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1 Zusammenfassung 

1 ZUSAMMENFASSUNG  
Die Metalloproteasen Meprin α und β übernehmen Schlüsselfunktionen in vielen (patho-) physiologi-

schen Prozessen. So sind sie beteiligt an der Umstrukturierung der extrazellulären Matrix, an immu-

nologischen Reaktionen oder an entzündlichen Gewebserkrankungen. Die beiden Enzyme kommen 

hauptsächlich in den Bürstensaummembranen von Niere und Darm sowie in der Haut von Vertebra-

ten vor. Für die Erforschung der biologischen Aktivität der Meprine wurde in dieser Arbeit der Mo-

dellorganismus Danio rerio verwendet, der vor allem durch die Möglichkeit der gentechnischen Ma-

nipulation prädestiniert ist. Im Fisch konnten drei homologe Enzyme (Meprin α1, α2 und β) nachge-

wiesen werden. Während mRNA-Analysen eine nahezu ubiquitäre Verteilung der Meprine offenbar-

ten, konnte ich mittels spezifischer Antikörper die Expression auf Proteinebene nachweisen. Wäh-

rend Meprin α1 und β verstärkt im Darmepithel und in der Epidermis lokalisiert sind, konnte Meprin 

α2 ausschließlich in der Lamina propria des Darms identifiziert werden.  

Der Hauptteil der vorliegenden Arbeit zielt auf die spezifische Reduzierung des Expressionslevels der 

Meprine in Embryonen des Zebrabärblings. Dies wurde durch die Mikroinjektion von sogenannten 

Morpholinos in die Zygote erzielt. Morpholinos sind RNA-Moleküle, die spezifisch an die mRNA des 

Zielproteins binden können und die Translation verhindern. Die auftretenden Effekte durch das Feh-

len der Meprine lassen so Rückschlüsse auf ihre physiologische Funktion zu. Nach der Injektion von 

Morpholinos gegen Meprin α1 zeigten sich lediglich leichte epidermale Deformationen. Bei Meprin β 

hingegen kam es zu einer massiven Fehlbildung von Organen im Rumpf- und Schwanzbereich. Dieses 

führte zu erheblichen Defekten; die Embryonen starben innerhalb der ersten 24 Stunden nach der 

Befruchtung. Demzufolge müssen Meprin α1 und Meprin β insbesondere an der Gewebsdifferenzie-

rung beteiligt sein. Dies korreliert mit verschiedenen Experimenten, u.a. an knockout Mäusen, aus 

denen hervorgeht, dass die Prozessierung und Aktivierung der Cytokine Interleukin-1β oder Interleu-

kin-18 durch Meprin β erfolgen kann.  

Die Injektion von Meprin α2-Morpholinos erbrachte ein weiteres, eindrucksvolles Ergebnis: Das Blut-

gefäßsystem von injizierten Embryonen war vollständig unterbrochen und es sammelten sich Eryth-

rozyten im Bereich der Caudalvene an. Diese Phänotypen gleichen den knockdown-Experimenten mit 

dem vascular endothelial growth factor VEGF-A, dem entscheidenden Wachstumsfaktor in der An-

giogenese (Blutgefäßbildung). Eine Inkubation des humanen VEGF-A mit (humanem) rekombinantem 

Meprin α bzw. β führte zu einer differenzierten Prozessierung des Moleküls. Diese Ergebnisse legen 

nahe, dass Meprin α pro-angiogenetisch wirkt, indem es VEGF-A prozessiert und damit die Gefäßbil-

dung aktiviert. Aus den Daten dieser Arbeit wird die hohe Signifikanz der Meprine für die Proliferati-

on und Differenzierung spezieller Gewebe deutlich, welche somit eine wichtige Grundlage für Studi-

en an höheren Vertebraten darstellt.  
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2 EINLEITUNG  
2.1 MEPRIN-METALLOPROTEASEN  
Beim Menschen wurden Meprine durch einen unerwarteten Befund entdeckt: Trotz der Entfernung 

der Bauchspeicheldrüse konnten Patienten den diagnostischen Marker für die Pankreasfunktion – N-

Benzoyl-L-Tyrosyl-p-Aminobenzoesäure (PABA-Peptid) – umsetzen. Das PABA-Peptid ist ein Substrat 

für Chymotrypsin, einer Serinprotease, die ausschließlich in der Bauchspeicheldrüse synthetisiert 

wird. Meprine sind aber ebenfalls in der Lage, dieses Peptid zu spalten. Infolgedessen wurden diese 

Enzyme beim Menschen erstmals in den Bürstensaummembranen des Dünndarms identifiziert 

(STERCHI ET AL. 1982). Der Name „Meprin“ (metalloprotease from renal tissue) beruht auf der Entde-

ckung der Protease im Nierengewebe der Maus (BEYNON ET AL. 1981). Bald darauf wurden oligomere 

Formen gefunden, bei denen zwei homologe Varianten der Protease, nämlich Meprin α und β, unter-

schieden werden konnten (BUTLER, BOND 1988; GORBEA ET AL. 1991). In der Zwischenzeit sind neben 

der Niere etliche weitere Expressionsorte beschrieben worden. So fand man die Meprine in apikalen 

Bereichen der Epithelzellen im Darm des Menschen und der Maus sowie in der menschlichen Haut 

(KUMAR, BOND 2001; BECKER-PAULY ET AL. 2007). In der Haut ist humanes Meprin α an der Proliferation 

und Meprin β an der terminalen Differenzierung von Keratinozyten beteiligt. Zudem wurden die En-

zyme auch unter bestimmten pathologischen Situationen in Colonkarzinomzellen (CaCo2), auf Leuko-

zyten der Lamina propria und Makrophagen nachgewiesen (LOTTAZ ET AL. 1999; CRISMAN ET AL. 2004). 

Doch nicht nur in den Säugetieren, auch in anderen Vertebraten werden Meprine exprimiert. Im 

Zebrabärbling weisen die Proteasen ein ubiquitäres Expressionsmuster auf, allerdings werden, im 

Gegensatz zu den Säugern, im Zebrabärbling drei Enzyme exprimiert, zwei α-Homologe und eine β-

Variante (SCHÜTTE ET AL. 2007). Alle drei Gene sind auf dem Chromosom 20 lokalisiert, während die 

Meprin-Gene in anderen Vertebraten auf unterschiedliche Chromosomen verteilt sind. 

Als Mitglieder der Astacin-Familie gehören Meprine zu den Metalloproteasen, genauer zu den 

Metzinkinen, die ein katalytisch wirksames Zinkion (Zn2+) in ihrem aktiven Zentrum besitzen. Das 

Zinkion wird von drei Histidinseitenketten, einer Glutamatseitenkette (über ein Wassermolekül) und 

einem Tyrosinrest komplexiert. Dieses Zinkbindemotiv (HExxHxxGxxH) ist in der Aminosäuresequenz 

aller Astacine hoch konserviert. Ein weiteres typisches Merkmal ist das in einem 1,4-β-turn angeord-

nete Methionin, der sogenannte Methionin-turn mit der Sequenz SxMHY (GOMIS-RÜTH 2003; STÖCKER 

ET AL. 1995; STÖCKER ET AL. 1993). 

Wie alle anderen Proteasen der Astacin-Familie, werden Meprine als Zymogene (inaktive Vorstufen) 

synthetisiert. Sie müssen zunächst aktiviert werden, um proteolytisch wirksam zu sein. Diese Aktivie-

rung erfolgt durch die Abspaltung eines Propeptids, im Falle von Meprin α beispielsweise durch Tryp-

sin und Plasmin oder bei Meprin β durch Trypsin und die Kallikrein-ähnliche Peptidase KLK4.  
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Die einzig bekannte Ausnahme hiervon ist die im Ergebnisteil beschriebene Astacin-Protease 

LAST_MAM des Pfeilschwanzkrebses Limulus polyphemus, die sogar mit dem Propeptid 

proteolytische Aktivität zeigt (BECKER-PAULY ET AL. 2009).  

Die Meprine der Säugetiere unterscheiden sich insbesondere hinsichtlich ihrer Domänenstruktur. 

Beide besitzen ein Propeptid, die Astacin-ähnliche Proteasedomäne, eine MAM-Domäne (meprin, A5 

protein, receptor tyrosine phosphatase µ) und eine TRAF-Domäne (tumor necrosis factor-receptor 

associated factor), eine EGF- (epidermal growth factor) und eine Transmembran-Domäne (siehe Ab-

bildung 1). Die MAM- und TRAF-Domänen sind für Protein-Protein-Wechselwirkungen verantwortlich 

und führen durch intermolekulare Disulfidbrücken zur Oligomerisierung der Proteasen. Meprine 

werden meist als Homooligomere exprimiert, können aber auch kolokalisiert als Heterooligomere 

vorliegen, wobei die Basisuntereinheit ein disulfidverbrücktes Dimer ist und weitere Assoziationen 

über nicht-kovalente Wechselwirkungen erfolgen. Meprin α Homooligomere assoziieren zu Komple-

xen mit 10-100 Untereinheiten, die bis zu 6 Megadalton an Masse erreichen können und somit zu 

den größten sezernierten Proteasen zählen, während Meprin β stets als Dimer vorliegt (BECKER ET AL. 

2003; BERTENSHAW ET AL. 2003). Heterooligomere (Di- oder Tetramere) aus Meprin α und β vereinen 

die proteolytische Aktivität beider Enzyme und verankern gleichzeitig die normalerweise sezernierte 

α-Variante an der Zelloberfläche, wodurch vermutlich ein Enzym mit neuer Substratspezifität präsen-

tiert wird. Für die Sekretion von Meprin α ist die inserted-Domäne verantwortlich, die nur in den α-

Varianten vorkommt. Sie enthält eine Spaltstelle für Furin-ähnliche Konvertasen des sekretorischen 

Weges. Durch diese können die Transmembran-Domäne und die übrige cytoplasmatische Domäne 

abgespalten werden. Dabei verliert die Protease ihren Membrananker und wird sezerniert. Meprin β 

hingegen besitzt keine Furin-Spaltstelle. Daher bleibt die Transmembran-Domäne und damit die 

Membranständigkeit erhalten. Dieses Enzym stellt somit den einzig bekannten membrangebundenen 

Vertreter der Astacine dar.  

Die Meprine des Zebrabärblings heben sich von dieser Struktur ab. So besitzt Meprin α2 eine verkürz-

te inserted-Domäne, die aber dennoch eine mögliche Schnittstelle für Furin-ähnliche Proteasen ent-

hält. Bei Meprin α1 hingegen fehlen sogar alle C-terminalen Domänen nach der TRAF-Domäne (siehe 

Abbildung 1).  

 
Neben diesen Unterschieden gibt es in dieser Protease noch einen signifikanten Unterschied im Zink-

bindemotiv. Hier ist das zweite Glutamat des Motivs gegen ein Methionin ausgetauscht 

(HExxHxxGxxHM statt HExxHxxGxxHE). Im Falle der Astacine bildet dieses Glutamat eine Salzbrücke 

zum N-Terminus des reifen Proteins. Der Verlust dieser Wechselwirkung führt bei Astacus-Astacin zu 

einer reduzierten Thermostabilität, wie anhand von Mutanten (Astacin E103A und E103Q) gezeigt 

wurde (YIALLOUROS ET AL. 2002). Ob dies auch für Meprin α1 ebenso zutreffen könnte, ist noch unklar. 



 

 

Abbildung 1: Domänenstruktur der humanen und Zebrabärbling
gleich. Die roten Pfeile markieren die mögliche Schnittstelle für 
Domänen: S: Signalpeptid; Pro: Propeptid; Protease: katalytische Domäne; MAM: Meprin A5 
protein, receptor tyrosine phosphatase μ
sociated factor; I: inserted
bran-Domäne; C: cytoplasmatische Domäne

 

 

Die physiologischen Funktionen der Meprine sind immer noch weitgehend unbekannt. Doch gibt es 

etliche in vitro-Untersuchungen, die auf wichtige Rollen der Enzyme in Entwicklung, Auf

von Geweben, immunologischen Reaktionen oder in pathologischen Situationen schließen 

können Meprine viele Proteine der extrazellulären Matrix spalten, wie Lami

Kollagen IV und V. Auch Peptidhormone wie Bradykinin 

Enzyme (BECKER ET AL. 2003; BERTENSHAW

beteiligt sind, zeigt beispielsweise die Fähigkeit von 

18 zu aktivieren und so die Inflammation von Leukozyten

JEE, BOND 2008; BANERJEE ET AL. 2009)

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit 

biologischen Funktionen der Meprin

(Zebrabärbling) spezifische in vivo

(siehe 3.10 und 4.3). Die Resultate 

angiogenetisch wirkt, indem eine

VEGF-A (vascular endothelial growth factor

 

 

Domänenstruktur der humanen und Zebrabärbling- (Danio)-Meprine im Ve
. Die roten Pfeile markieren die mögliche Schnittstelle für Furin-ähnliche Proteasen. 

: S: Signalpeptid; Pro: Propeptid; Protease: katalytische Domäne; MAM: Meprin A5 
protein, receptor tyrosine phosphatase μ-Domäne; TRAF: tumor necrosis factor receptor a
sociated factor; I: inserted-Domäne; EGF: epidermal growth factor-Domäne; TM: Transme

Domäne; C: cytoplasmatische Domäne 

Die physiologischen Funktionen der Meprine sind immer noch weitgehend unbekannt. Doch gibt es 

Untersuchungen, die auf wichtige Rollen der Enzyme in Entwicklung, Auf

von Geweben, immunologischen Reaktionen oder in pathologischen Situationen schließen 

können Meprine viele Proteine der extrazellulären Matrix spalten, wie Laminin, Fibronectin

IV und V. Auch Peptidhormone wie Bradykinin oder Osteopontin sind Substrate für diese 

ERTENSHAW ET AL. 2001). Dass sie auch an immunologischen Reaktionen 

beteiligt sind, zeigt beispielsweise die Fähigkeit von Meprin β, Pro-Interleukin-1β

Inflammation von Leukozyten zu begünstigen (HERZOG

2009). 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit offenbaren entscheidende, neue Erkenntnisse 

Meprin-Metalloproteasen. Dafür wurden im Tiermodell 

vivo knockdown-Studien mit sogenannten „Morpholinos“

. Die Resultate weisen darauf hin, dass die Metalloprotease

, indem einer der wichtigsten Wachstumsfaktoren zur Bildung neuer Blutgefäße, 

vascular endothelial growth factor), prozessiert und somit aktiviert wird 
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Meprine im Ver-

hnliche Proteasen. 
: S: Signalpeptid; Pro: Propeptid; Protease: katalytische Domäne; MAM: Meprin A5 

Domäne; TRAF: tumor necrosis factor receptor as-
Domäne; TM: Transmem-

Die physiologischen Funktionen der Meprine sind immer noch weitgehend unbekannt. Doch gibt es 

Untersuchungen, die auf wichtige Rollen der Enzyme in Entwicklung, Auf- und Umbau 

von Geweben, immunologischen Reaktionen oder in pathologischen Situationen schließen lassen. So 

nin, Fibronectin oder 

sind Substrate für diese 

. Dass sie auch an immunologischen Reaktionen 

β und Pro-Interleukin 

ERZOG ET AL. 2005; BANER-

entscheidende, neue Erkenntnisse hinsichtlich der 

im Tiermodell Danio rerio 

mit sogenannten „Morpholinos“ durchgeführt 

, dass die Metalloprotease Meprin α1 pro-

der wichtigsten Wachstumsfaktoren zur Bildung neuer Blutgefäße, 

wird (siehe 2.5 und 4.3). 
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2.2 DER ZEBRABÄRBLING:  EIN MODELLTIER DER BIOLOGISCHEN  
FORSCHUNG 

Im Bereich der „Life Sciences“ trifft man häufig auf die Verwendung von Modellorganismen. Anhand 

derer wird beispielhaft die Forschung an biologischen Prozessen, die zum Verständnis des menschli-

chen Körpers und seiner Eigenschaften beitragen sollen, betrieben. So versucht man, sowohl viele 

physiologische als auch pathologische Situationen in Modelltieren nachzustellen und zu verstehen 

(TREDE ET AL. 2007).  

Neben Maus und Ratte, die als Säugetiere dem Menschen unter den klassischen Versuchstieren am 

nächsten verwandt sind, wird immer häufiger auch der Zebrabärbling Danio rerio verwendet.  

Für die Erforschung der Meprin-Metalloproteasen bietet der Zebrabärbling als Modelltier entschei-

dende Vorteile, unter anderem einen kurzen Generationszyklus, eine hohe Laichfrequenz und Zucht 

unter unkomplizierten Haltungsbedingungen (THISSE, ZON 2002). Darüber hinaus ist auch die Transpa-

renz der Chorionhülle, verbunden mit der kompletten Entwicklung des Fisches außerhalb des Mut-

tertiers, ein entscheidender Vorteil bei Studien zur Embryonalentwicklung der Tiere im Hinblick auf 

die durch die RNA-Interferenz möglichen morphologischen Ausprägungen. Die Embryonen sind da-

durch in jedem Entwicklungsstadium optimal auswertbar, zudem sind auch Manipulationen der her-

anwachsenden Fische ex utero möglich. Aus diesem Grund ist – im Vergleich zu knockout-Mäusen – 

der Zebrabärbling eine Alternative für die Untersuchung der Embryonalentwicklung. Eine Furchungs-

teilung vollzieht sich etwa alle 15 min, sodass der komplett entwickelte Zebrabärbling nach ca. drei 

Tagen schlüpfen kann. Ein adultes Weibchen produziert in der Woche bis zu 300 Eier. Das macht den 

Fisch auch für genetische Analysen interessant. Durch seine Hilfe erwartet man Einblicke in grundle-

gende physiologische Prozesse, die letztendlich auch auf den Menschen übertragbar sein können. 

 

2.3 DARM UND HAUT DES ZEBRABÄRBLINGS  
Wie sich im Laufe dieser Arbeit herausstellte, werden die Meprine unterschiedlich, hauptsächlich 

aber im Darm und in der Haut des Zebrabärblings exprimiert. Diese beiden Organe zeigen Ähnlichkei-

ten zu den entsprechenden Organen im Menschen, sind jedoch im Vergleich weniger komplex aufge-

baut (siehe Abbildung 2). Schon bei der Übersicht der Zebrabärbling-Anatomie fällt auf, dass die Fi-

sche keinen Magen besitzen. Der Oesophagus geht dabei direkt in einen großlumigen Darm mit tie-

fen Ausstülpungen über, der möglicherweise eine Speicherfunktion besitzt (WALLACE ET AL. 2005). In 

diesem Bereich ist auch die Expression von Verdauungsenzymen beschrieben worden. Doch zwei 

weitere Teile des Darms können beim Zebrabärbling unterschieden werden. Die mittlere Region 

könnte immunologische Bedeutung haben und deshalb dem menschlichen Ileum ähnlich sein (WAL-

LACE ET AL. 2005). Von den vier hauptsächlichen Zelltypen des menschlichen Dünndarms sind beim 



 

 

Zebrabärbling histologisch aber nur drei zu unterscheiden

cherzellen und enteroendokrine Zellen. Paneth

Defensinen zuständig sind, konnten bisher nicht identifiziert werden

dritten, relativ kurzen Teil des Cypriniden

Ausstülpungen des Darmepithels sichtbar

gische Aufbau des Darms ist bei 

jedoch einige grundlegende Unterschiede 

Muscularis mucosa vergleichbar wäre. Diese trennt

Submucosa. Stattdessen gibt es b

Epithel von der Ring- und Längsmuskelschicht

einzelte Nervenzellen, während im Darm der Säugetiere zu Ganglien gebündelte Nervenzellen 

in der Submucosa vorkommen.  

 

Abbildung 2: Aufbau des Darmes (A,B) und der Haut (C,D) des Zebrabärblings. 
gen jeweils histologische Schnitte (Trichromfärbung), passend dazu beschreiben jeweils (B) und 
(D) schematisch den Aufbau der einzelnen Gewebeschichten.

 

 

Die Haut des Zebrabärblings ist im Vergleich zur menschlichen Haut wesentlich einfacher strukturiert. 

Es gibt beim adulten Fisch drei Schichten: die Epidermis, die Dermis und die Muskelschicht.

Schuppen sind in die Dermis eingelagert und können in die epidermale Schicht hineinragen

AL. 2008) (siehe Abbildung 2 C und D

Zebrabärbling histologisch aber nur drei zu unterscheiden: Enterozyten, schleimproduzierende B

enteroendokrine Zellen. Paneth-Zellen, die für die Sekretion von Lysozymen oder 

Defensinen zuständig sind, konnten bisher nicht identifiziert werden (HOLMBERG ET AL

Cypriniden-Darms, der dem Säugetier-Colon entspricht,

pungen des Darmepithels sichtbar, jedoch fehlen die tiefen LIEBERKÜHN- Krypten

bei den Säugern ebenfalls ähnlich (siehe Abbildung

Unterschiede zu Danio rerio: Es fehlt die Muskelschicht, die mit der 

vergleichbar wäre. Diese trennt bei den Säugetieren die Lam

Stattdessen gibt es beim Zebrabärbling nur eine dünne Bindegewebsschicht, 

und Längsmuskelschicht abgrenzt. Nur in diesen Muskelschichten gibt es

einzelte Nervenzellen, während im Darm der Säugetiere zu Ganglien gebündelte Nervenzellen 

 

: Aufbau des Darmes (A,B) und der Haut (C,D) des Zebrabärblings. 
s histologische Schnitte (Trichromfärbung), passend dazu beschreiben jeweils (B) und 

(D) schematisch den Aufbau der einzelnen Gewebeschichten. 

Die Haut des Zebrabärblings ist im Vergleich zur menschlichen Haut wesentlich einfacher strukturiert. 

beim adulten Fisch drei Schichten: die Epidermis, die Dermis und die Muskelschicht.

Schuppen sind in die Dermis eingelagert und können in die epidermale Schicht hineinragen

C und D). Die relativ dünne Epidermis kann im Gegensatz zu der vie

 

6 Einleitung 

Enterozyten, schleimproduzierende Be-

Zellen, die für die Sekretion von Lysozymen oder 

ET AL. 2004). In einem 

Colon entspricht, sind kleinere 

Krypten. Der histolo-

Abbildung 2 A und B). Es gibt 

Muskelschicht, die mit der 

Lamina propria von der 

nur eine dünne Bindegewebsschicht, die das 

Nur in diesen Muskelschichten gibt es ver-

einzelte Nervenzellen, während im Darm der Säugetiere zu Ganglien gebündelte Nervenzellen auch 

 
: Aufbau des Darmes (A,B) und der Haut (C,D) des Zebrabärblings. (A) und (C) zei-

s histologische Schnitte (Trichromfärbung), passend dazu beschreiben jeweils (B) und 

Die Haut des Zebrabärblings ist im Vergleich zur menschlichen Haut wesentlich einfacher strukturiert. 

beim adulten Fisch drei Schichten: die Epidermis, die Dermis und die Muskelschicht. Die 

Schuppen sind in die Dermis eingelagert und können in die epidermale Schicht hineinragen (WEBB ET 

relativ dünne Epidermis kann im Gegensatz zu der viel-



 

 

schichtigen Epidermis des Menschen in nur drei Ebenen unterteilt werden: 

chenschicht, die basale Schicht und 

Davon trägt nur die Zwischenschicht undifferenzierte Zellen, die proliferieren und Zellen der Oberfl

chenschicht ersetzen können. Weiterhin besitzt die Haut der Zebrabärblinge keine 

Zellen, die zu einer verhornten Zellschicht führen könnten. Die Metalloproteasen 

werden in der Epidermis des Fisches exprimiert, wie die Ergebnisse aus immunhistochemischen An

lysen bestätigen (siehe 4.1 und 4.3

drei epidermalen Schichten begrenzt werden. 

der Epidermis, und zwar in unterschiedlichen

Stratum granulosum (Meprin β), zu finden

 

2.4 BLOCKIERUNG DER 
OLIGONUKLEOTIDE  

Schon lange wird nach Möglichkeiten zur gezielten Genregulierung und 

sehr vielversprechender Ansatz ist dabei die Mikroinjektion von synthetischen RNA

mit der messenger RNA (mRNA) des Organismus interferier

bei der Translation verhindert. Für die Entdeckung der Methode der RNA

und Fire 2006 den Medizinnobelpreis 

ein ähnliches Verfahren angewandt, um die Expression der 

zu reduzieren. Dabei werden chemisch veränderte

wendet (NASEVICIUS, EKKER 2000)

mRNA in vivo. Wie in dieser Arbeit

frühe Stadien der Embryonalentwicklung des Zebrabärblings erhebliche Auswirkungen auf den 

nismus.  

 

 

en Epidermis des Menschen in nur drei Ebenen unterteilt werden: in die einzellige Oberfl

hicht und eine Zwischenschicht (LE GUELLEC ET AL. 2004). 

Davon trägt nur die Zwischenschicht undifferenzierte Zellen, die proliferieren und Zellen der Oberfl

chenschicht ersetzen können. Weiterhin besitzt die Haut der Zebrabärblinge keine 

Zellen, die zu einer verhornten Zellschicht führen könnten. Die Metalloproteasen 

werden in der Epidermis des Fisches exprimiert, wie die Ergebnisse aus immunhistochemischen An

4.3). Die Expression konnte bisher jedoch nicht spezifisch auf eine der 

Schichten begrenzt werden. Auch in der menschlichen Haut sind

unterschiedlichen Ebenen, nämlich im Stratum basale

), zu finden (BECKER-PAULY ET AL. 2007).  

LOCKIERUNG DER TRANSLATION DURCH 
 

Schon lange wird nach Möglichkeiten zur gezielten Genregulierung und -ausschaltung geforscht. Ein 

sehr vielversprechender Ansatz ist dabei die Mikroinjektion von synthetischen RNA

RNA (mRNA) des Organismus interferieren und damit das Ablesen des Stranges 

bei der Translation verhindert. Für die Entdeckung der Methode der RNA-Interferenz erhielten Mello 

und Fire 2006 den Medizinnobelpreis (FIRE ET AL. 1998). Im Hinblick auf das Promotionsprojekt wird 

Verfahren angewandt, um die Expression der Meprin-Gene im Zebrabärbling spezifisch 

chemisch veränderte RNA-Oligomere, sogenannte „

2000). Sie inhibieren effektiv die Translationsprozesse der gewünschten 

in dieser Arbeit beschrieben, zeigt die Injektion von Anti-Meprin

frühe Stadien der Embryonalentwicklung des Zebrabärblings erhebliche Auswirkungen auf den 

  

Abbildung 3: RNA-Molekül (A) und chemisch 
verändertes „Morpholino“-Oligonukleotid (B).
Die Ribose aus dem RNA-Grundgerüst ist hier 
durch einen Morpholinring (rot) ausgetauscht.
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die einzellige Oberflä-

2004).  

Davon trägt nur die Zwischenschicht undifferenzierte Zellen, die proliferieren und Zellen der Oberflä-

chenschicht ersetzen können. Weiterhin besitzt die Haut der Zebrabärblinge keine abgestorbenen 

Zellen, die zu einer verhornten Zellschicht führen könnten. Die Metalloproteasen Meprin α1 und β 

werden in der Epidermis des Fisches exprimiert, wie die Ergebnisse aus immunhistochemischen Ana-

jedoch nicht spezifisch auf eine der 

sind Meprin α und β in 

basale (Meprin α) und im 

RANSLATION DURCH MORPHOLINO-

ausschaltung geforscht. Ein 

sehr vielversprechender Ansatz ist dabei die Mikroinjektion von synthetischen RNA-Oligomeren, die 

und damit das Ablesen des Stranges 

Interferenz erhielten Mello 

lick auf das Promotionsprojekt wird 

e im Zebrabärbling spezifisch 

genannte „Morpholinos“, ver-

Sie inhibieren effektiv die Translationsprozesse der gewünschten 

Meprin-Morpholinos in 

frühe Stadien der Embryonalentwicklung des Zebrabärblings erhebliche Auswirkungen auf den Orga-

 

Molekül (A) und chemisch 
Oligonukleotid (B). 

Grundgerüst ist hier 
durch einen Morpholinring (rot) ausgetauscht. 



 

 

RNA-Moleküle bestehen im Regelfall 

Phosphodiesterbindungen verknüpft 

Oligonukleotide, bei denen diese Zuckermoleküle gegen einen Morpholin

(siehe Abbildung 3B), wodurch sie inert

Basen lang und gegen eine spezifische Sequenz im Bereich des Startcodons der Ziel

(MOULTON, YAN 2008). Durch die Bindung in diesem Bereich 

mRNA durch die 40S-ribosomale Untereinheit effektiv zu inhibieren. Demzufolge kann die entspr

chende kodierende Sequenz (CDS) des Gens nicht mehr translatiert werden, das Protein w

synthetisiert (siehe Abbildung 4)

 

Abbildung 4: Funktionsweise der Morpholino
die Bindung an einen Bereich in der mRNA um das Startcodon (AUG) wird das Ablesen 
der kodierenden Sequenz (CDS) durch die 40S
(UTR: untranslated region; CAP: 

 

 

Morpholinos können auf unterschiedlichen Wegen

tieren sogenannte „Endoporter“, die die Oligonukleotide über ein Vesikelsystem in gewünschte B

reiche einbringen. Eine andere Methode ist die Mikroinjektion (

eignet, um Morpholinos frühzeitig

Zygote zu injizieren, damit eine 

Embryo gewährleistet ist. Um diese Verteilung unter dem Mikroskop besser verfolgen

lassen sich die Morpholino-Oligonukleotide mit fluorogenen Substanzen, wie zum Beispiel Carboxy

fluoreszein, koppeln.  

 

Moleküle bestehen im Regelfall aus einem Grundgerüst aus Ribosephosphate

verknüpft sind (siehe Abbildung 3A). „Morpholinos

Oligonukleotide, bei denen diese Zuckermoleküle gegen einen Morpholin-Ring ausgetauscht wurden

, wodurch sie inert gegenüber Nukleasen sind. Meist sind die

Basen lang und gegen eine spezifische Sequenz im Bereich des Startcodons der Ziel

. Durch die Bindung in diesem Bereich sind sie in der Lage, das Ablesen der 

ribosomale Untereinheit effektiv zu inhibieren. Demzufolge kann die entspr

chende kodierende Sequenz (CDS) des Gens nicht mehr translatiert werden, das Protein w

).  

: Funktionsweise der Morpholino-Oligonukleotide (antisense-MO).
die Bindung an einen Bereich in der mRNA um das Startcodon (AUG) wird das Ablesen 
der kodierenden Sequenz (CDS) durch die 40S-ribosomale Untereinheit verhindert.
(UTR: untranslated region; CAP: cap-Struktur der mRNA) 

auf unterschiedlichen Wegen in den Organismus eingebracht werden

tieren sogenannte „Endoporter“, die die Oligonukleotide über ein Vesikelsystem in gewünschte B

reiche einbringen. Eine andere Methode ist die Mikroinjektion (siehe 3.10). Diese ist besonders g

frühzeitig (während des Ein- oder Zweizellstadiums, siehe 

amit eine möglichst homogene Verteilung der Translationsblocker

Embryo gewährleistet ist. Um diese Verteilung unter dem Mikroskop besser verfolgen

Oligonukleotide mit fluorogenen Substanzen, wie zum Beispiel Carboxy

 
 
 
 
 
Abbildung 5: Ein-Zell-Stadium  (A) und Zwei
Stadium (B) der Zygote zu Beginn der 
eines Zebrabärblings. Die Eizelle besteht aus der 
Zygote (Z) und dem Dotter (D). 
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Ribosephosphaten, die durch 

Morpholinos“ sind RNA-

Ring ausgetauscht wurden 

Meist sind diese Moleküle ca. 25 

Basen lang und gegen eine spezifische Sequenz im Bereich des Startcodons der Ziel-mRNA gerichtet 

sie in der Lage, das Ablesen der 

ribosomale Untereinheit effektiv zu inhibieren. Demzufolge kann die entspre-

chende kodierende Sequenz (CDS) des Gens nicht mehr translatiert werden, das Protein wird nicht 

 
MO). Durch 

die Bindung an einen Bereich in der mRNA um das Startcodon (AUG) wird das Ablesen 
ribosomale Untereinheit verhindert. 

in den Organismus eingebracht werden. So exis-

tieren sogenannte „Endoporter“, die die Oligonukleotide über ein Vesikelsystem in gewünschte Be-

). Diese ist besonders ge-

, siehe Abbildung 5) in die 

homogene Verteilung der Translationsblocker im späteren 

Embryo gewährleistet ist. Um diese Verteilung unter dem Mikroskop besser verfolgen zu können, 

Oligonukleotide mit fluorogenen Substanzen, wie zum Beispiel Carboxy-

Stadium  (A) und Zwei-Zell-
Stadium (B) der Zygote zu Beginn der Entwicklung 

Die Eizelle besteht aus der 
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2.5 ANGIOGENESE BEIM ZEBRABÄRBLING  
Im Laufe der Promotionsarbeit stellte sich nach Beobachtung der Meprin α2-knockdown-Phänotypen 

heraus, dass Meprin-Metalloproteasen in der Lage sind, die Angiogenese zu stimulieren (siehe 4.3). 

Während dieses Vorganges bilden sich durch Sprossung aus bereits vorhandenen Blutgefäßen neue 

Kapillaren (CARMELIET 2003). Dieser Prozess spielt eine besondere Rolle während der Embryonalent-

wicklung, aber auch bei Krankheiten, Verletzungen und Entzündungsreaktionen (Wundheilung). Um 

die Angiogenese steuern zu können, produziert der Körper bestimmte Wachstumsfaktoren, die ent-

weder pro- oder anti-angiogenetisch wirken. Ein zentrales Regulatormolekül der Angiogenese ist der 

vascular endothelial growth factor (VEGF-A). Dieses Protein wirkt stimulierend auf die Proliferation 

und Migration von Endothelzellen und wirkt daher gefäßbildend. Auch aus medizinischer Sicht ist 

VEGF ein therapeutisches Ziel, um die Angiogenese bei bestimmten pathologischen Situationen kon-

trollieren zu können. Aufgrund alternativen Spleißens gibt es beim Menschen verschiedene Isofor-

men von VEGF-A, die sich in ihrer Exon-Zusammensetzung und damit in der Länge ihrer Aminosäure-

Sequenz unterscheiden. So findet sich beispielsweise VEGF mit 121, 165, 189 und 215 Aminosäuren, 

wobei  VEGF165 die häufigste Form ist (TISCHER ET AL. 1991; HICKLIN, ELLIS 2005). Sie kann sowohl memb-

rangebunden als auch löslich vorliegen (KEYT ET AL. 1996). Mittlerweile ist auch eine weitere 

Spleißform von VEGF165 bekannt – nämlich VEGF165b – die anti-angiogenetisch wirkt (VAREY ET AL. 

2008). Diese verschiedenen Isoformen der VEGF-Signalproteine binden an zwei VEGF-Rezeptoren 

VEGFR-1 (flt-1) und VEGFR-2 (flk-1) und lösen damit den Angiogenese stimulierenden Effekt aus. Wie 

genau die Signaltransduktion abläuft, ist aber noch weitgehend unklar (NEUFELD ET AL. 1999).  

Im Zebrabärbling wurden bisher lediglich die beiden Isoformen VEGF121 und VEGF165 (LIANG ET AL. 

2001; LIANG ET AL. 1998) beschrieben. Während VEGF121 hauptsächlich im Embryo vorkommt, ist 

VEGF165 erst im adulten Tier die häufigste Variante (GONG ET AL. 2004). Bei einer Reduzierung der 

VEGF-A-Expression in Zebrabärbling-Embryonen wurden erhebliche Effekte auf die Bildung der Blut-

gefäße während der Embryonalentwicklung beobachtet (NASEVICIUS ET AL. 2000). Auch bei den im 

Rahmen dieser Arbeit generierten Meprin α2-Morphanten zeigten sich dramatische Auswirkungen 

auf die Entwicklung des Blutgefäßsystems, was auf eine essentielle Beteiligung der Meprine an der 

Angiogenese schließen lässt (siehe 4.3). 
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2.6 ZIELE DIESER ARBEIT  
Der Schwerpunkt des Promotionsprojektes war die gezielte Reduzierung des Expressionslevels 

(knockdown) der Meprin-Metalloproteasen im Zebrabärbling durch die Injektion von chemisch ver-

änderten RNA-Oligonukleotiden, sogenannten Morpholinos (siehe 2.4 und 3.10). Diese Experimente 

sollten Aufschluss darüber geben, welche morphologischen und funktionellen Auswirkungen der 

Ausfall der Enzyme in unterschiedlichen Entwicklungsstadien hat, an welchen Prozessen die Protea-

sen beteiligt sind und letztendlich, welche physiologisch relevanten Substrate von ihnen gespalten 

werden können. Die bisher beschriebenen Funktionen bei Immunreaktionen, Zellmigration und -

differenzierung oder Tumorproliferation weisen auf die Signifikanz dieser Meprine hin. Dabei eröff-

net die Nutzung des Zebrabärblings als flexibler Modellorganismus neue Wege zur Erforschung dieser 

Metalloproteasen in vivo.  

 

  



 

 
 

11 Material und Methoden 

3 MATERIAL UND METHODEN  
Zusätzlich zu den in den Veröffentlichungen (siehe 8.1, 8.2 und 8.3) beschriebenen Methoden wer-

den im Folgenden weitere Applikationen erläutert.  

Sofern nicht anders deklariert, wurden alle chemischen Substanzen von den Firmen Roth (Karlsruhe), 

Applichem (Darmstadt), Serva (Heidelberg) und Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bezogen. Für alle Arbei-

ten wurde ausschließlich Wasser verwendet, das durch spezielle Filterung einer MilliQ-

Wasseraufbereitungsanlage (Millipore, Schwalbach) gereinigt wurde. Arbeiten mit RNA und DNA 

wurden mit DEPC (Diethylen-Pyrocarbonat)-haltigem Wasser (Roth, Karlsruhe) durchgeführt. 

 

3.1 AMPLIFIZIERUNG DER DREI MEPRIN-GENE UND ZWISCHENKLONIERUNG 
IN DEN PGEM®-T  VEKTOR  

Nach der Isolierung und reversen Transkription der mRNA zu cDNA konnten die Gene mit Hilfe von 

spezifischen Primern durch eine Polymerase-Kettenreaktion (siehe Tabelle 1) amplifiziert werden. Zu 

diesem Zweck wurden Primer synthetisiert, die zusätzlich zur genspezifischen Sequenz schon Schnitt-

stellen für Restriktionsenzyme enthielten, damit diese Sequenz bei weiteren Klonierungsschritten an 

diesen Punkten herausgetrennt und in einen Expressionsvektor überführt werden konnten.  

 

Tabelle 1: PCR-Ansatz mit spezifischen 
Primern zur Amplifikation der Meprin-
cDNA 

Reagenzien Volumina 

Template DNA 1 µl 

Taq Polymerase 
(NEB, Frankfurt) 

0,5 µl 

dNTP-Mix 
(10 mM) 

0,5 µl 

10X Reaktionspuffer 2,5 µl 

Primer 
forward und reverse 

Je 0,5 µl 

DEPC-H2O 19,5 µl 

 25 µl 
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Für Meprin α1 und α2 war die Bindung der Primer erst zum Beginn der Proteasedomäne vorgesehen, 

sodass Konstrukte ohne Signal- und Propeptid entstanden. Für Meprin β hingegen umfassten die 

Primer die Gensequenz bis zum Beginn der Transmembran-Domäne und eine erweiterte 

Nukleotidfolge, die für einen Streptavidin-tag codiert. Dieser tag wird später zur 

affinitätschromatographischen Reinigung der rekombinanten Enzyme verwendet (siehe 3.9). 

 

Tabelle 2: PCR-Programm zur Amplifikation der 
Meprin-cDNA 

Schritt Vorgang Temperatur Zeit 

1 
Initiale 

Denaturierung 
94°C 5 min 

2 Denaturierung 94°C 1 min 

3 Primer-Annealing 56°C 45 s 

4 Elongation 72°C 1,5 min 

5 
Terminale 
Elongation 

72°C 5 min 

 

Die so amplifizierten cDNA-Fragmente wurden nun in das pGEM®-T Vektorsystem (Promega, Mann-

heim) zwischenkloniert. Dies geschah über eine T4-DNA-Ligase, die die Thyminüberhänge des Vek-

tors und die Adeninüberhänge des cDNA-Amplifikates verknüpft. So bleibt die Sequenz stabil, kann 

jederzeit vervielfältigt und nicht leicht über DNasen abgebaut werden. Der Ligationsansatz wurde wie 

in Tabelle 3 entsprechend dem Herstellerprotokoll angesetzt und bei 4°C über Nacht inkubiert. 

 

Tabelle 3: Ligationsansatz zur Zwischen-
klonierung in den pGEM®-T-Vektor 

Reagenzien Volumina 

PCR-Amplifikat 2 µl 

T4-DNA-Ligase 1 µl 

Ligationspuffer (2x) 5 µl 

pGEM®-T Vektor (50 ng/µl) 1 µl 

DEPC-H2O 1 µl 

 10 µl 

  

 

40 x 
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3.2 VERVIELFÄLTIGUNG DER REKOMBINANTEN PLASMIDE IN E.COLI  JM109 
Um die Vektoren (pGEM®-T bzw. pFastBac™1) für die weiteren Klonierungsarbeiten zu vervielfälti-

gen, wurden 100 µl kompetente E.coli JM109 Zellen (Promega, Mannheim) mit dem Ligationsansatz 

(V=10 µl) vermischt und für 30 min auf Eis inkubiert. Damit die Bakterienzellen die Vektor-DNA auf-

nehmen können, folgte eine Hitzeschockbehandlung für 45 s bei 42°C. Nach der Zugabe von 1 ml 

SOC-Medium (siehe Tabelle 4) wurden die Ansätze auf dem Schüttel-Inkubator für 3 h bei 37°C und 

150 rpm inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Bakterien bei 2000 x g für 1 min zentrifugiert, das 

entstandene Pellet in 100 µl SOC-Medium aufgenommen und auf einer LB-Agarplatte ausgestrichen. 

Zur Selektion wurden der LB-Agarplatte im Vorhinein das Antibiotikum Ampicillin (50 µg/ml), 5-Brom-

4-Chlor-3-Indoxyl-β-D-Galactosidase (X-Gal, 50 µg/ml) und Isopropyl-β-D-Thiogalactopyranosid (IPTG) 

hinzugefügt (40 µg/ml). Das Wachstum der Kolonien auf dieser Agarplatte erfolgte über Nacht bei 

37°C. 

 

Tabelle 4: Verwendete Medien für die Klonie-
rungsarbeiten 

Medien Zusammensetzung 

LB-Medium 

0,5 % Hefeextrakt 

1 % Trypton 

1 % NaCl 

ad 1 l H2O, autoklaviert 

LB-Agar 
1,5 % Agar 

ad 1 l LB-Medium 

SOB-Medium 

2 % Trypton 

0,5 % Hefeextrakt 

0,05 % NaCl  

ad 980 ml H2O 

autoklaviert 

SOC-Medium 

1 ml Glucoselösung (2 M) 

1 ml 1 M MgCl2, sterilfiltriert  

ad 100 ml mit SOB-Medium 
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3.3 BAKTERIENSELEKTION UND -KULTIVIERUNG 
Nach dem Wachstum konnten Kolonien über die sogenannte Blau-Weiß-Selektion ausgewählt wer-

den. Das lacZ–Gen des pGEM®-T-Vektors wird durch das erfolgreiche Insertieren einer DNA-Sequenz 

in die Multiple Cloning Site (MCS) unterbrochen. Nach der Transformation der E.coli-Bakterien mit 

dem Vektor kann die Expression des lacZ-Gens durch IPTG induziert werden. Ist das lacZ-Gen kom-

plett, kommt es zur Synthese des Enzyms β-Galaktosidase. Das Enzym spaltet das zugefügte X-Gal in 

einen blauen Farbstoff. Ist das lacZ-Gen des pGEM®-T Vektors durch ein Insert unterbrochen, wird 

die β-Galaktosidase nicht synthetisiert. Die Kolonien zeigen dann keine blaue Färbung und haben den 

Vektor mit Insert erfolgreich aufgenommen. Zudem trägt der Vektor eine Antibiotika-Resistenz, d.h. 

ausschließlich transformierte Bakterien können wachsen. Mit einem sterilen Holzstäbchen wurden 

diese einzelnen Kolonien in 8 ml LB-Medium mit entsprechenden Selektionsantibiotika überführt und 

für 12-16 h bei 37°C und 180 rpm inkubiert. 

Zur Lagerung und späteren Verwendung wurden 750 µl der Bakterienkultur mit 750 µl einer 87 %igen 

sterilen Glycerol-Lösung versetzt und bei -80°C aufbewahrt („Glycerin-Stammkultur“). 

 

3.4 ISOLIERUNG UND REINIGUNG DER PLASMIDE AUS E.  COLI  JM109 
Die Isolierung der Plasmide aus den Bakterienkulturen wurde mit Hilfe des Nucleobond® Plasmid Kits 

(Macherey-Nagel, Düren) nach den Vorgaben des Herstellers durchgeführt. Von jeder Bakteriensus-

pension wurden 6 ml zur Plasmidisolierung eingesetzt. Abweichend vom Protokoll wurde die 

Plasmid-DNA nicht mit dem gelieferten Elutionspuffer, sondern mit 50 µl DEPC-H2O 

(Diethylenpyrocarbonat-enthaltendes Wasser) eluiert. Die Konzentration der DNA wurde photomet-

risch bestimmt. 

Um den Klonierungserfolg zu kontrollieren und die Richtigkeit der Vektorinserts zu überprüfen, wur-

den die Plasmide durch die Fa. GENterprise Genomics (Mainz) sequenziert. 

 

3.5 HERSTELLUNG VON EXPRESSIONSFÄHIGEN KONSTRUKTEN IM 
PFASTBAC™-VEKTOR  

Die im pGEM®-T Vektor zwischenklonierten Meprin-Gene wurden mit den zuvor eingefügten Schnitt-

stellen aus diesem Zwischenvektor herausgeschnitten. Dazu dienten entsprechende Restriktionsen-

zyme: SpeI, NcoI, BamHI und EcoRI (siehe Abbildung 6). Danach erfolgte die Ligation in den 

pFastBac™1 Vektor (Invitrogen, Mannheim). Im Falle von Meprin α1 konnte ein pFastBac™1-Vektor 

verwendet werden, der bereits ein Konstrukt aus dem Signalpeptid von humanem Meprin α mit 

Strep-tag enthielt. Für die Klonierung von Meprin α2 enthielt der Vektor bereits das Signalpeptid 



 

 

eines Meprin β/α-Konstruktes sowie einen

von pFastBac™1 wurde entsprechend

bis 3.4). Dabei war jedoch die Blau

lacZ-Gen trägt. 

 

Tabelle 
Vektoren

 

 

Abbildung 6: Bindungsstellen der Primer (Schwarze Pfeile: forward/reverse) 
Meprine α1 (A), α2 (B) und β  (C).
für die angegebenen Restriktionsenzyme (violett). In Meprin 
(blau) eingefügt. Die Sterne am C
handene STOP-Codons. 
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sowie einen 6x Histidin-tag (HIS-tag). Die Amplifikation und Reinigung 

entsprechend der bereits beschriebenen Methoden durchgeführt

die Blau-Weiß-Selektion nicht möglich, da der Vektor 

Tabelle 5: Ansatz zur Restriktion von 
Vektoren 

Reagenzien Volumina 

Template DNA 5 µl 

Restriktionsenzym 1 
SpeI oder NcoI oder BamHI 

0,5 µl 

Restriktionsenzym 2 
ecoRI oder SpeI 

0,5 µl 

10X Reaktionspuffer 2 µl 

BSA 
10 mg/µl 

0,2 µl 

DEPC-H2O 11,8 µl 

 20 µl 

: Bindungsstellen der Primer (Schwarze Pfeile: forward/reverse) 
(B) und β  (C). Die Sequenzen der Primer tragen Restriktionsschnittstellen 

für die angegebenen Restriktionsenzyme (violett). In Meprin β (C) wurde zudem ein Strep
(blau) eingefügt. Die Sterne am C-Terminalen Teil der Domänenstruktur symbolisieren
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Amplifikation und Reinigung 

der bereits beschriebenen Methoden durchgeführt (siehe 3.1.1 

Selektion nicht möglich, da der Vektor pFastBac™1 kein 

 
: Bindungsstellen der Primer (Schwarze Pfeile: forward/reverse) innerhalb der 

Die Sequenzen der Primer tragen Restriktionsschnittstellen 
β (C) wurde zudem ein Strep-tag  

symbolisieren vor-
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3.6 TRANSPOSITION UND ISOLIERUNG REKOMBINANTER BACMIDE  
Zur Erzeugung rekombinanter Bacmide wurde eine Transposition durchgeführt: Zuerst wurden 100 µl 

E.coli DH10bac-Zellen (Invitrogen, Karlsruhe) auf Eis aufgetaut und mit 1 ng des pFastBac™1 mit In-

sert vermischt. Nach einer 30-minütigen Inkubation auf Eis wurde der Ansatz einem Hitzeschock bei 

42°C für 45s unterzogen und sofort auf Eis abgekühlt. Dann wurden 900 µl SOC-Medium zugegeben 

und der Ansatz für 5 h auf einem Schüttler bei 180 rpm und 37°C inkubiert. Anschließend wurden die 

Proben für 2 min bei 2000 x g zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 100 µl SOC-Medium 

resuspendiert und auf einer LB-Agarplatte ausgestrichen, welche die Antibiotika Tetracyclin 

(10 µg/ml), Kanamycin (50 µg/ml) und Gentamycin (8 µg/ml) sowie die Zusätze IPTG (40 µg/ml) und 

X-Gal (50 µg/ml) enthielt. Die Platten wurden über Nacht bei 37°C inkubiert. Nach dem Selektieren 

der Kolonien konnten Übernachtkulturen mit 8 ml LB-Medium angesetzt und für 48 h bei 37°C und 

225 rpm inkubiert werden. Die Bacmidisolierung erfolgte anschließend wie unter 3.4 beschrieben. 

 

3.7 TRANSFEKTION ,  VIRENAMPLIFIKATION UND EXPRESSION IN HIGHFIVE™  
INSEKTENZELLEN  

Für die Expression wurde das Bac-to-Bac-Expressionssystem (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Hier 

nutzt man Baculoviren, die in Sf9-Insektenzellen (Ovarienzellen von Spodoptera frugiperda) das über 

Transfektion eingebrachte Bacmid amplifizieren. Hierfür wurde das PAA Transfection Kit (PAA Labo-

ratories GmbH; Pasching) nach Herstellerangaben verwendet. 100 µl bzw. 50 µl Bacmid-DNA wurden 

mit 150 µl bzw. 200 µl NaCl–Lösung vermischt. Parallel wurden 16 µl Nanofectin mit 234 µl NaCl–

Lösung versetzt. Beide Lösungen wurden zusammengeführt, mehrmals invertiert und 30 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Das Nanofectin-DNA-Gemisch wurde tröpfchenweise dem frischen Voll-

medium von zu 80 % konfluenten Sf9-Zellen zugegeben. Nach 72 h Virenamplifikation wurden die 

Viren bis zum Tertiärstadium jeweils abgenommen und in eine größere Zellkulturflasche (25 cm², 

75 cm² und 175 cm²) mit frischem Vollmedium (siehe Tabelle 6) übertragen. Vor der Virenzugabe 

wuchsen die Sf9-Zellen in diesen Zellkulturflaschen jeweils bei 27°C, bis sie eine Konfluenz von 80 % 

aufwiesen. 10 ml der Tertiärviren wurden auf HighFive™-Zellen (Eizellen von Trichoplusia ni) gege-

ben, die das so eingebrachte Gen exprimieren sollten. Auf einem Schüttler bei 260 rpm wurden die 

HighFive™ Zellen in Expressionsmedium 72 Stunden inkubiert. 
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Tabelle 6: Medien für die Insekten-Zellkultur 

Reagenzien Zusammensetzung 

Vollmedium 

„Graces Insect Medium“ 

(Invitrogen, D-Karlsruhe) 

supplementiert 

50 U/ml Penicillin 

50 Vg/ml Streptomycin 

4 mM Glutamin 

10% FCS (Kälberserumalbumin) 

Expressionsmedium 

„ExpressFive® SFM“ 

Serumfrei 

50 U/ml Penicillin 

50 Vg/ml Streptomycin 

4 mM Glutamin 

 

Um diese Zellsuspension durch biochemische Analysen (zum Beispiel durch Western-Blots) auf 

exprimierte Proteine testen zu können, wurden Zell-Lysate hergestellt. Dazu wurde 1 ml Zellsuspen-

sion bei 2000 xg 5 min lang zentrifugiert. Nach dreimaligem Waschen und Zentrifugieren konnte das 

Pellet in 300 µl Lysispuffer 30 min bei 4°C inkubiert werden (siehe Tabelle 7). Anschließende folgte 

eine Zentrifugation des resuspendierten Pellets bei 13000 xg für 10 min, um Zellreste abzutrennen.  

 

Tabelle 7: Puffer zum Herstellen von Zell-
Lysaten 

Reagenzien Zusammensetzung 

PBS-Puffer 

135 mM NaCl, pH 
7,4 

2,7 mM KCl 

9,2 mM Na2HPO4 

1,8 mM KH2PO4 

Lysispuffer 

1 % Triton X-100 in 
PBS - Puffer 

1 µM Pepstatin 

1 µM E64 

2 mM Pefabloc 
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3.8 AMMONIUMSULFATFÄLLUNG UND DIALYSE  
Dem HighFive™-Zellkulturmedium wurde nach der Expression langsam Ammoniumsulfatlösung zuge-

setzt, bis eine 60%ige Sättigung erreicht wurde. Das Gemisch rührte über Nacht bei 8°C. Hierbei wur-

den die Meprine und andere Proteine des Mediums ausgefällt. Das Präzipitat wurde bei 4°C und 

9000 x g 2 h lang zentrifugiert und in 100 ml Dialysepuffer aufgenommen (siehe Tabelle 8). Durch 

eine anschließende Dialyse in einem Dialyseschlauch (Visking MVCO 12000-16000, Serva 

Electrophoresis GmbH, Heidelberg) über Nacht mit mehrmaligem Pufferwechsel (siehe Tabelle 8) 

wurde das Ammoniumsulfat aus der Lösung entfernt. 

 

Tabelle 8: Puffer für die Dialyse und Affinitäts-
chromatographie 

Puffer Zusammensetzung 

Dialysepuffer 

50 mM Na2HPO4 

300 mM NaCl 

pH 8.0 

Auftragspuffer 

50 mM Na2HPO4 

300 mM NaCl 

10 mM Imidazol 

pH 8.0 

Waschpuffer I 
Auftragspuffer 

+20 mM Imidazol 

Elutionspuffer I 
Auftragspuffer 

+50 mM Imidazol 

Elutionspuffer II 
Auftragspuffer 

+100 mM Imidazol 

 

 

3.9 REINIGUNG DES REKOMBINANTEN PROTEINS PER AFFINITÄTSCHROMA-
TOGRAPHIE  

Durch das Einbringen einer „Markierung“ (tag) durch sechs Histidine (HIS-tag) während der 

Klonierung konnte Meprin α2 spezifisch aus dem Dialysat isoliert werden. Dies wurde durch die Ver-

wendung eines Nickel-Nitrilo-Triessigsäure (Ni-NTA)-Materials erreicht. Bei der Inkubation des Dialy-

sats mit Ni-NTA über Nacht kommt es zur Chelat-Bildung der Histidine mit dem Nickelion. Die Säule 

wurde zunächst mit dem Auftragspuffer equilibriert, anschließend mit 100 ml Waschpuffer gewa-
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schen, damit nicht gewünschte Proteine von der Säule entfernt wurden. Um das Zielprotein von der 

Säule zu eluieren, wurde der Auftragspuffer mit einer steigenden Imidazolkonzentration (20, 50 und 

100 mM) versetzt. Dabei konkurriert das Imidazol mit den Histidinen des tags und löst so das Protein 

von der Ni-NTA Matrix. Es wurden vom Auftragen des Waschpuffers an jeweils Fraktionen mit einem 

Volumen von 2 ml aufgefangen, die photometrisch auf den Proteingehalt (λ=280 nm) überprüft wur-

den. Das Eluat sollte das gewünschte Protein hochrein enthalten. 

 

3.10  INJEKTION DER MORPHOLINOS UND BESTIMMUNG DER INJEKTIONSVO-
LUMINA  

Zur Verwendung als „Embryohalter“ wurden 1,5 % Agarose in „Zebrafish Embryonalmedium E3“ (KA-

NE, KIMMEL 1993) (20 ml) in einer Petrischale ausgegossen und mit einem speziellen Stempel verse-

hen. Mit Hilfe dieses Stempels wurden 1 mm schmale Furchen in die ausgehärtete Agaroseplatte 

eingebracht, um die Eier des Zebrabärblings aufzureihen. Dann wurde die Injektionskapillare (Eppen-

dorf Femtotips® II, Eppendorf, Hamburg) per Mikroloader®-Pipettenspitzen mit 2 μl Morpholino-

Lösung (1 mM) beladen, am Mikromanipulator (Märzhäuser, Wetzlar) angebracht und an den Kom-

pressor (Transjector 5246, Eppendorf, Hamburg) angeschlossen.  

 

Tabelle 9: Embryonalmedium für die 
Mikro-injektion und Haltung der inji-
zierten Embryonen 

Medium Zusammensetzung 

E3-Medium 

15,00 mM NaCl 

0,50 mM KCl 

0,05 mM Na2HPO4 

0,15 mM KH2PO4 

1,00 mM CaCl2 

0,70 mM NaHCO3 

+ 0,002% (v/v) Methylenblau 

 

Die Kapillare wurde dann bis zur Zygote (im Einzell- oder Zweizellstadium; siehe 2.4) herangefahren, 

dort eingestochen und der Injektionsvorgang gestartet. Überprüft wurde die Injektion direkt durch 

die Fluoreszenz-Einrichtung des Mikroskops (Leica DM IRBE; Leica Microsystems, Wetzlar), da die 

Morpholinos einen Fluorescein-tag besitzen. Dies führte zu einer sichtbaren Verteilung der 

Morpholino-Lösung in der Zelle. Die Anregungswellenlänge von Fluorescein beträgt: λA = 495nm, die 

Emissionswellenlänge λE = 517nm. Einstellungen für den Kompensationsdruck Pc zum Ausgleich der 

Kapillarwirkung waren Pc = 30 hPa, für den Injektionsdruck Pi = 1500 hPa. Das Injektionsvolumen 



 

 

wurde über die Dauer ti der Injektion 

durch die Injektion der Morpholino

ideale Kugel, deren Durchmesser mit einem Objektiv

wird. Aus der Formel für das Volumen einer Kugel 

Abbildung 7).  

 

 

Bei der Verwendung baugleicher Kapillare und einheitlichen Injektionsparametern (Druck, Zeit) 

diese Daten für weitere Injektionsvorgänge verwendbar

Volumenbestimmung (siehe Abbildung

 

Abbildung 8: Eichgerade der Injektion 
Injektionsvolumens. Die Ordinate zeigt das injizierte Volumen V
die Injektionszeit t i (auf der Abszisse). Mit Hilfe der Steigung lässt sich die Eichger
de berechnen (y=0,1682x).

 

Zur weiteren Beobachtung und Entwicklung wurden die 

Mikrotiterplatten übertragen. Sie w

nach dem Schlüpfvorgang gelagert.
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der Injektion beeinflusst. Die Bestimmung des Injektionsvolumens 

tion der Morpholino-Lösung (oder Wasser) in Mineralöl. Dadurch 

ideale Kugel, deren Durchmesser mit einem Objektiv-Mikrometer unter dem Mikroskop gemessen 

wird. Aus der Formel für das Volumen einer Kugel ließ sich das Injektionsvolumen

 

Bei der Verwendung baugleicher Kapillare und einheitlichen Injektionsparametern (Druck, Zeit) 

weitere Injektionsvorgänge verwendbar. Das Diagramm zeigt die Eichgerade einer 

Abbildung 8). 

: Eichgerade der Injektion von Wasser in Mineralöl zur Bestimmung des 
Die Ordinate zeigt das injizierte Volumen V i, aufgetragen gegen 

(auf der Abszisse). Mit Hilfe der Steigung lässt sich die Eichger
de berechnen (y=0,1682x).  

Zur weiteren Beobachtung und Entwicklung wurden die Eizellen nach der Injektion

. Sie wurden in 200 μl Embryonalmedium E3 pro well bei T=27°C bis 

nach dem Schlüpfvorgang gelagert. 

Abbildung 7: Injektion von Wasser in Mineralö
Bestimmung des Injektionsvolumens. Die Formel b
schreibt das Volumen der wassergefüllten Kugel. 
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Die Bestimmung des Injektionsvolumens geschah 

in Mineralöl. Dadurch formte sich eine fast 

Mikrometer unter dem Mikroskop gemessen 

s Injektionsvolumen berechnen (siehe 

Bei der Verwendung baugleicher Kapillare und einheitlichen Injektionsparametern (Druck, Zeit) sind 

. Das Diagramm zeigt die Eichgerade einer 

 
von Wasser in Mineralöl zur Bestimmung des 

, aufgetragen gegen 
(auf der Abszisse). Mit Hilfe der Steigung lässt sich die Eichgera-

nach der Injektion auf 96-well-

pro well bei T=27°C bis 

: Injektion von Wasser in Mineralöl zur 
Die Formel be-
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4 ERGEBNISSE  
Dieser Teil der Arbeit fasst alle Ergebnisse aus den drei Veröffentlichungen (siehe 8.1, 8.2 und 8.3) 

zusammen. 

4.1 NACHWEIS DER MEPRINE IN DANIO RERIO  
Beim Zebrabärbling Danio rerio wurden die Meprine auf genetischer und auf Proteinebene nachge-

wiesen (SCHÜTTE ET AL. 2007). Durch bioinformatische Methoden und Datenbankanalysen konnten – 

im Gegensatz zu den bisher beschriebenen zwei Meprin-Proteasen der Säugetiere – drei individuelle 

Enzyme beim Zebrabärbling identifiziert werden. Bei Danio rerio existieren zwei auf 

Aminosäuresequenzebene zu etwa 48 % identische α-Enzyme (α1 und α2) und eine β-Variante. Alle 

Astacin-typischen Merkmale (Zinkbindemotiv und Methionin-turn) sind in den Sequenzen zu finden 

(siehe 2.1). Bemerkenswert ist, dass alle drei Gene kolokalisiert auf dem Chromosom 20 des Zebra-

bärblings vorkommen, während die Meprin-Gene der Säugetiere auf unterschiedlichen Chromoso-

men liegen. Durch den Vergleich der konservierten Sequenz der katalytischen Domäne mit dazu 

homologen Sequenzen anderer Tierarten konnten Verwandtschaftsverhältnisse ermittelt werden. 

Die statistische Anzahl identischer und ähnlicher Aminosäuren lieferte dabei die Grundlage für eine 

evolutive Einordnung und diente somit der phylogenetischen Stammbaumerstellung. Dabei zeigte 

sich, dass sich die Meprine des Zebrabärblings entwicklungsgeschichtlich frühzeitig von den homolo-

gen Proteasen der Säugetiere getrennt haben (SCHÜTTE ET AL. 2007).  

In dreidimensionalen Strukturmodellen, die auf der Röntgenkristallstruktur von Astacin aus dem 

Flusskrebs basieren, wurde deutlich, dass sich die Meprine von Danio rerio und den Säugern in cha-

rakteristischen basischen und sauren Aminosäuren am aktiven Zentrum unterscheiden. Diese Unter-

schiede beeinflussen möglicherweise die Spezifität der Substratbindung. 

Der Nachweis der Meprine gelang für diverse Organe und Gewebe des Fisches zum einen durch die 

Analyse der messenger RNA (mRNA) und zum anderen auf Proteinebene in histologischen Schnitt-

präparaten durch Antikörper. 

Zur Analyse auf RNA-Ebene wurde die Methode der RT-PCR, der reversen Transkription der mRNA in 

den komplementären DNA-Einzelstrang (cDNA) mit anschließender Polymerase-Kettenreaktion 

(PCR), herangezogen. Mit Hilfe der aus einzelnen Organen isolierten mRNA konnten unter anderem 

Darm, Niere, Leber, Kiemen, Gehirn und Epidermis als Meprin-exprimierende Organe identifiziert 

werden. 

Zur Detektion der Meprine auf Proteinebene dienten zunächst Antikörper, die gegen Epitope in der 

Proteasedomäne von humanen Meprin-Untereinheiten gerichtet sind. Aufgrund der Homologie die-

ser Domäne zu den menschlichen Meprinen eigneten sich diese Antikörper auch zur Erkennung der 

Meprine des Zebrabärblings. Auf Schnittpräparaten des Fisches lieferten sie Hinweise auf die Expres-
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eine Differenzierung der drei Enzyme durch diese Antikörper beim Zebrabärbling 

der Promotionsarbeit konnten Peptid-Antikörper generiert werden, die 

Untereinheiten detektieren (siehe 4.3 SCHÜTTE ET AL
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Abbildung 9: Titelbild des Journals „Bio-
logical Chemistry“, Ausgabe 388, Mai 
2007. (Foto: Schütte, A.; Becker-Pauly, C. 
und Stöcker, W.) 
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4.2 PHYLOGENETISCHE ANALYSEN UND INTRAMOLEKULARE INTERAKTIO-
NEN DER MEPRINE  

Die zufällige Entdeckung zweier Astacin-ähnlichen cDNA-Sequenzen im Pfeilschwanzkrebs Limulus 

polyphemus stellte sich als Glücksfall heraus. Mit Hilfe dieses „lebenden Fossils“, das sich seit etwa 

450 Millionen Jahren kaum verändert hat, lässt sich die phylogenetische Entwicklung und die Bezie-

hung der Astacine, insbesondere der Meprine, rekonstruieren. Die „Limulus-Astacine“ (LAST und 

LAST_MAM, Accession numbers siehe 8.11) bestehen aus einem Propeptid und einer katalytischen 

Domäne, jedoch trägt ein Enzym zusätzlich eine MAM-Domäne, die Homologien zu den entspre-

chenden Domänen der Meprine aufweist (LAST_MAM). Auf mRNA- und Proteinebene konnte Letzte-

res (LAST_MAM) im Pfeilschwanzkrebs ubiquitär nachgewiesen werden, während die Expression von 

LAST auf das Nervensystem (Auge, Hirn) beschränkt war. Nach der Expression der beiden rekombi-

nanten Limulus-Astacine in heterologen eukaryotischen Systemen wurden weitere biochemische 

Analysen wie Gelatin-Zymographien, Azocasein-Aktivitätsassays, Western Blots und N-terminaler 

Sequenzierung, durchgeführt. Dabei stellte sich heraus, dass LAST_MAM sogar in seiner zymogenen 

Form aktiv ist. Bis zu diesem Zeitpunkt waren nur zwei Vertreter der Metzinkine (MMP-2 und MMP-

9) bekannt, die ohne eine vorherige Aktivierung (zum Beispiel durch Trypsin; siehe 2.1) ihre 

proteolytische Funktion wahrnehmen konnten. Die Inkubation von LAST_MAM mit Trypsin führte 

nicht in erster Linie zur erwarteten Abspaltung des Propeptids, sondern ließ auf eine Schnittstelle in 

der Linker-Region zwischen Protease- und MAM-Domäne schließen. Diese Region beinhaltet eine 

Prolin-reiche Sequenz (4x Pro) in Form einer α-Helix, C-terminal davon die mögliche Trypsin-

Schnittstelle (Lys254), welche inzwischen durch N-terminale Sequenzierung belegt wurde (Becker-

Pauly et al., unveröffentlicht). Aus diesen Resultaten lässt sich entnehmen, dass das Propeptid von 

LAST_MAM seine eigentliche Funktion, proteolytische Aktivität zu inhibieren, nicht mehr besitzt. 

Weiterhin konnte die Aktivität beider Astacin-Proteasen des Cheliceraten durch Inhibitoren, die ge-

nerell Astacine hemmen (Actinonin, Prolin-Leucin-Glutamat-Hydroxamat (PLG-NHOH) oder α2-

Makroglobulin), reduziert werden. Diese Ergebnisse weisen auf die korrekte Faltung der Proteine 

nach der Biosynthese im heterologen Insektenzell-Expressionssystem hin.  

Der Hauptanteil meiner Arbeit am Limulus-Projekt war die Erstellung und Interpretation der phylo-

genetischen Berechnungen anhand bioinformatischer Methoden, die 3D-Modellierung der 

Proteasedomäne sowie der MAM-Domäne aufgrund der Kristallstruktur von der Rezeptorprotein-

Tyrosin-Phosphatase µ. Die Ergebnisse wurden mit den entsprechenden Daten der humanen Mepri-

ne verglichen. Im Rahmen dieser phylogenetischen Untersuchungen stellte sich heraus, dass die 

MAM-Domänen bzw. die Protease-Domänen der Astacine kein gemeinsames Vorläufermolekül besit-

zen und somit eine unabhängige evolutive Entwicklung erfahren haben. Die Meprine hingegen schei-

nen sich anders evolviert zu haben. 
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Demnach ist Meprin α aus einem gemeinsamen β-Vorgänger entstanden. Darauf deutet auch die 

zusätzliche „inserted“-Domäne in Meprin α hin. Die Modellierungen aufgrund der mittlerweile ver-

fügbaren Kristallstruktur einer MAM-Domäne (der Rezeptorprotein-Tyrosin-Phosphatase µ, RPTPµ) 

brachte neue Hinweise zur intramolekularen Interaktion dieses Moduls bei den Meprinen. Typisch 

für diese Domänen sind vier Cysteine, die zwei intramolekulare Disulfidbrücken bilden. Im Gegensatz 

zu anderen Astacinen mit MAM-Domäne besitzen die Meprine aber ein zusätzliches freies Cystein. 

Berücksichtigt man, dass RPTPµ Zelladhäsionen durch trans-Dimerisierungen vermittelt, und dass 

Meprine dazu neigen, Dimere oder höhere oligomere Formen zu bilden, ist dieses freie Cystein mög-

licherweise für intermolekulare Interaktionen verantwortlich, indem es mit dem freien Cystein einer 

weiteren MAM-Domäne eine Disulfidbrücke bildet. LAST_MAM hingegen bildet unter nicht-

reduzierenden Bedingungen (in der SDS-Gelelektrophorese) keine Oligomere, sodass die Domänen 

nicht allein durch kovalente Bindungen zu interagieren scheinen. MAM-Domänen können demnach 

auf mehrere unterschiedliche Arten Wechselwirkungen eingehen, wie auch für RPTPµ beschrieben. 

Während diese Domänen bei den Meprinen wahrscheinlich primär strukturelle Funktionen haben, 

könnten sie bei den anderen Astacinen an der Substraterkennung beteiligt sein.  

Die Identifizierung der beiden Astacine beim Pfeilschwanzkrebs erbrachte neue Hinweise auf die 

besonderen Funktionen dieser Proteasen, inbesondere im Hinblick auf die abweichende Evolution 

der Astacine mit MAM-Domäne. Ein Artikel dazu erschien 2009 im Journal of Molecular Biology unter 

dem Titel „News from an Ancient World: Two novel Astacin metalloproteases from the horseshoe 

crab” (BECKER-PAULY ET AL. 2009). 
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4.3 ‚KNOCKDOWN ‘  DER MEPRINE DURCH MORPHOLINOS  
Die Ergebnisse des Hauptprojektes dieser Promotionsarbeit wurden in einem Manuskript zusam-

mengefasst, das zur Veröffentlichung eingereicht wurde (SCHÜTTE ET AL. 2009). Diese Resultate umfas-

sen die Identifizierung der einzelnen Meprine des Zebrabärblings durch spezifische Peptidantikörper 

und die Reduzierung des Expressionslevels dieser Proteasen durch die Injektion von Morpholinos in 

vivo. Mit Hilfe der Immunfluoreszenz-Mikroskopie konnten die drei Meprine differenziert in den Or-

ganen des Zebrabärblings nachgewiesen werden. Während Meprin α1 und β hauptsächlich 

kolokalisiert in den Darmepithelien und der Epidermis gefunden wurde, konnte Meprin α2 aus-

schließlich in der Lamina propria des Darmes identifiziert werden. 

Durch die Injektion von spezifischen Morpholino-Oligonukleotiden kann die Translation der Meprine 

reduziert werden. Die Injektion von Meprin α1-Morpholinos offenbarte Defekte an 44% der sich ent-

wickelnden Zebrabärbling-Embryonen, zum Beispiel Dilatationen des Perikards. Das Fehlen von Mep-

rin β hingegen zeigte sehr deutliche Auswirkungen bei einem Großteil (66%) der injizierten Embryo-

nen: Hier war die Differenzierung des Rumpf- und Schwanzgewebes gestört und so gut wie nicht 

ausgeprägt. Die Tiere waren zunächst lebensfähig, starben aber bereits in den ersten 24 Stunden 

nach der Befruchtung. 

Die interessantesten Auswirkungen wurden nach der Injektion von Morpholinos gegen Meprin α2 

sichtbar. Hier zeigte sich in 52% der injizierten Embryonen eine unzulängliche, fehlerhafte epiderma-

le Differenzierung im Rumpf- und Schwanzbereich des Embryos. Dabei kam es zu erheblichen Defor-

mationen des Caudalbereichs. Zum Teil wurden in dem Bereich Ansammlungen von Erythrozyten 

beobachtet, die auf Defekte im Vaskularsystem deuten. Zudem wurde bei diesen Tieren eine Ver-

langsamung des Blutflusses bis hin zum Stillstand beobachtet. Um dieses weiter zu analysieren, wur-

de eine Mikroangiographie bei 48 hpf (hours post fertilization) alten Embryonen durchgeführt. Dazu 

wurde das Fluorophor Tetramethylrhodamin-Isothiocyanat (TRITC) in die Blutgefäße von Wildtyp und 

Morphanten injiziert. Im Gegensatz zu den Wildtyp-Fischen hatten sich bei den Meprin α2-

Morphanten keine intersegmentalen Blutgefäße ausgebildet, sondern es existierte ausschließlich das 

Haupt-Blutgefäß: die dorsale Aorta, die in die caudale Aorta, dann in die Caudalvene übergeht. Folg-

lich muss die Reduzierung der Expression von Meprin α2 deutliche Auswirkungen auf die Entwicklung 

des Kardiovaskularsystems haben.  

Einer der Hauptfaktoren, die für die Bildung des Blutgefäßsystems (Angiogenese) verantwortlich sind, 

ist das Cytokin vascular endothelial growth factor (VEGF-A) (siehe 2.5). Um diesen Anhaltspunkt wei-

ter zu studieren, wurde rekombinantes humanes Meprin α und β mit rekombinantem humanem 

VEGF-A165 inkubiert, und mittels Western-Blot analysiert. In einer Zeitreihe konnte gezeigt werden, 

dass sowohl Meprin α als auch β in der Lage sind, VEGF-A an unterschiedlichen Stellen zu prozessie-

ren.  



 

 
 

26 Ergebnisse 

Letztendlich kann aus diesen Ergebnissen gefolgert werden, dass Meprin α2 des Zebrabärblings, ge-

nau wie humanes Meprin α und β, die Angiogenese durch eine Aktivierung des Wachstumsfaktors 

VEGF-A stimuliert und für die Entwicklung des Vaskularsystems mitverantwortlich ist.  

 

 

4.4 WEITERE ERGEBNISSE  
4.4.1  ISO LI ER U NG D ER  D R E I  MEP R IN E U ND  KL ON IER U NG I N D EN EXP R ES S I ONS VE K TOR  

PFA S TBA C™1 
Zur heterologen Expression in Insektenzellen wurden die Gene der drei Meprine des Zebrabärblings 

in den pFastBac™1-Vektor inseriert. Dabei konnte auf verfügbare pFastBac™1-Konstrukte mit huma-

nen Meprin-Genen zurückgegriffen werden, die einen HIS- oder Strep-tag besaßen (Meprin α HIS 

und Meprin β Strep). Die Klonierungsstrategie war, bereits vorhandene Signalpeptide mit entspre-

chendem tag dieser Konstrukte zu verwenden, um die Enzyme des Zebrabärblings klonieren und 

exprimieren zu können. Die Vektoren mit humanen Meprin-Konstrukten enthielten bereits entspre-

chende Schnittstellen für Restriktionsenzyme, mit deren Hilfe die gewünschte cDNA an der passen-

den Position nach der Sequenz für das Signalpeptid insertiert werden konnte (siehe Plasmidkarten 

8.8, 8.9 und 8.10). 

Meprin α1 sollte in das Konstrukt mit humanem Meprin α und STREP-tag eingefügt werden. Dies 

wurde mit Hilfe der EcoRI- und SpeI-Schnittstelle erreicht. Für Meprin α2 hingegen konnte ein Plasmid 

mit der sogenannten „tailswitch“-Mutante des humanen Meprin α und β verwendet werden, das am 

Propeptid einen 6x HIS-tag enthielt. Hierfür waren die Schnittstellen NcoI und SpeI geeignet. Zum 

Einfügen von Meprin β des Zebrabärblings wurde ein pFastBac™1-Vektor verwendet, der noch keine 

verfügbaren Konstrukte enthielt. Damit das Protein nach der Expression ins Medium sekretiert wird, 

wurde die cDNA von Meprin β ohne die Sequenzen für die Transmembran- und Cytoplasmatische 

Domäne in den Vektor eingefügt. Dabei wurden Restriktionsschnittstellen (BamHI und SpeI) der Mul-

tiple Cloning Site (MCS) des Vektors verwendet und beim einzubringenden Gen ein Strep-tag über 

Primer eingefügt.  

Das Einbringen der Gene von Meprin α2 und β in den entsprechenden pFastBac™1-Vektor war erfolg-

reich. Meprin α1 konnte zwar in den pFastBac™1-Vektor kloniert werden, ließ sich aber nicht in das 

Bacmid zur Virenamplifikation einbauen. 

  



 

 

4.4.2  AF FI NI TÄ T SC HR O MA T OG R A

In dieser Arbeit wurde die Expression von 

pression in heterologen HighFive®

Affinitätschromatographie isoliert werden. Hierfür wurde ein Wasch

Abbildung 10).  

Abbildung 10: Wasch- und Elutionsprofil der Affinitätschromatographischen Reinigung von 
rekombinantem Zebrabärbling (
(V=2 ml) aufgetragen, die Y-
Fraktionen. 

 

Das Elutionsprofil zeigt den höchsten photometrisch bestimmten Wert

Das deutet auf die erfolgreiche Reinigung von 

verschiedenen Antikörpern (anti

lanes 3,4,6), die das gewünschte Produkt (

Zur Kontrolle wurden hier die Zell

lane 5) aufgetragen.  

F FI NI TÄ T SC HR O MA T OG R A P HI SC H E RE IN IGU NG VON MEP R I N α2  
In dieser Arbeit wurde die Expression von Meprin α2 bis zur Reinigung durchgeführt. Nach der E

pression in heterologen HighFive®-Insektenzellen konnte das Protein mit Hilfe einer Ni

Affinitätschromatographie isoliert werden. Hierfür wurde ein Wasch- und Elutionsprofil erstellt (siehe 

und Elutionsprofil der Affinitätschromatographischen Reinigung von 
Zebrabärbling (rzf)-Meprin α2. Auf der X-Achse ist die Anzahl der Fraktionen

-Achse zeigt die Werte der Extinktion bei 280 nm in den einzelnen 

Das Elutionsprofil zeigt den höchsten photometrisch bestimmten Wert (E280 nm=0,559)

Das deutet auf die erfolgreiche Reinigung von Meprin α2 hin. In einem Western

verschiedenen Antikörpern (anti-HIS-tag und anti-zfMepα2) eine Bande detektiert

, die das gewünschte Produkt (zfMeprin α2 mit His-tag) nachweist (siehe 

Zur Kontrolle wurden hier die Zell-Überstände der Tertiärviren sowie humanes Meprin
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durchgeführt. Nach der Ex-

Insektenzellen konnte das Protein mit Hilfe einer Ni-NTA-

und Elutionsprofil erstellt (siehe 

 
und Elutionsprofil der Affinitätschromatographischen Reinigung von 

Achse ist die Anzahl der Fraktionen 
in den einzelnen 

=0,559) in Fraktion 15. 

-Blot wurde mit zwei 

) eine Bande detektiert (bei ca. 95 kDa, 

nachweist (siehe Abbildung 11). 

Überstände der Tertiärviren sowie humanes Meprin β (83 kDa, 



 

 

Abbildung 11: Western Blot mit Antikörpern gegen den HIS
sowie Meprin α
lane 2 eine Waschfraktion, 
höchsten photometrischen Werten aus der Elution mit 20 mM 
Imidazol (3) und mit 50
Meprin β) ist in 
Verwendung des Anti
den der Tertiärviren (6) und in der Elution mit 20
nachgewiesen werden.

 

 

Wie man dem Elutionsprofil und dem Western Blot

Zugabe von 20 mM Imidazol eluiert word

mische Analysen nutzen zu können, muss sich der Reinigung eine Aktivierung (zum Beispiel mit Try

sin) anschließen. Somit steht für zukünftige biochemische Arbeiten ein

zur Expression von Meprin α2 aus dem Zebrabärbling zur Verfügung.

 

: Western Blot mit Antikörpern gegen den HIS-Tag 
sowie Meprin α2. Lane 1 zeigt die Zellüberstände der Tertiärviren, 

2 eine Waschfraktion, lanes 3 und 4 die Fraktionen mit den 
höchsten photometrischen Werten aus der Elution mit 20 mM 
Imidazol (3) und mit 50 mM Imidazol (4). Eine Kontrolle (humanes 
Meprin β) ist in lane 5 aufgetragen. Meprin α2 konnte durch die 
Verwendung des Anti-zfMeprin α2-Antikörpers in den Zellüberstä
den der Tertiärviren (6) und in der Elution mit 20 mM Imidazol (7) 
nachgewiesen werden. 

dem Elutionsprofil und dem Western Blot entnehmen kann, ist das Protein bereits bei der 

mM Imidazol eluiert worden. Um dieses rekombinant produzierte Enzym für bioch

zu können, muss sich der Reinigung eine Aktivierung (zum Beispiel mit Try

Somit steht für zukünftige biochemische Arbeiten ein erfolgreich etablie

aus dem Zebrabärbling zur Verfügung. 
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Tag 

llüberstände der Tertiärviren, 
3 und 4 die Fraktionen mit den 

höchsten photometrischen Werten aus der Elution mit 20 mM 
olle (humanes 

konnte durch die 
Antikörpers in den Zellüberstän-

mM Imidazol (7) 

ist das Protein bereits bei der 

Um dieses rekombinant produzierte Enzym für bioche-

zu können, muss sich der Reinigung eine Aktivierung (zum Beispiel mit Tryp-

erfolgreich etabliertes System 
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5 DISKUSSION  
Die Expression der Meprine im Zebrabärbling und die Ergebnisse der Morpholino-knockdowns wei-

sen auf wichtige Rollen dieser Enzyme in Gewebsdifferenzierung, der Immunreaktionen und der An-

giogenese hin. Meprin α und β sind beispielsweise in der humanen Epidermis in unterschiedlichen 

Schichten vorhanden. Dort besitzen sie unterschiedliche Funktionen: Während Meprin β apoptotisch 

wirkt, hat Meprin α in der Basalschicht eine proliferative Aufgabe (BECKER-PAULY ET AL. 2007). Auch im 

Zebrabärbling sind für die Meprine unterschiedliche Rollen wahrscheinlich, wie auch der knockdown 

von Meprin α1 und β in Zebrabärbling-Embryonen zeigt. Werden Morpholinos injiziert, die eine 

Translation von Meprin α1 inhibieren, kommt es zu sichtbaren Effekten wie Erweiterungen des Peri-

kards oder Defekte in der Gewebsdifferenzierung des Rumpfes. Meprin β-reduzierte Embryonen 

bilden kein differenziertes Gewebe in Rumpf- und Schwanzregion aus und sterben schon innerhalb 

der ersten 24 hpf (hours post fertilization). Diese drastischen Defekte lassen sich durch die fehlende 

Aktivierung verschiedener Wachstumsfaktoren, wie bspw. IL-18 oder IL-1β (BANERJEE, BOND 2008; 

HERZOG ET AL. 2005), erklären.  

Werden jedoch Morpholinos gegen Meprin α2 in den Embryo eingebracht, kommt es in vielen Fällen 

zur Ausbildung von erheblichen epidermalen Defekten, gerade im Bereich der Schwanzflosse. In vie-

len Fällen treten dabei sogar Ansammlungen von Erythrozyten auf, die auf Defekte des Blutgefäßsys-

tems hinweisen. Fehlt Meprin α2, entwickelt sich in den Embryonen (48 hpf) kein ausgeprägtes vas-

kuläres System, es werden beispielsweise keine intersegmentalen Gefäße ausgebildet, wie die Mik-

roangiographie zeigt. Interessanterweise wird Meprin α2 hauptsächlich in der Lamina propria expri-

miert, die von Blutgefäßen, also Endothelzellen durchzogen wird. Diese Ergebnisse legen nahe, dass 

Meprin α2 ein möglicher Kandidat zur Aktivierung von gefäßbildenden Faktoren ist. Zudem wurde 

bereits in einem sogenannten „Aortic Ring assay“ demonstriert, dass humanes Meprin α in der Lage 

ist, pro-angiogenetisch zu wirken: Dabei wurden Teile einer Rattenaorta mit der rekombinanten 

Protease inkubiert und beobachtet, dass sich weitere Blutgefäße in ihrer Peripherie ausbilden (per-

sönliche Mitteilung Daniel Lottaz, Universität Bern, Schweiz).  

 

Einer der für die Angiogenese verantwortlichen Wachstumsfaktoren ist VEGF-A (vascular endothelial 

growth factor A), der tatsächlich von humanem Meprin α und β in vitro gespalten wird. Dabei ent-

stehen unterschiedliche Fragmente, die auf verschiedene Spaltstellen der beiden Metalloproteasen 

hindeuten. Darüber hinaus konnte VEGF-A mittels massenspektrometrisch basierter Methoden be-

reits als Substrat für humanes Meprin α identifiziert werden (persönliche Mitteilung Christoph Be-

cker-Pauly, Johannes Gutenberg-Universität Mainz). So könnte beispielsweise auch der C-terminale 

Teil von VEGF-A165 von der Prozessierung betroffen sein. Eine Isoform von VEGF-A165 (VEGF-A165b), die 
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sich in 8 Aminosäuren C-terminal unterscheidet, bewirkt die Inhibierung der Angiogenese (VAREY ET 

AL. 2008; HARPER, BATES 2008). Würde dieser Teil von Meprin abgespalten, könnte das resultierende 

Protein wiederum die Angiogenese stimulieren. Hier müssen sich weitere Studien anschließen, um 

die genauen Prozessierungsschnittstellen zu identifizieren und Details bezüglich der Effekte von 

Meprin-prozessiertem VEGF-A auf die Angiogenese zu analysieren. 

 

6 AUSBLICK  
Alle Untersuchungen an den Meprinen des Zebrabärblings unterstreichen deutlich die Signifikanz 

dieser Proteasen in essentiellen biologischen Prozessen. Dass die Funktionen durchaus hohe medizi-

nische Relevanz aufweisen, zeigen die Studien zur Angiogenese. Für die weitere Charakterisierung 

dieser Enzyme sind die rekombinanten Proteine aus dem Zebrabärbling hilfreich. Meprin α2 konnte 

im Rahmen dieser Arbeit bereits in heterologen Zellsystemen exprimiert werden, während die Ex-

pression von Meprin α1 und β durch Klonierungsarbeiten vorbereitet wurde.  

2008 startete zudem ein Projekt, finanziert durch ein EUFP7-Programm, um die Rolle der Meprine in 

chronisch entzündlichen Darmerkrankungen wie der inflammatory bowel disease (IBD), Morbus 

Crohn (MC) oder ulcerative Kolitis (UC) zu erforschen. Im Rahmen dieses Programms nimmt auch die 

Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Stöcker und Dr. Christoph Becker-Pauly (Institut für Zoologie, Universität 

Mainz) durch die Untersuchungen am Beispiel des Zebrabärblings teil. Hierbei soll ein Modell für die 

erwähnten Darmkrankheiten im Zebrabärbling entworfen und etabliert werden. Nach abgeschlosse-

ner Promotion werde ich dieses Projekt als Wissenschaftlicher Mitarbeiter angehen. Dabei wird na-

türlich das im Rahmen dieser Arbeit erworbene know-how sehr hilfreich sein.  
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Abstract 

Angiogenesis, the sprouting and branching of blood vessels, is strongly regulated by the vascular 

endothelial growth factor (VEGF). Several isoforms of VEGF-A are described, all stimulating the 

proliferation and differentiation of endothelial cells. Only VEGF-Axxxb, a variant that contains a unique 

8 aa long region C-terminally, is known to promote an anti-angiogenic effect. However, the 

regulation of blood vessel formation due to proteolytic processing of VEGF is poorly understood and 

so far only described for matrixmetalloproteases (MMPs) 1. Here we show by Morpholino knockdown 

in zebrafish embryos a pro-angiogenic effect of the metalloprotease meprin α2 mediated by specific 

cleavage of VEGF. We found that meprin α2 morphants exhibited a dramatically degenerated 

vascular system. The blood circulation was largely diminished resulting in erythrocyte accumulation. 

These phenotypes mimic the previously described VEGF-A morphant 2, revealing a significant role of 

meprin α in VEGF-A activation, subsequently responsible for angiogenic sprouting of blood vessels. 

Our results demonstrate that meprin metalloproteases are important for cell differentiation and 

proliferation already during embryogenesis, predominantly by the activation of growth factors. This 

is supported by studies on interleukin-18 (IL-18) and interleukin-1β (IL-1β) showing the 

transformation of these molecules to their mature forms by meprins 3, 4. We anticipate the specific 

proteolytic triggering of VEGF providing tissues with dissolved oxygen in normal physiology. 

Moreover this might also explain the overexpression of human meprin α in certain cancer cells 5, 

subsequently supporting the growth of tumors. 
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Meprin α and β exhibit unique features within the astacin family of zinc endopeptidases and the 

metzincin superfamily 6, 7. So far they could only be identified in vertebrates like fish, platypus, 

rodents and human 8-11. Striking are the molecular properties, revealing meprin α as the largest 

secreted protease known so far, due to oligomerisation up to 6 mega Dalton units 12, 13. Moreover, 

meprin β is the only astacin hat stays predominantly membrane bound 14. 

Originally, meprin expression has been observed on the apical side of epithelial brush borders in 

kidney proximal tubules and small intestine 10, 11. In the meantime, various other tissues have been 

found to express meprins differentially 15, 16. Meprins are secreted as zymogens, which are activated 

by proteolytic removal of amino terminal propeptides. Several ways for activation have been 

unraveled, depending on the expressing tissue. In the gut, both human enzymes are converted to 

their mature forms by trypsin 12. Outside the intestine, there is selective activation of meprin α by 

plasmin 17, and of meprin β by tissue kallikrein-related peptidase 4 (klk4) 15, respectively. Upon 

secretion into the extracellular matrix (ECM), meprins are able to cleave a number of ECM proteins 

like laminin, fibronectin, collagen IV and nidogen, peptide hormones like bradykinin 14, 18, as well as 

cytokines and growth factors like TGF-α, interleukin-1β and interleukin-18 3, 4, 16, 18. 

The observed activation of interleukins by meprins and their expression in leukocytes of the 

intestinal lamina propria indicate a function in the immune response. This is supported by reports on 

a role for meprins in inflammatory bowel disease or Crohn’s disease 19, 20. Furthermore, meprin α is 

expressed in certain tumors such as colorectal cancer and, hence, might play a role in tumor cell 

migration, invasion and progression 17, 21. Other sites of expression are human keratinocytes, where 

meprin α and β are found in the Stratum basale and in the Stratum granulosum, respectively 15.  

In zebrafish, meprins are expressed in a broad array of tissues. Besides intestine and skin, the 

proteases could be found in kidney, head kidney, brain, gills, heart and liver 8. Thus, the zebrafish 

appeared as a well suited model for studying the physiological function of meprins in vivo, which is 

made feasible by using morpholinos for knocking down meprin genes in zebrafish embryos. 

All three meprins (α1, α2 and β) were identified by RT-PCR in developing zebrafish embryos starting 

at 4 hours post fertilization (hpf) (data not shown). Thus, they are expressed at the end of the 

blastula stage, which is typical for zygotic genes activated during midblastula transition 22, 23. This 

suggests important roles for meprins in tissue formation and assembly in early embryonic 

development.  

Peptide antibodies were generated against each of the three variants to detect meprins specifically 

and differentially in homogenates of zebrafish tissues by immunoblotting (data not shown). 
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Additionally, these antibodies were used to examine cryosections of 16 weeks old zebrafish by 

immuno fluorescence microscopy, which revealed the intestine as the main expression site for all 

meprins, and the epidermis for meprin α1 and β. Within the gut, meprin α1 as well as β could be 

observed only in the brush border cells of the intestinal epithelia (Figure 1A, E), whereas meprin α2 

signals were detected in the lamina propria mucosae (Figure 1C). The distribution of fluorescence 

signals implies that meprin α2 expression could occur in close proximity to endothelial cells (Figure 

1D). The distinct expression pattern of all three proteases indicates different functions in vivo. 

Recently it was shown that meprins are involved in certain intestinal pathologies like inflammatory 

bowel disease (IBD) or ulcerative colitis 24. Meprin β-/- mice exhibit a diminished activation of pro-

interleukin-18 (IL-18), which plays a key role in IBD 3. Similar to IL-18, also IL-1β is processed by 

meprin β to its mature form 4.  

Expression of meprin α1 and β in zebrafish epidermis (Figure 1B, F) correlates to the situation in 

human skin. We could show that meprin α and β are expressed in separate cell layers of human 

epidermis 15. This is reflected by diverse effects of the recombinant enzymes on cultured 

keratinocytes (HaCaT). Here, meprin β induced a dramatic change in cell morphology and reduced 

the cell number, whereas meprin α seem to play a role in basal keratinocyte proliferation. 

To elucidate the functions of the three zebrafish meprins in vivo, we created knockdown embryos 

using morpholinos targeting each protease specifically 25. As controls, “standard morpholino 

oligomers” were injected, not targeting any gene in zebrafish. Consequently, 98% of the injected 

control larvae did not show any morphant phenotype and the remaining 2% are due to the natural 

embryo mortality, likewise observed for untreated embryos (Figure 2B, F). To prove the successful 

knockdown we compared the intensity of fluorescence signals for meprin α2 in cryosections of 

injected and wild type animals (see Figure 1G, H). Obviously, the expression of meprin α2 in the 

lamina propria of zebrafish intestine was significantly decreased in morphant embryos (Figure 1H). 

Meprin α1 knockdown animals showed relatively mild, but clearly distinct alterations in comparison 

to wild type animals (Figure 2C, A respectively). 44% of the injected embryos revealed a dilated 

pericardium or a distorted trunk and tail tissue, probably due to disorders in cell differentiation 

(Figure 2F). By contrast, meprin β knockdown animals exhibited strikingly abnormal disorders of the 

whole trunk and tail in early development (Figure 2D). Overall, the tissues seemed to be unstructured 

lacking any normal cell differentiation. The morphant embryos are viable in the beginning, but die 

within 24 hours post injection. This phenotype reveals very distinct and fundamental functions for 

meprin β in the differentiation of cells during embryonic development.  
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In the case of meprin α2 knockdowns the epidermal cell layers seem to be widely disorganized in the 

trunk and especially in the tail region (Figure 2E). But the most prominent phenotype became visible 

in meprin α2 morphants beyond the age of 48 hpf. These embryos exhibited a dramatically 

degenerated vascular system and the blood circulation was largely diminished or even completely 

interrupted (Figure 3B). Consequently, red blood cells accumulated ventrally in the caudal region of a 

considerable number of phenotypes (see Figure 3C). To visualize the blood vessels in living embryos, 

tetramethyl rhodamine isothiocyanate-Dextran (TRITC-Dextran) was injected at the age of 48 hpf for 

microangiography 26. This method uncovered the almost complete absence of intersegmental vessels 

(ISV) (Figure 3B), which normally begin to sprout at the 26-somite stage (21 hpf) 27 in wild type 

embryos (Figure 3A). The only prominent vessel was the large dorsal aorta (DA) extending ventrally 

from the heart to the tail vessels (Figure 3B; movie supplemental). These phenotypes mimic even in 

detail previously described VEGF-A (vascular endothelial growth factor A) morphants, regarding the 

reduced vascular system and erythrocyte accumulation 2. In corresponding morphants, the loss of 

the VEGF receptor flk-1 (VEGFR-2) resulted in the absence of angiogenic sprouting of all blood vessels 

as a consequence of disorganized endothelia 28. Based on the morphant phenotypes observed here, 

we argued that meprin α2 might be involved in angiogenic blood vessel formation by activating VEGF-

A. To test this hypothesis, we incubated recombinant human meprin α and β with recombinant 

human VEGF-A165, which is the predominant isoform in humans. By western blot analysis using a 

specific VEGF-A antibody, we were able to demonstrate that both human meprin α and β cleaved 

VEGF-A by limited proteolysis. This yielded in two distinct fragments of 19 kDa (meprin α) and 20 kDa 

(meprin β), derived from the 24 kDa unprocessed VEGF-A molecule (Figure 4). Moreover, by western 

blotting we detected zebrafish VEGF in cell lysates of wildtype fish, displaying the same cleavage 

pattern in accordance to the cleavage of human VEGF-A by meprin α (Figure 4). This is further 

evidence for the physiological activation of VEGF-A by meprin metalloproteases, which might trigger 

angiogenesis in two possible ways. On one hand, activation could occur by direct processing of the 

growth factor, thereby increasing its potential to enhance endothelial cell proliferation. On the other 

hand, removal of the inhibitory C-terminal region from the anti-angiogenic factor VEGF-Axxxb would 

likewise cause a pro-angiogenic effect 29.  

The disturbed organization of the epidermal cells and the deformation of tail and trunk as seen in 

meprin α and β morphants could be due to the proteolytic activity of meprins on cytokines like VEGF. 

This assumption is supported by the co-localization of meprins and VEGF in human keratinocytes. 

Here, VEGF plays an important role in permeability barrier homeostasis and dermal angiogenesis 30. It 

has been shown previously that meprins cleave various other cytokines, growth factors and peptides, 
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which take part in different situations like cell migration or tissue formation. For instance, TGF-α and 

IL-8 are processed and thereby activated by meprin α during inflammatory disease in human lung 16.  

In summary, we could demonstrate by in vivo knockdown studies that meprins have fundamental 

physiological effects in the early embryonic development of zebrafish. The data shows that meprin 

metalloproteases are involved in general tissue differentiation. Moreover, we conclude that meprin 

α2 is required to proteolytically activate VEGF-A, thereby triggering angiogenesis in the zebrafish. 

Methods 

Fish maintenance. Zebrafish (Danio rerio) were bred and kept under constant conditions at a 

temperature of 28°C and a schedule of 14 h light and 10 h darkness. From embryonic stadium, fish 

were fed daily with dry food and weekly with living food (Artemia salina). Embryos were staged 

according to morphological criteria 23. 

Morpholino sequences. Antisense-morpholino phosphorodiamidate oligonucleotides were designed 

against following sequences (GeneTools, Philomath, USA).  

meprin α1: 5‘- AGA TGA GCA GTC TCT GTA AAA GCA T -3‘  

meprin α2:  5’- GGC TGA TTC TCC ACA TGG AGT CCA T -3’  

meprin β:  5’- AGA GAT AGG AAC AAG CAG ACG CCA T -3’.  

Each oligo was tagged with 3’ fluorescein to visualize the distribution in the injected cells. As control, 

a standard morpholino oligo targeted against a mutation in the human beta-globin pre-mRNA was 

used (5'-CCT CTT ACC TCA GTT ACA ATT TAT A-3'). 

Morpholino microinjection. Morpholino oligonucleotides were diluted with Danieu buffer to a 

concentration of 0.3 mM. (Danieu buffer: 58 mM NaCl, 0.7 mM KCl, 0.4 mM MgSO4, 0.6 mM 

Ca(NO3)2, 5 mM HEPES, pH 7.6). Zebrafish eggs were fixed in appropriate furrows on a 1.5% agarose 

plate. 4 ng of Morpholinos were then injected into the one- or two-cell stages by using a 

micromanipulator (Märzhäuser, Wetzlar, Germany) and microinjector (Transjector 5246, Eppendorf, 

Hamburg, Germany). Injected embryos were raised in 96-well-plates with embryo medium (5 mM 

NaCl, 0.17 mM KCl, 0.33 mM CaCl2, 0.33 mM MgSO4). To avoid fungal growth; 0.1% methylene blue 

was added to the medium. 

Microangiography. Embryos of the age of 2 days post fertilization (dpf) were anesthetized using 

tricaine (MS-222, 40 µg/ml, Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany). Then, TRITC (Tetramethyl 

rhodamine isothiocyanate, 20 mg/ml; Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany) was injected into the 
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circular system through the posterior cardinal vein using the microinjection system described above 
26. The injected embryos were then examined by fluorescence microscopy, using a DM IRBE 

microscope (Leica, Wetzlar, Germany). 

Tissue lysis and Western blot analysis. Homogenized adult fish were incubated in lysis buffer 

(137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 9.2 mM Na2HPO4, 1.8 mM KH2PO4, 1 % Triton X-100, pH 7.4) overnight at 

4°C. After separation from cell debris by centrifugation at 13.200xg for 5 min., the lysate was 

concentrated using Amicon centrifugal filter units with an exclusion size of 50 kDa (Millipore, 

Eschborn, Germany). For immunoblot analysis proteins were subjected to 14 % SDS-PAGE 31 under 

reducing conditions and afterwards transferred onto a polyvinylidene fluoride (PVDF)-membrane 

(Immobilon P, Millipore, Eschborn, Germany) by electro blotting (80 mA, 75 min). For blocking, the 

membrane was saturated with 3 % bovine serum albumin (BSA) for 1 h at room temperature (RT), 

incubated with the primary monoclonal anti-zebrafish VEGF-A antibody (1:200; R&D Systems, 

Wiesbaden, Germany) for 1 h and afterwards with horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse 

IgG (1:6250) for 45 min at room temperature. Between all these steps, the membrane was washed 

with TBS-T (20 mM Tris/HCl, 500 mM NaCl, 0.05 % Tween20, 0.2 % Triton-X-100) and TBS (20 mM 

Tris, 137 mM NaCl). Detection was performed using Rotilumin (Roth, Karlsruhe, Germany) following 

the manufacturer's instructions using X-ray film (Hyperfilm ECL, Amersham Pharmacia Biotech, 

Freiburg, Germany). MagicMark XP (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) was used as a molecular weight 

marker. 

VEGF-A Substrate assay. 500 ng of recombinant human VEGF-A165 (Immunotools, Friesoythe, 

Germany) was incubated with 70 nM meprin α or meprin β, respectively, for different times (1, 5, 15 

and 30 minutes) at 37°C. By western blotting, the resulting fragments were identified using an anti-

human VEGF-A antibody (1:200, VEGF(C-1) sc7269, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA). 

Recombinant human meprin α and β were expressed, purified and activated as described before 12, 

15. 

Immunofluorescence analysis. Cryosections of unfixed 4 week old zebrafish were generated with the 

cryostat HM 560 (Microm, Walldorf, Germany) and incubated with 5 % goat serum in phosphate 

buffered saline (PBS: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 9.2 mM Na2HPO4, 1.8 mM KH2PO4, pH 7.4) to block 

non-specific binding. Afterwards the samples were incubated for 2 h at 4°C with polyclonal anti-

zebrafish meprin antibodies (1:200 in 0.5 % goat serum/PBS). The polyclonal antisera from rabbit and 

guinea pig were generated against the following peptides. IgG fractions were purified by a 

sepharose-6B-column (Pineda, Berlin, Germany): 

meprin α1: NH2-CTLDPSDGFWRGPSK-CONH2 



 8

meprin α2: NH2-CHDAKVQSERFYNSEGYAY-CONH2 

meprin β: NH2-CVREYTAENPKGDLRL-CONH2 

After removal of unbound primary antibody by washing with PBS, the samples were incubated with 

Alexa 568 goat anti-rabbit IgG or Alexa 488 goat anti-guinea pig IgG fluorescent antibody, 

respectively (1:400 in 0.5 % goat serum/PBS; Invitrogen, Karlsruhe, Germany) for 90 min. Moreover, 

4.6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) was added to label the nuclei. Immunofluorescence detection 

was carried out using a DM IRBE microscope (Leica, Wetzlar, Germany) with fluorescence facility. The 

fluorescence intensity was compared on cryosections from intestine of wild type zebrafish and 

meprin α2 morphants. The software ImageJ (U. S. National Institutes of Health, Bethesda, USA) was 

used to measure and visualize the grade of intensity. 
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Figures 

Figure 1 

 

Distribution of meprin α1, α2 and β in zebrafish tissues. Immunofluorescence microscopy of 

cryosections from whole mount zebrafish, using specific peptide antibodies, revealed meprin α1 in 

the brush border cells of intestinal epithelia (Ep) (A) and epidermis (B), whereas meprin α2 was 

observed in the lamina propria mucosae (LP) only (C, D). Additionally, meprin β signals could be 

detected in the zebrafish intestine (Ep) and epidermis (Ed) (E, F respectively). To verify the efficiency 

of meprin knockdowns due to morpholino injection, we compared the fluorescence signal intensity in 

cryosections of wild type (G) and meprin α2 deficient embryos (H). Evidently, the expression of 

meprin α2 in the lamina propria (LP) of the intestine is largely decreased (G, H). (Ep: epithelium; Lu: 

lumen; LP: lamina propria; Ed: epidermis; De: dermis; scale bars: 25 µm; signal intensity was 

calculated with ImageJ V.1.41o).  
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Figure 2 

Morpholino knockdown in zebrafish embryos exhibit severe phenotypes of meprin α1, α2 and β (C-

E). Wild type (A, 60 hpf) and control fish (B, 42 hpf) did not show any defects in embryonic 

morphology and development. In meprin α1 morphants (C, 32 hpf), only slight defects like the 

dilation of pericard (red arrow) were visible, whereas meprin β morphants (D, 22 hpf) showed 

striking tissue disorganization in trunk and tail, leading to early death within 24 hpf. Embryos injected 

with morpholinos against meprin α2 (E, 42 hpf), likewise exhibited dilated pericards (red arrow), but 

also showed severe epidermal abnormalities in trunk and tail (black arrows). Statistical analyses 

visualize the frequency of morphant phenotypes (F). “n” describes the number of injected embryos. 

Morpholinos were tagged with carboxyfluorescein (green fluorescence). (Scale bars: 250 µm).  
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Figure 3 

 

The vascular system of meprin α2 knockdown embryos exhibits dramatic defects (B, C). 

Microangiography (with TRITC-Dextran) revealed a drastically reduced vascular system without any 

intersegmental blood vessels (B) in meprin α2 morphants, compared to the non-injected wild type 

zebrafish (A). Additionally, erythrocytes accumulated in the ventral caudal tail region (C), possibly as 

a consequence of this sprouting failure. (PCeV: Posterior cerebral vein; ISV: intersegmental vessels; 

DLAV: dorsal longitudinal anastomotic vessel; CA: caudal artery; DA: dorsal aorta CV: caudal vein; 

PCV: posterior cardinal vein; L: liver; H: heart) (Scale bar: 250 µm).  
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Figure 4 

 

Human meprin α and β are capable of processing VEGF-A specifically. The cleavage of VEGF-A165 

(CON, 24 kDa) by recombinant meprin α and β (each 70 nM) for 1 to 30 min resulted in two 

fragments of different molecular weight (19.6 kDa in case of meprin α, 20.5 kDa by meprin β), 

visualized by western blot analysis. In wild type zebrafish whole lysates (FL), VEGF-A could be 

detected using specific antibodies indicating a fragment similar to that produced by meprin 

processing.  
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iv Anhang 

8.4 SEQUENZ VON MEPRIN α1  AUS DANIO RERIO  
       1 M  L  L  Q  R  L  L  I  F  A  V  L  A  A  V  L  H  A  V  P  L  S  S  R  V  H  E  V  E  D   
       1 atgcttttacagagactgctcatcttcgcagtgctggctgcagtacttcatgctgttccactttcaagtcgtgttcatgaggttgaagat 
       1 tacgaaaatgtctctgacgagtagaagcgtcacgaccgacgtcatgaagtacgacaaggtgaaagttcagcacaagtactccaacttcta 
      31 E  P  N  F  N  P  F  I  N  L  G  A  K  T  R  L  I  E  G  D  I  A  L  P  P  G  R  I  G  L   
      91 gaacccaattttaaccctttcatcaatcttggagcaaaaacccggctgattgagggagacatagccttacctccaggtcgaattggtctt 
      91 cttgggttaaaattgggaaagtagttagaacctcgtttttgggccgactaactccctctgtatcggaatggaggtccagcttaaccagaa 
      61 I  N  T  T  Y  R  W  K  F  P  I  P  Y  I  L  S  D  S  L  D  L  N  A  K  G  A  I  Y  Q  A   
     181 atcaacacaacatacagatggaagttccctattccttacattctgtctgacagtctggaccttaacgcaaaaggtgcaatctatcaggca 
     181 tagttgtgttgtatgtctaccttcaagggataaggaatgtaagacagactgtcagacctggaattgcgttttccacgttagatagtccgt 
      91 F  E  V  Y  R  L  K  S  C  V  D  F  K  P  Y  E  G  E  K  T  Y  I  K  F  E  K  G  D  G  C   
     271 tttgaagtgtaccgtctaaagtcatgtgttgatttcaaaccctatgagggagagaagacatacatcaaatttgagaaaggagatgggtgt 
     271 aaacttcacatggcagatttcagtacacaactaaagtttgggatactccctctcttctgtatgtagtttaaactctttcctctacccaca 
     121 W  S  F  V  G  D  Q  Q  N  G  Q  V  L  S  L  G  P  G  C  D  H  K  A  V  I  E  H  E  L  L   
     361 tggtcttttgttggagatcaacagaacggacaagttctttctctggggcccggctgtgatcataaggctgtgattgagcatgaactgctg 
     361 accagaaaacaacctctagttgtcttgcctgttcaagaaagagaccccgggccgacactagtattccgacactaactcgtacttgacgac 
     151 H  A  L  G  F  Y  H  M  Q  S  R  Q  D  R  D  D  Y  V  K  I  W  L  D  Q  V  I  E  G  L  E   
     451 cacgccttgggcttttaccacatgcagtctcgccaggaccgagacgactatgtgaagatctggcttgatcaggtcattgaaggcttggag 
     451 gtgcggaacccgaaaatggtgtacgtcagagcggtcctggctctgctgatacacttctagaccgaactagtccagtaacttccgaacctc 
     181 H  N  F  N  K  Y  D  D  S  F  V  T  D  L  N  T  P  Y  D  Y  E  S  V  M  H  Y  R  P  F  A   
     541 cataattttaacaaatatgatgacagttttgtcacagacctaaacacaccatatgactacgagtctgttatgcattatcgtccatttgct 
     541 gtattaaaattgtttatactactgtcaaaacagtgtctggatttgtgtggtatactgatgctcagacaatacgtaatagcaggtaaacga 
     211 F  N  K  D  P  S  I  P  T  I  T  T  N  I  P  E  F  Y  K  I  I  G  Q  Y  L  D  F  S  E  M   
     631 ttcaacaaagacccctctattcctactattaccaccaacatcccagagttctacaaaatcatcggacaatacctggacttcagtgagatg 
     631 aagttgtttctggggagataaggatgataatggtggttgtagggtctcaagatgttttagtagcctgttatggacctgaagtcactctac 
     241 D  I  V  R  L  N  R  M  Y  N  C  S  S  S  L  T  L  L  D  Q  C  A  F  E  K  I  N  I  C  G   
     721 gatattgtcagactgaatcgaatgtacaactgctcctcttctcttaccctgctggaccagtgtgcttttgaaaagatcaacatctgtggg 
     721 ctataacagtctgacttagcttacatgttgacgaggagaagagaatgggacgacctggtcacacgaaaacttttctagttgtagacaccc 
     271 M  V  Q  S  S  T  D  D  G  D  W  V  H  L  K  S  S  E  D  H  T  L  S  G  Q  C  R  D  L  G   
     811 atggtacagagttcgactgatgatggcgattgggtccatcttaagagctctgaggatcatactctcagcggacaatgcagagatttagga 
     811 taccatgtctcaagctgactactaccgctaacccaggtagaattctcgagactcctagtatgagagtcgcctgttacgtctctaaatcct 
     301 Y  T  M  H  F  D  T  S  S  G  Q  A  E  R  S  A  L  I  E  S  R  I  L  Y  P  K  R  K  L  Q   
     901 tatactatgcactttgacacgtccagtggacaggcagagagatctgctctaatcgagtcccgcatcctatatccaaaaaggaagctgcag 
     901 atatgatacgtgaaactgtgcaggtcacctgtccgtctctctagacgagattagctcagggcgtaggatataggtttttccttcgacgtc 
     331 C  L  Q  F  F  Y  K  M  T  G  S  A  K  D  R  L  V  I  W  A  R  M  D  D  G  T  G  E  V  R   
     991 tgcctacagtttttctacaaaatgacggggagtgcaaaggacaggctagtgatttgggccaggatggatgatggaacgggagaagtgcgt 
     991 acggatgtcaaaaagatgttttactgcccctcacgtttcctgtccgatcactaaacccggtcctacctactaccttgccctcttcacgca 
     361 K  L  K  K  L  Q  T  I  W  A  D  E  D  K  T  W  K  I  A  H  V  P  M  Q  V  G  A  K  F  R   
    1081 aaattaaagaaactgcaaacaatctgggctgatgaagacaaaacatggaagattgcccatgtgccgatgcaagttggggcaaaattccgc 
    1081 tttaatttctttgacgtttgttagacccgactacttctgttttgtaccttctaacgggtacacggctacgttcaaccccgttttaaggcg 
     391 Y  A  F  Q  A  V  K  G  D  S  S  S  S  G  G  G  I  F  I  D  D  I  S  L  T  E  T  H  C  P   
    1171 tatgcattccaagcagtgaaaggtgattcgagcagctctggaggaggtatattcatagatgacatcagcctaacagagacacactgtcca 
    1171 atacgtaaggttcgtcactttccactaagctcgtcgagacctcctccatataagtatctactgtagtcggattgtctctgtgtgacaggt 
     421 A  A  V  W  R  I  Q  N  F  S  S  I  L  E  K  A  D  Y  S  T  V  L  N  S  P  R  F  Y  S  P   
    1261 gccgctgtctggcgcatccaaaacttctccagtatccttgaaaaggcagactacagcactgtgctgaacagccctcgtttctacagccct 
    1261 cggcgacagaccgcgtaggttttgaagaggtcataggaacttttccgtctgatgtcgtgacacgacttgtcgggagcaaagatgtcggga 
     451 E  G  Y  G  F  G  I  Q  V  I  P  L  S  G  Y  S  D  Y  A  G  N  Y  T  G  L  Y  F  H  L  I   
    1351 gagggttatggttttgggattcaagtgattccactgtctggctattctgattatgctggtaactacactggtctgtacttccatttgatc 
    1351 ctcccaataccaaaaccctaagttcactaaggtgacagaccgataagactaatacgaccattgatgtgaccagacatgaaggtaaactag 
     481 S  G  D  N  D  I  V  M  Q  W  P  A  V  N  R  Q  A  T  I  V  V  M  D  Q  D  P  D  I  R  L   
    1441 agtggtgacaatgacattgtgatgcagtggcctgctgtgaaccgccaggccactatagtggtgatggaccaagatccggatattaggttg 
    1441 tcaccactgttactgtaacactacgtcaccggacgacacttggcggtccggtgatatcaccactacctggttctaggcctataatccaac 
     511 R  M  S  S  A  R  S  L  T  T  D  L  S  K  G  N  G  E  Q  L  L  W  D  N  P  K  K  V  G  T   
    1531 aggatgtcttctgctcgtagcctcaccactgacctgagcaaaggaaatggagaacaactattgtgggacaatccaaaaaaggttgggacc 
    1531 tcctacagaagacgagcatcggagtggtgactggactcgtttcctttacctcttgttgataacaccctgttaggttttttccaaccctgg 
     541 L  D  P  S  D  G  F  W  R  G  P  S  K  G  W  N  T  F  I  K  H  Y  D  L  H  R  R  N  Y  L   
    1621 cttgacccaagcgatggtttttggcgaggaccatcaaagggatggaatactttcataaagcactacgatttacacagacgaaattacctg 
    1621 gaactgggttcgctaccaaaaaccgctcctggtagtttccctaccttatgaaagtatttcgtgatgctaaatgtgtctgctttaatggac 
     571 K  N  D  D  L  I  I  F  V  D  F  E  D  L  T  S  L  I  K  S  E  V  P  T  A  P  K  V  *     
    1711 aaaaatgatgacctcatcatctttgttgactttgaagacttaacaagcctgataaagagtgaggttccgactgccccaaaggtttga 
    1711 tttttactactggagtagtagaaacaactgaaacttctgaattgttcggactatttctcactccaaggctgacggggtttccaaact 
 
 
 

Abbildung 12: cDNA-Sequenz von Meprin α1 aus dem Zebrabärbling (Q5RHM1) mit komplementärem 
Strang und Aminosäuresequenz. Sequenzbereiche, die für Primerbindungsstellen herangezogen wur-
den, sind gelb (forward) bzw. rot (reverse) unterlegt. 

  



 

 
 

v Anhang 

8.5 SEQUENZ VON MEPRIN α2  AUS DANIO RERIO  
       1 M  W  R  I  S  L  F  F  V  L  L  A  L  K  A  C  A  L  P  A  Q  Y  G  E  D  A  D  A  G  E   
       1 atgtggagaatcagcctcttctttgtacttctagcgctcaaggcatgtgcccttccagcacaatatggcgaagatgcagatgcaggtgaa 
       1 tacacctcttagtcggagaagaaacatgaagatcgcgagttccgtacacgggaaggtcgtgttataccgcttctacgtctacgtccactt 
      31 L  R  E  D  I  L  E  I  N  L  D  S  Q  R  E  L  F  E  G  D  I  A  G  D  P  R  R  N  A  I   
      91 ttacgggaggacattcttgaaattaatttagattcccaaagagaattgtttgaaggagatattgcaggtgatccacgaagaaatgcaata 
      91 aatgccctcctgtaagaactttaattaaatctaagggtttctcttaacaaacttcctctataacgtccactaggtgcttctttacgttat 
      61 I  D  E  K  A  R  W  Q  F  P  I  P  Y  I  L  T  D  T  L  D  L  N  A  K  G  V  I  L  Q  A   
     181 atagatgaaaaagcaagatggcagtttcccattccatatatactcacagacacattggatctgaatgcaaaaggagtgatccttcaagca 
     181 tatctactttttcgttctaccgtcaaagggtaaggtatatatgagtgtctgtgtaacctagacttacgttttcctcactaggaagttcgt 
      91 L  E  M  Y  R  L  K  S  C  V  D  F  K  P  Y  E  G  E  S  T  Y  I  S  F  T  K  L  D  G  C   
     271 cttgaaatgtatcgtctgaagtcttgtgtggactttaagccctatgaaggagaaagcacctacatttctttcacaaaactggatggatgt 
     271 gaactttacatagcagacttcagaacacacctgaaattcgggatacttcctctttcgtggatgtaaagaaagtgttttgacctacctaca 
     121 W  S  F  V  G  D  L  K  T  G  Q  N  V  S  I  G  E  R  C  D  T  K  A  I  V  E  H  E  L  L   
     361 tggtcatttgtaggagatttaaagacaggccagaacgtctccatcggggagagatgtgacactaaagccattgtagaacatgagcttctc 
     361 accagtaaacatcctctaaatttctgtccggtcttgcagaggtagcccctctctacactgtgatttcggtaacatcttgtactcgaagag 
     151 H  A  L  G  F  Y  H  E  Q  S  R  S  D  R  D  D  Y  V  K  I  W  W  D  Q  I  I  E  G  K  E   
     451 catgcactgggtttctatcatgagcaatcccgctcagaccgggacgactatgtcaaaatctggtgggatcaaatcattgaaggaaaggag 
     451 gtacgtgacccaaagatagtactcgttagggcgagtctggccctgctgatacagttttagaccaccctagtttagtaacttcctttcctc 
     181 H  N  F  N  K  Y  E  D  D  F  I  T  D  L  N  T  P  Y  D  Y  E  S  I  M  H  Y  R  P  L  S   
     541 cacaattttaataagtacgaggatgattttatcactgatttgaacacaccctatgattatgagtccatcatgcactacaggcctctgtcg 
     541 gtgttaaaattattcatgctcctactaaaatagtgactaaacttgtgtgggatactaatactcaggtagtacgtgatgtccggagacagc 
     211 F  N  K  D  P  D  I  P  T  I  T  T  T  I  P  A  F  N  N  I  I  G  Q  R  L  D  F  S  A  L   
     631 ttcaacaaggatcctgatattcctactataaccaccaccatccctgccttcaacaacatcataggacagcgcttagacttcagtgcactt 
     631 aagttgttcctaggactataaggatgatattggtggtggtagggacggaagttgttgtagtatcctgtcgcgaatctgaagtcacgtgaa 
     241 D  L  E  R  L  N  R  M  Y  E  C  T  A  T  H  T  L  L  D  Q  C  A  F  E  Q  I  N  I  C  G   
     721 gatctggagagactcaatcgcatgtatgaatgcactgcaacccacactctgctggatcagtgtgcctttgagcagatcaacatttgtgga 
     721 ctagacctctctgagttagcgtacatacttacgtgacgttgggtgtgagacgacctagtcacacggaaactcgtctagttgtaaacacct 
     271 M  I  Q  N  D  E  D  D  A  D  W  V  Q  T  L  S  S  T  D  L  K  D  H  T  L  G  G  Q  C  R   
     811 atgattcagaatgatgaggatgatgctgactgggtccagactttgagctctacagatttaaaggatcacacacttggaggacaatgcaga 
     811 tactaagtcttactactcctactacgactgacccaggtctgaaactcgagatgtctaaatttcctagtgtgtgaacctcctgttacgtct 
     301 D  S  G  Y  F  M  K  F  D  T  D  N  K  T  E  G  H  S  A  L  L  E  S  R  I  L  Y  P  K  R   
     901 gattcaggttatttcatgaagtttgacaccgataacaagaccgagggacacagtgctttgctggagtcacggattctttaccccaagagg 
     901 ctaagtccaataaagtacttcaaactgtggctattgttctggctccctgtgtcacgaaacgacctcagtgcctaagaaatggggttctcc 
     331 N  Q  Q  C  L  E  F  F  Y  R  M  S  G  E  P  G  D  K  L  I  I  W  V  R  T  D  D  G  T  G   
     991 aaccagcagtgccttgagttcttctacaggatgagtggagagccaggcgacaagctcatcatctgggtcagaactgacgatggaactggc 
     991 ttggtcgtcacggaactcaagaagatgtcctactcacctctcggtccgctgttcgagtagtagacccagtcttgactgctaccttgaccg 
     361 N  V  N  K  V  R  K  V  H  T  I  T  G  H  G  D  N  S  W  N  I  A  Q  V  T  L  N  V  K  E   
    1081 aatgtgaacaaagtcaggaaagttcacacaatcacaggtcatggggataactcttggaacattgcacaagtcactctaaatgttaaggaa 
    1081 ttacacttgtttcagtcctttcaagtgtgttagtgtccagtacccctattgagaaccttgtaacgtgttcagtgagatttacaattcctt 
     391 K  F  R  Y  F  F  Q  G  I  V  G  P  N  K  T  S  G  I  F  I  D  D  I  I  L  T  E  T  S  C   
    1171 aaattccggtacttcttccagggtattgtgggccccaacaaaacatcagggatctttatagatgacattattctgactgaaacatcatgt 
    1171 tttaaggccatgaagaaggtcccataacacccggggttgttttgtagtccctagaaatatctactgtaataagactgactttgtagtaca 
     421 P  N  T  V  W  R  I  Q  N  F  T  N  L  L  N  T  L  P  H  D  A  K  V  Q  S  E  R  F  Y  N   
    1261 ccaaacactgtctggaggatccagaactttaccaacctcctcaatactctcccacatgatgccaaagttcagagtgaacgtttttacaac 
    1261 ggtttgtgacagacctcctaggtcttgaaatggttggaggagttatgagagggtgtactacggtttcaagtctcacttgcaaaaatgttg 
     451 S  E  G  Y  A  Y  G  I  N  V  Y  P  N  G  R  V  N  S  S  K  E  F  V  G  I  T  F  N  L  F   
    1351 tctgagggttacgcttatggaattaatgtttatccaaatggcagggtgaattcatctaaagagtttgtagggattacgtttaatcttttc 
    1351 agactcccaatgcgaataccttaattacaaataggtttaccgtcccacttaagtagatttctcaaacatccctaatgcaaattagaaaag 
     481 G  G  E  N  D  A  V  L  E  W  P  A  V  N  R  Q  V  T  V  T  A  K  D  Q  N  P  D  A  T  L   
    1441 ggtggtgagaatgatgcagtattagaatggcctgcggtgaatcggcaagtcactgttacagcaaaggaccaaaatccagatgcaaccctg 
    1441 ccaccactcttactacgtcataatcttaccggacgccacttagccgttcagtgacaatgtcgtttcctggttttaggtctacgttgggac 
     511 Q  M  S  N  S  R  S  F  T  T  D  A  D  M  R  W  N  K  P  S  T  F  E  Q  W  D  D  S  C  L   
    1531 caaatgtccaacagcagaagctttaccactgatgctgacatgcggtggaataaaccatctacatttgaacaatgggatgatagttgcctt 
    1531 gtttacaggttgtcgtcttcgaaatggtgactacgactgtacgccaccttatttggtagatgtaaacttgttaccctactatcaacggaa 
     541 C  F  R  G  P  E  F  G  W  G  T  F  I  S  H  D  Q  L  R  R  R  D  F  L  K  N  D  D  L  I   
    1621 tgcttcagaggaccagagtttggctggggtaccttcatatctcacgatcagctccgcaggagagactttctcaagaacgacgacctgatc 
    1621 acgaagtctcctggtctcaaaccgaccccatggaagtatagagtgctagtcgaggcgtcctctctgaaagagttcttgctgctggactag 
     571 I  T  I  N  F  D  D  L  A  H  L  V  K  S  E  V  P  T  K  V  S  N  N  P  Q  P  A  E  K  N   
    1711 atcactattaattttgatgatttggcacatcttgtaaaatctgaagttccaaccaaagtctcaaacaacccccagcctgcagaaaaaaac 
    1711 tagtgataattaaaactactaaaccgtgtagaacattttagacttcaaggttggtttcagagtttgttgggggtcggacgtctttttttg 
     601 I  E  K  P  K  I  R  Q  P  R  A  I  S  D  L  C  Q  P  N  P  C  Q  N  G  G  A  C  V  T  H   
    1801 attgagaaaccaaaaatccgacaaccacgagcaatcagtgatctgtgtcaaccaaacccctgccaaaatggaggagcgtgtgtcacacat 
    1801 taactctttggtttttaggctgttggtgctcgttagtcactagacacagttggtttggggacggttttacctcctcgcacacagtgtgta 
     631 Q  G  K  A  T  C  R  C  A  S  G  Q  A  V  V  Y  T  G  D  T  C  E  K  Q  H  I  D  G  G  I   
    1891 caggggaaagcaacatgcaggtgtgcctctggacaggctgttgtgtacacaggagacacttgtgagaaacaacacattgacggaggaatt 
    1891 gtcccctttcgttgtacgtccacacggagacctgtccgacaacacatgtgtcctctgtgaacactctttgttgtgtaactgcctccttaa 
     661 M  G  V  L  I  G  G  A  V  G  T  V  A  L  T  V  A  I  I  A  V  I  Y  R  Q  K  *   
    1981 atgggagttttgattgggggtgctgttggaactgtagcacttactgttgctatcattgcagtgatctacaggcagaagtaa 
    1981 taccctcaaaactaacccccacgacaaccttgacatcgtgaatgacaacgatagtaacgtcactagatgtccgtcttcatt 
 
 

Abbildung 13: cDNA-Sequenz von Meprin α2 aus dem Zebrabärbling (B3DKP9) mit komplementärem 
Strang und Aminosäuresequenz. Sequenzbereiche, die für Primerbindungsstellen herangezogen wur-
den, sind gelb (forward) bzw. rot (reverse) unterlegt.  
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8.6 SEQUENZ VON MEPRIN β AUS DANIO RERIO  
       1 M  A  S  A  C  S  Y  L  F  L  S  V  C  V  T  V  L  C  L  P  T  S  S  V  T  G  D  T  E  I   
       1 atggcgtctgcttgttcctatctttttctgtccgtttgtgttacagtcctgtgtttgccaacatcttcagtaacaggcgatacagagatt 
       1 taccgcagacgaacaaggatagaaaaagacaggcaaacacaatgtcaggacacaaacggttgtagaagtcattgtccgctatgtctctaa 
      31 D  V  D  H  G  T  D  L  D  I  F  E  I  N  E  V  A  G  L  D  L  V  E  G  D  I  L  I  E  E   
      91 gacgtagatcatggaacagatctggatatttttgaaataaatgaagtggcaggacttgatctggtggaaggagacattctgatcgaggag 
      91 ctgcatctagtaccttgtctagacctataaaaactttatttacttcaccgtcctgaactagaccaccttcctctgtaagactagctcctc 
      61 G  E  S  R  N  T  I  L  G  E  Q  Y  R  W  P  T  T  V  P  Y  F  L  D  N  S  L  E  I  N  A   
     181 ggtgaaagcagaaacactattctgggtgaacagtatcgctggcctaccactgtgccgtacttcttagacaacagccttgaaatcaatgcc 
     181 ccactttcgtctttgtgataagacccacttgtcatagcgaccggatggtgacacggcatgaagaatctgttgtcggaactttagttacgg 
      91 K  G  V  I  L  K  A  F  E  Q  Y  R  L  K  T  C  I  D  F  K  P  W  N  G  E  S  N  Y  I  F   
     271 aaaggtgtgatactgaaagcattcgagcaatacagattgaagacgtgcattgactttaaaccttggaatggagaatcaaactatattttc 
     271 tttccacactatgactttcgtaagctcgttatgtctaacttctgcacgtaactgaaatttggaaccttacctcttagtttgatataaaag 
     121 V  F  K  G  S  G  C  Y  S  K  V  G  N  R  Q  M  G  K  Q  E  L  S  I  G  S  N  C  D  S  L   
     361 gtgttcaaaggcagcggatgttactcaaaggtgggcaatcggcaaatgggcaaacaggagttgtctatcggttcaaactgtgacagcttg 
     361 cacaagtttccgtcgcctacaatgagtttccacccgttagccgtttacccgtttgtcctcaacagatagccaagtttgacactgtcgaac 
     151 G  T  V  E  H  E  F  L  H  A  L  G  L  W  H  E  Q  S  R  S  D  R  D  D  Y  V  I  I  V  W   
     451 ggaacagtagagcatgagttcctgcatgcgctgggtctctggcatgagcagtccagatctgacagagatgactacgtcattattgtgtgg 
     451 ccttgtcatctcgtactcaaggacgtacgcgacccagagaccgtactcgtcaggtctagactgtctctactgatgcagtaataacacacc 
     181 D  Q  I  Q  D  G  K  E  H  N  F  N  L  Y  D  E  T  Q  S  S  S  L  G  V  P  Y  D  Y  S  S   
     541 gaccagattcaagatggtaaagaacacaacttcaatctatatgacgaaacgcagtcgagctcactcggtgtgccgtatgattatagctca 
     541 ctggtctaagttctaccatttcttgtgttgaagttagatatactgctttgcgtcagctcgagtgagccacacggcatactaatatcgagt 
     211 V  M  H  Y  S  K  T  S  F  N  K  G  S  E  P  T  I  V  T  K  I  P  E  F  L  N  V  I  G  Q   
     631 gtcatgcactacagcaaaacatccttcaacaaaggctcagaaccaaccattgtaaccaaaatacccgaattcttgaatgtgatcggtcag 
     631 cagtacgtgatgtcgttttgtaggaagttgtttccgagtcttggttggtaacattggttttatgggcttaagaacttacactagccagtc 
     241 R  M  E  F  S  D  N  D  L  L  K  L  N  R  L  Y  N  C  T  T  S  S  T  F  L  D  S  C  H  F   
     721 cgcatggagttcagtgacaatgatttgctcaagctgaacagattatacaactgcactacatcctcaacttttctggactcttgccacttt 
     721 gcgtacctcaagtcactgttactaaacgagttcgacttgtctaatatgttgacgtgatgtaggagttgaaaagacctgagaacggtgaaa 
     271 E  E  P  N  I  C  G  M  I  Q  G  D  G  G  N  A  K  W  A  R  V  Q  T  V  E  G  G  P  K  T   
     811 gaggagccgaacatctgtggtatgattcagggtgatggtggaaacgctaaatgggctcgtgtacagacagtagagggtggtccaaagaca 
     811 ctcctcggcttgtagacaccatactaagtcccactaccacctttgcgatttacccgagcacatgtctgtcatctcccaccaggtttctgt 
     301 D  Y  T  N  L  G  Q  C  Q  G  V  G  F  F  M  H  F  S  T  A  T  G  A  Q  G  D  K  A  H  L   
     901 gactacaccaatctgggacagtgtcaaggcgttggattcttcatgcacttcagcacagccacgggagcccaaggagacaaggcccacctt 
     901 ctgatgtggttagaccctgtcacagttccgcaacctaagaagtacgtgaagtcgtgtcggtgccctcgggttcctctgttccgggtggaa 
     331 E  S  R  L  F  Y  P  N  R  R  S  Q  C  L  Q  F  Y  H  Y  N  S  G  G  T  D  D  Q  L  N  I   
     991 gaaagtcgactcttttaccccaatagacgttcccagtgcctgcagttctatcattataacagtgggggcactgatgaccagctaaacatc 
     991 ctttcagctgagaaaatggggttatctgcaagggtcacggacgtcaagatagtaatattgtcacccccgtgactactggtcgatttgtag 
     361 W  V  R  E  Y  T  A  E  N  P  K  G  D  L  R  L  I  Q  Q  I  S  G  G  L  K  D  S  W  E  L   
    1081 tgggtgcgagaatacactgctgaaaaccccaaaggagatctgagactcattcagcagatcagtggtggcctcaaagactcttgggaactg 
    1081 acccacgctcttatgtgacgacttttggggtttcctctagactctgagtaagtcgtctagtcaccaccggagtttctgagaacccttgac 
     391 Y  H  V  T  L  D  V  S  S  K  F  R  V  V  F  E  G  V  K  G  R  D  T  S  K  G  G  L  S  L   
    1171 taccacgtgacgctagatgtctctagtaaattcagagtggtgtttgaaggagttaaaggaagagacacctcaaagggtggtctgtctctg 
    1171 atggtgcactgcgatctacagagatcatttaagtctcaccacaaacttcctcaatttccttctctgtggagtttcccaccagacagagac 
     421 D  D  I  N  L  S  E  T  Q  C  P  Q  H  T  W  R  I  R  D  F  T  K  L  L  A  T  T  A  P  G   
    1261 gatgatatcaacctctccgagacccagtgtcctcaacacacctggcgtattcgggattttaccaaactacttgctacaacagctcccggc 
    1261 ctactatagttggagaggctctgggtcacaggagttgtgtggaccgcataagccctaaaatggtttgatgaacgatgttgtcgagggccg 
     451 S  K  I  Y  S  P  R  L  L  S  P  D  G  Y  S  F  Q  I  G  L  Y  I  N  G  L  K  D  S  P  D   
    1351 tccaaaatctacagccctcgcctgctgtccccagatggttactcatttcagattggcttgtacattaatggcttgaaagacagcccagat 
    1351 aggttttagatgtcgggagcggacgacaggggtctaccaatgagtaaagtctaaccgaacatgtaattaccgaactttctgtcgggtcta 
     481 K  M  A  I  Y  L  H  L  T  S  G  P  H  D  D  N  L  Q  W  P  C  P  W  R  Q  A  S  M  E  M   
    1441 aaaatggcaatctacctgcacttgacctctgggcctcatgatgataatctccagtggccttgtccatggcggcaggcttcaatggagatg 
    1441 ttttaccgttagatggacgtgaactggagacccggagtactactattagaggtcaccggaacaggtaccgccgtccgaagttacctctac 
     511 M  D  Q  N  P  D  I  Q  R  R  M  N  N  I  R  M  I  T  T  D  P  D  K  T  S  T  D  S  S  G   
    1531 atggaccagaacccagacatccaacgccgcatgaacaacataaggatgattactactgatccagacaagacctccactgactccagtgga 
    1531 tacctggtcttgggtctgtaggttgcggcgtacttgttgtattcctactaatgatgactaggtctgttctggaggtgactgaggtcacct 
     541 N  V  E  Y  F  W  D  D  P  R  K  V  G  S  Q  V  T  D  T  D  G  S  T  F  Y  R  G  S  G  Y   
    1621 aatgtggagtatttctgggatgatcctcgaaaagtgggcagtcaagtcactgacacagacggcagtacattctaccggggatcaggttat 
    1621 ttacacctcataaagaccctactaggagcttttcacccgtcagttcagtgactgtgtctgccgtcatgtaagatggcccctagtccaata 
     571 G  T  S  S  F  I  T  H  D  R  L  K  S  R  G  F  I  K  G  D  D  V  I  F  L  L  S  L  E  D   
    1711 gggacgagcagtttcatcacacatgaccgtctgaagagccgaggcttcatcaaaggagatgatgtcatcttcctcctctccctcgaagac 
    1711 ccctgctcgtcaaagtagtgtgtactggcagacttctcggctccgaagtagtttcctctactacagtagaaggaggagagggagcttctg 
     601 V  T  G  L  L  E  Q  Q  A  R  E  F  Q  S  P  E  F  V  D  L  R  L  E  M  Q  E  S  I  G  S   
    1801 gtaactggactactggagcaacaggcaagagagtttcagagcccagaatttgtagatctgcgtttggagatgcaggagtccatcggaagc 
    1801 cattgacctgatgacctcgttgtccgttctctcaaagtctcgggtcttaaacatctagacgcaaacctctacgtcctcaggtagccttcg 
     631 S  T  A  T  V  A  I  S  V  F  V  A  A  A  M  F  L  G  I  V  V  S  A  M  I  Y  V  Q  R  R   
    1891 tcaacagcaacagtggcgataagtgtgtttgtggcggctgccatgttcctgggtattgtcgtgagcgcaatgatctatgtgcaaaggcga 
    1891 agttgtcgttgtcaccgctattcacacaaacaccgccgacggtacaaggacccataacagcactcgcgttactagatacacgtttccgct 
     661 R  R  R  Q  E  R  D  T  E  M  E  P  E  R  T  D  G  *   
    1981 cgacgacgacaagagagagacacagagatggagccagagaggacagatggctaa 
    1981 gctgctgctgttctctctctgtgtctctacctcggtctctcctgtctaccgatt 
 
 

Abbildung 14: cDNA-Sequenz von Meprin β aus dem Zebrabärbling (Q08CC4) mit komplementärem 
Strang und Aminosäuresequenz. Sequenzbereiche, die für Primerbindungsstellen herangezogen wur-
den, sind gelb (forward) bzw. rot (reverse) unterlegt.  
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8.7 VERWENDETE VEKTOREN  
 

 
Abbildung 15: pGEM®-T Vektor (Promega, Mannheim). Der Vek-
tor entählt eine Ampicillin-Resistenzgen zur Selektion, sowie ein 
lacZ-Gen, in dem sich eine multiple cloning site  (MCS) zur Inser-
tion der gewünschten Fremd-DNA befindet. 

  

 

 
Abbildung 16: Der Expressionsvektor pFastBac™1 
aus dem Baculovirus-Expressionssystem 
(Invitrogen, Karlsruhe). Der Vektor trägt unter an-
derem ein Gentamycin- und ein Ampicillin-
Resistenzgen. Durch den Polyhedrin-Promotor (PPH) 
lässt sich die Insertregion regulieren. 
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8.8 PLASMIDKARTE VON PFASTBAC™  MIT MEPRIN α1  
 

 

 
Abbildung 17: Expressionsvektor pFastBac™1 mit einge-
fügter Danio-Meprin α1-Sequenz. Bereits im Vektor vor-
handen war ein Stück des humanen Meprin α-Gens mit 
Strep-tag  und Propeptid-Sequenz (grün). Der Vektor trägt 
unter anderem ein Gentamycin- (blauer Pfeil) und ein 
Ampicillin-Resistenzgen (gelber Pfeil). Durch den 
Polyhedrin-Promotor (roter Pfeil) lässt sich die Insertregion 
regulieren. 
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8.9 PLASMIDKARTE VON PFASTBAC™  MIT MEPRIN α2  
 

 
Abbildung 18: Expressionsvektor pFastBac™1 mit eingefüg-
ter Danio-Meprin α2-Sequenz. Bereits im Vektor vorhanden 
war ein Teil des humanen Meprin β/α- tailswitch-Konstruktes 
mit His-tag und Propeptid-Sequenz (grün). Der Vektor trägt 
unter anderem ein Gentamycin- (blauer Pfeil) und ein 
Ampicillin-Resistenzgen (gelber Pfeil). Durch den Polyhedrin-
Promotor (roter Pfeil) lässt sich die Insertregion regulieren. 
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8.10 PLASMIDKARTE VON PFASTBAC™  MIT MEPRIN β  
 

 
Abbildung 19: Expressionsvektor pFastBac™1 mit eingefüg-
ter Danio-Meprin β-Sequenz. Durch Primer wurde bereits bei 
der Amplifikation der cDNA ein Strep-tag (grün) eingefügt. 
Der Vektor trägt unter anderem ein Gentamycin- (blauer 
Pfeil) und ein Ampicillin-Resistenzgen (gelber Pfeil). Durch 
den Polyhedrin-Promotor (roter Pfeil) lässt sich die 
Insertregion regulieren. 
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8.11 ACCESSION NUMBERS  DER IN DER ARBEIT BESCHRIEBENEN PROTEINE  
 

Tabelle 10: Accession numbers aus der UniPROT / 
TrEMBL-Datenbank (www.uniprot.org).  

Accession 
number 

Protein Organismus 

Q5RHM1 Meprin α1 Danio rerio 

B3DKP9 Meprin α2 Danio rerio 

Q08CC4 Meprin β Danio rerio 

Q16819 Meprin α Homo sapiens 

Q16820 Meprin β Homo sapiens 

P28825 Meprin α Mus musculus 

Q61847 Meprin β Mus musculus 

P28826 Meprin α Rattus norvegicus 

Q64230 Meprin β Rattus norvegicus 

O73682 VEGF-A Danio rerio 

P15692 VEGF-A Homo sapiens 
 

  

http://www.uniprot.org)
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8.12 ABKÜRZUNGEN  
Tabelle 11: Verwendete Abkürzungen. 

Abkürzung Bedeutung 

BamHI Restriktionsenzym aus Bacillus amyloliquefaciens 

BSA Bovine serum albumine 

CAP capping-sequenz 

CD Crohn's disease, (siehe auch MC) 

cDNA complementary DNA 

CDS coding sequence 

DEPC Diethylen-Pyrocarbonat 

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat 

EcoRI Restriktionsenzym aus Escherichia coli 

His-tag Markierung durch Penta-Histidin 

hpf hours post fertilization 

IBD inflammatory bowel disease 

IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 

lacZ Gen zur Codierung der β-Galactosidase 

LB lysogeny broth 

MC Morbus Crohn, (siehe auch CD) 

MCS multiple cloning site 

MO Morpholino 

mRNA messenger RNA 

NcoI Restriktionsenzym aus Nocardia corallina 

Ni-NTA Nickel-Nitrilotriessigsäure 

RPTPµ receptor protein tyrosine phosphatase µ 

SOB Salt-Optimized Broth 

SOC Salt-Optimized + Carbon 

SpeI Restriktionsenzym aus Sphaerotilus sp. 

Strep-tag Markierung durch Streptavidin 

tag engl.: Markierung 

Taq Thermus aquaticus 

TRITC Tetramethylrhodamin-Isothiocyanat 

UC ulcerative colitis 

UTR untranslated region 

VEGF vascular endothelial growth factor 

X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-β-D-galactopyranosid 
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