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1 Einleitung

1.1 Atmungsproteine bei Sdugetieren

Die Entstehung mehrzelliger Organismen und die damit notwendig gewordene
Sauerstoffversorgung der Gewebe fiihrte wahrend der Evolution zur Entstehung
unterschiedlicher Typen von respiratorischen Proteinen wie Hamoglobin, Hdmocyanin und
Hamerythrin, welche fir den Transport von Sauerstoff zu den Geweben verantwortlich sind
(Decker und Van Holde 2011). Die Globine stellen die am weitesten verbreitete Familie der
respiratorischen Proteine in Archaeen, Bakterien und Eukaryoten dar (Wehner et al. 1991,
Vinogradov et al. 2006). Trotz enormer Unterschiede in ihren Aminosdure-Sequenzen weisen
die Tertidrstrukturen verschiedener Globine einen hohen Grad an Konservierung auf. Den
Globinen gemein ist damit die typische Globin-Faltung, bestehend aus acht a-Helices
(Ublicherweise bezeichnet durch Helix A-H) und funf nicht helikalen Bereichen, welche eine
drei Uber drei a-helikale Sandwichstruktur einnehmen (siehe Abbildung 1-1) (Holm und
Sander 1993). Diese Helices formen eine hydrophobe Tasche fiir die nicht kovalent
gebundene prosthetische Ham-Gruppe. Die Ham-Gruppe befahigt die Globine zur
reversiblen Bindung gasformiger Liganden wie Sauerstoff (O,), Stickstoffmonoxid (NO) oder
Kohlenstoffmonoxid (CO) (Kendrew et al. 1958, Storz et al. 2013). Das zentrale Fe**-lon der
Ham-Gruppe ist (ber vier Stickstoffatome des Tetrapyrrolrings (Protoporphyrin IX)
koordiniert. Die flinfte Koordinationsstelle im Zentrum der Ham-Gruppe wird stets von
einem senkrecht zur Him-Ebene stehenden proximalen Histidin F8 (der achte AS-Rest der F-
Helix) besetzt. Die Belegung der sechsten Koordinationsstelle ist in der oxygenierten Form
stets ein O,-Molekil. In der deoxygenierten Form pentakoordinierter Globine nimmt ein
Wassermolekul die sechste Koordinationsstelle ein. Bei hexakoordinierten Globinen besetzt
im deoxygenierten Zustand das distale Histidin E7 die sechste Koordinationsstelle (Pesce et
al. 2002). Die Bindung von Liganden setzt in hexakoordinierten Globinen demnach die
Verdrangung des distalen Histidins E7 voraus (Abbildung 1-1). Die Hexakoordination stellt
zumindest in der Vertebraten-Evolution wohl die urspriingliche Form dar (Brunori und
Vallone 2007) (Kakar et al. 2010). Die Unterschiede dieser Form liegen in einer stabileren
Bindung des Liganden in der Hexakoordination in Abhangigkeit zu externen Faktoren wie der

Temperatur sowie einer verstarkten Abhangigkeit der Bindungskinetik vom pH-Wert und der



dadurch moglichen Regulation der Liganden-Bindung (Uzan et al. 2004). Durch die
Verdrangung des distalen Histidins bei Liganden-Bindung kommt es zu einer kleinen
Konformationsanderung des Proteins, was fiir eine Signalfunktion von Bedeutung sein
konnte (Hankeln et al. 2005). Die physiologischen Vorteile dieser Koordination sind bislang

unklar da in vivo Daten fehlen.

c

hexa penta oxy

Abbildung 1-1: Dreidimensionale Struktur penta - und hexakoordinierter Globine

A und B: Dargestellt ist die dreidimensionale Struktur pentakoordinierter und hexakoordinierter Globine. Die
Helices A, E und F (im Vordergrund) bilden mit den Helices B, G und H (im Hintergrund) die ,3-liber-3“-a-
helikale Sandwichstruktur. A: Das Eisen-lon des pentakoordinierten Myoglobins des Pottwals liegt in
Koordination mit dem proximalen Histidin (Hp) vor. B: Das Eisen-lon des hexakoordinierten Neuroglobins der
Maus ist im Deoxy-Zustand durch das proximale (Hp) und distale Histidin (Hp) koordiniert. C: Die schematische
Darstellung des Gleichgewichts der Bindung von O, durch hexakoordinierte Globine. Rot: Hdm-Gruppe, Griin:

beteiligte Histidine, Bildquellen: (Hankeln et al. 2005, Kakar et al. 2010)

Zu den am besten untersuchten Vertretern der Globin Superfamilie gehéren die Globine der
Vertebraten mit einer durchschnittlichen Lange von 150 Aminosduren. Die Liste der
Vertebraten-Globine wird von den bekanntesten Vertretern, dem Hamoglobin und
Myoglobin angefiihrt. Das Hamoglobin (Hb) ist ein Heterotetramer, bestehend aus zwei a-

und zwei B-Proteinketten. Es ist in den Erythrozyten der Vertebraten lokalisiert und Ubt eine



0,/CO,-Transportfunktion zur Aufrechterhaltung der Zellatmung aus (Millikan 1933, Perutz
1979). Das Myoglobin (Mb) ist ein Monomer und hat die klassische Aufgabe der O,-
Versorgung in den Zellen der Herz- und Skelettmuskulatur sowie der glatten Muskulatur
verschiedener Organe. Hier dient es der O,-Speicherung sowie dem intrazelluldren O,-
Transport von der Zellmembran zu den Mitochondrien (Wittenberg 1970, Wittenberg und
Wittenberg 2003). Neben diesen klassischen Funktionen als Speicher und Transporter von
Sauerstoff wurde fiir beide Proteine in ihrer oxygenierten Form eine Nitrit-Oxidase-Aktivitat
und eine Dioxygenase-Aktivitat zur Detoxifizierung von schadlichem Nitrit (NO;) und
Stickstoffmonoxid (NO) nachgewiesen (Flogel et al. 2001, Jensen 2009). Auferdem sind
beide Globine unter hypoxischen Bedingungen in deoxygeniertem Zustand in der Lage NO,
zu NO zu reduzieren. Bei Hb fiihrt die NO-Produktion letztendlich zur GeféRerweiterung und
dadurch zu einer Verbesserung der Durchblutung, wohingegen Mb durch die NO-Erzeugung
temporar die Atmungskette der Mitochondrien inhibiert, so die Entstehung von ROS
minimiert und damit Schadigungen der Zellen und Organe vermindert (Cossins und

Berenbrink 2008, Hendgen-Cotta et al. 2010).

Hamoglobin  Myoglobin Globin E Globin Y cyclo:::mataCthlglobinGlobinX Neuroglobin Androglobin

$ 2.

Tk S0 Q g0
| ol e 4 | _‘
Auge, Gehirn Muskel, Darm N
Skelettmuskel Herz. Ovari ) Laber, Ni leuronen
Expressionsorte iole Herz Vogelrolina Lot tiete  sgu O Fibroblasten "% PH®  Retina Tastes
Blutidrperchar, glatte Muskulatur Amphibisc 5 el phibien Endokring Geweb Lunge
s Fischa Fischkiemen
Lacorika
Eim?;g“on penta penta penta hexa penta hexa hexa hexa hexa
Sauerstoffaffinitat
= L n Yy 7 5
(P.(O,) in Torr) 2 1 6-15 7 28 1 1-13 12 .
Cycloshomata cYGs GbX NGB Adgb

Phylogenie HBA  HBB MB GbE GbY
o

L

400 | = l

onen Johre

2800 l

Abbildung 1-2: Phylogenie, biochemische Eigenschaften sowie Expressionsorte der Vertebraten-Globine
Dargestellt ist die phylogenetische Beziehung der Globine sowie deren Sauerstoffaffinitat, Eisen-Atom
Koordination und in der Literatur beschriebene Expressionsorte (Bildquellen: Hankeln et al. 2005, Hoffmann et

al. 2010, Laufs 2010, Blank und Burmester 2012, Ebner 2012, Hoogewijs et al. 2012).



Weitere, in zahlreichen Publikationen untersuchte Globine sind Cytoglobin und Neuroglobin.
Bis zur Entdeckung dieser beiden Globine vor nahezu 15 Jahren waren hexakoordinierte
Globine nur in Pflanzen, Cyanobakterien und Protisten bekannt (Burmester et al. 2000, Hunt
et al. 2001, Burmester et al. 2002, Trent und Hargrove 2002, Storz et al. 2013). Neuroglobin
(Ngb) wurde durch Suchen in Expressed Sequence Tag (EST) Datenbanken entdeckt und
zahlt zu den phylogenetisch adltesten Globinen, da verwandte Globine schon vor der
Trennung von Proto- und Deuterostomiern existierten (Burmester et al. 2000, Droge et al.
2012). Der Hauptexpressionsort bei Vertebraten ist, wie der Name schon vermuten lasst, das
zentrale Nervensystem (ZNS). Ngb wird jedoch auch in endokrinen Geweben exprimiert
(Burmester und Hankeln 2009). Cytoglobin (Cygb) hingegen ist ein Vertebraten-spezifisches
Protein, welches in Sdugern in einer grolRen Bandbreite an Geweben und Zellen vorkommt
(Kawada et al. 2001, Burmester et al. 2002, Trent und Hargrove 2002, Fago et al. 2004b,
Nakatani et al. 2004). Als Hauptexpressionsorte von Cytoglobin gelten Fibroblasten in
Bindegeweben sowie Fibroblasten-verwandte Zellspezies und bestimmte Neuronen-Typen,
jedoch kommt Cygb anderen Arbeiten zufolge auch in Muskelzellen und Makrophagen vor

(Review: Oleksiewicz et al. 2011).

Weitere, vor allem durch Genomdaten entdeckte Globin-Typen wie Globin X, Globin Y und
Globin E sind in nur wenigen Vertebraten-Taxa zu finden. Globin X (GbX) wurde innerhalb
der Wirbeltiere bisher nur in Amphibien und Fischen beschrieben, ist jedoch phylogenetisch
eine sehr alte Globinlinie in Tieren (Roesner et al. 2005, Fuchs et al. 2006, Blank und
Burmester 2012). Dieses durch N- und C-terminale Extensionen verldangerte Globin ist durch
eine Acetylierung am N-Terminus an der Zellmembran verankert. Es ist somit das einzige
Globin, welches nicht frei im Zytoplasma diffundieren kann, wodurch eine respiratorische
Funktion als unwahrscheinlich gilt (Roesner et al. 2005, Fuchs et al. 2006, Blank et al. 2011b).
Globin Y (GbY) ist ein im Krallenfrosch (Xenopus) entdecktes und dort in mehreren Organen
vorkommendes Protein. Die Expression wurde bisher nur in Kloakentieren und Echsen
nachgewiesen, und die Funktion ist bisher nicht bekannt (Fuchs et al. 2006, Hoffmann et al.
2011). Die Lokalisation von Globin E (GbE) wurde zundchst nur in der Retina von Vogeln
beschrieben. Mittlerweile gibt es Hinweise, dass GbE auch in weiteren Sauropsida wie der
Schildkrote exprimiert wird (Schwarze und Burmester 2013). Das Protein ist hier in hohen

Konzentrationen (~10 uM im Gesamtauge) nachgewiesen worden. Kombiniert mit der sehr



hohen O,-Affinitat deutet dies auf eine respiratorische Funktion in der Retina hin (Kugelstadt

et al. 2004, Blank et al. 2011a).

Das neueste Mitglied der Globin-Superfamilie ist Androglobin (Adgb) (Hoogewijs et al.
2012). Dieses 180 kDa groRRe chimare Protein mit einer N-terminalen Calpaindomane, einer
internen Globindomédne und einem IQ-Bindemotiv wurde erst kiirzlich in vielen Metazoa-
Taxa nachgewiesen und wird bei Sdugetieren vor allem in Testes exprimiert. Trotz
permutierter Globindomane scheint das Protein eine typische Globin-Tertidrstruktur
ausbilden zu kénnen (Hoogewijs et al. 2012). Die Funktion ist bisher unklar, jedoch deuten
erste Untersuchungen an Knockout-Mausen (KO) auf eine Funktion bei der Spermienreifung
und somit einen Einfluss auf die Fruchtbarkeit bei Mannchen hin (pers. Kommunikation,

David Hoogewijs, Ziirich).

1.2 Neuroglobin: ein phylogenetisch altes Globin der Tiere

Im Jahr 2000 wurde durch Datenbanksuchen ein neues Globin entdeckt, das aufgrund der
vorwiegenden Expression im Nervensystem Neuroglobin (Ngb) genannt wurde (Burmester et
al. 2000). Strukturanalysen haben gezeigt, dass Ngb die klassische Globinfaltung aufweist
und als monomeres, hexakoordiniertes Globin mit einer GréRe von 17 kDa und einer Linge
von 151 Aminosauren vorliegt (Pesce et al. 2002, Trent und Hargrove 2002). Ngb weist zu
den paralogen Globinen Hb und Mb lediglich eine Identitdt von unter 25% auf, die
essentiellen Aminosduren zur Koordination der Him-Gruppe sind in Ngb jedoch konserviert.
Gene fir Ngb wurden zundchst in Saugern, Vogeln, Reptilien, Amphibien sowie Fischen
beschrieben (Burmester et al. 2004) kommen aber auch in Cephalochordaten, Protostomiern
sowie Placozoen vor (Burmester et al. 2000, Ebner et al. 2010, Droge et al. 2012). Die
Sauerstoffaffinitat [Pso(O,)] von Sduger-Ngb betragt in vitro 1-2 Torr und ist damit ahnlich
hoch wie die von Mb und Cygb (Abb. 1-2) (Burmester et al. 2000, Dewilde et al. 2001). Unter
physiologischen Bedingungen jedoch (pH 7,0 und 37°C) wurde die Affinitat von Ngb zu O,
mit 7,5 Torr jedoch als deutlich geringer ermittelt (Fago et al. 2004a). Die Affinitdt von Ngb
kann auBerdem vom Reduktionszustand der Cysteine, welche Disulfidbricken ausbilden,
verandert werden. Durch die Reduktion der Disulfidbriicken wird die O,-Affinitdt drastisch
reduziert, was z.B. durch einen zelluldren Elektronendonor katalysiert werden kénnte
(Hamdane et al. 2003). Eine Funktion dieser Redox-abhingigen Anderung der O,-Affinitit bei
5



Ngb ist wegen des Fehlens von O,-Sattigungsdaten einzelner Zellen oder distinkter Regionen

in vivo bislang nicht bewiesen.

Bei der Erstbeschreibung von Ngb im Jahr 2000 wurde mittels mRNA in-situ-Hybridisierung
und RNA-Northern Blot zunichst die Lokalisation und Expression der Ngb-mRNA in
neuronalen und einigen weiteren Geweben bei Mensch und Maus untersucht (Burmester et
al. 2000). In den seit der Entdeckung vergangenen nunmehr 14 Jahren Forschung ist eine
stetig wachsende Anzahl an Untersuchungen der Expression sowohl auf mRNA- als auch auf
Proteinebene erschienen, die jedoch zum Teil widerspriichliche Ergebnisse enthielten. In den
nachsten Abschnitten werden (i) die aktuell in der Literatur diskutierten potentiellen

Funktionen und (ii) die Expressionsmuster von Ngb dargestellt.

1.2.1 Mogliche Funktionen von Neuroglobin in Saugern

Obwohl| Neuroglobin Gegenstand intensiver Forschung ist und mit 421 Zitaten in PubMed®
das wohl am besten untersuchte ,,neue” Globin darstellt, ist seine molekulare Funktion bis
heute unklar. Die sehr langsame Evolutionsrate auf Aminosdure-Sequenzebene, die etwa
3 mal langsamer als bei Mb und Hb ist, lasst indessen bereits eine sehr wichtige konservierte
Funktion vermuten (Wystub et al. 2004). In Abbildung 1-3 sind die derzeit in der Literatur am
haufigsten diskutierten potentiellen Funktionen von Ngb dargestellt. So kénnte Ngb z. B.
eine klassische O,-Versorgungs-Funktion der Mitochondrien in den metabolisch aktiven
Neuronen einnehmen (siehe A, Burmester und Hankeln 2009). Ebenfalls ist eine Funktion in
der Entgiftung reaktiver Sauerstoff-Spezies (ROS) denkbar, welche bei einer Hypoxie in der
Atmungskette entstehen konnen (siehe B, Herold et al. 2004). Ngb konnte weiterhin analog
zu Mb unter Normoxie als NO-Dioxygenase Uberschiissiges Stickstoffmonoxid (NO) zu Nitrat
umwandeln (NO’3) oder alternativ als Nitritreduktase unter Hypoxie aus Nitrit (NO’,) NO
generieren und somit die Signalfunktion dieses Molekiils beispielsweise zur Regulierung des
Blutdrucks einsetzen oder die Atmungskette kurzzeitig inhibieren (siehe C, Brunori et al.
2005, Tiso et al. 2011). Die zellschiitzende ROS-Entgiftungsfunktion, welche fir Ngb

postuliert wurde (Abbildung 1-3, B), impliziert eine mogliche Modulation der Ngb-Expression

! http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=neuroglobin (27.08.2014)



bei sich verdndernden Sauerstoffbedingungen (z. B. Hypoxie-Stress und Hyperoxie-Stress)
(Burmester et al. 2007, Burmester und Hankeln 2009). Eine Genregulation von Ngb nach
Hypoxie-Induktion konnte jedoch invivo bisher nicht Uberzeugend gezeigt werden
(Mammen et al. 2002, Hundahl et al. 2005, Schmidt-Kastner et al. 2006, Burmester et al.
2007, Hundahl et al. 2011). In Zellkultur-Experimenten wurde hingegen eine eher schwache
Hochregulation von Ngb unter Hypoxie beschrieben (Sun et al. 2001, Rayner et al. 2006,
Schmidt-Kastner et al. 2006).
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Abbildung 1-3: Potentielle Funktionen von Neuroglobin

Apoptosis

Dargestellt sind die in der Literatur zumeist diskutierten putativen Funktionen von Neuroglobin. A: Die
klassische O,-Transportfunktion zur Versorgung der Mitochondrien. B: Die Entgiftungsfunktion von ROS durch
Reduktion. C: Die Entgiftung von NO zu NO; unter Normoxie oder alternativ die Produktion von NO (als
Signalmolekil) unter Hypoxie aus Nitrit. D: Funktion von Ngb als Signalprotein durch die Interaktion mit GDP-
Ga. E: Elektronen-Ubertragung durch Ngb, dadurch die Reduktion von freigesetztem Cytochrom-C und somit

eine Verhinderung des mitochondrialen apoptotischen Weges (Abbildung aus: Burmester und Hankeln 2009).



Die Beteiligung an zelluldren Prozessen der Signaltransduktion ist eine mogliche Funktion
von Ngb, die untersucht wird. So soll Met-Ngb (autooxidierte Fe**-Form) mit der GDP-
gebundenen Form der Ga-Untereinheit heterotrimerer G-Proteine interagieren und hier die
Dissoziation des Guanin verhindern, wodurch die Zelle vor Apoptose geschiitzt wird (siehe D,
Wakasugi et al. 2003). Dieser Prozess ist bisher nur invitro beschrieben und zudem
erstaunlicherweise in Zebrabarblingen, die als Vertebraten natiirlich auch Ngb exprimieren,
nicht konserviert (Burmester et al. 2004, Hankeln et al. 2005, Wakasugi et al. 2005,
Watanabe et al. 2012).

In einer Reihe von Publikationen aus der Gruppe von Tom Brittain wurde die Interaktion von
Ngb mit Cyt-C untersucht. Demnach kann Ngb das aus Mitochondrien freigesetzte Cyt-C
in vitro und in Zellkulturexperimenten reduzieren (siehe E, Fago et al. 2006). Die Freisetzung
von oxidiertem Cyt-C spielt eine entscheidende Rolle bei der Bildung des Apoptosoms in der
mitochondrialen Apoptose. Eine Reduktion von Cyt-C durch Ngb wiirde die Zelle demnach
vor einem zumindest milden apoptotischen Stimulus schiitzen (Brittain et al. 2010,

Raychaudhuri et al. 2010, Brittain 2012).

Aufgrund seiner Hexakoordination und der stark konservierten Aminosduresequenz wurden
zudem zahlreiche weitere Protein-Protein-Interaktionen von Ngb als Funktionshinweise
vorgeschlagen. So konnte invitro gezeigt werden, dass Ngb mit dem Prion-Protein und
Plaque—assoziierten Tau-Protein, welche im Verlauf der Alzheimer-Erkrankung entstehen,
interagiert (Lechauve et al. 2009, Ferrer et al. 2011, Palladino et al. 2011, Chen et al. 2012).
AuRerdem wurde eine Interaktion von Ngb mit der R2-Untereinheit der Na*/K*-ATPase, dem
Lipidraft-Protein Flotillinl und dem Protease-Inhibitor Cystatin C beschrieben (Xu et al. 2003,
Wakasugi et al. 2004a, Wakasugi et al. 2004b, Khan et al. 2008).

Festzuhalten ist, dass alle aufgefiihrten Funktionen aufgrund von in vitro Daten postuliert
wurden. Unklar bleibt meist, inwiefern die Funktionen spezifische, evolutionar selektierte
Fahigkeiten von Ngb darstellen. So ist z. B. klar, dass mehr oder weniger jedes Globin (mit
einem Ham-Zentrum) mit NO reagieren und dieses umsetzten kann (Smagghe et al. 2008).
Wir sind also von einem Verstandnis der Ngb-Funktion im physiologischen Kontext der Zellen
und Organe noch weit entfernt. Moglich ist sicher, dass Ngb auch mehr als eine Funktion
erfullt und dass Funktionen je nach Ngb-exprimierendem Zelltyp und betrachteter Spezies

durchaus unterschiedlich sein kdnnen. Daher ist eine Betrachtung potentieller Funktionen



von Ngb immer nur im Zusammenhang mit dem natirlichen Expressionsmuster des Proteins

sinnvoll.

1.2.2 Neuroglobin in der Retina

Das Auge bzw. die Retina gilt als das Gewebe mit der héchsten Ngb-Expression in Maus und
Mensch (Schmidt et al. 2003, Bentmann et al. 2005). Die Ngb-Proteinkonzentration in der
Retina der Maus liegt Western Blot Analysen zufolge bei 50-100 uM und ist somit rund
100-mal so hoch wie im Gesamtgehirn (=1 uM, Burmester et al. 2000, Schmidt et al. 2003).
Damit ware die retinale Ngb-Konzentration sogar mit der von Myoglobin (100-300 uM) im
Herz und Skelettmuskel vergleichbar (Wittenberg und Wittenberg 2003). Das Protein ist
dabei immunhistologischen Daten zufolge innerhalb der Retina in den gleichen Segmenten
lokalisiert wie die Cyt-C Oxidase und die Mitochondrien. Ngb wéare somit in den Regionen mit
dem hochsten Energiekonsum am starksten vertreten und kdnnte daher an der Versorgung
der Mitochondrien durch O, beteiligt sein und die passive Diffusion von Sauerstoff
unterstitzen, womit eine Funktion als Sauerstofftransporter wahrscheinlich ware
(Bentmann et al. 2005) (Abbildung 1-3 A). Neuere Untersuchungen an Ngb-KO Mausen
zeigen hingegen ein etwas anderes Bild der Ngb-Verteilung in der Retina. So hat die
Arbeitsgruppe um Christian Hundahl (2012) die Ngb-Lokalisation in der murinen Retina
erneut untersucht und dabei nur eine sehr beschrankte Verteilung des Proteins in einzelnen
Neuronen der Ganglion- und inneren nukledren Zellschichten (GCL und INL) beschrieben
(siehe Abbildung 1-4, Hundahl et al. (2012b). Diese Daten wiirden einer
0O,-Versorgungsfunktion eher widersprechen. Die unterschiedlichen Ergebnisse, die
vermutlich auf unterschiedlichen Spezifitaten der jeweils verwendeten Antikérper beruhen,
zeigen, dass weitere Experimente notwendig sind, um die physiologische Bedeutung von

Ngb richtig einzuordnen.



Abbildung 1-4: Retinale Lokalisation von Neuroglobin — widerspriichliche Daten

Dargestellt sind die verschiedenen zellularen Schichten der Retina Links: RPE: Retinales Pigmentepithel; PL:
AuRere -und innere Segmente der Photorezeptoren; ONL: AuRere nukledre Schicht; OPL: AuRere plexiforme
Schicht; INL: Innere nukledare Schicht; IPL: Innere plexiforme Schicht; GCL: Ganglion Zellschicht. Mitte:
Immunhistoschemische Detektion von Ngb (IHC aus Schmidt et al. 2003), starkes Ngb-Signal in GCL, IPL, OPL
und PL. Rechts: IHC-Detektion von Ngb aus Hundahl et al. (2012b), Ngb Lokalisation beschrédnkt sich auf

einzelne Neuronen in der GCL und INL.

1.2.3 Neuroglobin im Zentralnervensystem

Die allgemein-neuroprotektiven Eigenschaften von Ngb sind aktuell in der Literatur vielfach
und oft auch lberzeugend dokumentiert (siehe Burmester und Hankeln 2009, Dietz 2011,
Fiocchetti et al. 2013 zum Uberblick). Sowohl! in Zellkultur-Experimenten als auch in
transgenen Ngb-lberexprimierenden Madusen konnte ein Schutz vor Apoptose durch eine
erhohte Ngb-Expression gezeigt werden (Sun et al. 2001, Sun et al. 2003, Khan et al. 2006).
Bis heute ist jedoch weder der genaue Mechanismus dieses Effektes bekannt noch wurde
seine Relevanz im natirlichen, nicht genetisch verdnderten Organismus gezeigt. Klar ist
indessen, dass eine evolutiv selektierte Ngb-Funktion am besten in engem Zusammenhang

mit seiner regionalen Expression betrachtet werden muss.

Die starkste Ngb-Expression im ZNS des Menschen findet sich Northern Blot-Analysen

zufolge in den Regionen Nucleus subthalamicus, Stirnlappen, Thalamus, Okzipital-Pol sowie
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in der Medulla oblongata (Burmester et al. 2000). In den nachfolgenden Jahren wurden
diese Ngb-Expressionsorte mittels diverser Methoden wie der radioaktiven und nicht-
radioaktiven mRNA-In-Situ-Hybridisierung (NR-ISH bzw. R-ISH) sowie der Immunhistochemie
(IHC) sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebene nicht nur im Menschen, sondern auch in
Maus und Ratte weitestgehend bestatigt (Mammen et al. 2002, Reuss et al. 2002, Zhang et
al. 2002, Geuens et al. 2003, Wystub et al. 2003, Hundahl et al. 2008a, 2008b, 2010a, 2010b,
2012b, 2013).

Der Ngb-Protein-Gehalt des murinen Gesamtgehirns ist mit einer Konzentration von ~1 uM
im Vergleich zum Mb-Protein-Gehalt des Muskels ~100 uM eher gering (Burmester et al.
2000, Wittenberg und Wittenberg 2003). Die Ngb-Expression im gesunden Gehirn der Maus
und Ratte beschrankt sich jedoch auf Neuronen. Gliazellen, welche (je nach Gehirnregion)
mehr als 70% des Gehirnvolumens ausmachen kdnnen, exprimieren kein oder extrem wenig
Ngb (Herculano-Houzel et al. 2006, Azevedo et al. 2009). Bei hypoxietoleranten Sdugern wie
dem Seehund (Phoca) und der Blindmaus (Spalax) wird Ngb hingegen auch in Astrozyten
exprimiert, wobei der Gesamt-Ngb-Gehalt zumeist ahnlich dem in Maus und Mensch bleibt

(Mitz et al. 2009, Avivi et al. 2010, Schneuer et al. 2012).

Bezliglich der regionalen Expression von Ngb im murinen und humanen ZNS auBerhalb des
Stammbhirns gibt es in der Literatur jedoch durchaus auch unterschiedliche, zum Teil sehr
widersprichliche Beschreibungen. Wahrend einige Autoren eine ubiquitdre Ngb-Expression
der mRNA und des Proteins in Neuronen des gesamten Gehirns der Maus bzw. der Ratte
postulieren (Reuss et al. 2002, Zhang et al. 2002, Wystub et al. 2003), beschreiben andere
Autoren eine auf diskrete Neuronen-Populationen im Stammbhirn und wenige ausgewahlte
weitere Regionen beschriankte Ngb-Expression (Mammen et al. 2002, Geuens et al. 2003,

Hundahl et al. 2008a, 2008b, 2010a, 2010b, 2013).

Um diese Widerspriche aufzuklaren soll im Rahmen dieser Arbeit unter anderem ein System
verwendet werden, bei dem ein Reportergen unter der Kontrolle des authentischen Ngb-
Promotors exprimiert wird. Hierzu soll das Eucomm Knockout-First System eingesetzt
werden, welches die Moglichkeit eroffnet die Zellspezifitdit des Ngb-Promoters durch das

eingebrachte LacZ-Reportergen zu analysieren.
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1.3 Transgene und Knockout Mausmodelle

Die Erforschung von Genfunktionen kann nur zu einem geringen Teil direkt am Menschen
durchgefihrt werden. Modellorganismen wie die Maus, die Fruchtfliege oder der
Zebrabarbling sind aus der heutigen Wissenschaft deshalb nicht mehr wegzudenken. Das
gezielte Verandern der Geninformation durch Mutation oder das Einfligen von
Geninformation durch stabile Integration in das Genom sind gangige Werkzeuge in der
heutigen Molekulargenetik. Seit den ersten genetisch veranderten Mausen wachst die Zahl
der fir Wissenschaftler verfiigbaren transgenen und Knockout-Mause kontinuierlich. So sind
weit Uber 6000 gentechnisch veranderte Mausstimme im Jackson Labor (Bar Harbor, USA)
fur wissenschaftliche Zwecke verfiigbar und internationale Projekte haben es sich zum Ziel
gesetzt, durch homologe Rekombination eine Knockout Maus fiir jedes bekannte Gen

herzustellen (Bradley et al. 2012).

1.3.1 Das Tet-on / Tet-off System

Das wohl bekannteste und am weitesten verbreitete System zur genetischen Modifikation in
Mausen ist das Tet-on bzw. Tet-off System von Gossen und Bujard (Gossen und Bujard
1992). Dieses bindre System ermoglicht es, die Expression eines Ziel-Gens (Responder) durch
die Anwesenheit eines zweiten Gens (Effektor) sowie mittels des Antibiotikums Tetracyclin
zu regulieren. Die Forscher fusionierten hierzu den Tetracyclin-Repressor (TetR) aus E. coli
mit dem Virion-Protein 16 (VP16) aus dem Herpes simplex Virus und erhielten dadurch den
Tetracyclin-abhangigen Transaktivator (tTA). Dieses Fusionsprotein kann an einen minimalen
Promotor aus dem humanen Cytomegalovirus (CMV) binden, welcher mit einer Tetracyclin
Operator Sequenz (tetO) aus dem Tetracyclin-Resistenz-Operon des Transposons 10 (Tn10)
von E. coli fusioniert wurde. Auf diese Weise konnte nun die Transkription von DNA-
Abschnitten (Genen) initiiert werden, die 3’-Abwarts dieser Minimalpromotorsequenz lagen.
Die Bindung von Tetracyclin an den tTA verursacht eine Konformationsdanderung des
Transaktivators und verhindert dadurch dessen Bindung an die Operatorsequenz, wodurch
die Transkription inhibiert wird. Man spricht in diesem Fall vom , Tet-off“-System, da die
Expression des Transgens durch den exogenen Stimulus (Gabe von Tetracyclin) eingestellt

wird (Gossen und Bujard 1995, Gossen et al. 1995, Baron und Bujard 2000).
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Durch die Generierung eines reversen tetracyclinabhédngigen Transaktivators (rtTA) Giber den
Austausch von nur vier Aminosaduren des tTA gelang eine Weiterentwicklung dieses Systems.
Das rtTA-Molekil hat die dem tTA genau entgegen gesetzte Eigenschaft: es leitet nach der
Bindung von Tetracyclin die Transkription ein. AuBerdem wurde die Kinetik der
Transgenexpression dadurch erheblich gesteigert, wobei eine Aktivierung der
Transgenexpression je nach Gewebe (und damit Zuganglichkeit fir das Tetracyclin) bereits
nach nur einer Stunde erfolgen kann. Die volle Transgenexpression durch den
urspringlichen tTA hingegen konnte erst nach einer Woche voll anlaufen (nach Entzug von
Tetracyclin). Diese Neuentwicklung wird als , Tet-on“-System bezeichnet, da die Expression
des Transgens durch den exogenen Stimulus eingeleitet wird (Kistner et al. 1996, Baron und
Bujard 2000, Bockamp et al. 2002).

ITA

a tetR VP16 } pA

v

~Dox % ﬂ‘
/ Dox % Dox

@ C ¢
tetO; | TATA | Target ORF [pA| | teto, [TATA | Target ORF

rtTA
b _ TSP etk VP16 E

v
e 8O

23

Dox Dox ]_' ¥
(etO; | TATA | Target ORF [pA| | tetO; [ TATA | Target ORF

Abbildung 1-5: Das Tet-on / Tet-off-System

Gezeigt ist das Tet-off System (a) bei dem in Anwesenheit von Doxycyclin (Dox, ein Tetracyclinderivat) tTA nicht
an den Promotor binden kann und somit die Expression des Transgens (Target ORF) gestoppt wird. Alternativ
wird beim Tet-on System (b) durch die Gabe von Dox die Expression des Transgens durch die Bindung von rtTA

an den Promotor induziert. TSP: Gewebsspezifischer Promotor. Abbildung verandert nach (Lewandoski 2001).
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1.3.2 Neuroglobin im transgenen, liberexprimierenden Mausmodell

Die Ngb-Funktion konnte bisher an einfach-transgenen Mausmodellen, in denen die
Expression des Ngb-Gens (iber einen ubiquitdren B-Aktin Promotor oder einen CMV-
Promotor gesteuert wurde, untersucht werden (Khan et al. 2006, Greenberg et al. 2008,
Khan et al. 2008, Wang et al. 2008b, Raida et al. 2013, Van Leuven et al. 2013). Hierbei fehlte
bei den Arbeiten jedoch die quantitative Charakterisierung der Ngb-Uberexpression auf
Proteinebene, wodurch keine klare Aussage lber die Starke und Effizienz dieser Transgen-
Systeme getroffen werden kann. So wurde bei den Ngb-transgenen Mausen zwar ein Schutz
vor den Folgen des experimentellen Schlaganfalls und sogar des Herzinfarkts durch die Ngb-
Uberexpression ermittelt (Khan et al. 2006, Wang et al. 2008b), jedoch ist unklar, wie stark
die ektopische Ngb-Protein-Expression im jeweils gestressten Gewebe tatsachlich war. Die
Verhaltensuntersuchung der Ngb-transgenen Mause lieferte keine nennenswerten
Unterschiede im Phanotyp zu wildtypischen Kontrollen (Van Leuven et al. 2013). Auch hier
fehlt jedoch die Beschreibung der regionalen Ngb-Protein-Expression zwischen den

Versuchsgruppen.

AuBerhalb des Gehirns soll Ngb ebenfalls vor zellularem Schaden, verursacht durch eine
Sauerstoffarmut, schiitzen. Vor allem die Ergebnisse der myokardialen Protektion durch Ngb,
im Umfeld einer vergleichsweise zu Ngb sehr starken Mb-Expression im Herzmuskel
suggerieren eine sehr wirksame gewebsunabhangige antiapoptotische Ngb-Funktion (Khan
et al. 2006). Im Rahmen dieser Arbeit soll dieser Ngb-Effekt in weiteren Ngb-
Uiberexprimierenden Organen analysiert werden. Durch eine ektopische Ngb-Uberexpression
im transgenen Mausmodell und den Vergleich der Ngb-transgenen Gewebe mit
wildtypischen soll die regionale Ngb-Funktion auch aullerhalb des Gehirns analysiert

werden.

1.3.3 Das Eucomm Knockout-First System

Im Jahr 2006 wurde ein unter anderem von der Europdischen Union gefbrdertes
internationales wissenschaftliches Konsortium — Eucomm: The European Conditional Mouse
Mutagenesis Program - ins Leben gerufen. Das Eucomm Konsortium hatte zum Ziel,

innerhalb weniger Jahre alle bekannten Mausgene (bis zu 20.000) durch zufallige oder
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gezielte konditionale Mutationen in embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) zu inaktivieren
und diese der Wissenschaftsgemeinschaft zur Verfliigung zu stellen. Weitere Ziele sind u. a.
die Sammlung existierender Cre-exprimierender (Rekombinationssystem zur gezielten
genetischen Modifikation) Mauslinien fir die Archivierung und Verteilung sowie die
Etablierung einer Online-Datenbank, um das Eucomm-Material weltweit zuganglich zu

machen (Auwerx et al. 2004, EUCOMM 2007).

Da die Mutagenese von Genen, welche fiir die Entwicklung eines Organismus verantwortlich
sind, oftmals zu einem embryonal letalen Phanotyp fihrt, ist eine weiterfliihrende
Untersuchung der Mutationen in einem adulten Tier nicht mehr moéglich. Um die Phanotyp-
Untersuchung auch zu einem spadteren Zeitpunkt der Entwicklung zu ermdéglichen, werden
die in Eucomm verwendeten, konditionalen Vektoren so konstruiert, dass eine Vielzahl
genetischer Veranderungen im Zielgen moglich ist (Schnutgen et al. 2005). Beim klassischen
Knockout-System wird das zu charakterisierende Gen bereits stabil in der Keimbahn
deaktiviert und bleibt somit wahrend der gesamten Ontogenese inaktiv. Im Zuge der
Entwicklung kann es auBerdem zu einer Unterdriickung des Knockout-Phanotyps durch die
Ausbildung kompensatorischer Mechanismen kommen, wie es fir die Myoglobin-Knockout
Maus bekannt ist (Galli-Taliadoros et al. 1995, Garry et al. 1998, Godecke et al. 1999,
Godecke und Schrader 2000). Der konditionelle Knockout stellt indessen eine Mdglichkeit
dar, die beschriebenen Problematiken zu umgehen. Auf Grundlage des Cre/loxP-Systems
erfolgt ein genetischer Knockout erst durch Verpaarung mit einer Cre-Rekombinase
exprimierenden Maus und der Cre-vermittelten Rekombination des Genabschnitts (siehe
Abbildung 1-6) (Sauer 1998). Durch die Verwendung einer spezifischen Cre-Maus
(mittlerweile sind (iber 300 verschiedene Cre-exprimierende Stdmme bei Jackson Lab!
erhaltlich) kann sowohl der Zeitpunkt als auch der Ort der Rekombination: z. B. wahrend
eines bestimmten Entwicklungsabschnitts oder nur im Gehirn des adulten Tieres durch eine
zunachst inaktive, durch Hormonzugabe (Tamoxifen) induzierbare, Cre-Rekombinase kann
der Zeitpunkt und durch die Verwendung eines Gewebe-/ Zellspezifischen Promotors auch

der Ort der Rekombination bestimmt werden (Utomo et al. 1999, Nagy 2000).

! http://cre.jax.org/strainlist.ntml (21.09.2014)
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Abbildung 1-6: Das Cre/LoxP-System

Vereinfachte Darstellung des in den 1980er Jahren entwickelten Rekombinationssystems, welches sich der Cre-
Rekombinase, Zielgen flankierender Erkennungssequenzen (LoxP-Sites) und einem leicht nachweisbaren
Reportergen (eGFP - enhanced green fluorescent protein) bedient. Bei einer Verpaarung der gefloxten Maus
mit einer Cre-Maus kann in der F;-Generation das Zielgen in Zellen mit aktiver Cre-Rekombinase

herausgeschnitten werden. (Abbildung: Wikipedia®)

Dem Knockout-System gegeniiber steht das Knockin-Mausmodell, welches neben der
Erforschung autosomal-dominanter Erbkrankheiten auch zur Expressionsmuster-Analyse von
Genen eingesetzt wird (Schmidt et al. 1998). Durch die sequenzspezifische Insertion eines
Reportergens mittels homologer Rekombination wird, im einfachsten Fall, der Leserahmen
des Zielgens, in welches das Reportergen inseriert wird, zerstort und es kann kein
funktionsfahiges Protein mehr gebildet werden. Durch das Einfligen des Reportergens kann
aullerdem die Aktivitat des authentischen Promoters Analysiert werden. AulRerdem wird
diese Technik verwendet um transgene Organismen herzustellen. Hierbei wird z. B. ein Lokus
fir die Rekombination ausgewahlt, bei dem durch das Einfiigen eines Reportergens keine

negative Auswirkung auf die Genexpression anderer Gene entsteht und der somit fiir die

! http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/b7/CreLoxP_Modellversuch.png (27.08.2014)
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Expression von Fremd-DNA verwendet werden kann (Soriano 1999). Das Eucomm Knockout-
First-System vereint alle diese Anwendungen in einem einzigen Vektor-Konstrukt (Testa et

al. 2004, Skarnes et al. 2011).

tmia FRT loxP FRT loxP  loxP

tm1d

Abbildung 1-7: Das Eucomm Knockout-First konditionale Vektor-System

Schematische Darstellung des im Eucomm-Konsortium verwendeten Systems zur Generierung konditionaler
Knockout-Mause. 1-3: Exons des Zielgens, wobei das Exon 2 bei Rekombination mit der Cre-Rekombinase
herausgeschnitten wird (tm1b und tm1d). Der transkriptionelle Knockout-Ansatz tmla ist durch die gestrichelte
Linie angedeutet, welche das SpleiBen der Exons reprasentiert. Durch die Rekombination mit der Flp-
Rekombinase (durch eine in vitro Behandlung der ES mit rek. Flp-Rekombinase) kann ein eventuell letaler

Phanotyp gerettet werden, da die LacZ-Reporterkassette entfernt wird (tm1c) (Aus: Skarnes et al. 2011).

Neben dem reinen konditionellen Knockout wird in diesem System ein Vektor zur
homologen Rekombination eingesetzt, welcher eine LacZ-Gene-Trap-Kassette beinhaltet
(siehe Abbildung 1-7) (Schnutgen et al. 2005, Osterwalder et al. 2010). Diese Kassette
enthalt vor einem bakteriellen LacZ-Reportergen eine Spleil-Akzeptor-Sequenz aus dem
Engrailed 2 Gen der Maus (Gossler et al. 1989), gefolgt von einer sogenannten Internal-
Ribosomal-Entry-Site (IRES), welche eine effiziente Translation des Gens am Ribosom
ermoglichen soll (Kim et al. 1992). Am 3‘-Ende der Kassette befindet sich die SV40-PolyA-
Sequenz zur Termination des Transkriptes. Diese in ihrer Gesamtheit als transkriptionelle
Gene-Trap Kassette bezeichnete Sequenzfolge ist von FRT-Sites flankiert und kann durch
eine Flp/Frt-vermittelte Rekombination aus dem Genom der Maus entfernt werden, so dass
nur noch die Erkennungssequenzen der Cre-Rekombinase (loxP-sites) erhalten bleiben (siehe

Abbildung 1-6 und Abbildung 1-7). Nach erfolgreicher Integration des Vektors in das Genom
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einer embryonalen Stammzelle (ESC) via homologer Rekombination erfolgt ein
transkriptioneller Knockout durch alternatives SpleiRen der Kassette an das 5 liegende Exon
des Zielgens, wobei das LacZ-Reportergen nun unter der Kontrolle des nativen Promotors
des untersuchten Gens exprimiert wird. Durch Verpaarung dieser Mduse mit einem
transgenen, die FLP- oder Cre-Rekombinase exprimierenden Mausstamm kann ein Reporter-
Knockout (Verpaarung mit Cre-Deleter-Stamm), ein konditioneller Knockout (Verpaarung mit
FLP-Deleter-Stamm) bzw. ein klassischer Knockout erzeugt werden (Verpaarung mit FLP- und

Cre-Deleter-Stamm siehe Abbildung 1-7) (Schnutgen et al. 2005, Skarnes et al. 2011).

1.3.4 Neuroglobin im Knockout-Mausmodell

Parallel zur Durchfihrung der praktischen Arbeiten der vorliegenden Dissertation wurde
eine Ngb-Knockout Maus von der Arbeitsgruppe um Christian Hundahl generiert (Hundahl et
al. 2011). Im Unterschied zur weiter oben (1.3.3) beschriebenen Knockout Maus, welche auf
dem Eucomm Knockout-First System basiert, ist die in der AG Hundahl generierte, Ngb-
Knockout Maus ein klassischer konditionaler Knockout. Die Vorteile der friihen
transkriptionellen Ngb-mRNA Abschaltung und die Integration des p-Galactosidase-
Reportergens unter der Kontrolle des nativen Ngb-Promotors fehlen bei dieser Maus. Die
bislang publizierten Untersuchungen der AG Hundahl am Ngb-KO Mausmodell zeigen einen
kryptischen Phanotyp. So reagieren kortikale Neuronen der Ngh-KO Maus auf hypoxischen
Stress zwar etwas starker in ihrer Stress-Antwort (erhohte cFos- und Hifla-Expression) als
Wildtyp-Neuronen. Die Ngb-KO Neuronen zeigen jedoch keinen erhéhten Schaden nach dem
Hypoxie-Stress in vivo (Hundahl et al. 2011). Erstaunlicherweise soll der Ngb-KO jedoch im
experimentellen Schlaganfallmodell einen geringeren Schaden im Cortex im Vergleich zum
Wildtyp aufweisen (Raida et al. 2012). Es wurde zudem in der KO-Maus eine geringe
lichtinduzierte Phasenverschiebung der zirkadianen Rhythmik gezeigt, wobei die biologische
Signifikanz dieses Befundes unklar bleibt (Hundahl et al. 2011, 2012a). Weiterhin wurde eine
Microarray-Transkriptomanalyse von Ngb-KO und WT-Neuronen durchgefihrt. Hierbei ist
jedoch nicht genau aufgefihrt, welche neuronale Region fiir die Untersuchung verwendet
wurde und das Ergebnis der signifikant regulierten Gene zwischen dem KO und WT-
Transkriptom wurde nicht eingehend diskutiert (Hundahl et al. 2011). Die offensichtlichen
phanotypischen Merkmale wie die Fortpflanzung und Entwicklung der Ngb-KO Mause waren
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unauffallig. Offene Fragen nach der quantitativen und qualitativen Ngb-Expression in den
Regionen des ZNS sowie die Eingrenzung der putativen Ngb-Funktionen bleiben so
unbeantwortet und sollen im Rahmen dieser Arbeit am Ngb-KO und transgenen Ngb-

Uberexprimierenden Mausmodell bearbeitet werden.

1.4 Transkriptomanalysen

Transkriptomanalysen haben im einfachsten Ansatz die Bestimmung von Unterschieden in
der Genexpression wie den Vergleich zwischen verschiedenen Stammen (z. B. Wildtyp und
Knockout) oder verschiedenen Wachstumsbedingungen (z. B. unterschiedliche Temperatur)
zum Ziel. Als Maf fiir die Genexpression wird die Kopienzahl einzelner Transkripte bestimmt.
Die ersten quantifizierbaren genomweiten Expressionsanalysen wurden mit der Microarray-
Technologie ermdglicht (Schena et al. 1995, Lipshutz et al. 1999), welche auf Sonden-
Hybridisierung und Miniaturisierung beruht. Hierbei missen, anders als bei der SAGE- oder
EST-Methode, die Zielsequenzen bekannt sein. Eine Quantifizierung ist im Gegensatz zur
gRT-PCR allenfalls relativ, jedoch nicht absolut moglich. Nach Jahren der Entwicklung und
Verfeinerung sind Microarrays ein etabliertes Werkzeug der Molekularbiologie und
Diagnostik geworden (Reimers 2010). Es gibt zahlreiche Beispiele fiir den Nutzen von
Transkriptomanalysen zur Ableitung neuer Erkenntnisse zur Funktion von Genen. Durch die
Analyse von Transkriptomen mittels Affymetrix Microarrays konnten z. B. die Auswirkungen
auf das adulte Mausgehirn im konditionalen Dicer' KO-Mausmodell ermittelt werden. Das
Dicer-Gen spielt bei der Reifung von microRNAs eine wichtige Rolle. Durch die
Transkriptomanalyse wurden zum einen vorhergehende in vitro Untersuchungen bestatigt,
zum anderen wurden Stoffwechselwege welche mit neurologischen Erkrankungen, zellularer
Organisation und dem zelluldren Haushalt assoziiert sind, als reguliert ermittelt (Dorval et al.
2012). Eine vergleichende Transkriptomanalyse verschiedener LRRK22-KO Mausmodelle mit
dem WT (das Gen LRRK2 — ,leucine-rich repeat kinase 2“ kodiert fiir ein Protein welches im
Krankheitsverlauf der Parkinson-Krankheit beim Menschen eine Rolle spielt) lieferte

ebenfalls neue, bis dato unbekannte, regulierte Stoffwechselwege, welche durch das

! http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/192119 (27.08.2014)

? http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/66725 (27.08.2014)
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Ausschalten dieses Genes verursacht werden. Die Annotation der regulierten
Stoffwechselwege filihrte zu einem besseren Verstindnis der regulatorischen Funktion von
LRRK2 in Sdugetieren, zeigte jedoch auch Unterschiede in der ermittelten Genexpression

zwischen mehreren untersuchten LRRK2-KO-Mauslinien (Dorval et al. 2014).

In grofRen Bereichen der Diagnostik und Wirkstoffforschung, bei denen bekannte Genome
der Analyse zugrunde liegen und viele Zustande (z. B. durch unterschiedliche Behandlung) zu
testen sind, ist diese Technologie zur Zeit noch die glinstigste Methode der vergleichenden
Transkriptomanalyse (Malone und Oliver 2011). Mit der Markteinfiihrung der zweiten
Generation der Sequenziertechnologien (Hochdurchsatzsequenzierung oder Next
Generation Sequencing, NGS) stehen seit einigen Jahren neue Verfahren fir
Transkriptomanalysen zur Verfligung, die zum einen eine schnelle und kostenglinstige
Alternative bieten, zum anderen eine absolute Quantifizierung in bisher nicht vorstellbarer
Genauigkeit ermoglichen (Liu et al. 2012). RNA-Seq ist eine moderne Form der
Transkriptomanalyse, welche auf Hochdurchsatz-Sequenzierverfahren (Next Generation
Sequencing, NGS) basiert (Morin et al. 2008). Mit RNA-Seq wird das komplette Transkriptom
des zu untersuchenden Gewebes im Shotgun-Verfahren sequenziert und im einfachsten
Falle gegen das annotierte Genom des Organismus gemappt (Mortazavi et al. 2008, Wang et
al. 2009). Im direkten Vergleich der beiden Plattformen wird deutlich, dass RNA-Seq eine
deutlich hohere Genauigkeit in der Erfassung schwach exprimierter Transkripte aufweist
(Zhao et al. 2014). Weiterhin weist die RNA-Seq Technik einen héheren Detektionsbereich
auf, wodurch mehr differentiell exprimierte Gene detektiert werden kénnen (Zhao et al.
2014). Im Gegensatz zu den etablierten Microarrays liefert die Sequenzierung auch
qualitative Informationen, z. B. Uber die Gensequenz und die Ausdehnung der Transkripte.
So lassen sich zum Beispiel Transkriptionsstartstellen (TSS) identifizieren und somit auch die
ungefahre Position des Promotors eines Gens abschatzen. Da die RNA-Seq-Technik auf der
direkten Sequenzierung von cDNA beruht lassen sich auch neue, vorher unbekannte
Splicevarianten beschreiben, was bei der Microarray Technik nicht moglich ist. Durch ein
einziges Experiment ist es moglich, potentielle neue Exons und Spliceformen zu beschreiben
sowie Fusionstranskripte, allel-spezifische Expression, nichtkodierende und microRNAs zu
untersuchen. Hierdurch ist RNA-Seq auch zu einem wichtigen Werkzeug bei der

Untersuchung von komplexen Krankheiten geworden (Costa et al. 2013).
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1.5 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit soll das Expressionsmuster und die Funktion von Neuroglobin an
einem transgenen Ngb-lberexprimierendem Maus-Modell sowie einem Ngb-Knockout-

Mausmodell untersucht werden.

1. Mit dem Tet-System, welches die ektopische Ngb-Expression in vivo ermoglicht, soll
geklart werden, ob Ngb wie in der Literatur beschrieben im transgenen Organismus
eine gewebsunabhangige protektive Funktion auslibt. Hierzu soll Ngb im
natirlicherweise Ngb-freien Gewebe der Mausleber tiberexprimiert werden.

a. Invivo und in vitro soll dann die Wirkung der Ngb-Uberexpression in Kombination mit
oxidativem Stress beschrieben werden.

b. Mittels Affymetrix-Transkriptomanalysen soll die Auswirkung der Ngb-Uberexpression
auf die Genexpression im Lebergewebe untersucht werden.

c¢.  RNA-Seg-Expressionsanalysen von Ngb-transgenen Gehirnarealen der Maus sollen die
transkriptionelle Antwort im Gehirn zeigen.

d. Durch einen Vergleich von Ngb-transgenen mit WT-Transkriptomen in Leber und
Gehirn sollen Signal- und Stoffwechselwege ermittelt werden, die moglicherweise
Rickschlisse auf die Funktion und/oder molekulare Interaktionspartner von Ngb
erlauben.

2. Die Herstellung einer Ngb-Knockout-Maus als ein weiteres groRes Ziel der Arbeit bietet
die Moglichkeit, die Funktion von Ngb invivo zu untersuchen. Es soll das Eucomm
Knockout-First System eingesetzt werden, um zunachst eine transkriptionale Ngb-
Knockout und anschliefend eine LacZ-Knockin Mauslinie zu etablieren. Mit diesem
System besteht dann die Moglichkeit, die Aktivitdt des nativen Ngb-Promoters der
Maus mittels indirekter X-Gal Farbung zu untersuchen und die Ngb-Expressionsmuster
ohne die Verwendung von Antikdrpern zu beschreiben.

3.  Als drittes Teilprojekt soll die wachsende Anzahl an 6ffentlich zugdnglichen RNA-Seq
Daten filr eine verbesserte quantitative Charakterisierung der nativen Ngb-Expression
in murinen Geweben genutzt werden. Mittels qRT-PCR und Western Blot sollen die aus

diesen Analysen gewonnenen Erkenntnisse bestatigt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Haltung und Zucht von Mdusen

Die in dieser Arbeit verwendeten Tierstamme der Art Mus musculus wurden in der Zentralen
Versuchstiereinrichtung (ZVTE) der Universitat Mainz gehalten. Die Zucht und Haltung wurde
unter der Aufsicht von Prof. Dr. Thomas Hankeln und Dr. med. vet. Kurt Reifenberg als S1-

Projektleiter durchgefihrt. In Tabelle 2-1 sind alle in dieser Arbeit verwendeten und

generierten Tierstdmme zusammengetragen.

Tabelle 2-1: Zusammenstellung der verwendeten gentechnisch veranderten Mauslinien

Angegeben sind die Bezeichnung der Mauslinie, die genetische Modifikation (Stamm), die Inzuchtlinie
(Inzuchtstamm), die Anzahl an Zuchtgenerationen (Generation) und, falls vorhanden, die erstbeschreibende

Literatur (Referenz). Bei Linien ohne Generationsangabe ist diese Information nicht verfligbar oder irrelevant

da diese Mauslinie nur einmal eingekreuzt/verpaart wurde.

Mauslinie Stamm Inzuchtstamm
Ngb-Tet-Responder pBI-Egfp-Ngb FVB
Camk2-Tet-Effektor CamK2a-tTA-1Mmay/j C57BI6/N

R26-Tet-Effektor KI-R26-1D rtTA C57Bl6/)

Ngb x Camk2 pBI-Egfp-Ngb x CamK2a-tTA| FVB x C57BI6/N

pBI-Egfp-Ngb x KI-R26-1D-

Ngb x R26 FVB x C57BI6/)

nTA
Ngb-Eucomm Ngb™*-EUCOMM-Wtsi | BALB/c x C57BL/6N
CAG-CRE™" Tg-CAG-CRE™™ C57Bl6/)
Flp-Del Tg-hACTB-FLPe C57BI6/)
Ella-Cre Ella-Cre C578Bl6/)
Ngb™*?(EUCOMM)Witsi x
Ngb-Del-LacZ . BALB/c x C57BL/6NJ
Tg-CAG-CRE
Ngb™?(EUCOMM)Wisi x
Ngb-Del Tg-CAG-CRE®™ x Tg-hACTB- BALB/c x C57BL/6NJ

FLPe

22

Generation

12

Referenz

diese Arbeit

Mayford et al. 1996

Wortge et al. 2010

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Hayashi and McMahon 2002

Rodriguez et al. 2000

Lakso et al. 1996

diese Arbeit

diese Arbeit



2.1.1 Generierung von transgenen und Knockout Mausen

Die transgenen Ngb-Tet-Respondermduse wurden in der Zentralen Versuchstiereinrichtung
in Mainz generiert. Hierzu wurde das von Dr. Sylvia Wystub hergestellte und modifizierte
pINS-pBI-Plasmid verwendet (Wystub 2007). Die Injektionen des Vektors und die Zucht der
Ngb-transgenen Mauslinien erfolgte in der AG Ernesto Bockamp. Zur Generierung von
doppelt-transgenen Mdausen wurden transgene KI-R26-1D-rtTA-Effektor bzw. Camk2-Tet-

Effektormause mit transgenen Ngb-Tet-Responder-Mausen verkreuzt.

Die Mikroinjektionen zur Generierung der Ngb-Eucomm-Mauslinie der Ngb-defizienten
Eucomm-Stammzellen wurden in der AG Waisman durchgefiihrt. Hierbei wurden die BL/6
derivierten Eucomm-ESCs (Klonnummer: EPD0339_6_F01, EPD0339 6 _D02) mit intaktem
Agouti-Allel in BALB/C derivierte Blastocysten injiziert und anschlieBend chimare Tiere (mit
einem Chiméranteil von 75 % bzw. 90 %) mit wildtypischen BL/6 Tieren verpaart. Die Zucht
der Tiere und die anschlieBende Verpaarung mit Cre- und Flp-Rekombinase transgenen

Mausen erfolgte in der ZVTE (siehe auch Mauszucht elektronischer Anhang).

2.1.2 Genotypisierung von transgenen Mausen

Zur Ermittlung des Genotyps der transgenen und knockout Mduse wurde das HotSHOT

Protokoll nach Truett et al. (2000) verwendet. Das benétigte Material wurde von den

Tierpflegern durch Markieren der Ohren bzw. Biopsieren von Schwanzspitzen entnommen.
HotSHOT-Reagenzien:

Lysis-Reagenz: 25 mM NaOH, 0,2mM EDTA, pH 12
Neutralisierungs-Reagenz: 40 mM Tris-HCL, pH 5

Die DNA-Extraktion erfolgte fir 30-60 min bei 95°C in 75 pl Lysis-Losung. AnschlieBend
wurden die Proben 20 min bei 4°C abgekihlt und durch die Zugabe von 75yl
Neutralisierungs-Losung auf einen pH-Wert von 7,5 neutralisiert. Jeweils 2,5 pul der DNA-

haltigen Losung wurden fir einen PCR Ansatz von 25 pul verwendet.

Multiplex PCR-Ansatz:
12,5 pl Maxima Hot Start Master Mix (Thermo Fisher Scientific)
1-4 pl Primer (1 bis 3 Paare)
6-9 pl H,0
2,5 ul Template-DNA
25 pl Gesamtansatz
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Die PCR-Reaktionen wurden nach Herstellerangaben (Thermo Fisher Scientific) durchgefihrt.
Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte auf 1,5%igen nativen Agarosegelen. Details aller

Genotypisierungsansatze sind dem elektronischen Anhang (siehe 7.1) zu entnehmen.

2.1.3 Modulation des Tet-Systems

Die Modulation des Tet-Systems bei transgenen Mausen erfolgte durch die orale Aufnahme
von in Trinkwasser geléstem Doxycyclin, welches mittels einer dunklen Trinkflasche ad
libitum verabreicht wurde. Die Abschaltung der Ngb-Uberexpression im Tet-off System der
Ngb x CamK2 Mauslinie erfolgte mit einer 20 pg/ml haltigen Doxycyclin Losung mit 1% (w/v)
Saccharose Uber einen Zeitraum von bis zu fiinf Wochen (Krestel et al. 2001). Zur Aktivierung
der ektopischen Ngb-Uberexpression im Tet-on System der Ngb x R26 Mauslinie wurde den
Versuchstieren eine 7,5 mg/ml Doxycyclin-haltige Losung mit 1% (w/v) Saccharose uber

einen Zeitraum von zwei Wochen verabreicht (Wortge et al. 2010).

2.1.4 Aktivierung der CRE-*"" Rekombinase

Zur Induktion der CRE-""-vermittelten Rekombination wurde den gefloxten Tieren
(Abbildung 3-18) ein kommerziell erhéltliches Tamoxifen-haltiges (400 mg/kg TAM) Futter
verabreicht (CreActive TAM400, Fa. Lasvendi). Die Induktion erfolgte liber einen Zeitraum
von ca. 4 Wochen wodurch die vollstindige Rekombination gewahrleistet werden sollte

(Kiermayer et al. 2007).

2.1.5 Prdparation von murinen Organen und Geweben

Zur Entnahme der Organe wurden die Mause, nach einer kurzen Betaubung mit CO,, mittels
Uberstrecken der Halswirbelsdule getotet. Die entnommenen Organe und Gewebe wurden
in Eppendorfgefale in flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieRend bis zur weiteren

Verwendung bei -80°C gelagert.
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2.1.6 Herstellung von Gefrierschnitten

Zur Herstellung von Gefrierschnitten wurde das Gewebe auf Trockeneis auf einem
Objekthalter (MEV Kryostat - Slee Medical, Mainz) mit Einbettmedium (GSV1, Slee Medical)
fixiert. Anschliefend wurde das Gewebe bei -20-24°C in 12 um dicke Scheiben geschnitten.
Die Schnitte wurden auf Objekttragern (Super Frost Ultra Plus, Thermo Fisher Scientific) Gber
Nacht bei Raumtemperatur (RT) getrocknet. Bis zur weiteren Verwendung wurden die

Schnitte bei -80°C gelagert.

2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.1 Herstellung primdrer Hepatozyten Zellkultur

Primdre Hepatozyten wurden jeweils von einer Ngb-transgenen (Ngb xR26) und einer
einfach transgenen ,wildtypischen“ Maus (Wurfgeschwister) nach einer zwei wdchigen
Doxycyclin Behandlung (siehe 2.1.3) isoliert. Hierzu wurden die Mause mit einer 0,05%
Collagenase-Losung perfundiert und die Lebern anschlieBend mechanisch zerkleinert.
Jeweils ca. 30 g Hepatozyten wurden in Dulbecco’s Medium mit 10% fetalem Kélberserum
aufgenommen in 6-Well Platten ausplattiert. Nach 24h wurde das Medium gewechselt (0,2%
fetales Kalberserum) und die Induzierung der Apoptose erfolgte durch Zugabe von Jo2
(50 ng/ml — 500 ng/ml) ins Medium. Nach 18,5h erfolgte die Bestimmung der Apoptoserate
durch Messung der Caspase-Aktivitat (2.2.3) und TUNEL-Assay (2.2.2).

2.2.2 Zellviabilitdt-Assays an primdren Hepatozyten

Zur Ermittlung des Apoptose-Rate wurde 18,5h nach der Jo2-Behandlung das ,DeadEnd™
Colorimetric TUNEL System” (Promega) nach Herstellerangaben verwendet. Zur Ermittlung
der allgemeinen Zellviabilitdt (ATP-Gehalt der Zellen) wurde das Celltiter-Glo Luminescent

Cell Viability Assay (Promega) nach Angaben des Herstellers verwendet.
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2.2.3 Caspase Aktivitats-Assays

Die Aktivitat der Caspasen als MaR fiir die Aktivierung der Apoptose wurde mit Caspase-Glo

Assays (Promega) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.2.4 Gesamtproteinextraktion aus Mausgeweben
Die Proteinextraktion aus Geweben erfolgte mit modifiziertem Ripa-Puffer.

Ripa-Puffer - modifiziert (flir Western Blot-Extrakte):

10 mM Tris, 1 mM CacCl2, 0,5% NP-40, 0,5% Desoxycholinsaure,

0,1% SDS, 150 mM NaCl, 10 mM NaF, 25 mM R-Glycerophosphat, pH 7,4
aliquotieren und bei -20 °C lagern

Hierbei wurden pro mg Gewebe (gesamt ca. 30-40 mg) 5 ul 100°C heiRer Ripa-Puffer
zugegeben, die Probe wurde anschlieBend auf Eis gestellt. Zur Inhibierung von Proteasen
erfolgte die sofortige Zugabe eines Protease Inhibitors (cOmplete ULTRA Tablets, Roche)
nach Angaben des Herstellers. Der Zellaufschluss und die Degradierung der Nukleinsduren
erfolgten durch Ultraschalbehandlung mit einem Sonifikator (Branson Sonifier Cell Disruptor
B15) in kurzen 5x 3 Sekunden-Intervallen, wobei die Proben auf Eis gekiihlt wurden. Die
Zelltrimmer aus den Proteinproben wurden anschlieBend durch Zentrifugation entfernt. In
einer kiihlbaren Zentrifuge (Himac CT15RE, Hitachi) bei 4°C und 14.0000 g wurden die
Proben 2 bis 3 mal jeweils 30 min lang zentrifugiert. Nach jedem Intervall wurde der
Uberstand in ein neues GefiR Uberfiihrt und das Pellet verworfen, bis ein klarer Uberstand
Uberfihrt werden konnte. Nach erneuter Zugabe von Protease Inhibitor wurde die
Proteinkonzentration bestimmt. Die so hergestellten Proteinextrakte wurden bei -20°C

gelagert.

2.2.5 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit unterschiedlichen Methoden. Zum
einen wurde die Konzentration der Gesamtproteinextrakte mit dem Bradford-Assay

(Bradford 1976) zum anderen mit dem alternativen BCA-Assay (Smith et al. 1985) ermittelt.
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2.2.5.1 Bradford-Assay

Die Proteinbestimmung nach Bradford erfolgte mit dem Farbstoff Roti-Quant (Roth) nach
Angaben des Herstellers. Die Messungen wurden in Mikrotiterplatten in Doppelbestimmung
durchgefihrt und auf eine BSA-Verdiinnungsreihe (Bovine Serum Albumin) von 20-
100 pg/ml normiert. Die Detektion erfolgte im pQuant-Spektrophotometer (BioTek
Instuments). Die Auswertung der Daten wurde in Excel (Office-Paket, Microsoft)

durchgeflhrt.

2.2.5.2 BCA-Assay

Die Konzentrationsbestimmung mit dem BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific)
erfolgte nach Angaben des Herstellers. Analog zum Bradford Assay wurden die Proben in
Doppelbestimmung pipettiert und die Konzentration im Photometer (puQuant-
Spektrophotometer, BioTek Instuments) ermittelt. Die Auswertung der Daten erfolgte

mittels Excel (Office-Paket, Microsoft).

2.2.6 Verwendete Antikorper

In der nachfolgenden Tabelle sind alle in dieser Arbeit verwendeten Primarantikorper
aufgefuhrt. Als sekunddre Antikorper wurden fiir die jeweilige Anwendung zum Wirt
passende sekunddre Antikdrper mit der jeweils notigen Konjugation (Fluoreszenz-Farbstoff

fur IHC, HRP fiir WB) verwendet.
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Tabelle 2-2: In der Arbeit verwendete primar Antikorper
Neben dem Hersteller des primaren Antikorpers ist das zur Immunisierung verwendete Immunogen und die

jeweilige Wirtsspezies angegeben.

Antikorper Hersteller Immunogen Wirt
anti-Ngb Sigma Aldrich N7162 Humanes Ngb- Kaninchen,
Peptid 55-70 KLH polyklonal
anti-Ngb Serum S. Mitz Humane Ngb- Kaninchen,
SA 4758 Peptide 138-151 EPO polyklonal
und 55-70 EPO
anti-Ngb Santa Cruz (E16) SC- Humanes internes Ziege, polyklonal
22001 Peptid
anti-pB Aktin Sigma Aldrich A2066 C-Terminal Aktin Kaninchen,
Fragment (C11) polyklonal
anti-B Galactosidase Abcam ab616 Rec. E.coli B- Kaninchen,
Galactosidase polyklonal

2.2.7 Diskontinuierliche Glycin SDS-PAGE

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (Laemmli 1970) wurde fiir die
Auftrennung der Gesamtproteinextrakte verwendet. Als kommerzielles System kam das

Mini-PROTEAN® 3 Cell-System (Biorad) zum Einsatz.

Es wurden zundchst 1 mm dicke Polyacrylamidgele hergestellt. Vor dem Giellen der Gele
wurden die beiden Glasplatten der Gelkassetten mit 70%igem Ethanol gereinigt und nach
Angaben des Herstellers zusammengebaut. Gele fiir eine diskontinuierliche SDS-PAGE

bestanden aus einem Trenngel (12% Acrylamid) und einem Sammelgel (6% Acrylamid).

TG=Trenngel; SG=Sammelgel 12% TG 6% SG
30% Acrylamid mit BIS (0,8%) (Rotiphorese, Roth) 3200 ul 800 i
4x Trenngelpuffer 2000 pl - -------
4x Sammelgelpuffer e 1000 pl
VE-H,0 2754 pl 2177 wl
TEMED 6 ul 3ul
APS 40 p 20 pl

Menge ausreichend fiur zwei Gele.
4x SDS-Trenngelpuffer: 1,5 M Tris, 0,4% SDS, pH 8,8
4x SDS-Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris, 0,4% SDS, pH 6,8
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Die Gellésungen wurden in einem 50 ml Falcongefa angesetzt und die radikalische
Polymerisation wurde durch Zugabe von TEMED und APS eingeleitet. Das Trenngel wurde
wadhrend der Polymerisation (ca. 30 min) mit 60%igem Isopropanol {berschichtet.
AnschlieBend konnte das Sammelgel iber das Trenngel gegossen und der Kamm fir die
Geltaschen eingesetzt werden. Nach dem vollstandigen Auspolymerisieren des Sammelgels
wurde es entweder direkt beladen oder zur Lagerung bei 4°C in ein feuchtes Tuch

eingewickelt.

Vor der Beladung des Gels wurden die Proben 1:1 mit Lammli-Puffer versetzt und fir 3 min
bei 95°C denaturiert. Das Gel wurde nach Anleitung des Herstellers in die Kammer eingesetzt
und mit Elektrophoresepuffer befiillt. Die Elektrophorese wurde mit einer Spannung von
110V gestartet. Sobald die Lauffront der Proteine die Grenze zum Trenngel Uberschritten
hatte, wurde die Spannung auf 200 V erhoht. Als Molekulargewichtsmarker wurde stets eine
Spur des Gels mit 2 ul der PageRuler Prestained Protein Ladder Plus (Thermo Fisher

Scientific) beladen.

10x Elektrophoresepuffer: 250 mM Tris, 1,92 M Glycin, 1% SDS, pH 8,4
2x Lammli-Puffer: 125 mM Tris, 4% SDS, 20% Glycerol, 10% B-Mercaptoethanol,
2 mM EDTA, 0,04% Bromphenolblau, pH 6,8 mit HCI einstellen.

2.2.8 Western Blot

Im Anschluss an die SDS-PAGE (siehe 2.2.3) wurden die aufgetrennten Proteine vom Gel auf
eine Nitrocellulose-Membran Uberfiihrt. Dazu wurde das Gel ca. 15 min, die Nitrocellulose
Membran 5 min in Tank-Blotting Puffer dquilibriert. Der Blotaufbau erfolgte nach Anleitung
des Herstellers. Vor dem Zusammensetzen wurden auch die Fiber-Pads und das Filterpapier
jeweils mit Tank-Blotting Puffer getrankt und der Blotaufbau mit dem Eisblock in die
Kammer eingesetzt. Der Transfer der Proteine erfolgte bei 100 V und 350 mA fir 60 min.
Eine anschlieRende Priifung des Proteintransfers wurde durch eine Ponceau S-Farbung der

Membran (siehe 2.2.8.2) ermoglicht.

Die Membran wurde anschlieBend fiir eine Stunde in 5% (w/v) NFDM in PBST inkubiert um
unspezifische Bindungstellen zu blockieren und anschlieBend in selbiger Losung mit
primarem Antikdrper tGber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Membran 2x

kurz mit PBST gespiilt, es folgten ein 30-mintitiger sowie drei 10-miniitige Waschschritte in
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PBST. Danach wurde die Membran fir 60 min bei RT mit sekunddrem Antikorper
(ECL anti-rabbit, HPR-linked) in PBST inkubiert. Darauf folgend wurde wieder wie oben

beschrieben gewaschen. Es folgte die ECL-Detektion in der Dunkelkammer (siehe 2.2.9).

Tank-Blotting Puffer: 25 mM Tris, 190 mM Glycin, 20 % Methanol, pH 8,3
PBS: 80 mM Na;HPQ,4, 20 mM NaH,P0O,4, 100 mM NaCl, pH 7,5
PBST: PBS + 0,2% Tween 20

2.2.8.1 Stripping von Nitrozellulose-Membranen

Zur wiederholten Inkubation einer Membran mit Antikdrpern wurde ein Stripping der
Membran durchgefiihrt, wobei gebundene Antikdrper der vorhergehenden Inkubationen
entfernt werden (Kaufmann et al. 1987). Zum Strippen wurde die Membran mit Stripping
Puffer bedeckt und bei RT auf einem Schittler (VXR basic IKA-Vibrax, IKA) fir 2x 5 min
inkubiert. AnschlieRend wurde die Membran 2x 10 min mit PBS und 2x 5 min mit PBST
gewaschen. Nach dem Stripping konnte die Membran wieder mit primdarem Antikorper

inkubiert werden (siehe 2.2.8).

Das Stripping wurde bis zu 6 mal wiederholt. Da die Behandlung mit Stripping Puffer auch
immer einen Verlust der direkt an der Membran gebundenen Proteine zur Folge hat, wurde

nach mehr als 6 Wiederholungen keine Detektion mehr durchgefiihrt.

Milder Stripping-Puffer (Abcam): 200 mM Glycin, 3,5 mM SDS, 8 mM Tween20, pH 2,2

2.2.8.2 Ponceau S-Farbung

Der Proteintransfer auf die Nitrocellulose Membran per Western Blot wurde durch eine
Ponceau S-Farbung (Salinovich und Montelaro 1986) liberprift. Bei der Farbung werden alle
Proteinbanden ab einer Konzentration von 200 ng pro Bande reversibel angefarbt (Harper
und Speicher 2001). Die Membran wurde mit der Ponceau S-Losung bedeckt und 15 min bei
RT auf einem Schittler (VXR basic IKA-Vibrax, IKA) inkubiert. Die Lésung wurde anschlieBend
mit VE-H,O solange abgewaschen bis die Membran wieder entfarbt war und nur die
Proteinspuren erkennbar blieben. Die Dokumentation erfolgte mit einem Scanner (Epson
Perfection 2400 Photo). Die vollstandige Entfarbung der Proteinbanden geschah wahrend

der Inkubation mit primarem Antikérper.
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Ponceau S-Farbeldsung: 0,2% (w/v) Ponceau S, 1% (v/v) Essigsdure
bei 4°C lichtgeschtzt lagern.

2.2.9 ECL-Detektion
Die ECL-Detektion des Antikorpersignals erfolgte in der Dunkelkammer.

ECL-Reagenzien:

Losung A: 50 mg Luminol in 200 ml 0,1M Tris, pH 8,6, lagern bei 4°C.

Losung B: 11 mg p-Hydroxycoumarinsaure in 10 ml DMSO, dunkel lagern bei RT.
ECL-Losung: 4 ml Losung A, 1 ul H,0,-37%, 400 pl Losung B.

Nach 2minitiger Inkubation der abgetrockneten Membran in der ECL-L6sung wurde die
Membran luftblasenfrei zwischen zwei Klarsichtfolien in eine Expositionskammer mit einem
Film (BioMax Light Film Kodak) geeigneter GrofRe eingelegt. Nach abgeschlossener
Filmexposition wurde der Blot in PBS Uberfiihrt. Wenn nétig wurde die Membran trocken bei

-20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.3 Immunhistologische Methoden

2.3.1 Immunfluoreszenzfirbung von Kryoschnitten

Die Gefrierschnitte wurden vor der Farbung eine Stunde lang aufgetaut um Gewebsartefakte
durch Kondenswasser zu vermeiden. Die Fixierung der Schnitte erfolgte auf den
Objekttragern fur 10 min bei RT mit 4%igem [v/v] Paraformaldehyd oder in Kivetten mit -
20°C kaltem Aceton:Methanol [1:1] Gemisch. Nach zweimaligem Waschen in 1x PBS
(Phosphatgepufferte Salzlésung) fiir jeweils 10 min wurde mit PBS/FCS 10% [v/v] (Fetales
Kalberserum) flir 20 min geblockt und anschliefend der in der Blockierungslosung verdinnte
Primdrantikorper aufgetragen. Die Schnitte wurden {iber Nacht bei 4°C mit dem
Primadrantikérper in einer feuchten Kammer inkubiert. Am ndchsten Tag folgten drei
10 minitige Waschschritte in  1x PBS. AnschlieBend wurden die Schnitte bei
Raumtemperatur in einer feuchten, dunklen Kammer fiir eine Stunde mit einem
Fluoreszenz-markierten anti-Maus-IgG-Sekundarantikorper inkubiert. Es folgten drei
10 minitige Waschschritte in 1x PBS und eine Farbung der Zellkerne mit DAPI (4’,6-
Diamidino-2-Phenylindol-Dihydrochlorid-Hydrat).
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DAPI-Losung: 0,5 pg/ml DAPI in 1x PBS/FCS 10%.
Zur Kernfarbung wurde die DAPI-Losung direkt auf den Schnitt gegeben und 10 min in der
feuchten, dunklen Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Praparate

dreimal fir finf Minuten in 1x PBS gewaschen und in Einbettmedium eingedeckelt.

Einbettmedium: Tris-HCl 1 M pH 8,0: 200 ul, H,0: 800 pl, Glycerin: 86% 9 ml und
DABCO (1,4-diazobizyclo(2,2,2)octane) 0,233 g

2.3.2 X-Gal Farbung von Kryoschnitten

Zum immunhistologischen Nachweis der B-Galactosidase Aktivitat in LacZ-Knockln-Geweben
wurden Farbungen mit dem B-Galactosidase Substrat X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl--D-
galactopyranosid) durchgefiihrt. Die Schnitte wurden in einer 0,5%igen Glutaraldehyd-
Losung (1x PBS und 2 mM MgCl,) fir 15 min fixiert. AnschlieBend wurden die Schnitte 3x
5 min in 1x PBS mit 2 mM MgCl, gewaschen und (iber Nacht (ca. 16h) bei 37°C mit 1 mg/ml

X-Gal in Reaktionspuffer gefarbt.

X-Gal Reaktionspuffer: 1xPBS, 35 mM K4Fe(CN)s, 35 mM KzFe(CN)s,
2 mM MgCl,, 0,02% Nonidet P-40

Nach der Farbung wurden die Schnitte mit 1xPBS gewaschen 5x 5 min und die Zellkerne mit
Neutralrot (Roth) fir 10 min gegengefarbt. AbschlieBend wurde 2x 5 min mit 1x PBS

gewaschen und in 70% Glycerin eingedeckelt.

10x PBS (pH 7,4): 80 g NaCl, 2 g KCl, 11,5 g Na,HPO,, 2 g KH,PO4in 1 1 H,0

2.4 Molekulargenetische Methoden

2.4.1 Gesamt-RNA Praparation

Die Gesamt-RNA aus Mausgewebe wurde mit dem RNeasy oder RNeasy Lipid Tissue Mini Kit
(Qiagen) extrahiert. Die Extraktion erfolgte nach Angaben des Herstellers inklusive des

optionalen DNase-Verdaus.
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2.4.2 Gesamt-RNA Quantifizierung

Die Qualitat und Konzentration der Gesamt-RNA wurde photometrisch mit dem NanoDrop
(ND 1000, Thermo Scientific) oder mittels RNA-spezifischer Farbstoffe mit dem Qubit (Qubit
1.0, Life Technologies) bzw. dem Bioanalyzer (2100 Bioanalyzer, Agilent Technologies)
Uberprift. Direkt nach der Extraktion wurde die RNA Konzentration zundchst mit dem
NanoDrop bestimmt. Das Verhaltnis der Absorptionen 260/280 nm liefert eine Aussage lUber
die Verunreinigung der RNA mit Proteinen und organischen Stoffen. Ein Wert von ~2,0
entspricht reiner RNA, die wenig mit Proteinen und z. B. Phenolen verunreinigt ist. Das
Absorptionsverhaltnis bei den Wellenlangen 260/230 nm liegt bei reiner RNA im Bereich von
~1,8-2,2. Ein bedeutend kleinerer Wert deutet hier auf eine Verunreinigung der Probe mit

Ethanol oder dhnlichen Stoffen hin (Wilfinger et al. 1997).

Fiir eine Quantifizierung mittels Bioanalyzer wurde eine Verdinnung der Gesamt-RNA
Extrakte auf ca. 300 ng/ul hergestellt. Zur Qualitatsbeurteilung der Gesamt-RNA wurden die
verdliinnten Extrakte mittels des RNA 6000 Nano Kit nach Anleitung des Herstellers
guantifiziert. Neben den Konzentrationen wurde somit auch ein Qualitatswert (RIN - RNA
Integrity Number) fir die untersuchten Nukleinsduren ermittelt. Dieser ermdglicht die
Beurteilung der Integritdt der RNA auf einer Skala von 1= vollstandig degradiert bis 10=keine
Degradierung Messbar(Schroeder et al. 2006). Ausgehend von diesen Konzentrationswerten
wurde die cDNA-Synthese angesetzt. Bei geringen Konzentrationen (<5 ng/ul) der RNA und
zur Uberpriifung der Messergebnisse wurde auch eine Quantifizierung mit dem Qubit RNA

Assay-Kit (Life Technologies) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.4.3 cDNA-Synthese

Die Erststrang cDNA-Synthese wurde mit der ,SuperScript 1I“ (Life Technologies) reversen
Transkriptase durchgefihrt. Falls nicht anders angegeben, wurde jeweils 1 pg Gesamt-RNA
fir die cDNA-Synthese eingesetzt. Die Erststrang-Synthese wurde nach Angaben des

Herstellers durchgefihrt und bei -20°C gelagert.
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2.4.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR, ein von Kary Mullis (Mullis et al. 1986) entwickeltes Verfahren zur selektiven
Amplifizierung von Nukleinsauren, wurde mit der TrueStart Hot Start Tag DNA Polymerase
(Thermo Fischer Scientific) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Annealing-
Temperaturen und Elongationszeiten sind den jeweiligen Primern beigefiigt (siehe 7.1). Es
wurde stets eine Negativkontrolle mitgefiihrt wobei die Template-DNA durch HPLC-H,0

ersetzt wurde.

Standard PCR-Ansatz:
5 pl 10xTag-Puffer
4 ul MgCl, (25 mM)
1 Wl dNTPs (10 mM)
Je 1 ul Primer
0,25 pl TrueStart Taq (5 U/ul)
variabel - H,0
variabel - Template-DNA
50 pl Gesamtansatz

2.4.5 Aufreinigung von PCR-Produkten

Die Aufreinigung der PCR-Produkte wurde mit dem High Pure PCR Product Purification Kit
(Roche) oder dem GenElute™ PCR Clean-Up Kit (Sigma) nach Herstellerangaben
durchgeflihrt. Die PCR-Produkte wurden abweichend der Anleitung in 30-50 pl HPLC-H,0

eluiert.

Bei PCR-Produkten fiir eine Direktsequenzierung wurde mit der ExoSAP-Methode (Exo-
Exonuklease I, SAP- Shrimp Alkaline Phosphatase) aufgereinigt (Hanke und Wink 1994). Pro
PCR-Reaktion (Vol. 25 ul) wurden hierfiir 6 pl der ExoSAP-Losung (2,25 pl Exonuklease | (NEB,
20 U/ul), 9 ul SAP (Roche, 1 U/ul), 48,75 ul HPLC-H,0) eingesetzt und die Proben im

Thermocycler flr 25 min bei 37°C, anschlieRend fir 15 min bei 72°C inkubiert.

2.4.6 Analytische DNA-Gelelektrophorese

Die DNA-Gelelektrophorese der Proben wurde in vertikalen GENterphorese-Gelkammern

(GENterprise, Mainz) durchgefiihrt. Als Spannungsgerat wurde das CONSORT E844
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(CONSORT, Tornhout, Belgien) verwendet. Der Agaroseanteil der Gele betrug 0,8-2,5% in
1x TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA Puffer = 1xTBE: 90 mmol/l Tris, 90 mmol/l Borsaure,
1,25 mmol/l Na,EDTA). Vor dem Beladen wurden die Proben mit 1/6 Volumen Loading Dye
Solution (Fermentas) versetzt, als GroRenmarker diente der GeneRuler DNA Ladder Mix
(Fermentas). Der Gellauf erfolgte bei 150 V. Nach der Elektrophorese wurden die Gele ca.
2 min in einer Ethidiumbromidlosung (5 pug/ml in 1x E-Puffer: 36 mmol/I TRIS, 30 mmol/I
NaH,P04 x 2 H,0, 10 mmol/l Na,EDTA) gefarbt und anschlieRend kurz in Wasser gewaschen.
Die fotografische Dokumentation erfolgte unter Verwendung eines Transluminators
(312 nm, IL-200-M, H. SAUR Laborbedarf, Reutlingen), einem ,Image Documentation System
CS1“ (Cybertech, Berlin) und einer Digitalkamera (Olympus Camedia, C-785 Ultra Zoom).

2.4.7 Fallung von Nukleinsduren

Die Fallung von DNA erfolgte durch Zugabe von 2,5 Volumen eiskaltem Ethanol (absolut) und
0,1 Volumen 10x Dialysepuffer. Die DNA wurde 45 min bei 14.000 rpm und 4°C zentrifugiert.
Das DNA-Pellet wurde in 70%igem Ethanol 15 min bei 14.000 rpm und RT gewaschen und in
der Vakuumzentrifuge (Eppendorf Concentrator 5301) getrocknet. Die so gefdllte DNA

wurde in ein gewinschtes Volumen HPLC-Wasser aufgenommen und bei -20°C gelagert.

Dialysepuffer (10x): 3 M NacCl, 0,25 M Tris, 0,1 M Na,EDTA,
ad 1000 ml H,0, pH 7,6, autoklavieren

2.4.7.1 Primerdesign

Flr eine spezifische PCR mit einer hohen Effizienz wurden beim Primerdesign, wenn maglich,

folgende Kriterien eingehalten:

- Schmelzpunkt der Primer etwa 60°C
- Lange der Primer etwa 20 Nukleotide
- AT-Gehalt der Primersequenz etwa 50%

Homopolymere und Palindrome innerhalb der Primersequenzen wurden vermieden um die

Ausbildung von Homo- und Heterodimeren (Cut off Delta G > -10kcal/mol) zu vermeiden. Die
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Kriterien des Primerdesigns wurden mit den Online Tools Oligocalc1 und Oligoanalyzer2

Uberprift. Die Spezifitat wurde durch eine Blast-Suche gewahrleistet.

2.4.7.2 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Die quantitative Real-Time-PCR ist eine modifizierte Form der von Kary Mullis entwickelten
PCR, bei der die entstehenden Amplifikate in jedem PCR-Zyklus detektiert werden. Als
Matrize dienen cDNAs, welche durch eine reverse Transkription gleicher Mengen Gesamt-
RNA aus den zu vergleichenden Geweben generiert wurden (siehe 2.4.3). Am Ende eines
jeden Zyklus wird die proportional zur DNA-Menge ansteigende Fluoreszenz detektiert und
kann anschlieRend (iber eine Grafik und anhand von parallel mitgefiihrten
Verdlinnungsstandards, also bekannter DNA-Mengen, quantifiziert werden. Die Detektion
der Amplifikate in der vorliegenden Arbeit wurde durch den DNA-spezifischen
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green ermoglicht, welcher sich im verwendeten gPCR-MasterMix
befindet. Als Detektionssystem wurde das 7500 Fast Sequence Detection System (Applied
Biosystems, Life Technologies) verwendet. Um Pipettierfehler zu vermeiden, wurde stets mit
einem Mastermix (Alle PCR-Reagenzien ohne Template) und Duplikaten bzw. Triplikaten

einer Probe gearbeitet.

Standard gqRT-PCR-Ansatz:

5 ul 2x Master Mix

Je 0,3 pl Primer

variabel - H,0

variabel - Template-DNA
10 pl Gesamtansatz

Die Auswertung und Normalisierung der absoluten Kopienzahlen auf ein ausgewahltes

Referenzgen erfolgten in Excel (Microsoft). Die Normalisierung der absoluten Kopienzahlen

! http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html (27.08.2014)

? http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/ (27.08.2014)
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auf 1 ug Gesamt-RNA und auf das jeweils mitgemessene Referenzgen wurde nach Anleitung

des geNorm' VBA applets durchgefiihrt (Vandesompele et al. 2002).

2.4.8 TA-Klonierung mittels pGEM-T Easy System

Die TA-Klonierung nutzt die Tatsache aus dass die Tag-Polymerase eine Template
unabhangige Syntheseaktivitdt aufweist wodurch der GroRteil aller PCR-Produkte ein Adenin
am 3’Ende aufweisen. Durch die Verwendung von linearisierten Plasmiden mit Thymin-
Nukleotidiiberhdngen kann ohne eine vorhergehende Restriktion ein PCR-Produkt ligiert

werden (Holton und Graham 1991).

Die Ligation aufgereinigter PCR-Produkte erfolgte ausschlielllich in das pGEM-T Easy-
Vektorsystem (Promega) nach Angaben des Herstellers. Pro Ligationsansatz
(Gesamtvolumen 10 pl) wurden 10 ng (1 pl) pGEM-T Easy Vektor eingesetzt. Es wurde 1 pl
10x Ligationspuffer und 5 Weiss Units (1 pl) T4 DNA-Ligase (Fermentas) eingesetzt. Das
restliche Reaktionsvolumen(7 ul) bestand aus aufgereinigtem PCR-Produkt. Der
Ligationsansatz wurde fir zwei Stunden bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4°C

inkubiert.

2.4.9 Transformation, Blau-WeiR3-Selektion und Plasmidpraparation

Die Transformation der Ligationsansatze erfolgte mittels Elektroporation. Zunachst wurde
eine Transformationskivette fir %2 h mit UV-Licht sterilisiert, um Kontaminationen mit
Fremd-DNA zu vermeiden. Es wurden jeweils 1-2 ul des Ligationsansatzes mit 50 pl
kompetenter E.coli Bakterien gemischt und in gekihlte Kivette gegeben. Nach etwa 1
Minute wurde die Kiivette in das Elektroporationsgerat Gberfihrt und die Transformation
durch einen 2500 Volt starken Elektroschock durchgefiihrt. Die Bakterien wurden in 1 ml
LB-Medium aufgenommen und fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach dieser Ruhephase
konnten die transformierten Bakterien (ca. 100-200 pl) auf Agarplatten mit entsprechendem

Antibiotikum ausgestrichen werden.

! http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/ (27.08.2014)
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LB-Medium:
Trypton: 10 g, Hefeextrakt: 5 g, NaCl: 5 g, H,0: 11,
|6sen, abflllen, autoklavieren

Das zur Klonierung von PCR-Produkten verwendete pGEM-T Easy-System ermoglicht eine
Identifizierung rekombinanter Konstrukte Uber a-Komplementation. Diese Methode ist
erstmals 1967 beschrieben worden (Ullmann et al. 1967). Hierzu wurden X-Gal- und IPTG-
enthaltende Agarplatten verwendet und ausplattierte Klone, die kein Insert trugen, und
somit (ber ein intaktes B-Galaktosidase-Gen verfiigen konnten X-Gal zu Galaktose und
einem blauen Indigo Farbstoff umsetzen. Bei Klonen mit Insert war der ORF des Gens sehr
wahrscheinlich zerstort oder so weit auseinandergeschoben, dass X-Gal nicht umgesetzt
werden konnte und diese durch ihre weille Farbung klar zu identifizieren waren (Sambrook

und Russell 2001).

Zur lsolierung der Plasmide wurde zunichst eine Ubernach-Kultur hergestellt. Je nach
Resistenzgen des verwendeten Plasmids wurde das entsprechende Antibiotikum in 5 ml LB-
Medium gegeben. Dann wurde eine Bakterienkolonie mit einem sterilen Zahnstocher gepickt

und 12-16 Stunden lang bei 37°C auf einem Schittelinkubator inkubiert.

Antibiotikakonzentrationen fiir U.N-Kulturen:
Ampicillin 100 pg/ml

Tetracyclin 15 pg/ml

Chloramphenicol 100 pg/ml

Die Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen beruht auf dem Prinzip der
schnellen alkalinen Lyse der Bakterienzellen und anschlieBender DNA-Bindung an
Silikasaulchen (Sambrook und Russell 2001). Hierzu wurden kommerzielle Kits verwendet

und die Plasmid-DNA nach Anleitung des Herstellers isoliert.

2.4.10 Southern Blot

Der Southern Blot ist eine von Southern (1975) entwickelte Methode zur Detektion eines
DNA-Restriktionsfragmentes, welches liber eine Gelelektrophorese aufgetrennt und auf

einem Blot immobilisiert wird. Mit dieser Technik kann eine spezifische DNA-Sequenz ohne
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vorhergehende Amplifizierung durch die Hybridisierung mit einer markierten Sonde im

Genom nachgewiesen werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Southern Blot-Technik zur Verifizierung der
homologen Rekombination im Ngb Lokus jener embryonalen Stammzellen eingesetzt,

welche zur Generierung des Ngb-KO Mausstammes verwendet werden sollten.

2.4.10.1 Generierung einer Ngb-Knockout spezifischen Sonde

Die Lage der Ngb-KO-Sonde wurde so gewahlt, dass nach Behandlung des Mausgenoms mit
dem BamHI Restriktionsenzym anhand der GrofRe des betreffenden Restriktionsfragments
eindeutig zwischen der wildtypischen und der gewilinschten rekombinanten Situation des
Ngb-Lokus im Mausgenom (Chr.12 87.097.531 - 87.102.539) unterschieden werden konnte
(siehe Tabelle 2-3). Um ein Template fiir die Sondenmarkierung zu gewinnen, wurde aus
dem Genom der putativ mittels Eucomm-Vektorsequenzen modifizierten embryonalen
Stammzellen heraus ein Bereich zwischen Intron1 von Ngb und einer Sequenz des

integrierten En2 (Engrailed2)-Gens mittels PCR (Tabelle 2-2) amplifiziert (Abbildung 2-1).

BamHI Restriktionsschnittstellen

Exon1l En2-Splice Site Exon 2 Exon 3
------------- —|7—|:.' Lacz_| Neo | [P —
Ngb Intronl = T T
Sonde FRT lox

Abbildung 2-1: Lage der Ngb-Knockout-spezifischen Sonde fiir den Southern-Nachweis

Dargestellt ist die Lage der Sonde (740 bp) im Ngb-KO Lokus im Bezug zu den BamHI-Restriktionsschnittstellen.
Da durch den Vektor eine zusatzliche BamHI-Erkennungssequenz eingebracht wurde, kann durch die
Hybridisierung mit dieser Sonde zwischen dem wildtypischen (Abstand BamHI Erkennungssequenzen:
14.490 bp) und dem rekombinierten Lokus (Abstand: 8.371 bp) unterschieden werden. Details sieche Abbildung
3-17.
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Tabelle 2-3: Primer fiir die Sondengenerierung
Fiir die beiden Primer zur Sondengenerierung sind Sequenz, Schmelztemperatur, Lange und Lage im von

Eucomm bereitgestellten Ngb-KO Vektor angegeben (Vektorsequenz im elektronischen Anhang).

Primername Sequenz Temp °C|Lage im Vektor Amplikon
5 Sonde_KO for| GCCTGCTGG TTT TCA GCT TC 60° 14804-14823

740b
5 Sonde_KO_rev| GGC AGT AGA GTTCCCAGGA | 60° 15524-15542 P

Das so generierte Amplifikat wurde anschlielfend lber TA-Klonierung in das pGEM-T Easy
Vektorsystem eingebracht (Klon: ES-KO-5-Sonde-pp3, siehe 2.4.8). Nach Bestatigung der
Sequenz von Plasmid und einkloniertem Amplifikat (Insert) wurde dieses Konstrukt als PCR-
Template fir die Sondengenerierung verwendet (siehe 2.4.9, 2.4.4). Durch die Klonierung
und die damit einhergehenden Reinigungsschritte wird eine Kontamination des PCR-
Templates durch murine DNA (vor allem repetitive) verhindert. Nach Amplifikation des
Inserts mittels PCR wurde das PCR-Produkt aufgereinigt und als Template fiir die folgende

radioaktive Markierung der Sonde (siehe 2.4.10.2) verwendet.

2.4.10.2 Radioaktive Markierung der DNA

Die radioaktive Markierung der Sonde erfolgte im Isotopenlabor unter Einhaltung der
vorgegebenen Sicherheitsrichtlinien. Als Template fir die Markierung mit dem Random
Primed DNA Labeling Kit (Roche) dienten 11 pl aufgereinigte Sonde aus Schritt 2.4.10.1,
welche 10 min bei 95°C denaturiert wurde. Es wurden jeweils 1 ul dGTP, dCTP und dTTP, 2 pl
Reaktionspuffer mit Hexamerprimern, 3 pl a*’P-dATP (10 uCi/ul) und 1 pl Klenow-Enzym
zugegeben. Die Reaktion wurde 2 h bei RT inkubiert und anschlieBend durch Fallung

aufgereinigt (Feinberg und Vogelstein 1983).

Die Fallung der nun radioaktiv markierten Sonde erfolgte durch Zugabe von 160 pl H,0, 20 ul
Dialysepuffer (10x) und 400 ul EtOH abs. fiir 30 min bei -20°C und anschlieBender
Zentrifugation bei 5000 rpm fiir 30 min. Das Pellet wurde anschlieBend mit 70% EtOH
gewaschen und die Radioaktivitdt des Pellets und der beiden Uberstinde {iberpriift. Das
radioaktiv markierte Pellet wurde in 100 pl H,O aufgenommen und mit 100 pl Carrier-DNA

(E. coli 50 pg) bei 95°C fir 10 min denaturiert. AnschlieBend wurde die markierte Sonde in
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15 ml 1x Prainkubationsmedium (3xSSC, nach (Denhardt, 1966)) mit 0,5% SDS aufgenommen

und auf den Blot in die Hybridisierungsréhre gegeben (siehe 2.4.10.6).

2.4.10.3 Isolierung genomischer Maus-DNA aus embryonalen Stammzellen

Die DNA-Isolierung erfolgte klassisch in folgenden Schritten: Kernlyse, Extraktion der
Proteine, Ethanol-Fallung der DNA und Lésen der DNA, nach einem Protokoll erstmals
beschrieben von Stafford und Kollegen (Blin und Stafford 1976). Da die Isolation aus
Zellkultur-Zellpellets erfolgte, konnten der mechanische Gewebeaufschluss und die

Kernisolation entfallen.

Die Zellpellets wurden in 3 ml eiskaltem Homogenisierungspuffer vorsichtig mit der Pipette
resuspendiert und im 15 ml Falcon abzentrifugiert (3500 rpm, 5 min, 4°C). Der Uberstand
wurde abgehoben wund verworfen, das Pellet wurde erneut 2ml eiskaltem
Homogenisierungspuffer resuspendiert. Fir die Zell- und Kernlyse wurde eine Spatelspitze
Proteinase K (Roth) sowie 1/10 Vol. 10% SDS und 1/10 Vol. 10x Dialysepuffer hinzugegeben.
Die Losung wurde durch Invertieren vorsichtig gemischt. Nach ca. 2 h Proteinase K-Verdau
bei 60°C wurde der pH-Wert durch die Zugabe von 0,1 Vol. gesattigtem Tris eingestellt. Nach
der Zugabe von 0,25 Vol. 5 M NaClO4 und gleichem Volumen eines Phenol /Chloroform /
Isoamylalkohol-Gemisches (25:24:1) wurde die Probe 10 min bei 5000 rpm und RT
zentrifugiert. Dieser Schritt wurde solange mit dem Uberstand wiederholt bis die obere,
wassrige Phase klar war (in der Regel 2-3 Mal). Zuletzt wurde die wassrige, DNA-enthaltende
Phase mit einer Mischung aus Chloroform-lsoamylalkohol (24:1) versetzt, um die
Phenolreste aus der wassrigen Phase zu entfernen. Die enthaltene DNA wurde anschlieRend
mit 1/10 Vol. 10x Dialysepuffer versetzt und dann mit 2,5 Vol. kaltem Ethanol abs. bei -20°C
gefallt (5000 rpm, 30 min, -20°C). Um Uberschissige Salze zu entfernen wurde das DNA-
Pellet mehrmals mit einer 70%igen Ethanol-Losung gewaschen und schliellich in HPLC-H,0

gelost.

Puffer zur DNA Extraktion:

Homogenisierungspuffer: 58 g Saccharose; 10 ml 0,1 M Na,-EDTA pH 7,4;

2,5 ml 0,1 M Na,-EGTA pH 7,4; 50 ml Puffer A (10x); auf 500 ml auffillen mit H,O
Puffer A (10x Stock): 150 ml 2 M KCl; 37,5 ml 2 M NaCl; 7,5 ml 0,1 M Spermin;

25 ml 0,1 M Spermidin; 75 ml 1,0 M Tris HCI; auf 500 ml mit H,0 auffillen;

pH auf 7,4 (mit HCI) einstellen.
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Gesattigte Tris-Losung, pH 8.5: in 50 ml H,0 solange Tris unter Riihren zugeben bis
sich ungeldstes Tris absetzt; dann mit konz. HCI pH 8,5 einstellen und Losung filtrieren.

2.4.10.4 Restriktion und Gelelektrophorese genomischer DNA

Die isolierte genomische Maus DNA wurde mit dem BamHI Restriktionsenzym (Fermentas) in
70 pl-Ansatzen verdaut. Die Ansatze bestanden hierbei aus 60 pl in Wasser geloster DNA,
7 ul 10x Restriktionspuffer und 3 pl BamHI (5 U/ul). Der Verdau erfolgte im Wasserbad bei
37°C lUber 24 h. Um eine ausreichende Menge (ca. 30 pg) restringierter DNA zu erhalten

wurden 50 pg genomische DNA fiir die Restriktion eingesetzt.

AnschlieBend wurden die Restriktionsansatze gefallt (siehe 2.4.7) und auf einem 0,8%igen
Agarosegel (,Midi-Gel“: 10cm x 8 cm, 0,5cm Dicke) in 1x TBE Puffer aufgetrennt. Die

Laufzeit bis zur vollstandigen Auftrennung betrug ca. 2-3 h.

1x TBE: 90 mM Tris; 90 mM Borsaure; 1,2 mM Na,EDTA

2.4.10.5 Southern-Transfer der DNA

Nach der Gelelektrophorese wurde das Gel denaturiert (20 min in 0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl)
und anschlielend in einer Neutralisierungslosung (3 M NaCl; 0,5 M Tris, pH 7,5) fir 30 min
inkubiert. AnschlieBend fand ein passiver Transfer auf eine Nitrocellulose Membran (Blot)
Uber Nacht statt (Abbildung 2-2). Nach dem Transfer wurde die Membran kurz in 2 x SSC
gewaschen. Unter UV-Licht wurden die Probentaschen, starke DNA-Banden, Markerbanden
und die Gelumrisse mit Fettstift markiert. Der Blot wurde anschliefend im Ofen bei 80°C fur

XX min gebacken und bis zur Prainkubation/Hybridisierung bei 4°C aufbewahrt.
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MATERIAL UND METHODEN

Gewicht

Glasplatte

4-6 Whatman 3M M}_ Membran

Gel (upside down) [ [B—Taschen
4-6 Whatman 3MM

20x SSC /

Abbildung 2-2: Blotaufbau: unidirektionaler Blot

Die schematische Darstellung zeigt wie das denaturierte Gel und die Membran aufgebaut werden um die DNA-

Fragmente aus dem Gel auf die Membran zu transferieren (blotten).

2.4.10.6 Hybridisierung und Exposition

Nach dem Southern  Transfer  wurde die Nitrocellulose-Membran in
2x Prainkubationsmedium (6x SSC (Denhardt 1966)) mit 1% SDS 2-3 h bei 63°C inkubiert um
die freien unspezifischen Bindungstellen auf der Membran abzusattigen. Die radioaktiv
markierte Sonde aus 2.4.10.2 wurde auf den Blot gegeben und in der Hybridisierungsréhre

bei 63°C fur 16 h inkubiert.

Nach der Inkubation wurde die Losung abgenommen und der Blot zweimal mit 2x SSC fir je
25 min und einmal mit 0,1x SSC fiir 15 min gewaschen. Der letzte Waschschritt wurde bei
Bedarf so lange wiederholt, bis der Waschpuffer eine Strahlung von unter 1 Becquerel (Bq)
aufwies. AnschlieRend wurde der Blot in eine Expositionskassette (Kodak) mit einem
Rontgenfilm (Kodak) und einer Verstarkerfolie (Cronex) eingelegt und bei -80°C fiir 4 Tage

exponiert.

Hybridisierungspuffer: 3x SSC; 1x PM (nach Denhardt)

Stock: 20x SSC: 3 M NaCl; 0,3 M Na-Citrat

2x Prahybridisierungspuffer/ 6x SSC

Hybridisierungsmedium nach Denhardt: 600 ml 20x SSC; 1400 ml H,0;

0,8 g Ficoll 400; 0,8 g Polyvinylpyrrolidon (PVP); 0,8 g Rinderserumalbumin (BSA)
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2.4.11 Probenvorbereitung fiir die RNA-Seq Analyse

Fir die RNA-Seq Analyse wurde aus den Hippocampus (Hip) und Cortex (Cox) Geweben von
Ngb x Camk2 doppelt-transgenen (Ngb+) und Doxycyclin-Behandelten (Doxy) Mausen
Gesamt-RNA isoliert (2.4.1). Nach der Quantifizierung und Qualitatskontrolle (2.4.2) wurden
aus der Gesamt-RNA der einzelnen Proben zu gleichen Anteilen jeweils Pools aus drei
Praparationen gebildet. Fiir die Erstellung der mRNA Sequenzier-Libraries wurde das
TrueSeq RNA Sample Prep Kit (Illumina) nach Angaben des Herstellers verwendet. Die cDNA-
FragmentgroBe fir die 100 bp Paired-End Sequenzierung betrug im Mittel ca. 300bp.
Nachfolgend sind die Mengen an Gesamt-RNA pro Pool die jeweils flr die Librabry-Prep
eingesetzt wurden angegeben. Ebenso sind die jeweiligen Gewebe und Tiernummern

inklusive Geschlecht und Dauer der Doxycyclin-Behandlung angegeben.

Hip 18.1,, | ) Cox 18.1,,

. Pool 1: Ngb+ Pool 1: Ngb+
Hip 18.2 .

'P m 1,5ug Gesamt-RNA Cox 18.2n 2,5ug Gesamt-RNA
Hip 19.1,, Cox 19.1,,

Hlp 47-1m +5wDox

H|p 492w +5wDox

H|p 493w +5wDox

Pool 2: Doxy

1,5pg Gesamt-RNA

Cox 4'7-1m +5wDox

COX 4'9-2w +5wDox

COX 4'93w +5wDox

Pool 2: Doxy

2,5ug Gesamt-RNA

2.5 Bioinformatische Methoden

2.5.1 Qualitatspriifung und Bereinigung der generierten RNA-Seq Daten

Die auf dem HiSeq 2000 (lllumina) generierten Sequenzierdaten im Format FastQ wurden
zunichst auf ihre Qualitdt hin Uberpriift. Diese Uberpriifung erfolgte mit Hilfe des
Programms FastQC', es wurde besonderes Augenmerk auf die Ergebnisse beziiglich der
Qualitat der Basen der einzelnen Reads in Bezug auf die Lange (per base sequence quality)

sowie der Sequenzduplikate und Anzahl Uberreprdsentierter Sequenzen (z.B.

! http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc/ (27.08.2014)
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Homopolymere) gelegt. Um Sequenzierartefakte zu entfernen wurde das FastX Tool Kit*
verwendet. Hierbei wurden ublicherweise die ersten 15 Basen am 5‘-Ende aller Reads
entfernt (fastx_trimmer) und, falls vorhanden, auch der Sequenziertag (fastx_clipper). Im
Anschluss an dieses Trimming der Reads wurden Sequenzen, welche eine Lange <20 Basen
aufwiesen, entfernt (fastx_clipper), da hier die Spezifitdit beim nachfolgenden Mapping
(siehe 2.5.2) nicht mehr gewéhrleistet ware. Ebenso wurden Reads mit mittleren Phred-
Qualitatswerten <20 (Max Qualitdtswert einer jeden Base: 40) aus dem Datensatz gefiltert
(fastq_quality_filter), da diese ebenfalls zu falsch-positiven Ergebnissen im anschliefenden

Mapping fihren kdnnten.

Um am Ende der Bereinigung die Integritat der Paired-End Datensatze zu bewahren, wurden
die zwei Sequenzdateien (Forward und Reverse) abgeglichen. Nur solche Reads, deren
Forward und Reverse-Sequenzierung die Qualitatsfilter passiert haben, wurden beibehalten.
Verwaiste Sequenzen ohne Partner wurden in einer extra Datei abgelegt und kdnnen als
Single Reads ebenfalls fiir das Mapping verwendet werden (Perlskript: fastq_pese_sort von
Dipl. Biol. Mathias Weber). Der Anteil der Verwaisten Sequenzen war jedoch jeweils so

gering das diese fur die weitere Auswertung nicht bertcksichtigt wurden.

2.5.2 Mapping von RNA-Seq-Datensatzen mittels CLC-Workbench

Getrimmte Sequenzierdaten (siehe 2.5.1) wurden mit dem Programm CLC-Workbench
(Version 5.51 CLC bio) analysiert. Die Daten wurden mit Hilfe der RNA-Seqg-Analyse gegen
das gesamte Referenz-Genom der Maus (NCBI Build 37%) gemappt. Fir Paired-End
Sequenzen wurden stringente Parameter festgelegt: 95% eines Reads mussten zu 95% mit
der Referenzsequenz des Genoms Ubereinstimmen, um in das Mapping aufgenommen zu
werden. Weiterhin wurde die Information des Abstandes der gegenlaufigen Reads (Paired-
End Information) genutzt: nur Reads, welche in einem Abstand zwischen 10 und maximal
400 Basen relativ zueinander einen Treffer im Genom ergaben, wurden gezihlt. Zudem

wurde maximal ein Treffer pro Read erlaubt. Weitere Parameter auch fir die Mapping-

! http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/ (27.08.2014)

? ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/M_musculus/ARCHIVE/BUILD.37.2/ (27.08.2014)
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Einstellungen fir die 6ffentlich zuganglichen RNA-Seq-Vergleichsdaten sind in Tabelle 2-4

aufgefihrt.

Tabelle 2-4: Fiir das Mapping mittels CLC-Workbench verwendete Parameter
In der Tabelle sind alle Parameter angegeben, welche fiir die RNA-Seq Analyse (Mapping) verwendet wurden.
Bei den Paired-End Datensatzen wurde ein Abstand zwischen 10 und 400 Basen zwischen den Reads erlaubt

(Paired-End Information).

Parameter Wert
Maximum number of mismatches (Single-End Reads) 2
Maximum number of hits for a read 1
Minimum length fraction (Paired-End Reads) 0,95
Minimum similarity fraction (Paired-End Reads) 0,95
Exon discovery Yes
Minimum read count fusion gene table 5 (default)

Minimum length of putative exons

50 (default)

Minimum number of reads

10 (default)

Use annotations for gene and transcript identification

Yes (default)

Use strand specific assembly

No (default)

Additional downstream bases:

2000 (default)

Minimum exon coverage fraction

No (default)

Neben den selbst hergestellten RNA-Seqg-Datensadtzen wurden zum Vergleich auch 6ffentlich
zugangliche Datensatze verwendet. Geeignete Rohdaten wurden im Sequence Read Archive
(SRA) des National Center for Biotechnology Information (NCBI)!, im European Nucleotide
Archive (ENA) des European Bioinformatics Institute (EBI)? oder im Sequence Read Archive
(DRA) der DNA Data Bank of Japan (DDBJ)® bezogen. Falls die Daten nicht im FastQ Format
verfligbar waren, wurden diese im SRA-Format heruntergeladen. Mit dem fastg-dump

Programm des SRA Toolkits* erfolgte dann eine Umwandlung in das FastQ-Format.

! http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/ (27.08.2014)
2 http://www.ebi.ac.uk/ena/ (27.08.2014)
* http://trace.ddbj.nig.ac.jp/DRASearch/ (27.08.2014)

* http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/?view=software (27.08.2014)
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2.5.3 Statistische Auswertung der Mappings der RNA-Seq-Datensatze

Die statistische Auswertung der gemappten Reads zum Vergleich mehrerer Gewebe erfolgte
zunachst in der CLC-Workbench. Hierzu wurden die von der CLC-Workbench errechneten
RPKM-Werte ,reads per kilobase of exon model per million mapped reads” verwendet. Die
RPKM-Methode nach Mortazavi et al. wird verwendet, um Transkripte unterschiedlicher
Langen und/oder aus unterschiedlich groRen Datensidtzen miteinander vergleichen zu

kénnen (Mortazavi et al. 2008).

Gesamtzahl der Exon — Reads

RPKM =
Gemappte Reads (in Millionen) x Exonlange (Kb)

Der RPKM-Wert eines Transkripts gibt also Auskunft Gber die relative Menge desselbigen in
der Ausgangsprobe, wobei auf die Sequenziertiefe (Anzahl gemappte Reads) und die Lange

des Transkripts (Exonldange) normalisiert wird (Mortazavi et al. 2008).

Zum Auffinden regulierter Gene wurden die RPKM-Werte aller Gene zwischen den
betreffenden Datensdtzen verglichen. Unterschied sich der RPKM-Wert eines Transkripts
(FC, ,Fold Change”) zwischen zwei Datensdtzen um mehr als den Faktor 2, so wurde dieses
Gen als reguliert definiert. Zur einfacheren graphischen Darstellung wurde der FC-Wert
logarithmisch (log,) aufgetragen. Als Mindestbetrag fir regulierte Gene ergibt sich demnach

ein FCpog 21.

Um die Anzahl der irrtiimlich als reguliert detektierten Gene (= Falsch-Positive) zwischen
verschiedenen Datensatzen zu ermitteln, wurde eine Rj-Statistik nach Stekel et al. (2000)
durchgefihrt. Hierbei wird fir jedes als reguliert detektierte Gen durch den Rj-Wert die
Wahrscheinlichkeit angegeben, dass es sich um ein Falsch-Positives handelt. Die Berechnung
basiert auf der Log-Likelihood-Ratio-Statistik fiir ein Gen ,,j (Abbildung 2-3). Die Variable
,m“ entspricht hierbei der Anzahl der Datensatze, ,Xi,j“ bezeichnet die Anzahl der fir das
Gen ,j“ spezifischen Reads (Unique Gene Reads) in der i-ten Library. Der Wert , Nj“ steht fir
die Gesamtzahl der gemappten Reads (Sequenziertiefe) der i-ten Library und ,fj“ gibt die
Frequenz der ,,unique Gene Reads” des Gens ,,j“ in allen Libraries an. Der Rj-Wert bezieht
also neben der GroBe der zu vergleichenden Datensatze auch die Expressionsstarke des
Gens innerhalb der Datensdtze (stark vs. schwach) ein und stellt somit ein Mal fir die

Wahrscheinlichkeit einer zufalligen Streuung der Genexpressionswerte zwischen den
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Datensdtzen dar. Transkripte mit einem Rj-Wert >8 kdnnen als reguliert angesehen werden

(Stekel et al. 2000).

m

) . Xi, ]
Rj = xi, jlog [Ffj]

i=1
IE 71 XiJ
TN

Abbildung 2-3: Berechnung des Rj-Wertes

Formel zur Berechnung des Rj-Wertes, Erlduterungen zu den einzelnen Variablen siehe Text (Stekel et al. 2000).

2.5.4 Statistische Transkriptom- und Expressionsprofilanalysen

Die Gene Ontology (GO) Annotation erfolgte mit dem Online-Tool DAVID! 6.7 (Huang da et
al. 2009b, a). Als Eingabe dienten die GenelDs der jeweiligen regulierten Gene, die GO-
Annotation erfolgte in der Kategorie "Molecular Function". Gene ohne passende GO-
Annotation wurden in der Kategorie "Other" zusammengefasst. Zur statistischen
Berechnung der Anreicherung regulierter Gene musste der jeweilige Hintergrund
(Background), also die Anzahl aller messbaren Punkte, gewahlt werden. Bei der Analyse der
Affymetrix Microarray-Daten wurde hier der Verwendete Gene Chip (Mouse Genome 430 2
Array) ausgewadhlt. Hierdurch kann die statistische Signifikanz einer Anreicherung der
regulierten Gene in einem bestimmten Stoffwechselweg ermittelt werden. Zur Ermittlung
der statistischen Anreicherung der Kegg-Pathways wurde das Online-Tool WebGestalt?
(,WEB-based GEne SeT Analysis Toolkit”) verwendet. Hierzu wurde die Liste der jeweiligen
regulierten Gene (Alle / nur hoch / nur runter -regulierten Gene) in das Tool geladen und der
jeweils verwendete Organismus (Maus) und die verwendete GenelD (Affy-mouse430-2 oder
Gene Symbol) ausgewahlt. Als Parameter fir die statistische Analyse wurde Kegg-Analysis
und als Background das Affy-mouse430-2-IDSet oder das Maus-Genom gewaéhlt. Die Top 10
angereicherten Kegg-Pathways wurden Ausgegeben. Zur statistischen Absicherung fir

multiples Testen wurde eine Benjamini & Hochberg (1995) Korrektur des p-Wertes (BH)

! http://david.abcc.ncifcrf.gov/ (27.08.2014)

? http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/analysis.php (27.08.2014)
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verwendet. Pathways mit einem p-Wert von kleiner als 0,05 wurden als signifikant

Angereichert angesehen.

2.5.5 Ingenuity Pathway Analyse - IPA

Die IPA Software, Ingenuity® Systems’, ist eine kommerzielle Software welche zur Analyse,
Interpretation und Beschreibung von Genexpressionsdaten eingesetzt werden kann. Mit der
Software ist es moglich die Beziehungen zwischen Genen, Proteinen, Zellen, Chemikalien

und ganzen Geweben zu annotieren und zu visualisieren

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die IPA-Software verwendet, um die regulierten Gene der
transgenen Ngb x R26 Mausleber zu annotieren. Hierzu wurde die Liste der als reguliert
ermittelten Gene im Affyld Format in die Software hochgeladen (siehe 7.1). Anschliefend
wurde der Organismus (Mus musculus) gewahlt und die Annotation der Gene gestartet. Die

Ergebnisse wurden als Text Datei exportiert und in Excel (Microsoft) weiterbearbeitet.

2.5.6 Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes — Kegg-Datenbank

Die Kegg-Datenbank ist eine frei zugangliche Datenbank, welche u. a. die Informationen zu
Genen, Stoffwechselwegen und Biomolekiilen enthalt (Kanehisa et al. 2004). Zur Annotation
der als reguliert ermittelten Gene wurde die entsprechende Liste mit RefSeq-IDs unter
Angabe des verwendeten Organismus (Mus musculus) in den Kegg—Mapper2 hochgeladen.

Die Ausgabe wurde in Excel (Microsoft) weiterbearbeitet.

! www.ingenuity.com (27.08.2014)

? http://www.genome.jp/kegg/tool/map_pathwayl.html (27.08.2014)
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3 Ergebnisse

3.1 Ektopische Neuroglobin-Uberexpression in der Leber mit Hilfe des Ngb x R26

Mausmodells

Am Institut fir Molekulargenetik der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Thomas Hankeln der Johannes
Gutenberg Universitdt Mainz wurden Mausmodelle zur konditionalen Uberexpression von
Ngb etabliert. Im Unterschied zu den oben erwdhnten (1.3.2) einfach-transgenen Ngb-
Mausmodellen kann hier die Expression durch die gezielte Auswahl der Tet-Treiberlinie auf
eine bestimmte Region (z. B. nur das ZNS) beschrankt werden. AuRerdem kann mit diesem
System die ektopische Expression gezielt nur im adulten Tier induziert werden, um
potentielle kompensatorische Effekte der Maus auf eine Ngb-Uberexpression wihrend der
Entwicklung zu vermeiden. In dieser Arbeit wurde sowohl das Tet-on als auch das Tet-off-
System fiir eine Regulation der ektopischen Ngb-Expression verwendet. Als
Responderkonstrukt in den doppelt-transgenen Mausen diente ein Vektor mit einem
bidirektionalen Promotor, welcher die gleichzeitige Transkription sowohl des Transgens
(Ngb) als auch eines Reportergens (eGFP: Griin fluoreszierendes Protein) ermoglicht, sobald
der Transaktivator bindet (Kistner et al. 1996, Baron und Bujard 2000, Wystub 2007). Als
Effektor zur zielgerichteten Uberexpression von Ngb wurden zum einen KI-R26-1D-rtTA
Effektormause (Tet-on), welche den rtTA unter dem Einfluss eines ubiquitar aktiven ROSA26-
Promotors exprimieren, zum anderen Camklla-tTA Effektormaduse (Tet-off) mit dem
Promotor der Vorderhirn spezifischen Ca2+/CaImoduIin—abhéngigen Proteinkinase Camklla
verwendet (Mayford et al. 1996, Soriano 1999, Mansuy und Bujard 2000, Krestel et al. 2001,
Wortge et al. 2010).

Die transgene Mauslinie zur ektopischen Ngb-Uberexpression wurde im Vorfeld zu dieser
Arbeit von Dr. Sylvia Wystub im Rahmen einer Dissertation (Wystub 2007) und in der AG
Ernesto Bockamp angefertigt (siehe 2.1.1). Die Funktionalitdt des transgenen Systems wurde
im Vorfeld zur vorliegenden Arbeit von Dominic Docter (Diplomarbeit, 2008) und Tina

Altenhein charakterisiert.

Die Uberpriifung der Ngb-Uberexpression mittels Western Blot und IHC (Docter 2008;
Abbildung 3-1) zeigte, dass die ektopische Ngb-Uberexpression in der Leber im Ngb x R26

System (A) in den Hepatozyten lokalisiert ist. Eindeutig zu sehen ist der An/Aus-Effekt der
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Ngb-Expression in der transgenen Leber nach der Induktion mittels Doxycyclin (siehe 2.1.3).
Der Nachweis von Uberexprimiertem Ngb-Protein in der Leber der Maus erfolgte mit zwei

unterschiedlichen anti-Ngb Antikdrpern (Docter, 2008).

A Ngb x R26 +Dox Ngb x R26 -Dox

Abbildung 3-1: Proteinnachweis der ektopischen Ngb-Uberexpression in der Leber der Ngb x R26-Transgenen
A: IHC-Nachweis des Ngb-Proteins in Induzierter- (+dox) vs. Kontroll- (-dox) Mausleber (anti-Ngb, Sigma). B:
WB-Nachweis der ektopischen Ngb-Expression (anti-Ngb, Santa Cruz); Spuren: 1,4,6 Ngb x R26 +dox; 2,3,5 Ngb
X R26 -dox; 7: rec. Ngb Prot. (aus: Docter, 2008).

Die Auswahl der Versuchstiere (n=3), die Préparation der Gewebe sowie die anschlielende
Extraktion, Aufreinigung und Qualitatskontrolle der RNA flr die Microarray Transkriptom-
Analyse (2.5.5, 2.5.6) wurde von Tina Altenhein (Mainz, 2008) durchgefiihrt. Die Leber-
mRNA wurde mittels qRT-PCR (siehe 2.4.7.2) auf eine vorhandene Ngb-Uberexpression hin
untersucht. Die analysierten Gewebeextrakte zeigten eine in Relation zur Expression von
Cygb, das hier als nicht reguliertes Referenzgen verwendet wurde, eine starke ektopische
Ngb-Expression in den Doxycyclin behandelten (+dox) im Vergleich zu den unbehandelten

(-dox) Tieren (Abbildung 3-2). Letztere verfligten Uber keine native Ngb-Expression und
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werden im weiteren Verlauf als Kontroll-Proben bezeichnet. Die schwache relative Ngb-
Expression in Tier Nr.1.75.1 deutet auf eine bereits in der Literatur berichtete ,leaky
expression” des R26 Treibers hin (Zhu et al. 2001, Zhu et al. 2002). Aufgrund der bestatigten
ektopischen Ngb-Uberexpression wurden die sechs RNA-Proben an die High Density
Microarray (HDMA) Core Facility (Zentrale Serviceeinheit) der Universitatsklinik Mainz zur

Generierung der Genexpressionsdaten per Affymetrix-Technologie libergeben.

gRT-PCR der transgenen NgbxR26 Leberproben

+do -
100000 X dox
<
E H Ngb
2 10000 -
s 3 Cygb
[T R
¢ = 1000 -
g8
28 100 - -
(=]
E x
= =
£ W 10 - -
=G
Y g
[= =]
5 ||
1 1 | T T 1
o
é 1.68.2 m 1.68.4m 1.76.5w 1.70.2 m 1.73.1w 1.75.1w

Mauslebern der NgbxR26 Linie
Tiernummer und Geschlecht

Abbildung 3-2: Nachweis der ektopisch exprimierten Ngb-mRNA in Leberproben der Ngb x R26 Linie

Dargestellt ist die absolute Kopienzahl des Cygh-Gens pro 1ug Gesamt-RNA (gRNA) (grau) und die darauf
normalisierte relative Kopienzahl des Ngh-Gens (ebenfalls pro 1ug gRNA). Neben den Tiernummern sind jeweils
die Geschlechter der Tiere angegeben (m=mannlich; w=weiblich). Alle Tiere waren zum Zeitpunkt der

Organentnahme etwa 3 Monate alt.

3.1.1 Vergleichende Transkriptom-Analyse Ngb-transgener Mausleber mittels

Affymetrix-Microarrays

Die von der HDMA Core Facility der Universitatsklinik Mainz gelieferten
Genexpressionsdaten wurden mittels Excel (Microsoft) bearbeitet und statistisch
ausgewertet. Fir weitere Analysen wurden nur Gene berlicksichtigt, deren
Expressionsstarke sich im Vergleich der induzierten versus Kontroll-Leberproben mindestens

um den Faktor (,Fold Change”, FC) zwei bzw. den logarithmierten Betrag FCig 21
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unterschieden. Weiterhin wurden alle Gene verworfen, die nicht auf mindestens einem der
Affymetrix-Chips pro Gruppe detektiert wurden. Nur Gene mit einem Fehler erster Ordnung
() von <5% (p<0,05) wurden in die weitere Analysen mit einbezogen. In der
nachfolgenden Tabelle 3-1 sind die annotierten Eintrdge pro Datenbank aufgefiihrt. Die
gesamte Anzahl der als reguliert ermittelten Gene mit einem FCog, > +1 und der statistischen
Sicherheit (Student t-Test) von p £ 0,05 betrug somit 349 (siehe Tabelle 3-1). Hiervon waren
in den Dox-behandelten Leberproben 204 starker exprimiert (FCiog2 2 +1) und 145 schwacher

exprimiert (FCiog2 < -1) als in den Kontrollproben.

Tabelle 3-1: Regulierte Gene in transgener Leber nach statistischer Auswertung und Annotation

Die Tabelle zeigt die Anzahl der regulierten Gene im Vergleich der induzierten- vs. Kontroll-Proben (n = 3). Die
Tabelle umfasst die Anzahl der als reguliert (hoch oder runter) gemessenen Sonden und die daraus
resultierende Anzahl an annotierten Maus-Genen. (Affymetrix: auf dem GeneChip zugeordnete Sonden-IDs;
NetAffx: Affymetrix-Datenbank mit Annotation der Sonden-IDs; IPA: Ingenuity Datenbank; DAVID: Online Tool

zur Genannotation; siehe 2.5.4; FC = “Fold Change”).

Datenbank Gesamt Funktion eindeutig Annotiert
FCioge >+1 FCiog2 <-1
Affymetrix 349 204 145
NetAffx 306 175 131
IPA 308 178 130
DAVID 311 180 131

Die Sequenzinformation zur Generierung der Sonden im verwendeten Affymetrix GeneChip
Mouse Genome 2.0 Microarray basiert auf Daten der UniGene Datenbank des Jahres 2002™.
Hierdurch sind diese Information teilweise veraltet und es konnten nicht alle als reguliert
ermittelten Affymetrix-Sonden-IDs einem in den aktuellen Datenbanken annotierten Gen
zugeordnet werden. In Tabelle 3-1 sind in den letzten beiden Spalten jeweils die

mehrdeutigen bzw. in den jeweiligen verwendeten Datenbanken nicht mehr vorhandenen

! http://www.affymetrix.com/catalog/131477/AFFY/Mouse-Genome-430-2.0-Array (27.08.2014)
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Affymetrix-IDs angegeben. Somit reduzierte sich der untersuchte Gesamtdatensatz der nach
einer Ngb-Uberexpression in der Mausleber als statistisch signifikant regulierten Gene auf
311 Gene in der DAVID-Datenbank (2.5.4) und 308 bzw. 306 Eintrage in den IPA und NetAffx-

Datenbanken.

In Tabelle 3-2 sind die zehn am starksten regulierten Gene im Vergleich des transgenen und
des Kontroll-Gewebes zusammengefasst dargestellt. Zu den am stdrksten positiv regulierten
Genen gehorte das transgene Ngb (FC=1.312) selbst sowie das Enzym Lipoproteinlipase
(LPL; FC = 10). Am starksten negativ reguliert in der transgenen Ngb-Leber waren Gene der
Cytochrom-Familie (u. a. Cyp17al; FC =-20) und das MMD2-Gen (monocyte to macrophage

differentiation-associated 2; FC = -12).

Tabelle 3-2: Die Top 10 der hoch und runter regulierten Gene in der Ngb-transgenen Mausleber

Die Tabelle zeigt die zehn am starksten hoch bzw. runter regulierten Gene nach ektopischer Ngb-Expression in
der murinen Leber im Vergleich zur Kontrolle. Zu beachten ist der extrem hohe Wert von Ngb (FC = 1312): da in
der Kontroll-Leber eine Hintergrund (leaky expression) Ngb-Expression nachgewiesen wurde, stellt dieser Wert

eine rein technische Regulation dar.

Hoch i Runter i
Gen FClog2 Annotation Gen FCiog2 Annotation
NGB 13123 neuroglobin CYP17A1 -20,7 cytochrome P450, family
LPL 10,0 lipoprotein lipase MMD2 -12,7 monocyte to macrophage differentiation-associated 2
HIST2H3C 7,1 histone cluster 2, H3c SERPINA12 -12,5 serine peptidase inhibitor
RSAD2 6,2 | radical s-adenosyl methionine domain containing 2 CYP2B6 -9,7 cytochrome P450, family
Tgtpl 5,7 T cell specific GTPase 1 SLCO1A2 -8,1 solute carrier organic anion transporter family
BC023105 5,0 pseudogene CYP2B6 -8,0 cytochrome P450, family
SLC5A3 5,0 solute carrier family 5 DCT 7,1 dopachrome tautomerase
PEG3 4,5 paternally expressed 3 NTRK2 -5,9 neurotrophic tyrosine kinase
SRR 4,4 serine racemase Cil50rf60 -5,2 meiotic recombination protein
Gbp6 4,3 guanylate binding protein 6 Slcolal -4,7 solute carrier organic anion transporter family
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ERGEBNISSE

3.1.2 Untersuchung der regulierten Gene mittels , Ingenuity Pathway Analysis“

Eine Annotation der zelluldren Lokalisation der Produkte der insgesamt 308 regulierten Gene
der transgenen Leber sollte Hinweise auf die Art der transkriptionellen Antwort des
Lebergewebes auf die Ngb-Uberexpression liefern. Die Abbildung 3-3 zeigt ein Diagramm mit
der in IPA annotierten zelluldaren Lokalisation der Genprodukte. Die Annotierten
Genprodukte verteilten sich auf die zellularen Kompartimente: Plasmamembran (37 Gene),
Nucleus (79 Gene) und Cytoplasma (114 Gene). Weiterhin waren 15 der regulierten Gene als
kodierend fiir extrazelluldre Proteine annotiert. Fiir 63 der insgesamt 308 in der IPA-
Datenbank annotierten und in der Ngb-transgenen Mausleber regulierten Gene war die
zellulare Lokalisation der Genprodukte nicht bekannt. Auffallig ist der unterschiedliche Anteil
der Zellkern lokalisierten Genprodukte in den Listen der hoch und regulierten Gene.
Literaturwerte von murinen Lebertranskriptomen zeigen einen Anteil von ca. 36% im

Zytoplasma und 32% im Zellkern lokalisierter Genprodukte (Ghazalpour et al. 2011).

Zelluladre Lokalisation der regulierten Genprodukte

Cytoplasma

Unbekannt 114

63

Plasmamembran

37 Extrazelluldr

15

Abbildung 3-3: In IPA annotierte zelluldre Lokalisation der Genprodukte regulierter Gene
Dargestellt ist die Verteilung der in der IPA-Datenbank hinterlegten zelluldren Lokalisationen der Proteine der
308 in IPA annotierten und in der Ngb-transgenen Mausleber regulierten Genen. Die hinter den Gruppen

angegebenen Zahlen geben die Anzahl der Gene mit dieser Annotation an.
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ERGEBNISSE

Zellulare Lokalisation der runter regulierten Genprodukte

Unbekannt

27 Cytoplasma

60

Plasmamembran
15

Extrazelluldr
10

Abbildung 3-4: In IPA annotierte zelluldre Lokalisation der Genprodukte runter regulierter Gene

Dargestellt ist die Verteilung der in der IPA-Datenbank hinterlegten zellularen Lokalisationen der Proteine der
130 in IPA annotierten und in der Ngb-transgenen Mausleber herunter regulierten Gene. Die hinter den
Gruppen angegebenen Zahlen geben die Anzahl der Gene mit dieser Annotation an.

Zellulare Lokalisation der hoch regulierten Genprodukte

Unbekannt

36 Cytoplasma

54

Extrazelluldr
5

Plasmamembran
22

Abbildung 3-5: In IPA annotierte zelluldre Lokalisation der Genprodukte hoch regulierter Gene
Dargestellt ist die Verteilung der in der IPA-Datenbank hinterlegten zelluldren Lokalisationen der Proteine der

178 in IPA annotierten und in der Ngb-transgenen Mausleber heraufregulierten Gene. Die hinter den Gruppen

angegebenen Zahlen geben die Anzahl der Gene mit dieser Annotation an.
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ERGEBNISSE

Neben der Lokalisation der Genprodukte wurden auch die annotierten Funktionen selbiger

untersucht (Abbildung 3-6).

Funktionsannotation der regulierten Genprodukte

Transkriptions-

Regulator
Transporter 26
22
Kinase
20
Peptidase
10 Enzym

Transmembran 67

Rezeptor
8

Phosphatase

Liganden
abhdngiger
nucledrer Receptor

Wachstur%sfaktor
2
G-protein
gekoppelter
Rezeptor

2 Translations
Regulator
1

L Cytokine
1

Abbildung 3-6: In der IPA-Datenbank annotierte Funktion der Genprodukte der regulierten Gene
Dargestellt sind die per ,,Gene Ontology” annotierten Funktionen der Genprodukte der 308 regulierten Gene in

IPA. Die Zahlen geben die Summe der regulierten Gene in dieser Gruppe an.

3.1.3 Statistische Anreicherung der regulierten Gene und Stoffwechselwege

Durch die Untersuchung der mit den regulierten Genen assoziierten Expressionsorte und
Stoffwechselwege und der statistischen Auswertung selbiger sollten Hinweise auf einen
moglichen phanotypischen Effekt einer ektopischen Ngb-Expression auf das Transkriptom

der murinen Leber ermittelt werden.
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ERGEBNISSE

Annotation der Gewebsspezifitat hochregulierter Gene

Gehirn
78

Abbildung 3-7: Gewebsspezifitdt der hochregulierten Gene
Dargestellt sind die in der UniProt-Datenbank annotierten Hauptexpressionsorte der hochregulierten Gene.
Von insgesamt 163 Genen sind fir 78 Gene das Gehirn als Hauptexpressionsort annotiert. (EASE: 0,01;

Background: Mouse Genome 430 2 Array)

In Abbildung 3-7 sind die in der UniProt’-Datenbank annotierten Expressionsorte der
hochregulierten Gene dargestellt. Von den insgesamt 163 in der Datenbank annotierten
Genen war fiir 78 Gene das Gehirn als Hauptexpressionsort annotiert. Dies stellt jedoch
keine signifikante Anreicherung (p-Wert nach Bonferroni: 0,168) gehirnspezifischer Gene dar
da der Anteil an Datenbankeintragen mit gehirnspezifischen Genen AnteilsmaRig hoher als
der Ubrigen Expressionsorte ist. Der zweithaufigste Hauptexpressionsort war die Leber mit
58 annotierten Genen (p-Wert nach Bonferroni: 0,013) was eine signifikante Anreicherung
leberspezifischer Gene in diesem Datensatz anzeigt gefolgt von Tumor- (p-Wert: 2x10™) und
embryonalem Gewebe (p-Wert: 0,66) (Abbildung 3-7). Eine Untersuchung der 121 runter
regulierten Gene lieferte lediglich eine einzige Kategorie: Leber mit 46 Genen, signifikant

angereichert (p-Wert: 2x10) im Datensatz.

! http://www.uniprot.org/ (27.08.2014)
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Die Untersuchung auf Anreicherung regulierter Gene in bekannten Stoffwechselwegen
erfolgte mithilfe der Kegg-Datenbank (siehe 2.5.6). In Tabelle 3-3 sind die Stoffwechselwege
(Kegg-Pathways) aufgefiihrt, in denen die als reguliert ermittelten Gene annotiert waren.
Auffallig ist die Assoziation der Pathways mit Krankheiten (Influenza, Hepatitis) oder einer
generell schadhaften Konstitution (Krebs, Alkoholismus). Insgesamt konnten 161 von 349

regulierten Genen einem Kegg-Pathway zugeordnet werden (Tabelle 3-3).

Tabelle 3-3: Kegg-Pathway Annotation der regulierten Gene
Dargestellt sind die zehn am héaufigsten vorkommenden Pathways, in denen die regulierten Gene annotiert

sind. In Klammern ist die Anzahl der Gene pro Pathway angegeben.

Kegg Pathways

Alcoholism (36)

Systemic lupus erythematosus (35)
Metabolic pathways (29)
Transcriptional misregulation in cancer (10)
Influenza A (10)

Herpes simplex infection (10)
Lysosome (9)

Epstein-Barr virus infection (8)
Hepatitis C (7)

Tuberculosis (7)
Eine statistische Anreicherung der Kegg Pathways wurde mit dem Online-Tool WegGestalt®
»WEB-based GEne SeT AnalLysis Toolkit“ durchgefiihrt. Hierbei wurden von den 145 runter
regulierten Genen 23 in drei Kegg Pathways als signifikant angereichert (p-Wert: <0,05)
annotiert. Zu diesen drei Pathways zahlen: ,Metabolic pathways“ (18 Gene), ,Steroid
hormone biosynthesis” (3 Gene), ,,Other glycan degradation” (2 Gene). Fir die 204 hoch
regulierten Gene und die 349 insgesamt regulierten Gene konnten keine signifikant

angereicherten Kegg Pathways ermittelt werden.

! http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/ (27.08.2014)
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3.1.4 Hepatotoxin-Behandlung Ngb-transgener Tiere in vivo

Die Behandlung der Ngb-Uberexprimierenden Mause mit dem leberspezifischen Toxin
Tetrachlormethan (CCl;) sollte zeigen, ob ein protektiver Effekt einer ektopischen Ngb-
Expression, also eine gesteigerte Vitalitdt der transgenen Leber im Vergleich zur
wildtypischen nach Toxin-Behandlung, nachzuweisen ist. Durch das Einbeziehen von
weiteren Kontrollgruppen konnte auch der Effekt der Doxycyclin-Behandlung selbst auf die
Mausleber in Kombination mit der Hepatotoxin-Behandlung untersucht werden. Die
Behandlung der Ma&use mit dem Hepatotoxin CCl; erfolgte in Kooperation mit
Prof. Dr. Jan G. Hengstler am Leibniz-Institut fur Arbeitsforschung an der TU Dortmund. Auch
die Ermittlung der Blutplasmawerte der behandelten Mause und die Hamatoxylin-Eosin-
Farbung (H&E-Farbung) der Leberschnitte erfolgte durch Mitarbeiter der Arbeitsgruppe

Hengstler.

Die Untersuchung von Biomarkern als Anzeiger fiir einen Leberschaden im Blutplasma der
behandelten Tiere zeigte dabei eine deutlich hohere Konzentration der Hepatozyten-
spezifischen Enzyme Alanin-Aminotransferase (ALT) und Aspartat-Aminotrasferase (AST) in

CCls-behandelten Ngb-transgenen Tieren (siehe Abbildung 3-8 und Abbildung 3-9).

16000 - Alanin-Aminotransferase (ALT)
10856
14000 - *
12000 { \
10000
S 8000 -
=
2 6000 -
3382
4000 I
2000 -+
42 30
0 n 1
B Ngb+ /+Dox/+ CCl4 Ngb- /+Dox/+ CCl4
B Ngb+ /+Dox/+0il B Ngb- /+Dox/+0il

Abbildung 3-8: ALT Blutplasmawerte in CCl;-gestressten Mausen

Dargestellt sind die 48 Stunden nach der CCl,-Behandlung gemessenen Mengen (Units/Liter) eines
Hepatozyten-spezifischen Enzyms (Alanin-Aminotransferase, ALT) im Blutplasma der behandelten Mause. Die
Mengen des Markers im Plasma der Ngb-liberexprimierenden Mause (Ngb+/+Dox/+CCl,; n = 3)) sind signifikant
erhoht im Vergleich zur Kontrollgruppe (* = p £0,05 im einseitigen Students t-Test, unabhangige Stichproben,

gleiche Varianz; n = 3).
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Abbildung 3-9: AST Blutplasmawerte in CCl,;-gestressten Mausen

Dargestellt sind die 48 Stunden nach der CCl,-Behandlung gemessenen Mengen (Units/Liter) eines
Hepatozyten-spezifischen Enzyms (Aspartat-Aminotransferase, AST) im Blutplasma der behandelten Mause.
Die Menge des Enzyms im Plasma der Ngb-tberexprimierenden Mause (Ngb+/+Dox/+CCly;; n= 3) ist im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Ngb-/+Dox/+CCl,; n = 3) stark, jedoch nicht signifikant (p < 0,08 im einseitigen

Students t-Test, unabhangige Stichproben, gleiche Varianz), erhéht.

Bei der Gruppe der Ngb-liberexprimierenden und CCls-behandelten Mause (n = 3) war die
Konzentration des ALT-Markers (10856 U/l) im Blutplasma 3,2-mal hoher als in der Gruppe
der wildtypischen CCls-behandelten Mause (3382 U/I; n = 3) und 250-mal hoher als in den
beiden Gruppen der scheinbehandelten Mé&use (42 und 30 U/I; n =3) (Abbildung 3-8). Ein
sehr dhnliches Bild wurde auch fir das Enzym AST ermittelt (Abbildung 3-9).

3.1.5 Analyse moglicher Zellprotektion in Ngb-transgenen primaren Hepatozyten

Das in vivo ermittelte Schadensbild der CCl; Behandlung Ngb-transgener Mause sollte in vitro
durch eine spezifische Aktivierung der Apoptose reproduziert werden. Damit sollte gepriift
werden ob hier die generelle anti-apoptotische Wirkung von Ngb wie sie in der Literatur fir
Neuronen beschrieben wird auch in primdren Hepatozyten auftritt oder wie in den

vorhergehenden Versuchen ein erhéhter Schaden durch die Ngb-Uberexpression auftritt.
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Die Untersuchung der primaren Ngb-transgenen und WT Hepatozyten wurde in Kooperation
mit der AG von Prof. Dr. Susanne Strand an der I. Medizinischen Klinik der Universitat Mainz
durchgeflhrt. Hierzu wurden primdre Hepatozyten von Ngb-transgenen und mit Doxycyclin
behandelten Ngb x R26 Mausen und ihren einfach-transgenen, somit auf die Ngb-Expression
hin, wildtypischen Geschwistern isoliert. Die primdaren Hepatozyten wurden anschlieRend
mit einem Apoptose-induzierenden Antikérper (anti-Fas Rezeptor—Klon Jo2 - Antikorper)
behandelt und das Ausmal} der Apoptose wurde quantifiziert (Strand et al. 1996, Strand et
al. 1998).

In Abbildung 3-10 ist die Apoptoserate der Ngb-transgenen gegeniber den wildtypischen
primdren Hepatozyten (pmHep) in Abhangigkeit zur Jo2-Konzentration dargestellt. Die
Apoptoserate war in allen untersuchten Konzentrationen des Apoptose-induzierenden
Antikorpers in den Ngb-transgenen Hepatozyten um den Faktor zwei geringer als in den

wildtypischen Hepatozyten (siehe Abbildung 3-10).

Jo2-Behandlung fiir 18,5h
pmHep WT vs. Ngb-transgen

mHep WT
70,0 P P
® pmHep Ngb-transgen
60,0 -
50,0 4 T T

T T
40,0 ~

T I
30,0 4

20,0 4

10,0 -

0,0 T T T T T

50ng/mL 100ng/mL 200ng/mL 300ng/mL 400ng/mL 500ng/mL

Apoptoserate in %

Jo2 Konzentration
Abbildung 3-10: Apoptoserate nach einer Jo2-Behandlung von primdren Hepatozyten
Konzentrationsabhangige Versuchsreihe der Jo2-Behandlung Ngb-transgener versus wildtypischer primarer
Hepatozyten und die Bestimmung der Apoptoserate im Vergleich zu unbehandelten Zellen
(nicht dargestellt = 0). Gezeigt ist die Apoptoserate in Prozent in Bezug zur steigenden Jo2-Konzentration

(50-500 ng/ml). Die Apoptoserate wurde mit dem Celltiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay (Promega)
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ermittelt, hierbei wird der ATP-Gehalt metabolisch aktiver Zellen in einer Luziferase-Reaktion als Maf’ fiir die

Zahl lebender Zellen bestimmt® .

Zur weiteren Auswertung des Jo2-induzierten Schadens wurde die Anzahl der TUNEL (TdT-
mediated dUTP-biotin nick end labeling) positiven Zellen nach einer Behandlung der
primdren Hepatozyten mit 400 ng/ml Jo2-Antikorper ermittelt. Hierdurch kann auf die
Anzahl der nekrotischen und apoptotischen Zellen nach einem applizierten Stress
geschlossen werden (Gavrieli et al. 1992, Labat-Moleur et al. 1998). In Jo2-behandelten Ngb-
transgenen primdren Hepatozyten wurden 3% TUNEL positive Zellen ermittelt wahrend in
wildtypischen priméaren Hepatozyten der Anteil an nekrotischen bzw. apoptotischen Zellen

16% betrug (siehe Abbildung 3-11).

TUNEL-Methode
pmHep WT vs. Ngb-transgen, behandelt mit Jo2-400ng/mL
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g 10 pmHep WT
k=
g2 8-
o
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z
R 4
R
2 _J
0 1 T T _ T 1
Zellen analysiert: 688 539 456 835

Abbildung 3-11: TUNEL-Assay in Jo2-behandelten primaren Hepatozyten
Dargestellt ist die Anzahl der TUNEL positiven Zellen in Prozent (y-Achse) im Vergleich von Jo2-behandelten

und unbehandelten Ngb-transgenen und wildtypischen primaren Hepatozyten.

Als ein weiteres Mall fiir die Aktivierung des programmierten Zelltodes in den Jo2-

behandelten Hepatozyten wurde die Aktivitat der Initiator- und Effektor-Caspasen, welche

'http://www.promega.de/products/cell-health-and-metabolism/cell-viability-assays/celltiter_glo-luminescent-

cell-viability-assay/ (27.08.2014)
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zu den wichtigsten Enzymen der Apoptose zdhlen, gemessen. In Abbildung 3-12 ist die

Aktivitat der Effektor-Caspase 3 in Abhédngigkeit zur Dauer der Jo2-Behandlung dargestellt.

Nach 6 Stunden war die Caspase-Aktivitat in Ngb-transgenen primdren Hepatozyten im

Vergleich zu wildtypischen primaren Hepatozyten um den Faktor 3,5 hoher bezogen auf die

unbehandelten Kontrollen. Dieser Effekt war unabhangig von der Sauerstoffkonzentration

(5% vs. 21%), bei welcher die Hepatozyten inkubiert wurden, reproduzierbar (siehe

Abbildung 3-13 und 7.1 fiir weitere Daten).
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Caspase-3 Aktivitat
pmHep WT vs. Ngb-transgen mit Jo2 400ng/mL
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B pmHep Ngb-transgen
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Abbildung 3-12: Casp-3/7 Aktivitatsmessung nach Jo2-Behandlung von primaren Hepatozyten

Dargestellt ist die Caspase-3/7 Aktivitat in Ngb-transgenen und wildtypischen primaren Hepatozyten nach einer

Jo2-Behandlung (400 ng/ml) im Verlauf von 6h bei 21% O, im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen.
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Caspase-9 Aktivitat
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Abbildung 3-13: Casp-9 Aktivitat nach Jo2-Behandlung bei unterschiedlichen O,-Konzentrationen

5h

6h

7h

Dargestellt ist die Caspase-9 Aktivitat als relative Substratumsetzung in Ngb-transgenen und wildtypischen

primdren Hepatozyten nach einer Jo2-Behandlung (400 ng/ml) im zeitlichen Verlauf und bei unterschiedlichen

Inkubationsbedingungen (21% O, und 5% O,).

Die Ergebnisse der invitro Analyse primarer Hepatozyten nach einer Induktion der

intrinsischen Apoptose zeigen einen von der Sauerstoffkonzentration unabhangigen

protektiven Effekt von Ngb auf das Uberleben der primiren Hepatozyten. Diese Ergebnisse

zeigen das der in der Literatur fir Neuronen beschriebene Protektion durch Ngb auch in

primdren Hepatozyten gezeigt werden kann.
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3.2 Ektopische Neuroglobin-Uberexpression in Gehirnregionen der Maus mit

Hilfe des Ngb x Camk2 Mausmodells

Die ektopische Ngb-Uberexpression in dem Vorderhirn-spezifischen Ngb x Camk2
Mausmodell wurde im Rahmen der Diplomarbeit von Kai-Uwe Best (2010) mittels qRT-PCR
auf mRNA-Ebene sowie mittels Western Blot und IHC auf Proteinebene untersucht. Ahnlich
der nativen Camk2a-mRNA Verteilung im Mausgehirn wurde hierbei eine starke ektopische
Expression von Ngb im Cortex und Hippocampus der transgenen Tiere nachgewiesen (Best,

2010).

Das duale Tet-On System welches im Ngb x Camk2 Modell zur ektopischen Uberexpression
von Ngb verwendet wurde kann durch die Gabe von Doxycyclin moduliert werden.
Hierdurch wird ein quantitativer Vergleich der Ngb-Expression zwischen dem Wildtyp (auch
einfach transgene Tiere als Wurfgeschwister), dem Abgeschalteten Transgen (durch die
Gabe von Doxycyclin iber das Trinkwasser) und der vollen ektopischen Ngb-Expression
mittels des Tet-On Systems ermoglicht. In den nachfolgenden Kapiteln wird zwischen
einfach-transgenen (nur Ngb oder nur Camk2) und wildtypischen Wurfgeschwistern als
Kontrollen nicht unterschieden, jedoch zwischen Doxycyclin behandelten und somit doppelt-

transgenen Ngb x Camk2 Tieren

3.2.1 Ngb-Uberexpression im Cortex von Ngb x Camk2 transgenen Miusen

Die ektopische Ngb-Expression im Cortex der transgenen im Vergleich zu wildtypischen
Wurfgeschwistern ist in Abbildung 3-14 dargestellt. Die Untersuchung mittels IHC zeigte eine
zytoplasmatische Lokalisation von Ngb in Neuronen des Cortex sowohl in wildtypischen als
auch in Ngb-transgenen Tieren. Die Uberexpression wurde mittels Western Blot (Abbildung
3-14) und qRT-PCR quantifiziert und entsprach der fiinf- bis sechsfachen Ngb-Konzentration

im Cortex der transgenen im Vergleich zu den wildtypischen Tieren (Best, 2010).

Weiterhin wurden in Wurfgeschwistern Stabilitdt und Funktionalitat des Tet-Off Systems
anhand der Transgen-Expression analysiert. Durch die Gabe von Doxycyclin (20 pg/ml) tber

einen Zeitraum von fiinf Wochen konnte die transgene Expression abgeschaltet werden.
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Ngb x Camk2 Tet-Off: Cortex
JNll Nsb x Camk2

Abbildung 3-14: IHC und WB-Analysen der
ektopischen Ngb-Uberexpression im Cortex von Ngb
x Camk2 transgenen Mausen

A: Immunhistochemischer (IHC) Nachweis des Ngb-
Proteins in Gehirnschnitten von Ngb x Camk2 doppelt
transgenen und wildtypischen Wurfgeschwistern. Die
Abbildungen zeigen coronale Kryoschnitte bei
200-facher VergrofRerung. Zur Detektion wurde als
primdrer Antikorper ein anti-Ngb Antikorper aus
Kaninchen (Sigma) in einer 1:500 Verdiinnung
eingesetzt. Zur besseren Orientierung wurden die
Zellkerne mittels DAPI gegengefarbt.
Belichtungszeiten: TRITC: 1 Sek; DAPI: 0,2 Sek.
Balken = 100 um. (Best, 2010)

B: Western Blot Nachweis des Ngb- (17 kDa) und
B-Aktin (43 kDa) Proteins in Gesamt-Proteinextrakten
aus dem Cortex von Ngb x Camk2 transgenen (1-4)
und wildtypischen (5,6) Wourfgeschwistern. Zur
Detektion wurde ein anti-Ngb Gesamtserum (,Mitz-
Serum®) aus Kaninchen 1:500 verdiinnt verwendet.
Der Nachweis von B-Aktin erfolgte mit einem anti-p-
Aktin Antikoérper aus Kaninchen (Sigma) in einer 1:800

Verdlinnung. (Best, 2010)

3.2.2 Ngb-Uberexpression im Hippocampus der Ngb x Camk2 transgenen Miuse

Analog zur Untersuchung der Ngb-Uberexpression im Cortex der Ngb-transgenen
Versuchstiere wurde auch die Ngb-Expression im Hippocampus mittels IHC und Western Blot
analysiert. Die Abschaltung der Transgen-Expression im Tet-Off System ist in Abbildung 3-15
dargestellt. Durch die Gabe von Doxycyclin tGber das Trinkwasser Uber einen Zeitraum von

drei, vier und fiinf Wochen wurde die Ngb-Uberexpression im Hippocampus der transgenen
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Tiere soweit abgeschaltet, dass sie mittels Western Blot nicht mehr detektiert werden

konnte (siehe Abbildung 3-15 B).

Ngb x Camk2 Tet-Off: Hippocampus

Ngb x Camk2

Abbildung 3-15: Ektopische Ngb-Uberexpression im
Hippocampus von Ngb x Camk2 transgenen Mausen

A: Immunhistochemischer (IHC) Nachweis des Ngb-
Proteins in Gehirnschnitten von Ngb x Camk2
transgenen und  wildtypischen Mausen. Die
Abbildungen zeigen coronale Kryoschnitte bei
200-facher VergroRerung. Zur Detektion wurde als
primdrer Antikorper ein anti-Ngb Antikérper aus
Kaninchen (Sigma) in einer 1:500 Verdinnung
eingesetzt. Zur besseren Orientierung wurden die
Zellkerne mittels DAPI gegengefarbt.
Belichtungszeiten: TRITC: 1 Sek; DAPI: 0,2 Sek.
Balken = 100 um. (Best, 2010)

B: Western Blot Nachweis des Ngb (17 kDa) und
B-Aktin (43 kDa) Proteins in Gesamt-Proteinextrakten
aus dem Hippocampus von Ngb x Camk2 transgenen
(4,5), Doxycyclin behandelten (2:5 Wochen Dox,
3: 4 Wochen Dox) und wildtypischen (1) Mausen. Zur
Detektion wurde ein anti-Ngb Gesamtserum (,,Mitz-
Serum*“) aus Kaninchen 1:500 verdinnt eingesetzt.
Der Nachweis von B-Aktin erfolgte mit einem anti-f-
Aktin Antikérper aus Kaninchen (Sigma) in einer

1:800 Verdiinnung.

3.2.3 Transkriptomanalyse von Ngb-transgenen und Doxycyclin behandelten

Gehirnregionen im Ngb x Camk2 Mausmodell mittels RNA-Seq

Durch das Aufkommen von Sequenziertechnologien der zweiten Generation (NGS) bot sich
die Moglichkeit einer ,digitalen” Transkriptomanalyse durch Auszdhlen von

Sequenzschnipseln (,Reads”), welche sich zum annotierten Genom alignieren lassen
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(,Mapping“). Die Untersuchung der Ngb-transgenen vs. Doxycyclin behandelten
Gehirnregionen als Kontrollen erméglichte es, die Auswirkungen der Ngb-Uberexpression
auf diese Regionen zu ermitteln und hierdurch indirekt auf eine mdgliche Funktion von
Neuroglobin in diesen Regionen zu schlieBen. Weiterhin sollte ein Vergleich der neuronalen
Ngb x Camk2 Transkriptomdaten mit dem hepatischen Datensatz der Ngb x R26 Mauslinie
(siehe 3.1) die Aufdeckung eines potentiellen gewebsunabhangigen Ngb-Effektes auf das

Transkriptom ermaoglichen.

Die Herstellung der RNA-Seq Libraries wurde durch die Firma GENterprise Genomics (2.4.11)
in Mainz durchgefiihrt. Die Generierung der Sequenzdaten am HiSeq2000 (lllumina) wurde
am Institut fir Molekulargenetik in Mainz durchgefiihrt. Die Analyse der Rohdaten und das
Mapping an das Mausgenom wurde wie beschrieben durchgefihrt (siehe 2.5.1, 2.5.2, 2.5.3).
Die detaillierte Analyse der neuronalen Ngb-transgenen Transkriptome, auch im Vergleich zu
den mittels Affymetrix-Microarray untersuchten Ngb-transgenen Leber-Transkriptomen,

wurde u. a. im Rahmen der Diplomarbeit von Nadia Diinnes (Mainz, 2011) durchgefihrt.

Zur Untersuchung der Transkriptome der Ngb-lUberexprimierenden Ngb x Camk2
Gehirnregionen (,Ngb+“: Pool aus je 3 Tieren, siehe 2.4.11) wurden als Kontrollen
Doxycyclin-behandelte und daher in ihrer Ngb-Expression native Ngb x Camk2
Wurfgeschwister (,Doxy“: Pool aus je 3 Tieren, siehe 2.4.11) verwendet. In den
Transkriptomen der Ngb x Camk2 transgenen Tiere wird nicht nur die wildtypische Ngb-
MRNA sondern auch die transgene Ngb-CDS exprimiert. Um zwischen diesen beiden Ngb-
Transkripten zu unterscheiden wurde fiir die RNA-Seq Analyse mittels CLC-Workbench (siehe
2.5.2) neben dem wildtypischen Mausgenom auch die pBl-eGFP-Ngb Vektorsequenz als Teil

des transgenen Genoms eingesetzt (siehe Abbildung 7-1 und Tabelle 3-4).

Durch das Hinzufiigen der pBl-eGFP-Ngb-Vektorsequenz (siehe 7.1) zum annotierten
Mausgenom konnte beim Mapping der Reads zwischen der nativen Ngb-mRNA und der
transgenen Ngb-CDS-Expression unterschieden werden. Da die Sequenzunterschiede
zwischen der nativen Ngb-mRNA und der transgenen Ngb-CDS lediglich aus den 5 UTR und
3’UTR-Sequenzen bestehen kdnnen lediglich Reads die in nativen Ngb-mRNA 5’UTR und 3‘
UTR-Regionen alignieren gezdhlt werden. Mit den stringenten Mapping-Parametern (siehe
2.5.2) wurden somit alle Reads die auch vom pBIl-eGFP-Ngb-Vektor stammen und Reads

welche nicht eindeutig zugeordnet werden konnten verworfen. Zur Beurteilung der
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Regulation der transgenen Ngb-Expression durch die Doxycyclin-Behandlung wurden
eGFP-CDS spezifische Reads quantifiziert welche ausgehend vom dualen Promoter (pMin-

CMV) des pBI-eGFP-Ngb Vektors in den Ngb x Camk2 Geweben exprimiert werden.

In der nachfolgenden Tabelle 3-4 sind die spezifischen wildtypischen Ngb-mRNA und
transgenen eGFP-CDS Reads in den Hippocampus- und Cortex-Datensatzen sowohl der Ngb-
Uberexprimierenden (Ngb+) als auch der Doxycyclin-behandelten (Doxy) Datensatze
zusammengefasst. Ebenfalls sind im Vergleich die ,Unique Gene Reads” welche beim
Mapping an das alleinige wildtypische murine Genom (untere Zeile) gezahlt wurden
angegeben. Da hierbei nur gegen den nativen Ngb-Lokus des murinen Genoms gemappt
wurde kann zwischen Reads ausgehend vom transgenen pBl-eGFP-Ngb Vektor und der
nativen Ngb-mRNA nicht unterschieden werden. Die groRen Unterschiede in den
Readzahlen: Ngb-mRNA 376 Reads beim Mapping gegen Genom und pBi-eGFP-Ngb Vektor
vs. 22926 Reads bei Mapping gegen das alleinige Mausgenom, beruhen auf den Mapping-
Parametern (2.5.2). Nur Reads welche einmal im Genom alignieren wurden gezahlt. Da beim
Mapping gegen das Genom und den pBl-eGFP-Ngb Vektor (das simulierte ,transgene
Genom“) fur die Ngb-CDS zwei Loci vorliegen werden Reads welche nicht eindeutig

zugeordnet werden kdnnen automatisch verworfen (siehe Tabelle 3-4).

Uber die Anzahl der spezifischen eGFP-Reads konnte das Ausmall der Doxycyclin-
Behandlung und somit die Effizienz der Abschaltung der Transgen-Expression ermittelt
werden. Durch die flinfwochige Gabe der 20 pug/ml Doxycyclin-Losung kann die eGFP-mRNA
Expression sowohl im Cortex (Faktor 2,16) als auch Hippocampus (Faktor 2,23) halbiert
werden. Die kombinierte Ngb-Expression, also sowohl transgene als auch wildtypische Ngb-
Expression konnte um den Faktor 3 im Hippocampus und Faktor 1,6 im Cortex reduziert

werden.
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Tabelle 3-4: Anzahl spezifischer Reads fiir Ngb und eGFP in RNA-Seq-Datensadtzen

Dargestellt ist die Anzahl an spezifisch gemappten Reads (Unique Gene Reads) im Ngb und eGFP-Lokus.
Gemappt wurde an das Mausgenom ohne (untere Zeile) oder mit (obere Zeilen) der pBl-eGFP-Ngb
Vektorsequenz (simuliertes ,transgenes Genom“). Neben den Reads ist der Faktor der Regulation im Vergleich
Doxy vs. Ngb+ angegeben. Zu beachten ist vor allem der Unterschied der spezifischen Ngb-Reads bei
Verwendung der Genomsequenz mit pBIl-eGFP-Ngb Vektor im Vergleich zum alleinigen wildtypischen

Mausgenom (untere Zeile).

Hippocampus Cortex
Mapping Reads Doxy Ngb+ Faktor Doxy Ngb+ Faktor
DBl-eGFP-Ngb + Ngb - mRNA 239 376 1,57 133 220 1,65
Mmu-Genom
EGFP - CDS 2296 5110 2,23 2380 5135 2,16
Ngb - mRNA
Mmu-Genom  + pBI-Ngb- 7543 22926 3,04 15491 24647 1,59
CDS

Insgesamt konnten im Hippocampus mit 14025 bzw. 13714 mehr Gene mittels RNA-Seq als
exprimiert detektiert werden (RPKM=>0,5) als in den Cortex-Datensdtzen mit 12705 bzw.
12674 Genen. Dies ist vor allem der insgesamt gréBeren Datensdtze der Hippocampus-RNA-
Sequenzierungen geschuldet welche mit bis zu 82 Millionen Reads etwa 30% grolRer ausfiel
als die Cortex Datensitze mit bis zu 58 Millionen Reads (Tabelle 3-5). Uberraschenderweise
sind im Cortex, mit 2058 Genen, deutlich mehr Gene als reguliert ermittelt worden als im
Hippocampus mit lediglich 216 regulierten Genen (Tabelle 3-6). Auch sind im Cortex mit
einem maximalen FCg, von 8,7 bzw. -13,3 die starkeren absoluten Anderungen zwischen
dem Ngb-liberexprimierenden (Ngb+) und den Doxycyclin-behandelten (Doxy) Datensatz

ermittelt worden (Tabelle 3-6).
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Tabelle 3-5: Mapping-Statistiken der Ngb x Camk2 RNA-Seq Analyse

Zusammenfassend dargestellt sind die Mapping-Statistiken mit der CLC-Workbench in der RNA-Seq Analyse.
Unspezifisch gemappt: die Anzahl an Reads mit mehr als einem spezifischen Treffer im Genom. Anzahl an
Reads bei welchen die Paare eines Fragmentes nicht in korrektem Abstand gemappt werden konnten sind in
der vorletzten Zeile (Reads ohne ,Paired End“ (PE) Information) angegeben. In der letzten Zeile ist die Anzahl

an Genen mit einem RPKM-Wert von 20,5 im jeweiligen Datensatz angegeben.

Gewebe Hippocampus Cortex

Datensatz Doxy Ngb+ Doxy Ngb+
Gesamtzahl an Reads  72.509.018 82.639.164 58.657.356 57.803.736
Gemappte Reads 65.773.879 75.004.045 46.974.996 55.079.690
spezifisch gemappt 51.662.965 59.448.259 45.935.942 42.234.532
unspezifisch gemappt  14.110.914 15.555.786 1.039.054 12.845.158
ungemappte Reads 6.746.228 7.647.385 12.721.414 3.728.394
Reads mit PE Inf. 64.046.704 73.190.142 44.896.888 53.035.702
Reads ohne PE Inf. 1.716.086 1.801.637 1.039.054 1.035.640

Gene mit RPKM > 0,5 13714 14025 12705 12674

Tabelle 3-6: Anzahl an regulierten Genen in den Hippocampus und Cortex Transkriptomen

Zusammenfassend ist die Anzahl an regulierten Genen im Hippocampus und Cortex von Ngb x Camk2
transgenen (Ngb+) vs. Doxycyclin-behandelten (Doxy) Datensatzen. Alle Gene mit einem logarithmierten
RPKM-Fold Change von 21 und einem Rj-Wert>8 (siehe 2.5.4) wurden als reguliert angesehen. AulRerdem ist
die ermittelte Regulation von Ngb und die jeweils hochsten Werte der Expressionsdnderung (max FC)

angegeben.

Hippocampus Cortex

Doxy vs. Ngb+ max FC,, Doxy vs. Ngb+ max FCys,

Hochreguliert 156 5,5 1038 8,7
Anzahl der Gene
(FCogs21; Rj28) Runtereguliert 60 -3,0 1020 -13,3
Gesamt 216 2058
Neuroglobin FC 1,41 0,65

In den nachfolgenden Tabellen sind jeweils die am starksten regulierten Gene im
Hippocampus-Gewebe (Tabelle 3-7) und Cortex-Gewebe (Tabelle 3-8) wie sie mittels der
RNA-Seq Analyse ermittelt wurden angegeben. Neben dem Gennamen ist die Regulation als

Fold Change (FCig) des RPKM-Wertes dargestellt. Keine der bisher in der Literatur

72



diskutierten potentiellen Interaktionspartner von Ngb sind unter den am stdrksten

regulierten Genen vorhanden.

Tabelle 3-7: Die Top 10 der hoch und runter regulierten Gene im Hippocampus RNA-Seq-Datensatz

Die Tabelle zeigt die zehn am starksten hoch bzw. runter regulierten Gene nach ektopischer Ngb-Expression im
Hippocampus von Ngb x Camk2 transgenen Proben (Pool aus n=3) im Vergleich zu Doxycyclin-behandelten
Kontrollen (Pool aus n=3). Neben der offiziellen GenelD sind der Genname (wenn vorhanden) und der Fold

Change (FC,og,) angegeben.

Hoch . Runter i
Gen FCiogs Annotation Gen FCiop2 Annotation
Pcp2 5,5 Purkinje cell protein 2 Nap1l5 -3,0 nucleosome assembly protein 1-like 5
Cbin3 5,2 cerebellin 3 precursor protein Fos -2,7 FBJ osteosarcoma oncogene
Gabra6 5,0 gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor Cabp7 -2,2 calcium binding protein 7
Gpri51 5,0 G protein-coupled receptor 151 Tshz2 -2,1 teashirt zinc finger family member 2
Ppplrl7 5,0 | protein phosphatase 1, regulatory subunit 17 Arc -2,1 activity regulated cytoskeletal-associated protein
Crtam 4,9 cytotoxic and regulatory T cell molecule KIk8 -1,9 kallikrein related-peptidase 8
Fat2 4,9 FAT tumor suppressor homolog 2 Lmol -1,8 LIM domain only 1
Adora2a 4,5 adenosine A2a receptor Spink8 -1,7 serine peptidase inhibitor, Kazal type 8
LOC100503710 4,4 - Tcf712 -1,7 | transcription factor 7 like 2, T cell specific, HMG box
Gpr88 4,1 G-protein coupled receptor 88 Ephaé -1,7 Eph receptor A6

Tabelle 3-8: Die Top 10 der hoch und runter regulierten Gene im Cortex RNA-Seq-Datensatz
Die Tabelle zeigt die zehn am starksten hoch bzw. runter regulierten Gene nach ektopischer Ngb-Expression im
Cortex von Ngb x Camk2 transgenen Proben (Pool aus n=3) im Vergleich zu Doxycyclin-behandelten Kontrollen

(Pool aus n=3). Neben der offiziellen GenelD sind der Genname (wenn vorhanden) und der Fold Change (FCog)

angegeben.
Hoch . Runter .
Annotation Annotation
Gen FCiog2 Gen FCiog2
Ren2 8,7 renin 2 Sybu -13,3 syntabulin
Car3 7,7 carbonic anhydrase 3 LOC100503185 -5,9
Ifitm1 7,5 nterferon induced transmembrane protein 1 BC022960 -5,4 -
1810020005Rik 6,9 = Adap2 -5,2 ArfGAP with dual PH domains 2
LOC100504707 6,8 - Kcna3 -5,0 potassium voltage-gated channel
Bdh2 6,2 3-hydroxybutyrate dehydrogenase Gpr63 -4,6 G protein-coupled receptor 63
LOC100503361 6,2 - Kihi33 -4,5 kelch-like 33
Lyl1 6,2 lymphoblastomic leukemia 1 4930447C04Rik -4,5
Sctr 5,9 secretin receptor Gm10409 -4,4
Cdkn2c 5,8 cyclin-dependent kinase inhibitor 2C Ccdcl76 -4,2 coiled-coil domain containing 176

3.2.4 Vergleich der modulierten Pathways in Ngb-iiberexprimierenden versus

Doxycyclin behandelten Geweben

Die detaillierte Untersuchung der Ngb-spezifischen Reads in den transgenen und Doxycyclin-
behandelten Ngb x Camk2 Datensatzen zeigte eine deutliche Modulation der Ngb-Expression
(Tabelle 3-4). Die anschlieRende statistische Auswertung der regulierten Gene (2.5.3) und die
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Analyse der angereicherten Pathways (2.5.4) im Vergleich der unterschiedlichen im Rahmen

dieser Arbeit untersuchten Gewebe ist in Tabelle 3-9 zusammenfassend dargestellt.

Auffallig war die mit negativen physiologischen Konsequenzen behaftete Natur der zehn
haufigsten Kegg-Pathways in allen drei untersuchten Ngb-transgenen (Ngb+) Geweben im
Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen (Ngb-). Im Vergleich der beiden neuronalen Gewebe
und der bereits beschriebenen transgenen Mausleber sind sowohl gemeinsame (Alcoholism,
Metabolic Pathways, Pathways in cancer) als auch gewebsspezifische Stoffwechselwege
(Cortex: MAPK-signaling, Hippocampus: Dopaminergic-pathway, Leber: Hepatitis C; siehe
Tabelle 3-9) zu finden.

Tabelle 3-9: Kegg Pathways in neuronalen und hepatischen Ngb-transgenen Geweben

Vergleichend dargestellt sind die Top 10 am haufigsten vertretenen Pathways, welche durch die regulierten
Gene nach einer Ngb-Uberexpression im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle reprdsentiert werden. Fir die
Analyse wurden jeweils alle als reguliert ermittelten Gene (FCg =1, p<0,05, sowohl hoch als auch
runterreguliert) verwendet. Die Zahl in Klammern gibt jeweils die Anzahl an Genen innerhalb des jeweiligen

Datensatzes wieder, welche mit einer Funktion in diesem Pathway annotiert sind.

Annotation der Top 10 exprimierten Kegg-Pathways

Cortex Hippocampus Leber
Neuroactive ligand-receptor
Metabolic pathways (151) ! . v I,g P Alcoholism (36)
interaction (12)
Alcoholism (45) Calcium signaling pathway (10) Systemic lupus erythematosus (35)
Viral carcinogenesis (42) Morphine addiction (9) Metabolic pathways (29)
Transcriptional misregulation in cancer
Ribosome (26) Alcoholism (9) . |(10)gu font
MAPK signaling pathway (38) Dopaminergic synapse (8) Influenza A (10)
PI3K-Akt signaling pathway (36) PI3K-Akt signaling pathway (8) Herpes simplex infection (10)
Pathways in cancer (36) Amphetamine addiction (7) Lysosome (9)
HTLV-I infection (36) Retrograde endocannabinoid signaling Epstein-Barr virus infection (8)
Systemic lupus erythematosus (35) Pathways in cancer (7) Hepatitis C (7)
Transcriptional misregulation in cancer | | Cholinergic synapse (7) | Tuberculosis (7)

Eine weitergehende Untersuchung der statistischen Anreicherung der Kegg-Pathways (siehe
2.5.4) welche durch die als reguliert ermittelten Gene in den neuronalen Geweben, dem
Cortex und Hippocampus der Ngb x Camk2 Tiere, als auch in der Leber der Ngb xR26 Tiere
reprasentiert werden zeigte ein differenziertes Bild der Kegg-Pathway Anreicherung. In den
nachfolgenden Tabellen sind die signifikant angereicherten Kegg-Pathways fir Hippocampus
(Tabelle 3-10) und Cortex (Tabelle 3-11) dargestellt, wobei fiir die Annotation der Kegg-

Pathways sowohl alle regulierten Gene eines Gewebes als auch nur die Liste mit den hoch
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bzw. runter regulierten Genen verwendet wurden. So sollen mogliche Antworten des
Transkriptoms auf die Modulation der Ngb-Expression durch z. B. eine verstadrkte Expression
von Genen in bestimmten Pathways (hoch regulierte Gene) oder das gezielte Abschalten von
anderen Pathways (runter regulierte Gene) beschrieben werden. Auffillig ist die hohe
Anzahl an signifikant angereicherten Kegg-Pathways in den neuronalen Transkriptomen im
Vergleich zu dem untersuchten Leber-Transkriptom mit lediglich drei angereicherten Kegg-

Pathways (Tabelle 3-12).

Tabelle 3-10: Top 10 statistisch angereicherte Kegg-Pathways im Hippocampus-Transkriptom

Dargestellt sind die Top 10 signifikant angereicherte Pathways (p-Wert<0,0036), welche durch die regulierten
Gene nach einer Ngb-Uberexpression im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (Doxy) représentiert werden. Fiir
die Analyse wurden alle in der WebGestalt Datenbank annotierten Gene verwendet; Alle reg. Gene: 207 von
216; nur runter reg. 59 von 60; nur hoch reg. 148 von 156. Die Zahl in Klammern gibt jeweils die Anzahl an

Genen innerhalb der jeweiligen Liste wieder, welche mit einer Funktion in diesem Pathway annotiert sind.

Top 10 der angereicherten Kegg-Pathways im Hippocampus

Alle regulierten gene Runter regulierte Gene Hoch regulierte Gene
Neuroactive ligand-receptor Neuroactive ligand-receptor Neuroactive ligand-receptor
interaction (12) interaction (4) interaction (8)
Calcium signaling pathway (9) ECM-receptor interaction (3) Vascular smooth muscle contraction (6)

Arrhythmogenic right ventricular

Calci ignali th 6
cardiomyopathy (ARVC) (3) alcium signaling pathway (6)

Pathways in cancer (7)

Vascular smooth muscle contraction (7) Colorectal cancer (3) Tight junction (5)
Melanogenesis (5) Osteoclast differentiation (3) Protein digestion and absorption (4)

Protein digestion and absorption (5) Wnt signaling pathway (3) Gap junction (4)

Tight junction (5) Calcium signaling pathway (3) Purine metabolism (4)
Arrhyth.mogemc right ventricular Thyroid cancer (2) Hedgehog signaling pathway (3)
cardiomyopathy (ARVC) (4)
Gastric acid secretion (4) Endometrial cancer (2) Bile secretion (3)
Salivary secretion (4) | Acute myeloid leukemia (2) | Gastric acid secretion (3)
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Tabelle 3-11: Top 10 statistisch angereicherte Kegg-Pathways im Cortex-Transkriptom

Dargestellt sind die Top 10 signifikant angereicherte Pathways (p-Wert<4,85x10-05), welche durch die
regulierten Gene nach einer Ngb-Uberexpression im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (Doxy) représentiert
werden. Fir die Analyse wurden alle in der WebGestalt Datenbank verfiigbaren Gene der Listen: alle Gene:
1936 von 2058; nur runter: 969 von 1020; nur hoch: 967 von 1038 verwendet. Die Zahl in Klammern gibt
jeweils die Anzahl an Genen innerhalb der jeweiligen Liste wieder, welche mit einer Funktion in diesem Kegg-

Pathway annotiert sind.

Top 10 der angereicherten Kegg-Pathways im Cortex

Alle regulierten gene Runter regulierte Gene Hoch regulierte Gene

Metabolic pathways (135) Metabolic pathways (48) Metabolic pathways (87)
MAPK signaling pathway (37) Pathways in cancer (24) Ribosome (19)

Pathways in cancer (34) MAPK signaling pathway (23) Pyrimidine metabolism (16)
Huntington's disease (28) Focal adhesion (21) Purine metabolism (20)

Purine metabolism (25) Axon guidance (14) Huntington's disease (19)
Alzheimer's disease (25) Chemokine signaling pathway (14) Parkinson's disease (15)

Ribosome (21) ErbB signaling pathway (13) Oxidative phosphorylation (14)

Amino sugar and nucleotide sugar
metabolism (8)
Pyrimidine metabolism (20) Chronic myeloid leukemia (10) Alzheimer's disease (14)
Glycosaminoglycan biosynthesis -
heparan sulfate (6)

Insulin signaling pathway (21) Insulin signaling pathway (12)

Cell cycle (20) Selenocompound metabolism (5)

Tabelle 3-12: Angereicherte Kegg-Pathways im hepatischen Ngb-Transkriptom

Dargestellt sind signifikant angereicherte Pathways (p-Wert<0,048), welche durch die herunter regulierten
Gene nach einer Ngb-Uberexpression im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (Ngb-) reprasentiert werden. Fiir die
Analyse wurden alle in der WebGestalt Datenbank verfligbaren Gene; alle Gene: 282 von 349; nur runter: 122
von 145; nur hoch: 160 von 204 verwendet. Die Zahl in Klammern gibt jeweils die Anzahl an Genen innerhalb

der jeweiligen Liste wieder, welche mit einer Funktion in diesem Pathway annotiert sind.

Angereicherte Kegg-Pathways in der Leber

Runter regulierte Gene

Metabolic pathways (18)
Steroid hormone biosynthesis (3)
Other glycan degradation (2)

3.3 Generierung einer transkriptionellen und genetischen Neuroglobin

Knockout Maus

Durch die Herstellung einer Ngb-Knockout Maus kann die Funktion des Gens/Proteins im
Verlauf der gesamten Ontogenese der Maus untersucht werden. Hierdurch kdnnen auch

Rickschllsse auf die Funktion von Ngb beim Menschen gezogen werden. Die Etablierung der
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Ngb-KO Maus bietet weiterhin das Potential, fir den Menschen krankheitsrelevante
potentielle Ngb-Funktionen am Mausmodell zu untersuchen. Ebenfalls konnen technische
Aspekte wie die Validierung von Ngb-Antikorpern mithilfe von KO-Modellen angegangen
werden da mit dem Ausloschen des funktionalen Proteins auch ein Verlust des spezifischen

Signals einhergeht.

Fir die Generierung der Ngb-KO Mauslinie wurden murine embryonale Stammzellen (ESCs)
vom Eucomm-Konsortium® bezogen, welche iiber homologe Rekombination eine Integration
einer Knock-Out-First Selektionskassette am Ngb-Lokus auf Chromosom 12 tragen (siehe
Abbildung 3-17). Die ESCs wurden in Kooperation mit Prof. Dr. Ari Waisman am Institut fir
Molekulare Medizin der Universitatsmedizin Mainz in Blastozysten injiziert und
pseudoschwangeren Mdausen implantiert. In Kooperation mit Prof. Dr. Kurt Reifenberg der
Zentralen Versuchstiereinrichtung (ZVTE) der Universitdt Mainz wurden die heterozygoten
Nachkommen der chimaren Mause miteinander verpaart und die Zucht bis zur konditionalen

Ngb-KO Mauslinie durchgefiihrt (siehe Abbildung 3-18).

3.3.1 Validierung der Insertion des Eucomm-Vektors im Ngb-Lokus mittels

Southern Blot

Der Nachweis der korrekten Insertion des Eucomm-Vektors (Design: PGRS0002_B B11) am
Ngb-Lokus wurde mittels Southern Blot durchgefiihrt. Hierzu wurde die DNA aus den ESCs
extrahiert, mit BamHI restringiert und auf einer Membran mit einer radioaktiv markierten
Sonde hybridisiert (siehe 2.4.10). Die Sonde war gegen das erste Intron von Ngb sowie einen

Teil des Eucomm-Vektors gerichtet (siehe Abbildung 3-17).

In Abbildung 3-16 ist das Agarosegel mit der restringierten DNA (links) und das daraus
resultierende Southern-Autoradiogramm (rechts) dargestellt. Die DNA aus beiden
verwendeten ESC-Klonen (A: FO1 und B: D02) konnte erfolgreich mit BamHI restringiert
werden. Mit der radioaktiv markierten Sonde wurden anschlieBend zwei BamHI-Fragmente
der GroRRe *~5,5 kb und #~3,2 kb in beiden DNA-Extraktionen auf dem Blot nachgewiesen
(siehe Abbildung 3-16). Ein wildtypisches BamHI-Restriktionsfragment der GroRe 14.496 bp

! http://www.mousephenotype.org/martsearch_ikmc_project/martsearch/ikmc_project/35589 (27.08.2014)
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ERGEBNISSE

ist sehr schwach in beiden untersuchten ESC-Klonen zu erkennen (siehe Pfeil). Beide
verwendeten ESC-Klone (A: FO1 und B: D02) konnten erfolgreich zur Herstellung von

chimaren Mausen verwendet werden.

Neuroglobin Knockout-ESC Southern Blot
aAAAL .

I_D(?(IiA ® A o
acaer HindIll
Mix

it

i : A

Abbildung 3-16: Southern Blot-Nachweis des Ngb-KO Lokus in embryonalen Stammzellen der Maus

Die mit BamHI restringierte genomische DNA (30 pug) wurde auf einem Agarosegel (links) aufgetrennt (A: FO1
und B: D02) und mit einer 740 bp langen, radioaktiv markierten Sonde auf der Membran hybridisiert. Nach
einer Expositionszeit von 4 Tagen waren drei Banden auf dem Film (rechts) zu sehen. Die Bande bei 5.698 bp *
reprasentiert das rekombinierte Ngb-KO Fragment in beiden Klonen. Das  wildtypische
BamHI-Restriktionsfragment bei 14 kB ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Die kleinere Bande bei 3.298 bp #
stellt ein BamHI-Restriktionsfragment im Lokus des Engrailed 2-Genes (Chromosom 5), welches Teil des

transkriptionellen Eucomm-Vektor Systems ist, dar (siehe Abbildung 3-17).

Die beiden detektierten Restriktionsfragmente sind einerseits durch das rekombinante
Ngb-KO Fragment (* 5.698 bp) zu erkldren und andererseits durch das Engrailed 2-Intron auf
Chromosom 5 (# 3.298 bp), an welches ein Teil der Sonde hybridisiert. Die genaue Lage der

Sonde und der BamHI Restriktionsschnittstellen ist der Abbildung 3-17 zu entnehmen.
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Genetische Konstitution der Ngb Eucomm ESCs
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Abbildung 3-17: Genetische Konstitution im murinen Ngb-Lokus und Lage der Southern Blot Sonde

Dargestellt ist die Lage der 5°Sonde (740 bp) im Ngb-Lokus, sowie die Positionen der BamHI Restriktionsschnittstellen. Da durch die Rekombination eine zuséatzliche
BamHI-Schnittstelle eingebracht wurde (Abstand zur ersten Schnittstelle: 5.698 bp), kann durch die Hybridisierung mit dieser Sonde zwischen dem wildtypischen (BamHI
Restriktionsfragment: 14.496bp) und dem rekombinanten Lokus (BamHI Restriktionsfragment: 5.698 bp) unterschieden werden. Zu beachten ist die Uberlappung der Sonde
mit der Sequenz des Engrailed 2-Introns (en-2), welches als Splice-Akzeptor flir das erste Ngb-Exon dient und somit zum transkriptionellen Ngb-KO fihrt. Durch die
Uberlappung der Sonde mit dieser Sequenz wird ein weiteres BamHI-Restriktionsfragment (3.298 bp) am Wildtyp Engrailed 2-Lokus (nicht dargestellt) auf dem Southern
Blot detektiert. (FRT und loxP deuten die Lage der Erkennungssequenzen der Flp und Cre-Rekombinasen; ECMV-IRES: Internal Ribosomal Entry Site (IRES) des

Encephalomyocarditis Virus; SV40-pA ist das Polyadenylierungssignal des SV40 Virus; lacZ ist das Gen der B-Galactosidase)



Zuchtverlauf der Ngb Knockout Mauslinie

Ngb
Exons FRT loxP r FRT loxP loxP
Ngb-Eucomm -
_E lacz neo 2 3 4 transkriptioneller Ngb-Knockout
A Nach Verpaarung der Fo-Ngh-Eucomm B Nach Verpaarung der F,-Ngb-Eucomm mit Ella-Cre

mit Flp-Deleter (Tg-hACTB-FLPe)

Nach Verpaarung der Fo-Ngb-Floxed mit CAG-Cre&T | D Verpaarung der Ngb-Del-LacZ F, untereinander:
C + Induktion der Rekombinase iiber TAM-Futter: | Generierung homozygoter Ngb-Knockout — LacZ-Knockln Tiere

W Ngb-Del-LacZ - genetischer
Ngb-Knockout — LacZ-Knockin

Verpaarung der Ngb-Del F, untereinander:
Generierung homozygoter Ngb-Knockout Tiere

Abbildung 3-18: Zucht-Diagramm vom transkriptionellen bis zum genetischen Ngb-Knockout und LacZ-Knockin

Die schematische Darstellung des Ngb-Lokus ausgehend vom Knockout-First Eucomm-Vektor bis zum genetischen Ngb-KO. Die homozygoten transkriptionellen Ngb-KO
Mause wurden parallel mit einem (A) Flp-Deleter Stamm (Flp-Rekombinase unter der Kontrolle des humanen B-Aktin Promoters) und einem (B) Ella-Cre Stamm verpaart.
Hierdurch konnte eine homozygote Ngb-gefloxte Maus generiert werden, welche in einem weiteren Schritt (C) durch die Verpaarung mit der CAG-Cre™' transgenen
Mauslinie zur Generierung der (E) homozygoten Ngb-KO Tiere fuhrte. Durch die Verpaarung der transkriptionellen Ngb-KO Mauslinie mit der Ella-Cre transgenen Linie

wurde eine (D) genetische Ngb-KO - LacZ Knockln Mauslinie generiert, welche die indirekte Untersuchung des Ngb-Promoters erméglicht (siehe auch Tabelle 2-1).
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3.3.2 Mauszucht und Cre-vermittelte Rekombination des Ngh-Gens

Zur Generierung der konditionalen Ngb-KO Mauslinie musste zunachst die Knockout-First
Selektionskassette der Ngb-Eucomm Mauslinie entfernt werden (1.3.3). Hierzu wurde ein
FIp-Rekombinase exprimierender Mausstamm (FLP-Deleter; siehe Tabelle 2-1) mit der Ngb-
Eucomm Linie verpaart (siehe Tabelle 2-1 und Abbildung 3-18). Die so entstandene gefloxte
Mauslinie weist bis auf die die Ngb-Exons 2 und 3 flankierenden Lox-P-
Rekombinationsstellen einen wildtypischen Genotyp auf (Abbildung 3-18 A). Zur Deletion
des Ngb-Proteins wurde anschlieRend eine CRE-™" exprimierende Mauslinie mit der Fo-Ngb-
Floxed Generation verpaart (siehe Abbildung 3-18 C). Nach einer Aktivierung der
induzierbaren CRE-*"" durch die Gabe von Tamoxifen-haltigem Futter konnten heterozygote
Ngb-KO Mause hergestellt werden. Durch Verpaarung dieser Tiere untereinander wurden
schlieflich homozygote Ngb-KO Tiere generiert (Abbildung 3-18 E). Die Generierung der Ngb-
Del-LacZ Tiere erfolgte zeitlich parallel zur oben beschriebenen konditionalen Ngb-KO
Mauslinie durch die Verpaarung der Ngb-Eucomm Linie mit einer anderen
Cre-exprimierenden Mauslinie (Ella-Cre, Abbildung 3-18 B). Die Ella-Cre exprimiert die Cre-
Rekombinase unter der Kontrolle des Adenovirus Ella-Promotors bereits im Zygotenstadium
des friihen Embryos und wird seit einem Jahrzehnt als Cre-Deleter verwendet (Lakso et al.
1996). Die so generierten Mause wurden zur Homozygotisierung untereinander verpaart

und somit wurde der Ngb-KO - LacZ-Knockln Mausstamm generiert (siehe Abbildung 3-18 D).

Die so generierten Mauslinien wurden auf mRNA und Proteinebene im Hinblick auf ihre Ngb-
Expression untersucht. Eine detaillierte Analyse des transkriptionellen Ngb-KO
Mausstammes wurde unter anderem im Rahmen der Diplomarbeit von Daniel Andre

(Mainz, 2013) durchgefihrt.

3.3.3 Validierung des transkriptionellen Ngbh-Knockouts via qRT-PCR

Die Bestatigung des transkriptionellen Ngh-KOs auf der Ebene der mRNA erfolgte zunachst
mittels gRT-PCR (siehe 2.4.7.2). Hierzu wurden die ersten Nachkommen der homozygoten
Ngb-Eucomm Mauslinie, welche nicht fir die weitere Zucht bendtigt wurden, untersucht.
Die Ngb-Expression wurde im Gehirn (Abbildung 3-19), der Retina (Abbildung 3-20) und den
Testes (Abbildung 3-21) im Vergleich mit wildtypischen (Bl/6) Geweben ermittelt.
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Sowohl im Gehirn als auch in der Retina wurde eine deutlich geringere Kopienzahl von Ngb
in den Ngb-Eucomm im Vergleich zu den wildtypischen Proben gemessen (siehe Abbildung
3-19 und Abbildung 3-20). Demnach betrug die normalisierte absolute (norm. abs.)
Kopienzahl der Ngb-mRNA im wildtypischen Gehirn etwa 170 Tausend Kopien, wobei in den
Gehirnextrakten des transkriptionellen Ngb-KO maximal 6.800 Kopien ermittelt wurden. Der
Unterschied in der Ngb-mRNA Kopienzahl war in den untersuchten Retina-Proben ebenfalls
sehr deutlich. So betrug die mittlere Ngb-Kopienzahl in den wildtypischen Proben 13.500
bzw. 7.000 Kopien, wahrend in den untersuchten transkriptionellen Ngb-Eucomm
Retinaextrakten etwa 600 Kopien Ngb pro 1 pug Gesamt-RNA gemessen wurden (siehe
Abbildung 3-20). Dies zeigt eine teilweise Abschaltung der Ngb-Expression durch das

alternative Splicing des Ngb-Exon1 an das LacZ-Gen durch die Knockout-First Kassette.

Neuronale Ngb mRNA Expression in KO vs. WT Proben
170147

150000 -
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50000 -

884 6.861 1.114

0 —
KO1 KO 2 KO3 WT

Ngb Kopienzahl pro 1 pg gesamt RNA
normalisiert auf Aktin

Abbildung 3-19: Ngb-mRNA Kopienzahl in Gehirnproben der Ngb-Eucomm Mauslinie

Dargestellt sind die normalisierten absoluten Kopienzahlen von Ngb (Assay: Ex3-Ex4 iberlappendes Amplikon)
in drei Gehirnproben (Cortex Gesamt-RNA) der Ngb-Eucomm Mauslinie (KO1 - KO3) im Vergleich zu einem
wildtypischen Gehirn (WT). Die absoluten Kopienzahlen wurden auf B-Aktin als Referenzgen normalisiert, die
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der technischen Replikate (n=2) an. Fir die cDNA-Synthese
wurde je 1 ug Gesamt-RNA eingesetzt.

Neben der Ngb-Kopienzahl konnte in den Retina- und Testes-Extrakten der Ngb-Eucomm
Tiere auch die Kopienzahl des LacZ-Gens bestimmt werden. Hierbei sollte geprift werden
wie Effizient das alternative SpleiBen des LacZ-Gens an das Ngb-Exonl in den verschiedenen

Geweben erfolgt. In den retinalen KO-Proben konnten lediglich geringe Kopienzahlen (2000

Kopien pro 1 ug Gesamt-RNA) des LacZ-Gens im Vergleich zu Testes KO-Proben (iber 500
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pro 1pug Gesamt-RNA) detektiert werden (siehe Abbildung 3-20 und

Die LacZ mRNA Expression ist somit in Testes hoher als in Retina und

Retinale Ngb und LacZ Expression in KO vs. WT Proben
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Abbildung 3-20: Ngb und LacZ mRNA Expression in der Retina der Ngb-Eucomm Mauslinie

Die Ngb und LacZ mRNA Expression im transkriptionellen Ngh-KO Mausstamm ermittelt per gRT-PCR. Gezeigt

ist die auf GAPDH als Referenzgen normalisierte Ngb- und LacZ-Expression in der Retina. Die Fehlerbalken

zeigen die Standardabweichung der technischen Replikate (n = 2) an. Fir die cDNA-Synthese wurden je 500 ng

Gesamt-RNA eingesetzt.
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Abbildung 3-21: Ngb und LacZ mRNA-Expression in Testes der Ngb-Eucomm Mauslinie

Die Ngb und LacZ mRNA Expression wurde mittels gqRT-PCR im transkriptionellen Ngb-KO Mausstamm im

Vergleich zum Wildtyp (WT) ermittelt. Gezeigt ist die absolute, auf ARP als Referenzgen normalisierte Ngb- und

LacZ-mRNA Expression in Testes-Gewebe pro 1 ug Gesamt-RNA. Die Standardabweichungen der technischen

Replikate (n = 2) sind in Form der Fehlerbalken angegeben.
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Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Ngb-Quantifizierung in Gehirn und Retina
unterschieden sich die Kopienzahlen der Ngb-mRNA in Testes Ngh-KO Extrakten nicht von
der Wildtyp-Probe (siehe Abbildung 3-21). Die Kopienzahl von Ngb pro 1 ug Gesamt-RNA
betrug hiernach unabhéangig von der genetischen Konstitution 12 bis 19 Tausend Kopien. Die
ermittelte LacZ-mRNA Kopienzahl von ca. 500 Tausend Kopien zeigt, dass es sich bei den
untersuchten Geweben eindeutig um genetisch veranderte Ngb-Eucomm Tiere handelt
(siehe Abbildung 3-21). Hierbei handelt es sich um ein komplexes Expressionsmuster der
LacZ-mRNA aus alternativem Spleif’en an das Ngb-Exon 1 und anschlieBendem SpleiBing der
Exons 2 bis 4 an dieses Verlangerte Ngb-LacZ Transkript. Dieses verlangerte Transkript wird
in manchen Geweben wie Gehirn und Retina durch den Nonsense-mediated mRNA Decay
(NMD) Mechanismus Abgebaut ist in anderen Geweben, wie den Testes jedoch weniger

effizient.

3.3.4 Untersuchung des murinen Neuroglobin-Promotors mittels X-Gal-Farbung

und B-Gal-immunhistochemie

Neben der quantitativen Expressionsuntersuchung der Ngb-mRNA mittels qRT-PCR wurde
das LacZ-Reportergen und die daraus resultierende [B-Galactosidase (B-Gal) mittels der
indirekten X-Gal Farbung und einer Antikorperfarbung in Schnitten vom Gehirn und Testes
der Ngb-Eucomm und der Ngb-KO - LacZ-Knockln Mauslinien untersucht (siehe 2.3.1 und
2.3.2).

Die Detektion der B-Gal mittels Antikorper und der Nachweis der Aktivitdt dieses
bakteriellen Proteins mit dem X-Gal Farbumschlag in Testes—Kryoschnitten ist in Abbildung
3-22 dargestellt. Deutlich sichtbar ist die mit beiden Methoden detektierte Beschrankung
der pB-Gal-Lokalisation auf die Schichten der Spermatogonia und der primdren
Spermatozyten in Ubereinstimmung mit der bereits publizierten Ngb-mRNA ISH

Untersuchung in murinen Testes (Reuss et al. 2002).
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Testes X-Gal Farbung und Anti-B-Gal IHC

B-Gal IHC
LacZ Knockin

Abbildung 3-22: Nachweis der B-Gal-Expression und Aktivitdt in Testes von Ngb-KO — LacZ-Knockin Mausen

Gezeigt ist die X-Gal Farbung (A) und der immunhistochemische Nachweis der B-Galactosidase (B) in Testes-
Kryoschnitten. Zur Orientierung ist (C) eine Ngb-mRNA-ISH auf wildtypische Testes aus Reuss et al. (2002)
dargestellt. Alle Techniken zeigen ein dhnliches Bild: die Ngb-mRNA, das B-Gal-Protein und der durch die B-Gal
Aktivitdat produzierte X-Gal Farbniederschlag sind auf die Schichten der Spermatogonia und priméaren
Spermatozyten beschrankt. Wildtypische Testes weisen ein schwaches, unspezifisches Signal im IHC-Nachweis

der B-Galactosidase auf (D). Die Lumen der Samenkanale sind mit einem Stern gekennzeichnet.

Die Untersuchung des LacZ-Reportergens mittels indirekter X-Gal Farbung in Kryoschnitten
des Gehirns von Ngb-KO - LacZ-Knockln Mausen zeigt das in der Literatur beschriebene
Muster der wildtypischen neuronalen Ngb-Expression (siehe Abbildung 3-23, 1.2.3, Tabelle
4-1). Deutlich sichtbar ist die zytosolische Blau-Farbung der Neuronen im Cortex, der Cal-
Ca3 Regionen des Hippocampus, des Gyrus dentatus (DG) und der Purkinje-Zellen im
Cerebellum (siehe Abbildung 3-23). Die parallele Farbung eines wildtypischen
Gehirnschnittes ergab keine spezifische Farbung dieser Gehirnregionen (siehe 7.1). Deutlich
sichtbar in der VergroRerung ist die Beschrankung der X-Gal Farbung auf das Zytoplasma der
Neuronen im Cortex (Zk: Zellkern, ungefarbt) und die Purkinje Zellen im Cerebellum

(Abbildung 3-23).
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Gehirn X-Gal Farbung

Abbildung 3-23: Nachweis der LacZ-Reportergen-Expression im murinen Gehirn mittels X-Gal-Farbung

Der indirekte Nachweis der B-Gal-Expression mittels X-Gal-Farbung zeigt eine Lokalisation des Proteins im
Cortex, Hippocampus (Cornu Ammonis 1-3 (Cal-3) und Gyrus dentatus (DG) sowie im Cerebellum (Purkinje
Zellen). VergroRert dargestellt ist ein Ausschnitt aus dem Cortex (unten links) und Cerebellum (unten rechts)
wobei deutlich die Beschrankung der X-Gal Farbung auf das Zytoplasma der Neuronen im Cortex (Zk: Zellkern,
ungefarbt) und auf die Purkinje Zellen im Cerebellum sichtbar wird. Zur besseren Orientierung wurden die

Schnitte mit Neutralrot gegengefarbt.

3.3.5 Phanotypisierung des transkriptionellen und genetischen Ngb-Knockouts

In Kooperation mit Prof. Dr. Mathias Seeliger vom Forschungsinstitut fiir Augenheilkunde am
Universitatsklinikum Tibingen wurde eine erste phanotypische Untersuchung der Ngb-

Eucomm Mauslinie durchgefihrt. Hierzu wurden insgesamt acht Tiere im Alter von vier
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Monaten auf evtl. vorhandene retinale Degenerationen hin untersucht. Eine Degeneration
der Retina in diesem Alter wiirde z.B. auf eine Beeintrachtigung des oxidativen
Stoffwechsels schlieBen lassen und somit zur Funktionsaufklarung von Neuroglobin im

murinen Auge beitragen.

Sowohl die invivo ,Scanning Laser Ophthalmoskopische” Analyse (SLO) als auch die
detaillierte elektroretinographische Analyse (ERG) der Retina zeigten keine pathogenen

Veranderungen in der Retina der untersuchten Mause (siehe 7.1).

Als ein weiterer offensichtlicher Phanotypisierungs-Parameter wurden die Anzahl und das
Geschlecht der Nachkommen Uber die verschiedenen Generationen der Mauszucht
beobachtet. Hier konnten jedoch ebenfalls keine besonderen Auffalligkeiten festgestellt
werden. Sowohl die GrofRe der Wiirfe (im Schnitt 5-10 Nachkommen) als auch die Verteilung
der Geschlechter und der von den Elterntieren an die Nachkommen weitergegebenen

Ngb-Allele war unauffallig.

3.4 RNA-Seq Expressionsprofile von Neuroglobin

Aufgrund der bestehenden Diskrepanzen in der Literatur bezliglich der Expression von Ngb,
vor allem in neuronalen Geweben der Maus (Siehe 1.2.3 und Tabelle 4-1), wurde die Ngb-
MRNA Expression mit bioinformatischen Methoden erneut analysiert. Durch die in den
letzten Jahren entwickelte NGS-Technik steht eine groe Anzahl an Sequenzdatenséatzen in
offentlichen Datenbanken zur Verfliigung. Durch die bioinformatische Auswertung von
offentlichen Datensatzen mit der RNA-Seq Methode wurde die Ngb-Expression in murinen
neuronalen und endokrinen Geweben und einigen ausgewadhlten Geweben der
Modellorganismen Ratte und Zebrafisch untersucht. Mithilfe statistischer Methoden wurde
zudem die mogliche Co-Expression von Ngb mit in der Literatur beschriebenen potentiellen
Ngb-Interaktionspartnern in neuronalen RNA-Seq Transkriptomdatensatzen der Maus
gesucht. Die Ergebnisse der bioinformatischen Expressionsprofile von Ngb wurden mithilfe

der qRT-PCR sowie mittels Western Blot Uberprift.
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3.4.1 Analyse der Ngb-Expression in embryonalen RNA-Seq-Datensdtzen der

Maus

Die Expression von Ngb wadhrend der Entwicklung des murinen ZNS wurde anhand von
ausgewahlten RNA-Seg-Datensidtzen embryonaler Stammzellen und verschiedener
Entwicklungsstadien von Embryonen (E11-E18) analysiert. In Abbildung 3-24 sind die
ermittelten RPKM-Werte von Ngb, Cygb und B-Aktin als Referenzgen dargestellt. Die Ngb-
Expression ist demnach erst ab dem embryonalen E18 Stadium liber einem Wert von
1 RPKM und somit erst im vollstandig entwickelten ZNS messbar. Im Vergleich dazu konnte
die Cygb-Expression schon im E14 Embryonalstadium mit einem deutlich héheren RPKM-
Wert (7,7) bestimmt werden, was auf eine friiher einsetzende Expression dieses Gens in der
Entwicklung des ZNS hindeutet. Zum besseren Vergleich der Expressionswerte in den
embryonalen Datensdtzen wurden zwei adulte Gehirnregionen (Hypothalamus und
Cerebellum) ebenfalls untersucht. Auffdllig waren die enormen Unterschiede zwischen der
Ngb- und Cygb-Expression in den adulten Gehirnregionen Cerebellum (RPKM-Werte: 1,4 fiir
Ngb und 35,6 fir Cygb) und Hypothalamus (RPKM-Werte: 153,6 fiir Ngb und 47,5 fir Cygb)
(siehe Abbildung 3-24). Zur besseren Interpretation der Ngb RPKM-Werte wurden ebenfalls
die RPKM-Werte von B-Aktin als ein oft verwendetes Referenzgen mit sehr hoher Expression

und Cygb als ein in den meisten Geweben eher schwach exprimiertes Gen dargestellt.

Eine detailliertere Untersuchung der Expressionsunterschiede von Ngb in den adulten

Gehirnregionen der Maus wird im nachsten Kapitel dargestellt.
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Abbildung 3-24: Ngb, Cygb und B-Aktin mRNA-Expression in embryonalen und adulten Mausgeweben

Aus RNA-Seq-Datensatzen abgeleitete mRNA Expression von Ngb, Cygb und B-Aktin in murinen embryonalen
Stammzellen (ESC). Untersucht wurden Datens&tze von Embryonen der Stadien E11.5, E14 und E18 sowie von
zwei adulten Gehirnregionen. SRA-IDs: ESC: SRR530639; E11.5: SRR567500; E14: SRR567492; E18:SRR567494;
Cerebellum: SRR567489; Hypothalamus: SRR573671.

3.4.2 Das Ngb-Expressionsmuster im adulten Mausgehirn: eine quantitative

Analyse mittels RNA-Seq, qRT-PCR und Western Blot

Analog zur Analyse der Ngb-Expression wahrend der Entwicklung des murinen ZNS wurden
offentlich verfligbare Datensdtze ausgewadhlter Gehirnregionen der Maus mittels
bioinformatischer Methoden (2.5.2) untersucht. In der Abbildung 3-25 sind RNA-
Seq-Datenséatze aus vier Gehirnregionen der Maus mit den RPKM-Werten von Ngb, Cygb und
B-Aktin als Referenzgen dargestellt. Die Werte stellen Mittelwerte aus bis zu sieben
Datensatzen dar, die Standardabweichung ist durch Fehlerbalken angegeben (siehe
Abbildung 3-25). Die hochste Ngb-Expression konnte demnach im Hypothalamus ermittelt
werden. Hier ist die Ngb-Expression 40 mal hoher als in den restlichen untersuchten
Gehirnregionen. Zum Vergleich ist die Cygb-Expression in allen vier untersuchten Regionen

in etwa gleichbleibend mit einem RPKM im Bereich von 20-44 (siehe Abbildung 3-25).
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Abbildung 3-25: Ngb, Cygb und B-Aktin mRNA-Expression in murinen Gehirnregionen

Dargestellt sind die RPKM-Werte von vier murinen Gehirnregionen abgeleitet aus 6ffentlich zuganglichen RNA-
Seqg-Datensatzen. Gezeigt sind die Mittelwerte aus bis zu 7 Datensdtzen vom gleichen Gewebe. SRA-IDs:
Hypothalamus n=4: SRR573671-4; Cortex n=6: SRR567480-1, SRX023112-3, SRR059665-8, SRR059669-71;
Hippocampus n=7: SRR504380-1, ERR032232,-4,-5,-7, SRX171524; Cerebellum n=5: SRR648460,-4,-6,
SRX147582, SRR567489.

Zur Validierung der Ergebnisse der bioinformatischen RNA-Seg-Analyse wurden die
betreffenden Gehirnregionen in wildtypischen Mausen (BL/6) mittels quantitativer Real Time
gRT-PCR (siehe 2.4.7.2, Abbildung 3-26) und Western Blot (siehe 2.2.8, Abbildung 3-27)

erneut auf die Ngb mRNA- und Proteinexpression hin untersucht.

Die Ngb mRNA-Expression ist im Hypothalamus mit 350 K Kopien pro 300 ng Gesamt-RNA im
Vergleich zum Cortex (11 K), Hippocampus (50 K) und Cerebellum (21 K) am hochsten (siehe
Abbildung 3-26). Hier konnte das mittels RNA-Seq ermittelte 40:1-Verhéltnis der Ngb-

Expression von Hypothalamus zu den restlichen Regionen bestatigt werden.
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Abbildung 3-26: Ngb-mRNA Expression in wildtypischen murinen Gehirnregionen via qRT-PCR

Dargestellt sind die Kopienzahlen von Ngb in 1 ug Gesamt-RNA in vier verschiedenen Gehirnregionen der
adulten Maus. Fir Cortex, Hippocampus und Cerebellum geben die Balken den Mittelwert von drei
biologischen Replikaten (n=3) mit der jeweiligen Standardabweichung (als Fehlerbalken) wieder. Beim
Hypothalamus ist die Gesamt-RNA von einem Tier (n=1) untersucht worden und der Balken gibt den

Mittelwert der technischen Replikate (n = 2) in der gRT-PCR wieder.

Die Ngb-Protein-Expression in den untersuchten Gehirnregionen zeigte ein dhnliches
Ngb-Mengenverhiltnis wie die zuvor durchgefliihrte mRNA-Expressionsanalyse. So ist im
Hirnstamm der Maus, welcher auch den Hypothalamus beinhaltet, die Ngb-Protein-
Konzentration deutlich hoher als in den restlichen untersuchten Gehirnregionen (siehe
Abbildung 3-27). Die Ngb-Konzentration betrdagt im Cortex nur 15%, im Hippocampus nur

25% und im Cerebellum etwa 10% der Stammbhirn-Expression (bs; sieche Abbildung 3-27).

Somit konnte sowohl mittels bioinformatischer Auswertung von RNA-Seqg-Datensatzen als
auch mit den molekulargenetischen Standardmethoden der qRT-PCR und dem Western Blot
ein vergleichbares Ngb-Expressionsverhaltnis in Gehirnregionen der adulten Maus ermittelt

werden.
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Abbildung 3-27: Ngb Proteinkonzentration in wildtypischen murinen Gehirnregionen

Dargestellt ist die relative Ngb Protein-Expression im wildtypischen Mausgehirn, ermittelt mittels Imagel,
normalisiert auf die unspezifische Bande (*) als Ladekontrolle. Es wurden unterschiedliche Mengen an
Proteinextrakt der Gehirnregionen Cortex (cx: 70 pg), Hippocampus (hi: 70 ug), Cerebellum (ce: 70 pg) und
Resthirn (bs: 30 ug) aufgetragen (jeweils n =2) und mit einem rekombinanten Ngb-Protein (rNgb: 15 ng) per
Western Blot analysiert. Die Detektion erfolgte mit einem selbst hergestellten anti-Ngb-Serum in einer 1:150

Verdiinnung.

3.4.3 Die Ngb-Expression im endokrinen und retinalen Mausgewebe

Neben dem ZNS als dem Hauptexpressionsort von Ngb wurden auch weitere in der Literatur
beschriebene, meist durch die Innervierung des PNS begrindete Ngb-Expressionsorte
guantitativ auf die Ngb mRNA-Expression hin untersucht. Die bioinformatische Auswertung
von RNA-Seg-Datensatzen endokriner Gewebe wie Testes und Nebenniere zeigte eine mit
RPKM-Werten von 2,2 bzw. 3,0 dhnlich geringe Ngb-Expression in diesen Geweben wie im
Hippocampus (RPKM: 2,1), dem Cerebellum (RPKM: 0,5) und dem Cortex (3,4) der adulten
Maus (siehe Abbildung 3-25, Abbildung 3-28). Auch fiir Retina und Lunge lagen die RPKM-
Werte flir Ngb mit 1,9 und 1,8 in diesem Bereich. In den untersuchten Datensatzen der
Lunge, der Nebenniere und der Retina zeigten sich vergleichbare Cygb mRNA-Expressionen
zu den untersuchten Gehirnregionen (RPKM: 20-45). Die B-Aktin Expression wurde hier nicht
dargestellt da sich diese extrem zwischen den Geweben unterschiedet (RPKM-Lunge:2700,

RPKM-Retina:200) und somit nicht als Referenzgen eignet.
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Abbildung 3-28: Ngb Expressions-Analyse in endokrinen und retinalen Geweben der Maus

Gezeigt ist die Ngb und Cygb Expression (RPKM) in endokrinen Geweben (Testes, Pankreas, Nebenniere), der
Lunge und der Retina der Maus, abgeleitet aus der Auswertung 6ffentlich zuganglicher RNA-Seq-Datensatze.
Fiir Gewebe mit mehr als einem verfligbaren Datensatz sind die Mittelwerte mit Standardabweichung
(Fehlerbalken) angegeben. SRA-IDs: Testes n=3: SRR453140-2; Pankreas n=5: SRX110336, ERR173263,-5,
SRR527103, ERR173259; Lunge n=3: SRR453156-8; Nebenniere n=1: SRX135155; Retina n=6: SRR35871,-4,-5,-8,
SRR248528, SRR327045.

3.4.4 Ngb Korrelationsanalyse in RNA-Seq Transkriptomdatensdtzen der Maus

Zur Ermittlung von Genen mit dem gleichen quantitativen regionalen Expressionsmuster wie
Ngb wurde eine Korrelationsanalyse der Ngb RPKM-Werte innerhalb der murinen
Gehirnregionen durchgefiihrt. In Tabelle 3-13 sind die 20 am starksten positiv bzw. negativ
mit der Ngb-Expression korrelierenden Gene innerhalb des Hypothalamus, Hippocampus,
Cerebellum und Cortex dargestellt. Gene mit einem positiven Pearson-Koeffizient sind in
denselben Regionen wie Ngb stark exprimiert und weisen dementsprechend in
Gehirnregionen mit einer schwachen Ngb-Expression ebenfalls nur eine schwache
Expression auf. Hierzu gehdren Gene wie Tachykinin1 (Tacl), ein Peptidhormon kodierendes

Protein, welches als Neurotransmitter fungiert, und Fezfl®> (Family Zinc Finger), ein

! http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TAC1&search=tacl (27.08.2014)

® http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=FEZF 1&search=Fezf1 (27.08.2014)

93



Transkriptions-Repressor kodierendes Gen, welches bei der Entwicklung des Nervensystems
eine Rolle spielt. Antiproportional dazu sind Gene mit negativen Pearson-
Korrelationsfaktoren in Regionen mit einer starken Ngb-Expression schwach exprimiert und
in Regionen mit schwacher Ngb-Expression sehr stark exprimiert. Hierzu gehoren Gene wie
Txndc11® (Thioredoxin Domain Containing 11), ein zur Thioredoxin-Domane enthaltenen
Proteinfamilie gehdérendes Gen, welches als Regulator von Redoxreaktionen aktiv sein
kénnte, oder das Gen Eya3’® (Eyes Absent Homolog 3), welches fiir einen Transkriptions-

Aktivator kodiert, der bei der Entwicklung des Nervensystems eine Rolle spielt.

Tabelle 3-13: Ngb Pearson-Korrelationsanalyse in Gehirnregionen der adulten Maus

Dargestellt sind die zwanzig Gene mit den hdchsten Pearson-Korrelationsbetragen. Gene mit dhnlichen RPKM-
Werten innerhalb der untersuchten Gehirnregionen weisen positive Korrelationswerte auf (rechte Spalten),
Gene welche genau das gegenteilige Expressionsmuster innerhalb der untersuchten Gehirnregionen aufweisen
haben die héchsten negativen Korrelationswerte (linke Spalten). Der Pearson Korrelationskoeffizient wurde mit
Excel (Microsoft) anhand der RPKM-Werte der einzelnen Datensatze unter Einbeziehung aller Gene ermittelt.

Die Annotation beruht auf GO-Eintragen der Kategorie Molekulare Funktion zu den jeweiligen Genen.

Ngb RNA-Seq Korrelationsanalyse

Gen Annotation Pearson Gen Annotation Pearson
Txndcll cell redox homeostasis -0,92 Resp18 embryonicdevelopment 1,00
Eya3 chromatin binding -0,88 Fezfl DNA binding 1,00
Wwtrl protein binding -0,88 Tacl  substance P receptor binding 1,00
Rnf130 apoptotic process -0,88 Tspan6 signal transducer activity 1,00
Fn3krp transferase activity -0,88 Crabpl lipid binding 0,99
Lynx1 hegative regulation of 0,87  Fam183b - 0,99

receptor activity

Kenjl0  potassiumion transport -0,87 Cited1 chromatin binding 0,99
Lmnbl JUN kinase binding -0,87 Gnrh1l hormone activity 0,99
Slprl angiogenesis -0,87 Ghrh hormone activity 0,99
Ubr2 protein ubiquitination -0,87 Blcap cell cycle 0,99

! http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TXNDC11&search=Txndc11 (27.08.2014)

? http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=EYA3&search=Eya3 (27.08.2014)
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3.4.5 Ngb-Expression in weiteren Modellorganismen: Zebrafisch und Ratte

Zur Validierung der bisher beschriebenen Ngb-Expressionsdaten und zur weitergehenden
funktionellen Beschreibung der Ngb-Expression in neuronalen Geweben wurden Datensatze
des Zebrabarblings (Danio rerio, Trivialname Zebrafisch) und der Ratte (Rattus norvegicus)
untersucht. Der Zebrafisch zdhlt wegen seiner relativ schnellen Entwicklung der beinahe
komplett durchsichtigen Embryonen und der relativ kurzen Generationszeit von wenigen
Monaten zu den Modellorganismen der Genetik. Die Ratte ist neben der Maus dass am

weitesten verbreitete Sdugetier-Modellorganismus der Medizin und Biologie.

Die untersuchten offentlich verfligbaren Gehirnregionen der Ratte zeigen eine geringe
Expression von Ngb im Hippocampus (RPKM: 2,2) und Cortex (RPKM: 1,8) auf, vergleichbar
mit der in den Datensdtzen der Maus beobachteten Ngb-Expression (siehe Abbildung 3-25
und Abbildung 3-29). Im Gegensatz dazu ist die Ngb-mRNA-Expression im Gesamtgehirn des
Zebrafisches um den Faktor 10 héher als im Gesamthirn der Maus (siehe Abbildung 3-29).
Die Ngb-Expression im retinalen Gewebe des Zebrafisches ist deutlich geringer als im

Gesamtgehirn und liegt im einstelligen RPKM-Bereich.

Zebrafisch RNA-Seq Ratte RNA-Seq
m Ngb
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0,21
0 1 0 0 0
Gesamthirn Retina Hippocampus Cortex

Abbildung 3-29: Ngb RNA-Seq Analyse in neuronalen Geweben von Zebrafisch und Ratte

Dargestellt sind die Expressionswerte (RPKM) von Ngb und B-Aktin in ausgewahlten Geweben der Ratte und
des Zebrafisches. Untersucht wurden je drei Datensatze pro Gewebe. SRA-IDs: Zebrafisch-Gehirn: ERR023144,
ERR035545, ERR023147; Retina: SRR514028-30; Ratte Hippocampus: SRR869020-22; Cortex: SRR868972-74.
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4 Diskussion

Im Folgenden sollen die Ergebnisse dieser Arbeit in Bezug auf bereits publizierte Daten
diskutiert werden. Zum einen wird die in der Literatur oft beschriebene Protektion durch
Ngb (Ubersicht in: Hankeln et al. 2005, Burmester und Hankeln 2009) in Bezug auf die
Ergebnisse dieser Arbeit diskutiert (4.1.1). Es werden die mdglichen molekularen
Mechanismen des beobachteten Schadens (Abbildung 4-1) in der Leber Ngb-transgener
Mause nach einer Hepatotoxin-Behandlung in vivo diskutiert. Ebenso wird die mogliche
molekulare Grundlage (Abbildung 4-2) der effizienten Protektion vor der Aktivierung der
extrinsischen Apoptose invitro in primaren Ngb-transgenen Hepatozyten besprochen

(4.1.2).

Es werden weiterhin die Ergebnisse der Affymetrix- und RNA-Seqg-Transkriptomanalysen
(3.1.3 und 3.2.4) von Ngb-transgenem hepatischen und neuronalen Gewebe im Vergleich
zum WT sowie die Einordnung der dysregulierten Stoffwechselwege in bestehende Ngb-
Funktionshypothesen (Burmester und Hankeln 2009) diskutiert (4.1.3). Die zum Teil
widersprichlichen und oft unvollstandigen publizierten Ngb-Expressionsprofile (Tabelle 4-1)
werden durch die Analyse von offentlichen RNA-Seq Datensdtzen vervollstandigt und
diskutiert (4.2). Der Nutzen und die Bedeutung der im Rahmen dieser Arbeit generierten
Ngb-KO- und LacZ-Knockin-Mauslinien (3.3), fur die weitere Erforschung der molekularen
Funktion von Ngb, sowie die Erkenntnisse der ersten phdnotypischen Analysen in Bezug auf

publizierte Ngb-Funktionshypothesen werden ebenfalls besprochen (4.2.1).

4.1 Funktionshypothesen fiir Ngb: Lehren aus Mausmodellen

Die funktionelle Analyse von Ngb mittels ektopischer Uberexpression im Ngb-transgenen
Mausmodel und in vitro Zellkulturen hat eine ganze Reihe an Funktionshypothesen fiir das
Protein generiert (Sun et al. 2003, Khan et al. 2006, Khan et al. 2007, Yu et al. 2012, Zhao et
al. 2012, Raida et al. 2013, Van Leuven et al. 2013). Die postulierte anti-apoptotische
Funktion von Ngb beruht vor allem auf der Lokalisation und Distribution der mRNA und des
Proteins im ZNS. Die native Verteilung der Ngb-mRNA und des Proteins im ZNS und einigen
weiteren Organen der Maus ist in vielen Studien untersucht worden (Burmester et al. 2000,
Mammen et al. 2002, Reuss et al. 2002, Schmidt et al. 2003, Wystub et al. 2003, Hankeln et
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al. 2004, Laufs et al. 2004, Hundahl et al. 2008a, 2008b, 2010a, 2010b, 2012b, 2013). Jedoch
besteht kein Konsens beziiglich der Lokalisation und Expressionsstarke des murinen Ngb-
Proteins in den verschiedenen ZNS und PNS-Regionen (Mammen et al. 2002, Hankeln et al.

2004, Laufs et al. 2004, Hundahl et al. 2010a).

Eine Uberexpression von Ngb invitro kann die Zellen vor reaktiven Sauerstoff- und
Stickstoffspezies (ROS/RNS) wie Wasserstoffperoxid und Stickstoffmonoxid (H,0,, NO)
schiitzen indem diese durch eine Redox-Reaktion umgesetzt werden (Jin et al. 2008, Antao
et al. 2010, Zhang et al. 2013). Durch die Verwendung eines transgenen Maussystems wurde
diese Protektion in einem komplexen Gewebe wie dem zentralen Nervensystem (ZNS)
untersucht. Es wurde gezeigt, dass Ngb im experimentellen Tiermodell den Schaden eines
Schlaganfalls und Herzinfarktes effektiv vermindert (Sun et al. 2003, Khan et al. 2006, Wang
et al. 2008b, Zhao et al. 2012). Bei einer bereits erhohten Ngb-Expression vor der Applikation
der Hypoxie oder eines anderen oxidativen Stresses ist die Protektion durch Ngb sowohl
in vivo als auch in vitro gut belegt. Diese Protektion der Zellen oder des Gewebes konnte bis

dato jedoch auf keinen eindeutigen molekularen Stoffwechselweg zurilickgefihrt werden.

Einige wenige Autoren haben die Induktion von protektiv wirkenden Proteinen wie eNOS
durch Ngb vorgeschlagen (Khan et al. 2006), wodurch Ngb indirekt und gewebsunabhangig
protektiv wirken wiirde. Ebenfalls gibt es eine Reihe an in vitro Untersuchungen wonach Ngb
indirekt durch die Bindung an die Phosphatase PTEN und die Proteinkinase AKT, eine
Aktivierung des antiapototischen PI3K/AKT-Signalweges bewirken kann (Antao et al. 2010,
Chen et al. 2012, Zhang et al. 2013, Li et al. 2014). Ebenso wurde eine Interaktion mit der
Rho-GTPase und die Reduktion von Cyt-C durch Ngb vorgeschlagen, wodurch eine
antiapoptotische Signalkaskade ausgelost wird (Wakasugi et al. 2003, Fago et al. 2006, Khan
et al. 2008, Brittain et al. 2010, Raychaudhuri et al. 2010, Brittain 2012). In vivo-
Untersuchungen zu diesen vorgeschlagenen Funktionen fehlen jedoch bislang. In der
Mehrheit der Publikationen wird ein Schutz durch die Ngb-Uberexpression vor oxidativem
Stress mit der Reduktion von ROS durch Ngb vorgeschlagen (Sun et al. 2001, Mammen et al.
2002, Fordel et al. 2006, Jin et al. 2008, Li et al. 2008, Antao et al. 2010, Li et al. 2010, Cai et
al. 2011).

Ob Ngb nun direkt (durch eine Reduzierung von ROS oder Cyt-C) oder indirekt (durch eine

Aktivierung anderer Mechanismen wie eNOS oder PI3K/AKT-Signalweg) protektiv wirkt ist
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unklar. Auch die biologische Relevanz der Protektion ist fraglich, da es fir einen effektiven
Schutz einer vorhergehenden Erhéhung der Ngb-Konzentration bedarf, die jedoch in vivo bei
einem Schlaganfall oder anderem oxidativem Stress nicht gegeben ist (Mammen et al. 2002,
Hundahl et al. 2005, Schmidt-Kastner et al. 2006, Burmester et al. 2007, Hundahl et al. 2011)
So konnte bei einer Hypoxie sowohl in vitro als auch in vivo, mit einigen wenigen Ausnahmen
welche vermutlich technischer Natur bedingt sind, keine Erhéhung der Ngb-Expression auf

diesen Stimulus hin gemessen werden (Burmester et al. 2007).

Der Mensch und die Maus miissen, zumindest unter normalen nicht-pathologischen oder
hochgebirgigen Bedingungen, keine Sauerstoffarmut erleiden und sind an diese nicht
adaptiert. Auch ist die Ngb-Expression in Hypoxie-toleranten Wirbeltieren wie der
Blindmaus, der Robbe, dem Goldfisch und dem Zebrabarbling im Vergleich zu an eine
Hypoxie nicht angepassten Saugetieren wie dem Menschen, der Maus und der Ratte hoher
(Burmester et al. 2007, Roesner et al. 2008, Avivi et al. 2010, Tiedke et al. 2011, Schneuer et
al. 2012, Tiedke et al. 2013). Dies bestatigen auch die im Rahmen dieser Arbeit analysierten
RNA-Seq Expressionsprofile im Vergleich von Zebrabarbling, Maus und Ratte (siehe

Abbildung 3-29 und Abbildung 3-24).

Neben der beschriebenen Diskrepanz zwischen dem beobachteten protektiven Ngb-Effekt
einerseits und einer fehlenden evolutiven Anpassung an die Hypoxie andererseits fehlt fir
eine abschliefende spezifische Beschreibung der Protektion durch Ngb ein Vergleich mit
verwandten Proteinen wie Cygb und Mb, welche (iber dhnliche biochemische Eigenschaften

verfiigen und somit ebenfalls einen vergleichbaren protektiven Effekt austiben kénnten.

Entgegen der oft beschriebenen Protektion durch Ngb-Uberexpression soll der Ngb-KO im
experimentellen Schlaganfallmodell einen geringeren Schaden im Cortex im Vergleich zum
Wildtyp aufweisen (Raida et al. 2012). Dies wiederspricht einer direkten protektiven
Funktion von Ngb. Der Ngb-KO in der Maus hat bis heute wenig zur Aufklarung der Funktion
beigetragen. So reagieren zwar kortikale Neuronen der Ngb-KO Maus auf hypoxischen Stress
etwas starker in ihrer Stress-Antwort (erhohte cFos- und Hifla-Expression) als Wildtyp-
Neuronen. Die Ngb-KO Neuronen zeigen jedoch keinen erhéhten Schaden nach Hypoxie-

Stress in vivo (Hundahl et al. 2011, Hundahl et al. 2012a).
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4.1.1 Die anti-apoptotische Wirkung von Ngb: Effekt versus Funktion

Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse der Hepatotoxin-Behandlung Ngb-
transgener Tiere zeigen dass der beobachtete Effekt einer direkten anti-apoptotischen
Wirkung von Ngb nicht generell auf alle Organe Ubertragen werden kann. So wirkt sich die
Ngb-Uberexpression in der mit dem ROS-generierenden Hepatotoxin Tetrachlormethan
(CCl4) behandelten Leber nachteilig aus. Der beobachtete erhéhte Schaden beruht sehr
wahrscheinlich auf der verstarkten Metabolisierung und Aktivierung des Toxins in den
Ngb-transgenen Hepatozyten. Die Aktivierung von CCl, zum Radikal erfolgt natlirlicherweise
durch eine Reduktion und anschliefende Abspaltung von Chlor in der Leberzelle durch eine
Kombination der Aktivititen von Cytochrom P450, dem Oxygenasesystem des
endoplasmatischen Retikulums und der Mitochondrien (Ubersicht in Weber et al. 2003).
Hierbei kdnnte Ngb als Aktivator der Radikalisierung von CCl, fungieren, anstatt protektiv zu
wirken (siehe Abbildung 4-1). Ob Ngb hierbei als Elektronenilibertrager und/oder bei der
Bereitstellung von O, fungiert (siehe 1 und 2 in Abbildung 4-1) ist unklar und bedarf weiterer
Untersuchungen. Da die Sauerstoffbindungskapazitit von Ngb durch das generierte
CCly -Radikal zerstért wird, kann sich die potentiell protektive Wirkung als Antioxidans nicht
entfalten und es findet kein Schutz durch die Ngb-Uberexpression in den Lebern der

Ngb x R26 Méause statt (siehe 3.1.4).
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Die invitro erfolgte Behandlung von isolierten primdren Ngb-Uberexprimierenden
Hepatozyten mit dem Todesrezeptor (Fas-Rezeptor) aktivierenden Antikorper (Jo2) zeigt
einen eindeutig protektiven Effekt von Ngb (Abbildung 3-10). Hier konnte gezeigt werden,
dass Ngb effizient die spezifische Aktivierung der extrinsischen mitochondriellen
Signalkaskade, ausgehend vom Fas-induzierten programmierten Zelltod, verhindern kann.
Durch die Expression von Ngb wird die Aktivierung der Caspasen im Vergleich zur Kontrolle
deutlich vermindert und die Zelle somit vor dem programmierten Zelltod geschiitzt. Eine
mogliche molekulare Erklarung flr diesen beobachteten Effekt kdnnte die ROS-abhangige
Regulation des antiapoptotischen Proteins C-FLIP (FLICE inhibitory protein®) und sein Einfluss
auf den Fas-Rezeptor liefern (Abbildung 4-2). Das antiapoptotische C-FLIP wird durch einen
hohen ROS-Level abgebaut und kann somit nicht die Trimerisierung des Todesrezeptors
verhindern (Wang et al. 2008a, Wilkie-Grantham et al. 2013). Durch eine hypothetisch
konservierte ROS/RNS-Entgiftungsfunktion von Ngb (Herold et al. 2004, Brunori et al. 2005,
Herold und Fago 2005) kdnnte der ROS-Level in den primdren Ngb x R26-Hepatozyten
moglicherweise reduziert werden. Somit wiirde die Reduzierung des ROS-Levels zu einer
hoheren C-FLIP-Aktivitdt und der Verhinderung der extrinsischen Apoptose fiihren

(Abbildung 4-2).

Der hier postulierte protektive Ngb-Effekt durch ROS-Reduktion ist auch mit der von Brittain
et al. (2010) postulierten Reduktion von Cyt-C durch Ngb und der damit einhergehenden
Inhibierung der intrinsischen Apoptose kompatibel (Brittain et al. 2010, Raychaudhuri et al.
2010, Brittain 2012). Wahrend Thomas Brittain die Reduktion von Cyt-C und eine folglich
verminderte Apoptosombildung als moglichen molekularen Mechanismus der Ngb-
Protektion, basierend auf invitro Daten vorschlagt (Brittain et al. 2010), koénnte die
intrinsische Apoptose nach den Ergebnissen dieser Arbeit ebenso durch eine Verringerung

des ROS-Levels (konservierte Redox-Reaktion) indirekt durch Ngb verhindert werden.

Die Auswirkung einer Ngb-Uberexpression auf den ROS-Level invivo ist hingegen nicht
eingehend untersucht (Raychaudhuri et al. 2010). Ebenso wie bei in vitro-Experimenten
kdnnte Ngb die extrinsische Apoptose auch in vivo durch ROS-Reduktion vermindern (Circu

und Aw 2010). Somit konnte die durch Ngb katalysierte Redox-Reaktion als molekularer

! http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/12633 (27.08.2014)
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Mechanismus: (i) sowohl fiir die Aktivierung von Tetrachlormethan und damit fir den
erhoéhten Schaden in vivo in der murinen Leber verantwortlich sein als auch (ii) protektiv
durch eine ROS-Reduktion (in primdren Hepatozyten in vitro) wirken. Beiden Effekten liegt
der gleiche, potentiell unter allen Globintypen konservierte, molekulare Mechanismus einer

Redox-Reaktion zugrunde.
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Abbildung 4-2: Schematische Darstellung der extrinsischen Apoptose und der méglichen Ngb-Wirkung

Die Apoptose-Kaskade wird durch die Bindung eines Liganden (z. B. Jo2-Antikorper) aktiviert. Durch die
Trimerisierung des Rezeptors wird Caspase 8 (Initiator-Caspase) rekrutiert, welche ihrerseits die Effektor-
Caspasen 3/7 aktiviert und hierdurch den programmierten Zelltod einleitet. Das C-FLIP-Protein kann die
Trimerisierung des Fas-Rezeptors und die Rekrutierung der Initiator-Caspase 8 verhindern und wird durch einen
erhohten ROS-Level abgebaut. Die mogliche indirekte Regulation von C-FLIP durch die ROS entgiftende
Aktivitat von Ngb ist gezeigt (Ashkenazi 2002, Wang et al. 2008a, Wilkie-Grantham et al. 2013).

Die Ergebnisse der oben beschriebenen in vivo und in vitro Versuche zeigen, dass je nach
Untersuchungs-System der Effekt von Ngb auf die Zellen bzw. das Gewebe durchaus
unterschiedlich sein kann. Ein Vergleich dieses Ngb-Effekts mit der moglicherweise ahnlichen
Wirkung anderer Globine wie Mb oder Cygb wurde bisher nicht publiziert. Jedoch zeigen
vergleichende Untersuchungen an transgenen eukaryotischen Zellen mit verschiedenen

Uberexprimierten Globintypen (u.a. Ngb, Cygb und Mb) einen Globintyp lbergreifenden
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Schutz der Zellen vor Hypoxie und H,0, induzierter Apoptose (persénliche Kommunikation
Prof. Thorsten Burmester). Dies deutet in der Tat auf eine konservierte Protektionsfunktion
der Globine hin. Dabei kann diese Funktion im betrachteten Einzelfall, namlich der
Expression eines bestimmten Globintyps in einem bestimmten Zelltyp, durchaus residualer
Natur sein. Eine hypothetische zellspezifische andere Funktion kdnnte primar wichtig sein
und ware die Grundlage fiir die Darwin'sche Selektion dieses Globins im betrachteten

Gewebe.

4.1.2 Ektopische Expression von Ngb in der Leber und ihre Auswirkung auf das

hepatische Transkriptom

Die Untersuchung der Gehirn- und Leber-Transkriptome in Ngb-transgenen Mausen, wie sie
in dieser Arbeit durchgefiihrt wurde, kann eine Reihe an Fragen bezliglich der putativen Ngb-
Funktion adressieren. Globale Untersuchungen des Transkriptoms von Ngb-transgenen vs.
WT-Zellen und -Geweben sind bis dato in der Literatur nicht beschrieben. So wurde zwar
eine Expressionsuntersuchung in primarer neuronaler Zellkultur von Ngb-transgenen vs. WT-
Neuronen mit einer kleinen Anzahl an Sonden (113 Gene) durchgefiihrt (Yu et al. 2009).
Diese Arbeit beschrankte sich jedoch auf die Detektion Hypoxie-induzierbarer Gene unter
Verwendung eines Hypoxie-Oligo-Arrays. Von den 113 untersuchten Genen wurden 65
detektiert und unter stressfreien Bedingungen wurden 13 Gene in Ngb-transgenen
Neuronen im Vergleich zum WT herunterreguliert. Hierzu gehdrten Gene wie Hifla und
Catalase, welche beide zu den Hypoxie regulierten Genen zahlen, was auf eine Modulation
des oxidativen Stoffwechsels in den Ngb-transgenen Neuronen hindeutet (Yu et al. 2009).
Weiterhin das Transkriptom des Gehirns von Ngb-KO Mausen im Vergleich zu WT-Mausen
untersucht (Hundahl et al. 2011). Die Benennung der untersuchten Gehirnregion fehlt
jedoch in der Publikation; vermutlich handelt es sich um sensorischen Cortex. Es wurde ein
Affymetrix Mouse GeneChip Array verwendet, um die Expression der Gene global zu
ermitteln. Lediglich 22 Gene konnten in der Studie als signifikant reguliert ermittelt werden.

Alle 22 Gene sind im Ngb-KO Gehirn niedriger exprimiert als im WT und lediglich 10 davon in
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der RefSeq1 Maus-Datenbank annotiert (Hundahl et al. 2011). Die Relevanz dieser Gene

beziglich moglicher Funktionen von Ngb wurde von den Autoren nicht diskutiert.

Die in der vorliegenden Arbeit analysierten Transkriptome der Leber von Ngb-transgenen
und wildtypischen Mausen bieten zum ersten Mal die Moglichkeit, den Effekt der
ektopischen Expression von Ngb auf das gesamte hepatische Transkriptom zu studieren
(3.1.1). Durch die Untersuchung eines Gewebes, das natiirlicherweise kein Ngb aufweist,
sollte die potentielle gewebsunabhdngige Wirkung von Ngb auf Ebene der mRNA-Expression
global ermittelt werden. Durch die Analyse der dysregulierten Gene und die Annotation der
zugrundeliegenden Stoffwechselwege (Tabelle 3-3), konnte eine Reihe an Kandidaten-Genen
ermittelt werden, die sowohl potentiell protektive als auch schadliche Wirkung auf das
Gewebe ausiben konnen (Tabelle 3-2). Die grofRte Funktions-Gruppe mit 67 regulierten
Genen (29 hoch und 38 runter) in der transgenen Ngb-Leber kodiert fir Enzyme (Abbildung
3-6). Dies ist nicht Gberraschend, da es sich bei der Leber um ein metabolisch sehr aktives
Gewebe handelt und hier viele auf die Leber beschrankte Stoffwechselreaktionen ablaufen

(Loffler et al. 2003).

Die Annotation der am haufigsten vertretenen Stoffwechselwege in der Ngb-transgenen
Mausleber deutet dabei auf eine nachteilige Wirkung von Ngb auf die murine Leber hin
(Tabelle 3-3). Von diesen haufigen Stoffwechselwegen zeigt die statistische Auswertung
lediglich drei in der transgenen Leber signifikant angereicherte Stoffwechselwege im
Vergleich zum normalen Transkriptom der Leber (Tabelle 3-12). Diese sind: ,, metabolische
Stoffwechselwege” (18 Gene), welche die enzymatische Regulation der Glycolyse, der
Gluconeogenese, des Citratzyklus u.v.a. zusammenfassen, sowie ,Steroidhormon-
Biosynthese” (3 Gene) und ,Zuckerabbau” (2 Gene) (Tabelle 3-12), welche ebenfalls zu der
Ubergeordneten Gruppe der metabolischen Stoffwechselwege gehoéren. Alle drei
dysregulierten Pathways enthalten nur herrunterregulierte Gene, wobei 18 von 23 Genen
dem metabolischen Stoffwechselwegz, welcher den Energiemetabolismus (Glykolyse,
Citratzyklus), Fettstoffwechsel und Aminosaurestoffwechsel enthédlt, zuzuordnen sind

(Tabelle 3-12). Aus diesen Daten kann geschlossen werden, dass Ngb in der murinen Leber

! http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/ (27.08.2014)

? http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?14115593084976/mmu01100.args (24.09.2014)
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eine Dysregulation des Metabolismus hervorruft. Bemerkenswert ist, dass keiner der
sauerstoffabhdngigen oder in der Literatur in funktioneller Verbindung mit Ngb diskutierten
Stoffwechselwege (siehe Abbildung 1-3) als signifikant dysreguliert ermittelt werden konnte.
Auch die zahlreichen moglichen Interaktionspartner von Ngb (Cyt-C, Flotillin1, Cystatin C, B2-
Untereinheit der Na+/K+-ATPase, Tau-Protein, siehe 1.2.1) konnten in der transgenen

Mausleber auf mRNA-Ebene nicht als dysreguliert identifiziert werden.

Inwiefern die in dieser Arbeit als dysreguliert ermittelten 349 Gene des Metabolismus durch
die Ngb-Uberexpression bei der Potenzierung des durch CCl,-Behandlung verursachten
Schadens in der Ngb-iberexprimierenden Leber (Abbildung 3-8 und Abbildung 3-9) oder in
der Protektion der primaren Ngb-transgenen Hepatozyten vor Induktion der extrinsischen
Apoptose (Abbildung 3-11) eine Rolle spielen, muss in weitergehenden Versuchen geklart
werden. Insbesondere wadren Untersuchungen z.B. von Cygb- und Mb-transgenen
Transkriptomen zur Einschatzung des Ngb-Effektes auf das Transkriptom von groRem
Interesse. Dies wiirde es ermdoglichen, die Spezifitdat der 349 dysregulierten Gene nach Ngb-
Uberexpression zu evaluieren. AuBerdem kénnte eine Untersuchung des Transkriptoms Ngb-
transgener Tiere nach der Applikation von Stress dazu beitragen, die durch Ngb
beeinflussten Stoffwechsel- und Signalwege im Sinne einer maoglichen Protektion des

Gewebes durch Ngb weiter einzugrenzen.

4.1.3 Modulation der neuronalen Ngh-Expression im transgenen Maussystem

Die Analyse der Ngb-transgenen Hippocampus- und Cortex-Transkriptome im Vergleich zu
Doxycyclin behandelten Kontrollen hat die Beschreibung eines neuronenspezifischen

Effektes der Ngb-Uberexpression erméglicht (3.2.3).

Die RNA-Seq Analyse hat zunachst offenbart, dass durch die fiinf-wochige Behandlung der
Ngb x Camk2 Maduse mit Dox die transgene Ngb-mRNA Expression nicht vollstandig
abgeschaltet wird. Anhand der Reads der transgenen eGFP-mRNA konnte ndherungsweise
die Effizienz des Tet-Off-Systems ermittelt werden. So konnte nach der Behandlung mit Dox
Uber den Zeitraum von finf Wochen die Menge transgenen Ngb-mRNA im Vergleich zu
unbehandelten Ngb x Camk2 Tieren um die Halfte reduziert werden. Dies ist insofern

Uberraschend, da das Ngb-Protein nach einer Behandlung der Ngb x Camk2 Ma&use mit
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Doxycyclin tGber den gleichen Zeitraum mittels Western Blot im Hippocampus nicht mehr
nachgewiesen werden konnte (Abbildung 3-15 B). Diese Diskrepanz deutet auf eine fehlende
Sensitivitat der Ngb-Protein Detektion mittels Antikérper hin. Da biologische und technische
Replikate und somit eine statistische Absicherung der Gen-Regulation fiir diese neuronalen
Ngb-transgenen RNA-Seq Daten fehlen, sollten weiterfiihrende Arbeiten zundachst mit
alternativen Methoden wie der qRT-PCR abgesichert werden. Weiterhin kdnnte ein starkerer
Effekt auf das Transkriptom nach Abschaltung der transgenen Ngb-Expression Uber einen
langeren Zeitraum (~10 Wochen) der Dox-Behandlung der Ngb x Camk2 Mause eintreten.
Auch ein Vergleich mit einfach-transgenen Geschwistertieren (ohne Responder-Konstrukt)
konnte die Ergebnisse modulieren. Die Annotation der regulierten Gene und
Stoffwechselwege im Ngb-transgenen Cortex und Hippocampus lasst trotz dieser

Unzulanglichkeiten Aussagen bezlglich der Ngb-Funktion zu.

Eine statistische Auswertung der dysregulierten Pathways lieferte (anders als bei dem
hepatischen Transkriptom mit lediglich drei Pathways) eine groBe Anzahl von je 20
signifikant dysregulierten Stoffwechselwegen sowohl im Cortex (Tabelle 3-11) als auch im
Hippocampus (Tabelle 3-10). Es zeigten sich sowohl Unterschiede in der ermittelten Antwort
zwischen den beiden neuronalen Ngb-transgenen Transkriptomen (vgl. Tabelle 3-10 und
Tabelle 3-11) als auch Gemeinsamkeiten. In den beiden untersuchten Gehirnregionen gab es
lediglich einen gemeinsamen Pathway der dysreguliert wurde: ,, Pathways in cancer”. Mit 34
Genen im Cortex und 7 Genen im Hippocampus war dieser Stoffwechselweg jeweils

derjenige mit den drittmeisten der signifikant dysregulierten Genen innerhalb des Pathways.

Die Gene des ,Cancer” Pathways waren jeweils herunterreguliert und mit einer Funktion in
verschiedenen Krebsarten annotiert z.B.: ,Chronic myeloid leukemia“ (Cortex; 10),
,Colorectal cancer” (Hippocampus; 3). Das Herunteregulieren dieser Pathways kdnnte auf
eine potentielle indirekt protektive Auswirkung der Ngb-Uberexpression in den untersuchten
Geweben hindeuten. Innerhalb der durch die Anreicherung hochregulierter Gene signifikant
dysregulierten Pathways befanden sich auffallig viele mit phanotypisch nachteiliger
Annotation: ,Huntington's disease” (19 Gene), ,Alzheimer’s disease” (14 Gene) und

»Parkinkson’s disease” (15 Gene).

Ob die Hochregulation der Gene in den oben besprochenen Pathways einen Schaden des

Gewebes durch die erhohte Ngb-Expression oder eine Protektion reflektiert kann hier nicht
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abschliefend geklart werden. Die Gene in diesen regulierten Pathways spielen unter
anderem in neurodegenerativen Krankheiten des Menschen eine Rolle. Die mitochondrielle
Integritat ist bei diesen neurodegenerativen Krankheiten meist gestort. Die Dysregulation
der besprochenen Pathways koénnte eine Funktion oder einen Effekt von Ngb in der
Protektion der Mitochondrien vor oxidativem Stress andeuten oder aber eine erhdhte
Sauerstoffkonzentration im transgenen Gewebe reflektieren (Yu et al. 2013). Es wurde kein
offensichtlicher neuronaler Schaden der Ngb-transgenen Mause beobachtet, wobei
mogliche Langzeiteffekte durch die Ngb-Uberexpression nicht untersucht wurden und somit
ein akkumulierter Schaden zu einem spéateren Zeitpunkt im Leben der Ngb-transgenen

Mause nicht ausgeschlossen werden kann.

Aufgrund der gegenteilig regulierten Stoffwechselwege kann auf keine eindeutig positive
oder negative Auswirkung der Ngb-Uberexpression auf die neuronalen Transkriptome
geschlossen werden. Um die Pathways, die an der potentiellen indirekten Ngb-Protektion
beteiligt sind, zu identifizieren, sollten Cortex und Hippocampus-Transkriptome aus Ngb-KO
Geweben generiert und mit den im Rahmen dieser Arbeit generierten Daten verglichen
werden. Dennoch liefern die mittels RNA-Seq erstellten Transkriptome Ngb-transgener
Gehirnregionen potentielle Kandidaten-Gene und Pathways fiir eine weitergehende
Untersuchung der putativ protektiven Ngb-Funktion. Bereits diskutierte Kandidaten-Gene
(wie cFos und Cyt-C) und Pathways, in denen Ngb moglicherweise eine Rolle spielen soll (wie
die ROS-Detoxifizierung, die sauerstoffabhdngige Genregulation (Hifla-Kaskade),
Apoptosepathways oder die GDP-Ga-Signalkaskade) waren in keinem der untersuchten
Transkriptome dysreguliert. Hippocampus und Cortex stellen im nativen Gehirn im Vergleich
mit anderen Gehirnregionen wie dem Hypothalamus Orte einer eher geringen Ngb-
Expression dar. Es ist somit moglich, dass eine spezifische Antwort auf Ebene der mRNA-
Expression in diesen Geweben durch die erhéhte Ngb-Expression ausbleibt, da in den Zellen
einfach nicht mehr Ngb-Interaktionspartner vorhanden sind. Somit kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die dysregulierten Gene schlicht eine Antwort auf die stark
erhdhte Ngb-Uberexpression und eine durch das Ngb-Protein verursachte nachteilige

Storung des zelluldren Haushalts darstellen.

106



4.2 Neubewertung der regionalen Ngb-Expression im ZNS und Implikation fiir

die Ngb-Funktion

Die Funktionshypothesen von Ngb sind eng mit der beschriebenen Expressionsverteilung im
ZNS und weiteren metabolisch aktiven Gewebe wie der Retina verknlpft (siehe 1.2.2). Die
anfanglich naheliegende Ngb-Funktion als Sauerstofflieferant der Mitochondrien in
Neuronen aufgrund der regionalen Expressionsunterschiede innerhalb des ZNS und der
geringen Konzentration von Ngb z.B. im Vergleich zu Mb im Muskel ist zumindest als
Hauptfunktion von Ngb bei Mensch und Maus nicht sehr wahrscheinlich (Burmester et al.
2000, Dewilde et al. 2001, Laufs et al. 2004, Hankeln et al. 2005, Burmester und Hankeln
2009).

Bis heute fehlen fir eine endgiltige Einschatzung jedoch belastbare und vor allem
vergleichbare und quantitative Expressionsdaten von Ngb. Zum einen liegt dies an der
Verwendung unspezifischer Antikorper und unterschiedlicher mRNA-Detektionsmethoden,
zum anderen an fehlenden systematischen Untersuchungen (Burmester und Hankeln 2009).
Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher mittels RNA-Seq generierte und o&ffentlich
verfiigbare Datensdtze der Maus und ausgewahlter weiterer Modelorganismen in groRem

Umfang auf ihre Ngb-Expression hin untersucht (3.4).

Als wichtigstes Ergebnis konnte gezeigt werden, dass nicht etwa die Retina (Schmidt et al.
2003), sondern das murine Stammhirn und hier vor allem der Hypothalamus die neuronale
Region mit der hochsten Ngb-Expression ist (Abbildung 3-25 und Abbildung 3-28). Weiterhin
wurde in Gehirnregionen wie dem Hippocampus, Cerebellum und Cortex die relativ niedrige
Expression von Ngb, wie sie im Jahr 2000 (Burmester et al. 2000) beschrieben wurde,
bestatigt. Die schwache Ngb-Expression in diesen Gehirnregionen wurde in Publikationen
anderer Arbeitsgruppen nie nachgewiesen (vgl. Abbildung 3-25 und Tabelle 4-1) (Burmester
et al. 2000, Mammen et al. 2002, Hundahl et al. 2010a). Ein moglicher Grund ist die fehlende
Sensitivitat der jeweils verwendeten Detektionsmethode zum Nachweis des Ngb-Proteins

bzw. der Ngb-mRNA.

Die RNA-Seq Analyse zeigt, dass die Ngb-mRNA in zwei Konzentrationen im murinen Gehirn
Verteilt vorliegt. Eine geringe , basale” mRNA-Expression mit RPKM-Werten von 1-5 wurde in
ZNS-Regionen wie dem Cortex, Hippocampus und Cerebellum, ebenso wie in der Retina und

in endokrinen Geweben wie Testes und Nebennieren nachgewiesen. Eine im Vergleich dazu
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um Groenordnungen hohere mRNA-Expression (RPKM-Wert: 160) konnte im
Hypothalamus ermittelt werden. Diese stark unterschiedlichen Expressionsstarken der Ngb-
MRNA deuten moglicherweise auf distinkte Funktionen des Proteins im Hypothalamus und
in den restlichen untersuchten Regionen hin. Die ermittelten RNA-Seq-Expressionswerte
konnten auch mittels Western Blot und qRT-PCR bestétigt werden (siehe Abbildung 3-26 und
Abbildung 3-27). Die Ergebnisse innerhalb des ZNS kdnnen zum Teil in Einklang mit den in
der Literatur beschriebenen, teils sehr lickenhaften Ngb-mRNA und -Protein-
Expressionsdaten gebracht werden. In Tabelle 4-1 sind alle in den letzten 14 Jahren
durchgefiihrten Ngb-Expressionsuntersuchungen fiir Ngb aus insgesamt zehn Publikationen
zusammengefasst. Es zeigt sich eine von der verwendeten Technik und dem untersuchten
Organismus (Mensch, Maus, Ratte) unabhangige Tendenz der hdchsten Ngb-Expression im
Stammhirn (rot-umrandeter Bereich in Tabelle 4-1). Die Tabelle zeigt jedoch auch, wie
lickenhaft die Untersuchungen der Ngb-Expression bis dato sind, und dass eine umfassende
regionale und zelluldre Expressionsuntersuchung mit quantitativen Methoden von Néten ist.
Um die Ngb-mRNA-Expression zu quantifizieren, bieten sich die 6ffentlichen RNA-Seq
Datensatze zur Analyse an. Eine Quantifizierung der Ngb-Expression auf Proteinebene ist
aufgrund fehlender spezifischer Ngb-Antikdrper schwieriger. Hier bieten sich zukiinftig
Proteomics-Ansdtze mit direkter Proteinsequenzierung und Quantifizierung an (Kolker et al.
2012, Montague et al. 2014). Bei dieser Methode werden &dhnlich zur RNA-Seq
Transkriptomanalyse quantitative Proteinexpressionsdaten durch direkte Sequenzierung der
Proteine in einem Gewebe generiert und in o6ffentlichen Datenbanken zur Verfligung

gestellt. So kdnnen unspezifische Antikorperdetektionen umgangen werden.

Es wird angenommen, dass viele Proteine der Metazoa mehr als eine Funktion ausiiben
(Jeffery 1999, 2003, Huberts und van der Klei 2010, Copley 2012). Die Ausiibung mehrerer
Funktionen wurde in der Literatur u. a. auch fiir Mb, eines der am besten untersuchten
Proteine Uberhaupt, zuverldssig beschrieben. So versorgt Mb nicht nur die Muskulatur mit
Sauerstoff, sondern bt auch eine enzymatische Funktion als Nitrit-Reduktase und als
Dioxygenase in der Entgiftung von toxischem NO aus (Flogel et al. 2001, Hendgen-Cotta et al.
2008). Ngb konnte analog dazu zum einen an spezifischen Pathways im murinen und
humanen Hypothalamus beteiligt sein und zum anderen eine eher allgemeine, z. B. ROS-

entgiftende oder andere protektive Funktion in den restlichen Regionen ausiiben.
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Mensch Maus Ratte
Burmester Trent Hundahl, Reuss Mammen Hundahl Geuens Wystub Hundahl Zhang Hundahl
2000 2002 2013 2002 2002 2010 2003 2003 2010 2002 2008
Gehirnregion /Technik | Nerthern Northem o g s mas isH e e e VRSP e
Blot Blot IHC
Olfactory bulb + - + - +
Cerebral cortex ++/+++ +++ + + - + + ++ + +++ +
(layers 11 =VI)
Hippocampal formation ++m + - - - ++ - T+
Pyramidal cells ++m + - - - -
(CA1-CA4) ++m + - - - ++ - o+
Sranule cells (dentategyrus) | _+4m _ _ _ _ _ _ _ 1 _ c N G S I N S
|Striatum + + +
jThalamus +++ +++ + +++ ++ + ++ ++ ++ +
1Subthalamic nucleus +++ + +4+ + ++ ++
|Hypothalamus + + +/+++ +++ ++/+++  +++ ++ ++
IMedian preoptic nucleus/area 4+ 4+ 4+ +4++ ++
IArcuate nucleus + +++ +++ +++ +++
ILateral septal nuclei 4+ ++ ++ ++
ISubfornical organ 4+ 4+
|Lateral/medial habenula + ++ ++ ++
Amygdala~ ~ ~ T T T T T T T T T T T T T T T T i Vi
Brainstem nuclei + + +/+++ ++ +
Inferior colliculi + ++
Superior colliculi + + +
Reticular nucleus + ++ +
Locus coeruleus 4+ ++
Lower brainstem + +/+++ D +H/
Sup. olivary complex + 4+ 4+
Facial nucleus + ++
Lateral reticular nucleus + ++ +
Pontine nuclei 4+ +4+4 4 + + "
Inferior olive + o
Cerebellum + - + - - ++ - T+
Purkinje cells + - ++ - +4++
Cortical granule layer + +
Spinal cord + - + 4+
Dorsal horn + 4+
Ventral horn + T+

Tabelle 4-1: Expression von Ngb in
der Literatur

Ergebnisse aller verfligbaren
Publikationen zur Ngb-Expression im
ZNS von Mensch, Maus und Ratte.
Die Detektion und Quantifizierung
ist mit ,+“ flr schwaches bis ,+++“
fiir starkes Signal sowie mit ,-“ fur
kein Signal markiert. Bei leeren
Feldern wurde keine Untersuchung
der Ngb-Expression dieser Region in
Publikation

der jeweiligen

“«

durchgefiihrt. 2P Ngb-Signal

“

detektiert. ,m“: Hippocampus der
Maus mittels IHC untersucht. Rot
umrandet sind Gehirnregionen mit
der hochsten Ngb-Expression.
(Expressionsdaten aus: Burmester et
al. 2000, Mammen et al. 2002, Reuss
et al. 2002, Trent und Hargrove
2002, Zhang et al. 2002, Geuens et
al. 2003,

Wystub et al. 2003,

Hundahl et al. 2008b, 2010a, 2013)
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Zur weiteren Eingrenzung potentieller Interaktionspartner von Ngb im Hypothalamus der
Maus wurde eine Korrelationsanalyse auf Grundlage von o6ffentlich verfligbaren RNA-Seq
Daten durchgefiihrt (siehe 3.4.4). Die Korrelationsanalyse der Ngb-mRNA-Expression in
adulten murinen Gehirnregionen (Hypothalamus, Cortex, Hippocampus und Cerebellum)
zeigte jedoch keine bis dato in Verbindung mit Ngb diskutierten Gene auf und liefert somit
keine neuen Hinweise zur funktionelle Diskussion bereits bestehender Hypothesen. Die mit
Ngb positiv korrelierenden Gene reflektieren viel mehr die Orte der hohen Ngb-Expression
und konnten z.B. als Marker zur Identifizierung von Ngb-positiven Neuronen genutzt

werden.

Ein Vergleich der mittels RNA-Seq ermittelten Ngb-Expression in Sdugern mit denen weiterer
Modelorganismen wie dem Zebrafisch (Danio rerio) und der Ratte (Rattus norvegicus) zeigt
die evolutive Verdanderung der Ngb-Expression bei Vertebraten, die an eine hypoxische
Lebensweise adaptiert sind. So ist die Ngb-Expression im Zebrafisch-Gehirn (RPKM=45)
deutlich héher als in der Maus (RPKM=1-5) und der Ratte (RPKM=2) siehe (Abbildung 3-29
und Abbildung 3-25). Diese deutlich hohere Expression der Ngb-mRNA zeigt die Anpassung
der Zebrafische an ihre zum Teil hypoxische Umwelt (Roesner et al. 2006). Bei an Hypoxie
adaptierten Sdugern wie dem Seehund (Phoca) und der Blindmaus (Spalax) ist die
potentielle Funktion von Ngb bei der Versorgung der Nervenzellen mit Sauerstoff und somit
die evolutive Anpassung an die Hypoxie bereits gut dokumentiert (Roesner et al. 2006, Avivi
et al. 2010, Schneuer et al. 2012). Es ist hingegen unwahrscheinlich, dass die regional
erhohte Ngb-Expression im Hypothalamus der Maus ebenfalls eine dhnliche
Umweltanpassung reflektiert, da ein spezifisch auf den Hypothalamus beschrankter Schutz
vor oxidativem Stress evolutiv unplausibel erscheint. Weiterhin legt dies nahe, dass die
protektive Wirkung von Ngb nach Uberexpression im transgenen Maussystem vermutlich
einen Globin-Effekt darstellt, jedoch keine Ngb-spezifische Funktion im ZNS der Maus

darstellt.

Der Hypothalamus ist fiir die Aufrechterhaltung des inneren Milieus verantwortlich und
damit ein wichtiges Zentrum des vegetativen Nervensystems. Er stellt kein homogenes
Gebilde dar, sondern besteht aus einer Vielzahl verschiedener Nuclei, welche als
Steuerzentrale wichtige Funktionen wie die Korpertemperatur, die Atmung sowie den

zirkadianen Zyklus steuern (Elmquist 2001, EImquist et al. 2005, Hill et al. 2008, Trepel 2011).
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Da im Hypothalamus eine Vielzahl an Peptidhormonen und biogenen Aminen synthetisiert
werden ist es denkbar, dass Ngb in einem hypothalamusspezifischen Stoffwechselweg als
Elektronendonor oder O2-Versorger fungiert. Zur Aufklarung der Funktion von Ngb innerhalb
des Hypothalamus sind detaillierte Expressionsuntersuchungen auf zelluldrer Ebene
innerhalb des Hypothalamus, z. B. durch die Laser-Mikrodissektion einzelner Neuronen und
anschliefender Sequenzierung des Transkriptoms von Noten. Durch die Generierung von
Einzelzell-Transkriptomen kénnen Gewebeinhomogenitaten vermieden und Pathways, in

denen Ngb eine Rolle spielt, exakter bestimmt werden.

4.2.1 Beitrag der Ngb-KO Maus zur Funktionsanalyse

Durch die Generierung der Ngb-KO Mauslinie im Rahmen dieser Arbeit kann aufgrund
fehlender drastischer phanotypischer Merkmale keine definitive Aussage (iber die
potentielle Ngb-Funktion in der embryonalen Entwicklung der Maus getroffen werden. So
scheint Ngb nicht essentiell fir die Entwicklung der Maus zum adulten Tier zu sein. Die
Entwicklung der Ngb-KO Mause verlief morphologisch unauffillig, jedoch wurden keine
eingehenden morphologischen Untersuchungen der Organogenese durchgefiihrt. So
konnten kryptische Veranderungen des Ngb-KOs auf die Entwicklung des ZNS und PNS
vorliegen. Weiterhin scheint Ngb keinen gravierenden Einfluss auf die Fertilitat der KO-Tiere
auszuliben. Beim Generieren der KO-Linien konnte keine Auffalligkeit in der Allelvererbung
festgestellt werden. Diese Ergebnisse sind auch in Ubereinstimmung mit einer weiteren
publizierten Ngb-KO Mauslinie (Hundahl et al. 2011). Jedoch zeigt das Beispiel der Mb-KO
Maus, dass ein Phanotyp durch physiologische kompensatorische Effekte sehr stark
verschleiert werden kann (Garry et al. 1998, Godecke et al. 1999). So zeigten die Mb-KO
Mause keine offensichtlichen physiologischen Auffalligkeiten aufgrund einer verstarkten
Durchblutung der Muskulatur durch vergroBerte KapillargefaBe und der damit
einhergehenden Kompensation der Folgen des fehlenden Mb-Proteins. Die gleiche Art der
physiologischen Kompensation ist beim Ngb-KO denkbar und muss untersucht werden.
AuBerdem konnte es bei Ngb auf molekularer Ebene zur Kompensation durch andere
Globine wie Cygb kommen (Gu et al. 2003, Conant und Wagner 2004). Die Kompensation
einer Funktion durch andere Gene scheint plausibel, da Ngb nach derzeitigem Kenntnisstand
in keinem einem Gewebe oder Zelltyp exklusiv exprimiert wird.
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Die physiologische Untersuchung der Retina in Ngb-KO Madusen zeigte keine Auffalligkeiten
der retinalen Funktion in drei Monate alten Tieren im Vergleich zu wildtypischen Mausen.
Dieser fehlende Phanotyp unterstiitzt die erstmals in der vorliegenden Arbeit beschriebene
niedrige Expressionsstarke von Ngb in der murinen Retina und ist ein starkes Indiz gegen die
damit verknlpfte Funktionshypothese der Sauerstoffversorgung von Ngb in retinalen Zellen
(Schmidt et al. 2003). Die geringe Expressionsstarke von Ngb in der Retina der Maus ist mit
einer sauerstoffversorgenden Funktion kaum vereinbar, da hierzu eine hohe Expression von
Ngb, vergleichbar mit dem Myoglobin im Muskel, zu erwarten wadre, um eine effektive
Sauerstoffversorgung zu gewahrleisten. Eine primar sauerstoffversorgende Funktion der
Retina durch Ngb wiirde in KO-Tieren wohl zur vorzeitigen Degenerierung der Retina und
Auffilligkeiten in deren Physiologie fiihren. Ein solcher Phanotyp ware sicher bei drei
Monate alten Tieren nachweisbar, da hier die Entwicklung der Retina abgeschlossen ist und
degenerative  Stoffwechselstorungen sich nun auspriagen konnen (personliche
Kommunikation: Prof. Dr. Mathias Seeliger). Grundsatzlich kénnte jedoch eine Ngb-Deletion
wahrend der Entwicklung in der Ngb-KO Maus durch andere Mechanismen wie z. B. die
Weitung der BlutgefdaRe und einer damit einhergehenden besseren Versorgung der Retina
mit Sauerstoff kompensiert werden. Eine solche Mdoglichkeit sollte zukinftig untersucht
werden, indem Ngb erst im adulten Organismus ausgeschaltet wird. Ebenfalls konnte die
Deletion von Ngb bei Organismen mit avaskuldrer Retina, bei der also keine potentiell
kompensatorische O,-Versorgung liber das Blut erfolgen kann, wie dem Meerschweinchen
oder Kaninchen, auf eine Beeintrachtigung der retinalen Entwicklung hin untersucht werden

(Yu und Cringle 2001).

Das Ausschalten des Ngb-Gens unter Verwendung des Eucomm-Knockout-First Systems
liefert ein hervorragendes Untersuchungsmodell fur die zukiinftige Funktionsanalyse von
Ngb in der Maus. Durch die Verwendung des transkriptionellen KO-Ansatzes wird schon in
der F1-Generation der Chimaren ein Knockout auf Ebene der Ngb-mRNA generiert (1.3.3 und
Abbildung 3-18). Dieser Ansatz ist jedoch nicht fehlerfrei und zeigte im Falle der
transkriptionellen Ngh-KO Maus eine ,leaky expression“ des Ngb-Transkriptes im Gehirn
(Abbildung 3-19), der Retina (Abbildung 3-20) und in Testes (Abbildung 3-21). Diese ,leaky
expression” wurde auch in anderen mittels desselben Vektors generierten KO-Mauslinien

beschrieben (etwa 10% der Untersuchten Linien) (White et al. 2013). Die genetischen Details
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dieser fehlerhaften Expression der Ngb-mRNA sind komplex und fihren vermutlich nicht zu
einem funktionellen Ngb-Protein. Sie wurden im Rahmen einer Diplomarbeit eingehender
Untersucht (Andre, 2013). Die fehlerhafte mRNA-Expression ldsst sich nur durch die

anschlielende Generierung einer genetischen KO-Linie verhindern.

Ein groBer Vorteil des verwendeten Vektorsystems ist jedoch die LacZ-Knockln Kassette,
welche die Analyse des nativen Ngb-Promotors ermdéglicht. Durch eine histologische Farbung
von Embryonen und adulten Geweben mittels X-Gal Farbstoff und Untersuchung der LacZ-
Proteinaktivitat kann die regionale Spezifitat und Aktivitdt des Ngb-Promoters wahrend der
Entwicklung studiert werden. Die Problematik unspezifischer Antikorper (siehe 1.3.3 und
2.3.2) wird dadurch vermieden. Die félschliche Detektion der endogen exprimierten (-
Galactosidase-Aktivitdt, eine schwankende Farbeintensitdt abhdngig vom untersuchten
Gewebe und die fehlende zelluldare Auflésung der X-Gal-Farbung zahlen zu den Nachteilen

dieser Methode.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten X-Gal-Farbungen bestatigen die globale Ngb-Expression
in Gehirnregionen der Maus, wie sie bereits durch einige Autoren publiziert wurden
(Burmester et al. 2000, Reuss et al. 2002, Wystub et al. 2003). Die schwache Ngb-Expression
in ZNS-Regionen wie dem Cortex, dem Hippocampus und dem Cerebellum konnte durch die
X-Gal-Farbung bestatigt werden. Dies zeigt, dass die publizierten widerspriichlichen Ngb-
Expressionsmuster (Tabelle 4-1) vermutlich technischer Natur sind und schwache Ngb-
Expressionen wegen geringer Sensitivitdit der Nachweismethoden nicht detektiert wurden
(Mammen et al. 2002, Hundahl et al. 2010a). Zukiinftige Arbeiten sollten die LacZ-Farbung
aller Gehirnregionen der Maus durchfiihren. Ebenfalls sollten LacZ-Farbungen von
Mausembryonen in verschiedenen Entwicklungsstufen durchgefiihrt, werden um die
Aktivitat des nativen Ngb-Promotors wahrend der Entwicklung zu beschreiben. Dadurch
konnen neben dem ZNS und PNS auch andere Organe, z. B. endokrine Gewebe wie Testes

und Nebennieren auf eine Ngh-Expression hin untersucht werden.

Die Ngb-KO Maus bietet nun erstmals die Moglichkeit, das Transkriptom des Ngb-defizienten
murinen Hypothalamus im Vergleich zum WT zu untersuchen. Hierbei kann die Auswirkung
der bereits diskutierten hohen Ngb-Expression im WT-Hypothalamus auf das Transkriptom in
den Ngb-KO Tieren untersucht werden. Durch einen Vergleich der im Hypothalamus

dysregulierten Gene mit denjenigen aus Cortex und Hippocampus, also Regionen mit einer
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schwachen Ngb-Expression, lassen sich somit regionale Unterschiede und putativ
unterschiedliche Funktionen von Ngb beschreiben. Weiterhin sollte unter Verwendung des
Ngb-transgenen Tet-on / Tet-off Systems eine Uberexpression von Ngb im Hypothalamus
angestrebt werden, um anschlieRend die Auswirkung einer Ngb-Uberexpression im Vergleich
zum Ngb-KO zu Untersuchen. Ein weiteres zukiinftiges Arbeitsziel ware es, die Gihysiologische
Auswirkung der Ngb-Defizienz im Hypothalamus zu untersuchen. So kdnnte die Analyse des
Hormonhaushalts der Ngb-KO Tiere im Vergleich zum Wildtyp (sowohl der ménnlichen als
auch der weiblichen Tiere) die mogliche Beteiligung von Ngb an Stoffwechselwegen im

Hypothalamus aufdecken.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktion von Neuroglobin, eines der evolutiv dltesten
respiratorischen Proteine der Metazoa untersucht. Hierzu wurde unter anderem das
Tet-on / Tet-off System zur ektopischen Uberexpression von Ngb in der murinen Leber und
dem Gehirn eingesetzt. Mittels Affymetrix Microarrays und Hochdurchsatzsequenzierung
(RNA-Seq) wurden die Transkriptome von Lebergeweben und Gehirnregionen (Hippocampus
und Cortex) von Ngb-transgenen und Kontrollmdusen verglichen. In keinem der
Transkriptome wurden Kandidaten-Gene einer Ngb-Interaktion wie Cyt-C, Flotillinl,
Cystatin C oder Pathways in denen Ngb eine putative Rolle spielen soll: wie die ROS-
Detoxifizierung, die sauerstoffabhangige Genregulation (Hifla-Kaskade), Apoptosepathways

oder die GDP-Ga-Signalkaskade dysreguliert.

Weiterhin wurden Ngb-transgene Mause invivo mit dem leberspezifischen Toxin
Tetrachlormethan (CCl,) gestresst. Die Uberexpression von Ngb zeigte dabei keine protektive
Wirkung bezlglich des Toxins, sondern eine Verstarkung des Schadens im Lebergewebe.
Vermutlich fordert hier Ngb durch die Bereitstellung von Sauerstoff und/oder Elektronen in
der Leber der Ngb-transgenen Maduse die Radikalisierung des Toxins und potenziert somit
den hepatotoxischen Effekt. Aus den Lebern Ngb-transgener Mause wurden in einem
weiteren Versuch primdre Hepatozyten-Kulturen etabliert und invitro die extrinsische
Apoptose durch Behandlung mit einem Fas-Rezeptor aktivierenden Antikorper induziert.
Hierbei verminderte die Ngb-Uberexpression die Aktivierung der apoptotischen Kaskade im
Vergleich zu wildtypischen Kontrollen. Dieser schitzende Effekt beruht moglicherweise auf
einer konservierten ROS-detoxifizierenden Funktion von Ngb, wodurch in den Ngb-
Uberexprimierenden Hepatozyten die Trimerisierung des Fas-Rezeptors durch den
verminderten ROS-Level inhibiert wird. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine generalisierte
anti-apoptotische Wirkung von Ngb, unabhdngig von betrachtetem Gewebe und
verwendetem Stressor, nicht belegt werden kann und zwischen einem Effekt der Globin-

Uberexpression und der spezifischen Funktion von Ngb differenziert werden muss.

Neben dem transgenen Mausmodell wurde im Rahmen dieser Arbeit auch eine Ngb-
Knockout (Ngb-KO) und eine LacZ-KnockIn (LacZ-KI) Mauslinie hergestellt. Die Ngb-KO Mause

zeigten keinen offensichtlichen Phanotyp in der Entwicklung und konnten sich normal
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vermehren. Eine erste phanotypische Untersuchung der Retina auf
Degenerationserscheinungen zeigte ebenfalls keine Auswirkung der Ngb-Deletion im
Vergleich zu WT-Tieren. Eine tiefergehende Analyse muss zukiinftig zeigen, ob das Fehlen
eines Phanotyps beim Ngb-KO durch kompensatorische Effekte zustande kommt und/oder

ein nicht offensichtlicher, kryptischer Phanotyp vorliegt.

Durch das Einbringen des B-Galactosidase-Reportergens unter der Kontrolle des murinen
Ngb-Promotors im Genom der LacZ-KI Mauslinie besteht nun erstmals die Moglichkeit einer
Analyse der Promotoraktivitait wahrend der embryonalen Entwicklung der Maus und im
adulten Tier durch die vergleichsweise einfache histologische X-Gal-Farbung. Hierdurch
konnen die Problematik unspezifischer Antikdrper und die daraus resultierenden
kontroversen Ergebnisse der Ngb-Expression vermieden werden. Eine erste Untersuchung
mittels X-Gal-Farbung im adulten Mausgehirn bestdtigte bereits publizierte Ngb-

Expressionsorte im Hippocampus, Cortex und Cerebellum der Maus.

Weiterhin wurde im Rahmen dieser Arbeit eine bioinformatische Analyse 6&ffentlich
verfigbarer RNA-Seqg-Datensdtze zur Ermittlung von Ngb-Expressionsprofilen durchgefiihrt.
Diese RNA-Seq Expressionsprofile von Ngb in murinen Gehirnregionen in verschiedenen
embryonalen Stadien sowie in endokrinen Geweben zeigten distinkte Expressionsmuster von
Ngb. So konnte eine geringe , basale” Expression (RPKM: ~1-5) in ZNS-Regionen wie dem
Hippocampus, Cortex und Cerebellum, aber auch in der Retina und in Testes ermittelt
werden. Eine um den Faktor 20-40 hohere und somit sehr starke Expression (RPKM: ~160)
liegt dagegen nur im Hypothalamus bzw. im Hirnstamm vor. Diese ,digitale”
Expressionsuntersuchung konnte mittels gRT-PCR und Western Blot bestatigt werden.
Dieses Expressionsprofil von Ngb in der Maus ist durchaus mit einer Funktionsteilung von
Ngb im Hypothalamus einerseits und den restlichen Geweben mit einer schwachen Ngb-
Expression andererseits vereinbar. Eine Ngb-Funktion in der Sauerstoffversorgung der
neuronalen und retinalen Mitochondrien oder die Funktion der Neuroprotektion ist mit der
geringen Expression in der Retina und der Beschrankung der hohen Expression auf den
Hypothalamus der Maus eher unwahrscheinlich. Eine potentielle Funktion von Ngb bei der
Synthese von Hormonen im Hypothalamus z. B. durch die Bereitstellung von Sauerstoff oder

Elektronen sollte in weitergehenden Analysen untersucht werden.
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Abbildung 7-1: Vektorkarte des pBl-eGFP-Ngb Plasmids
Dargestellt ist die Vektorkarte des modifizierten (Wystub, 2007) pBl-eGFP-Plasmidvektors (Clonetech) mit der

CDS von murinem Ngb und eGFP unter der Kontrolle des Tetracycline Responsive Elements (TRE) und der

minimalen CMV promotoren. Vollstandige Sequenz ist dem elektronischen Anhang zu entnehmen.
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Tabelle 7-1: Fiir die Korrelationsanalyse verwendete RNA-Seq-Datensatze

Gewebe Sequence Read Archive-ID

Cerebellum SRR496231-32, SRX216826, SRR648460, SRX216830, SRR648464, SRX216832, SRR648466, SRR567489

Cortex SRR059665-8, SRR059669-71, SRR567480, SRR567481, SRX023112, SRX023113

ERRO032232, ERR032234, ERR032235, ERR032237, SRX151658, SRR504380, SRX151659, SRR504381,
SRX171524

Hippocampus

Hypothalamus | SRR573671, SRR573672, SRR573673, SRR573674

7.1 Elektronischer Anhang

- Genotypisierungsreaktionen der verwendeten Mausstamme

- In der Arbeit verwendete Primersequenzen

- Ngb x R26 Leber Affymetrix regulierte Gene

- Ngb x Camk2 Hippocampus und Cortex regulierte Gene

- Ngb x R26 primare Hepatozyten-Daten (Kooperation Prof. Dr. S. Strand)
- Ngb x R26 in vivo CCl4-Behandlung (Kooperation Prof. Dr. J. Hengstler)
- Ngb-Del LacZ KnockIn X-Gal Farbungen

- Ngb x Camk2 Ngb-IHC Cortex und Hippocampus

- Ngb-KO Retina: SLO und ERG Daten (Kooperation Prof. Dr. M. Seeliger)
- Ngb-KO B-Gal-IHC Testes

- Mauszuchtplanung und Genotypisierung
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