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1 Einleitung

1.1 Globine - Evolution, Struktur und Funktion

Die urspringlich nahezu sauerstofffreie und stark reduzierend wirkende
Erdatmosphare bot zweifelsohne eine der wichtigsten Voraussetzungen fur die
effiziente Synthese erster Biomolekile auf der Erdoberfliche (Miller, 1953).
Molekularer Sauerstoff (O,) wirkt insbesondere in Form seiner atomaren Radikale stark
oxidierend auf organische Verbindungen und hatte somit eine spontane Entstehung
von Leben verhindert. Erst das Aufkommen der ersten photosynthetisch aktiven
Organismen vor ca. 3,5 Milliarden Jahren fiihrte zum Anstieg des atmospharischen O,-
Gehaltes. Diese primitiven CO.-fixierenden Cyanobakterien (blaugriine Algen)
entzogen das Kohlendioxid aus der Erdatmosphare unter Bildung von molekularem
Sauerstoff aus Wasser. Der produzierte Sauerstoff reicherte sich zunachst in Form von
Metalloxiden im Meerwasser an. Nachdem vor ca. 2 Milliarden Jahren fast das
gesamte Eisen im Meer als Oxid ausgefallt war, begann der Sauerstoff in die
Atmosphare auszugasen, was anfangs einen leichten Anstieg der O,-Konzentration auf
ca. 2% zur Folge hatte. Erst die Entstehung der Ozonschicht ermdglichte die
Eroberung der Erdoberflache durch die griinen photoautotrophen Pflanzen vor ca. 600
Millionen Jahren, wonach sich sehr schnell der gegenwartige O,-Gehalt von 21%
einstellte (Kerr, 2005; Schlegel, 1992).

Diese drastische Umweltveranderung erforderte zum einen die Entwicklung spezieller
Schutzmechanismen in lebenden Organismen und begunstigte vermutlich die
Evolution von O.-reaktiven Proteinen mit hohen Sauerstoffaffinitaten, deren primare
Funktion in der Bindung und Entsorgung von O, lag (Keilin, 1966; Riggs, 1991).

Andererseits bot der verfligbare molekulare Sauerstoff den Lebewesen eine Chance,
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ihren Metabolismus effizient zu steigern. Mit O, als finalem Elektronenakzeptor in der
Atmungskette Iasst sich im Vergleich zur anaeroben Atmung das 15fache
Energiepotential aus einem Glucosemolekil schépfen (Stryer, 1995). Die altesten
fossilen Eukaryoten, die Sauerstoff fur den oxidativen Abbau von organischen

Substanzen nutzten, lassen sich ca. 2 Milliarden Jahre zurlickdatieren (Kerr, 2005).

Die aerobe Atmungskette an den Mitochondrien der Zellen erfordert einen standigen
Gasaustausch (O,-Aufnahme und CO,-Abgabe) zwischen der Zelle und der
Umgebung. Wahrend in Einzellern (Protozoen) und anderen niederen Lebensformen
wie Coelenteraten oder Plathelminthen dieser durch einfache Diffusion Uber die
Korperoberflache gewahrleistet werden kann, mussten héher organisierte Vielzeller mit
geringerem Oberflachen/Volumen-Verhaltnis im Laufe der Evolution Mechanismen
einer adaquaten O,-Versorgung aller Korperzellen entwickeln. Zunachst sorgt die
Atembewegung fiir die standige Zufuhr der Luft bzw. des Wassers zur respiratorischen
Oberflache (Lunge oder Kiemen), die bei héheren Metazoen die nichtrespiratorische
Kdrperoberflaiche um ein Vielfaches Ubersteigen kann. Die aktive Beférderung des O,
in speziell entwickelten Kreislaufsystemen ermdglicht wahrenddessen die Bewaltigung
grolerer Distanzen und sorgt flr eine verbesserte Ventilation der Kérperflissigkeiten.
Durch den Einsatz spezieller Atmungsproteine, die in der Lage sind O, reversibel zu
binden, konnte schlielllich die schlechte physikalische Loéslichkeit des Sauerstoffs in
Flissigkeiten Uberwunden werden. Dadurch kann O, nicht nur Uber groRere Strecken,

sondern auch in wesentlich grofieren Mengen zu den Orten des Verbrauchs gelangen.

Im Laufe der Evolution sind drei Klassen von solchen O.-bindenden respiratorischen
Proteinen entstanden: die Hamocyanine in Mollusken und Arthropoden (Burmester,
2001; van Holde and Miller, 1995), die Hamerythrine in Anneliden, Brachiopoden,
Sipunculiden und Priapuliden (Mangum, 1992) sowie die Globine. Wahrend das
Vorkommen der ersten beiden auf lediglich wenige Tiergruppen beschrankt ist, stellen
die Globine die phylogenetisch am weitesten verbreitete Klasse der Atmungsproteine
dar. Bislang wurden lhre zahlreichen Vertreter sowohl in Tieren als auch in Pflanzen,

Pilzen, Protozoen und Bakterien beschrieben (Hardison, 1998; Hardison, 1996).
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1.1.1 Molekulare Struktur der Globine

Das kennzeichnende Merkmal aller Mitglieder der Familie der Globine ist die
charakteristische Tertiarstruktur, die Globinfaltung. Die Polypeptidketten der
monomeren Globine mit einer durchschnittichen Lange von 140-150 Aminosauren
(AS) bilden trotz stark variierender Primarstrukturen meist acht rechtsgewundene a-
Helices (A bis H), die sich unter physiologischen Bedingungen zu einer sog. ,3 Uber 3
a-helikalen Sandwichstruktur® zusammenlagern (Abb.1-1A). Im inneren hydrophoben
Teil des Molekiils ist die prosthetische Ham-Gruppe der Globine verankert. Sie besteht
aus vier ringférmigen Pyrrolen, die Uber Methinbriicken (-CH=) miteinander verbunden
sind. An die vier Stickstoffatome im Zentrum dieses planaren Porphyrinringsystems ist
ein Eisenatom gebunden (Richter, 1988). Neben den vier Verknipfungen mit den
Stickstoffatomen des Tetrapyrrolrings kann das Eisen zwei weitere Bindungen
eingehen, die senkrecht auf der Hdm-Ebene liegen. Dabei handelt es sich um die so
genannte fiinfte und sechste Koordinationsstelle. Die fiinfte Koordinationsstelle des
Eisenatoms nimmt das proximale Histidin F8 ein (Abb. 1-1B). Der Sauerstoff wird an
die sechste Koordinationsstelle des Eisen(ll)atoms reversibel gebunden. Diese liegt in
der unmittelbaren Nahe des distalen Histidins E7, das dabei eine
Wasserstoffbriickenbindung mit dem Sauerstoff eingeht. Dadurch wird die Bindung von
O, an das aktive Zentrum stabilisiert, wahrend beispielsweise die Bindung des

toxischen CO durch die rdumlichen Begebenheiten erschwert wird (Stryer, 1995).

A CD region B
: PheCD1
C-term Heme
I F

Q proximal site Heme

O, distal site \
[.‘)“A

b

HisE7

'

Abbildung 1-1 Dreidimensionale Darstellung der Globinfaltung. A: Die Farbung der
Helices spiegelt die 3-liber-3-a-helikale Sandwichstruktur wieder. B: Umgebung der Ham-
Gruppe im aktiven Zentrum von Globinen. Die einzigen zwei polaren Aminosauren im
Inneren des Molekiils sind das proximale und das distale Histidin (HisF8 und HisE7), die
eine elementare Funktion fiir die Bindung des Sauerstoffs an die sechste Koordinations-
stelle des Fe(ll)Jatoms aufweisen. Das Phenylalanin im interhelikalen Abschnitt CD1
(PheCD1) ist in allen bekannten Gobinen konserviert (Bildquelle: Pesce et al., 2002).
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Im oxygenierten Zustand wird die sechste Koordinationsstelle des Eisenatoms stets
von einem O,-Molekil belegt. Im deoxygenierten Zustand gibt es hingegen zwei
Méglichkeiten. Wahrend in pentakoordinierten Globinen, wie dem Hamoglobin und
Myoglobin der Vertebraten, die sechste Koordinationsstelle im deoxygenierten Fe(ll)-
Zustand leer bleibt, wird sie in hexakoordinierten Globinen vom distalen Histidin E7
besetzt. Entsprechend komplexer verlauft die Sauerstoffbindung in hexakoordinierten
Globinen. Aufgrund der Konkurrenz des endogenen (HisE7) und exogenen (O,, NO)
Liganden um die Bindung an das Eisen sind zwei Schritte erforderlich. Zunachst muss
die Bindung zwischen dem internen Liganden an der sechsten Koordinationsstelle des
Eisenatoms gespalten werden, wobei Ubergangsweise eine pentakoordinierte
Formation entsteht. Erst dann kann die Bindung des externen Liganden, beispielsweise
0., an die nun freie sechste Koordinationsstelle erfolgen. Dabei gehen die Proteine
eine strukturelle Veranderung ein, die es ihnen ermdéglicht, einen regulatorischen Effekt

auf die Ligandenaffinitat auszuuben (de Sanctis et al., 2004).

Neben den bekannten hexakoordinierten Globinen in Pflanzen (Arredondo-Peter et al.,
1998; Hunt et al., 2001), Protisten (Couture et al., 1999a), Cyanobakterien (Couture et
al., 2000; Hvitved et al., 2001; Scott and Lecomte, 2000) und Insekten (Burmester and
Hankeln, 1999; de Sanctis et al., 2005; Hankeln et al., 2002), wurden durch die
Entdeckung von Neuroglobin und Cytoglobin auch in Vertebraten hexakoordinierte
Globine nachgewiesen (Couture et al., 2001; de Sanctis et al., 2004; Dewilde et al.,
2001; Pesce et al., 2003b; Trent and Hargrove, 2002). Die physiologische Bedeutung
dieser strukturellen Besonderheit konnte bislang jedoch nicht hinreichend geklart

werden.

Pentakoordinierte Globine Hexakoordinierte Globine

C}// Distales Histidin E7

Ham-Gruppe

Proximales Histidin F8

Abbildung 1-2 Die Ham-Gruppe in penta- und hexakoordinierten Globinen. In
pentakoordinierten Globinen liegt die sechste Koordinationsstelle des Eisenatoms frei,
wahrend sie in hexakoordinierten Molekiilen eine stabile Bindung mit dem distalen
Histidin E7 eingeht. (Bildquelle: Trent and Hargrove, 2002)
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1.1.2 Vielfalt der Globine und ihre Funktionen

Die Aufklarung der Struktur und Funktion der zeitlich als erstes entdeckten Globine der
Vertebraten fuhrte zu der Annahme, dass die Funktion der Globine im Allgemeinen mit
Sauerstofftransport und Speicherung verknlpft ist. Die Entdeckung von Hamoglobinen
in Organismen, in denen auf den ersten Blick kein Sauerstofftransport erforderlich ist,
war deshalb zunachst Uberraschend. Als erstes wurden die sog. Leghamoglobine in
den Wurzelkndlichen von Leguminosen entdeckt (Appleby et al., 1975), die mit hoher
Affinitdt molekularen Sauerstoff binden. Spater stellte sich heraus, dass sie die dort
symbiotisch lebenden Bakterien mit Sauerstoff versorgen und zugleich lhre O,-
empfindlichen Enzyme zur Stickstofffixierung vor toxischen Ox-Konzentrationen
schitzen (Ott et al., 2005). AnschlieRend wurden symbiotische Globine auch in nicht
leguminosen Pflanzen, beispielsweise in der Sojabohne (Anderson et al., 1996) und
nicht-symbiotische Globine mit bisher ungeklarter Funktion in zahlreichen Pflanzen-
und Getreidearten (Arredondo-Peter et al., 1998; Taylor et al., 1994) entdeckt. Zudem
wurden Globine mit verklrzten Sequenzen (<130 AS), die sog. trunkierten (,truncated®)
Globine in Protozoen (Takagi et al., 1993), Cyanobakterien (Potts et al., 1992; Scott et
al., 2002) und Bakterien (Couture et al., 1999b; Wittenberg et al., 2002) beschrieben,
deren Bedeutung ebenfalls unklar ist. Auch Globine mit Sequenzen, die langer als die
tiblichen 140-150 AS sind (>160 AS) und dennoch strukturelle Ahnlichkeiten zu den
trunkierten Globinen aufzeigen, wurden in grinen Algen und Pflanzen identifiziert
(Couture et al., 1994; Couture et al., 1999a). Die Kristallstruktur dieser Hdmoglobine
zeigt eine abgewandelte 2 Uber 2 (2/2)-a-helikale Sandwichfaltung (Milani et al., 2001;
Milani et al., 2003; Pesce et al., 2000). Des Weiteren wurden chimare Proteine, die
sog. Flavohamoglobine mit einer N-terminalen Globindomane und einer C-teminalen
FAD- und NAD-bindenden Redox-Doméane in zahlreichen Bakterien entdeckt, die
Ahnlichkeiten zu den Ferredoxin-NADP*-Reduktasen aufweisen und wahrscheinlich
eine Rolle im Redoxhaushalt der Zellen spielen (Frey and Kallio, 2003; Poole and
Hughes, 2000; Wu et al.,, 2003; Zhu and Riggs, 1992). Daneben wurden Globin-
gekoppelte O,-Sensorproteine in Archaen und Bakterien entdeckt (Freitas et al., 2003;
Hou et al., 2001; Hou et al., 2000; Yu et al., 2002). Die kirzliche Entdeckung der sog.
Protoglobine in Archaebakterien zeigt, dass ein sehr friihes Vorlauferprotein bereits vor
der Auftrennung der Prokaryoten in Eubakterien und Archaebakterien vor ca. 2,5-2,7
Milliarden Jahren existierte, aus dem sich vermutlich alle heute bekannten Globine
ableiten (Freitas et al., 2004).
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Pflanzen Rhizobium LegHb - Oo-Transport zur Atmungskette der
Glycine Wourzelknollchenbakterien
- Schutz der Nitrogenase vor Sauerstoff (1)
Pflanzen Glycine nicht-symb. - Erleichterte Sauerstoffdiffusion zu Zellen mit
Hb hoher Respirationsaktivitat
- Induktion bei Hypoxie? (1)
Algen Chlamydomonas L1637 Hb - Reduktion von gebundenem Sauerstoff

- Elektronenakzeptor

- Entsorgung von O,

- Anlieferung von O3 zu den Organellen,

- lichtinduzierbare Expression (1)

Pilze Saccharomyces YHb (FlavoHb) | - Ubertragung von Elektronen vom NADPH auf
das Eisenatom

- Schutz vor oxidativem Stress

- Induktion der Expression bei hohen O,- und
ROS- Konzentrationen

- Repression bei Hypoxie (1)

Bakterien Alcaligenes FlavoHb - vermutlich Elektronentransfer

- eine Rolle beim anaeroben Stoffwechsel

- Induktion unter anaeroben Bedingungen

- NO-Entgiftung als NO-Oxygenase (aerob)
und NO-Reduktase (anaerob) (1)

Bakterien Vitreoscilla Hb - O2-Scavenger

- terminaler Elektronenakzeptor in der Atmung,
- induzierbar durch Hypoxie (1)
Archaebakterien | Aeropyrum und Pgb - Oz-Detoxifikation,

Methanosarcina (Protoglobin) - Elektronentransport (2)

Tabelle 1-1 Hamoglobine in Pflanzen, Pilzen und Bakterien und ihre modglichen
Funktionen. Aus: (1) Hardison, 1998 und (2) Freitas et al., 2004

Auch in zahlreichen Vertretern der Invertebraten wurden Globine beschrieben, die
neben ihren Aufgaben im O,-Metabolismus eine Vielzahl anderer Funktionen
bewerkstelligen kénnen (Weber and Vinogradov, 2001). |hre Struktur unterliegt grol3er
Variabilitat: man findet sowohl monomere Moleklle, die aus Einzelketten bestehen, als
auch grofRe Multi-Domanen-Komplexe bis hin zu ,Multi-Subunit-Komplexen aus
mehreren Globin-Untereinheiten in Anneliden, Mollusken und Crustaceen. Sie
gewahrleisten zum einen die Sauerstoffversorgung der Organismen, verfiigen aber
auch Uber enzymatische Aktivitaten und kdnnen als Oxidasen, Peroxidasen und

Superoxiddismutasen fungieren (Vinogradov et al., 2006; Vinogradov et al., 2005).

Darlber hinaus wurden zahlreiche weitere Hamoglobine mit bislang unbekannten
Funktionen in diversen Taxa entdeckt, in denen zunachst keine Globine vermutet
wurden, so z.B. in Nematoden (Hoogewijs et al., 2004), Insekten (Burmester and
Hankeln, 1999), Urochordaten (Ebner et al., 2003) und Gastropoden (Lieb et al., 2006).
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1.1.3 Globine der Vertebraten

In héheren Vertebraten sind derzeit vier verschiedene Hamoglobine bekannt, die sich
hinsichtlich ihrer Struktur, Funktion und Expressionsmuster unterscheiden. Sie binden
den Sauerstoff reversibel und gehdren aufgrund ihrer typischen Faltung zur Globin-
Superfamile. Bis dato am besten charakterisiert sind das Hamoglobin (Hb) im Blut und
das Myoglobin (Mb) im Muskel der Vertebraten (Dickerson and Geis, 1983). Uber das
Neuroglobin (Ngb) im neuronalen und endokrinen Gewebe (Burmester et al., 2000)
sowie das in vielen Organen und Geweben exprimierte Cytoglobin (Cygb) (Burmester
et al., 2002; Kawada et al., 2001; Trent and Hargrove, 2002) ist bislang weniger

bekannt.

— g
blood muscle neurons all organs
Ay . 4
‘..‘j 3 1 1‘_‘,_~ J'
1{-“, % b J :.‘Ch /9
hemoglobin myoglobin neuroglobin cytoglobin

Abbildung 1-3 Vertebratenglobine (Bildquelle: Burmester und Hankeln, 2004)

1.1.3.1  Organisation und Sequenzevolution

Die Globingene der Vertebraten sind repetitiv und bilden daher eine Genfamilie, die
aus mehreren Subfamilien besteht. Die Myoglobin-Subfamilie besteht aus nur einem
einzigen Gen auf dem menschlichen Chromosom 22. Die Gene der o- und f-
Subfamilien des Hamoglobins sind in zwei Clustern auf den menschlichen
Chromosomen 16 und 11 organisiert. Im a—Cluster (Chr.16) liegt das Gen fur die
embryonale (-Kette und zwei Gene fur die a-Ketten, die sowohl im embryonalen als

auch im adulten Hamoglobin vorkommen.
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Ein weiter abwarts lokalisiertes Gen fiir das theta (6)-Globin, wird zwar offensichtlich
transkribiert, aber nicht translatiert (Albitar et al., 1992; Clegg, 1987). Driber hinaus
sind dort drei Pseudogene (y(, wo4, wop) enthalten. Erst kirzlich konnte jedoch
nachgewiesen werden, dass das vermeintliche Pseudogen o, (Hardison et al., 1986)
in erythroiden Geweben entwicklungsspezifisch exprimiert wird und fur das sog. p-
Globin kodiert (Goh et al., 2005). Im B-Cluster (Chr. 16) folgen auf das Gen fir die
embryonale e-Kette zwei Gene flr die fetalen y-Ketten und zwei Gene fiir die adulten 8-
und B-Ketten. Alle Gene dieser ,klassischen“ Globine weisen eine 3-Exon/2-Intron-
Struktur auf, mit den Intronpositionen B12.2 und G7.0 (Hardison, 1996).

P Yaz Yot
< C } g o2 a10
OL-Globin Cluster | | 1 |
16p13.33-13.11 0 kb 10 20 30
Ch 16
€ GyAy yB 5 P
i ——{ E—
[3-Globin Cluster | | I I I
11pl5.5 0 kb 10 20 30 40

Ch 11

Abbildung 1-4 Die a- und pB-Subfamilien des Hamoglobins. Die Expression wéahrend der
Embryogenese erfolgt von 5° nach 3°. Pseudogene sind durch y gekennzeichnet.
(Bildquelle: Waggoner and Liebhaber, 2003)

Die Neuroglobin- und Cytoglobin-Subfamilien bestehen wie das Myoglobin aus nur je
einem Gen. Das Neuroglobin-Gen ist beim Menschen auf Chromosom 14 und in der
Maus auf Chromosom 12 lokalisiert. Es enthalt drei Introns, von denen zwei an den
konservierten Positionen B12.2 und G7.0 lokalisiert sind. Das dritte Intron an der

Position E11.0 ist spezifisch fur das Neuroglobin (Burmester et al., 2000).

Das Cytoglobin-Gen liegt beim Menschen auf Chromosom 17 und in der Maus auf
Chromosom 11. Es enthalt ebenfalls ein drittes Intron, jedoch in der C-terminalen

Verlangerung der Proteinsequenz an der Position HC11.2 (Burmester et al., 2002).

Die Ubereinstimmungen der Aminosduresequenzen in den o- und B-Ketten des
Hamoglobins liegen bei ca. 50 %. Wird das Myoglobin in den Vergleich miteinbezogen,

finden sich lediglich an 24 von 141 Positionen konservierte Aminosauren. Das
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Neuroglobin zeigt auf Aminosaureebene eine eher geringe Identitdt zum Myo- und
Hamoglobin (<21 bzw. <25 %), offenbart aber Ahnlichkeiten zu einigen Nervenglobinen
der Invertebraten (Burmester et al., 2000). Die gréRte Ubereinstimmung des
Cytoglobins zeigt sich mit Myoglobin (30 % AS-Sequenzidentitdt). Diese
Verwandtschaft wird auch durch einen Vergleich der chromosomalen Regionen beider
Gene unterstitzt. Es handelt sich um lange paraloge DNA-Abschnitte, was auf die

Entstehung beider Gene durch Genduplikation hindeutet (Burmester et al., 2002).

Offensichtlich gehen die verschiedenen Globine der Vertebraten aus zwei getrennten
Linien von Metazoenglobinen hervor (Roesner et al., 2005). Neuroglobin gehdrt einer
Vorlauferlinie an, die bereits vor der Trennung der Protostomier und Deuterostomier
vor mehr als 600 Millionen Jahren von den anderen Globinen divergierte (Burmester et
al., 2000). Zu dieser Linie gehoren auch die kurzlich entdeckten Ciona intestinalis-
Globine (Ebner et al., 2003) sowie das Nervenglobin des Anneliden Aphrodite aculeata
(Burmester et al., 2000; Dewilde et al., 1996). Die Trennung des Myo- und Cytoglobins
vom Hamoglobin-Vorlaufergen erfolgte vor 500-600 Millionen Jahren. Infolge mehrerer
Duplikationsereignisse entstanden vor ca. 450 Millionen Jahren schlie3lich die a- und
B-Ketten des Hadmoglobins (Goodman et al., 1987). Ungefahr zur gleichen Zeit trennte
sich auch der gemeinsame Stamm von Myoglobin und Cytoglobin (Burmester et al.,
2002), nachdem die Auftrennung von Kieferlosen (Agnatha) und Kiefertragenden

Vertebraten (Gnathostomata) stattgefunden hatte.

chromosome 14  chromosome 17 chromosome 22 chromosome 16 chromosome 11
NGB CYGB MB HEBL W Wa o2 ol E T o oyp & B
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Abbildung 1-5 Phylogenetischer Stammbaum der Vertebratenglobine.
(Bildquelle: Pesce et al., 2002)
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1.1.3.2 Hamoglobin

Das Hamoglobin (Hb) im Blut der Vertebraten gewahrleistet den Sauerstofftransport
von respiratorischen Oberflachen (Alveolenepithel der Lunge) zu den verbrauchenden
Geweben (Dickerson and Geis, 1983). Ebenso wichtig ist aber auch der CO,-
Abtransport von den Geweben zur Lunge, fur den ebenfalls das Hamoglobin
verantwortlich ist. Durch das Hamoglobin wird die im arteriellen Blut des Menschen
vorhandene O,-Menge von 0,29 auf 20,3 Vol-% erhoht, was in etwa der O,-
Konzentration der Atmungsluft entspricht (Penzlin, 2005). Das Hamoglobin ist in den
roten Blutkdrperchen (Erythrozyten) lokalisiert. Die Erythrozyten enthalten keinen
Zellkern und keine Mitochondrien, ihre Energiegewinnung stitzt sich tUberwiegend auf
die Glykolyse. Jedes rote Blutkdrperchen enthdlt ca. 3x10® Hamoglobin-Molekiile
(Wehner and Gehring, 1995). Die Hamoglobinkonzentration im Blut eines gesunden
Menschen betragt somit ca. 15 g pro 100 ml Blut (Hardison, 1996). Da die Erythrozyten
eine Lebensdauer von nur 100-120 Tagen haben, missen sie standig im Knochenmark
nachgebildet werden. Die Erythropoese (beim Menschen 160 x 10° Zellen pro Minute)
kann bei Blutverlusten, Hypoxie und Kaltestress zusatzlich gesteigert werden. Die
Expression des verantwortlichen Hormons Erythropoietin (Epo) wird dabei in
Abhangigkeit von Sauerstoff (iber den hypoxie-induzierbaren Transkriptionsfaktor HIF-
1 reguliert (Ebert and Bunn, 1999).

Die Aufklarung der dreidimensionalen Hamoglobinstruktur erfolgte bereits 1959 durch
Perutz (Perutz, 1964). Es handelt sich um ein fast kugelférmiges Molekil mit einem
Durchmesser von 5,5 nm. Das Hamoglobin adulter Vertebraten (Hb A) ist ein
tetrameres Molekul aus zwei a- und zwei -Ketten mit einem Molekulargewicht von 67
kDa. Die Lange der a-Ketten betragt 141 Aminosauren und die der p-Ketten 146 AS.
Jeweils zwei ap-Heterodimere lagern sich zu einem funktionellen Hamoglobinmolekil
zusammen. Die Tertiarstruktur jeder der vier Einzelketten entspricht der oben
beschriebenen typischen Globinfaltung. Die aktiven Zentren befinden sich auf der

AuRenseite des Tetramers.

Liegt das Eisenatom in der zweiwertigen Fe(ll)-Form vor, so wird es als
Ferrohamoglobin bezeichnet, wahrend in der Fe(lll)-Form vom Ferrihdmoglobin bzw.
Methamoglobin gesprochen wird. Ferrihdmoglobin entsteht, wenn Ferrohdmoglobin
durch den gebundenen Sauerstoff oxidiert wird. Im funktionsfahigen Molekul wird diese
Reaktion durch die Proteinstruktur verhindert, betrachtet man jedoch isolierte Ham-

Gruppen geschieht dies relativ schnell. Auf diese Weise entsteht das Methamoglobin,
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in dem die sechste Koordinationsstelle vom Wasser besetzt wird und keine
Sauerstoffbindung mehr eingehen kann. Zu einem geringen Teil wird auch das
Hamoglobin in den Erythrozyten autooxidiert (ca. 4% am Tag) (Johnson et al., 2005),
jedoch befindet sich dort die Methamoglobin-Reduktase, die ein solches Fe(lll)-lon

wieder reduziert.

Die Bindung von O, an die sechste Koordinationsstelle des zweiwertigen Eisenions
bewirkt eine Veranderung in der Elektronenkonfiguration, was den Farbwechsel des
Blutes von dunkel- nach hellrot bewirkt (Stryer, 1995). Hill (1913) war der erste, der
festgestellt hat, dass die Bindung des ersten Liganden an eine Ham-Gruppe im
Hamoglobin, die Bindung des zweiten erleichtert. Dieser Vorgang ist mit strukturellen
Veranderungen im Molekil verbunden, das dabei vom Tense (T)-Zustand mit niedriger
O,-Affinitat in die oxygenierte Relaxed (R)-Form mit hoher O.-Affinitat, aber geringer
Bindungskapazitat fiir CO,, Protonen und organische Phosphate, (ibergeht (Barvitenko
et al., 2005). Diese sauerstoffabhdngige Steigerung der O,-Affinitdt im Hb-Tetramer
wird durch die kooperativen Wechselwirkungen zwischen den Untereinheiten
ermoglicht. Die Kontakte zwischen den Untereinheiten werden durch die Helices C, G
und H hergestellt, wahrend sich die Helices E und F an der Oberflache des Tetramers
befinden (Perutz et al.,, 1987). Es gibt zwei Typen von a-p-Kontaktflichen im
Hamoglobinmolekil. Wahrend die a1-f2- und a2-f1-Wechselwirkungen mit der
kooperativen Bindung des Sauerstoffs assoziiert sind, kontrollieren die a1-p1- und a.2-
B2-Kontakte die Stabilitdt dieser Bindungen (Shikama, 2006). Dieses kooperative O,-
Bindungsverhalten spiegelt sich in einem sigmoidalen Verlauf der O,

Dissoziationskurve wieder (Stryer, 1995).

Die O,-Affinitat wird als Psy angegeben, was gleichbedeutend mit dem O,-Partialdruck
ist, bei dem das Hamoglobin zu 50% mit Sauerstoff gesattigt ist. Je geringer der Pso-
Wert also ist, desto hoher die Affinitat. Die Sauerstoffaffinitat kann durch auflere
Faktoren beeinflusst werden. Durch den von Christian Bohr (1904) entdeckten und
nach ihm benannten Bohr-Effekt wird in saurem und CO,-haltigem Milieu die Affinitat
des Hamoglobins zum O, vermindert. Zusatzlich wird die O,-Affinitat des Hamoglobins
durch das organische Phosphat 2,3-Bisphosphoglycerat (BPG), das in den
Erythrozyten in gleicher Konzentration wie das Hamoglobin enthalten ist, reguliert. Das
anionische BPG bindet an die positiv geladenen Aminosauren Val, His und Lys
(Barvitenko et al., 2005) im Deoxyhamoglobin, wobei die T-Form stabilisiert und die O,-
Affinitat von 1 auf 26 Torr herabgesenkt wird (Benesch and Benesch, 1967).
Infolgedessen nimmt das Hamoglobin in O,-reichem Gewebe z.B. den Alveolen der

Lunge, in denen der O,-Partialdruck etwa 100 Torr betragt, Sauerstoff auf, wohingegen
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es ihn in stoffwechselaktiven Geweben mit geringem O,-Partialdruck (im Durchschnitt
ca. 20 Torr) abgibt. Zudem beglnstigen die dort herrschenden erhéhten CO, und H*-

Konzentrationen die Freisetzung des O, (Stryer, 1995).

Neben dem O,- und CO,-Transport kann auch das Hamoglobin der Vertebraten eine
Vielzahl anderer Funktionen austiben. Beispielsweise ist es in die Stickoxid (NO)-
vermittelte Regulation des Blutflusses involviert. NO wird normalerweise von
endogenen NO-Synthasen (NOS) aus L-Arginin synthetisiert und dient als wichtiger
Botenstoff innerhalb des Korpers. Es leitet beispielsweise die Vasodilatation der
BlutgefalRe unter hypoxischen Bedingungen ein. Es kann aber auch die Enzyme der
Atmungskette inhibieren, was die Toxizitat dieser Verbindung in zu hohen
Konzentrationen erklart. Das Hamoglobin kann neben dem Sauerstoff auch NO binden,
wodurch das sog. S-Nitrosohamoglobin (SNOHDb) entsteht. Die Bindung erfolgt an zwei
konservierten Cysteinresten im oxygenierten Hb-Molekil. Geht das Hamoglobin nun
infolge der Sauerstoffabgabe in den Kapillaren von der R- in die T-Form Uber, wird die
SNOHb-Bindung destabilisiert und das vasoaktive SNO freigesetzt (Doctor et al., 2005;
McMahon et al., 2002; Stamler et al., 1997).

Im deoxygenierten Zustand verfugt das Hamoglobin aullerdem Uber eine
Nitritreduktase-Aktivitat und kann Nitrit (NOz_) unter Bildung von metHb zu NO
reduzieren (Altschul et al., 1990; Cosby et al., 2003; Crawford et al., 2006; Huang et
al., 2005; Nagababu et al., 2003). Oxygeniertes Hb hingegen wandelt das Nitrit in Nitrat
(NO3_) um, wobei ebenfalls metHb entsteht. Nitrit konnte in relativ hohen
Konzentrationen (300 nM) in Erythrozyten nachgewiesen werden (Dejam et al., 2005).
Inwiefern diese beiden Mechanismen tatsachlich zur Hamoglobin-vermittelten
Vasodilatation beitragen ist allerdings noch unklar (Bonaventura et al., 2004; Gladwin
et al., 2000; Robinson and Lancaster, 2005).

Das oxygenierte Hamoglobin kann allerdings auch die Funktion einer NO-Dioxygenase
(NOD) Ubernehmen und das toxische NO° unter Verwendung beider
Sauerstoffmolekile und Bildung von metHb in das harmlose Nitrat (N03_) umwandeln.
Dies geschieht jedoch mit deutlich geringeren Umsatzraten, als es fir die bakteriellen
Flavohdmoglobine und Hamoglobine bekannt ist (Gardner, 2005). Die
Kompartimentierung des Hamoglobins in den roten Blutzellen reduziert die NO-
Umsatzrate zusatzlich, da die Zellmembran eine physikalische Barriere fir die NO-
Aufnahme darstellt. Zellfreies Hamoglobin hingegen kann Stickoxid mit 500-1000fach
hoherer Effizienz entgiften (Azarov et al., 2005; Gladwin et al., 2003). Gabe es die
schitzende Zellmembran nicht, kénnte das NO moglicherweise bereits vor der

Bewerkstelligung seiner Aufgaben beseitigt werden (Vaughn et al., 2000).
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11.3.3  Myoglobin

Das erste Protein, dessen Tertiarstruktur mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse bis in
atomare Details geklart werden konnte, war das Myoglobin (Kendrew, 1961) . Aufgrund
dessen lieferte es gemeinsam mit den Hb-Untereinheiten die Grundlagen zur
Aufklarung der typischen dreidimensionalen Struktur der Globinfaltung, die trotz
unterschiedlicher Primarstrukturen in diesen Peptiden nahezu identisch ist. Beim
Myoglobin (Mb) handelt es sich um ein kompaktes monomeres Molekldl mit einer
Gesamtausdehnung von 4,5 x 3,5 x 2,5 nm. Es besteht aus einer 153 Aminosauren

langen Polypeptidkette mit einem Molekulargewicht von 17,6 kDa.

Das Myoglobin wird in der gestreiften Herz- und Skelettmuskulatur sowie in der glatten
Muskulatur des Darms und des Uterus exprimiert (Qiu et al, 1998). Die
durchschnittliche Mb-Konzentration im Herz- und Skelettmuskel betragt ca. 0,5 mM
(Hochachka, 1999). Die Sauerstoffaffinitit des Myoglobins kann je nach
physiologischen Bedingungen zwischen 1 und 2 Torr variieren, ist jedoch in jedem Fall
wesentlich héher als die des Hdmoglobins, wodurch eine Ubernahme des angelieferten
O, im stoffwechselaktiven Muskel beginstigt wird. Die Rolle des Myoglobins als
kurzfristiger Oo-Speicher (Millikan, 1937) ist unumstritten. Ein Beleg dafir bietet die 10-
bis 22-mal hohere Mb-Konzentration in der Muskulatur tieftauchender Sauger, die eine
ausreichende Versorgung des oxidativen Stoffwechsels mit O, wahrend der
Tauchgange gewahrleistet (Davis and Kanatous, 1999; Kanatous et al.,, 2002;
Kanatous et al., 1999; Kooyman and Ponganis, 1998). Des Weiteren wurde infolge der
Anpassung an akute sauerstoffarme Bedingungen eine Erhéhung der Myoglobin-
Konzentration im Muskel um ca. 70% nachgewiesen. Somit kdnnen Sportler ihre
Leistungsfahigkeit steigern, indem sie ihre Trainingseinheiten in hoher gelegen
Regionen unter entsprechend geringeren O,-Partialdriicken absolvieren (Vogt et al.,
2001). Demgegentuber hat die Anpassung an chronische Hypoxie offensichtlich einen
Ruckgang des Mitochondriengehaltes und somit des aeroben Stoffwechsels zur Folge
(Hoppeler and Vogt, 2001).

Eine Beteiligung des Myoglobins an der O,-Diffusion von der Zellmembran
(Sarkolemm) zu den Mitochondrien innerhalb der Muskelzelle (Wittenberg and
Wittenberg, 1987; Wittenberg and Wittenberg, 1989), als ,myoglobin-facilitated oxygen
diffusion” bezeichnet, wird dagegen kontrovers diskutiert. Durch Messungen der O,-
Verteilung innerhalb einzelner Muskelzellen rdumten Gayeski and Honig (1986) dem

Myoglobin eine wichtige Rolle beim intrazellularen O,-Transport ein. Dies wirde mit der
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beobachteten Reduktion des freien Sauerstoffs durch Myoglobin in der Nahe des
Sarcolemmas Ubereinstimmen (Wittenberg and Wittenberg, 2003). Dagegen spricht
allerdings der von Jurgens und Mitarbeitern (1994) ermittelte Diffusionskoeffizient des
Myoglobins innerhalb einer Muskelfaser, der mit 1,7x10” cm?/s mindestens 3- bis 10-
mal niedriger ist, als bis dahin anhand von in vivo-Versuchen angenommen wurde.
Zusammen mit der Beobachtung, dass sich Mitochondrien in der unmittelbaren Nahe
zu Kapillaren in Clustern anhaufen (Hoppeler et al., 1981), lasst dies eine malRgebliche
Beteiligung des Myoglobins am Sauerstofftransport innerhalb der Muskelzellen
anzweifeln (McGuire and Secomb, 2001). Eine dritte vermutete Funktion des
Myoglobins ist die Pufferung des O,-Partialdruckes in Muskelzellen (Conley et al.,
2000; Ordway and Garry, 2004).

Untersuchungen an Myoglobin-knock out (ko)-Mausen zeigten Uberraschenderweise,
dass alle oben aufgefiihrten Funktionen nicht als elementar fiir den Organismus gelten.
Bedingt durch eine Anzahl von kompensatorischen Mechanismen, wie u.a. erhohte
Hamoglobinkonzentration und Kapillarendichte, entspricht die Funktionsfahigkeit der
Skelett- und Herzmuskulatur in den ko-Tieren derjenigen der Wildtyp-Mause (Garry et
al., 1998; Godecke et al., 1999). Trotzdem haben Untersuchungen an isolierten
Herzmuskeln, in denen das Myoglobin durch CO inhibiert wurde und die knock out-
Tiere als adaquate Kontrollen fungierten, eine wichtige Funktion des Myoglobins beim

intrazellularen O,-Transport nahegelegt (Kanatous and Garry, 2006; Merx et al., 2001).

1.1.3.4 Neuroglobin

Die Entdeckung eines neuen Globingens (dmeglob1) im Modellorganismus Drosophila
melanogaster (Burmester and Hankeln, 1999) war der Ausléser fur systematische
Suchen in Sequenzdatenbanken der humanen und Maus-Genomprojekte nach noch
unbekannten Globinen in Vertebraten. Daraufhin wurden kurze Zeit spater in den EST-
Datenbanken cDNA-Sequenzen aus Mensch und Maus identifiziert, die mit keinem der
bis dahin bekannten Vertebratenglobine tbereinstimmten. Anhand von Northern Blot-
Hybridisierungen wurde eine pradominante Expression des neuartigen Globins im
zentralen und periphdren Nervensystem (ZNS, PNS) nachgewiesen, was die
Entdecker zu der Namensgebung Neuroglobin (Ngb) veranlasste (Burmester et al.,
2000). Des Weiteren wurde Ngb-Expression in endokrinen Zellen (Reuss et al., 2002)

sowie in der neuronalen Retina von Mausen detektiert (Schmidt et al., 2003).
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Obwohl das Neuroglobin mit seiner Lange von 151 AS lediglich zu 25 % mit den
Hamo- und Myoglobinen der Vertebraten Ubereinstimmt, zeigen strukturelle Analysen,
dass es die typische Globinfaltung einnimmt (Pesce et al., 2002). Es handelt sich um
ein monomeres, hexakoordiniertes Globin (Couture et al., 2001; Du et al., 2003; Krieg|
et al., 2002; Trent et al., 2001; Uno et al., 2004) mit einem Molekulargewicht von 17
kDa und der Fahigkeit zur reversiblen Sauerstoffbindung (Hamdane et al., 2003). Wie
fur hexakoordinierte Globine bereits beschrieben, muss zunachst der endogene Ligand
(His E7) von der sechsten Koordinationsstelle verdrangt und die reaktive
pentakoordinierte Spezies hergestellt werden, damit die Bindung des exogenen
Liganden (O,) erfolgen kann. Sowohl die Dissoziation des distalen Histidins als auch
die Dissoziation des Sauerstoffs von der sechsten Koordinationsstelle im Ngb-Molekil
verlauft sehr langsam und zeugt von einer hohen intrinsischen Affinitat fir beide
Liganden (Dewilde et al., 2001; Trent et al., 2001). Moglicherweise geht die Bindung
eines Liganden mit einer Konformationsanderung im Globin einher, die eine wichtige
Rolle in der Modulation der Bindungsaffinitat fir externe Liganden spielen kdnnte
(Pesce et al., 2003b). Zusatzlich ist das Os-Bindungsverhalten des humanen
Neuroglobins vom Redoxzustand der Cysteinreste CysCD7 und CysD5 abhéangig, die
eine intramolekulare Disulfidbricken-Bindung aufbauen kénnen (Hamdane et al.,
2003). Die Ausbildung der Disulfidbriicke beglnstigt die pentakoordinierten Ngb-Form
mit einer hohen O,-Affinitat von 1-2 Torr (Burmester et al., 2000; Dewilde et al., 2001;
Fago et al., 2004a; Hamdane et al., 2004).

Andererseits stabilisiert die Eliminierung dieser Bindung durch Reduktion (z.B. durch
Zugabe von DTT) die hexakoordinierte Form und flhrt zu einer um den Faktor 10
verringerten Sauerstoffaffinitat (Hamdane et al., 2003; Hamdane et al., 2004). Fago
und Mitarbeiter (2004a) haben auch ohne die Zugabe von DTT unter sog.
~physiologischen® Bedingungen mit entsprechendem pH und Temperatur eine deutlich
niedrigere Affinitdt des humanen Ngb-Molekiils zum Sauerstoff (Pso= 7,5) gemessen.
Dies wiirde bedeuten, dass bei den stark variierenden O,-Partialdriicken zwischen 1
und 40 Torr in verschiedenen Gehirnregionen (Erecinska and Silver, 2001) dennoch
ein beachtlicher Teil des Neuroglobins mit Sauerstoff gesattigt ware. Zudem konnte auf
diese Weise die O,-Affinitdt des humanen Neuroglobins direkt an den Redoxzustand
der Zelle gekoppelt sein. Verminderte Sauerstoffzufuhr flhrt zur vermehrten Bildung
von Reduktionsaquivalenten (NADH) in der Zelle (Zarchin et al., 2002). So konnte
unter hypoxischen Bedingungen die Disulfidbricke im Neuroglobin reduziert und der
gebundene Sauerstoff abgegeben werden. Bei ansteigender O,-Konzentration wirde
infolge der Oxidation der freien Cysteine die Disulfidbriicke wieder hergestellt werden
und die verringerte O.-Affinitat die Bindung des O, an das Neuroglobin beginstigen
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(Hamdane et al., 2003). Interessanterweise besteht im Maus-Ngb keine Mdéglichkeit zur
Ausbildung einer intramolekularen Disulfidbriicke, da das Cystein an der Position CD7
fehlt. So bleibt die O,-Affinitat von 2,2 Torr erhalten. Dieser Mangel an evolutionarer

Konservierung stellt daher den oben beschriebenen Mechanismus in Frage.

1.1.3.5 Cytoglobin

Kurz nach der Entdeckung des Neuroglobins wurde ein weiteres Globin in Vertebraten
identifiziert, das Cytoglobin. Es wurde unabhangig voneinander von drei verschiedenen
Arbeitsgruppen beschrieben (Burmester et al., 2002; Kawada et al., 2001; Trent and
Hargrove, 2002). Anhand der durchgefiihrten Northern Blot-Analysen, die zunachst auf
eine ubiquitare Expression des Proteins hindeuteten, wurde die Bezeichnung
Cytoglobin (Burmester et al., 2002) bzw. Histoglobin (Trent and Hargrove, 2002)
gewahlt. Zur gleichen Zeit wurde ein Protein beschrieben, dessen Expression in den
Sternzellen fibrotischer Rattenleber stark heraufreguliert wurde, das ,stellate cell
activation-associated protein“ bzw. STAP (Kawada et al., 2001). Die Autoren erkannten
zwar nicht, dass STAP ein Protein der Globinfamilie ist, raumten ihm aber aufgrund der
AS-Sequenzahnlichkeit zum Myoglobin eine madgliche Funktion im intrazellularen O,-

Transport in fibrotisiertem Gewebe ein.

Das Cytoglobin (Cygb) hat eine Molekularmasse von 21 kDa und ist mit 190 AS
deutlich langer als die Myo-, Hdmo- und Neuroglobine der Vertebraten (140-160 AS).
Die Extensionen liegen dabei am N- und C-Terminus der AS-Kette, wie sie in
respiratorischen Proteinen mancher Invertebraten und primitiver Vertebraten bereits
beobachtet wurden (Alayash et al., 2001; Hardison, 1998) und haben keine
Auswirkung auf die typische Globinfaltung (de Sanctis et al., 2004; Makino et al.,
2006). Die Verlangerung des C-Terminus des Proteins kommt durch ein zusatzliches
Exon zustande, wohingegen die N-terminale Verlangerung auf eine direkte Duplikation
von 21 Nukleotiden zurlickzufiihren ist (Burmester et al., 2002). Das vierte Exon
scheint saugerspezifisch zu sein, da es im Cytoglobin-Gen von Fischen (Burmester et
al., 2002; Fuchs et al., 2005) und Amphibien (Fuchs et al., 2004) fehlt.

Die Aminosauresequenzen von humanem und murinem Cygb sind zu 95 % identisch.
Dies zeigt, dass Cygb, genau wie Ngb, zu den am hochsten konservierten Proteinen
innerhalb der Saugetiere gehort. Spektroskopische Studien sowie biphasische

Sauerstoffbindungskinetiken zeigen, dass es sich beim Cytoglobin ebenfalls um ein
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hexakoordiniertes Globin handelt (de Sanctis et al., 2004; Fuchs et al., 2004; Trent and
Hargrove, 2002). Unter Umstanden bt auch hier der endogene Ligand (His E7) einen
regulatorischen Effekt auf die O,-Bindung aus. Zusatzlich liegt das humane Cytoglobin
unter physiologischen Bedingungen maéglicherweise als Dimer vor, was eine Erklarung
fur die von Fago et al. (2004a) beobachtete kooperative O,-Bindung im Cytoglobin sein
kénnte. Die Ausbildung von intermolekularen Disulfidbriicken ware dabei prinzipiell
denkbar, konnte jedoch in bisherigen Massenspektroskopie-Experimenten nicht
nachgewiesen werden (de Sanctis et al.,, 2004). Aus strukturellen Analysen des
humanen Cytoglobins geht ferner hervor, dass es ahnlich wie das Neuroglobin eine
intramolekulare Disulfidbriicke zwischen den Cysteinresten CysB2 und CysE9
ausbilden kann, die jedoch einen wesentlich schwacheren Einfluss auf das
Sauerstoffbindungsverhalten ausiibt. Somit liegt die Sauerstoffaffinitat des Cytoglobins

mit 1-2 Torr im Bereich der des Myoglobins (Fago et al., 2004a; Hamdane et al., 2003).

Anhand von immunohistologischen Studien wurde die Zelltyp-spezifische Expression
des Cytoglobins beschrieben. Es konnte in den Sternzellen der Leber, in Fibroblasten
der Bindegewebe, in Chondroblasten und Osteoblasten (Knochen- und
Knorpelbildungszellen) sowie in distinkten Zellschichten in der Retina nachgewiesen
werden (Schmidt et al., 2004; Schmidt et al., 2005). Das neuronale Expressionsmuster

des Cytoglobins wurde im Rahmen der vorliegenden Dissertation detailliert untersucht.

*  * *
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Abbildung 1-6 Aminosaurenvergleich der humanen Globine. Mb, Myoglobin; Hba, Hb,
Hamoglobin a- und B-Ketten, Ngb, Neuroglobin; Cygb, Cytoglobin; Die a-Helices im
Myoglobin sind in hellblau beschriftet. Die Intronpositionen sind unten in Rot vermerkt.
Fir die O,-Bindung wichtige AS sind gelb, fiir die Struktur relevante AS blau unterlegt.
(Bildquelle: Pesce et al., 2002)
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1.1.3.6  M0dgliche Funktionen von Neuro- und Cytoglobin

Obwohl bisher diverse Funktionen fir das Neuro- und Cytoglobin der Vertebraten

vorgeschlagen wurden, ist ihre tatsachliche Aufgabe im Organismus bislang unklar
(Brunori and Vallone, 2006; Burmester and Hankeln, 2004; Hankeln et al., 2005).
Folgende Moglichkeiten werden zurzeit diskutiert (Abb1-7):

a)

b)

d)

f)

Analog zum Myoglobin im Muskel kénnten die beiden neu entdeckten Proteine
als intrazellulare O,-Speicher fungieren und zusatzlich den O,-Transport von
der Zellmembran zu den Mitochondrien erleichtern (,facilitated oxygen
diffusion”) (Wittenberg and Wittenberg, 1987; Wittenberg and Wittenberg,
2003).

Beide Globine konnten als O,-Sensormolekule fungieren (Kriegl et al., 2002).
Diese Fahigkeit wurde bereits flir Archae- und Bakterienglobine beschrieben
(Freitas et al., 2004; Hou et al., 2001). Alternativ kénnten sie in andere
Signaltransduktionswege innerhalb der Zelle involviert sein (Wakasugi et al.,
2003).

Ngb und Cygb kénnten als terminale Oxidasen die Regenerierung von NAD*
bewerkstelligen und somit die Energiegewinnung durch die Glycolyse unter
hypoxischen Bedingungen aufrechterhalten. Diese Funktion wird bereits fiir
einige Bakterienglobine (Dikshit et al., 1992; Ermler et al., 1995) sowie die nicht
symbiotischen Hamoglobine aus Gerste und Mais propagiert (Sowa et al.,
1998).

Beide Proteine konnten bei der Entgiftung von reaktiven Sauerstoff- und
Stickstoffspezies eine Rolle spielen, wie sie beispielsweise nach Ischamie/
Reperfusion vermehrt anfallen (Herold et al., 2004). Auch dem Myoglobin wird
diesbezuglich eine Schutzfunktion zugeschrieben (Flogel et al., 2004).

Ngb und Cygb kénnten, wie flir das Myoglobin bereits beschrieben (Flogel et
al.,, 2001), als NO-Dioxygenasen wirken und schadliche Mengen NO" in das
harmlose Nitrat (NO; ) umwandeln (Kundu et al., 2003).

Eine Vielzahl enzymatischer Reaktionen innerhalb der Zelle erfordert
molekularen Sauerstoff. So kénnten beide Globine die entsprechenden Enzyme
mit adaquaten O,-Mengen versorgen. Prolylhydroxylasen bendtigen
beispielsweise fir die posttranslationale Modifizierung von Kollagen und HIF-1a
Sauerstoff (Kivirikko and Pihlajaniemi, 1998; McNeill et al., 2002). Auch die NO-
Synthase verwendet molekularen Sauerstoff zur Erzeugung von NO (Leone et
al., 1991).
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Abbildung 1-7 Hypothetische Funktionen intrazellularer Globine. (a) O2-Transport zu den
Mitochondrien (b) O2-Sensor (c) Regeneration von NAD+ (d) Entgiftung von ROS und (e)
NO’ (f) O2-Lieferant fiir enzymatische Reaktionen (Bildquelle: Hankeln et al., 2005)

1.2 ,,reactive oxygen species” (ROS)

Die malgebliche Beteiligung von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffradikalen an
diversen pathophysiologischen und neurodegenerativen Prozessen im Organismus
wird gegenwartig stark diskutiert und ist Gegenstand zahlreicher experimenteller
Fragestellungen. Ziel ist die Erforschung der zellularen Schutzmechanismen, die zur
Entgiftung dieser Radikale beitragen. In diesem Zusammenhang wird auch eine

mogliche Rolle der beiden neuentdeckten Globine postuliert (Herold et al., 2004).

1.2.1 Entstehung von ROS

Molekularer Sauerstoff spielt als finaler Elektronenakzeptor in der Atmungskette eine

essentielle Rolle fir die Energiegewinnung und somit fir die Zellfunktion aerob

lebender Organismen. Unmittelbar damit verbunden ist aber auch die Entstehung von
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Radikalen, den sog. ,reactive oxygen species” (ROS), die flr die Zellen toxisch sein
kénnen. Dabei werden ca. 92 % der freien Radikale in den Mitochondrien gebildet
(Anton et al., 2005), womit diese als der maf3gebliche Entstehungsort wie auch als das
Hauptangriffsziel von ROS gelten (Cadenas, 2004; Genova et al., 2004). Es wird
angenommen, dass wahrend der normalen Zellatmung ca. 1 bis 6 % des in den
Mitochondrien verwendeten Sauerstoffs infolge unvollstdndiger Reduktion in das
Superoxidanion (O, ) umgewandelt werden (Boveris, 1984; Kowaltowski and Vercesi,
1999). Fir die Entstehung des Superoxids sind hauptsachlich zwei Bestandteile der
Atmungskette verantwortlich, das Ubihydrochinol/Ubichinon (Komplex Ill) und die
FMNH./FMN-Komponente der NADH-Dehydrogenase (Komplex I). In beiden Fallen
werden die intermediaren Semichinone UQH™ und FMNH™ durch molekularen
Sauerstoff autooxidiert (Boveris and Cadenas, 2000; Boveris et al., 1976). Ein groRer
Teil der Superoxidanionen wird anschlieBend von der mitochondrialen Mn-Superoxid-
Dismutase (Mn-SOD; SOD2) in Wasserstoffperoxid (H2O2) umgewandelt. Ein geringer
Anteil (ca. 1%) wird dabei direkt zu dem hochreaktiven Hydroperoxidradikal (HO, )
protoniert (Jezek and Hlavata, 2005). Daneben fihrt die Reaktion des hauptsachlich
durch die mitochondrienspezifische Isoform der NO-Synthase (mtNOS) (Ghafourifar
and Cadenas, 2005) produzierten NO° mit O," zur Entstehung von Peroxynitrit
(ONOOQ ), einer weiteren hochreaktiven Spezies (Cadenas, 2004; Freitas et al., 2002).
Uberdies spielen Metallionen wie Fe®* und Cu'" eine wichtige Rolle bei der
intrazellularen Entstehung des extrem zytotoxischen Hydroxylradikals (OH™ ), indem
sie in der sog. Fenton-Katalyse die Reduktion des H,O, bewerkstelligen (Schipper,
2004).
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Normalerweise spielen die reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies (,reactive
nitrogen species®; RNS) in geringen Konzentrationen eine wichtige Rolle als sekundare
Botenstoffe. Als solche uUbernehmen sie wichtige Aufgaben in der Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren und der Regulation der Genexpression, in der
Muskelkontraktion sowie in der Signaltransduktion, beim Zellwachstum und der
Apoptose (Boyd and Cadenas, 2002; Martindale and Holbrook, 2002; Sen and Packer,
1996; Suzuki et al., 1997; Wang et al., 1998). In erhdhten Konzentrationen dagegen
verursachen die freien Radikale oxidativen Stress in der Zelle. Aus diesem Grund
werden unter normalen physiologischen Bedingungen die produzierten ROS- und
RNS-Mengen durch endogene Schutzmechanismen streng kontrolliert. Dazu gehoren
zum einen spezielle Schutzenzyme, wie die Superoxid-Dismutase (SOD), Katalase
(CAT) und Glutathion-Peroxidase (GPx) sowie die sog. Antioxidantien, wie Vitamin C
und E, Karotinoide, Thioredoxin und Glutathion (GSH) (Freitas et al., 2002).

®02 (Elementarer Sauerstoff)

1e’ . .
Katalash Lipoperoxide
o T 1e- %
2 > H,0 .
SUPEROXID -ANION 22 Vit E, Se-GPx,
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Abbildung 1-9 Pro- und Antioxidantien.
(Bildquelle (modifiziert): http://www.probiox.com/de/html/body stressoxydant.htm)

Proteoasome

21



Kapitel 1

1.2.2 ROS im Alterungsprozess

Der biologische Alterungsprozess geht mit groRen Veranderungen auf biochemischer
und morphologischer Ebene in Zellen einher und wird durch einen zeitabhangigen
Verfall physiologischer Funktionen charakterisiert. Die klassischen Theorien zu den
molekularen Ursachen des Alterns stitzen sich zum einen auf die Verkirzung der
Telomere und zum anderen auf den erhdhten oxidativen Stress in den Zellen (Balaban
et al., 2005; Beckman and Ames, 1998; Harley et al., 1990; Harman, 1981). Die sog.
Theorie der freien Radikale (Harman, 1956) besagt, dass das Altern mit Defiziten im
Energiestoffwechsel und einer gesteigerten Produktion von reaktiven Sauerstoff- und
Stickstoffspezies assoziiert ist. Zudem nimmt die Schutzantwort vermutlich ab (Tsay et
al., 2000), so dass sich das Gleichgewicht zwischen ROS/RNS und Antioxidantien
zugunsten der Prooxidantien O, , H,O,, OH™, NO" und ONOO verlagert. Die damit
einhergehenden Schaden an Zellmembranen, Proteinen und Nukleinsauren kénnen zu
physiologischen Fehlfunktionen bis hin zum Zelltod (Cadenas, 2004; Freitas et al.,
2002; Radi et al., 2001). Ferner wird die naturliche Verklrzung der Telomere durch

erhdhte ROS-Konzentrationen im Alter noch verstarkt (Skulachev, 2000).

In Versuchen mit transgenen Invertebraten, welche die o0.g. Schutzenzyme
Uberexprimieren, konnte bestatigt werden, dass die endogene Produktion von ROS
einen wesentlichen Einfluss auf die Lebensdauer hat (Orr and Sohal, 1994; Parkes et
al., 1998; Sun et al., 2002). Entsprechend starben SOD2 (Mn-SOD)-knock out-Mause
innerhalb der ersten Lebenswochen (Melov, 2002). In transgenen Mausen, in denen
die Enzyme SOD1 (Cu/Zn-SOD) (Huang et al., 2000), Glutathionperoxidase (McClung
et al.,, 2004) bzw. Katalase (Schriner et al., 2000) Uberexprimiert wurden, konnte
hingegen keine Verlangerung der Lebensdauer beobachtet werden (de Magalhaes and
Church, 2006). Die Verfutterung von Antioxidantien an Nager fiihrte wiederum zum
leichten Anstieg der Lebenserwartung, verzdgerte allerdings nicht den
Alterungsprozess (Comfort et al., 1971; Hagen et al., 2002; Heidrick et al., 1984). Ob
nun die Disregulation der Kontrollmechanismen, die in die Entstehung und Beseitigung
von ROS involviert sind und die damit einhergehende Steigerung der oxidativen
Schaden ein Effekt oder der Grund flir die Zellalterung ist, konnte bislang nicht
eingehend geklart werden (de Magalhaes and Church, 2006). Jedoch ist im Alter eine
Zunahme sowohl der Produktion der reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies als
auch der anfallenden Oxidationsprodukte zu verzeichnen (Balaban et al., 2005;
Beckman and Ames, 1998; Finkel and Holbrook, 2000).
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1.2.3 Reaktionen von Globinen mit ROS

Vor mehr als 100 Jahren wurde zum ersten Mal die Reaktion des Hamoglobins mit
H,O, beschrieben und bereits 1923 wurde uUber die Peroxidase-Aktivitat des
Hamoglobins berichtet (Kobert, 1900; Wu, 1923). Die aktiven Zentren im Hamoglobin
und Myoglobin teilen viele physikalische, strukturelle und chemische Eigenschaften mit
den aktiven Zentren von Peroxidasen, dennoch ist die Reaktion der beiden Globine mit
H,O, viel langsamer als die der Katalasen und Peroxidasen (Svistunenko, 2005). Die
Reaktion von H,O, mit Fe(ll)-Hadmoglobin (oxyHb und deoxyHb) und Fe(lll)-
Hamoglobin (metHb) fihrt zur Erzeugung der hoch reaktiven Fe(lV) Ferryl-
Hamoglobin- bzw. Oxoferryl-Hamoglobin-Intermediate. Dabei handelt es sich um stark
oxidierende Agenzien, die zur Schadigung der Zellen durch ROS beitragen (Alayash et
al., 2001; Reeder et al., 2004; Svistunenko and Cooper, 2004). Aus diesem Grund
mussen sie so schnell wie mdglich beseitigt werden. Dabei tritt die Uberaus effektive
antioxidante Aktivitat des oxy-Fe(ll)-Hamoglobins zutage. In einer sog.
Komproportionationsreaktion (,comproportionation reaction“) wird das Ferryl-Hb durch
einen Tyrosinrest des oxyHb reduziert. Dabei entsteht metHb, aus dem schliel3lich mit
Hilfe der metHb-Reduktase die Ferro-Fe(ll)-Form des Hamoglobins regeneriert wird
(Giulivi and Davies, 1990). Reagiert Ferryl-Hb mit Wasserstoffperoxid, entstehen
metHb und Superoxid. Reagiert das H,O, jedoch mit Oxoferryl-Hb, so entsteht
Sauerstoff anstelle von Superoxid. Diese Reaktion konnte moéglicherweise zur
katalytischen Entsorgung von H,O, beitragen (Nagababu and Rifkind, 2000). Diese
sog. Pseudoperoxidase-Aktivitait des Hamoglobins ist wahrscheinlich nur eine
Nebenreaktion des Molekuls, konnte aber unter ganz speziellen Bedingungen zum

Schutz vor Radikalen beitragen (Cooper et al., 2005).

Aber auch die Entstehung von H;O, in den roten Blutzellen steht mit Hamoglobin im
Zusammenhang. Die Autooxidation des oxy-Hamoglobins flhrt zur Bildung von metHb
und Superoxid (O, ), das von der Superoxiddismutase zu H,O, und Wasser umgesetzt
wird (Johnson et al., 2005; Misra and Fridovich, 1972). Obwohl die Autooxidationsrate
des Hb durch Ausbildung der tetrameren Struktur im Vergleich zu den Einzelketten
deutlich herabgesetzt ist (Tsuruga et al., 1998), tragt sie vermutlich mit 3 bis 4% zum
standigen Fluss von reaktiven Sauerstoffspezies bei und kénnte somit am oxidativen

Stress innerhalb der Erythrozyten beteiligt sein (Nagababu and Rifkind, 2000).

Des Weiteren kann Peroxynitrit in rote Blutzellen diffundieren und dort mit

oxygeniertem Hamoglobin reagieren. Das Hamoglobin katalysiert die Isomerisierung
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von Peroxynitrit zu Nitrat (NOs ). Das dabei entstehende metHb wird wahrscheinlich
Uber die Fe(lV) Ferryl-Zwischenstufe gebildet, die jedoch in der Reaktion des Hb mit
Peroxynitrit weitaus weniger stabil ist als das in den Reaktionen des Hb mit H,O,
gebildete Ferryl-Intermediat (Romero et al., 2003). Auf diese Weise senkt das oxyHb
den intravaskularen Peroxinitrit-Spiegel und verhindert so die Entstehung der
nitrierenden Spezies NO," (Radi, 2004). Ahnliche Funktion kénnte auch das deoxyHb
ausuben, das Nitrit zu NO" und dartber hinaus Peroxynitrit zu Nitrit reduzieren kann
(Cosby et al., 2003). Auch metHb kann die Isomerisierung von Peroxynitrit zu Nitrat
katalysieren und somit zur Entgiftung des Peroxynitrits beitragen (Herold and
Shivashankar, 2003). Andererseits kann das metHb als metallhaltiges Protein auch die
Nitrierung freier Tyrosine bei Anwesenheit von Nitrit und H,O, vermitteln (Herold,
2004).

Fur das Myoglobin konnte mit Hilfe der Myoglobin-knock out-Mause die Beteiligung des
Proteins am Abbau von reaktiven Sauerstoffspezies nachgewiesen werden (Flogel et
al., 2004). Zum einen setzte die externe Zugabe von H,O, die Kontraktionsfahigkeit der
knock out-Herzen im Vergleich zu den Wildtyp (WT)-Herzen viel starker herab, zum
anderen war die gebildete ROS-Menge im ko-Herz nach Ischamie und anschlieBender
Reperfusion (IR) deutlich héher als im WT-Herzen. Wahrscheinlich flhrt in vivo, dhnlich
wie beim Hamoglobin, die sog. Komproportionationsreaktion der Ferryl-Mb-
Zwischenstufe mit oxyMb zur Bildung von metMb, aus dem mit Hilfe einer spezifischen

metMb-Reduktase die aktive Ferro(ll)-Form des Myoglobins regeneriert wird.

Die stark erhdhte NO-Konzentration in Myoglobin knock out-Mausen deutet aulRerdem
auf eine Funktion des Myoglobins bei der Entgiftung von Stickoxid (NO") hin (Flogel et
al., 2001). Aufgrund der inhibitorischen Wirkung des NO auf die Cytochrom c-Oxidase
der Atmungskette (Antunes et al.,, 2004; Brown, 2001) bt das Myoglobin
moglicherweise durch die katalytische Umwandlung des NO zu Nitrat indirekten
Einfluss auf die Regulation der oxidativen Phosphorylierung aus (Brunori, 2001; Flogel
et al., 2001; Wittenberg and Wittenberg, 2003).

Ahnlich wie das Hamoglobin ist auch das Myoglobin in der Lage die Isomerisierung von
Peroxynitrit zu Nitrat zu katalysieren. Neben der Schutzfunktion kénnte es sich hierbei
ebenfalls um einen regulatorischen Einfluss auf die Zellatmung handeln, denn auch
das Peroxynitrit kann die Cytochrom c-Oxidase irreversibel hemmen (Herold and
Shivashankar, 2003; Herold et al., 2002).
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1.3 Tiermodelle zur funktionellen Genanalyse in Saugern

Tiermodelle sind fiir die funktionelle Analyse von Genen schon seit geraumer Zeit von
grolier Bedeutung. In Tieren lassen sich Gene zum einen gezielt inaktivieren (knock
out-Modelle), zum anderen kann ein einzelnes Gen zusatzlich ins Genom eingeflugt
(transgene Tiermodelle) und die Auswirkungen auf den Organismus erforscht werden.
Die Maus dient aufgrund der biologischen und genetischen Ahnlichkeiten zum
Menschen als ein gangiger Modellorganismus zur Erforschung von Genfunktionen und
Krankheitsbildern (Bogue, 2003a; Bogue, 2003b). Das Genom der Maus gleicht dem
des Menschen hinsichtlich der GroRe und der Anzahl der Gene und ist inzwischen
ebenfalls vollstdndig sequenziert (Waterston et al., 2002). Eine hohe
Reproduktionsrate und kurze Lebenserwartung sind weitere Vorteile der Maus als
Modellorganismus, die es erlauben, die Effekte von veranderten Genen lUber mehrere
Generationen hinweg zu beobachten. Heutzutage werden routinemafig genetisch
modifizierte Mause hergestellt, zum einen durch die Injektion der Fremd-DNA in
Embryonen im Einzell-Stadium (transgene) oder durch Transfektionen in embryonale

Stammzellen (knock out).

1.3.1 Gezieltes Ausschalten von Zielgenen in knock out-Mausen

Knock out-Mause entstehen, wenn ein definierter DNA-Bereich eines Gens
zielgerichtet gegen einen nicht-funktionellen Abschnitt ausgetauscht wird. Das Prinzip
der als ,gene targeting“ bezeichneten Methode beruht auf der homologen
Rekombination (Deng and Capecchi, 1992). Hierzu werden genomische
Sequenzabschnitte des zu untersuchenden Gens in einen Vektor kloniert (Targeting-
Konstrukt) und dabei wichtige funktionelle Bereiche des Gens (z.B. Start-Codon,
funktionelle Exons) durch ein Markergen (Neomycinresistenzgen; Neo) ersetzt. Dieser
Vektor wird in embryonale Stammzellen (ES-Zellen) transformiert, in denen das
Wildtyp-Gen infolge homologer Rekombination durch das modifizierte Gen aus dem
Vektor ersetzt wird. Isolierte Stammzellen werden bereits seit den 80er Jahren zur
Generierung von knock out-Mausen verwendet. Sie sind fiir genetische Manipulationen
leicht zuganglich und besitzen aufgrund ihrer Pluripotenz die Fahigkeit, sich in die
verschiedenen Gewebe eines Organismus zu differenzieren (Evans and Kaufman,
1981; Martin, 1981).
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Die homologe Rekombination ist ein relativ seltenes Ereignis, das etwa 10*-10%-mal
seltener auftritt als eine zufallige Integration. Die Haufigkeit hangt sowohl von der
Lange der homologen Regionen des Targeting-Konstrukts, als auch von deren
Ubereinstimmungsgrad mit dem Zielgen ab (Hasty et al., 1991). Ab einer DNA-Lange
von 2 kb nimmt bis max. 14 kb die Zahl der homologen Rekombinationsereignisse
exponentiell zu (Deng and Capecchi, 1992). Ferner erhoht die Verwendung von
isogener DNA aus dem passenden Mausstamm die Wahrscheinlichkeit einer

homologen Rekombination um das ca. 20fache (te Riele et al., 1992).

Das Targeting-Konstrukt wird mittels Elektroporation in ES-Zellen gebracht, die dann in
Anwesenheit des Antibiotikums Neomycin bzw. G418 wachsen. ES-Zellen, die das
Konstrukt in ihr Genom integriert haben, kénnen somit durch die Expression der
Antibiotikaresistenz selektiert und z.B. mittels PCR auf homologe Rekombination
untersucht werden. Ein zweites Markergen, beispielsweise das Gen fir die
Thymidinkinase (TK), das flankierend zum homologen Sequenzbereich im Targeting-
Konstrukt enthalten ist, erlaubt dabei die negative Selektion der unspezifisch
rekombinierten ES-Zellen. Nach der Zugabe des toxischen Thymidinanalogon
Gangcyclovir sterben die ES-Zellen ab, die unspezifisch das Targeting-Konstrukt

einschliel3lich des TK-Gens in ihr Genom integriert haben.

ES-Zellen, in denen eine homologe Rekombination stattgefunden hat, werden
anschlielend in eine Spenderblastocyste injiziert und in den Uterus einer
scheinschwangeren Maus reimplantiert. Die chimaren Nachkommen dieser Maus
besitzen eine mosaikartig zusammengesetzte Fellfarbe, da die ES-Zellen von braunen
(agouti) Mausen (129/SvJ) stammen, wohingegen die Blastocysten aus schwarzen
C57/B6 Mausen isoliert werden. Durch die nachfolgende Kreuzung der chimaren
Mause mit schwarzen C57/B6 Mausen lasst sich feststellen, ob das mutierte Allel in die
Keimbahn der Chimaren gelangt ist. Da das braune Agouti-Gen dominant Uber die
schwarze Fellfarbung ist, tragen nach Mendel 50 % der braunen Nachkommen das
mutierte Allel. Schwarze Nachkommen enthalten keine Mutation im zu untersuchenden
Gen. Mit Hilfe von Southern Blot-Analysen oder Uber PCR kann das ausgeschaltete
Allel molekular nachgewiesen werden. Die Kreuzung zweier heterozygoter Mause
resultiert schlieBlich in 25 % homozygoter Nachkommen (Capecchi, 1989a; Capecchi,
1989b).
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Abbildung 1-10 Generierung einer knock out-Maus. Die ES-Zellen werden aus der
Blastocyste eines geeigneten Mausstammes (z.B. 129/SvJ) isoliert und in Kultur gesetzt.
In Kultur konnen sie durch Einschleusen von Fremd-DNA genetisch verdandert werden.
Die verdnderten ES-Zellen kénnen dann in isolierte Blastocysten eines anderen
Mausstammes (z.B. C57B10/J oder C57/B6) injiziert werden. Die Mause dieses Stammes
besitzen eine schwarze Fellfarbe, die gegeniiber der Agouti-Farbung des Stammes
129/SvJ rezessiv ist. Die anschlieBende Entwicklung der eingefiihrten Blastocyste fiihrt
zu einer Chimaére, die (auch in den Keimbahnzellen) zwei Zellpopulationen enthilt, die
von zwei verschiedenen Zygoten stammen und sich in der gefleckten Fellfarbe
widerspiegeln. Die Riickkreuzung der Chiméren fiihrt zu Mausen, die fiir die genetische
Verdnderung heterozygot sind. Durch die anschlieBende Inzucht heterozygoter Tiere
entstehen schlieBlich homozygote Mutanten. (Bildquelle: Strachan und Read, 2005).

Neben dem dauerhaften, vollstdndigen Ausschalten einer Genfunktion werden heute
verstarkt Techniken eingesetzt, die es ermdglichen Gene zu definierten Zeiten
wahrend der Entwicklung oder in bestimmten Zellen bzw. Geweben abzuschalten. Man
spricht von konditionellen knock out-Mutanten. Die Technik basiert auf der

Verwendung eines Rekombinase-Systems aus dem Bakteriophagen P1 (Cre/loxP;)
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(Lakso et al., 1992; Orban et al., 1992). Die Cre-Integrase (,causes recombination®)
vermittelt eine zielgenaue Rekombination zwischen den 34 bp langen loxP (,locus of
crossing over") Sequenzen. Die Integrase kann loxP-tragende Sequenzen deletieren,
invertieren oder auch translozieren. Zielgensequenzen werden in ES-Zellen so
verandert, dass Exonbereiche auf beiden Seiten von loxP-Elementen flankiert sind
(Abb.1-11a). Diese ,gefloxten“ Gene werden in der transgenen Maus normal exprimiert
solange kein Cre-Enzym vorhanden ist. Die Cre-Integrase wird in eine zweite
transgene Maus eingebracht. Inzwischen sind viele Mauslinien verfligbar, die Cre
zelltypspezifisch und sogar induzierbar exprimieren. Wird die ,gefloxte“ und die Cre-
Maus miteinander gekreuzt, wird in den Nachkommen das Rekombinase-System

aktiviert und das gefloxte Zielgen ausgeschaltet (Abb. 1-11b).
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Abbildung 1-11 Das Cre-loxP-Rekombinationssystem erlaubt die gezielte Inaktivierung
eines Gens in bestimmten Zelltypen. Dafiir werden loxP-Stellen zusammen mit einem
Markergen M am Ziellokus A eingefiihrt (a). Die anschlieBende Transfektion mit einem
Cre-Rekombinasegen fiihrt zur Rekombination zwischen den eingefiigten loxP-Stellen
und zur Entstehen der sog. Typ I-Rekombinanten, bei denen der Ziellokus von zwei loxP-
Stellen flankiert wird. Diese Mause werden mit transgenen Mausen gekreuzt, die ein
integriertes Konstrukt aus dem Cre-Rekombinasegen und einem gewebespezifischen
Promotor tragen (b). (Bildquelle: Strachan und Read, 2005).
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1.3.2 Uberexpression von Genprodukten in transgenen Mausen

Transgene Tiere charakterisieren sich durch die Expression eines oder mehrerer
exogen eingefiuhrten Gene. Die Integration der zusatzlichen Gene ins Genom erfolgt
dabei zufallig an Einzelstrangbriichen in der DNA. Oft werden mehrere Kopien an einer
einzigen Stelle in die chromosomale DNA integriert, was zur Entstehung von sog. Kopf-
Schwanz-Konkatemeren mit 50 oder mehr Kopien fuhrt (Strachan and Read, 2005).
Dafir wird entweder der gesamte genomische Abschnitt oder durch reverse
Transkription hergestellte cDNA der kodierenden Sequenz (CDS) des zu
untersuchenden Gens einschliellich des Start-Kodons in ein entsprechendes Vektor-
Plasmid kloniert. Wichtig fur die anschlieBende Transkription ist dabei die Orientierung
des klonierten Abschnitts relativ. zum minimalen CMV-Promotor und dem
Polyadenylierungssignal im Expressionskonstrukt. Durch Mikroinjektion wird die
exogene DNA anschlieRend direkt in den mannlichen Pronucleus einer befruchteten
Eizelle eingebracht. Die transformierte Eizelle wird in den Eileiter eines
scheinschwangeren Muttertieres eingesetzt. Erfolgt die Integration des Transgen-
Konstruktes unmittelbar, ist die neugeborene Maus transgen. Meistens wird jedoch die
DNA erst nach einer oder zwei Zellteilungen integriert, so dass die Maus ein Mosaik
aus transgenen und nicht-transgenen Zellen darstellt, die dennoch von derselben
Zygote stammen. Sobald transformierte Zellen an der Bildung der Keimbahn beteiligt
sind, wird das Transgen auf die nachste Generation Uibertragen. Die Verwendung eines
Reportergens vereinfacht die Selektion der transgenen Tiere. Eine gangige
Vorgehensweise ist die Verwendung von Plasmid-Vektoren, die zusatzlich fur ein
Reporterprotein kodieren, wie z.B. das grun fluoreszierende Protein (,enhanced green
fluorescent protein“; EGFP). Die Expression des Reportergens wird gleichzeitig mit der
Expression des klonierten Gens von einem bidirektionalen Promotor (z.B. CMV) aus

reguliert und kann infolge der Fluoreszenz entsprechend nachgewiesen werden.

Durch die Verwendung von induzierbaren Promotoren, die durch die Zugabe
spezifischer chemischer Liganden ein- oder ausgeschaltet werden, lasst sich die
entwicklungs- bzw. gewebsspezifische Expression in transgenen Tieren am besten
kontrollieren. Im Allgemeinen wird die Struktur der Transkriptionsfaktoren, die solche
Promotoren regulieren, durch den Liganden verandert. Ein Beispiel dafir ist das Tet-
Off bzw. Tet-On-System, in dem die Promotoraktivitdt abhangig von Tetracyclin (Tc)

bzw. Doxycyclin (Dox) reguliert wird (Abb. 1-12).
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Im Tet-Off-System (Gossen and Bujard, 1992) bindet, solange kein Dox verabreicht
wird, das Protein tTA (,tetracycline-dependent transactivator protein“) an das TRE
(,tetracyclin-responsive element*) im Promotor und induziert die Expression
benachbarter Gene. Durch die Wechselwirkung mit Dox verliert das tTA die Fahigkeit

an das TRE zu binden. Ohne tTA ist der minimale Promotor nicht funktionsfahig.

Im Tet-On-System (Gossen et al., 1995) wird eine mutierte Form des Proteins tTA, das
sog. rtTA (,reverse tetracycline-dependent transactivator protein“) verwendet, das ohne
Dox nicht an den Promotor binden kann. Erst in Anwesenheit von Dox kann rtTA an

das TRE binden und die Transkription der dahinter liegenden Gene starten.

In beiden Fallen wird das Transaktivator-Protein (tTA bzw. rtTA) auf einem weiteren
Plasmid kodiert, das je nach gewlinschtem Ort der Expression mit einem gewebe- bzw.
zellspezifischen Promotor ausgestattet sein kann. Es existieren bereits zahlreiche
Effektor-Mause, die eines dieser Proteine in bestimmten Geweben exprimieren

(http://www.zmg.uni-mainz.de/tetmouse/index.htm), mit denen die selbst hergestellten

transgenen Tiere gekreuzt werden koénnen. Auf diese Weise kann zum einen die
Funktionsfahigkeit der transgenen Vektoren Uberprift werden, indem die Expression im
Gewebe, in dem normalerweise kein Genprodukt nachzuweisen ist, angeschaltet wird.
Das eigentliche Ziel ist jedoch, dass durch entsprechende Kreuzungen die bereits
vorhandene Genexpression gesteigert und die daraus resultierenden Auswirkungen

auf das Tier analysiert werden kdnnen.

Tet-Off Tet-On
Tissue specific ITA Tissue specific HTA
I I
— Promoter {IERI] VP16 —{ Promoter ISR VP16
- Doxycycline ‘ + Doxycycline "’ ‘

PY
‘/ \- &> - [)nxyu)‘uliic/ \ + Doxycycline ”‘.

Transcription, Trawgeption, Transcription
—{ tet0/Peyy L "‘g

— “3‘0""’:.\1\:- _@\

Abbildung 1-12 Das Tetracyclin-Transaktivator-System. Das System kann entweder zur
Aktivierung (Tet-ON) oder Inhibition (Tet-OFF) der Expression des Transgens verwendet
werden. Tet-OFF: Der Transaktivator rtTA setzt sich zusammen aus dem
Repressorprotein (tetR) und VP16, bindet in Abwesenheit von Tetracyclin bzw.
Doxycyclin an die Operatorsquenz (tetO), dort wirkt er als starker
Transkriptionsaktivator. Im Tet-ON System ist das TetR-Protein durch vier AS-
Austausche so verdndert, dass es nur in Anwesenheit von Tetracyclin bzw. Doxycyclin
an TetO binden und die Transkription des exogen eingefiigten Gens aktivieren kann.
(Bildquelle:_http://www.molmed.lu.se/hematopoiesis p04.htm)
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollten mit Hilfe von bioinformatischen,
molekulargenetischen und zellbiologischen Methoden grundlegende Daten zu den
Expressionsmustern, zur Regulation und zu den mdéglichen Funktionen von

Neuroglobin und Cytoglobin ermittelt werden.

o0 In komparativen Sequenzanalysen der humanen und murinen Neuroglobingen-
Regionen sollten konservierte, nicht-kodierende Sequenzabschnitte identifiziert
werden, die den mdglichen Promotor des Ngb-Gens mit den putativen
Bindungsstellen flr Transkriptionsfaktoren enthalten und einen Einblick in potentielle
Mechanismen der Genregulation geben koénnten. Solche computergestitzten
Analysen sind Voraussetzung fir die experimentelle Durchflihrung von funktionellen

Promotoranalysen.

o Um Ruckschlisse auf die mogliche Funktion eines Proteins ziehen zu kénnen, ist
die genaue Kenntnis seiner Expressionsorte unumganglich. Anhand von mRNA-in
situ-Hybridisierungen und indirekten Immunfluoreszenzanalysen sollte eine
detaillierte Analyse der zellularen und subzellularen Verteilung von Ngb und Cygb in
murinen Geweben durchgefiihrt werden. Dabei sollte das Hauptaugenmerk auf

neuronale und endokrine Gewebe gerichtet sein.

o Mit Hilfe von Realtime Q-PCR-Analysen sollte eine modgliche differentielle
Regulation von Ngb und Cygb wahrend des zellularen Alterungsprozesses
untersucht werden. Hierfir sollten die mMRNA-Mengen aus verschiedenen
Hirnbereichen von jungen und alten Individuen der Saugerspezies Phodopus
sungorus (dsungarischer Zwerghamster) miteinander verglichen werden.
Hintergrund der Analyse waren Hypothesen, die die Expression und Funktion beider
Globine in Zusammenhang mit der Stoffwechselaktivitdt neuronaler Zellen und mit

der Beseitigung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) sehen.

o Fir funktionelle Analysen eines Proteins in vivo ist die Verfligbarkeit von
entsprechenden transgenen und knock out-Mausen eine wichtige Voraussetzung.
Fur die Generierung von Ngb- und Cygb-knock out-Mausen sollten entsprechende
.gene-targeting“-Vektorkonstrukte hergestellt werden. Darlber hinaus sollten
Nachweis-Verfahren etabliert werden, welche die Genotypisierung von embryonalen
Stammzellen (ES) nach erfolgtem Targeting ermdglichen. Fir die Herstellung
transgener, Ngb-/Cygb-liberexprimierender Mause sollten ebenfalls entsprechende

Vektor-Konstrukte hergestellt und die Nachweisverfahren etabliert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsmaterial und Tiere

Zur Praparation von RNA und genomischer DNA sowie zur Herstellung von
Proteinextrakten wurden verschiedene Gewebe des Balb/C-Stammes von Mus
musculus aus dem Tierstall des Instituts flir Physiologische Chemie und
Pathobiochemie der Universitat Mainz verwendet.

Fir die Herstellung von Gewebeschnitten fur mRNA-in situ-Hybridisierungen und
Immunohistochemie verwendete adulte Mause (Balb/C) und Ratten (Wistar) wurden
aus dem Tierstall des Instituts flir Anatomie und Zellbiologie der Universitat Mainz
bezogen.

Fur RNA-Praparationen zur Untersuchung der Ngb- und Cygb-Expression im Alter
wurden jung-adulte und senile Zwerghamster der Spezies Phodopus sungorus von
Prof. Stefan Reuss vom Institut fir Anatomie und Zellbiologie der Universitat Mainz zur
Verfligung gestellt.

Als Ausgangsmaterial fur die Konstruktion der knock out-Vektoren wurde der murine
PAC-Klon D08616Q2 aus der Klonbibliothek 704 des Ressourcenzentrums des
Deutschen Human-Genomprojektes in Berlin eingesetzt. Alternativ wurde genomische
DNA aus embryonalen Stammzellen E14Tg2a von Mus musculus verwendet, die vom
Kooperationspartner Dr. Stefan Wiese in Wirzburg zur Verfiigung gestellt wurden.

Die Transformationen der knock out-Vektoren in embryonale Stammzellen E14Tg2a
der R1 ES Line (Heid et al., 1996; Nagy et al., 1993) aus Mus musculus wurden in der
Arbeitsgruppe Prof. Sendtner am Institut fir Klinische Neurobiologie in Wirzburg
durchgefiihrt. Bei der R1 ES Linie handelt es sich um ein F1 Hybrid aus zwei SJ129
Maus-Stammen (129/Svcp x 129/SvJ).

Die Injektionen der transgenen Vektoren in die Eizellen des Mus musculus Stammes

FvB wurden in der Arbeitsgruppe Dr. Bockamp im Institut flr Toxikologie der
Universitat Mainz durchgeflhrt.
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2.2 Molekularbiologische Standardmethoden

2.2.1 Standard-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte nach Zugabe von
0,2 Vol DNA-Ladepuffer auf vertikalen 0,8-2,5 %igen Agarosegelen in Kammern der
Firma Genterprise (Mainz) bei einer Stromstarke von 15-30 mA bzw. einer Spannung
von 130 V. Als Laufpuffer wurde entweder 1xTBE- oder 1xE-Puffer verwendet. Als
Molekulargewichtsstandards dienten mit Hindlll restringierte Lambda-DNA und mit Eco
RI und Hind 1l restringierte pF-DNA. Dartber hinaus wurden DNA-Marker der Firma
Fermentas (St. Leon-Rot) verwendet. Die Farbung der DNA erfolgte in einer
Ethidiumbromid-Loésung (5 ug/ml in 1x E-Puffer), die Sichtbarmachung auf einem UV-
Transilluminator IL-200 M bei 312 nm. Die Gelbilder wurden mit einem ,Image
Documentations-System CSI“ (Cybertech) aufgenommen.

Die Wiedergewinnung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des
-E.Z.N.A. Gel Extraction Kit* der Firma PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen)
nach Angaben des Herstellers.

RNA wurde auf vertikalen 0,8 %igen Agarosegelen mit einer Endkonzentration von
5,5% Formaldehyd elektrophoretisch aufgetrennt. Als Laufpuffer wurde 1x MOPS
verwendet, zur Farbung wurde die RNA-Probe mit 1 ul Ethidiumbromid-Stammldsung
(5 mg/ml) versetzt. Die Denaturierung der Sekundarstrukturen wurde durch die Zugabe
von 3 Vol RNA-Ladepuffer und anschlielRender Inkubation fir 10 min bei 70 °C erzielt.
Danach wurde die Probe auf Eis abgekinhlt, mit 1/10 Vol RNA-Farbelésung versetzt
und auf das Gel geladen. Die Sichtbarmachung konnte direkt auf dem Gel mit Hilfe des
UV-Transilluminators IL-200 M bei 312 nm erfolgen und mit dem ,Image
Documentation System CS1“ (Cybertech) aufgenommen werden.

2.2.2 DNA-Fallung

Die DNA-Fallung erfolgte durch Zugabe von 0,1 Vol 10x Dialysepuffer bzw. 3 M
Natriumacetat (NaAc) und 2-3 Vol eiskaltem Ethanol abs. fur mindestens 30 min bei
-20 °C. Die gefallte DNA wurde 45 min bei 14000 rpm abzentrifugiert, anschliefend mit
50-100 pl 70 % Ethanol gewaschen und erneut 5-10 min zentrifugiert. Nach dem
Trocknen in einer Vakuumzentrifuge (Eppendorf Concentrator 5301) wurde die DNA in
HPLC-Wasser gelost.

2.2.3 DNA-Restriktion

Die Restriktion von DNA mit Endonukleasen wurde wunter den von den
Enzymherstellern empfohlenen Bedingungen durchgefuhrt. Fir Doppelrestriktionen
wurde die Internetoption http://www.fermentas.com/doubledigest/index.html der Firma
Fermentas (St. Leon-Rot) genutzt.
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2.2.4 Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol-DNA-Extraktion

Fir die Inaktivierung von Enzymen in Restriktionsansatzen wurde die
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-DNA-Extraktionsmethode (PCI) angewendet. Der
Ansatz wurde mit 1 Vol Phenol (gesattigt mit 50 mM Tris/HCI, pH 7,5) Gberschichtet
und 2-5 min invertiert. AnschlieBend wurde der Ansatz mit 14000 rpm bei
Raumtemperatur (RT) zentrifugiert bis sich zwei deutlich getrennte Phasen gebildet
hatten. Die obere wassrige, DNA-haltige Phase wurde abgenommen und erneut mit 1
Vol Phenol versetzt. Die untere Phenol-Phase wurde mit 1 Vol TE-Puffer versetzt, um
eventuelle DNA-Reste der Phenolphase =zurickzugewinnen. Nach erfolgter
Zentrifugation wurden beide wassrige Phasen abgenommen und vereint. Um
Phenolreste aus der wassrigen Phase zu entfernen, wurde dem Ansatz 1 Vol
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) zugegeben, die Proben 2-5 min invertiert und mit
14000 rpm bei RT zentrifugiert, bis sich erneut zwei deutlich unterscheidbare Phasen
gebildet hatten. Dieser Schritt wurde ebenfalls zwei Mal durchgefiihrt. Die DNA aus der
oberen wassrigen Phase wurde anschlie3end gefallt und gewaschen.

Fur die Aufreinigung der Ngb und Cygb knock-out Vektoren nach der Linearisierung mit
Not | wurde alternativ das ,Phase Lock Gel™ (PLG, heavy)* der Firma Eppendorf
(Hamburg) gemaR den Angaben des Herstellers verwendet.

2.2.5 Standard-PCR

Die PCR (Saiki et al., 1988) wurde in 50 pyl Ansatzen mit 10-100 ng Matrizen-DNA, je
10 pmol der beiden Primer, 0,2 mM dNTP’s und 2,5-5 U DNA-Polymerase in 1x PCR-
Puffer durchgefihrt. Unter Standardbedingungen wurde, nach einer 3 minltigen
Denaturierung bei 94 °C, folgendes Programm verwendet:

Denaturierung: 95 °C 30 sec
Annealing: 55-65 °C 30 sec
Elongation: 72 °C 30 sec -2 min

Die Probe durchlief 35-40 solcher Amplifikationzyklen in einem PTC 200-Thermocycler
der Firma Biozym Diagnostik GmbH (Hess. Oldendorf) bzw. primus 96 advanced-
Thermocycler der Firma PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen). Im Anschluss
wurde ein zusatzlicher Elongationsschritt von 5-10 min bei 72°C durchgefuhrt um die
Vollstandigkeit der PCR-Produkte zu gewahrleisten. Nach erfolgter Amplifikation
wurden 5 pl der PCR-Probe gelelektrophoretisch aufgetrennt.

2.2.6 ,Long Template” und ,,Proofreading“ PCR

Fragmente, die aufgrund ihrer Lange und der hieraus resultierenden Fehlerrate nicht
durch die oben beschriebene PCR amplifiziert werden konnten, wurden mit Hilfe des
.Expand Long Template PCR System“ der Firma Roche Diagnostics GmbH
(Mannheim) nach dem beiliegenden Protokoll vervielfaltigt. Mit dessen Hilfe kdnnen
Fragmente bis max. 22 kb amplifiziert werden, was durch den Einsatz eines Enzym-
Mixes ermdglicht wird. Dieser enthalt neben einer herkdmmlichen Tag-Polymerase
eine weitere hitzestabile DNA-Polymerase mit einer ,proofreading“-Funktion.
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.Proofreading” bedeutet 3'>5" Exonuclease-Aktivitdt, welche die Reparatur von
Fehleinbauten gewabhrleistet, die aufgrund der Lange der Amplifikate am 3°Ende
akkumulieren und die weitere Polymerisierung verhindern wirden. Die Vorbereitung
des PCR-Ansatzes erfolgte in zwei Schritten. Zunachst wurden Mastermix 1 mit 0,5 pg
genomische bzw. 0,1 uyg PAC DNA, je 10 pmol der beiden Primer und 0,5 mM dNTP’s
sowie Mastermix 2 mit 1xPuffer 2 und 3,75 U Polymerase-Mix in getrennten Gefallen
angesetzt und unmittelbar vor Beginn der PCR-Reaktion miteinander gemischt. Nach
einleitender Denaturierung von 2 min bei 94 °C in einem PTC 200-Thermocycler der
Firma Biozym Diagnostik GmbH (Hess. Oldendorf) bzw. primus 96 advanced-
Thermocycler der Firma PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen), durchlief der
Ansatz folgende Zyklen:

Denaturierung: 94 °C 10 sec

Annealing: 55-58 °C 30 sec

Elongation: 68 °C 8 min 10x
68 °C 8 min + 5 sec pro Zyklus 25x

Nach dem abschlieRenden Endfilling-Schritt flir 7 min bei 68 °C wurden die Produkte
auf 0,8 %igen Agarosegelen aufgetrennt.

Weiterhin wurde das ,Proof-Start® PCR-System“ der Firma Qiagen (Hilden) zur
Amplifikation langer PCR-Fragmente und der cDNA-Fragmente zur Klonierung in
transgene Vektoren verwendet. Pro 50 yl Ansatzvolumen wurden ca. 1 yg genomische
DNA bzw. 0,3 pg cDNA aus Mus musculus, 25 pmol beider Primer, 0,3 mM dNTP-Mix,
5 Units Qiagen™ Tag DNA-Polymerase in 1x Qiagen PCR-Puffer (enthéalt 1,5 mM
MgCl,) und 0,2 U ,ProofStart DNA-Polymerase (verdiinnt in 1x,ProofStart® PCR-
Puffer) in 1xQSolution eingesetzt.

Unter Standardbedingungen durchlief der Ansatz nach einem initierenden
Aktivierungsschritt von 2 min bei 95°C die folgenden Amplifikationszyklen (nach
Protokoll der Firma Qiagen):

Denaturierung: 94 °C 10 sec
Annealing: 55-61 °C 1 min
Elongation: 68 °C 1 min pro kb AmplifikatgrofRe

Nach 40 Zyklen und abschlieendem Polymerisationsschritt in einem PTC 200-
Thermocycler der Firma Biozym Diagnostik GmbH (Hess. Oldendorf) bzw. primus 96
advanced-Thermocycler der Firma PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen), wurde
die PCR beendet.

2.2.7 Kolonie PCR-Screening-Methode

Kolonien, die auf Amp-Agarplatten gewachsen waren, wurden in einem
Schnellverfahren durch Kolonie-PCR auf die enthaltenen Plasmid-Konstrukte hin
getestet. Dies macht insbesondere dann Sinn, wenn aufgrund des verwendeten
Klonierungsvektors auf die ,Blau-Wei3“-Selektion verzichtet werden muss, wie z.B. bei
den transgenen- und knock-out-Vektoren. Hierflir wurden einzelne Klone mit einer
sterilen Pipettenspitze von der Amp-Agarplatte gepickt und fir 5 min in 10 pyl HPLC-
Wasser geldst. Fur die Kolonie-PCR wurde ein Mastermix mit je 10 pmol beider Vektor-
Standard-Primer, 0,2 mM dNTPs und 2,5 Units Tag-Polymerase in 1xPCR-Puffer
angesetzt. Jeweils 5 uyl der Klon-Suspensionen wurden fir einen PCR-Ansatz
verwendet. Da die DNA-Matrize hierbei, im Gegensatz zu einem Standard PCR-
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Protokoll, nicht frei vorliegt, muss der erste Denaturierungsschritt verlangert werden.
Unter Standardbedingungen durchlief der Ansatz nach einer Denaturierung bei 95°C
fur 5 min das folgende Programm:

Denaturierung: 94 °C 1 min
Annealing: 55-60 °C 30 sec
Elongation: 72 °C 30 sec-1min

Nach 40 Zyklen und abschlieendem 5 minltigen Elongationsschritt in einem PTC
200-Thermocycler® der Firma Biozym Diagnostik GmbH (Hess. Oldendorf) bzw. primus
96 advanced-Thermocycler der Firma PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen)
wurde die PCR beendet und mittels Agarosegel analysiert. Bei positiven Ergebnissen
konnten die Ubrigen 5 pl der Klon-Suspensionen zum Animpfen entsprechender UN-
Kulturen verwendet werden.

2.2.8 Aufreinigung der PCR-Produkte

War nur ein PCR-Produkt auf dem Gel zu sehen, so wurde der Rest der Probe mit dem
,concert Rapid PCR Purification Kit* der Firma Gibco BRL Life Technologies GmbH
bzw. ,E.Z.N.A Cycle Pure Kit* der Firma PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen)
nach dem beiliegenden Protokoll fur die Sequenzierung bzw. Klonierung aufgereinigt.
Bei mehreren Produkten wurden die einzelnen Banden aus einem praparativen
Agarosegel herausgeschnitten und mit dem ,E.Z.N.A. Gel Extraction Kit* der Firma
PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen) aufgereinigt. Allen oben erwahnten Kits
liegt ein gemeinsames Prinzip zugrunde. Dabei wird die negativ geladene DNA an
positiv geladene Silica-Saulchen gebunden.

2.2.9 Klonierung in Plasmidvektoren

Die Klonierung von DNA-Restriktionsfragmenten oder PCR-Amplifikaten erfolgte nach
Standardmethoden (Sambrook, 1989). Zur direkten Klonierung von PCR-Amplifikaten
wurde das ,pGEM-T®Easy Vector System“ der Firma Promega (Mannheim) in
Kombination mit dem Bakterienstamm E. coli RRI AM15 (Ruther, 1982) bzw. DH10B
(Calvin and Hanawalt, 1988) verwendet. Dem System liegt die Tatsache zugrunde,
dass die zur Standard-PCR-Amplifikation verwendeten Tag-Polymerasen durch eine
sog. terminale Transferase-Aktivitdt an beiden Enden des PCR-Produktes 3°A-
Uberhénge synthetisieren. Entsprechend tragt das verwendete Plasmid 3 T-Uberhénge
und ist dartber hinaus dephosphoryliert, was die Klonierungseffizienz zusatzlich positiv
beeinflusst. Eine Selektion plasmidtragender Zellen ist nach der Transformation
aufgrund der erworbenen plasmidkodierten Ampicillinresistenz leicht moglich. Die
Identifizierung von Zellen mit rekombinanten Plasmiden erfolgt durch ,Blau-Weil*-
Selektion auf der Basis der a-Komplementation des B-Galactosidase-Gens.

37



Kapitel 2

2.2.9.1 dA-tailing von PCR-Fragmenten

Da ,Proofreading“-DNA-Polymerasen keine terminale Transferase-Aktivitat aufweisen,
musste im Fall einer Klonierung des PCR-Produkts in den Vektor pGEM-T®Easy ein
sog. dA-tailing nachtraglich durchgefuhrt werden. Hierzu wurden zu 0,5 pg des PCR-
Fragments in Anwesenheit von 2 mM dATP sowie 2,5 Units Tag-DNA-Polymerase
zugegeben und der Ansatz fur 30 min bei 37 °C inkubiert. Anschlielend konnte der
Ansatz ohne weitere Reinigungsschritte direkt fur eine Ligation verwendet werden.
Darlber hinaus konnten PCR-Produkte, die nach einer Gelaufreinigung Probleme bei
der Ligation bereiteten, nach einem dA-tailig mit gesteigerter Effizienz kloniert werden.

2.29.2 Dephosphorylierung von Plasmidvektoren

Bei einer gerichteten Klonierung kann durch Dephosphorylierung der Vektorenden die
Effizienz der Ligation von PCR-Produkten gesteigert und die Selbstligation des Vektors
verhindert werden. Hierflir wurden unter Verwendung der ,calf intestinal phosphatase*”
(CIP) der Firma Fermentas (St. Leon-Rot) die Phosphatreste am 5°Ende des
geschnittenen Vektors entfernt. Die CIP-Behandlung des geschnittenen Vektors wurde
nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Nach erfolgter CIP-Behandlung wurde der
Vektor durch Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion (2.2.4) aufgereinigt.

2.2.10 Elektrokompetente Bakterien und Elektroporation

Fir die Herstellung von elektrokompetenten Bakterien wurde eine 20 ml Ubernacht-
Kultur mit einem Einzelklon des E.coli-Stammes RRIAM15 (Riither, 1982) bzw. DH10B
(Calvin and Hanawalt, 1988) in 500 ml LB-Medium Utberimpft und bei 37 °C bis zu einer
optischen Dichte ODgqo 0,6-0,8 auf dem Schiittler GFL 3019 bebriitet. Die Bakterien
wurden abzentrifugiert (4000xg, 15 min, 4 °C) und zwei Mal mit eiskaltem A. bidest.
gewaschen. Der dritte Waschschritt erfolgte mit eiskaltem A. bidest./10 % Glyzerin.
Das Bakterienpellet wurde anschlieBend in 1-2 ml eiskaltem A. bidest./10 % Glyzerin
resuspendiert, in 50 ul Portionen aliquotiert und in fliissigem Stickstoff schockgefroren.
Die elektrokompetenten Bakterien wurden bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

Die Transformation von E.coli-Bakterien des Stammes RRIAM15 und des Stammes
DH10B erfolgte durch Elektroporation (2500 Volt, 5 msec Impulsdauer) mit Hilfe des
EasyjecT Prima Gerates der Firma EQUIBIO. Anschlielend wurden die transfomierten
Zellen in 1 ml sterilem L-Medium aufgenommen und fir 30 min bei 37°C bebrutet. Je
Ansatz wurden 100 bzw. 200 pl auf eine XGal/IPTG/Amp- oder Amp-Agarplatte
ausplattiert.

Der Wechsel des Bakterienstammes von RRIAM15 auf den endonukleasefreien E.coli-
Stamm DH10B wurde notwendig als die Plasmid-Praparationen vom ,Concert Rapid
Plasmid Preparation Kit* der Firma Gibco BRL Life Technologies GmbH auf ein
ahnliches Produkt der Firma PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen) umgestellt
wurden. Das ,E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit I* gewahrleistet im Gegensatz zum ersten
Kit keine vollstandige Entfernung der endogen vom Bakterienstamm RRIAM15
produzierten Endonukleasen, was zur Degradierung der Plasmide fiihren kann.
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2.3 DNA Praparation

2.3.1 Isolierung genomischer DNA aus Mus musculus

Die Isolierung genomischer DNA erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von
Schmidt et al. (1980). Daflir wurden jeweils 1-5 g Maus-Gewebe (Leber) in einen Potter
Uberfihrt und pro 1 Gramm Gewebe 2 ml Homogenisierungspuffer (eiskalt)
hinzugefugt. Nach Zugabe von 0,1 Vol 10 % Triton-X-100 wurde unter Eiskuhlung
homogenisiert. Das Homogenat wurde durch eine Gaze filtriert, die mit 0,5 Vol
Homogenisierungspuffer nachgespult wurde. Nach Zentrifugation des Filtrats fir 15
min bei 5000 rpm und 4 °C wurde der Uberstand verworfen und das Sediment in
Homogenisierungspuffer resuspendiert. Dieser Zentrifugationsschritt wurde noch
zweimal durchgefihrt. Das Pellet wurde in 0,1 Vol des Ausgangsvolumens des
Homogenisierungspuffers resuspendiert. Nach Zugabe von einer Spatelspitze
Proteinase K, 0,1 Vol 10 % SDS und 0,1 Vol 10x Dialysepuffer wurde das Gemisch
invertiert 1-2 Stunden bei 60 °C inkubiert und auf Raumtemperatur abgekinhlt.
Nachdem 0,1 Vol geséttigtes Tris pH 8,5 und 0,25 Vol 5 M NaClO4 hinzugefugt und
der Ansatz invertiert wurde, folgte die Zugabe von 1 Vol Phenol/Chloroform. Das
Gemisch wurde 5 min invertiert und 10 min bei 5000 rpm und 20 °C (RT) zentrifugiert.
Diese Extraktion wurde viermal wiederholt, wobei jedes Mal die untere Phenol-Phase
entfernt und frisches Phenol/Chloroform-Gemisch hinzugegeben wurde. Abschlieend
wurde die obere wassrige Phase ohne Interphasematerial abgehoben und in neues
Zentrifugenglas Uberflihrt. Es folgte eine zweimalige Extraktion mit Chloroform, wobei
jedes Mal nach der anschlieRenden Zentrifugation die obere wassrige Phase
abgehoben und in ein neues Falcon-Gefal Uberfiihrt wurde. Der Uberstand wurde mit
2 Vol eiskaltem Ethanol absolut (-20 °C) Gberschichtet. Die DNA wurde dann auf einem
Glasstab aufgewickelt, in 70 % Ethanol gewaschen, kurz angetrocknet und in 200 pl -1
ml A. bidest. abgespult und gelést. Wenn die DNA nicht in ausreichendem Mal}
gewickelt werden konnte, wurde sie aus der wassrigen Phase gefallt (2.2.2).

2.3.2 Plasmidisolierung nach der ,,TELT-Schnellmethode"

Entsprechende Kolonien wurden in 3 ml LB-Medium (100 ug/ml Ampicillin) Gber Nacht
bei 37 °C bebritet. Am nachsten Tag wurden 1,5 ml der Kultur in ein Eppendorf-Gefafly
Uberfihrt und 30 sec bei 14000 rpm zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 100 pl
TELT-Puffer resuspendiert und mit gleichem Vol Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25:24:1) versetzt. Nach 15 sec vortexen und einem Zentrifugationsschritt fir 2 min bei
14000 rpm wurde die obere wassrige DNA-Phase abgenommen und mit 250 ul EtOH
abs. versetzt. Nach kurzem Invertieren und einem 5-10 minttigen Inkubationsschritt bei
-20 °C wurde erneut fir mindestens 10 min zentrifugiert, das Pellet mit 70 %igem EtOH
gewaschen, 2 min zentrifugiert und nach dem Trocknen in 20 pl A. bidest. gelést. Fur
einen Restriktionsverdau wurden 5 pl verwendet.
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2.3.3 Minipraparation von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde mit dem ,Concert Rapid Plasmid Preparation Kit* der Firma Gibco
BRL Life Technologies GmbH sowie mit dem ,E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit 1“ der
Firma PEQLAB Biotechnologie GmbH Biotechnologie GmbH (Erlangen), nach den
Angaben des Herstellers gewonnen. Das Prinzip beruht auf einer modifizierten
alkalischen Lyse (Birnboim and Doly, 1979).

2.3.4 Maxipraparation von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde mit dem ,EndoFree Plasmid Maxi Kit* der Firma Qiagen nach
Angaben des Herstellers gewonnen. Das Isolierungsprinzip basiert wie im Abschnitt
2.3.3 auf der alkalischen Lyse nach Birnboim and Doly (1979). Durch dieses Verfahren
kann die Plasmid-DNA in gréReren Mengen und héherer Qualitat isoliert werden. Der
.EndoFree Plasmid Maxi Kit* ermdglicht es, die Plasmid DNA aus E.coli-Stdmmen
ohne stérende Endotoxine zu isolieren. Diese kdnnen bei der Transfektion
eukaryotischer Zellen eine nicht kalkulierbare Fehlerquelle darstellen (Weber et al.,
1995). Dabei wurden die knock out-Plasmide als sog. ,low copy “ Plasmide eingestuft
und die UN-Kulturen entsprechend angesetzt, um die maximale Ausbeute zu erzielen.

Die Plasmid-DNA wurde vor der Durchfihrung der Maxipraparation in den E.coli-
Stamm DH10B retransformiert und auf einer selektiven Amp-Agarplatte ausplattiert.
Aus selektierten Klonen wurde zur Uberpriifung zunéchst eine Plasmid-DNA-
Minipraparation angefertigt und mit entsprechenden Restriktionsendonukleasen
verdaut. Erst wenn die Testrestriktion positiv ausfiel wurde nach Angaben des
Herstellers das Maxipraparationsprotokoll durchgefihrt.

2.3.5 Praparation der knock out-Plasmide

Da die Herstellung der knock-out Mause in Kooperation mit der AG Sendtner in
Wirzburg geschah, sollen hier die in Mainz durchgefiihrten Schritte aufgefiihrt werden:

o Klonierung des ko-Vektors

Endotoxinfreie Maxi-Plasmid-Praparation (2.3.5)

Linearisierung des ko-Vektors mit Not |
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion des Vektors (2.2.4)
Fallung des Vektors mit 3 M NaAc (2.2.2)

2x 25 ug in HPLC-Wasser geloster, linearisierter ko-Vektor wurden schliefilich
nach Wirzburg geschickt (Konzentration 0,5-1 ug/ul)

o O O O O

Die Elektroporation der ES-Zellen sowie samtliche Zellkultur-Arbeiten wurden in
Wirzburg durchgefiihrt. Die G-418-Selektion wurde 24h nach der Elektroporation
eingeleitet und hielt ca. 6-7 Tage an. Danach wurden die Zellen auf 96er well-Platten
vereinzelt und weitere 3 Tage bebritet. AnschlieBend mussten die Zellen gesplittet
werden, damit ein Teil fir die PCR-Tests verwendet werden konnte und der andere fir
den weiteren Versuchsablauf zur Verfliigung stand. Die Zellen fir die PCR-
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Genotypisierung wurden 3 Tage weiterkultiviert, bevor sie abzentrifugiert, in Wasser
geldst und mit Proteinase K (50 °C uber Nacht) behandelt wurden. Die Inaktivierung
der Proteinase K erfolgte durch eine Inkubation bei 95 °C fir 10-15 min.

Diese ES-Zell-Lysate wurden auf Trockeneis nach Mainz geschickt und jeweils 5-8 pl
der Zell-Lysate per PCR-Genotypisierungstest untersucht.

Wurden dabei eventuelle positive Klone identifiziert, wurden in Wirzburg die
entsprechenden Zell-Klone aufgetaut und flr eine DNA-Praparation weiterkultiviert. In
Lysispuffer geloste ES-Zellpellets wurden auf Trockeneis nach Mainz geschickt.

Die genomische ES-Zell-DNA wurde mittels PCI-Methode (2.3.1) extrahiert, wobei eine
Homogenisierung nicht erforderlich war und die Lyse durch Zugabe von Proteinase K
(20 mg/ml; 50 pl/ 1 ml Lysispuffer) und RNase A (10 mg/ml; 50 pl/ 1 ml Lysispuffer)
direkt eingeleitet werden konnte. Die praparierte ES-Zell-DNA wurde fiir den Southern-
Nachweis verwendet.

2.4RNA-Praparation

Die RNA-Isolierung aus Maus-Geweben erfolgte nach der GITC-Methode (Sambrook,
1989). Die Homogenisierung der Gewebe wurde je nach Art und Menge der Probe
individuell entschieden. GroRere Gewebe-Mengen, z.B. Maus-Leber, wurden mit Hilfe
von Morser und Pistill unter standiger Kuhlung mit flussigem Stickstoff zunachst zu
Pulver verarbeitet. AnschlieRend wurden die pulverisierten Gewebe in ein Eppendorf-
Gefall Uberfihrt, gewogen und mit entsprechender Menge Denaturierungslésung mit
einem Eppendorf-Potter homogenisiert. Ebenfalls fir groRere Gewebe-Mengen sowie
fur Herz- und Skelettmuskel-Proben geeignet ist ein Glaspotter mit einem Metallstab,
der in ein Rihrwerk RZR0/RZR1-Gerat der Firma Heidolph eingespannt wurde und bei
definierter Umdrehungszahl die Gewebe, unter Eiskihlung von aufen mechanisch
homogenisierte. Hierflir mussten die Gewebe vorher gewogen und mit entsprechender
Menge Denaturierungspuffer versetzt werden. Wegen der begrenzten Mengen
mancher Proben wurden diese direkt im Eppendorf-Gefalk gewogen, mit
Denaturierungspuffer versetzt und mit einem Eppendorf-Potter auf Eis homogenisiert.

Pro 100 mg Gewebe wurde 1 ml Denaturierungslosung zugesetzt. Nachdem das
Gewebe vollstandig homogenisiert war, wurde es in ein Eppendorf-Gefal} tiberfihrt, mit
1/10 Vol 2 M Natriumacetat (NaAc), pH 4 versetzt und invertiert. Das Homogenat
wurde anschlielend mit 1 Vol wassergesattigtem Phenol versetzt und 3-5 min
invertiert. AnschlieRend wurde 1/5 Vol Chloroform/Isoamylalkohol (49:1) dazugegeben
und wiederholt invertiert. Es folgte eine Inkubation auf Eis (4 °C) flir 15 min und eine 30
mindtige Zentrifugation bei 10000 rpm und 4 °C. Fir jede weitere Extraktion wurde die
obere wassrige Phase in einem neuen Gefald wiederholt mit 1/10 Vol 2 M NaAc, 1 Vol
Phenol und 1/5 Vol Chloroform/Isoamylalkohol (49:1) versetzt, 3-5 min invertiert, 15
min auf Eis inkubiert und bei 4 °C und 10000 rpm zentrifugiert. Die Extraktionen
wurden so oft durchgefiihrt, bis keine Interphase mehr sichtbar war. Anschliel3end
wurde die obere wassrige Phase ein bis zwei Mal mit 1 Vol Chloroform/Isoamylalkohol
extrahiert, um Phenol-Rickstdnde zu entfernen. Danach wurde die wassrige Phase
abgenommen und mit 1 Vol Isopropanol versetzt, 30 min bei -20 °C inkubiert und im
Anschluss entweder 1 h bei 5000 rpm oder 30 min bei 10000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Nachdem das Pellet in 1/3 Vol Denaturierungslésung resuspendiert
wurde, erfolgte eine zweite Fallung mit entsprechendem Volumen Isopropanol.
AnschlieBend wurde das Pellet mit 1 Vol 75 %igem Ethanol durch schwenken
gewaschen, 5 min bei 10000 rpm und 4 °C zentrifugiert, an der Luft getrocknet und in
100-200 yl DEPC-Wasser geldst.
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Alternativ wurde zur RNA-Isolierung das ,RNeasy Mini Kit“ der Firma Qiagen (Hilden)
verwendet. Die Praparationen wurden nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt,
wobei zur RNA-Praparation aus Maus Gehirn und Leber das Standard-Protokoll
angewendet wurde, wahrend zur Isolierung von RNA aus Herz und Muskel die
Erweiterung ,RNeasy Mini Protocol for Isolation of total RNA from Heart, Muscle, and
Skin Tissue® befolgt wurde.

Die RNA-Praparation aus murinen embryonalen Stammzellen wurde nach dem
,Trizol°Reagent* Protokoll der Firma Invitrogen (Karlsruhe) durchgefiihrt, da die ES-
Zellen bereits in Wurzburg mit der Trizol-L6ésung versetzt und auf Trockeneis nach
Mainz geschickt wurden.

2.4.1 DNase-Verdau nach der Praparation der RNA

Fir einen DNase-Verdau der isolieten RNAs wurde die ,Desoxyribonuclease I*
(RNase-free) der Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot) nach der beiliegenden Anleitung
verwendet. Eingesetzt wurde jeweils 1 ug gesamt-RNA und 1 U DNase. Die Ansatze
wurden zunachst far 30 min bei 37 °C und nach Zugabe von 1 yl 256 mM EDTA noch
mal fur 10 min bei 65 °C im primus 96 advanced-Thermocycler der Firma PEQLAB
Biotechnologie GmbH (Erlangen) inkubiert.

2.5 Photometrische Bestimmung der Konzentration und
Reinheit von DNA und RNA

Die Konzentration einer DNA- bzw. RNA-L6sung wurde durch die Extinktionsmessung
bei 260 nm bestimmt. Die Extinktion wurde nach dem Lambert-Beerschen Gesetz
E=¢+c°d (E=Extinktion; e=Extinktionskoeffizient, der fir DNA 47 pg/ul und fir RNA 40
Ma/ul betragt; c=Konzentration, d=Schichtdicke der Kivette, entspricht 1 cm) unter
Berlcksichtigung des Verdunnungsfaktors in die Konzentration umgerechnet: c=E/e-d.

Die Reinheit der DNA bzw. RNA konnte anhand eines Vergleichs der optischen Dichte
(OD = 1/E) bei 260 nm mit der OD bei 280 nm (Absorptionsbereich der Proteine)
bestimmt werden. Betrug der Quotient OD 260/280 1,7-2,1, so konnte von reiner DNA
bzw. RNA gesprochen werden.
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2.6 Reverse Transkription und RACE

Zur Herstellung von cDNA wurden je nach Verflgbarkeit 0,5-2,5 ug der praparierten
gesamt-RNA eingesetzt. Die reverse Transkription wurde unter Verwendung des
,Superscript™Il Reverse Transcriptase* Kits der Firma Invitrogen (Karlsruhe) nach dem
Protokoll des Herstellers durchgefuhrt. Nicht im Kit enthalten ist der Oligo(dT)12-18
Primer, von dem 1 pl in einer Konzentration von 500 pg/ml fur die Reaktion eingesetzt
wurde. Die Inkubationen wurden im primus 96 advanced-Thermocycler der Firma
PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen) durchgefuhrt. Fir die quantitative Realtime
RT-PCR wurden die cDNAs nach Abschluss der reversen Transkription 1:1 mit HPLC-
Wasser verdunnt.

Rapid amplification of cDNA ends (RACE) wurde unter Verwendung des ,Gene
Racer™“ Kits Version F092001 der Firma Invitrogen (Karlsruhe) nach der Anleitung
des Herstellers durchgefihrt. Als Ausgangsmaterial diente 1 ug der gesamt-RNA. Nach
Dephosphorylierung, Entfernen der Cap-Struktur und dem Annealing eines RNA-Oligos
an das 5'Ende, sowie anschlielfiender Phenol/Chloroform-Extraktion (alle Reagenzien
sind im o.g. Kit enthalten), wurde die mRNA mit Hilfe des ,Gene Racer Superscript™II
Module* (Invitrogen, Karlsruhe), in cDNA umgeschrieben.

Die Amplifikation der 5°- und 3’-Enden wurde mit Hilfe des ,AccuPrime™Taq DNA
Polymerase Systems® der Firma Invitrogen (Karlsruhe) nach der beiliegenden
Anleitung durchgefuhrt.

2.7 Konzentrationsbestimmung der cDNA mit Hilfe von

,PicoGreen*

Eine optische Messung der RNA-Konzentration, die im spateren Versuchsablauf fir
quantitative Realtime RT-PCR-Analysen verwendet werden soll, beschrankt sich
praktisch auf die rRNA und setzt voraus, dass immer vergleichbare Mengen mRNA
darin enthalten sind. Weiterhin kdnnen Verunreinigungen z.B. aromatische
Verbindungen die OD-Messung verfalschen. Nicht zuletzt kdnnen bei der reversen
Transkription Schwankungen in der Effizienz auftreten. Um diese Fehlerquellen zu
umgehen wurden die Konzentrationen der cDNA vor der Durchfiihrung der
quantitativen Real Time PCR bestimmt. Das Prinzip der ,PicoGreen“-Messung beruht
auf einer Interaktion des Farbstoffes mit den DNA-Doppelstrangen bzw. DNA-RNA-
Hybriden. Die Fluoreszenz nimmt dabei proportional zur DNA-Konzentration zu. Im
Gegensatz zu Ethidiumbromid, das zwischen die Basen in DNA-DNA-, DNA-RNA- aber
auch RNA-RNA-Doppelstrangen interkaliert, kann der Fluoreszenzfarbstoff
,PicoGreen” keine Wechselwirkungen mit RNA-RNA-Hybriden eingehen (Chadwick et
al., 1996). Fir die Konzentrationsbestimmung mit Hilfe des ,PicoGreen®dsDNA
Quantitation Reagent® der Firma Invitrogen (Molecular Probes, Karlsruhe) wurde die
cDNA zunachst 1:30 in 1x TE-Puffer verdinnt. Die PicoGreen-Stammlésung (-20 °C)
wurde vor jeder Messung in bendtigter Menge frisch 1:200 in 1x TE-Puffer verdinnt.
AnschlielRend wurden je 30 uyl zu den cDNA-Verdiinnungen dazupipettiert, die Ansatze
kurz gevortext und in 100 ul Kivetten der Firma Wheaton (USA) Uberflhrt. Es schloss
sich eine 10-15 mindtige Inkubation im Dunkeln an. AnschlieBend konnte die
Konzentration bei einer Wellenlange von 520 nm im Spektrofluorometer TBS-380 der
Firma Turner BioSystems gemessen und durch den Vergleich mit einer Standardreihe
bestimmt werden.
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2.8 Quantitative Realtime RT-PCR

Die quantitative Realtime RT-PCR (Realtime Q-PCR) stellt eine modifizierte Version
der oben beschriebenen Polymerase Kettenreaktion dar (siehe 2.2.5), bei der alle
entstehenden Amplifikate mit Hilfe eines Fluoreszenzfarbstoffes detektiert wurden. Die
Fluoreszenz stieg dabei proportional zur Anzahl der Amplifikate an und wurde durch
ein spezielles Detektionssystem gemessen und graphisch dargestellt. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde das ,ABl PRISM®7000 Sequence Detection System* der Firma
Applied Biosystems (Darmstadt) sowie die dazugehdérige Software verwendet. Als
Ausgangsmaterial dienten cDNAs, die durch reverse Transkription (2.6) aus je 0,5 ug
gesamt-RNA hergestellt wurden. Die Konzentrationen der cDNA wurden mit Hilfe des
PicoGreen® dsDNA Quantitation Reagent* bestimmit.

2.8.1 Durchfuhrung der Realtime Q-PCR mit SYBR-Green

Ein Grofteil der durchgefuhrten Realtime Q-PCR-Ansatze erfolgte mit dem
,QuantiTect™™SYBR®Green PCR Kit* der Firma Qiagen. Alternativ wurde der
kostengtinstigere ,ABsolute SYBR Green ROX Mix* der Firma ABgene eingesetzt, da
die erzielten Ergebnisse dem o.g. Kit der Firma Qiagen entsprachen. Die Methode
beruht auf der Eigenschaft des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green | in die groRRe
Furche doppelstrangiger DNA zu interkalieren (Morrison et al., 1998). Dadurch entsteht
detektierbare Fluoreszenz (530 nm), die proportional zur Menge der gebildeten PCR-
Produkte ansteigt. Da dieser Farbstoff sich jedoch unspezifisch in jede doppelstrangige
DNA einlagert, musste nach der PCR anhand einer Dissoziationskurve Uberpruft
werden, ob wirklich nur das spezifische Amplifikat detektiert wurde (Ririe et al., 1997).
Hierbei wurden die Proben nach der Realtime Q-PCR einer steigenden Temperatur
ausgesetzt und kontinuierlich die Fluoreszenz gemessen. Erschien in der
Dissoziationskurve mehr als ein peak, so kéonnte es sich um Primer-Dimere oder
unspezifische Amplifikate handeln, die aufgrund unterschiedlicher Fragmentlangen und
GC-Gehalte einen anderen Schmelzpunkt aufweisen als das spezifische Amplifikat. In
einem solchen Fall wurde die Detektionstemperatur entsprechend angepasst.

Um Schwankungen zwischen den verschiedenen Ansatzen durch Pipettierfehler zu
minimieren, wurden die einzelnen Komponenten zu grof3volumigen Mastermixes
addiert. AuBerdem wurde stets griindlich gevortext und abzentrifugiert.

Folgender Ansatz wurde fiir die SYBR Green-Realtime Q-PCR verwendet:

10 pl 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix (2,5 mM MgCl,)
bzw. 2x ABsolute SYBR Green ROX Mix

0,38 ul Primer Q-PCR-for (10 mM)

0,38 ul Primer Q-PCR-rev (10 mM)

7,24 ul HPLC-Wasser

Anschlieend wurden entweder 36 ul oder 54 ul des Mastermix zu je 4 ul bzw. 6 pl der
1:1 mit Wasser verdinnten cDNAs (10pg-100ng) pipettiert, so dass doppelte bzw.
dreifache Ansatze entstanden. Von denen wurden nach wiederholtem vortexen je 18,5
pl auf die wells einer optischen 96-well-Platte der Firma Applied Biosystems
(Darmstadt) pipettiert. Die 96-well-Platte wurde mit einer selbstklebenden Folie
versiegelt, kurz abzentrifugiert und in das Gerat gestellt. Nach einem 15 minltigen
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Initiationsschritt bei 95 °C, schlossen sich folgende 40 Zyklen an:

Denaturierung: 94 °C 15 sec
Annealing: 56 °C 30 sec
Elongation: 72 °C 30 sec
Detektion (optional): 75 °C 30 sec

2.8.2 Durchfuihrung der Realtime Q-PCR mit einer ,TagMan“-Sonde

Diese Methode beruht auf dem Prinzip des ,5 Nuclease-Assays* bzw. ,TagMan®-
Assays” (Livak et al., 1995). Hierbei wird eine zwischen den PCR-Primern lokalisierte
genspezifische fluorogene ,TagMan®“-Sonde verwendet, die direkt an einzelstrangige
DNA bindet. Die Bindung zwischen der Sonde und dem spezifischen Bereich der
Einzelstrang-DNA wurde durch ein an den N-Terminus der Sonde gebundenes DPI3
(dihydrocylopyrroloindol-Tripeptid) stabilisiert, das sich in die kleine Furche der DNA
einlagerte (minor groove binder, MGB) (Kutyavin et al., 2000). Durch dieses
angehangte DPI3 konnte die MGB-Sonde im Gegensatz zur herkémmlichen , TagMan®“-
Sonde (etwa 30 Basen) aus noch weniger Nukleotiden (18-20 Basen) generiert
werden, was eine noch hoéhere Spezifitdt gewahrt. Die Sonde besall an lhrem 5°'Ende
einen Reporterfarbstoff (z.B. die Fluorszenzfarbstoffe 6-FAM oder VIC) sowie an ihrem
3’Ende einen ,Dark Quencher”. Wurde der Reporterfarbstoff der intakten Sonde durch
Licht zur Fluoreszenz angeregt, so adsorbierte der ,Dark Quencher wegen seiner
raumlichen Nahe diese Fluoreszenz. Dieser, als ,Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfer (FRET) bezeichnete Vorgang, bewirkte die Ubertragung der Energie auf den
Quencher, der diese als Warme und nicht als Fluoreszenz abgab. Wahrend der
Replikation wurde die an die Einzelstrang-DNA gebundene Sonde durch die
doppelstrang-spezifische (Heid et al., 1996) 5°-3"-Exonukleaseaktivitdt der DNA-
Polymerase aus Thermus aquaticus abgebaut, so dass der ,Dark Quencher® vom
Fluoreszenzfarbstoff 6-FAM bzw. VIC separiert wurde. Bei der Anregung des
Farbstoffs wurde nun Licht emittiert, welches detektiert werden konnte. Die Realtime
Q-PCR wurde mit dem ,,QuantiTect™Probe PCR Kit* der Firma Qiagen durchgefihrt.

Ansatz der Proben fir die ,TagMan“-Realtime Q-PCR:

10 pl 2 x QuantiTect Probe PCR Master Mix
0,38 ul Primer Ngb-for (10 mM)

0,38 ul Primer Ngb-rev (10 mM )

0,4 ul Sonde (10 mM)

6,84 pl HPLC-Wasser

Wie bereits unter 2.8.1 beschrieben erfolgte die Verteilung des Mastermix auf die
cDNAs und anschlieRend auf die 96-well-Platte. Im ,ABI PRISM®7000 Sequenz
Detection System* durchliefen die Proben nach einem Aktivierungsschritt flir 15 min bei
95 °C folgende 40 Zyklen:

Denaturierung: 94 °C 15 sec

Annealing und Elongation: 60 °C 1 min
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2.8.3 Auswertung der Q-PCR anhand von Standardplasmiden

Die Verwendung von Standardplasmiden war notwendig, um die Effizienzen der RT-
PCR-Laufe vom Ziel- und Haushaltsgen unter den angewendeten Bedingungen zu
Uberprifen. Die Effizienzen der quantitativen Realtime Q-PCR mussten identische
Werte aufweisen, um eine relative Quantifizierung der Zielgen-mRNA mit der AACt-
Methode durchflihren zu kénnen. Um einschatzen zu kénnen, wie viele Kopien der
erstellten Standardplasmide in den jeweiligen Q-PCR-Anséatzen eingesetzt wurden,
erfolgte eine Berechnung der Kopien pro ul. Hierbei wurde zunachst der DNA-Gehalt
Uber die Messung der optischen Dichte (10D = 50ug/ml DNA) bestimmt. Aus der
bekannten GréRe des Plasmids (ca. 3115 bp inklusive Insert) konnte die molare
Konzentration berechnet werden, wobei das Molekulargewicht eines Basenpaares
naherungsweise als 660 g/mol angenommen wurde. Uber die Avogadro-Konstante
(6,022 x 10 Molekille pro Mol) konnte nun die absolute Molekiilzahl berechnet
werden.

DNA [mol] = Masse [g]/ 660 [g/mol] x bp
Molektlzahl = DNA [mol] x Na

Um die Effizienz der PCR-Laufe mit diesen Plasmid-Matrizen, den verwendeten
Primern und den angewendeten Bedingungen zu Uberprifen, wurden von den
Plasmidisolaten 10-fach Verdinnungsreihen angefertigt und Q-PCR-Anséatze mit je 2 pl
der Verdiinnungen als Template durchgeflihrt.

Die Programmoption: ,Standard curve* der ABI PRISM®7000 SDS Software
ermoglichte die Erstellung einer Standardkurve anhand der eingesetzten
Plasmidverdiinnungen. Die in folgender Abbildung dargestellte Standardkurve ergibt
sich aus Q-PCR-Laufen mit Standardplasmiden der Verdiinnungen 10°, 10%, 10 und
10°. Die Abszisse bezeichnet den log der eingesetzten Molekiilzahl, die Ordinate den
Ct-Wert, d.h. die Zyklenanzahl bei der die Fluoreszenz der entstehenden PCR-
Produkte einen zuvor gesetzten Schwellenwert Gbertrat und detektiert wurde.

y Plate £ Spectra 4 Component 4 Amplification Plot ) Standard Curve £ Dissociation £ Report

= Standard Curve Slope: -3.335166

Intercept: 34.889446
R2: 0.998565

o PhoCygbk -

ct

2 24 28 22 28 4 24 48 52

Lag CO

Abbildung 2-1 Die Realtime Q-PCR Standardkurve ergibt sich aus Q-PCR-Laufen mit
Cygb-Standardplasmiden der Verdiinnungen 10°, 10*, 10° und 10’ Die Abszisse
bezeichnet den log der eingesetzten Molekiilzahl, die Ordinate den Ct-Wert.
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Die Steigung einer optimalen Standardkurve, die mit Hilfe einer seriellen 10-fach-
Verdunnungsreihe erstellt wurde, liegt zwischen -3,32 (100 %ige Effizienz) und -3,4.
Somit konnte im oben abgebildeten Fall von einer nahezu 100%igen Effizienz der Q-
PCR ausgegangen werden, das bedeutet, dass bei jedem Zyklus eine Verdopplung der
Template-DNA stattfand.

2.8.3.1 Relative Quantifizierung - AACt-Methode

Die AACt-Methode ist eine Mdoglichkeit, die relativen Unterschiede von mRNA-
Konzentrationen eines Zielgens in unterschiedlichen Geweben festzustellen. Hierzu
waren pro Gewebe zwei parallele Realtime Q-PCR-Ansatze mit derselben cDNA als
Martize erforderlich: eine Q-PCR mit einem Haushaltsgen und eine mit dem Zielgen.
Um AACt-Berechnungen anstellen zu kénnen, mussten beide Q-PCR-Reaktionen eine
vergleichbare Effizienz aufweisen. Bei jeder Berechnung wurden zwei Gewebeproben
miteinander verglichen. Dabei diente eine als Kalibrator- und die andere als
Zielgewebe. Aus der Berechnung des AACt-Wertes ergab sich ein ,Multiplikator der
Genexpression®, der besagte, um wie viel mehr (oder weniger) die mRNA des Zielgens
in dem Zielgewebe, verglichen mit dem Kalibratorgewebe, vorlag.

Die Berechnung dieses Multiplikatorwertes ergab sich aus folgender Formel:

AACt = (Ct Zielgewebe Zg - Ct Zielgewebe Hg) - (Ct Kalibratorgewebe Zg - Ct Kalibratorgewebe Hg)
Aus 27" ergibt sich der Multiplikator

(Zg = Zielgen; Hg = Haushaltsgen)

2.8.3.2 Relative Quantifizierung - Standardkurvenmethode

Unterschieden sich die PCR-Effizienzen der endogenen Kontrolle und des Zielgens zu
sehr, konnte die AACt-Methode nicht angewendet werden. In diesem Fall wurde die
Standardkurvenmethode zur Detektion der Expressionsunterschiede des Zielgens
herangezogen. Auf Grundlage der Standardkurve wurde die cDNA-Menge in den
Proben bestimmt und fir die Berechnungen anhand folgender Formel verwendet:

CDNA'Menge Zielgewebe Zg/ CDNA'Menge Zielgewebe Hg

Faktor der Regulation =

CDNA'Menge Kalibratorgewebe Zg/ cDNA Kalibratorgewebe Hg

(Zg = Zielgen; Hg = Haushaltsgen)
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2.9 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgte nach der auf dem Prinzip der Kettenabbruchsynthese
beruhenden Methode von Sanger (1977), modifiziert durch Prober (1987), Carothers
(1989) und Lee (1992). Als Matrize fir die Sequenzierung dienten entweder
doppelstrangige Plasmid-DNA (300-500 ng) oder aufgereinigte PCR-Produkte (20-100
ng) in einem 20 pl bzw. 10 pyl Endvolumen umfassenden Ansatz mit 10 pmol des
verwendeten Primers. Die Sequenzierung erfolgte durch ,cycle sequencing® unter
Einsatz fluoreszenzmarkierter Terminatoren. Verwendet wurde der ,ABI PRISM™
BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit* Version 2.0 bzw. 3.1
(Applied Biosystems, Darmstadt) nach Angaben des Herstellers unter Einsatz von 2-4
Ml Reaktionsgemisch (Version 2.0) bzw. 1 pl Reaktionsgemisch (,Premix”) und 2 pl 5x
Segenzierpuffer (Version 3.1) pro Sequenzieransatz. Die Sequenzierreaktion erfolgte
nach einem Zwei-Schritt-Protokoll im PTC 200-Thermocycler der Firma Biozym
Diagnostik GmbH (Hess. Oldendorf) bzw. primus 96 advanced- Thermocycler der
Firma PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen) und umfasste 30-35 Zyklen.

Denaturierung: 96 °C 15 sec
Annealing und Synthese: 55 °C 3-4 min

Die Sequenzieransatze mit der ,BigDye" Version 3.1 wurden anschliel’end mit 0,022 %
SDS behandelt um die Ausbildung der so genannten Dye-Blobs zu unterbinden, die
aus den nicht eingebauten fluoreszenzmarkierten Nukleotiden entstehen. Diese
wirden in den Kapillaren den Sequenzen vorauslaufen und aufgrund ihrer starken
Fluoreszenz die Detektion der kleinen Sequenzierprodukte verhindern. Die Inkubation
erfolgte ebenfalls im Thermocycler, zunachst fir 5 min bei 98 °C und anschlieRend fir
10 min bei 25 °C. Die Aufreinigung dieser Proben flir den Kapillar-Sequenzierer wurde
von der Firma Genterprise (Mainz) tbernommen und erfolgte im 96er Format Uber mit
SephadexTM (G-50, Fine DNA Grade, Amarsham Pharmacia) geflllte Saulen (Multi
Screen Filtration System, Milipore).

Die Aufreinigung einzelner Sequenzierproben, die mit dem ,BigDye“ Version 2.0
angesetzt wurden, erfolgte durch Fallung mit 1/10 Vol 3 M Natriumacetat (NaAc), pH
5,2 und 50 pl EtOH abs. und einer Inkubation von 30 min bei -20 °C. Nach einer 45 min
Zentrifugation wurde das Pellet mit 100 pyl 70 % EtOH gewaschen und in einer
Vakuumzentrifuge getrocknet.

Die gelelektrophoretische Auftrennung und die automatische Analyse der
Sequenzierprodukte erfolgten entweder auf 5 %igen Polyacrylamidgelen mit 7 M
Harnstoff mit den Sequenzierautomaten ,373 stretch“ und ,PRISM™ 377“ der Firma
PE Biosystems (Weiterstadt) oder auf dem 96 Kapillar-Sequencer ABI PRISM 3730
(Applied Biosystems, Darmstadt).
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2.10 Computerunterstutzte Analyse der Sequenzdaten

Die Computerunterstiitzte Analyse der Sequenzdaten wurde zum Teil mit Hilfe der 377-
Software fur Apple Macintosh-Computer (ABI, Weiterstadt) bzw. mit dem Programm
Chromas (Firma Technolysium Pty Ltd) sowie der ,Lasergene Sequence Analysis
Software® (DNASTAR Inc., USA) durchgefuhrt. Zur Erstellung von Alignments diente
die Programmoption SEQMAN (DNASTAR Inc., USA). Die Restriktionsschnittstellen-
Analysen wurden mit dem Lasergene-Programm MAPDRAW durchgefihrt.

Datenbanksuchen wurden mit den Algorithmen BLASTN, BLASTX und FASTA
(Altschul et al., 1990) uber das World Wide Web am ,National Center for Biotechnology
Information” (NCBI, Bethesda, USA; www.ncbi.nih.nlm.gov) durchgefihrt.

Fir die komparative Sequenzanalyse und fir die Konstruktion der ko-Vektoren
mussten die repetitiven Elemente identifiziert und maskiert werden, was mit der WWW-
Version des Programms Repeatmasker2 (http://ftp.genome.washington.edu)
bewerkstelligt wurde.

Mit dem Programm PIPMAKER (http://bio.cse.psu.edu/pipmaker) wurde ein Percent
Identity Plot (PIP) erstellt, der die Sequenzvergleiche zwischen Mensch, Maus und
Ratte graphisch darstellt.

Die Vorhersage von moglichen Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren erfolgte mit
Hilfe der WWW-Option rVISTA http://rvista.dcode.org/; (Loots et al., 2002). Hierflr
wurde entweder das lokale Alignment genomischer Mensch- und Maus-Ngb-
Sequenzbereiche aus den PIPMAKER Daten verwendet oder alternativ ein globales
Alignment mit der mVISTA-Option (http://genome.Ibl.gov/vista/mvista/ submit.shtml)
erstellt. AnschlieBend durchsuchte das Programm rVISTA die Sequenzen sowohl
einzeln wie auch in konservierten Bereichen der Alignments nach Erkennungsmotiven
fur Transkriptionfaktoren. Die Suche basierte auf der TRANSFAC-Datenbank
(http://www.gene-regulation.com/), (Wingender et al., 2000), konnte jedoch durch
eigene Sequenzmotive erganzt werden. Dabei wurden die Parameter ,core similarity”
0,9 und ,matrix similarity* 0,85 gewahlt. Kurze Sequenzbereiche aus dem 5°- und 3’-
Bereich der Gene wurden mit dem Programm TESS (http://www.cbil.upenn.edu/tess/),
dem ebenfalls die TRANSFAC-Datenbank zugrunde liegt, analysiert und
vervollstandigt. Die 0.g. Parameter wurden beibehalten.

Die Suche nach dem neuronenspezifischen Transkriptionsfaktor NRSE (neuron-
restrictive silencer element) wurde mit der WWW-Programmoption MSCAN
(http://tfscan.cgb.ki.se/cgi-bin/MSCAN) durchgeflihrt. Hierzu wurden zunachst aus der
Literatur bekannte NRSE-Sequenzmotive zu einer ,position weight matrix*
zusammengestellt. Diese wurde anschlieBend zur Analyse der menschlichen und
murinen Ngb-Gensequenzen verwendet.
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2.11 Praparation muriner Gewebe und Herstellung von
Gewebeschnitten flir mRNA-in situ-Hybridisierungen und

Immunohistochemie

Zur Herstellung von Gewebeschnitten wurden zum einen frische Maus- bzw. Ratte-
Gewebe verwendet, von denen an einem Cryostat der Firma Leica bei -20 °C
Gefrierschnitte von 7-12 ym Dicke angefertigt wurden. Die frischen Gewebe wurden
aus Tieren prapariert nachdem diese durch Begasung mit Kohlendioxid und
zuséatzliche Uberstreckung des Riickgrats getdtet wurden. Die Gewebe wurden
unmittelbar nach der Enthahme auf ein teflonbeschichtetes Kupferstiick gelegt und auf
Trockeneis aufgefroren. Die auf den Kupferstiicken eingefrorenen Gewebe wurden in
Petrischalen mit Parafilm luftdicht verschlossen und bis zum Schneiden bei -80 °C
gelagert. Zum anderen wurden aus perfundierten Maus- bzw. Ratte-Geweben an
einem Gefriermikrotom Typ Frigomobil der Firma Reichert Jung (Nuf3loch) 40 um dicke
Schnitte angefertigt. Der Vorteil dieser Methode liegt zum einen darin, dass die
Gewebe noch innerhalb des Organismus fixiert werden, zum andern sind Schnitte
dieser Dicke sehr stabil und als Schwimmschnitte fir Antikdrperinkubationen viel
besser zuganglich. Die Tiere wurden hierzu mit einer Ather-Uberdosis getétet und
direkt im Anschluss Uber den linken Herzventrikel zunachst mit 100 ml heparinhaltiger
Vorspullésung, danach mit 200-300 ml eiskalter Paraformaldehyd-Lysin-Periodat
(PLP)-Losung nach McLean (1974) mit einer konstanten Rate von 10 ml/min
perfundiert. Das rechte Atrium wurde durch einen Schnitt gedffnet, um das AbflieRen
der Lésungen zu ermoglichen. Die Organe wurden entnommen, fir mind. 1 h in der
PLP-L6sung nachfixiert und danach in 30 % Zucker (in PBS) bei 4 °C bis zum
Schneiden aufbewahrt. Sollten die perfundierten Gewebe flr langere Zeit aufbewahrt
werden, so wurden sie entweder in PBS bei 4 °C gelagert oder geschnitten in 30 %
Zucker bei -20 °C eingefroren.

2111 Zuckerreihe fiir perfundierte Gewebe

Perfundiertes Gewebe darf nicht direkt aus dem PBS in 30 % Zucker Gberfihrt werden.
Dies muss in mehreren Schritten erfolgen, um eine Zerstérung des Gewebes zu
verhindern. Zunachst wurde das Gewebe in 10 % Zucker bei 4 °C gelagert, bis es auf
den Boden des Gefaldes sank (ca. 30 min). Anschlielend konnte es in 20 % Zucker
Uberfuihrt werden, wo es ebenfalls auf den Boden absinken musste, was je nach GroRke
des Gewebes bis zu mehreren Stunden dauerte. Erst danach konnte das Gewebe in
30 % Zucker Uber Nacht bei 4 °C gelagert werden.
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2.12 Markierung der Sonden fiir Hybridisierungsversuche

2121 Radioaktive DNA-Markierung

Die Herstellung radioaktiv markieter DNA-Sonden erfolgte nach der von Feinberg und
Vogelstein (Feinberg and Vogelstein, 1983) entwickelten Methode des ,random primed
oligo labeling“ mit Hilfe des entsprechenden Kits der Firma Roche Diagnostics GmbH
(Mannheim). Die Methode beruht auf der enzymatischen Synthese eines DNA-Strangs
unter Einbau von radioaktiv markierten dNTPs. Der Synthesestart wurde durch die
Zugabe eines Hexanukleotid-Gemisches, das statistisch alle mdglichen
Primersequenzen abdeckt, eingeleitet. Eingesetzt wurden 50-500 ng gereinigter DNA
und 35-50 pCi o32P-dATP, wobei die nicht eingebauten Nukleotide durch
anschliefende Fallung entfernt wurden. Danach wurde der Markierungsansatz mit
heterologer Carrier-DNA  (Endkonzentration 25 ug/ml) versetzt und nach
Hitzedenaturierung zur Hybridisierung verwendet.

212.2 RNA-Markierung durch Einbau von Digoxygenin-UTP

Die Markierung der RNA-Sonden mit Digoxygenin-UTP erfolgte durch in vitro
Transkription mit SP6 und T7 RNA Polymerasen. DIG-UTP dient dabei als Substrat
und wird in das Transkript eingebaut. Verwendet wurde der ,DIG RNA Labeling Kit
(SP6/T7)* der Firma Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) gemals den Angaben des
Herstellers. Als Ausgangsmaterial flr die Markierungsreaktion wurde 1 ug eines, die
CDS des zu untersuchenden Gens enthaltenden, Plasmids (pGEM-T®easy) verwendet.
Das Plasmid enthalt Promotoren fur die SP6 und T7 RNA-Polymerasen, von denen
ausgehend, nach der Linearisierung der Template-DNA, mit Hilfe der RNA-
Polymerasen so genannte ,run off‘-Transkripte erzeugt wurden. Alternativ wurden
PCR-Produkte hergestellt, an deren Enden mit Hilfe von entsprechenden Primern
entweder SP6 oder T7 Bindestellen synthetisiert wurden (SP6/T7for-Primer fur die
.sense”-, SP6/T7rev-Primer bei der ,antisense“-Sonde). Es wurden immer ,antisense”
und ,sense“ RNA-Molekile synthetisiert. Die ersteren sollten zur Detektion der mRNA
im Gewebe dienen, wahrend die ,sense“-Sonden als negativ-Kontrollen dienen sollten.

2.12.2.1 Uberpriifen der Markierungseffizienz

Zur Uberprifung der Markierungseffizienz wurde die in der Kit-Anleitung empfohlene
direkte Detektionsmethode durchgefiihrt. Hierzu wurden auf einen schmalen
Nylonmembranstreifen Verdunnungen der DIG-markierten RNA und der im Kit
enthaltenen Kontroll-RNA aufgetragen und durch ,crosslinking® (Stratalinker 2400,
Stratagene) mit UV-Licht fixiert. Die Membran wurde zunachst in Puffer 1 (ISH) 5 min
gewaschen und anschlieBend 15 min in Puffer 2 (ISH) geblockt. Der Nachweis der
eingebauten Dig-Molekiile erfolgte durch einen, mit alkalischer Phosphatase
gekoppelten, anti-DIG-Antikdrper (Anti-DIG AP, F)-Fragment der Firma Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim). Der Antikorper wurde 1:5000 in Puffer 2 (ISH)
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verdinnt und fur 30-45 min bei RT inkubiert. Danach wurde die Membran 2x 10 min in
Puffer 1 (ISH) gewaschen und 5 min in Puffer 3 (ISH) aquilibriert. Die Substratreaktion
erfolgte im Dunkeln durch Inkubation der Membran in einer NBT/BCIP-Substratldsung
(1:100 in Puffer 3 verdunnt, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) fur 15-30 min. Die
Farbreaktion wurde schlief3lich mit PBS gestoppt.

2.12.2.2 Northern Blot-Test der DIG-markierten Sonden

Eine weitere Mdglichkeit, die Markierung der Sonden und lhre Spezifitdt zu Uberprifen,
stellt die Northern-Hybridisierung dar. Hierdurch sollte auRerdem ausgeschlossen
werden konnen, dass die markierte ,sense“-Sonde an unmarkierte ,sense“-RNA
bindet. Analog darf die markierte ,antisense“-Sonde nicht an unmarkierte ,antisense“-
Molekule binden. Hierzu wurden mit dem o.g. Kit in vitro transkribierte ,sense” und
.2antisense“ RNA-Molekiile aus unmarkierten Ribonukleosidtriphosphaten hergestellt,
auf einem denaturierendem Formaldehydgel aufgetrennt und mittels eines Blot-
Transfers (Sambrook, 1989) auf eine positiv geladene Nylonmembran der Firma Roche
Diagnostics GmbH (Mannheim) ibertragen. Nachdem die RNA durch UV-crosslinking
(Stratalinker 2400, Stratagene) auf der Membran fixiert wurde, musste die Membran
zunachst in zwei Teile geschnitten werden, wobei auf jeder Halfte jeweils eine Spur mit
der ,antisense” und ,sense” Probe enthalten war. Nach einer 30 min Prahybridisierung
in 2x PM/6x SSC bei 68 °C, folgte die Hybridisierung tber Nacht mit der markierten
.antisense“- bzw. ,sense“-Sonde (1:500 in 1x PM/3x SSC verdiinnt) bei ebenfalls 68
°C. Die Membranen wurden bei 68 °C zunachst fir 10 min mit 2x SSC/0,1 % SDS
gewaschen und danach fir 30 min mit 0,17x SSC. AnschlieRend wurden die
Membranen kurz in Maleinsaure-Waschpuffer aquilibriert und 30 min in Puffer 2 (ISH)
geblockt. Die immunologische Detektion erfolgte mittels eines AP-konjugierten Anti-
DIG-Antikorpers (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim), der in einer Verdiinnung von
1:5000 in Blockierungslosung fur weitere 30 min zu den Membranen gegeben wurde.
Nachdem die Membranen fir 30 min in Waschpuffer gewaschen wurden, folgte ein 5
minutiger Waschschritt in Detektionspuffer (Puffer 3, ISH). Danach wurde das
Farbsubstrat NBT/BCIP (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) 1:50 in
Detektionspuffer verdiinnt und die Membranen darin 10-30 min im Dunkeln inkubiert.
Die Farbreaktion wurde schlieRlich durch Waschen mit A. bidest. gestoppt.

2123 Markierung von Oligosonden mit Digoxygenin-ddUTP

Fir die Herstellung von DIG-markierten Oligonukleotiden wurde der ,DIG-
Oligonucleotide 3’-End Labeling Kit, 2nd generation“ der Firma Roche Diagnostics
GmbH (Mannheim) nach Angaben des Herstellers verwendet. Dabei wird mit Hilfe
einer terminalen Transferase das 3'Ende der Oligonukleotide mit jeweils einem DIG-
ddUTP- Molekil versehen (Schmitz et al., 1991). Die so hergestellten Sonden wurden
anschlieffend mit 4 M Lithiumchlorid (LiCl) und EtOH abs. gefallt. Das Pellet wurde mit
70 % EtOH gewaschen, in der Vakuumzentrifuge getrocknet und in 20 pl HPLC-
Wasser gelost.
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2.13 Hybridisierungstechniken

2131 DNA-DNA-Hybridisierung nach Southern

Auf Agarosegelen aufgetrennte DNA-Fragmente wurden entsprechend der von
Southern (1975) entwickelten Methode, modifiziert nach Sambrook (1989), auf eine
Nitrocellulose-Membran der Firma Schleicher und Schuell (Porengrofle 0,45 pm)
transferiert und durch zweimaliges UV-crosslinking (je 120000 pJoules) darauf fixiert
(Stratalinker 2400, Stratagene). Zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen auf
der Membran wurde diese fir mind. 2 Std. mit 2x PM/6x SSC/1 % SDS (Denhardt,
1966) bei 60 °C bzw. 62 °C im Hybridisierungsofen Hybridiser HB-2 bzw. HB-10 der
Firma Techne prainkubiert. AnschlieRend erfolgte die Hybridisierung mit der radioaktiv
markierten Sonde, geldst in 1x PM/3x SSC/0,5 % SDS bei 60 °C bzw. 65 °C Uber
Nacht. Das Waschen erfolgte dreimal fur je eine Stunde bei 60 °C bzw. 62 °C mit 2x
SSC unter Zugabe von 10 %igem SDS. Danach wurde die Nitrozellulosemembran kurz
in 0,1x SSC gewaschen und bei RT getrocknet. Zur Signaldetektion diente ein
Roéntgenfilm (Fuji Super RX, Fuji Japan), der auf den Filter aufgelegt wurde. Eine
zusatzliche Signalverstarkung wurde durch die Verwendung einer Verstarkerfolie
(Dupont cronex Hi-Plus, Dr. Groos-Suprema) erzielt. Die Exposition erfolgte je nach
Signalstarke zwischen 2 Std. und 1 Woche bei -80 °C.

2.13.2 Koloniefilterhybridisierung

Rekombinante Plasmidklone kénnen in groRerer Anzahl nach der von Grunstein und
Hogness (1975) entwickelten Methode selektiert werden. Zu untersuchende
Bakterienklone wurden auf zwei Nitrozellulosefilter auf X-Gal/Ampicillin-haltigen
Agarplatten an identische Positionen tUberimpft und Uber Nacht bei 37 °C bebritet. Ein
Filter wurde zur Denaturierung flir 7 min auf ein, in 0,5 M NaOH getranktes Filterpapier,
gelegt. Nachdem der Filter unter dem Abzug getrocknet wurde, folgte die
Neutralisierung far 5 min auf in 1,5 M Tris/HCI pH 7,4 getrankten Filterpapieren. Nach
kurzem Trocknen wurde der Filter fir 5 min in 0,5 M Tris/1,5 M NaCl getaucht und
getrocknet. Die bakteriellen Proteine wurden im Anschluss mit Proteinase K (1 mg/ml
in 1x SSC) verdaut. Durch kurzes Eintauchen in EtOH abs. wurde die Reaktion nach
30 min gestoppt. Danach wurde der Filter fir 5 min in 0,3 M NaCl inkubiert und durch
das Pressen zwischen zwei Lagen Filterpapier von den Resten der Bakterienkolonien
befreit. Durch zweimaliges crosslinking mit UV-Licht (je 120000 pJoules) im UV-
Stratalinker 2400 der Firma Stratagene wurde die DNA auf der Nitrozellulosemembran
fixiert. Die Prahybridisierung und die Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten
cDNA-Sonde erfolgten wie unter 2.13.1 beschriebenen. Kolonien, die sich hierbei als
positiv erwiesen, wurden von der zweiten Platte zum Animpfen von Ubernacht-Kulturen
vewendet.
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2133 Northern Hybridisierung

Alle verwendeten Lésungen wurden mit DEPC-behandeltem VE-Wasser angesetzt.
Die RNA wurde zunachst unter denaturierenden Bedingungen in einem
Formaldehydgel aufgetrennt (2.2.1) und anschlieliend 10 min in 20x SSC aquilibriert.
Die RNA-Molekile wurden Uber Nacht unidirektional auf eine Nitrocellulosemembran
der Firma Schleicher und Schuell (PorengréfRe 0,45 um) bzw. eine positiv geladene
Nylonmembran (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim), mittels eines von Southern
(1975) entwickelten und nach Sambrook (1989) modifizierten Blotaufbaus, transferiert.
Die RNA wurde durch zweimaliges UV-crosslinking (je 120000 pJoules) im Stratalinker
2400 der Firma Stratagene auf der Membran fixiert. Flr die Prahybridisierung wurde 2x
PM/6x SSC/1 % SDS bzw. Hybridisierungslésung fiir Northern-Light-Blot verwendet.
Die Prahybridisierung erfolgte fiur mind. 2 h bei 68 °C bzw. 42 °C im
Hybridisierungsofen vom Typ Hybridiser HB-2 bzw. HB-10 der Firma Techne.
AnschlielRend wurde die radioaktiv markierte DNA-Sonde in 10 ml 1x PM/3x SSC/0,5
% SDS bzw. Hybridisierungsldsung fur Northern-Light-Blot gelést und die Membran
darin Uber Nacht bei 42 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Membran 2x 15 min
in 2x SSC/0,1 % SDS bei Raumtemperatur und anschlieBend 2x 15 min in 0,1x
SSC/0,1 % SDS bei 42 °C gewaschen. Der Blot wurde feucht auf einem Filterpapier
fixiert, mit Folie Uberzogen und in eine Expositionskassette gelegt. Aufgelegt wurde der
Roéntgenfilm Fuji Super RX der Firma Fuji (Japan) und die Expositionszeit bei -80 °C
erstreckte sich von einer Stunde bis zu mehreren Tagen.

Es ist moglich eine bereits hybridisierte Membran mehrmals zu verwenden, um sie z.B.
mit einem Kontroll-Gen zu hybridisieren. Vorher muss die Membran jedoch von der
hybridisierten Sonde befreit werden, was nach dem Protokoll von Sambrock (1989)
durchgefihrt wurde. Hierzu wurde die Membran 1 bis 2 h in vorgewarmter ,Stripping“-
Lésung (50 % Formamid/0,1x SSC/0,1x SDS) bei 68 °C inkubiert. Nach zweimaligem
Waschen mit 2x SSC wurde die Membran fir erneute Prahybridisierung/Hybridisierung
verwendet.

2134 mRNA-in situ-Hybridisierung mit DIG-markierter RNA-

Sonden

Die perfundierten Schnitte wurden 1-2 min bei 37 °C mit Proteinase K (Stammldsung:
10 mg/ml; 1:1000 in PTW verdlnnt) vorbehandelt, um die Zuganglichkeit des Gewebes
fur die RNA-Sonden zu gewahrleisten. Diese Reaktion wurde durch das Eintauchen
der Schnitte in eiskaltes Glycin (2 mg/ml PTW) gestoppt.

Die Gefrierschnitte mussten vor der Hybridisierung fixiert werden. Dies geschah durch
eine 15 min Inkubation in 4 % PFA/PBS. Anschliellend konnte mit beiden Arten von
Gewebeschnitten in gleicher Weise verfahren werden.

Es folgten Waschungen fir 2x 5 min in PTW und 1x 5 min in PBS. Um die Schnitte
herum wurden die Objekttrager mit einem fuselfreien Tuch getrocknet, 80 ul der
markierten Sonden (1:50 bzw. 1:100 in Hybridisierungspuffer (ISH) verdinnt)
aufgetragen und die Schnitte mit Deckgldschen bedeckt. Die Hybridisierung der
Sonden erfolgte Uber Nacht bei 42 °C in einer feuchten Kammer. Am nachsten Tag
wurden die Schnitte 3x 5 min in 2x SSC bei 55 °C und 1x 20 min in 0,1x SSC bei 65 °C
gewaschen.
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Ungebundene einzelstrangige RNA wurde anschlieRend durch 30 minttige Inkubation
der Schnitte in einer RNaseA-Losung (63 pl der Stammlésung [10 mg/ml] in 2x SSC)
bei 37 °C abgebaut. Die Schnitte wurden danach 3x 5 min in 2x SSC gewaschen und
kurz in PBT gespult. Um freie Bindungsstellen flir Peptide auf dem Objekttrager
abzusattigen, folgte eine Inkubation fir 15 min in Puffer 2 (ISH) bei Raumtemperatur.
Der anti-Digoxigenin-Antikorper (Anti-DIG AP, Fp-Fragment der Firma Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim) wurde 1:100 in P2 (ISH) verdiunnt und 80 pl dieser
Lésung auf jeden Objekttrager aufgetragen. Die Schnitte wurden mit Deckglaschen
bedeckt und fir 60 min in einer Feuchtkammer bei Raumtemperatur belassen. Es
folgten Waschungen fur 2x 5 min in PBT und 1x 5 min in NBT (P3, ISH). Das
Farbsubstrat ,NBT/BCIP Stock Solution“ (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) wurde
1:50 in P3 (ISH) verdiinnt. Auf jedem Schnitt wurden 80 pl der Substratlosung verteilt
und in einer Dunkelkammer die Substratreaktion so lange durchgefiihrt, bis sich eine
deutliche Blaufarbung der Gewebe zeigte (ca. 15-30 min). Die Farbereaktion wurde
durch mehrmaliges Waschen fir 5 min in PBS gestoppt. Die Schnitte wurden nach
dem Trocknen mit PBS/Glycerin (1:1) eingedeckt und mit Nagellack versiegelt.

2.13.5 mRNA-in  situ-Hybridisierung mit DIG-markierten

Oligonukleotiden

Der Versuchsablauf entspricht im Prinzip dem oben beschriebenen. Da es sich aber
um eine Hybridisierung mit DNA-Sonden handelt und die mRNA-DNA-Hybride weitaus
weniger stabil als RNA-RNA-Hybride sind, mussten die Hybridisierungs- und die
Waschtemperaturen niedriger gewahlt werden. Vor der Verwendung mussten die
markierten Oligonukleotid-Sonden fir 1 min bei 94 °C denaturiert werden. Danach
wurden sie 1:50 bzw. 1:100 in Hybridisierungspuffer (ISH; + 500 pg/ml Carrier-DNA)
verdinnt auf die Schnitte gegeben. Es folgte eine Inkubation tGber Nacht bei 32 °C in
einer Feuchtkammer. Die Waschschritte wurden ebenfalls bei 32 °C ausgefuhrt. Da
keine RNA-Sonden verwendet wurden, entfiel die RNaseA-Behandlung und es konnte
direkt mit dem 5 min PBT- Waschschritt und der 15 min Inkubation in Puffer 2 (ISH)
fortgefahren werden. Es folgte die Detektion, wie bereits unter 2.11.4 beschrieben.

2.14 Immunohistochemie

Mit Hilfe der Immunohistochemie kénnen Proteine durch eine indirekte
Fluoreszenzfarbung in Gewebeschnitten lokalisiert und zum Teil quantifiziert werden.
Ein spezifischer Primarantikoérper bindet zunachst an das entsprechende Epitop des zu
untersuchenden Proteins und wird anschlieRend vom Sekundarantikérper erkannt. Der
Sekundarantikorper  erkennt die  speziesspezifischen F.-Fragmente des
Primarantikérpers und somit verschiedene Antikorper, die in der gleichen Spezies
generiert wurden. An den Sekundarantikorper ist ein Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt,
der nach Anregung mit der farbstoffspezifischen Wellenlange im Fluoreszenzmikroskop
sichtbar gemacht werden kann.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fir die Immunohistochemie ausschlieflich
perfundierte Gewebeschnitte verwendet, die nach dem sog. Schwimmschnitt-Protokoll
mit den entsprechenden Antikorpern inkubiert wurden. Zunachst wurden die Schnitte
3x 8 min in 10 mM PBS pH 7,4 bei Raumtemperatur gewaschen. Anschlief’end wurden
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sie in 250-500 pl Inkubationslésung (10 mM PBS pH 7,4/1 % NSS/0,1 % Triton), die
den primaren Antikérper (siehe Anhang, Tab.7-8) enthielt, Uber Nacht bei
Raumtemperatur leicht geschiittelt. Am folgenden Tag wurden die Schnitte 3x 8 min in
10 mM PBS pH 7,4 gewaschen. Der Sekundarantikbrper (siehe Anhang, Tab.7-9)
wurde in der Verdinnung 1:200 in 10 mM PBS pH 7,4/1 % NSS zu den Schnitten
gegeben und fir 1,5 h abgedunkelt auf einem Schittler bei Raumtemperatur inkubiert.
Im Anschluss wurden die Schnitte 3x 8 min in 10 mM PBS pH 7,4 gewaschen und auf
beschichtete Objekttrager im abgedunkeltem Raum aufgezogen. Sie trockneten (ber
Nacht bei 4 °C und wurden am nachsten Tag nach kurzem Eintauchen in Xylol mit dem
Eindeckmittel Merckoglas (Merck) und Deckglaschen eingedeckt. Alternativ wurden die
Schnitte nach 1-2 h Trocknen mit dem, das ,anti-fading“-Mittel Paraphenylendiamin
enthaltenden, Einbettmedium (Johnson and Nogueira Araujo, 1981) eingedeckt und mit
Nagellack versiegelt. Die Lagerung erfolgte im Dunkeln bei 4 °C.

2.141 Kompetitionstest

Um eine unspezifische Bindung der Antikdrper ausschlieBen zu koénnen, wurden
Kompetitionstests durchgeflihrt. Dazu wurden die Antikérper in der oben
beschriebenen Inkubationslésung verdinnt und mit zunehmenden Mengen
rekombinant hergestellter Proteine versetzt. Anhangig von der Proteinmenge sollte die
nachfolgende Inkubation der Gewebe-Schnitte deutlich abgeschwéchte bis gar keine
Immunfluoreszenz-Signale liefen. Vor dem Beginn der Absorptionstests sollte die
eingesetzte Antikdrpermenge so weit herabgesetzt werden, dass ein gerade noch
sichtbares Signal entsteht. Dies war fir die getesteten Antikorper bei einer Verdinnung
von 1:1000 (Ngb) bzw. 1:2000 (Cygb) der Fall. In funf Ansatzen wurde je 1 ml der
Antikdrperverdinnung 1:1000 bzw. 1:2000 in Inkubationslésung hergestellt, die aber
zunachst nur auf 800 ul aufgefiillt wurde. Zum ersten Gefal3, das als positiv-Kontrolle
dienen sollte, wurden 50 ul PBS dazugegeben. Zu den weiteren GefalRen wurden 5 g,
10 pg bzw. 15 pg rekombinanten Proteins dazugegeben und die Lésungsmenge
entsprechend auf 1000 pl aufgeflllt. Es folgte eine Prainkubation ohne Schnitte tber
Nacht bei Raumtemperatur und leichtem Schitteln. Am nachsten Tag wurden die
gewaschenen Schnitte dazugegeben und das Schwimmschnitt-Protokoll wie oben
beschrieben ausgefihrt.

2.15 Mikroskopie und Photodokumentation

Die in situ-hybridisierten Schnitte wurden mit Hilfe eines ,Olympus BX 51 System
Microscope“ betrachtet und mit einer ,Colorview-12“ Digitalkamera fotografiert. Flr
Immunofluoreszenzfarbungen wurde das gleiche Gerat verwendet, wobei zur
Anregung des Fluoreszenzfarbstoffs Cy 3 durch das Fluoreszenzsystem ,U-LH 100 HG
(Olympus)“ eine Anregungswellenlange von 532 nm erzeugt wurde, woraufhin eine
orangerote Emission entstand.

Alternativ wurde zur Dokumentation der in situ-Farbungen das Axioplan Mikroskop der
Firma Zeiss mit dem zugehérigen Digitalkamera-System Prog/Res 3012 der Firma
Kontron Elektronik der AG Technau verwendet.

Fir die konfokalen Aufnahmen der Cygb-Immunfluoreszenzfarbungen wurde das Leica
Mikroskop von Typ TCS SP2 der AG Technau verwendet.
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2.16 Proteinbiochemische Standardmethoden

2.16.1 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

In der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Ornstein und
Davis (1964) lassen sich Proteine unter reduzierenden und denaturierenden
Bedingungen nach lhrem Molekulargewicht elektrophoretisch auftrennen (Laemmli,
1970; Raymond and Weintraub, 1959). Dithiothreit (DTT) reduziert Disulfidbriicken in
Proteinen zu Sulfhydrylgruppen, wahrend sich das anionische Detergenz
Sodiumdodecylsulfat (SDS) gleichmaRig in die Proteine einlagert und dabei
nichtkovalente Wechselwirkungen unterbindet sowie die Eigenladung der Proteine
maskiert (Stryer, 1995). Acrylamid ist nach Zugabe des Radikalbildners
Ammoniumperoxidsulfat (APS) und durch eine Katalyse mit Tetramethylendiamin
(TEMED) in der Lage lange Ketten auszubilden, die durch N, N'-Methylenbisacrylamid
miteinander quervernetzt werden. Je nach Konzentration von Acrylamid und N, N’-
Methylenbisacrylamid entstehen Netze bestimmter Porengrofe, in denen
entsprechend Proteine unterschiedlicher Grofie aufgetrennt werden kdnnen.

Die Polyacrylamidgele bestehen aus zwei Schichten, dem oberen Sammelgel mit einer
Laufstrecke von 0,5-1 cm, in dem die Proteinproben in eine schmale Lauffront
komprimiert werden, bevor ihre Auftrennung im Trenngel erfolgt. Die verwendeten
Trenngele bestanden aus 12-14 % Acrylamid, 375 mM Tris/HCI pH 8,8 und 0,1 % (w/v)
SDS. Die Sammelgele setzten sich zusammen aus 4 % Acrylamid, 125 mM Tris/HCI
pH 6,8 und 0,1 % (w/v) SDS. Unmittelbar vor dem Giel3en wurde durch Zugabe von
APS und TEMED (Endkonzentration je 0,1 % (w/v)) die Polymerisation eingeleitet und
die Gele zlgig in die vorbereiteten Kammern gegossen. Es wurde zunachst das
Trenngel und ca. 30 min spater das Sammelgel gegossen. Polyacrylamidgele konnten
in Feuchte Tucher gehillt und Frischhaltefolie eingepackt mehrere Tage bei 4°C
aufbewahrt werden.

Fir die Gelelektrophorese wurde die Kammer des ,Mini-PROTEAN®3 Cell*-Systems
(Bio-Rad) zunachst zu einem drittel mit dem Elektrophorese-Laufpuffer gefillt und
nachdem das Polyacrylamidgel gemaR der Anleitung darin befestigt wurde, das so
entstandene zweite Pufferreservoir ebenfalls mit dem Laufpuffer gefullt. Die
Proteinproben wurden 5:1 mit 5x SDS-Probenpuffer versetzt und fiir 5-10 min bei 95 °C
denaturiert, dabei alle 2-3 min gevortext und schlielich in die Geltaschen aufgetragen.
Zur Bestimmung der Proteingroflen wurden Proteinmarker der Firma Fermentas (St.
Leon-Rot) aufgetragen. Der Lauf erfolgte im Sammelgel bei 100 V, im Trenngel bei 130
V und wurde gestoppt, sobald die blaue Lauffront das Ende des Gels erreicht hatte.

2.16.2 Coomassie-Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Die unspezifische Proteinfarbung mit Coomassie-Brillant-Blau beruht auf
elektrostatischen Bindungen und apolaren Wechselwirkungen zwischen dem Farbstoff
und dem Protein (Andrews, 1986). Die Gele wurden 30 min bis Uber Nacht mit
Coomassie-Farbeldsung unter Schitteln bei RT inkubiert. AnschlieRend wurde der
Hintergrund des SDS-Polyacrylamidgels durch Inkubation mit der Entfarbelésung
solange reduziert, bis die Proteinbanden sichtbar wurden.
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2.16.3 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Dieser Methode liegt ebenfalls die Fahigkeit des Farbstoffes Coomassie-Brillant-Blau
zugrunde, mit Proteinen Wechselwirkungen einzugehen. Dabei verschiebt sich das
Absorptionsmaximum des Farbstoffes im sauren Milieu von 465 nm 595 nm. Hierzu
wurde zunachst eine Eichgerade mit Hilfe einer 1 pg/ul Rinder Serum Albumin (BSA)
enthaltenden Stammlésung erstellt. Die Eichlésungen mit den Endkonzentrationen: 1
ng/ul; 5 ng/ul, 10 ng/pl, 15 ng/ul und 20 ng/ul BSA wurden auf 800 pl mit A. bidest.
aufgefullt und mit je 200 pl 5x Bradford-Reagenz versetzt. Eine Leerkontrolle mit 800 pl
A. bidest. und 200 pl 5x Bradford-Reagenz wurde mitgeflhrt. Jeweils 2-5 pl der
Proteinextrakte wurden fiir die Messungen eingesetzt und in gleicher Weise wie die
Standards behandelt. Die Proben wurden nach grindlichem vortexen 5 min bei RT
inkubiert. Anschlielend wurde die Absorption bei 595 nm in einem Eppendorf
BioPhotometer gemessen.

2.17 Proteinextraktionsmethoden

Zur Herstellung von Proteinextrakten aus eukaryotischen Geweben existiert eine Reihe
von Vorschriften, von denen einige im Rahmen dieser Arbeit ausgefihrt wurden. In der
anfangs angewendeten Methode wurden die Gewebe mit 1 Vol auf 95 °C erhitztem 1x
SDS-Probenpuffer im Eppendorf-Gefals Uberschichtet und mit einem Potter
homogenisiert. Durch 6malige Exposition mit Ultraschallwellen fir jeweils 30 sec bei
ca. 100 W wurden die Homogenate lysiert. Genomische DNA, die die Zellextrakte
viskos machte, wurde durch 30 min Zentrifugation bei 14 000 rpm und 4 °C pelletiert.
Die Proteinextrakte wurden bei -20 °C aufbewahrt.

2171 Isolierung von Proteinen aus Zellplasma und Zellkern

Mit dieser Methode ist es moglich in zwei Schritten die cytoplasmatischen und die
Zellkern-Proteine aus Zellkultur bzw. aus Geweben voneinander zu trennen. Zunachst
wurde hierflr ein Kernfraktionierungsprotokoll der AG Miiller-Esterl verwendet. Das
Gewebe wurde mit 1 Vol Lysepuffer, der unmittelbar vor der Verwendung mit DTT und
Pefablock der Firma Roth sowie den ,Complete Protease Inhibitor Coctail“ Tabletten
der Firma Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) vervollstandigt wurde, versetzt und
mit einem Glas-Potter auf Eis 20mal vorsichtig gepottert. Das Homogenat wurde
anschliefend 10 min bei 2500 rpm und 4 °C zentrifugiert. Die cytosolische Fraktion
befand sich im Uberstand und wurde in ein neues Eppendorf-Gefall tberfiihrt. Das
Kernpellet wurde zum Waschen zwei mal mit 500 pl Lysepuffer versetzt, 10 min auf Eis
inkubiert und jeweils 10 min bei 4 °C und 2500 rpm zentrifugiert. Schlief3lich wurde das
Kernpellet in 100 pl Lysepuffer resuspendiert.

Die zweite Methode, um die Cytoplasma- und Zellkern-Proteine aus Maus-Geweben
getrennt untersuchen zu kdénnen, wurde einer von Dr. Nothwang und Mitarbeitern
veroffentlichten Arbeit entnommen (Guillemin et al., 2005). Jeweils 0,5 g der Gewebe
wurden mit 1 ml CLB-Puffer versetzt und zweimal in einem Glas-Potter auf Eis
gepottert. Nach einer 10 mindtigen Inkubation auf Eis wurden die Gewebe mit einem
Glas/Teflon-Potter (eingespannt im Ruhrwerk RZR0/RZR1 der Firma Heidolph) bei 250
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rom homogenisiert. Das Homogenat wurde mit 0,1 Vol 2,5 M Saccharose versetzt und
10 min bei 6300xg zentrifugiert. Die cytoplasmatische Proteinfraktion im Uberstand
wurde in ein neues Eppendorf-Gefald Gberflhrt, wahrend das Pellet in 1 ml TSE-Puffer
resuspendiert und wiederholt 30mal im elektrischen Glas/Teflon-Potter bei 250 rpm
gepottert wurde. Nach einem 4 minltigen Zentrifugationsschritt bei 4000xg wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet mehrmals mit TSE-Puffer gewaschen, bis der
Uberstand klar wurde. AbschlieRend wurde das Pellet, das die nukledren Proteine
enthielt in 100 pl TSE-Puffer resuspendiert. Die Proteine wurden auf einem SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und die Konzentration nach Bradford bestimmt.

2.18 Western Blot

Bei der von Burnette (1981) als Western-Blotting bezeichneten Methode wurden
elektrophoretisch aufgetrennte Proteine auf eine PVDF- (Hybond-P PVDF
(Polyvinylidendi-fluorid)-Membran, Amersham Biosciences) bzw. Nitrocellulose-
Membran (Porengréfie 0,2 um, Schleicher und Schuell, Dassel) tbertragen (Towbin et
al., 1979). Uber hydrophobe Wechselwirkungen wurden die Proteine auf der Membran
immobilisiert und standen in dieser Form immunochemischen Untersuchungen zur
Verfligung. Im Rahmen dieser Arbeit wurde hierfir das ,Mini Trans-
Blot®Elektrophoretic Transfer Cell“-System der Firma Bio-Rad Laboratories, Inc. (USA)
verwendet. Die hydrophobe Oberflache der PVDF-Membran wurde durch Inkubation
fur 10 sec in Methanol und nach kurzem Waschen in Wasser fir 10 min in Transfer-
(Blotting-) Puffer aquilibriert. Die Nitrocellulose-Membran wurde fir 10 min direkt in
Transfer- (Blotting-) Puffer inkubiert. Der Transfer erfolgte fir 1 h im Transfer-/Blotting-
Puffer bei einer Stromstarke von 350 mA und einer Spannung von 100 V. Ein
aufgetragener ,prestained“-Proteinmarker der Firma Bio-Rad bzw. Fermentas lie3
erste Schliisse Uber den Erfolg des Transfers zu. Zusatzlich wurde das Gel
anschlief’end mit Coomassie-Brillant-Blau gefarbt.

2.18.1 Immundetektion von Proteinen

Der Western Blot wurde zum Absattigen freier Bindestellen in 25 % Blocking Reagenz
der Firma Amersham Biosciences (Freiburg) oder 5% Magermilchpulver der Firma
Applichem (Darmstadt) in PBS- oder TBS-Tween (0,1 %) 1 h bei RT oder tber Nacht
bei 4 °C unter Schutteln inkubiert. Der Nachweis von reaktiven Proteinbanden erfolgte
durch indirekte Immunodetektion. Die spezifischen primaren Antikérper (Anhang,
Tab.7-8) wurden mit Hilfe von Enzym-gekoppelten sekundaren Antikérpern (Anhang,
Tab.7-9) detektiert. Alle Inkubationsschritte fanden auf einem Wippschittler und,
soweit nicht anders angegeben, bei RT statt. Nach entfernen der Blockierungslésung
wurde der Blot 2x kurz in 10 ml PBS- oder TBS-Tween (0,1 %) gewaschen. Nach der
Inkubation mit dem primaren Antikérper wurde die Membran 2x kurz in 10 ml, 1x 15
min in 100 ml und 3x 5 min in 10 ml PBS- oder TBS-Tween (0,1 %) gewaschen, bevor
sich eine 1stiindige Inkubation mit dem sekundaren Antikérper anschloss. Danach
wurde die Membran 2x kurz in 10 ml, 1x 15 min in 100 ml und 3x 5 min in 10 ml PBS-
oder TBS-Tween (0,1 %) gewaschen, bevor die Nachweisreaktion erfolgte.
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2.18.2 Nachweisreaktion mit dem NBT/BCIP-System

Der Nachweis erfolgte unter Verwendung eines sekundaren Antikorpers, an den das
Enzym alkalische Phosphatase (AP) gekoppelt war. Der Blot wurde 2x in P3 (ISH)
aquilibriert und anschlieRend mit der Substratldsung (NBT/BCIP Stock Solution 1:50 in
P3 verdlnnt) fir 5 bis 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert, wobei die Proteine als
blauliche Banden sichtbar wurden. Die Reaktion wurde durch Waschen in PBS
gestoppt. AnschlieRend wurde der Blot auf Filterpapier luftgetrocknet und im Dunkeln
aufbewahrt.

2.18.3 Nachweisreaktion mit dem ECL-System

Verwendet wurde das ,ECL plus™Western blotting reagent pack® der Firma Amersham
Biosciences (Freiburg). Hierbei war der sekundare Antikdrper mit einer Meerrettich-
Proxidase (HRP, horseradish peroxidase) gekoppelt, die als Substrat H,O, bendtigte.
Bei der Reaktion entstand ein Sauerstoffion, das unter Einfluss des Reduktionsmittels
Luminol oxidierte. Dabei wurde Luminol zu 3-Aminophthalat umgewandelt, das bei der
Ruckkehr in den Grundzustand Photonen der Wellenlange 425 nm emittierte (Roswell
and White, 1978). Da die Lichtemission proportional zur Enzymkonzentration und damit
zur AK-Konzentration war, eignete sich das ECL-System fiir quantitative Vergleiche.

Die Substratlésung wurde kurz vor der Verwendung im Verhaltnis 40:1 aus
Substratiésung A und Substratldsung B angesetzt, wobei beide vorher fir ca. 15 min
im Dunkeln bei RT aquilibriert wurden. Der Blot wurde in der Dunkelkammer
angetrocknet, mit 2 ml Substratldsung bedeckt und flr 5 min inkubiert. Schliellich
wurde die Substratlésung soweit méglich entfernt und die Membran, in eine Plastikfolie
eingeschlagen, in die Expositionskammer gelegt. Es wurden mehrere Rontgenfiime
(Hyperfilm™, Amarsham Biosciences) nacheinander aufgelegt, wobei die
Expositionszeit zwischen 30 sec und 1 h betragen konnte.

60



Material und Methoden

2.19 Losungen und Materialien

Agar-Platten 15 g Agar Agar
ad 1000 ml L-Medium,
100 pg/ml Ampicillin
0,2 mM IPTG
0,05 % (w/v) X-Gal
0,2 % Dimethylformamid (v/v)

»anti-fading“-Einbettmedium 7 ml 1x PBS
1 g Elvanol
3 ml Glycerin
10 mg Paraphenylendiamin pH 8

5xBradford-Reagenz 25% EtOH [95 %] (v/v)
50% konz. Phosphorsaure (v/v)
0,05% (w/v) Coomassie- Brillant- Blue G-250

CLB-Puffer (Kernfraktionierung) 10 mM HEPES
10 mM NaCl
1 mM KH,PO,
5 mM NaHCO;
5mM EDTA
1 mM CacCl,
0,5 mM MgCl,

Coomassie-Farbeldsung fir SDS-Gele 40 % Methanol (v/v)
12,5 % Essigsaure (v/v)
0,2 % (w/v) Coomassie-Brillant-Blue G-250

Denaturierungspuffer (Blot) 1,5 M NacCl
0,5 M NaOH
Denaturierungslésung (RNA-Extraktion) Stamml6sung

0,1 M B-Mercaptoethanol

50x Denhard’s Lésung 1 % Ficoll-400 (w/v)
1 % Polyvinylpyrolidone (w/v)
1 % BSA (w/v)
steril filtriert

Dialysepuffer (10x) 0,25 M Tris
3 M NaCl
0,1 M Na,EDTA

DNA-Ladepuffer 4 M Harnstoff
0,1 M Na,EDTA
0,1 % (w/v)Bromphenolblau
50 % (w/v) Saccharose
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Elektrophorese-Laufpuffer (SDS-PAGE)

Elektrophoresepuffer

(= 1x E-Puffer)

Entfarbelésung fir SDS-Gele

Ethidiumbromid-Farbelésung

Homogenisierungspuffer (DNA-Extraktion)

Hybridisierungspuffer (ISH)

Hybridisierungsmedium
(= 1x PM)

Hybridisierungslésung (Northern-Light-Blot)

Inkubationslésung (Immunfluoreszenz)

LB-Medium

Lysepuffer (Kernfraktionierung)

192 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS
25 mM Tris/HCI pH 8,3

36 mM Tris
30 mM NaH2PO4 X2 Hzo
10 mM Na,EDTA

20% Isopropanol (v/v)
10% Essigsaure (v/v)

5 pyg/mlin 1x E-Puffer

58 g Saccharose

10 ml 0,1 M Na,EDTA pH 7,4
2,5ml 0,1 M Na,EGTA pH 7,4
50 ml Puffer A (10 x)

ad 500 ml A. bidest.

50% 4x SSC (w/v)
50% deion. Formamid (v/v)

0,02 % Ficoll-400 (w/v)

0,02 % Polyvinylpyrrolidon (w/v)
0,02 % BSA (w/v)

0,5 % SDS (w/v)

in 3x SSC

50 % Formamid (v/v)

5x SSC

0,1 % SDS (w/v)

5x Denhard’s Lésung

0,1 % NaHPO, (w/v)

50 mM NaPQ, (w/v) pH 6,8

10 mM PBS pH 7,4
1 % NSS (normales Schweineserum) (v/v)
0,1% Triton (v/v)

1 % Trypton (w/v)
0,5 % Hefeextrakt (w/v)
0,5 % NaCl (w/v)

10 mM NaCl

5 mM MgCl,

0,1 % Nonidet P-40 (v/v)
10 mM Tris/HCI

pH 7,4
(+Proteaseinhibitoren)
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Maleinsadure-Waschpuffer (Northern Blot) 0,1 M Maleinsaure
1,15 M NaCl pH 7,5

MOPS (10x) 0,2 M 3-(N morpholin)-Propan-Sulfonsaure
0,05 M Na-Acetat
0,01 M Na,EDTA pH 7,0

Neutralisierungspuffer (Southern Blot) 3 M NaCl
0,5 M Tris-HCI pH 7,5

Paraformaldehyd-Lysin-Periodat (PLP-Lsg) 1 x PBS

(Perfusion) 4 % Paraformaldehyd (w/v)
1,37 % L-Lysin (w/v)
0,21 % Natriumperjodat

PBS (10x) 130 mM NaCl
7 mM NazHPO4
3mM NaH2P04

10 mM PBS (10x; Immunfluoreszenz) 150 mM NaCl
7,4 mM Na,HPO,
2,5 mM NaH,PO, pH 7,4

PBS (ISH) 137 mM NaCl
2,7 mM KCI
1,15 mM KH,PO,
6,5 mM Na;HPO4x2H,0

PBT (ISH) BSA (2 mg/ml) in PTW
Prahybridisierungsmedium 2x PM (siehe 1xPM)

(= 2x PM) in 6x SSC

PTW (ISH) 0,1 % Tween in PBS (v/v)
Puffer A (10x; DNA-Extraktion) 150 ml 2 M KCI

37,5 ml 2 M NaCl

7,5 ml 0,1 M Spermin

25 ml 0,1 M Spermidin

75 ml 1 M Tris/HCI

ad 500 ml A. bidest. pH 7,4

Puffer 1 (BAC-/PAC-/P1-Isolierung) 0,01 M EDTApH 8

Puffer 2 (BAC-/PAC-/P1-Isolierung) 0,2 M NaOH
1 % SDS (w/v)

Puffer 3 (BAC-/PAC-/P1-Isolierung) 50 ml Kaliumacetat 7,5 M

23 ml Essigsaure (konz)
127 ml A. bidest.
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Puffer 1 (ISH)

Puffer 2 (ISH)

Puffer 3 (ISH)

RNA-Ladepuffer

RNA-Farbel6sung

5xSDS-Probenpuffer (Protein-Ladepuffer)

Stammldsung (RNA-Extraktion)

Standard-Saline-Citratpuffer
(=1x SSC)

“stripping”-Lésung (Northern Blot)

,Stripping“-Lésung (Western Blot)

TELT-Puffer:

Transfer- (Blotting-) Puffer (Western Blot)

100 mM Tris/HCI
150 mM NaCl pH 7,5

1 % (w/v) “Blocking Reagenz” der Firma Roche
in Puffer 1

100 mM NacCl
50 mM MgCl,
100 mM Tris/HCI pH 9,5

500 pl Formamid (deionisiert)
100 yl 10x MOPS-Puffer
150 pl Formaldehyd (filtriert)

50 % Glyzerin (v/v)

0,001 M Na,EDTA pH 8,0
0,25 % Bromphenolblau (w/v)
0,25 % Xylencyanol FF (w/v)

50 mM DTT

10 % SDS (w/v)

0,5 % Bromphenolblau (w/v)
50 % Glycerin (v/v)

250 mM Tris/HCI pH 6,8

0,5 % N-Laurylsarkosin (v/v)
4 M Guanidin-Thiocyanat
0,25 mM Natriumacetat pH 7,0

0,15 M NaCl
0,015 M Natriumcitrat

50 % Formamid (v/v)
0,1 % SSC (viv)
0,1 % SDS (w/v)

100 mM B-Mercaptoethanol
2 % SDS (w/v)
62,5 mM Tris/HCI pH 6,7

2.5 M LiCl

4 % Triton X-100 (v/v)
62.5 mM Na,EDTA
50 mM TrisHCI pH 8

192 mM Glycin

20 % Methanol (v/v)
0,1 % SDS (w/v)

25 mM Tris pH 8,3
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Triton X-Mix (Clewell und Helinski):

Tris-Borat-Elektrophorese-Puffer
(=1x TBE)

Tris Buffered Saline (Western Blot)
(=10x TBS)

Tris-EDTA-Puffer
(=TE-Puffer)

TSE-Puffer (Kernfraktionierung)

62,5 mM EDTA
0,2 % (v/v) Triton X-100
50 mM Tris HCI pH 8,0

90 mM Tris
90 mM Borsaure

1,25 mM Na,EDTA

100 mM NaCl
20 mM Tris/HCI pH 7,5

1 mM EDTA
10 mM Tris/HCI pH 7,5

300 mmM Saccharose

1 mM EDTA

0,1 % IGEPAL-CA 630 (v/v)
bzw. Triton-X 100

10 mM TRIS pH 7,5

Vorspllldsung (Perfusion) 1x PBS
15000 1U heparin

2.20 Bezugsquellen

Soweit nicht anders angegeben, wurden Enzyme und Reaktionssysteme der Firmen
Fermentas GmbH (St. Leon-Rot), Roche Diagnostics GmbH (Mannheim), Qiagen
(Hilden), Eppendorf (Hamburg), Invitrogen (Karlsruhe), Amersham Biosciences
(Freiburg), Applied Biosystems (Darmstadt), PEQLAB Biotechnologie GmbH
(Erlangen) Biotechnologie GmbH (Erlangen) und Promega (Mannheim) verwendet.
Chemikalien und Feinchemikalien wurden von den Firmen Roth (Karlsruhe), Merck
(Darmstadt), Sigma-Aldrich (Deisenhofen) und Applichem (Darmstadt) bezogen,
Kunststoff-Verbrauchsmaterialien von den Firmen Sarstedt (Nimbrecht) und Starlab
(Ahrensburg).

Die als Primer verwendeten Oligonucleotide wurden von den Firmen Gen Tech
(Mainz), Sigma-ARK GmbH (Steinheim), Qiagen-Operon (KéIn), Metabion (Planegg-
Martinsried) und Biomers (Ulm) synthetisiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Komparative Sequenzanalyse des Neuroglobingens

Die vergleichende Sequenzanalyse von orthologen Genomregionen verwandter
Organismen stellt eine wichtige und gangige Methode =zur Identifizierung von
konservierten und somit funktionell wichtigen kodierenden und nicht-kodierenden
Sequenzbereichen dar (Frazer et al., 2003; Hardison, 2000; Hardison et al., 1997).
Insbesondere bei Genen, deren Funktion noch nicht geklart ist, kdnnen solche
Analysen in Bezug auf die Regulation der Genexpression sehr aufschlussreich sein. Im
Rahmen dieser Arbeit sollten konservierte nicht-kodierende Abschnitte des
Neuroglobingens zunéchst identifiziert und dann auf die Anwesenheit mdglicher
Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren Gberprift werden. Dabei lag ein besonderer
Fokus auf Sequenzmotiven, die einen Hinweis auf mdgliche Regulation der Ngb-
Expression unter Hypoxie liefern wirden (Tab. 3-2). Zudem sollte der Ngb-Genbereich
auf die Anwesenheit von spezifischen Signalsequenzen, die fiir die Gberwiegend

neuronale Expression des Proteins verantwortlich sein kénnten, untersucht werden.

Grundlage fir die folgenden Analysen waren bereits in der Arbeitsgruppe ermittelte
mRNA- und Genom-Sequenzen der Neuroglobine aus Mensch und Maus (Wystub,
2000). Durch Datenbankrecherchen konnten diese mit Hilfe von Eintragen, die
zusatzliche umfangreiche Sequenzdaten enthielten, erganzt werden. Auf diese Weise
wurden auch andere Organismen in den Vergleich miteinbezogen. Die verwendeten

Sequenzeintrage sind in Tab. 3-1 zusammengefasst.
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Sequenzname Eigene Sequenzeintrage Erganzende Datenbankeintrage
Hsa Ngb-mRNA AJ_245946 NM_021257
Mmu Ngb-mRNA AJ_245945 NM_022414
Hsa Ngb genomisch AJ_245944 NT_026437
Mmu Ngb genomisch AJ_ 580010 NT_039551
Rno Ngb genomisch - NW_047762
Tni Ngb genomisch - FS_ Contig5794_1 (genoscope)
Tru Ngb genomisch - CAAB010000170
Dre Ngb genomisch - AL_953899

Tabelle 3-1 Zusammenstellung der Ngb-Datenbankeintrége, die als Grundlage fiir die
komparative Sequenzanalyse und die Suche nach putativ regulatorischen Elementen
verwendet wurden. Hsa: Homo sapiens; Mmu: Mus musculus; Rno: Rattus norvegicus;
Tni: Tetraodon nigroviridis; Tru:Takifugu rubripes; Dre: Danio rerio

3.1.1 Genomische Struktur und Organisation des Neuroglobins im

Interspeziesvergleich

Das humane NGB-Gen liegt auf Chromosom HSA14q24.3 (Burmester et al., 2000) und
wird distal vom proteinkodierenden Gen fur die Protein-O-Mannosyltransferase 2
(POMT2) und proximal von einem hypothetischen Gen unbekannter Funktion
(DKFZp43P011; syn. DUF221; ,domain of unknown funktion“) flankiert. Die murinen
Ngb-Gene liegen auf syntdnen Bereichen der Chromosomen MMU12 und RNOG. Im
.Percent ldentity Plot* (PIP; Abb. 3-1) stellt die menschliche NGB-Sequenz die
Referenz dar, mit der die murinen Sequenzen verglichen wurden. Dabei werden
Ubereinstimmungen von 50 % und mehr als Punkte bzw. Linien im Graphen sichtbar.
Die im PIP gezeigte 80 kb lange genomische Region besitzt einen durchschnittlichen
GC-Gehalt von 50.3, 47.9 und 49.1% in Mensch, Maus und Ratte. Der PIP-Vergleich
spiegelt die generelle Interspezies-Verwandtschaft der untersuchten genomischen
Regionen aus Mensch und Maus wieder. Der Vergleich mit der Ratten-Sequenz, sofern
diese in den Datendanken vorhanden war, lieferte keine zusatzlichen Informationen

zum Mensch-Maus Vergleich.

Die Ubereinstimmungen in den genomischen Ngb-Sequenzen umfassen vor allem sehr
kurze Nukleotidabschnitte mit Identitdten zwischen 60 und 90 %. Diese werden durch
Regionen unterbrochen, in denen sich repetitive Sequenzen angehauft haben (z.B.

Position 67-70 K). Neben den kurzen Ubereinstimmungen findet man langere
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Bereiche, deren Identitdt mindestens 75 % betragt. Es handelt sich hierbei meistens
um kodierende Exons. Im Bereich des Neuroglobin-Gens zeichnen sich die vier Exons
durch einen sehr hohen Grad an Konservierung aus. In den Introns hingegen, sowie in
den 5°- und 3’-Bereichen, einschliel3lich der 5°- und 3°-UTRs (untranslatierte Region),
nimmt die Identitat deutlich ab. Die 3'-UTR zeigt keine hdhere durchschnittliche
Konservierung als der unmittelbar angrenzende 3’-flankierende Bereich (beide zeigen
Uber einen Abschnitt von 1 kb ca. 55 % Ubereinstimmung). Kurze Abschnitte von
Sequenzibereinstimmungen erstrecken sich Uber einen Bereich von ca. 500 bp
aufwarts vom Translationsstartkodon ATG. Dieser Abschnitt umfasst die 5-UTR und
die putative Promotorregion. Anschlieend folgt eine Region, die einige Alu- und MIR-
Repeats enthalt und deshalb wahrscheinlich keine regulatorischen Elemente birgt.
Weitere repetitive Elemente an konservierten Positionen konnten innerhalb des Ngb-
Gens identifiziert werden. Es handelt sich dabei um ein (GA), ,simple repeat” innerhalb
des Intron 1 und um ein kurzes MIR-Element aufwarts des Exon 4. Exon 1 und ein
grolRer Teil des ersten Introns des Neuroglobin-Gens enthalten sog. CpG-Inseln, die
innerhalb einer Region mit Uber 50 %iger Sequenzubereinstimmung zwischen Mensch
und Maus lokalisiert sind und ein weiterer Hinweis auf die minimale Promotorregion

sein konnten.

Im Rahmen der durchgefiihrten PIP-Analysen konnten im Neuroglobin-Gen von
Mensch und Maus keine Bereiche langer als 100 bp mit auffallend hohen
Sequenzidentitaten identifiziert werden, die laut Literatur (Hardison et al., 1997; Loots
et al., 2000) konservierte regulatorische Elemente, wie beispielsweise Enhancer oder

Lokus-Kontrollelemente, enthalten konnten.

Uber den Mensch-Maus-Vergleich hinaus wurden Ngb-Gensequenzen aus Fischen flr
weitere Analysen herangezogen. Deren Aminosauresequenzen sind im Vergleich zu
Sauger-Neuroglobinen zu etwa 60 % konserviert (Awenius et al., 2001). Dabei stellte
sich jedoch heraus, dass ein direkter Vergleich zwischen Saugern und Fischen auf
Nukleotidebene nicht sinnvoll ist, da die Sequenzidentitdt lediglich im Bereich der
Exons zu erkennbaren Balken im PIP fihrte. Weder Intron- noch Intergen-Bereiche
enthielten entsprechende Ubereinstimmungen. Aus diesem Grund wurde mit den Ngb-
Sequenzen der Pufferfische T. nigroviridis und T. rubripes und des Zebrafisches D.
rerio ein separater PIP erstellt (ohne Abb.). Ein Vergleich zwischen T. rubripes und D.
rerio zeigte jedoch ebenfalls eine Konservierung nur im Bereich der Exons, wahrend
weder die Introns, noch die 5°- und 3’-flankierenden Abschnitte der beiden UTRs und
des Promotors Ubereinstimmungen von mehr als 50 bp Lénge enthielten. Im

Gegensatz dazu zeigte der Vergleich der Neuroglobin-Gene der beiden Pufferfische T.
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nigroviridis und T. rubripes einen so hohen Grad der Sequenzlbereinstimmung, dass

es unmdglich war, selektiv konservierte von neutral evolvierenden Abschnitten zu
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Abbildung 3-1 Der NGB/Ngb-, Percent Identity Plot* (PIP) zeigt den Sequenzvergleich des
humanen (Hsa), Maus (Mmu)- und Ratte (Rno)-Neuroglobin-Gens und der flankierenden
Regionen. Die Gene und deren Orientierung sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Die humane
Sequenz dient als Referenz. Die Sequenziibereinstimmungen zum Maus- und Ratte-Ngb
sind als Balken in der Skala zwischen 50 und 100 % sichtbar. Die entsprechenden
Sequenzen wurden unmaskiert verwendet, um mdglicherweise im Bereich der Repeats
liegende regulatorische Elemente zu detektieren. Durch die , chaining”-Option sollten
Anhaufungen von Alignments im Bereich der repetitiven Elemente vermieden werden.

(Bildquelle: Wystub et al., 2004)
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3.1.2 Mdgliche regulatorische Elemente in nicht-kodierenden

Sequenzbereichen des Ngb-Gens

Im Rahmen der komparativen PIP-Analyse der Neuroglobin-Gene aus Mensch, Maus
und Ratte konnten keine langen konservierten Sequenzbereiche identifiziert werden,
die mogliche regulatorische Elemente bergen kénnten. Aus diesem Grund wurde im
weiteren Verlauf der vergleichenden Sequenzanalysen die Verteilung und die
Konservierung potentieller Bindestellen fir regulierende Transkriptionsfaktoren mit
Hilfe der Internetoptionen rVISTA und TESS, beide basierend auf der TRANSFAC-
Datenbank, untersucht. Wie bereits erwahnt lag der Schwerpunkt auf der
Identifizierung moglicher ,hypoxia-responsive-elements* (HREs) und verwandter
Sequenzmotive in konservierten, nicht-kodierenden Sequenzabschnitten des
Neuroglobin-Gens. Die meisten HREs wurden bisher in den 5-Promotor und
Enhancer-Regionen hypoxieregulierter Gene identifiziert (Fink et al., 2002; Lu et al.,
2002; Semenza et al., 1996). Es gibt aber auch Beispiele fiir funktionelle HREs im 3°-
UTR, wie beispielsweise beim Epo-Gen (Ebert and Bunn, 1999). HREs werden
generell durch das gut konservierte konsensus-Bindemotiv flir den Transkriptionfaktor
HIF-1 ,hypoxia-inducible transcription factor" charakterisiert (5’-RCGTG-3"; Camenisch
et al.,, 2001). Typischerweise sind entweder zwei HIF-1 Motive (in der selben oder
invertierten Orientierung) oder ein HIF-1 Motiv in Kombination mit anderen co-
stimulierenden Sequenzen (z.B. EPO-Box; Semenza and Wang, 1992; ,HIF ancillary
sequence” HAS; Kimura et al., 2001) innerhalb eines Abschnitts von ca. 50 bp
angeordnet. Die oben genannten Elemente wurden zusammen mit weiteren aus der
Literatur bekannten funktionellen Sequenzmotiven, die in der Hypoxie-vermittelten
Genregulation eine Rolle spielen, in Tab. 3-2 zusammengefasst. Erganzt wurde die
Suche durch das Sequenzmotiv HIPBS (,hypoxia-inducible protein binding site"),
welches die mRNA diverser Hypoxie-regulierter Gene stabilisiert und dort jeweils im 3°-
UTR lokalisiert wurde (Czyzyk-Krzeska and Beresh, 1996).

Mit der online-Programmoption rVISTA kénnen konservierte, putativ regulatorische
Elemente in langen genomischen Sequenzen identifiziert und visualisiert werden
(Loots et al., 2002). Im Verlauf der Analysen stellte sich heraus, dass die globalen
Alignments, die mit Hilfe der mVISTA-Option des Internetportals VISTA erstellt wurden,
teilweise fehlerhaft platzierte Licken in konservierten Bereichen enthielten, so dass
dort enthaltene Motive nicht detektiert wurden. Aus diesem Grund wurde fir die
folgenden Suchen ein lokales Alignment der humanen und Maus-Ngb-Sequenzen

unter Verwendung der ,advanced“-Version des PipMaker-Programms angefertigt. In
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die Suchen miteinbezogen wurden die Intergenregionen bis hin zu den flankierenden
Genen, so dass insgesamt ein Abschnitt von etwa 10 kb analysiert wurde. rVISTA
durchsuchte entweder die komplette Referenzsequenz (Sequenz 1; Mensch) oder nur
die konservierten Bereiche beider Sequenzen nach mdglichen Erkennungsmotiven fur
Transkriptionsfaktoren und veranschaulichte das Ergebnis in einer Graphik (Abb. 3-2).
Einerseits wurde dabei die TRANSFAC-Datenbank als Grundlage verwendet. Des
Weiteren konnten durch Literatursuche ermittelte mogliche Erkennungssequenzen, die
in TRANSFAC nicht enthalten waren (z.B. HRE), per Hand eingegeben und die

Analysen somit erganzt werden.

Bindungsstelle Sequenzmotiv Referenz
HRE RCGTG (core) Semenza et al., 1996
(hypoxia-responsive- Camenisch et al., 2001
element) Fink et al., 2002
Miyazaki et al., 2002
HAS CAGGT (core) Kimura et al., 2001
(HIF ancillary sequence)
Epo-Box CACAG Semenza and Wang, 1992

Fink et al., 2002
Miyazaki et al., 2002

Epo-like CACTG Palmer and Johns, 1998
AP-1 * Yamashita et al., 2001
CCAAT * Nishiyama et al., 2001
C/EBP * Nishiyama et al., 2001
GC-Box/ SP-1 * Nishiyama et al., 2001
NF-1 * Yamashita et al., 2001
NF«B * Glasgow et al., 2001
P300/CBP * Yamashita et al., 2001
Semenza, 2002
EP17 CCCCCACCCCCACCCGC Guptaetal., 2000
EP17-like CCCCCAGCCCCA Gupta et al., 2000
HIPBS YYCCC,T (core) Czyzyk-Krzeska and
(,hypoxia-inducible protein Beresh, 1996
binding site") Scandurro and Beckman,
1998

Yamashita et al., 2001

Tabelle 3-2 Auswahl einiger Sequenzmotive, die an der Hypoxie-induzierten Regulation
bekannter Gene beteiligt sind. (*) Bindestellenmotive, die in der TRANSFAC-Datenbank
eingetragen sind; (core) bezeichnet den konservierten Ausschnitt aus meist ldngeren,
jedoch an weiteren Positionen abweichenden Erkennungssequenzen.
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Im Rahmen der rVISTA-Analyse des Neuroglobin-Genbereiches aus Mensch und
Maus war es nicht mdglich in den beiden Spezies konservierte HREs zu identifizieren.
Nicht eine einzige konservierte HIF-1-Bindestelle trat dabei zum Vorschein. Im 3’-UTR
konnten hingegen perfekt konservierte HIPBS-Motive, ca. 100 bp vom Stopkodon
entfernt, lokalisiert werden (Abb. 3-2 und Abb. 4-2B Diskussion). Sie sind von
pyrimidinreichen Sequenzabschnitten flankiert, wie das auch von anderen Hypoxie-

regulierten HIPBS-enthaltenden Genen her bekannt ist.

Zur Uberprifung unserer Analysemethode und um sicherzustellen, dass dabei
tatsachlich die wichtigsten Kandidaten flr regulatorische Sequenzabschnitte
herausgefiltert werden, wurden entsprechende Analysen mit bereits bekannten
Sequenzmotiven durchgefiihrt. Anhand von biochemischen Studien erwiesenermalen
funktionelle HIF-1 Bindestellen, wurden auf ihre Konservierung zwischen Mensch und
Maus hin untersucht. In den Hypoxie-regulierten Genen GAPDH, Eno-1, Epo, Ldh und
VEGF waren die definierten funktionellen HIF-1 Motive (Lu et al., 2002; Semenza et al.,
1996)) perfekt konserviert. Dies stimmt mit den experimentellen Daten fir den
Promotor des humanen ,plasminogen inhibitor-1* (PAI-1)-Gens Uberein, die
bestatigten, dass von funf mdglichen HIF-1-Bindestellen lediglich eine, die zwischen

Mensch und Ratte konservierte, auch funktionell ist (Fink et al., 2002).

Ein Vergleich der Ngb-Promotor-Sequenzen aus Mensch und Maus fihrte zur
Identifizierung eines vergleichsweise gut konservierten Bereichs, der mdglicherweise
den minimalen Promotor darstellt. Es handelt sich um eine sehr GC-reiche Region von
ca. 500 bp aufwarts des Translationsstartkodons, in der durch vorangegangene RACE-
Experimente kombiniert mit den cDNA-Datenbankeintragen aus Mensch und Maus,
mehrere Transkriptionsstartpunkte ausgemacht wurden (Weich, 2000). Konform hierzu
ist das Fehlen einer TATA-Box zu verzeichnen, wahrend mehrere Bindestellen flir die
Transkriptionsfaktoren Sp1 (GC-Boxen) und NF-1 in lhrer Sequenz und Position
zwischen Mensch und Maus konserviert sind. Weiterhin sind Erkennungsmotive fir
AP-1 in konservierten Bereichen zu finden, sowie jeweils eine Bindestelle fir NF6B in
Mensch und Maus, die sich allerdings an unterschiedlichen Positionen befinden. Fir
alle der o.g. Faktoren wurde bereits eine Funktion in der Regulation Hypoxie-
induzierter Gene beschrieben, ebenso wie fur das EP17 im Promotor des EPO-Gens.
Ein solches Motiv konnte im Neuroglobin-Gen jedoch nicht identifiziert werden (Gupta
et al., 2000).
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Abbildung 3-2 Graphische Darstellung der rVISTA Suchergebnisse. Oben sind alle
gesuchten Motive und ihre Lage in der humanen Sequenz zu sehen. Im unteren Bereich
sind nur zwischen Mensch und Maus konservierte Erkennungssequenzen eingezeichnet.
Hier findet man zwar keine konservierten Bindestellen fiir HIF-1, dafiir aber konservierte
HIPBS im 3'-UTR. Parameter: core similarity: 0.9; matrix similarity: 0.85.

Da Neuroglobin vorwiegend in neuronalem Gewebe exprimiert wird, sollte der Ngb-
Promotor auf die Anwesenheit entsprechender Signalsequenzen hin untersucht
werden. Die hauptsachlich Neuronen-spezifische Expression zahlreicher Saugergene
wird durch das so genannte NRSE (,heuron-restrictive silencer element®) und das
entsprechende Bindeprotein NRSF (,heuron-restrictive silencer factor*) vermittelt
(Schoenherr et al., 1996; Shimojo et al., 2001). Das NRSE ist ein 21 bp langes
Sequenzmotiv, das innerhalb der gesamten Gensequenz sowie in flankierenden
Bereichen lokalisiert und in beiden Orientierungen funktionell sein kann (Thiel et al.,
1998). NRSF wird fast ausschlieBlich in nicht-neuronalen Zellen gebildet und inhibiert

dort die Expression von NRSE-enthaltenden Genen (Schoenherr and Anderson, 1995).

Fir die folgende Analyse wurde eine ,positional frequency matrix“ (PFM) aus den
Erkennungssequenzen von 16 funktionellen NRSE-Motiven und deren Homologen aus
anderen Spezies, folglich aus insgesamt 36 NRSE-Motiven erstellt (Tab. 3-3). Diese
diente als Basis fur die mit Hilfe der Online-Programmoption MSCAN
(http://tfscan.cgb.ki.se/cgi-bin/MSCAN) durchgefiuhrte Suche in den menschlichen und
Maus Neuroglobin-Sequenzen (AJ_245944 und AJ_580010; Tab. 3-1). Das MSCAN-
Programm transformierte die PFM in eine ,positional weight matrix* (PWM), die zur
anschlielenden Sequenzanalyse verwendet wurde (Abb. 4-1). Im 5°-Bereich des
menschlichen Neuroglobin-Gens konnte dabei eine gut Ubereinstimmende Sequenz
identifiziert werden, an die NRSF mdglicherweise bindet. An der entsprechenden
Position in der Maus Ngb-Sequenz ist das Motiv viel schwacher ausgepragt und konnte
deshalb mit dem verwendeten Suchalgorithmus nicht detektiert werden. Andererseits
existiert ein ahnlich schwach erhaltenes NRSF-Bindemotiv im Vassopressin-Gen,

dessen Funktionalitat bereits experimentell bestatigt werden konnte (Coulson et al.,
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1999). Weiterhin wurde ein konserviertes NRSE-Motiv im Exon 2 der Neuroglobin-
Sequenz aus Mensch und Maus detektiert, das jedoch eine deutlich geringere Identitat
der Matrix-Sequenz aufzeigt. In den als interne Kontrolle mitgefliihrten Sequenzen des
Synapsin |- und Synaptophysin-Gens konnten die bekannten Motive problemlos mit
Hilfe der angewendeten Methode mit wesentlich héheren Ubereinstimmungen von
1,65e-11 bzw. 2,92e-09 identifiziert werden.

Gen Spezies  TTCAGCACCACGGACAGCGCC Lokal. Fkt.
Synapsin | hum TTCAGCACCBCGGACAGEGCC  Promoter +
mmu TTCAGCACCGCGCHCAGEGCC  Promoter
rat TTHAGHACCGCGGACAGHGCC Promoter
Synaptophysin hum TBCAGCACCGHGGACAGHEGCC Intron | +
rat TlcaccaccBllccacaclicee Intron | +
SCG10 rat TTCAGCACCACGGABAGHGCC  Promoter  +
type |l sodium channel rat TTBAGEACCACGGACAGCACC Promoter +
BDNF rat TTCAGCACCHGGACAGHEGCC Intron +
NMDA receptor 1 hum TTCAGCACCHCGGACAGCGCC 5°UTR
rat TTCAGCACCHCcGGACAGCHEEC 5'UTR +
duck TTCcAGCACCAGGABAGCGCC 5UTR
nicotinic AChR B2 hum TTCAGCACCACGGACAGCGCC 5'UTR +
mmu TTCAGCACCACGGACAGCGCH
rat TTCAGCACCACGGACAGCGCH
B4-Tubulin chicken ~ TTCAGCACCECGGACAGCGCC Intron +
middle neurofilament chicken TTCAGCACCACGGACAGCHCC 5Reg +
GlyR o1 hum TTCAGCACCACGGABAGCGHC 5'UTR ¥
rat TTCAGCACCHCHGACAGCHCC 5'UTR +
1 hum TTCAGCACCABGGACAGCGHEE Intron +
atrial natriuretic peptide hum TTCAGCACCANGGACACHEGH
mmu TTCAGCACCABGGACACHEBEC
rat TTCAGCACCACGGACACHEEC 3'UTR +
horse TTCAGCACCACGGACACHERN
cow TTCAGCACCAliGGACACERBC
guinea pig TTCAGCACCACGGACAGHEEEC
Calbindin hum BEc2ccacc@lcceacaGeaee
mmu BEcaccacclcGGacaceaee 5'UTR ¥
chicken BTCAGCACCECGGACAGCGCC
GABA-A rec.5 subunit rat TTCAGCACCEBBGGACEGCCER Intron +/-
m4mAChR rat TTCAGCACCHcGGacaGCHlcc +
CRH hum TTCAGCACCHCGGACAGCGCC Intron +
mmu TTCAGCACCECGGACAGCGHC
rat TTCAGCACCECGGACAGCGHC

sheep TTCAGCACHACGGACAGCGCC

xenopus  TTCAGCACCACGGACAGCGHEA

Tabelle 3-3 Zusammenstellung aus der Literatur bekannter funktioneller NRSE-Motive
und ihrer Homologen aus verwandten Spezies. Diese Sequenzen dienten als Grundlage
zur Erstellung einer ,positional weight matrix“ (PWM), die fur die Analyse der humanen
und Maus-Ngb-Gensequenz verwendet wurde. Die Abweichungen zur obersten
Konsensussequenz (Schoenherr et al. 1996) sind rot unterlegt. Das (+) in der letzten
Spalte kennzeichnet die experimentell bestéatigten funktionellen Motive, daneben ist ihre
Lokalisation notiert.
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3.2 Expressionsanalyse von Neuroglobin

Zu Beginn meiner Arbeit lagen bereits erste Daten zur Ngb-Expression in humanen
und murinen Geweben in Form von RNA Northern Blot-Analysen und in situ-mRNA-
Hybridisierungen an Maus-Gehirnschnitten vor. So konnte die Ngb-mRNA
hauptsachlich in neuronalen Geweben des zentralen Nervensystems, aber auch in
endokrinen Organen und Testis detektiert werden (Burmester et al., 2000). In Hinblick
auf die Funktionsdiskussion eines unbekannten Proteins ist es essentiell, die Orte
seiner Expression genau zu kennen. Zunachst wurde in ausfihrlichen in situ-mRNA-
Hybridisierungsstudien an diversen murinen Organen die Lokalisation der Ngb-mRNA
naher untersucht. Fir die in situ-Hybridisierungen (ISH) wurden sowohl durch in vitro-
Transkription hergestellte und markierte antisense-RNA-Sonden als auch am 3°-Ende
markierte synthetische Oligonukleotide (40mere) verwendet, die identische Muster der
Ngb-mRNA-Verteilung lieferten. Sobald ein entsprechender polyklonaler anti-Ngb-
Antikbrper (AK) zur Verfigung stand, konnten diese Studien durch
immunhistochemische Nachweise des Ngb-Proteins erganzt werden. Die Experimente
wurden fast ausschliellich an perfundierten Gewebeschnitten muriner Organe
durchgefiihrt. Ein Vergleich mit Gefrierschnitten aus frischen Geweben lieferte
prinzipiell ahnliche Ergebnisse, jedoch mit deutlich mehr Hintergrundfarbung und
weniger guter Gewebeerhaltung. Die Immunfarbungen (IF) wurden mit den anti-Ngb-
Antikorpern (AK) TB1 und TB 5a aus Kaninchen durchgefuhrt (Anhang, Tab. 7-8),
wobei beide ebenfalls identische Bilder lieferten. Die Spezifitat der Antikérper wurde
durch einen Kompetitionstest bestatigt (2.14.1). Hierfir wurde der Antikérper mit
ansteigenden Mengen rekombinanten Ngb-Proteins (5-15 ug) versetzt und tber Nacht
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der anschlieRenden Inkubation des geblockten
Antikérpers mit Maus-Gehirnschnitten konnte ab der Proteinkonzentration von 0,5 nmol
eine deutliche Abschwachung der Ngb-Immunfluoreszenzen beobachtet werden,
wahrend bei der 0,75 nmolaren Konzentration des rekombinanten Proteins keine
Signale mehr detektiert wurden (Abb. 3-3G).
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3.2.1 Lokalisation von Neuroglobin im zentralen Nervensystem

Gehirn (Encephalon) und Rickenmark (Medulla spinalis) bilden zusammen das
zentrale Nervensystem (ZNS). Um die Verteilung des Neuroglobin-Proteins im murinen
Gehirn ndher zu untersuchen, wurden drei Mausehirne in 40 pym dicke Scheiben frontal
in Serie geschnitten und nach der Inkubation mit einem anti-Ngb-Antikérper
miteinander verglichen. Die Verteilung des Ngb-Proteins stimmte in allen drei Gehirnen
Uberein. Weiterhin wurden 40 pym dicke Querschnitte des Ruckenmarks von je zwei
Méausen und Ratten mittels indirekter Immunfarbung auf Ngb-Expression hin

untersucht.

Im ZNS wurde Ngb-mRNA und -Protein fast ausschlieRlich in der grauen Substanz
detektiert. Vereinzelte deplazierte Neurone in der wei3en Substanz, die hauptsachlich
aus Fortsatzen der Nervenzellen gebildet wird, enthielten ebenfalls Neuroglobin. Die
rein cytoplasmatischen Signale wurden nicht nur in den Perikaryen, sondern auch in
den Fortsatzen von Neuronen detektiert. Sowohl in den vergleichsweise kurzen
Dendriten, als auch den langen Neuriten (Axonen) konnte Ngb-mRNA und -Protein
identifiziert werden. Demgegenuber wurde weder im Zellkern der Neurone, noch in
Gliazellen Neuroglobin nachgewiesen. Die meisten, aber nicht alle Neurone im Gehirn
waren Ngb-positiv. Zudem war eine Variabilitat der Signalstarken in Neuronen jeweils
innerhalb derselben Hirnregionen sowie zwischen verschiedenen Hirnbereichen zu
verzeichnen, was ein Hinweis auf eine differentielle Expression des Neuroglobins im

Maus-Gehirn sein konnte.

In der GroBhirnrinde (Cortex cerebri, cerebraler Cortex) konnte Neuroglobin in den
Laminae [I-VI lokalisiert werden, wobei die Expression in den funktionell
unterschiedlichen Bereichen, wie z.B. im motorischen im Vergleich zum sensorischen
oder olfaktorischem Cortex, keinen erkennbaren Variationen unterlag (Abb. 3-3 D-F).
Die Ngb-IF-Signale im cerebralen Cortex konnten im Rahmen des Kompetitionstests
vollstéandig geblockt werden (Abb. 3-3 G).

Im Bulbus olfactorius des Vorderhirns (Telencephalon) war eine intensive Farbung der
periglomerularen Neurone, der Neurone in der Mitral- und der Kérnerzellschicht sowie
im lateralen olfaktorischen Nucleus zu sehen, wéahrend in den Glomeruli kein
Neuroglobin exprimiert wurde (Abb. 3-3 A-C).
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A — B

Kortex
Kompetitionstest “200pm

Abbildung 3-3 Ngb-ISH und IF-Signale im Maus-Vorderhirn. In den periglomularen Zellen
(P) sowie in Neuronen der Mitral- (M) und Kérnerzellschicht (Granula, G) des Bulbus
olfactorius (olfactory bulb; OB; A-C) wurden Ngb-mRNA-Signale detektiert, wéhrend die
Glomeruli (*) keine Farbung zeigten. Im cerebralen Cortex konnte in allen Zellschichten
Ngb-mRNA (D, E) und Protein (F) nachgewiesen werden. In héherer VergroBerung (B, C)
ist die cytoplasmatische Farbung der Nervenzellen sowie ihrer Fortsatze zu erkennen
(Pfeil). Nach der Prainkubation des Antikorpers mit rekombinantem Ngb-Protein konnten
keine Ngb-Signale im Maus-Gehirn mehr detektiert werden (G).
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In den subkortikalen Regionen waren vergleichsweise starke Signale im Hippocampus,
sowohl in den Pyramidenzellen der Formationen CA1 bis CA4 (Cornu ammonis,
Ammonshorn) als auch in den Kdérnerzellen des Gyrus dentatus (Dentate gyrus, DG)
zu verzeichnen (Abb. 3-4). Der Hippocampus stellt ein wichtiges Zentrum des
limbischen Systems dar, das unter anderem bei Lernvorgangen und fir die
Gedachtniskonsolidierung von Bedeutung ist. Auch im Striatum (Corpus striatum) und
in der Amygdala (Corpus amygdaloideum; Mandelkern) wurde Neuroglobin detektiert.
Das Striatum als Teil der sog. Basalganglien umfasst die Kerngebiete Putamen und
Nucleus caudatus und hat eine wichtige Funktion bei der Steuerung motorischer
Funktionen. Die Amygdala ist neben dem Hippocampus als ein weiteres bedeutendes
Zentrum des limbischen Systems verantwortlich fiir die Stabilisierung der Gemilitslage
und ist des Weiteren eine wichtige Schnitistelle fiir das Agressions- und

Sozialverhalten.
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Abbildung 3-4 Ngb-mRNA und Protein im Hippocampus. Im Hippocampus war eine
intensive Ngb-mRNA-Farbung (A-C) sowie Protein-Immunreaktivitait (D, E) in den
Pyramidenzellen (P) der Bereiche CA1 bis CA, in den Kornerzellen des Gyrus dentatus
(Dentate gyrus, DG) sowie in Zellen des Subiculum (S) zu sehen. In vergréBerter Ansicht
(B) ist die Farbung der polymorphen Zellschichten (Po) und (C) das caudale Ende des DG
(Pfeil) sowie die cytoplasmatischen IF-Signale in den Pyramidenzellen (E).

79



Kapitel 3

In Neuronen des Zwischenhirns (Diencephalon) wurde ebenfalls starke bis maRige
Ngb-mRNA- und Proteinexpression detektiert. Der Thalamus ist eine wichtige
Schaltstelle fur motorische und sensorische Bahnen. Der ventral liegende
Hypothalamus nimmt mit seinen neurosekretorischen Zentren zusammen mit der
Hypophyse (Hirnanhangdriise) wichtige homdoostatische Funktionen im Organismus
wahr, wie die Regulation des Wasser- und lonenhaushaltes, der Kérpertemperatur etc.
Vom Hypothalamus werden auch wichtige Verhaltensweisen, wie beispielsweise
Fress-, Abwehr- und Sexualverhalten, gesteuert. Hier exprimierten zahlreiche
Regionen wie z.B. der Ncl. suprachiasmaticus (SCN), Ncl. supraopticus, Ncl.
paraventricularis (PVN) und der Ncl. arcuatus (Regulation der Nahrungsaufnahme)
sowie das Subfornikalorgan (Organum subfornicale) des dritten Ventrikels (regeinde

Tatigkeit im Liquorhaushalt), Neuroglobin-mRNA und -Protein.

Zahlreiche Strukturen im Hirnstamm zeigten starke immunreaktive Farbungen des
Cytoplasmas ihrer Neurone. Der Hirnstamm setzt sich zusammen aus dem Mittelhirn
(Mesencephalon), dem Pons des Hinterhirns (Metencephalon) und der Medulla
oblongata (verlangertes Mark). Er erstreckt sich zwischen Diencephalon

(Zwischenhirn) und Medulla spinalis (Rickenmark).

Im Bereich des Mittelhirns konnten Ngb-Signale in den Colliculi inferiores (unterer
Reflexbogen; akustische Zentren) und Colliculi superiores (Tectum; oberer
Reflexbogen; optische Fasern) identifiziert werden. Weiterhin exprimierten Neurone
des Ncl. mesencephalicus nervi trigemini und u.a. in der Pars reticulata der Substantia

nigra Neuroglobin.

Im unteren Bereich des Hirnstamms, des Pons (Brickenhirn) und im verlangerten
Rickenmark, zeigten weitere Bereiche, beispielsweise die Kerne der oberen Olive
(Nucleus olivaris superior) (Abb. 3-5 A und C) und des Gesichtsnervs (Nucleus nervi
facialis) (Abb. 3-5 B und D), der Ncl. paragigantocellularis (LP) sowie die laterale
Formatio reticularis (LRt) Neuroglobin-Expression (Abb. 3-5 A). Die Formatio
reticularis, die eine eher diffuse Lokalisation im Hirnstamm aufweist, erhalt Kollateralen
von sensorischen Projektionsbahnen und spielt eine wichtige Rolle bei der Steuerung
von Wachheit und Aufmerksamkeit. Auch zahlreiche weitere Briickenkerne (Nuclei
pontis) zeigten intensive Ngb-Farbung. Hier findet die Verschaltung von Neuronen aus
den GroRhirnhemispharen zum Kleinhirn satt. Einige dieser Neurone zeigten Signale

aulRerordentlicher Intensitat.
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100 pm

Abbildung 3-5 Ngb-Signale im Hirnstamm. Ngb-ISH- (A, B) und IF-Signale (C-F) wurden in
zahlreichen Kernen des Hirnstamms, wie z.B. im oberen Olivenkomplex (SOC), im
lateralen Ncl. paragigantocellularis (LP) und in der lateralen Formatio reticularis (LRt) (A)
detektiert. Kerne des oberen Olivenkomplexes (C), u.a. die mediale und laterale superiore
(obere) Olive (MSO, LSO), der superiore Paraolivenkern (SPO), der ventrale
Paraolivenkern (VPO) und der mediale Ncl. des Trapezkorpers (Ncl. corporis trapezoidei,
MNTB) exprimierten intensive Ngb-mRNA- und IF-Signale. Auch die Kerne des
Gesichtsnervs wiesen starke Ngb-Immunfiarbung auf (B, D). Weitere Strukturen des
dorsalen Hirnstamms, wie Nucleus hypoglossus (preposital hypoglossal; PrH) sowie die
vestibularen (Ve) und lateralen Kleinhirnkerne (Nucl. cerebellaris; LCN) zeigten Ngb-IF-
Signale (E, F).
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Im Kleinhirn (Cerebellum; dorsaler Teil des Metencephalons) waren intensive Signale
der Ngb-mRNA in den Zellkérpern und Fortsatzen der Purkinje-Zellen sowie in den
kleinen Neuronen der Koérnerzellschicht zu verzeichnen (Abb. 3-6 A, B). Dagegen
zeigten nur wenige Neurone in der duf3eren Molekularschicht, die Uberwiegend aus
Stern- und Korbzellen (Interneurone) sowie den Dendriten der Purkinje-Zellen gebildet
wird, Farbung. Das Protein konnte vor allem in den Somata der Purkinje-Zellen, deren
weit reichende Dendritenbdume sich im Striatum moleculare erstrecken, lokalisiert
werden (Abb. 3-6 B, D).

In Querschnitten des Rickenmarks waren fast alle Neurone der grauen Substanz
gefarbt. Sowohl die grolten somatomotorischen Neurone im Vorderhorn (ventral horn,
VH) als auch die deutlich kleineren Somata der Schaltneurone im Hinterhorn (dorsal
horn; DH), auf die sensorische Neurone projizieren, zeigten intensive Neuroglobin-
Signale, sowohl auf mMRNA- als auch auf Proteinebene. Eindeutige Signale waren auch

in den Fortsatzen dieser Zellen erkennbar (Abb. 3-7).

; Eb B _,-j
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Abbildung 3-6 Ngb-Nachweis im Kleinhirn. Frontalschnitte eines Mausgehirns im Bereich
des Kleinhirns zeigten Ngb-mRNA (A, B) und IF-Signale (C, D) in der Kérnerzellschicht
(granula layer, Gr) und in der Molekularschicht (Mo), unterdessen blieb die Markregion
(Medulla, M) ungefarbt. Die starksten Ngb-ISH- und Immunreaktivititen konnten in
Purkinje-Zellen und deren Fortsatzen (Pfeil) detektiert werden.
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Abbildung 3-7 Ngb-Detektion im Riickenmark. Querschnitte des Maus-Riickenmarks
zeigten Ngb-mRNA (A-C) und IF-Signale (D-E) in der gesamten grauen Substanz. Sowohl
die den Zentralkanal (*) umgebenden Neurone (B, C) als auch die Nervenzellen im
Vorderhorn (VH; B, E) und Hinterhorn (DH; C) sowie die zahlreichen Auslaufer im
Hinterhorn (F) waren intensiv gefarbt.

Ferner wurde im Rahmen der detaillierten Analyse der Ngb-IF-Signale anhand von
seriellen Maus-Gehirnschnitten beobachtet, dass oft in der Nahe von Blutgefalien, die
sich als dunkle Hohlrdume deutlich vom Hintergrund abheben, vermehrt intensiv
gefarbte Ngb-haltige Neurone zu finden sind. Zudem werden manche Blutgefalle im
Gehirn von einem dichten Netz aus neuronalen Fortsatzen umgeben, die groRe
Mengen Ngb enthielten (Abb. 3-8).
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A
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Abbildung 3-8 Ngb-IF-Signale in der Ndahe von BlutgefaBen. Ansammlungen von intensiv
gefarbten Neuronen (A, B, D) und Fortsatzen (C) in der unmittelbaren Umgebung von
Kapillaren (x).

3.2.2 Neuroglobin im peripheren Nervensystem und endokrinen

Geweben

Neuroglobin-mRNA und Protein wurden au3erdem in sensorischen Ganglien detektiert.
Sowohl im Ganglion trigeminale als auch in den Hinterwurzelganglien (dorsal root
ganglion; DRG), in denen die Zellkérper der afferenten Nervenzellen lokalisiert sind,
konnte Ngb nachgewiesen werden. Im Trigeminalganglion war so gut wie jedes
neuronale Perikaryon sehr intensiv gefarbt, wahrend in den Faserregionen zwischen
den Neuronen fast kein Ngb detektiert wurde (Abb. 3-9 A-E). In den DRG zeigten
ebenfalls fast alle Neurone sehr intensive Ngb-Signale, wobei hier auch die Fortsatze
sichtbar gefarbt waren (Abb. 3-9 F, G).
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200 pm

20 pm

Abbildung 3-9 Ngb-Signale in sensorischen Ganglien. Im Trigeminalganglion (TG)
wurden cytoplasmatische Signale in Neuronen, sowie deutlich schwéchere Signale in
den Fortsatzen (Pfeile) detektiert (A-E). Im Hinterwurzelganglion (DRG) konnten sowohl
in den Perikaryen wie auch in den Fortsdtzen der Neurone intensive Ngb-IF-Signale
nachgewiesen werden (F, G).

Weiterhin exprimierte das sympathische Ganglion cervicale superius (SCG) der Ratte
sowie intramurale Ganglien aus verschiedenen Abschnitten des murinen
Gastrointestinaltraktes Neuroglobin. Das enterische Nervensystem
(Darmnervensystem) besitzt in etwa so viele Neurone wie das Riickenmark (10°) und

ist daflir zustédndig, dass der Magen-Darm-Trakt autonom funktionieren kann. Es
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besteht aus zwei Nervengeflechten in den Wanden (intramural) des Verdaungstraktes:
Plexus myentericus (Auerbach-Plexus) zwischen der Langs- und der Ringmuskulatur
und Plexus submucosus (Meissner-Plexus) in der Submucosa. Anhand von
Querschnitten von Osophagus sowie Diinn- und Dickdarm von Maus und Ratte konnte
das Ngb-Signal in Neuronen des enterischen Nervensystems lokalisiert werden, wie in
Abb. 3-10 am Beispiel von Dickdarm (Colon) dargestellt. Sowohl die Neurone des
Auerbach’schen Plexus als auch die des Meissner'schen Plexus zeigten intensive
Ngb-Farbung auf mRNA- und Proteinebene. Zusatzlich war ein weiterer Zelltyp,

vermutlich enteroendokrine Zellen, in der Darmschleimhaut (Mucosa) gefarbt.

Abbildung 3-10 Neuroglobin im PNS. In Dickdarm-Querschnitten aus Ratte konnte
mRNA-Ngb-Farbung in den Ganglienzellen des Auerbach’schen Plexus (Pfeile in A, C, D)
zwischen der Ring- und Langsmuskulatur (*) sowie in den Neuronen des Meissner'schen
Plexus detektiert werden. Zudem zeigte ein weiterer Zelltyp Ngb-Signale, dabei handelt
es sich wahrscheinlich um enteroendokrine Zellen der Darmschleimhaut (Pfeil in B).

Aus dem endokrinen System wurde die Hypophyse, das Pinealorgan (Zirbeldrise) und
die Nebenniere aus Maus und Ratte sowie Maus-Testis untersucht. Es wurden keine

Unterschiede in der Ngb-Expression zwischen Maus und Ratte festgestellt.

Im Testis beschrankten sich die Ngb-Signale auf die Spermatogonien und

maoglicherweise primare Spermatocyten in den aufieren Regionen der Tubuli (Abb. 3-
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11 A-D).

In der Hypophyse (Glandula pituitaria, Hirnanhangdrtise) war Ngb-Expression in den
endokrinen Zellen der Adenohypophyse (Hypophysenvorderlappen) sichtbar, wahrend
in der Neurohypophyse (Hypophysenhinterlappen) keine Signale sichtbar waren (Abb.
3-12 A-C).

In der Nebeniere (Glandula suprarenalis) wurden Signale sowohl im Cortex als auch in
der Medulla identifiziert. Zellen der kortikalen Zona glomerulosa, direkt unterhalb der
Kapsel, zeigten intensive Ngb-Farbung, wahrend Zellen in der Zona fasciculata und die

der Zona reticularis selten oder gar nicht gefarbt waren (Abb. 3-12 D, E).

Im Pinealorgan (Epiphyse; Zirbeldriise) konnte Ngb-Protein in den parenchymalen

Zellen nachgewiesen werden (Abb. 3-12 F, G).

Abbildung 3-11 Ngb-Signale im Maus-Testis. Ngb-mRNA (A) und Protein (C, D) konnte in
den zwei auBeren Schichten der Tubuli identifiziert werden, in denen die Spermatogonien
und primdren Spermatocyten lokalisiert sind. Nach einer Inkubation mit Ngb-sense-RNA
wurden keine ISH-Signale im Testis detektiert (B).
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Abbildung 3-12 Ngb-Expression in endokrinen Geweben. Querschnitte aus Maus
Hypophyse (pituitary gland, Pit; A-C), Nebenniere (adrenal gland, Adr; D, E) und dem
Pinealorgan (PO; F, G), die mit antisense-RNA (A, B, D, E) bzw. mit anti-Ngb-AK inkubiert
wurden. In der Neurohypophyse (A und B rechts) wurde keine Ngb-mRNA detektiert,
wahrend in der Adenohypophyse Ngb-Signale sowohl auf mRNA-Ebene (A und B links)
wie auch auf Proteinebene (C) identifiziert werden konnten. In der Nebenniere wurde
Ngb-mRNA im Mark (Medulla, M; D, E) und im Cortex (C), vor allem in der &uBeren Zona
glomerulosa (Pfeil) detektiert. Fettzellen zwischen Medulla und Cortex lieferten
unspezifische ISH-Signale (*). Parenchymale Zellen des Pinealorgans (PO) zeigten
intensive Ngb-Immunfarbung (F, G).
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3.2.3 Co-Lokalisation von Ngb und nNOS

In Hinblick auf die hypothetische Funktion des Neuroglobins im NO-Stoffwechsel wurde
in Doppelmarkierungsexperimenten die eventuelle Co-Lokalisation des Ngbs mit der
neuronalen NO-Synthase untersucht. Hierfur wurden Maus-Gehirnschnitte mit anti-Ngb
und einem anti-nNOS-Antikérper aus Schaf co-inkubiert und anschlieRend mit zwei
unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe (Cy3 und Cy2) tragenden sekundaren
Antikérpern detektiert. In den meisten Gehirnbereichen tberstieg die Anzahl der Ngb-
exprimierenden Zellen deutlich die der nNOS-exprimierenden Neurone (Abb.3-13 A-F),
bis auf wenige Ausnahmen wie z.B im medialen Nucleus des Trapezkdrpers im oberen
Olivenkomplex wo der umgekehrte Fall eintrat (Abb.3-13 G-l). Anhand der
durchgeflihrten Analysen lasst sich deshalb eine durchgangige Co-Expression beider

Proteine im Maus-Gehirn in jedem Fall ausschliel3en.

A hf%%+nNos

Ngb+nNOS™

LSO

Ngb+nNOS

Abbildung 3-13 Co-Lokalisation von Ngb mit nNOS. Die nNOS- und Ngb-immunreaktiven
Zellen heben sich deutlich vom Hintergrund ab, wobei ihre Expressionsmuster
keineswegs deckungsgleich sind. In manchen Hirnregionen sind deutlich mehr Ngb-
Signale erkennbar, wie am Beispiel des Hirnstamms und des oberen Olivenkomplexes in
Abbildungen A bis F zu sehen ist, wihrend in anderen, wie beispielsweise im medialen
Ncl. des Trapezkorpers die Anzahl der nNOS-positiven Zellen iiberwiegt (G-H).
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3.3 Expressionsanalyse von Cytoglobin

Anhand von Northern Blot-Analysen wurde eine ubiquitare Expression der Cytoglobin-
mRNA in zahlreichen Sdugergeweben detektiert (Burmester et al., 2002; Trent and
Hargrove, 2002). Neben den besonders intensiven Signalen in Herz, Lunge, Magen
und Darm, wurde das Cytoglobin (Cygb) dabei auch im Gehirn nachgewiesen. Ahnlich
wie beim Neuroglobin ist die Funktion des Cytoglobins noch ungeklart. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde aus diesem Grund eine detaillierte Analyse der zelluldren und
subzelluldaren Verteilung des Cygb-Proteins im Maus-Gehirn durchgefiihrt. Die
Immunfarbungen wurden an 40 um dicken Frontalschnitten von perfundierten Maus-
Gehirnen durchgefihrt. Insgesamt wurden vier verschiedene polyklonale anti-Cygb-
Antikérper aus Kaninchen verwendet (Anhang, Tab.7-8). Drei der Antikérper (anti-
Cygb1-3) lieferten identische Ergebnisse, wahrend der vierte (anti-Cygb4) keine
spezifischen Signale lieferte. Die Spezifitat der Antikérper wurde mittels eines
Kompetitionstests Uberprift. Hierbei wurde die Antikdrperverdiinnung mit steigenden
Mengen rekombinanten Cygb-Proteins (5-15 pjg) praadsorbiert, bevor Maus-
Gehirnschnitte damit inkubiert wurden. Ab einer Proteinkonzentration von 0,5 nmol
waren nach der AK-Inkubation keine Immunfluoreszenzsignale mehr auf den

Gewebeschnitten sichtbar.

3.3.1 Lokalisation von Cytoglobin im zentralen Nervensystem (ZNS)

Um die Verteilung des Cytoglobin-Proteins im murinen Gehirn zu analysieren, wurden
drei perfundierte Mausehirne in 40 um dicke Scheiben frontal in Serie geschnitten und
nach der Inkubation mit den anti-Cygb-Antikérpern miteinander verglichen. Im
Gegensatz zur ubiquitaren Ngb-Verteilung im Maus-Gehirn wurde das Cytoglobin in
distinkten Zellpopulationen in verschiedenen Bereichen des zentralen Nervensystems
detektiert. Die Immunfluoreszenz-Signale variierten in ihrer Intensitat von schwach
(gerade Uber dem Hintergrund) bis hin zu sehr stark. Innerhalb einer bestimmten
Region waren die Signale zwischen einzelnen Individuen identisch, d.h. es waren mit
der angewendeten Methode weder Unterschiede in der Cygb-Verteilung noch in den
Intensitdten der Farbung detektierbar. Uberdies wurden zwischen weiblichen und
mannlichen Gehirnen keine Unterschiede festgestellt. Die Cygb-Signale waren sowohl

in den Zellsomata als auch in den Auslaufern von Neuronen sichtbar. Die Morphologie
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der Cygb-exprimierenden Zellen erstreckte sich von groen Neuronen mit langen,
intensiv gefarbten verzweigten und unverzweigten Fortsatzen bis hin zu kleinen Zellen,

deren Auslaufer keine detektierbaren Proteinmengen aufwiesen, was darauf hindeutet,

dass unterschiedliche Typen von neuronalen Zellen Cytoglobin produzieren.

Abbildung 3-14 Cygb-Immunfarbung im Maus-Gehirn mit Kernfarbung. Intensive Farbung
distinkter Populationen von multipolaren Neuronen im lateralen Striatum (A, D). Farbung
aller Zellkerne im selben Schnitt mit Héchst 33342 (B, E).

In der GroBhirnrinde (Cortex cerebri, cerebraler Cortex) wurden in allen Zellschichten
(Laminae 1l-VI) sowohl der assoziativen als auch der motorischen und
somatosensorischen Bereiche gefarbte Neurone detektiert (Abb. 3-15 A, B).
Vereinzelte Signale von auffallender Intensitdt waren im gesamten Cortex zu
verzeichnen, wobei sie maximal zehn Prozent der gesamten dort enthaltenen

Nervenzellen kennzeichneten.

Im Vorderhirn (Telencephalon) zeigten die periglomerularen Neurone des Bulbus
olfactorius Cygb-Farbung, aulerdem wurden in der medialen und ventralen

Ausdehnung des anterioren olfaktorischen Nucleus Signale lokalisiert.

Zahlreiche subkortikale Strukturen des Vorderhirns exprimierten groe Mengen
Cytoglobin. So konnte das Protein in zahlreichen Pyramidenzellen im Hippocampus, in
den Bereichen CA1 bis CA4 sowie in den Kodrnerzellen des Gyrus dentatus
nachgewiesen werden (Abb. 3-16 A). Die intensiven Immunsignale in den Zellsomata

und den langen Fortsdtzen der Pyramidenzellen hoben sich deutlich von den
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angrenzenden nicht gefarbten Neuronen ab Abb. 3-16 B. Zusatzlich waren vereinzelte
Neurone in den benachbarten Zellschichten Stratum oriens und Stratum radiatum

gefarbt.

In den Basalkernen zeigten die immunreaktiven Nervenzellen ein ahnliches Cygb-
Expressionsmuster wie die Neurone im cerebralen Cortex. Dieses setzte sich in der
gesamten anterior-posterior Ausdehnung der Basalganglien fort. Im Striatum (Corpus
striatum; Ncl. caudatus und Putamen; CPu) war lediglich eine Subpopulation von
Neuronen gefarbt, die ebenfalls nicht mehr als ein Zehntel der gesamten Nervenzellen
in diesem Bereich darstellte (Abb. 3-15 A, C). Vorwiegend in groften multi- und
bipolaren Neuronen konnten sehr intensive Signale sowohl in den Zellkdrpern als auch
in den teilweise sehr langen Fortsatzen beobachtet werden. Im ventralen Pallidum,
dem funktionellen Antagonisten des Striatums, waren ahnlich intensive Farbungen in
multipolaren Neuronen und ihren langen Fortsatzen zu verzeichnen (Abb. 3-15 E).
Auch im Nucleus accumbens wurden Cygb-immunreaktive Zellen mit unterschiedlichen
Signalstarken detektiert (Abb. 3-15 D). Auch Nuklei im Bereich des Septums (medialer
septaler Nucleus), die mit dem Hypothalamus und anderen Strukturen im Vorderhirn in
Verbindung stehen, exprimierten schwache Cygb-Signale. Eine weitere basale
Vorderhirnstruktur, der vertikale Ast des Nucleus of the diagonal band, wies &hnlich

abgeschwachte Cygb-Immunfarbung auf.

Weiterhin wurden in verschiedenen Teilen des Zwischenhirns (Diencephalon) diverse
Cygb-exprimierende Strukturen detektiert. Der Thalamus enthielt etliche moderat
gefarbte Neurone, darlberhinaus wiesen die Fasern im Bereich der Stria medullaris
Cygb-Signale auf. Im basalen Hypothalamus war der anteriore Bereich des Ncl.
suprachiasmaticus (SCN) fast frei von Immunsignalen, wahrend in der Peripherie
Cygb-exprimierende Neurone detektiert wurden. Im mittleren SCN wurden gefarbte
Nervenzellen hauptsachlich in den ventralen Abschnitten detektiert (Abb. 3-17 A, B).
Sowohl im posterioren SCN als auch in der subparaventrikularen Zone waren gefarbte
Neurone enthalten. Im Ncl. paraventricularis (Abb. 3-17 D) wurden relativ schwach
gefarbte Neurone im anterioren magnozellularen Areal detektiert. Ferner wurden auch
in Neuronen des Ncl. supraopticus sowie im Chiasma opticum Cygb-Signale
beobachtet (Abb. 3-17 A). In der Eminentia mediana waren schwach immunreaktive
Strukturen, offensichtlich Fortsatze, sichtbar (Abb. 3-17 C). Dieser Bereich besteht vor
allem aus Axonen und Gliazellen und enthalt demzufolge kaum neuronale Somata. Die
Eminentia mediana gilt als wichtige Nahtstelle zwischen dem Nerven- und
Hormonsystem. Uberdies waren in den medialen Kernen der Habenulae (Ncl.

habenulares) des Epithalamus sehr intensive Immunfluoreszenzsignale zu
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verzeichnen, wahrend Zellen im lateralen Abschnitt fast keine Farbung zeigten (Abb. 3-
16 A, C, D). Die Habenularkerne stellen u.a. eine Verbindung zwischen Gehirn und

Pinealorgan dar.

Abbildung 3-15 Cygb-IF im cerebralen Cortex und Striatum. Frontalschnitte eines Maus-
Gehirns zeigen primdre motorische und somatosensorische Regionen des cerebralen
Cortex (CC), den lateralen Ventrikel (LV), das Striatum (Ncl. caudatus/Putamen, Cpu) und
das ventrale Pallidum (VP) in Ubersicht (A). In hdherer VergréBerung sind die
immunreaktiven Neurone in der Lamina IV des S1 Cortex (B), zahlreiche multipolare
Neurone im ventralen Striatum (C), Nervenzellen mit unterschiedlichen Signalstarken im
Ncl. accumbens/Septum (D) und multipolare Neurone mit langen Fortsdtzen im ventralen
Pallidum (E) dargestellit.
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50 um)

Abbildung 3-16 Cygb-IF in Hippocampus, Hypothalamus und den Habenulae.
Frontalschnitte eines Maus-Gehirns zeigen starke Farbung zahlreicher, jedoch nicht aller
Neurone der Pyramidenzellen des Hippocampus (A). In hdéherer VergroBerung der CA1-
Region sind deutlich die langen immunreaktiven Fortsatze dieser Zellen zu erkennen,
auBerdem sind ein paar Neurone in Stratum oriens und Stratum radiatum geféarbt (B).
Intensive Farbung war in den Neuronen der medialen Habenularkerne zu verzeichnen (C,
D). Cygb-immunoreaktive Strukturen im Lemniscus lateralis (medial lemniscus, ml) und
im Tractus opticus (opt) sowie moderat gefarbte Neurone im Corpus geniculatum laterale
(ventral lateral geniculate nucleus, VLG; E). In der Umgebung des dritten Ventrikels (3V)
exprimierten Neurone im posterioren Hypothalamusabschnitt (PH) sowie im
dorsomedialen hypothalamischen Nucleus (DM) Cygb, wahrend der Tractus
mamillothalamicus (mt) keine Farbung zeigte (F).
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Abbildung 3-17 Cygb-IF im Hypothalamus. Eine Ubersicht iiber die Cygb-
Immunreaktivitat im Bereich des Chiasma opticum (optic chiasm, ox) und des basalen
Hypothalamus (A). Gefarbte Zellen wurden im Ncl. supraopticus (SON) sowie in den
duBeren und Kernregionen des Ncl. suprachiasmaticus (CSN) identifiziert. Im posterioren
SCN sind intensiv gefarbte Neurone sichtbar (B). In der Eminentia mediana sind kleine
immunreaktive Strukturen zu sehen, die hauptsachlich aus Fortsatzen bestehen (C).
Schwache Farbung konnte im anterioren magnozellularen Abschnitt des Ncl.
paraventricularis (PVN) beobachtet werden (D).

Ferner wurden in distinkten Strukturen des Hirnstamms Cygb-Signale detektiert. Im
Bereich des Mittelhirns (Mesencephalon) konnten immunreaktive Zellen sowohl in der
Pars compacta als auch in der Pars reticularis der Substatia nigra (SNC/SNR)
lokalisiert werden. Dabei war die Intensitat der Signale in der melaninhaltigen SNC
etwas hoher als in der SNR (Abb. 3-18 A, D). Auch in den intermedidren Abschnitten

der Colliculi superiores wurden immunreaktive Strukturen sichtbar (Abb. 3-19 A, B).

Die dicht gepackten Fasern im Fasciculus retroflexus (Meynert-Blindel; fr), der die
epithalamischen Habenularkerne mit dem Tegmentum verbindet, wiesen sehr starke

Cygb-IF-Signale auf (Abb. 3-18 A, C). Desweiteren wurden intensiv gefarbte Neurone
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im dorsalen Abschnitt des anterioren Nucleus pretectalis (APTD), Oliven- Nucleus
pretectalis (OPT), Nucleus retroparafascicularis (RPF) detektiert (Abb. 3-18 A, B). Auch
Neurone in den Brickenkernen (Nuclei pontis) zeigten Cygb-Signale. Zudem war ein
Teil der Neurone im lateralen oberen Olivenkomplex (SOC; Abb. 3-20 A, D) gefarbt.
Moderate Signale waren auf’erdem in den Neuronen im caudalen Abschnitt der
dorsalen Raphekerne (DRC) in der Formatio reticularis zu verzeichnen (Abb. 3-19 A, E;
Abb. 3-20 C). Weiterhin wurden stark immunoreaktive Nervenzellen und Fasern in
verschiedenen Abschnitten der Nuclei nervi trigemini und der tegmentalen Nuclei
identifiziert (Abb. 3-19 A, C, D; Abb. 3-20 A, B, C, Abb. 3-21).

Abbildung 3-18 Cygb-Signale im Mesencephalon. In der Ubersicht sind gefirbte Neurone
im dorsalen Abschnitt des anterioren Ncl. pretectalis (APTD), im Oliven- Ncl. pretectalis
(OPT), im Ncl. retroparafascicularis (RPF) sowie in der Pars compacta (SNC) und Pars
reticularis (SNR) der Substantia nigra zu sehen (A). In hoheren VergroRBerungen sind die
immunreaktiven Neurone im APTD (B) intensiv gefarbte Fasern des Fasciculus
retroflexus (fr; C) und die ungefarbten Neurone im Bereich des Tractus
mamillothalamicus (mt) (D) dargestellt. Auch der basale Abschnitt des cerebralen
Peduncle (cp) zeigt keine Farbung, im Gegensatz zur Substantia nigra (SNC; SNR).
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Abbildung 3-19 Cygb-Farbung im Tegmentum. Frontalschnitte eines Mausgehirns im
Bereich des Hirnstamms zeigen in der Ubersicht die Colliculi superiores (SC), dorsale
Raphe und tegmentale Nuklei (A). In den intermedidren grauen und weiRen Schichten der
Colliculi superiores wurden immunreaktive Strukturen sichtbar (B). Kleine Neurone mit
wenigen Fortsatzen konnten im mikrozelluliren tegmentalen Nucleus (MiTg) detektiert
werden (C), wahrend im pedunculopontinen tegmentalen Nucleus (PPTg) groRe Neurone
mit zahlreichen Fortsatzen sichtbar wurden (D). Immunreaktive Neurone wurden
auBerdem im dorsalen und ventralen Abschnitt der dorsalen Raphekerne (DRD/DRV; E)
und im reticulotegmentalen Nucleus des Pons identifiziert (RtTg; F).
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Abbildung 3-20 Cygb-Immunfarbung im Hirnstamm. Frontalschnitte eines Maus-Gehirns
zeigen eine Ubersicht aus dem hinteren Bereich des Hirnstamms, mit einem Teil des
Cerebellums (cerebellar lobule 2, 2Cb), den Colliculus inferior (IC), den tegmentalen
Nuklei und dem oberen Olivenkomplex (SOC). In hoherer VergroRerung sind die Cygb-
positiven Neurone im laterodorsalen tegmentalen Nucleus (LDTg), in dessen ventralem
Abschnitt (LDTgV) und im pedunculopontine tegmental Nucleus (PPTg; B) dargestellt.
Die Fasern des LDTg schinen sich contralateral zu kreuzen (C). Leicht gefarbte Neurone
im caudalen Bereich der dorsalen Raphekerne (DRC; C). Ein Teil der Neurone im
lateralen oberen Olivenkomplex (LSO) ist Cygb-positiv (D).
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Abbildung 3-21 Cygb-IF im Hirnstamm. In frontalen Maus-Gehirnschnitten wurden
intensiv gefarbte Neurone im Nucleus motorius nervi trigemini (Mo5) und leicht gefarbte
Neurone in einem Teil der umgebenden Zellpopulationen, z.B. im caudalen Abschnitt der
Nuclei pontis, den intertrigeminalen und supratrigeminalen Nuclei identifiziert (A).
Neuronale Somata und Fortsétze im laterodorsalen tegmentalen Nucleus vergréBert (B).

Im Kleinhirn (Cerebellum) wurden einzelne immunreaktive Neurone in der
Molekularschicht detektiert. Zusatzlich wurden intensive punkt- oder faserférmige
Signale in der Kérnerzellschicht sowie in der Ganglienzellschicht identifiziert. Purkinje-
Zellen selbst zeigten dagegen keine Farbung, wurden allerdings sehr dicht von
immunreaktiven Punktsignalen umgeben. Mdglicherweise handelt es sich dabei um

afferente Verbindungen (Kletterfasern) der Purkinje-Zellen.

Abbildung 3-22 Cygb-IF im Cerebellum. Frontalschnitte eines Maus-Gehirns im Bereich
des Kleinhirns zeigen einzelne immunreaktive Neurone in der Molekularschicht (Mol) des
cerebellairen Cortex (A). GroBe Mengen intensiv gefarbter Punkte, die vermutlich
Anschnitte von Fortsatzen darstellen, konnten in der Kérnerzellschicht (Granula, Gr) und
im Bereich der Purkinje-Zellen lokalisiert werden. In hdherer VergréRerung sind deutlich
die immunreaktiven Signale zu sehen, die die ungefarbten Purkinje-Zellen (P) in der
Ganglienzellschicht umgeben (B).
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3.3.2 Subzellulare Lokalisation von Cytoglobin in Neuronen

Wahrend im Fall von Neuroglobin die Lokalisation in Cytoplasma und Fortsatzen von
Neuronen eindeutig ist, wurde das Cytoglobin anhand von oben gezeigten indirekten
immunhistologischen Farbungen Uberraschenderweise sowohl im Cytoplasma als auch
im Zellkern von neuronalen Zellen detektiert. Um diesen Sachverhalt abzusichern,
wurden weitere experimentelle Studien durchgefuhrt. Zum einen wurden die
Gehirnschnitte, die mit den drei verwendeten Antikdrpern (anti-Cygb1-3) inkubiert
wurden, mit Hilfe eines konfokalen Laserscan-Mikroskops (LSM) analysiert. Dabei
wurden die 40 um dicke Schnitte in mehreren Ebenen (z.B. 24) gescannt und die
einzelnen  Aufnahmen  anschlieBend zu einem  dreidimensionalen  Bild
zusammengesetzt. Auf diese Weise konnte man mit Hilfe eines Fadenkreuzes eine
bestimmte Zelle in diesem Schnitt fixieren und einen Einblick in das intrazellulare
Farbemuster gewinnen (Abb. 3-24). In allen untersuchten Zellen aus den drei
Antikérperinkubationen konnte ein homogenes Cygb-Signal sowohl im Cytoplasma als
auch im Nucleus detektiert werden. Lediglich im Nucleolus war kein Cytoglobin
enthalten, so dass charakteristische kleine schwarze Punkte innerhalb des Zellkerns
sichtbar wurden. Ferner erschien die Cytoglobin-Immunreaktivitat gleichmaRig im

Cytoplasma und Zellkern der jeweiligen Nervenzelle verteilt.

Zusatzlich wurde die subzellulare Cygb-Verteilung im Rahmen einer Western Blot-
Analyse bestatigt. Hierfir wurden nach einem Kernfraktionierungsprotokoll (Guillemin
et al., 2005) die cytoplasmatischen und die Zellkern-Proteine aus Maus-Gehirn und
Leber getrennt isoliert. Das Cygb-Protein wurde daraufhin sowohl in der Cytoplasma-
als auch in der Zellkernproteinfraktion im Maus-Gehirn detektiert. In der Leber konnte
dagegen kein Cygb-Protein nachgewiesen werden. Vermutlich liegt die Cygb-

Konzentration in nicht aktivierten Sternzellen unterhalb der Nachweisgrenze (s.u.).

Abbildung 3-23 Cygb-Western
Blot mit Cytoplasma- und
Zellkernproteinextrakten aus
Maus Leber und Gehirn. SDS-
PAGE (A) Western Blot (B).
Aufgetragen wurden je 100 ug
Gesamtprotein 1: Leber
Cytoplasmafraktion; 2: Gehirn
Cytoplasmafraktion; 3 Leber
Kernfraktion, 4 Gehirn
Kernfraktion, 5 rek. Cygb.
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Striatum Striatum

Striatum Striatum

Abbildung 3-24 LSM-Aufnahmen Cygb-immunoreaktiver Zellen im Maus-Striatum und
Cortex cerebri. Alle verwendeten Antikérper, von denen anti-Cygb2 (A, B) und anti-Cygb3
(C-F) hier dargestellt wurden, ergaben identische Verteilung des Cygb-Proteins im
Cytoplasma und Nucleus von Neuronen. Lediglich die Nucleoli blieben signalfrei und
somit als dunkle Punkte innerhalb der Zellkerne sichtbar.
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3.3.3 Co-Lokalisation von Cygb und nNOS

In Hinblick auf eine moégliche Funktion des Cytoglobins im NO-Stoffwechsel wurde in
Doppelmarkierungsexperimenten die Co-Lokalisation des Cytoglobins mit der
neuronalen NO-Synthase untersucht. Hierfir wurden Maus-Gehirnschnitte mit anti-
Cygb1 und einem polyklonalen anti-nNOS-Antikdrper aus Schaf inkubiert und diese mit
zwei, verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe tragenden sekundaren Antikérpern
detektiert. Die anschliefende mikroskopische Analyse der beiden Fluoreszenzsignale
ergab identische Muster, d.h. in allen untersuchten Cygb-exprimierenden Zellen wurde
auch nNOS beobachtet (Abb. 3-26). Reprasentativ sind in der folgenden Bildtafel
Ausschnitte aus dem cerebralen Cortex und dem Striatum sowie der mediale Nucleus
vestibularis dargestellt. Das oben bereits beschriebene charakteristische Cygb-
Expressionsmuster in distinkten Neuronenpopulationen dieser Regionen fand sich in
der Verteilung beider Proteine wieder. In vereinzelten grof3en, bi- bzw. multipolaren
Neuronen mit zum Teil verzweigten Fortsatzen konnten sowohl Cygb- als auch nNOS-
Signale von hoher Intensitat detektiert werden. Beide Farbungen wurden sowohl in den
Zellkérpern als auch in den langen Fortsatzen lokalisiert, wobei die Nuklei dieser Zellen

offensichtlich nur Cytoglobin, aber keine nNOS-Signale aufwiesen.

Ferner ist ein Teil der nNOS-exprimierenden Neuronen im Cortex auch positiv flir den
Neurotransmitter Neuropeptid Y (NPY). In Doppelmarkierungsexperimenten konnte
NPY in Cygb-positiven Zellen im Striatum detektiert werden (Abb. 3-25).

NPY+Cygb

Abbildung 3-25 Co-Lokalisation von NPY und Cygb im Striatum. Im Rahmen weiterer
Doppelmarkierungsexperimente konnte das fiir spezifische Interneuronen-Population im
Striatum charakteristische Neuropeptid Y (NPY) auch in den Cygb-positiven Zellen
detektiert werden.
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Abbildung 3-26 Co-Lokalisation von nNOS und Cygb im Maus-Gehirn. Exemplarisch
werden Ausschnitte aus dem Striatum (A-C), dem cerebralen Cortex (D-F) und dem
Nucleus vestibularis (G-L) gezeigt. Das Verteilungsmuster beider Proteine ist identisch,
d.h. alle Cygb-positiven Zellen in den abgebildeten Regionen des Maus-Gehirns
exprimieren auch die neuronale NO-Synthase (nNOS).
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3.4 Neuroglobin- und Cytoglobin-Expression in seneszenten

Hamstern

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression von Neuroglobin- (Ngb) und
Cytoglobin- (Cygb) mRNA in verschiedenen Hirnbereichen des dsungarischen
Zwerghamsters Phodopus sungorus untersucht. Durch relative Quantifizierung mit Hilfe
der Realtime RT-PCR (2.8) sollte die Expression beider Globin-Gene in den Gehirnen
von jung adulten und senilen Hamstern miteinander verglichen werden. Hierzu wurden
die Gehirne aus jeweils 6 Hamstern der zwei verschiedenen Altersgruppen prapariert
und sagittal halbiert (Tab. 3-4). Die rechten Gehirnhalften wurden fir Western Blot-

Analysen aufbewahrt, wahrend die linken Halften in jeweils vier Bereiche unterteilt

wurden, aus denen anschlielend die Gesamt-RNA isoliert wurde (Abb. 3-27).

des Gehirns)

Abbildung 3-27 Sagittalschnitt eines
Rattengehirns. Folgende Bereiche aus
den Hamstergehirnen wurden in den Q-
PCR-Analysen untersucht: 1. Kleinhirn;
2. Hippocampus; 3. Cortex; 4. Resthirn

(Bildquelle: Nauta und Feirtag (1984) Die Architektur

Tier Nr. | Tag der Geburt | Tag der Praparation Alter Bezeichnung | Geschlecht
1 14.12.2003 26.04.2004 4M17%AW jung adult weiblich
2 19.01.2004 26.04.2004 3IM1W jung adult mannlich
3 31.12.2003 26.04.2004 3M3%W jung adult mannlich
4 19.01.2002 26.04.2004 2J3M1W senil* weiblich
5 19.01.2002 26.04.2004 2J3M1W senil* weiblich
6 03.02.2002 26.04.2004 2J2M3W senil* mannlich
7 31.01.2002 08.10.2004 2J8M1W senil* weiblich
8 28.03.2002 08.10.2004 2J6M17AW senil* mannlich
9 13.06.2002 08.10.2004 2J5M senil* weiblich
10 29.05.2004 08.10.2004 4M1W jung adult weiblich
11 29.05.2004 08.10.2004 4M1W jung adult mannlich
12 04.06.2004 08.10.2004 4 M jung adult weiblich

Tabelle 3-4 Praparation der Gehirne aus jungen und alten Phodopus sungorus (J=Jahre;
M=Monate; W=Wochen). Als senil (*) galten Tiere eines Alters, in dem 50 % der
Population bereits verstorben ist (bei P. sungorus: 2 Jahre).
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3.4.1 Klonierung und Sequenzierung der cDNAs fiir Ngb und Cygb

aus Phodopus sungorus

Fir die Realtime Q-PCR-Analysen mit Phodopus sungorus-Material war es notwendig,
die authentischen speziesspezifischen Gensequenzen fir das Design der PCR-Primer
zu ermitteln. Erfahrungsgemal kann schon der Austausch eines Nukleotids in der
Primersequenz die Reaktion komplett zum Erliegen bringen, so dass die Verwendung
von Primern, die anhand von Maus-, Ratte- oder Mensch-Sequenzen generiert wurden,
wenig sinnvoll erschien. Zur Isolierung der Phodopus-Sequenzen von Ngb, Cygb und
Haushalts- sowie Kontrollgenen wurden auf der Grundlage von bekannten humanen
und murinen Gensequenzen zunachst degenerierte Primer entworfen, mit deren Hilfe
die CDS bzw. Teile der CDS der korrespondierenden Phodopus-Gene amplifiziert
werden konnten (Anhang 7.5). Die so gewonnenen partiellen CDS-Sequenzen dienten
anschlielend zur Generierung entsprechender introniberspannender Q-PCR-Primer
(Tab. 7-4). Diese Vorgehensweise wurde fir Kandidatengene, die lediglich als
Haushalts- und Kontrollgene verwendet werden sollten, als hinreichend erachtet. Die
Neuroglobin- und Cytoglobin-mRNA von Phodopus sollte hingegen in voller Lange
ihres Transkriptes sequenziert werden. Hierzu wurden in der sog. RACE-Reaktion

(,rapid amplification of cDNA ends*; 2.6) die 5°- und die 3"-UTRs der Gene amplifiziert.

Ein Alignment der kodierenden Sequenzen des Neuroglobins zeigte auf
Nukleotidebene eine Ubereinstimmung von 87 % zwischen Phodopus sungorus und
Mensch sowie 92 % zwischen Phodopus und der Maus. Die Ubereinstimmung

zwischen der menschlichen und der Maus-CDS betragt zum Vergleich 88 %.

Ein Vergleich der kompletten mRNA-Sequenz des Neuroglobins aus Phodopus
sungorus (Abb. 3-28) mit den Ngb-mRNA Datenbankeintragen aus Mensch
(NM021275) und Maus (BC024263) bestéatigte die Vollstandigkeit der 896 bp
umfassenden 3’-untranslatierten Region, worauf das Vorhandensein eines
Polyadenylierungssignals in diesem Abschnitt bereits hindeutete. Der 5 -untransiatierte
Bereich von 191 bp war im Vergleich zur humanen um ca. 200 bp und im Vergleich zur
Maus-Sequenz um ca. 100 bp verkirzt. Bis auf eine Ausnahme wurden bei der
Sequenzanalyse der 5-RACE-Amplifikate meistens Fragmente gefunden, die um
weitere 100 bp verklrzt waren. Da alle Produkte die Erkennungssequenz des 5°-
RACE-Primers an ihrem 5°-Ende enthielten, Iasst sich annehmen, dass im Rahmen
dieser Analyse mehrere mdgliche Transkriptionsstartpunkte des Ngb-Gens erfasst

wurden.
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1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

CAGTGGGTGC
ACTAAGACAC
CTGCACGTGA
TCAGGGAGAA
ACAGCAGCCC
GCCTGCTGCC
CCTCCCCAGA
CCAACATGGA
GGGTTGTGGG
TGGAGAAGTG
ACGGAGCTGT
GCCCTCACCT
GCTGCCCTGC
TCTGTCTCAG
GGCTCCCCTC
GGTGGTGAGG
GACTAGGCTT
CTGTTTACTT
AATGGGAGCA
CAGACACCCC
AGCTTTCTTT
GCAATGAGGA
AGTGTAGCAG
GCCAACTCCT
ACAGTGGGGA
AGCTCTATAA

GCATCCTCTG
TGGGCCTGGA
GGTGATTGCG
CATGGAGCTC
TCTGGAGCAT
TCTTTTCCAG
ATTCCTGGAC
GGACCTGTCT
AGTGAGGCTC
CCTGGGTCCT
CGTGCAAGCC
ATCTCTCTGT
ACCTTGGCCC
ATCCTGGTCA
ATGCACTCCT
TGGGATGGGG
CTGGAACCTG
TCCAAAATGG
GGGAAGATGG
ATACAAAACA
TTCGGCGGGG
GTGACGTCAT
GTCACACCAT
AACTCTGTGT
AGGCCCTTGC
GCTCTCAAGA

GGCTGGACCA
CACCCCACCC
CCCAAGCCCC
TCAGAGCCCG
GGCACTGTCC
TACAATGGCC
CACATTAGGA
TCTCTGGAGG
AGCTCCTTCT
GACTTCACAC
ATGAGCCGAG
GTATTGATCT
TCATGCCCTT
ACTGCAGAGA
GCATGCCTGA
GTTCTTATCA
CCAGTTCATC
AAAAGAAGAT
TGTTCTTCCG
CCCTATGATC
AGAAACCAAG
CCCACATGGC
TTCTCCCTGC
TTAACCCTTG
TCCCGTCCCC
AATAAACATG

GCAAAGGCGC
CACCCCAGCA
GAGGGTCCCA
AGCTGATCCG
TGTTCTCCAG
GACAGTTCTC
AGGTGATGCT
AGTACCTGGC
CGACAGTGGG
CAGCCACAAA
GCTGGGGTGG
GTCTGTAGTA
GGCCATCCTA
GGTGGTTTTT
TTAGCTCTCC
GAGAAGCCTC
TGCTCAGTCT
GCAGCTTTAG
TGGCAATGGG
TTGGTTCAGC
CTGGCCAGCC
CCTGAGTCCC
CCTCCACTGC
AGGTGCCTGG
AGCCACCCAC
TTCGTGTGCT

GGTTGTTTGG
CAGTCGCTGC
TCCCTATATC
GCAGAGCTGG
GCTCTTCACC
CAGCCCCGAG
GGTAATTGAT
CGGCTTGGGC
TGAGTCCCTG
GGCCGCCTGG
GGAGTAAAGG
GCCTCGGCCT
GAGAGGTGTT
TCCTTCCAGA
CCATGAAGCA
AGCCAAGGTT
CTCTGAGTTT
TGTGCCTGGG
TGCCCTGGGT
ATTTCTGGTA
AGAATGGAGA
AGGGCTCTCC
TCACTCACCG
GCAGATGAGT
ACTTTCCTGC
G

GCCCCTCCCG
GGAGATGGCG
CCGCATCTCT
CGGGTGGTGA
CTGGAACCCA
GACTGTCTCT
GCTGCAGTGA
AGGAAGCACC
CTCTACATGC
AGCCAACTCT
GCGGGCCAAG
CTCCCCCAGG
GGAAAAGGGC
AGAGACTTTG
AAATAGTTTG
AGGGTGAAGT
TCCCGCCAGA
GACCTCAGGC
CTCAGCAGCT
GAAGCACCCC
GGCTAGTAGG
CTGCCACCCC
CCCTGCAGCT
GGGGGAAGAC
TCTGTGTTGC

Abbildung 3-28 Volistindige mRNA-Sequenz des Neuroglobins aus Phodopus sungorus.
Liange: 1541 bp, ATG und TAA: Translationsstart und -stop, AATAAA:
Polyadenylierungssignal. Die Lage der farblich markierten Exons 1 (89 bp), 2 (112 bp), 3
(120 bp) und 4 (132 bp) wurde analog zu bekannten Sauger-Ngb-Sequenzen bestimmmt.

Ein Vergleich der abgeleiteten Proteinsequenz des Neuroglobins von Phodopus
sungorus zeigte Ubereinstimmungen von 89 % zur menschlichen und 90 % zur Maus-

Sequenz. Entsprechend stimmt das humane NGB mit dem Maus-Ngb zu 94 % Uberein.

anti-Ngb-TB5A (46-61)

HsaNgb MERPEP SR D C 60

MmuNgb MERPES SR S G 60

PsuNgb LSEP NS S S G 60
Ex N * _ R R = . * _ E R R - *kk - *kxk _ AEAAAAAAKA KAXXxkkhkkhkkkhkhkhiikx
anti-Ngb-TB1 und -TB7(55-70)

HsaNgb S K 120

MmuNgb TS R 120

PsuNgb M AG R 120
R R R R R S S R R S S e e e e - E = = o - E = = = _ *xx - *khkkhkkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhhkhkkhhhkk

HsaNgb R Q DGE 151

MmuNgb D RTAWSR DGE 151

PsuNgb D Q GGE 151

EE e I = o S R e I S e e e e

Abbildung 3-29 Ein Vergleich der Ngb-Proteinsequenzen aus Mensch, Maus und
Hamster. Griin und gelb markiert sind konservierte AS-Positionen, rot unterlegt sind fir
die Globinfaltung essentielle AS. Peptide, die zur Generierung polyklonaler anti-Ngb-
Antikorper dienten, sind unterstrichen. Dariiber sind die Namen der Antikorper notiert.
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Ein Teil der kodierenden Sequenz des Cytoglobins aus Phodopus sungorus wurde
bereits von einer Arbeitsgruppe in Minster ermittelt und von Prof. Burmester
freundlicherweise zur Verfugung gestellt. Dennoch fehlte sowohl das Startkodon, als
auch ein ca. 80 bp langes Fragment im 3’-Bereich inklusive des Stopkodons. Im
Rahmen der durchgefiihrten RACE-Analysen konnten im Gegensatz zur kodierenden
Sequenz die 5- und 3’- untranslatierten Bereiche des Cytoglobins nicht vollstandig
ermittelt werden (Abb. 3-30). Da jedoch die Kenntnis der kompletten kodierenden
Sequenz sowohl flir die fur die Generierung der Primer fir die Realtime Q-PCR-
Analysen als auch zur ldentifizierung der Antikoérper-Bindestellen vollig ausreichte,

wurde von weiteren Analysen abgesehen.

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081

GGACACTGAC
CCCCGCTCCC
TGCCAGGCGA
GGAAGGCGGT
CCATCCTGGT
GGCACATGGA
GGGTCATGGG
CTGTGCTTGC
TCAAGATCCT
CTCCTGAGAC
CTGCCTACAA
CACTACCCTC
GGCAGAAGGC
CGGAGGAACC
GCTGCTGGGA
AGGGGGCGTC
GTGGGAATCG
CCAGCATGCG
ACAAATATAT

ATGGACTGAA
GCCGCCCAGC
CATGGAGAGA
GCAGGCTACG
GAGGTTCTTC
GGACCCCTTG
GGCCCTCAAC
CCTGGTCGGC
CTCTGGGGTC
GCAGAAAGCC
GGAAGTGGGC
CTCGGGGCCA
TGAATTCTGA
CTGACTCAAC
GGGGGCCTTG
CTTGTCTTAG
AGGACAAGCC
GGTTCACGCC
TCTATATACG

GGAGTAGAAA
GAAGCCGCGC
GAGCGCAGGG
TGGGCCCGGC
GTGAACTTCC
GAGATGGAGA
ACTGTCGTGG
AAAGCACACG
ATTCTGGAGG
TGGGCCAAGC
TGGGTACAGC
TAGGACCGCT
AGTCACTCCT
TTCCCGAAAG
ACGCTGAACC
CTTTTCTACT
TGCGAGCCAC
ACCATCTCTA
ATCTCTATAT

CGCTCGCACG
TGGGCTCCGA
AGCGGAGCGA
TGTATGCCAA
CATCAGCCAA
GGAGCCCCCA
AGAATCTGCA
CCCTCAAGCA
TGATCGCCGA
TGCGTGGTCT
AGGTCCCCAA
CCCGGCTCCC
TGACCTTCCA
GAGGCCTTCC
TACAGTGGAG
TACGTTAGAG
TTGGGAAAAG
GAGTATCACA
AAATATATAT

CACCGGCCTC
GTTGCTGCTC
GGAGCTGTCC
CTGCGAGGAC
GCAGTACTTC
GCTGCGGAAG
TGACCCAGAC
CAAGGTGGAA
GGAGTTTGCC
CATCTACAGC
CACTGCCACC
CCGTCCCTGG
TTTCTGAACG
TCATGGCCCT
GGACTCTTCT
AGGGACCCAG
AAGTAGCTTC
CGCACATGTC
ACGTAC

GGCTCGGGCT
ATGGAGAAAG
GAGGCGGAGA
GTGGGGGTGG
AGCCAGTTCA
CATGCCTGCA
AAGGTGTCCT
CCTGTGTACT
AATGACTTCC
CATGTGACCG
CCACCGACCA
CAGCACTTTG
CCAAGGAAGC
GGTCCCCCAG
GCCTCTCAGC
CAAGTGGCCC
ATTCTGCCCA
TACCATATAT

Abbildung 3-30 Partielle mRNA Sequenz des Cytoglobins aus Phodopus sungorus
Lange: 1126 bp (5°- und 3'-UTR sind unvollstindig), ATG und TAA: Translationsstart und
—stop. Die Lage der farblich markierten Exons 1 (143 bp), 2 (232 bp), 3 (164 bp) und 4 (31
bp) wurde anhand von bekannten Sauger-Ngb-Genomsequenzen bestimmt.

Ein Vergleich der ermittelten partiellen Zwerghamster Cygb-mRNA-Sequenz mit den
Datenbankeintragen zeigte, dass diese mit 1126 bp deutlich kirzer war als die
menschlichen Cygb-Sequenzen mit 2156 bp (BQ881744 und NM134268) und die
Maus-Cygb-mRNA-Sequenz mit einer Lange von 2330 bp (NM030206). Im 5 -Bereich
fehlten im Vergleich zur menschlichen mRNA ca. 260 bp (BQ881744) und im Vergleich
zur Maus-mRNA 315 bp. Im 3’-Bereich war die Phodopus sungorus Sequenz um ca.

810 bp kurzer als die humane und um ca. 950 bp kirzer als die Maus-mRNA.
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Ein Alignment der kodierenden Nukleotidsequenzen zeigte Ubereinstimmungen von
93% zwischen Zwerghamster-Cygb und Mensch- bzw. Maus-Cygb. Indessen stimmten
Mensch- und Maus-Cytoglobin-CDS zu 92 % uberein. Auch die Aminosauresequenzen
des Cytoglobins wiesen einen hdheren Grad der Konservierung auf als die des
Neuroglobins. So stimmte das Hamster-Cytoglobin zu 94 % mit der menschlichen und
zu 96 % mit der Maus-Sequenz Uberein. Die Identitat der Proteine aus Mensch und
Maus betrug 95 %. Zudem handelt es sich bei den im Hamster-Protein abweichenden
Aminosauren, die in Mensch und Maus konserviert sind, lediglich um isofunktionelle
Austausche, die wahrscheinlich keinen Einfluss auf die Faltung und Funktionsfahigkeit
des Proteins haben. Gerade beim Cytoglobin, fur das mehrere Antikérper generiert
wurden, die gegen unterschiedliche Domanen des Proteins aus Mensch gerichtet
waren, war es wichtig, die Aminosauresequenz des Proteins zu kennen. In der Abb. 3-
31 ist die Aminosauresequenz der Cytoglobine aus Mensch, Maus und Zwerghamster
verglichen und die Lage der Antikérper-Epitope eingezeichnet. Die Antikérper anti-
Cygb2 und 3 kdnnen zur Detektion des Cygb-Proteins aus Phodopus verwendet
werden, wahrend der  Antikérper  anti-Cygb1 aufgrund von zwei
Aminosaurenaustauschen innerhalb des Antigenpeptids nicht ohne Vorbehalte fir

Immunfarbungen bzw. Western Blot-Analysen eingesetzt werden sollte.

anti-Cygb1-N-AK(2-16)

HsaCygb EMEI M 60
MmuCygb DMEI T 60
PsuCygb DMER T 60

KTEAAAKAK =KkAhA AXAAAXAXAAAAXAXAAXAAAXAAXA AAXAXAAAXAAXAXAAAIAXAXAAAXAAXAKNAKX dhdxik

anti-Cygb2-M-AK(66-80)  anti-Cygb2-V-AK(92-106)

HsaCygb 120
MmuCygb R 120
PsuCygb R 120
E = - AAEAAIEAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAik

HsaCygb S P R TTF 180
MmuCygb | N TT 180
PsuCygb | NDFPPETQK TAT 180
HsaCygb 190

MmuCygb 190

PsuCygb 190

E R = 2 s o

Abbildung 3-31 Ein Vergleich der Cygb-Proteinsequenzen aus Mensch, Maus und
Hamster; griin und gelb markiert sind die konservierten Positionen; rot unterlegt sind fiir
die Globinfaltung essentielle Aminosduren. Unterstrichen sind Peptide, die zur
Generierung polyklonaler anti-Cygb-Antikorper verwendet wurden, dariber sind die
Namen der Antikorper notiert.
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3.4.2 Q-PCR-Analyse der Ngb- und Cygb-Expression in jung adulten

und seneszenten Phodopus sungorus

Fur die Analyse der Ngb- und Cygb-Expression in verschiedenen Hirnbereichen von
jungen und alten Individuen der Spezies Phodopus sungorus wurden die Gehirne von
insgesamt 12 Tieren entnommen (Tab. 3-4). Im ersten Versuchsdurchlauf wurden die
Tiere 1 bis 6 (1-3 jung; 4-6 alt) prapariert und die RNA aus den vier verschiedenen
Hirnbereichen (Kleinhirn, Hippocampus, Cortex und ,Resthirn“) eines Tieres parallel
isoliert. Der Q-PCR-Lauf im Anschluss zeigte teilweise sehr grofle Schwankungen in
den Ngb-mRNA-Mengen zwischen den Hirnregionen der einzelnen Individuen, die die
Auswertung der Daten malfgeblich erschwerten (Abb. 3-32A). Um dies zu umgehen,
wurden bei der RNA-Praparation der folgenden sechs Tiere 7-12 (7-9 alt; 10-12 jung)
die zu vergleichenden Hirnregionen aus allen 6 Tieren parallel bearbeitet. Dennoch
konnten die individuellen Schwankungen in den mRNA-Mengen auf diese Weise nicht
eliminiert werden (Abb. 3-32B), so dass es sich hierbei eventuell um einen biologisch
relevanten Befund handelt. Die Analyse der Neuroglobin-Expression erfolgte anhand
von insgesamt drei Q-PCR-Laufen. Zunachst wurden in zwei Ansatzen technische
Replikate der Tiere 1 bis 6 (zwei cDNA-Synthesen mit der gleichen RNA als Matrize)
untersucht. AnschlieRend wurden diese Daten mit den biologischen Replikaten der
Tiere 7 bis 12 verglichen. Alle drei Q-PCR-Laufe lieferten &hnliche Ergebnisse,
weshalb in den folgenden Abbildungen teilweise exemplarisch die Daten einzelner

Laufe dargestellt sind aber auch Daten mehrerer Laufe zusammengefasst wurden.

O Tier 1 jung w O Tier 10 jung w
O Tier 2jung m B O Tier 11 jung m

éﬁOO% _ |@Tier 3jungm 3 4000% - o T?er 12 jungw

3500% O Tier 4 altw 3500% | o T!er 7 altw

3000% @ Tier 5alt w 3000% =] T!er 8altm

2500% @ Tier 6 alt m 2500% | E Tier 9 altw

2000% - 2000% -

1500% - 1500% -

1000% - 1000% -

500% - ’—H_H_I 500% -|
0% e = . . . 0% I O = | , ,

Kleinhirm  Hippocampus Kortex Resthirn Kleinhirn  Hippocampus Kortex Resthirn

Abbildung 3-32 Ngb-mRNA-Expression in jungen und alten Phodopus sungorus. (A)
Tiere 1 bis 6 und (B) Tiere 7 bis 12. Als Bezugswerte dienten die Ngb-mRNA-Mengen im
Kleinhirn der jungen Tiere 3 und 12, die gleich 100% gesetzt wurden. Die Ngb-Expression
im Kleinhirn war am geringsten, die anderen Hirnregionen wiesen ca. 20-30fach hoéhere
Ngb-Konzentrationen auf. Die Ngb-mRNA-Mengen im Hippocampus der Einzeltiere
unterlagen den groften Schwankungen mit Maximalwerten um Faktor 20 in Tieren 1-6
und Faktor 2,3 in Tieren 7-12.
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In den oben abgebildeten Saulendiagrammen (Abb. 3-32) wurden die Einzelwerte der
Ngb-mRNA-Mengen relativ zum niedrigsten Wert aufgetragen. Die grofite Varianz
zeigte sich im Ngb-mRNA-Gehalt im Hippocampus, wobei das Tier 4 im Vergleich zum
Tier 6 eine fast 20fach hdhere Konzentration aufwies. In der zweiten Verarbeitung der
Proben (Tiere 7-12) tauchten solche groften Schwankungen zwar nicht auf, dennoch
variierte die detektierte mMRNA-Menge im Hippocampus der einzelnen Individuen immer
noch um Faktor 2. Ein Grund fir diese Abweichungen liegt méglicherweise in der
Praparation der Gehirnbereiche. Wahrend Kleinhirn und ein Stick des cerebralen
Cortex ohne Probleme vom Gesamthirn abgetrennt werden konnten, wurden
zusammen mit dem sehr kleinen Hippocampus-Areal moglicherweise ungleiche
Mengen des umgebenden Gewebes verarbeitet, die die Unterschiede in den Ngb-
mRNA-Konzentrationen verursachen konnten. Trotz der individuellen Schwankungen
liel sich aus den Daten entnehmen, dass die Ngb-mRNA-Expression im ,Resthirn“ von
Phodopus offensichtlich am hdchsten war, wahrend die durchschnittlichen mRNA-
Konzentrationen im Cortex und Hippocampus miteinander vergleichbar und um ca. ein
Drittel geringer waren. Im Vergleich dazu war die detektierte Ngb-mRNA-Menge im

Kleinhirn der Tiere um den Faktor 10-15 geringer als in den tbrigen Gehirnbereichen.

Die enormen Schwankungen der Ngb-mRNA-Mengen in den verschiedenen
Hirnbereichen der Einzeltiere beeinflussten malgeblich die Analyse der Ngb-
Expression in jung adulten und seneszenten Tieren und erschwerten eine eindeutige
Aussage Uber ihre mdgliche Regulation im Alter. In der folgenden Abbildung 3-33
wurde der Vergleich zwischen der Ngb-Expression in allen untersuchten jungen und
alten Individuen in einem Saulendiagramm zusammengefasst. Die eingezeichneten
Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar und bringen die grofen
Schwankungen der Einzelwerte zum Ausdruck. Das Diagramm wurde anhand von Q-
PCR-Daten erstellt, die auf die Konzentration der Gesamt-RNA normalisiert wurden.
Obwohl flir jede cDNA-Synthese entweder ARP oder GAPDH als Haushaltsgene
mitgefihrt wurden, stellte sich im Rahmen der Auswertung heraus, dass das
Einbeziehen der Referenzen keinen Einfluss auf die erzielten Ergebnisse hatte. Aus
diesem Grund wurde in der endglltigen Auswertung auf die Normalisierung auf
Referenzgene verzichtet. Aufgrund der Daten aus allen drei durchgefihrten Q-PCR-
Laufen lasst sich keine signifikante altersabhdngige Veradnderung in der Ngb-

Expression in den untersuchten Hirnbereichen von Phodopus sungorus feststellen.
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Abbildung 3-33 Ngb-mRNA-Expression in verschiedenen Hirnbereichen von jungen und
alten Phodopus sungorus. Eine Saule stellt jeweils den Mittelwert aus sechs jungen
(gelb) bzw. (grau) alten Individuen dar (n=6). Als Bezugspunkt wurde das Gewebe mit der
geringsten mRNA-Menge in jungen Tieren gewdhlt, d.h. Kleinhirn jung entspricht 100%.
Die stark variierenden Einzelwerte spiegeln sich in den groBen Fehlerbalken wieder. Im
Rahmen der durchgefiihrten Q-PCR-Analysen konnte auch nach statistischer
Auswertung (Student’s t-Test) keine signifikante Verdanderung der mRNA-Menge in den
verschiedenen Hirnbereichen seneszenter Tiere detektiert werden.

Zur Analyse der Cytoglobin-Expression wurden ebenfalls drei Q-PCR-Analysen
angefertigt. Ebenso wie beim Neuroglobin wurden zum einen die zwei technischen
Replikate der Tiere 1-6 untersucht und anschlieend mit dem biologischen Replikat
anhand der Tiere 7 bis 12 verglichen. Auch hier stimmten die Ergebnisse der drei
Laufe miteinander Uberein, wobei die Cygb-mRNA-Mengen weitaus geringeren
Schwankungen sowohl zwischen den einzelnen Hirnregionen als auch zwischen den

einzelnen Individuen unterlagen (Abb. 3-34).

O Tier 1 jung w O Tier 10 jung w
O Tier 2jungm O Tier 11 jung m
@ Tier 3jungm @ Tier 12 jung w
A O Tier 4 alt w B O Tier 7 altw
300% - |@ Tier 5alt w 250% 7 |@ Tier 8 altm
250% - ETier6altm 200% 1 @ Tier Qaltw
2000/0 7 150% -
150% H
100% -
100% -
50% | 50% -
0% T T T 0% -
Kleinhirn Hippocampus Kortex Resthirn Kleinhirn Hippocampus Kortex Resthirn

Abbildung 3-34 Cygb-mRNA-Expression in jungen und alten Phodopus sungorus. (A)
Tiere 1 bis 6 und (B) Tiere 7 bis 12. Als Bezugswert wurde die Cygb-mRNA-Menge im
Cortex der jungen Tiere 1 bzw. 10 gleich 100% gesetzt. Die einzelnen Hirnregionen
enthielten vergleichbare Cygb-mRNA-Mengen, wahrend sich die individuellen
Schwankungen maximal um den Faktor 3 bewegten (Hippocampus Tiere 1-6), meistens
jedoch den Wert von 1,8 nicht liberschritten.
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Auch im Fall von Cytoglobin konnten keine evidenten Unterschiede in den mRNA-
Mengen in Gehirnen von jung adulten und seneszenten Individuen detektiert werden.
Eine leichte Tendenz zur erhéhten Cygb-Expression im Kleinhirn, Hippocampus und
Cortex von alternden Tieren war zwar zu verzeichnen, jedoch lagen die Differenzen
auch hier innerhalb der Standardabweichungen und waren nach Student’s t-Test-
Berechnungen als nicht signifikant zu werten. Die Normalisierung erfolgte auch hier auf
die Gesamt-mRNA-Menge, da die Einbeziehung der Referenzgene ARP und GAPDH

zu keinen Veranderungen im Gesamtergebnis flihrte.
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Abbildung 3-35 Cygb-mRNA-Expression in verschiedenen Hirnbereichen von jung
adulten und seneszenten Phodopus sungorus. Als Bezugswert wurde die Cygb-mRNA-
Menge im Cortex der jungen Tiere (gelb) gleich 100% gesetzt. Die grauen Balken stellen
die Werte der alten Tiere dar. Jede Saule stellt einen Mittelwert aus 6 Tieren dar (n=6). Die
Cygb-mRNA-Konzentrationen waren in allen untersuchten Hirnbereichen ungefahr
gleich. Die individuellen Schwankungen waren geringer als beim Ngb, so dass die
Fehlerbalken kleiner ausfielen. Dennoch konnte auch beim Cygb keine Regulation der
Expression im Alter beobachtet werden.
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3.4.3 Q-PCR-Analyse der Expression von Kontrollgenen wahrend

der Phodopus-Alterung

Im Rahmen der Genexpressionsanalysen von Neuroglobin und Cytoglobin im
Alterungsprozess stellte sich die Frage, ob die Q-PCR eine geeignete Methode
darstellt, um eventuelle Unterschiede in den mRNA-Mengen zwischen jungen und
alten Individuen zu detektieren. Um dies zu untersuchen wurden weitere Gene in die
Analysen miteinbezogen, deren Expression im Alter der Literatur nach einer Regulation
unterliegt. Hierfir wurde ein Bestandteil des Immunsystems, das Complement 4 (C4),
sowie die mMRNA des Ca®*-bindenden Proteins Calmodulin 1 (Calm1), das an vielen
Signaltransduktionskaskaden beteiligt ist, ausgewahlt. Fir das erste Gen C4 wurde im
Rahmen einer Microarray-Analyse im Mausgehirn eine altersabhangige Hochregulation
um den Faktor 3,7 bis 4,9 sowohl im cerebralen Cortex als auch im Kleinhirn
beschrieben, die zusatzlich mit einer Q-PCR-Analyse bestatig wurde (Lee et al., 2000).
Das Calm 1 sollte laut einer weiteren Microarray-Untersuchung im alternden humanen

Cortex cerebrum um den Faktor 2,2 bis 4,1 herunterreguliert sein (Lu et al., 2004).

Die quantitative Realtime PCR-Analyse der C4-Expression umfasste zwei unabhangige
Versuchdurchfiihrungen mit jeweils 3 jungen und 3 alten Tieren (Tiere 1-6 und Tiere 7-
12). Beide Laufe zeigten Ubereinstimmende Ergebnisse, wobei auch hier dhnlich wie
beim Neuroglobin die Schwankungen in den C4-mRNA-Mengen der einzelnen Tiere
erheblich waren. Eine tendentiell erhdhte C4-Expression im Alter war zwar erkennbar,

aufgrund der gro3en Standardabweichungen jedoch statistisch nicht signifikant.
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300% 1 1000% -
250% - 800% -

0/ _|
200% 600% -
150% -

0/ _|
100% - 400%
OcVO T T 0% T T
Keinhirn ~ Hippocampus Kortex Resthirn Keinhirn  Hippocampus Kortex Resthirn

Abbildung 3-36 C4-mRNA-Expression in jungen und alten Phodopus sungorus. Die
Séulen stellen den Mittelwert aus den C4-mRNA-Mengen in je drei jungen (n=3) und 3
alten (n=3) Tieren dar. Als Bezugswert wurde die mRNA-Menge im ,,Resthirn“ der jungen
Tiere gewdhlt und gleich 100 % gesetzt. Aufgrund der starken Schwankungen der
ermittelten C4-mRNA-Mengen in den Einzeltieren, konnte keine signifikante Regulation in
der C4-Expression zwischen jungen und alten Individuen festgestellt werden, dennoch
lieR sich eine Tendenz zur gesteigerten C4-Expression im Alter beobachten.
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Wahrend die Abweichungen der Individuen 1 bis 6 keiner erkennbaren RegelmaRigkeit
unterlagen, fielen im Q-PCR-Lauf der Tiere 7 bis 12 die stark differierenden Werte des
Tieres Nummer 8 auf (Abb. 3-37A). Nachdem diese extrem niedrigen Werte aus der
Auswertung ausgeschlossen wurden, konnte eine signifikante Regulation des C4
sowohl im Kleinhirn (p<0,05), wie auch im ,Resthirn® (p<0,01) der Tiere 7 bis 12
beobachtet werden. Die ermittelte Hochregulation um den Faktor von 3,7 im Kleinhirn,
sowie 3,6 im ,Resthirn® stimmte gut mit den aus der Literatur bekannten Werten
Uberein. Auch im Hippocampus und im Cortex deuteten sich erhéhte C4-mRNA-
Mengen in Gehirnen von alten Tieren an, die jedoch nach statistischer Bearbeitung der

Ergebnisse keine signifikanten Werte erreichten (Abb. 3-37B).

A B
1200% - - 0 Ter 10jungw | 1000% 1 p<0,05
O Ter 11 jung m
1000% - O Tier 12 jung w 800% -
O Tier 7 alt w
800% - @ Tier 8altm 600% 1
600% - @ Tier 9 alt w S001
400"/0 400% 1 p
o 1
0% T T T 0% T T
Keinhirn  Hippocampus Kortex Resthirn Keinhir  Hippocampus Kortex Resthirn

Abbildung 3-37 C4-mRNA-Expression in jung adulten und seneszenten Phodopus
sungorus. Die C4-mRNA-Menge im ,Resthirn“ des Tieres 10 wurde als Bezugswert
gewahlt und gleich 100% gesetzt. Zu sehen sind die groBen Schwankungen zw. den
einzelnen Individuen (A.). Die Saulen in B. stellen den Mittelwert aus den C4-mRNA-
Mengen in drei jungen (n=3) und 2 alten (n=2) Tieren dar, in Bezug auf die mRNA-Menge
im ,Resthirn“ der jungen Tiere, die gleich 100% gesetzt wurde. Die um den Faktor 3,7
bzw. 3,6 erhohten C4-mRNA-Mengen in Kleinhirn und ,Resthirn“ sind signifikant
(Student’s t-Test: p<0,05 bzw. p<0,01) und stimmen gut mit den Literaturwerten liberein.

Nahere Untersuchungen der Q-PCR-Daten waren in Bezug auf Schwankungen der
C4-mRNA-Menge in den Gehirnen der einzelnen Individuen sehr aufschlussreich. Es
stellte sich heraus, dass wahrend die C4-Expression in jungen Tieren Kkeine
mafgeblichen geschlechtsspezifischen Unterschiede aufzeigt, deren Hochregulation
im Alter sehr wohl geschlechtsspezifisch ausfallt. Wahrend in weiblichen Phodopus
sungorus eine deutliche Heraufregulation der C4-mRNA in allen Hirnbereichen der
alten Individuen zu verzeichnen ist, scheint die C4-Expression in alten Mannchen kaum
von der Expression in jungen Mannchen abzuweichen. In Abb. 3-38 sind diese

Beobachtungen in Form von Saulendiagrammen veranschaulicht.
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A B
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Abbildung 3-38 C4-mRNA-Expression in weiblichen (A) und mannlichen (B) jungen und
alten Phodopus sungorus. Die C4-mRNA-Menge im ,,Resthirn“ der jungen Tiere wurde
als Bezugswert gewdhlt und jeweils gleich 100 % gesetzt. Fiir den
geschlechtsspezifischen Vergleich wurden alle 12 Tiere zusammengefasst. In den
weiblichen Tieren (jung: n=3; alt: n=4) war eine deutlich erhéhte C4-Expression im Alter
zu verzeichnen, wahrend in mannlichen Individuen (jung: n=3; alt: n=2) keine signifikante
Regulation zu beobachten war.

Im Gegensatz dazu waren die Expressionsanalysen der Calmodulin1-mRNA (Calm1
bzw. CaM I) weniger anschaulich. Es wurden wiederholt in zwei unabhangigen Q-PCR-
Laufen zunachst die Proben der Tiere 1 bis 6 und anschliefend die Proben der Tiere 7
bis 12 untersucht. Beide Laufe lieferten ahnliche Ergebnisse, wobei keine signifikante
Veranderung der Calm1-mRNA-Expression im Alter zu verzeichnen war. In Abb. 3-39B
sind die Saulendiagramme aus den Q-PCR-Daten der Tiere 7 bis 12 gezeigt. Eine
Gegenulberstellung der Calm1-Q-PCR-Werte der einzelnen Tier-Proben (Abb. 3-39A)
zeigte, dass diese vergleichsweise geringen Schwankungen unterlagen. Diese
Gegebenheit unterstiitzte die Aussage, dass die Calmodulin1-mRNA-Expression in

den untersuchten jungen und alten Hamstern keiner Regulation unterlag.

A B
1000% 7 [gTer 10 g w 600% -
i O Tier 11 jung m 500% -
800% o Tier 12 jung w °
O Tier 7 altw 400%
600% 1 @ Tier 8altm 300%
o
400% - @ Tier altw il T
200% -
o ﬂwﬂi |
0% T T T 0%
Keinhirn  Hippocampus Kortex Resthirn Keinhirn Hippocampus Kortex Resthirn

Abbildung 3-39 Calmodulin1-mRNA-Expression in jungen und seneszenten Phodopus
sungorus. Die mRNA-Menge im Kleinhirn der jungen Tiere wurde als Referenzwert gleich
100 % gesetzt. Es war keine signifikante Herunterregulation der Calm1-mRNA-Expression
im Alter zu erkennen. Im Hippocampus und Cortex wurde im Vergleich zum Kleinhirn
eine vierfach hohere mMRNA-Menge detektiert.

115



Kapitel 3

3.5 Experimente zur Herstellung einer Neuroglobin knock out-

Maus

Um Erkenntnisse Uber die Funktion von Neuroglobin im gesamten Organismus zu
gewinnen, sollte das Ngb-Gen in der Maus ausgeschaltet werden. Hierzu wurden im
Laufe dieser Arbeit insgesamt drei verschiedene Targeting-Vektoren hergestellt (Ngb-
ko1, Ngb-ko3.1 und 3.2). Das knock out-Projekt wurde im Rahmen einer Kooperation
mit der Arbeitsgruppe Prof. Sendtner am Institut fir klinische Neurobiologie in
Wirzburg durchgefihrt, in der die Kultivierung und Manipulation von embryonalen
Stammzellen (ES-Zellen) sowie die Zucht von knock out-Mausen routinemafig
durchgefuhrt wird. Das verwendete Plasmid pPNT (Tybulewicz et al., 1991) (Abb. 7-2
im Anhang) wurde uns von unserem dortigen Ansprechpartner Dr. Stefan Wiese
freundlicherweise zur Verfugung gestellt. Der pPNT-Vektor enthdlt eine
Neomycinresistenz-Kassette (Neo), die auf beiden Seiten von multiplen
Klonierungsstellen (MCS) flankiert wird. 5 aufwarts der Neo-Kassette liegen
Schnittstellen fir die Restriktionsenzyme Not I, Xho | und Sda | (MCS 1), wahrend 3~
abwarts die Restriktionsschnittstellen Xba |, Bam HI, Acc 651, Kpn | und Eco RI (MCS
2) lokalisiert sind. In diese Schnittstellen erfolgte die gerichtete Klonierung der
genomischen Ngb-Bereiche fliir die homologe Rekombination, wobei Exons 1 und 2
des Neuroglobins durch die Neomycinresistenz-Kassette ersetzt wurden. Zudem
enthalt der pPNT-Vektor 3’-abwarts der MCS 2 ein Gen flr die Herpes Simplex Virus-
Thymidinkinase (HSV-tk), die ahnlich wie die Neo-Kassette unter der Kontrolle eines
eigenen Phosphoglyceratkinase-1 Promotors (PGK-1 Pr) steht und eine negative

Selektion von unspezifisch rekombinierten ES-Zell-Klonen ermoglichen sollte.

3.5.1 Konstruktion des Targeting-Vektors ,,Ngb-ko1“

Fir die Herstellung der homologen Genbereiche des Targeting-Vektors Ngb-ko1
standen zunadchst nur 7578 bp an genomischer Maussequenz zur Verfugung
(AJ_580010). Dieser Datenbankeintrag wurde im Rahmen meiner Diplomarbeit
generiert und konnte zu diesem Zeitpunkt durch entsprechende Daten aus dem Maus-

Genomprojekt noch nicht erweitert werden. Fur das ,gene-targeting” war es wichtig,
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dass bei der Konstruktion des knock out-Vektors Integrate verwendet wurden, die
einen moglichst geringen Anteil an repetitiven Sequenzen aufwiesen. Dadurch sollte
die spezifische homologe Rekombination begunstigt werden. Im Vergleich zum
gesamten Maus-Genom enthalt der genomische Ngb-Bereich einen eher geringen
Anteil an repetitiven Elementen. Mit dem Online-Programm Repeatmasker wurden die
Ngb-Sequenzabschnitte, die in den Targeting-Vektor kloniert werden sollten, einzeln
analysiert (Tab. 3-5). Dabei wurden keine auffallig langen repetitiven Elemente
identifiziert, die eine unspezifische Rekombination des Vektors ins Maus-Genom
herbeifihren kénnten. Im 5'-Integrat (Lange: 1045 bp) lag der Gesamtanteil der
repetitiven Elemente bei 6,93 % und im 3’-Integrat (3313 bp) bei 14.93 %. Der GC-
Gehalt der klonierten Fragmente lag bei 54 % (5'-Integrat) bzw. 52 % (3’-Integrat).
Demnach waren Probleme aufgrund eines erhohten AT-Gehalts ebenfalls nicht zu

erwarten.

Repeat Position (bp) Lange (bp) ‘
1 | SINE/Alu (B1) 558-629 72
2 | (CA)n Simple_repeat | 63-104 42
2 | SINE/MIR (MIRm) 776-873 98
Tabelle 3-5 Repetitive Elt?mente in | 2 | SINE/Alu (B1_Mus1) | 896-1020 125
ﬂ;"b_k';‘m?r‘;%‘t’iz gf\\,t;i‘t";',‘s'tﬁ??(ug‘:f 2 | LTRMaLR (MLT1H2) | 1173-1279 107
Arm, 2: langer Arm 2 | LINE/L2 1481-1602 122

Die Klonierung des Targeting-Vektors Ngb-ko1 (Abb. 3-40) erfolgte in zwei Schritten,
wobei zunachst der ,kurze Arm“ (5°-Integrat, Tab. 3-6) in die MCS 1 des pPNT-Vektors
und anschlieflend der ,lange Arm“ (3'-Integrat, Tab. 3-6) in dessen MCS 2 integriert
wurde. Das PCR-Amplifikat des 5’-Integrats umfasste ca. 1170 bp und enthielt eine
kinstlich mit Hilfe des eingesetzten Primers eingefligte, Not I-Schnittstelle am 5°-Ende
sowie eine natirlicherweise in der Ngb-Gensequenz vorkommende Xho [-Schnittstelle
im 3"-Bereich. Auf diese Weise konnte nach entsprechenden Restriktionen das um 125
bp verkirzte Fragment gerichtet in die MCS 1 des pPNT-Plasmids kloniert werden.
Analog dazu wurde ein 5 -Kontroll-Integrat fiir die spatere Genotypisierung hergestellt.
Das +K-PCR-Produkt wies am 5°-Ende eine Verldangerung um ca. 580 bp auf und
wurde entsprechend in die MCS 1 eines pPNT-Vektors kloniert und als ,+K in pPNT*
bezeichnet. Dieses Konstrukt diente spater als Positivkontrolle bei den PCR-
Schnelltests der embryonalen ES-Zell-Lysate (3.5.4). Fur das 3'-Integrat des Ngb-ko1-
Vektors wurde ein knapp 3500 bp langes PCR-Ampilifikat generiert. Die nachfolgenden

Restriktionen, an der am 5’Ende eingefiigten Bam HI-Schnittstelle sowie an der Kpn I-
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Erkennungssequenz im 3’-Bereich, ergaben ein 3313 bp langes Fragment (,langer

Arm®), das in die MCS 2, des bereits den ,kurzen Arm“ enthaltenden Vektors, kloniert

wurde.

Primer 1 Primer 2 PCR- Schnittstellen | Fragmentlange Bezeichnung
Produkt nach
Restriktion

mmuNgb-ko_1 mmuNgb-ko 2R | 1170 bp Not I-Xho | 1045 bp 5’Integrat bzw.
kurzer Arm (Notl) kurzer Arm kurzer Arm
mmuNgb-ko_1b) mmuNgb-ko_2R 1750 bp Not I-Xho | 1620 bp 5"Kontroll-
Kontrolle(Notl) kurzer Arm Integrat
mmuNgb-ko_3 mmuNgb- 3485 bp Bam HI-Kpn | 3313 bp 3’Integrat bzw.
langer Arm(BamHI) | ko_8R_Sonde2 langer Arm

Tabelle 3-6 Verwendete Primer und Fragmentlangen der Integrate im Targeting-Konstrukt
Ngb-ko1

A

Ngb-Wildtyp-Allel E1 E2 E3 E4 1—kb

| N N | W HEEBNEI
1 7500

Targeting-Konstrukt <N ! Kpn |

Ngb-ko1

[ 3 N J [ N |
3313 bp
Not | Bam HI
homologe E3 E4

Rekombinante % %/
_.'-_I_-_I" NEO .
B 7500

»+K in pPNT“-Konstrukt

hd 0000000000000 0 0 (

1620 bp
Not | Xho |

Abbildung 3-40 Skizze des Ngb-ko1-Trageting-Vektors. Unter A. ist im oberen Bereich die
genomische Maus-Ngb-Sequenz entsprechend dem Datenbankeintrag AJ_580010
eingezeichnet. Darunter ist das Ngb-ko1-Targeting-Konstrukt, nach der Integration des
5°-kurzen (1045 bp) und 3’-langen Armes (3313 bp) des Neuroglobins dargestellt. Die
homologen Bereiche sind hellblau unterlegt. Im Konstrukt wurden die Exons 1 und 2 des
Ngb durch die Neomycin-Kassette ersetzt (NEO). Im unteren Bereich von A ist die Ngb-
Gensequenz nach der homologen Rekombination dargestellt. B. Kontrollkonstrukt ,,+K in
pPNT“ zur Etablierung eines PCR-Schnelltests fiir die Genotypisierung der
rekombinanten ES-Zell-Klone.
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3.5.2 Konstruktion des Targeting-Vektors ,,Ngb-ko2“

Im Laufe der Arbeit wurden regelmallig die Datenbanken des Maus-Genomprojekts auf
die Anwesenheit neuer genomischer Maus-Sequenzen Uberprift. Als diese zur
Verfugung standen, sollte ein neues Ngb-ko-Vektorkonstrukt hergestellt werden,
dessen homologer Sequenzbereich wesentlich langer sein sollte, als im Ngb-ko1-
Vektor. Dies sollte sich positiv auf die Spezifitdt und die Effizienz der homologen
Rekombination auswirken. So sollte anhand des Datenbankeintrags NT_039551 aus
dem 5'Bereich des Ngb-Gens ein ,kurzer Arm“ und aus dem 3’-Bereich ein ,langer
Arm* zur Klonierung in den Ngb-ko2-Vektor hergestellt werden. Als problematisch
stellte sich dabei eine Licke in den Datenbankeintrdgen des Maus-Ngb-Gens heraus,
die ca. 570 bp 3 -abwarts des eigenen Datenbankeintrags vorhanden war. Um die
Lange des ,langen Arms® deutlich erhéhen zu kénnen, sollte diese durch eigene
Sequenzierungen geschlossen werden. Da dies nicht auf Anhieb gelang, wurde ein

Alternativkonstrukt, der Ngb-ko3-Vektor ausgearbeitet.

3.5.3 Konstruktion der Targeting-Vektoren ,,Ngb-ko3.1“ und ,,Ngb-
ko3.2“

Der NCBI-Datenbankeintrag CAA01147488 enthielt eine insgesamt 17 535 bp lange
Sequenz, die den lickenlosen Abschnitt des oben genannten Eintrages NT_039551
darstellte. Unter Verwendung dieser Sequenz konnte der bis dahin bekannte
genomische Ngb-Bereich um 9386 bp am 5-Ende und um 568 bp am 3’-Ende
erweitert werden. Aus diesem Grund wurde flr die Amplifikation des ,langen Targeting-
Arms*“ diesmal der 5°-Bereich und fur den ,kurzen Arm“ der 3’-Bereich des Gens
gewahlt. Als Kandidaten fur den ,langen Targeting-Arm* sollten drei verschieden lange
Abschnitte aus dem 5°-Genbereich (10781 bp, 8130 bp, 6138 bp; siehe Tab. 3-8), im
Hinblick auf mogliche technische Schwierigkeiten bei der Amplifikation oder der
anschlielenden Klonierung, hergestellt werden. Entsprechend wurde fir den ,kurzen
Arm*“ ein 1820 bp langer Sequenzanschnitt aus dem 3'Bereich des Ngb-Gens gewahlt
(Abb. 3-41). Das 5 Kontrollfragment fir das +K-Konstrukt Uberspannte den kurzen Arm

und enthielt zusatzliche 395 bp aus der genomischen Ngb-Sequenz am 3’-Ende.
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Auch hier wurde in den homologen Ngb-Sequenzabschnitten der Anteil an repetitiven
Elementen bestimmt (Tab. 3-7). Ahnlich wie beim ersten Konstrukt wurden dabei keine
Auffalligkeiten beobachtet, die unspezifische Rekombinationsereignisse der Targeting-
Konstrukte beglnstigen konnten. Der ,Repeats“-Anteil an der Gesamtsequenzlange
der klonierten homologen Fragmente lag bei 15,5 % im ,langen Arm*“ (10702 bp) und
bei 6,9 % im ,kurzen Arm“ (1818 bp). Der GC-Gehalt lag bei 49,4 % im langen und bei

51 % im kurzen Arm.

Die Klonierung wurde wieder in zwei Schritten durchgefihrt. Zunachst wurde der
.kurze Arm“ unter Verwendung von in der PCR-Amplifikation eingeflihrten
Erkennungssequenzen, in die Schnittstellen Bam HI und Eco Rl (MCS 2) des pPNT-
Vektors eingefiigt. AnschlieRend erfolgte die Integration der ,langen Arme® in
denselben Vektor. Hierflir wurde an den 5-Enden der PCR-Fragmente jeweils eine Not
I-Schnittstelle eingefiigt, wahrend am 3°-Ende die bereits vorhandene Xho I-
Erkennungsstelle genutzt wurde. Entsprechende Restriktionen fuhrten zu einer
Verklrzung der Fragmente um ca. 80 bp. Da die Klonierung der Fragmente 3.1 und 3.2
in die Schnittstellen Not | und Xho | der MCS 1 trotz der beachtlichen Langen von
10702 bp bzw. 8051 bp erfolgreich verlief, wurde auf die Herstellung des dritten
Konstruktes Ngb-ko3.3 (6061 bp) verzichtet.

Repeat Position (bp) ‘ Lange (bp)
1 | DNA/MER1_type 130-332 203
1 | DNA/MER1_type 591-722 131
1 | SINE/MIR 1866-2006 141
1 | SINE/MIR 2426-2518 93
2 | LINE/CR1 6335-6427 93
2 | (T)n_Simple_repeat 7215 -7246 32
2 | (TG)n_Simple_repeat | 7280 -7318 39
2 | SINE/Alu (B1_Mur3) 7338 -7471 134
2 | DNA/AcHobo 7809 -7963 155
2 | SINE/MIR (MIR_Mars) | 8058 -8220 163
2 | SINE/Alu (B1_Mus1) | 8267 -8419 153
2 | SINE/B4 9404 -9532 129
Tabelle 3-7 Repetitive Elemente in | 5 | gINE/AIU 9563 -9657 95
den homologen Abschnitten der
Ngb-ko3.1 und -ko3.2-Targeting- 2 | SINE/B4 9597 -9685 89
Vektoren. 1: Langer Arm ko3.1, 2: | 2 | SINE/Alu 10215-10286 72
langer Arm ko3.1 und 3.2, 3: kurzer | 3 SINE/AluB1_Mus1 389-513 125

Arm
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Primer 1

Primer 2

PCR-
Produkt

Schnittstellen

Fragmentliange

nach Restriktion

Bezeichnung

mmu-ko3- | mmu-ko3- 10781 bp Not I-Xho | 10702 bp 5’-Integrat bzw.
P1.1+Not P2R langer Arm (Ngb-ko3.1)
mmu-ko3- | mmu-ko3- 8130 bp Not I-Xho | 8051 bp 5’-Integrat bzw.
P1.2+Not P2R langer Arm (Ngb-ko3.2)
mmu-ko3- | mmu-ko3- 6138 bp Not I-Xho | 6061 bp 5’-Integrat bzw.
P1.3+Not P2R langer Arm3 (Ngb-ko3.3)
mmu-ko3- | mmu-ko3- 1820 bp Bam HI-Eco RI 1818 bp 3’-Integrat bzw.
P3+Bam P4R+Eco kurzer Arm

mmu-ko3- | Mmu-ko3- 2215 bp Bam HI-Eco RI 2213 bp 3’-Kontroll-Integrat
P3+Bam posKEco

Tabelle 3-8 Verwendete Primer und Fragmentlingender Integrate in den Targeting-
Konstrukten Ngb-ko3.1, -ko3.2

A |
Ngb-Wildtyp-Allel E1 E2 E3 E4 1kb
EEER

1 17000

Targeting-Konstrukt
Ngb-ko3.1 bzw. 3.2

Xho |

[ N N J [ N N J
ko3.1: 10702 bp
ko3.2: 8051 bp 1818 bp

Not | Bam HI Eco RI
homologe E3 E4

Rekombinante

EEE

B

»+K in pPNT“-Konstrukt

2213bp

Bam HI Eco RI

Abbildung 3-41 Ubersichtsskizze der Vektorkonstrukte Ngb-ko3.1-ko3.3. Unter A. ist im
oberen Bereich die genomische Maus-Ngb-Sequenz, entsprechend dem
Datenbankeintrag CAA01147488 eingezeichnet. Darunter sind die Ngb-ko3.1 und Ngb-
ko3.2-Targeting-Konstrukte dargestellt. Die homologen Bereiche sind hellblau unterlegt.
Im Konstrukt wurden die Exons 1 und 2 des Ngb durch die Neomycin-Kassette ersetzt
(NEO). Im unteren Bereich von A ist die Ngb-Gensequenz nach der homologen
Rekombination dargestellt. B. Kontrollkonstrukt ,,+K in pPNT“ zur Etablierung eines
PCR-Schnelltests fiir die Genotypisierung der rekombinanten ES-Zell-Klone.
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3.5.4 Etablierung von PCR-Genotypisierungsmethoden zum

Nachweis von Targeting-Ereignissen

Die erfolgreiche Aufnahme eines Ngb-Targeting-Vektors ins Maus-Genom wirde
bedeuten, dass in den entsprechenden embryonalen Stammzellen heterozygot ein
Neuroglobin-Gen entsteht, dessen Exons 1 und 2 durch die Neo-Kassette ersetzt
wurden. Um diesen Sachverhalt in der genomischen DNA der ES-Zellen per Test-PCR
zweifelsfrei nachweisen zu kénnen, musste eine PCR-Primer-Bindungsstelle in der
vektorspezifischen Neo-Kassette lokalisiert sein und die andere in der genomischen

Ngb-Sequenz aulierhalb der klonierten homologen Bereiche liegen.

Zur Etablierung des sog. PCR-Schnelltests wurden flir die knock out-Targeting-
Vektoren entsprechende +K-Konstrukte hergestellt (Abb. 3-40B und 3-41B). Die 5°-
bzw. 3’-Kontroll-Integrate Uberspannten den jeweiligen kurzen Arm und enthielten
Sequenzverlangerungen an den der Neo-Kassette abgewandten Enden. Das
Kontrollkonstrukt, mit dem die homologe Rekombination des Ngb-ko1-Targeting-
Vektors imitiert werden sollte, enthielt folglich am 5°-Ende zusatzliche 577 bp aus dem
flankierenden genomischen Bereich der Ngb-Sequenz, die als Bindungsstelle flr einen
entsprechenden Primer verwendet werden konnten (Abb.3-42). Der zweite PCR-Primer
war spezifisch fur den 5°-Bereich der Neo-Kassette. Mit diesem Primerpaar sollte in

homolog rekombinierten ES-Zellen ein ca. 1700 bp langes Amplifikat nachgewiesen

werden.
homol_oge 2 ” E3 E 1_kb
IRIkI 2 % NEO % EEENI
7500

,+K in pPNT“-Konstrukt

Primer u u
mmuNgb-ko_Test-PCR1 pPNT 5'Neo
Amplifikat | I 1700 bp

Abbildung 3-42 Kontrollkonstrukt zur Etablierung des PCR-Schnelltests fiir den Ngb-ko1-
Targeting-Vektor. Das ,,+K in pPNT“-Konstrukt enthalt den kurzen Arm des Ngb-ko1-
Targeting-Vektors sowie zusiatzliche 580 bp aus der 5 -flankierenden genomischen Ngb-
Sequenz. Das Plasmid diente zur Etablierung eines PCR-Schnelltests zur
Genotypisierung von rekombinanten ES-Zell-Klonen. Dabei wurde ein Primer im 5'Breich
der Neomycin-Sequenz und der andere in der flankierenden genomischen Sequenz
lokalisiert, wodurch in der PCR ein 1700 bp Fragment generiert wurde.
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In den Ngb-ko3.1 und Ngb-ko3.2 Targeting-Konstrukten war der kurze Arm identisch.
Aus diesem Grund wurde nur ein Kontroll-Konstukt fur beide Vektoren hergestellt.
Hierbei lag eine Verlangerung um 395 bp am 3’-Ende des Kontrollfragments vor, die
als Bindungsstelle fir einen der PCR-Primer genutzt werden sollte. Da das +K-
Fragment analog zum kurzen Arm in die MCS 2 3’-abwarts der Neo-Kassette des
pPNT-Vektors einkloniert wurde, wurde der zweiter Primer fir die Test-PCR im 3'-
Bereich der Neomycin-Sequenz gewahlt (Abb. 3-43). Mit dieser Primerkombination

sollte in positiven ES-Zell-Klonen ein ca. 2750 bp langes Fragment amplifiziert werden.

homologe E3 E4 ~ w——

Rekombinante Tkb
| N N |

»+TK in pPNT“-Konstrukt

0000000000000 0000000000000 000 o ©

Primer | y
pPNT3'Neo mmu-posK-Eco

Amplifikat ] 2750 bp

Ngb-ko3-Sonde 1 E

Abbildung 3-43 Kontroll-Konstrukt zur Etablierung des PCR-Schnelltests fiir die Ngb-
ko3.1 und 3.2-Targeting-Vektoren. Das ,,+K in pPNT“-Konstrukt enthélt den kurzen Arm
der Ngb-ko3.1 und 3.2-Targeting-Konstrukte sowie zusitzliche 395 bp aus der 3'-
flankierenden genomischen Ngb-Sequenz. Das Plasmid diente zur Etablierung eines
PCR-Schnelltests zur Genotypisierung von rekombinanten ES-Zell-Klonen. Dabei wurde
ein Primer im 3'-Bereich der Neomycin-Sequenz und der andere in der flankierenden
genomischen Sequenz lokalisiert, wodurch in der PCR ein 2750 bp Fragment generiert
wurde. Mit Hilfe der spezifischen Sonde (S1) sollten eventuell auf einem Gel nicht
sichtbare Banden mittels einer Southern Blot-Hybridisierung der PCR-Ansétze detektiert
werden.

Targeting- Gen-spezifischer Primer Neo-spezifischer Amplifikatlange in
Konstrukt Primer homolog rekombinierten
ES-Zellen
Ngb-ko1 mmuNgb-ko_Test-PCR1 pPNT5 Neo 1700 bp
Ngb-ko3.1 und 3.2 | mmu-ko3-posK+Eco pPNT3'Neo 2750 bp

Tabelle 3-9 Primerkombination und Fragmentlinge zum Nachweis von Targeting-
Ereignissen mittels PCR
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Durch entsprechende Verdunnungen der +K-Plasmide mit genomischer Maus-DNA
wurde die Situation eines ,single copy“ Gens im Maus-Genom imitiert, anhand derer
die optimalen PCR-Bedingungen flr eine effiziente Amplifikation des Fragments aus
ES-Zell-Lysaten bestimmt werden konnten. Dazu wurde je 1 ug genomische DNA mit 1
ng, 100 pg, 10 pg und 1 pg +K-Plasmid-DNA versetzt und fiir die PCR-Amplifikation
eingesetzt. 1ug genomische DNA entsprechen 3,4x10° Molekiilen Maus-Genom bei
einer GroRe von 2,7x10° bp. Bei einer PlasmidgroRe von 9 kb (pPNT inklusive der +K-
Fragmente) entsprechen 1 pg DNA ca. 1x10"" Molekiilen. Folglich waren in 1 pg
Plasmid-DNA 1x10° Molekiile enthalten, so dass das Verhaltnis von +K-Konstrukt-
Molekilen zu Maus-Genom-Molekiilen bei 1:3,4 lag. Somit lag es sogar unter dem
erwlnschten Verhaltnis von 1:2, das genlgt hatte, um ein heterozygot vorliegendes

Merkmal im Genom nachzuweisen.

2641/
2832 bp Marker: pF-DNAxEco RI/Hindlll

Spur 1: 1 ng +K-Plasmid ohne genom. DNA
Spur 2: 1 ng +K-Plasmid/ 1x10” Molekiile
Spur 3: 100 pg +K-Plasmid/ 1x10” Molekiile
Spur 4: 10 pg +K-Plasmid/ 1x 10°® Molekiile
Spur 5: 1 pg +K-Plasmid/ 1x10° Molekiile
Spur 6: 100 fg +K-Plasmid/ 1x 10* Molekiile
Spur -K:Leerkontrolle

Abbildung 3-44 Etablierung des PCR-Assays fiir das Konstrukt Ngb-ko1. Die PCR-
Ansitze in Spuren 2-6 wurden mit je 1 uyg genomischer Maus-DNA versetzt, was einer
Anzahl von 3,4x1 0° Molekiilen entspricht.

1591 bp
1226 bp

~1700 bp

1 2 3 4 M2 K

23130 bp §

9419 bp [l

6557 bp [

besid
4371 bp
! ~2750 bp
gsgz bp Uuuu 2641/2632bp Marker1: pFDNAxEco RI/Hindlll
PeB o Spur 1: 1 ng +K-Plasmid/ 1x10® Molekiile

1591 bp Spur 2: 100 pg +K-Plasmid/ 1x10” Molekiile
1226 bp Spur 3: 10 pg +K-Plasmid/ 1x 10° Molekiile

Spur 4: 1 pg +K-Plasmid/ 1x10° Molekiile
Marker2: Lambda-DNAxHindlIl
Spur -K:Leerkontrolle

Abbildung 3-45 Etablierung des PCR-Assays fiir die Konstrukte Ngb-ko3.1 und 3.2. Die
PCR-Ansitze wurden mit je 1 pg genomischer ES-Zell-DNA versetzt, was 3,4x10°
Molekiilen Genom entspricht.
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Ngb-ko1 Ngb-ko3.1 und 3.2
Taqg-Polymerase (Sigma) 0,2 ul 0,2 pl
Annealing 62°C 62°C
Elongation 2 min 2 min 30 sec
Anzahl der Zyklen 40 40

Tabelle 3-10 Optimierte PCR-Bedingungen fiir die Genotypisierung der ES-Zell-Lysate.

Die ES-Zell-Lysate, die mit dem PCR-Schnelltest analysiert wurden, wiesen meistens
sehr unterschiedliche DNA-Konzentrationen auf. Dies erdffnete die Mdéglichkeit, dass
im PCR-Schnelltest nicht ausreichend Amplifikat gebildet wurde, um eine eindeutige
Bande auf einem Agarosegel zu sehen. Zur Steigerung der Nachweisempfindlichkeit
wurden die PCR-Ansatze daher mittels Southern Blot-Transfer auf eine
Nitrocellulosemembran (bertragen und mit einer radioaktiv markierten Sonde (S1)
hybridisiert (Abb. 3-43). Hierflir wurde mit dem Primerpaar ,mmu-Ko3-Sonde1-for“ und
»,mmu-ko3-P4R+Eco“ ein 558 bp langes Amplifikat generiert, das zu Detektion der

eventuell auf einem Gel nicht sichtbaren Banden bei 2750 bp verwendet werden sollte.

3.5.5 Etablierung von Southern Blot-Nachweisen zur Detektion von

Targeting-Ereignissen

Die PCR-Schnelltests mit Zell-Lysaten aus transformierten ES-Zellen als
Ausgangsmaterial stellen eine etablierte Methode zum ,screening” grofler Menge von
Proben dar (Kim and Smithies, 1988; Ramirez-Solis et al., 1993). Dennoch ersetzen
sie nicht den zweifelsfreien Nachweis der homologen Rekombinanten mittels einer
genomischen Southern-Hybridisierung. Hierflir wurde aufgereinigte ES-Zell-DNA in
grolkeren Mengen bendétigt (ca. 20 pg). Mittels einer spezifischen DNA-Sonde und
sorgfaltig ausgesuchten Restriktionsenzymen sollte im Wildtyp-Ngb-Genlokus ein
Fragment bestimmter Grofe detektiert werden. Zu beachten war dabei, dass sowohl
die Sonde als auch die Restriktionsschnittstellen aulerhalb der klonierten
.,Rekombinationsarme® lokalisiert waren, denn sonst kdénnten unspezifisch integrierte
Targeting-Vektoren ein Southern-Signal liefern und ein homologes

Rekombinationsereignis vortauschen. Infolge homologer Rekombination wiirde sich die
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FragmentgroRe verandern, denn mit dem aufgenommenen Vektoranteil ware eine
zusatzliche Schnittstelle fir das verwendete Enzym im Genom enthalten. Da die
Rekombination Heterozygotie erzeugt, sollte bei der anschlielenden Detektion zum
einen das authentische genomische Fragment und zusatzlich eine zweite,

entsprechend kleinere Bande sichtbar werden.

Fir das Ngb-ko1-Konstrukt wurde die Restriktionsendonuklease Nco | zur Etablierung
der genomischen Southern Blot-Analysen verwendet. Das Enzym schneidet die
genomische Wildtyp-Ngb-Sequenz an zwei definierten Stellen, wobei ein 7110 bp
langes Fragment entsteht. Eine zusatzliche Nco I-Schnittstelle lag im Bereich der
Neomycin-Kasette im Targeting-Konstrukt (Abb. 3-46). Nach erfolgter homologer
Rekombination am Genort sollten demnach zwei Nco |-Restriktionsfragmente von 2720
und 4571 bp entstehen. Um die Restriktionsfragmente am Ngb-Genort nachweisen zu
konnen, wurde eine entsprechende DNA-Sonde bendtigt. Fir das Ngb-ko1-Konstrukt
wurden zwei Sonden aus verschiedenen Genbereichen hergestellt. Sonde 1 (S1) sollte
im 5°-Bereich der Ngb-Sequenz auferhalb des Vektorkonstruktes, jedoch innerhalb der
Nco |-Schnittstellen im Genom binden und gegebenenfalls entweder nur bei 7110 bp
oder bei Heterozygotie mit der 7110 und 2720 bp Bande im genomischen Southern
Blot hybridisieren. Sonde 2 (S2) stammte aus dem 3’-Bereich der genomischen Ngb-
Sequenz und sollte ebenfalls mit dem 7110 bp Wildtyp-Fragment hybridisieren sowie
im Fall einer heterozygot vorliegenden Rekombination zusatzlich an das 4571 bp lange

Restriktionsfragment binden.

Ngb-Wildtyp-Allel EA1 E2 E3 E4 1_kb
EEE W EEENEI
[S1] (S2]
1 7500
Nco | Nco I|-Restriktionsfragment Wildtyp (7110 bp) Nco |
homologe E3 E4
Rekombinante 7 %
EEE /// NEO %/ EEEE]
% 2
57 !| 2] 7500
Nco | Nco I-Restriktionsfragment Nco | Nco I-Restriktionsfragment Nco |
rekombinant 1 (2720 bp) rekombinant 2 (4571 bp)

Abbildung 3-46 Strategie zur genomischen Southern Blot-Analyse von rekombinanten
ES-Zellen des Ngb-ko1-Vektor-Konstruktes. Nach der Restriktion genomischer DNA mit
Nco | sollte im Wildtyp ein 7110 bp langes Fragment generiert werden, an das beide
Sonden (S1 und S2) hybridisieren sollten. Infolge homologer Rekombination, wiirde eine
zusatzliche Nco I-Schnittstelle in der Neo-Kassette heterozygot ins Ngb-Gen eingefiigt
werden, so dass zwei Fragmente entstehen miissten von denen das 2720 bp lange mit
Sonde 1 und das 4571 bp lange mit Hilfe von Sonde 2 detektiert werden sollte.
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Sonde 1 Sonde 2
Primer 1 mmu_Ngb-ko_5_Sonde 1=1b) mmuNgb-ko_7_Sonde 2
Primer 2 mmuNgb-ko_6R_Sonde 1 mmuNgb-ko_8R_Sonde 2
Sondenlange 307 bp 513 bp
Detektierte Fragmentlange im
Wildtyp 7110 bp 7110 bp
Detektierte Fragmentldngen in
heterozygoten Rekombinanten 7110 bp + 2720 bp 7110 bp + 4571 bp

Tabelle 3-11 Primerkombination und Liange der Sonden zur Southern Blot-
Genotypisierung von Ngb-ko1 rekombinanten ES-Zellen.

Um die Southern Blot-Hybridisierungen mit den transformierten ES-Zell-DNAs
durchfuhren zu kénnen, mussten die Hybridisierungs- und Waschbedingungen in
Vorversuchen optimiert werden. Eingesetzt wurde dabei mit Nco | verdaute
genomische Maus-DNA aus Leber und embryonalen Stammzellen. Zusatzlich diente
Nco I-verdaute PAC-DNA als Positivkontrolle. Nach einer zweitdgigen Expositionszeit
zeichneten sich auf dem Rontgenfilm die gewlnschten Banden in der erwarteten
Wildtyp-GréRe von 7110 bp ab, die nach 1 %2 Wochen Expositionszeit eindeutig
identifiziert werden konnten (Abb. 3-47). Zudem haben beide Sonden gleich gut an die
genomische DNA-Bande hybridisiert, so dass beide zum Nachweis von homologen

Rekombinationsereignissen in Ngb-ko1-transformierten ES-Zellen gut geeignet waren.

23130 bp

9419 bp =

6557 bp
7110 bp

4371 bp

Abbildung 3-47 Genomischer Southern Blot-Vorversuch fiir das Ngb-ko1-Konstrukt.
Aufgetragen wurden je 15 pg Maus-Leber-DNA (Spur 1), 10 ug ES-Zell-DNA (Spur 2) und
100 ng PAC-DNA (Spur 3). Alle DNAs wurden mit Nco | verdaut und durch Fallung
aufgereinigt. Nach dem Southern Blot wurde eine Halfte der Membran mit radioaktiv
markierter Sonde 1 (B) und die zweite Halfte mit radioaktiv markierter Sonde 2 (C)
hybridisiert. Die Rontgenfilme in Abb. B und C wurden nach 1 2 Wochen entwickelt.
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Auch zum Nachweis der Ngb-ko3.1 und Ngb-ko3.2-Konstrukte per genomischer
Southern Blot-Analyse wurde die Restriktionsendonuklease Nco | ausgewahlt, die in
Wildtyp-DNA ein 7110 bp langes Fragment erzeugt. Durch die zusatzliche Schnittstelle
in der Neo-Kassette sollte in rekombinanter DNA ein Fragment von 4072 bp entstehen
(Abb. 3-48). Die hergestellte Sonde (ko3-Sonde2) sollte im Genom 3 -abwarts des
kurzen ,Rekombinationsarmes® binden. Da der Hybridisierungsbereich dieser Sonde
noch im +K-Kontrollfragment lokalisiert war, konnte das ,+K in pPNT“-Plasmid (ca.
9550 bp), nachdem es mit Nco | linearisiert wurde, als Positivkontrolle fir die

Hybridisierung verwendet werden.

1kb
E1 E2 E3 E4

Ngb-Wildtyp-Allel
| N N | %

1
@ ‘II7000
|

Nco | Nco I-Restriktionsfragment Nco |
Wildtyp (7110 bp)
homologe E3 E4
Rekombinante
EEm

[s2

Nco | Nco | Nco |
Nco I-Restriktionsfragment
rekombinant (4070 bp)

Abbildung 3-48 Strategie zur genomischen Southern Blot-Analyse von rekombinanten
ES-Zellen der Ngb-ko3.1 und Ngb-ko3.2-Targeting-Konstrukte. Nach der Restriktion
genomischer DNA mit Nco | sollte im Wildtyp ein 7110 bp langes Fragment generiert
werden, das mit Hilfe einer spezifischen Sonde (S2) detektiert werden sollte. Infolge
homologer Rekombination, wiirde eine zusatzliche Nco I-Schnittstelle in der Neo-
Kassette ins Ngb-Gen eingefiigt werden, so dass eine Verkiirzung des entsprechenden
Fragmentes auf 4070 bp detektiert werden sollte.

Ko3-Sonde 2
Primer 1 ko3Sonde2for
Primer 2 ko3SondeZ2rev
Sondenlange 369 bp
Detektierte Fragmentlange im Wildtyp 7110 bp
Detektierte Fragmentlange in heterozygoten Rekombinanten 7110 bp + 4072 bp

Tabelle 3-12 Primerkombination und Lange der Sonden zur Southern Blot-
Genotypisierung von Ngb-ko3.1 und 3.2 rekombinanten ES-Zellen.
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Entsprechend mussten auch hier zunachst die Versuchbedingungen optimiert werden,
bevor die eigentlichen Tests der ES-Zell-DNAs durchgefuhrt werden konnten.
Eingesetzt wurde Nco I-verdaute genomische DNA aus Maus-Leber. Wie bereits oben
beschrieben wurde das ,+K in pPNT“-Konstrukt ebenfalls mit Nco | geschnitten, was
die Linearisierung des Plasmids zur Folge hatte, da die genomische Nco |-Schnittstelle

auflerhalb des 3"-Kontroll-Integrats lag.

Nachdem der Blot Uber Nacht bei 62 °C mit der radioaktiv markierten Sonde
hybridisiert und am nachsten Tag entsprechend den Angaben unter 2.13.1 gewaschen
wurde, wurde ein Réntgenfilm aufgelegt. Nach einer Exposition des Rdntgenfilms tber
Nacht war zunachst bei ca. 9550 bp nur die Positivkontrolle zu sehen. Nachdem ein
zweiter Film Uber 1 %2 Wochen exponiert wurde, wurde die erwartete Bande in der
genomischen Wildtyp-DNA bei 7110 bp sichtbar (Abb. 3-49).

7110 bp

Abbildung 3-49 Southern Blot-Versuch zur Genotypisierung rekombinanter ES-Zellen. 30
Mg genomische Mausleber-DNA wurden mit dem Enzym Nco | verdaut und nach der
Féallung auf einem groBen 1%igen Agarosegel aufgetrennt (A, Spur 1) Als Positivkontrolle
wurde das Konstrukt ,,+K in pPNT“ mit Not | linearisiert und 5 pyl aus einer 1:100
Verdiinnung aufgetragen (A, Spur 2). Nach der Exposition tiber Nacht war auf dem
Réntgenfilm lediglich die Positivkontrolle zu sehen (B). Nach einer Expositionszeit von 1
= Wochen konnte in der%enomischen DNA die erwartete Bande bei 7110 bp detektiert
werden (C). M=MassRuler ™ DNA Ladder High Range (MBI Fermentas).
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3.5.6 Genotypisierung von rekombinanten ES-Zell-Klonen

Die Praparationsmethode zur Isolierung der knock out-Plasmide sollte gewahrleisten,
dass die Plasmid-DNA-LAsung keine bakteriellen Endotoxine enthielt, die sich negativ
auf die Transformation eukaryotischer Zellen auswirken konnten (Weber et al., 1995).
Dafiir eignete sich sowohl der ,Concert Rapid Plasmid Preparation Kit* wie auch der
.EndoFree Plasmid Maxi Kit* der Firma Qiagen. Fur die Transformation der ES-Zellen
mit den Ngb-Targeting-Vektoren mussten die Targeting-Konstrukte zundchst mit dem
Restriktionsenzym Not | linearisiert werden. Nach anschlieBender PCI-Extraktion und
Fallung mit 3M Natriumacetat wurden schlief3lich pro Transformation ca. 25 ug in
HPLC-Wasser geldsten Vektors, in einer Konzentration zwischen 0,5 und 1 ug/ul, nach
Wirzburg geschickt. Dort erfolgte die Transformation der embryonalen Stammzellen
mittels Elektroporation. Die G-418-Selektion wurde nach 24 h fir 6-7 Tage
durchgefiihrt. Danach wurden die resistenten Klone auf 96well-Platten Ubertragen.
Nach der Weiterkultivierung wurde ein Teil der ES-Zellen eingefroren und der andere in
Form von Roh-DNA-Lysaten fir die Genotypisierung mittels PCR-Schnelltest nach
Mainz geschickt. Wurden dabei potentielle positive Klone identifiziert, so wurden in
Wirzburg die entsprechenden ES-Zell-Klone aufgetaut und fir eine ,saubere” DNA-
Praparation weiterkultiviert. In Lysispuffer geloste Zell-Pellets wurden auf Trockeneis
nach Mainz verschickt. Die daraus gewonnene DNA wurde flir die Genotypisierung

mittels PCR-Schnelltest und genomischer Southern Blot-Analyse verwendet.

9414 bp 116780 bp

2641/
2632 bp

Abbildung 3-50 Ngb-ko1-Targeting-Vektor
Plasmidpraparationen 1 und 2 (A, 0,5 ug)
linearisierte Plasmide (B, 0,5 ug).
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Das Ngb-ko1-Targeting-Konstrukt wurde insgesamt vier Mal in embryonale
Stammzellen transformiert (Tab. 3-13). Die Analyse der erhaltenen 1344 ES-Zell-Klone
per PCR-Schnelltest erbrachte kein positives Ergebnis, d.h. es konnte dabei keine
spezifische Rekombination des Vektors mit der genomischen Ngb-Sequenz
nachgewiesen werden. Auch die anschlielienden Southern Blot-Analysen der PCR-
Produkte fihrten nach der Hybridisierung mit dem radioaktiv markierten +K-Fragment

nicht zur Identifizierung von positiven Klonen.

Transformation Nr. 1 2 3 4
Anzahl der gepickten 96well-Platten 6 3* 5* 6
Anzahl der per PCR-Schnelltest und PCR-Southern ~ 6x96 2x96 - 576
Blot-Analyse untersuchten ES-Zell-Lysate 576 192

Tabelle 3-13 Transformationen des Ngb-ko1-Targeting-Vektors. Nach vier
Transformationen wurden insgesamt 20x96well-Platten mit ES-Zell-Klonen geerntet und
in Form von Roh-DNA-Lysaten nach Mainz geschickt. Davon war eine Platte aus der
Transformation 2 und die fiinf 96well-Platten aus der Transformation 3 fiir die
Genotypisierung per PCR-Schnelltest ungeeignet (*). Aus der Analyse der librigen
14x96well-Platen mit transformierten ES-Zell-Klonen ist kein positiver Klon
hervorgegangen.

Die Untersuchung auf homologe Rekombination per PCR-Schnelltest erfolgte anhand
von Roh-DNA-Praparationen in Form von ES-Zell-Lysaten. Zunachst wurden je 5 ul der
Lysate aus je drei 96well-Platten (ggf. zwei 96well-Platten) zu sog. DNA-Pools vereint.
Nach Auskunft unseres Ansprechpartners in Wirzburg sollten erfahrungsgeman je 5 pl
der DNA-Pools ausreichen, um per PCR-Schnelltest ein  homologes
Rekombinationsereignis in einem der ES-Zell-Klone nachweisen zu kdnnen. Im Fall
des Ngb-ko1-Targeting-Konstruktes sollte hierfir mit der Primerkombination ,mmuNgb-
ko Test-PCR1“ und ,pPNT 5'Neo” ein 1700 bp langes Fragment amplifiziert werden
(Abb. 3-42; Tab. 3-9). Bei jeder analysierten 96well-Platte, wurde eine Positivkontrolle
mit verdinnter ,+K in pPNT“-Plasmid-DNA, die mit 4 yl ES-Zell-Lysat versetzt wurde,
mitgeflhrt. Diese sog. ,spiking“-Kontrolle diente dazu, mdgliche inhibitorische Effekte
der Roh-DNA-Praparate auf die PCR ausschlieRen zu kénnen. Mit dieser Methode
erwiesen sich die ES-Zell-Lysate von einer 96well-Platte aus der zweiten und aller finf
96well-Platten aus der dritten Transformation (Tab. 3-13*) als nicht amplifizierbar und
konnten somit nicht im PCR-Schnelltest untersucht werden. Der Aufreinigungsversuch
dieser Roh-DNA-Lysate Uber Silica-Saulchen hatte groRe DNA-Verluste zur Folge, so

dass auf diese Vorgehensweise im weiteren Verlauf verzichtet wurde und stattdessen
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neue Transformationen durchgefiihrt wurden. Um zu dberprifen, ob die Roh-DNA-
Lysate prinzipiell zur Amplifikation genomischer Fragmente geeignet waren, wurden
vorab Test-PCRs an einer Auswahl von mind. 6 ES-Zell-Lysaten pro Platte
durchgefihrt. Im Rahmen der Ngb-ko3.1-Transformationen wurde dabei mit der
Primerkombination ,317xI“ und ,377xI* ein rund 2700 bp langes Amplifikat aus dem
Maus-STK33-Genbereich (Mujica et al., 2001) generiert. Trotz der schwankenden
DNA-Konzentrationen der ES-Zell-Lysate, die sich in den unterschiedlichen
Endkonzentrationen der PCR-Produkte widerspiegelten, konnte das entsprechende
Fragment, abgesehen von den sechs o.g. Platten, in allen untersuchten ES-Zell-

Lysaten amplifiziert werden.

Um eine Erklarung fur das Wachstum der ES-Zellen trotz der nicht nachweisbaren
homologen Rekombination zu finden, wurden zahlreiche Test-PCRs durchgeflihrt.
Dabei stellte sich heraus, dass in den transformierten und G418-resistenten ES-Zell-
Klonen die Neo-Box und ein Teil des langen Armes des Ngb-ko1-Targeting-
Konstruktes enthalten waren, wahrend der kurze Arm keinesfalls vollstandig ins
Genom integriert wurde. Offensichtlich wurde der Ngb-ko1-Vektor unvollstadndig und an
falscher Stelle durch illegitime Rekombination ins Genom aufgenommen, so dass die

ES-Zellen die Antibiotikaresistenz erlangten.

23130 bp
9419 bp
6557 bp

€—Ngb-ko3.2
17198 bp

Ngb-ko3.1

4371 bp 12e3 bp

2322 bp
2028 bp
Abbildung 3-51 Linearisierte Ngb-ko3.1 und 3.2-

Targeting-Plasmide fiir die Transformation (je 0,5 pl).

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurden insgesamt vier Aliquots des linearisierten
Ngb-ko3.1-Targeting-Konstruktes und finf Aliquots des linearisierten Ngb-ko3.2-
Vektors zur Transformation in ES-Zellen nach Wiirzburg geschickt (Tab 3-14). Zudem
wurden drei Aliquots des linearisierten Ngb-ko3.2-Vektors bei -20°C eingelagert und
kénnen jederzeit fur weitere Transformationen verwendet werden. In der folgenden
Tabelle sind die Daten der zuletzt durchgefiihrten Vektorpraparationen

zusammengefasst und der Verbleib der Proben notiert (Tab. 3-14).
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Name der Probe Volumen Konzentration ‘ Menge ‘ Verbleib der Probe
Ngb-ko3.1 29 ul 0,85 ug/ul | 25 ug | Wirzburg
Ngb-ko3.1 Rest 20 pl 0,85 ug/pl | 17 ug | -20°C

Ngb-ko3.2 50 ul 0,9 ug/ul | 45 ug | Wirzburg
Ngb-ko3.2* 28 ul 0,9 pug/pl | 25 g | -20°C

Ngb-ko3.2* (vom 2.5.) 50 ul 1 pg/pl | 50 ug | -20°C

Ngb-ko3.2* (vom 2.5.) 30 ul 1 pg/pl | 30 ug | -20°C

Tabelle 3-14 Linearisierte Ngb-ko3.1 und -ko3.2 Plasmide. Mit * markierte Proben kénnen
fiir weitere Transformationen verwendet werden

Die Transformationen der ES-Zell-Lysate mit dem Ngb-ko3.1-Targeting-Konstrukt
waren nur bedingt erfolgreich. Es sind jedes Mal nur sehr wenige ES-Zell-Klone
gewachsen, so dass das Picken und ,screening” keinen Sinn machte. Mit dem
Konstrukt Ngb-ko3.2 wurden deutlich bessere Ergebnisse erzielt, wobei zwei
Transformationen der ES-Zellen mit dem Targeting-Vektor aufgrund von technischen
Problemen in Wirzburg keine zu untersuchenden ES-Zell-Klone hervorbrachten.
Folglich wurden fir das Konstrukt Ngb-ko3.2 insgesamt 13x96well-Platten mit ES-Zell-
Lysaten (1248 Klone) aus drei erfolgreichen Transformationen per PCR-Schnelltest
analysiert. Da auf den anschliellienden Agarosegelen keine Banden in der erwarteten
Hoéhe sichtbar waren, wurden alle PCR-Ansatze per Southern Blot-Analyse mit
radioaktiv markierter Sonde 1 (Abb. 3-43) hybridisiert. Dabei lieferten insgesamt 43
Klone nach 4tagiger bis 1wdchiger Expositionszeit schwache Hybridisierungssignale.
Nach ,sauberer® DNA-Praparation und Wiederholung des PCR-Schnelltests sowie
Southern Blot-Nachweis von 16 mit Nco | restringierten genomischen DNAs der

entsprechenden Stammzell-Klone konnte dieser Befund jedoch nicht verifiziert werden.

Transformation 1 2 3

Anzahl der gepickten 96well Platten 2 6 5

Anzahl der per PCR-Schnelltest und PCR- Southern Blot-Analyse 192 576 480
untersuchten ES-Zell-Lysate

Anzahl der per PCR-Schnelltest untersuchten ES-Klone 8 19 16

Anzahl der per genomischen Southern Blot analysierten ES-Klone - - 16

Tabelle 3-15 Transformationen des Ngb-ko3.2-Targeting-Vektors. Insgesamt wurden
13x96well-Platten mit ES-Zell-Klonen nach drei erfolgreichen Transformationen geerntet
und anhand von Roh-DNA-Lysaten im PCR-Schnelltest analysiert. An insgesamt 43
praparierten DNAs aus vermutlich positiven ES-Zell-Klonen sollten die Ergebnisse
anhand eines PCR-Schnelltests an ,,sauberer“ DNA verifiziert werden, zusatzlich wurden
16 Klone per genomischer Southern Blot-Analyse untersucht.
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Um die Sensitivitat der PCR-Schnelltests sicherzustellen, wurden diesmal die Roh-
DNA-Lysate nicht ,gepoolt* sondern einzeln untersucht. Um die Eignung der ES-Zell-
Lysate zur PCR-Amplifikation zu Uberprifen, wurde als Positivkontrolle auch hier, wie
fur den Vektor Ngb-ko1 bereits beschrieben, mit 4 ul ES-Zell-Lysat versetztes ,+K in
pPNT“-Plasmid eingesetzt. Zusatzlich wurde mit der Primerkombination ,mmu-ko3-
P3+Bam“ und ,mmu-ko3-posK+Eco“ ein genomisches Amplifikat, ungefahr in der
Grolie des erwarteten Fragmentes nach der homologen Rekombination, amplifiziert.
Nach der ersten Transformation wurde auf diese Weise zunachst exemplarisch eine
ganze 96well-Platte mit ES-Zell-Lysaten analysiert, nach Transformationen 2 und 3
wurden je 8 Klone pro Platte entsprechend analysiert. Mit diesen Primern, die auch
schon zur Amplifikation des +K-Fragmentes fiir die Targeting-Konstrukte Ngb-ko3.1
und Ngb-ko3.2 eingesetzt wurden, konnte in mehr als 80 % der untersuchten ES-Zell-
Lysate das erwartete Fragment nachgewiesen werden, was von einer guten Qualitat
der DNAs zeugte, die es ermoglichen sollte homolog rekombinante ES-Zell-Klone im

PCR-Schnelltest zu identifizieren.

i whnd ais Dan e ¢ - e A WD g e
I
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Abbildung 3-52 Test einer 96well Platte mit ES-Zell-Lysaten beziiglich der DNA-Qualitat.
Mit der Primerkombination ,,mmu-ko3-P3+Bam‘“ und ,,mmu-ko3-posK+Eco“ wurde das
entsprechende genomische Ngb-Fragment amplifiziert.

Nach der ersten Transformation wurden 8 Klone und nach der zweiten 20 Klone
aufgrund von Southern Blot-Hybridisierungssignalen zur Praparation von genomischer
DNA herausgesucht. Nachdem ein Klon nach dem Auftauen nicht mehr gewachsen
war, wurden die gereinigten DNAs der Ubrigen 27 Klone per PCR getestet, wobei fur
jede DNA die Amplifikation des genomischen +K-Kontrollfragments mitgefuhrt wurde.

Wahrend in allen DNAs das Kontrollfragment einwandfrei generiert wurde, lie3 sich das
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gewunschte Amplifikat zum Nachweis der homologen Rekombination nicht herstellen
(Abb. 3-53A). Auch die Southern Blot-Analyse der PCR-Ansatze fiuhrte nicht zum
gewlnschten Ergebnis. In 16 nach der dritten Transformation identifizierten ES-Zell-
Klonen konnte in der gereinigten genomischen DNA ebenfalls nur das
Kontrollfragment, jedoch nicht das in homologen Rekombinanten erwartete Amplifikat
nachgewiesen werden (Abb. 3-53B). Dennoch wurden diese DNAs mit Nco |
restringiert und per genomischem Southern Blot analysiert. Auch hierbei wurde
lediglich das genomische Ngb-Fragment mit 7110 bp nachgeweisen, wahrend die, flr
das rekombinante Ngb-ko-Gen bei 4070 bp erwartete Bande fehlte (ohne Abb.).

‘ : 2 345678 91011121314
MA+T #2+3%4+5+6+7+K-% 3

uUbuuuuuueY

+K
Fragment
2203 bp

v BBl 3
M+*8 +9+10+11+127+ 13 +14+15 M

1112131415 16

Abbildung 3-53 Test-PCRs und PCR-Schnelltest der gereinigten ES-Zell-DNA, der anhand
von ES-Zell-Lysaten aus drei Transformationen des Ngb ko3.2-Vektors identifizierten
vermutlich positiven ES-Klone. Nach Transformationen 1 und 2 wurden insgesamt 27 (A)
und nach Transformation 3 weitere 16 Klone (B) ndher untersucht. In jeder der DNAs lieB
sich das genomische +K-Fragment (2203 bp) amplifizieren, wahren der Nachweis der
homologen Rekombination mittels PCR-Schnelltest ohne Erfolg blieb. M=MassRuler™
bzw. GeneRuler™ DNA Ladder Mix (MBI Fermentas).
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3.6 Experimente zur Herstellung einer Cytoglobin knock out-

Maus

3.6.1 Der Cygb knock out-Vektor

Das Cygb-Targeting-Konstrukt wurde von Ales Obrdlik im Rahmen seiner Diplomarbeit
(2003) hergestellt. Die genaue Vorgehensweise bei den Klonierungsarbeiten kann
dieser Arbeit enthommen werden. Im Folgenden soll anhand einer Skizze, die
ebenfalls der o.g. Arbeit entnommen wurde, das Konstrukt kurz erlautert werden
(Abb.3-34).

Notl

Abbildung 3-54 Ubersichtsskizze
des Cygb-Vektors. Die homologen
Arme des Cygb-knock out-
Konstruktes wurden in den pPNT-
Vektor kloniert. In die
Schnittstellen Not | und Sda | der
MCS 1 wurde der lange Arm (5°-
Knockout-Integrat, 8,6 kb) und in
die Schnittstellen Xba | und Kpn |
der MCS 2 der kurze Arm (3'-

Cygb-Knockout-Vektor
17.044 bp 5'Knockout-
Integrat

(8,6 kb)

HSV tk /|

e ‘ 3'Knockout-Integrat

“en! \i{\ THIRD) Knockout-Integrat, 1,1 kb)
\‘\_\.;, “targeting-sequence” integriert. Die Neo-Kassette
I ersetzt das zweite Exon des Cygb-
Xbal = ™ Gens, in dem wichtige funktionelle
PGK -1 pr ' Aminosauren enthalten sind.

Sdal

Der lange Arm des Cygb-ko-Vektors erstreckt sich iber 8,6 kb aus dem 5°-Bereich der
genomischen Cytoglobin-Gensequenz einschliel3lich Exon 1. Teile des ersten Introns
und Exon 2 sind im Konstrukt durch die Neomycin-Kasette ersetzt. Im Exon 2 befinden
sich die Kodons fiir das distale HisE7 und das proximale HisF8, die fur die Ham-
Bindung und Ligandenbindung essentiell sind, so dass infolge einer Deletion kein
funktionsfahiges Protein mehr gebildet werden kann. Die Klonierung des langen Arms
erfolgte in die Schnittstellen Not | und Sda | der MCS 1 des pPNT-Vektors. Der kurze
Arm befindet sich in den Schnittstellen Xba | und Kpn | der MCS 2 und umfasst 1,1 kb,

die sich Uber das Exon 3 und einen Teil des dritten Introns erstrecken.
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23130 bp
9419 bp
6557 bp

4371 bp

& oo Abbildung 3-55 Cygb- und Ngb-knock out-

Pasmide  Plagmide, die im Rahmen meiner Arbeit
prapariert und z.T. nach Wiirzburg geschickt
wurden. Spuren 1-3: Ngb-ko-Plasmide, Spuren
4 und 5: Cygb-ko-Plasmid-Praparationen

2322 bp
2028 bp

Im Rahmen der Diplomarbeit wurde weiterhin die erste Charge des Cygb-knock out-
Vektors fur Transformationen vorbereitet und 25 ug nach Wuirzburg geschickt. Die
ersten 6x96well-Platten (576 ES-Zell-Klone), die daraus resultierten, wurden noch von
Ales Obrdlik bearbeitet, wobei keine positiven ES-Zell-Klone identifiziert werden
konnten. Daraufhin wurde das vorbereitete zweite Aliquot mit 25 ug des linearisierten
Cygb-ko-Vektors nach Wirzburg geschickt. Die folgende Analyse von weiteren 480
ES-Zell-Klonen lieferte ebenfalls kein positives Ergebnis. Aus diesem Grund wurde im
Rahmen meiner Arbeit neue Plasmid-DNA mit dem ,EndoFree Plasmid Maxi Kit*
prapariert, mit Not | linearisiert und mittels PCI-Extraktion aufgereinigt. Ein Teil des
Vektors wurde flir erneute Transformationen nach Wirzburg geschickt, ein zweites
Aliquot bei -20 °C eingefroren und kann jeder Zeit fir eine neue Elektroporation von
ES-Zellen verwendet werden (Tab. 3-16).

Name der Probe Volumen @ Konzentration ‘ Menge | Verbleib der Probe

Cygb-ko1 50 ul 1 ug/ul | 50 ug | Wirzburg

Cygb-ko1* 60 pl 0,84 pg/ul | 50 ug | -20°C

Tabelle 3-16 Linearisierte Cygb-ko-Plasmide. Mit * markierte Probe kann fiir weitere
Transformationen verwendet werden

Insgesamt wurden folglich flr das Cytoglobin 1632 ES-Zell-Lysate per PCR-Schnelltest
und 53 DNAs aus ES-Zell-Klonen per Southern Blot-Hybridisierung untersucht.

Transformation Nr. 1 2 3

Anzahl der 96well Platten 6 5 6

Anzahl der per PCR-Schnelltest und anschliefender Southern Blot- 576 480 576
Analyse untersuchten ES-Zell-Lysate

Anzahl der per genomischen Southern Blot analysierten ES-Klone 10 14 29

Tabelle 3-17 Anzahl der untersuchten ES-Zell-Klone, nach der Transformation mit dem
Cygb-Targeting-Vektor.
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3.6.2 Analyse von rekombinanten ES-Zell-Klonen mittels PCR-
Schnelltest

Die Etablierung des PCR-Schnelltests und der Southern Blot-Analyse zum Nachweis
der Rekombination des Maus Cygb-Gens mit dem Cygb-knock out-Vektor erfolgte
ebenfalls im Rahmen der Diplomarbeit vom Ales Obrdlik (2003). Im PCR-Schnelltest
an ES-Zell-Lysaten sollte mit der Primerkombination ,pPNT3'Neo“ und
»3CygbKontrolle2“ bei einer Annealing-Temperatur von 59,5 °C ein 2086 bp langes
Amplifikat aus dem rekombinanten Maus-Genom hergestellt werden. Dabei wurde

immer eine Kontroll-PCR mit dem Cygb-+K-Konstrukt als Matrize mitgeftihrt.

Nach der zweiten Transformation des Cygb-ko-Vektors konnten in Wirzburg 5x96well
Platten mit ES-Klonen gepickt werden. Diese wurden in Form von ES-Zell-Lysaten, die
direkt als Template fiir den PCR-Schnelltest eingesetzt werden konnten, nach Mainz
geschickt. Zunachst wurde mit je acht willklrlich ausgewahlten Zell-Lysaten von jeder
Platte eine Test-PCR durchgeflihrt, in der ein genomischer Abschnitt des Ngb-Gens
unter Verwendung der Primerkombination ,mmu-ko3-P3+Bam® und ,mmu-ko3-
posK+Eco“ amplifiziert wurde. Auch hier unterlagen die DNA-Konzentrationen
offensichtlich groflen schwankten, weshalb die Bandenstarken auf einem Agarose-
Testgel sehr unterschiedlich ausfallen konnten. Dennoch wurde in fast allen ES-Zell-
Lysaten ein entsprechendes Amplifikat von 2215 bp-Lange erfolgreich detektiert. Im
PCR-Schnelltest zur Identifizierung von rekombinanten Klonen und anschliellender
Gelelektrophorese konnte zunachst kein positiver Klon identifiziert werden. Aus diesem
Grund wurden die PCR-Ansatze auf ca. 20 pl eingeengt und die Halfte auf neue
Agarosegele aufgetragen, per Southern Blot auf Nitrocellulose-Membranen transferiert
und mit der radioaktiv markierten Cygb-Sonde hybridisiert. Der erste positive Klon
konnte bereits anhand des fiur den Southern Blot verwendeten Agarosegels identifiziert
werden (siehe Abb. 3-56; F12 Platte IlI). Des Weiteren wurde nach einer 16stindigen
Expositionszeit des Rontgenfilms eine Reihe weiterer vermutlich positiver Klone mit
variierenden Signalstarken detektiert. Insgesamt wurden 18 ES-Zell-Klone, die
moglicherweise den Cygb-knock-out-Vektor erfolgreich aufgenommen hatten, in
Wirzburg bestellt. Dort wurden die entsprechenden Klone weiterkultiviert und eine
ausreichende ES-Zell-Anzahl zur DNA-Praparation fir die Southern Blot-Analysen
nach Mainz geschickt. Von den 18 ausgewahlten Klonen waren jedoch vier nach dem
auftauen in Wurzburg nicht mehr gewachsen. Dabei handelte es sich um den als

erstes identifizierten Klon F12 von der Platte |l sowie um zwei weitere ES-Zell-Klone,
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die in der Southern Blot-Analyse der PCR-Schnelltest-Produkte besonders intensive
Signale lieferten. Die anschlieBenden genomischen Southern Blot-Analysen wurden

folglich mit den 14 verbliebenen Klonen durchgeflhrt.

Gelbild P II

Abbildung 3-56 Cygb-ko PCR-Schnellest und anschlieBende Southern Blot-Analyse (A,
C-F) der Amplifikate von Platten | (A), Il (B, C) Ill (D) IV (E) und V (F). Es wurden fiinf
96well Platten mit ES-Zell-Lysaten (480 Klone) analysiert und dabei 18 vermutlich
positive Klone identifiziert. Ein Klon zeigte bereits auf dem fiir den Blottransfer
verwendetem Agarosegel ein Amplifikat in richtiger GroBe (B, F12). Die mit * markierten
Klone waren bei der Weiterkultivierung nicht mehr gewachsen und standen somit fiir
weitere Analysen nicht zur Verfiigung. Als Marker wurde links von den Proben
MassRuler™ DNA Ladder Mix (MBI Fermentas) und rechts Hind Illl verdaute A-DNA
aufgetragen. Als Positivkontrolle diente eine 1:50 Verdiinnung des PCR-Produktes mit
dem Cygb-+K-Plasmid als Matrize.
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3.6.3 Analyse der moglichen positiven ES-Zell-Klone mittels
Southern Blot

Fir die Southern Blot-Analyse sollte die genomische DNA mit dem Enzym Xmn | (Pdm
I) geschnitten und mit der radioaktiv markierten Cygb-Sonde (545 bp) bei 62°C Uber
Nacht hybridisiert werden. In genomischer DNA mit dem Wildtyp-Cygb-Gen wurde
dabei die Hybridisierung der Sonde mit einer 5134 bp-Bande erwartet, in genomischer
DNA mit erfolgreich rekombiniertem Cygb-Gen sollte zusatzlich die Hybridisierung der

Sonde mit einer 2967 bp-Bande erfolgen.

Nachdem die DNA aus den 14 ES-Zell-Klonen mittels der PCI-Extraktionsmethode
isoliert wurde, wurden je 15 ug mit dem Enzym Pdm | (Isoschizomer von Xmn 1)
restringiert. Nachdem die verdauten genomischen ES-Zell-DNAs mittels Southern Blot-
Transfer auf Nitrocellulosemembranen Ubertragen waren, wurden sie mit der radioaktiv
markierten Cygb-Sonde hybridisiert. Alle 14 Klone erwiesen sich schlieldlich als
negativ, denn es konnte nur eine Bande bei 5,1 kb identifiziert werden, die aus dem
Xmn |-Verdau des Wildtyp-Cygb-Gens stammte (Abb.3-57B). Eine zweite Bande bei 3
kb, die einen Beweis fur die erfolgreiche homologe Rekombination des Cygb-ko-
Vektors mit dem Cygb-Gen in den transformierten embryonale Stammzellen hatte

liefern konnen, fehlte.

Inzwischen wurde auch die dritte Transformation mit dem Cygb-ko-Vektor in Wirzburg
durchgeflihrt und die daraus entstandenen 6x96well-Platten per PCR-Schnelltest
analysiert. Daraus ergaben sich 29 mdglicherweise positive Klone, aus denen DNA
prapariert und per genomischer Southern Blot-Analyse charakterisiert wurde. Diese

Analyse fiihrte ebenfalls nicht zur ldentifizierung von rekombinanten ES-Zell-Klonen.
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Abbildung 3-57 Southern Blot-Analyse der per PCR ausgewahiten 14 moglicherweise
positiven ES-Zell-Klone. Die DNA wurde mit dem Enzym Xmn | bzw. Pdm | vollstdndig
verdaut (A) und mit der radioaktiv markierten Cygb-Sonde | hybridisiert. Die Exposition
der Rontgenfilme erfolgte liber Nacht und ca. eine Woche (B). Das detektierte Signal
beschrankt sich lediglich auf die 5.1 kb Bande aus dem genomischen Cygb-Abschnitt,
eine zweite Bande bei ca. 3 kb, die eine homologe Rekombination nachweisen wiirde, ist
bei keiner der untersuchten DNAs zu sehen. (M: Mass Ruler™ DNA Ladder)
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3.6.4 Expression von Neuroglobin und Cytoglobin in embryonalen

Stammzellen

Durch die grof3e Anzahl der erfolglos analysierten ES-Zell-Klone, die mit den Ngb- bzw.
Cygb-knock out-Plasmiden transformiert wurden, stellte sich die Frage, ob unter
Umstanden das Neuroglobin bzw. Cytoglobin so essentiell ist, dass ein heterozygoter
.knock out® bereits in den embryonalen Stammzellen letal wirken kénnte. Daflir sollte
mittels RT-PCR die Ngb- bzw. Cygb-mRNA-Expression untersucht werden. Hierzu
wurde aus je 3 uyg Gesamt-RNA aus embryonalen Maus-Stammzellen, Maus-Herz und
Maus-Gehirn durch reverse Transktiption (RT) cDNA hergestellt, die als Matrize flr
nachfolgende PCR-Analysen verwendet wurde. In Standard-PCR-Ansatzen wurden
anschlieflend mit den in Tab. 3-18 aufgefiihrten Primerkombinationen Abschnitte bzw.
die gesamte CDS von Neuroglobin, Cytoglobin und B-Aktin amplifiziert. Dabei stellte
sich heraus, dass weder Neuroglobin noch Cytoglobin in per RT-PCR detektierbaren
Mengen in embryonalen Stammzellen exprimiert wird, so dass die oben vermutete

Bedeutung einer Ngb- und Cygb-Expression nicht bestatigt werden konnte.

Gen Primer 1 Primer 2 FragmentgroRe
Neuroglobin mmuNgb2FX mmuNgb4RX 393 bp
Cytoglobin MMuGlobX Ndel MMuGlobX Bam HI 590 bp
B-Aktin Aktin_p2for Aktin_p3rev 292 bp

Tabelle 3-18 Primerkombination und PCR-FragmentgrofRen zur Analyse der Ngb-, Cygb-
und B-Aktin-Expression in ES-Zellen.

3000bp . ES He Hi "K ES HE
2000 bp e e—
120069 Cygb
1031 bp
900 bp

Hi -K ES He Hi -K

Cygb  [-Aktin

800 bp
700 bp
600 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp S
100 bp

Abbildung 3-58 Expression von Neuroglobin, Cytoglobin und p-Aktin in Maus Leber,
Gehirn und in embryonalen Stammzellen. M=GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus (MBI
Fermentas).
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3.7 Herstellung von induzierbaren Transgen-Konstrukten flir
Ngb und Cygb

Fur die Herstellung von transgenen Mausen wurde eine modifizierte Version des
kommerziell erhaltlichen Vektors pBI-EGFP der Firma Clontech verwendet (Anhang
Abb. 7-3). Es handelt sich hierbei um ein Plasmid mit einem bidirektionalen minimalen
CMV-Promotor, von dem aus die Expression des klonierten Gens sowie die Expression
des griun fluoreszierenden Proteins (enhanced green fluorescent protein; EGFP)
reguliert wird. Der Promotor wird in Anhangigkeit von Tetracyclin (Tc) bzw. dem

kostengunstigeren Derivat Doxycyclin (Dox) ab- bzw. angeschaltet (siehe Einleitung).

Das modifizierte pINS-pBI-Plasmid wurde von Dr. Bockamp (ZMG, Institut flr
Toxikologie; Mainz) im Rahmen einer Kooperation zur Verfligung gestellt. Zusatzlich zu
den bekannten Eigenschaften enthalt dieses Plasmid sog. Insulator-Sequenzen, die an
Position 1835 bp und 3810 bp in Form von 1080 bzw. 1985 bp langen Fragmenten in
den Orginalvektor eingefugt wurden. Die eigentliche Insulator-Sequenz umfasst dabei
jeweils 800 bp und stammt aus dem 3 Bereich der humanen B-Globingen-Domane. Es
handelt sich dabei um eine AT-reiche DNase hypersensitive Sequenz, in der
Bindestellen fur Topoisomerasen Il lokalisiert sind, die wichtig fur die Entwirrung von
supercoiled Chromatin-Loops sind (Fleenor and Kaufman, 1993). Durch die
Positionierung solcher Sequenzen flankierend zur multiplen Klonierungsstelle sollen
Positionseffekte vermieden werden, die bei der moglichen Integration des transgenen
Vektors in heterochromatische = Chromosomenbereiche auftreten und die

Genexpression negativ beeinflussen kénnen.

3.7.1 Vorbereitung des Vektors pINS-pBlI

Das erhaltene Plasmid wurde zunachst in E.coli transformiert und mittels Mini-Plasmid-
Praparationen (2.3.3) aus UN-Kulturen in benétigter Menge gewonnen. Die ldentitat
der Plasmide wurde durch Restriktionen Uberpruft. Zum einen wurde hierfur ein Enzym
gewahlt, das nur ein Mal im Plasmid schneidet und es somit linearisiert. Ferner war zu
diesem Zeitpunkt die genaue Lage der Insulator-Sequenzen nicht bekannt und sollte

zunachst anhand einer Restriktionskartierung bestimmt werden. Hierfur wurde das
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Enzym Xba | verwendet, fir das im pBI-EGFP-Vektor drei Erkennungssequenzen
enthalten sind. Das Plasmid pINS-pBl wurde von diesem Enzym 6 Mal geschnitten,
woraus 6 unterschiedliche Fragmentlangen entstanden, die insgesamt eine
Vektorgrofle von ca. 8100 bp ergaben. Fir die Insulatoren wurden anhand dessen die
Positionen um die Ase I-Schnittstelle bei Position 1814 bp und zwischen der Ampicillin-

Resistenz und dem SV40 poly A-Signal bestimmt.

M: Mass Ruler™ DNA Ladder
Spuren 1-4: pINS-pBI Plasmid Prap. 1-4 + Xba |
Spuren 5-9: pINS-pBI Plasmid Prap. 1-4 + Sal |

8125 bp

3800 bp

1750 bp

ssobp  Abbildung 3-59 Verdau des pINS-pBI-
f,;ﬁﬁf, Vektors mit den Restriktionsenzymen
Xba | und Sal I. Die Fragmente ergeben
eine GesamtgroRe von 8,1 kb fiir den

modifizierten pINS-pBI-Vektor.

800 bp |
600 bp |8
s00bp 8
400 bp

300 by
300 bp P

Die MCS des pBI-EGFP-Vektors enthalt u.a. Schnittstellen fiir die drei Enzyme Pvu I,
Miu | und Nhe I, die jeweils 6er Palindrome erkennen und entsprechend
vergleichsweise selten im Genom schneiden. Da in der Cygb-CDS eine Schnittstelle
fur Pvu Il vorhanden war, wurden die Schnittstellen Mlu | und Nhe | fur die Integration
der Ngb- und Cygb-CDS verwendet. Hierzu wurden zunachst ca. 15 yg des Vektors in
einem Doppelverdau mit beiden Enzymen (2.2.3) geschnitten und durch Fallung
aufgereinigt. AnschlieBend wurden mit Hilfe einer alkalischen Phosphatase die
5'Enden des Vektors dephosphoryliert, um die Selbstligation des Vektors zu
verhindern (2.2.9.2). Dieser Ansatz war hierbei besonders wichtig, da die beiden
Schnittstellen unmittelbar nebeneinander lagen und deshalb die Doppelrestriktionen
wahrscheinlich nicht besonders effizient waren. Nach einer Hitzedenaturierung der
alkalischen Phosphatase konnte der geschnittene Vektor direkt flir die Ligationen mit

der Ngb- bzw. Cygb-CDS eingesetzt werden.
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3.7.2 Vorbereitung der proteinkodierenden Sequenzen von Ngb und
Cygb

Zur Herstellung der PCR-Produkte mussten Primer generiert werden, welche die
komplette CDS der beiden Gene einschlieRlich der Start- und Stopkodons enthielten.
Zudem mussten Klonierungs-Schnittstellen in der richtigen Orientierung eingefligt
werden, d.h. am 5°-Ende der CDS jeweils eine Mlu |- und am 3’-Ende eine Nhe I-
Erkennungssequenz. Weiterhin kann es bisweilen von Vorteil sein, eine Kozak-
Sequenz (CACC) (Kozak, 1987) am 5°-Ende des Gens zu platzieren. Diese dient als
Erkennungsstelle fir die Bindung von Ribosomen und kann die Expressionseffizienz
steigern. In Abb. 3-60 ist der oben geschilderte Sachverhalt skizziert, die genauen

Primersequenzen kénnen der Tab. 7-6 im Anhang entnommen werden.

TRz

|Start Ngb-/ Cygb-CDS Stop|
.%.

Abbildung 3-60 Die Herstellung der Ngb- bzw. Cygb.CDS zur Klonierung in den
transgenen Vektor pINS-pBI erfolgte mit Hilfe der skizzierten Primer und mittels einer
»Proofreading“-Taq-Polymerase.

In einer ,Proofreading“-PCR (2.2.6) wurden aus Maus-Gehirn cDNA die Neuroglobin-
CDS (456 + 30 bp) und aus Maus-Herz cDNA die Cytoglobin-CDS (573 + 30 bp)
amplifiziert. Hierbei entstanden neben den bendtigten PCR-Produkten auch
unspezifische Fragmente, die auch nach Erhdhung der Annealing-Temperatur nicht
vollstandig verschwanden. Aus diesem Grund wurden die beiden bendtigten PCR-

Produkte durch Gelextraktion aus einem praparativen Agarosegel aufgereinigt.

M: Mass Ruler™ DNA Ladder

Spur 1: ,Proofreading“-PCR-Amplifikation der Cygh-CDS
Spur 2: Leerkontrolle Cygb

Spur 3: ,Proofreading“-PCR-Amplifikation der Ngb-CDS
Spur 4: Leerkontrolle Ngb

Abbildung 3-61 ,Proofreading“-PCR-Amplifikation
der Ngb- und Cygb-CDS. Aufgrund der
unspezifischen Beiprodukte in den PCR-Reaktionen,
die auch nach Erhéhung der Annealing-Temperatur
nicht verschwanden, mussten die gewiinschten
Fragmente in den GréRBen 486 bp fiir Ngb von und 593
bp fiir Cygb mittels Gelelution isoliert werden.
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Nach der Gelextraktion wurden die PCR-Produkte wiederholt auf einem Agarosegel
Uberprift und die Konzentrationen photometrisch bestimmt. Anschlielend wurden ca. 5
Mg des Ngb-CDS PCR-Produktes und ca. 10 ug des Cygb-CDS PCR-Amplifikates in
Doppelrestriktionen mit den Enzymen Nhe | und Miu | behandelt. Nach einer
anschlieflenden Fallung konnten sie flur die Ligation in den geschnittenen pINS-pBI-

Vektor verwendet werden.

Nachdem der Ligationsansatz Ubers Wochenende bei 4 °C inkubierte, wurde er nach
der Aufreinigung durch Fallung mittels Elektroporation in E.coli DH10B transformiert.
Da das pINS-pBI-Plasmid kein p-Galactosidase-Gen enthielt, wurden die Bakterien auf
lediglich Ampicillin enthaltende Agar-Platten ausgestrichen und die weilten Klone am
nachsten Tag zunachst mittels Kolonie PCR-Screening (2.2.7) unter Verwendung des
Primerpaares pBI-EGFP-MCSSeqFor und pBI-EGFP-MCSSeqRev auf die
Anwesenheit eines Integrats hin Uberpruft. Es stellte sich heraus, dass die
Ligationseffizienz sehr gut war und von 16 untersuchten Ngb-Klonen 12 das
gewlnschte Insert enthielten, wahrend von 10 analysierten Cygb-Klonen 7 das

entsprechende Fragment aufwiesen (Abb. 3-62).

345678 91011121314 M 1617 18 1920 2122 23 24 25 26 27

Ngb-
s
760 bp

300 bp

Abbildung 3-62 PCR-Analyse der E.coli-Klone nach der Transformation der Ligationen
Ngb-CDS bzw. Cygbh-CDS in pINS-pBIl. Es wurde eine vergleichsweise hohe Effizienz der
Ligationen erzielt. Als Marker wurde Mass Ruler™ DNA Ladder in Spur 1 aufgetragen. In
Spuren 2-11 ist die Kontroll-PCR der klonierten Cygb-CDS und in Spuren 12-27 die PCR-
Ergebnisse der Ngb-PCR aufgetragen. 300 bp umfasst das aus pBIl-Vektor ohne Insert
hergestellte Amplifikat.

Fur die Expression eines funktionsfahigen Proteins ist es essentiell, dass die klonierte
CDS-Sequenz zu 100 % mit der des gewunschten Gens Ubereinstimmt. Aus diesem
Grund wurden je zwei Klone, die die Ngb- (Ngb-pBl; N1, N2) bzw. Cygb-CDS (Cygb-
pBl; C4, C5) enthielten, sequenziert. Hierbei stellte sich heraus, dass der Vektor-
Primer ,pBI-EGFP-MCSSeqFor® innerhalb der CMV-Sequenz des minimalen

Promotors liegt. Da diese Sequenz im bidirektionalen Promotor doppelt vorkommt,
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konnte dieser Primer zwar fir die Test-PCRs verwendet werden, war aber flr
Sequenzierungsreaktionen ungeeignet. Anhand der guten Ergebnisse der
Sequenzierungen mit dem pBI-EGFP-MCSSeqRev-Primer konnten die Klone als
identisch mit den Ausgangssequenzen identifiziert werden und wurden in Form von

Glycerin-Kulturen bis zur Weiterverwendung bei -20°C gelagert.

Mit Hilfe des ,EndoFree Plasmid Maxi Kit“ der Firma Qiagen wurden nach der
beiliegenden Anleitung die Ngb-pBI (N2) und Cygb-pBI-Plasmide (C4) in erforderlicher
Menge und Qualitat fir die Mikroinjektion gewonnen. Geldst wurde das Plasmidpellet
in 300 upl (Ngb) bzw. 250 pl (Cygb) TE-Puffer. Die photometrisch bestimmte
Konzentration betrug fir das Plasmid Ngb-pBl 2,4 ug/ul und fir das Cygb-pBI-
Konstrukt 2,5 ug/ul. Somit belief sich die Gesamtausbeute auf 720 bzw. 600 ug, was

sehr gut mit den Angaben des Herstellers Ubereinstimmte.

Abbildung 3-63 Maxi Plasmid-
Prep der transgenen Ngb-
pINS-pBI (A) und Cygb-pINS-
pBIl Plasmide (B). Die Spuren
1 enthalten je 1,5 pl des in TE-
Puffer gelosten Plasmids. An
verschiedenen Stellen der
Aufreinigung  sollten laut
Protokoll Proben aufgehoben
werden, um Riickschliisse auf
evtl. Verluste ziehen zu
kénnen (Spuren 2-5).

Fur Mikroinjektionen in den ProNucleus von befruchteten Eizellen des Mausstammes
FvB, mussen die konstruierten Vektoren linear vorliegen, damit die Integration ins
Genom erfolgen kann. Zugleich ist es sinnvoll, so viel wie mdglich von der Vektor-DNA
dabei herauszuschneiden. Hierfur wurde das Enzym Apa LI bzw. das Isoschizomer Alw
44| gewahlt. Im Vektor sind zwei entsprechende Schnittstellen enthalten, so dass nach
dem Verdau ein Fragment von ca. 1250 bp aus dem pBI-EGFP-Vektorriickgrat
herausgeschnitten wurde. Der Rest des Konstrukts von ca. 6900 bp mit den klonierten
Transkriptionseinheiten (Ngb: 465 bp; Cygb: 582 bp) konnte anschlieRend mittels

Gelelution aus einem praparativen Agarosegel wiedergewonnen werden.

Fir die Restriktionen wurden insgesamt ca. 500 ug der beiden transgen-Konstrukte
eingesetzt, wobei grundsatzlich 60 pg in der Konzentration 1ug/ml ausreichend
gewesen waren. Nach mehreren Gelextraktionen wurden die Ansatze vereint, so dass
fur Ngb-pINS-pBI schlieRlich ca. 80 ul Plasmidlésung in Injektionspuffer mit der
Konzentration 0,5 pg/ul und fir das Cygb-Konstrukt ca. 100 pl mit der Konzentration
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0,6 pg/ul in der AG. Bockamp zur weiteren Aufreinigung fir anschlieRende Injektionen

abgegeben wurden.

A | 5?0 1UPU 1SPU EOPO 25PD SDFH BSPU 4UPU 45PG SOPO SEPD EGFU BSPU ?DPO ?SPO BDPq

D

Apall 2
Miul 1
Nhel 1

,.—-—._
 —

¢

Ngb- /Cygb-CDS

pINS-pBI-EGFP

- (8.1 kb) INS

Alw 44|

~ 1250 bp

Abbildung 3-64 Skizze zur Linearisierung des pINS-pBI-Vektors. Die Vektorsequenz
wurde mit Hilfe des MapDraw-Programmes nach moglichen Enzymen fiir eine
Linearisierug und ein gleichzeitiges Herausschneiden des uiberfliissigen Vektorriickgrats
durchsucht. Mit Hilfe des Enzyms Apa LI (Alw 44l) wurde ein Fragment von ca. 1250 bp
aus dem Vektor entfernt (rot). Rot umrandet ist die MCS des Vektors mit den
Restriktionsschnittstellen Miu | bei 609 bp und Nhe | bei 615 bp, in die die Ngb- bzw.
Cygb-CDS gerichtet kloniert wurde (A). In B ist eine Ubrersichtsskizze der pINS-pBI-
Vektorkonstrukte dargestellt mit der Position der MCS (rot), den Insulator-Sequenzen
(hellblau) und den Apa LI (Alw 441) Schnittstellen.

Nachdem die linearisierten Plasmide Uber eine Spezialsdule aufgereinigt wurden,
konnten sie flr Mikroinjektionen eingesetzt werden, wobei pro Nucleus ca. 2-4 ng
Konstrukt-DNA verwendet wurden. Die Injektionsarbeiten wurden von Dr. Leonid
Eshkind in der AG Bockamp durchgefuhrt. Anschlieiend wurden dort die ersten Tests
an Mausschwanzbiopsien zur ldentifikation der transgenen Individuen durchgefuhrt.
Hierfir wurde aus den Schwanzspitzen von ca. 2-3 Wochen alten Tieren nach einem
etablierten Protokoll DNA prapariert und mittels PCR unter Verwendung EGFP-
spezifischer Primer die integrierten Transgen-Konstrukte im Genom der Mause

nachgewiesen. Dabei wurden acht Ngb-Transgen positive und zwei Cygb-Transgen

positive Mause identifiziert.
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M Ngb_cygb_m123456?891011
pINS pINS

10000 bp

) Al

6000 bp [ —
5000 bp L

4000 bp S
3000 bp S

2500 bp =

2000 bp

1500 bp

Abbildung 3-65 Ngb- bzw- Cygb-Transgen-Vektoren wurden durch den Verdau mit Apa LI
(Alw 44I) fur die Mikroinjektionen linearisiert, dabei wurde ein Fragment von ca. 1250 bp
aus dem pBl-Vektorriickrad herausgeschnitten (A) Nach der Elution der Vektoren aus
einem praparativen Agarosegel wurden 0,25 bzw. 0,3 pg auf einem Agarosegel getestet.
(B) Fir die Abgabe der Proben sollte ein Testgel mit seriellen 1:1 Verdiinnungen der
Proben angefertigt werden (C: Ngb; D: Cygb) Angefangen wurde mit 0,75 bzw. 0,9 ug
DNA (Spur 1), die nachste Spur enthalt 0,375 bzw. 0,45 ug DNA, Spur 3 entsprechend
0,188 bzw. 0,225 ug DNA usw.

149



150



4 Diskussion

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten detaillierten Analysen der
Expressionsmuster von Neuroglobin und Cytoglobin in neuronalen und endokrinen
Geweben aus Maus und Ratte liefern eine wichtige Grundlage fir die Diskussion der
mdglichen Funktionen beider Proteine. Ein darlber hinaus angestellter Vergleich der
zelluldren und subzelluldren Lokalisation der untersuchten Globine mit den scheinbar
kontroversen Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen vermittelt einen klaren Uberblick

Uber die Verteilung von Neuroglobin und Cytoglobin im murinen Gehirn.

Die evolutionare Sequenzkonservierung von nicht-kodierenden DNA-Abschnitten im
Neuroglobin-Gen gibt Hinweise auf die Lage funktionell wichtiger regulatorischer
Elemente, die fir eine differentielle Expression des Proteins verantwortlich sein
kobnnten. Dabei steht die komparative Analyse von humanen und murinen

Nukleotidsequenzen unter Zuhilfenahme bioinformatischer Methoden im Vordergrund.

Die Quantifizierung der Genexpression von Neuroglobin und Cytoglobin in Gehirnen
von seneszenten Hamstern dienten als Grundlage zur Diskussion einer moglichen

Rolle dieser Proteine im Alterungsprozess von Saugern.

Die Herstellung von entsprechenden transgenen und knock out-Mausen ist fur die
Klarung der Funktionen beider Globine in vivo unumganglich und wird im Anschluss

kritisch erortert.
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4.1 Analyse der Ngb-mRNA- und Proteinverteilung in murinen

Geweben

Urspringlich wurde Neuroglobin anhand von cDNA-Datenbankeintragen aus
menschlichem und murinem Gehirn identifiziert. Die anschlieRende Northern Blot-
Analyse bestéatigte die pradominante Expression der Ngb-mRNA im zentralen
Nervensystem (ZNS) von Saugetieren (Burmester et al., 2000). Im Rahmen dieser
Promotionsarbeit wurde zum ersten Mal die zellulare und subzellulare Lokalisation des
Neuroglobins in verschiedenen murinen Geweben detailliert untersucht. In murinen
Gewebeschnitten wurde zum einen anhand von in situ-Hybridisierungen (ISH) mit Ngb-
x<antisense“-Sonden die Verteilung der Ngb-mRNA untersucht (Reuss et al., 2002), zum
anderen das entsprechende Ngb-Proteinmuster mit Hilfe von anti-Ngb-Antikorper-
Immunfarbungen (IF) dargestellt (Hankeln et al., 2004; Wystub et al., 2003). Es folgten
ahnliche Analysen anderer Arbeitsgruppen, die mit unterschiedlichen Techniken und

Antikérpern zunachst scheinbar kontroverse Ergebnisse lieferten.

Analog zu unseren Ergebnissen wiesen Zhang et al. (2002), mit der von uns ebenfalls
angewendeten Methode der nicht-radioaktiven ISH eine globale Expression der Ngb-
mRNA im Gehirn von Ratten nach. Im Gegensatz dazu wurde anhand von in situ-
Hybridisierungen mit radioaktiv markierten Sonden eine eher fokale Verteilung des
Neuroglobins in bestimmten Hirnregionen von Mausen beschrieben (Mammen et al.,
2002). Die Detektion des Proteins in Antikdrper-Immunfarbungen (IF) bestatigte im
Wesentlichen die breite Verteilung des Neuroglobins im murinen ZNS und stimmte
somit mit den Ergebnissen der nicht-radioaktiven in situ-Hybridisierungen Uberein,
wobei die IF-Signale deutliche Intensitatsunterschiede zwischen den einzelnen
Hirnregionen aufwiesen (Wystub et al., 2003; Zhang et al., 2002). Lediglich Geuens et
al. (2003) beschrieben unter Einsatz eines selbst produzierten Antikdrpers eine eher

distinkte Verteilung des Ngb-Proteins im Maus-Gehirn.

Zur besseren Ubersicht der scheinbar abweichenden Ergebnisse zur Lokalisation von
Ngb-mRNA und -Protein in murinen Geweben wurden die entsprechenden
Publikationen in Form einer Tabelle (4-1) zusammengefasst und miteinander
verglichen. Dabei stellte sich heraus, dass die Expressionsmuster durchaus
miteinander vereinbar sind und die in situ-Hybridisierungen die urspringlichen
Northern Blot-Analysen bestatigen. Beispielsweise wurde die Ngb-Verteilung im
cerebralen Cortex und im Hippocampus in den meisten, jedoch nicht in allen Studien

beschrieben. Die Griunde hierfur waren vermutlich rein methodischen Ursprungs.
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Radioaktive ISH-Experimente, die anhand von Ubersichtsbildern der gesamten Maus-
Gehirnschnitte dokumentiert wurden, lenken die Aufmerksamkeit auf bestimmte
Regionen mit entweder einer besonders starken Ngb-mRNA-Expression oder einer
besonders hohen Neuronendichte und -gréf3e. Die Ergebnisse der nicht-radioaktiven
ISH hingegen eignen sich nur bedingt zur Quantifizierung der mRNA-Mengen, liefern
allerdings eine bessere Auflosung der Signale auf zellularer Ebene. Grundsatzlich
bestatigen die Daten eine ubiquitare Verteilung der Ngb-mRNA und des Ngb-Proteins
im murinen Gehirn, wobei die Signalstarke abhangig von der Region und selbst von
Neuron zu Neuron deutlich unterschiedlich ausfallen kann. Dartber hinaus wurde in
allen Studien Ubereinstimmend eine rein neuronale Expression des Neuroglobins im

murinen Gehirn beschrieben (siehe auch Laufs et al., 2004).

Als Bestandteil des ZNS exprimierten auch die Neurone im Rickenmark Neuroglobin.
Die positiven Northern Blot-Signale (Burmester et al.,, 2000) konnten mit
entsprechenden nicht-radioaktiven in situ-Hybridisierungen (Reuss et al., 2002) und
Antikorper-IF bestatigt werden (Wystub et al., 2003). Im Gegensatz dazu detektierten
Trent und Hargrove (Trent and Hargrove, 2002) in &hnlichen Northern Blot-Analysen
kein Ngb-Signal im Ruckenmark. Ferner wurde im Rahmen Ihrer Untersuchung auch
im Kleinhirn kein Ngb nachgewiesen. Mdglicherweise war die angewendete
Hybridisierungmethode nicht sensitiv genug, um die im Vergleich zu anderen

Hirnregionen deutlich schwéacheren Signale nachzuweisen.

Des Weiteren wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Expression des
Neuroglobins im peripheren Nervensystem (PNS) und in endokrinen Geweben
untersucht. Anhand von ISH und indirekten Antikérper-lmmunfarbungen konnten
intensive Ngb-Signale in den Ganglien des sensorischen Nervensystems (NS), wie
Trigeminal- und Hinterwurzelganglion (,dorsal root ganglion*; DRG), identifiziert
werden. Auch Neurone des vegetativen NS, z. B. solche der intramuralen Ganglien des
enterischen Nervensystems in verschiedenen Abschnitten des Gastrointestinaltraktes,
wiesen starke Ngb-Farbung auf. Die Ngb-Expression in Neuronen des autonomen
Nervensystems, die die verschiedenen Organe innervieren, erklart auch den Northern
Blot-Nachweis des Neuroglobins in anderen als neuronalen Geweben (Burmester et
al., 2000). Ferner wurden in den enteroendokrinen Zellen der Darmschleimhaut und
anderen endokrinen Geweben Ngb-mRNA und -Protein beobachtet. Endokrine Organe
wie Nebenniere, Hypophyse, Epiphyse und Testis exprimierten beachtliche Mengen
Ngb. Mdéglicherweise steht dies im Zusammenhang mit der hohen Stoffwechselaktivitat
dieser Gewebe. Zudem wurde das Ngb in den Langerhans’schen Inselzellen des
Pankreas detektiert (Geuens et al., 2003).
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Gewebe Ref. 1 Ref. 2 Ref.3 Ref.4 Ref.5 Ref. Ref.6 Ref.
Northern Northern NR- IF NR- 5 R- 7
Blot Blot ISH ISH IF ISH IF
olfactory bulb s +* +
cerebral cortex ++/+++ +++ s ++ +++ +++ - s
(layers I - V1)
hippocampal formation + s +4* +++ ++ ~(s) -
pyramidal cells s +4* 4+ ++ -(s) -
(CA1-CA4)
granule cells s % 4+ -(s) _
(dentate gyrus)
striatum + s +*
thalamus +++ +++ s ++ ++ +4++ +++ s
subthalamic nucleus +++ S ++* S
hypothalamus s ++/+++ ++ +++  H+++
median preoptic s +++ 4+ F++
nucleus/area
arcuate nucleus s ++4* +++
lateral septal nuclei +4+* +++
subfornical organ o+ o
lateral/medial habenula ++* ++ +
amygdala + 4 ++ 4+ ++
brain stem nuclei s ¥ + + Y
inferior colliculi s ++
superior colliculi s
reticular nucleus s +4* + +
locus coeruleus +4+* +++
lower brain stem s +H/+++ + + [+
sup. olivary complex s +4+* 4+
facial nucleus s ++
lateral reticular nucleus s ++* + +
pontine nuclei +++ +++ s ++* + +
inferior olive s +4+*
Cerebellum + - s ++ +++ +4++
Purkinje cells s ++ 4+ +++
cortical granule layer s +
spinal cord + - s ++4*
dorsal horn s FH4*
ventral horn s 4+

Tabelle 4-1 Vergleich der Ngb-mRNA und Proteinexpression im ZNS der Sauger.
Folgende Analysemethoden wurden in der Gegeniiberstellung zusammengefasst:
radioaktive mRNA (Northern) Filterhybridisierung (,,Northern Blot*), nicht-radioaktive und
radioaktive in situ-Hybridisierung (,,NR-ISH* bzw. ,,R-ISH") sowie polyklonale Antikoérper-
Immunfarbung (IF). ,,s“ steht fur nicht quantifizierbares Signal; ,(s)“ kennzeichnet in
Orginal-Publikationen sichtbares, jedoch nicht beschriebenes Signal; ,+“ und ,-“
bezeichnet die An- bzw. Abwesenheit eines Signals, wobei eine personliche visuelle
Einschatzung der Signalintensitat anhand der Orginal-Abbildungen mit einem bis drei
»+¢ wiedergegeben wurde; eigene IF-Daten wurden mit bisher unveroffentlichten
Ergebnissen ergdnzt und mit ,,*“ markiert.

Datenquellen: Ref. 1. Burmester et al., 2000; Ref. 2. Trent und Hargrove, 2002; Ref. 3.
Reuss et al., 2002; Ref. 4. Wystub et al., 2003; Ref. 5. Zhang et al., 2002; Ref. 6. Mammen
et al., 2002; Ref. 7. Geuens et al., 2003 (Hankeln et al., 2004)
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Auch in der neuronalen Retina wurden sowohl Ngb-mRNA als auch das Protein
detektiert. Die Verteilung des Proteins unterschied sich jedoch von der der mRNA, was
auf einen moglichen Transport des Proteins innerhalb der verschiedenen Zellschichten
in der Retina hindeutet. Das Protein wurde verstarkt in den Photorezeptorzellen und in
den beiden plexiformen Schichten sowie in Ganglienzellen detektiert (Bentmann et al.,
2005; Schmidt et al., 2003).

4.2 Funktionelle Bedeutung des Ngb-Expressionsmusters

Die Expression von Neuroglobin in neuronalem Gewebe sowie in endokrinen Organen
ist eindeutig mit den Orten aullerordentlicher metabolischer Aktivitat im
Vertebratenkoérper assoziiert. Das menschliche Gehirn macht beispielsweise mit seiner
Masse von rund 1,4 kg zwar nur ca. 2 % des gesamten Koérpergewichtes aus,
verbraucht aber ein Flnftel des gesamten pro Zeiteinheit aufgenommenen Sauerstoffs
(Schmidt and Thews, 1997). Diese extrem hohe Stoffwechselrate von 8 bis 10x102 ml
0, x g x min” bzw. circa 1,5 pmol (min™ x g') entspricht in etwa derjenigen des
Herzens bei korperlicher Ruhe. Des Weiteren wiesen die Antikorper-lmmunfarbungen
regionale Unterschiede der Ngb-Signalintensitat innerhalb des murinen Gehirns auf,
die offensichtlich mit der erhéhten metabolischen Aktivitdt bestimmter Hirnbereiche
korrelieren. Beispielsweise wurden im oberen Olivenkomplex, einem Teil des auch
nachts aktiven auditorischen Systems, besonders hohe Ngb-Konzentrationen
detektiert. Versuche an Ratten mit ["*C] markierter Deoxyglucose zeigten, dass
Bestandteile des auditorischen Systems konstitutiv die héchsten metabolischen
Aktivitaten im Gehirn aufweisen (Sokoloff, 1981; Sokoloff et al., 1977). Die Ergebnisse
der anti-Ngb-Immunfarbungen konnten fir diesen Hirnbereich anhand von
quantitativen Realtime RT-PCR-Daten bestéatigt werden. Dabei wurde eine etwa um
den Faktor 2,3 hdhere Ngb-mRNA-Expression im oberen Olivenkomplex von Ratten im
Vergleich zum ,Resthirn“ nachgewiesen (Hill, 2003). Auch in der Retina, in der das
Ngb-Protein verstarkt in Photorezeptorzellen und den beiden plexiformen Schichten
sowie in Ganglienzellen beobachtet wurde (Bentmann et al., 2005; Schmidt et al.,
2003), handelt es sich durchweg um Zellschichten, fir die die hdchsten
Sauerstoffumsatzraten ermittelt wurden (Cringle et al., 2002). Insgesamt entspricht der
Sauerstoffverbrauch von 9,7x102ml O, x g”' x min™ in der Retina dem des Gehirns. Auf
der Basis dieser grundlegenden Erkenntnisse zur Expression missen nun die

moglichen Funktionen von Neuroglobin diskutiert werden.
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Ngb als O,-Speicher, -Transporter, oder -Puffer?

Eine Rolle des Neuroglobins als O,-Versorger stellt die

intuitiv bevorzugte Mdglichkeit dar. Daflr spricht die 0,
beobachtete  Lokalisation von  Neuroglobin in —
metabolisch hochaktiven Geweben wie Gehirn, Retina

und endokrine Organe, sowie das anscheinend ,;’f*g‘;
proportionale Verhaltnis der Ngb-Menge zur Aktivitat "%%};f

dieser Organe bzw. bestimmter Regionen, wie dem

auditorischen System im Gehirn. Analog dem

Myoglobin im Muskel kdnnte das Neuroglobin als
spezieller O,-Speicher in diesen Geweben fungieren.
Ein wichtiger Einwand gegen eine Ojs-abhangige Funktion des Neuroglobins
entsprechend dem Myoglobin ist die ca. 100fach geringere Ngb-Menge im Gehirn.
Lediglich in der Retina entspricht die Ngb-Konzentration von 100 uyM in etwa der des
Myoglobins im Muskel (Schmidt et al., 2003). Allerdings wurde die Ngb-Konzentration
im Gehirn anhand von Western Blot-Analysen an Gesamtproteinextrakten ermittelt und
koénnte lokal in den besonders aktiven Bereichen deutlich héher liegen. Ferner machen
die Gliazellen, die kein Ngb exprimieren, mindestens die Halfte des menschlichen

Hirnvolumens aus (Kimelberg and Norenberg, 1989; O'Kusky and Colonnier, 1982).

Es ist bekannt, dass Anpassung an geringere O,-Partialdriicke in Héhenlagen oder an
die extremen Lebensbedingungen tieftauchender Sauger mit einem erhdhten
Myoglobingehalt im Muskel einhergehen (Kanatous et al., 2002; Vogt et al., 2001).
Entsprechend wurde fiir das Neuroglobin im Gehirn der Blindmaus Spalax ehrenbergi,
die aufgrund ihres Oz-armen unterirdischen Lebensraums dauerhaft einer hypoxischen
Umgebung (ca. 7 % O,) ausgesetzt ist, eine 1,7-2,5-fach héhere mRNA-Konzentration
im Vergleich zum Rattenhirn gemessen. Parallel weist auch der Nackenmuskel von
Spalax eine hoéhere Myoglobin-Konzentration im Vergleich zum Rattenmuskel auf
(Gerlach et al., in Vorbereitung). Somit konnte die konstitutiv hdhere Expression beider
Speicherproteine einen Anpassungsmechanismus an die dauerhaft reduzierte O,-
Verflugbarkeit darstellen und das Neuroglobin auf diese Weise eine adaquate O,-

Versorgung des Spalax-Gehirns gewahrleisten.

Zusatzlich zur O,-Speicherfunktion ware eine Beteiligung des Neuroglobins am O,-
Transport innerhalb der Ngb-exprimierenden Zellen prinzipiell denkbar. Entsprechend
dem Myoglobin im Muskel (Wittenberg and Wittenberg, 1987) konnte das Neuroglobin

an der sog. ,facilitated oxygen diffusion” von der Zellmembran zu den Mitochondrien
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hin beteiligt sein. Daflir spricht u.a. die Lokalisation des Neuroglobins im apikalen
Abschnitt der inneren Segmente von retinalen Rezeptorzellen, in denen auch die
Mitochondrien akkumulieren (Bentmann et al., 2005; Schmidt et al., 2003). Die
langsame Sauerstoffdissoziationskonstante des Neuroglobins kénnte diese Funktion
unterstitzen, denn das oxygenierte Molekil ware in der Lage, vergleichsweise lange
Diffusionsstrecken zuriickzulegen (Wittenberg and Wittenberg, 2003). Allerdings ist die
Beteiligung des Myoglobins an der Sauerstoffdiffusion innerhalb von Muskelzellen auch
nicht unumstritten. Jirgens et al. (2000) raumen der Mb-vermittelten, erleichterten O,-
Diffusion aufgrund des sehr niedrigen Diffusionskoeffizienten des Myoglobins lediglich
einen Anteil von ca. 4 % an der gesamten O,-Diffusion in Muskelzellen ein. Trotzdem
beobachtete bereits Lawrie (1953) eine positive Korrelation zwischen der Mb-
Konzentration und der Cytochrom-Oxidase-Aktivitat im Muskel. Auch die beobachtete
Reduktion des freien Sauerstoffs durch Myoglobin in der Nahe des Sarcolemmas
wurde far eine O,-Transportfunktion sprechen (Wittenberg and Wittenberg, 2003). Eine
entsprechende Funktion des Neuroglobins wurde anhand eines mathematischen
Modells der O,-Versorgung in der Retina widerlegt (Fago et al., 2004b). Vermutlich ist
die Ngb-Konzentration mit 100 uM zu gering: erst ab einer ungeféhr dreifach hdheren
Konzentration kdénnte das Ngb signifikant am O,-Transport beteiligt sein. Dennoch
schlugen die Autoren eine mdgliche Rolle des Neuroglobins bei der Bereitstellung
ausreichender O,-Mengen wahrend eines kurzfristig erhdhten Bedarfs, z.B. in

kurzzeitigen Dunkelphasen, in der Retina vor.

Analog dazu ware eine Funktion des Neuroglobins als O,-Kurzzeitspeicher im Gehirn
vorstellbar. Ngb koénnte als intrazellularer O,-Puffer zum Schutz vor kurzzeitiger
mitochondrialer Anoxie fungieren. Die gleichmalige cytoplasmatische Verteilung von
Ngb kénnte ein Hinweis dafiir sein, dass es innerhalb der Zellen mit besonders hohem
Stoffwechsel einen konstanten O,-Partialdruck aufrechterhalt. Ein weiteres Indiz fir
diese Funktion bietet die in den IF-Analysen oft detektierte erhdhte Ngb-Menge in
Neuronen in direkter Nachbarschaft von Kapillaren (Abb. 3-8). Wahrscheinlich puffert
das Neuroglobin dort mégliche Schwankungen der O.-Partialdriicke direkt ab. Fir das
Myoglobin wurde eine ahnliche Funktion anhand von in vivo ,magnetic resonance

spectroscopy” (MRS)-Messungen nachgewiesen (Conley et al., 2000).

Eine entsprechende Funktion wird flr die Nervenglobine der Invertebraten
angenommen, mit denen das Neuroglobin Ubereinstimmungen von ca. 30 % in der AS-
Sequenz aufzeigt und demnach phylogenetisch verwandt ist (Burmester et al., 2000).
Wenngleich diese Nervenglobine im Gegensatz zum Neuroglobin in wesentlich

héheren Konzentrationen (mM) und in Gliazellen exprimiert werden (Wittenberg et al.,
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1965), besteht ihre Aufgabe in der Sicherstellung der erforderlichen Sauerstoffmengen
als Folge der Anpassung an extreme Lebensbedingungen. Der neurophysiologische
Vergleich des Nervenglobin-exprimierenden Gastropoden Tellina alternata mit der eng
verwandter Spezies Tagellus plebeius, in der kein entsprechendes Globin gefunden
wurde, zeigte dass das Nervenglobin die Aufrechterhaltung des Aktionspotentials in
Neuronen unter anoxischen Bedingungen fir mehr als 30 min gewahrleistet. Das
Neuron von Tagellus plebeius konnte hingegen schon ca. 5 min nach Unterbrechung
der Sauerstoffzufuhr kein Aktionspotential mehr generieren. So wird die
Erregungsweiterleitung in Tellina-Nerven so lange aufrechterhalten, bis das
Nervenglobin den gespeicherten Sauerstoff abgegeben hat. Auf diese Weise kann die
Venusmuschel Tellina fiir langere Zeit in sauerstoffarmen Sedimenten nach Nahrung
suchen. Tagellus lebt hingegen als Filtrierer in standig gut durchlifteten Béden und

bendtigt daher kein spezielles Nervenglobin (Kraus and Colacino, 1986).

Auf den ersten Blick ist das Neuroglobin dem monomeren Myoglobin der Vertebraten
sehr ahnlich. Mit nur 25 % sind die Ubereinstimmungen in der AS-Sequenz zwar relativ
gering, dennoch ist die typische Globinfaltung sowie die Fahigkeit zur reversiblen
Sauerstoffbindung im Neuroglobin erhalten (Burmester et al., 2000; Dewilde et al.,
2001; Hamdane et al., 2003). Die Aufldsung der Kristallstruktur (Pesce et al., 2003a)
zeigte allerdings ungewdhnliche Protein-Kavitaten, die weder im Myo- noch im
Hamoglobin vorhanden sind und moglicherweise die Einlagerung und Diffusion von
Liganden innerhalb des Ngb-Molekuls beeinflussen. Die grofte Auffalligkeit des
Neuroglobins ist jedoch die Hexakoordination des Hams in der deoxy-Fe(ll)- sowie in
der Fe(lll)-Form. Dabei bestatigte die Rontgenstrukturanalyse endgiiltig die zahlreichen
spektroskopischen Studien (Burmester et al., 2000; Couture et al., 2001; Dewilde et al.,
2001; Du et al., 2003; Kriegl et al., 2002; Trent et al., 2001; Uno et al., 2004). Das
bedeutet, dass der externe Ligand O, mit dem internen Liganden (HisE7) um die
Bindung an das Eisenatom konkurriert. Trotz der komplexen biphasischen
Bindungskinetik liegt die in vitro gemessene O,-Affinitat des Neuroglobins mit 1 Torr im
Bereich der des Myoglobins (Burmester et al., 2000; Dewilde et al., 2001; Fago et al.,
2004a; Hamdane et al., 2004). Lediglich Fago und Mitarbeiter (2004a) haben unter
sog. ,physiologischen“ Bedingungen mit entsprechendem pH und Temperatur eine
wesentlich niedrigere Affinitdt des Neuroglobins zum Sauerstoff von 7,5 Torr
gemessen. Dem zugrunde liegt die Tatsache, dass im humanen Ngb die Mdglichkeit
zur Ausbildung einer intramolekularen Disulfidbriicke gegeben ist, die zu der hohen O,-
Affinitdt um 1 Torr fihrt. Fago et al. nehmen allerdings an, dass naturlichweise in
Kérperzellen reduzierende Bedingungen vorherrschen, so dass keine Disulfidbriicken

ausgebildet werden kénnen. Die daraus resultierende, um den Faktor 7-8 geringere
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O,-Affinitdt des Neuroglobins wirde nach Meinung der Autoren dazu fihren, dass
unter den vergleichsweise geringen Sauerstoffpartialdriicken im Gehirn nur ein
geringer Teil des Ngb in oxygenierter Form vorliegen wirde. Aus der Literatur
bekannte Werte dagegen offenbaren zwar enorme Schwankungen der O,-
Partialdriicke innerhalb des Gehins mit minimalen Werten von 1-3 Torr, liegen aber in
den meisten Regionen im Bereich von 10-20 Torr (Erecinska and Silver, 2001). Damit
ware der grofite Teil des Neuroglobins im Gehirn unter physiologischen Bedingungen
auf jeden Fall mit Sauerstoff gesattigt und eine mogliche Funktion des Globins im O,-
Metabolismus nach wie vor aktuell. Ein gro3es Problem stellt dabei allerdings die hohe
Autooxidationsrate des Proteins dar (Dewilde et al., 2001; Fago et al.,, 2004a).
Oxydiertes Ngb kann keinen Sauerstoff mehr binden, und es bedarf einer
Reduktaseaktivitat um die Fe(ll)-Form des Globins wiederherzustellen (Hankeln et al.,
2005). Ein entsprechendes Enzym konnte bisher jedoch nicht identifiziert werden
(Fago et al., 2006).

Ngb als O,-Sensormolekil?

Bisher wurden nur in Archdaen und Bakterien
Sauerstoffsensoren mit einer Globindomane o

beschrieben, die in der Lage sind, molekularen

Sauerstoff zu binden und die Aerotaxis einzuleiten (Hou

et al., 2001; Hou et al., 2000). Diese enthalten allerdings _--;1’;‘;1'-*
eine entsprechende Signaltransduktionsdomane im : 1;”-";;:1@
funktionsfahigen Molekil, die im Neuroglobin so nicht : "f'”"
vorhanden ist. Da die Sauerstoffbindung im %
hexakoordinierten Neuroglobin strukturelle

Veranderungen im Protein zur Folge hat, ware eine

Funktion des Ngb als O,-Sensor und Teil einer

Signaltransduktionskette dennoch prinzipiell denkbar (Kriegl et al.,, 2002). Eine
Konformationsanderung dieser Art wurde am Beispiel des nicht-symbiotischen Reis-
Hamoglobins riceHb1 beschrieben (Hargrove et al., 2000). Verminderte
Sauerstoffzufuhr kdnnte also die O,-Abgabe durch das Neuroglobin und eine damit
einhergehende Strukturdnderung im Molekul veranlassen, wodurch andere Molekdule,
z.B. Bestandteile von Signaltransduktionsketten oder Transktiptionsfaktoren, aktiviert
werden kdénnten. Von Nachteil kdnnte hierbei die hohe Sauerstoffaffinitdt des

Neuroglobins von 1 Torr sein, denn das Molekul wirde selbst unter sehr niedrigen O,-

159



Kapitel 4

Partialdriicken noch in oxygenierter Form vorliegen. Normalerweise arbeiten solche
Sensoren im Bereich der vorhandenen O,-Konzentrationen, um auch die kleinsten
Schwankungen sofort zu detektieren. Anhand der oben beschriebenen
Immunfarbungen sowie weiteren intrazellularen Lokalisationsstudien mit Hilfe von N-
und C-terminalen Genfussionskonstrukten von GFP (,green fluorescent protein“) mit
Neuroglobin (bisher unveroffentlicht) lasst sich zudem belegen, dass das Neuroglobin
selbst nicht als Transkriptionsfaktor fungiert. Diese Studien zeigten stetig eine
gleichmaRige Verteilung des Proteins im Cytoplasma von Neuronen und definitiv keine
Signale im Zellkern. Auch fehlen bisher zuverlassige Daten {ber mogliche
Kooperationspartner des Ngbs, die eine Signalweiterleitung bewerkstelligen kénnten.
Anhand von SPR- (,surface plasmon resonance“) Messungen und Hefe Two-Hybrid-
Assays wurden Interaktionen des Neuroglobins mit den Ga-Proteinen der
intrazelluldren  Signaltransduktionssysteme (Wakasugi and Morishima, 2005a;
Wakasugi et al., 2003), dem Cystein-Proteinase Inhibitor Cystatin C (Wakasugi et al.,
2004b), dem Flotillin-1 (Ding et al., 2005; Wakasugi et al., 2004a) und der p2-
Untereinheit der Na*, K*-ATPase (Xu et al., 2003) beschrieben. Bisher wurde allerdings
keine dieser Interaktionen in vivo bestatigt. Ferner lassen sich schon aufgrund der
deutlichen Unterschiede in der zellularen und subzellularen Verteilung des
Neuroglobins und  seiner potentiellen Interaktionspartner einige  dieser
Wechselwirkungen ausschliefien. So wird Cytostatin C im Gehirn Uberwiegend in den
Mikrogliazellen exprimiert (Aronica et al., 2001), Neuroglobin wurde aber ausschliel3lich
im Cytoplasma von Neuronen lokalisiert. Des Weiteren kommt Flotillin-1 anders als
Ngb im Maus-Gehirn sowohl in Neuronen als auch in Astrogliazellen vor, wobei es dort
mit der Plasmamembran und distinkten intrazellularen Kompartimenten assoziiert zu
sein scheint (Stuermer et al., 2001) und somit IF-Signale liefert, die der beobachteten
Ngb-Verteilung nicht entsprechen. Auch die B2-Untereinheit der Na*, K*-ATPase wird
in adulten Ratten Uberwiegend in Astrogliazellen exprimiert (daher der Name: AMOG
.-adhesion molecule on glia“), wahrend die neuronale Expression im Gehirn auf die
Neurone in der Kérnerzellschicht des Cerebellums beschrankt ist (Senner et al., 2003).
Die Expression der potentiellen Interaktionspartner im Gehirn stimmt demzufolge kaum
mit der des Neuroglobins Uberein, was eine mogliche Kooperation fraglich erscheinen

|asst.

Eine Interaktion des Neuroglobins mit dem G-Proteina ist in vivo ebenfalls
unwahrscheinlich, da die Sequenzidentititen zu den Regulatoren der G-protein-
vermittelten Signaltransduktion (RGS) bzw. zu den RGS-Doménen in G-Protein-

gekoppleten Rezeptorkinasen (GRK) vergleichsweise gering sind. Zudem ist die sog.
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GDI- (,guanidine nucleotide dissociation inhibitor*) Funktion des Neuroglobins im
Zebrafisch nicht erhalten (Wakasugi and Morishima, 2005b), wenngleich sowohl die
Ngb-Sequenz als auch das Expressionsmuster im Zebrafisch sehr gut konserviert sind
(Awenius et al., 2001).

Ngb als terminale Oxidase

Far hexakoordinierte, nicht-
Pl r s
symbiotische Pflanzenglobine wurde AN
o
am Beispiel des Gersten- '6@}-_' :Jf

Hamoglobins eine Funktion in der
NADH-Oxidation beschrieben. Durch
die Regenerierung des NAD® aus
NADH gewahrleistet das Hb die

Aufrechterhaltung der glykolytischen ATP-Produktion unter anaeroben Bedingungen

2 NADH/H + O, 2H,0+2NAD’

(Sowa et al., 1998). Genauere Untersuchungen ergaben inzwischen, dass die
Hauptfunktion des Gersten-Hbs eher in der Entgiftung von NO liegt, wobei NADH als
Cofaktor fungiert und zu NAD® oxidiert wird (Igamberdiev et al., 2004). Auch
Flavohamoglobine in Bakterien sind moglicherweise in der Lage, eine Redoxreaktion
zu katalysieren, in der sie das H* des NADH auf FAD und die zwei resultierenden

Elektronen Uber das Ham auf ein Substrat tGbertragen (Probst et al., 1979).

Abgesehen von der hohen Autooxidationsrate des Neuroglobins in vitro (Dewilde et al.,
2001; Fago et al., 2004a) gibt es jedoch keine Anhaltspunkte fiir diese Theorie. Zum
einen lauft der sog. ,Lactat-Shuttle“-Hypothese zufolge die Glykolyse im Gehirn
Uberwiegend in Astrogliazellen ab (Pellerin and Magistretti, 1994; Pellerin et al., 1998),
die in der Maus definitiv kein Neuroglobin exprimieren. Zum anderen wird bei
verminderter Sauerstoffzufuhr noch in Gliazellen vermehrt Lactat aus dem Pyruvat
gebildet (Magistretti, 1999). Diese Umwandlung wird durch die Lactat-Dehydrogenases
unter Verwendung von NADH+H® katalysiert und fihrt zur Regenerierung des
Reduktionséaquivalenten NAD" (Stryer, 1995). Die Gliazellen geben das Lactat in die
Umgebung ab, wo es von Neuronen gegentber Glucose bevorzugt aufgenommen und
unter Sauerstoffverbrauch zu CO, und H,O oxidiert wird (ltoh et al., 2003). Ferner wird
die Ngb-Expression unter hypoxischen Bedingungen im Gegensatz zum Gersten-Hb
nicht heraufreguliert (Taylor et al., 1994), obwohl aufgrund einer gesteigerten Glykolyse

der Bedarf zur Regenerierung des NAD" hoher sein miisste.
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Mogliche Funktion des Neuroglobins im ROS und NO-Stoffwechsel?

Flavohamoglobine in Bakterien und
Hefen agieren als NO-Dioxygenasen
(e) und wandeln das hoch reaktive --:f:“:.' :‘EQ‘::
Stickstoffmonoxid (NO), unter ;%:':E;b A c%;#‘;tl: N
Verwendung von O, in harmloses - ”
Nitrat um (Gardner et al., 2006;
Gardner et al, 2000). Diese

Fahigkeit wird inzwischen auch dem

[O] H,0 [O'] H,0

Myoglobin und dem Hamoglobin der Vertebraten zugeschrieben (Flogel et al., 2001;
Gardner et al., 2004; Merx et al., 2005; Wunderlich et al., 2003). Eine analoge Funktion
wurde fir das Ngb in neuronalen und endokrinen Geweben postuliert (Brunori et al.,
2005; Fago et al., 2004b; Herold et al., 2004; Kundu et al., 2003). In vitro
Bindungskinetiken zeigen, dass sowohl oxygeniertes, als auch nitrosyliertes
Neuroglobin sehr schnell Redoxreaktionen mit Stickstoffmonoxid (NO) oder Peroxynitrit
(ONOO ) eingeht und somit mdglicherweise eine neuroprotektive Funktion ausiibt
(Brunori et al., 2005; Herold and Fago, 2005; Herold et al., 2004).

1. NgbO, + NO — met Ngb + NO3

2. NgbFe(I)NO + O, — metNgb + NO;~

3. NgbFe(l)No ONOO HOONO - \yopkeinno -NO > metNgb

Tabelle 4-2 Mégliche Interaktionen von Neuroglobin mit NO und Peroxynitrit

Eine putative Rolle des Neuroglobins in der Entgiftung von Peroxynitrit, einer
hochreaktiven Spezies, die aus NO' und Superoxid (02" ) entsteht, wurde von Herold
und Fago (2005) postuliert. Peroxynitrit bewirkt die Nitrosylierung von aromatischen
AS-Resten in Proteinen, was eine Beeintrachtigung oder einen Funktionsverlust zur
Folge hat (Thomas et al., 2002). Fur intaktes Myoglobin konnte nachgewiesen werden,
dass es im Vergleich zum apoMb ohne Ham deutlich weniger nitrosyliert wurde und
somit wahrscheinlich in der Lage ist, das Peroxynitrit zu entgiften, um sich so vor
Nitrosylierung zu schitzen (Herold et al., 2002). Zudem sind sowohl oxy- und
metMyoglobin, als auch oxy- und metHamoglobin in der Lage, die Nitrosylierung von

extern zugegebenen Tyrosinen zu verhindern. Es konnte gezeigt werden, dass
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humanes NgbFe(Il)NO 100-mal schneller mit Peroxynitrit reagiert als humanes
Hamoglobin unter identischen Bedingungen (Herold et al., 2004). Die Reaktion erfolgt
in zwei Schritten und fihrt zur Freisetzung von NO" und metNgb. Inwiefern dieser

Mechanismus in vivo eine Rolle spielt ist allerdings noch unklar.

Zur Uberprifung der méglichen Funktion des Ngb im NO-Metabolismus wurde die
Ngb-Proteinverteilung mit der NO-Synthase- (nNOS)-IF verglichen. Da Neuroglobin in
fast allen Neuronen im murinen Gehirn exprimiert wird, findet man dabei zwar eine
partielle Uberlappung, aber auch viele Zellen, die Ngb aber keine NOS exprimieren
und umgekehrt (Abb. 3-13). Des Weiteren wurde in den Ngb-positiven Purkinje-Zellen
im Cerebellum weder eine NOS-Aktivitat mittels NADPH-Diaphorase-Tests
nachgewiesen (Reuss and Riemann, 2000), noch zeigten Immunfarbungen auf nicht-
hypoxischen Gehirnschnitten von Ratten in diesen Zellen nNOS- bzw. iNOS-Signale
(Rodrigo et al., 2001). Auch in der Retina Uberlappen die Ngb- und NOS-
exprimierenden Zellen nur teilweise und zeigen keine konstante Co-Lokalisation. Hier
waren z.B. Zellen der inneren Nuklearschicht, in denen anhand von Immunfarbungen
NOS-Expression beobachtet wurde (Neufeld et al., 2000), Ngb-negativ. Andererseits
ist das NO ein Signalmolekll, das von den NO-produzierenden Zellen an die
Umgebung abgegeben wird und daher wahrscheinlich im gesamten Gehirn zu finden
ist. Infolgedessen widerspricht die fehlende Co-Lokalisation keineswegs einer

moglichen Funktion des Neuroglobins in der Entgiftung von NO.

In erster Linie jedoch sprechen die Bindungseigenschaften im hexakoordinierten Ngb
gegen eine effiziente Bindung von Stickoxid. Ahnlich wie bei der Bindung von O, und
CO muss dabei zunachst das HisE7 an der sechsten Koordinationsstelle verdrangt
werden (Dewilde et al., 2001), was mit einer 1000fachen niedrigeren NO-Affinitat des
Wildtyp (wt)-Neuroglobins im Vergleich zu pentakoordinierten Mutanten einhergeht
(Van Doorslaer et al., 2003). Das bedeutet, dass die Bindung von NO an das Ngb nur
unter sehr hohen (~300 uM), flr den lebenden Organismus toxischen Konzentrationen
erfolgen wirde. Darlber hinaus hatte die Zugabe von Ngb ,antisense“-
Oligonukleotiden keine Auswirkung auf den zytotoxischen Effekt von NO-Donatoren in
Zellkultur (Sun et al., 2001). Uberdies wird unter Hypoxie die NO Produktion im Gehirn,
infolge der Aktivierung von neuronalen und induzierbaren NO-Synthasen (Rodrigo et
al., 2002) drastisch gesteigert und ein Anstieg von nanomolaren auf mikromolare NO-
Konzentrationen verzeichnet (Bolanos and Almeida, 1999; Parmentier et al., 1999).
Dies geht mit einem erhéhten Bedarf an SchutzmaflRnahmen einher, jedoch konnte eine
entsprechend paralell verlaufende Steigerung der Neuroglobinexpression bisher nicht

beobachtet werden (Gerlach et al., in Vorbereitung; Fordel et al., 2004).
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Ngb als O,-Lieferant flir enzymatische Reaktionen?

Da fur viele enzymatische Reaktionen

molekularer Sauerstoff bendtigt wird, e O:@>
:_‘f{: NN
konnte eine Funktion des Neuroglobins "éé}img

in der O,-Versorgung dieser Enzyme
Ilengel.w. Bisher SII’Td aIIerdlngs" keine "igﬁi‘f“ Ojg)o; N‘g:‘"
maoglichen Interaktionspartner fir das 2

Neuroglobin in dieser Hinsicht bekannt.

Wichtig ware, dass die Affinitat der Enzyme zum Sauerstoff (iber der des Neuroglobins
liegt, denn nur so wiirde das Ngb den Sauerstoff abgeben. Zudem sind die Cyt P4s0-
Enzyme, als Beispiel fiir sog. Monooxygenasen, unter anderem im endoplasmatischen
Reticulum und in den Mitochondrien von steroidhormonproduzierenden Zellen in der
Nebennierenrinde lokalisiert (Penzlin, 2005). Eine solche Kompartimentierung stimmt
nicht mit dem dortigen cytoplasmatischen Expressionsmuster des Neuroglobins
Uberein. Des Weiteren bendtigen alle drei Isoformen der NO-Synthasen fir die
Herstellung von NO und N-Citrullin aus L-Arginin molekularen Sauerstoff und NADPH
(Knowles and Moncada, 1994; Leone et al., 1991; Mayer and Hemmens, 1997). In Co-
Lokalisations-Studien konnte allerdings keine entsprechend kongruente Verteilung von

Ngb und nNOS im Maus-Gehirn beobachtet werden.

Anhand der im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zur Ngb-Expression
kristallisiert sich also eine favorisierte Mdglichkeit zur Funktion des neuentdeckten
Globins in der O,-Versorgung der metabolisch hochaktiver neuronaler und endokriner
Gewebe heraus. Aufgrund der differierenden Ngb-Mengen im Gehirn, die mit Regionen
mit besonders hohen Grundumsatzraten, wie z.B. dem oberen Olivenkomplex,
korrelieren, scheint die Rolle des Neuroglobins mit der basalen Stoffwechselaktivitat
dieser Gewebe verknipft zu sein. Die rein neuronale Expression des Neuroglobins
korreliert mit den Orten der oxidativen Phosphorylierung im Gehirn, denn ca. 97 % der
Mitochondrien sind in Neuronen lokalisiert (Wong-Riley, 1989). Die hohe
Autooxidationsrate des Ngbs (Dewilde et al., 2001) wirde theoretisch sogar eine
Beteiligung am Elektronentransport ermdglichen, jedoch spricht die lediglich annahernd
Ubereinstimmende, aber nicht absolut deckungsgleiche Co-Lokalisation von Ngb und

Cytochrom c in der Retina gegen eine solche direkte Aufgabe. (Bentmann et al., 2005).

Kirzlich beschrieben Fago et al. (2006) die Fahigkeit des Neuroglobins Cytochrom ¢
zu reduzieren. Daraus ergibt sich eine mdgliche Rolle des Neuroglobins im Schutz der

Zellen vor einer Mitochondrien-vermittelten Apoptose, die durch die Freisetzung des
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Cyt c eingeleitet wird. Eine schnelle Reduktion des freigesetzten Cyt ¢ durch das
Neuroglobin wirde die Induktion der Apoptose verhindern. Dieses Szenario stellt eine
durchaus denkbare Alternative im Hinblick auf eine Schutzfunktion des Neuroglobins
an Orten mit besonders hohen Stoffwechselaktivitdten und infolgedessen erhéhter

Mitochondriendichte dar.

4.3 Analyse der Cygb-Proteinverteilung in murinen Geweben

Anhand von Northern Blot-Analysen wurde Cygb-mRNA urspriinglich in fast allen
Geweben von Saugern nachgewiesen, was zunachst auf eine ubiquitdre Expression
des Genproduktes hindeutete (Burmester et al., 2002; Trent and Hargrove, 2002).
Relativ intensive Signale wurden dabei im Herzen, in der Lunge, im Magen und Darm,
aber auch im Gehirn detektiert. Detaillierte Analysen der Cygb-Proteinverteilung
anhand von indirekten Antikorper-lmmunfarbungen zeigten jedoch eine
zelltypspezifische Expression des Cytoglobins. In zwei unabhangigen Studien konnte
gezeigt werden, dass Cytoglobin rein cytoplasmatisch in Fibroblasten des
Bindegewebes und ontogenetisch verwandten Zellen zahlireicher inneren Organe wie
Leber, Herz, Muskel, Niere, Darm, Lunge und Pankreas exprimiert wird (Nakatani et
al., 2004; Schmidt et al., 2004). Zusatzlich wurde Cygb-Expression in Osteoblasten des
Knochens und Chondroblasten des Knorpels detektiert (Schmidt et al., 2004). Im
Rahmen dieser Arbeit wurde speziell die neuronale Expression des Cytoglobins
anhand von Antikdrper-IF analysiert. Die distinkten Expressionsmuster des Cytoglobins
deuten auf unterschiedliche Funktionen des neuentdeckten Globins in Fibroblasten und
Neuronen hin. Aus diesem Grund werden im Folgenden zunachst die bisherigen
Erkenntnisse zur moéglichen Funktion des Cytoglobins in Fibroblasten vorgestellt, bevor
im nachsten Kapitel das neuronale Cygb-Expressionsmuster und dessen maogliche

funktionelle Bedeutung analysiert werden.

Das orthologe Cytoglobin aus Ratte wurde zur gleichen Zeit im Rahmen einer
Proteom-Analyse in aktivierten Sternzellen fibrotischer Leber identifiziert und
entsprechend als ,stellate cell activation-associated protein“ STAP benannt (Kawada et
al., 2001). Kawada und Mitarbeiter (2001) konnten anhand von Western Blot-Analysen
zeigen, dass STAP wahrend der Fibrotisierung der Sternzellen in gleicher Weise wie
PDGF-Rezeptor-B, N-CAM und a-Aktin in der Expression heraufreguliert wird und
deshalb mdglicherweise eine wichtige Rolle in diesem Prozel} spielt. Die Lokalisation
des Cytoglobins bzw. STAP in den Fibroblasten-ahnlichen Lebersternzellen konnte von
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Schmidt et al. (2004) anhand der durchgeflhrten IF-Analysen bestatigt werden. Ferner
konnte nach einer in vitro-Aktivierung von Lebersternzellen in Zellkultur mit den
Wachstumsfaktoren PDGF und TGFp eine erhdhte Cygb-Expression detektiert werden
(Nakatani et al., 2004). In der gleichen Studie zeigten Nakatani und Mitarbeiter (2004),
dass alle Cygb-positiven Zellen auch das kollagenspezifische Chaperon Hsp47
exprimieren. Die einzige Ausnahme bildeten die Zellen der Haut. Das spezifische
Vorkommen des Cygb im Cytoplasma von Bindegewebszellen, die aktiv an der
Produktion der extrazellularen Matrix beteiligt sind, deutet moglicherweise auf eine
kollagenabhéngige Funktion des Cytoglobins hin. In Ubereinstimmung dazu werden
beispielsweise in den aktiven Kollagen-sezernierenden Chondroblasten und
Osteoblasten grolRe Mengen an Cygb exprimiert, wohingegen in den reifen
Chondrocyten und Osteocyten, die weitaus weniger Kollagen synthetisieren, Cygb

signifikant schwacher exprimiert wird (Schmidt et al., 2004).

So wird auch die Fibrotisierung der Leber durch verstarkte Kollagenproduktion in
aktivierten Sternzellen eingeleitet (Friedman, 2000; Gressner, 1996). Ferner wurde in
Cytoglobin-tberexprimierenden 3T3-Zellen nach Zugabe des Wachstumsfaktors TGFf3
eine gesteigerte Produktion des Kollagens a1(l) im Vergleich zu Wildtyp-Zellen
beobachtet (Nakatani et al., 2004). Aufgrund dieser Daten erscheint eine moégliche

Rolle des Cytoglobins im Rahmen der Kollagensynthese naheliegend.

Bei der Synthese des Kollagens wird molekularer Sauerstoff zur Hydroxylierung des
Prokollagens durch die Prolyl-4-Hydroxylase bendétigt (Kivirikko and Pihlajaniemi, 1998;
Myllyharju, 2003; Myllyharju and Kivirikko, 2004; Pihlajaniemi et al., 1991), wodurch die
charakteristische Triple-Helix-Struktur der Kollagenfasern stabilisiert wird (Mizuno et
al., 2003). Dabei ist der Grad der Hydroxylierung mit der Menge des verfligbaren
Sauerstoffs gekoppelt (Yen et al., 1979). Cygb kénnte also den Sauerstoff an die
Prolyl-4-Hydroxylase liefern, um die Kollagensynthese unter hypoxischen Bedingungen
zu gewahrleisten. In Ubereinstimmung hierzu wurde eine um den Faktor 2 bis 3
heraufregulierte Cytoglobin-Expression in Ratten Herz und Leber festgestellt, nachdem
die Tiere flr 22 bzw. 44 Stunden einer auf 9 % reduzierten Sauerstoffzufuhr ausgesetzt
wurden (Schmidt et al., 2004). Die Expression des Cygbs kdnnte dabei Uber den
Transkriptionsfaktor HIF-1 reguliert sein, denn in der Gensequenz befinden sich
mehrere entsprechende konservierte Bindestellen (HREs) (Wystub et al., 2004). Einen
weiteren Hinweis auf die HIF-1-abhangige Expression von Cygb stellt die deutlich
geringere Heraufregulation der Cygb-mRNA-Menge in hypoxischen heterozygoten HIF-
1-knock out-Mausen im Vergleich zu WT-Mausen dar (Fordel et al., 2004). Akute

Hypoxie kennzeichnet Prozesse wie Osteogenese, Chondrogenese und Wundheilung
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(Nakatani et al., 2004; Schipani et al., 2001; Tandara and Mustoe, 2004).
Bekanntermallen wird die Kollagensynthese unter diesen Bedingungen induziert
(Agocha et al., 1997; Falanga et al., 1993; Horino et al., 2002). Auch die Expression
der Prolyl-4-Hydroxylase wird unter O,-Mangel sowohl auf mRNA- (Takahashi et al.,
2000), als auch auf Proteinebene (Hofbauer et al., 2003) heraufreguliert. Eine direkte
,Ubergabe“ des O, an die Prolyl-4-Hydroxylase durch das Cytoglobin erscheint
allerdings aufgrund der deutlich geringeren O,-Affinitdt der P-4-H eher

unwahrscheinlich (Hirsila et al., 2003).

4.3.1 Welche Nervenzellpopulationen im Gehirn exprimieren Cygb?

Cytoglobin konnte im Saugergehirn bereits in vorangegangenen Northern Blot und
Western Blot-Analysen nachgewiesen werden (Burmester et al., 2002; Schmidt et al.,
2004; Trent and Hargrove, 2002). Die Expression des Cytoglobins in neuronalen
Geweben wurde auflierdem am Beispiel der Neuronen in der Ganglienzellschicht und
der inneren nuklearen Schicht der Retina (Schmidt et al., 2005) sowie in Nervenzellen
des Plexus myentericus (Auerbach Plexus) im Darm (Schmidt et al., 2004)
beschrieben. Im Rahmen dieser Arbeit wurde anhand von indirekten Antikorper-
Immunfarbungen die Verteilung des Cygb-Proteins im murinen Gehirn systematisch
untersucht. Die durchgefiihrten Immunfarbungen an Gehirnschnitten von Mausen
wurden mit drei unterschiedlichen Antikdrpern, die gegen drei verschiedene
Peptidregionen des Cygb-Proteins gerichtet waren, angefertigt und zeigten
kontinuierlich deckungsgleiche Expressionsmuster des Cytoglobins im Maus-Gehirn.
Zusatzlich zeigte der anti-Cygb-Antikérper von Geuens und Mitarbeitern in von mir
selbst durchgefihrten Experimenten eine identische Cygb-Verteilung. Diese
unterschied sich deutlich von der bei Geuens et al. (2003) beschriebenen ubiquitdren
Verteilung des Cytoglobins in Zellkernen, aber nicht im Cytoplasma, der meisten
Neurone. Unter Umstanden lassen sich die Ergebnisse der Arbeitsgruppe aus

Antwerpen auf methodisch bedingte Artefakte zurtickflhren.

Die spezifische Expression des Cytoglobins im Saugergehirn unterschied sich deutlich
von der eher globalen Ngb-Verteilung. Distinkte Cygb-immunreaktive Zellpopulationen
wurden in verschiedenen Gehirnbereichen detektiert. Die intensiven IF-Signale hoben
sich deutlich vom Hintergrund ab und konnten sowohl im Soma als auch in Fortsatzen
der Neurone identifiziert werden. Beispielsweise wurden im cerebralen Cortex gefarbte

Neurone in allen Zellschichten (Laminae 1I-VI) gefunden, ihre Anzahl belief sich jedoch
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auf weniger als zehn Prozent der gesamten dort vorhandenen Nervenzellen. Eine
ahnliche Situation wurde im Striatum beobachtet, wo lediglich eine Subpopulation von
Neuronen Cygb in groen Mengen exprimierte (Schmidt et al., 2004). Ahnlich intensive
Signale wurden auch in den \vereinzelt gefarbten Pyramidenzellen der
Hippocampalformation und in den tegmentalen Kernen im Bereich des Hirnstamms
detektiert. Die Farbungen in anderen Gehirnbereichen, wie beispielsweise in den
periglomerularen Zellen des Bulbus olfactorius oder im paraventricularen Nucleus
(PVN) und der Eminentia mediana des Hypothalamus waren hingegen deutlich
schwacher. Auch im Hirnstamm exprimierten manche Kerne, wie beispielsweise der
Nucleus olivaris superior oder die sog. Raphekerne deutlich weniger Cytoglobin. Nicht
nur die Signalintensitaten sondern auch die Morphologie der Cygb-exprimierenden
Zellen variierte stark, was darauf hindeutet, dass unterschiedliche Neuronen-Typen

Cytoglobin exprimierten.

Diese detaillierte Analyse der Cygb-Expression im Gehirn legt die Vermutung nahe,
dass das Cygb in den distinkten Nervenzellpopulationen im Gehirn eine andere
Funktion ausubt als in den Fibroblasten im Bindegewebe der inneren Organe. Gestutzt
wird diese Hypothese durch die Entdeckung von zwei paralogen Cygb-Genen in

Fischen, wovon eins Uberwiegend im Gehirn exprimiert wird (Fuchs et al., 2005).

4.3.2 Cygb-Protein im Cytoplasma und Zellkern von Neuronen

Wahrend die rein cytoplasmatische Lokalisation des Neuroglobins unumstritten ist,
lieferten die Cygb-Immunfarbungen teilweise Uberraschende Ergebnisse. Mehrere
Studien, in denen die praferentielle Expression des Cytoglobins in Fibroblasten und
ontogenetisch verwandten Zellen untersucht wurden, zeigten Ubereinstimmend eine
rein cytoplasmatische Lokalisation des Proteins in diesen Geweben (Nakatani et al.,
2004; Schmidt et al., 2004; Tateaki et al., 2004). Weiterhin ergaben bioinformatische
Kalkulationen nach dem Reinhardts-Modell (Reinhardt and Hubbard, 1998) mit
94%iger Wahrscheinlichkeit, dass es sich beim Cytoglobin um ein cytoplasmatisches
Protein handelt (Burmester et al., 2002; Kawada et al., 2001). Dieser Wert entspricht
dem des Myoglobins, dessen Lokalisation im Cytoplasma von Muskelzellen
unumstritten ist. Bis dato wurde kein Kernimportsignal in der Cygb-AS-Sequenz
identifiziert. Uberdies konnte in kultivierten Hela und Vero-Zellen, die mit einem Cygb-
GFP-Vektorkonstrukt transfiziert wurden, kein gezielter Transport des Cygb-GFP-

Fusionsproteins in die Zellkerne beobachtet werden (Schmidt et al., 2004).
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Dagegen wurde in neuronalen Zellen das Cytoglobin sowohl im Cytoplasma als auch
im Zellkern detektiert, wahrend der Nucleolus sichtlich keine Farbung zeigte (diese
Arbeit; Schmidt et al., 2004; Schmidt et al., 2005). Diese Proteinverteilung konnte
durch  Western Blot-Analysen (Abb. 3-23) und anhand von konfokalen
Mikroskopieaufnahmen (Abb. 3-24) zweifelsfrei bestatigt werden. Aufgrund des
geringen Molekulargewichtes von 21 kDa ware es prinzipiell mdglich, dass Cygb in den
Zellkern diffundiert, da normalerweise Molekiile mit einer MolekulargréRe um 20 kDa
die Zellkernporen ungehindert passieren konnen (Quadrini and Bieker, 2002). Zudem
wurde beispielsweise fir das Aktin nachgewiesen, dass es mit Hilfe entsprechender
Bindeproteine zwischen Cytoplasma und Zellkern hin und her transportiert werden
kann (De Ganck et al., 2005). Eine ahnlich vermittelte Translokation des Cytoglobins
innerhalb von neuronalen Zellen ware prinzipiell denkbar, jedoch ist bisher kein

entsprechender Interaktionspartner flir das Cytoglobin bekannt.

Die Lokalisation eines Globins im Zellkern ist dennoch keineswegs ein Ausnahmefall.
Cianciarullo und Mitarbeiter (1999) =zeigten anhand von Immunfarbungen die
Lokalisation des Hadmoglobins der Amphibienspezies Odontophrynus americanus und
Bufo ictericus in den euchromatischen Regionen im Nucleus deren zellkernhaltiger
Erythrocyten nach. Die Autoren haben zundchst angenommen, dass das vorwiegend
cytoplasmatische Globin im Verlauf zahlreicher mitotischer Zellteilungen in den
Zellkern eingeschlossen wurde. Eine Diffusion oder ein zielgerichteter Transport Uber
die Zellkernmembran wurde aufgrund des hohen Molekulargewichtes des Hamoglobins

ausgeschlossen.

Auch in kultivierten Alfalfa-Zellen wurde nach immuncytologischer Markierung ein
pradominant im Zellkern lokalisiertes Hamoglobin detektiert (Seregelyes et al., 2000).
Es kommt nur zu einem geringen Teil cytoplasmatisch vor, obwohl die Proteinsequenz
kein nukleares Transportsignal aufweist. Auch hier kénnte die Diffusion des
Hamoglobins in den Zellkern aufgrund der geringen MolekulargréRe von 18 kDa die
treibende Kraft sein (Quadrini and Bieker, 2002). Aufgrund der Co-Lokalisation des
Alfalfa-Hamoglobins (Mhb1) in den Nuklei der Elonginationszellen mit einer in
Maiswurzeln ansassigen NO-Synthase (Ribeiro et al., 1999) und der Tatsache, dass
Ham als Substrat fir dieses Enzym fungieren kann (Hausladen and Stamler, 1998),
schlugen Seregelyes und Mitarbeiter (2000) eine mutmallliche Rolle des
kernlokalisierten Hamoglobins in der NO-Signaltransduktionskaskade vor. Inzwischen
wurde zudem gezeigt, dass das Alfalfa-Hamoglobin, &hnlich wie das Gersten-Globin, in
der Lage ist, schadliche Mengen NO unter Verwendung von NAD(P)H abzubauen
(Seregelyes et al., 2004).
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4.3.3 Funktionelle Bedeutung des Expressionsmusters von Cygb

Wahrend die Ngb-Expression augenfallig mit den Orten besonders hoher oxidativer
Stoffwechselraten korreliert, konnte fir das Cytoglobin im Rahmen dieser Arbeit und
auch in anderen Studien ein solcher Zusammenhang nicht beobachtet werden. Auch in
der Retina wurde das Cytoglobin teilweise in anderen Zellschichten als das
Neuroglobin detektiert. Andererseits wurden in der Ganglienzellschicht und der inneren
plexiformen Schicht beide Globine detektiert, was ein Indiz fur die unterschiedlichen
Funktionen dieser Proteine sein kdnnte (Schmidt et al., 2005). Aufgrund der exklusiven
Expression des Cytoglobins in distinkten Zelltypen erscheint eine allgemeine Funktion
des Proteins als O,-Speicher und -Transporter eher unwahrscheinlich. Stattdessen
kdnnte Cytoglobin im Gehirn (wie zuvor in Fibroblasten postuliert) spezifische Enzyme
mit Sauerstoff versorgen. Ein solches Enzym konnte beispielsweise die neuronale NO-
Synthase sein, die ein &hnlich charakteristisches Expressionsmuster im Gehirn
aufweist (Gotti et al., 2005). Um diese Mdglichkeit zu Uberprifen, wurde im Rahmen
dieser Arbeit die Co-Lokalisation des Cytoglobins mit der neuronalen NO-Synthase
(nNNOS) im Gehirn anhand von Doppelimmunfarbungen untersucht. Die Ergebnisse

werden im nachsten Kapitel diskutiert.

Uber die mégliche Funktion von Cytoglobin im Zellkern kann bisher nur spekuliert
werden. Geuens et al. (2003) schlugen eine regulatorische Funktion des Cytoglobins
analog zu anderen Ham-tragenden hexakoordinierten Sensorproteinen vor, die durch
die Bindung von diatomaren Gasmolekiilen wie NO, O, oder CO in der Lage sind,
entsprechende Signaltransduktionswege zu aktivieren. Dazu gehort z.B. das O,-
Sensorprotein Dos in E.coli (Delgado-Nixon et al., 2000), der Transkriptionsfaktor
CooA aus Rhodospirillum rubrum (Shelver et al., 1997) und die I6sliche Form der
Guanylcyclase (,soluble guanyl cyclase“, sGC) (Burstyn et al., 1995). Im Dos-Protein
ist die PAS-Sensordoméane kovalent an eine Phosphodiesterase-Domane gebunden.
CooA ist ein Homodimer, das aus einer Ham-enthaltenden regulatorischen Domane
und einem DNA-bindenden Helix-Turn-Helix-Motiv besteht (Lanzilotta et al., 2000). Auf
diese Weise regulieren das Dos-Protein die aerobe Atmung in E.coli und CooA, ein
bakterieller CO-Sensor, die Transkription zweier Operons, die fir ein CO-

Oxidationssystem kodieren.

Weder eine enzymatische noch eine DNA-bindende Domane ist im Cygb-Protein
enthalten. Dennoch ware es mdglich, dass die charakteristischen Eigenschaften des

Cytoglobins, wie die Hexakoordination, die redoxabhangige O.-Affinitat und die
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intramolekularen Kavitaten einen Einfluss auf die Diffusion und die Bindung von
Liganden im Molekll nehmen, der von der aufderen Umgebung abhangig ist. Dies
wilrde bedingt fur eine mdgliche Funktion des Cytoglobins als Sensormolekil
sprechen. Weiterhin kénnten die N- und C-terminalen Verlangerungen des Proteins in
bisher unbekannte Protein-Protein-Interaktionen involviert sein, die dem Cytoglobin
eine Rolle als Sensorprotein in Signaltransduktionsketten oder in der

Transkriptionsregulation gewahren wurden.

4.3.4 Cygb und NO-Stoffwechsel im Maus-Gehirn: eine funktionelle

Beziehung?

Die neuronale NO-Synthase (nNOS) spielt nicht nur bei zahlreichen physiologischen
Funktionen im Gehirn, wie der Freisetzung von Neurotransmittern, der neuronalen
Entwicklung, Regeneration, synaptischen Plastizitat und Regulation der Genexpression
eine wichtige Rolle, sondern ist auch in eine Reihe von neurodegenerativen Prozessen

involviert, die mit einer erhdhten NO-Produktion einhergehen (Yun et al., 1997).

Interessanterweise stimmt die Expression des Cytoglobins in den analysierten
Regionen des Maus-Gehirns exakt mit der dortigen nNOS-Verteilung Uberein. Die
Expression der nNOS in Cortex und Striatum eines gesunden Gehirns beschrankt sich
vor allem auf wohldefinierte Interneurone in beiden Gehirnbereichen (Gotti et al.,
2005). Hier konnte eine Co-Lokalisation des Enzyms mit Cytoglobin beobachtet
werden. Am auffélligsten sind hier grof3e multipolare Neurone, in denen sehr intensive
Signale fir nNOS und Cytoglobin detektiert wurden. Die Farbung war in den
neuronalen Zellkérpern und ihren Fortsatzen sehr deutlich zu erkennen. Gleichwonhl
beschrankte sich die Lokalisation beider Proteine ausschlief3lich auf Neurone, in
Gliazellen wurden keine entsprechenden Signale detektiert. Auch im medialen
vestibularen Nucleus exprimierten groRe Nervenzellen mit langen Fortsatzen
beachtliche Mengen Cytoglobin. Ebenso intensive Signale lieferte die nNOS-
Immunfarbung in diesen Zellen. Ein Vergleich der von Gotti et al. (2005) beschriebenen
nNOS-Verteilung im Maus-Gehirn mit dem im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Cygb-
Expressionsmuster zeigte, das beide Proteine in zahlreichen weiteren Hirnstrukturen,
wie Dbeispielsweise im Hypothalamus, den lateralen Habenularkernen sowie
zahlreichen Kerngebieten im Bereich des Hirnstamms exprimiert werden. Ob es sich
dabei auch tatsachlich um dieselben Zellen handelt muss allerdings noch nachgepruft
werden. Ein weiteres Charakteristikum beider Proteine ist ihre Abwesenheit in den
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Purkinje-Zellen des Kleinhirns. Uberdies variiert sowohl die Morphologie als auch die
Signalintensitaten der NOS-exprimierenden Zellen, ahnlich wie beim Cytoglobin
beobachtet (Gotti et al., 2005).

Eine weitere mdgliche Parallele ist die Lokalisation beider Proteine im Zellkern. So
wurde anhand von Western Blot-Analysen an Gehirnproteinextrakten die nNOS zwar
Uberwiegend in der Cytoplasma- gleichzeitig aber auch in der Zellkernfraktion detektiert
(Riefler and Firestein, 2001). Die Lokalisation der NO-Synthesen in Zellkernen von
Adipozyten und Neutrophilen wurde auRerdem bereits beschrieben (Giordano et al.,
2002; Saini et al., 2006). Darlberhinaus scheint die Expression des Cytoglobins in
Neuronen des peripharen Nervensystems (Schmidt et al., 2004) mit der dort ebenfalls

anwesenden nNOS zu korrelieren (Kavdia and Popel, 2004).

Verschiedene Varianten der mdglichen NO-abhangigen Funktionen von Cytoglobin
sind vorstellbar. Zum einen koénnte das Cytoglobin in neuronalen Zellen, analog der
postulierten Cygb-Funktion in Fibroblasten, als Sauerstofflieferant fir die nNOS
fungieren. Andererseits konnte das Cytoglobin als NO-Dioxygenase ahnlich zum
Myoglobin schadliche Mengen NO in Nitrit umwandeln. Auch eine Beteiligung des
Cytoglobins an der Entgiftung von ROS, z.B. Peroxynitrit ware denkbar. Unter
hypoxischen Bedingungen wird die Expression der nNOS im zentralen und peripheren
NS sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene heraufreguliert (Prabhakar et al.,
1996; Ward et al., 2005), was mit einer verstarkten Bildung von NO einhergeht. In
Ubereinstimmung dazu wurde auch ein 2 bis 3facher Anstieg der Cygb-Expression im
Maus-Gehirn infolge von Hypoxie verzeichnet (Fordel et al., 2004). Einerseits kdnnte
das Cytoglobin auf diese Weise den erhohten Sauerstoffbedarf zur NO-Produktion
saturieren, andererseits konnte eine groflere Menge Cygb zur adaquaten Entgiftung
von NO und Peroxynitrit unter diesen Umstanden erforderlich sein, um den Schutz der
Zellen zu gewahrleisten. Allerdings konnte eine etnsprechende Regulation des

Cytoglobins im Gehirn von Schmidt et al. (Schmidt et al., 2004) nicht bestatigt werden.
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4.4 Analyse der Sequenzevolution von Neuroglobin

Fur die eingehende Erforschung der Funktion unbekannter Gene ist die Kenntnis der
moglichen transkriptionellen Regulationsmechanismen von enormer Bedeutung. Die
Identifizierung putativr regulatorischer Elemente in Gensequenzen ist dabei essentiell
fur weitere Studien wie z.B. der Generierung von transgenen und knock-out-Mausen.
Die Ermittlung funktionell relevanter Genregionen anhand der Sequenzkonservierung
zwischen verschiedenen Spezies stellt ein etabliertes in silico-Verfahren dar, das
sowohl fiir die Vorhersagen neuer Gene und Genstrukturen (Guigo et al., 2003) als
auch zur Detektion regulatorischer Gensequenzen (Hardison et al., 1997; Loots et al.,
2000; Oeltjen et al., 1997; Wasserman et al., 2000) erfolgreich angewendet wird.
Prinzipiell geht man davon aus, dass der Grad an Konservierung von Sequenzen mit
deren funktioneller Bedeutung korreliert (Ellsworth et al., 2000; Hardison, 2000;
Hardison et al., 1997). Eine Vielzahl von Studien bestatigt die Konservierung wichtiger
genregulatorischer Abschnitte in verschiedenen Saugerspezies (Loots et al., 2000).
Aulerdem wurde die Konservierung regulatorischer Elemente sogar zwischen Saugern
und weiter entfernten Vertebraten, wie Huhn und Fisch beschrieben (Abrahams et al.,
2002; Aparicio et al., 1995; Gottgens et al., 2002; Santini et al., 2003).

Die komparative Sequenzanalyse der Neuroglobin-Genregion wurde aus diesem
Grund taxalUbergreifend durchgefiuihrt und umfasste sowohl Sauger als auch Fische.
Die humane Neuroglobin-Genregion wurde dabei primar mit den orthologen
Genabschnitten aus Maus und Ratte verglichen. Des Weiteren wurden die Ngb-
Gensequenzen aus dem Zebrafisch D. rerio und den Pufferfischen T. nigroviridis und
F. rubripes mit einbezogen. Die Ubereinstimmungen in den Ngb-Gensequenzen der
Sauger und der Fische beschrankten sich allerdings nur auf die kodierenden Regionen.
Daruber hinaus konnten keine bei allen Vertebraten konservierten nicht-kodierenden

Sequenzabschnitte detektiert werden.

Ein Vergleich der Nukleotid-Substitutionsraten in den kodierenden Sequenzen der
Hamo-, Myo- und Neuroglobine in Sdugern und Fischen ist in der Tabelle 4-3
zusammengefasst. Die errechneten Raten der synonymen (ds) und nicht-synonymen
(dn) Nukleotidaustausche fir die a- und B-Hamoglobinketten sowie fir das Myoglobin
stimmen dabei sehr gut mit den Literaturwerten tberein (Li, 1997). Im Vergleich dazu
sind die entsprechenden Evolutionsraten fiir das Neuroglobin signifikant geringer und
betragen lediglich einen Drittel der Austauschraten der orthologen Hamo- und

Myoglobine. Die Aminosauresequenz-ldentitdt der Neuroglobine aus Maus und
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Mensch betragt 94 % und Ubersteigt deutlich die Konservierung der Hamo- und
Myoglobine, deren Aminosauresequenzen zwischen 77 und 85 % identisch sind. Damit
liegt die Aminosdure-Ubereinstimmung im Neuroglobin deutlich oberhalb des von
Waterston et al. (2002) beschriebenen Durschnittswertes von 78,5 %, der anhand von
12845 verglichenen orthologen Genen aus Mensch und Maus ermittelt wurde. Die
geringere Evolutionsrate des Neuroglobins lasst sich ausschlielllich auf die deutlich
reduzierte Anzahl der nicht-synonymen Substitutionen zurlckfihren, denn die
synonymen Substitutionsraten unterscheiden sich nicht signifikant von denen anderer
Globine.

Globine Substitutionsrate (x 10°%)

Aminosduren  dn ds ds/dn

Hamoglobin o Sauger 1.03+0.36 0.55+0.11 461+0.18 8.71

Fische 4.02 2.13 6.00 2.84

Hamoglobin B Séuger 1.17 £ 0.05 0.65 + 0.04 247 £ 0.04 3.76

Fische 212 1.29 4.95 3.86

Myoglobin Sauger 0.97 £ 0.01 0.47 £ 0.00 3.51+0.01 7.29

Fische 1.55 + 0.06 0.75 5.25 7.00
Neuroglobin Sauger 0.32+£0.00 0.16 £ 0.00 3.02+0.44 19.44
Fische 0.95 +0.02 0.46 + 0.00 9.69 + 1.09 21.33

Tabelle 4-3 AS- und Nukleotidsubstitutionen in Vertebratenglobinen. Fiir die Vergleiche
zwischen Saugern wurden humane und murine (meistens Maus) Sequenzen verwendet.
Fir die Evolution in Fischen wurden entsprechende Sequenzen aus Zebrafisch (D. rerio)
und zwei Pufferfischen (T. nigroviridis, F. rubripes) analysiert. Die Divergenz zwischen
Mensch und Nagern (Maus/Ratte) wurde auf 96 Mio. Jahre und zwischen Zebrafisch und
den Pufferfischen auf 120 Mio. Jahre festgelegt. Soweit moglich wurden Standardfehler
mit angegeben. Die Evolution der Aminosduren wurde anhand einer modellierten PAM-
Matrix berechnet (Dayhoff et al., 1978). Die korrigierten Werte fiir die nicht-synonymen
(dn) und synonymen (ds) Nukleotidaustausche wurden nach der Methode von Ota and
Nei (1994) berechnet und sind als Anderungen pro Kodonposition pro Jahr angegeben.

Der Quotient von synonymen zu nicht-synonymen Nukleotidaustauschen (ds/dn) liegt
im Neuroglobin der Sauger bei 19,44 und somit weit oberhalb von 4,7, einem
Durchschnittswert, der aus einem Vergleich von 47 menschlichen und murinen
proteinkodierendenen Gensequenzen errechnet wurde (Li, 1997). Dies deutet darauf
hin, dass das Neuroglobingen wahrend der divergenten Evolution in Saugern einer
starken ,reinigenden“ Selektion unterworfen war (Graur and Li, 2000; Kimura, 1980).
Analog beschrieben Waterston et al. (2002) die Kehrwerte (dn/ds) mit 0,115 im
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Durchschnitt, wobei Ngb auch hier mit 0,05 deutlich oberhalb liegt und ebenfalls in die
Kategorie der Gene, die einer stark ,reinigenden® Selektion unterworfen waren, fallt.
Das ist ein Hinweis darauf, dass das Neuroglobin eine sehr wichtige Funktion im
tierischen Metabolismus ausibt, fur die in der Regel die Konservierung ganzer
Proteindomanen nétig ist. Fir die O,-Bindung miussen lediglich einige wichtige
Schlisselpositionen im Protein konserviert sein (Wilson et al., 1977), weshalb wohl die
meisten Austausche an der Oberflache der Hamo- und Myoglobine akzeptiert werden
(Dickerson and Geis, 1983). Die deutlich geringere Anzahl der AS-Austausche im
Neuroglobin kénnte folglich auf eine funktionelle Relevanz der gesamten
Proteinstruktur hinweisen. Maoglicherweise ist sie fiur den komplizierten Vorgang der
Sauerstoffbindung, wie er fir hexakoordinierte Hamproteine charkteristisch ist, von
Bedeutung oder an bisher unbekannten Protein-Protein Interaktionen des Neuroglobins

beteiligt.

Sowohl die AS-Austausche als auch die Nukleotidsubstitutionen in den Globinen der
Fische zeugen von einer circa doppelt so schnellen Evolution im Vergleich zu den
orthologen Globingenen der Sauger. Diese Ergebnisse stimmen gut mit der
hypothetischen Verlangsamung der molekularen Uhr in Sdugern Uberein (Ayala, 1997).
Andererseits ware es moglich, dass die fur die Berechnungen im Rahmen dieser Arbeit
eingerechnete Divergenzzeit zwischen dem Zebrafisch und den Pufferfischen von ca.
120 Mio. Jahren (Benton, 1990; Wittbrodt et al., 2002) zu kurz gewahlt wurde und
eigentlich bei 256-312 Mio. Jahren hatte angesiedelt werden missen (Thomas and
Touchman, 2002). Ein fruher gesetzter Zeitpunkt der Divergenz wirde die

Substitutionsraten in Fischen entsprechend herabsetzen.

4.4.1 Konservierte regulatorische Elemente im Ngb-Gen und deren

mogliche funktionelle Bedeutung

Nach Loots et al. (2000) findet man genregulatorische Sequenzen bevorzugt in
konservierten nicht-kodierenden Regionen, die auf einem mind. 100 bp langem
Abschnitt mehr als 70 % Ubereinstimmung zwischen Mensch und Maus aufweisen. In
der Ngb-Genregion konnten allerdings keine konservierten Abschnitte von
entsprechender Lange detektiert werden, was die allgemeine Gliltigkeit der von Loots
et al. (2000) aufgestellten Kriterien in Frage stellt. Anhand dieser Kriterien wurden im
a-Globin Genclusters zwar zwei potentiell funktionelle Bereiche identifiziert, diese
enthielten jedoch keines der bis dahin charakterisierten regulatorischen Elemente (Flint
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et al., 2001). Dies veranlasste die Autoren schlieBlich zur genaueren Untersuchung
auch kurzerer konservierter Sequenzabschnitte in dieser Region. Aus diesem Grund
wurden fir unsere Analysen alle zwischen Mensch und Maus konservierten nicht-
kodierenden Sequenzen im Bereich des Neuroglobins, bis hin zu den flankierenden
Genen POMT2 und DKFZp43P011 (DUF221) in Betracht gezogen, auch wenn sie mit
maximalen Ausdehnungen von 50 bp vergleichsweise kurz waren. Die dort
identifizierten putativ regulatorischen Elemente werden in den folgenden zwei
Abschnitten naher charakterisiert. Dartiber hinaus fihrte der Interspeziesvergleich zur
Identifizierung einer relativ gut konservierten Region von ca. 500 bp im 5°-Bereich des
NGB/Ngb-Gens, die wahrscheinlich den minimalen Promotor darstellt. In diesem
Bereich wurden aufierdem anhand der PIP-Analysen (Abb. 3-1) sog. CpG-Inseln
identifiziert. Bei den CpG-Inseln handelt es sich um nicht-methylierte, mehrere hundert
Basenpaare lange Sequenzbereiche im Saugergenom, die einen hohen Anteil an CpG-
Dinukleotiden und damit einen Uberdurchschnittlich hohen GC-Gehalt von mindestens
60 % aufweisen (Bird et al., 1987). CpG-Inseln sind oft mit Promotorregionen
differentiell exprimierter Gene in Eukaryoten assoziiert und konnten als Angriffspunkte

fur Cytosin-Methylierung eine wichtige Rolle in der Regulation dieser Gene spielen.

4.4.2 Mogliches Signal fiir eine neuronenspezifische Expression

von Ngb

Im Gegensatz zu den Nervenglobinen der Invertebraten, die meistens in hohen
Konzentrationen in Gliazellen exprimiert werden (Wittenberg et al., 1965), wurde das
Neuroglobin im Nervensystem der Vertebraten ausschlieRlich im Cytoplasma von
Neuronen detektiert (Laufs et al., 2004; Sun et al., 2001; Wystub et al., 2003; Zhang et
al.,, 2002). Um diese zelltypspezifische Expression erklaren zu kénnen, wurde im
Rahmen der vergleichenden Sequenzanalyse die Suche nach einem potentiell
verantwortlichen DNA-Motiv durchgefiihrt. Das NRSE (,neuron-restrictive silencer
element) vermittelt eine vorwiegend neuronenspezifische Expression einiger
Saugergene (Schoenherr et al., 1996). Es handelt sich dabei um ein 21 bp langes
Sequenzmotiv, das entweder 5’-aufwarts, 3’-abwarts oder auch in Intron- und Exon-
Bereichen dieser Gene lokalisiert und in beiden Orientierungen funktionell sein kann
(Schoenherr and Anderson, 1995; Thiel et al., 1998). Das passende Bindeprotein
NRSF (,neuron-restrictive silencer factor*) wird fast ausschlief3lich in nicht-neuronalen

Zellen gebildet, bindet dort an die Erkennungssequenz und inhibiert auf diese Weise
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die Expression von NRSE-haltigen Genen (Schoenherr et al., 1996; Shimojo et al.,
2001). Insgesamt 36 aus der Literatur bekannte NRSE-Motive (Lietz et al., 2003;
Schoch et al., 1996; Schoenherr et al., 1996) wurden im Rahmen dieser Arbeit zu einer
sog. ,positional frequency matrix* (PFM) zusammengestellt (Abb. 4-1B). Das Online-
Programm MSCAN wandelt die PFM in eine ,positional weight matrix* (PWM) um und
veranschaulicht die darin enthaltene Information in Form eines Sequenzlogos (Abb. 4-
1A). Mit Hilfe der PWM durchsuchte das Programm die genomischen Mensch- und

Maus-Ngb-Sequenzen.

Ein geeignetes Motiv mit einer sehr guten Ubereinstimmung konnte dabei in der
humanen Sequenz 5’aufwarts des Ngb-Gens identifiziert werden (Abb. 4-1C). Das
entsprechende Motiv im korrespondierenden Maus-Sequenzabschnitt zeigte hingegen
eine relativ geringe Ubereinstimmung und konnte mit dem verwendeten
Suchalgorithmus nicht identifiziert werden. Experimentelle Daten bestatigen jedoch die
Funktionalitat einer dhnlich schwach konservierten NRSF-Bindestelle im Vassopressin-
Gen (Coulson et al., 1999). Daneben konnte ein konserviertes NRSE-Motiv im Bereich
des zweiten Exons in der Neuroglobin-Sequenz von Mensch und Maus detektiert
werden, allerdings ist hier die Ubereinstimmung zur verwendeten Matrix etwa 100mal
geringer als beim ersten, in der humanen Sequenz identifizierten Motiv. Diese NRSE-
ahnlichen Sequenzen im Neuroglobingen kénnten die Expression des Proteins in nicht-
neuronalen Geweben durch die Bindung des NRSF-Proteins inhibieren. Inwiefern sie
jedoch funktionell sind und ob sie fur die Regulation der Ngb-Expression in vivo
relevant sind, muss anhand von entsprechenden experimentellen Analysen verifiziert

werden.

Es ist bekannt, dass das NRSF teilweise auch in neuronalen Zellen gebildet wird und
dort ebenfalls die Transkription NRSE-haltiger Gene inhibieren kann, wie das z.B. beim
Gen des ,type Il sodium channel“ (Nall) in reifen peripheren Neuronen der Fall ist
(Chong et al., 1995). Daneben wurden durch Datenbanksuchen NRSE-Sequenzmotive
auch in nicht-neuronalen Gensequenzen identifiziert wie z.B. im Cytochrom Ps,-11p-
und Aktin-Gen, was die Vermutung nahe legt, dass NRSF nicht ausschlief3lich die
Expression neuronaler Gene reguliert, sondern auch eine Funktion bei der Regulation
nicht-neuronaler Gene erfullt (Garcia-Sanchez et al., 2003; Schoenherr et al., 1996).
Daneben wurde auch in nicht-neuronalen Geweben teilweise kein NRSF-Protein
nachgewiesen, z.B. in manchen Gliazelltypen und in embryonalem Herz- und
Lebergewebe (Schoenherr and Anderson, 1995). Daruber hinaus wurde die Rolle des
REST/NRSF-Systems in der Genexpression von Tumorzellen mehrmals beschrieben
(Coulson et al., 2000; Lawinger et al., 2000; Palm et al., 1999).
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Hsa Ngb 1981~ 2 62e- TTCAGCCGTAGGGACAGGGCC
5’region 2001
Mmu Ngb 1049- / TTCAGCTAGAGGGACTCT GGT
5 ’region 1969
HsaNgb iégg‘ 34419’ TCCAGCCCAGAGGACTGTCTC
exon
Mmu Ngb 3267- 3, TCCAGCCCTGAGGACTGTCTC
exon
Hsa i 4 GGCAGCAGCACAGAGCC c C A
Vasopressin

Abbildung 4-1 Quantitative Darstellung des NRSE Sequenz-Motivs (A), das aus der in (B)
abgebildeten Positionsfrequenz-Matrix (,position weight matrix“) mit Hilfe der www-
Programmoption MSCAN abgeleitet wurde. MSCAN identifizierte putative NRSE-Motive in
der humanen (Hsa) und Maus- (Mmu) Ngb-Sequenz mit den angegebenen
Wahrscheinlichkeiten. Ein aberrantes, aber funktionelles NRSE-Motiv aus dem
Vassopressin-Gen ist zum Vergleich mit aufgefiihrt (C).

Der oben beschriebene Mechanismus der negativen Kontrolle und somit einer
neuronenspezifischen Expression bestimmter Gene stellt nur einen Teil einer
komplexen Regulationsmaschinerie dar, die eine gewebespezifische Verteilung von
Proteinen vermittelt. In der neuronalen Genexpression spielen auch aktivierende
Transkriptionsfaktoren eine bedeutende Rolle (He and Rosenfeld, 1991). Die enorme
Diversitat der zelltypspezifischen Expressionsmuster im Gehirn resultiert folglich aus
dem Zusammenspiel von zahlreichen positiv- und negativ-agierenden Faktoren (Struhl,
1991)). Das NRSE/NRSF-System kann in eine solche Regulation involviert sein, ist

dafur aber nicht zwingend erforderlich.

Wuirde das NRSE allerdings eine Rolle bei der Regulation der Ngb-Expression in
Neuronen spielen, ware die zusatzliche Expression des Ngb-Proteins in endokrinen
Geweben nicht ungewodhnlich, denn auch das primar in Neuronen lokalisierte

Synaptophysin wird in neuroendokrinen Zellen exprimiert (Navone et al., 1986).
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Synaptophysin wird zusatzlich wie Ngb global im Gehirn exprimiert. Es enthalt eine
funktionelle konservierte NRSE-Erkennungssequenz innerhalb des ersten Introns in
der Mensch- und Maus-Gensequenz (Schoenherr et al., 1996). Auf ahnliche Weise ist
der durch das NRSE/NRSF-System kontrollierte Transkriptionsfaktor P-Lim in die
Regulation der Genexpression in der Hypophyse (Pit) involviert (Schoenherr et al.,
1996).

4.4.3 Wird Neuroglobin durch HIF-1 reguliert?

Eine Unterversorgung mit Sauerstoff infolge von Hypoxie oder Ischémie induziert eine
Vielzahl von adaptiven Zellantworten. So werden beispielsweise Gene stimuliert, die
den glykolytischen Stoffwechsel (Graven et al., 1999; Graven et al., 1993; Greijer et al.,
2005; Lu et al., 2002; Semenza et al., 1996), die Vaskularisierung (Goldberg and
Schneider, 1994; Levy et al., 1995; Levy et al., 1997) sowie die Produktion von roten
Blutzellen steigern (Goldberg et al., 1991; Ratcliffe et al., 1998). Der
Transkriptionsfaktor ,hypoxia inducible factor* HIF-1 wurde urspriinglich als der
kritische Faktor bei der durch hypoxischen Stress ausgeldsten Expressionssteigerung
von Erythropoietin (EPO) entdeckt (Wang et al., 1995). Inzwischen ist klar, dass die
Induktion der meisten hypoxieregulierten Gene durch HIF-1 vermittelt wird (Ratcliffe et
al., 1998; Semenza, 2000; Semenza, 2001; Wenger, 2002). Anhand von Microarray-
Analysen konnte gezeigt werden, dass die hypoxieabhangige Heraufregulation von 40
aus 45 detektierten Genen (ca. 89%) durch HIF-1 vermittelt werde (Greijer et al.,
2005). Das funktionelle HIF-1 ist ein Heterodimer aus zwei basischen Helix-Loop-Helix-
PAS-Proteinen, zum einen aus der hypoxieregulierten Untereinheit HIF-1a und einer
Oz-unabhangigen Untereinheit HIF-18, auch unter dem Namen ARNT (,aryl
hydrocarbon receptor translocator”) bekannt (Semenza, 2000; Semenza, 2001). Unter
normoxischen Bedingungen wird die konstitutiv transkribierte HIF-1a-Untereinheit
schnell degradiert (Yu et al., 1998). Dieser Abbau wird unter hypoxischen Bedingungen
inhibiert und HIF-1o wandert in den Zellkern. Dort lagert es sich mit der HIF-13-
Untereinheit zum vollstdndigen HIF-1 Protein zusammen, das an konservierte DNA-
Erkennungssequenzen entsprechender hypoxieregulierter Gene bindet (Wenger,
2002). Durch die Bindung des HIF-1 wird meistens eine drastisch gesteigerte
Transkription dieser Gene initiiert. Die cis-Bindedomanen fir HIF-1 sind gut definiert
(Camenisch et al., 2001; Semenza et al., 1996) und bestehen aus mindestens zwei

shypoxia resposive element* (HRE) ,core“-Erkennungssequenzen (Camenisch et al.,
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2001) oder alternativ aus einer HRE- und einer zweiten Hilfssequenz (z.B. EPO-Box,
(Semenza and Wang, 1992) oder. ,HIF ancillary sequence” HAS, (Kimura et al., 2001),
die innerhalb eines Abschnitts von ca. 50 bp, in der gleichen oder invertierten
Orientierung angeordnet sein kénnen (Tab. 3-2). Solche kombinierten HREs sind
meistens in den 5-Regionen von hypoxieregulierten Genen zu finden, kénnen aber
auch in den 3-UTRs lokalisiert sein, wie das beim Epo-Gen der Fall ist (Ebert and
Bunn, 1999).

Die Funktion des Neuroglobins im O,-Metabolismus kénnte mit einer
sauerstoffabhangigen Regulation der Genexpression einhergehen. Aus diesem Grund
lag das besondere Augenmerk der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
vergleichenden Promotoranalysen auf der Identifizierung von cis-regulatorischen
Lhypoxia resposive elements” (HREs) in der Ngb-Gensequenz. Im Prinzip sollten die
zwischen Mensch und Maus konservierten Bindestellen herausselektiert werden, da es
sich dabei um die mit hdchster Wahrscheinlichkeit funktionellen DNA-Bindemotive
handeln sollte. Um diesen analytischen Ansatz zu Uberprifen wurden aus der Literatur
bekannte funktionelle Motive herangezogen. Mit der angewendeten Methode konnte
bestatigt werden, das in etlichen hypoxieregulierten Genen die experimentell
abgesicherten Bindestellen in der Tat interspezifische Konservierung aufzeigen,

wahrend die nicht konservierten auch nicht funktionell waren.

In der Neuroglobin-Genregion konnten im Rahmen dieser Analysen keine
konservierten HRE's identifiziert werden. Aus diesem Grund erscheint eine hypoxie-
abhangige Regulation der Ngb-Genexpression eher unwahrscheinlich. Dennoch ware
es theoretisch mdglich, dass auch in Abwesenheit konservierter HREs, einzelne, nicht-
konservierte HIF-core Elemente an unterschiedlichen Positionen im Mensch- und
Maus-Ngb-Genpromotor mit cis-Elementen anderer Transkriptionsfaktoren wie AP-1,
NFxB, und NF-1 interagieren und eine Hypoxie-Antwort vermitteln kénnten. Eine
stimulierende Interaktion zwischen AP-1, NF-1 und HIF-1 wurde bereits fir das
hypoxieregulierte Endothelin-1-Gen beschrieben (Yamashita et al., 2001). Sowohl AP-
1 als auch NFxB werden zudem bei Hypoxie aktiviert (Glasgow et al., 2001; Lutz et al.,
2003; Michiels et al., 2001; Minet et al., 2001; Salnikow et al., 2002). Entsprechende
Bindestellen konnten im konservierten putativen Promotorbereich der Ngb-
Gensequenz identifiziert werden (Abb. 4-2A). Zusatzlich kdnnten die detektierten
konservierten  hypoxieinduzierbaren mRNA-Stabilisierungssequenzen  (,hypoxia-
inducible protein binding site*; HIPBS) im 3'UTR des Neuroglobingens (Abb. 4-2B) in
den Anstieg der Proteinmenge durch post-transkriptionelle Regulationsmechanismen

involviert sein.
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Abbildung 4-2 Lokale Sequenzalignments der 5°-
Mensch und Maus. Die Identitat der beiden Sequenzen liegt im 5"-Bereich bei ca. 69 % (A)
und im 3"-UTR bei ca. 56 % (B). Mogliche Bindestellen fiir Transkriptionfaktoren sind mit
Pfeilen eingezeichnet. Dabei stellen die dicken Pfeile die zwischen Mensch und Maus
konservierten Sequenzmotive dar. Es konnten keine konservierten HIF-1-Bindestellen
identifiziert werden, aber es befinden sich konservierte HIPBS im 3'-UTR. Dariber hinaus
findet man eine Reihe von Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren, die bei der
Regulation bekannter Hypoxie-induzierter Gene eine Rolle spielen, wie z.B. AP-1, Sp1
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Bisherige Hypoxie-Experimente fir Ngb lieferten kontroverse Ergebnisse (zur
Ubersicht siehe Tabelle 4-4) Zunachst wurde in kortikaler und hippokampaler Zellkultur
eine Heraufregulation des Ngbs nach 24 h Hypoxie/Reperfusion und bei Zugabe von
Chemikalien (CoCl, und Dfx), die die Expression hypoxieregulierter Gene beeinflussen,
um den Faktor 2,4 beobachtet (Sun et al., 2001).

Im Gegensatz dazu war infolge chronischer Hypoxie (10 % O;) nach 3 Tagen bzw.
einer und zwei Wochen keine gesteigerte Ngb-mRNA-Expression in Maus-Gehirnen zu
verzeichnen (Mammen et al., 2002). In teilweiser Ubereinstimmung hierzu zeigten
Hypoxieversuche an Ratten einen signifikanten ca. 2fachen Anstieg sowohl der Ngb-
mRNA als auch der Proteinmenge im cerebralen Cortex nach nur einem bis drei
Tagen, wahrend nach sieben bzw. vierzehn Tagen keine weitere Zunahme der Ngb-
Expression, sondern vielmehr ein Rickgang in Richtung Ausgangsmenge zu

verzeichnen war (Li et al., 2006).

Diese Beobachtungen legten zunachst die Vermutung nahe, dass Ngb primar in die
akute Hypoxie-Antwort involviert sei, was jedoch nicht mit den Ergebnissen unserer
Arbeitsgruppe Ubereinstimmt. So konnten Gerlach et al. (in Vorbereitung) nach 3-5 h,
9-10 h, 22 und 44 h Hypoxie (6 % O,) keine signifikante Heraufregulation des
Neuroglobins in Rattengehirnen beobachten. Vielmehr war nach ca. 10-22 h eine
Herunterregulation der Ngb-Expression um etwa die Halfte zu verzeichnen.
Interessanterweise konnte fur das Myoglobin im Nackenmuskel der Ratten in parallel
durchgeflhrten Untersuchungen ein ahnliches Ergebnis erzielt werden. Auch das
Myoglobin wurde nach akuter Hypoxie (10-22 h; 6 % O;) etwa um den Faktor 2
herunterreguliert. Dieser Befund passt gut zu den Resultaten unserer Promotor-
Analysen, in denen auch im Myoglobin-Genabschnitt keine konservierten HREs

identifiziert werden konnten (Wystub et al., 2004).

In Ubereinstimmung mit unseren Daten konnten Fordel et al. (2004) ebenfalls keine
signifikante Heraufregulation der Ngb-mRNA-Expression nachweisen, weder in HN33-
Zellkulturen, die fir 2, 4, 8, 16, 24, 48 und 56 Stunden hypoxischen Bedingungen
ausgesetzt wurden (1 % O), noch in Gehirnen von Mausen, die fir 48 Stunden unter

Hypoxie (7 % oder 12 % O,) gehalten wurden.

Ferner konnten Schmidt-Kastner et al. (2006) anhand von in situ-Hybridisierungen
ebenfalls keine signifikante Steigerung in der Ngb-mRNA-Menge im Rattengehirn
infolge von Ischamie nachweisen, wahrend die Expression der Kontrollgene Vegf und
Glut1 deutlich erhéht war. Dabei wurde insbesondere der Hippocampus, als die am
wenigsten hypoxieresistente Hirnregion (Schmidt-Kastner and Freund, 1991), in

Augenschein genommen. Im Gegensatz dazu war die Ngb-Expression in Zellkultur
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(PC12 und HN33) nach 24 Stunden Hypoxie signifikant erhéht, mit Maximalwerten um

den Faktor 2,3, wie sie von Sun et al. (2003) bereits beschrieben wurden.

Im Rahmen einer anderen Studie wurden nach kinstlich erzeugtem Schlaganfall die
Gehirne von 46 mongolischen Rennmausen mit Hilfe von Antikdrper-Immunfarbungen
analysiert (Shang et al., 2006). Konform mit der o.g. Veroffentlichung wurde
beobachtet, dass die Ngb-Expression im Hippocampus nach 16 und 24 h Reperfusion
abnahm, wahrend andererseits im Cortex eine signifikante Zunahme der Ngb-
Immunfarbung beschrieben wurde. Die Autoren brachten die erhéhte Ngb-Expression
in Zusammenhang mit der héheren Toleranz der kortikalen Neurone gegenulber

ischamischen Schaden.

Weiterhin untersuchten Hundahl et al. (2005) anhand von Antikorper-Immunfarbungen
und quantitativen Realtime RT-PCR-Analysen die Ngb-Expression in Gehirn und
Retina von Mausen, die einer zweistindigen Hypoxie (7,6 % O,) ausgesetzt wurden.
Auch hier konnte keine signifikante Heraufregulation des Neuroglobins als Antwort auf
die akut verminderte Sauerstoffzufuhr nachgewiesen werden. Tendenziell war auch
hier anhand der verdffentlichten Daten eher ein Rickgang der Ngb-mRNA-Menge zu
verzeichnen. Um eine mdgliche neuroprotektive Rolle des Neuroglobins nach
Ischamie/Reperfusion zu bestatigen, analysierten Hundahl et al. (2006), ebenfalls mit
Hilfe von Realtime Q-PCR und Immunohistochemie die Gehirne von Ratten nach
einem kunstlich beigefuhrtem Schlaganfall. Dabei wurde ein signifikanter Rickgang in
der Ngb-mRNA-Menge nach 24 Stunden Ischamie/Reperfusion gemessen und eine
starke Verminderung in der Anzahl der Ngb-exprimierenden Neurone nach 1 Woche
verzeichnet. Diese Ergebnisse zusammen mit der Beobachtung, dass die Verteilung
des Ngb-Proteins im Gehirn sowohl in ischamischen als auch in nicht-ischamischen
Hirnbereichen gleich war, stellen eine adaptive Schutzfunktion des Neuroglobins nach

Ischamie/Reperfusion in Frage.

Die Mehrheit der bisher experimentell erhobenen Daten spricht also gegen eine
Heraufregulation der Ngb-Expression infolge von Hypoxie bzw. Ischamie. Die
Tatsache, dass in kultivierten Zellen nach Hypoxiebehandlung von verschiedenen
Arbeitsgruppen eine erhohte Ngb-Menge detektiert werden konnte, lie sich durch in
vivo-Versuche an Ratten und Mausen nicht bestatigen. Diese Versuchsergebnisse
stimmen mit den anhand der vergleichenden Gensequenzanalysen des Mensch- und
Maus-Neuroglobins erhobenen Vorhersagen Uberein, dass aufgrund der fehlenden
konservierten Erkennungssequenzen eine prominente Regulation des Neuroglobins

durch HIF-1 unwahrscheinlich ist.
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Publikation Zellkultur Tiere Hypoxie/Dauer Ischamie/Reperfusion (I/R) Ngb-Regulation

Sun et al., 2001 HN33 0 % O2/ 24 Std. Protein: Heraufregulation nach 8 Std. um Faktor 2,3
Maus Gehirn 90 min/ 24 Std. Immunféarbung: Heraufregulation nach 24 Std.

Mammen et al., 2002 Maus Gehirn 10 % O2/ 14 Tage mRNA: keine Regulation

Fordel et al., 2004 HN33 1 % O2/ 54 Std. mRNA: Heraufregulation max. um Faktor 4,1
Maus Gehirn 7 bzw. 12 % O3/ 48 Std. mRNA: keine Regulation

Hundahl et al., 2005 Maus Gehirn 7,6 % O2/ V2 bzw. 2 Std. mRNA und Immunfarbung: keine Regulation

und Retina

Hundahl et al., 2006 Ratte Gehirn 90 min/ 24 Std. bzw. 1 Woche  Immunfarbung: keine Regulation

Schmidt-Kastner et al., HN33, 0-1 % O2/ 24 Std. mRNA: Heraufregulation max. um Faktor 2,3

2006 PC12

Li et al., 2006

Shang et al., 2006

Gerlach et al., 2007
(in Vorbereitung)

Ratte Gehirn
Ratte Gehirn

Maus Gehirn

(Mongolische
Rennmaus)

Ratte Gehirn

10 % O2/1,3,7 und 14 Tage

10 und 21 % O alternierend/
1,3,7 und 14 Tage

6% O2/5 Std.
10 % O2/ 22 und 40 Std.

12,5 min/ 48 bzw. 72 Std.

20 min/ 2, 8, 16, 24, 48 und 72

Std.

mRNA: keine Regulation
mRNA und Protein: Heraufregulation um Faktor 1,8
bzw. 1,7 nach 1 Tag

mRNA und Protein: Heraufregulation um Faktor 2,5
bzw. 1,9 nach 3 Tagen

Immunfarbung Cortex: Heraufregulation nach 16-24
Std. um 46-70 %

Immunfarbung Hippocampus:Herunterregulation nach
24 Std. um 35-79 %

mRNA: keine Heraufregulation (evtl. Faktor 2 runter)
mRNA: keine Heraufregulation

Tabelle 4-4 Ngb-Regulation bei bei Hypoxie und I/R. Zusammenfassung der bisher veréffentlichten Daten zur Regulation der Ngb-Expression unter
reduzierter Sauerstoffzufuhr in vitro und in vivo. Wahrend in Zellkultur eine Heraufregulation der Ngb-Expression unter hypoxischen Bedingungen zu
verzeichnen ist, spricht die Mehrheit der bisherigen Ergebnisse deutlich gegen eine sauerstoffabhdngige Regulation der Ngb-Expression in vivo.
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Im Allgemeinen zieht eine Unterversorgung des Saugergehirns mit Sauerstoff
innerhalb kirzester Zeit schwerwiegende Folgen nach sich: bereits 10 sec nach
Unterbrechung der Sauerstoffzufuhr verliert der Mensch das Bewusstsein und nach 10
min treten irreversible Gehirnschaden auf (Wehner and Gehring, 1995). Falls die
Funktion des Neuroglobins in der direkten Sauerstoffversorgung der Zellen liegt, so
waren die experimentell gewahlten Hypoxie-Bedingungen prinzipiell zu lang und zu
weit vom Zeitpunkt der irreversiblen Schadigung der Neurone entfernt. Eine
Heraufregulation der Neuroglobin-Expression nach fortgeschrittener Hypoxie ware in
diesem Fall sinnlos oder sogar kontraproduktiv. Die neuroprotektive Rolle des Ngbs
konnte unter diesen Bedingungen eher in der Freisetzung des gebundenen Sauerstoffs
liegen, so dass kein zusatzliches Neuroglobin in der Zelle bendtigt wirde. Dazu
wiirden auch die Beobachtungen passen, dass durch die Uberexpression von Ngb eine
Verminderung der Gehirnschaden infolge von Ischamie erzielt werden kann (Khan et
al., 2006; Sun et al., 2003).

Die oft postulierte Schutzfunktion des Neuroglobins in der Entsorgung von reaktiven
Sauerstoff- und Stickstoffspezies, die infolge von Hypoxie und Ischamie vermehrt
anfallen (Jezek and Hlavata, 2005; Wenger, 2006), sollte eher mit einer erhdhten Ngb-
Menge nach analoger Behandlung einhergehen. Eine entsprechende Heraufregulation
der Ngb-Menge lasst sich jedoch anhand der vorgestellten Daten nicht belegen, so
dass es sich auch bei dieser mdglichen Funktion nicht um eine adaptive Antwort

handelt, sondern bestenfalls um einen dauerhaften ,low-level“-Schutz.

Abschlie3end lasst sich sagen, dass Neuroglobin offensichtlich weder in hypoxie- noch
in ischamieinduzierte Stressantworten in vivo aktiv durch Hochregulation involviert ist.
Da das Gehirn erwachsener Sauger in der Natur so gut wie nie hypoxischen
Bedingungen ausgesetzt ist, ist auch eine entsprechende Adaptation an eine solche
verminderte Sauerstoffzufuhr nicht zu erwarten (Lutz et al., 2003). Anders ist dies bei
Fischen, die vergleichsweise niedrigen bzw. wechselnden Sauerstoffpartialdriicken
ausgesetzt sind und infolgedessen verschiedene Anpassungsmechanismen entwickelt
haben (Cossins and Crawford, 2005; Nilsson and Renshaw, 2004). So konnten z. B.
beim Zebrafisch D. rerio sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene signifikant
hoéhere Ngb-Mengen nach 24 bzw. 48 h Hypoxie detektiert werden. Die Ngb-mRNA-
Menge stieg ungeféahr um den Faktor 3 an, wahrend die Proteinmenge sogar um den
Faktor 5,7 héher lag als in normoxischen Tieren (Roesner et al., 2006). Zudem wurde
kdrzlich die Expression eines speziellen Myoglobins Myg-2 in Gehirnen von Karpfen
beschrieben (Fraser et al., 2006) Da es dort mit dem Neuroglobin co-exprimiert wird

gehen die Autoren davon aus, dass es seine Funktion unterstitzt.
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4.5Ngb- und Cygb-Expression im alternden Saugergehirn

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression von Neuroglobin und Cytoglobin im
Gehirn von jungen und seneszenten Saugern der Spezies Phodopus sungorus mittels
quantitativer Realtime RT-PCR-Analysen untersucht. Dabei sollte geklart werden, ob
die hypothetische Beteiligung dieser Proteine am oxidativen Stoffwechsel der Neurone
oder die mdglichen Funktionen von Ngb und Cygb in der Entgiftung von reaktiven
Sauerstoff- (ROS) und Stickstoffspezies (RNS) mit einer differentiellen Regulation der
Genexpression im Alter einhergehen. Als Kontrollen wurden zwei bekannte Gene
mitgeflhrt, deren differentielle Expression im Alter bereits beschrieben wurde. Zum
einen handelte es sich dabei um einen Bestandteil des Immunsystems, das
Complement C4, dessen Heraufregulation (Lee et al., 2000) bestatigt werden sollte.
Zum anderen galt es, die Herunterregulation des Calmodulin1-Gens wahrend der

Gehirn-Alterung nachzuweisen (Lu et al., 2004).

C4 gehort zu den Komplementkaskade-Genen der humoralen Zellantwort, die in
Inflammation und Zytolyse involviert sind. Die vermehrte Produktion von Proteinen des
Komplementsystems im Gehirn, die zur Generierung von proinflammatorischen
Peptidfragmenten flhrt, tradgt zu neuronalen Schaden z.B. nach Ischamie bei (Huang et
al., 1999) und wurde auch in alternden humanen Gehirnen beobachtet (Loeffler et al.,
2004). Im Rahmen der Analyse der Q-PCR-Daten zur C4-mRNA-Expression in jungen
und alten Phodopus sungorus konnte feststellt werden, dass die Heraufregulation der
C4-mRNA im Alter offensichtlich geschlechtsspezifisch verlauft. Wahrend in jungen
Individuen die C4-mRNA-Mengen ahnlich waren, war ein Anstieg der C4-Expression
lediglich in alten weiblichen Individuen zu verzeichnen, wahrend die mRNA-Menge in
den untersuchten mannlichen Vertretern der der jungen Tiere entsprach. Erst nach
Ausschluss der alten mannlichen Tiere konnte ein signifikanter Anstieg (Student’s t-
Test: p<0,05 bzw. p<0,01) der C4-mRNA-Mengen um den Faktor 3,7 bzw. 3,6 im
Kleinhirn und im ,Resthirn“ der alten Tiere festgestellt werden. Diese Daten stimmen
sehr gut mit den Literaturwerten Uberein (Lee et al., 2000) und liefern einen Hinweis
darauf, dass die Q-PCR-Analyse prinzipiell auch in Phodopus zur Detektion

altersabhangiger Unterschiede in mMRNA-Mengen geeignet ist.

Die Herunterregulation der Calmodulin1-Expression konnte dagegen im Rahmen
dieser Studien nicht bestatigt werden. Die Calm1-mRNA-Menge im Phodopus-Gehirn
schien im Alter unverandert. Deutlich zu erkennen war dagegen, dass die Calm1-

Expression im Kleinhirn ca. um den Faktor 3-4 geringer war als im Hippocampus und
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cerebralen Cortex. Diese Beobachtung stimmt sehr gut mit den Daten einer Publikation
iiberein, in der anhand von [**S]cRNA-in situ-Hybridisierungen die Expression der
CaMI (Calm1)-mRNA im Ratten-Gehirn sehr ausflhrlich untersucht und quantifiziert
wurde (Kortvely et al., 2002). Die Autoren detektierten eine ebenfalls um den Faktor 3-
4 reduzierte Calm1-mRNA-Menge im Kleinhirn im Vergleich zum Hippocampus und
Cortex, die ahnliche Mengen Calm1 enthielten. Mdglicherweise lassen sich die
Abweichungen zu publizierten Daten, die anhand von Microarray-Hybridisierungen, Q-
PCR- und Western Blot-Analysen mit humanen Proben eine Herunterregulation des
Calm1 im Alter gezeigt haben, auf speziesspezifische Unterschiede der Genexpression

zurtckfuhren.

Die Analysen der Gesamt-RNA-Praparationen aus insgesamt 6 jungen und 6 alten
Individuen der Spezies Phodopus sungorus ergaben weder flir Neuroglobin noch fir
Cytoglobin eine signifikante Veranderung der mRNA-Mengen in den verschiedenen
Hirnregionen von alten im Vergleich zu jungen Tieren. Bei einer direkten Beteiligung
der Proteine am O,-abhangigen Stoffwechsel in neuronalen Zellen ware u. U. analog
zu den Enzymen der Atmungskette im Maus-Gehirn eine Abnahme der Genprodukte
im Alter zu erwarten (Blalock et al., 2003; Lu et al., 2004; Manczak et al., 2005). Eine
entsprechende Herunterregulation der Ngb- und Cygb-mRNA liel3 sich anhand der
Phodopus Q-PCR-Daten nicht bestatigen. Dennoch ware es mdglich, dass in anderen
Saugetieren ein Zusammenhang zwischen den Enzymen der Atmungskette und Ngb-
bzw. Cygb-Expression besteht, da Genexpressionsanalysen in alternden Individuen
vier verschiedener Maus-Stamme sehr spezifische Muster mit geringen
Ubereinstimmungen zeigten. Anhand von Microarray-Hybridisierungen wurde dabei nur
ein einziges von 115 im Alter differentiell regulierten Genen detektiert, das im
Hippocampus aller untersuchten alten Tiere um den Faktor 2,2-3,7 heraufreguliert war.

Es handelte sich dabei um das Complement C4 (Carter et al., 2005).

Eine mdgliche Beteiligung von Ngb und Cygb an der Entgiftung von reaktiven
Sauerstoff- und Stickstoffspezies kdnnte eine Zunahme der Expression der Globine im
Alter aufgrund des erhohten oxidativen Stresses erfordern, wie das beispielsweise bei
SOD2 im Kleinhirn der Fall ist (Colombrita et al., 2003). In der gleichen Studie wurde
jedoch im Hippocampus, als einer der gegenlber oxidativem Stress empfindlichsten
Hirnregionen (Candelario-Jalil et al., 2001), ein signifikanter Ruckgang der SOD2-
Expression im Alter beobachtet. Dies wirde zu der kontraren Hypothese passen, dass
die Zunahme der ROS- und RNS-Konzentrationen und der Folgeschaden in alternden
Zellen auf einen Ruckgang des endogenen antioxidativen Potentials der Zellen

zurtckzufuhren ist, welcher mit einer herabgesetzter Expression entsprechender
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protektiver Gene einhergeht. Dies wurde auch von Sun et al. (2005) postuliert, die
anhand von Western Blot-Analysen eine Abnahme der Ngb-Menge in jungen (6-8
Monate), adulten (12 Monate) und alternden (24 Monate) Mausen dokumentierten, die
je nach Gehirnregion zwischen 10 und 80 % betrug. Allerdings gibt es auch
Publikationen, in denen der Antioxidantien-Gehalt in verschiedenen alternden
Geweben, unter anderem auch im Gehirn, als konstant beschrieben wird (Barja, 2004;
Benzi and Moretti, 1995). Beispielsweise konnten anhand von Western Blot-Analysen
unveranderte Mengen der SOD1 und 2 in jungen und in alten Rattenherzen detektiert
werden. Wahrend die Proteinmengen in den Herzen der alten Tiere denen der jungen
Tiere entsprachen, waren die SOD-Aktivitaten in alten Tieren deutlich herabgesetzt
(van der Loo et al., 2005). Ebenso wies die Glutathion-Expression in diesen Studien
keine altersabhangige Regulation auf. Insbesondere wurden die Unterschiede in den
Enzymaktivititen zwischen jungen und alten Tieren nach Stresseinwirkung, wie
beispielsweise Ischamie/Reperfusion, sichtbar. Ein Vergleich der vier Hirnbereiche
Hippocampus, cerebraler Cortex, Striatum und Cerebellum beziglich ihrer
Antioxidantien-Aktivitat ergab differierende Ergebnisse. Wéahrend im Cerebellum die
Zunahme der SOD-Aktivitat mit ca. 35 % am hochsten war, war eine signifikante
Abnahme der Katalase-Aktivitat im Striatum und Cerebellum von seneszenten Ratten
zu verzeichnen (Siqueira et al., 2005). Wozniak et al. (2004) beschreiben in
Ubereinstimmung mit der o.g. Studie eine Erhéhung der SOD- und Katalase-Aktivitaten
im Gehirn von alten Mausen, wahrend sich in der Leber keine erhdhte SOD-Aktivitat,

aber erhohte Katalase- und Glutathionperoxidase (GPx)-Aktivitaten abzeichneten.

Anscheinend sind die altersbedingten Veranderungen der Aktivitat der antioxidanten
Enzyme nicht nur gewebespezifisch, sondern variieren auch innerhalb einzelner
Hirnregionen (Hussain et al., 1995). Diese Daten deuten darauf hin, dass auch wenn
fur Neuroglobin und Cytoglobin keine signifikante Regulation der Genexpression auf
mRNA-Ebene detektiert werden konnte, die Aktivitat dieser Proteine moglicherweise
mit dem Alter variiert und beide Proteine dennoch zur Entgiftung der reaktiven
Sauerstoff- und Stickstoffspezies beitragen konnten. Ferner missen die mRNA-Daten
auch auf Proteinebene Uberprift werden. Moglicherweise wird dabei eine
Herunterregulation der Ngb-Produktion in alten Individuen sichtbar, wie sie von Sun et
al. (2005) beschrieben wurde. Interessant ware in diesem Zusammenhang eine Studie,
in der junge und alte Tiere akuten Stressbedingungen, wie z.B. Hypoxie oder
Ischamie/Reperfusion ausgesetzt wirden, um danach die Expression von Ngb und
Cygb in den verschiedenen Altersgruppen miteinander zu vergleichen. Die
grundsatzlich héheren SOD-Aktivitdten im Alter gehen namlich mit einer deutlich

reduzierten Antwort auf die erhdhte ROS-Entstehung nach Hypoxie/Reperfusion einher
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(Martinez-Romero et al., 2006). Ahnliches konnte auch fir Hitzeschockproteine (Hsp)
beobachtet werden, deren Induktion eine erhdhte Toleranz und Schutz gegenlber
oxidativem Stress und den molekularen Folgeschaden bietet (Calabrese et al., 2000).
Obwohl die basale Hsp-Expression im Alter erhéht ist (Calabrese et al., 2004; Lee et
al., 2000), fallt die Induktion der Genexpression nach Einwirkung von oxidativem
Stress, insbesondere bei Hsp70 in alten Tieren, deutlich schwacher aus (Finkel and
Holbrook, 2000).

Oxidativer Stress und ROS induzieren zudem die Expression und Aktivitaten der
beiden Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF6B (Allen and Tresini, 2000). Obwohl
Neuroglobin und Cytoglobin konservierte Bindestellen fur AP-1 und weitere NF6B-
Erkennungsmotive in ihren Promotersequenzen enthalten (Wystub et al., 2004), wird
ihre Expression unter zunehmendem oxidativen Stress im Alter nicht verandert.
Trotzdem konnten die Transkriptionsfaktoren an einer durch akuten oxidativen Stress

ausgeldsten Veranderung der Genexpression beteiligt sein.

Bemerkenswert sind die enormen individuellen Unterschiede der Expression, vor allem
des Neuroglobins, die mdglicherweise altersabhangige Veranderungen Uberlagern.
Insbesondere im Hippocampus machten sich die grofien Schwankungen maximal um
den Faktor 20 bemerkbar. Da der Hippocampus u.a. ein wichtiges Zentrum fir die
Steuerung des Lern- und Erinnerungsvermégens sowie diverser Stressantworten
darstellt und diese Eigenschaften sehr individuell ausgepragt sind und mit
differierenden mRNA-Mengen einhergehen, Gberrascht dieser Sachverhalt nicht. Eine
Realtime Q-PCR-Studie, in der die Expression von 37 Genen im Hippocampus von 20
adulten Ratten analysiert wurde, bestatigte eine generelle individuelle Variabilitat um
den Faktor 2-3 in der basalen Expression dieser Gene, wobei es durchaus auch Gene

gab, die 20fache Unterschiede in den mRNA-Mengen aufzeigten (Alfonso et al., 2002).

Insgesamt passt die Starke der Ngb-Expression in den einzelnen Hirnbereichen gut zu
den immunohistochemischen Daten, anhand derer eine differentielle Expression in
verschiedenen Hirnbereichen festgestellt wurde. Der hochste Ngb-mRNA-Gehalt
wurde dabei im ,Resthirn“ detektiert, der die besonders stoffwechselaktiven Bereiche
z.B. den Olivenkomplex enthalt. Auch im Hippocampus und im Cortex cerebri wurden
entsprechend hohe Ngb-mRNA-Mengen nachgewiesen, wahrend die Ngb-
Konzentration im Kleinhirn um den Faktor 10-15 geringer war, was sich darauf
zurlckfuhren Iasst, dass dort die Ngb-Expression weitgehend auf die Purkinje-Zellen
beschrankt ist (Reuss et al., 2002; Wystub et al., 2003). Die Funktion des Neuroglobins
in der O,-Versorgung stoffwechselaktiver Gewebe ist nach wie vor naheliegend. Auch

wenn das direkte Zusammenspiel zwischen Neuroglobin und den Enzymen der
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Atmungskette eher unwahrscheinlich ist, kdnnte es als intrazellularer O,-Speicher und
Puffer den erforderlichen Oj-Partialdruck in der Nahe der neuronalen Mitochondrien,
analog dem Myoglobin im Muskel, gewahrleisten. Die Myoglobin-Konzentrationen im
Skelettmuskel von jungen wund alten Ratten unterliegen ebenfalls keiner

altersabhangigen Veranderung (Beyer and Fattore, 1984).

Auch die Cygb-Expression, die laut der Q-PCR-Daten in den verschiedenen
Hirnregionen von jungen und alten Phodopus ungefahr gleich ist, entspricht der
immunohistochemischen Analyse. Die IF-Signale waren zwar auf einzelne Neurone
beschrankt, jedoch schien die Anzahl der intensiv gefarbten Zellen innerhalb der
Hirnbereiche konstant zu bleiben. Im Allgemeinen unterlagen die Cygb-mRNA-Mengen
im Vergleich zum Neuroglobin weniger starken Schwankungen, sowohl zwischen den
Individuen, als auch zwischen den einzelnen Hirnregionen. Die héchste Abweichung

um den Faktor 2 war auch flir das Cytoglobin im Hippocampus zu verzeichnen.

Die Co-Lokalisation des Cytoglobins mit der neuronalen NO-Synthase (Abb. 3-26)
legte die Vermutung nahe, dass das Cygb am NO-Stoffwechsel beteiligt ist,
mdglicherweise indem es den von der NOS zur NO-Synthese bendtigten Sauerstoff
anliefert. Offensichtlich ist der Anstieg der NO-vermittelten Zellschaden im Alter (Law et
al., 2001; McCann, 1997; McCann et al, 1998; McCann et al, 2005) fast
ausschliellich auf eine erhdhte Expression der induzierbaren NO-Synthase
zurtckzufiihren, wahrend die Mengen der neuronalen und endothelialen NO-
Synthasen im Hippocampus und im Cortex von 24 Monate alten Ratten im Vergleich zu
4 Monate alten Individuen unverandert bleiben (Law et al., 2002; Liu et al., 2003; Liu et
al., 2004). Folglich ware auch eine Veranderung der Cygb-Expression im Alter nicht

unbedingt zu erwarten.
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4.6 Bedeutung von transgenen und knock out-Mausen fur die

Funktionsanalyse unbekannter Gene

Tiermodelle bieten die Mdglichkeit bestimmte Fragestellungen der Entwicklung, des
Verhaltens, der Physiologie und der Pathogenese an lebenden Organismen zu
untersuchen. Durch gezieltes Ausschalten oder Uberexprimieren von Genen kann
deren Rolle direkt charakterisiert werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden
die Grundlagen geschaffen, eine konventionelle knock out-Maus fir das Ngb-Gen,

sowie induzierbare transgene Mausmodelle fur Ngb und Cygb herzustellen.

Zur Herstellung der Targeting-Konstrukte fur eine Ngb knock out-Maus wurde der

pPNT-Vektor verwendet (Tybulewicz et al., 1991). Darin enthalten waren bereits eine
Neomycinresistenz-Kassette zur positiven Selektion von rekombinanten ES-Zellklonen
sowie ein Thymidinkinase-Gen flr die negative Selektion von unspezifischen
Rekombinationsereignissen. Durch das ,gene targeting“-Ereignis sollte ein ,loss of
function® des Ngb-Gens bewirkt werden. Infolge der Deletion der Exons 1 und 2
wilrden das Start-Kodon sowie die konservierten Positionen HisE7 und PheCD1
fehlen. Der Austausch dieser Exons durch die Neo-Kassette des Vektors sollte zur
fehlerhaften Translation und zum Verlust der Fahigkeit des Proteins zur Bindung des
Hams fuhren. Ohne die prosthetische Hamgruppe verliert das Globin nicht nur die O»-
Bindungseigenschaften, sondern auch die typische Tertiarstruktur. Fir ein
erfolgreiches ,gene targeting” sollte beim Design des Vektors primar darauf geachtet
werden, dass der Rekombinationsbereich nicht unter 5 kb liegt (Capecchi, 2000) und
moglichst wenig repetitive Elemente enthalt. Beide Voraussetzungen sind in den
aktuellen Ngb-Targeting-Konstrukten (Ngb-ko3.1 und -ko3.2) erfiillt (3.5.3). Die Lange
des gesamten Rekombinationsbereichs betragt 12,5 (Ngb-ko3.1) bzw. 9,8 kb (Ngb-
ko3.2) und der Anteil an repetitiven Elementen ist mit 15,5 % deutlich niedriger als der
durchschnittliche Wert von 38,5 % fur das gesamte Maus-Genom (Waterston et al.,
2002). Die Lange der Homologiearme erhoht die Rekombinationsfrequenz (Deng and
Capecchi, 1992; Thomas et al., 1992), ebenso wie der Einsatz isogener DNA bei ihrer
Herstellung (Schenkel et al., 1995; te Riele et al., 1992). Aus diesem Grund wurden die
langen Arme der aktuellen Ngb-ko-Targeting-Vektorkonstrukte aus genomischer DNA
der R1-ES-Zellinie (Hybrid aus 129/Svcp x 129/SvJ) hergestellt, wodurch Probleme bei
der Rekombination aufgrund von stammspezifischen ,single nucleotide
polymorphisms* (SNP) vermieden werden sollten. Dennoch ist die homologe

Rekombination am gewlinschten Ziellokus ein seltenes Ereignis, das etwa 10*-10%-mal
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seltener auftritt als eine zufallige Integration der transformierten DNA. Die Verwendung
einer negativen Selektionskassette wie der HSV-Thymidinkinase kann dabei die
Anzahl der positiven Klone um fast das 20fache erhdéhen (Doetschman, 1991;
Schenkel et al.,, 1995). Somit sollte im Idealfall unter 500 getesteten Klonen
mindestens ein positiver zu finden sein. In unserem Fall wurde jedoch auf die negative
Selektion verzichtet, da nach mundlicher Auskunft unseres Kooperationspartners Dr.
Stefan Wiese die ES-Zellklone unter Einwirkung von Gangcyclovir bedeutend
schlechter wachsen und die unspezifische Rekombination oft die TK-Kassette nicht
einschlieBt. In Ubereinstimmung hierzu konnte in ES-Zellklonen, die das Ngb-ko1-
Konstrukt unspezifisch aufgenommen hatten, lediglich der 5°-Bereich des langen Arms
und die Neo-Kassette nachgewiesen werden, wahrend das TK-Gen scheinbar nicht ins
Genom aufgenommen wurde. Da aber offensichtlich unter 1344 getesteten Klonen fiir
das Ngb-ko1-Konstrukt sowie 1248 analysierten Klonen fiir das Ngb-ko3.2-Konstrukt
im Rahmen dieser Arbeit kein positiver Klon identifiziert werden konnte, sollte im
weiteren Verlauf gegebenenfalls eine Gegenselektion der transformierten ES-Zellen
durchgefuhrt werden. Das Cygb-Targeting-Konstrukt wurde im Rahmen der
Diplomarbeit von Ales Obrdlik (2003) hergestellt. Die Analyse von 1614 ES-Zellklonen
fuhrte auch hier nicht zum gewunschten Ergebnis. Dabei konnte jedoch zumindest ein
eindeutig positiver Klon im Rahmen des PCR-Schnelltests nachgewiesen werden.
Leider ist dieser nach dem Wiederauftauen nicht mehr gewachsen. Hierbei kénnte die
Ursache des Problems darin gelegen haben, dass zwischen der Transformation, der
Genotypisierung und dem Auftauen mehrere Wochen verstrichen sind, der ideale
Zeitraum jedoch nicht mehr als 14 Tage betragen sollte. Die grol3e Anzahl der erfolglos
analysierten ES-Zellklone warf die Frage auf, ob das Neuroglobin bzw. Cytoglobin in
ES-Zellen so essentiell ist, dass bereits eine heterozygote Deletion letal wirken kénnte.
Da in embryonalen Stammzellen jedoch weder eine Ngb- noch eine Cygb-Expression

nachgewiesen werden konnte, erscheint diese Hypothese als widerlegt (3.6.4).

Das Myoglobin knock out-Modell (Garry et al., 1998; Godecke et al., 1999) zeigt, dass
ein fehlendes Protein, das zuvor als unerlasslich angesehen wurde, sehr effizient durch
Kompensationsmechanismen ersetzt werden kann (Godecke and Schrader, 2000;
Merx et al., 2001). Dabei werden sowohl anatomische Auffalligkeiten sichtbar, wie die
Verkleinerung des Herzmuskeldurchmessers und eine erhdhte Kapillarendichte, als
auch molekulare Anpassungsmechanismen, wie die Transformation von langsam zu
schnell kontrahierenden Muskelfasern durch erhdhte Bildung von Typll-Muskelfibrillen,
sowie gesteigerte Expression hypoxie-induzierter Transkriptionsfaktoren, z.B. HIF-1a

und VEGF (Grange et al., 2001; Meeson et al., 2001). Inwieweit sich dieses Ergebnis

193



Kapitel 4

auf das Neuroglobin Ubertragen lasst, ist nur schwer abzuschatzen, da die mdglichen
Funktionen von Ngb nach wie vor Gegenstand kontroverser Diskussionen sind. Die
Fragen, ob die Ngb knock out-Mause ebenfalls Uberlebens- und reproduktionsfahig
sein werden und entsprechende Kompensationsmechanismen Ihnen ein weitgehend
normales Leben ermdglichen werden, koénnen letztendlich erst anhand von

homozygoten knock out-Tieren geklart werden.

Die konventionelle Herstellung von transgenen Tiermodellen hat den Nachteil, dass die
Expression des Transgens stark von Positionseffekten sowie der Natur der gewahlten
regulatorischen Elemente abhangt. Zudem ist die konstitutive Expression oft nicht
geeignet, um spezielle Fragestellungen klaren zu kénnen. Zu friihe oder unspezifische
Expression des Transgens kann zu phanotypischen und physiologischen Aberrationen
fuhren, die sekundare pleiotrope Antworten infolge der genetischen Veranderung nach
sich ziehen. Die Aufschlisselung der resultierenden Phanotypen in zellautonome und
nicht-autonome Effekte gestaltet sich schwierig und kompensatorische systematische
Veranderungen bleiben oft verborgen (Bockamp et al., 2002). Darlber hinaus erfordern
experimentelle Fragestellungen haufig die Analyse eines Transgens zu einem
bestimmten Zeitpunkt der Entwicklung oder in distinkten Zellpopulationen. Die kurzlich
veroffentlichte Arbeit von Khan et al. (2006), in der transgene Mause fir das
Neuroglobin vorgestellt wurden, scheint diese Anforderungen nicht zu bertcksichtigen.
Offensichtlich wurden dort Mause generiert, die in verschiedenen Geweben Ngb
Uberexprimieren, wobei im Rahmen dieser Verdffentlichung lediglich das Gehirn und
das Herz naher charakterisiert wurden. Dabei fehlen genaue Angaben sowohl zur
Regulation als auch zum Grad der Uberexpression. Im Gehirn stieg zwar die Anzahl
der Ngb-haltigen Neuronen deutlich an, daneben wurde das Ngb aber auch in
Astrozyten detektiert. Ahnlich wie bei den Ngb-exprimierenden Endothelzellen im
Herzen handelt es sich dabei um Zellen, in denen natirlicherweise in der Maus kein
Ngb vorkommt, was die Aussagekraft der durchgefiihrten Ischamie-Experimente in

Frage stellt.

Um solche Probleme zu umgehen, wurde fir die Herstellung der transgenen Ngb- und
Cygb-Vektorkonstrukte im Rahmen der vorliegenden Arbeit der modifizierte Vektor pBI-
EGFP verwendet, der sog. Insulator-Sequenzen enthalt, die vor Positionseffekten
schutzen sollten. Es handelt sich dabei um Sequenzabschnitte aus dem humanen -
Globin-Lokus, die urspruinglich von Fleenor und Kaufman (1993) charakterisiert wurden
und helfen sollten, den Effekt des ,silencing” in der Maus zu minimieren bzw. zu
unterbinden (Bell and Felsenfeld, 1999; Bell et al., 2001). Anhand entsprechender

Sequenzen aus dem Huhn konnte das Potential der B-Globin-Insulatoren demonstriert
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werden (Recillas-Targa et al., 1999). Weitere Experimente an transgenen Zellkulturen
zeigten, dass die durchschnittliche Stilllegung eines Transgens nach 80-100 Tagen
durch das Einfliigen von Insulatoren unterbunden werden konnte. Sie dienen als
Blockade gegen Enhancer- und Silencer-Elemente und verhindern die Kondensation
des Chromatins (Burgess-Beusse et al., 2002). Transgene ohne Insulatoren hingegen
zeigen haufig den Verlust eindeutiger Eigenschaften des aktiven Chromatins, wie

Nuklease-Zuganglichkeit, DNA-Hypomethylierung und Histon-Acetylierung.

Der Tetracyclin-abhangige Promotor im Vektor pBI-EGFP, der die Expression des
transgenen Neuroglobins bzw. Cytoglobins reguliert, enthalt das ,tetracycline
responsive element* (TRE), das aus sieben Kopien der ,tetracycline operator
sequence” (tetO) besteht und sowohl tTA als auch rtTA binden kann (siehe Einleitung
1.3.2). Eine zelltyp- bzw. entwicklungsspezifische Expression des Transgens wird
durch die Kreuzung der hergestellten ,responder” Mause mit den ,effektor* Mausen,
die das tTA bzw. rtTA unter der Kontrolle eines spezifischen Promotors exprimieren,
erreicht. Im Tet-off-System (tTA) wird die konstitutive Expression des Transgens durch
die Zugabe von Tetracyclin (Tc) bzw. dem kostengunstigeren und in viel geringerer
Dosierung einsetzbaren Analogon Doxycyclin (Dox) unterbunden (Gossen and Bujard,
1992). Wird Tetracyclin bzw. Doxycyclin nicht mehr verabreicht, wird die Expression
des Transgens induziert. Der Erfolg dieses Systems wurde vielfach experimentell
bestatigt und beeindruckende Induktionsraten von mehreren Tausend gemessen
(Furth et al., 1994; Hasan et al., 2001). Dennoch tauchten auch zahlreiche Probleme
auf, die eine Optimierung des Systems erforderten, wie z.B. die basale Aktivitat des
minimalen Promotors, Toxizitdt des Transaktivators, geringe Sensitivitdt mancher
Gewebe gegeniiber Dox (Bockamp et al., 2002), sowie die zeitliche Verzégerung der
Induktion nach dem Absetzen des Dox. Die Entwicklung des reversen Tet-on
Tetracyclin-kontrollierten Transaktivators (rtTA) in Kombination mit einem minimalen
CMV-Promotor, in dem das Enhancer-Element des kompletten CMV-Promotors fehlt,
brachte in dieser Hinsicht entscheidende Vorteile. Im Tet-on-System wird die
Expression durch die Zugabe von Dox angeschaltet (Gossen et al.,, 1995). Die
Verwendung des rtTA-Systems zur Herstellung von transgenen Mausen hebt die
Geschwindigkeit der Expression des Transgens erheblich an. In manchen Fallen wird
die komplette Aktivierung innerhalb einer Stunde erreicht, im Gegensatz zu der
langsamen Aktivierungskinetik im Tet-Off-System, die bis zu einer Woche in Anspruch
nehmen kann (Hasan et al., 2001; Kistner et al., 1996). Aus diesen Grunden sollten fur
die Generierung der Ngb- bzw. Cygb-Transgenen die ,responder* Mause bevorzugt mit

rtTA-exprimierenden ,responser* Mausen gekreuzt werden.
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4.7 Ausblick

Diese Arbeit stellt eine wichtige Grundlage fir weiterfiihrende experimentelle Analysen
zur Charakterisierung der Funktionen von Neuroglobin und Cytoglobin in Vertebraten

dar. Im Folgenden sollen einige dieser Moglichkeiten vorgestellt werden.

o0 In Anbetracht der grofRen individuellen Schwankungen, insbesondere der Ngb-
mRNA-Mengen, die sich im Rahmen der durchgefiuihrten Realtime RT-PCR-
Analysen offenbarten, kénnten die Expressionsanalysen von Ngb und Cygb mit
Hilfe der Immunofloreszenz (IF) auf den Vergleich bestimmter Hirnregionen
zwischen einzelnen Individuen erweitert werden. Bisher wurden zwar jeweils
mehrere Individuen untersucht, jedoch konzentrierte sich die Auswertung
hauptsachlich auf die Deckungsgleichheit der Signale und nicht unbedingt auf
etwaige Unterschiede in den Signalintensitaten. Des Weiteren koénnte die
Auswirkung weiterer Faktoren wie Stress, Halterungsbedingungen, Tages und
Jahreszeit auf die Ngb- und Cygb-Expression im Gehirn mittels IF und Q-PCR

untersucht werden.

o Grundlagen fir die Charakterisierung der Regulation der Ngb-Expression
wurden anhand von vergleichenden Sequenzanalysen ermittelt. Die
Promotoraktivitat sollte nun in Zellkultur mit Hilfe eines Reportergens untersucht
werden. Die Funktionsfahigkeit des minimalen Promotors und der identifizierten
Bindestellen fiir zahlreiche Transkriptionsfaktoren sowie die mdgliche
Steigerung der Promotoraktivitdt durch verschiedene &ufere Einflisse (z.B.
Hypoxie oder Zugabe von ROS- und RNS-freisetzenden Agenzien) sollte
experimentell nachgepriift werden. Analysen von mutierten Bindestellen kénnten

die Versuche erganzen.

o Eine denkbare Interaktion von Cytoglobin mit der neuronalen NO-Synthase
kénnte z.B. in ,pull down“-Experimenten naher untersucht werden. Auch eine
Analyse der Cygb-Expression in nNOS-knock out-Mausen ware interessant
(Salchner et al., 2004). Ferner misste die Expression der nNOS in alternden
Phodopus sungorus zum Vergleich noch analysiert werden. Des Weiteren
kénnte eine moégliche Rolle des Cytoglobins im NO-Stoffwechsel anhand von
Expressionsanalysen des Globins in neurodegenerativen Krankheiten, wie
Chorea Huntington, Morbus Parkinson und Morbus Alzheimer, die
bekanntermalien mit einer erhéhten NO-Produktion einhergehen, untersucht
werden (Law et al., 2001; Liu et al., 2003; McCann et al., 2005).
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o Nicht zuletzt werden die transgenen und knock out-Tiere eine wichtige Basis fur
funktionelle Analysen von Neuroglobin und Cytoglobin liefern. Zum einen
kénnten anhand der Ngb- und Cygb-lUberexprimierenden Tiere moégliche, damit
einhergehende Uberlebensvorteile in vivo untersucht werden, zum anderen
kénnten entsprechende Nachteile beim Fehlen eines dieser Gene und die
notwendigen Kompensationsmechanismen in knock out-Tieren untersucht
werden. Diese Untersuchungen sollen schlieBlich helfen, madgliche
Krankheitsbilder, die mit Defekten im Neuroglobin- bzw. Cytoglobin-Gen

einhergehen kénnen, zu identifizieren und zu charakterisieren.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden Untersuchungen zur Expression und
Funktion der respiratorischen Proteine Neuroglobin und Cytoglobin in Vertebraten
durchgefiihrt. Beide Globine wurden erst kirzlich entdeckt, und ihre Funktionen
konnten trotz vorliegender Daten zur Struktur und biochemischen Eigenschaften dieser

Proteine bisher nicht eindeutig geklart werden.

Im ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit wurde die zellulare und subzellulare
Lokalisation von Neuroglobin und Cytoglobin in murinen Gewebeschnitten untersucht.
Die Expression von Neuroglobin in neuronalen und endokrinen Geweben hangt
offensichtlich mit den hohen metabolischen Aktivitadten dieser Organe zusammen.
Insbesondere im Gehirn konnten regionale Unterschiede in der Neuroglobin-
Expression beobachtet werden. Dabei korrelierte eine besonders starke Neuroglobin-
Expression mit Gehirnbereichen, die bekanntermalien die héchsten Grundaktivitaten
aufweisen. In Anbetracht dessen liegt die Funktion des Neuroglobins mdéglicherweise
im basalen O,-Metabolismus dieser Gewebe, wobei Neuroglobin als O,-Lieferant und
kurzfristiger O,-Speicher den vergleichsweise hohen Sauerstoffbedarf vor Ort
sicherstellen kénnte. Weitere Funktionen in der Entgiftung von ROS bzw. RNS oder die
kirzlich publizierte mégliche Rolle des Ngb bei der Verhinderung der Mitochondrien-
vermittelten Apoptose durch eine Reduktion des freigesetzten Cytochrom c waren

dartberhinaus denkbar.

Die Cytoglobin-Expression im Gehirn beschrankte sich auf relativ wenige Neurone in
verschiedenen Gehirnbereichen und zeigte dort vorwiegend eine Co-Lokalisation mit
der neuronalen NO-Synthase. Dieser Befund legt eine Funktion des Cytoglobins im
NO-Metabolismus nahe, wobei Cytoglobin beispielsweise den zur NO-Synthese

bendtigten Sauerstoff an die NO-Synthase liefern konnte.
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Quantitative RT-PCR-Experimente zur mRNA-Expression von Neuroglobin und
Cytoglobin in alternden Saugern am Beispiel der Hamsterspezies Phodopus sungorus
zeigten keine signifikanten Anderungen der mMRNA-Mengen beider Globine in alten im
Vergleich zu jungen Tieren. Dies wiederspricht publizierten Daten, in denen bei der
Maus anhand von Western Blot-Analysen eine Abnahme der Neuroglobin-Menge im
Alter gezeigt wurde. Moglicherweise handelt es sich hierbei um speziesspezifische

Differenzen.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrte vergleichende Sequenzanalyse der
humanen und murinen NGB/Ngb-Genregion liefert zum einen Hinweise auf die
mogliche Regulation der Neuroglobin-Expression und zum anderen eine wichtige
Grundlage fir die funktionellen Analysen dieses Gens. Es konnte ein minimaler
Promotorbereich definiert werden, der zusammen mit einigen konservierten
regulatorischen Elementen als Basis fir experimentelle Untersuchungen der
Promotoraktivitdt in  Abhangigkeit von auReren Einflissen dienen wird.
Bioinformatische Analysen flhrten zur Identifizierung des sog. ,neuron restrictive
silencer element” (NRSE) im Neuroglobin-Promotor, das vermutlich fur die vorwiegend
neuronale Expression des Proteins verantwortlich ist. Die kontrovers diskutierte O,-
abhangige Regulation der Neuroglobin-Expression konnte hingegen anhand der
durchgeflihrten komparativen Sequenzanalysen nicht bestatigt werden. Es wurden
keine zwischen Mensch und Maus konservierten Bindestellen fiur den
Transkriptionsfaktor ,hypoxia inducible factor* HIF-1 identifiziert, der bekanntlich die
Expression zahlreicher hypoxieregulierter Gene wie z.B. Epo und VEGF vermittelt.
Zusammen mit den in vivo-Daten spricht dies eher gegen eine Regulation der

Neuroglobin-Expression bei verminderter Verfligbarkeit von Sauerstoff.

Die offensichtliche Komplexitat der Funktionen von Neuroglobin und Cytoglobin im Oo-
Stoffwechsel der Vertebraten macht den Einsatz muriner Modellsysteme unerlasslich,
die eine sukzessive Aufklarung der Funktionen beider Proteine erlauben. Die
vorliegende Arbeit liefert auch dazu einen wichtigen Beitrag. Die hergestellten ,gene-
targeting“-Vektorkonstrukte  liefern in  Verbindung mit den  etablierten
Nachweisverfahren zur Genotypisierung von embryonalen Stammzellen die Grundlage
zur erfolgreichen Generierung von Neuroglobin-knock out sowie Neuroglobin- und
Cytoglobin-uberexprimierenden transgenen Tieren. Diese werden fur die endgultige

Entschlusselung funktionell relevanter Fragestellungen von enormer Bedeutung sein.
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6.1 Veroffentlichungen

The cellular and subcellular localization of neuroglobin and cytoglobin -- a clue to their
function?

Hankeln T, Wystub S, Laufs T, Schmidt M, Gerlach F, Saaler-Reinhardt S, Reuss S, Burmester
T.

IUBMB Life. 2004 Nov-Dec;56(11-12):671-9.

Neuroglobin and cytoglobin are recently discovered respiratory proteins of vertebrates with yet
ill-defined physiological functions. Neuroglobin is widely expressed in neurons, but not glia, in
the vertebrate central and peripheral nervous systems. Other major expression sites are the
retina and endocrine tissues. This distribution is indicative of a function of neuroglobin in
metabolically most active, oxygen-consuming cell types, but does not yet allow to safely
distinguish between different cellular roles, such as oxygen homeostasis, scavenging of reactive
oxygen species or sustaining energy metabolism. Cytoglobin is predominantly expressed in
connective tissue fibroblasts and related cell types in the body organs. Its main function may
therefore be related to the specific amounts of extracellular matrix. Cytoglobin may
hypothetically be involved in the oxygen-consuming maturation of collagen proteins. Cytoglobin
is also expressed in distinct cell types of brain and retina. Its distribution strikingly differs from
neuroglobin, suggesting an independent, yet unknown function.

Neuroglobin and cytoglobin in search of their role in the vertebrate globin family.

Hankeln T, Ebner B, Fuchs C, Gerlach F, Haberkamp M, Laufs TL, Roesner A, Schmidt M,
Weich B, Wystub S, Saaler-Reinhardt S, Reuss S, Bolognesi M, De Sanctis D, Marden MC,
Kiger L, Moens L, Dewilde S, Nevo E, Avivi A, Weber RE, Fago A, Burmester T.

J Inorg Biochem. 2005 Jan;99(1):110-9.

Neuroglobin and cytoglobin are two recent additions to the family of heme-containing respiratory
proteins of man and other vertebrates. Here, we review the present state of knowledge of the
structures, ligand binding kinetics, evolution and expression patterns of these two proteins.
These data provide a first glimpse into the possible physiological roles of these globins in the
animal's metabolism. Both, neuroglobin and cytoglobin are structurally similar to myoglobin,
although they contain distinct cavities that may be instrumental in ligand binding. Kinetic and
structural studies show that neuroglobin and cytoglobin belong to the class of hexa-coordinated
globins with a biphasic ligand-binding kinetics. Nevertheless, their oxygen affinities resemble
that of myoglobin. While neuroglobin is evolutionarily related to the invertebrate nerve-globins,
cytoglobin shares a more recent common ancestry with myoglobin. Neuroglobin expression is
confined mainly to brain and a few other tissues, with the highest expression observed in the
retina. Present evidence points to an important role of neuroglobin in neuronal oxygen
homeostasis and hypoxia protection, though other functions are still conceivable. Cytoglobin is
predominantly expressed in fibroblasts and related cell types, but also in distinct nerve cell
populations. Much less is known about its function, although in fibroblasts it might be involved in
collagen synthesis.
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Interspecies comparison of neuroglobin, cytoglobin and myoglobin: sequence evolution
and candidate regulatory elements.

Wystub S, Ebner B, Fuchs C, Weich B, Burmester T, Hankeln T.
Cytogenet Genome Res. 2004;105(1):65-78.

Neuroglobin and cytoglobin are two novel members of the vertebrate globin family. Their
physiological role is poorly understood, although both proteins bind oxygen reversibly and may
be involved in cellular oxygen homeostasis. Here we investigate the selective constraints on
coding and non-coding sequences of the neuroglobin and cytoglobin genes in human, mouse,
rat and fish. Neuroglobin and cytoglobin are highly conserved, displaying very low levels of non-
synonymous nucleotide substitutions. An oxygen supply function predicts distinct modes of
gene regulation, involving hypoxia-responsive transcription factors. To detect conserved
candidate regulatory elements, we compared the neuroglobin and cytoglobin genes in
mammals and fish. The myoglobin gene was included to test if it also contains hypoxia-
responsive regulatory elements. Long conserved non-coding sequences, indicative of gene-
regulatory elements, were found in the cytoglobin and myoglobin, but not in the neuroglobin
gene. Sequence comparison and experimental data allowed us to delimit upstream regions of
the neuroglobin and cytoglobin genes that contain the putative promoters, defining candidate
regulatory regions for functional tests. The neuroglobin and the myoglobin genes both lack
conserved hypoxia-responsive elements (HREs) for transcriptional activation, but contain
conserved hypoxia-inducible mRNA stabilization signals in their 3' untranslated regions. The
cytoglobin gene, in contrast, harbors both conserved HREs and mRNA stabilization sites,
strongly suggestive of an oxygen-dependent regulation.

Neuron-specific expression of neuroglobin in mammals.
Laufs TL, Wystub S, Reuss S, Burmester T, Saaler-Reinhardt S, Hankeln T.
Neurosci Lett. 2004 May 20;362(2):83-6.

Neuroglobin, a vertebrate oxygen-binding protein, is expressed in many regions of the adult
brain. We examined the cell type-specific expression of neuroglobin in neurons and astroglial
cells in primary cultures of fetal hippocampal cells and sections of the adult mouse brain using
neuroglobin-specific polyclonal antibodies and cell type-specific markers NeuN and GFAP to
differentiate between neurons and glial cells. Neuroglobin is exclusively expressed in neurons,
but not in astroglial cells. Accordingly, neuroglobin was detected in two neuroblastoma cell lines
(N2a, SH-SY5Y) and the pheochromocytoma cell line PC-12, but not in glioblastoma cell lines
(DKMG, GAMG) or other, non-neural cells (HeLa, Vero). Analysis of the neuroglobin genomic
sequence from man and mouse identifies sequence motifs with similarity to the neuron-
restrictive silencer element, possibly explaining a neuron-specific expression of neuroglobin.

Cytoglobin is a respiratory protein in connective tissue and neurons, which is up-
regulated by hypoxia.

Schmidt M, Gerlach F, Avivi A, Laufs T, Wystub S, Simpson JC, Nevo E, Saaler-Reinhardt S,
Reuss S, Hankeln T, Burmester T.

J Biol Chem. 2004 Feb 27;279(9):8063-9.

Cytoglobin is a recently discovered vertebrate globin distantly related to myoglobin, and its
function is unknown. Here we present the first detailed analysis of the distribution and
expression of cytoglobin. Northern and Western blotting experiments show the presence of
cytoglobin mRNA and protein in a broad range of tissues. Quantitative PCR demonstrates an
up-regulation of cytoglobin mRNA levels in rat heart and liver under hypoxic conditions (22 and
44 h of 9% oxygen). Immunofluorescence studies with three antibodies directed against
different epitopes of the protein consistently show cytoglobin in connective tissue fibroblasts as
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well as in hepatic stellate cells. Cytoglobin is also present in chondroblasts and osteoblasts and
shows a decreased level of expression upon differentiation to chondrocytes and osteocytes.
Cytoglobin is located in the cytoplasm of these cell types. Evidence against an exclusively
nuclear localization of cytoglobin, as recently proposed, is also provided by transfection assays
with green fluorescent protein fusion constructs, which demonstrates the absence of an active
nuclear import. The differential expression of cytoglobin argues against a general respiratory
function of this molecule, but rather indicates a connective tissue-specific function. We
hypothesize that cytoglobin may be involved in collagen synthesis. Cytoglobin expression was
also observed in some neuronal subpopulations of the central and the peripheral nervous
systems. Surprisingly, cytoglobin is localized in both the cytoplasm and nucleus of neurons,
indicating a possible additional role of this protein in neuronal tissues.

Localization of neuroglobin protein in the mouse brain.
Wystub S, Laufs T, Schmidt M, Burmester T, Maas U, Saaler-Reinhardt S, Hankeln T, Reuss S.
Neurosci Lett. 2003 Jul 31;346(1-2):114-6.

Neuroglobin is a recently discovered vertebrate oxygen-binding respiratory protein. In situ
hybridization data demonstrated that neuroglobin-mRNA is widely expressed in neuronal cells
of the central and peripheral nervous systems as well as in endocrine cells. The present study
was conducted to investigate the presence of neuroglobin protein in neurons of the mouse
brain. A polyclonal antibody directed against a synthetic peptide of neuroglobin was raised in
rabbits and affinity-purified. The specificity of the antibody was demonstrated by ELISA and
preabsorption tests. We report here for the first time that neuroglobin is expressed on the
protein level in many brain sites including cerebral cortical regions, subcortical structures such
as thalamus and hypothalamus, nuclei of cranial nerves in the brainstem and cerebellum. Thus,
the widespread distribution of neuroglobin protein is in good agreement with its mRNA
localization. Regionally differing intensities of immunostaining suggest different levels of
neuroglobin protein expression, in line with the idea that brain regions show variation in their
tolerance towards hypoxic conditions.

Expression analysis of neuroglobin mRNA in rodent tissues.
Reuss S, Saaler-Reinhardt S, Weich B, Wystub S, Reuss MH, Burmester T, Hankeln T.
Neuroscience. 2002;115(3):645-56.

Neuroglobin is a respiratory protein which was reported to be preferentially expressed in the
vertebrate brain. Here we present the first detailed analysis of the expression of neuroglobin in
mouse and rat tissues. Neuroglobin mRNA was detected in all brain areas studied. Most, but
not all, nerve cells were labeled, suggesting differential expression of Ngb. Neuroglobin mRNA
was detected in the peripheral nervous system, explaining previous northern hybridization
signals in organs other than the brain. Substantial neuroglobin expression was also found in
metabolically active endocrine tissues such as the adrenal and pituitary glands. The granule
localization of neuroglobin transcripts in various neuronal extensions let us speculate that
peripheral translation of neuroglobin protein occurs. This could have important functional
consequences for synaptic plasticity, an active metabolic process that needs large amounts of
oxygen. The hybridization signals suggest that the local concentration of neuroglobin is
sufficient for its putative primary function as an oxygen-supplying protein.
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7 Anhang

1- und 3- Buchstabencode der Aminosauren

A Ala Alanin

C Cys Cystein

D Asp Asparaginsaure
E Glu Glutaminsaure
F Phe Phenylalanin
G Gly Glycin

H His Histidin

I lle Isoleucin

K Lys Lysin

L Leu Leucin

M Met Methionin

N Asn Asparagin

P Pro Prolin

Q Gin Glutamin

R Arg Arginin

S Ser Serin

T Thr Threonin

\% Val Valin

W Trp Tryptophan

Y Tyr Tyrosin
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7.1 Verwendete Oligonukleotide

MmuCyGBinsfor

TGGAGATAGAGCGTAGGGAGAG

MmuCyGBinsfor+T7

CAGAGATGCATAATACGACTCACTATAGGGAGATGGAGATAGAGCGTAGGGAGAG

MmuCyGBinsrev

CCTGAAGAGGGCAGAGTGG

MmuCyGBinsrev+T7

CCAAGCCTTCTAATACGACTCACTATAGGGAGACCTGAAGAGGGCAGAGTGG

mmuCygb-ISH-as1

GAGGATACCTTGTCTGGGTCATGCAGGTTCTCCACGACAG

mmuCygb-ISH-as2

ACTTCCTTGTAGGCTGCGGTCACGTGGCTGTAGATGAGAC

mmuCygb-ISH-sense2

GTCTCATCTACAGCCACGTGACCGCAGCCTACAAGGAAGT

mmuMyoCDSfor

CAGCTGGTGCTGAATGTCTG

mmuMyoCDSfor+T7

CAGAGATGCATAATACGACTCACTATAGGGAGACAGCTGGTGCTGAATGTCTG

mmuMyoCDSrev

CTGGAAGCCTAGCTCCTTGT

mmuMyoCDSrev+T7

CCAAGCCTTCTAATACGACTCACTATAGGGAGACTGGAAGCCTAGCTCCTTGT

mmuMyoEx2for

CTCACCCTGAGACCCTGGAT

mmuMyoEx2for+T7

CAGAGATGCATAATACGACTCACTATAGGGAGACTCACCCTGAGACCCTGGAT

mmuMyoEx2rev

GGTACTTGACCGGGATCTTG

mmuMyoEx2rev+T7

CCAAGCCTTCTAATACGACTCACTATAGGGAGAGGTACTTGACCGGGATCTTG

mmuNgb2FX

TGGAACATGGCACTGTCCTGTT

mmuNgb5R-SP6

CCAAGCCTTCATTTAGGTGACACTATAGAAGAGCTGCTCTACATGCTGGAGA

NgbISHdegF

GAGCTGATCCGGCAGAGCTGG

NgbISHdegF+T7

CAGAGATGCATAATACGACTCACTATAGGGAGAGAGCTGATCCGGCAGAGCTGG

NgbISHdegR

ACTGTCGAGAAGGAGCTGAGCC

NgbISHdegR+SP6

CCAAGCCTTCATTTAGGTGACACTATAGAAGAGACTGTCGAGAAGGAGCTGAGCC

Tabelle 7-1 Sonden fiir in situ-Hybridisierungen

Actin_p2for

CCAGACAGCACTGTGTTG

Actin_p3rev

CTGAGAGGGAAATCGTGC

ARPfor

AATCCCTGACGCACCG

ARPrev

AGCTGCACATCACTCAG

Calm1CDSfor

ATGGCTGATCAGCTGAC

Calm1CDSrev

TCATTTTGCAGTCATCATC

C4CDSfor

ATGMGGCTSCTCTGGGG

C4CDSfor2

TCCTTCGTACCTACAATG

C4CDSrev

TCACACCTGGCACCC

C4CDSrev1

TGAGATCTTCCAGGTCC

C4CDSrev2

TTCCCATAGATGTACCTG

CygbCDSfor

ATGGAGAAAGTGCCAGGCGAGATG

CygbCDSrev

GTCGGCCCCGAAGAGGGCAGTGTG

MMuGlobXBam HI

TCGCGGATCCTTACGGCCCTGAAGAGGGCAGA

MMuGlobXNdel

TCGCCATATGGAGAAAGTGCCGGGCGACATG

GAPDH_CDS_for_deg

AWGGTGAAGGTCGGWGTS

GAPDH_CDS_rev

TTACTCCTTGGAGGCCATG

NgbCDSfor

ATGGAGCGCCCGGAGCCCGAGCTG

NgbCDSrev

CGCTCGCCATCCCAGCCTCGACT

mmuNgb2FX

TGGAACATGGCACTGTCCTGTT

mmuNgb4RX

TCGCCTCTTACTCGCCATCCCAGCCTCG

mmuNgb4R

AGCCGAGGCTGGGATGGGGAGT

NSEfor

ATGCAGGAGTTCATGATC

NSErev

GCRCCAGTCTTGATCTG

Tabelle 7-2 RT-PCT
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Pho5'RACE

AAGGAGCTGAGCCTCAC

Pho5’'RACE_Nested

CCTTCCTAATGTGGTC

Pho3’'RACE

TTCCAGTACAATGGCCG

Pho3’'RACE_Nested

TTCCTGGACCACATTAGG

PhoCygb5 'RACEnested

TCGGACAGCTCCTCGCTC

mmuCgb1

CAAGCAGTACTTCAGCCAGT

Tabelle 7-3 Phodopus sungorus RACE

PhoQ-PCRActinfor

CAGGTCATCACTATTGGCAATG

PhoQ-PCRActinrev

TGTAGTTTCGTGGATGCCACAG

Q-PCR_ARP_for

AGGGCGACCTGGAAGTCC

Q-PCR_ARP_rev

GCATCTGCTTGGAGCCCA

PhoQ-PCRARPrev

GCATCTGCTTCGAGCCCA

PhoQ-PCRCalm1for

TCATGAGGTCACTGGGTCAG

PhoQ-PCRCalm1rev

TGGGAAGTCAATGGTGCCG

PhoQ-PCRCA4for_nest

AAGCCCAGGCTGCTCCTG

PhoQ-PCRC4rev

TGTCCTGGAGGGGCATCC

Q-PCR_Cygb_for

CCAACTGCGAGGACGTGG

Q-PCR_Cygb_rev

ACTGGCTGAAGTACTGCTTGGC

PhoQ-PCR_Cygb_rev2

ACCTTGTCTGGGTCATGCAG

Cygb-Sonde-VIC

VIC-CTGGTGAGGTTCTTTGTG-Dark Quencher

GapDhmus for

CCATCACCATCTTCCAGGAG

GapDhmus rev

TTTCTCGTGGTTCACACCC

PhoGAPDHQ-PCRfor

TGCACTACCAACTGCTTAGC

PhoGAPDHQ-PCRrev

TGATGGCATGGACGGTGG

Q-PCR_Ngb_for_deg

GAAGCAYCGGGCAGTG

Q-PCR_Ngb_rev_deg

AGRCACYTCTCCAGCATGTASAG

PhoQ-PCR_Ngb_for

GAAGCACCGGGTTGTGG

PhoQ-PCR_Ngb_for2

CCTGGACCACATTAGGAAGG

Q-PCR_NSE_for

ACAAGGCTGGCTACACGG

Q-PCR_NSE_rev

ATGGGTCTTCAATGGAGACC

Tabelle 7-4 Realtime Q-PCR

T7

TAATACGACTCACTATAGGG

sp6

ACCTTATGTATCATACACAT

Tabelle 7-5 Standard Primer

pBI-EGFP-MCS_SeqFor2

TCGAGTAGGCGTGTACGG

pBI-EGFP-MCS_SeqRev

GGTGATACAAGGGACATC

transgen_mmuCygbfor

TACGACGCGTCGCACCATGGAGAAAGTGCCGGGCGAC

transgen_mmuCygbrev

GCTAGCTAGCTAGTTACGGCCCTGAAGAGGGCAG

transgen_mmuNgbfor

TACGACGCGTCGCACCATGGAGCGCCCGGAGTCAGAG

transgen_mmuNgbrev

GCTAGCTAGCTAGTTACTCCCCATCCCAGCCTCG

EGFP-Primer 1

CTCAAGTTCATCTGCACCACC

EGFP-Primer 2

CGTTCTTCTGCTTGTCGGCC

Tabelle 7-6 Neuroglobin und Cytoglobin transgen-Konstrukte
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pPNT

pPNT5 Neo

AGCCGATTGTCTGTTGTGCCC

pPNT5 Neo-Nested

AGTCATAGCCGAATAGCCTC

pPNT3'Neo

GATTCGCAGCGCATCGCCTT

pPNTrev

CCCCATCCCGGTAGAATTC

5’Neofor

ATCGGCCATTGAACAAGATG

3'Neorev

AATATCACGGGTAGCCAACG

Ngb-ko-Konstrukt 1

mmuNgb-ko_1a)Kontrolle (Notl)

AGTGCGGCCGCGTGCTCAGATGTCATTCAGGAGAG

mmuNgb-ko/1b)Kontrolle (Notl)

AGTGCGGCCGCTCTGTGTACTCTACATCTAACATG

mmuNgb-ko_1 kurzer Arm (Notl)

AGTGCGGCCGCCACTACTCCAGCTCTGTGTATGTG

mmuNgb-ko_2R kurzer Arm

ACAGGACAGTGCCATGTTCCAGAG

mmuNgb-ko_3 langer Arm (Bam HI)

AGTGGATCCCAGATCTGCAGATCATTGTCTTAG

mmuNgb-ko_4R neu

CATGTGGCTATCCTGAGATCCGTG

mmuNgb-ko_5_Sonde 1=1b)Kontrolle

TCTGTGTACTCTACATCTAACATG

mmuNgb-ko_6R_Sonde 1

ACGTAGTTCAGGTAGGTCCTGTGT

mmuNgb-ko_7_Sonde 2

AGATCCAGTTTTCTCTGGGCACAC

mmuNgb-ko_8R_Sonde 2

GTACGTGTCATGGTGCTTCTTCAT

mmuNgb-ko_Test-PCR1

CTCCTCAGTACTGGGATTAGAC

mmuNgb-ko_SeqF1.1

TCTAGCTGAACTCTAGAG

mmuNgb-SeqF2.1

ATGCTGAACCAAGAGCAC

mmuNgb-SeqF2.2

TCGACAGGTGATGCTAGTG

mmuNgb-SeqgF2.3

TACTTGTGACCACCTCAG

Ngb-ko-Konstrukt 2

Ngbko2-P1+Eco

GAATTCTGCATGTGCGTTGACTGCAC

Ngbko2-P2R+Bam

GGATCCCAGTGGGTATCAGAATCTGG

Ngbko2-P3

TTGGCATCAGTTGGTTTGGTCAGC

Ngbko2-P4.1R+Not

GCGGCCGCACAACGTGCAGTCCAGCATCACTC

Ngbko2-P4.2R+Not

GCGGCCGCAGTGCCTATCAACAGCATTGCATC

Ngbko2-P4.3R+Not

GCGGCCGCAGTGGTATCTAAAGCCCAGGACAC

Ngbko2-P4.4R+Not

GCGGCCGCAATAGGATCGCTCTCGCTGCTAGG

Ngb-ko-Konstrukt 3

mmu-ko3-Test PCR

TTACTCCTTGGAGGCCATG

mmu-ko3-posK+Eco

VGAATTCTGCCCAATGCCACTGAAGAATGCC

mmu-ko3-P1.1+Not

ATAAGAATGCGGCCGCAAGAGCAACCCATTGCCCATACTG

mmu-ko3-P1.2+Not

ATAAGAATGCGGCCGCTTCCACCACTACTTCCCAGCCATG

mmu-ko3-P1.3+Not

VGCGGCCGCTTACAGAGCCACTGAGTCAGAGC

mmu-ko3-P2R

TCTGCCGGATCAGCTCTGACTC

mmu-ko3-P3+Bam

VGGATCCTAGTAAGCAGGTAGGACTGTGC

mmu-ko3-P4R+Eco

VGAATTCGGCTAAGACTACAACAGGCAGATC

mmu-ko3-F2+F3Sonde

TTCTGCCTCTCAAGGCTG

mmu-ko3-F2-Sonderev

AGCCTTGCCACTGCTGACG

mmu-ko3-F3-Sonderev

TTCCCACCGCATGTATCC

mmu-ko3-Sonde1-for

TAACTCACACCTAGCTGG

ko3Sonde2for

ATACCTTGGTCCTCATCC

ko3Sonde2rev

ATGCCACTGAAGAATGCC

317xl

CAAGTTGGTACACACTAAGTCCTCTTCCTG

377xl

TTAGGTTCTGGTTGTGGAGATGCTTCCTTC

< Basen zur Stabilisierung der Schnittstellen fehlen!

Tabelle 7-7 Neuroglobin-knock out-Konstrukte
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7.2Verwendete Antikorper

Antikorper egen Firma Immunfluoreszenzen | Western Blot
9eg
. - Mmu . .
antl-Ngb-N-Antlkorper TBA1 Peptid Euroge_ntec, 150 iiber Nacht RT 1:500 utzer
polyklonal aus Kaninchen 55.70 Belgien Nacht 4°C
. . Mmu
Anti-Ngb-Antikorper TB5a Peptid Seql.ab 1:50 tiber Nacht RT
polyklonal aus Kaninchen 46-61 Gottingen
. o Mmu
Anti-Ngb-Antikorper TBSb Peptid SeqLab 1:50 iiber Nacht RT
polyklonal aus Kaninchen 93-107 Gottingen
. - Mmu
Antl-Ngb-Antlkorpgr TB7 Peptid Euroge_ntec, 150 iiber Nacht RT
polyklonal aus Kaninchen 55.70 Belgien
anti-Cygb1-N-Antikérper szﬁd Eurogentec, 1:200 iiber Nacht RT 1:500 Uber
polyklonal aus Kaninchen 216 Belgien ) Nacht 4°C
. - Hsa
antl—Cygb2-M-BC-Aqt|korper Peptid Euroggntec, 1:200 iiber Nacht RT
polyklonal aus Kaninchen 66-80 Belgien
, - Hsa
antl-Cygb3-V-CD-Aqtlkorper Peptid Euroge_ntec, 1-200 iiber Nacht RT
polyklonal aus Kaninchen 92-106 Belgien
anti-Cygb4-C-Antikdrper pgsﬁ d Eurogentec, )
polyklonal aus Kaninchen 175?1 90 Belgien
. . Rno
Anti-nNOS Antikorper Peptid Chemicon 1:500 Uiber Nacht RT
polyklonal aus Schaf 14091429
. oo Rno
Anti-nNOS Antikdrper ! Progen . .
polyklonal aus Kaninchen Cljiﬁti:gl Biotechnik 1:500 Uber Nacht RT
Anti-NPY Antikorper Peptid | Amarsham, UK | 1:1000 iber Nacht RT
polyklonal aus Kaninchen
Anti-Actin-Antikérper C11 Sigma, USA 1:1000 1Std.
monoklonal aus Kaninchen Peptid RT
Tabelle 7-8 Primére Antikorper
Antikdrper Firma Immunfluoreszenzen | Western Blot
Cy3-markierter anti-Kaninchen-19G- | 2 Hamburg 1:100 1,5 Std. RT
Antikorper
Cy2-markierter anti-Schaf-IgG- Jackson .
Antikorper ImmunoResearch, PA 1:100 1,5 Std. RT
FITC-markierter anti-Kaninchen 19G- | ;02 Hamburg 1:200 6 Std. RT
Antikorper

Unmarkierter anti-Kaninchen AK IgG

Dianova, Hamburg

1:100 2 Std. RT

HRP konjugierter anti-Kaninchen- Amersham 1:3000 1Std.
IgG- Antikorper Biosciences, Freiburg RT

HRP konjugierter anti-Maus-lIgG- Amersham 1:5000 1Std.
Antikérper Biosciences, Freiburg RT

AP-konjugierter anti-Maus-IgG- Sigma, USA 1:10000 1Std.
Antikorper RT

Tabelle 7-9 Sekundare Antikorper
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7.3Verwendete Plasmidvektoren

T7 Transcription Start

5. . TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
3. .. ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC

T7 Promoter

Apa | Aat |l

GCGGC CGCGG GAATT CGATTS’(Cloned inser’[)
CGCCG GCGCC CTTAAGCTA

Nat |
BsiZ |

Sacll EcoR | Spel EcoR |

SP& Transcription Start

BstZ |

Neol

ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC
FTTAGTG ATCAC TTAAG CGCCG GCGGA CGTCC AGCTG

|
Not |

BstZ |

I
Fst |

Sall

CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT GCATA GCTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT AAAT ... &
GTATACCCT CTCGA GGGTT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA . .. 5

Nde | Sac | BstX | MNei |
Xmn | 2009
Nae |
Secal 1820 2707
f1 or\
Amp'
pGEM®-T Easy lacZ
Vector T T
(3015bp)
Ofi

SP& Promoter

T7 1

Apa
Aatll
Sph |
BsiZ |
Nco |
BstZ |
Not |
Sac |l
EcoR |

Spel
FcoR |
MNot |
BstZ |
Psi |
Sal |
Nde |
Sac |
BsiX |
Nsi |

T sps

Abbildung 7-1 pGEM®-T Easy-Plasmidvektor (Promega, Mannheim)
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Xhol

sdal (71)

Notl (54)

MCS fir
5'Knockout-
Integrat

clal (1408)

Xbal (1887)

BamHI (1893)

ot

.
s

R
s

pPNT-Vektor 3’Knackout-

Integrat

T
SR

T

s
bytets

AccE5l (1902)

Kpnl (1906)

EcoRI+Apol (1914)

7348 bp

.
V3a

s

Abbildung 7-2 pPNT-Plasmidvektor (Tybulewicz et al. 1991)

Not | Xba |
(5116) (5108)

&0 610 620 630 640

AGTCAGCTGACGCETGCTAGCGCEGCCTCRACGATATCTCTAGACT
Puull  Miul  Nhel EcoRV

M
(603-652)

Xba |
(639)

Xba |
(4336)

[3-glabin

Svao poly A

poly A McS

Prvincav-2 [ Princhv-1 | |
—— Pbi1 ———

pBI-EGFP
5.1 kb

Insulator-
Sequenz

Asel
(1814)
Insulator-

Ase | Sequenz
(3049)

Abbildung 7-3 pBI-EGFP-Plasmidvektor (BD Biosciences Clonetech, Pharmingen)
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AGATGTGACCGTGAACTGAGAACTCTACTCTAATGTACACACGAACTTCACCTTTGAGAAGTTGTGATAT
TCGAGGACTTGAGATGAGGTACAGTTATTAGTGCTCTATTTATAAACATTAATTTTTCCACCTGACGCGC
CCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGC
CCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCT
CTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATT
AGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCAC
GTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGAT
TTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGA
ATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGA
TCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGG
TAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATA
GGGCGAATTGG

GGCGGCCGCTCTAGAACT
AGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGC
GTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGCAATAAGGGCGACACGGAAATGTT
GAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATA
CATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCT
GACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTC
TTCACTCGACGCTGGTCGAGCTGATACTTCCCGTCCGCCAGGGGACATGCCGGCGATGCTGAAGGTCGCG
CGCATTCCCGATGAAGAGGCCGGTTACCGCCTGTTGACCTGGTGGGACGGGCAGGGCGCCGCCCGAGTCT
TGCCTCGGCGGCGGGCGCTCTGCTCATGGAGCGCGCGTCCGGGGACCTTGCACAGATAGCGTGGTCCGGC
CAGACGACGAGGCTTGCAGGATCATAATCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAA
CCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCA
GCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATT
CTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGGATCCTCTAGAACTAGGTCGACAA
GCTTGATATCGAATTC

CCGCGGGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCT
GCAGGAATTCGGGGCCGCGGAGGCTGGATCGGTCCCGGTGTCTTCTATGGAGGTCAAAACAGCGTGGATG
GCGTCTCCAGGCGATCTGACGGTTCACTAAACGAGCTCTGCTTATATAGGTCGAGTTTACCACTCCCTAT
CAGTGATAGAGAAAAGTGAAAGTCGAGTTTACCACTCCCTATCAGTGATAGAGAAAAGTGAAAGTCGAGT
TTACCACTCCCTATCAGTGATAGAGAAAAGTGAAAGTCGAGTTTACCACTCCCTATCAGTGATAGAGAAA
AGTGAAAGTCGAGTTTACCACTCCCTATCAGTGATAGAGAAAAGTGAAAGTCGAGTTTACCACTCCCTAT
CAGTGATAGAGAAAAGTGAAAGTCGAGTTTACCACTCCCTATCAGTGATAGAGAAAAGTGAAAGTCGAGC
TCGGTACCCGGGTCGAGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGCCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTC
AGATCGCCTGGAGACGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACACCGGGACCGATCCAGCCTCCG
CGGCCCCGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGTCAGCTGACGCGT-Ngb bzw. CygbCDS-

GCTAGCGCGGCCTCGACGATATCTCTAGACTGAGAACTTCAGGGTGAGTTTGGGGACCCTTGATTGTTCT
TTCTTTTTCGCTATTGAAAAATTCATGTTATATGGAGGGGGCAAAGTTTTCAGGGTGTTGTTTAGAATGG
GAAGATGTCCCTTGTATCACCATGGACCCTCATGATAATTTTGTTTCTTTCACTTTCTACTCTGTTGACA
ACCATTGTCTCCTCTTATTTTCTTTTCATTTTCTGTAACTTTTTTCGTTAAACTTTAGCTTGCATTTGTA
ACGAATTTTTAAATTCACTTTCGTTTATTTGTCAGATTGTAAGTACTTTCTCTAATCACTTTTTTTTCAA
GGCAATCAGGGTAATTATATTGTACTTCAGCACAGTTTTAGAGAACAATTGTTATAATTAAATGATAAGG
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TAGAATATTTCTGCATATAAATTCTGGCTGGCGTGGAAATATTCTTATTGGTAGAAACAACTACATCCTG
GTAATCATCCTGCCTTTCTCTTTATGGTTACAATGATATACACTGTTTGAGATGAGGATAAAATACTCTG
AGTCCAAACCGGGCCCCTCTGCTAACCATGTTCATGCCTTCTTCTTTTTCCTACAGCTCCTGGGCAACGT
GCTGGTTGTTGTGCTGTCTCATCATTTTGGCAAAGAATTCACTCCTCAGGTGCAGGCTGCCTATCAGAAG
GTGGTGGCTGGTGTGGCCAATGCCCTGGCTCACAAATACCACTGAGATCTTTTTCCCTCTGCCAAAAATT
ATGGGGACATCATGAAGCCCCTTGAGCATCTGACTTCTGGGTAATAAAGGAAATTTATTTTCATTGCAAT
AGTGTGTGGGAATTTTTTGTGTCTCTCACTCGGAAGGACATATGGGAGGGCAAATCATTTAAAACATCAG
AATGAGTATTTGGTTTAGAGTTTGGCAACATATGCCATATGCTGGCTGCCATGAACAAAGGTGGCTATAA
AGAGGTCATCAGTATATGAAACAGCCCCCTGCTGTCCATTCCTTATTCCATAGAAAAGCCTTGACTTGAG
GTTAGATTTTTTTTATATTTTGTTTTGTGTTATTTTTTTCTTTAACATCCCTAAAATTTTCCTTACATGT
TTTACTAGCCAGATTTTTCCTCCTCTCCTGACTACTCCCAGTCATAGCTGTCCCTCTTCTCTTATGAACT
CGACTGCATTAA

CGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTTCGAGCTTGGCGTA
ATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGA
AGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGC
CCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGG
TTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGA
GCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACA
TGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCT
CCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAA
AGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGAT
ACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTC
GGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTA
TCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTA
ACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTA
CACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGC
TCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCA
GAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTC
ACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGA
AGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGG
CACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTAC
GATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCA
GATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCT
CCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGT
TGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCC
CAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGA
TCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTAC
TGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGT
ATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAA
AAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAG
TTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGA
GCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATAC
TCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATG
TATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCTTTTGTAAAAGTAGTGT
TAAACTAAGAATXACCGGTGATTGTGATTAATTTTTCTGAGGGAAG

Abbildung 7-4 Sequenz des modifitzierten pBI-EGFP-Ins-Vektors. (bp 2467-3186);
MCS; bidirektionaler Promoter; Insulatorsequenzen; Schnittstellen: Acll; Apal1
entspricht Alw 44 | (GTGCAC); Pvul; Fspl
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7.4Phodopus sungorus RNA und cDNA-Praparationen

Tier Hirnbereich
1 11 1-2 1-3 14
RNA 0,12 ug/ul 0,04 pg/ul 0.096 pg/ul 0,136 pg/ul
cDNA RT1/RT2 153/202 83/- 93/90 86/88
2 21 2-2 2-3 2-4
RNA 0,08 pg/ul 0,04 ug/ul 0,168 ug/ul 0,192 pg/pl
cDNA RT1/RT2 142/141 75/83 93/88 94/97
3 31 3-2 3-3 34
RNA 0,296 ug/ul 0,176 ug/ul 0,192 ug/ul 0,144 pg/pul
cDNA RT1/RT2 149/187 64/84 65/84 70/107
4 41 4-2 4-3 4-4
RNA 0,112 pg/pl 0,104 ug/ul 0,104 ug/ul 0,104 pg/pl
cDNA RT1/RT2 101/146 92/99 72/93 81/79
5 5-1 5-2 5-3 5-4
RNA 0,056 pg/pl 0,168 pug/ul 0,1 ug/ul 0,072 pg/ul
cDNA RT1/RT2 161/180 128/82 89/80 95/90
6 6-1 6-2 6-3 6-4
RNA 0,152 pg/ul 0,096 ug/ul 0,16 pg/pl 0,104 pg/pl
cDNA RT1/RT2 80/96 56/65 65/81 60/69
7 71 7-2 7-3 7-4
RNA 0,106 pg/ul 0,09 pg/ul 0,112 pg/pl 0,084 pg/ul
cDNA 193 89 83 81
8 8-1 8-2 8-3 8-4
RNA 0,162 ug/pul 0,08 pg/ul 0,212 pg/ul 0,124 pg/pl
cDNA 123 111 83 87
9 9-1 9-2 9-3 9-4
RNA 0,086 pg/pl 0,07 pg/ul 0,158 pg/ul 0,064 pg/ul
cDNA 167 103 81 109
10 10-1 10-2 10-3 10-4
RNA 0,123 pg/ul 0,114 ug/ul 0,12 pg/pl 0,112 pg/pl
cDNA 273 97 80 94
1 111 11-2 11-3 11-4
RNA 0,13 ug/ul 0,123 pg/pl 0,142 pg/ul 0,096 pg/ul
cDNA 236 96 87 96
12 121 12-2 12-3 12-4
RNA 0,232 pg/pl 0,123 pg/ul 0,114 ug/ul 0,088 pg/pl
cDNA 112 112 77 91

Tabelle 7-10 Gesamt-RNA- und cDNA-Konzentrationen der Phodopus sungorus-Proben
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Anhang

7.5Phodopus sungorus Gensequenzen fur die Q-PCR

1
61
121
181
241
301
361
421

CCGTGATGCC
AACTTTTGGA
AGATGCAGCA
CGATGATGCG
TGCCGCACAT
GGGACATGCT
GTGAGGTCAC
AGGCTCTAGG

CAGGGAAGAC
TGATTACCCA
GATCCGCATG
CAAGGCCATC
CCGCGGCAAC
GCTGGCCAAT
TGTGCCAGCC
CATCACCACG

AGGGCGACCT
AAATGCTTCA
TCCCTTCGAG
CGGGGCCACC
GTGGGCTTCG
AAGGTGCCGG
CAGAACACTG
AAAATCTCCA

Abbildung 7-5 ARP-CDS-Ausschnitt

1 CTGAGAGGGA AATCGTGCGT GACATCAAAG
61 AGCAAGAGAT GGCCACTGCT GCATCCTCTT
121 ATGGCCAGGT CATCACTATT GGCAATGAGC
181 CTTCCTTCTT GGGTATGGAG TCCTGTGGCA
241 AGTGTGACGT TGACATCCGC AAAGACCTCT

Abbildung 7-6 B-Aktin-CDS-Ausschnitt

1
61
121
181
241
301

AACCCAACAG AAGCTGAACT GCAGGATATG
ACCATTGACT TCCCAGAGTT CTTGACCATG
GAAGAAGAAA TCCGCGAGGC ATTCCGAGTG
GCAGCAGAGC TGCGCCACGT CATGACAAAC
GATGAAATGA TCAGAGAAGC AGATATTGAT

GTACA

Abbildung 7-7 Calmodulin 1-CDS-Ausschnitt

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

Abbildung 7-8 Complement 4-CDS-Ausschnitt

GCTGCTCTGG
TTCCCCCTCG
CCCTCCAGGA
CTCCCCAAAG
GGTTCCATTG
CCAGCTGATG
AGGAGTCAAC
AATTTATAAC
CCCATCCACT
GAAGGAAGTA
AGAGCCAG

GTGTTCAGCG
GTGGTTAATT
CAGCAAGTAA
ATGGATTTTG
GAAGATGTGA
GTTCAGTCTC
CTACTGTTCT
CCTGGCCAGC
GACACTCTCA
TTTGCTCCCA

TCTTTGCCTT
TGGGGGTTCC
AAGGATCCGT
TCCTCAGTTC
GGAACTGTGG
CGTGGCTAAA
CTTCTCGCCG
GGGTTCGTTA
CAGTCACAGT
CGTCCATCTT

GGAAGTCCAA
TCGTGGGAGC
GGAAGGCCGT
TGGAGAACAA
TGTTCACCAA
CTGCCGCCCG
GCCTGGGGCC
GGGGCACCAT

AGAAGCTGTG
CTTCCCTGGA
GGTTCCGTTG
TCCACGAAAC
ATGCCAACAC

ATCAACGAAG
ATGGCTAGAA
TTTGACAAGG
TTAGGAGAAA
GGAGATGGAC

GTCCCTGCAG
TCTGTCAGTG
GCACCTGAGA
AGGAAATGAT
CCTCTTTAAC
GAAAATGATG
TGGACACATC
CCGGGTCTTT
GGAGAACTCT
CCAAGATGAC

1 ACAAGGCTGG CTACACGGAA AAGATCGTGA TTGGCATGGA
61 ATCGTGATGG CAAATATGAC TTGGATTTCA AGTCTCCCGC
121 GTGGGGACCA GCTGGGGGCA CTGTACCAGG ATTTTGTTCG
181 TTGAAGACCC AT

Abbildung 7-9 NSE Q-PCR-Fragment
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CTACTTCCTG
CGACAACGTG
GGTGTTGATG
CCCCTCGCTG
GGAGGCCCTC
TGCTGGTGCC
GGAGAAGACC
TGAAATT

CTACGTTGCC
GAAGAGCTAT
CCCTGAGGCT
TACATTCAAT
AGTGCTGTCT

TGGATGCTGA
AAATGAAAGA
ACGGAAATGG
AACTAACAGA
AAGTCAACTA

AAGCCCAGGC
GGGGTGCAGC
AACCCGAATG
TTTGTTCTTC
CTGCGTAGAG
TCCAAAGCTA
TTTGTGCAGA
GCACTGGATC
GATGGCCTTC
TTCATGATCC

CGTTGCTGCC
TGACCCTTCC
GAACTATCCT

AAGATCATCC
GGCTCGAAGC
GGCAAGAACA
GAGAAGCTGC
ACTGAGATTA
ATCGCCCCAT
TCTTTCTTCC

CTGGACTTCG
GAGCTGCCTG
CTTTTCCAGC
TCCATCATGA
GG

CGGGAACGGC
TACAGATAGT
TTACATCAGT
TGAAGAAGTA
TGAAGAATTC

TGCTCCTGTT
TCCAGGATGC
GCGGCTCTTG
TCAACCTCGA
CTCCCCATGT
CAGATACTCA
CTGATCAGCC
ACAAGATGCG
GTGTACGAAA
CAGACATCTC

TCTGAGTTTT
CGATACATCA
GTGGTCTCCA



Kapitel 7

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

AGGGTGAAGG
ATCAATTCTG
ATGGTCTATA
GAGAATGGGA
GCCAACATCA
ACCACCATGG
GCCCCTTCTG
TCCCTCAAGA
GTCATCCATG
GCCACCCAGA
GCCCAGAACA
GAGCTGAACG
GTGGATCTGA
AAGCAGGCGT
TCCTGCGACT
CTCAATGACA
AGGGTGGTGG

TCGGAGTGAA
GCAAAGTGGA
TGTTCCAGTA
AGCTCGTCAT
AATGGGGTGA
AGAAGGCTGG
CTGATGCCCC
TTGTCAGCAA
ACAACTTTGG
AGACTGTGGA
TCATCCCTGC
GGAAGCTCAC
CGTGCCGCCT
CCGAGGGCCC
TCAACAGTGA
ACTTCGTAAA
ACCTCATGGC

CGGATTTGGC
CATTGTTGCC
TGACTCTACC
CAACGGGAAG
TGCTGGCGCC
GGCCCACTTG
CATGTTCGTG
TGCTTCCTGC
CATTGTGGAA
TGGCCCCTCT
ATCCACTGGT
TGGCATGGCC
GGAGAAAGCT
GCTGAAGGGC
CTCCCACTCT
GCTCATTTCC
CTACATGGCC

Abbildung 7-10 GAPDH-CDS-Ausschnitt

CGTATTGGAC
ATCAATGACC
CACGGCAAGT
GCTATCACCA
GAGTATGTTG
AAGGGTGGGG
ATGGGTGTGA
ACTACCAACT
GGACTCATGA
GGGAAGCTGT
GCTGCCAAGG
TTCCGTGTTC
GCCAAGTATG
ATCCTGGGCT
TCCACCTTTG
TGGTATGACA
TCCAAGGAGT
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GCCTGGTTAC
CCTTCATTGA
TCAAGGGCGC
TCTTCCAGGA
TGGAGTCCAC
CCAAGAGGGT
ACCATGAGAA
GCTTAGCCCC
CCACCGTCCA
GGCGTGATGG
CTGTGGGCAA
CTACCCCCAA
ATGACATCAA
ACACTGAGGA
ACGCTGGGGC
ATGAATTCGG
AA

CAGGGCTGCC
CCCCAACTAC
AGTCAAGGCT
GCGAGACCCC
TGGCGTCTTC
CATCATCTCC
ATATGACAAC
CCTGGCCAAG
TGCCATCACC
GCGTGGGGCT
GGTCATCCCA
TGTGTCCGTC
GAAGGTGGTG
CCAGGTTGTC
TGGCATCGCT
CTACAGCAAC
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