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1 Zusammenfassung

Das olfaktorische System unterscheidet sich durch seine nicht-topologischen Projektionen
grundlegend von anderen sensorischen Systemen. Riechsinneszellen, die den gleichen olfakto-
rischen Rezeptor exprimieren, liegen verteilt im olfaktorischen Epithel, aber ihre Fortsétze
konvergieren im olfaktorischen Bulbus in sphdrischen Neuropilstrukturen, den Glomeruli.
Diese sind stereotyp und invariant zwischen Individuen einer Spezies angeordnet und ,,iiber-
setzen“ so Geruchsinformation in ein rdumliches Aktivitdtsmuster. Bisher ist nur bekannt,
dass die olfaktorischen Rezeptorproteine selbst instruktiv an der axonalen Wegfindung betei-
ligt sind, aber nicht die einzigen Faktoren sein konnen. Es wird angenommen, dass zumindest
einige an der Wegfindung beteiligte Molekiile differentiell verteilt sein sollten. Der Teleostier
Danio rerio verfiigt im Vergleich zu Sédugetieren {iber ein qualitativ vergleichbares jedoch
quantitativ reduziertes olfaktorisches System und ist deswegen ein gutes Modellsystem.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten mit Hilfe der Suppression subtraktiven Hybridisierung diffe-
rentiell exprimierte Transkripte des olfaktorischen Bulbus von Danio rerio identifiziert wer-
den. Der erste Ansatz sollte zu Transkripten fiihren, die wihrend der Regeneration der glome-
ruldren Projektionen hochreguliert werden. Im Rahmen dieses Teils wurde die Zinksulfat-
vermittelte Degeneration der olfaktorischen Rezeptorneuronen charakterisiert. Im olfaktori-
schen Epithel erreichte sie ihren Hohepunkt etwa acht Stunden nach der Applikation. Die De-
generation des glomeruldren Musters erwies sich als reversibel, so dass es acht Tage nach der
Behandlung zu 50% und nach 28 Tagen vollstindig wiederhergestellt war. Die Analyse der
subtrahierten ,,Regenerations* cDNA-Bibliothek ergab, dass sie nur sehr wenige differentiell
exprimierte Transkripte enthielt.

Fiir den zweiten Ansatz wurde zunichst ein Verfahren entwickelt, dass die Isolierung von
intakter RNA aus sehr kleinen definierten Bereichen des olfaktorischen Bulbus erlaubte. Es
wurden zwei subtrahierte cDNA-Bibliotheken konstruiert, die laterale bzw. mediale
Transkripte angereichert hatten. vermehrt im lateralen Bulbusabschnitt exprimiert wurden,
und in der anderen welche, die hdufiger im medialen Bulbusabschnitt vorkamen. Es gelang
hier, sechs differentiell exprimierte Transkripte zu identifizieren und mit Hilfe von in situ
Hybridisierungen zu charakterisieren. Darunter waren das Glykoprotein Ependymin, das in
der Leptomenix exprimiert wird, die aus morphologischen Griinden zu einem groBBeren Anteil
in der lateralen Gewebefraktion vorliegt. Das Transkript Beta-5 Tubulin wurde in der ventri-
kulédren Proliferationszone und in den Kdornerzellen detektiert. NEP II wurde ebenfalls in den
Kornerzellen nachgewiesen. Das Prohormon Proenkephalin wurde in einer medial orientierten
Subpopulation der Kornerzellen exprimiert und zeigte, dass die subtraktive Hybridisierung in
der Lage war, auch seltene differentiell exprimierte Transkripte zu identifizieren. Dariiber
hinaus wurden sGnRH und RFamid, die aus einem vergleichbaren Ansatz stammten (Korte,
2001), in den Ganglienzellen des terminalen Nervs lokalisiert. Unter den identifizierten diffe-
rentiell exprimierten Transkripten waren zwar keine Wegfindungsmolekiile, aber Molekiile,
die bisher noch nicht fiir den Zebrabdrbling beschrieben worden waren, und die an der Modu-
lation der synaptischen Aktivierung durch Geruchsstoffe und der Neurogenese der Kornerzel-
len beteiligt sind.
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Abstract

The olfactory system differs from other sensory systems by its non-topological projections.
The processes of olfactory receptor neurons that do express the same olfactory receptor pro-
tein are scattered within the olfactory epithelium but converge as they project to the olfactory
bulb in spherical neuropile structures, the glomeruli. They are stereotyped and invariant be-
tween individuals of one species and therefore ,,translate information about odorants into a
spatial code of acitvity. So far, it is only the olfactory receptor proteins themselves have been
shown to play an instructive role in the axonal guidance process. It is assumed that some of
the cues present are expressed in gradients. The olfactory system of the teleost Danio rerio is
qualitatively comparable but quantitatively reduced compared to that of mammals, so that it
serves as a good model.

During this thesis differentially expressed transcripts which are present in the olfactory bulb of
zebrafish should be identified using suppression subtractive hybridization. In the first set of
experiments transcripts should be idenfied which are up-regulated during the regeneration of
the glomerular structures. Using zincsulfat mediated degeneration of the olfactory receptor
neurons the maximum of the degeneration in the olfactory epithelium was shown to be eight
hours after treatment. In the olfactory bulb, the degeneration of the glomerular pattern ap-
peared to be reversible and was recovered 50% eight days after treatment and completely re-
stored after 28 days. The analyses of the constructed subtracted cDNA library contained only
very few differentially expressed sequences.

In the second set of experiments, first, a procedure has been established which allows to iso-
late intact mRNA from very small but defined regions of the olfactory bulb. Two subtracted
libraries were constructed, that each was enriched by laterally or medially expressed se-
quences, respectively. Six sequences which show a differential expression were further char-
acterized by in situ hybridization. Among them the glycoprotein ependymin was found, which
is expressed in the leptomeninx that occured stronger in the lateral portion for morphological
reasons. The transcripts of beta-5 tubulin were detected in the granule cells and the zone whe-
re they originate, the ventricular proliferation zone. NEP II was also prominent in the granule
cells. The propeptide proenkephalin was expressed in a small medially located subpopulation
of the granule cells. Its identification showed that the subtractive hybridization is also able to
isolate rarly expressed sequences. Moreover, sGnRH and RFamid precursour proteins, both
originally isolated by H. Korte (2001) in a similar approach, were shown to colocalize in the
ganglions of the terminal nerve. Among the identified differentially expressed sequences there
were no guidance cues identified, but molecules which have not been described before for the
zebrafish. Some of them might be involved in the modulation of the synaptic acitvation in the
olfactory bulb and in the neurogenesis of the granule cells.
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Die Reprisentation der Geruchsinformation unterscheidet sich grundlegend von der Informa-
tionsweiterleitung des Sehens, Horens und Tastens. In diesen sensorischen Systemen wird die
periphere sensorische Sinneswahrnehmung unter Beibehaltung der Nachbarschaftsbeziehun-
gen der beteiligten Neuronen in das zentrale Nervensystem iibermittelt (zusammengefasst in
Kandel et al., 2000). Im olfaktorischen System dagegen wird die Anordnung der peripheren
olfaktorischen Sinneszellen nicht beibehalten. Hier liegen verschiedene Riechsinneszelltypen
vermischt im olfaktorischen Epithel, wihrend die Projektionen von Riechsinneszellen eines
Typs im olfaktorischen Bulbus, der ersten Schaltstelle im zentralen Nervensystem, an be-
stimmten Positionen konvergieren (Ressler et al., 1994; Vassar et al., 1994). Die Etablierung
der definierten, nicht-topologischen Projektionen von bis zu 1000 verschiedenen Riechsinnes-
zelltypen in Sdugetieren stellt eine interessante Herausforderung an den Wegfindungsmecha-
nismus dar. Eine wichtige Funktion wihrend der axonalen Wegfindung konnte {iberraschen-
derweise fiir die olfaktorischen Rezeptorproteine selbst nachgewiesen werden (Mombaersts et
al., 1996; Wang et al., 1998). Wie sie molekular Einfluss auf die Wegfindung der Riechsin-
neszellfortsétze nehmen und welche Wegfindungsmolekiile im olfaktorischen Bulbus als Li-
ganden beteiligt sind, ist zur Zeit nicht bekannt und Gegenstand der aktuellen olfaktorischen
Forschung (zusammengefasst in Mombaerts, 1999).

Das olfaktorische System von Danio rerio ist zwar mit seinen etwa 100 verschiedenen olfak-
torischen Rezeptoren in der Komplexitét reduziert (Barth et al., 1996), muss jedoch prinzipiell
das gleiche Wegfindungsproblem losen. Deswegen ist es ein geeignetes Modellsystem, um
Molekiile zu identifizieren, die an der Wegfindung beteiligt sind (Korsching et al., 1997).

An der Wegfindung beteiligte Molekiile sollten im olfaktorischen Bulbus differentiell expri-
miert werden. Daher konnte die Suche nach differentiell exprimierten Transkripten zur Identi-
fizierung von Wegfindungsmolekiilen fiihren und zum Versténdnis der positionskonservierten
Projektionen beitragen. In der vorliegenden Studie sollten zur Isolierung von differentiell
exprimierten Molekiilen im olfaktorischen Bulbus von Danio rerio zwei Ansétze verfolgt
werden. In einem ersten Ansatz sollte die Regulation und in einem zweiten die differentielle
Lokalisation der hypothetischen Wegfindungsmolekiile genutzt werden, indem entsprechend
subtrahierte cDNA-Bibliotheken erstellt wurden. Unter den differentiell exprimierten
Transkripten wurde ein erhohter Anteil von Molekiilen, die in die Wegfindung involviert sind,
erwartet.
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2.1 Funktionaler Aufbau des olfaktorischen Systems

2.1.1 Die primare Sinneswahrnehmung im olfaktorischen Epithel

Die priméren Sinneszellen des olfaktorischen Systems sind die olfaktorischen Rezeptorneuro-
nen (ORN). Sie sind im olfaktorischen Epithel lokalisiert und stellen mit ihren Cilien-
besetzten Dendriten einen Kontakt mit der Au3enwelt her, wihrend ihre Axone in den Bulbus
olfactorius projizieren. Neben dem olfaktorischen Epithel gibt es bei hoheren Vertebraten mit
dem vomeronasalen Epithel ein weiteres Geruchstoff-wahrnehmendes Epithel, dessen Sinnes-
zellen an ihren Dendriten Mikrovilli tragen und in den akzessorischen Bulbus projizieren.

Im olfaktorischen Epithel wird die Geruchswahrnehmung molekular durch die olfaktorischen
Rezeptorproteine vermittelt, die zu der Familie der G-Protein-gekoppelten sieben Trans-
membrandominen Rezeptoren gehoren (Buck und Axel, 1991). Die Genfamilie der olfaktori-
schen Rezeptorproteine umfasst bei den Sdugern etwa 1 % des gesamten Genoms (z.B. etwa
1000 in der Ratte) und ist dadurch die groBte bisher im Vertebratengenom identifizierte Fami-
lie (zusammengefasst in Buck, 2000).

Einzelne Aspekte der Geruchsstoffmolekiile werden vermutlich innerhalb des Trans-
membranbereiches erkannt (Singer und Shephard, 1994). Diese Aspekte beinhalten allgemei-
ne Struktureigenschaften wie die Ladung und die Form (Araneda et al., 2000). Die hohe An-
zahl unterschiedlicher olfaktorischer Rezeptoren spiegelt vermutlich die Diversitdt der detek-
tierbaren Strukturen wider. Durch die fiir jeden Geruchstoffs spezifischen Kombinationen aus
aktivierten Rezeptoren ist die Anzahl der differenziert wahrnehmbaren Geruchstoffe au3eror-
dentlich hoch (zusammengefasst in Buck, 2000).

Die Bindung von Geruchstoffen fiihrt iiber die Riechzell-spezifischen Signaltrans-
duktionsmolekiile Goe-Protein und Adenylatzyklase Typ III zur Aktivierung des CNG-
Kanals, wodurch die Membrandepolarisation eingeleitet wird (zusammengefasst in Firestein,
1992).

Aufgrund der Ergebnisse aus in situ Hybridisierungsstudien (Ressler e al., 1993; Vassar et
al., 1993) und RT PCR-Experimenten an einzelnen Riechsinneszellen (Malnic et al., 1999)
wird allgemein angenommen, dass jede Riechsinneszelle nur einen (oder wenige) Geruchsre-
zeptor(en) exprimiert (zusammengefasst in Mombaerts, 1999). Der Auswahl-mechanismus ist
nicht bekannt; allerdings deutet die Expression von nur einem Allel (Chess et al., 1994) und
die Organisation der Rezeptorproteine in Clustern (Glusman et al., 2000) auf Parallelen zum
Immunsystem hin (zusammengefasst in Mombaerts, 1999).

Das olfaktorische Epithel von Sdugetieren ist in vier Zonen (1 bis 4) aufgeteilt, in denen nicht-
tiberlappende Teilmengen der Geruchsrezeptoren exprimiert werden (Ressler et al., 1993;
Vassar et al., 1993; Sullivan et al., 1996). Innerhalb einer Zone sind die ORN eines Typs sto-
chastisch verteilt und projizieren in eine der vier Zonen (I bis IV) des olfaktorischen Bulbus
(Ressler et al., 1994; Vassar et al., 1994; vgl. 2.3.2). Dort konvergieren die Axone aller ORN
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Axone eines Typs an zwei Positionen in funktionalen Einheiten, den Glomeruli, und bilden
mit den sekundéren Projektionsneuronen Synapsen (Mombaerts et al., 1996; vgl. 2.3.2).

Die kontinuierliche Regeneration der ORN (Graziadei und Monti Graziadei, 1979) fiihrt dazu,
dass sowohl die Auswahl der olfaktorischen Rezeptoren in den ORN als auch die axonale
Wegfindung der ORN in den olfaktorischen Bulbus Prozesse sind, die lebenslang im Tier
stattfinden. Fiir eine retrograde Spezifizierung der Rezeptoren gibt es keine Hinweise, denn
sie werden auch in Abwesenheit des olfaktorischen Bulbus ausgewihlt (Sullivan et al., 1995).

Das vomeronasale System verfiigt mit der V1R- und der V2R-Genfamilie iiber zwei Klassen
von Geruchsstoffrezeptoren (Dulac und Axel, 1995; Matsunami und Buck, 1997). Die Riech-
sinneszellen in diesem System tragen dendritische Mikrovilli und sind in einer oberen und
einer unteren Zone organisiert. Die VR1-Rezeptorproteine werden gemeinsam mit den Gou2-
Proteinen in der oberen Zone exprimiert und die VR2-Rezeptorproteine mit den Goo-
Proteinen in der unteren Zone (Halpern et al., 1995). Auch im vomeronasalen System wird
angenommen, dass in jeder Riechsinneszelle nur ein Rezeptorproteintyp exprimiert wird. Im
Gegensatz zum olfaktorischen System projizieren die Riechsinneszellen eines Typs hier je-
doch in 10 bis 30 Glomeruli des akzessorischen Bulbus und einzelne Glomeruli werden von
verschiedenartigen ORN innerviert (Belluscio et al., 1999; Rodriguez ef al., 1999).

2.1.2 Die Reprasentation der Geruchswahrnehmung im olfaktorischen Bulbus

Bei der Reprisentation der Geruchsinformation im olfaktorischen Bulbus féllt im Gegensatz
zum visuellen und auditorischen System der Verlust der Nachbarschaftsbeziehungen zwischen
den ORN wihrend der Projektion in den olfaktorischen Bulbus auf (Abb. 2-1; zusammenge-
fasst in Kandel, 2000).
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Abbildung 2-1: Vergleich der Reprasentation der Sinneswahrnehmungen: Sehen, Héren, Riechen. Im
visuellen System wird die rdumliche Information in der Retina zweidimensional wahrgenommen und
topologisch in das zentrale Nervensystem weitergeleitet. Im auditorischen System erregt der Stimulus
gemal seiner Frequenz die primaren Sinneszellen der Cochlea maximal an einer bestimmten Position.
Die Cochlea ist topologisch innerviert. Im olfaktorischen System ist der Stimulus multidimensional und
aktiviert im olfaktorischen Epithel verteilt liegende Sinneszellen. Die Projektionen in das ZNS sind
nicht-topologisch.
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Wihrend im visuellen und auditorischen System die Position der aktivierten Sinneszellen In-
formationen iiber den Stimulus enthilt, ist die Position eines ORN stochastisch geprigt und
tragt keine Geruchsinformation. Bei der olfaktorischen Wahrnehmung entsteht erst auf der
Ebene des olfaktorischen Bulbus durch die Anordnung der Glomeruli eine rdumliche Informa-
tion bzw. Informationen enthaltene glomeruldre Nachbarschaftsbeziehungen.

Die Axone der ORN projizieren durch den olfaktorischen Nerv in den in Zellschichten organi-
sierten olfaktorischen Bulbus, wo sie in der dufleren Nervschicht bis zu ihren Terminationsor-
ten laufen. In der darunter liegenden Schicht bilden sie dann mit Mitralzellen synaptische Ver-
schaltungseinheiten, die sogenannten Glomeruli. In der Ratte finden sich etwa 1800 Glomeruli
im olfaktorischen Bulbus (zusammengefasst in Kandel, 2000). Die neuropilen Glomeruli sind
morphologisch separate Strukturen, die in hheren Vertebraten von Glia und periglomeruldren
Zellen umgeben sind und neben den Mitralzellen von den Pinselzellen innerviert werden. Die
Mitralzellen wiederum projizieren in den olfaktorischen Cortex. Ihr Signal wird durch die
Verschaltung mit Kornerzellen, die in der innersten Schicht des olfaktorischen Bulbus zu fin-
den sind, modifiziert (zusammengefasst in Mori, 1999).

Die Axone von allen ORN eines Typs konvergieren auf jedem der beiden olfaktorischen Bulbi
in ein bis drei Glomeruli, die entlang einer imagindren Achse spiegelbildlich zueinander lie-
gen (Ressler et al., 1994; Vassar et al., 1994; Mombaerts ef al., 1996). Dabei wird die Zonen-
zugehorigkeit der ORN durch die Lokalisierung der Glomeruli in einer der vier Zonen im ol-
faktorischen Bulbus entlang der dorso-ventralen Achse widergespiegelt (Abb. 2-3). Aber nicht
nur die Projektionszone ist determiniert, sondern auch die relativen Positionen der Glomeruli
untereinander sind auf drei bis vier Glomerulusdurchmesser festgelegt (Schaefer et al., 2001;
Strotmann et al., 2001), so dass eine interindividuell invariante topographische Karte fiir die
Geruchsinformation entsteht (Baier und Korsching, 1994; Ressler et al., 1994; Vassar et al.,
1994). Sie transformiert auf der Ebene des olfaktorischen Bulbus die Geruchsinformation in
eine rdumliche Information, die an hohere cortikale Zentren weitergeleitet wird.

Bisher ist wenig iiber die axonale Wegfindung der olfaktorischen Rezeptorneuronen und die
Etablierung der prézisen und nicht-topologischen Karte bekannt. Neben der Zonenzugehorig-
keit besitzen die olfaktorischen Rezeptorproteine selbst eine wichtige Rolle, indem sie die
anterior-posteriore Position der Glomeruli bestimmen (Mombaerts et al., 1996; Wang et al.,
1998). Die Identifizierung von weiteren Wegfindungsmolekiilen im olfaktorischen Bulbus
konnte zur Aufklidrung des Mechanismus beitragen.
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2.2 Regeneration und Neurogenese im olfaktorischen System

2.2.1 Regeneration im olfaktorischen Epithel

Die kontinuierliche Regeneration

Eine Besonderheit des olfaktorischen Systems ist, dass die sensorischen Neuronen kontinuier-
lich von den basal im Epithel liegenden Vorlduferzellen (,,globose* Basalzellen) nachgebildet
werden (Graziadei und Monti Graziadei, 1979; Caggiano et al., 1994). Sie reifen auf ihrem
vertikalen Weg zur sensorischen Zellschicht (Farbman, 1990; Graziadei and Monti Graziadei,
1979). Reife ORN exprimieren das olfaktorische Markerprotein (OMP) und besitzen tiiber
ihren apikalen Dendriten Kontakt mit der Umwelt sowie {iber ihr unverzweigtes Axon synap-
tischen Kontakt mit dem olfaktorischen Bulbus (Farbman und Margolis, 1980).

Die Lebensspanne der ORN und ihre Neurogenese hingen von Umwelteinfliissen ab (Calof et
al., 1996; Hinds et al., 1984). Sie sind eng miteinander verkniipft, so dass von einem Regene-
rationsprozel} ausgegangen wird (zusammengefasst in Murray und Calof, 1999). Die kontinu-
ierliche Neubildung von ORN weist darauthin, dass Wegfindungsmolekiile, die an der korrek-
ten Zielfindung im olfaktorischen Bulbus beteiligt sind, auch im adulten Tier exprimiert wer-
den.

Die Regeneration wird durch chemische Storung des olfaktorischen Systems induziert

Die regenerative Kapazitit des olfaktorischen Epithels wurde in vielen Studien nach chemi-
scher Schiadigung (Zinksulfat, Triton X-100: z.B. Verhaagen et al., 1990) oder Methylbromid
(z.B. Schwob et al., 1995), nach der Axotomie des olfaktorischen Nervs (Graziadei und Gra-
ziadei, 1979), nach Unterbrechung der synaptischen Kontakte durch Entfernung des olfaktori-
schen Bulbus (Holocomb et al., 1995) oder dem Entzug des sensorischen Signals durch einen
Verschluss der Nasenoffnung untersucht (Farbman et al., 1988).

Um das Einwachsen von neu gebildeten Nervenfortsdtzen der ORN in den olfaktorischen
Bulbus zu beobachten, bieten sich die chemische Lision und das Durchtrennen des olfaktori-
schen Nervs an, da beide zu einer Stimulierung der Proliferation fiihren (Schwob et al., 1995;
Schwarz Levey ef al., 1991). Allerdings kann das glomeruldre Muster nach der Axotomie ver-
andert sein (Costanzo, 2000), wiahrend es sich nach der reversiblen chemischen Lision wieder
vollstindig erholt (Cummings et al., 2000).

Durch die chemische Behandlung sterben die meisten ORN ab und werden anschlieend, so-
fern die Basalzellen unbeschédigt sind, mit einer erhdhten Proliferationsrate wieder hergestellt
(Schwob et al., 1995). Da die neu gebildeten Axone der ORN ohne die Vorlage von vorhan-
denen axonalen Verbindungen das glomeruldre Muster im olfaktorischen Bulbus wieder auf-
bauen, wird vermutet, dass sie von Wegfindungsmolekiilen geleitet werden (Cummings ef al.,
2000). Wie oben beschrieben, werden diese Molekiile vermutlich wéahrend der gesamten Le-
bensspanne der Tiere exprimiert, konnten jedoch wahrend der induzierten Regeneration be-
sonders hochreguliert werden.




2 Einleitung

Da wihrend der Regeneration eine grole Anzahl ORN-Terminalien in den olfaktorischen
Bulbus einwéchst, dhnelt die Situation im olfaktorischen Bulbus der Ontogenese. Dieses wird
durch die erhohte Expression von B-Amyloid Vorlduferprotein in den Mitralzellen und die
Induktion der Neurestin-Expression in den Pinselzellen bestitigt, die auch wiahrend der Ent-
wicklung dort vorliegt (Otaki ef al., 1999; Struble et al., 1998).

2.2.2 Neurogenese im olfaktorischen Bulbus

Im olfaktorischen Bulbus von Sdugetieren werden die Interneuronen (Kdrnerzellen und pe-
riglomeruldre Zellen) kontinuierlich nachgebildet (Kaplan ef al., 1985). Sie gehen aus Vorldu-
fern hervor, die in der subventrikuldren Zone (SVZ) gebildet werden und mit dem rostralen
Wanderungsstrom in die Kdrnerzellschicht des olfaktorischen Bulbus wandern (Lois und Al-
varez-Buylla, 1994). Die Gesamtzahl der Interneuronen wird im olfaktorischen Bulbus iiber
den programmierten Zelltod der Kdrner- und periglomeruldren Zellen reguliert (Kaplan et al.,
1985). Da jedoch bisher nicht gezeigt werden konnte, dass die Anzahl der Kornerzellen im
olfaktorischen Bulbus die Proliferation in der SVZ beeinflusst, wird die Bildung neuer Kor-
nerzellen als Neurogenese und nicht als Regeneration eingestuft (zusammengefasst in Murray
und Calof, 1999).

2.3 Axonale Wegfindung im olfaktorischen System

2.3.1 Axonale Wegfindungsmechanismen und involvierte Molekile

Neuronale Wachstumskegel iiberbriicken entlang spezifischer Pfade lange Distanzen, um in
ihren Zielregionen Synapsen zu bilden (zusammengefasst in Tessier-Lavigne und Goodman,
1996). Sie exprimieren dazu ein bestimmtes Rezeptorrepertoire und koénnen so Wegfin-
dungsmolekiile detektieren, die ein verdndertes Wachstumsverhalten induzieren. Bildlich ge-
sehen werden sie gleichzeitig ,,abgestofen®, ,,angezogen* und auf bestimmte Bahnen ,be-
schriankt®, abhéngig davon, ob der Stimulus anziehend, repulsiv, permissiv oder inhibitorisch
wirkt und ob er im Gewebe frei oder gebunden vorliegt (Abb. 2-2).

In die Vermittlung der Wegfindungsmechanismen sind neuronale Zelladhédsionsmolekiile der
Immunoglobin Superfamilie (Ig-CAMs), Netrine mit ihren DCC/UNC-5 dhnlichen Rezepto-
ren, Semaphorine mit ihren Neuropilin- und Plexin-Rezeptoren, Slits und die Robo-
Rezeptoren, Rezeptorprotein Tyrosin-Kinasen mit ihren Liganden und Rezeptorprotein Tyro-
sin-Phosphatasen involviert (zusammengefasst in Tessier-Lavigne und Goodman, 1996; van
Vector und Flanagan, 1999). Die klassische Rezeptor/Ligand Funktionalitdt (Signalvermitt-
ler/Signal) wird in diesen Molekiilklassen nicht streng eingehalten. Stattdessen treten homo-
und heterophile Interaktionen, Liganden mit Rezeptoreigenschaften und bidirektionale Sig-
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nalweiterleitungen auf (zusammengefasst in Tessier-Lavigne und Goodman, 1996; Mellitzer
et al.,2000).

Chemoattraktion
. + 4
Chemorepulsion _ = .
\_ _ = _ = _ = + ++ +
3 + +o + T+
- \ +
- Wachstums-
- _ + + +\kegel
T _ T _ T _ T Kontaktattraktion
Kontaktrepulsion

Abbildung 2-2: Schematische Darstellung der Krafte in der Wegfindung von Axonen. Mechanistisch
lassen sich die hier wirkenden Krafte in vier Klassen einteilen: weitreichende Chemorepulsion, weitrei-
chende Chemoattraktion, Kontaktrepulsion und Kontaktattraktion. Die Attraktion umfasst in diesem
Modell anziehende und gestattende Signale, wahrend die Repulsion inhibitorische und abstoRende
Signale umschreibt. Viele Wedfindungsmolekile kdnnen mehreren Klassen und Funktionen zugeord-
net werden. Signale mit kurzer Reichweite kdnnen die Axone auf bestimmte Bahnen ,beschranken®
und ,abstoRende” Krafte kdnnen das Wachstum in Richtung der Zielregion grob vorgeben. Dort kdnn-
ten die Wachstumskegel von bestimmten Liganden ,angezogen® werden. Modifiziert nach Tessier-
Lavigne und Goodman (1996).

An der axonalen Wegfindung bei der Bildung von topologischen Karten sind besonders die
Eph Rezeptorprotein Tyrosin-Kinasen und ihre Ephrin Liganden als Wegfindungsmolekiile
involviert (Mellitzer et al., 2000). Durch ihre Expression in Gradienten sind sie in den Aufbau
der topologischen Projektionen im retinotectalen System und in anderen zentralen Systemen
wie Hippocampus, Thalamus und cerebralem Cortex beteiligt.

2.3.2 Prinzipien in der ZielfUhrung olfaktorischer Axone und beteiligte Molekule

Die Etablierung der nicht-topologischen, aber trotzdem hoch konservierten Projektionen der
Riechsinneszellen in den olfaktorischen Bulbus ist eine interessante Herausforderung an den
Wegfindungsmechanismus. Denn 1000 verschiedene ORN-Subgruppen miissen mit 1800 Zie-
len im olfaktorischen Bulbus verkniipft werden (Lewin, 1994). Bisher wurden zwei Prinzi-
pien, denen diese Projektionen gehorchen, und einige beteiligte Molekiile aufgedeckt.

Das erste Prinzip: Zone-zu-Zone Projektion

Das olfaktorische Epithel und der Bulbus von Nagetieren sind in jeweils vier Zonen aufgeteilt.
ORN, die einen bestimmten olfaktorischen Rezeptor exprimieren, werden verteilt innerhalb
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einer epithelialen Zone exprimiert, und projizieren in die entsprechende Zone des olfaktori-
schen Bulbus (Abb. 2-3; Ressler et al., 1993, 1994; Vassar et al., 1993, 1994). Obwohl die
biologische Funktion der zonalen Aufteilung bisher nicht geklart ist, reduziert sie die Kom-
plexitét der Projektionen (zusammengefasst in Mombaerts, 1999).

In die Etablierung der Zone-zu-Zone Projektion scheinen Zonen-spezifisch exprimierte Weg-
findungsmolekiile, wie zum Beispiel das olfaktorische Zelladhdsionsmolekiil (OCAM) und
das Carbohydratantigen CC2, involviert zu sein (Yoshihara et al., 1997, Schwarting und
Crandall, 1991). Da die Zonen I bis IV im olfaktorischen Bulbus entlang der ventral-dorsal
Achse liegen, bestimmt die Expressionszone eines ORN im Epithel die ventro-dorsale Positi-
on seiner Glomeruli im olfaktorischen Bulbus (zusammengefasst in Yoshihara und Mori,
1997).

Zone olfaktorisches olfaktorischer
Epithel Bulbus

06080060 |
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©
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Abbildung 2-3: Axonale Wegfindung der Riechsinneszellen in den olfaktorischen Bulbus. Olfaktori-
sche Rezeptorneuronen, die einen Rezeptortyp exprimieren, sind innerhalb spezifischer Zonen im
olfaktorischen Epithel verteilt. Ihre Axone konvergieren jedoch in topografisch fixierten Glomeruli im
olfaktorischen Bulbus (nur eine der beiden spiegelbildlichen Achsen ist dargestellt). Die Lokalisation
der Glomeruli wird durch die Zonenzugehdérigkeit im olfaktorischen Epithel bestimmt und durch das
exprimierte olfaktorische Rezeptorprotein. Eine Festlegung der dorso-ventralen Position durch die
Expressionszone und der anterior-posterior Achse durch die olfaktorischen Rezeptoren wird vermutet
(Wang et al., 1998). Abbildung nach Yoshihara und Mori (1997).

Im vomeronasalen Organ konnten ebenfalls zonal beschrinkt exprimierte Wegfindungs-
molekiile identifiziert werden. Hier wurden ephrin-AS5 und EphA6 komplementér in den bei-
den Zonen detektiert, die mit der Expression der VR1- bzw. der VR2-Rezeptorproteine korre-
lieren (Knoll et al., 2001).

Neben diesen Zonen-spezifischen Expressionen wurde kiirzlich entdeckt, dass Neuropilin 1
(Zelladhasionsmolekiil und Rezeptor fiir Semaphorin 3A) exprimierende ORN iiber alle Zo-
nen im Epithel verteilt sind und in zwei distinkte Gebiete im olfaktorischen Bulbus projizie-
ren, die teilweise mit den Zonen I bis IV iiberlappen (Nagao et al., 2000). Dieser Befund er-
offnet die Mdoglichkeit, dass bestimmte Positionen oder kleine Gebiete im olfaktorischen Bul-
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bus fiir einwachsende Axone molekular unterscheidbar sind, da in den Gebieten verschiedene
Kombinationen von Zelladhédsionsmolekiilen (oder anderen) exprimiert werden.

Das zweite Prinzip: Glomerulidre Konvergenz

Wihrend die ORN, die einen bestimmten olfaktorischen Rezeptor exprimieren, innerhalb ei-
ner Zone verteilt sind, treffen ihre Axone in ein bis drei Glomeruli im olfaktorischen Bulbus
zusammen (Abb. 2-3; Ressler ef al., 1994; Vassar et al., 1994; Mombaerts et al., 1996; Schae-
fer et al., 2001). Die Konvergenz erh6ht die Sensitivitidt der Geruchswahrnehmung und stellt
sicher, dass die Geruchsrepriasentation auf der Ebene des olfaktorischen Bulbus trotz des turn-
overs der ORN konstant bleibt (zusammengefasst in Buck, 2000).

In Rezeptor-Tausch und -Deletions Experimenten wurde gezeigt, dass die Konvergenz von
der Expression der olfaktorischen Rezeptoren abhingt. Dabei stellte sich heraus, dass die An-
wesenheit eines funktionalen olfaktorischen Rezeptorproteins fiir die Bildung der Glomeruli
notwendig ist (Wang et al., 1998; vomeronasaler Rezeptorprotein: Belluscio et al., 1999).
Wird ein Rezeptor durch einen anderen ausgetauscht, so projizieren die resultierenden ORN in
einen Glomerulus mit einer neuen Lokalisation, wenn beide urspriinglichen Rezeptoren in
unterschiedlichen Zonen exprimiert werden (Mombaerts ef al., 1996). Kommen dagegen bei-
de olfaktorische Rezeptoren aus der gleichen Zone, so wird der resultierende neue Glomerulus
in unmittelbarer Ndhe zu dem exprimiert, dessen Kodierungsregion in den Genlocus eingefiigt
wurde (Wang et al., 1998). Aufgrund dieser Experimente wird vermutet, dass die olfaktori-
schen Rezeptorproteine fiir die Festlegung der Projektion entlang der anterior-posterior Achse
im olfaktorischen Bulbus verantwortlich sind (Wang et al., 1998).

Wie die olfaktorischen Rezeptorproteine molekular in den Wegfindungsmechanismus invol-
viert sind, ist bisher unklar.

Hypothetische Mechanismen fiir die Involvierung der olfaktorischen Rezeptorproteine in die
Wegfindung der ORN
In dem extremsten Szenario besitzen die olfaktorischen Rezeptorproteine eine Doppelfunkti-

on: sie sind Geruchstoffrezeptor im olfaktorischen Epithel und Wegfindungsmolekiile auf den
Wachstumskegeln der ORN (Singer und Shephard, 1994). Sie konnten jedoch auch die senso-
rischen Eigenschaften der Wachstumskegel direkt oder iiber die genregulatorische Rekrutie-
rung anderer Wegfindungsmolekiile beeinflussen (Gierer, 1998). Unabhingig von der Art der
Wegfindungsmolekiile auf den Wachstumskegeln sind im olfaktorischen Bulbus weitere
Landmarken notwendig. Einige Arbeiten schlagen hierzu eine homophilische Interaktion der
olfaktorischen Rezeptorproteine vor (Singer et al., 1995). Gegen die spezifische Markierung
einer Position mit einem einzelnen Marker spricht die hohe Anzahl der zu erwartenden Mole-
kiile und die Beobachtung, dass die axonalen Fortsétze relativ zielstrebig ihre Glomeruli fin-
den (Mombaerts et al., 1996; Dynes und Ngai, 1998).

Obwohl in anderen sensorischen Systemen aktivitdtsabhingige Mechanismen fiir die Feinre-
gulierung von Projektionen beschrieben wurden, scheinen sie bei der Feinregulierung der Pro-
jektionen im olfaktorischen System keine Rolle zu spielen. Olfaktorische Rezeptor-neuronen,

11



2 Einleitung

die durch den Verlust des Gowlf-Proteins oder des CNG-Kanals nicht auf Geruchs-stoffe rea-
gieren, bauen korrekte Verbindungen zu den Glomeruli auf (Belluscio ef al., 1998; Brunet et
al., 1996). Stattdessen wurde gezeigt, dass die Aktivitét fiir den Erhalt der Projektionen und
die Lebensdauer der Rezeptorneuronen ein entscheidender Faktor ist (Zhao und Reed, 2001).
In der Embryonalentwicklung sind im Zebrabérbling Pionierneuronen beschrieben worden,
die den ersten Kontakt zwischen olfaktorischem Epithel und olfaktorischem Bulbus herstellen
(Whitlock und Westerfield, 1998). Prinzipiell scheint die Wegfindung der ORN entlang be-
reits etablierter Verbindungen moglich, aber bisher konnte kein Hinweis auf die Involvierung
von Pionierneuronen in die Etablierung des glomeruldren Muster in adulten Tieren gefunden
werden (Gogos et al., 2000).

AulBlerdem scheinen die synaptischen Verbindungen zu den sekundéren Projektionsneuronen
ebenfalls nicht involviert zu sein, denn die topographische Karte entwickelt sich in Abwesen-
heit der Mitral-, Pinsel-, Kérner- und periglomeruldren Zellen (Bulfone et al., 1998). Der Be-
fund zeigt auch, dass mogliche Wegfindungsmolekiile im olfaktorischen Bulbus nicht von
diesen Zelltypen exprimiert werden, sondern vermutlich auf Gliazellen lokalisiert sind.

2.4 Die olfaktorische Sinneswahrnehmung in Danio rerio

2.4.1 Der Zebrabarbling als Modellsystem fur Untersuchungen am olfaktorischen
System

Der Riechsinn des Zebrabarbling (Danio rerio, Gruppe der Knochenfische) ist gut entwickelt.
In Knochenfischen (Teleostier) konnen Aminosduren, Gallensduren, Nukleotide, Prostaglan-
dine und Steroide iiber das olfaktorische und zum Teil auch iiber das gustatorische System
detektiert werden. Dabei zeichnet sich die Olfaktion durch geringere Schwellen-
konzentrationen aus. Da die detektierten Substanzen wasserloslich sind, ist ihre kontrollierte
Applikation gegeniiber den fliichtigen Geruchstoffen der Landlebewesen wesentlich einfacher.
Hinzu kommt, dass ihre Wirkungen verhaltensbiologisch und neurophysiologisch gut unter-
sucht sind und sie in Verhalten wie Fressen, Wanderung, Paarung und in die Erkennung von
Artgenossen und Raubtieren involviert sind (zusammengefasst in Laberge und Hara, 2001).
Der Aufbau des olfaktorischen Epithels und des Bulbus gleicht dem hoherer Vertebraten. Al-
lerdings ist die Organisation der verschiedenen Zelltypen in Schichten in beiden Geweben im
Zebrabdrbling weniger ausgepriagt (Epithel: Hansen und Zeiske, 1998; Bulbus: Byrd und
Brunjes, 1995). Dariiber hinaus besitzen Teleostier kein separates vomeronasales Organ.

Die Anzahl der olfaktorischen Rezeptorproteingene wird in Danio rerio auf etwa 100 ge-
schitzt (Barth et al., 1996), wihrend in Nagetieren von bis zu 1000 verschiedenen olfaktori-
schen Rezeptoren ausgegangen wird (Buck und Axel, 1994). Dementsprechend ist im Zebra-
barbling die Anzahl olfaktorischer Glomeruli unter Beriicksichtigung der Spiegelachse in den
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Nagetieren etwa um den Faktor 10 reduziert (Baier et al., 1994; Royet et al., 1988). Insgesamt
ist das olfaktorische System des Zebrabdrblings damit qualitativ vergleichbar mit dem hoherer
Vertebraten, jedoch quantitativ reduziert (zusammengefasst in Korsching et al., 1997).

Der kurze Reproduktionszyklus, die groBe Nachkommenschaft, die einfache Haltung, die
schnelle Entwicklung der durchsichtigen Larven auBlerhalb des Korpers und die Moglichkeit,
in groBem Malstab zufdllige Mutanten zu generieren und zu untersuchen, transiente und per-
manente Transgene herzustellen, sowie mit Hilfe von RNA-Injektionstechniken Phénotypen
zu untersuchen, haben Danio rerio zu einem interessanten Modellorganismus gemacht (zu-
sammengefasst in Wixon, 2000).

2.4.2 Aufbau des olfaktorischen Systems in Danio rerio

Das olfaktorische Epithel
Das becherformige olfaktorische Epithel eines Zebrabérblings besitzt etwa sechs bis zwolf

Lamellen, die vom Boden zu beiden Seiten der Mittelraphe aufsteigen (Hansen und Zeiske,
1998). Das sensorische Epithel liegt auf der Oberfliche dieser Lamellen. Es ist zentral von der
nicht-sensorischen Mittelraphe und lateral vom nicht-sensorischen Epithel begrenzt (Abb. 2-
4).

Lamelle Mittelraphe

Abbildung 2-4: Das olfaktorische System des
Zebrabarblings. Das olfaktorischen Epithel (OE) ist
Uber den olfaktorischen Nerv (ON) mit dem olfakto-
rischen Bulbus (OB) verbunden, der dem rostralen
Telencephalon (Tel) anliegt. s: senso-risches Epi-
thel; ns: nicht-sensorisches Epithel. Die Aufnahme
wurde freundicherweise von S. |. Korsching/H. von
Campenhausen zur Verfugung gestellt.

Im sensorischen Epithel sind die Vorlduferzellen der olfaktorischen Rezeptorneuronen basal
lokalisiert (Basalzellen), wihrend die Stiitzzellen mit den Zellkorpern der ORN vermischt
vorliegen (Hansen und Zeiske, 1998). Wie in anderen Vertebraten werden in Fischen die ORN
kontinuierlich neu gebildet (Graziadei und Metcalf, 1971). Die Zinksulfat oder Triton X-100
induzierte Degeneration (Cancalon, 1982, 1983), das Durchtrennen der olfaktorischen Nerven
(Byrd, 2000) und die Entfernung des olfaktorischen Bulbus (Fan und Ngai, 2001) fiihren zur
Regeneration der ORN und bestédtigen dadurch die regenerative Kapazitéit der Riechsinneszel-
len wie sie aus anderen Vertebraten bekannt ist (vgl. 2.2.1).

In Danio rerio ist bisher nur eine Klasse olfaktorischer Rezeptoren identifiziert worden (Barth
et al., 1996; Weth et al., 1996), die innerhalb von drei konzentrischen Expressionsdoméinen
verteilt exprimiert werden (Weth et al., 1996). Ob diese Expressionsdoménen den Epithelzo-
nen der Sdugetiere entsprechen, ist unklar.
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Im olfaktorischen Epithel der Teleostier werden sowohl cilierte als auch mikrovillierte Rezep-
torneuronen nebeneinander exprimiert, wéhrend sie in Sdugetieren voneinander getrennt im
olfaktorischen (ciliert) oder im vomeronasalen Organ (mikrovilliert) vorkommen (siehe un-
ten).

Der olfaktorische Bulbus

Die ORN-Axone bilden ein Nervenbiindel, den olfaktorischen Nerv, und projizieren in den
olfaktorischen Bulbus (Abb. 2-5). Hier laufen sie innerhalb der olfaktorischen Nervschicht,
um dann mit den apikalen Dendriten der Mitralzellen in der darunter liegenden zellarmen

glomeruldren Schicht etwa 80 stereotype olfaktorische Glomeruli (sphirische Neuropilstruktu-
ren) zu bilden. Von ihnen kénnen 22 in verschiedenen Individuen identifiziert werden (Baier
und Korsching, 1994). Neben den distinkten Glomeruli gibt es in Danio rerio sogenannte
aglomeruldre Plexi (auch laterale Kette und anteriorer Plexus), die kleinere und weniger sepa-
rierte Terminalstrukturen enthalten (Abb. 2-5).

Abbildung 2-5: Morphologischer und funktionaler
Aufbau des olfaktorischen Bulbus. Mit dem lipophilen
Farbstoff Dil angefarbtes glomerulares Muster,
ventrale Ansicht. Einzelne Glomeruli sind vor allem
zentral und medial zu erkennen, wahrend lateral der
aglomerulare Plexus lokalisiert ist. In funktionalen
Studien wurden durch Aminosauren (AS), Nukleotide
(Nuk) und Gallensduren (GS) aktivierte Bereiche
identifiziert, wahrend fur die Pheromondetektion zwei
Glomeruli identifiziert werden konnten. Nach Friedrich
und Korsching (1998).

In Teleostier unterhalten die Mitralzellen, die unterhalb der Glomeruli in der Mitralzellschicht
lokalisiert sind, Verbindungen zu mehreren Glomeruli und projizieren axonal in die héheren
Zentren des Telencephalons (zusammengefasst in Laberge und Hara, 2001). Periglomerulére
und Pinselzellen sind bisher nicht beschrieben worden.

Die innere Schicht des olfaktorischen Bulbus besteht aus kleinen, dicht gepackten Kornerzel-
len (Abb. 2-6), die als inhibitorische Interneurone fungieren Sie sind dendritisch mit den Den-
driten, den Somata und Axonwurzeln der Mitralzellen verbunden. Der reziproke Kontakt ist in
Richtung Kornerzelle exzitativ und in Richtung Mitralzelle inhibitorisch.

In Teleostier entstehen die Vorlduferzellen der Kornerzellen in der rostralen ventrikuldren
Proliferationszone 1b, die mit der inneren Zellschicht des olfaktorischen Bulbus und dem
rostralen Abschnitt des ventralen Telencephalons assoziiert ist (Ekstrom et al., 2001).

Obwohl in Teleostier molekular bisher nicht gezeigt werden konnte, dass ORN, die einen be-
stimmten olfaktorischen Rezeptor exprimieren, in einem Glomerulus konvergieren, weisen
funktionelle Befunde darauf hin (Friedrich und Korsching, 1998). Es wurde gezeigt, dass zwei
Pheromone im olfaktorischen Bulbus jeweils einen einzelnen mittventral liegenden Glomeru-
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lus aktivieren. Demgegeniiber werden andere Geruchsstoffe und ihre Konzentrationen durch
definierte Kombinationen von aktivierten Glomeruli dargestellt (Friedrich und Korsching,
1997, 1998). Aminosduren induzieren anterior und zentral in der lateralen Kette, Nukleotide
im posterior-lateralen und Gallensduren im anterior-medialen olfaktorischen Bulbus die pro-
minentesten Aktivierungen der interindividuell reproduzierbaren Signalmuster (Abb. 2-5).

Einige Eigenschaften des lateralen Bulbus erinnern an den akzessorischen Bulbus der Sauge-
tiere. Morphologisch gesehen sind die Glomeruli in der lateralen Kette und im akzessorischen
Bulbus diffuser voneinander abgegrenzt und kleiner als die Glomeruli im (iibrigen) olfaktori-
schen Bulbus (Baier und Korsching, 1994; Belluscio et al., 1999). Daneben konnte bisher fiir
eine Teleostierspezies deutlich gezeigt werden, dass die laterale Kette, wie der akzessorische
Bulbus, von mikrovillierten Neuronen innerviert wird (Hamdani et al., 2001). Dieser Zelltyp
liegt im olfaktorischen Epithel der Fische mit den cilierten vermischt vor, wihrend das olfak-
torische Epithel der hoheren Vertebraten spezifisch den cilierten und das vomeronasale Organ
spezifisch den mikrovillierten Typ enthélt. Die mikrovillierten Neurone der Teleostier expri-
mieren aulBerdem V2R-verwandte Rezeptorproteine und detektieren spezifisch Aminoséduren
(Gao et al., 1998; Speca et al., 1999; Sato und Suzuki, 2001), was gut mit der glomeruldren
Aktivitdt nach Aminosdurestimuli in der lateralen Kette korreliert (Friedrich und Korsching,
1997). Allerdings wird durch die Detektion der Aminosduren in der lateralen Kette auch ein
entscheidener funktionaler Unterschied zwischen den Sdugetieren und Teleostier deutlich: das
vomeronasale System dient der Wahrnehmung von Pheromonen wéhrend die laterale Kette
Aminoséuren detektiert.

Insgesamt sprechen die Befunde aber trotzdem dafiir, dass sich der laterale Abschnitt des ol-
faktorischen Bulbus deutlich von anderen Bulbusregionen unterscheidet und mdéglicherweise
strukturell dem akzessorischen Bulbus entspricht.

Die Mitralzellen projizieren iiber zwei getrennte Trakte in Teile des Telencephalons

Die Projektionen der sekunddren Neuronen des olfaktorischen Bulbus erreichen das Telen-
cephalon iiber den medialen (MOT) und den lateralen Trakt (LOT). In Goldfisch projizieren
durch den medialen Trakt vor allem Mitralzellen, die medial im olfaktorischen Bulbus lokali-
siert sind und auf Pheromone antworten, wéhrend iiber den LOT Signale fiir das Fressverhal-
ten weitergeleitet werden (Stacey und Kyle, 1983). Dadurch wird die im olfaktorischen Bul-
bus vorhandene lateral/medial Teilung beibehalten. Der LOT projiziert in Teleostier haupt-
sdchlich in den dorsalen Teil des posterioren Telencephalons, wéhrend iiber den MOT das
ventrale und dorsale Telencephalon, das préoptische Gebiet und das Diencephalon erreicht
werden (Abb. 2-6; zusammengefasst in Laberge und Hara, 2001). Daneben gibt es einige cont-
ralaterale Projektionen durch die Kommissuren.

Da die zentralen neuralen Gebiete im olfaktorischen System von Fischen nur gering mit denen
aus Sdugetieren iibereinstimmen, fillt eine Zuordnung der innervierten Strukturen schwer. Fiir
den afrikanischen Lungenfisch ist das dorsale Telencephalon dem Pallium und das ventrale
Gebiet dem Subpallium zugeordnet worden. Im Subpallium werden die lateralen Kerne den

15



2 Einleitung

Basalganglien Nucleus caudatus und Corpus striatum (Putamen und Globus pallidus), und die
medialen Kerne dem Septum und dem Nucleus accumbens zugeschrieben (Reiner und
Northcutt, 1987). Auf Danio rerio ist diese Zuordnung nicht pauschal zu {ibertragen, da in den
Teleostier die Hemisphéaren des Telencephalons evertiert sind (Wullimann et al., 1996). An-
hand von neurochemischen Eigenschaften und einer Analyse der Projektionen wurde gezeigt,
dass im Zebrabirbling der dorsale Kern des ventralen Telencephalons dem Nucleus accum-
bens (Rink und Wullimann, 2001) entspricht. Gemeinsam mit dem ventralen Kern ist er zu-
sétzlich striatalen Strukturen zugeordnet worden.

olfaktorischer
Bulbus Telencephalon

Abbildung 2-6: Schematische Darstellung der horizontalen Schnitte durch den olfaktorischen Bulbus
und das Telencephalon (enthommen aus Wullimann et al., 1996). A) Darstellung der Schnittebenen;
B) ventraler, C) zentraler und D) dorsaler Schnitt. Verwendete Abklirzungen:

CantV ventraler Abschnitt der anterioren Kommissur ~ NT Nuclea taeniae

D dorsales Telencephalon PPa  parvozelludrer praoptischer Kern

Dc zentrale Zone des D POF  primare olfaktorischen Nervschicht
DI laterale Zone des D TelV  ventraler Ventrikel

Dm mediale Zone des D \% ventrales Telencephalon

ECL externe Zellschicht Vd dorsaler Kern des V

ENv entopeduncularer Kern, ventraler Teil Vi lateraler Kern des V

GL glomeruldre Schicht des olfaktorischen Bulbus  Vp Kern des V nach der Kommissur
LFB laterales Vorderhirnblndel Vs Kern des V oberhalb der Kommissur
LOT lateraler olfaktorische Trakt Vv ventraler Kern des V

MFB mediales Vorderhirnbundel
MOT medialer olfaktorischer Trakt
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Der terminale Nerv

Der terminale Nerv ist der nullte craniale Nerv, eng an das olfaktorische System assoziiert und
vermutlich nicht chemosensorisch, denn seine Dendriten enden rostral in der Basalmembran
des olfaktorischen Epithels ohne Kontakt zu der &ulleren Umgebung (zusammengefasst in
Demski, 1993). Der terminale Nervkomplex besteht in Teleostier aus einem oder mehreren
ventro-medial gelegenen Ganglien. Von den Ganglien ziehen Projektionen in das Mittelhirn,
das Telencephalon und olfaktoretinal in die Retina (vgl. 5.3.5). Sie werden jeweils von eini-
gen groflen Neuronen gebildet, die wihrend der Ontogenese in der olfaktorischen Plakode
entstehen (Schwanzel-Fukuda und Pfaff, 1989; aber sieche: Whitlock et al., 2000). In den
Ganglienzellen werden Gonadotropin, FMRFamid verwandtes Peptid und Neuropeptid Y
coexprimiert (Stell et al., 1984; Chiba et al., 1997).

Die Funktionen des terminalen Nervkomplexes in Teleostier sind vielfaltig. Er ist in die Ver-
mittlung von Fortpflanzungstimuli involviert (Parhar et al., 1995) und wirkt neuromodulato-
risch auf das optische System von Danio rerio (Li und Dowling, 2000) sowie auf olfaktori-
sche Rezeptorzellen (Eisthen et al., 2000, 2001; zusammengefasst in Wirsig-Wiechmann,
2001). Daneben konnte gezeigt werden, dass die Grofle der GnRH-exprimierenden Zellen von
dem Kontakt des Tieres mit bestimmten Pheromonen abhéngt (Darrow und Harris, 2001).

2.4.3 Entwicklung des olfaktorischen Systems

Die olfaktorischen Epithelien entwickeln sich aus den olfaktorischen Plakoden, die in Danio
rerio 14 bis 16 Stunden nach der Befruchtung (hpf) entstehen (Hansen und Zeiske, 1993). Sie
sind als bilateral paarige Verdickungen des subepidermalen Ektoderms in der rostro-ventralen
Region des Kopfes lokalisiert, die durch die anteriore Konvergenz von lateralen Neuralplat-
tenzellen entstehen (Whitlock und Westerfield, 2000). Zur Bildung der Nasengrube falten sich
diese Verdickungen bei 32 hpf nach innen (Hansen und Zeiske, 1993). Das ist deutlich vor
dem Schliipfen ca. 72 Stunden nach der Befruchtung. Die nachfolgende morphologische Rei-
fung der Epithelien dauert mehrere Wochen.

Die ersten Axone aus der olfaktorischen Plakode erreichen bei 22 hpf das Zentralnervensys-
tem in der spdteren Region des olfaktorischen Bulbus (Hansen und Zeiske, 1993; Wilson et
al., 1990). Sie gehdren zu sogenannten Pionierneuronen, die sich von den olfaktorischen Re-
zeptorneuronen durch das Fehlen eines Dendriten unterscheiden (Whitlock und Westerfield,
1998). Der erste erkennbare Glomerulus separiert sich vom terminalen Plexus bei 48 hpf
(Wilson et al., 1990). Durch die danach gebildeten Glomeruli wird im Verlauf von mehreren
Wochen das adulte glomeruldre Muster gebildet (Lieberoth, 1999; Dynes und Ngai, 1998).
Dabei wachsen die Zellfortsdtze der ORN direkt auf die entsprechenden Ziele im olfaktori-
schen Bulbus zu, so dass hier die Involvierung von Wegfindungsmolekiilen gegeniiber einem
Aktivitats-abhéngigen Prozess favorisiert wird (Dynes und Ngai, 1998).
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2.5 Isolierung von differentiell exprimierten Wegfindungsmolekiilen im
olfaktorischen System

Fiir die Aufklarung des Wegfindungsmechanismus der olfaktorischen Rezeptorneuronen wére
eine vollstidndige Identifizierung aller beteiligten Molekiile wiinschenswert. Dazu konnen be-
stimmte Eigenschaften der Wegfindungsmolekiile als Erkennungskriterium verwendet wer-
den. Unter Ausnutzung ihrer differentiellen Expression (rdumlichen oder regulativ) konnen
mit Hilfe der subtraktiven Hybridisierung Wegfindungsmolekiile angereichert werden.

2.5.1 Moglichkeiten, Wegfindungsmolekule im olfaktorischen System zu identifizie-
ren

Fiir die Identifizierung von Wegfindungsmolekiilen, die die Riechsinneszellaxone im olfakto-
rischen Bulbus leiten, sind mehrere experimentelle Ansidtze denkbar. So kénnte die Funktion
von bekannten Wegfindungsmolekiilen im olfaktorischen System von Danio rerio iiberpriift
werden. Die Beschrankung auf bekannte Molekiile ist der groBte Nachteil dieses Verfahrens.

Demgegeniiber, konnten in einem Mutagenese-Screen bekannte und unbekannte Gene identi-

fiziert werden, die in die Wegfindung im olfaktorischen System involviert sind. Da wéhrend

der Ontogenese das glomeruldre Muster noch nicht vollstindig differenziert ist, werden hier
vermutlich Molekiile tibersehen, die an der Feinregulierung der Positionierung beteiligt sind.

Einen vielleicht verlédsslicheren Ansatz bietet die Isolierung von Wegfindungsmolekiilen auf-

grund ihrer differentiellen Expression. Es gibt viele Hinweise, dass Molekiile, die an der Fiih-

rung der ORN-Axone zu den spezifischen Glomeruli beteiligt sind, im olfaktorischen Bulbus

und in Zonen oder Gradienten, also rdumlich differentiell, exprimiert werden (vgl. 2.3.2):

e Die zonale Expression und Projektion der ORN zeigt, dass die Etablierung der topographi-
schen Karte durch die Zonen zunéchst grob vorgezeichnet ist. Zonen-spezifische Wegfin-
dungsmolekiile sollten die Zone-zu-Zone Projektionen sicherstellen (vgl. 2.3.2).

e Die Konvergenz von rezeptorgleichen olfaktorischen Rezeptorneuronen héngt von der Ex-
pression der olfaktorischen Rezeptorproteine selbst ab. Da sie nicht die einzigen Faktoren
sein konnen, wird die Beteiligung von in Gradienten oder Zonen exprimierten Wegfin-
dungsmolekiilen erwartet (vgl. 2.3.2).

e Die kontinuierliche Regeneration der ORN im olfaktorischen Epithel verlangt den lebens-
langen Erhalt der Wegfindungssignale im Bulbus (vgl. 2.2.1).

Die Zonen-Spezifitit und die hypothetische Gradientenbildung kénnen zur Isolierung der
Wegfindungsmolekiile genutzt werden, durch die sich zwei Zonen oder Gebiete im olfaktori-
schen Bulbus oder Epithel oder zwei ORN mit zwei unterschiedlichen olfaktorischen Rezep-
torproteinen voneinander unterscheiden. Die Isolierung der molekularen ,,Differenz* konnte
also zu der Identifizierung von Wegfindungsmolekiilen im olfaktorischen System fiihren. Die-
se ,,Differenz* kann im adulten Tier identifiziert werden, da die ORN im olfaktorischen Epi-
thel kontinuierlich regeneriert werden.
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Dartiber hinaus werden einige Molekiile wihrend der induzierten Regeneration durch das
Einwachsen der vielen neu-gebildeten ORN-Axone in den Bulbus vermehrt exprimiert (vgl.
2.2.1). Unter ihnen sollten sich Wegfindungsmolekiile befinden, die wéhrend der Regenerati-
on hochreguliert werden.

2.5.2 Methoden zur Identifizierung von differentiell exprimierten Molekulen

Differentiell exprimierte Molekiile kdnnen auf der Protein- und auf der Transkriptebene iso-
liert werden (zusammengefasst in Vietor und Huber, 1997). Wihrend Proteine geméil ihrer
Ladung und ihres Molekulargewichtes in zweidimensionalen Polyacrylamidgelen unter stan-
dardisierten Bedingungen separiert und anhand von Computer-vermittelten Vergleichen und
Sequenzierungen identifiziert werden, stehen flir die Isolierung differentiell exprimierter
Transkripte verschiedene Ansétze zur Verfiigung.

Die Moglichkeiten dieser experimentellen Ansétze sind im allgemeinen durch die Komplexi-
tdt der mRNA-Gemische limitiert. Man geht von 20000 bis 30000 verschiedenen Transkripten
pro Zelle aus, von denen 99 % als selten eingestuft werden (1/20000 bis 1/70000; Axel et al.,
1976). Da sie jedoch nur 50 % der gesamten mRNA-Menge ausmachen, ist der Anteil von
hiufig exprimierten Genen auBlerordentlich hoch und interferiert mit dem Auffinden von dif-
ferentiell exprimierten seltenen Genen. Deswegen sind Methoden entwickelt worden, die dif-
ferentiell exprimierte Transkripte unabhéngig von ihrer Hiufigkeit in einer mRNA-Population
identifizieren konnen. Die drei am héufigsten angewendeten Methoden (oder Varianten da-
von) sind die serielle Analyse der Genexpression (SAGE), die Differential Display reverse
Transkriptase PCR und die subtraktive Hybridisierung.

Serielle Analyse der Genexpression und elektronische Subtraktion

In der Theorie beginnt dieser grundlegendste Ansatz mit der Katalogisierung von allen
Transkripten, die in den zu vergleichenden cDNA-Populationen enthalten sind (Velculescu et
al., 1995). Transkripte, die in einer Population signifikant hdufiger als in einer anderen vor-
kommen, werden dabei als differentiell eingestuft. Technisch gesehen werden in SAGE von
allen Transkripten kleine, mit Adaptoren versehene 3’-gelegene cDNA-Fragmente hergestellt,
die sequenziert und in einer elektronischen Subtraktion ausgewertet werden.

Da SAGE nur verldsslich differentiell exprimierte Transkripte identifizieren kann, wenn meh-
rere Tausend cDNA-Fragmente pro Gemisch sequenziert werden, ist diese Technik nur fiir
entsprechend ausgestattete Einrichtungen empfehlenswert (Vietor und Huber, 1996). Bei ge-
ringeren Probenmengen werden hauptsdchlich reichlich vorkommende Transkripte als diffe-
rentiell erkannt (Wan et al., 1996).
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Differential Display reverse Transkriptase PCR

Fir die Differential Display-Technik werden aus zu vergleichenden mRNA-Populationen
Teilmengen mit Hilfe von PCR amplifiziert und die resultierenden cDNA-Fragmentgemische
in denaturierenden Polyacrylamidgelen separiert (Liang und Pardee, 1992). Durch den Ver-
gleich zwischen zwei oder mehreren cDNA-Gemischen kdnnen sowohl reduzierte als auch
erhohte cDNA-Fragmentniveaus detektiert werden. Unter den identifizierten differentiell
exprimierten Transkripten befinden sich hdufige und seltene, die sich in ithren Expressionsni-
veaus mindestens um den Faktor zwei unterscheiden (Wang et al., 1996). Inwieweit seltene
Transkripte ausreichend erfasst werden, ist umstritten (zusammengefasst in Debouck, 1995).
Die Nachteile der Methode sind der hohe Anteil an falschen positiven Signalen, die Isolierung
von relativ kurzen, 3’-gelegenen cDNAs und die zeitintensive Verifizierung der Kandidaten
(zusammengefasst in Debouck et al., 1995).

Subtraktive Hybridisierung

Initial wurden durch wiederholte Hybridisierungen von markierter ,,Tester cDNA mit einem
hohen UberschuB ,,Driver ¢cDNA oder mRNA und die wiederholte Separierung der ein-
zelstrangigen ,, Tester” cDNAs, differentiell exprimierte, einzelstringige ,,Tester” cDNAs an-
gereichert (Sive und StJohn, 1988). Diese Variante ermoglicht zwar ebenfalls die Isolierung
von seltenen und hdufig exprimierten Transkripten, aber sie bevorteilt die differentiellen
cDNAs, deren Konzentrationen sich mehr als 10-fach unterscheiden (Wang et al., 1996). Ein
Nachteil gegeniiber der Differential Display-Technik sind jedoch die hoheren eingesetzten
mRNA-Mengen und die generelle Unfdhigkeit aller subraktiven Hybridisierungen, reduzierte
und hochregulierte Transkripte gleichzeitig zu identifizieren.

In der reprasentativen Differenzanalyse wird die subtraktive Hybridisierung mit einer Anrei-
cherung der differentiell exprimierten cDNA-Fragmente durch PCR kombiniert (Lisitsyn et
al., 1993). Daneben werden die eingesetzten cDNAs gespalten, um die Genauigkeit der
Hybridisierung zu verbessern. Obwohl in der PCR theoretisch alle cDNA-Fragmente gleich-
malig amplifiziert werden sollten, werden hédufig vorkommende Fragmente bevorzugt ampli-
fiziert (zusammengefasst in Vietor und Huber, 1996).

Die Suppression subtraktive Hybridisierung (SSH) basiert auf der reprasentativen Differenz-
analyse und nutzt den Suppression PCR Effekt sowie die Normierung des cDNA-Gemisches,
um selektiv differentiell exprimierte cDNAs aller Haufigkeitsklassen bis zu 1000-fach anzu-
reichern (Lukyanov et al., 1996). Dabei flhrt der Suppression PCR Effekt nach der Hybridi-
sierung zur selektiven Amplifizierung differentiell exprimierter Fragmente, indem die expo-
nentielle Vermehrung von anderen cDNAs unterdriickt wird (Siebert ef al., 1995). Eine weite-
re Verbesserung in dieser Technik ist die Normierung der Transkript-Héufigkeiten wéhrend
eines weiteren Hybridisierungsschrittes. In ihm bilden hiufig vorkommende cDNA-
Fragmente aufgrund der Kinetik zweiter Ordnung schneller Hybride als die seltenen, so dass
am Ende der Hybridisierung die Konzentrationen der einzelstingigen cDNA-Fragmente ange-
glichen sind (Gurskaya et al., 1996). Die selektive Amplifizierung differentiell exprimierter
Sequenzen unabhéngig von ihrer urspriinglichen Haufigkeit ist der grole Vorteil dieser Me-
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thode. Allerdings héngt der Erfolg der Anreicherung von den urspriinglichen Verteilungsquo-
tienten der Transkripte und der Komplexitét der untersuchten cDNA-Gemische ab.

Fiir die Isolierung von differentiell exprimierten Transkripten im olfaktorischen Bulbus von
Danio rerio wurden die Differential Display RT PCR und die Suppression subtraktive Hybri-
disierung als geeignete Methoden eingestuft. Die Moglichkeit, alle Transkripte zu Normieren
und damit seltene differentiell exprimierte unabhéngig von ihrer Héufigkeit zu detektieren,
machen die Suppression subtraktive Hybridisierung zur Methode der Wahl.

2.5.3 Die Suppression subtraktive Hybridisierung (SSH)

Fiir die Herstellung von subtrahierten Bibliotheken wird das von Diatchenko et al. (1996)
etablierte Protokoll verwendet. Es umfasst zwei Hybridisierungsschritte und zwei PCR-
Amplifizierungen unter Suppressionsbedingungen. Das experimentelle Vorgehen und die bei
den einzelnen Schritten erreichten Veridnderungen in den cDNA-Gemischen sollen hier kurz
beschrieben werden (Abb. 2-7; vgl. 3.11.1).

Die cDNA, welche die differentiellen Transkripte enthélt, wird ,,Tester und die Referenz
cDNA ,.Driver” genannt. Beide werden unter gleichen Préparationsbedingungen gewonnen
und mit einem Vierbasenspalter geschnitten.

In der ersten Hybridisierung werden diese beiden getrennten Ansdtze jeweise gemeinsam mit
einem ,,Driver* Uberschuss durch Hitze denaturiert und zum Annealen inkubiert (Abb. 2-7).
Dabei bilden sich fiinf Typen Hybride und Einzelstringe a, b, ¢, d; und d,. Die hiufig vertre-
tenen Sequenzen bilden schneller und haufiger doppelstrangige Hybride (b, ¢, d>) als die sel-
tenen, denn die Hybridbildung folgt einer Kinetik zweiter Ordnung. Differentielle Sequenzen
treffen seltener auf ihr Gegenstiick und reichern sich unter Typ a an. Am Ende der Hybridisie-
rung sind die verbliebenen einzelstrangigen cDNA-Fragmente in ihren Konzentrationen ange-
glichen und mit differentiell exprimierten Sequenzen angereichert (Gurskaya et al., 1996).

In der unmittelbar anschlieBenden zweiten Hybridisierung werden die beiden Ansétze aus der
ersten Hybridisierung miteinander vermischt. Die Bildung von Hybriden mit zwei unter-
schiedlichen Adaptoren ist nun moglich (Typ e) und repridsentiert vor allem differentiell
exprimierte Sequenzen. Die gleichzeitige Zugabe von frisch denaturiertem ,,Driver forciert
die weitere Anreicherung von differentiell exprimierten Sequenzen.

Wihrend einer Inkubation mit DNA-Polymerase werden die 3’-Enden der cDNA-Fragmente
vom Typ b, ¢ und e aufgefiillt. Dadurch entstehen mit dem Typ e cDNA-Fragmente, die zwei
verschiedene Adaptoren tragen.
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Driver cDNA
Tester cDNA mit Adaptor 1 im Uberschuss Tester cDNA mit Adaptor 2R
_—— -
—. T —
Erste Hybridisierung:
mischen und annealen
a E— -
p e ——
c o
d1 —_— —
d2 p— pr—

Zweite Hybridisierung: Mischen,
frisch denaturierten Driver zufigen
und annealen

a, b,cdl, d2+ e-—-

Aufftllen der 3-Enden

a — _—

p ey m—
clm—— o —

d1 _

d2 p—

g C==

1. Amplifizierung
mit PCR Primer 1 4=

a, d Keine Amplifizierung

BEE_ O+ BB b Keine Amplifizierung

¢ Lineare Amplifizierung

.
SHEEE—E3 ¢ Exponentielle Amplifizierung
und
3 —_ 5 2. Amplifizierung
mit Nested Primer 1 =

und Nested Primer 2R «

- weitere Anreicherung von e
- Reduzierung unspezifischer Produkte

Abbildung 2-7: Schematische Darstellung der ,PCR-Select cDNA Subtraction®. Der Molekdltyp e wird
nur gebildet, wenn die Sequenz in der "Tester" cDNA hochreguliert ist. Durchgezogene Linien repra-
sentieren die Rsal gespaltenen "Tester" oder "Driver" cDNAs. Ausgeflllte Boxen reprasentieren die
aulleren Abschnitte der Adapter 1 und 2R (langere Strange), die den PCR Primer 1 Sequenzen ent-
sprechen. Blaue Boxen stellen den inneren Teil der Adaptersequenz 1 dar und korrespondieren zu der
Nested Primer 1 Sequenz, wahrend die rote Boxen dem inneren Teil der Adaptersequenz 2R entspre-
chen und mit Nested Primer 2R korrespondieren. Modifiziert nach Diatchenko et al. (1999).

In der ersten PCR-Amplifikation werden nur die Typ e cDNA-Fragmente, mit den differen-
tiell-exprimierten Sequenzen angereichtet sind, exponentiell amplifiziert. Molekiile mit zwei
gleichen Adaptoren formen unter den PCR-Bedingungen nicht amplifizierbare ,,Lasso®-
Strukturen (Typ b), indem die komplementidren Anteile ihrer Adaptoren im sogenannten
Suppressions-Effekt miteinander annealen (Siebert et al., 1995). Die meisten cDNA-
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Fragmente vom Typ e unterliegen dem Suppressions-Effekt aufgrund ihres verkiirzten homo-
logen Bereiches nicht. Allerdings kénnen kleine cDNA-Fragmente unter 200 bp vom Typ e
dadurch reduziert werden (Lukyanov et al., 1995). Dieser Effekt beglinstigt die Anreicherung
von ldngeren Molekiilen, und wirkt auf diese Weise der Tendenz der subtraktiven Hybridisie-
rung entgegen, kleine cDNA-Fragmente anzureichern. cDNA-Fragmente, die nur auf einer
Seite einen Adapter tragen, werden linear amplifiziert (Typ c). Ist kein Adapter vorhanden
(Typ d; und d>), konnen die cDNA-Fragmente nicht amplifiziert werden.

In einer zweiten PCR mit den beiden Adapter-spezifischen Primern Nested Primer 1 und
Nested Primer 2R sollen die cDNA-Fragmente vom Typ e weiter angereichert und Hinter-
grund reduziert werden.

Das resultierende cDNA-Fragment Gemisch wird in einen Vektor ligiert und steht dann als
subtrahierte cDNA-Bibliothek zur Verfiigung. Diese subtrahierte cDNA-Bibliothek sollte nun
hauptsidchlich ¢cDNA-Fragmente enthalten, die mit differentiell exprimierten Transkripten
korrespondieren.

2.6 Aufgabenstellung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Transkripte isoliert werden, die differentiell im olfaktori-
schen Bulbus exprimiert werden. Die Identifizierung von differentiell exprimierten mRNAs
des olfaktorischen Bulbus des Zebrabarblings konnte Hinweise auf die molekularen Grundla-
gen der Wegfindung der olfaktorischen Rezeptorneuronen und der morphologisch und funkti-
onell verschiedenen Abschnitte erlauben. Bisher konnten keine bekannten Wegfindungsmole-
kiile, die an der Zielfithrung der olfaktorischen Rezeptorneuronaxone im olfaktorischen Bul-
bus beteiligt sind, identifiziert werden. Deswegen sollten in dieser Studie subtrahierte cDNA-
Biblitoheken erstellt werden, in denen differentiell verteilte cDNA-Fragmente angereichert
sind. Der Zebrabérbling, Danio rerio, bietet sich fiir diese Untersuchungen an, denn er verfiigt
iiber ein qualitativ vergleichbares jedoch quantitativ reduziertes olfaktorisches System.

Fiir die Isolierung der differentiell exprimierten Molekiile wurden zwei Ansétze verfolgt. Zum
einen sollte die Transkriptexpression in olfaktorischen Bulbus wihrend der Regenerationspha-
se der glomeruldren Projektionen mit der von unbehandelten Kontrollen verglichen werden.
Hierzu sollten die olfaktorischen Rezeptorneuronen mit Zinksulfat degeneriert werden und an
einem Zeitpunkt, an dem moglichst viele olfaktorische Rezeptoneuronfortsitze in den olfakto-
rischen Bulbus einwachsen, flir die Untersuchungen gewonnen werden. Unter den differentiell
exprimierten Transkripten waren Molekiile vermutet worden, die an der Etablierung der glo-
meruldren Projektionen beteiligt sind.

In einem zweiten Ansatz sollten Transkripte identifiziert werden, die im olfaktorischen Bul-
bus rdumlich differentiell exprimiert werden. Hierzu wurde ein Vergleich zwischen dem late-
ralen und dem medialen Bulbusabschnitt gewihlt, da sich beide Abschnitte sowohl funktionell
als auch morphologisch voneinander unterscheiden. Fiir die RNA-Isolierung sollte zunichst
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eine Methode entwickelt werden, um kleine definierte Gewebeabschnitte aus dem olfaktori-
schen Bulbus zu gewinnen. Molekiile, die zwischen zwei Bulbusabschnitten differentiell
exprimiert werden, konnten funktionell relevante Subkompartimente im olfaktorischen Bul-
bus definieren oder als Wegfindungsmolekiile die kontinuierlich einwachsenden Riechsinnes-
zellfortsdtze zu ihren Zielregionen leiten und diese molekular definieren.
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3 Material und Methoden

3.1 Gerate und Materialien

3.1.1 Geréate

Computer

Dot Blot Apparatur
Drucker
Elektrophorese-

Apparaturen

Elektroporations-
System

Entwicklungsmaschine

Folienschweillgerét
Fluoreszenz-
mikroskop

Fluoreszenz-
photometer
Geldokumentations-
system

Heizplatte
Hybridisierungsofen

Inkubatoren

Kaltlichtlampe
Kontaminations-
monitor

Kryostat
Leuchttisch

Power Macintosh 8500/120 (Apple Computer, Feldkirchen)
Mac OS Computer (Apple Computer, Feldkirchen)

CDD Compact Disc Recorder (Philips, Hamburg)

Dot Blot Apparatur (Biorad, Miinchen)

Epson Stylus 760 ( Epson, Diisseldorf)

Laser Jet 2100 TN (Hewlett Packard, Boblingen)

Apparaturen in der Werkstatt des Instituts fiir Genetik, Universitit
Koln, angefertigt

Mini Sub Cell® GT, Wide Mini Sub Cell® GT und Sub Cell®
GT (Biorad, Miinchen)

Gene Pulser™, Pulse Controller, Capacitance Extender (Biorad,
Miinchen)

Curix 60 (Agfa, Koln)

C220 (Joisten und Kettenbaum, Bergisch Gladbach)

Zeiss Axioplan (Zeiss, Oberkochen)

Atto Arc 2 HBO 100W (Zeiss, Oberkochen)

Uniblitz®Model VMM-1 Shutter Driver (Vincent Associa-

tes liber Zeiss, Oberkochen)
SMZ-U (Nikon, Diisseldorf)

SuperHigh Pressure Mercury Lamp Power Supply (Nikon,

Diisseldorf)

Digital Camera Coolpix 950 (Nikon, Diisseldorf)

Image Mate™ (SanDisk, Sunnyvale, CA, USA)

LS-5B Luminiscence Spectrophotometer (Perkin Elmer, Weiter-
stadt)
ChemiDoc (Bio-Rad, Miinchen)
Quantity One 4.2.1 Software (Biorad, Miinchen)
The Imager System (Appligene, Heidelberg)

VP 1500 IT Thermoprinter (Seikosha, Hamburg)
Ikamag®Ret (Jauche + Kunkel, iiber Merck, Darmstadt)
Hybridiser HB-1D (Techne, Cambridge, UK)

Polymax 1040 Inkubator 1000 (Heidolph, Schwabach)
Typ UMI100 (iiber Merck, Darmstadt)

Certomat®H (B. Braun, Melsungen)

Visilux 150 HL (Visitool, Maulbronn)

LB 1210 B (Berthold, Bundoora, Australien)

CM19000 (Leica, Solms)
Planilux (Gerétebau Schulte, Warstein)
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Magnetriihrgerite
Netzgerite

Objektive
Paraffinstrecktisch
Photometer

Phosphoimagerscreens
pH-Meter
Phosphoimager-
lesegerit
Rontgenfilmkassetten

Scanner

Schiittelgerdte
Schwenktisch

Scintillationszéhler
Stereomikroskope
Thermostat
Thermozykler

Ultraschallbad

UV-
Belichtungskammer
UV-Licht-
Bestrahlungsgerit
Vibratom

Waagen
Wasseraufbereitungs-
anlage

Wasserbédder
Zentrifugen

RET control-visc (IKA Labortechnik, Staufen)

Combimag RCH (IKA Labortechnik, Staufen)

2301 Macrodrivel (Amersham Pharmacia Biotech, Heidelberg)
Power Pac 300 (Biorad, Miinchen)

Plan-Neofluar: 10x NA 0.3, 20x NA 0.5, 40x Oil NA 1.4
Stork Tronic (Medax, Fuellinsdorf, Schweiz)

DU®-62 Spectrophotometer (Beckman, Unterschleissheim-
Lohhof)

BAS-MP 2040S (Fuji, Diisseldorf)

pH-Meter 766 Calimatic (liber Merck, Darmstadt)

Fujix BAS 1000 (Fuji, Diisseldorf)

[EC 60406 (Rego, Augsburg)

Verstiarkungsfolien Universal 100 (Rego, Augsburg)
Agfa Snap Scan 1236 (Agfa, Koln)
Nikon LS-2000 (Nikon, Diisseldorf)
Vortex-Genie Model K-550-G3 (Bender und Hobein, Melsungen)
Certomat®R (B. Braun, Melsungen)
IKA-Vibrax-VXR (IKA Labortechnik, Staufen)
LS 5000 TD (Beckman, Unterschleissheim-Lohhof)
Binokular (Nikon, Diisseldorf)
DriBlock® OB-3 (Techne, Cambridge, UK)
GeneAmp System 2400 (Perkin Elmer, Weiterstadt)
T-Gradient (Whatman Biometra, Géttingen)
Brausonic 220 (bezogen iiber Merck, Darmstadt)
UVT 2020 (Herolab, Wiesloch)

UV Stratalinker 1800 (Stratagene, La Jolla, USA)

Vibratome 1000 (Ted Pella, Redding, CA, USA)
L310, U4100 und H41 (Sartorius, Gottingen)
Seralpur DELTA (USF Seral, Ransbach-Baumbach)

verschiedene Grolen (Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel)
Centrifuge 5415D (Eppendorf, Hamburg)

Biofuge B (Heraeus, Hanau)

SIGMA 4K 10 (B. Braun, Melsungen)

Centrifuge 5417R (Eppendorf, Hamburg)

Sorvall RC 5B (DuPont Instruments, Bad Homburg)
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3.1.2 Materialien
Chemikalien

Enzyme

Oligonukleotide

Radionukleotide

Primédre Antikorper

Sekundére Antikorper
Substrate
Farbstoffe

Einbettungsmedien

Es wurden Chemikalien der Firmen Ambion (Austin, USA), Am-
ersham Pharmacia Biotech (Freiburg), Applichem (Darmstadt),
JTBaker (iiber Fisher Scientific, Schwerte), Biozol (Eching),
Biozym (Hessisch Oldendorf), Calbiochem (Darmstadt), Difco
(Detriot, USA), Fluka (Seelze), Merck (Darmstadt), Molecluar
Probes (Leiden, NL), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und
Sigma (Deisenhofen) verwendet. Alle verwendeten Chemikalien
entsprachen der Reinheitsstufe pro analysi oder héherer Qualitit.
Ndel, Sacll, Pstl, Rsal, Sphl (New England Biolabs, Frankfurt,
oder Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)

RNase, Proteinase K, T3, T7 und Sp6 RNA-Polymerase, Klenow
Polymerase (Roche Diagnostics, Mannheim)

Superscript II Reverse Transcriptase (GibcoBRL Life Technolo-
gies, Karlsruhe)

RQ1 DNase (Promega, Mannheim)

Lysozym (Serva, Heidelberg)

Advantage cDNA Polymerase Mix (Clontech, Heidelberg)
GibcoBRL Life Technologies (Karlsruhe)

MWG Biotech (Miinchen)

Sigma-Ark (Deisenhofen)

Interactiva (Miinchen)

Eine Aufstellung aller verwendeten Oligonukleotide befindet sich
im Anhang.

[0-P32]dCTP, 3000 Ci/mmol am Referenztag (Amersham Phar-
macia Biotech, Freiburg)

Schaf anti-DIG F(ab’), Fragmente, gekoppelt mit alkalischer
Phosphatase (AP), Schaf anti-Fluorescin F(ab’), Fragmente, ge-
koppelt mit Meerrettich Peroxidase (POD) (Roche Diagnostics,
Mannheim)

Maus anti-Zns-2 IgG1x (Universitit von Oregon, Eugene, USA)
Maus anti-Hu (Mab16A11) IgG2bk (Dr. M. F. Marusich, Univer-
sitdt Oregon, Eugene, USA)

Maus anti-,,Proliferating Cell Nuclear Antigen* (PCNA) (Bioge-
nex, Hamburg)

Ziege anti-Maus Antikorper, gekoppelt an CY3 bzw. POD (Dia-
nova, Hamburg)

NBT/BCIP, CDP-Star™ (Roche Diagnostics, Mannheim)

DAB (Roche Diagnostics, Mannheim)

Dil, PicoGreen™, RiboGreen™ (Molecular Probes, Leiden, NL)
DAPI (Sigma, Deisenhofen)

Mowiol (Polyscience, Niles, IL, USA)

Vectashield (Vector Laboratories, Peterborough, UK)
TissueTek® (Miles Laboratories, Elkhart, Indiana, USA)
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Membranen/ Filterpa- Hybond N (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)

piere Nylon Membranes positively charged (Roche Diagnostics, Mann-
heim)
GB 003 Gel-Blotting Papier (Schleicher & Schiill, bezogen iiber
Fisher Scientific, Schwerte)

Rontgenfilme XLS-1 und X-OMAT™ AR (Kodak, Stuttgart) in verschiedenen
GroBen

Diafilme Ektachrome 160 T (Kodak, Stuttgart)

Plastikeinmalartikel Castor, liber Fisher Scientific, Schwerte

Greiner, Frickenhausen

MJP, iiber Fischer Scientific, Schwerte
Sarstedt, Niirnbrecht

TPP, tiber Fisher Scientific, Schwerte
Whatman Biometra, Gottingen

3.1.3 Herstellung von Lésungen

Fiir molekularbiologische Losungen wird Wasser aus einer SeralPur Aufarbeitungsanlage ent-
nommen. Die Losungen werden entweder fiir 20 Minuten bei 121 bar autoklaviert oder steril
filtriert (0,2 bis 0,45 um Porendurchmesser).

Zur irreversiblen Inhibierung von RNasen werden Losungen fiir RNA-Arbeiten mit 0,1%
(w/v) Diethylpyrocarbonat (DEPC) versetzt, mindestens 2 Stunden bei Raumtemperatur unter
Riihren inkubiert und danach autoklaviert. Tris-haltige Losungen und Losungen mit anderen
Nukleophilen werden mit DEPC-behandeltem Wasser angesetzt, da DEPC mit nukleophilen
Substanzen reagiert. Glasgerite werden autoklaviert und fiir 2 Stunden bei 200°C sterilisiert.
Soweit nicht anders vermerkt, werden die Stammlosungen EDTA, PBS, TAE, TE, SDS und
SSC nach den Beschreibungen in Sambrook et al. (1989) angesetzt. Prozentangaben sind in
Gewicht pro Volumen (w/v) gehalten sofern nichts anderes vermerkt ist.

3.2 Arbeiten mit Danio rerio

3.2.1 Verwendete Stamme von Danio rerio

In dieser Arbeit werden die aus Inzucht hervorgegangenen Wildtyp Danio rerio Stamme
Ab/Ab (Universitit Oregon, Eugene, USA) und TU/TU (Max-Planck-Institut fiir Entwick-
lungsbiologie, Tiibingen) sowie die F1 Generation aus Ab/Ab und TU/TU und folgende Gene-
rationen, der CO/CO Stamm (Universitidt zu Kdln, Institut fiir Entwicklungsbiologie, Prof.
Campos-Ortega) und Danio rerio aus einer lokalen Tierhandlung und deren F1 Generation
verwendet.

3.2.2 Haltung und Aufzucht

Adulte Zebrabérblinge werden zu maximal 50 Tieren in 20 | Durchflussbecken (Aquariums-
anlage, Firma Schwarz, Géttingen) bei einem Hell/Dunkelrhythmus von 14 zu 10 Stunden

28



3 Material und Methoden

und 28°C gehalten. Sie werden zweimal téglich mit TetraMin (Tetra, Melle) Trockenfutter ad
libitum gefiittert. Das Wasser der Anlage ist eine Mischung aus jeweils 50 % (v/v) deionisier-
tem Wasser und Leitungswasser.

Die Eiablage und die Aufzucht der Embryonen folgt den Protokollen von Westerfield et al.
(1994). Jungfische werden ab Tag 6 mit TetraMin Mini (Tetra, Melle) und ab der 3. Woche
mit Nauplien (4Artemia salina, Brustmann, Oestrich-Winkel) gefiittert.

Fir whole mount in situ Hybridisierungsstudien werden Embryonen nach dem Epiboly-
Stadium (etwa 12 h ,,postfertilization®, hpf) in 1-Phenyl-2-thioharnstoff (PTU)-haltiges Medi-
um transferiert, um die Farbung der Melanozyten zu inhibieren (Westerfield et al., 1994).
Schwach gefarbte Pigmentzellen erleichtern die Analyse des Expressionsmuster im whole
mount gefarbten Embryo.

Die Bestimmung und Einteilung der Entwicklungsstadien erfolgt durch Beobachtung unter
dem Stereomikroskop (Kimmel et al., 1995).

Fiir die vorliegende Arbeit wurden adulte Danio rerio (ab 6 Monate) und Embryonen im 48
hpf und 72 hpf Stadium verwendet.

3.2.3 Isolierung der olfaktorischen Epithelien und Bulbi

Zebrabirblinge werden mit einem Skalpell dekapitiert. Unter einem Stereomikroskop werden
mit Hilfe von Irisscheren und Uhrmacherpinzetten in eiskaltem PBS, pH 7.4, die olfaktori-
schen Epithelien und die Bulbi olfactorii mit anhdngendem Telencephalon freigelegt und ent-
nommen. Das Dil-gefarbte glomeruldre Muster wird direkt analysiert (vgl. 3.5.2) oder die
Praparate werden flir whole mount Farbungen in 4 % PFA (in PBS) fixiert (vgl. 3.4.2 und
3.5.1). Fiir die Herstellung von Gefrierschnitten werden die olfaktorischen Epithelien bzw. die
Bulbi mit Telencephalon in TissueTek® (Miles Laboratories, Elkhart, Indiana, USA) ausge-
richtet, ,,fresh frozen* konserviert und bei -70°C gelagert.

3.2.4 Degeneration der olfaktorischen Rezeptorneurone mit Zinksulfat

Fir die RNA-Isolation aus olfaktorischen Bulbi, die viele einwachsenden Axone olfaktori-
scher Rezeptorneurone enthalten, werden selektiv die olfaktorischen Rezeptorneurone mit
Zinksulfat degeneriert.

Die Applikationszeit wurde ausgehend von fritheren Arbeiten (Korsching, 1995; Kraus, 1999)
im Laufe des Projektes zu zweimal 150 Sekunden optimiert. Die doppelte Applikation einer
geringen Menge 3 % Zinksulfatlosung (1 - 2 pl) fiihrte zu einem vergleichbaren Effekt auf das
glomerulidre Muster wie die 5-miniitige Inkubation eines groeren Volumens in einem konti-
nuierlichen Fluss (Abb. 3-1). In beiden Fillen war im linken olfaktorischen Bulbus keine axo-
nale Farbung zu erkennen, wihrend der rechte Bulbus axonale Strukturen zeigte.

Alle folgenden Degenerationen wurden nach folgendem Protokoll durchgefiihrt: Adulte
Zebrabirblinge werden in einer 0,01 % Tricaine-Losung (3-Aminobenzoesdureethylester; Sig-
ma, Deisenhofen) narkotisiert (Westerfield et al., 1994) und in feuchten Kleenextiichern
(Kimberly-Clark, bezogen {iiber Fisher Scientific, Schwerte) unter einem Stereomikroskop
(10-30 x) positioniert. Mit Hilfe einer feinzulaufenden Pipettenspitze (,,GelLoader*, Eppen-
dorf, Hamburg) wird zweimal fiir 150 Sekunden 1 bis 2 pl 3 %-ige Zinksulfatlésung (versetzt
mit 0,1 % Phenolrot) so in die linke Nasenoffnung injiziert, dass sie die rechte Nasenoffnung,
das Maul oder die Augen nicht erreicht. Zwischen den Applikationen und an die Tiefe der
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Narkose angepasst, wird Tricaine-Losung {iber den gesamte Fisch und in sein Maul gespiilt.
Nach dem Ende der Behandlung werden die Zebrabérblinge in Aquariumswasser tiberfiihrt,
erwachen spontan und werden unter den iiblichen Bedingungen gehalten.

behandelt unbehandelt behandelt unbehandelt

Abbildung 3-1: Vergleich von zwei Applikationstechniken fir 3 %-iger Zinksulfatidsung. Zwei Tage
nach der Behandlung wird der afferente Teil des glomeruldaren Musters mit Zns-2 Antikorper markiert
und Uber einen Cy3-gekoppelten sekundaren Antikorper visualisiert (vgl. 3.5.2). A) Etwa 1 ml 3 %-ige
Zinksulfatlésung wird in einem kontinuierlichen Fluss 5 Minuten durch das linke olfaktorische Epithel-
gespllt. B) Jeweils 1 bis 2 ul 3 %-ige Zinksulfatldsung wird zweimal 150 Sekunden in das olfaktorische
Epithel appliziert (siehe Text). Der Mal3stab betragt 100 um.

3.3 Gewebeschnitte am Kryostaten

3.3.1 Histologische Schnitte von Embryonen und von olfaktorischen Bulbi und Epi-
thelien aus adulten Danio rerio

Beschichten der Objekttrager und der Deckgldschen

Um die Haftung von Gefrierschnitten an den Glasobjekttragern zu verbessern, werden diese
beschichtet. Fiir die Beschichtung mit Gelatine werden die Objekttrager zunéchst fir 30
Minuten in einer sauren Ethanolldsung (1% HCI (v/v) in 70% (v/v) Ethanol) gewaschen und
danach 3 bis 4 mal in deionisiertem Wasser gespiilt. Die sauberen und trockenen Objekttrager
werden flir 30 Sekunden in Gelatine/Chromalaun-Lésung geschwenkt (2 g Gelatine unter
Riihren in 500 ml kaltem Wasser 16sen, auf 60 °C erhitzen, mit 0,2 g Chromalaun versetzen,
tiber einen Faltenfilter filtrieren) und {iber Nacht staubfrei getrocknet.

Deckgldschen werden mit Repel Silane® (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) iiberzo-
gen, um unspezifische Bindungen der RNA-Sonden und Antikérper zu verhindern. Vorberei-
tete Deckgldschen werden fiir jeweils 5 Sekunden in Repel Silane®, Aceton und Ethanol in-
kubiert und staubfrei getrocknet.

Gefrierschnitte von olfaktorischen Bulbi und Epithelien

Olfaktorische Epithelien werden mit der Rosette nach oben und die Bulbi olfactorii mit an-
hidngendem Telencephalon ventral aufwérts in Schnappdeckeln in ,, TissueTek* (Miles Labora-
tories, Elkhart, Indiana, USA) eingebettet bei 20°C eingefroren (,,fresh frozen®).
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Wihrend die Epithelien bei 10 pm geschnitten werden kdnnen, hat sich fiir die Bulbi olfacto-
rii eine Schnittdicke von 15 pm als geeignet erwiesen. Schnitte fiir in situ Hybridisierungen
werden auf beschichteten Superfrost plus® (iiber Fisher Scientific, Schwerte) Objekttrigern
aufgenommen, 2 Stunden bei 60°C getrocknet und entweder unmittelbar verwendet oder bei -
70°C gelagert. Fiir immunhistologische Analysen werden Gelatine-beschichtete Objekttrager
verwendet.

Gefrierschnitte von Embryonen

Von Paraformaldehyd (PFA)-fixierten Embryonen werden nach der whole mount in situ
Hybridisierung Gefrierschnitte angefertigt, um die Farbungen im Inneren des Embryos zu
analysieren. Der beste Gewebeerhalt wird erzielt, wenn die Embryonen mindestens 12
Stunden bei 4°C in TissueTek® vorinkubiert werden. Sie werden danach dorsal oder rostral
aufwirts in frischem TissueTek® ausgerichtet und bei -20°C gefroren. Die Praparate werden
bei 15 um Schnittdicke geschnitten, auf unbehandelten oder Gelatine-beschichteten
Objekttragern aufgenommen und mit Mowiol (Niles, IL, USA) luftblasenfrei konserviert.

3.3.2 Praparative Schnitte zur Gewinnung von lateral und medial gelegenem Gewe-
be des Bulbus olfactorius

Fiir die Gewinnung von mRNA aus dem lateralen und medialen Teil des Bulbus olfactorius
werden adulte Zebrabérblinge aus einer Tierhandlung verwendet. Jeweils ein Bulbus olfacto-
rius wird mit seinem anliegenden Telencephalon in TissueTek® eingebettet und eingefroren.
Die mediale oder die laterale Bulbusseite weist nach oben, um die Erstellung von Gefrier-
schnitten von den beiden Seiten zu ermdglichen. Der Ubergang von Bulbus zu Telencephalon
wird mit einem kurzen farbigen Nylonfaden markiert, um das Praparat vor dem Schneiden so
zu trimmen, dass das Telencephalon wegfallt (Abb. 3-2). Der verbleibende Bulbus wird von
oben her, d. h. von medial bzw. lateral, in fiinf 20 pm tiefen Schnitten etwa 100 pm tief ins
Gewebe geschnitten. Die Schnitte werden in vorgekiihlten Reaktionsgefdflen aufgefangen und
bis zur RNA-Isolierung bei -70°C gelagert.

A

Q
=
()
=
2

Abbildung 3-2: Ausrichtung des olfaktorischen Bulbus zur Gewinnung der lateralen und medialen
Gewebeabschnitte. A) Dorsale Ansicht auf die olfaktorischen Bulbi (OB) und die Telencephalii (Tel)
(maodifiziert, nach Wullimanm et al., 1996). B) Laterale Ansicht auf den Bulbus olfactorius und das Te-
lencephalon (enthommen aus Wullimann et al., 1996). C) Einbettung eines olfaktorischen Bulbus in
TissueTek® fur die Gewinnung des lateralen Gewebeabschnitts. Der Nylonfaden deutet die Grenze
zwischen olfaktorischen Bulbus und Telencephalon an (laterale Ansicht). Der Mafistab in A) und B)
betragt 100 um und in C) 500 pym.
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3.4 In situ Hybridisierungen

3.4.1 In situ Hybridisierung an Gewebeschnitten

In in situ Hybridisierungsstudien an Gewebeschnitten wird mit Hilfe von DIG-markierten
RNA-Sonden die genaue Lokalisation der differentiell exprimierten Transkripte im Bulbus
olfactorius und Telencephalon untersucht. Das in sifu Hybridisierungsprotokoll ist in Weth et
al. (1996) beschrieben.

3.4.2 In situ Hybridisierung an whole mount Praparaten

Fiir einen besseren Uberblick iiber die riumliche Verteilung einiger Transkripte, werden who-
le mount in situ Hybridisierungen an Bulbi olfactorii mit anhdngenden Telencephalons durch-
gefiihrt. Das Protokoll wurde von A. Celik zur Verfiigung gestellt (2001) und basiert auf einer
Vorschrift von F. Weth (2001). Es ist im Anhang aufgefiihrt.

3.4.3 In situ Hybridisierung an whole mount Embryonen

In situ Hybridisierungen an whole mount Embryonen (48 h und 72 h) werden gemél3 dem Pro-
tokoll in ,,The Zebrafish Book* durchgefiihrt, das auf der Anleitung von Schulte-Merker et al.
(1992) basiert. Auf die optionale Behandlung mit Acetanhydrid und die RNase-Behandlung
wird verzichtet. Nach der Farbung werden die Embryonen in PBS bei 4°C gelagert.

3.5 Farbungen

3.5.1 Immunohistochemische Detektion der Axone der Rezeptorneurone im whole
mount Bulbus olfactorius mit dem Zns-2 Antikorper

Der Verlust des glomeruldren Musters im olfaktorischen Bulbus nach der Degeneration der
olfaktorischen Rezeptorneurone, die durch eine Behandlung mit Zinksulfat ausgelost wurde,
soll visualisiert werden und quantitativ verfolgt werden.

Obwohl Whitlock und Westerfield (1998) das vom Zns-2-Antikorper erkannte Antigen den
Pionierneuronen im olfaktorischen System zuordnen, zeigen die Ergebnisse von S. Berger
(1998) und A. Celik (2001), dass der Antikdrper Zns-2 im adulten Zebrabérbling die in den
Bulbus olfactorius projizierenden und Glomeruli bildendenen Axone markiert. Das glomeru-
lare Muster im Bulbus olfactorius ist besonders gut in whole mount Praparaten nachzuvollzie-
hen.

Das Protokoll wurde von A. Celik (2001) entwickelt. Zusammenhéingende Priparate aus bei-
den Telencephalons und Bulbi olfactorii werden zwei Tage bei 4 °C in 4 % PFA (in PBS)
fixiert. Nachdem das PFA in drei TBS-Waschschritten zu 10 Minuten entfernt worden ist,
werden endogene Phosphatasen 20 Minuten durch 0,6 % H,0O; in 80 % Methanol irreversibel
gehemmt. Es folgen dreimal 10 Minuten Waschen mit TBS (1,5 M NaCl, 30 mM KCI, 200
mM Tris-Cl, pH 7,4), 10 Minuten Permeabilisieren in 0,25 % TritonX-100 und 0,5 M NH4Cl
(in TBS), zweimal Waschen in TBS und 1 Stunde Blockieren mit 5 % BSA (in TBS) gegen
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unspezifische Bindungsstellen. Der Zns-2 Antikdrper wird iiber Nacht in 0,8 % BSA (in TBS)
in einer 1:500 Verdiinnung appliziert. Am folgenden Tag wird intensiv mit TBS gewaschen
(mindestens viermal 10 Minuten), mit 3 % NGS (Normal Goat Serum, GibcoBRL Life Tech-
nologies, Karlsruhe) und 0,8 % BSA (in TBS) werden eine Stunde bei Raumtemperatur un-
spezifische Bindungstellen abgesittigt, eine Stunde wird mit dem Ziege anti-Maus HPO Anti-
korper oder Ziege anti-Maus-Cy3 Antikorper (1:100) in 0,8 % BSA in TBS inkubiert und
fiinfmal fiir 10 Minuten mit TBS gewaschen. Die Entwicklung der DAB Farbreaktion wird
unter einem Stereomikroskop verfolgt und durch waschen der Priparate in TBS abgestoppt.
Die fluoreszente Cy3-Farbung wird unter dem Fluoreszenzbinokular analysiert.

3.5.2 Farbungen mit dem lipophilen Membranfarbstoff Dil und quantitative Analyse
des regenerierenden glomerularen Musters

Féarbung des glomeruldren Musters mit Dil

Alternativ zur immunohistochemischen Detektion kénnen die Axone der olfaktorischen Re-
zeptorneurone mit dem lipophilen Membranfarbstoff Dil (1-1’-Dioctadecyl-3,3,3°,3’-
tetramethylindocarbocyaninperchlorat), der lateral in der Plasmamembran diffundiert, visuali-
siert werden. Eine Applikation auf das olfaktorische Epithel von Danio rerio (Baier und Kor-
sching, 1994) farbt die Glomeruli des Bulbus olfactorius anterograd an. Um eine sehr repro-
duzierbare und gleichméBige Farbung von beiden Bulbi olfactorii zu erhalten, die fiir die
quantitative Analyse entscheidend ist, wird die Applikation iiber ein ,,Dil Bad* entwickelt.
Hier werden die Zebrabirblinge kurz in einer Dil-haltigen Lésung inkubiert und das glomeru-
lare Muster nach zwei Tagen analysiert.

Die Inkubation von Zebrabérblingen in frisch angesetzter Dil-Losung (10 pg/ml) farbt die
olfaktorischen Glomeruli an (Abb. 3-3A,B). Wird dieselbe Dil-Losung nochmals verwendet,
werden die axonalen Strukturen nicht angefarbt (Abb. 3-3D). Auch die Farbstoffaufnahme des
Epithels ist wesentlich geringer als die Aufnahme aus frisch hergestellter Losung (Abb. 3-
3E,F). Fiir die Analyse des glomeruldren Musters werden die stark angefarbten olfaktorischen
Epithelien entfernt, da sie mit ihrem Signal die Farbung der axonalen Strukturen in den olfak-
torischen Bulbi iiberlagern (Abb. 3-3A,C). Selten werden Tropfchen-artige Farbungen beo-
bachtet, die nicht mit besonderen Inkubationsbedingungen in Verbindung gebracht werden
konnen (Abb. 3-3G). Diese Farbungen werden von den Analysen ausgeschlossen (s. u.).

Fiir eine intensive und reproduzierbare Fiarbung ist eine effiziente Losung des in wéssriger
Losung zur Kristallbildung neigenden Farbstoffs vor jeder Applikationsrunde nétig. Die bes-
ten Ergebnisse werden mit folgendem Protokoll erzielt. Die Stammldsung (5 mg/ 100ul Di-
methylformamid) wird 30 Minuten auf 50°C erhitzt, 30 Minuten im Ultraschallbad inkubiert
und nochmals mindestens 30 Minuten auf 50°C bis zur Anwendung erhitzt. Zebrabérblinge
werden in Erlenmeyerkolben mit je 50 ml frischen Aquariumswasser pro Fisch gesetzt. Nach
der Untermischung von 10 ul Dil-Stammlésung (10 pg/ ml final) je Fisch kristallisiert das Dil
in Mikrokristallen an den exponierten Epithelien der Fische. Die Inkubationszeit spielt nur
eine geringe Rolle, da die feinen Dil-Mikrokristalle nur in den ersten Minuten vorliegen. Nach
5 bis 15 Minuten werden die Fische in Frischwasserbecken transferiert und zwei Tage unter
Lichtausschlu3 gehalten. Das glomeruldre Muster wird unter dem Fluoreszenzstereomikro-
skop analysiert.
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Abbildung 3-3: Optimierung der Dil-Applikation mit Hilfe des ,Dil-Bades®. A) Ventrale Ansicht und B)
dorsale Ansicht auf olfaktorische Bulbi, die 30 Minuten in einem frisch-angesetzten ,Dil-Bad“ 2 Tage
vor der Praparation inkubiert wurden. C) Praparat aus A) in ventraler Ansicht mit anhangenden
olfaktorischen Epithelien. D) Ventrale Ansicht auf zwei olfaktorische Bulbi, die 60 Minuten in einem
,Dil-Bad®, das zuvor fir eine andere Farbung benutzt worden war, inkubiert wurden (2 Tage vor
Praparation). E) Olfaktorisches Epithel zwei Tage nach einer erfolgreichen Farbung. F) Olfaktorisches
Epithel zu D). G) Tropfchen-artige Farbung in der ventralen Ansicht auf zwei olfaktorische Bulbi. Der
MaBstab in A) bis F) betragt 50 ym und in G) 100 um.

Quantitative Analyse des regenerierenden glomeruldren Musters

Die Regeneration des Dil-gefarbten glomeruldren Musters wird iiber die integrierte Fluores-
zenzintensitit der behandelten im Vergleich zur unbehandelten Seite quantitativ verfolgt.
Hierzu werden die ventrale Ansichten der olfaktorischen Bulbi ausgewertet, da hier mehr ein-
zelne olfaktorische Glomeruli identifizierbar sind und das dorsale Cluster aufgrund seiner
Dichte zur Uberstrahlung (orange Firbung) neigt (Abb. 3-3A,B).

Gefarbte Priparate werden am SMZ-U Fluoreszenzmikroskop (Nikon, Diisseldorf) mit der
digitalen Coolpix 950 Kamera (Nikon) fotografiert. Der Fluoreszenzlichtstrahl wird so ausge-
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richtet, dass das Préparat moglichst gleichmifig ausgeleuchtet wird. Von einem Prédparat wird
jeweils eine Serie von Bildern gemacht: mit vollstindiger, mit dreiviertel und mit halber Off-
nung der Fluoreszenzblende. Um Unterschiede in der Beleuchtung auszuschlieBen, wird von
jedem Préparat eine weitere Serie aufgenommen, in der es um 180° gedreht wurde. Die Digi-
talkamera erzeugt bei maximaler Auflosung (,,fine) komprimierte 475K JPG-Bilddateien, die
auf den Image Mate™ Datentréger (SanDisk, Sunnyvale, CA, USA) gespeichert werden.

Die Bilddatei wird in Adobe® Photoshop® 5.0 (Adobe, San Jose, CA, USA) gedftnet und auf
drei Kanile aufgetrennt. Die Datei des roten und des griinen Kanals wird als JPG-Datei ge-
speichert (Breite: 1600 Pixel, Hohe: 1200 Pixel) und mit NIH Image 1.6.2 (National Instituts
of Health, USA) wieder gedffnet. Hier wird die Darstellung des Bildes zunichst invertiert, so
dass die Dil gefarbten Axone grau bis schwarz erscheinen. Die Invertierung der Pixel Werte
resultiert in dem gewlinschten Format. Mit der Funktion Enhance Contrast wird die Ansicht,
aber die Werte der Pixel verdndern sich nicht. Nach der Markierung einer entsprechenden
Flache zeigt die Funktion Analyze die GroBe, die mittlere Pixelgrofle, den geringsten und den
hochsten Pixelwert der Fldche an. Die GroBe der Flache kann relativ beliebig gewéhlt werden,
denn um die olfaktorischen Bulbi herum betragt der Pixelwert 0. Die erhaltenen Werte werden
in Microsoft Excel 98 fiir Macintosh (Microsoft, www.microsoft.com) {ibertragen und das
Integral der Pixelwerte pro olfaktorischen Bulbus berechnet. Der Quotient des Intergrals auf
der behandelten und der unbehandelten Seite wird als MaB fiir die Degeneration benutzt. Die
Quotienten von verschiedenen Tieren einer Reihe werden gemittelt und der Standardfehler
bestimmt.

3.5.3 Immunohistochemische Detektion des Hu-Proteins an Schnitten

Das Hu-Protein ist ein RNA-bindendes Protein, das in Neuronen vorkommt. Der Hu-
Antikorper wird verwendet, um Aufschluss iiber den Zustand bzw. die Gréfe der Neuronpo-
pulation im olfaktorischen Epithel nach der ZnSO4-Behandlung zu erhalten.

Das Protokoll folgt der Empfehlung von Berger (1998), keine Proteinase K-Behandlung
durchzufiihren, weil sie zu einer verminderten Signalintensitét fiihrt.

Mit Ausnahme der Antikorperinkubationen und des Farbnachweises werden die Inkubationen
in histologischen Kiivetten durchgefiihrt. Gefrierschnitte auf Gelatine-liberzogenen Objekttri-
gern werden 10 Minuten in 4 % PFA fixiert, 5 Minuten in PBS gewaschen, 10 Minuten in 0,2
N HCI permeabilisiert, 5 Minuten in PBS gewaschen und fiir eine Stunde in 5 % BSA in TBS
blockiert. Der Hu-Antikorper wird in einer 1:100 Verdiinnung in 0,8 % BSA (in TBS) bei 4
°C in einer feuchten Kammer tiber Nacht auf dem Gewebe inkibiert. Nach drei PBS Wasch-
schritten wird der Hu-Antikorper iiber Nacht mit dem sekundiren Ziege gegen Maus HPO
Antikorper detektiert. Dem dreimaligen Waschen mit PBS (je 5 Minuten) folgt die Farbungs-
reaktion mit DAB bis zur gewiinschten Signalstérke.

3.5.4 Immunohistochemische Detektion von ,Proliferating Cell Nuclear Antigen®
(PCNA) an Schnitten

Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) ist ein im Zellzyklus reguliertes Hilfsprotein der
DNA Polymerase Delta und kommt priferentiell in sich teilenden Zellen vor. Hier soll der
PCNA-Nachweis die Proliferation im olfaktorischen Bulbus nach der Zinksulfat-induzierten
Degeneration der olfaktorischen Rezeptorneurone im olfaktorischen Epithel beschreiben.
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Um das Antigen fiir eine immunohistochemische Detektion mit dem PCNA-Antikdrper (Bio-
genex, Hamburg) freizulegen wird eine Behandlung der Schnitte mit einer ,,Antigen Retrieval
Citrat Solution* (Biogenex, Hamburg) empfohlen (Shi et al., 1991). Gewebeschnitte auf Gela-
tine-beschichteten Objekttrigern werden 10 Minuten in 4 % PFA fixiert. Danach werden die
Schnitte gemdll den Hersteller Angaben mit der ,,Antigen Retrieval Citrat Solution® behan-
delt. Fiir die Bosch Mikrowelle und 100 ml Losung fiir 4 Objekttrager ergeben sich folgende
Inkubationszeiten: 6 bis 7 Minuten bei 600 W bis es zu einem raschen Aufkochen kommt und
10 Minuten bei 360 W. Danach kiihlen die Objekttriger langsam auf Raumtemperatur ab,
werden in PBS gewaschen und fiir 1 Stunde in 5 % BSA in PBS inkubiert. Eine 1:25 Verdiin-
nung des PCNA-Antikorpers (in 0,8 % BSA in PBS) bindet iiber Nacht bei 4°C am Antigen.
Uberschiissiger Antikdrper wird in drei PBS Waschschritten von jeweils 5 Minuten entfernt.
Zur Detektion des PCNA-Antikorpers wird zunéchst eine Stunde in 0,8 % BSA, 3 % NGS in
PBS blockiert und dann mit einer 1:100 Verdiinnung Ziege gegen Maus Antikdrper HPO-
gekoppelt inkubiert. Die enzymatische Umsetzung von DAB findet unter Lichtausschluf3 statt.

3.5.5 TUNEL Farbung an Gewebeschnitten

Um sicherzustellen, dass zum Zeitpunkt der RNA-Gewinnung im olfaktorischen Bulbus die
Apoptoserate nicht erhoht ist, und um die Wirkung des Zinksulfats auf die olfaktorischen Epi-
thelien zu untersuchen, sollen apoptotische Zellen mit Hilfe des TUNEL (Terminal
Deoxynucleotidyl Transferase End Labeling) Assays nachgewiesen werden (zusammengefasst
in Bortner, 1995). Apoptotische Zellen zeichnen sich u.a. durch DNA-Fragmentierung,
Verianderungen in der Zellmembran und die Bildung von Apoptotic Bodies aus. In Gewebe-
schnitten konnen freie 3’-Hydroxy-Termini, die bei Einzel- und Doppelstrangbriichen entste-
hen, mit Hilfe der terminalen Deoxynukleotidtransferase (tDt), Fluorescein-markiertem dUTP
(Flu-dUTP) und einem Anti-Fluorescein-POD Konjugat entweder direkt oder immunologisch
detektiert werden (,,/n Situ Cell Death Detection Kit, POD* von Roche Diagnostics, Mann-
heim). Der direkte Nachweis zeigt weniger unspezifischen Hintergrund, wihrend die
immunohistochemische Detektion eine Analyse unter dem Lichtmikroskop erlaubt.

Das Protokoll des Herstellers wurde flir Gefrierschnitte vom olfaktorischen Bulbus und Epi-
thel modifiziert, da die Behandlungen mit Proteinase K und mit Methanol/ H,O, zu hohem
Hintergrund fiihrten (Abb. 3-4).

Wihrend nach der Permeabilisierung durch Proteinase K und chemischer Blockierung durch
Wasserstoffperoxid/ Methanol sehr viele Zellen ein TUNEL-positives Signal zeigten (Abb. 3-
4A,B), wurden mit dem modifizierten Protokoll nur gelegentlich Zellen in den Randbereichen
des olfaktorischen Bulbus markiert (Abb. 3-4C). Diese Farbungen sind vermutlich unspezi-
fisch und sind durch leichte Gewebeschiden wihrend der Priparation oder durch wiederholtes
Einfrieren und Antauen der Schnitte entstanden. Die Markierung aller Zellen in der positiven
und die Signal-freie negative Kontrolle belegen die Spezifitit und die Sensitivitdt des modifi-
zierten Protokolls (Abb. 3-4D,E).
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Abbildung 3-4: Optimierung des TUNEL-Protokolls fiir Gefrierschnitte des olfaktorischen Bulbus und
Epithels. A) Permeablisierung des Gewebes durch eine 10-minttige Proteinase K-Inkubation (1 pug/ ml)
bei 37°C. B) Blockierung endogener Phosphatasen mit einem 20-minutigen Inkubationsschritt in 80 %
MeOH/ 0,6 % H,O,. Entsprechende TdT-freie negative Kontrollen zeigten keine Farbung (nicht ge-
zeigt). C) Das modifizierte Protokoll verzichtet auf Permeablisierungs- und chemische Blockierungs-
schritte und flihrt so nur an einigen Schnittrandern zu Signalen (maximale Auspragung gezeigt). D)
Negative Kontrolle, modifiziertes Protokoll. E) Positive Kontrolle, modifiziertes Protokoll. Der Mal3stab
betragt 25 pm.

Die besten Resultate (keine unspezifischen Farbungen im Randbereich) werden mit Gefrier-
schnitten erzielt, die nur fiir ihre TUNEL-Farbung aus dem -80°C-Gefrierschrank entnommen
wurden. Sie werden 60 Minuten in 4 % PFA fixiert und anschlieend dreimal fiir 5 Minuten
in PBS gewaschen. Zur Detektion der freien 3’-Hydroxytermini werden die Gewebeschnitte
fiir 1 Stunde bei 37°C mit TUNEL-Label (enthidlt tD-Transferase und Flu-dUTP) inkubiert.
Nach drei PBS-Waschschritten und einer Gegenféarbung der Zellkerne mit DAPI, kdnnen die
Schnitte in Vectashield (Vector Laboratories, Peterborough, UK) eingebettet und unter dem
Axiophot analysiert werden. Fiir eine lichtmikroskopische Analyse werden die unspezifischen
Bindungsstellen des Gewebes eine Stunde abgesittigt (3 % BSA, 3 % Schafserum, 1 % Blo-
ckierungsreagenz in PBS). Das 1:2 verdiinnte Anti-Fluorescein-POD Konjugat bindet iiber
Nacht bei 4 °C an das Fluorescein-markierte dUTP. Die Peroxidase Aktivitit wird mit DAB
innerhalb von 3 bis 10 Minuten nachgewiesen. Die Priparate werden in Mowiol eingebettet.
Eine positive Kontrolle wird erzeugt, indem die DNA des Gewebes 30 Minuten bei 37°C mit
50 pg/ml DNase gespalten wird und fiir die negative Kontrolle wird auf die Inkubation mit
TUNEL-Label verzichtet.
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3.6 Arbeiten mit Escherichia coli

Die Grundlage fiir die Arbeiten mit Escherichia coli (E. coli) sind die Ausfiihrungen von
Sambrook et al. (1989).

3.6.1 Verwendete Escherichia coli Stamme

Epicurian Coli® XL1-Blue MRF’  Genotyp: delta(mcrA)183delta(mcrCB-hsdSMR-
(Stratagene, Heidelberg) mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac

[F’ proAB lacldZdeltaM15 Tnl0(Tet")]
Die ,,Blau-WeiB3-Selektion® ist moglich und der Stamm ist besonders geeignet, weil er nicht
rekombinieren kann.

3.6.2 Anzucht und Konservierung von Bakterien

Rekombinante E.coli werden auf LB-Agarplatten (10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl,
pH 7.0), die Ampizillin (70 pg/ml) und Tetrazyklin (10 pg/ml) enthalten (LB/amp/tet-Platten),
in verschiedenen Verdiinnungen ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Fiir die
»Blau-Weil-Selektion” werden die Platten zusétzlich mit X-Gal (80 pg/ml) und IPTG (500
um/ml) versetzt. Einzelne Kolonien werden bei 37°C unter Schiitteln (etwa 300 rpm) in Anti-
biotika-haltigem (Ampizillin (70 pg/ml), Tetrazyklin (10 pg/ml)) LB-Medium (LB/amp/tet-
Medium) {iber Nacht oder kiirzer angezogen.

Ein Bakterienstamm kann auf einer Kulturplatte etwa 4 Wochen bei 4°C aufbewahrt werden.
Zum Anlegen von Dauerkulturen werden 850 ul liber Nacht gewachsene Fliissigkultur mit
150 pl sterilem Glyzerin vermischt und bei -70°C gelagert.

3.6.3 Herstellung kompetenter Zellen und Transformation durch Elektroporation

Elektrokompetente Zellen werden aus dem E.coli XLL1 Blue Stamm nach Dower et al. (1988)
hergestellt. Ausgehend von einer Einzelkolonie werden Bakterien bis hin zur exponentiellen
Wachstumsphase in 1 1 LB/tet-Medium vermehrt. In mehreren Schritten wird das Pellet mit
eiskaltem Wasser gewaschen, in 2 ml eiskaltem 10 % Glyzerin resuspendiert, zu 50 pl Ali-
quots in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zum Gebrauch bei -70°C gelagert.

Fiir die Elektroporation wird ein Aliquot elektrokompetenter Zellen bei Raumtemperatur auf-
getaut, mit 1 pl Ligationsansatz (bis zu 5 ng Plasmid) oder entsprechend verdiinnter Plasmid-
16sung versetzt, in eine vorgekiihlte 1 mm Elektroporationskiivette pipettiert und fiir 1 Minute
auf Eis gestellt. Die Bakterien werden bei 18 kV/cm, 25 pF und 2,5 kV im Gene Pulser trans-
formiert, 1 Stunde bei 37°C in 1 ml LB-Medium inkubiert und in verschiedenen Verdiinnun-
gen auf X-Gal- und IPTG- haltigen LB/amp/tet-Agarplatten selektioniert.

3.6.4 Arbeiten mit bakteriellen cDNA-Bibliotheken

Zur Isolierung von kompletten ¢cDNA Sequenzen wurde die ,,Zebrafish Brain®“ cDNA-
Bibliotheken durchsucht. Die ,,Zebrafish Brain“ cDNA-Bibliothek wurde von S. Korsching
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(1995) hergestellt. Die Replikafilter wurden von A. Celik (2001) und S. Fuss (2001) angefer-
tigt und freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

Die beiden Replika Filterabziige (Hybond N RPN 132N von Amersahm Pharmacia Biotech,
Freiburg) einer Nitrocellulosemembran Masterplatte (etwa 50000 bakterielle Kolonien) wer-
den simultan mit einer radioaktiv-markierten Sonde hybridisiert. Signale, die auf beiden Fil-
tern vorhanden sind, werden als positiv bewertet, ihre Position auf den zugehdrigen Folien
markiert und die entsprechenden positiven Kolonien aus der gefrorenen Masterplatte ausge-
schnitten. Das Membranstiick wird 1 Stunde in 200 ul LB/amp/tet-Medium bei 37°C inku-
biert. Die Bakteriensuspension wird in verschiedenen Verdiinnungen auf LB/amp/tet-
Agarplatten ausgestrichen und der Rest wird konserviert.

Membranabziige fiir den Rescreen werden gemil den Instruktionen des Membranherstellers
von Platten angefertigt, die mit etwa 200 Kolonien eine Identifizierung von einzelnen Kolo-
nien erlauben. Hierzu werden leicht mit LB/amp/tet-Medium angefeuchtete Nylonfilter (Hy-
bond N) auf die Platten gelegt, mit Positionsmarkierungen versehen und auf frischen
LB/amp/tet-Platten {iber Nacht inkubiert. Die Bakterien werden gemil3 den Herstellerangaben
lysiert, die DNA denaturiert, neutralisiert und durch UV-Licht (1200 pJoules x 100) auf dem
Nylonfilter immobilisiert. Die gewonnenen Filter werden mit den entsprechenden Sonden
hybridisiert. Positive Einzelkolonien kénnen identifiziert und zur Plasmidisolation in 2 ml
Ubernachtkulturen {ibergeimpft werden.

3.7 Isolierung von Nukleinsauren

3.7.1 Quantifizierung von Nukleinsauren

Fiir Abschitzungen der DNA- und RNA-Konzentrationen, wird die Signalstirke der interes-
santen Bande mit der 1031 bp Bande des 1 kb-Leiter-Standards (GibcoBRL Life Technolo-
gies, Karlsruhe) verglichen. Sie macht 10 % des aufgetragenen DNA-Standards aus.
Fiir genauere Konzentrationsbestimmungen werden wéssrige Nukleinsduren photometrisch
vermessen. 1 OD 260 nm entspricht einem Gehalt von 50 pg/ ml an doppelstrangiger- bzw. 40
png/ml an einzelstringiger DNA bzw. RNA. Das Verhéltnis zwischen OD 260 nm/ OD 280 nm
dient als Indikator fiir die Reinheit der Nukleinséureprdparation. Ein Wert unter 1,8 zeigt, dass
die Priparation frei von Proteinen ist.
Geringe Konzentrationen von Nukleinsduren werden fluoreszenzphotometrisch bestimmt.
PicoGreen™ von Molecular Probes (Leiden, NL) ist ein sensitiver fluoreszierender Farbstoffe
fiir doppelstrangige DNA in Losung. Die Vermessung folgt den Angaben des Farbstoffherstel-
lers: DNA wird in einer 1:400 Verdiinnung von PicoGreen in TE-Puffer und unter Lich-
tausschlufl inkubiert. Die Probe wird bei 480 nm angeregt und die Fluoreszenzemission F
wird bei 520 nm mit Hilfe des Fluoreszenzphotometers bei einer Spaltbreite von 10 nm ge-
messen. Eine Eichkurve wurde mit DNA des 1 kb-Leiter-Standards (GibcoBRL Life Techno-
logies, Karlsruhe) aufgenommen und folgende Umrechnungsformel erhalten:

Civette = 0,01 X F+ 0,001 [ng/ ml]
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3.7.2 lIsolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Plasmid-DNA wird in zwei Reinheitsgraden isoliert. Fiir analytische Spaltungen, préparative
Spaltungen fiir die Herstellung radioaktiv-markierter Sonden, Sequenzierungen und Plasmid
Dot Blots werden Plasmide in einer modifizierten alkalischen Lyse aufgereinigt (Birnboim,
1979). Die DNA wird aus der resultierenden Losung mit einem gleichen Volumen Isopropa-
nol gefillt, mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und die mitgeféllte RNA mit 0,1 mg/ml RNase
30 Minuten bei 37°C verdaut.

Dient die Plasmid-DNA dagegen in einem spéteren Schritt als Matrize fiir RNA-Polymerasen,
wird sie mit Hilfe von Plasmid-Prédparationskits von Qiagen (Hilden) oder Sigma (Deisenho-
fen) in kleinem oder mittleren Mafstab nach der alkalischen Lyse an eine Anionen-
Austauscher-Sdule unter entsprechenden Niedrigsalz- und pH-Bedingungen gebunden. RNA,
Proteine und Verunreinigungen werden unter mittleren Salzstirken ausgewaschen. Plasmid-
DNA wird in einem Hochsalz Puffer eluiert. Die anschlieBende Isopropanolfiallung konzent-
riert und entsalzt die DNA.

3.7.3 Praparation von Gesamt-RNA und DNase-Verdau

Das TriReagent® RNA Isolierungsreagenz der Firma Biozol (Eching) basiert auf der ,,Ein-
Schritt-Methode* der RNA-Isolierung durch saure Guanidiniumthiocyanat-Phenol-
Chloroform Extraktion, die zu einer schnellen und effektiven Inhibierung der RNase-Aktivitét
fiihrt (Chomcynski, 1993). Die Aufarbeitung der RNA folgt im Wesentlichen den Empfehlun-
gen des Herstellers.

Das Gewebe wird nach der Praparation in eisgekiihltem PBS in gekiihltes TriReagent® {iber-
filhrt. Mit einem sterilen Plastikhomogenisator (bezogen iiber Fisher Scientific, Schwerte)
oder einem Glas/Teflonhomogenisator (No.18; Kontes Glass, Vineland, NJ, USA) wird das
Gewebe anschlieBend homogenisiert und lysiert. Die isolierte RNA wird in DEPC-
behandeltem Wasser aufgenommen.

Zur Isolierung von RNA aus Gefrierschnitten werden ca. 100 Schnitte mit 500 pl TriRea-
gent® versetzt und im Reaktionsgefdll homogenisiert. Das zdhe TissueTek® wird innerhalb
von 10 Minuten bei 4°C und 12000g prézipitiert. Der zusitzliche Zentrifugationsschritt ent-
fernt urspriinglich einen hohen Anteil an Proteinen und Polysachariden aus dem Homogenat
(Chomczynski et al., 1995). Der Uberstand wird gemif des Protokolls mit Chloroform ausge-
schiittelt und prozessiert.

Da die RNA fiir die folgenden Experimente DNA-frei sein muss, wird sie mit RNase-freier
RQ1 DNase (Promega, Mannheim) gespalten. 10 ul RNA-Losung werden in 1 x Reaktions-
puffer mit 10 U RQ1 DNase versetzt und 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach der Entfer-
nung des Enzyms mittels Phenol-Chlorofom-Extraktion wird die RNA mit Ethanol unter Zu-
satz von Glykogen konzentriert und in 3 ul DEPC-behandeltem Wasser aufgenommen.

Die RNA-Isolierung mit Hilfe des RNeasy Kits (Qiagen, Hilden) folgte den Vorschldgen des
Herstellers.

3.7.4 Agarosegelelektrophorese von DNA und RNA
DNA- und RNA-LGsungen werden auf 1 bis 2 %-ige Agarosegele (Eurobio, Les Illis Cedex,

F) in TAE-Puffer geladen und bei 3 bis 10 V/ cm aufgetrennt. DIG-markierte RNA-Sonden
werden in 50 % Formamid 3 Minuten bei 100 °C denaturiert, mit 10 x DNA-Ladepuffer (30
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% Glyzerin, 0,05 % Bromphenolblau, 0,1 M EDTA, pH 7,5) versetzt und aufgetragen. DNA-
Proben werden unmittelbar vor dem Auftrag mit 10 x Ladepuffer versetzt. Als Langenstan-
dards werden die 1 kb-Leiter von GibcoBRL Life Technologies (Karlsruhe), der Marker X
von Roche Diagnostics (Mannheim) und der peqGOLD Leiter-Mix von Peqlab (Erlangen)
verwendet. Pro Spur werden 0,5 pg Standard eingesetzt.

Fiir die gelelektrophoretische Auftrennung von 20 bis 100 bp DNA werden 2 % ige NuSieve
Agarosegele hergestellt. In 100 ml 0,5 x TBE werden hierzu 1 g Standardagarose (Eurobio,
Les Illis Cedex, F) und 2 g NuSieve Agarose (FMC, Rockland, ME, USA) unter Erwidrmen
gelost, ohne die Losung aufzukochen.

Zur Auftrennung von Gesamt-RNA werden 0,8 % Agaroseformaldehydgele (16 % (v/v) For-
maldehyd) in Boratpuffer (0,034 M Borat, 4 mM EDTA) verwendet, die unter dem Abzug
laufen. Vor dem Auftrag werden die RNA-Proben mit 2 x Auftragspuffer (50,5 % (v/v) For-
mamid, 6 % Formaldehyd, 50 pg/ ml Ethidiumbromid, 0,068 M Borat, 0,5 mg/ml Bromphe-
nolblau, 0,5 mg/ ml Xylencyanol) versetzt und 5 Minuten bei 65°C denaturiert.

3.7.5 Reinigung von Nukleinsauren

Féllung von Nukleinséuren

Zur Konzentrierung und zur Entfernung von Salzen werden DNA und RNA mit 0,6 Volumen
Isopropanol oder 0,3 M Natriumacetat in 2 bis 3 Volumen Ethanol gefillt. Die Ausbeute lasst
sich durch die Coprézipitation von 20 ug/ ml Glykogen (Roche Diagnostics, Mannheim) ver-
bessern. Nach der Pelletierung flir 30 Minuten bei 12000 g (fiir RNA bei 4 °C) wird das Pellet
zweimal mit 70 bis 80 % (v/v) Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet und im entspre-
chenden Puffer aufgenommen. Die Fillung von RNA-Sonden ist unter 2.9.1 beschrieben.

Phenol-Chloroform-Extraktion

Mit Hilfe der Phenol-Chlorform-Isoamyl (25:24:1; PCI)-Extraktion werden Proteine aus
wiassrigen DNA- und RNA-haltigen Losungen entfernt (Sambrock et al.., 1989). Das Volu-
men der wassrigen Phase wird hierzu mit TE-Puffer auf 500 pul eingestellt.

Reinigung von Plasmid-DNA und PCR-Produkten i{iber Sdulchen

Isolierte Plasmid-DNA und PCR-Produkte werden mit Hilfe des ,,High Pure PCR Product
Purification Kits* (Roche Diagnostics, Mannheim) gemil3 den Herstellerangaben aufgereinigt.
Hierbei wird DNA in Gegenwart des chaotropen Salzes Guanidiniumthiocyanat (Hoch-Salz-
Bedingungen) und einem pH unterhalb von 7,5 von einer modifizierten Silizium-Membran
adsorbiert. Unerwiinschte Bestandteile wie Primer, Salze, Mineralol, Proteine und Nukleotide
konnen unter Niedrig-Salz-Bedingungen von der Sdule gewaschen und die DNA mit Tris-
Puffer (pH 8,5) oder Wasser mit entsprechendem pH eluiert werden.

DNA-Extraktion aus Agarosegelen

DNA wird im praparativen Maf3stab elektrophoretisch aufgetrennt, die zu isolierenden DNA-
Banden unter UV-Licht identifiziert, aus dem Gel geschnitten und mit Hilfe des ,,QIAEX II
Gelextraction Kits* (Qiagen, Hilden) isoliert.

Ein chaotropes Salz unterbricht die Wasserstoftbriickenbindungen zwischen Zuckern im Aga-
rosepolymer und die enthaltene DNA wird unter Hochsalzbedingungen und einem pH-Wert
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kleiner als 7,5 an positiv geladene Glaspartikel der QIAEXII-Suspension gebunden. Verunrei-
nigungen verbleiben im Uberstand und werden in einem Hoch-Salz- und zwei Ethanol-
Waschschritten entfernt. Die DNA wird mit Tris-HCI (pH 8,5) oder Wasser eluiert.

3.8 In vitro Arbeiten mit Nukleinsauren

3.8.1 Spaltung von Plasmid-DNA und PCR-Produkten mit Restriktionsendonuklea-
sen

200 bis 500 ng Plasmid-DNA werden in analytischen Spaltungen gemill den Vorgaben des
Herstellers der Restriktionsendonukleasen auf das Vorhandensein entsprechender Inserts ii-
berpriift. Praparative Spaltungen von 3 bis 5 pg Plasmid-DNA oder PCR-Produkt erfolgen in
80 ul bzw. 200 ul Reaktionsansétzen, um Inserts, linearisierte Plasmide oder DNA-Fragmente
ohne die multiple Klonierungssequenz fiir die Herstellung von Sonden bereit zu stellen.

3.8.2 Ligation von DNA-Fragmenten

PCR-Produkte werden in den pGEM-T-Vektor der Firma Promega (Mannheim) mit einem
modifizierten Protokoll ligiert. Der von vielen 7ag-Polymerasen an die amplifizierten PCR-
Produkte angehdngte 3’-Adenosinrest, erlaubt die Verbindung der PCR-Fragmente mit dem
pGEM-T-Vektor, der einen iiberhéingenden terminalen Thymidinrest besitzt.

50 ng pGEM-T-Vektor und 1 bis 2 ul PCR-Produkt (ca. 150 ng; frisch synthetisiert; wieder-
holtes Einfrieren degradiert die Adenosinenden) werden in 1 x Ligationspuffer mit 1 pl T4
Ligase (3 U) versetzt, 5 Minuten bei 37 °C inkubiert und anschlieend bei 15 °C iiber Nacht
ligiert. Zur Hitzeinaktivierung der Ligase fligt man 10 ul Wasser hinzu und erhitzt fiir 10 Mi-
nuten auf 65°C. Zur Entsalzung wird der Reaktionsansatz mit Ethanol und Glykogen gefillt.

3.8.3 Amplifikation von cDNAs mit Hilfe der Polymerase Chain Reaction (PCR)

Préparation von rekombinanter Thermo aquaticus (Tag) DNA-Polymerase aus E.coli

Fiir die Standard-PCR Ansitze wird rekombinante 7ag DNA-Polymerase aus einem hausin-
ternen E. coli Stamm isoliert, der das Plasmid pRecTaq trigt und freundlicherweise von C.
Harrenberg (Universitit zu Koln, Institut fiir Genetik, Prof. Rajewski) zur Verfiigung gestellt
wurde. Die Proteinisolierung folgt dem Protokoll von Engelke et al. (1990).

Nach einer dreistiindigen Induktion der Proteinbiosynthese mit IPTG werden die Bakterien
pelletiert und durch Hitze denaturiert. Aus den geklarten Zell-Lysaten wird das rekombinante
Protein durch die Zugabe von Polyethylenimin gefillt und iiber eine BioRex70 Ionenaustau-
scher Saule (Bio-Rad, Miinchen) gereinigt. Nach der Bindung an Heparin-Agarose (Sigma,
Deisenhofen) wird die 7ag DNA-Polymerase unter Hochsalzbedingungen eluiert, gegen 50 %
Glycerin Lagerungspuffer (100 mM KCI, 20 mM Tris-Base, pH, 8,55, 0,1 mM EDTA, 0,5 %
NP-40, 0,5 % Tween-20, 1 mM DTT, 50 % Glycerin) dialysiert, entsprechend ihrer Aktivitét
in diesem Puffer zu 5 U/ ul verdiinnt und bei - 20°C gelagert.
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Polymerase-Ketten-Reaktionen (PCR)

Fiir verschiedene experimentelle Fragestellungen wird DNA in der PCR exponentiell amplifi-
ziert. Ein 20 pl Standard PCR-Reaktionsansatz setzt sich neben der Matrize aus 1 x PCR-
Reaktionspuffer, 1,25 mM MgCl,, 0,3 uM Primer 1, 0,3 uM Primer 2, 0,2 mM dNTPs mit 1
U Tagq Polymerase (s. 0.) zusammen. Das verwendete PCR-Programm wird in seiner Annea-
ling Temperatur (** = 50 - 68°C) und in der Zyklusanzahl (* = 25 bis 35) den eingesetzten
Primern und der Matrize angepasst.

Programm: 1. Denaturierung 94°C 30 sec
2.30* Zyklen 95°C 15 sec, 68°C** 30 sec, 72°C 2 min
3. letzte Synthese 72°C 7 min
4. Kiihlen 4°C halten

Um rekombinante Bakterien nach einer Transformation von leeren oder kleine Fragmente
tragenden Bakterien zu unterscheiden und um /Inserts fiir das cDNA Screening zu amplifizie-
ren, werden Bakterien direkt als Matrize verwendet.

Besteht das cDNA-Fragment eines differentiellen Kandidaten aus dem 5’-untranslatierten Be-
reichen der mRNA und ist die Identitét des Gens nicht in einem Datenbankvergleich zu ermit-
teln, kann weitere Sequenzinformation durch die Amplifikation des 5’-Endes aus der ,,Zebra-
fish Brain“ ¢cDNA-Bibliothek gewonnen werden (5’ Rapid Amplification of cDNA Ends/
RACE). In der ,,Zebrafish Brain“ cDNA-Bibliothek sind die cDNAs in den pSPORT-Vektor
(GibcoBRL Life Technologies, Karlsruhe) zwischen die Xmall/Salll Schnittstellen mit dem
PolydT-Ende auf der Xmall-Seite ligiert worden. Der kodierende und der 5’-untranslatierte
Bereich kann mit Hilfe eines Sequenz-spezifischen Primers und des pSPORT T7-RACE Pri-
mers amplifiziert werden (Abb. 3-5). Das resultierende Fragment wird in den T-Vektor ligiert
(vgl. 3.8.2), das Plasmid entsprechende Plasmid vermehrt (vgl. 3.7.2) und sequenziert (vgl.
3.9.5).
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Abbildung 3-5: Schematische Darstellung der Primer- und Insert-Orientierungen in der 5-RACE Re-
aktion. Ausgehend von einem Sequenz-spezifischen, hochschmelzenden Primer (,RACE") und einem
hochschmelzenden Vektorprimer (,T7-RACE®), wird der 5-gelegende Abschnitt des Inserts amplifi-
Ziert.

Um RNA-Sonden ohne Sequenzen der vektoriellen multiplen Klonierungsregion herzustellen,
werden [nsert-spezifische Primer am 5’-Ende mit der T3 RNA-Polymerase Promotorsequenz
verlangert. Gemeinsam mit vektorspezifischen Primern ermoglichen sie die Amplifikation
eines T3 Polymerase-Promotor//nsertabschnitts und eines Adapter/Vektorabschnitts, der mit
Rsal bzw. Afal vom erstgenannten abgespalten wird. In einem préparativen PCR-Ansatz (50
ul) dienen die entsprechenden Plasmide als Matrize.
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3.9 Nachweis spezifischer Nukleinsauren

3.9.1 In vitro Transkription und nicht-radioaktive Markierung von RNA

Fir die Detektion von mRNA in Gewebeschnitten haben sich in vifro transkribierte RNA-
Sonden als am geeignetsten erwiesen (Cox ef al., 1984). In vitro transkribierte RNA-Sonden
konnen mehrere Hundert Nukleotide lang sein. Zur antisense Sonde kann eine geeignete Kon-
troll-Sonde, die sense Sonde, hergestellt werden, die etwa die gleiche Lange und den gleichem
GC-Gehalt wie die antisense Sonde besitzt.

Digoxigenin-markierte UTP (DIG-UTP) RNA-Sonden werden mit dem ,,DIG RNA Labeling
Kit*“ (Roche Diagnostics, Mannheim) in einer in vitro Transkription gemafl den Vorgaben des
Herstellers synthetisiert. Als Matrize werden stromabwdrts des Inserts linearisierte Plasmide
benutzt, die mit einer 3’-Uberhiinge oder glatte Enden produzierenden Restriktionsendo-
nuklease geschnitten wurden. Alternativ konnen entsprechende PCR-Produkte (vgl. 3.8.3)
verwendet werden, die am 5’-Ende der sense oder antisense Sequenz einen Promotor fiir die
T3 RNA-Polymerase aufweisen.

Nach einer PCI-Extraktion werden zur Transkription etwa 1 pug (je 1 kb Insert) lineariserte
DNA in 1 x Transkriptionspuffer, 1 x Markierungsreagenz, 20 U RNasin (RNase Inhibitor,
Amersham Pharmacia Biotech) mit 4 U Sp6, T3 oder T7 RNA Polymerase 2 Stunden bei 37
°C inkubiert. Die Reaktion wird mit 2 pl 0,5 M EDTA abgestoppt. Die Zugabe von LiCl auf
0,2 M und Ethanol auf 75 % (v/v) bei -20°C fiir 30 Minuten féllt die RNA. Nach der Pelletie-
rung wird die RNA mit 70% Ethanol gewaschen, kurz an der Luft getrocknet und in 20 bis 50
ul DEPC-Wasser aufgenommen. Zur Quantifizierung und Kontrolle der Integritdt wird 1 ul
der RNA-L6sung elektrophoretisch aufgetrennt.

3.9.2 Markierung von DNA durch Auffullreaktionen

Nicht-radioaktive Markierung von DNA

Nicht-radioaktiv markierte DNA-Sonden werden zur ,,cDNA Southern* Hybridisierung ver-
wendet. Digoxigenin-markierte dUTP (DIG-dUTP) DNA-Sonden werden mit Hilfe des ,,DIG
DNA Labeling Kits“ der Firma Roche Diagnostics (Mannheim) hergestellt. Ein statistisches
Gemisch aus hexameren Oligonukleotiden hybridisiert an einzelstrangige DNA und ermog-
licht ein Auffiillen der Liicken durch eine Klenow-Polymerase. In der verwendeten Mutante
ist die Exonuklease-Aktivitit des C-terminalen Fragments der Polymerase 2 aus E.coli nicht
detektierbar.

Wihrend der nach Herstellerangaben durchgefiihrten Auffiillreaktion (etwa 1 pg Hitze denatu-
rierte DNA-Matrize, 1 x Hexanukleotid Mix, 1 x ANTP-Labeling Mix, 1 U Klenow Enzym in
20 ul Reaktionsansatz, 1 bis 20 h bei 37 °C) wird neben den natiirlichen Deoxynukleotiden
auch alkalilabiles DIG-11-dUTP in den Strang eingebaut, das immunohistochemisch nachge-
wiesen werden kann. Der Einbau von DIG wird mit ,,DIG Quantification Teststrips* (Roche
Diagnostics, Mannheim) quantifiziert, indem eine Verdiinnungsreihe der Probe und eine
Standardprobe der immunologischen DIG-Detektion vergleichend unterzogen werden. Vor
der Hybridisierung werden die Sonden durch Hitze denaturiert.
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Radioaktive Markierung von DNA

Hybridisierungen der cDNA-Bibliothek Replikafilter, der Dot Blots aus Kolonien, aus Plas-
miden und aus PCR-Produkten sowie die ,,cDNA Southern* Hybridisierungen werden mit [o.-
32p]dCTP-markierten (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) Sonden durchgefiihrt.

Das Syntheseprotokoll des ,,Prime-It™ II Kit* der Firma Stratagene (La Jolla, USA) wird be-
folgt. In die Auffiillreaktion werden neben 50 bis 300 ng DNA-Fragment, 1 x dCTP Reakti-
onspuffer, 1 x Hexanukleotide und 1 U Klenow Enzym 25 bis 50 pCi [o-"°P]dCTP eingesetzt.
Die nicht-eingebauten [0-**P]dCTP-Radionukleotide werden von der markierten DNA iiber
»INICK™ Column Sephadex® G-50“ (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) abgetrennt. In
der Gelfiltration verweilen die kleineren, nicht-eingebauten [0-*P]dCTP Radionukleotide
langer auf der Séule, wihrend die markierte DNA eluiert wird. Die dquilibrierten Sdulen wer-
den mit dem Klenow-Reaktionsansatz beladen, mit 400 pul TE-Puffer gespiilt und die markier-
te DNA in weiteren 400 pl TE-Puffer eluiert. Hiervon wird 1 pl in einem SzintillationsmefBge-
rat analysiert. Eine Inkubationszeit von 1 Stunde bei 37°C fiihrt zu Sonden mit einer Aktivitat
von iiber 4x10° cpm, so dass in 10 ml Church-Puffer eine Aktivitit von etwa 0,4x10° cpm/ ml
bzw. 0,2 nCi/ ml resultiert.

3.9.3 Transfer von Plasmiden, cDNA und RNA auf Membranen

Herstellung von Dot Blots aus Plasmiden in kleinem MaBstab

Plasmid Dot Blots im kleinen Malistab werden verwendet, um nach dem Rescreen der cDNA-
Bibliotheken positive Kolonien fiir die Sequenzierung auszuwéhlen. Hierzu wird 1,5 pl hitze-
denaturierte Plasmid DNA-L&sung auf die Nylonmembran pipettiert. Nach der UV-Licht Im-
mobilisierung (Church und Gilbert, 1984) wird die trockene Membran bis zur Hybridisierung
aufbewabhrt.

Transfer von cDNA auf Membranen ,.,cDNA Southern* Transfer

Eine Alternative fiir Hybridisierungen gegen RNA (Northern Hybridisierung) aus Geweben,
die in kleiner Menge vorliegen, ist die Hybridisierung gegen amplifizierte cDNA (,,cDNA
Southern®) aus diesem Gewebe (Endege et al., 1999). Fiir radioaktive ,,cDNA Southern* Hy-
bridisierungen wird cDNA auf die Hybond N Membran von Amersham Pharmacia Biotech
(Freiburg) und fiir nicht-radioaktive Hybridisierungen auf eine positiv-geladene Nylonmemb-
ran (Roche Diagnostics, Mannheim) iibertragen.

DNA-Elektrophoresegele wird fiir je zweimal 15 Minuten in Denaturierungslosung (1,5 M
NaCl, 0,5 N NaOH) und in Neutralisierungslosung (1,5 M NaCl, 1 M Tris-Cl, pH 7,5) ge-
schwenkt, um die doppelstringige in einzelstrdngige DNA zu iiberfithren. Nach dem Spiilen
des Gels in 20 x SSC wird die DNA mit diesem Puffer in einem nach unten gerichteten Kapil-
lartransfer (Lichtenstein, 1990) iiber Nacht auf eine Nylonmembran entsprechender Grofle
iibertragen. Die DNA wird durch UV-Licht (1200 pJoules x 100) auf dem Nylonfilter immo-
bilisiert (Church und Gilbert, 1984). AnschlieBend wird dieser kurz mit Wasser gespiilt, an
der Luft getrocknet und bis zur spiteren Verwendung bei Raumtemperatur verwahrt.

Die immoblisierte Nukleinsdure kann auf Nylonfiltern mit einer 0,04 % Methylenblau-Losung
(in 0,5 M Natriumacetat, pH 5,2) angefarbt werden (Sambrock et al., 1989).
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Transfer von RNA auf Membranen (Northern Transfer)

Elektrophoretisch aufgetrennte RNA wird auf die ,,Hybond N Membran (Amersham Phar-
macia Biotech, Freiburg) geblottet.

Nach der Elektrophorese unter denaturierenden Bedingungen, wird das Formaldehyd-haltige
Agarosegel (vgl. 3.7.4) 30 Minuten in Wasser geschwenkt, um das enthaltene Formaldehyd
auszuwaschen. Der nach unten gerichtete Kapillartransfer und die weiteren Schritte entspre-
chen dem ,,cDNA Southern® (s. 0.).

3.9.4 Hybridisierung von Nukleinsauren

Vorbereitung der Sonden

Die radioaktiven Sonden werden in 0,025 N NaOH 10 Minuten bei 56 °C denaturiert, auf Eis
abgeschreckt und zur Préhybridisierungslosung hinzugefligt, so dass eine Aktivitit von etwa
10° cpm/ ml erreicht wird. Die nicht-radioaktiven Sonden werden 10 Minuten im kochenden
Wasserbad erhitzt, abgeschreckt und zu einer finalen Konzentration von etwa 10 ng/ml einge-
setzt.

Hybridisierung von Kolonie und Plasmid Dot Blots sowie RNA-Blots mit Church-Puffer

Zur Prahybridisierung werden die in 2 x SSC gespiilten Filter in einer angepassten Menge
Church-Puffer (Church und Gilbert, 1984) eine Stunde bei 65°C prihybridisiert. Die radioak-
tiv-markierte und gereinigte Sonde wird denaturiert (s. u.) und der frischen Hybridisierungslo-
sung zugefiigt. Nach der Hybridisierung iiber Nacht bei 65°C wird jeweils zweimal 30 Minu-
ten bei 65°C mit Waschlosungen aufsteigender Stringenz (2 x SSC, 0,5 x SSC bzw. 0,2 x SSC
alle mit 0,2 % SDS) gewaschen.

Hybridisierung von cDNA- und Plasmid Filtern mit ULTRAhyb™

Mit ULTRAhyb™ binden in einer iiber Nacht Hybridisierung 50 bis 100 % der Zielmolekiile
ihre Sonde, wihrend dies bei Standardhybridisierungen nur 1 -5 % sind (Vernier et al., 1996).
Dadurch wird ein 20 - bis 50 - fach stirkeres Hybridisierungssignal erreicht, das die Detektion
von geringen Mengen DNA ermdglicht (Ambion, 1999).

Vorbereitete Filter werden in 2 x SSC angefeuchtet und mit der DNA-tragenden Seite nach
innen luftblasenfrei in Hybridisierungsrohren (Techne, Cambridge, UK) gelegt. Im optimalen
Fall tiberlappen die Membrane nicht. Sie werden mit einer angepassten Menge (3 - 10 ml)
ULTRAhyb™ fiir 30 Minuten bei 42 °C préahybridisiert. Hybridisiert wird tiber Nacht bei
42°C. Die Filter werden gemill den Angaben des Herstellers bei 42°C gewaschen (zweimal 5
Minuten in 2 x SSC, 0,2 % SDS; zweimal 15 Minuten 0,2 x SSC, 0,2 % SDS).

Detektion des radioaktiven Signals und Entfernung des Signals

Die Filter aus der radioaktiven Hybridisierung werden anschlieBend feucht in Plastikbeutel
gelegt und luftblasenfrei eingeschweilit. Je nach Intensitdt der Signal erfolgt die Exposition
eines Rontgenfilms fiir 2 Stunden bis zu 5 Tagen bei -80°C. Zur Entfernung der Sonden wer-
den die Filter dreimal mit 100°C heiler 0,2 % SDS-Losung fiir 30 Minuten bei Raumtempera-
tur inkubiert.
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Detektion von DIG-Markierungen und Entfernung des Signals

DIG-markierte Sonden werden mit Anti-Digoxigenin-Alkalische Phosphatase (AP)-Konjugat
und CDP-Star™ nachgewiesen (,,DIG Luminescent Detection Kit for Nucleic Acids*, Roche
Diagnostics, Mannheim). CDP-Star ist ein Chlor-substituiertes 1,2-Dioxetan Chemilumines-
zenz-Substrat fiir die alkalische Phosphatase. Die enzymatische Dephosphorylierung von
CDP-Star fiihrt zur Bildung eines metastabilen Dioxetan Phenolat-Anions, welches zerfallt
und in gepufferter Losung Licht bei 466 nm emittiert.

Die Membran wird 1 - 5 Minuten in Maleinsdure-Puffer (0,1 M Maleinsdure, 0,15 M NaCl,
mit NaOH auf pH 7.5 eingestellt) mit 0,3 % (v/v) Tween-20 inkubiert, 30 Minuten in 100 ml
Puffer 2 (1 % Blockierungsreagenz in Maleinsdure-Puffer) blockiert, 30 Minuten in der Anti-
korper-Verdiinnung (Anti-DIG-AP Konjugat 1:20000 in Puffer 2) inkubiert, zweimal 15 Mi-
nuten in Maleinsdure-Puffer mit 0,3 % Tween-20 gewaschen, 2 - 5 Minuten in Detektionspuf-
fer (0,1 M Tris-HCI, 0,1 M NaCl, pH 9,5) dquilibriert und in einem Hybridisierungsbeutel 1
bis 2 Minuten mit CDP-Star (1:100 bis 1:250 in Detektionspuffer) inkubiert. Die Membran
wird dann in eine Plastikfolie eingeschweilit und einige Sekunden bis einige Minuten auf ei-
nem Rontgenfilm exponiert.

Da das Digoxigenin iiber eine Alkali-labile Esterbindung an den Nukleotidteil gebunden ist,
kann die DIG-Markierung in zweimal 15 Minuten bei 37°C in Waschlésung II (0,2 M NaOH,
0,1 % SDS) entfernt werden.

3.9.5 PCR Cycle Sequenzierung und Sequenzanalyse

Die Sequenzierung von in Plasmid-DNA ligierten /nserts erfolgt unter Verwendung des ,,ABI
PRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit* der Firma Applied Biosys-
tems (Foster City, CA, USA). In 10 pl Sequenzierungsreaktion werden 500 bis 1000 ng Plas-
mid-DNA und 0,5 pM Sequenzierungsprimer mit 1 x BigDye Sequencing Mix versetzt.

Programm: 1. Denaturierung 94°C 30 sec
2. 25 Zyklen 95°C 15 sec, 50°C 30 sec, 72°C 2 min
3. letzte Synthese 72°C 7 min
4. Kiihlen 4°C halten

Die Produkte der zyklisierten Strang-Abbruch-Sequenzierungsreaktion werden nach der Etha-
nolfillung getrocknet und, bis zur elektrophoretischen Auftrennung auf einem Sequenzgel
durch Rita Lange, unter Lichtausschluf bei -20°C gelagert. Die Elektrophorese wird am ABI
PRISM™ 377 Sequencer im Institut fiir Genetik, Universitit zu Koln, durchgefiihrt.

3.10 cDNA Synthese und Amplifikation mit Hilfe des ,,SMART™ PCR cDNA
Synthesis Kits“ (Clontech)

3.10.1 Ubersicht

Fiir die cDNA-Synthese und Amplifikation wird das ,,SMART™ PCR cDNA Synthesis Kit*
von Clontech (Heidelberg) benutzt. Es ermdglicht die Synthese und Amplifikation von cDNA
in vollstdndiger Lange aus geringen Mengen Gesamt-RNA.

Ein modifizierter Oligo(dT)-Primer (cDNA Synthesis (CDS) Primer) bindet an das PolyA-
Ende der mRNA und bietet damit einen Ankniipfungspunkt fiir die RNA-abhéngige DNA-
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Polymerase (Abb. 3-6A). Sobald die reverse Transkriptase das 5’-Ende der RNA erreicht hat,
hingt ihre terminale Transferase Aktivitéit einige additive Nukleotide (bevorzugt Deoxycyti-
din) an das 3’-Ende der cDNA. Daran bindet das SMART™ II Oligonukleotid und verlédngert
auf diese Weise die Matrize auf der RNA-Seite. Die reverse Transkriptase komplementiert
darauthin die cDNA an dieser Stelle, indem sie die Matrize wechselt. Die Synthese von
cDNAs vollstindiger Linge ist begiinstigt, da die Deoxycytidin-Uberhiinge vorwiegend end-
stindig angehéngt werden. Die RNA-sequenzunabhingige Einbindung des SMART™ II Oli-
gonukleotids ermdglicht eine gleichméfBige cDNA-Amplifikation aller mRNA Spezies. Der
verwendete PCR Primer bindet an das SMART II Oligonukleotid und an den CDS Primer
(Abb. 3-6B).

A & mRNA —
GG P aVaVWaVaWaWaWaWaWaWaN Poly A3
5" -_
SMART I CDS Primer
Oligonukleotid
Erst-Strang-Synthese
mit reverser Transkriptase
GG 5,7 F AW e Wa W aWal s W oWl e W e POly A 3, -
6’6 - =
?
B £
dC-Uberhange durch 2
reverse Transkriptase [
R=
GG‘G 5 AN PolyA 3
Binden des SMART
Oligonukleotids und Auffullen
durch die reverse Transkriptase
& AN PolyA Y
GQ -
585 —
Amplifizierung der cDNA
in LD PCR mit PCR Primer
&=
ds cDNA
I I
= ]
B AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACGUGGG SMART Il Oligonukelotid
Rsal
AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGT PCR Primer
AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACT 3nyH-1H cDNA Synthesis Primer
(N=A,C,Goder T: N-1=A,GoderC) Rsal

Abbildung 3-6: Schematische Darstellung der cDNA Synthese mit Hilfe des ,SMART™ PCR cDNA
Synthesis Kits“ (Clontech, Heidelberg). A) FlieRdiagramm zum experimentellen Vorgehen. B) Sequen-
zen des CDS Primers, des PCR Primers und des SMART Oligonukleotids (alle drei beinhalten einen

gemeinsamen Sequenzabschnitt). Modifiziert nach ,SMART™ PCR cDNA Synthesis Kit*, User Manual
(1997).
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Die Reaktionen werden nach den Vorschlidgen des Herstellers zur cDNA-Synthese fiir den
Einsatz in die subtraktive Hybridisierung (,,PCR-Select™ Subtraction Kit“, Clontech) durch-
gefiihrt. In dieser Protokollvariante ist die Amplifizierung von nicht-spezifischem Hintergrund
dadurch reduziert, dass die cDNA/ RNA-Matrize vor der Amplifikation stark verdiinnt wird.
Soweit nichts anderes vermerkt ist, stammen die verwendeten Reagenzien, aus dem Kit. Die
PCR-Reaktionen laufen im ,,Gene Amp PCR System 2400* oder im ,,Gene Amp PCR System
9600 von Perkin-Elmer (Weiterstadt).

3.10.2 cDNA Erst-Strang Synthese

Zur Erststrang-Synthese werden 3 pul RNA-Losung (50 ng bis 1 pg) mit 2 uM CDS Primer
und dem 2 uM SMART™ II Oligonukleotid fiir 2 Minuten auf 70°C erhitzt und auf Raum-
temperatur abgekiihlt, um den CDS Primer an die RNA zu binden. Die RNA/ DNA Hybride
werden iiber Nacht bei 42°C in 1 uM CDS Primer, 1 uM SMART™ II Oligonukleotid, 1 x
Erststrangpuffer, 2 mM DTT, 1 mM dNTPs und 200 U Superscript I (MMLV RNase H
punktmutierte reverse Transkriptase; GibcoBRL Life Technologies, Karlsruhe) gebildet. Das
Erst-Strang Reaktionsprodukt wird in 40 ul TE-Puffer aufgenommen und nach der Hitzeinak-
tivierung der reversen Transkriptase (7 Minuten, 72°C) bei -20°C gelagert.

3.10.3 cDNA Amplifikation mit Long Distance PCR

Zur Vermehrung der zur Verfiigung stehenden cDNA wird diese mit dem ,,Advantage cDNA
PCR Kit*“ von Clontech (Heidelberg) amplifiziert. Das Kit enthdlt den Advantage KlenTaq
Polymerase Mix, der sich aus der KlenTaq-1 DNA-Polymerase, einer geringeren Menge
DNA-Polymerase mit 3’—5’ Kontroll-Leseaktivitdt und einem TaqStart™ Antikorper zu-
sammensetzt. Dieser monoklonale Antikdrper bindet an die 7ag DNA-Polymerase, so lange
bis er durch Hitze denaturiert wird. Nach dem Zerfall des Antikorpers beginnt die 7ag DNA-
Polymerase wie in einem Hot Start nach dem Denaturierungsschritt mit der DNA-Synthese
(Kellogg et al., 1994). Die Kombination der Polymerasen erlaubt die effiziente Amplifikation
von kompletten cDNAs mit einer geringeren Fehlerrate als konventionelle PCRs und die
Amplifikation von signifikant ldngeren Fragmenten in einer Long Distance (LD) PCR (Bar-
nes, 1994; Cheng et al., 1994).

Nach einer exponentiellen Amplifikationsphase steigt die cDNA-Menge nicht mehr an und
die Bildung von unspezifischen, hoher molekularen Produkten ist begiinstigt. Da mdglichst
eine grole Menge cDNA amplifiziert werden soll, aber die PCR noch in der exponentiellen
Amplifikationsphase sein muss, ist es notwendig, die PCR-Parameter mit Hilfe eines ,,zusétz-
lichen* Reaktionsansatzes zu optimieren. Zur Kontrolle der PCR-Bedingungen wird cDNA
aus humaner Plazenta in einem Parallelansatz amplifiziert.

Abhéngig von der eingesetzten RNA-Menge werden zwischen 1 und 10 pl verdiinnter RNA/
cDNA-Hybridlosung als Matrize in die LD PCR eingesetzt (entspricht 2 bis 5 ng RNA/ cDNA
Hybrid). Ein 100 pl Reaktionsansatz setzt sich aus 1 x Advantage KlenTaq PCR-Puffer 0,2
mM dNTPs, 0,2 uM PCR Primer, 1 x Advantage KlenTaq Polymerase Mix und der Matrize
zusammen. In einer Standard LD PCR werden 1 bis 3 ug cDNA synthetisiert. Fiir die subtrak-
tive Hybridisierung sind mindestens 2 pg cDNA vorgesehen, so dass zwei Ansitze flr jede
cDNA-Population amplifiziert werden.
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Programm: 1. Denaturierung 95°C 1 min
2. 25 Zyklen 95°C 15 sec, 65°C 30 sec, 68°C 6 min
3. Kiihlen 4°C halten

Nach 15 Zyklen werden die Reaktionsansitze, die filir subtraktive Hybridisierung bestimmt
sind, bei 4°C gehalten. Aus der Kontrolle und dem ,,zusétzlichen* Ansatz werden jeweils 15
ul entnommen und weitere 3 PCR-Zyklen gefahren. Von der 18 Zyklen-PCR werden wieder-
um 15 pl entnommen. Nach drei weiteren Zyklen wiederholt sich der Vorgang bis 33 PCR-
Zyklen durchlaufen worden sind. Von den entnommenen Proben werden jeweils 5 pl auf ei-
nem 1,2 %-igen Agarosegel aufgetrennt und die optimale Zyklusanzahl fiir die verbliebenen
Reaktionsansétze bestimmt. Einen Zyklus vor dem Erreichen des Amplifikationsplateaus ist
die Ausbeute optimal und die cDNA intakt (, SMART™ PCR c¢cDNA Synthesis Kit* User
Manual, 1997). Die entnommenen Reaktionsansédtze durchlaufen anschlieend die restlichen
PCR-Zyklen bis die optimale Zykluszahl erreicht ist.

3.10.4 Herstellung von cDNA Blots fur die ,cDNA Southern“ Hybridisierung

Nach dem differentiellen Screening (vgl. 3.12.4) wird in der ,,cDNA Southern* Hybridisie-
rung iiberpriift, ob die als Kandidatenp,smig oder Kandidatenpcr eingestuften cDNA-Fragmente
differentiell exprimiert werden. In der ,,cDNA Southern* Hybridisierung dient die Hybridisie-
rung einer Sonde mit einer cDNA-Population als MaB fiir die Expression der Sondensequenz
in dem Gewebe, aus dem die RNA fiir die cDNA-Herstellung stammt. In der vorliegenden
Studie wird anstelle der ,,Northern Hybridisierung* auf dieses Verfahren zuriickgegriffen, weil
nur eine begrenzte Menge RNA zur Verfiigung steht. Unter geeigneten Bedingungen ent-
spricht die mengenmafige Verteilung von cDNA-Sequenzen im Amplifikat der urspriingli-
chen Verteilung in der RNA-Préparation (Endege et al., 1999).

Fiir die Herstellung von ,,cDNA Southern* Blots wird die cDNA/ RNA-Matrize 1:50 bis
1:100 verdiinnt und als Matrize in die LD PCR eingesetzt. Fiir jede Verdiinnung wird die op-
timale Zyklusanzahl neu bestimmt. Unterhalb der optimalen Zyklusanzahl ist die Hybridisie-
rung relativ schwach, wéhrend bei hoheren Zykluszahlen eine Verschiebung zu héheren Mo-
lekulargewichten einsetzt. Die 1,2 %-igen Agarosegele werden (vgl. 3.9.3) geblottet und in
ULTRAhyb™ (Ambion) hybridisiert (vgl. 3.9.4). Der gleichmiBige cDNA-Auftrag wird in
einer Hybridisierung mit radioaktiv-markiertem S-actin-Fragment tiberpriift (amplifiziert aus
c¢DNA mit den beiden Primern b-actl und b-act2). Fiir S-actin wird eine gleichméBige, nicht
differentielle Expression angenommen.

Die Wahl der optimalen Amplifikationsbedingungen kann ebenfalls in einer Hybridisierung
tiberpriift werden (Abb. 3-7). Nur wéhrend der optimalen Zykluszahl hybridisiert das B-actin-
Fragment in einer distinkten Bande gegen die cDNA-Population. In overcycled cDNAs (hier
ab Zyklus 21) werden vermehrt kiirzere und langere (hier ab Zyklus 24) unspezifische Produk-
te gebildet, die zu einem verwischten Signal fiihren.
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A cDNA aus B

lateralem Bulbusabschnitt
Zyklen X 15 18 21 24 27 15 18 21 24 27

3054bp 3054bp

1636bp 1636bp

1018bp 1018bp — —> 1.
517/506bp — 517/506bp

B-aktin Sonde

Abbildung 3-7: Optimierung der PCR-Parameter fiir die Amplifikation von cDNA aus dem lateralen
Bulbusabschnitt. A) Ausgehend von 1 pl 1:100 verdiinnter Erststrangsynthese werden jeweils 10 ul
PCR-Produkt auf das 1,2 %-ige Agarosegel aufgetragen. B) ,cDNA Southern® Hybridisierung mit ra-
dioaktiv-markierter S-actin-Sonde.

3.11 Herstellen von subtrahierten cDNA-Bibliotheken mit Hilfe des
»CLONTECH PCR-Select™ cDNA Subtraction Kit“ (Clontech)

3.11.1 Ubersicht

Fiir die Herstellung von subtrahierten Bibliotheken wird das ,,CLONTECH PCR-Select™
cDNA Subtraction Kit*“ (Clontech, Heidelberg) verwendet. Die subtraktive Hybridisierung
ermdglicht den Vergleich von zwei ds cDNA-Populationen und die Isolierung von Genen, die
in der einen Population stédrker als in der anderen vertreten sind (vgl. 2.5.3; Diatchenko et al.,
1996).

Die cDNA, welche die differentiellen Transkripte enthélt, wird ,,Tester und die Referenz
cDNA ,,Driver genannt. Beide werden unter gleichen Préparationsbedingungen gewonnen
und mit dem Vierbasenspalter Rsal geschnitten. Die kiirzeren glatt-gespaltenen cDNA-
Fragmente ermoglichen die Ligation von Adaptoren und sind fiir die subtraktive Hybridisie-
rung geeignet. An die experimentelle ,, Tester cDNA werden in zwei getrennten Ansétzen die
Adaptoren 1 und 2R ligiert (Testerl~1 und Testerr-2R). Die Enden der Adaptoren haben kei-
ne Phosphatgruppen, so dass sie nur an die 5’-Enden der cDNA-Fragmente ligiert werden
konnen.

In der ersten Hybridisierung werden Testerl~1 und Testerl-2R jeweils mit einem ,,Driver*
Uberschuss durch Hitze denaturiert und 8 Stunden zum Annealen bei 68°C inkubiert (vgl.
2.5.3; Abb. 2-7). Dabei bilden sich verschiedene Hybrid-Typen in Abhédngigkeit von der Hau-
figkeit und der Verteilung der cDNA-Fragmente. Differentielle und gering konzentrierte Se-
quenzen treffen seltener auf ihr Gegenstiick und reichern sich normiert unter den verbliebenen
einzelstrangigen cDNA-Fragmenten an (Gurskaya et al., 1996).

In der unmittelbar anschlieBenden zweiten Hybridisierung werden die beiden Ansétze aus der
ersten Hybridisierung miteinander vermischt (= Testerly; vgl. 2.5.3). Die Bildung von Hybri-
den mit zwei unterschiedlichen Adaptoren ist nun mdglich und reprisentiert vor allem diffe-
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rentiell exprimierte Sequenzen. Die gleichzeitige Zugabe von frisch denaturiertem ,,Driver*
forciert die weitere Anreicherung von differentiell exprimierten Sequenzen.

Wihrend einer Inkubation mit DNA-Polymerase werden die 3’-Enden der cDNA-Fragmente
aufgefiillt, so dass cDNA-Fragmente entstehen, die zwei verschiedene Adaptoren tragen.

In der ersten PCR-Amplifikation (mit PCR Primer 1; Abb. 3-8) werden aufgrund des Suppres-
sions-Effektes nur die Typ e cDNA-Fragmente (vgl. 2.5.3; Abb. 2-7), mit den differentiell-
exprimierten Sequenzen angereichtet sind, exponentiell amplifiziert (Siebert et al., 1995).

In einer zweiten PCR mit den beiden Adapter-spezifischen Primern Nested Primer 1 und Ne-
sted Primer 2R (Abb. 3-8) werden cDNA-Fragmente vom Typ e weiter angereichert und
Hintergrund wird reduziert (vgl. 2.5.3; Abb. 2-7).

Nott —>TVSMaL oot 172

S —CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGICGCCCGGGECAGGET-37 Adaptor 1
3" —GGCCCGTCCA-S"

B —CTAATACGACTCACTATAGGGC—3" 5 —TCGAGCGGCCGCCCGEGCAGGT—37
PCR Primer 1 Nested Primer 1

Eagl/ Eael Rsal 1/2
S’ —CTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3" Adaptor 2R
3’ -GCOGGCTCCA-5

L —AGCGTGETCGCGECCGAGGT-37
Nested Primer 2R

Abbildung 3-8: Sequenzen der Adaptoren und der PCR Primer in der SSH. Die Ligation der Adapto-
ren an Rsal gespaltene cDNA stellt die Rsal Schnittstellen wieder her. Modifiziert nach Diatchenko et
al. (1999).

Neben der subtrahierten Testerl; cDNA wird die unsubtrahierte Tester!~C Kontrolle ampli-
fiziert, um die Effizienz der Subtraktion messen zu konnen. Zur Uberpriifung der Reaktions-
bedingungen werden der Muskel/¢X174r ,,Tester” mit seinem Kontrollansatz und eine erfolg-
reich subtrahierte Kontrolle amplifiziert.

Experimentell wird das Protokoll zum ,,CLONTECH PCR-Select™ cDNA Subtraction Kit*
(Clontech, Heidelberg) eingehalten. Die verwendeten Reagenzien werden soweit nicht anderes
vermerkt ist vom Hersteller bereitgestellt. Fiir die PCR-Amplifikationen werden die Gene
Amp PCR System 2400 und Gene Amp PCR System 9600 Thermalzykler von Perkin Elmer
(Weiterstadt) benutzt.

3.11.2 Herstellung der Adapter-ligierten ,Tester® cDNAs

Reinigung der PCR-Produkte iiber PCI-Extraktion und Sdulenchromatographie

Zur Abtrennung von Proteinen werden die beiden unter 2.10.3 hergestellten cDNA-
Amplifikate vereinigt und mit PCI extrahiert. Die wéssrige Phase wird mit 700 ul n-Butanol
ausgeschiittelt und so auf 40 bis 70 pl konzentriert. Das Konzentrat wird iiber ein mit TNE-
Puffer (10 mM Tris-HCI, 10 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, pH 8,0) dquilibriertes CHROMA
SPIN™-1000 Séulchen von Nukleotiden und Primern getrennt und in 320 pl erste und 75 pl
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zweite Fraktion eluiert. Die Ausbeute nach der Reinigung liegt zwischen 30 und 50 % und die
Reinheit der Préparation wird gelelektrophoretisch liberpriift.

Spaltung mit Rsa / und Reinigung der Spaltprodukte

Die gereinigte cDNA-Fraktion wird mit 15 U Rsa [ fiir 3 Stunden bei 37°C gespalten. Die
Vollstindigkeit der Spaltung wird gelelektrophoretisch iiberpriift. War die Spaltung vollstin-
dig, werden die Spaltprodukte mit QIAEX II (Qiagen, Hilden) von Rsa I getrennt und auf 20
ul konzentriert. Fiir die folgende Ligation werden die QIAEX II Glaskiigelchen vollstindig
von den cDNA-Losungen mit Hilfe von Mikrofiltrationssdulchen (Porendurchmesser 0,45
nm) abgetrennt. Die cDNA wird in Gegenwart von 1,3 M Ammoniumacetat und 75 % Etha-
nol prizipitiert und in 6,7 pul TNE-Puffer resuspendiert.

Herstellung der Subtraktionskontrolle aus Skelettmuskulatur PolyA-RNA und Haelll verdau-
ter X174 Phagen DNA

Die Bedingungen wihrend der subtraktiven Hybridisierung werden kontrolliert, indem paral-
lel zu den experimentellen Ansidtzen Haelll-gespaltene ¢X174 Phagen-DNA aus Muskel
cDNA Hintergrund subtrahiert wird.

Ausgehend von 2 pg PolyA-mRNA aus humaner Skelettmuskulatur werden zunéchst mit dem
cDNA Synthesis Primer und Superscript II (GibcoBRL Life Technolgies, Karlsruhe) mRNA/
cDNA-Hybride hergestellt (1,5 Stunden bei 42°C in Gegenwart von 1 mM dNTPs und 1 x
Erststrang-Puffer). Fiir die Synthese des zweiten Stranges wird der Erststrang-Synthese An-
satz mit DNA-Polymerase I (24 U), RNase H (1 U), E.coli DNA-Ligase (4,8 U) und T4 DNA-
Ligase (6 U) inkubiert. Die ds cDNA wird anschlieBend mit Rsal (15 U) fiir 1,5 Stunden bei
37°C geschnitten, PCI extrahiert und geféllt. Einem Teil dieser Skelettmuskel cDNA wird als
»lester mit Haelll-gespaltener ¢$X174 Phagen-DNA vermischt, so dass jedes Phagen-
Fragment 0,02 % der gesamten cDNA ausmacht. Der andere Teil fungiert als ,,Driver.

Adapterligation an die experimentelle .. Tester cDNA

Zur Ligation der Adaptoren wird der ,,Tester* auf zwei Ansétze verteilt. Der eine Teil wird
mit Adapter 1 (Testerl;-1) und der andere mit Adapter 2R (Testeri-2) ligiert. Fiir die
Herstellung der unsubtrahierten ,,Tester“-Kontrolle werden Aliquots aus beiden
Ligationsansétzen vereint (7Testerl~C). Der Testerl~C dient in den folgenden Experimenten
als positive Kontrolle fiir die Ligation und spéter als negative Kontrolle fiir die Subtraktion.
Die ,,Driver” cDNA (Driverip) wird nicht ligiert.

Fiir die Ligation werden 2 pl 1:6 verdiinnte ,,Tester cDNA (Testerl-1, -2 und -C), 3 pl H,O,
2 ul 5 x Ligationspuffer und 400 U T4 DNA-Ligase {iber Nacht bei 16°C inkubiert. Die Reak-
tionen werden mit 1 pl EDTA/ Glykogen (0,2 M EDTA, 1 mg/ ml Glykogen) gestoppt und die
Ligase 5 Minuten bei 72°C inaktiviert. Die Adapter-ligierte Kontrolle Tester!~C wird 1:1000
in 1 ml Wasser verdiinnt.

Ligationseffizienztest

Wenigstens 25 % der cDNA-Fragments sollten an Adaptoren ligiert sein, um eine Subtraktion
erfolgreich durchfiihren zu konnen. Die Effizienz der Adapterligationen wird in einer semi-
quantitativen PCR iberpriift. Die PCR-Produkte von zwei Gen-spezifischen Primern
(G3PDHS5’ und G3PDH3’ fiir die Muskel/$X1741 Kontrolle und b-actl und b-act2 fiir die
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experimentellen Testerr) werden mit den PCR-Produkten von dem Adapter-spezifischen PCR
Primer 1 und dem 3’-gelegenen Gen-spezifischen Primer verglichen.

Ein 25 pl PCR-Reaktionsansatz mit 1 pl 1:200 verdiinntem Adapter-ligierten ,,Tester*, 4 uM
3’-Primer, 4 uM 5’-Primer oder PCR Primer 1, 1 x PCR Reaktionspuffer, 0,2 mM dNTP und
1 x Advantage cDNA Polymerase Mix wird 25 Runden (fiir die Muskel/$X174r Kontrolle)
bzw. 30 Runden (fiir die experimentellen ,, Tester) amplifiziert.

Programm: 1. Denaturierung 94°C 30 sec
2. 25 Zyklen 94°C 10 sec, 65°C 30 sec, 68°C 2,5 min
3. Kiihlen 4°C halten

Unterscheiden sich die PCR-Produkte auf einem 2 %-igen Agarosegel in ihrer Intensitit we-
niger als vierfach, wird mit der subtraktiven Hybridisierung begonnen. Andernfalls wird die
Ligation wiederholt. So weit wie moglich wird die Konzentration der PCR-Produkte fluores-
zenzphotometrisch bestimmt und vergleichend herangezogen.

3.11.3 Erste und zweite Hybridisierung

Die Adapter-ligierten ,, Tester cDNAs werden mit einem 25-fachen UberschuB3 ,,Driver*
cDNA in 4 pul 1 x Hybridisierungspuffer versetzt, fiir 1,5 Minuten bei 98 °C durch Hitze dena-
turiert und 8 Stunden bei 68°C in einem Thermozykler inkubiert.

In der unmittelbar anschlieBenden zweiten Hybridisierung werden die beiden Ansidtze aus der
ersten Hybridisierung miteinander vermischt (= Testerlr). Die Bildung von Hybriden mit
zwei unterschiedlichen Adaptoren ist nun moglich und reprisentiert vor allem differentiell
exprimierte Sequenzen. Die Zugabe von frisch denaturiertem ,,Driver fiihrt zu einer weiteren
Anreicherung der differentiell exprimierten Sequenzen.

Die ,,Driver” ¢cDNA wird 90 Sekunden bei 98°C denaturiert (in 4 x Hybridisierungspuffer).
Die Zugabe des ,Drivers” in etwa 8-fachem Uberschul und die Vermischung der beiden
»lester Fraktionen wird beinahe gleichzeitig durchgefiihrt. Fiir die zweite Hybridisierung
wird liber Nacht bei 68°C im Thermozykler inkubiert. Danach wird der Ansatz in 200 ul Dilu-
tion Buffer verdiinnt, fiir 7 Minuten auf 68°C erhitzt und bei -20°C gelagert.

3.11.4 Subtraktive ,Suppression PCR" Amplifikation

Neben der subtrahierten Testerl; cDNA wird die unsubtrahierte Tester!~C Kontrolle ampli-
fiziert, um die Effizienz der Subtraktion messen zu konnen. Zur Uberpriifung der Reaktions-
bedingungen werden ebenfalls der Muskel/¢X1747 ,,Tester mit seinem Kontrollansatz und
eine erfolgreich subtrahierte Kontrolle amplifiziert.

1 pl des unter 2.11.3 hergestellten 1:200 verdiinnten Testersi bzw. Muskel/9X174r Kontrolle
und 1 pl des unter 2.11.2 1:1000 verdiinnten Driverslp werden in einem 25 pl PCR-
Reaktionsansatz (0,4 uM PCR Primer 1, 0,2 mM dNTPs, 1 x Advantage cDNA Polymerase
Mix, 1 x PCR-Reaktionspuffer) zunichst fiir 5 Minuten auf 75°C erhitzt. In diesem Schritt
werden fehlende Strange komplementér zu den liberhdngenden Adaptoren aufgefiillt. Danach
werden die differentiellen Sequenzen in 27 PCR Zyklen ,,primdrer PCR* amplifiziert.
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Programm: 1. Denaturierung 94°C 25 sec
2. 25 Zyklen 94°C 10 sec, 66°C 30 sec, 72°C 1,5 min
3. Kiihlen 4°C halten

In der sekundidren PCR werden die primédren 1:10 verdiinnten PCR-Produkte in 25 pl PCR-
Reaktionsansétzen (0,2 mM dNTPs, 1 x ,,Advantage cDNA Polymerase Mix“, 1 x PCR Reak-
tionspuffer) mit 0,4 uM Nested PCR Primer 1 und 4 uM Nested PCR Primer 2R in 12 Zyklen
amplifiziert. Fiir die Sondenherstellung (vgl. 3.12.2) werden die Reaktionen doppelt angesetzt.

Programm: 1. 12 Zyklen 94°C 10 sec, 68°C 30 sec, 72°C 1,5 min
2. Kiihlen 4°C halten

Zur Kontrolle der Subtraktionsbedingungen werden Aliquots der primdren und sekundiren
PCR-Produkte gelelektrophoretisch aufgetrennt.

Subtraktionseffizienztest

Um einen Eindruck von der Effizienz der Subtraktion bei dem experimentellen Testerl; zu
erhalten, wird der Subtraktionseffizienztest durchgefiihrt. Der Subtraktionseffizienztest ist
eine semiquantitative PCR, die die Haufigkeit von bestimmten cDNA vor und nach der Sub-
traktion miteinander vergleicht. Idealerweise wird die Hiufigkeit von einem nicht-differentiell
und einem differentiell exprimierten Gen analysiert. Hier wird die Héaufigkeit von B-aktin
(nicht-differentiell) analysiert. Differentiell exprimierte Sequenzen sind fiir die untersuchten
Fragestellungen fiir Danio rerio nicht bekannt.

Die sekundiren PCR-Produkte werden 1:10 in Wasser verdiinnt. In weiteren Verdiinnungs-
schritten werden die Konzentrationen der PCR-Produkte angeglichen. Das Verhéltnis der
Konzentrationen untereinander wurde iiber gelelektrophoretische Auftrennungen abgeschétzt.
Nach 18 PCR-Zyklen wird vom Reaktionsansatz (30 pl mit 1 ml verdiinntem sekundiren
PCR-Produkt, 0,4 uM b-actl, 0,4 uM b-act2, 1 x PCR-Reaktionspuffer, 0,2 mM dNTP) ein
Aliquot von 5 pl entnommen. In Abstdnden von 5 Zyklen werden weitere Aliquots gewonnen.
Auf einem 2% Agarosegel werden die Aliquots gelelektrophoretisch aufgetrennt und analy-
siert. Bei einer erfolgreichen Subtraktion sollte die S-aktin Bande in den Ansitzen mit den
subtrahierten Matrizen 5 bis 15 Zyklen spdter als in den Kontroll-Subtraktion detektierbar
sein.

Programm: 1. 18 bzw. 5 Zyklen 94°C 30 sec, 60°C 30 sec, 68°C 2 min
2. Kiihlen 4°C halten

3.11.5 Ligation und Transformation der cDNA-Bibliothek

Zum Erstellen der subtrahierten Bibliothek werden 3 pl der sekundidren PCR-Produkte von
Tester1-Bib in den pGEM-T-Vektor (Promega, Mannheim) ligiert (vgl. 3.8.2). Die Elektro-
transformation in E.coli XL.1 Blue (Stratagene, La Jolla, USA) soll zu etwa 10* unabhéngigen
Kolonien pro 1 ul sekunddrem PCR-Produkt fiihren. Nach der ,,Blau-WeiB3-Selektion* werden
zufdllig ausgewéhlte Kolonien entweder zur Herstellung von Kolonie Dot Blots (vgl. 3.12.3)
oder zur Herstellung von Dot Blots aus PCR-Produkten (vgl. 3.12.3) herangezogen.
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3.12 Screening der subtrahierten cDNA-Bibliotheken

3.12.1 Ubersicht

Die subtrahierten cDNA-Bibliotheken enthalten neben den cDNA-Fragmenten, die differen-
tiell exprimierte mRNAs reprasentieren, auch cDNA-Fragmente, die im ,,Tester und im
,Driver im gleichen Umfang exprimiert werden. Der Umfang dieses ,,Hintergrundes hingt
von der RNA-Qualitdt und von der Durchfithrung der Subtraktion ab. Weiterhin begiinstigen
wenige differentiell exprimierte Gene und geringe quantitative Unterschiede in der Expression
die Bildung eines hohen ,,Hintergrundes*.

Bei einem hohen ,,Hintergrund* werden zufillig ausgewéhlte Transformanden im differentiel-
len Screening in Klone, die differentiell exprimierte cDNA-Fragmente tragen (Kandidaten)
und in ,,Hintergrund* vorsortiert.

Es gibt zwei Arten, eine subtrahierte cDNA-Bibliothek differentiell zu screenen. Im ersten
Ansatz werden die Klone der subtrahierten cDNA-Bibliothek (z. B. Testerl-Bib) mit den
nicht-subtrahierten cDNA-Sonden aus Tester!-C und Driverl-C hybridisiert (Hedrick et al.,
1984; Sakaguchi et al., 1986). Klone, die differentiell exprimierte Transkripte reprdsentieren,
hybridisieren mit der Tester/-C Sonde, jedoch nicht oder schwécher mit der Driver-C Sonde.
Ein Nachteil dieser Methode ist, dass nur hiufig vorkommende Gene ein detektierbares Hy-
bridisierungssignal produzieren kénnen (Wang und Brown, 1991).

Der zweite Ansatz verwendet die ,,vorwirts“- und ,rickwéirts“-subtrahierten cDNA-
Populationen (7esterl-Bib und Tester2-Bib) als Sonden. In der ,riickwirts“-subtrahierten
cDNA-Bibliothek ist der urspriingliche Tester als Driver und der Driver als Tester eingesetzt.
In den subtrahierten cDNA-Bibliotheken sind die seltenen differentiellen Sequenzen angerei-
chert, so dass es bei differentieller Expression zu einem detektierbaren Hybridisierungssignal
mit der ,,vorwirts* subtrahierten cDNA-Population (7ester-Bib) kommen kann. Die differen-
tiellen Kandidaten hybridisieren mit der ,,vorwérts“-Sonde (7esterl-Bib) stirker als mit der
Hruckwarts® (Tester2-Bib) Sonde. Signale, die mit der Tester2-Bib-Sonde intensivere Signal
erzeugen als mit der Testerl-Bib-Sonde gelten als ,,Hintergrund*“ (Lukaynov et al., 1996;
Wang und Brown, 1991).

Das ,,PCR-Select Differential Screening Kit“ sieht vor, dass Signale nur als differentiell ein-
zustufen sind, die ein fiinfmal stirkeres Signal mit der ,,vorwérts als mit der ,,riickwérts sub-
trahierten Sonde erzeugen. In der vorliegenden Arbeit werden die Signale im Vergleich zu
thren Nachbarn bewertet. Dabei bewegen sich die Unterschiede in einem Bereich von etwa 1,5
und 3.

Fiir das differentielle Screening wird neben der beschriebenen subtrahierten ,,vorwirts* Bib-
liothek (Tester1-Bib) eine ,,riickwérts* gerichtete subtrahierte cDNA-Bibliothek (7ester2-Bib)
hergestellt.
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3.12.2 Vorbereitung der cDNA-Sonden und der negativen Hybridisierungskontrollen

Vorbereitung der cDNA-Sonden

Fiir die cDNA-Sonden werden jeweils zwei identische Ansétze (etwa 40 pl) sekundires PCR-
Produkt (TesterI-Bib, Tester2-Bib, Testerl-C, Tester2-C) vereint, liber das ,,QIAquick PCR
Purification Kit* (Qiagen, Hilden) aufgereinigt und in 28 ul eluiert. Die Adaptoren werden in
hintereinander geschalteten Reaktionen mit Rsa I, Eag I und Sma I in entsprechenden Puffern
bei 37°C bzw. 30 °C abgespalten, um eine Hybridisierung der Adaptersequenzen zu vermei-
den. Die Vollstandigkeit der Spaltung wird in parallelen Ansétzen, denen 500 ng ,,Plasmid
1.7° (pGEM-T-Vektor mit negativer Hybridisierungskontrolle 1R mit einer Rsal Schnittstelle
bei 1875 bp) zugefiigt wurde, tiberpriift. Der linearisierte Vektor und die abgespaltenen Adap-
toren werden in einer gelelektrophoretischen Auftrennung der Spaltprodukte iiber ein 2 %
NuSieve Gel (FMC, Rockland, ME, USA) visualisiert. Die Adaptoren werden von den
cDNA-Fragmenten mit Hilfe des ,,QIAquick PCR Purification Kits*“ (Qiagen, Hilden) ge-
trennt. Die Sondenvorlagen werden in 50 pul 10 mM Tris-HCI, pH 8.5, eluiert. Zur Herstellung
der radioaktiv-markierten Sonden wird das ,,Prime It II Kit* von Stratagene (La Jolla, USA)
benutzt (vgl. 3.9.2).

Herstellung der negativen Hybridisierungskontrollen

Da verbliebene Adaptersequenzen an den Sonden trotz ihrer geringen Grof3e zu einem erheb-
lichen Hintergrundsignal fiihren konnen, wird das Hintergrund Signal mit Hilfe der beiden
negativen Hybridisierungskontrollen cDNA IR und ¢cDNAZ2R iiberpriift. cDNAIR und cDNA2R
sind Plasmide, die cDNA-/Inserts tragen. Das cDNA-Fragment cDNAIR korrespondiert mit
einem 320 bp langen Abschnitt aus einem Testis-spezifischen Protein aus Maus (X52128).
Das cDNA-Insert ¢cDNA2R entspricht einem 220 bp langem Fragment aus Prostata-
spezifscher humaner mRNA fiir Semenogelin III (AN _M&81652). Beide Inserts enthalten die
Sequenzen der Nested Primer 1 und Nested Primer 2R. Da die korrespondierenden mRNAs
Gewebe-spezifisch exprimiert werden, gehen Signale mit den negativen Kontrollen wihrend
des differentiellen Screenings auf Wechselwirkungen der Adaptersequenzen mit unvollstindig
entfernten Adaptoren der Sonden zuriick.

Die Inserts (jeweils 3 ng Plasmidlésung) werden in der zweiten Suppression PCR parallel mit
den subtrahierten cDNA-Bibliotheken und deren Kontrollen amplifiziert. In den folgenden
Schritten werden sie wie die subtrahierten cDNA-Bibliotheken behandelt, um schlieBlich in
die Dot Blot Herstellung einbezogen zu werden.

3.12.3 Herstellung von Dot Blots fur das differentielle Screening

In der ,,Blau-Weil3-Selektion* ausgewihlte Kolonien werden in Dot Blots aufgereiht und dif-
ferentiell gescreent. Eine Ubersicht iiber die Vorteile, die Anwendung und die Herstellung der
verwendeten Dot Blot Verfahren gibt Tabelle 1.

Die Kolonie und die PCR-Produkt Dot Blots geméal} der ,,Select Differential Screening Kits*
User Manual (1997) hergestellt, wihrend die Plasmid Dot Blots mit einem daraus modifizier-
ten Protokoll angefertigt werden.

Fiir alle Anwendungen werden 96 Aliquots cDNA-Fragment-haltige Losung (Bakteriensus-
pension, Plasmidprédparation, Kolonie PCR-Produkt) auf Nylonmembran aufgetragen. Nach
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der Denaturierung der DNA wird neutralisiert und die DNA auf der Membran verankert. Bis
zur Verwendung werden die Membranen getrocknet bei Raumtemperatur gelagert.

Initial wurden die kostenglinstigeren Kolonie und Plasmid Dot Blots fiir das differentielle
Screening hergestellt. Nach der Priparation der hausinternen 7ag-Polymerase, wurde mit Hil-
fe der PCR-Produkt Dot Blots gescreent, die ein geringes Hintergrundsignal und ein gleich-
maBiger Auftrag auszeichnete.

Tabelle 3-1: Vergleichende Ubersicht zu den Dot Blot Verfahren, die im differentiellen Screening ver-

wendet werden.

Kolonie Dot Blot Plasmid Dot Blot PCR-Produkt Dot
Blot
Hintergrund hoch hoch gering
Auftrag ungleichmaBig gleichmiBig gleichmaBig
Durchfiihrung schnell langsam mittel
Kosten gering gering hoch
Anwendung Lateral/ Medial cDNA- Lateral/ Medial cDNA- Regeneration/ Kontroll
Bibliotheken, 1. Screen- | Bibliotheken, 2. Screen- | cDNA Bibliothek
ing ing

Bakterienkulturen in

100 pl in 96 Loch Platten,
2 Stunden bis iiber Nacht

2 ml Ubernachtkulturen

100 pl in 96 Loch Platten,
2 Stunden bis iiber Nacht

LB/amp/tet Medium
Aufarbeitung - Plasmid Préparation im Kolonie PCR mit 0,5 bis
kleinen MafBstab 5 pl Bakteriensuspension
als Matrize
Auftragshilfe 12 Kanalpipette 12 Kanalpipette, 12 Kanalpipette,
Dot Blot Apparatur (Bio- | Dot Blot Apparatur
Rad, Miinchen)
Membran Hybond N (Amersham Hybond N Hybond N
Pharmacia Biotech,
Freiburg)
Auftragsmenge weniger als 1 pl Kultur 5 pl Plasmidlésung 4 ul PCR-Produkt aus 20
wichst tiber Nacht auf ul Reaktionsansatz*
Hybond N/LB/amp/tet
Platte
Denaturierung 4 Min. 1,5 M NaCl, 0,5 N | 200 pl 1,5 M NaCl, 0,5 N | vor Auftrag:
NaOH auf getrinktem NaOH iiber Dot Blot 4 ul 0,6 N NaOH
Blotting Papier Apparatur
Neutralisierung 4 Min. 1,5 M Na(l, 0,5 200 pl 1,5 M NaCl, 0,5 M | nach der Fixierung:

M Tris-HCI, pH 7,4 auf

Tris-HCI, pH 7,4 {iber

4 Minuten 1,5 M NaCl,

getranktem Blotting Pa- | Dot Blot Apparatur 0,5 M Tris-HCI, pH 7,4
pier auf getranktem Blotting
Papier
Anzahl identischer |4 2 4

Blots

Fixierung

2 Stunden, 80°C

UV-Stratalinker (Strata-
gene, La Jolla, USA)

UV-Stratalinker

*: Zur Kontrolle des Auftrags werden die PCR-Produkte nach der Denaturierung mit 1 pl 10 x DNA-Ladepuffer
gemischt. Die Membrane werden fiir eine spdtere Beurteilung der Ladegiite im Vergleich zu den Hybridisie-

rungssignalen auf einem Leuchttisch mit der Coolpix 750 Digitalkamera (Nikon) fotografiert.
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3.12.4 Hybridisierung der Dot und ,cDNA Southern“ Blots sowie die Auswertung der
Hybridisierungssignale

Kolonie und Plasmid Dot Blots

Die Kolonie Dot Blots wurden mit den subtrahierten cDNA-Sonden (vgl. 3.12.2) in Church
Puffer hybridisiert (vgl. 3.12.4). Die eingeschweifiten Membranen werden auf der Phosphoi-
mager Platte (Fuji, Diisseldorf) iiber Nacht exponiert. Nach dem Einlesen der Phosphoimager
Platten werden anhand der Ausdrucke zunichst Kandidatengoonie ermittelt. Dabei wird ein
Kandidatgonie als positiv bewertet, wenn sein Signal relativ zu den umgebenden Klonen auf
dem Blot der ,,vorwérts“-Sonde (7esterl-Bib) intensiver als auf dem Blot der ,riickwirts*
Sonde (Tester2-Bib) ist. Im Zweifelsfall wird der Transformand zu den Kandidatengoonie ge-
rechnet. Wird die differentielle Expression der Kandidatenggjonie, die aus dem Kolonie Dot
Blot stammen, bestitigt, werden sie in folgenden als Kandidatenpj,smig bezeichnet.

PCR-Produkt Dot Blots

Die Dot Blots aus den PCR-Produkten (vgl. 3.12.3) werden in ULTRAhyb von Ambion (Aus-
tin, USA) mit subtrahierten und nicht-subtrahierten cDNA Sonden hybridisiert (vgl. 3.12.4).
Die eingeschweifiten Blots werden 1 oder 4 Stunden bei -70°C auf XLS-1 oder X-OMAT AR
Rontgenfilme (Kodak, Stuttgart) exponiert. Die Signale werden mit Hilfe des Geldokumenta-
tionssystems (Bio-Rad , Miinchen) eingescannt und {iber die Quantity One Software (Bio-Rad,
Miinchen) vermessen. Hierzu wird ein 96 Loch Gitter mit variablen Lochdurchmessern iiber
die Signale gelegt. Nur die Intensitit der Signale innerhalb der Locher wird vermessen und
kann als Microsoft Excel (www.microsoft.com) einlesbare Datei gespeichert werden. Die
GroBe der Locher und die Position des Gitters wird den Blots angepasst, ist jedoch innerhalb
einer Serie identisch. Die Helligkeit der Aufnahme wird so eingestellt, dass ,,freie” Flache
trotz Eigenfarbe des Films oder Hintergrundsignal, in dem Blotprofil als ,,signalfrei” (= 0)
vermessen wird.

»CDNA Southern* Blots

Die Signale der Kandidatenpcg oder Kandidatenp,smiq werden quantitativ mit Signalen der -
aktin Sonde des gleichen Blots verglichen. Hierzu werden die Signale digitalisiert und ihr
»Volumen® mit der Quantity One Software (Bio-Rad, Miinchen) vermessen. Die Signale der
Kandidaten werden mit Hilfe der zugehorigen B-aktin Signale standardisiert und miteinander
verglichen.

3.13 Allgemeine Computer gestiitzte Verfahren

3.13.1 Sequenzanalyse und phylogenetische Analyse

Unbekannte Sequenzen werden zunichst iiber die NCBI (National Center for Biotechnolgy
Information; www.ncbi.nlm.gov) Standard Nukleotid/Nukleotid BLAST Suche auf bekannten
Sequenzanteile hin iiberpriift (Non-Redundant und Est Datenbinke). Kann die Sequenz kei-
nem Gen zugeordnet werden, wird untersucht, ob sie ein offenes Leseraster enthidlt (ORF Fin-
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der, NCBI). Sie wird ggf. translatiert und &hnliche Sequenzen mit Hilfe von Standard Prote-
in/Protein BLAST gesucht. Um zu priifen, ob ein /nsert vollstindig sequenziert ist, werden
die Sequenzen von beiden Seiten im BLAST 2 Sequences (NCBI) miteinander verglichen.

Fiir die Herstellung von phylogenetischen Stammbédumen werden die translatierten Proteinse-
quenzen der entsprechenden Gene verwendet. Das offene Leserater wird iber DNASIS V 2.0
(Hitachi Software Engineering America, San Francisco, CA, USA) oder den ORF Finder
(NCBI) ermittelt. Nach einem Vergleich in der Standard Protein/Protein ,,BLAST* Funktion
wird 1. d. R. fiir verschiedene Spezies jeweils das dhnlichste Protein ausgewéhlt. Eine Liste
aller ausgewéhlten Sequenzen im FASTA Format wird erstellt und in Clustal W (EMBL Eu-
ropean Bioinformatics Institute; www.ebi.ac.uk/clustalw) in ein ausgerichtetes Dateiformat
(.aln, lesbare gcg MSF Datei) umgewandelt. Die Sequenzen werden auf die kleinste gemein-
same Sequenz gekiirzt und in Clustal W {berpriift. Die ausgerichtete und geschnittene Se-
quenzdatei wird mit Hilfe der Wisconsin Sequence Analysis Package 4.0 (Genetics Computer
Group, Oxford, UK) iiber die WWW-Oberflache des Regionalen Rechenzentrums der Univer-
sitdt zu Koln (gendb.rrz.uni-koeln.de/w2h) unter den Funktionen Distances (Kimura Algo-
rithmus) gefolgt von GrowTree prozessiert. Der resultierende phylogenetische Stammbaum
wird nach dem UPGMA Algorithmus (Unweighted pair-group method using arithmetic ave-
rages; Sneat und Sokal, 1973) ermittelt, der den Abstand in Aminosdurenaustausche misst.
Die erzeugte Nexus-Datei kann in TreeViewerPPC 1.6.5 in verschiedenen Formaten darge-
stellt werden (http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/rod.html).

3.13.2 Praparataufnahmen und deren Digitalisierung

Die auf Ektachrome 160T aufgenommenen Dias werden mit Hilfe des Nikon Diascanners
digitalisiert. Die zu dem originalen Diapositiv dhnlichsten Bilddateien werden erzeugt, indem
der Diascanner (Nikon, Diisseldorf) liber das Programm (NikonScan 1998, 2.5) angesteuert
wird und hier der Kontrast und die Farbbalance eingestellt werden. Whole mount Préparate
werden unter dem Fluoreszenzbinokular mit Hilfe der Coolpix 950 Digital Kamera aufge-
nommen und die Bilddateien auf dem Image Mate (SanDisk, Sunnyvale, CA, USA) zwi-
schengespeichert, bevor sie auf einen Computer transferiert werden (Picture Viewer; Apple
Computer, Feldkirchen). Der Flachbrettscanner wird iiber Adobe® Photoshop® 5.0 Power
PC™ (Adobe, San Jose, CA, USA) angesteuert.

Helligkeit, Kontrast, Bildgro3e und Dateigro3e werden in Adobe® Photoshop® 5.0 Power
PC™ eingestellt, bevor die prozessierten Bilder in FreeHand™ 7.0 importiert werden.
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Im olfaktorischen System liegen Riechsinneszellen verteilt iiber das olfaktorische Epithel ver-
teilt und projizieren unabhingig von ihren Nachbarschaftsbeziehungen in den olfaktorischen
Bulbus. Dort konvergieren die Fortsdtze von Riechsinneszellen, die den gleichen Rezeptor
exprimieren, in Glomeruli. Die Positionen der entsprechenden Glomeruli ist stereotyp und
tiber verschiedene Individuen einer Spezies hinweg invariant. An der Wegfindung sind die
olfaktorischen Rezeptorproteine beteiligt, aber sie konnen nicht die einzigen Molekiile sein,
die in die Etablierung des glomeruldren Musters involviert sind.

Um weitere Wegfindungsmolekiile zu identifizieren, wurden in dieser Studie Transkripte iso-
liert, die differentiell im olfaktorischen Bulbus von Danio rerio exprimiert werden. Dazu
wurden mit Hilfe der Suppression subtraktive Hybridisierung (SSH) in zwei Ansdtzen cDNA-
Bibliotheken hergestellt, in denen differentiell exprimierte cDNAs angereichert vorlagen.

Der erste Ansatz sollte zu Transkripten fithren, die wihrend der Regeneration der glomerulé-
ren Projektion hochreguliert werden (,,Regenerations* cDNA-Bibliothek). In dem zweiten
Ansatz wurden die Transkriptgemische des lateralen und des medialen Bulbusabschnitts mit-
einander verglichen (,,laterale” und ,,mediale* cDNA-Bibliothek). Hier sollten mRNAs identi-
fiziert werden, deren Expression im olfaktorischen Bulbus rdumlich reguliert war.

Fiir die Herstellung der subtrahierten cDNA-Bibliotheken wurde zunéchst die Gewebe- und
die RNA-Gewinnung optimiert. Fiir die anschlieBenden cDNA-Amplifizierungen, die Erstel-
lung der subtrahierten cDNA-Bibliothek und ihr Screening wurden die gleichen Verfahren
verwendet, so dass sie gemeinsam beschrieben sind. Die differentiell exprimierten Transkripte
aus den cDNA-Bibliotheken, in denen rdumlich regulierte Transkripte angereichert sind, wer-
den im letzten Abschnitt mit Hilfe von in situ Hybridisierungen charakterisiert.

4.1 Untersuchung der Regeneration der olfaktorischen Rezeptorneuronen
nach Zinksulfat vermittelter Degeneration und des regenerierenden glomerula-
ren Musters

Die Giite einer subtrahierten cDNA-Bibliothek hédngt unter anderem von einem mdglichst
groflen Unterschied in der Expression der differentiellen Gene ab. Unter regenerierenden Be-
dingungen wachsen Axone von vielen neu gebildeten Rezeptorneuronen zu ihren Zielregionen
in den olfaktorischen Bulbus. Molekiile, die eine Rolle in der Wegfindung spielen, kénnten zu
diesem Zeitpunkt hoch reguliert sein, da er der Ontogenese gleicht. Fiir die subtrahierte
cDNA-Bibliothek sollte deswegen eine geeignete Degenerationsmethode etabliert werden und
ein Zeitpunkt gefunden werden, an dem das Einwachsen der neu gebildeten Rezeptorneuronen
maximal ist.
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Die Applikation von Zinksulfat-Losung auf das olfaktorische Epithel induziert die Degenera-
tion der olfaktorischen Rezeptorneuronen und fiihrt dadurch zum Verlust des glomeruldren
Musters. Sie beeinflusst jedoch bei entsprechend eingestellten Verfahren die Morphologie des
olfaktorischen Systems nicht und stellt so die Reversibilitit sicher. Die Zinksulfat-Behandlung
konnte damit ein geeignetes Verfahren sein, um die Riechsinneszellpopulation und das glome-
ruldre Muster reversibel zu degenerieren.

Die Auswirkungen einer modifizierten Zinksulfat-Applikation auf das olfaktorische Epithel
und den Bulbus werden in diesem Abschnitt untersucht.

Durch den Verlust eines erheblichen Anteils der Riechsinneszellen in Folge der Zinksulfat-
Behandlung, verlieren die Glomeruli im olfaktorischen Bulbus die meisten ihrer axonalen
Projektionen aus dem Epithel. Durch die regenerative Kapazitéit der globose Basalzellen wer-
den die fehlenden Riechsinneszellen im Verlauf der Regeneration anschlieBend ersetzt. Diese
neu ,,geborenen Neuronen stellen mit ihren neu ausgebildeten Nervenfortsidtzen das Projekti-
onsmuster im olfaktorischen Bulbus wieder her.

Uber den Zeitverlauf der Regeneration wurde der Zeitpunkt bestimmt., an dem die meisten
neu gebildeten Projektionen den olfaktorischen Bulbus erreichen.

4.1.1 Eine Zinksulfat-Behandlung reduziert die neuronale Population im olfaktori-
schen Epithel und erhoht die Anzahl TUNEL-positiver Zellen

Zur Etablierung und Kontrolle einer modifizierten Zinsulfat-Behandlung (vgl. 3.2.4) wurde
die Degeneration der olfaktorischen Rezeptorneuronen iiber die Abnahme der Expression des
neuronalen Hu-Proteins (vgl. 3.5.3) und iiber die Detektion apoptotischer Zellen in der
TUNEL-Firbung (vgl. 3.5.5) verfolgt. Eine Abschétzung iiber das Ausmal} der degenerierten
Riechsinneszellen im olfaktorischen Epithel hilft hier, den erreichten Effekt im olfaktorischen
Bulbus unabhéngig abzuschitzen und zu beurteilen. Mit Hilfe des TUNEL-Assays sollte un-
tersucht werden, ob die Zinksulfat-Behandlung bei den olfaktorischen Rezeptorneuronen ei-
nen apoptotischen oder nekrotischen Zelltod auslost. Die Farbung mit dem Hu-Antikrper
zeigt die liberlebenden Neuronen im olfaktorischen Epithel.

Fiir die Farbungen wurden die linken olfaktorischen Epithelien adulter Zebrabdrblinge zwei-
mal fiir jeweils 150 Sekunden mit 1 bis 2 pl 3 %-iger Zinksulfatldsung inkubiert (vgl. 3.2.4).
Sie wurden vier, acht, zwolf, 24 und 72 Stunden nach der Zinksulfat-Behandlung zur Analyse
prépariert.

TUNEL-Farbung am olfaktorischen Epithel
Im TUNEL-Assay werden apoptotische Zellen aufgrund ihrer gesteigerten DNA-

Fragmentierung nachgewiesen (vgl. 3.5.5). Ein stark erhohter Grad der DNA-Fragmentierung
gilt als ein Kriterium fiir den apoptotischen Zelltod.
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Abbildung 4-1: TUNEL-Farbung am olfaktorischen Epithel zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Zinksulfat-induzierten Degeneration der olfaktorischen Rezeptorneuronen. A) Unbehandelter Zebra-
barbling. B) 4 Stunden, C) 8 Stunden, D) 12 Stunden, E) 72 Stunden nach der Zinksulfat-induzierten
Degeneration; linke, behandelte Seite. F) rechte, unbehandelte Seite von C). Pfeil: Apoptotische Zel-
len; Doppelspitze: Unspezifische Farbung durch beschadigtes Gewebe. Der Malstab entspricht 50 ym
in A) und 25 ym in B) bis F). Die Schnitthéhe betragt 10 um.

Verglichen mit der Kontrolle kam es bereits vier Stunden nach der Behandlung der olfaktori-
schen Epithelien mit Zinksulfat zu einem deutlichen Anstieg der TUNEL-positiven Zellen
(Abb. 4-1A,B). Wihrend die sehr seltenen TUNEL-positiven Zellen in der Kontrolle im nicht-
sensorischen Bereich des Epithels lokalisiert waren (Abb. 4-1A), befand sich die Mehrheit der
apoptotischen Zellen vier, acht und zwdlf Stunden nach der Zinsulfat-Behandlung im sensori-
schen Bereich des Epithels (Abb. 4-1B bis D). Nach vier Stunden besalen die gefarbten Zel-
len eine normale Form und traten vereinzelt aus einem Hintergrund von nicht-markierten Zel-
len hervor (Abb. 4-1B). Acht Stunden nach Lision waren etwa 20 % der Zellen im sensori-
schen Bereich apoptotisch (Abb. 4-1C). Neben diesen intensiv markierten Zellen gab es einen
hohen Anteil von Zellen, die schwach angefdrbt waren. Insgesamt schien der Bereich um die
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Mittelraphe, die innere Proliferationszone (Berger, 1998), weniger markierte Zellen aufzuwei-
sen als der tlibrige Teil des sensorischen Bereiches. Zwolf Stunden nach der Behandlung wa-
ren nur noch vereinzelt TUNEL-positive Zellen vorhanden (Abb. 4-1D), und Schnitte nach 72
Stunden glichen den Schnitten der unbehandelten Kontrolle (Abb. 4-1E).

Daneben zeigten auch die nicht-behandelten Epithelien nach acht Stunden apoptotische Zellen
(wenngleich deutlich weniger als auf der behandelten Seite; Abb. 4-1F), wiahrend nach vier
und zwolf Stunden keine TUNEL-positiven Zellen detektiert werden konnten (nicht gezeigt).
Trotz der sorgfaltigen Applikation in eine Nasengrube wurde also auch die unbehandelte Seite
beschadigt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der apoptotische Zelltod von Zellen im sensori-
schen Bereich des Zinksulfat-behandelten olfaktorischen Epithels gezeigt werden konnte. Die
meisten Zellen mit apoptotischen Merkmalen wurden acht Stunden nach der Inkubation mit
Zinksulfat beobachtet. Da die apoptotische Zellen sehr schnell phagozytiert werden, konnte
thr Gesamtanteil nicht bestimmt werden.

Um den Zustand der lebenden Zellpopulation im sensorischen Bereich zu untersuchen, wurde
sie mit dem Hu-Antikorper immunohistochemisch markiert.

Immunohistochemische Detektion des neuronalen Hu-Proteins

Der Hu-Antikérper markiert neuronale Zellen und unterscheidet dadurch den sensorischen
von dem nicht-sensorischen Bereich des olfaktorischen Epithels (Berger, 1998). Untersuchun-
gen von A. Celik (2001) zeigen, dass nahezu alle Zellen im sensorischen Bereich des olfakto-
rischen Epithels Hu-positiv sind. Eine Spezifitét fiir reife Riechsinneszellen, die gemeinsam
mit unreifen Riechsinneszellen, Stiitzzellen und Basalzellen das olfaktorische Epithel bilden,
besteht deswegen vermutlich nicht.

Vier Stunden nach der Zinsulfat-Behandlung wurde mit Hilfe des Hu-Antikorpers in dem lin-
ken behandelten Epithel weniger Neuronen als in der Kontrolle detektiert (Abb. 4-2A,B). Die
markierten Zellen erschienen relativ unscharf und schwach gefarbt. Nach acht Stunden wur-
den einzelne Neuronen intensiv gefdrbt (Abb. 4-2C, Pfeil). Sie machten etwa 30 % der Neu-
ronen der Kontrolle aus und waren vermehrt im Bereich der inneren ringférmigen Proliferati-
onszone des sensorischen Bereichs um die Mittelraphe angesiedelt (Berger, 1998). Sie konn-
ten daher gerade ,,geborenen‘ Neuronen entsprechen, deren Vorldaufer zum Zeitpunkt der De-
generation basal in der Lamelle lagen, oder Neuronen, die gegeniiber der Zinksulfat-
Behandlung widerstandsfdahig waren. Zusétzlich zu den gefarbten Zellen fielen ungefarbte,
»Blidschen-artige Strukturen* im sensorischen Bereich auf (Abb. 4-2C; Pfeilspitze). In der
DAPI-Gegenfarbung wurde deutlich, dass diese Strukturen keinen Zellkern bzw. detektierbare
DNA besaBlen (Abb. 4-2F,G; Pfeilspitze). Vermutlich waren sie vergroBBerte Vakuolen der
Dendriten olfaktorischer Rezeptorneuronen, die nach dem Kontakt mit Zinksulfat entstanden
waren (Cancalon, 1982). Auf den Schnitten nach 12 bzw. 24 Stunden war die Anzahl ,,BI&-
schen-artiger Strukturen® verringert (Abb. 4-2D,E; Pfeilspitze). Die Hu-exprimierenden
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Zellen waren auf diesen Schnitten wieder iiber den gesamten sensorischen Bereich verteilt,
aber sie wirkten im Vergleich zur Kontrolle ungeordnet und reduziert.

Obwohl die rechten olfaktorischen Epithelien nicht mit Zinksulfat behandelt wurden, war ihre
neuronale Zellpopulation ebenfalls gestort und es kam in einem vergleichbaren zeitlichen Ver-

lauf 8 Stunden nach der Behandlung zu einer abgeschwichten Bildung ,,Bldschen-artiger
Strukturen* (nicht gezeigt).

X% IKontrolleVs,
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Abbildung 4-2: Immunohistochemische Detektion neuronaler Zellen im olfaktorischen Epithel mit dem
Hu-Antikorper zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Zinksulfat-induzierten Degeneration der olfakto-
rischen Rezeptorneuronen. A) Kontrolle, Epithel aus einem unbehandelten Zebrabarbling. Proliferati-
onszonen sind beispielhaft eingezeichnet. B) 4 Stunden, C) 8 Stunden, D) 12 Stunden, E) 24 Stunden
nach Zinksulfat-induzierter Degeneration. F) DAPI-Farbung eines unbehandelten Kontroll-Epithels. G)
DAPI-Farbung an einem Epithel, 8 Stunden nach der Zinksulfat-vermittelten Degeneration. Fir A) - G)
Pfeil: intensiv gefarbtes Neuron 8 Stunden nach der Behandlung mit Zinksulfat. Pfeilspitze: ,Blaschen-
artige Strukturen®. Der Malstab entspricht in allen Bildern 25 ym. Die Schnitthéhe betragt 10 um.
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Anhand der Hu-Farbungen konnte gezeigt werden, dass die Epithelien in Folge der Zinksulfat-
Behandlung einen Grofteil ihrer neuronalen Zellpopulation verlieren. Nach acht Stunden war
die Dichte der Hu-positiven Zellen auf etwa 30 % im Vergleich zur Kontrolle gesunken. Die
meisten intakten Neuronen konnten im Bereich der inneren Proliferationszone detektiert wer-
den. In den darauffolgenden untersuchten Stadien erschienen die Hu-positiven Zellen unge-
ordnet und schwécher gefarbt, so dass eine Abschitzung der Gréf3e der neuronalen Population
zu diesen Zeitpunkten nicht moglich war.

Der hypothetische Zeitverlauf der Degeneration im olfaktorischen Epithel

Trotz der nicht quantitativ erfassten TUNEL- und Hu-positiven Zellen ergeben beide Experi-
mente zusammen ein Bild von den Vorgéngen im olfaktorischen Epithel einige Stunden nach
der Zinksulfat-Behandlung:

Vier Stunden nach der Behandlung mit Zinksulfat fiihren zerstorte oder beschédigte Neuronen
im gesamten olfaktorischen Epithel zu einem diffusen Hu-Signal. Bei einigen Neuronen, ver-
mutlich den olfaktorischen Rezeptorneuronen, vergroflern sich in Folge der Behandlung die
Vakuolen in den Dendriten und fiihren in den Aufnahmen zu ,,Bldschen-artigen* Strukturen.
Moglicherweise wird dadurch der programmierte Zelltod ausgeldst. Nach acht Stunden liegt
die hochste Anzahl TUNEL-positiver Zellen vor und der Hohepunkt der Vakuolenbildung ist
erreicht. Beide Effekte sind auf das sensorische Epithel beschriankt. Zu diesem Zeitpunkt sind
in den Proliferationszonen vermutlich bereits neue Neuronen entstanden, die wihrend der
Zinsulfat-Behandlung noch unreif im basalen Teil der Lamelle lagen und nun gereift neurona-
le Marker exprimieren. Sie sind nicht auf eine induzierte erhdhte Proliferation zuriickzufiih-
ren, da fiir die Vorldufer der olfaktorischen Rezeptorneuronen ein Zellzyklus von 17 Stunden
angenommen wird (Huard und Schwob et al., 1995). Nach 12 Stunden ist das Zinksulfat-
induzierte Zellsterben beendet und die Expression des neuronalen Markers stabilisiert sich.

Anhand der Vorexperimente am olfaktorischen Epithel konnte gezeigt werden, dass die Be-
handlung mit Zinksulfat zu einer Verkleinerung der neuronalen Population fiihrt und dass ein
grofler Teil der Zellen im sensorischen Epithel in Folge der Behandlung den programmierten
Zelltod stirbt. Quantitative und temporale Riickschliisse auf die Auswirkungen auf das glome-
ruldre Muster lieBen diese Ergebnisse nicht zu.

Dazu sollte das glomeruldire Muster im folgenden unter Verwendung eines Fluoreszenz-
farbstoffes visualisiert werden.

4.1.2 Dil ist ein geeigneter Farbstoff, um die Regeneration des glomerularen Musters
zu beobachten

Das glomeruldre Muster sollte angefdrbt werden, um den Verlauf der Regeneration des glome-
ruldren Musters im olfaktorischen Bulbus zu beschreiben und quantitativ zu erfassen. Zu-
nichst musste dafiir eine geeignete Farbemethode gefunden werden.
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Fiir die Anfarbung der Projektionen der Riechsinneszellen in den olfaktorischen Bulbus stan-
den der fluoreszente lipophile Membranfarbstoff Dil und der die olfaktorischen Axone anfér-
bende Zns-2 Antikérper zur Verfiigung (Baier und Korsching, 1994; Berger, 1998; Celik,
2001). Da die Zns-2 Farbung fiir eine Quantifizierung der axonalen Strukturen zu ungleich-
maBig ausfiel (nicht gezeigte Beobachtung), wurden die olfaktorischen Glomeruli anterograd
mit Hilfe des zuvor etablierten Protokolls mit Dil angeférbt (vgl. 3.5.2).

A behandelt unbehandelt B unbehandelt behandelt

Abbildung 4-3: Farbung des glomerularen Musters mit Hilfe des ,Dil-Bades” und anschlielende im-
munohistochemische Detektion mit dem Zns-2 Antikorper beispielhaft an Tag 3 nach Zinsulfat-
Behandlung. A) und B) Dil-gefarbt. C) - F) Zns-2 Detektion. A), C), E) dorsale Ansicht, die behandelte
Seite ist links. B), D), F) ventrale Ansicht, die behandelte Seite ist rechts. Pfeile: Axone, die in der im-
munohistochemischen Detektion intensiver als in der Dil-Farbung erscheinen; gestrichelte Linie: glo-
merulare Strukturen, die mit Hilfe der Dil-Farbung besser visualisiert wurden. dC: dorsales Cluster. Der
Malstab entspricht in A) bis D) 50 ym und in E) und F) 150 pm.
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Das Ausmall der Membranfarbung hangt jedoch von der Unversehrtheit der Projektionen und
von der Fahigkeit der olfaktorischen Rezeptorneuronen, Farbstoff aufzunehmen, ab. Da die
Féarbung als quantitativer Parameter fiir den Zustand der Projektionen herangezogen werden
sollte, musste zundchst untersucht werden, inwieweit die Farbstoffaufnahme durch die Zink-
sulfat-Behandlung beeintrichtigt ist.

Sollte durch die Zinksulfat-Behandlung nur die Farbstoffaufnahme durch die Riechsinneszel-
len beeintriachtigt sein (z. B. durch eine lokalisierte Zerstérung der Mikrovilli oder Cilien),
aber nicht ihre Projektionen in den olfaktorischen Bulbus, so wiirde das glomerulidre Muster
mit dem Membranfarbstoff Dil nicht angefarbt werden, obwohl es vorhanden wére. Die Dil-
Féarbung im olfaktorischen Bulbus wére nicht von einer Farbung zu unterscheiden, bei der der
Farbstoff nach seiner Aufnahme wegen der degenerierten Projektionen nicht bis in den Bulbus
gelangt. Im Gegensatz dazu hingt die Farbung durch den Zns-2 Antikorper nicht vom axona-
len Transport ab und markiert dadurch das glomeruldre Muster unabhidngig von der Intaktheit
der Cilien bzw. Mikrovilli (Berger, 1998). Um zu priifen, ob die Dil-Farbung ausreichend mit
dem degenerierten glomeruldren Muster korreliert, wurden whole mount olfaktorische Bulbi
drei Tage nach der Zinsulfat-Behandlung mit dem Zns-2 Antikérper immunohistochemisch
markiert und mit den Dil-Farbungen verglichen (Abb. 4-3).

Die Dil-Farbung zeigte im behandelten olfaktorischen Bulbus in der ventralen und dorsalen
Ansicht eine schwichere Auspragung der glomeruldren Strukturen als auf der unbehandelten
Seite (Abb. 4-3A,B). Die gleiche Tendenz, jedoch schwécher ausgepriagt, wurde nach der An-
farbung mit dem Zns-2 Antikorper iiber das chromogene DAB-Substrat z. B. fiir die Glomeru-
li des dorsalen Clusters beobachtet (Abb. 4-3C,D).

Daneben wurden einige Fasern, die nur sehr schwach mit Dil detektiert werden konnten, im
Nachweis mit Zns-2 Antikérpern deutlicher sichtbar (z. B. nach caudal ziehende Fasern in der
medialen Region, ventrale Ansicht; Pfeile in Abb. 4-3B,D). Im Gegensatz dazu konnten glo-
meruldre Strukturen mit Dil besser sichtbar gemacht werden (z. B. dorsales Cluster und eini-
ge ventrale Glomeruli; Abb. 4-3B,D). Vermutlich ermodglichte das chromogene Substrat einen
sensitiveren Nachweis schwach Zns-2-positiver Axone, wihrend Dil an den membran-reichen
Terminalien besser detektiert werden kann.

Insgesamt erscheint also der Unterschied zwischen der behandelten und der unbehandelten
Seite nach der DAB-Anfarbung mit Hilfe des Zns-2 Antikorpers nicht so stark ausgepriagt zu
sein wie nach der Dil-Farbung. Mdglicherweise befinden sich in dem untersuchten Stadium
noch einige immunoreaktive, aber nicht mehr mit dem Epithel verbundene Nervenzellfortsét-
ze, im olfaktorischen Bulbus. Sie wéren durch Dil nicht anfarbbar, kénnten jedoch das Zns-2
Antigen noch tragen und damit immunohistochemisch detektierbar sein. Dariiber hinaus ist zu
beachten, dass die Intensititen, mit denen die DAB- und Dil-Farbung detektiert werden, nur
schwer miteinander zu vergleichen sind, da sie nicht linear miteinander verkniipt sind.

Trotz dieser Unterschiede dhnelten sich die Befunde der immunohistochemischen Detektion
und des anterograden Tracings. Die Farbstoffaufnahme der intakten, d.h. der in den Bulbus
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projizierenden Rezeptorneuronen, wird also durch die Zinksulfat-induzierte Degeneration nur
gering oder nicht beeintrachtigt.

Damit ist die Dil-Farbung ein gutes MaB fiir die Integritit der glomeruldren Strukturen im
olfaktorischen Bulbus nach der Zinksulfat-vermittelten Degeneration.

4.1.3 Zeitverlauf der Regeneration in Folge der Zinksulfat-vermittelten Degeneration
der olfaktorischen Rezeptorneuronen

Auf der Ebene des Bulbus olfactorius sollte mit Hilfe der Dil-Farbung untersucht werden, in
welchem Umfang und zeitlichem Rahmen der afferente Teil der olfaktorischen Glomeruli
durch die Behandlung der olfaktorischen Rezeptorneuronen mit Zinksulfat degeneriert und
wieder aufgebaut wird. Mit diesen Informationen sollte der Zeitpunkt gefunden werden, an
dem moglichst viele neu gebildete Rezeptorneuronfortsitze in den olfaktorischen Bulbus ein-

wachsen.

Zur Analyse des regenerierenden glomeruldren Musters wurden adulte Danio rerio (6 Monate
alt; Stamm CO/CO; Geschwisterfische) an Tag null mit Zinksulfat behandelt. Jeweils zwei
Tage vor Ablauf des jeweiligen Untersuchungszeitraums (3, 5, 7, 10, 14, 28 Tage) wurden sie
im ,,Dil-Bad* inkubiert (Ausnahme Tag 28: 1 Tag vor Analyse) und die glomeruldren Struktu-
ren im olfaktorischen Bulbus unter griilner Anregung visualisiert (Abb. 4-4). In Abbildung 4-4
ist fiir jeden Zeitraum ein reprisentativ gefarbtes Préparat gezeigt.

Nach drei Tagen war das mit Dil angefarbte glomerulédre Muster besonders im rostralen Teil
auf der behandelten Seite reduziert und die verbliebenen olfaktorischen Glomeruli waren ge-
ringer als ihre kontralateralen Entsprechungen geférbt (Abb. 4-4A). Relativ intensiv blieb hier
der laterale aglomeruldre Plexus gefarbt. Eine vollstdndige Degeneration der behandelten Sei-
te konnte in keinem Préparat beobachtet werden.

Zwei Tage spiter war die Gesamtintensitit zwar schwicher, aber die Differenz zwischen bei-
den Seiten war geringer. Damit erreichte die Zinksulfat-induzierte Degeneration der glomeru-
laren Projektion zwischen Tag null und Tag 3 ihr Maximum, denn spétere Tage zeichneten
sich durch ein intensiver gefarbtes glomeruldres Muster auf der behandelten Seite aus.

Etwa ab Tag 10 waren auf der behandelten Seite wieder alle glomeruldren Strukturen erkenn-
bar, die auch auf der unbehandelten Seite detektierbar waren (Abb. 4-4D,E). Das Stadium, an
dem die meisten neu gebildeten olfaktorischen Rezeptorneuronen mit ihren Axonen den Bul-
bus erreichten, lag vermutlich zwischen sieben und zehn Tagen nach der Behandlung. In die-
sem Zeitraum war der Zuwachs angeférbter Strukturen am groften.

Nach 28 Tagen war zwar die Gesamtintensitit der Férbung wegen der verkiirzten Dil-
Verweildauer schwicher, aber die behandelten Seiten waren nicht von den unbehandelten zu
unterscheiden (Abb. 4-4F). Die Degeneration war also reversibel. Nach der Zinksulfat-
vermittelten Degeneration der Riechsinneszellen und der glomeruldren Strukturen, bauten die
regenerierten Rezeptorneuronen das stereotype und invariante glomeruldre Muster wieder auf.
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behandelt unbehandelt behandelt unbehandelt

Kontrolle

.

Abbildung 4-4: Zeitverlauf der Regeneration des glomerularen Musters visualisiert mit anterograder
Dil-Farbung. A) 3 Tage, B) 5 Tage, C) 7 Tage, D) 10 Tage, E) und G) 14 Tage, F) 28 Tage nach der
Zinksulfat-induzierten Degeneration; G) unbehandelte Kontrolle. A) — F), H) 30 x Aufnahmen: 100 %
geodffnete Fluoreszenzblende; G) 50 x Aufnahme: halb-gedéffnete Fluoreszenzblende. Ventrale Ansich-
ten; links: behandelte Seite; oben ist rostral. Der Mal3stab entspricht in allen Bildern 100 um.
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Dieser Befund deutet darauf hin, dass wéahrend der Regeneration im olfaktorischen Bulbus
von adulten Danio rerio Wegfindungsmolekiile exprimiert werden, um die Axone der neu
gebildeten olfaktorischen Rezeptorneuronen zu den entsprechenden Glomeruli zu leiten.

Die unilaterale Behandlung der Epithelien mit Zinksulfat wirkte sich auch auf die glomerula-
ren Strukturen der unbehandelten Seite aus. Im Vergleich zur Kontrolle war die Farbung im
rostralen Abschnitt der unbehandelten Seiten etwa bis Tag 7 schwach. Diese Beobachtung
stimmte mit den Befunden (vgl. 4.1.1) im olfaktorischen Epithel iiberein. Moglicherweise
wurde also trotz der sorgfiltigen Applikation der Zinksulfat-Losung in eine Nasengrube auch
die unbehandelte Seite beschéddigt. Wie stark die unbehandelten Seiten beeinflusst waren, lédsst
sich aufgrund der variablen Dil-Gesamtintensitit nur grob etwa auf Tag 10 der behandelten
Seite schitzen. Da sich die ,,unbehandelten* Seiten wiederholt als ,,becinflusst* herausstellten,
wurden fiir die Erstellung der subtrahierten cDNA-Bibliothek native olfaktorische Bulbi von
Kontroll-Zebrabirblingen herangezogen.

Drei Tage nach der Zinksulfat-Behandlung waren Projektionen der Rezeptorneuronen maxi-
mal reduziert. In den folgenden Tagen wurde das glomeruldre Muster durch die neu gebildeten
Rezeptorneuronen wieder aufgebaut, bis es an Tag 28 nicht mehr von der unbehandelten Seite
zu unterscheiden war. Der groBiten Regenerationsfortschritt wurde zwischen dem siebten und
zehnten Tag beobachtet.

Da die unbehandelten Seiten durch die Zinsulfat-Behandlung ebenfalls degeneriert wurden,
mufiten fiir die Gewinnung des Gewebes fiir die subtraktive Hybridisierung vollig
unbehandelte, native, Danio rerio herangezogen werden.

4.1.4 Etwa acht Tage nach der Zinksulfat-vermittelten Degeneration ist das Ein-
wachsen der Axone der regenerierten Rezeptorneuronen in den Bulbus maximal

Die Giite einer subtrahierten cDNA-Bibliothek hingt unter anderem von einem mdoglichst
groflen Unterschied in der Expression der differentiellen Gene ab. Unter regenerierenden Be-
dingungen wachsen Axone von vielen neu gebildeten Rezeptorneuronen zu ihren Zielregionen
in den olfaktorischen Bulbus. Molekiile, die eine Rolle in der Wegfindung spielen, konnten zu
diesem Zeitpunkt dhnlich wie bei der Entwicklung hoch reguliert sein. Fiir die subtrahierten
cDNA-Bibliothek sollte deswegen ein Zeitpunkt gefunden werden, an dem das Einwachsen
der neu gebildeten Rezeptorneuronen maximal ist. Gendhert sollte hier der Zeitpunkt ermittelt
werden, an dem die glomerulédren Strukturen zu etwa 50 % wiederhergestellt sind.

Dazu wurden digitale Aufnahmen von den ventralen Ansichten der olfaktorischen Bulbi wih-
rend der Regeneration angefertigt (Abb. 4-4). Um den Einfluss des Fluoreszenz-Lichteinfalls
und die Uberstrahlung bzw. die Unterbelichtung zu beurteilen, wurden die Priparate von Tag
3 und 14 fiir eine zweite Objektposition um 180° gedreht und mit vollstdndig gedffneter und
halb-offener Blendeneinstellung aufgenommen.
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In jedem Bild wurden die Pixelintensititen pro Seite integriert und als Quotient behandelter zu
unbehandelter Seite dargestellt. Eine tabellarische Aufstellung der Quotienten befindet sich im
Anhang. Die Dil-Farbung wurde als direkter Parameter fiir die vorhandenen axonalen Struktu-
ren und der Quotient als MaB fiir die Regeneration angesehen.

An dieser Stelle muss darauf hingewiesen werden, dass die unbehandelten Seiten ebenfalls (in
einem geringeren Umfang) durch die Zinksulfat-Behandlung degeneriert wurden (vgl. 4.1.1
und 4.1.3). Dadurch beschreibt der ermittelte Quotient den tatsdchlichen Regenerationszu-
stand als zu weit fortgeschritten. Dieser systematische Fehler ist besonders zu Beginn der Re-
generation (etwa bis Tag 10) ausgeprégt, da hier die unbehandelte Seite eine deutlich geringe-
re Fluoreszenzintensitét als die nativen Kontrollen zeigt. Aufgrund der interindividuellen Un-
terschiede in der Grofle der Préparate und der Fiarbungsqualitit, konnten die olfaktorischen
Bulbi aus unbehandelten, nativen, Danio rerio nicht als Standard verwendet werden. Fiir die
Quantifizierung der Regeneration wurde deswegen der oben beschriebene Quotient trotz sei-

nes Fehlers herangezogen.

% Fluoreszenzintensitat
behandelte/ unbehandelte Seite
o
o

0 5 10 15 20 25 30
Tage nach Zinksulfat-Behandlung

‘Ogefjffnete Blende o gedffnete Blende, gewendetes Praparat
A halb-offene Blende * halb-offene Blende, gewendetes Préparat

Abbildung 4-5: Regenerationskurve des glomeruldren Musters. Der Quotient der aufsummierten Pi-
xelintensitédten wurde gegen den Untersuchungszeitraum nach der Zinsulfat-Behandlung aufgetragen.
Zur Kontrolle der Aufnahmebedingungen wurden die Praparate an Tag 3 und an Tag 14 in zwei ver-
schiedenen Aufnahme- und zwei Blendenpositonen aufgenommen (siehe Legende). Die Streuung
(blaue Balken) der resultierenden Regenerationsquotienten wurde auf die Regenerationskurve (diinne
schwarze Linie), die mit offener Blende in Objektposition 1 erhalten wurde (schwarze Rauten). Ubertra-
gen. Der schattierte Bereich gibt den daraus resultierenden experimentellen Fehlerbereich an. Der
Regenerationsquotient betragt an Tag 7 0,5.

72



4 Ergebnisse

Bei vollstindig gedffneter Blende und Aufnahmeposition 1 folgte, dass der Regenerationsquo-
tient am dritten Tag 26 %, am siebten Tag 50 % und an Tag 28 etwa 96 % betrug. Daher war
das glomerulidre Muster an Tag 3 nach der Zinsulfat-Behandlung zu mehr als 75 % degene-
riert, an Tag 7 zu weniger als 50 % und an Tag 28 komplett wiederhergestellt (Abb. 4-5). Eine
vollstdndige Degeneration der glomeruldren Strukturen wurde in keinem Préparat beobachtet.

Durch die verschiedenen Belichtungspositionen und die beiden Blendeneinstellungen ergaben
sich fiir Tag 3 Regenerationsquotienten zwischen 16 und 29 % und fiir Tag 14 Werte zwi-
schen 77 und 90 %. Die entsprechenden Regenerationskurven, die durch diese Quotienten
angedeutet wurden, zeigten zwar den zuvor beschriebenen Verlauf (offene Blende, Aufnah-
meposition 1), waren jedoch vertikal verschoben. Deutlich wurden die Auswirkungen der
Blende und der Objektpositionen an Tag 14. Hier wurde in der Aufnahmeposition 2 eine fort-
geschrittenere Regeneration als in Position 1 registriert, wiahrend die halbe SchlieBung der
Blende auf ein geringeres Regenerationsniveau hinwies. Die halb-offene Blende konnte Uber-
strahlungen vermindert haben, aber auch einige Strukturen zu gering belichtet haben. Da es
nicht moglich war, gleichzeitig die intensiv und die schwach gefarbten Strukturen quantitativ
zu erfassen, wurden die verschiedenen Quotienten verwendet, um einen experimentell be-
stimmten Fehlerbereich zu definieren.

Neben diesem Fehlerbereich muflte bei der Bestimmung des Zeitpunktes, an dem die glome-
ruldren Strukturen zu 50 % regeneriert waren, der systematische Fehler bei der Quotientenbe-
stimmung beriicksichtigt werden. Dazu muf} die gesamte Kurve nach ,rechts® verschoben
werden (Abb. 4-5), so dass der Zustand der 50 %igen Regeneration spéter als Tag 7 erreicht
wurde. Er wurde deswegen auf Tag 8 geschétzt.

Fiir die Herstellung der subtrahierten cDNA-Bibliotheken wurden daher olfaktorische Bulbi
aus unbehandelten und aus Zebrabérblingen acht Tage nach der Zinksulfat-vermittelten Dege-
neration der Rezeptorneuronen verwendet.

4.1.5 Apoptose und Proliferation im olfaktorischen Bulbus an Tag 7 nach der Zink-
sulfat-induzierten Degeneration

Das Ziel war es, Molekiile zu identifizieren, die speziell an der Regeneration des glomeruldren
Musters im olfaktorischen Bulbus beteiligt sind. Molekiile, die wihrend der Proliferation oder
der Apoptose reguliert werden, waren nicht Gegenstand das Interesses.

Um zu untersuchen, ob der Regenerationsprozess von einer erhohten Proliferations- oder A-
poptoserate, insbesondere um Tag 8, begleitet wird, wurden olfaktorische Bulbi sieben Tage
nach der Zinsulfat-Behandlung im TUNEL-Assay untersucht und der PCNA-Detektion unter-
zogen.
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Abbildung 4-6: TUNEL-Farbung und immunohistochemische Detektion von PCNA an Gefrierschnitten
des Bulbus olfactorius an Tag 7 nach Zinksulfat vermittelter Degeneration. A) TUNEL-Farbung an Tag
7; B) TUNEL-Farbung am Bulbus olfactorius aus einem unbehandelten Fisch; C) positive Kontrolle,
DNase-behandelt; D) PCNA-Detektion an Tag 7; E) PCNA-Detektion am Bulbus olfactorius aus einem
unbehandelten Zebrabérbling. Der Maf3stab entspricht in A) bis C) 25 ym und in D) und E) 50 ym. Die
Schnitthéhe war 15 pym.

Es wurde keine erhohte Apoptose- bzw. Proliferationsrate im Vergleich zur Kontrolle festge-
stellt (Abb. 4-6). Wie in einem nativen Bulbus konnten weniger als jeweils fiinf TUNEL- oder
PCNA-positive Zellen pro Bulbus olfactorius nachgewiesen werden.

Die olfaktorischen Bulbi acht Tage nach der Zinksulfat-induzierten Degeneration sind also fiir
die Herstellung der subtrahierten ,,Regenerations*“-Bibliothek geeignet. Zu diesem Zeitpunkt
erreichen viele Axone von neu gebildeten olfaktorischen Rezeptorzellen den olfaktorischen
Bulbus, ohne dass die Proliferations- oder Apoptoserate im olfaktorischen Bulbus erhoht ist.
Dadurch ist die mRNA-Expression zu dieser Zeit maximal durch die regenerierenden Projek-
tionen geprigt und so fiir die Erstellung der subtrahierten cDNA-Bibliothek geeignet. Die
»Regenerations* cDNA-Bibliothek wurde hergestellt, indem diese unter regenerierenden Be-
dingungen gewonnenen Transkripte mit den mRNAs der ,,Grundexpression® (von nativen
olfaktorischen Bulbi) verglichen wurde.
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4.2 Optimierung der Gewebe- und RNA-Gewinnung aus kleinen definierten
Abschnitten des Bulbus olfactorius fiir die Erstellung subtrahierter cDNA-
Bibliotheken

Zur Identifizierung von im olfaktorischen Bulbus rdumlich regulierten mRNAs, wurden die
Transkriptgemische des lateralen und des medialen Bulbusabschnitt miteinander verglichen.
Der Vergleich dieser beiden Abschnitte wurde favorisiert, da sie sich morphologisch und
funktionell deutlich voneinander unterscheiden.

Der lateralen Detektion der Aminosduren im aglomeruldren Plexus stehen medial die Gallen-
sdure- und Pheromon-aktivierten Glomeruli gegeniiber. Diese strikte rdumlich Teilung sollte
molekular durch die Expression von verschiedenen Wegfindungsmolekiilen oder von den
gleichen Molekiilen in Konzentrationsgefillen widergespiegelt werden. Alle Axone der Ami-
nosduren-detektierenden Neuronen sollten von der lateralen Region angezogen oder/und von
der medialen Region abgestoen werden, wihrend die Verteilung der Krifte fiir die Gallen-
sduren-detektierenden neuronalen Fortsdtze genau invertiert sein sollte.

Dariiber hinaus haben sich im Verlauf dieser Studie die Hinweise verdichtet, dass der laterale
aglomeruldre Plexus in einigen Aspekten dem akzessorischen Bulbus der hdheren Vertebraten
entspricht (vgl. 2.4.2). Ein Vergleich des lateralen und des medialen Abschnitts wiirde daher
einem Vergleich des akzessorischen mit dem olfaktorischen Bulbus entsprechen. Unter den
identifizieren Transkripten sind deswegen auch Molekiile zu erwarten, die Subregion-
spezifisch exprimiert werden und die Aufschluss iiber die funktionelle Besonderheit der late-
ralen Region geben konnten.

Fiir die Identifizierung von Transkripten, die im lateralen Bulbusabschnitt vermehrt exprimiert
werden, wurde eine ,,laterale” cDNA-Bibliothek hergestellt, in der die Transkripte aus den
medialen Bulbuskappen von denen aus den lateralen subtrahiert wurden. Entsprechend wurde
die ,,mediale” cDNA-Bibliothek hergestellt.

Um die subtrahierten cDNA-Bibliotheken zu konstruieren, wurde hier zunéchst eine Methode
entwickelt, die es erlaubte, intakte RNA aus duflerst kleinen, definierten Geweberegionen zu
gewinnen und zu amplifizieren.

4.2.1 Die Gefriereinbettung in TissueTek® ermoglicht die zuverlassige Gewinnung
der lateralen und medialen Kappen des Bulbus olfactorius und die Isolierung intakter
RNA

Fiir die Herstellung der subtrahierten cDNA-Bibliotheken, die mit lateral bzw. medial expri-
mierten Sequenzen angereichert sind, wurde zunéchst ein Verfahren entwickelt, mit dem Ge-
samt-RNA aus der lateralen und aus der medialen Region (bzw. ,,Kappe*) des Bulbus olfacto-
rius gewonnen werden kann. Dabei sollten die beiden Fraktionen keine gemeinsamen Gewe-
beanteile besitzen, um die grofBtmdglichen Unterschiede in den Expressionsstufen detektieren
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zu konnen. Das gewihlte Verfahren zur Gewebeisolierung musste jedoch auch die Isolierung
von intakter RNA ermdglichen, da sie die Grundvoraussetzung fiir eine erfolgreiche Subtrak-
tion ist (Clontech Laboratories, 1997).

Da der Bulbus olfactorius von Danio rerio mit einem Durchmesser von weniger als 0,5 mm
keine direkte Praparation der ,,lateralen* und ,,medialen* Region erlaubte, wurden verschiede-
ne Einbettungs- und RNA-Isolierungsvarianten ausprobiert.

Die Einbettung der Préparate in 15 bis 50 % (w/v) Gelatine mit oder ohne anschlieBende PFA-
Fixierung, lieB die Isolierung von intakter RNA (PFA-Fixierung) oder ein Schneiden in defi-
nierter Orientierung (ohne PFA-Fixierung) am Vibratom nicht zu.

Beides konnte jedoch mit der Einbettung in das Gefriermedium TissueTek® und dem an-
schlieBenden Schneiden am Kryostaten erfiillt werden. Fiir die Gewinnung der lateralen und
medialen Abschnitte bzw. Kappen des Bulbus olfactorius wurden daher gefrorene Schnitte
gesammelt (vgl. 3.3.2).

Zur Entwicklung eines optimierten Protokolls fiir die RNA-Isolierung aus Gefrierschnitten
wurde RNA unter verschiedenen Bedingungen aus in TissueTek® eingebettetem Gehirn von
Danio rerio isoliert.

Die RNA-Isolierung mit Hilfe des RNeasy Kits (Qiagen; vgl. 3.7.3) war nicht moglich, weil
die Membran der RNeasy Séaulchen durch das TissueTek® verklebt wurde. Dahingegen konn-
te RNA mit einem modifizierten TriReagent® RNA-Isolierungsprotokoll (vgl. 3.7.3) in einem
Malstab gewonnen werden, der die elektrophoretische Auftrennung erlaubte und so eine Be-
urteilung der Integritét zulieB3. Eine kritische Variable bei der Gewinnung intakter RNA aus
TissueTek® eingebetteten Praparaten war die Verwendung von einer ausreichenden Menge
TriReagent® (Abb. 4-7).

= =

§ § ) Abbildung 4-7: Northern Blot Membran mit Gesamt-RNA von
- TriReagent eingefrorenem Gehirn, das in TissueTek® eingebettet wurde. Die
3,6 3,3 ug RNA RNA wurde mit TriReagent® isoliert (vgl. 3.7.3), auf Hybond N-

Membran geblottet und mit Methylenblau angefarbt (vgl. 3.9.3).
Spur 1: 3,6 yg RNA aus 25 mg Gehirn in 1000 yl TriReagent®
homogenisiert. Die intakte RNA zeichnet sich durch eine 28S
rRNA-Bande aus, die intensiver als die 18S rRNA Bande ist (Pfei-
le). Spur 2: 3,3 uyg RNA aus 25 mg Gehirn in 500 pl TriReagent®
homogenisiert. Die teilweise degradierte RNA zeigt eine schwa-
chere 28S Bande und Abbauprodukte (Pfeilkdpfe).

Aus einem Milligramm Gehirn wurden unter optimalen Bedingungen 0,6 bis 0,8 pg Gesamt-
RNA gewonnen. Fiir eine gelelektrophoretische Analyse war die RNA (3 bis 4 pg) aus einem
Gehirn (5 bis 6 mg) ausreichend. Die erreichte Ausbeute betrug etwa 50 % der Menge, die fiir
Gehirngewebe erwartet wurde (Chomczyinski, 1993). Eine Ursache konnte in der geringen
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GroBe und damit in einem ungiinstigeren Verhéltnis von Oberfldchenstrukturen zu zellreiche-
ren, inneren Strukturen liegen. Eine unvollstindige Homogenisierung konnte ebenfalls

zu einer geringeren Ausbeute flihren; sie ist jedoch aufgrund der Reproduzierbarkeit der Aus-
beute unwahrscheinlich.

4.2.2 Aus in TissueTek® eingebetteten kompletten Bulbi olfactorii wird mit dem
+~SOMART™ PCR cDNA Synthesis Kit* intakte cDNA amplifiziert

Die RNA-Isolierung aus einigen kompletten Bulbi olfactorii sollte die Reaktionsbedingungen
priifen und einen Anhaltspunkt iiber die Anzahl der lateralen und medialen Bulbusabschnitte
geben, die fiir die Konstruktion der subtrahierten cDNA-Bibliothek bendtigt wurden.

Von den 32 olfaktorischen Bulbi wurden jeweils acht in 1000 pl TriReagent® homogenisiert,
aufgearbeitet (vgl. 3.7.3) und die resultierende RNA gemeinsam zur Synthese des Erststranges
der cDNA eingesetzt (vgl. 3.10.2). Unter der Annahme, dass der cDNA-Synthese etwa 0,1 pg
Gesamt-RNA zu Grunde lagen, wurde 1/5 des resultierenden RNA/ cDNA-Hybridgemisches
fiir die cDNA-Amplifikation und zur Optimierung der Zykluszahl verwendet (Abb. 4-8).

A cDNA aus B cDNA aus Bulbus
humaner Plazenta RNA olfactorius RNA, Danio rerio

PCR-Zyklen X 15 18 21 24 27 30 15 18 21 24 27 30 X

6108bp—
4072bp—

2036bp

1018bp—
517/506bp

—517/506bp

Abbildung 4-8: Analyse zur Integritdtsabschatzung der cDNA und zur Optimierung der PCR-
Parameter. 5 pyl PCR-Produkt wurden nach verschiedenen PCR-Zyklen aus dem Reaktionsansatz
entnommen und auf einem 1,2%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Standard: 0,5 pg von
Marker X. A) Amplifikation der Kontroll cDNA aus humaner Plazenta. Der Pfeil zeigt die fur Plazenta
cDNA charakteristische 900 bp Bande. Die optimale PCR-Zykluszahl in diesem Experiment war 17. B)
Amplifikation der cDNA aus kompletten Bulbi olfactorii. Die optimale Zykluszahl in diesem Experiment
lag bei 14 Zyklen. Pfeilkdpfe: distinkte Banden innerhalb der cDNA-Verteilung.

Die Verteilung der Kontroll cDNA von 0,4 bis 6 kb war typisch fiir cDNA, die aus Siugetie-
ren stammt (Abb. 4-8A). Die cDNA aus Danio rerio verteilte sich tiber 0,3 bis 5 kb in einer
fiir Nicht-Saugetiere typischen GroBenverteilung (Molecular Research Center, 1997) und zeig-
te nach 15 Zyklen bei 0,5 und 1,7 kb jeweils eine Bande (Abb. 4-8B). Die distinkten Banden
und die GroBenverteilung wiesen auf die Synthese kompletter cDNA aus intakter RNA hin.
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Fiir die cDNA der Kontrolle wurde eine optimale Zykluszahl von 17 Runden erreicht. Nach
Zyklus 21 kam es zur ,,Uberzyklisierung* der cDNA, die sich in einer Verschiebung der PCR-
Produkte in den hohermolekularen Bereich manifestierte (Abb. 4-8A). Die Amplifikation der
cDNA aus den Bulbi olfactorii hatte ihr Plateau nach 15 Zyklen erreicht, so dass hier nach 14
Zyklen die ¢cDNA intakt und in groBtmdéglicher Amplifizierung, also unter optimalen Bedin-
gungen, vorlag (Abb. 4-8B; vgl. 3.10.4).

4.2.3 Die Anzahl der fur eine erfolgreiche cDNA-Amplifikation bendtigten Bulbus
olfactorius Kappen konnte abgeschatzt werden

Die Anzahl der benétigten Bulbi olfactorii wurde unter der vereinfachten Annahme, die Bulbi
olfactorii seien Kugeln mit einem Radius von 250 pm, abgeschétzt.

Das Volumen eines kompletten Bulbus olfactorius mit einem Radius von 250 pum ist etwa
zehnmal so gro3 wie das Volumen eines 100 pm hohen &dufleren Bulbusabschnitts (Abb. 4-9).
Vereinfacht wurde davon ausgegangen, dass zehnmal mehr Bulbuskappen als Bulbi fiir die
Isolierung der gleichen Menge RNA bendtigt werden. Im Vorexperiment wurde fiir cDNA aus
32 olfaktorischen Bulbi eine optimale Zykluszahl von 14 ermittelt. Bei einer Steigerung der
Zyklen auf 17 oder mehr, konnte eine 8-fach geringere Menge Ausgangsmaterial eingesetzt
werden (etwa 37 Bulbuskappen pro Seite). Da jedoch die zellarmen glomeruldren Strukturen
im Randbereich der olfaktorischen Bulbi liegen, wurden jeweils 50 bis 100 Bulbi olfactorii fiir
die Gewinnung der lateralen und der medialen Abschnitte angestrebt.

Abbildung 4-9: Schematische Darstellung der medialen
und lateralen Bulbuskappe als Kugelabschnitte. Ein 100 ym
tiefes Einschneiden in Kugeln mit einem Radius von 250 ym
erlaubt einen Fehlwinkel von 30°; ohne dass sich die beiden
entgegen gesetzt gelegenen Kugelabschnitte Uberlappen.

Mit der Gefriereinbettung und dem -schneiden der olfaktorischen Bulbi war die definierte und
RNA schonende Gewinnung der lateralen und medialen Bulbuskappen mdoglich. Aus den ge-
frorenen Gewebeschnitten konnte intakte RNA-isoliert werden. Da die Gewebemenge sehr
gering war, konnte aus der gewonnenen RNA keine ausreichende Menge cDNA fiir die Her-
stellung der cDNA-Bibliotheken gewonnen werden. Deswegen wurde die synthetisierte cDNA
amplifiziert. Um eine gleichméfBige Amplifizierung von allen Transkriptspezies zu erreichen,
wurden pro Gewebefraktion 50 bis 100 Bulbuskappen oder 5 bis 10 komplette olfaktorische
Bulbi benétigt.

Fiir die Konstruktion der subtrahierten ,,lateralen und ,,medialen” cDNA-Bibliotheken waren
daher also fiir die RNA-Gewinnung 50 bis 100 gefriereingebettete Bulbuskappen je Seite
notwendig.
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4.3 Bereitstellung von cDNA fiir die subtraktive Hybridisierung mit Hilfe des
»SMART™ PCR cDNA Synthesis Kits“ (Clontech)

Fiir die subtraktive Hybridisierung werden von jeder Fraktion 2 pg cDNA benétigt. Da diese
cDNA-Menge nicht aus der zur Verfiigung stehenden mRNA-Menge unmittelbar gewonnen
werden konnte, wurde die cDNA amplifiziert. Dazu wurde das ,,SMART™ PCR cDNA Syn-
thesis Kit*“ (Clontech, Heidelberg) verwendet, da es cDNA ausgehend von 50 ng Gesamt
RNA amplifizieren kann. Die Mengenverhéltnisse in der cDNA-Mischung entsprechen dabei
weitgehend denen der mRNA (Endege et al, 1999). Fir die Herstellung der cDNA-
Bibliotheken ist die Beibehaltung der Mengenverhidltnisse in den amplifizierten cDNA-
Gemischen wichtig, denn artifizielle Verschiebungen konnen differentiell exprimierte
Transkripte maskieren und gleichméBig exprimierte mRNAs differentiell erscheinen lassen.

Um eine Verschiebung der Mengenverhéltnisse zu vermeiden und vollstindige cDNAs zu
amplifizieren, miissen alle cDNAs unter optimalen Bedingungen amplifiziert werden. Ein
besonders kritischer Parameter ist die Anzahl der PCR-Runden, mit denen die cDNA Erst-
strang-Gemische amplifiziert werden. Ist sie zu gering, wird nur wenig PCR-Produkt gewon-
nen, ist sie dagegen zu hoch, kommt es zur Uberzyklisierung, d.h. zu einer unspezifischen
Bildung von kleineren Abbruchprodukten und verldngerten cDNA-Fragmenten (vgl. 3.10.4).

4.3.1 Gewinnung von Gesamt-RNA

Nach der Ermittlung des geeigneten Zeitpunktes im Verlauf der Regeneration bzw. einer ge-
eigneten Methode zur Isolierung der lateralen und medialen Bulbusabschnitte, wurde mRNA
aus den entsprechenden olfaktorischen Bulbi oder Bulbusabschnitten isoliert.

Gesamt-RNA wurde fiir die subtrahierte ,.Regenerations-cDNA-Bibliothek aus olfaktori-
schen Bulbi an Tag 8 nach der Zinksulfat-induzierten Degeneration und von unbehandelten

Danio rerio gewonnen

Fiir die Isolierung von Gesamt-RNA aus Bulbi olfactorii von behandelten Fischen wurden die
linken olfaktorischen Bulbi (degenerierte Seite) von zehn adulten Zebrabéarblingen an Tag 8
nach der Zinksulfat-Behandlung verwendet. Die mRNA der Kontrolle wurde aus olfaktori-
schen Bulbi von fiinf unbehandelten Geschwisterfischen gewonnen. Die Gesamt-RNA wurde
mit Hilfe von TriReagent® isoliert (vgl. 3.7.3).

Gesamt-RNA wurde fiir die ..Jaterale” und ..mediale* subtrahierte cDNA-Bibliothek aus den
in TissueTek® eingebetteten lateralen und medialen Kappen des Bulbus olfactorius gewonnen

Insgesamt wurden fiir Gewinnung des lateralen Gewebes 91 und fiir die des medialen Gewe-
bes 90 Bulbi olfactorii verwendet (vgl. 3.3.2). Obwohl einige der 20 um tiefen Schnitte verlo-
ren gingen, waren beide Gewebefraktionen bezogen auf die Schnittpositionen der enthaltenen
Schnitte gleichwertig.
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4.3.2 cDNA wurde mit Hilfe des ,SMART™ PCR cDNA Synthesis Kits" synthetisiert
und amplifiziert

Fiir die subtraktive Hybridisierung sollten 2 pg cDNA pro Fraktion eingesetzt werden. Aus
dem olfaktorischen Bulbus mit einem Durchmesser von 0,5 mm konnte jedoch nur sehr wenig
mRNA gewonnen werden, so dass die Praparation von einigen Hundert olfaktorischen Bulbi
notwendig gewesen wére. Stattdessen wurde cDNA aus 10 kompletten olfaktorischen Bulbi
oder 90 Bulbuskappen gewonnen und nach der cDNA-Synthese amplifiziert (vgl. 3.10.3).

Zur Amplifizierung der Regenerations- und der Kontroll-cDNA wurden 1/40 des cDNA/
RNA-Hybridgemisches eingesetzt und fiir die cDNA aus den lateralen und medialen Ab-
schnitten jeweils 1/5. Die optimale Zykluszahlen fiir die Amplifizierungen wurden bestimmt,
indem nach 9 PCR-Runden und nach jeden weiteren drei Runden 10 ul PCR-Produkt ent-
nommen und elektrophoretisch analysiert wurden. Beispielhaft zeigt Abbildung 4-10 die Op-
timierung der Zykluszahl fiir die cDNA aus dem lateralen und medialem Abschnitt des olfak-
torischen Bulbus.

cDNA aus cDNA aus
lateraler Bulbusregion medialer Bulbusregion

PCR-Zyklen X 9 12 15 18 21 24‘ 9 12 156 18 21 24 X

6108bp

1018bp
517/506bp

Abbildung 4-10: Analyse zur Optimierung der PCR-Parameter fiir die cDNA, die aus dem lateralen
und medialen Abschnitt des olfaktorischen Bulbus gewonnen wurde. 10 ul PCR-Produkt wurden nach
9, 12, 15, 18, 21 und 24 PCR-Runden auf einem 1,2 %igen Agarosegel aufgetrennt. Pfeilspitzen: dis-
tinkte Banden innerhalb der cDNA Population.

Die resultierende cDNA-Population erstreckte sich dhnlich wie die cDNA vom kompletten
Bulbus olfactorius von 0,3 kb bis zu 5 kb (Molecular Research Center, 1997; vgl. 4.3.2). Die
Banden waren am intensivsten nach 18 Zyklen zu erkennen. Die optimale Zykluszahl wurde
auf 14 festgelegt. Sie war sehr vorsichtig geschétzt und flihrte nach der Reinigung der PCR-
Produkte (vgl. 3.11.2) und bei den folgenden Schritten dazu, dass sich die Menge der PCR-
Produkte an den unteren Nachweisgrenzen der Analysen bewegten.

Fiir die cDNA, die aus olfaktorischen Bulbi unter regenerierenden Bedingungen gewonnen
wurde, wurde eine optimale Zykluszahl von 18 ermittelt. Unter diesen Bedingungen konnten
etwa 10 ng/ ul intakte cDNA in einem 100 pul Reaktionsansatz gewonnen werden. Die Krite-
rien fiir die ,,optimale Zykluszahl sind unter 3.10.3 beschrieben.
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Die amplifizierte cDNA-Population aus den lateralen Bulbuskappen wird im folgenden ver-
kiirzt Lateral genannt und die aus den medialen verkiirzt Medial. Entsprechend wird fiir die
cDNA-Population aus den Kontroll Bulbi die Bezeichnung Kont und fiir cDNA, die aus den
regenerierenden Bulbi gewonnen wurde, Reg verwendet.

Die ¢cDNA-Gemische (Lateral, Medial, Reg, Kont), die fiir die Herstellung der subtrahierten
cDNA-Bibliotheken erforderlich waren, wurden damit gewonnen.

4.4 Erstellung der subtrahierten cDNA Bibliotheken mit Hilfe des ,,CLONTECH
PCR-Select™ cDNA Subtraction Kits*

In einer subtrahierten cDNA-Bibliothek sind die cDNA-Fragmente angereichert, die mit
mRNAs korrespondieren, die in hoherer Konzentration in dem ,, Tester* als in dem ,,Driver*
cDNA-Gemisch vorliegen.

Fiir die Herstellung der subtrahierten cDNA-Bibliotheken mit Hilfe der Suppression subtrak-
tive Hybridisierung (SSH) wird die ,,Tester” cDNA-Population zunéchst in zwei Fraktionen
geteilt. Anschlieend wird die eine Hélfte mit Adapter 1 und die andere mit Adapter 2R li-
giert. Beide Adapter-ligierten ,,Tester cDNA-Fragment Gemische werden separat mit einem
UberschuB ,,Driver* ¢cDNA-Fragmenten hybridisiert. Dabei bleiben differentiell verteilte
,»Lester cDNA-Fragmente vermehrt einzelstrangig. Nach der Vereinigung von beiden Hybri-
disierungsansdtzen konnen diese Fragmente Hybride bilden, die sich durch zwei unterschied-
liche Adaptoren auszeichnen. Dadurch werden sie als einzige Hybridspezies in den anschlie-
Benden Suppression subtraktive PCR-Reaktionen (SS-PCR) exponentiell amplifiziert und so
in der resultierenden subtrahierten cDNA-Bibliothek angereichert.

Das experimentelle Vorgehen fiir die Herstellung der subtrahierten cDNA-Bibliotheken ist
unter 3.11 ausfiihrlich beschrieben.

Zwei Schritte in dem Verfahren gelten als besonders kritisch: die Ligation der Adaptoren und
die SS-PCR. Beide Reaktionen werden deswegen in sogenannten Effizienztests tiberpriift. An
deren Ergebnis wird dann entschieden, ob die Konstruktion der cDNA-Bibliothek fortgesetzt
werden kann oder ob der Reaktionsschritt wiederholt werden muss.
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4.4.1 Furden Einsatz in die subtraktive Hybridisierung werden die cDNAs in kleinere
Fragmente gespalten und mit Adaptoren ligiert

Die Spaltung der cDNA-Gemische (Lateral, Medial, Reg und Kont) entfernt die Adaptoren,
die fiir die cDNA-Amplifikation benotigt wurden, und erzeugt kleinere cDNA-Fragmente, die
fiir die Subtraktion vorteilhaft sind und die Ligation von neuen Adaptoren ermdglichen (vgl.
3.11.2). Die Adapterligationen an einen Teil der gespaltenen cDNAs fiihrt zur Bildung von
mlester cDNA (Lateraly, Medialr, Regr und Kontr ) und von nicht-ligierter ,,.Driver cDNA
(Lateralp, Medialp , Regpund Kontp).

Zur Kontrolle der Rsal-Spaltung wurden Aliquots der gereinigten cDNA-Populationen Reg
und Kont vor und nach der Rsal-Inkubation iiber ein 1,5 % Agarosegel aufgetrennt. Nach der
Spaltung war der Molekulargewichtsbereich auf 0,2 bis 2,0 kb gesunken, so dass von einer
erfolgreichen Reaktion ausgegangen wurde (Daten nicht gezeigt). In den folgenden Reini-
gungs- und Konzentrierungsschritten, in denen Verluste bis zu 70 % tolerierbar sind, sank die
cDNA-Ausbeute auf 35 bis 45 %.

Da in die Aufarbeitung fiir Lateral und Medial zu Beginn nur sehr wenig Ausgangsmaterial
eingesetzt wurde, waren auf den Gelen nur schwache Banden zu erkennen, die eine Abschit-
zung der Ausbeute nicht zulieBen. Die GroBe der Fragmente lag zwischen 0,2 und 1,0 kb.
Nach der Reinigung der cDNA-Spaltprodukte wurde ein Teil der lateralen, der medialen, der
Regenerations- und der Kontroll-cDNA in jeweils drei getrennten Reaktionsansidtzen mit A-
dapter 1, mit Adapter 2R und mit einer dquimolaren Mischung aus beiden Adaptoren ligiert
(vgl. 3.11.2). Der letztgenannte Ansatz wurde zur Kontrolle der experimentellen Subtraktio-
nen herangezogen. Die Effizienz der Ligation fiir die beiden ersten Ansdtze wurde in einer
semiquantitativen PCR-Reaktion bestimmt (vgl. 3.11.2; Abb. 4-11A). Hier werden die PCR-
Produkte, die mit zwei Danior rerio B-Aktin spezifischen Primern erhalten werden, denen
gegeniibergestellt, die mit einem [-Aktin spezifischen und einem Adapter-spezifischen Primer
erhalten werden. Exemplarisch ist die Ligationseffizienzanalyse fiir Lateralr- und Medial-
cDNA dargestellt (Abb. 4-11B). Die Ligationseffizienz fiir die parallel bearbeitete Kontrolle
(Muskel/§X174; vgl. 3.11.2) wird mit dem gleichen Verfahren {iber die Spezies-spezifischen
Primer G3PDH3‘ und G3PDHS5° iiberpriift.

Die Ligationsanalyse des Muskel/$X174 ,,Testers* fiihrte mit der G3PDH3’/G3PDHS5’ und
der G3PDH3’/PCRPrimerl Primerkombination zu etwa gleich intensiven PCR-Produkt Ban-
den. Die gleiche Fluoreszenzintensitit der Banden bei 500 bp und 750 bp zeigte, unter Be-
riicksichtigung der verschiedenen Fragmentmassen, dass die Ligationen der Kontroll Mus-
kel/pX1747-1 und -2 zu ca. 65 % erfolgreich waren. Wihrend der Adapter 2R zu etwa 75 % an
die cDNA-Fragmente von Lateralr-2 ligierte, konnte fiir die Ligation von Adapter 1 nur eine
30 %-ige Effizienz festgestellt werden (Lateral-1). Die Medial;-2 cDNA Fragmente wurden
mit Adapter 2R zu rund 50 % und mit Adapter 1 zu etwa 75 % ligiert.
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A PCR

Primer 1 b-act1 (bzw. G3PDH5’)
— —
5 NS 3
—
b-act2 (bzw. G3PDH3’)
350 bp (bzw. 500 bp fiir G3PDH)
460 bp (bzw. 750 bp fii G3PDH)

B Q";‘f;‘f% g"ﬁ;‘j'{_zlm«edian-z LateraIT-ZI MedialT-1 MediaIT-2|
3Primer| x x x x| x x x X|x x x X
5 Primer X X X X X X

PCRPrimer1

X

Abbildung 4-11: Ligationseffizienzanalyse am Beispiel der experimentellen ,Tester* Medial~1 und
Medial-2, Lateral-1 und Lateral-2. A) Schematische Darstellung der Primerkombinationen; mit b-
act1/b-act2 wird eine 350 bp und mit b-act2/PCR Primer 1 eine 460 bp Bande erwartet. Analog dazu
werden mit G3PDH3’, G3PDH5’ und PCR Primer 1 eine 500 bp und eine 750 bp Bande erwartet. B)
Ligationseffizienzanalyse von Medial~1 und Medial-2, Lateral-1 und Lateral-2 sowie der Kontroll
»1ester” Muskel/pX 1741 und Muskel/pX174+2. 3‘Primer: b-act2 bzw. G3PDH3'; 5'Primer: b-act1 bzw.
G3PDH5'.

Fiir die Ligationen der Regr und Kontr an die Adapter 1 und 2R wurden die PCR-Produkte
elektrophoretisch tiberpriift und fluoreszenzphotometrisch vermessen. Es wurden Effizienzen
zwischen 40 und 50 % bestimmt.

Die angestrebten und fiir eine erfolgreiche Subtraktion erforderlichen 25 % Ligationseffizienz
wurden in allen Kombinationen erreicht.

4.4.2 In zwei subtraktiven Hybridisierungen und zwei ,Suppression“ PCRs wird -
aktin in den subtrahierten Bibliotheken reduziert

In der ersten Hybridisierungsrunde wurden die ,, Tester cDNA-Populationen separat mit den
zugehorigen ,,Driver cDNAs denaturiert und hybridisiert (vgl. 3.11.3). Fiir die zweite Hybri-
disierungsrunde wurden die beiden Ansdtze aus der ersten Hybridisierung (z.B. Medialr-
1/Lateralp und Medialr-2/Lateralp) miteinander vermischt und gleichzeitig mit frisch denatu-
riertem ,,Driver* versetzt (vgl. 3.11.3). Aliquots der resultierenden Subtraktionen wurden zur
Bildung der cDNA-Bibliotheken und Muskel/¢9X174-Bib amplifiziert (vgl. 3.11.4). Die nicht-
subtrahierten Kontroll Bibliotheken Lateral-C, Medial-C, Reg-C, Kont-C und Muskel/¢9X174-
C wurden von den entsprechenden Ligationsansédtzen ausgehend exponentiell vermehrt (vgl.
3.11.4).
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Erste und zweite Suppressions-PCR

Fiir die Uberpriifung der Reaktionsbedingungen wurden zwei Kontrollen vom Hersteller des
»CLONTECH PCR-Select™ cDNA Subtraction Kits* (Clontech, Heidelberg) zur Verfligung
gestellt. Die subtraktive Hybridisierung wurde durch die Verwendung synthetisch differentiel-
ler cDNA getestet (vgl. 3.11.2; Muskel/¢X174 cDNA-Bibliothek). Die Reaktionsbedingungen
wéhrend der Amplifikation wurde durch die Mitamplifikation einer vom Hersteller bereits
erfolgreich subtrahierten cDNA getestet (vgl. 3.11.4; ,,PCR Control Subtracted cDNA*).

Bei einer elektrophoretischen Auftrennung (2 % Agarosegel) der Hae Ill-verdauten $pX174
Phagen-DNA wurden sechs Fragmente sichtbar (nicht gezeigt). Die beiden kleinsten Frag-
mente waren in der Kontrolle der Hybridisierungsbedingungen (Abb. 4-12, Spur 1; Mus-
kel/¢X174 Bibliothek) nicht zu detektieren, was auf die geringere DNA-Konzentration und
auf den Suppressions Effekt der PCR beziiglich kleineren Fragmenten zuriickzufiihren war. In
der Kontrolle der Amplifikationsbedingungen (Abb. 4-12, Spur 2; ,,PCR Control Subtracted
cDNA*) wurde eine Bande in dem Bereich, in dem die beiden kleinen Fragmente erwartet
werden, detektiert. Da die kleinen Fragmente in einer erfolgreich subtrahierten cDNA des
Herstellers ebenfalls nicht vorhanden sind (Clontech Laboratories, 1997), wurden beide
cDNA-Bibliotheken als ,,erfolgreich subtrahiert eingestuft. Die PCR-Bedingungen und die
subtraktive Hybridisierung waren demnach geeignet, subtrahierte cDNA-Bibliotheken zu ge-

nerieren.

Abbildung 4-12: Produkte der ersten Suppression PCR
von den Kontrollen Muskel/pX174-Bib (Spur 1), ,PCR
Control Subtracted cDNA® (Spur 2), und Muskel/¢X174-C
(Spur 3). Muskel/¢X174-Bib wurde parallel mit Lateral-Bib,
Medial-Bib, Reg-Bib und Kont-Bib hybridisiert und amplifi-
ziert und stellt damit eine gute Kontrolle fir diese subtra-
hierten cDNA-Bibliotheken dar (vgl. 3.11.2). In dieser Bib-
liothek sollten die Produkte von Haelll-gespaltenem
¢X174-Phagen angereichert sein (1,3 kb, 1,1 kb, 0,9 kb,
0,6 kb, 0,3 kb und 0,2 kb). Muskel/¢X174-C ist die nicht-
subtrahierte Kontrolle der Muskel/¢X174-Bib. Die ,PCR
Control Subtracted cDNA*® ist eine vom Select-Kit Herstel-
ler zur Verfiigung gestellte erfolgreich subtrahierte Mus-
kel/pX174-Bib (vgl. 3.11.4) Die resultierenden Haelll-
Spaltprodukte des ¢X774-Phagen zeigen, dass die Hybri-
disierungs- und die Amplifiaktions-bedingungen geeignet
waren, um subtrahierte cDNA-Bibliotheken herzustellen.

Als Beispiel fiir primidre und sekunddre PCR-Produkte der experimentellen subtrahierten
cDNA-Bibliotheken zeigt Abbildung 4-13 die Amplifikation von Lateral-Bib und Medial-Bib.
In den Produkten der sekundiren PCR waren einzelne Banden innerhalb der cDNA-
Populationen zu erkennen, die eine erste Beurteilung der Subtraktion erlaubten. Im Vergleich
der subtrahierten Bibliotheken zu ihren nicht-subtrahierten Kontrollen fiel in Lateral-C eine
500 bp-Bande auf, die in der Lateral-Bib reduziert war. Die mediale Subtraktionskontrolle
Medial-C zeichnete sich im Gegensatz zur Medial-Bib durch einen grofleren Anteil langerer
Produkte aus.
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1°PCR 2°PCR 1°PCR 2°PCR
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Abbildung 4-13: PCR-Produkte der experimentellen Bibliotheken nach der primaren und sekundaren
»suppression“ PCR in einem 2 %-igem Agarosegel aufgetrennt. Der Pfeil zeigt eine 500 bp Bande, die
in Lateral-C intensiver als in Lateral-Bib ist. Die Klammern weisen auf die héher molekularen cDNAs in
Medial-C hin.

Analyse der Subtraktionseffizienz

Ein Maj fiir die Giite der Subtraktion ist die Differenz zwischen den PCR-Runden, die bend-
tigt werden, nicht-differentiell oder differentiell exprimierte Gene aus den subtrahierten Bib-
liotheken und den zugehorigen nicht-subtrahierten Kontrollen zu amplifizieren (vgl. 3.11.4).
Da bisher keine Gene bekannt waren, die differentiell im lateralen bzw. medialen Abschnitt
des Bulbus olfactorius exprimiert wurden und da keine Sequenzen von Genen vorlagen, die
wiéhrend der Regeneration des glomeruldren Musters reguliert werden, konnte die Giite der
Bibliotheken zunichst nur iiber die Reduktion von nicht-differentiellen Sequenzen, wie z. B.
B-aktin, abgeschitzt werden.

\‘:9\/0 Lateral-Bib Lateral-C
N 18 23 28 33 38 18 23 28 33 38 PCR-Zyklen

3054bp =
1636bp—

517/506bp '

< AN
Medial-Bib \/é@' Medial-C \,é,{@

he) he)
18 23 28 33 38 43 "\ 13 23 28 33 38 43 N° PCR-Zyklen

Abbildung 4-14: Semiquantitative PCR zur Analyse der Subtraktionseffizienz am Beispiel von A) Late-
ral-Bib und B) Medial-Bib. Ausgehend von subtrahiertem und nicht-subtrahiertem sekundaren PCR-
Produkt wird mit den b-act1 und b-act2 Primern ein 460 bp -aktin Fragment amplifiziert.
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In Abbildung 4-14 ist das Ergebnis des Subtraktionseffizienztests flir zwei der subtrahierten
Bibliotheken gezeigt, die die Grundlage der folgenden Untersuchungen bildeten (Lateral-Bib
und Medial-Bib). Wiahrend bei Medial-Bib die erste S-aktin Bande nach 33 Zyklen zu sehen
war, wurde sie bei Medial-C schon nach 23 Zyklen detektiert. Unter Bertlicksichtigung der
Banden-Intensititen lagen ungefihr 8 PCR-Runden zwischen den ersten Detektionen. Die
hohermolekulare B-aktin Bande deutet darauf hin, dass einige cDNAs in Medial-C tiberzykli-
siert waren und hoher molekulare Transkripte bildeten (vgl. 3.10.4). Eine genomische Konta-
mination kann an dieser Stelle ausgeschlossen werden, da das erwartete Fragment ebenfalls
460 bp grol} wire.

Fir die ,.laterale” Bibliothek und Lateral-C wurde eine Differenz zwischen den ersten detek-
tierbaren B-aktin Signalen von iiber 10 Runden ermittelt. Bei einer Verdopplung der Produkt-
menge je Zyklus wire die [-aktin Matrize in den subtrahierten Bibliotheken um den Faktor
256 bzw. um den Faktor 1024 reduziert. Die tatsdchlich vorliegenden Reduktionen sind ver-
mutlich geringer, da in Experimenten unter vergleichbaren Bedingungen nur eine 1,8-fache
Vermehrung des PCR-Produkts pro PCR-Zyklus festgestellt wurde. Damit ergab sich fiir die
Reduktion der B-aktin Sequenz in Medial-Bib gegeniiber der nicht-subtrahierten Kontrolle ein
Faktor von 110 und fiir die Lateral-Bib ein Faktor von 360.

In der Reg-Bib war die B-aktin Matrize um 10 PCR-Runden reduziert, wihrend in der Kont-
Bib keine Verringerung von B-aktin detektierbar war.

Die Subtraktion in der Kont-Bib cDNA-Bibliothek wurde deswegen als fehlgeschlagen einge-
stuft und nicht weiter analysiert.

Die fiir eine ,,erfolgreiche* Subtraktion angestrebten 5-15 PCR-Runden Differenz zwischen
den ersten detektierbaren B-aktin PCR-Produkten wurden demzufolge in Lateral-Bib, Medial-
Bib und Reg-Bib erreicht. In diesen cDNA-Bibliotheken waren demnach die subtraktive
Hybridisierungen und die SS-PCR erfolgreich verlaufen, d.h. cDNA-Fragmente, die mit diffe-
rentiell exprimierten Transkripten korrespondierten, waren angereichert worden.

Diese effizient subtrahierten cDNA-Bibliotheken wurden also im folgenden verwendet, um
differentiell exprimierte Transkripte zu isolieren.

4.5 Differentielles Screening der subtrahierten cDNA-Bibliotheken

Wie jede subtrahierte cDNA-Bibliothek enthalten auch die hergestellten Lateral-Bib, Medial-
Bib und Reg-Bib cDNA-Fragmente, die nicht mit differentiell exprimierten Transkripten kor-
respondieren und die den sogenannten Hintergrund bilden.

Im differentiellen Screening wird versucht, die differentiell exprimierten Sequenzen zu isolie-
ren.
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4.5.1 Experimentelles Vorgehen beim differentiellen Screening

Die subtrahierten Bibliotheken wurden in den pGEM-T-Vektor ligiert und aus den Insert-
tragenden Transformanden wurden Kolonie Dot Blots, Plasmid Dot Blots oder PCR-Produkt
Dot Blots (vgl. 3.12.3) hergestellt. Zum differentiellen Screening wurden die Dot Blots ver-
gleichend mit zwei cDNA-Gemischen hybridisiert (vgl. 3.12.4).

Die PCR-Produkt Dot Blots aus der Reg-Bib wurden gegen Sonden aus den subtrahierten
cDNA-Bibliotheken Reg-Bib und Kont-Bib (Abb. 4-15A) und gegen Sonden aus den nicht-
subtrahierten cDNA-Populationen Reg-C und Kont-C hybridisiert (vgl. 3.12.2; Abb. 4-15B).
cDNA-Fragmente, die mit den ,,vorwirts* Sonden (Reg-C und Reg-Kont) ein stirkeres Signal
erzeugen, wurden hier als Kandidatenpcr bezeichnet.

A PCR Dot Blot C Kolonie Dot Blot
Reg-Bib Medial-Bib
Differentielles Screenin Differentielles Screeningl
| | | |
“vorwarts” Sonde ‘“rickwarts” Sonde “vorwérts” Sonde “rickwéarts” Sonde
= RegI-Bib = K(Imt-Bib = Media;l—Bib = Latferal-Bib
Auswerten $—=<—-Hintergrund Auswerten F—=<——Hintergrund
KandidatenPCRsub KandidatenKolonie
B PCR Dot Blot Plasmid Dot Blot
Reg-Bib Medial-Bib
Differentielles Screening Differentielles Screeningl
[ 1 [ 1
“vorwarts” Sonde “rickwarts” Sonde “vorwérts” Sonde ‘“riickwérts” Sonde
= Re?-C = KIOHf-C = Medield-Bib = LatleraI-Bib
Auswerten $—=<—>Hintergrund Auswerten —=<——Hintergrund
R
KandidatenPcr KandidatenpPlasmid

Abbildung 4-15: Schematische Darstellung des subtraktiven Screenings. A) und B) Die Transforman-
den aus der Reg-Bib werden mit Hilfe von PCR-Produkt Dot Blots differentiell gescreent. Als Sonden
werden die subtrahierten (A) und die nicht-subtrahierten (B) cDNA-Bibliotheken verwendet. Nach der
ersten Screening Runde werden Kandidatenpcr zur weiteren Analyse bestimmt. C) Die Transforman-
den aus der Lateral-Bib und der Medial-Bib werden im Kolonie Dot Blot und im Plasmid Dot Blot diffe-
rentiell gegen die subtrahierten Bibliotheken hybridisiert. Nach der ersten subtraktiven Hybridisierung
werden die differentiellen Kandidatenggone ausgewahlt und nach der zweiten Hybridisierungsrunde
werden Kandidatenp,smig flr die weiteren Analysen identifiziert.

Kolonie Dot Blots wurden aus den Transformanden der Lateral-Bib und der Medial-Bib her-
gestellt. Sie wurden ,,vorwirts* mit Sonden aus der gleichen cDNA-Bibliothek und ,,riick-
wirts mit Sonden aus der revers hergestellten cDNA-Bibliothek hybridisiert (vgl. 3.12.4;
Abb. 4-15C). Kolonien, die mit subtrahierten ,,vorwérts* Sonden stérker als mit den ,,riick-
wirts* Sonden hybridisieren, wurden als Kandidatengjonie bezeichnet. Kandidatenp,smig waren
in der Plasmid Dot Blot (vgl. 3.12.3) Hybridisierung erfolgreich verifizierte Kandidatengojonie
und wurden sequenziert.
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4.5.2 Differentielles Screening der subtrahierten ,Regenerations®- cDNA-Bibliothek

Insert-tragende Transformanden wurden durch ,,Blau-WeiB3-Selektion* ausgewéhlt und fiir
bakterielle Kolonie-PCR vorbereitet (vgl. 3.8.3). Nach der Kolonie-PCR wurden die PCR-
Produkte auf Membrane {ibertragen und zum differentiellen Screening eingesetzt. Mit den
ausgewdhlten Kolonien wurden 10 PCR-Produkt Dot Blots in doppelter Ausfiihrung herge-
stellt.

Differenticlles Screening mit Sonden aus den nicht-subtrahierten Kontroll cDNA-
Populationen

In einem ersten Ansatz werden die PCR-Dot Blots mit ¢cDNA-Sonden aus den nicht-
subtrahierten Kontrollen Kont-C und Reg-C hybridisiert. Da auf den meisten Dot Blots eine

unerwartete Vielzahl von Kandidatenpcr detektierbar war, wurden zunédchst zwei Dot Blots
eingehender untersucht, indem die Hybridisierungen mit frisch hergestellten Sonden wieder-

holt wurden.
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Abbildung 4-16: Auffinden von differentiell hybridisierenden Klonen aus der subtrahierten cDNA-
Bibliothek Reg-Bib mittels PCR-Produkt Blot am Beispiel von PCR Dot Blot 9. A) Hybridisierung mit
Reg-C und Kont-C Sonden. B) Wiederholung der Hybridisierung mit getauschten Blots. Als Kandida-
tenpcr eingestufte Signale sind eingekreist.

Von den 172 aufgetragenen experimentellen /nserts konnten 37 den differentiellen Kandida-
tenpcr zugerechnet werden. Die Abb. 4-16 zeigt am Beispiel von PCR-Dot Blot 9 die erste
Hybridisierung mit den Sonden aus Kont-C und Reg-C (Abb. 4-16A). In der zweiten Hybridi-

sierung stellte sich heraus, dass in PCR Dot Blot 9, alle bis auf zwei zuvor detektierten Kan-
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didatenpcr Artefakte gewesen waren, denn die Mehrheit der differentiellen Signale waren
nicht reproduzierbar. Stattdessen stimmten die beiden Blots nach der zweiten Hybridisierung
beinahe vollstindig iiberein (Abb. 4-16B). Von den 37 Kandidatenpcr der ersten Hybridisie-
rung waren damit insgesamt 93 % artifiziellen Ursprungs. Mdglicherweise entstanden die dif-
ferentiellen Signale durch ungleichméfige Hybridisierungen in einem zu kleinen Volumen
Hybridisierungslosung. Da die Hybridisierungen mit den nicht-subtrahierten Sonden Kont-C
und Reg-C sehr wenige differentielle Kandidatenpcr identifizieren konnte, wurden diese Hy-
bridisierungen nicht fortgesetzt.

Differentielles Screening mit Sonden aus den subtrahierten cDNA-Bibliotheken

Nach der Hybridisierung der Blots mit den subtrahierten Sonden Reg-Bib und K-Bib, wurde
die Effizienz des differentielle Screenings an drei Membranpaaren beispielhaft untersucht.
Der PCR-Produkt Dot Blot 10 wies nach den Hybridisierungen neun cDNA-Fragmente auf,
die mit differentiell exprimierten Transkripten korrespondieren konnten (Abb. 4-17). Auf den
beiden anderen Dot Blot Duplikaten wurden 21 weitere Kandidatenpcr identifiziert. Von die-
sen insgesamt 29 Kandidatenpcg wurden 14 im ,,cDNA Southern iiberpriift und als nicht-
differentiell eingestuft. 40 weitere, willkiirlich ausgewédhlte cDNA-Fragmente zeigten im
,»CDNA Southern* ebenfalls kein differentielles Signal.

Da die Isolierung von cDNA-Fragmenten, die mit differentiell exprimierten mRNAs korres-
pondieren, in der Reg-Bib mit dem differentiellen Screening nicht erfolgreich war, wurde von
einer weiteren Analyse der subtrahierten cDNA-Bibliothek Reg-Bib abgesehen.

Reg-Bib Sonde Kont-Bib Sonde
12 3 4567 8 910112 1 2 3 4 56 7 8 9 1011 12

Abbildung 4-17: Auffinden von differentiell hybridisierenden Klonen aus der subtrahierten cDNA-
Bibliothek Reg-Bib mittels PCR-Produkt Blot am Beispiel von Dot Blot 10. Hybridisiert wurde mit den
subtrahierten cDNA-Sonden Reg-Bib und Kont-Bib. Als Kandidatenpcr eingestufte Signale sind einge-
kreist.

I o T mooO o >

4.5.3 Differentielles Screening der subtrahierten ,lateralen® cDNA Bibliothek fuhrte
zu 28 Kandidatenpiasmid

Nach der Vorauswahl der Transformanden in der ,,Blau-Weil3-Selektion® wurden etwa 1320

Insert-tragende Bakterien in Kolonie Dot Blots aufgereiht (vgl. 3.12.3) und mit den ,,vor-
wiarts“ (hier: Lateral-Bib) und ,riickwirts® (hier: Medial-Bib) subtrahierten cDNA-Sonden
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hybridisiert (vgl. 3.12.4). Klone, die stirker mit den ,,vorwarts* als mit den ,,riickwérts* Son-
den hybridisierten, wurden als Kandidatengjonie ausgewdhlt. Eine komplette Aufstellung von
allen fiir diese Studie relevanten Kolonie Dot Blots befindet sich im Anhang.

Die Abbildung 4-18 zeigt das Kolonie Dot Blot Filterpaar 4. Die Kandidatengojonie Wurden
visuell ausgewdhlt, weil Computer-gestiitzte Verfahren Varianten in der GroB3e und in der
Lokalisation der Kolonien unzureichend beriicksichtigen (vgl. 3.12.4). Der Klon 4A10 (Kolo-
nie Dot Blot Filter 4, Reihe A, Spalte 10) wurde zum Beispiel ausgewéhlt, weil er in der
Hybridisierung mit der subtrahierten ,,vorwirts* Sonde (hier: Lateral-Bib) ein Signal zeigte,
jedoch mit der ,riickwirts* hybridisierten Sonde (hier: Medial-Bib) unterhalb der Nachweis-
grenze blieb. Da ,,falsch positive* Signale leicht entstanden, wenn die Hybridisierungslosung
iiber einen Kolonie Dot Blot ungleichméBig verteilt war, wurden die umliegenden Signale in
die Beurteilung des Signals einbezogen. Die umliegenden Kolonien zeigten ein anderes
Hybridisierungsverhalten als 4A10, der damit als differentieller Kandidatkeenie €ingestuft
wurde. Aus etwa 1320 Kolonien auf 14 Kolonie Dot Blot Filtern wurden 103 Kandidatengjonie

ermittelt.
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Abbildung 4-18: Auffinden von differentiell hybridisierenden Klonen aus der subtrahierten cDNA-
Bibliothek Lateral-Bib am Beispiel der Kolonie Dot Blot Filter 4. Zwei parallel hergestellte Kolonie Dot
Blot Filter wurden mit radioaktiv-markierter subtrahierter ,vorwarts“ (hier: Lateral-Bib) bzw. ,rickwarts*
(hier: Medial-Bib) cDNA Sonde hybridisiert. Neben Klon 4A10 wurden von diesem Blot die Klone 4B7,
4B9, 4C5, 4G9 und 4H8 als Kandidatenyonie €rmittelt (eingekreiste Signale).

Die im Kolonie Dot Blot identifizierten differentiellen Kandidatenggjonie Wurden in einer wei-
teren Hybridisierung gefiltert (Abb. 4-19). Hierzu wurden aus den entsprechenden Transfor-
manden gewonnene Plasmidldsungen auf eine Nylonmembran iibertragen und mit den subtra-
hierten ,,vorwirts* und der ,,riickwirts* Sonden hybridisiert (vgl. 3.12.4). Von den 103 Kan-
didatengojonie, die mit dem oben beschriebenen Verfahren ausgewdhlt wurden, konnten 28
Transformanden im Plasmid Dot Blot bestétigt werden. Die Plasmid Dot Blots erwiesen sich
somit als deutlich stringenter als die Kolonie Dot Blots, da hier Unterschiede beim Auftragen
und in der Fixierung der Nukleinsduren geringer waren.

90



4 Ergebnisse

Lateral-Bib Sonde Medial-Bib Sonde
1234567 8910112
I TR 7o
Ao BARE v s@e

Abbildung 4-19: Uberpriifung der im Kolonie Dot Blot differentiell hybridisierenden Klone durch einen
Plasmid Dot Blot. Die Plasmid Dot Blot Duplikate der lateralen Kandidatengeonie Wurden mit der subtra-
hierten ,vorwarts“ (hier: Lateral-Bib) bzw. ,rlckwarts® (hier: Medial-Bib) Sonde hybridisiert. Zeigten
Dots mit der ,vorwarts“ Sonde ein starkeres Hybridisierungssignal als mit der ,rickwarts“ Sonde, wur-
den sie als Kandidatenp,smig €ingestuft (eingekreiste Signale mit Arbeitsnummern; vgl. Tabelle 4-1).

4.5.4 Differentielles Screening der subtrahierten ,medialen cDNA-Bibliothek fuhrte
zu 18 Kandidatenpjasmig

Fiir die Kolonie Dot Blot Analyse wurden nach der ,,.Blau-Wei3-Selektion* ca. 940 Transfor-
manden ausgewéhlt und differentiell gescreent (vgl. 3.12.1). Die ,,vorwirts* Sonde geht auf
die cDNA-Population der subtrahierten Bibliothek Medial-Bib und die ,,riickwérts* Sonde auf
die ebenfalls subtrahierte Lateral-Bib zuriick (vgl. 3.12.2). Hybridisierungssignale wurden mit
Hilfe des Phosphoimagers detektiert und anschlieBend analysiert (vgl. 3.12.4). Die Hybridisie-
rungsergebnisse von allen verwendeten Kolonie Dot Blots befinden sich im Anhang.

Die Abbildung 4-20 zeigt beispielhaft die Hybridisierung des Kolonie Dot Blot Filterpaares 4
aus der subtrahierten Bibliothek Medial-Bib und die identifizierten Kandidatengojonje.

Medial-Bib Sonde Lateral-Bib Sonde
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Abbildung 4-20: Auffinden von differentiell hybridisierenden Klonen aus der subtrahierten cDNA-
Bibliothek Medial-Bib mittels Kolonie Dot Blot. Zwei parallel hergestellte Kolonie Dot Blots wurden mit
radioaktiv-markierter subtrahierter ,vorwarts® (hier: Medial-Bib) bzw. ,rlickwarts® (hier: Lateral-Bib)
cDNA Sonde hybridisiert. Die Klone 4A8, 4A10, 4B10, 4C2, 4C10, 4E8, 4E9, 4E10, 4F8, 4F10 und
4G10 wurden als Kandidatenggonie €rmittelt.
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Im Plasmid Dot Blot wurden von den 89 Kandidatenggonie aus zehn Kolonie Dot Blots 18
Kandidatenpjsmig erhalten (Abb. 4-21).

Medial-Bib Sonde Lateral-Bib Sonde
12345678 910112 12345678 910112
Y?‘ A 3:* ‘*‘ , e bf.y'\\'" ot TR oA 27 A i*: - <]

® T Mmoo w >

Abbildung 4-21:Uberpriifung der im Kolonie Dot Blot differentiell hybridisierenden Klone durch einen
Plasmid Dot Blot. Die Plasmid Dot Blot Duplikate der medialen Kandidatenkgenie Wurden mit der sub-
trahierten ,vorwarts“ (hier: Medial-Bib) bzw. ,rlickwarts” (hier: Lateral-Bib) Sonde hybridisiert. Zeigten
die Plasmid Dots mit der ,vorwarts“ Sonde ein starkeres Hybridisierungssignal als mit der ,rickwarts*
Sonde, wurden sie als Kandidatenggonie €ingestuft (eingekreiste Signale mit Arbeitsnummern; vgl. Ta-
belle 4-4).

Zusammengefasst zeigte sich im differentiellen Screening, dass die ,,Regenerations* cDNA-
Bibliothek trotz eines positiven Subtraktionseffizienz-Tests nur &duBerst wenige cDNA-
Fragmente enthielt, die moglicherweise mit differentiell exprimierten Transkripte korrespon-
dierten. Die Anreicherung von differentiellen cDNA-Fragmenten war also iiberschétzt wor-
den. Da der Aufwand des Screenings einer cDNA-Bibliothek, in der differentielle Fragmente
nur gering angereichert worden waren, nicht iiberschaubar war, wurde von einer weiteren A-
nalyse der ,,Regenerations” cDNA-Bibliothek abgesehen.

Demgegeniiber ergab die Analyse der ,lateralen* und ,,medialen* cDNA-Bibliothek ein we-
sentlich besseres Ergebnis. Hier wurden aus 1320 untersuchten cDNA-Fragmenten der
»lateralen“ cDNA-Bibliothek 28 und aus den 940 untersuchten cDNA-Fragmenten der
,medialen 18 Kandidaten nach dem differentiellen Screening als differentiell verteilt
eingestuft und weiter analysiert.

4.6 Charakterisierung der Kandidatenp,,smiq aus der ,,lateralen” cDNA-
Bibliothek

Die cDNA-Fragmente werden sequenziert, um eine Vorauswahl treffen zu kénnen und so
mehrfach gefundene sowie konstitutiv exprimierte Sequenzen von den Expressionsanalysen
auszuschlieBen. Von den in diesem Schritt ausgewahlten Kandidaten wurde die differentielle
Expression stellvertretend in ,,cDNA Southern* Hybridisierungen iiberpriift, da die Menge des
zur Verfiigung stehenden Gewebes sehr gering ist. Von danach verifizierten, differentiell ver-
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teilten Kandidaten wurden in situ Hybridisierungen durchgefiihrt, um die differentielle Ex-
pression abschliefend beurteilen zu konnen.

4.6.1 In der subtrahierten ,lateralen“ cDNA-Bibliothek wurden zehn unabhangige
Kandidatenpasmig identifiziert

Von den 28 Kandidatenp,smig wurden 27 sequenziert und mit Hilfe von Datenbankrecherchen
zehn unabhéngigen Sequenzen zugeordnet (Tabelle 4-1). Damit fiel als erstes die hohe Re-
dundanz in dieser cDNA-Bibliothek auf.

Von den 27 Kandidaten korrespondierten zehn mit ependymin aus Danio rerio. Sie besallen
den groBten Anteil an der hohen Redundanz in dieser cDNA-Bibliothek (Tabelle 4-2). Drei
cDNA-Sequenzen korrespondierten mit einem Est aus Danio rerio, dem die hypothetische
Proteinsequenz DJ0777023.1 unbekannter Funktion zugeordnet ist. Sechs cDNA-Sequenzen
konnten dem humanen Gen fiir das t-complex protein 11 zugeordnet werden und zwei Se-
quenzen waren mit pBs6.2 der Maus identisch. Diese beiden cDNA-Fragmente dienten als
negative Kontrollen fiir das differentielle Screening (vgl. 3.12.2 ) und sind hier also als Er-
gebnis einer Kontamination aufzufassen. Eine cDNA-Sequenz zeigte Homologie zu einer Est-
Sequenz aus Danio rerio, die in ihrem translatierten Bereich dem humanen Ubiquitin Carbo-
xyl-Terminal Hydroxylase Isozym L1 &hnlich ist, und fiir eine andere konnte eine Homologie
zu connexin 34.7 gefunden werden (Gap Junktion Baustein). Zwei Klonen wurden uncharak-
terisierte Est-Sequenzen aus Danio rerio zugeordnet, wihrend fiir ein cDNA-Fragment unter
den offentlich zugédnglichen Sequenzen keine Homologen gefunden werden konnten.

Tabelle 4-2: Vorkommen bzw. Funktion der lateralen Kandidatenp,smig- Die Ziffer in Klammern gibt die
Anzahl unabhangiger cDNA-Fragmente an.

Vorkommen bzw. Funktion Anzahl der cDNA- | Anteil der cDNA-Fragmente
Fragmente an seq. Kandidatenpy,,,iy
Nervensystem 10 (1) 37 %
(Ependymin)
unbekannt 6(4) 22 9,
(1B9, 10D3, 12A8, 13GS5, 14A8, 14G6)
Ubiquitin-Abbausystem 1 4 %,
(Ubiquitin Carboxy-Terminal Hydroxylase Isozym L1)
Zell-Zell Kommunikation 1 4 %,
(Connexin 34.7)
Mitochondrium 1 4 %,
(16S rRNA)
Screening Kontrollen 8(2) 30 %
(pBs6.2, T-Complex Protein 11)

Damit korrespondierten zehn der Kandidatenpj,smig der subtrahierten ,lateralen cDNA-
Bibliothek mit einem im Nervensystem exprimierten Gen und sechs zu vier Genen unbekann-
ter Identitdt (Tabelle 4-2). Diese Sequenzen wiren prinzipiell fiir die weitere Analyse interes-

sant.
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Tabelle 4-1: Ergebnis der Nukleinsaure Sequenzanalyse fir die Kandidatenp,smig aus der subtrahierten cDNA-Bibliothek Lateral-Bib.

# Blot- Identitit Accession- BLAST Nukleotid Suchergebnis
position [bpl] Nummer
3 1B9 201/203 | AW076990 f133e02.x1 zebrafish adult brain Danio rerio cDNA 3’
6 1D5 170/212 | X52129 Mouse mRNA for testis-specific protein, pBs6.2
8 1D11 82/90 X52502.1 Zebrafish mRNA for ependymin
11 1H7 106/131 | X52129 Mouse mRNA for testis-specific protein, pBs6.2
16 |[2G9 312/337 | X52502.1 Zebrafish mRNA for ependymin
17 |2Gl10 340/365 | X52502.1 Zebrafish mRNA for ependymin
18 |[3A8 213/259 | X52502.1 Zebrafish mRNA for ependymin
19 |3D5 251/252 | XM 004289.3 | Homo sapiens t-complex 11 (a murine tcp-homolog) (TCP11), mRNA
23 |4A10 306/335 | X52502.1 Zebrafish mRNA for ependymin
24 | 4B7 236/236 | X52502.1 Zebrafish mRNA for ependymin
26 |4C5 421/428 | X52502.1 Zebrafish mRNA for ependymin
27 4G9 251/252 | XM 004289.3 | Homo sapiens t-complex 11 (a murine tcp-homolog) (TCP11), mRNA
35 |6B7 197/201 | A1793906 fc55h08.x1 Zebrafish WashU MPIMG EST Danio rerio cDNA 3’ similar SW:ubll human P09936 UBIQUITIN
CARBOXYL TERMINAL HYDROXYLASE ISOENZYME L1, mRNA sequence
36 |6B9 319/340 | X52502.1 Zebrafish mRNA for ependymin
47 10D3 171/175 | BG308837 f190b03.x1 Zebrafish adult retina cDNA Danio rerio cDNA clone 4144060 3’ similar to contains element MER30 repetitive ele-
ment
49 10G4 431/435 [X52502.1 Zebrafish mRNA for ependymin
53 11A12 251/252 | XM 004289.3 | Homo sapiens t-complex 11 (a murine tcp-homolog) (TCP11), mRNA
57 11E7 251/252 | XM 004289.3 | Homo sapiens t-complex 11 (a murine tcp-homolog) (TCP11), mRNA
61 12A8 352/367 | AW281077 fj49f12.y1 zebrafish adult brain Danio rerio cDNA 5’ similar to TR:075223 075223 WUGSC:H DJ0777023.1 PROTEIN.
63 12B12 251/252 | XM 004289.3 | Homo sapiens t-complex 11 (a murine tcp-homolog) (TCP11), mRNA
65 12F12 251/252 | XM 004289.3 | Homo sapiens t-complex 11 (a murine tcp-homolog) (TCP11), mRNA
75 13G5 -—- keine Homologie gefunden
78 14A8 345/352 | AW281077 fj49f12.y1 zebrafish adult brain Danio rerio cDNA 5’ similar to TR:075223 075223 WUGSC:H DJ0777023.1 PROTEIN.
86 14F6 nicht sequenziert
88 14G6 377/386 | AW281077 fj49f12.y1 zebrafish adult brain Danio rerio cDNA 5’ similar to TR:075223 075223 WUGSC:H DJ0777023.1 PROTEIN.
94 15B6 137/194 | AF059184 Morone americana connexin 34.7 (Cx34.7) mRNA, complete cds
96 15D6 177/196 | X52502.1 Zebrafish mRNA for ependymin
102 |9F5 337/340 | AF036006 Danio rerio 16S ribosomal RNA gene, mitochondrial gene for mitochondrial RNA, complete sequence

#: Arbeitsnummer
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4.6.2 Die Analyse der Kandidatenpiasmiq wurde auf Ependymin beschrankt

Das Fragment 9F5 wurde nicht weiter untersucht, denn es kodierte fiir 16S rRNA, die vermut-
lich nicht regulativ in den Aufbau der Glomeruli involviert ist.

Die Fragmente, die Homologien zu connexin 34.7 und zu einer Ubiquinol Hydroxylase (Ubi-
quitin-Abbausystem) besallen, wurden ebenso wie die cDNA-Fragmente, deren korrespondie-
rende mRNAs unbekannt waren, zunichst zuriickgestellt.

Die dreifache Isolierung des cDNA-Fragmentes, das zum hypothetischen Protein
DJ0777023.1 korrespondierte (Klon 12A8, 14A8, 14G6), empfahl diese Sequenz fiir eine
Expressionsanalyse. Im ,,cDNA Southern* stellte sich heraus, dass das korrespondierende
Transkript nicht auf einem hoheren Niveau im lateralen Bulbusabschnitt, aber insgesamt auf
einem sehr hohen Niveau exprimiert wurde.

Die hohe Redundanz des ependymin-Fragmentes machte es zu einem interessanten Kandida-
ten. Die Expression des Gehirn-spezifischen ependymins wurde deswegen im ,,cDNA Sou-
thern analysiert (Abb. 4-22). Dabei stellte sich heraus, dass das ependymin Transkript auf
einem hoheren Niveau in der lateralen Bulbus olfactorius Region als in der medialen vorliegt.

Auf eine genauere Analyse der pBs6.2- und t-complex protein I1-Fragmente tragenden Trans-
formanden wurde verzichtet, da sie Kontrollen fiir das subtraktive Screening reprisentieren.
Sie konnten wihrend der SS-PCR die Lateral-Bib Ansitze kontaminiert haben. Gemeinsam
machten sie etwa 30 % der Kandidatenp,smig aus. Die hohe Kontamination durch die pBsé6.2-
und t-complex protein 11-Fragmente widersprach einer weiteren Durchsuchung der
subtrahierten ,lateralen cDNA-Bibliothek. Der Fokus wurde deswegen auf die mediale
cDNA-Bibliothek gelegt und die Analyse von Kandidatenpp,smig aus der ,,lateralen® cDNA-
Bibliothek weitgehend zurtickgestellt.

4.6.3 Der Anteil differentiell exprimierter Sequenzen lag unter einem Prozent

Aus der ,,lateralen” cDNA-Bibliothek konnten zehn cDNA-Fragmente isoliert werden, die mit
dem gleichen Transkript korrespondierten (ependymin). Diese mRNA wird im lateralen Bul-
busabschnitt stirker als im medialen exprimiert.

Wie effizient die Anreicherung von differentiell exprimierten Transkripten in dieser subtra-
hierten cDNA-Bibliothek war, zeigt Tabelle 4-3. Knapp 1 Prozent der /nsert-tragenden Kolo-
nie trugen ein ependymin-Fragment und waren so differentiell exprimiert.

Ob und wie viele andere differentiell verteilte cDNA-Fragmente dariiber hinaus in dieser
cDNA-Biblithek enthalten sind, ist unklar, denn die Untersuchung von weiteren
Kandidatenpjagmia Steht noch aus.
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4 Ergebnisse

Tabelle 4-3: Zusammenstellung der in den einzelnen Schritten analysierten cDNA-Fragmente aus der
subtrahierten ,lateralen“ cDNA-Bibliothek. Die Ziffer in Klammern gibt die Anzahl unabhangiger cDNA-

Fragmente an.

Anzahl der [%] Ausbeute Gesamt-
Analyseschritt bzw. Ergebnis cDNA-Fragmente bezogen auf ausbeute [%]
Kandidatenp,g,iq

Kolonie Dot Blot Analyse 1320 100
Kandidateng,jonie 103 7,8
Plasmid Dot Blot Analyse 103 7,8
Kandidatenpagmig 28 100 2,1
Sequenzierung 27 (9) 96,4 2,0

Transkripte aus dem olfaktorischen Bulbus 19 (8) 67,0 (28,6) 1,4 (0,6)

Screening Kontrollen 8(2) 28,6 (7,1) 0,6 (0,2)

im cDNA Southern/ in ISH analysiert 13 (2) 46,4 (7,1) 1,0 (0,2)

laterale Expression 10 (1) 35,7 (3,6) 0,8 (<0,1)

4.7 Charakterisierung der Kandidatenp,smiq aus der ,medialen” cDNA-
Bibliothek

Die Kandidatenpasmig der ,,medialen* cDNA-Bibliothek wurden wie die Kandidatenpiagmiq der
»lateralen® cDNA-Bibliothek sequenziert und im ,,cDNA Southern analysiert, um die diffe-
rentielle Expression der korrespondierenden Transkripte zu iiberpriifen.

4.7.1 Die Kandidatenpissmig der subtrahierten ,medialen* cDNA-Bibliothek setzten
sich aus 15 unabhangigen Sequenzen zusammen

Die 17 Kandidatenpjysmig aus der Plasmid Dot Blot Hybridisierung wurden sequenziert und die
Sequenzen anschlieBend in einer vergleichenden Homologiesuche 15 korrespondierenden Est-
Eintrdgen oder Genen zugeordnet (Tabelle 4-4).

Unter den acht Sequenzen, die mit bekannten Gensequenzen tliberlappten, befanden sich zwei,
die mit der mRNA einer Histon-Acetyltransferase (7ip60B), und jeweils eine Sequenz, die mit
neutral endopeptidase (NEP) mRNA aus Kaninchen, proenkephalin A Gen aus Xenopus lae-
vis, synaptosom-associated protein 25.2 mRNA aus Danio rerio, cytochrom c oxidase poly-
peptid Il aus Goldfisch, humaner alpha enolase oder mit einer Ubiquitin-Ligase (nedd 4 WW-
Binding protein) korrespondierten. Fiir zwei cDNA-Fragmente wurden Homologien mit ge-
nomischen Klonen aus Danio rerio gefunden. In der dbest Datenbank wurden sieben Kandi-
ten sechs verschiedene Est Sequenzen zugeteilt. Im Verlauf der Studie wurde gezeigt, dass
eine davon mit einer Beta-Tubulin Isoform korrespondiert.
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Damit konnten vier spezifisch im Nervensystem exprimierte Gene und ein Transkriptionsfak-
tor identifiziert werden (Tabelle 4-5). Wird ihre differentielle Expression im olfaktorischen
Bulbus bestitigt, konnten sie moglicherweise an der Etablierung des glomeruldren Musters
beteiligt sein.

Tabelle 4-5: Vorkommen bzw. Funktion der medialen Kandidatenp,smig- Die Ziffer in Klammern gibt die
Anzahl unabhangiger cONA-Fragmente an.

Vorkommen bzw. Funktion Anzahl der cDNA-Fragmente
spezifisch im Nervensystem 4
(Proenkephalin, NEP, Alpha Enolase, SNAP 25.2)
Transkriptionsfaktoren 2 (1)
(TIP60B)
Strukturproteine 1
(Beta-5 Tubulin)
Atmungskette 1
(Cytochrom C Oxidase)
Ubiquitin-Abbausystem 1
(&hnlich zu Nedd4)
unbekannt 8(7)
(3G1, 4A8, 4E9, 4F10, 5A6, 6F12, 8G11, 9C11)

4.7.2 Funf Fragmente der subtrahierten ,medialen“ cDNA-Bibliothek zeigten im
,CDNA Southern®, dass sie differentiell exprimiert werden

In der Analyse der subtrahierten ,,medialen” cDNA-Bibliothek wurden von den 15 unabhén-
gigen Kandidatenppsmig 11 im ,,cDNA Southern® iiberpriift (4A8/5A6, 4ES8, 4G10,
5D10/10G2, 5E6, 6F12, 7A10, 7C9, 7F5, 8G11, 9C11). Die Expressionsanalyse von 3Gl,
4E9 und 4F10 steht noch aus. Nicht getestet wurde das cDNA-Fragment 3E1, da es ein mito-
chondriales Gen représentiert und daher vermutlich nicht an der Etablierung des glomeruldren
Musters beteiligt ist.

Fiinf der getesteten cDNA-Fragmente zeigten Unterschiede in der Hybridisierung mit der ,,la-
teralen* und der ,,medialen* cDNA (Abb. 4-22). NEP und das mit 8G11 korrespondierende
Transkript wurden in beiden cDNA-Gemischen in verschieden langen Varianten detektiert,
wiéhrend Tip60, proenkephalin und beta-5 tubulin auf einem hoheren Niveau in der ,,media-
len* als in der ,,lateralen* cDNA vorlagen. Bezogen wurden die Signalstirken jeweils auf das
entsprechende Signal der B-aktin Sonde.

4.7.3 Der Anteil differentiell exprimierter Sequenzen lag unter einem Prozent

In der medialen Bibliothek konnten demnach von etwa 940 Transformanden drei differentiell
exprimierte cDNA-Fragmente isoliert werden, deren Expression im medialen Bulbusabschnitt
stirker als im lateralen ist (Tabelle 4-6). Ahnlich wie in der lateralen Bibliothek wurden nach
der Kolonie Dot Blot und der Plasmid Dot Blot Analyse etwa 2 % der Transformanden als
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Kandidatenp,smig €ingestuft. Eine erhohte Expression im medialen Abschnitt des olfaktori-
schen Bulbus zeigten 17,6 % der Kandidatenp,smig bzw. 0,3 % von allen untersuchten cDNA-
Fragmenten. Beide Werte konnten jedoch zu gering sein, da nicht alle Kandidatenpjasmig be-
ziiglich ihrer differentiellen Expression untersucht wurden. Ein Korrekturfaktor unter der An-
nahme der gleichen Haufigkeit differentieller Expression von 1,3 wiirde jedoch die Gréfen-
ordnung der differentiell exprimierten cDNA-Fragmente nicht &ndern.

Tabelle 4-6: Zusammenstellung der Effizienzen wahrend der Identifizierung differentiell exprimierter
Sequenzen aus der subtrahierten ,medialen“ cDNA-Bibliothek. Klammern: unabhangige Sequenzen.

Anzahl der Ausbeute Gesamt-
Analyseschritt bzw. Ergebnis cDNA- bezogen auf ausbeute [%]
Fragmente | Kandidatenpiygniq
Kolonie Dot Blot Analyse 940 100
Kandidatengjonic 89 9,5
Plasmid Dot Blot Analyse 89 9,5
Kandidatenpyagyig 17 100 1,8
Sequenzierung 17 100 1,8
im cDNA Southern/ in ISH analysiert 13(11) 76,5 (64,7) 1,4 (1,2)

mediale Expression 3 17,6 0,3

4.7.4 Aus anderen subtrahierten cDNA-Bibliotheken stammende cDNA-Fragmente

Gemeinsam mit den bisher beschriebenen cDNA-Fragmenten wurden in den folgenden Ab-
schnitten zwei von H. Korte (2001) isolierte Fragmente, M1 und M10, néher analysiert. Thre
differentielle Expression in der medialen Hélfte des olfaktorischen Bulbus war von H. Korte
auf der Ebene des ,,cDNA Southerns* gezeigt worden.

Sie wurden als Kandidatenpcg in einer subtrahierten cDNA-Bibliothek isoliert, in der Sequen-
zen angereichert wurden, die in der medialen Bulbus olfactorius ,,Hilfte* exprimiert werden.
In diesem Ansatz wurden halbe olfaktorische Bulbi miteinander verglichen, um Zellschicht-
spezifische Differenzen auszugleichen (insbesondere einen groBeren Anteil der Kornerzell-
schicht im medialen Abschnitt). Dieses Ziel wurde erreicht, allerdings unter Verlust der Se-
quenzen, die nur am medialen und lateralen Extrem differentiell exprimiert werden. Denn
neben M1 und M10 konnten nur noch mit ependymin korrespondierende cDNA-Fragmente als
differentiell exprimiert identifiziert werden.
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4.8 Charakterisierung der differentiell exprimierten Kandidaten

Die im ,,cDNA Southern verifizierten Kandidaten wurden vollstindig sequenziert und die
Homologiesuche auf Proteinebene fortgesetzt. Mit Hilfe von in situ Hybridisierungen im ol-
faktorischen Bulbus von adulten Zebrabirblingen wurden die differentiellen Transkriptlokali-
sationen im Gewebe iiberpriift. Die Zuordnung zu bestimmten Zelltypen oder Zellschichten
erlaubte Hinweise auf die Funktion der zugehdrigen Proteine. Die Expressionsanalyse wurde
fiir einige der neuartigen Sequenzen mit in situ Hybridisierungen an Embryonen ergidnzt, um
Riickschliisse auf die Funktion der Transkripte im gesamten Tier zu erhalten oder ggf. eine
Spezifitét fiir das olfaktorische System nachzuweisen.

4.8.1 Zusammenstellung der isolierten differentiell exprimierten mRNAs

Aus den beiden untersuchten cDNA-Bibliotheken Lateral-Bib und Medial-Bib konnte insge-
samt fiir sechs cDNA-Fragmente eine differentielle Verteilung der entsprechenden Transkripte
im ,,cDNA Southern* gezeigt werden (Abb. 4-22). Thre Sequenzen wurden auf Proteinebene
und ihre Expressionen in olfaktorischen Bulbi analysiert.

Die vorhandenen Protein-kodierenden cDNA-Fragmentabschnitte wurden ihren Homologen
zugeordnet, um die Identititen der entsprechenden Transkripte besser beschreiben zu kénnen
(Tabelle 4-7). Dadurch konnte die Identitdt von 7A10 mit der Zuordnung zu NEP II spezifi-
ziert werden. Da die isolierten cDNA-Fragmente 7F5, 8 G11 und M10 keine offenen Leseras-
ter enthielten (und keinen bekannten Genen zugeordnet werden konnten), wurde eine full-
length cDNA-Bibliothek aus Gehirn von Danio rerio durchsucht oder das 5’-Ende mit RACE
erschlossen. 7F5 und M10 konnten so Beta-5 Tubulin bzw. RFamid Vorlauferprotein zuge-
ordnet werden.

Die identifizierten, differentiell exprimierten Transkripte werden bis auf 77P60 spezifisch im
Nervensystem exprimiert.

Die cDNA-Fragmente 7A10 (NVEP) und 8G11 (unbekannt) zeichneten sich durch differentiell
exprimierte Transkript-Varianten aus, wihrend die Gesamthaufigkeiten aller Formen zusam-
men nicht unterschiedlich waren. Dagegen waren die Expressionsniveaus von 1D11 (ependy-
min), SD10 (TIP60), 7C9 (proenkephalin), TF5 (beta-5 tubulin), M1 (sGnRH Vorlduferprote-
in) und M10 (RFamid Vorldiuferprotein) jeweils in der cDNA-Fraktion, aus der sie angerei-
chert worden waren (,, Tester), 1,2- bis 7,0-fach hoher als auf der anderen Seite (,,Driver*). In
den anschlieBenden in situ Hybridisierungen wurden die Einschédtzungen beziiglich der Vertei-
lung zwischen dem lateralen und medialen Bulbusabschnitt, der durch die ,,cDNA Southerns*
vermittelt wurde, fiir alle untersuchten Transkripte bestitigt.

Eine weitere Korrelation zwischen den ,,cDNA Southern* und in sifu Hybridisierung Ergeb-
nissen war die absolute Haufigkeit von einzelnen cDNA-Fragmenten in den lateralen
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4 Ergebnisse

ependymin 281, (unbekannt)
L M

B-actin “

Faktor| 1,7 1

beta-5 tubulin NEP Il proenkephalin
L M L M
30kb —»| :
1,8kb —p 1,1kb —pf **
1,0kb —p
Faktor 1 26 1 3,8

sGnRH RFamid
Vorlduferprotein Vorlduferprotein
Lt MH L MH
1'3kb::
06kb —p| = 4 . 0,6kb .

oepch| -

Faktor] 1 7.0 1 6,2

Abbildung 4-22: Ergebnis der ,cDNA Southern“ Analyse fir die cDNA-Fragmente, die mit differentiell
exprimierten Transkripten korrespondieren. Pro Spur wurden 0,2 ug cDNA aufgetragen und auf Hy-
bond N Membran geblottet. Die [a-P*?] dCTP markierten cDNA-Fragment Sonden hybridisierten in
ULTRAhyb™ bei 42°C Uber Nacht an die Membranen (vgl. 3.9.4). Zum Abgleich wurden die Membra-
nen anschlieBend mit einem S-aktin oder gapdh cDNA-Fragment hybridisiert (vgl. 3.12.4). L, M: cDNA
aus den lateralen bzw. medialen Bulbusabschnitten; Ly, My: cDNA aus der lateralen bzw. der medialen
Halfte des olfaktorischen Bulbus. Die Abbildungen fir sGnRH und RFamid wurden freundlicherweise
von H. Korte zur Verflgung gestellt.
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4 Ergebnisse

oder medialen Bulbusabschnitten. Die Einstufung von proenkephalin (7C9) als seltenes
Transkript wurde ebenso bestétigt wie die hdufige Expression von ependymin (1D11).
Dartiber hinaus stimmten im ,,cDNA Southern* die geschétzten Transkriptgroflen in der Regel
gut mit den erwarteten iiberein. Sie entsprachen den bekannten Transkripten aus anderen Spe-
zies und wurden fiir M10 (RFamid Vorlduferprotein) und 273 (beta-5 tubulin) durch die Iso-
lierung der Danio rerio full-length cDNAs experimentell bestitigt.

Der ,,cDNA Southern® reprédsentiert also gut die Transkriptverteilung, die Grofle der
Transkripte und ihre relativen Haufigkeiten.

Insgesamt konnten in dieser Studie vier cDNA-Fragmente identifiziert werden, von denen die
entsprechenden Transkripte hoher in dem einen als in dem anderen Bulbusabschnitt expri-
miert werden. Zwei weitere Fragmente zeichnen sich durch die Expression von verschieden
langen Transkripten in beiden Bulbuskappen aus. Die Sequenz- und Expressionsanalysen fiir
die einzelnen cDNA-Fragmente sind in den folgenden Abschnitten dargestellt.

4.8.2 Das Glykoprotein Ependymin ist differentiell exprimiert

Die Klone 1D11, 2G9, 2G10, 3A8, 4B10, 4B7, 4C5, 6B9, 10G4 und 15D6 stimmen auf Nuk-
leinsdure- und Aminosdureebene (130 Reste) vollstindig mit der Danio rerio Ependymin ii-
berein (Tabellen 4-1 und 4-7; X52502 bzw. CAA36742.1). Bis auf 10G4 sind alle Fragmente
vom CDS-Primer/ PolyA-Schwanz und einer Rsal-Schnittstelle begrenzt (Abb. 4-23). Dage-
gen trigt das 10G4-Fragment am 5’-Terminus neun Nukleotide des SMART II Oligonukleo-
tids, die auf eine Entstehung wihrend der Erststrangsynthese hindeuten. Das 10G4-cDNA
Fragment représentiert daher ein degradiertes oder ein unvollstindig revers transkribiertes
mRNA-Fragment.

Ependymin ist ein sekretorisches Produkt der Leptomeninx, der innen liegenden Hirnhaut,
und bildet den liberwiegenden Teil der Glykoproteine in der Cerebrospinalfliissigkeit (zu-
sammengefasst in Schmidt, 1995).

Rsal
1D11,2G9,2G10,) - 614 b
3A8,4B10,4B7, Ependymin ! PolyAp
4C5,6B9,15D6
10G4] Ependymin | Boyar
SMART II Oligonukleotid Sequenz—> —

Abbildung 4-23: Schematische Darstellung der mit ependymin korrespondierenden cDNA-Fragmente.
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4 Ergebnisse

Expressionsanalyse: ..cDNA Southern und in situ Hybridisierung

Im ,,cDNA Southern* hybridisierte das ependymin-Fragment bei 1000 bp stiarker (Faktor 1,7)
an die cDNA aus dem lateralen Bulbusabschnitt als an die cDNA aus dem medialen Abschnitt
(Abb. 4-22). Die differentielle Expression von ependymin war damit bestitigt und die
Transkripthohe entsprach der erwarteten Linge (ependymin mRNA mit 857 bp zuziiglich 80
bp Adaptersequenz).

Die in situ Hybridisierung zeigte ein Signal in der Hirnhaut, die die olfaktorischen Bulbi um-
gibt (Abb. 4-24A,B). Innerhalb der Leptomeninx war die Expression des ependymin-
Transkripts medial genauso ausgepragt wie lateral, so dass hier nicht die Ursache fiir die diffe-
rentielle Verteilung liegt. Allerdings iiberzieht die Leptomeninx beide olfaktorische Bulbi wie
ein zusammenhidngendes Gewebestiick, so dass die innenliegenden medialen Kappen nicht
bedeckt werden (Abb. 4-24A). Das differentielle Signal im ,,cDNA Southern und in den Dot
Blots wurde also dadurch verursacht, dass in den lateralen Bulbusabschnitten der Anteil der
Meninx hoher als in den medialen war.

e |
A\ VJB

OB

Leptomeninx

—_——
——
—

ﬁ

Abbildung 4-24: Lokalisation der ependymin-Transkripte im olfaktorischen Bulbus von adulten Zebra-
barblingen mit Hilfe von in situ Hybridisierung. A) Horizontaler Schnitt durch die olfaktorischen Bulbi
und das Telencephalon. B) Starkere Vergrofterung von A). C) Sense-Sonde. Pfeil: artifizielle Unterbre-
chung der Leptomeninx, die wahrend der Dissektion vorkommen kann; gestrichelte Linien: hypotheti-
sche Grenze des ,lateralen“ und ,medialen“ Abschnitts. Links ist anterior. Der Mal3stab betragt in A)
100 ym, in B) 25 um und in C) 50 um. OB: olfaktorischer Bulbus; Tel: Telencephalon.

Da Ependymin in Danio rerio gut beschrieben ist, wurde von einer phylogentischen Analyse
und in situ Hybridisierungen im Embryo abgesehen (Sterrer et al., 1990; Rinder ef al., 1992).

Die Identifizierung von ependymin trotz Kontamination der ,lateralen” cDNA-Bibliothek
zeigte, dass die Anreicherung differentiell exprimierter Transkripte grundsitzlich geklappt
hatte. Die ,,laterale” cDNA, die aus den lateralen Bulbuskappen gewonnen wurde, enthielt
vermutlich einen relativ groBen Anteil Meninx cDNA, so dass die hohe Redundanz der epen-
dymin-Fragmente die hohe Haufigkeit und die differentielle Expression des Transkriptes wi-
derspiegelt.
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4.8.3 Das differentielle cDNA-Fragment 8G11 konnte keinem bekannten Gen zuge-
ordnet werden

Sequenzanalyse
Das cDNA-Fragment 8G11 korrespondierte zum 3’-untranslatierten Bereich einer mRNA und

lie keine Riickschliisse auf die Identitéit der Sequenz zu.

Die grofite Homologie (88 %) konnte auf Transkriptebene mit einem genomischen Klon aus
Danio rerio, Klon RP71-10G3 (AL590134.7), erreicht werden. Kiirzere dhnliche Bereiche
wiesen neben weiteren nicht-spezifizierten genomischen DNA-Klonen, die Danio rerio Se-
quenzen odorant receptor gene cluster (AF112374.1), brain cytochrome P450 aromatase
(cyp19b) (AF226619.1), vitellogenin 3 precursor (AF254639) und double-stranded RNA-
specific editase (RED1) (AF124333) auf. Die Vielfalt der Homologen deutete darauf hin, dass
es sich bei diesem Abschnitt um ein Sequenzmotiv handelt, das in vielen Transkripten aus
Danio rerio vorkommt (vgl. 4.8.9).

Suche nach dem kompletten Transkript
In einer 5’-RACE Reaktion (vgl. 3.8.3) konnten keine spezifischen Produkte amplifiziert wer-

den (nicht gezeigt). Um das zu 8G11 korrespondierende Gen zu identifizieren, wurde deswe-
gen die full-length ,Zebrafish Brain“ cDNA-Bibliothek mit zwei verschiedenen langen
cDNA-Fragmenten durchsucht (Abb. 4-25).
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3 8 8 T3-281R
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50bp 2 8

------------------------------------------------------ clone RP-10G3
------------------------------------------- odorant gene cluster

--------------------------- cypb19b
43

Vi
...................... rgd1

Abbildung 4-25: Schematische Darstellung des 8G11 cDNA-Fragments und homologer Sequenzen.

Im ersten Screening wurden mit dem gesamten cDNA-Fragment 8G11 als Sonde rund 240
Kolonien pro Replika-Filter markiert. Fiinf ausgewéhlte Kolonien wurden im Rescreening
bestétigt und sequenziert. Sie waren zu dem Sequenzmotiv von 8G11 homolog, jedoch nicht
zu der 3’-gelegenen Region. Im zweiten Ansatz wurde ein cDNA-Fragment, das mit den Pri-
mern 281 Nested und 2810s gewonnen wurde, als Sonde eingesetzt. Hier gaben 50 Kolonien
auf den Replika-Filtern ein Hybridisierungssignal, aber keine der acht isolierten Kolonien
konnte dem 8G11-Fragment zugeordnet werden.
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Moglicherweise war die Spezifitidt der verwendeten Sonden zu gering. Mit einem Fragment,
dass hauptsichlich aus den letzten 100 Nukleotiden besteht, konnte vielleicht ein full-length
Klon isoliert und das zugehorige Gen identifiziert werden.

Expressionsanalyse: ,,cDNA Southern* und in situ Hybridisierungen

In der ,,cDNA Southern* Hybridisierung markierte das 8G11 cDNA-Fragment bei 1,0 kb, 3,5
kb und 3,7 kb die mediale cDNA, wihrend es mit der lateralen cDNA bei 0,8 kb und 3,7 kb zu
einem Hybridisierungssignal kam. Auf beiden Spuren kam es zu einem durchgingigen Hin-

tergrundsignal, das vermutlich durch das oben beschriebene Sequenzmotiv entstand. Die Ban-
de auf 3,7 kb war in der lateralen cDNA-Population intensiver als in der medialen. Dagegen
war die Bande bei 3,5 kb nur medial detektierbar. Diese differentielle Verteilung von cDNAs,
die mit 8G11 korrespondieren, qualifizierte den 8 G11-Klon fiir die weitere Analyse. Aller-
dings waren die Hybridisierungssignale iiber den gesamten lateralen und medialen cDNA-
Auftrag gesehen etwa gleich intensiv (Faktor 0,8), so dass dieses Fragment entweder in den
Dot Blots spezifischer (bevorzugt mit der zum 3,5 kb Transkript korrespondierenden Sonde)
hybridisierte oder die differentiellen Signale dort einen artifiziellen Ursprung hatten.

In den in situ Hybridisierungen am adulten olfaktorischen Bulbus und Telencephalon zeigte
sich, dass die mRNA, zu der das 8G11-Fragment korrespondierte, in allen Zellen im olfaktori-
schen Bulbus exprimiert wurde (Abb. 4-26). Im Telencephalon wurde das Transkript im
ventralen, im dorsalen und im zentralen Kern des ventralen Telencephalons detektiert. Der
Verlauf des medialen olfaktorischen Traktes war ausgespart.

Die Expression im olfaktorischen Bulbus spiegelte das Ergebnis des ,,cDNA Southerns* gut
wider, denn eine mediale oder laterale Gewichtung der Expression war nicht zu erkennen.
Inwieweit die detektierten Transkripte mit 8G11 oder mit dem Sequenzmotiv korrespondier-
ten, ldsst sich ohne weitere Experimente mit spezifischeren Sonden nicht beantworten.

Im Embryo 48 hpf wurden sehr intensive Signale im olfaktorischen Bulbus und im anterioren
ventralen Telencephalon detektiert (Abb. 4-26J-L). Diese Farbungen wurden ebenfalls im 72
hpf Embryo beobachtet, fielen hier jedoch deutlich schwécher aus (Abb. 4-26M,N). Mogli-
cherweise konnte die Sonde in dem é&lteren Embryo nicht ausreichend das Gewebe penetrie-
ren. Gegen diese Annahme spricht, dass langere Sonden in Parallelexperimenten zu intensiven
Signalen in den 72 hpf Entwicklungsstadien fiihrten. Eine alternative Erkldrung ist, dass das
korrespondierende Transkript nur in den friiheren Entwicklungsstadien exprimiert wird. Die-
ses wiirde jedoch der Situation im adulten Danio rerio widersprechen. Die Untersuchung wei-
terer Gehirnregionen in adulten Zebrabdrblingen und die Erhohung der Penetrationsfahigkeit
der Sonde in whole mount Studien kénnten dariiber Aufschluss geben.

AuBerhalb des olfaktorischen Systems wurden das dorsale Telencephalon (Abb. 4-26I), die
trigeminalen Ganglien (Abb. 4-26J) und Zellen in den otischen Vesikeln (Abb. 4-260) sowie
in den Flossenanlagen (Abb. 4-260) detektiert.
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Abbildung 4-26: Lokalisation der mit 8G11 korrespondierenden Transkripte im adulten und embryona-
len Zebrabarbling mit Hilfe von in situ Hybridisierungen. A) bis F) und I) Olfaktorische Bulbi und Telen-
cephalon von adulten Zebrabarblingen in horizontalen Schnitten. A) und D) Ventraler, B) und E) zentra-
ler, C) und F) dorsaler Schnitt. D) bis F) sind VergréRerungen von A) bis C). I) Sense Sonde. Gestri-
chelte Linien: hypothetische Grenzen des lateralen und medialen Bulbusabschnitts. G) und H) und J)
bis L) Whole mount gefarbte Embryonen, 48 hpf. G) Laterale, H) dorsale whole mount Ansicht. J) bis
L) horizontale Schnitte. Positionen wie in G) eingetragen. M) bis O) Whole mount gefarbte Embryonen,
72 hpf. M) bis O) Ventrale Horizontal-schnitte. Der Mal3stab betragt in A) bis C), H) 100 um; in D) bis
G), O) 50 uym; in J) bis N) 25 ym. Die Schnitthéhe betragt 15 um. Abkiirzungen: Dc: zentraler Kern des
dorsalen Telencephalons; MOT: medialer olfaktorischer Trakt; OB: olfaktorischer Bulbus; OE: olfakto-
risches Epithel; Tel: Telencephalon; tG: trigeminales Ganglion; V: ventrales Telencephalon; Vd: dorsa-
ler Kern des V; Vv: ventraler Kern des V.
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Im Gegensatz zu dem ,,cDNA Southern* Ergebnis, deutet die Expression im Nervensystem
des Embryos darauthin, dass die in situ Hybridisierung spezifisch war (oder dass das Se-
quenzmotiv gewebespezifisch ist).

4.8.4 Die differentiell verteilten cDNA-Fragmente 5D10 und 10G2 entsprechen der
Histonacetyltransferase TIP60

Sequenz- und phylogenetische Analyse

Die von zwei Rsal-Schnittstellen begrenzte Nukleotidsequenz der cDNA-Fragmente 5D10
und 10G2 lieB sich vollstindig translatieren (Abb. 4-25A). Die groBiten Sequenziibereinstim-
mungen wurden mit dem humanen HIV-1 Tat Interactive Protein (HTATIP; AAH00166.1)
und Tat Interactive Protein 60 B aus Ratte (TIP60B; AAK20836.1) gefunden (Tabelle 4-7).
HTATIP gehort zu der MYST-Familie (MOZ, YBF2/SAS3, SAS2, TIP60) der Histonace-
tyltransferasen (HAT; zusammengefasst in Marmorstein, 2001). Diese Enzyme sind als kata-
lytische Untereinheiten in groBen HAT-Komplexen integriert und férdern durch die Acetylie-
rung von Histonen die transkriptionale Aktivitat.

Von den 132 Aminosduren wurden 116 der konservierten HAT-Doméne zugeordnet (Abb. 4-
27B).

Im radialen Stammbaum wurde die translatierte cDNA-Sequenz 5D10/10G2 mit einigen der
homologen Proteinsequenzen verglichen (Abb. 4-27C). Die neuartige Sequenz aus dem
Zebrabérbling ordnete sich bei der TIP60-Untergruppe ein und wurde deswegen als Danio
rerio TIP60 bezeichnet. Die Identititen zu den anderen TIP60-Sequenzen lagen zwischen 90
und 96 %, wihrend mit den Histonacetyltransferasen aus der HAT-Gruppe nur 66 bis 69 %
Ubereinstimmung nachgewiesen wurde.

Expressionsanalyse: ,,cDNA Southern* und in situ Hybridisierung

Die differentielle Expression wurde zunichst im ,,cDNA Southern® untersucht (Abb. 4-22).
Mit der cDNA-Population, die aus den medialen Abschnitten des Bulbus olfactorius gewon-
nen wurde, hybridisierte das 5D10/10G2 cDNA-Fragment bei 1,7, 1,9, 2,3 und 2,6 kb. Neben
den distinkten Banden fiihrte eine schwache Hybridisierung iiber die gesamte cDNA-

Populationen auf beiden Seiten zu einem Hintergrundsignal. Die am intensivsten markierte
cDNA konnte bei 2,3 kb ausgemacht werden. Diese Bande konnte Danio rerio TIP60 repri-
sentieren, denn nach der Entfernung der Adaptoren wiirde die Transkriptgroe gut mit dem
grofiten humanen Transkript (2215 bp) libereinstimmen. Die anderen Banden konnten Spleil3-
varianten oder Mitgliedern der MYST-Familie entsprechen. 7/P60 Spleilvarianten sind be-
kannt, denn in H. sapiens sind bisher vier alternative Varianten nachgewiesen worden (Ran
und Pereira-Smith, 2000; Hlubek et al., 2001). Fiir die Hintergrundhybridisierung an die ge-
samte cDNA-Population konnten kurze konservierte Bereiche innerhalb der HAT-Doméne
verantwortlich sein.
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Abbildung 4-27: Schemata zur Sequenz- und phylogenetischen Analyse von 5D10/10G2 (TIP60). A)
Nukleinsaure- und translatierte Peptidsequenz des 5D10/10G2 cDNA-Fragments. B) Schematische
Darstellung des 5D10/10G2 cDNA-Fragments. C) Phylogenetischer Stammbaum der TIP60-Proteine
und anderen HAT. Der phylogenetische Stammbaum beruht auf einem Sequenzvergleich in ClustalW;
alle Proteinsequenzen sind dem 5D10/10G2-Fragment in der Ladnge angepasst. Die TIP60 Untergrup-
pe ist markiert. Die Accession Nummern sind: HTATIP Homo sapiens (AAH00166.1), TIP60B Ratte
(AAK20836.1), TIP60 hypothetisch Drosophila melanogaster (CAA21829.1), Histonacetyltransferase
HAT hypothetisch Maus (BAB22680.1), Histonacetyltransferase HAT Homo sapiens AF260665.1,
Histonacetyltransferase Drosophila melanogaster (AAF4428.1), hypothetisches Protein VC5.4 Cae-
norhabditis elegans (T33814). Der radiale Stammbaum wurde mit dem UPGMA Algorithmus erzeugt.
Der Malstrich entspricht 10 Aminosaureauswechselungen pro 100 Reste.
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In in situ Hybridisierungen mit der etwa 400 Basen langen 5D10/10G2 RNA-Sonde konnte
trotz wiederholter Sondensynthese und Variationen in den Konzentrationen kein spezifisches
Signal nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Die gleichmiflige Farbung konnte wie beim
»CDNA Southern* ein Hintergrundsignal sein, welches eine eventuell vorhandene spezifische
Expression verdeckt.

Das Ergebnis der ,,cDNA Southern® Analyse konnte fiir 7/P60 nicht mit Hilfe von in situ
Hybridisierungen iiberpriift werden, so dass eine endgiiltige Verifizierung noch aussteht.

4.8.5 Das differentielle cDNA-Fragment 7F5 entspricht Beta-5 Tubulin

Identifizierung des kompletten Transkripts

Das 657 bp lange cDNA-Fragment 7F5 wurde am 5°-Ende von einer Rsal-Schnittstelle und
am 3’-Ende von der CDS Primer/ PolyA-Sequenz begrenzt (Abb. 4-29B).

Da fiir die Nukleinsduresequenz des cDNA-Fragments 7F5 in der Datenbank des NCBI keine
ibereinstimmenden Sequenzen gefunden werden konnten, und die homologen Ests aus Danio
rerio keine weiteren Informationen iiber die Identitét boten, wurde das 5’-Ende des Transkrip-
tes ausgehend von der ,,Zebrafish Brain®“ cDNA-Bibliothek mit 5’-RACE amplifiziert (vgl.
3.8.3).

Ein PCR-Produkt mit der erwarteten Grof3e von 2 kb wurde amplifiziert (Abb. 4-28A), in ei-
ner Hybridisierung mit der 7F5-Sonde bestitigt (Abb. 4-28B) und ligiert. Von 96 Transfor-
manden zeigten in einer bakteriellen Kolonie PCR mit dem RACE 273 und 273 Nested Pri-
mer flinf Kolonien die erwartete 200 bp Bande. Aus den Kolonien B3 und F2 konnte mit dem
Primerpaar T7 RACE/ 273 RACE ein PCR-Produkt von 2,0 kb amplifiziert werden. Nach der
Sequenzierung zeigte sich, dass beide identisch waren und mit der Sequenz von 7FS5 iiberlapp-
ten.

Sequenzanalyse des kompletten Transkriptes

Die Klone F2 und 7F5 resultierten in einem 2274 bp langen cDNA-Abschnitt, der zu 84 % mit
beta-2 tubulin aus Gadus morhua (Atlantischer Dorsch ; AF184596) iibereinstimmte.

Das offene Leseraster war 444 Aminoséduren lang und zeigte zu Beta-5 Tubulin aus Xenopus
laevis mit 97 % die hochste Identitdt (Tabelle 4-7; AAAS56751.1). Fiir weitere Beta-Tubuline
wurden Identitdten iiber 95 % ermittelt.

Allgemein assoziiert jeweils ein Beta-Tubulin mit Alpha-Tubulin zu dem Heterodimer Tubu-
lin, der Baustein der zylindrischen Mikrotubuli-Filamente ist (zusammengefasst in Sullivan,
1988). Mikrotubuli sind involviert in Chromosomaggregation, intrazelluldren Transport und
die Bildung und den Erhalt der Zellmorphologie. In Vertebraten sind die sehr homologen Be-
ta-Tubuline (4 bis 16 % Divergenz) in sechs Klassen eingeteilt.
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Abbildung 4-28: 5-RACE des zu 7F5 korrespondierenden Transkriptes und Uberpriifung der RACE-
Produkte in einer Hybridisierung. A) 5-RACE Gradienten PCR-Reaktion (50 - 70°C). Als Matrize diente
in den 20 yl Anséatzen jeweils 1 pl der 1:100 verdiinnten Plasmidpraparation des Filters 1 (,Zebrafish
Brain“ cDNA-Bibliothek). Nach 30 Zyklen wurden 10 pl der Ansatze auf einem 1,0 %igem Agarosegel
aufgetrennt. Neben spezifischen Produkten (Pfeil) entstanden bei niedrigeren Temperaturen vermehrt
Nebenprodukte (Pfeilkbpfe). B) Das 7F5-Fragment detektierte das RACE-Produkt bei 2,0 kb (Pfeil).
neg. K.: negative PCR-Kontrolle (ohne Matrize).

Die in der phylogenetischen Analyse verwendeten Algorithmen gaben die Klassenzugehdrig-
keiten nicht zufriedenstellend wider, da die eng verwandten Klassen I, II und IV (2 bis 4 %
Divergenz) nicht getrennt werden konnten. Fiir die Einordnung der Danio rerio Sequenz er-
wies sich jedoch die Analyse des Carboxy-Terminus und einiger Aminosiurepositionen, die
iiber die Klassen variabel besetzt sind, als geeignet (zusammengefasst in Sullivan, 1988). Da
nach der Analyse des Carboxyterminus die Zuordnung nicht eindeutig war (nicht gezeigt),
wurde einzelne variable Aminosiuren letztendlich fiir die Zuordnung herangezogen (Abb. 4-
29C). Dadurch konnte das zu 7F5 korrespondierende Protein in die Beta-Tubulin Klasse I
eingeordnet werden, der unter anderen Beta-5 Tubulin aus X. laevis angehort. Diese Zuord-
nung wurde durch das Expressionsmuster unterstiitzt (vgl. 5.3.3).

Expressionsanalyse: ,,cDNA Southern und in situ Hybridisierungen
Das cDNA Fragment 7F5 hybridisierte im ,,cDNA Southern* bei 3,0 kb, 1,8 kb und zwischen
1,8 und 1,2 kb mit der ,,medialen” cDNA. Die Signale waren etwa 2,6 mal intensiver als die

Signale, die mit der ,,lateralen cDNA erhalten wurden. Dort hybridisierte das Fragment bei
1,8 und 1,2 kb.

Aus anderen Spezies (Maus, Rind, H. sapiens) ist bekannt, dass der 3’-nicht-kodierende Be-
reich an 1,8 und 2,8 kb lange Transkripte hybridisiert (Lewis et al., 1985, und Referenzen
darin). Beide mRNA Spezies werden vermutlich von einem Gen mit zwei alternativen Polya-
denylierungsstellen transkribiert, wie es fiir das humane Gen gezeigt werden konnte. Die
Funktion der beiden Transkripte ist unklar.

In adulten Zebrabirblingen hybridisierte die 7F5 RNA-Sonde im olfaktorischen Bulbus an
Kornerzellen der inneren Schicht, die sich zu einem groferen Anteil im medialen als im late-
ra-len Abschnitt befinden (Abb. 4-30A-E). Mdoglicherweise werden die Transkripte zusétzlich
in einem medio-lateralen Gradienten innerhalb der Kornerschicht exprimiert, was das Resultat
des ,,cDNA Southern erkldren konnte. Fiir die Verifizierung einer graduellen Verteilung wi-
ren allerdings genauere Auswertungen notwendig.
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Abbildung 4-29: Schemata zur Sequenz- und phylogenetischen Analyse von 7F5 (Beta-5 Tubulin). A)
Nukleinsdure- und Aminosauresequenz. B) Schematische Darstellung des 7F5 und des F2 cDNA-
Fragments. C) Ubersicht iber die Besetzung der variablen Regionen innerhalb der Beta-Tubulin Klas-
sen. Die Sequenzen des C-Terminus wurden in ClustalW ausgerichtet. Die variablen Regionen und
Aminosauresequenz Positionen sind Sullivan (1988) entnommen.

Eine andere Erklirung fiir die differentielle Hybridisierung im ,,cDNA Southern* konnte sein,
dass in die Fraktion der medialen Gewebeabschnitte kleine Mengen des Telencephalonventri-
kels gelangten. Von einer vollstindigen Abtrennung des Telencephalons wéhrend der Gefrier-
schnittherstellung kann nicht ausgegangen werden (vgl. 3.3.2). Der Telencephalonventrikel ist
medial am anterioren Rand des Telencephalons lokalisiert. Die Zellschichten um den Ventri-
kel herum sind die ventrikuldre Proliferationszone, in der die Kornerzellen des olfaktorischen
Bulbus gebildet werden (Ekestrom et al., 2001). Eine Expression in diesem Bereich weist auf
eine denkbare Involvierung in die Neurogenese von Kdrnerzellen hin.

Wihrend der Entwicklung des olfaktorischen Systems wurde das zu 7F5 korrespondierende
Transkript im olfaktorischen Bulbus und im Telencephalon exprimiert (Abb. 4-30J,K,L,0O).
Im Stadium 48 hpf war der gesamte Bulbus olfactorius ebenso wie der anteriore Abschnitt des
Telencephalons gleichméBig gefarbt (Abb. 4-30K,L). Im ventralen Bereich erstreckte sich die
Féarbung nach caudal bis an den Hypothalamus (Abb. 4-30L). Nach 72 hpf war im Embryo
verglichen zu anderen Korperregionen das Vorderhirn verhéltnismiBig schwach markiert
(Abb. 4-30N,0).
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Abbildung 4-30: Lokalisation des beta-5 tubulin Transkriptes im adulten und embryonalen Zebra-
barbling mit Hilfe von in situ Hybridisierungen. A) bis F) Olfaktorische Bulbi und Telencephalon von
adulten Zebrabarblingen in horizontalen Schnitten. A) und D) Ventraler, B) und E) zentraler, C) und F)
dorsaler Schnitt. D) bis F) sind VergroRerungen von A) bis C). gestricheltet Linie: hypothetische Gren-
ze zu lateraler und medialer Bulbuskappe. H) bis M) Whole mount gefarbte Embryonen, 48 hpf. G)
Laterale, 1) und J) dorsale whole mount Ansicht. K) bis M) horizontale Schnitte. Positionen wie in G)
eingetragen. N) bis Q) Whole mount gefarbte Embryonen, 72 hpf. N) und O) Horizontalschnitte. Der
Mafstab betragt in A) bis C) 100 ym, in D) bis G) 50 ym, in H) bis O) und Q) 25 ym und in P) 50 pym.
Die Schnitthéhe betragt 15 um. A) bis F) anterior ist oben; H) bis O) rostral ist links; P) und Q) rostral
ist oben. Abkurzungen: ICL: innere Zellschicht (enthalt Kérnerzellen); OB: olfaktorischer Bulbus; OE:
olfaktorisches Epithel; oV: otischer Vesikel; RN: Rhombomer Neuronen; Tel: Telencephalon; tG: tri-
geminale Ganglion; V: ventrales Telencephalon; Vd: dorsaler Kern des V; Vv: ventraler Kern des V.
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AuBerhalb des olfaktorischen Systems waren im Embryo verschiedene Kommissuren und
Trakte angefarbt, wie z. B. der Trakt der posterioren Kommissur (nicht gezeigt) und die
Isthmische Kommissur (Abb. 4-30M). Des weiteren wurden detektiert: die tectalen und die
cerebralen Neuropile (Abb. 4-30H), medial gelegene Zellen der Rhombomere (Abb. 4-30Q),
Zellen im otischen Vesikel (Abb. 4-30Q), das posteriore Ganglion der Seitenlinie (Abb. 4-
30G), das trigeminale Ganglion (Abb. 4-30Q) und einige Motorneuronen (Abb. 4-30P).

Die Expressionen im Embryo zeigen, dass beta-5 tubulin spezifisch im Nervensystem lokali-

siert ist. Der Abfall des Expressionsniveaus vom 48 hpf zum 72 hpf Stadium deuten an, dass
das Transkript in die Entwicklung des Nervensystems bzw. die Neurogenese involviert ist.

4.8.6 Das differentielle cDNA-Fragment 7A10 entspricht der neutralen Endopeptida-
se NEP Il

Sequenz- und phylogenetische Analyse

Das cDNA-Fragment 7A10 war auf Nukleinséure- und Proteinebene zu Neprilysin Il homolog
(Tabelle 4-4 und 4-7; Abb. 4-31A). Diese M13-Zink Metalloendopeptidase gehdrt zu der NEP
(Neprilysin; neutrale Endopeptidase)/ ECE (Endothelin-Converting Enzyme) Genfamilie
(Abb. 4-31B; zusammengefasst in Turner et al., 2001). Die NEP/ ECEs sind in den Metabo-
lismus von vielen regulatorischen Peptiden des Nerven-, des kardiovaskuldren und des Im-
munsystems involviert.

Die phylogenetische Analyse bestdtigte, dass das vorhandene cDNA-Fragment zu einer Pep-
tidsequenz gehort, die der Neprilysin II-Gruppe ndher als der Neprilysin I-Gruppe steht (Abb.
4-31C). Proteine, die zu der Neprilysin I-Gruppe zéhlen, waren zwischen 55 und 57 % zu dem
mit 7A10 korrespondierenden Transkript identisch, wéhrend Mitglieder der NEP II-Gruppe 61
bis 62 % Identitdt aufwiesen. Das cDNA-Fragment reprasentiert damit vermutlich ein Danio
rerio Ortholog zu Neprilysin II (NEP II).

Expressionsanalyse: ..,cDNA Southern und in situ Hybridisierungen

Im ,,cDNA Southern* hybridisierte das 7A10 Fragment bei 2,9 kb geringfiigig schwicher an
die ,,mediale als bei iiber 3,0 kb an die ,,laterale cDNA-Population (Abb. 4-22). Die Gréfen
der korrespondierenden cDNAs stimmten gut mit den erwarteten mRNA-Léingen (2,3 bis 3,9
kb) iiberein, die sich an bekannten Homologen aus anderen Spezies orientierten.

Obwohl die mit dem cDNA-Fragment korrespondierenden Transkripte zusammen genommen
beurteilt, nicht vermehrt im medialen Bulbusabschnitt anzutreffen waren (Abb. 4-32), wurde
die Analyse des cDNA-Fragments aus zwei Griinden fortgesetzt: Zum einen waren die ver-
schieden langen Transkripte einzeln betrachtet differentiell zwischen dem lateralen und medi-
alen Abschnitt des Bulbus olfactorius verteilt. Zum anderen wurde mit dem cDNA-Klon
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Abbildung 4-31: Schemata zur Sequenz- und phylogenetischen Analyse von 7A10 (NEP Il). A) Nuk-
leinsaure- und Aminosauresequenz des 7A10 Fragments. B) Schematische Darstellung der 1149 bp
langen Sequenz des 7A10 cDNA-Fragments. Die Sequenz wird durch die Rsal-Schnittstellen begrenzt.
B) Phylogenetischer Stammbaum der Neprilysine. Der phylogenetische Stammbaum beruht auf einem
Sequenzvergleich in ClustalW; basierend auf diesem Alignment wurden die Langen der Proteinse-
quenzen auf die Lange des 7A10-Fragmentes gekirzt. Die NEP |- und die NEP II-
Subfamilienmitglieder sind zusammengefasst. Die Accession Nummern sind: NEP |l Rattus norvegicus
(Neprilysin Il, Ratte; JC7265), NEP Alpha Mus musculus (Neprilysin-ahnliche Peptidase Alpha, Maus;
AF302075_ 1), NEP Beta Mus musculus (Neprilysin-dhnliche Peptidase Beta, Maus; AF302076_1),
NEP Delta Mus musculus (Neprilysin-ahnliche Peptidase Delta, Maus; AF157106.1), SSE Mus muscu-
lus (I6sliche sekretierte Endopeptidase, Maus; NP_038811.1), Mme Mus musculus (Membran Metal-
loendopeptidase, Maus; NP_032630.1), NEP Rattus norvegicus (Neprilysin, Ratte; NP 036740.1), NEP
Homo sapiens (Neprilysin; XP_030170.1), NEP Oryctolagus cuncilus (Neprilysin, Kaninchen; P08049),
NEP Perca flavescens (Neprilysin, Flussbarsch; AAC28366.1). Der radiale Stammbaum wurde mit
dem UPGMA Algorithmus erzeugt, und der MaRstrich betragt 10 Aminosaureauswechselungen pro
100 Reste.

7C9 das Proenkephalin Propeptid identifiziert, das fiir ein Substrat fiir Neprilysin I kodiert
(Roques et al., 1980). Da erwartet wird, dass die Substratspezifitdt von NEP II der von NEP
dhnelt (Ikeda et al., 1999; Ghaddar et al., 2000), wird Proenkephalin moglicherweise auch
durch NEP II gespalten und die cDNA-Fragmente 7C9 und 7A10 stehen miteinander in Be-

ziehung.

Im olfaktorischen Bulbus von adulten Zebrabarblingen wurde das zu 7A10 korrespondierende
Transkript in Teilen der olfaktorischen Nervschicht (unter Aussparung des olfaktorischen
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Nervs) exprimiert (Abb. 4-32A,D). In dieser Schicht befinden sich neben den olfaktorischen
Nervenfasern Gliazellen, die hier vermutlich angefarbt sind.

Die Expression in der inneren Zellschicht, die die Kornerzellen enthélt, deutete sich bereits im
ventralen Schnitt (Abb. 4-32A,D) an und ist im zentralen Abschnitt prominent (Abb. 4-
32B,E). Die Farbung in der Kornerschicht ist inhomogen und besonders am medialen Rand
fallen intensiv gefarbtere Zellgruppen auf. Diese Zellen konnten der Ursprung des medialen
Signals im ,,cDNA Southern* sein, wéhrend fiir das laterale Signal die gleichméBig gefarbten
Kornerzellen verantwortlich sein konnten (Abb. 4-32B,D). Die Zellen in der Nervschicht
konnten ebenfalls involviert sein, allerdings machten sie nur einen vergleichsweise geringen
Teil der angefdarbten Zellen aus und kénnen deswegen nicht die Hauptquelle der Signale im
,,cDNA Southern® sein.

Im 48 hpf Embryonalstadium waren im olfaktorischen Bulbus in einer caudal gelegenen Po-
pulation intensiv und im Telencephalon schwach gefiarbte 7A10-positive Zellen detektierbar
(Abb. 4-32G,H,I). Im 72 hpf Embryo hatte sich die Farbung im caudalen Bereich des olfakto-
rischen Bulbus verstiarkt (Abb. 4-32N). Wihrend sie dorsal homogen wirkte (Abb. 4-32N),
war sie weiter ventral von ungefarbten Abschnitten durchsetzt (Abb. 4-32M). Die markierten
Zellen konnten aufgrund ihrer Lokalisation Kornerzellen entsprechen, denn ein Kdérnerzell-
marker flihrte zu vergleichbaren Farbungen (dix2; A. Celik, 2001).

Vom gleichmiflig angefarbten Telencephalon zogen im 72 hpf Embryo zwei Stringe nach
caudal und terminierten in Kernen, die im Grenzbereich zum Diencephalon (Hypothalamus)
lagen (Abb. 4-32N). In weiter ventral gelegenen Schnitten wurden Signale im medio-caudalen
Telencephalon unmittelbar vor der anterioren Kommissur detektiert (Abb. 4-32M). Wie im
adulten Danio rerio wurde das Telencephalon im Vergleich zum olfaktorischen Bulbus relativ
schwach gefarbt (Abb. 4-32M,N).

Neben den Farbungen im olfaktorischen System wurden im Embryo weitere Strukturen als
7A10-positiv eingestuft. In beiden Entwicklungsstadien waren der optische Stiel (Abb. 4-
32H,K) und einige Zellen im dorsalen Hypothalamus (Abb. 4-32K) schwach angefarbt. Auf
eine hohe Expression des zu 7A10-gehdrigen Transkripts deuteten die Signale in der postopti-
schen Kommissur (Abb. 4-32K,N), in dem Gewebe um die Trabeculae (Abb. 4-32N), beidsei-
tig im ventralen caudalen Mesencephalon (Abb. 4-32J,G), in den otischen Vesikeln und im
Hinterhirn hin (Abb. 4-32L).

Die Analyse des NEP II-Transkripts aus Danio rerio wies auf seine Involvierung in viele
ZNS-Funktionen hin. Der Ursprung der Transkriptvarianten im olfaktorischen Bulbus liegt
vermutlich innerhalb der Kornerzellschicht. Wahrend die lateral lokalisierten Zellen gleich-
mafig auf einem mittleren Niveau gefarbt werden, zeichnete sich die medial lokalisierte Sub-
population durch eine intensivere Farbung aus.
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Kérnerzellen %
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+ 48

Kerne im caudale ~
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Abbildung 4-32: Lokalisation des NEPII Transkriptes im adulten und embryonalen Zebrabarbling mit
Hilfe von in situ Hybridisierungen. A) bis F) Olfaktorische Bulbi und Telencephalon von adulten Zebra-
barblingen in horizontalen Schnitten. A) und D) Ventraler, B) und E) zentraler, C) und F) dorsaler
Schnitt. D) bis F) sind VergrofRerungen von A) bis C). Lang-gestrichelte Linien: hypothetische Grenzen
des ,lateralen und ,medialen® Abschnitts. G) bis L) Whole mount gefarbte Embryonen, 48 hpf. G) La-
terale whole mount Ansicht, H) und 1) horizontale Schnitte, J) bis L) koronale Schnitte. Positionen wie
in G) eingetragen. M) bis O) Whole mount gefarbte Embryonen, 72 hpf. M) bis O) Ventrale Horizontal-
schnitte. Der Mal3stab betragt in A) bis C) 100 ym, in D) bis F) 50 ym und in G) bis O) 25 ym. Die
Schnitthéhe betragt 15 pm. A) bis F) anterior ist oben; G) bis |) und M) bis O) rostral ist links; J) bis L)
dorsal ist oben. Abklrzungen: Dc: zentraler Kern des dorsalen Telencephalons; ECL: externe Zell-
schicht oder Mitralzellschicht; ICL: innere Zellschicht (enthalt Kérnerzellen); OB: olfaktorischer Bulbus;
OE: olfaktorisches Epithel; ON: olfaktorischer Nerv; ONL: olfaktorische Nervschicht; Tel: Telencepha-
lon; V: ventrales Telencephalon; Vd: dorsaler Kern des V; Vv: ventraler Kern des V.
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4.8.7 Das differentielle cDNA-Fragment 7C9 entspricht dem Opioidprohormon
Proenkephalin

Sequenzanalyse und phylogenetische Analyse

Fiir die translatierte Peptidsequenz vom cDNA-Fragment 7C9 fand sich die hochste Uberein-
stimmung (37 % Identitdt) mit Proenkephalin aus dem australischen Lungenfisch, Neocerato-
dus forsteri, (Tabelle 4-7).

Proenkephalin gehort zur Opioid-Genfamilie, die vier evolutionédr konservierte Vorldufermo-
lekiile umfasst: Proenkephalin, Prodynorphin, Proopiomelanocortin und Proorphanin (zu-
sammengefasst in Danielson und Dores, 1999). Jedes Mitglied kodiert flir ein Neuropeptid-
vorldufer Protein, das sechs konservierte Cysteinreste in der N-terminalen Region trigt und
fiir mindestens eine Opioid/Orphanin Kernsequenz kodiert. Die endogenen Opioide sind als
Neurotransmitter oder Peptidhormone in Stress, Lernen und Erinnerung sowie in die Regula-
tion der Schmerzempfindung, der Respiration, des Immunsystems und des kardiovaskuldren
Systems involviert.

In einem Vergleich der sieben bekannten Proenkephalin Proteinsequenzen untereinander wur-
de deutlich, dass dem translatierten 7C9-Peptid am Aminoterminus das Signalpeptid und zwei
der sechs konservierten Cysteinreste fehlen (Abb. 4-33D). Dagegen ist die Proteinsequenz am
Carboxy-Terminus komplett und terminiert gemeinsam mit den homologen Sequenzen. Die
216 Aminosduren des 7C9-Fragments kodieren fiir vier Met-Enkephaline, ein Leu-Enkephalin
und das Heptapeptid Met-Enkephalin-Gly-Tyr, wihrend die anderen Proenkephaline jeweils
fiir insgesamt sieben Neuropeptide kodieren (Abb. 4-33A,C). Die Zusammensetzung variiert
hier jedoch unter den Spezies. Im Lungenfisch, in Krdte und Frosch gibt es im Gegensatz zu
den Sdugern und Danio rerio kein Leu-Enkephalin. Fiir das proteolytische Spalten von Neu-
ropeptiden werden zwei Paare aus basischen Aminosduren als essentiell angesehen (zusam-
mengefasst in Seidah und Chretien, 1997). In dem vorliegenden Vorlduferprotein-Fragment
aus Danio rerio sind alle Enkephaline von zwei basischen Aminosduren begrenzt und deswe-
gen als prozessierbar anzusehen. Dagegen sind in der Froschsequenz vermutlich zwei proteo-
lytische Stellen inaktiviert (Wong et al., 1991).

Die phylogenetische Analyse stellt die Abgrenzung des Proenkephalins aus Danio rerio von
den bekannten Proenkephalinen aus anderen Spezies anschaulich dar (Abb. 4-33B).

Die Ahnlichkeit beziiglich des Leu-Enkephalins zu den Mammaliern spielt in diesem Se-
quenzvergleich, der sich iliber das gesamte Propeptid erstreckt, eine untergeordnete Rolle.

Expressionsanalyse: ..,cDNA Southern und in situ Hybridisierungen

Im ,,cDNA Southern hybridisierte das Fragment 7C9 auf einer Hohe von etwa 1,1 kb mit der
aufgetragenen cDNA (Abb. 4-22). Die korrespondierende cDNA entsprach in ihrer Lauthdhe
etwa der Lange der bekannten Proenkephalin-Transkripte (804 bis 1351 Nukleotide). Das
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D N. forsteri . MALLVKCS CLLLVFCACL ILAVRAECSK I YHLG QHADINPLS
B. taurus . MARFLGLC TWLLALGPGL LATVRAECSQ D YRLA RPTDLNPLA
H. saplens . .MARFLTLC TWLLLLGPGL LATVRAECSQ D YRLY RPADINFLA
M. musculus . .MARFLRLC TWLLALGSCL LATVQAECSQ D YRLY RPGDINFLA
X, leavis . .MGLEARHC CMFLLVFASL SVEIRADCSK DCRSCALHLG QOREINSLA
D, rerio MIO e e .. YELOOMPL QLKHLNSIE
N. forsteri TLE[CEGKLPS VRSWDMCKEL LOVGKPEIMD EGETASVEND KENDEQRMFA
B. taurus TLECEGKLPS LKTWETICKEL LOLTKLELPP DATSAL...S KQE.ESHLLA
H. saplens VME[CEGKLPS LKIWETICKEL LOLSKPELPD DGTSTLRENS KPE.ESHLLA
M. musculus TLECEGOLPS FKIWET|ICKDL LOVSRPEFPW DNIDMYKDSS KOD.ESHLLA
X, leavis TLECEGKLPS AKAWGT|ICKEL LLLTKVDNVD DG..... EKY QODNNDSHYAA
D, rerio M10 VLECEEQPNA GSSWSOQCKHE MON. . ADNSP EGNRAATQIE HSNSQOHOVD
1 2 3
N. forsteri KRYGGFMKR. ...... IWGGF MKKMDELYHI EPEDENNGRE ILAKRYGGFM
B. taurus KKYGGFMKR. ... ... WGGF MEKMDELYPL EVEEEANGGE VLGKRNYGGFM
H. saplens KRYGGFMKR. ...... WGGF MEKKMDELYPM EPEEEANGSE ILAKRYGGFM
M. musculus KKYGGFMKR. ...... YGGF MEKMDELYPM EPEEEANGGE ILAKRYGGEM
X, leavis KKNYGGFMKR. ... ... YGGF MKKMDELYHA EPEEDDAGGE ILAKNYGGFM
D, rerio M10 KKYGGFMKRS ESLIKRYGGE MKKAAEFYGL ESEDVDQGRA
N. forsteri KKDPEAG.SL TDSSDLLRDL LYTGENREA. DHYVECNEKD
B. taurus KKDAEEDDGL GNSSNLLKEL LGAGDQREG. SLHQEGSD.A
H. saplens KKDAEEDDSL ANSSDLLKEL LETGDNRER. SHHODGSDNE
M. musculus KKDADEGDTL ANSSDLLKEL LGTGDNRAKD SHOQESTNND
X, leavis KKEYDSD. .. RDAADLLREL LATSGDPESS IYHDNNSETP
D, rerio M1 000 ssisgsmaias .HDVEMLANQ VEADGEREEA ALTRSKGGEE
4 5
N. forsteri FMRSUKRSSD QDDVAKDLOK REGGFMRRVG RPEWKLDNQOK RYGGFMRRFA
B. taurus FMRGLKRSPH LEDETKELQK RYGGFMRRVG RPEWWMDYQOK RYGGFLKRFA
H. saplens FMRGLUKRSPQ LEDEAKELQK RYGGFMRRVG RPEWWMDYQOK RYGGFLKRFA
M. musculus FMRSUKRSPQ LEDEAKELQK RYGGFMRRVG RPEWWMDYQOK RYGGFLKRFA
X leavis FMRGYRRSTD LEDETSGIQK RYGGFMRRVG RPEWWEDYQOK RYGGFMTRET
D. rerio MI10 FMR . RGGLYA LESGVRELQK RYGGFMRRVG RPDWWOE.SK RYGGFLKFAR
B
N. forsteri DA . LLSDEDG EIYSKEVPDI EKR)GGF MGY
B. taurus EP.LPSEEEG ESYSKEVPEM EKR[GGF MRF
H. saplens EA . LPSDEEG ESYSKEVPEM EKRKGGF MRF
M. musculus ES.LPSDEEG ENYSKEVPEI EKRK{YGGF MRF
X, leavis DSFLPSDEDG ESYSKENPDM EKRKGGF MRF
D. rerio M10 .SQEQ.DED. EN.SSEV... EKRKYGGEF MGY

Abbildung 4-33: Schemata zur Sequenz- und phylogenetischen Analyse von 7C9 (Proenkephalin). A)
Nukleinsdure- und Aminosauresequenz des 7C9 cDNA-Fragments. B) Phylogenetischer Stammbaum
der Proenkephaline. Der phylogenetische Stammbaum beruht auf einem Sequenzvergleich in
ClustalW; alle Proteinsequenzen wurden der Lange des 7C9-Fragments angepasst. Die Accession
Nummern sind: Proenkephalin Neoceratodus forsteri (Australischer Lungenfisch; AF232671_1),
Proenkephalin A Cavia procellus (Meerschweinchen; P47969), Proenkephalin A Bos taurus (Rind;
P01211), Proenkephalin Spea multiplicata (Kréte; AF195886_1), Proenkephalin Homo sapiens
(NP_006202.1), Proenkephalin A Protopterus annectens (afrikanischer Lungenfisch; AAF44657.1),
Proenkephalin A1 Xenopus leavis (Krallenfrosch; P01212) und Proenkephalin A Mus musculus (Maus;
P22005). Der MalBsstrich entspricht 10 Aminosaureauswechselungen pro 100 Aminoséaurereste. C)
Schematische Darstellung des Propeptid-Fragments 7C9. D) Ausrichtung der Proenkephalin Peptid-
sequenzen und des translatierten 7C9 cDNA-Fragments. Die prozessierbaren Neuropeptidsequenzen
sind eingerahmt und innerhalb der Sequenz durch zwei basische Aminosauren vor und hinter dem
Peptid begrenzt. 1-4: Met-Enkephalin; 5: Met- oder Leu-Enkephalin; A: Met-Enkephalin-3AS (fir 7C9:
Met-Enkephalin); B: Met-Enkephalin-2AS; AS: Aminosaure. Das vorgeschlagene Alignement von
ClustalW wurde fiir 7C9 zwischen (5) und (B) so verandert, dass die maximale Ubereinstimmung an
Aminosaureresten erreicht wurde.

Signal in der medialen cDNA-Population war 3,8 mal so intensiv wie das Signal in der latera-
len cDNA-Population. Die differentielle Expression des 7C9-Fragments konnte also auf der
cDNA-Ebene bestitigt werden.
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Abbildung 4-34: Lokalisation des proenkephalin Transkriptes im adulten und embryonalen Zebra-
barbling mit Hilfe von in situ Hybridisierungen. A) bis F) Olfaktorische Bulbi und Telencephalon von
adulten Zebrabarblingen in horizontalen Schnitten. A) und D) Ventraler, B) und E) zentraler, C) und F)
dorsaler Schnitt. D) bis F) sind VergroRerungen von A) bis C). Pfeil: artifizielle Farbung. Lang-
gestrichelte Linien: hypothetische Grenzen des ,lateralen“ und ,medialen“ Abschnitts. G) bis L) Whole
mount gefarbte Embryonen, 48 hpf. G) Laterale whole mount Ansicht. H),1),L) horizontale Schnitte, J)
bis K) koronale Schnitte. Positionen wie in G) eingetragen. M) bis O) Whole mount gefarbte Embryo-
nen, 72 hpf. M) bis O) Ventrale Horizontalschnitte. Der Maf3stab betragt in A) bis C) 100 uym, in D) bis
F) 50 um und in G) bis O) 25 um. A) bis F) anterior ist oben; G) bis I) und L) bis O) rostral ist links; J)
und K) dorsal ist oben. Die Schnitthdéhe betragt 15 um. Pfeil in K): artifizielles Blaschen. Abkirzungen:
OB: olfaktorischer Bulbus; OE: olfaktorisches Epithel; Tel: Telencephalon; V: ventrales Telencephalon;
Vd: dorsaler Kern des V; Vs: Kern des V oberhalb der Kommissur; Vv: ventraler Kern des V.
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Im olfaktorischen Bulbus von adulten Danio rerio wurde die zum cDNA-Fragment 7C9 kor-
respondierende mRNA in einigen Zellen der inneren Zellschicht exprimiert (Abb. 4-34A-F).
Im ventralen olfaktorischen Bulbus waren die 7C9-positiven Zellen medial in der Kornerzell-
schicht lokalisiert und lagen in dem Bereich, der fiir die Gewinnung der medialen cDNA he-
rangezogen wurde (Abb. 4-34A,D; vgl. auch Abb. 4-35). In dem zentralen und dorsalen
Schnitt waren die proenkephalin-positiven Zellen hauptsdchlich zentral in der Kornerzell-
schicht lokalisiert und nur sehr gering im lateralen Abschnitt (Abb. 4-34E,F). Also konnte die
im ,,cDNA Southern* beobachtete differentielle Expression im Gewebe verifiziert werden.
Die Expression von proenkephalin im Telencephalon wird unten gemeinsam mit der Lokalisa-
tion von NEPII ausgewertet.

In den Embryonalstadien 48 und 72 hpf wurden die olfaktorischen Bulbi angefirbt (Abb. 4-
34H,I,N,O). Vermutlich handelte es sich bei den Zellen um Kornerzellen. In beiden Stadien
war das ventrale Telencephalon markiert (Abb. 4-34H,M). Im 48 hpf Stadium fielen zwei
7C9-positive Kerne auf, die an der Grenze zwischen Diencephalon und Telencephalon lagen
(Abb. 4-34H). Sie konnten Kerne der sekundiren olfaktorischen Projektion im préoptischen
Bereich reprasentieren.

Im nicht-olfaktorischen System waren die Zirbeldriise (nicht gezeigt), die posteriore Kommis-
sur (nicht gezeigt), der optische Stiel (Abb. 4-34J), Kerne im Mesencephalon (Abb. 4-34)),
die postoptische Kommissur (Abb. 4-341), der rostrale Teil des die Trabeculae umgebenden
Gewebes (Abb. 4-34J) und Zellgruppen in den Rhombomeren (Abb. 4-34L) sowie im otischen
Vesikel (Abb. 4-34K) 7C9-positiv.

Zusammengefasst konnte das Vorkommen des proenkephalin-Transkriptes in den medialen
Bulbusabschnitten in den in situ Hybridisierungen bestitigt werden. Ebenso bestdtigte sich das
niedrige Expressionsniveau. Anhand der Transkriptverteilung im Embryo wurde deutlich,
dass die Enkephalin Neuropeptide in viele Prozesse involviert sind.

Vergleich der Expressionen von 7C9 (Proenkephalin) und (7A10) NEP Il
Da mit NEPII eine Endopeptidase isoliert wurde, die vermutlich neben anderen Neuropepti-

den auch Enkephaline zur Inaktivierung spaltet, wurden die Expressionen von beiden gemein-
sam untersucht. In Verbindung mit den bekannten Projektionen konnten die Expressionsmus-
ter Hinweise auf die Funktion von NEPII und der Enkephaline im olfaktorischen System ge-
ben.

Ventral im olfaktorischen Bulbus iiberlappt die Expressionsdoméne von NEP II mit der von
proenkephalin (Abb. 4-35A,B). Ob die gleichen oder aneinander grenzende Zellen gefarbt
werden, kann hier nicht unterschieden werden. In zwei alternierenden zentralen Schnitten
(Abb. 4-35C,D) ist die proenkephalin Expression dullerst medial lokalisiert, wihrend die NEP
11 Expression in der gesamten Kornerschicht prominent ist. Beide Expressionsdoméinen konn-
ten sich hier partiell iiberlappen (Abb. 4-35A-D). Weiter dorsal ist die proenkephalin
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proenkephalin

Abbildung 4-35: Lokalisation der NEPII und proenkephalin Transkripte im adulten Zebrabarbling mit
Hilfe von in situ Hybridisierungen. A),C),E),G) NEP lI-Sonde; B),D),F),H) proenkephalin-Sonde an Ho-
rizontalschnitten von olfaktorischen Bulbi und Telencephalon. Nebeneinander positionierte Bilder
stammen von hintereinander liegenden Schnitten. Die Bilder sind von ventral (oberste Reihe) nach
dorsal (untere Reihe) sortiert. Anterior ist links. Der Mastab betragt 100 ym und die Schnitthéhe 15
pum. Pfeil: Gberlappende Expressionsdomane. Abklrzungen: Dc: zentrale Zone des dorsalen Telen-
cephalons; OB: olfaktorischer Bulbus; Tel: Telencephalon; V: ventrales Telencephalon; Vd: dorsaler
Kern des V; Vs: Kern des V oberhalb der Kommissur; Vv: ventraler Kern des V.

Expression breiter tiber die Kornerzellschicht verteilt und wird vermutlich vollstindig von den
NEP II exprimierenden Zellen liberlagert (Abb. 4-35E-H).
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Ebenso wie im olfaktorischen Bulbus iiberlappen die Expressionsdoménen im Telencephalon
teilweise. Im ventralen Telencephalon wurde NEP II im ventralen Kern besonders im media-
len Bereich exprimiert, wihrend proenkephalin-positive Zellen im ventralen Kern hauptséch-
lich caudal nachgewiesen wurden (Abb. 4-35A,B). In den weiter dorsal gelegenen Schnitten
wird proenkephalin im dorsalen Kern des ventralen Telencephalons und entlang des medialen
olfaktorischen Traktes im Kern in der zentralen Zone des dorsalen Telencephalons exprimiert
(Abb. 4-35D,F,H). Unter Ausparung des Kerns des zentralen Telencephalons wird NEP II in
der zentralen Zone des dorsalen Telencephalons und medial im Kern des ventralen Telen-
cephalon oberhalb der Kommissur detektiert (Abb. 4-35E,G).

Da die Expressionsdoménen in einigen Regionen iiberlappen und in anderen Regionen kom-
plementdr zueinander sind, fillt eine funktionelle Einordnung schwer. Die Mengenverhéltnis-
se im olfaktorischen Bulbus deuten jedoch an, dass fiir NEP II die Enkephaline aus dem hier
isolierten Proenkephalin nur ein Substrat unter vielen anderen sein kdnnen.

4.8.8 Das differentielle cDNA-Fragment M1 entspricht dem Vorlauferprotein des
Neuropeptids Gonadotropin Releasing Hormone

Sequenz- und phylogenetische Analyse

Die von H. Korte (2001) isolierte cDNA-Sequenz wurde am 5’-Ende von den letzten neun
Nukleotiden des SMART II Oligonukleotids und am 3’-Ende vom CDS Primer begrenzt
(Abb. 4-36A). Das 427 bp lange cDNA-Fragment war damit kein Rsal-Spaltprodukt, sondern
vermutlich in dieser Form wahrend der Erst-Strangsynthese entstanden (vgl. 3.10.1).

Im Nukleotidsequenzvergleich konnte das cDNA-Fragment M1 der mRNA fiir sa/mon-type
gonadotropin releasing hormone (SGnRH) und GnRH associated peptide (GAP) aus Danio
rerio zugeordnet (AJ304429.1) werden. Beide werden in einem gemeinsamen Propeptid trans-
latiert und proteolytisch zu sGnRH und GAP prozessiert (Abb. 4-36A,B).

Das von M1 abgelesene Peptid terminiert im Gegensatz zu Peptiden aus anderen Spezies nach
72 Aminosduren, denn an Position 140 erfahrt das Leseraster durch das Fehlen eines Restes
eine Verschiebung (Abb. 4-36A). Die proteolytische Signalsequenz fiir die C-terminale Pro-
zessierung von sGnRH und die Kodierung fiir GAP gehen so verloren.

Salmon-type GnRH ist ein Neuropeptid, das in der Hypophyse eine Schliisselrolle bei der Re-
gulation von Hormonen, die die Fortpflanzung regulieren, spielt (Kandel et al., 2000). Es re-
guliert insbesondere die Synthese von Gonadotropin und dessen Sekretion aus der Hypophyse,
beeinflusst die Sekretion von Prolactin, Wachstumshormon und Thyroidea stimulierendem
Hormon. Daneben nimmt es an autokrinen und parakrinen Funktionen im zentralen Nerven-
system, den Gonaden und an der synaptischen Transmission teil (Baby et al., 2000, und Refe-
renzen darin). Fiir GAP werden sGnRH-unterstiitzende Funktionen angenommen (Uzbekova
etal.,2001).
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Abbildung 4-36: Schemata zur Sequenz- und phylogenetischen Analyse von M1 (sGnRH Vorlaufer-
protein). A) Nukleinsdure- und Aminosauresequenz der cDNA-Fragmente M1 und M1*. Das Einfugen
eines Adenosin-Restes verlangerte das Peptid auf 94 Aminosauren und ermdglichte die Translation
des GnRH-assoziertem Peptids (GAP; kursiv). GKR: proteolytische Signalsequenz. B) Schematische
Darstellung der Original M1-Sequenz (oben) und der ,korrigierten“ M1*-Sequenz, in der die Kodierung
von GAP wiederhergestellt ist (GnRH assoziertem Peptid*). C) Phylogenetischer Stammbaum des
skorrigierten“ sGnRH-Vorlaufer Peptids M1*. In die M1 cDNA-Sequenz wurde vor der Translation an
Position 143 ein Adenosinrest eingeflgt. Beide phylogenetischen Stammbaume beruhen auf Sequenz-
vergleichen in ClustalW; alle Proteinsequenzen wurden dem entsprechenden M1 Peptid angepasst.
Die Accession Nummern der GnRH-Vorlaufer sind: GnRH aus Est Danio rerio (Zebrabarbling;
Bl1428567), sGnRH Rutilus rutilus (Pflétze; Q92106), GnRH Danio rerio (Zebrabarbling; CAC18539.1),
sGnRH Carassius auratus (Goldfisch; BAB18904.1), GnRH Carassius auratus (Goldfisch;
AAC59888.1), sGnRH Isoform Carassius auratus (Goldfisch; BAB18905.1). Der Stammbaum wurde
mit dem UPGMA Algorithmus erzeugt. Der Malstrich betrdgt einen Austausch pro 100
Aminosaurereste.
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Da ein eingefiigtes Adenosin die Spaltsequenz Gly-Lys-Arg und das Leseraster wieder her-
stellte (Abb. 4-36A), wurden die Verwandtschaftsbeziehungen der korrigierte M1 Sequenz
(M1%*) und der M1 Originalsequenz zu GnRHs aus anderen Spezies analysiert (Abb. 4-36C).
Wihrend die Originalsequenz phylogenetisch weit von den anderen GnRH-Vorlduferpro-
teinen entfernt lag (nicht gezeigt), ordnete sich das mit der cDNA M1* korrespondierende
Peptid bei den Isoformen der Salmon-type GnRH Peptide Vorlauferproteinen aus Danio rerio
ein.

Expressionsanalyse: ,,cDNA Southern‘ und in situ Hybridisierungen

In der ,,cDNA-Southern* Hybridisierung band die M1-Sonde etwa siebenmal stirker an die
medialeyzire CDNA als an die lateraley;ne CDNA (Abb. 4-22). M1 korrespondierte also zu
einer differentiell exprimierten mRNA. Die Bandenh6he stimmte gut mit der erwarteten Hohe
(Danio rerio sGnRH, 430 bp) tliberein. Sie lag bei 600 bp und war durch die Adaptoren der
cDNA Amplifikation im Vergleich zur nativen mRNA um 80 bp verléngert.

Die Resultate der in situ Hybridisierungen sind unter 4.8.9 dargestellt.

4.8.9 Das differentielle cDNA-Fragment M10 entspricht einem RFamid Vorlauferpro-
tein

Sequenzanalyse
Der ¢cDNA-Klon M10 wurde von H. Korte isoliert und sequenziert (2001). Das vollstindig
sequenzierte 610 Basenpaaren lange cDNA-Fragment war am 5’-Ende von einer Rsal-

Schnittstelle und am 3’-Ende von einem PolyA-Schwanz begrenzt.

Unter den bekannten Genen war eine genomische Sequenz aus Danio rerio mit 84 % tiber 107
Reste am homologsten (AL590146.2). Daneben wiesen weitere Klone genomischer DNA aus
Danio rerio, bone morphogenetic protein 4 mRNA, plasicitin mRNA und hematopoietic
transcription factor GATA-1 mRNA (alle aus Danio rerio) in dem gleichen Bereich Uberein-
stimmungen zwischen 83 und 82 % auf. Vermutlich handelt es sich bei diesem Bereich um
eine Sequenz, die fiir D. rerio spezifisch ist. Moglicherweise ist es ein sich wiederholendes
und springendes Element, von denen angenommen wird, dass sie etwa 10% des Genoms von
Danio rerio ausmachen (Izsvak et al., 1996).

Identifizierung des kompletten Transkriptes, Sequenz- und phylogenetische Analyse
Um Aufschliisse iiber die Identitdt von M10 zu erhalten, wurde die ,,Zebrafish Brain®“ cDNA-
Bibliothek durchsucht. Nachdem in einem ersten Screening mit dem gesamten cDNA-

Fragment nur Klone (etwa 240/ Replikafilter) gefunden werden konnten, die Ubereinstim-
mungen mit dem oben beschriebenen Sequenzmotiv zeigten, flihrte ein zweites Screening mit
einer verkiirzten Sonde (Primerpaar T3-M3F2/ T3-M10F) zu fiinf Signalen pro Replikafilter,
von denen M10A zu M10 homolog war.
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Abbildung 4-37: Schemata zur Sequenz- und phylogenetischen Analyse von M10 (RFamid Vorlaufer-
protein). A) Nukleinsaure- und Aminosauresequenz von M10A. B) Schematische Darstellung des
NPVF Neuropeptid Vorlauferproteins M10A und des M10-Fragmentes. Vorhergesagte Neuropeptide
sind markiert (vgl. Text). NPVF: VLHQPQRFamid; NPNF: NPSVLHQPQRFamid; NPREF:
TVPGQIWSMAVPQRFamid.C) Phylogenetischer Stammbaum der Neuropeptid FF und VF Vorlaufer-
proteine. Der phylogenetische Stammbaum beruht auf einem Sequenzvergleich in ClustalW. Die Ac-
cession Nummern sind: FMRF-related peptides precursor Bos taurus (NPFF, Rind; Q9TUX7), Neuro-
peptide FF-amide peptide precursor Rattus norvegicus (NPFF, Ratte; NP_072108), Neuropeptide FF-
amide peptide precursor Mus musculus (NPFF, Maus; NP_061257), FMRFamide-related protein pre-
cursor Homo sapiens (NPFF; NP_003708). Der Stammbaum wurde mit dem UPGMA Algorithmus
erzeugt. D) Ausrichtung der M10A Aminosauresequenz und der homologen Vorlauferproteine. Amino-
terminal fungiert ein Arginin-Rest (schwarz hinterlegt) als Spaltsignal und Carboxy-terminal ein Glyzin-
Rest (grau hinterlegt) gefolgt von einem basischen Rest (Arginin oder Lysin). A: erstes Neuropeptid; B:
zweites Neuropeptid; beide hypothetisch, siehe Text.

Die vollstindige cDNA-Sequenz war 826 bp lang und kodierte fiir ein 75 Aminosdurereste
langes Peptid (Abb. 4-37A,B,D). Mit 32 identischen und 40 konservativ ersetzten Aminoséu-
ren war FMRFamide-Related Peptide Precursor/ Neuropeptide FF (NPFF) Precursor aus Rind
(AF148699.1) das dhnlichste bekannte Peptid (Tabelle 4-7).

Die FMRFamid-éhnlichen Peptide sind mit den Opioiden verwandt und werden wie sie als
Prohormone translatiert. Wéahrend in Mollusken Peptide mit einer C-terminalen FMRFamid-
Sequenz nachgewiesen werden konnten, bildet in den Vertebraten ,,RFamid*“ den Konsensus
der Peptide. Die Lokalisation der Peptide im Gehirn und ihre vielfdltigen Effekte nach ent-
sprechender Applikation (Inhibierung der Morphin-induzierten Analgesie, Modifizierung der
elektrischen Aktivitit von Neuronen des Riickenmarks, Auswirkungen auf den Blutdruck)
lassen vermuten, dass sie als Neuromodulatoren und Neurotransmitter fungieren (zusammen-
gefasst in Vallarino ef al., 1998).

An der Erkennung der proteolytischen Spaltstelle sind am Carboxy-Terminus ein Glyzin-Rest,
der posttranskriptionell zur Bildung der Amidgruppe bendtigt wird, und eine darauf folgende
basische Aminosdure (Lys oder Arg) beteiligt. Am Amino-Terminus sind eine oder zwei basi-
sche Aminoséuren (Arg, Lys-Lys, Lys-Arg) in die Spaltung involviert (Loi und Tublitz, 1997).
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Anhand dieser Kriterien und im Vergleich mit bekannten RFamiden konnte fiir den Danio
rerio RFamid Vorldufer die Prozessierung von zwei Neuropeptiden vorhergesagt werden
(Abb. 4-37D). Trotz der Konservierung der basischen Aminosduren divergiert das erste resul-
tierende Neuropeptid zwischen den Spezies in seiner Linge um drei Aminosduren. Diese Un-
bestimmtheit verhindert eine genaue Vorhersage der Lange des zu erwartenden ersten Neuro-
peptids aus der Nukleinsduresequenz, bei dem es sich deswegen entweder um ein Octapeptid
(VLHQPQRFamid) oder um ein Unodecapeptid (NPSVLHQPQRFamid) handelt. Die kiirzere
Sequenz wiirde dem Neuropeptid FF aus Rind entsprechen, wéhrend die ldngere Variante
Ahnlichkeit mit dem Neuropeptid SF aus Homo sapiens besiBe. Fiir das zweite Neuropeptid
kann von einem Pentadecapeptid ausgegangen werden.

In der phylogenetischen Analyse zeigte sich eine groB3e Distanz zwischen den Neuropeptid
Vorlauferpeptiden der Sdugetiere und dem Prohormon aus Danio rerio (Abb. 4-37C).

Expressionsanalyse: ,,cDNA Southern*
Im ,,cDNA Southern® hybridisierte das cDNA-Fragment M10 sechsmal so stark an die cDNA-
Population, die aus der medialen Hélfte des olfaktorischen Bulbus gewonnen wurde, als an die

aus der lateralen (Abb. 4-22). Das Signal setzte sich aus zwei Banden zusammen, die bei 1,0
und bei 1,3 kb liefen. Moglicherweise handelt es sich um zwei alternativ gespleiite Formen
des RFamid Vorlaufer Proteins.

In situ Hybridisierung: Vergleich der sGnRH und RFamid Vorldufer-Transkripte
Die in situ Hybridisierungen mit M1 und M10 zeigten identische Expressionsmuster und eine

Coexpression der sGnRH und RFamid Vorlduferprotein Transkripte in ein und derselben
Zellgruppe wurde mit Hilfe von alternierenden Schnitten gezeigt (Abb. 4-38). Die beobachtete
Coexpression stimmt mit immunohistochemischen Lokalisationen von sGnRH und FMRFa-
mide-Like Peptide in Teleostier iiberein (Stell et al., 1984; Chiba et al., 1997).

Die sGnRH- und das RFamid Vorlduferprotein Transkripte wurden im adulten Zebrabirbling
in Zellgruppen im olfaktorischen Bulbus und im Telencephalon exprimiert. Im olfaktorischen
Epithel und Nerv konnten mit beiden Sonden keine Zellen detektiert werden (nicht gezeigt).
Im olfaktorischen Bulbus waren die vergleichsweise grof8en Zellen in der dufleren Schicht, der
olfaktorischen Nervschicht, lokalisiert (Abb. 4-38, Abb. 4-39). Im anterioren olfaktorischen
Bulbus bildeten sie einen prominenten Kern und zogen dann in einer Kette caudalwérts auf
der medialen Seite des olfaktorischen Bulbus entlang (Abb. 4-39A,D). Der Kern lag auf der
medialen Seite vom olfaktorischen Nerv (Abb. 4-38A,B). Dadurch wurden die differentiellen
Expressionen im ,,cDNA Southern* bestdtigt, denn der olfaktorische Nerv diente als Grenz-
markierung zwischen der medialen und lateralen Hilfte. Im anterioren Telencephalon bildeten
die sGnRH- und RFamid-positiven Zellen einen weiteren Kern (Abb. 4-38A,B) und
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in einigen Préparaten konnte auf der Hohe des zentralen Ventrikels des ventralen Telencepha-
lons noch ein weiterer Kern lokalisiert werden (nicht gezeigt).
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Abbildung 4-38: Lokalisation der sGnRH und RFamid Vorlduferprotein Transkripte im olfaktorischen
System von adulten Zebrabarblingen mit Hilfe von in situ Hybridisierungen. Horizontalschnitte durch
olfaktorische Bulbi und Telencephalon. A), C), E), G) sGnRH Detektion; B), D), F), H) RFamid Detekti-
on. A) und B) nebeneinander liegende Schnitte; C) und D) ebenso. E) bis H) sind starkere Vergrole-
rungen aus A) bis D). Der Mal3stab entspricht 100 um in A) bis D), 50 um in E) und F), 25 um in G) und
H). OB: olfaktorischer Bulbus; ON: olfaktorischer Nerv; Tel: Telencephalon.
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Abbildung 4-39: Lokalisation der sGnRH und RFamid Vorlduferprotein Transkripte in whole mount
Praparaten. A) bis C) sGnRH Detektion; D) und E) RFamid Detektion; F) retrograde Markierung des
terminalen Nervs durch Dil-Anfarbung des medialen Traktes (freundlicherweise zur Verfligung gestellt
von B. Lieberoth (1999). Der MaRstab betragt 100 um.
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Abbildung 4-40: Lokalisation der sGnRH Transkripte in 48 und 72 hpf Zebrabarblingen mit Hilfe von
whole mount in situ Hybridisierungen. A) bis C) 48 hpf Stadium. A) Laterale Ansicht, B) horizontaler
Praparatschnitt, 15 ym Schnitthéhe, C) ventrale Ansicht, D) bis F) 72 hpf Stadium. D) Laterale Ansicht,
E) horizontaler Praparatschnitt, 15 ym Schnitthdhe, F) ventrale Ansicht. Pfeile : markierte Zellen; OB:
olfaktorischer Bulbus; OE: olfaktorisches Epithel.
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Abbildung 4-41: Lokalisation der RFamid Vorlduferprotein Transkripte in 48 und 72 hpf Zebrabarblin-
gen mit Hilfe von whole mount in situ Hybridisierungen. A) bis C) 48 hpf Stadium. A) Laterale Ansicht,
B) horizontaler Praparatschnitt, 15 ym Schnitthdhe, C) ventrale Ansicht. D) bis F) 72 hpf Stadium. D)
Laterale Ansicht, E) Praparatschnitt, 15 ym Schnitthéhe, F) Praparatschnitt ventraler Nachbar zu E),
15 uym Schnitthéhe. Pfeile: markierte Zellen; OB: olfaktorischer Bulbus; OE: olfaktorisches Epithel.

Zwischen einzelnen Priparaten schwankte die Grofe der Kerne im Bulbus und Telencepha-
lon. Eine Abhéngigkeit vom Geschlecht konnte jedoch nicht festgestellt werden. Fiir eine ge-
nauere Analyse wiére die Untersuchung von Zebrabérblingen unterschiedlichen Alters not-
wendig.
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In whole mount in situ Hybridisierungen konnten sGnRH- und RFamid Vorlduferprotein
exprimierende Zellen zusétzlich in der Zirbeldriise von adulten Danio rerio nachgewiesen
werden (Abb. 4-38B,C). Sie sind, anhand ihrer Morphologie und Position beurteilt, neurona-
len Ursprungs.

Expressionsanalyse am Embryo

In den untersuchten Embryonalstadien 48 und 72 hpf wurden sGnRH und RFamid Vorldufer-
protein-positive Zellen nur medio-basal im olfaktorischen Epithel detektiert (Abb. 4-40 und
Abb. 4-41). Sie bildeten dort ein Cluster, das im 48 hpf Stadium aus genau vier und im 72 hpf
Stadium aus sechs bis acht markierten Zellen bestand.

Der terminale Nerv verlduft ventro-medial auf der Oberflache des olfaktorischen Bulbus. Sei-
ne Lokalisation zum iiberwiegenden Teil in der medialen Hélfte des Bulbus, erklirt die Identi-
fizierung des sGnRH und RFamid Vorlduferproteins als differentiell exprimierte Transkripte,
die in den Ganglien des terminalen Nervs coexprimiert werden. Die Ergebnisse aus dem
,»CDNA Southern* hatten also die Verteilung der Transkripte im Gewebe gut wiedergegeben.
Die Lokalisation der Transkripte im Embryo zeigte, dass in frithen Stadien sGnRH und RFa-
mid Vorlduferprotein exprimierende Zellen ausschlieBlich im olfaktorischen System vorka-
men.

4.8.10 Zusammenfassende Darstellung der analysierten differentiell verteilten
Transkripte

Zusammen mit zwei differentiell verteilten cDNA-Fragmenten, die aus einer subtrahierten
cDNA-Bibliothek von H. Korte (2001) stammen, wurden die in dieser Studie isolierten diffe-
rentiellen cDNA-Fragmente néher charakterisiert. Die Sequenzanalyse und die in sifu Hybri-
disierungen im olfaktorischen Bulbus und im Embryo gaben Hinweise auf die Identitét der
korrespondierenden Transkripte, ihre Lokalisation im Gewebe, ihre Regulation und ihre Funk-
tion.

Anhand der Sequenzanalysen wurde deutlich, dass keines der cDNA-Fragmente mit bekann-
ten Wegfindungsmolekiilen korrespondierte.

Die in situ Hybridisierungen bestdtigten die differentielle Expressionen, die in den ,,cDNA
Southerns* beobachtet wurden, und zeigten, dass die meisten Transkripte in neuronalen Ge-
weben exprimiert wurden.

Zwei Transkripte (die RFamid und sGnRH Vorlduferproteine) wurden in den Ganglienzellen
des medial verlaufenen terminalen Nervs detektiert. Ependymin wurde in der Meninx, die zu
einem grofleren Teil in den lateralen als in den medialen Gewebeabschnitten enthalten war,
nachgewiesen. Beta-5 tubulin wird besonders anterior in der ventrikuldren Proliferationszone
des Telencephalons exprimiert, die einen kleinen Anteil an der medialen Gewebefraktion be-
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sitzt. Eine mogliche graduelle Expression in der Kornerzellschicht bedarf jedoch weiterer A-
nalysen. Die Expression von proenkephalin gibt ein Beispiel fiir die Expression in einer Sub-
population der Kornerzellen, die hauptsdchlich medial und zentral lokalisiert ist.

Ausgehend von einer sehr kleinen Menge neuronalen Gewebes gelang es zunichst, intakte
cDNA zu amplifizieren. Diese wurde anschlieBend fiir die Herstellung subtrahierter cDNA-
Bibliotheken in die Suppression subtraktive Hybridisierung eingesetzt. Nach dem differentiel-
len Screening der cDNA-Bibliotheken wurden Kandidaten isoliert, die moglicherweise diffe-
rentiell exprimiert waren. Thre differentielle Verteilung wurde in ,,cDNA Southern® und in situ
Hybridisierungen {iberpriift und verifiziert. Die SSH war also insgesamt in der Lage, aus zwei
cDNA-Gemischen, die aus sehr geringen Mengen neuronalem Gewebe mit Hilfe einer Ampli-
fizierungsreaktion gewonnen wurden, differentiell verteilte cDNA-Fragmente anzureichern.
Die meisten der isolierten Transkripte ging jedoch eher auf geringe Unterschiede in der Zu-
sammensetzung der zu vergleichenden Gewebeabschnitte (ependymin, beta-5 tubulin, sGnRH
Vorlduferprotein, RFamid Vorlduferprotein) als auf eine rdumlich regulierte Expression in-
nerhalb einer Zellpopulation zuriick (proenkephalin). Allerdings zeigte die Identifizierung von
proenkephalin, dass die Kornerzellen in verschiedenen Subpopulationen organisiert sind und
dass solche Expressionsunterschiede mit der SSH identifizierbar sind.
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Der Wegfindungsmechanismus der Riechsinneszellfortsétze zu ihren Zielregionen im olfakto-
rischen Bulbus ist ein interessantes und herausforderndes Problem in der Erforschung des ol-
faktorischen Systems. Bisher konnte gezeigt werden, dass die Expression der Geruchsrezepto-
ren instruktiv wirkt, aber nicht die einzige Quelle fiir die topographische Information sein
kann. Im olfaktorischen Bulbus werden Signale erwartet, die einzeln oder in ihren Kombinati-
onen alle Zielregionen spezifisch, d.h. fiir die Axone der Riechsinneszellen unverwechselbar,
beschreiben. Da diese Neuronen kontinuierlich regeneriert werden, sollten die Positionsmar-
ker auch im adulten Tier exprimiert werden. Nach der induzierten Degeneration der Neuronen
bilden sich nahezu alle Projektionen innerhalb einer kurzen Zeit wieder neu, so dass hier
durch die hohe Aktivitét eine verdnderte Markerexpression im olfaktorischen Bulbus erwartet
werden kann.

Die Identifizierung dieser Positionsmarker oder Wegfindungsmolekiile im olfaktorischen Bul-
bus unter Nutzung ihrer postulierten Eigenschaften konnte zur Aufklarung des Wegfindungs-
mechanismus der olfaktorischen Rezeptorneuronen beitragen.

In dieser Studie sollten differentiell exprimierte Transkripte im olfaktorischen Bulbus von
Danio rerio isoliert werden, um unter ihnen moglicherweise Wegfindungsmolekiile zu identi-
fizieren. Die Transkripte sollten aufgrund ihrer differentiellen Expression im olfaktorischen
Bulbus wihrend der induzierten Regeneration der Riechsinneszellen oder aufgrund ihrer
rdumlichen Verteilung zwischen zwei Bulbusregionen mit Hilfe der subtraktiven Hybridisie-
rung identifiziert werden.

5.1 Sechs im olfaktorischen Bulbus differentiell exprimierte Transkripte wur-
den identifiziert

Mit Hilfe der Suppression subtraktiven Hybridisierung (SSH) war es moglich, sechs
Transkripte zu identifizieren, deren Expression im olfaktorischen Bulbus rdumlich reguliert
war. Vier der Transkripte wurden in unterschiedlichen Haufigkeiten in der lateralen und der
medialen Bulbuskappe gefunden, wéhrend fiir zwei Transkripte eine rdumlich regulierte Ex-
pression von Transkriptvarianten nachgewiesen werden konnte. Daneben wurden zwei
Transkripte, die von H. Korte (2001) isoliert wurden, identifiziert und ihre differentielle Loka-
lisation im Gewebe bestitigt.

Die Sequenzanalysen der sechs differentiell exprimierten Transkripte zeigten jedoch, dass
unter ihnen keine Wegfindungsmolekiile waren. Dariiber hinaus muss an dieser Stelle ange-
merkt werden, dass der Anteil der identifizierten differentiell verteilten cDNA-Fragmente in
der ,lateralen* und in der ,,medialen” cDNA-Bibliothek weniger als 1 % betrug. Eine noch
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geringere Ausbeute deutete sich in der ,,Regenerations* cDNA-Bibliothek an, worauthin die
Fortfiihrung der Analyse dort abgebrochen wurde.

Unter der Voraussetzung, dass es differentiell exprimierte Wegfindung im olfaktorischen Bul-
bus gibt, wurde ihr Nichterkennen vermutlich unmittelbar durch die geringe Anzahl der iso-
lierten differentiellen cDNA-Fragmente verursacht. Deswegen ist ein Schwerpunkt der fol-
genden Diskusssion die geringe Effizienz in der Identifizierung von differentiell exprimierten
Transkripten.

Trotz der geringen Effizienzen kann der Einsatz der SSH in dieser Studie insgesamt als Erfolg
gewertet werden, besonders wenn man berticksichtigt, dass sich die hier beschriebenen Um-
stinde grundlegend von der Mehrzahl der bisher veréffentlichten Anwendungen unterschei-
den. Es gelang hier mit Hilfe der SSH, differentiell exprimierte Transkripte zu isolieren, ob-
wohl die zu Grunde liegende cDNA aus einer sehr kleinen neuronalen Gewebeprobe mittels
Amplifizierung gewonnen wurde. Die Gewinnung sehr kleiner Gewebemengen mit Hilfe der
Gefriereinbettung und die Amplifizierung der gewonnenen cDNA sind in dieser Kombination
noch nicht beschrieben worden. Von zwei Gruppen ist bisher amplifizierte cDNA fiir die SSH
genutzt worden (den Hollander et al., 1999; Hennebold et al., 2000). Dort wurden anschlie-
end mit zufriedenstellenden Effizienzen differentiell verteilte cDNA-Fragmente isoliert.
Neben der Bereitstellung des Gewebes muss fiir eine Beurteilung der vorliegenden Studie
auch die Art des untersuchten Gewebes beriicksichtig werden. Die meisten und viel verspre-
chensten Erfolge der SSH wurden bisher in Vergleichen zwischen zwei Zellkulturen (unbe-
handelt und induziert) und zwischen Tumoren und entsprechenden gesunden Geweben be-
schrieben (z.B. Diatchenko et al., 1996; Prokka und Visakorpi, 2001). Die homogene Zellpo-
pulation und die hohen Expressionsunterschiede trugen hier zum Gelingen bei. Fiir die Isolie-
rung von differentiellen Transkripten aus Gehirn mit Hilfe der SSH liegen bisher nur Berichte
aus der Ischdmie-Forschung vor (Yokota et al., 2001; Wang et al., 1998). Die dort erreichten
Ausbeuten entsprechen denen der hier vorliegenden Studie. Sie deuten deswegen an, dass der
Gewebetyp ein wichtiger Faktor fiir die erreichte Effizienz ist. Generell wird der Einsatz der
SSH fiir Untersuchungen im Gehirn aufgrund der zu erwarteten komplexen Transkriptexpres-
sion kritisch bewertet (L. Diatchenko, personliche Mitteilung).

An der geringen Effizienz beim Auffinden von differentiell exprimierten Transkripten (und
Wegfindungsmolekiilen) sind vermutlich neben dem Gewebetyp noch weitere Faktoren betei-
ligt. Gemeinsam sollen sie hier kurz skizziert und in den folgenden Abschnitten diskutiert
werden.

1. Die laterale und die mediale Kappe des olfaktorischen Bulbus bzw. der Bulbus unter rege-
nerierenden Bedingung und der native Bulbus kdnnten sich in der Expression der Transkripte
nicht oder nur gering unterscheiden. Nicht oder nur sehr gering erhdhte Expressionsniveaus
wiéhrend der Regeneration sind moglich, da die Regeneration auch im nativen olfaktorischen
Bulbus kontinuierlich stattfindet. Fiir eine besondere Stellung des lateralen Bulbusabschnitts
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auf molekularer Ebene gibt es jedoch deutliche Hinweise (vgl. 2.4.2), so dass hier im Ver-
gleich zum medialen Abschnitt von dem Vorhandensein differentiell exprimierter Transkripte
ausgegangen werden kann.

2. Die Komplexitét im olfaktorischen Bulbus konnte eine effiziente Anreicherung von cDNA-
Fragmenten, die mit differentiell exprimierten Transkripten korrespondieren, verhindern. Die
Isolierung einiger differentiell exprimierter Transkripte zeigt, dass die SSH grundsétzlich zu
einer Anreicherung differentiell exprimierter Sequenzen fiihrte. Moglicherweise wurde jedoch
die Effizienz der Anreicherung durch die Komplexitidt vermindert.

3. Die Amplifikation der cDNA-Populationen vor ihrem Einsatz in die subtraktive Hybridisie-
rung konnte fiir den erhohten Hintergrund von nicht-differentiellen Sequenzen verantwortlich
sein und zu einem Verlust von differentiellen Sequenzen flihren. Grundsétzlich geht von dem
Amplifizierungsschritt die Gefahr aus, selten exprimierte Sequenzen zu verlieren oder das
Verhiltnis der Transkriptniveaus zu verzerren. Die ,,cDNA Southern® Analyse stimmt jedoch
gut mit den Daten aus der in situ Hybridisierungen iiberein, so dass von einer weitgehend
zufriedenstellenden Amplifikation ausgegangen werden kann.

4. Die Stringenz der subtraktiven Hybridisierungen konnte fiir die Anreicherung der differen-
tiellen cDNA-Fragmente ungeeignet gewesen sein. Durch die Verwendung eines ausgewoge-
nen Hybridisierungs-Protokolls sollte jedoch die Erfassung von moglichst vielen differentiell
exprimierten Transkripten moglich gewesen sein.

5. Im differentiellen Screening konnten seltene differentielle cDNA-Fragmente unter der
Nachweisgrenze liegen und so verloren gehen. Dieses Problem wird durch das Screening mit
den subtrahierten Sonden, in denen die differentiellen cDNA-Fragmente angereichert sind,
vermindert.

6. Bei der Verifizierung der differentiellen Expression der korrespondierenden Transkripte im
»CDNA Southern* und in der in situ Hybridisierung konnten einige der differentiellen Se-
quenzen unerkannt bleiben, weil ihre Transkriptmengen unterhalb der Nachweisgrenze liegen.
Die ,,cDNA Southern*“ Hybridisierung wurde deswegen fiir die Detektion von seltenen
Transkripten optimiert.

5.1.1 Fur die Isolierung von Transkripten mit einer geringen Differenz zwischen den
Expressionsniveaus ist die Suppression subtraktive Hybridisierung nicht geeignet

Die Anreicherung eines bestimmten cDNA-Fragments wéhrend der subtraktiven Hybridisie-
rung hingt von dem Verhéltnis seiner Konzentrationen in der Tester und der Driver cDNA
sowie von seiner urspriinglichen Héufigkeit ab (Diatchenko et al., 1999). Durch die Normie-
rung wird die hochste Anreicherung (etwa 1000-fach) fiir cDNA-Fragmente von geringer
Haufigkeit und/oder mit groen Differenzen in den Expressionsniveaus in 7ester und Driver
erreicht. Die Detektion von Transkripten mit mittleren Unterschieden (zwei- bis vierfach) gilt
als moglich, aber die optimalen Anreicherungseffizienzen werden fiir sie nicht erreicht (Diat-
chenko et al., 1999).
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Moglicherweise sind die Unterschiede in den mRNA-Expressionen zwischen den beiden
verglichenen Bulbusabschnitten bzw. den Regenerationsstadien fiir eine effiziente
Anreicherung zu gering. In den resultierenden subtrahierten cDNA-Bibliotheken wire der
Hintergrund hoch und die differentiell exprimierten Transkripte wiren nur gering
angereichert. Beides trifft auf die vorliegenden Bibliotheken zu.

Weitere Unterstiitzung erfahrt diese Hypothese dadurch, dass nur cDNA-Fragmente isoliert
wurden, deren Transkriptniveaus sich maximal um den Faktor 3,8 unterschieden. Trotz des
(theoretisch) hoheren Anreicherungfaktors wurde kein Transkript identifiziert, das nur in einer
cDNA-Population vorkommt oder sich durch einen hohen Unterschied in den Expressionsni-
veaus auszeichnet.

Innerhalb des olfaktorischen Bulbus gilt die laterale Bulbuskappe nach dem heutigen Wis-
sensstand jedoch als der Teil, der sich am meisten von dem iibrigen Teil unterscheidet (vgl.
2.4.2). Der Vergleich der lateralen Bulbuskappe mit der medialen schlieB3t also vermutlich die
grofftmoglichen Expressionsunterschiede ein, so dass hier die meisten differentiellen
Transkripte mit hohen Unterschieden in den Expressionsniveaus erwartet wurden.

Im Vergleich der lateralen und der medialen Bulbushdlfte (H. Korte, 2001) wurden zwei
cDNA-Fragmente isoliert, die sechs- bis siebenmal hdufiger in der einen als in der anderen
cDNA-Population vorkommen. Vermutlich sind sie jedoch eine Ausnahme im olfaktorischen
Bulbus, denn ihre Isolierung geht nicht auf Expressionsdoménen innerhalb bestimmter Zell-
schichten zuriick. Ihre Transkripte werden in den Ganglienzellen des terminalen Nervs expri-
miert, der ventro-medial entlang des olfaktorischen Bulbus verlduft. In Ansatz von H. Korte
wurde nur noch ependymin als weiteres differentiell exprimiertes Transkript identifiziert (vgl.
4.8.2).

5.1.2 Die Komplexitat des neuronalen Gewebes vermindert die Anreicherung von
differentiell exprimierten Transkripten in der subtraktiven Hybridisierung

Eine hohe Komplexitit im cDNA-Fragment-Gemisch kdnnte die Wahrscheinlichkeit vermin-
dern, dass sich komplementére cDNA-Fragmente treffen. Davon wiren wahrend der zweiten
Hybridisierung besonders die differentiell exprimierten Sequenzen betroffen, die nur als Hete-
roduplex exponentiell amplifiziert werden konnen.

Das Gehirn gilt als das Gewebe mit der grofften Komplexitit beziiglich seiner Genexpression
(dreimal so komplex wie Leber oder Niere), die durch die Diversitit der unterschiedlichen
Subtypen von Neuronen, Oligodendrozyten und Mikroglia verursacht wird (zusammengefasst
in Colantuoni, 2000).

Die Komplexitit der Transkripte im olfaktorischen Bulbus konnte daher ein Grund fiir den
geringen Anteil identifizierter, differentiell exprimierter Transkripte sein.
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Bisher sind nur zwei Studien publiziert, die die SSH zum Vergleich von Gehirnregionen ein-
gesetzt haben (Yokota et al., 2001; Wang et al., 1998; Diatchenko et al., 1996). Die darin ge-
schilderten Ausbeuten stimmen gut mit den in dieser Studie erreichten liberein und sind im
Vergleich zu Experimenten mit Zell-Linien ebenfalls sehr gering. Diese Ubereinstimmung
deutet an, dass der Anteil identifizierter differentieller Transkripte moglicherweise von der
Komplexitit der Transkriptgemische abhingt.

Allerdings war die Komplexitdt der verglichenen Transkriptgemische in der vorliegenden Ar-
beit durch den Vergleich von zwei Subregionen einer Gehirnstruktur reduziert, so dass ihr
Anteil an der geringen Effizienz vermutlich begrenzt ist.

5.1.3 Die Amplifikation der cONA-Populationen vor der subtraktiven Hybridisierung
reduziert die Effizienz der subtraktiven Hybridisierung

Da fiir die subtraktive Hybridisierung aus den Kappen der olfaktorischen Bulbi keine ausrei-
chende Menge cDNA gewonnen werden konnte, wurde sie mit Hilfe des ,,SMART cDNA
Synthesis Kits* amplifiziert. Obwohl beispielhaft gezeigt werden konnte, dass das urspriingli-
che Transkriptprofil wihrend der Amplifizierung fiir alle Transkript-Haufigkeitsklassen erhal-
ten bleibt (Endege et al., 1999), gilt der Einsatz von voramplifizierten Transkripten als kri-
tisch. Die Amplifizierung wird fiir einen erhéhten Hintergrund aus nicht-differentiellen Se-
quenzen verantwortlich gemacht und konnte zu dem Verlust einiger differentiell exprimierter
Sequenzen fiihren (Diatchenko ef al., 1999).

Aus der Literatur sind bisher wenige Beispiele bekannt, in denen die ,,SMART* und die
»SELECT* Technologie gemeinsam angewendet wurden (z.B. den Hollander et al., 1999;
Hennebold et al., 2000). Trotz der erfolgreichen Subtraktionen mit guten Effizienzen wurden
in einem Fall einige der erwarteten differentiellen Transkripte nicht identifiziert.

Der Einsatz der amplifizierten cDNA in den ,,cDNA Southerns* in dieser Studie lie Riick-
schliisse auf ihre Integritdt zu. Es zeigte sich, dass mit der ,,SMART* Technologie cDNA ge-
wonnen werden kann, die die eingesetzte mRNA gut reprasentiert.

Ein Einfluss der cDNA-Amplifizierung auf den hohen Hintergrund der vorliegenden cDNA-
Bibliotheken und dadurch auf die geringe Effizienz in der hier vorliegenden Studie scheint
jedoch moglich.

5.1.4 Eine erhdhte Stringenz begunstigt die Anreicherung von einigen differentiellen
cDNA-Fragmenten, aber reduziert die Komplexitat der Subtraktion

Obwohl die Effizienzen der ,,Regenerations®, der ,,lateralen* und der ,,medialen* subtrahierten
cDNA-Bibliotheken in einer semiquantitativen PCR {iberpriift und als zufriedenstellend ein-
gestuft worden waren (vgl. 4.4.2), erwiesen sich die Anteile differentiell exprimierter cDNA-
Fragmente als unerwartet gering (vgl. 4.6.3 und 4.7.3). Eine Ursache fiir diese Diskrepanz
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konnte darin liegen, dass im Subtraktionseffizienztest der Zustand der cDNA-Bibliothek nur
unzureichend beschrieben wird.

Die semiquantitative Amplifizierung des B-aktin cDNA-Fragments im Subtraktionseffizienz-
test beschreibt die Subtraktion anhand der Normierung eines hdufig exprimierten cDNA-
Fragments. Fiir eine Uberpriifung der Anreicherung und fiir eine aussagekriftige Beschrei-
bung der Subtraktion wiren Subtraktionseffizienztests mit bekannten, differentiell exprimier-
ten cDNA-Fragmenten aus verschiedenen Transkript-Haufigkeitsklassen wiinschenswert.
Demgegentiiber ist die Anzahl der identifizierten, differentiell exprimierten mRNAs unmittel-
bar ein MaB fiir den Erfolg des gesamten subtraktiven Hybridisierungsverfahrens. Hier flieBen
die Effizienzen der Anreicherung differentiell exprimierter Transkripte und die Normierung
aller Transkriptniveaus im Rahmen der subtraktiven Hybridisierung sowie des differentiellen
Screenings und der Verifizierung der Kandidaten ein.

Die Stringenz der subtraktiven Hybridisierung konnte als RegelgroB3e verdandert werden, um
den Anteil differentiell exprimierter Transkripte in den subtrahierten cDNA-Bibliotheken zu
erhohen. Sie wird durch die Lidnge der Hybridisierungsintervalle, das Verhéltnis zwischen
,Driver und ,, Tester cDNA und durch die Anzahl der PCR-Zyklen in der SS-PCR beein-
flusst.

Die Zugabe von einer grofleren Menge ,,Driver wiirde die Bildung von Heteroduplexes mit
den ,, Tester cDNA-Fragmente begiinstigen (vgl. 2.5.3). Damit wiirde die Normierung voran-
getrieben und die differentiellen cDNA-Fragmente, die im ,,Driver* nicht vorkommen, wiir-
den stdrker angereichert werden. Dagegen wiirde die Anzahl der nicht-differentiellen oder nur
gering differentiellen cDNA-Fragmente reduziert werden.

Werden die Hybridisierungsschritte verlangert, so ndhern sich die Reaktionen ithrem Gleich-
gewichtszustand, sofern sie ihn noch nicht erreicht haben, weiter an. Auf diese Weise konnte
wiéhrend der zweiten Hybridisierung gering konzentrierten differentiellen cDNA-Fragmenten
innerhalb eines komplexen Gemisches die Moglichkeit gegeben werden, Heteroduplexes zu
bilden und so in den folgenden Schritten starker amplifiziert zu werden.

Eine weitere Alternative besteht in der Erhohung der Anzahl von PCR-Runden bei der
SSPCR. Sie konnten zu einer stirkeren Anreicherung der als Heteroduplexe vorliegenden
cDNA-Fragmente flihren.

In der vorliegenden Studie wurden die vom Hersteller vorgeschlagenen und erprobten Hybri-
disierungsbedingungen verwendet. Werden sie verdndert, konnte sich in den cDNA-
Bibliotheken der Anteil an cDNA-Fragmenten, die sich mit einer groen Differenz ihrer
Transkriptniveaus auszeichnen, erhoht werden. Eine erhdhte Stringenz wiirde aber gleichzei-
tig die Komplexitit der subtrahierten cDNA-Bibliothek und damit die Mdéglichkeit, alle difte-
rentiell exprimierten Gene zu identifizieren, verringern (Porkka und Visakorpi, 2001).

Die Herstellung einer subtrahierten cDNA-Bibliothek unter stringenteren Bedingungen konnte
jedoch moglicherweise zu differentiell exprimierten Transkripten flihren, die exklusiv auf
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einer Seite des olfaktorischen Bulbus exprimiert werden, und ist deswegen ein interessantes
Experiment. Wenn seltene Transkripte mit einer hohen Differenz zwischen ihren Expressi-
onsniveaus differentiell in den beiden Regionen exprimiert werden, so ist dieser Ansatz ver-
mutlich geeigent, sie zu identifizieren.

5.1.5 Das differentielle Screening bestimmt die Anzahl der zu untersuchenden Kan-
didaten

Da wihrend des differentiellen Screenings die cDNA-Fragmente, die potentiell differentiell
exprimiert werden, flir die weiteren Analysen herausgefiltert werden, ist die Effizienz, mit der
diese Kandidaten erkannt werden, fiir die Gesamtzahl der identifizierten differenticllen
Transkripte ein wichtiger Faktor.

Um im Kolonie Dot Blot ein Signal zu produzieren, muss eine spezifische Sonden-Spezies
mindestens 0,1 % der gesamten Sonde ausmachen (Diatchenko et al. 1999). Macht sie einen
geringeren Anteil aus, d.h. ist das zu isolierende Transkript selten, so sind die Klone, die dif-
ferentielle cDNAs besitzen, nicht von dem unspezifischen Hintergrund zu unterscheiden (von
Stein et al., 1997). Der Hintergrund entsteht, wenn die komplexe Sonde an die bakteriellen
Nukleinsduren und Proteine bindet.

Das Screening mit subtrahierten Sonden 16st einen Teil dieses Problems, denn stark angerei-
cherte differentielle cDNAs kdnnen nach der SS-PCR die Nachweisgrenze iiberstiegen haben.
Dies gilt allerdings nur fiir effiziente subtraktive Hybridisierungen. Werden seltene, differen-
tielle cDNA-Fragmente nur gering angereichert, wie vermutlich in der vorliegenden Studie,
werden sie im Kolonie Dot Blot selten aufgereiht und liegen an oder unter der Nachweisgren-
ze. Die Chance, sie zu detektieren ist deswegen duflerst gering. Vermutlich wurden sie dem
Hintergrund zugerechnet.

Plasmid und PCR Produkt Dot Blots fithren im Gegensatz zu Kolonie Dot Blots zu einem
geringeren Hintergrund und tragen deswegen zu einer besseren Detektion der gering konzent-
rierten cDNA-Fragmente bei. Die Nachweisgrenze fiir einen cDNA Array wird mit 0,01 % der
verwendeten Sonde veranschlagt (Porkka und Visakorpi, 2001). Das entspricht in einer nicht-
subtrahierten cDNA-Population etwa 50 Transkripten pro Zelle. Gemeinsam mit einer schwa-
chen Anreicherung in einer subtrahierten Bibliothek wire diese Sensitivitét fiir den Nachweis
der seltenen differentiell exprimierten Transkripte ausreichend (etwa 25 Transkripte pro Zel-
le).

Fiir die PCR Dot Blots wurde aulerdem die Sensitivitit durch den Einsatz einer Hybridisie-
rungslosung, die das Volumen fiir die Sondenmolekiile reduziert, erhht (Ambion, 1999).

In den Kolonie Dot Blots zeigten etwa 50 % der Kolonien bei verldngerter Exposition ein
schwaches unspezifisches Signal. Ein vergleichbares Verhiltnis wurde von Fang et al. beo-
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bachtet (2000). Dieser Anteil nicht gepriifter Kolonien gehort vermutlich zu den seltenen
Transkripten und enthdlt moglicherweise differentiell exprimierte Transkripte. Wie grof3 ihr
Anteil ist, konnte mit PCR Dot Blots iiberpriift werden. Denn bei den PCR Dot Blots lag der
Anteil von signalfreien oder schwach hybridisierenden Klonen unter 5 % und war damit um
den Faktor 10 gegeniiber den Kolonie Dot Blots reduziert. In der iiber PCR Dot Blots gesc-
reenten subtrahierten ,,Regenerations cDNA-Bibliothek konnten jedoch keine differentiell
exprimierten cDNA-Fragmente nachgewiesen werden, da die Differenzen zwischen den bei-
den verglichenen Stadien moglicherweise zu gering waren (vgl. 5.1.1).

5.1.6 Differentiell exprimierte Transkripte werden im ,cDNA Southern® und in in situ
Hybridisierungen verifiziert

Die rdumlich regulierten Expressionen der im differentiellen Screening identifizierten cDNA-
Fragmente wurden im ,,cDNA Southern* verifiziert. Die Beibehaltung der Représentierung
von Transkripten verschiedener Héufigkeitsklassen und die Amplifizierung von kompletten
cDNAs mit Hilfe der ,,SMART Technologie* konnte gezeigt werden (Endege et al. 1999).
Der ,,cDNA Southern® ist in seiner Sensitivitdt mit einer polyA+ Northern Hybridisierung
vergleichbar.

Bei einer effizienten Markierung der cDNA-Fragmente sollten daher alle cDNA-Fragmente,
die im PCR-Produkt oder Kolonie Dot Blot identifiziert worden sind, zu einem Hybridisie-
rungssignal fiihren.

Trotzdem konnten einige Transkripte in der ,,cDNA Southern® Hybridisierung nicht nachge-
wiesen werden, da sie vermutlich in der cDNA-Population so gering exprimiert werden, dass
sie unterhalb der Nachweisgrenze liegen. Es konnte sich bei ihnen um seltene differentielle
Transkripte handeln, die wihrend der subtraktiven Hybridisierung stark angereichert wurden,
und deswegen im Kolonie Dot Blot detektierbar waren.

Eine geringere Nachweisgrenze flir die Detektion von differentiell verteilten Sequenzen und
damit die Moglichkeit die differentielle Expression von Kandidaten zu verifizieren, konnte die
quantitative RT-PCR bieten (Souazé et al., 1996). Dieses Verfahren ist allerdings beziiglich
der erkannten Expressionsunterschiede weniger sensitiv als die ,,cDNA Southern* Hybridisie-
rung. Deswegen kann die quantitative PCR den ,,cDNA Southern® nicht ersetzen. Sie konnte
jedoch ergidnzend zur Detektion der Expressionsniveaus von seltenen Transkripten herange-

zogen werden.

Die Verteilungen der differentiellen Transkripte im Gewebe wurde mit Hilfe von in situ
Hybridisierung analysiert. Eine Alternative zu den Dot Blot Verfahren konnte ein Screening-
Verfahren tiber in situ Hybridisierungen sein. Obwohl das Verfahren pro analysiertem cDNA-
Fragment aufwendiger ist als die Dot Blot Analyse, konnten die erh6hte Sensitivitit und Aus-
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sagekraft zu einem erhohten Anteil identifizierter differentiell exprimierter Transkripte fiih-
ren.

5.1.7 Die Voraussetzungen, differentiell exprimierte Transkripte zu isolieren, waren
in beiden Anséatzen verschieden

Trotz der geringen Gesamteffizienz war es moglich, Transkripte zu identifizieren, die starker
im medialen als im lateralen Bulbusabschnitt exprimiert werden bzw. stirker im lateralen als
im medialen. Demgegeniiber wurden keine mRNAs isoliert, die wahrend der Regeneration
des glomeruldren Musters hochreguliert wurden.

Neben technischen Voraussetzungen (vgl. 5.1.1 bis 5.1.6), die fiir beide Ansétze ungefihr
gleich waren und an den geringen Effizienzen beteiligt sind, konnten Unterschiede in den Fra-
gestellungen eine Ursache fiir die beiden unterschiedlichen Ergebnisse sein.

Vergleich der lateralen und medialen Bulbusabschnitte

Identifiziert wurden im Verlauf dieser Studie vier Molekiile, die differentiell exprimiert wer-
den. Ein Transkript (ependymin) wird spezifisch in der Leptomeninx exprimiert, die in der
lateralen Gewebefraktion stirker vertreten war als in der medialen. Das proenkephalin Tran-
skript wird dagegen in einer Subpopulation der Kornerzellen exprimiert, die einen medial
gewichteten Schwerpunkt besitzt. Fiir das beta-5 tubulin Transkript konnte gezeigt werden,
dass es in der medial gelegenen ventrikuldren Proliferationszone exprimiert wird, von wo aus
die neu gebildeten Kornerzellvorldufer in den olfaktorischen Bulbus einwandern. Wahrend-
dessen erfolgte fiir 7/P60 bisher keine Zuordnung auf zelluldrer Ebene. In einem geringfiigig
verdnderten Ansatz konnte H. Korte (2001) Transkripte isolieren, die als Prohormone in den
Ganglien des terminalen Nervs exprimiert werden (sGnRH und RFamid Vorlduferprotein).
Die beiden verglichenen Bulbusabschnitte unterscheiden sich sowohl morphologisch als auch
funktional (vgl. 2.4.2). Es gibt Hinweise, dass die laterale Kette, die in die Wahrnehmung von
Aminoséduren involviert ist, dem akzessorischen Bulbus der hoheren Vertebraten entspricht.
Dariiberhinaus zeichnet sich der laterale Abschnitt durch eine Vielzahl kleiner, nicht vonein-
ander trennbarer glomeruldrer Strukturen aus (aglomeruldrer Plexus), wiahrend im medialen
Bereich relativ groB3e, separierte Glomeruli zu finden sind. Deswegen ist es sehr wahrschein-
lich, dass eine Vielzahl von Transkripten zwischen den beiden Regionen differentiell expri-
miert wird.

Unter den mRNAs sind jedoch nicht nur Wegfindungsmolekiile zu erwarten, die als Liganden
der Wegfindungsrezeptoren auf den Wachstumskegeln der olfaktorischen Rezeptorneuronen
diese zu ihren Zielregionen leiten. Sondern es kdnnten sich auch Molekiile darunter befinden,
die den ,,akzessorischen Bulbus“ der Teleostier, die laterale Kette, bzw. den medialen Ab-
schnitt spezifizieren. Dariiberhinaus sind Molekiile zu vermuten, die in Subpopulationen der
Mitralzellen oder Kornerzellen exprimiert werden und die verschiedene Bereiche der topogra-
fischen Geruchskarte molekular determinieren. Ob Molekiile zu erwarten sind, die Doménen
im olfaktorischen Bulbus spezifizieren (entsprechend der Expressionsdoménen der olfaktori-
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schen Rezeptoren im Epithel), ist unklar. Allerdings wiirde eine zonale Organisation auch hier
die Komplexitdt des Wegfindungsproblems reduzieren.

Vergleich der nativen olfaktorischen Bulbi mit denen unter regenerierenden Bedingungen

Hier wurde eine cDNA-Bibliothek erstellt, in der Transkripte angereichert sein sollten, die
wiéhrend die Regeneration des glomeruldren Musters nach der Zinksulfat-vermittelten Dege-
neration der olfaktorischen Rezeptorneuronen hochreguliert sind. In diesem Ansatz wurden
jedoch keine differentiell exprimierten Transkripte identifiziert. Die duflerst geringe Héufig-
keit von differentiellen Signale wéhrend des Screenings und die nicht differentielle Expressi-
on von ausgewdhlten cDNA-Fragmenten veranlafiten mich, die Suche nach differentiellen
cDNA-Fragmenten in dieser subtrahierten cDNA-Bibliothek abzubrechen.

Neben technischen Griinden, die fiir die geringe Anreichung von differentiell exprimierten
Transkripten angefiihrt werden konnen, sollte daneben in Betracht gezogen werden, dass der
Ansatz fiir die Isolierung von differentiell exprimierten cDNA-Fragmenten ungeeignet war.
Moglicherweise war die Storung des olfaktorischen Bulbus nicht ausgepragt und vor allem
nicht lange genug, um Expressionen zu verdndern, die die Abhdngigkeit zwischen olfaktori-
schen Epithel und Bulbus widerspiegeln. In dieser Studie degenerierten durch die Zerstérung
der olfaktorischen Rezeptorneuronen im Epithel {iber 75 % der Projektionen in den Bulbus,
und eine Woche nach der Zinksulfat-vermittelten Degeneration war das glomeruldre Muster
etwa zu 50 % wieder regeneriert. Trotzdem sind die Verdnderungen im olfaktorischen Bulbus
moglicherweise gering, da die Degeneration nicht vollstindig war und die Regeneration
schnell wieder einsetzte. Unterstiitzung erfahrt diese Hypothese durch Beobachtungen an den
olfaktorischen Bulbi von Danio rerio nach der Entfernung der olfaktorischen Epithelien, die
nach einer Woche leichte und erst nach sechs Wochen deutliche Verdnderungen beschreiben
(Byrd, 2000). Sie bestitigt damit zwar die Abhingigkeit des olfaktorischen Bulbus vom ,,In-
put® des Epithels, aber auch, dass es sich um keinen schnellen Prozess handelt.

Der Ansatz basierte auf der Annahme, dass durch den Verlust der axonalen Verbindungen und
anschliefend durch die hohe Anzahl neu gebildeter axonaler Verbindungen die Molekiile, die
in die Etablierung des glomeruldren Musters involviert sind, hochreguliert werden. Mogli-
cherweise trifft sie jedoch fiir Wegfindungsmolekiile nicht zu. Denn durch den kontinuierli-
chen furn-over der olfaktorischen Rezeptorneuronen sind standig etwa 1-2 % von ihnen dabei,
ihre Projektionen in den olfaktorischen Bulbus auszubilden (Gogos et al., 2000). Dadurch
befindet sich der olfaktorische Bulbus stdndig in einer ,,regenerierenden® Situation, so dass
eine Hochregulierung von Wegfindungsmolekiilen wéhrend der induzierten Regeneration
nicht zwingend erscheint.

Insgesamt waren also die Moglichkeiten differentiell exprimierte Transkripte zu identifizieren
in diesem Ansatz deutlich geringer als in dem Vergleich zwischen der lateralen und der medi-
alen Bulbuskappe. Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass in beiden Ansétzen viele differen-
tiell exprimierten mRNAs unerkannt blieben, da sich ihre Niveaus weniger als vierfach unter-
schieden und sie zu den seltenen Transkripten zédhlten.

144



5 Diskussion

5.2 Charakterisierung der Regeneration des glomeruldren Musters nach der
Zinksulfat-Behandlung des olfaktorischen Epithels

Fiir die Herstellung der subtrahierten ,,Regenerations* cDNA-Bibliothek wurde die Zinksul-
fat-induzierte Degeneration der Rezeptorneuronen und die daraus folgende Degeneration des
glomeruldren Musters sowie dessen anschliefende Regeneration untersucht.

Ein grofler Teil der neuronalen Zellpopulation im sensorischen Bereich des olfaktorischen
Epithels degenerierte innerhalb von 12 Stunden nach der Applikation von Zinksulfat. Die de-
generierenden Zellen waren TUNEL-positiv, d.h. sie besaBlen einen erhohten Anteil freier
DNA-Enden, wie er typisch fiir apoptotische Zellen ist. Die meisten TUNEL-positiven Zellen
wurden acht Stunden nach der Behandlung detektiert. Zu diesem Zeitpunkt konnten im olfak-
torischen Epithel die meisten ,,Bldschen-artige Strukturen®, die vermutlich vergroferte Va-
kuolen der Rezeptorneuronen sind, beobachtet werden. Nach 24 Stunden wurden diese Struk-
turen nicht mehr detektiert, so dass die Degeneration zu diesem Zeitpunkt vermutlich abge-
schlossen war.

Bei der Analyse des Zeitverlaufs der Regeneration auf der Bulbusebene, stellte sich heraus,
dass um Tag 8 die meisten Axone von regenerierten olfaktorischen Rezeptorneuronen in den
olfaktorischen Bulbus einwachsen (vgl. 4.1.4). Dieser Zeitpunkt wurde ermittelt, indem Pro-
jektionen der Rezeptorneuronen von Zinksulfat-behandelten olfaktorischen Bulbi nach be-
stimmten Zeitintervallen mit Hilfe von Dil visualisiert und analysiert wurden. Es stellte sich
dabei heraus, dass die Zinksulfatapplikation zu einer reversiblen Degeneration des glomeruli-
ren Musters fiihrte. Die Regeneration war nach 28 Tagen abgeschlossen und stellte das stereo-
type glomeruldre Muster vollstindig wieder her.

5.2.1 Die Wirkung von Zinksulfat ist auf den sensorischen Abschnitt des olfaktori-
schen Epithels beschrankt und betrifft die neuronale Zellpopulation

Nach der Applikation von Zinksulfat auf das olfaktorische Epithel wurden nur im sensori-
schen Teil TUNEL-positive Zellen und eine Stérung der neuronalen Zellpopulation beobach-
tet. Die nachfolgende Degeneration der glomeruldren Projektionen zeigt, dass unter den dege-
nerierten Zellen viele olfaktorische Rezeptorneuronen waren.

Einen weiteren Hinweis auf die Degeneration der Riechsinneszellen bringen Studien von A.
Kraus (1999). Sie zeigen anhand der Expression von olfaktorischen Rezeptorproteinen und
dem Rezeptorneuron-spezifischen (cyclic nucleotide gated) CNG-Kanal, dass die ORN nach
einer vergleichbaren Zinksulfat-Behandlung zundchst degenerieren und anschlieBend
regenerieren.

Ob andere Zelltypen ebenfalls durch die Zinksulfat-Behandlung degenerieren, hingt von der
Lange des Kontaktes zwischen der Losung und dem Epithel ab (Cancalon, 1982). Betrifft die
Degeneration nur die olfaktorischen Rezeptorneuronen und nicht die globose Basalzellen, ist
die induzierte Degeneration reversibel. Da in der vorliegenden Studie das glomeruldre Muster
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qualitativ und quantitativ wieder hergestellt wurde, sind vermutlich keine (oder nur ein sehr
geringer Teil) globose Basalzellen beschiadigt worden.

Dass durch die Zinksulfat-Applikation auch andere Zelltypen betroffen wurden, die weiter
apikal als die globose Basalzellen liegen, ist nicht auszuschlieBen. Da jedoch bei einer ent-
sprechend kurzen Behandlung der degenerative Effekt nicht durch die Konzentration, den pH-
Wert oder die Osmolaritit bestimmt wird und die Wirkung nur iiber Zinkionen, aber nicht
iiber andere Schwermetallionen vermittelt wird, wird von einer spezifischen Interaktion zwi-
schen Rezeptorneuron und Zinkionen ausgegangen (Cancalon, 1982). Mdglicherweise gelan-
gen die Zinkionen iiber einen aktiven Mechanismus oder {iber die stark vergroferte Oberfla-
che in die Rezeptorneuronen, in denen sie die Aktivitdt von einigen Enzymen verdndern und
so die Zellphysiolgie nachhaltig stéren.

Unterstiitzt wird diese Hypothese durch morphologische Befunde wiahrend des Degenerati-
onsprozesses. Acht Stunden nach der Behandlung sind ,Bldschen-artige* Strukturen im
sensorischen Epithel zu beobachten. Elektronenmikroskopisch wurden diese Strukturen als
vergroBBerte Vakuolen in den Dendriten der olfaktorischen Rezeptorneuronen identifiziert (7
Stunden nach der Zinksulfat-Behandlung; Cancalon, 1982). Moglicherweise gehen sie auf
verdnderte Enzym- bzw. lonenpumpen Aktivititen zuriick und bewirken so eine Expansion
oder die Bildung der Vakuolen.

Uber den Mechanismus der degenerierenden Wirkung des Zinksulfats gibt die Detektion von
TUNEL-positiven Zellen (die zeitlich mit der Vakuolen-Bildung korreliert) einen Hinweis.
Bei ihnen handelt es sich vermutlich um apoptotische Zellen, aber fiir einen endgiiltigen Be-
weis sollten morphologische oder molekulare Charakteristika hinzugezogen werden.

Die Reproduzierbarkeit der Applikation wird durch die wiederholte Analyse der glomeruldren
Strukturen nach bestimmten Zeitrdumen gezeigt. Die glomeruldren Muster eines Zeitraums
sind etwa gleich ausgepréigt und in der quantitativen Auswertung konnten sie gut in eine Re-
generationskurve eingeordnet werden.

Obwohl in anderen Studien von einer schwer kontrollierbaren, unspezifisch nekrotisch wir-
kenden und damit irreversibel schiddigenden Zinksulfat-Applikation ausgegangen wird (Mar-
golis et al., 1974; Adamek et al., 1980), erwiesen sich die Auswirkungen der Zinksulfat-
Applikation in dieser Studie als reversibel, spezifisch und reproduzierbar.

5.2.2 Das glomerulare Muster erholte sich nach der Behandlung des olfaktorischen
Epithels mit 3%iger Zinksulfatldsung wieder vollstandig

Die glomerulédren Projektionen wurden in Folge der Degeneration der Rezeptorneuronen zu
tiber 75 % abgebaut und im Verlauf der Regeneration wieder regeneriert.

Da das unbehandelte Epithel ebenfalls durch die Zinksulfatapplikation gestort wurde, war der
tatsdchliche Degenerationerfolg vermutlich hoher und erreichte moglicherweise liber 90 %.
Damit waren die Degenerationseffizienzen mit anderen Studien vergleichbar, in denen die
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olfaktorischen Rezeptorneuronen ebenfalls chemisch degeneriert wurden (Schwob et al.,
1999; Cummings et al., 2000). Selbst genetisch induzierte Degenerationsexperimente flihren
zu keinem vollstdndigen Verlust der olfaktorischen Rezeptorneuronen (Gogos et al., 2000).
Die Frage, ob die glomeruldren Projektionen topograpisch wiederhergestellt werden, ist gleich
zu setzen mit der Frage, ob der hypothetische Wegfindungsmechanismus der olfaktorischen
Rezeptorneuronen von Gradienten aus Wegfindungsmolekiilen abhéngt oder von schon exis-
tierenden Verbindungen. Wird das (nahezu) vollstindig degenerierte glomeruldre Muster wih-
rend der Regeneration wieder regeneriert, werden die Axone vermutlich mit Hilfe eines Ziel-
findungsmechanismus geleitet, der im adulten Tier besteht. Unterscheidet sich dagegen das
regenerierte vom nativen glomeruldren Muster, konnte seine Aufrechterhaltung im adulten
Tier von schon existierenden Verbindungen abhidngen. Diese Verbindungen konnten wéhrend
der Ontogense durch Pionierneuronen (Whitlock und Westerfield, 1998) entstanden und im
adulten durch vorhandene gleichartige Fasern erhalten sein. Obwohl sich das glomerulédre
Muster in einigen Studien nach chemischer Behandlung oder der Durchtrennung des olfakto-
rischen Nervs in verdnderter Form regenerierte (z.B. Schwob et al., 1999; Costanzo, 2000),
gibt es auch Studien, die zeigen, dass das glomeruldre Muster vollstindig wieder hergestellt
wird und die so die ,,Gradiententheorie* favorisieren (Cummings et al., 2000; Gogos et al.,
2000). Diese Diskrepanz kann damit erkliart werden, dass die nicht-reversible Degeneration
durch eine nachhaltige Zerstérung des olfaktorischen Nervs oder Morpholgie des olfaktori-
schen Epithels verursacht wurde (z.B. Costanzo, 2000).

Die Reversibilitit der Zinksulfat-induzierten Degeneration der Projektionen in den olfaktori-
schen Bulbus unterstreicht die Existenz von Wegfindungsmolekiilen im olfaktorischen Bulbus
auch im aduten Tier.

Einschrinkend muss jedoch in diesem Zusammenhang erwéhnt werden, dass nur die vollstin-
dige Degeneration der olfaktorischen Rezeptorneuronen zeigen konnte, ob existierende olfak-
torische Rezeptorneuronen notwendig sind oder nicht. Eine vollstdndige Degeneration wurde
hier jedoch nicht erreicht und erwies sich selbst in einem genetischen Ansatz als schwierig
(Gogos et al., 2000). AuBBerdem bleibt die Moglichkeit offen, dass Projektionen von nicht-
olfaktorischen Pionierneuronen fiir die neu gebildeten Zellfortsitze als Vorlage dienen (Whit-
lock und Westerfield, 1998). Bisher konnte ihre Existenz jedoch nicht in adulten Tieren nach-
gewiesen werden (Whitlock und Westerfield, 1998).

5.2.3 Der Zeitverlauf der Regeneration kdnnte spezifisch flr Teleostier sein

Mit Hilfe des lipophilen Membranfarbstoffs Dil wurden die Projektionen der olfaktorischen
Rezeptorneuronen visualisiert und der Fortschritt der Regeneration quantifiziert (vgl. 4.1.4).
Als MaB fiir die Regeneration wurde der Quotient aus der Summe der Pixelintensitdt der be-
handelten und der unbehandelten Seite gebildet. Seine systematisch zu hohe Einstufung des
Regenerationsfortschritts muf3 jedoch bei der quantitativen Beurteilung des Regenerationsver-
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laufs einbezogen werden. Qualitativ (Zeitpunkt der maximalen Degeneration und der voll-
stindigen Regeneration) beeinfluflt der systematische Fehler die Einschédtzung jedoch kaum.
Deswegen kann der beobachtete Zeitverlauf des Regenerationsquotienten mit den Beobach-
tungen in anderen Studien verglichen werden.

Im Schleimaal wird zwei Tage nach der Zinksulfat-Behandlung das Minimum und nach 14
Tagen eine vollstandige Regeneration der axonalen Verbindung zwischen olfaktorischem Epi-
thel und Bulbus erreicht (Cancalon, 1982). Erstaunlicherweise wird im Neunauge nach der
Durchtrennung des olfaktorischen Nervs ein vergleichbarer Zeitverlauf berichtet (Zaidi ef al.,
1998). Beide Regenerationsverldufe stimmen gut mit dem hier im Zebrabirbling observierten
iiberein: das Minimum der axonalen Projektion wurde an Tag 3 oder davor erreicht und eine
etwa 80 %ige Erholung des glomeruldren Musters wurde nach Tag 14 beobachtet. Da die Te-
leostier unterschiedliche Gréf8en und Anatomien besitzen, scheint die Lidnge der axonalen
Projektion einen geringen EinfluB zu besitzen. Als geschwindigkeitbestimmender Schritt
kommt die Regeneration der olfaktorischen Rezeptorneuronen in Frage, die unter den Fischen
relativ konserviert sein konnte.

Demgegeniiber zeigten Untersuchungen im Goldfisch, dass zwar innerhalb der ersten 14 Tage
das Antwortverhalten auf Futter wiederkehrte, aber die funktionale Regeneration erst nach 28
Tagen vollstindig fiir Futter- und nach einigen Monaten fiir Pheromonstimuli wiederherge-
stellt war (Zippel et al., 1997). Funktionale Tests, z.B. durch optische Aktivitdtsmessungen im
olfaktorischen Bulbus des Zebrabirblings, konnten kldren, wie weit hier die funktionale mit
der morphologischen Wiederherstellung des glomeruldren Musters korreliert.

Eine interessante Frage ist, ob die cilierten und die mikrovillierten olfaktorischen Rezeptor-
neuronen im gleichen Umfang durch die Zinksulfat-Behandlung degeneriert werden und an-
schlieBend wieder regenerieren. In Goldfisch wurde gezeigt, dass die Haufigkeit der regene-
rierten mikrovilliren Rezeptorzellen mit der Detektion von Pheromonen korreliert (Zippel et
al., 1997). Dieser Befund wirft Fragen auf, denn in anderen Studien wurden die mikrovillier-
ten Rezeptorneuronen mit der Aminosauredetektion in Verbindung gebracht (Gao et al., 1998;
Speca et al., 1999; Sato und Suzuki, 2001). Mit dem hier etablierten Degenerationsverfahren
konnte die Regeneration der Rezeptorneuronen, die die V2R- bzw. die ,,klassischen* olfakto-
rischen Rezeptorproteine exprimieren, molekular wahrend der Regeneration beobachtet wer-
den. Die Analyse der Detektion von Geruchsstoffen mit optischen Aktivititsmessungen konn-
te in Kombination mit den molekularen Daten moglicherweise zu einer Liganden Zuordnung
fiir die mikrovillierten und cilierten Riechsinneszellen im Zebrafisch fithren.

Die Behandlung der olfaktorischen Epithelien mit Zinksulfat schadigte die olfaktorischen Re-
zeptorneuronen vermutlich spezifisch und initiierte ihren programmierten Zelltod. Dieser Pro-
zel} war innerhalb von 24 Stunden abgeschlossen. Auf der Ebene des olfaktorischen Bulbus
waren die glomeruldren Strukturen entsprechend bis zum dritten Tag nach der Behandlung
minimal ausgeprigt. Das glomeruldre Muster erholte sich anschlieend innerhalb von zwei
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Wochen zu etwa 80 % und war nach vier Wochen wieder vollstindig hergestellt. Die Uber-
einstimmung des beobachteten Zeitverlaufs mit dem aus anderen Spezies unabhéingig von der
Lange des olfaktorischen Nervs konnte hier bedeuten, dass der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt die Regeneration der olfaktorischen Rezeptorneuronen durch die globose Basalzellen
ist.

5.3 Bedeutung der differentiell exprimierten Gene im olfaktorischen System
und Einordnung der neuartigen Danio rerio Sequenzen

Die analysierten differentiell exprimierten Transkripte korrespondierten mit der Histonace-
tyltransferase TIP60, mit dem Glykoprotein Ependymin, mit Beta-5 Tubulin, mit einem En-
kephalin Vorlduferprotein und einem Enkephalin abbauenden Protein sowie mit den Vorldu-
ferproteinen der Neuropeptide GnRH und RFamid. Ein cDNA-Fragment konnte keinem be-
kannten Gen zugeordnet werden.

In den folgenden Abschnitten soll die Bedeutung der hier erstmals in Danio rerio beschriebe-
nen mRNAs bzw. der entsprechenden Proteine im olfaktorischen System diskutiert werden.

5.3.1 TIP60 und das unbekannte Transkript

Wihrend die anderen identifizierten Transkripte selektiv in bestimmten Zelltypen exprimiert
wurden, wurde weder fir TIP60 noch fiir das cDNA-Fragment 281, dem bisher kein
Transkript zugeordnet werden konnte, eine selektive Anfarbung von bestimmten Zellen im
olfaktorischen Bulbus beobachtet.

Das Transkript, das mit dem ¢cDNA-Fragment 281 korrespondiert, wird wihrend der Entwick-
lung auf einem sehr hohen Niveau im gesamten Nervensystem exprimiert. Im adulten Zebra-
barbling werden dementsprechend (vermutlich) alle Zellen im olfaktorischen Bulbus und im
Telencephalon markiert. Moglicherweise handelt es sich deswegen bei dem Transkript um ein
Molekiil, das ubiquitdr in neuronalen Zellen exprimiert wird. Eine spezifische Funktion im
olfaktorischen Bulbus oder eine Involvierung dieses Molekiils in die Wegfindung olfaktori-
scher Rezeptorneuronen ist deswegen unwahrscheinlich.

Das TIP60 Transkript konnte bisher nicht im Gewebe lokalisiert werden. Bisher ist iiber die
Gewebe- oder die Zelltyp-spezifische Expression von TIP60 nur bekannt, dass die Alpha- und
Beta-SpleiBBvariante innerhalb einer Zelle in verschiedenen Kompartimenten lokalisiert sind
(Ran und Pereira-Smith, 2000). Uber eine Gehirn-spezifische Lokalisation in Siugetieren gibt
es keine Informationen.
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TIP60 ist der katalytische Bestandteil des TIP60 Komplexes. Vermutlich werden die HAT-
Komplexe iiber DNA-bindende Elemente an spezifische Promotoren gebunden und lockern
dort die Chromatinstruktur auf, so dass mit der Transkription begonnen werden kann (zu-
sammengefasst in Marzio und Giacca, 1999). Uber die Acetylierung von Histonen ist TIP60
als transkriptioneller Cofaktor in viele Prozesse wie die Reparatur von DNA und Apoptose
(Ikura et al., 2000) und die Signalweiterleitung von Hormonrezeptoren involviert (Brady et
al., 1999).

Die Detektion des TIP60 Transkripts im olfaktorischen Bulbus von Danio rerio gibt einen
Hinweis auf eine allgemeine oder spezielle Funktion im olfaktorischen System. Fiir weitere
Analysen ist die Lokalisation auf zelluldrer Ebene eine Voraussetzung.

5.3.2 Ependymin im olfaktorischen System von Danio rerio

5.3.2.1 Die Funktion von Ependymin

Als Hauptbestandteil der Cerebrospinalfliissigkeit von vielen Teleostier wird das Glykopro-
tein Ependymin in Fibroblasten der Leptomeninx exprimiert (zusammengefasst in Schmidt,
1996). Es ist in Goldfisch in die Festigung von Erinnerung involviert, wirkt als Zelladhési-
onsmolekiil, bindet als Dimer Zink, als Monomer Calcium und liegt ohne Metallionen poly-
merisiert vor. Fiir die Involvierung von Ependymin (und anderen Zelladhdsionsmolekiilen) in
das Lernen ist ein Mechanismus vorgeschlagen worden, der die verschiedenen Zustandsfor-
men von Ependymin beriicksichtigt (zusammengefasst in Schmidt, 1996). Stresshormone re-
gulieren die Synthese und die Ausschiittung von Ependymin, das sich durch lokal verdnderte
Konzentrationen von Metallionen in der Ndhe von Synapsen sammelt und dort polymerisiert.
Dadurch wire Ependymin an den Synapsen lokalisiert, die im Rahmen der Konsolidierung
morphologisch umgebaut werden und konnte als Zelladhdsionsmolekiil unterstiitzend wirken.

5.3.2.2 Ependymin wird in der Leptomeninx um die olfaktorischen Bulbi exprimiert

Die differentielle Expression des Ependymin-Transkripts zwischen der lateralen und der
medialen cDNA-Population geht vermutlich auf die ungleiche Verteilung der Leptomeninx
um den olfaktorischen Bulbus zuriick und besitzt vermutlich keine funktionellen
Implikationen. Stattdessen konnte Ependymin wie im iibrigen Gehirn am Lernen, und zwar
hier an der Erfahrungsverarbeitung von olfaktorischen Reizen, beteiligt sein. Interessant wére
es zu untersuchen, ob die Ependymin-Synthese in mit olfaktorischen Reizen trainierten
Fischen spezifisch um die olfaktorischen Bulbi erhoht ist.
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5.3.2.3 Die Redundanz von ependymin in der subtrahierten cDNA-Bibliothek war
sehr hoch

Mit Ependymin korrespondierende cDNA-Fragmente machten etwa 40 % der isolierten Kan-
didatenppusmig aus (vgl. 4.6.1). Da im ,,cDNA Southern* gezeigt wurde, dass das Transkriptni-
veau von ependymin in dem ,lateralen® cDNA-Gemisch nur 1,7-fach hoher als in dem ,,medi-
alen“ cDNA-Gemisch war, ist die Bevorzugung des cDNA-Fragments aufgrund seines hohen
Expressionsgefilles unwahrscheinlich. Vielmehr scheint fiir die hohe Redundanz des
Transkriptes unter den identifizierten Kandidatenpj,smig das hohe Expressionsniveau in der
Leptomeninx verantwortlich zu sein. Denn obwohl die Leptomeninx nur einen geringes Ge-
webevolumen in der lateralen und medialen Kappe einnimmt, konnte sich das hohe Expressi-
onsniveau von Ependymin in dieser zellreichen Schicht auf die gesamte cDNA-Population der
Kappe iibertragen.

5.3.3 Beta-5 Tubulin im olfaktorischen System von Danio rerio

5.3.3.1 Die Funktion der Beta-Tubulin Genfamilie

Die Beta-Tubuline assoziieren mit Alpha-Tubulinen zu Tubulinen und sind so als Bausteine
der Mikrotubuli in den Aufbau des Cytoskeletts involviert. In einigen Studien wurde gezeigt,
dass trotz der Gewebe- bzw. Zell-spezifischen Expression von einigen Tubulinen, verschiede-
ne Beta-Tubuline (Zell-spezifische und ubiquitdre) nebeneinander als isotype Bausteine die
Mikrotubuli aufbauen (zusammengefasst in Burkhart ef al., 2001). In differenzierenden Neu-
ronen scheint die Préiferenz allerdings fiir bestimmte Beta-Tubuline besonders ausgepragt zu
sein. Mechanistisch wird angenommen, dass an dieser Selektion die variablen Regionen betei-
ligt sind. Sie dienen als Bindungsstellen fiir Mikrotubuli-assoziierte Proteine, die sortierend
wirken konnten.

Wihrend die Expression von Klasse I und IVb Beta-Tubulinen als konstitutiv gilt, wurde in
den anderen Klassen (II, III, IVa, VI) eine spezifische Expression im Gehirn, in Neuronen
oder in den blutbildenden Zellen nachgewiesen (zusammengefasst in Burkhart et al., 2001).

5.3.3.2 Beta-5 Tubulin wird wahrend des Wachstums und der Differenzierung von
neuronalem Gewebe exprimiert

Das Beta-5 Tubulin Transkript (Klasse I) wurde im 48 hpf Embryo in vielen Gehirnbereichen
auf hohem Niveau exprimiert, wohingegen im 72 hpf Embryo die Expression runterreguliert
war.

Dieses Ergebnis wird durch Untersuchungen in Maus und in Ratte bestitigt (Lewis et al.,
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1985; Usui et al., 1996). Hier wurde das Klasse I Transkript in unreifem Gehirn hochreguliert
und mit dem Wachstum und der Differenzierung der neuronalen Gewebes korreliert. Die Re-
duktion mit fortschreitender Entwicklung des Embryos wurde auf eine reduzierte mitotische
Aktivitdt und ein vermindertes Wachstum von Axonen zuriickgefiihrt. Insgesamt ist die Ex-
pression von Beta-5 Tubulin in neuronalen Zellen adulter Tiere sehr selten, denn die Klasse I
Tubuline machen nur 3 % der Beta Tubuline im Gehirn von adultem Rind aus (zusammenge-
fasst in Burkhart, 2001).

Im adulten Danio rerio wurde das Beta-5 Tubulin Transkript in der Kérnerzellschicht und in
der ventrikuldren Proliferationszone exprimiert.

Eine Expression in diesem mitotisch aktiven Bereich unterstiitzt die Annahme, dass das Tubu-
lin wéhrend der Bildung von Neuronen hochreguliert wird (Lewis et al., 1985). Die Expressi-
on in den Kdérnerzellen konnte also darauf hindeuten, dass diese Zellen erst kiirzlich gebildet
worden sind. Alternativ wird Beta-5 Tubulin spezifisch in diesem Zellen exprimiert. Letzteres
scheint plausibler, da Beta-5 Tubulin wihrend der Entwicklung sehr schnell runterreguliert
wird.

5.3.4 Das Neprilysin/ Enkephalinsystem im olfaktorischen System von Danio rerio

5.3.4.1 Die Funktionen von Neprilysinen und Enkephalinen

Opioide beeinflussen viele Funktionen des zentralen Nervensystems wie Schmerzempfindung,
das kardiovaskuldre System, neuroendokrine Aktivitit, Warmeregulation sowie Fress-, Ag-
gressions-, Sexual- und Fluchtverhalten (zusammengefasst in Olson et al., 1989). Sie treten
als Neurotransmitter und Neuromodulatoren auf (zusammengefasst in Brownstein, 1977),
regulieren die Proliferation der neuronalen Zellpopulation wihrend der Entwicklung (Zagon
und McLaughlin, 1991) und wirken inhibitorisch auf die Ausbildung von neuronalen Fortsét-
zen (Hauser et al., 1989). Man nimmt an, dass Met-Enkephalin in der Hypophyse parakrin auf
die Sekretion von Hormonen wirkt oder selbst als Neurohormon der Hypophyse freigesetzt
wird (Vallarino et al., 1994).

Neprilysine/ Endothelin Converting Enzyme gehoren zu den Zink Metalloproteasen und sind
extrazelluldr lokalisiert. Sie spalten viele Neuropeptide wie beispielsweise Enkephaline
(Malfroy et al., 1978), Substance P (Matsas et al., 1983) und Atrial Naturetic Factor (Roques
et al., 1993), die sie inaktivieren, und prozessieren die Endotheline proteolytisch (Murphy et
al., 1994), die dadurch aktiviert werden. Besonders Neprilysin (NEP) ist weit verbreitet und
wird im Gehirn und der Niere konstitutiv exprimiert, wihrend es zum Beispiel in den Lym-
phozyten wéhrend der Entwicklung reguliert wird (zusammengefasst in Turner und Tanzawa,
1997). Im Gehirn ist NEP auf prad- und postsynaptischen Neuronen lokalisiert und beschrinkt
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die Wirkung von Enkephalinen und Tachykinen auf den synaptischen Spalt (Abb. 5-1; Barnes
et al., 1993). Da NEP II bisher im Gehirn und im Hoden nachgewiesen wurde, wird ange-
nommen, dass es an der Inaktivierung von Fortpflanzungs- und Neuropeptiden beteiligt ist
(Ouimet et al., 2000).

A B

His
& -
His —Zn—Glu—Asp

Enk —» Metabolismus (|-|) C”)

w Gu—C—0----H—OH —C—N—

| Rezeptor I

Abbildung 5-1: Schematische Darstellung zur Wirkung der Enkephaline. A) Begrenzung der Enkepha-
line am synaptischen Spalt durch die Prasenz von neutraler Endopeptidase (NEP; nach Turner et al.,
2001). B) Katalytischer Mechanismus der zu den Zink-Metalloendopeptidasen gehérenden neutralen
Endopeptidasen. Das Zink-Kation wird von zwei Histidin-Resten und einem Glutamat-Rest komplexiert.
Es polarisiert ein Wassermolekiil und die zu spaltende Amidbindung, so dass ein Glutamtrest als Pro-
tonenakzeptor die Hydrolyse der Amidbindung katalysiert (Roques, 2000).

5.3.4.2 Im olfaktorischen Bulbus wird NEP Il in der der gesamten Kornerzell-schicht
exprimiert, wahrend Proenkephalin nur in einer Subpopulation nachgewiesen wurde

Im olfaktorischen Bulbus wird NEP II in der K&rnerzellschicht exprimiert. Da NEP pra- und
postsynaptisch Opioide inaktiviert, konnte sowohl die zentrale Innervierung der Kornerzellen
als auch ihre synaptischen Verbindungen mit den Dendriten und den Zellkorpern der Mitral-
zellen {iber Opioide reguliert werden.

Die Expression von Enkephalin ist im olfaktorischen Bulbus relativ gering und auf einige Ge-
biete beschrinkt, tiberlappt jedoch mit der NEP II Expression. Eine vergleichbare Situation
findet man in den NEP-positiven periglomeruldren Zellen von Ratte und Hamster, von denen
ein Teil Enkephaline exprimiert (Wilcox ef al., 1989; Merchenthaler et al., 1986; Davis et al.,
1982).

Riickschliisse auf die Verschaltung der Kornerzellen im olfaktorischen Bulbus des Zebra-
barblings sind anhand der Expressionsdaten nicht moglich. Allerdings lassen sie erwarten,
dass die Proenkephalin-negativen Kornerzellen statt Proenkephalin andere Neuropeptide
exprimieren. Dariiber hinaus ist es mdglich, dass die Proenkephalin-exprimierenden Kdorner-
zellen ein gemeinsames Funktionsmerkmal aufweisen.
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Die breite Expression von NEP II in der inneren Zellschicht legt nahe, dass bei der Modulie-
rung der Kornerzellen oder bei ihren synaptischen Ubertragungen NEP II spaltbare Neuropep-
tide eine groB3e Rolle spielen.

Mit spezifischen Inhibitoren (Phosphoramidon-Derivaten fiir NEP und NEP II; Opioidrezep-
torantagonisten) in Kombination mit Aktivititsmessungen im olfaktorischen Bulbus kdnnten
eine eventuelle Beteiligung von Opioiden an der Prozessierung der olfaktorischen Information
untersucht werden.

5.3.4.3 In Teleostier ist NEP Il das zweite identifizierte Mitglied der Neprilysin-Like
Endopeptidasen Genfamilie

In den Mammaliern sind bis heute sieben zu den M13 Zink-Metallendopeptidasen zéhlende
Familienmitglieder identifiziert worden (zusammengefasst in Turner et al., 2001). Wie viele
Familienmitglieder es in Teleostier gibt, ist nicht bekannt. Im Dezember 2000 wurde von 8 bis
10 Neprilysin-Like Genprodukten im Genom von Homo sapiens ausgegangen (zusammenge-
fasst in Turner et al., 2001), wahrend fiir D. melanogaster 24 und fiir C. elegans 22 zur NEP-
Gruppe zéhlende Gene identifiziert wurden (C. elegans Sequencing Consortium, 1998; Myers
et al., 2000). Neben NEP II aus Danio rerio ist NEP aus Flussbarsch beschrieben worden. Die
vollstédndige Peptidsequenz NEP II aus Danio rerio konnte abschliefend zeigen, ob beide Te-
leostier Proteine zu verschiedenen Familienmitgliedern ortholog sind. Charakteristisch fiir
NEP II aus Ratte und SEP aus Maus ist, dass ihre Transkripte flir Membran-stindige und 16s-
liche Varianten kodieren (Ouimet et al., 2000; Ikeda et al., 1999). Die l6slichen Varianten
werden hauptséchlich in den Hoden exprimiert, wurden jedoch auch im Gehirn und anderen
Geweben nachgewiesen. Die Isolierung eines full-length Transkripts und der Nachweis einer
entsprechenden proteolytischen Schnittstelle wiirde die Einordnung von Danio rerio NEP 11
(im Vergleich zu NEP I) endgiiltig kléren.

5.3.4.4 NEP Il wird im olfaktorischen Bulbus in verschiedenen Isoformen exprimiert

Fiir NEP II aus Danio rerio wurden verschiedene Spleilvarianten nachgewiesen, die differen-
tiell verteilt sind (vgl. 4.8.6).

Das unterschiedliche Laufverhalten von Transkripten aus der Neprilysin-Familie deutet auf
Spleivarianten (Ouimet et al., 2000; Ikeda et al., 1999), multiple Polyadenylierungsstellen
(Malfroy et al., 1987) und/oder multiple 5’-nicht-kodierende Promotorregionen (Valdenaire et
al., 1999) hin. Wéhrend die multiplen Polyadenylierungsstellen fiir gro3e Langendifferenzen
(zum Beispiel 2,7 kb, 3,5 kb, 6,5 kb fiir NEP; Li et al., 1995) verantwortlich sind, fiihren
Spleivarianten und unterschiedliche Promotorregionen bei den NEPs zu Transkripten, die
sich um 40 bis 70 bp unterscheiden (Li ef al., 1995; lkeda et al., 1999). Auf die zuletzt ge-
nannte Art entstehen die proteolytisch prozessierbaren, 16slichen und die Membran-stindigen
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Isoformen, die Gewebe- und im Gehirn zusitzlich Zelltyp-spezifisch exprimiert werden (Li et
al., 1995; Tkeda et al., 1999). Welche Art von Varianten fiir die beiden Hybridisierungssignale
verantwortlich sind, kann nur die Isolierung und die Analyse der entsprechenden Transkripte
kldren.

5.3.4.5 Die Expression im olfaktorischen Bulbus und in anderen Gehirnregionen
unterscheidet sich von den bekannten Expressionsmustern aus Saugetieren

In der in situ Hybridisierung wird in Ubereinstimmung mit dem ,,cDNA Southern“ keine
quantitative Differenz zwischen den Expression in der lateralen und der medialen Seite detek-
tiert. Die medialen Mitralzellen konnten das NEP II-Transkript der medialen cDNA und die
markierten Zellen der olfaktorischen Nervschicht konnten das NEP II-Transkript der lateralen
cDNA beigesteuert haben. Die Nervschicht besitzt vermutlich auch einen Anteil an der media-
len cDNA-Population. Alternativ kdnnten die Kornerzellen eine Positions-spezifische Expres-
sion der Varianten zeigen. Aufschluss iiber die Verteilung konnten nach der Identifizierung
der Varianten spezifische in situ Hybridisierungen geben.

Obwohl das cDNA-Fragment fiir ein Protein kodiert, dessen Sequenz zu NEP II die hochste
Homologie aufweist, wurde das NEP 1I/ SEP-Transkript aus Ratte bisher nicht im olfaktori-
schen Bulbus detektiert (Ouimet ez al., 2000). Dieser Befund deutet darauf hin, dass die Funk-
tion von NEP II im olfaktorischen System nicht konserviert ist. In Mammalier wird jedoch
NEP I in der glomeruldren Schicht und in den periglomeruldren Zellen des olfaktorischen
Bulbus exprimiert (Gaudoux et al., 1993; Wilcox et al., 1993). Diese Expression differiert
sehr von der Danio rerio NEP Il Expression, die in den Gliazellen der Nervschicht und in der
Kornerzellschicht anzutreffen, jedoch bei den Mammaliern negativ ist.

AuBerhalb vom olfaktorischen System wird das Transkript von NEP II in der Ratte in vielen
Hirnstammkernen, im Hypothalamus und in der Hypophyse intensiv exprimiert (Ouimet ef al.,
2000). Im 48 und 72 hpf Zebrabérbling sind die Hypophyse und der Hypothalamus frei von
NEP II-Transkript, wihrend die Expression in den beiden ventral gelegenen Kernen des Me-
sencephalons als Expression im Hirnstamm gewertet werden kann. Dariiber hinaus sind das
Tuberculum olfactorium und das Corpus striatum (Putamen und Globus pallidus) Strukturen,
die NEP auf hohem Niveau exprimieren (Ouimet et al., 2000). Die Expression im Tuberculum
olfactorium kdnnte in Danio rerio durch die Detektion von NEP II-positiven Zellen im ventra-
len Kern des ventralen Telencephalon représentiert sein. Die genauen und vollstindigen Ent-
sprechungen von Sdugetier Gehirnstrukturen in Teleostier sind jedoch nur selten zu finden
(Rinck und Wullimann, 2001).

Die Expressionsdoménen von NEP II im Zebrabérbling und von NEP II in der Ratte differie-
ren, so dass eine vergleichbare Funktion unwahrscheinlich ist. Moglicherweise sind zwischen
den Spezies die Aufgaben der Multigenfamilie unterschiedlich auf die Mitglieder verteilt.
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5.3.4.6 Das Leu-Enkephalin im Proenkephalin unterstreicht die ,fruhe“ Entwicklung
des Met- und Leu-Enkephalin enthaltenden Vorlauferpeptids

Die isolierte Proenkephalin mRNA-Sequenz ist die erste aus einem Teleostier identifizierte
und wird im folgenden als Danio rerio Proenkephalin bezeichnet. Proenkephalin gehort zu der
Opioid/ Orphanin Genfamilie, aus deren Vorlduferpeptiden die Opioid Neuropeptide proteoly-
tisch prozessiert werden. Die vier Opioidvorlaufermolekiile Proopimelanocortin, Proenkepha-
lin, Prodynorphin und Proorphanin enthalten jeweils mindestens eine Opioidkernsequenz
(YGGF) und konservierte Cysteinreste am N-Terminus. Die Vorldufer sind vermutlich ausge-
hend von Proenkephalin durch Duplikation entstanden (zusammengefasst in Danielson und
Dores, 1999).

Innerhalb des Proenkephalins wird die evolutiondre Einordnung von Leu-Enkephalin disku-
tiert (Sollars et al, 2000). In den Sdugetieren kodiert das Proenkephalin fiir vier Met-
Enkephaline, ein Leu-Enkephalin sowie ein Hepta- und ein Octapeptid, die die Met-
Enkephalin Sequenz enthalten (zusammengefasst in Akil ef al., 1984). Obwohl im ZNS von
Xenopus laevis und vom australischen Lungenfisch Met-Enkephalin und Leu-Enkephalin in
solchen molaren Verhiltnissen (3:1 bzw. 4:1) detektiert werden (Sei et al., 1989; McDonald et
al., 1991), die auf ein zu den Mammaliern vergleichbares Vorlduferpeptid schlieBen lassen,
kodieren die identifizierten Proenkephalin-Sequenzen nicht fiir Leu-Enkephalin (Sollars et al.,
2000; Wong et al., 1991).

Da die Séugetiere gemeinsam mit den Amphibien und den Quastenflossern einem monophy-
logenetischen Ast zugerechnet werden, wurde bisher angenommen, dass sich Leu-Enkephalin
als Bestandteil der Proenkephalin-Sequenz innerhalb der tetrapoden Amnioten etabliert habe
(Dores et al., 2000; Sollars et al., 2000). Diese Hypothese wurde durch Befunde auf Protein-
ebene unterstiitzt, die zeigen, dass Reptilien Met- und Leu-Enkephalin exprimieren (Lindberg
und White, 1986) und dass in zwei Teleostier, Aal und Lachs, Met- aber kein Leu-Enkephalin
nachgewiesen werden kann (McDonald et al., 1991).

Demgegeniiber zeigt die Identifizierung von Leu-Enkephalin in D. rerio, einem Teleostier,
dass Leu-Enkephalin entwicklungsgeschichtlich ein ,,altes* Fragment der Proenkephalin Se-
quenz sein konnte. Dafiir spricht auch die Detektion von Met- und Leu-Enkephalin Peptid im
Verhéltnis 2:1 bzw. 3:1 im Schleimaal und in der Neunauge (Dores und Gorbman, 1990).
Man miisste iiberpriifen, ob es hier Unterschiede innerhalb der Teleostier gibt oder ob
posttranskriptionale Regulation eine Rolle spielt.

5.3.4.7 Die Expression von Proenkephalin stimmt in Teilaspekten mit den beschrie-
benen Expressionen in Sdugetieren und Fischen Uberein

Die rdumlich-differentielle Expression im olfaktorischen Bulbus wird in in situ Hybridisie-
rungen bestitigt. In adulten Zebrabérblingen werden in den medialen Abschnitten eine grof3ere
Anzahl intensiv markierter Zellen als in den lateralen Regionen detektiert. Ausgehend von der
Form und der Lokalisation handelt es sich bei ihnen um Kdérnerzellen. Wéhrend der Embryo-
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nalstadien 48 und 72 hpf wird das proenkephalin Transkript in den Bulbi olfactorii in Berei-
chen nachgewiesen, in denen die Kornerzellen in diesem Entwicklungsstadium lokalisiert
sind.

Die Expression von proenkephalin im olfaktorischen Bulbus ist aus anderen Spezies bekannt,
allerdings scheint die Verteilung iiber die Zellschichten Spezies-abhingig zu sein. Im Hai
(Northcutt ef al., 1988) wurden Enkephalin-positive Kornerzellen nachgewiesen, wéihrend in
der Ratte und anderen Nagetieren Met-Enkephalin in Mitral- und Kornerzellen exprimiert
wird (Matstani et al., 1989; Davis et al., 1982; Merchenthaler et al., 1986). Fiir die Ratte wer-
den die enkephalinerge Kornerzellen auf 15 % der gesamten Population geschétzt (Gouda et
al., 1990). Obwohl der Anteil der Enkephalin-positiven Kornerzellen im Zebrabidrbling ver-
mutlich geringer ist, konnte die Expression in einer kleinen Subpopulation auf vergleichbare
Funktionen hindeuten.

Die Proenkephalin-Expressionen im Telencephalon entsprechen vermutlich dem Septum, den
Basalganglien und dem Nucleus accumbens. Diese Regionen werden phylogenetisch als ,,alt*
eingestuft und die Expressionen sind u. a. mit denen in Lungenfisch (Rainer und Northcutt,
1987), in Ratte (Harlan et al., 1987) und in Hiihnchen (Molnar et al., 1994) auf Protein- bzw.
Transkriptebene vergleichbar.

5.3.5 sGnRH und RFamid Neuropeptid im olfaktorischen System von Danio rerio

5.3.5.1 Die Funktionen von GAP, sGnRH und RFamid-ahnlichen Peptiden

Das Decapeptid Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH) spielt eine zentrale Rolle in der
Regulation der Gonadotropine, die von der Hypophyse in den Blutkreislauf freigesetzt werden
(Hypothalamus-Hypophyse-Gonaden Achse). In allen Vertebraten fiihren bestimmte Verhal-
tens- und Sozialstimuli indirekt zu einer Anregung der neurokrinen GnRH-produzierenden
Zellen im Hypothalamus. Diese setzen daraufhin pulsartig GnRH frei, das eine Ausschiittung
von Gonadotropinen an der anterioren Hypophyse bewirkt (zusammengefasst in Dellovade et
al., 1998). Die Gonadotropine vermitteln die Reifung der Gameten und die Produktion von
Steroidhormonen (Zigmond et al., 1999).

In den meisten Vertebraten wird die Mehrheit der GnRH-exprimierenden Zellen neben dem
praoptischen Gebiet/ ventraler Hypothalamus im Bereich des terminalen Nervs, im ventralen
Vorderhirn und im caudalen Diencephalon/ rostralen Mesencephalon gefunden (Demski und
Wright, 1987, und Referenzen darin). Daneben enthalten beinahe alle Gehirnregionen GnRH-
positive Nervenfasern. Wahrend vom Hypothalamus freigesetztes GnRH als Neurohormon
wirkt, wird fir GnRH-exprimierende Zellen im olfaktorischen Bulbus eine neuromodulatori-
sche Funktion vermutet (Wirsig-Wiechmann et al., 2001). Indem Eigenschaften von Ionenka-
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ndlen und von Synapsen verdndert werden, kann die Erregbarkeit von Zielneuronen in vielen
Gehirnregionen reguliert werden (Oka und Matsushima, 1993; Eisthen et al., 2000).

Das GnRH-assozierte Protein (GAP) wird gemeinsam mit GnRH auf einem Propeptid kodiert.
Wihrend sich alle bisher bekannten GnRH-Decapeptid Varianten nur geringfiigig unterschei-
den (maximal 4 Aminosduren Unterschied zur humanen Sequenz), betridgt die Identitdt der
zugehodrogen GAPs auf Nukleinsdureebene 30 bis 40 % (Gonzalez-Martinez et al., 2001). Fiir
ein GAP aus Ratte konnte gezeigt werden, dass es ein Helix-Loop-Helix Motiv trdgt und in
die Regulation der Prolactin Sekretion involviert ist (Chavali et al., 1997). Obwohl viele ande-
re GAPs dieses Strukturmotiv nicht besitzen, gibt es Hinweise, dass sie dhnliche Funktionen
wie die GnRHs haben. Vielleicht sind sie jedoch auch fiir die korrekte Faltung des Vorlaufers
wichtig (Uzbekova et al., 2001).

Nach der Entdeckung des FMRFamid Neuropeptids in Aplysia wurden viele Neuropeptide in
anderen Spezies entdeckt, die das Carboxy-terminale RFamid-Motiv tragen. Da im Met-
Enkephalin Heptapeptid die FMRF-Sequenz enthalten ist und die RFamide wie die Enkepha-
line proteolytisch aus Vorlauferpeptiden prozessiert werden, wird vermutet, dass die Enkepha-
line und die RFamide-Like Neuropeptide von einem gemeinsamen Vorfahren abstammen
konnten (Greenberg et al., 1983). RFamide-Like Neuropeptide werden in den Nervensystem
von fast allen Tieren gefunden. Fiir Vertebraten wurde gezeigt, dass sie an der Verarbeitung
sensorischer und autonomer Information sowie an der Wahrnehmung von Schmerz und an der
Opioid-vermittelten Analgesie beteiligt sind (Panula ef al., 1996, 1999). Im terminalen Nerv
von Teleostier, Urodele und Fledermaus wurde gezeigt, dass FMRFamide-Like Neuropeptid
exprimierende Zellen auch GnRH exprimieren (Stell ef al., 1984; Northcutt und Muske, 1994;
Oelschléger et al., 1998). Neben einer moglichen Involvierung von FMRFamide-Like Neuro-
peptiden in die Reproduktion, wird in Sdugetieren eine vermittelnde Rolle zwischen rostralen
(olfaktorischen, vomeronasalen, terminaler Nerv) und inneren (Darm und andere innere Orga-
ne) afferenten Wahrnehmungen auf der Hohe des Hirnstamms und des Riickenmarks vermutet
(Oelschlager et al., 1998).

5.3.5.2 In den Ganglien des terminalen Nervs werden das sGnRH und RFamid Vor-
lauferprotein coexprimiert

In der vorliegenden Studie wurden in der Nervschicht des ventralen olfaktorischen Bulbus und
im ventralen, anterioren Telencephalon GnRH- und RFamide Vorlduferprotein mRNAs in
grof3en, ovalen Neuronen detektiert. Diese Neuronen sind die Ganglien des Nervus terminalis,
dessen Verlauf sie beschreiben. Der terminale Nerv ist von den kranialen Nerven der am wei-
testen anterior gelegene und ist eng an den olfaktorischen Nerv und den olfaktorischen Bulbus
assoziiert (zusammengefasst in Demski, 1993). Die Fortsédtze der Ganglienzellen projizieren
nach rostral in das olfaktorische Epithel und nach caudal in die Retina (olfaktoretinale Zentri-
fugalprojektion), das Telencephalon sowie das Mittelhirn (Abb. 5-2; Stell et al., 1984; Oka

158



5 Diskussion

und Matsushima, 1993). Diese Projektionen konnten in der in situ Hybridisierung, die vor-
wiegend Zellkorper markiert, nicht visualisiert werden.

In Farbungen von aufeinanderfolgenden Schnitten wurde gezeigt, dass die GnRH-positiven
Neurone vermutlich auch RFamid Vorlduferprotein exprimieren. Dieses Phdnomen ist aus
Teleostier bekannt; hier wurden in der Retina, im olfaktorischen Nerv, im olfaktorischen Bul-
bus sowie im Telencephalon GnRH, FMRFamid-dhnliches Peptid und Neuropeptid Y in den
Ganglien und Fasern immunohistochemisch kolokalisiert (Stell et al., 1984; Chiba et al.,
1997).

Uber die genaue Funktion von FMRFamid-dhnlichem Neuropeptid und GnRH im terminalen
Nerv liegen bisher nur wenige Daten vor. In Danio rerio konnte kiirzlich gezeigt werden, dass
die Zentrifugalinervierung der Retina iiber die GnRH-Ausschiittung eine wichtige Rolle in der
Regulierung der Lichtempfindlichkeit spielt (Li und Dowling, 2000).
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Abbildung 5-2: A) Schematische Darstellung des Verlaufs des terminalen Nervs im Vorder- und Mit-
telhirn von Danio rerio in der ventralen Ansicht. Kreise symbolisieren die Ganglionzellen des terminalen
Nervs (modifiziert nach Li und Dowling, 2000). B) Hypothetisches Model der GnRH-sekretierenden
Ganglionzellen des terminalen Nervs im olfaktorischen System und ihre neuromodulatorische Funkti-
on. Die GnRH-Sekretion kénnte durch neuronale und hormonale Einflisse kontrolliert werden. Freige-
setzte GnRH-Moleklle miten von der basalen Lamina propia, in der die GnRH-haltigen Fasern loka-
lisiert sind, in das Epithel diffundieren, um Uber die GnRH-Rezeptoren auf den Dendriten der olfaktori-
schen Rezeptoren zu wirken. Eine Stimulierung der GnRH-Rezeptoren kdnnte auf diese Weise, die
Geruchsstoff-induzierten Membranpotentiale veranderun und so zu der Entsendung eines modifizier-
ten Signals an héhere Gehirnregionen fihren (modifiziert nach Wirsig-Wiechmann, 2001).
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Analog dazu konnten die Neuropeptide im olfaktorischen System neuromodulatorisch auf
olfaktorische Rezeptorzellen wirken, deren Wahrnehmung von Pheromonen dadurch zu Re-
produktions-relevanten Zeiten erhoht sein konnte (Abb. 5-2; zusammengefasst in Wirsig-
Wiechmann, 2001). Die Funktion von RFamiden im olfaktorischen System ist weitgehend
unerforscht und wird in der Vermittlung von verschiedenen sensorischen Wahrnehmungen
vermutet (Oelschlager ef al., 1998).

Aufgrund der Schnittdicke konnten die Cluster-bildenden Ganglienzellen nicht quantifiziert
werden. In immunohistochemischen Studien wurden 30 bis 40 FMRFamid-positive Neuronen
im anterioren olfaktorischen Bulbus von Danio rerio gezéhlt (Li und Dowling, 2000). Allge-
mein gilt die Anzahl und die GroéB3e der Neuronen im terminalen Nerv von Teleostier als kon-
stant und alters- sowie geschlechtsunabhidngig (zusammengefasst in Foran und Bass, 1999).
Obwohl in Fischen die GroBBe GnRH-positiver Neuronen durch Interaktionen mit moglichen
Paarungspartnern und Pheromonexposition erhoht wird, bleibt die Anzahl der Zellen, die das
Prohormon exprimieren konstant (zusammengefasst in Rissman et al., 1997). Die Regulation
erfolgt iiber die proteolytische Spaltung der Propeptide in aktives GnRH, wihrend ein relativ
konstanter Pool von ProGnRH und entsprechendem Transkript aufrecht gehalten wird. Ver-
mutlich hingen die beobachteten Unterschiede deswegen nicht mit akutem Paarungsverhalten
zusammen. Eine strengere Standardisierung in der Haltung der Zebrabédrblinge, eine grof3ere
Anzahl der untersuchten Tiere sowie verbesserte Quantifizierungsmethoden konnten Auf-
schluss iiber die Differenzen geben.

5.3.5.3 Die Expression von sGnRH und RFamid Vorlauferprotein weisen darauf hin,
dass die GnRH-exprimierenden Neuronen im Hypothalamus nicht aus der olfaktori-
schen Plakode stammen

Im 48 und 72 hpf embryonalen Entwicklungsstadium wurden das RF-amid Vorlduferprotein
und das sGnRH-Vorlduferprotein Transkript ausschlieflich in der medialen olfaktorischen
Plakode nachgewiesen, von wo aus wihrend der Entwicklung in Vertebraten GnRH-Neuronen
in das basale Vorderhirn wandern (zusammengefasst in Dellovade et al., 1998). Damit in
Ubereinstimmung wurde immunohistochemisch gezeigt, dass in Danio rerio die Expression
von FMRF-éhnlichem Peptid in der medialen olfaktorischen Plakode zwischen 24 und 30 hpf
beginnt und in spéteren Stadien erhalten bleibt (Pinelli ez al., 2000).

Parallel zu dieser Expression wurde FMRF-Immunoreaktivitét in einer Zellgruppe im ventra-
len Diencephalon nachgewiesen, fiir die eine von der olfaktorischen Plakode unabhéngige
Entwicklung angenommen wird (Pinelli ef al., 2000). Diese Zellen entwickeln sich im adulten
Tier zum periventrikuldren Kern des Hypothalamus und konnten mit GnRH-positiven Zellen
im Hypothalamus {ibereinstimmen (Miinz, 1999). Die signalfreie Region mit der RFamid Vor-
lauferprotein Sonde deutet darauthin, dass hier eine andere RF-Propeptid Variante exprimiert
wird.
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Bisher wurden im Gehirn von Teleostier und Tetrapoden jeweils zwei bis drei GnRH-
Varianten nachgewiesen [Salmon-type GnRH (sGnRH), Chicken-II-type GnRH (clIGnRH),
Mammalier-type GnRH (mGnRH)], die jedoch teilweise oder, wie im Teleostier Medaka, in
vollstdndig getrennten Doménen (cIIGnRH: Mittelhirn/Tegmentum; sGnRH: olfactoretinaler
Kern; mGnRH: praoptische Region) exprimiert werden (Okubo et al., 2000). Mit der sGnRH-
Sonde konnte in der vorliegenden Studie in den Embryos (wie mit der RFamid Sonde) kein
Transkript aullerhalb der olfaktorischen Plakode detektiert werden. Die olfaktorische Plakode
ist der Ursprung der nach caudal wandernden sGnRH exprimierenden Zellen (zusammenge-
faBt in Demski, 1993). Zu dem friihen hier untersuchten Stadium war also bei entsprechender
Spezifitit der Sonde flir die Salmon-Type Isoform nur hier ein Signal zu erwarten.

Im 72 hpf Stadium werden Zellen in FMRF-dhnliches Peptid Antikoérperfairbungen von der
olfaktorischen Plakode ausgehend bis in die rostralen Regionen des Telencephalons markiert
(Pinelli ef al., 2000). Im Gegensatz dazu konnten in der vorliegenden Studie zu diesem Zeit-
punkt nur Zellen beobachtet werden, die ein bis zwei Zelldurchmesser von dem Cluster in der
olfaktorischen Placode separiert lagen. Mdglicherweise waren die Entwicklungsstadien in den
beiden Studien unterschiedlich weit fortgeschritten. Da im Telencephalon und im olfaktori-
schen Bulbus von adulten Zebrabérblingen die Neuropeptid Verteilung auf Proteinebene der
auf Transkriptebene entspricht, ist die Markierung von unterschiedlichen Zellpopulationen in
dieser Region unwahrscheinlich. Eine in situ Hybridisierung in weiter fortgeschrittenen Sta-
dien konnte zu einer Kldrung fiihren.

5.3.5.4 Das Einfligen eines Nukleinsaurerestes in M1 ermoglicht das Ablesen von
funktionellem GnRH und GAP

Die Translation der Nukleinsduresequenz von M1 fiihrte zu einem 76 Aminosduren langen
sGnRH-Vorlauferpeptid, in dem die Carboxy-terminale Spaltsequenz von sGnRH fehlte und
kein funktionelles GAP gebildet werden konnte. Ein Vergleich mit der sGnRH-Sequenz aus
Danio rerio zeigte, dass an Position 140 ein Nukleinséurerest fehlte, der zu einer Verschie-
bung des Leserasters fiihrte. Das Einfiigen eines Adenosins stellte die Spaltsequenz das Le-
seraster wieder vollstdndig her.

Ein Gen, das fiir ein neuartiges GnRH kodiert, ein Polymorphismus oder ein Fehler wihrend
der Amplifikation kdnnten Erkldrungen fiir die Deletion sein. Gegen die Identifizierung eines
neuen Gens oder eines Polymorphismus spricht, dass in allen GnRH-Vorldufer Varianten, die
bisher identifiziert wurden, die GnRH-Sequenz und die folgende Gly-Lys-Arg Sequenz auf
Proteinebene vollstindig konserviert waren (Penlington ef al., 1997). Deswegen wire das re-
sultierende, am Carboxy-Terminus verlangerte GnRH, vermutlich nicht funktionsfahig. Ob-
wohl eine Vielzahl von alternativ gespleiten Sequenzen bekannt ist, die sich zum Teil nur
um einen Aminosdurerest in der Proteinsequenz unterscheiden (Suzuki et al., 2000), ist der
Verlust einer Nukleinsdurerestes unter Beibehaltung der iibrigen Sequenz nicht erkldrbar. Ein
Fehler wihrend einer PCR-Reaktion ist damit mdglicherweise die Ursache fiir das ,,fehlende*
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Nukleotid, denn die Fehlerrate der verwendeten Advantage DNA-Polymerasen Mischung
(Taq und Pfu; Clontech, Heidelberg) liegt bei 10™ pro Basenpaar und PCR-Zyklus (Barnes,
1994).

Nach der Einfligung eines Nukleotids resultiert ein Protein, dass zu sGnRH aus Danio rerio
zu 96 % identisch ist. Es stellt damit die dritte Isoform von sGnRH im Zebrabirbling dar. In
anderen Fischen sind dhnliche Polymorphismen bekannt, zum Beispiel gibt es in Goldfisch
(vgl. 4.8.8) und in der Pfl6tze (Penlington et al., 1997) mehrere Isoformen.

5.3.5.5 Das Danio rerio RFamide-Like Neuropeptid kodiert fur ein Teleostier Homo-
log zum Neuropeptid FF Vorlaufer

Das Danio rerio RFamid Porhormon kodiert fiir ein Octadecapeptid und ein Neuropeptid,
dessen Grofle anhand der Spaltsequenzen und durch den Vergleich mit anderen Spezies auf
drei Aminosduren genau abgeschétzt werden konnte (8 oder 11 Aminosduren).

In Goldfisch konnte gezeigt werden, dass im terminalen Nerv zwei RFamid-Peptide vorliegen,
die in ihrer GroBe den Neuropeptiden aus Rind (18 und 8 Aminosduren) entsprechen (Fischer
et al., 1996). Eine vergleichbare biochemische Studie in Danio rerio oder spezifische Anti-
korper gegen die Amino-terminalen Aminosduren konnten Aufschluss iiber die Lénge der
prozessierten Neuropeptide geben.

Die hier vorliegende erste RFamid-Vorldufer mRNA-Sequenz ist die erste in Teleostier identi-
fizierte, die zu den Neuropeptid FF Prohormonen aus Sdugetieren gehort. Aus Goldfisch wur-
de zwar schon ein RFamid-Neuropeptid isoliert, aber es zeigte nur eine sehr geringe Homolo-
gie zu den RFamiden aus Sédugetieren (Fujimoto et al., 1998). Mdoglicherweise entstammt das
Goldfisch Neuropeptid aus einem anderen RFamid-Like Vorlduferpeptid und wird nicht im
Vorderhirn, sondern weiter zentral exprimiert. Denn biochemische Untersuchungen und Ver-
gleiche von in situ Hybridisierungen mit immunohistochemischen Nachweisen zeigten in
Séugetieren, dass das NPFF-Gen nicht fiir alle RF-Like Neuropeptide im Gehirn kodiert (Pa-
nula et al., 1999).

5.4 Ausblick

Da die meisten der bisher gefundenen differentiell exprimierten Kandidaten noch nicht im
Zebrabdrbling oder in Teleostier beschrieben worden sind, ergeben sich aus ihren Identifizie-
rungen einige interessante Fragestellungen. So stimmt die Lokalisation von Beta-5 Tubulin
mit den mitotisch aktiven Zellen der ventrikuldren Proliferationszone mit den bisher bekann-
ten Eigenschaften dieser Tubulin-Isoform iiberein, aber die Expression in den Kd&rnerzellen
des olfaktorischen Bulbus ist bisher noch nicht beschrieben bzw. untersucht worden. Ebenso
ist zwar die Expression von Proenkephalin in einer Zellsubpopulation im olfaktorischen Bul-
bus nicht iiberraschend, aber die Lokalisation in der Kornerzellschicht unterstreicht, dass hier
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vermutlich die Funktion des Proenkephalin zwischen den Teleostier und Sdugetieren nicht
konserviert ist. Die evolutiondre Einordnung der Teleostier Proenkephalin-Sequenz kann
vermutlich zur Aufkldrung der Entwicklung der Proenkephalin Vorldauferproteine beitragen.
Die hohe Expression von NEP II im olfaktorischen Bulbus ist ohne Pendant in den Mamma-
liern und bedarf weiterer Analysen. Dariiber hinaus wurden mit sGnRH und RFamid Vorldu-
ferprotein zwei Transkriptsequenzen ndher charakterisiert, die in den Ganglienzellen des ol-
faktorischen Nervs exprimiert werden.

Insgesamt haben sich also aus den bisher identifizierten differentiellen Transkripten einige
interessante Befunde und neue Fragestellungen ergeben, die in der Zukunft bearbeitet werden
konnen.

Fiir die zukiinftigen Arbeiten an der hier vorgestellten Thematik gibt es vielféltige Moglich-
keiten.

Die Verbesserung der Effizienzen bei der Isolierung differentiell exprimierter Transkripte aus
dem olfaktorischen Bulbus von Danio rerio ist das wichtigste Nahziel flir die Fortsetzung des
Projektes.

Die Moglichkeiten, die Ausbeuten in dem hier gewéhlten Ansatz zu verbessern sind jedoch
begrenzt, denn die vermutlich limitierenden Faktoren, die Komplexitédt des neuronalen Gewe-
bes und die geringe Gewebemenge, konnen nicht verdndert werden. Eine Erfolg versprechen-
de Variante konnte das generelle Screening iiber PCR Dot Blots und die Quantifizierung der
dort nicht detektierbaren cDNA-Fragmente mit Hilfe von quantitativer PCR sein. Eine hohere
Anzahl von differentiell exprimierten Transkripten kénnte mdglicherweise zu Wegfindungs-
molekiilen fiihren, die im olfktorischen Bulbus differentiell exprimiert werden und an der E-
tablierung des glomeruldren Musters beteiligt sind.

Moglicherweise sind andere Verfahren, differentiell exprimierte Transkripte zu isolieren, wie
Differentiell Display RT-PCR in Betracht zu ziehen, die jedoch auch einige Nachteile aufwei-
sen.
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7 Anhang

7 Anhang

Abkirzungen

A Adenosin

Abb. Abbildung

AC Accession Nummer (Nummer der Sequenz in der Datenbank)
bp Basenpaare

C Cytosin

cDNA komplementire DNA

Ci Curie (1 Ci = 3,7 Milliarden Bequerel)

cpm Counts per minute (Zerfélle pro Minute)

dbest Database of expressed sequence tags (Datenbank der exprimierten endstindigen Sequenzen)
dCTP 2’-Desoxy-Cytosintriphosphat

DEPC Diethylpyrocarbonat

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP 2’-Desoxy-Nukleotidtriphosphat

ds doppelstringig

E Extinktion

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

EtOH Ethanol

G Guanosin

G3PDH siche GAPDH

GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

h Stunde

IPTG Isopropyl-B-D-1-Thiogalaktopyranosid

kb Kilobasenpaare

lacZ B-Galaktosidase Gen

M Molar (mol/l)

MeOH Methanol

min Minuten

mRNA Messenger RNA (Transkript)

ug Mikrogramm

NCBI National Center for Biotechnolgy Information

nr all non-redundant GenBank + EMBL + DDBJ + PDB sequences
O.D. optische Dichte

PBS Phosphate buffered saline (phosphatgepufferte Natriumchloridlsung)
PCR Polymerase-Kettenreaktion

Poly(A")RNA Messenger RNA

RNA Ribonukleinséure

rRNA ribosomale RNA

rpm Rotations per minute (Umdrehungen pro Minute)

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat

sec Sekunde

ss einzelstriangig

SSC Sodium saline citrat (citratgepufferte Natriumchloridlsung)
SSH Suppression subtractive hybridization (subtraktive Unterdriickungs-Hybridisierung)
SS-PCR Suppression subtractive PCR (subtraktive Unterdriickungs-PCR)
T Thymidin

Tab. Tabelle

TE Tris-EDTA

Tris Tris-(hydroxymethyl)aminomethan

U Unit (Einheit zur Kennzeichnung der Enzymaktivitit)

uv Ultraviolett

\' Volt

viv Volumen zu Volumen

viw Volumen zu Gewicht

X-Gal 5-Bromo-4-chlor-3-indoyl-f-D-galaktopyranosid
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Sequenzen

Synthetische Oligonukleotide

Name Sequenz Linge | T, Hersteller
[bp] | [°C]

b-actl TAGCTGGTCGTGACCTGACA 20 60 MWG

b-act2 TGGCATACAGGTCCTTACGG 20 60 |MWG

cDNA Synthesis Primer | TTTTGTACAAGCTT;, 54 Clontech

PCR Primer 1 CTAATACGACTCACTATAGGGC 22 59 Clontech, MWG

PCR Primer Smart AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGT 23 61 Clontech, MWG

Nested Primer 1 TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT 22 73 Clontech, MWG, Interactiva

Nested Primer 2R AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT 22 68 Clontech, MWG, Interactiva

G3PDH 3’ Primer TCCACCACCCTGTTGCTGTA 20 Clontech

G3PDH 5’ Primer ACCACAGTCCATGCCATCAC 20 Clontech

GAPDH 1 GCATTACAGTAGCCTTTATACC 22 57 MWG

GAPDH 2 GCACTCCAAAGAGTAACTCC 20 57 | MWG

sp6 T-Vector 1 TGATTACGCCAAGCTATTTAGGTGAC |33 56 | Gibco
ACTATAG

T7 pSPORT1 TACGACTCACTATAGGGAAAGCTGG |25 53 | Gibco

T7 pSPORT1 RACE ATAGGGAAAGCTGGTACGCCTGC 23 54 Gibco

T7 T-Vector 1 CGACTCACTATAGGGCGAATTGGG 24 54 Gibco

267seql GGTGAGCATATTCCTGG 17 52 Sigma-Ark

267seq2 CGTGTCCATTTCAGTGC 17 52 Sigma-Ark

271seql GCTTTAAGAAGCCTCCG 17 52 | Sigma-Ark

271seq2 TCTATGGGCTTGGAGTC 17 52 Sigma-Ark

273 nested GGTGCGGTTCAGAACAGG 18 47 Gibco

273 RACE GTGCCATTATTTCCAGAGCTGCCCTG | 26 56 | Gibco

281-1 CCTGGATGGGAGACCACATG 20 60 | Sigma-Ark

2812 CAGAGGGTCAGGATGTCAATTTATCG | 26 60 | Sigma-Ark

281 nested GCGCTCAACCTGTGGTCT 18 47 Gibco

281 ohne sticky reg GAGGCCATGATCGTAAGGGC 20 60 Sigma-Ark

281 RACE ATCGTCTCATCCGAAAGATGGCGCC |25 56 | Gibco

T3-27F GGATCCATTAACCCTCACTAAAGGGG | 43 68 | Sigma-Ark
ATAGAGGACTTTCAGG

T3-250 GGATCCATTAACCCTCACTAAAGGGC | 43 68 | Sigma-Ark
CTTCCACTTTAGAGAG

T3-267R GGATCCATTAACCCTCACTAAAGGGA | 45 63 | Gibco
CCATGCATTTAGACTGATC

T3-271R GGATCCATTAACCCTCACTAAAGGGT | 48 63 | Gibco
CTTACTCACACAATAACATCAC

T3-273R GGATCCATTAACCCTCACTAAAGGGG | 43 65 | Gibco
GCTCAGTTTCCTTCCAC

T3-281R GGATCCATTAACCCTCACTAAAGGGA | 43 63 | Gibco
AAGACTGGTTTGCTTCC

T3-MIR GGATCCATTAACCCTCACTAAAGGGC | 46 63 | Gibco
CATAATGTGGAGGATATTTC

T3-M10F GGATCCATTAACCCTCACTAAAGGGC | 44 65 | Gibco
TGAACTAGGCAAGTCGAC

T3-M10F2 GGATCCATTAACCCTCACTAAAGGCT | 44 65 | Gibco
GTTCAGCTTAATGTGCAG

T3-M3F GGATCCATTAACCCTCACTAAAGGGA | 40 65 | Gibco
CCGCAGAGATTCGG

T3-M41R GGATCCATTAACCCTCACTAAAGGCT | 44 63 | Gibco
GGATTCTCGTTTGGTAAG
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7 Anhang

Sequenzen der lateralen Kandidatenpiasmid

Klon 3, 1B9, M13
TTTTTTINTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGCGNAATGGNCACATTTAATGAACAACTTCTCATTTTATATACATCTATAAAAAG
AACCCAGATACAGGTTACAAGAATCTAAAGCTAATACATACATTATTAAATAATAAACTTTTTCTCATGTTAAAGATACATAT
CATAGTTTACAAAATATGATCAAGGAGAATTAAGCAATTATGAAGGTTTGGAAGAAGAAGAAGAAATAAAAAAAAAATCTAAG
TTTCTAAAATTATAGTTTATTCAATGATAACAAAAAAAAAAAAAGAGAAAGNGAAACAATTTCTCCAAGAAGGTAGTATTAAA
CTGTGATATTGACTAGAAAAAGGCTGCAGAAACAGATGGTGAAAGGCAAATAGTGAACAGACTGAAAATACGATTCCGAACGG
TGCTTAATCTTCAGACGGTCCGACGTGACACGTTTTTCTTCCTGTTACAAAAAGGCAGTCCAGGACAGTCCAAACCAATTTGT
TATTTACAG

Klon 3, 1B9, M13R
ACTAGTGGGNAGCNTGGTCGCGGCCGGNGGCCNAAATCTTCATGAGCTTCAAAGACCGAGGAGGAAAACGTTGATTTCGAAGG
CCGTCATTTGATAACTGTTGTATTCCTTTTGTTTACCTCTTTTTTCTTTCATCCATTTTTTGGGCCCCTGAACACAAGAGAAG
TTGAAACTGTAAATAACAAATTGGTTTGGACTGTCCTGGACTGCCTTTTTGTAACAGGAAGAAAAACGTGTCACGTCGGACCG
TCTGAAGATTAAGCACCGTTCGGAATCGTATTTTCAGTCTGTTCACTATTTGCCTTTCACCATCTGTTTCTGCAGCCTTTTTC
TAGTCAATATCACAGTTTAATACTACCTTCTTGGAGAAATTGTTTCACTTTCTCTTTTTTTTTTTTTGTTATCATTGAATAAA
CTATAATTTTAGAAACTTAGATTTTTTTTTTATTTCTTCTTCTTCTTCCAAACCTTCATAATTGCTTAATTCTCCTTGATCAT
ATTTTGNAAACTATGATATGTATCTTTAACATGAGAAAAAGTTTATTATTTAATAATGNATGNATTAGCTTTAGATTCTTG

Klon 6, 1D5, M13R
TGGTCGCGGCCGCCGTCCCCAGAGAGATAGAGGACTTTCAGGGCCCCATGTTCTGCCTCCTGCTTGAGCAAGTCCATGTCCAG
AACTTCTTCAATCTCAATTCTCAGGCGGTTCTGGCGTGGTAATAGCAGTGATAGCAAGATCTCTTTAATTTCTTTCAGAAGTT
CAAGAGCACAGCTGAAGTCAGGGGGAGTTGCTGATAGTTGCTCTTTAAGATGGTCCCAAAAGGCATTGTGCACTGTCTCCTTG
ACCTTGCCTTCCAGACTGCTTGGAGGTAAAACCTTCTCTTCCATGTAGTAATCACCGCCCTCCGCACCACGCCCTACCTG T
GGGCGGCCGAATCCCGCGGCCATGGCGGCCG

Klon 6, 1D5, M13R
ACTTAGAGAGATAGAGGACTTTCAGGGCCCCATGTTCTGCCTCCTGCTTGAGCAAGTCCATGTCCAGAACTTNTTCAATCTCA
ATTCTCAGGCGGTTCTGGCGTGGTAATAGCAGTGATAGCAAGATCTCTTTAATTTCTTTCAGAAGTTCAAGAGCACAGNTGAA
GTCAGGGGGAGTTGCTGATAGTTGCTCTTTAAGATGGTCCCAAAAGGCATTGTGCACTGTCTCCTTGACCTTGCCTTCCAGAC
TGCTTGGAGGTAAAACCTTCTCTTCCATGTAGTAATCACCGCCCTCCGCACCACGCCCTACCTGCCCGGGCGGCCGCTCGARA
TCCCGCGGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGTNGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTC
GTTTTACAACGTCGTGACTGGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAACGCCTTGCAGCACAT

Klon 8, 1D11, M13
GTACGCNGGNTGAAACAGCAAGCTTGACNANCTTCNAGNATTTGCACGCTCNGGCCTATNCGNCGAGGNCTGNCGNNATNATG
AGGANGGCTCCATGACGATCACNAGCTNCTTCGACCTCGTTCCACTGACTGAAGAAAACACNCAAGGATGACCTGCAATACTG
CCAACAATTGGCTACATACACGTA

Klon 11, 1H7, M13
GGAGGGCGGTGATTACTACATGGAAGAGAAGGTTTTACCTCCAAGCAGTCTGGAAGGCAAGGTCAAGGAGACAGTGCACAATG
CCTTTTGGGACCATCTTAAAGAGCAACTATCAGCAACTCCCCCTGACTTCAGCTGNGCTCTTGAACTTCTGAAAGAAATTAAA
GAGATCTTGCTATCACTGCTATTACCACGCCAGAACCGTCTGAGAATTGAGATTG

Klon 16, 2G9, M13
ACTCTATGAGATAGACAGTNAAAATGAGAGTTGCNAGAAGGAGACTCTGCAGCTCCGCAAGCACCTGATGGAGATTCCCGTTG
ATGCCACTCACGCGTCTGAGAGTTACATGGGTAGCCCCTCTCTCACCGAGCAGGGACTCANAGTTCGTGNGTGGAACGGAAAG
TTTCCTGAACTTCACGCTCACTACCCTCTGTCTACCACCTCCTGTGGCTGTTA

Klon 16, 2G9, M13R
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCAGCGAAAGCTCATCTTTATTGACTTCATTANAGNGCANAAACAAATTGCAAAAGA
CAAAAAAAGAAGGTAAGATAGAAAGNGCAAGCATTTTCTGAANAAAGAGAGATGGATNCAGGAAATATTTGTAATTAAANGCT
CTTTTTATTATTGTATGTAGCCATTGTTGGCAGTTTGCAGGTCATCTTG

Klon 17, 2G10, M13
GAAAGTTTCCTGAACTTCACGCTCACTACTCTCTGTCTACCACCTCCTGTGGCTGNTTGACGGTCTCTGGCTCCTACTATGGC
GAGAAGAAAGATCTTTTCTTCAGCTTCTTCGGTGTTGAAACAGAAGTTGACGACCTTCAAGTATTTTCACCTCCGGCCTATTG
TGAGGGTGTGTCATTTGAGGAGGCTCCAGACGATCACAGCTTCTTCGACCTGTTCCACGACTGAAGAAAACACACAAGATGAC
CTGCAAACTGCCAACAATGGCTACCGTACAATAATAAAAAGAGCATTTAATTACAAATATTTCCTGCATCCATCTCTCTTTCT
TCAGAAAATGCTTGCACTTTCTATCTTACCTTTTTTTTTGCCTTTTGCAATTTGTTTCTGCACTCTAATGAAGTCA

Klon 17, 2G10, M13R
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTATGAAGGCTCATCTTTATTGACTTCATTAGAGNGCAGAAACAAATTGCAAAAG
ACAAAAAAAAAGGTAAGATAGAAAGNGCAAGCATTTTCTGAAGAAAGAGAGATGGATACAGGAAATATTTGTAATTAAATGCT
CTTTTTATTATTGTACGTAGCCATTGTTGGCAGTTTGCAGGTCATCTTG
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Klon 19, 3D5, M13
GTAGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGTGATTACTACATGGAAGAGAAGGTTTTACCTCCAAGCAGTCTGGAAGGCAAGGTCAAGGA
GACAGTGCACAATGCCTTTTGGGACCATCTTAAAGAGCAACTATCAGCAACTCCCCCTGACTTCAGCTGTGCTCTTGAACTTC
TGAAAGAAATTAAAGAGATCTTGCTATCACTGCTATTACCACGCCAGAACCGCCTGAGAATTGAGATTGAAGAAGTTCTGGAC
ATGGACTTGCTCAAGCAGGAGGCAGAACATGGGGCCCTGAAAGTCCTCTATCTCTCTAAGTACCTCGGCGCGACCACGCTAAT
CACTAGTGCGGCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCAC
CTAAATAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATT

Klon 19, 3D5, M13R
GGTACTTAGAGAGATAGAGGACTTTCAGGGCCCCATGTTCTGCCTCCTGCTTGAGCAAGTCCATGTCCAGAACTTCTTCAATC
TCAATTCTCAGGCGGTTCTGGCGTGGTAATAGCAGTGATAGCAAGATCTCTTTAATTTCTTTCAGAAGTTCAAGAGCACAGCT
GAAGTCAGGGGGAGTTGCTGATAGTTGCTCTTTAAGATGGTCCCAAAAGGCATTGTGCACTGTCTCCTTGACCTTGCCTTCCA
GACTGCTTGGAGGTAAAACCTTCTCTTCCATGTAGTAATCACCGCCCTCCGCACCACGCCCTACCTGCCCGGGLGGLCGCTCG
AAATCCCGCGGCATGGCGGNCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAATTCGCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGT
CGCTTTACAACGCG

Klon 23, 4Al10, M13
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGCGAAAGCTCATCTTTATTGACTTCATTAGAGTGCAGAAACAAATTGCAAAA
GACAAAAAAAAAAGGTNAGATAGAAAGTGCAAGCATTTTCTGAAGAAAGAGAGATGGATACAGGAAATATTTGTAATTAAATG
CTCTTTTTATTATTGNATGTAGCCATTGNTGGTAGTTTGCAGGTCATCTTGTGTGTTTTCTTCAGTCGNGGAACAGGTCNAAA
AANCTGTGATCGTCTGGAGCCT

Klon 24, 4B7, M13
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAGCGAAAGCTCATCTTTATTGACTTCATTAGAGTGCAGAAACAAATTGCAAAAGAC
AAAAAAAGAAGGTAAGATAGAAAGTGCAAGCATTTTCTGAAGAAAGAGAGATGGATACAGGAAATATTTGTAATTAAATGCTC
TTTTTATTATTGTATGTAGCCATTGTTGGCAGTTTGCAGGTCATCTTGTGTGTTTTCTTCAGTCGTGGAACAGGTCGAAGAAG
CTTGTGATCGTCTGGAGCCTCCTCAAATGACACACCCTCACAATAGGCGGAGGTGCAAATACTTGAAGGGTCGTCAACTTCTG
TTTCAACACCGAA

Klon 24, 4B7, M13R
ACTCTATGAGATAGACAGTAAAAATGAGAGTTGCAAGAAGGAGACTCTGCAGTTCCGCAAGCACCTGATGGAGATTCCCGTTG
ATGCCACTCACGAGTCTGAGAGTTACATGGGTAGCCCCTCTCTCACCGAGCAGGGACTCAGAGTTCGTGTGTGGAACGGAAAG
TTTCCTGAACTTCACGCTCACTACTCTCTGTCTACCACCTCCTGTGGCTGTTTGACGGTCTCTGGCTCCTACTATGGCGAGAA
GAAAGATCTTTTCTTCAGCTTCTTCGGTGTTGAAACAAGAAGTTGACGACCTTCAAGTATTTGCACCTCCGGCCTATTGTGAG
GGTGTGTCATTTGAGGAGGCTCCAGACGATCACAGCTTCTTCGACCTGTTCCACGACTGAAGAAAACACACAAGATGACCTGC
AAACTGCCAACAATGGCTACATACAATAATAAAAAGAGCATTTAATTACAAATATTTCCTG

Klon 26, 4C5, M13
ACTCTATGAGATAGACAGTAAAAATGAGAGTTGCAAGAAGGAGACTCTGCAGTTCCGCAAGCACCTGATGGAGATTCCCGTTG
ATGCCACTCACGAGTCTGAGAGTTACATGGGTAGCCCCTCTCTCACCGAGCAGGGACTCAGAGTTCGTGTGTGGAACGGAAAG
TTTCCTGAACTTCACGCTCACTACTCTCTGTCTACCACCTCCTGTGGCTGTTTGACGGTCTCTGGCTCCTACTATGGCGAGAA
GAAAGATCTTTTCTTCAGCTTCTTCGGTGTTGAAACAAGAAGTTGACGACCTTCAAGTATTTTCACCTCCGGCCTATGGNAGG
GGTGTGTCATTTGAGGGAGGCTCCAGACGATCACAGCTTCTTCGACCTGTTCCACGACTGAAGAAAACACACAAGATGACCTG
CAAACTGCCAACAATGGCTACATACAATAATAAAAGGAGCATTTAATTACAAATATTTCCTG

Klon 27, 4G9, M13
GTACTTAGAGAGATAGAGGACTTTCAGGGCCCCATGTTCTGCCTCCTGCTTGAGCAAGTCCATGTCCAGAACTTCTTCAATCT
CAATTCTCAGGCGGTTCTGGCGTGGTAATAGCAGTGATAGCAAGATCTCTTTAATTTCTTTCAGAAGTTCAAGAGCACAGCTG
AAGTCAGGGGGAGTTGCTGATAGTTGCTCTTTAAGATGGTCCCAAAAGGCATTGTGCACTGTCTCCTTGACCTTGCCTTCCAG
ACTGCTTGGGAGGTAAAACCTTCTCTTCCATGTAGTAATCACCGCCCTCCGCACCACGCCTGGCCCCCGGGGGGT

Klon 27, 4G9, M13R
GTAGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGTGATTACTACATGGAAGAGAAGGTTTTACCTCCAAGCAGTCTGGAAGGCAAGGTCAAGGA
GACAGTGCACAATGCCTTTTGGGACCATCTTAAAGAGCAACTATCAGCAACTCCCCCTGACTTCAGCTGTGCTCTTGAACTTC
TGAAAGAAATTAAAGAGATCTTGCTATCACTGCTATTACCACGCCAGAACCGCCTGAGAATTGAGATTGAAGAAGTTCTGGAC
ATGGACTTGCTCAAGCAGGAGGCAGAACATGGGGCCCTGAAAGTCCTCTATCTCTCTAAGTACCTCGGCCGCGACCACGCTAA
TCCCGCGGCCATGGCGGTCGGGAGCATGCCGACCGTCGGGCCCAATTCGCCCTATAGTG

Klon 35, 6B7, M13
ACAGTAGGGGGGAGCTNGGATGTCTGGCTCCTCCCAGGCTTTGCAGAGAGCAACAGCAGAGAAACGCACCTCCCCTTTCTCTC
GCTCCATAAACTCACGGCACACCCTTGCCGCATCCATGACAAAGCTGTCTGGTTTTGTAGGCCCATGACTCACAGGTCCATCA
ATTCTACCATCCAGCTCATAAAGGCGACCGTTTACATTGACAAATGTAATAAAATGGAAATTGACTTTGTCTGCCTCTGGCCG
ACACTGACCCTCATCAGCAACAGCATCATGAGTTTCTTGGATAGCCTTATTTTGTTCAAGTTCTTTGGCTCGTTCTGCAGGAG
ACATCCCTGAGGTGGCTTCTAGAAACTTCTTTAGTGCAGAATTATTATCAAAATCAATACTG

Klon 36, 6B9, M13
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGCGAAAGCTCATCTTTATTGACTTCATTANAGNGCANAAACAAATTGCAAAA
GACAAAAAAAAAAGGTAAGATAGAAAGNGCAAGCATTTTCTGAAGAAAGAGAGATGGATACAGGAAATATTTGTAATTAAATG
CTCTTTTTATTATTGTATGTAGCCATTGTTGGTAGTTTGCAGGTCATCTTG
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Klon 47, 10D3, M13
GTACTTTGTAAATGTGAATTGCGTTGTGGATGTATGAATTATATATTGTAAATTTATTTTTTTTTTTTACACTTATCTAGCTC
CATACAATCACTATTTGTTTTTGATTGTGTCCTGTCAGCCCTAAAATTGCTCTCGTCTTGCGCTGTGAAAAGTGTGTGTAAAA
GTTATAGATCATGGCAGTATTTTGTTGTAGTAAAAATAGAGCTGTAAAATAATAATAATTATAGTAATGAGAATTACTCAACG
CATAACAACAAATATATAGTGAAAATAATTACACAATGACCAAATAAATGACATAATAGTCCTAAAATGGCATTTTTGATGCA
AAATATAATTAAATATAAGTATATATTTTTAGCTTTGATTTTAACAAGATCGTGACCTCAATAGGCCTGGTATATATGTTACA
ACAACGAAAAAGGGATAGTCCACCC

Klon 47, 10D3, M13R
GTACATGGATTTGATTGGAGATTGAAATTCCTTCTATGTTAGTAATGAATTTGGACTGTGATGTCAGGAGAATTTCACCCAAA
AATTACAATAATGGTATTTACTTTCCTATAAGCTATTGAGAAAAAAAAGAAAAACAAAATACACTTGCTTTTGTTCTATGGAA
GTCATACAGGCTTGTGTAATTGCACAAGGATGAGAAAATAATGACATCATTTTTATTTTTGGGTGGACTATCCCTTTTTCTTG
TTGTAACATATATACCAGGCCTATTGAGGTCACGATCTTGTTAAAATCAAAGCTAAAAATATATACTTATATTTAATTATATT
TTGCATCAAAAATGCCATTTTAGGACTATTATGTCATTTATTTGGCATTGTGTAATTATTTTCACTATATATTTGTTG

Klon 49, 10G4, M13R
ACGCGGGCACTCACGAGTCTGAGAGTTACATGGGTAGCCCCTCTCTCACCGAGCAGGGACTCAGAGTTCGTGTGTGGAACGGA
AAGTTTCCTGAACTTCACGCTCACTACTCTCTGTCTACCACCTCCTGTGGCTGTTTGACGGTCTCTGGCTCCTACTATGGCGA
GAAGAAAGATCTTTTCTTCAGCTTCTTCGGNGTTGAAACAGAAGTTGACGACCTTCAAGTATTTTCACCTCCGGCCTATTGTG
AGGGTGTGTCATTTGAGGAGGCTCCAGACGATCACAGCTTCTTCGACCTGTTCCACGACTGAAGAAAACACACAAGATGACCT
GCAAACTGCCAACAATGGCTACATACAATAATAAAAAGAGCATTTAATTACAAATATTTCCTG

Klon 53, 11Al2, M13R
ACTTAGAGAGATAGAGGACTTTCAGGGCCCCATGTTCTGCCTCCTGCTTGAGCAAGTCCATGTCCAGAACTTCTTCAATCTCA
ATTCTCAGGCGGTTCTGGCGTGGTAATAGCAGTGATAGCAAGATCTCTTTAATTTCTTTCAGAAGTTCAAGAGCACAGCTGAA
GTCAGGGGGAGTTGCTGATAGTTGCTCTTTAAGATGGTCCCAAAAGGCATTGTGCACTGTCTCCTTGACCTTGCCTTCCAGAC
TGCTTGGAGGTAAAACCTTCTCTTCCATGTAGTAATCACCGCCCTCCGCACCACGCCCTACCTGCCCGGGCGGCCGCTCGAAT
CCCGCGGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCCGACGTCGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGGCCGT
CGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCCGCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGC
GTAAAAGCGAAAAAGCCCGACCGATCGCCCTTCCAACAAGTTGCGCACCTGAATGGCGAATGGACGCGCCTGTA

Klon 57, 11E7, M13R
ACTTAGAGAGATAGAGGACTTTCAGGGCCCCATGTTCTGCCTCCTGCTTGAGCAAGTCCATGTCCAGAACTTCTTCAATCTCA
ATTCTCAGGCGGTTCTGGCGTGGTAATAGCAGTGATAGCAAGATCTCTTTAATTTCTTTCAGAAGTTCAAGAGCACAGCTGAA
GTCAGGGGGAGTTGCTGATAGTTGCTCTTTAAGATGGTCCCAAAAGGCATTGTGCACTGTCTCCTTGACCTTGCCTTCCAGAC
TGCTTGGAGGTAAAACCTTCTCTTCCATGTAGTAATCACCGCCCTCCGCACCACGCCCTACCTGCCCGGGCGGCCGCTCGAAT
CCCGCGGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCG
TTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTT

Klon 61, 12A8, M13R
ACTCTATGAGATAGACAGTAAAAATGAGAGTTGCAAGAAGGAGGCTCTGCAGTTCCGCAAGCACCTGATGGAGATTCCCGTTG
ATGCCACTCACGAGTCTGAGAGTTACATGGGTAGCCCCTCTCTCACCGAGCAGGGACTCAGAGTTCGTGTGTGGAACGGAAAG
TTTCCTGAACTTCACGCTCACTACTCTCTGTCTACCACCTCCTGTGGCTGTTTGACGGTCTCTGGCTCCTACTATGGCGAGAA
GAAAGATCTTTTCTTCAGCTTCTTCGGTGTTGAAACAAGAAGTTGACGACCTTCAAGTATTTGCACCTCCGGCCTATTGTGAG
GGTGTGTCATTTGAGGAGGCTCCAGACGATCACAGCTTCTTCGACCTGTTCCACGACTGAAGAAAACACACAAGATGACCAGC
AAACTGCCAACAATGGCTACATACAATAATAAAAAGAGCATTTAATTACAAATATTTCCTGNATCCATCTCTCTTTCTTCAGA
AAATGCTTGCACTTTCTATCTTACCTTCTTTTTTGGCTTTTGCAATTTGGTTCTGCACTCTAATGAAGTCAATAAAGATGAGC
TTTCG

Klon 63, 12B12, M13
GTAGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGTGATTACTACATGGAAGAGAAGGTTTTACCTCCAAGCAGTCTGGAAGGCAAGGTCAAGGA
GACAGTGCACAATGCCTTTTGGGACCATCTTAAAGAGCAACTATCAGCAACTCCCCCTGACTTCAGCTGTGCTCTTGAACTTC
TGAAAGAAATTAAAGAGATCTTGCTATCACTGCTATTACCACGCCAGAACCGCCTGAGAATTGAGATTGAAGAAGTTCTGGAC
ATGGACTTGCTCAAGCAGGAGGCAGAACATGGGGCCCTGAAAGTCCTCTATCTCTCTAAGTACCTCGGCGCGACCACGCTAAT
CACTAGTGCGGCCGCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCA
CCTAAATAGCTTGCGGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTG

Klon 63, 12B12, M13R
GGTACTTAGAGAGATAGAGGACTTTCAGGGCCCCATGTTCTGCCTCCTGCTTGAGCAAGTCCATGTCCAGAACTTCTTCAATC
TCAATTCTCAGGCGGTTCTGGCGTGGTAATAGCAGTGATAGCAAGATCTCTTTAATTTCTTTCAGAAGTTCAAGAGCACAGCT
GAAGTCAGGGGGAGTTGCTGATAGTTGCTCTTTAAGATGGTCCCAAAAGGCATTGTGCACTGTCTCCTTGACCTTGCCTTCCA
GACTGCTTGGAGGTAAAACCTTCTCTTCCATGTAGTAATCACCGCCCTCCGCACCACGCCCTACCTGCCGGGCGGCCGCTAAT
CCCGCGGCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTTGGCCGCGT
TTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTA
ATAAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAAGTTTGCCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTTG

Klon 65, 12F12, M13
GTACTTAGAGAGATAGAGGACTTTCAGGGCCCCATGTTCTGCCTCCTGCTTGAGCAAGTCCATGTCCAGAACTTCTTCAATCT
CAATTCTCAGGCGGTTCTGGCGTGGTAATAGCAGTGATAGCAAGATCTCTTTAATTTCTTTCAGAAGTTCAAGAGCACAGCTG
AAGTCAGGGGGAGTTGCTGATAGTTGCTCTTTAAGATGGTCCCAAAAGGCATTGTGCACTGTCTCCTTGACCTTGCCTTCCAG
ACTGCTTGGAGGTAAAACCTTCTCTTCCATGTAGTAATCACCGCCTCCGCACCACGCCCTACCTGCCGGCGGCCGTCGAAATC
CCGCGGCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGCG
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Klon 65, 12F12, M13R
GTAGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGTGATTACTACATGGAAGAGAAGGTTTTACCTCCAAGCAGTCTGGAAGGCAAGGTCAAGGA
GACAGTGCACAATGCCTTTTGGGACCATCTTAAAGAGCAACTATCAGCAACTCCCCCTGACTTCAGCTGTGCTCTTGAACTTC
TGAAAGAAATTAAAGAGATCTTGCTATCACTGCTATTACCACGCCAGAACCGCCTGAGAATTGAGATTGAAGAAGTTCTGGAC
ATGGACTTGCTCAAGCAGGAGGCAGAACATGGGGCCCTGAAAGTCCTCTATCTCTCTAAGTACCTCGGCCGCGACCACGCTAA
TCACTAGTGCGGCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAAGCTTGAGTATTCTATAGTGTC
ACCTAAATAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTG

Klon 75, 13G5, M13R
GTACTGCCATCAGAATGCGCTAGAGGGCGCTGCTTCACTGATAATCTTCGTGGCTGCTCTTGCTCACCATNTTGCNTGCAAAA
CTGGAATTGAATCTTCAAGTTTCTGAAATTATTCCTAAAAGAGCCTTTTGGTACAGTGACCTCTCCACAGGAAAAAAGGCTTG
CCANAAGCANCGAAAGAATGTGTNGNCGGTTTTTTTCAACAGAAACATAAAGAGAAAGACTACAAATCACAAATANTTACATT
CTNCACATATAGAGAAGTTGACATACANCTACTGCGNGATACATTCTTTAAAAAAGCTGNTNAAAACACTTTGGATCAAACCA
TACTCAATTCCTTCTATATCAAAACCGCTTNCAAATCCCCTTTTTT

Klon 78, 14A8, M13
GTACGCGGGGACAGAAGGGCTGATCCTGAAACAGCACCATGAGCTCCTGGATGATCCTCAGCTTCACGCTCGCCGGCTTCAGC
CTCCTGAGTTCAGCAGTCCCTCTGCCCTCCGGAGACGCACTGATGGACAACGGCACAGAGAGCCTGAACGLCCTCCACATTCCT
TTATTTCGCCTACGGGAGTAACCTGCTGAAGGAGAGACTGCAGATGAGGAATCCTTCTGCTGCTGTGCACTGCGTGGCCAGAC
TCAAGGACTATAAGCTGGTGTTTGGCAATCATAAAGGGCTGGCGAGTCAGCGTTGGCATGGAGGAGTGGCCACCATCGAGCCC
AGTGCAA

Klon 88, 14G6, M13F
GTACGCGGGGACAGAAGGGCTGATCCTGAAACAGCACCATGAGCTCCTGGATGATCCTCAGCTTCACGCTCGCCGGCTTCAGC
CTCCTGAGTTCAGCAGTCCCTCTGCCCTCCGGAGACGCACTGATGGACAACGGCACAGAGAGCCTGAACGCCTCCACATTCCT
TTATTTCGCCTACGGGAGTAACCTGCTGAAGGAGAGACTGCAGATGAGGAATCCTTCTGCTGCTGTGCACTGCGTGGCCAGAC
TCAAGGACTATAAGCTGGTGTTTGGCAATCATAAAGGGCTGGCGAGTCAGCGTTGGCATGGAGGAGTGGCCACCATCGAGCCC
AGTGCAGGTGATGCANTGTGGGGCGTGGGTGTGGAGGATGAACATGTCGGACCTTGGAGTTCTCTGGACAGGCAGGAGAATGT
GAAGATGGGCATCTTACAGCCCCATGGAGGGTGTNCGTCTTCCNCCAAGCGGGGNCCAG

Klon 88, 14G6, M13R
GTACACTGCTTAGACTAGAGATGCGGGTGAACACTGCTGAGGGTGGATCTGATCATCTCTAATCTTCAGACTCGATCTCTTCT
GTCCTTTCTTTGGATTTTTTCAGCGCTTTCTCCAGCTCCTCCATCACCGGCAGACGGCCCTCGTATTTGTTGGTTTCGATGGA
CCGGAGTTTCTCCTGATACTCTTCTGGAAGTCCGNTCTGTTCGGCGCCCATCACAATCACCTGCAGATACTGTGGTGAAGGTG
GAGCATAGACGCNGCTGTTCATGATGTAGGTCCTGCAGCGGAGATGCTGGCCGCTGGTGGGAGACGGACACCTCCATGGGGCT
GTTAGATGCCCATCTTNACATTCTCCTGCCCTGTCCAGAGACTCCAGGGTCCGAACATGTTCATCCTTCACAACAACGCCCCC
A

Klon 94, 15B6, M13
GTACTTCCTCTACGGATTCAATGTTCCCGCCATGTTTGAGTGCGACCGCTACCCTTGCGTGAAGGAGGTTGAATGTTACGTGT
CGCGTCCCACAGAGAAGACAGTTTTCCTGGTGTTCATGTTCGCAGTTAGCGGAATCTGCGTGGTGCTAAATTTGGCTGAGCTC
AACCACCTTGGCTGGCGCAAGATTAAGACGGCCATCCGTGGCGTCCAAGCTCGTAGAAAGTCTATTTGTGAGATCCGAAAAAA
GGATGTGTCTCACTTGTCCTCCGTGCCCAACTTGGGCCGCACCCAGTCTAGCGAATCAGCTTATGTCTGACAGCGAATAGGGG
AGGGGCTTAAACGAGGTTGGGAGTGGCTGATGAGGCGACGGCCACGCCCTGTGCTGCAGACTTGACATGTGATATTTATGCAT
AAGTTCGATCAGGGTGAGAGAGGGGGTAGGGTGAAAACAAAAAAATCTAAAGGACCGAAGATCAGATTTGACATTCTAAATGA
CTTTTTCAGACTTTAATGATGGTTGGAGTGGACCGTAGCAGGGGCTCATGTTA

Klon 94, 15B6, M13R
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGNTGGTTAGNGGGGCTCANAGCTATCAGTATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTCT
GTAATATGTGTGTAAATATGTTTTAGTAACATGAGCCCCTGCTACGTTCCACTCCAACCATCATTAAAGTCTGAAAAAGTCAT
TTAGAATGTCAAATCTGATCTTCGTCCTTTANATTTTTTTGTTTTCACCCTACCCCCTCTCTCACCCTGATCGAACTATGCAT
AAATATCACATGTCAAGTCTGCAGCACAGGGCGTGGCCGTCGCCTCATCAGCCACTCCCAACCTCGTCTAAGCCCCTCCCCTA
TTCGCTGTCAGACATAAGCTGATTCGCTAGACTGGGTTGCGGCCCAAGTTGGGCACGGAGGACAAGTGAGACAC

Klon 96, 15D6, M13R
GTACTCTATGAGANAGACNGTAAAAATGAGAGTTGCAAGAAGGAGACTCTGCAGTTNCGNAAGCACCNGAAGGAGATTCCCGT
NGATGCCACTCACGAGNCTGAGAGATACATGGGNAGCCCCTCTCTCACCGAGCAGGGACTCAACAGTNCGAGNGNGGAACGGA
AAGACCCCTGAACTTCACGCTCACTACTCT

Klon 102, 9F5, M13
GGTACGCGGGGGTTGGGGCGACCACGGAGTAAAAAACAACCTCCAAGCGGAACGGGCACAGCCCTAAAACCAAGAGAAACATC
TCTAAGCCTCAGAACACCTGACCAAAGACGATCCGGCCTATAAGCCGATCAACGAACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCA
ATCCTCTCTAAGAGTCCATATCGACGAGGGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCTAATGGTGCAGCCGCTATTA
AGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAATAGTCCTACGTGATCTGAGTTCAGACCGGAGTAATCCAGGTCAAGTTTCTATCTGTAAA
GCTATTTTTTCCTAGTACCTGCCCGGGCGGCCGCTCGAAATCACTAGTGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTC
CCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGCCGTAATCATGGTCATAGCTTGTTTCCTG
TGGGAAATTGTTATCCGCTTCACAATTTCACACAACATACGAGCCGGGAAGCATAAAAGTGTAAGCCTGGGGTGCCTAATGAG
TGAGCNAACTC

Klon 102, 9F5, M13R

GTACTAGGAAAAAATAGCTTTACAGATAGAAACTGACCTGGATTACTCCGGTCTGAACTCAGATCACGTAGGACTATTAATCG
TTGAACAAACGAACCCTTAATAGCGGCTGCACCATTAGGATGTCCTGATCCAACATCGAGGTCGTAAACCCCCTCGTCGATAT
GGACTCTTAGAGAGGATTGCGCTGTTATCCCTAGGGTAACTTGGTTCGTTGATCGGCTTATAGGCCGGATCGTCTTTGGTCAG
GTGTTCTGAGGCTTAGAGATGTTTCTCTTGGTTTTAGGGCTGTGCCCGTTCCGCTTGGAGGTTGTTTTTTACTCCGTGGTCG
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Sequenzen der medialen Kandidatenpiasmid

Klon 215, 3E11, M13
GTACAAATGAGATCATACAAATTAGCCACTAAATCAAGTTGCGAATTAGCATGCTCAGTTTAGTGGCACAAAAATGTAAAAGT
ATGATTTTTAAAAATGTCACCCCTAAACCCAACCATCATCATGGGTTGAGCAAATCGTATTAAATTGTTCGAATGAGATCTAT
GAATTCATACGAATTAGCCACTAAATCAAAAAGTTTCGAATTGCTGTGAGATTGTTGGAATATCCGCAAACGTCGACAGCCAT
CCTCTGTGACCTTTAGTTTTTACATTAAAAAAAAAAAAAAGTTTGTGTTGCATTAAGCTGTTCCTTTTACTATTATTGCTGCT
TTTTCCGCTCTAACGTTACTGAAACGTTCTCCTTTCGGGAGAATTTAAAGAAAACGTCAAGCACTTGACTTCGCCTANGCTTG
GGAGATGCTCTCTAAACTAGTGTCATCTATTTAACTTTTAGTTAGGGTTTTTCCTTTTTTGCTGGAGCAAAAATGGGNACCTT
TTTTTAATTTTAATTTATAAACTTAAACCAA

Klon 215, 3E11, M13R
ACTGAAGCTACGAATATACNGACTACGAANACCTAGAATTNGACTCTTATATAGTGCCAACCCAAGACCTCACACCAGGGGGC
TTTCGGCTTCTTGAAACAGACCATCGAATAGTAGTTCCCAAAGAATCACCAATTCGAATTTTAGTTTCAGCTGAAGACGTACT
CGAGACCTTGTAGNCGTAGCACTATCGTCTAATATTTATGGAGTTAAATGCAAAAACA

Klon 218, 3Gl, M13
ACCGAGCCGTAAACATTGTCGGTGCAGGCTACAGGCACTGAGACAAACTGAATAAGAATGGCTTTGAGAAGAATTTATATTCA
ATAGTGCAGAAATACACTGCCCCTGAGGTGGCCAAATTCTCTGAAAGAAATAGTTGTCATTGAGGGTAGACTGACCAGCACAG
TGCACTCAGGTCTAAATTACTATTAAATGTGTTTTGTTTGAAGTTTAACTGGGTTGGGAATTTCTATACAGTATGTGCATGAT
GCTGAATAGTAACGTGAATGATGAATGAAAGAAAGCAAAGACATTTCTAACAGGGTTTTTCCTGCATTGAGAATTAGGCAGCC
AAGTCCTTCAAATTTTGTATCACTTTCGCCTCTTGACAAAAGACAGGAAGACTCTAAGCGGTGCCCAAGAACTGGTCATGTGC
AATTACATTTCATGTTAGCCTTTTTTAAATAAGATCAAGTTTTTACCTGATTACAAGAATAATACAAAATTTGTTTCAAGTAG
CAAAAATTCCATGACCGGGATACCACCTCCACCTCATTTTTGAGCTAGGAAAAAACCCCTGGCTAAAGGCATATTTCTAAA

Klon 218, 3Gl, M13R
ACTAATTTAGCGAAACCTCAGATACTGTTGGTTGTGCACGTTTTTTACCAAGTTCCTCAACACTATTATAATGACACAGATCA
ATTTGCCTGTTCATGCCAGAGTCCCGNGGAAAAAGTGATTGACGGGTGGTAATTNAGNGTGCAACTTTTTAAAAATTNATTTA
TGATTTGATTATGGGTAAAACAGACCATGCTGGTCAGGTAGTTGAAACGGTAGGCTACAACTAATAAATTNGTTCCTAACTTA
ATTATTTTTAAATAATTNATTCACCGTCGCCTACAACGACAAAGCCATCATCC

Klon 231, 4+G2, M13R
AGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACCTCAAGAGCCTCAAGTGTCTCCAGAGACACCTGACTAAATGCAATCTCCGGCACCCACCAG
GAAATGAAATCTATCGCAAAGGAACGATATCCTTTTTCGAAATAGATGGTCGCAAAAACAAGATGTATTCCCAAAATTTGTGT
TTATTGGCCAAATGCTTCCTGGACCACAAGACTCTCTACTACGACACGGATCCTTTCCTCTTCTATGTAATGACAGAGTATGA
CTCTAAGGGTTTCCACATAGTCGGCTACTTCTCCAAGGAAAAGGAATCAACAGAGGACTATTAACGTGGCCTGCATTTTAACT
TTACCACCTTACCAGAGAAGAGGCTATGGAAAACTTCTAATTGAGTTTAAGTTATGAGCTCTCTAAAGTGGAAGGAAAAACTG
GTACCTGCCCGGGCGGCCGCTCGAAATCCCGCGGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCCGACGTCGGGCCCAATTCGCCCTATAGG
GAGTCGTATTACAATTCCTGGGCCG

Klon 231, 4+G2, M13

ACGCGGGGGATCTCGTTTTGAAGAGGCGACAAAAGCGGATGTTCGGGTGGAATGGAGCCGTCAACGAGCGCGTTCTCCCCGTG
TCACCGAATCCTCTAAACATCCGCTATATCCGCATCTGCCGTCACCACTGAATGTAACGTTGCCGGACAATCCGTTTGAAGAA
TCGTTGATGAGCAGATATTCTTTGAGTAAGATCGCAGCGGAGGCCCTGAGAAGTGCAATTTTATTTATCTTTACTTGAACCGG
ACATCCTAAATATGAAGCAGACAGCGACTTCATGCTTTAAAGTATTTTTTTTAATCGATCTCGTTCGCTATTTATTAGATAGC
TTTTAATCGCTAATCAAACGCAGTAACGTCATCGAGCGTCCTGGATATTTTTCCAAACTTTTAACCCTTTTGTTTTTAACTGC

Klon 235, 4A8, M13R
ACGCGGGGACGACGGGGTGAGGCGCTATGGAAGGCAGGGAGGCTTCGTTGATCTGGTGAAATGTTCTCATTTTGTTCTGTTTA
ATTTTTTGATAACTAATAGGCATTTTTTATTTACAAACCTTTTCAGTCTTAAAACTCTAGACGTTTTCCGTTGGTTATACAAA
GGTTTTCTTTTGAATAGCAAGCGTGACGAAGATAAAATACAAGCTTACTTTTCACTTAAATAGGTAGAAGTGCCTTTATGAGA
AAAAATTCATTTTTTGTTTATCTTAAAAAGACAAAAAACGTCTTATTTAGTCGAACATTTAACGTTTATCTTCAGGTTAATGT
TTAACTAGCTTACGTTACCGAAAGCCTAAACAAAGCTCGACTGTAAATGGCTAAGCGAACGTTATCCTTTTCACTTAACCTCA
TTTTAAGCTTATTTTTGTTTCACAAGGGTTTTCTGAAATTACGTGATTTTATACACCTATTTTTTGACGCTTGTTTAGTTTGA
TTCTCGACGCTAGAAAGAATTTACAAAATGGCGGTCGCGACGACGGATTA

Klon 235, 4A8, M13
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAATCTACTGTAACCTTGTAGTCGTTTACCCTCCATCTAATTTAAACTGGTTGCTTTT
AAGTTCATCCTTGCTAAATGGGTCAACTTACTAATCTTAATATCAAGATAGAAAAAAAAAGACTTGCTGTTTGACCTCACTAC
CATAAAAGGCTGCTATTACTCGTTATGGTCTGAATATAAAAAAAGAAACAAAGTTTTTCCTTGAAAATTTACAAGTTAAAATG
GTTGTANATACCCTGGGTCCTTACTGTTACCATAAAAGGCTGTTACTAATCGGTATTGTAAAAAAAAAATAATAARAA

Klon 240, 4E8, M13
ACAAGGAGGATGAGGTTTACCCCAAACCACCCTCATACAATGTTGCCACGTCCCTTCCGTCCTACGACGAGGCTGAGAGGAGC
AAAGCAGAGGCCACTGTTCCTCTAGTCACTGACAGGGATGAGGACTTCATTGCCAGGGACAGCTTTGAAGACACGGATCAGCT
GCGGGTTGGAAATGATGGGATTTTCATGCTGACATTTTTCATGGCGTTCCTCTTTAACTGGATTGGCTTCTTCCTGTCCTTCT
GTCTGACCACGTCTGCTGCCGGACGTTATGGGGCCATCTCTGGGTTCGGACTTTCCCTGGTCAAATGGGTCCTGATTGTGAGG
TTTTCCACCTACTTCCCTGGATATTTTGATGGCCAGTACCTCGGCCGCGACCACGCTAATCACTAGTGCGGCCGCCTGCAGGT
CGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCAT
GG
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Klon 240, E48, M13R
ACTGGCCATCAAAATATCCAGGGAAGTAGGTGGAAAACCTCACAATCAGGACCCATTTGACCAGGGAAAGTCCGAACCCAGAG
ATGGCCCCATAACGTCCGGCAGCAGACGTGGTCAGACAGAAGGACAGGAAGAAGCCAATCCAGTTAAAGAGGAACGCCATGAA
AAATGTCAGCATGAAAATCCCATCATTTCCAACCCGCAGCTGATCCGTGTCTTCAAAGCTGTCCCTGGCAATGAAGTCCTCAT
CCCTGTCAGTGACTAGAGGAACAGTGGCCTCTGCTTTGCTCCTCTCAGCCTCGTCGTAGGACGGAAGGGACGTGGCAACATTG
TATGAGGGTGGTTTGGGGTAAACCTCATCCTCCTTGTACCTGCCCGGGCGGCCGCTCGAAATCCCGCGGCCATGGCGGCCGGG
AGCATGCGACGTCGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTACAACGTCGTGACTGGGA
AAACCCTGGCGGTACCCAACTTAATCCCTTG

Klon 241, 4E9, M13
GGTACTCTGNCATACTTACAAAGGGGATTGAAAACATAAAGAATGAGATAGAAGACACCACTGAACCTCTGANCGACCCTGTT
TATGGCCACGGCAGCCAGAGTNTAATTAACCTGCTGGTGACTGATCATGCTGTGTCTAACGTGTGGGACGGCGATAGANAATG
TTCTGGAATGAAGCTTCACGGTATTTATCAGCAGGCTTCTGTTGGTTTCCTCACACTAATGGAGTCACTGCGCTATTGTAAGG
TTGGCGCATTTCTCAAATCTCCAAAGTTACCTATTTGGATCCTTGGCAGCGAAACTCACCTCTCAGTATTCTTCACTAAGGAA
ATGGCNTTGGTTGCTCCTGAGTCTNCGTTAGAACAGGCCATAAGAGTTTTTCAGACATTTTGA

Klon 244, 4F10, M13
GTACATTTTATTATTTTTTTTTTTACAATACCGATTAGTAACAGNCTTTTATGGTAACAGTAAGGACCCAGGGTATCTACAAC
CATTTTAACTTGCAAATTTTCAAGGAAAAACTTTGNTTCTTTTTTTATATTCAGACCATANCGAGTAATAGCAGCCTTTTATG
GTAGTGAGGTCAAACAGCAAGCCTTTTTTTTTCTATCTTGATATTAAGATTAGTAAGTTGACCCATTTAGCAAGGATGAACTT
AAAAGCAACCANTTTAAATTAGATGGAGGGTAAACGACTACAAGGTTACNGNAGATTTACAAAAAAAAAAAAACTTCATTTTT
TGCCATTTAGGGNGACTANCACNAACCACNTAACCGACCNTTTTCAGTTACCTGCCCGGGCGGECCGCCTC

Klon 245, 4G10, M13
ACATAGTGCATATTTGATGGCTAGAACTCACGTGCGAAGGTTCTT

Klon 245, 4G10, M13R
ACATAGTGCATATTTGATGGCTAGAACTCACGTGTGAAGTTTCTTCTTCTTTTATTTTTGTCTTTCATTTTCTTTATCAAGTG
TATATCATCAAGTCCATTTACACACCATTTTTTTTTGTTTGTTGTTGATGAAANTTCTTAAGGTTTTCAGTCATCTGTGTGTC
CATGCTCTCTGTGTTTTACTCTATATAAGCCATGCTTCATATTGAGACGTAGCGCAGCAGGAGATGAATTAGAGATGGTGAGG
CGCTGGAGATCACATGACAGATTGCTTATCTTAGCCTGCCATTTTGTAATCGCCTTTAGACAGTGTTCAGTGACGATTATTCC
ACCTTAAAGTGGTCATCCATGTATGCGGCGTGTCACTTTCACGTGTTATTACCCTCCTCGAGTCCTCCCTTATGTGTAGACAT
TTACCATACGAGCATGGGCATGTCGCACCTGCCCGGCGGCCGCTAATACTAGTGCGGCCGCCTGCAGGT

Klon 246, 5A6, M13
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGNAAANCTACTGTAACCTTGTAGTCGTTTACCCTCCATCTAATTTAAACTGGTTGC
TTTTAAGTTCATCCTTGCTAAATGGGTCAACTTACTAATCTTAATATCAAGATAGAAAAAAAAAGACTTGCTGTTTGACCTCA
CTACCATAAAAGGCTGCTATTACTCGTTATGGTCTGAATATAAAAAAAGAAACAAAGCTTTTCCTTGAAAATTTACA

Klon 246, 5A6, M13R
ACGCGGGGACGACGGGGTGAGGCGCTATGGAAGGCAGGGAGGCTTCGTTGATCTGGTGAAATGTTCTCATTTTGTTCTGTTTA
ATTTTTTGATAACTAATAGGCATTTTTTATTTACAAACCTTTTCAGTCTTAAAACTCTAGACGTTTTCCGTTGGTTATACAAA
GGTTTTCTTTTGAATAGCAAGCGTGACGAAGATAAAATACAAGCTTACTTTTCACTTAAATAGGTAGAAGTGCCTTTATGAGA
AAAAATTCATTTTTTGTTTATCTTAAAAAGACAAAAAACGTCTTATTTAGTCGAACATTTAACGTTTATCTTCAGGTTAATGT
TTAACTAGCTTACGTTACCGAAAGCCTAAACAAAGCTCGACTGTAAAT

Klon 250, 5D10, M13
ACCAGTTTTTCCTTCCACTTTAGAGAGCTCATAACTAAACTCAATTAGAAGTTTTCCATAGCCTCTTCTCTGGTAAGGTGGTA
AAGTTAAAATGCAGGCCACGTTATAGTCCTCTGTTGATTCCTTTTCCTTGGAGAAGTAGCCGACTATGTGGAAACCCTTAGAG
TCATACTCTGTCATTACATAGAAGAGGAAAGGATCCGTGTCGTAGTAGAGAGTCTTGTGGTCCAGGAAGCATTTGGCCAATAA
ACACAAATTTTGGGAATACATCTTGTTTTTGCGACCATCTATTTCGAAAAAGGATATCGTTCCTTTGCGATAGATTTCATTTC
CTGGTGGGTGCCGGAGATTGCATTTAGTCAGGTGTCTCTGGAGACACTTGAGGCTCTTGAGGTACCTCGGCCGCGACCACGCT
AATCACTAGTGCCGGCCGCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCACCCCGT

Klon 250, 5D10, M13R
ACCTCAAGAGCCTCAAGTGTCTCCAGAGACACCTGACTAAATGCAATCTCCGGCACCCACCAGGAAATGAAATCTATCGCAAA
GGAACGATATCCTTTTTCGAAATAGATGGTCGCAAAAACAAGATGTATTCCCAAAATTTGTGTTTATTGGCCAAATGCTTCCT
GGACCACAAGACTCTCTACTACGACACGGATCCTTTCCTCTTCTATGTAATGACAGAGTATGACTCTAAGGGTTTCCACATAG
TCGGCTACTTCTCCAAGGAAAAGGAATCAACAGAGGACTATAACGTGGCCTGCATTTTAACTTTACCACCTTACCAGAGAAGA
GGCTATGGAAAACTTCTAATTGAGTTTAGTTATGAGCTCTCTAAAGTGGAAGGAAAAACTGGTACCTGCCCGGGCGGCCGCTC
GAAATCCCGCGGCCATGGCGGCGGGAGCATGCAACGTCGGGCCCAATTC

Klon 253, 5E6, M13
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGGNTTCTTTATTTATTCAGGGTATTAGGCAACCAGCACAATATTTAAATGCAAATGTTTT
TTATTTCAAATTCTAACCTTAAATATAAAGTTTATTTCAAACGTGTATAATATAACAGTCAAAAAATAAACTTCAGCCACACA
TACATGTCCATTTCAATAGGTATAATTTATTTGTTATGCCACGCATATAGAACTAACACTTCTCAAAAGCAACACAACGCACA
TACTGACGCTGCACGTCGCAGCACATTAAATGGCTTGATCTCTGCTAAAATATTGAGTGGAGCACCAGAATCACTACAAATCA
CAAGAAACTAAACAAAGAT
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Klon 253, 5E6, M13R
ACAATCAGCTGCTGAGGATTGAGGAGGAGCTCGGAGACAAGGCTCGCTTCGCTGGCAAGAACTTCAGGAAACCCATCTGAAGC
ACTGACCCGTCCTGAGTCTCGGCGTGTTCATCCTGCTTTACTGTCCCACACATAAACGCCACGCAAAGCCACATCCTGTAGAA
TGGAGATTAGATGGAAAAGCAGTGAAACGAAAGGTCCAGATCAATAGCGTATGGCGCAGAACACTGCCAGATCTCCATCTGTG
CTTTGGTATCCAAATAGCATCAGTCCATTAATCGTGTCTCTGTGTTGTGTGAAGAGATCTTTGTTTAGTTTCTTGTGATTTGT
AGTGATTCTGGTGCTCCACTCAATATTTTAGCAAGAGATCAAGCCATTTAATGTGCTGCGACGTGCAGCGTCAAGATGTGCCG
TTGTGTTGCTTTTGAGAAGTGGTTAAGTTCTATATGCGTGGCATAACAAATAAATTATACCTATTG

Klon 265, 6F12, M13
ACAGACGCAAGATCATGCTGGCGCTTCCCAGTGTCAGGCAGATCGATGCTACCTTTATCCGTTTCTGATCATCCATCCATCCA
CCCACTGCACATTAATAACACGCCACCACCATCACCTCATGGACACCACATGCCCTATTTATCTCTTTTATTTACTTTTTTAA
ATAACAAAATCGACGAAACACACACTCCCAGTGTTCACATGCTGGCACCTTTTACTCGCACGGAGACTATATATAATATACCG
ATGCTCTGACTTATGCTATAGCGCGAATGCTCGTTAATTTATTAGGACCTGATGAGTTTGACCTGAAAGAAAGTGACGCCTGA
TGCTCAGAAAATATATCACTTCTGACCCATACTACATTTTGGTAAGGAAATTTTTACAACATAGACATCACTTCTTCTCTCCA
GCCATGTAGCTCATTTAAGACCGTATTTGCTATATGAAGTCGAATTCAGTGACTATAAAGAGATTTCTGGACTCAATTTGCAT
ATCGGTTTGCTTTTTTTGGNAGTAGAAGTATGGTCAAACTCTGCTTGGAATGAGATCACTTTTCATCAACGCTGAATACATTA
GAAGCCTCACAAGGAGAGATTATTCCTTTTTAAATGAAGGGATGGCC

Klon 265, 6F12, M13R
ACATTCAATTCTGAAACAGTCAACTTGTAAAACAAAGTGAAAATTACAGCAAATTAAAAGCTATTCCATGCAGTTGTTCTGTC
ACTCTTTTAAATGAGCGATGTTTTTTCAATCATGAATCAGCAGTGAAGCCTCTCACACCCCTCCGATGTGCCAAGTGGAAGCG
TCCAACACACAAGCACCACACCGTGGCTACATCCATTCACCTCTTATTAGGGAGGGGAGAAAAAACTACTCAAGTCAAACATT
AATATGAGGTGGTGTGAATAGTTTGAGTGCATAAGATACTTCTTTCTTAAAAAAACACAACAACGATCACCTGATAAGACCTT
GCTCTACTCCCACACTGTAAAACGCCATTAGTCGATTTTACTTTAAACAAATTGAGTAAACCGCTTGCTTTGAAGGAATTAAG
TTGACTTTACTTAATAAAAGCAGGTAGACCTGTTTCCTTAAAACTGTGTAAATGAACTATGTGCATAATTATACAAATTAAGT
CAACTTA

Klon 267, 7A10, M13
TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACGCGAGGCCTACCTGGAGTTCATGGTTTCAATGGCGAGGATTGCAAGGGAAGACAGAAAT
TTGACCCAAGATGAAGAGCGTGTGTTGGAGGACATGTCTCAAGTCCTGGAGCTGGAGACAGACATCGCTAACGCTACCTCACC
AGCAGAAGAACGCAATGACATCACTGTGCTCTACAACAAGATGACGCTGAGGGAAGCGCAGAAAACGTTCAACCTCAATGGCT
TTAACTGGACGCGCTACATCCAGGGTATCATGTCAGNCGTGTCCATTTCAGTGCAATCAGATGAGCCCATTGTTATTTACTGC
TCCCCTTACCTTGGAGAAGCTCAGCCGAGGTCCTGTCCAAACACAGCCACAGGACTCTGCAGAAC

Klon 267, 7A10, M13R
ACTGCTCCACCATGCATTTAGACTGATCCTCGAAGCGTTCAGCAGAGTAGTTGCTCCACCAGTTATACATGTTTCCATCCTTG
TCAAAATTACGGCCGTGATCATCAAATCCATGAGTGATTTCATGTCCTATAACCATCCCGATTCCTCCAAAGTTTAGAGCTTG
CAGCTGTTTCTCACTGAAGAACGGAGGTTGAAGGATGCCAGCAGGAAACACAATCTGATTTCTGTTGTGTGAGTAAAAGGCGT
TGACCACTGCCGCACCAATAATCCACATGTCAGGATCCACGGGCTCCCGCAGCTTTTTATGACCTTTCTGGGCCGATGCTGCC
AGGTTTTCCAGAATGTTCTCGAAGTAGTTTTCCTCACTGAAATTAAGGTGAGCATATTCCTGGTCCAGCTTCTTATTTTCCTC
TTCAAGGATGTGGTCGGGATAACCAATCTGTTCTGATATGGCCATGGCCTTCTCTCTGGCTTCACTTTGGACTG

Klon 271, 7C9, M13
ACTGTCTGCAGCAGATGCCCCTTCAGCTCAAACATCTTAACTCAATAGAATGTGTGTTGGAGTGTGAGGAGCAACCGAACGCA
GGCAGCTCTTGGAGTCAGTGCAAACATTTCATGCAGAATGCTGATAACAGTCCTGAGGGTAACCGAGCAGCCACACAAATCGA
ACACTCAAACAGCCAACAGCACCAGGTAGACAAAAAATATGGCGGCTTCATGAAACGTTCTGAAAGTTTAATNAAGCGTTATG
GAGGATTCATGAAGAAGGCAGCTGAATTCTATGGGCTTGGAGTCAGAGGGATGTTTGATCAGGGGCAGAGCAATCCTGACTAA
TATGGATGTTGAAATGCTGGCCAATCAAGTTGAGGCTGACGGGGGAGAGGGAAGGAAGCGGCTCTGAACACGTTCAAGGGGAG
GTGAAGAGGGGAACTGCAAAACG

Klon 271, 7C9, M13R

ACTGTTAAAATGGTCTTACTCACACAATAACATCACAATAAAGACATAATGAACACTTTATTAATACATTACATTAGCGTGTT
TTAAGCATATTTTCTGTTCAGTTTTCAGGTGTTTTTTTATCTTAAAGAGGAAGTGAACTTGGACATCGCGGACATCATCTTAA
TATCCCATAAATCCACCATACCTCTTTTCTACCTCTGATGAATTTTCATCCTCGTCTTGCTCTTGAGACCGCTTTAAGAAGCC
TCCGTAACGTTTAGACTCCTGCCACCAATCTGGTCTGCCTACTCTCCTCATGAAGCCCCCATAACGTTTTTGCAGTTCCCTAA
CCCCACTCTCCAAGGCATAAAGCCCTCCCCTTCTCATAAAACCCCCATAACGTTTTGCAGTTCCCTCTTCACCTCCCTTTGAA
CGTGTCAGAGCCGCTTCCTCCTCTTCCCGTCAGCCTCAACTTGATTGGCCAGCATTTCAACATCATGATTAAGTCAAGGATTG

Klon 273, 7F5, M13
TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACGCGGGACTCTTTTTAGTGTGTATGAGTGTATTAGTTTACCATTCTGATGGTGCGGTTCA
GAACAGGGAAGCGAAAAGTGGCAAACATCCAGGTAGAATCAGTGTTACAAATTGGGAGGACTGTAACATCTCATTTAAGTTTT
ATTTGAACGTTTGCTTCTTTTATCTACAAGTAACTTCAGTGAAATTTATCGTGTTTTATTTGTGTGATTTCTTTTGTTACTAT
TGCACTAGAACAGGGCAGCTCTGTGAAATAATGGCACTTCAATGTGACCTCCAGGGGTCTGATTGCAGTATTGCAAGAAATGT
TTGGAAAAGATGAGCATGTCATGGAAATGGTTATGGAAAAGGACTGATGGAATGACAGGGTTATTGAATCTTGGCCTCACTTG
GACGCCACCAACGTCTACAGGAGGACATAAATCAATGGATGGCAAGGGCAATACAGGAAAGGGGAAGTATTTTAGATTAGGCA
AATAGAAAGACAAGCATGTTGAATGGATTGTTGGTGCAATTTTTTAATTCATGGACTCTGGTATGTC

Klon 273, 7F5, M13R
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGGGTTTCTCCANAGGCTCAGTTTCCTTCCACACAGGGACAATCAAGGAACATCAAAAC
TGTTGAAATATATAATCAACAATATAACACTTAAAACGATGGGCTCAGAAATAAGACATAACAGAGTCCATGAATTAAAAAAT
TGCACCAACAATCCATTCAACATGCTTGNCTTTCTATTTGCCTAATCTAAAATACTTCCCTTTCCTGTATTGCCCTTGCCATC
CATTGATTTATGTCCTCCTGTA
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Klon 281, 8Gll, M13
ACCTGGATGGGAGACCACATGGGAAAACTAGGTTGCTGTCGGAAGTGGTGTTAGTGAGGCCAGCAGGAGGCGCTCAACCTGTG
GTCTGTGTCAGTCCTAATGCCCCTGTAAAAGTGAAGCAGACACTATAATGTCAGTGGGCGCCATCTTTCGGATGAGACGATAA
ATTGACATCCTGACCCTCTGTGGTTATTAAAGATCCCATGCCACTTCTTGTAAAGAGTAGGGGTGTAACCCCAGTGTCCTGGC
CAAAGTCCCTCAATCAGCCCTTACGATCATGGCCTCCAAACCATCCCCATCCACTGAATTGCCTCTATCACTGTCTCTCCACG
CCACCAATAGCTGGTGTGTGGTGAGCGCACTGGTGCTGTTGTCCTGTAGCTGCTGTTGCATCATCCAAGTGGATGCTGCACAC
TGGTGGTGGTGGGAAGAGACCCCCCTCATGATTGTGAAGCACTTTGGGTGGTTAACCATACACAAAAAATACGCT

Klon 281, 8G1l1l, M13R
ACTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGACGNGCTCATATTTCANAAAGACTGGTTTGCTTCCATTATTTTACAAAAGTGCA
ATGTTTTGTTGTTATTAGAGCACACAAATAAACAGTCTTTACTGATTTGAAATCTAATACTATTTTCTGTAATG

Klon 283, 9C11, M13
ACCGCTTATGCAAGGTGTTTCTTTTGTTGCATCTATGAAGCTGAGAGAAAATTTGACGTTATTTTCTTTTCTGGCTGTCGTCA
TCAGTCTCACACTATTTTTCCCTTTTTCCAAAAGTCACCATCCTGGCATTTTTCTTTTATTAATTCANCAAATGATTGTAAAA
AAATATATATTTGTTGGACTTTTTATTCAAATAGAGAAAAAAAGAGTAAGGAATGAAAAGCAGAAACTGAACAAATTAAAAAT
ATTTAGACACAAGTAAGGAACAGAGCAAGAGAAATCAATGGATGGGACAGGAAAAATGCTGGAATGAATGGAAAGACNAAATA
GTAATAGACTGAACGAAGGAAATGAAAGGAGGAAAAAGA

187



7 Anhang

Protokolle

Protokoll zur in situ Hybridisierung an whole mount olfaktorischen Bulbi und Telen-

cephalon
(modifiziert durch A. Celik basierend auf einem Protokoll von F. Weth, beide 2001)

- Praparation der olfaktorischen Bulbi mit anhdngendem Telencephalon
- Proteinase K (15 pg/ml) in PBS, 10’ , 37°C

- PBS waschen

- 15% gesattigte Pikrinsaure, 3,4% PFA und 0,085% Glutaraldehyd, 5’
- PBS waschen

- PBSTx (PBS mit 0,15% Triton X-100), 10’

-10 % (5’), 25 % (5°), 3 x50 % (10°), 25 % (5’), 10 % (5’) Methanol in PBS
- PBSTw (PBS mit 0,05% Tween-20), abspllen und waschen, 5’

- Proteinase K (10 pug/ml) in PBSTw, 15, 37°C

- PBSTw abspiilen

-4 % PFA, 0,1 % Glutaraldehyd in PBS, 5’, 4 °C

- PBSTw, absptlen und waschen, 5’

- Prahybridisierungslosung (Prahyb; 50% Formamid, 5 x SSC, 0,2 % Tween 20, 0,5 % Chaps, 100
pg/ml Torula RNA, 100 pg/ml Heparin) in 2 ml Reaktionsgefale, 2 h, 60 °C

- frische Prahyb ad 0,5 ng/ul Sonde, Gber Nacht, 60 °C

- Prahyb-Lésung, 2 x spulen, 2 x waschen, 30, 60 °C

- 1:1 Prahyb/MaBSTw-L6sung (MaBS mit 0,05 % Tween-20), 20°, 60°C

- MaBSTw, 3 x spulen, 2 x waschen, 30’

- 2 % Blockierungsreagenz, 2 h, 4°C

- 2 % Blockierungsreagenz mit 20 % hitze-inaktiviertes (30 Minuten, 56°C) Schafserum, 2 h, 4°C

- 1:2000 Verdinnung des Anti-DIG-Fab/AP in 2 % Blockierungsreagenz mit 20 % Schafserum, Uber
Nacht, 4°C

- MaBSTw, 3 x spllen, 4 x waschen, 1 h

- RBTw-Puffer (Reaktionspuffer mit 0,05 % Tween-20), 2 x, 10’

- NBT/BCIP (3,5 pl/ 4,5 pl in 1 ml RBTw-Puffer, Lange nach Bedarf
- PBSTw, spulen

-4 % PFA, Uber Nacht, 4°C

- PBS, lagern, 4°C
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Anzahl der Schnitte in der lateralen und medialen Gewebefraktion in Abhangigkeit

zur Schnittposition

Anzahl der Schnitte in den Gewebefraktionen
lateral medial
1. Schnitt 42 44
2. Schnitt 88 81
3. Schnitt 90 87
4. Schnitt 90 91
5. Schnitt 81 86
gesamt 391 389

Die Schnitttiefe betrug 20 um.

Vergleich der eingesetzten Gewebemengen und der cDNA-Amplifikationen.

Gewebe Préparation der Gewebemenge in % der gesamten Anzahl der
olfaktorischen [Anzahl olfaktori- | cDNA als Matrize in | optimalen Zyklen
Bulbi sche Bulbi] Amplifikation

laterale Bul- Gefrierschnitte <9 20 14

buskappen

mediale Bul- Gefrierschnitte <9 20 14

buskappen

Regeneration, frisch 10 2 18

Tag 8 entnommen

Kontrolle frisch 10 2 18
entnommen
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Lateral-Bib Kolonie Dot Blots
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Vorwérns Sonde
92

o

Rickwirts Sonde

Varwiérts Sonde

Riickwarts Sonde

48
s 50
1.2
e "
Sl 3 3
.
wa& |
< il
e
5960
12.1 :
: oo . g
» ¥
%
7 %64
mmm a = L

2

2

192




g

7 Anhang

&

L L

® ¥
.

T T S
1o Ele
&

o
[4 T4 YA

L'E

LB .a (o

mwm . :
ﬂw W
S b

B

4

apuog suemonl

Medial-Bib Kolonie Dot Blots

spuos spemyamy

_.w B
e el
e ¥

e R

apuoS SHEMIOA

193




7 Anhang

8.2

Vorwirts Sonde

Rickwarts Sonde

194










Personliche Daten

LEBENSLAUF

Name: Verena Doris Oehlmann
Geburtsdatum: 24. Mirz 1973
Geburtsort: Stade
Anschrift: Marienstrafle 2f

50825 Koln
Familienstand: ledig
Schulausbildung
1979 - 1983 Pestalozzi Grundschule, Stade
1983 - 1985 Orientierungsstufe Camper Hohe, Stade
1985 - 1992 Gymnasium Athenaeum, Stade
Hochschulausbildung

10/1992 - 11/1997

04/1997 - 11/1997

01/1998 - 02/2002

Publikationen

Biochemiestudium, Universitdt Hannover

Abschluf3: Diplom

Diplomarbeit, Medizinische Hochschule Hannover

Institut fiir Molekularbiologie, Prof. Dr. Nordheim

Titel: Isolierung Bone Morphogenetic Protein - induzierter Transkripte
aus embryonalen Stammzellen der Maus

Promotionsstudium, Universitit zu Koln

Institut fiir Genetik, Prof. Dr. Korsching

Titel: Identifizierung differentiell exprimierter Transkripte im
olfaktorischen Bulbus von Danio rerio

A. Hollnagel, V. Oehlmann, J. Heymer, U. Riither, A. Nordheim (1999). Id Genes are Direct
Targets of Bone Morphogenetic Protein Induction in Embryonic Stem Cells.
J Biol Chem 274(28):19838-19845

Koln, den 4. Dezember 2001

D 0ERs

Verena Oechlmann



	Erklärung
	Danksagung
	090402 EINLEITUNG.pdf
	Zusammenfassung
	Einleitung
	Funktionaler Aufbau des olfaktorischen Systems
	Die primäre Sinneswahrnehmung im olfaktorischen Epithel
	Die Repräsentation der Geruchswahrnehmung im olfaktorischen Bulbus

	Regeneration und Neurogenese im olfaktorischen System
	Regeneration im olfaktorischen Epithel
	Neurogenese im olfaktorischen Bulbus

	Axonale Wegfindung im olfaktorischen System
	Axonale Wegfindungsmechanismen und involvierte Moleküle
	Prinzipien in der Zielführung olfaktorischer Axone und beteiligte Moleküle

	Die olfaktorische Sinneswahrnehmung in Danio rerio
	Der Zebrabärbling als Modellsystem für Untersuchungen am olfaktorischen System
	Aufbau des olfaktorischen Systems in Danio rerio
	Entwicklung des olfaktorischen Systems

	Isolierung von differentiell exprimierten Wegfindungsmolekülen im olfaktorischen System
	Möglichkeiten, Wegfindungsmoleküle im olfaktorischen System zu identifizieren
	Methoden zur Identifizierung von differentiell exprimierten Molekülen
	Die Suppression subtraktive Hybridisierung (SSH)

	Aufgabenstellung


	050402 MATERIAL+METHODEN.pdf
	Z
	Zusammenfassung
	Einleitung
	Material und Methoden
	Geräte und Materialien
	Geräte

	Arbeiten mit Danio rerio
	Gewebeschnitte am Kryostaten
	Histologische Schnitte von Embryonen und von olfaktorischen Bulbi und Epithelien aus adulten Danio rerio
	Präparative Schnitte zur Gewinnung von lateral und medial gelegenem Gewebe des Bulbus olfactorius

	In situ Hybridisierungen
	In situ Hybridisierung an Gewebeschnitten
	In situ Hybridisierung an whole mount Präparaten
	In situ Hybridisierung an whole mount Embryonen

	Färbungen
	Immunohistochemische Detektion der Axone der Rezeptorneurone im whole mount Bulbus olfactorius mit dem Zns-2 Antikörper
	Färbungen mit dem lipophilen Membranfarbstoff DiI und quantitative Analyse des regenerierenden glomerulären Musters
	Immunohistochemische Detektion des Hu-Proteins an Schnitten
	Immunohistochemische Detektion von „Proliferating Cell Nuclear Antigen“ (PCNA) an Schnitten
	TUNEL Färbung an Gewebeschnitten

	Arbeiten mit Escherichia coli
	Verwendete Escherichia coli Stämme
	Anzucht und Konservierung von Bakterien
	Herstellung kompetenter Zellen und Transformation durch Elektroporation
	Arbeiten mit bakteriellen cDNA-Bibliotheken

	Isolierung von Nukleinsäuren
	Quantifizierung von Nukleinsäuren
	Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli
	Präparation von Gesamt-RNA und DNase-Verdau
	Agarosegelelektrophorese von DNA und RNA
	Reinigung von Nukleinsäuren

	In vitro Arbeiten mit Nukleinsäuren
	Spaltung von Plasmid-DNA und PCR-Produkten mit Restriktionsendonukleasen
	Ligation von DNA-Fragmenten
	Amplifikation von cDNAs mit Hilfe der Polymerase Chain Reaction (PCR)

	Nachweis spezifischer Nukleinsäuren
	In vitro Transkription und nicht-radioaktive Markierung von RNA
	Markierung von DNA durch Auffüllreaktionen
	Transfer von Plasmiden, cDNA und RNA auf Membranen
	Hybridisierung von Nukleinsäuren
	PCR Cycle Sequenzierung und Sequenzanalyse

	cDNA Synthese und Amplifikation mit Hilfe des „SMART( PCR cDNA Synthesis Kits“ (Clontech)
	Übersicht
	cDNA Erst-Strang Synthese
	cDNA Amplifikation mit Long Distance PCR
	Herstellung von cDNA Blots für die „cDNA Southern“ Hybridisierung

	Herstellen von subtrahierten cDNA-Bibliotheken mit Hilfe des „CLONTECH PCR-Select™ cDNA Subtraction Kit“ (Clontech)
	Übersicht
	Herstellung der Adapter-ligierten „Tester“ cDNAs
	Erste und zweite Hybridisierung
	Subtraktive „Suppression PCR“ Amplifikation
	Ligation und Transformation der cDNA-Bibliothek

	Screening der subtrahierten cDNA-Bibliotheken
	Übersicht
	Vorbereitung der cDNA-Sonden und der negativen Hybridisierungskontrollen
	Herstellung von Dot Blots für das differentielle Screening
	Hybridisierung der Dot und „cDNA Southern“ Blots sowie die Auswertung der Hybridisierungssignale

	Allgemeine Computer gestützte Verfahren
	Sequenzanalyse und phylogenetische Analyse
	Präparataufnahmen und deren Digitalisierung



	050402 ERGEBNIS KOMPLETT KORR.pdf
	Zusammenfassung
	Einleitung
	Material und Methoden
	Ergebnisse
	Untersuchung der Regeneration der olfaktorischen Rezeptorneuronen nach Zinksulfat vermittelter Degeneration und des regenerierenden glomerulären Musters
	Eine Zinksulfat-Behandlung reduziert die neuronale Population im olfaktorischen Epithel und erhöht die Anzahl TUNEL-positiver Zellen
	DiI ist ein geeigneter Farbstoff, um die Regeneration des glomerulären Musters zu beobachten
	Zeitverlauf der Regeneration in Folge der Zinksulfat-vermittelten Degeneration der olfaktorischen Rezeptorneuronen
	Etwa acht Tage nach der Zinksulfat-vermittelten Degeneration ist das Einwachsen der Axone der regenerierten Rezeptorneuronen in den Bulbus maximal
	Apoptose und Proliferation im olfaktorischen Bulbus an Tag 7 nach der Zinksulfat-induzierten Degeneration

	Optimierung der Gewebe- und RNA-Gewinnung aus kleinen definierten Abschnitten des Bulbus olfactorius für die Erstellung subtrahierter cDNA-Bibliotheken
	Die Gefriereinbettung in TissueTek( ermöglicht die zuverlässige Gewinnung der lateralen und medialen Kappen des Bulbus olfactorius und die Isolierung intakter RNA
	Aus in TissueTek( eingebetteten kompletten Bulbi olfactorii wird mit dem „SMART( PCR cDNA Synthesis Kit“ intakte cDNA amplifiziert
	Die Anzahl der für eine erfolgreiche cDNA-Amplifikation benötigten Bulbus olfactorius Kappen konnte abgeschätzt werden

	Bereitstellung von cDNA für die subtraktive Hybridisierung mit Hilfe des „SMART( PCR cDNA Synthesis Kits“ (Clontech)
	Gewinnung von Gesamt-RNA
	cDNA wurde mit Hilfe des „SMART( PCR cDNA Synthesis Kits“ synthetisiert und amplifiziert

	Erstellung der subtrahierten cDNA Bibliotheken mit Hilfe des „CLONTECH PCR-Select( cDNA Subtraction Kits“
	Für den Einsatz in die subtraktive Hybridisierung werden die cDNAs in kleinere Fragmente gespalten und mit Adaptoren ligiert
	In zwei subtraktiven Hybridisierungen und zwei „Suppression“ PCRs wird (-aktin in den subtrahierten Bibliotheken reduziert

	Differentielles Screening der subtrahierten cDNA-Bibliotheken
	Experimentelles Vorgehen beim differentiellen Screening
	Differentielles Screening der subtrahierten „Regenerations“- cDNA-Bibliothek
	Differentielles Screening der subtrahierten „lateralen“ cDNA Bibliothek führte zu 28 KandidatenPlasmid
	Differentielles Screening der subtrahierten „medialen“ cDNA-Bibliothek führte zu 18 KandidatenPlasmid

	Charakterisierung der KandidatenPlasmid aus der „lateralen“ cDNA-Bibliothek
	In der subtrahierten „lateralen“ cDNA-Bibliothek wurden zehn unabhängige KandidatenPlasmid identifiziert
	Die Analyse der KandidatenPlasmid wurde auf Ependymin beschränkt
	Der Anteil differentiell exprimierter Sequenzen lag unter einem Prozent

	Charakterisierung der KandidatenPlasmid aus der „medialen“ cDNA-Bibliothek
	Die KandidatenPlasmid der subtrahierten „medialen“ cDNA-Bibliothek setzten sich aus 15 unabhängigen Sequenzen zusammen
	Fünf Fragmente der subtrahierten „medialen“ cDNA-Bibliothek zeigten im „cDNA Southern“, dass sie differentiell exprimiert werden
	Der Anteil differentiell exprimierter Sequenzen lag unter einem Prozent
	Aus anderen subtrahierten cDNA-Bibliotheken stammende cDNA-Fragmente

	Charakterisierung der differentiell exprimierten Kandidaten
	Zusammenstellung der isolierten differentiell exprimierten mRNAs
	Das Glykoprotein Ependymin ist differentiell exprimiert
	Das differentielle cDNA-Fragment 8G11 konnte keinem bekannten Gen zugeordnet werden
	Die differentiell verteilten cDNA-Fragmente 5D10 und 10G2 entsprechen der Histonacetyltransferase TIP60
	Das differentielle cDNA-Fragment 7F5 entspricht Beta-5 Tubulin
	Das differentielle cDNA-Fragment 7A10 entspricht der neutralen Endopeptidase NEP II
	Das differentielle cDNA-Fragment 7C9 entspricht dem Opioidprohormon Proenkephalin
	Das differentielle cDNA-Fragment M1 entspricht dem Vorläuferprotein des Neuropeptids Gonadotropin Releasing Hormone
	Das differentielle cDNA-Fragment M10 entspricht einem RFamid Vorläuferprotein
	Zusammenfassende Darstellung der analysierten differentiell verteilten Transkripte


	050402 ERGEBNIS 94-ende.pdf
	Zusammenfassung
	Einleitung
	Material und Methoden
	Ergebnisse
	Untersuchung der Regeneration der olfaktorischen Rezeptorneuronen nach Zinksulfat vermittelter Degeneration und des regenerierenden glomerulären Musters
	Eine Zinksulfat-Behandlung reduziert die neuronale Population im olfaktorischen Epithel und erhöht die Anzahl TUNEL-positiver Zellen
	DiI ist ein geeigneter Farbstoff, um die Regeneration des glomerulären Musters zu beobachten
	Zeitverlauf der Regeneration in Folge der Zinksulfat-vermittelten Degeneration der olfaktorischen Rezeptorneuronen
	Etwa acht Tage nach der Zinksulfat-vermittelten Degeneration ist das Einwachsen der Axone der regenerierten Rezeptorneuronen in den Bulbus maximal
	Apoptose und Proliferation im olfaktorischen Bulbus an Tag 7 nach der Zinksulfat-induzierten Degeneration

	Optimierung der Gewebe- und RNA-Gewinnung aus kleinen definierten Abschnitten des Bulbus olfactorius für die Erstellung subtrahierter cDNA-Bibliotheken
	Die Gefriereinbettung in TissueTek( ermöglicht die zuverlässige Gewinnung der lateralen und medialen Kappen des Bulbus olfactorius und die Isolierung intakter RNA
	Aus in TissueTek( eingebetteten kompletten Bulbi olfactorii wird mit dem „SMART( PCR cDNA Synthesis Kit“ intakte cDNA amplifiziert
	Die Anzahl der für eine erfolgreiche cDNA-Amplifikation benötigten Bulbus olfactorius Kappen konnte abgeschätzt werden

	Bereitstellung von cDNA für die subtraktive Hybridisierung mit Hilfe des „SMART( PCR cDNA Synthesis Kits“ (Clontech)
	Gewinnung von Gesamt-RNA
	cDNA wurde mit Hilfe des „SMART( PCR cDNA Synthesis Kits“ synthetisiert und amplifiziert

	Erstellung der subtrahierten cDNA Bibliotheken mit Hilfe des „CLONTECH PCR-Select( cDNA Subtraction Kits“
	Für den Einsatz in die subtraktive Hybridisierung werden die cDNAs in kleinere Fragmente gespalten und mit Adaptoren ligiert
	In zwei subtraktiven Hybridisierungen und zwei „Suppression“ PCRs wird (-aktin in den subtrahierten Bibliotheken reduziert

	Differentielles Screening der subtrahierten cDNA-Bibliotheken
	Experimentelles Vorgehen beim differentiellen Screening
	Differentielles Screening der subtrahierten „Regenerations“- cDNA-Bibliothek
	Differentielles Screening der subtrahierten „lateralen“ cDNA Bibliothek führte zu 28 KandidatenPlasmid
	Differentielles Screening der subtrahierten „medialen“ cDNA-Bibliothek führte zu 18 KandidatenPlasmid

	Charakterisierung der KandidatenPlasmid aus der „lateralen“ cDNA-Bibliothek
	In der subtrahierten „lateralen“ cDNA-Bibliothek wurden zehn unabhängige KandidatenPlasmid identifiziert
	Die Analyse der KandidatenPlasmid wurde auf Ependymin beschränkt
	Der Anteil differentiell exprimierter Sequenzen lag unter einem Prozent

	Charakterisierung der KandidatenPlasmid aus der „medialen“ cDNA-Bibliothek
	Die KandidatenPlasmid der subtrahierten „medialen“ cDNA-Bibliothek setzten sich aus 15 unabhängigen Sequenzen zusammen
	Fünf Fragmente der subtrahierten „medialen“ cDNA-Bibliothek zeigten im „cDNA Southern“, dass sie differentiell exprimiert werden
	Der Anteil differentiell exprimierter Sequenzen lag unter einem Prozent
	Aus anderen subtrahierten cDNA-Bibliotheken stammende cDNA-Fragmente

	Charakterisierung der differentiell exprimierten Kandidaten
	Zusammenstellung der isolierten differentiell exprimierten mRNAs
	Das Glykoprotein Ependymin ist differentiell exprimiert
	Das differentielle cDNA-Fragment 8G11 konnte keinem bekannten Gen zugeordnet werden
	Die differentiell verteilten cDNA-Fragmente 5D10 und 10G2 entsprechen der Histonacetyltransferase TIP60
	Das differentielle cDNA-Fragment 7F5 entspricht Beta-5 Tubulin
	Das differentielle cDNA-Fragment 7A10 entspricht der neutralen Endopeptidase NEP II
	Das differentielle cDNA-Fragment 7C9 entspricht dem Opioidprohormon Proenkephalin
	Das differentielle cDNA-Fragment M1 entspricht dem Vorläuferprotein des Neuropeptids Gonadotropin Releasing Hormone
	Das differentielle cDNA-Fragment M10 entspricht einem RFamid Vorläuferprotein
	Zusammenfassende Darstellung der analysierten differentiell verteilten Transkripte




	050402 DISKUSSION bis LEBLAUF.pdf
	Zusam
	intro
	matmet
	ergeb
	Diskussion
	Sechs im olfaktorischen Bulbus differentiell exprimierte Transkripte wurden identifiziert
	Für die Isolierung von Transkripten mit einer geringen Differenz zwischen den Expressionsniveaus ist die Suppression subtraktive Hybridisierung nicht geeignet
	Die Komplexität des neuronalen Gewebes vermindert die Anreicherung von differentiell exprimierten Transkripten in der subtraktiven Hybridisierung
	Die Amplifikation der cDNA-Populationen vor der subtraktiven Hybridisierung reduziert die Effizienz der subtraktiven Hybridisierung
	Eine erhöhte Stringenz begünstigt die Anreicherung von einigen differentiellen cDNA-Fragmenten, aber reduziert die Komplexität der Subtraktion
	Das differentielle Screening bestimmt die Anzahl der zu untersuchenden Kandidaten
	Differentiell exprimierte Transkripte werden im „cDNA Southern“ und in in situ Hybridisierungen verifiziert
	Die Voraussetzungen, differentiell exprimierte Transkripte zu isolieren, waren in beiden Ansätzen verschieden

	Charakterisierung der Regeneration des glomerulären Musters nach der Zinksulfat-Behandlung des olfaktorischen Epithels
	Die Wirkung von Zinksulfat ist auf den sensorischen Abschnitt des olfaktorischen Epithels beschränkt und betrifft die neuronale Zellpopulation
	Das glomeruläre Muster erholte sich nach der Behandlung des olfaktorischen Epithels mit 3%iger Zinksulfatlösung wieder vollständig
	Der Zeitverlauf der Regeneration könnte spezifisch für Teleostier sein

	Bedeutung der differentiell exprimierten Gene im olfaktorischen System und Einordnung der neuartigen Danio rerio Sequenzen
	TIP60 und das unbekannte Transkript
	Ependymin im olfaktorischen System von Danio rerio
	Die Funktion von Ependymin
	Ependymin wird in der Leptomeninx um die olfaktorischen Bulbi exprimiert
	Die Redundanz von ependymin in der subtrahierten cDNA-Bibliothek war sehr hoch

	Beta-5 Tubulin im olfaktorischen System von Danio rerio
	Die Funktion der Beta-Tubulin Genfamilie
	Beta-5 Tubulin wird während des Wachstums und der Differenzierung von neuronalem Gewebe exprimiert

	Das Neprilysin/ Enkephalinsystem im olfaktorischen System von Danio rerio
	Die Funktionen von Neprilysinen und Enkephalinen
	Im olfaktorischen Bulbus wird NEP II in der der gesamten Körnerzell-schicht exprimiert, während Proenkephalin nur in einer Subpopulation nachgewiesen wurde
	In Teleostier ist NEP II das zweite identifizierte Mitglied der Neprilysin-Like Endopeptidasen Genfamilie
	NEP II wird im olfaktorischen Bulbus in verschiedenen Isoformen exprimiert
	Die Expression im olfaktorischen Bulbus und in anderen Gehirnregionen unterscheidet sich von den bekannten Expressionsmustern aus Säugetieren
	Das Leu-Enkephalin im Proenkephalin unterstreicht die „frühe“ Entwicklung des Met- und Leu-Enkephalin enthaltenden Vorläuferpeptids
	Die Expression von Proenkephalin stimmt in Teilaspekten mit den beschriebenen Expressionen in Säugetieren und Fischen überein

	sGnRH und RFamid Neuropeptid im olfaktorischen System von Danio rerio
	Die Funktionen von GAP, sGnRH und RFamid-ähnlichen Peptiden
	In den Ganglien des terminalen Nervs werden das sGnRH und RFamid Vorläuferprotein coexprimiert
	Die Expression von sGnRH und RFamid Vorläuferprotein weisen darauf hin, dass die GnRH-exprimierenden Neuronen im Hypothalamus nicht aus der olfaktorischen Plakode stammen
	Das Einfügen eines Nukleinsäurerestes in M1 ermöglicht das Ablesen von funktionellem GnRH und GAP
	Das Danio rerio RFamide-Like Neuropeptid kodiert für ein Teleostier Homolog zum Neuropeptid FF Vorläufer


	Ausblick

	Literatur
	Anhang
	Abkürzungen
	Sequenzen
	Synthetische Oligonukleotide
	Sequenzen der lateralen KandidatenPlasmid
	Sequenzen der medialen KandidatenPlasmid

	Protokolle
	Protokoll zur in situ Hybridisierung an whole mount olfaktorischen Bulbi und Telencephalon

	Tabellen
	Vergleich der DiI-Färbungen in den rechten und linken olfaktorischen Bulbi nach der Behandlung mit Zinksulfat von Tag 3 bis Tag 28 und Kontrolle
	Anzahl der Schnitte in der lateralen und medialen Gewebefraktion in Abhängigkeit zur Schnittposition
	Vergleich der eingesetzten Gewebemengen und der cDNA-Amplifikationen.




