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3. Methoden

3.1 Isolierung hochmolekularer DNA (nach Blin & Stafford, 1976)

Das den nach Betaubungauf Eis dekapitiertenFischenfrisch entnommeneoder bei -80°C
aufbewahrtd=ischgewebdGehirn, Kiemen, Niere, Leber, Milz, Hoden, Muskel, gesammelt
von je einemFisch) wird in funffachemVolumen Lysispuffer aufgenommerund mit einem
Glashomogenisator vorsichtig zerkleingkhschlieBendvird 3h bei 80°C im Wasserbadinter
leichtem Schuttelninkubiert. Die auf RaumtemperatuabgekuhlteSuspensionwird in SST-
Rohrchen (Becton Dickinson, Rutherfoidew Jersey)iberfiihrtund mit 1/2 VolumenPhenol
(&quilibriert mit 0,1M Tris-Cl, pH 8,0) fur 15 min auf einem Taumelschuttlergeschwenkt.
Nach Zugabe 1/2 Volumens Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) und weiteren 15 min
Inkubationszeit wird zur Phasentrennung 10 mit2000 rpm (Labofugésl, Heraeus)pei RT
zentrifugiert. Die wal3rig€hasewird mit dem einfachenvVolumen Chloroform/Isoamylalkohol
versetzt und weitere 15 mgemischt.Nach erneuterZentrifugationtiberfihrtmandie walirige
Phasean ein Reagenzglasnd fallt die DNA durchZugabedes?2,5fachenVolumenseiskaltem
Ethanolp.a.. Die sichtbarehochmolekulareDNA kann direkt auf einen Glasstabgewickelt
werden;sie wird durch Eintauchendes Stabesin 70% Ethanol kurz gewascherund nach
Verfliichtigung des Alkohols in ausreichendemVolumen TE pH 8,0 (ca. 50-500 ngjul)
mindestens Uber Nacht bei 4°C gelost.

Lysispuffer: 200 mM NaCl
100 mM EDTA pH 8,0
0,2% SDS

100pug/ml Proteinase K (jeweils frisch zusetzen)
TE: 10 mM Tris-Cl pH 8,0
1 mM EDTA pH 8,0
3.2 Praparation von Ruckenflossen-DNA ("Fin Clip" Methode)
Eine rascheMethodezur DNA-Gewinnung aus kleinen Probenvolumen(Altschmied et al.,

1997a)ermoglichtes, den Genotyp von Fischenfestzustellenund sie anschlie3endyezielt
weiterzukreuzen.
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Dem Fisch wird die Ruckenflosseabgeschnittendie sich innerhalb von vier Wochen
regeneriert.Diese wird in einem Eppendorf-Reaktionsgefalh 100 ul einer Losung aus
100 mM NacCl, 0,5% N-Laurylsarcosin mit einem Teflonpistill zermdérsert und 15nm@mem
Wasserbadgekocht. Nach Abkihlen werden 100ul einer 20%igen Chelexsuspension
zugegebemnd 15 min bei RT inkubiert, wobei ein Absetzendes Chelex durch mehrmaliges
Schuttelnverhindertwird. Die Mischungwird erneutftr 15 min gekocht,anschliel3endvird
das Chelex durch Zentrifugation bei 13000 rpm fur 10 min (Eppendorf Tischzentrifuge)
pelletiert. Die sichim UberstandoefindendeDNA ist einzelstrangigund dahernur fiir PCR-
Experimente geeignet.

3.3 Préaparation von Plasmid-DNA in kleinem und mittlerem Mal3stab

Die Praparation von Plasmid-DNA in kleinem MafR3stab wurde dacMethodevon Del Sal et
al. (1988) durchgefuhrt.1,5 ml einer o/n Bakterienkulturwerden durch Zentrifugierenbei
10000 rpm fir 20 sec (Eppendorf Tischzentrifuge) sedimentiert undedlasin 200 ul STET-
Puffer gelost. Nach Zugabe vonulLysozymldsung (50 mg/ml TE-Puffer) wird 5 min e
inkubiert, dielysiertenBakterien90 secim Wasserbadjekochtund Membranbruchstiickend
anhaftende chromosomale DNA durch 10 mindtiges Zentrifugieren bei 10000 rpm
(Tischzentrifuge)abgetrenntDas viskose Préazipitatwird verworfen, 8 ul einer5% CTAB-
Lésung zugegeberund 5 min bei 13000 rpm (Tischzentrifuge)zentrifugiert. Das die DNA
enthaltende Pellet wird in 1@ NaCl geléstund Ethanol-préazipitiertNach Waschermmit 70%
Ethanol wird die DNA in 4l TE-Puffer gelost.

STET-Puffer: 8% Sucrose
0,5% Triton X-100
50 mM Tris-Cl pH 8,0
50 mM EDTA pH 8,0

Plasmid-DNA fiir die automatisierteSequenzierungmit dem A.L.F.TM DNA Sequencer
(Pharmacia)wurde aus 25 ml Bakterienkulturmit dem Midipraparationskitvon QIAGEN
gemal dem Protokoll des Herstellers isoliert.

3.4 Praparation von Phagen-DNA in kleinem Mal3stab

75 ul Phagenuberstand und 3p0"plating” Bakterien(siehe3.17) werdenzusammengegeben
und zur Infektion der Bakteriendurch die Phagen30 min bei 37°C inkubiert. Die infizierten
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Bakterienwerdenin 7 ml LB-Medium, das10 mM MgSQy enthalt, fir 12-14 h bei 37°C
kultiviert. Nach Zufiigenvon 175 pl Chloroformwird erneut30 min bei 37°C inkubiert. Die
Zelltrimmer der lysierten Bakterienwerdendurch 10 mindtige Zentrifugationbei 4000 rpm
(Minifuge RF, Heraeus) sedimentiemd der Uberstandn ein frischesFalcon-Reaktionsgefal
Uberfuhrt. Aufeinanderfolgendverdenzunéchstl50 pl DNasel (10 mg/ml) zugegebennach
30 min dieselbeMenge RNaseA (10 mg/ml) und jeweils bei 37°C inkubiert. Die Phagen
werdendurch Zugabevon 700 ul 1 M Tris pH 8,6, 3 M NaCl, 0,25 M EDTA lysiert und
Proteinedurch Hinzufligenvon 150 pl ProteinaseK (10 mg/ml) wahrend mehrstiindiger
Inkubation bei 37°C entfernt. Nach Phenol/Chloroformextraktiormit 4-6 ml wird zur
Phasentrennun@5 min bei 5000 rpm (Minifuge RF, Heraeus)zentrifugiert und die in der
waldrigen Oberphase befindlickbagen-DNAdurch Zugabevon 4,8 ml Isopropanolo/n bei -
20°C geféllt. Nach Abzentrifugieren bei 5000 rpm fir 20 min (MinifiRfe, Heraeus)wird das
Prazipitat mit 70% Ethanol gewaschen und in QIODE-Puffer gelost.

3.5 DNA-Gelelektrophorese
3.5.1 Agarose-Gelelektrophorese

In der vorliegendenArbeit wurden Agarosegelemit einer Konzentration von 0,8-1,6%
verwendet. Die Agarose wind 1xTBE-Pufferaufgenommenin der Mikrowelle geschmolzen
und nach Abkihlung unt&0°C in die vorbereiteteGelkammergegossenNach Erhartenwird
das Gel in die mit 1XTBE gefiillte Gelkammereingesetzt,die Proben mit /10 Volumen
10xProbenpufferersetztund in die Geltaschergeflillt. Zur Abschatzungder Fragmentgrolde
wird ein LangenstandartekannteBandengrof3eaufgetragenDie Elektrophoreserfolgt bei
etwa 1 V/cm uber Nacht, wenn genomisathg;ch Restriktionsendonukleas@espaltenddNA
aufgetrennt werden soll, ansonstenlisizu 5 V/cm fur 2-3 h. AnschlieRendvird dasGelin
einer Ethidiumbromidlosung1 pg/ml) fir 20 min gefarbtund auf dem UV-Transilluminator
(254 nm) photographiert. Zu klonierende DNA-Fragmente werden, um UV-induzierte
Strangbriche zu vermeiden, tber langwelligem UV-Licht (366 nm) aus dem Gel
ausgeschnitten.

10xTBE-Puffer: 0,9M Tris
0,9 M Borsaure
20 mM EDTA pH 8,0
10xProbenpuffer: 50% Glycerin
100 mM EDTA pH 8,0
1% SDS

0,25% Bromphenolblau



Methoden 25

0,25% Xylencyanol

3.5.2 Native Polyacrylamidgele

Zur Untersuchungdes Wanderungsverhaltenginzelstrangiger DNA-Fragmente wurden
50x20 cm grof3e 6% nicht-denaturierend®olyacrylamidgeleverwendet.Die Elektrophorese
erfolgte mit 0,5xTBE als Laufpuffer.

Gellésung: 6% Acrylamid/Bisacrylamid (19:1)
0,5x TBE
0,024% TEMED
0,1% APS

3.5.3 Denaturierende Polyacrylamidgele

Die Produktevon Sequenzreaktionewurden auf 6% denaturierenderPolyacrylamidgelen,
AFLP-Reaktionen auf 5% unfiP-PCR-Reaktioneauf 4% denaturierendeb0x20cm grol3en
Gelen aufgetrennt, die neben unter 3.5.2 angegebenen Komponenten 7 M Harnstoff enthielten.

3.6 Konzentrationsbestimmung von DNA
3.6.1 Vergleichende Konzentrationsbestimmung im Agarosegel

Die DNA unbekannter Konzentration wird neben einerSait geschnittenen-DNA bekannter
Konzentrationauf ein 0,8% Agarosegelaufgetragendas Gel nach der Elektrophoresemit
Ethidiumbromid (1 pg/ml) angefarbt und unter UV-Licht der Wellenlange 254 nm
photographiert.Da die Einlagerung des fluoreszierendenFarbstoffs in die DNA direkt
proportional zur DNA-Menge erfolgt, kann die Konzentratitam zu bestimmende®dNA unter
Verwendung der Software Easy plus Rev 3.16 von Herolab (Wiesloch) ermittelt werden.

3.6.2 Spektralphotometrische Bestimmung
Die Konzentrationeiner DNA-LOsunglafdt sich durch Messungder optischenDichte bei einer

Wellenlangevon 260 nm ermitteln. Dabeigebengemessen&Verte bei Wellenlangenvon 280
und 320 nm Aufschluf3 Gber etwaige Verunreinigungen durch Protein oder Phenainbated
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der Konstanten Of3p = 1, die einekKonzentrationvon 50 pg doppelstrangigeNukleinséduren
pro ml entspricht, lalt sich die DNA-Konzentration unter Bertcksichtigung des
Verdinnungsfaktors errechndder QuotientOD260/ODz28o sollte etwabei 1,8 liegen, kleinere
Werte weisen auf Protein-, grof3ere Werte auf RNA-Verunreinigungen hin.

3.7 Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Zur Hydrolyse von genomischer DNA werden pgpDNA 5-10 UEnzym eingesetztund tber
Nacht unter optimalen Pufferbedingungerbei der vom Hersteller angegebene emperatur
inkubiert. Die Enzymmenge solltécht mehrals 1/10 desReaktionsvolumenbetragenda das
zur Lagerung des Enzyms bendtigte Glycerin die Enzymaktivitat verandern kanngsverau
hoher Konzentration vorliegt. Plasmid-DNA wird mit 2-5 U Enzym fir 2-4 h hydrolysiert.
Werden Spaltprodukteerwartet, die kleiner als 700 bp sind, werden der Reaktion 0,5 pl
RNaseA (10mg/ml in 10 mM Tris-Cl pH 7,5) zugeflgt, da RNA solch kiragmentam Gel
Uberdecken wirde.

3.8 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die im ausgeschnittenenGelstiick enthaltene DNA wird mit Hilfe des QIAEX
Gelextraktionskitf QIAGEN) nachdem Protokoll desHerstellersaus der Agaroseextrahiert.
Das Funktionsprinzip beruht auf einer Glasmatrix, die DNA bei saurem pH-Wert absoriert
in alkalischem Puffer wieder freisetzt.

3.9 Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden am 5'-Ende

Die in der zweiten Amplifizierungsreaktionvon AFLP-AnalyseneingesetzterDligonukleotide
werden durch Anhangeneiner Phosphatgruppeus [y32P]JATP an das 5'-Ende radioaktiv
markiert. Die Reaktion erfolgt in 1x Kinasepuffer in einem Volumen vopl 3&i Verwendung
von 500 ng Primer, 100 uCi [y32P]JATP und 10 U T4 Polynukleotidkinasdir 30 min bei
37°C. Die Reaktionsprodukte werden bis zur Verwendung béC-gelagert.

3.10 Phenolextraktion
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In einer DNA-L6sung vorhandertenzymewerdenentfernt,indemmandaseinfacheVolumen
Phenolzugibt, durch Vortexen mischt und zur Phasentrennungpei 13000 rpm fur 10 min

(Eppendorf Tischzentrifuge) zentrifugiert. Die obere walrige Phasewird in ein frisches
Reaktionsgefald Uberfuhrt, das einfache Volumen Phenol/Chloroform (Chloro-
form:Isoamylalkohol24:1) zugefugtund nach Mischen erneutzentrifugiert (Tischzentrifuge).
Die in der waRrigenPhasevorliegendeDNA wird durch Zugabevon /10 Volumen3M NaAc

pH 5,5 und eiskaltem Ethanol p.a. gefallt und bei 4°C abzentrifugiert (Tischzentrifuge,
13000 rpm). Nach Waschen mit 70% Ethanol wird die DNAi®tdder TE-Puffer geldst.

3.11 Amplifizierung von DNA-Fragmenten durch Polymerasekettenreaktior
(PCR; Saiki et al., 1988)

Die hitzestabile DNA-Polymeraseaus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus,
ermoglicht es, ein von Startsequenzerilankiertes DNA-Fragmentin sich wiederholenden
Zyklen exponentiell zu vervielfaltigen.

Fur die Amplifizierung einesgenomischemNA-Fragmentsdie in einemVolumenvon 50 pl
stattfindet, werden 100 ngNA, bei Amplifizierung auseinemPhagenl ng Phagen-DNAals
Matrize eingesetzt. Die Reaktion findet in 1XPCR-Puffer statt, depjé Primer,200 uM der
vier Nukleotide und 2,5 U Tag Polymerase enthélt. Die Matrizen-DNA mirdichsfur 2 min
bei 94°C denaturiert,die Denaturierungzeitn den folgenden35 Zyklen betragt 30 sec. Die
Anlagerung der Primer erfolgt fur 30 sec bei einer Temperatur, die 2°C unter der
Schmelztemperatuder Primer liegt. Die DNA-Synthesefindet bei 72°C statt, wobei die
Extensionszeife nachLangedeserwarteterProduktsvariiert (Imin pro 1000 nt). Im letzten
Zyklus wird die Extensionszeit aufrBin ausgedehntSollenbesondersange DNA-Fragmente
amplifiziert werden (>3 kb), wird 1 pl einer 84:1 Mischung aus Tag Polymerase(GIBCO,
BRL) und Pwo DNA Polymerase(AGS, Heidelberg) in einem Taq Extender Puffer
(StratageneHeidelberg)eingesetztDie Amplifizierungenerfolgtenim Thermo-CycleHybaid
Omni Gene (MWG Biotech).

10xPCR-Puffer: 100 mM Tris-Cl pH 8,85
500 mM KCI
15mM MgCl>
1% Triton X-100

3.12 Klonierung von PCR-Fragmenten
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PCR-Produktevurden"blunt end" mit Hilfe des SureClon&' Ligations Kits (Pharmacia)n
den Vektor pUC18 gemal? dem Protokoll des Herstellers kloniert. Ein PCR-FrdugRanhter
Konzentrationwird einer Entfernungvon 3'-Uberhangerdurch die 3'-5'-Exonukleaseaktivat
der Klenow Polymerase und im gleichen Reaktionssahinigr Phosphorylierungler 5'-Enden
durch die T4 PolynukleotidkinasaunterzogenNach Phenol/ChloroformExtraktion wird die
walRrige PhaseUber eine "Micro Spin" Saule gereinigt. Ein Aliquot davon wird in die
Ligationsreaktion mit derimal geschnittenen, dephosphorylierten Vektor eingesetzt.

3.13 Ligation

Fur die effiziente Verknipfungvon DNA-Fragmentund dephosphorylierteniPlasmid-Vektor
werdenaquimolareMengenvon beideneingesetztDie Ligation erfolgt in 1xLigasepuffermit
1 U T4-DNA Ligase in einem Volumen von ROflr 2-4 h bei 16C.

3.14 Herstellung transformationskompetenter Bakterien

Die mit dieser Methode hergestellten Baktesamd bei -80°C bis zu einemJahrlagerbar,ohne
ihre Transformationskompetenz einzubiRen.

5 ml MTB-Medium werdenmit einer Bakterien-Einzelkoloniengeimpftund bei 37°C bis zu
einer optischen Dichte von 0,3 bei 58 Wellenlangeinkubiert. Mit dieserVorkultur werden
100 ml MTB-Medium angeimpftund bis zu einer optischenDichte von 0,48 kultiviert. Die
Bakteriensuspensiowird auf Eis abgekihltund bei 3000 rpm (Minifuge RF, Heraeus)fur
5 min sedimentiert. Das Pellet wird in 30 ml TF1-Puffer durch Schwenkenauf Eis
resuspendierund erneut abzentrifugiert.Nach Resuspensionn 4 ml TF2-Puffer auf Eis
werden die Bakterien aligotiert und bei 280bis zum Gebrauch gelagert.

TF1-Puffer: 0,1 M RbCI TF2-Puffer: 10mM  RbCI
50 mM MnCl2 75mM  CaCb
30 mM KAc 10mM  MOPS
10 mM CaCb 15% Glycerin
15% Glycerin
pH 5,8 pH 7,0

Beide Puffer werden nach Ansetzen sterilfiltriert.
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3.15 Transformation kompetenter Bakterien

Die eingefrorenerBakterienwerdenauf Eis aufgetautund ein Aliquot des Ligationsansatzes
steril zugefugt.Nach 20 minutiger Inkubationauf Eis werdendie Bakterienflr 2 min einem
Hitzeschock im 37C Wasserbaadusgesetztind sofort wieder auf Eis gestellt.Die Suspension
wird mit MTB-Medium auf 1 ml aufgefillt und im Thermoblockbei 37°C unter mafigem
Schiitteln 1 h inkubiert. Die Bakterien werden 5 toén 3000 rpm (EppendorfTischzentrifuge)
sedimentiertin 100 pl MTB-Medium resuspendiertind in verdinnterbzw. konzentrierter
Form auf LB\mP-Platten ausgestrichen und o/n kultiviert.

3.16 Anlegen von Bakterien-Dauerkulturen

Die LagerungrekombinanteBakterienUber einen Zeitraum von mehrerenJahrenkann bei -
80°C in Medium erfolgen, das 16% Glycerin enthalt. Dazu werden 800 pl einer
Ubernachtkultur mit 20Q 86% Glycerin versetztjurchkurzesVortexengemischtund sofort
in flissigem Stickstoff schockgefroren.

3.17 Herstellung von "plating" Bakterien

50 ml LB-Medium, das mit 0,2% Maltose erganzt wurde, wird mit einer Bakterien-
Einzelkolonie angeimpft und/n bei 37°C kultiviert. Die Bakterienwerdendurch 10 minttiges
Zentrifugierenbei 4000g (Minifuge RF, Heraeus)sedimentiertund das Zellpellet in sterilem
10 mM MgSQ resuspendiert, dabei sollte sich eaptischeDichte von 2 bei der Wellenlange
600 nm ergeben.Nach weiteren 60 min Inkubation unter Schittelnbei 37°C werden die
Bakterien bis zum Gebrauch béCaufbewahrt.

3.18 Phagentiterbestimmung eines Plattenlysats und Phagenamplifizierung

Von demzu testenderPlattenlysatwird in SM-Puffer eine Verdiinnungsreihdeginnendmit
einer 1:10 Verdunnunbergestellt DiesePhagenverdinnungemerdenmit je 100 pl "plating”
Bakteriengemischtund 20 min bei 37°C inkubiert. Zu den infizierten Bakterienwerden3 ml
Top Agar, der zuvor frisch angesetztautoklaviertund auf 47°C abgekuhltwurde, zugefiigt,
gemischtund auf vorgewarmtel B-PlattengegossenNach Kultivierung o/n bei 37°C kénnen
die sichtbaren Plaques, die durch lokale Lyse der Bakterien durch die Phagen entsteleen, auf
einzelnenPlattenausgezahltverden.Der Phagentiteerrechnetsich durch Multiplizierung der
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gezahlten Plaques mit dem Verdiinnungsfaktor unter Beriicksichtigung des fur die
Verdunnungsreihe eingesetzten Plattenlysatvolumens.

Zur Amplifizierung des Phagenwerden"plating" Bakterien mit unverdiinnterPhagenlésung
infiziert wie beschriebemund auf die o/n kultivierte LB-Platte 3 ml SM-PuffergegebenUnter
Schwenken o/n ber€ werden die freigesetzten Phagen im SM-Puffer gesammelt.

3.19 "Single Strand Conformation Polymorphism” (SSCP)

Diese Methode dient dem Nachweis von Punktmutationenin DNA-Fragmenten, die
idealerweise etwa 200 fa@ng sind. Bei Auftrennungin einemnativenPolyacrylamidgebilden
die zuvor hitzedenaturiertef? CR-Fragmentesekundarstrukturendie von der Basenabfolge
bestimmtwerden.Eine Mutation kanndurch ein veranderted aufverhaltendes Fragmentsm
Gel durch Vergleich mit der wildtypischen Sequenz detektiert werden.

Die zu untersuchenden Fragmente werden wahilenBCR, die in einemVolumenvon 10 pl
in 1XPCR-Puffemit 50 ng DNA, 5 pmol jedesPrimers,20uM dATP, dGTP, dTTP, 2 uM
dCTPund 0,75 U TaqDNA Polymerasedurchgefiihrtwird, durch Einbauvon [a32P]dCTP
(1 pCi/Reaktion)radioaktivmarkiert. Nach Beendigungder Reaktion (Temperaturprofilsiehe
3.11) werden die Produkte 15-20fach mit Ladepuffer (98% Formamid, 0,05%
Bromphenolblau,0,05% Xylencyanol) verdinnt, hitzedenaturiertund auf Eis gekuhlt. Die
Gelelektrophoreséndet unter zwei verschiedeneBedingungerstatt. Die Probenwerdenauf
ein 6% Polyacrylamidgel geladetias 10% Glycerin enthalt. Die Elektrophoresdindet bei RT
fur die Dauervon etwal5 h mit 1.8 W konstanter_eistung statt. Ein zweites6% Gel ohne
Glycerin lauft bei 4C mit 20 W fur 2,5h. Die Gele werdenanschliel3enauf WhatmanPapier
getrocknetund autoradiographiertDNA-Fragmentedie weit gro3erals 200 bp sind, werden
vor dem Gellauf mit einem geeigneten Restriktionsenzym gespalten.

3.20 Southern Analyse
Bei der SouthernAnalysewird mit RestriktionsendonukleasageschnittendDNA aus einem

Agarosegehuf eine NylonmembranibertragenAuf dieserkénnendurch Hybridisierung mit
einer radioaktiv markierten Sonde komplementére Sequenzen detektiert werden.

3.20.1 Alkalischer Transfer von DNA auf eine Nylonmembran
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Der Transferder DNA-Restriktionsfragmenteaus dem Agarosegelauf eine Nylonmembran
erfolgt durch Kapillarblot (modifiziert nach Southern 1975).

Nach Photographieremes EthidiumbromidgefarbtenGels Uber UV-Licht wird das Gel fur
10 min in 0,25 M HCI geschwenktdies ermdglicht einen effizienten DNA-Transfer auf die
Membran.Die Denaturierungder DNA im Gel erfolgt durch 30 mindtige Inkubationin TS-
Puffer (0,4 M NaOH, 0,6 M NacCl). Zwei in TS-Puffer getrankte Whatmanfittiermit beiden
Endenin die mit TS gefillte Blotkammer reichen, dienen als Pufferbriicke. Darauf wird
luftblasenfreidasGel gelegt.Die auf Gelgré3ezurechtgeschnittenend mit TS angefeuchtete
Nylonmembranwird auf dem Gel plaziertund mit einemfeuchtenund 3 trockenenWhatman
Papieren bedeckt. Den Abschlul} bildet StapelsaugfahigerPapiers,der mit einer Glasplatte
beschwert wird. Es ist darauf zu achten, dal3 kberstehendeSaugpapiein Kontakt mit der
Pufferbrickegerat. Der alkalischeDNA-Transfer erfolgt Gber Nacht. Vor dem Trennenvon
Membranund Gel werdendie Geltaschenmit einem Bleistift auf dem Filter markiert. Die
Membran wird durch Schwenken fur 15 nimmNS-Puffer(0,5 M Tris-Cl pH 7,0, 1 M NacCl)
neutralisiert und anschliel3end an der Luft getrocknet.

Um die DNA fester an den Filter zu binden, kann diesielJV-Licht der Wellenlange254 nm
(150mJim GS GeneLinker™ von Bio-Rad) bestrahlt("UV-Crosslinking") oder aberfir 30
min bei 80C gebacken werden.

3.20.2 Radioaktive Markierung eines DNA-Fragments (nach Feinberg &
Vogelstein, 1983)

Die radioaktive Markierung der Hybridisierungssondeerfolgt mit einer Mischung aus
Hexanukleotidendie sich an die denaturierteDNA anlagern.Die Licken zwischenden
Hexanukleotiden werden durch das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | unter ¥#mbau
[a32P]dCTP aufgefiillt.

50-100 ng der DNA-Probe in einevolumenvon 33 pl werdenim Wasserbadir 10 min bei
100°C denaturiert. Nach Abkuhlung auf RT werdemilOLB-Mix, 2 pl BSA (5 mg/ml), 3 ul
(30 uCi) [a32P]dCTPund5 U Klenow-Polymeraséinzugefligtund der Ansatzfiir 3 h bei
37°C inkubiert. Die Reaktionwird durch Zugabevon 30 pl "Blue Juice" gestoppt.Durch
Gelfiltration Uber eine Sephad€x50 Spin Saulewerdennicht eingebautéNukleotidevon der
radioaktiven Sonde abgetrenntulldesDurchlaufs,der dasmarkierteDNA-Fragmententhalt,
wird zur Bestimmungder eingebauterRadioaktivititnach Cherenkovim Szintillationszahler
vermessen.

OLB-Mix: bestehend aus Losungen A, B und C, die im Verhéltnis 2 : 5 : 3 vorliegen

Losung A: 1ml 1,25 M Tris-Cl pH 8,0, 0,125 M Mggl
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18l B-Mercaptoethanol
je 5yl dATP, dGTP, dTTP
(je 0,1 Min TE, GIBCO BRL)

LOsung B: 2M Hepes pH 6,6
Loésung C: OD26c90/ml Hexanukleotide in TE (Pharmacia)
"Blue Juice": 0,1% SDS
0,1% Bromphenolblau
10 mM EDTA
Sephadex G-50: 30 g Sephadex G-38ine werdenin 400 ml TE eingerthrtund unter

Rihren tber Nacht quellen gelassen.Der Uberstandwird durch
frisches TE ersetzt und die Suspension bei 4°C gelagert.

3.20.3 Hybridisierung

Zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen auf der Membrandigsgzunachsimit 9 ml
Hybridisierungslosung, die denaturierte Kalbsthymus-DNA en(téf pug/ml), bei 42°C tiber
Nacht unter Rotation des GefalResvorhybridisiert. Die Hybridisierung erfolgt, je nach
verwendetemGefal3, mit 1-4 ml Hybridisierungsmix,der die hitzedenaturierteradioaktive
Sonde (2-6x19cpm/ml Hybridisierungsmix) enthalt, fir 16-24 h @&°C. Die Membranwird
fir 20 minbei 42°C, anschlieBendiir 40 min bei 60-68C mit 0,1xSSC,1% SDS gewaschen
und zur Entfernung von SDS in 0,1xSSC geschwenkt. Die Exposition erfolgt unter
Verwendungeiner Verstarkerfoliebei -80°C. Die Membrankann nach Abklingen der Sonde
oder Entfernendurch Wascherbei 72-80C mit 0,1xSSC, 1% SDS mit einer anderenSonde
rehybridisiert werden.

Hybridisierungsmix: 50% deionisiertes Formamid
5x Denhardt's
5x SSC
1% SDS
0,1% Na-Pyrophosphat
50 mM Tris-Cl pH 7,5

50xDenhardt's: 1% BSA
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1% Ficoll

1% Polyvinylpyrrolidon
20xSSC: 3M NacCl

0,3 M Na-Citrat pH 7,0

3.21 Methoden des DNA-Fingerabdrucks
3.21.1 "Arbitrarily Primed PCR" (AP-PCR; Welsh & Mc Clelland, 1990)

Es handeltsich hier um eine modifizierte PCR mit nur einemOligonukleotidals Startsequenz,
desserBasenzusammensetzubhgi einemGC-Gehaltzwischen40 und 80% beliebig wahlbar
ist. Es werdendamit nur solche DNA-Abschnitte amplifiziert, die von entsprechenderzum
Oligonukleotid komplementarerSequenzerin einem Abstand eingerahmtwerden, der eine
SynthesedesdazwischenliegendeBereichesn der gewahltenZeit gestattetAuf diese Weise
wird ein fur ein IndividuumcharakteristischeBandenmustergine Art Fingerabdruclerhalten,
anhand dessen sich genetische Studien verschiedener Art durchfiihren lassen.

Die radioaktive AP-PCR erfolgt in einemVolumenvon 20 pl mit 20 ng DNA als Matrize.
Gegenubeder Standard-PCRsiehe3.11) ist die Konzentrationder drei Nukleotide dATP,
dGTPunddTTP auf 20 uM, die andCTP auf 2 uM reduziert,da radioaktives[a32P]-dCTP
eingebaut werden soll, wovorpCi pro Reaktionsansatz zugegebeind. Um dasVerdunsten
der Probe zu verhindern, wird der Ansatz mit 3 Tropfen Mineraldl Gberschichtet.

Es wurde der PTC-100 Thermal Cyc(&J Researchnc., Massachusetts)erwendetder mit
einem Peltier-Elementausgestattetist und deshalb fir besondersniedrige Anlagerungs-
temperaturen geeignet ist, die bei Einsatz der nur 10 nt langen AP-PCR Primer nétig sind.

3.21.2 "Amplified Fragment Length Polymorphism" (AFLP)

Diese 1995 von Vos et al. beschriebenélethode des DNA-Fingerabdrucksbasiert auf der
Vervielfaltigungvon RestriktionsfragmentegenomischeDNA durch PCR. Auf die Spaltung
der DNA mit zwei verschiedenermRestriktionsendonukleaseainem seltenund einem haufig
schneidenden Enzym, Ublicherweise EcoRl und Msel, folgt die Ligation von
Adaptermolekilen,die zu den von EcoRIl bzw. Msel generiertenberhdngenderEnden
kompatibelsind. Mit Primern, die jeweils komplementarzu einemder Adaptermolekilesind
und mit einemzusatzlicherselektivenNukleotid enden(+1-Primer),wird in einererstenPCR
aus der GesamtheitvorhandenerRestriktionsfragmenteein vom zusatzlichen Nukleotid
abhangendefAuszugvon Fragmenteramplifiziert. Die zweite PCR mit Primern, die weitere
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zwei selektive Nukleotide am 3'-Ende enthalten (+3-Primer), dient dazu, die Zahl der
amplifiziertenFragmentedie von der Komplexitat des zu untersuchendeGenomsabhangt,
derart zu begrenzendal} sie auf einem Polyacrylamidsequenzgejut ausgewertetwerden
koénnen.

Im ersten Schritt werden 500 ng genomische DNA mit jeEedRI undMsel fur 1 hin 40 pl

10 mM Tris-HAc pH 7,5, 10 mM MgAcp, 50 mM KAc, 5 mM DTT und 50 ngjl BSA
gespalten. AnschlieRend wird in fiDdesselben Puffers unter Zugabe lomM ATP, 1U T4

DNA Ligase, 5 pMoEcoRI-Adapter und 5@pMol Msel-Adapterfir 3 h bei 37 °C ligiert. 5 pl

der mit 10 mM Tris-Cl, 0,1 mM EDTA pH 8,in Verhéaltnis1:10 verdinnterLigation werden
als Matrize in der folgendenPraamplifizierungeingesetztDiese erfolgt in PCR-Puffer(siehe
3.11) mit je 30 ng der beiden +1-Primer, 200 uM der vier Nukleotide und 0,4 U Taq
Polymerase in einem Reaktionsvolumen vomuR0

Praamplifizierung: arC 120 sec
9aLC 30 sec

20 Zyklen 56°C 60 sec

72C 60 sec

72C 120 sec

Nach erneuter1:10 Verdinnungwerden5 pl als Matrize in die zweite PCR mit einem
Reaktionsvolumen von 3d eingesetzt, in dedie Mengeeinesder beiden+3-Primer,auf 5ng
reduziert ist. Dieser wird zuvor m§32P]ATP radioaktiv markiert (siehe 3.9).

Amplifizierung: rC 120 sec
9aLC 30 sec

12 Zyklen 65°C 30 sec

72C 60 sec

Die "Annealing"-Temperatur wird, mit 86 beginnend, um 05T je Zyklus reduziert.

9aLC 30 sec
24 Zyklen 56°C 30 sec
72C 60 sec
72C 120 sec

Vor dem Gellauf werden die Reaktionsproduktemit demselbenVolumen Ladepuffer (98%
Formamid, 10 mM EDTA pH8,0, 0,05% Bromphenolblau(,05% Xylencyanol)versetztund
5 min hitzedenaturiert.
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3.22 Enzymatische Sequenzanalyse von DNA
3.22.1 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Die Sequenzierungklonierter Nukleotidsequenzenerfolgte nach dem enzymatischen
KettenabbruchverfahrerfSanger et al., 1977). Die alkalisch denaturierte und Ethanol-
prazipitierte DNA wird unter Verwendungdes Sequenadé! Kits (U.S.Biochemical)geman
dem Protokoll desHerstellerssequenziertind durch den Einbauvon [a35S]dATP radioaktiv
markiert. Die Reaktionsproduktewerden anschlielRendhitzedenaturiert und in einem
denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt (siehe 3.5.3).

GroRere DNA-Bereiche wurden mit Hilfe des A.L.F.TM DNA Sequencers(Pharmacia)
sequenziert.

3.22.2 Sequenzierung von PCR-Produkten

Durch PCR amplifizierte DNA-Fragmentewurdennachlsolierung aus einem Agarosegelund
Bestimmung deKonzentrationdes Fragmentsdurch modifizierte PCR sequenziertywobei der
Cycle SequencingM Kit (Pharmaciayerwendetwurde. Das genaueVorgehenerfolgte nach
Protokoll des Herstellers .

3.23 Praparation von Gesamt-RNA aus eukaryotischen Zellen

Um Kontaminationemmit RNasezu vermeiden,werdendie verwendeterGlaswaren4 h bei
180°C gebacken, Spitzen werden autoklaviert und Losungen mit DEPC-Wasser angesetzt.
Die RNA-Praparationerfolgte mit Hilfe des TRIzolTM-Reagenz(GIBCO BRL). Ca. 5x10°
Zellenwerdenmit Zellkulturmediumvon der Kulturschaleabgeldst,durch Zentrifugierenbei
1100rpm fiir 7 min (Megafugel.0, Heraeus)pelletiertundin 1 ml TRIzol™ resuspendiert.
Nach5 minutiger Inkubationbei RT werden200 pl Chloroform zugeftigt,15 secvon Hand
geschutteltund erneut 2-3 min bei RT inkubiert. Zur Phasentrennungvird 10 min bei
12000 rpm (Eppendorf Tischzentrifuge)zentrifugiert und die obere waldrige Phasein ein
frisches Eppendorf-ReaktionsgefaBberfihrt. Die RNA wird durch Zugabevon 0,5 ml
Isopropanolgefallt und nach 10 mindtiger Inkubation bei RT abzentrifugiert(10 min bei
10000 rpm, 4C, Tischzentrifuge). Das Pellet wird mit 1 #$% Ethanolgewaschemund nach
Antrocknen in geeignetem Volumen DEPC-Wasser durch Inkubation teiggldost.
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Soll die RNA in cDNA umgeschrieben und diese fiir PCR-Experimente eingesetzt weirden,
ein DNasel-Verdau angeschlossen, um kontaminierende DNA zu entfernen.

3.24 Analyse der Genexpression durch RT-PCR

Die RT-PCR bietet aufgrund eines exponentiellenVervielfaltigungsschritteggegeniberdem
NorthernBlot den Vorteil, dal3 auch nur schwachexprimierte Gene nachgewieserwerden
koénnen.

Im ersten Schritt wird die RNA in cDNA revers transkribiert. Dazu kann, je nach
Untersuchungsziel, ein Oligo(cib)1gPrimer, Hexanukleotide zufalliger Sequenz oder airer
Gen-spezifischePrimer verwendetwerden.1 pg Gesamt-RNAund 1 pmol Primer werden
zusammenpipettiert und 10 min auP@Cerhitzt, dann auf Eiabgekihlt.Die Reaktionfindet in
50 mM Tris-Cl pH 8,3, 75 mM KCI, 3 mM MgCl, und 10 mM DTT bei Einsetzenvon je
500uM der vier Nukleotide statt. Vor Zugabe von 10®uperscriptM 1l RT (GIBCO BRL)
wird die Reaktionsmischungunachstuf 42°C erwarmt.Die reverseTranskriptionerfolgt fur
1 h bei 42C. 200 ng cDNA werdeanschliel3enals Matrize fur die PCR mit genspezifischen
Primern verwendet. Zur Quantifizierung der Expressionwird eine PCR mit Aktingen-
spezifischenPrimern durchgefihrt. Hierfur werden aufgrund der starken Expressiondes
Aktingens nur 10 ng cDNA eingesetzt.

3.25 Analyse von DNasel hypersensitiven Chromosomenabschnitten

Fur dieseMethodewerdenZellkernebendtigt,die intakte Chromosomerenthalten Durch den

kontrollierten Einsatz von DNasel konnBereicheauf den Chromosomeraufgespuriverden,
die an der Kontrolle der ExpressionbestimmterGene beteiligt sind. Dies wird méglich, da

genregulatorische Elemente vaktiv transkribiertenGenenin Bereichemur locker verpackter
DNA liegen, die flir DNasen leichter zuganglich sind als die im Vergleich dazu

hochkondensierten inaktiven Chromosomenabschnitte.

Die Préaparationder Zellkerne erfolgte aus Zellen der FischzellinienPSM und SdSr24. Die

Zellen werden nach dem Abldsen zundchst mit PBS und anschlieR3dpdffeitH gewaschen.
Das Zellpellet wird in 4 PCV ("packed cell volume™) Puffer H resuspendiertund zum

Anschwellen der Zellen 10 min auf Eis inkubiddie Zellyse,derenVollstandigkeitunterdem

Lichtmikroskopkontrolliert wird, erfolgt durch Zugabedesselbervolumensan Puffer L. Die

intakten Kerne werdendurch Zentrifugation fur 7 min bei 7000 rpm und 4°C (Eppendorf
Tischzentrifuge) sedimentiert und nacheinandermit Puffer W und mit DNase-Puffer
gewaschenDas Kernpellet wird unter Zuhilfenahmeeines Glaspottersmit Teflonpistill in
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DNase-Puffe(3x107 Zellen/ml) resuspendiemind auf 300 pl Aliquots verteilt. Der DNasel-
Verdauerfolgt fur 15 min auf Eis mit zunehmendeKonzentrationan Enzym (10-600 U/ml).

Ein Aliquot ohne DNasel dient als Kontrolle. Die Spaltungwird durch Zugabevon 1,7 ml

Lysispuffer (siehe 3.1) gestopphd die Reaktionerfur 3 h bei 80°C im Wasserbadnkubiert.
Die DNA wird einer Phenol/Chloroformextraktiomnterzogen(siehe 3.1), mit Ethanol p.a.
gefallt und durch ZentrifugatiofL 1000 rpm,4°C, Sorvall SS34)sedimentiertNach Lésenin

10 mM Tris-Cl pH 8,0, 0,1 mM EDTA erfolgt eine Restriktionsspaltung/n (siehe3.7). Die

Detektion der DNasel sensitiven Regionenwird nach Blotten der in einem Agarosegel
aufgetrenntenFragmenteund Hybridisierung der Membran mit einer geeignetenSonde
moglich.

Puffer H: 10 mM HEPES-KOH pH 7,9
0,1 mM EDTA pH 8,0
0,1 mM EGTA
0,75 mM Spermidin
0,15 mM Spermin
1 mM DTT
1 mM Benzamidin
0,5 mM PMSF
Puffer L: 10 mM Tris-Cl pH 7,5
15mM NacCl
60 mM KCI
0,15 mM Spermin
0,5 mM Spermidin
1 mM EDTA
0,1 mM EGTA
0,2% Nonidet NP-40
5% Sucrose
Puffer W: 10 mm Tris-Cl pH 7,5
15 mM NaCl
60 mM KCI
0,15 mM Spermin
0,5 mM Spermidin
10% Sucrose
DNase-Puffer: 10 mM Tris-Cl pH 7,5

10 mM NacCl
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3mM MgCly

3.26 Proteinbiochemische Methoden
3.26.1 Praparation von Proteinextrakten aus Fischgewebe

Der Nachweisvon Esterasel-lIsoformelei Rickkreuzungsbastardenfolgte ausAugen oder
aber Flossengewebewenn der Fisch flr die Zucht eingesetztwerden sollte. Die Proteine
werden durch Homogenisieren des Geweb&D80 pl eisgekihltermMillipore H>O in einem
Eppendorf-Reaktionsgefafit einem Glaspistill gelost und unlésliche Geweberestedurch
Zentrifugieren (30 min, 13000 rpm, 4°C, Eppendorf Tischzentrifuge) abgetrennt. Der
Proteinextrakt wird bis zur Weiterverwendung auf Eis gestellt.

3.26.2 Starkegelelektrophorese (modifiziert nach Siciliano & Shaw, 1976)

Zur Herstellung13%iger Starkegelewerden39 g hydrolysierte Kartoffelstarke (Sigma) mit
300 ml 0,1xTVB-Pufferin einerl | Saugflaschainter Rihrensolangeerhitzt, bis die zuerst
zéhelLdsungdunnflissigemund klarer wird. Nach Entgasenmit der Wasserstrahlpumpeird
siein die vorbereiteteund mit einem Gelkammversehendselform (20x26 cm, 6 mm dicke
Spacer,Eigenkonstruktion)gegossenlst die Starke fest geworden,wird das Gel auf 4°C
vorgekuhlt.

Die Proteinextraktaverdenmit 1/4 VVolumen Auftragspufferversetzt,n die Taschendes Gels
pipettiert und diese mit verflissigtelaxsikkatorfettabgedichtetSchwammean den Endendes
Gels ermdglichen den Flul? der londurchdasGel von der einenPufferkammerzur anderen.
Die Elektrophoreseerfolgt fir 4-5 h bei 200 V und 4°C mit 1xTVB als Laufpuffer. Eine
Uberhitzung des Gels wird durch Auflegen eines mit Eis gefiillten Beutels verhindert.
Nach Beendigungder Elektrophoresavird das Gel mit einer Nylonschnurin seiner Dicke
halbiert,was zum einenden Diffusionswegder Farbesubstanzewverkuirzt, zum andereneine
Farbung mit verschiedenen Substraten erlauben wirde.

1xTVB-Puffer: 0,5M Tris-Cl pH 8,0
0,65 M Borsaure
16 mM Nap-EDTA
Auftragspuffer: 0,1 M Tris-Cl pH 8,0

10 mM B-Mercaptoethanol
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99% Glycerin
0,25% Bromphenolblau

3.26.3 Nachweis von Isoenzymen durch Substratfarbung (Shaw & Prasad,
1970)

Die Detektionvon Esterase-lsoenzymekann durch einen Nachweisihrer Aktivitat erfolgen.
Dazu wird den Enzymen a-Naphtylpropionatals Substrat angeboten,das in a-Naphtol
umgesetzt wird. Dieses bildet mit dem Farbstoff Fast BlueR&farbige Verbindung,die die
Lokalisation der Esterasen sichtbar werden laf3t.

150 mg des Farbstoffs werden in 150 ml 0,1 M Tris pH 7,0 geldst, dieselbe dlesige3 ml
Aceton aufgenommenerSubstratswerden hinzugefugtund das Gel in dieser Lésung fir
mindestens 30 min bei 37°C inkubiert.

3.27 Zellbiologische Methoden
3.27.1 Kultivierung von eukaryotischen Zellen

Alle verwendetenZellkulturmedien werden als Pulvermedienbezogen, mit der auf der
Verpackungangegebenemenge NaHCGO; erganztund in Millipore-H2O angerthrt. Nach
Einstellen des pH-Werts auf 7,2-7,4 wird das Medium sterilfiltriert.
PSM-Zellenwerdenbei 28°C mit 5% COy-Gehaltder Luft in F12-Mediumkultiviert, dasvor
Gebrauch mit 10% FCS und 1% einer MischungReusicillin und Streptomycinerganztwird.
Die Zellen werden bei konfluentem Wachstum 1:2 gesplittet. SdSr24-Zellenwachsenbei
gleichenBedingungenin DMEM-Medium, dem vor Gebrauch10% FCS und /10 Volumen
10xSC zugesetztwird. Bei konfluentemWachstumwerdendie Zellen, die sich nicht durch
einfachesAbspilenvon der Kulturschale ablésenlassen, mit EDTA gewaschenmit 1x
Trypsin/EDTA abgel6st und im Verhaltnis 1:2 umgesetzt.

10xSC: 50% FCS (GIBCO)
10% Penicillin/Streptomycin (GIBCO BRL)
10% Natriumpyruvat (GIBCO)
10% nicht essentielle Aminoséuren
0,5% B-Mercaptoethanol (GIBCO)
EDTA: 0,5mM EDTA in 1xPBS
10x(Fisch) PBS: 100 mM NacCl

19,5 mM KCI
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59 mM NagHP Oy
11 mM KHoPOy
pH 7,3 -7,4

3.27.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

DasEinfriermediumwird vorbereitet,indem mandas normalerweiseverwendeteMedium mit
10% fotalem Kalberserumund 10% DMSO erganztund auf 4°C vorkihlt. Die noch nicht
konfluenten Zellen werdenwie Ublich von der Kulturschale abgeldst,pelletiert und durch
einmaligesHochziehenin 1 ml Einfriermedium resuspendiertDie Zellen werden in die
ebenfalls vorgekthlten Einfriervials pipettiert und diese o/n auf -80°C gestellt. Die
Dauerlagerung erfolgt bei -180.

Das Auftauen der Zellen soll aufgrund der Toxizitat @MSO mdglichstschnellerfolgen.Die
im 37°C WasserbadufgetauterZellen werdenin 5 ml Medium pipettiertund die Zellen durch
Zentrifugieren bell100rpm fir 7 min (Megafugel.0, Heraeus)elletiert. Das Zellpellet wird
in 10 ml frischemMedium resuspendiertind die Zellen o/n kultiviert. Am nachstenTag wird
das Medium gewechselt, um restliche Spuren von DMSO zu entfernen.



