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1 Einleitung

Im Zuge der rasanten Entwicklungen auf dem Gebiet der Molekularbiologie wurden in
den 90er Jahren des vergangenen Jahrhunderts immer mehr Familien von G-Protein
gekoppelten Rezeptoren kloniert, so auch die Familie der Calcitonin-PTH-Sekretin-
Rezeptoren. Neben dem zuerst entdeckten PTH1-Rezeptor, fiir den eine vergleichbar
starke Aktivierbarkeit sowohl durch Parathormon (PTH), als auch durch das
Parathormon related Peptid (PTHrP) besteht, wurde 1995 von der Arbeitsgruppe um
Ted Usdin (Boston) ein weiterer Rezeptor kloniert, der PTH2-Rezeptor, der zwar auch
von PTH aktiviert wird, nicht aber durch PTHrP'. Es fand sich die stirkste Expression
des PTH2-Rezeptors im Gehirn, wo jedoch keine entsprechend hohe PTH Expression
detektierbar war. Auf der Suche nach dem richtigen Liganden fiir den PTH2-Rezeptor
filterte man 1999 aus einem hypothalamischen Extrakt des Rindes ein Polypeptid
heraus, das aus 39 Aminosduren bestand und im Weiteren als ,,Tuberoinfundibuléres
Peptid aus 39 Aminosduren®, kurz TIP39, bezeichnet wurde. Hierbei konnte es sich um

den natiirlichen Liganden des PTH2-Rezeptors handeln.

1.1 Das Tuberoinfundibulire Peptid aus 39 Aminosauren (TIP39)
1.1.1 Entdeckung

Die ortliche Diskrepanz der Expression zwischen Rezeptor (PTH2-Rezeptor), welche
vor allem im ZNS gefunden wurde®, und zuvor postuliertem Liganden (PTH), wofiir im
Gehirn nur eine geringe Expression’, etwa beim Schaf*” belegt wurde, fiihrte zu einer
intensiven Suche nach dem physiologisch relevanten Liganden®. Zuerst wurde in
Datenbanken mittels Blast-Programmen gesucht, da man eine weitgehende
Ubereinstimmung mit PTH vermutete, was aber zu keinem Ergebnis fiihrte. Folglich
musste der Ligand biochemisch detektiert werden. Hierfiir wurde ein Assay entwickelt,
mit dem die PTH2-Rezeptor vermittelte intrazelluldre Erhohung von zyklischem
Adenosinmonophosphat (CAMP) nach Stimulation mit verschiedenen Gewebeextrakten
quantifiziert werden konnte. Es fand sich die gro3te Stimulierung bei einem Extrakt aus
dem bovinen Hypothalamus. Dieser Extrakt wurde daraufthin in einer HPLC
sdulenchromatographisch fraktioniert und mit den daraus erhaltenen Peptidfraktionen
der Assay wiederholt. Hier konnte die grofite Aktivierung des PTH2-Rezeptors bei
einem bisher unbekannten Polypeptid aus 39 Aminosduren, dem TIP39, nachgewiesen

werden’. Durch Sequenzvergleiche des bovinen TIP39 mit humanen Genbankdaten

1
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mittels Blast-Programmen im world wide web, wurde der humane GenBank Klon
No.AC068670 gefunden, der sich als 100% identisch mit dem neu isolierten bovinen

Peptid TIP39 herausstellte. Der Genlocus wurde auf Chromosom 19q13.33 gefunden®.

1.1.2 Das fiir das humane TIP39 kodierende Gen

Das humane TIP39-Gen beginnt 5’-seitig der TATAA-Box mit einer untranslatierten
Region von 102 Basenpaaren (bp). In diesem Bereich konnte sich noch ein weiteres
Exon U1 befinden. Es folgt ein 126 bp langes Exon 1, gefolgt vom 569 bp langen Intron
1. Daraufhin kommt Exon 2 mit 174 bp, ehe sich in einem Abstand von 31 bp die

Polyadenylierungssequenz anschlief3t.

-336 -269 -207  -117. 1bp 126 695 869 900
T

Transkription gen. DNA
c c 6 T L | ‘ A
A A G A A
cC A (63 T T
A T G A Y A
Y s a— | A
mRNA AAAAAAAAAA A
43/44
Translation PreproTIP39 |-30 Signalpeptid -1 |+1 Pro-TIP39 70§ aa
ProTIP39 +1 interc.pept. 31} 32 TIP39 70} aa
TIP39
TIP39

Abb. 1 Genexpression von humanem TIP39 (modifiziert nach Hansen). Zu sehen ist in
der ersten Zeile die genomische Sequenz mit Sequenzen der Promotorregion, der TATA-Box und der
Polyadenylierungssequenz in grauen Boxen. Schwarze Boxen zeigen Introns oder untranslatierte Bereiche
an, weile Boxen stehen fiir die Exons. In der zweiten Zeile ist die mRNA nach dem splicing zu sehen.
Darunter finden sich die translatierten Proteinstrukturen, die eine typische Prozessierung eines
sekretorischen Peptides durchlaufen: Abspaltung eines hydrophoben Signalpeptids (graue Box) und
schlieBlich Spaltung des Zwischenpeptids (weille Box) vom eigentlichen TIP39 (zweite graue Box).
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1.1.3 Strukturanalysen von humanem PTH und TIP39

Beim humanen PTH handelt es sich um ein Peptidhormon, das als N-terminal 31
Aminosduren lidngeres Prepropeptid synthetisiert und nach Abspaltung von 26
Aminoséduren als ProPTH vom Endoplasmatischen Retikulum aufgenommen und nach
Abspaltung der Pro-Sequenz gespeichert und sezeniert wird. Auch das humane TIP39,
das zu 100% mit dem bovinen TIP39 iibereinstimmt, wird als ein Preprohormon
synthetisiert, wobei die ersten 30 Aminosduren als Signalpeptid fungieren konnten. Es
folgt ein etwa gleichlanges zwischengeschaltetes Peptid, das dem sezenierten TIP39 in
der Sequenz vorgeschaltet ist’. Vergleicht man die Aminosiuresequenz von bovinem
TIP39 und humanem PTH so ergibt sich eine nur geringe Sequenzhomologic'’
(lediglich 9 Aminosduren sind identisch) bei einer dennoch hohen Anlichkeit von

beinahe 50%, wenn man dhnliche Aminoséduren mit einbezieht.

Bovine TIP39: SLALADDAAFRERARI[TAA R SYM--—-HKLL
Human PTH: SVSEIQLMHNLGKHINS HWLHRKKLODVHNEV

Abb. 2: Aminosiuresequenz von hPTH und bTIP39. Es zeigt sich die geringe
Ubereinstimmung von nur neun gleichen Aminosiuren, die alleine die Gemeinsamkeiten beziiglich der
Aktivierung des PTH2-Rezeptors schwer erklaren konnte.

Trotz dieser geringen Ubereinstimmung beziiglich der Aminosiuresequenz finden sich
einige Gemeinsamkeiten, die die Aktivierung des PTH2-Rezeptors sowohl durch PTH,
als auch durch TIP39 erkliren konnen''. In Gegenwart von zwitterionischen Mizellen,
die als Modell fiir Zellmembranen angesehen werden, finden sich sowohl beim TIP39,

als auch beim humanen PTH (1-34) jeweils zwei a-Helices (siche Abb. 3).
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N-terminale oa-Helix C-terminale o-Helix
) *ISIS *[F * HS + *|+ K F R ———f Rk
Bovine TIP39: SIAIADDAAFRERARLLAALERRHWLNSYM---HKLLVILDAP
Human PTH: SVISEIQLMHNLEKHLNSMERVEWLRKKLQODVHNFVALGAP
L e e XS HH 45 S

* hydrophob, # hydrophil, + basisch, § sauer

Abb. 3: Strukturvergleich von bovinem TIP39 und humanem PTH. Die
angenommenen a-Helices sind in Boxen dargestellt. Hier sind im Gegensatz zur Abb. 2 die Aminosduren
nach ithrem Charakter als hydrophob, hydrophil, basisch oder sauer klassifiziert. Damit zeigt sich die
groBe Ubereinstimmung (grau hinterlegt) der N-terminalen o-Helices von hPTH und TIP39. Zum anderen
sind die C-terminalen a-Helices gezeigt, in denen sich allerdings nur geringere Ubereinstimmungen
finden.

An den N-terminalen Enden finden sich &dhnliche o-Helices, deren grof3e
Sequenzhomologie eine zentrale Rolle bei der Rezeptorinteraktion andeuten konnte,
sowie eine dhnliche Verteilung der geladenen Aminoséuren. Am C-terminalen Ende
von TIP39 findet sich eine weitere a-Helix, im Gegensatz zum PTH jedoch mit mehr
geladenen Aminosduren, was fiir die Interaktion mit dem langen extrazelluldren N-
Terminus des PTH2-Rezeptors und somit der groferen Selektivitét fiir diesen Rezeptor

verantwortlich sein kénnte'” (siche auch 1.2.2)

1.1.4 Gewebeverteilung von TIP39

Umfassende Analysen der Gewebeverteilung von TIP39 wurden bisher v.a. in der Ratte
mittels Northern Blot Analysen und in-situ Hybridisierungen mit zum Teil
widerspriichlichen Ergebnissen durchgefiihrt.

Zentrales Nervensystem

Die starkste TIP39 Expression zeigte sich in der Area subparafascicularis und im
Nucleus subparafascicularis, schwichere Expression fand sich in vielen Arealen des
ZNS®.

Pankreas

Eichinger beschrieb hier den Nachweis von TIP39 Transkription, John hingegen fand
nur eine Transkription in den Inselzellen des Pankreas, nicht aber im restlichen

Pankreas.
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Niere

Es gelang sowohl der Nachweis von TIP39 Expression im Nierenparenchym, als auch
in NienengefaBen.

Hoden

Hier konnte die stirkste Expression flir die Tubuli seminiferi gefunden werden,
wohingegen im Hodeninterstitium, beispielsweise den Leydig-Zellen, fiir die eine starke

Expression des PTH2-Rezeptors bekannt sind, kein Nachweis von TIP39 gelang.

1.2 Der PTH2-Rezeptor
1.2.1 Stellung in der Sekretin-Calcitonin-PTH-Rezeptorfamilie

Der PTH2-Rezeptor wird einer bestimmten Familie von G-Protein gekoppelten
Rezeptoren zugerechnet. Dieser gehort auch der PTH1-Rezeptor an, der vermittelt durch
PTH an der Regulation des Calcium- und Phosphat-Haushaltes beteiligt ist und der
weiterhin durch das PTHrP aktivierbar ist', das sowohl eine physiologische Bedeutung

15 ’16, in verschiedenen Geweben wie Gefalimuskelzellen,

in der Skelettentwicklung hat
der Brustdriise oder dem Pankreas in niedriger Dosis parakrin wirkt'’, aber auch in
hoher Konzentration paraneoplastisch auftritt und dabei Hyperkalzidmien hervorruft'®,
Daneben wurden die Rezeptoren fiir Calcitoninw, Sekretinzo, Glucagon vasoaktives
intestinales Peptid (VIP), sowie verschiedene hypothalamische Releasing-Hormone
dieser Familie zugeordnet. Die Sekretin-Calcitonin-PTH-Rezeptorfamilie wird héufig
auch als Typ II oder als Klasse B Rezeptoren bezeichnet. Der PTH2-Rezeptor zeigt
Sequenzhomologien von 52%, 42%, 40%, 37%, bzw. 33% zu den Rezeptoren fiir PTH,
Sekretin, VIP1, VIP2 und Calcitonin. Diesen Rezeptoren ist gemeinsam, dass sie aus
sieben die Zellmembran durchspannenden Doménen bestehen und zwei Second-
messenger Kaskaden intrazelluldr aktivieren konnen. So wird iiber ein stimulierendes

G-Protein (Gs) der cAMP/Adenylatzyklaseweg, sowie mittels G, die Phospholipase C

und somit der Inositoltrisphosphat/Proteinkinase C-Weg angeschaltet®.

1.2.2 Aktivierung und Signaltransduktion

Fiir die Bindung des Liganden und die Aktivierung des PTH2-Rezeptors wird das so
genannte ,,two-site model* in Ubertragung vom PTH1-Rezeptor angenommen®”: Das C-
terminale Ende des Liganden (PTH, TIP39) bindet mit dem N-terminalen Ende des

Rezeptors (PTH2-Rezeptor), ferner findet eine schwichere Bindung des N-terminalen
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Ende des Liganden mit einer juxtamembrandren Domidne des Rezeptors statt, was
mittels Konformitidtsdnderungen der Transmembrandoménen zur Aktivierung des
Rezeptors fiihrt. Durch die Konformitdtsdnderungen werden intrazellulére Abschnitte
des Rezeptors fiir G-Proteine zugénglich. Wéhrend fiir den PTH1-Rezeptor sowohl eine
Aktivierung des cAMP/Adenylatzyklaseweges iiber ein stimulierendes G-Protein Gy
als auch eine Aktivierung des Inositoltriphosphat/Proteinkinase C-Weg iiber ein G-
Protein Gq24 beschrieben ist, wurde flir den PTH2-Rezeptor nur eine Aktivierung des

cAMP/Adenylatzyklaseweges gefunden.

1.2.3 Gewebeverteilung

Nach der Klonierung des PTH2-Rezeptors wurde versucht, das Expressionsmuster des
Rezeptors zu eruieren. Northern Blot Analysen mit humanen Geweben, in Situ-
Hybridisierungen® und Immunhistochemie bei der Ratte®® ergaben folgende
Gewebsexpression:

ZNS

Das ZNS ist die Region, in der die grofite PTH2-Rezeptor Expression detektiert werden
konnte. So wird er bei der Ratte iiber den gesamten Kortex verteilt und dem Striatum in
kleinen Zellen exprimiert, doch auch im Septum, thalamischen Kernen und dem
Hypothalamus konnte der Rezeptor nachgewiesen werden. Massive Expression zeigten
die Eminentia mediana, oberfldchliche Schichten des kaudalen Trigeminus Traktes und
die Hinterhorner des Riickenmarks.

Pankreas

Vor allem in der Peripherie der Inselzellen findet sich Expression des PTH2-Rezeptors,
vor allem in Zellen, die auch Somatostatin produzieren, nicht jedoch in Insulin-
produzierenden Zellen. Das exokrine Pankreas exprimiert nur in der Embryogenese
sicher den PTH2-Rezeptor.

Schilddrise

Auch hier liegt eine immunhistochemisch nachweisbare Expression des PTH2-
Rezeptors besonders in parafollikuldren Zellen vor, die gleichzeitig Somatostatin
produzieren.

Gastrointestinaltrakt

Der PTH2-Rezeptor wird von Muzin-produzierenden Zellen der Magenschleimhaut

exprimiert, sowie in Zellen des Plexus myentericus.
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Herz-Kreislauf-System

Im ganzen Herzkreislaufsystem wird der PTH2-Rezeptor stark exprimiert, in glatten
Muskelzellen, im Endothel und auch in Herzmuskelzellen (siehe auch 1.3.4).

Blut

In absteigender Reihenfolge wird der PTH2-Rezeptor auf Granulozyten, Monozyten
und Lymphozyten exprimiert, bei Hyperparathyreoidismus wird er auf Granulozyten
herabreguliert®’.

Knochen und Knorpel

In Knorpelzellen, wie auch diffus im Knochen, besonders aber im sich entwickelnden
Skelett ist eine Expression des Rezeptors nachweisbar, allerdings nicht in dem gleichen
AusmalB wie die des PTH1-Rezeptors.

Niere

Am vaskuldren Pol der Glomerula findet sich eine diskrete Zellpopulation, die den
PTH2-Rezeptor exprimiert. Auch hier ist die Expression aber geringer als die des

PTHI1-Rezeptors.

1.3 Mogliche physiologische Funktionen des TIP39
1.3.1 Neurotransmitter fiir die Nozizeption

Aufgrund des Verteilungsmuster des PTH2-Rezeptors im gesamten ZNS, besonders in
den Hinterhornern des Riickenmarks, den sensorischen Spinalganglien und den
korrespondierenden Abschnitten der Trigeminus-Kerne in der Medulla, die die Zentrale
der primdren nozizeptiven Afferenzen darstellen, wurde die Rolle des TIP39 als
postuliertem Liganden des PTH2-Rezeptors in der Sensorik von der Arbeitsgruppe von
Ted B. Usdin untersucht®®. Hierfiir wurde méannlichen Méusen TIP39 intraplantar und
intrathekal injiziert und die Schmerzreaktionen ermittelt. Daneben wurden verschiedene
etablierte Schmerztest wie der Paw-pressure test (,,Pfoten-Druck-Test®), Tail-flick test
(,,Schwanz-Zuck-Test“) oder der Hargreaves’ test (thermischer Reiz auf die
Hinterpfote) nach einer Vorbehandlung mit einem TIP39 Antikdrper durchgefiihrt.
Hierbei lieB sich sowohl bei intraplantaren, als auch bei intrathekaler TIP39 Injektion
eine deutliche dosisabhingige Schmerzreaktion nachweisen. Bei den Versuchen, die
Schmerzreaktion durch TIP39 Antikorper abzuschwichen, zeigte sich ein

uneinheitliches Ergebnis, die Latenzen bis zum Eintritt einer Schmerzreaktion waren im
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Tail-flick und im Paw-pressure test dosisabhingig verldngert, hingegen blieb der

Hargreaves’ test von der TIP39 Antikorper Injektion unbeeinflusst.

1.3.2 Modulation der Hypothalamus-Hypophysen Achse

In der Arbeitsgruppe von SR Bloom wurde die Rolle von TIP39 in der Hypothalamus-
Hypophysen Achse untersucht®, bewegt durch die starke Expression des PTH2-
Rezeptors im Hypothalamus und Infundibulum. Hierfiir wurden zum einen frische
medial-basale Hypothalamus Pridparate in TIP39 inkubiert und im Medium die
Hormonsekretion von CRH (Corticotropin releasing Hormon), AVP (Arginin-
Vasopressin), VIP (vasoaktives intestinales Peptid), GnRH (Gonadotropin-releasing
Hormon), TRH (Thyrotropin-releasing Hormon), Somatostatin und GHRH (Growth
hormone-releasing Hormon) gemessen. Hierbei lieB sich lediglich bei TRH und
Somatostatin kein Anstieg nachweisen. Auch in vivo wurde ein Anstieg des ACTH
(Adrenocorticotropes Hormon) und LH  (luteinisierendes Hormon) nach
intraventrikuldrer Injektion von TIP39 gemessen, aber kein Anstieg des GH (Growth
hormone). Inkubation von Hypophysen Priaparaten mit TIP39 fiihrte zu keinem Anstieg

der Hypophysenhormone im Medium.

1.3.3 Steuerung des Kalzium-Phosphat Haushalts

Wie in 1.2.2 beschrieben, wirkt TIP39 am PTHI1-Rezeptor als ein kompetitver
Antagonist, hingegen am PTH2-Rezeptor als der stirkste bekannte Agonist. Insofern ist
eine Modulation des Kalzium-Phosphat Haushaltes mdglich, wenn TIP39 in
ausreichendem Mafle in der Niere oder den Knochen exprimiert wird, also parakrin
wirken kann, oder wenn es ins Serum sezerniert endokrin wirken kann. Da das PTH in
nur geringen Konzentrationen im Serum vorliegt (zwischen 0.5 und 3 pM)*’, kénnten
auch geringe Konzentrationen von zirkulierendem TIP39 am PTHI1-Rezeptor die
Wirkung von PTH antagonisieren. In der Niere ist eine Expression von TIP39 in renalen
GefdBen’' und vom PTH2-Rezeptor juxtaglomeruldr beschrieben worden. Auch in C-
Zellen der Schilddriise wurde der PTH2-Rezeptor gefunden. Diese exprimieren einen
Calciumsensor und reagieren auf einen Anstieg des Serum-Calciums mit einer
Sekretion von Calcitonin, welches die Osteoklasten-Aktivitit und die Calcium

Resorption aus dem Darm hemmt. Eine Co-Expression vom PTH2-Rezeptor und
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diesem Calciumsensor konnte auf eine durch TIP39 modulierte Beeinflussung des

Calcium Stoffwechsels hinweisen, ist aber noch nicht nidher erforscht.

1.3.4 Vasodilatorische Effekte auf renale Gefafle

In einer Arbeit der Arbeitsgruppe von Jeann-Jacques Helwig konnte die mRNA vom
PTH2-Rezeptor und von TIP39 in renalen GefdBlen, der Aorta und in glatten
Muskelzellen der Ratte, die aus renalen Gefdlen kultiviert wurden, nachgewiesen
werden. In einem Modell der isolierten Niere konnte der Einfluss von bovinem TIP39
PTHrP und PTH auf die glatte Muskulatur und damit den GefdBtonus simuliert werden.
So fiihrte eine Perfusion der isolierten Rattennieren mit 10 nM bovinem TIP39 zu einer
Zunahme des Blutdrucks um 20%, Konzentrationen von 100 nM bzw. 1000 nM
hingegen fiihrten zu einer Abnahme des Blutdrucks um 10% bzw. 20%. Auch humanes
PTH (1-36), Ratten PTHrP (1-34), sowie verschiedene PTH/PTHrP Hybride zeigten
vasodilatorische Effekte. Da dies auch unter Bedingungen zutraf, in denen der PTH1-
Rezeptor vollig herunterreguliert wurde, sind die Effekte wohl nicht {iber den PTH1-
Rezeptor vermittelt, dessen vasodilatorisches Potential bekannt ist*>. Allerdings konnte
auch beziiglich der Blutdruckabfille keine Interaktion mit dem PTH2-Rezeptor

bewiesen werden.

1.3.5 Inhibition der Zellproliferation

Ausgehend vom bekannten Einfluss von PTH auf die Zellproliferation®, wobei sowohl
von hemmenden, als auch von steigernden Effekten berichtet wurde, wurden im
GlaxoSmithKline Institut fiir Neurobiologie, Mailand, Untersuchungen zur Wirkung
von TIP39 und hPTH(1-34) auf die Zellteilung mit HEK293 Zellen durchgefiihrt®®. Ein
Biolumineszenz-Assay wurde zur Messung der Zellzahl herangezogen. Hierbei zeigte
sich bei Inkubation der Zellen mit 100nM hPTH(1-34) bzw. TIP39 eine nach drei bzw.
vier Tagen maximale, 35% bzw. 30% betragende Inhibition der Zellproliferation. Eine
Zytotoxizitit konnte dabei ausgeschlossen werden. Diese Effekte konnten durch Zugabe
des PTH2-Rezeptor Antagonisten b[D-Trpl12, Tyr34] PTH(7-34) aufgehoben werden.
Des Weiteren wurde eine Dosisabhéngigkeit dieses Effekts gezeigt. Den zwiespiltigen
Charakter des Einflusses des PTH auf die Zellproliferation erkldrten die Autoren durch
die unterschiedliche Expression entweder des PTHI1-Rezeptors oder des PTH2-

Rezeptors in verschiedenen Zellpopulationen.
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1.3.6 Negative Inotropie am Herzen

An der Giessener Universitdt wurde der Effekt von TIP39 auf die Kontraktilitit des
Herzens untersucht35, basierend auf den Ergebnissen, dass TIP39 an der Niere
vasodilatierend wirkt. Hierzu wurden isolierte Rattenherzen und ein Modell mit
elektrisch stimmulierten Einzelzellen verwendet. Hierbei konnte gezeigt werden, dass
100nM TIP39 den LVDP (Differenz zwischen linksventrikuldr endsystolischem Druck
und linksventrikuldr enddiastolischem Druck) um 8% senken konnte, in Anwesenheit
von 100uM Noradrenalin sogar um 35%. Dieser Effekt lieB sich durch PTHI-und
PTH2-Rezeptor-Antagonisten aufheben. Ebenso konnte im Einzelzell Experiment eine
Abnahme der Verkiirzungsfraktion gemessen werden, auch unter Noradrenalin deutlich
stirker als ohne. Ein vasodilatorischer Effekt auf die Koronarien konnte allerdings nicht
beobachtet werden. Zum anderen wurde ein Anstieg des intrazelluliren cGMP unter
TIP39 Perfusion festgestellt, was eine Signalkaskade {iber den NO-Weg vermuten ldsst.
Ein Anstieg des intrazelluliren Ca", als Endstrecke der cAMP und IP3-Wege hingegen
wurde nicht detektiert.

1.4 Der Zebrafisch als entwicklungsbiologisches Modell

Der Zebrafisch Danio rerio wurde 1822 erstmals beschrieben, er stammt urspriinglich
aus den Zufliissen des Ganges in Bengalen, Nepal, Pakistan und Bangladesh. Er
bevorzugt stehende Gewasser und ldsst sich im Aquarium einfach halten. Seit den ersten
Experimenten von George Streisinger und Charles Kimmel in den frithen 1970er Jahren
wurde der Zebrafisch neben Mus musculus, Drosophila melanogaster oder Xenopus
laevis zu einem beliebten entwicklungsbiologischen Modell. Als Vertebratenmodell
stellt er eine gute Alternative zu der Maus dar, ist dabei aber deutlich einfacher und
kostengiinstiger zu halten. Die Vorteile des Zebrafisches liegen in der kurzen
Generationenzeit (er erreicht die Geschlechtsreife nach etwa 16 Wochen), in der guten
Verfligbarkeit einer grolen Zahl von Nachkommen (ein Weibchen kann pro Woche
etwa 300 Eier ablaichen) und in der Entwicklung des Eis vollig auBlerhalb des
Muttertieres, was zusammen mit der Transparenz wihrend der Entwicklung eine gute
Beobachtung der Organogenese erlaubt. Des Weiteren ldsst die GroB3e von 5 cm auch
Transplantationsexperimente zu. Zudem sind ca. 85% der menschlichen Gene auch im
Zebrafisch vorhanden, sodass beispielsweise auch genomische Mutationsanalysen

einfach durchzufiihren sind. Da der Zebrafisch ein Wirbeltier ist, lassen sich gerade
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auch Experimente zur Entwicklung der Knochen und Knorpel gut studieren. Mittels
Injektion von Oligonukleotiden, die genspezifische mRNA binden und somit die
Translation verhindern, der so genannten Morpholino-Knockdown Methode (siehe auch
3.7), lassen sich einfach Genprodukte in der Entwicklung herunter regulieren und
daraus ein grober Hinweis auf die Funktion des Gens erhalten. Die Entwicklung nach
der Befruchtung des Eis lduft in kiirzester Zeit ab: Bereits nach 12 Stunden sind Kopf
und Schwanz erkennbar, die Segmentierung des Achsenskeletts ist beobachtbar und
nach 24 Stunden schliipfen die Larven. Auch bei der Erforschung der Hirnentwicklung
wurde der Zebrafisch zu einem héufig beniitzten Modell. Insbesondere die Ausbildung
axonaler Netzwerke bei der Neurogenese kann im Zebrafischhirn gut beobachtet

werden.

56000

1 hpf 4 hpf 6 hpf 8 hpf 12 hpf 19 hpf

Abb. 4: Stadien der Zebrafischentwicklung nach der Befruchtung. Man sicht die rasche
Entwicklung der Zebrafischlarven in Stunden nach der Befruchtung (hpf). Gezeigt sind von links nach
rechts das Vier-Zell-Stadium, das sphere Stadium, das shield stadium, das 75%-epiboly Stadium, das 3-
somite Stadium und das 18-somite Stadium, indem bereits das Auge, der Kopf, der Schwanz und die
Gliederung des Achsenskelett in Somiten. Adaptiert nach Kimmel et al. 1995

1.5 Fragestellung

Wie aus den Abschnitten 1.3.1 bis 1.3.6 hervorgeht, ist beziiglich einer mdglichen
phyiologischen Funktion von TIP39 bisher nur sehr wenig bekannt. Vielmehr stellen die
bisher gemachten Mutmalungen meist nur Einzelarbeiten verschiedener Arbeitsgruppen
dar, ein klarer Trend, worin die Funktion bestehen konnte, ist hieraus nicht zu erkennen.
Eine Funktion im ZNS erschiene jedoch aufgrund des dort auch erstmals gelungenen
Nachweises sehr wahrscheinlich, sodass die erste Zielsetzung dieser Arbeit eine
genauere Kartierung von TIP39 im Méusehirn darstellt. Fiir das murine TIP39 war uns
im Vorfeld eine genaue Charakterisierung des Gens gelungen.

Die zweite Fragestellung widmet sich dem TIP39 im Zebrafisch. Hierfiir soll das fiir das

Zebrafisch TIP39 kodierende Gen genau beschrieben werden, die genomische
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Lokalisation geklédrt werden, die die Prozessierung zum eigentlichen TIP39 beschrieben
werden, die Stadien-spezifische Expression ermittelt werden sowie weitere funktionelle
Experimente gebahnt werden, um so rasch einen umfassenden Uberblick iiber die TIP39

Expression in einem ganzen Organismus zu bekommen.
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2 Material
2.1 Materialien tierischer Herkunft

Fiir Gewebeentnahmen wurden erwachsene CD-1 Miuse von Charles River Breeding
Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) bezogen und unter Standardbedingungen gehalten
mit einem 12h Licht — 12h Dunkelheit Zyklus.

Die Zebrafische vom Wildtyp wurden von der Arbeitsgruppe von Christoph Winkler,
Institut fiir Physiologische Chemie I, Universitit Wiirzburg freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt. Sie wurden bei 28°C gehalten nach Protokollen von Kimmel
(1995)*°. Embryonen wurden in verschiedenen Entwicklungsstadien gesammelt und in

4% Paraformaldehyd in PBST fiir die in-situ Hybridisierungen fixiert.

2.2 Bakterien

XL1-Blue Stratagene, Heidelberg
Genotyp: A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)

173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac

[F" proAB laclgZAM15 Tnl0 (TetR)].

One Shot® TOP 10F’ Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Genotyp: F’ {traA36 proAB laclq lacZAM15}

rpsL (StrR) thr leu endA thi-1 lacY galK galT

ara tonA tsx dam dcm supE44 A(lac-proAB)

A(mcrC-mrr)102:Tn10 (TetR)

2.3 Vektoren

pCR®II-TOPO Invitrogen GmbH, Karlsruhe

2.4 Enzyme

T4-DNA Ligase Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Proteinkinase K Sigma-Aldrich, Steinheim

HotStar Taq DNA Polymerase Qiagen, Hilden

Herculase DNA Polymerase Stratagene, Heidelberg

Restriktionsendonukleasen:

EcoRI 5’-G|AATTC-3’ Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
3’-CTTAA1G-5’

BamHI 5’-G|GATCC-3’ Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
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3’-CCTAG?TG-5’
HindIII 5’-A|AGCTT-3’
3’-TTCGATA-5’
Notl 5’-C|GGCCG-3
3’-GCCGG1TC-5’

2.5 Antikorper

Anti-Dig-AP

2.6 Kommerzielle Kits

Produkt
QIAprep Spin Miniprep Kit
(Enthélt: Puffer P1-P3 und PE)

DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7)
(Enthilt: NTP labeling mixture,
Transkription buffer, RNase inhibitor,
DIG-labeled control RNA und RNA
Polymerase T7 oder SP6)

TOPO TA Cloning Kit

OneStep RT-PCR Kit

QIApolyA+ Kit

Trizol-Reagenz.

Montage Gel Extraction Kit

SMART™ PCR cDNA

Synthesis Kit

2.7 Chemikalien

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

1:500 verwendet

Hersteller

Qiagen GmbH, Hilden

Roche Diagnostics GmbH,
Indianapolis, USA

Invitrogen GmbH,
Karlsruhe

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Invitrogen GmbH,
Karlsruhe

Millipore GmbH,
Schwalbach

BD Biosciences Clontech,

Heidelberg

Roche Diagnostics GmbH,
Indianapolis, USA

Anwendung

Extraktion von Plasmiden aus
E.coli-Bakterien.

Herstellung Digoxigenin-

markierter RNA-Sonden.

Klonierung von DNA-Frag-
menten in den pCSII-Vektor
Durchfiihrung von Reverse-
Transkription-PCRs
Extraktion von mRNA aus
Total-RNA

Gewinnung von RNA aus
Gewebeproben

Extraktion von DNA Banden
aus Elektrophoresegelen
Verldngerung einer bekannten
cDNA in 3’- bzw. 5’-Richtung
(RACE-PCR)

Fiir die hier beschriebenen Experimente wurden Feinchemikalien in p.A. Qualitit der

Firmen Boehringer (Mannheim), Difco (Augsburg), Merck (Darmstadt), Carl Roth

(Karlsruhe) und Sigma (Steinheim) verwendet.

14



Material

2.8 Losungen und Puffer

LB-Medium (Luria-

Bertami Medium)

LB-Amp-Platten

X-Gal-Platten

Ampizillin-Stammldsung
(50mg/ml)
Lysispuffer

Joule-Box Puffer

SOC Medium

RNA Delution Buffer

4%PFA

PBS

Glycinpuffer
Triton-X-Puffer

Postfixationspuffer

10 g Bakto-Trypton, 5 g Bakto-Hefe-Extrakt und 5 g NaCl wurden in 1 1
H,O geldst, mit NaOH auf einen pH von 7,0- 7,5 eingestellt und

anschlieBend autoklaviert.

Zu 1 1LB-Medium wurden vor dem Autoklavieren 10g Agar gegeben,
danach 1 ml Ampizillin-Stammldsung zugegeben und nach kurzem

Abkiihlen Gie3en in Petrischalen.

LB-Amp-Platten wurden mit 40 ml einer X-Gal Stammldsung (20
mg/ml in DMF) und 4 ml einer IPTG-Stammldsung (200 mg/ml in H,O)
mit einem Drigalski-Spatel auf der Oberfldche der Platten {iberzogen.

Die Platten wurden ca. 4 h bei 37°C getrocknet.

500 mg Ampizillin wurden in 10 ml H,O gel6st und steril filtriert. Bei -
20°C lagerbar. Verwendung ca. 1:1000.

1,2ml 5 M NaCl, 6 ml 0,5 M EDTA, 0,3 ml 20% SDS, 0,3 ml
Proteinase K wurden mit 22,2 ml ddH,O zu 30 ml Lysispuffer.

24 g Tris, 37 g EDTA und 5,7 ml Essigsdure wurden mit 5 1 ddH,O
aufgefiillt.

20 g Bakto-Trypton, 5 g Bakto-Hefe-Extrakt und 0,5 g NaCl wurden in
950 ml ddH,O gelost. Zugabe von 10 ml einer 250 mM KCl-
Stammlosung, Einstellung des pH-Wert mit 5 N NaOH auf 7,0. Das
Volumen wurde auf 1 1 aufgefiillt. Autoklavieren zur Sterilisierung.
Nach Abkiihlung auf 60°C Zugabe von 10 ml 1M Glukoselosung.
Steriles Filtrieren mit 0,22 pm Filter. Lagerung bei -20°C.

Mischung aus ddH20 : 20xSSC : Formaldehyd in einem Verhiltnis von
5:3:2.

4 g Paraformaldehyd wurden in 100 ml PBS unter dem Abzug erwirmt

bis das Paraformaldehyd vollstindig gelost war.

137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 7 mM Na,HPO,, 1,5 mM KH,PO,. pH-
Einstellung auf 7,4-7,6.

0,1 M Glycin, 0,1 M Tris-HCI (pH 7,0).
0,3% Triton-X in PBS.

0,1 M TEA, 0,25% Essigsdureanhydrid.

15



Material

Prahybridisierungslosung

Hybridisierungslosung

20xSSC

TBS
Absittigungslosung
Detektionspuffer
Farbelosung
Depurinisierungsldsung
Denaturierungslosung
Neutralisierungslosung
DIG Puffer 1

DIG Puffer 2

DIG Puffer 3

2.9 Nukleinsauren

$ssSS-DNA (Lachsspermien DNA)

dNTP-Mix 10 mM

drTIP39-spezifische Morpholino-Oligonukleotide

50% Formamid, 50% 4xSSC.

40% Formamid, 10 mM DDT, 1mg/ml Hefe t-RNA, 0,1 mg/DL sssSS-
DNA, 10% Dextransulfat. Bei -20°C gelagert. Sonde und sssSS-DNA

wurden immer frisch zugesetzt.

3 M Nac(l, 0,3 M Trinatriumcitrat-Dihydrat , pH 7,0.
10 mM Tris-Cl, 150 mM NaCl, pH 7,4.

TBS, 0,1%Triton-X, 2% Schaf-Serum.

100 mM Tris, 100 mM NacCl, 50 mM MgCl,, pH 9,5.
NBT (66 pl), BCIP (33 pl) in 10 ml Detektionspuffer, frisch angesetzt.
0,25 N HCL.

0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl.

1 M Tris-Cl, pH 7,0, 1,5 M NaCl .

0,1 M Maleinsédure, 0,15 M NaCl, pH 7,5.

DIG Puffer 1 + 1% Blocking Reagenz (Roche).

100 mM Tris-ClL, pH 9,5, 100 mM NacCl, 50 mM MgCl,.

Sigma, Steinheim
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Gene Tools, Philomath, USA

(Sequenz:CTCTGCTAAGATGGCTTTGTCCTTG)

2.10 Synthetische Polynukleotide

Sédmtliche unten genannte Oligonukleotide wurden von Thermo Hybaid, Ulm

synthetisiert.

Name

mTIP39 METCQ

mTIP39 polyA+1

Sequenz 5°-3’ Tn %GC Léange

ATG GAG ACCTGC CAG ATG TCC
AGG AGCCCC

73,4°C  63,3% 30

AGG CGC AGT CGC AGT GCG ACA 73,1°C  69,3% 26
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mTIP39 TATA+30

mTIP39-mitte

drTIP39 gen 5’

drTIP39 gen 3’

TIP39 rerio RACE

TIP39 fugu RACE

TIP39 homo RACE

drTIP39 1(f)

drTIP39 2(r)

drTIP39 3(f)

drTIP39 4(r)

GGCTC

CTG CAC GGT AGG GGG TCC TGT
AGGAGGCTGG

TGT GTT CAG CCT CCG CGC CCC
GGG T

GTC AGA ACA GCA CTA GTC AGA
AGG CTCGCTC

GGG CTT AGG GAA TTG AAT CGA
TTA GCT GCG C

TTG AAT TAA CTA CTA AGA GCT
TCT GCA TAT AGG AGT TGA GCC
ATTT

CTG AAT TAA CCA CCA GAA GTT

TCT GCA TGT AGG AGT TCA GCC A

GCG CAT CCA ACA CCA GCA GCT
TGT GCATGT A

AGT CAA GAG GAA GAA CTA CTC
TGC TAA GAT GGC TTT GTC CTT

TTA CTT TGA ATT AAC TAC TAA
GAG CTT CTG CAT ATA GGA GTT
GAG CCA

TAA CTT GCC TGC AAT TGG TCA
AGA AGA CTCCAAAGGT

GTC AAC AGC TTA CTC TTC TCT
CTA AAC GCA GCG TCA TCT

17

73,9°C

75,9°C

66,2°C

70,0°C

68,8°C

73,9°C

73,7°C

69,8°C

69,2°C

71,0°C

69,9°C

67,7%

72,0%

54,8%

51,6%

34,8%

44,2%

54,8%

42,9%

35,4%

43,2%

46,2%

31

25

31

31

46

43

31

42

48

37

39
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2.11 Geriite

-80°C-Gefrierschrank

Autoklav

Bakterien-Brutschrank

Elektrophoresekammer
Elektrophoresekammer
Elektroporator
Feinwaage

Feinwaage

Heizblock
Hybridisierungsofen
Kippschiittler

Kryotom

Magnetriihrer heizbar

Mikroinjektor
Mikroskop
Netzgerit
pH-Meter

Pipetten-Auszieher

Spektralphotometer
Standzentrifuge
Taumelinkubator
Thermocycler
Tischzentrifuge
UV-Kammer
UV-Tisch

Vortexer

Wasserbad

Forma Scientific, -86C
Freezer

FVSII

TM30/SM30

Model H5

Joule Box™ System
EasyjecT Prima
SBA 32

572-35

Dri-Block” DB-20
AutoBlot"”

Polymax 1040

Jung CM 3000

M35

Microinjector 5242
DM IL

Power Pac 300

pH 526 Multi Cal®
KOPF Modell 720

BioPhotometer
Rotanta 96RC

RS-60 Tube Rotator
Mastercycler gradient
Heraeus Biofuge fresco
GS Gene Linker™

UV Transluminator

Reax 1 Dr
WB7
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Genheimer Kilte-Klima-Technik GmbH,
Hettstadt

Integra Biosciences, Tecnomara
Deutschland GmbH, Fernwalde
Edmund Biihler, Johanna Otto GmbH,
Hechingen

Gibco BRL, Gaithersburg, USA
Stratagene, Heidelberg

EquiBio, UK

Scaltec Instruments, Heiligenstadt
Gottl. Kern & Sohn GmbH, Albstadt
Techne, Cambridge, UK

Bellco Glass Inc., Vineland, NJ, USA
Heidolph, Kehlheim

Leica, Bensheim

Gesellschaft fiir Laborbedarf mbH,
Wiirzburg

Eppendorf, Hamburg

Leica, Bensheim

BioRad, USA

WTW, Weilheim

Zum Ausziehen von Glaskapillaren
(Durchmesser innen 0.58, auflen 1.0 mm).
Eppendorf, Hamburg

Hettich, Tuttlingen

Bio-San

Eppendorf, Hamburg

Kendro Laboratory Products, Osterode
BioRad, Richmond, USA

International Biotechnologies Inc., New
Heaven, Conetticut, USA

Heidolph, Kehlheim

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach
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3 Methoden
3.1 Molekularbiologische Grundlagenmethoden
3.1.1 Vermehrung von Bakterien mittels Ubernachtkultur

Die Ubernachtkultur eignet sich zur Vermehrung von E.coli-Bakterien im
Flissigmedium. Hierzu wurde mit einer Einmal-Impfose von Bakterienplatten eine
Kolonie gepickt oder von einer bei -80°C gefrorenen Glycerinkultur eine Ose voll von
oben abgekratzt und die Impfdse in ein 50ml-Tube getaucht, in dem 10 ml LB-Medium
und 20 pl Ampicillin einer Konzentration von 50 mg/ml vermischt wurden. Die

Kulturflaschchen wurden bei 37°C iiber Nacht mit ca. 200 rpm geschiittelt.

3.1.2 Anlegen einer Glycerinkultur

Um eine Bakterienkolonie fiir mehre Jahre stabil konservieren zu konnen, legt man eine
Glycerinkultur an. Es werden 1000 pl einer Mischung von Kulturmedium und Bakterien
aus einer Ubernachtkultur mit 500 pl 86%igen steril filtrierten Glycerin in einem 1,5ml-
Tube griindlich vermischt. Die Tubes wurden bei -80°C weggefroren und so sind die

Bakterien bei Bedarf iiber mehrere Jahre hin durch Ubernachtkultur wieder vermehrbar.

3.1.3 Isolation von Plasmid-DNA

Fiir die Priparation von Plasmid-DNA aus E.coli-Bakterien wurde der kommerzielle Kit
MiniPrep von Qiagen benutzt. Es wurden 10ml-Ubernachtkulturen bei 3000 rpm fiir 10
Minuten abzentrifugiert, der Uberstand an Nihrmedium wurde verworfen und das Pellet
in 250 pl Puffer P1 resuspendiert. Nach Uberfiihrung in ein 1,5ml-Tube wurde 250 pl
des alkalischen Lysispuffer P2 und 350 ul von Neutralisationspuffer P3 hinzugefiigt,
wodurch die genomische DNA der E.coli-Bakterien bei leichtem Invertieren ausfiel,
hingegen die zirkuldre Plasmid-DNA in Losung blieb. In der Losung blieben des
weiteren Protein-SDS-Komplexe, die zusammen mit der genomischen DNA durch
zehnminiitige Zentrifugation bei 13.000 rpm an den Boden der Tubes pelletiert wurden.
Der Uberstand wurde durch Dekantieren in eine Qiagen MiniPrep-Siule iiberfiihrt.
Diese Sdulen binden pufferabhingig als Anionenaustauscher die geladene Plasmid-
DNA, wodurch Verunreinigungen weggewaschen werden konnen und die hochreine
Plasmid-DNA reeluiert werden kann. Hierzu wurde nach dem Dekantieren zuerst fiir

eine Minute bei 13.000 rpm zentrifugiert, der Durchfluss im Auffang-Tube verworfen,
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mit 750 ul Puffer PE aufgefiillt, nochmals bei 13.000 rpm zentrifugiert, wiederum der
Durchfluss verworfen und nach einminiitiger Trocknungszentrifugation bei 13.000 rpm
die Sdule auf sterile 1,5ml-Tubes iibergesetzt und die Plasmid-DNA durch Zugabe von
50 pl ddH,0 und nochmalige Zentrifugation mit 13.000 rpm eluiert.

3.1.4 Isolation von Total-DNA aus Geweben

Um aus einer Gewebeprobe hochmolekulare DNA zu gewinnen, verwendeten wir einen
Lysispuffer. Die Gewebeprobe und die fiinffache Menge an Lysispuffer wurden in
einem Glashomogenisator vorsichtig verkleinert, bis eine triilbe, homogene Suspension
entstand, die in 1,5ml-Tubes umgefiillt wurde. Diese wurde 3 Stunden bei 80°C
inkubiert, wobei die Tubes alle halbe Stunde invertiert wurden. Nach dem Abkiihlen
wurde ein halbes Volumen an Phenol zugegeben und 15 Minuten auf dem
Taumelschiittler inkubiert. Es folgten die Zugabe der gleichen Menge an Chloroform,
wie vorher an Phenol und ebenso eine 15miniitige Inkubation auf dem Taumelschiittler.
Dann wurde 10 Minuten bei 2.500 rpm zentrifugiert, die wissrige Phase abgezogen und
mit einem gleichen Volumen an Chloroform versetzt wiederum 15 Minuten taumelnd
inkubiert. Nach erneutem Zentrifugieren bei 2.500 rpm wurde erneut die wéssrige Phase
vorsichtig abgezogen, mit einem gleichen Volumen Isopropanol versetzt und gemischt.
Die sichtbar werdende hochmolekulare DNA wurde dann mit einer Glaskapillare, deren
Spitze zu einem Haken zugeschmolzen wurde, herausgefischt, in 70%igem Ethanol
gewaschen und in ein Tube mit einer geeigneten Menge an ddH,O getaucht. Die
Glaskapillare wurde solange in dem Tube belassen, bis die DNA ganz vom Glas gelost
war, in der Regel nach ca. einer Stunde. Dann wurden die Tubes iiber Nacht bei 4°C
inkubiert, so dass sich die DNA restlos 16sen konnte und dann spektralphotometrisch

die Konzentration bestimmt.

3.1.5 Isolation von mRNA aus Geweben

Bei der Gewinnung von RNA aus Geweben ist es wichtig, streng RNase-frei zu arbeiten
und die Verarbeitung direkt nach der Entnahme des vitalen Gewebes zu beginnen, damit
keine der korpereigenen RNasen zu arbeiten beginnen. Wir benutzten zur Total-RNA-
Gewinnung das Trizol“-Reagenz. Hiervon wurden 1 ml mit je 100 mg Gewebe in einem
Glashomogenisator homogenisiert. Nach Sminiitigem Zentrifugieren bei 13.000 rpm

wurde der wissrige Uberstand vorsichtig abgezogen und mit einem gleichen Volumen
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an Chloroform auf dem Taumelschiittler fiir 10 Minuten inkubiert, anschlielend 5
Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert und wiederum die wéssrige Phase abgezogen.
Dieser Schritt wird solange wiederholt, bis die wissrige Phase nicht mehr nach Phenol
riecht. Dann wurde die Total-RNA mit zweifachem Volumen an Isopropanol iiber
Nacht bei -20°C oder bei -80°C fiir mindestens 60 Minuten gefdllt. In der
Kiihlzentrifuge wurde dann 30 Minuten bei 4 °C mit 13.000 rpm zentrifugiert, der
Uberstand abgezogen, mit 70%igem Ethanol das Pellet gewaschen und nochmals fiir 10
Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert. Danach wird das Ethanol vom Pellet abgezogen,
dieses trocknen gelassen und in einer geeigneten Menge ddH,0 geldst. Bei -80°C ist die
RNA lange Zeit stabil. Um nun aus der Total-RNA die reinen mRNAs herauszufiltern,
verwendeten wir den Qiagen-Kit QIApolyA+®. Dieser beruht auf der Tatsache, dass
alle Messenger-RNAs am 3’-Ende einen Polyadenosinschwanz aufweisen. Die im Kit
enthaltenen Sédulchen weisen nun Poly-Thymidin-Strukturen auf, an die die mRNAs
unter bestimmten Milieubedingungen binden. Somit kénnen sie von den restlichen

RNA-Fragmenten getrennt werden, und nachher wieder aus den Séulen eluiert werden.

3.1.6 Restriktionsverdau von DNA

Um zirkuldre Plasmid-DNA zu linearisieren oder um DNA an einer bestimmten Stelle
zu teilen, wurden Restriktionsverdaus durchgefiihrt. Je nachdem, ob ein glattes Ende
(,,blunt ends*) der beiden doppelstringigen DNA-Fragmente oder DNA-Fragmente mit
tiberlappenden Enden (,,sticky ends®) erzeugt werden sollen, konnen verschiedene
Restriktionsendonukleasen zum Einsatz kommen. Dies sind bakterielle Enzyme, die die
Hydrolyse der Doppelstrang-DNA katalysieren. Die zugehdrigen Schnittmuster der
Enzyme, oft werden Pallidrome erkannt, sind im Abschnitt Material dargestellt. Um gut
zu arbeiten, brauchen die Enzyme ein bestimmtes lonenmilieu, was durch zugehorige
Puffer gewihrleistet wird. Diese Puffer werden stets in 10fach konzentrierter Form
geliefert. Die Menge Enzym, die 1 pg DNA in einer Stunde spaltet, wird mit 1 Unit (U)
angegeben. Meist wurden 100pl-Ansdtze verwendet, wobei 70 pl wiéssriger DNA-
Losung und 10 pl Puffer mit 10 pl Enzym in einem 1,5ml-Tube vermischt und im
Wasserbad bei 37°C fiir 2 Stunden verdaut wurden. Die DNA-Menge wurde so gewéhlt,
dass der in den 10 pl Enzym enthaltene Wert an Units mit der DNA-Menge in ug
iibereinstimmt. Zum Stoppen des Verdaus wurde auf 65°C fiir 15 Minuten erhitzt und

somit die Enzyme inaktiviert.
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3.1.7 Féllung von DNA

Fiir die genaue Konzentrationsanpassung an die Vorgaben eines Experiments ist es oft
notig, eine hoher konzentrierte DNA-LOsung einzusetzen, als man durch vorige
Experimente erhalten hatte. Es ist also ndtig, die DNA mit 10% 3M Natriumacetat (pH
5,2) und 200% Ethanol zu fillen. Die Loslichkeit der DNA ist in Anwesenheit der Na+-
Ionen gering, da diese zusitzlich mit der DNA um die Hydrathiillen konkurrieren. Bei

-70°C geniigt eine Inkubation von einer Stunde, bei -20°C muss iiber Nacht inkubiert
werden, ehe das DNA-Prézipitat mit 13.000 rpm fiir 30 Minuten bei 4°C abzentrifugiert
und dann vorsichtig der Uberstand an Ethanol abgezogen werden kann. Daraufhin kann
durch entsprechende Zugabe von ddH,O die DNA-Konzentration in der Losung neu

bestimmt werden.

3.1.8 Phenol/Chloroform-Extraktion zur Reinigung von DNA

Oft ist es notig, DNA nach einem Reaktionsschritt, z.B. nach einem enzymatischen
Verdau, fiir den ndchsten Reaktionsschritt zu reinigen. Ansonsten koénnten die Puffer,
Enzyme oder andere Hilfsstoffe aus dem ersten Schritt, den zweiten behindern. Fiir eine
solche DNA-Reinigung eignet sich die Phenol/Chloroform-Extraktion. Diese basiert auf
dem Phidnomen der Phasentrennung. Es wurde die DNA-L&sung mit einem gleichen
Volumen an Phenol fiir 5 Minuten im Taumelschiittler ausgeschiittelt, hierauf wurden in
einem Zentrifugationsschritt bei 13.000 rpm die Phasen wieder getrennt, die wissrige
Phase, die auch die DNA enthilt, mit einer feinen Pipette vorsichtig abgezogen und in
ein neues 1,5ml-Tube gegeben, die organische Phase, in der sich Enzyme und andere
Verunreinigungen abgesetzt haben, wurde verworfen. Daraufhin wurde ein gleiches
Volumen an Chloroform zugegeben, wieder 5 Minuten im Taumelschiittler
ausgeschiittelt, bei 13.000 rpm zentrifugiert. Wieder wurde die wéssrige Phase
vorsichtig abgezogen und in ein neues Cap umgefiillt, in welchem die DNA nun
gereinigt vorlag. Wenn die Losung noch nach Phenol roch wurde der Chloroform-
Schritt wiederholt. AnschlieBend wurde die Losung wie in 3.1.7 beschrieben mit

Ethanol gefllt.

3.1.9 Konzentrationsbestimmung von DNA

Es wurde die zu bestimmende Losung im Verhéltnis 1:69 mit ddH,O verdiinnt und in

einem Photometer bei einer Wellenldnge von 260 nm die Absorption abgelesen,
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nachdem man vorher das Gerdt mit einer Messung des reinen Verdiinnmediums auf

einen Nullwert der Absorption geeicht hatte.

3.1.10 Ligation von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente zu verbinden ist ein hédufig auftretendes Problem in der
Molekularbiologie. So sollen etwa PCR-Fragmente in einen Vektor eingefiigt werden.
Wir verwendeten hierfiir die T4-Ligase. Dieses Enzym kann vor allem ,,sticky-end*-
DNA-Fragmente zusammenfiigen. Wichtig ist, eines der beiden Fragmente vor der
Ligation zu dephosphorylisieren. Fiir die Reaktion wurde ein Ansatz von 10 pl
verwendet, wobei 1 pul T4-Ligase, 1 pul 10x Ligase-Puffer, je 200 ng der beiden DNA-
Fragmente und ddH,O auf 10 pl Gesamtvolumen eingesetzt wurden. Die Ligation fand
bei konstant 16°C iiber Nacht im Thermocycler statt. Beendet wurde die Reaktion durch

Erhitzen des Ansatzes auf 65°C fiir 15 Minuten.

3.1.11 Transformation von Plasmiden in Bakterienzellen

Von dem Ansatz der Ligation kamen 2 pl zum Einsatz. Diese wurden zu einem auf Eis
aufgetauten Aliquot elektrokompetenter XL1-Blue Zellen pipettiert, 2 Minuten auf Eis
inkubiert und in eine ebenso auf Eis vorgekiihltes Kiivette (Wand-zu-Wand-Dicke 2
mm) gefiillt. Es folgte ein 5 ms langer Spannungsstoss von 1500 V im Elektroporator.
Unmittelbar danach wurde 1 ml SOC-Medium hinzupipettiert und das Ganze in einem
1,5ml-Cap fiir eine Stunde bei 37°C geschiittelt. Darauthin wurden 50 pl hiervon auf
einer geeigneten Selektionskulturplatte (enthilt ein Antibiotikum, fiir das es im Vektor
eine Resistenz gibt) ausgestrichen und iiber Nacht wachsen gelassen. Alle
vorgefundenen Kolonien enthielten das Plasmid, da sie sonst wegen des Antibiotikums

in den Platten nicht hitten wachsen konnen.

3.1.12 Vermehrung von DNA-Fragmenten mittels der Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine der wichtigsten Standardmethoden der
Molekularbiologie und wurde 1984 von Kary Mullis entwickelt. Sie ermdglicht es, eine
bekannte DNA-Sequenz ausgehend von einer Matrize (z.B. genomischer DNA)
exponentiell zu vervielfiltigen. Es wird die Matrizen-DNA (auch Template-DNA
genannt) durch Erhitzen auf eine Denaturierungstemperatur von 96°C in die beiden

komplementdren Stringe geteilt, nach einer Abkiihlung auf eine Annealingtemperatur
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von 50°C — 65°C wird ein Gemisch aus zwei einzelstringigen, synthetischen
Oligonukleotiden, die zum 5’-Ende bzw. 3’-Ende der Zielsequenz komplementér sind
(sog. Primer) zugefiigt. Diese hybridisieren an die komplementire Sequenz in der
Matrize. Eine zugegebene DNA-Polymerase fédngt nach Aufwidrmen auf eine
Elongationstemperatur von 72°C an, die Einzelstringe ausgehend von diesen Hybriden
vom 5’- zum 3’-Ende wieder zu Doppelstrangen zu vervollstindigen. Hier beginnt der
zweite Durchgang mit erneutem Aufwirmen auf 96°C und Trennen der nun bereits zwei
Exemplare der Doppelstrang-DNA. Die theoretische Anzahl der Kopien von 2"
Exemplaren nach n Zyklen wird praktisch allerdings nur zu ca. 70% erreicht. Der
Durchbruch der Methode gelang, als man eine hitzestabile DNA-Polymerase entdeckte
und somit nicht mehr nach jedem Zyklus die Polymerase neu hinzugefiigt werden
musste.

Die in unseren Experimenten verwendeten Primer wurden von der Firma Thermo
Hybaid, Ulm synthetisiert, bei der Langenwahl (BZ) richteten wir uns nach dem GC-
Gehalt (%GC) der Primer und nach der errechneten Schmelztemperatur (T,) dieser

Primer, die nach der Formel

T=67,5+0,34x(%GC)x ?3—925

errechnet wurde. Die Annealingtemperatur sollte ca. 5°C unter der Schmelztemperatur
der Primer liegen. Es wurden die DNA-Polymerasen HotStar Taqg DNA Polymerase der
Firma Qiagen und die Herculase der Firma Stratagene verwendet, wobei die Herculase
bei der Klonierung von langen Zielsequenzen zum Einsatz kam, wenn die Zahl der
falsch eingebauten Nukleotide mdglichst gering gehalten werden sollte. Wurde die PCR
jedoch eingesetzt, um lediglich das Vorhandensein der Zielsequenz in der eingesetzten
Matrizen-DNA nachzuweisen, geniigte auch die Genauigkeit der Tag-Polymerase.
Beachtet werden muss, ob das verwendete Enzym bereits beim Zupipettieren zu
arbeiten beginnt, oder ob dafiir eine bestimmte Temperatur fiir eine bestimmte Zeit
erforderlich ist (sog. hot start). Die Reaktionen wurden in 200ul-Tubes durchgefiihrt,
deren geringe Wanddicke eine gute Warmeiibertragung vom Metallblock des Cyclers
ermdglichte. Es wurden 5 ul Puffer, 1 pl ANTP-Mix (10 mmol/ je 2,5mmol), 1 ug
DNA-Template, 6 pl Primermix (1:1 Mix aus dem 5'- und 3’-Primer, jeweils 10nmol),
1 pl Enzym und ddH»O auf 50 pl Gesamtvolumen zusammenpipettiert. Das verwendete
Programm fiir den Thermocycler gestaltete sich folgendermaB3en: Nach dem initialen

Denaturierungsschritt von 96°C fiir 45 Sekunden folgte ein Annealingschritt bei der
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errechneten Temperatur fiir weitere 45 Sekunden und dann ein Elongationsschritt bei
72°C fiir eine Zeit, die von der Lange der Zielsequenz abhidngt. Die DNA-Polymerasen
schaffen es, in 2 Minuten ca. 1000 Basen zu polymerisieren. Diese drei Schritte wurden
nun etwa 25-40 mal wiederholt, worauf ein terminaler Elongationsschritt bei 72°C
folgte, in welchem die restlichen DNA-Fragmente noch ergénzt werden konnten. Bei
schlechter Ausbeute der PCR kénnen an der Mg’ -Konzentration, den Temperaturen,
der Elongationszeit und der eingesetzten DNA-Matrizen-Menge Abéinderungen

vorgenommen werden.

3.1.13 Gelelektrophorese mit Agarosegelen und Isolation von DNA-Banden

Zur Auftrennung von einem DNA-Gemisch in seine verschiedenen Fragmente
verwendet man die Methode der Gelelektrophorese. Hierbei wird die negativ geladene
DNA in einem Gel, das aus Agarose besteht, welche ein feinporiges Gitterwerk bildet,
in einem elektrischen Feld, nach der Grofe und Ladung der Fragmente aufgetrennt. Da
jedoch auch die Ladung mit der GroBe korreliert, erhdlt man so eine Auftrennung,
wobei die kleinsten Fragmente die weiteste, die groften die am wenigsten weite
Laufstrecke im Gel zurilicklegen. Darstellbar werden die Banden durch Zugabe von
Ethidiumbromid, welches sich an die DNA bindet und im UV-Licht fluoresziert. Um
die Bandenlingen bestimmen zu koOnnen, Ildsst man parallel zur DNA
Molekulargewichtsmarker mitlaufen und kann aus der Position der DNA-Banden zu
den Banden der Molekulargewichtsmarker auf die GroBe der DNA-Fragmente
schliefen.

Fiir unsere Zwecke eignete sich das Minigel-System der Firma Stratagene (Heidelberg),
wobei Gele entstehen, die einen Laufweg von bis zu 5 cm bieten, ein Taschenvolumen
von bis zu 20 pl aufweisen und bei einer Spannung von 50 oder 100 V gearbeitet
werden kann. Fiir 1%ige Minigele wurden 100 ml Joule-Box-Puffer mit 1 g Agarose
unter Riithren aufgekocht, dann auf ca. 70°C abkiihlen gelassen und 3 pl
Ethidiumbromid zugegeben. Bei 65°C wurden die Gele gegossen abkiihlen gelassen,
vorsichtig die Kdmme gezogen und leicht mit Joule-Box-Puffer {iberschichtet, um eine
Austrocknung zu verhindern. Im Kiihlschrank gelagert waren die Gele einige Tage
haltbar. Die zu untersuchenden DNA-Gemische wurden mit einem Fiinftel des
Volumens mit 6x Orange G versetzt, um den Verlauf der Banden ohne UV-Licht

verfolgen zu konnen. Bei 100V wurde solange laufengelassen, bis die Spuren etwa 2/3
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des Gels durchlaufen hatten. Auf dem UV-Tisch konnten nun die DNA-Banden sichtbar
gemacht werden und photografisch festgehalten werden.

Interessiert man sich fiir ein bestimmtes DNA-Fragment, ist es moglich, dieses aus dem
Gel zu extrahieren. Hierfiir haben wir die Bande mit sterilen Einmalskalpellen
ausgeschnitten, wobei moglichst wenig DNA-freies Gel mit ausgeschnitten werden
sollte, um die Konzentration nicht zu sehr zu senken. Dieses Gelstiickchen wurde in ein
Extraktions-Tube der Firma Millipore gegeben und bei 7.500 rpm und Raumtemperatur
zentrifugiert. Die hierbei gewonnene DNA war direkt fiir Ligationen, zur Sequenzierung

oder Klonierung zu verwenden.

3.1.14 Klonierung von PCR-Fragmenten in den pCRII-TOPO-Vektor

Fir Klonierungen von PCR-Fragmenten in einen Vektor wurde ein System von
Invitrogen benutzt, welches den pCRII-TOPO-Vektor verwendet. Dieses Kit bentitzt
den Uberhang einer Purinbase Adenosin, der bei PCRs mit der Taq-Polymerase
entsteht, fiir den Einbau des Fragments in den Vektor(Abb. 5). Durch eine SP6-
Promotor-Region 5’-seitig und eine T7-Promotor-Region 3’-seitig vom eingebauten
PCR-Fragment, eignet sich der Vektor besonders fiir die Synthese von RNA-Sonden,
wie in 3.2.2 beschrieben. Der Vektor weist ferner diverse mogliche Schnittstellen fiir
viele gebrduchliche Restriktionsendonukleasen, sowie eine Ampicillin-Resistenz auf,
die wir fiir alle Selektionsvorgénge benutzten.

Es wurden 2 pl des mit der DNA-Extraktion aus dem Gel gewonnenen PCR-Fragments,
sowie 0,5 ul Salt-Solution, 2 pl ddH,O und 0,5 pl des pCRII-TOPO-Vektors zu einer
Klonierungsreaktion zusammenpipettiert und bei RT fiir 5 Minuten inkubiert, danach
auf Eis gestellt. Derweil wurde ebenfalls auf Eis ein One Shot"E.coli-Aliquot aufgetaut.
Nun wurden 2 pl der Klonierungsreaktion in das One Shot“E.coli-Aliquot gegeben,
griindlich vermischt und auf Eis fiir 30 Minuten inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock fiir
die Zellen bei 42°C ohne dabei zu schiitteln. Nach Zugabe von 250 pul SOC-Medium
und Uberfiihrung in ein 15ml-Tube wurde der Ansatz fiir eine Stunde bei 37°C
schiittelnd inkubiert. Es wurden dann 50 pl der Losung sowie der Rest der Reaktion auf
je einer LB-Amp-X-Gal-Platte ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C wachsen
gelassen, woraufhin 6-10 ,,bliitenweille* Kolonien gepickt wurden, welche nun mittels
Ubernachtkultur (3.1.1) zur Anlage einer Glycerinkultur (3.1.2) herangezogen werden
konnten. Der Erfolg der Klonierung wurde durch eine kommerzielle Sequenzierung
kontrolliert und ermittelt, in welcher Orientierung das Fragment eingebaut wurde.
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lacZa ATG

M13 Reverse Primer | Sp6 Promoter l
CAG GAA ACA GCT ATG ACL ATG ATT ACG CCA AGC TRT TTA GGT GAC ACT ATA GAA
GTC CTT TGT CGA TAC TG TAC TAA TGC GGT TCG ATA AAT CCA CTG TGA TAT C[TT

Nsi | Hind 1l Kpn | Sac| BamH | Spel

TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA GTA ACG GCC
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG

BstX| EcoRI EcoR | EcoR V
GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CG GGC GAA TTC TGC AGA TAT
CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG CANUMAMUMANSIAI Tc CCG CTT ARG ACG TCT ATA
BstX | Not | Xho | Nsi | Xba | Apal

CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG|CCC TAT
GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC [GGG ATA

T7 Promoter M13 (-20) Forward Primer
AGT GAG TCG TAT TAIC AAT TCA [CTG GCC GTC GTT TTA CRA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT GIT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

— _/

pCR®II—TOPO@%

Sp6 Promotor: Basenpaare 239-256

Multiple Cloning Site: Basenpaare 269-383
T7 Promotor: Basenpaare 406-425
Ampicillin Resistenz: Basenpaare 2173-3033

Komponenten:

Abb. 5: Vektorkarte des pCR®II-TOPO Vektors mit Multiple Cloning Site. Man
sieht die Promotorregionen fiir die SP6- und T7-RNA-Polymerase, sowie die Thymidin-Uberhénge, die
das PCR-Produkt mit Adenosin-Uberhiingen integrieren. Daneben finden sich die verschiedenen
Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen (Bildquelle Invitrogen).
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3.1.15 Sequenzvergleiche mittels Computer-Programmen im world wide web

Fiir Sequenzvergleiche zwischen verschiedenen Spezies, die Suche nach bestimmten

Sequenzen, die Untersuchung der Exon/Intron-Struktur eines Gens und fiir notige

Sequenzbearbeitungen bei der

verwendet:

Adresse

www.firstmarket.com/cutter/cut2.html

http://us.expasy.org/tools/dna.html

www.ebi.ac.uk/clustalw/

www.bioinformatics.org/sms/

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi

www.ensembl.org/Danio_rerio/blastview

Primerbestellung wurden folgende Programme

Funktion

Simulation der Funktion von Restrik-
tionsenzymen an DNA-Sequenzen
Translatiert cDNA in Proteinsequenzen
Vergleich von mehreren Sequenzen auf
Ubereinstimmungen

Umschreiben einer DNA-Sequenz in ihre
reverse und komplementdre Folge
Suche nach Sequenzfragmenten in
Datenbanken genomischer Sequenzen
Sequenzsuche/Pubmed

Suche nach Sequenzfragmenten in

Datenbanken genomischer Sequenzen des
Zebrafisch
www.thermohybaid.de/cqi-bin/oligos-

new/order.py
www.calliphora.de/mb_links

Primer-Kalkulation und gleichzeitige

Online-Bestellung

diverse molekularbiologische Links

3.2 In-situ Hybridisierung
3.2.1 Ziel der Methode

Bei der in-situ Hybridisierung handelt es sich um eine Methode, bei der man versucht,
die Transkription eines bestimmten Gens zu untersuchen. Es wird eine Sonde, die
komplementdr zur Messenger-RNA (mRNA) des Gens ist, in einem flir die
Hybridisierung geeigneten Milieu mit Proben des zu untersuchenden Gewebes, sei es
auf Objekttragern oder in ReaktionsgefdBen mit kleinen ,Whole-mount“-Praparaten,
zusammengebracht. Liegt nun in dem Gewebe mRNA des zu untersuchenden Gens vor,

wurde das Gen also zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme gerade transkribiert, so kann
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die Sonde an die mRNA binden, ein so genanntes Hybrid bilden. Darauthin wird die
iiberschiissige Sonde, die nicht gebunden hat, abgewaschen und im Weiteren die Orte

der Transkription mittels eines Detektionssystems der Hybride bestimmt.

3.2.2 Herstellung einer geeigneten Digoxigenin-markierten RNA-Sonde

Es wurde die E.coli-Kultur mit dem Vektor, in dem die cDNA des Gens enthalten ist,
gegen dessen mRNA die Sonde gerichtet sein soll, durch Ubernachtkultur (3.1.1)
vermehrt, mittels MiniPrep der Vektor aus den Bakterien isoliert (3.1.3) und die
zirkuldre Vektor-DNA mit einem geeigneten Restriktionsenzym geschnitten (3.1.6).
Hierbei musste beachtet werden, ob die cDNA in 5’-3’-Richtung oder umgekehrt in den
Vektor eingebaut wurde. Damit wurde die Promotor-Region bestimmt, von der aus
abgelesen die Sonde die richtige Orientierung erhielt. Das Restriktionsenzym wurde
daraufhin aus den moglichen Schnittstellen jenseits des Fragments ausgewéhlt (siehe
auch Abb. 5). Fiir RNA-Polymerisation mit der SP6-Polymerase verwendeten wir Notl,
fiir solche mit der T7-Polymerase HindIIl. Die linearisierte Vektor-DNA wurde nun fiir
die RNA-Synthese-Reaktion mittels Phenol/Chloroform-Extraktion (3.1.8) gereinigt.
Nach Féllung der DNA (3.1.7) wurde sie in 20 pul RNase freiem ddH,O geldst. Fiir die
nachfolgende Synthese-Reaktion, bei der die entstthende RNA mit Digoxigenin
markiert wurde, verwendeten wir den ,,Dig RNA Labeling Kit“ der Firma Roche.
Dieses Kit verwendet RNA-Polymerasen, die als Startregion einen SP6- oder T7-
Promotor benutzen. Als Nukleotide werden den Polymerasen die iiblichen vier
Nukleotide angeboten, wobei bei den UTPs ein Anteil von 35% mit Digoxigenin
markiert ist. Es wurden 1 pg linearisierter Template-DNA mit RNase freiem ddH,O auf
13 pl aufgefiillt, 2 pul NTP labeling mixture, 2 pl Transkription buffer, 1 pul RNase
inhibitor und 2 pul RNA Polymerase T7 oder SP6, je nach vorher bestimmter
Promotorregion, auf Eis pipettiert. Nach kurzem Mischen und kurzem Abzentrifugieren
wurde bei 37°C fiir 2 Stunden inkubiert und anschlieBend die Ausbeute mittels

photometrischer Messung (3.1.9) bestimmt.

3.2.3 Dot Blot zur Abschitzung des Firbepotentials der Sonden

Da die Stirke der Féarbung mit diesen Sonden nicht nur proportional zur eingesetzten
Sondenmenge ist, sondern auch vom UTP-Gehalt der Sondensequenz abhéngt, wurde in

einer Verdiinnungsreihe der Féarbegrad sowohl der Antisense-Sonde bestimmt, die die
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Transkription nachweisen soll, als auch der Sense-Sonde, die eine Kontrolle darstellt.
Fiir die Experimente konnte dann ein entsprechender Abgleich der eingesetzten
Sondenmenge bei den Experimenten vorgenommen werden und somit ausgeschlossen
werden, dass das stdrkere Signal bei der Antisense-Sonde nur auf deren hoheres
Férbepotential der Sonde beruht. Hierfiir wurden fiir die Antisense-Sonde, die Sense-
Sonde und eine Kontrolle aus dem ,,Dig RNA Labeling Kit“ der Firma Roche
Verdiinnungsreihen pipettiert, wobei mit RNA Delution Buffer verdiinnt wurde und
Endkonzentrationen von 1 ng/ul, 10 pg/ul, 3 pg/ul und 1 pg/ul entstanden. Hiervon
wurde je 1 pl auf eine Nylonmembran aufgebracht und durch Crosslinking in der UV-
Kammer fixiert. Die Detektion der Spots erfolgte auf dieselbe Weise wie bei den
Objekttragern der in-situ Hybridisierung, entspricht also dem Ablauf ab dem zweiten
Tag (3.2.6).

3.2.4 Herstellung von Gefrierschnittpriparaten

Fir die in-situ Hybridisierungen an Méusehirnen wahlten wir die Verwendung von
Gefrierschnittpriparaten. Diese sind einfach herzustellen und die Erhaltung der RNA ist
trotzdem sichergestellt. Mit einem nuchalen Skalpellschnitt wurde die Entnahme der
Hirne aus den Mausen begonnen, die gerade erst gestorben sein durften. Vom Foramen
magnum ausgehend wurde mit einer scharfen Schere unter langsamen Vorschieben der
Spitze die Schédelkalotte in einer sagittalen, von okzipital nach frontal gerichteten
Schnittfiihrung gespalten, dann das gesamte Hirn vorsichtig mit einer Pinzette
angehoben und die Hirnnerven durchtrennt. Sodann wurde unter der Medulla oblongata
das Riickenmark durchtrennt, das nun freipréparierte Mausehirn in eisgekiihltem 1xPBS
gewaschen und durch Uberstduben mit einem Puder aus zerstoBenem Trockeneis
gefroren. Diese Art des Einfrierens gewéhrleistet ein rasches, aber weniger harsches
Einfrieren, als das Einfrieren in fliissigem Stickstoff. In Alufolie verpackt erfolgte die
Lagerung im -80°C-Schrank. Die so gewonnenen Hirnpridparate wurden an einem
Kryotom des Geritetyps Jung CM 3000 von der Firma Leica (Bensheim/Deutschland)
mit einer Schichtdicke von 10 um geschnitten. Hierbei verwendeten wir Temperaturen
von -30°C fiir die Raumluft und den Schneidblock des Kryotoms. Die so entstandenen
Schnitte wurden vom Schneidblock auf SuperFrost®-Objekttriger der Firma Menzel-
Glaser tibertragen und mit einem warmen Finger unter dem Objekttrager glatt gezogen.

Sodann wurden die Schnitte sofort wieder bei -80°C eingefroren.
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3.2.5 Hybridisierung der RNA-Sonde mit der komplementiren mRNA

Die Schritte, bis die RNA-Sonde an die mRNA hybridisiert hatte, bestimmten den
ersten Tag einer in-situ Hybridisierung. Dieser gesamte Tag muss unter strenger RNase-
Freiheit erfolgen, d.h. auch alle verwendeten Losungen mussten nach dem ansetzen
autoklaviert und steril filtriert werden. Wenn nicht anders angegeben erfolgten die
Inkubationen bei Raumtemperatur. In eisgekiihltem, frisch angesetzten 4%PFA wurden
die Schnitte in einer Kiivette 10 Minuten fixiert. Fiir dreiig Minuten wurde in 30%iger
Sacharose-Losung entwéssert. Hierauf folgten zwei Waschschritte mit 1xPBS in
Kiivetten auf einem Taumelinkubator fiir jeweils 5 Minuten. Nach zweimaliger
Inkubation mit frisch angesetztem Glycinpuffer fiir jeweils 5 Minuten, wurden die
Schnitte in Triton-X-Puffer fiir 15 Minuten inkubiert. Nach zwei weiteren
Waschschritten mit 1xPBS von je 5 Minuten, wurden die Schnitte mit 2%PFA fiir 5
Minuten refixiert. Es folgte eine Acetylierung in Postfixationslosung iiber 10 Minuten.
Nun wurden die Schnitte in eine feuchte Kammer {berfiihrt und mit
Prahybridisierungslosung {iberschichtet, mit Parafilm gegen Austrocknung abgedeckt
und eine Stunde lang bei 37°C im Hybridisierungsofen inkubiert. Danach erfolgte iiber
Nacht bei 37°C im Hybridisierungsofen die eigentliche Hybridisierung, fiir welche die
Schnitte mit Hybridisierungslosung iiberschichtet und wiederum mit Parafilm abgedeckt
wurden. Der Losung wurden zuvor frische sssSS-DNA fiir eine Endkonzentration von
0,1 mg/ml und die RNA-Sonde in einer dem Dot Blot entnommenen Konzentration
zugesetzt. Die Sonde und die sssSS-DNA waren vorher in 1 pl Hybridisierungslosung

durch Erwéirmen auf 95°C fir 5 Minuten denaturiert worden.

3.2.6 Detektion der Digoxigenin-Markierung

Die folgenden Schritte entsprechen dem zweiten Tag, an dem nun nicht mehr RNase-
frei gearbeitet werden muss. Zuerst wurde die iiberschiissige RNA-Sonde in vielen
Waschschritten entfernt, wozu je dreimal 10 Minuten mit 4xSSC und 2xSSC, je 10
Minuten mit 0,1xSSC und 0,05xSSC und 5 Minuten mit TBS auf dem Kippschiittler
gewaschen wurde. Die Waschlosungen waren vorher auf 37°C angewédrmt worden. Es
folgte eine Absittigung unspezifischer Bindungsstellen, damit der Anti-DIG-Ak auch
nur an das Digoxigenin der Sonden und nicht unspezifisch bindet. Fiir diesen Zweck
wurde 30 Minuten bei Raumtemperatur mit Abséttigungslosung inkubiert. Die

Antikorperbindungsreaktion fand fiir zwei Stunden bei 37°C in einer feuchten Kammer
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statt. Die Schnitte wurden mit Abséttigungslosung iiberschichtet, der Anti-DIG-Ak im
Verhiltnis 1:5000 zugesetzt war. Es folgten zwei weitere Abséttigungsschritte von je 10
Minuten mit Abséttigungslosung, dann zehnminiitiges Waschen in PBS auf dem
Kipptisch, sodann wurden die Schnitte mit Detektionspuffer 5 Minuten lang fiir die
Farbreaktion vorinkubiert und schlieBlich mit Farblosung iiberschichtet, die Levamisol
zur Inaktivierung unspezifischer Alkalischer Phosphatasen enthielt. Die Farblosung
kann mehrmals gewechselt werden, bis sich nach ca. einer Stunde eine deutliche
Féarbung zeigt und mit Wasser abgestoppt wird. Man kann auch die Verdiinnung der
Sonde sehr gering wihlen (z. B. 3pg/ul, je nach Dot Blot) und liber Nacht farben lassen.
Nach dem Abstoppen wurden die Schnitte mit einem wasserloslichen Eindeckmittel und
einem Deckgldschen zur Aufbewahrung vorbereitet. Die Farbe ist so fiir einige Wochen

stabil und die Ergebnisse in diesem Intervall dokumentierbar.

3.3 Reverse-Transkriptase-PCR
3.3.1 Ziel der Methode

Mit der Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR) kann man qualitativ die Transkription
eines bestimmten Gens in einem bestimmten Gewebe nachweisen. Allerdings ist der
Grad der Aktivierung dieses Gens quantitativ nur unzureichend moglich, da die PCR
nicht streng exponentiell verlduft. Es ist also eine Methode, die orientierend nach Orten
im Organismus oder nach Stadien innerhalb der Entwicklung sucht, an oder in denen
ein bestimmtes Gen, da es hier aktiviert wird, eine Rolle spielen konnte. Es darf aber
auch nicht vergessen werden, dass somit nur ein Transkiptionsnachweis gelingt, ob die
mRNA aber auch translatiert und es wirklich zu einer Expression des Proteins kommt
ist daraus nicht nachzuweisen, allerdings sehr wahrscheinlich. Ausgehend von dem
Isolat an mRNA eines Gewebes wird mittels des Enzyms Reverse Transkriptase, das
auch in Retroviren vorkommt, ein Gemisch von verschiedensten c¢cDNAs der
zugehorigen mRNAs synthetisiert. Ab diesem Schritt erfolgt eine normale PCR mit den
Primern, die fiir das Gen von Interesse entworfen wurden. Wenn nun die entsprechende
mRNA in dem Gewebe vorhanden war, das Gen also transkribiert wurde, so hat die
Reverse Transkriptase diese in cDNA umgeschrieben und die zugefiigten Primer finden
ein Template, von dem ausgehend sie die Gensequenz exponentiell vervielféltigen
konnen. Es zeigt sich also bei der Gelelektrophorese eine Bande auf der Hohe der Lénge

des von den Primern iiberspannten mRNA-Abschnitts. Liegen in dem Gen Introns vor,
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so ist die Bandenldnge um diese kiirzer, als die Lénge, die man bei Zugrundelage der

genomischen Sequenz errechnet hatte.

3.3.2 Durchfithrung

Fiir unsere RT-PCR-Experimente haben wir Primer entworfen, die wir aus den im world
wide web verdffentlichten Sequenzen fiir das TIP39 von Maus und Zebrafisch abgeleitet
hatten. Wichtig ist beim Pipettieren auf strenge RNase-Freiheit zu achten, sowie ziigig
und auf Eis zu arbeiten. Als Template fiir die Reaktionen haben wir 250 ng poly-A+-
RNA (isoliert geméB 3.1.5) in 10 ul ddH,O vorgelegt. Als Kontrollen eignen sich Total-
DNA, hier erwartet man ein Fragment, das um eventuelle Introns lénger ist, sowie eine
Negativkontrolle ohne Template. Es wurden 3 pl Primer-Mix, der aus gleichen Teilen
,upper strand““-Primer und ,,Jower strand“-Primer (je 10 nMol) bestand, gegeben und
dann 12pl Mastermix hinzu pipettiert, bestehend aus 5 ul 5xBuffer, 5 pul Q-Solution, 1
ul dNTP-Mix und 1 pl Qiagen OneStep RT-PCR Enzym-Mix. Nach kurzem
Abzentrifugieren auf den Boden der 0,2ml-Tubes wurden die Proben in den
Thermocycler gestellt. Das Programm sah folgendermaBen aus: Zuerst wurde 30
Minuten auf 50°C erhitzt, eine Temperatur bei der die im Enzym-Mix enthaltene
Reverse Transkriptase arbeitet, dann 15 Minuten auf 95°C um die Reverse
Transkriptase zu inaktivieren. Es folgten die 35 PCR-Reaktionszyklen: 1 Minute
denaturieren bei 94°C, 1 Minute Annealing-Reaktion bei 60°C und 2 Minuten
Elongation bei 72°C. Nach einem terminalen Elongationsschritt von 10 Minuten bei
72°C wurden die Proben bei 10°C gekiihlt und die entsprechenden Ergebnisse durch
Auftragung auf ein Mini-Gel sichtbar gemacht.

3.3.3 Steigerung der Aussagekraft mittels f-Aktin-Kontrolle

Um den Grad der Aktivitit eines Gens in einem Gewebe/Organismus zu einem
bestimmten Zeitpunkt zu bestimmen, also einen quantitativen Nachweis der
zugehorigen mRNA zu liefern, bedarf es einer semiquantitativen RT-PCR, bei der
bestimmt wird, zu welchem Zeitpunkt der Reaktionszyklen die DNA-Vervielfiltigung
linear verlduft. Unter diesen Bedingungen kann man die Konzentration der mRNA des
zu untersuchenden Gens relativ zu der eines Markergens angeben. Es kommt hierfiir
zum Beispiel das B-Aktin in Frage, da von diesem bekannt ist, das dessen Expression

iiber die verschiedenen Gewebe und verschiedenen Zeitpunkte sehr konstant ist. Wir

33



Methoden

haben lediglich zu unseren Proben eine f-Aktin-Kontrolle mitlaufen gelassen, was uns
zwar keine echte quantitativen Ergebnisse lieferte, aber dennoch einen Anhaltspunkt
gab, zu welchem Zeitpunkt der Entwicklung des Zebrafisches unser Marker TIP39 stark
transkribiert wird. Zur genauen quantitativen Bestimmung wiirde es einer Real-Time-

PCR bediirfen.

3.4 RACE-PCR
3.4.1 Hintergrund der Methode

Die RACE-PCR (Rapid Amplification of cDNA Ends) wird verwendet, um aus
bekannten Fragmenten einer ¢cDNA die Gesamtsequenz dieser ¢cDNA zu finden.”’
Identifiziert man beispielshalber in Datenbanken ein kurzes Stiick der gesuchten cDNA
eines Organismus, in dem die Sequenz der Gesamt-cDNA noch unbekannt ist, kann
man mittels reiner PCR diese nicht klonieren, da kein Primer fiir die noch unbekannten
3’- bzw. 5’-Enden designd werden kann. Zum anderen sind die 5’Enden dieser durch
Reverse Transkriptase aus mRNA entstandenen cDNAs of nicht vollstindig
abgeschrieben. Wir benutzten den SMART™ PCR cDNA Synthesis Kit der Firma BD
Biosciences Clontech, einen Kit der besonders geeignet ist, wenn die Ausgangsmenge
an poly-A+-RNA gering ist™. In einer ersten Reaktion, der Erststrangsynthese, wird die
mRNA mit einer Reversen Transskriptase vom 3’Ende aus, wo Poly-T-Primer (CDS
Primer IIA) am Poly-A+ Ende hybridisieren. Am 5’Ende der mRNA angelangt
synthetisiert diese besondere Reverse Transkriptase noch einige Desoxycytosine an
(,,dC tailing®). Die wiederum von einem Poly-G-Primer (SMART III Oligonukleotide)
erkannt werden. Hier kommt es zu einem Template-Wechsel der Reversen
Transkriptase und diese repliziert nun zum Ende der Oligonukleotide hin. Eine
Einzelstrang cDNA ist somit entstanden, die die vollstindige cDNA und eine Sequenz
komplementir zu den SMART III Oligonukleotiden enthdlt. Diese Sequenz und die
SMART Sequenz des oligo(dT) Primers dient als universelle ,,Priming site* fiir die
folgende PCR Amplifikation (sieche Abb. 6).
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Abb. 6: Prinzip der RACE-PCR mit der SMART-Technologie. In der ersten Zeile ist die
PolyA+-mRNA zu sehen, an dessen PolyA-Schwanz sich die CDS-Primer mit ihrer PolyT-Struktur
hybridisieren. Es folgt die Replikation durch die Reverse Transkriptase (RT). Am Ende der mRNA wird
ein desoxyCytosin (dC) Schwanz angehéngt, an den die SMART III Oligonukleotide hybridisieren. Hier
erfolgen der Template-Wechsel der RT und die Replikation der Oligonukleotid-Sequenz. Der Schritt
darunter zeigt die anschlieBende PCR-Reaktion mit einem genspezifischen Primer, wodurch Doppelstrang
cDNA entsteht.

3.4.2 Durchfithrung und Optimierung

Zur Erststrang Synthese wurden 0,5 pg Poly A+-RNA, 1 ul CDS Primer 11 A, 1 pl
SMART III Oligonukleotide und ddH,O auf 5 pl vermischt und kurz abzentrifugiert.
Nach Inkubation bei 72°C fiir 2 min. wurde die Probe 2 min. auf Eis gestellt und dann 2
ul 5x First-Strand-Buffer, 1 pl DDT, 1 pl ANTP Mix und 1 pl PowerSkript RT
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hinzugefiigt. Einer kurzen Zentrifugation folgt eine Inkubation bei 42°C fiir 1 h. Danach
kann der Erststrang bei -20°C gelagert werden.

Die anschlieBende PCR wurde wie folgt durchgefiihrt: Es wurden 2,0 pl Erststrang-
cDNA-Losung, 80 pl H,0, 10 ul 10x cDNA-PCR-Puffer, 2 pl dNTP Mix, 2 ul

genspezifische PCR-Primer (10 uM), 2 pl CDS III/3°- PCR-Primer und 2 pl 50x
Advantage-cDNA-Polymerase-Mix zusammen pipettiert. Mit folgendem Schema wurde

der Thermocycler programmiert:

5 Zyklen Denaturierung 94°C 5 sec.
Annealing 72°C 180 sec.

5 Zyklen Denaturierung 94°C 5 sec.
Annealing 70°C 10 sec.
Extension 72°C 180 sec.

25 Zyklen = Denaturierung 94°C 5 sec.
Annealing 68°C 10 sec.
Final Extension 72°C 180 sec.

Jeweils 5 pl des PCR-Produktes wurden auf einem Agarosegel aufgetragen und

interessante Banden ausgeschnitten, TOPO-kloniert und zum Sequenzieren geschickt.

3.5 Genomische Analyse mittels Southern Blot
3.5.1 Ziel und Hintergrund der Methode

Der Southern Blot, so benannt nach seinem Erfinder Ed Southern, ist ein etabliertes
Verfahren in der Molekularbiologie, mit Hilfe dessen z.B. wichtige Erkenntnisse iiber
die Exon/Intron-Struktur der Gene gewonnen wurden. Polynukleotid-Sonden, die gegen
eine bestimmte Sequenz des zu untersuchenden Gens gerichtet sind, hybridisieren mit
der fragmentierten DNA des Zielorganismus, die vorher mittels Gelelektrophorese
aufgetrennt und auf einer Nylonmembran fixiert wurde (,,geblottet™). Erkennt die Sonde
ihre Sequenz ergibt sich nach der Detektion der Sonde ein Signal an der betreffenden
Stelle. Der Southern Blot stellt somit eine Untersuchungsmdglichkeit der DNA eines
Organismus beziiglich eines Genes dar. Er beantwortet Fragen nach mdglichen Introns
oder, ob das Gen in nur einer Kopie im Genom des Organismus vorkommt (,,single
copy gen“) oder in mehreren Kopien vorliegt. Da wir genomische DNA verwendeten,

handelte es sich bei uns um einen so genannten genomischen Southern Blot.
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3.5.2 Vorbereitung der genomischen DNA

Es wurde die wie in 3.1.4 beschrieben gewonnene genomische DNA mittels eines
Restriktionsverdaus (3.1.6)in kleine Fragmente geteilt. Hierfiir wurden jeweils 50 pg
genomischer DNA mit einer entsprechenden Menge Enzym in einem 100pl-Ansatz
eingesetzt. Es kamen die Enzyme BamHI, EcoRI und HindIIl zum Einsatz, sowie die
genomische DNA von drei verschiedenen Fischen, sodass insgesamt 9 Verdaus
entstanden. Bei 37°C wurde iiber Nacht verdaut, jedem Ansatz nochmals 1 pl des
entsprechenden Enzyms zugesetzt, eine weitere Stunde bei 37°C verdaut und die
Reaktion dann durch Erhitzen auf 68°C fiir 15 Minuten gestoppt. Damit die Enzyme
nicht die Hybridisierungsreaktion behindern erfolgte anschlieBend eine
Phenol/Chloroform-Extraktion (3.1.8) und die prézipitierte DNA (3.1.7) wurde in 50 pl

H,0O aufgenommen.

3.5.3 Auftrennung mittels Gelelektrophorese

Die so entstandenen 9 Proben wurden mit einem 11 cm x 14 cm groBen, 1%igen
Agarosegel mit 60ul-Taschen aufgetrennt. Den Proben war vorher 20% 6xLoading Dye
zugesetzt worden. Die Auftrennung erfolgte bei 100 V iiber ca. 6 Stunden, wobei der
auf 7°C gekiihlte Joule-Box-Puffer zweimal getauscht wurde, um die Temperatur im
Gel nicht zu sehr ansteigen zu lassen. Nach der Auftrennung wurde das Gel auf dem

UV-Tisch photographiert.

3.5.4 Blotting der DNA auf eine Nylonmembran

Zur Vorbereitung des Blotten wurde nun das Agarosegel bei Raumtemperatur fiir 10
Minuten in Depurinisierungslésung, dann zweimal 20 Minuten in Denaturierungslosung
und schlieBlich zweimal 20 Minuten in Neutralisierungslosung geschwenkt. Dann
wurden das Gel, die Whatman-Paper und die vorbereitete Nylonmembran in 20xSSC
vorinkubiert und der Blot wie in Abb. 7 dargestellt aufgebaut, mit Frischhaltefolie
gegen Verdunstung abgedeckt und iiber Nacht stehengelassen. Die Kapillarkrifte ziehen
nun das 20xSSC aus dem Bodengefdll durch das Gel, die Membran, die Whatman-Paper
in die Papiertiicher. Hierbei wird die DNA aus dem Gel ,,mitgerissen* und bleibt in der
feinporigen Membran haften. Am nichsten Tag wurde der Blot abgebaut, die Membran
kurz in 6xSSC geschwenkt und mittels Kontrolle am UV-Tisch der Erfolg des Blottens

iberpriift, denn das Gel sollte dann restlos leer sein. In diesem Fall wird die DNA auf
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der Nylonmembran durch Crosslinking im UV-Ofen mit 125 mJoule fest fixiert. Kann
das Experiment nicht direkt weitergefiihrt werden, ist die Membran in Alufolie auch bei

-20°C lagerbar.

Gewicht

Glasplatte
Frischhaltefolie
Papierhandtticher
Whatman-Paper, 3mm
Nylonmembran
Elektrophoresegel
Whatman-Paper
Umgedrehte Gelform
-—.M 20xSSC

Abb. 7: Aufbau eines Southern Blots. Zu schen ist die typische Schichtung des Blots mit dem
SSC-Bad am Boden einer Schale. Das SSC wird iiber das Whatman-Paper durch das Gel iiber
Kapillarkrifte gesogen und reiflt dabei DNA aus dem Gel mit, die dann auf der Nylonmembran hdngen
bleibt.

3.5.5 Hybridisierung mit Digoxigenin-markierter RNA-Sonde

Die folgenden Schritte bis zum Ende der Hybridisierung miissen RNase-frei erfolgen,
da eine empfindliche RNA-Sonde zum Einsatz kommt. Es wurde die ULTRA Hyb-
Hybridisierungslosung bei 68°C verfliissigt und die Nylonmembran mit der DNA-Seite
nach innen zusammengerollt in eine autoklavierte Hybridisierungsflasche gegeben.
Dann wurden je cm” Nylonmembran 0,2 ml vorgewdrmte Hybridisierungsldsung in die
Flasche gegeben und diese bei 50°C in einem Hybridisierungsofen taumelnd fiir eine
Stunde inkubiert. Von der Digoxigenin-markierten RNA-Sonde, die wie in 3.2.2
beschrieben synthetisiert wurde, wurden ca. 1 pl je 10 ml Hybridisierungslosung direkt
in die Flasche pipettiert, wobei die Sonde zur Vermeidung lokaler Prazipitate vorher mit
1 ml Hybridisierungslosung verdiinnt werden kann. Bei weiterhin 50°C wurde {iber

Nacht taumelnd im Hybridisierungsofen inkubiert.

3.5.6 Immunologische Detektion von Banden

Die Detektion erfolgte mit einem Anti-Dig-AP-Antikorper, der mit der angehéngten
Alkalischen Phosphatase (AP) eine Farbstoffreaktion erzeugen kann. Zuerst wurde die

Nylonmembran zweimal 5 Minuten in 2xSSC/0,1%SDS und zweimal 15 Minuten in

38



Methoden

0,1xSSC/0,1%SDS bei 50°C gewaschen. Danach erfolgte bei Raumtemperatur eine
Aquilibrierung mittels Schwenken im Puffer DIG-1, dann eine Inkubation fiir 30
Minuten in Puffer DIG-2 zur Abblockung von unspezifischen Bindungsstellen.
Frischem DIG-2 Puffer wurde 1:5000 der abzentrifugierten Antikorper Anti-Dig-AP
zugesetzt und damit fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dieser
Antikorperbindung erfolgten zwei 15miniitige Waschschritte mit DIG-1, um den
iiberschiissigen, nicht gebundenen Antikdrper zu entfernen. Nach Aquilibrieren in
Puffer DIG-3 fiir zwei Minuten wurde die Membran mit Fiarbelosung iiberschichtet und
die Farbreaktion im Dunkeln erfolgte tiber Nacht. Hierbei kann die Firbeldsung
mehrmals gewechselt werden, falls die Substrate verbraucht sind. Nach Abstoppen der

Reaktion durch Schwenken in H,O wurde der Blot photographiert.

3.6 Genomische Lokalisationsbestimmung mittels Radiation Hybrid Mapping
3.6.1 Ziel und Hintergrund der Methode

Beim Radiation Hybrid Mapping handelt es sich um eine neue Methode, mit deren Hilfe
eine genaue Kartierung eines Genoms moglich ist. Diese spielte auch bei der Kartierung
der Méuse- und Menschengene eine wichtige Rolle. Es werden eine Zelllinie des
Donor-Organismus (Mensch, Zebrafisch, Fliege etc.), dessen Genom durch Bestrahlung
mit Rontgenstrahlen einer Stirke von 2.000-9.000 rad an zufilligen Stellen fragmentiert
wurde, mit einer Zelllinie eines Akzeptor-Organismus fusioniert. Hierbei entstehen
viele Hybride, die dann jeweils einen Teil des Donor-Organismus enthalten und mittels
vieler Marker ndher klassifiziert werden kdnnen. Beim von uns verwendeten LN54-
Panel, hergestellt von einer Arbeitsgruppe um Neil Hukriede, wurden AB9-Zellen des
Zebrafisches (Donor) mit B78-Melanomzellen der Maus (Akzeptor) fusioniert. Hierbei
kamen Strahlungen von 4.000 und 5.000 rad zum Einsatz, wobei darauf geachtet wurde,
dass die Rate des eingebauten Fremdgenoms durchschnittlich bei 22% liegt. Das 93
Zelllinien enthaltende Panel wurde mit Markern flir Sequenzlédngen-Polymorphismen,
84 bekannten Genen und 122 ESTs (expressed sequence tag) ndher charakterisiert und

kartiert. Es deckt etwa 88% des Zebrafisch-Genoms ab>’.

3.6.2 Praktische Durchfiihrung

Um nun von unserem Marker drTIP39 die Position im Zebrafisch-Genom und damit

mogliche bekannte Knockout-Fische dieser Region zu finden, haben wir die extrahierte
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DNA dieser 93 Zelllinien als Template fiir eine PCR beniitzt. Diese DNAs wurden uns
freundlich von Christoph Winkler, Pysiologische Chemie I, Universitit Wirburg
iiberlassen. Zuerst musste getestet werden, ob unsere verwendeten Primer fiir drTIP39,
drTIP39 3(f) und drTIP39 4(r) bei einer PCR mit der unverdnderten genomischen
DNA der Miusezelllinie B78 als Template kein Fragment, bzw. dass diese Primer bei
der unverdnderten genomischen DNA der Zebrafischzelllinie AB9 als Template genau
ein Fragment der von uns erwarteten Lange von 300 Basenpaaren vervielfaltigten. Dann
konnten PCRs fiir alle 93 Zelllinien durchgefiihrt werden, wobei je 100 ng DNA als
Template eingesetzt wurden. Ansonsten wurden die PCRs wie in 3.1.12 beschrieben
durchgefiihrt. Nach Auftragung der PCR-Produkte auf einem 2%igem Agarosegel

(13

wurden die erhaltenen Banden ausgewertet: Eine starke Bande erhielt eine ,,1%, eine
schwache Bande eine ,,2 und keine Bande eine ,,0°“. Das Experiment sollte mindestens

zweimal wiederholt werden.

3.6.3 Auswertung am Computer

Die so erhaltenen Bindrcodes einer Lange von 93 Zahlen wurden im world wide web
unter http://mgchdl.nichd.nih.gov:8000/zfrh/beta.cgi analysiert. Das dort vorhandene
Programm vergleicht den eingegebenen Bindrcode mit denen der bekannten und
kartierten Marker. So wird eine Zuordnung zu einem Marker einer Linkage Group und
hierfiir ein LOD-Score, der die Ubereinstimmung mit dem Marker wiederspiegelt,
errechnet, sowie der néchstpassende Marker wiederum mit LOD-Score angegeben.
Unter www.zfin.org kann nun nach einem bekannten Knockout-Fisch gesucht werden,

dessen Knock-out in der Region des benachbarten Markers liegt.

3.7 In-situ Hybridisierung am whole-mount Zebrafisch Embryo

Zum Hintergrund der Methode sei auf Kapitel 3.2.1 verwiesen. Das besondere beim
Zebrafisch ist, dass man wegen der geringen GroBe und der in den ersten 24h fehlenden
Pigmentierung gut in-situ Hybridisierungen am whole-mount Préparat durchfiihren

kann.

3.7.1 Vorbereitung der Zebrafisch Embryonen

Die Embryonen wurden nach Tabellen einem Stadium 16 hpf entsprechend gesammelt.

Danach wurde unter einem Binokular-Mikroskop das Chorion mit einer feinen Kaniile
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entfernt. Die so erhaltenen Zebrafisch Embryonen wurden in 4% PFA in PBS {iber
Nacht bei 4-8°C fixiert. Danach wurden diese in 100% Methanol {iberfiihrt, dieses
einmal aufgefrischt und die Embryonen in 1,5ml-Tubes bei -24°C eingefroren. So sind

diese fiir mehrere Monate zur weiteren Verwendung konserviert.

3.7.2 Herstellung der Hybridisierungs-Sonde fiir drTIP39

Hierbei wurde analog der Sonden-Herstellung fiir das Maiuse-TIP39 vorgegangen
(3.2.2). Auch wurde eine Sense-Sonde zur Kontrolle angefertigt. Fiir die verwendete

Sequenz sei auf den Ergebnis-Teil 4.1.8 verwiesen.

3.7.3 Durchfiihrung der Hybridisierung

Es wurde analog zum Protokoll von Hauptmann und Gerster”’ vorgegangen. Zunéchst
wurden die Embryonen viermal in PBST je 5 Minuten gewaschen, danach erfolgte ein
Verdau in Proteinase K 1:1000 fiir 6 Minuten. Nach kurzem Waschen in PBST wurden
die Embryonen fiir 20 Minuten in 4% PFA in PBS refixiert. Danach erfolgte eine
erneute Wiasche mit PBST viermal 5 Minuten. Den Embryonen wurde dann 300 pl
Hybridisierungslosung zugegeben und diese fiir 2 Stunden bei 60°C préhybridisiert. Im
ndchsten Schritt wurde die Hybridisierungslosung abgezogen und die Embryonen mit
100 pl frischer Hybridisierungslosung, die 100 ng Digoxigenin-markierte RNA-Sonde
enthielt, bedeckt. Die Hybridisierung wurde iiber Nacht bei 60°C durchgefiihrt.

3.7.4 Detektion der Hybride

Am folgenden Tag wurden die Embryonen mit frischer Hybridisierungslosung
tibergossen. Danach wurden sie schrittweise bei 60°C in 2xSSC iiberfiihrt, wobei
jeweils 15 Minuten 3:1, 1:1 und 1:3 (Hybridisierungslosung : 2xSSC) verwendet wurde.
Darauthin wurden die Embryonen zweimal mit 2xSSC iibergossen, ehe fiir je 30
Minuten bei 60°C mit 0,2xSSC/0,1% Triton X-100, dann sechsmal je 5 Minuten in
PBST gewaschen wurde. Es folgte eine Blockierung unspezifischer Bindungsstellen
durch Inkubation in 1% Absittigungslosung in PBST fiir 2 Stunden. Daraufhin wurde
der Absittigunslosung Anti-Dig-AP in einem Verhiltnis von 1:6000 zugegeben und bei
Raumtemperatur fiir 2 Stunden inkubiert. Die Embryonen wurden mehrfach fiir 5
Minutne in PBST gewaschen und in PBST bei 4°C iiber Nacht aufbewahrt. Am

nidchsten Morgen wurde erneut mehrfach mit PBST und dann mit AP-Staining Puffer
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zweimal 20 Minuten gewaschen. Dann wurden diese in eine 24-well-Microtiterplatte
iiberfiihrt. 500 ul BM Purple und 1 ml AP-Staining Puffer wurden in jedes Well
pipetiert und bei Raumtemperatur inkubiert. Unter dem Binokular-Mikroskop wurde die
Signalintensitit beobachtet und die Reaktion bei ausreichendem Signal mit PBST
gestoppt. Dann erfolgten mehrere Waschschritte mit PBST ehe die Embryonen in
4%PFA/PBS iiber Nacht bei 4°C fixiert wurden. Nach erneut mehreren Waschschritten
mit PBST wurden die Embryonen in 80% Glycerol in PBS bei 4°C aufbewabhrt.

3.8 Knockown Experimente mit der Morpholino-Technik beim Zebrafisch
3.8.1 Ziel und Hintergrund der Methode

Unter den so genannten ,,Morpholinos® werden Oligonukleotide verstanden, die
entsprechend der DNA Basen enthalten, aber keine Phosphodiester, sondern
Phosphorodiamidséuren zur Verbindung der einzelnen Nukleotide besitzen (Abb. 8).
Diese Morpholinos werden eingesetzt, um mRNA zu hybridisieren. Doppelstrangige
RNA wiederum wird im menschlichen Korper, da am ehesten viralen Ursprungs,
enzymatisch abgebaut. Somit kann durch Injektion von Morpholinos eine spezifische

mRNA herunterreguliert werden, man spricht auch von einem ,,Knock-down*.

OR
Base RO Base
N
I
o) O=P—N -
| ~
| Base
0O=P—0 o o
I
0]
Base
o) N
I
OR'
OR" Morpholino: Phosphorodiamidsaure

DNA: Phosphodiester

Abb. 8: Vergleich der Struktur eines Morpholinos mit DNA. Man sieht die Fiinfring-
Struktur der Desoxyribonukleotide und die Verbindung mittels einer Posphodiester-Bindung der DNA.
Dagegen ist die Grund- Struktur eines Morpholinos durch Sechsringe gekennzeichnet, die mittels
Posphodiamid-Bindung verkniipft sind.
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3.8.2 Durchfithrung der Morpholino-Injektionen

Im Zwei-Zell-Stadium der Entwicklung der Zebrafisch-Eier (ca. 0,5 hpf) wurde ca. 1 pl
von TIP39 spezifischem Morpholino einer Konzentration von 1,25, 2,5 bzw. 5,0 ng/ul
in den Dottersack der Zebrafisch-Eier, in die direkte Nihe der beiden Zellen injiziert.
Hierfiir wurde vorher eine im Vertical Pipette Puller ausgezogene Glaskapillare mit
Morpholino befiillt. Die Injektion erfolgte mit Hilfe des Microinjector 5242 (Eppendorf)
unter einem Binokular-Mikroskop (Zeiss). Parallel dazu wird eine gleiche Menge eines
Kontroll-Morpholinos in weitere Zebrafisch-Eier injiziert, um toxisch-unspezifische

Effekte zu erkennen.

3.8.3 Auswertung des Knock-downs

Im Folgenden wurden dann die Entwicklung der Zebrafisch Embryonen beobachtet, das
Uberleben nach 24 h ermittelt und phiinotypische Verinderungen beobachtet. Durch die
Injektion unterschiedlicher Morpholino-Konzentrationen konnte eine Dosis ermittelt
werden, bei der das Uberleben nach 22 h dem der Embryonen entsprach, die mit einem
Kontroll-Morpholino behandelt wurden, und danach der Anteil der phéinotypisch
verdanderten Embryonen, die mit TIP39-spezifischem Morpholino behandelt wurden,
bestimmt werden. Nach 22 h wurden die Embryonen in 4% PFA fixiert und
photographiert. Statistisch wurden die Experimente dem Chi-Quadrat Test nach Pearson
zur Unabhingigkeitstestung, einer Testung auf Varianzgleichheit nach dem Levene Test
und dem Student-T-Test zum Mittelwertvergleich zweier unabhéngiger Stichproben

unterzogen.
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4 Ergebnisse
4.1 Studien zum TIP39 des Zebrafisches

Da die phyiologische Bedeutung von TIP39 wie in 1.3 gezeigt noch bei weitem nicht als
geklirt angesehen werden kann und bisher lediglich die Gewebsverteilung von TIP39
etwas genauer untersucht wurde, erschien es wichtig, ein einfaches Tiermodell fiir
weitergehende funktionelle Experimente zur Verfiigung zu haben. Aus diesem Grund
wurde das TIP39 Gen des Zebrafisches untersucht, da dieser ein bei der

Hirnentwicklung beliebtes entwicklungsbiologisches Modell darstellt.

4.1.1 Blast-Suche nach dem TIP39 des Zebrafisches

Mit einer Nukleotid-Sequenz aus der in Mensch und Maus hochkonservierten Region
des humanen Prepro-TIP39, ndmlich aus der Region des eigentlichen TIP39, wurde eine
sogenannte Blast-Suche (vergleiche 3.1.15) in Zebrafisch cDNA Datenbanken
durchgefiihrt. Es fand sich ein Treffer, der eine Sequenzhomologie von 31% zum
humanen TIP39 Preprohormon aufwies. Die neu gefundene Sequenz der Zebrafisch
TIP39 cDNA und die mittels Online Translation (3.1.15) ermittelte Aminosdure
Sequenz (sieche Abb. 9) wurde unter der Accession No. AF486190 in der GenBank
verOffentlicht. Bei der Aminosequenz fand sich an Position 25/26 und 118/119 jeweils

eine potentielle Schnittstelle.
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GACAACCTGAGAAGTTGGTGGAGCAATACGTAGAAAGAGGCACCGTAGGC
AACTTTTTGACAATTAAATACCATCCTAGAGTGTTAGAGAGAAACTCTGG
ACAACCGTTAATCTCATTGCATGGACGATTTGCGAATTAGCTTGGAGTAA
AACGTGAGTGATTGGATTTTTGAGTCCACACACTGGAAACAAAGAGCTTC
ATCCACGCAACACACAGTCAAGAGGAAGAACTACTCTGCTAAGATGGCTT 1
TGTCCTTGCCTCCTCGTCCTGCCCTGTTGTTCTTAGTCCTCATGAGTGTG
ACCCTCATGGCATCGGCATTTCCCCAGCCTCAGCTTCGACCTCTGCAAAG
TAACTTGCCTGCAATTGGTCAAGAAGACTCCAAAGGTGAGCAGTGGGAGG 3
TGGTGTATCCATCCATCTCGCTCCGTGATTGGAGCATTCAGATGCTGACC
GCCCCTGATTTTGGTGCAGCTAAGACTGGGAGGGAGCAGCTGGTGGCAGA
TGATTGGCTCCCGCTCAGCCAATCACAGATGGAGGAGGAGCTGGTGAAGG
GCTGGACGGGCGACTGGCCTTCACGGGTGGGTCACCAGCAGAAGAGAAAC
ATAGTGGTGGCAGATGACGCTGCGTTTAGAGAGAAGAGTAAGCTGTTGAC
AGCAATGGAGAGACAAAAATGGCTCAACTCCTATATGCAGAAGCTCTTAG 2
TAGTTAATTCAAAGTAATTGTAATCTTTATGTAATTGTATAAATATATAT
AAAGTATGTATAGGGAAAAATGCATTTTGTGTGGGAGAAAAACAAGAATT
TACTCATTACTTCATGAGTAAACAATTAAAGGGGTAGGTCAACTGAGAAT
TAAAATTCTGTCATTGAATTCTAAAAAAAAAAAAAAA

DS

MALSLPPRPALLFLVLMSVTLMASAVEPOPOLRPLOSNLPATIGQEDSKGE
QWEVVYPSISLRDWSIQMLTAPDFGAAKTGREQLVADDWLPLSQSQMEEE
LVKGWTGDWPSRVGHQQKRYNIVVADDAAFREKSKLLTAMERQKWLNSYM
QKLLVVNSK

Abb. 9: cDNA und Aminosaure Sequenz des PreproTIP39 des Zebrafisches. Gezeigt
ist die Nukleotid-Sequenz wie sie in der Blast-Suche gefunden wurde. In Fettschrift sind das Start (ATG)-
und das Stop (TAA)-Codon gekennzeichnet. Die Nummern 1-4 stehen fiir die unterstrichenen Primer
drTIP39 1(f), drTIP39 2(r), drTIP39 3(f) und drTIP39 4(r). In der unteren Hilfte ist die daraus
abgeleitete Aminosduresequenz mit den vorhergesagten Schnittstellen als Dreiecke zu sehen. Grau
hinterlegt ist die Sequenz, die das Morpholino erkennt (vgl. 4.1.9).

4.1.2 Bestiitigung der Sequenz mittels PCR

Zur Bestitigung der elektronisch ermittelten Sequenz des Zebrafisch TIP39 wurde eine
PCR durchgefiihrt. Hierbei wurden aus den in Abb. 9 erkennbaren zwei 5’Primern und
zwei 3’Primern die 4 moglichen Primer Paare 1/4, 1/2, 2/3 und 3/4 gebildet. Als
Template wurden 0,5 pg Zebratisch cDNA verwendet, ansonsten die PCR wie in 3.1.12
beschrieben durchgefiihrt. Es wurden 35 Zyklen mit je 60 Sekunden Denaturierung, 60
Sekunden Annealing und 120 Sekunden Elongation durchgefiihrt, gefolgt von einem
10-miniitigem Elongationsschritt bei 72°C.
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Abb. 10: PCR Zebrafisch TIP39. Man sieht die vier Bestitigungs-PCRs mit den vier moglichen
Primerpaaren und den vorhergesagten Fragmentléngen.

Das durch das Primerpaar 1/2 entstandene PCR Fragment von 502 bp Lénge wurde
ausgeschnitten und wie in 3.1.14 beschrieben in den pCRII-TOPO Vektor ligiert. Nach
Ligation in den Vektor erfolgte eine Kontrolle des Inserts durch Sequenzierung bei der
Firma Medigenomix, Martinsried. Das Sequenzierungsergebnis wurde nun nochmals
mit den Ergebnissen aus der Blast-Suche verglichen und somit die vorhergesagte

Sequenz der Zebrafisch TIP39 ¢cDNA bestitigt.

4.1.3 RACE-PCR fiir die Zebrafisch TIP39 cDNA

Da es nicht als sicher gelten kann, ob die durch Blast-Suche und Bestitigungs-PCR
ermittelte cDNA auch der vollen Lénge entspricht, versucht man durch eine RACE-
PCR am 3’- und 5’-Ende die Sequenz um einige vielleicht noch vorhandene Nukleotide
zu verlangern. Wir verwendeten hierbei den SMART™ PCR ¢DNA Synthesis Kit der
Firma Stratagene (Heidelberg) und das in 3.4.2 beschriebene Protokoll. Wir benutzten
die Primer dr TIP39 5’RACEI und dr TIP39 5’RACE2 fiir die 5’RACE-PCR und den
Primer dr TIP39 3’RACE] fiir eine 3’RACE-PCR. Hierbei wurde bei der 5S’RACE-
PCR mit dem Primer dr TIP39 5’RACE] ein Fragment gefunden mit der Sequenz

5'"ACTTGCCTGCAATTGGTCAAGAAGACTCCAAAGGTGAGCAGTGGGAGGTGGTG
TATCCATCCATCTCGCTCCGTGATTGGAGCATTCAGATGCTGACCGCCCCTGATT
TTGGTGCAGCTAAGACTGGGAGGGAGCAGCTGGTGGCAGATGATTGGCTCCCGCT
CAGCCAATCACAGATGGAGGAGGAGCTGGTGAAGGGCTGGACGGGCGACTGGCCT
TCACGGGTGGGTCACCAGCAGAAGAGAAACATAGTGGTGGCAGATGACGCTGCGT
TTAGAGAGAAGAGTAAGCTGTTGACAGCAATGGAGAGAC 37,
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was zwar die bekannte Sequenz bestétigte, aber keine relevante Verldngerung zum

5’Ende hin bedeutete.

4.1.4 Genomischer Southern Blot fiir das Zebrafisch TIP39

Der Southern Blot fiir das Zebrafisch TIP39 wurde wie in 3.5 beschrieben durchgefiihrt.
Es wurde die genomische DNA von drei Zebrafischen mit den drei
Restriktionsendonukleasen HindIII, BamHI und EcoRI verdaut, die in der bekannten
cDNA Sequenz von TIP39 keine Schnittstelle besitzen. Als Sonde wurde eine gemaf3
3.2.2 hergestellte DIG-markierte RNA verwendet, als Template fiir die RNA-
Polymerase diente dabei der linearisierte pCRII-Vektor, der das mittels PCR gewonnene
502 bp lange Fragment der Zebrafisch TIP39 ¢cDNA (4.1.2)enthielt. Das Ergebnis des
Blots ist in Abb. 11 zu sehen.

~ x ~ ~ ~ ~
5 &£ & 5 25 5 % Z
F g F J & F g ¢
—
- -
A A DAY S
Y ' '
Tier 1 Tier 2 Tier 3

Abb. 11: Genomischer Southern Blot fiir das Zebrafisch TIP39. Die
Restriktionsfragmente von den Tieren 1 und 2 stellen sich vollig identisch dar, auch die Bande fiir HindIII
ist zwischen allen Tieren gleich, fiir BamHI und EcoRI zeigt Tier 3 je eine weitere Bande.

Im Bezug auf HindIIl stimmte bei allen 3 Tieren das Restriktionsmuster {iberein und es
zeigte sich jeweils nur eine Bande. Fiir Tier 1 und Tier 2 galt dies auch bei den
Enzymen BamHI und EcoRI, bei denen sich in Tier 3 ein Muster ergab, das sich von

dem der Tiere 1 und 2 durch jeweils eine zweite Bande unterschied.
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4.1.5 Radiation Hybrid Mapping des Zebrafisch TIP39

Als Vorexperiment wurde eine PCR mit dem Primerpaar drTIP39 3(f) und
drTIP39 4(r) durchgefiihrt (3.1.12), wobei 0,1 png DNA der Zebrafisch AB9-Zellen und
DNA der Maus Melanomzellreihe B78 als Template eingesetzt wurden, sowie eine
Probe ohne Template mitlaufen gelassen wurde, um eine Selbstvervielfachung von
Primern auszuschlieBen. Es wurden 40 Zyklen mit je 60 Sekunden Denaturierung, 60
Sekunden Annealing und 120 Sekunden Elongation durchgefiihrt, gefolgt von einem
10-miniitigem Elongationsschritt bei 72°C. Hierbei zeigte sich in der Probe der AB9-
DNA eine Bande der erwarteten Lange von 300 bp, in der Maus Probe hingegen kein
Signal, ebenso keines in der Probe ohne Template (siche Abb. 12).

<+— 300bp

Abb. 12: Kontroll-PCR vor Radiation Hybrid Mapping. Man sieht in der ersten Spur ein
300 bp langes Fragment, das durch das Primer-Paar drTIP39 3(f) und drTIP39 4(r) definiert ist, also das
Vorhandensein der TIP39 Sequenz in der AB9 Zellinie. Aus der B78 Zellinie hingegen lésst sich das
Fragment nicht vermehren, auch ergibt sich keine Bande durch eine etwaige Primer-Selbstvermehrung,
wie in Spur 3 zu sehen.

Somit war das eigentliche Experiment durchfiihrbar. Die 93 PCR Ansétze wurden nach
dem gleichen Temperatur Schema, mit der gleichen Template Menge und den gleichen
Primern durchgefiihrt. Hierbei zeigten sich folgende Banden (Abb. 13), denen die

Ziffern 0, 1 oder 2 als Score zugeteilt wurden.
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Abb. 13: Radiation Hybrid Mapping PCR fiir Zebrafisch TIP39 mit Score. Zu sehen
sind die 93 PCR-Reaktionen mit den jeweiligen Zuordnungen der Ziffern 0, 1 oder 2. Die vervielfiltigten
Fragmente sind 300 bp lang, das verwendete Primer-Paar ist drTIP39_3(f) und drTIP39 4(r).

Die Online Auswertung ergab, dass der bestmogliche Marker Z21435 zu unserer TIP39
Sequenz mit einem LOD-Score von 15.3 assoziiert ist, der zweitbeste lediglich mit
einem LOD-Score von 10.4. Z21435 liegt in Linkage group 17. Aktuell konnte fiir diese
Region leider keine Zebrafisch-Mutante identifiziert werden, das Wissen iiber die
Lokalisierung ist trotzdem insofern wichtig, als immer mehr Mutanten entwickelt

werden und somit auch eine etwaige ,, TIP39-Mutante in Zukunft erkannt werden kann.

4.1.6 Studien zur genomischen Sequenz des Zebrafisch TIP39

Mittels einer Blast-Suche (3.1.15) im Bereich der Linkage group 17 in Datenbanken mit
genomischen Sequenzen des Zebrafischs wurde ein mehrere Kilobasen langes Fragment
gefunden. Durch Vergleich mit der bekannten ¢cDNA konnte nun die Exon/Intron
Struktur des ZebrafischsTIP39 Gens genauer untersucht werden. 96 bp vor dem Beginn
der Transkription fand sich eine typische TATAA-Box, eine weitere AT-reiche Stelle
findet sich an Position -18 (TAAAA). Es folgt ein erstes Exon von 195 bp Lénge,

gefolgt vom 600 bp langen ersten Intron. Auf dieses folgt das kurze zweite Exon, das
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mit dem Start-Methionin beginnt. Es enthilt das 25 bp lange Signalpeptid und den
Beginn des Zwischenpeptids. Nach dem 2000 bp langen Intron 2 folgt schlieBlich das
Exon 3, das fiir den Rest des Zwischenpeptides und das eigentliche TIP39 kodiert. Nach
insgesamt 132 Aminosduren findet sich das Stop-Codon (TAA), ehe sich 131 bp
dahinter die Polyadenylierungssequenz anschlieBt. Dieses fiir das Zebrafisch TIP39
kodierende Gen ist in Abb. 15 dargestellt. Die Prozessierung des Gens mit

Transkription, Splicing, Translation und Schneiden in Signal-, Zwischenpeptid und

TIP39 zeigt Abb. 14.

-96 -18 1 195 795 900 2900 3269 3400 bp
Transkription -~ hnRNA 1 1 ' ] ' '
T T
L A A A
Splicing T A 7
A A T
A A v A
mRNA - | E AAAAAAAAAA A
4 \ 4 v
Translation PreproTIP39 -25 Signalpeptid -1 [+1 10111 Pro-TIP39 132 | aa
ProTIP39 1 Zwischenpeptid 93]94 TIP39 132| aa
TIP39
TIP39

Abb. 14: Genexpression des Zebrafisch TIP39. Zu sehen ist im oberen Abschnitt die primér
abgeschriebene RNA mit einer TATAA Box 96 bp vor Beginn der Translation sowie die beiden Introns 1
und 2 in schwarzen Boxen. Darunter ist die mRNA nach dem Splicen zu sehen. Wiederum darunter findet
sich die Prozessierung der abgeschriebenen Aminosduren vom Proprohormon, iiber Abspaltung der
Signal- und Zwischenpeptide zum eigentlichen TIP39.
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ACAAGAAAAATGACACATGTCTTTTTATCTTTTCTGTTTCCCCCTACAAC
TTCCGACACAAAGAGAGGTATATATAATCCCACACAAGCAAATCCTGTAT
ATATTCACACTGGCACCTGACAACCTGAGGAAGTTGGTGAAGCAATACCG

TAAAAAGAGGCCCCGTAqGCAACTTTTTGACAATTANATACCATCCTAGA
GTGGTAGAGAGAAACTCTGGACAACCATTAATCTCATTGCATGGACGATT
TACGAATTAGCTTGGAGTAAAACGTGAGTGATTGGATTTTTGAGTCCACA
CACTGGAAACAAAGAGCTTCATCCACGCAACACACAGTCAAGAGGAAGAA

CTACTCTGCTAAGGTAACACATATTTAAATACCACGTTACAAATTAAATC

Intron 1 - 600bp

ATGGCTTTGTCCTTGCCTCCTCGTCCTGCCCTGTTGTTCTTAGTCCTCAT
M A L S L P P R P A L L F L V L M

GAGTGTGACCCTCATGGCATCGGCATTTCCCCAGCCTCAGCTTCGACCTC
s v T L M A S AVF P Q P Q L R P

TGCAAAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
L O

NNNNNTATTATTCCAATTATGATTATTATATTTTTGTTGTTCTTTGTATT

Intron 2 — 2000bp

ACTGGAGACATTTCTAACACTTCTCTCACCTCTAAAQAGTAACTTGCCTG
S N L P

CAATTGGTCAAGAAGACTCCAAAGGTGAGCAGTGGGAGGTGGTGTATCCA
A I G o BE D S K G E O W E V V Y P

TCCATCTCGCTCCGTGATTGGAGCATTCAGATGCTGACCGCCCCTGATTT
s I s L R D w s I ¢ M L T A P D F

TGGTGCAGCTAAGACTGGGAGGGAGCAGCTGGTGGCAGATGATTGGCTCC
G A A K T G R E O L VvV A D D W L

CGCTCAGCCAATCACAGATGGAGGAGGAGCTGGTGAAGGGCTGGACGGGC
p L S 0 S 0o M E E E L VvV K G W T G

GACTGGCCTTCACGGGTGGGTCACCAGCAGAAGAGAAACATAGTGGTGGC
D W P S R V G H Q Q K R¥YN I V V A

AGATGACGCTGCGTTTAGAGAGAAGAGTAAGCTGTTGACAGCAATGGAGA
b b A A F R E K S K L L T A M E

GACAAAAATGGCTCAACTCCTATATGCAGAAGCTCTTAGTAGTTAATTCA
R ¢ K w L. ~n § ¥ M O K L L VvV V N S

AAGTAATTGTAATCTTTATGTAATTGTATAAATATATATAAAGTATGTAT
K srop

AGGGAAAAATGCATTTTGTGTGGGAGAAAAACAAGAATTTACTCATTACT

ATTAAAATTCTGTCATTGAATTCTANTTTCAGTTTGTATGACCTTTCTTG

CATGGAAAATTGAAATATTTAGTTAGTAATATGGATTTTGAATGACATGG
CACTAAGATACAT

Abb. 15: Das fiir das Zebrafisch TIP39 kodierende Gen.
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4.1.7 Verlauf der Expression von TIP39 wihrend der Zebrafischentwicklung
Mittels RT-PCR konnte ein semiqualitativer Nachweis von TIP39 wihrend der
verschiedenen Entwicklungsstufen von der Befruchtung bis zum Schliipfen gelingen.
Hierzu wurde aus jeweils ca. 100 Eiern einer Entwicklungsstufe eine RNA-Extraktion
wie in 3.1.5 beschrieben durchgefiihrt. Fiir die Stadien 6, 18, 24, 28, 36, 58, 80 hpf
wurde jeweils eine RT-PCR durchgefiihrt wie in 3.3 beschrieben unter Verwendung der
Primer drTIP39 3(f) und drTIP39 4(r). Zum Vergleich der RNA Ausbeute wurde
jeweils zu den selben Entwicklungsstufen eine RT-PCR fiir B-Aktin durchgefiihrt. Es
zeigt sich eine Nachweisbarkeit von TIP39 bereits nach 18hpf.

<— 300bp

Oh 6h 18h 24h 28h 36h 58h 80h 96h neg. Marker

Abb. 16: Expressionsnachweis von drTIP39 zu verschiedenen Entwicklungsstufen.
Zu sehen sind Gelelektrophoresen von RT-PCR Produkten. Im oberen Gel ist der Expressionsnachweis
von TIP39 auf mRNA Ebene gezeigt, im unteren Gel ist zum Vergleich der Nachweis von B-Aktin zu den
gleichen Zeitpunkten der Entwicklung in Stunden nach der Fertilisation. Man sieht also, dass bereits nach
18h eine Expression von TIP39 nachweisbar ist.

4.1.8 Expressionsnachweis von drTIP39 mittels in-situ Hybridisierung

Zunichst wurde eine geeignete Sonde fiir drTIP39 hergestellt. Hierfiir wurde das aus
der PCR mit den Primern drTIP39 1(f) und drTIP39 2(r) entstandene Fragment (4.1.2)
in den TOPO-Vektor analog zu 3.1.14 kloniert. Nach Sequenzierung (Medigenomix,
Martinsried) konnte die Orientierung des Fragments im Vektor bestimmt werden und
eine Antisense-Sonde analog zu 3.2.2 hergestellt werden. Die in-situ Hybridisierung an
wohle-mount Préparaten von Zebrafischen 16 hpf wurde wie in 3.7 beschrieben
durchgefiihrt. Es konnten starke, symmetrische Signale in einem sehr umschriebenen
Areal des Zebrafisch-Mittelhirns, nahe des supraoptischen Traktes (Abb. 17) detektiert

werden.
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Abb. 17: Expression von TIP39 im Zebrafischhirn. Die mit den Pfeilen markierten blauen
Signale zeigen die TIP39 mRNA Expression an Zebrafischembryonen (16 hpf) mittels in-situ
Hybridisierung. Dargestellt sind eine dorsale (A), eine ventrale (B) und eine laterale (C) Ansicht des sich
entwickelnden Zebrafischhirnes. In Ansicht C wurde das Auge zuvor abpripariert Zur Orientierung
findet sich in D ein Schema des Zebrafischhirnes mit anterior commissure (AC), dorsal rostral cluster
(DRC), dorsoventral diencephalic tract (DVDT), medial longitudinal fascicle (MLF), posterior
commissure (PC), postoptic commissure (POC), supraoptic tract (SOT), tract of the posterior commissure
(TPC), tract of the postoptic commissure (TPOC), ventral tegmental commissure (VTC).

4.1.9 TIP39 Knockdown mittels Morpholino-Injektion

Es wurden Injektionsexperimente an jeweils ca. 40 Zebrafischeiern analog zu 3.8.2
durchgefiihrt. Eine etwa gleichgro8e Anzahl von Eiern wurde jeweils unbehandelt mit
beobachtet. Zur Anwendung kamen hierbei ein Morpholino, das gegen die TIP39
mRNA entwickelt wurde, ferner ein Kontroll-Morpholino mit einer Basenfolge, die
aufgrund ihres artifiziellen Charakters keine spezifische Bindung eingeht und somit
lediglich eine toxische Wirkung ausgeschlossen werden kann. Die Sequenz, die das
Morpholino erkennt, ist in Abb. 9 zu sehen. Zunichst konnte gezeigt werden, dass
sowohl TIP39-Morpholino-, als auch Kontroll-Morpholino-injizierte Zebrafischeier, die
gleiche Uberlebensrate nach 8 bzw. 22 Stunden zeigten (Abb. 18). Bei fast
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vollstindigem Uberleben in der Gruppe der nicht-injizierten Zebrafischeier wird dies als

Folge des Injektionstraumas erklért.

100%

80% -

p=0,99 p=0,58

60%

40%

Uberleben nach Injektion

20%

0%

Ohpf 8hpf 22hpf

@ TIP39 Morpholino 5g/1 @O Kontroll-Morpholino 5g/1 O nicht injizierte Eier

Abb. 18: Vergleich des Uberlebens abhiingig von der Art des Morpholinos. Zwar
zeigt sich in beiden Morpholino-Gruppen eine deutliche Letalitdt durch die Injektionsbehandlung im
Vergleich zu den nicht injizierten Eiern (52% (TIP39-Morpholino, 5g/1) bzw. 46% (Kontroll-Morpholino)
vs 15% (keine Injektion) nach 22 h; P<0.0001 Injektion vs Nicht-Injektion) allerdings unterscheiden sich
die beiden Morpholino-Gruppen untereinander nicht in der Letalitdt (P=0.99 nach 8h; P=0.58 nach 22h).
Mittelwertvergleich zweier unabhdngiger Stichproben nach Student-T-Test mit Testung auf
Varianzgleichheit nach Levene Test.

In der Folge wurden TIP39-Morphlinos in absteigender Konzentration injiziert. Hierbei
zeigte sich, dass das Uberleben der Embryonen auch nicht von der Morpholino-
Konzentration abhédngig ist (Abb. 19), eine spezifische Toxizitdt erscheint somit

ausgeschlossen.
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100% -

80% +

60% +

40% -

Dosisabhingigkeit Uberleber

20% +

0% -

Ohpf 8hpf 22hpf

m 5,0 mg/ml @ 2,5 mg/ml 01,25 mg/ml

Abb. 19: Uberleben nach Morpholino-Injektion in Abhiingigkeit der Dosis. Fiir keine
der drei gewihlten Konzentrationen konnte ein signifikant unterschiedliches Uberleben nachgewiesen
werden, weshalb der TIP39 Knockdown mit keiner erhdhten Letalitdt der Embryonen assoziiert scheint
(nach 8h P=0.23, nach 22h P=0.82). Unabhéngigkeitstestung mit Chi-Quadrat Test nach Pearson.

Bei Anwendung absteigender Konzentrationen von TIP39-spezifischem Morpholino
zeigte sich allerdings eine deutliche Dosisabhingigkeit der Ausbildung eines
spezifischen Phénotyps. Hierbei bestand kein signifikanter Unterschied zwischen 5,0
und 2,5 mg/ml, beide Konzentrationen zeigten aber eine signifikant hohere Rate an

Ausprigungen des spezifischen Phénotyps, als eine Konzentration von 1,25 mg/ml,

welche sich wiederum nicht signifikant vom Kontroll-Morpholino unterschied.
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80%

70% -

60% -
* p<0,001

50% +

40% -

30% +

Embryonen mit spezifischem Phonotyp

20% -

10% -

0% -

@ 5,0 mg/ml TIP39 Morpholino @ 2,5 mg/ml TIP39 Morpholino
O 1,25 mg/ml TIP39 Morpholino O 5 mg/ml Kontroll-Morpholino

Abb. 20: Konzentrationsabhiingige Ausprigung eines spezifischen Phinotyps. Zu
sehen sind die prozentualen Anteile der nach 22 hpf. iiberlebenden Embryonen, die den spezifischen
Phénotyp ausgebildet haben. Signifikante Unterschiede bestehen hierbei zwischen 5,0 bzw. 2,5 zu 1,25
mg/ml (P=0.02 jeweils) bzw. Kontroll-Morpholino (P<0.0001 jeweils). Keine signifikanten Unterschiede
bestehen allerdings zwischen 5,0 und 2,5 mg/ml (P=0.86), ebenso nicht zwischen 1,25 mg/ml und dem
Kontroll-Morpholino (P=0.36). Mittelwertvergleich zweier unabhingiger Stichproben nach Student-T-
Test mit Testung auf Varianzgleichheit nach Levene Test.

Wir fanden nach TIP39 Knockdown mittels Morpholino-Injektion einen spezifischen
Phénotyp, der sich durch einen deutlichen Defekt im Bereich des Frontalhirns und einer
Verplumpung des Achsenskeletts auszeichnete (Vgl. Abb. 30). Zudem zeigten die
Larven keine Reaktion auf Beriihrungsstimulus wie normale Tiere, einer Reaktion die

einem angeborenen Fluchtreflex entspricht.
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Abb. 21: Spezifischer Phinotyp nach TIP39-Knockdown (48hpf). Mit den Pfeilen ist
der Frontalhirndefekt bei TIP39 Knockdown mittels 12,5 mg/ml Morpholino-Injektion in A zusehen,
wihrend der nicht injizierte Zebrafisch in B ein normales Frontalhirn entwickelt. Auch die Verplumpung
des Achsenskeletts resultierend aus fehlenden spontanen Kontraktionen des Schwanzes, wie sie bei dem
Wildtyp Zeberafisch in B zu sehen sind, zeigt die Abbildung.

4.2 Sequenzvergleiche TIP39 verschiedener Spezies

Mit dem Programm ClustalW (3.1.15) konnten die bekannten Aminosdure Sequenzen
fiir TIP39 verschiedener Spezies verglichen werden. Das Programm fiigt die sich
entsprechenden Abschnitte zusammen und benennt dabei gleiche und &hnliche
Aminoséuren. In Abb. 22 sind die Resultate dieses Vergleichs zu sehen, wobei die drei

oberen Zeilen drei Fischspezies gehdren.
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Abb. 22: Aminosiure-Sequenzvergleiche verschiedener TIP39 Preprohormone. Im
Signalpeptid sowie der eigentlichen TIP39-Sequenz findet sich eine starke Sequenzhomologie, wéhrend
im Zwischenpeptid deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Spezies bestehen. Die
angegebenen Sequenzen von Fugu, Tetraodon und Hund wurden direkt von genomischen Sequenzen
abgeleitet. Verwendete Accession No.: d rerio (danio rerio, NP_991140), o mossambi (oreochromis
mossambicus, AAY32938), o_niloticu (dreochromis niloticus, AAY32937), t rubripes (takifugu rubripes,
CAABO01003589.1), t nigrovir (tetraodon nigroviridis, CAG12455), r norvegic (rattus norvegicus,
XP_001079083), m_musculus (mus musculus, AAK84862), h_sapiens (homo sapiens, AAH93995),
m_mulatta (macaca mulatta, XP_001114966), c_familiar (canis familiaris, XP_854766) and b_taurus (bos
taurus, XP_875079). Die Medaka (o latipes) Sequenz wurde aus verschiedenen WGS Sequenzen
abgeleitet, gewonnen aus dem Medaka Genom Projekt (http://dolphin.lab.nig.ac.jp/medaka/index.php).

4.3 Auswertung der in situ-Hybridisierung von murinem TIP39 am Méusehirn
4.3.1 Ergebnis des Dot Blots

Das unterschiedliche Farbepotential des Antisense Sonde (AS), also der TIP39 Sonde
und der Sense Sonde zeigte ein etwa gleichstarkes Signal bei 1 ng/ul. Das Signal der

Sense Sonde war auch noch bei 10 pg/ul detektierbar, das der Antisense Sonde nicht.

4.3.2 Nachweis von TIP39 mRNA im Cortex des Méusehirns

In der in situ-Hybridisierung gelang der Nachweis von TIP39 mRNA in vielen
Neuronen iiber das ganze Gehirn verteilt. Es fanden sich besonders starke Signale im
Kortex, subkortikalen Arealen, dem Putamen und in den septalen Nuclei (siche Abb.

24).
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Cortex cinguli
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Putarnen

Cortex frontalis
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Seitersrentrikel
Dinitter Ventrikel

Comrmssura anterior

Abb. 23: Schema eines Schnittes durch das Maiusehirn in der Coronarebene

(Bregma 0.14). Zur Veranschaulichung des in Abb. 24 gezeigten Ausschnitts ist dieser mit dem
rechteckigen Rahmen umrissen. Die Schemazeichnung wurde in Anlehnung an den Online-Atlas des

Méusehirns auf www.mbl.org angefertigt.

Abb. 24: in situ-Hybridisierung fiir TIP39 in der Coronarebene. Zu schen ist eine
Ubersichtsaufnahme, in der die weite Verteilung der Signale auf die TIP39 Sonde im Cortex frontalis
(CFr), dem Cortex cinguli (CCi), im Putamen (Cpu) und im dorsal septalem Nucleus (DS) zu erkennen
ist. Der linke Rahmen markiert den Ausschnitt von Abb. 25, der rechte Rahmen den von Abb. 26 (12,5

fache VergroBerung).
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Abb. 25: in situ-Hybridisierung fiir TIP39 in der Coronarebene. Ausschnitt aus

dem frontalen Kortex. Man sieht verschiedene Neurone iiber verschiedene Schichten des Cortex
verteilt, die eine Expression der TIP39 mRNA zeigen (100 fache VergroBerung).
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?‘-.U m_ y e B

- 1 i

Abb. 26: in situ-Hybridisierung fiir TIP39 in der Coronarebene. Ausschnitt aus

dem Corpus callosum. Auffallend ist hier, dass sich im zellreichen Corpus callosum keine Signale
der TIP39 Sonde finden lassen (100 fache Vergrofierung).
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Auffillig war das Fehlen eines Nachweises von TIP39 mRNA im zellreichen Corpus

callosum, wie in Abb. 26 zu sehen.

4.3.3 Nachweis von TIP39 mRNA im Kleinhirn des Mausehirns

Eine weitere Region des ZNS mit starker Transskription von TIP39 mRNA war das
Kleinhirn, in dem besonders die Purkinje-Zellen und Zellen der Molekularzellschicht

starke Signale zeigten. Hingegen die Granularzellschicht blieb ungefarbt.

Co Cortex

CCA Corpus callosum
M MIttelhirm

(] Fleinhirn

hio MWedullla oblongata

Abb. 27: Schema eines medianen Sagittalschnitts durch das Maiusehirn. Zur
Orientierung der Kleinhirnschnitte zeigt diese Schmazeichnung eingerahmt den Ausschnitt von Abb. 28.
Sie ist an den Online-Atlas des Méusehirns auf www.mbl.org angelehnt.
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Abb. 28: in situ-Hybridisierung fiir TIP39 in der Sagittalebene. Der Ausschnitt aus dem
Mause-Kleinhirn zeigt Sondensignale in der Molekularzell-Schicht (ML) und in Purkinje-Zellen (PL),
dagegen ist die Granularzell-Schicht (GL) nahezu frei von Signalen. Der Rahmen weist auf den
Ausschnitt von Abb. 29 hin (12,5 fache VergroBerung).

Abb. 29: in situ-Hybridisierung fiir TIP39 in der Sagittalebene. Ausschnitt aus

dem Kleinhirnkortex. Hier zeigt sich noch besser die deutliche Signalintensitit in den Purkinje-
Zellen und in der Molekularzell-Schicht (100 fache VergroBerung).
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Kontrolle mittels einer Sense-Sonde

Gleichzeitig zum Nachweis der spezifischen mRNA, wird auch eine komplementére
Sonde, die Sense Sonde an den Schnitten hybridisiert, um unspezifische Signale
auszuschlieBen. Im Vergleich zu dem entsprechenden Abschnitt mit der fiir TIP39
spezifischen Antisense Sonde (siche Abb. 25) zeigte sich wie stellvertretend in Abb. 30

zu sehen bei der Sense Sonde keine vergleichbaren Signale.

Abb. 30: in situ-Hybridisierung mit einer der TIP39 Sonde komplementiren Sonde.
Bei dieser Sense-Sonde zeigen sich im Vergleich zu der Antisense-Sonde keine signifikanten Signale. Der
Ausschnitt entspricht dem von Abb. 25.

4.3.4 RT-PCR fiir murines TIP39 in verschiedenen Mausgeweben

Fiir eine RT-PCR fiir das murine TIP39 wurde das Primerpaar mTIP39-mitte und
mTIP39 TATA+30 verwendet. Die vorhergesagte Fragmentlinge lag damit bei 219
Basenpaaren. Es wurde analog der Beschreibung in 3.3.2 vorgegangen. Positiver
Nachweis von TIP39 mRNA gelang demnach fiir das GroBhirn, das Kleinhirn, Leber,
Lunge und das Riickenmark. Schwache Signale waren in Herz und Trachea zu
detektieren. Negativ fiel das Signal der Nebenniere aus (siche Abb. 31). Ein
Riickschluss von der Signalintensitit auf die Expressionsstirke kann aus dieser

qualitativen Methode jedoch nicht gezogen werden.
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219%bp —»

Abb. 31: RT-PCR fiir murines TIP39. Es ist der Nachweis von TIP39 mRNA in Hirn, Leber,
Lunge, Herz und Riickenmark zu sehen. Das Primerpaar mTIP39-mitte und mTIP39 TATA+30 bedingen

ein PCR-Fragment von 219 bp. Die Negativkontrolle enthdlt den gesamten Reaktionsansatz auBer
Template-mRNA.
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5 Diskussion
5.1 Einfluss von TIP39 auf friihe Neurogenese und Segmentierung in Somiten

Das ZNS des Zebrafisches entwickelt sich aus dem Neuroecktoderm, welches sich
wihrend der Gastrulation aus dem Ektoderm differenziert”'. Im Gegensatz zur
Entwicklung bei Vertebraten, bei denen sich durch Vereinigung der Seiten der
Neuralplatte ein Neuralrohr bildet, besteht beim Zebrafisch zunédchst nur ein
»Neuralkiel, welcher sekundédr zu einem Neuralrohr umgewandelt wird®. Bereits zu
diesem Zeitpunkt der Gastrulation sind die ersten Neurone der Neuralplatte
postmitotisch. Somit sind die Larven bereits am ersten Tag beweglich und reagieren auf
Beriihrungsreize mit Bewegungen des Achsenskeletts. Fiir diese Reaktionen sind
Pionier-Axone verantwortlich, die in einfachen Reflexbogen eine Art Fluchtreaktion
ermdglichen®.

Durch die genaue Charakterisierung des TIP39 Gens des Zebrafischs erhielten wir ein
sehr gutes Instrument zur Evaluierung des Einflusses von TIP39 wihrend der
Entwicklung. Im Zebrafisch gelang bereits zum Zeitpunkt 16 hpf. der Nachweis von
TIP39 Expression, was eine mogliche Bedeutung des Peptides bei der Embryogenese
implizierte. Beim Knockdown von TIP39 mittels Morpholino-Injektion fiel dann auf,
dass die Zebrafische 36 hpf. keine Reaktion auf Beriihrungsreize zeigten. Auch zeigte
sich ein komplettes Fehlen von Spontanbewegungen, beides wire zu diesem Zeitpunkt
zu erwarten. Da der Schwanz der Morpholino-behandelten Zebrafische zudem deutlich
verplumpt war, konnte fiir diese Phinomene eine Storung der korrekten Ausbildung von
Pionier-Axonen oder eine Behinderung bei der Ausbildung der Somiten verantwortlich
sein. Beispielsweise konnte TIP39 die korrekte Wirkung des Notch-Signalweges
hemmen, welcher zur korrekten Somitenausbildung notwendig ist. Notch ist ein
Transmembranrezeptor, der nach proteolytischer Spaltung zum Nukleus transloziert
wird und seine dort Wirkung durch Anschalten von Gene mit Hilfe verschiedener
Transkriptionsfaktoren entfaltet*. Normalerweise bilden sich die Schwanzmuskulatur
und die zugehorigen Nerven segmental in Somiten, die dem paraaxialen Mesoderm
entstammen®’. Ferner konnte durch den TIP39 Knockdown die korrekte Neurogenese
gestort sein. Auch wenn die Wirkung des Morpholinos nach 24 hpf. nicht mehr relevant
ist, konnen doch viele Neurogenesestorungen noch erklidrt werden, da die weitere
Ausbildung komplexer Neuronenverbidnde auf das Vorhandensein korrekter Pionier-

Axone angewiesen ist.
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5.2 Bedeutung von TIP39 bei der Entwicklung des Vorderhirns

Fiir die neuronale Entwicklung bei Vertebraten wird im Allgemeinen ein Zwei-Schritt-
Modell angenommen. Zundchst kommt es wéhrend der Gastrulation zu einer
Aktivierung der gesamten Neuralplatte, sodass diese neuroektodermalen Charakter
erhilt. In einem zweiten Schritt kommt es zu einer Transformation, wodurch die
Neuralplatte in einen vorderen Abschnitt und einen hinteren Abschnitt eingeteilt wird,
aus welchen das Gehirn bzw. Riickenmark entstehen. Das Vorderhirn des Zebrafisch-
Embryo (Prosencephalon) entsteht aus dem vorderen Ende des Neuralkiels. Es besteht
aus dem Telencephalon und dem Diencephalon®®. Aus dem Vorderhirn entstammen
verschiedene Strukturen wie die Retina, die Riechplakoden und die Epiphyse.
Verschiedene Gene wurden beschrieben, deren Mutationen zu Verdnderungen in der
Entwicklung des Vorderhirns fiihren*’. Ahnlichkeiten haben die in Abb. 30 gezeigten
Veranderungen beim TIP39 Knockdown mit der masterblind mbl Mutation Abb. 32).
Insbesondere finden sich auch hier eine Hypoplasie der Riechplakoden. Die
Entwicklung der Augen ist in der mbl Mutation variabel und reicht von kleineren bis
vollstindig fehlenden Augen. Weitere Ubereinstimmungen finden sich in einer

VergroBerung der Epiphyse.

Abb. 32: Phianotyp der masterblind (mbl) Mutation. In A ist zum Vergleich ein Wildtyp
Zebrafisch 24 hpf. zu sehen. Der Zebrafisch in B hingegen zeigt den Phénotyp der mbl Mutation mit

Hypoplasie des Vorderhirns, insbesondere der Riechplakoden und des Auges (adaptiert aus Heisenberg et
al. ).

Genaue Analysen sind aber erforderlich zur Kldrung der Frage, welche Verdnderungen
durch das Fehlen von TIP39 verursacht werden, die zu den oben genannten

Verinderungen fithren. Die phénotypischen Ahnlichkeiten des durch den TIP39
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Knockdown entstandenen Phénotyps mit der mbl Mutation koénnte als Ansatz genutzt
werden und die in diesem Zusammenhang als verdndert beschriebenen

Geneexpressionen auch bei TIP39 Knockdown zu untersuchen.

5.3 Einfluss von TIP39 auf die Nozizeption

Es konnte eine sehr weite Streuung der TIP39 Expression iiber das gesamte Mausehirn
gezeigt werden. Die Areale mit der stirksten Expression waren der Kortex, sowie
subkortikale Areale, das Putamen und septale Nuclei. Besonders die weite Verbreitung
von TIP39 Expression im Bereich des gesamten Kortex macht eine funktionelle
Deutung schwierig. Eine mogliche Funktion ist hier sicherlich im Bereich der Sensorik,
insbesondere der Schmerzwahrnehmung zu suchen. Die nachgewiesene Expression
priafrontal medial (Abb. 25), welche dem sensorischen Kortex entspricht, konnte auf
eine zentralnervose Bedeutung von TIP39 bei der Schmerzwahrnehmung hinweisen. Im
sensorischen Kortex findet sich auch eine starke Expression des PTH2-Rezeptors. Eine
Rolle im Bereich der spinalen Weiterleitung von Schmerzsignalen wird bereits seit
lingerem diskutiert™. Im Thalamus jedoch, wo das zweite afferente Neuron der
Schmerzsensorik zur GroBhirnrinde umgeschaltet wird, fanden wir im Gegensatz zu
anderen Autoren keine TIP39 Expression®® bei der Maus, jedoch korrespondierende
Signale im Zebrafischhirn (Abb. 17). Im Riickenmark hingegen gelang der Nachweis
von TIP39 Expression sowohl beim Menschen, als auch in der Maus (Nachweis von
muriner TIP39 RNA mittels RT-PCR, eigene Ergebnisse, hier nicht gezeigt). Der
Nachweis einer Sezernierung von TIP39 auf spinaler Ebene gelang jedoch nicht.
Gezeigt werden konnte TIP39 Expression v.a. in Hinterhornneuronen, welche v.a.
efferente Neurone enthélt, weshalb eine Modulation der Weiterleitung des
Schmerzsignales auf Segmentebene durch TIP39 angenommen wird. In den
Vorderseitenstrangen jedoch, die die Afferenz zum Thalamus darstellen, konnte keine
TIP39 Expression nachgewiesen werden. Bisher beruhte somit die Vermutung einer
Bedeutung von TIP39 bei der Modulation des Schmerzsignals auf dem Vorhandensein
von PTH2-Rezeptoren im Bereich der dorsalen Wurzelganglien und der
Hinterstrangbahnen sowie der Beobachtung, dass sich im Tierexperiment durch

intrathekale TIP39 Applikation ein Schmerzsignal auslosen lieB3.
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Abb. 33: Vermuteter Einfluss von TIP39 auf die Schmerzwahrnehmung. Im
Zusammenhang mit der Nozizeption wirkt TIP39 sowohl in der Peripherie modulierend auf die
Schmerzweiterleitung auf Segmentebende, als auch zentralnervos bei der Projektion vom Thalamus zum
sensorischen Kortex.

Nach unseren Daten konnte TIP39 aber eher bei der supraspinalen Verarbeitung des
Schmerzsignals eine Rolle spielen. Ferner konnte eine Modulation der spinalen
Afferenz die Schmerzwahrnehmung beeinflussen. Die sich aufdringende Frage, ob
somit das TIP39-PTH2-Rezeptor-System auch bei der Entwicklung neuer Analgetika
von Bedeutung ist, kann nicht sicher beantwortet werden. Die Entwicklung eines
selektiven PTH2-Rezeptor Antagonisten konnte sicherlich von Nutzen sein, wobei
hierfiir die notwendige Liquorgingigkeit und Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke
ausschlaggebend sein wiirde. Die jedoch iiber die Nozizeption hinaus gehenden
Funktionen von TIP39 bei der Generierung von Bewegung (5.4) und bei der
Neurogenese (5.1) lassen allerdings ein nicht unbetréchtliches Nebenwirkungsspektrum

eines solchen Antagonisten vermuten.

5.4 Bedeutung von TIP39 bei der Generierung von Bewegung

Im Bereich der Basalganglien fanden sich im Putamen Zellgruppen mit starker TIP39
Expression (Abb. 24), woraus sich eine Bedeutung bei der genauen Steuerung von
Bewegungen und der Generierung von Bewegungsmustern ableiten ldsst. Diese
Neurone benutzen als Transmitter vor allem GABA und wirken iiber den Nucleus

subthalamicus und die Substantia nigra hemmend auf den Thalamus, der das generierte
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Bewegungsmuster an den Motokortex weiterleitet. Fehlende Hemmung oder ein
UberschieBen dieser fiihrt zu Hyper- bzw. Hypokinesie. Ebenso enden Efferenzen des
Kleinhirns im Thalamus, welche auch an der Feinsteuerung der generierten
Bewegungen mitwirken. In den Purkinje-Zellen, welche die einzigen Efferenzen des
Kleinhirns darstellen, fand sich eine ausgeprigte TIP39 Expression (Abb. 28). Im
Striatum selbst, zum dem das Putamen gehort, fand sich keine ausgepriagte PTH2-
Rezeptor Expression. Verschiedene Kerngebiete des Thalamus weisen hingegen eine

sehr starke PTH2-Rezeptor Expression auf.

Motorischer Kortex

Kleinhirn

> PTTEITTYTELETIELL IEPPPYS/

T

Thalamus
Striatum i
=———————>Bekannte Generierung von Motorik Rickenmark
ey P> Vermuteter Einfluss von TIP39

Abb. 34: Vermuteter Einfluss von TIP39 auf die Generierung von Bewegungen.
Starke Expression von TIP39 in Purkinje-Zellen des Kleinhirns ldsst einen Einfluss von TIP39 bei der
iiber den Thalamus vermittelten Hemmung von iiberschieBenden Bewegungen vermuten, aber auch die
Generierung von Bewegungen in den Basalganglien konnte einer TIP39 Steuerung unterliegen.

TIP39 aus Nervenfasern des Putamen und des Kleinhirns konnte als ein
Neurotransmitter fungieren kann, ob es synergistisch zum inhibitorischen GABA wirkt
oder eventuell auch einen Gegenspieler in Basalganglienzellen darstellt, kann aus dem
hier erbrachten Expressionsnachweis nur gemutmafit werden. Somit ist sowohl eine
Hemmung von Bewegung, als auch ein UberschieBen von Bewegungen unter dem
Einfluss von TIP39 denkbar. Auch hieraus ergeben sich verschiedene pharmakologische

Ansatzpunkte fiir den Einsatz sowohl von TIP39 selbst, als auch eines PTH2-Rezeptor

Antagonisten beispielsweise bei Basalganglienerkrankungen.
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5.5 Allgemeine Charakterisierung des TIP39-PTH2-Rezeptor-Systems

Weitere Funktionen {iber die Nozizeption und die Motorik hinaus sind wahrscheinlich,
eventuell stellt das TIP39-PTH2-Rezeptor-System eine weitere grundlegende
Moglichkeit der neuronalen Signaltransduktion dar. Insgesamt scheint TIP39 jedoch
v.a. para- oder autokrin zu wirken, da nach den bisher gefundenen Daten stets eine
ortliche Ubereinstimmung von TIP39 exprimierenden Fasern und dem PTH2-Rezeptor
gefunden wurde bei zudem fehlendem Nachweis einer systemischen Sekretion. Auch
zeigt die Analyse der von uns untersuchten Aminosduresequenzen verschiedener
Spezies (Abb. 22), dass TIP39 die typischen Eigenschaften eines sezernierten
Neuropeptids aufweist: So findet sich in allen Spezies eine typische Signalsequenz,
welche an einer dibasischen Schnittstelle fiir Subtilisin-like Proteasen abgetrennt
werden kann ¥, In dieser Signalsequenz und dem eigentlichen TIP39 finden sich hohe
Ubereinstimmungen der Aminosduresequenz, sodass sowohl der Charakter eines
sezernierten Neuropeptids, als auch das eigentliche TIP39 in der Evolution konserviert
wurden und dem TIP39-PTH2-Rezeptor-System somit eine wichtige Bedeutung
zuzukommen scheint. Nach unserer Ansicht handelt es sich beim TIP39 somit am
ehesten um einen para- oder autokrin wirkenden Neurotransmitter.

Eine Beeinflussung des Knochenstoffwechsels iiber den PTHI1-Rezeptor, wenngleich
TIP39 an diesem als funktioneller Antagonist wirkt, erscheint damit weniger
wahrscheinlich. Da der PTH1-Rezeptor v.a. in den Nieren und Knochen exprimiert
wird®® miisste fiir TIP39 eine endokrine Funktion postuliert werden, da bisher kein

gesicherter TIP39 Nachweis in diesen Organen gelang.

5.6 Zusammenfassung

Das Tuberoinfundibulire Peptid von 39 Aminosduren (TIP39), ein kurzes Oligopeptid
mit einer N-terminalen und einer C-terminalen a-Helix, wurde urspriinglich bei der
Suche nach einem Liganden fiir den neu beschriebenen PTH2-Rezeptor aus einem
Hypothalamus-Hypophysen-Extrakt isoliert. Aus der bisherigen Charakterisierung von
TIP39 ist am meisten bekannt beziiglich der Expressions-Muster und der Interaktion am
PTH2-Rezeptor. TIP39 ist der stirkste bekannte Aktivator des PTH2-Rezeptors und
wirkt am PTHI1-Rezeptor als funktioneller Antagonist. Inzwischen wurde auch das
TIP39 Gen des Menschen homo sapienes und der Maus mus musculus charakterisiert.

Die physiologische Rolle von TIP39 ist dennoch bisher weitgehend ungeklart, diskutiert
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werden Einfliisse auf den Kalzium-Phosphat-Haushalt, die Hypothalamus.Hypophysen-
Achse oder die Nozizeption.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Untersuchung des TIP39 kodierenden Gens
des Zebrafischs danio rerio. Die komplette cDNA konnte amplifiziert werden und
wurde unter der Accession No. AF486190 in der GenBank veroffentlicht. Der Genlocus
konnte mittels Radiation Hybrid Mapping auf Chromosom 17 lokalisiert werden. Die 3
charakterisierten Exons und 2 Introns umfassen zusammen ca. 3750 bp. Daneben wurde
die Prozessierung des Genprodukts aufgekldrt: TIP39 wird beim Zebrafisch als
Preprohormon translatiert, am N-terminalen Ende findet sich eine 25 Aminoséuren
lange Signalsequenz, die flir sezernierte Peptide typisch ist und welche fiir die
Aufnahme in das Endoplasmatische Retikulum verantwortlich ist. In diesem Bereich
finden sich eine weitgehende Ubereinstimmungen zwischen den analysierten Spezies.
Gefolgt wird die Zielsequenz von einem 93 Aminosduren langen Zwischenpeptid, das
sich als wenig konserviert zwischen den Spezies zeigt. Die eigentliche Sequenz von
TIP39 beim Zebrafisch zeigte eine Sequenzhomologie von 59% zur humanen Sequenz
und wurde mittels Blast Suche als hochkonserviert in allen 12 untersuchten Spezies
wiedergefunden. Im genomischen Southern-Blot zeigte sich, dass TIP39 beim
Zebratisch im einfachen Chromosomensatz ein ,,single-copy* Gen ist. Mittels RT-PCR
konnte eine sehr frithe erste Expression von TIP39 bereits ab 16 Stunden nach
Fertilisation gezeigt werden. Im Bereich des supraoptischen Trakts des Zebrafischhirn
konnte eine scharf umschriebene Zellpopulation mit starker TIP39-Expression detektiert
werden. Durch Knockdown-Experimente konnte beim Zebrafisch gezeigt werden, dass
ein Fehlen von TIP39 Expression wihrend der Embryogenese zu einer Fehlentwicklung
des Frontalhirns fiihrt und zudem mit einer Funktionsbeeintrichtigung der
Schwanzmotorik einhergeht. Hierfiir wurden gerade befruchteten Zebrafischeiern im
Zwei-Zell-Stadium sogenannte ,,Morpholinos® injiiziert, welche als Antisense-
Nukleotide spezifisch die Translation von TIP39 hemmen. Erginzend konnte im
Mausehirn die Expression von TIP39 mittels in-situ Hybridisierung bestimmt werden.
Es zeigte sich eine Expression von TIP39 in einer Vielzahl von klar umschriebenen
Neuronengruppen, so im Hypothalamus, dem limbischen System und in sensorischen
Neuronen, ohne dass sich im Einzelfall jeweils sicher eine Funktion hieraus ableiten
lasst.

In der vorliegenden Arbeit konnte somit erstmals gezeigt werden, dass TIP39 zur

korrekten Neurogenese bei der Entwicklung des Frontalhirns des Zebrafisches
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unabdingbar ist und auch die friihe Entwicklung der Motoneurone durch TIP39
beeinflusst wird. Die ermittelten Daten unterstiitzen die Vorstellung von TIP39 als ein
sezerniertes Neuropeptid, das als Transmitter in der Sensorik, insbesondere der
Nozizeption, wirkt. Auch eine Beeinflussung der zentralnervésen Steuerung der
Motorik durch TIP39 wird angenommen. Die gute Lokalisations-Ubereinstimmung der
Expressionen von TIP39 mit seinem zugeordneten Rezeptor, dem PTH2-Rezeptor, lésst
eine systemische endokrine Wirkung von TIP39 wenig wahrscheinlich erscheinen,
sondern stirkt die Hypothese von TIP39 als einem para-, bzw. autokrin wirkenden

Neurotransmitter.
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