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(knock out) des P2 Rezeptorgens der Maus verhindert die Konvergenz der P2-Axone auf den
Zielglomerulus. Die Axone verbleiben in der dufleren Nervenschicht des Bulbus ohne zu
faszikulieren, in die glomeruldre Schicht einzutreten oder praesynaptische glomerulére
Strukturen auszubilden (Mombaerts et al., 1996).

Der rekombinante Austausch eines Rezeptorgens durch ein anderes beeinflusst die
Zielfindung der betroffenen Zellen ebenfalls (Wang et al., 1998). Zellen, die beispielsweise
den P3-Geruchsrezeptor der Maus unter Kontrolle des P2-Rezeptorgenlokus exprimieren,
bilden einen ektopischen Glomerulus, der an den P3-Glomerulus angrenzt, jedoch weit vom
urspriinglichen P2-Glomerulus entfernt liegt. Die Identitdt des tatsdchlich exprimierten
Rezeptors ist demnach mafBgebend fiir die Position eines Glomerulus innerhalb des
olfaktorischen Bulbus. Der Rezeptor bestimmt dabei iiberwiegend die Position eines
Glomerulus entlang der anterior-posterioren Achse des Bulbus. Die dorsoventrale Lage
hingegen wird durch die epitheliale Expressionszone des Rezeptorgens beeinflusst (Wang et
al., 1998). Dieser Befund ist konsistent mit retrograden Farbungen und
immunhistochemischen Studien, die eine Korrelation der vier Expressionszonen der
Riechschleimhaut mit einer dorsoventralen Zonierung der Bulbusoberfliche berichten
(Schwob und Gottlieb, 1986; Schoenfeldt et al., 1994; Nagao et al., 2000).

Die Bedeutung des Geruchsrezeptorproteins fiir die axonalen Zielfindung I&sst
rezeptorvermittelte neuronale Aktivitédt in den Riechsinneszellen als eine mogliche Grundlage
dieses Phinomens vermuten. In drei unabhéngigen Studien wurde daher der Einfluss
neuronaler Aktivitdit wihrend der embryonalen Etablierung des glomeruldren Musters
untersucht (Zheng et al., 2000; Lin et al., 2000; Zhao und Reed, 2001). Durch knock out einer
Untereinheit des CNG-Kanals wurde geruchsinduzierte Aktivitidt in den Riechsinneszellen
transgener Méuse ausgeschaltet. Die Struktur des Bulbus sowie die Topographie des
glomeruldren Musters war jedoch auch in den anosmischen Méusen normal ausgebildet.

Fiir die Verschaltungsbildung retino-thalamischer Projektionen wurde der Einfluss
zeitlich korrelierter Spontanaktivitit benachbarter retinaler Ganglienzellen auf die
Konsolidierung synaptischer Verbindungen gezeigt (Katz und Shatz, 1996). Rezeptorgleiche
Riechsinneszellen sind innerhalb des sensorischen Epithels zwar weit verstreut angeordnet,
sie konnten jedoch durch Geruchstimuli synchronisiert werden. Das Gen fiir die Untereinheit
des CNG-Kanals ist auf dem X-Chromosom lokalisiert. Daher liegen in Weibchen, die fiir die
Mutation heterozygot sind, sowohl inaktive als auch aktive Riechsinneszellen gemeinsam vor.
Nur in einer Studie wurde von dieser Besonderheit Gebrauch gemacht und es konnte gezeigt
werden, dass inaktive Zellen von aktiven massiv verdrangt werden (Zhao und Reed, 2001).
Wie bei der retinalen Projektion in den Thalamus, ist neuronale Aktivitdat (ggf.
geruchssynchronisiert) fiir das Uberleben der Riechsinneszellen und die Bestindigkeit ihrer
synaptischen Verbindungen von entscheidender Bedeutung. Die glomeruldre Zielfindung per
se scheint jedoch nicht von geruchstimulierter Nervenzellaktivitét abhéngig zu sein.

Es wird auch vermutet, dass die Geruchsrezeptorproteine in der Axonmembran
vorkommen und Angriffspunkte flir Zelladhdsions- und Wegfindungsmolekiile oder fiir
homophile Interaktionen zwischen rezeptorgleichen Axonen darstellen konnten (Singer et al.,
1995). Bisher konnte jedoch die Priasenz der Geruchsrezeptorproteine auf den
Riechsinneszellaxonen nicht eindeutig nachgewiesen werden.
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Dartiber hinaus konnte auch kein Einfluss der postsynaptischen Neurone auf die
Ausbildung des praesynaptischen glomeruldren Musters gefunden werden (Bulfone et al.,
1998). Auch bei vollstindiger Abwesenheit bulbédrer Inter- oder Projektionsneurone
aggregieren Rezeptorzellaxone in distinkte praesynaptische Glomerulusstrukturen mit einer
unverdnderten topographischen Anordnung des Musters. Riechsinneszellen besitzen eine
kurze Lebensdauer und werden stidndig ersetzt (Graziadei und Graziadei, 1979). Es ist auch
denkbar, dass die Axone neugeborener Riechsinneszellen bereits etablierten Verbindungen
rezeptorgleicher Neuronen oder bestimmten Pionierneuronen folgen. Durch transiente
Ablation fast der gesamten Population der P2-Neurone adulter Méuse konnte jedoch kein
Hinweis auf die Notwendigkeit von Pionierneuronen fiir die Reetablierung der Verbindung
zwischen Riechepithel und olfaktorischem Bulbus gefunden werden (Gogos et al., 2000).

2.2.3 Repriisentationswechsel.

Die Riechsinneszellen sind durch die Wahl eines bestimmten Geruchsrezeptors
determiniert (Malnic et al., 1999; Touhara et al., 1999). Die kurze Lebensdauer dieser Zellen
[90 Tage, (MacKay-Sim und Kittel, 1991), aber auch 30 Tage, (Moulton, 1974; Graziadei und
Graziadei, 1979)] macht einen Rezeptorwechsel wihrend dieser Zeitspanne unwahrscheinlich.
Welche Riechsinneszellen auf einen Geruchsreiz reagieren, wird durch den jeweils
exprimierten Geruchsrezeptor und sein Ligandenspektrum bestimmt. Im Riechepithel sind
rezeptorgleiche Zellen innerhalb einer Expressionszone zufillig verteilt. Entsprechend
stimulieren Geruchsstoffe in der Riechschleimhaut ein unzusammenhingendes punktuiertes
Erregungsmuster (Ma und Shepherd, 2000). Geruchsinformation wird in der
Riechschleimhaut daher nicht rdumlich, sondern typologisch kodiert. Die Projektion
rezeptorgleicher Riechsinneszellen auf einzelne Glomeruli fithrt jedoch zu einer
Umstrukturierung des Systems und nachfolgend zu einer rdumlich organisierten
Représentation der Geruchsrezeptoren auf der Bulbusoberfldche. Individuellen Rezeptortypen
entsprechen im Bulbus topographisch angeordnete Glomeruli, deren Position interindividuell
invariant ist (Vassar et al., 1994; Ressler et al., 1994; Mombaerts et al., 1996). Jeder
Geruchsrezeptor wird zweimal in einem Bulbus, d.h. viermal im gesamten System abgebildet.
Die funktionelle Relevanz dieser Verdopplung ist bisher nicht bekannt. Die typologische
Kodierung von Geruchsstoffen im Riechepithel wird also in eine rdumliche Kodierung auf der
Bulbusoberflache tibersetzt. Entsprechend werden im Bulbus Geruchsantworten in
geruchsstoffspezifischen und rdumlich umschriebenen Arealen gefunden (Lancet et al., 1982;
Guthrie et al., 1993; Johnson et al., 1998; Yang et al., 1998; Johnson et al., 1999; Rubin und
Katz, 1999; Johnson und Leon, 2000, 2000; Meister und Bonhoeffer, 2001). Die Frage,
welcher Geruchsrezeptor aktiviert wurde, wird in die Frage, welcher Glomerulus aktiviert
wurde, tibersetzt.

Ob die rdumlich strukturierte glomeruldre Reprédsentationskarte des olfaktorischen
Bulbus auch in hoheren Ebenen der olfaktorischen Informationsverarbeitung erhalten bleibt
und in welchem Umfang, ist bisher wenig erforscht. Erste Hinweise sprechen fiir eine
Reduktion des Représentationsumfangs und eine, im Vergleich zu den scharf voneinander
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abgegrenzten Glomeruli, diffusere Organisation ihrer Projektionsfelder (Horowitz et al., 1999;
Zou et al., 2001). Beispielsweise nehmen postsynaptische Neuronen des Piriformen Cortex,
die Eingang aus einem Glomeruluspaar erhalten, 5% dieses Areals ein (Zou et al., 2001).
Wiirde die exakte glomeruldre Aufteilung erhalten bleiben, sollte bei 1.000 Rezeptoren und
ungefdhr 2.000 Glomeruli jedoch lediglich eine Grofe des Projektionsfeldes von 0.1 bis
0.05% erwartet werden. Zusitzlich wurde beobachtet, dass nicht alle Glomeruli mit den
gleichen priméren cortikalen Projektionsgebieten verschaltet sind.

2.3  Olfaktorische Glomeruli — Basismodule der Verarbeitung von Geruchsinformation.

Olfaktorische Glomeruli bilden die strukturellen Einheiten des Bulbus olfactorius und
gehoren zu den markantesten anatomischen Modulen im Zentralnervensystem (Leise, 1990).
Glomeruli sind sphirische Neuropilstrukturen von 50 bis 200 pm Durchmesser, die aus
praeterminalen Axonen und Axonterminalien der Riechsinneszellen sowie den dendritischen
Fortsdtzen von Mitral-, Biischel- und Periglomeruldren Zellen aufgebaut werden (Abb. 2).
Bei der Ratte konvergieren auf einen Glomerulus ca. 25.000 Riechsinneszellen, die auf
ungefihr 20 Mitralzellen verschaltet werden (Hildebrand und Shepherd, 1997). Nach auflen
hin werden sie durch Gliazellen und Periglomeruldre Zellen voneinander abgegrenzt.
Glomeruli werden bei so diversen Tiergruppen, wie Arthropoden, Mollusken und Vertebraten
gefunden und sind evolutiv hochstwahrscheinlich konvergent entstanden. Die Anzahl der
Glomeruli innerhalb eines Bulbus ist artspezifisch und fiir eine Art konstant [~ 1.900 fiir
Kaninchen (Allison und Warwick, 1949), aber auch 6.300 (Royet at al., 1998), 5.000 fiir
Hunde (Hildebrand und Shepherd, 1997), 1.800 fiir die Maus (Royet et al., 1988) und die
Ratte (Buck und Axel, 1991), aber auch 4.200 (Royet et al., 1998), 80 identifizierbare
Glomeruli und zusitzlich diffuse glomeruldre Plexi fiir den Zebrabarbling (Baier und
Korsching 1994), 46 fiir Drosophila (Vosshall et al., 2000)]. Die Unterschiede in der Zahl der
Glomeruli héngen direkt mit den olfaktorischen Leistungen der respektiven Spezies
zusammen, die klassischerweise in mikro- und makrosmate Gruppen zusammengefasst
werden.

Neben der deutlichen morphologischen Abgrenzung voneinander bilden die Glomeruli
auch funktionelle Einheiten. Jede Riechsinneszelle ist mit genau einem Glomerulus
verschaltet und rezeptorgleiche Neurone konvergieren auf den gleichen Glomerulus. Jeder
Glomerulus wird ausschlieflich von Riechsinneszellen, die den gleichen Rezeptor
exprimieren, innerviert. Elektrophysiologisch wurde gefunden, dass Glomeruli, ebenso wie
Riechsinneszellen, ein definiertes Antwortspektrum gegeniiber Geruchsstoffen aufweisen
(Leveteau und MaclLeod, 1966). Benachbarte Glomeruli sind lateral durch inhibitorische
Interneurone miteinander vernetzt. Inhibition tritt vor allem zwischen zwei Mitralzellen auf,
die unterschiedliche Glomeruli innervieren (Buonviso und Chaput, 1990). Durch Aktivitits-
markierungen mit der 2-Desoxyglukosemethode wihrend der Stimulation mit Geruchsstoffen
werden Glomeruli individuell markiert (Lancet et al., 1982; Guthrie et al., 1993; Johnson et
al., 1998). Die Féarbung innerhalb eines Glomerulus ist homogen und gibt keinen Anhalt fiir
eine funktionelle Subkompartimentierung. Eng benachbarte Glomeruli antworten unabhingig

17



EINLEITUNG

voneinander auf Geruchsreize, jedoch weisen benachbarte Glomeruli hdufig ein verwandtes
Ligandenspektrum auf (Johnson et al., 1998; Johnson und Leon, 2000). Auch durch optische
Aktivitdtsmessungen in Echtzeit konnen die Glomeruli der Vertebraten als homogen
antwortende Einheiten mit einem individuell unabhéngigen Antwortverhalten erkannt werden
(Friedrich und Korsching, 1998; Rubin und Katz, 1999; Meister und Bonhoeffer, 2001).

Zusammengenommen sprechen die hier aufgelisteten Befunde dafiir, dass Glomeruli
die Basismodule der olfaktorischen Informationsverarbeitung darstellen. Aufgrund ihrer
funktionellen Anatomie, besonders wegen ihrer einheitlichen Grofle, der lateralen Inhibition
durch benachbarte Module und der feedback Inhibition sind sie mit cortikalen Kolumnen
verglichen worden (Leise et al., 1990; Xu et al., 2000). Aufgrund der einheitlichen und
tibersichtlichen Organisation dieser Grundmodule, generieren Geruchsreize im olfaktorischen
Bulbus rdumliche Antwortmuster, die aus stimulusspezifischen Kombinationen aktivierter
Glomeruli aufgebaut werden.

2.4  Neuronale Aktivitit im Bulbus olfactorius — eine multidimensionale Repriisentation I1.

In den frithen -elekrophysiologischen Untersuchungen der Aktivitdt der
Bulbusoberfliche konnten im unstimulierten Bulbus langsame Potentialschwankungen
abgeleitet werden, die wihrend der Stimulation mit Geruchsstoffen durch starke rhythmische
Oszillationen abgelost wurden (Adrian, 1950). Elektrophysiologische Ableitungen
individueller Glomeruli zeigten allerdings, dass spezifische Geruchsaktivitidt an distinkte
Glomeruli gebunden ist (Levateau und MacLeod, 1966). Die Glomeruli zeigten ein
individuelles Antwortverhalten gegeniiber unterschiedlichen Geruchsreizen. Die Mehrzahl der
abgeleiteten Glomeruli konnte durch verschiedene der untersuchten Substanzen gereizt
werden. Ebenso wurden durch einen bestimmten Geruchsstoff mehrere der untersuchten
Glomeruli gleichermafBen stimuliert. Erst durch den Einsatz unterschiedlicher optischer
Verfahren zur Aktivitdtsmessung konnten tiefere Einblicke in die rdumliche und auch
zeitliche Représentation von Geruchsstoffen im Bulbus olfactorius gewonnen werden.

Geruchsstoffe erregen ein interindividuell reproduzierbares, rdumlich definiertes
Muster stimulusspezifischer Aktivitdt. Die Grundeinheit dieser Muster ist die Aktivitét
einzelner Glomeruli und glomerulusassoziierter Inter- und Projektionsneurone (Johnson und
Leon, 1999). Die Antwortmuster sind in hohem Mafle von der Struktur der Stimuli abhéngig.
Bestimmte Substanzklassen, wie z.B. Aldehyde oder Fettsduren, werden in umschriebenen
Reprasentationsdominen abgebildet (Imamura et al., 1992; Friedrich und Korsching, 1998;
Johnson und Leon, 1998; 1999; Uchida, 2000). Die Antwortmuster unterschiedlicher Stimuli
sind oft tiberlappend, reprisentieren einen Stimulus jedoch eindeutig. Kleine Verdnderungen
der Stimulusstruktur kénnen bereits profunde Anderungen des Antwortmusters hervorrufen
(Johnson und Leon, 1998). Strukturell verwandte Substanzen erregen in der Regel dhnlichere
Aktivitdtsmuster als verschiedenartige Geruchsstoffe. Unterschiede in der Stimulus-
konzentration werden ebenfalls durch verschiedenartige Aktivitditsmuster reprédsentiert
(Friedrich und Korsching 1997; Rubin und Katz, 1999; Johnson und Leon, 2000). Die
invariante Position der Glomeruli kann in der Spiegelbildlichkeit der Antwortmuster zwischen
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den Bulbi (Belluscio und Katz, 2001) und innerhalb der Bulbi erkannt werden (Meister und
Bonhoeffer, 2001).

Die wenigsten dieser Arbeiten unterscheiden jedoch klar zwischen den Eingangs- und
Ausgangssignalen der Glomeruli (Abb. 2; siehe aber Friedrich und Korsching, 1997, 1998).
Der unterschiedliche Beitrag der Riechsinneszellaxone, der Inter- und der Projektionsneurone
an der beobachteten Gesamtaktivitéit wird nicht beriicksichtigt. Mitralzellen weisen jedoch ein
engeres Ligandenspektrum als die innervierenden Riechsinneszellen auf und besitzen ein
deutliches inhibitorisches Stimulusumfeld (Yokoi et al., 1995).

Die Untersuchung der Funktion des komplexen bulbdren Netzwerkes ist eine
interessante Herausforderung. Zur Zeit werden zwei unterschiedliche funktionelle
Bedeutungen der synaptischen Verschaltung im olfaktorischen Bulbus diskutiert. Traditionell
wird von einer Erhohung des Stimuluskontrastes zwischen verwandten Geruchsstoffen
ausgegangen (Yokoi et al., 1995). Fiir diese Sichtweise sprechen vor allem die rdumliche
Nachbarschaft von Glomeruli mit dhnlichen Erregungsspektren und die laterale Inhibition
umgebender Mitralzellen. Die beobachteten rhythmischen Feldpotentialschwankungen, die
sich aus der inhibitorischen Verschaltung ergeben und von der Bulbusoberfldche abgeleitet
werden konnen, werden als Epiphdnomen gewertet. Alternativ wird diskutiert, dass das
inhibitorische Netzwerk einen Einfluss auf die zeitliche Synchronisation von
Mitralzellantworten besitzt (Wehr und Laurent, 1996; Laurent, 1999; Friedrich und Laurent,
2001). Mitralzellen feuern Aktionspotentiale in Phase mit den Oszillationen und Aspekte der
Geruchsinformation koénnten zeitlich kodiert werden. Die zeitliche Bindung (Singer, 1999)
der Projektionsneurone soll vor allem Bedeutung fiir das Auslesen von Geruchsinformation in
hoheren Verarbeitungsebenen besitzen. Die Bedeutung rhythmischer Aktivitdt fiir die
Geruchsunterscheidung wurde im Antennallobus der Honigbiene gezeigt. Durch Blockade
inhibitorischer Synapsen durch GABAj-Rezeptorblocker wurden die Oszillationen
ausgeschaltet. Gleichzeitig konnten strukturell Zhnliche Geruchsstoffe von diesen Tieren nicht
mehr unterschieden werden, wohingegen die Unterscheidungsfiahigkeit gegentiber strukturell
sehr verschiedenen Geruchsstoffen nicht beeintrachtigt war (Stopfer et al., 1997).

2.5 Besonderheiten und Unterschiede des olfaktorischen Systems der Fische.

Die aquatische Lebensweise der Fische macht eine Trennung zwischen Geruchs- und
Geschmackssinn schwierig. Bei landlebenden Tieren sind Geruchsstoffe in der Regel
flichtige, hydrophobe Substanzen, Geschmackstimuli hingegen wasserloslich. In der
aquatischen Umwelt sind auch Geruchsstoffe zwangsldufig wasserlosliche, meist
niedermolekulare Substanzen. Ob eine Substanz vom olfaktorischen oder gustatorischen
System detektiert wird, ist daher durch reine Verhaltensbeobachtungen nicht immer leicht zu
bestimmen. Bei Fischen besteht zwischen beiden Systemen eine weite Ubereinstimmung der
detektierten Stimuli (zusammengefasst in Hara, 1993, 1994). Grundsitzlich liegen die
Schwellenkonzentrationen der Stimuli fiir den Geruchssinn jedoch niedriger als fiir das
gustatorische System. Fiir den Geruchssinn der Fische sind vier verhaltensrelevante
Geruchsstoftklassen  bekannt:  Aminosduren,  Gallensduren,  Steroidhormone  und
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Prostaglandine. Dariiber hinaus wurde die stimulatorische Wirkung der Nukleotide auf das
Geruchssystem gezeigt. Uber die Verhaltensrelevanz der Nukleotide ist jedoch nichts
eindeutig bekannt.

2.5.1 Geruchssinn und Verhalten.

Der Geruchssinn der Fische ist mit unterschiedlichen Verhaltensweisen, wie
Futtersuche, Reproduktionsverhalten, Migration, Art- und Feinderkennung assoziiert.
Untersuchungen an vielen verschiedenen Fischarten haben gezeigt, dass Aminoséduren eine
bedeutende Rolle bei allen diesen Verhaltensweisen spielen (Laberge und Hara, 2001).

Die schwierigste Trennung zwischen Geruch und Geschmack ist fiir das
Fressverhalten zu machen. Verhaltensbefunde sind dabei nur schwer tiber unterschiedliche
Fischarten zu generalisieren. Informationen tiber das Vorkommen einer Nahrungsquelle und
deren Lokalisation werden iiberwiegend durch den Geruchssinn wahrgenommen.
Futterassoziierte Erregung, Futtersuch- und Fressverhalten kénnen durch Aminosiurestimuli
ausgelost werden (Sorensen et al., 1991; Laberge und Hara, 2001). Diese
Verhaltensantworten werden durch Sektion des lateralen olfaktorischen Traktes selektiv
ausgeschaltet (Stacey und Kyle, 1983). Ubereinstimmend mit diesem Befund fiihren
Aminosdurestimuli bei den meisten Knochenfischen zu Aktivitdt im lateralen Bulbus (Hara
und Zhang, 1996; Friedrich und Korsching, 1997; Hanson et al., 1998; Nikonov und Caprio,
2001), dessen zentripetalen Projektionen {iber den lateralen Trakt in das Vorderhirn
einmiinden. Die Initiation der konsummatorischen Phase wihrend der Nahrungsaufnahme
wird tiberwiegend durch Reizung des gustatorischen Systems ausgelost (Hara, 1994), wobei
wiederum Aminosduren die relevantesten Stimuli darstellen. Auch in anosmischen
Zwergwelsen konnen Aspekte der generellen Futtererregung durch Aminoséuren stimuliert
werden, wodurch die enge Verbindung zwischen Geruchs- und Geschmackssystem der Fische
besonders deutlich wird (Caprio et al., 1993).

Bei Fischen werden sowohl allgemeine Geruchsstoffe als auch Pheromone durch ein
gemeinsames Riechepithel erkannt. Fiir die Pheromonkommunikation wihrend des
Paarungsverhaltens sind vor allem die Fischhormone 4-Pregnen-17a,20p-diol-3-one
(17,20BP) und Prostaglandin F2a (PGF2a) bekannt (Sorensen und Stacey, 1999). Der Spiegel
an 17,20BP steigt beim Weibchen wihrend der Oozytenreifung stark an, wird tber die
Kiemen in das Medium freigesetzt und wirkt als pracovulatorisches Pheromon. Es wird vom
Mainnchen olfaktorisch detektiert und induziert dort die Spermienreifung. PGF2a wird vom
Weibchen wihrend der Folikelfreisetzung abgegeben und wirkt als postovulatorisches
Pheromon. Es synchronisiert die sexuelle Erregung der Geschlechtspartner und 16st das
Ablaichen aus. Interessanterweise gibt es auch fiir das Sexualverhalten Beispiele fiir eine
Stimulation durch Aminosduren. Geschlechtsreife Bitterlinge umwerben mit Aminosduren
gefiillte Dialyseschlduche (Kawabata et al., 1992). Die Spermienfreisetzung kann in diesen
Tieren durch einen Lichtstimulus induziert werden.

Schreckstoffe sind ebenfalls Pheromone, die durch Verletzungen der Hautoberfldche
aus speziellen Driisen freigesetzt werden. Sie werden durch das Geruchssystem
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wahrgenommen und rufen artspezifische Alarmreaktionen hervor (Smith, 1999).
Schreckstoffe besitzen eine breite Interspezieswirksamkeit. Durch die Schreckstoffe mancher
Arten werden nicht nur Mitglieder der eigenen oder fremden Art gewarnt, sondern auch
sekunddre Réauber angelockt, wodurch die Fressgefahr ebenfalls vermindert wird.
Schreckreaktionen kénnen mit weiteren Stimuli, wie z.B. allgemeinen Gerruchstoffen oder
visuellen Reizen, durch Lernen assoziiert werden (Hall und Suboski, 1995).

Ebenso bedeutend ist die Rolle der Geruchserkennung fiir migrierende Fischarten, wie
etwa den Lachsen. Neben pheromonalen Reizen und intrinsischen Verhaltensweisen werden
tiberwiegend Geruchsinformationen zum Auffinden der Heimatgewédsser wéhrend der
Laichphase genutzt (Hasler und Scholz, 1983). Die Prigung auf den Geruch des
Laichgebietes wahrend der frithen Individualentwicklung ist dabei ausschlaggebend. Es gibt
Hinweise darauf, dass die Empfindlichkeit des peripheren Geruchssystems selbst wihrend der
Pragung verdndert wird und nicht allein durch zentrale Mechanismen, wie z.B.
Gedéchtnisbildung, zu erkldren ist (Nevitt et al., 1994; Dittmann et al., 1997).

Die Bedeutung der Gallensduren als Geruchsstoffe ist bisher nicht besonders gut
verstanden. Es wird vermutet, dass sie bei Neunaugen eine funktionelle Relevanz wihrend der
Wanderung besitzen (Li et al., 1995) oder der asexuellen Erkennung von Artgenossen dienen
(Laberge und Hara, 2001).

2.5.2 Struktureller Aufbau und Unterschiede.

Der strukturelle Aufbau des olfaktorischen Systems ist innerhalb verschiedener
Wirbeltierklassen stark konserviert. Bei Fischen sind die paarigen Riechsinnesgruben
zwischen Oberlippe und Auge in die cranialen Strukturen eingebettet. Die Riechepithelien
sind rosettenartig aufgebaut und bestehen bei adulten Tieren aus einer wechselnden Anzahl
radialer Lamellen, die um eine zentrale Raphe angeordnet sind. Der Querschnitt des Epithels
ist oval bis kreisrund. Riechsinneszellen sind ausschlielich in den zentralen Querschnitten
des Epithels angeordnet. Die dulleren nicht-sensorischen Bereiche sind dem respiratorischen
Epithel der Sduger vergleichbar und mit zahlreichen cilientragenden Strudelzellen besetzt, die
einen gerichteten Wasserstrom entlang der Lamellen generieren. Die Riechsinnesgruben
besitzen eine Einstrom- und Ausstromoffnung, durch die, wihrend des Schwimmens, ein
Fliissigkeitsstrom durch das Geruchsepithel erzeugt wird. Die Anzahl der Riechsinneszellen
im gesamten Epithel wird auf durchschnittlich 100.000 (Barth et al., 1996; Hildebrand und
Shepherd, 1997) geschitzt, die Anzahl der Geruchsrezeptoren auf ungefdhr 100 (Ngai et al.,
1993; Barth et al., 1996; Weth et al., 1996). Eine Besonderheit des Riechepithels der Fische
ist, dass sowohl ciliierte als auch mikrovilldre Riechsinneszellen nebeneinander im gleichen
Epithel vorkommen. Wéhrend die ersten bei Sdugetieren typisch fiir das Geruchssystem sind,
kommen letztere ausschlieBlich im pheromonsensitiven vomeronasalen Organ vor. Ein
separates Organ fiir die Detektion von Pheromonen existiert bei Fischen nicht (Laberge und
Hara, 2001). Sowohl allgemeine Geruchsstoffe als auch Pheromone generieren Aktivitit im
gleichen Riechepithel (Andersen und Doving, 1991; Fujita et al., 1991; S6rensen et al., 1995)
und in Glomeruli des olfaktorischen Bulbus (Friedrich und Korsching, 1998; Hanson et al.,
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1998). Der Bulbus selbst ist weniger deutlich geschichtet (Byrd und Brunjes, 1995) als der der
Sdugetiere. Insgesamt konnen drei bis vier morphologische Schichten erkannt werden. Die
dufere Nervenschicht wird durch Axone der Riechsinneszellen gebildet, die in der
darunterliegenden glomeruldren Schicht terminieren. Die Glomeruli werden nicht, wie bei
hoheren Vertebraten, durch Astroglia oder Periglomeruldre Zellen voneinander abgegrenzt.
Periglomeruldre Zellen wurden fiir Fische bisher nicht beschrieben. Ihre Funktion wird
wahrscheinlich von den Kornerzellen, die bei Fischen auch synaptische Kontakte mit den
distalen Dendriten und Somata der Mitralzellen machen, iibernommen (Laberge und Hara,
2001). Die Durchmesser der Glomeruli sind weniger einheitlich als die der Sduger und
konnen bis zu 10-fache GroBenunterschiede aufweisen (Baier und Korsching, 1994). Neben
distinkten Glomeruli kommen im Bulbus der Fische auch diffus organisierte Plexi vor, deren
glomeruldre Struktur morphologisch schlecht aufgelost werden kann. Eine deutlich
ausgebildete Mitralzellschicht und externe plexiforme Schicht sind anatomisch nicht immer
erkennbar. Interneurone, tiberwiegend Kornerzellen, fiillen die gesamte innere Zellmasse des
Bulbus aus. Die Ausgangsneurone des Bulbus der Knochenfische sind Mitralzellen und ruffed
cells (Zippel, 1998, 1999; Laberge und Hara, 2001). Die Anzahl der Mitralzellen liegt bei
etwa 1.000 (Zebrabirbling, diese Arbeit). Individuelle Mitralzellen innervieren, wie bei den
meisten niederen Vertebraten, mehrere Glomeruli gleichzeitig (Dryer und Graziadei, 1994).
Die Funktion dieser Verschaltung, die Ahnlichkeit mit dem akzessorischen olfaktorischen
Bulbus der Mammalia besitzt, ist bisher nicht bekannt. Projizierende Axone verlassen den
Bulbus tiiber zwei separate Faserbiindel, den lateralen (LOT) und medialen (MOT)
olfaktorischen Trakt. Jeder Trakt enthédlt Mitralzellaxone aus der entsprechenden
Bulbushilfte, die mit der Erkennung bestimmter Geruchsstoftklassen assoziiert ist (Hamdani
et al., 2001). Entsprechend konnen geruchsassoziierte Verhaltensweisen durch Sektion eines
Traktes selektiv ausgeschaltet werden (Hara, 1994; Laberge und Hara, 2001; Hamdani et al.,
2001). FEine groBe Zahl der bulbofugalen Fasern wechseln iiber unterschiedliche
Kommissuren auf die contralaterale Hemisphidre. Die Fasern des LOT projizieren
tiberwiegend in den dorsalen Abschnitt des posterioren Telencephalons, wohingegen MOT-
Fasern in das ventrale und dorsale Vorderhirn, preoptische Areale und das Diencephalon
ziehen (Laberge und Hara, 2001).

2.5.3 Physiologie der Geruchsantworten.

Pheromon- und Geruchsstimuli werden bei Fischen durch das gleiche Riechepithel
detektiert. Entsprechend kommen sowohl ciliierte als auch mikrovilldre Zellen nebeneinander
vor. Trotz zahlreicher Bemiihungen konnte bisher nicht eindeutig nachgewiesen werden,
welche Substanzklassen von welchem Zelltyp (mikrovilldr oder ciliiert) erkannt werden.
EOG-Aufzeichnungen von Abschnitten des Riechepithels, in denen verstirkt mikrovilldre
Riechsinneszellen vorkommen, sprechen fiir die Erkennung von Aminosduren durch
mikrovilldre Zellen, wohingegen Gallensduren durch ciliierte Rezeptorneurone erkannt
werden (Thommesen, 1983). Vergleichbare Arbeiten am Zwergwels (Erickson und Caprio,
1984) und Untersuchungen an anderen Fischarten kommen jedoch zu gegensitzlichen

22



EINLEITUNG

Befunden. So wurde das Auftreten von Aminosdureantworten im Bulbus des Goldfischs mit
der Regeneration ciliierter Riechsinneszellen in Ablationsexperimenten zeitlich korreliert
(Zippel et al., 1993), wohingegen Pheromonantworten mit mikrovilliren Riechsinneszellen
assoziiert werden konnten (Zippel et al., 1997). Auch Aktivitdtsmarkierungen einzelner
Rezeptorneurone des Zebrabdrblings sind nicht unbedingt eindeutig, da der benutzte Marker
(a-Agmatin) selbst stimulierend auf die Riechsinneszellen wirkt und sowohl ciliierte als auch
mikrovilldre Zellen markiert werden (Michel et al., 1999). Einzelzellableitungen isolierter
Riechsinneszellen der Forelle zeigten ebenfalls, dass beide Zelltypen durch Aminosduren
erregbar sind (Sato und Suzuki, 2001). Durch retrograde Férbungen von definierten
Koordinaten des Bulbus werden ebenfalls beide Zelltypen markiert (Morita und Finger,
1998). Unter den Zellen, die in den dorsalen und lateralen Bulbus des Zwergwelses
projizieren, ist der Anteil an mikrovilldren Zellen deutlich hoher, wohingegen ciliierte Zellen
tiberwiegend in den ventralen und medialen olfaktorischen Bulbus projizieren.

Im Bulbus olfactorius verschiedener Fischarten konnte eine topographische Verteilung
der  Reprisentation  fischrelevanter = Geruchsstoffklassen  aufgedeckt ~ werden.
Pheromonsubstanzen wie 17,20BP und PGF2o aktivieren einzelne Glomeruli der
mittventralen Oberfldache (Friedrich und Korsching, 1998; Hanson et al., 1998). Allgemeine
Geruchsstoffe hingegen stimulieren ausgedehnte Antwortmuster, die auf der Aktivierung
vieler Glomeruli beruhen. Unterschiedliche Vertreter einer Substanzklasse (z.B.
Aminoséduren) aktivieren individuelle, jedoch liberlappende Aktivitdtsmuster. Drei biologisch
relevante Geruchsstoffklassen werden in verschiedenen Subkompartimenten des Bulbus
reprasentiert: Gallensduren im anteriomedialen, Nukleotide im posteriolateralen und
Aminoséduren im anteriolateralen Bulbus (Friedrich und Korsching, 1997, 1998; Hanson et al.,
1998; Hara und Zhang, 1998; Nikonov und Caprio, 2001). Diese Befunde sind in guter
Ubereinstimmung mit friihen Arbeiten, die eine unabhingige Erkennung dieser Substanzen
durch unterschiedliche Geruchsrezeptoren nachweisen konnten (Thommessen, 1982, 1983;
Chang und Caprio, 1996; Hara und Zhang, 1996; Michel und Derbidge, 1997).

Bisher wurden fiir eine Reihe von Fischarten putative Geruchsrezeptoren isoliert
[Medaka (Yasuoka, 1999), Zwergwels (Ngai et al., 1993), Kugelfish (Asano-Miyoshi et al.,
2000), Goldfisch (Cao et al., 1998; Speca et al., 1999), Zebrabarbling (Byrd et al., 1996; Weth
et al., 1996), Lachs (Wickens et al., 2001)]. Lediglich fiir den Goldfisch wurde bisher ein
Geruchsrezeptor funktionell charakterisiert, der durch die basischen Aminosduren Arginin
und Lysin stimuliert werden kann. Interessanterweise besitzt dieser Rezeptor eine starke
Sequenzhomologie zu den V2-Rezeptoren (Speca et al., 1999), die bei Sdugern im
vomeronasalen Epithel gefunden werden und dort in mikrovilliren Riechsinneszellen
vorkommen (Dulac, 2000). Ubereinstimmend damit wurde berichtet, dass der CNG-Kanal,
der bei Sdugern ebenfalls typisch fiir ciliierte Riechsinneszellen ist, nicht an den
aminosdureinduzierten Geruchsantworten beteiligt ist (Michel, 1999).

Die Zahl der Geruchsrezeptoren, die an der Erkennung verschiedener Geruchsstoffe
beteiligt sind, wurde durch Kreuzadaptationen abgeschitzt. Fiir die Aminosédure-
Geruchsrezeptoren wurden klassischerweise vier Kategorien gebildet, die entweder ein
basisches, azidisches, neutral kurzkettiges oder neutral langkettiges Bindungsverhalten zeigen
(Caprio und Byrd, 1984; Ohno et al., 1984).
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2.5.4 Der Zebrabirbling als olfaktorisches Modellsystem.

Der Zebrabdrbling (Danio rerio) besitzt fiir die Untersuchung des Geruchssinnes
gegeniiber den Séugetieren klare Vorteile, die ihn als Modellsystem besonders geeignet
machen. Die funktionelle Architektur des olfaktorischen Nervensystems ist dem hdoherer
Vertebraten grundsétzlich vergleichbar (Baier und Korsching, 1994; Byrd und Brunjes, 1995).
Die Komplexitdt des Systems ist gegeniiber dem der Séduger jedoch deutlich reduziert. Die
Geruchsrezeptorgenfamilie des Zebrabdrblings wird auf ungefdhr 100 Mitglieder geschétzt
(Barth et al., 1996; Weth et al., 1996). Im Vergleich zu den = 1.000 Geruchsrezeptoren von
Ratte und Maus liegt das Rezeptorgenrepertoire somit eine ganze GréBenordnung niedriger.
Die Zahl der Glomeruli entspricht etwa der Zahl der Geruchsrezeptorgene (Baier und
Korsching, 1994). Im Zebrabarblingbulbus kdnnen etwa 80 distinkte Glomeruli sowie diffuse
glomeruldre Plexi erkannt werden. Von den 80 groBen Glomeruli konnen ungefihr 20
aufgrund ihrer GroBe, ihrer Position oder ihrer Form individuell angesprochen werden. Bei
den ungefidhr 100.000 Riechsinneszellen adulter Zebrabérblinge (Barth et al., 1996; S. Berger,
unpublizierte Beobachtung) ergibt sich somit eine glomeruldre Konvergenz von etwa 1.000
sensorischen Neuronen auf einen Glomerulus. Inwieweit die zum Teil 10-fachen
GroBenunterschiede einzelner Glomeruli mit der Zahl konvergierender Neurone
zusammenhédngen ist nicht bekannt. Die Projektion rezeptorgleicher Zellen auf einen
Glomerulus konnte fiir den Zebrabérbling bisher nicht experimentell gezeigt werden. Durch
retrograde Farbungen an identifizierbaren Einzelglomeruli ist aber bekannt, dass sensorische
Neurone, die mit einem Glomerulus verschaltet sind, in einem ringférmigen Muster im
Riechepithel angeordnet sind (Lieberoth, 1999). Die Radien dieser Ringe variieren fiir
verschiedene Glomeruli und sind von der Lage des Glomerulus im Bulbus abhingig.
Ubereinstimmend mit der glomeruliren Konvergenz rezeptorgleicher Neurone, werden auch
fuir unterschiedliche Geruchsrezeptorgene ringférmige Expressionsmuster gefunden (Weth et
al., 1996). Der Radius einer solchen Expressionsdoméne ist typisch fiir einen betrachteten
Geruchsrezeptor. Fiir zwei identifizierbare Glomeruli konnten die relevanten Geruchsstoffe,
in beiden Fillen Pheromone, bestimmt werden (Friedrich und Korsching, 1998). Die selektive
Aktivierung eines einzelnen Glomerulus durch einen Geruchsreiz stellt bisher die deutlichste
Evidenz fiir die glomeruldre Konvergenz rezeptorgleicher Riechsinneszellen beim
Zebrabidrbling dar. Geruchsantworten werden auch im Bulbus des Zebrabarblings
strukturabhéng reprasentiert. Bisher wurden vier unterschiedliche Regionen beschrieben, die
jeweils fiir eine bestimmte Geruchsstoftklasse empfindlich sind (Friedrich und Korsching,
1997, 1998). Allerdings sind fiir ca. 50% der Glomeruli bisher keine relevanten Geruchsstoffe
bekannt.

Neben der beschriebenen strukturellen Reduktion besitzt das olfaktorische System des
Zebrabirblings auch rein praktische Vorteile gegeniiber dem Saugetiermodell. Das
Bulbusgewebe ist relativ transparent und somit fiir optische Ableitungen geruchsstimulierter
neuronaler Aktivitdt besonders geeignet. Aufgrund der geringen Abmessungen kann vom
gesamten Bulbus abgeleitet und das vollstindige Repertoire aller, auf einen Stimulus
antwortenden Glomeruli simultan erfasst werden. Im Gegensatz dazu, kann bei M&dusen mit
dem gleichen Verfahren lediglich 20% der Bulbusoberfldche vermessen werden (Meister und
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Bonhoeffer, 2001; Fried et al., 2002). Da Fische zu den poykilothermen Tieren gehoren,
besitzen physiologische Préparate eine deutlich hohere Lebensdauer und bediirfen einer
wesentlich weniger aufwendigen Lebenserhaltung. Die biologisch relevanten Geruchsstimuli
sind wasserloslich und kénnen im Gegensatz zu den volatilen Geruchsstoffen landlebender
Spezies wesentlich einfacher quantifiziert und appliziert werden.

In den letzten Jahren wurden auch erhebliche Fortschritte in der Anwendung
molekulargenetischer Techniken beim Zebrabirbling gemacht. Viele Standardverfahren,
inklusive transient transgener Techniken, sind weitgehend etabliert (siehe z.B. Deterich et al.,
1999). Der Anwendung rekombinanter Methoden wurde allerdings erst in jlingster Zeit durch
die Identifizierung embryonaler Stammzellen der Weg bereitet (Ma et al., 2001). Ein breites
Interesse galt dem Zebrabdrbling bisher vor allem als entwicklungsbiologisches
Modellsystem, speziell der Charakterisierung spezifischer Mutanten und der Expression
entwicklungsrelevanter Gene wihrend der Ontogenese (Development, zebrafish issue, ).

Im olfaktorischen System des Zebrabdrblings sind, mit Ausnahme der
Geruchsrezeptorgene und des CNG-Kanals (Barth et al., 1996; Weth et al., 1996), nur wenige
zelltypspezifische Gene bekannt. Molekulargenetische Marker fiir definierte Zellpopulationen
wurden bisher nicht gezielt gesucht. Durch die Betrachtung des Expressionsmusters von
bereits identifizierten Genen konnten jedoch auch solche erkannt werden, die im
olfaktorischen System vorkommen. Fiir olfaktorische Sinneszellen wurden so die
Rekombinase aktivierenden Gene 1 und 2 (ragl, rag2; Jessen 1999, 2001) beschrieben. Fiir
Korner und Mitralzellen ist in Ubereinstimmung mit dem Mausmodell die Expression
bestimmter Transkriptionsfaktoren und Zelladhdsionsmolekiile erkannt worden (siehe z.B.
Akimenko et al., 1994).

Bisher wurde von der teilweise sehr spezifischen Expression dieser Gene (siche Celik,
2001) in der Olfaktionsforschung beim Zebrabdrbling kaum praktischer Gebrauch gemacht.
Ein vielversprechender methodischer Ansatz ist die Zerlegung des olfaktorischen
Verarbeitungsschaltkreises durch den Einsatz spezifischer Promotoren, welche die Expression
von Reportergenen oder funktionellen Konstrukten in bestimmten Zellpopulationen des
bulbdren Netzwerks treiben. Bisher gibt es speziell fiir das Geruchssystem nur wenige, jedoch
verheiBungsvolle Beispiele fiir die Anwendung genspezifischer Promotoren. Die
flankierenden genomischen Sequenzen der Gene ragl/ und rag? enthalten regulatorische
Motive, die Reportergene in Immunzellen und olfaktorischen Sinneszellen treiben (Jessen et
al., 1999, 2001). Auch fiir das Geruchsrezeptorgen ZOR9a (Mori et al., 2000; = DROR 2.1,
Dugas und Ngai, 2001) konnte eine stromaufwirts liegende genomische Sequenz identifiziert
werden, die spezifische Expression in einer Teilpopulation von Riechsinneszellen treibt (Mori
et al., 2000; Graef, 2001). Die konsequente Weiterentwicklung dieser Ansitze und deren
funktionelle Anwendung wiirde die Bedeutung des Zebrabdrblings als olfaktorisches
Modellsystem weiter verstiarken.
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3 OPTISCHE MESSVERFAHREN.

Der besondere Vorteil optischer Messungen neuronaler Aktivitit besteht darin, dass
Signale von einem grofiflachigen Gehirnareal gleichzeitig aufgezeichnet werden konnen. Im
Unterschied zu elektrophysiologischen Ableitungen, die auf einen oder wenige grob
gerasterte Ableitorte beschrankt sind, konnen Aktivititsereignisse liickenlos und je nach
Verfahren in Echtzeit gemessen werden. Im Gegensatz zu aktivitdtsmarkierenden Verfahren,
wie z.B. der Desoxyglukosemethode (z.B. Lancet et al., 1982) oder Antikorperfarbungen
gegen aktivitdtsabhidngige Genexpression [immediate early genes, c-fos, b-jun, z.B. (Guthrie
et al., 1993)] konnen unterschiedliche Stimuli wiederholt in einer Priparation angewendet
werden. Das gleiche gilt auch fiir nichtinvasive bildgebende Verfahren, wie fMRI (functional
matnetic resonanz imaging) oder die Positronen Emissions Tomographie (PET). Allerdings
sind diese Verfahren fiir viele Fragestellungen durch ihr relativ grobes rdumliches
Auflosungsvermogen (> 2 mm) eingeschrinkt (Korsching, 2001). Optische Ableitungen
erlauben es hingegen, das Verhalten von Einzelzellen oder von Aktivititsverteilungen in
einem gesamten Geweben aufzuzeichnen.

3.1 Methodisches.

Prinzipiell konnen zwei Grundarten optischer Ableittechniken unterschieden werden,
intrinsische und farbstoffunterstiitzte Verfahren. Bei intrinsischen optischen Ableitungen wird
entweder die Rate der Blutzirkulation im Gewebe, die Anderung des Sauerstoffgehaltes im
Blut oder eine aktivitdtsabhidngige Verdnderung der Lichtstreuung gemessen (Lieke et al.,
1989). Im Vergleich zu farbstoffunterstiitzten Verfahren werden mit intrinsischen optischen
Verfahren wesentlich kleinere Signalstdrken mit einer schlechteren zeitlichen und meist auch
rdumlichen Auflésung aufgezeichnet.

Die z.Zt. populdrsten aktivititsabhéngigen Farbstoffe konnen in zwei Gruppen, die
ionen- und die spannungsabhéngigen Farbstoffe, eingeteilt werden. Dabei sind bisher die
calciumabhingigen Farbstoffe von besonderem allgemeinen Interesse, da Calciumsignale in
vielen physiologischen Prozessen eine Rolle spielen. Fiir spezielle Anwendungen sind jedoch
eine breite Palette spezifischer Farbstoffe entwickelt worden, die kalium-, chlorid- oder
natriumabhingig sind. Spannungssensoren sind Membranfarbstoffe, die mit einfachen
mikroskopischen Techniken insgesamt nur sehr niedrige Signalstédrken ergeben (Zochowski et
al., 2000). Das Signal/Rauschverhéltnis muss daher fiir die beabsichtigten Messungen
entsprechend hoch sein. Fiir die hier untersuchten Fragestellungen, die Aktivitét individueller
Glomeruli im olfaktorischen Bulbus des Zebrabarblings, war die Anwendung
potentialabhidngiger Farbstoffe nicht geeignet. Potentialinderungen treten entlang einer
gesamten Nervenzelle, einschlieBlich des Axons auf. Im olfaktorischen Bulbus verlaufen die
Nervenfasern der Riechsinneszellen in der duBBeren Schicht des Bulbus und treten erst spéter
in die glomeruldre Schicht ein. Durch die gleichzeitige Aufnahme der Aktivitdt der
passierenden Faserbiindeln werden die Signale der tiefer gelegenen Glomeruli maskiert
(Friedrich und Korsching, 1998). Im Gegensatz dazu, treten Calciuménderungen in den
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Riechsinneszellaxonen ausschlieBlich an den synaptischen Endigungen auf. Entsprechend
sind auch Calciumsignale auf die unmittelbaren praesynaptischen Strukturen, bestenfalls
individuelle Glomeruli, beschrankt. In der vorliegenden Untersuchung wurde iiberwiegend
der Farbstoff Calcium Green™-1 verwendet, der in friiheren Arbeiten bereits erfolgreich im
Geruchssystem des Zebrabérblings eingesetzt wurde (Friedrich und Korsching, 1997).

Dariiber hinaus wurden im Verlaufe dieser Dissertation neuartige, genetisch kodierte
Calciumindikatoren berichtet, die auf einer Modifikation des Aequorea-GFP beruhen (siche
I1.3.3) und von mir auf ihre Anwendbarkeit im olfaktorischen Sytem des Zebrabérblings hin
tiberpriift wurden.

3.2 Optische Aktivititsmessungen in der Olfaktionsforschung.

Elektrophysiologische Arbeiten am olfaktorischen System wiesen bereits frith auf eine
rdumliche Verteilung geruchsstoffinduzierter Aktivitit innerhalb des Systems hin (siche z.B.
Adrian, 1953; Leveteau und MaclLeod, 1966; Moulton, 1976). Die Beziehungen zwischen den
aufgezeichneten Antwortprofilen und der Struktur der verwendeten Stimuli waren jedoch
schwierig zu interpretieren. Einblicke in die kombinatorische Natur des olfaktorischen Codes
wurden erst durch den Einsatz aktivitdtsmarkierender und optischer Verfahren, welche die
Aufzeichnung von Geruchsaktivitidt in Raum und Zeit erlauben, moglich.

Pionierarbeiten wurden dabei von John Kauer am olfaktorischen Bulbus des
Salamanders geleistet (Kauer, 1988). Aufgrund der besonderen anatomischen Struktur des
Salamanderbulbus und der Verwendung spannungsabhingiger Farbstoffe konnten
Geruchsantworten jedoch nicht mit der Aktivitidt einzelner Glomeruli korreliert werden
(Cinelli et al., 1995). Die beobachteten Aktivitdtsmuster waren zwar stimulusspezifisch,
jedoch  groBflachig und stellten Summenpotentiale aus der Erregung von
Riechsinneszellaxonen, Projektions- und Interneuronen dar. Durch selektive Markierung der
Riechsinneszellen und deren axonalen Fortsdtze konnte der modulare Aufbau der
Geruchsaktivitdt im Bulbus auch mit optischen Verfahren untersucht werden (Frierich und
Korsching, 1997, 1998; Wachowiak und Cohen, 2001; Fried et al., 2002). Auch durch
Messungen intrinsischer Signale kann geruchsassoziierte Aktivitdt in einzelnen Glomeruli
erkannt werden (Rubin und Katz, 1999; Uchida et al., 2000; Meister und Bonhoeffer, 2001).
Im Vergleich zu Calciummessungen, werden bei Reizung mit dem gleichen Geruchsstoff,
durch intrinsische Ableitungen wesentlich weniger aktive Glomeruli beobachtet. Dieser
Unterschied zwischen den Verfahren muss nicht ausschlieBlich mit der geringeren Sensitivitét
intrinsischer Verfahren zusammenhingen. Durch die Blockade der synaptischen Ubertragung
zwischen Riechsinneszellen und Mitralzellen gibt es Hinweise darauf, dass die intrinsischen
Signale tiberwiegend postsynaptischen Ursprungs sind (Markus Meister, pers. Mitteilung).
Ein entsprechender Vergleich der Eingangs- und Ausgangssignale der Glomeruli wére fiir ein
Verstidndnis der Funktion des bulbdren Netwerkes besonders interessant. Ebenso wiirde eine
Zuordnung der Geruchsrezeptoren zu den Glomeruli und deren Antwortprofilen helfen, den
Geruchsraum eines Organismus besser verstehen zu lernen. Durch den Beitrag vieler
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unabhingiger Arbeitsgruppen und unterschiedlicher methodischer Ansidtze scheint dieses
Verstindnis fiir das Mausmodell bisher am weitesten fortgeschritten zu sein.

Optische Aktivitdtsmessungen wurden in der Geruchsforschung allerdings nicht nur
zur Kartierung des olfaktorischen Codes im Bulbus eingesetzt. Einige interessante
Anwendungen, die die Bandbreite der Methode illustrieren sollen, sind im folgenden
exemplarisch aufgelistet. So konnten durch Calciummessungen im Riechepithel die
Antwortprofile einzelner Riechsinneszellen in situ untersucht werden (Ma und Shepherd,
2000). An dissoziierten Riechsinneszellen wurden zundchst die Ligandenspektren von
Einzelzellen und anschlieBend die Geruchsrezeptoren dieser Zellen durch Reverse
Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion bestimmt (Malnic et al., 1999). Die Ausbreitung
von Calciumsignalen wihrend der Stimulation mit Geruchsstoffen wurde in den
Riechsinneszellen ebenfalls optisch untersucht (Leinders-Zufall et al., 1997, 1998).
Calciumsignale treten zuerst in den Cilien auf und gehen zeitlich versetzt auf den
Dendritenknopf und das Soma der Sinneszellen iiber. Der zeitliche Verlauf der
Calciumerregung ist deutlich von elektrischen Erregungsprofilen, die durch
elektrophysiologische Messung der Nervenzellaktivitdt bestimmt wurden, verschieden.
Calciumsignale dauern wesentlich ldnger an als elektrische Signale (Leinders-Zufall et al.,
1998). Ublicherweise antworten Riechsinneszellen auf einen Geruchstimulus innerhalb von
etwa 150 - 500 ms mit bursts von Aktionspotentialen und adaptieren rasch innerhalb einer
Zeitspanne von 2 bis 4 s, wohingegen die Calciumsignale zwischen 5 und 20 s persistieren
(Duchamp-Viret et al., 1999, 2000; Leinders-Zufall, 1998). Durch retrogrades Farben der
Riechsinneszellen mit calciumsensitiven Farbstoffen wurde das Antwortprofil von
Riechsinneszellen ermittelt, die eine bestimmte Bulbusregion innervieren (Bozza und Kauer,
1998). Es konnten deutliche Unterschiede in den Profilen gefunden werden. Zellen, die den
dorsolateralen Bulbus innervieren, besitzen wesentlich breitere Ligandenspektren als solche,
die in den dorsomedialen Bulbus projizieren. Im olfaktorischen Bulbus der Vertebraten und
den analogen Strukturen der Insekten und Landschnecken treten rhythmische Oszillationen
auf, die durch Geruchstimultaion moduliert werden kénnen (Adrian, 1950; Delaney und Hall,
1996; Gelperin und Tank, 1990; Kay und Laurent, 1999; Friedrich und Laurent, 2001;
Vickers et al., 2001). Auch zur Ableitung solcher Signale, die neben der rhythmischen
Anderung zusitzlich entlang einer Achse durch das Gewebe propagieren, wurden optische
Verfahren eingesetzt (Delaney et al., 1994; Lam et al., 2000). Eine sehr junge Anwendung ist
die optische Messung des Ligandenspektrums rekombinant exprimierter Geruchsrezeptoren in
Kulturzellen (Krautwurst et al., 1998; Touhara et al., 1999; Kajiya et al., 2001). Diese Studien
haben das Verstdndnis der Bindung von Geruchsstoffliganden an die Geruchsrezeptoren
ebenfalls deutlich vorangetrieben.

33 Molekulargenetische Calciumindikatoren.
Die in dieser Studie verwendeten molekulargenetischen Calciumindikatoren basieren

auf dem green fluorescent protein (GFP), das aus der marinen Tiefseemeduse Aequorea
aequrea isoliert wurde (Prascher et al., 1992). Die Anwendung von GFP in der funktionellen
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Anatomie, Entwicklungsbiologie und Molekulargenetik hat seit dem Bekanntwerden des
Proteins einen rapiden Verlauf genommen (zusammengefasst in Tsien, 1998). Im Gegensatz
zu herkommlichen oder enzymatischen Farbstoffen besitzt es den Vorteil, dass es in vivo
angewendet und beobachtet werden kann. Durch geeignete Expressionssysteme kann es
spezifisch in bestimmten Zellen oder Geweben exprimiert werden. Modifikationen und
Fusionen mit Signalsequenzen erlauben eine Expression in subzelluliren Kompartimenten.
Fusionen mit bekannten Proteinen konnen helfen, die subzelluldre Lokalisation oder das
zeitliche Expressionsprofil eines Proteins aufzukldren. Mittlerweile ist eine umfangreiche
Familie modifizierter und funktioneller GFP-Varianten mit unterschiedlichen spektralen und
biochemischen Eigenschaften enwickelt worden (Tsien, 1998). Unmittelbar haben sich
physiologisch interessante Anwendungen ergeben, bei denen spezielle GFP-Modifikationen
spezifische Reaktionsschritte in Signaltransduktionswegen signalisieren. Zur aktiven Messung
der Calciumkonzentration wurden Modfikationen entwickelt, die eine Fusion des GFP mit
einem calciumsensitiven Element (Calmodulin) und einem Calmodulinbindemotiv (M13 der
Myosinkinase) darstellen (Miyawaki et al., 1997). Zwei unterschiedliche mechanistische
Richtungen werden verfolgt. Die erste, die in den Cameleon Indikatoren verwirklicht wurde,
basiert auf einem Fluoreszenzresonanz Energietransfer (fluorescence resonance energy
transfer, FRET, Forster Transfer), bei dem zwei spektral unterschiedliche fluoreszierende
Proteine eingesetzt werden. Die Emissionsenergie des kiirzerwellig fluoreszierenden
Molekiils wird, bei geniligend geringem Abstand zwischen den Molekiilen, auf das
langerwellige tibertragen. Dadurch kommt es zu einer Verlagerung der Emissionswellenldnge.
Mit einer solchen Messprobe konnte beispielsweise die aktivititsabhingige Anderung des
internen Calciumniveaus in kontrahierenden pharyngealen Muskeln von C.elegans gemessen
werden (Kerr et al., 2000). Der Einsatz solcher Indikatoren bietet aber auch die Moglichkeit
stationdre Préparate und subzelluldre Kompartimente zu untersuchen (siehe z.B. Yu und
Hinkle, 2000). Das yellow Cameleon, das im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde, besteht
aus dem cyanen und dem gelben fluoreszierenden Protein (CFP = cyan fluorescent protein,
YFP = yellow fluorescent protein). Das CFP ist an Calmodulin, das YFP an M13
fusionsgebunden. Eine Erhohung des freien Calciums fiihrt zu einer Bindung des Calmodulins
an den M13 Rest, was eine engere rdumliche Nachbarschaft der beiden Molekiile, die fiir
einen Resonanztransfer ausreichend 1ist, zur Folge hat. Das Verhiltnis der
Fluoreszenzemission verschiebt sich dadurch von cyan nach gelb. Dieser Effekt kann
entweder sukzessive durch Filterwechsel oder simultan durch einen Strahlteiler aufgezeichnet
werden. AnschlieBend wird das Verhéltnis durch einfache Division kongruenter, jedoch
spektral unterschiedlicher Bilder bestimmt.

Bei den monomolekularen Varianten Camgaroo (Baird et al., 1999) und pericam
(Nagai et al., 2001) wird die Fluoreszenz des Proteins, durch die Integration des Calmodulin-
M13-Komplexes in das Protein aufgrund der daraus resultierenden Anderungen der
Tertidrstruktur, zerstort. Durch Calciumbindung an das Calmodulin und die nachfolgende
Strukturdnderung wird eine, dem nativen Protein dhnliche, Tertidrstruktur erreicht und die
Fluoreszenz des Proteins reetabliert. Das Camgaroo basiert auf dem EYFP (enhanced yellow
fluorescent protein) und enthidlt den Calmodulin-M13 Komplex innerhalb des Molekiils. Die
pericams sind Variationen des EYFP, die zuvor zirkuldr permutiert wurden und die M13- und
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Calmodulinfusionen an den Sequenzenden tragen (Nagai et al., 2001). Durch weitere
Verdnderungen der Sequenz konnten drei interessante Modifikationen erarbeitet werden. Das
flash-pericam ist dem Camgaroo verwandt, besitzt jedoch deutlich bessere
Calciumbindungseigenschaften. Invers-pericam ist eine Variante, deren Fluoreszenzintensitit
mit zunehmender Calciumkonzentration abnimmt, wohingegen ratiometric-pericam die
ratiometrische Messung bei zwei unterschiedlichen Annregungswellenlédngen erlaubt.

4 UNTERSUCHTE FRAGESTELLUNGEN.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Kodierung von strukturell sehr &hnlichen
Geruchsstoffen im olfaktorischen Bulbus des Zebrabirblings untersucht werden. Die
Untersuchung der Reprédsentationsmuster strukturverwandter Stimuli erlaubt es, Aussagen
tiber die Spezifitdt der zugrundeliegenden Geruchsrezeptoren zu treffen. Bisher waren
verschiedene Substanzklassen bekannt, die in rdumlich separierten Bulbusarealen
Geruchsantworten hervorrufen. Fiir eine Klasse, die Aminosduren, sollte betrachtet werden,
welche Aspekte der Molekiilstruktur fiir die Bindung an die Aminoséure-Geruchsrezeptoren
zwingend notwendig sind. Zum weiteren wurde untersucht, wie bestimmte Modifikationen
der Molekiilstruktur Einfluss auf die Reprisentation und damit letztendlich auf die
Unterscheidbarkeit von Geruchsstoffen nehmen. Dabei wurden einfach beschreibbare
Molekiilveranderungen, wie der Zuwachs der Kettenlinge unverzweigter aliphatischer
Aminosduren und komplexere Verdnderungen der Molekiilstruktur durch endstindige
Substitutionsgruppen oder polare Hydroxylgruppen gewéhlt. Der Einfluss der Konzentration
der Stimuli auf die Unterscheidbarkeit zweier Reprdsentationsmuster und das
Auflosungsvermogen des olfaktorischen Systems sollten ebenfalls untersucht werden. Die
optische Ableitung von Calciumsignalen im olfaktorischen Bulbus besitzt bei der verfolgten
Fragestellungen den besonderen Vorteil, dass der Beitrag aller antwortenden
Riechsinneszellen gleichzeitig betrachtet werden kann. Unter der Prémisse, dass jede
Riechsinneszelle nur einen Geruchsrezeptor exprimiert, kann auch der Beitrag aller, fiir diese
Substanzen empfindlichen Geruchsrezeptoren erkannt werden. Individuelle Glomeruli und
Geruchsrezeptoren konnen in den bulbidren Antwortmustern des Zebrabérblings nicht benannt
werden. Der Vergleich unterschiedlicher Antwortmuster untereinander erlaubt jedoch eine
Kategorisierung verschiedenartiger Antwortprofile.

In weitergehenden Untersuchungen sollte ein in vivo Messsystem etabliert werden, das
auch auf nachgeschaltete Neurone des olfaktorischen Verarbeitungsschaltkreises ausgedehnt
werden kann. Die letztgenannten sind schwierig durch Farbstoffe in in vivo Préparationen zu
markieren. Der beabsichtigte Einsatz neuartiger calciumsensitiver Proteine machte zunichst
die Etablierung eines transgenen Expressionssystems, vorzugsweise mit einer hohen
zelluldaren Spezifitit notwendig. Es wurde versucht, zelltypspezifische Promotoren zu
identifizieren, die unterschiedliche Zellpopulationen des Verarbeitungsschaltkreises
spezifisch markieren. In einem weiteren Schritt wurden dann unterschiedliche, genetisch
kodierte Messproben auf ihre Funktionsfihigkeit im olfaktorischen Nervensystem des
Zebrabarblings untersucht.
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III. MATERIAL UND METHODEN

1 VERSUCHSTIERE UND HALTUNG.

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden an embryonalen und adulten
Zebrabarblingen, (Danio rerio, Cyprinidae, Cypriniformes, Osteichthyes) durchgefiihrt.
Verwendet wurden die wildtypischen Inzuchtstimme AB (Oregon), Ti (Tiibingen) und
AB/Tii Hybride aus laboreigener Zucht sowie Wildtypen aus lokalen Aquarienfachgeschiften.
Die Versuchstiere wurden in 12 1 Becken einer automatischen Aquarienanlage (Aquarienbau
Schwarz, Gottingen) unter einem 14/10 h hell/dunkel-Regime bei 28°C gehalten und téglich
zweimal mit Trockenfutter (Sera, Heinsberg) und zusétzlich mit Nauplien von Artemia salina
(Brustmann, Oestrich Winkel) gefiittert.

Embryonen wurden durch Standardzucht gewonnen (Westerfield, 1995). Elternfische
(>3 Monate) wurden in speziellen Ablaichbecken mit Netzboden gepaart und iiber Nacht
gehalten. Die Fische beginnen bei Einsetzen der Hellphase mit der Paarung und die
befruchteten Eier konnen aus Auffangbecken abgesammelt werden. Fiir Injektionsversuche,
die Embryonen im Einzell-Stadium voraussetzten (20 - 40 min nach der Ablage), wurden
Elternfische zum zeitlich kontrollierten Ablaichen in 2.5 1 Becken mit Trennwinden iiber
Nacht separiert und erst nach Einsetzen der Hellphase durch Entfernen der Trennwand
vereinigt. Die Tiere beginnen spontan mit der Paarung und die Eier konnen unmittelbar nach
der Befruchtung abgesammelt werden. Ein Pool von Elternfischen wurde in der Regel in 1 - 2
wochigen Intervallen gepaart. Die Aufzucht der Embryonen erfolgte nach den Anleitungen in
Westerfield (1995). Gefiittert wurde mit Jungfutter (Sera) oder Artemienlarven.

In Vorversuchen wurden juvenile Goldfische (Carassius auratus, Cyprinidae,
Cypriniformes, Osteichthyes) aus lokalen Aquarienfachgeschiften verwendet.

2 INSTRUMENTE.

2.1 Priparation.

Insektennadeln: 0.1 mm, 0.2 mm (Fine Science Tools, Heidelberg)
Irisscheren: Diverse (Fine Science Tools; Faulhaber, Frittlingen)
Kaltlichtleuchten: Visilux 150HL (Visitool, Maulbronn)
Modellbaubohrer: Micromot 40 (E) (Proxxon, Niersbach)
Pipettenspitzen: GELoader Tips (Eppendorf, Hamburg)
Praparierpinzetten: Dumont #5 (Fine Science Tools)
Polyethylenschlauch: verschiedene Durchmesser (Fischer Scientific, Aachen)
Stereomikroskope: SMZ-1B (Nikon, Diisseldorf)

Stemi DRC (Zeiss, Gottingen)

GSZ 2 (Askania, Heidelberg)
Polymer: Sylgard (Dow Corning, Midland, USA)
Wolframnadeln: 0.5 mm, Wolframdraht, elektrolytisch geschérft (Restbestdnde)
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2.2 Optische Messungen.

Computer: PC (konventionell) mit
Frame Grabber Einsteckkarte S/N 381KL0041
CD Brenner TEAC CD-R56S4 (TEAC)
CD recordable (Diverse)

Digitalkamera: Imago, 12bit CCD Kamera, wassergekiihlt (T.I.L.L. Photonics, Martinsried)

Fluoreszenzmikroskop: Axiovert S100 TV (Zeiss) mit:
Objektive: Plan NEOFLUAR 10x, NA 0.3 (Zeiss)
Plan NEOFLUAR 20x, NA 0.5 (Zeiss)
Plan NEOFLUAR, 40x, NA 0.75 (Zeiss)
Plan NEOFLUAR, 63x, NA 1.25 (Zeiss)
Plan NEOFLUAR, 100x, NA 1.3 (Zeiss)
LD Plan APOFLUAR, 32x LD, NA 0.4, Ph 2 (Zeiss)
Okulare: 10x (Zeiss)
Filtersdtze:  (Farbteiler - Emission):
DCLP410 - LP440
DCLP500 - LP515
Q565LP - HQ610/75
DCLP460 - Multispec (s.u)
C-Mount Adapter, 0.63x (Zeiss)
UV Auflichtkondensor fiir Axiovert S100 TV (T.LL.L. Photonics)

Monochromatorsystem: Polychrom IT (T.I.L.L. Photonics)
Spektraler Bildteiler: MultiSpec Micro Imager MSMI-02V-HE (Optical Insights, Santa Fe, NM, USA) mit:
Filtersatz: (Farbteiler - Emission 1 - Emission 2):
Dichroic 505, EM480/30, EM535/40

Stereomikroskop: (Zeiss)

23 Physiologie.

Ableitkammern: siche Abbildung 3B (Eigenbau)
Elektrodenpuller: P-97 Flaming / Brown Micropipette Puller (Sutter Instrument Co., Novato, CA, USA)
Glaskapillaren: GD-1 (Narishige, Tokyo, Japan)

GB100-TF10 (Science Products, Hochheim)
GB100F-10 (Science Products)

Kolbenspritze: Cell Tram Oil (Eppendorf)

Mikromanipulatoren: M3 (Mirzhduser, Wetzlar)
MM33 (Mérzhéuser) mit:
Steuereinrichtung MS314 (Mérzhéuser)

Reizgenerator: Isolated Pulse Stimulator Model 2100 (A-M Systems, Carlsborg, WA, USA)
Peristaltische Pumpen: Peristaltic Pump P1(Pharmacia, Uppsala, Schweden)

Schlduche: Polyethylen, diverse Durchmesser (Fisher Scientific)
Schlauchklemmen: Diverse (Restbesténde)
Ventil: 6-Port 2-Kanal Injektionsventil fiir HPLC, 1/16" (Knauer, Berlin) mit:

Steuergerit fiir Injektionsventil (Knauer)
Fernsteuerung fiir Injektionsventil (Eigenbau)

32



MATERIAL UND METHODEN

24 Molekularbiologie.

Dot-Blot Apparaturen:

Druckinjektor:
Elektrophoresekammern:

Elektroporator:

Entwicklermaschine:
Feinwaagen:

Fluorometer:
Geldokumentation:

Heizblocke:

HeiBluftofen:

Konzentrator:

Magnetriihrer:

Motivatoren:

Netzgerite:

PCR-Geriite:

Reinstwasseranlage:
Rontgenfilmkassetten:
Rontgenfilme:

Minifold (Schleicher und Schuell, Kleene)
BioDot Apparatus (BioRad, Miinchen)

PV830 Pneumatic Pico Pump (WPI, Berlin)

Subcell GT (BioRad)

Mini Subcell GT (BioRad)

Wide Mini Subcell GT (BioRad)

Eigenbauten der Universititswerkstatt (Koln)

Gene Pulser (BioRad) mit:
Pulse Controller (BioRad)
Capacitance Extender (BioRad)

Curix 60 (Agfa)

Sartorius Laboratory (Sartorius, Heidelberg)

Sartorius Universal (Sartorius)

Sartorius Handy (Sartorius)

Lumineszenz Spectrometer LS-5B (Perkin Elmer, Weiterstadt)

Chemi Doc (BioRad) mit:
QuantityOne v4.2.1 Steuersoftware (BioRad)

The Imager System (Appligene, Heidelberg) mit:
UV Tisch UVT2020 (Herolab, Wiesloch)
VP Thermoprinter (Seikosha, Hamburg)

Dri-Block DB-3 (Techne)

Thermomixer comfort (Eppendorf)

Certomat H (B.Braun, Melsungen)

Hybridiser HB 1D (Techne)

Polymax Inkubator (Heidolph, Schwabach) mit:
Schiitteltisch Polymax 1040 (Heidolph)

SpeedVac concentrator (Savant) mit:
Vakuumpumpe, RD4 (Vacubrand, Wertheim)
Kiihlfalle, MCI (UniEquip, Martinsried)

IKA Combimag RCH (IK)

IKAMAG REO (IK)

IK Ret (IK)

Royal Professional (Saeco)

CR30, 4 Speaker, 2Way Power System (Telefunken)

Power Pac 300 (BioRad)

El.phor.-Powerpack P24 (Biometra, G6ttingen)
El.phor.-Powerpack P21 (Biometra)

2301 Macrodrive (LKB Bromma)

T Gradient (Biometra)

Gene Amp 2400 (Perkin Elmer)

Seradest BETA 75 (USF Seral, Ransbach Baumbach)
IEL6040C mit Verstarkerfolien (Rigo, Augsburg)
XLS-I (Eastman Kodak, Rochester, NY, USA)
X-OMAT AR (Eastman Kodak)

X-OMAT LS (Eastman Kodak)
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Schiitteltisch: Certomat R (B.Braun, Melsungen)
IKA Vibrax-VXR (IK)
Schiittler: Vortex - Genie Model K550-93 (Bender und Hohbein, Ziirich Schweiz)

Vortex - Genie 2 (Bender und Hohbein)
Spektralphotometer:  DU-52 (Beckmann)

UV-Gerit: UV Stratalinker (Stratagene, La Jolla, CA, USA)
Wasserbéder: Thermomix BU (B.Braun) mit:
Frigomix U (B.Braun)

Thermomixer M (B.Braun)
Vibratom: Pelco 101 Vibratom Series 1000 Sectioning System (TPL St. Louis, MW, USA)
Wasserstrahlpumpen: Diverse
Zentrifugen: Sigma 4K 10 (B. Braun)

5415D (Eppendorf)

5417 R Kiihlzentrifuge (Eppendorf)
Sorvall RC-5B, Refrigerated Superspeed Centrifuge (DuPont, Bad Homburg)
Biofuge 13 (Heraeus)

2.5 Software und Computer.

Software: TILLvisION v2.3, v3.3 (T.I.L.L. Photonics)
QuantityOne v4.2.1 Geldokumentation und Analysesoftware (BioRad)
Photoshop 5.0 (Adobe, www.adobe.com)
Freehand 9 (Macromedia, www.macromedia.com)
Scionlmage (Scion, Public Domain, www.scion.com)
Excel, versch. Versionen (Microsoft, www.microsoft.com)
Word, versch. Versionen (Microsoft)
NIH Image (NIH, Public Domain, www.nih.gov)
DNASIS v2.1 (Hitachi, San Bruno, CA, USA)
Metamorph v4.5r3 (Universal Imaging Corporation, West Chester, PA, USA)
AutoDeblur v6 (Auto Quant Imaging Inc., Watervliet, NY, USA)

Computer: PC Computer, konventionell
Macintosh Power PC 8500 (Apple, www.apple.com)
Macintosh Power PC G3 (Apple)
Macintosh Power PC G4 (Apple)
Macintosh Quadra 700 (Apple)
Macintosh Power Book 170 (Apple)
iMac (Apple)

2.6 Bildaufnahme und Dokumentation.

Digitalkamera: CoolPix 900, Digital Photokamera (Nikon) mit:
Viking Flash, SmartCard 64 MB (Viking Components)
Kartenlesegerit SanDisk ImageMate (SanDisk)

Konfokalmikroskop: Leica TCS SP2 Konfokalmikroskop (Leica, Bensheim)
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Fluoreszenzmikroskop: Axioplan 2 Imaging (Zeiss) mit:
Filtersatz (Exzitation - Farbteiler - Emission):
BP485 - FT510 - BP515-565
Beleuchtungseinheit AttoArc2, HBO 100W (Zeiss)
PlanNEOFLUAR 10x, NA 0.3 (Zeiss)
Uniblitz Model VMM-DI Shutter Timer
(Vincent Associates, Rochester, NY, USA)
Digitalkamera Quantix (Photometrics)
Metamorph v4.5r3 (Universal Imaging Corporation)
Stereomikroskop: Fluoreszenz Stereomikroskop SMZ-U (Nikon) mit:
Filtersétze (Exzitation, Farbteiler, Emission):
1) GFP Block: 470/40 - DM500 - BA540/40
2) G-2A-Block: 535/40 - DM565 - BAS90LP
3) DAPI-Block:360/40 - DM400 - BA420LP
Lampengehduse HMX-3B-100W, Sockel STO0WB (Nikon)
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3 METHODEN.
3.1 Physiologische Arbeitsmethoden.
3.1.1 Anterograde Firbung olfaktorischer Rezeptorzellen mit Aktivititsfarbstoffen.

Adulte Tiere wurden mit 0.01% Tricain (3-Aminobenzoesdureethylester, Sigma; (W/v)
in Aquarienwasser) immobilisiert und in feuchte Kosmetiktiicher (Kimwipes Lite 200,
Kleenex) eingehiillt. 1 - 1.5 pl des calciumsensitiven Farbstoffs Calcium Green™-1 dextran
(MW 10.000, Molecular Probes, Leiden, Niederlande; 12% in 1.5 mM NaCl, 0.1% Triton X-
100, Sigma, Steinheim) wurden mit Hilfe feiner Pipettenspitzen (GELoader tips, Eppendorf)
in eine, zumeist die linke, Nasenoffnung pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 5 min
wurden beide Nasenoffnungen mit Aquarienwasser gespiilt und die Fische in 2.5 | Becken mit
frischem Aquarienwasser zuriickgesetzt. Die Tiere erholten sich zumeist spontan aus der
Muskelldhmung, bzw. wurden durch unterstiitzendes Anstromen der Kiemen mit einer 2 ml
Einmalpipette aufgeweckt. Wéhrend der 3 - 6 tigigen Férbeperiode wurden die Fische in
abgedunkelten Becken gehalten und téglich gefiittert. Durch die Behandlung mit Triton X-100
werden die Zilien der olfaktorischen Rezeptorneurone zur Erleichterung der
Farbstoffaufnahme zerstort, regenerieren jedoch innerhalb von 48 h vollsténdig (Friedrich und
Korsching, 1997). Die Calcium Green™-1-Fluoreszenz ist 48 h nach der Farbstoffapplikation
im olfaktorischen Bulbus erkennbar und bleibt wihrend der néchsten vier Tage stabil.

Der spannungsabhingige Farbstoff di-8-ANEPPQ (Molecular Probes) wurde in
Stammkonzentrationen von 30 mM in DMSO/Pluronic® F-127 (Molecular Probes; 3:1 v/w)
angesetzt und in Verdiinnungen von 1:300 bis 1:500 (in Wasser) in gleichartiger Weise
appliziert, jedoch nach Beendigung der fiinfminiitigen Inkubationszeit nicht wieder aus dem
Riechepithel herausgewaschen.

3.1.2 Priparation des olfaktorischen Systems zur Messung neuronaler Aktivitiit.

Zur Darstellung des olfaktorischen Bulbus wurden die Tiere nach Ende der
Férbeperiode (3 bis 6 Tage) rasch dekapitiert und die abgetrennten Kopfe in gekiihlte ACSF
(artifizielle Cerebrospinalfliissigkeit: 131 mM NaCl, 20 mM NaHCO;, 2 mM KCI, 1.25 mM
KH,PO4, 2 mM MgSOy,, 2.5 mM CaCl,, 10 mM Glukose, stindige Begasung mit Carbogen
(95% 0,/5% CO,), pH 7.4, (Mathieson und Maler, 1988); 4°C) iiberfiihrt. Durch zwei laterale
Scherenschnitte, ausgehend von den Mundwinkeln und zwischen Nasen6ffnung und Auge
nach caudal ziehend, wurden die ventralen Anteile des Kopfes abgetrennt. Der dorsale Anteil
wurde im Bereich der Kiemen mit Insektennadeln (Fine Science Tools) in der Préparierschale
(mit Sylgard (Dow Corning) ausgegossene Petrischale) befestigt und das Gaumendach durch
vorsichtige Scherenschnitte und mit Hilfe feiner Préparierpinzetten bis zum vollstdndigen
Freiliegen der Bulbi olfactorii abgetragen. Die verbleibenden lateralen Knochen des Schidels
wurden so getrimmt, dass die Bulbi bei ventraler Auflage des Prédparates sanft an ein
Deckgldschen angedriickt werden, das den Boden der Ableitkammer bildet (Abb. 3B). Der
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aus Sylgard-Polymer gefertigte Rahmen der Ableitkammer entsprach in etwa der GroBe des
Fischkopfes und erlaubte die Fixierung des Préparates. Durch kreuzweise in den
Polymerrahmen eingesteckte Insektennadeln (0.1 mm) wurde ein sanfter Druck auf das
Explantat ausgetibt und dieses luftblasen- und spielraumfrei fixiert. Die gekiihlte Badlosung
wurde mehrfach ausgetauscht und das Préparat anschlieBend durch ruhen lassen langsam auf
Raumtemperatur erwédrmt. Zur Messung wurde die Ableitkammer auf den Kreuztisch des
Messmikroskops montiert und das Préparat an einen kontinuierlichen Perfusionsfluss (ACSF,
Carbogen begast) angeschlossen (Abb. 3A).

A B
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Abb. 3 — Messung neuronaler Aktivitiit im olfaktorischen System adulter und embryonaler Zebrabirblinge.

A) Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur optischen Aktivititsmessung.

B) Explantat zur Messung neuronaler Aktivitdt im Bulbus olfactorius adulter Zebrabarblinge.

O Agaroseeinbettung von Embryonen zur Messung neuronaler Aktivitdt im Riechepithel und Bulbus.
Der Agaroseblock liegt mit der Unterseite auf dem Deckglas einer Ableitkammer auf.

3.1.3 Messung neuronaler Aktivitit im Bulbus olfactorius.

Das Explantat wurde mit einem inversen Fluoreszenzmikroskop (Axiovert S 100 TV,
Zeiss) von ventral mit 10x, bzw. 20x Objektiven (PlanNEOFLUAR, Zeiss) betrachtet (Abb.
3A). Calcium  Green™-1-Fluoreszenz ~wurde mit einem computergesteuerten
Monochromatorsystem (Polychrom II, T.I.L.L. Photonics) bei 470 nm Wellenlénge angeregt.
Die Anregungswellenldnge entspricht nicht exakt dem Exzitationsmaximum des Farbstoffes
(495 nm), stellt aber bei dem verwendeten dichroitischen Spiegel (DCLP500) und
Emissionsfilter (LP515) einen guten Kompromiss zwischen Anregungseffizienz und
Hintergrundfluoreszenz dar. Fluoreszenzbilder wurden mit einer wassergekiihlten 12 bit CCD
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Kamera (Imago, T.I.L.L. Photonics) aufgenommen, mit 15 MHz analog/digital gewandelt und
tiber eine Framegrabberkarte in einen konventionellen Computer eingelesen. Die Steuerung
des Monochromators und der Bildaufnahme erfolgte mit der TILLvisION Software (T.I.L.L.
Photonics). Aufnahmen wurden mit einer Bildrate von 2 Hz, unmittelbar vor und wéhrend der
Stimulation mit Geruchsstoffen durchgefiihrt. Die Belichtungszeiten wurden so eingestellt,
dass die mittleren Fluoreszenzintensititen im oberen Drittel der dynamischen Bandbreite der
Kamera lagen (entspricht Grauwerten zwischen 2.500 und 3.000), jedoch das Maximum
(Grauwert von 4096 = 12 bit) auch wihrend der Geruchsstimulation nicht erreichten.

Die Berechnung der AF/F Bilder erfolgte post hoc mit entsprechenden
Programmroutinen. Der Verlauf der Bleichkurve wihrend einer Messung wurde entweder in
unabhingigen, unstimulierten Serien ermittelt oder aus unstimulierten Bulbusarealen einer
stimulierten Serie abgeleitet und zur Berechnung der Bleichkorrektur eingesetzt. Die
Bestimmung der Bleichkurve aus einer unstimulierten Serie besitzt den Vorteil, dass sie das
unterschiedliche Bleichverhalten verschiedener Fluoreszenzintensitdten und rdumlicher
Farbstofffverteilungen mitberiicksichtigt. Der exakte Zeitverlauf der Bleichkurve einer
stimulierten Serie wird jedoch durch die Bestimmung aus unstimulierten Anteilen der
jeweiligen Serie genauer beschrieben. Zur Berechnung von AF/F (= (F; — Fo) / Fo, mit F; =
Fluoreszenz zum Zeitpunkt t, Fy = Grundfluoreszenz vor der Stimulation) wurde ein
Mittelwertbild aus fiinf Einzelaufnahmen des Praestimulusintervalls als F( eingesetzt. Die
Routine ist als Makro in spdtere Softwareversionen implementiert worden.

3.1.4 Stimulation mit Geruchsstoffen.

Geruchsstoffe (Tabelle 1, Fluka, Steinheim) wurden als Vorratslosungen in einer
Konzentration von 107 M angesetzt, bei -20 “C aufbewahrt und in vierwochigen Intervallen
erneuert. Arbeitskonzentrationen wurden unmittelbar vor dem jeweiligen Experiment in
ACSF eingestellt. Die Substanzen Alaninol, Putreszin, 2-Aminopropan und 2-Aminopentan
wurden nicht als Vorratslosungen aufbewahrt und jeweils frisch vor der Verwendung
angesetzt.

Zur Stimulation wurden die Geruchsstofflosungen iiber ein HPLC-Ventil (Knauer) in
einen konstanten ACSF-Tragerstrom interkaliert (Abb. 3A). Die Flussrate betrug zwischen
1.5 und 2.5 ml/min und war wihrend eines gegebenen Versuches konstant. Wie aus
Zeitverldufen mit fluoreszenten Probestimuli (Rhodamindextran) abgeschétzt werden konnte,
erreichten die Stimuli am Explantat eine Konzentration von 70% der eingesetzten
Konzentration. Im Folgenden wird jeweils die injizierte Stimuluskonzentration angegeben.
Sofern keine Konzentrationsangaben gemacht werden, wurden Standardkonzentrationen von
10* M verwendet. Zwischen zwei Stimulusprdsentationen wurden Ruheintervalle von
mindestens 3 min eingehalten um Adaptations- und Desensitisierungseffekte zu vermeiden.

In Adaptationsversuchen wurde die neutrale Tragerlosung gegen eine
aminosdurehaltige Adaptationslosung ausgetauscht. Der adaptierende Stimulus, jeweils eine
Aminosdure, wurde in einer Konzentration von 10* M in ACSF angesetzt. Der Wechsel der
Losung erfolgte durch Umschalten eines 3-Wegehahns in etwa 50 cm Entfernung zur
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Praparation. Wéhrend der Adaptationszeit wurden Aufnahmen in 30 s Intervallen
aufgezeichnet. Nach dem Wechsel der Losung stieg die Fluoreszenz im olfaktorischen Bulbus
zunichst stark an, erreichte ein Maximum nach ca. 60 s und fiel wihrend der nichsten drei
min langsam ab. Nach 10 min konnte die Adaptation als vollstindig angesehen werden.
Geruchsstoffe wurden in der gleichen Konzentration eingesetzt wie die zur Adaptation
eingesetzte Aminosdure (10'4 M) und wurden vor, wihrend und nach der Adaptation
prasentiert. Die Readaptation wurde durch erneuten Wechsel auf reine ACSF-Tréigerlosung
erzielt. Nach weiteren 10 min waren die Muster der evozierten Geruchsantworten von
praeadaptiven Signalen ununterscheidbar.

3.1.5 Bildtransformationen.

Bildjustage.

Zur Berechnung von Mittelwertbildern aus Stimuluswiederholungen und fiir
quantitative Bildvergleiche innerhalb einer Prédparation wurden FEinzelbilder zunichst
aufeinander justiert. Dazu wurden in jedem Bild die Koordinaten von mindestens 3
charakteristischen und identifizierbaren Bildpunkten bestimmt und die Einzelbilder um den
entsprechenden Differenzbetrag in Bezug auf ein Referenzbild verschoben.

Subtraktionsanalyse.

Zur qualitativen Darstellung der selektiven Aktivierung von Einzelfoki wurden die
Antwortmuster von Stimuluspaaren miteinander verglichen. Die Antwortbilder von 4
Stimuluswiederholungen wurden aufeinander justiert und gemittelt. Anschlieend wurden die
Mittelwertbilder des angestrebten Vergleichs in allen Kombinationen pixelweise voneinander
subtrahiert. Negative Werte wurden einheitlich auf 0 gesetzt (clipped difference) und die
Differenzbilder falschfarbenkodiert. Die Berechnung wurde jeweils in beide Richtungen
durchgefiihrt. Bildpunkte, die selektiv in einem der stimulierten Antwortmuster aktiviert
wurden, treten als Differenzfoki in den subtrahierten Differenzbildern hervor.

Bestimmung der Antwortfliche.

Es wurde nach einem quantitativen Mall gesucht, welches das Auftreten eines
signifikanten Signals vor dem Hintergrundrauschen beschreibt und einen Vergleich der
Gesamtintensitdt verschiedener Antwortmuster zuldsst. Signifikanztests nach Kolmogorof-
Smirnoff und der Xz-Test erwiesen sich bei dem betrachteten Stichprobenumfang von 20.000
Pixelwerten/Bild als zu sensitiv (die Intensitdtsverteilungen zweier unstimulierter
Rauschbilder waren bereits hochsignifikant voneinander verschieden). Daher wurde die
Ausdehnung der antwortenden Oberfliche oberhalb eines Schwellenwertes zur
Quantifizierung herangezogen. Das Schwellenkriterium, oberhalb dessen ein Signal als
verldsslich anzusprechen ist, wurde in einer Rauschanalyse ermittelt. Dazu wurden in 200 x
100 Pixel umfassenden Bildausschnitten unstimulierter Serien (n = 7) die
Intensitédtsverteilungen bestimmt, iibereinander gemittelt und die Kenngroflen der
Intensitétsverteilung des Rauschens erfasst (Abb. 4).
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Abb. 4 — Bestimmung des Schwellenkriteriums zur Quantifizierung der Antwortfliche

Haufigkeitsverteilungen der AF/F-Werte in einem 200 x 100 Pixel Bildausschnitt des Hintergrundrauschens
und stimulusinduzierter Signale fiir sechs Aminosduren. Der Verteilungsmittelwert des Rauschens betragt
0.04%, die Standardabweichung 0.365%. Die dargestellten Werte représentieren Mittelwerte aus 7
Messungen in 7 Préparaten.

Der Gesamtmittelwert (MW) des Bildrauschens lag bei 0.04% =+ 0.36%
Standardabweichung (o). Entsprechend berechnen sich die Mittelwerte mit zwei-, bzw.
dreifacher Standardabweichung zu 0.77 und 1.13%. Da der MW + 2 bereits 96% aller Werte
und MW + 36 schon 99.7% aller Werte enthilt, betrdgt der Restfehler oberhalb dieser Werte
jeweils 2%, bzw. 0.15%, da nur einseitig verglichen wurde. Bei einem Schwellenkriterium
von 1% AF/F werden in unstimulierten Bildausschnitten entsprechend zwischen << 2% und >
0.15% aller gezéhlten Pixel irrttimlich positiv gewertet. Ein Vergleich mit den auftretenden
Intensitétsverteilungen stimulierter Antwortmuster fiir sechs Aminoséuren ist in Abbildung 4
enthalten.

Zur Bestimmung der Antwortfliche wurde die gesamte Ausdehnung des Signals in
einen 200 x 100 Pixel umfassenden Bildausschnitt eingefasst. In manchen Praparaten musste
die Bildfldche zuvor um einen konstanten Betrag rotiert werden um durch den rechtwinkligen
Bildausschnitt eingefasst werden zu konnen. Fiir ein bestimmtes Préparat wurden identische
Bildausschnitte gew#hlt, bei Priaparatverschiebung wihrend eines Experimentes wurden die
Einzelserien vorher anhand markanter Bildpunkte aufeinander justiert. Die Pixelwerte des
Bildausschnittes wurden in Excel (Microsoft) tiberfithrt und die Anzahl aller Pixel oberhalb
des Schwellenkriteriums von 1% AF/F bestimmt. Aufgrund der starken Unterschiede in den
Signalintensitdten verschiedener Prédparate, wurden die Werte eines konkreten Vergleichs
(z.B. Carbonsdure und Aminosdure einer bestimmten Kettenldnge) auf einen flir diesen
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Vergleich festgelegten Referenzwert (z.B. das Aminosduresignal der entsprechenden
Kettenldnge oder den Mittelwert aller Antworten) normiert (nAF = normierte Antwortflache).
Die normierten Werte konnten anschlieSend tiber verschiedene Priparate gemittelt werden.

Bestimmung des Differenzindexes DI zur quantitativen Bewertung

der Musterunterschiede zweier Signale.

Die rdumlichen Musterunterschiede der Antworten zweier Stimuli sollten ebenfalls
quantitativ bewertet werden. In Antwortbildern wurde nach dem oben angegebenen Verfahren
zundchst ein 200 x 100 Pixel umfassender Bildausschnitt ausgewdhlt. Um Unabhéngigkeit
von der Signalstirke verschiedener Einzelfoki zu gewinnen, wurden die Pixelwerte der
Auswabhlfldche zundchst einer Z-Transformation nach der Vorschrift:

2l y) = (Qxy) — MW y)) / Orxyy)  x=1-200.y=1-100

(mit zly,) = Z-Wert des Pixels X, y; Ixy) = Intensititswert des Pixels x, y,
MW iy) = Mittelwert und Gxy) = Standardabweichung aller x - y Pixelwerte)

unterworfen. Das Ergebnis der Z-Transformation ist eine Normierung der Pixelwerte des
Bildausschnitts auf einen Mittelwert von 0 mit einer Standarabweichung von 1 (Abb. 5). Ein
Unterschiedsmall wurde definiert als Differenzindex (DI, nach Kent und Mozell, 1992;
Johnson et al., 1998):

DI(a,b) := bs(zlay y)-zIby
(2,) xz=1-200 y=1-100 abs(z Aoy~ (’Y))

X*Yy
(mit Dl(a,b) = Differenzindex des Vergleichs zwischen Bild a und b, abs = Absolutbetrag,
Zagy, = z-Wert des Pixels (xy) in Bild a, 7zlbyy, = z-Wert des Pixels (xy) in Bild b).

Abb. 5 — Berechnung des Differenz-
indexes DI zur Quantifizierung von
Musterunterschieden.

Zur quantitativen Beschreibung von
Unterschieden in den Antwortmustern
zweier Stimuli wurden Differenzindizes
(DI) berechnet. Die zu vergleichenden
Bilder (a und b) wurden durch eine Z-
Transformation auf Mittelwert = 0 und
Standardabweichung = 1 normiert. An-
schlieBend wurden die transformierten
Bilder pixelweise voneinander subtrahiert
d ; und der Mittelwert der Absolutbetrége der
M’ Pixeldifferenzen gebildet. Dieser Wert ist
) ) : ein MaB fiir die Unterschiedlichkeit zweier
e Bilder und betrdgt DI = 0 fiir identische
Bilder und DI = 1 fiir reines Rauschen. Der
spezifische Differenzindex (sDI) beriick-
sichtigt die Variabilitit von Stimulus-
wiederholungen.

z-Transformation

- 4
o s
. '

DI = MW(X " abs(Differenzbild)

sDI=DIab-Man(DIaa,DIbb) ; 2 :
(ab) nm)\" fara  (brbu) Differenzbild
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Der Differenzindex (DI) beschreibt also den Mittelwert der Absolutbetrige aller
Pixeldifferenzen identischer Bildpunkte zweier Z-normierter Bilder. Dieser Wert ist ein Maf}
fur die Unterschiedlichkeit zweier gleichgroBer Bilder und betragt DI = 0 fiir zwei identische
Bilder und DI = 1 fiir den Vergleich reiner Rauschbilder. Zur vereinfachten Darstellung
wurde der spezifische Differenzindex sDI verwendet, der die Variabilitit wiederholter
Messungen eines Stimulus mitbewertet:

sDI(a,b) := DI(a,b) - MW (DI(a,,a,), DI(b;,by,))

(mit sDI(a,b) = spezifischer DI des Vergleichs zwischen Bild a und Bild b. DI(a,b) =
Differenzindex des Vergleichs zwischen a und b, DI(al,an) = Differenzindizes aller
moglichen Bildpaarungen bei n Stimuluswiederholungen von Stimulus a, MW =
Mittelwert).

3.1.6 Vorversuche zur Darstellung der Mitralzellen.

Mitralzellen sind die prinzipiellen Ausgangsneurone des olfaktorischen Bulbus. Thre
Axone verlassen den Bulbus iiber den lateralen und medialen olfaktorischen Trakt und
miinden in das dorsale Telencephalon ein. In Vorversuchen wurden unterschiedliche
Verfahren getestet, Mitralzellen und deren intrabulbdren Verbindungen darzustellen und fiir
physiologische Untersuchungen zuginglich zu machen. Verschiedene Farbstoffe und
Applikationsmethoden kamen dabei zur Anwendung. Diinn ausgezogene Glasfasern
(Lichtleiter einer Kaltlichtleuchte) wurden mit dem lipophilen Farbstoff Dil (1,1'-
Dioctadecyl-3,3,3',3'-Tetramethylindocarbocyaninperchlorat, Molecular Probes) beschichtet
und in frisch préparierten Gehirnen fiir mehrere Stunden in die Trakte inseriert (n = 5). Das
Praparat wurde anschlieend sanft fixiert (0.5% PFA in PBS) und iiber Nacht zur
Farbstoffausbreitung entlang der Mitralzellaxone bei 30°C aufbewahrt. Es konnten recht
groBBe Somata (= 15 um) und in Einzelfillen dendritische Fortsédtze beobachtet werden. Die
Methode wies jedoch eine recht hohe und diffuse Hintergrundfluoreszenz durch unspezifische
Ausbreitung des Farbstoffs im gesamten Bulbusgewebe auf. Die relative Dicke der Nadeln
und schwierige Handhabbarkeit wihrend der Insertion waren die limitierenden Faktoren
dieses Ansatzes. Dariiber hinaus waren die langen Tracingzeiten und die Fixierung zum
Gewebeerhalt unvereinbar mit einer Nutzanwendung in physiologischen Priparaten. Es wurde
daher versucht, die Préaparate durch Kiihlen iiber Nacht in physiologischer Losung (ACSF)
lebendig zu erhalten. Die Kiihlung des Priparates hatte einen nur méBigen Erfolg beziiglich
des Geweberhaltes, wirkte jedoch der Farbstoffausbreitung massiv entgegen.

In einer Abwandlung der Methode wurde Dil-Losung (5 mg/ml in DMSO) tiber eine
Mikropipette entweder durch Druckapplikation (Cell Tram oil, Eppendorf) oder
iontophoretisch (Isolated Pulse Stimulator, A-M Systems) in die Trakte appliziert. Das
Verfahren fiihrte eindeutig zu besseren FErgebnissen beziiglich der unspezifischen
Hintergrundfarbung und wurde bei den Vorversuchen mit aktivitidtsabhidngigen Farbstoffen
wieder aufgegriffen.
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Zur Darstellung der zelluldren Architektur und der Gesamtzahl der Mitralzellen sowie
ihrer Beziehungen zu den Glomeruli, wurde versucht bulbédre Afferenzen und Efferenzen
simultan zu fiarben (n = 5). In Gehirnexplantaten wurde der olfaktorische Nerv in einen, auf
den Durchmesser des Nerven getrimmten, diinn ausgezogenen Polyethylenschlauch
eingesaugt. Die Trakte sind durch die Myelinisierung der Fasern deutlich in unbehandelten
Praparaten erkennbar. Mit hakenférmigen Wolframnadeln wurden sie zunidchst von
umgebendem Gewebe freiprépariert und ebenfalls in Polyethylenschlduche eingesaugt. In
einigen Fillen wurde versucht, durch die Applikation einiger Tropfen Gewebeklebers
(Cyanakrylat, Krazy Glue) eine bessere Dichtung zu erzielen. Die Schlauchkapillaren wurden
am Rande der Priparierschale mit Knetmasse befestigt und das Explantat mit ACSF bedeckt.
Der Inhalt der Kapillaren wurde vorsichtig gegen Cobalt-, bzw. Nickelchloridlosung (1% in
ACSF) ausgetauscht und das Priparat iiber Nacht zur Ausbreitung der Ionen bei 4°C
aufbewahrt. Vor der Entwicklung wurden die Saugkapillaren rasch entfernt, sodass keine
Losung in die Prdparierschale gelangen konnte. AnschlieBend wurde das Prédparat durch
Zugabe einiger Tropfen gesittigter Dithiooxamidlosung (Sigma, 70% Ethanol iiber
Niederschlag) entwickelt. Nickelionen komplexieren blau, Cobaltionen orange. Leider zeigte
sich, dass die Ausbreitung der Ionen nicht selektiv auf die Fasern beschrinkt war. Das
Gewebe wies einen hohen Grad an Hintergrundfirbung auf und war letztendlich fiir eine
Analyse unbrauchbar.

In einer Abwandlung dieser Methode wurde versucht, die Trakte tiber Saugkapillaren
mit Neurobiotin (Vector, Burlingame, CA, USA; 0.1% in H,O) zu fiillen und in den Bulbus
zurlick zu verfolgen (n = 5). Nach Ende der Inkubationsperiode wurde mit Streptavidin-
gekoppelter Meerrettichperoxidase (Vector) inkubiert und mit 0.05% Diaminobenzidin, 0.1%
NiCl,, 0.1% CoCl, durch Zugabe von 0.03% H,O, entwickelt. Es wurden #&hnlich schlechte
Ergebnisse erzielt, wie mit der Nickel / Cobalt-Methode. In einem Fall konnten jedoch
Somata der Mitralzellen und dendritische Fortsdtze dargestellt werden.

3.1.7 Retrograde Firbungen des olfaktorischen Bulbus mit Aktivititsfarbstoffen.

Keines der oben erwdhnten Verfahren fiihrte zu verlédsslichen Farbungen der
Mitralzellen, die in physiologischen Préparaten zur Anwendung geeignet gewesen wéren.
Iontophoretische Applikation und Druckapplikation der Farbstoffe tiber Mikrokapillaren in
die Trakte ergaben im Vergleich die besten Ergebnisse. Daher wurde versucht, an lebenden
und immobilisierten Tieren, ein Verfahren zu entwickeln, diese Methode auch fiir
physiologische Anwendungen nutzbar zu machen.

Zunichst wurde mit Zebrabdrblingen, spéter mit Goldfischen gearbeitet. Goldfische
besitzen im Gegensatz zum Zebrabdrbling einen wesentlich ldngeren olfaktorischen Trakt.
Die Bulbi olfactorii sind anatomisch weiter rostral gelegen als beim Zebrabarbling und
grenzen nicht direkt an das Vorderhirn an. Die Trakte erscheinen als verbindendes Band
zwischen den Bulbi und dem Telencephalon und sind von der Dorsalseite her leicht
zugdnglich. Die Tiere wurden mit 0.01% Tricain wie unter IIL.3.1.1 beschrieben
immobilisiert und in eine, mit feuchten Schwidmmen ausgekleidete Kammer {iiberfiihrt und
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fixiert. Zur Unterstiitzung der Tiere widhrend des Eingriffs, wurde kontinuierlich frisch
beliiftetes Aquarienwasser mit 0.005% Tricain iiber eine Pipettenspitze oral zugefiihrt. Durch
Scherenschnitte wurde die dorsale Kopfhaut im Bereich des Frontale entfernt und der
Knochen mit einem feinen Modellbaubohrer (Proxxon) ausgediinnt. Mit feinen Pinzetten
konnte dann das Frontale entweder abgehoben oder zur Seite geklappt werden. Nach
Resektion des Fettgewebes war eine Aufsicht auf das Telencephalon und die anterioren
Bulbusabschnitte (Zebrabérbling), bzw. die olfaktorischen Trakte (Goldfisch) moglich.
Farbstoffe (Calcium Green-1 dextran, 12% in 1.5 M NaCl; di-8-ANEPPQ,
Verdiinnung 1:100 der 30 mM Stamml6ésung) wurden iontophoretisch oder durch
Druckinjektion mit einer Kolbenspritze (Cell Tram oil, Eppendorf) so lange iiber eine
Mikrokapillare in die Trakte perfundiert bis eine deutliche Fluoreszenz erkennbar wurde.
Wihrend der Perfusionszeit wurde die Wunde in regelméfBigen Abstinden mit gekiihlter und
sterilfiltrierter ACSF gespiilt. Nach Beendigung der Applikation wurde der Knochen
zuriickgelegt und die craniale Offnung mit einem Tropfen Gewebekleber versiegelt. Die Tiere
erwachten in frischem Wasser spontan aus der Betdubung und wurden vor der Messung fiir
mindestens zwei Tage in abgedunkelten Becken gehalten. Die Farbstofffluoreszenz war
hauptsdchlich in den Trakten und im posterioren Bulbus olfactorius detektierbar.
Morphologische Feinstrukturen konnten im olfaktorischen Bulbus nicht aufgeldst werden.

3.1.8 Versuch einer Messung neuronaler Aktivitiit der Mitralzellen.

Von den retrograd gefiarbten Tieren wurden, wie unter IIL.3.1.1 beschrieben,
reduzierte Praparationen zur physiologischen Untersuchung angefertigt und in analoger Weise
vermessen. Das di-§-ANEPPQ Signal wurde mit 450 nm Wellenlénge angeregt. Die Priparate
waren durch eine dichtsitzende Polyethylen-Saugelektrode iiber den olfaktorischen Nerven
elektrisch stimulierbar (Isolated Puls Stimulator, AM Systems). Die beobachteten Signale
waren deutlich calciumabhingig. Austausch der Badlosung gegen calciumfreien Ringer fiihrte
zu einem Verlust der Erregbarkeit. Antworten auf Geruchsstoffstimuli konnten in diesen
Préparaten nicht evoziert werden.

Aufgrund der Fluoreszentverteilung im Bulbus und des Fehlens lokalisierter Signale
musste davon ausgegangen werden, dass die Farbstoffauthahme nicht selektiv in den Axonen
der Mitralzellen stattgefunden hat. Vielmehr konnte von einer Aufnahme des Farbstoffs durch
das gesamte Bulbusgewebe ausgegangen werden, die keine Abschitzung des Anteils der
unterschiedlicher Zelltypen (Riechsinneszellen, Mitral- und Kornerzellen) zulieB. Die
Zielsetzung dieser Versuche war ein selektiver Vergleich zwischen den Antwortmustern der
olfaktorischen Eingangsseite (der Rezeptorneurone) und der Ausgangsseite (Mitralzellen) der
Glomeruli. Daher wird eine selektive Farbung der Mitralzellen benétigt. Da alle bisher
versuchten Methoden nicht anndhernd zufriedenstellend waren, wurde zu einem
molekularbiologischen Ansatz gewechselt.
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3.1.9 Messung neuronaler Aktivitiit der olfaktorischen Rezeptorneurone transient
transgener und wildtypischer Embryonen.

Da bisher keine physiologischen Hinweise darauf vorliegen, ab welchem Stadium der
Individualentwicklung das olfaktorische System funktionell entwickelt ist und der Einsatz der
genetisch exprimierten Calciumsensoren im Rahmen dieser Arbeit erst etabliert werden sollte,
wurden zunéchst embryonale Kontrollpopulationen mit Calcium Green™-1 dextran behandelt.
Die Handhabung dieser Messprobe ist etabliert und hilft den Zeitpunkt des Auftretens der
ersten Geruchsantworten abzuschétzen. Die Kenntnis dieses Zeitpunktes ist fiir die Bewertung
der Funktion der genetischen Messproben in den ersten Tagen der Embryonalentwicklung
unerldsslich. Calcium Green™-1 dextran (10.000 MW, 20 mM in 130 mM KCI; (Zimprich et
al., 1998)) wurde in Embryonen im 2-128 Zellstadien injiziert und die Tiere zu
unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkten (24, 48 und 72 hpf) untersucht.

Transient transgene Fische wurden durch Injektion verschiedener Reporterkonstrukte,
wie in Abschnitt I11.3.4 beschrieben, hergestellt. Die Konstrukte prOMP; 3-CaMG, prOMP; 3-
CaME, prOMP, 5-I, prOMP, 3-F und prOMP, ;-R (zur Klonierung dieser Konstrukte siehe
[11.3.2.22) wurden in Konzentrationen von 50 ng/ul (in 5 mM Tris-HCI, 0.25% Phenolrot,
Invitrogen Life Technologies) in Einzell-Stadien injiziert. Plasmidinjizierte Embryonen
wurden unmittelbar vor dem Versuch auf transient transgene Fische mit einem Fluoreszenz
Stereomikroskop (SMZ-U, Nikon) durchsucht und die Anzahl reportergenexprimierender
Riechsinneszellen bestimmt.

Individuelle Embryonen wurden in 2% Agarose (Seakam® Gold agarose, FMC
BioProducts, Rockland, MN, USA) eingebettet und die erstarrte Agarose so getrimmt, dass
eine optimale Aufsicht auf die olfaktorischen Plakoden und den olfaktorischen Bulbus
gegeben war (Abb. 3C). Die Agaroseblockchen wurden dann in Ableitkammern mit
Deckglasboden {iiberfiihrt und mit zusitzlicher Agarose in die Ableitkammer eingegossen.
Nach dem Erstarren der Agarose wurde ein keilformiger Kanal, dessen Spitze in Richtung auf
das olfaktorische Epithel wies, herausgelost und das olfaktorische Epithel von Agarose
befreit. Die Ableitkammer wurde auf ein inverses Mikroskop montiert und mit frischem
Embryonalmedium (Westerfield, 1995) kontinuierlich perfundiert. Geruchsstoffe und
depolarisierende Losungen (150 mM KCI, oder 100 mM NH4Cl in Embryonalmedium)
wurden entweder durch ein HPLC-Injektionsventil in den Fliissigkeitsstrom interkaliert oder
durch vorsichtiges Pipettieren in die Badlosung appliziert.

Optische Messungen wurden, wie flir adulte Fische beschrieben, durchgefiihrt.
Exzitationswellenlédngen fiir die unterschiedlichen Indikatoren waren wie folgt: prOMP, 3-
CaME: 450 nm, prOMP, 5-I: 475 nm, prOMP, 3-F: 470 nm, prOMP, 3-R: 410 und 475 nm
simultan. Die Messung erfolgte mit Ausnahme des CaMeleons, wie in II1.3.1.3 beschrieben.
Die Fluoreszenz der Cameleon exprimierenden Embryonen wurde durch ein MultiSpec Micro
Imager Modul (Optical Insights) betrachtet, das auf der Emissionsseite zwei spektral
unterschiedliche Halbbilder erzeugt. Ein Halbbild entspricht der Fluoreszenzemission der
CFP-Komponente des Cameleons, das zweite der YFP-Komponente (zur Funktionsweise der
molekularen Calciumindikatoren siehe auch I1.3.3). Angeregt wurde mit 450 nm Wellenlénge.
Die spektralen Halbbilder wurden post hoc mit einer Makroroutine fiir TILLvisION
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(freundliche Unterstilitzung durch Dr. Peter Messler und Hans Breuer, T.I.L.L. Photonics)
zunidchst aufeinander justiert und dann als FEinzelsequenzen abgespeichert. Aus den
Einzelsequenzen wiederum wurden die Verhiltnisse der Fluoreszenzmissionen der beiden
Farbstoffkomponenten (Ratioygp,crp) berechnet. Die Belichtungszeiten waren filir die
jeweiligen Indikatoren unterschiedlich und betrugen 40 bis 200 ms.
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3.2 Molekularbiologische Arbeitsmethoden.
3.2.1 Chemikalien und kommerzielle Verfahren.

Sofern nicht ndher bezeichnet, wurden Grob- und Feinchemikalien von den Firmen
Sigma (Deisenhofen), Aldrich (Deisenhofen), Merck Eurolab (Darmstadt), Fluka (Steinheim),
AppliChem (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Mallinckrodt Baker (Deventer, Holland)
bezogen. Fiir gelelektrophoretische Standardauftrennungen und die tiberwiegende Anzahl der
Blotting Gele wurde die Agarose der Firma Eurobio (Les Ulis Cedex, Belgien) verwendet.
Fiir genomische Southern-Blots wurde die LE Agarose der Firma Promega (Madison, WI,
USA) benutzt. Kommerzielle molekularbiologische Kits fiir die Aufreinigung von Plasmid
DNA und PCR-Produkten, Gelextraktion und RNA Isolation wurden von den Firmen
QIAGEN (Hilden), Sigma (Deisenhofen) und Invitrogen Life Technologies (Karlsruhe)
bezogen.

3.2.2 Losungen.

Standardlosungen fiir die Molekularbiologie wurden nach dem Laborhandbuch
»Molecular Cloning™ (Sambrook et al., 1989) hergestellt. Die Rezepte aller gingigen
Losungen und Medien wie: LB-Medium, LB-Agar, SOB-Medium, SOC-Medium, Antibiotika
(Ampizilin: amp, Tetrazyklin: tet, Kanamyzin: kan), IPTG, X-Gal, TAE-Laufpufter, TBE-
Laufpuffer, PBS, TE-Puffer, 10x Ladepuffer, SSC, SDS, EDTA finden sich dort. Nicht
gelistete Losungen sind bei den entsprechenden Verfahrensbeschreibungen vermerkt. Als
Losungsmittel wurde deionisiertes und autoklaviertes Wasser aus einer Seral
Wasseraufbereitungsanlage (USF Seral) verwendet. Prozentangaben bezeichnen (w/v).

3.2.3 Enzyme.

Restriktionsendonukleasen wurden von den Firmen New England Biolabs (Frankfurt
a.M.) und Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg), T4 DNA Ligase, Rapid DNA Ligation
Kit, T4 DNA Polymerase, Taq Polymerase, Expand High Fidelity Polymerase, Klenow
Enzym, T7, T3 und SP6 RNA Polymerasen von der Firma Roche Molecular Biochemicals
(Mannheim), Alkalische Phosphatase (Shrimp Alkaline Phosphatase, Tested user friendly)
von USB (Cleveland, OH, USA), HiFi Taq Polymerase, Platinum Taq Polymerase,
Superscript II Reverse Transkriptase von Invitrogen Life Technologies, Prime RNase
Inhibitor von 5Prime -> 3Prime (Boulder, CO, USA), Collagenase Typ 1 von Worthington
Biochemical Corporation (Freehold, NJ, USA), RNase A und Proteinase K von Sigma
(Deisenhofen), RNase freie DNase von Promega (Mannheim), Advantage KlenTaq
Polymerase Mix von Clontech (Heidelberg) bezogen.
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3.2.4 Nukleinsiuren.

Primer.

Synthetische  Oligonukleotide =~ wurden von den Firmen MWG-Biotech
(www.mwgdna.com), Sigma-Ark (www.sigma-ark.com) oder Invitrogen Life Technologies
(www.lifetech.com) bezogen und als Vorratslosungen in Konzentrationen von 100 mM bei
-20°C aufbewahrt. Arbeitskonzentrationen wurden auf 10 mM eingestellt und bei -20°C
gelagert. Die Aliquots wurden mehrfach aufgetaut und wieder eingefroren.

Im Einzelnen wurden die folgenden Primer benutzt:

Bezeichnung Sequenz, 5¢ -> 3¢ Tm [°C]Anwendung
ACSF-0: AGTGTTCAGGTTCTAGAGCTATG 58.9 K
ACSF-1: GACTCCAAGGACTCACCAGGG 63.7 K
ACSF-2: CTCCAGTGATTGGGATCCGCC 63.7 K
ACSF-4: GTAAAACCACCATCTGCCCATTG 60.6 K
OMP-0: CAAGGACACACAGTAGACGC 59.4 S
OMP-(-0): GACGCATCATCTCCGTCAGC 61.4 S
OMP-1: TGGACCCC(AGCT)GACCT(GC)ACCAAC(CT)T(AGCT)ATG 68.8 K
OMP-2: AAAGTACATIAGCTAC(CDHTTAGCTIC(GTAGDAT(CDHTT(AGCTIGC58.2 K
OMP-3: GGAACAGACTGACCAGAAGAG 59.8 S
OMP-4: CAGAAAAGCAGCCAAATTTGAG 56.5 S
prOMPnco: CATGCCATGGTGTTGTTTTTTTAACTT 589 M, K
prOMPndeco:  GGAATTCCATATGGTTGTTTTTTTAACTTACCG 63.3 M, K
prOMP-(-1): GCTTCCAAAATCACCCCGGTG 61.8 S
prOMP-(-2): CAGGCTATTCTCACCCGGTC 61.4 S
dIx2-nco: CTCCAGCCATGGTTTTCATACCGCAAAAGCAC 72.6 M, K, S
tau-nco: CATGCCATGGCCGCCTGCTCACCG 71.3 M, K, S
tau-ndeco: GGAATTCCATATGGCTGAGCCCCGCCAG 71 M, K, S
IRES-ndeco: GGAATTCCATATGTGTGGCCATATTATCATCG 68.8 M, K
IRES-nco: CATGCCATGGTTTAGTGAACCGTCAGATCCG 72.6 M, K
dsRed-ndeco:  CGGAATTCCATATGGTGCGCTCCTCCAAGAACG 72 M, K, S
dsRed-not: GCAAGTAAAACCTCTACAAATGTGG 59.7 MK, A
dsRed-upstr: GATCTCGAACTCGTGGCCGTTC 66.7 S, A
EYFP-ndeco:  GGAATTCCATATGGTGAGCAAGGGCGAG 71.1 M, K,
EYFP-not(nde): GGAATTCCATATGCCTCTACAAATGTGGTATG 68.8 M, K
EYFP-upstr: CACGCTGAACTTGTGGCCGTTTAC 67.3 S, A
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M13-Fwd:
MI13-Rev:

T3:

T3-high:

T7:

T7-hi:
T7-high:

T7 T-Vector:
T7-pcDNA:
T7 pSPORTI:
T7 RACE:
SP6:

SP6 T-Vector:
SP6-pcDNA:
B338 T3:
B338 T7:
SV40:

Ther:

Thin:
Ther-inv:
Thin-inv:
ztbrx-deg:
Ztbrx-upw:
AB-OMPkpn-1
AB-OMPkpn-2
pQE-Reverse
pQE-III/IV
Adapterprimer

GTAAAACGACGGCCAGT 52.8
GGAAACAGCTATGACCATG 54.5
AATTAACCCTCACTAAAGGG 53.2
GCGCAATTAACCCTCACTAAAGGG 65.6
GTAATACGACTCACTATAGGGC 58.4
GCGTAATACGACTCACTATAGGGC 62.7
GCGCGTAATACGACTCACTATAGGGC 69.3
CGACTCACTATAGGGCGAATTGGG 67.3
AATACGACTCACTATAGGGAG 45

TACGACTCACTATAGGGAAAGCTGG 65.9
ATAGGGAAAGCTGGTACGCCTGC 67

CTATTTAGGTGACACTATAGAATAC 56.4
TGATTACGCCAAGCTATTTAGGTGACACTATAG 68.9
ATTTAGGTGACACTATAGAATAG 56.3

GGATCCATTAACCCTCACTAAAGGGAAGAGCTATGACGTCGCAT 74.1
GGAAGCTCTAATACGACTACATATAGGGAAAGCTGGTACGCCTGCA 75

CAAATGTGGTATGGCTGA 50
GATTAGCGGTGACAGCAATG 47
CCGGCGCGCACTGGATGCG 57
CATTGCTGTCACCGCATATC 47
CGCATCCAGTGCGCGCCGG 57
CKNGGYTGRTAYTTRTG 56.3
GGCAGTCACTGCAATGAACTGG 64.9
CGGGGTACCCCTGATGTCCAGCTGACGGAG 78
CGGGGTACCCCGGACTCAAGCCGTCTTCAAAGG 78.8
GTTCTGAGGTCATTACTGG 57.1
CGGATAACAATTTCACACAG 55.9
AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGT 67

K: Klonierung, S: Sequenzierung, A: Analytische PCR, M: Motiveinbau,

P: préparative PCR

S, A
S, A
S, A
S, A
S, A
S, A
S, A K
S, A
S, K
S, K, A
K

S, A
S, A

Die Hybridisierungstemperatur der Oligonukleotide (Tm) wurden von den
Herstellerangaben tibernommen. Bei Oliginukleotiden, die zu einem Motiveinbau verwendet

wurden, wurde die Schmelztemperatur des bindenden Motivs nach der Faustformel: Tm [°C]
=2x (A, T))+ @4 x (G, C) berechnet und die Schmelztemperatur in der Polymerase
Kettenreaktion auf 2°C unterhalb dieses Wertes eingestellt.
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Vektoren und Plasmide.

Die folgenden Vektoren und Plasmide wurden verwendet, ihre Besonderheiten,
Anwendungen und Herkunft sind kurz charakterisiert:

pBluescript I KS (+):

pGEM-T:

pSPORT1:

pEYFP-1:

pDsRed1-N1:

pIRES2-EGFP:

pcDNA3:

pQE30, 31, 32:

YELLOWcam?2.1:

SVQST Cam?2-3:

YP3.1HH1-1:

YP3.2TF0-17:

YP3.2DF0-17:

genereller Kloniervektor, 2.96 kb, Ampizillinresistenz, blau/weil3-
Selektion, GenBank #: X52327, Stratagene.

Kloniervektor fiir PCR-Produkte, 3’-Thymidin Uberhinge, 3 kb,
Ampizilinresistenz, blau/weil3-Selektion, Promega.

Vektor in den die cDNA-Bibliotheken des Riechepithels
(Korsching, 1995) und des Gehirns (Korsching, unversffentlicht)
einkloniert wurden, 4.1 kb, Ampizilinresistenz, blau/weil-
Selektion, GenBank #: U12390, Invitrogen Life Technologies.

promotorloser Expressionsvektor, 4.2 kb, Kanamyzinresistenz,
enthélt das enhanced yellow fluorescent protein (EYFP), Clontech.

Expressionsvektor fiir N-terminale Fusionsproteine mit DsRed, 4.7
kb, Kanamyzinresistenz, CMV Promotor, enthdlt das rote
fluoreszierende Protein aus Discosoma sp. (DsRed), Clontech.

Expressionsvektor, 5.3 kb, Kanamyzinresistenz, CMV Promotor,
enthélt das ,,enhanced green fluorescent protein® (EGFP) und eine
internal ribosomal entry site (IRES), Clontech.

Expressionsvektor, 5.4 kb, Ampizilinresistenz, CMV Promotor,
Invitrogen Life Technologies.

rekombinante Expressionsvektoren, 2.7 kb IPTG-induzierbarer lac
Promotor, Kanamyzinresistenz, QIAGEN.

enthélt den Calciumsensor ,,yellow Cameleon 2.1 in pcDNA3
einkloniert, Insertgr6BBe: 1.95 kb, durch Roger Y. Tsien (UCSD,
San Diego, USA) zur Verfiigung gestellt (Miyawaki et al., 1997).

enthdlt den Calciumsensor ,,Camgaroo®, in pcDNA3 einkloniert,
InsertgrofBe: 1.2 kb, durch Roger Y. Tsien (UCSD, San Diego,
USA) zur Verfiigung gestellt.

enthdlt den Calciumsensor ,flash-pericam™, in pcDNA3
einkloniert, Insertgrofe: 1.2 kb, durch Atsushi Miyawaki (Brain
Science Institute, RIKEN, Saitama, Japan) zur Verfiigung gestellt
(Miyawaki et al., 2001).

enthdlt den Calciumsensor ,inverse-pericam®, in pcDNA3
einkloniert, Insertgrofe: 1.2 kb, durch Atsushi Miyawaki (Brain
Science Institute, RIKEN, Saitama, Japan) zur Verfiigung gestellt
(Miyawaki et al., 2001).

enthdlt den Calciumsensor ,ratiometric-pericam®, in pcDNA3
einkloniert, Insertgrofe: 1.2 kb, durch Atsushi Miyawaki (Brain
Science Institute, RIKEN, Saitama, Japan) zur Verfiigung gestellt
(Miyawaki et al., 2001).
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Lawrist7:

ICRFc70B1662Q2:

BUSMP706N2039Q4:

BUSMP706H02207Q2:

BUSMP706009174Q2:

BUSNP706N08248Q2:

BUSMP706L.15147Q2:

Cosmidvektor, 5.38 kb nach der Klonierung (8 kb vor Klonierung),
Kanamyzinresistenz, durch RZPD (Berlin) zur Verfligung gestellt.

genomischer Cosmidklon, enthélt den zOMP Genlokus, in Lawrist
7 einkloniert, Insertgrofe: 40 kb, durch RZPD (Berlin) zur
Verfligung gestellt.

genomischer PAC-Klon, enthidlt den dix2 und dix! Genlokus, in
pCYPACG6 einkloniert, InsertgroBe: 120 kb, Kanamyzinresistenz,
durch RZPD (Berlin) zur Verfiigung gestellt.

genomischer PAC-Klon, hybridisiert mit zthrl, in pCYPAC6
einkloniert, InsertgrofBe: 120 kb, Kanamyzinresistenz, durch RZPD
(Berlin) zur Verfiigung gestellt.

genomischer PAC-Klon, hybridisiert mit ztbrl (alternativer Klon
zu BUSMP706H02207Q2), in pCYPACG6 einkloniert, Insertgrof3e:
120 kb, Kanamyzinresistenz, durch RZPD (Berlin) zur Verfligung
gestellt.

genomischer PAC-Klon, hybridisiert mit zthrl, in pCYPAC6
einkloniert, Insertgrofe: 120 kb, Kanamyzinresistenz, durch RZPD
(Berlin) zur Verfiigung gestellt.

genomischer PAC-Klon, falsch positiver Klon in pCYPAC6
einkloniert, InsertgroBBe 120 kb, Kanamyzinresistenz, durch RZPD
(Berlin) zur Verfiigung gestellt.

DNA-Liingenstandards.

Verwendet wurden die DNA-Langenstandards X und XV der Firma Roche Molecular
Biochemicals (Mannheim) und der peqGOLD Leiter-Mix von Peqlab (Erlangen) mit den
respektiven Bandengr6Ben (bp): BM X: 75, 134, 154, 201, 220, 298, 344, 396, 506, 517,
1.018, 1.636, 2.036, 3.054, 4.072, 5.090, 6.108, 7.126, 8.144, 9.162, 10.180, 11.198, 12.216;
BM XV: 7.601, 8.113, 9.688, 10.086, 11.205, 11.848, 12.379, 13.282, 14.183, 15.258,
15.262, 16.710, 18.780, 19.944, 20.323, 22.010, 24.918, 26.718, 29.027, 32.745, 38.412,
48.502; peqGOLD: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1.031, 1.200, 1.500, 2.000,
2.500, 3.000, 3.500, 4.000, 5.000, 6.000, 8.000, 10.000; mit 40 ng/10 pl bei 2 kb.

3.2.5 Bakterien.

DH5ai: supE44, Dlac, U169, £80, lacZDM15, hsdR17, recAl, 'endA1, gyrA96,
thi-1, relAl, (Gibco BRL).
DH10: F mcrA, (mrr-hsdRMS-merBC), 80dlacZDM15, lacX74, deoR, recAl,

araD139 (ara, leu)7697 galU galKl-rpsL nupG, (Gibco BRL).

XL1 blue MRF": (mcrA)183, (mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endAl, supE44, thi-1, recAl,
gyrA96, relAl, lac [F', proAB, laclqZ(M15, Tn10 (Tetr)], (Stratagene).

SG 13009 [pRep 4]: Nal®, Str®, Rif®, Lac’, Ara’, Gal’, Mtl’, F", RecQA", Uvr', Lon™
(Qiagen).
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3.2.6 Antikorper.

a-ZNS2, polyklonales Maus IgG1lx (M. Westerfield, Eugene, OR, USA), 1:500.

a-GFP, monoklonales Kaninchen IgG (Torrey Pines Biolabs Inc., Houston, TX, USA), 1: 1.000.
a-DIG-AP, Schaf, Fab-Fragment (Roche Molecular Biochemicals), 1:750.

ao-Maus IgG, monoklonales Ziege IgG, Alexa Fluor 594 gekoppelt (Molecular Probes), 1:200.
o-Kaninchen IgG, monoklonales Ziege IgG, Alexa Fluor 488 gekoppelt (Molecular Probes), 1:200.

3.2.7 Bibliotheken und Bibliotheksfilter.

cDNA-Bibliotheken.

In dieser Arbeit wurden drei cDNA-Bibliotheken unterschiedlicher Herkunft
verwendet. Jede der Bibliotheken wurde wie in Abschnitt II11.3.2.16 beschrieben auf
Membranfilter fiir die Hybridisierung ausplattiert.

Verwendet wurde: 1) eine positionale ,.full-length cDNA-Bibliothek des olfaktorischen
Epithels des Zebrabarblings, hergestellt von Sigrun Korsching
(Korsching, 1995), tiber Not I- und Sal I-Adapter in das pSPORT1-
Vektorsystem (Invitrogen Life Technologies) einkloniert.

2) eine positionale ,.full-length® cDNA-Bibliothek des Gehirngewebes
des  Zebrabdrblings, hergestellt von  Sigrun  Korsching
(unveroffentlicht), tiber Not I- und Sal 1-Adapter in das pSPORT1-
Vektorsystem (Invitrogen Life Technologies) einkloniert.

3) eine ungerichtete cDNA-Bibliothek aus Bulbusgewebe des Zebra-
barblings, cDNA hergestellt von Verena Oehlmann (Oehlmann,
2001), die durch PCR amplifiziert und in den Vektor pGEM-T
(Promega) einkloniert wurde.

Genomische Bibliotheken.

Zur Identifizierung genomischer Klone wurden Koloniefilter zweier genomischer
Bibliotheken des Zebrabidrblings vom Resourcencentrum der Primérdatenbanken (RZPD,
Berlin, www.rzpd.de) bezogen.

Verwendet wurde: 1) eine Cosmid-Bibliothek, Library No.: 70, hergestellt von Dr. C.
Burgtorf (carola.burgtorf@embl-heidelberg.de), aus Danio rerio, AB
Inzuchtstamm (aus Tiibingen), einkloniert in den Vektor Lawrist 7
mit einer durchschnittlichen InsertgroBe von 44 kb, und einem
Umfang von 4 Genoméquivalenten, Dauerkultur in DH5a0 MCR
(Gibco, BRL), Kanamyzinresistenz.
2) eine PAC-Bibliothek, Library No.: 706, hergestellt von Chris
Tsuyoshi Amemiya (camemiya@bu.edu), aus Danio rerio,
unspezifizierter Stamm, einkloniert in den Vektor pCYPAC6 mit
einer durchschnittlichen Insertgr6Be von 120 kb und einem
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Umfangvon 3 Genoméquivalenten. Dauerkultur in DH10B (Gibco
BRL), Kanamyzinresistenz.

Hybridisierungen der genomischen Bibliotheksfilter wurden mit [oc—32P]dCTP
markierten Sonden von Arzu Celik (Celik, 2001) durchgefiihrt.

3.2.8 Molekularbiologische Standardverfahren.

Viele der molekularbiologischen Standardverfahren wie Restriktionsverdau, Ligation,
Gelelektrophorese, Entfernen von einzelstringigen DNA-Uberhiingen (blunten), orientieren
sich am Laborhandbuch ,,Molecular Cloning™ (Sambrook et al., 1989). Im Folgenden wird
eine kurze Ubersicht wichtiger Eckparameter verschiedener Standardtechniken angegeben.

Verdau mit Restriktionsendonukleasen.

Unabhingig vom jeweils verwendeten Reaktionsvolumen wurden DNA
Konzentrationen von < 100 ng/ul eingestellt. Der Gehalt an Enzyml6sung wurde wegen des
Glyzerinanteils < 10% gehalten. In der Regel wurden 5-fache Uberverdiue in den
mitgelieferten Reaktionspuffern und Zusdtzen (BSA, Triton) nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Verwendet wurden die Restriktionsenzyme der Firmen New England Biolabs
(Frankfurt a.M.) und Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg).

Gelelektrophorese.

Standardauftrennungen wurden in 1%-igen Agarosegelen in TAE- oder TBE-
Laufpuffer mit 5 - 8 V/em durchgefiihrt. Hochmolekulare DNA (genomische DNA, Cosmid-
und PAC-DNA) wurde in 0.5% - 0.7% Agarose Gelen in TAE-Laufpuffer mit 1 - 2 V / cm
aufgetrennt. Die DNA wurde durch Zusatz eines entsprechenden Volumens 10x Ladepuffer
aufgetragen. Ethidiumbromid zur Visualisierung der Nukleinsduren wurde den Agarosegelen
direkt in einer Konzentration von 1 pl Stammlosung/50 ml zugesetzt. RNA wurde vor der
Auftrennung mit 50% Formamid fiir 5 min bei 100°C denaturiert. Die Beurteilung und
Dokumentation der Gele erfolgte an unterschiedlichen Transilluminatoren (Heraeus, BioRad).

Gelextraktion.

Durch Verdau mit Restriktionsendonukleasen fragmentierte Banden von Plasmid
DNA wurden im préparativen Malstab aus Agarosegelen wiedergewonnen. Der
Verdauungsansatz wurde in 0.5 - 1%igen Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt und die
gewiinschte Gelbande bei reduzierter UV-Beleuchtung (Handlampe oder 70%) aus dem
Agarosegel ausgeschnitten, in ein Reaktionsgefd$ tiberfithrt und gewogen. Die Extraktion aus
dem Gel erfolgte mit kommerziellen Produkten (QIAquick Gelextraktion kit, QIAex Gel
extraktion kit II, Qiagen)
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Polymerase Kettenreaktion (PCR).

PCR-Bedingungen wurden nach Bedarf fiir die jeweilige Reaktion optimiert. Ein
Standardansatz, der fiir unkomplizierte Reaktionen genutzt wurde ist der Folgende: Matritze:
10 bis 50 ng in 1 pl, Primermix: jeweils 0.5 pM final, dNTP: jeweils 0.2 mM final, Taq-
Polymerase: Taq Polymerase (Roche Molecular Biochemicals) oder Hauspréiparation
(Oehlmann) 1 - 2 U final, 1x Reaktionspuffer, MgCl,: 1.25 mM final, H,O ad 20 ul.
Standardreaktionsbedingungen waren: 2 min 94°C; 30x : 30 s 94°C, 30 s Ty, 1 min + 3 s/
Zyklus 72°C; 7 min Elongation bei 72°C. T,, wurde 2°C unter der niedrigsten
Primerschmelztemperatur Tm des jeweils benutzten Primerpaares gehalten. In der Regel
wurden 10% des Reaktionsansatzes gelelektrophoretisch analysiert.

Ligation.

In Standardligationen zur Umklonierung wurde die zu ligierende DNA mit Vektor (ca.
50 ng) im Molverhéltnis von 3 : 1 (Insert : Vektor) in Gesamtreaktionsvolumina von 10 ul
(oder 20 pl) mit 1 pul (2 pl) 10x Ligationspuffer (Roche Molecular Biochemicals) und 1 pl T4
DNA Ligase (1 U/ul, Roche Molecular Biochemicals) gemischt, 5 min bei 37°C und
anschlieBend 1.N. bei 16°C im gegengekiihlten Wasserbad oder PCR Gerit inkubiert.
Kritische Ligationen (wenig Insert, mehrfach erfolglos) wurden i.N. mit 5 min 37°C, 45 min
16°C im PCR Geridt gezykelt. Die Ligation nicht tiberhdngender DNA-Enden (blunt ends)
wurde bei Raumtemperatur ii.N. oder 20°C im Wasserbad oder PCR Gerét durchgefiihrt.

Die Ligation von PCR Produkten in den pGEM-T Vektor wurde ebenfalls im
Molverhéltnis 3 : 1 (PCR Produkt : Vektor) angesetzt. In den Reaktionsansatz von 10 pl
Gesamtvolumen wurden 1 ul pGEM-T (50 ng/ul), 5 pl 2x Puffer (Promega), bis zu 3 ul PCR
Produkt und 1 pl T4 DNA Ligase (Promega) eingesetzt.

Dephosphorierung.

Sofern Klonierungsvektoren nur durch ein Restriktionsenzym zur spiteren Ligation
und Aufnahme des Inserts vorbereitet wurden oder Vektoren mit zwei Enzymen geschnitten
wurden, die keine {iberhdngenden Enden erzeugen, mussten die 3’-Enden der Schnittstellen
zur Vermeidung intramolekularer Ligationen dephosphoriert werden. Vektor DNA wurde
nach den Herstellerangaben mit Shrimp Alkaline Phosphatase (Tested user friendly, USB) in
den mitgelieferten Reaktionspuffern behandelt.

Aufreinigung von DNA.
DNA wurde nach der Behandlung mit DNA-modifizierenden Enzymen, aus PCR-
Reaktionen und Ligationsanséitzen mit den folgenden Verfahren aufgereinigt:

1) High Pure PCR Purification Kit (Roche Molecular Biochemicals) nach den
Herstellerangaben.
2) PCR Purification Kit (Qiagen) nach den Herstellerangaben.
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3) Phenol/Chloroform-Extraktion: Reaktionsansdtze unter 200 pl Gesamtvolumen
wurden auf mindestens 200 pul Endvolumen mit TE Puffer aufgefiillt und mit einem
gleichen Volumen PCI (25 Phenol/24 Chloroform/1 Isoamylakohol, Sigma) versetzt,
bis zur Emulsion geschiittelt oder iiber Kopf rotiert, zur Phasentrennung kurz
zentrifugiert, die Oberphase abgenommen und diese erneut mit 200 ul PCI versetzt,
gemischt und getrennt. Nach der zweiten Extraktion wurde nach dem gleichen
Verfahren zweimal mit 100% Chloroform gewaschen und die abgenommene
Oberphase mit dem dreifachen Volumen 100 EtOH auf Eis gefillt (10 min) und bei
4°C fur 20 min zentrifugiert, zweimal mit 70% EtOH gewaschen und anschlieend
erneut zentrifugiert. Die pelletierte DNA wurde kurz an der Luft getrocknet und mit
dem gewtiinschten Volumen Tris-HCI (10 mM) resuspendiert.

Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdiiuren.

In der Regel wurden DNA und RNA Mengen aus einem analytischen Agarosegel gegen
den Mengenstandard abgeschétzt. Sofern eine exakte Kenntnis der Konzentration erforderlich
war, wurde mit dem Fluoreszenz-Spektrophotometer LSB5 (Perkin Elmer) bestimmt. Dazu
wurden Verdiinnungen der Messproben (= 1:200, in TE-Puffer) 1:1 mit 1:200 PicoGreen (in
TE-Puffer, Molecular Probes) vermischt und die Fluoreszenz der Probe bei 520 nm
Wellenlénge (480 nm Anregung) und einer Spaltbreite von 10 nm bestimmt. Die Konzentration
in der Messkiivette wurde nach der Formel: [ng/ul] = 0.001 x Fluoreszenz + 0.001, bewertet.

DNA Sequenczierung.

Plasmid DNA wurde mit dem ABI PRISM® dGTP BigDye™ Terminator Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) sequenziert. Dazu wurden 0.2 -
0.5 ug Plasmid DNA in einem 10 pl Gesamtvolumen mit 2 pl BDmix (BigDye, ABI) und 3.5
- 5 pmol Sequenzierprimer versetzt. Die Sequenzierungsreaktion (Sanger et. al., 1977) wurde
nach dem Schema: 5 min 96°C, 25x (30 96°C, 15 52°C, 4> 60°C) durchgefiihrt.
AnschlieBend wurde das Volumen des Reaktionsansatzes auf 100 ul mit H,O aufgefiillt, mit
10 pl 3M Natriumacetat (pH 5.2) und 300 pl 100% EtOH gemischt, 10 min auf Eis gefillt, 20
min zentrifugiert, mit 70% EtOH gewaschen, luftgetrocknet und bei -20°C eingefroren. Die
Analyse der Sequenzierungsreaktion erfolgte im zentralen Sequenzierlabor des Instituts fiir
Genetik mit einem ABI PRISM® 377 Sequencer (Applied Biosystems) durch exzellente
Expertise von Rita Lange.

Anlegen von Dauerkulturen.

Dauerkulturen zur langfristigen Lagerung von Bakterienklonen wurden aus 800 ul
Ubernachtkultur durch Zusatz von 200 pl Glyzerin und Einfrieren in fliissigem Stickstoff
angelegt. Die Dauerkulturen wurden bei -70°C aufbewahrt. Zur erneuten Anzucht wurde ein
wenig der gefrorenen Kultur mit einer sterilen Pipettenspitze in LBantibiotikum-Medium
tiberfiihrt und 1.N. unter Schiitteln bei 37°C kultiviert.
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3.2.9 Priparation elektrokompetenter Bakterien und Transformation.

E. coli des Stammes XL1 Blue MRF’ (Stratagene) wurden i.N. in LB -Flussigkultur
aus einer Individualkolonie angezogen und 1 ml zum Animpfen eines 1 1 Kulturansatzes
verwendet. Die Kultur wurde bis zu einer ODgy, von 0.6 - 0.8 bei 37°C kriftig geschiittelt und
anschlieend fiir 15 - 30 min auf Eis abgekiihlt. Alle weiteren Schritte wurden auf Eis oder
gekiihlt durchgefiihrt. Die Zellen wurden durch 10 miniitiges Zentrifugieren (4°C, 4000 g)
wiederholt pelletiert und jeweils 1x in 1 I eiskaltem H,O, 1 x in 500 ml H,O, 1 x in 20 ml
10% Glyzerin (in H,O) und final in 2 - 3 ml 10% Glyzerin resuspendiert. Aliquots von 50 pl
wurden in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei —70°C bis zur Verwendung autbewahrt.
Die erzielten Transformationseffizienzen lagen zwischen 107 und 10° cfw/ ug Plasmid
(Transformation mit pBluescript II KS).

Zur Transformation wurden die Zellen 10 min auf Eis aufgetaut, mit der zu
transformierenden Plasmid-DNA versetzt, 1 min auf Eis aufbewahrt, in vorgekiihlte
Elektroporationskiivetten (2 mm Elektrodenabstand) tiberfiithrt und mit 1.8 kV, 200 Q, 25 pF
elektrotransformiert. Zeitkonstanten lagen in einem Bereich zwischen 4.8 und 3.9 ms.
Unmittelbar nach dem Puls wurde mit 950 pl vorgewdrmtem LB-Medium (oder SOC-
Medium) versetzt und 1 h bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. In der Regel wurden 100 pl der
Bakteriensuspension auf LB pioiikum-Agarplatten ausgestrichen.

3.2.10 Priparation hitzekompetenter Bakterien und Transformation.

Bakterien wurden wie unter I11.3.2.9 beschrieben kultiviert und zentrifugiert. Je 50 ml
des Kulturansatzes wurden in 10 ml eiskaltem 0.1 M CaCl, resuspendiert und 5 min auf Eis
gelagert, erneut zentrifugiert, in 2 ml 80 mM CaCly/15% Glyzerin aufgenommen und
mindestens 30 min auf Eis inkubiert. Aliquots von 100 pl wurden in flissigem Stickstoff
eingefroren und bei -70°C aufbewahrt. Die Transformationseffizienzen lagen bei 10° bis 10’
cfu/pg Plasmid (Transformation mit pBluescript II KS).

Zur Transformation wurden die Zellen 10 min auf Eis aufgetaut, mit der zu
transformierenden DNA  versetzt und weitere 30 min auf Fis inkubiert.
Hitzeschockbehandlung wurde fiir 90 s bei 42 im Wasserbad oder Thermomixer durchgefiihrt,
die Zellen danach kurz auf Eis zuriickgekiihlt und mit 800 ul SOC-Medium versetzt, bei 37°C
eine Stunde unter Schiitteln kultiviert und ausgestrichen.

3.2.11 Identifizierung positiver Transformanden.

Zur Identifizierung erfolgreich transformierter Klone, kamen die folgenden Verfahren
zur Anwendung:
1) Verdau mit Restriktionsendonukleasen und analytische Gelelektrophorese von
Plasmidpriparationen aus 1.5 ml Ubernachtkulturen individueller Bakterienkolonien des
Transformationsansatzes.
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2) Kolonie-PCR aus Bakteriensuspension mit vektor- oder insertspezifischen Primern.
Individuelle Bakterienkolonien wurden zuvor fiir mindestens zwei Stunden (oder 4i.N.) in
100 pl LBantibiotikum-Medium kultiviert und 2 bis 5 pl der Kultur in die Polymerase
Kettenreaktion eingesetzt.

3) Filterabziige von Kulturplatten, Bakterien ,,Dot-Blots, oder auf Nylonmembranen
aufgetupfte und {iber Nacht kultiverte Bakterienkolonien wurden durch Hybridisierung
der Membranen mit geeigneten DIG-dUTP-markierten DNA-Sonden auf die Identitét des
Inserts tiberpriift.

3.2.12 Priparative Methoden zur Gewinnung von DNA.

Genomische DNA.

Hochmolekulare genomische DNA wurde aus individuellen adulten Fischen
gewonnen. Die Tiere wurden rasch dekapitiert und innere Organe, die reich an endogenen
DNasen sind, entfernt. AnschlieBend wurde das Gewebe in vorgekiihlten Morsern in
fliissigem Stickstoff eingefroren und pulverisiert. Das gefrorene Pulver wurde in 10 ml
Schraubdeckelrohrchen {iberfiihrt und zundchst auf Trockeneistemperatur und anschlieBend
durch Zugabe von Lysepuffer auf Raumtemperatur erwérmt.

Zur Lyse wurden 5 ml Lyse-Puffer (100mM Tris-HCL, pH8.5, 5SmM EDTA, 0.2%
SDS, 200mM NaCl) und final 150 pg / ml Proteinase K zugesetzt und tiber Nacht bei 55°C
unter leichtem Wippen inkubiert. Ungeloste Riickstinde wurden abzentrifugiert und der
Uberstand zweimal mit Phenol und im AnschluB zweimal mit Chloroform extrahiert. Dazu
wurden die Phasen vorsichtig durch manuelle Uberkopfrotation emulgiert und zur
Phasentrennung sanft zentrifugiert. Aus dem letzten Extraktionsschritt wurde die DNA durch
Zugabe des gleichen Volumens 100% Isopropanol und leichtes Schwenken gefillt, auf einer
Pipettenspitze aufgewickelt und zum Waschen in 70% EtOH {iberfiihrt und anschlieSend
leicht getrocknet. Zum vollstindigen Auflosen der DNA wurden 1 ml TE-Puffer zugesetzt
und tiber Nacht bei 60°C inkubiert.

Genomische DNA der Maus wurde aus Lebergewebe gewonnen. Méuse wurden tiber
Trockeneis getotet, die Leber entnommen, in fliissigem Stickstoff gemorsert und das erhaltene
Pulver in 50 ml Schraubdeckelr6hrchen tiberfiihrt und mit 5 ml PBS und 1 ml Proteinase K
(10 mg/ml) versetzt. Die Lyse erfolgte durch Zugabe von 13 ml Lysepuffer (50 mM Tris-HCI,
100 mM EDTA, 200 mM NaCl; pH 9.0) und 1 ml 20% SDS bei 50°C .N. auf einem
Schiitteltisch. AnschlieBend wurde mit 20 ml PCI (Sigma) versetzt und fiir 60 min in einem
Uberkopfrotator zur Abtrennung der Proteine emulgiert, zur Phasentrennung kurz
zentrifugiert (5 min, 2000 rpm) und die wissrige Phase in ein frisches GefdB3 tiberfiihrt.
Proteine wurden durch zusétzliche Zentrifugation fiir 30 min bei 5000 rpm abzentrifugiert und
die DNA durch Zugabe des 4-fachen Volumens 100% Isopropanol gefillt, zweimal mit 70%
EtOH gewaschen und i.N. in 1 ml TE resuspendiert.
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Plasmid DNA aus Bakterien.

Plasmid DNA aus Bakterien wurde entweder mit Hilfe unterschiedlicher
kommerzieller Verfahren (Mini und Maxi Malistab: Qiagen, Sigma, Invitrogen Life
Technologies) entsprechend den Herstellerangaben gewonnen oder wie folgt pripariert:
Individuelle Bakterienkolonien wurden in 3 ml LB agipiotikem-Medium tiber Nacht bei 37°C
inkubiert, 1.5 - 2 ml der Ubernachtkultur 1’ bei 8.000 rpm in Eppendorf-Reaktionsgefilen
abzentrifugiert und anschlieBend in 200 pl Resuspensionspuffer (50 mM Glukose, 25 mM
Tris-HCI, 10 mM EDTA, 2 mg/ml Lysozym) gelost. Die Bakterien wurden durch Zugabe von
400 pl Lysepuffer (0.2 N NaOH, 1% SDS) 5° bei Raumtemperatur aufgeschlossen und
anschlieBend durch Zugabe von 250 pl 5 M Kaliumacetat (pH 4.8) neutralisiert.
Bakterienreste wurden 10° bei 13.000 rpm abzentrifugiert und der Uberstand in ein frisches
Eppendorfgefdl tiberfiihrt, die Plasmid DNA durch Zugabe von 600 ul Isopropanol 10° - 15°
auf Eis gefdllt und im Anschluss durch Zentrifugation (15° bei 13.000 rpm) pelletiert. Die
gefillte DNA wurde mindestens einmal mit 70% EtOH gewaschen, erneut zentrifugiert und
anschlieBend in 50 ul TE-Puffer aufgenommen.

Cosmid- und PAC-DNA aus Bakterien.

Zur Gewinnung von Cosmid- und PAC-DNA wurden unterschiedliche Verfahren
eingesetzt. Die Verwendung des Qiagen Large Konstrukt Kits nach Herstellerangaben erzielte
sehr saubere, jedoch quantitativ geringe Ergebnisse (100 pg DNA/I Bakterienkultur). Fiir
Cosmid-DNA wurde das folgende Verfahren angewendet: 1 Liter Ubernachtkultur wurde fiir
15 min bei 5.600g zentrifugiert (RC5B Zentrifuge, GS-3 Rotor, bei 4°C), in 25 ml 50 mM
Glukose, 20 mM Tris-HCI (pH 8), 10 mM EDTA (pH 8) resuspendiert und mit 2.5 mg/ml
Lysozym vermischt. Zur alkalischen Lyse wurden 50 ml 0.2 M NaOH, 1% SDS zugesetzt,
vorsichtig gemischt und nach 90 s auf Eis mit 37.5 ml 3 M Kaliumacetat, 5 M Eisessig (pH
4.8) neutralisiert, vorsichtig gemischt und 10 min auf Eis aufbewahrt. Ausgefillte Proteine
wurden durch Zentrifugation (30 min 12.000g, bei 4°C) abgetrennt, der Uberstand filtriert, die
DNA durch Zugabe von 0.6 Volumina Isopropanol gefillt, durch Zentrifugation fiir 20 min
pelletiert (12.000g, bei 4°C) und in 500 pl TE-Puffer resuspendiert. Zur weiteren
Aufreinigung wurde 30 bis 60 min mit 10 pg/ml RNase A (DNase frei, Sigma) bei 37°C
behandelt. AnschlieBend wurde mit dem gleichen Volumen 13% Polyethylenglykol (8.000),
1.6 M NaCl versetzt, 5 min auf Eis inkubiert, erneut zentrifugiert (10 min 13.000g, bei 4°C)
und in 400 pl TE-Puffer resuspendiert. Es folgten zweimalige Extraktion mit
Phenol/Chloroform (50/50), einmaliges Extrahieren mit Chloroform, Einstellen des Volumens
auf 400 pl und Prazipitation der DNA durch 100 ul 10 M Ammoniumacetat und 2 Volumina
100% EtOH fiir 30 min bei Raumtemperatur. Die gefdllte DNA wurde flir 5 min zentrifugiert,
mit 300 pl 70% EtOH gewaschen, an der Luft getrocknet und in 200 pl TE-Puffer ii.N. bei
4°C resuspendiert. Dieses Verfahren fiihrte in der Regel zu quantitativ besseren Ausbeuten,
war jedoch sehr empfindlich fiir Degradation der DNA und insgesamt sehr aufwendig. Gute
Ergebnisse lieen sich auch mit Priparationen im Mini Malistab erzielen. Dazu wurden 2 ml
Ubernachtkultur in Eppendorf-Reaktionsgefifien pelletiert, mit 0.3 ml 50 mM Tris-HCI (pH
8), 10 mM EDTA, 100 mg/ml RNase A resuspendiert, mit 0.3 ml 0.2 N NaOH, 1% SDS
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aufgeschlossen und mit 0.3 ml 3 M Kaliumacetat neutralisiert. Die Proteine wurden durch 10
miniitiges Zentrifugieren abgetrennt und die DNA aus den Uberstinden durch Zugabe des
gleichen Volumens 100% Isopropanol ausgefillt, zweimal mit 70% EtOH gewaschen,
luftgetrocknet und in einem gewiinschten Volumen 10 mM Tris-HCI (pH 8.8) aufgenommen.
Das Verfahren lieB sich bedingt auf groere Volumina der Einzelansétze ausdehnen und war
fiir die meisten Anwendungen zufriedenstellend. Fiir einen analytischen Verdau (Southern)
wurden ungefihr 3 Priparationen, fiir einen préaparativen Verdau (Subklonierung) ungefiahr 20
Praparationen bendétigt. Im Bedarfsfall wurde mit Phenol/Chloroform weiter aufgereinigt.

3.2.13 Gewinnung von cDNA aus Gewebe Gesamt-RNA.

Zur Gewinnung von cDNA aus olfaktorischen Epithelien wurden die Riechgewebe
von insgesamt 3 Fischen in calciumfreier Ringerlosung prapariert und gemeinsam prozessiert.
Die Epithelien wurden in 350 pl Papainlosung (1 mg/ml in calciumfreier Ringerlosung) fiir 50
min bei Raumtemperatur verdaut und anschlieBend mit einer 1 ml Eppendorf Pipette
mechanisch trituriert. Das dissoziierte Gewebe wurde kurz zentrifugiert (5.000 rpm, 30 s), der
Uberstand verworfen und die Gewebepellets in 350 pul RLT" (Qiagen) aufgenommen. Die
Zellen wurden auf QIAshredder-Saulen (Qiagen) aufgeschlossen (13.000 rpm, 2 min) und der
Durchfluss mit 350 pul 70% EtOH zur Féllung der Nukleinsduren versetzt und gemischt. Das
Gemisch wurde zur Aufreinigung und Konzentrierung auf RNeasy-Sdulen (Qiagen) geladen,
kurz zentrifugiert (10.000 rpm, 15 s), einmal mit 700 ul RW1 (Qiagen), zweimal mit 500 pl
RPE (Qiagen) gewaschen und mit 30 pl DEPC-Wasser eluiert (10.000 rpm, 1 min).
Kontaminierende genomische DNA wurde durch Behandlung mit 4.7 U RNase-freier DNase
(Promega) fiir 30 min bei 37°C verdaut.

In die reverse Transkription wurden 8 pl DNase behandelter RNA eingesetzt, mit 15
ul DEPC-Wasser und 2,3 ul pdNg (Hexanukleotidprimer, 100 ng/ul, Roche Molecular
Biochemicals) versetzt, 10 min bei 70°C inkubiert und anschlieend fiir mindestens 2 min auf
Eis abgekiihlt. Der Ansatz wurde mit 9 pl RT-Puffer (5x zu Superscript II, Invitrogen Life
Technologies), 2,3 ul ANTP (10 mM, Amersham Pharmacia Biotech) und 4,5 pl
Dithiothreitol (0.1 M) versetzt und 10 min bei 25°C und 2 min bei 42°C inkubiert. Zum
Reaktionsstart wurden 2,3 pl (460 U) Reverse Transkriptase (Superscript I, Invitrogen Life
Technologies) zupipettiert und der Ansatz zunichst 50 min bei 42°C und anschlieBend 15 min
bei 70°C inkubiert. Die cDNA wurde unmittelbar in eine weitere PCR-Reaktion eingesetzt
oder bei -20°C aufbewahrt.

3.2.14 Southern Blot Analyse.

Jeweils 10 pg genomische DNA wurden mit unterschiedlichen Restriktionsendo-
nukleasen (50 U Enzym / Ansatz; NEB oder Amersham) iiber Nacht bei 37°C verdaut. Die
Vollstiandigkeit des Verdaus wurde durch gelektrophoretische Auftrennung eines Zehntels des
Ansatzes tberpriift und im Bedarfsfall fiir 2 bis 4 Stunden durch Zugabe von weiterem
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Restriktionsenzym nachverdaut. Die Ansétze wurden anschliefend zweimal mit PCI und
zweimal mit Chloroform extrahiert, durch Zusatz des dreifachen Volumens 100% EtOH
gefillt, mit 70% EtOH gewaschen und in 10 pl TE Puffer aufgenommen. Die Ansédtze wurden
in 0.5% bis 0.7% Agarosegelen in TAE Laufpuffer bei 2 V/cm elektrophoretisch aufgetrennt,
dokumentiert, auf Nylonmembranen tibertragen (s. u.) und hybridisiert.

3.2.15 DNA Membrantransfer — Gel Blotting.

DNA wurde zur Hybridisierung (Southern Hybridisierung, Identifizierung von
Kandidatenbanden in Restriktionsspaltungen und PCR) nach gelektrophoretischer
Auftrennung auf Nylonmembranen {iberfithrt. Dazu wurden die Agarosegele fiir 5 min in
ausreichend (ca. 3 bis 4 Gelvolumina) 0.25 M HCI depuriniert, zweimal fiir 15 min in 0.5 M
NaOH, 1.5 M NaCl denaturiert und anschliefend zweimal in 1 M Ammoniumacetat fiir den
Transfer dquilibriert. Die DNA wurde im absteigenden Blotting Verfahren transferiert. Auf
einen saugfdhigen Stapel von Papierhandtiichern wurden zwei Schichten Filterpapier und
darauf die Zielmembran (Hybond N, Amersham Pharmacia Biotech; Nylon Membrane
positivly charged, Roche Molecular Biochemicals) aufgelegt. Das Gel wurde auf der
Membran orientiert und iiberstehende Gelanteile zur Transferseite hin durch Parafilm
versiegelt um einen vertikalen Transfer zu gewéhrleisten. Auf das Agarosegel wurden zwei
passend zugeschnittenen Schichten Filterpapier aufgelegt und dieses durch einer
Filterpapierbriicke mit dem hoher gelegenen Transferpufferreservoir (1 M Ammoniumacetat)
verbunden. Die Briicke und das Reservoir wurden zum Schutz gegen Austrocknen mit
Frischhaltefolie abgedeckt. Der DNA Transfer wurde tiber Nacht durchgefiihrt und die DNA
anschlieBend durch UV-Bestrahlung kovalent an die Membran gebunden.

3.2.16 Ausplattieren von cDNA-Bibliotheken.

In dieser Arbeit wurden drei cDNA-Bibliotheken zur Isolierung individueller cDNA-
Klone verwendet (siehe 11.3.2.7), die zu Hybridisierungszwecken ausplattiert wurden. Jede
der drei Bibliotheken wurde identischen Plattierungsverfahren unterzogen, Abweichungen
sind jeweils vermerkt.

cDNA-Bibliothek des olfaktorische Epithels.

Elektrokompetente Bakterien des Stamms XIL1-blue (MRF’, Stratagene) wurden mit
1:10, 1:100 und 1:1.000 Verdiinnungen der bereitgestellten Plasmid DNA transformiert und 1
Stunde bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Jeweils 100 pl der Verdiinnungen 1:10 bis
1:10.000 wurden auf LBumpiet Agarplatten ausplattiert und bei 37°C i.N. inkubiert. Die Reste
der Transformationsanséitze wurden bis zur weiteren Verwendung bei 4°C aufbewahrt. Zur
Aussaat auf die spiteren ,,Master-Filter” wurde eine Dichte von 50.000 Kolonien / Filter
angestrebt. Die Kolonienzahl der Ubernachtkulturplatten wurde ausgezihlt und die ideale
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Verdiinnung berechnet. Fiir den Transformationsansatz 1:100 wurde ein Titer von 6.000
Kolonien/pl ermittelt und entsprechend 10 pl des Ansatzes/,,Master-Filter* eingesetzt. 120 pl
des Ansatzes wurden in einem Gesamtvolumen von 120 ml LB-Medium verdiinnt und auf 12
Nylonmembranen (Hybond-N RPN 132N, Amersham Pharmacia Biotech) ausplattiert. Die
Membranfilter wurden vor der Aussaat mindestens 20 min in LB-Medium angefeuchtet und
10 ml der Bakteriensuspension wurde mit Hilfe einer Glasfritte (Filterdurchmesser) unter
leichtem Vakuum gleichmiBig auf die Membranen aufgesogen. Fertige Filter wurden mit der
Bakterienseite nach oben auf LBampre-Agarschalen luftblasenfrei aufgelegt und bis zu einer
KoloniegréBe von ca. 0.5 bis 1 mm bei 37°C inkubiert.

Zur Erstellung von Replikatfiltern wurden frische Membranen in LB-Medium
angefeuchtet, deckend auf die Master-Filter aufgelegt und zwischen jeweils zwei Lagen
Whatman’s Filterpapier und Glasplatten eingeschlossen. Durch sanften Druck mit dem Fuf}
wurden die Bakterienkolonien von den Master- auf die Replikatfilter iibertragen. Beide Filter
wurden durch Lochmuster (sterile Kaniile) eindeutig markiert und beide Filter erneut auf LB-
Agarplatten 1.N. bei 37°C zum Auswachsen der Bakterienkolonien inkubiert. Die Prozedur
wurde zur Errstellung eines zweiten Satzes von Replikatfiltern wiederholt. Die Bakterien auf
den Replikatfiltern wurden 10 bis 20 min auf getrdnkten Whatman Filtern mit 0.5 M NaOH,
1.5 M NaCl alkalisch lysiert und anschlieBend schwimmend fiir 60 min auf 50 mM
Natriumphosphatpuffer neutralisiert. Bakteriendebris wurde durch Abwischen mit nassen
Kosmetiktiichern entfernt, die Filter mit 100 ml frischem Phosphatpuffer abgespiilt, leicht auf
Filterpapier getrocknet und die DNA durch UV-Bestrahlung auf dem Filter kovalent fixiert.
Die Repliken wurden bis zur Verwendung in der Hybridisierungsreaktion zwischen
Filterpapier bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Die Masterfilter wurden zur dauerhaften Aufbewahrung und spiteren Isolation
positiver Bakterienkolonien zunichst 30 - 60 min auf LB/Glyzerin (LBampiet, 25% Glyzerin)
angefeuchtet und anschliefend auf LB/Glyzerin getranktem Filterpapier zwischen Alufolie
und Milimeterfolie eingepackt. Die Koordinaten der Lochmarkierungen wurden auf die
Millimeterfolie und eine Kopie dieser Folie tibertragen und die Filter anschlieBend bei -70°C
dauerhaft eingefroren. Auf den Replikatfiltern detektierte Hybridisierungssignale konnten
zundchst auf die Millimeterfolie iibertragen und letztendlich exakt von den Masterfiltern
ausgeschnitten und angezogen werden.

cDNA-Bibliothek aus Hirngewebe.

Die Bibliothek lag transformationsfertig, in den Vektor pSPORT]1 einkloniert, vor und
wurde zundchst auf Filtern amplifiziert. 1 pl Plasmid DNA wurde transformiert und jeweils
40 pl der Bakteriensuspension in 10 ml LB-Medium wie beschrieben auf Membranfilter
aufgesaugt und 1i.N. angezogen. Der Vorteil dieser Amplifikationsmethode gegeniiber einer
Fliissigkultur besteht darin, dass individuelle Klone auf den Filtern in etwa gleichmaBig grof3e
Kolonien bilden. Nach Beendigung der Inkubationszeit wurden die Kolonien eines Filters
gesammelt, pelletiert und die Plasmid DNA prépariert (MIDI-Malstab, Qiagen). Insgesamt
wurden 23 Aliquots parallel prozessiert. Teile der Plasmidpriparationen wurden 1:100 und
1:500 fiir PCR Zwecke verdiinnt.
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Zur Ausplattierung der Bibliothek wurde jedes Aliquot zundchst 1:100 verdiinnt und
jeweils 10 pl aller Verdiinnungen vereinigt. Drei Probetransformationen zur Ermittlung des
Titers wurden mit XL1-blue MRF’ Bakterien (Stratagene) durchgefiihrt und der optimaler
Verdiinnungsfaktor zu 1:25.000 fiir den unverdiinnten Ansatz ermittelt (auch hier wurde auf
50.000 Kolonien/Masterfilter gezielt). Insgesamt wurden 10 Filtersitze nach dem oben
angegeben Verfahren hergestellt und zur Hybridisierung eingesetzt.

cDNA-Bibliothek aus Gewebe des Bulbus olfactorius.

Ein adapterligierter cDNA Pool (SMART cDNA Library Construction Kit, Clontech)
wurde von Verena Oehlmann (Oehlmann, 2001) zur Verfiigung gestellt. Der Pool wurde
zundchst mit Adapterprimern durch Polymerase Kettenreaktion amplifiziert. In 100 pl
Gesamtvolumen wurden 10 pl 10x KlenTagPCR Puffer (Clontech), 2 ul dNTP-Mix (dATP,
dTTP, dGTP, dCTP, jeweils 10mM; Amersham Pharmacia Biotech), 4 ul Adapterprimer (10
uM) 2 ul cDNA-Matritze, 2 pl 50x Advantage KlenTaq Polymerase Mix (Clontech)
vermischt und nach dem folgenden Protokoll amplifiziert: 1' bei 95°C, 42x (15" 95°C, 30"
65°C, 6' 68°C). Die optimale Zyklenzahl wurde durch Entnahme von Aliquots in Abstdnden
von 3 Zyklen, beginnend mit dem 15. Zyklus und anschlieBende gelektrophoretische
Auftrennung bestimmt. Das Produkt des 27sten Zyklus wies die gewlinschten Eigenschaften
(geringer Hintergrund, kein niedrigmolekularer Schmier, diskrete Banden, Bandbreite der
Produkte von 500 bis 4.000 bp) auf und wurde in den den T-Vektor (Promega) ligiert,
transformiert und auf Filter ausplattiert. Bakterienkolonien wurden gesammelt, die Plasmid
DNA isoliert (MIDI) und im Anschluss zur Herstellung von 10 Filtersdtzen nach den oben
angegebenen Verfahren und MalB3gaben verwendet.

Identifizierung positiver Bakterienklone - Homologieklonierung.

Die hergestellten Filterabziige wurden zur Homologieklonierung und Identifizierung
von cDNA-Klonen mit entsprechenden [o-"?P]dCTP-markierten Sonden radioaktiv
hybridisiert (radioaktive Hybridisierung durch Arzu Celik). Hybridisierende Filterorte wurden
auf die zu jedem Filter gehorenden Milimeterfolien iibertragen und die entsprechenden
Filterorte von den gefrorenen Bakterienfiltern in der Kilte ausgeschnitten (ca 5 mm’
Stiickchen). Die ausgeschnittenen Filterstiicke wurden sofort in 200 ul LB-Medium fiir 1
Stunde bei 37°C kultiviert, anschlieBend in unterschiedlichen Verdiinnungen auf LB-Agar
ausplattiert und @.N. bei 37°C inkubiert. Von jedem Filterort wurden geeignete Platten
(Kolonienzahl nicht zu dicht) ausgesucht und diese auf Nylonmembranen abgezogen. Wie im
Falle der Bibliotheksfilter wurde die Orientierung der Membran zur Platte mit einem
Lochmuster (Kaniile) markiert. Die Filterabziige wurden mit der Bakterienseite nach oben auf
LB-Agarplatten luftblasenfrei aufgelegt und zusammen mit den Bakterienplatten i.N. bei
37°C kultiviert. Die Filter wurden entsprechend den Filterabziigen fiir die Bibliotheken
behandelt und erneut mit einer DIG-markierten Sonde (siehe I11.3.2.17) hybridisiert und nach
I11.3.2.19 detektiert. Positiv hybridisierende Bakterienkolonien konnten durch Auflegen der
Kulturplatten auf die Rontgenfilme bestimmt werden.
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3.2.17 Herstellung von DIG-dUTP markierten DNA Sonden.

Zur Herstellungen von Sonden fiir die Filterhybridisierung wurde DNA durch den
Einbau von Digoxygenin-11-dUTP nach dem ,random priming“-Verfahren markiert (DIG
DNA labelling kit, Roche Molecular Biochemicals). Dazu wurde 1 pg DNA-Matrize in 15 pl
Gesamtvolumen im kochenden Wasserbad fiir 10 min hitzedenaturiert und auf Eis abgekiihlt.
Dem Ansatz wurden 2 pl Hexanukleotidmix (1.56 mg/ml Zufallshexanukleotide), 2 ul dNTP-
Markierungslosung (1 mM dATP, I mM dCTP, 1 mM dGTP, 0.65 mM dTTP, 0.35 mM
alkalilabiles DIG-dUTP) zugegeben und die Reaktion durch 1 ul DNA Polymerase I (Klenow
Fragment, 2 U / pl) initiiert. Die Markierung erfolgte i.N. und wurde durch die Zugabe von 2
ul EDTA (200 mM, pH 8) beendet. Die Sonden wurden ohne weitere Aufreinigung fiir die
Hybridisierungsreaktion benutzt.

3.2.18 Herstellung von DIG-UTP markierten RNA Sonden.

RNA Sonden zur In situ-Hybridisierung wurden aus Plasmid DNA durch in vitro-
Transkription mit Digoxygenin-11-dUTP markiert. Plasmid DNA wurde auf der 3°-Seite des
zu generierenden Transkriptes durch Verdau mit geeigneten Restriktionsendonukleasen
(Vermeidung von 3’ Uberhingen) linearisiert, mit Phenol/Chloroform extrahiert und mit
EtOH gefillt. Die DNA wurde in einem geeigneten Volumen 10 mM Tris-HCI (pH 8.0)
aufgenommen und 1 pg DNA in einem Endvolumen von 20 pl mit 2 ul NTP
Markierungslosung (DIG RNA labelling mix, Roche Molecular Biochemicals, 10 mM ATP,
10 mM GTP, 10 mM CTP, 6.5 mM UTP, 3.5 mM DIG-UTP; in Tris-HCL, pH 7.5), 2 ul 10x
Transkriptionspuffer (400 mM Tris-HCL, pH 8.0, 60 mM MgCl,, 100 mM Dithioerythritol, 20
mM Spermidin, 100 mM NaCl, 1 U/ml RNase Inhibitor) und 2 pl RNA Polymerase (SP6, T7
oder T3, Roche Molecular Biochemicals) gemischt und 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Zur
Beendigung der Reaktion wurde 2 pl EDTA (0.2 M, pH 8.0) zugesetzt und die synthetisierte
RNA durch 2.5 pl 4 M LiCl und 75 pl 100% EtOH (-20°C) fir 30 min bei -70°C gefallt und
anschliefend fiir 15 min bei 4°C zentrifugiert (13.000g). Das Pellet wurde mit 50 pl 70%
EtOH (-20°C) gewaschen, erneut zentrifugiert, getrocknet, in 100 pul DEPC behandeltem
Wasser aufgenommen und bei -70°C aufbewabhrt.

3.2.19 Filterhybridisierungen und chemolumineszente Detektion.

Es wurden drei Arten von Filtern hybridisiert: 1) Bakterienabziige, 2) gedottete und
U.N. auf einer Membran angezogenen Bakterienkolonien und 3) Filter, die durch DNA
Transfer im Blotting-Verfahren hergestellt wurden (I11.3.2.15).

Filter wurden in Rollgldsern im Hybridisierungsofen (Techne) mit 10 ml (grof3e
Gléaser, 4 ml fiir kleine Gldser) ULTRAhyb™ (Ambion, Austin, TX, USA) bei 42°C (hoch
stringent) oder 37°C (niedrig stringent) fiir mindestens 2 Stunden prahybridisiert. Ungefihr 4
ul Sonde (je nach Effizienz) wurde fiir 10 min im kochenden Wasserbad hitzedenaturiert, zur
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Prahybridisierungslosung zugegeben und w.N. hybridisiert. Es folgte zweimaliges Waschen
fiir 5 min mit 2x SSC, 0.1% SDS und zweimaliges Waschen fiir 15 min mit 0.1x SSC, 0.1%
SDS, jeweils bei der Hybridisierungstemperatur. Bei Raumtemperatur wurde mit
Waschpuffer (100 mM MABS, 0.3% Tween 20) fiir 1 min &dquilibriert und anschlieBend fiir
30 - 60 min in Blockierungslosung (1% Blockierungsreagenz (Roche Molecular
Biochemicals) in 100 mM MABS) inkubiert. Zur Detektion wurde zunichst mit a-DIG-AP
Antikorper (1: 20.000 in Blockierungslosung, Roche Molecular Biochemicals) fiir 30 - 60 min
inkubiert, zweimal mit Waschpuffer fiir 15 min gewaschen und 1 min in Detektionspuffer
(100 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl; pH 9.5) &dquilibriert. Die Detektion erfolgte durch das
chemolumineszente Substrat der alkalischen Phosphatase CDP-Star™ (2-Chlor-5-
(4Methoxyspiro{1,2-Dioxetan-3,2'-(5'-Chlor)Tricyclo[3.3.1.1 >TDecan}-4-yl)-1 -Phenylphos-
phat), 1:100 in Detektionspuffer, Roche Molecular Biochemicals) durch luftblasenfreies
Betraufeln der Membran und Inkubation fiir 5 min. Im Anschluss wurde iiberschiissiges
Substrat auf Filterpapier abgetropft, die Membran feucht in Plastikbeutel eingeschweiflt und
auf Rontgenfilm (Kodak Eastman) oder im Chemilumineszenzdetektor (ChemiDoc, Biorad)
exponiert. Die Membranen koénnen durch zweimalige Behandlung mit 0.2 M NaOH, 0.1%
SDS fiir 20 min bei 37°C von der Sonde befreit und wiederverwendet werden. Die Sonden
wurden ebenfalls wiederverwendet und zwischenzeitlich bei 4°C aufbewahrt. In einigen
Fillen erfolgte die Entwicklungsreaktion der alkalischen Phosphatase colorimetrisch durch
NBT und BCIP (Roche Molecular Biochemicals). Dazu wurden 4.5 pl NBT-Losung und 3.5
ul BCIP in 1 ml Detektionspuffer suspendiert und die Membran in der Substratlésung bis zur
gewiinschten Farbreaktion (blauer Niederschlag) inkubiert. Die Farbreaktion wurde durch
einfaches Waschen mit Wasser beendet.

3.2.20 Herstellung promotorloser Expressionsvektoren.

Zur funktionellen Analyse der regulatorischen Effizienz unterschiedlicher
genomischer Sequenzabschnitte wurden promotorlose Expressionsvektoren benétigt.
Folgende Anforderungen wurden an diese Vektoren gestellt: 1) sie sollten iiber in vivo
Reportergene (GFP und Derivate) verfiigen, 2) es sollten unterschiedliche und
unterscheidbare Varianten beziiglich der Reportergene vorliegen, 3) um als ubiquitérer
Basisvektor zu dienen, sollte ein Wechsel des Reportergens durch Umklonieren problemlos
sein, 4) sie sollten iiber geeignete Schnittstellen flankierend zum Translationsstart verfiigen,
um die Reporterkonstrukte so exakt wie moglich an die genomische Organisation anzupassen
5) sie sollten zur Selektion eine Resistenz gegen Antibiotika und 6) ein
Polyadenylierungssignal besitzen.

PACSF-Y — der Basisexpressionsvektor.

Zunéchst wurde die Not I-Schnittstelle an Position 671 innerhalb des Polylinkers des
Vektors pBluescript II KS (Stratagene) durch Not I-Verdau, Entfernen der Uberhéinge und
Religation zerstort. Der Vektor wurde zur Aufnahme des Reportergenfragmentes zunéchst mit
Kpn 1-Restriktionsenzym aufgeschnitten, Uberhéinge mit T4 DNA Polymerase 1 entfernt und
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aufgereinigt, anschlieBend wurde mit Apa I-Enzym erneut verdaut und aufgereinigt. Das
Reporterfragment (EYFP) wurde aus dem Vektor pEYFP1 (Clontech) durch Verdau mit Af]
II, Entfernen der Uberhiinge und anschlieBendem Restriktionsverdau mit Nco I fragmentiert.
Ein EYFP-SV40 PolyA Signal-enthaltendes 962 bp Fragment wurde aus dem Agarosegel
isoliert. Der Vektor pGEM-T wurde mit Nde I-Enzym geschnitten, die Uberhiinge entfernt,
mit Nco I erneut verdaut und mit dem Reporterfragment ligiert. Durch erneutes Schneiden mit
Sac 1, Entfernen der Uberhiinge und Verdau mit Apa I-Enzym wurde das Fragment in den
vorbereiteten pBluescript I KS (4pa 1, blunt) umkloniert. Der so erhaltene promotorfreie
Expressionsvektor — pACSF-Y — beinhaltet das ,.enhanced yellow fluorescent protein®
(EYFP), das SV40 Polyadenylierungssignal, einen GroBteil des pBluescript Polylinkers,
einmalige Schnittstellen fiir Nco I- und Not I-Restriktionsendonukleasen, ist durch das f3-
Lactamasegen ampizilinresistent und hat eine Grofle von 3.957 bp. Die Not I-Schnittstelle
erlaubt zusammen mit geeigneten Schnittstellen des Polylinkers einen Austausch des
Reportergens. Die Nukleinsduresequenz und eine Karte der Organisation des Vektors ist im
Anhang angegeben.

PACSF-dsRed.

Die rot fluoreszierende Variante wurde durch Austausch des EYFP gegen DsRed
erzielt. Der offene Leserahmen des DsRed wurde aus dem Vektor pDsRed1-N1 (Clontech)
durch PCR mit dsRed-not und dsRed-ndeco Primern amplifiziert. Der Primer dsRed-not
bindet flankierend zu der Not I-Schnittstelle am 3’-Ende des DsRed Gens, der Primer dsRed-
ndeco fiithrt zu einem Motivwechsel an der Nco 1 Schnittstelle (CCATGG) flankierend zum
Translationsstartkodon gegen eine Nde I-Schnittstelle (CATATG). Der Motivwechsel war
durch eine interne Nco I-Schnittstelle im offenen Leserahmen des DsRed notwendig.
Oberhalb der Nde I-Restriktionsstelle fithrt der Primer zusétzlich eine Eco RI-Schnittstelle
ein. Nach Verdau mit Eco RI- und Not I-Restriktionsendonukleasen wurde das Fragment in
den Vektor pACSF-Y iiber identische Schnittstellen umkloniert. pACSF-Y wurde dazu durch
Ausschneiden des EYFP iiber Eco RI und Not 1 und anschlieBende Gelextraktion des
Vektorrahmens vorbereitet.

PACSF-rY.

pACSF-t1-Y enthilt zusétzlich einen Sequenzabschnitt des Gens fiir das
mikrotubulibindenden Protein tau. Das tau-Protein erleichtert den Transport von
Reportergenen entlang von Axonstrukturen in die Projektionsgebiete. Ein fiir die ersten 236
bp des Leserahmens kodierendes effektives Fragment (Mombaerts et al., 1996) wurde durch
PCR aus genomischer DNA von [7-tau-GFP Méusen (Mombaerts, unveréffentlicht) mit tau-
nco und tau-ndeco Primern amplifiziert. Der tau-ndeco Primer erzeugt wie im Falle von
DsRed einen Motivwechsel von der am Translationsstart gelegenen Nco I- zu einer Nde 1
Schnittstelle. Der Primer tau-nco fiihrt einen Motivwechsel der Not I-Schnittstelle an Position
236 des tau-Leserahmens gegen eine Nco I-Schnittstelle durch. Nach Verdau mit Eco RI und
Nco 1 des PCR Produktes wurde dieses in identische Schnittstellen des Vektors pACSF-Y
oberhalb des EYFP Leserahmens einkloniert.
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PACSF-C.

pACSF-C enthilt das CFP, die zyan fluoreszierende Variante des GFP. CFP wurde
nach Verdau mit Sp# I und Entfernen der Uberhiinge mit Nco I-Restriktionsenzym aus dem
Vektor YELLOWcam?2.1 ausgeschnitten und in den Vektor pACSF-Y umkloniert. pACSF-Y
wurde durch Verdau mit Not 1, Entfernen der Uberhinge, Verdau mit Nco I und
anschlieBender Gelextraktion des Vektorrahmens vorbereitet.

3.2.21 Herstellung eines Konstruktes fiir die rekombinante Expression des OMP in
Bakterien.

Zur rekombinanten Expression des olfaktorischen Marker Proteins in E.coli wurde ein
402 bp groBes Fragment des offenen Leserahmens mit dem AB-OMPkpnl und AB-OMPkpn2
Primerpaar aus dem OMP Klon 8.1.3, der die OMP cDNA enthélt, amplifiziert. Die Primer
fihren an den Enden des Amplifikationsproduktes Schnittstellen fiir das Kpn I-
Restriktionsenzym ein. Die GesamtgroBe des erzielten Produktes betrdgt 420 bp. Die PCR
Bedingungen waren: 5’ 96°C, 10x (1° 96°C, 1°30* 55°C, 1’+3%/Zyklus 72°C), 30x (1’ 96°C,
1’30 68°C, 1’+3“/Zyklus 72°C), 10° 72°C. Der PCR-Ansatz wurde mit Kpn I-
Restriktionsendonuklease verdaut und in die Kpn I-Schnittstelle jedes der drei pQE-Vektoren
(pQE30, pQE31, pQE32) einkloniert. Die Schnittstelle fiir Kpn I liegt im Polylinker dieser
Vektoren. Die einzelnen Vektortypen unterscheiden sich durch unterschiedliche Leseraster.
Die benutzten Primer waren so gewdahlt, dass ein korrektes Leseraster nach der Klonierung in
den pQE30-Vektor vorliegen sollte. Erfolgreich ligierte und transformierte Klone wurden mit
pQE-Reverse und pQE-III/IV Primern sequenziert um das jeweils vorliegende Leseraster zu
tiberpriifen. Die identifizierten Klone 1E12 und 2C4 wurden weiterverwendet. Zunéchst
wurde versucht, die rekombinante Expression des Proteins in E.coli des Stammes XL1-blue
MRF’ zu induzieren, spiter wurde der Stamm SG13009 verwendet. Die Expression wurde in
Bakteriensuspension der Klone 1E12 und 2C4 bei einer Bakteriendichte von OD = 0.6 durch
Zugabe von 1 mM, 2 mM oder 10 mM IPTG (final) induziert. Zu unterschiedlichen
Zeitpunkten wurden Aliquots des Kulturansatzes entnommen und durch denaturierende SDS
Polyacrylamidelektrophorese aufgetrennt. Dazu wurde jeweils 1 ml der Bakteriensuspension
durch Zentrifugation pelletiert, der Uberstand abgenommen und das Pellet mit 200 ul 1x
Laemmli Puffer (2.5% SDS, 75 mM Tris-HCI (pH 6.8), 100 mM Dithiothreitol, 0.005%
Bromphenolblau) versetzt und fiir 5 min im Wasserbad bei 100°C gekocht. Anschlieend
wurde zentrifugiert und 20 pl der Probe auf ein Polyacrylamidgel (15% Gel: 5 ml 30%
Acrylamidmischung (Sigma), 2.3 ml H,0, 2.5 ml 1.5 M Tris-HCI (pH 8.8), 0.1 ml 10% SDS,
0.1 ml 10% Ammoniumpersulfat, 4 ul TEMED (Sigma)) bei 150 V aufgetrennt (Laufpuffer:
3.03 g/l Tris, 14.,4g/1 Glyzin, 1% SDS, pH 8.3). Die Gele wurden mit Coomassie Brilliant blue
(Roth) fir 1 - 2 Stunden zuerst eingefiirbt und iiberschiissiger Farbstoff mit 10%
Methanol/10% Essigsdure ausgewaschen.
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3.2.22 Herstellung der Konstrukte fiir die Expression calciumsensitiver Messproben.

pI‘OMP 1. 3-CaM

Der Vektor prOMP;;-CaME enthélt das ,,yellow Cameleon 2.1¢ unter zOMP-
Promotorkontrolle im pACSF Vektorrahmen. Zur Konstruktion wurde die Cameleon 2.1
Sequenz aus dem Vektor YELLOWcam?2.1 mit T7-pcDNA und SP6-pcDNA Primern durch
PCR amplifiziert. Die PCR-Bedingungen waren: 2° 94°C, 30x (30 94°C, 45% 54°C, 1° +
3%/Zyklus 72°C), 7¢ 72°C. Das 2 kb grole Produkt wurde mit Nco 1 und Not I
Restritionsendonukleasen verdaut und aufgereinigt. Der Vektor prOMP, 3-Y wurde ebenfalls
mit Nco | und Not 1 Restriktionsenzymen geschnitten, der prOMP, 3 Vektorrahmen (ohne
EYFP) aus einem préiparativen Agarosegel isoliert und mit dem vorbereiteten CaMeleon
ligiert. Der Klonierungserfolg wurde durch Sequenzieren tiber die Klonierungsschnittstellen
und analytischen Restriktionsverdau mit Nco I und Not I Enzym verifiziert.

pI‘OMP 1. 3-CaM G.

Der CaMgaroo Calciumsensor wurde aus dem Vektors SVQST Cam 2-3 mit Nco |
und Not 1 Restriktionsverdau herausgeschnitten, die 1.2 kb Bande aus einem préiparativen
Agarosegel isoliert und ebenfalls in den Notr I und Nco 1 geschnittenen prOMP; ;3
Vektorrahmen ligiert. Der Klonierungserfolg wurde durch Sequenzieren iiber die
Klonierungsschnittstellen und durch analytischen Verdau mit Sph I und Nco I verifiziert.

prOMP; ;-1.

Enthélt das "invers pericam" unter zOMP-Promotorkontrolle. Zur Klonierung wurde
der Vektor YP3.2TF0-17 zundchst mit Eco RI Restriktionsenzym aufgeschnitten, die
Uberhinge entfernt und anschlieBend mit Nco I aus dem Vektor isoliert und iiber ein
priparatives Agarosegel aufgereinigt. Der prOMP, 3 Vektorrahmen wurde durch Verdau mit
Not 1 Restriktionsendonuklease, Entfernen der Uberhinge und anschlieBendem Nco 1
Restriktionsverdau zur Ligation vorbereitet. Der Klonierungserfolg wurde durch
Sequenzieren der Nco I Klonierungsschnittstelle verifiziert.

prOMP, ;-F.
Enthélt das "flash pericam" unter zOMP-Promotorkontrolle. Die Klonierung erfolgte
wie bei prOMP; 3-1, jedoch durch Verdau des Vektors YP3.1HH1-1.

pI‘OMP 1_3-R.

Enthélt das "ratiometric pericam" unter zOMP-Promotorkontrolle. Aufgrund einer
fehlenden Nco I Restriktionsschnittstelle wurde durch PCR mit Peri-nco und SP6-pcDNA
Primern ein Nco I Motiv flankierend zum Translationsstart eingefiigt. Die PCR-Bedingungen
waren wie folgt: 2' 94°C, 6x (30" 94°C, 45" 52°C, 1' 72°C), 25x (30" 94°C, 45" 64°C, 1'
+3"/Zyklus 72°C), 7' 72°C. Das Produkt wurde mit Nco 1 und Not 1 Restriktionsendo-
nukleasen verdaut und in prOMP 3 (Not I/Nco 1) einkloniert.
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3.2.23 Sequenzvergleiche.

Datenbanksuchen in den Sequenzdatenbaken mit der Routine BLAST wurde unter
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST oder www.ebi.ac.uk/blastall/ durchgefiihrt. Sequenzvergleiche
wurden durch das Wisconsin Package der Genetics Computer Group (GCG) durch die
Subroutinen ClustalW, Pileup, Distances und Growtree generiert. Fiir die Bestimmung der
Homologien zwischen unterschiedlichen Familenmitgliedern einer Gengruppe (OMP, tbr)
wurde das Programm ClustalW unter www.ebi.ac.uk/clustalw benutzt. Promotormotive
wurden mit dem Public Domain Programm Matlnspector (www.gsf'de) und unter den
Internetadressen www.fruitfly.org und www.genomic.sanger.ac.uk gesucht. Fiir kleinere
Sequenzvergleiche, Desktopklonierungen, Identifizierung von Restriktionsschnittstellen,
Primerdesign, Dot-Plot, Translationen von DNA Sequenzen in Proteinsequenzen und
Strukturvorhersagen wurde das Programm DNASIS v.2.1 (Hitachi) verwendet. Elektronische
PCR wurde mit Amplify v1.2 (University of Wisconsyn, Madison, WI, USA) durchgefiihrt
und Plasmidkarten mit Mac Plasmap v1.82 (University of Utah, Salt Lake City, UT, USA)
erstellt.

3.3  Histologische Arbeitsmethoden.
3.3.1 Immunhistochemie an Zebrabiirbling Embryonen.

Antikorperfarbungen wurden zur Detektion von GFP in Embryonen des
Zebrabarblings zu zwei Zwecken eingesetzt. Es sollte gekldrt werden, ob calciumsensitive
Varianten, welche nicht durch ihre Eigenfluoreszenz detektierbar waren von
Riechsinneszellen dieser Tiere exprimiert werden. Zum anderen diente die Immunhistochemie
der Verstiarkung vor allem axonaler GFP Signale zur Verwendung in immunhistochemischen
Doppelfarbungen mit dem «-ZNS2 Antikorper, der das Gesamtmuster der nasalen
Projektionen in den olfaktorischen Bulbus darstellt.

Embryonen wurden t.N. mit 4% Paraformaldehyd, 0.1% Glutaraldehyd (in PBS) bei
4°C fixiert, anschlieBend griindlich (4 x 5 min) in PBST (0.3% Tween 20 in PBS, pH: 7.4)
gewaschen, mit H,O gespiilt (5 min) und fiir 7 min bei -20°C in Aceton permeabilisiert. Im
Anschluss wurde erneut mit H,O gewaschen, einmal mit PBSDT (1% DMSO in PBST)
dquilibriert und fiir mindestens 100 min in PBSDT, 10% Ziegennormalserum blockiert. Mit
Primérantikorper (1:1000, a-GFP, Kaninchen IgG, Torrey Pines Biolabs Inc., Houston, TX,
USA) wurde u.N. in PBSDT, 1% Ziegennormalserum bei 4°C inkubiert, anschliefend
zweimal 1 min und mehrfach tiber Tag mit PBSDT, 1% Ziegennormalserum, 0.1 M NaCl und
zuletzt in PBSDT, 1% Ziegennormalserum gewaschen. Der Sekundérantikorper (1: 200,
Alexa 488, a-Kaninchen Fab, Molecular Probes) wurde i.N. bei 4°C angewendet und
anschlieBend zweimal 1 min und 5 x tiber Tag mit PBSDT, 0.1% Ziegennormalserum, 0.1 M
NaCl gewaschen. Die Prédparate wurden unter dem Fluoreszenzstereomikroskop oder
Konfokalmikroskop bewertet und bei 4°C aufbewahrt.
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3.3.2 In situ-Hybridisierung an Totalpriparaten des Zebrabirbling Gehirns.

An Totalpraparaten des Zebrabédrbling Gehirns wurden nicht-radioaktive In situ-
Hybridisierungen mit DIG-UTP-markierten RNA Sonden durchgefiihrt. Die Gehirne wurden
in eiskaltem PBSM (10 mM MgCl, in PBS) prépariert, gewaschen und die Hirnhédute durch
Behandlung mit Proteinase K (15 pg / ml in PBSM) fiir 10 min bei 37°C verdaut.
Anschliefend wurde mit PBSM gewaschen und fiir 5 min bei Raumtemperatur mit 85%
PFA/GA (4% Paraformaldehyd, 0.1% Glutaraldehyd), 15% geséttigte Pikrinsdure fixiert. Die
Praparate wurden in PBS gewaschen und die Membranen durch Behandlung mit PBSTx
(0.15% Triton X-100 in PBS) bei Raumtemperatur perforiert. Durch eine aufsteigende (5 min
10%, 5 min 25%, 5 min 50%, 3 x 10 min absolut) und absteigende (5 min 25%, 5 min 10%)
Methanolreihe wurden die Membranen weiter aufgeschlossen, anschlieBend mit PBSTw
(0.05% Tween-20 in PBS) zweimal gewaschen, erneut mit Proteinase K (10 pg / ml in
PBSTw) bei 37° fiir 15 min behandelt und mit PBSTw gewaschen. Gehirne wurden dann bei
4°C fiir 5 min in 4% Paraformaldehyd, 0.1% Glutaraldehyd nachfixiert, zweimal mit PBSTw
fir 5 min gewaschen und in 2 ml Reaktionsgefien fiir 2 Stunden bei 60°C in
Hybridisierungslosung (50% Formamid, 5x SSC, 0.2% Tween-20, 0.5% CHAPS, 100 pg / ml
Torula RNA, 100 pg / ml Heparin) prachybridisiert. Im Anschluss wurde i.N. bei 60°C mit 1
ng/ul Digoxigenin-markierter Sonde in Hybridisierungslosung hybridisiert.

Posthybridisierungswaschungen wurden durch zweimaligen Austausch der
Hybridisierungslosung und zweimaliges Waschen mit Hybridisierungslosung fiir jeweils 30
min bei 60°C durchgefiihrt. AnschlieBend wurde fiir 20 min bei 60°C mit 1:1
Hybridisierungslosung, MaBSTw (1 M Maleinsédurepuffer, 0.05% Tween 20) gewaschen, die
Praparate in Kulturschalen tiberfiihrt, 3x mit MaBSTw gespiilt und 2x 30 min mit MaBSTw
gewaschen, 1 Stunde in 2% Blockierungsreagenz (Roche Molecular Biochemicals, in
MaBSTw) und 2 Stunden bei 4°C in 2% Blockierungsreagenz, 20% hitzebehandeltem
Ziegennormalserum (30 min bei 56°C) in MaBSTw blockiert. Die Antikérperbindung (o-
DIG-AP, 1:2000, Roche Molecular Biochemicals) erfolgte i.N. bei 4°C in der gleichen
Losung. Ungebundener Antikorper wurde durch dreimaliges Spiilen mit MaBSTw und
stindlichem Austausch gegen frisches MaBSTw {iiber Tag ausgewaschen. Die
Entwicklungreaktion erfolgte nach Praeinkubation in Reaktionspuffer (0.1 M Tris-HCI, pH
9.5, 0.05% Tween 20) fiir 2x 10 min durch Zugabe von 4.5 ul NBT und 3.5 pl BCIP auf 1 ml
Reaktionspuffer. Die Reaktion wurde durch Waschen mit PBSTw beendet und die Priparate
bei 4°C ii.N. in PFA postfixiert.

3.3.3 Vibratomschnitte.

Gehirne des Zebrabérblings wurden nach der /n situ-Hybridisierung zur eindeutigeren
Quantifizierung geférbter Neurone mit dem Vibratom geschnitten. Dazu wurden die Préparate
in 15% Gelatine in Schnappdeckeln eingebettet und ii.N. mit 4% Paraformaldehyd fixiert, aus
dem Halterahmen befreit und fiir 3 Tage weiterfixiert. Anschliefend wurde griindlich in PBS
gewaschen und getrimmte Gelatineblocke mit Sekundenkleber auf dem Objekthalter fixiert.
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Von den Priparaten wurden mit dem Vibratom (tpi) 50 pm dicke vollstdndige Schnittserien
angefertigt, die Schnitte auf Objekttrdgern gesammelt, kurz angetrocknet und in Mowiol
(Calbiochem, San Diego, CA, USA) montiert.

3.4  Herstellung transient transgener Fische.

Fischeier wurden unmittelbar nach der Besamung aus den Laichbecken abgesammelt
und von Verunreinigungen, durch Waschen in E3-Medium (Westerfield, 1995), befreit. Unter
einem Stereomikroskop (Nikon) wurde durch Mikrokapillaren linearisierte Plasmid-DNA in
einer Konzentration von 50 ng/ul durch Druckinjektion (Pneumatic Pico Pump, WPI, Berlin)
in die erste Blastomere der furchenden Eier injiziert. Es wurde ungefihr ein Viertel des
Blastomerenvolumens injiziert. Gelegentlich wurde das Plasmid auch unmittelbar unterhalb
der Blastomere in den Dotter deponiert. Mit Beginn der ersten Furchung wurden die Eier
dieses Geleges nicht mehr verwendet. Uberschiissige Embryonen wurden zur Bestimmung
der Mortalitdtsrate eines Geleges ebenfalls aufgezogen. Injizierte Embryonen wurden im
Laufe des Tages erneut mit E3-Medium gewaschen, tote Embryonen entfernt und im
Brutschrank bei 28°C in Petrischalen zu 50 - 100 Individuen bebriitet. Die Expression der
Reportergene wurde unter einem Fluoreszenzstereomikroskop (SMZU, Nikon) bewertet. Zur
Bestimmung der Expressivitit (Anzahl positiver Zellen/olfaktorischer Placode) und der
Entwicklung der Expression in individueller Embryonen wurden sie mit feinen Pinzetten ab
dem 2. Entwicklungstag vorsichtig dechorioniert und in 96-Lochplatten transferiert. Wéhrend
des Beobachtungszeitraumes bis 120 hpf wurden die Tiere in diesen Platten belassen und
anschlieend zur weiteren Aufzucht in 2,5 1 Aquarien iberfiihrt. Die weitere Aufzucht
erfolgte wie in Westerfield (1995) beschrieben.

Zur Geschlechtsreife herangewachsene und mit Reporterplasmid injizierte Tiere
wurden zur Etablierung transgener Linien miteinander verpaart. Die Nachkommen wurden
auf die Expression des Reporters hin durchsucht oder zur Extraktion genomischer DNA
verwendet und durch PCR auf die Prisenz des Reportergens hin untersucht.

3.5 Bildaufnahme und Dokumentation.

Zur Bildaufnahme und Dokumentation von Prédparaten aus immunhistochemischen
Farbungen und In situ-Hybridisierungen sowie von reportergenexprimierenden Embryonen
wurden die folgenden Geriéte und Verfahren verwendet:

Totalprdparate und Vibratomschnitte wurden unter dem Stereomikroskop mit
Auflichtbeleuchtung oder Auflichtfluoreszenz betrachtet und iiber einen 100/0 - 20/80
Strahlteiler und Phototubus auf einer handelsiiblichen Digital-Photokamera (CoolPix 900,
Nikon) dokumentiert. Die integrierte Smart Card (Viking) wurde entweder tiber eine parallele
Schnittstelle in konventionelle PC-Computer oder tiber ein Kartenlesegeridt (SanDisk) in
Macintoshcomputer eingelesen und gespeichert. Die anschlieBende Bildverarbeitung
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(Kontrast, Helligkeit, Erzeugen von Bildausschnitten, Tonwertkorrektur) wurde mit Adobe
Photoshop (verschiedene Versionen) durchgefiihrt.

Diinnschnitte und transgene Embryonen wurden mit dem inversen Mikroskop
Axiovert S100 TV (Zeiss) und dem Monochromator- und Bildaufnahmesystem der Firma
T.I.L.L. Photonics dokumentiert, zur Darstellung 16/8 bit konvertiert, in RGB gewandelt und
als TIFF-Bilder ausgegeben.

Zur Rekonstruktion transgener Embryonen wurden Schichtaufnahmen (2 pm Abstand)
mit einem automatisierten Photomikroskop (Axioskop II, Zeiss) und Quantix Kamerasystem
(Photometrix) unter Metamorph (Universal Imaging Co.) Softwarekontrolle aufgenommen
und die Bildstapel mit der gleichen Software (2D Projektionen, 3D Rekonstruktionen)
weiterbearbeitet oder mit dem Softwaremodul AutoDeblur (Auto Quant Imaging Inc.) einer
Dekonvolutionsroutine (blind dekonvolution) unterzogen. Alternativ wurden konfokale
optische Schnittserien mit einem Leica TCLSM angefertigt.
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