Uberstand

weitergearbeitet. Bis zum Gebrauch wurde er bei -20°C gelagert.

RIPA-Puffer:

fiir 500 ml

2,5 ml 10% SDS

15 ml 5 M NaCl

5 ml 10% NP-40

25 ml 10% Na-Desoxycholat
1 ml0,5M EDTA

25 ml 1 M Tris-HC1

Wasser

Fiir den Nachweis des Histons H1° wurde das Gewebe nach einer speziellen
Histonpréparation aufbereitet (Seyedin und Kistler, 1980). Hierbei wurde das Gewebe
unter fliissigem Stickstoff zermorsert und in 15 ml Perchlorséure 1 h auf Eis geriihrt.
Nach einer halbstiindigen Zentrifugation bei 5000 rpm wurde der Uberstand
aufbewahrt und das Pellet erneut mit Perchlorséure resuspendiert und auf Eis gertihrt.

Der durch erneute Zentrifugation gewonnene Uberstand wurde mit dem ersten
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vereinigt. Durch Zugabe von 100%-iger Trichloressigsdure (TCA) bis zu einer
Endkonzentration von 20% wurden fiir 10 min auf Eis die Proteine gefillt. Es folgte
eine Zentrifugation fiir 20 min bei 9000 rpm und ein anschlieBendes Waschen des
Pellets mit Ethanol/ Ether (1:1). Das Pellet wurde getrocknet und in 500 pl Wasser
gelost. Nach Zugabe von 500 pl 0,4 M Schwefelsdure wurde der Ansatz eine Stunde
auf Eis geriihrt. Die nicht-HI1-Proteine wurden mit 100%-iger TCA bis zu einer
Endkonzentration von 3% fiir 10 min auf Eis geféllt. Nach Zentrifugation wurde der
Uberstand, der die HI1-Proteine enthilt, mit 100%-iger TCA bis zu einer
Endkonzentration von 9,5% versetzt, um die HI-Proteine zu fillen. Nach

Zentrifugation wurde das Prézipitat ii.N in 0,1 M HCI rotierend bei 4°C geldst.

Bradford-Assay

Zur Bestimmung des Proteingehalts einer Probe wurden 800 pl PBS und 200 ul
BIORAD- Farbreagenz mit 1ul Probe gut durchmischt. Als Kontrollwert diente PBS
mit Farbreagenz ohne Probe. Nach Vermessen des Ansatzes im Photometer bei 595

nm wurde der Proteingehalt mit Hilfe einer BSA/ PBS Eichkurve ermittelt.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Proben wurden in einem denaturierenden Proteingel nach Laemmli aufgetrennt
(Laemmli, 1970). Dazu wurde in einer BIORAD GieBapparatur ein 12%-iges
Trenngel gegossen und mit Wasser iiberschichtet. Nach dem Polymerisieren des Gels
wurde das Wasser aufgesaugt, ein 4%-iges Sammelgel hinzugegossen und ein Kamm
zum Formen der Taschen eingeschoben. Nach dem Auspolymerisieren des
Sammelgels wurde der Kamm herausgezogen und das Gel in eine vertikale
Gelkammer (BIORAD) eingespannt. Als Laufpuffer wurde Laemmli-Puffer
verwendet. Die Proben wurden mit 3x Ladepuffer versetzt und fiir 3 min. bei 95°C
denaturiert. Nach kurzer Inkubation auf Eis wurden die Proben und ein Proteinmarker
(Precision Plus Protein Standard, BIORAD) geladen und fiir 3-4 h bei 60 V

aufgetrennt bis die Lauffront den unteren Rand des Gels erreicht hatte.
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Trenngel (12%):

10 ml 30% Acrylamid / 0,8% Bisacrylamid (BIORAD)
6,25 ml 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8

0,25 ml 10% SDS

0,25 ml 10% Ammoniumpersulfat

25 ul TEMED

8,5 ml Wasser

Sammelgel (4%):

1,3 ml 30% Acrylamid / 0,8% Bisacrylamid (BIORAD)
2,5 ml 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8

0,1 ml 10% SDS

0,1 ml 10% Ammoniumpersulfat

20 pl TEMED

6 ml Wasser

Laemmli-Puffer:

25 mM Tris-HCl, pH7,5
250 mM Glycin

0,1 % SDS

3x Ladepuffer:

3,6 ml 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
1,5 ml B-Mercaptoethanol
0,6 g SDS

3 ml Glycerin

0,25% Bromphenolblau
1,5 ml Wasser

Transfer von Proteinen auf eine Nitrocellulosemembran

Das Elektroblotten wurde hier nach der "semi-dry"-Methode durchgefiihrt.

Nach dem Auftrennen der Proteine im SDS-Gel mufliten Gel und Membran zunichst
dqulibriert werden. Dazu wurde das Gel 15 min. in kaltemTransferpuffer geschwenkt.
Die Membran (Immobilon-P, Millipore) wurde fiir 15 s in kaltem Methanol, 2 min. in
Wasser und fiir 5 min. in kaltem Transferpuffer inkubiert.

In Transferpuffer getrankt wurde dann der Blot aufgebaut:

Anode (+)

drei feuchte Filterpapiere
Membran
Polyacrylamid-Gel

drei feuchte Filterpapiere
Kathode (-)

Zum Blotten wurde die "Trans-Blot Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell" von
BIORAD verwendet. Der Transfer wurde fiir 30 min. bei 15 V durchgefiihrt.
Anschliefend wurde die Membran reversibel mit Ponceau S gefdarbt, um den Erfolg

des Transfers zu liberpriifen.
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Transferpuffer:
14,4 g Glycin
3g Tris-HCl
20% Methanol
auf 11 auffiillen

Ponceau S-Firbelosung:
0,5 g Ponceau S in 1% Essigsdure 16sen

Immunodetektion von Proteinen auf einer Nitrocellulosemembran

Nach Abwaschen der Ponceau S-Fiarbung mit Wasser wurde die Membran fiir 1 h
geblockt. Danach erfolgte schiittelnd die Primér-Antikdrper-Inkubation bei 4°C ii.N,
der Antikorper wurde in 1% Blocklosung verdiinnt. Am néchsten Tag wurde nicht
gebundener Antikorper bei RT weggewaschen: 1x 5 min. mit Waschpuffer/ 0,1%
Tween-20 und 3x 5 min. mit Waschpuffer. Der HRP (horseradish peroxidase)-
gekoppelte Sekundérantikorper (DIANOVA) wurde 1:10 000 in Waschpuffer
verdiinnt und fiir 1 h bei RT inkubiert. Nach erneuter obiger Waschprozedur wurde
der Blot 5 min. mit Chemilumineszenz-Substrat (SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate) entwickelt. Eingeschlagen in Folie wurde der Blot auf

Rontgenfilmen exponiert. Die Belichtungszeit betrug 5 min. bis 1 h.

TBS:
50 mM Tris-HCI, pH 8,0
150 mM NaCl

Blocklosung:
5% Milchpulver in TBS

Waschpuffer:
1:20 Verdiinnung der Blockldsung

Coomassie-Blau-Fiarbung
Um die Integritdt der Gewebeproben zu tliberpriifen, wurden die Proteinbanden nach
der gelelektrophoretischen Auftrennung .N. mit 1x Coomassie-Blau angeférbt.

Uberschiissiger Farbstoff wurde mit saurer Entfirbeldsung weggewaschen.

Coomassie-Blau-Férbelosung:

0,025% Coomassie-Blau-G250 (Serva)
10% Essigsédure

1 h Stunde mit Wasser mischen und filtern
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Entfirbelosung:
7% Essigsdure
5% Methanol
88% Wasser

Praparation von Acetonpuder

Das Gewebe wurde in 0,9% NaCl homogenisiert (1 ml Losung/ g Gewebe). Nach 5
miniitiger Inkubation auf Eis wurden 8 ml eiskaltes Aceton hinzugefiigt und alles gut
durchmischt. Es folgte eine halbstiindige Inkubation auf Eis mit gelegentlichem
Mischen, danach wurde der Ansatz fiir 10 min. bei 10 000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, das Pellet erneut mit eiskaltem Aceton resuspendiert und
fiir 10 min. auf Eis stehen gelassen. Nach Zentrifugation wurde das Pellet auf ein
sauberes Filterpapier gebracht und zum Trocknen darauf verteilt. Bis zum Gebrauch

wurde das Acetonpuder in einem luftdichten Rohrchen bei -80°C gelagert.

Praadsorption des Ratte-anti-PPPin-Antikorpers

Eine 1:100 Verdiinnung des Antikdrpers wurde zusammen mit dem Acetonpuder fiir
30 min. rotierend bei 4°C inkubiert. Nach einer 10 miniitigen Zentrifugation bei 10
000 rpm wurde der Uberstand abgenommen und in einer 1:1000 Endverdiinnung auf

den Western Blot gegeben.

2.5 Histologie

Herstellung von Gefrierschnitten

Nach dem Préparieren wurden die Gehirne je nach Gréfe in 4% PFA/ PBS fiir 1-3 h
Stunden bzw. i.N (bei adulten Gehirnen) fixiert. Auf zwei Waschschritte in PBS
folgte das Uberfiihren der Hirne in 25% Sucrose in PBS (ii.N). Am niichsten Tag
wurden die Gehirne in Einbettmedium (Tissue Freezing Medium, Jung) geschwenkt
und in Plastikférmchen (Leica) auf Trockeneis eingefroren. Die eingebetteten Gehirne
wurden bei -20°C gelagert und mit einem Cryostaten der Firma Leica (CM 3050S)

geschn itten.
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Herstellung von Paraffinschnitten

Fiir diese Schneidetechnik erfolgte das Fixieren der Gehirne ii.N. in 4% PFA/ PBS.
Nach griindlichem Waschen in PBS durchliefen die Gehirne folgende Bider im
Karussell (Citadel 1000, Shandon):

Dehydrieren: je 1 h
PBS

0,86% NaCl
50% EtOH
70% EtOH
80% EtOH
90% EtOH
100% EtOH
Infiltrieren:
Isopropanol
Toluol

2x Paraplast

Adulte Gehirne wurden fiir 2 Néchte fixiert und verblieben zum Dehydrieren und
Infiltrieren jeweils fiir einen Tag in der entsprechenden Losung.

Nachdem noch einmal das Paraplast gewechselt wurde, wurden die Gehirne an der
Einbettstation (Leica EG 1160) in Paraplast eingebettet. Es wurden je nach
Anwendung 6-10 um dicke Schnitte angefertigt (Leica Microtom, RM 2165).

Himatoxylin-Eosin-Fiarbung (HE-Fiarbung)

Hierfiir wurden 10 um dicke Paraffinschnitte erstellt, die im "Jung Auto Stainer XL"

(Leica) wie folgt behandelt wurden:

Schritt Reagenz Zeit

1 Xylolersatz 5 min.
2 Xylolersatz 5 min.
3 Xylolersatz 3 min.
4 100% EtOH 4 min.
5 90% EtOH 4 min.
6 70% EtOH 4 min.
7 50% EtOH 4 min.
8 Wasser 2 min.
9 Hamatoxylin 5 - 8 min. (je nach Gewebe)
10 Wasser 3 min.
11 Wasser 3 min.
12 Wasser 2 min.
13 HCIl-Alkohol 12 sec.
14 Wasser 1 min.
15 Wasser 1 min.

16 Eosin 30 sec. - 3 min. (je nach Gewebe)
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17 50% EtOH 55 sec.
18 70% EtOH 1 min.
19 90% EtOH 2 min.
20 100% EtOH 2 min.
21 100% EtOH 2 min.
22 Xylolersatz 3 min.
23 Xylolersatz 3 min.

Himatoxylin: nach Harris (Sigma), wurde vor Gebrauch filtriert

Eosin G: 1%-igeStammldsung (Merck) in Wasser, vor Gebrauch filtriert
Gebrauchslosung (0,1%): 50 ml Stammldsung, 450 ml MQ, 150 ul Essigsdure
HCI-Alkohol: 500 ml 70% EtOH, 5 ml rauchende HCI

Im Anschlufl wurden die Schnitte mit "Eukitt"-Einbettmedium (O. Kindler GmbH)

eingedeckelt und getrocknet.

B-Galactosidase-Firbung

Die Cryoschnitte wurden 30 min. schiittelnd auf Eis in Fixierlésung inkubiert.
Anschliefend wurden sie 2x 20 min. in PBS bei RT gewaschen. Die Féarbung erfolgte
unter Lichtausschluf3 bei 30°C ii.N..

Fixierlosung: fiir 50 ml
1,35 ml 37% Formaldehyd
0,2 ml 50% Glutaraldehyd
0,1 ml 10% NP-40

2,5 ml 20x PBS

45,85 ml MQ

X-Gal Férbelosung: fiir 25 ml

23,37 ml 1x PBS

0,625 ml X-Gal (40 mg / ml in Dimethylformamid, Gibco BRL)
0,625 ml K;Fe(CN)g (200 mM)

0,625 ml K4Fe(CN)g (200 mM)

0,5 ml MgCl, (100 mM)

Am nichsten Tag wurden die Schnitte 2x mit PBS gewaschen und in 0,02% Na-Azid/
PBS bei 4°C gelagert.

BrdU (5-Bromo-2'-deoxyuridin)-Aufnahmestudien

Es wurden 0,014 g/ ml BrdU eingewogen und in PBS bei 37°C schiittelnd geldst. Die
Maus wurde gewogen und 100 pl/ 10g Korpergewicht injiziert. Nach 30-40 min.
Inkorporationszeit wurden die Embryonen entnommen und die Gehirne schnell in

kaltem PBS préipariert. Sie wurden i.N. in 4% PFA/ PBS fixiert und in Paraffin
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eingebettet (s.0.). Fiir die anti-BrdU-Farbung betrug die Dicke der Schnitte 6 um. Sie
durchliefen diese Behandlung:

Entparaffinierung:

Xylolersatz 5 min.
Xylolersatz 5 min.
100% EtOH 2 min.
96% EtOH 2 min.
90% EtOH 2 min.
70% EtOH 2 min.
50% EtOH 2 min.
MQ 5 min.
1x PBS 5 min.
DNA-Vorbehandlung:

2N HCl 30 min.

0,1M Na-Borat 10 min.

0,1M Na-Borat 10 min.

1x PBS 5 min.

1x PBS 5 min.

Proteinase K 7 min.

(20 pg/ ml in 20 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA)

1x PBS 5 min.

1x PBS 5 min.

Blocken in PBSTG 1-2h

1x PBS 5 min.

anti-BrdU-Fluorescein (1:10 in PBS, Roche) 1i.N bei 4°C
1x PBS 5 min.

PBSTG 5 min.

1x PBS 5 min.

Gegenfarbung mit Propidiumiodid (1:3000 in PBS, Molecular Probes) fiir 1 min. im Dunkeln
4x Waschen mit 1x PBS fiir 3 min.

PBSTG: 0,2% Gelatine, 0,2% Tween 20 in PBS
0,1 M Na,B,0;: mit 1 M Borsdure auf pH 8,5 eingestellt

Die Schnitte wurden in Vectashield (Vector) eingedeckelt.
Aus dem Verhiltnis der BrdU inkorporierenden Zellen und den Propidiumiodid

gefirbten Zellen wurde der mitotische Index ermittelt.
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2.6 in vitro Elektroporation embryonaler Gehirne und

organotypische Kultur

Zubereitung der Plasmid-DNA
Plasmid-DNA wurde mit dem Qiagen Plasmid Maxi Kit pripariert und nach Phe/

Chl- und Chl-Extraktion in 0,01% Fast green (Sigma) in sterilem PBS gelost. Die
DNA-Konzentration wurde auf 2,0 pg/ pl (Osumi und Inoue, 2001) eingestellt,
zusiétzlich wurden 0,8 pg/ pl des Plasmids CMV-EGFP (Luo et al., 2004) zugefiigt.

Herstellung der Mikrokapillaren

Mikrokapillaren (Clark Electromedical Instruments) wurden mit einem vertikalen
Kapillarenzieher (Modell 720, David Kopf Instruments) gezogen (Solenoid = 0,
Heater = 18,5).

Elektroporation und organotypische Kultur
Diese Methode wurde von S. Miihlfriedel (noch nicht publiziert) etabliert und ist nach

bereits publizierten Elektroporationen (Stuhmer et al., 2002; Alifragis et al., 2004)
modifiziert worden.

Nach Préparation in kaltem Earle's balanced salts (EBSS, Gibco BRL) wurden die
embryonalen Gehirne (E14.5) auf einem Elektroporationstisch elektroporiert. Dazu
wurden 100 pl kaltes, steriles PBS zur Benetzung beider Elektroden in die Vertiefung
gegeben. Das zu elektroporierende Gehirn wurde im PBS mit dem Zielareal zur
Anode hin orientiert. Mit Mikrokapillaren wurden 2-3 ul Plasmid-Losung in das zur
Anode gerichtete laterale Ventrikel injiziert (2650 hPa, Microinjector 5242,
Eppendorf) und fiinf elektrische Pulse verabreicht (Pulsdauer= 50 ms, Spannung= 70
V, Pause= 1 s; Rechteckspannungsgenerator ECM 830, BTX). Elektroporierte
Gehirne wurden in kaltem Gewebe-Kulturmedium gelagert und schlieBlich in 2%
niedrigschmelzender Agarose (Gibco, BRL) in EBSS eingebettet. Von den

eingebetteten Gehirnen wurden in kaltem PBS 300 um dicke, coronale Schnitte
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erstellt (manuelles Vibratom, TSE-Systems). Die Schnitte wurden zur Gewebekultur
auf Kultur-Einsitzen (Durchmesser 25 mm, Porendurchmesser 0,4 um, Nunc) in 6-
well-Platten (Greiner) mit je 1,5 ml Kulturmedium gegeben. Sie wurden so {i.N. bei
37°C in einem Inkubator (BBD 6220, Heracus) in feuchter CO,-Atmosphire (5%)
kultiviert (Luftfeuchte = 95%). Am folgenden Tag wurden die Gewebeschnitte fixiert

und gefarbt (s. Protokoll zur B-Galctosidase-Farbung).

Zusammensetzung des Gewebe-Kulturmediums:

Neurobasal A-Medium (ohne Glutamin, Gibco BRL) 86 ml
Fetales Kélberserum (Pan Biotech GmbH) 10 ml
Streptomycin (10 mg/ ml, Gibco BRL) 0,5 ml
Penicillin (10 000 Units/ ml, Gibco BRL) 0,5 ml
Glutamin (200 mM, Gibco BRL) 1 ml

B27-Supplement (50x, Gibco BRL) 2 ml
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III. Ergebnisse

1. Microarray-Expressionsanalyse von verschiedenen
Regionen des cerebralen Cortex zum Embryonaltag 16,5

Ausgangspunkt dieser Arbeit war das Ziel, neue Gene zu identifizieren, die im
cerebralen Cortex der Maus zum Embryonaltag 16,5, eine regionenspezifische
Expression aufweisen. Es wurden dafiir finf Cortexregionen des Stadiums E16,5
prapariert (s. Abb.3):

e der frontale Cortex (Anlage des motorischen Cortex)

e der rostro-mediale Cortex (Anlage des Cingulums)

e der parietale Cortex (Anlage des somatosensorischen Cortex)

e der caudo-mediale Cortex (Anlage des Hippocampus)

e und der occipitale Cortex (Anlage des visuellen Cortex)

Abb.3: Regionen des cerebralen Cortex der Maus zum Embryonaltag E16,5 (Schambra et al.,
1992)

Die Bilder zeigen coronale Schnitte und gehen von links nach rechts von anterior nach posterior.

cm, caudo-medialer Cortex; fr, frontaler Cortex; oc, occipitaler Cortex; pa, parietaler Cortex; rm,
rostro-medialer Cortex

Um vornehmlich nervensystemspezifische Gene zu erhalten, wurde als Kontrolle der
Korper von E16,5 Embryonen gewihlt, denen Gehirn, Riickenmark und die
Genitalleiste entfernt wurden.

Nach Synthese von biotin-markierten RNA-Proben, Hybridisieren, Férben und
Scannen der Microchips wurden die produzierten Daten mit Hilfe der Affymetrix
Software "Microarray Suite, Version 4.0" ausgewertet (s. Kap.Il, 2.3). Dazu wurden
Listen von Genen erstellt, deren Expression in einer der fiinf Cortexregionen erhdht
war. Um in eine Liste aufgenommen zu werden, mufite ein Gen drei Kriterien

erfillen:
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1. Der "Difference Call" (Expressionsunterschied) sollte im Vergleich zu den anderen
Cortexregionen und der Kontrolle "marginal increased" (geringfiigig erhoht) oder
"increased" (erhoht) betragen.

2. Die Expression ist im Vergleich zu allen anderen vier Cortexregionen um einen
"Fold Change" von mindestens 2 erhoht.

3. Die Expression ist im Vergleich zu mindestens einer Cortexregion um einen "Fold
Change" von > 3 erhoht.

Mit Hilfe dieser Filterkriterien wurden 96 Sequenzen selektiert, die laut Microarray-
Analyse spezifisch in einer bestimmten Cortexregion zum Entwicklungszeitpunkt
E16,5 exprimiert werden (Tab.l). Zwei Gene waren doppelt auf den Microchips
vertreten (Nef3 und Zfp288). Die Aufteilung dieser ausgewédhlten Sequenzen auf die
verschiedenen Cortexregionen ist in Abb.4 dargestellt. Es entfielen auf den frontalen
Cortex 55 Gene (58%), auf den rostro-medialen Cortex 12 (13%), auf den caudo-
medialen Cortex 10 (10%), auf den parietalen Cortex 7 (7%) und auf den occipitalen
Cortex 12 Gene (12%). Mit Hilfe der CELERA Datenbank wurden die ausgewéhlten
Gene annotiert, wobei fiir 37 Gene zu diesem Zeitpunkt keine Annotation moglich
war.

Alle bekannten Gene (57) wurden basierend auf dem "Gene Ontology Mining Tool"
(Ashburner et al., 2000) nach ihrer Funktion klassifiziert, was in Abb.5 dargestellt ist.
Es iiberwogen dabei die Funktionen als Transkriptionsfaktoren (15 Gene, 25%),
Rezeptoren (8 Gene, 14%), Funktionen in der Signaltransduktion (8 Gene, 14%) und
als Enzyme (9 Gene, 16%). Auf die anderen Gruppierungen wie z.B. Hormone (2%),
Cytoskelett (7%) und Ionenkanéle (4%) entfielen weniger Gene. 10 Gene (18%)
fallen in die Kategorie "Andere" (wie z.B. SmydS5), der keine der klassischen

Funktionen zuzuordnen ist.
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O frontaler Cortex

W rostro-medialer Cortex
O caudo-medialer Cortex
O parietaler Cortex

M occipitaler Cortex

Abb.4: Aufteilung der 96 ausgewiihlten Gene in die Cortexregionen, in denen sie laut Microarray-
Analyse zum Embryonaltag 16,5 exprimiert werden

O Transkriptionsfaktoren/DNA-
Bindung

B Rezeptoren

O Signaltransduktion

O Enzyme

W Hormone

O Cytoskelett

B lonenkanéle

B Andere

Abb.5: Klassifizierung der bekannten Gene nach ihrer Funktion
Die meisten Gene lassen sich den Gruppen Transkriptionsfaktoren, Rezeptoren und Signaltransduktion
zuordnen. Die Zuordnung erfolgte nach dem "Gene Ontology Mining Tool".
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Tab.1:

In den folgenden Tabellen sind die Gene aufgefiihrt, die alle beschriebenen Filterkriterien erfiillten. Der
"Difference call" (DC) beschreibt den Unterschied in der Expression im Vergleich zu einer Basislinie
wihrend der "Fold change" (FC) das Verhéltnis der Genexpression zwischen einem Basiswert und
einer Probe darstellt.

frontaler Cortex

it di d di; parietaler
Affymetrix Cortex Cortex Cortex Cortex Restkérper Gen-Symbol Gen-Name
ummer DC FC bDC FC DC FC DC FC DC FC
99045_at I 2,1 I 1,4 | 3 | 2 | 16,4 Eno2 Enolase 2
94055_at | 24 | 26 | 29 | 3.1 | 19 Cttn Cortactin
110852_at I 1,8 I 22 | 1,6 | 3.1 | 1,9 /! nicht annotiert
94641_at | 32 | 16 | 32 | 17 | 4.1 / nicht annotiert
93711_at I 2,1 I 1,9 I 19 I 32 I 47 Sec23a SEC23A (S. cerevisiae)
117044_at I 22 I 3,2 I 2,4 | 1,8 | 4 Ppp1ri6b Proteinphosphatase 1, regu-
latorische 16B
108093_at [ 2.1 [ 27 [l 22 [l 32 [ 13 7 nicht annotiert
107382_at I 2 I 23 | 3,2 | 21 | 6,7 / nicht annotiert
94296_s_at I 23 I 3 I 2,6 I 33 I 25 Gtf2i genereller Transkriptionsfaktor
factorll |
100970_at I 17 I 23 I 3,4 I 26 I 25 Akt1 Thymoma virales Proto-
oncogen 1
108995_at [ 18 [ 17 [l 35 [l 18 [ 38 7 nicht annotiert
104409_at I 2,4 I 36 I 3,1 I 23 I 83 Grik5 Glutamatrezeptor, ionotrop,
Kainat 5 (gamma 2)
114517 _at [ 15 [ 28 | 3,6 | 23 | 75 Grip1 Glutamatrezeptor interagie-
rendes Protein 1
100386_at | 2,7 | 2,9 | 33 | 3,6 | 4.8 Gnaz Guanin Nucleotid Bindeprotein,
alpha z Untereinheit
106442_at MI 21 | 1,7 | 3,7 | 33 | 4,9 Gng7 Guanin Nucleotid Bindeprotein,
gamma 7 Untereinheit
100427_at | 25 | 3,1 | 41 | 22 | 59,3 Ptpro Protein Tyrosin Phosphatase,
Rezeptortyp O
103900_at | 1,7 | 3,1 | 4.1 | 2,7 | 58 Centg3 Centaurin, gamma 3
97760_at I 23 I 23 I 3,5 I 42 I 9,2 Mtap2 Microtubuli-assoziiertes
Protein 2
111672_at MI 27 MI 26 I 43 I 1,9 I 58 Mtmr4 Myotubularin verwandtes
Protein 4
92293_at ] 2 I 23 [l 22 ] 5 I 15,1 nicht annotiert
93895_s_at | 23 [ 25 | 45 | 1,4 | 43 Itpr1 Inositol 1,4,5-triphosphat-
rezeptor 1
115057_at 8 2. 6 X . 7 nicht annotiert
111310_at 3 K L7 ! K / nicht annotiert
106167_at 7 4, X X , / nicht annotiert
93460_at 7 4, 3 5 X Acvr1 Activin A-Rezeptor, Typ1
112183_g_at 9 R X 2 X nicht annotiert
108773_at 9 5 3 8 . Jmy junction-mediating and
regulatory protein
93372_at I 22 I 25 I 4,9 I 54 I 71 Anp32a saure nuclearePhospho-
protein 32 Familie, Mitglied A
97131_at I 29 I 55 | 3,2 | 4,8 | 6,2 / nicht annotiert
99800_at I 54 I 5,6 I 3,9 I 5.4 I 8,1 L1cam L1 Zelladhasionsmolekul
117023_at I 43 I 55 | 57 | 38 | 6,2 Alg2 Asparagin-verbundenes Gly-
cosylierungshomolog 2
95433 _at I 2 I 3.4 | 57 | 35 | 1,9 Ddx54 DEAD-box Polypeptid 54
106964 _at I X 57 4, 39 7.9 / nicht annotiert
95150_at . 48 5, 55 52 ! nicht annotiert
92664_at % 5 3, 58 47 / nicht annotiert
112175_at 3 2 5, 2 9,7 Tox Thymocyten selektions-asso-
ziiertes HMG box Gen
110650_at I 4.4 I 21 I 6 I 25 I 24 Nrip1 Nuclearrezeptor inter-
agierendes Protein 1
114303_at I 23 I 22 I 6,3 I 1,6 I 8,5 Sfrp1 secreted frizzled-related
sequence protein 1
105726_at | 6,4 | 3,6 | 6,1 | 6 | 8,1 /! nicht annotiert
113672_at MI 6,5 | 4,9 | 2 | 1.9 | 7.3 Clstn1 Calsyntenin 1
101947_at I 17 | 6,8 | 6,3 | .5 | 4,2 Nakap95 Nachbar des A-Kinase Anker-
proteins 95
107580_g_at MI 2,4 | 6 ] 7 ] 59 ] 1,8 Cdc42bpb Cdc42 Bir in Kinase beta
92753_at I 55 I 71 I 5,2 I 45 I 9 Mrg2 myeloid ecotropic viral inte-
gration site-related gene 2
93954_at 7, 25 6,1 23 7.3 Gucy1b3 Guanylatcyclase 1, beta 3
112902_at 1 3 7.8 4 9.4 nicht annotiert
105739_at 7, 7, 6,8 7.8 12,5 Hspa 12a Hitzeschockprotein 12A
92461_at 2, 6, 8 2,1 11,2 Mmp 17 Matrix Metalloproteil 17
113627_at MI 8, 82 58 57 / nicht annotiert
102375_at 4,6 [ 2, 1.9 9 23 Smyd5 SET und MYND Doméne
enthaltend 5
102357_at | 71 | 4,4 | 6,1 | 9,4 | 6,1 nicht annotiert
92420_at I 4 I 10,3 | 7.2 | 6,5 | 7.7 Ntf3 Neurotrophin 3
117011_at | 1,7 | 8,4 | 22 | 35 | 12,9 Epb4.113 erythrocyte protein band
4.1-like3
116333 _at | 27 | 14,6 | 22 | 12,7 | 15 / nicht annotiert
108533_at I 18 I 3,8 | 16,9 | 79 | 13,6 Ppp1rib Proteinphosphatase1
regulatorische Untereinheit 1B
116106_at | 42,3 I [ 26,6 | 29 | 5 | 37,3 /! nicht annotiert
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rostro-medialer Cortex

caudo-
occipitaler frontaler medialer parietaler Gen-
Affymetrix Cortex Cortex Cortex Cortex Restkdrper Symbol Gen-Name
Probenkennummer DC FC DC FC DC FC DC FC DC FC
94100_s_at | 25 | 33 | 23 | 1,4 | 9,8 Trpcd transient receptor potential
cation channel, Subfamilie C,
Mitglied 4
96672_at | 3,6 | 3,4 | 1,9 | 2,8 | 3,5 / nicht annotiert
102900_at | 3,3 | 2,6 | 2,7 | 3,7 | 3,5 Six3 sine oculis-verwandtes Homeo-
box Homolog (Drosophila)
92930_at | 2 | 4 | 17 | 3,3 | 3,6 DIx5 distal-less Homeobox 5
103061_at | 1,6 | 2,4 | 1,8 | 4.6 | 26,6 Gad1 glutamic acid decarboxylase1
94123 _at | 5,1 | 3,4 | 1,8 | 3,9 | 10 | Neurod4 | neurogene Differenzierung 4
97721_at | 3,7 | 5,4 | 3 | 3,3 | 4,2 Fgf15 | Fibroblastenwachstumsfaktor 15
98330_at | 9,2 | 7,2 | 6,1 | 6 | 14 Zic3 Zink-Fingerprotein des
Cerebellums 3
116403_at | 6,7 | 7,7 | 1,8 | 10,4 | Zich Zink-Fingerprotein des
Cerebellums 5§
98843 at | 10 | 11,2 | 2 | 7,8 | 10,6 Zic2 Zink-Fingerprotein des
Cerebellums2
103597 _at | 33,9 | 3 | 23,2 | 27,2 | 30,6 Dct Dopachrom Tautomerase
104169_at | 54,9 | 11,3 | 5 | 26,5 | 102,6| Zict Zink-Fingerprotein des
Cerebellums 1
caudo-medialer Cortex
rostro-
occipitaler frontaler medialer parietaler Gen-
Affymetrix Cortex Cortex Cortex Cortex Restkérper Symbol Gen-Name
Probenkennummer DC FC DC FC DC FC DC FC DC FC
96132_at 1 2,4 1 3.3 1 21 1 2 1 1.9 / nicht annotiert
115830_at 1 4.8 1 48 1 1,9 1 42 1 7.6 / nicht annotiert
105572_at 1 3,3 1 2,8 1 18 1 55 1 482 | Nr4a3 | Nuclearrezeptor, Subfamilie 4,
Gruppe A, Mitglied 3
116619_at 1 5.2 1 5.2 1 2 1 5.6 1 17,5| zfp2ss Zink-Fingerprotein 288
105882_at 1 2,6 1 6,2 1 18 1 4,6 1 6,5 / nicht annotiert
109495_at 1 4.4 1 7.1 1 18 1 7 1 12,8 / nicht annotiert
94780_at 1 7.9 1 8,1 1 2,5 1 8,1 1 50,5 | zfp2ss Zink-Fingerprotein 288
113738_at 1 10,6 1 ° 1 2,7 1 57 1 8 / nicht annotiert
116382_at 1 34 1 12,5 1 2,6 1 14,2 1 4 Nrp2 Neuropilin 2
103548_at 1 21 1 18,5 1 3 1 5.1 1 2,3 Tac2 Tachykinin 2
parietaler Cortex
rostro- caudo-
occipitaler frontaler medialer medialer Gen-
Affymetrix Cortex Cortex Cortex Cortex Restkdrper Symbol Gen-Name
Probenkennummer DC FC DC FC DC FC DC FC DC FC / nicht annotiert
99362 _at | 3 | 3.3 | 2,7 | 2.9 | 3.1 / nicht annotiert
102091_f at MI 2,4 MI 3,6 MI 2,6 | 2.6 | 2,4 / nicht annotiert
94028 f at | 3 | 3.7 | 3,2 | 3 | 3.1 / nicht annotiert
100344_at | 2,2 MI 28 | 2,6 | 3.9 | 2,1 / nicht annotiert
99527_at | 2,2 | 1,4 | 3,8 | 54 | 5,4 Nfe2I3 | nuclear factor, erythroid
derived 2, like 3
95184 f at | 3,5 | 83 | 83 | 3.2 | 23 / nicht annotiert
98577 f at | 42 | 15,2 | 6,6 | 9.1 | 3 / nicht annotiert
occipitaler Cortex
rostro- caudo-medialer frontaler parietaler Gen-
Affymetrix medialerCortex Cortex Cortex Cortex Restkdrper Symbol Gen-Name
Probenkennummer DC FC DC FC DC FC DC FC DC FC
114784 _at | 21 | 3,4 | 2,8 | 37 | 2,9 Grb14 Wachstumsfaktorrezeptor
gebundenes Protein 14
108855_at | 3,7 | 3,5 | 22 | 28 | 24 Dtna Dystrobrevin alpha
92249 g_at | 3,9 | 23 4 | 3,1 | 13,3 / nicht annotiert
102725_at | 3,8 | 4 | 37 | 1,4 | 52 Kcnab1 | Kalium-Kanal, shaker-verwandte Subfamilie
beta Mitglied 1
109984 at MI 1,6 | 1,6 | 59 | 22 | 3.1 / nicht annotiert
108823 _at | 53 | 22 | 4.8 | 59 | 34,3 Unc5a unc-5 homolog A (C. elegans)
92346 _at | 56 | 4,1 | 6 | 59 | 55 Nef3 Neurofilament 3, medium
110370_at | 6,1 | 2,8 | 54 | 22 | 18,3 Firt3 Fibronectin leucinreiches Transmembran-
protein 3
117269 _at 6,3 53 5, 55 8,5 Nef3 Neurofilament 3, medium
92248_at 49 55 6 55 52 ! nicht annotiert
116316_at 4,5 35 1, 9,9 46,2 / nicht annotiert
95436_at 53 3.8 3, 30,1 36,8 Sst Somatostatin
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2.  RNA-in situ-Hybridisierung ausgewihlter Gene aus
der Microarray-Expressionsanalyse

Zur Uberpriifung, ob die nach den Filterkriterien selektierten Gene aus der
Microarray-Analyse tatsdchlich in der entsprechenden Cortexregion exprimiert
werden, wurde ein zweiter Screen mittels der RNA-in situ-Hybridisierung an E16,5-
Gehirnschnitten durchgefiihrt. Dafiir wurden nur die Gene beriicksichtigt, die zum
Zeitpunkt der Analyse laut Affymetrix noch nicht annotiert waren. Um an die DNA
der ausgewdhlten Gene zu gelangen, wurden Klone des IMAGE Konsortiums bestellt,
die vor Gebrauch in der in situ Hybridisierung zunichst ansequenziert wurden. Im

Folgenden werden 10 Gene mit ihrem Expressionsmuster ndher vorgestellt.

Abb.6 zeigt drei Gene, die nach der Microarray-Expressionsanalyse die stirkste
Expression im frontalen Cortex aufweisen sollten.
Thymocyten selektions-assoziiertes HMG (high mobility group) box Gen (Tox)

(Abb.6 A-D)

Das Verhiltnis der Expression zwischen einem Basiswert (in diesem Fall der frontale

Cortex) und einer anderen Probe (die anderen Cortexgewebe) wird durch den "Fold
Change" angegeben. Fiir das Gen Tox betragen diese Werte fiir den parietalen und
rostro-medialen Cortex 2. Im Vergleich zum caudo-medialen Cortex betrigt der Wert
5,9 und zum occipitalen Cortex 5,7.

Tox zeigt eine Expression in den postmitotischen Zellen der tieferen Corticalplatte
des frontoorbitalen Cortex (A), in der Anlage des Cingulums und im frontalen Cortex
(B). Weiterhin findet es sich in der Subventrikuldrzone des Septums (Pfeil in B). Die
Genexpression liegt in einem Gradienten vor, der sich von rostro-medial (hoch) nach

caudo-lateral (niedrig) bewegt.
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Abb.6: RNA-in situ-Hybridisierung von Genen, die laut Microarray-Expressionsanalyse im
frontalen Cortex exprimiert werden.

Die Bilder zeigen coronale Gefrierschnitte des Embryonalstadiums E16,5 (links rostral, rechts caudal).
Das Expressionsverhiltnis zwischen dem frontalen Cortex und den anderen Cortexregionen ist als Fold
Change in den Tabellen wiedergegeben.

A-D: Thymocyten selektions-assoziiertes HMG (high mobility group) box Gen (Tox) mit starker
Expression im frontalen Bereich des Gehirns.

E-H: Ein neues Gen, das in einem Gradienten von rostro-medial (hoch) nach caudo-lateral (niedrig)
exprimiert wird.

I-L: Bei diesem neuen Gen ist eine Expression in der Subventrikuldrzone und in der tieferen
Corticalplatte des frontalen und rostro-medialen Cortex zu beobachten.

cp, Corticalplatte; p, Putamen; vz, Ventrikuldrzone

Der Pfeil in B zeigt auf die Subventrikuldrzone des Septums, in F auf die Subplatte des Cortex.
Mafstab: 100 um
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Ein neues Gen mit der Affymetrix Probenkennummer 108995 _at (Abb.6 E-F)

Die Fold Change-Werte gegeniiber den anderen Cortexregionen sind: parietal und
occipital 1,8; rostro-medial 1,7 und caudo-medial 3,5.

Die Expression dieses Gens erstreckt sich liber die postmitotischen Zellen der tieferen
Corticalplatte und der Subplatte (Pfeil in F) der Anlage des motorischen Cortex, des
Cingulums und des primdren und sekundiren somatosensorischen Feldes (F).
Weiterhin kommt es in der proliferativen Schicht des Cortex vor: in der
Ventrikuldrzone des dorsalen und ventralen Palliums. Im Putamen ist dieses Gen
ebenfalls exprimiert (F). Auch hier ist ein Gradient in der Expression zu beobachten:

rostro-lateral (hoch) und caudo-medial (niedrig).

Expression eines neues Gens mit der Affymetrix Probenkennummer 107382 at

(Abb.6 I-L)
Die Microarray-Expressionsanalyse ergab die folgenden Fold Change-Werte fiir

dieses Gen: rostro-medial 2,3; caudo-medial 3,2; parietal 2,1 und occipital 2.
Fiir dieses Gen ist eine Expression in der tieferen Corticalplatte und in der
Subventrikuldrzone zu beobachten. Die Expression erstreckt sich von rostral nach

caudal und liegt in einem medial (hoch) und lateral (niedrig)-Gradienten vor.

In Abb.7 sind drei Gene dargestellt, die laut Microarray-Expressionsanalyse
regionalisiert im caudo-medialen Cortex auftreten sollten.

Zink-Fingerprotein 288 (Abb.7 A-D)

Dieses Gen war mit den Sequenzen 94780 at und 116619 at zweimal vertreten. Die
Fold Change-Werte sind rostro-medial 2 und 2,5; frontal 5,2 und 8,1; parietal 5,6 und
8,1 und occipital 5,2 und 7,9.
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Abb.7: Expressionsmuster von Kandidaten, die nach den Filterkriterien fiir den caudo-medialen
Cortex ausgewihlt wurden

RNA-in situ-Hybridisierung mit antisense-Sonden auf E16,5 coronalen Gefrierschnitten (links rostral,
rechts caudal), die Tabellen geben das Expressionsverhéltnis zwischen dem caudo-medialen Cortex
und den anderen fiir die Microarray-Expressionsanalyse verwendeten Geweben wieder.

A-D: Zink-Fingerprotein 288 zeigt Expression im Gyrus dentatus und in dem Feld CAl.

E-H: Hier ist die Expression eines neuen Gens zu sehen mit starkem Signal in der tieferen
Corticalplatte. Die Expression verlduft graduell von medial (hoch) nach lateral (niedrig).

I-M: Neuropilin2 liefert starke Signale im Hippocampus und im Subiculum.

gd, Gyrus dentatus; CAl, Feld CAl

Die Pfeile deuten in D auf das Subiculum, in G auf den Epithalamus.

MaBstab: 100 um
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Das Zink-Fingerprotein 288 kommt in der Anlage des Hippocampus (B, C, D) vor: im
Gyrus dentatus und in dem Feld CAl (C). Weiterhin ist eine Expression im
Ubergangsgebiet zwischen Hippocampus und der angrenzenden entorhinalen Rinde,
dem Subiculum (Pfeil in D), zu verzeichnen sowie ein schwaches Expressionssignal

in der Ventrikularzone des Cortex.

Nuclear-Rezeptor Subfamilie 4, Gruppe A, Mitglied 3 (Nr4a3 (Abb.7 E-H))

Im Vergleich zum rostro-medialen Cortex liegt ein Fold Change von 1,8 vor, zum
frontalen Cortex 2,8; zum parietalen 5,5 und zum occipitalen Cortex 3,3.

Die Expression dieses Gens verlduft graduell in der tieferen Corticalplatte von medial
(hoch) nach lateral (niedrig). Die in situ Hybridisierung lieferte starke Signale in der
Anlage des Hippocampus, des Cingulums, des motorischen und somatosensorischen
Cortex. Weiterhin wird das Gen in den postmitotischen Zellen des Epithalamus

exprimiert (s. Pfeil in G).

Neuropilin2 (Abb.7 I-M)

Die Fold Change-Werte gegeniiber den anderen Cortexregionen betragen: rostro-
medial 2,6; frontal 12,5; parietal 14,2 und occipital 3,4.
Eine Neuropilin2-Expression ist im Feld CAl (K) des Hippocampus, in der

Subventrikuldrzone des Epithalamus (J) und im Subiculum (L, M) zu beobachten.

In Abb.8 A-D und 8 E-H sind zwei Beispiele zu betrachten, die in der Microarray-
Analyse die starkste Expression im occipitalen Cortex zeigten.

Neurofilament3, medium (Abb.8 A-D)

Dieses Gen war mit zwei Sequenzen auf dem Microarray vertreten: 117269 at und
92346 at. Die Fold Change-Werte im Vergleich zu den anderen Geweben sehen wie
folgt aus: rostro-medial 6,3 und 5,6; caudo-medial 5,3 und 4,1; frontal 5,9 und 6 und
parietal 5,5 und 5,9.

Abb.8 B zeigt eine Expression des Neurofilaments in der Subventrikuldrzone der
Basalganglien. Dariiberhinaus kommt es im ventralen Thalamus (C), im caudalen
Bereich in der oberen Corticalplatte des occipitalen und auditorischen Cortex (D) vor.

Es liegt eine stirkere Expression caudal als rostral vor.
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Ein neues Gen mit der Probennummer 116316_at (Abb.8 E-H)

Mit Hilfe der Microarray-Expressionsanalyse wurden diese Fold Change-Werte
ermittelt: rostro-medial 4,5; caudo-medial 3,5; frontal 1,9 und parietal 9,9.

Dieses Gen wird in der Lamina glomerulosa des Bulbus olfactorius (E), in der Anlage
des Hippocampus(F) und im Piriformcortex (H) exprimiert. AuBerdem ist ein in situ
Hybridisierungssignal in der Ventrikuldrzone der Basalganglien, des lateralen und

ventralen Palliums (F) und des occipitalen Cortex (H) zu vermerken.

Das Zink-Fingerprotein 5 des Cerebellums (Zic5) (Abb.8 I-L) ist ein Beispiel fiir ein
Gen, das in der Microarray-Analyse das stirkste Signal in der Anlage des Cingulums
(rostro-medialer Cortex) lieferte. Der Fold Change zum caudo-medialen Cortex
betrdgt 1,8; zum frontalen Cortex 7,7; zum parietalen Cortex 10,4 und zum
occipitalen Cortex 6,7.

Zic5-Expression ist in der Mantelschicht des Septums (J), des Epithalamus und

dorsalen Thalamus (K) zu beobachten.
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Abb.8: Gene, die nach der Microarray-Expressionsanalyse eine regionalisierte Expression im
cerebralen Cortex zum Embryonaltag E16,5 aufweisen.
Dargestellt sind RNA-in situ-Hybridisierungen auf E16,5 coronalen Gefrierschnitten, in den Tabellen

sind die Fold Change-Werte zu den anderen Regionen angegeben.

A-D: Das Neurofilament3, medium mit Expressionsgradienten von rostral (niedrig) nach caudal (hoch)
E-H: Dieses neue Gen lieferte hauptséchlich ein Expressionssignal in der Ventrikuldrzone des Cortex.
I-L: Das Expressionsmuster des Zink-Fingerprotein 5 des Cerebellums (Zic5) ist charakterisiert durch

ein starkes Signal im Septum, Epithalamus und dorsalen Thalamus.

M-P: Ein weiteres neues Gen mit einer breit angelegten Expression im cerebralen Cortex.
dt, dorsaler Thalamus; et, Epithalamus; hi, Hippocampus; Ige, laterale gangliondre Eminenz; lp,
laterales Pallium; vp, ventrales Pallium; vt, ventraler Thalamus; pi. Piriformcortex;

MaBstab: 100 um
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Zum Abschluf3 folgt ein neues Gen (Affymetrix Probenkennummer 100344 _at, Abb.8

M-P) als Beispiel fiir einen Kandidaten, der im Microarray-Experiment das stirkste
Signal im parietalen Cortex erbrachte. Die Fold Change-Werte zu den anderen
Geweben betragen: rostro-medial 2,6; caudo-medial 3,9; frontal 2,8 und occipital 2,2.
Hier fillt eine besonders breit gestreute Expression des Gens auf. Es kommt in der
Lamina mitralis des Bulbus olfactorius (M), in den postmitotischen Zellen des
Septums (N) und in der tieferen Corticalplatte des rostro-medialen, frontalen (N),
caudo-medialen, parietalen (O) und occipitalen (P) Cortex vor. Daneben ist auch

Expression im Epithalamus und dorsalen Thalamus zu sehen.

3. Auswahl des Gens Maus-PIPPin zur weiteren
Charakterisierung

Nach der Verifizierung der Microarray-Daten durch die RNA-in situ-Hybridisierung
rief die Sequenz 116316 _at (Abb.8 E-H), die im Microarray-Experiment die stirkste
Expression im occipitalen Cortex aufwies, besonderes Interesse zur weiteren
Bearbeitung hervor. Das Gen wurde Maus-PIPPin benannt, in Anlehnung an das
bereits klonierte Ratten-PIPPin (Castiglia et al., 1996). Der Name "PIPPin" entstand

durch die Aminosduresequenz P I P P im Protein (s. Abb.13).
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Abb.9: Die PIPPin-Expression im cerebralen Cortex der Maus verstiirkt sich zwischen E11,5 und
E12,5.

Maus-PIPPin-in situ-Hybridisierung auf Gefrierschnitten:

A-D: E11,5 coronale Embryo- und Gehirnschnitte

Die Pfeile zeigen auf die schwache PIPPin-Expression im Cortex.

E-H: E12,5 coronale Embryo- und Gehirnschnitte zeigen beginnende PIPPin-Expression in der
Ventrikuldrzone der gangliondren Eminenzen und des ventralen Palliums.

I-L: E14,5 coronale Gehirnschnitte

a, Amygdala; at, anteriorer Thalamus; dt, dorsaler Thalamus; et, Epithalamus; fp, Fliigelplatte; gp,
Grundplatte; hw, Hinterwurzelganglion; lge, laterale gangliondre Eminenz; mn, Motorneuron; pi,
Piriformcortex

MaBstab: 100 um (F, G: 500 um)
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3.1 Expressionsstudie von Maus-PIPPin

Analyse der Maus-PIPPin-Expression mit Hilfe der RNA-in situ-Hybridisierung
Embryonaltag 11.5 (Abb.9A-D)

PIPPin wird hier in der Marginalzone von Mes-, Met-, und Myelencephalon
exprimiert (A). Im Riickenmark ist Expression in Marginal- und Mantelzone der
Fliigel- und Grundplatte (B) festzustellen, dagegen ist der Bereich von Boden- und
Deckplatte frei von PIPPin-Expression. Weiterhin sind Hinterwurzelganglion und
Motoneuron angefdrbt. Im Cortex ist die PIPPin-Expression an E11,5 auferst
schwach. In C und D sind geringe Signale im Bereich der Intermediirzone der
gangliondren Eminenzen zu sehen (s. Pfeile).

Embryonaltag 12.5 (Abb.9 E-H)

Die PIPPin-Expression ist im Cortex nun deutlich stirker (G, H). Jetzt ist auch ein
Signal in der Ventrikuldrzone der lateralen gangliondren Eminenz und des ventralen
Palliums zu beobachten. Aullerdem tritt PIPPin im Epithalamus, dorsalen Thalamus
und in der Amygdala auf. Bei der Farbung im E12,5-Korper (E, F) konnte es sich um
Knorpelvorldufer handeln.

Embryonaltag 14.5 (Abb.9 I-L)

Die PIPPin-Expression in der Ventrikuldrzone des ventralen Palliums und der
gangliondren Eminenzen setzt sich auch an E14,5 fort (J, K, L). Zusitzlich sind
Signale im Piriformcortex, anterioren Thalamus und in der Amygdala zu verzeichnen

L J, K)
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Abb.10: Expressionsstudie des Maus-PIPPin Gens zum Entwicklungszeitpunkt E16,5 und E18,5
basierend auf RNA-in situ-Hybridisierung: Maus-PIPPin ist neben dem Cortex auch im Auge,
Mesencephalon und Cerebellum exprimiert.

A-H: coronale Gefrierschnitte eines E16,5-Gehirns bzw. Embryos (H) hybridisiert mit einer PIPPin-
spezifischen Sonde (C mit sense Sonde als Negativkontrolle)

I-P: Hier ist die PIPPin-in situ-Hybridisierung auf E18,5-Gehirnen zu betrachten.

a, Amygdala; ¢, Cerebellum; db, diagonales Band von Broca; et, Epithalamus; dp, dorsales Pallium; gp,
Globus pallidus; Ige, laterale gangliondre Eminenz,; Ip, laterales Pallium; mes, Mesencephalon; mp,
mediales Pallium; my, Myelencephalon; p, Pritectum; pi, Piriformcortex; s, Septum; vp, ventrales
Pallium;

MafBstab: 100 pm
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Embrvonaltag 16.5 (Abb.10 A-H)

Maus-PIPPin wird zu diesem Zeitpunkt in der Lamina glomerulosa des Bulbus
olfactorius exprimiert (A). Im Cortex liegt eine graduelle Expression vor, die sich von
lateral (hoch) nach medial (niedrig) bewegt (B, D, E). Hier kommt Maus-PIPPin in
den Zellen der Ventrikuldrzone vor, ndmlich im Bereich der lateralen ganglionéren
Eminenz, des lateralen und ventralen Palliums (B, D, E) und des occipitalen Cortex
(E). In C ist eine Hybridisierung mit der sense Sonde als Negativkontrolle zu sehen.
Damit wird deutlich, daB3 es sich bei dem Signal in der Ventrikuldrzone um ein
spezifisches Signal handelt. Weiterhin ist eine Expression in der Anlage des
Hippocampus (B), im Piriformcortex, in der Amygdala, im Epithalamus und
Pritectum zu beobachten (E). Auf der Ebene des Mesencephalons und des
Cerebellums ist Maus-PIPPin in den postmitotischen Zellen zu finden (F, G). Das
Auge weist eine Maus-PIPPin-Expression in der inneren Schicht des Neuroepithels
der Retina auf (H).

Embryonaltag 18.5 (Abb.10 I-P)

Das zum Zeitpunkt E16,5 beobachtete Expressionsmuster setzt sich an E18,5 fort.
Noch deutlicher tritt nun der von lateral nach medial verlaufende Gradient in der
Ventrikuldrzone zu Tage. Jetzt reicht die Maus-PIPPin-Expression bis in das dorsale
und mediale Pallium hinein (L). Zusitzlich treten Féarbungen im Septum, im
diagonalen Band von Broca (L) und im Globus pallidus (M) auf. Im Mes- und
Myelencephalon exprimieren postmitotische Zellen Maus-PIPPin wéhrend im
Cerebellum die Zellen der Ventrikuldrzone Maus-PIPPin besitzen (P).

Postnataltag 6 (Abb.11 A-H)

Im Bulbus olfactorius ist zu diesem Zeitpunkt in der Lamina mitralis die stirkste
Maus-PIPPin-Expression zu beobachten (A, B). Eine schwache PIPPin-Expression ist
in einigen Schichten des Cortex zu sehen, vornehmlich in Schicht V, IV und II/ III
(D). Weitere Orte mit PIPPin-Expression sind zu diesem Zeitpunkt der Hippocampus,
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Abb.11: PIPPin-RNA-in situ-Hybridisierung mit Gehirnen des Postnataltags 6 und des adulten
Stadiums zeigt Expression in der Purkinje-Zellschicht des Cerebellums

A-H: Uberblick der PIPPin-Expression an Tag 6 postnatal

I-O: Maus-PIPPin-RNA in situ-Hybridisierung ausgefiihrt an adulten Gehirnen zeigt starke Expression
in den drei Schichten des Riechkolbens und in der Purkinje-Zellschicht des Cerebellums.

et, Epithalmus; pi, Piriformcortex

MaBstab: 100 um
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der Epithalamus und der Piriformcortex (C, E). Im Cerebellum ist nun spezifisch die
Purkinje-Zellschicht angefirbt (G, H).
Adultstadium (Abb.11 [-O)

Alle drei Schichten des Bulbus olfactorius, die Lamina glomerulosa, mitralis und
granularis exprimieren nun Maus-PIPPin (I, J). Die Expression im Cortex ist zu
diesem Zeitpunkt sehr gering, es sind nur einzeln schwach gefirbte Zellen im
Piriformcortex zu beobachten (L, M). Deutlich PIPPin-positiv sind auch hier die
Purkinje-Zellen des Cerebellums (N, O).

Analyse der Maus-PIPPin-Expression mittels eines Northern Blots zum Embryonaltag

16,5

Um die Expression von Maus-PIPPin in verschiedenen Geweben zum Zeitpunkt
E16,5 zu vergleichen, wurden Riickenmark, Telencephalon, Resthirn (ohne
Telencephalon), Lunge, Leber und Herz zu diesem Zeitpunkt pripariert und in einem
Northern Blot verarbeitet. Abb.12 zeigt, dal Maus-PIPPin zu diesem Zeitpunkt stark
im zentralen Nervensystem vorkommt und keine PIPPin-Expression in Lunge, Leber

oder Herz zu detektieren ist. Die Grof3e des Maus-PIPPin-Transkripts betrigt 2,4 kb.

b e .-
D e e ,..

1 2 3 4 5 6

Abb.12: Northern Blot mit verschiedenen Geweben des Embryonaltags 16,5 zeigt Maus-PIPPin-
Expression im zentralen Nervensystem.

A: Hier wurde der Northern Blot mit der Maus-PIPPin spezifischen Sonde 108 hybridisiert.

B: Hybridisierung des Northern Blots mit einer Sonde fiir das Haushaltsgen GAPDH, um die
aufgetragenen Mengen poly A'RNA abzuschiitzen.

Die GroBe des Maus-PIPPin-Transkripts betréigt 2,4 kb.

1: Riickenmark, 2: Telencephalon, 3: Resthirn, 4: Lunge, 5: Leber, 6: Herz
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3.2 Klonierung des Gens Maus-PIPPin und Sequenzanalyse der

cDNA

Durchmustern einer cDNA-Bibliothek zum Erhalt der Maus-PIPPin-Sequenz

Nach Informationen der CELERA-Datenbank betrigt die Groe des Maus-PIPPin-
Transkripts (mCT9223) 2478 bp. Dies wurde im Northern Blot bestitigt (Abb.12).

Um die Maus-PIPPin-cDNA-Sequenz zu erhalten, wurde eine Mausembryo-cDNA-
Bibliothek (E10,5) mit einer PIPPin spezifischen Sonde durchgemustert. Als Sonde
diente der IMAGE-Klon 404613 5'(NCBI W82945) mit der internen Bezeichnung
116 (Sonde 116). Es wurden zwei positive Klone isoliert und zur ndheren Analyse in
pBluescript II KS+ subkloniert. Dazu wurden die Inserts mit EcoRI aus dem Phagen
herausgeschnitten. Nach dem Sequenzieren der subklonierten Fragmente wurde die
Lage der beiden Klone zueinander bestimmt (Abb.14). Dabei deckt Klon 116.1 mit
einer Lange von 867 bp den 5'-Bereich des Transkripts ab, wihrend Klon 116.2 mit
einer Lange von 2119 bp weit bis in den 3' nicht translatierten Bereich hineinreicht.
Die beiden Klone iiberlappen in einem Bereich von 659 bp. Der codierende Bereich
(das offene Leseraster oder "open reading frame") ist in beiden Klonen représentiert
und ist 465 bp lang. Der Translationsstart (ATG) des Maus-PIPPin-Transkripts liegt
bei 347 bp. Das Ende der Translation (STOP) findet sich bei 809 bp. Nach
Voraussagen aus der CELERA-Datenbank besitzt Maus-PIPPin eine Proteindoméne,
eine sog. "cold-shock"-Doméne, welche in Abb.14 als schwarze Box dargestellt ist.
Néhere Erkldarungen zu dieser Proteindomine folgen in 3.3. Die Nucleotid- wie auch

die Aminoséduresequenz von Maus-PIPPin ist in Abb.13 abgedruckt.
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1
CACACACACACACACACACACACACACACGCCACGGAGAGTGCATTATCCAGACGTGACCCCTGCGAGCCAGCTCCACAGTCCAGA
GAGATCGGGTGCTGCCCACTACAGGAGACAGTGCCTGGACCCAGCTGCCACGGCGAGACGGAGTCCATAGCTGGCGAGGCCGGTGA
GCAGGGCGAGGCCAGGCCCTGCCCGAAAGGACCCCAGAGTCCTTCACCGGCCCCCGAGCTCCAGAGCCCATCAGGCTCTCCTGCTG
GCTCCACC ATG ACA TCA GAG TCT ACA TTA CCG CCA GTG GTG CCA CCC

1 M T S E S T L P P \Y% \Y% P P 14

CTC CAC TCC CCC AAA TCC CCC GTC TGG CCC ACG TTC CCC TTC CAC AGG GAG GGC AGT AGG

L H S P K S P \Y% W P T F P F H R E G S R 33

ATC TGG GAA CGT GGT GGT GGC ATT GCT CCT CGG GAC CTG CCC AGC CCT CTG CCT ACC AAG

I W E R G G G I A P R D L P S P L P T K 53

CGG ACC AGG ACA TAC TCA GCG ACA GCT CGA GCC TCG GCC GGC CCC GTG TTC AAG GGC GTC

R T R T Y S A T A R A S A G P v F K G v 73

TGT AAG CAG TTC TCC CGC TCC CAG GGC CAC GGC TTC ATC ACG CCT GAG AAT GGC TCC GAG

C K Q F S R S Q G H G F I T P E N G S E 93

GAC ATC TTC GTG CAT GTT TCT GAC ATC GAG GGG GAG TAC GTG CCT GTG GAA GGA GAC GAG

D I F v H v S D I E G E Y \Y P \4 E G D E113

GTG ACC TAC AAG ATT TGT CCC ATC CCC CCC AAG AAC CAG AAG TTT CAG GCT GTG GAG GTG

\Y% T Y K I C P I P P K N Q K F Q A v E V133

GTG CTC ACC CAG TTG GCT CCC CAC ACC CCC CAC GAG ACA TGG TCT GGC CAG GTT GTG GGA

v L T Q L A P H T P H E T W S G Q v \Y% G153

TCC TAG 731

S * 154
732GCAGGTGGGGGTATCCCCACGAGGAGGCAGGCAGCAGCCAGTCTGTGCCCCCACTGTGCTGCTGACCCAGCCCTTGGGTGTGC
TTGTTTGTCCGCCTGTCTGTCTGTGCTTGTAGCTGTGAATGTGTGCTTCCACCTGTGACCCGTGACTTGTATGATCCGGCCTAGGG
TTGGACGGAGTGCAGCTACCAAGGCGTGTTTCTCCTTCCTCCCAACTCTGCCACGTACACACACCTTCTCGCCCTCTTGCCCACTA
TCTATACACTGAGTCTCTGTGGGTCTGTGTCATGTTCTTGAGAACCCAGGGGGACCCCTCTCCTGTGAGCCTGTTCCTTACTGCTG
TCTCCGGTACCCAGGCCTGTCTGCTTGTGTTCCTGTCTCCTGTGCTGGACCTGGGTTATGTACCACAGCCTGGGCCCTTCCTCTCA
CAAGCCAGGCCTCTGAGTACTTTGTAGGGGTCTCCTTTAGGGAGGAAGAGGGCAAAACGTGGAGGTTCCTGGCCAATCCCTGCCAT
AACCTGCCCAGTTCATCTTCCTGTCCCGCCTGTTTGGTGCCCTGAGAACATGGCTGCAAGCAGGAGGGAACTTTAGCACTCCTGTT
ATGTAGGCCAGTCCTCTCTCCTCAGCTGTCAGATGATCTTTGAACCCCACAGAGCTGAGGAAGCCAAGCTCACTCACTCCCTGAGG
TGAGGCGGGGATAGGGTTTCCTTCCAGCTTGCTCTTCTACCCGGGATGCTCAAACCTCACGAATGCTCTGGCCCATTGCTGGCCAT
GACAGCAGCTGAGGATGCAGCAATGACTGACATGTCACCTCAGGCAAGGCCAGGTCCAGGCACCCAAAGGATCGGTCCTCAGCCAG
GGAGACCACTGGCTTTGCCCCTCCCACCCCCCATGAGATCCTCTTCCCAGAGCTATGCAATGGCTCTCATAAGCCCCTGACAGGTC
AGCAGCTGAGGTGGCTCTTATCTCTCTTGTCCCCAAGTGTGACTGTCCCTCTTCCCTGGAGTCCCTTTGGAGCTGTGTCCCTTCTA
GAGAGCCAGTTACTTAACCAGAGGATAAGTGAGGTCACAGGCTCAGGAAGGGCCTGGCACAATAGTGACCTTTATGAGACCCAGCC
CAGAAGTAAAATGTGAGCACAGATAGCCAGGGTGAAGGGGTCAGTGGTTGCGAGGTAGCCTTGTAGGCATTCCAGGACCACAGGGT
AGTCATTTGGGGCATTTGCACCCCAACTTGTCCTAGTACCCTTTGCACATGACCCAGCAGCCTAGAGCTGCTAACAAGTGCTGGCC
AGTCCTCCATCCTGGGAAGGACCTGTCTGATACCCCACTGTGAGCTAGGCTTCTCCAGCAAAGCCTATCCCTGGAGACCAGTCCTC
AGCAACCTTGAGGACCAGAGTTCAAATCTCCAGCAAGCCTGTAACCCAGAACTGTGTTAATAAAGACACAGGCGGATCCTTTGACA
AGGAACCCCAGGGCCATCAGCCCTCTGTTGTGAGCAGGTCCTTAGCAGTCATCACCTTGAGGCTCCCCGAGTGATAGGGACAACAG
ACCTCCTCCCTACTCTTGGGCCCTGCAGCGCCAAGTCAGAAACTTCCCCACTCAGACCCCAGCCACGGATTCCCCATCCCTCCTGA
CACTGGCAATAAACTCAACTGTGACCCCCCTTGCCCCTGAAAAAAAAAAAAAAA 2478

Abb.13: Die Nucleotid- und Aminoséiuresequenz von Maus-PIPPin

griin: Startcodon

rot: die "cold-shock"-Protein-Doméne (die rot unterstrichenen Aminoséduren P I P P gaben dem Protein
den Namen)

violett: Stopcodon
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mCT9223

Sonde 116

116.1

116.2

ORF

ATG STOP

Abb.14: Das Durchmustern einer E10,5 cDNA-Bibliothek ergab zwei Klone, die beide die
codierende Sequenz von Maus-PIPPin enthalten.

Hier ist die Lage der beiden cDNA-Klone 116.1 und 116.2 zueinander dargestellt. mCT9223 stellt das
Transkript nach der CELERA-Datenbank dar, mit der Sonde 116 wurde das Durchmustern der
Bibliothek durchgefiihrt.

ATG: Startcodon

STOP: Ende der Translation

OREF: das offene Leseraster oder "open reading frame

Die schwarze Box stellt die Proteindoméne von Maus-PIPPin dar, die "cold-shock"-Doméne.

3.3 Die Proteindoméine von Maus-PIPPin

Nach Vorhersagen der Datenbanken CELERA und InterPro besitzt das Protein PIPPin
(154 Aminosduren) eine sog. cold-shock-Doméne von etwa 70 Aminosduren Lénge.
Diese Domine ist hoch konserviert und tritt in pro- und eukaroytischen DNA- und
RNA-bindenden Proteinen auf (Matsumoto et al., 1998). In Abb.15 ist ein Vergleich
der PIPPin-Proteinsequenz von Ratte, Maus und Mensch dargestellt. Die cold-shock-
Domine (CSD) ist in rot zu sehen und unterscheidet sich bei der Maus in nur einer
Aminosdure im Vergleich zu Ratte und Mensch (an Position 118 besitzt die
Maussequenz ein Isoleucin anstatt Methionin bei Ratte und Mensch).

Ein CSD-enthaltendes Maus-PIPPin-Homolog

Die Suche mit der Maus-PIPPin-Proteinsequenz in der CELERA-Datenbank nach

anderen CSD-enthaltenden Proteinen der Maus ergab einen erfolgreichen Treffer. Es
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Ratte = —===-mmmmmmm e
Maus 0 T T oo
Mensch MRCELHELKELTCVVCRCLPGALAIWYMTEPVAGEAAEQGQAGPCPQGRPNPSPAPGPQS 60
Ratte = —-mm—-——- MTSESTSPPVVPPLHSPKSPVWPTFPFHRESSRIWERGGGVSPRDLPSPLP 51
Maus 0 ——m————-= MTSESTSPPVVPPLHSPKSPVWPTFPFHREGSRIWERGGGIAPRDLPSPLP 51
Mensch PPGSPAGPTMTSESTSPPVVPPLHSPKSPVWPTFPFHREGSRVWERGG-VPPRDLPSPLP 119
Kok kokkkokkkkokkkdkokkkokkkkkkkdkhxkokk dokokkhkxk o kokkokkokxkok
Ratte TKRTRTYSATARASAGPVFKGVCKQFSRSQGHGFITPENGSEDIFVHVSDIEGEYVPVEG 111
Maus TKRTRTYSATARASAGPVFKGVCKQFSRSQGHGFITPENGSEDIFVHVSDIEGEYVPVEG 111
Mensch TKRTRTYSATARASAGPVFKGVCKQFSRSQGHGFITPENGSEDIFVHVSDIEGEYVPVEG 179
Khkhkkkhhkhkhkhhhhhkhhhhhhhhhhkhhhkhhhhhhrhkhhhhhhhrhkhhkrhkhhkhhkhhhhkhhrx
Ratte DEVTYKMCPIPPKNQKFOAVEVVLTQLAPHTPHETWSGQVVGS 154
Maus DEVTYKICPIPPKNQKFQAVEVVLTQLAPHTPHETWSGQVVGS 154
Mensch DEVTYKMCPIPPKNQKFQAVEVVLTQLAPHTPHETWSGQVVGS 222

R R R I N I I b b I b b I b b I I I b I b b I I I I I I I I I i i

Abb.15: Ein Vergleich der PIPPin-Proteinsequenz zwischen Ratte, Maus und Mensch zeigt die
starke Konservierung der cold-shock-Domiine.

rot: die "cold-shock"-Protein-Doméne (die unterstrichenen Aminosduren P I P P gaben dem Protein
den Namen), die beiden RNA-bindenden Sequenzmotive RNP1 (blau) und RNP2 (pink) sind ein Teil
dieser Doméne

griin: Start-Methionin

Dieser Sequenzvergleich wurde mit Hilfe der Software ClustalW erstellt.

by

AR

Y

""stkr4";

D E G F

Abb.16: Ein unbekanntes CSD-enthaltendes Mausprotein zeigt ein zu Maus-PIPPin
komplementires Expressionsmuster.

RNA-in situ-Hybridisierung auf E16,5 coronalen Gefrierschnitten

bg, Basalganglien; hi, Hippocampus; s, Septum; str, Striatum

MaBstab 100 um
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handelt sich um ein namenloses Proteinprodukt mit der NCBI-Nummer BAB 22408
und wird nach Informationen der CELERA-Datenbank aus 148 Aminosduren
gebildet. Die Nucleotidsequenz soll aus 710 Nucleotiden und einem Exon bestehen
(Lage auf Chromosom 3). In Abb.16 ist das Expressionsmuster fiir dieses unbekannte
Gen auf coronalen E16.5-Gehirnschnitten zu sehen. Es wurde dafiir der IMAGE-Klon
5346967 5' (NCBI BI691226) verwendet. Auch dieses CSD-enthaltende Maus-
PIPPin-Homolog wird im Gehirn exprimiert. Die Expression ist im Bulbus olfactorius
(A), in der Subventrikuldrzone von Septum und Basalganglien (B, C), im Striatum
(D) und im Hippocampus (E, F) zu bemerken. Die fiir diesen Zeitpunkt typische
Maus-PIPPin-Expression in der Ventrikuldrzone von ventralem und lateralem Pallium
tritt nicht auf, was auf mogliche unterschiedliche Funktionen dieser beiden Proteine
schlieBen 146t. Ein Vergleich der Proteinsequenzen von Maus-PIPPin und dem neuen

CSD-enthaltenden Protein ist in Abb.17 dargestellt.

mPIPPin MTSESTSPPVVPPLHSPKSPVWPTFPFHREGSRIWERGGGIAPRDLPSPLPTKRTRTYSA 60

Protein MSSEPPPPPLQPPTHQTSVGLLDT-PRTRDRSPSPLRGN-—---- VVPSPLPTRRTRTFEFSA 54
‘k:**...‘k*: * % ‘k... : *  * *: * ‘k‘k‘ :******:****:**

mPIPPin TARASAGPVFKGVCKQFSRSQGHGFITPENGSEDIFVHVSDIEGEYVPVEGDEVTYKICP 120

Protein TVRASQGPVYKGVCKCFCRSKGHGFITPADGGPDIFLHISDVEGEYVPVEGDEVTYKMCS 114
‘k.‘k‘k‘k **‘k:‘k**** ‘k.‘k*:******* :‘k. ***:*:‘k‘k:‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k:‘k.

mPIPPin IPPKNQKFQAVEVVLTQLAPHTPHETWSGQVVGS 154

Protein IPPKNEKLQAVEVVITHLAPGTKHETWSGHVISN 148

Khkkhkhkkokokhkhhhkokoehkhkx K khhkkhkkkoko

Abb.17: Alignment der Proteinsequenz von Maus-PIPPin und dem homologen CSD-
enthaltenden Protein zeigt Ubereinstimmungen (durch Sterne symbolisiert).

mPIPPin: Maus-PIPPin

Protein: ein neues CSD-enthaltendes Protein

Die CSD ist rot hervorgehoben.

3.4 Genomische Organisation des Maus-PIPPin-Gens

Um die Lage und GroBe der Introns und Exons des Maus-PIPPin-Locus zu
charakterisieren, wurde eine genomische Bibliothek durchgemustert. Als Sonde
wurde der IMAGE-Klon 368539 5' (NCBI W61690) benutzt (interne Bezeichnung:
108, Abb.18). Es wurden sieben positive Klone identifiziert, wovon drei kartiert
wurden. Die Lage der genomischen Klone 108.1, 108.3, und 108.7 zueinander ist in
Abb.18 dargestellt. Mit Hilfe des Computerprogramms BLAST (NCBI) wurden die
Sequenzen der genomischen Klone mit denen der cDNA-Klone abgeglichen

("pairwise blast"). Auf diese Weise wurde die Exon-Intron-Struktur des Maus-PIPPin-
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Genlocus ermittelt (Abb.19). Dieser erstreckt sich {iber 15 kb und besteht aus vier
Exons, wobei sich das Startcodon im zweiten und das Stopcodon im vierten Exon
befindet. Die sog. "cold-shock"-Doméine (CSD) ist in Exon drei und vier lokalisiert
(hellgraue Boxen in Abb.19). Die codierende Sequenz wird durch drei Introns
unterschiedlicher Lénge unterbrochen. Nach Angaben der CELERA-Datenbank

befindet sich der Maus-PIPPin-Genlocus auf dem Chromosom 15.

ATG  STOP
i
108.1
TT T 1T T T T T T
BH H HS X B B H B
108.3
LI I 1
BH H HS X B
108.7
LI I I I I 1
H HS X B B H B
. Sonde 108

1kb —

Abb.18: Das Durchmustern einer genomischen Bibliothek mit einer Maus-PIPPin spezifischen
Sonde ergab drei Klone, deren Lage zueinander hier dargestellt ist.
108.1, 108.3, 108.7: Die genomischen Klone, die mit der Maus-PIPPin-spezifischen Sonde 108

identifiziert wurden. Zum Ausschneiden der genomischen Klone aus den A-Phagen wurde Notl
verwendet.

charakteristische Enzymschnittstellen:
B: Bam HI, H: Hind III, S: Spe I, X: Xho I
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ATG STOP
1kb 15 kb

Abb.19: Der Maus-PIPPin-Genlocus besteht aus vier Exons und erstreckt sich iiber einen
Bereich von 15 kb.

1,2, 3, 4: Exon 1-4 mit dem Startcodon in Exon 2 und Translationsstop in Exon 4

Die cold-shock-Domine befindet sich in Exon 3 und 4 (hellgraue Boxen). Das Herausschneiden der
Introns (Spleiflen) ist durch Striche symbolisiert.

3.5 Herstellen eines Rekombinationskonstruktes fiir die homologe

Rekombination in ES-Zellen

Um die Funktion des Maus-PIPPin-Gens zu analysieren, wurde es mittels homologer
Rekombination inaktiviert (es wurde eine "PIPPin-Knock-out-Maus" erstellt.). Die
Inaktivierung durch homologe Rekombination geschah dabei durch die Insertion eines
Reportergens (hier -Galactosidase) in den codierenden Bereich des Gens.

Fiir die Erstellung des Rekombinationskonstruktes wurde der genomische Klon 108.1
ausgewdhlt. Dieser enthdlt den codierenden Bereich und bietet auBerdem die
Moglichkeit, auf 5'- und 3'-Seite ausreichend groBBe Homologiebereiche zu wihlen.
Die  GroBe des  Homologiebereichs ist fir die  Effizienz  des
Rekombinationsereignisses wichtig (Thomas und Capecchi, 1987) und sollte etwa 10
kb betragen. Als Vektor fiir das Rekombinationskonstrukt wurde der Vektor pKC414
benutzt. Dieser basiert auf pBluescriptlIKS+ (Stratagene) und enthélt zusitzlich eine
lacZpolyA-pGKNeopolyA-Kassette. Das lacZ-Gen ermoglicht die B-Galactosidase-
Expression und dient als Reportergen. Die Neomycin-Resistenz ermoglicht eine
positive Selektion der ES-Zellen nach der Elektroporation. In Abb.20 B ist das

Konstrukt fiir die homologe Rekombination abgebildet.
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ATG STOP
A T T — . 5—_ T T T
B H H H S SX B B H B S
B - LacZ pA - pGKNeo pA | { TKpA
T T ;

|
|
K K l S

o
|

LacZ pA - pGKNeo pA |
S K K S

5' interne Sonde 3' externe Sonde

Abb.20: Darstellung des Konstruktes fiir die homologe Rekombination in den Maus-PIPPin-
Genlocus und des Maus-PIPPin-Genlocus vor und nach homologer Rekombination

A: Maus-PIPPin-Genlocus

B: Konstrukt zur homologen Rekombination

C: Maus-PIPPin-Genlocus nach homologer Rekombination

In C ist aulerdem die Lage der 3' externen und 5' internen Sonde fiir den folgenden ES-Zell-Screen zu
sehen.

charakteristische Enzymschnittstellen:

B: Bam HI, H: Hind III, K: Kpn I, S: Spe I, X: Xho I

Eine weitere Kpn I-Schnittstelle befindet sich 9,5 kb in 5'-Richtung vor Beginn der LacZpA-pGKNeo
pA-Kassette.

Klonierung der 3'-Homologie und Thymidinkinase

Als 3'-Homologie diente das 4,6 kb grofe HindIII-NotI-Fragment aus Klon 108.1,

welches zunéchst in pBluescriptll KS+ subkloniert wurde. Es folgte eine "blunt end"-
Ligierung mit einem 2 kb groen Rsrll-Thymidinkinase-Fragment. Dabei wurde nur
mit der Klonierung weitergearbeitet, wo sich das Thymidinkinase-Fragment auf 3'-
Seite der 3'-Homologie befand. Bei dieser Notl-RsrlI-"blunt end"-Ligierung enstand
eine zusdtzliche Sacll-Schnittstelle. Die Thymidinkinase (TK) wirkt als negativer
Selektionsmarker und stammt aus dem pKO Scrambler NTK Vektor (Stratagene).

Das Fragment 3'-Homologie-TK wurde mit HindIII und Sacll ausgeschnitten. (Dafiir
mubte vorher durch Sacll-Partialverdau der Klon identifiziert werden, der nicht eine
zusitzliche Sacll-Schnittstelle im 3'-Homologie-TK-Fragment besal3.) Nach einer T4
DNA-Polymerase-Reaktion zum Erhalt glatter Enden wurde das 3'-Homologie-TK-
Fragment mit pKC414-Xhol "blunt" ligiert. Fiir die spétere Ligation mit der 5'-

Homologie wurde das gesamte Fragment mit Smal linearisiert.

1kb
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Klonierung der 5'-Homologie

Bei diesem Klonierungsschritt muBte darauf geachtet werden, daB der Ubergang von
der 5'-Homologie in die lacZpolyA-pGKNeopolyA-Kassette sich im Leseraster
befindet, da sonst die B-Galactosidase nicht korrekt exprimiert werden kann.

Als 5'-Homologie wurde das 4,8 kb gro3e BamHI-Xhol-Fragment ausgewihlt. Dieses
wurde blunt mit dem mit Smal linearisierten pKC414-3'-Homologie-TK-Fragment
ligiert. Dabei wurde das Leseraster eingehalten. Als Kontrolle dafiir diente eine

zusitzliche Xhol-Schnittstelle, die bei einer Xhol blunt-Smal-Ligierung entsteht.

Fiir die Elektroporation wurden 100 pg des Konstrukts mit NotlI linearisiert und nach
Aufreinigung in sterilem 0,1xTE aufgenommen.

Die GesamtgroBBe des Konstruktes betrdgt 19,6 kb. Nach erfolgreicher homologer
Rekombination (Abb.20 C) sollte ein Bereich von 3,5 kb deletiert werden, der die

funktionelle Doméne, die "cold-shock"-Doméne, enthilt.

In Abb.21 ist ein Kontrollgel gezeigt, das die korrekte Klonierung des
Rekombinationskonstruktes bestéitigt. Spur 1 zeigt das unverdaute Konstrukt,
wihrend in Spur 2 das mit Notl linearisierte Fragment zu sehen ist. Ein
Restriktionsverdau mit Notl und Xhol sollte die lacZpolyA-pGKNeopolyA-Kassette,
die 3'-Homologie und TK herausschneiden. Dies sollte ein Fragment von 11,8 kb und
ein Restfragment von 8,2 kb ergeben, was in Spur 3 zu beobachten ist. Drei
Fragmente entstehen erwartungsgemill bei einem Restriktionsverdau mit BamHI
(Spur 4). Das 3,5 kb-Fragment entsteht durch zwei BamHI-Schnittstellen in pKC414,
namlich im polylinker und in der lacZpolyA-pGKNeopolyA-Kassette. Das zweite 4,2
kb grofe Fragment ist durch eine weitere BamHI-Schnittstelle in der 3'-Homologie zu

erklédren (s. Abb.20). Die dritte Bande wird durch das Restfragment gebildet.




72

1234

-
10 kb SER—
3 kb -

1 kb —

Abb.21: Ein Kontrollgel zeigt die korrekte Klonierung des Rekombinationskonstruktes.
Spur 1: unverdauter Vektor

Spur 2: Ein Verdau mit Not I liefert das linearisierte Plasmid.

Spur 3: Verdau mit Not I/ Xho I

Spur 4: Ein BamHI-Verdau ergibt erwartungsgemal drei Fragmente.

3.6 Gentransfer in ES-Zellen/ Der ES Zell-Screen

Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) werden aus der inneren Zellmasse der
Mausblastocyste gewonnen und konnen in Kultur gehalten werden. Sie behalten ihre
Pluripotenz, wenn sie in Anwesenheit des "Leukemia Inhibiting Factor" kultiviert
werden, der die Differenzierung der embryonalen Stammzellen hemmt.

Die folgenden Zellkulturarbeiten wurden nach Beschreibung von A. Mansouri von S.
Mahsur durchgefiihrt (Mansouri, 2001).

Das Rekombinationskonstrukt wurde in die MPI II-ES-Zellinie (Mausstamm 129/Sv)
(Doetschman et al., 1985) elektroporiert und auf das homologe
Rekombinationsereignis selektiert. Es fand eine Doppelselektion statt, wobei das
Antibiotikum G418 oder Geneticin (verwandt mit Neomycin) der positiven und
Gancyclovir der negativen Selektion diente. Nach dieser Selektion wurden insgesamt

272 Klone isoliert.

Zur Identifizierung des homologen Rekombinationsereignisses wurde genomische
DNA aus den ES-Zellen gewonnen. Fiir die Southern-Blot-Analyse wurden die Klone
zundchst mit einer 3'-externen Sonde untersucht (s. Abb.20 C). Die 3'-externe Sonde
war ein PCR-Produkt, das mit den Oligonucleotiden FK4 und 6 aus dem genomischen

Klon 108.7 gewonnen wurde. Zur Southern-Blot-Analyse wurde die genomische
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DNA mit Spel verdaut und ergab eine 14,1 kb-Bande fiir das Wildtyp-Allel und eine
zusitzliche 9,5 kb-Bande fiir das homolog rekombinierte Allel (Abb.22 A). Auf diese

Weise wurden 20 positive Klone identifiziert.

+- +/+ +/-

- W
X -
-

A B

Abb.22: Southern-Blot-Analyse der elektroporierten ES-Zellen mit 3' externer (A) und 5'
interner (B) Sonde.

Die obere Bande zeigt in beiden Fallen die Wildtyp-Situation wihrend die untere Bande die Situation
nach homologer Rekombination widerspiegelt.

+/+: Wildtyp-Allel

+/-: homolog rekombiniertes Allel

Diese positiven Klone wurden weiter mit einer 5'-internen Sonde analysiert, welche
mit Hilfe der Oligonucleotide FK 10 und 11 aus der subklonierten 5'-Homologie
kloniert wurde. Nach dem Verdau mit Kpnl wurde das Wildtyp-Allel mit einer 10,4
kb- und das homolog rekombinierte Allel mit einer 9,4 kb-Bande nachgewiesen
(Abb.22 B). Nach dieser Hybridisierung waren noch 17 Klone positiv, was einer

Rekombinations-Frequenz von 1:16 entspricht.

3.7 Morula-Aggregation von ES-Zellen (Wood et al., 1993) und

Keimbahntransfer

Um chimidre Méuse zu erhalten, wurden vier positive ES-Zell-Klone (Mausstamm
129/Sv mit schwarzen Augen) mit Morulae aggregiert, die aus dem NMRI-
Mausstamm gewonnen wurden. Dazu muflte den Morulae die Zona pelucida entfernt
werden. Das Aggregat wurde 24 h bei 37°C inkubiert. Am néchsten Tag wurden die
Embryonen in scheinschwangere (Schwangerschaftstag 2) Ammenmiitter transferiert.
Es wurden dafiir diejenigen Embryonen ausgewdihlt, die bis zum Blastocysten-
Stadium entwickelt waren. Sollten die Embroynen 17 Tage nach dem Retransfer nicht

geboren werden, wurde per Kaiserschnitt entbunden. Viele Jungtiere starben danach,
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da sie trotz Warmplatte und leichter Massage nicht begonnen, selbstdndig zu atmen
oder von der Mutter gefressen wurden.
Nach erfolgreicher Geburt durch Kaiserschnitt und Aufzucht waren noch folgende

Tiere zur weiteren Verpaarung vorhanden:

ES-Zell-Klon Anzahl der Chimiéiren
FK-169 4
FK-194 4
FK-216 3
FK-256 4

Der Grad des Chimirismus ist an der Fellfarbe erkennbar. Je hoher der Anteil an
dunkler Fellfarbe ist, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dal3 die chimédre Maus
die transgene Information in ihren Keimzellen tragt und somit diese Information an
ihre Nachkommen weitergibt.

Nach sechs Wochen wurden die Chimédren mit NMRI-Wildtypméusen verpaart. Ein
Keimbahntransfer konnte bei den Nachkommen anhand der Augenfarbe erkannt
werden. Miuse mit schwarzen Augen entstammten der Keimbahn der transgenen ES-
Zellen (Stamm: 129/Sv), wogegen Méduse mit roten Augen von den nicht-transgenen
ES-Zellen (Stamm: NMRI) abstammten.

Verpaarungen mit einem chimiren Ménnchen (ca. 40% chimir) der Linie FK-194
brachte ein bis zwei schwarzidugige Nachkommen pro Wurf. Von 33 schwarzdugigen
analysierten Tieren war allerdings keins heterozygot. Dagegen lieferte ein nur gering
chiméres Miannchen (ca. 15%) der Linie FK-216 100% schwarzéugige Nachkommen.
Heterozygote Tiere dieser Generation (F1) wurden miteinander verpaart, um
homozygote Tiere zur Phénotyp-Analyse zu erhalten (genetischer Mischhintergrund).
Fiir spatere Verhaltensexperimente wurde begonnen auf den Inzuchtstamm C57 BL/6

zu ziichten, der fiir neuronale Fragestellungen als besonders geeignet gilt.

3.8 Bestitigung der homologen Rekombination in den Maus-

PIPPin Genlocus
Bestiticung des Maus-PIPPin-Knock-outs auf RNA-Ebene

Eine RNA-in situ-Hybridisierung auf E16,5 Gehirnen von Wildtyp- und homozygoten
Maéusen zeigt, daB3 die Inaktivierung des PIPPin-Gens erfolgreich war (Abb.231). Die

Hybridisierung mit der Maus-PIPPin-spezifischen Sonde, die Sequenzen des
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deletierten Bereichs erkennt, ergibt das bekannte PIPPin-Expressionsmuster im
Wildtyp (A-C), aber nicht in einer homozygoten PIPPin-defizienten Maus (D-F).

Ahnliches gibt auch der Northern Blot mit E16,5 Hirnhomogenat in Abb.231I wieder.
Die Verwendung der fiir den Deletionsbereich spezifischen Maus-PIPPin-Sonde
liefert eine starke Bande bei dem Wildtypgewebe (1). Ein positives Signal auf
homozygotem Hirnhomogenat ist nur mit einer Sonde, die gegen das Gen der

Neomycin-Resistenz gerichtet ist, zu erlangen (2).

Abb.23: In situ-Hybridisierung und Northern Blot mit Wildtyp und PIPPin -/- Gewebe zeigen,
daf} die homologe Rekombination in den Maus-PIPPin-Genlocus erfolgt ist.

I. RNA-in situ-Hybridisierung mit einer PIPPin-spezifischen Sonde, die die Sequenz des deletierten
Bereichs erkennt. A-C: Wildtyp; D-F: homozygotes Gehirn

II. Northern Blot mit E16,5 Hirnhomogenat aus Wildtyp- (1) bzw. homozygoten Méausen (2) zeigt eine
starke Bande mit einer PIPPin-Sonde fiir den Deletionsbereich im Wildtyp (1). Eine Sonde, die gegen
das Gen der Neomycin-Resistenz gerichtet ist, bringt ein Signal bei dem Hirnhomogenat homozygoter
Miuse (2).

Bestitigung des Maus-PIPPin-Knock-outs auf Protein-Ebene

Um zu zeigen, daB in den homozygoten Méausen auch kein PIPPin-Protein gebildet
wird, wurden Homogenate von Wildtyp- und Mutanten-Telencephali unter
denaturierenden Bedingungen im Proteingel aufgetrennt. Der Western-Blot wurde mit
einer 1:1000-Verdiinnung des anti-Ratte-PIPPin-Antikorpers inkubiert (Nastasi et al.,
1999), als Positivkontrolle fiir den Rattenantikdrper wurde Homogenat aus Ratten-
Cerebellum (P14) mit aufgetragen. In Abb.24 ist das Ergebnis des Western-Blots
dargestellt. Die Positivkontrolle (Spur 3) liefert wie bereits in Nastasi et al., 1999 eine
Hauptbande bei etwa 30 kD und eine schwache darunterliegende Bande. Auf dem

Mausgewebe verursacht dieser Antikorper sowohl mit Wildtypgewebe (Spur 1) als
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auch mit homozygotem Gewebe (Spur 2) die gleiche Doppelbande und eine weitere

Bande bei etwa 75 kD.

75 KD [ .

SOkD S a——

1 2 3

Abb.24: Western-Blot mit anti-Ratte-PIPPin-Antikorper deutet auf Unspezifitit des
Antikorpers.

Spur 1: Homogenat ausWildtyp-Telencephali (E16,5)

Spur 2: Homogenat aus Homozygoten-Telencephali (E16,5)

Spur 3: Positivkontrolle (Homogenat aus Ratten-Cerebellum, P14)

Der Blot wurde 30 min. belichtet. Antikdrper-Verdiinnung: 1 : 1000

Nach diesem Ergebnis traten Zweifel an der Spezifitit des anti-Ratte-PIPPin-
Antikorpers auf. Zur Uberpriifung der Spezifitit dieses Antikorpers wurde er vor
Inkubation auf dem Western-Blot mit Acetonpuder pridadsorbiert, das aus
homozygoten PIPPin-defizienten-P8-Gehirnen gewonnen wurde. Nach der
Praadsorption, die alle unspezifischen Anteile des polyklonalen Serums beseitigen
und somit moglichen Hintergrund reduzieren sollte, erfolgte die Inkubation mit dem
Western-Blot. Da fiir die Herstellung des Acetonpuders Gewebe aus PIPPin-
defizienten-Mausen verwendet wurde, sollten die Anteile des Serums, die PIPPin
erkennen, erhalten bleiben. In Abb.25 ist das Ergebnis vor (Spurl und 2) und nach der
Praadsorption (Spur 3 und 4) zu sehen. Erneut wurden auf dem Proteingel E16,5
Telencephali aufgetragen. Nach der Prdadsorption des PIPPin-Antikorpers ist die
Doppelbande deutlich reduziert, was auf eine Unspezifitit dieses Antikorpers
schlieBen 14Bt. Moglicherweise sind die vier Unterschiede in der Aminosduresequenz
zwischen Ratte und Maus (s. Abb.15) wichtig fiir die Epitoperkennung des
polyklonalen Antikorpers. Damit ist dieser Antikorper, der gegen das PIPPin-Protein

der Ratte gerichtet ist, fiir weitere Experimente in der Maus unbrauchbar.
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Abb.25: Nach Priadsorption des polyklonalen anti-Ratte-PIPPin-Antikorpers mit Acetonpuder
aus PIPPin-defizienten Gehirnen bestitigt sich die Unspezifitiit dieses Antikdrpers in der Maus.
vor Préadsorption:

Spur 1: Homogenat ausWildtyp-Telencephali (E16,5)

Spur 2: Homogenat aus Homozygoten-Telencephali (E16,5)

nach Préadsorption:

Spur 3: Homogenat ausWildtyp-Telencephali (E16,5)

Spur 4: Homogenat aus Homozygoten-Telencephali (E16,5)

Das gleiche Ergebnis wurde mit einem Blot erzielt, bei dem Homogenat aus P§-Gehirnen aufgetragen
wurde. Der Blot wurde 5 min. belichtet. Antikérper-Verdiinnung: 1 : 1000

Die Abwesenheit des PIPPin-Proteins nach homologer Rekombination in den Maus-

PIPPin-Genlocus konnte somit nicht gezeigt werden.

3.9 Fortpflanzungsstatistik der heterozygoten PIPPin-M:iuse

Heterozygote Tiere der PIPPin-defizienten Mauslinie pflanzen sich nach dem 2.
Mendelschen Gesetz monohybrider Erbgénge fort (1:2:1) (Wehner und Gehring,
1995). Von 144 geborenen Tieren waren 37 Tiere Wildtypen, 71Tiere heterozygot
und 36 Tiere homozygot. Bei 307 wiahrend der Embryonalentwicklung priparierten
Tieren spalteten sich die Genotypen wie folgt auf: 76 (Wildtyp) : 156 (heterozygot) :
75 (homozygot). Somit kann ausgeschlossen werden, daB3 PIPPin-defiziente Miuse
bereits vor der Geburt sterben. Die homozygoten PIPPin-defizienten Méuse sind

lebensfahig.

3.10 Analyse des Gehirns PIPPin-defizienter Miuse
Fir die Phéanotyp-Analyse der PIPPin-Knock-out-Maus wurden verschiedene

Hinweise verfolgt, die sich aus dem Expressionsmuster von Maus-PIPPin und aus den
bereits bekannten Daten iiber das Ratten-PIPPin (Castiglia et al., 1996; Nastasi et al.,
1999; Nastasi et al., 2000; Raimondi et al., 2003) ergaben. Dabei wurde mit den

meisten Untersuchungen zum Embryonaltag 16,5 begonnen. Dies ist das Stadium, an
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dem Maus-PIPPin in der Microarray-Expressionsanalyse entdeckt wurde und gilt

seitdem als Referenzstadium.

Zunidchst wurde die Histologie der Gehirne von Wildtyp und PIPPin-defizienten
Maiusen verglichen.

Vergleich der Histologie von Wildtyp und PIPPin -/- Gehirnen mittels Himatoxylin-

Eosin-Férbung
E16,5

Abb.26 zeigt reprasentative Bereiche von E16,5 Wildtyp (A-D) und homozygoten (E-
H) Gehirnen. Es konnte im Hinblick auf Anzahl der Zellen, Dicke und Form einzelner
Schichten kein Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante festgestellt werden. Die
Struktur des Bulbus olfactorius sieht in der Mutante (E) nicht auffillig aus, ebenso
gleicht die Anatomie der Mutante auf der Ebene der Basalganglien, des ventralen und
lateralen Palliums (F) der des Wildtyps (B). Weitere Expressionsorte von Maus-
PIPPin, wie der Hippocampus und der Bereich des occipitalen Cortex (G, H) ergeben
ebenfalls keine signifikanten Auffilligkeiten.

adulte Gehirne

In Abb.27 sind erneut repriasentative Bereiche des Gehirns dargestellt, in denen Maus-
PIPPin in der Wildtypsituation vorzufinden ist. Der Bulbus olfactorius sicht beim
Vergleich zwischen Wildtyp (A) und Mutante (E) normal ausgebildet aus. Alle drei

Schichten, die Lamina glomerulosa, mitralis und granularis sind vorhanden. Auch in
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Abb.26: Himatoxylin-Eosin-Farbung von E16,5 Wildtyp und PIPPin-defizienten Gehirnen zeigt
keinen offensichtlichen Phénotyp.

Es wurden 10 pm dicke Paraffinschnitte gefarbt.

A-D: Wildtyp-Gehirne

E-H: Maus-PIPPin -/- Gehirne

A / E: Bulbus olfactorius; B / F: Ebene der Basalganglien und des ventralen Palliums

C/ G: Ebene des caudo-medialen Cortex; D / H: Ebene des occipitalen Cortex

n (Wildtyp)=1; n (Mutante)=2; MafBstab: 100 um
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Abb.27: Adulte Wildtyp und homozygote Gehirne ergeben in der HE-Firbung keinen
signifikanten Unterschied.

A-D: Wildtyp-Gehirne

E-H: Maus-PIPPin -/- -Gehirne

gd, Gyrus dentatus;, gl, Lamina glomerulosa; gr, Lamina granularis; mi, Lamina mitralis; I-VI:
Schichten I-VI des cerebralen Cortex

A / E: Bulbus olfactorius; B / F: Cortexschichten; C / G: Hippocampus; D, H: Cerebellum

Es wurden 10 um dicke Paraffinschnitte gefarbt.

n (Wildtyp)=1; n (Mutante)=2; MaBstab 100 um
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der 6-schichtigen Struktur des cerebralen Cortex (B, F) ist kein offensichtlicher
Phinotyp zu detektieren. Der Hippocampus ist mit dem Gyrus dentatus und den
Feldern CA1-3 im homozygoten Gehirn in GroB3e oder Form nicht auffillig (G). Auch

auf der Ebene des Cerebellums ist kein deutlicher Phinotyp auszumachen (D, H).

In der Expressionsanalyse in 3.1 wurde gezeigt, da8 Maus-PIPPin zu mehreren
Zeitpunkten der Entwicklung in der proliferativen Schicht des cerebralen Cortex, in
der Ventrikuldrzone, vorkommt. Aus diesem Befund wurde geschlossen, da3 in den
PIPPin-defizienten Gehirnen im Vergleich zum Wildtyp ein Unterschied in der Rate
der DNA-Replikation vorliegen konnte. Um diesen Aspekt zu untersuchen, wurden
BrdU-Markierungen durchgefiihrt. BrdU ist ein Thymidin-Analog und wird wihrend
der S-Phase selektiv in die DNA inkorporiert. Die BrdU-Inkorporation wurde mit
einem Flourescein-gekoppelten Antikdrper sichtbar gemacht (griine Zellen). Als
Gegenfarbung wurde Propidiumiodid benutzt (rote Zellen). Zur Auswertung wurde
zundchst in reprisentativen Bereichen die gesamte Zellzahl ermittelt. Nach dem
Auszihlen der BrdU-positiven Zellen in diesen Bereichen wurde der mitotische Index
ermittelt, der aus dem Quotienten der Anzahl der BrdU-positiven Zellen und der
Gesamtzahl aller Zellen gebildet wird.

BrdU-Aufnahmestudien in Wildtyp und PIPPin-defiziente Cortices

El16.5

Zur Auswertung wurden drei Ebenen ausgewihlt, in denen PIPPin exprimiert ist und
daher einen Effekt auf die DNA-Replikation ausiiben konnte: der Bulbus olfactorius
(Ebene 1, Abb.28 A, B, G, H), das ventrale Pallium (Ebene 2: C, D, I, J) und der
occipitale Cortex (Ebene 3: E, F, K, L). In A, C und E sind die Flichen angedeutet,
die ausgezihlt wurden. Dabei wurden pro Ebene fiinf Flachen ausgezéhlt. Die Anzahl
der gesamten Zellen betrug in Wildtyp und Knock-out 0,018 Zellen/ pm®. Bei der
Berechnung des mitotischen Index' trat kein signifikanter Unterschied zwischen

Wildtyp und PIPPin-Knock-out-Maus auf.
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BrdU positive/gesamte Zellen (E16,5)

oWt
®PIPPin -/-

Abb. 28: BrdU-Aufnahmestudien in E16,5 +/+ und PIPPin -/- -Gehirnen zeigen keinen
signifikanten Unterschied in der Rate der DNA-Replikation.

Die Farbung wurde an 6 um dicken Schnitten durchgefiihrt.

1. Ebene: A-B (+/+), G-H (-/-)

2. Ebene: C-D (+/+), I-J (-/-)

3. Ebene: E-F (+/+), K-L (-/-)

griin: BrdU markierte Zellen, rot: Propidiumiodid gefarbte Zellen

B, H, D, J, F und L zeigen die Uberlagerung des griinen und roten Kanals.

n (Wildtyp)=2; n (Mutante)=2; Malfistab 100 um

E13.5
Als zweites Stadium wurde fiir die Untersuchung des Aspekts der mitotischen

Aktivitdt in Wildtyp und Knock-out E13,5 ausgewéhlt, um auch ein fritheres Stadium
mit proliferativer Aktivitit zu untersuchen. Die Auswertung wurde hier genauso
durchgefiihrt wie zu E16,5 beschrieben. Die Anzahl der gesamten Zellen wurde fiir
Wildtyp und Mutante mit 0,017 Zellen/ um® berechnet. Auf der Ebene des
Riechkolbens (Abb.29 A, E), des ventralen Palliums (C, G) und des occipitalen
Cortex (D, H) wurde ebenso keine signifikante Differenz im mitotischen Index

zwischen Wildtyp und PIPPin-defizienten Gehirnen ausgemacht.




83

BrdU positive/gesamte Zellen (E13,5)
035 q
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Abb.29: BrdU-Markierung mitotischer Zellen an E13,5 ergibt keinen offensichtlichen Phéanotyp
in PIPPin-defizienten Méusen.

1. Ebene: A (+/+), E (-/-)

2. Ebene: C (+/+), G (-/-)

3. Ebene: D (+/+), H (-/-)

B (+/+) und F (-/-) zeigen Ubersichten.

n (Wildtyp)=1; n (Mutante)=2; Mafstab 100 um

In der Maus-PIPPin-Expressionsstudie wurde an mehreren Stadien eine Region hiufig
als Ort von PIPPin-Expression erwihnt: das ventrale Pallium. Diese Region wird auch
"Intermedidrzone" (Fernandez et al., 1998) oder "anti-hem" (lateral im Cortex)
genannt, da sie gegeniiber von der sog. "cortical hem" (embryonale Fimbria, medial)
liegt (Assimacopoulos et al., 2003). Das ventrale Pallium ist charakterisiert durch die
Expression vieler Signalmolekiile z. B. Mitglieder der EGF-Familie wie Tgfa,
Neuregulinl und 3. Weiterhin finden sich im ventralen Pallium Signalmolekiile wie
Fgf7, Sfrp2 und die Transkriptionsfaktoren Pax6 und ER81. Mit Hilfe von RNA-in
situ-Hybridisierungen wurde untersucht, ob zwischen Wildtyp und PIPPin-defizienten

Mausen zum Zeitpunkt E16,5 Unterschiede in der Expression dieser Marker bestehen.
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Vergleich der Expression von Markergenen fur das ventrale Pallium in Wildtyp- und

PIPPin-defizienten Miusen

In Abb.30 ist eine Zusammenfassung dieser Markeranalyse zu sehen, es wurden
jeweils représentative Schnitte ausgewéhlt.

Sfrp2 (Abb. A, B)

Die Expression dieses Wnt-Antagonisten verlduft im PIPPin -/- -Gehirn (B) nicht
anders als im Wt-Gehirn (A).
Neuregulinl (C, D)

Die Sonde fiir diesen Marker des ventralen Palliums lieferte nur ein sehr schwaches
Signal im Bereich der Ventrikuldrzone des ventralen und lateralen Palliums (s.
Pfeile). Zwischen Nrgl-Expression in Wildtyp (C) und Mutante (D) konnte kein
eindeutiger Unterschied festgestellt werden.

Pax6 (E, F)

Der Transkriptionsfaktor Pax6 wird sowohl im Wildtyp (E) als auch in der Mutante
(F) in Zellen der Ventrikuldrzone des ventralen und lateralen Palliums exprimiert.
ER81 (G, H)

Ebenso konnte in der Expression des Transkriptionsfaktors ER81 kein
offensichtlicher Phéanotyp detektiert werden (G: Wildtyp, H: PIPPin -/-).

Die Sonde fiir Neuregulin3 erbrachte ein ubiquitdres Signal, wogegen die Fgf7-Sonde
kein Signal ergab (ohne Abb.). Die in situ-Hybridisierung mit der Sonde fiir Tgfa
lieferte Signale im Hippocampus und Striatum, jedoch zu diesem Zeitpunkt weder

beim Wildtyp noch bei der Mutante ein Signal im ventralen Pallium (ohne Abb.).

Bei Arbeiten am PIPPin-Protein der Ratte wurde herausgefunden, dafl es sich bei
PIPPin um ein RNA-bindendes Protein handelt, welches spezifisch u.a. an Histon
H1°-mRNAs bindet (Nastasi et al., 1999). Basierend auf in vitro Experimenten wird
vermutet, dal Ratten-PIPPin sogar die Expression von Histonvarianten
herunterreguliert (Nastasi et al., 2000). Sollte dies auch in vivo der Fall sein, konnte
der Gehalt an H1° im PIPPin-Knock-out héher sein. Dies wurde auf RNA-Ebene
durch eine H1°-in situ-Hybridisierung untersucht.

HIi° 1. J)

Es konnte im Wildtyp (I) und in PIPPin-defizienten Gehirnen (J) HI1° detektiert

werden. Der Eindruck der breiteren H1°-Expression in der Mutante (J) im Bereich der
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Basalganglien kann durch die nicht ganz identische Schnittebene wie beim Wildtyp

erklart werden.

Abb.30: Vergleich der Expression verschiedener Markergene des ventralen Palliums zum
Zeitpunkt E16,5 offenbart keinen offensichtlichen Phiinotyp.

Sfrp2: A (Wt), B (homozygot); Nrgl C (Wt), D (homozygot)

Pax6: E (Wt), F (homozygot); ER81: G (Wt), H (homozygot)

HI1°: T (Wt), J (homozygot)

MafBstab 100 um
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Analyse des Gehalts von Histon H1°-Protein in adulten Wildtyp- und Mutanten-

Gehirnen

Der Gehalt an H1° in Wildtyp und PIPPin-defizienten Gehirnen wurde auch mittels
eines HI1°-Antikdrpers auf Proteinbasis untersucht. Dafiir wurde eine
Histonprédparation aus P50 +/+ und -/- -Gehirnen durchgefiihrt. Der Zeitpunkt P50
wurde ausgewdhlt, um ausreichende Mengen Protein zu erlangen. Auch vom
physiologischen Standpunkt erschien dieser Zeitpunkt angebracht, da das Histon H1°
zu den replikationsunabhéngigen Genen gehort (Zlatanova und Doenecke, 1994) und
das Protein um den Zeitpunkt der Geburt und im Adultstadium sein hochstes
Vorkommen erreicht (Doenecke et al., 1997). Fiir beide Genotypen lagen die H1-
Proteine in einer Konzentration von 1 pg/ ml vor. Die HI1-Proteine wurden im
Proteingel aufgetrennt, es wurden 20 pl aufgetragen. In Abb.31 ist eine Coomassie-
Féarbung zu sehen, die zeigt, dal sowohl fiir Wildtyp (Spur 1) als auch fiir die Probe
der Mutante (Spur 2) vergleichbare Mengen aufgetragen wurden. Das Ergebnis der
H1°-Immunodetektion wird in Abb.32 gezeigt. Die HI1°-Bande befindet sich auf der
Hohe von etwa 25 kD und besitzt in Wildtyp (Spur 1) und PIPPin-Knock-out (Spur 2)
die gleiche Intensitit. Die kleineren Banden bei 15 und 17 kD konnten sich durch
Abbauprodukte des H1°-Proteins erkldren lassen. Die These, dal PIPPin ein negativer
Regulator der H1°-Translation sei, konnte in vivo zu dem Zeitpunkt P50 mit Hilfe des

Western-Blots nicht bestitigt werden.

%\

M 1 2

Abb.31: Die Coomassie-Blau-Fiarbung bestitigt vergleichbare Mengenauftragung von HI1-
Protein bei Wildtyp und PIPPin-Knock-out.

M: Proteinmarker

Spur 1: H1-Protein der Wildtypprobe

Spur 2: H1-Protein der Knock-out-Probe

Es wurden jeweils etwa 20 pg/ ml Protein aufgetragen.
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Abb.32: Der Nachweis von H1°-Protein in Wildtyp und PIPPin-defizienten P50-Gehirnen zeigt
keinen Unterschied im H1°-Proteingehalt.

Spur 1: H1°-Protein im P50 Gehirn

Spur 2: H1°-Protein im P50 Knock-out-Gehirn

Der H1°-Antikorper wurde in einer 1:400-Verdiinnung eingesetzt. Der Blot wurde fiir eine Stunde
entwickelt.

Analyse des Purkinje-Zellmarkers Calbindin D-28K in Wildtyp und PIPPin-Knock-

out

Bei der Analyse der PIPPin-Knock-out Maus wurde auch der Aspekt der PIPPin-
Expression in der Purkinje-Zellschicht des Cerebellums beriicksichtigt. Als ein
Marker der Purkinje-Zellen wurde das Vorkommen des Calcium-bindenden Proteins
Calbindin D-28K (Barski et al., 2003) im Cerebellum von Wildtyp- und Mutanten-
Gehirnen des Stadiums P51 untersucht (Abb.33). In Abb.33 A ist die Calbindin D-

28K-Immunfirbung in einer Ubersicht im Wildtyp zu sehen. Beim Vergleich mit der
Féarbung von PIPPin-defizienten Cerebella (C, D, E) sind keine Auffilligkeiten in der
Mutante zu beobachten. Auch hier zeigen die Purkinje-Zellen ihre strenge
geometrische Anordnung. Sie bilden in relativ regelmiBigen Abstinden eine Reihe
zwischen der Korner- (Stratum granulare) und Molekularschicht (Stratum moleculare)
der Cerebellumrinde. In GroBe und Form der Purkinje-Zellkoérper sind keine
Unterschiede in der Mutante auffallig. Die Betrachtung der Purkinje-Zellen im Detail
ist in B (Wildtyp) und F (Knock-out) zu sehen. Bei beiden Genotypen zweigen am
oberen Pol der Zellen primire Dendritenstimme ab, die sich wieder in feine

Veriéstelungen aufzweigen.
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Abb.33: Die Immunfirbung mit Antikorper gegen den Purkinje-Zellmarker
Calbindin D-28K liefert keine Unterschiede zwischen Wildtyp und PIPPin-

defizienten P51 Cerebella

A: Ubersicht Wildtyp

B: Detailaufnahme von Purkinje-Zellen, Wildtyp

C, D, E: Ubersicht Mutante

F: Detailaufnahme von Purkinje-Zellen, Mutante

Die Farbung wurde an 8 um dicken Paraffinschnitten durchgefiihrt, der Primédrantikdrper wurde bei
4°C fiir zwei Tage in einer 1:500-Verdiinnung inkubiert.

stg, stratum granulare; stm, stratum moleculare; p, Purkinje-Zellschicht

MaBstab 100 um
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3.11 Identifikation und Analyse von regulatorischen
Sequenzelementen des Maus-PIPPin-Genlocus

Problem der negativen [(-Galactosidase-Fiarbung von Geweben des PIPPin-Knock-

outs
Wie in Abschnitt 3.5 beschrieben, enthielt das Konstrukt zur homologen
Rekombination in den Maus-PIPPin-Genlocus u.a. das Reportergen -Galactosidase.
Dieser Umstand sollte fiir p-Galactosidase-Farbungen PIPPin-defizienter E11-
Embryonen genutzt werden, um die zu diesem Zeitpunkt schwache PIPPin-
Expression im Cortex besser beschreiben zu konnen. Doch war in Testfarbungen von
E12,5-Embryonen (PIPPin -/-) und E16,5-Gehirnen (PIPPin -/-) nahezu keine
Blaufiarbung zu detektieren (Abb.34 A: E12,5; B: E16,5). Einzig im Bereich des
ventralen Palliums, wo PIPPin im Wildtyp prominent in der Ventrikuldrzone
exprimiert wird, ist in B eine leichte Blaufairbung zu beobachten (s. Pfeil). Allerdings
sollte die -Galactosidase-Farbung homozygoter Gewebe das Expressionsmuster der
PIPPin-RNA-in situ-Hybridisierung im Wildtyp wiedergeben. Als Ursache fiir diese
Diskrepanz wurden verschiedene Erklarungsmdoglichkeiten bedacht:
. Die Klonierung des Gens B-Galactosidase erfolgte nicht im Leseraster, so daf3
dieses Gen nicht korrekt exprimiert werden kann.
Die korrekte Klonierung der B-Galactosidase wurde auf zwei Weisen tiberpriift. Zum
einen wurde der Ubergang der 5'-Homologie in das Gen B-Galactosidase mit einem
speziellen Oligonucleotid (FK7) sequenziert. Zum anderen sollte bei diesem
Klonierungsschritt eine zusitzlich Xhol-Schnittstelle entstehen (s. S.77), die auch
vorhanden ist (s. Abb.21). Diese Erkdrungsmoglichkeit fiir die negative -
Galactosidase-Féarbung ist somit nicht zutreffend.
. Die negative B-Galactosidase-Fiarbung ist abhidngig von dem ES-Zellklon, der
fiir die Morula-Aggregation verwendet wurde.
Um diesen Einwand zu {iberpriifen, wurden aus einem weiteren positiven ES-Zellklon
(FK-178) PIPPin-Knock-out-Mause erstellt. Die [-Galactosidase-Farbung eines
E18,5-Gehirns dieser Linie ist in Abb.34 C dargestellt. Auch hier ist nur ein leichter
Blauschimmer im Bereich des ventralen Palliums zu sehen (s. Pfeil). Die nahezu

negative Fiarbung ist somit nicht von dem verwendeten ES-Zellklon abhéngig.
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O

Abb.34: Bei einer B-Galactosidase-Firbung von PIPPin-defizientem Gewebe ist ein nur sehr
schwaches Signal im Bereich des ventralen Palliums zu erkennen.

A: E12,5-Embryo der Linie FK-216

B: E16,5-Gehirn der Linie FK-216

C: E18,5-Gehirn der Linie FK-178

Die Féarbung erfolgte an 30 um dicken Gefrierschnitten, eine Positivkontrolle wurde mitgefiihrt (ohne
Abb.). Mafstab 500 pm

. Die Inaktivierung des Maus-PIPPin-Gens durch die Insertion der lacZpolyA-
pGKNeopolyA-Kassette deletierte regulatorische Elemente des PIPPin-Gens.

Der deletierte Bereich von 3,5 kb wurde zur Untersuchung dieser

Erklarungsmdglichkeit in ein Reporterkonstrukt subkloniert (s. Kap.Il, S.22) und in

der in vitro Elektroporation getestet.
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Der im PIPPin-Knock-out durch homologe Rekombination deletierte 3.5 kb-Bereich

ist in der Lage, die Aktivitit eines Reportergens anzutreiben

In Abb.35 ist das Ergebnis der in vitro Elektroporation (E14,5) des im Knock-out
deletierten Bereichs (pFK35) dargestellt. An der Fluoreszenz des GFP sind diejenigen
Bereiche zu erkennen, in die das Plasmid pFK35 gelangt ist (A-C). In denselben
Bereichen tritt in der B-Galactosidase-Farbung eine deutliche Blaufarbung auf (A'-C").
Die Elektroporation der Negativkontrolle (nur der leere Vektor, D) ergibt keine
Blaufarbung (D'), was die Spezifitit des Signals bestitigt. Aus diesem Experiment
kann geschlossen werden, daBl die 3,5 kb-Sequenz, die durch homologe
Rekombination deletiert wurde, die Transkription verstirkende, regulatorische
Elemente ("Enhancer") enthilt. Dieser Enhancer ist in der Lage, die Transkription des
Reportergens B-Galactosidase im Bereich der Ventrikuldrzone des ventralen und
lateralen Palliums anzutreiben. Da dieses regulatorische Element in PIPPin-
defizientem Gewebe fehlt, wird dort die Transkription der [-Galactosidase nicht
verstirkt. Die geringe Blaufiarbung in den PIPPin-defizienten Gewebeschnitten in
Abb.34 146t sich durch eine kleine Restaktivitdt des Enhancers oder durch weitere

regulatorische Elemente in anderen Bereichen des PIPPin-Genlocus erkldren.

Das Signal der B-Galactosidase-Farbung im Bereich der Ventrikulidrzone des

ventralen und lateralen Palliums ist spezifisch

In Abb.35 A ist zu beobachten, dal3 auBer in dem Bereich des ventralen und lateralen
Palliums auch noch DNA in die mediale Region des Cortex gelangt ist. Da dort kein
B-Galactosidase-Signal zu beobachten ist (A'), handelt es sich bei dem Enhancer um
ein Maus-PIPPin-spezifisches Element, das nur in der Region wirkt, in der auch
Maus-PIPPin natiirlicherweise exprimiert wird (ndmlich im Bereich der

Ventrikuldrzone des ventralen und lateralen Palliums).
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Abb.35: Der Deletionsbereich der PIPPin-Knock-out-Maus enthiilt Enhancer-Elemente und ist
daher in der Lage, spezifisch die Expression der B-Galactosidase im Bereich des Neuroepithels
des ventralen und lateralen Palliums anzuschalten.

Fehlt dieses Element, wie es in PIPPin-defizienten-Mausen der Fall ist, so ist die 3-Galactosidase-
Farbung negativ.

In vitro Elektroporation des Konstrukts pFK35 in E14,5-Gehirne.

A-D: GFP, A’-D’: B-Galactosidase

MafBstab: 500 pm
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In vitro Elektroporation weiterer Deletionskonstrukte zur Eingrenzung des Enhancer-

Elements

Um herauszufinden, welcher Bereich des 3,5 kb-Fragments den Enhancer enthilt,
wurden verschiedene Deletionskonstrukte kloniert. Eine Zusammenfassung dieser
Experimente ist in Abb.37 dargestellt. Das 1,7 kb grof3e Fragment pFK36 ist in sense
und antisense-Richtung positiv (A, B). Dies deutet tatsdchlich auf einen Enhancer hin,
der im Gegensatz zu Promotoren, richtungsungebunden wirkt (Sassone-Corsi et al.,
1984). Die Elektroporation der niachsten beiden Konstrukte pFK37 und 38 ergab nur
eine positive B-Galactosidase-Farbung bei pFK37 (C). Somit konnte das Enhancer-
Element bis zum jetztigen Zeitpunkt bis auf einen Bereich von etwa 700 bp
eingegrenzt werden. Diese 700 bp befinden sich im 3' nicht translatierten Bereich des

Maus-PIPPin-Genlocus (s. Abb.36).

ATG STOP
T T I O — T T T
B H H H 'S X B B H B S

0,7 kb Enhancer Element

1kb

Abb.36: Das 3,5 kb grofie Enhancer-enthaltende Fragment konnte durch Deletionskonstrukte
auf einen postiven Bereich von 700 bp eingegrenzt werden.

Dieser Bereich befindet sich im 3’ nicht translatierten Bereich des Maus-PIPPin-Genlocus.

Die schwarzen Boxen symbolisieren Exon 2, 3 und 4 des PIPPin-Gens, die hellgrauen Boxen stellen
die CSD-Doméne dar.

ATG: Startcodon, STOP: Ende der Translation

B: Bam HI, H: Hind III, S: Spe I, X: Xho I
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) 4
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Abb.37: In vitro Elektroporation von Deletionskonstrukten zur Eingrenzung des 3,5 kb Enhancer-
enthaltenden Elements fiihrt zu einem positiven Bereich von 700 bp.

I. Das Experiment wurde wiederum an E14,5 durchgefiihrt.

A-C: GFP, A’-C’: B-Galactosidase

A, A’: pFK36 sense; B, B’: pFK36 antisense; C, C’: pFK37

MaBstab: 500 um

II. Darstellung der Deletionskonstrukte in ihrer Lage zueinander.
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Analyse des Enhancer-enthaltenden 700 bp groflen Fragments im Hinblick auf

Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren

Das Enhancer-enthaltende Element pFK37 wurde auf konservierte Bereiche hin durch

Sequenz-Vergleich mit dem humanen Genom untersucht. Dabei wurden fiinf

Bereiche von 21-47 Nucleotiden identifiziert, die Ubereinstimmungen von 89-100%

mit dem humanen Genom aufwiesen. Die Nucleotidsequenz des 700 bp groBen

Fragments und die Ubereinstimmungen mit dem humanen Genom sind in Abb.38 und

39 dargestellt. Der erste Treffer (Abb.39), der bei der Suche nach konservierten

Bereichen ausgegeben wurde, stimmt mit dem fettgedruckten Bereich (Abb.38) zu

89% tiberein. Der blau gedruckte Bereich der Nucleotidsequenz besitzt zu 100% (2.

Treffer) einen entsprechenden Bereich im Humangenom. Als dritter Treffer wurde der

kursiv gedruckte Bereich genannt, als vierter der rot gedruckte, die beide ebenfalls

eine vollstindige Entsprechung im humanen Genom besitzen. Als letzter Treffer
wurde eine komplette Ubereinstimmung mit der Humansequenz im Bereich der griin
eingefarbten Sequenz des Enhancer-Elements ermittelt.

Diese konservierten Bereiche wurden mit Hilfe des Programms Matlnspector auf

Transkriptionsfaktor-Bindestellen hin untersucht. Bei der Angabe der Suchergebnisse

des Matlnspectors sind zwei Werte von Bedeutung:

. Die "core similarity" gibt die Ubereinstimmung mit der "core sequence" an,
die aus den vier hochst konservierten, aufeinanderfolgenden Nucleotiden der
Bindestelle besteht. Die ‘"core similarity" sollte bei kompletter
Ubereinstimmung den Wert 1,0 betragen.

. Die Ubereinstimmung mit der Umgebung der Bindestellen wird durch die
"matrix similarity" angedeutet und sollte bei guter Ubereinstimmung einen

Wert um eins besitzen.
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Ets-1
CTAGAGAGCCAGTTACTTAACCAGAGGATAAGTGAGGTCAC
Pax6

CAATAGTGACCTTTATGAGACCCAGCCCAGAAGTAAAA
TGTGAGCACAGATAGCCAGGGTGAAGGGGTCAGTGGTTGCGAGGTAGCCT
TGTAGGCATTCCAGGACCACAGGGTAGTCATTTGGGGCATTTGCACCCCA
ACTTGTCCTAGTACCCTTTGCACACGGCCCAGCAGCCTAGAGCTGCTAAC
AAGTGCTGGCCAGTCCTCCATCCTGGGAAGGACCTGTCTGATACCCCACT
GTGAGCTAGGCTTCTCCAGCAAAGCCTATCCCTGGAGACCAGTCCTCAGC
AACCTTGAGGACCAGAGTTCAAATCTCCAGCAAGCCTGTAACCCAGAACT
GTGTTAATAAAGACACAGGCGGATCCTTTGACAAGGAACCCCAGGGCCAT
CAGCCCTCTGTTGTGAGCAGGTCCTTAGCAGTCATCACCTTGAGGCTCCCC
GAATGATAGGGACAACAGACCTCCTCCCTACTCTTGGGCCCTGCAGCGCC
AAGTCAGAAACTTCCCCACTCAGACCCCAGCCA

Ostrogen-Rezeptor

CGGATTCCCCATCCCTCCTGACACTGGCAATAAACTCAACTGTGACCC
ACCCTGCCCCTGAGCTGCCTGTCTTGAGTGTTCTTGTGGAAGGGGCTGAGG
AAGGACACAACAT

Abb.38: Nucleotidsequenz des 700 bp Enhancer-enthaltenden Elements

Die mit dem humanen Genom iibereinstimmenden Bereich sind farbig bzw. fett und kursiv
hervorgehoben. Die unterstrichenen Bereiche deuten auf Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren
(Angabe der "core sequence") hin.
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1. Treffer: 42 von 47 Nucleotiden stimmen mit dem Humangenom {iberein (89%)

Query: 591 ccccatccecctectgacactggcaataaa-—-ctcaactgtgacccacc 635

PEEEErrerr rrerrrrrrrerer rrrrr e
Sbjct: 45246 ccccattcttcctaacactggcaataaaccctcaactgtgacccacce 45292

2. Treffer: Vollstindige Ubereinstimmung mit dem humanen Genom

Query: 666 ttgtggaaggggctgaggaagga 688

PEEETTTTEErr el
Sbjct: 494196 ttgtggaaggggctgaggaagga 494218

3. Treffer: 100%-ige Identitdt mit dem humanen Genom

Query: 630 cccaccctgcccctgagetgee 651

FEETEEET Rt
Sbjct: 29492 cccaccctgccecctgagectgee 29513

4. Treffer: Komplette Ubereinstimmung mit dem humanen Genom

Query: 377 ccagcaagcctgtaacccaga 397

FEETEEET et
Sbjct: 63083 ccagcaagcctgtaacccaga 63103

5. Treffer: Vollstindige Ubereinstimmung mit dem humanen Genom

Query: 42 aggctcaggaagggcctggca 62

FEETEEET et
Sbjct: 69960 aggctcaggaagggcctggca 69980

Abb.39: Blast des 700 bp Enhancer-enthaltenden Elements mit der Sequenz des Humangenoms
in der CELERA-Datenbank ergibt fiinf konservierte Bereiche.

Treffer 1 findet sich in der Nucleotidsequenz als Fettdruck, Treffer 2 als Druck in blau wieder. Der 3.
Treffer der Suche nach Ubereinstimmungen mit dem humanen Genom ist kursiv geschrieben, Treffer 4
wurde rot und Treffer 5 griin eingeférbt.
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Die Treffer 2, 3 und 4 lieferten keine Suchergebnisse. Treffer 1 ergab vier
Suchergebnisse, wovon nur ein Ergebnis eine akzeptable "core similarity” von 1,0
aufwies. Es handelt sich dabei um eine Bindestelle fiir einen Ostrogen-Rezeptor (s.
Abb.38).

Die fiinfte mit dem Humangenom {ibereinstimmende Sequenz ergab im MatInspector
eine Bindestelle fiir den Transkriptionsfaktor Ets-1 ("core similarity": 1,0) (Abb.38).
Abgesehen von der Analyse der mit dem Humangenom {ibereinstimmenden Bereiche
wurde auch die gesamte Enhancer-enthaltende Sequenz von 700 bp Linge auf
Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren untersucht. Dabei stieB vor allem ein
Ergebnis mit guten Werten fiir die "core similarity" (1,0) und "matrix similarity"
(0,893) auf besonderes Interesse: die Enhancer-enthaltende Sequenz besitzt eine
Bindestelle fiir den Transkriptionsfaktor Pax6 (Abb.38). In diesem Zusammenhang
soll als Abschlufl des Ergebniskapitels folgendes Ergebnis genannt werden.

Die PIPPin-Expression ist in homozygoten Small eye-Méausen reduziert

Die Small eye (Sey)-Mutation wird durch eine Punktmutation im Pax6-Gen
verursacht und resultiert damit in der Produktion eines nicht funktionalen Proteins
(Hill et al., 1991).

In Abb.40 ist eine PIPPin-in situ-Hybridisierung auf E14,5 (A-F Wildtyp, G-L
homozygot) und E16,5 (M-R Wildtyp, S-X homozygot) Sey-Gehirnschnitten gezeigt.
Bei beiden Entwicklungsstadien ist eine starke Reduktion der PIPPin-Expression in
homozygoten Sey-Méusen zu verzeichnen. Besonders auffillig ist dieser Effekt im
Bereich der Ventrikuldrzone der Basalganglien, des ventralen und lateralen Palliums
(H-K, S-W). Auch die an E16,5 prominente Farbung des Piriformcortex im Wildtyp
(O, P) ist im homozygoten Gewebe deutlich reduziert (U, V). Erhalten bleibt die
PIPPin-Expression dagegen im Bereich des Mes- und Metencephalons an E14,5 (F,
L) und an E16,5 auf der Ebene des Cerebellums (R, X).
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Abb.40: Die PIPPin-Expression ist in homozygoten Sey (Small eye)-Gehirnen der Stadien E14,5
und E16,5 im Bereich der Ventrikulirzone des ventralen und lateralen Palliums, der
Basalganglien und des Piriformcortex stark reduziert.

PIPPin-in situ-Hybridisierung auf homozygoten Sey coronalen Gehirnschnitten

E14,5: A-F (Wildtyp), G-L (homozygot); E16,5: M-R (Wildtyp), S-X homozygot

Mafstab 500 um
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IV. Diskussion

1. Microarray-Expressionsanalyse identifizierte Gene mit
regionen- und schichtspezifischer Expression im cerebralen
Cortex des Embryonaltags 16,5

Zur Identifikation von Genen mit regionenspezifischer Expression an E16,5 wurde
von fiinf Cortexregionen dieses Stadiums eine Microarray-Expressionsanalyse
durchgefiihrt. Nach Anwendung bestimmter Filterkriterien (s. Kap. II, 2.3) zur
Auswertung der Daten wurden 96 Sequenzen selektiert, die zum Zeitpunkt E16,5
spezifisch in einer der Cortexregionen exprimiert werden sollten. Dabei fiel auf, da3
iiber die Hélfte dieser Gene (58%) in der Anlage des motorischen Cortex (frontal)
exprimiert werden sollte (Abb.4). Auf den posterior gelegenen parietalen Cortex
entfielen dagegen nur 7% der selektierten Gene. Dieses Verhiltnis konnte den
longitudinalen neurogenetischen Entwicklungsgradienten widerspiegeln. Auf der
Basis von [*H] Thymidin-Markierungen verschiedener Cortexschichten wurde ein
signifikant fritherer Ursprungszeitpunkt anteriorer Zellen im Vergleich zu posterioren
Bereichen festgestellt (Bayer und Altman, 1991). Dies wiirde somit auch eine erhdhte
Genaktivitdt in der anterior gelegenen Anlage des motorischen Cortex bedeuten. Ein
weiterer neurogenetischer Entwicklungsgradient, der sich von lateral nach medial
bewegt (der transverse Gradient) a6t sich an Hand der Aufteilung der selektierten
Gene nach den Cortexregionen nicht ablesen.

Die Einteilung der bekannten Gene (aus den 96 ausgewdhlten Sequenzen) in ihre
Funktion ergab (Abb.5), daB 53% dieser Gene im Zusammenhang mit
Transkriptionsfaktor-, Rezeptor- und Signaltransduktionsaktivitit stehen, was auf

Entwicklungs- und Differenzierungsprozesse hindeuten konnte.
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2. Bestiatigung der meisten ausgewihlten Gene in der
RNA-in situ-Hybridisierung, Kommentar der Microarray-
Technologie

Nach der Auswertung der Chipdaten wurden die durch die Anwendung der
Filterkriterien erhaltenen Gene in der in situ-Hybridisierung auf ihre Expression hin
iiberpriift. Dabei bestitigten viele Kandidaten die Chipdaten, andere dagegen zeigten
widerspriichliche Expressionsmuster. In der in situ-Hybridisierungs-Analyse ergaben
sich verschiedene Mustergruppen, es gab sowohl Gene mit regionenspezifischer als
auch schichtspezifischer Expression. Die im Ergebnisteil gezeigten Beispiele sollen
einen reprisentativen Uberblick iiber die Microarray- und in situ-Hybridisierungs-
Analyse geben und werden nun ndher kommentiert.

Thymocyten selektions-assoziiertes HMG (high mobility group) box Gen (Tox)

(Abb.6 A-D)

Dieses Gen galt nach Analyse der Chipdaten als ein Kandidat fiir regionenspezifische

Expression im frontalen Cortex, was sich in der in situ-Hybridisierung bestitigte.

Tox codiert fiir ein nucledres Protein der HMG-Familie, die viele Proteine beinhaltet
und deren Miglieder alle ein DNA-Bindemotiv besitzen. In die Familie der HMG-Box
Proteine gehoren z. B Transkriptionsfaktoren wie SRY (sex-determining region Y
protein) (Sinclair et al., 1990), damit verwandte SOX Proteine (SRY box-containing
proteins) (Soullier et al., 1999), TCF1 (T cell factor 1) (van de Wetering et al., 1991)
und LEF1 (lymphoid enhancer factor 1) (Travis et al., 1991). Mitglieder dieser
Proteinfamilie sind auch im Nervensystem von Bedeutung, z. B. agieren LEF1 und
TCF als "downstream" Mediatoren des Wnt-Signalwegs, der ja im Zusammenhang
mit dem Signalzentrum "cortical hem" steht (s. Kap. I). Beziiglich der Funktion von
Tox im Nervensystem wurde noch nichts publiziert. Seine Expression im
embryonalen Vorderhirn wurde in der vorgelegten Arbeit erstmals betrachtet. Auf der
Ebene des Immunsystems ist Tox in die Regulation der Thymocyten-Selektion
involviert (Wilkinson et al., 2002).

Ein neues Gen mit der Affymetrix Probenkennummer 108995 _at (Abb.6 E-F)

Die in situ Hybridisierung bestitigt die Aussage des Microarrays, da3 es sich hierbei
um ein Gen handelt, das in der Anlage des motorischen Cortex exprimiert wird. Nach

Aussagen der NCBI Datenbank besitzt das dazugehdrige Protein eine
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Sulfotransferase- und eine WSC-Doméne, die als putative Kohlehydrat-Bindedoméne
gilt. In der Literatur sind einige Sulfotransferasen im Nervensystem bekannt, z. B.
HNK-1. Aus Beobachtungen an HNK-1-defizienten Méusen wird eine Funktion
dieser Sulfotransferase in dem Erhalt der synaptischen Plastizitdt des Hippocampus
vermutet (Senn et al., 2002). Die Expression der in dieser Arbeit neu entdeckten
Sulfotransferase in der Ventrikuldrzone, der Sub- und Corticalplatte konnte auf eine
Beteiligung an Differenzierungsprozessen deuten.

Expression eines neues Gens mit der Affymetrix Probenkennummer 107382 at

(Abb.6 I-L)
Auch fiir dieses Gen bestétigt das Muster der in situ Hybridisierung die Chipdaten,

nach denen es im frontalen Cortex exprimiert sein soll. Nach
Datenbankeninformationen besitzt das Gen Ahnlichkeit mit dem humanen
transkriptionellen Repressor "scratch". Dieser gehort zur Familie der '"snail"-
Zinkfinger (C2H2 Typ)-Transkriptionsfaktoren, von denen eine Rolle in der
Neurogenese bei Invertebraten (Drosophila und Caenorhabditis elegans) bekannt ist
(Manzanares et al., 2001). In der NCBI-Datenbank werden zwei humane "scratch"-
Homologe gefiihrt, bei der Maus dagegen bisher nur eines. Daraus 148t sich vermuten,
dall es sich bei diesem Gen um das zweite Maus-"scratch"-Homolog handelt. Als
Funktion von "scratch" im Sduger wird an eine Modulation der Aktivitit von "basic
helix-loop-helix" Transkriptionsfaktoren gedacht, die wichtig in neuronalen

Differenzierungsprozessen sind (Nakakura et al., 2001).

Zink-Fingerprotein 288 (Abb.7 A-D)

Das Expressionsmuster und die Chipdaten stimmen iiberein: das Zink-Fingerprotein
288 (Zp288) wird in der Anlage des Hippocampus exprimiert. Es gehort zur Familie
der nucledren DNA-bindenden BTB/POZ-(broad complex tramtrack bric-a-brac/ pox-
virus and zinc finger) Zink-Finger, die transkriptionelle Repression vermitteln und in
der Chromatinorganisation involviert sind (Deweindt et al., 1995). Weiterhin wirkt
die POZ-Doméne als spezifische Protein-Protein-Interaktions-Doméne (Bardwell und
Treisman, 1994). In der Literatur ist Zfp288 auch unter dem Namen "HOF" bekannt.
Aus BrdU-Markierungen wurde auf eine Funktion von HOF in der Neurogenese des
Hippocampus geschlossen, da es in differenzierten Zellen herunterreguliert wird

(Mitchelmore et al., 2002). Das hier gezeigte Expressionsmuster zum Zeitpunkt E16,5
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unterstiitzt die Vermutung, daBl Zfp288 an der Neurogenese des Hippocampus
beteiligt sein konnte.

Nuclear-Rezeptor Subfamilie 4, Gruppe A, Miglied 3 (Nr4a3) (Abb.7 E-H)

Laut den Daten aus der Microarray-Expressionsanalyse sollte Nr4a3 im Hippocampus
vorkommen, das bestédtigte sich in der in situ Hybridisierung. Nr4a3 ist auch als Norl,
MINOR, CHN und TEC (translocated in extraskeletal chondrosarcoma) bekannt und
gehort zur Familie der durch Liganden induzierbaren Transkriptionsfaktoren. Die
Liganden fiir Nr4a3 sind unbekannt, weswegen dieser Rezeptor auch zur Gruppe der
"orphan" (Waise) Nuclear-Rezeptoren gezdhlt wird. Nr4a3 wird hauptsdchlich im
Nervensystem exprimiert, eine konkrete Funktion konnte fiir dieses Gen noch nicht
gezeigt werden. Seine Beteiligung an der Kontrolle von Zellproliferation und
Apoptose (Maltais und Labelle, 2000) konnte auf Prozesse der Carcinogenese
hinweisen. Die Expression auflerhalb des corticalen Neuroepithels 1483t auf eine
Funktion in postmitotischen Zellen schlieen. Da dieses Gen in einem medial (hoch)/
lateral (niedrig)-Gradienten exprimiert wird, hat es evtl. im medialen Cortex eine
gewichtigere Funktion als lateral.

Neuropilin2 (Abb.7 I-M)

Der Hippocampus bestétigte sich als Expressionsort dieses Gens. Im frontalen und
occipitalen Cortex wird Neuropilin2 nicht exprimiert, wodurch die hohen Fold
Change-Werte zu erkldren sind.

Neuropilin2 besitzt als Transmembran-Rezeptor eine wichtige Funktion in der
Axonlenkung indem er die repulsive Wirkung der Semaphorine vermittelt. Studien an
Maiusen mit einer Deletion im Neuropilin2-Locus fiihrten zu dem Schluf3, daf3
Neuropilin2 fiir die Organisation und Faszikulation vieler Cranial- und Spinalnerven
benétigt wird. Zusétzlich sind in den Gehirnen adulter Mutanten einige
Hauptfasertrakte desorganisiert oder fehlen (Giger et al., 2000). Andere
Untersuchungen deuten auf eine Beteilung von Neuropilin2 in der Ausbildung kleiner
lymphatischer Gefdle und Kapillaren (Yuan et al., 2002). Die embryonale und stark
regionalisierte Neuropilin2-Expression im Hippocampus konnte auf ein Mitwirken
bei Differenzierungsprozessen des Hippocampus verweisen. Dafiir spricht auch die
starke hippocampale Expression von SemaE und SemalV, an die Neuropilin2 mit

hoher Affinitéit bindet (Chen et al., 1997).
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Neurofilament 3, medium (Nef3) (s. Abb.8 A-D)

Nach Auswertung der Microarray-Daten sollte dieses Gen in der Anlage des visuellen
Cortex (occipital) exprimiert werden. Trotz der geringen Nef3-Expression in diesem
Bereich, wurde dieses Gen durch die Microarray-Analyse erfaflt, was die hohe
Sensitivitdt dieser Methode zeigt.

Neurofilamente (NF) sind die bedeutendsten Intermediérfilamente von Neuronen des
zentralen und peripheren Nervensystems. Sie bilden aus den Untereinheiten "high"
(NF-H), "middle" oder medium (NF-M = Nef3) und "low" (NF-L) Heteropolymere
und stellen so die Komponenten groBer, myelinisierter Axone bereit. Es wird
vermutet, dal die NF-M-Untereinheit den Gehalt an NF-L reguliert und daf3 ihre
Anwesenheit notwendig ist, um maximale Axondurchmesser in allen Grofenklassen
myelinisierter Axone zu erhalten. Tiere mit einer Nullmutation in NF-M zeigen keine
offensichtlichen Verhaltensauffilligkeiten oder strukturelle Defekte im Nervensystem
(Elder et al., 1998). Ein Zusammenhang zwischen Nef3 und der Corticogenese wurde
bisher in der Literatur noch nicht hergestellt.

Fin neues Gen mit der Probennummer 116316 at (Abb.8 E-H)

Dieses Gen galt als ein Kandidat fiir regionenspezifische Expression im occipitalen
Cortex. Die in situ Hybridisierung ergab in dieser Region ein Signal, das auf die
Ventrikuldrzone beschrénkt ist und in einem Gradienten von lateral (hoch) nach
medial (niedrig) verlduft. Dennoch wurde dieses Gen in der Microarray-Analyse
erfaf3t und zeigt, daf} diese Methode auch Gradienten detektiert.

Es handelt sich bei diesem Gen um "Maus-PIPPin", das im Verlauf der Promotion
weiter charakterisiert wurde und an dieser Stelle nicht weiter behandelt werden soll.

Zink-Fingerprotein 5 des Cerebellums (Zic5) (Abb.8 I-1)

Zic5 ergab in der Microarray-Analyse das stirkste Signal im rostro-medialen Cortex,
was in der in situ-Hybridisierung nicht bestétigt werden konnte. Dort zeigte Zic5
Expressionssignale im Diencephalon (Epithalamus und dorsaler Thalamus), im
Telencephalon fand sich eine Farbung in der Mantelschicht des Septums.

Ein neues Gen (Affymetrix Probenkennummer 100344 _at, Abb.8 M-P)

Die Angabe der Microarray-Analyse, es handele sich hierbei um einen Kandidaten
mit regionenspezifischer Expression im parietalen Cortex, konnte nicht bestitigt
werden. Dieser Kandidat zeigt keine regionenspezifische Expression, sondern ein

ubiquitdres Vorkommen.
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Beurteilung der Methode der Microarray-Expressionsanalyse

Die vorgestellten Beispiele bestdtigen, dal es mit Hilfe dieser Methode mdglich ist,
Gene zu identifizieren, die eine regionenspezifische Expression im Cortex aufweisen.
Die Methode ist so sensitiv, dal mit ihr sogar Gene erfalit werden, die in nur einer
Schicht des Cortex exprimiert werden oder in Gradienten vorkommen. Die Ergebnisse
einer Microarray-Analyse sollten jedoch immer noch mit einer zweiten Methode, wie
z. B. der in situ-Hybridisierung, iiberpriift werden. Bei den letzten beiden Beispielen
erwiesen sich die Ergebnisse des Chips in dieser Uberpriifung als falsch. Auch erhilt
man mit diesem zweiten Screen einen besseren Uberblick iiber die Genexpression in

anderen Bereichen des Gehirns.

3. Auswahl des Gens Maus-PIPPin zur weiteren
Charakterisierung basierend auf Microarray-Expressions-
und RNA-in situ-Hybridisierung-Analyse

3.1 Analyse der Expression von Maus-PIPPin wihrend der

Embryonalentwicklung

Obwohl PIPPin bereits in der Ratte kloniert wurde (Castiglia et al., 1996), so liegt

bisher keine detaillierte Expressionsstudie dieses Gens vor. Die Charakteristika der

Expression von Maus-PIPPin lassen sich in drei Aussagen zusammenfassen:

. Maus-PIPPin wird im zentralen Nervensystem exprimiert. Es kommt in allen
finf Hauptabschnitten des Gehirns (Tel-, Di-, Mes-, Met- und

Myelencephalon), im Riickenmark und im Auge vor.

. PIPPin ist sowohl in mitotischen Zellen als auch in postmitotischen Zellen zu
finden.
. Verschiedene Neuronentypen exprimieren PIPPin.

Regionen, in denen Maus-PIPPin exprimiert wird und damit in Zusammenhang

stehende Funktionen

Die beiden Untereinheiten des embryonalen Telencephalons, Pallium und

Subpallium, sind PIPPin-positiv. Es kommt von E12,5 an in der Ventrikuldrzone des

ventralen Palliums vor, spiter dann auch im lateralen (E16,5), dorsalen und medialen
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Pallium (E18,5). Die PIPPin-Expression in der Ventrikulirzone der lateralen
gangliondren Eminenz (Subpallium) beginnt schwach an E12,5 und setzt sich bis
E18,5 fort. Die Region des ventralen Palliums wird als Grenzregion zwischen Pallium
und Subpallium betrachtet (s. Kap.l, 3.). Diese Grenze wird von einigen
Transkriptionsfaktoren eingehalten, was zu der Vermutung fiihrte, daB ihre
biologische Funktion in der Regionalisierung des Telencephalons und in der
Modulation der dorso-ventralen Musterbildung des Cortex liegt (Stoykova et al.,
2000). Das ventrale Pallium wurde auch unter dem Begriff "anti-hem" als eine Quelle
von Migliedern der EGF-Familie identifiziert. Die "anti-hem" gilt als ein laterales,
corticales Signalzentrum, das durch Faktoren wie TGFa, Neuregulinl und 3, Fgf7
und Sfrp2 (Assimacopoulos et al., 2003) EinfluB} auf die Musterbildung im Cortex
ausiibt. Maus-PIPPin ist ein neuer, weiterer Marker fiir diese Region und konnte
somit ebenfalls an diesem Prozel3 beteiligt sein.

Weitere PIPPin-positive telencephale Strukturen sind der Bulbus olfactorius, der
piriforme oder olfaktorische Cortex, der Hippocampus, das Septum, das diagonale
Band Brocas und die Amygdala (Mandelkern). Die vier zuletzt genannten Regionen
werden dem limbischen System zugerechnet. Es handelt sich dabei nicht um ein
geschlossenes, topisch geordnetes Bahnensystem, sondern um eine Zusammenfassung
funktionell eng verkniipfter Kerne und Rindenbezirke. Man hat das System auch als
"viszerales" oder als "emotionales" Gehirn bezeichnet, womit seine funktionelle
Bedeutung gekennzeichnet werden soll. Das limbische System spielt eine wichtige
Rolle bei der Regulation grundlegender vitaler Vorginge wie Nahrungsaufnahme,
Verdauung und Fortpflanzung. Auch das emotionale Geschehen wird auf das
limbische System bezogen. Die Teile des limbischen Systems sind untereinander und
mit anderen Bereichen {iiber verschiedene Bahnen verkniipft. Die aus mehreren
Kernen bestehende Amygdala ist z. B. reziprok mit dem Hypothalamus,
Hippocampus, Neocortex und Thalamus verbunden. In der Amygdala enden auch
wichtige Faserbiindel aus dem olfaktorischen System, allerdings ist die Amygdala
nicht essentiell fiir die olfaktorische Wahrnehmung. Neue Studien beschéftigen sich
mit der Entstehung der verschiedenen Nuclei der Amygdala (Medina et al., 2004).
Aufgrund der Analyse der Expressionsmuster verschiedener regulatorischer Gene wie
z. B. Neurogenin2, Cadherin8 und SemaphorinSA wird vermutet, dafl bestimmte

Nuclei der Amygdala Derivate des ventralen und lateralen Palliums sind. Da PIPPin
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im ventralen und lateralen Pallium und in der Amygdala zu finden ist, konnte es an
diesen Entwicklungsprozessen beteiligt sein.

Auf der Ebene des Diencephalons exprimieren der Globus pallidus, der Epithalamus,
der dorsale und anteriore Thalamus und das Pratectum Maus-PIPPin. Der Globus
pallidus enthélt Kerne des extrapyramidal-motorischen Systems, das bei unbewufiten
Bewegungsablidufen wirkt. Ein Schaltsystem mit afferenten und efferenten Bahnen
enthdlt der Epithalamus. Dort werden olfaktorische Impulse zu Kernen des
Hirnstammes tibermittelt. Auf diesem Weg soll der Einflull der Riechempfindung auf
die Nahrungsaufnahme zustande kommen. Zwei grole Kernkomplexe bilden den
dorsalen Thalamus. Er ist die Endigungsstitte von sensiblen und sensorischen Bahnen
und durch efferente und afferente Fasersysteme mit dem Cortex verbunden. Der
Bereich des anterioren Thalamus wird auch dem limbischen System zugeteilt und ist
ein Bestandteil des von Papez postulierten Neuronenkreises. In diesem Neuronenkreis
werden reziproke Verbindungen zwischen Hypothalamus und corticalen Zentren zur
Wahrnehmung und Verarbeitung von Gefiihlen zusammengefalit. Das Priatectum ist
wichtig im Zusammenhang mit Reflexen der Pupille zu erwédhnen, da es Projektionen
der Retina empféngt.

Die PIPPin-Expression im Mesencephalon ist eher als diffus zu beschreiben und ist

auf postmitotische Zellen beschrinkt.

Der dorsale Teil des Metencephalons wird von dem Cerebellum gebildet. Dort wird

PIPPin an E18,5 in der Ventrikuldrzone ("external germinal layer") exprimiert, spater
dann (P6 und adult) in der Purkinje-Zellschicht. Das Cerebellum gilt als
Integrationsorgan fiir die Koordination und Feinabstimmung der Koérperbewegungen
und fiir die Regulierung des Muskeltonus. Die grofite und charakteristischste Zelle
des Cerebellums ist die Purkinje-Zelle, die das efferente Element der Kleinhirnrinde
bildet.

Die Maus-PIPPin-Expression im Riickenmark (s. E11,5) ist sowohl im dorsalen
(Fliigelplatte) als auch im ventralen (Grundplatte) Bereich zu beobachten. Im
Riickenmark sind zwei funktionale Systeme beherbergt, die auch anantomisch
aufgeteilt sind. So finden sich Neurone zur Weiterleitung von sensorischem Input
dorsal, wogegen in Proprioception und motorische Kontrolle involvierte Neurone

ventral auftreten.
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Ist Maus-PIPPin an der Entscheidung der neuronalen Vorldufer den Zellzyklus

zuverlassen beteiligt?

Bei der Beobachtung der PIPPin-Expression zu verschiedenen Zeitpunkten der
Entwicklung féllt auf, dal dieses Gen in mitotischen und postmitotischen Zellen
exprimiert wird. Bereiche, in denen mitotische Zellen der Ventrikuldrzone PIPPin
exprimieren sind:

. das Telencephalon:

das Pallium (von E12,5 an beginnend im ventralen Pallium, bis E18,5 auch im
lateralen, dorsalen und medialen Pallium), die laterale ganglionire Eminenz (zum
Subpallium gehorend)

. das Auge:

die innere Schicht des Neuroepithels der Retina (s. E16,5)

. das Cerebellum:

die externe Keimschicht ("external germinal layer") des Cerebellums (s. E18,5).

Die Bildung der Neurone im cerebralen Cortex der Maus geschieht zwischen E11 und

E17 (Levers et al., 2001). Proliferierende neuronale Vorlduferzellen sind auf das
Neuroepithel oder die Ventrikuldrzone beschriankt, die sich direkt an den cerebralen
Ventrikel anschlieft. Nach der letzten mitotischen Teilung migrieren die neuronalen
Vorlaufer radial nach auflen in die Corticalplatte und differenzieren dort aus. Auf
diese Weise bilden sich die Schichten des Cortex nach dem "inside-first outside-last"-
Muster. Die friih entstandenen Neurone bilden die tiefen Schichten wihrend die
jingeren Neurone die Schichten an der Oberfliche des Cortex bilden. Die radiale
Migration im Telencephalon wird als primdrer Mechanismus betrachtet, durch den
sich entwickelnde Neurone an ihre finale Position gelangen. Nach Untersuchungen
des Ursprungs von Zellpopulationen in Nager- und Hiihnergehirnen entstammen diese
radial migrierenden Neurone der Ventrikuldrzone des Palliums und bilden glutamerge
Pyramidalneurone (Marin und Rubenstein, 2001). Es trigt nach diesen
Untersuchungen noch eine weitere neuronale Population zu der Bildung des Cortex
bei, was aufgrund der Verteilung des Transkriptionsfaktors DIx2 geschlossen wurde.
Diese zweite Zellpopulation besteht aus tangential migrierenden Neuronen, die aus
der Ventrikuldrzone des Subpalliums stammen und sich zu den GABA (y-
Aminobuttersdure) produzierenden Neuronen entwickeln. Es wurden drei Hauptpfade

der tangentialen Migration (vom Subpallium ausgehend) identifiziert: latero-caudal
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zum Cortex, medio-rostral zum Bulbus olfactorius und latero-caudal zum Striatum.
Da Maus-PIPPin von E12,5 an in der Ventrikuldrzone des ventralen Palliums und
spéter (E16,5) auch in der Ventrikuldrzone des Subpalliums exprimiert wird, konnte
es in die Entscheidung, zu welchem Zeitpunkt ein neuronaler Voldufer den Zellzyklus
verldft, zur finalen Position migriert und dort ausdifferenziert, involviert sein. PIPPin
wiirde somit auf die Neurogenese verschiedener Zellpopulationen Einfluf ausiiben.
Es ist eine Beteiligung PIPPins an der Entstehung und Differenzierung radial
migrierender neuronaler Vorldufer aus dem Pallium denkbar, was auch die PIPPin-
Expression in einigen Cortexschichten an P6 vermuten 14Bt. Durch seine Expression
im Subpallium konnte PIPPin ebenso an der Entstehung und Differenzierung
tangential migrierender Neurone involviert sein, worauf z. B. die PIPPin-Expression
im Bulbus olfactorius (medio-rostrale Migration) hindeutet.

Auch bei der Ausbildung des Auges wirken dieselben Prinzipien wie im Cortex:
Bildung von Vorlduferzellen in einer proliferativen Zone, Migration und
Differenzierung. Die visuelle Wahrnehmung der Umwelt ist von der korrekten
Positionierung von sieben Zelltypen in die Retina abhdngig. Wihrend der
Retinogenense entstehen diese Zelltypen aus einer gemeinsamen Population
multipotenter retinaler Vorlduferzellen, die sich in der inneren Schicht des
Augenbechers  befinden (Marquardt wund Gruss, 2002). Die retinale
Zelldifferenzierung geschieht in einer stark konservierten Ordnung, wobei zundchst
retinale Ganglien- und Horizontalzellen differenzieren gefolgt von Zapfen- und
amakrinen Zellen. Danach bilden sich Stébchen-, Bipolar- und Miillergliazellen. An
der Retinogenese sind viele Transkriptionsfaktoren beteiligt. So werden z. B. zum
Zeitpunkt der PIPPin-Detektion in der inneren Schicht des Neuroepithels der Retina
an E16,5 dort auch Pax6, Six3, Rx1, Chx10 und Hesl exprimiert. PIPPin besitzt mit
seiner vorhergesagten Proteindoméne, der "cold shock-Doméne" (s. dazu Absatz 3.2),
die Féahigkeit RNA und DNA zu binden. Somit kdnnte es auch durch Beeinflussen
transkriptioneller und translationaler Prozesse an der Retinogenese beteiligt sein.

Die PIPPin-Expression in einer Proliferationszone des Cerebellums (s. E18,5), die
"external germinal layer" (externe Keimschicht), konnte auch hier eine Beteiligung
von PIPPin an Differenzierungsprozessen andeuten. In der externen Keimschicht
findet die Proliferation der Kdrnerzellenvorlaufer statt. Diese Proliferation steht unter
der Kontrolle der Purkinje-Zellen, die diffusible Faktoren wie z. B. sonic hedghog
ausschiitten (Wang und Zoghbi, 2001). Erreichen die Vorldufer der Kornerzellen den
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postmitotischen Status, migrieren sie nach innen, um dann ihre Position unter der
Purkinje-Zellschicht einzunehmen (Hatten und Heintz, 1995).

Dieser spezifischen PIPPin-Expression in proliferierenden Schichten des zentralen
Nervensystems steht die Expression dieses Gens in postmitotischen Zellen gegeniiber
(z. B im Riickenmark und Mesencephalon). Denkbar ist in diesen Regionen eine
Beteiligung PIPPins an dem Erhalt eines postmitotischen, ausdifferenzierten Status

wie z. B. der Status eines Motoneurons im Riickenmark.

PIPPin wird in verschiedenen Typen von Neuronen exprimiert

Die Expression des Maus PIPPin-Gens ist an vielen Orten zu beobachten, an denen

sich Pyramidenzellen befinden. Darunter fallen der Hippocampus, der Epithalamus,

der Piriformcortex und der cerebrale Cortex. Die Frage, ob PIPPin in allen
Pyramidenzellen zu finden ist oder nur in einer bestimmten Subgruppe, kann nicht
beantwortet werden. In Schichten V, IV und II/ III des cerebralen Cortex ist PIPPin
erst postnatal zu detektieren (P6). Die Schichten V und II/ III enthalten
Pyramidenzellen, wobei Schicht V die groten Pyramidenzellen besitzt.
Pyramidenzellen sind die wichtigsten "output"- oder Projektionsneurone und
befordern Information iiber lange Axone aus corticalen Bereichen in andere weiter
entfernte Regionen des zentralen Nervensystems. Als Transmitter nutzen die
exzitatorischen Pyramidenzellen Glutamat.

In den Purkinje-Zellen des Cerebellums ist PIPPin deutlich an P6 und im

Adultstadium zu detektieren. Uber verschiedene Fasersysteme (Kletter- und
Moosfasern) werden ihnen Erregungen zugeleitet. Mit ihren langen Axonen in die
weille Substanz bilden die Purkinje-Zellen den einzigen "output" des Cerebellums.
Alle Purkinje-Neurone sind inhibitorisch und nutzen GABA als Neurotransmitter.

Die Expression von PIPPin Pyramiden- und Purkinje-Zellen wurde auch schon in der
Ratte beobachtet (Nastasi et al., 2000). Eine interessante Gemeinsamkeit dieser
beiden Neuronentypen ist, daBl sie beide als Projektionsneuron wirken und
Information aus dem Cortex oder Cerebellum in entlegene Bereiche des zentralen
Nervensystems leiten.

Die sensorischen Neurone des Hinterwurzelganglions im Riickenmark sind ein

weiterer PIPPin-positiver Neuronentyp. Im ventralen Bereich des Riickenmarks

zeigen motorische Neurone PIPPin-Expression (s. E11,5), sie senden Fasern zur

Muskulatur. Weiterhin sind im ventralen Riickenmark im Bereich der VO- und V1-




111

Sdule PIPPin-positive Zellen zu beobachten, es handelt sich dabei um Interneurone
mit kurzen Axonen. Die Spezifikation der ventralen Zellen des Riickenmark ist von
Konzentration an sonic hedgehog abhingig, das vom Bereich der Bodenplatte (floor

plate) ausgeschiittet wird (Jessell, 2000).

3.2 Die "cold-shock'"-Domine und ihre verschiedenen Funktionen

in Zellproliferation und Entwicklung

Die Klonierung des Ges Maus-PIPPin und die folgende Sequenzanalyse ergaben, daf3
das Protein eine putative "cold-shock"-Doméne (CSD) besitzt, die sich auf Exon drei
und vier des Maus-PIPPin Genlocus zuriickfithren 146t (Abb.19). CSD-enthaltende
Proteine, auch Y-Box Proteine genannt, sind DNA- und RNA-bindende Proteine, die
die spezifische Genexpression auf transkriptionaler und translationaler Ebene
kontrollieren. Die CSD gilt als die am stédrksten konservierte Nucleinsdure-bindende
Sequenz, da sie etwa 40% Identitit und 60% Ahnlichkeit zwischen Bakterien und
Vertebraten besitzt (Sommerville, 1999). In prokaryotischen "cold-shock"-Proteinen
wirkt die CSD als "RNA-Chaperon", indem sie RNA Sekundirstrukturen
destabilisiert und dadurch bei niedrigen Temperaturen die Translation kontrolliert
(Jones und Inouye, 1994). Somit wird auch bei Temperaturen unterhalb des
Wachstumsoptimums die Expression der Gene erhalten, die fiir das Zellwachstum
notwendig sind. In der friihen Embryogenese scheint das Y-Box Protein lin-28 in C.
elegans wichtige regulatorische Funktion durch die Kontrolle Stadium-spezifischer
Gene zu iibernehmen (Moss et al., 1997). Mutationen in lin-28 verursachen die
frithreife Entwicklung. Die Funktionen von Y-Box Proteinen in Vertebraten sind sehr
unterschiedlich und koénnen sowohl aktivierende als auch repressive Wirkung
hervorrufen. Das Keimzell-spezifische Y-Box Protein FRGY2 in Oocyten von
Xenopus laevis bindet spezifisch mRNAs, die somit "maskiert" und fiir die
Translation unzugénglich sind (Matsumoto et al., 1996). Ebenso wurde fiir das CSD-
enthaltende Protein MSY-1 der Maus eine Suppressorwirkung herausgefunden. Durch
die Ausbildung spezifischer Protein-DNA-Komplexe im 5'-Bereich des codierenden
Stranges des TSH (Thyroidea-stimulating-hormone)-Rezeptor-Gens wird dort die
Transkription gehemmt (Ohmori et al.,, 1996). Als Beispiel fiir die aktivierende
Wirkung der Y-Box Proteine ist das Protein p5S0 der Ratte zu nennen, das an der

Initiation der Translation beteiligt zu sein scheint (Evdokimova et al., 1998). Das
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humane Y-Box Protein YB-1 wird in der Literatur als ein Aktivator der Transkription
genannt (Zou und Chien, 1995).

Eukaryotische Y-Box Proteine erkennen doppel- und einzelstrdngige DNA und zeigen
auch sequenzspezifische und nichtspezifische Interaktionen mit RNA. Sie besitzen
keine offensichtlichen nucledre Lokalisationssequenzen und sind sowohl im
Cytoplasma als auch im Kern zu finden. Die CSD, eine Oligonucleotid-bindende
Struktur, besteht aus einem fiinfstringigem [-Faltblatt, das zwei RNA-bindende
Sequenzmotive RNP1 und RNP2 (ribonucleoprotein particle, s. Abb.15) beinhaltet
(Graumann und Marahiel, 1998). Von der Initiation der Transkription an tritt mRNA
niemals nackt auf, sondern wird in Ribonucleoprotein-Partikel verpackt. Das RNP-
Motiv ist dafiir das am weitesten verbreitete RNA-bindende Motiv und stellt das
Gegenstiick zu den Zink-Finger- oder Homeobox-Motiven fiir DNA-Bindung dar
(Varani und Nagai, 1998). Die korrekte Zusammenfiigung eines RNA-bindenden
Proteins mit der entsprechenden Ziel-RNA ist entscheidend fiir alle folgenden
Prozesse wie z. B. das Herausschneiden von Introns, das Prozessieren des 3'-Endes
der pri-mRNA, der Export der mRNA aus dem Nucleus ins Cytoplasma und die
Translation (Nagai et al., 1995).

PIPPin als Beispiel fiir ein CSD-enthaltendes RNA-bindendes Protein

Bei der Suche nach RNA-bindenden Faktoren in der Ratte wurde PIPPin von einer

italienischen Gruppe identifiziert (Castiglia et al., 1996). Aus Kompetitions-
Experimenten wurde auf eine préferentielle Bindung PIPPins an mRNAs der
Histonvarianten H1° und H3.3 geschlossen. Die Bindung des Proteins soll an die 3'
nicht translatierte Region der mRNA erfolgen, die auch das Polyadenylierungssignal
enthalt. Ratten-PIPPin tritt im Nucleus und Zellkern auf, wobei die Fahigkeit RNA zu
binden auf den Nucleus beschrinkt zu sein scheint und auf post-translationale
Modifizierung des Proteins hindeutet (Nastasi et al., 1999). In einem in vitro System
wurde ein inhibierender Effekt des Ratten-PIPPins auf die H1°- und H3.3-Translation
festgestellt und daher eine negative Regulatorfunktion PIPPins in der Synthese dieser
Histonvarianten vermutet (Nastasi et al., 2000). Die Histontypen HI1° und H3.3
scheinen in Prozesse der Zelldifferenzierung involviert zu sein. Sie gehodren in die
Gruppe der sog. "replacement" (Ersatz)-Histone, da sie auch unabhéingig von DNA-
Replikation in nicht proliferierenden Zellen synthetisiert werden konnen. Ihre
graduelle Akkumulation geschieht parallel zu der Abnahme der Histone des

Haupttyps (Doenecke et al., 1997). Die Akkumulation von H1° und H3.3 im Laufe
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der Embryonalentwicklung wurde im Gehirn der Ratte gezeigt (Castiglia et al., 1994).
Eine Funktion dieser beiden Histontypen in der Gehirnentwicklung ist vorstellbar, da
die Migration der postmitotischen Neurone aus der Ventrikuldrzone zu ihrer finalen
Position mit groBBen Umstrukturierungen des neuronalen Chromatins verbunden ist.
Fir Chromatin-Modifikationen in postmitotischen Neuronen sind daher die
Expression proliferationsunabhéingiger Histone Voraussetzung. Ebenso bedarf es
einer Feinregulierung der Expression dieser Histonvarianten, die iiber RNA-bindende

Proteine geschehen kann.

3.3 Entwurf fiir eine mogliche allgemeine Funktion PIPPins in der

Entwicklung des Nervensystems der Maus
Aus dem Expressionsmuster von Maus-PIPPin, den Informationen tiber die CSD und
das bereits bekannte Ratten-PIPPin soll nun ein Bild der generellen Funktion von
PIPPin im Nervensystem der Maus skizziert werden:
Da PIPPin in mitotischen und postmitotischen Zellen exprimiert wird, ist eine
Funktion im Zusammenhang mit Proliferation und Zelldifferenzierung moglich.

Durch die Fahigkeit PIPPins mRNA im Zellkern zu binden, ist eine Rolle als

Transporter fiir mRNA aus dem Nucleus in das Cytoplasma zur

Translationsmaschinerie denkbar. Durch die Bindung an mRNA koénnte PIPPin auch
als ein Regulator der Translation wirken und somit den Zeitpunkt der Freigabe der
mRNA zur Translation beeinflussen. Als Ziel-RNA PIPPins kidme z. B. die H1°-
mRNA in Frage. Die Translation des Histons H1° konnte durch die Bindung PIPPins

an die H1°-mRNA feinreguliert werden. Als zweite generelle Aufgabe PIPPins ist

eine Beteiligung an der Bildung und Aufrechterhaltung von Grenzen oder

funktionellen Finheiten im Cortex vorstellbar. Dies 148t sich aus der PIPPin-

Expression im ventralen Pallium schlieen, das als ein Signalzentrum der corticalen

Musterbildung gilt.

Zur Analyse der Funktion von PIPPin wurde der "loss of function"-Ansatz gewihlt,
bei dem die Funktion eines Gens gezielt ausgeschaltet wird. Basierend auf dem
Prinzip der homologen Rekombination in den Maus-PIPPin-Genlocus wurde
erfolgreich ein Bereich von 3,5 kb deletiert, der die CSD enthédlt. Die daraus

resultierenden PIPPin-defizienten Méuse sind lebensfdhig und pflanzen sich nach dem
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2. Mendelschen Gesetz (1:2:1) fort. Daher kann die Lethalitdt dieser Miuse bereits

vor der Geburt ausgeschlossen werden.

3.4 Analyse des Gehirns der PIPPin-knock-out-Maus ergibt keinen

offensichtlichen Phanotyp

Die Histologie homozygoter und Wildtyp-Gehirne wurde zu E16,5 und im
Adultstadium im Rahmen von Hidmotoxylin-Eosin-Farbungen verglichen. Mit Hilfe
von BrdU-Aufnahmestudien wurde zu EI13,5 und E16,5 die Rate der DNA-
Replikation im Cortex von +/+ - und -/- -Tieren ermittelt. Weiterhin wurden zur
Phénotyp-Analyse verschiedene Marker des ventralen Palliums hinzugezogen
(E16,5). Es wurde in einem Western-Blot der Gehalt von H1°-Protein im Gehirn
adulter Wildtyp- und PIPPin defizienter Méuse (P50) untersucht. Nach moglichen
Defekten des Cerebellums wurde mit einer a-Calbindin D-28K-Immunfarbung (P51)
gesucht. Mit keiner der durchgefiihrten Experimente konnte ein signifikanter

Phénotyp der PIPPin-knock-out-Maus detektiert werden.

Auf diesen Befund konnte die Aussage folgen, Maus-PIPPin besitze in keinem der
diskutierten Punkte eine Funktion. Gegen diese Aussage spricht allerdings das weit
verbreitete Vorkommen PIPPins in Vertebraten wie Ratte, Maus, Mensch, Frosch und
Huhn. Auch die Identifikation eines weiteren PIPPin-Homologs im Gehirn der Maus
(s. Abb.16) deutet auf eine Bedeutung dieser beiden Proteine im Gehirn hin. Die
Proteindomidne von PIPPin, die CSD mit den beiden RNA-bindenden
Sequenzmotiven RNP1 und 2, ist die am stirksten konservierte Nucleinsdure-
bindende Sequenz und zieht sich durch Organismen der Pro- und Eukaryoten. Diese
potentielle Aktivitdt eines Transkriptionsfaktors und die liberaus starke evolutiondre
Konservierung der CSD unterstreichen die Vermutung, da3 Maus-PIPPin im Gehirn
eine Funktion ausiibt.

Die zweite Vermutung aus obigem Befund ist, dal Maus-PIPPin zwar eine Funktion
besitzt, dal aber dieses Gen fiir die normale Gehirnentwicklung entbehrlich ist und
sein Fehlen durch andere Faktoren kompensiert werden kann. Fiir diese Annahme
spricht die Expression zahlreicher Gene im Bereich des ventralen Palliums wie z. B.
Pax6, Sfrp2 und Tgfa. Diese Gene konnten mogliche Aufgaben PIPPins in der

Etablierung von Grenzen in diesem Bereich iibernehmen. Ebenso kommen im
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Neuroepithel der Retina einige Transkriptionsfaktoren (z. B. Pax6, Six3 und Rx1) vor,
die sich an der Regulation von Proliferation und Differenzierung der retinalen
Vorlduferzellen beteiligen und somit das Fehlen von PIPPin im Knock-out
ausgleichen konnten. Das Gleiche trifft fiir die weitere mogliche Funktion PIPPins als
Ribonucleoprotein-Partikel, Regulator der Translation und "RNA-Shuttle" zwischen
Nucleus und Kern zu. Diese Tatigkeit konnte durch andere CSD-enthaltende oder
andere RNA-bindende Faktoren iibernommen werden. Zudem wurde ein
inhibierender Effekt von Ratten-PIPPin auf die H1°- und H3.3-Translation bisher nur
in einem in vitro System gezeigt (Nastasi et al., 2000). Ob die Translation dieser
Histonvarianten auch in vivo durch PIPPin reguliert wird oder ob an dieser Stelle
andere Regulationsmechanismen greifen, ist ungewil3.

Als dritte Moglichkeit wére zu bedenken, da3 das Fehlen PIPPins zwar milde Defekte
hervorruft, diese aber mit den genutzten Methoden und ausgewéhlten Zeitpunkten
nicht festzustellen sind. Hinzu kommt die Expression von Maus-PIPPin in vielen
Bereichen, bei denen sich Defekte erst durch Verhaltensexperimente aufdecken
lassen. Darunter féllt z. B. die Expression in Komponenten des limbischen Systems
(Amygdala, anteriorer Thalamus, Hippocampus, Septum), die das emotionale
Geschehen beeinflussen. PIPPin kommt ebenso in Bereichen der Riechempfindung
(Bulbus olfactorius, Epithalamus) vor. Fehlentwicklungen in diesen Bereichen
miifiten mit entsprechenden Geruchstests erfalt werden. Ebenso ist es denkbar, daf3
gewisse Phinotypen erst mit hoherem Alter der Tiere auftreten, dies konnte z. B. fiir
Defekte im Zusammenhang mit der Feinabstimmung von Kd&rperbewegungen durch
das Cerebellum zutreffen.

Fir die Durchfiihrung von Verhaltensexperimenten ist ein reiner genetischer
Hintergrund erforderlich, fiir den die Tiere idealerweise 10x riickgekreuzt werden
sollten. Die Riickkreuzung der PIPPin-knock-out-Maus von einem 129/Sv /CDI-
Mischhintergrund auf den fiir neuronale Fragen geeigneten Stamm C57 BL/6 ist
begonnen worden.

Die Frage des genetischen Hintergrundes ist bei einer Phdnotyp-Analyse zu bedenken,
da das Auftreten, die Penetranz und auch das Ausmal} eines Phénotyps abhéngig von
dem genetischen Hintergrund sind. So treten z. B. die Auffilligkeiten im
Aufzuchtverhalten homozygoter Fkh5 (ein Transkriptionsfaktor der "fork head"-
Familie)-Miitter im C57 BL/6-Hintergrund auf (Wehr et al., 1997). Homozygote
Fkh5-Tiere in  129/Sv-Hintergrund haben dagegen aufgrund  geringer
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Paarungsaktivitit keine Nachkommen. Als ein weiteres Beispiel fiir die Beeinflussung
des Phinotyps durch den genetischen Hintergrund ist die L1 (ein
Zelladhédsionsmolekiil der Immunoglobulin-Familie)- knock-out-Maus zu nennen, die
je mnach genetischem Hintergrund verschiedene Mifbildungen der Niere
unterschiedlicher Penetranz und unterschiedlichen Ausmasses zeigt (Debiec et al.,

2002).

3.5 Identifikation eines Maus-PIPPin spezifischen Enhancers mit

Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren

Der durch die homologe Rekombination deletierte Bereich des Maus-PIPPin
Genlocus stellte sich in der in vitro Elektroporation als Enhancer-enthaltendes
Element heraus. Dieser Enhancer ist ein Maus-PIPPin spezifisches Element, da es bei
Elektroporation nur in den Bereichen wirkt, in denen Maus-PIPPin exprimiert wird.
Zur Bestitigung dieses Enhancers in vivo wird zur Zeit eine transgene Mauslinie mit
dem Konstrukt pFK35 etabliert.

Der positive Enhancer-Bereich von 3,5 kb konnte im Rahmen dieser Doktorarbeit
durch Deletionskonstrukte auf einen positiven Bereich von etwa 700 bp eingegrenzt
werden. In diesem 700 bp-Fragment sind fiinf mit dem Humangenom
iibereinstimmende Bereiche von ca. 20-45 Nucleotiden Lénge enthalten. Die
Untersuchung dieser homologen Bereiche im Hinblick auf Transkriptionsfaktor-

Bindestellen ergab mit Bindestellen fiir einen Ostrogen-Rezeptor und Ets-1 zwei

signifikante Treffer. Die Bedeutung dieser beiden Faktoren im Zusammenhang mit
dem Nervensystems soll im Folgenden diskutiert werden.

Neuroprotektive Wirkung der Ostrogen-Rezeptor Subtypen o und

Der Ostrogen-Rezeptor (ER, estrogen receptor) ist ein Ligand-aktiviertes
Enhancerprotein, das zur Superfamilie der Steroid-Nuclear-Rezeptoren gehort. Zwei
Gene codieren den ER der Sduger: ERa und ERf (Klinge, 2001). Der ER bindet mit
hoher Affinitét an spezifische DNA-Sequenzen und transaktiviert Genexpression als
Antwort auf Ostradiol. Beide ER-Subtypen zeigen verschiedene Verteilungsmuster in
unterschiedlichen Geweben. Im Gehirn sind beide Rezeptoren stark exprimiert, wobei
bei der Maus ERa vornehmlich im Hippocampus vorkommt (Mitra et al., 2003) und
ERP hohere Expressionslevel im Cortex besitzt (Couse et al., 1997). Neue Daten

belegen eine Beteiligung von ERa und ERP in der Aktivierung von Neuroprotektion
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in Neuronen des Hippocampus. Dieser Effekt korreliert mit einer Hochregulierung
des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 (Zhao et al., 2004). Da Maus-PIPPin auch im
Hippocampus zu finden ist, konnte es mit seiner ER-Bindestelle zu diesen Prozessen
beitragen.

Die Expression des Transkriptionsfaktors Ets-1 ist breit gestreut

Die Ets-Familie enthélt eine Reihe von Transkriptionsfaktoren, die spezifisch mit der
Ets-DNA-Bindedomine interagieren und auf diese Weise Genexpression regulieren.
Das Ets-1-Gen wurde aufgrund seiner Sequenzhomologie zu dem v-ets Onkogen des
Avian Erythroblastosis Virus E26 identifiziert (Maroulakou et al., 1994). Wihrend
der Embryogenese ist Ets-1 weit verbreitet und kommt in lymphoiden Geweben, im
Gehirn und in der Lunge vor (Kola et al, 1993). Andere Beobachtungen
identifizierten Ets-1 auch in Endothelzellen wihrend der Angiogenese im Embryo
(Lelievre et al., 2001). In diesem Fall ist es schwierig, einen Zusammenhang
zwischen PIPPin- und Ets-1-Expression und der Ets-1-Bindestelle im PIPPin-
Enhancer herzustellen.

Ist Maus-PIPPin ein "downstream-target" von Pax 6?

Die Untersuchung der 700 bp-Enhancersequenz nach Bindestellen ergab u.a. mit einer
Bindestelle fiir den Transkriptionsfaktor Pax6 ein interessantes, signifikantes
Ergebnis. Hinzu kommt in diesem Zusammenhang der Befund, daf3 in homozygoten
Sey-Midusen die PIPPin-Expression in der Ventrikuldrzone des Palliums und
Subpalliums deutlich reduziert ist (s. Abb.40). Wie eingangs erwihnt (s. Kap.I, 4.)
fallen Pax6 entscheidende Funktionen wéhrend der Entwicklung des zentralen
Nervensystems zu. Im embryonalen Telencephalon ist Pax6 an der dorso-ventral-
Regionalisierung des Neuroepithels beteiligt, was auf Grund der verdnderten
Expression verschiedener Markergene in homozygoten Sey-Méusen gefolgert wurde
(Stoykova et al., 2000). Die beiden Grenzregionen des Telencephalons, die Pallium-
Subpallium- und die MGE-LGE-Grenze sind in homozygoten Sey-Mausen gestort. Es
ist in diesen Bereichen eine Ventralisierung zu beobachten, d.h. typischerweise
ventral auftretende Transkriptionsfaktoren wie z. B. DIx1, werden iiber das ventrale
Pallium hinaus auch in dorsalen Bereichen exprimiert. Die Tatsache der reduzierten
PIPPin-Expression in Pax6-defizienten Méusen konnte durch den Defekt im Bereich
der Pallium-Subpallium- und MGE-LGE-Grenze zu erklidren sein und somit den
Phénotyp der  Pax6-defizienten @ Maiuse  widerspiegeln.  Eine  weitere

Interpretationsmdglichkeit dieses Befundes wire, dal Pax6 zur PIPPin-Expression in
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der Ventrikuldrzone des Palliums und Subpalliums notwendig ist und Maus-PIPPin
somit im Gehirn ein neues "downstream-target" von Pax6 wire. Die Frage der
Interaktionspartner von Pax6 konnte mit Hilfe eines konditionalen Pax6-Knock-outs
fiir das Auge untersucht werden (Ashery-Padan et al., 2000). Auf der Ebene des
Gehirns wurden ebenso einige "downstream-targets" von Pax6 identifiziert wie z. B.
Neurogenin2 (Scardigli et al., 2003) und AldolaseC (Skala-Rubinson et al., 2002),
dennoch bleibt hier das Bild fragmentar.

Fir die Bestimmung der Relevanz der hier aufgefiihrten Transkriptionsfaktor-
Bindestellen ist es zunichst notwendig, den Bereich des Enhancers durch zusétzliche
Deletionskonstrukte weiter einzugrenzen. Die Bedeutung einer Bindestelle kann dann
durch eine gezielte Punktmutation, durch ein DNAse "foot print"-Experiment oder

mit Hilfe eines "gel-mobility shift"-Assays untersucht werden.

Die Lage des Enhancers im 3' nicht translatierten Bereich des Maus-PIPPin-Genlocus
(s. Abb.36) ist nicht ungewohnlich. So besitzt z. B. das humane B-Globin-Gen viele
regulatorische Regionen, wobei ein Enhancer im 3'-Bereich des Gens zu finden ist
(Antoniou et al., 1988). Die Deletion dieses 3'-Enhancers in "yeast artificial
chromosome" (YAC) transgenen Méusen verursacht eine Reduktion der B-Globin-
Expression (Pasceri et al., 1998). In in vitro Experimenten wurde die Bindung eines
Erythrocyten-spezifischen Nuclearfaktors im Bereich des 3'-Enhancers des $-Globin-
Gens gezeigt (Wall et al., 1988). Ebenso wird die Expression der beiden "basic helix-
loop-helix" Transkriptionsfaktoren Neurogeninl und 2 durch Enhancer-Sequenzen im

3'-Bereich reguliert (Scardigli et al., 2001; Nakada et al., 2004).

3.6 Ausblick

Phénotyp-Analyse der PIPPin-knock-out-Maus

Ein besonderes Augenmerk soll noch auf die Entstehung der Amygdala gerichtet
werden. Wie bereits erwédhnt, sind verschiedene Nuclei der Amygdala Derivate des
ventralen und lateralen Palliums, was mit Hilfe der Marker Dbx1, Ngn2 und SemaSA
fiir das ventrale Pallium und Cadherin8 und Emx1 fiir das laterale Pallium untersucht
wurde (Medina et al., 2004). Wegen seiner Expression in der Ventrikuldrzone des

Palliums und Subpalliums und in der Amygdala konnte PIPPin an der Entstehung
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bestimmter Nuclei der Amygdala beteiligt sein. Zur Untersuchung dieses Aspekts
sind RNA-in situ-Hybridisierungen mit o.g. Markern auf Wildtyp und PIPPin-
defizienten Gehirnschnitten in Vorbereitung.

Weiterhin sind Verhaltensexperimente in einem reinen C57 BL/6-Hintergrund
geplant, um mogliche Defekte in der Riechempfindung oder Defekte, die im
Zusammenhang mit dem limbischen System stehen, zu untersuchen.

Enhancer-Analyse des Maus-PIPPin-Genlocus

Im Vordergrund steht hier zunéchst die in vivo-Bestitigung des Enhancer-Elements.
Die dafiir benotigte transgene Mauslinie basierend auf dem Konstrukt pFK35 ist in
Vorbereitung. Es sollen dann weitere Deletionskonstrukte folgen, um das Enhancer-
enthaltende 700 bp-Fragment ndher einzugrenzen und im Hinblick auf

Transkriptionsfaktor-Bindestellen zu charakterisieren.
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V. Zusammenfassung

Zur Identifikation neuer Gene mit regionenspezifischer Expression im cerebralen
Cortex der Maus des Stadiums E16,5 wurde eine Microarray-Expressionsanalyse mit
fiinf verschiedenen Cortexregionen durchgefiihrt. Die nach der Analyse der Daten 96
erhaltenen Gene wurden mittels der RNA-in situ-Hybridisierung auf ihre Expression

hin tiberpriift.

Basierend auf diesen beiden Screens wurde zur weiteren Analyse das neue Mausgen
PIPPin ausgewdhlt. Die Expressionsanalyse ergab, da PIPPin in der mitotisch
aktiven Ventrikuldrzone des Palliums (ventral, lateral, dorsal und medial) und des
Subpalliums (in der lateralen gangliondren Eminenz) zu finden ist. Das ventrale
Pallium gilt als ein corticales Signalzentrum zur Musterbildung und als Quelle
verschiedener Signalproteine u.a. aus der EGF-Familie und der Wnt-Anatagonist
Sfrp2. Maus-PIPPin ist ein neuer, weiterer Marker dieser Signalregion. Mit dem
Neuroepithel der Retina und der externen Keimschicht des Cerebellums wird PIPPin
in weiteren proliferativen Schichten exprimiert. Dariiber hinaus kommt Maus-PIPPin
in postmitotischen Zellen vor u.a. im Bulbus olfactorius, in den corticalen Schichten
V, IV und II/ III, im Hippocampus, im Piriformcortex, in der Amygdala, im
Epithalamus, im dorsalen und anterioren Thalamus und in der Purkinje-Zellschicht
des Cerebellums.

PIPPin besitzt mit der stark konservierten putativen "cold-shock"-Domine die
Féhigkeit, mit DNA und RNA zu interagieren und somit potentielle
Transkriptionsfaktor-Aktivitét.

Zur Funktionsanalyse von Maus-PIPPin in der Corticogenese wurde das Gen kloniert
und mittels homologer Rekombination inaktiviert. Ein Phianotyp konnte mit den hier
angewendeten Methoden und ausgewidhlten Entwicklungsstadien nicht detektiert
werden. Ursache dafiir konnte funktionelle Redundanz sein, da im Rahmen dieser
Arbeit ein PIPPin-Homolog identifiziert wurde, das ebenso im Gehirn exprimiert

wird.
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Mit Hilfe der in vitro Elektroporation wurde eine Enhancer-enthaltende Sequenz im
3'-Bereich des Maus-PIPPin-Gens identifiziert. Dieser Bereich wurde von 3,5 kb auf
700 bp eingegrenzt und auf potentielle Transkriptionsfaktor-Bindestellen untersucht.
Dabei wurden Bindestellen fiir einen Ostrogen-Rezeptor und fiir die
Transkriptionsfaktoren Ets-1 und Pax6 identifiziert. In der vorliegenden Arbeit wurde
eine verringerte Expression von PIPPin in der homozygoten Pax6-Mutante "Sey"
beobachtet. Weiterfithrende Deletionsanalysen des PIPPin-Enhancers werden zeigen,
inwiefern ein direkter Zusammenhang zwischen diesem Element und dem

Transkriptionsfaktor Pax6 besteht.
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VI. Abkiirzungen

bp Basenpaar

BrdU 5-Bromo-2'-deoxyuridin

cDNA copy-DNA

cpm counts per million

DEPC Diethylpyrocarbonat

DIG Digoxigenin

DNA desoxyribonucleic acid

dNTP desoxy-Nucleotidtriphosphat

E Embryonaltag

EGF epidermal growth factor

EtBr Ethidiumbromid

FGF fibroblast growth factor

GAPDH Glycerin-Aldehyd-Phosphat
Dehydrogenase

GFP green fluorescent protein

kb kilo Basenpaar

LGE laterale gangliondre Eminenz

MGE mediale gangliondre Eminenz

min. Minute

MQ MilliQ

ng Nanogramm

OD optische Dichte

P Postnataltag

PBS phosohate buffered saline

PCR polymerase chain reaction

pfu plaque forming units

PFA Paraformaldehyd

Phe/ Chl Phenol/ Chloroform

RNA ribonucleic acid
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RT
SM
STI
TGF

u.N.

Umdrehungen pro Minute (rounds per
minute)

Raumtemperatur

Suspensionsmedium

Standard [-Néhrbouillon

transforming growth factor

unit

uber Nacht
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