5. Ergebnisse

5.1. Generierung und Analyse von transgenen Mauslinien
mit fluoreszenter Proteinexpression in neuralen Zellen

Die gute Trennbarkeit der Spektren von ECFP oder AmCyan1 und EYFP
lassen diese FPs hervorragend geeignet erscheinen, um doppeltransgene
Tiere mit FP-Expression in Astrozyten und Neuronen zu zuchten. Diese
Tiere kdnnen eingesetzt werden, um morphologische Untersuchungen der
Neuron-Glia-Interaktion im lebenden Hirnschnitt (Hirrlinger et al., 2004)
wie auch in der lebenden Maus (Nimmerjahn et al., 2005) zu beobachten,
da beide FPs auch gut durch 2-Photonen-Laser (Titan/Sapphir-Laser)
anregbar sind. Zur Generierung von transgenen Mauslinien mit
zytosolischer Expression von fluoreszenten Proteinen in neuralen Zellen
wurden daher AmCyan1 (ANEMONIA MAJANO; Ex. 458 nm; Em. 489 nm)
und ECFP (AEQUOREA VICTORIA; Ex. 453 nm; Em. 457 nm), aber auch
AsRed2 (ANEMONIA SULCATA; Ex. 576 nm; Em. 592 nm) verwendet;
letztere, um Mause mit rot-fluoreszenten Astrozyten herszustellen. Zur
spezifischen Expression in Astrozyten und Oligodendrozyten wurden
umfassend charakterisierte zelltypspezifische Promotoren verwendet: der
humane GFAP-Promotor, bzw. der murine PLP-Promotor (Brenner et al.,
1994; Fuss et al., 2000; Wight et al., 1993).

5.1.1. Voruntersuchungen zur Generierung transgener Mauslinien
mit fluoreszenter Proteinexpression in neuralen Zellen

Um zu untersuchen, ob die zu verwendenden FPs fur die Expression in
Astrozyten geeignet sind, wurde die Expression der fluoreszenten
Proteine AmCyan1, AsRed2 und ECFP in astrogliareichen Primarkulturen
und in Zelllinien getestet. Dazu wurden die Kulturen transient mit vom
humanen CMV (Zytomegalievirus)-Promotor getriebenen Transfektions-
vektoren transfiziert und die Expression am CLSM untersucht. Der CMV-
Promotor ist ein Promotor viralen Ursprungs, der zu einer starken
Expression in fast allen Saugerzellen fuhrt. Es zeigte sich in allen
verwendeten Zelllinien und in astrogliareichen Primarkulturen fur alle FPs
eine homogene, zytosolische Expression (Abb. 3). Die Zellen wurden 24 h
nach Transfektion fixiert und im CLSM analysiert.
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AsRed2 AmCyan1

AsRed2 AmCyan1

Abb. 3: Konfokale Laserscan-mikroskopische Analyse ftransient transfizierter
HEK293-Zellen (A, B) und astrogliareicher Primarkulturen (C - E). Astrogliareiche
Primarkulturen wurden an Tag 14 transfiziert und 24 h nach Transfektion fixiert. Es
I&sst sich in beiden Zelltypen eine homogene Verteilung der fluoreszenten Proteine
sowohl aus der GFP-Familie (E: ECFP) wie auch aus riffbildenden Seeanemonen (A,
C: AsRed2, B, D: AmCyan1) im Zytosol der Zellen nachweisen.

5.1.2. Klonierung und Pronukleusinjektion von DNA-Konstrukten
zur Generierung transgener Mauslinien

Um eine Expression von Transgenen in Mausen zu erreichen, wurden die
entsprechenden DNA-Konstrukte kloniert. Der verwendete humane
GFAP-Promotor ist eingehend analysiert worden (Besnard et al., 1991;
Masood et al., 1993) und umfasst 2,3 kb genomische DNA-Sequenz von
-2163 bis +47 des humanen GFAP-Gens (gfa2), wobei das Startkodon
ATG an Position +15 zu TTG mutiert wurde ((Brenner et al., 1994),
GenBank Accession Nummer M67446). Die Induktion von Reportergenen
durch diesen Promotor erfolgt hochselektiv in Astrozyten in verschiedenen
Saugetieren (Brenner und Messing, 1996). Zur Expression von
fluoreszenten Proteinen in Astrozyten wurde der humane GFAP-Promotor
aus pGFAP-EGFP (Nolte et al.,, 2001) Uber eine PCR mit den Primern
4128 und 4127 amplifiziert. Die Primer enthalten eine Agel-, bzw. eine
Asel-Schnittstelle. Das erhaltene 2,3 kb grosse Fragment wurde in
pGEM-T (Promega) subkloniert, amplifiziert und mit den sense Primern
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T7, 4361-2, 4359, 4370, 4358-2 und 4360 sequenziert. Der erhaltene
Vektor wurde mit pGEM-T-GFAP bezeichnet.

Die verschiedenen transgenen Mauslinien werden mit Vierbuchstaben-
kodes bezeichnet. Dabei bezeichnet der erste Buchstabe in der Regel den
Promotor (G: humaner GFAP-Promotor; P: muriner PLP-Promotor), die
nachsten beiden Buchstaben das Gen (z. B. CY fur AmCyan1; CF fir
ECFP usw.) und der letzte Buchstabe oder bei mehr als 26 Linien eine
Zahl die einzelne Linie. Bei potentiellen Stammtieren ist der letzte
Buchstabe ein x (z. B. PCFx mit den Linien PCFP und PCFQ). Tiere der
einzelnen Linien wurden zur Erhaltungszucht untereinander oder mit
Wildtyptieren des entsprechenden Mausstammes verpaart.

5.1.2.1. Klonierung des phGFAP-AsRed2-N1-Transgenvektors

Um eine Mauslinie herzustellen, die das rot fluoreszente Protein AsRed?2
in Astrozyten exprimiert, wurde das kommerziell erhaltliche AsRed2
verwendet. AsRed2 wurde aus der Seeanemone ANEMONIA SULCATA als
AsFP595 isoliert und durch gerichtete Mutagenese verandert (Lukyanov
et al., 2000). Zur zytosolischen Expression von AsRed2 in Astrozyten
wurde das 2,3 kb grosse, den hGFAP-Promotor beinhaltende Asel/Agel-
Fragment aus pGEM-T-GFAP in die korrespondierenden Schnittstellen
von pAsRed2-N1 (Clontech) kloniert. Dabei wurde der CMV-Promotor und
ein grosser Teil der MCS aus pAsRed2-N1 entfernt. Der Endvektor wurde
mit pGFAP-AsRed2-N1 bezeichnet. Nach Uberpriifung der Sequenz mit
Primer 4369 und 4361-2 wurde der Vektor mit dem Restriktionsenzym
Drdl praparativ verdaut (Abb. 3 A) und das 3,6 kb grosse DNA-Fragment
mit dem Transgen (Abb. 3 B) zur Pronukleusinjektion verwendet. Nach
zwei Pronukleusinjektionen konnten von insgesamt 29 geborenen Tieren
12 PCR-positive, potentielle Stammtiere nachgewiesen werden. Der
Vierbuchstabenkode der Stammlinie ist GREx. Keine der Linien zeigte
eine stabile Expression von AsRed2. Mit Stammtier #27, Weibchen,
GREL, war nach einem Wurf, der nur nichttransgene Nachkommen
enthielt, keine Zucht mehr moglich. Nach Toétung des Stammtieres GREL
konnte in diesem eine Expression von AsRed2 nachgewiesen werden. Die
Stammtier GREL war das einzige, AsRed2 exprimierende Tier, das
gefunden werden konnte. Das weibliche Stammtier zlchtete nach einem
Wourf, der nur nichttransgene Nachkommen enthielt, nicht mehr. Daher
wurde das adulte Stammtier selbst getotet und auf rote Fluoreszenz
getestet. Es konnte keine transgene Linie etabliert werden.
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5.1.2.2. Klonierung des phGFAP-AmCyan1-C1-Transgenvektors

Es wurde eine Mauslinie hergestellt, die das zyan fluoreszente Protein
AmCyan1 in Astrozyten exprimiert. Das zyanfarbene fluoreszente Protein
amFP486 wurde aus der Seeanemone ANEMONIA MAJANO isoliert (Matz et
al., 1999) und wird unter dem Handelsnamen AmCyan1 von Clontech
vertrieben. Zur zytosolischen Expression von AmCyan1 in Astrozyten
wurde das 2,3 kb grosse, den hGFAP-Promotor beinhaltende Asel/Agel-
Fragment aus pGEM-T-GFAP in die korrespondierenden Schnittstellen
von pAmCyan1-C1 (Clontech) kloniert. Dabei wurde der CMV-Promotor
aus pAmCyan1-C1 entfernt. Der Endvektor wurde mit phGFAP-AmCyan1-
C1 bezeichnet, amplifiziert und mit Primer 4369 und 4361-2 (Tab. 5)
sequenziert. Der Vektor wurde mit dem Restriktionsenzym Drdl praparativ
verdaut und das 3,6 kb grosse DNA-Fragment mit dem Transgen (Abb. 3
B) aufgereinigt und in Mikroinjektionspuffer auf eine Konzentration von
30 ng/ml eingestellt (Abb. 3 B). Die linearisierte und aufgereinigte DNA
wurde bis zur Mikroinjektion bei -20°C gelagert. Nach einer
Pronukleusinjektion konnten von 32 geborenen Tieren 13 PCR-positive
Stammtiere identifiziert werden. Der Vierbuchstabenkode der Stammlinie
ist GCYx. Bei einer Linie (GCYM, Stammtier #30, Weibchen) konnte eine
funktionelle Expression von AmCyan1 nachgewiesen werden. Der
genetische Hintergrund der Linie ist C57/B6.

5.1.2.3. Klonierung des phGFAP-ECFP-C1-Transgenvektors

Es wurde eine Mauslinie hergestellt, die das zyan fluoreszente Protein
ECFP, eine spektrale GFP-Variante, in Astrozyten exprimiert. ECFP hat
eine grossere Fluoreszenzintensitat als AvGFP. Es enthalt sechs
substituierte Aminosauren, wodurch das Emissionsspektrums von grun
nach zyanfarben verschoben wird (Hadjantonakis und Nagy, 2001). ECFP
hat gegenlber anderen blauen oder zyanfarbenen GFP-Varianten den
Vorteil, dass es weniger schnell ausbleicht. Zur zytosolischen Expression
von ECFP in Astrozyten wurde das 2,3 kb grosse, den hGFAP-Promotor
beinhaltende Asel/Agel-Fragment aus pGEM-T-GFAP in die korrespon-
dierenden Schnittstellen von pECFP-C1 (Clontech) kloniert. Dabei wurde
der CMV-Promotor aus pECFP-C1 entfernt. Der Endvektor wurde
amplifiziert und weiter behandelt wie in Abschnitt 3.1.2.2. beschrieben. In
einer Pronukleusinjektion sind 11 Nachkommen geboren, von denen 5
Tiere PCR-positiv waren. Der Vierbuchstabenkode dieser Stammtiere ist
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GCFx. Es konnte eine funktionell exprimierende transgene Linie GCFD
(Stammtier Mannchen #8) etabliert werden.

5.1.2.4. Klonierung des pmPLP-ECFP-Transgenvektors

Zur Herstellung einer Mauslinie mit blau fluoreszent markierten
Oligodendrozyten, wurde ECFP in Oligodendrozyten exprimiert. Proteo-
lipidprotein (PLP) ist ein Gen, dass im Gehirn spezifisch in sich
differenzierenden und reifen Oligodendrozyten exprimiert ist. Ein
Promotorkonstrukt, dass alle bendtigten Informationen fur eine Expression
raumlich und zeitlich entsprechend der des PLPs enthalt, sollte zur
Expression des Transgens spezifisch in Oligodendrozyten fihren. Es
wurde bereits in transgenen Mausen gezeigt, dass die verwendeten
regulatorischen DNA-Elemente ausreichend sind, um eine spezifische
Expression in Oligodendrozyten zu gewahrleisten (Wight et al., 1993)
(Fuss et al.,, 2000). Der verwendete Transgenvektor pPLP-PD-laATX
(Fuss et al., unpubliziert) basiert auf pBluescript (Stratagene) und enthalt
ca.12 kb genomische Sequenz des PLP-Locus 3’ vor dem offenen
Leseraster (ORF) fur Proteolipid-Protein (Fuss et al.,, 2000). Die
genomische Sequenz enthalt Exon [, Intron | und die Halfte von Exon Il
Die Sequenz um das Startkodon ATG fur das PLP-Protein ist in Exon |
von GAC ATG zu CTC GAG (CAG AGT GCC AAA CCT CGA GGT GAG
TTT C) mutiert worden. Diese Mutation erlaubt den Translationsstartpunkt
im Startkodon ATG des eingeflugten Transgens, wobei die flr ein
einwandfreies Spleissen notwendigen PLP Exon/Intron-Konsensus-
sequenzen erhalten blieben (Abb. 3 A). Durch diese Mutation wurde
zudem eine zusatzliche Xhol-Schnittstelle generiert. Ein weiteres
Startkodon am Beginn von Exon Il und die ersten 13 Aminosauren von
PLP wurde ebenfalls entfernt, stattdessen wurde ein Polylinker mit
einzigartigen Restriktionsschnittstellen fur Sfil, Smal, EcoRV, Notl, und
Sacll einkloniert. Weitere einzigartige Schnittstellen sind Ascl und Pacl,
die Uber das Smal-Hindlll-Fragment aus pNEB193 eingefligt wurden.
Nach dem ORF des Transgens befindet sich eine Polyadeny-
lierungssequenz. Das Transgenkonstrukt kann durch Restriktionsverdau
mit Apal/Sacll fur die Pronukleusinjektion linearisiert werden (Fuss et al.,
2000).

Zur transgenen Expression von ECFP in Oligodendrozyten wurde der
ORF von ECFP aus pECFP-N1 mit den Primern 4784 und 4785
amplifiziert. Die Primer bringen die Schnittstellen fur Ascl und Pacl in das
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ca. 750 bp grosse Fragment ein. Das PCR-Produkt wurde in pGEM-T
subkloniert, amplifiziert und mit den Primern T7 und SP6 sequenziert. Der
erhaltene Vektor wurde mit pGEM-T-ECFP bezeichnet. Dieser Vektor
wurde dann mit Ascl und Pacl geschnitten und das ca. 750 bp grosse
Fragment in die korrespondierenden Schnittstellen des Vektors pPLP-PD-
laATX (Fuss et al., unpubliziert) Ascl/Pacl kloniert. Dabei wurde der
ursprungliche ORF der Phosphodiesterase-la/Autaxin aus pPLP-PD-
laATX entfernt. Der Endvektor wurde pPLP-ECFP bezeichnet, amplifiziert
und mit Primer 4784 und 4785 sequenziert. Nach Uberpriifung der
Sequenz wurde der Vektor mit den Restriktionsenzymen Apal und Sacll
praparativ verdaut, die 13,2 kb grosse Bande aufgereinigt und weiterhin
behandelt wie in Abschnitt 5.2.1.2. beschrieben. Nach drei Pronukleus-
injektion sind 125 Nachkommen geboren, von denen 21 Tiere PCR-positiv
waren. Der Vierbuchstabenkode dieser Stammtiere ist PCFx. Bei drei
Stammtieren konnte eine Expression von ECFP nachgewiesen werden.
Die Expression von ECFP bei der Linie PCFB (Stammtier #6, Weibchen)
war allerdings nicht zytosolisch, sondern ubiquitar im Gewebe verteilt. Die
Linie wurde nicht weitergezichtet. Es konnten zwei funktionell
exprimierende transgene Linien PCFP (Stammtier #45, Weibchen) und
PCFQ (Stammtier #26, Mannchen) etabliert werden. PCFP ist eine Linie
im FVB/N-Hintergrund und PCFQ im C57/B6-Hintergrund. Die Linien
PCFP und PCFQ wurden eingehender charakterisiert.

Die DNAs (Abb. 4) wurden von Simone Schmidt (Tierhaus, Max-Planck-
Institut fur Experimentelle Medizin, Goéttingen) in befruchtete Oozyten der
Mausstamme C57BI/6J und FVB/N injiziert. In Pronukleusinjektionen
wurden jeweils unabhangige transgene Mauslinien generiert, die im
Rahmen dieser Arbeit auf Funktionalitdt hin untersucht wurden. Die
Nachkommen wurden durch eine PCR auf die Integration des Transgens
getestet. Die potentiellen Stammtiere wurden mit Wildtypmausen verpaart
und die Nachkommen in einem Alter von bis zu drei Wochen auf
Expression von fluoreszenten Proteinen getestet. In Tab. 7 ist dargestellt,
wie viele Pronukleusinjektionen durchgefuhrt wurde, wieviele PCR-
positive, potentielle Stammtiere daraus hervorgegangen sind und wieviele
exprimierende transgene Linien pro DNA-Konstrukt etabliert werden
konnten. Die Nachkommen aller Stammtiere, bis auf das Stammtier der
Linie GREL, waren fertil und vererbten das Transgen in der Regel in der
zu erwartenden Mendel-Verteilung. Einige Zuchtpaare hatten in jeweils
drei aufeinanderfolgenden untersuchten Wdurfen keine PCR-positiven
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A Drdl As:el Ag?l {\TG Drdl
1 el NGFAP Promotoresl  AsRed2 H]—l_ 3.6 kb

hGFAP-AsRed2 Transgen SV40 polyA

Drdi A§el Ag.el ATG Drdli
2 * hGFAP PI’OI’I’IOtOI‘H AmCyan1 % 3.6 kb
hGFAP-AmCyan1 Transgen SV40 polyA

Drdl Asel Agel ATG Drdl
3 * hGFAP PromotorH ECFP % 3.6 kb
hGFAP-ECFP Transgen SV40 polyA

Swal ATG Swal
4 I hGFAP Promotor R CreERT2 @ e 53 kb
hGFAP-CreERT2 Transgen Tripartite Intron hgh polyA
Apal kein ATG Ascl Pacl Sacll

I Intron 1
5 —|PLP Proml Ex | ECFP 13.2 kb
PLP-ECFP Minigen SV40 polyA

Abb. 4: DNA-Konstrukte zur Generierung transgener Mauslinien. A: DNA-
Konstrukte fiir die Pronukleusinjektion wurden durch Plazierung der Gene fir
fluoreszente Proteine (AsRed2, AmCyan1, ECFP) oder fir CreERT2 hinter dem
hGFAP-Promotor, bzw. in das PLP-Minigen. Nach Linearisierung und Aufreinigung
wurde die Qualitat der Konstrukte mit Hilfe einer Agarosegelelektrophorese Uberpriift

(B).

Nachkommen. Es konnte sich bei diesen Mausen um Mosaiktiere
gehandelt haben. Bei diesen erfolgte der Einbau der DNA nicht in allen
Korperzellen. So konnte die Transgen-DNA zwar in der Schwanzspitzen-
Biopsie nachgewiesen werden, obwohl sie nicht in die Zellen der
Keimbahn eingebaut war.

Da Mannchen das Transgen nicht an alle Weibchen der
Tochtergeneration weitergaben, erfolgte die Integration der Transgen-
konstrukte in allen Linien auf Autosomen und nicht auf dem X-Chromo-
som. Heterozygote Mause zeigten keine phanotypischen Verhaltens-
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auffalligkeiten. In Tab.8 sind die Daten zur Pronukleusinjektion
Ubersichtlich dargestellt.

Tab. 8: Ubersicht Gber die mikroinjizierten DNA-Konstrukte und die daraus
hervorgegangenen potentiellen und tatsachlichen Stammtiere.

Grosse Geborene

DNA-Konstrukt (kb) Tiere PCR-positiv Linien
hGFAP-ECFP-C1 3,6 11 5/455 % 1/20 %
NOPAP-AmCyant- | 36 32 13/40,6% | 1/7,7%
NOFAR fsRedz- 3,6 65 241369% | (1)/42%

mPLP-ECFP 13,2 125 21/168% | 3/14.3%

hGFAP-CreERT2 5,3 133 42/316% | 2/148%

Die Zahl in Klammern bezeichnet ein Stammtier, mit dem keine transgene
Linie etabliert werden konnte.

5.1.3. Charakterisierung transgener Mauslinien mit fluoreszenter
Proteinexpression in neuralen Zellen

Uber fluoreszenzmikroskopische und immunhistochemische Analyse
wurden die generierten fluoreszenten Mauslinien charakterisiert. Dazu
wurden 100 ym dicke Vibratomschnitte hergestellt und mit Hilfe des
konfokalen Laserscanmikroskops untersucht. Die zelltypspezifische
Expression der fluoreszenten Proteine wurde mit Hilfe einer
immunhistochemischen Farbung nachgewiesen, wobei Antikorper gegen
Markerproteine und teilweise auch Antikorper gegen das fluoreszente
Protein verwendet wurden. Alle Linien zeigten eine zelltypspezifische
Expression.

5.1.3.1. Analyse der Mauslinien TgN(mPLP-ECFP)

Die Linien TgN(mPLP-ECFP)-PCFP und -PCFQ =zeigten eine ECFP-
Expression in allen wichtigen Hirnarealen wie Cerebellum, Cortex und
Hippocampus. Die Dichte der ECFP-exprimierenden Zellen variierte in
den verschiedenen Hirnregionen. In einer einzelnen transgenen Zelle ist
das ECFP homogen im Zytosol der gesamten Zelle verteilt. Aufgrund ihrer
Lokalisation und ihrer charakteristischen Morphologie konnten die blau
fluoreszenten Zellen eindeutig als Oligodendrozyten identifiziert werden.
Die Fluoreszenz von ECFP wurde durch die Fixierung verringert und
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reichte nicht aus, um fluoreszenzmikroskopisch erkannt zu werden. In
beiden Linien PCFP und PCFQ war die Fluoreszenzintensitat nach
transcardialer Fixierung so schwach (Abb. 5), dass eine Verstarkung des
Signals durch eine Immunhistochemie mit Antikbrpern gegen ECFP
notwendig war. Die Fluoreszenzintensitat in der Linie PCFP (Abb. 5 A - D)
war noch etwas starker als bei PCFQ (Abb. 5 E - H). Es konnten sowohl
bei der Linie PCFP (Abb. 5 A - D) wie auch bei der Linie PCFQ (Abb. 5 E -
H) immunhistochemisch gefarbte Zellen in allen wichtigen Hirnarealen
wie Cerebellum, Cortex und Hippocampus nachgewiesen werden. In der
Linie PCFP waren jedoch Purkinje-Neuronen im Cerebellum ebenfalls
gefarbt. Die Linie PCFP weist also eine ektopische Expression von ECFP
in Neuronen auf.

PCFP

i
50 pm

PCFQ

Abb. 5: Immunhistochemische Charakterisierung von ECFP-exprimierenden
Zellen der Linie TgN(mPLP-ECFP)-PCFP (A —-D) und -PCFQ (E —H). Es wurden
40 ym dicke Vibratomschnitte mit Antikdrpern gegen GFP angefarbt und konfokale
Bilder aufgenommen. Oligodendrozyten in wichtigen Hirnbereichen wie Cerebellum
(Purkinjezellschicht A, E; weisse Substanz, B, F) Cortex (C, G) und Hippocampus (D,
H) exprimieren ECFP (A —H, Pfeile). Bei der Linie PCFQ ist der Expressiongrad
wesentlich geringer als bei der Linie PCFP, die Fluoreszenz ist nur im Zellsoma. Bei
der Linie PCFP kdnnen auch die feinen Fortsatze der Zellen nach Verstarkung durch
Immunfluoreszenz visualisiert werden. In dieser Linie sind auch Purkinje-Neurone (A,
B, Pfeilspitzen) ektopisch positiv fur ECFP, die leicht durch ihre Morphologie, die
grossen Zellkérper und die weit verzweigten Dendritenbdume, erkennbar sind.

Eine immunhistochemische Doppelanfarbung der Linie PCFP mit
Antikorpern gegen ECFP und dem oligodendroglialen Markerprotein 2'-3'-
zyklische Nukleotidphosphodiesterase (CNPase) zeigte, dass die Zellen,
die nicht als Purkinje-Neuronen (Abb. 6) identifiziert werden konnten,
positiv fur beide Antikorper waren (Abb. 5). CNPase ist ein myelin-
assoziiertes Protein, das innerhalb des Nervensystems spezifisch in
Oligodendrozyten und Schwannzellen, also den myelinisierenden Glia-
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zellen, exprimiert wird (Lappe-Siefke et al., 2003; Nishizawa et al., 1985;
Roussel et al., 1978; Roussel et al., 1983). Bei der Linie PCFQ wurden
immunhistochemische Doppelanfarbungen mit Antikorpern gegen ECFP
und myelinassoziiertem Glykoprotein (MAG) als oligodendroglialem, bzw.

) Uberlagerung

PCFQ

CNPase

PCFP

Abb. 6: Analyse der oligodendrozytenspezifischen Expression des Transgens in
der Linie TgN(mPLP-ECFP)-PCFP (A -D) und -PCFQ (E —H) durch immunhisto-
chemische Analyse mit Antikérpern gegen Markerproteine und ECFP-exprimierende
Oligodendrozyten. Die Fluoreszenzintensitat war nach Fixierung sehr schwach. Die
ECFP-Fluoreszenz musste in beiden Linien PCFQ (5 Monate alte Maus, A — H) und
PCFP (4 Wochen alte Maus, | — P) durch eine Antikorperfarbung verstarkt werden.
Bei der Linie PCFQ wurden immunhistochemische Anfarbungen mit Antikdrpern
gegen GFAP (C, D) und MAG (G, H) durchgeflhrt. Es konnten keine GFAP-positiven
(C, Pfeilspitzen) Astrozyten gefunden werden, die positiv fir GFP waren (D,
Pfeilspitzen). Blau fluoreszente (E, Pfeile), GFP-positive (F, Pfeile) Zellen in der
weissen Substanz des Cerebellums waren positiv fir MAG (H, Pfeile). In der Linie
PCFP sind CNPase-und GFP-positive Zellen in der weissen Substanz des
Cerebellums (L, P, Pfeile) zu erkennen. Auch Purkinje-Neurone, die anhand ihrer
charakteristischen Morphologie leicht erkennbar sind, sind postiv fir GFP (J, L,
Pfeilspitzen), aber nicht fir CNPase (K, L, Pfeilspitzen). Hs: Hirnstamm, Stri: Striatum,
Cb: Cerebellum, Cx: Cortex
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GFAP als astroglialem Marker durchgefuhrt. MAG ist spezifisch in myelin-
bildenden Zellen, den Oligodendrozyten des ZNS und den Schwannzellen
des PNS, exprimiert (Poltorak et al., 1987). Es wurden doppelmarkierte
Zellen gefunden, die positiv fur ECFP und MAG waren (Abb. 5), jedoch
keine doppelmarkierten Zellen, die positiv fur ECFP und GFAP waren
(Abb. 5). Die ECFP-positiven Zellen waren also Oligodendrozyten, aber
keine Astrozyten.

Um zu Uberprifen, ob die schwache ECFP-Fluoreszenz ausschliesslich
auf die Fixierung des Gewebes zuruckzufihren ist, wurden akute
Hirnschnitte von Tieren der Linie PCFQ hergestellt und mit dem 2-
Photonen-LSM untersucht. Es konnten blau fluoreszente Zellen im
Cerebellum (Abb. 7 A), im Corpus callosum (Abb. 7 B) und auch im Cortex
(Abb. 7 C) ohne Verstarkung durch immunhistochemische Fluoreszenz-
markierung detektiert werden.

Abb. 7: ECFP-Fluoreszenz in lebendem Gewebe der Linie TgN(mPLP-ECFP)-
PCFQ. Es wurden 300 ym dicke Vibratomschnitte von einer acht Wochen alten Maus
hergestellt und mit 2-Photonenanregung untersucht. Sowohl in der cerebellaren
weissen Substanz (A), wie auch im Corpus callosum (B) und Cortex (C) lassen sich
blau fluoreszente Zellen erkennen, die eine oligodendrogliale Morphologie aufweisen
(Pfeile).

5.1.3.2. Analyse der Mauslinie TgN(hGFAP-ECFP)

Die Linie TgN(hGFAP-ECFP)-GCFD zeigt eine stabile ECFP-Expression
in allen wichtigen Hirnarealen wie Cerebellum, Cortex, Hippocampus,
Striatum und Ruckenmark. Die Dichte der ECFP-exprimierenden Zellen
variierte in den verschiedenen Hirnregionen. In einer einzelnen
transgenen Zelle ist das ECFP homogen im Zytosol der gesamten Zelle
verteilt. Deutlich zu erkennen sind auch die feinsten Fortsatze der Zellen.
Aufgrund ihrer Lokalisation und ihrer charakteristischen Morphologie
konnten die zyanfarbenen fluoreszenten Zellen eindeutig als Astrozyten
identifiziert werden. Die meisten transgenen Astrozyten befinden sich im
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kaudalen Bereich des Gehirns (Abb. 8 A, B). Die starkste Fluoreszenz-
intensitat lasst sich in der Molekularschicht (Bergmann-Glia) des
Cerebellums und im Hirnstamm nachweisen. Hier sind nahezu alle
Astrozyten fluoreszent (Abb. 8 A, D). Blau fluoreszente Zellen sind auch in
der Kornerschicht und der weissen Substanz detektierbar (Abb. 8, D).
Aber auch im Hippocampus ist ein grosser Teil der Astrozyten markiert
(Abb. 8, F, H). Im Cortex sind die fluoreszenten Zellen meistens in der
Nahe der Blutgefasse (Abb. 8, E). Kapillaren werden vollstandig von
einzelnen Astrozytenfortsatzen umrundet (Daten nicht gezeigt). Ansonsten
sind im Cortex nur vereinzelt blau fluoreszente Astrozyten vorhanden.
Diese Zellen haben viele feine und weitverzweigte Fortsatze.

GFAP ist auch in bedeutenden Gruppen der peripheren Gliazellen
exprimiert, so zum Beispiel auch in nicht-myelinisierenden Schwannzellen,
enterischer Glia und einigen Satellitenzellen (Jessen et al., 1990; Jessen
und Mirsky, 1985). Auch in den transgenen Mausen der Linie GCFD
kobnnen blau fluoreszente, spindelférmige Zellen in longitudinalen
Schnitten von peripheren Nerven wie dem Ischiasnerven gefunden
werden (Abb. 8, C).

Ein bemerkenswerter Unterschied in der ECFP-Fluoreszenz war auch in
der Retina zu sehen. Es gibt zwei Typen von Gliazellen in der Retina, die
retinalen Astrozyten und die Mdullerzellen (Newman, 2001; Newman,
2004). Die retinalen Astrozyten sind auf die Ganglienzellschicht
beschrankt, sie liegen an der Grenze zum Glaskorper. Diese Zellen
exprimieren GFAP (Nolte et al., 2001). In 100 um dicken, longitudinalen
Vibratomschnitten der Retina von Mausen der Linie GCFD konnen retinale
Astrozyten der Ganglionzellschicht durch ihre blaue Fluoreszenz detektiert
werden (Abb. 8 K). Die Mullerzellen, eine spezialisierte, retinale Form der
radialen Glia, durchspannen die Retina von der Grenze zum Glaskorper
bis zur Photorezeptorschicht. Diese Zellen exprimieren kein ECFP. Auch
die Astrozyten im Ruckenmark sind blau fluoreszent. In Transversal-
schnitten ist die graue Substanz, die die ZellkOrper beinhaltet, stark
fluoreszent (Abb. 8, G). Sie bildet schmetterlingsformig das Innere des
Ruckenmarks. In der spinalen weissen Substanz, in der die Axone
verlaufen, liegen die blau fluoreszenten Astrozyten in elongiert radialer
Anordnung entlang der myelinisierten Fasern (Abb. 8, G).

Um zu untersuchen, ob weitere Zelltypen des Gehirns eine ektopische
Expression von ECFP zeigen, wurden Koimmunfarbungen durchgefuhrt.
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Abb. 8: Epifluoreszenz- und Laserscan-mikroskopische Analyse von ECFP-
exprimierenden Astrozyten von adulten Tieren der Mauslinie TgN(hGFAP-ECFP)-
GCFD. A, B, C, G: Ubersichtsaufnahmen. A: 100 ym Sagittalschnitt durch das Gehirn
einer transgenen Maus. Eine starke Fluoreszenz ist in caudalen Bereichen des
Gehirns zu erkennen. B. Ubersichtsaufnahme des Cerebellums. C: ECFP ist auch in
nicht-myelinisierenden Schwannzellen exprimiert. In longitudinalen epifluoreszenz-
mikroskopischen Aufnahmen des Ischiasnervs kann die ECFP-Fluoreszenz entlang
des gesamten Zytoplasmas der Zellen detektiert werden. G: Ubersichtsaufnahme
Uber einen transversalen Vibratomschnitt durch das Ruckenmark. Eine starke
Fluoreszenz |asst sich in allen Bereichen des Rickenmarks erkennen. D, E, F, H, |, J:
Konfokale Aufnahmen vergrésserter Ausschnitte aus verschiedenen Hirnbereichen.
Eine starke Fluoreszenz lasst sich sowohl in fast allen Bergmann-Gliazellen (D,
Pfeile) wie auch in Astrozyten der weissen Substanz erkennen. D, E: Cortex, F, H:
Hippocampus, |: Rickenmark, J: Striatum. Die ECFP-Fluoreszenz ist sowohl im
Zellsoma wie auch in den Fortsatzen in allen Hirnbereichen homogen verteilt. Im
Cortex (A, E) befinden sich die transgenen Astrozyten meist entlang von
Blutgefassen. Astrogliale Somata, feinste Fortsatze und Endflisschen, die mit den
Gefassen in Kontakt stehen, sind hell fluoreszent. K: Longitudinalschnitt durch die
Retina: Astrozyten der Ganglionzellschicht der Retina exprimieren ECFP.

Immunhistochemische Doppelfarbungen mit Antikorpern gegen zelltyp-
spezifische Markerproteine (Abb. 9) zeigten eine Kolokalisation von ECFP
mit GFAP (Abb. 9 C). Keine Koanfarbung konnte bei Markerproteinen
gegen Oligodendrozyten (CNPase, Abb. 9 D-F) oder gegen Neuronen
(NeuN, Abb. 9 G-I) nachgewiesen werden. NeuN (Antigen in neuronalen
Nuklei) ist ein nukleares Antigen, das nur in verschiedenen Neuronen-
populationen exprimiert wird (Mullen et al., 1992). Wie schon in der
Einleitung erwahnt, gibt es eine heterogene Population von Astrozyten. Es
konnten Astrozyten mit starker Expression des Reporters von Zellen mit
schwacher Fluoreszenz unterschieden werden, wie fur die Linie
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TgN(hGFAP-EGFP) bereits beschrieben wurde (Grass et al., 2004;
Matthias et al., 2003). Diese dunkleren Zellen zeigen keine Immuno-
reaktivitat fur GFAP (Daten nicht gezeigt).

Uberlagerung

Abb. 9: Zelltypspezifische Expression von ECFP in Astrozyten der Linie
TgN(hGFAP-ECFP)-GCFD. Es wurden konfokale Aufnahmen von immunhisto-
chemischen Anfarbungen an 40 ym dicken Vibratomschnitten im Striatum (A — C),
Cerebellum (D—-F) und im Hippocampus (G —H) mit Antikdrpern gegen Marker-
proteine aufgenommen. A — C: Das Markerprotein fir Astrozyten GFAP (B, C) zeigt
eine Uberlappung mit ECFP (A). Keine Uberlappung lasst sich fiir Markerproteine
gegen Oligodendrozyten (CNPase; D —F) oder gegen Neuronen (NeuN; G-1)
nachweisen.

Immunhistochemische Doppelfarbungen mit Antikdrpern gegen GFP und
GFAP zeigen haufig eine Kolokalisation (Abb. 10). Allerdings sind nicht
alle GFAP-positiven Zellen auch positiv fir ECFP, auch nicht nach
Verstarkung des Signals mittels Immunhistochemie (Abb. 10 C). Durch
eine Immunhistochemische Analyse mit Antikorpern gegen ECFP kann
das fluoreszente Signal verstarkt werden. Kultivierte Astrogliazellen aus
neugeborenen Tieren der Linie GCFD zeigen das gleiche Resultat. Es
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sind viele, aber nicht alle GFAP-positiven Zellen transgen. Das ist kein
Problem der ECFP-Detektion, wie immunhistochemische Doppel-
farbungen zeigen. Die Zellen exprimieren kein ECFP. Auch eine Analyse
der Ultrastruktur mittels Immuno-Elektronenmikroskopie dieser Zell-
kulturen konnte bestatigen, dass einige Fortsatze von Astrozyten mit
gegen ECFP Protein A-gekoppelten Goldkugeln markiert sind, andere
wiederum nicht (Abb. 10 1, J).
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Abb. 10: Die Expression von ECFP und GFAP Uberlappt nicht in allen Astrozyten
der Linie TgN(hGFAP-ECFP)-GCFD in Hirnschnitten wie auch in primdren astro-
gliareichen Primarkulturen. Die Abbildung zeigt konfokale Aufnahmen von immun-
histochemischen Doppelfarbungen an 50 ym dicken Vibratomschnitten im
Hippocampus (A —D) oder in astrogliareichen Primarkulturen (E —H). Die ECFP-
Fluoreszenz (A, E) kann durch eine Antikdrperfarbung (C, G) verstarkt werden (E — H,
Pfeil von rechts nach links). Nicht alle GFAP-positiven (B, F) Astrozyten sind auch
positiv fir ECFP (Pfeilspitzen nach rechts in A—H), aber auch nicht alle ECFP-
positiven Zellen sind GFAP-positiv (E —H, Pfeilspitzen nach links). |, J: Immuno-
elektronenmikroskopische Analyse von ECFP-positiven astrogliareichen Primar-
kulturen. Einige Fortsatze sind positiv fir GFP (Pfeilspitzen), andere nicht.

5.1.3.3. Analyse der Mauslinie TgN(hGFAP-AmCyan1)

Neue RCFPs aus riffbildenden Korallen und Seeanemonen sind unter
anderem von (Lukyanov et al., 2000) kloniert worden und werden von
Clontech vertrieben. Diese weisen haufig eine hdhere Quantenausbeute
und eine bessere Photostabiliat auf als Varianten von GFP, insbesondere
ECFP. Daher sollte im zyanfarbenen Spektralbereich zusatzlich zur
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transgenen Expression von ECFP das ebenfalls zyanfarbene AmCyan1
transgen in Astrozyten exprimiert werden. Eine stabile, helle Fluoreszenz
von AmCyan1 konnte in transgenen Tieren der Linie TgN(hGFAP-
AmCyan1)-GCYM in allen wichtigen Hirnbereichen wie im Cerebellum,
Cortex und Hippocampus nachgewiesen werden (Abb. 11 A). In caudalen
Hirnbereichen wie im Hirnstamm, Thalamus, Hypothalamus und auch
Cerebellum wurde die starkste Fluoreszenzintensitat festgestellt (Abb. 11
A, B). Es ist eine zellulare Auflésung von Astrozyten moglich, AmCyan1

Abb. 11:  Ubersicht lber die AmCyan1-Expression im Gehirn und Riickenmark
adulter transgener Mause der Linie TgN(hGFAP-AmCyan1)-GCYM. A: Epi-
fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines sagittalen Vibratomschnittes von 100 um
Dicke. Die Expression von AmCyan1 ist primar caudal (Ubersichtsaufnahme:
Cerebellum (Cb), Rickenmark (Rm), Hirnstamm (Hs), und Thalamus (Thal)). B: Die
konfokale Aufnahme eines 100 ym dicken, translobuldren Vibratomschnittes des
Cerebellums zeigt eine starke Fluoreszenz in Bergmann-Glia in der Molekularschicht
(MS) und cerebelldren Astrozyten der Kdérnerschicht (KS) und der weissen Substanz.
D: Eine vergrdsserte konfokale Aufnahme der Molekularschicht des Cerebellums zeigt
eine helle AmCyan1-Fluoreszenz in den feinen Fortsatzen und Endfiissen der
Bergmann-Glia. D: Transversaler Vibratomschnitt (100 ym) durch das Rickenmark.
Die Astrozyten in der grauen Substanz sind fluoreszent, in der weissen Substanz
kann keine AmCyan1-Fluoreszenz detektiert werden.
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verteilt sich ubiquitar in der Zelle, auch in den Endfissen und feinen
Fortsatzen (Abb. 11 C). Allerdings wurden im Gegensatz zur transgenen
Expression von ECFP in Oligodendrozyten oder Astrozyten (5.1.3.1. und
5.1.3.2.) unerwartet fluoreszente Aggregate gefunden (Abb. 13).
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Abb. 12:  Expressionsanalyse der Linie TgN(hGFAP-AmCyan1)-GCYM durch
immunhistochemische Anfarbung von Zellen mit transgen exprimiertem AmCyan1
gegen Markerproteine. Sagittale Vibratomschnitte (40 um) von adulten Mausen
wurden mit Antikbrpern gegen zelltypspezifische Marker (GFAP, A — C; CNPase, D —
F; NeuN, G-1) immungefarbt. Es zeigt sich keine Uberlagerung der Signale fir
AmCyan1 (D - |, Pfeile) mit CNPase (E, F, Pfleilpsitzen) und NeuN (H, I, Pfeilspitzen).
GFAP-positive Astrozyten (A, C) zeigen eine Kolokalisation mit AmCyan1 (C, Pfeile).
Es kénnen auch GFAP-positive Zellen gefunden werden, die keine Expression von
AmCyan1 aufweisen (A — C, Pfeilspitzen).

Immunhistochemische Anfarbungen mit Antikdrpern gegen zelltyp-
spezifische Markerproteine (Abb. 12) zeigten eine Kolokalisation von
AmCyan1 mit GFAP (Abb. 12 C). Keine Koanfarbung konnte bei Marker-
proteinen gegen Oligodendrozyten (CNPase, Abb. 12 D-F) oder gegen
Neuronen (NeuN, Abb. 12 G-1) nachgewiesen werden.
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In den transgenen Astrozyten dieser Tiere wird die Bildung von
fluoreszenten Aggregaten beobachtet. Es konnen fluoreszente Partikel im
Soma wie auch in den Fortsdtzen der fluoreszenten Astrozyten
nachgewiesen werden (Abb. 13). Diese haben einen Durchmesser von ca.
2 um. Die Menge der fluoreszenten Aggregate steigt mit dem Alter der
Tiere. So sind nur sehr wenige Aggregate in den Bergmann-Gliazellen im
Cerebellum in einem Alter von zehn Tagen nachzuweisen. Die Menge
dieser Aggregate ist hoher bei P21, noch hoher bei P53 und die starkste
Aggregatbildung konnte im Cerebellum 600 Tage alter Mause nachge-
wiesen werden.

Stri P21
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Abb. 13:  Altersabhéngige Bildung von fluoreszenten Partikeln in transgenen
Astrozyten der Linie TgN(hGFAP-AmCyan1)-GCYM. Es wurden 100 ym dicke
Vibratomschnitte von Tieren im Alter von 10 (A, E), 21 (B, F), 53 (C, G) und 600 (D,
H) Tagen hergestellt und mit Hilfe von CLSM untersucht. Eine starke Bildung
fluoreszenter Aggregate wurde in allen wichtigen Hirnbereichen wie Cortex (Cx, A),
Striatum (Stri, B), Hirnstamm (Hs, C) und Bulbus olfactorius (Bo, D) und Cerebellum
(Cb, E—H) gefunden. Die Anzahl und Dichte dieser unerwartet auftretenden
fluoreszenten Partikel (A — H, Pfeilspitzen) steigt mit dem Alter der Tiere. In einem
Alter von 10 Tagen (A, E) sind nur relativ wenige Aggregate zu sehen, bei einem Alter
von P600 (D, H) ist fast die gesamte Fluoreszenz nur noch in den Aggregaten zu
finden.

5.1.3.4. Generierung und Analyse der Mauslinie TgN(hGFAP-
AsRed2)

Um den Spektralbereich der transgenen Linien um ein rot fluoreszentes
FP zu erweitern, wurde eine Mauslinie generiert, die AsRed2 in Astrozyten
exprimiert. Rot fluoreszente Proteine wurden zum Zeitpunkt der
Generierung der transgenen Linien ausschliesslich aus Anthozoa
verwendet. Das einzige funktionell exprimierende Stammtier GREL, das
keine transgenen Nachkommen hatte, wies eine rote Fluoreszenz in
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mehreren Hirnbereichen auf. Das fluoreszente Protein bildete allerdings
starke Aggregate, die einen Durchmesser von ca. 2 ym hatten. Die rote
Fluoreszenz beschrankte sich auf diese Partikel, es konnten keine
Zellkorper erkannt werden. In der Purkinjezellschicht des Kleinhirns
konnten zahlreiche dieser fluoreszenten Partikel nachgewiesen werden
(Abb. 14 A, B), die aufgrund ihrer Lage den Bergmann-Gliazellen
zugeordnet werden. Auch im Cortex konnten rot fluoreszente Partikel
nachgewiesen werden (Abb. 14 C, D).

Abb. 14:  Expression von AsRed2 im Gehirn eines transgenen Stammtiers der
Linie TgN(hGFAP-AsRed2)-GREL. Der humane GFAP-Promoter induziert eine
Expression von AsRed?2 in der Purkinjezellschicht. AsRed2 liegt ausschliesslich als
Aggregat (A — D, Pfeilspitzen) in den Somata der Bergmann-Glia des Cerebellums (A,
B) und in Zellen des Cortex (C, D) vor. MS: Molekularschicht, PS: Purkinjezellschicht,
KS: Kérnerschicht.

5.1.3.5. Vergleich des Expressionsmusters der transgenen Linien
mit astrozytarer Expression von FPs

Es zeigte sich auch eine deutliche Variabilitat im Expressionsmuster der
astroglialen transgenen Linien. Sie zeigen eine kraftige Expression von FP
in caudalen Hirnarealen wie Cerebellum, Hirnstamm, Mittelhirn und
Thalamus. Auch im Ruckenmark sind reichlich fluoreszente Zellen zu
erkennen. Die Areale im Vorderhirn wie Cortex, Hippocampus und
Striatum sind schwach fluoreszent. Im Cortex sind ECFP-fluoreszente,
aber kaum AmCyan1-exprimierende Astrozyten vornehmlich entlang der
Blutgefasse zu finden. Bei der Linie TgN(hGFAP-ECFP)-GCFD konnte
eine starke Expression auch in retinalen Astrozyten und in nichtmyelini-
sierenden Schwannzellen des Nervus Ischiaticus beobachtet werden, was
bei der Linie TgN(hGFAP-AmCyan1)-GCYM nicht gefunden werden
konnte. Hingegen sind in der etablierten TgN(hGFAP-EGFP)-Linie die
Mdullerzellen der Retina, jedoch nicht die retinalen Astrozyten markiert
(Nolte et al., 2001). Die Expression der FPs ist beschrankt auf Astrozyten,
wie durch immunhistochemische Analysen mit zelltypspezifischen
Antikorpern gezeigt werden konnte. Jedoch exprimieren auch einige
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GFAP-immunonegative Astrozyten das FP, was fruhere Befunde bestatigt
(Hirrlinger et al., 2005; Nolte et al., 2001).

In nicht allen GFAP-immunoreaktiven Astrozyten konnte ECFP-
Fluoreszenz nachgewiesen werden. Dies scheint nicht durch eine zu
geringe Proteinmenge bedingt zu sein, da sowohl in Analysen durch
Immunfarbung mit Antikérpern gegen ECFP in Hirnschnitten (ungefahr 10-
fache Verstarkung des Signal) wie auch in elektronenmikroskopischen
Ultrastrukturuntersuchungen von immunmarkierten kultivierten Astroglia-
zellen ECFP-negative Zellen gefunden werden konnten. Eine nicht mit der
GFAP-Immunhistochemie Uberlappende Expression der FP konnte
ebenfalls bereits in anderen transgenen Mauslinien, in denen der hGFAP-
Promotor verwendet wurde, beobachtet werden (Nolte et al., 2001).

5.1.4. Vergleich von neu generierten, astrozytenspezifisch RCFP-
exprimierenden Mauslinien mit weiteren transgenen RCFP-
exprimierenden Mauslinien in neuralen Zellen

Um zu uberprifen, ob die Bildung von fluoreszenten Aggregaten neben
Astrozyten auch in anderen Zelltypen des Gehirns und bei Verwendung
anderer RCFPs stattfindet, wurden weitere transgene Mause untersucht,
die RCFPs exprimieren und im Labor parallel zu dieser Arbeit generiert
wurden (Hirrlinger et al., 2005). Dazu wurden Mauslinien verwendet, die
neuronal HcRed1 (HETEROACTOS CRISPA; Ext. 588 nm, Em. 618 nm) unter
der Kontrolle des murinen Thy1.2-Promotors (Abb. 15 C), sowie
Mauslinien, die oligodendroglial DsRed1 (DISCOSOMA sP.; Ex. 558 nm, Em.
583 nm) unter der Kontrolle des murinen PLP-Promotors exprimierten
(Abb. 15 A, D). Weitere Mauslinien mit astrozytarer Expression von
mRFP1 (Ext. 584, Em. 607 nm), einer monomeren Variante des DsRed1
(Campbell et al., 2002), wurden auf die Bildung fluoreszenter Aggregate
untersucht (Abb. 15 A, B). Ahnlich wie Mauslinien mit transgener
Expression von GFP-Varianten waren auch diese Tiere fertil, lebten langer
als ein Jahr und zeigten keine auffalligen Zeichen von Entwicklungs- oder
Verhaltensstorungen.

Alle Mauslinien exprimieren das jeweilige RCFP zelltypspezifisch (Abb.
15B -D). In TgN(hGFAP-mRFP1) ist eine starke Fluoreszenz in der
Bergmann-Glia des Kleinhirns zu erkennen (Abb. 15B). TgN(mPLP-
DsRed1) zeigen eine starke Fluoreszenz in der weissen Substanz des
Cerebellums (Abb. 15 D). In der Linie TgN(mThy1.2-HcRed1) sind die
corticalen Neuronenbander von Schicht 2/3 und 5/6 eindeutig zu erkennen
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(Abb. 15 C). Zusatzlich zur charakteristischen Zellmorphologie, detektiert
durch Fluoreszenzmikroskopie, wurden immunhistochemische Doppel-
farbungen mit den Markerproteinen GFAP, MAG, NeuN fur Astrozyten,
Oligodendrozyten und Neuronen (Abb. 16) durchgefuhrt, um eine zelltyp-
spezifische Expression nachzuweisen.
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