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1. Einleitung

Das menschliche Verhalten in seiner gesamten Auspragung beruht auf der ,Verrechnungen® der Exzitationen
und Inhibitionen der Nervenzellen eines hochkomplexen, leistungsstarken und energieraubenden Organs,
dem Gehirn. Das menschliche Gehirn besteht aus zirka 1000 Milliarden Nervenzellen (102 Neurone), wobei
jedes einzelne Neuron zwischen eintausend und zehntausend Kontakte (Synapsen) zu anderen Neuronen
knuipft. Bei diesen neuronalen Verkniipfungen spielt der Faktor ,Zufall“ eine eher untergeordnete Rolle. Die
spezifische Verschaltung dieser Neurone (iber spezialisierte Zellfortsatze flihrt zur Etablierung verschiedener,
neuronaler Netzwerke, die ebenfalls befahigt sind, untereinander zu kommunizieren. Die Gesamtlange der
dafiir ,verlegten* Nervenfasern wird auf (iber 500.000 km geschétzt.

Das Gehirn kann in viele funktionelle Einheiten untergliedert werden. So durchzieht zum Beispiel die
Formatio reticularis den gesamten Hirnstamm. In ihr sind vor allem lebensnotwendige Zentren wie das Atem-
oder Kreislaufzentrum lokalisiert. Das Kleinhim (Cerebellum) stellt mit seinen afferenten Moos- und
Kletterfasern sowie den efferenten Purkinje-Zellen die héchste Kontrollinstanz fiir die Koordination und
Feinabstimmung von Bewegungsabldufen dar. Der im Zwischenhirn (Diencephalon) befindliche Thalamus
besteht aus einer Vielzahl von Kernen, die im Wesentlichen alle in die GroRhirmnrinde (Kortex) projizieren. Er
ist somit eine Relaisstation fiir nahezu alle sensorischen Projektionen ins Telencephalon. Das HochstmaR an
Spezialisierung und Komplexitat findet man in den einzelnen Arealen der GroRhirnrinde, die eingehende
(Sinnes-) Informationen verarbeitet und verkniipft, und auf Effektorsysteme weiterleitet. Sie erzeugt kognitive
Prozesse wie Denken, Lernen, Erinnern und generiert motorischen Output.

Bereits zu Beginn des zwanzigsten Jahrhunderts unterschieden Neuroanatomen wie Korbinian
Brodmann oder Oskar und Cecile Vogt diskrete Areale der menschlichen GrofRhirnrinde aufgrund von
Zellstrukturen und deren Anordnung in verschiedenen Schichten (Brodmann, 1909; Vogt and Vogt, 1919).
Anhand dieser zytoarchitektonischen Charakteristika beschrieb Brodmann 52 verschiedene Felder, verteilt
uber die gesamte Oberflache der Grofhirnrinde, die heute als Brodmannareale bezeichnet werden.

Die Aufgabe, die sich bis heute stellt, ist zu verstehen, wie die GroBhirnareale und ihre neuronalen
Netzwerke generiert und verschaltet werden. Trotz grofRer Fortschritte im Bereich der Entwicklungs- und
Molekularbiologie und der Identifizierung verschiedener, an den Prozessen der Musterbildung beteiligten
Molekiilfamilien, bleibt das Verstéandnis eher skizzenhaft. Allerdings besteht ein gewisser Konsens dartiber,
dass ein komplexes regulatorisches System notwendig ist, welches die Zellen in die Lage versetzt,
verschiedene Gene und Gengruppen in Abhangigkeit extrinsischer oder zellautonomer Faktoren zu aktivieren

und somit verschiedene, divergierende Differenzierungsprogramme zu induzieren.



2 1.Einleitung

1.1 Die Organisation des zerebralen Kortex

Der zerebrale Kortex ist aus einer Vielzahl verschiedener Neuronen-Typen aufgebaut, die in zwei
Hauptklassen gegliedert werden. Das sind zum einen die mit weitreichenden Axonen ausgestatteten
Projektionsneurone, auch Pyramidenzellen genannt, und zum anderen die lokal projizierenden Interneurone
oder Nicht-Pyramidenzellen. Uber die Verkniipfungen ihrer Zellfortsitze werden diese Neurone zu
Nervennetzen verkniipft, was vor allem in der Zytoarchitektur der Grofhirnrinde deutlich wird. Der zerebrale
Kortex ist keine homogene Struktur. Er ist radial in 3 bis 6 horizontale Schichten (dreischichtig = Allokortex /
Paleo- und Archikortex; sechsschichtig = Isokortex / Neokortex) gegliedert. Diese Schichtung kommt durch
die verschieden groRen Zelltypen und die Packungsdichte in den einzelnen Schichten zustande. Beziiglich
der kortikalen Konnektivitat zeigen die Schichten ebenfalls groRe Unterschiede. Die Neurone der oberen
Schichten (Schichten 2/3) bilden hauptsachlich kortikokortikale Verbindungen und senden Axonkollaterale in
die Schicht 2/3 und in Schicht 5. Die Pyramidenzellen der tieferen Schichten (Schicht 5 und 6) projizieren
dagegen in extrakortikale Regionen. Die Schicht 4 gilt als Haupteingangsschicht fiir die thalamokortikalen
Projektionen. Die Riickprojektion in den Thalamus erfolgt hauptsachlich durch die Pyramidenzellen der
Schicht 6. Uber Axonkollaterale projizieren diese Zellen wieder Zuriick in Schicht 4 (Gilbert and Wiesel, 1979;
Bolz et al., 1989; Katz and Callaway, 1992).

Tangential ist der Kortex wie erwahnt in verschiedene GroRhirnareale organisiert. Sie sind scharf von
einander abgegrenzt und unterscheiden sich hinsichtlich ihrer histologischen Organisation, der molekularen
Ausstattung, ihrer Konnektivitat mit anderen kortikalen sowie subkortikalen Hirnregionen und natirlich
hinsichtlich ihrer Funktion. So befassen sich die rostralen Bereiche des Kortex mit motorischen und kognitiven
Belangen und die kaudalen Bereiche prozessieren die sensorischen (visuellen, auditorischen,
somatosensorischen) Eingangssignale. Die funktionellen Unterschiede dieser Areale sind vor allem durch die
differentielle Verdrahtung mit dem Thalamus realisiert. Reziproke Verbindungen zwischen einzelnen

thalamischen Kernen und kortikalen Areale bilden die Grundlage fiir die kortikale Informationsverarbeitung.

1.2 Die Neurogenese und Entwicklung des zerebralen Kortex

Wahrend der Embryonalentwicklung entstehen aus einer einzigen Zelle - der befruchteten Eizelle - die
unterschiedlichen Zelltypen des gesamten adulten Organismus. Allein im Zentralnervensystem des Saugers
sind dies schatzungsweise mehrere Hundert (Stevens, 1998). Die zellulare Diversifikation wird durch den
Ablauf von Differenzierungsprogrammen erreicht, wobei totipotente Vorlauferzellen differenzierende
Zellteilungen vollfihren, durch die mehr und mehr eine Gewebespezifitdt erreicht wird. Extrinsische
Positionsinformationen regionalisieren das Gewebe und induzieren im Zellverband ortspezifische
Reifungsprozesse. In diesen regional spezifizierten Zellen laufen dann weitere extrinsische und zellautonom
gesteuerte Differenzierungsprozesse ab. So filhren diese Prozesse im Gehirn nach der Bildung des
Neuralrohres und der Abschnlirung der 5 Hirnblaschen zu weiteren Untergliederungen in diverse Segmente,

die im Rhombencephalon als Rhombomere und im Prosencephalon als Prosomere bezeichnet werden.
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Hierbei spielen vor allem die Festlegung der Achsen ,anterior-posterior* sowie ,dorsal-ventral* und die daraus
resultierende differenzielle Aktivierung der Homdobox-Gene eine wesentliche Rolle. Dies fiihrt dazu, das
jedes Rhombomer z.B. Motorneurone hervorbringt, welche rhombomerspezifisch die Gesichtsmuskulatur
innervieren. So beherbergen z.B. die Rhombomere 2 und 3 die Vorlauferzellen des Trigeminalnerves, das
Rhombomer 4 bildet die Motorneurone des Nervus fazialis.

Die Prosomere 1-3 des aus dem Prosencephalon hervorgehenden Diencephalon bilden
entsprechend dem Prosomer-Modell von Puelles und Rubenstein den Thalamus. Entlang der anterior-
posterior-Achse des Neuralrohrs schliet sich rostral zundchst das rostrale Diencephalon an, was den
Hypothalamus bildet, und danach das Telencephalon, welches sich dorsal in das Pallium (dorsales
Telencephalon, dTC) und ventral in das Subpallium (ventrales Telencephalon, vTC) untergliedert (Puelles and
Rubenstein, 2003).

1.2.1 Proliferation und Morphogenese

Die Entwicklung des Kortex beginnt mit der Proliferation der neuronalen Vorlauferzellen in dem den Ventrikel
saumenden Neuroepithel. Aufgrund der ventrikuldren Lage und des Vorkommens einer weiteren, dem
Ventrikel nicht anliegenden, proliferativen Zone, der Subventrikularzone (SVZ), wird das Neuroepithel auch
Ventrikulérzone (VZ) genannt. Sie besteht aus dicht gepackten, saulenartig angeordneten Zellen. Mit einem
ventrikelwérts gerichteten (apikalen) Fortsatz sind die Zellen an der Oberflache des Ventrikels verankert und
mit einem zur Hirnoberflache hin gerichteten (basalen) Fortsatz spannen die Zellen radial die gesamte
Schichtdicke der kortikalen Anlage auf. Augrund ihrer radialen Ausrichtung werden diese Zellen ,radiale
Gliazellen“ genannt. Sie sind, wie man heute weil}, die neuronalen und glialen Vorlauferzellen (Progenitoren)
(Hartfuss et al., 2001; Noctor et al., 2001). Das postmitotische Neuron wandert anschlieend radial in
Richtung der Hirnoberflache. Die Fortsatze der radialen Gliazellen dienen dabei als LeitgerUst, mit denen die
migrierenden Neurone eng verbunden bleiben (Rakic, 1972).

Die ersten Zellen, die die VZ am Embryonaltag 11 (E11-E12) verlassen, siedeln sich an der
Oberflache der Kortexanlage an und bilden die Praplatte (PP). Diese wird durch die nachfolgenden radial
migrierenden Zellen, welche sich in die PP einschieben und die kompakte ,kortikale Platte bilden, in die
Marginalzone (MZ) und die Subplatte (SP) geteilt. Die MZ enthélt ,Cajal-Retzius Zellen®, welche durch die
Bildung des Protein Reelin fir die korrekte Ausbildung der CP entscheidend sind (Rice and Curran, 2001).
Die MZ wird im reifen Kortex die zellarme Schicht |. Die SP-Zellen sind die ersten Zellen, die mit dem
dorsalen Thalamus transiente Verknlpfungen ausbilden und somit als Pionierfasern ihren Beitrag bei der
,thalamokortikalen Verdrahtung® leisten.

Die Aushildung der CP, welche die embryonale Anlage des mehrschichtigen zerebralen Kortex
darstellt, geschieht nach dem ,inside-out Prinzip“. Dabei werden die tiefen Schichten 6 und 5 vor den
Schichten 4 und 2/3 ausgebildet. Friih geborene Neurone siedeln sich in der CP in den tieferen Schichten und
die spater geborenen Neurone passieren die bereits positionierten Zellen und besiedeln die superfiziellen

Schichten. Zwischen der proliferativen Zone und SP bildet sich die Intermediarzone (IMZ). Hier verlaufen die
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Fasern, die die Kortexareale mit dem Thalamus und anderen kortikalen und subkortikalen Projektionsgebieten
verbinden. Sie wird spater zur ,weillen Substanz".

Die Histogenese des dTC verlduft dabei nicht synchron ab. Neben dem radialen
Entwicklungsgradienten (Inside-out) der CP gibt es noch zwei weitere sogenannte neurogenetische
Entwicklungsgradienten. Zum einen ist das ein transversaler Gradient, wobei sich das ventrolaterale dTC vor
dem mediodorsalen entwickelt. Zum anderen gibt es einen longitudinalen Gradienten, nachdem sich das

Telencephalon vom anterioren Pol her entwickelt und reift (Bayer and Altman, 1991).

1.2.2 Neuronale Vorlauferzellen und ihre Schichtspezifitat

Der VZ und SVZ des dTC entstammen hauptsachlich die glutamatergen Projektionsneurone. Diese machen
im ausgereiften sechsschichtigen Kortex etwa 80% aller Neurone aus. Die Vorlauferzellen der VZ durchlaufen
mehrere Zellzyklen (nicht-neurogene, symmetrische Teilung) und entlassen entweder zwei Neurone
(neurogene symmetrische Teilung) oder ein Neuron und eine weitere Vorlauferzelle (neurogene
asymmetrische Teilung). Der Zellkern wandert wahrend des Zellzyklus innerhalb der Zelle durch die VZ von
apikal nach basal und wieder zurlick (interkinetische Migration). Die Teilung findet apikal, nahe dem Ventrikel
statt. Dabei bringt die VZ vor allem die Zellen fiir die infragranuléren Schichten 5 und 6 hervor. Einige
Vorlauferzellen I6sen jedoch den Kontakt zum Ventrikel und migrieren fiir die finale mitotische Teilung in die
SVZ (Haubensak et al., 2004; Noctor et al., 2004). Diese Neurone sind fir die supragranularen Schichten 2-4
bestimmt. Gemal dem radialen neurogenetischen Entwicklungsgradienten ist die Schichtspezifitdt der
Neurone also abhangig vom Geburtszeitpunkt (McConnell, 1995; Polleux et al., 1997a). Des weiteren
besitzen die Neurone einen molekularen Phanotyp, der sie schichttypisch markiert (Hevner et al., 2003b). Die
Transkriptionsfaktoren Otx1 und Cux2 zum Beispiel werden spezifisch in der infragranularen Schichten 5 und
6 (Otx1) bzw. in den supragranuldren Schichten (Cux2) exprimiert. In der embryonalen Kortexanlage ist die
zukinftige Schichtenspezifitait am Phanotyp der Vorlauferzellen bereits zu erkennen. So exprimieren die
Zellen der VZ Otx1 und die Zellen der SVZ Cux2 (Frantz et al., 1994; Tarabykin et al., 2001; Hevner et al.,
2003b; Nieto et al., 2004; Zimmer et al., 2004).

1.2.3 Arealisierung des dorsalen Telencephalons

Die CP der embryonalen Kortexanlage ist gegeniber dem reifen Kortex eine homogene erscheinende, sehr
dicht gepackte Zellschicht. Die typischen Charakteristika des reifen Kortex sind in den friihen embryonalen
Stadien noch nicht zu erkennen bzw. vorhanden. Allerdings werden bereits bei der Geburt im Kortex
Oberflachenmolekiile wie z.B. die Cadherine (Cad) differenziell exprimiert, die den Kortex in frontale, parietale
und okzipitale Bereiche gliedern (Suzuki et al., 1997). Die Suche nach einer Erklarung fir die Herausbildung
der differenzierten Kortexmerkmale wéhrend der Morphogenese des zerebralen Kortex motiviert die
Wissenschaftler seit langer Zeit und brachte zwei grundlegende wie gegensétzliche Theorien (iber die

Entstehung eines arealisierten Kortex hervor (Rakic, 1988; O'Leary, 1989).
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Die ,Protomap-Hypothese* (Rakic, 1988) besagt, dass eine Arealisierung bereits zu einem sehr
frihen embryonalen Stadium auf der Ebene der proliferativen Zone stattfindet (Dehay et al., 1993; Polleux et
al., 1997a; Polleux et al., 1997b). Danach durchlaufen die Vorlauferzellen eines spezifischen Areals ein
entsprechendes Differenzierungsprogramm, das die Neurone schon friih, Kortex-intrinsisch in der VZ,
arealspezifisch determiniert. Durch die radiale Migration entlang der Fortsatze radialer Gliazellen transferieren
die Neurone die arealischen Merkmale des Neuroepithels in die sich entwickelnde CP. Aus In-vitro Versuchen
ist bekannt, dass verschiedene Regionen des embryonalen Kortex (E10,5 — E12,5), die in Kultur wachsen,
molekulare regionsspezifische Marker ohne Einfluss extrinsischer Faktoren ausgebildet haben (Ferri and
Levitt, 1993; Gitton et al., 1999; Vyas et al., 2003). Weitere Unterstlitzung fiir die Protomap wurden bei
Untersuchungen des Kortex von Knock-out M&usen fiir die Transkriptionsfaktoren Mash1 und Gbx2
gefunden. Trotz des vélligen Fehlens der thalamokortikalen Projektionen in diesen Mausen zeigen die
Kortizes ein normales molekulares Regionalisierungsmuster (Miyashita-Lin et al., 1999; Nakagawa et al.,
1999).

Im Gegensatz dazu besagt die ,Protokortex-Hypothese® (O'Leary, 1989), dass die Ausbildung der
arealischen Merkmale eines undifferenzierten embryonalen Kortex als Folge der informationsspezifischen
Verdrahtung des Kortex und des Thalamus sowie anderer Projektionsziele zu sehen ist. Das Neuroepithel hat
bei dieser Hypothese keinerlei arealspezifische Information. Diese wird ausschlieBlich extrinsisch durch
afferente, kortikale Fasern in der sich differenzierenden CP generiert. Ein Transplantationsversuch, bei dem
zu einem Zeitpunk vor Ankunft der thalamischen Fasern der visuelle Kortex (V1) entnommen und
heterotypisch in eine parietale Region des Kortex, welche den priméren somatosensorischen Kortex (S1)
bilden wird, verpflanzt wurde, zeigt, dass das Kortextransplantat gemaR dem Zielort der Transplantate von
thalamischen Fasern des ,Ventrobasalkomplexes® innerviert wird und die fir den S1-Kortex typische ,barrel
Struktur ausbildet (Schlaggar and O'Leary, 1991). Ein weiteres beeindruckendes Experiment ist die nach
chirurgischer Manipulation erfolgte Umleitung der visuellen Projektionen aus dem lateralen Genikulatum zum
S1 (anstatt V1), wobei der neu verdrahtete S1 sowohl zytoarchitektonische als auch funktionelle
Eigenschaften des V1 entwickelt hat (Schneider, 1973; Frost and Schneider, 1979; Sur et al., 1988).

Aus heutiger Sicht entspricht die Arealisierung wohl eher einer Kombination aus Protomap- und
Protokortex-Hypothese, bei der sehr friih durch intrinsische Faktoren eine Regionalisierung des Kortex erfolgt,
und es nach der Etablierung thalamokortikaler sowie kortikokoriktaler Verbindungen durch den Einfluss der
nun vorhandenen extrinsischen Faktoren zu einer Scharfung der Areal-Karte kommt.

Die frihe Regionalisierung des Kortex wird durch das Zusammenspiel zweier Molekilklassen
eingeleitet, die direkt auf die Vorlauferzellen wirken. Zum einen entlassen drei das dTC sdumende Strukturen
sezernierte Liganden, die durch die proliferative Zone der Kortexanlage diffundieren. Das ist am anterioren
Pol die ,kommissurale Platte”, die schon vor Embryonaltag 10 (E10) Faktoren der Fgf-Familie (fibroblast
growth factor; Fgf 3, 8, 17 und 18) produziert (Bachler and Neubuser, 2001). Fgf8 breitet sich von rostral nach
caudal Uber die Kortexanlage aus und ist an der Etablierung der anterior-posterior Achse (A-T) beteiligt in
dem es direkt die Expression des Transkriptionsfaktors Emx2 reguliert, der dem Fgf8-Gradienten folgend Gber

die Kortexanlage exprimiert wird. Manipulationen an der Expression beider Faktoren filhren zu
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Verschiebungen der finalen Areal-Karte (Bishop et al., 2000; Fukuchi-Shimogori and Grove, 2001; Bishop et
al., 2002; Garel et al., 2003). Emx2 fungiert dabei als ein Gegenspieler von Pax6, dass vom kaudalen Pol her
in einem abfallenden Gradienten exprimiert wird. Auch Manipulationen an Pax6 haben direkten Einfluss auf
die Regionalisierung des Kortex (Bishop et al., 2000; Bishop et al., 2002; Muzio et al., 2002; Muzio and
Mallamaci, 2003). Weiter sezernierte Liganden, die in der Art von Fgf8 die proliferativen Zonen der
Kortexanlage beeinflussen, sind Molekile der Wnt-Familie aus dem ,kortikalen Hem® sowie Egf-artige
Faktoren (Tgfa, Nrg1, Nrg3) aus dem ,kortikalen Antihem* [zur Ubersicht in (Mallamaci and Stoykova, 2006)].
Eine entscheidende Frage bleibt allerdings offen. Es ist weiterhin unklar, wie die exprimierten Gradienten

dieser Faktoren zu einer molekularen Karte filhren, die die abrupten Arealgrenzen respektiert.

1.2.4 Tangentiale Migration der Vorlaufer der GABAergen Interneurone

Im zerebralen Kortex reprasentieren die GABAergen Interneurone etwa 20% aller Neuronen und spielen
durch ihre inhibitorische Funktion eine entscheidende Rolle bei der Verarbeitung der neuronalen Aktivitat
(Krimer and Goldman-Rakic, 2001; McBain and Fisahn, 2001). Insgesamt stellen sie eine sehr heterogene
Population von Zellen dar, die sich nur schwer klassifizieren 14Rt. Sie werden morphologisch, neurochemisch
sowie elektrophysiologisch in verschiedene Subpopulationen unterteilt. Eine grolle Zahl verschiedener
Studien an Nagern konnte zeigen, dass im Gegensatz zum Menschen, bei dem wenigstens ein Teil der
Interneurone in der SVZ des Palliums entstehen (Letinic et al., 2002), der Hauptanteil der GABAergen
Interneurone dem Subpallium entstammt und auf verschiedenen migratorischen Strémen tangential in den
Kortex einwandert (Anderson et al., 1997a; Tamamaki et al., 1997; Lavdas et al., 1999; Anderson et al.,
2001). Transplantationsversuche in-vitro (Lavdas et al., 1999; Sussel et al., 1999; Anderson et al., 2001)
sowie in-vivo (Wichterle et al., 2001; Valcanis and Tan, 2003) zeigten, dass die mediale ganglionische
Eminenz (mGE) den gréRten Teil der Interneurone hervorbringt. Neuere Studien zeigen, dass auch die
kaudale ganglionische Eminenz (cGE) Interneurone liefert (Anderson et al., 2001; Nery et al., 2002). Die
laterale ganglionische Eminenz (IGE) gilt dagegen hauptséchlich als Ursprungsort fiir die Neurone des
Striatums (Marin et al., 2000), allerdings zeigen verschiedene Studien, dass auch die IGE Interneurone fiir
den Kortex hervorbringt (de Carlos et al., 1996; Anderson et al., 1997a).

Al diese Regionen exprimieren die Transkriptionsfaktoren DIx1/2 und Mash1, welche die
Differenzierung der Interneurone steuern und den GABAergen Phénotyp bewirken (Anderson et al., 1997b;
Fode et al., 2000). Fraglich ist dabei, ob es sich um eine Art ,Prototyp” des GABAergen Phanotypes handelt,
der sich im Verlauf der Kortexreifung durch neurotrophe Faktoren und neuronale Aktivitat zu den zuvor
beschriebenen verschiedenartigen Interneuronen differenziert (Marty et al., 1997) oder ob die GABAergen
Vorlauferzellen bereits fiir verschiedene Phénotypen determiniert sind. In-vitro wurde gezeigt, dass der
Phénotyp von Interneuronen in der Entwicklung schon friih festgelegt wird und abhéngig von dem Zeitpunkt
und dem Ort ist, an dem die Zellen ihre letzte mitotische Teilung erfahren hat (Xu et al., 2004; Xu et al., 2005).
Die GE muss demnach noch weitere Faktoren exprimieren, die eine phanotypische Unterscheidung der

GABAergen Vorlauferzellen erlauben. Einer dieser Faktoren ist mit groBer Sicherheit das Homdobox-Gen
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Nkx2.1, dessen Expression auf die im vTC ventromedial gelegene anteriore endopedunkulére Area (AEP)
und die mGE beschrénkt ist und bei dessen Verlust die Zahl GABAerger Interneurone im Kortex um ca. 50%
reduziert ist (Sussel et al, 1999). Die Suche nach weiteren Faktoren zielt beispielsweise auf
Zelloberflachenmolekiile ab, die geeignet waren, einzelne Subregionen mit verschiedenen Vorlauferzellen

innerhalb der GE auszuweisen.

1.3 Die Organisation des Thalamus

Nahezu alle sensorischen Projektionen aus der Peripherie ziehen (iber den Thalamus in die Grofhirnrinde.
Der Thalamus ist in eine groe Zahl von Kerngebieten gegliedert, die sich anhand ihrer Form, ihrer Lage
sowie der Zelldichte und der im Kern enthaltenen Zelltypen morphologisch unterscheiden. Die einzelnen
Kerne sind spezifisch mit den verschiedenen Arealen des Kortex verbunden und somit Bestandteile definierter
Projektionsbahnen und Nervennetze. Aufgrund ihrer Verdrahtung mit dem Kortex unterscheidet man die
Kerne in spezifische Thalamuskerne, die im Kortex auf ein oder wenige Areale projizieren und eine starke
Rickprojektion dieser Areale erhalten, und unspezifische Kerne, die auf einen groflen Bereich der
Grof¥hirnrinde projizieren. Zu den spezifischen Kernen, die auch Relais- und Assoziatioskerne genannt
werden, gehdren die Kerne des sensorischen und motorischen Systems, zu den unspezifischen die

intralaminaren Kerne und der VM Kern.

1.4 Die Entwicklung des Thalamus

Die Entwicklung des Thalamus vollzieht sich in vier Schritten: (i) die Spezifizierung des Neuroephithels, (i) die
Neurogenese der kernspezifischen Zellen, (iii) die Migration der Neurone aus der proliferativen Zone in die
Mantelzone und (iv) die Differenzierung des pronukledren Gewebes in die spezifischen Kerne.

Der Thalamus ist ein Bestandteil des Diencephalons und entwickelt sich aus dem dorsalen Teil des
Neuroepithels, welches den dritten Ventrikel umgibt (Alarplatte). Die Vorlauferzellen bringen die Zellen fiir die
drei Hauptregionen des Thalamus hervor, den Epithalamus mit der Habenula, den dorsalen Thalamus, dem
die meisten spezifischen und unspezifischen Kerne angehéren, und den ventralen Thalamus, mit dem
Retikularkern und dem ventralen Genikulatum. Durch die Gliederung der neuralen Anlage in die Prosomere
erlangen die Vorlauferzellen ihre Bestimmung. Der dorsale sowie ventrale Thalamus geht aus Anteilen der
Prosomere 2 und 3 (p2 und p3) hervor (Puelles and Rubenstein, 2003). Sie werden durch die Zona limitans
intrathalamica (Zli) voneinander getrennt. Die Zli fungiert als musterbildendes Zentrum, ahnlich wie die weiter
posterior liegende Mittelhirn —Hintergrenze, das durch die Expression der Faktoren sonic hedgehog (shh),
Fgf8 und Bmp4 den zukiinftigen Thalamus mit Positionsinformationen ausstattet (Crossley et al., 2001) und
die regionalspezifische Expression von verschiedenen Transkriptionsfaktoren im Neuroepithel reguliert
(Miyashita-Lin et al., 1999; Fode et al., 2000; Nakagawa and O'Leary, 2001; Jones and Rubenstein, 2004). So
entwickelt die Mehrheit der Vorlauferzellen des dorsalen Thalamus durch die Aktivierung der Gene Ngn1/2

wie im Pallium einen glutamatergen Phanotyp und die Vorlauferzelle des ventralen Thalamus durch die



8 1.Einleitung

Anwesenheit von DIx1/2-Transkripten einen GABAergen (Fode et al., 2000; Stuhmer et al., 2002b; Stuhmer et
al., 2002a; Hayes et al., 2003).

Altman und Bayer postulieren durch die Beobachtungen in ihren ,birth dating“-Experimenten
separierte Proliferationseinheiten im Neuroepithel, die sie Lobules nennen, und die ausschlieBlich die
Neurone fir einzelne thalamische Kerne bilden. Diese Einheiten sind bereits zu Beginn der
Proliferationsphase (E14; Ratte) als Epithelein- und -ausstiilpung (Inversion, Eversion) entlang der
anteriorposterior-Achse des Neuralrohrs zu erkennen. So entstehen aus dem am weitesten rostral gelegenen
,anterioren Lobule* die Kerne des anterioren Kernkomplexes, der Paraventrikularkern sowie der
Paratenialkern (Altman and Bayer, 1988c).

Die Proliferation der thalamischen Vorlauferzellen beginnt bei der Ratte bei E13 (E11; Maus). In
einem Zeitraum von E13 bis E15 entstehen als erstes die Neurone des Retikularkerns (Altman and Bayer,
1988c, 1988b). Die Zellen des Paratenialkern (E15-E18) und Paraventrikularkern (E16-E18) werden zuletzt
gebildet (Altman and Bayer, 1988c, 1988a). Allgemein lasst sich sagen, dass die Neurone der caudalen
Kerne zeitlich vor den Neuronen der anterioren, und die Zellen der medialen Kernen nach denen der
ventralen Kernen geboren werden. Somit existieren wie im Telencephalon neurogenetische Gradienten, die
allerdings nicht in die gleiche Richtung verlaufen.

Nach der finalen Mitose migrieren die Neurone innerhalb von zwei bis drei Tagen aus der
proliferativen Zone in die Mantelzone (MZ) und nehmen dort ihren vorbestimmten Platz ein. Dabei entsteht ein
morphlogisch undifferenzierter, ,pronukledrer* Thalamus. Die morphologische Differenzierung der postnatal
gut unterscheidbaren Kerne vollzieht sich durch die Bildung von Neuropil und teilweise aktivitdtsabhangig.
Hierfir entsenden und empfangen die thalamischen Neurone kernspezifisch lange Axone, die sie mit den
Arealen des Kortex bidirektional verbinden. Fir die Verdrahtung des Kortex mit dem Thalamus existieren
demnach bereits im frlihen embryonalen Thalamus entsprechende Positionsinformationen intrinsischer Natur.
Einige Arbeiten zeigen, dass auf molekularer Ebene der pronukledre Thalamus bereits kernspezifisch
differenziert ist. So ist die Expression der Transkriptionsfaktor-Rezeptorgene RORalpha und RORbeta auf die
spezifischen sensorischen Thalamuskerne beschrankt (Nakagawa and O'Leary, 2003). Verschiedene LIM-
Homoobox-Gene stellen durch {berlappende Expression einen molekularen Code fiir distinkte thalamische
Kompartimente dar (Nakagawa and O'Leary, 2001). Ein Vergleich kernspezifischer Expressionsmuster
verschiedener regulatorischer Gene bei Maus und Affe zeigten eine kombinatorische Expression fiir einzelne
thalamische Kerne, wobei die Kombination dieser Gene evolutiv konserviert scheint (Jones and Rubenstein,
2004). Die frihe differenzielle Expression solcher Faktoren geht vermutlich mit der Ausbildung eines

entsprechend differenziellen Lenkungsapparates einher.

1.5 Die thalamokortikale Verdrahtung

Jeder thalamische Kern entsendet Axone in den Neokortex, die dort kernspezifisch in den entsprechenden
kortikalen Arealen terminieren. Diese Projektionen des Thalamus in den Kortex verlaufen in einer

topografischen Weise. Die lateralen thalamischen Kerne projizieren im Kortex nach caudal und die medialen
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Kerne nach rostral, die anterioren nach medial und die posterioren nach lateral (Caviness and Frost, 1980;
Crandall and Caviness, 1984; Seibt et al., 2003; Garel and Rubenstein, 2004). Die Nachbarschaftsrelationen
der Kerne werden von den auswachsenden Fasern beibehalten und auf die GroRhirnrinde tbertragen. Selbst
die interne Ordnung der Fasern einzelner sensorischer Thalamuskerne, wie die des LGN, projizieren
innerhalb eines kortikalen Areals in der Weise, wie sie den Thalamus verlassen. Somit entsteht im Kortex eine
topologische Projektionskarte des Thalamus.

Die thalamokortikalen Axone (TCA) wachsen ventral aus dem Thalamus heraus, vollziehen eine 90°
Wendung und Uiberschreiten die Diencephalon-Telencephalon-Grenze. Dies geschieht bei der Maus etwa an
Tag E13,5. AnschlieBend passieren die TCA's das ventrale Telencephalon bis zu Pallium-Subpallium-Grenze
am Ende der IGE und warten dort bis etwa E14,5 auf die ankommenden kortikofugalen Axone, die die
Rlckprojektionen in den Thalamus darstellen. Hierfiir fachern die zuvor faszikulierten thalamischen Fasern
auf und interagieren mit den afferenten kortikalen Faserblindeln, die ebenfalls facherformig ausgebildet sind.
Nach Tag E14,5 sind die TCA's in starken Ausmal in der kortikalen IMZ zu finden, in der sie sich nach dorsal
verlangern bis sie ihre finale arealspezifische Position unterhalb der CP gefunden haben (Price et al., 2006).
Nach einer erneuten Richtungsanderung um 90° wachsen die Axone im Anschluss radial in die CP ein. Bei
Frettchen, Katze und Primaten ist bekannt, dass die Axone vor dem Einwachsen in die CP fiir eine l&ngere
Zeit in der SP verharren, was allgemein als ,Warteperiode* bezeichnet wird (Rakic, 1977; Ghosh and Shatz,
1992). Uber die Existenz einer solche Warteperiode bei Nagern wird diskutiert, da sie zumindest sehr kurz
sein muss, denn schon am Tag E15 kdnnen bei Mausen die ersten Axonendigungen thalamischer Neurone in
der CP beobachtet werden (Catalano et al., 1991, , 1996; Auladell et al., 2000). Die Mehrheit der
thalamischen Axone allerdings dringt etwa an E18 in die CP ein (Molnar et al., 1998b).

1.5.1 Die zelluldre Guidance-Achse

Die topografischen Relationen der thalamokortikalen Projektionen werden bereits von den auswachsenden
Axonen auf dem Weg in den Neokortex respektiert. So wachsen die den ventralen Kortex ansteuernde Axone
in der IMZ bzw. SP oberflachlicher als die der Axone, die in die dorsalen Regionen des Kortex ziehen.
,Tracing-Experimente” mit fluoreszierenden lipophilen Farbstoffen wie Dil identifizierten ein zellulares ,Gerust*
entlang des thalamokortikalen und kortikofugalen Projektionsweges, das fiir die Entwicklung dieser Ordnung
eine malgebliche Rolle spielen konnte (Adams et al., 1997). Dazu zahlen die Zellen der SP, welche die
ersten Zellen des Kortex sind, die in den Thalamus projizieren (McConnell et al., 1989; Blakemore and
Molnar, 1990; De Carlos and O'Leary, 1992), und die sowohl Synapsen mit den aufsteigenden
thalamorkortikalen Axonen ausbilden, als auch mit den Zellen, der sich differenzierenden CP (Ghosh and
Shatz, 1992; Catalano et al., 1996). Ablationen der Subplate-Zellen fiihren durch eine Fehllenkung der
afferenten Axone zu Fehlern der Topographie im Kortex (Ghosh et al., 1990). Des weiteren sind in einem
frihen Stadium der thalamokortikalen Verdrahtung entlang der internen Kapsel (IC) im vIC Neurone
lokalisiert (,Kanalzellen®), die lange Axone entweder in den Thalamus oder auch in den Kortex senden. Diese

dienen vermutlich als Pionierfasern und leiten nachfolgende Faserblindel in die entsprechenden Regionen
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von Kortex und Thalamus (Metin and Godement, 1996; Deng and Elberger, 2003). Ein drittes Glied der
Guidance-Achse liegt im Diencephalon. Der thalamische Retikularkern (Rt) sendet im adulten Tier sowie beim
Menschen zu jeden thalamischen Kern eine Projektion und erhdlt von diesen durch Axonkollateralen
thalamokortikaler Fasern eine Ruckprojektion. Afferenzen erhalt der Rt ebenfalls durch Axonkolateralen von
den thalamischen Projektionen des Kortex. Eine Projektion des Rt in den Kortex existiert im Adultus nicht.
Embryonal ist der Rt gegeniber dem dTh sehr groB und besitzt einen transienten Unterkern, den
Periretikularkern (PRY). Er liegt lateral neben dem Rt und medial zum Pallidum und somit auf dem direkten
Weg der TCAs (Clemence and Mitrofanis, 1992). Der Rt und PRt entsenden embryonal Axone in den
Thalamus. Somit kdnnten die nachfolgenden kortikothalamischen Fasern entlang der friihen (peri-) retikularen
Afferenzen den Weg in den Thalamus finden ebenso wie die TCAs den Weg aus dem Thalamus heraus in
das vTC (Mitrofanis and Baker, 1993; Mitrofanis and Guillery, 1993).

1.5.2 Die molekulare Guidance (Chemoaffinitatshypothese)

Das stereotype Verhalten der Axone vom initialen Auswachsen bis hin zur Etablierung der Synapsen in der
Zielregion wird vor allem durch die Expression von spezifischen ,Lenkungsmolekilen® entlang des
entsprechenden Weges der Axone beeinflusst. Dabei reagieren die Axone mit ihrem Wachstumskegel an der
Spitze des auswachsenden Fortsatzes auf die molekulare Umgebung, in der sie sich befinden. Der
Wachstumskegel ist ein spezielles sensorisches und motorische Zellkompartiment mit Ausstilpungen, den
Filopodien und Lamellipodien. Sie sind hochgradig beweglich und mit einem modulierbaren Set von
Oberflachenmolekiilen besetzt, um mit der extrazellularen Matrix und dem passierten Gewebe differenziell
interagieren zu kdnnen, wenn sie sich den Weg durch das Gewebe bahnen. Durch den Besatz mit den
entsprechenden Liganden und/oder Rezeptoren der verschiedenen Familien der Lenkungsmolekiile kénnen
die Axone selektiv auf die molekularen Signale reagieren. Fir eine differenzielle Lenkung sollten sich
verschiedene Subtypen von Neuriten in eben dieser Ausstattung an Molekilen unterscheiden.

Die verschiedenen Lenkungsmolekile konnen sowohl membranstandig als auch in sezernierter
Weise vorkommen. Die Reaktion des Wachstumskegels kann attraktiv bzw permissiv sein, und er bewegt sich
auf die Quelle des Signals zu bzw. er halt die Richtung bei. Oder aber die Reaktion ist repulsiv bzw.
inhibierend. Bei einer inhibierenden Reaktion wird die Beweglichkeit des Axons vermindert und es kommt zu
einem Stillstand. Bei einer repulsiven Antwort hingegen kommt es zu einem Kollaps des Wachstumskegels,
wobei er zuriickgezogen wird. Die erneute Ausbildung geht mit einer Richtungsénderung des
Wachstumskegel und mit einer Umlenkung des Axons einher.

Fir die Ausbildung der thalamokortikalen Verkniipfung bedeutet dies, dass die auswachsenden
Axone aus dem Thalamus sich fiir den Weg durch das vTC entscheiden und dabei im Bereich des ventral
gelegenen Hypothalamus und dem medial gelegenen Septum auf repulsive Signale treffen, die die TCAs
lateral ins vTC ablenken. Ein Mix aus repulsiven und attraktiven Signalen kanalisiert vermutlich die Fasern im
vTC innerhalb der internen Kapsel. Die Axone steigen anschliefend in das Pallium auf und passieren die IMZ.

In der IMZ bzw. SP finden die ankommenden TCAs wahrscheinlich entsprechend dem in der Kortexanlage
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vorliegenden Mix an Lenkungsmolekiilen die entsprechende Position unterhalb der CP. Ein erneuter
Richtungswechsel des Wachstumskegel I&sst die kortikalen Efferenzen letztendlich in die CP einwachsen.

Vier groBe Molekilfamilien wurden bisher identifiziert, deren Liganden und Rezeptoren das
Verhalten von auswachsenden Axonen beeinflussen kdnnen. Die grote Familie ist die der Semaphorine. Sie
umfasst 20 Mitglieder von sezernierten und membrangebundenden Liganden, denen eine an ihrem N-
Terminus konservierte, ca. 420 Aminoséuren enthaltende Semadoméne gemein ist. Die Semaphorine werden
ihrer Struktur nach in acht Klassen unterteilt. Die Klassen 1 und 2 kommen bei Invertebraten vor, die Klassen
3 bis 7 bei Vertebraten, Klasse V Semaphorine werden von Viren codiert (Raper, 2000; Grunwald and Klein,
2002). Als Rezeptoren stehen den Semaphorinen vier Klassen der Plexine (PlexA1-4, PlexB1-3, PlexC1 und
PlexD1) zur Verfigung. Die Liganden kénnen sie direkt binden und eine Signaltransduktion initiieren. Die
sezernierte Semaphorine der Klasse 3 binden einen zweiten Rezeptortyp die Neuropiline (Nrp1 und Nrp2), die
allerdings fiir die Initialisierung der Signaltransduktion ein Plexin zusatzlich als Corezeptor benétigen.

Verschiedene in-vitro Versuche zeigen, dass die Wechselwirkung zwischen den Semaphorinen und
ihren Rezeptoren sowohl attraktive als auch repulsive Effekte zur Folge haben kann (Raper, 2000). So fiihrt
die Expression von Sema 3a in der kortikalen VZ zu einer repulsiven Umlenkung der auswachsenden
kortikofugalen Axone (Bagnard et al., 1998). Sema3c hingegen hat auf das Auswachsen von Axonen aus
kortikalen Explantaten eine anziehende Wirkung (Bagnard et al., 2000).

Die zweite eher kleine Familie ist die der Netrine. Sie spielen vor allem bei der Axonlenkung an der
Mittellinie des ZNS eine Rolle (Stein and Tessier-Lavigne, 2001). Die Netrine sind ausschlieRlich sezernierte
Liganden und haben sowohl attraktive als auch repulsive Wirkung (Serafini et al., 1994; Colamarino and
Tessier-Lavigne, 1995). Die Diffusion des Liganden ist durch die Bindungsmdglichkeiten an negativ geladene
Molekile wie Proteoglykane in der Umgebung limitiert. Die attraktive Wirkung der Netrine wird uber die
Rezeptorfamilie DCC (deleted in colorectal carcinoma) vermittelt. Dazu gehéren Frazzled in Drosophila,
UNC40 in C. elegans und DCC sowie Neogenin der Vertebraten (Yu and Bargmann, 2001). In in-vitro
Versuchen wurde gezeigt, dass durch die Bildung von Rezeptormultimeren von DCC eine Attraktion sowie
eine Stimulation des Axonwachstums erreicht wird (Giger and Kolodkin, 2001). Die repulsive Wirkung wird
durch die zusatzliche Beteiligung von Rezeptoren der UNC 5-Familie vermittelt. Bei den Vertebraten
existieren die zu UNC-5 von C. elegans und Drosophila Homologen UNC5H1-3. Die Repulsion wird dabei
Uber die Bildung von heteromeren Rezeptorkomplexen erreicht (Hong et al., 1999; Seeger and Beattie, 1999).

Ein weiteres Lenkungssystem ist das Slit/ Robo-System. Die Expression von Slit entlang der
Mittellinie verhindert das Riickkreuzen der kommissuralen Axone (Zou et al., 2000), die durch Netrin an die
Mittellinie gebracht werden. Bei den Vertebraten existieren drei slit-Gene (slit1-3). lhre ausschlieBlich
repulsive Wirkung erreichen sie durch Bindung der Robo-Rezeptoren (roundabout). Nach dem iberqueren
der Mittellinie wird die Expression der Robo-Rezeptoren in den kommissuralen Axonen heraufreguliert. Dies
fuhrt zum einen dazu, dass die Mittellinie durch die Expression von Slit repulsiv wird, und zum anderen, dass
durch eine Interaktion von Robo mit dem DCC-Rezeptor von Netrin die attraktive Wirkung der Mittellinie
verringert wird (Kidd et al., 1999; Zou et al., 2000; Stein and Tessier-Lavigne, 2001).
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Die vierte Familie sind die Molekiile des ephrin-/ Eph-Systems. Sie stehen im Mittelpunkt der

vorliegenden Arbeit. Die Expressionsmuster der einzelnen Mitglieder sollen ausfiihrlich untersucht werden.

1.6 Das Ephrin-/ Eph-System

Die Molekiile des Ephrin-/ Eph-Systems sind membranstandige Liganden und Rezeptoren, die wahrend der
gesamten neuronalen Entwicklung in einer hochdynamischen und regionsspezifischen Weise im Gehirn
exprimiert werden (Liebl et al., 2003; Yun et al., 2003; Niehage et al., 2005). Als Signal- und
Lenkungsmolekille ist das System durch die Induktion von attraktiven sowie repulsiven Wechselwirkungen
zwischen den Zellen an der korrekten Ausbildung von verschiedenen Nervennetzen des Gehirns beteiligt, mit
besonderem Einfluss auf die Zellwanderung, die axonale Lenkung sowie die axonale Verzweigung (Flanagan
and Vanderhaeghen, 1998; Drescher and Knoell, 2001; Wilkinson, 2001; Mann et al., 2002b; Santiago and
Erickson, 2002; Uziel et al., 2006).

1.6.1 Die Eph-Rezeptoren und ihre Liganden

Die Eph-Rezeptoren besitzen eine intrazelluldre Kinase Domane und gehdren zur Familie der Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen (RTK). Sie stellen mit bisher 14 identifizierten Mitgliedern die grote Unterfamilie der RTKSs.
Die extrazellulare Domane der Eph-Rezeptoren besteht aus einer konservierten N-terminalen globuléren
Domane, die aus 180 Aminos&uren besteht und die Bindung mit den Liganden bewirkt (Labrador et al., 1997).
AnschlieBend folgt eine Cystein-reiche Doméne und zwei Fibronectin Typ Ill Doméanen, die einerseits bei der
Dimerisierung der Rezeptormolekille (Lackmann et al., 1998) und andererseits bei Interaktion mit
verschiedenen anderen Proteinen wie zum Beispiel dem NMDA-Rezeptor (Dalva et al., 2000) beteiligt sein
kénnen. Die Rezeptormolekile wurden erstmals aus einer Erythropoetin-produzierenden hepatozelluléren
Karzinoma-Zellinie isoliert, die der Molekdlfamilie ihren Namen gibt (Hirai et al., 1987).

Entsprechend ihrer Sequenzhomologie sowie der Ligandenaffinitdt werden Eph-Rezeptoren in zwei
Klassen unterteilt. Die Klasse der EphA-Rezeptoren bindet vornehmlich die A-Liganden (ephrinA; efna). Diese
Liganden sind (ber einen GPI-Anker (Glykosylphosphatidylinositol) mit der Zellmembran verbunden. Im
Gegensatz dazu besitzen die B-Liganden, die vorzugsweise von der Klasse der B-Rezeptoren gebunden wird,
eine transmembranale Domaéne. Bindungsstudien haben gezeigt, dass, mit Ausnahmen von EphA1 und
efna1, alle A-Rezeptoren alle A-Liganden und alle B-Rezeptoren alle B-Liganden binden kdnnen. Dies tun sie
allerdings mit unterschiedlichen Affinitaten. So bindet efna5 mit einer deutlich niedrigeren Bindungskonstante
an EphA3 als an EphA4 oder EphA5 (Monschau et al., 1997). Auch weif man heute besser, dass eine strikte
Klassentrennung nicht existiert. Der Rezeptor EphA4 kann ebenfalls Liganden der Klasse B binden, der
Ligand efnab zeigt eine Affinitat zu EphB2. Fir die Liganden und Rezeptoren des efn-/ Eph-Systems ergibt
sich somit eine enorme Zahl an Kombinationen von Bindungsméglichkeiten, wodurch dem System eine grole
Bedeutung bei der neuronalen Entwicklung zugesprochen wird. Es gilt den vermutlich kombinatorischen

,ephrin-/ Eph-code” zu entschliisseln.
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1.6.2. Das Signaling des efn-/ Eph-Systems

Eine weitere Besonderheit neben den Bindungsverhaltnissen zwischen Liganden und Rezeptoren ist die
Richtung, in die die Signalweiterleitung erfolgt. Im efn-/ Eph-System kann sie prinzipiell sowohl in Richtung
der rezeptortragenden Zelle (,forward signaling®) als auch in Richtung der ligandentragenden Zelle (,reverse
signaling®) erfolgen. Das ,reverse signaling“ wurde zunachst nur fir die B-Liganden beschrieben, die durch
ihre transmembranale Domane dazu in der Lage sind. Fur die A-Liganden existieren Hinweise, nach denen
sich die Liganden der Hilfe von Corezeptoren bedienen, um eine Signaltransduktion ins Zellinnere zu
gewahrleisten (Henkemeyer et al., 1996; Holland et al., 1996; Bruckner et al., 1997; Anderson, 1998; Mellitzer
etal., 1999).

Die Aktivierung und die damit verbundene Signaltransduktion erfordert die Bildung eines Rezeptor-
Liganden-Komplexes, wobei eine Aktivierung nur dann stattfindet, wenn der Ligand mindestens als Dimer
vorliegt. Ein Ligandenmonomer allein ist nicht in der Lage, eine Signaltransduktion zu initialisieren (Davis et
al., 1994). Die Bindung der Ligandendimere fiihrt zu einer Rezeptordimerisierung und zur Rezeptor-
Autophosphorylierung, wodurch die intrazellulare Kinaseaktivitit einsetzt und die Signalkaskade mit der
Phosphorylierung des nachgeschalteten Molekils beginnt. Der Liganden-Rezeptor-Komplex kann sich, durch
das Zusammentreten von weiteren Liganden-Rezeptor-Paaren zu verschieden groen Multimeren vergréRern
und so zu quantitativ differentiellen Antworten fiihren (Stein et al., 1998). Der minimale Aktivierungskomplex
besteht aus zwei Liganden sowie zwei Rezeptoren (Lackmann et al., 1997). Die Ablauf der intrazelluléren
Signalkaskade zielt auf das Actin-Zytoskelett, welches destabilisiert oder stabilisiert wird (Ellis et al., 1996;
Holland et al., 1997; Meima et al., 1997; Zisch et al., 1998). Darauf hin kann die Zelle mit dem Kollaps des
Wachstumskegel oder dem Einstellen der Zellmigration reagieren oder aber mit Fortsetzung ihrer Bewegung
(Gao et al., 1996; Meima et al., 1997; Davenport et al., 1998; Gao et al., 1998; Zimmer et al., 2007).

1.6.3 Grundsatzlich Funktionen des Ephrin-/ Eph-System

Fur das ephrin-/ Eph-System sind bereits in der Literatur viele Beteiligungen an fundamentalen Prozessen der
Entwicklung des Nervensystems beschrieben. Dabei liegen die Schwerpunkte vor allem in der embryonalen
Entwicklung, der postnatalen Reifung des Gehirns aber auch in der plastischen Remodellierung der

synaptischen Verbindungen.
Die Etablierung von Grenzen im Rhombencephalon

Die Segmentierung des Hinterhirns ist ein entscheidender Schritt fiir die Differenzierung der verschiedenen
Neurone des Rhombencephalons in einem zuvor homogen Neuroepithel. Die einzelnen Segmente, die
Rhombomere genannt werden, sind deutlich als sieben W6lbung des Neuroepithels zu erkennen (r1 bis r7).
An der Rhombomerbildung ist u.a. eine groe Zahl verschiedener Transkriptionsfaktoren aus der Familie der
Hox-Gene beteiligt. Deren Expressionsmuster ist anfangs noch diffus, doch lassen sie schon die Gliederung

der Segmente erkennen. In folgenden Schritten kommt es zur Scharfung von Expressionsgrenzen der in den
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Rhombomeren exprimierten Genen und zur Bildung von scharfen Segmentgrenzen und somit zu
Neuronenpopulationen mit segmentspezifischen Phanotypen (zum Uberblick Cooke and Moens, 2002).

Diese Ausbildung der Segmentgrenzen sind durch zwei Prozesse gesteuert. Das ist zum einen das
Aussortieren unterschiedlicher Neuronentypen an den Grenzen und zum anderen eine dynamische
Regulation und Anderung der Expression von segmentspezifischen Faktoren der Neurone innerhalb der
einzelnen Rhombomere.

Expressionsanalysen des  Ephrin-/ Eph-Systems im  Rhombencephalon machen einen
Zusammenhang an den Prozessen der Segmentierung deutlich. Einige Rezeptoren und Liganden beider
Klassen sind in den verschiedenen Rhombomeren exprimiert und halten dabei die Segmentgrenzen strikt ein.
Vor allem die Expression von EphA4 und efnb2, die in alternierenden Rhombomeren der Maus und des
Xenopus sogar Spezies-ibergreifend exprimiert sind (EphA4 in r3 und r5, efnb2 in r2, r4 und r6) (Hirai et al.,
1987; Gilardi-Hebenstreit et al., 1992; Nieto et al., 1992; Theil et al., 1998), lassen diesen Schluss zu. Die
Expression von dominant-negativem EphA4 in Xenopus und Zebrafisch fiihrt zu ektopisch exprimierten r3-
und r5-Markern in den angrenzenden Rhombomeren (r2, r4 und r6) (Xu et al., 1995). Cell-sorting-
Experimente, in denen die Zellen der Rhombomere trunkierte und full-length Formen von EphA4 und efnb2
Uberexprimieren, zeigen, dass beim Aussortieren der Zellen von aneinander grenzenden Segmenten das
bidirektionale Signaling die maRgebliche Rolle spielt (Mellitzer et al., 1999; Xu et al., 1999).

Die topografische Projektion des retinotektalen Systems

Die Ubertragung der Nachbarschaftsbeziehung durch axonale Projektionen von einem Ursprungsgebiet auf
ein Zielgebiet ist im Gehirn ein héufig realisiertes Prinzip. Hierbei spricht man von einer topographischen
Projektion. Das Modellsystem fiir topographische Projektionen ist das retinotektale System, an dessen
Ausbildung das ephrin-/ Eph-System malgeblich beteiligt ist. Die Axone der retinalen Ganglienzellen (RGC)
projizieren unter Erhaltung ihrer raumlichen Beziehungen ins Tectum. Die Axone der RGCs entwickeln
entlang der anteriorposterior-, sowie der dorsoventral-Achse eine topographische Karte der Retina auf dem
Tectum. Dabei zielen die Axone der nasalen Neuronen in die posterioren Bereiche des Tectums, die Axone
temporaler Neurone hingegen steuern die anterioren Abschnitte an. Die anterior-posteriore Achse von Retina
und Tectum wird dabei durch mehrere verschiedene A-Liganden und A-Rezeptoren des ephrin-/ EphA-
Systems in gegenlaufigen Gradienten markiert. Diese Gradienten sogen daflr, wie weit z.B. ein temporales
Axon entsprechend seines Gehaltes an z.B EphA3 entlang der anterior-posterior-Achse in das Tectum
einwachst (Drescher et al., 1995; Drescher et al., 1997).

Untersuchungen bei Maus und Xenopus (Mann et al., 2002a) legen nahe, dass die Ausbildung der
dorsoventral-Achse durch efnb-/ EphB-Gradienten realisiert wird. EphB-Rezeptoren werden in der Retina in
einem Gradienten exprimiert, dessen Konzentration bei der Maus von dorsal nach ventral zunimmt. EphrinB
wird in einem steigenden Gradienten entlang der lateral-medial Achse des Superior Culliculus gebildet.

Ventrale Axone, die auf Ziele hoher efnb-Konzentrationen projizieren, exprimieren ebenfalls hohe
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Konzentrationen an EphB-Rezeptoren, was im Widerspruch zu der den Ephrinen vornehmlich

zugeschriebenen repulsiven Wirkung steht und flir eine attraktive Wirkung spricht.
Plastische Remodellierung der synaptischen Verbindungen

Fur die Funktionalitat des Gehirns etablieren die Neurone unzéhlige Synapsen zu anderen Neuronen. Fiir
exzitatorische Synapsen bilden nachgeschalteten Zellen kleine dornenéhnliche Strukturen auf der Oberfléache
ihrer Dendriten aus, die Spines genannt werden (zur Ubersicht Bonhoeffer and Yuste, 2002). Morphologische
Anderungen der Spines stehen mit der synaptischen Plastizitat in Zusammenhang. Wahrend der Entwicklung
bilden sich die Spines aus langen, diinnen dendritische Filopodien, die sich zu kurzen, gedrungenen und
pilzférmigen Dornen umbilden. Diese mophologischen Veranderungen sind reversibel und werden durch
lokale Signale und neurale Aktivitat reguliert (Hering and Sheng, 2001).

Auch hierbei spielen die Molekiile des ephrin-/ Eph-Systems eine Rolle. Eine Arbeit von Murai und
Kollegen (Murai et al., 2003) zeigt z.B., dass die Eph-Rezeptoren an der Regulierung der Spine-
Morphogenese von hippocampalen Neuronen beteiligt sind. Nach Stimulation mit efna3-FC zeigen die
dendritischen Spines der Neurone in Slice-Kulturen eine deutliche Verkrzung. Dieser Effekt konnte nicht
beobachtet werden, wenn die hippocampalen Slice-Kulteren von EphA4-Knockout Mausen gewonnen
wurden. Hier waren die Spines langer und von eher irreguldrer Gestalt. Die Expression von efna3 konnte
dabei auf den Astrozyten lokalisiert werden. Dies zeigt, dass sogar die neuronalen Gliazellen in die Prozesse

der Plastizitat involviert sind und somit mehr als nur trophische Funktionen, wie friiher gedacht, ausiiben.






2. Zielstellung

Die hochkomplexe Verdrahtung des Gehirns mit seinen Milliarden von Zellen und Zellkontakten wird durch
eine vergleichsweise geringe Zahl an Gen-Familien von Lenkungsmolekilen realisiert, die allerdings in
komplexen Kombination das Verhalten der Neuronen und Neuriten wahrend der embryonalen Entwicklung
steuern.

Die Gene des ephrin-/ Eph-Systems stellen eine Familie dieser Lenkungsmolekiile dar, deren
Funktionen bei den Prozessen der Entwicklung des Nervensystems in einer Vielzahl von In-vitro und In-vivo
Experimenten untersucht und nachgewiesen wurde. Allerdings zeigt sich, dass das Ausschalten einzelner
Gene des ephrin-/ Eph-Systems oft zu keinen entscheidenden Veranderungen in der Entwicklung des
Gehirns fiihrt. So ist anzunehmen, dass die verschiedenen Mitglieder in einem komplexen Zusammenspiel
von mehreren Liganden und Rezeptoren wahrend der Entwicklung des Gehirns wirken.

Um herauszufinden welche Gene des ephrin-/ Eph-Systems wahrend der Entwicklung des
thalamokortikalen Systems der Maus des Stammes C57BL/6 eine Rolle spielen, soll eine umfassende
Expressionsanalyse von allen Mitgliedern des ephrin-/ Eph-Systems mittels In-situ-Hybridisierung
durchgefiihrt werden. Hiefir wurden konsekutive, koronale Kryostatschnitte des Gehirns angefertigt und mit
den jeweiligen Ribosonden unter hochstringenten Bedingungen hybridisiert. Um die gesamte Entwicklung des
thalamokortikalen Systems in einzelne entwicklungsbiologische Prozesse aufzuschliisseln, wurden die
Expressionsmuster des Kortex, des Thalamus und des ventralen Telencephalon in den embryonalen Stadien
E14, E16 und E18, sowie im Kortex und im Thalamus zusatzlich in den postnatalen Stadien P6 und P28
analysiert. Die verschiedenen Hirnbereiche beeinflussen sich wahrend der Entwicklung durch zahlreiche
Wechselwirkungen gegenseitig. So liefert das ventrale Telencephalon den Grofteil der GABAergen
Interneuronen fiir den Kortex. Der Thalamus sendet zahlreiche Axone in den Kortex und beeinflusst dadurch
ebenso die Kortexentwicklung wie das ventrale Telencephalon. Das thalamokortikale System stellt in der
Entwicklung wie auch in der Funktion eine Einheit dar, und soll auch in diesem Sinne untersucht werden. Die
gewahlten Altersstadien stellen die Zeitpunkte der wichtigsten Etappen in der Entwicklung des
thalamokortikalen Systems dar. Sie schlieRen die entwicklungsbiologischen Prozesse wie neuronale
Proliferation (E14 und E16), radiale und laterale Migration (E14 und E16), thalamokortikale sowie
kortikothalamische Projektionen (E14, E16 und E18) ein. In den postnatalen Stadien vollziehen sich vor allen
die Inter- und Intralaminaren Verknlpfungen (P6), sowie die synaptische Remodellierung zur Schéarfung der
arealspezifischen Verknlpfungen (P6 und 28).

Der Bezug der Expressionsmuster der Gene des ephrin-/ Eph-Systems zu den entscheidenden

entwicklungsbiologischen Prozessen stellt den Mittelpunkt der Fragestellung dieser Arbeit.






3. Material und Methoden

3.1. Materialien und Organismen

3.1.1. Chemikalien

Die meisten der verwendeten Grob- und Feinchemikalien stammen von der SIGMA-ALDRICH Firmengruppe
(http://www.sigma-aldrich.com) oder von MERCK (http://www.merck.de) und waren von analytischer Reinheit.
Wurden Chemikalien anderer Firmen benutzt, ist dies an entsprechender Stelle vermerkt.

H,0 steht im weiteren Verlauf fiir deionisiertes Wasser aus einer Wasseraufbereitungsanlage (Elga).

3.1.2. Losungen, Puffer und Medien

Als Lésungsmittel wurde in allen Féllen H.O verwendet. Die pH-Werte beziehen sich auf Raumtemperatur.

Die Prozentangaben sind, sofern nicht anders angegeben, als Masse pro Volumen (m/ V) —Angaben zu

verstehen.
10 x Ladepuffer Bromphenolblau 0,25 %
Glycerin 40 % viv
20 x SSC NaCl 3M
Trinatriumcitrat 0,3M
pH 7; eingestellt mit HCI
Kresylviolett-Losung Kresylviolett 29
Natriumacetat 2,29
Essigsaure, konzentriert 4ml
H20 auffillen auf 400ml
50 x Denhardts Reagens BSA 10 mg/ml
Ficoll (MW=400kD) 10 mg/ml
Polyvinylpyrrolidon (MW=10kD) 10 mg/ml
50 % viv
Hybridisierungspuffer Formamid 5x

SSC
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In-situ-Hybridisierungsldsung fiir Kryostatschnitte

Formamid 50 % viv
SSC 5x
Denhardt’s Reagens 5x
Torula-Hefe RNA 0,4 mg/ml
tRNA aus S.cervisiae 0,1 mg/ml
Die Torula-Hefe RNA wurde zuvor durch Proteolyse von RNase-Kontaminationen gereinigt (25 mg/ ml
Torula-Hefe RNA Typ VI [SIGMA] in 10 mM Tris:HCI pH = 7,5; 5 mM EDTA; 0,5%SDS in Gegenwart von
5 npg / ml Proteinase K [EC 3.4.21.14, ROCHE MOLECULAR BIOCHEMICALS,
http://www.biochem.roche.com] (iber Nacht bei 55 °C inkubiert, danach zweimal mit Phenol und einmal
mit Chloroform extrahiert; Ethanolfallung; Aufnahme in TE-Puffer pH = 7,5).
In-situ-Hybridisierungslésung fir Whole mount Préparate
Formamid 50 % viv
SSC 5x
Torula-Hefe RNA 0,2mg/ml
Tween-20 0,1%
SDS 0,2%
EDTA 5mM
LB/Amp bzw. LB/Tet Ampicillin bzw. Tetracyclin 50 pg/ml
im respektiven LB-Medium;
Zusatz nach Abkihlen auf < 50 °C
LB-Agarplatten Bakterienagar 15 g/l
in LB-Medium; autoklaviert
und in Polystyrol-Petrischalen
(8 cm Durchmesser) gegossen.
LB-Medium Pepton 10 g/l
Hefeextrakt 59l
NaCl 59l
1M NaOH 1 mlfl
autoklaviert
MaBS Maleinsaure 0,1M
NaCl 0,15M

pH 7,5; eingestellt mit NaOH
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MOPS-Puffer 3 -Morpholinopropansulfonsaure 20 mM
Natriumacetat 5mM
EDTA 1TmM
pH 7,0; eingestellt mit NaOH

PBS NaCl 8l
KCI 0,2 g/l
Na,HPO,2 H,0 1,15 g/l
KH,PO, 115 g/l
pH 7.,4; eingestellt mit HCI oder NaOH

Reaktionspuffer Tris 0,1M
NaCl 0,1M
MgCl, 5 mM
pH 9,5; eingestellt mit HCI

RNase A-Losung RNase A 10 mg/ml
frei von DNase Aktivitat
durch 20-minitiges Kochen

SOC-Medium Pepton 20 g/l
Hefeextrakt 54/l
NaCl 0,549/
KCl 2,5mM
MgCl, 10 mM
1 M NaOH 1 mlifl
Nach autoklavieren Zusatz von Glukose 3,649/

Stet-Puffer Saccharose 8 %
Tris (FLUKA) 50 mM
EDTA 50 mM
Triton X-100 0,1 % viv

pH 8; eingestellt mit HCI
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TAE-Puffer Tris 40 mM
Essigsaure 20 mM
EDTA 1mM

TBE-Puffer Tris 90 mM
Borsaure 90 mM
EDTA 1mM

TE-Puffer Tris/HCI 10 mM
EDTA 1mM
pH 8

3.1.3.Nukleinsauren, Polymerasen und Antikorper

a. Primer

1) Hexanukleotidprimer
Als Primer fiir die RNA-abhéngige cDNA-Synthese wurden sogenannte Random-Primer (INVITROGEN,
http://www.invitrogen.com) verwendet. Sie bestehen aus hexameren Oligodesoxyribonukleotiden zufalliger

Sequenzabfolge.

2) Genspezifische Primer
Alle fir die genspezifische Amplifikation aus cDNA verwendeten Primer wurden von MWG-BIOTECH
(www.mwg-biotech.com) synthetisiert. Die Primer sind fiir die Klonierung in einen Vektor mit einem Linker
versehen, welcher eine Restriktionsschnittstelle enthalt. Das gelieferte Lyophilisat wurde fiir den Gebrauch in
sterilem Wasser zu einer Endkonzentration von 100 pmol/ul geldst. In Tabelle 3-1 sind die Primersequenzen
in 5" - 3" Richtung angegeben, wobei der genspezifische, komplementéare Bereich in groRen und der Linker-

Teil in kleinen Buchstaben geschrieben ist.
b. DNA-Langenstandard

Als Langenstandard fiir die Agarosegelelektrophorese wurde die 1 kb Plus DNA-Leiter (INVITROGEN)
verwendet. Die darin enthaltenen FragmentgréRen in bp sind: 12000, 11000, 10000, 9000, 8000, 7000, 6000,
5000, 4000, 3000, 2000,1650, 1000, 850, 650, 500, 400, 300, 200 und 100. Fiir die in der Arbeit verwendete
Zusammensetzung des Standards entfallen acht Prozent der Gesamtmasse auf die FragmentgroRe von
1650bp.
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Tabelle 3-1: Position und Eigenschaften der verwendeten Primer. Die Acc# (Accession number) ist die Zugangsnummer
fir die Referenzsequenz des jeweiligen Gens in der NCBI Datenbank (www.ncbi.nlm.nih.gov). Die Primersequenz ist in
5 - 3 Richtung angegeben. Die in Kleinbuchstaben dargestellte Nukleotidsequenzen sind keine zur Referenzsequenz
komplementérere Bereiche. Sie enthalten die fiir die Klonierung nétigen Restriktionsschnittstellen (Unterstreichung). Die
Position gibt den amplifizierten Abschnitt der Referenzsequenz an und gibt die FragmentgréRe wieder, wobei Position1
das Adenin des Startcodons ist

Gen Acc# Primersequenz Position

Gbx2 | NM_010462 | for aagagctcGCACCCTCACCACCAGATCCC 231 - 744
rev taggtaccCCGGTTCTTGCCTGTGGACGTG

Lhx2 | NM_010710 | for gtggagctcGTGGACAAGACGTCAGATGC 997 - 1516
rev gcggataccTACGGAAGCTCTCAGCCAAC

Lhx6 | NM_008500 | for tgaataccAAGGTAGAGCCTCCCATGTACG 248-714
rev tggagctcGCCCTCTTGAGGTTCTCGATC

Ngn2 | NM_009718 | for gccgagctcAACTCCACGTCCCCATACAG 661 - 1339
rev gccgataccTACAGGTGAAATTCCCACAGC

Efna5 | NM_010109 | for aggataccGCTACGCCGTCTACTGGAAC 106 - 637
rev aaccqcggGACGGGAGGAGACTGTGCTA

Otx1 | NM_011023 | for tttccgcggCAGTACGCTCTCGCTCTCA 1328 - 1955
rev ccagataccAACCACCATCGTTTGAGGAAG

Cux2 | NM_007804 | for gcagagcetcCGGCGTTCCTGAGTGTTTAT 74 - 865
rev tcaggtaccGTTTCTCTATGGCCTCGGACT

c. Vektoren

Die fiir die verwendeten RNA-Sonden kodierenden DNA-Sequenzen sind in den Vektor pBluescript | KS
(STRATAGENE, http://www.stratagene.com) inseriert. Dieser Vektor ist ein 2961 bp langes, von dem Plasmid
pUC19 abgeleitetes Phagemid. Fir den hier vorliegenden Verwendungszweck sind seine wichtigsten
Eigenschaften: 1. der ColE1 Replikationsursprung flr eine unabhéngige Replikation des Plasmids in E. coli
mit hoher Kopienzahl; 2. das B-Laktamase-Gen fiir die Ampicillin-Resistenz fir die Selektion transformierter
Bakterien; 3. die Multiple Cloning Site (MCS) mit 21 einmaligen Schnittstellen flir Restriktionsendonukleasen;
4. Insertion der MCS in ein C-terminal deletiertes Fragment des B-Galaktosidase-Gens (das vorhandene Gen
ergibt also das a-Fragment) fiir die Blau / WeiR-Selektion auf Rekombinanten durch a-Komplementation in
Wirtsbakterien, in denen die Expression des im Vektor deletierten w-Fragmentes induziert werden kann; 5.
Die Promotoren fiir die T3- und T7-RNA-Polymerase, die die MCS flankieren.

d. Rekombinante Plasmide

Die Genfragmente fiir die Molekile des gesamten ephrin / Eph — Systems (mit Ausnahme von
EphrinA5) zur Herstellung von in-situ-Sonden wurden zuvor im Rahmen einer Diplomarbeit in Vektoren
kloniert (Merz, 2003). Hierfiir wurde aus Hirnen von Mausembryonen (C57BL/6J) mRNA isoliert, diese in
cDNA umgeschrieben und mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit genspezifischen Primern
entsprechende Fragmente amplifiziert. Die rekombinanten Plasmide wurden anschliefend in E. coli (siehe
3.1.4.b) transformiert. Die Strategie fiir die Auswahl der genspezifischen Fragmente jedes einzelnen Molekiils

sollte die eindeutige Identifizierung der entsprechenden Transkripte in einer In-situ-Analyse garantieren. Hier
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fur kam bei den Eph - Rezeptoren ausschliellich der extrazellulare Sequenzbereich in Frage, wohingegen bei

den Ephrinen in der gesamten Sequenz geniigend divergente Bereiche auffindbar waren.

Tabelle 3-2: Charakterisierung der verwendeten Plasmide mit den Insertionen der Genfragmente des ephrin-/ Eph-
Systems sowie Cadherin 6 und Cadherin 8' (verandert nach (Merz, 2003)

Lange des . '5' '3' L.i_neari.sierung sense- GC - Gehalt

Inserts Insertbereich | Klonierungs- | Klonierungs- | fir antisense- | Insertions- o

[bp]! seite seite Transkription richtung in %

Efna1 491 58 - 549 Kpnl Sacl Kpnl T3 -T7 52,5
Efna2 1016 162 - 1178 Kpnl Sacl Kpnl T3 -T7 59,1
Efna3 866 290 - 1156 Apal Sacl Apal T3 =T7 56,0
Efnad 544 154 — 698 Sacll Kpnl Sacll T7 - T3 58,0
Efnab 531 106 - 637 Kpnl Sacll Kpnl T3 -T7 50,0
Efnb1 820 802 - 1622 Kpnl Sacl Kpnl T3 -T7 55,8
Efnb2 1206 755 - 1961 Kpnl Sacl Kpnl T3 -T7 58,1
Efnb3 818 137 - 955 Sacl Kpnl Sacl T7 - T3 62,4
EphA1 907 264 - 1171 Sacll Kpnl Sacll T7 - T3 56,6
EphA2 889 684 - 1573 Kpnl Sacl Kpnl T3 -T7 60,0
EphA3 996 257 - 1253 Kpnl Sacl Kpnl T3 -T7 49,31
EphA4 686 75-761 Sacl Kpnl Sacl T7 - T3 51,4
EphA5 742 903 - 1645 Kpnl Sacl Kpnl T3 -T7 46,7
EphA6 1249 227 - 1476 Kpnl Sacl Kpnl T3 -T7 455
EphA7 324 2368 - 2692 Kpnl Sacl Kpnl T3 -T7 48,4
EphA8 838 1120 - 1958 Sacll Kpnl Sacll T7 - T3 60,0
EphB1 871 609 - 1480 Sacl Kpnl Sacl T7 - T3 55,3
EphB2 885 1133-2018 Sacll Kpnl Sacll T7 - T3 55,2
EphB3 975 2473 - 3448 Sacll Kpnl Sacll T7 - T3 57,9
EphB4 956 2639 - 3595 Kpnl Sacl Kpnl T3 -T7 54,5
EphB6 1014 366 - 1380 Kpnl Sacl Kpnl T3 -T7 61,56
Cadé 1028 200-1228 BamH1 BamH1 Smal T7 - T3 51,3
Cad8 1586 -229-1347 BamH1 BamH1 Smal T7 - T3 45,0
Gbx2 514 231-744 Sacl Kpnl Sacl T7 - T3 62,0
Lhx2 519 997 - 1516 Sacl Kpnl Sacl T7 - T3 49,0
Lhx6 466 248 - 714 Kpnl Sacl Kpnl T3 -T7 57,0
Ngn2 686 661 - 1147 Sacl Kpnl Sacl T7 - T3 52,0
Cux2 791 74 - 865 Sacl Kpnl Sacl T7 - T3 60,0
Otx1 627 1328 - 1955 Sacll Kpnl Sacll T7 - T3 48,0

Des weiteren wurde beim Design der Sondentemplates darauf geachtet, die Sensitivitat der einzelnen In-situ-

Sonden in etwa gleich zu gestalten, um eine Abschatzung der Intensitdten der Expressionsmuster im

1 Die verwendeten Sonden von Cad6 und Cad8 wurden freundlicher Weise Prof. Dr. Dr. Redies zu Verflhgung gestellt.
Der verwendete Vektor ist hier pBluescript Il SK im Gegensatz zu allen anderen, fiir die pBlueskript | KS verwendet
wurde.
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Vergleich zu ermdglichen. Um eine mdglichst hohe Sensitivitat zu erreichen, wurde eine Template-Lange von
490 - 1250 bp gewahlt. Die Genfragmente wurden durch Kombinationen der Restriktionsenzyme Kpnl, Sacl,
Sacll und Apal in die MCS des Vektors inseriert und sind somit mit den RNA-Polymereasen T7 und T3, deren
Promotoren die MCS flankieren, transkribierbar. In der Tabelle 3-2 ist eine Charakterisierung der verwendeten

Plasmide dargestellt.

e. Enzyme
T4 DNA-Polymerase FERMENTAS
(www.fermentas.de)
HotStart Tag-DNA-Polymerase GENAXXON BIOSCIENCE
(www.genaxxon.com)
RevertAlD H Minus MIMuLV Reverse FERMENTAS
Transkriptase
T3 RNA-Polymerase FERMENTAS
T7 RNA-Polymerase STRATAGENE
(www.stratagene.com)
Restriktionsendonukleasen: FERMENTAS
Sacl, Sacll, Kpnl, EcoRl
Shrimp Alkaline Phosphatase FERMENTAS
T4 DNA-Ligase FERMENTAS
DNase | (RNase-Free DNase Set) (www.qgiagen.com)
f. Antikorper
Schaf-anti-Digoxigenin (Fan)- ROCHE MOLECULAR BIOCHEMICALS
allkalische Phosphatase (AP) (www.biochem.roche.com)

3.1.4. Organismen

a. Versuchstiere

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieflich an Gewebematerial von M&usen des
Stammes C57BL/6J aus eigener Zucht vorgenommen. Die Tiere wurden in klimatisierten Rdumen bei einem
regelmaRigen Hell — Dunkelrhythmus (12h/ 12h) gehalten. Die Verpaarung der Mause erfolgte tiber Nacht.
Hierflir wurde am Abend der Mausbock dem Weibchen zugegeben und am darauffolgenden Tag wieder
entnommen. Fr altersspezifische Arbeiten wurde der Tag nach der Fertilisation als E1 (Embryonaltag 1) und
der Tag der Geburt als PO ( Postnataltag 0) bezeichnet. Fiir die Untersuchungen wurden die Altersstadien
E14, E16, E18, PO, P2, P4, P6 und P28 verwendet.
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b. Wirtsbakterien

Die Genfragmente enthaltenden Plasmide wurden in E. coli transformiert und Glyzerinstocks angelegt.
Verwendet wurde der E. coli-Stamm XLBlue MRF" (STRATAGENE; Genotyp: A(mcrA)183, A(mcrCB-
hsdSMR-mrr)173, endA1, supE44, thi-1, recA, gyrA96,relA1, lac, A, [F’, proAB, lacliZAM15, tn10(Tetr)]). Die
im vorliegenden Zusammenhang wichtigen Eigenschaften dieses Genotyps sind: 1. Inaktivierung des
EcoK-Restriktionssystems, das eingeschleuste  Fremd-DNA  zerstdren wirde (hsdSMR); 2.
Rekombinationsdefizienz zur Vermeidung der Insertion der eingeschleusten DNA in die chromosomale DNA
des Wirtes (recA); 3. Inaktivierung einer DNA-spezifischen Endonuklease zur Erhéhung der Ausbeute bei der
Plasmidpraparation (endA1); 4. N-terminal deletiertes 3-Galaktosidase-Gen (ergibt w-Fragment) fir die Blau /
Weilk- Selektion auf Rekombinante mit a-komplementierenden Vektoren (lacZAM15); 5. Effizienterer lac-

Repressor zur Vermeidung der ungewollten Expression potentiell toxischer Fusionsproteine von o-

komplementierenden Vektoren (lacl9); 6. Tetracyclin-Resistenz [tn10(Tet")] auf dem F’-Episom.

3.1.5. Gerate

Angegeben sind nur Gerate, deren Charakterisierung fiir die Beschreibung der durchgefiihrten Experimente

von Belang ist oder Gerate, die nicht handelsiblich sind.

Gerat

Wasser-Aufbereitungsanlage

Binokular

Modell

Purelab maxima

Leica Stereozoom S4E

Hersteller
Elga

Leica Microsystems

Fluoreszenzmikroskop Axiovert S100 Zeiss
Digitalkamera Canon Powershot G5 Canon
Elektrophorese PowerPacg,;, BioRad
Elekiroporations- Elektroporator 2510 Eppendorf
impulsgenerator
Elektroporations-kiivetten Model 620 BTX
Gel-Dokumentations-system BioDocAnalyze Video Biometra
Objekttrager-Streckertisch 0TS 40 Medite Medizintechnik
Hybridisierungsofen HB-1000 Hybridizer HI S25 UVP Grant BOEKEL
, Adobe" Photoshop 6.0.1 Adobe
Photobearbeitungssoftware Imaged 1.33u National Institute of Health
Kryostat Modell CM 3050-1-1-1 LEICA
Vibrating Microtom Vibroslice 550752/M TSE-Systems
Thermocycler T3 Thermocycler Biometra
UV-Transilluminator UV Transilluminator TI2 Biometra
miniSpin® Eppendorf
Zentrifugen Hereaus®Megafuge® 1.0 R Kendro
DNA,,, Speed Vac® ThermaSavant
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3.2. Methoden

3.2.1 Praparation und Isolierung der Maushirne

a) Praparation eines embryonalen Hirns:

Die trachtige Maus wurde intraperitoneal mit 1 ml 7%igem Choralhydrat in PBS narkotisiert. AnschlieRend
wurde der Bauch mit einer chirurgischen Pinzette und einer Schere geéffnet, der gesamte Uterus mit den
Embryonen entnommen und in einer Petrischale in PBS auf Eis gelagert. Unter dem Binokular wurden
anschlieBend mit Pinzette und einer feinen Schere die einzelnen Embryonen aus dem Uterus und der
Fruchtblase herausprapariert und dekapitiert. Die Schédelkapsel konnte durch die noch weichen, knorpeligen
Schadelplatten mit zwei Pinzetten gedffnet und das Hirn entnommen werden.

Fir eine anschlieBende Nukleinsdurepraparation wurde das Gewebe direkt weiterverarbeitet. Waren
die Hirne fiir das Herstellen von Kryostatschnitten gedacht, wurden sie im Anschluss an die Praparation in
flissigen Stickstoff schockgefroren. Fiir die Altersstadien E14 und E16 wurden ganze Kdpfe eingefroren. Bis
zur Verwendung wurden die tiefgefrorenen Hirne bei -80°C gelagert. Fir Whole-mount-Untersuchungen und
Tracing-Experimente mit Dil (1,1"-Dioctadecyl-3,3,3',3-tetramethylindocarbocyanin-Perchlorat) wurden die
embryonalen Hirne mit 4%igem PFA in PBS Uber Nacht in der Kalte immerssionsfixiert. Die fiir Whole-mount-
Untersuchungen vorgesehenen Hime wurden aus dem Fixativ in einer Methanolreihe (25%, 50%, 75%,
100%, 100% in PBS fiir je 5 Minuten) entwassert und in 100% Methanol bei -20°C gelagert.

b) Praparation von jungen postnatalen und adulten Hirnen:

Die jungen postnatalen Méause (bis P10) wurden mit einer grolen Schere dekapitiert. Bei alteren Tieren
erfolgte vor der Dekapitation eine Narkose mit 7%igem Choralhydrat (siehe oben). Unter dem Binokular
wurden die Haut bzw. das Fell (iber der Schadelkapsel mit Pinzette und Schere abprapariert. Um die
Schadelkapsel zu 6éffnen, schiebt man einen Schenkel der Schere durch das Hinterhauptsloch vorsichtig nach
vorne und flihrt anschlielend in horizontaler Ebene einen Schnitt auf beiden Seiten des Schadels. Auf beiden
Seiten wurde nun das Jochbein durchtrennt sowie die Frontalschadelplatte entlang der Sutura nasofrontalis.
Die Schadelkapsel konnte vorsichtig geteilt werden, wobei das Hirn in der oberen Schadelhalfte verbleibt. Das
Hirn ist jetzt von ventral sichtbar. Stérende Gewebestlicke und Knochenspangen wurden beseitigt. Mit einer
Pinzette konnte der Schéadelknochen (iber dem Bulbus olfactorius gefasst und mit einer Schere mitsagittal
(entlang der mittleren Schadelnaht) ein kleiner Schnitt gefiihrt werden. Danach wurden mit Hilfe einer zweiten
Pinzette beide Schadelplatten auseinander gezogen. Dabei ldste sich eine Knochenplatte komplett ab. Mit
einem stumpfen Spatel konnte nun das Hirn vollstandig aus der Kapsel enthommen werden.

Fir das Herstellen von Kryostatschnitten wurden die Hirne in mit Trockeneis gekiihltem Isopentan

(ca. -40°C) tiefgefroren und ebenfalls bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.
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3.2.2 MaRnahmen zur Reduktion von Ribonuklease (RNase)-Kontamination

Fur alle Arbeiten mit RNA wurden mdglichst RNase-freie Bedingungen geschaffen, um Degradationen durch
Ribonukleasen zu verhindern. Hierfir wurden in den Experimenten verwendete Glas- und Metallgerate 3h bei
180 °C erhitzt, oder Einweggerate benutzt. Bendtigte Chemikalien wurden flr Arbeiten mit RNA gesondert
bereitgestellt und RNase-frei gehalten. Ldsungen, die keine starken Nukleophile, enthalten und autoklavierbar
sind, wurden mit 0,1 % Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt (d.h. bis zur Auflésung des Esters geriihrt und
autoklaviert). Nicht mit DEPC behandelbare Ldsungen wurden unter RNase-freien Bedingungen mit DEPC
behandeltem Wasser (H.OPT = mit DEPC behandeltes Wasser) angesetzt (zB. 1M TrisP®¥ = 1M Tris mit
H,0PT). Geréate aus Kunststoff, die nicht gebacken werden konnten, wurden weitgehend von RNasen befreit,
indem sie als erstes griindlich mit Spulmittel und danach mit Ethanol gewaschen wurden. Anschlieffend
kamen sie fur 10 min in 3 %iges Wasserstoffperoxid in H,OPT. Abschliefend wurde die Gerate mit H,OPT

griindlich abgesplilt. Bei allen Rnase-freien Arbeiten wurden Handschuhe getrage.

3.2.3. Gewinnung und Reinigqung von Nukleinsauren

a. Praparation und Isolierung totaler RNA aus Gewebestiicken

Fur die Isolierung von totaler RNA wurden frisch praparierte E14 Maushirne in Stiicke zerteilt und in 1ml
TRIzol” (INVITROGEN) mit einem 2ml Potter- Homogenisator homogenisiert. Das im TRIzol" enthaltenen
chaotrope Salz Guanidinisothiocyanat denaturiert dabei sehr effektiv Proteine einschlieBlich freiwerdender
RNasen. Nach Zugabe von 200 pl Chloroform und Durchmischung kommt es zur Phasentrennung. Die RNA
des homogenisierten Gewebes tritt in die wassrige Phase (ber, die Proteine und die DNA verbleibt in der
organischen Phenolphase und sammeln sich beim Zentrifugieren in der Interphase. Zur Unterstiitzung der
Phasentrennung kamen Zentrifugenréhrchen mit ,PhaseLockGel™ heavy“ (EPPENDORF) zum Einsatz.
Dieses Silikongel schiebt sich beim Zentrifugieren (20min, 150009, 12°C) zwischen die organische und
wassrige Phase und vereinfacht somit die volistandige Abnahme und Uberfiihrung der wéssrigen Phase in ein
neues Eppendorfcup. Die weitere Aufreinigung der totalen RNA erfolgte durch eine Saulenchromatographie
mit dem ,RNeasy Kit mini* (QIAGEN). Hierfir wurde der abgenommenen Phase 312ul Ethanol zugegeben
und die Lésung wurde anschliefend auf die Silicagel-Saule gegeben, an welche die RNA unter
Hochsalzbedingungen bindet und bei der Zentrifugation (15sec, 8000g, 4°C) zurlickgehalten wird. Die Saule
wird mit 700l des im Kit* befindlichen Puffers RW1 gewaschen und zentrifugiert (15sec, 8000g, 4°C). Um
eventuelle Kontaminationen von genomischer DNA zu beseitigen, wurde die Probe auf der S&ule mit
Desoxyribonuklease | aus dem ,RNase-Free DNase Set* (QIAGEN) entsprechend dem beiliegenden Protokoll
behandelt. AnschlieBend wurde die Saule in drei Schritten mit 350ul RW1-Puffer, 500ul RPE-Puffer und
500l 70%igen Ethanol gewaschen und jeweils zentrifugiert (15sec, 8000g, 4°C). Im Anschluss wurde die
Saule fur 3min bei 150009 trocken zentrifugiert. Um die Probe unter Niedrigsalzbedingungen zu eluieren,

wurden 30ul H2OPT zugegeben, eine Minute inkubiert und zwei Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert
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(8000g). Die Konzentration und Reinheit der Proben wurde am UV-Spektrometer bestimmt, die Qualitat der

RNA wurde auf einem denaturierenden Formaldehyd-Gel kontrolliert (siehe 3.2.6).

Lagerung von RNA:
Die RNA wird bei -80°C gelagert. Um Veranderungen der Pufferzusammensetzung beim Phaseniibergang
mdglichst gering zu halten wurde die RNA in fllissigem Stickstoff eingefroren. Auch beim Auftauen fir den

Gebrauch erfolgte die Temperaturdnderung moglichst schnell.
b. Isolierung von polyadenylierter-RNA

Mit lediglich zwei bis fiinf Prozent ist der Anteil von mRNA an der gesamten RNA in einer Zelle relativ gering.
Der Uberwiegende Teil besteht aus ribosomaler RNA, transfer-RNA und anderen kleinen RNA-Molekilen mit
hoher Kopienzahl. Mit wenigen, fiir den Verwendungszweck in dieser Arbeit vernachlassigbaren Ausnahmen,
sind alle mRNA-Molekile am 3°-Ende polyadenyliert. Die Aufreinigung von mRNA aus der gesamten RNA
beruht daher auf einer Bindung von polyadenylierter RNA an Oligo-dT-Nukleotide. Der verwendete
Oligotex® mRNA Kit  (QIAGEN) beinhaltet eine Suspension kleiner Polystyrol-Latexkiigelchen — mit
angehangten  Oligo-dT-Nukleotiden, die der RNA-Ldsung zugegeben werden. Unter hohen
Salzkonzentrationen hybridisiert polyadenylierte RNA an die Oligo-dT-Nukleotide, wobei gemaR des
Herstellerprotokolls verfahren wurde. Nach den anschlieRenden Filtrations- und Waschschritten, werden unter
Bedingungen mit niedriger lonenstarke und hoher Temperatur die poly-(dT-A)-Hybride destabilisiert und die
zuriickgehaltenen Molekiile eluiert. Konzentration und Reinheit werden mittels UV-Spektroskopie bestimmt
(siehe 3.2.6).

c. Isolierung von Plasmid-DNA aus der Flussigkultur ("Miniprep")

Als Erstes wurden die in 5ml-Uber-Nacht-Kulturen gewaschenen Bakterien geerntet. Hierfiir wurde die
Fliissigkultur schrittweise in 2ml Eppendorf-Cups {berfiihrt und bei 6000g 2 min zentrifugiert. Die Uberstande
wurden verworfen. Die Isolierung des Plasmides aus dem Bakterien-Pellet erfolgte mit dem QIAprep-Spin-
Miniprep-Kit (QIAGEN). Das System beruht auf der Methode der Plasmidpraparation durch alkalische Lyse
(Birboim, 1979). Dabei werden die Bakterien unter Einwirkung von NaOH und SDS aufgeschlossen. Die
meisten Proteine und die DNA werden denaturiert. Die kirzer-strangige Plasmid-DNA renaturiert schnell nach
der anschlieRenden Neutralisation wieder, wobei nur die chromosomale DNA und die Proteine ausfallen. Die
in Losung bleibende Plasmid-DNA wird durch eine Saulenchromatographie an einer Silicagelséule unter
Hoch-Salz-Bedingungen gebunden und somit vom Uberstand getrennt und anschlieRend unter Niedrig-Salz-
Bedingungen wieder aus der Saule heraus gewaschen und in 50 ul TE-Puffer aufgenommen. Diese Methode
sorgt fiir relativ groRe Ausbeuten (ca. 20 g pro 5 ml-Ubemacht-Kultur) bei einem hohen Reinheitsgrad. Die
Konzentration und Reinheit der Proben wurde am UV-Spektrometer bestimmt, die Qualitat der Plasmid-DNA

wurde auf einem Agarosegel kontrolliert (siehe 3.2.6).
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d. Aufreinigung von amplifizierten Nukleinsaure mit dem ,,PCR-Purification-Kit*

Fur die Aufreinigung von DNA zwischen 100 bp und 10 kb kann das ,QIAquick PCR Purification Kit* von
QIAGEN genutzt werden. Insbesondere die durch PCR (Polymerase-Kettenreaktion) amplifizierte DNA wurde
mit dieser Methode gereinigt. Die Nukleinsdure bindet unter hohen Salzkonzentrationen an die Séule und
kann durch Wasser eluiert werden. Die Konzentration und Reinheit der Proben wurde am UV-Spektrometer

bestimmt, die Qualitdt der DNA wurde auf einem Agarosegel kontrolliert (siehe 3.2.6).
e. Isolierung von Nukleinsaure durch Ethanolfallung

DNA und RNA konnen aus salzhaltigen Losungen (0,3 M Natriumacetat fir DNA, 0,4 M Lithiumchlorid fiir
RNA) durch Zugabe des 2-fachen Volumens fir DNA bzw. des 2,5-fachen flir RNA eiskalten, absoluten
Ethanols quantitativ geféllt werden. Die Prazipitation erfolgt =30 min bei -20 °C. Nach dem Pelletieren
(15000 g, 15 min bei 4 °C) wird das Prazipitat mit dem gleichen Volumen 70 %-igem Ethanol gewaschen, an
der Luft getrocknet und letztlich in H,O oder TE-Puffer (fur RNA H,OPT oder TEPW-Puffer) aufgenommen.

Schneller kann in der SpeedVac-Zentrifuge getrocknet werden. Die Konzentration und Reinheit der Proben

wurde am UV-Spektrometer bestimmt, die Qualitdt wurde auf einem Agarosegel kontrolliert (siehe 3.2.6).

3.2.4 Enzymatische Manipulation von Nukleinsauren

a. Schneiden der DNA mit Restriktionsendonukleasen

Um DNA restriktionsendonukleolytisch zu schneiden, wurden generell 10 Units Enzym pro Mikrogramm DNA
und Stunde eingesetzt. Anhand dieser Regel fiir einen zehnfachen Uberverdau wurde entsprechend
Restriktionsenzym fir unterschiedliche Mengen DNA und variable Inkubationszeiten gewahit. Alle
verwendeten Enzyme wurden im mitgelieferten Puffersystem bei 37 °C, sowie die DNA unter einer

Konzentration von 100 ng/ul eingesetzt.
b. Erzeugung stumpfer Enden

3"-Uberhange wirken sich stérend auf in vitro-Transkriptionen durch T3- und T7-Polymerasen aus. Zu ihrer
Entfernung werden pro Mikrogramm DNA 3 units T4-DNA-Polymerase, Nukleotide zu einer Endkonzentration
von 100 uM je Nukleotid und falls nétig Puffer zugegeben. Im RE-Puffersystem besitzt die Polymerase
ausreichend hohe Aktivitdt. Enden mit 5-Uberhdngen werden durch die 5°->3-Polymeraseaktivitat der
verwendeten Polymerase aufgefiillt, 3’-iberhédngende Nukleotide durch die 3'->5-Exonukleaseaktivitat

abgebaut. Nach 20 Minuten bei 11 °C wird die Reaktion durch 10-minitiges Erhitzen auf 70 °C gestoppt.
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c. Dephosphorylierung

Die Dephosphorylierung der Vektor-DNA verhindert deren Religation ohne ein zusatzlich inseriertes
Fragment. Unter Verwendung des mitgelieferten SAP-Puffers,oder im RE-Puffersystem wird pro Picomol
freier Phosphatenden ein unit Phosphatase eingesetzt. Nach einer Reaktionsdauer von 30 Minuten bei 37 °C

wird das Enzym 15 Minuten bei 65 °C vollstandig inaktiviert.
d. Ligation

Die Ligationen erfolgten mit 2,5 ng dephosphorylierter Vektor-DNA pro Mikroliter Ligationsansatz. Die fir eine
erfolgreiche Ligation in einem 3- bis 5-fachen Molekiilliberschuss einzusetzende Menge an Insert errechnet
sich nach folgender Formel:

Masse, ., = 3 bis 5 - Masse, , [ng] Lange, .. [op]/Lénge,,, . [bp]

Insert
Neben dem ATP-haltigen Ligasepuffer in einfacher Konzentration wurde fir einen 20 pl Ligationsansatz
6 units Enzym eingesetzt und mindestens 3 Stunden bei 11 °C, oder uber Nacht bei 4 °C im Kiihlschrank
inkubiert. Eine Inaktivierung der Ligase ist nicht notwendig; sie reduziert in der Regel die

Transformationseffizienz. Die ligierte DNA wurde direkt fiir eine Elektroporation von E.coli verwendet.

3.2.5 Synthese von Nukleinsauren

a. Gewinnung von cDNA durch reverse Transkription (RT-PCR)

Fir die Synthese von complementary DNA (cDNA) wurde isolierte polyadenylierte-RNA revers transkribiert.
Dazu wurden 50-200ng Poly-A*-RNA (zu einer Endkonzentration von < 20ng/ul) mit 200ng Hexanukleotid-
Primer versetzt. Zur Reduktion von Sekundarstrukturen wurde der Probenansatz fiir 10 Minuten bei 70°C
denaturiert und auf Eis abgeschreckt. Im Anschluss wurden der entsprechende Puffer in einfacher
Konzentration (1x), die Desoxyribonukleotide zu einer Konzentration von 1mM pro Nukleotid, 20 Units
Ribonuklease Inhibitor und eine dem gewéhlten Reaktionsvolumen entsprechende Menge an H,OPT
(Endvolumen 30ul) hinzu gegeben und zum Anlagern der Primer fir 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Dem Reaktionsansatz wurde des Weiteren 200 Units reverse Transkriptase hinzugefligt und fiir 60
Minuten auf 42°C inkubiert. Die cDNA-Synthese wurde durch 15 minitiges Erhitzen auf 70°C gestoppt. Das

Produkt kann ohne Aufreinigung fir die PCR verwendet werden.
b. Amplifikation von genspezifischen Sequenzen durch PCR

Fur die Amplifikation der Genabschnitte der in dieser Arbeit verwendeten Transkriptionsfaktoren wurden in
50ul Reaktionsvolumen pro Ansatz 20ng synthetisierte cDNA, 20pmol genspezifische Primer (siehe Tab.
3-1), Q-Solution (QIAGEN), der der Polymerase entsprechende Reaktionspuffer in einfacher Konzentration,
0,2mM je Desoxyribonukleotid, 1,5mM Magnesiumchlorid und 2,5 Units Hotstart Tag-Polymerase
(GENAXXON) eingesetzt. In einem ersten Schritt wurde fir das Hot-Start-Verfahren die Tag-Polymerase
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durch zweimin(tiges Erhitzen auf 95°C aktiviert.In jedem Anschlieenden Zyklus wurde der Ansatz fiir einen
Minute bei 94°C denaturiert. Fir die Primer-Hybridisierung (Annealing)in den ersten drei Zyklen wurde die
Temperatur 2-3°C unter die jeweilige Schmelztemperatur des verwendeten Primerpaares ohne
Linkersequenz (siehe Tab. 3-1) fiir 45 Sekunden gesenkt. Bei 72°C erfolgt nun die Verlangerung (Elongation)
der Primer fir eine Minute (plus eine Sekunde pro Zyklus) durch die aktivierte thermostabile DNA-
Polymerase. Die Genabschnitte wurden so erst einmal fir drei PCR-Zyklen vermehrt. In den folgenden 27
Zyklen wurde fir die Primer-Hybridisierung die Schmelztemperatur des Primerpaares mit der Linkersequenz

gewahlt.
c. Herstellung der Digoxigenin-markierten Sonden durch In-vitro-Transkription

Die Herstellung der Hybridisierungssonde (antisense-RNA) erfolgt durch In-vitro-Transkription von einem
DNA-Template mittels einer Bakteriophagen-RNA-Polymerase (T3 bzw. T7; siehe Tab. 3-2). Hierfir wurde
50 ng/ul der linearisierten Plasmid-DNA (Linearisierung durch Restriktionsverdau, Tab.3-2) in einem
20 pl-Ansatz mit einer Ribonukleotid-Makierungsmischung (Endkonzentration: je 0,4mM; Dig-RNA-Labeling-
Mix, ROCHE MOLECULAR BIOCHEMIKALS, http://biochem.roche.com), mit 0,5 Units/pl RNasin (ROCHE
MOLECULAR BIOCHEMICALS), einem RNase-Inhibitor aus humaner Placenta, und mit 2 Units/ul T3- bzw.
T7-Phagen-RNA-Polymerase vermischt und 2h bei 37 °C transkribiert. Wahrend der Reaktion werden
durchschnittlich alle 20 bis 25 Basen ein Digoxigenin-markiertes-Uridintriphosphat (Dig-11-UTP) eingebaut.
Die Reaktion wurde durch den Zusatz von 2,5ul 0,2M EDTAPT (pH = 8,0) zu einer Endkonzentration von
20mM beendet. Die entstandene Digoxigenin-markierten RNA-Sonde wurden anschliefend durch

Ethanolfallung gereinigt und in 20ul TEPT-Puffer aufgenommen.

3.2.6 Qualitative und quantitative Analyse von Nukleinsauren

Alle praparierten und synthetisierten Nukleinsduren wurden mit Hilfe der UV-Spektrometrie und der Gel-

Elektrophorese auf ihre Qualitat und Quantitat iberprift.
a. UV-Spektrometrie

Mit dem Spektralfotometer wurden die Extinktionen bei 260 und 280 nm gemessen und folgende

Beziehungen verwendet:

DNA- Doppelstrang: 1 OD2so entspricht 50 pg / ml
RNA: 1 ODaso entspricht 40 g / ml
Fir reine Nukleinsauren gilt: OD260 /ODgg0 = 1,8 bis 2,0
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b. Agarose-Gelelektrophorese mit TBE- bzw. TAE-Gelen

Fur die Gelelektrophorese wurden 1%ige Agarose-Gele in horizontalen Gelkammern eingesetzt. Flr die
Analyse von DNA wurde das Agarose-Gel mit TBE-Puffer fir DNA-Proben hergestellt, und fiir die Analyse
RNA-Sonde mit TAE-Puffer. Diese Puffer waren auch die verwendeten Laufpuffer mit denen das Gel gefahren
wurde. Als Referenz wurde eine 1kb-DNA-Leiter aufgetragen, wobei die 1650bp-Bande bei einem Auftrag von
10ul eine Konzentration von 100ng hat. Die RNA-Proben wurden in Gegenwart von 50% Formamid 3 min bei
100 °C denaturiert. Alle Proben wurden vor dem Auftragen mit einem entsprechenden Volumen des 10x
Ladepuffers (0,25% Bromphenolblau in 40%igem Glycerin, d.h. 1/10 verdiinnt) versetzt. Die Elektrophorese
wurde bei einer Feldstarke von 4-6 Vicm durchgefiihrt. Fiir die Dokumentation wurde das Gel unter Wippen in
einem Ethidiumbromid-Bad (0,5ug/ml in Laufpuffer) 15 min gefarbt und 15min in H20 entfarbt. Anschliefend

wurde das Gel in einem Gel-Dokumentationssystem unter UV-Beleuchtung bei 254 nm fotografiert.
c. Denaturierendes Formaldehydgel

Wegen der Ausbildung von Sekundarstrukturen der RNA wurde, um die Qualitdt der RNA-Proben zu
uberprifen, denaturierende Formaldehydgele unter RNase-freien Bedingungen verwendet. Das Gel war 1%ig
und wurde mit 0,55% Formaldehyd und einfach konzentriertem MOPS-Puffer gefertigt. Auch der Laufpuffer
war 1x MOPS mit 0,55% Formaldehyd. Fir den Auftrag wurden 5-10ug totale RNA in 50% Formamid, einfach
konzentriertem MOPS-Puffer und 1,85% Formaldehyd aufgenommen und bei 99°C denaturiert und auf Eis
abgeschreckt. Das Formaldehyd in Gel und Puffer verhindert die Renaturierung der RNA wahrend der
Elektrophorese und garantiert die Auftrennung der RNA entsprechend ihrer Anzahl an Basen. Als
Langenstandard wurde ebenfalls die 1 kb Plus DNA Leiter verwendet, welche aber nur einen Anhaltspunkt zur
Langenbestimmung darstellt, da das Laufverhalten der doppelstrangigen DNA anders ist als das von
einzelstrangiger RNA. Die Feldstéarke betrug 4-6 V/icm. Um im Anschluss an die Elektrophorese die RNA mit
Ethidiumbromid effektiv zu farben, wurde das Gel zuvor mit 1M Ammoniumacetatiésung flir eine Stunde

gewaschen.

3.2.7 Transformation von Bakterien zur Klonierung von rekombinanter Plasmid-DNA

a. Praparation elektrokompetenter Bakterien

Eine Ubernacht-Kultur von E.coli in LB-Fliissigmedium mit 50 ug/ml Tetracyclin, (die hier verwendeten
Bakterien besitzen Tetracyclin-Resistenz, siehe 3.1.4.b), wird in 250 ml des gleichen Mediums gegeben und
bis zu einer optischen Dichte bei 600 nm von 0,5 bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. AnschlieBend werden
die Zellen eine halbe Stunde auf Eis abgekiihlt und auf Zentrifugenréhrchen verteilt. Es ist jetzt streng darauf
zu achten, eine erneute Erwérmung zu vermeiden. Die Bakteriensuspension wurde abzentrifugiert (5 min,

4°C, 5000g) und die Pellets in 50 ml eiskaltem, bidestillierten und sterilem H,O resuspendiert und

gewaschen. Der Waschvorgang wurde noch einmal mit 25 ml eiskaltem, bidestillierten und sterilem H,0
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durchgefiihrt und die Pellets wieder miteinander vereinigt. Letztendlich wurde das erhaltene Pellet einmal mit
10ml eiskaltem, sterilem 10 %-igem Glycerin gewaschen und anschlieBend in einem Milliliter 10 %-igem
Glycerin resuspendiert. Die erhaltene Bakteriensuspension wird in 50 pl Aliquots aufgeteilt, in fllissigem
Stickstoff tiefgefroren und bei -80 °C gelagert. Zuvor wurde mit einer Probe eine Elektroporation mit 1ng

supercoiled Plasmid durchgefiihrt und so die Kompetenz der Zellen, in gebildeten Kolonien pro Mikrogramm

Plasmid, getestet. Dabei wurde eine Kompetenz der praparierten Zellen von 10° bis 10° erreicht.
b Elektrporation der Bakterien

Fir die Elektrotransformation wird 1 ng DNA des Ligationsansatzes zu 50 l, auf Eis aufgetauten oder frisch
préparierten, elektrokompetente Bakterien (siehe 3.1.4.b) gegeben. Die Mischung wird in eine auf Eis
vorgekihlte Elektroporationskivette (Plattenabstand 2 mm) tiberfiihrt und bei folgenden bei einer Spannung
von U =25 kV, das entspricht einer Feldstarke von E = 12,5 kV/cm, elektroporiert. Unter diesen Bedingungen
wird die Zellmembran kurzfristig permeabilisiert und die DNA kann in die Zelle eindringen. Nach der
Pulsapplikation wird sofort 37 °C warmes SOC-Medium zugegeben und die Suspension fiir 30 min bei 37°C
inkubiert, wobei die erfolgreich transformierten Bakterien, die mit dem Plasmid eingebrachte
Antibiotikaresistenz ausbilden. Schlieflich werden die Bakterien in geeigneten Verdiinnungen unter sterilen
Bedingungen mit einem Drigalskyspatel und einer rotierenden Plattform auf LB/Amp-Platten ausplattiert und
bei 37 °C uber Nacht inkubiert. Einzelne Klone konnten nun gepickt und zu Weiterverarbeitung in 5ml

LB/Amp-Flissigmedium in Kulturréhrchen Gber Nacht bei 37°C unter Schiitteln kultiviert werden.
c. Identifizierung positiver Klone

Restriktionsverdau

Aus den Ubernachtkulturen wurden die Plasmide wie unter 3.2.3.c isoliert und durch Restriktionsverdau
(3.2.4a)mit verschiedenen Kombination von Restriktionsenzymen inkubiert. Die verdaute Plasmid-DNA wurde
auf einem 1%igen TBE-Agarosegel aufgetrennt und analysiert. Die entstehenden Fragmentgroen ergeben
auf dem Gel ein charakteristisches Bandenmuster und weisen die Plasmide und somit den Erfolg der Ligation

eindeutig aus.

Kolonie-PCR

Eine andere Méglichkeit die Bakterien auf die Identitét ihrer Plasmide zu kontrollieren, ist die Amplifikation des
mutmallichen Inserts mit den genspezifischen Primern durch PCR. Hierflir wurde den einzelnen Kolonien
Material entnommen und in 30pl TE-Puffer fir 5 Minuten gekocht. Die Bakterienzellbestandteile wurden
abzentrifugiert. Aus dem das Plasmid enthaltenden Uberstand wurden 2yl fiir einen 25y PCR-Ansatz mit den
vermeintlichen Primerpaaren genutzt (siehe Tab. 3-1). Das PCR-Fragment wurde anschlieBend auf einem

1%igen TBE-Agarosegel analysiert.
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Seqenzierung
Alle Plasmide wurden zur Kontrolle sequenziert. Hiefir wurden je 1ug getrocknete Plasmid-DNA der Firma
MWG-BIOTECH (www.mwg-biotech.com) zu geschickt.

d. Kultivierung von E. coli zur Gewinnung rekombinanter Plasmid-DNA

Die charakterisierten Kolonien wurden von der LB/Agarplatte gepickt, zu einem 5ml LB/ Amp-Medium
zugegeben und Uber Nacht bei 37°C unter Schiitteln kultiviert. Fiir das Anlegen einer Dauerkultur wurden der
sich gerade in der stationdren Phase befindlichen Fliissigkultur 870 pl entnommen, 130 pl steriles, 100iges
Glycerin zugegeben und gemischt und in flissigem Stickstoff eingefroren. Die Dauerkulturen wurden —-80°C

gelagert.
e. Reaktivierung von Bakterien und Clycerinkulturen

Die mit den Plasmiden transformierten Bakterien lagen tiefgefroren bei —80 °C in Glycerin-Dauerkulturen vor.
Fur die Reaktivierung wurden die tiefgefrorenen Bakterien durch Abkratzen mit der sterilen Pipettenspitze in
Kulturrdhrchen mit 5 ml LB/Amp-Flissigmedium (berfiihrt und (iber Nacht unter Schiitteln bei 37 °C im

Brutschrank inkubiert.

3.2.8 Herstellen von Gewebeschnitte fir histologische Arbeiten

a. Anfertigen von koronalen Kryostatschnitten

Die Kryostatschnitte wurden von unfixierten tiefgefrorenen (fresh frozen) Maushirnen der verschiedenen
Altersstadien hergestellt (siehe 3.2.1). Die Hime wurden dafiir mit Tissue-Tek" (SAKURA) auf den Objektisch
aufgefroren, ausgerichtet und koronal geschnitten. Die Schnittdicke war immer 20um. Die Arbeitstemperatur
des Kryostataten variierte in Abhéangigkeit der Altersstadien. E14 und E16 wurden bei -14°C
Objekttemperatur (OT) und —16°C Kammertemperatur (KT), E18 bei —12°C OT und -14°C KT und alle
postnatalen Stadien bei —10°C OT und -12°C KT geschnitten. Es wurden jeweils vollstandige Schnittserien
von anterior nach posterior in alternierender Weise auf mehreren Objekttragern gesammelt. Die Anzahl der
alternierenden, ,parallelen” Serie war ebenfalls abhéngig vom Alter bzw. der Grofle des Maushirns. E14-Hirne
erlaubten drei Serien (die Schnitte wurden alternierend auf drei Objekitrdgern gesammelt), wohingegen ein
P6-Hirn fiinf Serien erlaubte. Die einzelnen Schnitte wurden durch Antauen auf Superfrost-Plus” Objekttrager
(MENZEL-GLASER) aufgelegt. Im Anschluss wurden Gewebeschnitte fiir die In-Situ-Hybridisierung fiir
mindestens 2h bei 54 °C auf einem Objekitrager-Streckertisch gebacken (fir immunhistochemische Analysen

bei 37°C). Die Lagerung der Schnittserien erfolgte bis zum Gebrauch bei -80°C.
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b. Anfertigen von Vibratomschnitten

Fur das Anfertigen der Vibratomschnitten wurden die fixierten Maushime in 4%iger Low Melt Agarose
eingebettet. Nach Erstarren wurde die Agarose so beschnitten, dass das Aufblocken auf den
Vibratomobjekttisch die gewiinschten Schnitt-Orientierungen (koronal und sagittal) erlaubten. Die Schnittdicke
war 100um. Die Schnitte wurden in PBS gesammelt und anschlieRend auf einen Superfrost-Plus”

Objekttrager aufgezogen.

3.2.9 In-situ-Hybridisierung zur Analyse von Expressionsmustern

Die hier vorliegende Arbeit untersuchte die Expressionsmuster der Mitglieder des ephrin- /Eph-Systems im
Vorderhirn der Maus, sowie die Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren und Cadherin6 und
Cadherin8 im dorsalen Thalamus wéhrend der Embryogenese. Der Translation dieser Proteine dient die
mRNA als Matrize. Sie wird in den entsprechenden Zellen des Gewebes aus der DNA transkribiert. Mit Hilfe
von Digoxigenin-markierten Nukleotidsequenzen, die den Sequenzen der zu untersuchenden genspezifischen
mRNA komplementar sind, ist es méglich diese Zellen auf Gewebediinnschnitten zu adressieren (Emson,
1993)

a. In-situ-Hybridisierung an Kryostatschnitten

Silanisierung der Deckgléser

Nukleinsduren binden gut an Silikate. Um zu verhindern, dass die Sonden an den Deckglésern unspezifisch
binden, werden sie silanisiert. Hierfir wurden RNase-freie Deckglaser (22mm x 50mm) 5s in Repelsilan (2%
Dimethyldichlorsilan in 1,1,1-Trichlorethan, GE HEALTHCARE) getaucht, danach 5s in Aceton und

abschlieflend fiir 5s in absolutem Ethanol gewaschen.

Experimenteller Ablauf
Die tiefgefrorenen Objekttrager wurden bei 54°C auf der Wérmeplatte aufgetaut und noch einmal fir 30
Minuten getrocknet. Nach dem Abkihlen der Objekttrager auf RT, wurden die daran gebundenen Schnitte in
frisch angesetztem 4% PFA (4g PFA in 100ml PBSPT, 5 Tropfen 5M NaOHPW zugeben, bei 60 °C I6sen, mit
2 Tropfen konzentrierter HCI neutralisieren, pH-Wert RNase-frei auf 7,2-7,4 einstellen) fixiert. Fir die
Permeabilisierung der Schnitte wurden die Objekitrager 10 Minuten in 0,2M HCIPV inkubiert, was die
Zellmembranen destabilisiert. Die anschlieBende Acetylierung erfolgt flir 10 Minuten in 0,1M
Triethanolamin*HCIPW pH=8, dem 5mM Acetanhydrid zu gegeben wurde. Zwischen den einzelnen Schritten
wurde jeweils flir 10 Minuten mit PBSPT griindlich gewaschen.

Die Hybridisierung der Gewebedlnnschnitte mit der jeweiligen Sonde erfolgte (iber Nacht im
Hybridisierungsofen. Die Hybridisierungsbedingungen konnten Uber den Hybridisierungspuffer und und die

Offentemperatur bezuglich der ermittelten Hybridisierungstemperatur (Tr) exakt eingesellt werden.
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Tm berechnet sich wie folgt:
Tm=798+185logC_ +5854 GC+11,8 GC>-820/L-0,35 ¢, FA.

Fir die Verwendung der Dig-markierten Sonden auf Gewebeschnitten Schnitten wurde fiir Tr, eine Korrektur
von 25°C vorgenommen (TP9=T-25°C). Die genutzten Ofentemperaturen (T,) lagen etwa 2-5°C unter den
ermittelten Temperaturen. Somit lieRen die verwendeten Stringenz-Bedingungen eine Sequenzabweichung
zwischen Sonde und Zielsequenz von weniger als 10% zu. Der Hybridisierungslésung (siehe 3.1.2) wurden
3ng/ul Sonde zugegeben, 3 Minuten bei 99°C denaturiert, auf Eis abgeschreckt und anschlieflend
50x Denhardts Reagenz zu einer Endkonzentration von 5x zugegeben. Die Sonde wurde in einem Volumen
von 145 ul auf den Objekttrager gegeben und mit einem silanisierten Deckglas abgedeckt. Die Inkubation
erfolgte in einer ,feuchten Kammer* Uiber Hybridisierungspuffer (siehe 3.1.2., In-situ-Hybridisierungslsung flir
Kryostatschnitte) Am darauffolgenden Tag erfolgte das ,stringente Waschen® in drei Schritten. Nach dem
Absplilen der Deckglaser in einer 5xSSC-Losung wurden die Objekttrager als erstes in 50%
Formamid/2xSSC-Lésung fir 30 Minuten bei T, im Wasserbad gewaschen, danach fiir 60 Minuten in einer
0,2xSSC- Losung ebenfalls bei T, und abschlieffend fiir 15 Minuten in einer 0,2xSSC-Lésung bei
Raumtemperatur (RT).

Fir das Detektieren des Hybridisierungssignals wurden die Gewebeschnitte, nach Umpuffern in
MaBS, fir eine Stunde bei RT in einem Blockierungspuffer mit 2% Blocking Reagenz (ROCHE MOLECULAR
BIOCHEMICALS) zum Blockieren von unspezifischen Bindungen und daran anschlieBend mit einem anti-
Digoxigenin (Fab)-allkalische Phosphatase-Konjogat (ROCHE MOLECULAR BIOCHEMICALS) gelést im
selben Puffer (1:750, 145ul auf OT und mit Parafilm™ abdecken) fir 30 Minuten in einer feuchten Kammer
uber Reaktionspuffer inkubiert. SchlieBlich wurden die Objekttrager dreimal fir jeweils 10 Minuten in MaBS
gewaschen und letztlich in Reaktionspuffer mit 1mM Tetramisol Hydrochlorid (SIGMA) zur Inhibition
endogener alkalischer Phosphatasen umgepuffert. Der Nachweis der Dig-markierten RNA/RNA-Hybride
erfolgte letztendlich colorimetrisch durch den Umsatz der Substrate 5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat
(BCIP) und Nitroblau-Tetrazoliniumblau (NBT). Sie werden in Reaktionspuffer gel6st (jeweils 0,4mM) und auf
die Objekttrager gegeben. Die Inkubation erfolgte bei RT in einer feuchten Kammer (iber Reaktionspuffer im
Dunkeln. Je nach Farbentwicklung wurde die Reaktion bis zu 48 Stunden nach Start durch Waschen in PBS
gestoppt. Die Gewebeschnitte wurden in Mowiol (0,1g/ml in 25% Glycerin, 0,1M TrisHCI pH 8,5; HOECHST)

eingebettet und mit einer Digital-Kamera und einem Stereomikroskop fotografiert.
b. In-situ-Hybridisierung an Whole-mount-Praparaten des embryonalen Hirns

Um einen Gesamteindruck von der Expression einiger Mitglieder des ephrin/Eph-Systems vor allem im Kortex
zu bekommen, wurden In-Situ-Hybridisierungen am ungeschnittenen Hirn durchgefiihrt. Hierfiur wurden die in
100% Methanol gelagerten Hirne zur Weiterverarbeitung die Methanolreihe (100%, 75%, 50%, 25%, PBSPT)
hinunter gefiihrt. Die in diesen Versuchen eingesetzten Puffer und Lésungen waren die Gleichen wie in
3.2.9.a, jedoch wurden sie zu 0,1% mit Tween-20 (SIGMA) versetzt. Bis zu Prahybridisierung wurde

ausschlieBlich auf Eis gearbeitet. Um eine optimale Durchmischung der Losungen zu gewahrleisten, wurden
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alle Inkubationen unter Schitteln vollzogen. Als erstes wurden die Hirne dreimal fiir je 5 Minuten in PBStw
(mit Tween 20) gewaschen. Dann fir 60 Minuten zum Bleichen in 6% H20; in PBStw inkubiert und wieder
dreimal je 5 Minuten in PBStw gewaschen. AnschlieRend wurde ein Proteinase K-Verdau (10ug/ml) fir 15
Minuten bei 37°C durchgefiihrt. Durch den Zusatz von Glycin zu einer Endkonzentration von 2mg/ml und
mehrfaches Waschen und Spllen mit PBSw konnte der Verdau gestoppt werden. Das anverdaute Gehirn
inkubierte danach fiir 15 Minuten zur Refixierung in 4%iger PFA / 0,2%iger Glutaraldehyd / PBStw-Lésung.
Vor der Prahybridisierung wurden die Hirne erneut mehrfach in PBStw gespiilt und gewaschen. Fir die
folgende Hybridisierung wurden die Hirne zuerst in 50% Hybridisierungslésung in PBStw und dann in 100%
Hybridisierungslosung (siehe 3.2.1, In-situ-Hybridisierungsldsung fiir Whole mount Praparate) flir jeweils 5
Minuten prahybridisiert. Anschlieend wurde mit frischer Hybridisierungsldsung (900l pro Hirn) 3 Stunden
bei 65°C im Hybridisierungsofen weiter préhybridisiert. Die Sonde wurde der Hybridiesierungslésung
zugegeben (200ng/100pl), fir 5 Minuten bei 95°C denaturiert auf Eis abgeschreckt und den Hirnen zugesetzt
(100ul pro Hirn). Die Hybridisierung erfolgte Gber Nacht im Hybridisierungsofen bei 70°C unter Wippen. Am
nachste Tag wurden die Hirne mit mit 1% SDS versetztem Hybridisierungspuffer (50% Formamid, 5x SSC)
bei 70°C unter wippen gewaschen. Der Hybridisierungspuffer wurde in mehreren Schritten mit 2x
SSC/1%SDS verdinnt und schlieflich ganz ersetzt (Verdinnung:100% Hybridisierugspuffer 75/25, 50/ 50,
25175, 100% 2x SSC/1% SDS; Inkubation fiir je 10 Minuten). Anschlieend wurde mit 2x SSC/1% SDS fiir 30
Minuten bei 70°C und 15 Minuten bei RT inkubiert. Durch dreimaliges Waschen mit MaBS/0,1% Tween-20
(MaBSw) fur 10 Minuten bei RT wurde umgepuffert und die Hirne konnten mit einer Blockierungslésung (1%
BSA, 2% Blocking Reagenz, MaBStw) fir 60 Minuten behandelt werden. Das anti-Digoxigenin (Fab)-AP-
Konjugat wurde in dieser Blockierungslésung verdinnt (1:5000), den Hirnen zugegeben und tber Nacht bei
4°C unter Schiitteln inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Uberschiissigen, ungebundenen Antikérper durch
waschen mit der Blockierungslosung (erst mit 100% dann mit 50% verdiinnt in MaBSw; waschen fir je 10
Minuten) entfernt. Anschliefend wurde insgesamt fiir 90 Minuten mit MaBSrw gewaschen unter mehrmaligen
Wechsel des MaBSmw. Fir die Nachweiseaktion mit dem Substrat (siehe 3.2.9.a) wurden die Hirne durch
dreimaliges waschen in Reaktionspuffer/0,1%Tween-20 fir jeweils 10 Minuten umgepuffert. Im letzten
Waschschritt wurde dem Reaktionspuffer Tetramisol Hydrochlorid zugesetzt. Das Farbsubstrat (0,4mM BCIP,
0,4mM NTP; siehe 3.2.9.a) wurde zugegeben und bis zum Umsatz im Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde
durch Waschen in PBStw gestoppt. Die Hirme wurden in 4% PFA bei 4°C gelagert. Die Fotodokumentation

erfolgte einer Digital-Kamera und einem Binokular.
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Tabelle 3-3: Ermittelte Hybridisierungstemperaturen fiir die verwendeten Sonden. Tn(®i9)= Ty, —20°C

Sonde Tn®9) in °C Sonde Tm®P9) in °C Sonde TmP9) in °C

Efna 69,6 EphA2 75,8 EphB3 74,3
Efna2 752 EphA3 68,2 EphB4 718
Efna3 72,8 EphA4 69,3 EphB6 77,0
Efnad 737 EphA5 66,1 Gbx 2 76,5
Efna5 67,6 EphA6 65,7 Lhx 2 67,2
Efnb1 72,6 EphA7 65,8 Lhx 6 72,7
Efnb2 74,6 EphA8 75,7 Ngn 2 69,7
Efnb3 774 EphB1 72,3 Cad 6 69,0
EphAf 733 EphB2 72,2 Cad 8 70,0

3.2.10 Histochemische Untersuchungen

Nissl-Farbung

Die Nissl-Farbung farbt Bestandteile des rauen endoplasmatischen Reticulums (ER) der Zelle und zeigt somit
die Zellsomata. Da Nervenzellen besonders viel raues ER besitzen, kann die Nissl-Farbung im
Nervengewebe als Neuronenfarbung zur Ubersicht genutzt werden. Hierfir wurden die getrockneten
Gewebeschnitte fir 30 Minuten in 95% Ethanol und 5% Essigsaure fixiert. Anschlie®end wurden sie in H,O
kurz gespllt und in Kresylviolett-Losung gebadet. Hierbei wurde das Gewebe stark iberfarbt. In den
darauffolgenden Schritten wurden die Schnitte unter Sichtkontrolle wieder entfarbt. Zu erst wurde in Wasser
kurz gespllt. In 50% und 70% Ethanol wurde die Farbung differenziert. SchlieRlich wurde fiir jeweils 2
Minuten in 95%, 100%, 100% Ethanol zum Dehydrieren die Ethanolreihe zu Ende gebracht. Zum Abschluss
wurden die Schnitte fiir 2 Minuten in Xylol Gberfiihrt, mit Mountex (MEDITE) Uberschichtet und mit einem
Deckglas abgedeckt.

3.2.11 Dil-Tracing-Experimente

Die Verdrahtung des Gehirns zeigt ein hoch komplexes aber spezifisches. Neurone, die mit ihrem Zellkérper
in bestimmten Hirnareal sitzen, senden ihre Neuriten tber kurze bis weite Strecken selektiv in andere Areale,
um synaptische Verkniipfungen zu etablieren. Durch neuronales Tracing kdnnen diese Arealverkniipfungen
dargestellt werden. Man unterscheidet zwischen retrogradem und anterogradem Tracing. Der fluoreszierende
lipophile Farbstoff Dil (1,1 -dioctadecyl-3,3,3 -tetramethyl-indocarbocyanine perchlorate) kann als retrograder
und anterograder Tracer eingesetzt werden. Hierfir muss der Farbstoff an einer gewlinschten Stelle im Hirn

appliziert werden.
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a. mit Kristallen

Um die Verknipfung des Kortex mit dem Thalamus zu zeigen, wurde ein Dil-Kristall ca. 0,5 mm3 tief mit einer
Nadel in das entsprechend Areal gedriickt. Daflr wurde zuvor ein kleiner Schnitt in der Kortexoberflache
gefiihrt. Der Farbstoff dringt in die benachbarte Zellen ein, und diffundiert in den Zellmembranen (iber die
gesamte Zelle hinweg und lasst so die Gestalt der Zellen deutlich werden. Fiir die Zeit der Diffusion wurden
die Hirne in 4%igen PFA/ PBS bei 37°C im Inkubator gelagert und abschlieRend mit dem Vibratom

geschnitten (siehe 3.2.8.b). Die Detektion der markierten Zellen erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop.

b. mit Glasnadeln

Um die Farbapplikation lokaler gestalten zu kdnnen, wurden Glasstabchen (d=1mm) mit einem Micropipetten-
Puller zu Nadeln ausgezogen und deren Spitze mit dem Farbstoff lackiert. Hierfiir wurden einige Dil-Kristalle
auf dem Heizblock zur Schmelze (55°C) gebracht. Die Spitzen der Nadeln wurden sodann durch die heifle
Schmelze gezogen und wieder abgekihlt. Fir den Gebrauch wurden die Spitzen dieser lackierten Nadeln
abgebrochen und in die entsprechenden Hirnareale gestochen. Nach einer halbstiindigen Inkubation bei 37°C
wurden die Nadel wieder entfernt. Die Hirne verblieben anschlieRend bis zur vollstandigen Farbdiffusion im
Inkubator.

AbschlieRend wurden die Hirne mit dem Vibratom geschnitten (siehe 3.2.8.b). Die Detektion der markierten

Zellen erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop.

3.2.12 Bildverarbeitung

Alle Arbeiten an den digitalen Fotos wurden mit der Software Adobe™ Photoshop 6.0.1 und der Bildanalyse
Software Imaged 1.33u. (http://rsb.info.nih.goviij/) durchgefiihrt. Die Optimierung der einzelnen Fotos wurde
ausschlieRlich durch eine durchgefiihrte Tonwertkorrektur erreicht. Fir die Uberlagerungen von
verschiedenen Expressionsmustern wurden nur direkt aufeinander folgende Schnitte verwendet. Um die
Farbemuster der verschiedener Sonden zu vergleichen wurden deren Signale anschlieBend in einem Bild
vereinigt, in dem die Strukturen der jeweiligen Schnitte genau auf einander abgestimmt und den einzelnen
Kanélen des EGB-Farbsystem zugewiesen wurden. Dabei wurden nur Bilder von Schnitten verwendet die
direkt aufeinander folgten und morphologisch einwandfrei waren. So sind die hierfir genutzten Schnitte, bei
einer Schnittdicke von 20 um, maximal 40 bis 60um auseinander. Die Bilder werden invertiert und den
Kanalen rot, griin und blau zugewiesen. Uberlappungen der Farbemuster duRern sich dabei in Mischfarben

der jeweiligen Kanalen.
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Diese Arbeit untersucht die Expressionen der Gene des Ephrin-/ Eph-Systems im Vorderhirn der Maus des
Stammes C57BL/6 wéhrend der Kortikogenese. Zu diesem Zweck wurden in-situ-Hybridisierungen an
koronalen Gefrierschnitten des Gehirns der Maus mit Digoxigenin-markierten antisense-RNA - Sonden
durchgefiihrt. Die Expressionsmuster der einzelnen Gene wurden in verschiedenen Altersstadien
[Embryonaltag (E)14, E16, E18, Postnataltag (P)6 und P28] und in spezifischen Regionen des Mausegehirns
studiert und systematisch miteinander verglichen. Im Besonderen wurde auf die Verteilungen im cerebralen
Kortex und im Thalamus geachtet. Durch die Verdrahtung der beiden Regionen sind deren Entwicklungen
untrennbar miteinander gekoppelt. Fir die thalamokortikale, wie auch kortikothalamische Verdrahtung stellt
das ventrale Telencephalon, das auch als Subpallium bezeichnet wird, einen wichtigen ,Korridor* dar. Des
Weiteren sind die ganglionischen Eminenzen des ventralen Telencephalons der Bildungsort der GABAergen
Interneurone, die durch tangentiale Migration in den cerebralen Kortex einwandern. Aus diesen Griinden soll
das Subpallium ebenfalls untersucht werden. Bei der Identifizierung der genexprimierenden
Gewebestrukturen dienen Nissl-Férbungen an jeweils unmittelbar angrenzenden Schnitten zum Abgleich mit
den bekannten Zytoarchitekturatianten der Maus (Paxinos and Franklin, 2001) und Ratte (Altman and Bayer,
1995).

4.1 Allgemeine Tendenzen der Expressionsdynamik des Ephrin-/ Eph-Systems

Die Ontogenese des Gehirns ist ein sehr komplexer Prozess, der verschiedene Entwicklungsvorgénge wie
Induktion, Proliferation, Determination, Migration, axonale Zielfindung, Dendritogenese, Synaptogenese und
plastische Remodellierung umfasst. Dies aulert sich in strikten zeitlichen sowie raumlichen Regulationen der
daran beteiligten Gene.

Nach ihrer zeitlichen Expressions-Dynamik kénnen die untersuchten Gene in folgende Kategorien
eingeteilt werden.

1. Konstante Expression: Ein Beispiel fir diese Kategorie ware die Expression von Gbx2 im
Thalamus. Der Transkriptionsfaktor markiert in allen Altersstadien weitgehend die gleichen Strukturen. Aus
der Familie der Ephrine sowie der Familie der Eph-Rezeptoren kann dies jedoch fir kein Mitglied geltend
gemacht werden. EphA4 zeigt zwar zu jeder Zeit und in jeder untersuchten Region eine Expression, jedoch
variiert diese oft in der Intensitat des Signals

2. Abnehmende Expression: Hier ordnen sich eine Vielzahl der untersuchten Gene ein. Vor allem die
Liganden efna1, efna2, efna3 und efna4 sind im juvenilen Stadium P28 nicht mehr zu detektieren, aber auch

der in den embryonalen Stadien stark exprimierte Rezeptor EphA3 ist in den untersuchten postnatalen
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Stadien nicht zu finden. Sehr friih wird ebenfalls der Ligand efnb1 ausgeschaltet. Er ist ausschlieilich in den
Ventrikulédrzonen um die lateralen Ventrikel lokalisiert. Mit dem Verschwinden dieser Zonen verschwindet
auch die Expression von efnb1. Bei P28 sind nur

3. Zunehmende Expression: Dies gilt fir die Expression des Rezeptors EphA8 im Neokortex. Nach
embryonal schwachem Signal, wird seine Expression postnatal in Schicht 4 massiv verstarkt. Allerdings ist
EphA8 im Kortex bei P28 nicht mehr detektierbar. Im Thalamus aber bleibt die EphA8-Expression von E16 an
bis einschlieBlich P28 erhalten (Abb.4-19 G-I und 4-21 I-L).

4. Variable Expression: Die Expression der Gene dieser Gruppe zeigt keinen globale Trend, sondern
ist regional und zeitlich sehr variabel. Im embryonalen Gewebe verandern sich die Expressionen der
verschiedenen Gene als Folge des Auftauchens und Verschwindens von transienten Gewebestrukturen. So
erscheint das Signal von EphB1 im Kortex, welches bei E14 nur lateral ausgepragt ist, bei E16 in der
gesamten kortikalen Platte (CP), wohingegen es im ausdifferenzierten Kortex hauptséchlich in den unteren
Schichten 5 und 6 vorkommt. Andererseits &ndern sich die Expressionsmuster auch unabhéngig von solchen
transienten Strukturen oder Zellbewegungen. So wird zum Beispiel der Rezeptor EphA5 am E18 im Thalamus
in VB exprimiert (Barchmann, 2005), aber weder bei E14 oder E16, noch im postnatalen differenzierten
Thalamus ist VB positiv flir EphA5-mRNA.

5. Fehlende Expression: Einige Sonden zeigen auf den Schnitten ein schlechtes Signal — Rausch —
Verhaltnis, sodass ein eventuelles Signal nicht vom Hintergrund unterschieden werden kann. Hierzu gehdren
zum Beispiel EphA2, EphB4 oder efna4. Ein volliges Fehlen der Expression kann nicht ausgeschlossen aber
auch nicht bestatigt werden.

Die Tatsache, dass die meisten Mitglieder des ephrin-/ Eph-Systems in die Kategorie variable
Expression und keines in die Kategorie konstante Expression fallt, zeigt eine hoch dynamische Regulation.
Die Gene des ephrin-/ Eph-Systems sind keine einfachen Identitatsmarker, die Neurone als spezifische Zell-
Linie ausweisen, sondern werden je nach Entwicklungsprozess hoch oder runter reguliert und beeinflussen
entsprechend das Verhalten der Neurone. Abnehmende und zunehmende Expressionen machen deutlich,
dass die Mitglieder des ephrin- /Eph-System sowohl bei der Embryonalentwicklung als auch in der Phase der

Plastizitat eine Rolle spielen.

4.2 Charakteristische Prozesse der pranatalen Entwicklung des cerebralen

Kortex zeigen sich in den Expressionsmustern des Ephrin/ Eph-Systems

Die Entwicklung des Kortex beginnt mit der Evagination der beiden kiinftigen GroRhirnhemisphéren aus dem
vorderen Hirnblaschen des Neuralrohres (Bayer and Altman, 1991). Die stete Zunahme der Zellzahl durch
eine andauernde Proliferation der neuronalen Vorlduferzellen in der Ventrikuldrzone (VZ) und spéter der
Subventrikularzone (SVZ), filhrt zu einer raschen Verdickung des sich differenzierenden Kortex. Die
postmitotischen Neurone wandern radial aus den Proliferationszonen aus, siedeln an der Oberflache an und
bilden zunachst die Préplatte (PP), welche durch spater einwandernde Neurone in die Marginalzone (MZ,
spatere Schicht 1) und Subplatte (SP) aufgespaltet wird. Diese Zellen bilden die ,kortikale Platte* (CP). Aus
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dieser dicht gepackten Zellplatte entwickeln sich die zukiinftigen kortikalen Schichten, wobei als erstes die
infragranularen Schichten 6 und 5 und darauf folgend die supragranuléren Schichten 4 und 3/2 entstehen.
Zwischen der SVZ und der SP bildet sich die Intermediarzone (IMZ) heraus, innerhalb der die Axone
verlaufen. Dabei ziehen die thalamokortikalen Axone entlang oder/ und innerhalb der SP und die
kortikothalamischen oberhalb der SVZ. In der Literatur wird somit manchmal von einer ,oberen und unteren
IMZ* gesprochen (Bayer and Altman, 1991)(vergleiche 4.2.1) .

Die Expressionen der Gene des ephrin-/ Eph-Systems lassen sich in der Kortexanlage diesen wohl
bekannten Schichten zuweisen. Die Tabelle 4-1 gibt einen zusammenfassenden Uberblick iiber die
Expression der Gene in den Altersstadien E14, E16 und E18. In der Tabelle ist festgestellt, ob eine
Expression in einer bestimmten Schicht vorhanden ist. Die Expressionsstarken sind dabei in drei Graustufen
dargestellt. Ein helles Grau bedeutet eine schwache Expression und ein dunkles Grau eine starke
Expression. Ist in einer Schicht fir ein Gen keine Expression verzeichnet, ist dies mit einem weiflen Kastchen
dargestellt. In einigen Fallen ist das Signal nicht homogen in den kortikalen Schichten verteilt, sondern in
einem Gradienten, was durch ein ,G* ausgewiesen ist. Da in den Experimenten nur koronale Schnitte
verwendet wurden, konnten nur Gradienten innerhalb dieser Ebene, das heildt entlang der mediodorsal- sowie
ventrolateral-Achse registriert werden.

Betrachtet man die Expression der Gene in einer bestimmten Region (iber die verschiedenen
Entwicklungsstadien hinweg, vermittelt dies einen Eindruck tber die Dynamik der entwicklungsbiologischen
Prozesse im embryonalen Kortex. Die Differenzierung des Gewebes korreliert mit den verénderten

Expressionsmustern der Gene und erlaubt eventuell Riickschlisse auf die zugrundeliegenden Prozesse.
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Tabelle 4-1: Expressionen der verschiedenen Gene des ephrin- /Eph-Systems im embryonalen Kortex. Die drei
Graustufen entsprechen dem in dieser Schicht vorherrschendem Expressionslevel. []schwach, [T mittel, Il stark,

[ nicht exprimiert, [] nicht analysiert; Das ,G" deutet einen Gradienten

SP
mz . . ] . . ]
ce | .. .. B ¢ | N
IMZ
svz
vz
SP
Mz e . .
ce | ... [. . NI 0
IMZ . . ] . . ]
sz | ] . . . B m
vz
SP
Mz
cP et
IMZ N
svz
vz
SP
Mz
cP
IMZ |
svz
vz
SP
Mz
cP
IMZ e
svz
vz
SP

Mz
S| e
IMZ N
svz
vz
© <t

' Der Gradient ist ventral stark und dorsal schwach.

2 Der Gradient ist an der unteren Kannte der CP dorsal stark und ventral schwach und an der oberen Kannte ventral
stark und dorsal schwach.

3 Der Gradient ist entlang der IMZ medial stark und lateral schwach.

4 Hier handelt es sich um einen arealspezifischen Doppelgradienten der jeweils nach dorsal und ventral abfallt.

lateral

E18

medial

lateral

E16

medial

lateral

E14

medial

efnat
efna2
efna3
efnad
efnab
efnb1
efnb2
efnb3
EphA1
EphA2
EphA5
EphA6
EphA7
EphA8
EphB1
EphB2
EphB3
EphB4
EphB6




4. Ergebnisse 45

4.2.1 Die Histogenese des cerebralen Kortex lasst sich an Hand von Nissl-Farbungen
verfolgen

Die Abb.4-1 zeigt die Histogenese des embryonalen Kortex an Hand von Nissl-Farbungen. In den mit
Kresylviolett gefarbten Koronalschnitten des Gehirns der Maus lasst sich die zunehmende Schichtung der
Kortexanlage in den Altersstadien E14 bis E18 verfolgen. An E14 (Abb.4-1 A) ist die VZ (Ventrikulérzone) die
prominenteste Schicht. Sie liegt dem Ventrikel direkt an. Die VZ hat an diesem Tag durch starke proliferative
Prozesse das grofte Ausmaly und beginnt ab E15 wieder zu schrumpfen. Am Tag E13 entsteht eine zweite
zusétzliche proliferative Zone, die SVZ (Subventrikularzone). Sie ist von der VZ in der Nissl-Farbung nur
schwer zu unterscheiden, da die Zellen ebenfalls dicht gepackt sind. In ihr befinden sich Vorlauferzellen,
welche die finale mitotische Teilung losgeldst vom Ventrikel vollziehen, aber auch postmitotische Neurone,
welche die CP besiedeln werden. Uber der SVZ bildet sich die Intermediarzone (IMZ), die vor allem Axone
enthalt und sich orientierende migrierende Zellen, die aus den proliferativen Schichten auswandern. Die
oberflachliche Schicht des Kortex an E14 bildet die CP, die durch Ansiedelung von radial migrierenden Zellen
entsteht und die zuvor angelegte Praplatte (PP) in die Subplatte (SP) und Maginalzone (MZ) teilt. Die PP ist in
den dorsomedialen Regionen der Kortexanlage noch vorhanden. In den darauf folgenden Tagen E15 (Abb.4-
1 B), E16 (Abb.4-1 C), und E18 (Abb.4-1 D) wachsen vor allem die IMZ und die CP weiter an und nehmen
somit den grofiten Teil des embryonalen Kortex ein. Die SVZ nimmt ebenfalls an Ausmal zu. Am Tag E16
hat sie die grofite Dicke erreicht und schrumpft danach wie die VZ zusammen. Die Grenze zwischen VZ, SVZ
und IMZ sind in der Nissl-Farbung schwer auszumachen. Fir die Unterscheidung der Zonen wurden die
Expressionsmuster der Transkriptionsfaktoren Otx1 fiir die VZ (Hevner et al., 2003b) und Cux2 fiir die SVZ
(Zimmer et al., 2004) verwendet (siehe 4.2.2,). Im Verlauf der spaten embryonalen Entwicklung des Kortex
(nach E16) unterteilt sich die IMZ in eine ,untere IMZ* und eine ,obere IMZ* (Abb.4-1 D). In der ,Unteren*
verlaufen die kortikofugalen Axone und sie enthalt horizontal orientierte migrierende Zellen, die eine langere
Zeit in der Zone verweilen. Die ,obere IMZ* enthalt im Gegensatz zur ,unteren® ausschlieilich vertikal
orientierte Zellen, die entlang der radialen Gliazellen in die CP einwandern. Des Weiteren passieren diese
Zone einwachsende thalamokortikale Axone.

In den Nissl-Farbungen der Abb.4-1 fallt auf, dass vor allem in den friiheren Stadien E14 und E15 die
Entwicklung der IMZ sowie auch der CP in den ventrolateralen Regionen des Kortex weiter vorangeschritten
ist als in den dorsomedialen Regionen. Dies spiegelt einen allgemeinen ,transversalen Differenzierungs-
Gradienten® wider. Die Bildung neuer Strukturen beginnt im Bereich der Pallium-Subpallium-Grenze und setzt
sich in dorsomediale Richtung fort. So erscheint z.B. die CP (Abb.4-2 A und B) aber auch die SVZ keilférmig
(Abb.4-2 C, F und I). Grundsatzlich sind zwei weitere Entwicklungsgradienten zu beobachten. Das ist ein
LJongitudinaler Gradient* in anterior (friih) posterior (spat) Richtung, der anhand koronaler Schnitte nicht
beobachtet werden kann und ein ,radialer Gradient* von innen nach auBen (Bayer and Altman, 1991). Der
radiale Gradient bezieht sich auf die Schichtenbildung des Kortex, wobei die unteren Schichten 6 und 5 zuerst
entstehen und die oberen 4 und 2/3 spater. Anfangs siedeln sich die ankommenden Neurone entsprechend

ihres Geburtstagszeitpunkt in der CP an und anschliefend dekondensieren die Neurone durch die Bildung
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von Neuropil in entsprechender Reihenfolge und setzen sich somit in erkennbar getrennten Schichten ab
(Abb.4-1 E und F). Die Reifungsprozesse des Kortex vollziehen sich bis in die friihen postnatalen Stadien
hinein, wobei bereits am Tag 6 fiir den primaren somatosensorischen Kortex alle 6 Schichten zu erkennen
sind (Abb.4-1 G). Am Tag P28 sind alle Schichten noch etwas deutlicher zu erkennen (Abb.4-1H).

Abb.4-1: Nissl-Farbungen von Koronalschnitten der linken Telencephalon-Hemisphare. In den Altersstadien E14 (A),
E15 (B), E16 (C), E18 (D), PO (E), P2 (F), P6 (G) und P28 (H); Einteilung in die anatomischen Zonen des embryonalen
Kortex VZ, SVZ, IMZ (uIMZ, oIMZ) und CP; postnatal sechsschichtiger Neokortex mit den Schichten 2/3, 4, 5 und 6 (A-
D) medial ist links, dorsal oben; E-H dorsal ist links, lateral oben; Mafstab ist jeweils 500 pm.
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422 Otx1 und Cux2 sind Marker fiir Abkommlinge Ventrikuldr- und

Subventrikularzone des sich entwickelten cerebralen Kortex und trennen die CP in

infra- und supragranulare Schichten

Da die VZ und die SVZ an Hand von Nissl-Farbung schwer zu differenzieren sind, wurden die
Expressionsmuster von Otx1 und Cux2 als Marker fir diese Zonen verwendet. Der Transkriptionsfaktor Otx1
gilt als Marker fiir die Neurone der Schichten 5 und 6 (Frantz et al., 1994; Hevner et al., 2003a) und Cux2 als
Marker fiir die Schichten 2, 3 und 4 (Gray et al., 2004; Nieto et al., 2004; Zimmer et al., 2004). Wie in Abb.4-2
zu sehen, zeigt die Expression der beiden Transkriptionsfaktoren wahrend der kortikalen Entwicklung an E14
noch eine Exklusivitat in der VZ fiir Otx1(Abb.4-2 B), sowie in der SVZ fir Cux2 (Abb.4-2 C). Es ist deutlich zu
erkennen, dass VZ und SVZ zusammen zu diesem Entwicklungszeitpunkt den gréBten Anteil an der
Gesamtkortexanlage haben. Mit fortschreitender Entwicklung ist in den hoheren Schichten des sich
herausbildenden Kortex ebenfalls Signal zu erkennen. In der IMZ ist ein schwaches, diffuses Signal lokalisiert,
wohingegen es in der CP wieder starker und akkumulierter erscheint (Abb.4-2 E, F, H und |). Die Bilder J, K
und L in der Abb4-2 sind Uberlagerungen des Otx1- und Cux2-Expressionssignals der jeweiligen
Altersstadien. Es ist deutlich zu erkennen, dass das rot dargestellte Cux2- Signal dem griin dargestellten
Otx1- Signal direkt anliegt (Abb.4-2 J-K). Auch in den &lteren Stadien, sowie in der CP, bleiben das rote und
griine Signal voneinander getrennt. Hierbei ist das Otx1-Signal in der CP eher im unteren Bereich und das
Cux2-Signal eher oberflachlich zu finden (Abb.4-2 K und L).

Es zeigt sich, dass im Verlauf der Entwicklung des embryonalen Kortex die Signale von Otx1 und
Cux2 durch migratorische Prozesse in die Schichten der CP eingetragen werden. So ist die Vermutung, dass
die Molekile mit den radial migrierenden Zellen assoziiert sind, nahliegend. Die Cux2- und Otx1-
Markierungen stellen somit beispielhaft Zellen auf ihrem radial migratorischen Weg dar, Otx1 von der VZ bis
in die infragranuléren Schichten, Cux2 von SVZ in die supragranularen Schichten. Nebenbei ist zu bemerken,
dass dieses Expressionsmuster nicht notwendigerweise bedeutet, dass infragranulare Zellen der VZ und
supragranulare Zellen der SVZ entstammen, da der Expressionsbeginn der beiden Transkriptionsfaktoren
nicht zwingend mit der letzten Mitose assoziiert ist. Zeitrafferaufnahmen (Noctor et al., 2004) zeigen jedoch,
dass zumindest die supragranuldren Neurone tatséchlich erst in der SVZ postmitotisch werden, ihr also
entstammen.

Im vorliegenden Zusammenhang dienen die Expressionsmuster von Otx1 und Cux2 drei Zwecken.
1.) der Abgrenzung von VZ und SVZ, 2.) der Abgrenzung infra- und supragranularen Schichten und 3.) als
Beispiel fur Markierungsmuster von Genen, die von Beginn bis Ende der radialen Migration exprimiert
werden. Zur Abgrenzung der SVZ und IMZ ist Cux2 nicht geeignet, da diese Grenze uber die
Auftrittshaufigkeit von abventrikular auftretenden Mitosen definiert wird, die Cux2-Expression aber nicht mit
der Mitosephase der SVZ-Zellen assoziiert ist, sondern weit in postmitotische Stadien hinein reicht.

Auf den Bildern A,D und G in Abb.4-2 sind Nissl-Farbungen des cerebralen Kortex dargestellt. Sie

zeigen den Entwicklungsstand des embryonalen Kortex in den Altersstadien E14, E15 und E16.
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Abb.4-2: Koronalschnitte der linken Telencephalon-Hemisphare in den Altersstadien E14 (A-C), E15 (D-F) und E16 (G-
); Die Nisslfarbungen in A, D und G geben einen Uberblick der einzelnen Schichten im sich entwickelten cerebralen
Kortex. B, C, E, F, H und | zeigen in-situ-Hybridisierungen mit den Digoxigenin-markierten antisense-RNA-Sonden fir
Otx1 (B, E, H) und Cux2 (G, H, I). J, K, L zeigen die Uberlagerungen des Otx1- und Cux2-Signals von konsekutiven
Schnitten der jeweiligen Altersstadien in einer Falschfarben-Darstellung. VZ Ventrikuldrzone, SVZ Subventrikulérzone,
IMZ Intermediarzone, PP Praplatte, CP kortikale Platte; medial ist auf den Bildern links, dorsal oben. Mafstab ist 300um.

4.2.3 Die Gene efnb1, efna3 und EphB1 sind spezifisch in nur einer embryonalen

Schicht des sich entwickelnden Kortex exprimiert

Von besonderem Interesse sind Expressionsmuster von Genen, die trotz der hohen Dynamik tber die Kortex-
Entwicklung hin stationar bleiben. Ein solches Muster weist darauf hin, dass die entsprechenden Gene nur in
einer zeitlich eng definierten Phase der Differenzierung benétigt werden. Das Gen efnb1 ist in den
embryonalen Stadien E14 und E16 ausschlieBlich in der VZ des Neokortex lokalisiert (siehe Abb.4-3 A und

D). Da efnb1 auBerhalb der VZ des Kortex nicht vorkommt, kann es sehr gut als Marker dienen. Eine
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Trennung der VZ und SVZ ist somit auch mittels dieses Gens mdglich. Efna3 und EphB1 sind an E14 in der
PP exprimiert. In den darauffolgenden Tagen E16 und E18 (nicht gezeigt) breitet sich das Signal in der CP
weiter aus, wobei die Expression von EphB1 auf den unteren Bereich der CP beschrankt bleibt (Abb.4-3: B
und E efna3 und C und F EphB1, sowie Abb.4-5 K). Dies wird schon am Tag E16 deutlich, vergleicht man die
Dimension der Markierung der CP von efna3 und EphB1, die eine diinnere Schicht markiert (Abb.4-3 E und
F). Die Tatsache, dass sich beide Expressionen nur in den Differenzierungs- aber nicht in den
Vorlauferschichten befinden, lasst den Schluss zu, dass einwandernde Zellen erst nach Erreichen der CP
beginnen, diese Gene zu exprimieren. Die Funktion der entsprechenden Proteine wird demnach im Kortex

ausschlieBlich in der CP bengtigt.

Abb.4-3: Koronalschnitte der linken Telencephalon-Hemisphére in den Altersstadien E14 (A-C) und E16 (D-F); Die
Bilder zeigen In-situ-Hybridisierungen mit den Sonden fir efnb1 (A, D), efna3 (B, E), EphB1 (C, F); Die Markierungen der
Sonden sind jeweils in einer spezifischen Schicht lokalisiert. Efnb1 in der VZ, efna3 und EphB1 in der CP; Bei E14
befindet sich die Expression von efna3(B) und EphB1(C) jeweils in der PP (siehe im Vergleich Abb.4-2 A). Medial links,
dorsal oben, Mafstab ist 500 pum.

4.2.4 Radiale Migration verschiebt die Expression von Genen in die hoheren Schichten

des embryonalen Kortex

Die Bilder A bis | in Abb.4-4 zeigen die Expressionsmuster der Gene efnb2, EphA3 und EphA4 in den
Altersstadien E14, E16 und E18. Die Muster von efnb2 und vor allem EphA3 sind &hnlich dem Muster von
Cux2 (siehe Abb.4-2) und demnach auch so zu deuten. Am Tag E14 sieht man eine starke Expression von
EphA3 in der SVZ und der Zone dariiber. Die VZ ist véllig frei von Signal. Uber die kommenden Tage breitet
sich das Signal weiter aus. Es uberzieht die IMZ, durchsetzt die CP und akkumuliert and deren Oberflache.
Ebenfalls ist das Signal im sogenannten ,lateralen migratorischen Strom* (Ims) zu finden, in dem sich Zellen
bewegen, die tangential aus der kortikalen SVZ auswandern, um den ventrolateralen Teil des Kortex zu
besiedeln (Abb.4-4 E), (Bayer and Altman, 1991). Der Beginn der Besiedelung der CP startet nahe der

Pallium-Subpallium-Grenze und setzt sich in dorsaler Richtung fort, was einem transversalen
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Differenzierungs-Gradienten entspricht*. Die radial migrierenden Zellen sind in der IMZ und CP als diffus
verstreute Farbungen zu erkennen (siehe Abb.4-4 E, weille Pfeilspitze). Das Signal wird also aus der SVZ in
die CP hineingetragen und ist dort an E18 in den pia-nahen supragranularen Schichten zu finden (Abb.4-4 D-
F). EphA3 ist somit ein Marker fir die radial migrierenden Neuronen, die wie die Cux2-positiven-Zellen in der
SVZ geboren werden und fiir die supragranuléren Schichten bestimmt sind.

Die Expression von EphA3 zeigt bei E16 sowie bei E18 eine Auffalligkeit im Vergleich zur Cux2-

Farbung.Tangential nimmt von, dorsal kommend, das Signal der EphA3-Sonde im Bereich der SVZ, oberhalb
der Pallium-Subpallium-Grenze sprunghaft ab und setzt sich in der IMZ fort. Diese nichtgradierte
Expressionsgrenze findet man in gleicher Weise in der CP wieder, wobei zwei Areale entstehen in denen
einmal EphA3 exprimiert ist (ventral) und einmal nicht (dorsal; siche Abb.4-4 E und F; schwarze Pfeile). Die
Areal-Spezifitat in der CP ist somit bemerkenswerter Weise scheinbar schon auf dem Level proliferativen SVZ
reprasentiert.
Die Expression des Gens efnb2 ist der Expression von EphA3 ahnlich, es taucht an E18 ebenfalls wie EphA3
in der supragranularen Schicht der CP auf. Auch zeigt es an den Tagen E14 und E16 eine starke Expression
in der SVZ und im Ims. Aber es lasst in Richtung VZ eine Liicke (siehe Abb.4-4 A und B weille Pfeile). Die
Zuordnung in die Zonen SVZ und IMZ ist oft nicht ganz einfach, da die Markierungen verschiedener Gene
{iber die Zonengrenzen hinaus reichen kdnnen. In Abb.4-5 J ist durch Falschfarben-Uberlagerungen der
Expressionsmuster der Gene EphA3 (rot), EphA5 (grin) und EphB1 (blau) am Tag E14 die Einteilung der
Kortex-Anlage in die embryonalen Schichten VZ, SVZ, IMZ und CP verdeutlicht. Hier ist die VZ frei von
Signal, die SVZ ist rot durch die Expression von EphA3, die IMZ ist gelb, eine Mischung aus dem Rot von
EphA3 und dem griin dargestellten Signal von EphA5. Die CP ist durch die Expression von EphB1 blau
(vergleiche auch Abb.4-2 A).

Der Rezeptor EphA4 (Abb.4-4 G-l) ist hauptséchlich in der VZ und der SVZ exprimiert. Er ist somit im
Grossteil der Kortex-Anlage bei E14 zu finden (Abb.4-4 G). Am Beispiel der Expression von EphA4 in der VZ
und SVZ ist ein Rickgang dieser Zonen Uber die Zeit von E16 und E18 gut nach zu verfolgen. Sie
schrumpfen auf ein Minimum zusammen, wobei nur ein schmaler Streifen direkt um den Ventrikel bleibt. In
der CP von E16 (Abb.4-4 H) und E18 (Abb.4-4 1) sind ebenfalls schwache Farbungen zu finden. Bei E16
verlauft die Markierung in einem Gradienten von dorsal hoch nach ventral niedrig an der unteren, an die IMZ
grenzende Kante der CP, wohingegen bei E18 eine zusétzliche Markierung an der oberen, die MZ grenzende
Kante zu finden ist. Die untere Markierung nimmt dabei deutlich ab. Sie ist nur noch in dem ganz dorsalen
Bereich des Kortex starker als an der Oberkante der CP. Im Bezug auf das Otx1-Expressionsmuster kdnnte
daraus resultieren, das EphA4-positive Zellen aus der VZ sowie SVZ in Richtung CP auswandern und dabei

das Signal von EphA4 mit transportieren.
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Abb.4-4: Koronalschnitte der linken Telencephalon-Hemisphére in den Altersstadien E14 (A, D, G), E16 (B, E, H) und
E18 (C, F, ); Die Bilder zeigen in-situ-Hybridisierung mit den Sonden efnb2 (A-C), EphA3 (D-F), EphA4 (G-1).Die weilen
Pfeile in A und B zeigen einen schmalen Streifen fehlender Expression direkt dber der VZ. Die schwarzen Pfeile in E und
F zeigen eine tangentiale Expressionsgrenze in der SVZ sowie in der CP. Die weillen Pfeilspitzen in Bild E zeigen eine
diffuse Farbung von wandernde Zellen durch die CP und IMZ. Ims ,lateral migratory stream®; medial ist auf den Bildern
links, dorsal oben. MaRstab ist jeweils 500 um.

4.2.5 Uberlagerung der Expressionsmuster enthiillt neue Substrukturen des

embryonalen Kortex

In Abb.4-5 ist durch Uberlagerungen der Expressionsmuster der Gene EphA3, EphA4, EphA5 und EphB1 in
den Altersstadien E14 (Abb.4-5 G und J) und E16 (Abb.4-5 H, | und K) die Schichtung des embryonalen
Kortex dargestellt (vergleiche auch die Nissl-Farbungen in Abb.4-1 A bis D). Es zeigt sich, dass eine
Einteilung der Expressionen der Gene in die in der Nissl-Farbung sichtbaren anatomischen Schichten
mdglich ist. Andererseits werden zusatzliche Substrukturen sichtbar. Am Tag E14 sieht man in Bild G der
Abb.4-5, dass die Expressionszone von EphA5 (griin), das stark in der SVZ und IMZ zu finden ist (Abb.4-5 B),
der Expression von EphA4 (rot) in der VZ und SVZ direkt aufliegt. Im Bereich der SVZ kommt es zu einer
leichten Farbmischung von rot und griin. In Verbindung mit der Tatsache, dass die Farbemuster in Abb.4-5 J
von EphA3 (rot) und EphA5 (grln) in der SVZ nicht vollstandig tiberschneiden und eine Expressionsgrenze
auszeichnen, zeigt, dass die SVZ in eine ,obere* SVZ (0SVZ) und ,untere” SVZ (uSVZ) aufgeteilt werden

kann. EphA5 ist an E14 demnach nur in der oSVZ exprimiert. Zur Kortexoberflache schliefit sich an die
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EphA5-Farbung in der IMZ die CP an, die hier durch die blaue Markierung der EphB1-Expression
reprasentiert ist. Eine Abgrenzung der VZ und der gesamten SVZ bekommt man durch die Expression von
EphA3, die in der SVZ vorhanden ist und eine scharfe Grenze zu VZ bildet, welche frei von EphA3 ist
(Abb.4-4 E und Abb.4-5 J).
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Abb.4-5: Koronalschnitte der linken Telencephalon-Hemisphare in den Altersstadien E14 (B, G, J), E16 (A, C-FH, |, K);
In-situ-Hybridisierung mit den Sonden Lhx6 (A), Cad8 (D), EphA5 (B, E), efna2 (C) und EphA7 (F). Die Bilder G bis K
sind Falschfarbendarstellungen? von Uberlagerungen der Expressionsmuster von EphA4, EphA5 und EphB1 (G, H) und
EphA3, EphA5 und EphB1(J, K), sowie EphA3, EphA4 und EphB1 (l). Bild L zeigt im Intensitétsplot die Verteilung der
Signalstarken der verschiedenen Sonden aus den eingezeichneten Bereichen in den Bildern G und J fiir E14 (a) und H,
Kund | fiir E16 (b). Die Pfeilspitzen zeigen die Grenzen der einzelnen Schichten der Kortex-Anlage von links nach rechts
VZ, uSVZ, 0SVZ, IMZ und CP. In A-K ist medial links und dorsal oben. MaRstab 500 um.

2 Die Falschfarbendarstellung der Expressionsmuster im RGB-Farbsystem erlaubt die gleichzeitige Darstellung von drei
Farbemustern. Da in Abb.4-5 G-K allerdings vier Muster verglichen werden, ist eine strikte Farbzuweisung, wobei jedem
Muster eine Farbe zugewiesen ist, nicht mdglich. Hier ist besonders auf die Beschriftung zu achten, um Verwechslungen
auszuschliefien.
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Am Tag E16 ist eine starke Anderung in den Dimensionen der Schichten aber auch eine
Verschiebung der Expressionsmuster zueinander zu verzeichnen. Fiir die VZ ist eine drastische Schrumpfung
festzustellen. Dies wird an Hand der EphA4 Markierung deutlich, die in Abb.4-5 H (rot) massiv an
Ausdehnung verliert. Auch kommt es an E16 zu einer deutlichen Uberschneidung der Expressionsmuster von
EphA4 und EphA5, wie in Abb.4-5 H als gelber Streifen zu sehen ist. EphA5 hat sich am Tag E16 in seinem
Expressionsumfang in die untere SVZ ausgedehnt, wie die Uberlagerung mit EphA3 (rot; Abb.4-5 K) zeigt.
Dies wird durch die graphische Darstellung der Verteilungen der Expressionen der Gene (iber die radiale
Ausdehnung des Kortex in Bild L-b der Abb.4-5 nochmals verdeutlicht. Es wurden die Intensitaten der Signale
der Sonden im Bereich der eingezeichneten Sichtfenster in den Bildern G bis K (a fiir E14 und b fiir E16)
gemessen und in einem Diagramm dargestellt. Die Teilung in die verschiedenen Schichten ist auch hier zu
erkennen Abb.4-5 L, Pfeilspitzen zeigen die Zonengrenzen, links VZ; rechts CP). Die Expression von EphA4
ist hier in orange dargestellt und zeigt bei E14 etwa die doppelte Ausdehnung als bei E16. Es tberscheidet
sich mit den Expressionen von EphA3 (rot) sowie EphA5 (grtin), wobei sich bei E14 (Abb.4-5 L-a) die uSVZ,
0SVZ und die IMZ abzeichnen.

Im Vergleich mit den hier verwendeten Markern fiir die VZ, wie Otx1 (Abb.4-2 B,E,H) und efnb1
(Abb.4-3 A D) zeigt sich, dass die Expression von EphA4 (Abb.4-4 G,H) (iber die Dimension der VZ hinaus-
und in die SVZ hineinreicht. Dabei kommt es zur Uberschneidung mit EphA3 (Abb.4-4 D,E), das in der SVZ
exprimiert ist. Diese Uberschneidungszone ist in der Uberlagerung als gelber Streifen gut sichtbar (Abb.4-5 I).
Auch die graphischen Darstellungen der Expressionen (ber den Kortex hinweg in Abb.4-5 L-a und L-b zeigten
diese Uberschneidung von EphA3 und EphA4. Im Vergleich mit den Marker Cux2 fiir die SVZ (Abb.4-2 CF,l)
zeigt sich, dass diese Uberschneidungszone in SVZ zu finden ist, aber in ihrer Breite, nicht die gesamte SVZ
beschreibt. Somit ist die SVZ in zwei Schichten unterteilt. Cad8 bestatigt diese Teilung. Wie in Abb.4-5 B zu
sehen, ist die SVZ (iber die gesamte Breite durch die Cad8-Sonde durch zwei unterschiedliche Signalstérken
markiert. Das schwachere Signal reicht bis an die IMZ heran und das starke Signal bleibt auf die
Uberschneidungszone von EphA3 und EphA4 (Abb.4-5 1) beschrénkt.

4.2.6 Die Zone der Uberschneidung der Expression von EphA4 und EphA3

entsprechen dem Migrationsweq der GABAergen Interneurone

Das Bild A der Abb.4-5 zeigt das Expressionsmuster des Gens Lhx6. Das Lim-Homdobox-Gen markiert
Vorlauferzellen von Interneuronen, die aus dem Subpallium stammen und den Transmitter GABA exprimieren
werden. Im Pallium konzentriert sich das Signal der Lhx6-Sonde in einer oberflachlichen und in einer tieferen
Schicht. Die oberflachliche Schicht ist die MZ, in der vor allem friihgeborene Interneurone tangential
migrieren. Die tiefer gelegene Schicht ist der Migrationsweg von spatgeborenen Interneuronen. Sie entspricht

der Uberlappungszone von EphA3 und EphA4.
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Tabelle 4-2: Differentielle Expression der verschiedenen Gene in den verschiedenen Subzonen der embryonalen
Kortex-Anlage. Die Expression der Gene ist hier in zwei Abstufungen dargestellt: Il stark, [ mittel, (] schwach, []
nicht exprimiert, G bedeutet einen Gradienten.

E14 E16
Gene

EphA3

4.2.7 Die Gene der Rezeptoren EphA4, EphA5 und EphA7 sowie des Liganden efna2

zeigen ein ausgepragt gradiertes Expressionsmuster

Gradierte Verteilungen von Lenkungsmolekiilen in Zonen, wie der IMZ, der SP oder der CP, konnte fiir die
Zielfindung von Axonen aus dem Thalamus von grofRer Wichtigkeit sein. Doch nicht jeder Expressions-
Gradient, der in der embryonalen Kortex-Anlage zu finden ist, ist von Bedeutung. Auf Grund neurogentischer-
und Differenzierungs-Gradienten im Gewebe (Bayer and Altman, 1991) entstehen ebenfalls Gradienten in der
Expression der Gene. Gradienten, die also auf den koronalen Schnitten von ventral nach dorsal und
dementsprechend entlang des transversalen Entwicklungsgradient verlaufen, missen nicht zwingend mit dem
Prozess der axonalen Zielfindung assoziert sein.

Die beiden Rezeptoren EphA5 und EphA7 zeigen am Tag E16 in der CP eine gradierte Verteilung.
EphA5 (Abb.4-5 E) ist medial, wie lateral in den ventralen Bereichen starker exprimiert als in den dorsalen.
EphA7 (Abb.4-5 F) hingegen beschreibt einen Gradienten in der CP von lateral (hoch) nach medial (niedrig).
Die Verteilung der Transkripte von EphA4 (Abb.4-4 H) in der CP ist gegensétzlich der Verteilung der EphA5-
Transkripte. EphA4 ist dorsal hoch exprimiert und ventral niedrig. Der Abfall des Gradienten erfolgt lateral
sowie auch medial. Das Zusammenspiel dieser Rezeptoren kdnnte in der embryonalen CP zu einer Karte
flhren, auf der Koordinaten in einem ,EphA — Code” festgelegt sein kénten. Dies gilt hier zumindest in
transversaler Orientierung. Die Liganden efna2 (Abb.4-5 C) und efna3 (Abb.4-3 E) sind in der CP homogen
verteilt und erganzen das System. Allerdings ist efna2 in der VZ und SVZ in einem dorsal hoch und ventral
(medial sowie lateral) niedrig Gradienten exprimiert (Abb.4-5 C).

Der Rezeptor EphA7 (Abb.4-5 F) zeigt am Tag E16 in der unteren IMZ ebenfalls eine gradierte
Verteilung. Der Rezeptor zeigt dabei medial eine starkere Expression als lateral. Der Gradient in der IMZ ist

demnach dem Gradienten in der CP entgegengerichtet. Auch EphA5 (Abb.4-5 E) ist in der IMZ exprimiert
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allerdings von medial nach lateral in anndhernd gleicher Starke. Somit sind in der IMZ auch potentielle

Positions- und Richtungsinformationen flir passierende Axone enthalten.

4.2.8 Am Embryonaltag E 18 ist eine starke Zunahme an Komplexitit der CP zu

verzeichnen

Am Embryonaltag 18 ist die kortikale Neurogenese nahezu beendet (Price and Willshaw, 2000). Beinahe alle
Neurone fiir den zukinftigen Kortex sind geboren und wandern zur ihrem Bestimmungsort in der CP oder sind
dort bereits angekommen. Die Nissl-Farbung in Abb.4-6 A zeigt eine deutlich verkleinerte VZ und SVZ, sowie
einen breiten, intermedidren Streifen unterhalb der weiter angewachsenen CP. Somit kann die Invasion der
CP durch die thalamokortikalen Axone (TCA) und die Differenzierung der kortikalen Areale weiter
voranschreiten. Dies wird an Hand der Expressionsmuster der untersuchten Gene deutlich.

Die Farbemuster der in der Abb.4-6 dargestellten in-situ-Hybridisierungen mit den Sonden fiir das
Ephrin- / Eph- Systems zeigen im Allgemeinem einen starken Riickgang der Expressionen in den Schichten
unterhalb der CP des embryonalen Kortex (Abb.4-6 B-Q). Lediglich die Hybridisierung mit den Sonden fiir
efnb2 und EphA5 bringen noch eine deutliche Markierung an der Grenze von SVZ und IMZ hervor (Abb.4-6
C, K und L), der Rezeptor EphA3 ist in der SVZ und der unteren IMZ wesentlich schwacher als an E16
exprimiert (Abb.4-6 E und F; Abb.4-4 D-F). Das Farbemuster von EphA4 zeigt die stark reduzierte VZ und
SVZ.

Im Gegensatz zum Riickgang der Expressionen in den unteren Schichten, ist in der CP eine
Zunahme, sowohl in der Anzahl der exprimierten Gene, als auch in der Komplexitat der Expressionsmuster zu
beobachten. Die Expressionen verdeutlichen eine mehrschichtige CP, sowie eine arealspezifische Verteilung
der untersuchten Gentranskripte.

Die beiden Rezeptoren EphB1 (Abb.4-6 G) und EphB2 (Abb.4-6 H) verteilen sich in der CP auf die
unteren, infragranularen (EphB1), sowie auf die oberen, supragranuléren Schichten (EphB2). Der Ligand
efnb2 zeigt Expression ebenfalls in der supragranularen Schicht (Abb.4-6 C). Efnab wird innerhalb der CP in
einer medialen Schicht exprimiert. Das Muster des Liganden beschreibt dabei auf seiner zu Pia mater
weisenden Seite eine scharfe Grenze. Seine nach innen gerichtete Abgrenzung erscheint im Gegensatz dazu
eher flieBend, aber trotzdem deutlich (Abb.4-6 B). Die Uberlagerungen der Signale sind in Falschfarben in
den Bildern | und J der Abb.4-6 gezeigt. Bild | zeigt die Zweiteilung in eine rote supragranulare (EphB2) und
eine grine infragranulare Schicht (EphB1) in der Ausdehnung der CP, die als Nissl-Farbung in blau
dargestellt ist (rot und griin enthallt durch das Signal der CP Blautone). Bild J zeigt eine blaue, von efnab
verursachte intermedidre Schicht, die zwischen der griinen, unteren (EphB1) und der roten, efnb2-markierten
supragranularen Schicht liegt. Efna5 zeigt dabei eine leichte Uberlappung mit EphB1.

Die Sonde fiir den Rezeptor EphA4 bringt lediglich ein schwaches Signal in der CP hervor, es lasst
sich allerdings eine Schichtung der CP erkennen. Im Neokortex ist deutlich die oberflachliche, supragranuléare

Schicht markiert, gradiert von lateral nach medial sowie etwas schwacher die Unterseite der CP. Im Bereich



56 4. Ergebnisse

des cingularen Kortex ist dagegen ausschlieBlich die untere Kante der CP gefarbt. Das Signal geht in Form
eines Gradienten in den Neokortex Gber (Abb.4-6 D).

Der Rezeptor EphA3 ist wie EphA4 in der supragranuléren Schicht der CP exprimiert und auch

speziell im Neokortex. In den dorsalen Regionen des cinguldren Kortex wird kein Signal detektiert. Die
fehlende Expression von EphA3 ist allerdings ausschlieRlich auf diesen limbischen Teil des Kortex
beschrankt. In den dorsalen, occipitalen Regionen des Neokortex, die dem visuellen Kortex entsprechen,
liefert die EphA3- Sonde (iber die gesamte anterior-posterio-Achse hinweg ein Signal (Abb.4-6 E und F).
Die Rezeptoren EphA5, EphA6 und EphA7 zeigen wie EphA3 und EphA4 in dorsoventraler Richtung eine
arealspezifische Verteilung sowie zuséatzlich in anterior-posteriorer Richtung. Hierbei werden EphA5 und
EphA7 in der CP in Form eines Gradienten exprimiert. Die EphA5- Expression ist im Bereich der
Pallium- Subpallium- Grenze hoch und verringert sich in dorsale sowie ventrale Richtung. Der Bereich, in dem
EphA5 stark exprimiert ist, ist anterior ausgedehnter als posterior, so dass der dorsoventrale Gradient im
posterioren Bereich steiler wird (Abb.4-6 K und L). EphA7 wird im Gegensatz zu EphA5 in den frontalen
Bereichen im gesamten Kortex exprimiert. Dazu gehdren die lateralen isokortikalen Regionen, sowie auch die
mediale Allokortex. Die Markierung der EphA6-Sonde in den anterioren Bereichn ist nur sehr schwach. In
einem mittleren Abschnitt des Kortex beschrankt sich das Signal von EphA7 auf einen Bereich in der Néhe
der Pallium- Subpllium- Grenze, ahnlich wie bei EphA5. Auch hier lauft das Signal in dorsaler und ventraler
Richtung in einem Doppelgradienten aus. In den posterioren Kortexregionen ist das Signal wieder im
gesamten Neokortex zu finden. Der cingulare Kortex ist schwach markiert, bzw. der Gradient lauft hier sehr
steil aus. Der Rezeptor EphA7 wird im Gegensatz zu EphA5, der weitestgehend in der gesamten radialen
Ausdehnung der CP lokalisiert ist, in den unteren Schichten der CP exprimiert und zusétzlich in den Zellen
der SP (Abb.4-6 O, P und Q; die weilen Pfeilspitzen zeigen die SP).

EphA6 wird in einem moderaten Level in einer mittleren Schicht der CP, in etwa wie efnab,
exprimiert. In den posterioren kortikalen Bereichen kommt ein starkes Signal dorsal im cinguldren Kortex,
sowie ventral im Insularkortex hinzu. Diese Farbung des Gewebes bleibt bis in die occipitalsten Regionen
erhalten (Abb.4-6 M und N).

Abb.4-6: in-situ-Hybridisierung mit den anti-sense-RNA-Sonden fir efnb2, efna5, EphB1, EphB2, EphA3, EphA4,
EphA5, EphA6 und EphA7 an koronalen Gefrierschnitten des Telencephalon bei E18. (A) Die Nissl-Farbung zeigt eine
deutlich Schrumpfung der inneren, proliferativen Schichten. Die Gene EphA3 (E), EphA4(D), EphA6(M), EphB1(G),
EphB2 (H), efna5 (B)und efnb2 (C) zeigen eine deutliche Schichtung der CP. Die Falschfarbendarstellungen in den
Bildern | und J zeigen die komplementare Schichtung der Gene EphB1, EphB2, efna5 und efnb2 innerhalb der CP. Die
Rezeptoren EphA3 (E, F), EphA4 (D), EphA5 (K, L), EphA6 (M, N), EphA7 (O, P, Q) zeigen eine arealspezifische
Expression im Ctx siehe schwarze Pfeilspitzen. Die weilen Pfeilspitzen O bis Q zeigen die SP. Medial ist links, dorsal
oben. Mafstab 500 pum.
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4.3 Die postnatale Entwicklung des Kortex ist von einer schicht- uns

arealspezifischen Expression der Gene des Ephrin-/ Eph-Systems

gekennzeichnet

Nachdem schon am Embryonaltag E18 eine Mehrschichtigkeit sowie Arealspezifitat der CP zu erkennen ist
(siehe Abb.4-6 | und J), setzt sich die Reifung des Neokortex in den postnatalen Stadien weiter fort. Durch die
spezifische Verdrahtungen der kortikalen Neuronen mit Neuronen des selben Areals in andere Schichten, mit
Neuronen anderer kortikaler Areale oder subkortikalen Strukturen etablieren sich neuronale Schaltkreise und
ein, auch in der Nissl-Farbung sichtbarer, sechsschichtiger Aufbau des Neokortex. Der Screen des Ephrin-/
Eph-Systems in den juvenilen Altersstadien P6 und P28 zeigt dabei areal- sowie schichtspezifische
Expressionen der Gene. Die Expressionsmuster der verschiedenen Gene sind in Tabelle 4-3
zusammengefasst. In dieser Arbeit wurde dabei der sechsschichtige primare somatosensorische Kortex (S1;
Isokortex; Abb.4-1 G,H) und im Vergleich die allokortikalen Areale PrL (Prelimbic cortex) und IL (Infralimbic
cortex) untersucht (Abb.4-8 E,F). S1 ist auf dem Kortex lateral lokalisiert, wohingegen die Areale PrL und IL
mediofrontal auf dem Kortex liegen. Entsprechend gibt es in der Verdrahtung mit dem Thalamus deutliche
Unterschiede. S1 ist hauptsachlich mit dem ventrobasalen Kernkomplex VB und dem posterioren Kern (Po)
verknlpft und PrL und IL (Zusammengefasst als PFC, prefrontal cortex) zeigt Verknlipfungen mit den
medialen Keme wie MD, PT, PV, CM und RE (McKenna and Vertes, 2004; Vertes, 2004). Fir die
verschiedenen Regionen konnten im Bezug auf die schichtspezifischen Expressionen der Gene Unterschiede

festgestellt werden. In der Schicht 1 wurden nie eine Expression der hier analysierten Gene gefunden.

4.3.1 Das Ephrin- /[Eph-System zeigt bereits in der frithen postnatalen Entwicklung des

Kortex in den analysierten Arealen schichtspezifische Expression der Gene

Nachdem nun alle Zellen des Kortex geboren und zu ihrem Bestimmungsort migriert sind, kommt es zur
massiven Invasion der thalamokortikalen Axone in den Kortex und zur Verdrahtung mit den kortikalen
Neuronen. Der S1-Kortex zeigt eine markante Inputstruktur in Schicht 4, das sogenannten ,Barrelfield. Hier
terminieren die aus dem VB-Komplex stammenden Afferenzen. Das Barrelfield reprasentiert das Vibrissenfeld
aus der Schnauzenregion der Maus, welches Uber die Trigeminalkerne des Hirnstammes und den VB-Kern
des Thalamus in den Kortex projiziert wird. Die Differenzierung des Barrelfields ereignet sich postnatal bis P8.

Sechs Tage nach der Geburt (P6) werden im Gehirn der Maus noch 14 Gene des efn- /Eph-Systems
exprimiert. Das heiflt im Vergleich zu den embryonalen Stadien sind nun die Transkripte von lediglich zwei
Genen durch eine in-situ-Hybridisierung nicht mehr detektierbar. Der Rezeptor EphA3 und der Ligand efnb1
werden ausschlieBlich embryonal exprimiert. Die restlichen Gene zeigen eine schicht- und arealspezifische
Expression im Kortex. Besonders dramatisch ist die Spezifitdt des Rezeptors EphA8. Im S1 Kortex markiert
die Sonde von EphA8 ausschlieBlich die Schicht 4 (Abb.4-7 C). So ist es also nicht verwunderlich, dass
EphA8 im PFC, in dem die Schicht 4 nicht existiert auch nicht exprimiert wird.
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Tabelle 4-3: Expressionen der verschiedenen Gene Ephrin-/ Eph-Systems im postnatalen Kortex. Die drei Graustufen
entsprechen dem in dieser Schicht vorherrschendem Expressionslevel. [ ] schwach, [ mittel, [l stark,
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Die Rezeptoren EphA5 und EphA6 sind an P6 im S1-Kortex und in den Regionen des PFC
exprimiert (Abb.4-7 B,F und Abb.4-8 K,O). Die Sonden markieren Neurone aus der Schicht 2/3 sowie der
Schicht 5 im Barrelfield und lassen die Schicht 4 frei. Auch im PrL und IL zeigen sie die gleiche Expression,

wobei im Fall von EphA5 der Markierungsgrad der Schicht 2/3 von dorsal nach ventral abnimmt. Somit ist die
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Expression von EphA5 im PrlL starker als im IL. Im Gegensatz zu EphA5 und EphA6 zeigt der Rezeptor
EphB1 ( Abb.4-7 D) in Schicht 2/3 keine Expression, sondern in Schicht 4, 5 und 6. Auch im mPFC ist keine
Expression in Schicht 2/3, dafiir aber deutlich in Schicht 5 und 6 (Abb.4-7 G). Der Ligand efna2 ist schwach
exprimiert, zeigt dabei aber ebenfalls regionale Unterschiede. Im S1-Kortex ist der Ligand in der Schicht 4
lokalisiert und im PFC in der Schicht 2/3. Verallgemeinert kénnte man sagen, dass efna2 somit im Kortex in
den supragranuléren Schichten exprimiert wird. EfnA5 ist ebenfalls arealspezifisch auf dem Kortex verteilt.
Der Ligand ist im PFC nicht zu detektieren und ist im S1-Kortex in den Schichten 4 und 6 sowie in einzelnen
Neuronen der Schicht 5 exprimiert. Eine ebenfalls sehr areal- und schichtspezifische Expression zeigt der
Ligand efnb3. Er ist an P6 wie auch an P28 ein Marker fiir den PFC wo er in allen Schichten exprimiert ist. Im
S1-Kortex ist die Expression dagegen eher schwach und diffus (Abb.4-8 Q,R,U und V).

Festzuhalten ist: An P6 existieren ausgepragt regionale Unterschiede in den Expressionen der Gene
des Ephrin-/ Eph-Systems. Es gibt Marker fir den PFC wie efnb3, Marker fiir den Neokortex wie EphA8, der
die starkste Expression in S1 hat. EphA8 ist dabei auf die Schicht 4 beschrankt (Abb.4-7 C). AulRerdem
zeigen efna5 (4 und 6; Abb.4-7 A) und EphA6 (2/3 und 5; Abb.4-8 K) im S1-Kortex Expressionen in
Schichten, die jeweils untereinander Verknlpfungen ausbilden. Des weiteren werden die Gene EphAb5,
EphA8, EphB1 und efna2 bis zum juvenilen Stadium P28 abgeschaltet, oder zumindest soweit
herunterreguliert, das sie mit den entsprechenden antisense-Sonden nicht mehr detektiert werden kénnen
(siehe Tabelle 4-2).

Abb.4-7: In-situ-Hybridisierung mit den antisense-RNA-Sonden flir efna2, efna5, EphB1 an koronalen Gefrierschnitten
des Maushirns bei P6. Die Bilder A-D zeigen den S1-Kortex, links der gestrichelten Linie ist die Schichtung des Kortex
durch eine Nissl-Farbung gezeigt. Der weile Pfeil beschreibt die Arealgrenze zu S2. Die Bilder E-G zeigen den PFC in
Bild E ist die Grenzen der Areale PrL und IL eingezeichnet. In A-D ist medial links und dorsal oben. E-G zeigen den
medialen Bereich des anterioren Kortex. Dorsal ist oben. MaRstab 500um.
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4.3.2 Die schicht- und arealspezifischen Expressionen mancher Gene des Ephrin-/

Eph-Systems setzen sich bis in die juvenilen Stadien fort

Fur Entwicklungsgene, zu denen die Gene des ephrin-/Eph-Systems gehoren, ist zu erwarten, dass sie im
Laufe der Entwicklung wieder abgeschaltet werden. Zu einem grofRen Teil ist dies auch der Fall. Nur noch 8
der 21 Gene konne an P28 mit den Ribo-Sonden noch detektiert werden. Aber es ist auch zu beobachten,
dass die Expression einiger Gene erhalten bleibt und in einem Fall ist sogar noch eine entscheidende
Musterénderung festzustellen.

Die Rezeptoren EphA4 (Abb. 4-8 C,D,G und H) und EphA6 (Abb.4-8 K,L,O und P) bleiben in ihrem
Expressionsmuster in den Stadien P6 und P28 nahezu unverandert. Sie sind im S1-Kortex in den Schichten
2/3, 4 und 5 (EphA4) und 2/3 und 5 (EphA6) exprimiert (Abb.4-8 C,D und K,L). Im PFC werden beide Gene
hauptsachlich in den oberen Schichten exprimiert (Abb.4-8 G,H und O,P). Sie zeigen hier eine gradierte
Expression, wobei EphA4 dorsal starker als ventral ist. Fir EphAG ist der Gradient entgegengesetzt. So zeigt
PrL ein hohes Level an EphA4-Transkripten und eine niedriges Level an EphA6, wohin gegen IL ein hohes
Level an EphA6 und ein niedrigeres Level an EphA4 hat. Die Expression von EphA6 in Schicht 5 geht bei
P28 im PFC etwas zuriick (Abb.4-8 P).

Die Starke der Expression des Liganden efnb2 geht zu Gunsten einer breiteren Verteilung etwas
zuriick. Ist efnb2 am Tag P6 in der Schicht 2/3 im S1- Kortex, sowie im PFC stark exprimiert, ist es bei P28
nur noch schwach, dafiir aber in allen Schichten des S1-Kortex, sowie den Schicht 2/3 und 5 im PFC (Abb.4-8
[,J,M und N).

Die Gene efnb3 (Abb.4-8 Q,R,U und V) und EphB6 (Abb.4-8 S, T,W und X) bleiben ebenfalls bis in
die spaten juvenilen Phasen aktiv, andern aber dramatisch das Expressionsmuster. Die Sonde von EphB6
detektiert Transkripte bei P6 in allen Schichten des S1-Kortex und des PFC, am stérksten in den Schichten
2/3 und 4. Am Tag P28 ist die Expression von EphB6 im S1 Kortex in den unteren Schichten, vor allem in
Schicht 6 wesentlich héher (Abb.4-8 T). Dies gilt auch fiir den PFC (Abb.4-8 X). Allerdings gibt es einen
Unterschied zwischen PrL und IL. Die Expression von EphB6 ist sowohl an P6 als auch an P28 in den
Schichten 2/3 und 5 des PrL stérker als in IL (Abb.4-8 W und X). Fiir das Gen efnb3 wird bei P6 und P28, wie
auch in den embryonalen Stadien medial eine deutlich héhere Expression als lateral registriert. So ist die
Expression im PFC deutlich starker als in S1. Im S1 Kortex ist die Expression zwar schwach aber dennoch in
allen Schichten, bis auf Schicht 4, vorhanden. An P28 findet man durch die efnb3-Sonde markierte Zellen, die
wie Pfeffer und Salz im gesamten Kortex verteilt sind. Besonders viele und wesentlich dichter angeordnete
Zellen findet man in der weilen Substanz und anderen Faserstrukturen (Abb.4-8 Fenster in R). Dies ist also
ein bei P28 neu auftretendes Signal der efnb3-Sonde, oder es war unter dem anderen Signal versteckt. Die

Expression von efnb3 ist im lateralen Neokortex am Tag P28 nicht mehr schichtspezifisch (Abb.4-8 R).
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Abb.4-8: In-situ-Hybridisierung mit den antisense-RNA-Sonden fiir efnb2 (1,J,M,N), efnb3 (Q,R,U,V), EphA4 (C,D,G,H)
EphA6 (K,L,0,P), und EphB6 (S, T,W,V) an koronalen Gefrierschnitten des Maushirns bei P6 und P28 (das Alter bezieht
sich jeweils auf die gesamte Kolumne). Die Abbildungen zeigen den S1-Kortex (A-D, I-L, Q-T; dorsal ist links, lateral
oben) und den PFC (E-H, M-P, U-X; dorsal ist oben). In den Nissl-Farbungen (A,B,E,F) sind die Schichtungen des

Kortex eingezeichnet (A und B) und die Areale des PrL und IL des PFC (E und F). MaRstab 500um (gilt fiir jeweilige
Reihe).
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4.4 Der embryonale Thalamus

Der anatomische Aufbau des dorsalen Thalamus in eine Vielzahl von distinkten Kerngebieten, ist eng mit den
Assoziationen des Thalamus zu den verschiedenen Arealen des Kortex verbunden. So werden z.B. die
Projektionen verschiedener Sinnessysteme (ber festgelegte Kerne des Thalamus getrennt in die
verschiedenen sensorischen Kortices (ibertragen. Die einzelnen thalamischen Kerne sind somit Bestandteile
von Verarbeitungseinheiten, die sich lber ihre Projektionen zur GroRhirnrinde definieren. An der Etablierung
dieser Projektionen sind vermutlich eine Vielzahl verschiedener Signalmolekiile beteiligt, wobei das ephrin-/

Eph-System eine Rolle spielt.

441 Der embryonale Thalamus ist Nissl-anatomisch eine undifferenzierte

Lpronukledre Zellmasse*

In den jungen postnatalen Stadien sind die ausdifferenzierten Kerngebiete schon gut zu erkennen.
So lasst sich, wie in Abb.4-9D zu sehen, ein koronal geschnittener Thalamus mit Hilfe
entsprechender Atlanten (Paxinos and Franklin, 2001) und einer geeigneten Farbemethode, wie z.B.
der Nissl-Farbung gut kartieren. In den friihen embryonalen Stadien (Abb.4-9 A-C) ist dies nicht der
Fall. Hier findet man mit Nissl-Farbungen nur eine mehr oder weniger homogene ,pronukleére
Zellmasse* vor, welche allerdings schon am Tag E16 (Abb.4-9: B) den Grofiteil der thalamischen
Neurone fur die zukinftigen Kerngebiete enthalt (Altman and Bayer, 1979, , 1988c, 1988a, 1988Db, ,
1989a, 1989c, 1989b). Die Neurogenese beginnt bereits am Embryonaltag E11 im dorsalen
Neuroepithel des dritten Ventrikels mit den Zellen fir das mediale Geniculatum und dem
Retikularkern. Die letzten Zellen des Paratenialkern und des Paraventrikularkerns werden an E16
geboren. Der posteriore Thalamus wird also friher entwickelt als der anteriore, genau wie die
dorsalen Kerne gegenuber den ventralen. Insofern findet man im sich entwickelnden Thalamus, wie
im embryonalen Kortex einen neurogenetischen Entwicklungsgradienten. Die postmitotischen Zellen
migrieren dann innerhalb von drei Tagen radial nach aullen in die Mantelzone und siedeln sich an
ihrer finalen Position an. Somit befinden sich die meisten Neurone des Thalamus am Tag E18
(Abb.4-9 C) am finalen Ort ihres zukUlnftigen Kerngebietes. Die weitere Differenzierung der Keme
geht einher mit der internen Verdrahtung des Thalamus und der Verdrahtung mit dem Kortex, wobei

durch die Ausbildung des Neuropils die thalamischen Kerne sichtbar werden.

Am Tag E14 haben bereits thalamokortikale Axone (TCA) die interne Kapsel (IC) im
ventralen Telencephalon (VTC) erreicht (Molnar et al., 1998a; Auladell et al., 2000). Auch dort
befindliche ,guidepost cells* projizieren in den undifferenzierten Thalamus (Metin and Godement,

1996; Deng and Elberger, 2003). Fir die ein- und auslaufenden Axone sind entsprechende
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kernspezifische Lenkungssignale flr die Wegfindung zu erwarten und sollten deswegen schon in der

morphologisch undifferenzierten ,pronukledren Zellmasse* exprimiert sein.

Abb.4-9: Nissl-Farbungen des dorsalen Thalamus an Koronalschnitten des Gehirns der Maus in den Altersstadien E14
(A), E16 (B), E18 (C) und P6; D zeigt die differenzierten Kerngebiete des Thalamus; dorsal ist oben; MaRstab 500 um.
Fur die Abklrzungen siehe Abkirzungsverzeichnis.

4.4.2 Marker-Gene bilden einen kernspezifischen ,molekularen Code“ im

differenzierten postnatalen Thalamus

Der Geburtsort im Neuroepithel (epithelialer Patch) beherbergt die Vorlauferzellen fir einzelne zukiinftige
thalamische Kerne (Altman and Bayer, 1988c). Gene, die friih in den Abkémmlingen dieser Zellen exprimiert
werden und diese Expression bis in die spaten Stadien des ausdifferenzierten Thalamus beibehalten, kdnnen
als kernspezifische molekulare Marker und somit zur Parzellierung des anatomisch undifferenzierten

Thalamus dienen (Nakagawa and O'Leary, 2001; Jones and Rubenstein, 2004). Insbesondere Kombinationen
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aus verschiedenen solcher Markergene konnen die zukiinftigen Kerne des reifen Thalamus schon in den

embryonalen Stadien ausweisen und die pronukleare Zellmasse kartieren.

El6 E15 N El4 —

Abb.4-10: In-situ-Hybridisierungen an Koronalschnitten des Gehirns der Maus mit der antisense-Sonde fir Gbx2;
Gezeigt ist der dorsale Thalamus in den Stadien P4 (A), PO (B), E18 (C), E16 (D), E15 (E) und E14 (F). Dorsal ist oben.
MaRstab 500 um.

Zu diesem Zweck wurden antisense-Sonden der Gene Gbx2, Ngn2, Lhx2, Cadherin 6 und 8
hergestellt und die Expression im dorsalen Thalamus analysiert. Als erstes wurden die Expressionsmuster in
verschiedenen Entwicklungsstufen betrachtet. In Abb.4-10 ist die Expression von Gbx2 in den Altersstadien
P4 (A), PO (B), E18 (C), E16 (D), E15 (E) und E14 (F) gezeigt. Hier wird deutlich, dass das Farbemuster der
Sonde von P4 bis einschlieflich E16 konsistent ist und somit groBe Veranderungen in der Expression des
Gens auszuschliefen sind. Die Stadien E15 und auch E14 zeigen schon die Tendenz und lassen das finale
Muster erahnen. Allerdings sind bis E18 in den dorsolateralen Bereichen des Thalamus flligelférmige
Farbungen zu sehen (Abb.4-10 C), die bei PO (Abb.4-10 B) noch schwach und an P4 (Abb.4-10 A) nicht mehr
zu finden sind, was darauf hinweist, dass die Expression von Gbx2 nicht in allen Kernen konstant ist. Auch ist
die thalamische Neurogenese noch nicht abgeschlossen, so dass noch weitere Zellen hinzukommen und die
migratorischen Prozesse dieser Zellen das Expressionsmuster verandern. Die Neuronen der verschiedenen
Kerne sind somit noch miteinander vermischt. Eine absolute Unterscheidung der verschiedenen thalamischen
Kerne ist demzufolge noch nicht méglich.

Die Expressionsmuster der ausgewahlten Gene wurden fir die postnatalen Stadien mit Hilfe der Nissl-

Farbung (vergleiche Abb.4-9 D) auf die Kernspezifitat hin ausgewertet und die Daten in Tabelle 4-4
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aufgelistet. FUr die verschiedenen Kerne des Thalamus exsistiert somit ein Code aus unterschiedlichen

Marker-Genen, der sich auf die embryonalen Stadien (ibertragen lassen sollte.

Tabelle 4-4: Expression von Markergenen in den verschiedenen thalamischen Kernen im differenzierten postnatalen
Thalamus. Die Expression der Gene ist hier in zwei Abstufungen dagestellt. [] schwach [ mittel L1 nicht

exprimiert, * bedeutet eine sehr schwache Farbung, die nicht zweifelsfrei bestatigt werden kann. G indiziert einen

Gradienten
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4.4.3 Die Kartierbarkeit des embryonalen Thalamus mit Hilfe der Expressionsmuster
der Markergene Gbx2, Lhx2, Ngn2 und Cad6

In allen Fallen wurden zuerst die Expressionsmuster in verschiedenen postnatalen Stadien (PO bis P6)
untersucht, wobei sie durch den Vergleich mit den entsprechenden Nissl-gefarbten Schnitten den Kernen des
Thalamus eindeutig zugeordnet werden konnten. Dabei fiel auf, dass Kerne oder Kemkomplexe, die aus
mehreren Unterkernen bestehen, nicht homogen geféarbt sein miissen. So ist der Mediodorsalkern, der aus
einem lateralen, zentralen und medialen Teil besteht, durch die Gbx2-Sonde heterogen markiert (siehe
Tabelle 4-4). Die Analyse der Expressionsmuster Uber die Zeit hinweg zeigt, dass die Muster zumindest flir
die Gene Gbx2 und Lhx2 relativ konsistent sind, und somit die Expression dieser Gene wenig variabel ist.
Anderungen der Expression treten hauptsachlich in der Expressionsstérke einzelner Gen auf. Dies ist vor
allem bei Cad8 der Fall. Es wird postnatal in VB schwach exprimiert (Daten nicht gezeigt). Bei E16 wirden
man nun fir VB nach einer schwachen Farbung fir Cad8 suchen. Tats&chlich wird aber embryonal Cad8
stark in VB exprimiert. Fir andere Kerne konnten ahnliche Veranderung des Expressionsmuster von Cad8
nicht ausgeschlossen werden. Fiir die Kartierung des Thalamus muss darauf geachtet werden.

Auch Ngn2 zeigt signifikante Veranderungen in der Starke der Expression. In Abb.4-11 A-D ist die
Ngn2-Expression in den Altersstadien E14 (A), E15 (B) und E16 (D) dargestellt. Die Pfeilspitzen deuten auf
die Expressionsgrenze und zeigen bei E16 posterior eine schwach auslaufende Grenze (C), wohingegen die
Grenze bei E14(A) weiter hinten liegt und scharf ist. Im Gegensatz dazu sind die Expressionsmuster von
Gbx2 (D-F) und Lhx2 (G-) qualitativ konstant. Der Transkriptionsfaktor Ngn2 hat sich deshalb im Gegensatz

zu Gbx2 und Lhx2 als nur teilweise brauchbar erwiesen.
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Lhx2

Abb.4-11: Whole mount in-situ-Hybridisierung vom Hirnstamm mit Sonden fiir Ngn2 (A-C), Gbx2 (D-F) und Lhx2 (G-I) in
den Altersstadien E14 (A,D,G), E15 (B,E,H) und E16 (C,F,l). Die weilen Pfeilspitzen zeigen die Expressionsgrenze von
Ngn2 im dTh. dTh dorsaler Thalamus, eTh Epithalamus, vTh ventraler Thalamus, HTh Hypothalamus, PT Pratectum,
MC Mesencephalaon, RC Rhombencephalon; Aufsicht ist von medial, anterior ist links und dorsal ist oben. Der Mafstab
betragt 1mm. Die Whole mount In-situ-Hybridisierungen wurden freundlicherweise von Liane Dahm zur Verfligung
gestellt.

Letztendlich wurden fiir die Kartierung des embryonalen Thalamus die Expressionen der Gene Gbx2, Lhx2,
Ngn2 und Cad6 einbezogen. Die Kartierung erfolgte iber den postnatalen Expressionscode (siehe Tabelle 4-
4) der verschiedenen thalamischen Kernen dieser Gene. Dabei wurden nach griindlicher Analyse auch die
sehr schwachen Farbemuster von Ngn2 genutzt. Ein weiteres Hilfsmittel war die relative Lage der einzelnen
Kerne im differenzierten Thalamus, was die finale Karte fir den Embryonaltag 16 (siehe 4.4.7) dann plausibel

erscheinen lies. Fiir den Embryonaltag 14 war eine Kernzuordnung nicht méglich.

4.4.4 Die Expression der Markergene enthilt am Tag E14 ein genspezifisches

Streifenmuster

Am Embryonaltag 14 erzeugen die antisense-Sonden der Transkriptionsfaktoren ein streifenartiges
Farbemuster. Die Abb.4-12 zeigt die Expressionsmuster von Gbx2 (A-C), Lhx2 (D-F) und Ngn2 (G-H) des
Thalamus in drei Ebenen von anterior nach posterior. Dabei ist der Bereich des Neuroepithels durch die
Sonden Gbx2 und Lhx2 ungefarbt, wohingegen Ngn2 ein starkes Signal erzeugt (Abb.4-12, siehe Raute). Die

nach lateral folgende Zone exprimiert im anterioren Bereich alle drei Transkriptionsfaktoren (Abb.4-12 AD,G,
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siche Sternchen). Im mittleren und posterioren Teilen des Thalamus exprimiert die mit einem Sternchen

ausgezeichnete Zone nur Gbx2 und Lhx2. Das Expressionsmuster von Ngn2 hat an dieser Stelle eine Liicke.

rostral — caudal

Ngni

Abb.4-12: In-situ-Hybridisierungen an Koronalschnitten des Gehirns der Maus mit den antisense-Sonden fiir Gbx2
(A,B,C); Lhx2 (D,E,F) und Ngn2 (G,H,l). Gezeigt ist der dorsale Thalamus am Embryonaltag 14. Die Pfeile geben die
Mittellinie an (Ventrikel). Die Expressionsmuster sind streifenartig, die Rauten und Sternchen zeigen die Streifen. Die
Pfeilspitze zeigt die horizontale Expressionsgrenze der drei Transkriptionsfaktoren. Dorsal ist oben. MaRstab 500 pum.

In einer breiten Zone, die sich nach auflen anschlief’t, sind die drei Gene sehr inhomogen exprimiert. Gbx2
und Lhx2 sind in der dorsalen Region lokalisiert. Sie unterscheiden sich beide allerdings in der Intensitat. So
ist Gbx2 in den ganz lateralen Bereichen starker exprimiert als Lhx2. Die Ngn2-Sonde farbt im Gegensatz zu

den anderen den ventralen Bereich des dTH (Abb.4-12 C,F,|, siehe Pfeilspitze). Somit existiert in der dueren
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Zone eine dorsoventrale Untergliederung. Durch die Uberlagerungen der Expressionsmuster der Gene Gbx2,
Lhx2 und Ngn2 (Abb.4-13 A-C) ist eine genauere Analyse der Muster méglich. Mit Hilfe dieser Methode
lassen sich die Streifen in subtilerer Weise darstellen und in weitere feinuntergliederte Streifen aufteilen. Von
medial nach lateral zeigen sich sehr schmale Streifen in den Farben blau, tlirkis, weil, gelb und rot.
AnschlieRend folgt die breite duere Zone, die sich ebenfalls in verschiedene Farbfelder untergliedert.

In Abb.4-13 sind in den Bildern A" bis C" die Intensitatsverlaufe der Farbemuster der drei antisense-
Sonden (Gbx2 in rot, Lhx2 in grin und Ngn2 in blau) in horizontaler Ausrichtung gezeigt. Die Graphen
zeigen die Intensitatsverldufe in den Positionen 1 (dorsal) und 2 (ventral) in den jeweiligen Schnittebenen von
anterior nach posterior. In A1 und 2 liegen die Maxima von Gbx2 und Lhx2 {ibereinander (Abb.4-13, grofte
Pfeile) und schneiden sich mit den Graphen von Ngn2. Dieser Graph hat mehrere Peaks. Einerseits direkt
links und rechts neben der Mittellinie (Abb.4-13 gestrichelte Linie) und andererseits medial neben den Maxima
von Gbx2 und Lhx2 (Abb.4-13 kleine Pfeile). Vergleicht man die Graphen in anterior-posteriorer Richtung,
verschieben sich die Maxima von Gbx2 und Lhx2 auf die Mittellinie zu, und zwar in dem Male, wie die
Ausbreitung von Ngn2 um die Mittellinie abnimmt (In Abb.4-13 B'und C” sind die Pfeile aus A" iibertragen, um
die Schrumpfung der inneren Zone zu zeigen). Demzufolge schrumpft die innere Zone sukzessive (vergleiche
auch E16 Abb.4-14). Dies passiert in den dorsalen Bereichen stérker als in den ventralen (vergleiche Abb.4-
13 B',C'1 und 2). Auch ist zu beobachten, dass die Maxima von Gbx2 und Lhx2 an Breite in den dorsalen
Bereichen zunehmen (vergleiche Abb.4-13 B'1 und 2).

Durch die Uberlagerungen der Expressionsmuster der Gene Gbx2, Lhx2 und Ngn2 Iasst sich der
unreife Thalamus am Embryonaltag 14 in drei vertikal orientierte Zonen untergliedern. Die Bilder A und B”
der Abb.4-13 zeigen die, aus den Farbemuster resultierenden Skizzen der jeweiligen Schnittebenen. Im Bild
D der Abb.4-13 ist eine idealisierte Zeichnung des embryonalen Thalamus am Tag 14 mit den verschiedenen
Zonen gezeigt. Es existiert eine, dem Ventrikel anliegende VZ, ein von anterior nach posterior schrumpfende
SVZ, eine Ubergangszone, welche die Maxima der Gene Gbx2 und Lhx2 enthdlt, und eine &uRere
Mantelzone (MZ). Die MZ in horizontaler Orientierung in mindestens zwei Felder unterteilt (Abb.4-12 C,F und
I; Pfeilspitzen). Hier liegen vermutlich die differenzierenden Felder der zukiinftigen thalamischen Kerne. Durch
die Vermischung der Zellen die noch migrieren und fiir verschiedene Kerne bestimmt sind, ist eine genauere

Untergliederung nicht maglich.



70 4. Ergebnisse

rostral —= caudal

Gray value

Distance (pixels) Distance (pixels) Distance (pixels)

B

Abb.4-13: A bis C zeigen Uberlagerung der Expressionsmuster der Gene Gbx2 (rot), Lhx2 (griin) und Ngn2 (blau) am
Embryonaltag 14 in Falschfarbendarstellung. A" bis C” sind Intensitétsplots der Signale in den in A gezeigten Bereichen
1 (dorsal) und 2 (ventral). A" und B"" zeigen die aus den Uberlagerten Muster resultierenden Zonen des Thalamus der
entsprechenden Ebene. Die Pfeile geben als Referenzpunkt die Lage der Maxima von Gbx2 und Lhx2 (groRer Pfeil) und
des lateralen der beiden medialen Ngn2-Maxima (kleiner Pfeil) im rostralen Schnitt an. D zeigt die idealisierte Skizze des
Thalamus am Embryonaltag 14. Dorsal ist oben. Malistab 500 pum.
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4.4.5 Die Expressionsmuster der Gene Gbx2, Lhx2 und Ngn2 zeigen am Embryonaltag

16 einen in kernspezifische Felder untergliederten Thalamus

rostral caudal

Ngn2

Abb.4-14: In-situ-Hybridisierungen an Koronalschnitten des Gehirns der Maus mit den antisense-Sonden fiir Gbx2
(A,B,C); Lhx2 (D,E,F) und Ngn2 (G H,l). Gezeigt ist der dorsale Thalamus am Embryonaltag 16. Die Zeichen + (AD,G), O
(B,E,H) und # (C,F,I) geben Felder des Thalamus an, die durch die drei Sonden unterschiedlich markiert werden. Sie
entsprechen den Kernen AV (O, MD (+) und LP (#). MaRstab 500 um.

Am Tag E16 andern sich die Expressionsmuster der Gene Gbx2, Lhx2 und Ngn2 natlrlich mit der
VergroRerung des Thalamus. Die Farbemuster der Sonden ahneln den Mustern in den postnatalen Stadien
nicht im Detail, aber die Tendenz ist deutlich zu erkennen. Der Thalamus liegt noch getrennt in eine rechte
und linke Halfte vor, so dass die medialen Kerne wie PV, CM, Rh und Re noch paarig und weiter auseinander

liegend vorkommen. Die Schrumpfung der inneren proliferativen Zone ist vollstandig, was mit der
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ausklingenden Neurogenese der thalamischen Neurone einhergehen sollte. Damit sind die Streifen von Gbx2
und Lhx2, die an E14 die Ubergangszone bilden, jetzt weiter medial gelegen (Abb.4-14 A-F). Sie lassen zum
Ventrikel hin einen sehr schmalen Streifen frei, der, wie auch an E14, Ngn2 exprimiert (Abb.4-14 G-I). Wie
sich ebenfalls an E14 andeutete, breitet sich das Signal der Gbx2- und Lhx2-Sonden vornehmlich in den
dorsalen Bereichen des Thalamus aus und das Signal von Ngn2 ventral. Beim Vergleich der
Expressionsmuster sind, wie in Abb.4-14 (siehe Oin A, D, G; +in B, E, Hund # in C, F, I) gezeigt, separierte
und verschieden markierte Felder festzustellen. Die beispielhaft gezeigten Felder entsprechen den
thalamischen Kernen AV (0, MD (+) und LP (#). Beim Vergleich von Gbx2 und Lhx2, die ansonsten sehr
ahnliche Muster haben, treten vor allem anterior Unterschiede auf. Die Ubergénge der einzelnen Felder sind
in den anterioren Regionen noch flieRend, wohingegen in den posterioren Bereichen die Farbemuster schon

differenzierter erscheinen.

4.4.6 Die Expression von Cad6é beginnt, nachdem die thalamischen Neurone ihren

kernspezifischen Platz eingenommen haben

Betrachtet man die Expression von Cad6 im Thalamus iber die Zeit (hier E14, E15 und E16; siehe Abb.4-15),
stellt man fest, dass die durch die antisense-Sonde entstehende Signalstarke mit der Entwicklung des
Thalamus zunimmt. So ist die Expression im anterioren Thalamus bei E14 (Abb.4-15 A) schwach, bei E15
(Abb.4-15 D) mittel und bei E16 (Abb.4-15 G) stark. Auch innerhalb einer Altersstufe ist diese Anderung der
Expression zu beobachten. Am Embryonaltag 14 ist in den anterioren Bereichen sowie in den mittleren
Abschnitt des Thalamus kaum eine Expression zu finden. In der posterioren Schnittebene allerdings schon.
Ahnliches ist auch am Tag E15 zu beobachten. Von anterior nach posterior nimmt die Signalstérke zu.
Dagegen ist am Tag E16 die maximale Intensitat der Expression in allen Schnitteben annéhernd gleich. Der
posteriore Thalamus ist, wie erwahnt, weiter entwickelt als der anteriore.

Auffallig ist bei der Analyse der Expressionsmuster von Cad6, dass im Gegensatz zu den Mustern
von Gbx2, Lhx2 und Ngn2, die Cad6-Sonde im wesentlichen Gebiete in der MZ also in den differenzierenden
Regionen markiert. In den proliferatifen Zonen sowie in der UZ ist kaum eine Expression von Cad6 zu finden
(vergleiche E14, Abb.4-15). Bei E15 und E16 muss allerdings bemerkt werden, dass ganz medial, dem
Ventrikel direkt anliegend, eine Expression von Cad6 zu verzeichnen ist. Es scheint, dass die Zellen des
Thalamus mit der Expression von Cad6 erst beginnen, nachdem sie ihre Position in der differenzierenden
Zone der MZ gefunden und eingenommen haben. Die Expression des Gens Cad6é wurde ebenfalls fir die
Kartierung des embryonalen Thalamus verwendet, vor allem wegen der Expression in den anterioren Kernen
(siehe Tab.4-4).
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Abb.4-15: In-situ-Hybridisierungen an Koronalschnitten des Gehirns der Maus mit der antisense-Sonde fir Cad6.
Gezeigt ist der dorsale Thalamus in den Altersstadien E14 (A-C), E15 (D-F) und E16 (G-I). Dorsal ist oben. Mafistab 500
pm.

4.4.7 Die Kartierung des embryonalen Thalamus am Tag E16

Die Uberlagerung der Expressionsmuster der drei Transkriptionsfaktoren in Abb.4-16 A bis C fiihrt
demzufolge zu verschiedenen Farbfeldern, die somit eine differenzielle Untergliederung des embryonalen
Thalamus in konkrete Kerngebiete erlauben. Die unterschiedlichen Farben der Felder entsprechen dem
Code, der sich aus der Expression von Gbx2, Lhx2 und Ngn2 ergibt. Unter Zuhilfenahme der Cad6-
Expressionsmuster und durch Vergleich mit den Expressionen der Gene in den postnatalen Stadien, die in
Tabelle 4-4 aufgefiihrt sind, lassen sich Schliisse auf die spezifische Lage der zukinftigen thalamischen
Kerne ziehen. Die Zeichnungen in den Abbildungen A" bis C" der Abb.4-16 sind entsprechend diesem



74 4. Ergebnisse

kernspezifischen ,Transkriptionsfaktor - Expressionscode” genaue Kartierungen der thalamischen Kerne in
den verschiedenen Schnittebenen von rostral nach caudal am Embryonaltag 16. Mit Hilfe dieser Karten
lassen sich nun die kernspezifischen Expressionen der Gene des ephrin-/ Eph-Systems am Tag E16

ermitteln.

rostral caudal

Abb.4-16: A bis C zeigen in Falschfarbendarstellung die Expressionsmuster der Gene Gbx2 (rot), Lhx2 (griin) und Ngn2
(blau) im dTh am Embryonaltag 16. A" bis C” zeigen die Lage der, aus den Uberlagerten Mustern resultierenden Kernen
des Thalamus in den entsprechenden Ebene. Dorsal ist oben. Mafistab 500 um.

4.4.8 Die antisense-Sonden fiir das ephrin-/ Eph-System zergliedern im hohen MaRe

den embryonalen Thalamus am Taq E14

Die Farbemuster der antisense-Sonden fiir die verschiedenen Gene des ephrin-/ Eph-Systems zeigen eine
deutlich differenziert regulierte Expression dieser Gene in den analysierten Altersstadien. Die Expressionen
sind in der Tabelle 4-5 aufgelistet. Die Analyse der Expressionsmuster basierte dabei auf der
vorgenommenen Kartierungen des Thalamus auf Grund der Expressionen der Gene Gbx2, Lhx2, Ngn2 und
Cad6 in den Altersstadien E14 und E16 (siehe E14 Abb.4-13 sowie E16 Abb.4-16). Am Embryonaltag E14
zeigt sich, wie zuvor schon beobachtet (siehe 4.4.4), ein auffalliges streifenartiges Muster der Markierungen
durch die verschiedenen antisense-Sonden. In Abb.4-17 sind die Expressionen der Gene des ephrin-/ Eph-
Systems dargestellt. So werden die Liganden efnb2 (A) und efna5 (B) sowie der Rezeptoren EphA6 (G) in der
UZ exprimiert. Hierbei ist die Expression von EphA6 in einem von dorsal nach ventral abnehmenden
Gradienten realisiert. Somit ist die Ubergangszone auf zelluldrer Ebene nicht homogen strukturiert. Die
Rezeptoren EphB1 (C) und EphB2 (D) sind im innersten Streifen, der VZ, lokalisiert. Dabei markiert die
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EphB1-Sonde im Wesentlichen die dorsale Halfte des Neuroepithels des dTh. Ein sehr weit dorsal gelegener
kleiner Abschnitt wird von der Sonde fir EphA3 (E) gekennzeichnet. So erhélt man innerhalb einer
Schnittebene eine Teilung des Neuroepithels in drei Bereiche. Die Expression von EphA7 (H) tragt ebenfalls
zur Zergliederung der proliferativen Zone bei. Die Sonde markiert hierbei die beiden innersten Streifen (VZ
und SVZ) in gradierter Form. Die Expression von EphA7 ist ventral hoch und dorsal niedrig. Einen
gegenlaufigen Gradienten, allerdings nur in der SVZ, zeigt die Expression des Rezeptors EphA4 (F). Eine
derartig starke Untergliederung der differenzierenden Zonen des embryonalen Thalamus war bei der Analyse

der Expressionsmuster der Transkriptionsfaktoren nicht zu beobachten.

Tabelle 4-5: Expression der Gene des ephrin-/ Eph-Systems in den verschiedenen thalamischen Kompartimenten. Die
Expression der Gene ist hier in zwei Abstufungen dagestellt. [] schwach [ mittel [_] nicht exprimiert, * bedeutet
eine sehr schwache Farbung, die nicht zweifelsfrei bestatigt werden kann. G deutet einen Gradienten an. EphA7 zeigt
am friihen E14 (f) ein anderes Muster als an einem spéten E14 (s; siehe Abb.4-17 H, |)

E14 E16

NE
svz
Uz
LD
PV
PT

(&)
o

RT
Zl
vLG
AD
AV
AM
MD
IMD
IAM
IAD
CL
CM
Rh
Re
LP
VM
VB
Po
Rt

N
=

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
efnat

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
efna2

efna3 *

efnad

efnab G

efnb1
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efnb3 *

EphAf1

EphA2

EphA3 G

EphA4 G 6 G

EphA5 G

EphA6 G

EphA7 | ¢ | § s G

EphAS8

EphB1

EphB2 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

EphB3

EphB4
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Die MZ exprimiert hauptsachlich die Rezeptoren EphA3, EphA4 und EphB2. Die Expression von
EphA3 (Abb.4-17 E) wird dabei als Gradient sichtbar, der ventral eine hohe Signalstarke aufweist und dorsal
eine niedrigere. EphA4 (Abb.4-17 F) verlauft in einem etwas flacheren Gradienten dem EphA3-Gradienten
entgegen. EphB2 (Abb.4-17 D) zeigt auch in der MZ ein streifiges Expressionsmuster, was darauf hinweist,
dass in den friheren embryonalen Altersstadien auch die Zellen in der MZ in vertikalen Streifen angeordnet
sind.

Eine Eigenart weist der Rezeptor EphA7 auf. Wie zuvor beschrieben wird EphA7, wie in Abb.4-17 H
zu sehen, zu einer friihen Zeit in der VZ und SVZ des Thalamus exprimiert. Die MZ ist dabei frei von Signal.
Zu einem spateren Zeitpunkt, von nur einem halben Tag, ist von dem Signal in der proliferativen Zone, wie in
Abb.4-17 | zu sehen, nur noch wenig in der VZ zu finden. Statt dessen ist jetzt der ventrale Bereich der MZ
von der Sonde markiert (Abb.4-17 H und |, die Sternchen zeigen die Expression von EphA7). In diesem Fall
wird also eine kurze Aufenthaltszeit der EphA7 exprimierenden Zellen im medialen Streifen und eine schnelle
radiale Migration in die MZ nahegelegt.

Die Uberlagerungen der Expressionsmuster der Gene von EphA3, EphA4, EphB1 und efna5 in den
Bildern J und K der Abb.4-17 zeigen, wie distinkt die einzelnen Expressionen sind und den verschiedenen
Zonen zugeordnet werden konnen. So verlauft die Expression von EphA3 (rot) direkt bis an die UZ, in der
efnab exprimiert wird (Abb.4-17 J). Die Expression von efna5 (blau in Abb.4-17 J) in der UZ fiillt genau den
Zwischenraum zwischen der Expression von EphA4 (griin) in der SVZ und der MZ (Abb.4-17 K; UZ ist die
leere Stelle zw. der griinen SVZ und gelben MZ). Ganz medial ist in Abb.4-17 K die Expression von EphB1 in
blau gezeigt, die eine scharfe Grenze zu SVZ (griin) bildet. Die Skizze in Abb.4-13 D wurde in Abb. 4-17 L

durch die weitere Zergliederung der VZ durch die Gene des ephrin-/ Eph-Systems ergénzt.

Abb.4-17: In-situ-Hybridisierungen an Koronalschnitten des Gehirns der Maus mit den antisense-Sonden fir efnb2 (A),
efnab (B), EphB1 (C), EphB2 (D), EphA3 (E), EphA4 (F), EphA6 (G) und EphA7 (H,l). Gezeigt ist der dorsale Thalamus
im Altersstadium E14. J und K zeigen die Uberlagerungen der Expressionsmuster der Gene EphA3, EphA4, EphB1 und
efnab. L zeigt eine idealisierte Skizze des dorsalen Thalamus. Die Pfeilspitzen in C, D und | zeigen die horizontale
Expressionsgrenzen in der VZ (C,D) und MZ (I). Die Sternchen in H und | zeigen die unterschiedliche Expression von
EphA7 an E14 (H) und E14,5 (I). Dorsal ist oben. Malstab 500 um.
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Abb.4-17:
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4.4.9 Der vTh ist ein Ein- und Ausgang fiir projizierende Axone

Der ventrale Thalamus (vTh) ist die Ein- und Ausgangsstruktur fiir die Axone, die den Thalamus verlassen
oder erreichen. Hier andern die Axone ihre Richtung um etwa 90° (Abb.4-18 O, TCA) um den Weg zu den
richtigen Zielgebieten fortsetzen zu kénnen. Der vTh besteht aus den drei Kernen Rt, vLG und Zi, wobei vor
allem der Rt eine wichtige Rolle bei der Verdrahtung des Thalamus spielt (Mitrofanis and Baker, 1993). Der
Kern ist die erste Struktur, die Axone in den Thalamus sendet, und er ist die erste Station, die von den TCA
auf dem Weg zum Kortex passiert werden muss. Somit stellt er fiir die Axone einen Entscheidungspunkt dar,
der durch die Présentation von differentiellen Faktoren das zielgerichtete Wachstum der Axone beeinflussen
kann.

Einige Gene des efn- / Eph-Systems werden im vTh exprimiert und kdnnen daher auf das Wachstum
der Axone Einfluss nehmen. In Abb.4-18 sind die Expressionsmuster dargestellt. So wird der Rezeptor EphA3
in der ThE und in hypothalamischen Kernen exprimiert (Abb.4-18 A,B Sternchen). Dies sind Strukturen, die
von den TCA gemieden werden. Ein méglicher Durchgang in das vTC wird dabei freigelassen (Abb.4-18 B
schwarzer Punkt). Die ThE sowie die hypothalamischen Elemente werden ebenfalls durch die EphA5-Sonde
markiert (Abb.4-18 D,E Sternchen). Zusétzlich ist EphAS5 auch in der Zi zu finden und zwar in einem medialen
Abschnitt (Abb.4-18 D bis F Pfeilspitzen). Im Gegensatz dazu reicht die Expression von EphA7 in der Zi
komplett von medial nach lateral (Abb.4-18 | Pfeilspitzen). Dies ist in der Uberlagerung in Abb.4-18 L der
beiden Rezeptoren deutlich zu erkennen (vergleiche EphA5 in griin und EphA7 in blau). Einen ausschlieflich
lateralen Anteil der Zi, sowie das ebenfalls lateral gelegene dLG markiert hier die EphA6 Sonde (Abb.4-18 C
Pfeil, L EphA6 in rot). EphA6 ist auch in den angrenzenden hypothalamischen Kernen exprimiert. Der
Rezeptor EphB1 ist in Rt zu finden und ist somit in einer Struktur lokalisiert, die von den TCA passiert wird
(Abb.4-18 G,H Raute). In der Uberlagerung mit den Rezeptoren EphA3 und EphA5 (Abb.4-18 J,K EphA3 in
rot, EphA5 in grlin und EphB1 in blau) wird deutlich, dass die Expression von EphB1 von der Expression von
EphA3 deutlich separiert ist. EphB1 ist dabei innerhalb des Kanals lokalisiert, der véllig frei von EphA3 ist.
Dabei wird dieser Kanal allerdings nicht vollstdndig von EphB1 ausgefiillt, vielmehr teilt er diesen in zwei
Halften (Abb.4-18 H schwarzer und weifler Punkt, K EphB1 in blau).
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Abb.4-18: In-situ-Hybridisierungen an Koronalschnitten des Gehirns der Maus mit den antisense-Sonden fiir EphA3
(A,B), EphA5 (D-F), EphB1 (G,H), EphA6 (C) und EphA7 (I). C,F und | sind caudale Schnitte von einem zweiten Gehirn.
Gezeigt ist der ventrale Thalamus im Altersstadium E14. J bis L zeigen die Uberlagerungen der Expressionsmuster der
Gene EphA3, EphA5 und EphB1 (J,K) und EphA5, EphA6 und EphA7 (L). M und N sind Skizzen des vTh resultierend
aus den Expressionsmustern. O zeigt anterograd Dil markierte TCA. Die Injektionsstelle des Dil liegt im dTh. Sternchen
in A bis F zeigen die Expression in der ThE und den hypothalamischen Kernen. Die Raute in G und H zeigen die
Expression in Rt. Die beiden Punkte in B zeigen einen Kanal fiir projizierende Axone, die Punkte in N zeigen eine
Zweiteilung dieses Kanals. Der Pfeil in C und G-I zeigt die Expression des dLG und die Pfeilspitzen in D bis F und |
zeigen die Dimension der Expressionen der Zi. Dorsal ist oben. MaRstab 500 pum.

Abb.4-19 In-situ-Hybridisierungen an Koronalschnitten des Gehirns der Maus mit den antisense-Sonden fiir efnb2 (A-C),
efnb3 (D-F), EphA7 (G-I), EphA8 (J-L), EphB6 (M-0) und Konstruierte Karte der thalamischen Kerne (P-R). Gezeigt ist
der dorsale Thalamus im Altersstadium E16 von rostral nach caudal. Dorsal ist oben. Mafistab 500 um.
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4.4.10 Der dorsale Thalamus am Taq E16

Am Tag E16 sind im Thalamus fast alle Gene des efn- / Eph-Systems exprimiert. Nur der Ligand efnb1 und
der Rezeptor EphB3 sind durch die antisense-Sonden nicht detektierbar. Mit Hilfe der skizzierten Karten
(Abb.4-16 A" bis C’) fiir die Kerne des embryonalen Thalamus lassen sich die Expressionen der Gene flr die
verschiedenen Kernen spezifizieren. Sie sind in Tabelle 4-5 aufgelistet.

Hierbei weisen die Farbemuster der antisense-Sonden durchaus auf kern-spezifische Gene im
Thalamus hin, allerdings sind die AusmaRe der Felder der verschiedenen Expressionsbereiche weit groRer,
als man das fiir einzelne Kerne erwarten wirde. Die Expression erstreckt sich meist (ber mehrere
zusammenhangende Kerne oder Kerngruppen. So zieht sich die Expression von efnb2, wie in Abb.4-19 A bis
C zusehen, entlang der Mittellinienkerne PV, IMD, Rh und Re, und ist in den lateralen Bereichen bis auf Rt
gar nicht zu finden. Im Gegensatz dazu ist die Expression von efnb3 im Thalamus eher ubiquitar, allerdings
sind die Expressionen im Bereich der Mittellinienkerne viel starker als anderorts (Abb.4-19 D-F). Die EphA8-
Sonde erzeugt an E16 in den rostralen Kerngruppen kein Signal, dafir aber in intermediaren und caudalen
Kernen und Kernguppen wie LD, MD, VB und Po (Abb.4-19 J-L; vergleiche P6 Abb.4-22 | und J, hier zeigt
findet eine Anderung der Expression statt). Im Gegensatz zu EphA8 wird EphB6 (Abb.4-19 M-O) im rostralen
Bereich des Thalamus starker exprimiert und in den caudalen Bereichen schwacher, allerdings wird EphB6
genau wie EphA8 nicht in den Mittellinienkernen exprimiert und zeigt damit einen starken Unterschied zu den
Expressionen von efnb2 und efnb3 (Abb.4-19 A-F). Der Rezeptor EphA7 ist von anterior nach posterior
jeweils global in den intermedidren Bereichen des Thalamus exprimiert. Ganz posterior teilt sich das
Expressionsmuster auf der linken und rechten Halfte des Thalamus in jeweils zwei Felder auf (Abb.4-19 G-I).

Die Expressionsmuster der Rezeptoren EphA3 (Abb.4-20 D-F) und EphA4 (Abb.4-20 G-I) filllen am
Tag E16 den GroRteil des Thalamus. Sie liegen jeweils mittig in den beiden Thalamushalften und breiten sich
beinahe konzentrisch aus. Sie &hneln einander sehr, zeigen aber Unterschiede darin, wie weit sie sich
ausdehnen. So reicht die Expression von EphA4 schwach bis in die Regionen der Mittellinienkerne, die von
der EphA3-Sonde nicht markiert werden.

Ein sehr subtiles Expressionsmuster zeigt der Ligand efna5 im dTh (Abb.4-20 A-C). Er ist im
Gegensatz zu den Rezeptoren EphA3 und EphA4 stark auf weniger ausgedehnte Regionen begrenzt und
beschreibt vor allem im Bereich des VB und dem dLG und vLG einen Gradienten. In den Abschnitten des
Thalamus in denen EphA3 und EphA4 besonders stark exprimiert sind (AD, AV, AM, PC, CL und CM) ist
efnab nicht lokalisiert. Es lasst sich feststellen, dass der gesamte dTh am Embryonaltag 16 von dem ephrin-/
Eph-System markiert wird. Wie auch schon zuvor bei der Analyse der Transkriptionsfaktoren und Cad6 (siehe
4.45 und 4.4.6) lasst sich der Thalamus damit in verschiedenste Abschnitte zergliedern. Die verschiedenen
Kerne exprimieren also verschiedenen Kombinationen von Genen des ephrin-/ Eph-Systems. Uberlagert man
die Expressionsmuster von EphA3, EphA4 und efna5 (Abb.4-20 J-L) sieht man, dass einerseits der gesamte
Thalamus markiert ist und andererseits durch die Uberlagerung der Farben verschiedene Farbfelder

entstehen, die Kern und Kerngruppen des dTh représentieren.
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Abb.4-20: In-situ-Hybridisierungen an Koronalschnitten des Gehirns der Maus mit den antisense-Sonden fiir efna5 (A-
C), EphA3 (D-F) und EphA4 (G-I). Gezeigt ist der dorsale Thalamus im Altersstadium E16 von rostral nach caudal. J bis

L zeigen die Uberlagerungen der Expressionsmuster der Gene EphA3, EphA5 und efnab. Dorsal ist oben. MaRstab 500
pm.
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4.5 Der postnatale Thalamus

In den juvenilen, postnatalen Stadien P6 und P28 ist die Entwicklung des Hirns noch nicht abgeschlossen. Es
kommt vor allem in der frihen postnatalen Zeit zu weiteren Verdrahtungsprozessen, wie intra- und
interlaminare Verdrahtung im Kortex und intranukledre Verdrahtung im Thalamus an P6. Im Kortex kommt es
zu einer massiven Invasion der thalamokortikalen Fasern, die in den verschiedenen kortikalen Arealen u.U.
kernspezifisch in unterschiedlichen Schichten terminieren kénnen. Auch die Rickprojektionen der
kortikofugalen Fasern in den Thalamus sowie die intrathalamische Verdrahtung werden weiter ausgebaut. An
P28 flihren Prozesse der Plastizitat zur Scharfung der etablierten Verknlpfungen und dadurch zu einem
morphologisch differenzierten Thalamus (siehe Abb.4-9 D, sowie Abb.4-21 A und B). Somit ist die Zuweisung
der Expressionsmuster zu den identifizierten Kernen in postnatalen entsprechend einfacher als in den
embryonalen Stadien. In Tabelle 4-6 ist eine Liste wichtiger thalamischer Kerne aufgefiinrt, fir die die

Expressionen der verschiedenen Gene des ephrin-/ Eph-Systems in den Stadien P6 und P28 gepriift wurde.

451 6 Tage nach der Geburt der Maus sind im Thalamus kernspezifische

Expressionsmuster der Gene des ephrin-/ Eph-Systems zu beobachten

Wie in Tabelle 4-6 zu sehen, sind 6 Tage nach der Geburt noch viele Gene des efn- / Eph-Systems im
Thalamus aktiv. Im Gegensatz zu den embryonalen Stadien E14 und E16 (siehe vorne) sind die
Expressionen nun distinkter und auch auf einzelne Kerne beschréankt. In Abb.4-21 ist eine Auswahl von
Expressionsmustern gezeigt, die bemerkenswerte Besonderheiten aufweisen. So wird efnab (Abb.4-21 C und
D) differenziell in verschiedenen Kernen exprimiert. Allerdings ist das durch die Sonde erzeugte Farbemuster,
wie zum Beispiel in LD, dem Genikulatum (in der Tabelle 4-6 nicht aufgelistet) oder auch in VB (siehe auch
Abb.4-21 O) immer ein Gradient, der, soweit in den Koronalschnitten zu beurteilen, im Falle von VB und dem
LGd ventral hoch und dorsal niedrig ist. Der Rezeptor EphA5 (Abb.4-21 | und J) ist vor allem, &hnlich dem
Rezeptor EphB6 (Abb.4-22 M, N), in den Kernen entlang der Mittellinie lokalisiert, mit Ausnahme des MD. MD
exprimiert dafiir exklusiv den Liganden efnb2 (Abb.4-21 E) sowie den Rezeptor EphA7 (Abb.4-21 L). Auch der
Ligand efnb3 zeigt eine Expression in MD, aber auch in weiteren Mittelinienkernen (Abb.4-21 G). EphA7 ist
wie efnab in einigen Kernen in einer gradierten Form exprimiert, und zwar in einer efna5 entgegengesetzten
Orientierung. In Abb.4-21 O und R ist dies fiir VB gezeigt. EphA7 ist in einem Gradienten von dorsal hoch
nach ventral niedrig. Annliches zeichnet sich auch fiir das Genikulatum und VA ab (Abb.4-21 C,D und L,M;
Pfeilspitzen).

Die Bilder N bis R der Abb.4-21 zeigen eine VergrolRerung des thalamischen Kernkomplexes VB. Er
besteht aus den beiden Kernen VPM und VPL und ist die Relay-Station des somatosensorischen Systems.
Hier werden die taktilen Informationen aus der Peripherie topographisch korrekt in den somatosensorischen
Kortex weitergeleitet. Die Bilder zeigen, wie differenziell die Expressionen der jeweiligen Gene innerhalb
dieses Komplexes sein kénnen. Die Nissl-Farbung zeigt, dass sich der Kernkomplex vom Rest des Thalamus

deutlich abhebt (Abb.4-21 B), aber Inhomogenitaten innerhalb des Komplexes lassen sich schwerer
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feststellen (Abb.4-21 N). Dennoch treten diese auf, wie die Expressionen der Gene des Ephrin-/ Eph-Systems
zeigen. So beschreibt die efnb3-Sonde die Grenzen des gesamten VB, da sie die Kerne rundherum markiert
und VB selbst frei lasst (Abb.4-21 Q). Der Rezeptor EphA7 sowie der Ligand efna5 sind, wie schon
beschrieben, innerhalb von VB in entgegengesetzten Gradienten exprimiert und differenzieren den Kern
entlang der dorsal-ventral-Achse (Abb.4-21 O und R).

Tabelle 4-6: Expression der Gene des ephrin-/ Eph-Systems in den verschiedenen thalamischen Kernen im
differenzierten postnatalen Thalamus bei P6 und P28. Die Expression der Gene ist hier in zwei Abstufungen dargestellt.
O schwach I mittel B stark [ nicht exprimiert, * bedeutet ein sehr schwache Farbung, die nicht

zweifelsfrei bestatigt werden kann. Fiir Abkiirzungen siehe Anhang, Abkiirzungsverzeichnis.

P6 P28

AD
AV
AM
PV
PT
MD
IMD
CM
CL
PC
Rh
Re
VB
AD
AV
AM
PV
PT
MD
IMD
CM
CL
PC
Rh
Re
VB

efnal

efna2

efna3 ? ?

efnad

efnab G G

efnb1

efnb2

efnb3 -

EphA1

EphA2
EphA3

CROEE -

EphA5

EphA6 2 2
EphA7 = e G

EphAs | I8

EphB1| 2| 2| 2

EphB2
EphB3 R
EphB4

EphB6

Ein ganz spezielles Farbemuster bringt die Sonde fiir den Liganden efnb2 hervor. Sie markiert
innerhalb des VB das Feld der sogenannten ,Barreloids“ (Abb.4-21 N und P, eingekreistes Feld). Hier

befinden sich Neurone, die in das ,Barrelfield”, einen Teil des primaren somatosensorischen Kortex (S1),
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projizieren und dort ein Terminationsmuster erzeugen, welches der Vibrissenverteilung an der Schnauze der
Maus entspricht. Wie in (Abb.4-21 P) zu sehen, bringt die Sonde ein Muster von mehreren verschieden
groflen Patches hervor. Diese entsprechen einzelnen ,Barreloids®. Es handelt sich hierbei um die Endigungen
des trigeminalen Nervs, der aus der Peripherie in den Thalamus projiziert. Somit sind die ,Barreloids”
ebenfalls Abbildungen der Vibrissen der Schnauze.

Abb.4-21: In-situ-Hybridisierungen an Koronalschnitten des Gehirns der Maus mit den antisense-Sonden fiir efnab
(C,D), efnb2 (E,F), efnb3 (G,H), EphAS5 (I,J) und EphA7 (L,M). Gezeigt ist der dorsale Thalamus im Altersstadium P6. A
und B zeigen zur Ubersicht Nissl-Farbungen in den entsprechenden Schnittebenen (rostral und caudal, dorsal ist jeweils
oben). Die Bilder N bis R sind VergroRerungen des Kerns VB, der Nissl-Farbung (N) und der Expressionsmuster der
Sonden efnab (0), efnb2 (P), efnb3 (Q) sowie EphA7 (R). Die Pfeilspitzen in C,D und L,M weisen auf Expressionsmuster
in VA (C,L) und LGd (D,M) in Form eines Gradienten. Die mit der gestrichelten Linie eingekreiste Region in N und P
zeigen das Feld der Barreloids in VB. Medial ist links und dorsal oben. Malistab 500 pm.

4.5.2 Einige Gene des Efn- /| Eph-Systems bleiben bis in die spaten juvenilen Stadien

hochreguliert

In Abb.4-22 ist zu sehen, dass die Gene EphA4 (A-D), EphA6 (E-H), EphA8 (I-L) und EphB6 (M-P) am Tag
P28 im Thalamus weiterhin exprimiert werden. Dabei verandern sich die Expressionsmuster gegenlber
denen vom Tag P6 kaum. Sie sind die letzten Gene des efn- / Eph-Systems, deren Expression im Thalamus

am Tag P28 durch In-situ-Hybridisierung noch nachweisbar ist.
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Abb.4-22: In-situ-Hybridisierungen an Koronalschnitten des Gehirns der Maus mit den antisense-Sonden fiir EphA4 (A-
D) und EphA6 (E-H), EphA8 (I-L) und EphB6 (M-P). Gezeigt ist der dorsale Thalamus in den Altersstadien P6 (Spalte
1und 2) und P28 (Spalte 3 und 4). Dorsal ist oben. Mafistab 1 mm.

4.6 Das ventrale Telencephalon

Das ventrale Telencephalon (vTC) ist bei der Maus der Geburtsort des Grofteils der kortikalen GABAergen
Interneurone (Wonders and Anderson, 2005). Sie werden in den proliferativen Zonen der drei ,ganglionischen
Eminenzen® (mGE, IGE, und cGE) geboren und migrieren durch das Subpallium hindurch und tangential in
den Kortex. Die Abb.4-23 zeigt Nissl-Farbungen von Koronalschnitten des Gehirns der Maus von anterior
nach posterior in den Alterstadien E14 (Abb.4-23 A-C) und E16 (Abb.4-23 D-F). Die Eminenzen ragen als
Ausstlilpungen in die Seitenventrikel herein. Die proliferative Zone besteht aus dem ventrikuldren
Neuroepithel, sie wird wie im Kortex ebenfalls VZ genannt, und der darauf folgenden SVZ, die ebenfalls
mitotische Zellen enthalt. Diese Zonen lassen sich durch die hohe Zelldichte gut von der nach aufien
anschlieBenden Mantelzone (MZ) unterscheiden, die durch die voranschreitende Differenzierung des
Striatums und Pallidums eine geringere Zelldichte besitzt. Eine Trennung der VZ und SVZ ist anhand der
Nissl-Farbung nicht mdglich. An E16 beginnen die mGE und IGE miteinander zu verschmelzen und lassen
sich somit in der Nissl-Farbung nur noch schwer unterscheiden (Abb.4-23 E).

Neben dem Geburtsort der GABAergen Interneurone stellt das vTC fiir Projektionsfasern, die

entweder zum Kortex projizieren oder aus dem Kortex stammen, eine Korridor-Struktur dar und beherbergt
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somit eine Vielzahl von Faserbiindeln. Die nahezu zellfreie Interne Kapsel (IC) beinhaltet schon am
Embryonaltag E14 thalamokortikale Axone, die an der Pallium/ Subpallium Grenze (PSPB) in einer
Warteperiode verharren bis die kortikothalamischen Axone ebenfalls die IC passieren. Am Tag E16 nimmt die
IC einen prominenteren Bereich des vTC ein. Die stetig weiterschreitende Verdrahtung des Kortex mit dem
Thalamus fiihrt zur VergréRerung des Fasergeflechts innerhalb des vTC und dem ,streifenarttigen” Muster
des Striatums (Abb.4-23 F).

Fir die Migration der Interneurone sowie das Wachstum der verschiedenen passierenden Axone
stellt das ephrin-/ Eph- System ein potentielles Lenkungssystem da. In Tabelle 4-7 sind die Expressionen der

Gene im vTC aufgelistet.

Abb.4-23. Nissl-Farbungen an Koronalschnitten des Gehirns der Maus in den Alterstadien E14 (A bis C) und E16 (D bis
F). Die Bilder zeigen das linke ventrale Telencephalon mit Einteilung der ,ganglionischen Eminenzen® von anterior (links)
noch posterior (rechts) in die mediale (mGE), laterale (IGE) und caudale ganglionische Eminenz (cGE) sowie die Lage
von Pallidum (Pal), Striatum (Str) und interner Kapsel (IC). Die Abkiirzung oMZ heil3t auere Mantelzone. Medial ist auf
den Bilder links, dorsal oben. MaRstab 500 um.

4.6.1 Das Neuroepithel der ganglionischen Eminenzen wird in den Alterstadien E14

und E16 durch die antisense-Sonden der Gene des ephrin-/ Eph-System differenziell

markiert

Die grof’e physiologische sowie morphologische Heterogenitat der kortikalen Interneurone wirft die Frage
nach der Entstehung der Diversitat auf. Eine Mdglichkeit ware, dass die Differenzierung der Neurone selbst in
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Abhéangigkeit zur Lokalisation ihrer Vorlauferzellen steht. So generieren die ganglionischen Eminenzen in der
Tat in verschiedenen raumlichen Kompartimenten, sowie in einer zeitlichen Abfolge verschiedene Subtypen
von Vorlauferzellen, welche wiederum Interneurone hervorbringen, die sich in Phénotyp, Elektrophysiologie
und Zielort unterscheiden (Parnavelas et al., 2002; Xu et al., 2003; Monyer and Markram, 2004; Wonders and
Anderson, 2005).

Tabelle 4-7: Expressionen der verschiedenen Gene des ephrin-/ Eph-Systems in den ganglionischen Eminenzen. Die
drei Graustufen entsprechen dem Expressionslevel. [] schwach, [ mittel, B stark, [ nicht exprimiert. Das

,G" deutet einen Gradienten an, * unvollstandige Expression.

E14 E16
& mGE IGE cGE & mGE IGE cGE
< <
Sz 25|55 (3|5 Sz|2|5 |5 85|52

a b a b7
efnal
efna2
efna3
efnad
efna5 G G *
efnb1 G G
efnb2 *
efnb3
EphA1
EphA2
EphA3 G G 0
EphA4 0 L - . I
EphA5 G G
EphA6
EphA7
EphA8 *
EphB1 G G| [ || ]
EphB2 |G| G G
EphB3
EphB4
EphB6

In den Bildern O (E14) und P (E16) der Abb.4-24 sind In-situ-Hybridisierungen mit der Sonde fiir
Lhx6 gezeigt. Lhx6 gilt als Marker fiir die Gesamtheit der postmitotischen Zellen, die in der mGE geboren
werden (Lavdas et al., 1999). Ein groler Teil wandert als GABAerge Interneurone in den Kortex ein. Das
Signal ist am starksten in der SVZ und schwacher in den differenzierenden Feldern des vTC. Am Tag E16
zeichnet sich das Pallidum (Abb.4-24 P, weiller Stern), das aus Zellen der mGE hervorgeht, jedoch deutlich
ab. Die oberste Schicht der CP ist ebenfalls durch die Lhx6-Sonde markiert (Abb.4-24 P, schwarzer Pfeil).
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Ansonsten ist das Signal in der Mantelzone an E14 und E16 diffus verteilt. Das Expressionsmuster von Lhx6
zeigt also die Migrationswege der postmitotischen Zellen der mGE im vTC, lasst aber keine Schllisse auf
deren Vorlauferzellen in der VZ zu.

Die Expressionsmuster der verschiedenen Gene des ephrin-/ Eph- Systems zeigen im Bereich der
proliferativen Zonen der ganglionischen Eminenzen jedoch interessante Differenzialitaten. So werden einige
Gene in Form von Gradienten von ventromedial niedrig nach dorsolateral hoch exprimiert, wie im Fall von
efnb1 am Tag E14 (Abb.4-24 A ,efnb1 kann an E16 im vTC durch die entsprechende Sonde nicht mehr
detektiert werden; Abb.4-24 B ) oder bei EphA3 an E14 und E16 (Abb.4-24 C und D). Bei EphA3 zeigt die am
weitesten ventromedial gelegene AEP (anteriore endopedunkulare Area) keine Expression. Erst innerhalb der
mGE beginnt das Signal, wobei die Intensitat bis zu Pallium-Subpallium Grenze steil ansteigt. Das Signal
breitet sich in abnehmender Intensitat in die SVZ des vTC aus (siche auch Abb.4-25 Q bis S). EphA5
beschreibt in der VZ des vTC ebenfalls einen von medial nach lateral ansteigenden Gradienten, der allerdings
erst in der IGE beginnt. In Abb.4-24 K und L (vergleiche auch Abb.4-25 | bis K) wird dies durch die schwarzen
Pfeilspitzen gezeigt.

Einen von ventromedial nach dorsolateral abfallenden Gradienten zeigt EphB1 in Abb.4-24 M und N.
Es wird am starksten in der VZ im Bereich der AEP exprimiert und fallt nach lateral leicht ab. An der Grenze
zum sich entwickelnden Neokortex endet die Expression von EphB1 abrupt.

Die Gene efnb2, efna5 und EphA4 prasentieren in der VZ des vTC zwar eine nichtgradierte, aber
trotzdem inhomogene Expression. Der Ligand efnb2 wird stark in den Regionen des AEP und der IGE
exprimiert (Abb.4-24 E und F, schwarze Pfeilspitzen). In der IGE ist auch in der SVZ ein Signal zu erkennen,
wobei sich zwischen der VZ und der SVZ ahnlich wie im Kortex (Abb.4-4 A und B, weile Pfeile) ein Streifen
befindet, der kein Signal aufweist (Abb.4-24 E und F, Sternchen). Das Gen efna5 wird wie efnb2 im Bereich
des AEP exprimiert, allerdings nicht in der VZ (Abb.4-24 | und J, schwarze Pfeilspitze), sondern eher in der
SVZ oder Mantelzone (MZ). Im Bereich der IGE ist das Signal allerdings in der VZ zu finden. Die mediale
Grenze der Expression liegt dabei auf der Seite der mGE im Bereich der Fissur, die die mGE von der IGE
trennt (Abb.4-24 | weille Pfeilspitzen). An E16 geht die Expression von efnab in der VZ zurlick und ist nur
noch sehr medial zu finden (Abb.4-24 J, schwarze Pfeilspitze). Der Rezeptor EphA4 wird im vTC am starksten
in der SVZ exprimiert und nur leicht in der VZ. Allerdings detektiert die antisense-Sonde am Tag E14 im
Bereich der Fissur zwischen mGE und IGE wie auch im Fall von efna5 (Abb.4-24 1) ein hohes Level des
Genproduktes (Abb.4-24 G, weile Pfeilspitzen). An E16 ist diese regional begrenzte EphA4-Expression der
VZ nicht mehr zu beobachten (Abb.4-24 H).
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Abb.4-24: In-situ-Hybridisierungen an Koronalschnitten des Gehims der Maus mit den Sonden fir efnb1 (A,B), EphA3
(C,D), efnb2 (E,F), EphA4 (G,H), efna5 (I,J), EphA5 (K,L), EphB1 (M,N) und Lhx6 (O,P). Gezeigt ist das ventrale
Telencephalon (VTC) mit der AEP, mGE und IGE in den Stadien E14 (Kolumne A und C) und E16 (Kolumne B und D).
Medial ist links, dorsal oben. Mastab 500 um.

4.6.2 Die antisense-Sonden fiir die Gene des ephrin-/ Eph-System markieren im

ventralen Telencephalon verschiedene schichtenartige Zonen

Betrachtet man das vTC am Embryonaltag 14, stellt man fest, dass das gesamte Subpallium die Gene des
ephrin-/ Eph-System exprimiert. Abb.4-25 zeigt die Expressionen des Liganden efnb3 (A,B,C) sowie der
Rezeptoren EphB1 (E-G), EphA5 (I-K), EphA4 (M-O) und EphA3 (Q-S). Die Uberlagerungen der
verschiedenen Expressionsmuster (Abb.4-25 D,H,L,P) zeigt eine schichtartige Verteilung der Gentranskripte
innerhalb des vTC, &hnlich der Verteilungen im embryonalen Kortex. Die zwei Diagramme in Bild U der
Abb.4-25 zeigen die Intensitatsverteilung der Signale der Gene EphB1 (blau), EphA5 (gelb), EphA4 (grin),
EphA3 (rot) in den gezeigten Ausschnitten (farbige Rechtecke) in einem anterioren (Abb.4-25 E,I,M,Q) und
einem posterioren (Abb.4-25 G,K,0,S ) Abschnitt. Die Pfeilspitzen in der Abb. 4-25 U zeigen die Grenzen der
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Subschichten an. Es gibt eine duflere Mantelzone (oMZ), die sich spater in den anterioren Bereichen zum
Rhinencephalon entwickelt, eine mittlere Zone, in der sich hauptsachlich das Striatum und das Pallidum
befinden und eine innerer Abschnitt der proliferativen Zone, die durch die untersuchten Gene in weitere
Subschichten geteilt werden. So wird EphB1 in der VZ sowie dem Striatum exprimiert (Abb.4-25 E-G). Von
dort setzt sich die Expression von EphB1 nach medial in einem schmalen Streifen fort. Er liegt dem Pallidum
medial auf und stellt die Grenze zur SVZ dar. Die SVZ selbst exprimiert die Gene EphA3, EphA4, EphA5
(Abb.4-25), sowie efna2. Efna2 wird (ber die gesamte SVZ homogen exprimiert (bei E14 nicht gezeigt, fir
E16 siehe Abb.4-26 A,B).

Die anderen Gene sind in der Reihenfolge EphA3, EphA4 und EphA5 von innen (ventrikuldr) nach
auBen (oMZ) in verschiedenen Subschichten exprimiert. Daher sind zwischen VZ und MZ drei Subschichten
der SVZ auszumachen: von der VZ zur MZ existiert eine iSVZ (innere), mSVZ (mittlere) und oSVZ (auere
bzw. outer; Abb.4-25 V, W). EphA3 erstreckt sich dabei in einem leicht abfallenden Gradienten von der VZ bis
in 0SVZ und schlielt an der Grenze zur MZ ab. Im Bereich der Pallium-Subpallium-Grenze verstarkt sich das
Signal, zeigt eine scharfe Grenze und zieht in die SVZ des Neokortex hintiber (Abb.4-25 Q-S). Das Signal von
EphA4 beginnt ebenfalls in der VZ, ist hier allerdings schwach, und ist am stérksten in der mSVZ zu finden. In
den anterioren Bereichen erstreckt sich das Signal bis an das sich differenzierende Striatum heran,
wohingegen in den posterioren Regionen zwischen dem starken EphA4-Signal und dem Striatum ein
schwacher EphAd-gefarbter Streifen gelegen ist, die oSVZ (Abb.4-25 M-O). Die Uberlagerung der
Farbemuster von EphA3 und EphA4 zeigt, ahnlich wie im embryonalen Kortex, einen Uberlappungsbereich in
der iSVZ (Abb. 4-25 D,H,L). Diese Subschicht der SVZ wird zB. von dem Liganden efnb2, der sowohl in VZ
als auch in der SVZ der IGE exprimiert ist, freigelassen (Abb. 4-24 E, F Sternchen). Die Expression des
Rezeptors EphA5 erstreckt sich im Gegensatz zu EphA3 von der MZ bis die mSVZ. In den anterioren
Regionen (iberspannt das Signal dabei das Striatum vollstandig. Nach posterior hin nimmt die Signalintensitat
der EphA5-Sonde innerhalb der SVZ zu, und zwar in der schwach, EphA4-gefarbten oSVZ. Dies istin Abb.4-
25 U deutlich zu sehen, der Peak von EphA5 (gelb) schiebt sich im posterioren Abschnitt zwischen das Signal
von EphB1 (blau) und EphA4 (griin) (Abb.4-25). Die Uberlagerungen der beiden Signale verdeutlichen dies
ebenfalls. In Abb.4-25 P (Schnitte aus einem posterioren Bereich) sind die Expressionsmuster von EphA5
(rot), EphA4 (grin) und EphB1 (blau) Uberlagert. Dabei ergeben sich die verschiedenen spezifischen Streifen.
Die VZ ist blau gefarbt und EphB1-positiv. Der breite obere Bereich der SVZ ist griin und demnach EphA4-
positiv. In Richtung MZ folgt ein roter EphA5-positiver Streifen. Hierbei gibt es eine schmale Zone in der das
EphA4- und EphA5- Signal direkt Uberlagert sind, was sich in einem gelben Streifen &duRert. Weiter nach
aulen schlieft sich wieder ein blauer EphB1-positiver Streifen an, der allerdings nicht mehr zur SVZ gehort.
Die sich aus den Uberlagerungen ergebenden Zonen sind in den Bildern V (anterior) und W (posterior) der
Abb.4-25 skizziert.

Der Ligand efnb3 (Abb.4-25 C und D) wird vor allem in der MZ exprimiert. Die Expression dehnt sich
zwar weit bis ins Innere des vTC aus, allerdings ist das intensivste Signal immer in den ventralen Bereichen

zu finden. Das Signal von efnb3 erstreckt sich von den septalen Strukturen anterior bis zum
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Amygdalakomplex posterior. Im brigen markiert die efnb3-Sonde das embryonale Hirn der Maus von anterior
nach posterior immer ventral, im Gegensatz zur efnb2- Sonde, welche dorsale Strukturen markiert.

Abb.4-25 T zeigt die Uberlagerung von Lhx6 und EphB1. Lhx6 weist hierbei einen Bereich der SVZ
aus, in dem Migration vom mGE abstammenden Neuronen stattfindet. Der Bereich umfasst die gesamte SVZ
und Uberspannt somit alle Subschichten. Abb.4-25 X zeigt anterograd Dil-markierte TCA (rot) und deuten den
Korridor an, in dem die Axone das vTC passieren. Dieser Kanal liegt unterhalb der SVZ (siehe auch IC in
Abb.4-23 C und F) und ist somit ein zusatzlicher Kanal, der von dem der migrierenden Zellen separiert ist.

vermutlich der streifenformige Auslaufer des Striatums, medial des Pallidums

Tabelle 4-8: Expressionen wichtiger Gene des ephrin-/ Eph-Systems in den Subschichten des vTC. Die drei Graustufen
entsprechen dem Expressionslevel. [] schwach, [ mittel, Bl stark, [ nicht exprimiert, Das ,G* deutet einen
Gradienten an.

Gene \'74 iSVZ mSVZ | oSVZ | Striatum
EphA3 G
EphA4
EphA5 G
efnb2
Lhx6

Abb.4-25: In-situ-Hybridisierungen an Koronalschnitten des Gehirns der Maus mit den Sonden fir efnb3 (A,B,C), EphB1
(E,F,G), EphA5 (1,J,K), EphA4 (M,N,0), EphA3 (Q,R,S). Gezeigt ist das linke ventrale Telencephalon im Altersstadium
E14. Die Bilder D,H,L,P,T sind Falschfarbendarstellungen der Uberlagerungen der Expressionsmuster von EphA3,
EphA4, EphA5, EphB1 und Lhx6. V und W sind Skizzen der Schichtungen, die aus den Uberlagerungen resultieren. V ist
anterior und W posterior. U zeigt graphisch die Intensitatsverlufe der Signale aus den ausgezeichneten Ausschnitten.
Die Farbcodierung der Graphen entspricht der Farbcodierung der gezeigten Ausschnitten. Bild X zeigt anterograd Dil-
markierte TCA, die Injektionstelle liegt im Thalamus, mit DAPI-Gegenfarbung, Medial ist links, dorsal oben. MaRstab 500
pm. Abkirzungen sie Abklrzungsverzeichnis.
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4.6.3 Die Ausdehnung des sich entwickelnden Striatums fiihrt zu einer Vermischung
der Unterschichten innerhalb der SVZ

Die Situation im am Embryonaltag 16 ist &hnlich der dem Tag E14. Das vTC vergroRert sich zu Lasten der
Ventrikel aus (Ventrikel schrumpfen, vergleiche Nissl-Farbung in Abb.4-23) und die Eminenzen verschmelzen.
Die VZ schrumpft ebenfalls und aufgrund der zunehmenden Anzahl von Axonen breitet sich die IC immer
weiter aus. Die schichtartige Verteilung der Gentranskripte im vTC bleibt dabei weitestgehend erhalten.
Allerdings werden die Subschichten der SVZ durch das Ausdehnen der IC zusammen geschoben (vergleiche
Abb.4-25 und 4-26). Wie die Abb.4-26 R zeigt, wird dadurch die SVZ, in der die Lhx6-positiven Interneuronen
entlang migrieren, wesentlich schmaler. Das hat Einflu auf die Expressionsmuster der Gene EphA4 und
EphA5, welche die iSVZ und 0SVZ am Tag E14 definieren. Wie in Abb.4-26 H zu sehen, geht die Expression
von EphA4 bei E16 im posterioren Abschnitt etwas in Richtung des Ventrikel zuriick. Hier bleibt eine etwas
schwéchere Expression Ubrig, die sich mit der EphA5 Expression (iberlagert (Abb.4-26 Q). Im medialen
Bereich iberlagert die Expression von EphA4 und EphA5 komplett, sodass die Zellen der zwei Schichten sich
nun miteinander vermischen (Abb.4-25P).

Die Expressionen der Liganden efna2 und efnb3 bleiben im vTC unverandert. Efnb3 breitet sich
lediglich mit dem Wachstum des Hirns in den differenzierenden Feldern des Subpalliums weiter aus. Der
Rezeptor EphA8 wird jetzt am lateralen Rand des sich entwickelnden Striatums, direkt unterhalb des
Jlateralen migratorischen Strom* (Ims) detektiert (Abb.4-26 K und L). Die Expressionsstarke von EphA3
(Abb.4-26 E und F) ist am Tag E16 im vTC gegen liber E14 (Abb.4-25 Q-S) geringer. Vor allem in der VZ der
cGE ist ein deutlicher Riickgang der Signalstarke zu verzeichnen (vergleiche Abb.4-25 S und Abb.4-26 F).

Das Expressionsmuster von EphB1 zeigt am Tag E16 gegenlber E14 keine wesentlichen
Unterschiede in der Signalstarke. Jedoch machen sich die morphologischen Veranderungen des vTC
bemerkbar (Abb.4-26 M und N). Die Ausbreitung der IC sowie die Vergroferung des Pallidums fiihren in den
in diesen Bereichen zu Anderungen des Farbemusters. Das Pallidum zeichnet sich durch eine schwache
Markierung ab. Der in Abb.4-25 P und T dargestellte blaue EphB1-positive Korridor zwischen Pallidum und

oSVZ ist durch das Ausbreiten der IC am Tag E16 weitestgehend verschwunden.
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Abb.4-26: In-situ-Hybridisierungen an Koronalschnitten des Gehirns der Maus mit den Sonden fiir efna2 (A,B), efnb3
(C,D), EphA3 (E,F), EphA4 (G,H), EphA5 (I,J), EphA8 (K.L) und EphB1 (M,N). Gezeigt ist das linke ventrale
Telencephalon im Altersstadium E16. Die Bilder O bis R sind Falschfarbendarstellungen der Uberlagerungen der
Expressionsmuster von EphA3, EphA4, EphAS5, EphB1 und Lhx6. S und T sind Skizzen der Schichtungen, die aus den
Uberlagerungen resultieren. S ist anterior und T posterior. Medial ist links, dorsal oben. MaBstab 500 um. Abkiirzungen
sieAbkirzungsverzeichnis.
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In einem Kubikmillimeter der grauen Substanz der menschlichen Hirnrinde sind ca. 40.000 Neuronen
enthalten. Jede Pyramidenzelle darunter bekommt von ca. 10.000 weiteren Neuronen elektrische Impulse
uber die dafir geschaffenen Kontakte, die Synapsen. Die zu kontaktierenden Neuronen liegen dabei nicht
selten in anderen, weit entfernten Bereichen des Gehirns. So existieren weitverzweigte, hochkomplexe
neuronale Netze im gesamten Hirn. Die Anzahl, der dafir etablierten Synapsen, wird auf 10" bis 10
geschatzt. Verbindungen die nahezu punktgenau und hochspezifisch ausgebildet werden. Es ist erstaunlich,
dass dies mit Molekillen aus einem Bestand von gerade mal ca. 30.000 Genen verwirklicht werden kann.
Unter diesen Genen sind zudem nur wenige Klassen, wie die Klassen der Semaphorine, Ephrine und Netrine,
daflir bekannt, Genprodukte zu bilden,die in der Lage sind, Neuronen sowie ihre Fortsatze zu lenken und als
Positionssignale fungieren zu kdnnen. In Anbetracht einer so geringen Gen-Zahl, ist es von Noten, dass die
Molekiile, um einen dreidimensionalen Raum aufzuspannen, in dem jeder Punkt definiert ist, einer gradierten
Weise, also in unterschiedlichen Konzentrationen exprimiert werden (Sperry, 1963). Die Kodierungsvielfalt
erhoht sich weiter, wenn die Molekiile in Kombination vorkommen. So kann zum Beispiel eine Zelle im Kortex
uber einen bestimmten ,Molekul-code” erkannt und angesteuert werden.

Um das Verstandnis (ber die im Hirn ablaufenden entwicklungsbiologischen Prozesse zu erweitern,
ware es wichtig die Expressionsorte mdglicherweise daran beteiligter Gene genauer zu kennen, um daraus
Schllisse Uber ihre mdgliche Funktion ziehen zu kénnen. In der vorliegenden Arbeit wurden daher, durch
Anwendung der In-situ-Hybridisierung, die Verteilungen der Gentranskripte des ephrin-/ Eph-Systems in dem
sich entwickelnden Gehirn der Maus des Stammes C57BL/6 untersucht. Nur durch eine detailgenaue Analyse
der dynamischen und hochkomplexen Expressionsmuster und den Vergleich dieser untereinander, gelingt es
einen logischen Bezug zu den im Gehim ablaufenden endwicklungsbiologischen Prozessen
herauszuarbeiten. Dabei ergeben sich mdgliche Interaktionspartner (Ligand und Rezeptor) und vor allem
neue molekular spezifizierte Kompartimente, welche die bisher bekannten anatomischen Strukturen sinnvoll
erganzen und diese mit den neuesten Erkenntnissen der Entwicklungs- und Zellbiologie des Gehirns in
Einklang bringen.

Die vielfaltige Literatur, die (iber das ephrin-/ Eph-System in den Datenbanken zu finden ist, zeigt
bislang nur unvollstdndige Untersuchungen der Expressionsmuster. Sie beziehen sich meist auf ein
mdgliches Paar von Interaktionspartnern in einem System, wie zum Beispiel dem somatossensorischen
System (Gao et al., 1998; Dufour et al., 2003). Im Allgemeinen mangelt es entweder an der Vollstandigkeit
der Mitglieder der Genfamilie oder an den untersuchten Altersstadien (Mackarehtschian et al., 1999). Fir die
Interpretation der Daten ist es von aulerster Wichtigkeit samtliche mdgliche Interaktionspartner zu kennen,
sowie die fir die jeweiligen entwicklungsbiologischen Prozessen relevanten Altersstadien zu betrachten. Es

gilt die Expression zur richtigen Zeit am richtigen Ort zu beobachten. In dieser Arbeit wurden vollstandiger
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Weise alle Mitglieder der Klasse A sowie der Klasse B untersucht. Um eine zeitliche Charakterisierung der
Expressionsmuster zu erreichen, wurden die embryonalen Altersstadien E14, E16, E18 sowie die
postnatalen, juvenilen Stadien P6 und P28 analysiert. Dabei lag das Augenmerk auf der Entwicklung des
cerebralen Kortex, des Thalamus sowie des ventralen Telencephalons, deren Genese und Differenzierung

eng miteinander verwoben sind.

5.1 Technische und experimentelle Aspekte

5.1.1 In-situ-Hybridisierung mit antisense-RNA-Sonden an Kryostatschnitten

Fur die In-situ-Hybridisierung wurden Dig-markierte antisense-RNA-Sonden verwendet, die in einer
eigenstandigen Arbeit hergestellt und in Bezug auf Spezifitit und Sensitivitat vollstandig charakterisiert
wurden (Merz, 2003). Es ist deshalb sicher, dass die Sonden keine Kreuzhybridisierungen eingehen. So
zeigen z.B. die Sonden der Rezeptoren EphA3 und EphAg, die in der Klasse der A-Rezeptoren sehr nahe
verwandt sind, in Abb.4-6 E (EphA3) und N (EphA6) innerhalb der CP ein komplementares Muster, was ein
deutliches Anzeichen dafir ist, dass die Sonden keine Transkripte des jeweiligen anderen Gens detektieren.
Kreuzhybridisierungen mit anderen Genen konnen nicht ausgeschlossen werden, jedoch wurde deren
Wahrscheinlichkeit bei Wahl der Sondensequenzen durch Blast-Untersuchungen gegen das Mausgenom
reduziert.

Da jede Nukleotidsequenz, die als RNA-Sonde verwendet wird und ein nicht-kongruentes
Expressionsmuster zu einer anderen genspezifischen Sequenz zeigt, fiir dieses Gen als nicht-spezifisch
gelten muss, kénnen die verschiedenen Sonden untereinander im Sinne einer unspezifischen Kontrolle
verwendet werden. Aus diesem Grund wurde auf den Gebrauch von sense-RNA-Sonden, die als nicht-
komplementére Sequenzen fiir die getesteten Sonden ,Nonsense-Sequenzen® darstellen, verzichtet.

Die Sensitivitat der Sonden ist abhangig von deren Lénge und dem jeweiligen Markierungsgrad
durch die eingebauten Digoxigenin-Molekiile. Bei der Synthese der Sonden wurde darauf geachtet, dass
durch entsprechende Léngen- und Sequenzwahl die Sonden eine ahnliche Sensitivitat erreichen. Die
entstanden Sensitivitatsunterschiede der verschiedenen Sonden halten sich somit in Grenzen (Merz, 2003).
Da bei der In-situ-Hybridisierung auf eine optimale Signaldetektion wert gelegt wurde, sind die in dieser Arbeit
gezeigten Intensitatsunterschiede zwischen den verschiedenen Expressionsmustern trotzdem nur als
Tendenzen zu betrachten, welche allerdings in zahlreichen Wiederholungen bestatigt werden konnten.
Beispielsweise lasst sich feststellen, dass die Liganden der A-Ephrine gegeniiber allen anderen Liganden und
Rezeptoren schwacher exprimiert sind. Die Genprodukte von efnal und efna4 konnten so nicht zweifelsfrei
detektiert werden. Vermutlich liegt die Transkriptzahl unterhalb der Detektionsschwelle der Sonden. So ist es
wohl auch im Alterstadium P28, wo die A-ephrine scheinbar nicht exprimiert sind. Allerdings werden die
EphA-Rezeptoren exprimiert die aktiviert werden sollten.

Betrachtet man neuronales Gewebe, ist die Bemerkung, dass man durch die Hybridisierung mit

RNA-Sonden nur mRNA und nicht das Protein als finale Genprodukt detektiert nicht trivial. Neuronen
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zeichnen sich durch ihre Dendriten und Axone aus. Uber diese Zellfortsatze kommunizieren die Nervenzellen
mit unter Umstanden weitentfernten Zielgebieten. Hierfiir wird ein ganzes Arsenal an Proteinen zur Verfligung
gestellt. Die fir deren Translation bendtigte mRNA wird allerdings im Zellkdrper gebildet und zunéchst dort
lokalisiert. Somit liegen Einsatz- und Bildungsort weit auseinander, was fir die Interpretation mdglicher
Funktion anhand von RNA-Expressionsmustern nicht ganz unerheblich ist. Kudo et al. vergleicht in einer
Arbeit die Lokalisation der mRNA von EphA3 mit der Lokalisation des entsprechenden Proteins bei der Maus
(Kudo et al., 2005). Die von ihm beschriebenen Expressionsmuster der EphA3-mRNA sind mit den hier
gezeigten vollig identisch. Es gibt eine starke Expression im Thalamus sowie im Kortex in der SVZ, IMZ und
CP (Abb.4-4 D-F; Abb.4-20 D-F). Auf Proteinebene allerdings ist im Thalamus kein Signal zu erkennen und im
Kortex nur in der SVZ und IMZ. Zusatzlich zeigt die interne Kapsel (IC) im ventralen Telencephalon (vTC) ein
EphA3-positives Signal. Der Rezeptor wird demnach auf den Axonen der thalamokortikalen sowie
kortikofugalen Fasern benétigt und direkt nach der Translation dorthin transportiert. Da im Bereich der IC im
vTC, wo die Axone sehr geblindelt vorkommen auf RNA-Ebene kein Signal der Sonden zu beobachten ist
(Abb.4-26 E und F), ist zu vermuten, dass die Transkriptzahl dort zu gering ist, um durch die
In-situ-Hybridisierung detektiert zu werden. Somit sollte auch fiir die anderen Sonden nicht angenommen
werden, dass entlang der Axone ein spezifisches Sondensignal zu finden ist. Dies muss allerdings nicht
zwingend fiir die axonalen Wachstumskegel und die Axonterminalien gelten, wo das Protein zum Einsatz
kommt. Hier kann die Transkriptmenge durchaus ausreichend sein, um mit einer Ribo-Sonde detektiert zu
werden. So konnte Mitte der 90iger Jahre durch die Lokalisation der mRNA von Geruchsrezeptoren in den
Axonterminalien der olfaktorischen Sinneszellen wichtige Folgerungen (ber die Funktionsweise des
Geruchssystems gezogen werden (Ressler et al., 1994; Vassar et al., 1994). In der IMZ der embryonalen
Kortexanlage treten geh&uft Axonterminalien sowie Wachstumskegel auf, die dadurch ein Signal verursachen
und vermutlich wie im Fall von EphA5 und EphA7 die IMZ genspezifisch markieren, wo zu wenig Zellen
vorkommen, die ein so starkes Expressionssignal hervorrufen kénnen (Abb:4-5 E,F).

Da in dieser Arbeit In-situ-Hybridisierungen an koronalen Schnittserien durchgefiihrt wurden, sind
Gradienten nur in dieser Ebene direkt festzustellen. In anterior-posteriorer Richtung lassen sich Gradienten
demzufolge nicht direkt darstellen. Uber den Vergleich von mehreren aufeinander folgenden Schnittserien

sind allerdings Rekonstruktionen mdglich.

5.1.2 Darstellung von iiberlagerten Expressionsmustern in Falschfarben

Um die Farbemuster der verschiedenen RNA-Sonden besser analysieren und miteinander vergleichen zu
kénnen, wurden sie fotografisch dokumentiert. Eine Bildoptimierung wurde in herkdmmlicher Weise erreichte,
indem ausschlieBlich Grauwertkorrekturen vorgenommen wurden. Zum Vergleich verschiedener Sonden
wurden deren Signale anschliefend in einem Bild vereinigt, in dem die Strukturen der jeweiligen Schnitte
genau auf einander ausgerichtet und den einzelnen Kanélen des RGB-Farbsystem zugewiesen wurden.
Dabei wurden nur Bilder von Schnitten verwendet, die direkt aufeinander folgten und morphologisch

einwandfrei waren. So sind die hierfir genutzten Schnitte, bei einer Schnittdicke von 20 um, maximal 40 -
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60um auseinander, wodurch groere Struktur- sowie GroRenanderung des Hirngewebes auszuschliefien
sind. Abb.5-1 verdeutlicht dies. Die Bilder A und B zeigen mit einer EphA3-Sonde hybridisierte, aufeinander
folgende, 80um auseinander liegen Schnitte. Die Signale der invertierten Bilder, die die Kanéle rot und grin
belegen, erscheinen bei optimaler Uberlagerung gelb. Wie in Bild C der Abb.5-1 zu erkennen ist, ist dies mit
sehr kleinen Abweichungen sehr gut der Fall.

Dieses Verfahren des Vergleichs zweier Farbemuster beinhaltet zwei Probleme. Das erste Problem
ist, dass auch minimale GroRen- und Strukturdnderungen sich bei der Uberlagerung der Muster zu
Verschiebungen flhren und dies unter Umstanden zu einer unvollstandigen Farbliberlagerungen flhrt.
Allerdings tritt dies bei sorgfaltiger Auswahl nur in sehr geringen Dimensionen auf. Bei sehr feinen Strukturen,
wie in Bild C der Abb.5-1 durch die Pfeilspitzen markiert, treten dann Probleme bei der Interpretation auf. Hier
kann nicht schliissig beurteilt werden, ob eine Uberlagerung vorhanden ist oder nicht. In einem solchen Fall
muss die Uberlagerung mit anderen Schnitten reproduziert werden. Ein zweites Problem ist die Intensitit.
Werden Signale unterschiedlicher Intensitat tiberlagert, filhrt dies zu einer Farbmischung, die nicht deutlich
gelb ist. In Bild D der Abb.5-1 ist dies gezeigt. D3 und D4 zeigen die Uberlagerungen von einem 100%igen
Signal (D1) und einem Signal abgestufter Intensitat (D2), die jeweils dem roten und griinen Kanal zugewiesen
wurden (D3 hat D1 im roten Kanal, D4 hat D1 im griinen Kanal). Hierbei zeigt sich erstens, dass sich immer
ein Farbumschlag ergibt, auch wenn ein Signal schwacher ist. So ergibt sich eine Orangefarbung bei einem
schwachen griinen Signal, die sich durchaus detektieren lasst. Zweitens ist festzustellen, dass, vergleicht
man D3 mit D4 in Abb.5-1, ein schwaches rotes Signal gegeniiber einem starken griinen (D4) schwerer zu
diskriminieren ist als andersherum (D3). Es ist somit ratsam Expressionsmuster schwacher Intensitat im RGB-
Bild dem griinen Kanal zuzuweisen. In D5 sind alle méglichen Farbabstufungen der Kombination rot und griin
gezeigt, die sich bei verschiedenen Intensitatsunterschieden ergeben. D6 der Abb.5-1 zeigt Uberlagerungen
von homogenen Signalen in den Kanalen rot, griin und blau, dabei ergibt sich bei einer Uberlagerung von
gleichstarken Signalen ein reines WeiR3.

Das erste Problem, das durch den Vergleich zweier Schnitte aufkommt, lieRe sich durch eine Mehr-
Farben-in-situ-Hybridisierung umgehen. Struktur- und GréRenanderungen spielen keine Rolle. Allerdings ist
das Problem der verschiedenen Signalintensitaten auch dabei von Belang. Auflerdem ist eine Mehr-Farben-
in-situ-Hybridisierung mit vergleichbarer Sensitivitat zu der fiir diese Arbeit genutzte Methode (siehe 3.2.9) nur

schwer zu verwirklichen.
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Abb.5-1: In-situ-Hybridisierung mit RNA-Sonden fiir EphA3 im Altersstadium E16. A und B sind konsekutive Schnitte
und liegen 80 um auseinander. C zeigt die Uberlagerung der Signale der invertierten Bilder in A und B. A wurde dem
roten und B dem griinen Kanal des RGB-Bildes zugeteilt. Die Pfeilspitzen zeigen Markierungen in der Kopfhaut, die nicht
vollstandig Uberlagern. In D sind mdgliche Uberlagerungen gezeigt. D1 zeigt ein homogenes Feld mit 100%
Signalstarke, D2 zeigt abgestufte Intensitaten. D3 und D4 sind kombinierte Uberlagerungen von D1 und D2 (D3 hat D1
im D1 im roten Kanal und D4 hat D1 im griinen Kanal). In D5 sind die Intensitatsabstufungen (D2) zueinander um 90°
gedreht Uberlagert. Man erhélt alle Farbabstufungen von rot und griin. D6 zeigt die Uberlagerung von ungradierten
Signalen in den Kanélen rot, griin und blau und die so entstehenden Mischfarben. Medial links, dorsal oben, MaRstab
500 pm

5.2 Grundlegende Ideen fiir die Interpretation der Expressionsmuster

Flr die anstehende Interpretation der erhaltenen Expressionsmuster in den verschiedenen Altersstadien der
Hirnentwicklung der Maus gilt es einige grundsétzliche Voriiberlegungen zu treffen, die helfen werden, die

Vergleiche der Expressionsmuster fir die Interpretation zu systematisieren und zu strukturieren.

5.2.1 Typisierung der Expressionsmuster

Ist eine zellulare Auflosung des Signals durch eine In-Situ-Hybritisierung moglich?

Der finale Schritt bei der In-situ-Hybridisierung ist die Detektion der Digoxigenin-markierten RNA-Sonden mit
dem entsprechenden Antikérper. Die Visualisierung erfolgt colorimetrisch. Hierbei dient 5-Brom-4-chlor-3-
indolylphosphat (BCIP) als Substrat fir die alkalische Phosphatase. Es wird zunéchst zu einem Indoxyl
dephosphoryliert und anschlielfend zu einem wasserunldslichen Indigofarbstoff oxidiert. Als Oxidationsmittel
dient Nitrotetrazoliumblau (NBT), das bei dieser Reaktion zu einem unldslichen blauen Formazan reduziert
wird und somit farbverstarkend wirkt.

Bei einer Detektion durch Ausfallen von schwerldslichen Substanzen lagert sich das umgesetzte
Substrat in unmittelbare Néhe der gebildeten RNA-Hybride ab. Bereits die ersten Umsatze wirken als
Kristallisationskeime und triggern das weitere Ausfallen aus der Substratidsung. Bei sehr vereinzelt im

Gewebe liegenden Zellen, die fiir die jeweilige Sonde positiv sind, wird diese Ablagerung auf den Bereich der
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Zelle beschrankt sein. Ist allerdings der gesamte Gewebeverband oder eine Gruppen von dichtgepackten
Zellen positiv fir die gewahlte Sonde, fiihrt dies zu einer Ablagerung (iber die gesamte exprimierende Region.
Das Signal einer einzelnen Zelle ist dann von dem Gesamtsignal nicht mehr zu trennen. Vereinzelte Zellen
die negativ flr das Transkript sind und dementsprechend nicht markiert sein sollten, werden ebenfalls von
dem umfassenden Signal Uberlagert und kénnen positiv erscheinen. So mit kann es vorkommen, dass in
einer scheinbar homogen gefarbten Region sich auch Zellen befinden, die nicht das Transkript exprimieren.

Die Art des Signals, zelluldar oder nicht zelluldr, hilft somit bei der Interpretation des
Expressionsmusters. Das Expressionsmuster von efnb3 an P28 im Kortex, wie in Abb.4-8 R, zeigt zellulare
Markierungen, die (iber den gesamten Kortex scheinbar wahllos verstreut liegen. Aullerdem treten die
Markierungen in der weilen Substanz dichter auf (siehe Abb.4-8 R kleines Fenster). Das Muster deutet also
auf eine Zellpopulation hin, die in geringerem Mafle im Kortex vorkommen. Somit kdnnten die Markierungen
der efnb3-Sonde von Oligodendrozyten stammen, die vor allem in der weifen Substanz die Myelinscheiden
der Axone bilden.

Grundsatzlich gibt es residente und transportierte Expressionsmuster

Beim Betrachten der Expressionsmuster fallt auf, dass sich vor allem wahrend der Embryonalentwicklung die
Expressionsmuster mit der Morphogenese des Gewebes verandern. Dadurch, dass Neuronen im Gehirn
grundsatzlich an anderen Orten gebildet werden, als sie spater benétigt werden, kommt es im Verlauf der
Entwicklung des Gehimns zu massiven Zellmigrationen. Zellen, die nun sehr friih, ndmlich schon innerhalb der
proliferativen Schichten bestimmte Faktoren exprimieren und diese bei der Zellmigration nicht wieder
abschalten, transportieren diese Faktoren in ihre Zielgebiete. Ein Beispiel dafir sind die EphA3-
exprimierenden Zellen (Abb.4-4). Der Rezeptor wird ausschliefllich embryonal exprimiert und ist anfangs in
SVZ der Kortexanlage zu finden. Im Verlauf der kortikalen Entwicklung taucht das Signal von EphA3
zunehmend in der CP auf. Die Zellen beginnen demnach mit der Expression von EphA3 in der SVZ und
wandern anschliefend in die CP. Einzelne diffuse Markierungen sind auch auf der Strecke zwischen SVZ und
CP zu finden, was die Annahme von migrierenden Zellen bestérkt. Eine transportierte Expression ist also mit
Zellbewegungen assoziiert. In Ausnahmefallen kann der Eindruck einer Musterbewegung durch die zeitliche
Reihenfolge der Genaktivierung entstehen, wie vermutlich bei EphA5 der als erstes in der 0SVZ exprimiert ist
und erst spater in der uSVZ angeschaltet wird.

Im Gegensatz dazu gibt es auch residente Expressionsmuster. Trotz standiger Strukturdnderungen
im Verlauf der Morphogenese des Gehirns bleiben solche Expressionsmuster konstant. Der Ligand efnb1
(Abb.4-3 A und D) wird wie der Rezeptor EphA3 ebenfalls ausschliefllich embryonal exprimiert, ist dabei aber
grundsatzlich auf die VZ beschrankt. Wahrend der Neurogenese werden sekiindlich tausende von Neuronen
in der VZ geboren, wobei die VZ sich ausdehnt und wieder zusammenzieht bis sie schlieflich ganz
verschwindet (Bayer and Altman, 1991). Auf die Expression von efnb1 in der VZ hat der zellulére Turnover
keinen Einfluss. Sie bleibt stets auf die VZ beschrankt. Offensichtlich wird efnb1 sofort abgeschaltet, wenndie

Zellen die VZ verlassen. Die VZ-Markierung geht also standig auf neue Zellen zurlick.
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Ein anderer Typ eines residenten Expressionsmusters ist die Expression des Rezeptors EphB1
(Abb.4-3 C und F). Im embryonalen Kortex ist dieser ausschlieBlich in der CP exprimiert und zwar nur in den
zukiinftigen infragranuldren Schichten (Abb.4-6 G). Die Expression dieses Faktors ist wie im Falle von efnb1
ebenfalls fest mit einer Zone verbunden. Allerdings mussen die Zellen erst in diese Zone einwandern und ein
regulierendes Signal lesen, um mit der Expression von EphB1 zu beginnen. Mit dieser an ihrem Zielort
angekommenen Zelle bleibt EphB1 dann jedoch assoziert. Spater geborene supragranulare Neuronen

werden flir dieses Signal unempfindlich sein und kein EphB1 exprimieren.

5.2.2 Die Besonderheiten des efn-/ Eph-Systems

Wie promisk ist das efn-/ Eph-System?

Ein Weg zu verstehen, wie das efn-/ Eph-System bei den verschiedenen entwicklungsbiologischen Prozessen
involviert sein kdnnte, war herauszufinden, welcher Ligand mit welchem Rezeptor interagiert. Dabei zeigte
sich Bemerkenswertes. Verschiedene Bindungs- und Affinitdtsstudien belegen, dass bis auf wenige
Ausnahmen jeder Ligand mit jedem Rezeptor zumindest innerhalb einer Klasse miteinander interagieren
kann. Dies bedeutet, dass jeder A-Ligand an jeden A-Rezeptor und jeder B-Ligand an jeden B-Rezeptor
binden kann (Gale et al., 1996). Fir den Rezeptor EphA4 sowie den Liganden efna5 sind sogar
Interaktionspartner aus der jeweils anderen Klasse beschrieben (Flanagan and Vanderhaeghen, 1998;
Himanen et al., 2004). Dadurch ergeben sich eine Fiille von Bindungsmdglichkeiten zwischen 8 Liganden und
13 Rezeptoren. Man spricht im allgemein von einer promiskuitive Liganden-Rezeptor-Beziehung. Dies ist
evolutiv nur schwer zu verstehen, denn es ist nicht plausibel, dass funktionell &hnliche oder gleiche Gene im
Verlauf der Evolution nebeneinander bestehen bleiben. Oft haben solche Konstellationen zur Bildung von
funktionslosen Pseudo-Genen gefiihrt, die nicht zur Expression kommen (Xie et al., 2000).

Wie promisk ist das efn-/ Eph-System in Bezug auf eine biologische Relevanz wirklich?
Bindungsstudien, in denen einzelne Paare von Liganden und Rezeptoren in Losung zusammengebracht
wurden, zeigen, dass die verschiedenen Liganden mit unterschiedlichen Affinitaten an verschiedene
Rezeptoren binden (Ubersicht in Flanagan and Vanderhaeghen, 1998; Blits-Huizinga et al., 2004), wobei
auch Bindungen mit geringen Affinitaten zu Rezeptoraktivierungen fiihren (Brambilla et al., 1996). Fraglich ist,
ob es auch in-vivo zu einer derartig promiskuitiven Rezeptoraktivierung kommen kann. Bereits vor einiger Zeit
konnte von Janis und Kollegen gezeigt werden, dass die Bindung der A-Liganden an ihre Rezeptoren in-vivo
selektiver ist, als die Bindungen in Losung (Janis et al., 1999). Sie zeigen in einem Liganden-Bindungs-Assay,
dass die Fusionsproteine efna1-Fc und efnad-Fc in einem Proteinlysat vornehmlich den Rezeptor EphA4
binden und efna2-Fc, efna3-Fc und efnab-Fc den Rezeptor EphA7 respektive. Die in jener Arbeit gezeigten
Bindungsmuster der einzelnen Fusionsproteine im Striatum der postnatalen Ratte bestétigen die Ergebnisse
des Liganden-Bindungsassays. Das Muster der Bindungen von efnal-Fc und efnad-Fc korreliert mit der
Verteilung der mMRNA von EphA4 ebenso wie die Muster der Bindungen von efna2-Fc, efna3-Fc und efna5-Fc

mit der Transkriptverteilung von EphA7.
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Die Expressionsmuster der hier untersuchten Gene des efn-/ Eph-Systems wirken kompliziert und
hinterlassen den Eindruck eines stark regulierten System. Sie werden embryonal im gesamten Hirn der Maus
exprimiert. Dabei bilden sie einerseits scharfe Grenzen zwischen verschiedenen Strukturen, wie im Fall der
Rezeptoren EphA3, EphA4, EphA5 und EphB1, die am Tag E14 in der Kortexanlage sehr spezifisch die
einzelnen Schichte markieren und separieren (Abb.4-5 G und J). Andererseits kommt es, wie im embryonalen
Thalamus, zu stark Uberlappende Expressionen. Die Rezeptoren EphA3 und EphA4 sind hier in sehr grofien
Umfang coexprimiert, zeigen aber sehr wohl vereinzelt Unterschiede in verschiedenen préanukleéren
Regionen des Thalamus. Die zusatzliche, sehr differenzielle Expression des Liganden efna5 im Thalamus
fuhrt, auch in den Regionen, in denen EphA3 und EphA4 coexprimiert sind, zu einer weiteren Unterteilung
des Thalamus (Abb.4-20). Die Art der Expressionsmuster machen ein einfaches promiskuitives System, in
dem jeder Ligand mit jedem Rezeptor binden kann und zu einer Rezeptoraktivierung fiihrt, sehr
unwahrscheinlich. Vielmehr suggerieren die Expressionsmuster die Vermittlung eines kombinatorischen
Signals. Die Aktivierung verschiedener Kombinationen von Eph-Rezeptoren konnte unterschiedliche

biologische Funktionen vermitteln. Fiir die zellulare Antwort ware dann nur der ,efn-/ Eph-Code” relevant.
Es existiert keine klassische Ligand-Rezeptor-Definition!

Im klassischen Sinn bindet ein Ligand an einen Rezeptor, der entweder membranstandig auf der
Zelloberflache prasentiert ist oder Islich im Zytosol der Zelle vorkommt. Die Liganden-Rezeptor-Interaktion
fuhrt Gber eine Signaltransduktion zur entsprechenden Reaktion der Rezeptor tragenden Zelle. Im Falle des
efn-/ Eph-Systems ist dies etwas anders. Die hier bestehende Mdoglichkeit des ,forward und reverse
signaling®, bei der durch die Liganden-Rezeptor-Interaktion sowohl auf der Liganden-Seite als auch auf der
Rezeptor-Seite eine Signaltransduktion ausgeldst werden kann, wirft die Frage auf: ,Wer ist Ligand und wer
ist Rezeptor?“ zumal es sich jeweils um membranstandige Molekile handelt. Die Signaltransduktion kann
entweder in nur eine Richtung (unidirektional) oder gleichzeitig in beide Richtungen (bidirektional) induziert
werden (Henkemeyer et al., 1996; Holland et al., 1996; Bruckner et al., 1997; Anderson, 1998; Mellitzer et al.,
1999). Somit fungieren beide Interaktionspartner sowohl als Reteptor als auch als Ligand. Fur die
Interpretation der Expressionsmuster ist das Wissen darliber von enormer Bedeutung, da auch die Liganden
tragende Zelle selbst in der Lage ist, auf entsprechende Signale der Umgebung zu reagieren. Eine
migrierende Zelle oder ein Wachstumskegel kann so durch die Expression eines Liganden oder eines

Rezeptors des efn-/ Eph-Systems zu ihrer Zielregion navigieren.

5.3 Prozesse der Differenzierung des Neokortex

Anhand der spezifischen Expressionen der Mitglieder des ephrin-/ Eph-Systems soll die mdgliche Beteiligung
der Molekiilfamilie an den wesentlichen entwicklungsbiologischen Prozessen eingeschétzt werden.
Entscheidende Prozesse bei der Entwicklung des Neokortex sind die Vermehrung der neuronalen
Vorlauferzellen in den proliferativen Zonen um den Ventrikel herum (VZ und SVZ) sowie der Neuronen selbst.

Ebenfalls die Differenzierung und radiale Migration der Neuronen und die damit verbundene finale Platzierung
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in den verschiedenen Schichten sowie Arealen des Kortex. Die aus dem Subpallium stammenden tangential
migrierenden Interneuronen, die sich ebenfalls in spezifischer Weise in das neuronal Netzwerk integrieren,
nehmen ebenso Einfluss auf die Kortexentwicklung, sowie natlirlich die Verdrahtung, die aber spater
behandelt wird

5.3.1 Die Expressionsmuster der Gene des efn-/ Eph-Systems im embryonalen Kortex

sind hochkomplex und veridndern sich entsprechend der entwicklungsbiologischen

Prozesse

Die Abb.5-2 zeigt die Expressionen des gesamten efn-/ Eph-Systems im embryonalen Kortex von E14 bis
E18. Dabei sind deutliche Anderungen des Expressionsmusters zu verzeichnen. Es andert sich zum einen
bezlglich der Gewebestrukturen, in denen die Gene exprimiert werden und zum anderen bezlglich der
Anzahl der exprimierten Gene selbst. So werden an E14 die Transkripte von 12 Genen, an E16 von 16 und
an E18 von 9 Genen detektiert. Vergleicht man die Veranderungen Uber die Zeit in den einzelnen Strukturen,
wird deutlich, dass ein Zusammenhang zwischen den Expressionsmustern und den in den jeweiligen
Altersstadien ablaufenden entwicklungsbiologischen Prozessen existiert. So steht am Tag E14 im Kortex die
Proliferation der Vorlauferzellen, vor allem in der VZ, in der 7 Gene exprimiert sind, im Vordergrund. An E18
sind es dagegen nur noch 3 Gene in der VZ, da die neuronale Proliferation weitestgehend eingestellt ist. Am
Tag E16 findet Proliferation in der VZ und im erhéhten Male in SVZ statt (Bayer and Altman, 1991). Dazu
kommt die Bildung der CP sowie das Generieren von topografischen Signalen fiir die Lenkung der durch die
IMZ ziehenden afferenten und efferenten kortikalen Fasern. Die Komplexitat der exprimierten Gene des efn-/
Eph-Systems ist durch die vielen parallel ablaufenden Prozesse im Kortex am Tag E16 stark erhoht. An E18
zeigt vor allem die CP ein kompliziertes Muster. Durch die fortschreitende Dekondensation der Neuronen in
der CP und die Bildung der einzelnen kortikalen Schichten, sind die Transkripte der verschiedenen

untersuchten Gene im Kortex in radialer Richtung spezifisch verteilt.
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Abb.5-2: Das Schema zeigt die ausgepragten Expressionen der Gene des efn-/ Eph-Systems in den Alterstadien E14,
E16 und E18 in den Schichten des embryonalen Kortex. Die Schichtgrenzen sind durch gestrichelte Linien dargestellt.
Die farbigen Balken geben die Ausdehnung der Expression des jeweiligen Gens (Beschriftung in gleicher Farbe) iiber
die schichten der Kortex-Anlage wider. Auf die Expressionsstarke wurde in diesem Schema nicht eingegangen.
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5.3.2 Der Ligand efnb1 zeigt sich als moglicher Aktivator fiir die neuronale

Proliferation

Damit ein Gen Einfluss auf die Proliferation von Zellen nehmen kann ist es natrlich zwingend, dass das Gen
auch in den entsprechenden Zonen zur richtigen Zeit exprimiert wird. Der resident exprimierte Ligand efnb1
ist ausschlieBlich in der VZ des Kortex zu finden. In keiner anderen hier untersuchten Struktur liefert die
efnb1-Sonde ein weiteres Signal. Am Tag E14 gibt es ein efnb1-Signal um den gesamten lateralen Ventrikel
herum, sodass der Ligand bei der Regulation der Proliferation von Projektionsneuronen des Palliums sowie
der GABAergen Neuronen des Subpalliums beteiligt sein kann. Am Tag E16 wird efnb1 nur noch in der VZ
des Palliums exprimiert (Abb.4-3 AD). Postnatal ist efnb1 durch In-situ-Hybridisierung nicht mehr
nachweisbar. Auch sensitivere Methoden wie PCR von cDNA aus der SVZ postnataler Tiere oder
Immunoblots von Homogenisaten liefern keinen Nachweis von efnb1 (Conover et al., 2000; Stuckmann et al.,
2001). In in-vitro-Versuchen konnte Miwa Aoki zeigen, dass nach Aktivierung von EphB-Rezeptoren durch
efnb2-Fc Fusionsproteine die Proliferation neuronaler Vorlauferzellen in Kortexkulturen ansteigt (Aoki et al.,
2004). So ist es maglich, dass efnb1 den Rezeptor EphB2, der embryonal in der VZ, SVZ, IMZ und CP
exprimiert ist, spezifisch in der VZ aktiviert und die Proliferation ankurbelt. Auch EphA4, der ebenfalls B-
Liganden bindet und in der VZ und uSVZ exprimiert ist, kdnnte dafiir in Frage kommen (siehe Tabelle 4-1;
Abb.5-2).

Einen anderen Effekt, den efnb1 in der VZ bewirken konnte, ware das Verhindern des Einwachsens
von Axonen, die entweder auf dem Weg in die CP sind und dabei nicht in Richtung Ventrikel zielen drfen
oder aber von cortigofugalen Axonen, die aus der CP herauswachsen und in der IMZ um 90° abgelenkt
werden missen. Fir diesen Fall ware der Rezeptor EphB1 ein mdglicher Interaktionspartner, der
ausschlieBlich in der unteren Hélfte der CP exprimiert wird und somit auf den in den Thalamus ziehenden
Projektionsneuron lokalisiert sein kénnte (Abb.4-3 C,F; Abb.4-6 G). Ein solcher repulsiver Effekt wurde fiir das
B-System in in-vitro-Versuchen mit retinalen Ganglienzellen des Frosches beschrieben. Dabei l6ste die
Interaktion von Ligand und Rezeptor in beide Richtung (forward und back signaling) einen Kollaps des
Axonwachstumskegels aus (Mann et al., 2003). Der Ligand efnb1 konnte dabei in der VZ mit den

Radialgliazellen assoziert sein.

5.3.3 EphA3 und efnb2 konnen die Differenzierung der Projektionsneuronen und deren

zukunftige schichtspezifische Lage beeinflussen

Nach der finalen mitotischen Teilung der neuronalen Vorlauferzellen entstehen unreife Neuronen, deren
Schicksal allerdings schon weitestgehend festgelegt ist. Entsprechend ihres ,Geburtstages®, der Zeitpunkt der
neurogenen mitotischen Teilung, migrieren die Neuronen radial nach aufien, bilden die CP und platzieren sich
spezifisch in den tiefen, infragranuldren (V-VI) oder oberen, supragranuléren (lI-IV) Schichten (McConnell,
1995; Haubensak et al., 2004; Noctor et al., 2004). Die in dieser Arbeit genutzten RNA-Sonden fiir Otx1 und

Cux2 zeigen frih- und spatgeborene Neuronen. Otx1 gilt als Marker-Gen fir frihgeborene
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Projektionsneuronen und wird bei E14 bis E16 in der VZ exprimiert (Abb.4-2 B,E,H). In der CP sowie spater
im ausdifferenzierten Kortex ist es dann in den infragranuldren Schichten zu finden (Tarabykin et al., 2001).
Cux2, im adulten Kortex in den Schichten II-IV exprimiert (Zimmer et al., 2004), ist an E14 bis 16 in der SVZ
zu finden (Abb.4-2 C,F;l) und ist ein Markergen fiir spatgeborene Neuronen. Dabei sind die durch diese
Marker gekennzeichneten Neuronpopulationen streng voneinander getrennt, was durch eine scharfe Grenze
verdeutlicht wird (Abb.4-4 J-L).

Gene des efn-/ Eph-System, die in ahnlicher Weise wie Otx1 und Cux2 exprimiert werden, kommen
somit prinzipiell in Frage eine Rolle bei der Schicksalsfestlegung der supra- und infragranularen Neuronen zu
spielen und bei der radialen Migration eine lenkende Wirkung zu haben. Die Rezeptoren EphA3 und der
Ligand efnb2 passen hierbei in das Konzept. EphA3 und efnb2 zeigen bei E14, E16 und E18 ein
Expressionsmuster, das dem von Cux2 sehr &hnlich ist. Sie sind beide in der SVZ exprimiert und in der CP
nur in der oberen, supragranuléren Schicht. Der Rezeptor EphA3 zeigt dabei allerdings eine arealspezifische
Verteilung, wobei er nur auf den neokortikalen Teil der CP beschrénkt ist (vergleiche Abb.4-2 C,I und 4-4 A-
F). Die IMZ und der untere Teil der CP sind mit EphA3-positiven Zellen durchsetzt (Abb.4-4 E,F weille
Pfeilspitze), Zellen die im Begriff sind, die finale Position in den supragranuldren Schichten des Kortex
einzunehmen. Eine Expression der Gene des ephrin-/ Eph-Systems, die der Expression von Otx1 entspricht

gibt es allerdings nicht.

5.3.4 Die Expressionsmuster der Rezeptoren EphA3 und EphA4 enthiillen eine neue
Substruktur der SVZ

Die Expression von EphA4 in der VZ der Kortexanlage reicht bis in die SVZ hinein und berlappt in einem
schmalen Streifen mit der Expression von EphA3 in einem unteren, der VZ direkt angrenzenden Bereich
(Abb.4-51). Diese diskrete Zone lasst sich auch durch andere Molekiile, wie hier gezeigt durch Cad8 und
Lhx6, markieren. Eine distinkte Expression der Liganden Sema3e und Sema4b sowie der Rezeptoren Nrp2
und PIxB2 in dieser Zone zeigt (Biirger, 2007). Dabei handelt es sich um eine neue, bislang in der Literatur
nicht beschriebene Subschicht der embryonalen Kortexanlage, die hier als uSVZ bezeichnet wird. Welche
Bedeutung kénnte diese Zone haben.

S.A. Bayer und J. Altman beschreiben in ihren Arbeiten zu den radioaktiven birthdating-
Experimenten am Telencephalon der Ratte verschiedene Bander in der SVZ und IMZ der Kortexanlage, die
sie als ,wave front’ migrierender Zellen bezeichnen. Es handelt sich dabei um postmitotische,
schichtspezifische Neuronen, die aus der proliferativen Zone auswandern und in den Zonen dieser Bander fiir
eine kurze Periode verharren. So kommt es zur Akkumulation der Zellen und zum Sichtbarwerden der
Bander. Es gibt ein ,, first superior band“ (sb1) mit Zellen fiir die Schicht 6 in der oberen IMZ, ein ,second
superior band“ (sb2) mit Zellen der Schicht 5 und ein , first inferior band“ (ib1) in einem unteren Teil der SVZ,
der VZ direkt angrenzend. Dieses Band enthélt erst die Zellen fiir die Schicht 4 und spater in der Entwicklung
auch die Zellen fiir die Schicht 2/3 (Bayer and Altman, 1991). Dies stimmt mit der Tatsache (iberein, dass das

EphA4-Signal an E18 auch in einem oberen Anteil der CP auftaucht (Abb.4-4 [). Altman und Bayer zeigen,
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dass Zellen unterschiedlicher Schichtspezifitit sich bereits auf dem Weg in die CP separieren um eventuell
Schichtinformationen zu realisieren. So werden z.B. Zellen fiir die Schicht 6 und Schicht 5 in (iberlappenden
Zeitintervallen geboren, trennen sich aber in der IMZ in zwei separierte Zonen (sb1 und sb2) auf und
interagieren mit differenziellen ,Wegweisern®. Die Zellen der Schicht 4 und 2/3 warten in einer Zone die
EphA3- und EphA4-postiv ist und durch weitere Molekiile spezifiziert werden kann (Blirger, 2007). Der Ligand
efnb2 ist in der embryonalen Kortexanlage in VZ und oSVZ exprimiert und lasst die uSVZ frei (Abb.4-4 B,
weiller Pfeil). Im postnatalen Stadium P6 ist efnb2 ist stark in der supragranularen Schicht 2/3 exprimiert und
nur schwach in Schicht 4 (Abb:4-8 1), was bereits in den embryonalen Stadien E16 und E18 zu erkennen ist.
Demnach ware es mdglich, dass es sich bei der uSVZ um Vorlauferzellen fiir die Schicht 4 handelt.

Aoki gibt einen weiteren Hinweis darauf, dass die Rezeptoren EphA4 und EphA3 eine Rolle bei der
Differenzierung der Projektionsneuronen in den proliferativen Zonen des Kortex spielen. Er zeigt in in-vitro-
Versuchen, dass durch die Aktivierung der EphA-Rezeptoren durch ephrin-Fc-Fusionsprotein die Proliferation
von neuronalen Vorlduferzellen eingestellt und die Bildung von Neuronen angeregt wird (Aoki et al., 2004).
Eine zeitlich geordnete Aktivierung der verschiede Vorlauferzellen der VZ und SVZ fiihrt somit zu Neuronen

fir die verschiedenen Schichten, die anschlieBend mit der radialen Migration in Richtung CP beginnen.

5.3.5 Schichtspezifische Verteilung der untersuchten Gentranskripte in der CP

Neben EphA3 und EphA4 zeigen noch weitere Gene des efn-/ Eph-Systems eine schichtspezifische
Expression in der CP des embryonalen Kortex. Deutlich wird dies vor allem am Tag E18 (Abb.4-6 B,C,G,H-J;
Abb.5-2). Der Rezeptor EphB1 ist, wie unter 5.2.2 schon erwahnt, in der unteren, infragranuléren Halfte der
CP exprimiert. Da EphB1 embryonal nur in der CP zu finden ist, wird das Gen erst nach Ankunft der Zellen in
der CP angeschaltet. Im postnatalen Stadium P6 ist es er immer noch in der infragranularen Schichten 5 und
6. Spater. Bei P28 kann die EphB1-Sonde keine Transkripte mehr detektieren. Dies untermauert die in 5.2.2
aufgestellte Behauptung, dass EphB1 an der ,Verdrahtung“ des Kortex mit dem Thalamus beteiligt ist,
kortikothalamische Verkniipfungen die sich bis in die postnatalen Alterstadien hinzieht (Molnar et al., 1998a;
Auladell et al., 2000).

Der Rezeptor EphB2 und der Ligand efnb2 hingegen sind in der oberen supragranuléren Hélfte der
CP zu finden. Deren Expression ist deutlich von der EphB1 Expression getrennt (Abb.4-6 1,J). Der Rezeptor
EphB2 wird postnatal im cerebralen Kortex durch die In-situ-Hybridisierung nicht mehr detektiert. Die
Expression des Liganden efnb2 allerdings bleibt bis zu Tag P28 erhalten, dabei medial starker als lateral und
in Schicht 2/3 stérker als in Schicht 4 bzw. 5.

Interessanterweise ist an E18 eine durch efnab gekennzeichnete Zwischenschicht in der CP
erkennbar (Abb.4-6 B,J). Efnab taucht in diesem Stadium zum erstmals in dem sich entwickelnden Kortex auf.
Es konnten Zellen der Schicht 4 sein, die sich somit deutlich von den anderen Schichten absetzen. Allerdings
wird efnab in der uSVZ, wo die Vorlauferzellen fiir die Schicht 4 lokalisiert sein sollten, nicht vorhanden, und
wird demnach wie EphB1erst nach der Einnahme der finalen Position angeschaltet. An P6 wird efnad

ebenfalls in Schicht 4 exprimiert. in Die Schicht 4 des Neokortex stellt die Hauptzielschicht der ankommenden
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thalamischen Axone dar. Arbeiten aus dem Labor von J. Bolz, zeigen, dass der Ligand efna5 sich hier positiv
auf die Ausbildung von Verzweigungen der thalamischen Fasern auswirkt (Mann et al., 2002b). Die Zellen der
Zielschicht werden groltenteils um E16 geboren und migrieren anschliefend radial in Richtung CP (Polleux
et al., 1997a). Das einwachsen der die IMZ passierenden thalamischen Axone in die CP beginnt ebenfalls in
diesem Zeitraum. Zeitlich gesehen konnen so die TCAs gemeinsam mit ihren Zielzellen die CP besiedeln.
Eine Warteperiode der ankommenden TCAs, wie das bei Katzen und Affen zu beobachten ist, in der die
Axone in der SP bis zu mehreren Wochen warten, bevor sie in ihre Zielschicht einwachsen kénnen (Rakic,
1977; Ghosh and Shatz, 1992), wére somit bei den Mausen gar nicht nétig und wurde so auch nicht eindeutig
beobachtet (Auladell et al., 2000). Es erscheint nach Lage der Literaturhinweise plausibel, das es sich bei der

intermediaren efna5-positiven Zone tatsachlich um die Zellen der Schicht 4 handelt.

5.3.6 Arealspezifische Verteilung der untersuchten Gentranskripte in der CP

Die CP zeigt im Bezug auf das efn-/ Eph-System eine schichtspezifische Verteilung der Gentranskripte,
sodass sowohl migrierende Zellen als auch einwachsende Axone, beispielsweise des Thalamus, die
entsprechende Zielschicht identifizieren und ansteuern kénnen. Wie aber sieht es mit der tangentialen
Regionalisierung der embryonalen Kortexanlage aus? Gibt es in der Kortexanlage Gen-Expressionsgrenzen,
die die zukiinftigen Areale markieren?

Der Rezeptor EphA3 zeigt eine solche regionalisierte Expression in der CP bei E16 sowie bei E18
(Abb.4-4 D-F) und wird ausschlieRlich in den lateralen Bereichen der CP exprimiert. Die Annahme, dass
dieses Expressionsmuster aus dem Entwicklungsgradienten, der sich von ventrolateral nach mediodorsal
zieht, resultiert, kann durch den direkten Vergleich mit der Expression des Liganden efnb2 verworfen werden.
Efnb2 wird an E16 ebenfalls nur im lateralen Teil der CP exprimiert, ist aber bei E18 in der gesamten CP zu
transversalen Entwicklungsgradienten im Kortex (Bayer and Altman, 1991). EphA3 ist im Gegensatz dazu
auch an E18 nicht in der medialen CP zu finden. Somit zeichnet EphA3 im embryonalen Kortex eine scharfe
molekulare Grenze im supragranuldren Anteil der CP zwischen dem lateralen Neokortex und dem
dorsomedialen limbischen Bereich der Kortexanlage. Interessanterweise ist diese Grenze bereits in der SVZ
zu erkennen (Abb.4-4 E und F; schwarzer Pfeil). Die Expression ist in der unteren Zone der SVZ starker als
im Rest der SVZ. Sowohl bei E16 als auch bei E18 gibt es eine sprunghafte Verschiebung diese starken
Expression. Die Grenze der Expressionsanderung entspricht der Grenze in der CP. Dies lasst vermuten, dass
in der gesamten SVZ EphA3-positive Vorlduferzellen existieren, wobei aber nur in den lateralen Bereichen der
embryonalen Kortexanlage EphA3-positive, postmitotische Neuronen entstehen und in die CP migrieren. Dies
ist ein erstmaliger starker Hinweis auf die Existenz einer regionalisierten proliferativen Zone im Sinne einer
Protomap (Rakic, 1988). In der VZ der embryonale Kortexanlage ist eine solche scharfe Grenze durch die
Expressionsmuster der Genen des efn-/ Eph-Systems nicht auszumachen. Allerdings existiert ein von EphA5
exprimierter Gradient in der VZ, der an E14 ventral stark und dorsal schwach ist (nicht gezeigt) und beginnt
an 16 langsam zu verschwinden. Bisher sind in der Literatur keine Gene bekannt, die die VZ der embryonalen

Kortexanlage im Sinne der Protomap in spezifische Areale markieren. Zum Beispiel gelten die
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Transkriptionsfaktoren Emx2 und Pax6 als Faktoren, die an der friihen Arealisierung der Kortexanlage
beteiligt sind (Bishop et al., 2000). Sie werden ahnlich wie EphA5 in Form von entgegengesetzten Gradienten
in anteriorposteriorer Richtung in der VZ des embryonalen Kortex exprimiert. Die jeweiligen Knockout Mause
zeigen deutliche Veranderungen in den Mustern von kortikal regionsspezifisch exprimierten Genen wie Cad6
und Cad8 oder EphA7 und efna5 (Bishop et al., 2000; Bishop et al., 2002).

Weitere regionalisierte Expressionsmuster der Kortexanlage zeigen die Rezeptoren EphAS5, EphA6
und EphA7 (Abb.4-6 K-Q). Allerdings stellt sich die Regionalisierung erst ab dem Stadium E18 deutlich ein.
Der Grofteil der thalamischen Axone ist vor E18 bereits im Kortex angekommen und zumindest
arealspezifisch positioniert. Da die Zellen der Schicht 4 schon in der CP ihren Platz eingenommen haben
(Polleux et al., 1997a), sollte selbst das Einwachsen der TCAs in die CP bereits begonnen haben. Somit sind
die Signale dieser Rezeptoren innerhalb der CP nicht dazu geeignet z.B. thalamische Axone arealspezifisch
in den Kortex zu lenken. Allerdings sind die Signale vorhanden bevor die vollstandige Differenzierung der
Areale beginnt und die Zytoarchitektur des Kortex ausgebildet wird. Das wiederum spricht fiir eine Beteiligung
des efn-/ Eph-Systems an der intrakortikalen Verdrahtung der Neuronen. Die Zellen der verschiedenen
Schichten beginnen untereinander Kontakte auszubilden. In Verbindung mit neuronaler Aktivitdt kann die
selektive Expression der untersuchten Gene die Bildung der Arealgrenzen regulieren. Ahnliches konnte durch
Hubermann und Kollegen bei der Verdrahtung der Retina mit dem Genikulatum beim Frettchen beobachtet
werden. Sowohl die Aktivitat der Neuronen, als auch die differenzielle Expression von efnab im laterale
Genikulatum (LGM) ist noétig, um die Trennung der ipsi- und kontralateralen Axonendigungen im
mehrschichtigen LGM zu realisieren (Huberman et al., 2005). Die araealspezifische Expressionen der
Rezeptoren EphA3, EphA5, EphA6 und EphA7 zeigen am Tag E18 noch nicht die Grenzen der
Brodmannareale. Sie werden eher in kortikalen Feldern exprimiert, die sich eventuell spater weiter

Differenzieren und zu den Brodmannarealen werden.

5.3.7 Tangentiale Migration der GABAerge Interneuronen

GABAerge Subpopulationen

Die sehr heterogene Gruppe von GABAergen Interneuronen die dem ventralen Telencephalon (VTC)
entstammen, wird zwischen E12 bis hin zur Geburt des Tieres in der proliferativen Zone des Subpalliums
geboren und erreicht den Kortex durch tangentiale Migration (de Carlos et al., 1996; Anderson et al., 19973;
Tamamaki et al., 1997; Lavdas et al., 1999; Sussel et al., 1999; Wichterle et al., 2001; Marin et al., 2003).
Dabei bringen die mGE, IGE und cGE sowie das AEP verschiedene Populationen an Neuronen hervor, die
sich z.B. in ihrem Phanotyp in Bezug auf die Molekiile Parvalbumin (Pv), Somatostatin (Sst), Calbindin (Cb)
und Calretinin (Cr) und ihrem zukiinftigen Bestimmungsort unterscheiden (Anderson et al., 1999; Marin et al.,
2000; Anderson et al., 2002; Nery et al., 2002; Wonders and Anderson, 2006).

Xu et al. konnte durch die Kultivierung von dissoziierten mGE-Vorlauferzellen zeigen, dass die Zellen

in Kultur reifen und einen entsprechenden Phénotyp z.B. Pv ausbilden (Xu et al., 2004). Der GABAerge
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Subtyp der Interneuronen ist somit geburtsortspezifisch. Dies legt ein differenziertes Neuroepithel nahe, in
dem die Vorlauferzellen schon unterschiedliche Spezifititen aufweisen. Bisher bekannte
Transkriptionsfaktoren wie DIx1/DIx2, Nkx2.1 oder Gsh2, die fir den GABAergen Phanotyp der Neuronen
entscheidend sind, markieren die VZ und SVZ des Subpalliums entweder homogen oder in Form eines
Gradienten (siehe Abb.5-3). Somit gibt es bisher keine Mdglichkeit innerhalb der proliferativen Zonen der
Eminenzen separierte Abschnitte zu identifizieren, die verschiedene Phanotypen der GABAergen Neuronen

hervorbringen konnte.
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Abb.5-3: Schematische Darstellung der VZ und SVZ im Telencephalon am Embryonaltag 14. A) zeigt die verschiedenen
Abschnitte der proliverativen Zonen um den lateralen Ventrikel herum. Von medial nach lateral entlassen AEP, MGE und
LGE Neuronen mit GABAergen Phanotyp und VP, LP und DP glutamaterge Neuronen. B) zeigt die regionale Verteilung
der Gene in der VZ und SVZ des Subpalliums von medial nach lateral. Die Gene des efn-/ Eph-Systems weisen
zusatzliche molekulare Grenzen in den bestehenden anatomischen Regionen auf, und sind Indizien fiir verschiedene
spezifische Vorlauferzellen von Interneuronen. Verandert nach (Marin and Rubenstein, 2001).

Diese Arbeit zeigt, dass Transkripte verschiedener Gene des efn-/ Eph-Systems entlang der VZ und SVZ des
Subpallium differenziell in verschiedenen Regionen lokalisiert sind und die proliferative Zonen somit in
distinkte Bereiche untergliedert ist (Vergleiche Abb.4-24). Wie im Schema der Abb.5-3 dargestellt ist, existiert
z.B. an der Grenze zwischen mGE und IGE ein Bereich in der die VZ Vorlauferzellen beinhaltet, die EphA4
exprimieren (vergleich Abb.4-24 G). Diese Zone kénnte folglich eine Subpopulation von Interneuronen-
Vorlauferzellen darstellen. Eine mégliche Funktion der differenziellen Expression von EphA4 kénnte sein,
dass diese Subpopulationen fiir die Migration in den Kortex einen spezifischen ,Lenkungsapparat* benutzen,
der sich von den Neuronen der Umgebung unterscheidet. Dies kdnnte den Zellen ermdglichen gezielt
bestimmte Schichten im Kortex anzusteuern (Abb.5-3). Dass EphA4 von migrierenden Interneuronen
exprimiert wird, konnte in in-vitro-Versuchen gezeigt werden. Hierfir wurde die mGE aus einem GFP-
markierten Donor-Gehirn  homotypisch in entsprechende Akzeptor-Gehirnschnitte einer Wildtypmaus
verpflanzt und fir 48h kultiviert. Durch In-situ-Hybridisierung an den kultivierten Schnitten konnte
anschlieBend gezeigt werden, dass eine Teilmenge der aus der Donor-mGE migrierenden Zellen, EphA4-

positiv sind (Zimmer, 2006). In &hnlicher Weise konnte dieser Sachverhalt auch fiir die IGE und cGE sowie
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den entsprechenden Molekilen (Abb.5-3) getestet werden. Die Idee, dass verschiedene Subtypen von
GABAergen Interneuronen verschiedene Lenkungsapparate ausbilden, um den Weg in den Kortex und die
entsprechenden Schichten zu finden, wird durch eine Arbeit von Rymar und Satikot (Rymar and Sadikot,
2007) erhartet. Diese Birthdating-Studie bei Ratten, in der die Verteilung sowohl von Pv-positiven als auch
von Cr-positiven Interneuronen in den kortikalen Schichten untersucht wurden, ergab fir beide Subtypen zwei
unterschiedliche neurogenetische Gradienten. Die Pv-positiven Neuronen sind wie die Projektionsneuronen in
einem Inside-out Muster im Kortex verteilt, wobei die Zellen innerhalb einer Schicht zur gleichen Zeit geboren
wurden. Die Interneuronen sind innerhalb einer Schicht beziiglich ihres Geburtszeitpunktes isochron zu den
pallial geborenen Projektionsneuronen. Die Cr-positiven Zellen dagegen zeigen beziiglich ihres
Geburtszeitpunktes im Kortex ein Outside-in Muster und sind in den Schichten heterochron zu den
Projektionsneuronen der gleichen Schicht. Somit scheint es, dass Pv- und Cr-positive Interneuronen beim
Einnisten in die kortikalen Schichten auf dort vorhandene Positionssignale verschieden reagieren,

madglicherweise, weil sie verschiedene Lenkungsrezeptoren exprimieren.
Migrationswege im Subpallium

Die Gene des efn-/ Eph-Systems zeigen im Subpallium Expressionen, die das vTC in mehrere untereinander
gelegene Korridore einteilen. In Abb.5-4 sind Expressionen von verschiedenen Genen, die im wesentlichen
diese Korridore in Kombination zeigen, schematisch dargestellt (vergleich Abb.4-26). Der Transkriptionsfaktor
Lhx6 markiert GABAerge Interneuronen, die aus der mGE stammen und durch das vTC in den Kortex
wandern. Dabei migrieren sie innerhalb des Subpalliums auf zwei Hauptwegen. Eine Gruppe von vermutlich
zeitlich friiher und raumlich medialer geborenen Neuronen nimmt den oberflachlichen Weg durch die
Mantelzone und eine zweite Gruppe wandert durch die SVZ des vTC, von der VZ und dem sich
entwickelnden Striatum flankiert. Diese Neuronenpopulation stellt eine Mischung aus weiteren
Subpopulationen dar, die eventuell durch verschiedene Lenkungssysteme in den Kortex geleitet werden.
Nuria Flames und Kollegen (Flames et al., 2004) beschreiben eine Subpopulation von Interneuronen, die den
Rezeptor ErbB4 tragen und durch zwei Isoformen des Liganden Neuregulin-1 (Nrg1) in der Kortex gelenkt
werden. Diese migrierenden Neuronen sind lediglich eine Teilmenge der Lhx6-positiven Neuronen und
bewegen sich durch einen separierten Korridor innerhalb der SVZ.

Abb.5-4 zeigt durch die Uberlagerungen von EphA3, EphA4 und EphA5 in der SVZ drei getrennte
Korridore, die durch die Expression von EphB1 in der VZ und in der Striatumanlage scharf begrenzt sind. Die
in Abb.5-3 gezeigten molekulare Heterogenitat der Proliferationszone des Subpalliums und die Differenzialitat
dieser Korridoren legt die Vermutung nahe, dass friih determinierte Neuronen, die an verschiedenen Orten
gebildet werden, durch separierte Kanale und somit voneinander getrennt durch das vTC wandern kénnten.
Sie nutzen dabei verschiedene Lenkungssysteme wie das Nrg1/ErbB4-System (Flames et al., 2004) oder die

hier gezeigte Mdglichkeit der Lenkung durch das efn-/ Eph-System.
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Abb.5-4: Schematische Darstellung des vTC am Embryonaltag 14. Expression der Gene Lhx6, EphB1, EphA3, EphA4,
EphA5 und efnb3 im vTC. Lhx6 beschreibt die Migrationswege der aus der mGE stammenden Interneuronen durch das
vTC. EphA4, EphA5 und efnb3 kdnnten Teilmengen der Lhx6-positiven Interneuronen markieren, die durch separierte
Korridore migrieren. EphA3 markiert ein Korridor der mit dem Korridor von EphA4 (iberlappt, und kdnnte eine zusatzliche
Population von Interneuronen sein, die wie die Interneuronen der cGE nicht Lhx6-positiven sind.

Migrationswege im Kortex

Nach der Uberschreitung der Pallium-Subpallium-Grenze migrieren die GABAergen Interneuronen auf zwei
Hauptrouten in den Kortex. Frilhgeborene Neuronen wandern tangential in die Marginalzone (MZ) und
tauchen dann radial in die CP ab, wohingegen spatgeborene Neuronen durch eine tiefer gelegene Zone
migrieren, welche in der Literatur oft als Grenze zwischen SVZ und IMZ bezeichnet wird (Anderson et al.,
2001; Metin et al., 2006; Tiveron et al., 2006).

Diese Arbeit zeigt, dass das nicht ganz richtig ist. Das Expressionsmuster des Transkriptionsfaktors
Lhx6, der als Marker flir GABAerge Interneuronen der mGE gilt (Lavdas et al., 1999), zeigt die Routen der
Lhx6-positiven Interneuronen in der Kortexanlage (Abb.4-5 A). Es ist ein oberflachliches Signal in der MZ und
ein tiefergelegenes im Bereich der SVZ zu beobachten. Der Vergleich der Expressionsmuster mit denen der
Gene Cad8, EphA3 und EphA4 zeigt, dass es sich um einen, der VZ direkt anliegenden, unteren Bereich der
SVZ handelt (Abb.4-5 D und I). In diesem Bereich Uberlappt die Expression der Rezeptoren EphA3 und
EphA4. Dort verharren die Zellen der zukinftigen Schicht 4 fir eine kurze Zeit. Dies ist in Birthdating-
Experimenten als Band (ib1) sichtbar (Bayer and Altman, 1991). Somit kénnen Projektionsneuronen und
GABAerge Interneuronen, die jeweils fiir die supragranularen Schichten (Schicht 4 und 2/3) bestimmt sind, in
dieser Zone direkt miteinander interagieren. Sie konnten dort z.B. die selben schichtspezifischen Signale
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lesen und eventuell miteinander radial in die CP einwandern. Im Gegensatz dazu tauchen die frilhgeborenen
Interneuronen aus der MZ ab und treffen vor Ort auf die ebenfalls frihgeborenen Projektionsneuronen der
Schichten 5 und 6.

Eine aktuelle Arbeit von Liodis et al. zeigt(Liodis et al., 2007), dass bei Verlust des
Transkriptionsfaktors Lhx6 die Motilitdt der aus der mGE ausmigrierenden Interneuronen-Vorlduferzellen
eingeschrankt ist. Diese migrieren gegenliber den Neuronen aus den Wildtypmausen langsamer und kommen
somit verspatet im Kortex an. Dies filhrt dazu, dass Pv-positve Interneuronen, welche die groRte Gruppe der
Lhx6 exprimierenden Interneuronen sind, in den kortikalen Schichten der Lhx6-knockout Mutante fehlerhaft
verteilt werden. Durch das verspétete Eintreffen der Neuronen in den Kortex konnten somit zeitlich regulierte
Positionssignale nicht gelesen werden, was in einer solchen Fehllokalisation der Interneuronen resultieren
konnte. Im Gegensatz dazu sind Cr-positve Interneuronen, welche Lhx6 nicht exprimieren, nicht betroffen und
zeigen eine normale Verteilung im Kortex der Mutante.

Das Homdobox-Gen Pax6 wird als musterbildendes Gen in der VZ des Palliums exprimiert und spielt
bei der Morphogenese des cerebralen Kortex eine mafgebliche Rolle (Muzio and Mallamaci, 2003). Die
Expression ist innerhalb der VZ auf die radialen Gliazellen beschrankt und ist hier an der Steuerung der
Proliferation dieser neuronalen Vorlauferzellen beteiligt. Bei Abwesenheit des Gens zeigen die Vorlauferzellen
Defekte in ihrem Zellzyklus sowie ihrem molekularen Phanotyp (Gotz et al., 1998; Warren et al., 1999; Estivill-
Torrus et al., 2002). Verschiedene Experimente mit Pax6small-eye Ratten und Mausen (bei der small eye
Mutante handelt es sich um eine natirliche Mutation, bei der das Protein funktionslos ist) zeigen
Migrationsdefekte von supragranuldren kortikalen Zellen (Caric et al., 1997; Fukuda et al., 2000).
Expressionsanalysen von verschiedenen schichtspezifischen Markergenen an Pax6-knockout Mausen zeigen
ebenfalls Defekte in den supragranuléren kortikalen Schichten, wohingegen die infragranuléren Schichten
keine Defizite vorweisen (Tarabykin et al., 2001; Nieto et al., 2004; Zimmer et al., 2004).

Die Migration der Vorlaufer der GABAergen Interneuronen durch die Kortexanlage ist in der Pax6-
knockout Maus ebenfalls gestort. Der Migrationsweg der spatgeborenen Lhx6-positiven Interneuronen in der
unteren SVZ ist nicht mehr vorhanden. Die migrierenden Zellen scheinen dabei nicht verloren gegangen,
sondern nutzen wie die friihgeborenen Interneuronen ebenso die Route durch die MZ (Tiveron et al., 2006).
Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass die Uberlappungszone von EphA4 und EphA3 in der unteren SVZ
die Ausbildung der supragranularen Schichten durch eine Interaktion der Vorldufer supragranulérer
Projektionsneuronen sowie der GABAergen Interneurone steuert. Um dartiber fundierte Aussagen treffen zu
kénnen, und eine direkte Beteiligung von EphA3 und EphA4 oder etwa weiterer in dieser Zone exprimierter
Lenkungsmolekiile wie Sema3e, Sema4b, Nrp2 und PIxB2 (Birger, 2007) zu zeigen, ware eine Untersuchung
der unteren SVZ in der Pax6-knockout Maus auf ihre Expressionsmuster von groRer Wichtigkeit.

Bisher gibt die Literatur keinerlei Aufschluss lber die Lenkung und Kanalisierung der migrierenden
Interneurone innerhalb des sich entwickelnden cerebralen Kortex. Das Schema der Abb.5-5 stellt die
molekularen Gegebenheiten im embryonalen Kortex und der ganglionischen Eminenz zusammenfassend dar
und beschreibt einen mdglichen Mechanismus, wie EphA4-positive Interneurone aus der GE den Weg in

einen EphA3/EphA4-positiven Kanal finden konnten. Hierbei stellt efna2 ein repulsives Signal dar, das die
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EphA4-positiven Interneuronen aus der SVZ der GE austreibt und in einen Kanal, in dem das kortikal

exprimierte efna2 durch das kortikal exprimierte EphA3 und EphA4 maskiert ist, gelenkt werden.
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Abb.5-5: Das Schema zeigt in der oberen Hélfte die Expression von Otx1, Cux2, EphA3, EphA4 und efna2 in der VZ
und SVZ des embryonalen Kortex. Es zeigt die Migrationswege der Lhx6*-Interneurone in der Wildtypmaus sowie in der
Pax6+ Maus (Tiveron et al., 2006). Das Schema zeigt die Expression von efna2 in der VZ und SVZ und von EphA4 in
der SVZ der mGE. In der VZ der mGE werden EphA4+-Interneuronen geboren (Abb.4-24 G; Zimmer, 2006), die in die
Uberlappungszone von EphA3 und EphA4 im Neokortex einwandern kénnen.

5.4 Die Differenzierung des embryonalen Thalamus

Im Gegensatz zu dem in Schichten aufgebauten Neokortex zeichnet sich der differenzierte Thalamus durch
einen nukledren Aufbau aus. Die Entwicklung und Differenzierung vollzieht sich in mehreren nacheinander
ablaufenden Prozessen. Wie bei der Entwicklung des Neokortex sorgen musterbildende Molekiile (sonic
hedgehog, Fgf8, Bmp4 u.s.w) fir die Bildung von separierten Domanen auf dem Neuroepithel, welche die
Vorlauferzellen fir die drei Anteile des Thalamus hervorbringen (Rubenstein et al., 1998; Crossley et al.,
2001; Puelles and Rubenstein, 2003). Dazu gehdren der Epithalamus (ETh), der dorsale Thalamus (dTh) und
der ventrale Thalamus (vTh). Sie unterscheiden sich durch die Expression verschiedener regionsspezifischer
Transkriptionsfaktoren. So exprimiert der dTh vornehmlich Ngn2 und Gbx2 (vorliegende Arbeit; Bulfone et al.,
1993; Fode et al., 2000; Nakagawa and O'Leary, 2001; Jones and Rubenstein, 2004), wohingegen der vTh
DIx1 und DIx2 exprimiert (Bulfone et al., 1993; Andrews et al., 2003; Jones and Rubenstein, 2004).

Die Neurogense des Thalamus beginnt am Embryonaltag 11 und die Zellen der ersten Kerne (Rt und

vLG) haben bereits am Tag E15 ihre endgiltige Position gefunden. Die postmitotischen Neuronen migrieren
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radial aus dem Neuroepithel in die Mantelzone (MZ), wo sie ihre finale kernspezifische Position einnehmen.
Am Tag E16 sind zumindest die meisten Neuronen der sich spat bildenden Kerne geboren. Hierzu gehdren
vor allem die medial gelegenen Kerne, wie der Paraventrikularkern (PV), Mediodorsalkern (MD) und
Paratenialkern (PT) (Altman and Bayer, 1988c, 1988a, 1988b, , 1989a, 1989c, 1989b). Durch die
voranschreitende Verdrahtung der thalamischen Kerne mit verschiedenen kortikalen Arealen kommt es im
Thalamus zu verstarkten Bildung von Neuropil und die bisher morphologisch undifferenzierte pronukleére
Zellmasse differenziert in die verschiedenen thalamischen Kerne aus.

Mit Hilfe der Transkriptionsfaktoren Gbx2, Lhx2 und Ngn2 sowie des Oberflachenmolekiils Cad6
konnte fiir den embryonalen Thalamus am Tag E16 eine Karte erstellt werden, in der die thalamischen Kerne
verzeichnet sind. Somit konnten die Expressionsmuster der Gene des ephrin/ Eph-Systems den

verschiedenen Kernen des Thalamus zugewiesen werden. Fiir den Tag E14 war das nicht mdglich.

5.4.1 Der embryonale dorsale Thalamus ist an E14 grob in drei vertikale Zonen

untergliedert

Der Aufbau des embryonalen Thalamus am Tag E14 unterscheidet sich deutlich von dem weiter
differenzierten Thalamus der folgenden untersuchten Entwicklungsstadien (E16, E18, P0), die dem voll
ausdifferenzierten Thalamus an P6 und P28 (Abb.4-9) mehr und mehr ahneln. Vor allem die
Expressionsmuster der hier untersuchten Gene beschreiben eine deutliche Veranderung im Aufbau des
Thalamus zwischen den Alterstadien E14 und E15. Dabei vollzieht sich ein Gestaltwechsel des Thalamus von
einem anfangs in Streifen gegliedertes Gewebe, wobei Zellen gleichen molekularen Phanotyps in mehreren
vertikalen Streifen im Thalamus angeordnet sind, in eine spatere nukledr gegliederte Struktur. Die
Untersuchungen des embryonalen Thalamus am Tag E14 deuten auf eine Untergliederung des dTh in drei
grobe, vertikal orientierte Zonen hin. Zum einen ist das eine innere proliferative Zone, daran anschliefiend
eine Ubergangszone (UZ), in der diverse Differenzierungsprogramme ablaufen kénnten, und eine duRere
Mantelzone, in der die Zelle sich kernspezifisch ansiedeln und Axone fiir die Verdrahtung mit dem Kortex
aussenden und empfangen.

Die innere proliferative Zone erscheint an E14 relativ breit und vertikal zweigeteilt. Der Vergleich der
Expressionsmuster der Rezeptoren EphA3 und EphA4 zeigt dies deutlich (Abb.4-17 J-L). Die
Untersuchungen der Expressionsmuster von Gbx2, Lhx2 und Ngn2 am Tag E14 (Abb.4-13) machen deutlich,
dass diese innere Zone, wie man es von einer proliferativen Zone erwarten wiirde, sukzessive verschwindet.
Dies ist daran zu erkennen, dass die vertikalen Streifen in den Expressionsmustern von Gbx2 und Lhx, die die
UZ markieren, (iber die Zeit sich immer weiter nach medial verlagern, bis sie dem Ventrikel direkt anliegen.
Weitere Expressionsmuster von EphA3, EphA7 und EphB1 (Abb.4-17 C,E und H) zeigen, dass die VZ in der
dorsal-ventralen Achse nicht homogen ist. Wie in den GE des vTC (Abb.4-24) sind auch im Thalamus bereits
Vorlauferzellen der VZ mit verschiedenen Eph-Rezeptoren ausgestattet, die eventuell das Migrationsverhalten

beim Auswandern unterschiedlich beeinflussen.
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Es ist zu bemerken, dass mit den Expressionsmustern der Gene des ephrin-/ Eph-Systems sowohl
im vIC als auch im dTh die VZ in spezifische Regionen oder Areal eingeteilt werden kann, was auf
verschiedene neuronale Vorlauferzellen bereits innerhalb der VZ hindeutet. Somit kénnte es sein, dass
beispielsweise im Thalamus die Neuronen der VZ langst eine Kernspezifitdt angenommen haben. Dies steht
im deutlichen Gegensatz zum Kortex, in dem lediglich Expressionen in Form von Gradienten (EphA5) zu
finden sind und daher eine friihe Arealspezifitat der Vorlauferzellen der Pyramidenzellen nicht zwangslaufig

angenommen werden kann.

5.4.2 Die Ubergangszone ist funktionell nur schwer zu charakterisieren

Die Bedeutung der Ubergangszone ist nur schwer zu beurteilen, da bisher nur wage Vorstellungen tiber die
Entwicklung des Thalamus existieren. Die meisten Arbeiten dabei sind von Altman, J. und Bayer, S.A.
(Altman and Bayer, 1979, , 1988c, 1988a, 1988b, , 1989a, 1989c, 1989b) aus den spaten 80iger Jahren, die
in ihren ,birthdating* Experimenten den Zeitpunkt und Ort der Geburt, sowie die Migrationswege der
Neuronen verschiedener thalamischer Kerne untersuchten. Sie definierten dabei verschiedene
Proliferationseinheiten innerhalb des Neuroepithels, die sie ,Lobules“ nannten und die Zellen fir die
verschiedenen thalamischen Kerne hervorbringen. Sie bestimmen den Zeitraum der thalamischen
Neurogenese bei der Ratte auf die Tage E14 bis E18 (entspricht bei der Maus etwa E12 bis E16), wobei die
Zellen der lateralen Kerne vor denen der medialen Kerne geboren werden. Flr die Migration aus der
proliferativen Zone heraus, die vor allem radial in die sich differenzierende Mantelzone hinein verlauft,
benétigen die Neuronen etwa 2-3 Tage. Der wohl wichtigste Punkt ihrer Arbeiten ist, dass sie zeigen, dass die
Kernspezifitdt und der Geburtszeitpunkt zusammenhangen. Eine Substruktur, wie die beschriebene UZ,
konnten sie in ihren Arbeiten nicht bestimmen. Auch anderen Arbeiten, die Expressionsmuster verschiedener
Gene im Thalamus untersuchten, machen bisher keine Aussagen (ber eine solche Zone im dTh (Nakagawa
and O'Leary, 2003; Jones and Rubenstein, 2004).

Die UZ trennt die MZ von der proliferativen Zone und scheint eine Art Entwicklungsbarriere zu sein.
Sie wird an E14 durch die vertikal ausgerichtete, streifenartige Expression der verschiedenen untersuchten
Gene. Allerdings zeigt sich, dass dieser Streifen fiir die verschiedenen Gene unterschiedlich breit ist. Auch die
horizontale Lage des vertikal orientierten Streifens scheint je nach Gen mehr oder weniger weit nach lateral
oder medial verschoben, sodass bei der Uberlagerung der Streifenmuster von mehreren Genen subtile
Substreifen entstehen. Doch worum handelt es sich bei diesen Substreifen? Eine Vermutung wére, dass es
sich bei den verschiedenen Streifen der Ubergangszone um verschiedene Zellpopulationen handelt, die zu
unterschiedlichen Zeiten geboren und daher unterschiedlich weit nach lateral gewandert sind. Somit kdnnten
die Substreifen Zellen verschiedener Kernspezifitdten beinhalten, was durch einen differenten molekularen
Phénotyp sichtbar werden konnte. Fraglich ist dabei warum die Streifen der UZ so robust erscheinen und
zeitlich lange fortbestehen, wenn es sich nur um die ,Lauffront* von verschiedenen Zellpopulationen handelt.
Als Erklarung gibt es zwei Mdglichkeiten. Zum einen kdnnten spat geborene Neuronen schon ihre finale

Position innerhalb der UZ gefunden haben. Dabei kénnte es sich um Zellen der Kerne MDI und CL handeln,
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die eine ahnlich Ephrin-code wie die UZ haben (siehe Tabelle 4-4 und 4-5). Die Zellen fiir MDI und CL hatten
die Migration dann beendet und beginnen mit der Ausbildung von Neuropil. Dies kdnnte auch fiir Zellen von
noch medialer gelegenen Kernen gelten, wie fiir die Zellen der Kerne MDc und MDm, die allerdings in der
SVZ zu finden sein sollten. Das wiirde bedeuten, dass diese nach ihrer Geburt gar nicht anfangen zu
wandern, sondern sich schon an der finalen Position befinden und gleich mit der Verdrahtung beginnen.

Zum anderen konnten die Neuronen ahnlich wie in der IMZ des Kortex (Bayer and Altman, 1991) fir
eine gewisse Zeit in der UZ ausharren, um weiter auszudifferenzieren. Es ware maglich, dass die Neuronen
innerhalb der UZ verschiedene Differenzierungsprozesse durchlaufen, ehe sie in die Mantelzone einwandern.
Ein starker Hinweis, das wohl beide Maéglichkeiten richtig sind, kommt von Untersuchungen der Gbx2-
Knockout Maus (Wassarman et al., 1997). Bei dieser Maus sind die Projektionen aus dem Thalamus in den
Kortex véllig gestort. Dil-Tracing Studien zeigen, dass bis auf vereinzelte Ausnahmen keine TCAs in den
Kortex projizieren (Miyashita-Lin et al., 1999). Der Knockout des Gens Gbx2 in dieser Mutante wurde durch
die Deletion der Homdobox erreicht (Wassarman et al., 1997). Dabei bleibt ein nichttranslatierter 5" Bereich
des Gens intakt, dessen Transkripte von einer geeigneten Ribo-Sonde detektiert werden kénnen. Die
Expressionsmuster zeigen, dass in der MZ kein Gbx2 exprimiert wird. In den medialen Bereichen des
embryonalen Thalamus, in der UZ3, ist die Expression dieser nichttranslatierten 5 Sequenz allerdings wie die
intakte mRNA im Wildtyp zu finden. Dies kénnte darauf hindeuten, dass durch Gbx2 in zwei verschiedenen
Prozessen eine Rolle spielt. Zum einen befahigt es alle Neuronen des Thalamus nach dem Auswandern aus
der UZ Axone zu generieren, die dann aber erst in der MZ gebildet werden. Tracing-Experimente mit Dil
(Abb.4-18 O) und immunhistochemische Untersuchungen mit Antikérpern fir Marker wie Calretinin und
Serotonin filir TCAs an der Gbx2-Mutante zeigen, dass keine funktionellen TCAs in dieser Mutante existieren
(Miyashita-Lin et al., 1999), was eine Beteiligung des Gens Gbx2 an der Axogenese bestérkt. Eine andere
Funktion von Gbx2 ist eine kernspezifische Funktion fiir eine Subpopulation von Neuronen. Die
Entsprechende Expression ist offensichtlich funktionellen Gbx2 selbst abhéngig und fehlt deshalb in der
Knock-out Maus innerhalb der MZ.

Der Expression der verschiedenen Mitglieder des ephrin-/ Eph-Systems (siehe Tabelle 4-5) in der UZ
konnten somit ebenfalls verschiedene Bedeutungen beigemessen werden. Zum einen kdnnten sie
kernspezifisch sein, zum anderen konnten sie verschiedene Funktionen in der UZ haben, z.B. die Neuronen
aus der UZ in die MZ treiben. Als repulsives Signal, z.B. efnab, konnten sie dafiir sorgen, dass die in der MZ
generierten Axone nicht in Richtung Ventrikel wachsen, und wie oben beschrieben, kdnnten bereits innerhalb
der UZ Zellen der medialen thalamischen Kernen lokalisiert sein, von denen z.B. viele Gbx2 und Lhx2

exprimieren.

3 Miyashita-Lin EM, Hevner R, Wassarman KM, Martinez S, Rubenstein JL (1999) Early neocortical regionalization in the
absence of thalamic innervation. Science 285:906-909. benennen den medialen Streifen von Gbx2 im embryonalen
Thalamus mit SVZ. Auf Grund des Faktums, dass sich nur das medialer liegende paraventrikuldre Gewebe im Laufe der
Entwicklung reduziert und demnach VZ und SVZ sein sollte, stimme ich dem nicht zu und bevorzugen den Gebrauch der
uz.
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Neurone, die bereits in der VZ des Thalamus spezifiziert sind, wie z.B. die EphA7-positiven Zellen in
der ventralen VZ des dTh, haben nur sehr kurze Aufenthaltszeiten in der UZ und wandern schnell in die MZ
ein (Abb.4-17 Hund )

5.4.3 Die Gene des efn-/ Eph-Systems sind im embryonalen Thalamus in globalen

Gradienten exprimiert

Anhand der erstellten Karte fiir den embryonalen Thalamus am Tag E16 lassen sich nun die
Expressionsmuster der Gene des efn-/ Eph-System den verschiedenen thalamischen Kernen zuordnen.
Einige Gene scheinen dabei embryonal auf einzelne Kerne oder Kerngruppen beschrankt zu sein. Die
Rezeptoren EphA8 und EphB6, zum Beispiel, sind in nur wenigen Kernen vorhanden. EphA8 ist vor allem
posterior in den Kernen VB, LP und Po exprimiert. EphB6 zeigt eine stérkere Expression eher in den
anterioren Kernen AD, AV und LD aber auch im posterior gelegenen Kern LP, sodass man nicht sagen kann,
dass diese Rezeptoren den Thalamus in einen anterioren und einen posterioren Bereich teilen.

Im Gegensatz zu diesen Genen werden die Rezeptoren EphA3 und EphA4 in einem dorso-ventral
orientierten Gradienten iiber den gesamten embryonalen dorsalen Thalamus exprimiert. Nach der Hypothese
von Vanderhaeghen und Kollegen werden die TCAs bereits vor erreichen der Kortex-Anlage entsprechend
eines Faktors im vTC in ihrer anterior-posterior-Achse aufgefachert (Dufour et al., 2003; Vanderhaeghen and
Polleux, 2004). Allerdings konnten die Faktoren, die die TCAs in der Ausbreitung der anterior-posterio-Achse
beeinflussen bereits im dTh zu finden sein. Da die Thalamische Karte um 90° verdreht auf dem Kortex
abgebildet ist, befindet sich die kortikale anterior-posterior Achse im Thalamus ebenfalls um 90° verdreht in
dorsoventraler sowie mediolateraler Orientierung (Adams et al., 1997), und ist somit auf den koronalen
Gefrierschnitten des Gehirns der Maus detektierbar. Daher sind die beiden gradiert exprimierten Rezeptoren
EphA3 und Eph4 fiir die Lenkung der TCAs gute Kandidaten. Fiir EphA3, dass im dTh ventral stark und
dorsal schwécher exprimiert ist, wurde gezeigt, dass das Protein von EphA3 in die Axone verlagert ist (Kudo
et al., 2005), und somit vermutlich fiir die axonale Zielfindung verwendet wird. Aulerdem markiert EphA3 im
embryonalen Kortex die supragranuldren Schichten des Neokortex, was dazu fiinren konnte, dass limbische
thalamische Fasern ausgeschlossen (repulsive Wirkung) und nichtlimbische Fasern eingeschlossen
(attraktive Wirkung) werden. EphA4 ist in der MZ des dTh in einem dem EphA3-Gradienten
entgegengesetzten Gradienten exprimiert und konnte in gleicher Weise und in Verbindung mit EphA3 die

Projektionen der TCAs beeinflussen.

5.4.4 Der Ligand efna5 und der Rezeptor EphA7 sind potentielle Interaktionspartner

und Differenzierungsfaktoren

Der Ligand efnab zeigt am Tag E16 bereits ein kernspezifisches Muster, wobei die Expression besonders im
Bereich von VB stark und gradiert ist (Abb.4-20 A-C). Auch in den verschiedenen Kernen des Genikulatums

VLG und dLG ist efna5 in der gleichen Weise gradiert exprimiert (Abb.4-20 C). Ob die Expression von efnab
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auf die jeweiligen Kerne beschrankt ist, oder ob sie ber die Kerngrenzen hinaus reicht, kann nicht mit
Sicherheit gesagt werden, zumal die Expression in einem Gradienten auslauft. Der Gradient verlauft dabei
stets von lateroventral stark nach mediodorsal schwach. Dieses Expressionsmuster ist am Embryonaltag 16
zu detektieren und besteht bis Postnataltag 6 fort (Abb.4-21 C,D). Im postnatalen Thalamus kann die
Expression von efnab mit groRer Sicherheit den einzelnen Kernen zugeschrieben werden.

Mit der Expression des Rezeptors EphA7 verhalt es sich ahnlich. Er wird am Tag P6 wie der Ligand
efnab ebenfalls in den spezifischen sensorischen Thalamuskernen VB, vLG und dLG in Form eines
Gradienten exprimiert (Abb.4-21 L, M). Allerdings verlduft der EphA7- Gradient dem efna5-Gradienten
entgegengesetzt, von dorsomedial stark nach lateroventral schwach, sodass sie stets in einem
komplementéren Muster erscheinen (Abb.4-21 C,D,L,M,0O,R und Abb.5-6 D). Im embryonalen Thalamus ist
die Situation scheinbar eine andere. EphA7 wird hier in den Nachbarkernen der efna5-markierten
Thalamuskerne exprimiert und zwar ebenfalls in Form eines, dem efna5- Gradienten gegenléufigen,
Gradienten. So ergibt sich im embryonalen dTh ebenfalls eine komplementare Expression des Liganden
efnab und des Rezeptors EphA7 (Abb.5-7 A,B).

Die Expressionsmuster von efna (Abb.4-20 A-C, Abb.5-6 A,B und D) und EphA7 (Abb.4-19 G-I,
Abb.5-6 A,B und D) legen die Vermutung nahe, dass sie als Interaktionspartner bei der Differenzierung und
der Verknlpfung des Thalamus mit dem Kortex fungieren. Die Veranderung der Expressionsmuster, die von
einer zunachst globalen Expression zu einer kernspezifischen Expression wechseln, sprechen dafiir, dass die
Differenzierung des Thalamus in mehreren aufeinander folgenden Schritten geschieht, wobei die
Expressionen der beteiligten Gene entsprechend angepasst werden. Verfolgt man das Expressionsmuster
des Rezeptors EphA7 im dTh von anterior nach posterior (Abb.4-19 G-I) wird die Differenzierung des globalen
Gradienten (anterior) in ein regionsspezifischeres Expressionsmuster (posterior) deutlich. Experimente in-vitro
sowie in-vivo zeigen, dass die Bindung des Liganden efna5 an den ,full-length* Rezeptor EphA7 eine
repulsive Wirkung zu Folge hat (Holmberg et al., 2000). Holmberg und Kollegen zeigen, dass in Zellkulturen
efnab exprimierende Zellen den Kontakt zu EphA7 (FL-Form) exprimierenden Zellen meiden (Holmberg et al.,
2000). Dies konnte bei der Differenzierung des embryonalen Thalamus von grofler Bedeutung sein. Die
Expressionsmuster von efna5 und EphA7 erwecken den Eindruck, dass die Gene dafiir sorgen kénnten, dass
Zellen verschiedener Kerne sich bei ihrer finalen Positionierung voneinander separieren. Der embryonale

Thalamus wird somit am Tag E16 in differente efna5-positive und EphA7-positive Kompartimente gegliedert.

4 Der Rezeptor EphA7 wird in zwei Formen exprimiert, eine full-length-form (FL), die das gesamte Protein ausmacht und
eine truncated-form (TR), die keine Thyrosin-Kinase-Domane besitzt. Beide Formen werden im Gehirn der Maus in
iberlappenden, distinkten Mustern exprimiert Maisonpierre PC, Barrezueta NX, Yancopoulos GD (1993) Ehk-1 and Ehk-
2: two novel members of the Eph receptor-like tyrosine kinase family with distinctive structures and neuronal expression.
Oncogene 8:3277-3288, Ciossek T, Millauer B, Ullrich A (1995) Identification of alternatively spliced mRNAs encoding
variants of MDK1, a novel receptor tyrosine kinase expressed in the murine nervous system. Oncogene 10:97-108,
Ciossek T, Ullrich A, West E, Rogers JH (1999) Segregation of the receptor EphA7 from its tyrosine kinase-negative
isoform on neurons in adult mouse brain. Brain Res Mol Brain Res 74:231-236.. Die Aktivierung der TR-Form hat eine
adhesive Wirkung zur Folge Holmberg J, Clarke DL, Frisen J (2000) Regulation of repulsion versus adhesion by different
splice forms of an Eph receptor. Nature 408:203-206.. Die in dieser Arbeit verwendete Sonde detektiert FL-Form sowie
die TR-Form Merz K (2003) Etablierung einer Bibliothek von Nukleinsduresonden fiir axonale enkungsmolekile der
Ephrin/Eph-Familie der Maus. Jena..
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Gleichzeitig konnten diese Markierungen der Kompartimente genutzt werden, um die
thalamokortikalen Axone in den Kortex zu navigieren: Anteriore Regionen des Thalamus im Kortex nach
medial, posteriore nach ventral und laterale und mediale Regionen entsprechend nach caudal und rostral
(Caviness and Frost, 1980; Crandall and Caviness, 1984; Adams et al., 1997; Seibt et al., 2003; Garel and
Rubenstein, 2004). Nach der Ausbildung einer globalen Karte kdnnte auf dem Kortex zunachst eine
kompartimentspezifische Karte entstehen und erst spater in der Entwicklung, nach weiteren
Differenzierungsprozessen eine kern- und arealspezifische Karte des Thalamus. Untersuchungen von Miller
und Kollegen an Knockout Mausen der Gene efna5 und EphA7 unterstiitzen diese Annahme in zweierlei
Hinsicht (Miller et al., 2006). Zum einen zeigt die EphA7-KO Maus sowohl eine Reduktion der Gréle, als auch
eine Verschiebung des S1- Areals auf dem Kortex nach posterior. Die Verschiebung des Areals geht einher
mit einer weiter nach posterior ausgedehnten efna5-Expression im Kortex der Maus. Das posterior befindliche
repulsive Signal von EphA7 fehlt und somit kénnen sich zunachst die efnad exprimierenden kortikalen
Neuronen weiter nach posterior ausbreiten und danach die ankommenden TCAs ebenfalls in den posterioren
Kortex hinein projizieren. Die Tatsache dass die efna5-KO Maus ahnliche Veranderung wie der Knockout von
EphA7 hervorbringt und der Doppelknockout den Effekt verstarkt (Miller et al., 2006), unterstiitzt, dass der
Ligand efnab und der Rezeptor EphA7 als Interaktionspartner bei diesen Prozessen fungieren und dadurch

die Positionierung des Areals auf der Kortexoberflache beeinflusst wird.

A E16 E16/|D P6

dTH

Abb.5-6: Schematische Darstellung der Expression der Gene EphA7 und efna5 im dTh sowie im Ctx. A zeigt die
Uberlagerung der Expressionsmuster von EphA7 (rot) und efna5 (blau) von konsekutiven, koronalen Schnitten des
posterioren dTh im Altersstadium E16. B und C zeigen schematisch die Expression im dTh bei E16(B) und im sagital
dargestellten Ctx (C) am Tag PO (Yun et al., 2003). D zeigt die gradierte Expression von EphA7 (roter Pfeil) und efna5
(blauer Pfeil) sowohl im S1-Kortex als auch im Thalamus in den Kernen VLG, DLG und VB am Tag P6 (diese Arbeit und
(Torii and Levitt, 2005).
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Einen Hinweis auf eine Rolle bei der intra-nukleéren topografischen Differenzierung liefert eine Arbeit
von Masaaki Torii und Pat Levitt, in der kortikothalamische Axone (CTAs) aus den sensorischen kortikalen
Areale durch Elektroporation von Expressionsplasmiden den Rezeptor EphA7 (iberexprimieren oder durch
EphA7-siRNA die Translation von EphA7 verringert ist (Torii and Levitt, 2005). Die Projektionen in die
entsprechenden sensorischen thalamischen Kerne ist innerhalb dieser Kerne deutlich gestort. Bei
Uberexpression von EphA7 in den CTAs projizieren die S1-Neuronen innerhalb des VB an die dorsomediale
Grenze zu Po, ein Bereich, der geringe Menge efna5 exprimiert. Im Gegensatz dazu projizieren die Fasern
der S1-Neuronen an die ventrale Grenze des VB, wo efha5 in groRer Menge exprimiert ist.

Auch die Daten der Untersuchungen an KO-Mé&usen fiir efnab sprechen fiir eine Beteiligung an der
Intra-arealen Topographie. Einzelne Barrels innerhalb des Barrel-Fields des S1-Kortex zeigen systematische
Veranderungen in der GroRe. Die im Barrel-Field medial gelegenen Barrels sind in ihrer GréRe verringert,
wohingegen die lateral gelegenen Barrels eine VergroRerung zeigen, was auf eine verringerte bzw. vermehrte
afferente Projektion innerhalb des Barrel-Fields deuten kdnnte (Vanderhaeghen et al., 2000). Somit scheint
der Rezeptor EphA7 und der Ligand efnab an der intra-nukledren topografischen Projektion der
kortikothalamischen Fasern eine entscheidende Rolle zu spielen. Das Schema der Abb.5-6 fasst die

Expressionsmuster von efna5 und EphA7 zusammen und stellt die funktionellen Zusammenhénge dar.

5.5 Prozesse der thalamokortikalen Verkniipfung

Wahrend der Entwicklung des Kortex etablieren die verschiedenen kortikalen Areale Faserverbindungen mit
dem Thalamus sowie weiteren subkortikalen Regionen des Gehirns. Gleichzeitig etablieren die thalamischen
Kerne spezifische Verbindungen mit dem Kortex. Fr die Verdrahtungen werden Signalmolekiile benétigt, die
sowohl den Weg als auch das Projektionsziel markieren. Fir die topografische Richtungslenkung sind
generierte  Signal-Gradienten zu erwarten. Dabei koénnten, bei regionalspezifischer Signalexpression,
permissive Signale im Zielgebiet entsprechenden Axonen den Eintritt in alle Regionen ermdglichen, oder
repulsive Signale die Axone ausgrenzen. Bereits zum Zeitpunkt des Auswachsens der Axone sollten z.B. die
thalamischen Neuronen einen kernspezifischen Lenkungsapparat exprimeren, mit dem die Erkennung des
vermeintlichen kortikalen Zielgebiets mdglich ist. Der Prozess der Verdrahtung der afferenten und efferenten
thalamischen Axone mit dem Kortex kann in mehrere Zwischenschritte untergliedert werden. Die TCAs
wachsen vom Zellsoma in der thalamischen MZ i. nach ventral in Richtung vTh, ii. machen sie eine Drehung
um 90°, verlassen den Thalamus und formen iii. im vTC die interne Kapsel (IC). Anschlieffend wachsen die
TCAs in die kortikale IMZ iv und positionieren sich entsprechend der Kernspezifitt unterhalb der CP und v.
machen die TCAs wiederum ein 90° Drehung in Richtung Kortexoberflache und innervieren schichtspezifisch
die entsprechenden zukinftigen kortikalen Areale. Dies gilt in umgekehrter Weise fiir die CTAs.

Das Zusammenspiel verschiedener Liganden und Rezeptoren aus den verschiedenen Familien der
Lenkungsmolekiile navigiert die Axone von ihrem Ursprungsort zu den entsprechenden Zielgebieten. So

werden z.B. im Kortex die kortikofugalen Axone durch Sema3C, ein dort attraktives Signal, in die IMZ
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gezogen und durch Sema3A, ein repulsives Signal in der VZ abgelengt, sodass sie die proliverative Zone
nicht penetrieren kénnen (Bagnard et al., 1998).

Die vorliegende Arbeit zeigt anhand der Expressionsmuster in den Altersstadien E14 und E16 eine
magliche Beteiligung des ephrin-/ Eph-Systems an der Ausbildung der Verbindungen zwischen spezifischen

kortikalen Arealen und den entsprechenden thalamischen Kernen.

5.5.1 Der ventrale Thalamus ist fiir die TCAs der erste Entscheidungspunkt

Die TCAs wachsen in ventraler Richtung aus dem dTh in Richtung des vTh. Dabei kdnnten die in der UZ
exprimierten Liganden und Rezeptoren des ephrin-/ Eph-Systems (efna5, efnb2 und EphA6; Abb.4-17 A,B,G)
als repulsives Signal fungieren und dafiir Sorge tragen, dass die Axone tatsachlich ventral und in Richtung
Ventrikel wachsen. Der vTh selbst zeigt komplizierte Farbemuster fiir die Rezeptoren EphA5, EphA6 und
EphA7 (Abb.4-18 C,F,I und L) in der Zona Incerta (Zi), die durch diese Gene zweigeteilt wird. Dabei erscheint
vor allem das Muster von EphA5 interessant. Die Expression im vTh liegt direkt unterhalb der UZ, aus der
scheinbar keine TCAs entlassen werden. Somit kdnnte es sich auch bei EphA5 in der Zi des vTh um eine fir
TCAs nicht zu passierende Barriere handeln.

Der Rezeptor EphB1 (Abb.4-18 H) zeigt diese Teilung ebenfalls im darunter liegenden Retikularkern.
EphB1 beschreibt einen medialgelegenen Kanal (Abb.4-18 K) im direkten Anschluss an einen Bereich den die
TCAs nutzen, um die Mantelzone (MZ) des dTh zu verlassen (Abb.4-18 O). Somit sind die TCAs beim Austritt
aus dem Thalamus auf einen distinkten Kanal im vTh beschrénkt. Geht man davon aus, dass zu einem so
frihen Zeitpunkt wie E14 in der MZ sich Zellen von spezifisch projizierenden Kernen, wie dem VB und dem
lateralen Genikulatum befinden, kénnte man annehmen, dass der zweite EphB1 markierte Kanal fiir die
efferenten Axone der spater geborenen und medial gelegenen unspezifisch projizierenden Kerne ist. Deren
Zellen sind zu diesem Zeitpunkt vermutlich in der UZ und SVZ/VZ lokalisiert. Auch als Kanal fiir die
kortikothalamisch projizierenden fasern ware denkbar.

Die Ablenkung der TCAs im vTh um 90° ist ein entscheidender Schritt bei der Wegfindung der

TCAs aus dem Thalamus in den Kortex. Hier spielt der Hypothalamus, der von den TCAs gemieden wird, eine
Rolle. Kokulturen von Thalamusexplantaten und Explantaten aus dem Hypothalamus zeigen ein verstarktes
Wachstum der Axone in den Thalamusexplantaten auf der hypothalamusabgewandten Seite (Braisted et al.,
1999). Dies zeigt, dass im Hypothalamus diffusible, fiir die TCAs repulsive Signale exprimiert werden, die eine
Ablenkung der aus dem Thalamus auswachsenden Axone bewirken. Durch Kontaktrepulsion kénnten die
Rezeptoren EphA3 und EphAS5, die im Hypothalamus an der Grenze zum Thalamus exprimiert werden
(Abb.4-18 B, F und K), diesen Effekt unterstlitzen.
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5.5.2 Die Expression verschiedener Gene des ephrin-/ Eph-Systems im vTC suggeriert

eine Beteiligung an der Axonlenkung

Das vTC ist augenscheinlich nur eine Durchgangsstruktur fir die TCAs und CTAs, doch fiir die Axonlenkung
der Fasern sowohl aus dem Thalamus als auch aus dem Kortex von entscheidender Wichtigkeit. Dil-Tracing
Experimente zeigen innerhalb des vTC in und um den Projektionsweg der TC/CT-Faserblndel eine Vielzahl
von Zellen, deren Axone das vTC passieren (Metin and Godement, 1996; Braisted et al., 1999; Deng and
Elberger, 2003). Sie senden lange Zellfortsatze in den Thalamus wie auch in den Kortex, die als Pionierfasern
fungieren und das Passieren der TCAs und der kortikofugalen Axone ermdglichen kénnte. G. Lépez-Bendito
beschreibt Zellen, die aus der IGE nach medial in die SVZ der mGE migrieren und das Eintreten der TCAs
aus dem vTh in das vTC erst ermdglichen (Lopez-Bendito et al., 2006). Sie bringt somit die ganglionische
Eminenz in den Zusammenhang der Axonlenkung, da sie ein Zellgerist fur die Penetration des vTC durch die
TCAs zur Verfiigung stellen. Untersuchungen an Knockout Mausen fiir DIx1/2, ebf1 und Mash1, bei denen die
ganglionische Eminenz starke Veranderungen aufweisen, zeigen eine hochgradige Stérung der
Projektionsfasern, die das vTC passieren (Tuttle et al., 1999; Garel et al., 2002). Somit gibt es nicht nur einen
Bedarf an Lenkungsmolekdilen fiir die Axone, die das vTC durchwachsen, sondern auch eine zusatzlichen fiir
die GerUstzellen entlang der Projektionsbahnen.

Die Expressionsmuster der im vTC exprimierten Gene des ephrin-/ Eph-Systems sind sehr komplex,
wobei die Uberlagerungen der Farbemuster einen Aufbau des vTC in mehreren Schichten suggerieren. Diese
molekular unterschiedlichen Schichten konnten ein differenzielles Substrat fiir unterschiedlich projizierende
Axone anbieten und somit verschiedene Korridore, die durch verschiedene Lenkungsmolekile markiert
werden. Fasern, die vom Thalamus in den Kortex und umgekehrt auswachsen, werden so bereits innerhalb
des vTC getrennt gehalten. Auch die Migrationswege fir Interneuronen der GE kénnten raumlich von den
Projektionsbahnen von Axonen separiert sein (siehe Migrationswege im Subpallium). Der von Lopez-Bendito
und Kollegen gezeigte separierte Korridor fir die TCAs existiert (Lopez-Bendito et al., 2006) wird von
Neuronen gebildet, die aus der IGE stammen und ist, wie diese Arbeit zeigt, durch den Rezeptor EphB1
markiert (Abb.4-15 G,P und T) und von den Kanalen, die die migrierenden Zellen aus der mGE (Lhx6-positiv)
durch das vTC nutzen, getrennt (Abb.4-25 G,P und T; siehe Migrationswege im Subpallium).

Arbeiten aus dem Labor P. Vanderhaeghen zeigen in-vitro (Dufour et al., 2003; Vanderhaeghen and
Polleux, 2004), dass das vTC fiir die Sortierung der TCAs in anteriorposteriorer Richtung verantwortlich ist.
Den Genen des efn-/ Eph-Systems wird auch hier eine Rolle angedacht. Sie beschreiben auf horizontalen
Hirnschnitten einen Gradienten von efna5 im sich entwickelnden Striatum, der anterior schwach und posterior
stark ist. Auf den koronalen Hirnschnitten ist die Expression von efna5 in der posterioren striatalen Anlage
ebenfalls zu sehen (Daten nicht gezeigt), allerdings ist der Einfluss dieser efna5 exprimierenden Region auf
die friihen, das vTC passierende TCAs nicht nachzuvollziehen. Dil-Tracing-Experimente zeigen auf koronalen
Hirnschnitten, dass die TCAs das vTC passieren ohne die efnab exprimierende Region zu tangieren. Sie

verlaufen alle entlang der Grenze der SVZ im vTC und somit dorsal Uber die efna5-positve Region hinweg.
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5.5.3 Der EphA-Code in der embryonalen Kortexanlage ist potentiell geeignet die TCAs

an die korrekten Positionen der CP zu lenken

Die ersten TCAs erreichen bei der Maus das dorsale Telencephalon (dTC) an E14 und beginnen mit den
Zellen der SP Kontakte auszubilden, um spéater die CP zu penetrieren. Am Tag der Geburt (E20) bilden die
Axonterminalien in den Schichten 5 und 6 dichte Fasergeflechte aus (Auladell et al., 2000). Bei diesem
Prozess ist es fiir die TCAs erforderlich die richtige arealspezifische Position unterhalb der CP zu finden, um
in korrekter Weise mit der Invasion in die CP starten zu kdnnen. Signale dafir sollten in der IMZ, SP und in
der unteren CP zu suchen sein. Hierbei sind in Form von Gradienten exprimierte Faktoren von besonderem
Interesse, da so mit wenigen Molekiilen die Koordinaten des gesamten Kortex definiert werden kénnen
(Sperry, 1963).

Unter den untersuchten Genen des ephrin-/ Eph-Systems sind diesbeziglich die Rezeptoren EphA4,
EphA5 und EphA7 die interessanten Kandidaten-Gene. Sie werden am Tag E16 in der CP, die zu diesem
Zeitpunkt hauptséchlich Zellen der spateren infragranularen Schichten 6 und 5 enthalt, in deutlichen und
zueinander entgegengesetzten Gradienten exprimiert. Vor allem EphA7 zeigt an E16 eine Expression in der
CP, der SP und in der IMZ. Strukturen, die fiir die Wegfindung der Axone relevant sind. Die Liganden efna
und efna3, die im Thalamus differenziell exprimiert sind, kdnnten auf den TCAs als Interaktionspartner fir die
Rezeptoren fungieren.

Hinzu kommt weiter die Expression von EphA3. In der CP markiert er zwar die Zellen der zukinftigen
supragranularen Schichten und kann daher nicht direkt von den TCAs als Signal gelesen werden. Allerdings
ist EphA3 bei E16 auch in der SP zu finden. Der Rezeptor EphA3 ist dabei sowohl in der SP als auch in der
CP nur auf den Bereich des Neokortex beschrankt und trennt diesen von den limbischen Regionen des
Kortex ab (Abb.4-4 E und F). Dass das ephrin-/ Eph-System an der Trennung von limbischen und
neokortikalen Projektionen beteiligt ist, konnte durch Tracing-Studien mit Dil an der efna5 Knockout-Maus
gezeigt werden. Eine Arbeit von D. Uziel und Kollegen zeigt (Uziel et al., 2002), dass bei Verlust von efnad
limbische, thalamische Neuronen des laterodorsalen Nukleus (LD) zusatzliche Verknlipfungen mit dem
neokortikalen S1-Areal aufrechterhalten. Der Ligand efna konnte in diesem Fall im Zusammenwirken mit
dem ausschlieBlich im Neokortex exprimierten Rezeptor EphA3 durch repulsive Wechselwirkung die

Trennung von limbisch und neokortikal projizierenden Axonen im Kortex realisieren.

5.6 Die Bedeutung der Expressionen der Gene des ephrin-/ Eph-Systems
Altersstadium P6

5.6.1 Die Bedeutung der Expressionen der Gene des ephrin-/ Eph-Systems

Altersstadium P6 bei der postnatalen kortikalen Verschaltung

Die Entwicklung des Gehirns ist bei der Geburt der Maus langst nicht abgeschlossen. Fiir den S1-Bereich des

Kortex erstreckt sich die Reifung bis nach der ersten postnatalen Woche. Die Struktur des Barrel-fields, des
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terminalen Projektionsareals des thalamischen Kerns VB, zeichnet sich im Kortex ab. Die reziproken
Verkniipfungen mit dem VB sind etabliert, was sich in den schichtspezifischen Projektionen der Neuronen
darstellt. Die Hauptziel-Schicht der primaren somatosensorischen TCAs ist dabei im S1-Areal die Schicht 4.
Die direkte Riickprojektion in den VB erfolgt durch Projektionsneuronen der Schicht 6. Tiefer projizierende
Pyramidenzellen der Schicht 5 senden ebenfalls Axonkollaterale in den Thalamus, allerdings nicht in VB
sondern in den thalamischen Kern Po (Woolsey and Van der Loos, 1970; Welker and Van der Loos, 1986;
Rebsam et al., 2002), der als somatosensorischer Kern héherer Ordnung anzusehen ist. Verschaltungen
innerhalb des Kortex werden hauptsachlich postnatal etabliert. Zum einen sind das Projektionen in andere
Areale, wie den sekundaren somatosensorischen Kortex (S2), den Motorkortex oder auch in den S1 der
kontralateralen Hemisphéare (Akers and Killackey, 1978; Carvell and Simons, 1987; Welker et al., 1988). Zum
anderen werden die einzelnen Schichten innerhalb des S1 ebenfalls miteinander verschaltet. Wie in Abb.5-7
A gezeigt, senden Neuronen der Schicht 2/3 Axonkolaterale in die Schicht 2/3 und 5, aber nicht in Schicht 4
und 6 und Pyramidenzellen der Schicht 6 projizieren lber Axonkollaterale zuriick in Schicht 4 und nicht in
Schicht 2/3 und 5 (Gilbert and Wiesel, 1979; Bolz et al., 1989; Katz and Callaway, 1992).

Die schichtspezifische Expression einzelner Gene des ephrin-/Eph-Systems im S1 sowie ebenfalls
im medialen Prafrontal-Kortex (mPFC) der Maus (Abb.5-7 A) suggeriert eine funktionelle Beteiligung dieses
Lenkungssystems an der Ausbildung der Verschaltungen. Auffallend dabei ist z.B. die Expression von EphAS8,
die spezifisch die thalamische Input-Schicht 4 des somatosensorischen Kortex markiert. Eine Funktion von
EphA8 bei der Ausbildung der Barrels ist deshalb sehr nahe liegend. Auch die Expressionen von efnab in
Schicht 4 und 6 und EphA6 in Schicht 2/3 und 5 lassen bezlglich der intra- und interlaminaren
Verschaltungen funktionelle Zusammenhange erwarten. Ebenso ist die Expression von EphA4 fir die
Verschaltung von VB und S1 anzusehen. EphA4 wird in VB und im Kortex in den Schichten 2/3, 4 und 5
exprimiert. In der Kombination mit efna5 ist die Zielschicht 4 allerdings VB-spezifisch markiert (efna5 und
EphA4; Abb.5-7 D). Der Rezeptor EphB1 zeigt in den infragranularen Schichten 5 und 6 (nur schwache
Farbung in Schicht 4) eine starke Expression und steht damit im Gegensatz zu der Expression von efnb2, das
stark in der supragranularen Schicht 2/3 zu finden ist (ebenfalls nur schwach in Schicht 4). Dies ist schon in
den embryonalen Stadien E16 und E18 zu beobachten und konnte darauf hindeuten, dass die fundamentale
Separation von infra- und supragranuldren Schichten durch das Zusammenwirken von EphB1 und efnb2
reguliert wird.

Im mPFC finden sich ebenfalls schichtspezifische Expressionen, die Schilisse auf einen funktionellen
Beitrag vor allem an der thalamokortikalen Verschaltung zulassen. Der mPFC besteht bei Nagern aus den
Arealen prélimbischer Kortex (PrL) sowie infralimbischer Kortex (IL). Er gilt als homologe Region zum
laterodorsalen PFC beim Menschen (Brodmann-Area 9 und 46) und ist wie jener durch seine Verknipfungen
mit MD definiert (Jones, 2002; Uylings et al., 2003). MD terminiert in PrL in Schicht 2/3 auf Pyramidenzellen,
die nur in dieser Schicht Dendriten ausbilden und in Schicht 2/3 und 5 auf Pyramidenzellen der Schicht 5,
welche dendritische Verzweigungen sowohl in Schicht 5 als auch in 2/3 besitzen. Die Pyramidenzellen der
Schicht 5 projizieren dabei zurlick in MD, wohingegen die Neuronen der Schicht 2/3 ihre Axone in den

kontralateralen Prl senden (Kuroda et al., 1995).
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Abb.5-7: Schematische Darstellung der Expressionen wichtiger Gene des ephrin-/ Eph-Systems an P6 und P28 im S1
und an P6 im mPFC (A), sowie die Zusammenhénge der thalamokotikalen Verschaltungen von VB mit S1 und der
medialen und intralaminaren thalamischen Kerme mit mPFC (B bis D), sowie die intra- und interlaminaren
Verschaltungen in S1 und mPFC (A). A zeigt die Expression der verschiedenen Gene des ephrin- /Eph-Systems in den
einzelnen Schichten des S1 und mPFC, sowie die Verschaltungsmuster verschiedener Pyramidenzellen und den
thalamischen Input von VB. B zeigt eine koronale Ansicht von Thalamusskizzen mit den betrachteten projizierenden
Kernen. C zeigt die entsprechenden Zielgebiete der thalamischen Kerne auf dem Kortex (die PrL- und IL-Ansicht ist von
medial, anterior ist links, die S1-Ansicht ist von dorsal, anterior ist oben). D zeigt die Expression einzelner Gene des
ephrin- /Eph-Systems in den thalamischen Kernen und im entsprechenden kortikalen Zielgebiet. Erklarung siehe Text.

EphA4
EphA8
efnab

Auch hier sind infra- und supragranuldre Schichten also fundamental unterschiedlich und mdglicherweise
durch EphB1 und efnb2 differenziert. Auch in die schichtspezifische Selektion der Axonterminalen von
verschiedenen thalamischen Kernen kdnnte das ephrin-/ Eph-System involviert sein. So enden die Axone des
Kemns CM im Gegensatz zu MD nur innerhalb der infragranuléren Schicht 5. Die thalamischen



128 5. Diskussion

Projektionsneuronen von CM exprimieren den Rezeptor EphAS5. Die Expression des Liganden efna2 in der
supragranularen Schicht 2/3 kénnte somit eine Repulsion der Axone hervorrufen. Die Neuronen von MD
exprimieren dagegen kein EphA5 und kénnten daher unempfindlich flir das efna2-Signal sein und deshalb in
die Schicht 2/3 einwachsen (Abb5-7 A und D).

5.6.2 Die postnatalen Expressionsmuster der Gene des ephrin-/ Eph-Systems zeigen

Assoziationen zu den Brodmannarealen

Die arealspezifische Expression einzelner Gene des efn-/ Eph-Systems wird im postnatalen Stadium P6 noch
deutlicher. Die Expressionen von EphA3, EphA5, EphA6 und EphA7 sind an E18 den Brodmannarealen nicht
spezifisch zuzuweisen. An P6 hingegen ist in Bezug auf die kortikalen Areale eine differenziertere Expression
verschiedener Gene zu erkennen. EphA3 und EphA5 zeigen keine arealspezifische Expression mehr, wobei
die Expression von EphA3 verschwindet und EphA5 sich Uber den gesamten Kortex ausbreitet. EphA7 wird
an P6 hauptséchlich im Cingulum exprimiert. EphA6 wird mit scharfen Grenzen zu S1 im Motorkortex
exprimiert, genauso wie EphB1 in der Schicht 5 des Motorkortex. Im Gegensatz dazu zeigt EphA8 als Schicht
4-Marker die starkste Expression in S1. Der Ligand efnb3 ist hauptsachlich im medialen PFC exprimiert.
Somit wird deutlich, dass die arealspezifische Expression der Gene des efn-/ Eph-Systems im Zeitraum von
E18 nach P6 stark zunimmt und die Bedeutung dieser Expression wohl mehr mit der interarealen Projektion
der Pyramidenzellen assoziiert ist als mit der thalamokortikalen Projektion beispielsweise. Dafiir sprechen
auch die veranderten Expressionsmuster von EphAS und EphA7 an E18 und P6.

Auch das unterstitzt die Annahme, dass den Genen des efn-/ Eph-Systems zu unterschiedlichen

Zeiten verschiedene Bedeutungen beigemessen werden konnen.

5.7 Die Bedeutunq der Expressionen der Gene des ephrin-/ Eph-Systems im
Alterstadium P28

Die Fragestellung im Altersstadium P28 zielt in dieser Arbeit auf die plastischen Prozesse der Synapsen-
Remodellierung. Die Literatur gibt einige Beispiele bei denen die Gene des efn-/ Eph-Systems in-vitro und in-
vivo die Bildung und Stabilisierung der Synapsen im Hippocampus beeinflusst (Grunwald et al., 2001;
Henderson et al., 2001; Henkemeyer et al., 2003; Murai et al., 2003; Grunwald et al., 2004; Murai and
Pasquale, 2004). Dabei tritt vor allem das B-System in den Vordergrund, das durch die Aktivierung des
Rezeptors EphB2 die Spine-Morphologie maRgeblich reguliert (Henderson et al., 2001; Henkemeyer et al.,
2003). Grunwald und Kollegen zeigen (Grunwald et al., 2004), dass ebenfalls die B-Liganden mdglicherweise
in Verbindung mit dem Rezeptor EphA4 eine kritische Rolle bei der Stabilisierung der Synapsen fir die
Langzeit-Potenzierung spielen. Murai und Kollegen zeigen (Murai et al., 2003), dass auch das A-System in
diese Prozesse involviert ist. Die Aktivierung des auf den Pyramidenzellen lokalisierten Rezeptors EphA4
durch den Liganden efna3, der auf Gliazellen lokalisiert ist, beeinflusst ebenfalls die Synapsenbildung wie der

Rezeptor EphB2. Allerdings muss man deutlich sagen, dass die meisten Gene des efn-/ Eph-Systems
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Kandidaten sind, die bei der Plastizitat im Hippocampus eine Rolle spielen. Insgesamt wurden mit Hilfe der In-
situ-Hybridisierung 14 Gene des efn-/ Eph-Systems in den verschiedenen Regionen des Hippocampus
detektiert (Daten nicht gezeigt). Darunter sind 6 A-Rezeptoren, 4 B-Rezeptoren und jeweils zwei A- und B-
Liganden. Erstaunlicherweise wird auch der Rezeptor EphA3 exprimiert, der in den anderen, genauer
untersuchten Regionen nur embryonal detektiert wurde (Daten nicht gezeigt).

Im Gegensatz zum Hippocampus konnten im Kortex und im Thalamus nur noch wenige Gene des
efn-/ Eph-Systems identifiziert werden: im Thalamus ein Ligand und 4 Rezeptoren und im Kortex 3 Liganden
und 5 Rezeptoren. Der im Hippocampus so wichtige Rezeptor EphB2 konnte weder im Kortex noch im
Thalamus detektiert werden. Gegeniiber der Expression der einzelnen Gene an P6 scheint es, als sind die
Expressionen der meisten Gene im Kortex und im Thalamus am abklingen. Allerdings deuten die
Expressionsmuster der Rezeptoren EphA4 und EphB6 sowie des Liganden efnb2 auf eine neuerliche
Genaktivierung im Kortex hin. EphA4 und efnb2 werden an P28 zusétzlich in Schicht 6 exprimiert und der
Rezeptor EphB6 wird nun stark in den infragranularen Schichten 5 und 6 exprimiert, wohingegen er an P6
starker in den supragranularen Schichten zu finden war. Dies zeigt, dass das efn-/ Eph-System an den
plastischen Prozessen des Kortex beteiligt sein kann. Vor allem im mPFC, der in der 4. postnatalen Woche
aufgrund plastischer Prozesse die grofite Dicke erreicht (Van Eden and Uylings, 1985), sind starke
Expressionen zu finden. Darunter sind die erwéhnten Rezeptoren EphA4 und EphB6 sowie der Ligand efnb2.
Dabei ist efnb2 im mPFC stérker als in S1 exprimiert, genau wie efnb3, welcher in S1 gar nicht exprimiert ist.
Auch EphA6 zeigt in mPFC eine wesentlich starkere Expression als in S1, was insgesamt mit der starken
Volumenzunahme und die damit verbundenen erhdhten Plastizitat des mPFC in der 4. postnatalen Woche
Ubereinstimmen kénnte.

Ein besonderer Fall an P28 ist die Expression von efnb3. In S1 und im mPFC ist efnb3 zwar in allen
Schichten und in beiden Regionen exprimiert, doch gibt es einen gravierenden Unterschied: Die Expression
von efnb3 ist im mPFC um ein Vielfaches hoher als in S1. Dieser Unterschied in der Expression von efnb3
wird im Altersstadium P28 noch deutlicher, da die schichtspezifische Expression von efnb3 im Neokortex
verschwindet und dann in vereinzelten Zellen in allen Schichten sowie in der weilen Substanz erscheint. Bei
den vereinzelten efnb3-positiven Zellen kénnte es sich, da sie massiv in der weilen Substanz auftreten, um
Oligodendrozyten handeln, die die voranschreitende Myelinisierung im Zentralnervensystem realisieren.
Bereits in den embryonalen Stadien E14 und E16 ist eine Expression in der anterioren endopedunkuléren
Area (AEP) und in der mGE des vTC zu finden, die unter anderen als Ursprungsort der Oligodendrozyten
gelten (Kessaris et al., 2006). Somit kénnte schon wéhrend der Migration aus dem vTC in den Kortex efnb3

mit den Oligodendrozyten assoziiert sein.






6. Zusammenfassung

Wahrend der Entwicklung des Gehirns vollziehen sich verschiedene, die Morphogenese beeinflussende
Prozesse, die zur Ausbildung eines funktionsfahigen, verschalteten Gehirns fiihren. Die Expressionsanalyse
des gesamten ephrin-/ Eph-Systems untersuchte mit Hilfe der In-situ-Hybridisierung an konsekutiven
koronalen Kryostatschnitten des Vorderhirns der Maus die raumliche Verteilung der Gen-Transkripte in den
Regionen Ctx, vTC und dTh. Hierbei wurden die Altersstadien E14, E16, E18, P6 und P28 ausgewéhlt, um
durch den zeitlichen Verlauf der Genexpression einen Zusammenhang zu zeitlich eng begrenzten
entwicklungsbiologischen Prozessen wie Proliferation, Migration und Axonlenkung herzustellen.

Die Arbeit zeigt durch die Expressionsmuster der verschiedenen untersuchten Gene, dass der friihe
embryonale Thalamus (E14) in dorsoventral orientierte Streifen organisiert ist, wobei die Mantelzone die
Region ist, in der die thalamischen Neurone ihre Differenzierung beendet und die finale Position
kernspezifisch eingenommen haben. Diese streifenartige Organisation des dTh verandert sich bis E15 zu
Gunsten eines pronukledren Thalamus, der durch die Expressionsmuster der untersuchten
Transkriptionsfaktoren Gbx2, Lhx2 und Ngn2 sowie der Gene des ephrin-/ Eph-Systems in differenzielle
Felder gegliedert und kernspezifisch kartiert werden kann.

Die Expressionsmuster der Gene des ephrin-/ Eph-Systems deuten in den proliferativen Zonen der
ganglionischen Eminenz auf verschiedene Subpopulationen von Vorlduferzellen von GABAergen
Interneuronen hin, die entlang der VZ in unterschiedliichen Bereichen lokalisiert sind. Das Uberlappen
verschiedener Expressionsmuster im vTC deutet differenzielle mediolateral orientierte Korridore an, die im
Zusammenhang mit der Lenkung GABAerger Interneurone sowie der Lenkung der das vTC passierende
TCAs und CTAs stehen.

Die Gene des ephrin-/ Eph-Systems zeigen eine differenzielle Expression in der embryonalen
Kortexanlage. Es existieren Gene in der VZ, die daher eine Rolle bei der Proliferation der Neuronen spielen
kénnen. Eine Segmentierung im Sinne der Protomap konnte in der VZ nicht festgestellt werden. Allerdings
zeigt dies die Expression von EphA3 in der SVZ. Eine Segmentierung der proliferativen Zone wurde bisher in
der Literatur noch nicht beschrieben und ist somit ein Novum. Des weiteren konnte eine Subschicht der SVZ
identifiziert werden, die ,untere SVZ* genannt wurde und sich mit dem Migrationsweg der spat geborenen,
Lhx6 exprimierenden, GABAergen Interneuronen in der Kortexanlage deckt. Globale Gradienten in der IMZ
sowie CP deuten darauf hin, dass die Gene des ephrin-/ Eph-Systems die Lenkung der TCAs sowie CTAs
beeinflussen kénnen. Bereits in den embryonalen Stadien E16 und E18 ist eine areal- und schichtspezifische
Expression der Gene des ephrin-/ Eph-Systems in der dicht gepackten CP zu erkennen, was zeigt, dass
diesen Genen bei der Festlegung der Areal- und Schichtspezifitdt eine groBe Bedeutung beigemessen

werden kann. Die Markierungen in verschiedenen Arealen in der CP an E18 geben allerdings nicht die
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Grenzen der Brodmannareale wieder. Vielmehr ist es eine Einteilung der CP in grobe Felder, die erst spater
durch die Expression weiterer Gene differenziert werden.

Auch in den postnatalen Stadien werden die vermeintlichen ,Entwicklungsgene” des ephrin-/ Eph-
Systems weiterhin exprimiert. Ein Grofteil der Gene wird zwar abgeschaltet, doch vereinzelt kommt es an
P28 zu Aktivierung von Genen in einzelnen Schichten des Kortex. Die spricht fiir eine Beteiligung an der
neuronalen Plastizitat.

Die Arbeit legt nahe, dass die Gene des ephrin-/ Eph-Systems sowohl in den embryonalen als auch
in den postnatalen Stadien an der Entwicklung und Reifung des Gehirns beteiligt sind. Die Veranderungen der
Expressionsmuster einzelner Gene weisen darauf hin, dass dies selektiv fir verschiedene Prozesse herauf
und herunter reguliert werden, sodass die selben Gene zu unterschiedlichen Zeiten an unterschiedlichen
Prozessen beteiligt sein kdnnen. Andere Gene wie efnb1 scheinen durch die Beschrankung auf eine einzige
Zone Uber die gesamte Entwicklung hinweg, exklusiv mit einem oder wenigen Prozessen assoziiert zu sein.
Die Komplexitat der einzelnen Expressionsmuster und die Uberlappende Expression verschiedener
Rezeptoren und Liganden deutet an, dass sie die entwicklungsbiologischen Prozesse in Kombination
miteinander steuern, sodass unter Umstanden ein gegebener ephrin-/ Eph-Code die biologische Funktion
erwirkt und nicht ein einzelnes Gen.

Diese Arbeit ermdglicht es, zukiinftig sowohl in-vivo als auch in-vitro Experimente zu kreieren, in
denen das ephrin-/ Eph-System spezifisch verandert werden kann, um die Funktionalitat der einzelnen
beteiligten Gene an den jeweiligen untersuchten Prozessen noch besser aufzuklaren. Die Méglichkeit fiir
einzelne entwicklungsbiologische Prozesse gezielt Kombinationen mehrerer, relevanter Gene des ephrin-/
Eph-Systems in der Maus auszuschalten, sollte neue fundierte Einblicke in die Entwicklungsbiologie des

Gehirns bringen.
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8. Anhang

8.1 Abkiirzungen

Allgemeine Abkiirzungen:

Amp
AP
BCIP
bp
BSA
Cb
cDNA
Cr
CTAB
DEPC
DIG
DNase
dNMP
DTT
EDTA
efn
Eph
kb
MaBS

Ampicillin

alkalische Phosphatase

5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat 4-Toluidinsalz

Basenpaar
Rinderserumalbumin
Calbindin

komplementare DNA
Calretinin

N-Cetyl-N,N,N- trimethylammoniumbromid
Diethylpyrocarbonat
Digoxigenin
Desoxyribonuklease
Desoxynukleosidtriephosphat
Dithiotreitol
Ethylendiamintetraessigsaure
Ephrin (Ligand)
Eph-Rezeptor-Tyrosin-Kinase
Kilobasenpaare

Maleinsaure gepufferte Saline

MCS
mRNA
NBT

nt

NTP
Oligo-dT
PBS
PCR
PFA

Pv
RNase
RT
RT-PCR
SDS
SSC

Sst

Tet

Tris
tRNA

Multiple Cloning Site

messenger RNA
Nitroblautetrazoliniumchlorid

Nukleotid

Nukleosidtriphosphat
Oligodesoxythymidin
Phosphatgepufferte Saline
Polymerase-Kettenreaktion
Paraformaldehyd

Parvalbumin

Ribonuklease

Raumtemperatur

PCR nach reverser Transkription von RNA
Sodiumdodecylsulfat
Natriumcitratgepufferte Kochsalzlésung
Somatostatin

Tetrazyklin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Transfer-RNA
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Anatomische Nomenklatur:

AD
AEP
AM
AV
CL
cGE
CM
cP

MDc
MDI
MDm
mGE
dIPFC

anterodorsaler thalamischer Nukleus
anteriore endopedunculare Area
anteromedialer thalamischer Nukleus
anteroventraler thalamischer Nukleus
centrolateraler thalamischer Nukleus
caudale ganglionische Eminenz
centromedialer thalamischer Nukleus
kortikale Platte

kortikothalamische Axone

Kortex

dorsolaterales Genikulatum

dosolateraler Prafrontalkortex
Diencephalon-Telencephalon Grenze
dorsales Telencephalon

dorsaler Thalamus

Epithalamus

ganglionische Eminenz

Hypothalamus

interanteriodorsal thalamischer Nukleus
interanteromedialer thalamischer Nukleus
interne Kapsel

Infralimbischer Kortex

intermediodorsaler thalamischer Nukleus
Intermediérzone

laterodorsaler thalamischer Nukleus
laterale ganglionische Eminenz

lateraler migratorischer Strom
Mesencephalon

mediodorsaler thalamischer Nukleus
mediodorsaler thalamischer Nukleus central
mediodorsaler thalamischer Nukleus lateral
mediodorsaler thalamischer Nukleus medial
mediale ganglionische Eminenz

dorsolateraler Prafrontalkortex

mPFC
Mz
Mz
oMz
oSVZ
Pal
PC
PF
Po
Prl
PSPB
PT
PV
RC
Re
Rh
Rt
S1
S2
Sept
SP
Str
Svz
TCA
ThE
uSvz
Uz
VB
vLG
VM
vTC
vTh
VZ
Z

medialer Prafrontalkortex
Marginalzone

Mantelzone

aulere Mantelzone

obere Subventrikularzone

Pallidum

paracentraler thalamischer Nukleus
parafaszikular thalamischer Nukleus
posteriorer thalamischer Nukleus
Pralimbischer Kortex
Pallium-Subpallium Grenze
paratenial thalamischer Nukleus
paraventrikular thalamischer Nukleus
Rhombencephalon

Nukleus Reuniens
Rhomboid-Nukleus

retikular thalamischer Nukleus
primarer somatosensorischer Kortex
sekundérer somatosensorischer Kortex
Septum

Supplatte

Striatum

Subventrikulérzone

thalamokortikale Axone
Thalamische Eminenz

untere Subventrikularzone
Ubergangszone

ventrobasaler thalamischer Komplex
ventrolaterales Genikulatum
ventromedialer thalamischer Nukleus
ventrales Telencephalon

Ventraler Thalamus

Ventrikulérzone

Zona Incerta
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