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1. Einleitung 
 

Die Entwicklung eines mehrzelligen Organismus aus einer befruchteten Eizelle stellt eine 

Ansammlung hochkomplexer Prozesse wie Zellteilung, Zellwanderung, Differenzierung, 

Musterbildung und Organogenese dar. Viele dieser Prozesse werden durch Zell-Zell-

Interaktion bzw. -Kommunikation reguliert, was wiederum eine zeitlich und räumlich 

kontrollierte Genaktivität sowohl voraussetzt als auch zur Folge hat. So werden 

beispielsweise durch die Expression von sezernierten Faktoren Signalwege aktiviert, die am 

Ende zu der Aktivierung oder Inhibierung von bestimmten Zielgenen führen. Die 

Aufschlüsselung der genetischen Kontrolle solcher Prozesse oder auch der Funktion einzelner 

beteiligter Faktoren ist das Ziel der Entwicklungsbiologie. 

Dieses wird durch die Untersuchung verschiedener Modellorganismen wie der Fruchtfliege 

(Drosophila melanogaster), des Fadenwurms (Caenorhabditis elegans), des Frosches 

(Xenopus laevis), des Zebrafisches (Danio rerio), des Huhnes (Gallus gallus) und der Maus 

(Mus muscullus), in denen verschiedene embryologische und genetische Experimente 

durchgeführt werden, vorangetrieben (Wolpert, 1999). Die Fruchtfliege als Vertreter der 

Invertebraten eignet sich aufgrund ihrer kurzen Generationszeit, ihres vergleichsweise 

weniger komplexen Genoms und der Verfügbarkeit vieler Mutanten besonders gut für 

genetische Experimente. Durch solche Mutagenesexperimente in Drosophila ist es gelungen, 

eine Reihe von Entwicklungskontrollgenen zu identifizieren (Nüsslein-Vollhard und 

Wieschaus, 1980). Die Maus als Modellsystem der Säugerentwicklung wird ebenfalls häufig 

zur Analyse von Genfunktionsverlust-Mutanten, so genannten „Knock-out“-Mutanten, 

benutzt. Auch hier können, im Idealfall von den phänotypischen und molekularen 

Veränderungen Rückschlüsse auf die Funktion eines Genes gezogen werden (Wolpert, 1999; 

Capecchi, 1989 a, b). Das Huhn wiederum ist ein wertvolles Modellsystem zur Realisierung 

embryologisch-manipulativer Experimente, die aufgrund der leichten Verfügbarkeit von 

Bruteiern, sowie der extrauterinen Entwicklung und der Größe des Embryos relativ einfach 

durchzuführen sind (Stern, 2004; Tickle, 2004; Pekaric, 2002).  

Besonders bei der Analyse der Funktion von Genen im sich entwickelnden Neuralrohr findet 

oftmals eine Kombination aus Untersuchung von Knock-out-Mutanten der Maus, sowie 

Überexpressionsstudien im Huhn Verwendung. 
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1.1 Das Neuralrohr 
Das Neuralrohr stellt die erste Entwicklungsstufe des zentralen Nervensystems der Chordaten 

dar. Aus ihm entstehen entlang der anterior-posterioren Achse später das Gehirn und Teile der 

Augenanlage sowie das Rückenmark.  

Während der frühen Embryonalentwicklung kommt es durch Signale aus dem axialen 

Mesoderm, der Chorda dorsalis, zunächst zur Induktion der Neuralplatte aus dem 

Neuroektoderm. Änderungen in Zellform und –adhäsion führen zur Einfaltung dieser Platte, 

wodurch die Neuralrinne entsteht, deren Ränder sich dann weiter nach oben stülpen und sich 

letztlich zum Neuralrohr schließen. Bei der Schließung des Neuralrohres wandern einzelne 

Zellen, die so genannten Neuralleistenzellen, aus dem Epithel aus und nehmen einen 

mesenchymalen Charakter an. Sie wandern vom Neuralrohr fort und bilden eine Vielzahl von 

Zelltypen, wie z.B. Knorpelstrukturen des Kopfbereiches, Pigmentzellen des Dermis oder 

auch Schwann´sche Scheidezellen (Wolpert, 1999).   

Zu Beginn besteht das Neuralrohr aus einer einzigen Zellschicht, die dann eine schnelle Folge 

von Zellteilungen durchläuft. Schon kurz nach dem Schließen des Neuralrohrs verlassen 

einzelne Zellen den Zellzyklus und wandern in die Peripherie des Neuralrohrs, wo sie 

differenzieren. Diese äußere Zone wird mit zunehmender Einwanderungen und 

Differenzierung von Zellen immer dicker. Sie wird auch als Mantelzone (MZ) bezeichnet, 

während die innere Proliferationszone ventrikuläre Zone (VZ) genannt wird. 

Diese grundlegende anatomische Anordnung von mitotischen Zellen in der VZ und post-

mitotischen Zellen in der MZ bleibt während der Entwicklung erhalten, auch wenn im 

weiteren Verlauf eine zweite anatomisch-funktionelle Unterteilung erfolgt. Diese führt dazu, 

dass im dorsalen Bereich des Neuralrohrs hauptsächlich sensorische Interneuronen entstehen, 

während in der ventralen Hälfte Motorneuronen und ventrale Interneuronen gebildet werden. 

Diese dorso-ventrale Musterbildung des Neuralrohres ist in den letzten Jahren ausführlich 

untersucht worden, so dass sich das Neuralrohr gut für die Analyse der genetischen Kontrolle 

dieser Musterbildungsprozesse eignet (Cayuso und Marti, 2005). 

 

1.1.1 Dorso-ventrale Musterbildung im Neuralrohr 

Während der Auffaltung des späteren Neuralrohrs entsteht jeweils ein Signalzentrum am 

dorsalen und eins am ventralen Ende des Neuralrohrs. Durch Signale aus dem darüber 

liegenden Ektoderm kommt es zur Induktion der Dachplatte am dorsalen Rand des 

Neuralrohrs, wo daraufhin verschiedene Mitglieder der Bmp-Familie (Bone morphogenetic 

proteins) sowie andere Mitglieder der TGF-β –Familie exprimiert werden (Lee and Jessell, 
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1999; Liem et al., 1995, 1997). Diese Bmp-Signale bilden einen nach ventral gerichteten 

Gradienten aus, durch den konzentrationsabhängig positionelle Informationen vermittelt 

werden. Dem gegenüber steht das Signalzentrum an der ventralen Seite des Neuralrohrs, die 

Bodenplatte, wo es durch ein Shh-Signal (Sonic Hedgehog) aus dem darunter liegenden 

axialen Mesoderm zur Induktion von Shh-Expression in der Bodenplatte selbst kommt 

(Placzek, 1995; Jessell and Dodd, 1990). Die positionelle Information, die durch diese beiden 

entgegengesetzten Morphogengradienten entsteht, wird durch die konzentrationsabhängige 

Expression verschiedener bHLH (basic Helix-Loop-Helix)- und HD (Homeodomänen)– 

Transkriptionsfaktoren vermittelt. 

 

1.1.1.1 Das dorsale Neuralrohr 

Im dorsalen Neuralrohr entstehen Neuronen, die die eingehenden somatosensorischen 

Informationen verschalten und weiterleiten. Bisherige Analysen haben zur Identifizierung von 

acht verschiedenen dorsalen Interneuronentypen geführt, die durch die Expression 

verschiedener Transkriptionsfaktoren identifiziert werden können. Es gibt sechs früh 

entstehende dorsale Interneuronen, dI 1-6, die in Klasse A- und Klasse B–Neuronen unterteilt 

werden können. Klasse A-Neuronen (dI 1-3) sind abhängig von Signalen der Dachplatte, 

während Klasse B-Neuronen unabhängig von diesen Signalen entstehen (Müller et al., 2002; 

Lee et al., 2000). Es konnte gezeigt werden, dass durch die Signale aus der Dachplatte 

zunächst verschiedene Vorläuferdomänen entstehen, die durch die Expression 

unterschiedlicher bHLH-Faktoren gekennzeichnet sind. So wird Math1 (Mammalien atonal 

homolog 1) in der dorsalsten Vorläuferregion exprimiert und ist für die Entstehung von dI1-

Neuronen verantwortlich (Nakada et al. 2004; Bermingham et al. 2001). Ngn1 und Ngn2 

(Neurogenin 1 und 2) werden in der Vorläuferzellen der dI2-Neuronen exprimiert und in 

Ngn1-/-/Ngn2-/--Doppelmutantem werden keine dI2-Neuronen gebildet (Gowan et al. 2001). 

Mash1 (Mammalien acheate-scute homolog1) wird in den Vorläufern der dI3-5 Neuronen 

exprimiert, aber bisher konnte die Expression von Mash1 nicht der Entstehung eines 

bestimmten Neuronentyps zugeordnet werden. Olig3, ein Mitglied der Olig-Familie, wird in 

den Vorläufern der dI1-3-Neuronen, den Klasse A-Neuronen, exprimiert und es konnte 

gezeigt werden, dass in Olig3-/- -Embryonen nur noch wenige dI1-Neuronen gebildet werden, 

während die dI2 und dI3-Neuronen vollständig fehlen. An ihrer Stelle werden Neuronen der 

Klasse B gebildet (Müller et al., 2005). Die für die Musterbildung im dorsalen Neuralrohr 

notwendigen Faktoren sind bisher jedoch nur teilweise bekannt und oft sind mehrere 

verschiedene proneurale Gene an der Bildung der einzelnen Neuronentypen beteiligt. In 
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Abb.1.1 ist ein Überblick über verschiedene, im dorsalen Neuralrohr exprimierte 

Transkriptionsfaktoren dargestellt, deren Expressionsmuster es erlaubt die unterschiedlichen 

Neuronentypen zu identifizieren. 

Während die oben genannten bHLH-Faktoren zur Markierung der verschiedenen 

Vorläuferzellen benutzt werden können, werden verschiedene HD-Transkriptionsfaktoren in 

den einzelnen postmitotischen Neuronen exprimiert. Lh2a/b wird ausschließlich in dI1-

Neuronen exprimiert, Isl1 (Islet1) in dI3-Neuronen und Lbx1 in allen Klasse B-Neuronen. 

DI2-Neuronen exprimieren unter Anderem Lim1/2, jedoch nicht Pax2, was sie von den dI4 

und dI6-Neuronen unterscheidet, die sowohl Pax2 als auch Lim1/2 exprimieren (siehe 

Abb.1.2). Zusätzlich zu den hier genannten sind noch weitere TF bekannt, deren Expression 

spezifisch für die unterschiedlichen Neuronentypen ist. Da sie jedoch für das Verständnis 

dieser Arbeit nicht entscheiden sind, werden sie nicht näher beschrieben. 

   

Abb.1.1: Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellung der dorsalen Hälfte des Neuralrohrs. Im 
linken Teil sind die Vorläuferregionen in der ventrikulären Zone mit den Expressionsdomänen einiger bHLH- 
und HD-Transkriptionsfaktoren dargestellt. Im rechten Teil sieht man die postmitotischen Interneuronen und 
eine Auswahl an Markern, die es in Kombination ermöglichen, zwischen den einzelnen Neuronentypen zu 
unterscheiden (Abb. verändert nach Helms and Johnson, 2003 und Müller et al., 2005). 
 

 

1.1.1.2 Das ventrale Neuralrohr 

Während in der dorsalen Hälfte des Neuralrohrs sensorische Neuronen entstehen, werden im 

ventralen Bereich Motorneuronen sowie ventrale Interneuronen gebildet. Die ventrale 

Musterbildung ist in großem Maße abhängig von dem Signalmolekül Shh. Zunächst führt ein 
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Shh-Signal aus dem axialen Mesoderm, der Chorda dorsalis, zur Induktion von Shh-

Expression im ventralen Signalzentrum des Neuralrohrs, der Bodenplatte. 

Überexpressionsanalysen und Inhibitorexperimente haben eindeutig gezeigt, dass das 

Vorhandensein eines ungestörten Shh-Signalweges für die Ausbildung der Bodenplatte und, 

im weiteren Verlauf, der ventralen Neuronentypen bzw. Vorläuferdomänen des Neuralrohrs 

notwendig ist. Das Shh-Signal von der Bodenplatte bildet einen nach dorsal gerichteten 

Gradienten aus und wirkt in konzentrationsabhängiger Weise als Morphogen auf die 

Entstehung der verschiedenen ventralen Vorläuferregionen ein. Innerhalb dieses Shh-

Gradienten werden verschiedene Transkriptionsfaktoren reguliert, die entsprechend der lokal 

herrschenden Shh-Konzentration aktiviert oder inhibiert werden. Man unterteilt diese 

Faktoren in so genannte Klasse I- und Klasse II–Gene. Klasse II-Gene werden positiv von 

Shh reguliert, während Klasse I-Gene durch jeweils verschiedene Konzentrationen von Shh 

inhibiert werden. Durch weitere Überexpressionsstudien konnte gezeigt werden, dass 

zusätzlich zu dieser Shh-abhängigen Regulierung eine gegenseitige Inhibierung zwischen 

einzelnen Klasse I- und Klasse II–Genen besteht (Briscoe et al., 2000). Diese wechselseitige 

Reprimierung führt zu der Ausbildung von scharfen Expressionsgrenzen der einzelnen 

Faktoren. Diese Grenzen definieren die Unterteilung in fünf ventrale Vorläuferdomänen, pV3, 

pMN (Motorneuronen), pV2, pV1 und pV0, aus denen im weiteren Verlauf die verschiedenen 

Neuronentypen V3, MN, V2, V1 und V0 differenzieren. Während bisher drei Klasse II-Gene, 

Nkx2.2, Nkx6.1 und Olig2 identifiziert werden konnten, wurden Pax7, Pax6, Dbx1, Dbx2 und 

Irx3 den Klasse I-Genen zugeordnet (Novitch et al., 2001; Briscoe et al., 2000) (siehe 

Abb.1.3). Mit Ausnahme von Olig2, einem bHLH-Transkriptionsfaktor, handelt es sich 

hierbei ausschließlich um HD-Transkriptionsfaktoren, was eine Einordnung von Olig2 in die 

Gruppe der Klasse I-Gene nicht unumstritten machte. Es konnte gezeigt werden, dass Nkx2.2 

und Pax6, Nkx6.1 und Dbx2, sowie Irx3 und Olig2 jeweils eine Klasse I / Klasse II-Paarung 

bilden und sich gegenseitig inhibieren (Novitch et al., 2001; Briscoe et al., 2000). Ähnlich wie 

im dorsalen Teil des Neuralrohrs können auch im ventralen Bereich die einzelnen 

Neuronentypen durch die Expression unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren identifiziert 

werden. Hier ist dies jedoch deutlich einfacher, da oftmals die Expression des jeweiligen 

Genes auf nur einen Neuronentyp beschränkt ist. So wird Sim1 in V3-Neuronen exprimiert, 

Isl1 und MNR2 in Motorneuronen, V2-Neuronen exprimieren Chx10, V1-Neuronen En1 

(Engrailed1) und V0-Neuronen Evx1 (Even-skipped homologue1) (Moran-Rivard et al., 2001; 

Briscoe et al., 2000; Tanabe et al., 1998; Matise und Joyner, 1997; Ericson et al., 1992; 

Bastian und Gruss, 1990). Eine Übersicht ist in Abbildung 1.3 dargestellt. 



  EINLEITUNG 

 6 

Abb.1.2. Die Abbildung zeigt eine schematische Übersicht über die ventrale Hälfte des Neuralrohrs. Die 
Vorläuferregionen der ventrikulären Zone und die Expression der verschiedenen proneuralen HD und bHLH-
Faktoren sind in der linken Hälfte abgebildet, während rechts die postmitotischen Neuronen und die Marker, 
deren Expression die verschiedenen Neuronentypen definiert, dargestellt sind. 
 

 

1.2 Die Iroquois-Gene 
 
Man findet die Iroquois (Iro/ Irx)-Gene in allen mehrzelligen Organismen vom Nematoden 

bis zum Mensch (Perovic et al., 2003), wo sie bei verschiedenen Aspekten der Musterbildung 

während der Entwicklung eine Rolle spielen (Cavodeassi et al., 2001). 

Die Iroquois-Proteine gehören zur Familie der Homeodomänen (HD)-Transkriptionsfaktoren 

(TF). Sie alle haben eine hoch konservierte HD von 63 Aminosäuren (aa), die im Gegensatz 

zu beispielsweise der Hox-TF (60 aa) einen zusätzlichen 3 aa langen Loop (Schleife) 

ausbildet, was zur Einordnung der Iroquois-Proteine in die Familie der Tale TF führte 

(Bürglin, 1997). Neben der HD gibt es einen zweiten, 13 aa langen Bereich mit hoher 

Homologie zwischen den einzelnen Iroquois-Faktoren, die so genannte Iro-Box. Deren 

Funktion ist nicht eindeutig geklärt, man nimmt jedoch an, dass sie der Protein-Protein-

Interaktion dienen könnte (Cadovassi et al., 2001; Bürglin 1997; McNeill et al., 1997). 

Außerhalb dieser beiden konservierten Bereiche findet man nur wenig Homologie und auch 

keinerlei bekannte Domänenstrukturen (siehe Abb.1.1).  

Zuerst entdeckt wurden die Iroquois (Iro)-Gene in Drosophila, als man mit Hilfe einer großen 

Anzahl von Mutagenese-Experimenten nach Genen suchte, die eine Rolle bei der 
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Entwicklung der äußeren sensorischen Organe spielen. Dabei stieß man auf eine Mutante, der 

die lateralen Borsten auf dem Rücken fehlten und es konnte gezeigt werden, dass die 

Mutation den Iro-Lokus betraf, in dem die Iro-Gene araucan (ara), caupolican (caup) und 

mirror (mirr) in einem Genkomplex (Cluster), IroC, organisiert liegen. Der Phänotyp der 

mutanten Fliegen erinnerte stark an die Haartracht der Iroquois-Indianer – auch als Irokesen 

bekannt - und war namensgebend für den Lokus. Man fand heraus, dass der Verlust der 

lateralen Borsten auf die fehlende Expression der proneuralen Gene des achaete-scute (as-sc)-

Komplexes (AS-C) zurückzuführen war. Dieser Komplex setzt sich aus vier Genen 

zusammen, die für bHLH (basic Helix-Loop-Helix)-Transkriptionsfaktoren kodieren, und von 

denen zwei - acheate und scute - als essentiell für die Borstenbildung bestimmt worden waren 

(Romani et al., 1990; Garcia-Bellido, 1979). Die Expression dieser Gene ist normalerweise im 

Epithel der Imaginalscheibe lokalisiert, woraus sich später das laterale Notum entwickelt. 

Ohne die Expression des as-sc-Komplexes werden keine Vorläuferzellen der sensorischen 

Organe (sensory organ precursor cells) gebildet und somit im weiteren Verlauf auch keine 

lateralen Borsten entwickelt. Diese Befunde gaben den Hinweis, dass der IroC-Lokus für 

Faktoren kodiert, die die Expression des AS-C ermöglichen oder initiieren (Cavodassi et al. 

2001; Gomez-Skamerta et al, 1996). Neben dieser Funktion wird für die Iroquois-Proteine 

eine zweite wichtige Rolle während der Entwicklung von Drosophila beschrieben. So ist der 

IroC-Komplex während der frühen Embryonalentwicklung essentiell für Entwicklung und 

Musterbildung der Augen-/Antennen-Imaginalscheibe, aus der sich im weiteren Verlauf die 

Augen, große Teile der Kopfstrukturen sowie die Antennen bilden (Cavodassi et al., 1999).  

In Xenopus, Huhn, Maus und Mensch konnten jeweils sechs Iroquois (Irx)-Gene identifiziert 

werden (Bruneau et al., 2001; Garriok et al., 2001; Ogura et al, 2001; Bosse et al., 1997, 

2000; Cohen et al., 2000; Christoffels et al., 2000; Peters et al., 2000; Gomez-Skarmeta et al., 

1998; R. Dildrop, mündliche Mitteilung). 

Sie sind in zwei Komplexen (Cluster) auf zwei verschiedenen Chromosomen organisiert. Der 

IrxA-Cluster setzt sich aus Irx1, 2 und 4 zusammen und ist auf Chromosom 5 im Mensch bzw. 

Chromosom 13 in der Maus lokalisiert. Auf Chromosom 16 (Mensch) bzw. 8 (Maus) findet 

sich der IrxB-Cluster, in dem die Gene Irx3, 5 und 6 organisiert sind (Peters et al., 2000). Es 

existieren mehrere Hinweise darauf, dass die beiden Cluster durch ein chromosomales 

Duplikationsereignis aus ursprünglich einem Cluster entstanden sind. So sind sich die Irx-

Proteine des IrxA- und des IrxB-Clusters in großem Maße ähnlich, wobei die größte 

Übereinstimmung zwischen Irx1/Irx3, Irx2/Irx5 und Irx4/Irx6 gefunden werden kann, so dass 

man hier von paralogen Genen spricht (Peters et al., 2000). 
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Abb.1.3 Vergleich der Proteinsequenzen der einzelnen murinen Irx-Proteine. Der Vergleich wurde mit dem 
Programm ClustalW durchgeführt. Die paralogen Irx sind jeweils in der gleichen Farbe dargestellt. Bereiche mit 
mindestens 50% Homologie sind in grau hinterlegt. Die Homeodomäne ist in gelb hinterlegt, die Iro-Box in 
grün.    

MusIrx2         MSYPQGYLYQAPGSLALYSCPAYGASALAAP---------------------RSEELARS 39 
MusIrx5         MSYPQGYLYQPSASLALYSCPAYSTSVISGP---------------------RTDELGRS 39 
MUSIrx1         MSFPQLGYPQYLSAAGPGAYGGERPGVLAAA--AAAAAAASSGRP--GTAELGAG-AGAA 55 
MusIRX3         MSFPQLGY-QYIRPLYP----PERPGAAGGG--GGGSSAGGRSGPGAGASELAASGSLSN 53 
MUSIRX4         MSYPQFGYPYSSAPQFLMTTNSLSTCCESGGRTLADSGPAASAQAPVYCPVYESRLLATA 60 
MUSIRX6         MAFSPFGHPYGSTSQFLVSASSSATCCETAPRSVSDVASASTSASTLCCTPYDSRLLGSA 60 
                *::.         .          .    .                       : 
 
MusIrx2         ASGSAFSPYPGSAAFTAQAATGFGSPLQYSADAAAAA---AAGFPSYVGSPYDTHTTGMT 96 
MusIrx5         SSGSAFSPYAGSTAFTAPSP-GYNSHLQYGADPAAAA---AAAF-SYVGSPYD-HTPGMA 93 
MUSIrx1         AVTSVLGM-YAAAGPYAGAPN-YSAFLPYAADLSLFS-QMGSQYELKDNPGV-HPATFAA 111 
MusIRX3         VLSSVYGAPYAAAAAAAAAAQGYGAFLPYATELPIFP-QLGAQYELKDSPGVQHPATAAA 112 
MUSIRX4         RHELNSAAALGVYGSPYGSSQGYGNYVTYGSEASAFY-SLN-SFESKDGTGSSHAGLPPT 118 
MUSIRX6         RPELG--AALGIYGAPYAAAQSYPGYLTYGPEPPTLCGALNPQYEFKDAAGSFAPSL--T 116 
                          .  .    :.  :   : *..: .         :     .         : 
 
MusIrx2         GAISYHPYGSA--------AYPYQLNDPAYRKNATRDATATLKAWLNEHRKNPYPTKGEK 148 
MusIrx5         GSLGYHPYAAP--------LGSYPYGDPAYRKNATRDATATLKAWLNEHRKNPYPTKGEK 145 
MUSIrx1         --HTTPAYYP---------YGQFQYGDPGRPKNATRESTSTLKAWLNEHRKNPYPTKGEK 160 
MusIRX3         FPHPHPAFYP---------YGQYQFGDPSRPKNATRESTSTLKAWLNEHRKNPYPTKGEK 163 
MUSIRX4         AAAAYYPYEPALSQYPYDRYG--TVDSGTRRKNATRETTSTLKAWLQEHRKNPYPTKGEK 176 
MUSIRX6         QPGAYYPYETTLGQYQYDRYGGVELSSAGRRKNATRESTSALKAWLHEHRKNPYPTKGEK 176 
                    . .: .               ..    *****::*::*****:************* 
 
MusIrx2         IMLAIITKMTLTQVSTWFANARRRLKKENKMTWAPRNKSEDEDEDE-GDASRSKEESSDK 207 
MusIrx5         IMLAIITKMTLTQVSTWFANARRRLKKENKMTWTPRNRSEDEEEEENIDLEKNDEDEPQK 205 
MUSIrx1         IMLAIITKMTLTQVSTWFANARRRLKKENKVTWGARSKD-QEDGALFGSDTEGDPEKAED 219 
MusIRX3         IMLAIITKMTLTQVSTWFANARRRLKKENKMTWAPRSRT-DEEGNAYGSEREEEDEEEDE 222 
MUSIRX4         IMLAIITKMTLTQVSTWFANARRRLKKENKMTWPPRNKC-ADEKRPYGEGEEEEAGEEES 235 
MUSIRX6         IMLAIITKMTLTQVSTWFANARRRLKKENKMTWAPKNKG-GEERK-------ADSGEDSL 228 
                ******************************:** .:.:   ::          .  . . 
 
MusIrx2         AQD-----GTETSAEDEGISLHVDSLTDHSCSAESDGEK---------LPCRAGDALCES 253 
MusIrx5         PEDKGDLEGPESGGAEQKATAGCERLQGPLSPAGKETEG---------SLSDS--DFKES 254 
MUSIrx1         DE---EIDLESIDIDQIDE----RDGDQSNEDEE----------------DKAEAPRARV 256 
MusIRX3         EESKRELEMEEEELAGRGGGHGGRGAGRRRRDEEIDLE----------NLDSAAAGSELT 272 
MUSIRX4         REEPLKSAKSEGHAGKDDKELELSDLEDFDPLDAETSECELKTPFQSLDSGPERIPASSD 295 
MUSIRX6         G--CLNGDTKDATASQEARGLRLSDLEDLEEEEEE-------------EEAEEEAAVSAA 273 
                          . 
 
MusIrx2         GSECKDKFEDLEDEEDEEDECERDLAPPKPVTSSPLTGVEAPLLSPAPEAAPRGGSGGKT 313 
MusIrx5         SSEGRHDELPRPPRAGESSRVGPHARLAEDAGPHYPASVPAPGPHPSAGELPPG-SGGSS 313 
MUSIrx1         APPASARDQSS---PLSAAETLKSQDSPLGLVK------------------EVSEPGSTR 295 
MusIRX3         LAGAAHRNGDFGLGPISDCKTSDSDDSSEGLEDRPLSVLSLAPPPPPVARAPASPPSPPS 332 
MUSIRX4         GPGTGKEASTTLRMPLGTAGGAVMDGDLERARNCLRS--TVVVPDSGAEGGPPACEAKLT 353 
MUSIRX6         RRLADFQKST---QPLPAPCAAAQEGCLE-SRECG-----LGLPRFSFTEAPQSGEADFI 324 
                                                                   .  . 
 
MusIrx2         PLGSRTSPGAPPPAS--KPKLWSLAEIATSDLKQPSLGPG-----CGPP----------G 356 
MusIrx5         VIHSPPPPPPPPPAVLAKPKLWSLAEIATSSDKVKDGGGGSEGSPCPPCPGPMGGQTLGG 373 
MUSIrx1         LLSPGAAAVGLQGAPHSKPKIWSLAETATSPDGAPKASPPPP--SSHASAHGPPSG--SP 351 
MusIRX3         SLDPCAPAPAPSSALQ-KPKIWSLAETATSPD-NPRRSPPGAGGSPPGAAVAPPTLQLSP 390 
MUSIRX4         FAQAGAPPNLET-----KPRIWSLAHTATAAAATALSQTEFPSCMLKRQGPTGVSATTPA 408 
MUSIRX6         TAEPGGPTMILHYPSGHKPRIWSLAHTAAASAVES----------------------APS 362 
                   .  ..         **::****. *:: 
 
MusIrx2         LPAAAAPASTGAPPGGSP----------------YSASPLLGRHLYYTSPFYGNYTNYGN 400 
MusIrx5         SRASPAPAPARSPSAQCP----------------FPGGTVLSRPLYYTAPFYPGYTNYGS 417 
MUSIrx1         LQHPAFLPSHGLYTCHIGKFSNWTNGAFLAQGSLLNMRSFLGVSAPHAAPHGPHLTAPPP 411 
MusIRX3         AAAAAAAAAHRLVSAPLGKFPAWTN------------RPFPGPPAG-PRPHPLSMLGSAP 437 
MUSIRX4         SSPAVTAPSGALDRHQD--------------------SPVTSLRNWVDGVFHDPILRHST 448 
MUSIRX6         TPPRAQSPECHMIPRQP--------------------SSIRRLLVPRDSEGEEDSPAAKA 402 
                      .                              .. 
 
MusIrx2         LNAALQGQGLLRYNTAASSPGETLHAMPKAASDTGKAGSHSLESHYRPPGGGYEPKKDTS 460 
MusIrx5         FGHLHGHPGPGPSPTAG--PGSHFNGLNQTVLN--RADVLAKDPKMLRSQSQLDLCKDSP 473 
MUSIrx1         PQPPVQVATGVLHGEKA--SARSSPALPER--DLVTRPDSPPQQLKSPFQPVRDNSLAPQ 467 
MusIRX3         QHLLGLPGAAGHPAAAA--AAYARPAEPESGTDRCSALEVEKKLLKTAFQPVPRRPQN-R 494 
MUSIRX4         LNQAWATAKGALLDPGP--LGRNLGAGTNVLTTPLACSFPPTVPQDVPPAGASRELLATP 506 
MUSIRX6         FGNSTFTLQGLPLNCAP--YPRRR---------------EPEVRFQYPSG---------- 435 
 
 
MusIrx2         EGCAVVGAGVQTYL 474 
MusIrx5         YELKKGMSDI---- 483 
MUSIrx1         EGTPRILAALPSA- 480 
MusIRX3         LDAALVLSALSSS- 507 
MUSIRX4         KAGGKPFCT----- 515 
MUSIRX6         -AEG---------- 438 
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Weiterhin ist die Orientierung des Leserasters bei den Paralogen identisch und man findet 

zumindest in einigen Geweben sehr ähnliche Expressionsmuster, was auf eine Duplikation der 

regulatorischen Elemente hinweist (Houweling et al., 2001). Aufgrund der Tatsache, dass sich 

die Irx-Proteine der Vertebraten untereinander mehr ähneln als sie es im Vergleich zu den 

Drosophila Iro-Proteinen tun, und die Leserasterorientierung in Drosophila von der der 

Vertebraten abweicht, kann man davon ausgehen, dass die Irx/Iro-Cluster–Organisation von 

jeweils drei Genen in Vertebraten und Insekten durch unabhängige Duplikationsereignisse 

entstanden ist (Ogura et al., 2001; Peters et al., 2000; Gomez-Skamerta et al., 1996).  

Die Irx-Gene werden in der Embryonalentwicklung der Maus an vielen verschiedenen Orten 

exprimiert. Dabei zeigen sie oft ein teilweise oder auch vollständig überlappendes 

Expressionsmuster. Man findet ihre Expression unter anderem in den sich entwickelnden 

Gliedmaßen, im Herz, im Neuralrohr, im Gehirn, in einigen kraniofazialen Strukturen, in der 

Dermis, den Lungen, der Niere sowie in den Augen (Houweling et al., 2001). 

Dieses Expressionsmuster in der Maus lässt vermuten, dass die Irx-Gene unterschiedliche 

Prozesse der Entwicklung beeinflussen könnten. Bislang konnten einige der Rollen, die die 

Irx-Gene in der Entwicklung spielen, aufgedeckt werden. So konnte für Xiro1, das Xenopus-

Homolog von Iroquois1, gezeigt werden, dass es während der frühen Entwicklung als 

Übermittler des Wnt-Signalweges reprimierend auf Bmp4 im dorsalen Ektoderm wirken kann 

und somit eine entscheidende Rolle bei der Neurogenese spielen könnte (Gomez-Skamerta et 

al., 2001). Überexpressionsstudien im Huhn zeigten, dass Irx2 bei der Organisation der 

Mittelhirn/Hinterhirn-Grenze mitwirken könnte (Matsumoto et al., 2004). Ebenfalls im Huhn 

konnte demonstriert werden, dass durch die gegenseitige Inhibierung von Six3 und Irx3 im 

Bereich der Zona limitans intratalamica (Zli) das Vorderhirn in eine anteriore und eine 

posteriore Region unterteilt wird (Kobayashi et al., 2002). Des Weiteren zeigen alle sechs Irx-

Gene ein spezifisches Expressionsmuster im sich entwickelnden Herzen (Christoffels et al., 

2002; Mummenhoff et al., 2001; Bruneau et al., 2000). Verschiedene Analysen zeigten, dass 

Irx4 eine kritische Rolle bei der Herzkammer-spezifischen Genexpression spielt, indem es die 

Expression der ventrikel-spezifische Isoform des Myosin-heavy-Chain-Gens (vMHC) 

aktiviert und gleichzeitig die Expression der atrien-spezifischen Isoform, aMHC, im Ventrikel 

inhibiert (Bruneau et al., 2000; Bao et al., 1999). Zusätzlich fand man heraus, dass Irx4-/--

Mäuse im adulten Zustand eine Kardiomyopathie entwickeln (Bruneau et al., 2000) und Irx5 

für die Ausbildung des ventrikulären Repolarisations-Gradienten benötigt wird (Costantini et 

al., 2005). Experimente in der Ratte geben zudem den Hinweis, dass die Irx-Gene auch bei 

Ausbildung der proximo-distalen Differenzierung des Lungenepithels eine Rolle spielen (van 
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Tuyl et al., 2006). Weiterhin werden alle Irx-Gene in den postmitotischen Ganglienzellen der 

Retina exprimiert und in Irx5-/--Mäusen kommt es zu einer Fehlentwicklung der bipolaren 

Zapfenzellen des Auges (Cheng et al., 2005). Auch im sich entwickelnden Neuralrohr zeigen 

alle Irx-Gene bis auf Irx4 ein spezifisches Expressionsmuster (Houweling et al., 2001) und 

Irx3 wurde in die Gruppe der Klasse I-Gene eingeordnet, wo es durch die gegenseitige 

Inhibierung mit Olig2 an der Definition der Motorneuronenvorläuferdomäne beteiligt ist 

(Novitch et al., 2001; Briscoe et al., 2000; siehe Abb.1.2).  

Die oben genannten Befunde geben den starken Hinweis, dass die Irx-Gene in Vertebraten 

entscheidende Entwicklungsprozesse kontrollieren könnten. Eine genaue Funktionsanalyse 

der Irx-Gene gestaltet sich jedoch oftmals schwierig, da die bisher generierten Knockout-

Modelle der einzelnen Irx-Gene oftmals nur einen sehr milden Phänotyp zeigten (van Tuyl et 

al., 2006; Bruneau et al., 2005; Lebel et al., 2003). Dieses lässt sich durch die große 

Homologie der Irx zueinander erklären, wodurch eine funktionelle Redundanz sehr 

wahrscheinlich ist. Daher ist bisher nur sehr wenig über ihren genauen 

Wirkungsmechanismus bekannt, zumal es bisher noch nicht gelungen ist, direkte Zielgene der 

Iroquois-Transkriptionsfaktoren zu identifizieren.  

Einen guten Hinweis diesbezüglich gibt die Arbeit von Bilioni et al. (2005), in der es gelang, 

die Iroquois-Binde-Stelle (IBS) für das Drosophila Iro-Homolog mirr zu identifizieren. DNA-

Bindungsstudien zeigten, dass die acht Basenpaar lange Sequenz von ACAnnTGT die 

Erkennungssequenz für die Iro-Proteine darstellt und auch von dem Vertebraten-Homolog 

Irx4 erkannt wird. Zusätzlich konnte demonstriert werden, dass eine Mutation innerhalb der 

IBS von ACAnnTGT zu ATAnnTAT zu einem vollständigen Verlust der Bindung führt 

(Bilioni et al., 2005). 

Um die Rolle der Irx-Gene weiter zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit das Neuralrohr als 

System zur Analyse der Irx-Funktion benutzt. Dabei wurden zwei Ansätze verfolgt. Initial 

wurde die bereits zuvor begonnene Analyse der Musterbildung des Neuralrohrs in Ft/Ft-

Embryonen, in denen unter anderem der gesamte IrxB-Cluster deletiert ist (siehe 1.3), 

fortgesetzt. Weiterführend wurden dann Überexpressionsstudien im sich entwickelnden 

Neuralrohr von Hühnerembryonen durchgeführt, wobei alle Neuralrohr-spezifischen Irx-Gene 

berücksichtigt wurden. Das Neuralrohr stellt ein sehr gut beschriebenes System dar, so dass es 

möglich ist, auch kleine molekulare Veränderungen anhand der Analyse der 

Expressionsmuster einer Vielzahl von Markern zu verfolgen. 
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1.3 Die Fused toes Mausmutante 
Bei der Fused toes (Ft) Mutation handelt es sich um eine dominante Mutation, die durch eine 

Transgen-Insertion hervorgerufen wurde. Dabei entstand eine ca. 1,6 Mb große Deletion auf 

Chromosom 8 (van der Hoeven et al., 1994), die neben drei bis dahin unbekannten Genen – 

Fts, Ftm (Fantom) und Fto (Fatso) – auch die Gene des IrxB-Clusters – Irx3, Irx5 und Irx6 – 

umfasst (Peters et al., 1999, 2000). In heterozygotem Zustand prägt sich die Mutation in einer 

deutlichen Fusion der Finger 1-4 der Vorderpfoten (Syndaktylie), was namensgebend für die 

Mutation war, sowie in einer Thymus-Hyperplasie aus (Heymer und Rüther, 1999; Volkmann 

et al., 1996; van der Hoeven et al., 1994). In homozygotem Zustand ist die Ft-Mutation um 

den Entwicklungszeitpunkt E12.5 bis E14.5 embryonal letal und führt zu einer 

Entwicklungsverzögerung der betroffenen Embryonen (van der Hoeven et al., 1994). Der zu 

beobachtende Phänotyp ist wesentlich stärker als der der heterozygoten Embryonen und zeigt 

sich in Missbildungen der kraniofazialen Strukturen, der Gliedmaßen, dem Verlust der 

Rechts-Links-Asymmetrie und einer Vergrößerung des Perikards. Außerdem kommt es in 

Ft/Ft-Embryonen zu dem Verlust der Shh-Expression in der Bodenplatte des Neuralrohrs und 

somit zu einer Desorganisation der dorso-ventralen Musterbildung im Neuralrohr (Götz et al., 

2005, Peters, 2002). Aufgrund des Neuralrohr-spezifischen Expressionsmusters der Gene des 

IrxB-Clusters gibt die Analyse des Neuralrohrphänotyps von Ft/Ft-Embryonen die 

Möglichkeit, Hinweise über die Funktion der Irx-Gene im Neuralrohr zu erhalten. 

 

1.4 Ziel dieser Arbeit 
Die oben genannten bisherigen Erkenntnisse zeigen, dass die Iroquois-Gene in Invertebraten 

und Vertebraten an entscheidenden Prozessen der Embryonalentwicklung beteiligt sind. 

Trotzdem ist es bisher nicht gelungen, ihren genauen Wirkungsmechanismus aufzudecken. 

Ein entscheidender Schritt wäre zum Beispiel, Zielgene der Irx-Transkriptionsfaktoren zu 

identifizieren. Die bisherigen Hinweise über die Funktion der Irx-Gene wurden oftmals durch 

Überexpressionsstudien gesammelt, da die dort erhaltenen Effekte oft eindeutiger waren, als 

es durch die Analyse von Knock-out-Modellen gelang. Dieses kann durch die postulierte 

Redundanz der Irx zueinander begründet werden, wodurch der Phänotyp eines Einzel-Knock-

outs oftmals sehr mild ausfällt. So konnte beispielsweise durch Überexpression von Irx2 im 

Huhn gezeigt werden, dass Irx2 für die Etablierung der Mittelhirn-Hinterhirn-Grenze wichtig 

sein könnte (Matsumoto et al., 2004), während Irx2-/--Mäuse keine Veränderung dieser 

Grenze aufweisen (Lebel et al., 2003). Aufgrund der oft überlappenden Expression in 

verschiedenen Geweben während der Entwicklung und der hohen Konservierung der Irx-
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Proteine ist es jedoch wahrscheinlich, dass die Irx-Faktoren zusammen betrachtet wichtige 

Funktionen während unterschiedlicher Entwicklungsprozesse einnehmen können. Sie könnten 

zusammen demnach größeren Einfluss auf die Entwicklung nehmen, als es die Einzel-Knock-

out-Modelle vermuten lassen. Um die Funktion und auch die funktionelle Redundanz der Irx-

Gene weiter zu analysieren wurden in dieser Arbeit verschiedene Ansätze gewählt. Zunächst 

wurde der Neuralrohrphänotyp von Ft/Ft-Embryonen fortführend zu den Ergebnissen der 

vorangegangenen Diplomarbeit (Götz, 2002) analysiert. Die Ft-Mutation bietet die 

Möglichkeit, die funktionelle Redundanz der Irx eventuell zu umgehen, da hier der gesamte 

IrxB-Cluster betroffen ist (siehe 1.3). Die so gewonnenen Hinweise über die mögliche 

Funktion der betroffenen Irx-Gene können in Folge durch Überexpressionsanalysen im Huhn 

weiter verfolgt werden. Hierbei sollten durch in ovo Elektroporation in das Neuralrohr jedoch 

alle Neuralrohr-spezifischen Irx-Gene berücksichtigt und die Konsequenz der Überexpression 

der Irx-Gene für die dorso-ventrale Musterbildung analysiert werden. Anhand der so 

gewonnenen Ergebnisse besteht die Möglichkeit, potentielle Kandidaten für direkte Zielgene 

der Irx zu identifizieren und diesbezüglich weiter zu analysieren.



MATERIAL  & METHODEN 

13 

2. Material und Methoden 
 

Alle im Verlauf dieser Arbeit verwendeten Enzyme und Chemikalien wurden, soweit nicht 

speziell erwähnt, von den Firmen Applichem GmbH, J.T. Baker, Fluka, New England Biolabs 

(NEB), Merck, Riedel de Haen, Roche Molecular Biochemicals, Roth und Sigma bezogen. 

Die Verwendung der erforderlichen Lösungen, Puffersysteme und Spezialchemikalien wird 

bei den einzelnen Methoden genauer beschrieben. Zum Ansetzen von Lösungen wurde 

hochreines Wasser aus einer hauseigenen Millipore-MilliQ-Anlage verwendet. Soweit 

erforderlich wurden die verwendeten Lösungen, Gefäße, Geräte und Verbrauchsmaterialien 

durch Autoklavieren bei 121°C, 2 bar für 30 min., Filtrieren oder durch trockene Hitze bei 

180°C für 30 min. sterilisiert.  

Alle eingesetzten Geräte und Verbrauchsmaterialien, soweit nicht bei den einzelnen 

Versuchen erwähnt, werden in einem molekularbiologisch arbeitenden Labor im Allgemeinen 

verwendet. 

 

2.1 Häufig verwendete Lösungen 
 

 

Auftragspuffer  50% (v/v) Glycerin  

    2% (w/v) Orange G  -Merck #14277 

    in TAE 

 

DEPC-H2O   H2O 

 + 0,1% (v/v) Diethylpyrocarbonat (DEPC)   

    über Nacht gelöst; autoklaviert, 121°C; 2 bar; 30 min. 

 

Ethidiumbromid  10 mg/ml   - Applichem #A1152 

 

EDTA    0,5 M; pH 8.0 

 

50% Formamid  50% (v/v) Formamid 

    50% (v/v) DEPC-H2O  

 

LiCl    4 M 
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Natriumacetat  3 M; pH 5,2 

 

Phenol/Chloroform  3:1; TE gesättigt 

    

Paraformaldehyd (PFA) 4% (w/v) in PBS 

 

PBS    4mM NaH2PO4*H2O 

    16 mM Na2HPO4*2H2O 

    150 mM NaCl 

    pH 7.3 

    autoklaviert, 121°C, 2bar; 30 min. 

 

PBT    PBS 

    +1% (v/v) Tween 20 

 

TAE    40 mM Tris/Acetat 

    2 mM EDTA 

    pH 8.2 

 

TE    10 mM Tris/HCl 

    1 mM EDTA 

 pH 8.0 

 

Ethanol    70%  in H2O 

Ethanol   100%      
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2.2  Sequenzspezifische Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen 
Die zur Spaltung der DNA verwendeten Restriktionsenzyme wurden im Allgemeinen von 

Roche oder NEB bezogen und zusammen mit dem vom Hersteller mitgelieferten 

Reaktionspuffer verwendet. Pro µg DNA wurden 1-10 U Enzym in 1x Enzympuffer 

verwendet und 1-2 Stunden bei 37° inkubiert. Für einige Enzyme war eine andere 

Inkubationstemperatur zu wählen, die den Angaben des Herstellers entnommen wurde. 

Anschließend wurde der Restriktionsansatz in der Regel gelelektrophoretisch aufgetrennt 

(siehe 2.5). Bei der Linearisierung von Plasmiden für die Ganzkörper („Whole mount“) in situ 

Hybridisierung (siehe 2.156.1) und die in situ Hybridisierung auf Paraffinschnitten (siehe 

2.15.5) wurde ein Aliquot des Restriktionsansatzes auf einem Agarosegel überprüft. Mit dem 

Rest wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion (siehe 2.6) mit anschließender Ethanolfällung 

durchgeführt. 

 

2.3 Dephosphorylierung von DNA 
Wurde Vektor-DNA, die für eine Klonierung weiter verwendet wurde, mit nur einem 

Restriktionsenzym gespalten, so wurde diese im Anschluss mit dem Enzym Alkalische 

Phosphatase (NEB) behandelt. Dadurch wurde ein unerwünschtes Religieren der erzeugten 

komplemetären Enden stark vermindert. In der Regel wurde dem Restriktionsansatz 1µl der 

alkalischen Phosphatase zugesetzt und für 30 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde 

das Enzym mittels Phenol-Chloroform-Extraktion und darauf folgender Ethanol-Fällung 

(siehe 2.4) oder durch eine Gelelektrophorese (siehe 2.5) und  anschließender Gelextraktion 

(siehe 2.6) inaktiviert und gleichzeitig die DNA aufgereinigt. 

 

2.4 Phenol-Chloroform-Extraktion und anschließende Ethanol-Fällung 
Bei den aufzureinigenden Proben wurden zur Extraktion der Proteine aus den 

Nukleinsäurelösungen eine Phenol-Chloroform-Extraktionen durchgeführt. Dazu wurden die 

Proben zunächst mit Wasser auf 100µl Gesamtvolumen aufgefüllt. Es wurde 1 Volumen 

Phenol/Chloroform zugegeben und gründlichen durchmischt. Zur Phasentrennung wurde kurz 

zentrifugiert (5 min. 13000 Upm; Heraeus Biofuge 13), die obere wässrige Phase vorsichtig 

abgenommen und in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Die proteinhaltige Interphase sowie 

die organische Phase wurden verworfen. Zur Präzipitation der DNA wurden 0,1 Volumen 

Natriumacetat und 3 Volumen Ethanol (abs.) zugegeben und 20 min. bei -20°C inkubiert. 

Anschließend wurde die DNA durch 10 minütiges Zentrifugieren bei  13000 Upm 

sedimentiert, mit 500µl Ethanol (70%) gewaschen, kurz zentrifugiert und der Überstand 
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vollständig abgesaugt. Nachdem der Niederschlag an der Luft getrocknet war, wurde er in 

einem angemessenen Volumen TE oder Wasser aufgenommen. 
Lösungen:  Natriumacetat   3 M; pH 5,2 

 

2.5 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten 
Die Auftrennung von DNA-Molekülen erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese. Als Gel- 

sowie als Laufpuffer wurde das TAE-Puffersystem eingesetzt. Je nach Größe der 

aufzutrennenden DNA-Fragmente wurden Gele mit einem Agaroseanteil von 0,8 – 2% (w/v) 

(Agarose, Applichem #A1091) verwendet. Der aufgekochten Agaroselösung wurden 

0,5µg/ml Ethidiumbromid zugesetzt und die zu analysierenden Proben vor Beladung des Gels 

mit 0,2 Volumen DNA-Auftragspuffer vermischt. 

Zur späteren Größen- und Mengenabschätzung der DNA-Fragmente wurden außerdem 

folgende, ebenfalls mit DNA-Auftragspuffer vermischt und restriktionsenzymatisch 

gespaltene DNA als Längenstandard aufgetragen: 

 

1kb-DNA-Leiter: 12216; 11198; 10180; 9162; 8144; 7126; 6108; 5090; 4072; 3054; 

2036; 1636; 1018; 506; 517; 396; 344; 298; 220; 201; 154; 134; 75 bp 

(GibcoBRL #15615-024) 

λ-Hind III: 23130; 9416; 6557; 4361; 2322; 2027; 564; 125 bp  

(Stratagene #201109) 

Marker VIII:   19; 26; 34; 34; 37; 67; 110; 124; 147; 190; 242; 320; 404; 489; 501; 

 692; 900; 1114 bp  

(Roche #11336045001) 

 

Die gelelektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte schließlich bei einer 

konstant gehaltenen Spannung von 5 Volt/cm bei Raumtemperatur. Die DNA-Fragmente 

wurden im Anschluss durch die Fluoreszenz des interkalierten Ethidiumbromids unter UV-

Licht (254nm) sichtbar gemacht und mit einer PC-gestützen Videodokumentationsanlage 

fotografiert. 
 

2.6 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Die zu isolierenden DNA-Fragmente konnten durch das interkalierte Ethidiumbromid unter 

UV-Licht sichtbar gemacht werden und wurden möglichst exakt mit einem Skalpell 

ausgeschnitten. Zur Isolierung der DNA wurde das „Jet SorbKit“ (GENOMED, # 110600) 
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bzw. das QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, #28704) entsprechend den Angaben des 

Herstellers verwendet. Die DNA wurde mit TE-Puffer aus der Glasmilchlösung bzw. vom 

Filter gelöst und konnte anschließend direkt weiter verwendet werden. Zur Überprüfung der 

Qualität und Konzentration der isolierten DNA wurde mit einem Aliquot eine 

Gelelektrophorese (siehe 2.5) durchgeführt. 

 

2.7 Ligation von DNA-Fragmenten 
Um DNA-Fragmente mit kohäsiven oder glatten Enden aneinander zu fügen, wurde die 

DNA-Ligase des Bakteriophagen T4 verwendet. Dazu wurden die aufgereinigte Vektor- und 

die einzufügende DNA in einem molaren Verhältnis von ungefähr 1:3 eingesetzt. Für einen 

20µl Ansatz wurden 2µl 10x Ligase-Puffer und 1µl T4-Ligase (NEB, # MO202S) zugegeben 

und  entsprechend mit Wasser auf das Gesamtvolumen aufgefüllt. Die Inkubation erfolgte bei 

14-16°C für 12-24 Stunden oder für 1-2 Stunden bei Raumtemperatur. Die Hälfte des 

Ansatzes konnte im Anschluss für die Transformation von kompetenten Bakterien eingesetzt 

werden (siehe 2.8), der Rest wurde bei 4°C gelagert. 

 

2.8 Transformation von Plasmiden in Escherichia coli 
2.8.1 Herstellung kompetenter Zellen 

Als bakterieller Wirt wurde der Escherichia coli Stamm JM109 (recA1, lacZΔM15) 

verwendet. Die Herstellung der kompetenten Zellen erfolgte nach dem Protokoll von Inoue, 

H. et al. (1990). Zunächst wurde mit einer Einzelkolonie eine Vorkultur in 20 ml LB-Medium 

angeimpft und über Nacht bei 37°C unter Schütteln auf einem Plattformschüttler (120 Upm) 

inkubiert. Diese Vorkultur diente als Inokkulum für eine 250 ml-Hauptkultur in SOB-

Medium. Die Inkubation erfolgte hier bei Raumtemperatur bis eine OD600 = 0,93 erreicht war. 

Anschließend wurde die Bakteriensuspension für 10 min. auf Eis gestellt, 10 min. bei 2500 x 

g (Heraeus, Megafuge 1.0R), 4 °C zentrifugiert und das erhaltene Bakteriensediment in 80 ml 

eiskaltem TB-Puffer resuspendiert. Nach erneutem Zentrifugieren wurden die Zellen in 20 ml 

eiskaltem TB-Puffer aufgenommen und nach Zugabe von DMSO zu einer Endkonzentration 

von 7% (v/v) für 10 min. auf Eis inkubiert. Zuletzt erfolgte die Aliquotierung der Zellen in 

200 µl Portionen und, nach Schockgefrierung in flüssigem Stickstoff, die Lagerung bei –

80°C. 
Lösungen: LB-Medium 1% (w/v) NaCl 
    1% (w/v) Trypton  -Applichem  #A1553 
    0,5% (w/v) Hefe-Extrakt  -Applichem  #A1552 
    in H2O 
    autoklaviert, 121°C, 2 bar, 30 min. 
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  SOB-Medium 2% (w/v) Trypton  -Applichem  #A1553 
    0.5% Hefe-Extrakt  -Applichem  #A1552 
    10 mM NaCl 
    2.5 mM KCl 
    10 mM MgCl2 
    10 mM MgSO4 
    pH 6.7-7 
 
  TB-Puffer 10 mM PIPES 
    55 mM MnCl2 
    15 mM CaCl2 

    250 mM KCl 
    pH 6.7 
 

2.8.2 Transformation 

Für die Transformation wurden die bei -80°C gelagerten kompetenten Bakterien auf Eis 

aufgetaut und nach Zugabe der Plasmid-DNA (20-100 ng) für 15 min. auf Eis inkubiert. Im 

Anschluss wurden die Bakterien einem kurzem Hitzeschock (5 min. 37°C) ausgesetzt und 

nach Zugabe von 1 ml LB-Medium für 30-45 min. bei 37°C unter leichtem Schütteln 

inkubiert. Darauf folgend wurden die Bakterienzellen abzentrifugiert (3 min., 6000 Upm; 

Heraeus Biofuge 13), das Sediment in ungefähr 200 µl LB-Medium resuspendiert und die 

Suspension in Abhängigkeit der für das verwendete Plasmid kodierten Antibiotikaresistenz 

auf antibiotikahaltigen Selektivnährböden  ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert. 

Die herangewachsenen Bakterienkolonien transformierter Zellklone wurden für das Animpfen 

von Flüssigkulturen verwendet, welche hauptsächlich der Analyse der Klone dienten und die 

Gewinnung größerer Mengen Plasmid-DNA ermöglichten. 
 

Lösungen: LB-Medium  
   

Nährböden 1.5% (w/v) Bacto-Agar   -Applichem  #A0949 
    50 µg/µl Ampicillin oder  -Applichem  #A0839 
    25 µg/µl Kanamycin  -Applichem  #A1493 
    in LB-Medium 
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2.9 Präparation von Plasmid-DNA 
Die im Folgenden beschriebenen Methoden stellen Modifikationen der Methode der 

alkalischen Lyse von Birnboil und Doly (1979) und Birnboil (1983) dar. 

 

2.9.1 Plasmid-Mini-Präparation 

Es wurden jeweils 2 ml Selektionsmedium mit je einer Bakterienkolonie angeimpft und für 

minimal 6 Stunden, maximal über Nacht bei 37°C auf einem Schüttler inkubiert. 1,5 ml dieser 

Kulturen wurden in Reaktionsgefäße überführt, 3 min. bei 6000 Upm zentrifugiert (Heraeus 

Biofuge 13), der Überstand verworfen und das Bakteriensediment in 100 µl kalter Lösung I 

vollständig resuspendiert. Nach Zugabe von 200 µl Lösung II und erfolgreicher alkalischer 

Lyse wurden die Proben durch Zugabe von 150 µl  kalter Lösung III neutralisiert. Die 

entstandenen Niederschläge wurden sedimentiert (10 min.; 13200 Upm; Heraeus Biofuge 13) 

und die klaren, plasmidhaltigen Überstände in neue Reaktionsgefäße überführt. Zur 

Präzipitation der enthaltenen Nukleinsäuren wurden 350 µl kalter Isopropanol (abs.) 

zugegeben und erneut bei 13200 Upm für 10 min. zentrifugiert. Der Überstand wurde 

vorsichtig abgesaugt, der Niederschlag mit 500 µl Ethanol (70%) gewaschen und wiederholt 

zentrifugiert (2 min.; 13200 Upm, Heraeus Biofuge 13). Zuletzt wurde der Überstand 

vollständig abgesaugt, das Sediment kurz an der Luft getrocknet und in 30-40 µl TE 

aufgenommen. 2 µl der resuspendierten DNA wurden zur Kontrolle für die 

restriktionsenzymatische Spaltung (siehe 2.2) eingesetzt und die Fragmente 

gelelektrophoretisch aufgetrennt (s. 2.5). 
Lösungen:  
  LB-Medium    
        

    Selektionsmedium       50 µg/ml Ampicillin oder  -Applichem #A0839 
    25 µg/ml Kanamycin  -Applichem #A1439 
    in LB-Medium 
 
  Lösung I 25 mM Tris/HCl 
    10 mM EDTA 
    100 mg/ml RNAse A 
    pH 8.0 
 
  Lösung II 0,2 N NaOH 
    1% (w/v) SDS 
 
  Lösung III 294,5 g Kaliumacetat  
    110 ml Eisessig 
    auf 1l H2O 
    pH 5.5 
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2.9.2 Plasmid-Maxi-Isolation 

Zur Gewinnung größerer Mengen (100 µg – 1 mg) Plasmid-DNA mit hoher Reinheit wurde 

das „QIAGEN Plasmid Kit“ („Midi“ bis 100 µg –QIAGEN GmbH #12145/ „Maxi“ bis 500 

µg – QIAGEN GmbH #12163) gemäß den Angaben des Herstellers verwendet. 

Für eine Plasmid-Maxi-Isolation wurden zunächst je nach benötigter Plasmid-DNA-Menge 

50 oder 100 ml Selektionsmedium mit einem Teil der zuvor analysierten Bakteriensuspension 

der Plasmid-Mini-Isolation angeimpft. Diese Kultur wurde über Nacht auf einem 

Plattformschüttler bei 37°C inkubiert und am nächsten Tag entsprechend den Anweisungen 

des Herstellers weiterverarbeitet. Die so gewonnene Plasmid-DNA wurde in 100 µl TE 

aufgenommen und die DNA-Konzentration spektralphotometrisch (siehe 2.13) bestimmt. Die 

Qualität der DNA wurde restriktionsenzymatisch (siehe 2.4) und gelelektrophoretisch (siehe 

2.5) analysiert. 

 

2.10 Isolierung von DNA aus embryonalen Membranen 
Hierzu wurden die extraembryonalen Membranen der zu analysierenden Mausembryonen mit 

200 µl Lyse-Puffer und 10 µl Proteinase K versetzt und über Nacht bei 55°C unter leichtem 

Schütteln inkubiert. Durch Zugabe von 66 µl gesättigter Kochsalzlösung und kurzem 

Schütteln wurden die Proteine ausgefällt und durch Zentrifugation (10 min., 13200 Upm; 

Heraeus Biofuge 13) sedimentiert. 200 µl des Überstands wurden vorsichtig abgenommen, in 

ein neues Reaktionsgefäß überführt und zur Präzipitation der DNA mit 133 µl Isopropanol 

vermischt. Nach kurzem Schütteln und Zentrifugation bei 13200 Upm für 5 min. (Heraeus 

Biofuge 13) wurde der Überstand abgesaugt, die sedimentierte DNA mit 1 ml 70% Ethanol 

gewaschen und erneut zentrifugiert (2 min. 13200 Upm; Heraeus Biofuge 13). Der Überstand 

wurde vollständig abgesaugt, der Niederschlag kurz an der Luft getrocknet und die DNA in 

40-60 µl TE resuspendiert. Die erhaltene genomische DNA konnte direkt für weiterführende 

Analysen eingesetzt oder bei 4°C gelagert werden. 
 
Lösungen: Lyse-Puffer 50 mM Tris/HCl, pH 8.0 
    100 mM EDTA, pH 8.0 
    100 mM NaCl 
    1% (w/v) SDS 
 

  Proteinase K 

  Gesättigte Kochsalzlösung 

  Isopropanol 
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2.11 RNA-Isolierung aus Embryonen und kultivierten Zellen 
Frisches oder nach Schockgefrieren in flüssigem Stickstoff bei –80°C gelagertes Material 

wurde gewogen und mit 1 ml TRIZOL-Reagenz pro 100 mg Gewebe versetzt. Die Proben 

wurden im Polytron (Stufe 4, Kinematica AG, Luzern) homogenisiert und entsprechend den 

Angaben des Herstellers weiter verarbeitet. Bei kultivierten Zellen wurde 1 ml 

TRIZOLReagenz pro 10 cm² er Kulturschalen verwendet und die Zellen durch mehrmaliges 

Pipettieren lysiert. Danach folgte eine Phenol/Chloroform-Extraktion mit anschließender 

Ethanol-Fällung (s. 2.4). Das RNA-Sediment wurde dann nach Lufttrocknung in einem 

angemessenen Volumen DEPC-H2O aufgenommen und bei –80°C gelagert. 

Alternativ wurde das RNeasy Mini Kit (Qiagen, # 74104) entsprechend den Angaben des 

Herstellers zur RNA-Isolierung verwendet und die gewonnene RNA ebenfalls bei -80°C 

gelagert. 

 
Lösungen :  TRIZOL Reagenz - GibcoBRL #15596 

Chloroform 

Isopropanol 

 
2.12 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
Die quantitative Analyse der Nukleinsäuren erfolgte durch Messung in einem 

Spektralphotometer (Pharmacia; Ultrospec2000) mit verdünnten Nukleinsäuren (1:50, 1:100 

oder 1:300) in einer Quarzglasküvette. Bei einer Wellenlänge von 260 nm und einer 

Schichtdicke von 1 cm entspricht ein gemessener Absorptionswert von 1 nach Abzug des 

Referenzwertes für das verwendete Lösungsmittel einer ungefähren Konzentration von: 

  dsDNA = 50 µg/ml 

  RNA  = 25 µg/ml 
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2.13 Polymerase-Ketten-Reaktion  
 

2.13.1 Sequenz der verwendeten Oligonukleotide 

 

2.13.2 PCR-Amplifikation         

Alle PCR-Reaktionen wurden in Eppendorf- (Mastercycle-Gradient bzw. Mastercycler 

personal) oder MWG- (Primus 25) Maschinen unter Verwendung von dünnwandigen 0,2 ml-

Reaktionsgefäßen durchgeführt. Als Enzym wurde die Taq-Polymerase (GoTaq, Promega 

oder die im Institut für Entwicklungs- und Molekularbiologie der Tiere hergestellte) mit dem 

dazugehörigen Puffersystem verwendet. 

Bezeichnung Sequenz (5`nach 3`) 

Ft GTCCTTTCTCCATGGGTATG 

Ft/Wt CTGAAAGGTTGTACTGAGCC 

Wt GTGGAACCCTTCTGTACATG 

F1_OligBox AATGAATTCGCTAGCTAGCTAGTGCAGCCTGGTTGCTGCCTACAGT 

B1_OligBox AATGAATTCGCTAACTAGTTCCCCAGCCCTCCTGGCGTCCATA 

MutBox_F1 GAAAGGTTCATATATATTCAGCCTTAC 

MutBox_B1 GTAAGGCTGAATATATATGAACCTTTC 

O3_CNE+21_F1 GCATCTAGAGAACGGAACATGTCCGTGAG 

O3_CNE+21_B1 GCAGCTAGCGGAAACCATGGAAGTTAAGAC 

O2_CNE-73_F1 GCATCTAGACGCTGAGAGAGACTGGAGGTG 

O2_CNE-73_B1 GCAGCTAGCGAAATACACAGAGTGGTACTG 

Zef_Obox_F2 GCATCTAGATTTCAGTTGGAGGGAAGATTAG 

Zef_Obox_B1 GCAGCTAGCCACTCACTCTCACCCTTG 

Mus_O21_F1 GCATCTAGACTGTGAGAGAGTGACAGA 

Mus_O21_B1 GCAGCTAGCCGAGGCAGTTGCAGGTGA 

F1_O3box TTGCTAGCTCATGTCTTCTCTTGAGCTCTGGTCC 

B1_O3box TTACTAGTTTAGAAGCCACGGTATGTTCGACTGG 

22040 F (Bereich B) TTTCTAGAAATGCCTACATAGAGGGTGGA 

22040 R (Bereich B) AAGCTAGCCCGTGGGTCAGCACTAATAA 

14180 F (Bereich A) TTTCTAGAGCTTAGCCCCTAAATGGATAC 

14180 R (Bereich A) AAGCTAGCTCAAACGCATTGGAGGAAAC 

53770 F (Bereich C) TTTCTAGACACTCTTGTCCAAGGATCTCAC 

53770 R (Bereich C) AAGCTAGCGAGTCACTGAGCAGTACTCAG 
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Im Allgemeinen wurde ein 20µl-PCR-Ansatz gewählt, in dem jeweils 0,2 µl Taq-Polymerase 

(2U), 2 µl 10x Reaktionspuffer bzw. 4µl 5x Reaktionspuffer, 25 pmol dNTP-Gemisch und 

jeweils 20 pmol der spezifischen Oligonukleotide enthalten waren. 

Standardmäßig wurden folgende Reaktionsbedingungen für die Amplifikation der DNA-

Fragmente gewählt: 
 

1x  2 min., 94°C 

 

10 sec., 94°C 

22-35x  30 sec., 56°-60°C 

30 sec., 72°C 

 

1x  7 min., 72°C 

 

Anschließend wurden die PCR-Reaktionen bis zur gelelektrophoretischen Auftrennung (s. 

2.6) bei 4°C gelagert. 

  
Lösungen:  dNTP-Gemisch  10 mM dATP - Roche #1969064 

10 mM dCTP 
10 mM dGTP 
10 mM dTTP 

Oligonukleotide 100 pmol/µl in H2O - MWG-Biotech 

H2O autoklaviert; 121°C, 2 bar, 30 min. 

 

 

2.13.3 Reverse Transkription 

Für die reverse Transkription wurde das „Expand Reverse Transcriptase“-System (Roche 

#1785834) verwendet. Es wurden 100 ng - 2 µg Gesamt-RNA und 25 pmol Oligo(dT)- 

Oligonukleotide eingesetzt und nach den Angaben des Herstellers verfahren. Alle 

Inkubationsschritte wurden in PCR-Maschinen durchgeführt und die Reaktionen anschließend 

bei 4°C gelagert. Für die anschließende PCR-Amplifikation (s. 2.13) wurde 1 µl des 20 µl- 

Ansatzes verwendet. 
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2.13.4 Mutagenese – gezielter Austausch einzelner Basen 

 

 
 

 

 

 

 

 

Entnommen aus dem QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit INSTRUCTION MANUAL, 
STRATGENE 
 
 

Genomische DNA im Plasmid mit 
Zielsequenz  für die Mutagenese 
 
 
 
 
 
Denaturierung des Plasmides und Anlagerung 

der Primer mit der Punktmutation (X) 
 
 
 
 
Starten der DNA-Polymerase-Reaktion, die 
Punktmutation werden über die Primer 
eingeführt und man resultiert in einem zirkulären 
Doppelstrang mit Einzelstrangbrüchen   
 
 
Restriktionsverdau des aus Bakterien isolierten 
Ursprungsplasmides 
 
 
 
Transformation des zirkulären, mutagenisierten 
Plasmides mit den Einzelstrangbrüchen in E.coli 
 
 
Reparatur der Einzelstrangbrüche durch die 
kompetenten Zellen nach der Transformation 
 

Legende 
 

 

Ursprungsplasmid 

Primer mit Punktmutation 

Mutagenisiertes Plasmid 
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Um die gewünschten Punktmutationen in die Sequenz des Olig2_CNE-34 einzuführen wurde 

analog den Anweisungen des „QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit INSTRUCTION 

MANUAL“ (STRATAGENE) vorgegangen.  

Dazu wurden Oligonukleotide, die jeweils komplementär zu den gegenüberliegenden 

Einzelsträngen der Zielsequenz waren und zwei Basenaustausche im Vergleich zur 

Ursprungssequenz trugen, benutzt. So wurde in einer PCR-Reaktion, in der das 

Ursprungsplasmid als Template eingesetzt wurde, durch die Anlagerung der „Mutations-

Oligonukleotide“ und die Verlängerung durch die Taq-DNA-Polymerase (Triple-Master-

PCR-System, Eppendorf #0032008.216) wieder ein zirkulärer Strang hergestellt. In den 

darauf folgenden Zyklen der PCR entstand so ein doppelsträngiges Plasmid, welches auf 

beiden komplementären Strängen die jeweiligen Punktmutation trug, jedoch ebenfalls auf 

jedem Strang einen Einzelstrangbruch aufwies. 

Da das Ursprungsplasmid durch eine DNA-Präparation aus E.coli gewonnen und dort dam 

methyliert wurde, konnte die Ursprungs-DNA durch einen Restriktionsverdau (siehe 2.3) mit 

DpnI in mehrere kleine Stücke zerschnitten werden. Dabei wurde ausgenutzt, dass DpnI 

spezifisch die methylierte Erkennungssequenz schneidet, während das in der PCR 

entstandene, mutagenisierte Plasmid nicht methyliert vorlag und somit unbeschadet blieb. Mit 

dem so aufgereinigten, mutagenisierten Plasmid „*Olig2_CNE-34*“ wurde eine 

Transformation in kompetente Zellen durchgeführt (siehe 2.8). Die kompetenten Bakterien 

besitzen die Fähigkeit die noch vorhandenen Einzelstrangbrüche zu reparieren, so dass die aus 

den Bakterien aufgereinigte DNA (sieh 2.9) als zirkuläres Plasmid ohne Brüche vorlag. 

Im Anschluss an die Transformation wurde der Ansatz auf eine Agarplatte ausplattiert und 

von den gewachsenen Einzelkolonien wurden am nächsten Tag Mini-Kulturen angeimpft. 

Die aus der DNA-Präparation (siehe 2.8) gewonnene Plasmid-DNA wurde zunächst 

restriktionsenzymatisch überprüft. Hierbei konnte ausgenutzt werden, dass durch die 

Punktmutationen die Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms NdeI zerstört wurde, und 

somit eine eindeutige Unterscheidung zwischen möglichen Resten des Ursprungsplasmides 

und des gewünschten mutierten Plasmides bestand. 

Von den positiven Klonen wurden zwei zur Sequenzierung (siehe 2.14) an das BMFZ 

gegeben, um die korrekte Etablierung der Punktmutationen zu überprüfen. 
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PCR-Bedingungen für die Mutagenese 
 

1x  2 min.,   94°C 

 

10 sec.,   94°C 

25x  30 sec.,  58°C 

3min. 30 sec.,  68°C 

 

1x  7 min.,   68°C 

 

 

2.14 DNA-Sequenzierung 
Die Sequenzierung von in der PCR (siehe 2.13) erhaltenen DNA-Fragmenten erfolgte am 

Biologisch-Medizinischen-Forschungszentrum (BMFZ) der Heinrich –Heine-Universität. 

Im Allgemeinen wurden Standard-Oligonukleotide verwendet und die zu sequenzierende 

DNA wurde nach der Präparation in H2O aufgenommen. 

 

2.15 In situ-Hybridisierungstechniken 
Die in situ Hybridisierung ermöglicht den Nachweis von Transkripten direkt im Gewebe am 

Ort ihrer Expression. Dazu wird mit einer markierten, komplementären RNA-Sonde 

hybridisiert, welche dann mittels Detektion durch spezifische, enzymgekoppelte Antikörper 

und Umsetzung einer Farbreaktion sichtbar gemacht werden können. 

  

2.15.1 Ganzkörper oder „Whole-mount“ in situ Hybridisierung 

Die Transkripte wurden im gesamten Embryo mittels einer Whole-mount in situ 

Hybridisierung oder per in situ Hybridisierungen auf Paraffinschnitten nachgewiesen. 

Dazu wurden folgende komplementäre RNA-Sonden hergestellt 

 

Probe 
Restriktionsenzym für 

Komplementär-RNA 

RNA-Polymerase für 

Komplementär-RNA 

Nummer im 

Plasmidstock * 

Irx1 (Huhn) Eco47III T7 348 

Irx2 (Huhn) BsiWI T7 357 

Irx3 (Huhn) SacI T7 361 

Irx4 (Huhn) NotI T3 377 

Irx5 (Huhn) MscI T3 360 
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Probe 
Restriktionsenzym für 

Komplementär-RNA 

RNA-Polymerase für 

Komplementär-RNA 

Nummer im 

Plasmidstock * 

Irx6 (Huhn) HindIII T3 359 

Cash1 (Huhn) XhoI T3 284 

Olig2 (Huhn) Asp718 Sp6 347 

Irx1 (Maus) Bgl II T3 165 

Olig2 (Maus) Spe I T7 353 

Shh (Maus) HindIII T3 29 

Dbx 1(Maus) EcoRI T7 + 

Dbx2 (Maus) BamHI T3 + 

Gli2 (Maus) HindIII T7 85 

* Institutsinterne Nummerierung des Plasmidbestandes am Institut für Entwicklungs- und Molekularbiologie der 
Tiere; + noch nicht eingeordnet 
 

 

2.15.2 Synthese der Komplementär-RNA-Sonden 

Pro 20 µl Ansatz wurden ca. 1µg des zuvor linearisierten Plasmids, 2 µl 10x 

Transkriptionspuffer (Roche #1465384), 2 µl 10x DIG-Nukleotid-Mix (Roche #1277073), 1µl 

RNase Block, 2 µl RNA-Polymerase (T3 –Roche #1031163; T7 –Roche #881767, Sp6 –

Roche #810274) und DEPC-H2O vermischt und für 2 Stunden bei 37°C inkubiert. 

Anschließend wurden 2,5 µl LiCl (4 M), 2 µl EDTA (0,5 M) und 75 µl Ethanol (abs.) zur 

Fällung der RNA zugegeben, durchmischt und für 30 min. bei -20°C inkubiert. In Folge 

wurde der Ansatz zentrifugiert (10 min.; 13200 Upm; 4°C; Heraeus Biofuge 13), der 

Überstand verworfen und das Sediment zweimal mit Ethanol (70%) gewaschen. Zuletzt 

wurde die RNA kurz auf Eis an der Luft getrocknet und in 60 µl 50% Formamid 

aufgenommen. Ein Aliquot der RNA-Sonde wurde gelelektrophoretisch (siehe 2.3) überprüft, 

der Rest konnte bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert werden. 
Lösungen:  LiCl  4 M 

 

2.15.3 Vorbehandlung der Embryonen und Hybridisierung 

Nach der Präparation der Embryonen an den zu analysierenden Entwicklungszeitpunkten 

wurden sie kurz in PBS gewaschen und anschließend über Nacht bei 4°C in 4% 

Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Am nächsten Tag wurden sie für jeweils 10 min. zweimal in 

PBT und je einmal in 25% Methanol, 50% Methanol, 70% Methanol und 100% Methanol 

inkubiert. In diesem Zustand konnten die Embryonen entweder bei -20°C gelagert oder direkt 

für die „Whole-mount“ in situ Hybridisierung eingesetzt werden.  
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Zu diesem Zweck wurden die Embryonen zunächst durch jeweils 10 min. Inkubation in 70%, 

50%, 25% Methanol rehydriert und in PBT gewaschen. Je nach Bedarf und Alter der 

Embryonen wurden sie dann in H2O2 gebleicht, zweimal in PBT gewaschen und 10-20 min. 

bei 37°C mit Proteinase K behandelt. Zur Inaktivierung der Proteinase K erfolgte im 

Anschluss eine 5 minütige Inkubation mit Glycin. Anschließend wurden die Embryonen für 5 

min. in PBT gewaschen und dann 20 min. auf Eis in PFA/Glutaraldehyd nachfixiert. Hiernach 

wurde erneut kurz mit PBT gewaschen und der Hybridisierungsmix zur Prähybridisierung 

zugegeben. Die Inkubation hierzu erfolgte für 3 Stunden oder über Nacht bei 65°C. Danach 

wurde die Prähybridisierungslösung gegen den RNA-Sonden-haltigen (~1 µg/ml) 

Hybridisierungsmix ausgetauscht und über Nacht bei 65°C inkubiert. 
Lösungen: 25% Methanol  25% (v/v) Methanol   
     in PBT 
 

50% Methanol  50% (v/v) Methanol   
     in PBT 
 
  70% Methanol  70% (v/v) Methanol   
     in PBT 
 
  H2O2   6% (v/v) H2O2 
     in PBT 
 
  Proteinase K  5 µg/ml in PBT 
 
  Glycin   2 mg/ml in PBT 
 
  PFA/Glutaraldehyd 4% (w/v) PFA 
     0,1% Glutaraldahyd 
     in PBS 
 
 
  Hybridisierungsmix 50% Formamid  
     5x SSC; pH 4.5 
     0,1% (v/v) Triton X 
     50 µg/ml Heparin -Sigma #H9399 
     0,5 mg/ml tRNA  -Roche #109525 
     5 mM EDTA; pH 8.0 
     in DEPC-H2O 
 

2.15.4 Entfernung von unspezifisch gebundener RNA-Sonde und Antikörperinkubation 

Nach der Hybridisierung wurden die Embryonen in mehreren Lösungen gewaschen, um 

unspezifisch gebundene RNA-Sonde zu entfernen. Es wurde zweimal für 30 min. mit 

Hybridisierungsmix, zweimal für 30 min. mit Lösung I und einmal für 20 min. mit Lösung 

I/MABT gewaschen. Alle Inkubationen erfolgten mit vorgewärmten Lösungen bei 65°C. Im 

Anschluss wurde zweimal für 10 min. mit MABT bei Raumtemperatur gewaschen, bevor die 

Embryonen zur Blockierung unspezifischer Antikörperbindungsstellen für 2-4 Stunden bei 

Raumtemperatur mit Blocklösung inkubiert wurden. Nach dieser Inkubationszeit wurde die 
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Blocklösung durch den AP-gekoppelten anti-DIG Antikörper (1:1000 in Blocklösung; Roche 

#1093274) ersetzt und über Nacht bei 4°C auf einem Schüttler inkubiert. 
Lösungen: 

Lösung I  50% Formamid 
     1x SSC; pH 4.5 
     0,1% (v/v) Triton X-100 
     in DEPC-H2O 
 
  Lösung I/MABT 50% (v/v) Lösung I 
     50% (v/v) MABT 
 
  MABT    100 mM Maleinsäure, pH 7.5 
     150 mM NaCl 
     0,1% (v/v) Triton X 
 
  Blocklösung  2% (w/v) Blockreagenz  -Roche #1096176 
     20% Schafserum – hitzeinaktiviert  
     in MABT 
 

2.15.5 Entfernung unspezifisch gebundener Antikörper und Histochemie 

Zur Entfernung unspezifisch gebundener Antikörper wurden die Embryonen mehrfach (6-8x) 

für je eine Stunde bei Raumtemperatur und anschließend über Nacht bei 4°C mit MABT 

gewaschen. Am nächsten Tag folgten zwei Waschschritte für jeweils 30 min. mit NTMT und 

schließlich die Inkubation in Färbelösung im Dunkeln bei Raumtemperatur zur Detektion des 

spezifisch gebundenen Antikörpers. Die Färbereaktion musste beobachtet werden und zum 

Beenden mit PBT abgestoppt werden. Es folgte mehrmaliges Waschen mit PBT, bevor die 

Embryonen in PFA fixiert und bei 4°C gelagert werden konnten. 
Lösungen: 

  MABT    

 

  NTMT  100 mM NaCl 

    100 mM Tris/HCl, pH 9.5 

    50 mM MgCl2 

    0,5% (v/v) Tween-20 

    0,2 mg/ml Levamisole  -Sigma #L9756 

 

  Färbelösung 2% (v/v) NBT/BCIP  -Roche #1681451 

    In NTMT 

 

   

2.15.6 In situ Hybridisierung auf Paraffindünnschnitten 

Die im Folgenden beschriebene Methode ermöglicht es, Transkripte in Geweben oder 

Organen auf zuvor angefertigten Paraffindünnschnitten nachzuweisen. So ist es durch Einsatz 

unterschiedlicher RNA-Sonden möglich, die Expression mehrerer Gene, auf aufeinander 
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folgenden Schnitten eines Präparates, zu analysieren. Auf Paraffindünnschnitten ist die 

Lokalisation der Transkripte in dem betreffenden Gewebe oder Organ zudem genauer zu 

analysieren als bei der Methode der „Whole mount“-Hybridisierung. 

Nach der Herstellung der Paraffindünnschnitte (siehe 2.13.1) wurde zunächst das Paraffin von 

den Präparaten entfernt. Dies geschah durch folgende Inkubationsschritte: 

3 x 7 min.   Xylol 

2 min.    Xylol/Ethanol 

2 x 2 min.  Ethanol (abs.) 

je 1 min.   96%, 90%, 70%, 50% Ethanol 

5 min.    PBS 

Zur Vorbehandlung der Gewebeschnitte wurde nochmals 5 min. in PBS gewaschen, für 15 

min. bei 37°C mit Proteinase K inkubiert und anschließend zur Inaktivierung der Proteinase 

genau 5 min. in Glycin inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte für jeweils 5 min. in PBS 

und eine Nachfixierung der Präparate für 20 min. bei Raumtemperatur in PFA/Glutaraldehyd. 

Nach zweimaligem Waschen für  je 5 min. in PBS wurden die Gewebeschnitte auf dem 

Objektträger möglichst nah mit einem Fettstift umrandet (ImmEdge-Pen; Vector Laboritories 

Inc.) und in eine H2O-gesättigte Kammer gelegt. Anschließend wurden auf jeden 

Gewebeschnitt 5µl Hybridisierungsmix gegeben und zwei Stunden bei 70°C vorhybridisiert. 

Anschließend wurde die Prähybridisierungslösung durch den RNA-Sonde-haltigen (~1ng/µl) 

Hybridisierungsmix ersetzt und über Nacht bei 70°C inkubiert. 

Zur Entfernung unspezifisch gebundener RNA-Sonde wurde am nächsten Tag zweimal für 

jeweils 10 min. bei Raumtemperatur mit PBT gewaschen, zweimal für 15 min. in 50% 

Formamid/2xSSC bei 65°C inkubiert und nochmals zweimal für 10 min. in PBT gewaschen. 

Danach erfolgte eine einstündige Inkubation mit B-Block-Lösung, die anschließend gegen 

den AP-gekoppelten anti-DIG Antikörper (1:1000 in B-Blocklösung; Roche #1093274) 

getauscht wurde. Die Antikörperinkubation erfolgte für 2 Stunden bei 37°C. Zum Entfernen 

unspezifisch gebundenen Antikörpers wurde in Folge dreimal für 10 min. mit PBT 

gewaschen, zweimal für 10 min. mit NTM inkubiert und zuletzt zur Detektion des 

Antikörpers die Färbelösung auf die Schnitte gegeben. Nach erfolgter Farbreaktion wurden 

die Präparate zunächst entwässert und zuletzt eingedeckelt. Die Entwässerung erfolgte durch 

folgende Inkubationsschritte: 

2 x 10 sec.  H2O bidest 

jeweils 10 sec.  50%, 70%, 90%, 96%, Ethanol 

2 x 10 sec.   Ethanol abs. 
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1 min.    Xylol/Ethanol 

3 x 5 min.   Xylol 

Zum Eindeckeln wurden die Objekträger aus dem Xylol genommen, mit Entellan-

Eindeckelmedium versehen und einem Deckgläschen bedeckt. Zum Trocknen wurden sie 

über Nacht waagerecht unter einen Abzug gelegt.  
Lösungen: Xylol/Ethanol 50% (v/v) Ethanol abs. 
    50% (v/v) Xylol 
  
  Proteinase K 
 
  Glycin 
   
  PFA/Glutaraldehyd 
 
  Hybridisierungsmix 2,5 ml Formamid 
     1,25 ml 20x SSC 
     50 mg Blockreagenz  -Roche #1096176 
     295 ml bidestiliertes Wasser 
     bei 65°C lösen 
     50 µl 0,5 M EDTA 
     5 µl Tween-20 
     50 µl CHAPS (10%) 
     100 µl Heparin (1 mg/ml) 
     500 µl Hefe – tRNA (10 mg/ml)  
 
  B-Block-Lösung  2% Blockreagenz  -Roche #1096176 
     10% Ziegenserum 
     in PBT 
 

NTM   100 mM Tris/HCl  pH 9.5 
   100 mM NaCl 
   50 mM MgCl2 

   
  Färbelösung 
 

Entellan     -Merck #1.07961.0500 
   

 

2.16 Antikörperfärbungen auf Kryostatschnitten 
Bei einer Antikörperfärbung lassen sich die Proteine durch den Einsatz verschiedener 

spezifischer Erstantikörper nachweisen. Diese Erstantikörper werden dann wiederum von 

Spezies-spezifischen Zweitantikörpern erkannt. In dem hier verwendeten Verfahren waren an 

die benutzen Zweitantikörper verschiedene Fluorochrome, welche bei Anregung durch 

unterschiedliche Wellenlängen des UV-Lichtes fluoreszieren, gekoppelt. Der Einsatz von 

Antikörperfärbungen ermöglicht eine sehr genaue Lokalisation der zu analysierend 

Genexpression, da hier im Gegensatz zur in situ-Hybridisierung kein Farbniederschlag in der 

Umgebung der markierten Sonde erfolgt, sondern die Färbung direkt an dem erkannten 

Protein sichtbar wird.  
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2.16.1 Präparation und Fixierung der Embryonen 

Die Embryonen wurden zum gewünschten Zeitpunkt wie in (2.18.3) beschrieben präpariert 

und für 1-11/2 Stunden bei 4°C auf einem Schüttler in 4%PFA fixiert. Im Anschluss wurde 1x 

mit PBS gewaschen und in 30% Sucrose/PBS überführt. Die Embryonen wurden nun über 

Nacht oder bis sie auf den Boden abgesunken waren bei 4°C auf einem Schüttler inkubiert 

und dann in O.C.T. eingebettet und auf Trockeneis gefroren. Die Präparate wurden bis zur 

weiteren Verwendung bei –80°C gelagert. Die Anfertigung der Kryostatschnitte erfolgte wie 

in 2.17 beschrieben. 

 

2.16.2 Antikörperfärbung 

Die Präparate wurden auf den Objektträgern mit einem Fettstift umrandet (ImmEdge Pen) und 

in einer Glasgondel für 10 min in PBT inkubiert. Darauf wurden die Objektträger in eine 

feuchte Kammer gelegt und es erfolgte eine 10 minütige Inkubation in Blockierlösung, 

welche direkt auf die Präparate gegeben wurde. Nach dem Abkippen der Blockierlösung 

wurden ca. 100µl des ersten Antikörpers, welcher zuvor in Blockierlösung verdünnt wurde, 

auf die Schnitte pipettiert und über Nacht bei 4°C inkubiert. Am nächsten Tag wurde der erste 

Antikörper vorsichtig zur weiteren Anwendung eingesammelt und die Objektträger 3x für je 

10 min in PBT in einer Glasgondel gewaschen. Darauf erfolgte die Inkubation des zweiten 

Antikörpers direkt auf den Objektträgern für mindesten 1h bei Raumtemperatur im Dunkeln 

in einer feuchten Kammer. Es folgten zwei finale Waschschritte für je 10 min in PBT bevor 

die Objektträger mit Mowiol eingedeckelt werden konnten. Nachdem das Eindeckelmedium 

angetrocknet war wurden die Objektträger im Dunkeln bei 4°C bzw.-20°C gelagert. 

 

2.16.3 Verwendete Erstantikörper 

Name Verdünnung Bezugsquelle Bestellnummer 

Chx10 1:1000 J. Ericson  

Engrailed1 1:50 DSHB 4G11 

Irx1 1:3000 EMT  

Irx3 1:5000 J. Briscoe  

Irx5 1:2000 EMT  

Irx6 1:2000 EMT  

Islet1 1:100 DSHB 39.4D5 

Lmx1 1:100 DSHB 50.5A5 

Lim1/2 1:20 DSHB 4F2 
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Name Verdünnung Bezugsquelle Bestellnummer 

Mnr2 1:100 DSHB 81.5C10 

Nkx2.1 1:100 DSHB 74.5A5 

Nkx6.1 1:3000 P. Serup  

Olig2 1:3000 J. Briscoe  

Olig3 1:10000 T. Müller / H. Takebayashi  

Pax2 1.200 Zymed 71-6000 

Pax6 1:50 DSHB Pax6 

Pax7 1:50 DSHB Pax7 

Shh 1:100 DSHB 5E1 

 
Alle mit DSHB gekennzeichneten Antikörper wurden von der Developmental Studies Hybridoma Bank der 

Universität von Iowa bezogen. 

 

2.16.4 Verwendete Zweitantikörper 

Name Verdünnung Bezugsquelle Bestellnummer 

Alexa Fluor©647 Ziege anti-

Kaninchen 

1:200 Molecular Probes A-21245 

Alexa Fluor©647 Ziege anti-

Maus 

1:200 Molecular Probes A-21236 

Cy™3-konjugiert Esel anti-

Kaninchen IgG 

1:200 Dianova 711-165-152 

Cy™3-konjugiert Esel anti-

Maus IgG 

1:200 Dianova 715-165-151 

Cy™3-conjugiert Esel anti-

Meerschweinchen 

1:200 Dianova 706-165-148 

Cy™3-conjugiert Esel anti-

Ziege 

1:200 Dianova 705-165-147 

 
Lösungen:  Mowiol  5g Mowiol in 20ml PBS lösen (Rühren, ü/N) 

    + 10 ml Glycerin (Rühren, ü/N) 

    15 min. 12.000 rpm (Beckmann Zentrifuge J2-21), aliquotieren 
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2.17 Histologische Techniken 
2.17.1 Paraffindünnschnitte 

Zur Herstellung von Paraffindünnschnitten wurden die Embryonen je nach 

Entwicklungsstadium 2-4 Stunden bei Raumtemperatur in 4% PFA fixiert und anschließend 

durch Inkubation für jeweils 2 Stunden in 70%, 80%, 90%, 96% und 100% Ethanol unter 

leichtem Schütteln entwässert. Danach wurden sie in 1-Butanol überführt und nach 

Inkubation über Nacht zunächst für mindestens 4 Stunden in flüssigem Paraplast (Sherwood 

Medical Co., #8889-502005) inkubiert. In dem Inkubationsbehälter wurde dann ein Vakuum 

erzeugt und weitere 2 Stunden inkubiert. Anschließend konnten die Präparate ausgerichtet 

und eingebettet werden. Nach Aushärtung über Nacht wurden an einem Mikrotom (Leica RM 

2035) in der Regel 14 µm dicke Paraffindünnschnitte hergestellt.   

Diese wurden zu Streckung in ein Wasserbad (45°C, GFL 1052) überführt und auf 

Objektträger gezogen (SuperFrost Plus, Menzel Gläser). Zur vollständigen Streckung und 

Antrocknung auf dem Objektträger folgte eine Inkubation auf einer Streckbank (30-60 min. 

45°C; OMNILAB Jürgens) und Trocknung bei 37°C über Nacht. Bis zur weiteren 

Verwendung konnten die Objektträger bei Raumtemperatur oder bei 4°C gelagert werden. 

 

2.17.2 Anfertigung der Kryostatschnitte 

Nach Fixierung und Gefrieren der Embryonen (siehe 2.17) wurden die 12-16µm dicken 

Gefrierdünnschnitte auf einem Cryostat (Leica CM 3050S) angefertigt und auf Objektträgern 

(SuperFrost Plus, Menzel Gläser) aufgenommen. Die Objektträger wurden kurz zum 

Trocknen liegengelassen und dann nach Möglichkeit sofort in die Antikörperfärbung 

überführt. Ansonsten war eine kurzfristige Lagerung bei 4°C bzw. eine längere Lagerung bei 

–80°C möglich. 

 

2.18 Tierexperimentelles Arbeiten 
2.18.1 Quelle, Inkubation und Öffnen der befruchteten Hühnereier 

Die befruchteten Eier wurden von der Firma Deindl -Geflügelzucht und -vertrieb  bezogen 

und bis zur Verwendung bei 14°C gelagert. Zum Beginn der Inkubation wurden die Eier auf 

die Seite gelegt und die oben liegende Seite mit einem Strich markiert. Da die Position des 

Embryos innerhalb des Eies durch die Schwerkraft bestimmt wird und sich immer oben 

befindet, wurde somit die Position des Embryos markiert. 

Die Eier wurden nun bei 38°C und hoher Luftfeuchtigkeit bis zum gewünschten Stadium 

inkubiert. Dann wurde mit Hilfe einer Kanüle ein Loch in die „stumpfe“ Seite des Eies 
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gestochen und ca. 4ml des Albumins abgezogen, womit der Flüssigkeitsspiegel im Ei gesenkt  

und ein Festkleben des Embryos an der Eischale verhindert wurde. Das so präparierte Ei 

konnte jetzt mit Tesafilm umklebt und an der zuvor markierten Seite aufgeschnitten werden, 

so dass der Embryo zugänglich war. Nach der Durchführung der Experimente wurde das Ei 

wieder mit Tesafilm zugeklebt und bis zum benötigten Stadium weiter inkubiert.  

 

2.18.2 In ovo Elektroporation ins Neuralrohr des Hühnerembryos 

Für die in ovo Elektroporation wurde das Ei wie in (2.19.1) beschrieben bis zum Stadium 

HH12-14 inkubiert und dann geöffnet. Nun wurde unter einer Stereolupe (Leica Wild M8) 

DNA, die zuvor mit 1µl Fast Green versetzt wurde, mit Hilfe einer fein ausgezogenen 

Glaskapillare (Harvard Aparatus #GC120-10) direkt in das Lumen des Neuralrohrs injiziert. 

Sofort im Anschluss wurden 2 Elektroden rechts und links neben dem Embryo auf der 

Oberfläche des Dotters positioniert und leicht nach unten gedrückt. Falls nicht ausreichend 

Albumin über den Elektroden lag, wurde sie mit HBSS (Invitrogen # 24020-091) 

überschichtet und mit Hilfe eines Elektroporators (BTX ECM830) ein elektrische  Feld 

erzeugt (5 Pulse á 100ms, 30 Volt, Intervall 500ms). Aufgrund ihrer negativen Ladung 

wandert die DNA innerhalb eines elektrischen Feldes immer zur Kathode und – in diesem 

Fall – in nur eine Hälfte des Neuralrohres ein. So konnte mit Hilfe der in ovo Elektroporation 

eine Hälfte des Neuralrohres elektroporiert werden, während die andere Hälfte als interne 

„Kontrolle“ diente. Nach Abschluss der Elektroporation wurde der Embryo, falls zuvor noch 

nicht geschehen, mit HBSS / PS (Penicillin/Streptomycin) überschichtet, wieder mit Tesafilm 

zugeklebt und 24 bzw. 48 Stunden weiter inkubiert. 

 

2.18.3 Präparation der Hühnerembryonen 

Zum gewünschten Zeitpunkt wurden die Embryonen mit einer feinen Präparierschere und 

Pinzetten aus dem Ei geschnitten und in PBS unter einem Stereomikroskop von den 

extraembryonalen Membranen befreit. In den meisten Fällen wurde zusätzlich der Kopf 

entfernt, da so eine schnellere Durchtränkung des Gewebes mit den verschiedenen Lösungen 

gewährleistet war. 

 

2.18.4 Maushaltung 

Die Tierhaltung und –zucht erfolgte in der Tierversuchsanlage der Medizinischen 

Einrichtungen der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf. 

 



MATERIAL  & METHODEN 

36 

2.18.5 Isolierung definierter Embryonalstadien 

Die Mäuse wurden nach Erreichen der Geschlechtsreife verpaart und am nächsten Morgen 

wurde das Weibchen auf Bildung eines Vaginalpfropfens hin untersucht. Bei erfolgter 

Befruchtung wurde 12 Uhr Mittag des jeweiligen Tages als Tag (E) 0.5 der 

Embryonalentwicklung definiert und die Tiere wieder getrennt. Nach Erreichen des 

gewünschten Embryonalstadiums wurden die Weibchen durch Strecken getötet, die Uteri 

präpariert und die Embryonen sowie die embryonalen Membranen unter dem 

Stereomikroskop in eiskaltem PBS isoliert. 
 

2.18.6 Identifizierung genetisch veränderter Tiere und Embryonen 

Heterozygote adulte Fused toes-Mäuse können an ihrem Phänotyp identifiziert werden (siehe 

Einleitung), bei den Embryonen wurde zusätzlich zur phänotypischen Identifizierung eine 

Genotypisierung mittels PCR (siehe 2.10) vorgenommen, um zwischen Wildtypen und 

heterozygoten bzw. homozygoten Embryonen unterschieden zu können. 

Hierzu wurde die genomische DNA aus den embryonalen Membranen isoliert (siehe 2.9) und 

für die diagnostische PCR-Amplifikation eingesetzt.  

 

2.19 Fotodokumentation 
Die Fotodokumentation wurde an einem konfokalen Mikroskop ( Leica TCS NT, Leica, 
Heidelberg) oder an einem Durchlichtmikroskop (Axioskop2, Zeiß) durchgeführt. Die 
Aufnahmen wurden mit dem Programm Photoshop 7.0 bearbeitet. 
 

2.20 Übersicht über die konstruierten Expressionsvektoren 
Es wurden verschiedene Irx-Expressionsvektoren zur Elektroporation in das 

Hühnerneuralrohr (siehe 2.18.2) konstruiert. Dazu wurden bereits existierende cDNAs der 

einzelnen Irx-Gene in die entsprechenden Expressionsvektoren eingesetzt (siehe 2.2, 2.3, 2.5, 

2.6 und 2.7). Die angegebene Plasmidnummerierung bezieht sich auf die Nummerierung des 

allgemeinen Plasmid-Stocks im Institut für Entwicklungs- und Molekularbiologie der Tiere. 

Für die Überexpressionsanalysen im Hühnerembryo wurde im Allgemeinen der pCAGGS-

Vektor, welcher ein IRES-Element, eine Kernlokalisierungssequenz und die kodierende 

Sequenz für ein GFP trägt benutzt (Niwa et al., 1991)(siehe Abb.2.1 und 3.2.3). Die 

Konstruktion der Vektoren für die durchgeführten Reporter-Experimente wird in 3.3 näher 

beschrieben.  
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Abb.2.1 Schematische Darstellung des pCAGGS-IRES-GFP-Vektors. Der Vektor enthält einen CMVi.e.-
Enhancer (grau) und einen Huhn-β-Actin-Promotor (grau-blau) „upstream“ des Polylinkers zum Starten der 
Expression. An den Polylinker schließt sich eine IRES-Site (Internal Ribosomal Entry Site, gelb) sowie eine 
Kernlokalisierungssequenz (blau) für das „downstream“ liegende GFP (grün) an. Der Expressionsvektor existiert 
in zwei verschiedenen Ausführungen – A und B – die jeweils eine andere Orientierung des Polylinkers besitzen. 
 
 
Irx1-GFP-Expressionsvektor (#384) 

Hier wurde die bereits existierende cDNA des Irx1-Gens des Huhnes aus Plasmid # 389 

(freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Dr. J. Briscoe) als XbaI/ XhoI-Fragment 

isoliert und über die Schnittstellen der Restriktionsenzyme XhoI/NheI in den pCAGGS-IRES-

GFP-Vektor kloniert.  

 

Irx2-GFP-Expressionsvektor  

Die murine cDNA des Irx2-Gens wurde aus dem Plasmid #165 als XhoI/SpeI-Fragment 

isoliert und über die Schnittstellen der Restriktionsenzyme XhoI/NheI in den pCAGGS-IRES-

GFP-Vektor (B) kloniert.  

 

Irx3-GFP-Expressionsvektor (#383) 

Die murine cDNA des Irx3-Gens wurde aus dem Plasmid #287 (RCAS-Irx3) zunächst als 

ClaI-Fragment isoliert und in den pBluescriptSK-Vektor über die ClaI-Schnittstelle eingefügt. 

Von dort wurde es dann als XhoI/SpeI-Fragment isoliert und über die Schnittstellen der 

Restriktionsenzyme XhoI/NheI in den pCAGGS-IRES-GFP-Vektor (B) kloniert.  

 

Irx5-GFP-Expressionsvektor (#390) 

Die murine cDNA des Irx5-Gens wurde aus dem Plasmid #330 als XhoI/SpeI-Fragment 

isoliert und über die Schnittstellen der Restriktionsenzyme XhoI/NheI in den pCAGGS-IRES-

GFP-Vektor (A) kloniert.  

 

Irx6-GFP-Expressionsvektor (#382) 

Die murine cDNA des Irx6-Gens wurde aus dem Plasmid #275 als XhoI/SpeI-Fragment 

isoliert und über die Schnittstellen der Restriktionsenzyme XhoI/NheI in den pCAGGS-IRES-

GFP-Vektor (B) kloniert.  
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3. Ergebnisse 
 

3.1 Musterbildung im Neuralrohr von Ft/Ft Embryonen 
Es wurde zunächst die in der vorangegangenen Diplomarbeit (Götz, 2002) begonnene 

Analyse der Neuralrohrmusterbildung in Ft/Ft-Embryonen vertieft. Da hier neben drei 

anderen Genen auch der gesamte IrxB-Genkomplex deletiert ist, bestand die Möglichkeit, 

phänotypische Veränderungen in Ft/Ft-Embryonen zu finden, die spezifisch für den Verlust 

dieser Irx-Gene sein könnten. Die weiterführenden Analysen wurden bei einem Aufenthalt im 

Labor von Dr. J. Briscoe im National Institute for Medical Research, London, UK 

durchgeführt. Dort wurden Antikörper-Färbungen mit verschiedenen Markern durchgeführt, 

die eine genauere Darstellung des Neuralrohrphänotypes gestatteten, als es mit den 

vorangegangenen Analysen, wo ausschließlich in situ Hybridisierungen benutzt wurden, 

möglich war. Die Ergebnisse dieser Analysen sind in Götz et al. 2005 nachzulesen und 

werden im Folgenden nur noch verkürzt beschrieben. 

 

3.1.1 Verlust der Bodenplatte 

Es wurden vergleichende Untersuchungen des Neuralrohres von Wildtyp und Ft/Ft-

Embryonen der Entwicklungsstadien E10.5 und E11.5 durchgeführt. Hierbei konnte gezeigt 

werden, dass es in Ft/Ft Embryonen zu einem Verlust der Shh-Expression in der Bodenplatte 

und somit des ventralen Signalzentrums im Stadium E10.5 kommt. Obwohl im Stadium 

E10.5 die Expression durch den Nachweis des Transkriptes noch gezeigt werden konnte 

(Götz, 2002), war es zum gleichen Entwicklungszeitpunkt nicht möglich, Shh-Protein zu 

detektieren. Die Shh-Expression in der Chorda dorsalis hingegen blieb unverändert (siehe 

Abb.3.1). Einen Tag später, im Stadium E11.5 ist auch der Nachweis des Transkriptes in der 

Bodenplatte nicht mehr möglich gewesen, so dass von einem vollständigen Verlust der 

Bodenplatte als Signalzentrum ausgegangen werden konnte. Dieses wurde durch die Analyse 

weiterer Marker, die in der Bodenplatte exprimiert werden, bestätigt. So fehlen zum Zeitpunkt 

E11.5 neben der Expression von Shh auch die von Bmp6, Lmx1b und Fox2A (ehemals Hnf3β) 

(Abb.3.1 und Götz, 2002; Götz et al., 2005). 

 

 

 
 



ERGEBNISSE 

 39 

Abb.3.1 Verlust der Bodenplatte in 
Ft/Ft-Embryonen. Dargestellt sind in 
situ-Hybridisierungen (A-D) und 
Antikörperfärbungen (E-L) auf 
transversalen Schnitten des 
Neuralrohrs von wildtypischen und 
Ft/Ft-Embryonen aus den Stadien 
E10.5 und E11.5. Während auf dem 
RNA-Level im E10.5 sowohl im 
Wildtyp als auch in der Mutante die 
Expression von Shh in der Chorda 
dorsalis und in der Bodenplatte 
nachweisbar ist (A,B), kann im E11.5 
kein Shh-Transkript mehr in der 
Bodenplatte der Ft/Ft-Mutante 
gefunden werden (D). Die Expression 
in der Chorda dorsalis bleibt 
unverändert, auch wenn in der 
Mutante die Chorda nah am 
Neuralrohr verbleibt und nicht nach 
ventral abwandert wie im Wildtyp 
(vergleiche C und D). Auf der Ebene 
der Proteine ist bereits am Tag E10.5 
keine Shh-Expression in der 
Bodenplatte der Ft/Ft.Mutante mehr 
nachweisbar (F), während ein anderer 

Bodenplattenmarker – Fox2A – am Tag E10.5 in Wildtyp und Mutante noch zu sehen ist (I,J) und erst einen Tag 
später, am Tag E11.5 in der Mutante verschwunden ist (L). Die Expression von Nkx2.2 in der pV3-Domäne ist 
in Ft/Ft-Embryonen bereits am Tag E10.5 reduziert und an die ventrale Mittellinie verschoben (F) und am Tag 
E11.5 fast vollständig verschwunden (H). Wie erwartet konnte in Ft/Ft-Embryoen keine Irx3-Expression 
nachgewiesen werden (J, L).  
 

3.1.2 Dorsalisierung des Neuralrohres 

Der Verlust des ventralen Signalzentrums, der Bodenplatte, machte es nötig, die 

Musterbildung im ventralen Teil des Neuralrohres detailliert zu analysieren, da diese in 

großem Maße vom Shh-Signal abhängig ist.  

Die Expression von Nkx2.2, einem Klasse II-Gen, welches positiv von Shh reguliert wird, 

markiert die Vorläufer-Zellen der ventralsten Neuronen des Neuralrohres, die pV3-Population 

(Briscoe et al., 1999). Die Analyse von Nkx2.2 zeigte, dass die Expressionsdomäne in Ft/Ft-

Embryonen am Tag E10.5 bereits verkleinert und einen Tag später fast vollständig 

verschwunden war (siehe Abb.3.1). Übereinstimmend hierzu wurde bereits in der 

Diplomarbeit eine Veränderung in der Expression von Pax6 gefunden. Die 

Expressionsdomäne von Pax6 markiert im Wildtyp eine Reihe von Vorläuferzellen vom 

dorsalen Rand des Neuralrohres bis einschließlich der Vorläuferregion der Motorneuronen 

und grenzt an die Expressionsdomäne von Nkx2.2 und wird von Nkx2.2 reprimiert (Briscoe 

et al., 2000). In Ft/Ft-Embryonen hingegen wurde eine ventrale Ausdehnung der Pax6-

Expression bis fast an die Region der fehlenden Bodenplatte heran gefunden (Götz, 2002; 

Götz et al., 2005). Ähnlich verhielt sich die Expression von Pax2, einem Marker für 



ERGEBNISSE 

 40 

verschiedene differenzierte Interneuronen wie dI4-, dI6-, V0- und V1–Neuronen (Burill et al., 

1997). In Ft/Ft-Embryonen blieb die dorsale Expressionsdomäne von Pax2 unverändert, die 

ventrale jedoch dehnte sich bis an die Mittelinie aus (Götz et al, 2005, Götz, 2002). Die 

Expression eines weiteren Klasse II-Gens, Nkx6.1, war dagegen in Ft/Ft-Embryonen nur 

unwesentlich verändert. Es konnten einige Nkx6.1 exprimierende Zellen dorsal von der 

normalen Expressionsdomäne gefunden werden (Abb.3.3, A, B). Im Wesentlichen deuten 

diese Befunde jedoch auf eine Dorsalisierung des Neuralrohrs in Ft/Ft-Embryonen, also den 

Verlust der ventralsten Strukturen, wie Bodenplatte und V3-Neuronen, bei gleichzeitiger 

Ausdehnung weiter dorsal gelegener Domänen hin. 

 

3.1.3 Ausdehnung der Motorneuronen nach ventral und dorsal 

Eine weitere im ventralen Bereich des Neuralrohrs angesiedelte Neuronenpopulation ist die 

der Motorneuronen. Olig2 markiert im ventralen Neuralrohr die Vorläuferzellen der späteren 

Motorneuronen und gehört ebenfalls zu den Klasse II-Genen, die positiv von Shh reguliert 

werden. Zusätzlich zu der Regulierung durch Shh besteht eine gegenseitige Inhibierung mit 

Irx3, durch welche die dorsale Grenze der Expressionsdomäne von Olig2 definiert wird 

(Novitch et al., 2001). Die ventrale Expressionsgrenze schließt an die dorsale Grenze von 

Nkx2.2 an und wird durch die reprimierende Wirkung dieses Faktors auf Olig2 definiert 

(Novitch et al., 2001). Überraschenderweise ist für Olig2 trotz des Shh-Verlustes in Ft/Ft-

Embryonen keine Verkleinerung, sondern eine Vergrößerung der Expressionsdomäne am Tag 

E10.5 zu beobachten gewesen, was sich sowohl auf der Transkriptebene (Götz, 2002) als auch 

auf der Proteinebene nachweisen ließ (siehe Abb.3.2). Man findet eine Ausdehnung der 

Expressionsdomäne von Olig2 sowohl nach ventral als auch nach dorsal (siehe Abb3.2.). 

Dabei kann die ventrale Ausdehnung durch den Verlust der Expression von Nkx2.2, welche 

wiederum bedingt durch den Verlust des Shh-Signals auftritt, begründet werden, während die 

dorsale Ausdehnung durch den Verlust der reprimierend wirkenden Irx3-Expression, welche 

durch die Ft-Mutation deletiert wurde, zu erklären ist. 

Um diese Ausdehnung der Motorneuronenvorläuferdomäne detaillierter zu verfolgen, wurde 

zusätzlich eine Analyse von Markern der umliegenden, sich später entwickelnden 

Neuronentypen durchgeführt. Einen Tag später, im Stadium E11.5, wurde entsprechend eine 

Ausdehnung der Motorneuronen, markiert durch HB9 (Arber et al., 1999), nach ventral und 

dorsal beobachtet (Abb.3.2). Im Gegensatz dazu war die durch Chx10 markierte V2-Domäne 

(Sanders et al., 2000), welche sich dorsal an die Motorneuronendomäne anschließt, deutlich 
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verkleinert (siehe Abb.3.2), so dass der Eindruck entstand, die Motorneuronendomäne dehne 

sich zu Lasten der V2-Domäne aus. 

Die Veränderung der Olig2-Expression in den Vorläuferzellen lässt sich also auch in den 

daraus differenzierenden Motorneuronen, sowie den benachbarten Neuronen nachvollziehen. 

Auffällig war, dass auch die ausgedehnte Expressionsdomäne von Olig2 eine scharfe neue 

Grenze an der dorsalen Seite hat (Abb.3.2). Da diese Grenze in Ft/Ft-Embryonen nicht wie 

im Wildtyp durch die gegenseitige Inhibierung mit Irx3 definiert werden konnte, wurde nach 

anderen möglichen Faktoren gesucht. Es wurde in der Diplomarbeit gezeigt, dass sich die 

Expressionsdomäne von Irx1 in Ft/Ft-Embryonen stark ausdehnt. Ein Vergleich der Domänen 

von Irx1 und Olig2 auf direkt aufeinander folgenden Paraffinschnitten zeigte, dass die 

vergrößerten Expressionsdomänen von Irx1 und Olig2 in Ft/Ft-Embryonen eine gemeinsame 

Grenze haben (Abb3.2, roter Markierung in E, F, Götz, 2002). Diese ersten Analysen führten 

zu der Hypothese, dass Irx1 im Falle des Verlustes von Irx3 dessen reprimierende Wirkung 

auf Olig2 übernommen hat. 

 
Abb.3.2 Ausdehnung der Motorneuronen nach ventral und dorsal in Ft/Ft-Embryonen. Es wurden 
Antikörperfärbungen (A-D) und in situ-Hybridisierungen (E, F) auf transversalen Neuralrohrschnitten von 
wildtypischen und Ft/Ft-Embryonen aus E11.5 (C,D) und E10.5 (A,B,E-H) durchgeführt. Anhand der Färbung 
für Olig2 (rot, A,B) lässt sich erkennen, dass die sich Motorneuronenvorläuferdomäne in Ft/Ft-Embryonen stark 
nach dorsal und ventral ausgedehnt hat. Entsprechend ist einen Tag später, an E11.5 eine eindeutige 
Vergrößerung der Motorneuronenpopulation, markiert durch HB9 zu sehen (rot, D). Gleichzeitig wird die 
Domäne der V2-Neuronen, markiert durch Chx10 deutlich kleiner (grün, B). Vergleicht man die 
Expressionsdomänen von Irx1 (G) und Olig2 (H) in Ft/Ft-Embryonen, so fällt auf, dass sich beide Domänen im 
Vergleich zum Wildtyp (E und F) ausdehnen und nun eine gemeinsame Expressionsgrenze besitzen (rote 
Markierung). 
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3.1.4 Das dorsale Neuralrohr bleibt unverändert in Ft/Ft Embryonen 

Neben der Untersuchung der ventralen Marker des Neuralrohres in Ft/Ft-Embryonen wurden 

auch die Expressionsdomänen verschiedener Faktoren, welche im dorsalen Bereich lokalisiert 

sind, analysiert. In der Expression von Lmx1b – einem Marker für dI5-Neuronen (Helms and 

Johnson, 2003), Lh2b – einem Marker für dI1-Neuronen (Lee and Jessell, 1999), Wnt3a – 

einem Dachplattenmarker (Lee and Jessell, 1999), Pax7 – einem Marker für dorsale 

Vorläuferzellen (Helms and Johnson, 2003), sowie in der Expression von Dbx1 und Dbx2, 

welche die pV0- bzw. pV1/V0-Population markieren (Pierani et al., 2001), konnten keine 

Veränderungen in Ft/Ft–Embryonen festgestellt werden (Abb.3.3). Die dorsale 

Musterbildung im Neuralrohr scheint demnach in der Ft-Mutante unverändert zu sein.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb.3.3. Die dorsale Musterbildung des Neuralrohres bleibt 
unverändert in Ft/Ft-Embryonen. Dargestellt sind 
Antikörperfärbungen (A, B) und in situ Hybridisierungen (C-D) 
auf Neuralrohrschnitten vom Stadium E10.5. Links ist immer der 
Wildtyp zu sehen und rechts der Ft/Ft-Embryo. Die Expression 
von Pax7 in der dorsalen Hälfte des Neuralrohrs ist in Stärke und 
Ausdehnung unverändert in Ft/Ft-Embryonen (rot, A, B). 
Ebenfalls unverändert sind die Expressionsdomänen von Dbx1 (C, 
D) und Dbx2 (E, F). Die Expression von Nkx6.1 in der ventralen 
Hälfte des Neuralrohrs erscheint in Ft/Ft-Embryonen etwas 
aufgelöster und es finden sich vereinzelte Nkx6.1 positive Zellen 
dorsal von der normalen Expressionsdomäne (grün, A, B). 
 

 

3.1.5 Der Verlust des IrxB-Genkomplex ist verantwortlich für die Ausdehnung der 

Motorneuronen 

Die oben beschriebenen Ergebnisse zeigen einen Neuralrohrphänotyp in Ft/Ft-Embryonen, 

bei dem zwei verschiedene Aspekte zu beachten sind. Zum einen findet sich ein Verlust der 

Shh-Expression in der Bodenplatte und somit des ventralen Signalzentrums. Dieses zieht eine 

Reihe von Veränderungen nach sich, wie sie auch in anderen Mutanten, in denen der Shh-

Signalweg gestört ist, beobachten werden können. So ist beispielsweise in der Gli2-/--Mutante 
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ebenfalls ein Verlust der Shh-Expression in der Bodenplatte sowie eine starke Reduzierung 

der Nkx2.2-Expression mit gleichzeitiger Ausdehnung der Pax6-Domäne beschrieben (Ding 

et al., 1998). Es wäre demnach möglich, dass der Verlust eines der von der Ft-Mutation 

betroffenen Gene einen Einfluss auf die Expression von Gli2 hat. Eine Überprüfung der 

Expression von Gli2 zeigte jedoch keine Veränderung in Ft/Ft-Embryonen, so dass in der 

Ft/Ft-Mutante eine andere Ursache für den Shh-Verlust in der Bodenplatte vorliegen muss 

(siehe Abb.3.4).  

 

 
 
 
 
 
Abb.3.4 Die Expression von Gli2 ist unverändert in Ft/Ft-
Embryonen. Im E11.5 durchgeführte in situ Hybridisierungen 
zeigten keine Unterschiede zwischen der Expressionsstärke 
oder der Ausdehnung der Expressionsdomäne von Gli2 im 
Wildtyp und Ft/Ft-Embryonen. 
 

 

Wie schon in 1.3 beschrieben, wurde durch die Insertion des Transgens, welche die Ft-

Mutation verursachte, auf Chromosom 8 ein 1,6 Mb großes Stück deletiert. Da von dieser 

Mutation insgesamt sechs Gene betroffen waren, ist es durch die Analyse der Ft-Mutante nur 

bedingt möglich, Rückschlüsse auf die Funktion einzelner betroffener Gene zu ziehen. 

Die ebenfalls im Institut für Entwicklungs- und Molekularbiologie der Tiere generierte 

Nullmutation des Ftm-Gens, welches eines der von der Ft-Mutation betroffenen Gene ist, 

führte zu einem ähnlichen, jedoch nicht identischen Phänotyp des sich entwickelnden 

Neuralrohres im homozygoten Zustand, wie er bei Ft/Ft-Embryonen zu beobachten war. In 

Ftm-/--Embryonen spiegelt der Phänotyp in einer Vielzahl von Geweben und Organen eine 

Störung bzw. den Verlust des Shh-Signalweges wieder. Im Neuralrohr finden sich, analog 

zum Ft/Ft-Phänotyp, der Verlust der Bodenplatte und die daraus resultierende Dorsalisierung 

des Neuralrohres wieder. In diesem Fall sind jedoch im Gegensatz zum Ft/Ft-Phänotyp auch 

die Motorneuronen stark reduziert, wie es bei einem gestörten oder fehlenden Shh-Signal aus 

der Bodenplatte zu erwarten wäre (Tian et al., 2004), und man findet unter anderem eine 

Ausdehnung der V2-Neuronen, markiert durch Chx10, bis an die ventrale Mittellinie heran 

(mündliche Mitteilung J. Vierkotten). 

Im Gegensatz dazu konnte in Ft/Ft-Embryonen eine Vergrößerung der 

Motorneuronenvorläuferdomäne und auch der späteren Motorneuronendomäne beobachtet 
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werden. Dieses kann als zweiter, Shh-unabhängiger, und somit Ftm-unabhängiger, Aspekt des 

Ft-Phänotypes betrachtet werden kann. Es konnte außerdem gezeigt werden, dass 

Nullmutationen zweier weiterer von der Ft-Mutation betroffener Gene keinen auffälligen 

Phänotyp hervorrufen. So zeigen Fts-/--Mäuse keinen Phänotyp (Lesche, 1997) und Fto-/--

Mäuse sind fertil und weisen lediglich ein geringeres Wachstum und eine verminderte 

Gewichtszunahme auf (mündliche Mitteilung J.Vierkotten und S. Kuschel).  

Somit bestand die Hypothese, dass der Verlust des IrxB-Genkomplexs in Ft/Ft-Embryonen 

für die Ausdehnung der Motorneuronen-Domäne, sowie die Verkleinerung der V2-Neuronen-

Domäne verantwortlich ist. Die Beweisführung ist hier jedoch durch die Tatsache, dass eben 

nicht ausschließlich die Gene des IrxB-Genkomplex betroffen sind nicht eineindeutig. Um 

diesen Ansatz weiter zu verfolgen, wäre die Analyse eines neuen Mausmodels, in dem nur der 

IrxB-Genkomplex deletiert wird, nötig. Ein solches Maus-Modell wird zurzeit im Institut für 

Entwicklungs- und Molekularbiologie der Tiere generiert, steht jedoch zum momentanen 

Zeitpunkt noch nicht zur Verfügung. 

  

 

3.2 Überexpressionsstudien der Irx-Gene im Neuralrohr von 

Hühnerembryonen 
Da die Untersuchung der Ft-Mutante keinen weiteren Aufschluss über die genaue Funktion 

der Irx-Gene geben konnte, wurde im weiteren Verlauf dieser Arbeit ein anderer 

experimenteller Ansatz verfolgt. Neben der gängigen Methode der Analyse von Gen-

Funktionsverlust-Mutationen, so genannten „Knock-out“-Mutationen, besteht auch die 

Möglichkeit, durch die Fehl- oder Überexpression eines Genes dessen Funktion zu 

untersuchen. Für diese Art der Analysen wurde im Folgenden das Modellsystem Huhn 

(Gallus gallus) gewählt, da hier die Entwicklung des Embryos außerhalb des Muttertieres 

stattfindet und Bruteier sowohl leicht erhältlich als auch einfach zu inkubieren sind. 

Zusätzlich können leicht manipulative Eingriffe während der Embryonalentwicklung 

vorgenommen werden. Besonders bei der Analyse von Genfunktionen im Neuralrohr ist der 

Hühnerembryo ein etablierter Modellorganismus, der vielfache Verwendung findet. 

 

3.2.1 Expression der Irx-Gene im Hühnerembryo (Gallus gallus) 

Bisher war die Expression der einzelnen Iroquois-Gene nur im sich entwickelnden Maus-

Embryo beschrieben (van Tuyl et al., 2005; Houweling et al., 2001, Christoffels et al., 2000, 
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Cohen et al., 2000), so dass vor Beginn der Experimente das Expressionsmuster der Irx-Gene 

im Hühnerembryo untersucht werden musste.  

Dazu wurden in situ-Hybridisierungen auf Paraffinschnitten verschiedener 

Entwicklungsstadien durchgeführt (siehe 2.16), wobei besonders die Expression im 

Neuralrohr von Interesse war. Der Nachweis der Irx-Transkripte im Stadium HH18, also zu 

einem Zeitpunkt, an dem sich im Neuralrohr noch keine der verschiedenen Neuronentypen 

differenziert haben, ist in Abbildung 3.5 dargestellt. In diesem Stadium werden bereits alle 

Irx-Gene bis auf Irx4 (D) im Neuralrohr exprimiert, auch wenn die Grenzen ihrer 

Expressionsdomänen zum Teil schwer festzulegen sind. Irx1, 2, 3 und 5 werden in einem sehr 

ähnlichen Muster über etwa 2/3 des Neuralrohres exprimiert und lassen, mit Ausnahme von 

Irx1, nur das ventralste Drittel frei. Irx1 wird zusätzlich auch in einem schmalen Streifen am 

ventralen Rand des frühen Neuralrohres exprimiert (A). Die Expression von Irx6 

unterscheidet sich von der der anderen Irx-Gene und ist nur in zwei schmalen, punktartigen 

Domänen am ventralen, äußeren Rand des Neuralrohrs nachweisbar (rote Markierung in F). 

Während Irx3 und Irx5 außerdem klar in der Chorda dorsalis exprimiert werden (Pfeile in C 

und E) hebt sich die Färbung der anderen Irx-Transkripte hier nicht vom Hintergrund ab.  

Ebenfalls in Abbildung 3.5 ist die Expression der einzelnen Irx-Gene im Neuralrohr im 

Entwicklungsstadium HH23-25 zu sehen. Dieses Stadium entspricht ungefähr einem 

Entwicklungsfortschritt von 24 Stunden im Vergleich zum Stadium HH18 und stellt einen 

Zeitpunkt der Neuralrohrentwicklung dar, an dem bereits der größte Teil der differenzierten 

Neuronentypen nachweisbar ist. Die Expression von Irx1 (Ai) und Irx2 (Bi) ließ sich immer 

zuerst in zwei punktartigen Domänen etwa in der Mitte des Neuralrohres erkennen (rote 

Umkreisung in Ai und Bi). Bei weiterer Entwicklung der Farbreaktion wurde dann auch eine 

größere, etwas diffusere Domäne sichtbar. Während Irx1 sowohl in einem Streifen in der 

ventrikulären Zone als auch in der Peripherie des Neuralrohres exprimiert wird, ist die 

Expression von Irx2 nur über einen großen Teil der ventrikulären Zone ausgedehnt. Die Irx3 

Expression (Ci) ist, ähnlich wie in der Maus, ebenfalls über einen ausgedehnten Bereich der 

Vorläuferregion und in den ventralen Außenbereichen des Neuralrohres, wo zu späteren 

Entwicklungsstadien die Motorneuronen zu finden sind, zu erkennen. Zusätzlich kann das 

Irx3- Transkript in der Chorda dorsalis nachgewiesen werden (Pfeil in Ci). Während Irx4 

nicht im Neuralrohr exprimiert wird (siehe Di), ist die Irx5 Expression ebenso wie die von 

Irx3 in der ventrikulären Zone, in den ventralen äußeren Bereichen und in der Chorda dorsalis 

zu sehen (Pfeil in Ei). Während demnach die Expressionen von Irx1 und Irx2 bzw. von Irx3 
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und Irx5 einander stark ähneln, wird Irx6 abweichen davon ausschließlich ventral im 

Neuralrohr in der Region der späteren Motorneuronen exprimiert. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Der Bereich der Motorneuronenvorläuferdomäne, in dem sich die Olig2-Expression findet 

(siehe Gi), ist jedoch frei von der Expression aller Irx Gene (schwarze Umrahmung in Ai-Fi).  

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sich die Expression der Irx-Gene im 

Hühnerembryo nicht grundlegend von der im Mausembryo unterscheidet, so dass Ergebnisse 

der Untersuchungen aus Maus und Huhn im Konsens zur Analyse der Funktion der Irx-Gene 

betrachtet werden können.  

Abb.3.5 Expression der Irx-Gene im Hühnerneuralrohr im Stadium HH18 und HH23-
25. Dargestellt sind in situ-Hybridisierungen auf transversalen Neuralrohrschnitten. Bis auf 
Irx4 (D) zeigen alle Irx-Gene ein spezifisches Expressionsmuster im Neuralrohr.  
Stadium HH18 (A-F):Irx1,2,3 und 5 werden in einem diffusen Bereich in den dorsaleren 
2/3 des Neuralrohres exprimiert. Irx1 zeigt eine zusätzliche Expressionsdomäne am 
ventralen Rand des Neuralrohres (A). Irx3 und Irx5 können außerdem in der Chorda 
dorsalis nachgewiesen werden (Pfeile in C und E). Die Expression von Irx6 findet sich 
abweichend von der der anderen Irx nur in zwei kleinen Domänen am ventralen, äußeren 
Randbereich (Rote Markierung in F).  
Stadium HH23-25 (Ai-Gi): Die Expression von Irx1(Ai) und Irx2 (Bi) ähneln einander stark und können 
zuerst anhand der kreisförmigen kleinen Domänen etwa in der Mitte des Neuralrohres identifiziert werden 
(rote Markierung in Ai, Bi). Irx3 (Ci) wird über einen großen Bereich der Neuronenvorläuferdomäne 
exprimiert. Irx5 (Ei) lässt sich ebenfalls in der ventrikulären Zone nachweisen, jedoch ist die Expression hier 
in einem schmalen Streifen dorsal, sowie einem breiten Streifen weiter ventral stärker und ist zusätzlich auch 
in dem Bereich der späteren Motorneuronen detektierbar. Hier findet sich auch die Expression von Irx6 (Fi), 
welches sonst keine weiteren Expressionsorte im Neuralrohr besitzt. Zusätzlich werden Irx3 und Irx5 auch in 
der Chorda dorsalis exprimiert (Pfeile in C und E). Es fällt auf, dass sich die zum Teil sehr unterschiedlichen 
Expressionsdomänen der einzelnen Irx-Gene in keinem Fall mit der Expressionsdomäne von Olig2 (ii) 
überschneiden (schwarze Umrahmung in Ai-Gi).  
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3.2.2 In ovo Elektroporation in das sich entwickelnde Neuralrohr des Hühnerembryos 

Da bis auf Irx4 alle Irx-Gene ein spezifisches Expressionsmuster im Neuralrohr zeigten, 

wurden als nächstes Vektoren konstruiert, die die ektopische Expression der einzelnen Irx-

Gene im Neuralrohr sich entwickelnder Hühnerembryonen erlauben sollten. 

Dazu wurde jeweils die kodierende Sequenz der einzelnen Neuralrohr-spezifischen Irx-Gene 

in den pCAGGS-Vektor eingefügt (siehe 2.2). In diesem Vektor befindet sich 3` von der 

Klonierungs-Region ein so genanntes IRES-Element (Internal Ribosomal Entry Site) und 

darauf folgend die kodierende Sequenz für GFP (Green Fluorescend Protein), welche mit 

einer Kernlokalisierungssequenz (NLS: Nuclear Localisation Sequence) versehen ist (Niwa et 

al., 1991). Die Wahl eines solchen Expressionsvektors ermöglicht die Translation zweier 

Proteine von nur einem Transkript, so dass die Zellen, welche in Folge des Experimentes 

ektopisch ein Irx-Gen exprimieren, anhand der Fluoreszenz des GFPs identifiziert werden 

können. Da sich auf der entstehenden mRNA die kodierende Sequenz für das GFP 

„downstream“ des kodierenden Bereiches für das jeweilige Irx-Gen befindet, kann man davon 

ausgehen, dass es nur zur Expression des GFPs kommt, wenn zumindest die Transkription für 

beide Gene korrekt verlaufen ist. Des Weiteren kann hier die Qualität der Elektroporation 

direkt anhand der Fluoreszenz des GFPs im lebenden Hühnerembryo im Ei schon vor der 

Präparation beurteilt werden, ohne dass ein aufwendiges Präparieren, Fixieren und eventuelles 

Färben der Embryonen notwendig ist.  

  

Die jeweiligen Expressionsvektoren wurden dann in das sich entwickelnde Neuralrohr 

elektroporiert, so dass in einer Hälfte eine ektopische Expression der einzelnen Irx-Gene 

erzeugt wurde (siehe 2.18.2). Es wurde zunächst überprüft, ob die oben beschriebenen 

Expressionsvektoren im Neuralrohr zu der gewünschten Überexpression der Irx-Gene mit 

einer Kolokalisation des GFPs führten. Die dazu durchgeführten Antikörperfärbungen gegen 

die einzelnen Irx-Proteine zeigten eindeutig die Koexpression mit dem GFP (gelbe Zellen in 

Abb.3.6). Die hier benutzten Antikörper führten jedoch, mit Ausnahme von anti-Irx3 (siehe 

Abb.A.9), nicht zu der Erkennung der endogen exprimierten Irx-Proteine, sondern waren nur 

in der Lage die ektopisch exprimierten Irx-Proteine zu detektieren. Es handelt sich bei allen 

Irx-Antikörpern um anti-Maus-Irx*-Antikörper, und die verwendeten Irx-

Expressionskonstrukte kodieren für die murinen Irx-Proteine, so dass sie sich von den 

endogen exprimierten Irx-Proteinen unterscheiden. 
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Abb.3.6 Ektopische Irx-Expression nach Elektroporation in das Neuralrohr. Dargestellt sind 
Antikörperfärbungen gegen die einzelnen Irx-Proteine, Irx1 (A), Irx3 (B), Irx5 (C), Irx6 (D) (rot) nach der 
Überexpression. In grün ist die Fluoreszenz des GFPs zu sehen. Anhand der Überlagerung der beiden 
Fluoreszenzen (gelb) erkennt man die Kolokalisation der Irx-Proteine mit dem GFP. Gegen Irx2 steht kein 
Antikörper zur Verfügung.   
 

Zur Elektroporation wurde ein Entwicklungsstadium gewählt (HH12-14), in dem bereits 

proneuralen Gene exprimiert werden, jedoch noch keine der späteren Neuronen gebildet sind. 

Nach der Elektroporation erfolgte eine Inkubation des Hühnerembryos von 24 oder 48 

Stunden. Im Anschluss wurde durch die Analyse verschiedener neuronaler Marker die 

elektroporierte mit der nicht elektroporierten Hälfte („Kontrolle“) des Neuralrohres 

verglichen. Während nach 24h überwiegend die Expression von proneuralen Genen 

untersucht wurde, wurde eine Inkubationszeit von 48h genutzt um die sich in diesem 

Zeitraum entwickelten postmitotischen Neuronentypen zu analysieren. Durch die Betrachtung 

verschiedenerer neuronaler Marker sollte es somit möglich sein, denkbare Effekte der Irx-

Gene auf die Musterbildung des Neuralrohres zu analysieren Die Elektroporation des 

pCAGGS-IRES-GFP-Vektors, in den kein Irx-Gen inseriert wurde, führt ebenfalls zur 

Expression von GFP im Neuralrohr. Die GFP-Expression alleine hat jedoch keinerlei 

Auswirkung auf die Musterbildung des Neuralrohrs und beeinflusst in keiner Weise die 

Expression anderer Gene (Briscoe at al., 2000). Die Elektroporation dieser Kontroll-DNA 

wurde immer durchgeführt, ist jedoch nur in den Abbildungen im Anhang exemplarisch 

dargestellt. In Abbildung 3.7 ist zur leichteren Orientierung eine schematische Übersicht über 

das Neuralrohr zu sehen. Die Erklärung hierzu befindet sich in der Einleitung. 

Im Folgenden werden die durchgeführten Analysen der einzelnen Neuralrohrmarker 

beschrieben. 
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Abb.3.7 Schematische Übersicht das 
Neuralrohr. Zur leichteren Orientierung sind 
die im weiteren Verlauf analysierten Marker für 
die verschiedenen Neuronenpopulationen 
umrandet. Eine detaillierte Erläuterung ist in 1.2 
zu finden. 
 

 

3.2.2.1 Die Expression von Olig2 

Olig2 gehört zur Familie der bHLH Transkriptionsfaktoren und wird im ventralen Neuralrohr 

im Bereich der Motorneuronenvorläuferdomäne exprimiert (Lu et al., 2000). Es ist bekannt, 

dass Irx3 und Olig2 an der pMN/pV2- Grenze eine gemeinsame Expressionsgrenze besitzen, 

die durch gegenseitige Inhibierung definiert wird. Überexpressionsstudien zeigten, dass die 

ektopische Expression von Irx3 zur Inhibierung und Reduzierung der Olig2-Expression führt 

(Novitch et al. 2001). Es sollte daher zunächst geklärt werden, ob die anderen Irx-Faktoren 

ähnliche Effekte auslösen können. Dazu wurde 24h nach der Elektroporation der einzelnen 

Irx-Gene die Expression von Olig2 analysiert. In Abbildung 3.8 ist zu sehen, dass nicht nur 

Irx3, sondern jeder der überexprimierten Irx-Transkriptionsfaktoren in der Lage ist, die 

endogene Expression von Olig2 zu inhibieren. Man erkennt, dass alle Zellen, die durch die 

Elektroporation getroffen wurden (grüne Fluoreszenz des GFP), kein Olig2 exprimieren (rote 

Fluoreszenz). Dieser Effekt ist zellautonom und wird nicht auf benachbarte Zellen 

übermittelt, da sich unmittelbar neben den elektroporierten Zellen Olig2 exprimierende Zellen 

finden (siehe Stern beispielhaft in Abb.3.8 (D)).    

Es konnte somit einleitend gezeigt werden, dass mit dem hier benutzten System die bereits 

veröffentlichten Ergebnisse reproduziert werden konnten. Zusätzlich zeigen diese Ergebnisse, 

dass nicht nur Irx3 sondern alle Irx-Faktoren in der Lage sind, eine reprimierende Wirkung 

auf Olig2 auszuüben.   
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Abb.3.8 Die Überexpression von Irx-Genen führt zur Reduzierung der Olig2-Expression. Dargestellt sind 
Antikörperfärbungen gegen Olig2 (rot) auf transversalen Schnitten des Neuralrohres von Hühnerembryonen 24 h 
nach der Elektroporation. Die Überexpression der Irx-Gene, Irx1 (A-D), Irx2 (E-H). Irx3 (I-L), Irx5 (K-P) und 
Irx6 (O-T), kann anhand der Fluoreszenz des GFPs (grün) verfolgt werden. In der linken Spalte ist jeweils nur 
die ektopische Expression der Irx-Gene dargestellt, in der nächsten Spalte ist Expression von Olig2 (rot) zu 
sehen. Vergleicht man in dieser Spalte jeweils die elektroporierte Seite (links) des Neuralrohrs mit der 
„Kontrollseite“ (rechts), so erkennt man, dass die Überexpression der Irx-Gene zu einer Reduzierung der Olig2-
Expression führt. In den beiden rechten Spalten sind jeweils beide Fluoreszenzen dargestellt, wobei die äußerste 
rechte Spalte eine Ausschnittvergrößerung zeigt. Anhand der fehlenden Überlagerung der Fluoreszenzen (gelb) 
in der Vergrößerung ist zu erkennen, dass in allen Zellen, die aufgrund der Elektroporation ektopisch ein Irx-Gen 
exprimieren, keine Olig2-Expression mehr nachweisbar ist. Dieser Effekt ist zellautonom, da sich direkt neben 
den elektroporierten Zellen, Olig2 exprimierende Zellen finden (Sternchen in D).    
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In den folgenden Abbildungen ist zur leichteren Übersicht jeweils exemplarisch die 

Überexpression eines einzigen Irx-Gens dargestellt. Die Darstellung der Elektroporation der 

restlichen Irx-Gene befindet sich im Anhang. 

 

3.2.2.2 Die Expression von Isl-1 

Um zu untersuchen, welche Folge die Reduzierung der Olig2-Expression in der 

Motorneuronenvorläuferdomäne auf die weitere Musterbildung des Neuralrohrs hat, wurde 

die Expression eines Motorneuronen-spezifischen Genes analysiert. Islet-1 (Isl-1) ist ein LIM-

Homeodomänen Faktor und wird in den Motorneuronen (Pfaff et al., 1996) sowie in den dI3- 

(dorsale Interneuronen) Neuronen exprimiert (Helms and Johnson, 2003). 48 Stunden nach 

der Elektroporation der verschiedenen Irx-Gene wurde die Expression von Isl-1 untersucht. 

Dabei zeigte sich, dass die Überexpression aller Irx Genen zu einem dramatischen Verlust 

von Motorneuronen führt. Weiterhin konnte beobachtet werden, dass zusätzlich zu der 

negativen Regulation der Motorneuronendomäne auch eine Reduzierung bzw. der Verlust der 

dI3-Neuronen erfolgte (Pfeile in Abb.3.9 und Abb.A.1). Die reprimierende Wirkung der Irx-

Faktoren auf Olig2 führt demnach nicht nur zu einer transienten Reduzierung der 

Motorneuronenvorläuferdomäne, sondern zeigt sich auch einen Tag später in einer 

verminderten Anzahl von Motorneuronen. In Abb.3.9 ist exemplarisch die Expression von  

Isl-1 nach der Elektroporation von Irx5 gezeigt. Die Ergebnisse der Analysen der 

Überexpression aller Irx-Gene sind im Anhang in Abb.A.1 zu sehen. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.3.9 Die Motorneuronen- und dI3-Neuronen–Domänen werden in Folge der Überexpression der Irx-
Gene reduziert. Abgebildet ist eine Antikörperfärbung gegen Isl-1 (B) (rot) 48 h nach der Überexpression von 
Irx5 (A) (grün). Die ventrale Expressionsdomäne von Isl-1 markiert die Motorneuronen, während die dorsale 
Expressionsdomäne in den dI3-Neuronen lokalisiert ist. Im Vergleich der elektroporierten Hälfte des Neuralrohrs 
(links) mit der nicht behandelten Kontrollseite (rechts) ist zu erkennen, dass die Überexpression von Irx5 zu 
einer starken Verkleinerung der ventral Motorneuronen-Domäne führt. Zusätzlich ist auch die dI3-
Neuronenpopulation stark reduziert (Pfeil in B).      
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3.2.2.3 Die Expression von Chx10 

Um die Auswirkungen der Überexpression der Irx-Gene fortführend zu untersuchen wurden 

zunächst weitere ventrale Neuronenpopulationen analysiert. 

Chx10 wird in V2-Neuronen exprimiert, welche die nächst dorsal gelegene, benachbarte 

Neuronenpopulation zu den Motorneuronen bilden (Smith et al, 2002; Briscoe et al., 2000). 

Wie auch die anderen Domänen der differenzierten Neuronen, ist die V2-Domäne eine sehr 

distinkte, klar abgegrenzte Neuronenpopulation. In Folge der Überexpression der Irx-Gene 

konnten einige Chx10 exprimierende Zellen ventral und dorsal außerhalb der normalen V2-

Domäne gefunden werden (Abb.3.10 und Abb.A.2). Diese Induktion ektopischer V2-

Neuronen deckte sich mit den Analysen der Ft/Ft-Embryonen, in denen eine Verkleinerung 

der Chx10-Expressionsdomäne beobachtet werden konnte (Siehe 3.1.3). Die Überexpression 

der Irx-Gene führte demnach nicht zu einem generellen Zellverlust, wie aufgrund der 

Ergebnisse der Isl-1-Expression (siehe 3.2.3.2) theoretisch zu vermuten gewesen wäre. Die 

ektopischen Chx10-exprimierenden Zellen waren jedoch nicht die von der Elektroporation 

getroffenen, was an der fehlenden Überlagerung der beiden Fluoreszenzmarker (gelb) zu 

erkennen ist. Die Induktion zusätzlicher V2-Neuronen wurde demzufolge nur indirekt durch 

die Irx Gene verursacht. Diese Befunde erweckten den Eindruck, als ob sich an Stelle der 

reduzierten, ventral gelegenen Motorneuronen nun V2-Neuronen bilden könnten. Diese 

Ventralisierung der V2-Domäne wird auch in Olig2-/--Mutanten gefunden. Dort kommt es zu 

einem völligen Verlust von Motorneuronen und einer Ausdehnung der V2-

Neuronenpopulation nach ventral (Sun et al., 2006). Da aber auch weiter dorsal von der 

endogenen Chx10-Domäne zusätzliche Chx10 positive Zellen gefunden werden konnten, lag 

hier keine vollkommene Übereinstimmung mit dem Olig2-/--Phänotyp vor, und es wurden im 

nächsten Schritt die benachbarte dorsal gelegene V1-Neuronenpopulation untersucht. 
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Abb.3.10 Die V2-Neuronen-Domäne dehnt sich bei ektopischer Expression der Irx-Gene aus. Es wurde 
eine Antikörperfärbung gegen Chx10 (rot) auf transversalen Neuralrohrschnitten 48 Stunden nach 
Elektroporation von Irx1 (grün) durchgeführt. Im Vergleich der Chx10-Expression in der elektroporierten Hälfte 
des Neuralrohrs (links) mit der unbehandelten Hälfte (rechts) ist eine eindeutige Ausdehnung der V2-
Neuronenpopulation zu erkennen. Es finden sich sowohl dorsal als auch ventral der eigentlichen V2-Domäne 
Chx10-exprimierende Zellen (Pfeile in B). Anhand der fehlenden gelben Zellen in der Überlagerung (C) wird 
deutlich, dass es keine Zellen gibt, die Irx1 und Chx10 exprimieren, so dass es sich nicht um eine direkte 
Induktion der Chx10-Expression durch Irx1 handeln kann. Im Anhang in AbbA.2 sind die Ergebnisse der 
Elektroporation der anderen Irx-Gene dargestellt. 
 

 

3.2.2.4 Die Expression von En1 

Folgt man der Reihe der ventralen Neuronen weiter nach dorsal, so schließt sich als nächstes 

die Population der V1-Neuronen an. Diese kann durch die Expression von En1 (Engrailed-1) 

identifiziert werden (Pierani et al., 1999; Ericson et al., 1997). Auch hier kann man eine 

Veränderung der Expression in Folge der Elektroporation der Irx-Gene beobachten. In 

Abbildung 3.11 und Abb.A.3 sieht man deutlich, dass die En1-Domäne auf der 

elektroporierten Seite des Neuralrohres verkleinert ist. Dieser Befund ließ sich durch die 

Ergebnisse der bisher durchgeführten Analysen nicht eindeutig erklären, so dass im 

Folgenden weitere neuronale Marker betrachtet wurden. 
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Abb.3.11 Die V1-Neuronenpopulation wird durch die Überexpression der Irx-Gene verkleinert. Die 
Antikörperfärbung gegen En1 (rot) auf Neuralrohrschnitten 48 h nach Überexpression von Irx1 (grün) zeigt eine 
deutliche Verkleinerung der V1-Neuronenpopulation auf der elektroporierten Seite. 
 
 
3.2.2.5 Die Expression von p27   

Die Analyse der differenzierten Neuronen zeigte eine Veränderung der Musterbildung im 

ventralen Neuralrohr als Folge der Überexpression der Irx-Gene. So wurden weniger V1- und 

Motorneuronen, bei einer gleichzeitigen Ausdehnung der V2-Neuronen gefunden. Anhand 

der Expression von p27 (Kip1), einem allgemeinen Marker für postmitotische Zellen 

(Cunningham et al., 2002), wurde überprüft, ob die Überexpression der Irx-Gene 

möglicherweise einen Effekt auf die Differenzierung der Zellen im Neuralrohr hat, wie es für 

ein anderes proneurales Gen, Cash1, welches die Differenzierung fördert, gezeigt werden 

konnte (Nakada et al., 2003). Wie in Abbildung 3.12 und A.4 zu erkennen ist, wurde die 

Expression von p27 durch die Überexpression der Irx-Gene nicht verändert. Es findet also 

weder eine vermehrte noch eine reduzierte Differenzierung statt. Weiterhin findet man die 

von der Elektroporation getroffenen Zellen 48 Stunden später sowohl in der Proliferationzone 

nahe dem Lumen als auch in den postmitotischen Zellen der Mantelzone, welche p27 

exprimieren, wodurch ebenfalls gezeigt wird, dass die Überexpression Irx-Gene weder die 

Differenzierung fördert noch verhindert. Die Überexpression der Irx-Genen löst demnach 

nicht ein generelles Differenzierungsproblem aus, sondern verändert spezifisch das dorso-

ventrale Musterbildungsprogramm im Neuralrohr.  
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Abb.3.12 Die Irx-Gene haben keinen generellen Einfluss auf die Differenzierung. 
Anhand der Antikörperfärbung gegen p27 (rot) auf Neuralrohrschnitten 48 h nach der Elektroporation von Irx2 
(grün) lassen sich differenzierte, postmitotische Neuronen nachweisen. Es zeigt sich kein Unterschied in der 
Expression von p27 in der elektroporierten Hälfte und der Kontrollseite des Neuralrohrs (B). Die ektopisch Irx2-
exprimierenden Zellen finden sich gleichmäßig verteilt von der inneren VZ zur äußeren MZ und in der MZ 
findet sich eine Koexpression von p27 und Irx2 (gelb, Pfeile in C). MZ: Mantelzone; VZ: ventrikuläre Zone 
 

Fasst man die bisherigen Ergebnisse zusammen, so konnte gezeigt werden, dass in Folge der 

Überexpression von Irx-Genen die dorso-ventrale Musterbildung des Neuralrohrs verändert 

wurde. Auffällig war zunächst, dass die Anzahl der Motorneuronen-Vorläuferzellen, markiert 

durch Olig2, reduziert wurde. Dieser Effekt war nicht nur transient, sondern ließ sich auch in 

den daraus differenzierenden Neuronentypen wieder finden, wo es ebenfalls eine verminderte 

Anzahl von Motorneuronen gab. Die Analyse weiterer differenzierter Neuronentypen zeigte, 

dass gleichzeitig die V2-Neuronendomäne ausgedehnt wurde und eine Reduzierung der V1-

Neuronen beobachtet werden konnte. Neben diesen Veränderungen im ventralen Teil des 

Neuralrohres, konnte außerdem ein Effekt in der dorsalen Hälfte beobachtet werden. 

Dort führte die Überexpression von Irx-Genen zu einer Verkleinerung bzw. dem Verlust der  

Expression von Isl-1 in den dI3-Neuronen. Es konnte jedoch kein generelles Problem in der 

Differenzierung, gezeigt durch die Expression von p27, gefunden werden. 

Es wurde daher nach proneuralen Faktoren gesucht, die in den entsprechenden 

Vorläuferzellen exprimiert werden und für die Entwicklung der hier veränderten 

Neuronentypen verantwortlich sind. 
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3.2.2.6 Die Expression von Cash1 

Bei dieser Suche wurde als erstes die Expression von Cash1 analysiert. Cash1, ein bHLH-

Transkriptionsfaktor, ist ein Homolog zu den Drosophila acheate-scute-Proteinen (Cash: 

Chicken Acheate-Scute-Homologue; in der Maus Mash: Mouse Acheate-Scute-Homologue; 

Johnson et al., 1990) und wird in einer zweigeteilten Domäne im Neuralrohr exprimiert. Im 

dorsalen Neuralrohr wird Cash1 im Bereich der Vorläufer der dI3,4 und 5 –Neuronen 

exprimiert, während sich im ventralen Neuralrohr die Expressionsdomäne auf den Bereich der 

V2-Vorläuferpopulation beschränkt (Li et al., 2005; Helms und Johnson, 2003; Gross et al., 

2002; Müller et al., 2002; Gowan et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass die 

Überexpression von Cash1 einerseits die Differenzierung von Isl-1 exprimierenden dI3-

Neuronen fördert (Nakada et al., 2003) und andererseits die Bildung von V2-Neuronen 

verhindert bzw. hemmt (Li et al., 2005). Weiterhin zeigen Mash1-/--Mutanten eine vermehrte 

Anzahl von Chx10-exprimierenden V2-Neuronen (Li et al., 2005). Diese Umstände machten 

Cash1 zu einem guten Kandidaten für ein proneurales Gen, welches für die beobachteten 

Veränderungen in der Expression von Isl-1 in den dI3-Neuronen sowie Chx10 in den V2-

Neuronen verantwortlich sein könnte. Verstärkt wurde diese Vermutung durch die Tatsache, 

dass die Iro-Faktoren in Drosophila für die Expression der Gene acheate-scute-Komplexes 

notwendig sind (Kehl et al., 1998; Leyns et al., 1996) und vermutet wird, dass sie direkt oder 

indirekt für die Induktion der Expression verantwortlich sind (Cavodeassi et al., 2001; 

Gomez-Skamerta et al., 1996). Auch wenn bisher keine entsprechende Regulation für die 

Vertebraten-Homologe der achaete-scute bzw. Iro –Komplexe gezeigt werden konnte, war es 

denkbar, dass die Überexpression der Irx-Gene im Neuralrohr zu einer Veränderung der 

Cash1-Expression geführt haben konnte. Die beobachteten Veränderungen in den dI3-

Neuronen sowie den V2-Neuronen wären jedoch nur mit einer verminderten Expression von 

Cash1 zu erklären, wohingegen die Überexpression der Irx-Gene analog zu den Drosophila-

Daten zu einer gesteigerten Cash1-Expression führen müssten. Trotz dieser 

widersprüchlichen Erwartungshaltung wurde die Expression von Cash1 analysiert. Da hier 

kein Antikörper zur Verfügung stand, wurden statt einer Antikörperfärbung in-situ-

Hybridisierungen auf benachbarten transversalen Schnitten durchgeführt. Wie in Abb. 3.13 zu 

erkennen ist, blieb die Cash1-Expression auch nach der Elektroporation von Irx2 unverändert. 

Die Ergebnisse der Überexpression der restlichen Irx-Gene ist im Anhang in Abb.A.5 zu 

sehen. Demnach führte die Überexpression der Irx-Gene nicht zu einer Beeinflussung der 

Cash1-Expression und erklärte so auch nicht die Veränderungen in der dI3- bzw. V2-

Neuronenpopulationen.  
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Abb.3.13 Die Expression von Cash1 wird 
durch die Überexpression der Irx-Gene nicht 
verändert. Dargestellt sind in situ-
Hybridiserungen gegen Irx2 (A) und Cash1 (B) 
auf aufeinander folgenden Paraffinschnitten nach 
der Elektroporation von Irx2. Da es sich bei dem 
überexprimierten Irx-Gen um das murine Gen 
handelt, konnte durch die Wahl einer 
entsprechenden Irx2-Sonde nur die ektopische 
Irx2-Expression sichtbar gemacht werden. 
Vergleicht man nun die Cash1-Expression in der 
elektroporierten (links) und der „Kontrollseite“ 
(rechts) des Neuralrohres miteinander, so ist kein 
Unterschied zu erkennen. 
 

3.2.2.7 Die Expression von Pax7 

Ein weiterer untersuchter Transkriptionsfaktor ist das proneurale Gen Pax7, ein Mitglied der 

Pax-Genfamilie, welches durch Bmp-Signale aus der Dachplatte induziert wird und den 

KlasseI-Genen zugeordnet ist. Durch die reprimierende Wirkung des Shh-Signals wird die 

Expression von Pax7 auf die dorsale Hälfte des Neuralrohres beschränkt (Liem et al., 1997) 

und erstreckt sich von den Vorläufern der dI1- bis zu denen der dI6-Neuronen (Briscoe et al., 

2000, Jostes et al., 1990). Die Analyse von Pax7-/--Mutanten zeigte, dass Pax7 an der Bildung 

von dorsalen Kommissuralneuronen beteiligt ist (Mansouri und Gruss, 1998) und somit 

eventuell für den beobachteten Verlust der dI3-Neuronen (siehe 3.2.3.2) verantwortlich sein 

könnte. Die Analyse der Pax7-Expression 24 Stunden nach der Elektroporation zeigte jedoch 

keine Veränderung in Folge der Überexpression der Irx-Gene (Abb.3.13 und A.6). Stattdessen 

wurden die ektopisch exprimierten Irx-Gene überlappend mit der endogenen Pax7-Expression 

gefunden (Abb.3.13 C, gelbe Zellen).  

  

 

 

 

 

 

 

 

Abb.3.14 Die ektopische Expression der Irx-Gene hat keinen Einfluss auf die Expression von Pax7. Die 
Antikörperfärbung gegen Pax7 (rot) 24 h nach der Überexpression von Irx6 (grün) im Neuralrohr zeigt keine 
Veränderung der Pax7-Expression in der elektroporierten Hälfte des Neuralrohres. Anhand der Überlagerung in 
der Auschnittvergrößerung (C) lässt sich gut erkennen, dass die Überexpression von Irx6 die Pax7-Expression 
nicht beeinflusst und es zur Koexpression von Irx6 und Pax7 kommt (gelbe Zellen). 



ERGEBNISSE 

 58 

3.2.2.8 Die Expression von Olig3 

Ein weiterer möglicher Faktor ist Olig3, neben Olig2 ebenfalls ein Mitglied der bHLH Olig-

Familie, welches in den dorsalen Vorläuferzellen exprimiert wird (Ding et al., 2005; Müller et 

al., 2005). Es wurde gezeigt, dass Olig3-/--Embryonen einen Verlust von dI2- und dI3- 

Neuronen aufweisen (Müller et al., 2005), so dass aufgrund der beobachteten Reduzierung der 

dI3-Neuronen (siehe 3.2.3.2) in Folge der Überexpression der Irx-Gene die Expression von 

Olig3 analysiert wurde. 24 Stunden nach der Elektroporation der Irx-Gene zeigte sich für 

Olig3 ein ähnlicher Effekt, wie er für Olig2 (siehe 3.2.3.1) zu beobachten war. Die Olig3 

Expression wurde teilweise durch die Überexpression der Irx-Gene inhibiert. Diese 

Reprimierung war jedoch überwiegend in der ventralen Hälfte der Olig3-Domäne zu sehen, 

während in der dorsalen Hälfte Zellen gefunden wurden, die sowohl Irx als auch Olig3 

exprimierten (siehe Abb.3.15 und A.7). Demnach führte die Überexpression von Irx-Genen 

zu einer teilweisen Reprimierung der Olig3-Expression in den dorsalen Vorläuferdomänen, 

aus welcher normalerweise die späteren dI3-Neuronen gebildet würden. Genau wie im Fall 

von Olig2 war die Reduzierung der Olig3-Expression kein transienter Effekt, sondern zog 

eine verminderte Differenzierung von dI3-Neuonen, markiert durch Isl-1, nach sich. Somit 

wurde ein proneurales Gen gefunden, welches durch die Überexpression der Irx-Gene in 

seiner Expression gestört wurde und für die beobachteten Veränderungen im dorsalen 

Neuralrohr verantwortlich gemacht werden kann. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.3.15 Die Olig3-Expression wird durch Irx-Überexpression inhibiert. Die Abbildung zeigt 
Antikörperfärbungen gegen Olig3 (rot) auf transversalen Neuralrohrschnitten 24 h nach der Elektroporation von 
Irx5 (grün). Vergleicht man die Olig3-Expression in der linken, elektroporierten Hälfte des Neuralrohrs mit der 
in der rechten Kontrollseite, so fällt zunächst eine Reduzierung der Olig3-Expression in Folge der 
Überexpression der Irx-Gene auf. In der Überlagerung und Ausschnittvergrößerung erkennt man dann, dass Irx5 
in der dorsalen Hälfte der Olig3-Expression keinen reprimierenden Effekt ausübt. Stattdessen findet man Zellen 
die sowohl das ektopische Irx-Gen, als auch Olig3 exprimieren (gelbe Zellen, blaue Pfeile), während in der 
ventralen Hälfte der Olig3-Expression keine Koexpression gefunden werden kann. Hier führt die Irx-Expression 
zu einer Reprimierung der Olig3-Expression und in allen Irx-exprimierenden Zellen (grün) ist kein Olig3 
nachweisbar (weiße Pfeile). 
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3.2.2.9 Die Expression von Nkx6.1 

Die weiteren Analysen richteten sich gezielt auf die Suche nach proneuralen Genen, die 

eventuell die gestörte Musterbildung im ventralen Teil des Neuralrohes verursacht haben 

könnten. Die zuvor beschriebene Ausdehnung der V2-Domäne (siehe 3.2.3.3) ließ sich zum 

Teil durch die Reduzierung der Olig2-Expression erklären, da auch in Olig2-/--Mutanten eine 

Vergrößerung der V2-Neuronenpopulation in den ventralen Bereich beschrieben ist (Sun et 

al., 2006). Die durchgeführten Experimente führten jedoch nicht nur zu einer Ausdehnung der 

V2-Neuronen nach ventral, sondern auch nach dorsal, wobei hier gleichzeitig eine 

Reduzierung der V1-Domäne beobachtet wurde (siehe 3.2.3.4). Demnach musste hier nach 

Faktoren gesucht werden, die für die Differenzierung dieser Neuronentypen verantwortlich 

sind und eventuell durch die Überexpression der Irx-Gene in ihrer Funktion gestört wurden. 

Ein Mitglied der Nkx-Genfamilie, Nkx6.1, ist ein solches proneurales Gen. Nkx6.1 wird im 

ventralen Neuralrohr in den pV3, pMN und pV2 exprimiert und gehört zu den von Shh positiv 

regulierten Klasse II-Genen (Briscoe et al., 2000). In Nkx6.1-/--Embryonen wurde ein Verlust 

der V2-Neuronenpopulation bei gleichzeitiger Ausdehnung der V1-Neuronendomäne 

beschrieben (Sander et al., 2000). Es wäre demnach möglich, dass die Überexpression der Irx-

Gene zu einer gestörten Nkx6.1-Expression führte, wodurch die Änderungen in der 

Expression von Chx10 und En1 begründet liegen könnten. Die Analyse der Nkx6.1 

Expression im Anschluss an die Überexpression von Irx-Genen zeigte jedoch keine 

bemerkenswerte Veränderung (siehe Abb.3.16 und A.8), so dass es für die beschriebenen 

Veränderungen in der Expression von Chx10 in den V2-Neuronen bzw. von En1 in den V1-

Neuronen eine andere Ursache geben musste. 

 

 

Abb.3.16 Die Expression von Nkx6.1 bleibt auch nach der Elektroporation der Irx unverändert. 
Dargestellt ist eine Antikörperfärbung gegen Nkx6.1 (rot) auf einem transversalen Neuralrohrschnitt 24 h nach 
der Elektroporation von Irx1 (grün). Es zeigt sich keine Veränderung der Nkx6.1-Expression beim Vergleich der 
elektroporierten Seite des Neuralrohrs (links) mit der Kontrollseite (rechts). Weiterhin sind in der Überlagerung 
in der Auschnittsvergrößerung (C) einige Zellen, die sowohl Irx1 als auch Nkx6.1 exprimieren (gelb, Pfeile), zu 
sehen. 
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3.2.2.10 Die Expression von Pax6 

Pax6, ein Mitglied der Pax-Genfamilie, wird in einer großen Domäne der Neuronenvorläufer 

von der dorsalen Seite bis an die pV3-Vorläuferdomäne exprimiert. Pax6 gehört zu den von 

Shh negativ regulierten Klasse I-Genen und bildet mit Nkx2.2 zusammen durch gegenseitige 

Inhibierung die Grenze zwischen der pV3 und pMN-Vorläuferdomäne aus (Lei et al., 2006; 

Briscoe et al., 2000; Ericson et al., 1997). In der Pax6-Nullmutante Sey/Sey (Small Eye) 

konnte ein vollständiger Verlust der V1-Neuronen-Population, welche durch die Expression 

von En1 gekennzeichnet ist, beobachtet werden. Die benachbarten V2 und V0 –Neuronen, 

markiert durch Chx10 und Evx1, hingegen werden, wenn auch zum Teil in verminderter Zahl, 

noch gebildet (Takahashi und Osumi, 2002; Burill et al., 1997; Ericson et al., 1997). Es gibt 

weiterhin Hinweise, dass Pax6 zellautonom für die korrekte Entstehung der V1-

Interneuronenpopulation verantwortlich ist. In diesem Szenario reguliert En1, in der 

Hierarchie nachgeschaltet von Pax6, die Entstehung inhibitorischer Synapsen von den aus den 

V1-Neuronen spezialisierenden Renshaw-Zellen und den Motorneuronen (Sapir et al., 2004). 

Aufgrund der beobachteten starken Reduzierung von En1-exprimierenden V1-Neuronen in 

Folge der Überexpression der Irx-Gene (siehe 3.2.3.4) wurde demnach die Expression von 

Pax6 analysiert. Damit sollte geklärt werden, ob eventuelle Veränderungen in dieser 

Expression für die Abnahme der Anzahl der V1-Neuronen verantwortlich sein konnten. Bei 

Betrachtung der Pax6-Domäne nach der Überexpression der einzelnen Irx-Gene fiel zunächst 

eine reduzierte Pax6-Expression in der elektroporierten Hälfte des Neuralrohres auf (siehe 

Abb.3.17 und A.9). Die Expression schien vermindert, jedoch nicht vollständig 

verschwunden. Es konnten vereinzelte Zellen gefunden werden, die sowohl Pax6 als auch das 

ektopische Irx-Gen exprimierten (weiße Pfeile in Abb.3.17), wobei in diesen Fällen die Irx-

Expression eher schwächer war (vergleiche GFP-Expression in den einzelnen Zellen). 

Dahingegen zeigten Zellen, die vergleichsweise stark das entsprechende Irx-Gen 

exprimierten, nahezu keine Pax6-Expression mehr (blaue Pfeile in Abb.3.17). Insgesamt 

scheint demnach eine starke Überexpression der Irx-Gene inhibierend auf die Pax6-

Expression zu wirken. Dieser Befund trug zwar einerseits dazu bei die beobachtete 

Reduzierung der V1-Neuronen zu erklären, war jedoch andererseits auch überraschend, da die 

endogene Expression von Irx3 und Pax6 in großen Abschnitten überlappend ist (siehe 

Abb.A.9). Es blieb demnach zu vermuten, dass es sich hier eventuell um einen Dosis-

abhängigen Repressor-Effekt der Irx-Gene handelt, der durch die relative starke ektopische 

Expression ausgelöst wird. 
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Abb.3.17 Die Expression von Pax6 wird durch die ektopische exprimierten Irx-Gene reduziert. Dargestellt 
ist eine Antikörperfärbung gegen Pax6 (rot, B) nach der Elektroporation von Irx1 (grün, A). Es fällt zunächst 
auf, dass die Pax6-Expression auf der elektroporierten Seite des Neuralrohres reduziert wirkt (B). In der 
Überlagerung (C) und der Ausschnittvergrößerung (D) wird sichtbar, dass Zellen, die relativ stark ektopisch Irx1 
exprimieren, fast keine Pax6-Expression mehr zeigen (blaue Pfeile), wohingegen Zellen, die vergleichsweise 
weniger des elektroporierten Irx-Genes exprimieren, gelb erscheinen, also weiterhin Pax6 exprimieren (weiße 
Pfeile). 
 

 

3.3 Die Suche nach direkten Zielgenen   
Die Überexpressionsstudien der Irx-Gene zeigten, dass alle Neuralrohr-spezifischen Irx-Gene 

die gleichen Veränderungen in der dorso-ventralen Musterbildung des Neuralrohres bewirken, 

wenn sie ektopisch exprimiert werden. Diese Veränderungen konnten einen Hinweis auf die 

Funktion der Irx-Gene für die Musterbildung des Neuralrohres geben, es blieb jedoch weiter 

unklar, ob die Irx-Gene direkt oder nur indirekt verantwortlich für die gestörte Musterbildung 

sind. Man findet unter anderem immer eine Reduzierung der Olig2- (Siehe 3.2.3.1) und der 

Olig3-Expression (siehe 3.2.3.8). Durch die Veränderung der Expression dieser beiden 

proneuralen Gene kommt es im weiteren Verlauf der Entwicklung zu der ebenfalls 

beobachteten Verkleinerung der Motorneuronendomäne, sowie zur Reduktion der dI3-

Neuronenpopulation (Siehe 3.2.3.2). Weiterhin besitzen Irx3 und Olig2 im wildtypischen 

Zustand eine gemeinsame Expressionsgrenze, die durch die gegenseitige Inhibierung dieser 

beiden Faktoren bestimmt wird (Novitch et al., 2001; Briscoe et al., 2000). Außerdem ist im 

Falle der Ft-Mutante Irx1 in der Lage die reprimierende Wirkung von Irx3 auf Olig2 zu 

übernehmen (siehe 3.1.3, Abb.3.2). Unklar ist jedoch, wie diese Inhibierung vollzogen wird. 

Es stellte sich nun die Frage, ob die Reduzierung der Olig2 und Olig3 Expression indirekt 

erfolgt oder ob es sich um eine direkte Inhibierung durch die Irx-Transkriptionsfaktoren 

handelte, und die beiden Gene der Olig-Familie somit potentiell zu den ersten identifizierten 

direkten Zielgenen der Irx-Faktoren gehören. 
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Die Olig-Genfamilie umfasst drei Mitglieder, Olig1, 2 und 3, die alle für bHLH-

Transkriptionsfaktoren kodieren. Sie sind vermutlich durch Duplikationsereignisse entstanden 

und können als Paraloge bezeichnet werden. Olig1 und Olig2 sind beide auf Chromosom 21 

des Menschen (Maus Chr. 16) lokalisiert. Beide Gene besitzen dieselbe 

Leserasterorientierung und Olig2 befindet sich ungefähr 40 kb „upstream“ von Olig1, wobei 

weder zwischen den beiden Genen noch in einem Abstand von ca. 200 kb bzw. 160 kb 

„upstream“ oder „downstream“ für andere Gene kodiert wird. Es konnte gezeigt werden, dass 

Olig1 und Olig2 in einem sehr ähnlichen Expressionsmuster im Neuralrohr der Maus 

exprimiert werden. Beide werden um den Tag E.9.5 beginnend im ventralen Neuralrohr 

exprimiert. Dabei ist die Expression von Olig2 deutlich stärker als die von Olig1 und schränkt 

sich dann im weiteren Verlauf der Entwicklung bis zum Tag E12.5 auf die schmale Region 

der Motorneuronenvorläuferdomäne ein. Die Olig1-Expression nimmt zunächst schnell 

soweit ab, dass sie nicht mehr nachgewiesen werden kann, bis sie am Tag E12.5 überlappend 

mit Olig2 wieder auftaucht. Danach ändern sich die Expressionsdomänen der beiden Olig-

Gene und sie werden in den sich nun entwickelnden Oligodendrocyten exprimiert (Zhou et 

al., 2000). Der Zeitraum, in dem die Olig1-Expression an Stärke verliert und nicht mehr 

nachgewiesen werden kann (E10.0- E12.5) entspricht in etwa dem hier analysierten 

Entwicklungszeitraum im Hühnerembryo, so dass Olig1 in dieser Analyse nicht 

berücksichtigt wurde. Man unterscheidet demnach auch zwischen einer frühen und einer 

späten Expression von Olig1 und 2, wobei sie während der späten Expressionsphase 

entscheidend an der Bildung der Oligodendrocyten beteiligt sind, wie verschiedene 

Überexpressionsstudien und die Analyse von Olig1-/-- und Olig2-/--Einzelmutanten, sowie von 

Olig1-/-;Olig2-/--Doppelmutanten gezeigt haben (Lu et al., 2002, 2001, 2000, Takebayashi et 

al., 2002, Zhou und Anderson, 2002). Für Olig2 konnte außerdem gezeigt werden, dass es in 

der frühen Phase der Entwicklung eine essentielle Rolle für die Bildung der Motorneuronen 

spielt. Olig2-/--Mutanten zeigen einen völligen Verlust von Motorneuronen (Takebayashi et 

al., 2002).  

Das dritte Mitglied der Olig-Genfamilie -Olig3-  ist anders als die beiden ersten Olig-Gene 

auf Chromosom 6 des Menschen lokalisiert. Die Expression von Olig3 kann erstmals um Tag 

E9.5 im Neuralrohr nachgewiesen werden und beschränkt sich zunächst bis einschließlich 

Tag E10.5 auf den dorsalsten Teil des Neuralrohres, jedoch ohne die Dachplatte 

einzuschließen. Im Stadium E11.5 wird die dorsale Olig3-Domäne zunehmend kleiner, 

während gleichzeitig im ventralen Neuralrohr eine neue Olig3-Expressionsdomäne 

nachweisbar ist, welche zunächst in drei distinkte Bereiche unterteilt werden kann, jedoch 
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nicht mit der Olig2-Expression überlappt. Während die dorsale Expressionsdomäne auf die 

ventrikuläre Zone des Neuralrohres beschränkt ist, handelt es sich bei den ventralen Olig3-

exprimierenden Zellen um postmitotische Neuronen (Takebayashi et al., 2002, 2000). Wie 

schon in 3.2.3.8 erwähnt, konnte der dorsalen Expression von Olig3 bereits eine Funktion 

zugewiesen werden, da in Olig3-/--Embryonen nur noch eine reduzierte Anzahl von dI1-

Neuronen, jedoch keine dI2 und dI3-Neuronen mehr nachgewiesen werden können (Müller et 

al., 2005). 

 

Um erstmals potentielle direkte Irx-Zielgene zu identifizieren, wurden die Ergebnisse von 

Bilioni et al., 2005, verwendet. Durch DNA-Bindungsstudien mit dem Drosophila Iroquois 

Homolog mirr konnte gezeigt werden, dass die acht Basenpaar lange Sequenz ACAnnTGT 

für die spezifische Bindung der Iroquois-Transkriptionsfaktoren an die DNA ausreichend und 

notwendig ist. Dieses Motiv wird nicht nur von Mirr ( Mirror), sondern auch von den anderen 

Drosophila Iro-Proteinen sowie dem Vertebraten-Homolog Irx4 erkannt und wird als IBS 

(Iroquois Binding Sequence) bezeichnet (Bilioni et al., 2005).  

Wenn die zuvor beobachtete Reduzierung der Olig2 und Olig3 -Expression durch eine direkte 

Reprimierung der Transkription durch die überexprimierten Irx Gene erfolgt war, mussten 

sich in der chromosomalen Umgebung von Olig2 und Olig3 IBS-Elemente befinden. Es wird 

im Allgemeinen angenommen, dass eine funktionelle Transkriptionsfaktorbindestelle hoch 

konserviert bei verschiedenen Spezies zu finden ist. Daher wurde zunächst nach sogenannten 

CNEs (conserved non-coding elements) der Nähe der Olig2- und Olig3-Loci gesucht.  

Diese Datenbankanalyse wurde von Dr. Renate Dildrop im Institut für Entwicklungs- und 

Molekularbiologie der Tiere durchgeführt und führte zu der Identifizierung von 27 CNEs in 

der Olig2-Region und 33 CNEs in der Olig3-Region. Es wurden Elemente gesucht, die 

mindestens in Mensch, Maus, Ratte und Huhn konserviert waren. Viele der so identifizierten 

CNEs waren jedoch auch noch weiter bis zum Frosch und/oder Fisch konserviert (verwendete 

Abkürzungen: hum: Human - Homo sapiens, mus: Maus - Mus musculus, rat: Ratte Rattus 

norvegicus chk: Huhn - Gallus gallus, xen: Frosch - Xenopus tropicallis, zef: Zebrafisch - 

Danio rerio, fug: Kugelfisch – Takifugu rupripes ,  tet: grüner Kugelfisch - Tetraodon 

nigriviridis). Die Sequenzen wurden mit dem Programm ClustalW (www.ebi.ac.uk/clustalw/) 

und teilweise per Hand in einem Multi-Spezies-Sequenzvergleiches gegenüberstellt.  

In den identifizierten CNEs wurde nun nach dem Vorhandensein eines hochkonservierten 

IBS-Motives gesucht, so dass am Ende im Genom um Olig2 und Olig3 jeweils zwei CNEs -

Olig2_CNE-34 und Olig2_CNE+26 bzw. Olig3_CNE-19 und Olig3_CNE+21 - als potentielle 
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Irx-Bindestellen zur weiteren Analyse zur Verfügung standen (siehe Abb.3.18). Die Zahl 

hinter den jeweiligen CNEs gibt ihre Entfernung zum Transkriptionsstart in Kb an. 

Eine detailliertere Übersicht über alle identifizierten CNEs ist im Anhang in Abb.A10 und 

A.11 zu sehen. 

Abb.3.18 Schematische Übersicht über den Olig2/Olig1- bzw. den Olig3-Lokus. Die Gene und ihre 
Leserichtung sind durch blaue Pfeile gekennzeichnet. Die roten bzw- rosa Balken markieren alle identifizierten 
CNEs. Dabei wurden um Olig2 in 350 kb 27 CNEs und um Olig3 in 350 kb 33 CNEs gefunden. Die mit den 
Sternen markierten CNEs enthalten ein bzw. zwei IBS-Motive in hoher Konservierung von Mensch bis 
Frosch/Fisch. Die blauen Doppel-Pfeile verbinden CNEs in der Olig2- und Olig3-Region miteinander, die als 
Paraloge angesehen werden. Die grünen Balken markieren nicht konservierte Bereiche, in denen das IBS-Motiv 
lediglich in Ratte bzw. Maus existiert (Das Schema wurde nach einer Vorlage von Dr. Renate Dildrop erweitert). 
 

3.3.1 Olig2 und Olig3 besitzen ein paraloges CNE 

Ein Sequenzvergleich zwischen zweien der identifizierten CNEs, einem aus dem Olig2-Locus 

Olig2-CNE-34, und einem anderen aus dem Olig3-Locus, Olig3_CNE-19, zeigte, dass es sich 

bei diesen beiden CNEs um paraloge handelt, die eine große Übereinstimmung zeigen (siehe 

Abb.3.19, mündliche Mitteilung RD). Sie sind vermutlich zusammen mit den Olig-Genen 

selbst bei einem Duplikationsereignis entstanden. 
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Ab
Abb.3.19 Olig2_CNE-34 und Olig3_CNE-19 sind Paraloge. Ein Multispezies-Alignment der beiden CNEs 
zeigt, dass sie zu großen Teilen identisch sind und somit als Paraloge bezeichnet werden können. In blauer 
Schrift dargestellt sind die Bereiche, in denen die Konservierung innerhalb der einzelnen CNEs bis mindestens 
zum Frosch bzw. Fisch vorliegt. Die IBS ist in gelb hinterlegt, die Abschnitte mit hoher Homologie zwischen 
den beiden CNEs sind in Grau hinterlegt. Neben dem IBS-Motiv gibt es auf jeder Seite einen 14bp großen, 
ebenfalls hochkonservierten Block (Sternchen). Rot unterstrichen sind die Ränder des für den nachfolgenden 
Test ausgewählten murinen Olig2_CNE-34. Innerhalb des Olig2_CNE-34 gibt es in Zebrafisch und Tetraodon in 
der IBS einen Austausch von ACAnnTGT zu ACAnnTGC (rot).  
 
 

Somit besitzen Olig2 und Olig3 zwei paraloge CNEs, in denen zentral ein IBS-Motiv 

lokalisiert ist. Aufgrund dieses Befundes wurde die Hypothese bestärkt, dass es sich bei den 

Olig-Genen um direkte Zielgene der Irx-Transkriptionsfaktoren handelt. 

 
          Olig2                       TTTTTTCAATCTGGATGTTGCCTACACTTTGAGAAAGG TTT   hum 
                                      TTTTTGCAGCCTGGTTGCTGCCTACAGTGGGAGAAAGGTTTT   mus 
                                      TTTTTTAAATCTGGATGTTGCCTACACTTTCAGAAAGG TTT   chk 
                                      TTTCCCAAATCTGGATGTTGCCTACACTTTCAGAAAGG TTT   xen 
                                      TTCCTCATTCTTTTTCTTTTCTTATTCTCTTTCTTTTTCAGT   zef 
                                      TTCCCCCCTCTTTTCTGTTTTTTGTTCCCTTT  TTACATTT   tet 
 
                                      ACTTAGATCTATGTGTGCTGCCTCCACATACAAAGAAGCAC    hum 
       Olig3                          ACTTAGATCTATGTGTGCTGCCTCCACATACAAAGAAGCCC    mus 
                                      ACTTAGATCTATGTGTGTTGCCTCCACATACAAAGAAGCAC    chk 
                                      ACTTAGATCTATG CGGTCGCCCCCACAGACAAAGAAACAC    zef 
                                      TCTGGGTTG TGCGAGGCTGCCCTGC ACACAAAAAAACAC    fug 
                                      TCTGGGGGG  GCGAGGCTGCCCTGA GCACAAAGGAACAC    tet 
 
             **************       ***************      ************** 
   TTGAAGAA AGATTAGCAGGATTAGGAAAGGTTCACATATGTTCAGCCTCA CTCTTGGTATTCAAGACATCACAACC  hum 
   TTGAAGAA AGATTAGCAGGATTAAGAAAGGTTCACATATGTTCAGCCTTA CTCTTGGTGTTCAAGATATCACAGGC  mus 
   TTGAAGGA AGATTAGCAGGATTAGGAAAGGTTCACATATGTTCGGCTTCA CTATTGGTATTCAAGACATCACAACT  chk 
   TTGAAGAA AGATTAGCAGGATTAGGAGAGGTTCACATATGTTCAGCTTCA CTATTGGTATTCAAGACATCGCAGCT  xen 
   TGGAGGGA AGATTAGCAGGATTAAGACTGGCTCACATATGCTGCTCTTCA CTATTGGCATTCAGCACAACACAAGC  zef 
   TTGAAGC  AGATTAGCAGGATTAAGTATGGCTCACATATGCTCCTGCTCA CTATTGGTATTCACCACAGCACCGGG  tet 
  
   TTGGGGACAGGATTAGTAGGATTAGAAGAGATTCACATATGTCCAGTTCAAGCAATTGGTATTCAAAGCTTTACACGT  hum 
   TTGGGGACAGGATCAGTAGGATTAGAAGAGGTTCACATATGTCCAGTTCAAGCAATTGGTATTCAAAGCTTTACACTT  mus 
   TTGGGGACGGGATTAGTAGGATTAGAAGAGATTCACATATGTCCAGTTCAAGCAATTGGTATTCAAAGCTTTACACTT  chk 
   TTGGAGACAGGATTAGTAGGATTAAAAAGGACTCACATATGTCCAGTTCAAGCAATTGGTATTCAAAGCTTTACACTT  zef 
   TTGGGGACAGGATTAGTAGGCTTACAGCGGATTCACATATGTCCAGTTCAAGCAATTGGTATTCAAAGCTTTACACTT  fug 
   TTGGGGAC-GGATTAGTAGGCTTACAGCGGATTCACATATGTCCAGTTCAAGCGATTGGTATTCAAAGCTTTCCACTT  tet 
 
 
   CT  GCACCACCCAGGAAGCACAAGAAAATGGAGCACAG  hum 
   TC  CAGCCACCCAGGAAGCAGAAGAATATGGAGGCCAG  mus 
   CCA CCACCACCCAGGAAGCCCAAGAAAATGAGAGTGAA  chk 
   TCT TCACCACCCAGGAAGCTAAGGAAAGCCAAGCAGGC  xen 
   CCAACTGCCACCCAGACGGGGAGAGAAAGAAACAGA CA  zef 
   CCCACCACCACCCACACTGATGGACAAAGATAAAGATGT  tet 
 
   TCAAATGCCACCAAGAGAGAGAAAAGGAGTAGGGAGCTT  hum 
   TGAAATGCCACCAAGAGAGAGAAAAGGAAC-GGGCTCTC  mus 
   TCAAATGCCACCAAGAGAGAGAAAAGGAGCTGAGAGCTT  chk 
   TCAAATGCCACCAAGAGAGAGCAAAGCAGTCCCGAGCTT  zef 
   TCAAATGCCACCAAGAGAGAGCAAAGCCAACCAGACCTT  fug 
   TCAGATGCCACCAGGAGAGAGCAAAGCCAAGCAGAGCTT  tet 

 

 

Olig2_CNE-34 

Olig3_CNE-19 
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3.3.2 Einführung eines Funktionalitätstest für die einzelnen CNEs 

Um festzustellen, ob durch die identifizierten, IBS-enthaltenden CNEs eine direkte 

Regulation der Olig-Gene durch die Irx-Faktoren vermittelt wird, wurden sie in einem 

Reporter-Experiment auf ihre Fähigkeit getestet, die regulatorische Wirkung eines Irx-

Transkriptionsfaktors zu vermitteln.  

Dazu wurde ein Reporter-System benutzt, in dem die Expression des Reporters in 

Abhängigkeit von einer funktionellen Bindung des Transkriptionsfaktors an das 

Erkennungsmotiv reguliert wird (siehe Abb. 3.20). Da durch die Überexpression der Irx-Gene 

im Neuralrohr eine Reduzierung der endogenen Olig2- und Olig3-Expression erreicht wurde, 

konnte davon ausgegangen werden, dass im Neuralrohr alle eventuell für die Bindung der Irx 

an die DNA notwendigen Ko-Faktoren vorhanden sind. Da verhältnismäßig große Mengen 

des Reportervektors eingesetzt wurden, um die Expression des Reportergenes beobachten zu 

können, war die endogene Irx-Expression für eine Regulation der Expression nicht 

ausreichend. Es wurde deshalb jeweils das entsprechende Reporterkonstrukt mit einem Irx-

Expressionsvektor in das Neuralrohr koelektroporiert.  

 
 
Abb.3.20 Schematische Darstellung des 
Reporterexperimentes. A: Koelektroporation eines 
Irx-Expressionsvektors und eines CNE-
Reportervektors in das Neuralrohr. Handelt es sich 
bei dem CNE um ein funktionelles regulatorisches 
Element, welches ein Irx-Protein binden kann (B), 
so wird durch die Reporterexpression durch die 
reprimierende Wirkung der Irx-Proteine inhibiert 
(C). E: Enhancer; P: Promotor 

 

Das Reporterkonstrukt wurde freundlicherweise von Dr. Gomez-Skarmeta zur Verfügung 

gestellt und setzte sich aus einem M48-Enhancer-Element, einem Ziro3-Promotor und der 

kodierenden Sequenz für EGFP zusammen (siehe Abb.3.21). Der M48-Enhancer besteht aus 

der HCNR (Highly Conserved Non-Coding Region) m54390, einem 799bp langem Fragment 

von der Position 54390 des murinen Chromosom 16, welches als Enhancer wirkt (Calle-

Mustienes et al., 2005). In einer ebenfalls im Institut für Entwicklungs- und 

Molekularbiologie der Tiere angefertigten Diplomarbeit wurde zuvor gezeigt, dass das 

Vorhandensein des Enhancer-Elementes für die Expression des GFPs im Hühnerneuralrohr 

notwendig ist und der Ziro3-Promotor einen Minimal-Promotor darstellt, der alleine nicht zur 

Expression ausreicht (Meimers, 2005).  
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Abb.3.21 Schematische Darstellung des benutzten Reporter-Konstruktes. In einem pGEM-T-Vektor 
befinden sich der M48-Enhancer (M48-E; blau; EcoRI-Fragment), ein Zebrafisch Iroquois3-Promotor (Ziro3-P; 
rot), sowie die kodierende Sequenz für EGFP (hellgrün) und ein SV40-PolyA-Signal (Dunkelgrün). Alle 
benutzen CNEs wurden in die XbaI-Restriktionsstelle „upstream“ des Enhancers einkloniert  (rot markiert). 
 

Alle getesteten CNEs wurden in die XbaI-Schnittstelle (rot markiert in Abb.3.20) des M48-

Enhancer eingesetzt (siehe 2.7). Dies wurde ermöglicht, indem zuvor an die verwendeten 

Oligonukleotide jeweils eine XbaI- (Forward-Primer) und eine NheI (Backward-Primer) – 

Erkennungssequenz angefügt worden war. Ihre Orientierung entsprach der „echten“ 

Orientierung im Genom in Bezug auf die Leserichtung des Olig2-Gens. Es wurde außerdem 

überprüft, ob die jeweiligen CNEs eventuell eine Enhancer-Funktion übernehmen können, 

indem sie in einen entsprechenden Vektor der keinen M48-Enhancer enthielt, eingesetzt 

wurden. Jedoch zeigte keines der verwendeten CNEs eine Enhancer-Funktion, so dass nach 

der Elektroporation dieser Konstrukte keine GFP-Expression gefunden werden konnte. 

Zunächst wurde nun sichergestellt, dass die Expression des Reportergens vom Grundvektor 

durch die Koelektroporation eines Kontrollvektors oder eines Irx-Expressionsvektors nicht 

beeinflusst wurde. Dazu wurde der Reportervektor jeweils mit einem Irx1- oder einem Irx3-

Expressionsvektor gemeinsam in das Neuralrohr elektroporiert. Beide Irx-Faktoren führten 

nicht zu einer Veränderung in der GFP-Expression im Vergleich zu der bei einer 

Koelektroporation eines Kontrollvektors, sondern wurden überlappend mit dem GFP 

exprimiert (siehe Abb.3.22). Somit konnte der oben beschriebene Reportervektor zum Test 

einer funktionellen Bindung an die einzelnen CNEs verwendet werden. 
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Abb.3.22 Die Expression des Reporterkonstruktes wird durch die Koelektroporation eines Irx-Gens nicht 
beeinflusst. Dargestellt sind Antikörperfärbungen (rot) gegen Irx1 (B,C) und Irx3 (E,F) auf transversalen 
Neuralrohrschnitten nach der Koelektroporation der Irx-Vektoren mit dem Ausgangs-Reporterkonstrukt. Die 
Expression des Reporters wird durch die Fluoreszenz des GFPs (grün) sichtbar. Man erkennt, dass die GFP-
Expression durch die gleichzeitige Expression von Irx1 bzw. Irx3 nicht gestört wird und sich mehrere Zellen 
identifizieren lassen, die beide Konstrukte exprimieren (gelbe Zellen in C und F). Auch die Koelektroporation 
eines Kontrollplasmides führte nicht zur Veränderung der GFP-Expression (G). Da der Antikörper gegen Irx3 
nicht nur das ektopisch exprimierte Irx3, sondern auch die endogene Expression erkennt, ist es etwas schwierig 
die elektroporierten Zellen zu erkennen. Sie sind daher mit Pfeilen markiert.   
 

Es wurden im Weiteren verschiedene CNEs aus dem Olig2- und Olig3-Locus getestet. In den 

nachfolgenden Reporter-Experimenten mit den ausgewählten CNEs wurde zunächst immer 

überprüft, ob nach Elektroporation des Reportervektors mit den entsprechenden eingesetzten 

CNEs eine GFP-Expression zu erkennen war. Da dieses in allen durchgeführten 

Experimenten der Fall war, wird auf eine Darstellung im Einzelnen verzichtet. Gezeigt wird 

jeweils das Ergebnis der Koelektroporation des jeweiligen Reportervektors mit einem 

Kontrollplasmid. Die daraus resultierende Reporterexpression wurde jeweils als Referenz für 

die entsprechende Expression nach der Koelektroporation eines Irx-Expressionvektors 

gesetzt. Dazu wurden innerhalb eines Testes für ein CNE (+ Kontrollvektor bzw. + Irx) die 

gleichen Belichtungs- bzw. Intensitätswerte zur Dokumentation gewählt. 
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3.3.3 Test von Olig2_CNE-34 

Als Erstes wurde das murine Olig2_CNE-34 getestet und die Expression des Olig2_CNE-34-

Reporters nach Koelektroporation mit einem Kontrollplasmid bzw. einem Irx-

Expressionsvektor in das Neuralrohr analysiert. Die Expression des Reportergens vom 

Olig2_CNE-34-Reporter selbst war unverändert im Vergleich zum Grundvektor und auch die 

Koelektroporation eines Kontrollplasmides führten nicht zu einer Veränderung der GFP-

Expression (Abb.3.22 G). Im Unterschied dazu führte die Koelektroporation von Irx1 bzw. 

Irx3 zu einer fast vollständigen Löschung der Reporterexpression (siehe Abb.3.23). Es konnte 

demnach gezeigt werden, dass verschiedene Irx-Faktoren über das regulatorische Element 

Olig2_CNE-34 eine reprimierende Wirkung auf das Reportergen ausüben. Hinsichtlich der 

Funktion der Irx-Gene konnte, übereinstimmend mit den Ergebnissen der 

Überexpressionsstudien, die gleiche Wirkung von Irx1 und Irx3 auf die GFP-Expression 

beobachtet werden. Es wurde somit davon ausgegangen, dass die Irx-Proteine in der hier 

konstruierten Situation funktionell redundant agieren können, so dass im weiteren Verlauf des 

Reporterexperimentes Irx1 stellvertretend für die anderen Irx-Faktoren eingesetzt wurde.   

 
Abb.3.23 Olig2_CNE-34 vermittelt die Repressorwirkung der Irx-Proteine auf den Reporter. Dargestellt 
sind Antikörperfärbungen (rot) gegen Irx1 (B, C) und Irx3 (E, F) nach der Koelektroporation des Olig2_CNE-
34-Reportervektors mit den jeweiligen Irx-Expressionsvektoren. Die Expression des Reportergens ist jeweils 
anhand der GFP-Expression zu erkennen (grün in A, D, G). Die Expression vom Olig2_CNE-34-Reporter blieb 
auch nach der Koelektroporation eines Kontrollplasmides unverändert (G, vgl. mit Abb. 3.20 G). Die 
Koelektroporation von Irx1 bzw. Irx3 führt zum fast vollständigen Verlust der GFP-Expression (A, D vgl. mit 
G). Der Antikörper gegen Irx3 erkennt sowohl die ektopische als auch die endogene Irx3-Expression, so dass 
auch in der nicht elektroporierten Hälfte des Neuralrohres eine Färbung zu erkennen ist (E, F). 
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3.3.4 Test von Olig3_CNE-19 

Analog zu Olig2_CNE-34 wurde nun als nächstes das homologe regulatorische Element des 

murinen Olig3-Locus, Olig3_CNE-19 getestet. Auch hier war eine normale Epxression des 

GFPs vom Olig3_CNE-19-Reporter zu beobachten. Ebenso führte die Koelektroporation 

eines Kontrollplasmides nicht zu einer Störung oder Veränderung der GFP-Expression (siehe 

Abb.3.24 D). Wurde jedoch gleichzeitig mit dem Olig3_CNE-19-Reportervektor ektopisch 

Irx1 exprimiert, so konnte ein dramatischer Verlust der Reporterexpression beobachtet 

werden. Ähnlich wie bei Olig2_CNE-34 war ein fast vollständiger Verlust der GFP-

Expression zu erkennen (Abb.3.24 A). Demnach kann Irx1 auch über das regulatorische 

Element Olig3_CNE-19 seine reprimierende Wirkung auf die GFP-Expression übermitteln. 

 
Abb.3.24 Durch Olig3_CNE-19 wird die reprimierende Wirkung von Irx1 auf den Reporter vermittelt. 
Während weder das regulatorische Element Olig3_CNE-19 selbst, noch die Koelektroporation eines 
Kontrollplasmides zu einer Veränderung der GFP-Expression führen (grün, D), wird die Reporterexpression 
(grün, A) durch die Koelektroporation von Irx1 (rot, B) fast vollständig ausgeschaltet.  
 
 
3.3.5 Mutagenese des IBS-Elementes 

Die oben aufgeführten Ergebnisse machten deutlich, dass es sich bei den ausgewählten, 

homologen CNEs aus dem Olig2- und Olig3-Locus um zwei funktionelle regulatorische 

Elemente handelt, die in der experimentellen Situation die reprimierende Wirkung von Irx1 

auf die Reporterexpression vermitteln. Unklar blieb jedoch, ob diese inhibitorische Wirkung 

von der als IBS beschriebenen Sequenz abhängig ist und damit möglicherweise durch die 

Bindung der Irx-Proteine vverursacht wurde. Um sicherzustellen, dass die Bindung von Irx1 

an die IBS des eingefügten Elementes für die Inhibierung der Reporterexpression 

verantwortlich sein könnte, wurde ein weiteres Konstrukt getestet. *Olig2_CNE-34* trägt 

eine mutierte Version der IBS, ist ansonsten jedoch identisch mit Olig2_CNE-34. Durch den 

Austausch zweier Basenpaare mittels einer so genannten „Site-directed PCR Mutagenesis“ 

(siehe 2.13.4) wurde eine Änderung des Iroquois-Erkennungsmotives von ACAnnTGT nach 

ATAnnTAT hervorgerufen. Es wurde zuvor gezeigt, dass diese Mutation zu einem völligen 
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Verlust der Bindung von Iroquois-Proteinen führt (Bilioni et al., 2005), so dass hier ein nicht-

funktionelles Element vorliegen sollte.  

Zunächst wurde wiederum sichergestellt, dass das Einbringen der Mutation und die Ko-

Expression eines Kontrollvektors keinen Einfluss auf die Aktivität des Reporters hatten (siehe 

Abb.3.25 D). In diesem Fall führte jedoch auch die Ko-Expression von Irx1 zu keiner 

Veränderung in der Expression des Reporters und die GFP-Expression war vergleichbar zu 

der von Olig2_CNE-34 (Abb.3.23 A). Stattdessen konnte eine Überlappung der Expression 

von Irx1 und des GFPs des Reporterkonstruktes gefunden werden (gelbe Zellen in Abb.3.25 

C). 

Diese Ergebnisse zeigten eindeutig, dass tatsächlich das Vorhandensein einer IBS innerhalb 

des Olig2_CNE-34 zu der Vermittlung einer negativen Regulierung bzw. Inhibierung der 

Expression durch Irx führt. Aufgrund der Homologie zwischen Olig2_CNE-34 und 

Olig3_CNE-19 wird postuliert, dass auch hier die Existenz einer funktionellen IBS für die 

Übermittlung der Funktion des Irx-Faktors notwendig ist. 

Abb.3.25 Die Mutagenese der IBS verursacht den Verlust der Repression durch Irx. Durch die Mutagenese 
der IBS in *Olig2_CNE-34*, sowie die Koelektroporation des Kontrollplasmides wurde keine Veränderung der 
GFP-Expression verursacht (D). In diesem Fall wurde jedoch auch durch die Koelektroporation von Irx1 (rot, B) 
keine Reduzierung der Reporterexpression hervorgerufen (grün, vgl. A und D). Statt dessen ist in der 
Überlagerung zu erkennen, dass die von der Elektroporation getroffenen Zellen beide Konstrukte – den * 
Olig2_CNE-34 *-Reportervektor und den Irx1-Expressionsvektor – exprimieren (gelbe Zellen in C).   
 

3.3.6 Test der Olig2_CNE-34-Sequenz des Zebrafisches 

Die oben aufgeführten Ergebnisse zeigen, dass es sich bei den beiden homologen CNEs um 

mögliche Irx-Bindestellen handelt, die die reprimierende Wirkung auf das entsprechend 

nachgeschaltete Gen übertragen. In dem in Abb.3.19 dargestellten Multi-Spezies-Alignment 

ist jedoch zu erkennen, dass die IBS des Olig2_CNE-34 in den ausgewählten Fisch-Spezies, 

Zebrafisch und Tetraodon, verändert ist. Sie wird im Folgenden als Olig2_CNE-34-Zef 

bezeichnet und befindet sich im Zebrafisch lediglich 2kb vom Olig2-Transkriptionsstart 

entfernt, womit es eine typische Entfernung eines regulatorischen Elementes besitzt. Hier 
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findet sich nicht das eigentliche IBS-Motiv ACAnnTGT, sondern die Version ACAnnTGC. 

Die Daten von Bilioni et al. geben die Möglichkeit eines Basenaustausches an dieser Stelle 

von Thymin nach Cytosin als die unwahrscheinlichste an, so dass sich die Frage stellte, ob es 

sich auch bei dieser veränderten Form der IBS des Olig2_CNE-34-Zef um ein regulatorisches 

Element handelt. Daher wurde entsprechend den vorangegangenen Reporter-Experimenten, 

das Olig2_CNE-34-Zef in den Reportervektor eingefügt und getestet. Auch hier führte das 

Element selbst, sowie die Koelektroporation eines Kontrollplasmides nicht zu einer 

Veränderung der Reporterexpression (siehe Abb. 3.26 D). Die gleichzeitige Überexpression 

von Irx1 führte in diesem Fall nicht zu einer vollständigen Löschung der Reporterexpression, 

wie es im Falle der getesteten Elemente Olig2_CNE-34 bzw. Olig3_CNE-19 zu beobachten 

gewesen war (vgl. Abb.3.26 A mit Abb.3.23 A und 3.24 A). Stattdessen konnten einige 

Zellen gefunden werden, die trotz der Koelektroporation von Irx1 eine GFP-Expression 

zeigten. Teilweise handelte es sich bei diesen Zellen um solche, die ausschließlich den 

Reportervektor exprimierten, ohne Irx1-Expression zu zeigen (weiße Pfeile in Abb.3.26). 

Überraschenderweise konnten jedoch auch vereinzelte Zellen gefunden werden, die sowohl 

den Reporter, als auch Irx1 exprimierten (gelbe Pfeile, Abb.3.26). In diesen Zellen fand 

demnach keine negative Regulation der GFP-Expression durch Irx1 statt. Auch wenn die 

GFP-Expression nach der Koelektroporation von Irx1 im Vergleich zur Koelektroporation 

eines Kontrollvektors im Gesamteindruck abgeschwächt erschien, konnte somit keine 

eindeutige, uneingeschränkte negative Regulation durch den Irx-Transkriptionsfaktor 

festgestellt werden.  

Abb.3.26 Die veränderte IBS in Olig2_CNE-34-Zef führt zu einer abgeschwächten Repressorwirkung von 
Irx1. Es fällt auf, dass die Überexpression von Irx1 (rot, B) nicht zu einer vollständigen Löschung der 
Reporterexpression führt (grün, A). Die verbleibende GFP-Expression ist einerseits in Zellen lokalisiert, die kein 
Irx1 exprimieren (weiße Pfeile), kann jedoch auch teilweise überlappend mit der ektopischen Irx1-Expression 
gefunden werden (gelbe Pfeile in A und C). Im Vergleich zur GFP-Expression nach der Koelektroporation eines 
Kontrollvektors (D) erscheint die Olig2_CNE-34-Zef-Reporterexpression nach Koelektroporation von Irx1 
jedoch insgesamt abgeschwächt. 
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3.3.7 Test von Olig2_CNE+26 

Bei den bisher getesteten CNEs handelte es sich immer um verschiedene Versionen der 

beiden Homologen CNEs Olig2_CNE-34 und Olig3_CNE-19. Innerhalb des Olig2-Lokus 

wurde jedoch ein weiteres CNE identifiziert, in dem die IBS hochkonserviert durch die 

verschiedenen Spezies erhalten ist, so dass auch dieses Elemente getestet wurde. 

Olig2_CNE+26 befindet sich zwischen der kodierenden Sequenz von Olig2 und der von 

Olig1 (siehe Abb.3.18). Innerhalb des 252bp langen Bereiches des CNEs befinden sich zwei 

IBS-Motive. Das erste findet man hochkonserviert vom Menschen bis zum Frosch, während 

das zweite in der vollständigen Folge von ACAnnTGT nur in Maus und Ratte vorhanden ist 

(siehe Abb.3.28) 

Entsprechend den vorangegangenen Reporterexperimenten wurde das murine Olig2_CNE+26 

in den Reportervektor eingesetzt und zunächst mit einem Kontrollplasmid koelektroporiert. 

Dieses führte nicht zu einer Veränderung in der GFP-Expression. Die gleichzeitige 

Elektroporation eines Irx1-Expressionsvektor führte jedoch zur vollständigen Löschung der 

Olig2_CNE+26-Reporterexpression. Es handelt sich demnach auch bei Olig2_CNE+26 

hinsichtlich der Repressorwirkung durch die Irx-Proteine um ein regulatorisches Element 

(Abb.3.27). 

 

 
Abb.3.27 Olig2_CNE+26 vermittelt die Irx-Repressorwirkung auf die Reporterexpression. Wie zuvor ist 
die Reporterexpression anhand der GFP-Expression (grün) zu erkennen, während die Irx1-Expression durch eine 
Antikörperfärbung (rot) dargestellt ist. Im Vergleich zur GFP-Expression nach der Koelektroporation mit einem 
Kontrollplasmid (D), führt die Koelektroporation von Irx1 zum vollständigen Verlust der GFP-Expression (A). 
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Abb.3.28 Multispezies-Sequenzvergleich von Olig2_CNE+26. In der Abbildung ist ein Ausschnitt des 
Olig2_CNE+26 zu sehen. In blauer Schriftfarbe sind die von Mensch bis mindestens Huhn konservierten 
Bereiche dargestellt. Innerhalb des CNEs findet sich eine IBS, die durch alle Spezies konserviert ist, und eine 
zweite, welche vollständig nur in Maus und Ratte vorhanden ist (rote Schrift, gelb hinterlegt). In Rot 
unterstrichen sind die Ränder des für den Test ausgewählten Bereiches des murinen Olig2_CNE+26. 
   

 

3.3.8 Test von Olig2_CNE-73 

Neben den oben bereits beschriebenen CNEs aus dem Olig2-Locus, in denen sich die IBS 

hochkonserviert durch die verschiedenen Spezies findet, existieren außerdem einzelne CNEs, 

die das IBS Motiv lediglich in einer oder in zwei Spezies vorweisen. Bei Olig2_CNE-73 

handelt es sich um ein solches CNE, in dem die IBS ausschließlich in Maus und Ratte zu 

finden ist (siehe Abb.3.29). Es wurde demnach erwartet, dass es sich hierbei nicht um eine 

funktionelle IBS handelte, da sie in den anderen Spezies nicht existiert. Der Test des 

Olig2_CNE-73 aus der Ratte zeigte, wie zuvor die anderen Elemente, keine Veränderung der 

GFP-Expression nach Koelektroporation mit einem Kontrollplasmid (siehe Abb.3.30). 

Überaschenderweise kam es jedoch auch hier zu einer starken Reduzierung der 

Reporterexpression in Folge der Koelektroporation mit Irx1 (siehe Abb.3.30). Allerdings 

konnten auch hier, vergleichbar mit Olig2_CNE-34-Zef, vereinzelte Zellen gefunden werden, 

in denen sowohl der Reporter aktiv war, als auch Irx1 exprimiert wurde. Demnach war auch 

Olig2_CNE+26 
 
ATCATGCACTAAAAGAGAATTCCCATTTTGTGGTTCTCC AAGGAGAGTGACAGAGCCTTGTTTGTAACAG CC  hum 
 ATTGTCCATTAAAAACACACTACCATTTCGTGGTTCTG  TGAGAGAGTGACAGAGCCTGGTTTGTCACAG CC  mus 
 ATTGTCTATTAAAAACACACTAGCATTTCGTGGTTCTG  TGAGAGCGTGACAGAGCCTGGTTTGTCACAG CC  rat 
 ATAATGTATAAAGAGGCAATTTTCATTTTGTCTGTGTTCTTAAGAGTGTGACAGCGTCTTGTTTGCAACTGCCC  chk 
                                                                         CC  xen 
 
 
 CCGGGCATAAGCAATCATTGTGTAGCT TAATTAGATATTCCCCGTGCTAGTGTGAGGGACATATGTCCATTCA  hum 
 CAGGGCATAAGCAATCATTGTGTGGCT TCATTAGCTATTCCCTGAGCTAGTGCGAGGGACATATGTCTATTCT  mus 
 CAGGGCACAAGCAATCATTGTGTTGCT TCATTAGCTATTCCCTGAGCTAGTGTGAGGGACATATGTCTATTCT  rat 
 CTGGGTATGAGCTATCATTGTGTGACT TAATTAGATATTCTACATGCTAGTGTGAGGGACATATGTCTATTCA  chk 
 CCGGGCATAGCACATCATTGTGGAAGTCTCATTACATATTCCGCATGTTAGCGTGAGGGACATATGTCTTTTCT  xen 
  
 
 CTCTGACAAACACTGACAGCGGCCGGC  GCTTTCATGATCCTGCTCTATGCAGATAAAGGCAACGCAAGTGCG  hum 
 CTGTAACAAATGCGAGCAGCGGCAGGC  GCCTCC--------GCTCTATGCAGATAACG-CAGCACAAGTGTG  mus 
 CTGTAACAAATGC-AAGAGCGGCAGGC  GCCTCC        GCTCTATGCAGATAACA-CAGCACAAGTGTG  rat 
 CTGTAACAAACATCGAGAGTCTGCCACATGCTTTAATGTTTCTGCTATGTTGAAATAAAGGCAGAGCAAGTGCA  chk 
 CTGGTACAAACCATG GAGTCTGCCACATGCTTAAACGTTCTGGCTGTATGGAAATAAAGGCTGAACAAGTGCA  xen 
 
 
 AGCTCTCCCAAGGACCTGTGGCCCCAGCCGGCCCCGGCACAATCAGCCCGCATTCACCGATTGGTTCCAGTTTA  hum 
 AGCGCTCCCAAGGACCTGCGTCCCCAGCC---TCAGGCACAATCAGCCCATGGTCACCAATTGGTTCCAGTTTA  mus 
 AACGCTCCCAAGGACCTGCGTCCCCAGCCA---CAGGCACAATCAGCCCACGGTCACCAATTGGTTCCAGTTTA  rat 
 AGCTCTCCCAAGGACCTGTGGCCCCAAACAGCTTGAACACAACCCGCCGGCATTCACCGATTGGTTACAGTTTA  chk 
 GTCTCTCCCAAGGACCTGTGGCCTCAAACAGACTGAACACAATCGGCCTCCATTGACCAATTGGTCACAGTTTA  xen 
  
 
 TTAATAGCCTATGAACTTCTCATCTGCTCCCGG  ACTGGTTAGGACTGTCACCTGCAACTGCCAGGCCAG     hum 
 TTAACAGCCTATAAACTTCTCATCTGTTCCAGG  ACTGGTTAGGACTGTCACCTGCAACTGCCTGCCCCC     mus 
 TTAACAGCCTATAAACTTCTCATCTGATCCAGG  ACTGGTTAGGACTGTCACCTGCAACTGTCAGCCCCC     rat 
 TTAACAGCCCATAAACTTCTCATCTGCTCCTGGGCGCTTGGTAGGGTTGTCACCTGCAACTGCCAAG         chk 
 TTAGCGGCCTATAAACTTCTCGTCTGCTCTAGGGGACATGTTGTTAATGGGCCTTGTTAGGGCTTTCACCT     xen 
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Olig2_CNE-73 
 
 ACTCGGAACTTTAAAAGCAAACAGGTTTCCTATACTAATTCCTGGAGAGAAGGCTTCTGTTGCTTTCTTGCTGCT hum 
 --------CTCCAAAAGCCAACAGGTTTCCTTT-CTGCTTCCCAGAGAGAAAGCTTCTGCGGCTTCAGTACCGCT mus 
 --------CTTCAAAAGCCAACAGGTTTCCTTT-CTGCCTCCCAGAGAGAGAGCTTCTGCTGCTT-AGGACCGCT rat 
 --------------------------------------------------------------------------- chk 
 -------------------------------------------GGGAAGGTGGCTTCTTGTGC-------CGTCT xen 
                                                              
  
 GCGAGACTGAAGGTGGGTGACCATCTT-CAT--TTGTTACCTTGGAAGATGTGGAGAACCAGAAGTAAGTTTGAA hum 
 GAGAGACTGGAGGTGGGTGACCCTCTC-CAT--CCGTTACCTTGGAAGCCGTGGAGAGGCGGAAGTAAGCACGAG mus 
 GAGAGACTGGAGGTGGGTGACCCTCTC-CAT--TTGTTACCGTGGAAGCCGTGGAGAGGCGGAAGTAAGCGCGAG rat 
 ---------------------------TCAG--CCGTTCCCTTGGAAGAGGAAGAGGACCAGAAGTAAGTGTGGG chk 
 GTGAGA---GATGTGGGTGATCCTTCCGCATCCTCGTTACCTTGGAGGAGCAAGAGAACTGGAAGTAACTCCAGA xen  
 
 
 ATAATAG-GCCAACG-GTAGCTGTCTCCTTTCTTCG--------------------------------AGGAAAG hum 
 ATAACAG-GCTCAGG-GCACATTCCTCCCCACTGCGCCGAGACTGACCGCCCATTCCTCCCCGCTGCGCCGAGAC mus 
 AGAACAG-GCTTAGG-GCACATTCCTCCCCGCTAC---------------------------------CCGAAAC rat 
 ATAATAGCCCGCAGGCACACAGCCCTCCCCTCTGAG--------------------------------GTTCAAG chk 
 AGAATAGTGAAAAAG-GCAAATTCCAGCCCTCAGAG---------------------------------GGAGAG xen 
 
  
 TTATTGCCCTTCCAAATG-CCAGTTTGTTTTTTGATTTTCCACGGTCCAGCCCCGTATTTAACACAGAAAGATGC hum 
 TGACCGCCCTCCCAAATGGCCAGTTTGTTTTTTGATTTTCCACGGTCCAGCCCTGTGTTTAGCACAGAAAGACAC mus 
 TCACCGCCCTCCCAAATGGCCAGTTTGTTTTTTGATTTTCCACGGTCCGGCCCTGTGTTTAGCACAGAAAGACAC rat 
 TTATTGCGCCTCTGCATG-TGAGTTTGTTTTTTGATTTGCCACGGTCCAGCCCTGTATTTAGCAGAGAAAGACAC chk 
 TTATTACC--TCCAAATG-CCAGTTTGTTTTTTGATTTTCCACGGTCCGGCCCTGTGTTTAGCACAGAAAGACAC xen 
 
  
 TTTAGAAGCCAGAACACTGATAATAACCCCAAATATACACAAAGACAAAGCAGAGGGCATGCCT-GTTTTGTCCC hum 
 TTTGGAAGCCACAACACTTGTCATCCCCGCAAATACACACAAGGACAAAGCAGGGGGCATGTCT-GCTTTGTCCT mus 
 TTTGGAAGCCACAACACTTGTCGTCCTCTCCAATACACACAAGGACAATGCAGGGGGCATGTCT-GCTTTGTCCT rat 
 TGCCGAAGTTCTGACACCGATAACAGCCCTAAATACACACGTGCACAAAGCCCAGGGCACGTCT-GTTTTGTCCC chk 
 TTTAGAAACCCTGACATTCATAATCACCCTAAATATACCCACTGACAAGGCATAGGCCATGTTTTGTTTTGTTCC xen 
 
   
 GTCAGACAAATTATGATCTAAATTTTCTGCCAACACCACTTTTT---TTCCCCTG-ATTGTTTATGGCAACAGCA hum 
 GTCAGGCAAATTATGATCTAAGTTTTCTGTCAACACCACCTTGTGCGTGCCCGTGCGTTGTTTAACGCAATAGCA mus 
 GTCAGGCAAATTATGATCTAAGTTTTCTGTCAGTACCACTCTGTGTATTTCTGTGTATTATTTAATGCAATAGTG rat 
 CGCACACAAATTATGATCCACGCATTGTGCTCGCACCGTT-------TTTTTGTTTGGTTGGTGGTGAAGCTGTG chk 
 CAAAGCCAAACTGCGATCAGGGGGTTCGTCTTACATTGTT-------TCCCCATGTAATTCTTCAT--------- xen 
 

für Olig2_CNE-73 keine eineindeutige Aussage bezüglich der Vermittlung der 

inhibitorischen Wirkung der Irx-Faktoren zu treffen. Dem Gesamteindruck nach wurde 

jedoch die Expression des Reporters stark reduziert, so dass es möglich ist, dass es sich auch 

hier um ein -in diesem in vivo-Experiment- funktionelles regulatorisches Element bezüglich 

der Repressorwirkung der Irx-Proteine handelt.  
 

Abb.3.29 Multi-Spezies-Sequenzvergleich von Olig2_CNE-73. Der Sequenzvergleich zeigt die Konservierung 
des Elementes vom Mensch bis mindestens zur Ratte in blauer Schriftfarbe. Die IBS findet sich lediglich in 
Maus und Ratte und ist in Gelb hinterlegt. In Rot unterstrichen sind die Ränder des zum Test ausgewählten 
Bereiches des Olig2_CNE-73 aus der Ratte.   
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Abb.3.30 Irx1 reprimiert die Reporterexpression über Olig2_CNE-73 nicht vollständig. Im Vergleich der 
Reporterexpressionen (grün) nach der Koelektroporation eines Kontrollvektors (D) mit der nach der 
Koelektroporation von Irx1 (A) ist klar zu erkennen, dass die Expression von Irx1(rot, B) zu einer starken 
Reduzierung der GFP-Expression führt. Es kommt jedoch nicht zu einem vollständigen Verlust der 
Reporterexpression, da einzelne, GFP-exprimierende Zellen gefunden werden können (Pfeile in A) 
 
 
3.3.9 Test von Olig3_CNE+21 

Bei der Suche nach konservierten Elementen in der Umgebung von Olig3 konnten neben dem 

zu Olig2_CNE-34 homologen Olig3_CNE-19 noch ein weiteres CNEs identifiziert werden, in 

dem das IBS-Motiv über die verschiedenen Spezies konserviert ist. Olig3_CNE+21 enthält im 

Gegensatz zu den anderen bisher getesteten CNEs das IBS-Motiv zweimal in hoher 

Konservierung von Mensch bis Zebrafisch (siehe Abb. 3.31).  

Es wurde ein 639 bp langer Bereich des murinen Olig3_CNE+21 ausgewählt und wie zuvor 

die anderen CNEs getestet. Auch hier wurde die Reporterexpression nicht durch die 

Koelektroporation eines Kontrollplasmides beeinflusst (siehe Abb.3.32, D). Die Anwesenheit 

von Irx1 führte jedoch wiederum zu einer deutlichen Reduzierung der GFP-Expression 

(Abb.3.32 A). Auch hier konnten teilweise Zellen identifiziert werden, in denen trotz 

Koelektroporation eines Irx-Vektors eine Expression des Reporters zu finden war. Bei 

genauerer Betrachtung in einer Auschnittvergrößerung ist jedoch zu erkennen, dass es zu 

keiner Überlagerung der Expression von Irx1 und GFP kommt. Stattdessen ist die Expression 

des GFPs im Kern der getroffen Zellen zu finden, während die Irx1-Expression im 

Cytoplasma lokalisiert ist. Da es sich bei den Irx um Transkriptionsfaktoren handelt, ist eine 

Lokalisierung außerhalb des Kerns als ungewöhnlich zu betrachten. Es wäre vorstellbar, dass 

in vereinzelten Zellen eine Modifikation des Irx-Proteins zu einer gestörten Funktion und 

Lokalisierung im Cytoplasma geführt hat, so dass die Restexpression des Reporters als 

vernachlässigbar angesehen wird. Demnach kann auch Olig3_CNE+21 die Funktion von Irx1 

vermitteln, wodurch die reprimierende Wirkung des Transkriptionsfaktors gewährleistet wird. 
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Olig3_CNE+21 
 
 GCGTGGGTATGACCTGCTCATGGGAACATAACACATCAGTGATGGAGGATAAGGAAAAAAGATTTAAATGTGCTTTCAC  hum 
 ATGTGGGTAAGACCTGCTCATGGGAACGGAACATGTCCGTGAGGGAGGATAAGGAAGAGATATTTAAATGTGTGTTCAC  mus 
 ATGTGGGTACGACCTGCTCTGGGGAACGTAACATATCGGTGAGGGAGGATGAGGAAAAGATATTTGAATGTGTGTTCAC  rat 
 -TGCCAGCGTGGGGGGGAACAGGGAGAGGAAGGCAGGAGAGGGGTCGCAGGAAGCCCTGTGATTTAAGCACACTGTCGC  chk 
 ------------------------------------------------------------GATGGAAATATGCTTTCTG  zef 
  
 TTATGGCCGTGCAATATGAAAAACAAATCTAAACATTTGTCTGTAGAATCAGGTGATGATTGGCTGTCGGCTGTCTCAG  hum 
 TTATGACTGTGCAATATGAAAAACAAATCTAAACATTTGTCTGTAGAATCAGGTGATGATTGGCTGTCTGCCGTCTCAG  mus 
 TTATGACTGTGCAATATGAAAAACAAATCTAAACATTTGTCTGCAGAATCAGGTGATGACTGGCTGTCTGCTGTCTCAA  rat 
 CTGTGCCTGTGCAATATGAAAACCAAATCTAAACATTTGTCTGTAGAATCAGGTGATGGCTGGCCCTCTACTGTCTCAA  chk  
 TTTTGGCTGT-----ATGGGA--------TAAACATTTGTCTATGAAATCAGCTGATGACAGGCCTTAGGC-GTTCCCC  zef 
 
 GGGGAGCAGGGAAATAGTCCATGCACCTGCCACCTAATTCAGTTTAAAACCTGACACATTTACCAAGAGTGGGCTGGCA  hum 
 GGGGAGCAGGAAAATGGTCTATGCACCTGCCACCTAATTCAGTTTAAAACCTGACACATTTACCAAGAGTGGGCTGGCA  mus 
 GGGGAGCAGGAAAATGGCCCATGCACCTGCCACCTAATTCAGTTTAAAACCTGACACATTTACCAAGAGTGGGCTGGCA  rat 
 GGGGGGCAGGAAAACAGTCCATGCACCTGCCACCTAATTCAGTTTAAAACCTGACACATTTACCAAGAGTGGGCTGGCA  chk 
 GGGGGCCGAAAGGCCACTCTGGAAAGTGTAAAATCAGTTCTGTTTCCAG--TAACAGGTGTGTCC--------------  zef 
 
 TAATGAAGTTCATTCAGGCTGTCAGTGGAGTCAATAACTTATCCCCAACTGCTTTTGTTTCAGCAGCGGCAGTGCCTC  hum 
 TAATGAAGTTCATTCAGGCTGTCAGTGCAGTCAATAACTTATCCCCAACTGCTTTTGTTTCAGCAGAGGCAGCTCCTC  mus 
 TAATGAAGTTCATTCAGGCTGTCAGTACAGTCAATAACTTATCCCCAACTGCTTTTGTTTCAGCAGAGGCAGCTCCTC  rat 
 TAATGAACTTCATTCATGCTGTCAGTGGAGTCAATAACTTATCCCCAACTGCTTTTGTCTCCCTGGCGGCAGTGCCTC  chk 
  
 TGATCAGGCTGAGGTACTTATTCAAGTAAAATTTATTTTCAATTGCCGGCCATAATGCCATGGACACAAG-CCTGGCT  hum 
 TAATC-GGCTGAGGTACTTATTCAAGTAAAATTTATTTTCAGTTGCAGGCCAGAATGCCATGGGCGCAGG-CCTGGCT  mus 
 TAATC-GGCTGAGGTACTTATTCAAGTAAAATTTATTTTCAGTTGCAGGCCATAATGCCAGAGGCACAGGGCCCGGCT  rat 
 TGATCGGACTGAGGTACTTATTCAAGTAAAATTTATTTTCAATTGCAGGCCATAATACTACTGGCACAAG-CCTTGCT  chk 
 
 TTGACAGGACCTTTTGCTCAAGGCTACACTATTGTTAAAGTTTGTGTCCATTGTCTGGGGTCTTTGATCTGTCAAAGC  hum 
 TTGATAGGACTTTTTGCTCAAGGCTACGCTATTGTTAAAGTTTGTGCCTATTGTCTGGGGTCTTTGATCTGTCAAAGA  mus 
 TTGATAGGACGTTTCGCTCAAGGCTACACTATTGTTAAAGTTTGTCTCTATTGTCTGGGGTCTTTGATCTGTCAGAGC  rat 
 TTGACAGAAGCTTTTGCTCAAGGCTAAACTATTGTTAAAGTTTGTGCCCATTGTCCGGGGTCTTTGATCTGTCAAAGC  chk 
                                                                          AAGGC  zef 
 
 TGCTTAACAAGCTGGTTAAAAAC     TGTTTCAGATAACAGGTGTGTCCTTTGAGGGCACAGGGATATTTTTCAGC  hum 
 CACTTAACAAGCTGGTAAAAAAC     TGTTTCAGATAACAGGTGTGTCCTTTGAGAGCACGGAGACACTTTTCAGC  mus 
 CGCTTAACAAGCTGGTAAAAAAC     TGTTTCAGATAACAGGTGTGTCCTTTGAGAGCATGGAGACATTTTCCAGC  rat 
 TGCTTAACAAGCTGGTTAAAAAC     TGTTTCAGATAACAGGTGTGTCCTTTGAGGACACAGGGCCATTTCTCAAC  chk 
 CACTCTGGAAAGTG  TAAAATCAGTTCTGTTTCCAGTAACAGGTGTGTCC                             zef 
 
 TCCTTTAAAAGACTAGTTTGAGGACTGACCAAAATTTACAAGCTGGTTGGTGGTGATATATATAAAGTACTTTTAAAA  hum 
 TCCTTTACAGGCCTGGATTGAGGACCAACAGAAATTTACAAGCTGATTGGTGGTGATATATGTAAAACGCGTTTAAAA  mus 
 TCCTTTATAGGCCTGGATTGAGGGCTGACAGAAATTTACAAGCTGATTGGTGGTGATATATGTAAAATGTGTTTAAAA  rat 
 TTCTTTAAAAGACTAGTCCAGGAGCTGACTAAAATTTACATGCTGGTTGGTGGTGATATATGTAAAGCACTTTTAAAG  chk 
 
 CAAGAAAGTGAGATTTAATGTCTTGACTTCCTTGGGTTTACTGCAACAAGCAACCTTTTTGAGTGAGAGATTTAAGAG  hum 
 CAAGAAAGTAGAATTTAATGTCTTAACTTCCATGGTTT--CCACAACAAGCAACCTCTTTGAATGAGAGATTTAAGAG  mus 
 CAAGAAAGTAGAATTTAATGTCTTAACTTCCTTGGTTT--CCACAACAAGCAACCTTTCTGAATGAAAGATTTAAGAG  rat 
 CAAGGAATTAG-ATTTAGTGTTTTAGTTCCCTT---------------------------------------------  chk 

 
 
Abb.3.31 Multi-Spezies-Sequenzvergleich von Olig3_CNE+21. Der Sequenzvergleich zeigt, dass 
Olig3_CNE+21 das IBS-Motiv zweimal hoch konserviert durch alle aufgeführten Spezies von Mensch bis 
Zebrafisch enthält (rote Schrift, gelb hinterlegt). Die blaue Schriftfarbe markiert Bereiche hoher Homologie bis 
mindestens zum Huhn. In Rot unterstrichen sind die Ränder des zum Test ausgewählten Bereiches des murinen 
Olig3_CNE+21 zu sehen. 
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Abb.3.32 Olig3_CNE+21 enthält eine funktionelle IBS. Der Vergleich der Reporterexpressionen (grün) nach 
Koelektroporation des Kontrollplasmides (D), bzw. von Irx1 (A) lässt eindeutig erkennen, dass die Anwesenheit 
von Irx1(rot, B) eine starke Reduzierung der GFP-Expression verursacht. In der Ausschnittvergrößerung der 
Überlagerung ist zu erkennen, dass die Restexpression des Reporters nicht überlappend mit der Irx1-Expression 
gefunden wird. Satt dessen ist die GFP-Expression im Kern und die Irx1-Expression im Cytoplasma lokalisiert. 
 

 

3.3.10 Test von nicht-konservierten Bereichen, die ein IBS-Motiv enthalten 

Bisher konnte für fast alle getesteten CNEs aus dem Olig2- und dem Olig3–Lokus gezeigt 

werden, dass sie ein funktionelles IBS-Motiv enthalten, über welches in vivo in dem hier 

angewandten Reporterexperiment die Repressorwirkung von Irx1 vermittelt wird. Demnach 

besitzten sowohl Olig2 als auch Olig3 mehrere funktionelle Erkennungssequenzen für die 

Iroquois-Transkriptionsfaktoren und werden negativ von ihnen reguliert. Obwohl auch die 

biologischen Konsequenzen aus den Überexpressionsstudien der Irx-Gene stark darauf 

hindeuteten, dass es sich bei den beiden Olig-Genen um direkte Zielgene der Irx-Faktoren 

handelt, waren die Ergebnisse zum Teil unerwartet. Es bestand die Annahme, dass es durch 

das experimentelle Design immer gelingen würde die reprimierende Funktion der Irx-Proteine 

zu vermitteln, sofern das zu testende Element ein IBS-Motiv beinhalten würde, da durch die 

ektopische Expression des Irx-Gens und der frei zugänglichen IBS optimale Bedingungen für 

eine DNA-Protein-Bindung herrschen. Um die Qualität der Ergebnisse des Reportertestes zu 

überprüfen, wurden deshalb Sequenzbereiche aus der Region des Olig2-Lokus getestet, die 

zwar ein IBS-Motiv enthalten, jedoch nicht über die verschiedenen Spezies konserviert sind. 

Es wurde darauf geachtet, dass die ausgewählten Sequenzbereiche in der Nähe der zuvor 

ausgewählten CNEs liegen, so dass davon ausgegangen werden konnte, dass sie sich im 

Bereich des offenen Chromatins befinden. Demnach müssten sie auch in der endogenen 

Situation für die Irx-Transkriptionsfaktoren zugänglich sein. Die einzelnen ausgewählten 
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Bereiche enthalten nur in der Ratte bzw. in Maus und Ratte ein IBS-Motiv und sind selbst 

nicht konserviert, so dass angenommen wird, dass sie keine Funktion erfüllen sollten. Ihre 

Bezeichnung gibt die Lokalisierung auf dem Chromosom wider. Es wurden drei Bereiche 

„upstream“ des Olig2-Lokus ausgewählt, die im Folgenden als Bereich A, B und C betitelt 

werden. Bereich A befindet sich zwischen Olig2_CNE-68 und Olig2_CNE-60, Bereich B 

zwischen Olig2_CNE-60 und Olig2_CNE-49 und Bereich C zwischen Olig2_CNE-18 und 

dem Promotor (siehe Abb.3.18). 

Alle drei Bereiche wurden in gleicher Weise wie zuvor die verschiedenen CNEs in dem 

Reporterexperiment getestet. Keiner der Bereiche veränderte die Expression des GFPs bei 

Koelektroporation eines Kontrollvektors (Abb.3.33 D, H, L). Die Koelektroporation von Irx1 

führte in keinem der drei Fälle zu einer vollständigen Löschung des GFPs, auch wenn die 

Expression des Reporters nicht bei allen getesteten Bereichen gleich war. Während bei 

Bereich A vergleichsweise weniger GFP-Expression in den einzelnen Zellen zu finden war, 

so konnte bei Bereich B und Bereich C eine deutliche Expression des Reporters in mehreren 

Zellen, die gleichzeitig Irx1 exprimierten, erkannt werden. In diesen Zellen konnte somit 

keine Reprimierung der GFP-Expression durch Irx1 erfolgt sein (Pfeile in Abb.3.33). 

Trotzdem erfolgte dem Gesamteindruck nach eine Reprimierung der Reporterexpression. 

Diese war jedoch im Vergleich zu den oben beschriebenen getesteten CNEs nicht so stark 

bzw. eindeutig. Man könnte demnach zu dem Schluss kommen, dass die hier ausgewählten 

IBS-enthaltenden Bereiche eine in diesem in-vivo Experiment vergleichsweise schwächere 

Repressorfunktion der Irx-Proteine vermitteln. 
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Abb.3.33 Die getesteten nicht konservierten Bereiche vermitteln nur eine abgeschwächte inhibierende 
Wirkung der Irx. Es wurden drei nicht konservierte Bereiche aus dem Olig2-Locus, A (A-D), B (E-H) und C 
(I-L), getestet. Zu sehen ist eine Antikörperfärbung gegen Irx1 (rot) sowie die Expression des Reporters (GFP, 
grün) nach der Koelektroporation mit Irx1 bzw. mit einem Kontrollvektor. Die Anwesenheit eines 
Kontrollvektors hat keinen Einfluss auf die GFP-Expression (D, H, L). Auch bei der Koelektroporation von Irx1 
exprimieren mehrere Zellen den Reporter (Pfeile). Da gleichzeitig die Expression von Irx1 nachweisbar ist, kann 
in diesen Zellen keine negative Regulation der Reporterexpression erfolgt sein.
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4. Diskussion 
 

Eine der Aufgaben der Entwicklungsbiologie ist es, die genaue Rolle und Funktion einzelner 

Entwicklungsgene zu ergründen. Dabei nimmt die detaillierte Aufklärung von Signalwegen 

und Genregulationsmechanismen an Bedeutung zu. Die Familie der Iroquois-Gene gehört zu 

den Genen, die während der Embryonalentwicklung aktiv sind. Während in Drosophila den 

Iro-Genen bereits eine Reihe von Funktionen zugeordnet werden konnte (Cavodeassi et al., 

2000,1999; Gomez-Skamerta et al., 1996) ist ihre Rolle in der Vertebratenentwicklung 

weiterhin unklar. Sie kodieren für Homeodomänen-Transkriptionsfaktoren, die durch das 

gesamte Tierreich hochkonserviert zu finden sind. Ihre Expressionsdomänen in einer großen 

Anzahl von unterschiedlichen embryonalen Geweben sowie eine Reihe unterschiedlicher 

Untersuchungen deuten an, dass die Iroquois-Gene für die verschiedensten Aspekte der 

Musterbildung eine wichtige Rolle nicht nur in der Drosophila-Entwicklung einnehmen. 

Trotz ihrer Bedeutung für diese Entwicklungsprozesse ist ihre genaue Funktionsweise bisher 

nur in Ansätzen geklärt. 

Daher sollte in dieser Arbeit die Funktion der Irx-Gene weiter untersucht werden. Bisherige 

Analysen, insbesondere in Drosophila zeigten, dass die Irx speziell in der Entwicklung des 

Nervensystems eine entscheidende Rolle spielen, so dass in den hier durchgeführten 

Untersuchungen das sich entwickelnde Neuralrohr als gut verstandenes Modelsystem zur 

funktionellen Analyse der einzelnen Irx-Gene genutzt wurde.  

 

Die Rolle der Irx-Gene während der Entwicklung des Nervensystems 

Die bisherigen Untersuchungen der Irx-Gene machten deutlich, dass sie sowohl in der frühen, 

als auch in der späten Entwicklung und Musterbildung des Nervensystems eine entscheidende 

Rolle spielen. Schon ihre Entdeckung in Drosophila zeigte, dass sie für Faktoren kodieren, 

die die Expression der proneuralen Gene des AS-Komplexes ermöglichen (Cavodeassi et al., 

2001). Für drei der Iroquois-Gene in Xenopus, Xiro1, 2 und 3 konnte ebenfalls gezeigt 

werden, dass sie die frühe Neurulation beinflussen können (Bellefroid et al., 1998, Gomez-

Skamerta et al., 2001, 1998). So führte beispielsweise die Überexpression von Xiro3 zu einer 

Vergrößerung des sich entwickelnden Neuralrohres und zusätzliches neuronales Gewebe 

bildete sich an Stelle der Epidermis (Bellefroid et al., 1998). Die Etablierung von neuronalen 

Territorien in Xenopus ist abhängig von der Reprimierung der Funktion von Bmp-4. Diese 

Reprimierung von Bmp-4 erfolgt zum einen durch sezernierte Faktoren, die den Bmp-

Signalweg stören als auch durch die Inhibierung der Bmp-4-Expression selbst, was durch den 



DISKUSSION 

 82 

Wnt-Signalweg vermittelt wird. Es konnte gezeigt werden, dass Xiro1 durch den Wnt-

Signalweg aktiviert wird und im Neuroektoderm als Repressor wirkt, der zu der Inhibierung 

von Bmp-4 führt. Unklar blieb jedoch, ob es sich hierbei um eine direkte oder eine indirekte 

Inhibierung der Bmp4-Expression durch Xiro1 handelte, auch wenn eine in vitro-Bindung der 

Xiro-Homeodomäne an die Bmp-4-Promotor-Sequenz gezeigt werden konnte (Gomez-

Skamerta et al., 2001). Neben dieser Rolle während der frühen Neurulation gibt es jedoch 

auch einige Hinweise auf Funktionen der Iroquois-Proteine während der späteren 

Musterbildung des Nervensystems. Hier konnte für einzelne Irx-Gene eine Aufgabe bei der 

Ausbildung von Grenzen zwischen verschiedenen neuronalen Territorien festgestellt werden. 

So wird im Gehirn die Grenze zum späteren Vorderhirn, die Zona limitans intrathalamica, 

durch die gegenseitige Inhibierung von Six3 und Irx3 definiert (Kobayashi et al., 2002). Irx2 

dagegen könnte eine Rolle bei der Festlegung der Mittelhirn-Hinterhirngrenze bzw. der 

Ausbildung des Cerebellums übernehmen, wobei es zu einer gegenseitigen Aktivierung von 

Irx2 und Gbx2 kommt (Ogura et al., 2001). Diese Festlegung von Grenzen zwischen den 

unterschiedlichen neuronalen Gebieten durch eine gegenseitige Regulierung zweier Faktoren 

geht oftmals einher mit scharf zueinander abgegrenzten Expressionsdomänen der einzelnen 

betroffenen Faktoren. Bisher konnte jedoch in keinem Fall geklärt werden, ob diese 

Regulation direkt durch die einzelnen Iroquois erfolgt oder ob sie indirekt über weitere 

Faktoren vermittelt wird.  

 

Durch die in dieser Arbeit vorgenommene Analyse der Neuralrohrentwicklung in der Ft-

Mutante in Kombination mit der Durchführung von Überexpressionsstudien der einzelnen 

Irx-Gene im sich entwickelnden Neuralrohres des Hühnerembryos konnten einige weitere 

Hinweise auf die Funktion der Irx-Gene gesammelt werden. Die so erhaltenen Ergebnisse 

ermöglichten dann die systematische Suche nach potentiellen direkten Zielgenen der Irx-

Proteine. 

 

4.1 Funktionelle Analyse der Irx-Gene im Neuralrohr 
Die dorso-ventrale Musterbildung des sich entwickelnden Neuralrohres beginnt mit der 

Etablierung von unterschiedlichen neuronalen Vorläuferpopulationen. Die korrekte 

Ausbildung dieser Populationen wird über die distinkte räumliche Expression einer Vielzahl 

von Transkriptionsfaktoren reguliert (Briscoe et al., 2000, Helms and Johnson, 2003). Im 

ventralen Neuralrohr reguliert das sezernierte Protein Shh (Sonic Hedghog) die Expression 

einer Reihe von HD-Transkriptionsfaktoren, zu denen neben Mitgliedern der Pax-, Nkx- und 
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Dbx-Familie auch die der Irx-Gene zählen (Qui et al., 1998, Pierani et al., 1999, Briscoe et al., 

2000). Die Expression dieser Transkriptionsfaktoren wird entweder positiv oder negativ über 

den von der Bodenplatte ausgehenden Shh-Gradienten reguliert (siehe 1.2). Durch die 

gegenseitige Inhibierung von Paaren dieser Transkriptionsfaktoren entstehen scharfe 

Expressionsgrenzen, welche entscheidend für die räumliche Organisation der entstehenden 

neuronalen Vorläuferpopulationen sind. Viele dieser proneuralen HD-Proteine sind in der 

Lage die Entstehung von ektopischen Neuronensubtypen zu induzieren, wenn sie 

experimentell außerhalb ihrer normalen Expressionsdomäne exprimiert werden (Briscoe et al., 

2000, Pierani et al., 2001). Dieser Vorgang wird wahrscheinlich durch die Aktivierung der 

Expression von in der Hierarchie nachgeschalteten Transkriptionsfaktoren ausgelöst, welche 

wiederum eine intermediäre Rolle in der Determinierung des neuronalen Zellschicksals 

übernehmen und selber in den postmitotischen Neuronen exprimiert werden (Sharma et al., 

1998; Tanabe et al., 1998; Briscoe et al.,2000). Eine mögliche Erklärung der Funktionsweise 

der unterschiedliche proneuralen Transkriptionsfaktoren des Neuralrohres wäre demnach, 

dass sie sowohl als Aktivatoren – auf die nachgeschalteten „postmitotischen“ 

Transkriptionsfaktoren-, als auch als Repressoren untereinander wirken können. Für die 

Mitglieder der Dbx- und Nkx-Familie konnte gezeigt werden, dass sie ihre inhibitorische 

Wirkung auf den jeweiligen Klasse I- bzw. Klasse II-Partner über die Rekrutierung des Ko-

Repressores Groucho erreichen. Für den Irx-Faktor Irx3 hingegen konnte keine Interaktion 

mit bzw. Bindedomäne für Groucho gefunden werden (Muhr et al., 2001). Obwohl gezeigt 

wurde, dass Irx3 durch gegenseitige Inhibierung mit dem bHLH-Protein Olig2 für die 

Etablierung der dorsalen Grenze der Motorneuronenvorläuferdomäne verantwortlich ist 

(Novitch et al., 2001, Mizuguchi et al., 2001), bleibt demnach unklar, wie diese Regulation 

erfolgt. Ebenso ist auch die Funktion der vier weiteren Neuralrohr-spezifischen Irx-Gene 

nicht bekannt.  

Die Ergebnisse der durchgeführten Überexpressionsstudien sollen helfen, hier weitere 

Einblicke zu bekommen. 

 

4.1.1 Alle Irx-Gene sind funktionell redundant, wenn sie überexprimiert werden. 

Es konnte zunächst festgestellt werden, dass die Überexpression aller Neuralrohr-spezifischen 

Irx-Gene immer die gleichen Veränderungen in der dorso-ventralen Musterbildung des 

Neuralrohres hervorrufen. Da es sich bei den Irx-Proteinen um Transkriptionsfaktoren 

handelt, ist für ihre Funktion zunächst die Struktur ihrer DNA-bindenden Domäne 

entscheidend. Weiterhin spielen potentielle Protein-Protein-Interaktionsdomänen eine Rolle, 
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über die eine mögliche Spezifizierung der Funktion erfolgen kann. Vergleicht man die 

Protein-Sequenzen der einzelnen Irx-Proteine untereinander (siehe1.1) so wird deutlich, dass 

sie sich über den Bereich der Homeodomäne nicht nur ähnlich, sondern sogar zu 92% 

identisch sind (gelb hinterlegt in Abb.1.1). Auch der Bereich der einzig weiteren erkennbaren 

Domäne der Irx-Proteine, die so genannte Iro-Box, ist hochkonserviert (grün hinterlegt, 

Abb.1.1). Die verschiedenen Irx-Proteine unterscheiden sich demnach nur kaum erkennbar in 

der Struktur ihrer bekannten Domänen, so dass es nicht überrascht, dass sie funktionell 

redundant agieren können. Ihre spezifische Funktion während der Entwicklung wird dagegen 

wahrscheinlich über eine räumlich und zeitlich differenzierte Expression erreicht, da die Irx-

Gene zwar ein sehr ähnliches und auch oft überlappendes aber nicht identisches 

Expressionsmuster zeigen. Es wurde bereits eine Reihe von konservierten Elementen im 

Bereich der Iroquois-Gene identifiziert, die als Enhancer-Elemente die Expression der Irx-

Gene regulieren können. Dabei wurden sowohl Elemente gefunden, die die Expression 

einzelner Irx-Gene in unterschiedlichen Domänen steuern, als auch solche, die für ein 

einheitliches Expressionsmuster von mehreren Irx-Gene verantwortlich sein könnten (Calle-

Mustienes et al., 2005). Die hier verwendeten Konstrukte zur Überexpression der einzelnen 

Irx-Gene ermöglichen jedoch eine starke Expression, die unabhängig von den sonst 

herrschenden Regulationsmechanismen eine gleichmäßige Expression der Irx-Gene 

hervorruft. Ebenso stehen alle eventuell benötigten Kofaktoren im Neuralrohr allen Irx-

Proteinen gleichermaßen zur Verfügung, wenn man davon ausgeht, dass die Iro-Box als 

Protein-Protein-Interaktions-Domäne agiert. So können alle Irx-Gene in den 

Überexpressionsstudien in derselben Weise exprimiert werden und auch die gleichen 

regulatorischen Funktionen übernehmen. Weiterhin wird durch die Überexpression ein 

verhältnismäßig großer Überschuss an Irx-Protein in der Zelle produziert, so dass es immer 

möglich sein sollte alle potentiellen Zielgene anzusteuern bzw. die offenen Bindestellen zu 

besetzen. Der hier verwendete experimentelle Ansatz der Überexpression der einzelnen Irx-

Gene führte somit zu keiner Erkenntnis über die endogen verschiedenen Funktionen, die die 

Irx-Faktoren möglicherweise erfüllen können. Hier könnte der Vergleich von Verlust-

Mutanten der einzelnen Irx-Gene und von Kombinationen von Irx-Genen weitergehende 

Aufschlüsse geben. Allerdings wäre es auch hier möglich, dass im Falle des Verlustes von 

nicht allen Irx-Genen die Funktion durch die anderen aufgefangen werden kann, so dass 

wiederum keine Aussage zu der endogenen Funktion eines einzelnen Irx-Genes getroffen 

werden könnte.  

 



DISKUSSION 

 85 

4.1.2 Die Irx-Gene regulieren die Expression von Olig2 und somit die Entstehung der 

Motorneuronen negativ 

Es konnte gezeigt werden, dass die Überexpression aller Irx-Proteine, analog zu den bereits 

bekannten Daten für Irx3 (Novitch et al., 2001), zu der Inhibierung der Olig2-Expression 

führt. Diese Befunde werden unterstützt durch die Ergebnisse der Analysen der 

Neuralrohrentwicklung in den Ft/Ft-Embryonen, in denen neben den Genen Fts, Fto und Ftm 

auch der gesamte IrxB-Genkomlex deletiert ist. Die hier zu beobachtende Veränderung der 

dorso-ventralen Musterbildung des Neuralrohres ist zu einem großen Teil abhängig von dem 

beschriebenen Verlust der Shh-Expression in der Bodenplatte (Götz et al., 2005). Diese 

Störung des Shh-Signalweges ist jedoch nicht abhängig von der Deletion des IrxB-

Genkomplexes, sondern konnte bereits durch die Deletion eines einzelnen, von der Ft-

Mutation betroffenen Genes – Ftm – erreicht worden. In Ftm-/--Embryonen führt der Shh-

Verlust in der Bodenplatte jedoch zu einem dramatischen Verlust von Motorneuronen, 

während sich die V2-Neuronen bis an die ventrale Mittellinie ausdehnen (mündliche 

Mitteilung J. Vierkotten). Im Gegensatz hierzu konnte in Ft/Ft-Embryonen eine Ausdehnung 

der Olig2-Expression in der Motorneuronenvorläuferdomäne sowie der HB9-Expression in 

den Motorneuronen gezeigt werden. Gleichzeitig ist eine Verkleinerung der V2-

Neuronendomäne, markiert durch Chx10 zu beobachten gewesen. Diese Veränderungen 

konnten weder in der Ftm-Mutante, noch in der Fts- (Lesche, 1997) oder Fto-Mutante 

(mündliche Mitteilung S. Kuschel/ J. Vierkotten), welche beide keinen schwerwiegenden 

Phänotyp aufweisen, gefunden werden, womit sie durch den Verlust des IrxB-Genkomplexes 

hervorgerufen worden sein könnten.  

Demnach führt die in dieser Arbeit durchgeführte Überexpression von Irx-Genen zu einer 

reduzierten Olig2-Expression, während der Verlust der drei Irx-Gene des IrxB-Genkomplexes 

in der Ft-Mutante zu einer Ausdehnung der Olig2-Expression führt. Gleichzeitig besitzt 

jedoch auch die ausgedehnte Olig2-Expression eine scharfe dorsale Grenze, welche 

normalerweise durch die gegenseitige Inhibierung mit Irx3 definiert wird. Es konnte gezeigt 

werden, dass sich in der homozygoten Ft-Mutante die Expression von Irx1 ebenfalls ausdehnt 

und nun an die neue dorsale Grenze von Olig2 anstößt (Götz, 2002). Irx1 kann demnach in 

der Abwesenheit von Irx3 dessen reprimierende Wirkung auf Olig2 übernehmen, wodurch 

auch die in den Überexpressionsstudien beobachtete funktionelle Redundanz der Irx 

unterstützt wird.  

Die ebenfalls beobachtete Verkleinerung der Motorneuronenpopulation in Folge der 

Überexpression der Irx-Gene bzw. die Ausdehnung der Motorneuronendomäne in Ft/Ft-
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Embryonen lässt sich ebenfalls auf den Einfluss der Irx-Gene auf die Olig2-Expression 

zurückführen. So konnte zuvor gezeigt werden, dass Olig2 für die Entstehung der 

Motorneuronen notwendigerweise verantwortlich ist (Takebayashi et al., 2002). 

 

4.1.3 Die Irx-Gene beeinflussen die Expression von Olig3 

Die Analyse einiger Marker für postmitotische Neuronen erbrachte jedoch neben den oben 

genannten Aspekten weitere Hinweise auf Funktionen der Irx-Gene in der dorso-ventralen 

Musterbildung des Neuralrohres. So konnte durch die Untersuchung der Isl-1-Expression 

(siehe 3.2.2.2) zunächst gezeigt werden, dass die Überexpression der Irx-Gene zu einer 

verkleinerten Motorneuronenpopulation führt, was – wie oben beschrieben – als sekundärer 

Effekt der reduzierten Olig2-Expression betrachtet werden kann. Es kann aber nicht 

ausgeschlossen werden, dass die Irx-Faktoren nicht nur die Expression von Olig2 reprimieren 

können, sondern auch direkt negativ auf die Expression von Isl-1 einwirken können. Bei der 

Betrachtung der Isl-1 Expression fiel weiterhin auf, dass auch die zweite Expressionsdomäne 

von Isl-1 in den dI3-Neuronen in Folge der Überexpression der Irx-Gene deutlich verkleinert 

oder sogar vollständig verschwunden war. Auch hier wäre eine negative Regulation der Isl-

Expression durch die Irx-Faktoren eine mögliche Erklärung. Es ist jedoch bekannt, dass ein 

weiteres Mitglied der Olig-Genfamilie, Olig3, im dorsalen Neuralrohr exprimiert wird und für 

die Ausbildung von dI3-Neuronen notwendig ist. Die Analyse der Olig3-Expression zeigte, 

dass auch hier die Überexpression der Irx-Gene eine reprimierende Wirkung ausübt. 

Erstaunlicherweise konnte jedoch nicht innerhalb der gesamten Olig3-Domäne diese 

inhibitorische Wirkung der Irx–Faktoren beobachtet werden. Stattdessen wurde im ventralen 

Bereich der Expressionsdomäne die Olig3-Expression durch die ektopische Irx-Expression 

fast vollständig reduziert, während im dorsalen Bereich der Olig3-Domäne Zellen gefunden 

wurden, die sowohl eine ektopische Irx-Expression als auch die endogene Olig3-Expression 

zeigten.  

Bisher ist völlig unklar, ob die Irx-Faktoren zur Bindung an die DNA oder im weiteren 

Verlauf zur Umsetzung ihrer regulativen Funktion auf die Rekrutierung weiterer Proteine als 

Kofaktoren angewiesen sind. Die Beobachtung, dass die Überexpression der Irx-Gene nur in 

einem Teil der Olig3-Expressionsdomäne zu der Reduzierung der Olig3-Expression führt, 

weist auf die Existenz möglicher, für die Inhibierung von Olig3 notwendigen, Kofaktoren hin. 

Des Weiteren wird die dorso-ventrale Musterbildung im Neuralrohr über ein komplexes 

Netzwerk von einer Vielzahl von Transkriptionsfaktoren reguliert, so dass es denkbar ist, dass 

die Reprimierung von Olig3 nicht alleine durch die Irx-Faktoren, sondern nur durch die 
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Kombination eines oder mehrerer Transkriptionsfaktoren zusammen mit den Irx-Proteinen 

möglich ist. Diese werden demnach in der dorsalsten Region des Neuralrohres nicht 

exprimiert, so dass es zu keiner negativen Transkriptionsregulation durch die Irx kommen 

kann.  

 

4.1.4 Die Veränderung in der V1- und V2 - Neuronenpopulation 

Neben den gerade erwähnten Veränderungen in der Expression der beiden Mitglieder der 

Olig-Genfamilie und den daraus resultierenden Veränderungen in der Motorneuronen- sowie 

der dI3-Neuronen-Population wurden weitere Veränderungen in einigen ventralen 

Neuronenpopulationen gefunden. So führte die Überexpression der Irx-Gene nicht nur zu 

einer Verkleinerung der Motorneuronendomäne, sondern gleichzeitig auch zu einer 

Ausdehnung der V2-Neuronenpopulation und einer Reduzierung der V1-Neuronen-

Population. Beide Neuronentypen entstehen aus Vorläuferzellen, in denen gleich eine 

Vielzahl von proneuralen Genen exprimiert wird. Es ist jedoch nicht eindeutig geklärt, welche 

Kombination von Faktoren für die Differenzierung eines speziellen Neuronentypen 

notwendig ist. So exprimieren postmitotische V1-Neuronen transient den Transkriptionsfaktor 

En-1 (Engrailed-1) und entstehen aus Pax6 / Dbx2 / Nkx6.2 / Irx3 –exprimierenden pV1-

Vorläuferzellen (Matise and Joyner, 1997; Saueressig et al., 1999; Vallstedt et al., 2001). 

Chx10 hingegen wird in den postmitotischen V2-Neuronen exprimiert (Liu et al., 1994, 

Ericson et al., 1997), welche aus Vorläuferzellen differenzieren, die sowohl Pax6, Nkx6.1 als 

auch Irx3 exprimieren (Briscoe et al., 2000; Vallstedt et al., 2001). In der Pax6-Mutante Sey 

(Small eye) können keine En1-exprimierenden V1-Neuronen mehr gefunden werden, während 

die Expression von Chx10 in den V2-Neuronen lediglich reduziert wird, sich die V3-

Neuronen allerdings nach dorsal ausdehnen (Ericson et al., 1997). In Nkx6.1-/--Mutanten 

werden dagegen vermehrt En-1-exprimierende V1-Neuronen gebildet und man findet kaum 

noch V2-Neuronen (Vallstedt et al., 2001). Außerdem konnte gezeigt werden, dass die 

Überexpression von Nkx6.1 bei der Anwesenheit von Irx3 zu der Induktion von zusätzlichen 

V2-Neuronen und Motorneuronen führen kann (Briscoe et al., 2000, Sander et al., 2000). 

Auch die Überexpression von Dbx1, welches in der p0-Domäne exprimiert wird, führt zu 

einer Reduzierung von En1-positiven V1-Neuronen (Pierani et al., 2001). Nach dem Modell 

der `De-Repression` wird die Differenzierung spezieller Neuronentypen aus einer 

Vorläuferdomäne durch die Kombination der proneuralen Gene innerhalb dieser Domänen 

jedoch nicht aktiviert, sondern inhibiert. Nur in Bereichen, in denen diese Kombination von 

Repression entfällt, kann das entsprechende Effektor-Gen, welches die 
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Neuronendiffernzierung vorantreibt, exprimiert werden (Lee und Pfaff, 2001). Neben dem 

Einfluss, den die proneuralen Gene auf die Differenzierung der unterschiedliche 

Neuronentypen haben, gibt es jedoch auch Hinweise darauf, dass die in den postmitotischen 

Neuronen exprimierten Transkriptionsfaktoren sich gegenseitig inhibieren können. So wurde 

gezeigt, dass der V0-Neuronen-Marker Evx1 in der Lage ist, die Expression von En1 zu 

inhibieren und die Differenzierung von V1-Neuronen zu verhindern (Moran-Rivard et al., 

2001).  

Die beobachteten Veränderungen in der Differenzierung der V1- und V2-Neuronen in Folge 

der Überexpression der Irx-Gene können somit durch unterschiedliche Ansätze erklärt 

werden. Es könnten einerseits Veränderungen in der Pax6- bzw. Nkx6.1-Expression 

hervorgerufen worden sein. Es wäre aber auch möglich, dass die ektopisch exprimierten Irx-

Gene nicht indirekt über die proneuralen Gene, sondern direkt auf die Expression der 

„Effektor-Gene“ in den postmitotischen Neuronen einwirken. Die erzielten Ergebnisse geben 

hier keinen eindeutigen Aufschluss. Während die Expression von Nkx6.1 unverändert blieb, 

wurde eine Reduktion der Pax6-Expression beobachtet. Die verminderte Pax6-Expression 

kann somit, analog zu dem Phänotyp der Sey/Sey-Mutante, für die  Verkleinerung der V1-

Neuronenpopulation verantwortlich sein. Allerdings wurden abweichend von den Befunden in 

der Sey/Sey-Mutante ektopische V2-Neuronen gefunden. Nicht nur für die proneuralen Gene, 

sondern auch für die postmitotisch exprimierten Transkriptionsfaktoren wurde beschrieben, 

dass sie sich gegenseitig inhibieren können (Briscoe et al., 2000, Moran-Rivard et al., 2001). 

Die Ausdehnung der V2-Neuronen kann somit auch durch den partiellen Verlust der 

benachbarten Motor- und V1-Neuronen ermöglicht worden sein. Es wäre denkbar, dass durch 

die reduzierte Expression von En-1 in den V1-Neuronen und von Isl-1 in den Motorneuronen 

die Repression auf Chx10 in den betroffenen Zellen durch diese beiden Faktoren nicht mehr 

vorhanden war und es so ausgedehnt exprimiert werden konnte.  

In der Tat führen Mutationen in verschiedenen proneuralen Genen oftmals zu einer lokal 

veränderten De-Repression, wodurch ein spezieller Neuronentyp durch die benachbarten 

Neuronentypen ersetzt wird (Ma, 2006; Mizuguchi et al. 2006; Wildner et al. 2006; Glasgow 

et al. 2005; Helms et al. 2005; Muller et al. 2005; Gowan et al. 2001; Fode et al. 2000).  

Es wäre jedoch auch möglich, dass es sich bei En1 um ein direktes Zielgen der Irx-Proteine 

handelt. Normalerweise werden die Irx-Faktoren nicht überlappend mit En1 exprimiert, so 

dass nicht ausgeschlossen werden kann, dass die ektopische Expression der Irx-Gene in den 

postmitotischen V1-Neuronen die Expression von En1 verhindert.  
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Besonders erwähnt werden muss an dieser Stelle jedoch noch einmal die durch die 

Überexpression der Irx-Gene hervorgerufene Veränderung der Pax6-Expression. Die hier 

vorliegende Inhibierung der Pax6-Expression durch die ektopisch exprimierten Irx-Gene war 

überraschend, da Pax6 und Irx3 normalerweise endogen koexprimiert werden (siehe 

Abb.A.9). Es war somit ursprünglich nicht zu erwarten, dass die Überexpression der Irx-Gene 

zu einer Änderung der Pax6-Expression führt. Es wäre möglich, dass die Koexpression von 

Pax6 und Irx3 einer Dosis-abhängigen Regulation folgt. Erst durch die hohe Konzentration 

der überexprimierten Irx-Gene würde es dann zur negativen Regulation der Pax6-Expression 

kommen. Dieser Annahme folgend, wäre es demnach möglich, dass hier eine direkte 

Regulation der Pax6-Expression durch die Irx-Faktoren vorliegt. In diesem Fall sollten im 

Genom um Pax6 ein oder mehrere hochkonservierte IBS-Motiv(e) zu finden sein. Eine erste 

Suche in den Datenbanken des ECR-Browsers (www.ecrbrowser.dcode.org) führte zu der 

Identifizierung ca. 40 CNEs im Genom um Pax6, die von Mensch bis Huhn konserviert sind. 

Davon sind 7 in den Introns und 33 in der benachbarten Region von Pax6 lokalisiert. In 15 der 

so identifizierten CNEs konnte ein IBS-Motiv gefunden werden. Allerdings sind nur 2 dieser 

CNEs durchgehen in Mensch, Maus, Ratte, Huhn, Zebrafisch und Krallenfrosch konserviert 

und enthalten ebenfalls das IBS-Motiv. Nach diesem Auswahlkriterium existieren demnach 

im Genom um Pax6 zwei potentielle Iroquois-Bindestellen, die eine Regulation der Pax6-

Expression durch die Irx ermöglichen würden. Die Datenbankanalyse diente jedoch nur einer 

ersten Orientierung, ohne dass eines der CNEs weiter untersucht wurde. Eine Darstellung der 

zwei ausgewählten CNEs ist im Anhang in Abbildung A.13 zu sehen. 

 

 

4.2 Die Identifizierung von direkten Zielgenen der Irx-

Transkriptionsfaktoren 
Es existiert eine Reihe von Untersuchungen zur Funktion und Aufgabe der verschiedenen 

Iroquois-Gene, aus denen eine Vielzahl von Hinweisen auf die regulatorische Funktion der 

einzelnen Irx-Gene hervorgeht. So führt beispielsweise die gegenseitige Inhibierung von Irx3 

und Six3 zu der Unterteilung des Vorderhirns in einen anterioren und eine posterioren 

Bereich (Kobayashi et al., 2001) und die wechselseitige Reprimierung von Olig2 und Irx3 

definiert die dorsale Grenze der Motorneuronenvorläuferdomäne im ventralen Neuralrohr 

(Novitch et al., 2001; Briscoe et al., 2000). Besonders in Fällen, in denen gezeigt werden 

konnte, dass die Irx-Gene an der Bildung von bestimmten Grenzen beteiligt sind, kann die 

Möglichkeit hinterfragt werden, ob an dieser Stelle eine direkte Regulation vorliegt. 
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Anhand der hier durchgeführten funktionellen Analysen der Irx-Gene im sich entwickelnden 

Neuralrohr sollte daher versucht werden potentielle direkte Zielgene der Irx-Gene zu 

identifizieren und somit die nächste Stufe in der Aufklärung der Rolle der Irx zu betreten. 

 

 

4.2.1 Hinweise aus den biologischen Daten 

Die Untersuchungen der Neuralrohrentwicklung in Ft/Ft-Embryonen sowie die Durchführung 

der Überexpressionsstudien im Neuralrohr von Hühnerembryonen lieferten hinsichtlich der 

Rolle der Irx-Gene zum Teil gut übereinstimmende Ergebnisse. Diese deuten stark darauf hin, 

dass es sich bei Olig2 um ein direktes Zielgen der Irx-Transkriptionsfaktoren handelt. So 

führte der Verlust des IrxB-Genkomplexes in der Ft-Mutante zu einer Ausdehnung der Olig2-

Expression in der Motorneuronen-Vorläuferdomäne, während die Überexpression aller Irx-

Gene zu einer Inhibierung der Olig2-Expression in den betroffenen Zellen führte. Weiterhin 

wird auch in der endogen, wildtypischen Situation keines der Irx-Gene überlappend mit der 

Olig2-Domäne exprimiert (siehe Abb.3.5) und es ist, wie oben beschrieben bekannt, dass Irx3 

und Olig2 eine gemeinsame Expressionsgrenze besitzen. Zusätzlich konnte selbst im Falle des 

Verlustes des IrxB-Genkomplexes auch bei der ausgedehnten Olig2-Expression eine scharfe 

dorsale Grenze beobachtet werden, ähnlich der in der wildtypischen Situation. Hier konnte 

gezeigt werde, dass sich die Expression von Irx1 in Ft/Ft-Embryonen ebenfalls ausdehnt und 

in dieser Situation an die Expression von Olig2 angrenzt (Götz et al., 2005). 

Es deuten somit alle Daten darauf hin, dass es sich bei Olig2 um ein von den Irx-Faktoren 

reprimiertes Zielgen handelt. 

Neben den Befunden zu Olig2 existieren aus den Überexpressionsanalysen weitere 

Ergebnisse, die Faktoren hervorbrachten, die durch die ektopische Expression der Irx-Gene in 

ihrer Expression verändert wurden. So ließ sich neben der Expression von Olig2 auch die von 

Olig3 und Pax6 inhibieren. Wie zuvor in 4.1.4 beschrieben war dieses Ergebnis zumindest für 

Pax6 eher überraschend, da hier die endogene Expression von Pax6 mit der der Irx-Gene, 

speziell mit Irx3, weitestgehend überlappt. Hier korrelieren demnach die Daten aus der 

Überexpressionsstudie nicht mit der endogenen Situation. Es kann nicht ausgeschlossen 

werden, dass es sich hierbei um eine Regulation handelt, die durch die relativ hohe Dosis der 

überexprimierten Irx-Faktoren ausgelöst wird. Die bisher bekannten Daten über ein 

regulatorisches Verhältnis zwischen den Iroquois-Proteinen und Pax6 weisen ebenfalls nicht 

in diese Richtung. Die Arbeit von Aldaz et al., (2003) deutet sogar eher darauf hin, dass die 

Iroquois in Drosophila bei der Aktivierung von eyegone, einem Mitglied der Pax-Genfamilie, 
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eine Rolle spielen. Aufgrund der schwierigen Datenlage ist hier somit keine eindeutige 

Aussage zu treffen. Die reprimierende Wirkung der ektopisch exprimierten Irx-Gene auf 

Olig3 hingegen konnte auch mit den endogenen Expressionsmustern in Übereinstimmung 

gebracht werden. So ist die Expression von Olig3 im dorsalen Neuralrohr in den Vorläufern 

der dI1-3-Neuronen lokalisiert, wo sich keine bzw. nur eine schwache Irx-Expression finden 

lässt. So werden Irx1, Irx2 und Irx6 überhaupt nicht in dieser Region des Neuralrohres 

exprimiert und die Expression von Irx3 und Irx5 ist im dorsalen Neuralrohr deutlich 

schwächer als weiter ventral (siehe Abb.3.5 und A. 9). Somit bestand auch für Olig3 die 

Möglichkeit, dass es sich um ein potentielles direktes Zielgen der Irx-Transkriptionsfaktoren 

handelt. 

 

4.2.2 Hinweise aus den in silico –Daten  

Um den Hinweisen auf potentielle direkte Zielgene aus den funktionellen Analysen der Irx-

Faktoren weiter nachzugehen führte der nächste Schritt zu der Frage nach der Anwesenheit 

von Iroquois-Bindestellen (IBS) im Genom der betroffenen Gene. Das Erkennungsmotiv der 

Iroquois-Proteine wurde erst kürzlich durch die Arbeit von Bilioni et al. identifiziert und 

eröffnete erstmals die Möglichkeit einer in silico-Suche nach potentiellen Zielgenen. Diese 

Suche konzentrierte sich aufgrund der oben genannten Befunde zunächst auf die Region im 

Genom um Olig2 und Olig3 und wurde von Dr. R. Dildrop am Institut für Entwicklungs - und 

Molekularbiologie der Tiere durchgeführt. Dabei wurde, wie bereits in 3.3 beschrieben, mit 

der Suche nach konservierten nicht kodierenden Elementen (CNEs) begonnen. Da davon 

ausgegangen wird, dass funktionelle regulatorische Elemente evolutionär konserviert 

vorliegen, konnte so die Suche nach dem Iroquois-Erkennungsmotiv schon weiträumig 

eingeschränkt werden. In den mit Hilfe des ECR-Browsers identifizierten CNEs wurde dann 

nach dem IBS-Motiv gesucht, so dass im Genom um Olig2 und Olig3 jeweils zwei CNEs 

identifiziert wurden, in denen das IBS-Motiv hochkonserviert zu finden war (siehe Übersicht 

in Abb.A.10 und 11). Besonders auffällig war, dass es sich bei den beiden jeweils „upstream“ 

des Gens lokalisierten CNEs, Olig2_CNE-34 und Olig3_CNE-19, um Paraloge handelt. 

Lediglich in den ausgewählten Fischspezies existiert im Olig2_CNE-34 ein Basenaustausch 

innerhalb des IBS-Motives von ACATATGT nach ACATATGC. Die Tatsache, dass es bei 

beiden aus den funktionellen Analysen hervorgegangenen Kandidatengenen eine paraloge 

potentielle Irx-Bindestelle gab, verstärkte die Hypothese, dass es sich bei den beiden Olig-

Genen um direkte Zielgene der Irx-Faktoren handelt. Weiterhin findet sich bei diesen CNEs 

auf jeder Seite neben dem IBS-Motiv ein ebenfalls hochkonservierter Block von jeweils 14 
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Basenpaaren. Für das E-Box-Motiv, welches das Erkennungsmotiv einer Reihe von bHLH 

(basic Helix-Loop-Helix)-Familien-Mitgliedern darstellt, konnte gezeigt werden, dass die 

Bindungsspezifität zwischen den einzelnen Faktoren über die unmittelbare Umgebung der E-

Box reguliert wird (Bendall und Molloy, 1994). Bei den anderen beiden gefundenen CNEs, 

Olig2_CNE+26 und Olig3_CNE+21, handelt es sich um potentielle regulatorische Elemente, 

in denen das IBS-Motiv jeweils zweimal hochkonserviert gefunden werden konnte, so dass 

auch hier als wahrscheinlich angesehen wurde, dass es sich hierbei um tatsächlich 

funktionelle Irx-Bindestellen handeln könnte. Neben diesen hochkonserviert vorliegenden 

IBS-Motiven existieren jedoch zusätzlich auch einige, die zwar innerhalb eines CNEs 

lokalisiert, jedoch nicht durch die Spezies konserviert sind. Exemplarisch wurde in dieser 

Arbeit das Olig2_CNE-73 genannt. Hier findet sich die IBS lediglich in Maus und Ratte, so 

dass angenommen wurde, dass es sich hierbei nicht um eine funktionelle Irx-Bindestelle 

handelt. 

 

4.2.3 Test auf Funktionalität der identifizierten CNEs 

Um die Funktionalität der potentiellen Bindestellen der in der in silico-Analyse identifizierten 

CNEs nachzuweisen, wurde in dieser Arbeit ein Reporterexperiment durchgeführt, in dem die 

Expression des Reporters durch die Anwesenheit eines regulatorischen Elementes, welches 

die Wirkung des Irx-Transkriptionsfaktors vermittelt, reguliert werden kann (siehe 3.3.1). Die 

funktionellen Analysen der Irx-Gene im Neuralrohr der Ft-Mutante und im Neuralrohr der 

Hühnerembryonen deuteten darauf hin, dass es sich bei den beiden Olig-Genen um potentielle 

Irx-Zielgene handelt, welche negativ reguliert werden. Es wurde somit erwartet, dass sich 

CNEs, die eine funktionelle Irx-Bindestelle enthalten, in dem durchgeführten 

Reporterexperiment entsprechend verhalten. Analog zu den biologischen Daten sollte also bei 

Anwesenheit des entsprechenden CNEs eine Repression der Reporterexpression durch die 

Irx-Proteine bewirkt werden können. Es konnte eindeutig gezeigt werden, dass die oben 

genannten CNEs, Olig2_CNE-34, Olig2_CNE+26; Olig3_CNE-19 und Olig3_CNE+21, 

erwartungsgemäß die repressorische Wirkung der Irx-Faktoren auf die Reporterexpression 

vermitteln können. In allen Fällen wurde bei der Koexpression des entsprechenden 

Reporterkonstruktes mit einem Irx-Expressionsvektor die Reporterexpression fast bzw. 

vollständig gelöscht. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass der hier beobachtete 

inhibitorische Effekt von der Anwesenheit einer IBS abhängig ist. So führte eine Mutagenese 

des Erkennungsmotives von ACATATGT zu ATATATAT in Olig2_CNE-34 zu einem 

vollständigen Verlust der Repressorwirkung des Irx. In den von Bilioni et al., durchgeführten 
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DNA-Bindungstudien wurde zuvor gezeigt, dass bei dieser Sequenzfolge keine Bindung (0%) 

des Iroquois-Proteines an die DNA erfolgt. Demnach handelt es sich bei den in den in-silico-

Analysen ausgewählten CNEs um funktionelle Elemente, die durch die Anwesenheit eines 

IBS-Motives die Wirkung eines Irx-Faktors vermitteln und als Repressorelement wirken.  

Neben diesen CNEs wurden jedoch auch weitere Elemente getestet, bei denen die 

Erwartungshaltung bezüglich ihrer Funktionalität nicht so eindeutig war. Zunächst wurde die 

fischspezifische Form des paralogen CNEs Olig2_CNE-34-Zef getestet, in dem eine 

Veränderung des IBS-Motives vorliegt (siehe 4.2.2). In den beschriebenen DNA-

Bindungsstudien wurde eine Bindung der Iroquois-Proteine an eine Sequenz, in der anstelle 

des Thymidin ein Cytosin vorhanden ist, in nur 6 % der Fälle gefunden (Bilioni et al., 2006). 

Eine Bindung ist somit möglich, wurde aber als unwahrscheinlich betrachtet. Entgegen dieser 

kritischen Erwartungshaltung konnte auch für Olig2_CE-34-Zef gezeigt werden, dass auch 

hier die reprimierende Wirkung des Irx-Faktors auf die Reporterexpression übermittelt 

werden kann. Allerdings war in diesem Fall keine vollständige Löschung der 

Reporterexpression zu beobachten, auch wenn der Gesamteindruck auf eine reduzierte 

Reporteraktivität hindeutete. Vielmehr konnten vereinzelte Zellen gefunden werden, in denen 

keine Repression der Reporteraktivität stattgefunden hatte, sondern eine Koexpression des 

GFPs mit dem Irx existierte. Zusammen mit den in silico-Daten wurde jedoch davon 

ausgegangen, dass es sich auch bei Olig2_CNE-34-Zef um ein funktionelles regulatorisches 

Element handelt, in dem jedoch aufgrund der veränderten IBS die Bindungsaffinität des Irx-

Proteins an die DNA vergleichsweise schwächer ausfällt. Dadurch kann begründet werden, 

dass es in einigen Zellen offensichtlich nicht zu einer funktionellen Bindung des Irx-Faktors 

kam.  

Weitaus überraschender war jedoch, dass auch der Test des Olig2_CNE-73 zu einer 

reduzierten Reporterexpression führte. In diesem Fall lag eine Irx-Bindestelle vor, welche 

nicht konserviert ist, sondern ausschließlich in Maus und Ratte gefunden werden konnte. Es 

wurde demnach angenommen, dass das IBS-Motiv hier zufällig vorliegt und es sich demnach 

nicht um eine funktionelle Bindestelle handeln konnte und somit keine Repressorfunktion der 

Irx vermittelt werden würde.  

Noch kritischer ist die Tatsache zu bewerten, dass die daraufhin getesteten nicht konservierten 

Bereiche aus dem Olig2-Lokus ebenfalls eine, wenn auch vergleichsweise schwächere, 

Repressionen der GFP-Expression zeigten. Hierbei wurden drei Bereiche ausgewählt, in 

denen in Maus und/oder Ratte ein IBS-Motiv gefunden wurde, welche jedoch insgesamt in 

keiner Weise konserviert vorliegen. Es konnte mit den ausgewählten Bereichen keine 
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vollständige Koexpression des GFPs mit dem Irx-Protein erreicht werden. Bei jedem der drei 

getesteten Bereiche konnten jedoch Zellen gefunden werden, in denen eine Koexpression des 

Reporters und des Irx existiert. Somit konnte dort keine Repression bzw. funktionelle 

Bindung des Irx-Proteins stattgefunden haben. Die Situation war jedoch nicht vergleichbar 

mit der, wo eine mutierte IBS angeboten wurde. Es wird demnach davon ausgegangen, dass 

auch die hier in den getesteten nicht konservierten Bereichen enthaltene IBS in der Lage ist 

eine schwache repressorische Wirkung der Irx-Faktoren zu vermitteln. 

  

4.2.4 Beurteilung der Ergebnisse aus dem Reportertest 

Sowohl die biologischen Daten aus den funktionellen Neuralrohranalysen, als auch die in-

silico-Datenlage sprechen dafür, dass es sich bei den beiden Olig-Genen, Olig2 und Olig3, um 

direkte Zielgene der Irx handelt. Es gelang jedoch nicht, anhand des durchgeführten 

Reporterexperimentes eindeutig ein einzelnes regulatorisches Element zu identifizieren, 

welches die Repressorfunktion der Irx-Proteine auf die nachgeschaltete Genexpression 

übermittelt, da alle getesteten IBS-Motive des Olig2- und Olig3-Lokus bei Anwesenheit eines 

Irx-Proteins zu einer reduzierten Expression des Reportergens führten. Da nicht nur 

konservierte Elemente getestet wurden, sondern auch nicht konservierte Bereiche, müssen die 

Ergebnisse kritisch diskutiert werden. Während bei hochkonservierten Elementen davon 

ausgegangen wird, dass sie funktionell sein können, wird dieses bei nicht konservierten 

Regionen nicht unbedingt erwartet. Es stellte sich die Frage, ob die experimentell 

herbeigeführte Situation für die überraschenden Ergebnisse verantwortlich sein könnte. So 

wurde der jeweils zu testende Bereich, CNE oder nicht konservierte Region, immer auf ca. 

200 bis maximal 700bp eingegrenzt und in das Reporterkonstrukt eingesetzt. Die zirkuläre 

Vektor-DNA wurde dann zusammen mit einem Irx-Expressionsvektor injiziert und 

elektroporiert. Es wurde also eine Situation geschaffen, in der alle angebotenen IBS-Motive 

immer gleich leicht zugänglich vorlagen und in einem Überschuss angeboten wurden. 

Gleichzeitig wurden in der jeweiligen Zelle auch große Mengen an Irx-Protein produziert. 

Das in der Arbeit von Bilioni et al. identifizierte IBS-Motiv ACAnnTGT stellt das minimale 

Erkennungsmotiv für die Iroquois-Faktoren dar, welches für die Bindung an die DNA 

ausreichend ist. In dem hier durchgeführten Reporterexperiment wurde immer, bis auf den 

Fall der mutierten Erkennungssequenz, ein solches Motiv angeboten. Da immer nur ein CNE 

bzw. IBS-Motiv getestet wurde, herrschte keine Konkurrenz zwischen den Bindestellen, wie 

man sie sich sonst vorstellen kann. So könnten auch Bindestellen besetzt werden, die z.B. 

aufgrund der benachbarten Basen oder der näheren Umgebung eine geringere 
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Bindungsaffinität aufweisen als die eigentliche Zielsequenz (Bendall und Molloy, 1994). Dies 

würde unterstützt durch die große Menge an Irx-Protein, so dass auch von dieser Seite keine 

Limitierung vorhanden wäre.  

Für sich alleine stehend erlauben die durchgeführten Reporterexperimente demnach keine 

eindeutige Identifizierung eines bestimmten regulatorischen Elementes, welches für die 

Vermittlung der Irx-Funktion verantwortlich ist. Weiterhin kann durch ein solches 

Experiment auch die tatsächliche Bindung des Irx-Proteins an die Zielsequenz nicht gezeigt 

werden. Die Mutagenese des IBS-Elementes führte zwar zu einem Verlust der Repression der 

Reporterexpression und alles deutet darauf hin, dass eine funktionelle Bindung eines Irx-

Proteins an die CNEs für die beobachteten Effekte verantwortlich ist; um dieses jedoch zu 

beweisen, ist die Durchführung von Bindungsstudien notwendig. 

 

4.2.5 Die Bindung von Irx an die DNA 

Um dieser und der Frage nach tatsächlichen, für die Irx-Funktion zuständigem regulatorischen 

Elementen weiter nachzugehen, wurde parallel von Dr. Julia Fischer am Institut für 

Entwicklungs- und Molekularbiologie der Tiere eine Chromatin Immunopräzipitation (ChIP) 

durchgeführt. Hierbei kann das in einer Zelle ektopisch exprimierte Protein nach Bindung an 

die endogene DNA aufgereinigt werden, ohne dass die Bindung der DNA verloren geht. Dann 

wird nach entsprechenden Aufreinigungsschritten die Bindung gelöst und die so isolierte 

DNA in eine PCR eingesetzt, in der man dann die Anwesenheit der gewünschten Zielsequenz 

überprüfen kann (Wells und Farnham, 2002, Eberhardy und Farnham, 2000). In diesem Fall 

wurde für die ChIP die C6-Glioma-Zelllinie ausgewählt, eine Ratten-Oligodendrocyten-

Astrocytoma-Linie, in der Olig2 exprimiert wird. Da keine Expression von Olig3 gefunden 

werden konnte, wurde hier die Bindung eines überexprimierten Irx1 an verschiedene IBS-

Motive des Olig2-Lokus getestet. Überprüft wurden dabei sowohl die beiden CNEs, in denen 

das IBS-Motiv hochkonserviert vorliegt, Olig2_CNE-34 und Olig2_CNE+26, das CNE 

Olig2_CNE-73, in dem das IBS-Motiv nur in Maus und Ratte zu finden ist, als auch die 

Bereiche A, B und C, die insgesamt nicht konserviert sind und lediglich in Maus und/oder 

Ratte das Irx-Erkennungsmotiv besitzen.  

Überraschenderweise erbrachte das durchgeführte ChIP-Experiment ähnliche Ergebnisse wie 

die durchgeführten Reporterexperimente. Alle überprüften möglichen Irx-

Erkennungssequenzen, einschließlich der in den nicht konservierten Bereichen, lagen an den 

Irx-Faktor gebunden vor. Dabei schien das zu dem Olig3_CNE-19 homologe Olig2_CNE-34 

eine höhere Bindungsaffinität an den Irx-Faktor zu besitzen schien, als die übrigen getesteten 
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Bereiche. Weiterhin konnte die homologe Bindestelle des Olig3-Gens, Olig3_CNE-19, nicht 

präzipitiert werden, da Olig3 in der C6-Zellinie nicht exprimiert. Es stellte sich nun die Frage, 

ob die Bindung des Irx-Proteins an ein IBS-Element spezifisch für die chromosomale Region 

eines Zielgens ist oder ob lediglich die generelle Zugänglichkeit eines Lokus entscheiden sein 

könnte. In diesem Fall würde jedes beliebige IBS-Motiv, welches sich in der chromosomalen 

Region eines in der C6-Zelllinie exprimierten Genes befindet, in dem durchgeführten ChIP-

Experiment nachweisbar sein. Daher wurde geprüft, ob sich eine Bindung des Irx-Proteins an 

ein IBS-Motiv, welches sich in CNEs aus dem HPRT-Lokus befindet nachweisen lässt. 

Überraschenderweise konnte hier keine Bindung an die DNA nachgewiesen werden.  

Demnach erfolgt die Bindung von Irx-Proteinen nicht willkürlich an jedes erreichbare IBS-

Motiv, sondern ist spezifisch für Erkennungssequenzen in der Region eines Zielgenes. Ob 

jedoch auch in der endogenen Situation alle IBS-Elemente des Olig2-Lokus von einem Irx-

Protein besetzt werden kann so nicht geklärt werden. In dieser experimentellen Situation 

liegen alle echten funktionellen IBS-Motive in der endogenen Situation vor, allerdings wurde 

auch hier ein ektopisch exprimierter Irx-Faktor benutzt. Es ist demnach nicht auszuschließen, 

dass durch die verhältnismäßig große Menge an Irx-Protein in der Zelle zwar zunächst die 

„echten“ Bindestellen besetzt werden, welche aufgrund ihrer Umgebung die höchste 

Bindungsaffinität besitzen, dann aber immer noch genügend Irx-Protein frei vorliegt, so dass 

auch die energetisch ungünstigeren Bindestellen in der Region eines Zielgens besetzt werden 

können.  

Da sowohl in dem hier durchgeführten Reporterexperiment, als auch in der ChIP-Analyse mit 

einem ektopisch exprimierten Irx-Gen gearbeitet wurde, ließen sich so die 

übereinstimmenden, allerdings unerwarteten Ergebnisse erklären. In diesem Fall wäre der 

experimentelle Ansatz nicht optimal gewählt, so dass am Ende keine eindeutige 

Identifizierung einer einzigen funktionellen IBS innerhalb eines regulatorischen Elementes 

möglich ist. Um diese Aussage treffen zu können, könnte die Durchführung einer ChIP-

Analyse auf endogen exprimiertes, an die DNA gebundenes Irx-Protein z.B. im Embryo 

weiterhelfen. Voraussetzung hierfür ist, neben der Etablierung eines solchen Experimentes für 

embryonales Gewebe aus Maus oder Huhn, die Verfügbarkeit eines sehr spezifischen 

Antikörpers. Die im Augenblick zur Verfügung stehenden Antikörper gegen die Irx 

detektieren jedoch im Western-Blot auf Proteinextrakten aus embryonalem Maus-Gewebe 

eine relativ großen Anteil unspezifischer Antigene (mündliche Auskunft Dr. J. Fischer und P. 

Sikorski), so dass sie eventuell nicht die benötigte Qualität besitzen.  
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Eine weitere Möglich ist jedoch, dass es sich bei den hier erlangten Ergebnissen nicht um 

„Artefakte“ handelt, welche durch den experimentelle Ansatz herbeigeführt wurden, sondern 

um solche, die die tatsächliche Situation widerspiegeln. In einer Analyse über die 

Bindungsspezifität von E-Box-bindenden Proteinen, zu denen auch Mitglieder des Myc-

Netzwerkers zählen (Blackwood und Eisenmann, 1991), geben die Ergebnisse Hinweise in 

eine ähnliche Richtung. Anhand von ChIP-Analysen in NIH3T3-Zellen konnte gezeigt 

werden, dass Myc nicht nur an die Konsensus-Sequenz des E-Box-Motives bindet, sondern 

auch an eine Reihe von veränderten E-Box-Motiven, die mit einer Frequenz von 1/800bp sehr 

häufig im Genom vorkommen (Boyd et al., 1998; Grandoi et al., 1996; Blackwell et al., 

1993). Es gibt jedoch mehrere Hinweise, dass die Transaktivierung der Expression des 

Zielgenes durch Myc von der Position der Myc-Bindung relativ zum Promotor reguliert wird, 

so dass die Bindung alleine nicht ausschlaggebend für die Funktion von Myc ist (Boyd et al., 

1998). Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass sowohl Myc als auch USF1 an das E-Box-

Motiv des cad-Promotors binden können (Boyd et al., 1998). Gleichzeitig ist bekannt, dass 

Myc für die Expression vom cad-Promotor notwendig ist (Miltenberger et al., 1995) und 

aktivierend auf die Expression wirkt, während durch USF1 keine Aktivierung erreicht werden 

kann. In diesem Fall ist ebenfalls nicht die spezifische DNA-Bindung, sondern die Spezifität 

der Transaktivierungsdomäne entscheidend für die Regulation der Transkription (Boyd et al., 

1998). Aufgrund dieser Befunde wird im Falle von Myc davon ausgegangen, dass die 

Spezifität für ein Zielgen nicht über die Bindung von Myc an die DNA vermittelt wird, 

sondern über einen Post-DNA-bindenden-Mechanismus gesteuert wird (Boyd et al., 1998), so 

dass die Anzahl der Protein-DNA-Bindungen die der funktionellen Bindestellen übersteigen 

kann. Die Bindung eines Transkriptionsfaktors an die DNA korreliert demnach nicht immer 

direkt mit seiner Funktion.  

Eine ähnliche Formulierung wäre auch für die Irx-Faktoren denkbar, so dass die in dieser 

Arbeit getesteten potentiellen IBS-Motive auch in der endogenen Situation tatsächlich zu 

einer Bindung des Irx-Transkriptionsfaktors führen könnten. Allerdings würde dann die 

Bindung nicht immer zu einer Regulation der Transkription des jeweiligen Zielgenes führen, 

sondern nur im Falle der Bindung an die „echte“, funktionelle Zielsequenz erfolgen. Dies 

könnte wie in dem von Zangh et al. (2006) diskutierten Modell zu erklären sein. Demnach 

kann die Anhäufung von potentiellen, jedoch nicht funktionellen Bindungssequenzen im 

Bereich eines Zielgenes die Erkennung der tatsächlichen Zielsequenz durch den 

Transkriptionsfaktor fördern. Nach einer Kombination aus dem 3D-Diffusions-Modell und 

dem „Sliding“-Modell gleitet der Transkriptionsfaktor mit nur sehr geringer Bindungsaffinität 
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an der DNA entlang, überprüft dabei mögliche Erkennungssequenzen (von Hippel et al., 

1989; Kim et al., 1987; Berg et al., 1981; Richter et al., 1974) und springt dann zufällig an 

einen anderen Lokus (Halford et al., 2004; Slutsky und Mirny, 2004, Gerland et al., 2002). 

Die Existenz von mehreren Bindungsstellen in der Region eines Zielgenes kann demnach 

helfen, den Transkriptionsfaktor auszubremsen und in der Nähe der tatsächlichen Zielsequenz 

anzureichern (Zhang et al., 2006).  

 

 

4.3 Olig2 ist ein direktes Zielgen der Irx-Transkriptionsfaktoren 
Ein Ziel dieser Arbeit war es, potentielle direkte Zielgene der Irx-Faktoren zu identifizieren 

und zu überprüfen. Alle Ergebnisse der unterschiedlichen Analysen weisen darauf hin, dass es 

sich bei Olig2 um ein solches direktes Zielgen der Irx-Faktoren handelt. So kann der Verlust 

des IrxB-Genkomplexes in der Ft-Mutante für eine Ausdehnung der Olig2-Expression im 

Neuralrohr von Ft/Ft-Embryonen verantwortlich gemacht werden. Übereinstimmend damit 

führte eine Überexpression der Irx-Gene zu einer Inhibierung der Olig2-Expression. 

Weiterhin überlappt keine der individuellen Irx-Expressionen mit der endogenen Olig2-

Expression. Außerdem ist bekannt, dass Irx3 und Olig2 eine gemeinsame Expressionsgrenze 

besitzen, welche durch die gegenseitige Inhibierung der beiden Faktoren etabliert wird und so 

die dorsale Grenze der Motorneuronenvorläufer festlegt (Novitch et al., 2002, Briscoe et al., 

2000). Die in-silico-Analyse führte zu der Identifizierung von zwei CNEs in der Region von 

Olig2, in denen sich ein Iroquois-Erkennungsmotiv (IBS) hochkonserviert vom Mensch bis 

zum Frosch bzw. Fisch vorliegt. Zusätzlich existiert zu einem dieser CNEs ein homologes 

CNE in der Region von Olig3. In einem in-vivo-Reporterexperiment konnte gezeigt werden, 

dass die Anwesenheit einer solchen IBS das entsprechende CNE zu einem Übermittler der 

repressorischen Wirkung der Irx-Faktoren auf die Reporterexpression macht. Eine Mutation 

der IBS führte zum Verlust der Repression der Reporteraktivität. Weiterhin konnte in einer 

parallel durchgeführten ChIP-Analyse demonstriert werden, dass Irx an die endogenen 

Zielsequenzen innerhalb der CNEs gebunden vorliegt und dass diese Bindung spezifisch für 

den Lokus eines Zielgenes ist. Es konnte somit erstmals gezeigt werden, dass es sich bei den 

von Bilioni er al. (2006) identifiziertem IBS-Motiv um eine Sequenz handelt, die nicht nur 

von den Drosophila Iro-Proteinen erkannt wird, sondern auch in den Vertebraten in vivo die 

Irx-Bindestelle darstellt, und die regulatorische Wirkung der Irx-Transkriptionsfaktoren 

vermittlet. 
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Demnach konnte mit Olig2 erstmals ein Irx-Zielgen identifiziert werden, auch wenn es nicht 

gelang, die Irx-Zielsequenz innerhalb des Olig2-Lokus auf ein einziges regulatorisches 

Element einzugrenzen. Es ist jedoch durchaus denkbar, dass auch in der endogene Situation 

eine solche Einschränkung nicht vorhanden ist, sondern alle IBS-Motive innerhalb eines 

Zielgenlokus von den Irx-Proteinen besetzt werden können. 

Zusätzlich konnte mit Olig3 ein weiteres potentielles Irx-Zielgen präsentiert werden. Hier 

weisen sowohl die Überexpressionsdaten, als auch die in-silico-Analysen und die Ergebnisse 

der Reporterexperimente auf eine Regulation der Olig3-Expression durch die Irx-Faktoren 

hin. Lediglich der Nachweis der direkten Protein-DNA-Interaktion durch eine ChIP-Analyse 

ist bisher nicht erfolgt.  

 
 
4.4 Ausblicke 
Um die Funktion der Irx-Gene weiter zu untersuchen, kann die Identifizierung von weiteren 

direkten Zielgenen eine große Rolle übernehmen. Die Kombination von funktionellen Studien 

im Organismus, in-silico-Recherchen nach potentiellen Zielgenen und der Durchführung von 

ChIP-Analysen kann hier der richtige Weg sein. Um die Unsicherheiten in der Interpretation 

der Ergebnisse zu beseitigen, sollte jedoch versucht werden eine Präzipitation der an die 

endogen exprimierten Irx-Faktoren gebundenen Chromatinfragmente durchzuführen. Die 

bisher vorhandenen Daten über die verschiedenen Iroquois-Faktoren geben mehrere Hinweise 

auf weitere potentielle Zielgene, wie z.B. Gbx2, Six3 und Bmp4 (Kobayashi et al., 2002; 

Gomez-Skamerta et al., 2001; Ogura et al., 2001), die so überprüft werden könnten. Vielleicht 

gelingt es, durch die Bestätigung bzw. Identifizierung dieser Kandidaten weitere Kriterien – 

wie eventuell die Umgebungssequenz der IBS - zu sammeln, die dann eine Suche nach bisher 

unbekannten Zielgenen erleichtern können. 

Es wird jedoch nach wie vor problematisch bleiben, die spezifischen Funktionen der 

einzelnen Irx-Gene zu analysieren, da die offensichtliche funktionelle Redundanz jede 

mögliche spezielle Funktion überdeckt. Da bisher veröffentlichte Daten zu den Einzel-Knock-

out-Mutanten der Irx-Gene hier auch keinen Aufschluss bringen konnten, wäre es denkbar, 

dass der kombinierte Genverlust von Irx mit sehr ähnlichen Expressionsmuster, Irx1/Irx2 und 

Irx3/Irx5 hier weitere Erkenntnisse bringen kann. Die Generierung eines Mausmodelles, in 

dem der gesamte IrxB-Genkomplex deletiert ist, wird zur Zeit im Institut für Entwicklungs- 

und Molekularbiologie der Tiere bearbeitet und ermöglicht eventuell weitere Einblicke in die 

Rolle der Irx-Gene während der Entwicklung. 
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5. Zusammenfassung 
 

Die Familie der Iroquois-Gene kodiert für Homeodomänen-Transkriptionsfaktoren, die über 

das gesamte Tierreich konserviert zu finden sind. Ihr Expressionsmuster in verschiedenen 

Geweben während der Embryogenese von unterschiedlichen Organismen lässt vermuten, dass 

sie entscheidende Aufgaben in der Entwicklung übernehmen könnten. Während den drei Iro-

Genen in Drosophila bereits mehrere Funktionen zugeordnet werden konnten, existieren in 

den Vertebraten sechs Irx-Gene, deren Aufgabe noch nicht eindeutig geklärt ist. Außerdem ist 

es bislang nicht gelungen ein direktes Zielgen der Irx-Proteine zu identifizieren. 

Die Analyse der dorso-ventralen Musterbildung des Neuralrohres von Ft/Ft-Embryonen, 

zeigte unter Anderem eine Ausdehnung der Motorneuronen-Vorläuferdomäne, welche durch 

die Expression von Olig2 gekennzeichnet ist. Die vorliegenden Daten weisen darauf hin, dass 

der Verlust der drei Irx-Gene, Irx3, 5 und 6, in der Ft-Mutante dafür verantwortlich gemacht 

werden kann. Übereinstimmend damit führte die Überexpression aller Irx-Gene im 

Neuralrohr von Hühnerembryonen unter anderem zu einer reduzierten Olig2-Expression. 

Zusammen mit der schon bekannten Tatsache, dass es sich bei Irx3 und Olig2 um zwei sich 

gegenseitig inhibierende Faktoren handelt, führten diese Ergebnisse zu der Hypothese, dass es 

sich bei Olig2 um ein direktes Zielgen der Irx-Proteine handelt. Da vor kurzem das 

Erkennungsmotiv der Drosophila-Iroquois-Proteine (IBS: Iroquois binding site) identifiziert 

worden war, konnte mittels einer in silico-Analyse in der chromosomalen Umgebung von 

Olig2 nach potentiell funktionellen IBS-Elementen gesucht werden. Durch die Durchführung 

eines in vivo-Reporterexperimentes konnte gezeigt werden, dass es sich bei den dort 

identifizierten Sequenzbereichen um regulatorische Elemente handelt, die die reprimierende 

Wirkung der Irx-Transkriptionsfaktoren vermitteln können. Weiterhin führte eine Mutagenese 

des IBS-Elementes zu einem Verlust der Reportergen-Reprimierung. Betrachtet man die 

Ergebnisse zusammen mit den Analysen der Ft-Mutante, den Überexpressionsstudien und den 

in silico-Daten, so könnte mit Olig2 erstmals ein Zielgen der Irx-Faktoren identifiziert worden 

sein. 

Neben diesem Befund gibt diese Arbeit weiterhin den Hinweis, dass es sich auch bei Olig3 

um ein Zielgen der Irx-Proteine handeln könnte und deckt weitere Gene auf, die durch die 

Überexpression der Irx-Gene beeinflusst werden und als mögliche zusätzliche 

Kandidatengene untersucht werden könnten. 
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6. Abkürzungsverzeichnis 
A      Adenin 
Abb.      Abbildung 
abs.       absolut 
Amp      Ampicillin 
AP      Alkalische Phosphate 
BCIP       X-phosphat/5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-
phosphat 
bp       Basenpaar 
BSA       Rinderserumalbumin 
bzw.      beziehungsweise 
C      Cytosin 
°C      Grad Celsius 
ca.      circa 
cDNA      copy DNA 
cm       Zentimeter 
CMV       Cytomegalievirus 
C-Terminus      Carboxy-Terminus 
dH2O      deionisiertes Wasser 
ddH2O      zweifach destilliertes Wasser 
DEPC      Diethylpyrocarbonat 
DIG       Digoxygenin 
DMSO      Dimethylsulfoxid 
DNA       Desoxyribonukleinsäure 
dNTP       Desoxynukleotidtriphosphatgemisch 
ds       doppelsträngig 
E       Tag der Embryonalentwicklung 
E.Coli      Escherischia coli 
EDTA       Ethylendiamintetraacetat 
EtBr      Ethidiumbromid 
EtOH      Ethanol 
Fa.      Firma 
FCS      fetal calf serum 
Ft      Fused toes 
G      Guanin 
g       Gramm 
GFP      Grün Fluoreszierendes Protein 
h       Stunde 
HCI       Salzsäure 
HH       Hamburger Hamilton 
H2O2       Wasserstoffperoxid 
i.d.R.      in der Regel 
IgG       Immunglobulin G 
IPTG       Isopropyl-β-D-thiogalaktopyranosid 
Irx       Iroquois 
kb       Kilobasenpaare 
KCl       Kaliumchlorid 
kDa       Kilo-Dalton 
KOH       Kaliumhydroxid 
l       Liter 
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LB       Luria Bertani 
LiCl       Lithiumchlorid 
µ       mikro- ( 10–6 ) 
m       milli- ( 10–3 ) 
M       Molar ( mol/L ) 
mA       Milliampere 
Mb       Megabasenpaare 
MgCl2      Magnesiumchlorid 
MgSO4     Magnesiumsulfat 
min.       Minute 
Mol       Mol ( 6,023 x 10 23 Teilchen ) 
MZ      Mantelzone 
mRNA      Boten-Ribonukleinsäure 
NaCl       Natriumchlorid 
NaOH       Natriumhydroxid 
NBT       4-Nitro-blue-tetrazolium-chlorid 
N-terminal      amino-terminal 
OD       Optische Dichte 
pmol       pico ( 10 –12 )-Mol 
p       posterior 
PBS       Phosphate Buffered Saline 
PCR       Polymerasekettenreaktion 
pH   negativer dekadischer Logarithmus der 

Wasserstoffionenkonzentration 
RNA       Ribonukleinsäure 
RNase       Ribonuklease 
RT      Raumtemperatur 
s.       siehe 
SDS       Natriumdodecylsulfat 
sec.       Sekunde 
T       Thymidin 
TAE       Tris-Acetat-EDTA 
Taq       Thermus aquaticus 
TB       Transformationspuffer 
TE       Tris-EDTA 
Tris       Tris-Hydroxymethyl-Aminoethan 
tRNA       Transfer-Ribonukleinsäure 
U       Unit ( Einheit der Enzymaktivität ) 
u.a.       unter Anderem 
Upm       Umdrehungen pro Minute 
UV       Ultraviolett 
v       ventral 
V       Volt 
v.a.       vor allem 
Vol.       Volumen 
v/v       Volumen pro Volumen 
w/v       Gewicht pro Volumen 
X-Gal       5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-ß-D-
galaktopyranosid 
z.B.       zum Beispiel 
z.T.       zum Teil 
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8. Anhang 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. A.1: Die Motorneuronen und die dI3- Neuronenpopulation in Folge der Überexpression der Irx-
Gene werden reduziert. Dargestellt ist eine Antikörperfärbung gegen Isl-1 (rot) nach der Elektroporation der 
einzelnen Irx-Gene (grün), Irx1 (A-C), Irx2 (D-F), Irx3 (G-H) und Irx6 (J-L). Vergleicht man die Isl-1-
Expression in der elektroporierten Seite des Neuralrohrs (jeweils links) mit der rechten Kontrollhälfte, so fällt 
auf, dass die ektopische Irx-Expression eine drastische Reduzierung der Motorneuronendomäne verursacht, 
welche durch die ventrale Expressionsdomäne von Isl-1 markiert wird. Zusätzlich ist jedoch auch eine starke 
Verkleinerung bzw. der völlige Verlust der DI3-Neuronepopulation zu erkennen (Pfeile in B,E,H und K).  
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Abb.A.2: Die V2-
Neuronenpopulation dehnt 
sich in Folge der ektopischen 
Irx-Expression aus. Die 
Abbildung zeigt 
Antikörperfärbungen gegen 
Chx10 auf Neuralrohrschnitten 
nach der Elektroporation der 
einzelnen Irx-Gene (grün) Irx2 
(A-C), Irx3 (D-F), Irx5 (G-I), 
Irx6 (J-L), sowie eines GFP-
Kontrollvektors (grün, M-O). 
Es ist deutlich zu erkennen, 
dass sich die von Chx10 
markierte V2-
Neuronenpopulation in Folge 
der Überexpression der Irx-
Gene ausdehnt. Es können 
sowohl dorsal als auch ventral 
von der normalen Chx10-
Domäne zusätzliche Chx10-
positive Zellen gefunden 
werden (Pfeile in B,E,H und 
K). Die Überexpression des 
GFP-Kontrollvektors hingegen 
verursacht keine Veränderung 
der Chx10-Expresion (M-O). 
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Abb.A.3: Die Überexpression 
der Irx-Gene führt zu einer 
Verkleinerung der V1-Neu-
ronenpopulation. Dargestellt 
sind Antikörper-färbungen 
gegen En1 (rot) nach der 
Elektroporation einzelnen Irx-
Gene (grün) Irx2 (A-C), Irx3 
(D-F), Irx5 (G-I), Irx6 (J-L), 
sowie eines GFP-
Kontrollvektors (grün, M-O) in 
das Neuralrohr. Beim Vergleich 
der En1-Domäne in er nicht-
elektroporierten Kontrollseite 
des Neuralrohrs mit der 
elektroporierten Seite ist leicht 
zu erkennen, dass die 
ektopische Expression der Irx-
Gene zu einer deutliche 
Reduzierung der En1-
Expression geführt hat (Pfeile 
in B, E, H und K). Die 
Überexpression des GFP-
Kontrollplasmides hingegen 
führt nicht zu einer 
Veränderung in der En1-
Expression (M-O). 
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Abb.A.4: Die Expression von 
p27 ist nicht verändert. 
Dargestellt ist eine 
Antikörperfärbung gegen p27 
(rot), einem generellem Marker 
für postmitotische, 
differenzierte Zellen.  Die 
Elektroporation der einzelnen 
Irx-Gene (grün) Irx1 (A-C), 
Irx3 (D-F), Irx5 (G-I), Irx6 (J-
L), sowie eines GFP-
Kontrollvektors (grün, M-O) 
führten zu keiner beobachtbaren 
Veränderung in der Expression 
von p27. Außerdem finden sich 
die ektopisch Irx-
exprimierenden Zellen sowohl 
in der ventrikulären Zone, nahe 
dem Lumen, wo sich 
undifferenzierte Zellen 
befinden, als auch in der 
Mantelzone überlappend mit 
der Expression von p27. 
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Abb.A5: Die Expression von Cash1 wird durch 
die Überexpression der Irx-Gene nicht 
verändert. Dargestellt sind in situ-
Hybridierungen gegen Cash1 (B,D,F und H) 
sowie die ektopisch exprimierten Irx-Gene, Irx1 
(A), Irx3 (C), Irx5 (E) und Irx6 (G) auf jeweils 
aufeinander folgenden transversalen 
Paraffinschnitten. Da für die Überexpression der 
Irx-Gene mit Ausnahme von Irx1 die murinen 
Sequenzen verwendet wurden, konnte durch die 
Wahl einer entsprechenden Hybridisierungssonde 
nur die ektopische Irx-Expression sichtbar 
gemacht werden. Im Falle von Irx1 wurde die 
Sequenz aus dem Huhn verwendet, so dass hier 
auch auf der nicht elektroporierten Seite des 
Neuralrohrs eine Färbung zu erkennen ist, welche 
der endogen Irx1-Expression entspricht (A).  
Vergleicht man nun die Expression von Cash1 in 
beiden Hälften des Neuralrohres, so ist kein 
Unterschied zu erkennen. 
Die Überexpression der Irx-Gene führt demnach 
nicht zu einer Veränderung der Cash1-Expression. 
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Abb.A.6: Die Expression von 
Pax7 wird durch die 
Überexpression der Irx-Gene 
nicht verändert. 
Zu sehen sind 
Antikörperfärbungen gegen 
Pax7 (rot) nach der 
Elektroporation der einzelnen 
Irx-Gene (grün) Irx1 (A-C), 
Irx2 (D-F), Irx3 (G-I), Irx5 (J-
L), sowie eines GFP-
Kontrollvektors (grün, M-O). 
Der Vergleich der Pax7-
Expression in der 
elektroporierten und der nicht-
elektroporierten Hälfte des 
Neuralrohres zeigt keine 
Unterschiede in der Ex-
pressionsdomäne oder -stärke 
(B, E, H, K). Stattdessen 
exprimieren die von der 
Elektroporation getroffenen 
Zellen überlappend das 
endogene Pax7 und das 
jeweilige ektopische Irx-Gene 
(gelbe Zellen in C, F, I und L). 
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Abb.A.7: Durch die Überexpression der Irx-Gene wird die Olig3-Expression inhibiert. Die Abbildung zeigt 
Antikörperfärbungen gegen Olig3 (rot) auf transversalen Neuralrohrschnitten 24 h nach der Elektroporation der 
Irx-Gene (grün), Irx1 (A-D), Irx2 (E-H), Irx3 (I-L), Irx5 (M-P) und Irx6 (Q-T). In den Spalten von links nach 
rechts ist jeweils die ektopische Irx-Expression (grün), die endogene Olig3-Expression (rot), sowie die 
Überlagerung und eine Ausschnittvergrößerung zu sehen. Vergleicht man die Olig3-Expression in der linken, 
elektroporierten Hälfte des Neuralrohrs mit der jeweiligen rechten Kontrollseite, so fällt zunächst eine 
Reduzierung der Olig3-Expression in Folge der Überexpression der Irx-Gene auf. In der Überlagerung und der 
Ausschnittsvergrößerung erkennt man dann, dass die Irx-Gene in der dorsalen Hälfte der Olig3-Expression 
keinen reprimierenden Effekt ausüben. Stattdessen findet man Zellen die sowohl das ektopische Irx-Gen, als 
auch Olig3 exprimieren (gelbe Zellen, blaue Pfeile), während in der ventralen Hälfte der Olig3-Expression keine 
Koexpression gefunden werden kann. Hier führt die Irx-Expression zu einer Reprimierung der Olig3-Expression 
und in allen Irx-exprimierenden Zellen (grün) ist kein Olig3 nachweisbar (weiße Pfeile). 
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Abb.A.8: Die Expression von Nkx6.1 wird duch die Überexpression der Irx-Genen nicht verändert. Die 
Abbildung zeigt Antikörperfärbungen gegen Nkx6.1 (rot) auf transversalen Neuralrohrschnitten 24 h nach der 
Elektroporation der Irx-Gene (grün), Irx2 (A-C), Irx3 (D-F), Irx5 (G-I), und Irx6 (J-L). Der Vergleich der 
Nkx6.1-Expression in den beiden Hälften des Neuralrohres zeigt keinen Unterschied und auch in der 
Ausschnittsvergrößerung der Überlagerung zeigt sich, dass die ektopisch exprimierten Irx-Gene überlappend mit 
der endogen Nkx6.1-Expression gefunden werden können (gelbe Zellen in C, F, I und L). Somit zeigt sich, dass 
die endogene Nkx6.1-Expression durch eine Überexpression der Irx-Gene nicht beeinflusst wird. 
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Abb.A.9: Die Ex-
pression von Pax6 
wird durch die 
ektopische ex-
primierten Irx-
Gene reduziert. 
Dargestellt ist eine 

Antikörperfärbung 
gegen Pax6 (rot, B) 
auf transversalen 
Neuralrohrschnitten 

24 h nach der 
Elektroporation der 
Irx-Gene (grün), 
Irx1 (A-D), Irx3 (E-
H), Irx5 (I-L), Irx6 
(M-P) und GFP (Q-
S). Es fällt zunächst 
auf, dass die Pax6-
Expression auf der 

elektroporierten 
Seite (links) des 

Neuralrohres 
reduziert wirkt (B, 
F, J, N,). In der 
Überlagerung (C, G, 
K, O) und der 

Ausschnitts-
vergrößerung (D, H, 
L, P) wird sichtbar, 
dass Zellen, die 
relativ stark 
ektopisch Irx 
exprimieren, fast 
keine Pax6-Expres-
sion mehr zeigen 
(blaue Pfeile), 
wohingegen Zellen, 
die vergleichsweise 
weniger des elektro-
porierten Irx-Genes 
exprimieren, gelb 
erscheinen, also 
weiterhin Pax6 
exprimieren (weiße 
Pfeile). Die Elektro-
poration eines GFP-
Kontrollvektors be-
einflusst die Pax6-
Expression hin-
gegen nicht (Q-S). 
In U und V ist zu 
sehen, dass die 
endogenen Expres-
sionsdomänen von 
Pax6 (rot) und Irx3 
(grün) vollständig 
überlappen (gelbe 
Zellen). 
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CNE size(bp) / % identity   Conservation in species 
                             
        Hum – chk // hum – xen  CNE   IBS-site         
 
      Hdmrcxf  h d mr c x f 
 
CNE-191 107(73)   hd-rc   - -  - -   
  150(71)   hd-rc   - -  - - 
 
CNE-181 155(73)   hdmrc   - - -- - 
 
CNE-176 352(71)   hdmrcx   - - -- - - 
  235(80)   hdmrcx   - - -- - - 
 
CNE-158 238(90)   hdmrc   - - -- - 
  166(75)   hd-rcx   - -  - - - 
 
  153(81)   hdmrc   - - -- - 
CNE-107 484(82)   hdmrcxf  - - -- - - - 
   97(76)   hdmrc   - - -- - 
  217(68)   hdmrc   - - -- - 
 
CNE-73  169(79)   hdmrcx   - - ++ - -  
CNE-72  129(85)   hdmrc   - - -- - 
CNE-71  505(82)   hdmrcxf  - - -- - - - 
CNE-68  132(75)   hdmrcx   - + -- + -  
 
CNE-60  151(78)   hdmrc   - - -- - 

  151(80)   hdmrc   - - -- - 
 
CNE-49  394(80)   hdmrc   - - -- - 
 
CNE-48  464(81)   hdmrcxf  - - -- - - - 
  141(75)   hdmrcx   - - -- - - - 
 
CNE-34      hdmrcxf  + + ++ + + - 
 
CNE-18  272(83)   hdmrcxf  - - -- - - - 
 

>OLIG2 
 
CNE+26  252(73)   hdmrcx   + + ++ + +  

- - ++ - -  
 
CNE+39   78(78)    hdmr-x   - - --   - 
  122(72)   hdmr-x   - - --   - 
 

>OLIG1 (+40 kb) 
 
CNE+70  575(82)   hdmrcx   - - -- - - 
CNE+76  107(73)   hd--c   + +    -    
CNE+84  107(69)   hdmrcxf  - - -- - - - 
CNE+90  445(72)   hdmrcxf  - - -- - - - 
CNE+92  615(72)   hdmrcxf  - - -- - - - 
CNE+111 106(80)   hdmrcx   - - -- - - 
CNE+124 256(72)   hdmrcx   - - -- - - 
CNE+127 183(73)   hdmrc   - - -- - 
CNE+162 175(82)   hdmrc   - + +- -  
 
 
 
 

Abb.A.10: Übersicht über die CNEs des Olig2-Lokus. Schematische Übersicht über den Olig2/Olig1-Lokus. 
Der Translationsstart von Olig2 entspricht 1 und die CNEs sind entsprechend ihrer Entfernung davon (in kb) 
nummeriert.  Anhand der Darstellung lassen sich die Größe des CNEs (in bp), der Grad der Konserviertheit von 
Mensch zu Huhn bzw. Mensch zu Frosch (%) und das Vorhandensein eines IBS-Motives (+) erkennen.  Das 
IBS-Motiv ist nur in CNE-34 und CNE+26 hochkonserviert. Abkürzungen: h: Mensch; d: Hund; m: Maus; r: 
Ratte; c: Huhn; x: Frosch; f: Fisch (zur Verfügung gestellt von R. Dildrop) 
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CNE size(bp) / % identity    Conservation in species 
          hum-chk   hum-xen    hum-fish    CNE     IBS-site 
____________________________________________________________________ 
                                           hdmrcxf  h d m r c x f 
 
CNE-132   99 (90%)                         hdmrc    + - - - - 
 
CNE-121  617 (92%)  447 (82%)  270 (78%)   hdmrcxf  + - - - - - - 
                                                    - - - - - + - 
 
CNE-109  282 (85%)  210 (74%)   68 (72%)   hdmrcxf  - - - - - - + 
         337 (85%)  304 (65%)   81 (72%)   hdmrcxf  - - - - - + - 
 
CNE-82   623 (93%)  575 (89%)  124 (69%)   hdmrcxf  - - - - - - - 
CNE-56   285 (84%)  119 (88%)              hdmrcx   - - - - - + 
 
CNE-48   344 (86%)                         hdm-c    - - -   - 
          70 (92%)                         hdm-c    - - -   - 
 
CNE-29   459 (82%)                         hdmrc    - - - - - 
CNE-24   203 (80%)  105 (75%)              hdmrcx   - - - - - - 
 
CNE-19   528 (86%)  - - - - -  230 (86%)   hdmrc-f  + + + + +   + 
 
>Olig3(2250bp) - chr6:137857250 (tata-box) 
 
CNE+7    162 (79%)                         hdmrc    - - + - - 
 
                                                    + + + + +   +/- 
CNE+21   538 (90%)  - - - - -  266 (68%)   hdmrc-f  + + + + +   +/- 
         184 (82%)                         hdmrc    - - - - - 
CNE+24   287 (88%)  218 (77%)   94 (81%)   hdmrcxf  - - - - - - - 
 
CNE+62   319 (97%)  297 (90%)              hdmrcx   - - - - - - 
CNE+67   222 (85%)  208 (80%)   76 (77%)   hdmrcxf  - - - - - - - 
CNE+71   290 (74%)  293 (68%)              hdmrcx   - - - - - - 
CNE+77   159 (81%)                         hdmrc    - - - - - 
 
         211 (84%)                         hdmrc    - - - - - 
CNE+81   728 (84%)  434 (73%)  102 (77%)   hdmrcxf  + - - - - - - 
 
         120 (90%)                         hdmrc    - - - - - 
CNE+93   311 (92%)  228 (88%)  142 (72%)   hdmrcxf  - - - - - - - 
         121 (80%)                         hdmrc    - - - - - 
 
CNE+94   342 (89%)  - - - - -  239 (71%)   hdmrc-f  - - - - -   - 
CNE+104  218 (80%)                         hdmrc    - - - - + 
CNE+129  365 (81%)                         hdmrc    - - - - - 
CNE+130  208 (90%)                         hdmrc    - - - - - 
 
CNE+141  405 (83%)  - - - - -   55 (80%)   hdmrc-f  - - - - -   - 
                               +36 (91%) 
 
CNE+153  155 (74%)                         hdmrc    - - - - - 
CNE+155  511 (90%)  213 (76%)  236 (65%)   hdmrcxf  - - - - - - - 
 
CNE+162  612 (94%)  598 (83%)  203 (85%)   hdmrcxf  - - - - - - - 
                              +105 (80%) 
 
CNE+163  721 (89%)  535 (80%)   86 (72%)   hdmrcxf  - - - - - - - 
                              +134 (64%) 
 
CNE+165  121 (73%)   99 (77%)              hd-rcx   - -   - - ++ 
CNE+172  317 (85%)  287 (77%)  246 (72%)   hdmrcxf  - - + - - - - 
        +106 (78%) 
 
CNE+174  461 (89%)  393 (82%)  363 (64%)   hdmrcxf  - + - - + + + 
CNE+179  378 (85%)  264 (76%)  100 (71%)   hdmrcxf  + + - - - - - 
CNE+196  210 (83%)                         hd—-c    - -     - 
CNE+216  289 (73%)  123 (69%)              hdmrcx   - - + - - - 
         +53 (83%)   58 (74%) 
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Abb.A.11: Übersicht über die CNEs des Olig3-Lokus. Schematische Übersicht über den Olig3-Lokus. Der 
Translationsstart von Olig3 entspricht 1 und die CNEs sind entsprechend ihrer Entfernung davon (in kb) 
nummeriert.  Anhand der Darstellung lassen sich die Größe des CNEs (in bp), der Grad der Konserviertheit von 
Mensch zu Huhn bzw. Mensch zu Frosch oder Mensch zu Fisch (%) und das Vorhandensein eines IBS-Motives 
(+) erkennen. Das IBS-Motiv findet sich in CNE-19 und CNE+21 hochkonserviert. Abkürzungen: h: Mensch; d: 
Hund; m: Maus; r: Ratte; c: Huhn; x: Frosch; f: Fisch (zur Verfügung gestellt von R. Dildrop) 
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ECRs (70%/100 bps) in Human (hg18) at chr11:31781294-31783455 Intron 
 
CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment 
 
 
Human           GGAGCCTACTGATAAATTGACGC-CAGGAGCCTGAGCTTCTTAGCAATAAATAAGCTCCA 59 
Mouse           GGAGCCTCCTGATAAATTGACTC-CAGGAGCCTGTGCTTCTTAGCAATAAATAAGCTCCA 59 
Rat             GGAGCCTCCTGATAAATTGACTC-CAGGAGCCTGTGCTTCTTAGCAATAAATAAGCTCCA 59 
Chicken         GGAGCCTCCTGATAAATGGGCTG-CGAGAGCCCCGGCTCCTTAGCAATAAATAAGCTCCA 59 
Frog            --AGACTCCTGACAAATCGACTTGTTCGAGCTCTGGCTCCTCCGTAATAAATAAGCTCCA 58 
Fugu            ---GCCGCCCGGTACATTGACTC-CGGGAGCAGAGGCTCCTTAGCAATAAATAAGCTCCA 56 
Zef             GAAGCCTCGCGTTAAATTGAGTC-CAAGAGCACAAGCTCCTTTGCAATAAATAAGCTCCA 59 
                   * *    *  * ** *        ****    *** **  * *************** 
 
Human           AATATAGAAGAGGGGGGAAAATATGATGAGCCT-CTCTGACATTTGTCTTTAAAATAAAA 118 
Mouse           AATATAGACGAGGGGGGAA--TATGATGAGCCT-CTCTGACATTTGTCTTTAAAATAAAA 116 
Rat             AATATAGAAGAGGGGGGAAA-TATGATGAGCCT-CTCTGACATTTGTCTTTAAAATAAAA 117 
Chicken         AATATAGAAGAGGGGGAAAA-TATGATGAGCCT-CTGTGACATTTGTCTTTAAAATAAAA 117 
Frog            AATATAGAAGAGGAGGAAAA-TATGATGAGTCTTCCCTGACATTTGTCTTTTAAATAAAA 117 
Fugu            AATATAGAAGAGGGGGAAAA-TATGATGAGCCT-GCCTGACATTTGTCTTTAAAATAAAG 114 
Zef             AATATAGAAGAGGGG-AAAA-TATGATGAGCCT-GCCTGACATTTGTCTTTAAAATAAAG 116 
                ******** **** *  **  ********* **    ************** *******  
 
Human           CTAGCTGCACGTCAAGTTTGAGCTTAATTTCTGGAAATAGGCGGAAGTCGCTCCGGATCA 178 
Mouse           CTAGCTGCACGTCAAGTTTGAGCTTAATTTCTGGAAATAGGCGGAAGTCGCTCCGGATCA 176 
Rat             CTAGCTGCACGTCAAGTTTGAGCTTAATTTCTGGAAATAGGCGGAAGTCGCTCCGGATCA 177 
Chicken         CTAGCTGCACGTCAAGTTTGAGCTTAATTTCTGGAAATAGGCGGAAGTCGCCCCGGATCA 177 
Frog            CTAACTGCACGTCAAATTTGAGCTTAATTTCTGCAAATAGGAGGAAGTCGC-CCGGATCA 176 
Fugu            CTAGCTGCACGTCAAGTTTGAGCTTAATTTCTGGAAATAGGCGGAAGTCGCCTCGGATCA 174 
Zef             CTAGCTGCACGTCAAGTTTGAGCTTAATTTCTGGAAATAGGCGGAAGTCGCCCTGGATCA 176 
                *** *********** ***************** ******* *********   ****** 
 
Human           TGCATGGAAGGCTAATTGAAAAGATCAG-TCGGGGCGCTTGTGGCAGCCTTGTCACTTTG 237 
Mouse           TGCATGGAAGGCTAATTGAAAAGATCAG-TCGGGGCGCTTGTGGCAGCCTTGTCACTTTG 235 
Rat             TGCATGGAAGGCTAATTGAAAAGATCAG-TCGGGGCGCTTGTGGCAGCCTTGTCACTTTG 236 
Chicken         TGCATGGAAGGCTAATTGAAAAGATCAG-TTGGAGCACTTGTGGCAGGCGTGTCACTTTA 236 
Frog            TGCTTGGGAGGCTAATTGAAAAGATCAGATTGAAGCACTTGTGGCAGGCATGTCATTTTG 236 
Fugu            TGCATGGGAGGCTAATTGAAAAGATCAG-TTGGAGCACTTGTGGCAGGCATGTCACTTTA 233 
Zef             TGCATGGAAGGCTAATTGAAAAGATCAG-TTGGAGCACTTGTGGCAGGCATGTCACTTTA 235 
                *** *** ******************** * *  ** ********** * ***** ***  
 
Human           TGACAGTGCTCCGCTCCGGGAAATTGCATCGTCACGACAAACGGGACCGTGATAAAACGA 297 
Mouse           TGACAGTGCTCCGCTCCGGGAAATTGCATCGTCACGACAAACGGGACCGTGATAAAACGA 295 
Rat             TGACAGTGCTCCGCTCCGGGAAATTGCATCGTCACGACAAACGGGACCGTGATAAAACGA 296 
Chicken         TGACAGTCCTCTGCTTTTGAAAATTGCATCGTCACGACAAATAGTAGCATGATAAAACGA 296 
Frog            TGACAGTCCTGTGCTTTTGAAAATTGCATCGTCAGGACAAATGGTACCATGATAAAACGA 296 
Fugu            TGACACCGCTCTGCTTTTGAAAATCGCATCGTCACGACAAATAGTAGCATGATAAAACGA 293 
Zef             TGACATCGCTCTGCTTTTGAAAATCGCATCGTCACGACAAATAGTAGCATGATAAAACGA 295 
                *****   **  ***   * **** ********* ******  * * * *********** 
 
Human           CCCTTTCCGTCCTTATTTGTAGATCACTC-AGACGAGAT-TGAACTGCACTTGTTTCCCC 355 
Mouse           CCCTTTCCGTCCCTATTTGTAGATCACTC-AGACGAGAA-TGAACTGCACTCGGCTCCCC 353 
Rat             CCCTTTCCGTCCCTATTTGTAGATCACTC-AGACGAGAA-TGAACTGCACTCGTCTCCCC 354 
Chicken         CCCTTTCCGTCCGCATTTGGATATCACTC-AGACGAGAT-TGAACTCCGCTCGCTTTCCC 354 
Frog            CCCTTTCCGACCGGATTTGGATAACAGTTGAGACTAGATGCAAAAGCTACTTAGATTTCC 356 
Fugu            CCCTTTCTGTCTGCATTTGGATATCACTC-AGACAAAAT-TGGACGCTACTCGTTTACCC 351 
Zef             CCCTTTCTGTCTGCATTTGGATATCACTC-AGACTAAAT-TGGACTCTACTCATTTTCCC 353 
                ******* * *   ***** * * ** *  **** * *     *     **    *  ** 
 
Human           TTCGAGGGGAGCCGCGTTTTCAGGGTAGCCGAAGGCTTGGGGCTGAGGGGGGGCC----C 411 
Mouse           TTCGAGGGGAGCTGCGTTTTCAGGGTAGCTTGAGGCTTGGGGCTGGAGGAGGGTTAGAGC 413 
Rat             TTCAAGGGGAGCTGCGTTTTCTGGGTAGCTTGAGGCTTGAGGCTGGAGGAGGGTTATAGC 414 
Chicken         TCCGAGGGCGGCCGCGCTCG-GAGGCAGCCGGGGGCTGTGCAGGACACGGCCGAGGGGCC 413 
Frog            TTCAAGGGGA-------------------------------------------------- 366 
Fugu            TCGGAGGGAGACTTCGTTTT-AAGG----------------------------------- 375 
Zef             TTTAAGGGAAGCTTAATTTT-AAGGTAGCCAGGGGCT----------------------- 389 
                *   ****                                                     
 
Human           TCACCAAGGCGCGGGTG------------------------------------------- 428 
Mouse           TCACGGAGGGGGGGCGGGGCCTCAATTCGATGAAAAGTGACAGGCATTTAGAGATCTGGG 473 
Rat             TCGCCGAGGGGGGGCGGGGCCTCAATTCGATGAGAAGTGACAGGCGTTTAGGGATCTGGG 474 
Chicken         GCGCTCCCCGCGCAATGGATG--------------------------------------- 434 
Frog            ------------------------------------------------------------ 
 
 Abb.A.12: Multispezies-Sequenzvergleich eines CNEs aus dem Intronbereich von Pax6 ( chr11:31781294-

31783455). Die konservierten Basen sind in blau dargestellt, die potentielle Irx-Bindestelle ist in gelb hinterlegt. 
Das Alignment wurde mit ClustalW erstellt (www.ebi.ac.uk/clustalw/). 
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ECRs (70%/100 bps) in Human (hg18) at chr11:31777038-31778269 Intron 
 
 
CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment 
 
 
Human           -----------AGCGGCCGCGC-TGGGAAACAAGAAGCGAGCGCTTTGCTCCCTATCTTC 48 
Mouse           CC---TTGAGCGGCAGCGGTGGACCGAAAACCAGAAAGGAACACTTTTCTCCCTACCGTC 210 
Rat             CCAAGTCGCCGCCCAGCGGCGC-TGGGAAACCAGAAAGGAGCACTTTTCTCCCTACCATC 234 
Chicken         ---------------------AGCGGGGGGCGGGGGGAGCGAGGGCCGCGCTCTATCTTT 39 
Frog            --------------------------GGGTCCCACGTCCCATCTCCCAGTCTTTCTTAAA 34 
Zef             ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
Human           CCAGTGTCCGTCCTATATTGTTTTCTGCTCTTAAAACTGACATGTCTAATTGGCAATTGG 108 
Mouse           CCAGTGTCCGTCCTATATTGTTTTCTGCTCTTAAAACTGACATGTCTAATTGGCAATTGG 270 
Rat             CCAGTGTCCGTCCTATATTGTTTTCTGCTCTTAAAACTGACATGTCTAATTGGTAATTGG 294 
Chicken         CTGGTGTCCTTCATAGATTGTTTTCTTCTCTTAAAACTGACATGTCTAATTGGCAAGCGG 99 
Frog            TTTGTATTCTTCTTAAAAGAGAAAAAAAAAAAAGAACTGCCATGTCTAATTGGCAACCGG 94 
Zef             ---------------------------CCTTTAACACTGACAAGTTTAATTGGCAAACGT 33 
                                                *  **** ** ** ******* **  *  
 
Human           TGCCGAATCGTGTCCAGAG-GTCTCTTGTGGAACATTTCTACAGCTGTCTCCTTCAACTA 167 
Mouse           TGCCGAATCGTGTCCAGAG-GTCTCTTGTGGAACATTTCTACAGCTGTCTCCTTCAGCTA 329 
Rat             TGCCGAATCGTGTCCAGAG-GTCTCTTGTGGAACATTTCTACAGCTGTCTCCTTCAACTA 353 
Chicken         TGCCATATCGTGTCCAGAG-GTCTCCTGTGGAACATTTCTACAGCTGTCTCCTTCAACTA 158 
Frog            AGCCACATCATGTCCAAGG-GTCTCCTGTGAAACATTTCTACAGCTGTCCCCTCCAACTA 153 
Zef             TGCCATATCATGTCCAGGGTGTCTCCGGTGGAACATTTCCACAGCTGTCTCCTCAAACTA 93 
                 ***  *** ******  * *****  *** ******** ********* ***  * *** 
 
Human           GACGCTTATTCATGTCGCCTTAATGAGAAACAAAACGTTCTCTAATGAGCAATTACAGAG 227 
Mouse           GACGCTTATTCATGTCGCCTTAATGAGAAACAAAACGTTCTCTAATGAGCAATTACAGAG 389 
Rat             GACGCTTATTCATGTCGCCTTAATGAGAAACAAAACGTTCTCTAATGAGCAATTACAGAG 413 
Chicken         GACGCTTATTCATGTCGCCTTAATGAGAAACAAAACGATCTCTAATGAGCAATTACATAG 218 
Frog            GACGCTTATTCATGTCGCCTTAATGAGAAACAAAACGATCTCTAATGAGCAATTACATAG 213 
Zef             AACGCGTATTTATGTCGCCTTAATGGGAAACAAAACGTTCTCTAATGAGCTATTACATAG 153 
                 **** **** ************** *********** ************ ****** ** 
 
Human           CGACAGGATTGTTCCCATAACAAATTCTTGCGAGTGACAGAAGCATCCTTTGTACCAGAT 287 
Mouse           CGACAGGATTGTTCCCATAACAAATTCTTGCAAGTGACAGAAGCATCCTTTGTACCAGAT 449 
Rat             CGACAGGATTGTTCCCATAACAAATTCTTGCGAGTGACAGAAGCATCCTTTGTACCAGAT 473 
Chicken         CGACAGAATTGTTCCCATAACAAATTCTTGCGTGCGACAGAAACATCCTTTGTACCAGAT 278 
Frog            CGACAGAATTGTTCCCATAACAAATTCTTGTGTGTGACAGAAACATCCATTGTAGCAGAT 273 
Zef             CGACATAACTGTTCCCATAACACATTTTTCTGTGTGACAAACATATTTTGTATA------ 207 
                *****  * ************* *** **    * **** *   **    * **       
 
Human           ATTT----CGCATACTGTTACCGATTTTCCCTTCCCTC----GCCCGACTCCATGGAGGC 339 
Mouse           ATTT----CGCATACTGTTACCGATTTTCCCTTCTCTA----ACCCGGCTCTGTGGAGGC 501 
Rat             ATTT----CGCATACTGTTACCGATTTTCCCTTCTCTA----ACCCAGCTCTGTGGAGGC 525 
Chicken         ATTC----CGCACACTGTTACCGATTTTTTTTTCCTCGCGGGACGAAAACAAAAAGCAGG 334 
Frog            ATTGGGGGCGCACATTGTGATC-------------------------------------- 295 
Zef             --TG----CACATGCTGTT----------------------------------------- 220 
                  *     * **   ***                                           
 
Human           GCCGGGCATCCGGAG-CCGGTCCGAGAG-------------------------------- 366 
Mouse           GCCCTGCACGCGGGG-CCGGTCTAAGAGCTCACCGATTCACAGCAGCCCCTTCGCCATCC 560 
Rat             GCCCTGCATCCGGGGGCCGGTCCAAGAGCTCACCGATTCACAGTAGCCCTTTCGCAGTGG 585 
Chicken         TTGTTGTGTGCGGGCACCTCCTCGAG---------------------------------- 360 
Frog            ------------------------------------------------------------ 
Zef             ------------------------------------------------------------ 
 

Abb.A.13: Multispezies-Sequenzvergleich eines CNEs aus dem Intronbereich von Pax6 chr11:31777038-
31778269). Die konservierten Basen sind in blau dargestellt, die potentielle Irx-Bindestelle ist in gelb hinterlegt. 
Das Alignment wurde mit ClustalW erstellt (www.ebi.ac.uk/clustalw/). 
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