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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Hypoxieanpassungen in Sdugetieren

Sauerstoff (O,) ist ein zentrales Molekul fir die oxidative Energiegewinnung und daher
lebenswichtig. Tiere benétigen O, hauptsachlich dazu, um die ATP-Produktion in der
Atmungskette der Mitochondrien zu ermdglichen. Die Stabilitat der Biosphére beruht auf
einer empfindlichen Balance zwischen Sauerstoffproduktion der Pflanzen und Verbrauch
durch Organismen vom Bakterium zum Menschen, ein Zyklus, der durch die Sonnenenergie
aufrechterhalten wird. Die Entstehung der Photosynthese ermdglichte die Zunahme von
Sauerstoff in der Atmosphare (Graham et al. 1995). Die fast ubiquitére Verfigbarkeit von O,
fuhrte bei der Entstehung der Eukaryoten dazu, dass diese von Sauerstoff abhangig wurden.
Die Verfugbarkeit von Sauerstoff ist nicht in allen Lebensraumen gleich, weshalb
verschiedene Arten unterschiedlich gut an niedrige O,-Konzentrationen angepasst sind. Viele
Tierarten sind im Vergleich zum Menschen besser an niedrige Sauerstoffkonzentrationen
angepasst (Hopkins und Powell 2001), v. a. Tiere, deren Lebensraum in groRen Tiefen von
Seen oder Meeren, grolRen Hohen oder auch Héhlen liegt.

Sauerstoffmangel kann sowohl durch dufRere als auch innere Ursachen hervorgerufen werden.
Man unterscheidet Hypoxie und Ischdmie. Beide konnen wichtige Krankheitsbilder des
Menschen ausldsen oder auch bestehende Krankheiten verscharfen. Als Hypoxie bezeichnet
man allgemein das Auftreten von Sauerstoffmangel im Blut oder in Geweben, was
verschiedene Ursachen haben kann. Dazu z&hlt zum einen eine verminderte Aufnahme von O,
uber die Lungen oder Kiemen, wie es z. B. in Hohlen, groRen Hohen oder grolRen Tiefen
vorkommen kann. Ursache dafir ist, dass nicht genugend Sauerstoff in der Umgebung
vorhanden ist, wodurch die Aufnahme in den Kdrper erschwert wird. Hypoxie kann aber auch
auftreten, wenn genugend O, in der Umgebung vorhanden ist, dieser aufgrund von
Sauerstofftransportstérungen im Blut jedoch nicht aufgenommen werden kann, wie es bei
schwerer Anémie der Fall ist (an&mische Hypoxie) (Beris 1998). Der Verschluss von
Arterien, wie z. B. bei Embolie der Arteriosklerose (Gewebehypoxie), fuhrt ebenfalls zu
Hypoxie. Blutleere oder Minderdurchblutung eines Gewebes aufgrund unzureichender
Durchblutung bezeichnet man hingegen als Ischamie. Diese hat oftmals andere
Auswirkungen als globale Hypoxien, da es lediglich zur fokalen Unterversorgung mit

Sauerstoff kommt.



EINLEITUNG

Hypoxische Zustande kénnen chronisch oder akut vorkommen. Chronische Hypoxien, die
z. B. bei Tieren auftreten, die in engen Gangsystemen mit schlecht durchliifteten Béden leben
(vgl. Spalax, 1.3.5.4), werden oftmals kompensiert. Dazu gehdren Mechanismen, wie z. B.
verstarkte Blutbildung, Blutgefalwachstum oder auch biochemische Verdnderungen in
Erythrozyten. Fur das Blutgefalwachstum unter (standiger) Hypoxie ist z. B. der vaskuldre
endotheliale Wachstumsfaktor (Vegf) maRgeblich verantwortlich (Shweiki et al. 1992). Vegf
sorgt dafiir, dass es auf mittelfristige Sicht zur Bildung neuer Blutgefalie kommt, wodurch die
O,-Versorgung verbessert wird. Im Blut von Bergsteigern hat man z.B. die VEGF-
Konzentration in geringer Hohe von 490 m untersucht und mit der Konzentration 24 h nach
Ankunft bei 4559 m verglichen. Man hat einen 2-3 fach erhdhten Wert gemessen (Walter et
al. 2001). Durch ihr schnelles Zellwachstum weisen auch Tumore chronische Hypoxie auf.
Das fatale daran ist, dass gerade durch die Hypoxie der Tumor selbst in der Lage ist, die
Verfugbarkeit von Nahrstoffen sowie Sauerstoff zu erhohen. Im betroffenen Gewebe sorgt die
erhdhte Expression des Hypoxie-induzierbaren Faktors HIF-1 auch hier flr die verstarkte
Expression von VEGF und seines Rezeptors. VEGF leitet in tumortsem Gewebe
Geféalneubildung ein. Auch die induzierbare NO-Synthase wird durch HIF-1 Expression im
Gewebe angeschaltet. Sie sorgt fir Vasodilatation also fur GeféalRerweiterung, wodurch
ebenfalls die Sauerstoffverfiigbarkeit erhoht wird. Somit wird die Versorgung des Tumors
durch ihn selbst erhéht, was zu weiterem Wachstum des Tumors fiihrt (Vaupel und Harrison
2004). Dieses Schema ist in vielen Krebsarten sehr &hnlich, beschrieben z.B. fir
Prostatakrebs (Cvetkovic et al. 2001), Brustkrebs (Vaupel et al. 2002), Gebarmutterhalskrebs
(Cheng et al. 2000) und Darmkrebs (Guba et al. 2004), um nur einige zu nennen. Dies wird
gewahrleistet durch den ebenso unter systemischer Hypoxie, wie in hypoxischen Tumoren
verstarkt exprimierten Hypoxie-responsiven Faktor HIF-1 (vgl. 1.3.5.6; Maxwell et al. 2001).
Das fuhrt dazu, dass durch Vegf Tumore besser mit O, versorgt werden, wodurch das
Tumorwachstum noch beschleunigt wird. An dieser Stelle setzen Antiangiogenese-Strategien
in der Tumorbekdmpfung erfolgreich an (Diaz-Rubio 2006; Schneider und Sledge 2007).
Auch Erythropoietin  (EPO) gehort zu den Proteinen, die durch Bindung des
Transkriptionsfaktors HIF-1 unter hypoxischen Bedingungen stark exprimiert werden. EPO
ist verantwortlich flr die Bildung von Erythrozyten und wird aus diesem Grund in der
Medizin schon erfolgreich bei Anamie eingesetzt (Beris 1998). Auch im Sport-Doping findet
EPO Verwendung, da es die O,-Verfugbarkeit im Blut erhoht.

Akute Hypoxie tritt z. B. bei Herzinfarkt, Schlaganfall, Lungenembolie, Schock oder

Ertrinken auf und fuhrt zu Atemnot mit Angstzustdnden, Verwirrtheit und Blutdruckanstieg.
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Bei langerem Bestehen der O,-Unterversorgung kommt es ohne Ursachenbekdmpfung zu
Herzverlangsamung, Blutdruckabfall, Kreislaufstillstand und Zyanose (,,Blauwerden* durch
O,-Armut). In den verschiedenen Organen treten nach unterschiedlich langer Zeit des O,-
Mangels bleibende Schaden auf, wobei die Uberlebenschance des Organismus primar von der
extrem kurzen Hypoxie-Uberdauerung des Gehirns (nur 3-5 Minuten) abhangt. Schadigungen
des Gehirns durch kurzzeitige Hypoxie treten auch wahrend der Geburt (Perlman 1997; Grow
und Barks 2002), sowie bei Sauglingen auf, die schon kurz nach ihrer Geburt aufgrund
angeborener Herzfehler operiert werden missen  (Abdul-Khalig et al. 2001). Um die
Toleranz des Korpers gegentber einer zeitweise geringen O, Versorgung zu erh6hen, werden
Operationen am offenen Herzen von Kindern bei tiefer Korpertemperatur (Hypothermie)
durchgefihrt (vgl. 4.4). Hierdurch stellt sich ein niedriger Metabolismus ein und es kommt in
hypoxiesensitiven Organen wie z. B. dem Gehirn zu geringeren Schédigungen (Abdul-Khaliq
et al. 2001). Eine Hyperthermie hingegen verringert die Toleranz gegeniiber Hypoxie,
besonders von bosartigen Tumoren und wird deshalb erfolgreich in der Krebstherapie
eingesetzt (Wust et al. 2002; Issels 2006).

Besonders anféllig gegenliber Sauerstoffmangel sind neuronale Zellen. Sie zahlen zu den am
starksten Anoxie-sensitiven Zellen Uberhaupt (Anoxie = komplettes Fehlen von Sauerstoff),
wenngleich Studien gezeigt haben, dass es Mechanismen in diesen Zellen gibt, sich vor
Hypoxie zu schitzen (Hochachka und Lutz 2001; Bickler und Donohoe 2002). Neurone sind
z. B. in der Lage, sich durch Prakonditionierung an Stressoren zu ,,gew6hnen®, die sonst
extrem schadlich waren, wie die Toleranz gegeniber Hypoxie (Ferriero 2005). Auf
molekularer Ebene passiert dabei eine verstarkte Expression von HIF-1 (Jones und Bergeron
2001), welcher auch fir das Anschalten von Genen verantwortlich ist, die an
Reparaturmechanismen beteiligt sind (Wang und Semenza 1993; Mu et al. 2003). Jedoch gibt
es in einigen Tiergruppen auch hypoxieresistente Neurone. Dazu gehdren die Zellen einiger,
aber nicht aller Schildkroten (u.a. Gattung Chrysemys), die bei 1-3 °C wahrend des
Winterschlafes Anoxie bis zu mehrere Monate Uberleben (Lutz 1992; Storey 2007). Diese
Zellen ertragen Anoxie durch die Reduktion aller Aktivitaten, und auBerdem missen fast alle
Neurone fur lange Zeit funktionell ,,ausgeschaltet werden (Bickler und Donohoe 2002).
Mittlerweile weill man, dass eine Schadigung des Gehirns nach Schlaganfall oder anderen
ischamischen Ereignissen nicht ausschlieBlich auf dem Sauerstoffentzug beruht, sondern
vielmehr auf dem plotzlichen Durchstromen des Korpers mit Sauerstoff (,,Reperfusion®).
Dabei entstehen in und um das hypoxische Gewebe herum reaktive Sauerstoffspezies (ROS,

reactive oxygen species, wie z. B. Sauerstoffradikale) oder reaktive Stickstoffspezies (RNS,
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reactive nitrogen species), die das betroffene Gewebe auf vielfaltige biochemische Weise
schadigen (Hensley et al. 2000; Moro et al. 2004; Moro et al. 2005).

1.2 Hypoxiesensitive Tiermodelle

Nicht alle Organismen sind gut an das Leben unter begrenzter Sauerstoffverfugbarkeit
angepasst. Die Vielzahl der an Land lebenden Arten unterschiedlichster Tiergruppen kommt
Zeit ihres Lebens nicht mit Sauerstoffmangel in Bertihrung, weshalb die Adaptationen vieler
Tiere an diese Umweltbedingungen nur in geringem Ausmal gegeben sind. Zu diesen
hypoxiesensitiven Saugern gehéren der Mensch sowie die haufig eingesetzten
Modellorganismen Maus (Mus musculus) und Ratte (Rattus norvegicus). Jede Tierart toleriert
ohne Gewohnung eine beschrankte minimale Sauerstoffkonzentration, jedoch hat jeder
Organismus begrenzte Mdoglichkeiten, eine individuelle Hypoxietoleranz zu entwickeln. Ein
Beispiel dafur sind Bergsteiger, die sich beim Erklimmen der hdchsten Gipfel der Erde
schrittweise an die dort herrschenden niedrigen Sauerstoffbedingungen gewohnen (vgl. 1.3.4).
Je langsamer der Anstieg, desto besser die Akklimatisierung und desto niedriger die Gefahr
von lebensbedrohlichen Sauerstoffkonzentrationen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die wenig hypoxieresistente Ratte als Vergleichsobjekt zu
den hypoxietoleranten Nagern der Gattung Spalax (vgl. 1.3.5) verwendet, um einen Vergleich

der physiologischen Anpassung auf Gen- und Proteinexpressionsebene anzustellen.

1.2.1 Das Hausschwein als hypoxiesensitiver Organismus und als

Operationsmodell

Ein weiterer untersuchter hypoxiesensitiver Organismus, der in der vorliegenden Arbeit
untersucht wurde, ist das Hausschwein (Sus scrofa). Junge Ferkel dienen als Modell fir
angeborene Herzkrankheiten bei Kindern (Abdul-Khaliq et al. 2001). Diese Herzfehler sind in
der Regel so schwerwiegend, dass die Kinder schon im S&uglingsalter operiert werden
mussen. Etwa 0,8 % aller Kinder kommen mit einem angeborenen Herzfehler zur Welt,
wovon ein Drittel dieser Herzfehler im ersten Lebensjahr operativ korrigiert werden muss.
Diese Herzoperationen gehen einher mit einem induzierten Kreislaufstillstand in tiefer
Hypothermie (DHCA: deep hypothermic circulatory arrest), was in der spateren Entwicklung
des Kindes oftmals zu schweren psychomotorischen und mentalen Entwicklungsstérungen

fihren kann (Jonas und Volpe 1996). Um Herzoperationen durchfiihren zu kénnen, wird das
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Blut nach Andsthesie mit Hilfe einer extrakorporalen Zirkulation (EKZ) um das Herz
herumgeleitet. Dadurch wird das gesamte Tier heruntergekihlt und ein Herzstillstand
induziert. Bei Operationen am offenen Herzen ist es notwendig, auch die EKZ fur die Dauer
der Operation abzuschalten, wodurch es zu globalen und fokalen hypoxischen bzw.
ischamischen Ereignissen u.a. im Gehirn kommt, was zu den angesprochenen
Entwicklungsstérungen fihrt. Sowohl in Kaninchen als auch in neugeborenen Schweinen
konnte gezeigt werden, dass ein 60-minutiger Kreislaufstillstand in tiefer Hypothermie noch
zu keiner signifikanten, histologisch sichtbaren neuronalen Schadigung fuhrt. Nach 120 min
DHCA sind immer noch erstaunlich viele intakte Neurone zu finden, jedoch ist die
Schédigung deutlich sichtbar (Abdul-Khaliq 2002). Es gibt tierexperimentelle Hinweise
darauf, dass eine Behandlung mit Steroidhormonen einen protektiven Effekt bei der
Durchfihrung von zweistlindigem DHCA herbeiftihrt. Dabei gibt es einen Unterschied
zwischen der systemischen Gabe von Steroidhormonen und der intrathekalen Injektion in den
Duralsack (Ruckenmark umhtllende Hirnhaut; zwischen Rickenmark und Duralsack verlauft
die Hirnflussigkeit) der Wirbelsaule. Die systemische Verabreichung zeigt keine
Neuroprotektion, wogegen eine intrathekale Applikation die Anzahl hypoxisch-nekrotischer
Neurone im Hippocampus signifikant reduziert (Abdul-Khaliq et al. 2000).

1.3 Hypoxietolerante Tiermodelle

Um Hypoxie bzw. Ischdamie beim Menschen therapieren zu kénnen, muss man verstehen, wie
manche Tierarten erfolgreich O,-Mangelsituationen (berstehen. Es gibt in vielen Tieren
mannigfaltige Adaptationen, die zu Hypoxietoleranz des Organismus fiihren, anders als es
z. B. beim Menschen oder den in dieser Arbeit untersuchten Modellorganismen Ratte oder

Schwein der Fall ist.

1.3.1 Tauchende Saugetiere und Vogel

Die bekanntesten Beispiele in diesem Zusammenhang sind wohl tauchende Sauger und
Vogel. Man weiR, dass einige Robben in der Lage sind, bis 1600 m tief zu tauchen und auch
Kaiserpinguine (Aptenodytes forsteri) 550 m tief tauchen kdnnen (Kooyman und Ponganis
1998). Die langsten aufgezeichneten Tauchgange betragen fur Kaiserpinguine 22 min
(Robertson G., unveroffentlichte Beobachtungen) und 120 min fur den Sddlichen
Seeelefanten Mirounga leonina. Diese Tiere sind in der Lage, zu Beginn ihres Tauchgangs

groRe Sauerstoffvorrdte zu speichern. In tief tauchenden Arten sind Uber 80 % des
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gespeicherten Sauerstoffs im Hamoglobin des Blutes und Myoglobin der Muskeln angelegt.
Man weil3, dass eine erhdhte Konzentration an Myoglobin im Muskel die gemeinsame
Eigenschaft aller tieftauchenden Vogel und S&uger ist (Butler und Jones 1997). Die Tauch-
»Kapazitat“ steigt proportional zur Myoglobin-Konzentration im Muskel (Kooyman und
Ponganis 1998). Mittelnohe Myoglobin-Konzentrationen wurden in Flachwasser-, sowie
Kurzzeittauchern gefunden, zu denen u. a. Rundschwanzseekilhe, Bisamratten, Bibern oder
Schwimmenten gehéren (MacArthur 1990; Kooyman und Ponganis 1998). Um weniger
Energie zu verbrauchen und so den Tauchgang verlangern zu kénnen, wird der Puls gesenkt
und gleichzeitig die Metabolismusrate herabgesetzt (Scholander 1940; Hochachka 2000;
Ramirez et al. 2007). Dann werden v.a. das ZNS, PNS sowie das Herz mit Sauerstoff
versorgt. Die Skelettmuskulatur hat durch ihren Myoglobingehalt hingegen so viel O,
gespeichert, dass dieses Gewebe nicht Uber den Blutkreislauf mit Sauerstoff versorgt werden
muss. Der Muskelmyoglobingehalt ist folgerichtig um ein vielfaches hoher als bei den
meisten terrestrischen Saugern (Snyder 1983). Hinzu kommt, dass der Muskel auch auf
anaeroben Stoffwechsel wie Laktatgarung umschalten kann. Dies geschieht in der Regel nicht

bei Robben, dafiir hiufig bei tauchenden Vogeln (Kooyman und Ponganis 1998).

1.3.2 Hypoxietolerante Vogel

Neben tieftauchenden Végeln, die im vorherigen Abschnitt besprochen wurden, gibt es auch
Vogel, die aufgrund einer extremen Flughthe hypoxischen Zustdnden ausgesetzt sind.
Besonders herauszuheben ist dabei die Streifengans (Anser indicus), die bei Ho6hen von 9.000
bis 11.000 m fliegt. Dabei entstehen mdéglicherweise Sauerstoffpartialdriicke von 30-35 mm
Hg, die beim (unangepassten) Menschen Bewusstlosigkeit und Tod hervorrufen wirden.
Vogel dieser Art wandern von ihrem Uberwinterungsort auf dem indischen Subkontinent zu
den Brutstellen im stdlichen Zentralasien. Diese Tiere fliegen nonstop vom Meeresniveau
uber das Himalaya-Gebirge, bevor sie auf 5.500 m ihr Nest aufbauen (Swan 1970). Die
ungewohnlich gute Hypoxietoleranz kommt aufgrund verschiedener Adaptationen zustande.
Dazu gehoren z. B. eine starkere Vaskularisierung der Skelettmuskeln (Monge und Leon-
Velarde 1991, Faraci 1991) sowie erhdhte Muskelmyoglobingehalte (Reynafarje et al. 1975).
Beides flhrt zu einer effizienteren zellularen Aufnahme von O,. Eine morphologische
Anpassung an den Flug allgemein ist die Verwendung einer effizienten Sauerstoffaufnahme
in der parabronchialen Lunge durch das Kreuzstromprinzip, das nur bei Végeln verwirklicht
ist. Dabei stromt die Luft sowohl beim Ein- als auch beim Ausatmen im rechen Winkel an
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den Kapillaren vorbei. Beides kombiniert fihrt dazu, dass der Gasaustausch bei Vdgeln
effizienter ist als bei der alveolaren Lunge der Séugetiere (Piiper und Scheid 1975; Ramirez et
al. 2006).

1.3.3 Schildkroten

Einige SlRwasser-Schildkrotengattungen (Trachemys und Chrysemys) sowie die marine Art
Caretta caretta sind ein Beispiel flr grof3artige Hypoxietoleranz in Reptilien. Sie kdnnen
sogar kompletten Sauerstoffentzug (Anoxie) Uberleben. Bei anoxiesensitiven Spezies kommt
es innerhalb kirzester Zeit zu einer Stagnation der ATP-Produktion gefolgt von einem ernsten
Mangel an ATP, innerhalb von ein bis zwei Minuten (Siesjo 1978). Als Konsequenz féllt die
ATP-abhangige Na'/K*-Pumpe aus, was zum Verlust des Membranpotenzials und zur
Depolarisation fihrt. Depolarisation erlaubt es, dass Calcium-lonen in die Neuronen
einstromen, die in starker Konzentration zur Dysfunktion multipler zellulérer Prozesse fiihrt.
Ein wichtiger Bestandteil der Reaktion von Hypoxie- oder Anoxie-resistenter Spezies auf
Mangel an Sauerstoff ist die Eigenschaft, dass es durch ATP-Mangel nicht zu einem
unmittelbaren Abfall des Membranpotenzials kommt. Das geschieht u. a. dadurch, dass der
ATP-Level bei Anoxie im Schildkrétengehirn flr mindestens drei bis fiinf Stunden Anoxie
aufrechterhalten wird (Lutz et al. 1985; Kelly und Storey 1988; Perez-Pinzon et al. 1992).
Auch Goldfische und Karpfenfische zeigen dieses Phdnomen (Van der Boon et al. 1992).
Aktionspotenziale kénnen in cortikalen Pyramidenzellen noch nach drei Stunden dauernder
Anoxie ausgelost werden (Doll et al. 1991), in den Purkinje-Zellen des Kleinhirns bei
Schildkréten noch nach einer Stunde (Perez-Pinzon et al. 1992). Die Aktivitat des
Séugergehirns hingegen ist schon nach wenigen Sekunden Anoxie vollig unterdruckt. Der
Schlissel zum Erfolg der anoxie- oder hypoxietoleranten Spezies liegt in zwei wichtigen
Eigenschaften. Zum einen ist es das Herunterfahren des Metabolismus (Hypometabolismus)
sowohl des Gehirns als auch des ganzen Korpers (Lutz et al. 1996; Storey 1996). Zu allererst
gehort dazu die F&higkeit zu erkennen, dass es Sauerstoffmangel gibt (Hochachka und Lutz
2001), wodurch Energiesparmalinahmen eingeleitet werden kénnen. Ein wichtiger Bestandteil
der akuten Hypoxieantwort ist, die lokomotorische Aktivitdt auf nur noch die Hélfte zu
verringern, was zur Einsparung von 35-40 % an Energie fiihrt (Nilsson et al. 1993). Das
zweite Standbein der Anoxie- bzw. Hypoxietoleranz ist eine verstarkte glykolytische ATP-
Produktion, gerade auch wéhrend der ersten Phasen der Anoxie (Lutz et al. 1996).
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Eine weitere Anpassung auf Ebene des Sauerstoff-Transportes gibt es im Blut der carnivoren
grinen Meeresschildkréte (Chelonia mydas), die auf der Suche nach Beute mehrere
Tauchgdnge unmittelbar aneinander anschlieit. Diese Schildkréte hat eine hohere
Sauerstoffaffinitdt des Ha&moglobins als die eher an der Oberflache im Flachwasser lebende,

sich vorwiegend herbivor ernédhrende Unechte Karettschildkrote (Caretta caretta).

1.3.4 Hohenlebende Menschen

Auch grofle Hohen kénnen zu Sauerstoffmangel im Gewebe flhren. Zwar féllt der relative
Anteil an Sauerstoff von 21 % nicht ab, jedoch verringert sich der barometrische Druck,
wodurch absolut weniger Sauerstoff zur Verfligung steht. Dadurch steht z. B. in einer Héhe
von 6.000m nur noch ca. 50 % des auf Meeresniveau eingeatmeten Sauerstoffs zur
Verfiuigung. Auf der Spitze des Mount Everests bei 8.848 m sogar noch weniger als ein Drittel
des Sauerstoffpartialdrucks auf Meeresniveau (Hochachka und Rupert 2003; West 2004 vgl.

Tabelle 1-1). Man nennt diese Art von Sauerstoffmangel hypobarische Hypoxie.

Tabelle 1-1: Barometrischer Druck und eingeatmeter Sauerstoff-Partialdruck in verschiedenen Héhen
Uber dem Meeresspiegel (Tabelle aus West 2004).

Hoéhe [m] Barometrischer Druck | Eingeatmeter Sauerstoff-
[mm Hg] Partialdruck [mm  Hg]
(% des Meeresniveaus)
0 760 149 (100)
1000 679 132 (89)
2000 604 117 (79)
3000 537 103 (69)
4000 475 90 (60)
5000 420 78 (52)
8848 253 43 (29)
(Mount Everest - Gipfel)

Im Gegensatz zu den oben erwdhnten Beispielen fir extreme Hypoxietoleranz steht der
Mensch, der nur eine sehr schlechte Anpassung an Lebensrdume zeigt, in denen
Sauerstoffmangel herrscht. Diese grofRen Hohen bedirfen einer langsamen, schrittweisen
AkKlimatisierung des Korpers, da das Sauerstofftransportsystem des Menschen in der Regel
an Lebensrdume auf Meeresniveau angepasst ist (Hochachka und Rupert 2003).
Physiologische Antworten auf dieses Problem beinhalten erhéhte Herz- und Atemfrequenz
sowie hamatologische Verdnderungen. Es gibt verschiedene Auspragungen dieser so

genannten Hohenkrankheit. Man grenzt u. a. akute Hohenkrankheit AMS (Acute Mountain
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Sickness), Hohenlungenédem HAPE (High Altitude Pulmonary Edema) und Hohenhirnédem
HACE (High Altitude Cerebral Edema) voneinander ab. Die akute Hohenkrankheit tritt z. B.
bei 50 % der Wanderer auf, die in Nepal fur funf oder mehr Tage auf tber 5.000 m Hohe
steigen (Hackett und Rennie 1976, 1979) oder bei 84 % der Flugpassagiere, die unmittelbar,
ohne Eingewdhnung an grofRe Hohen, in mehr als 3860 m landen (Murdoch 1995). AMS-
Symptome sind Kopfweh, Appetitlosigkeit, Ubelkeit, Ubergeben, Ermiidungserscheinungen,
Schwindelanfalle und Schlafstérungen. Sie tauchen in der Regel sechs bis zwélf Stunden nach
Erreichen der Hohe auf. Das Krankheitsbild des Hohenlungenddems ist als Endstufe der AMS
bekannt und ist gekennzeichnet durch Bewusstseinsstorungen sowie Gleichgewichts- und
Koordinationsstérungen. Auflerdem treten als Folge dessen Koma und Tod auf (Basnyat und
Murdoch 2003). In Abbildung 1-1 ist ein mdglicher Ablauf der Pathophysiologie von AMS

und HACE dargestellt.
A Hypoxie

verstarkter
cerebraler "
Blutfluss erhdhtes erhoht.e. .
Permeabilitat
cerebrales :
* Blutvolumen der Blut-Hirn-
erhdhter Schranke

Kapillardruck 1 l

Anschwellen des Gehirns

v

Inadaquate Pufferung durch
cerebrospinale Fliissigkeit

v

AMS |mapp| HACE

Abbildung 1-1: Vorgeschlagene Pathophysiologie der akuten Ho6henkrankheit (AMS) sowie der
Hohenhirnddeme (HACE; veréndert nach Basnyat und Murdoch 2003).

Hohenlungenddeme (HAPE) treten in der Regel in den ersten zwei bis vier Tagen nach
Ankunft in Héhen von tber 2.500 m auf und entstehen nicht zwangsweise als Folge von AMS
(Basnyat und Murdoch 2003). Besonders geféhrdet fur das Auftreten von HAPE sind
verstarkt Méanner, die unter Stérungen des Herz-Lungen-Kreislaufs leiden, verbunden mit
erhdhtem pulmonalem Blutdruck. Ein Symptom von HAPE ist Atemnot bei Anstrengung, die
schneller eintritt, als flr diese Hohe erwartet. Zuerst kommt es zu trockenem Husten, gefolgt
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von bluthaltigem Auswurf. HAPE fuhrt auBerdem zu &hnlichen Symptomen wie HACE und
kann ebenso tddlich enden. Das Vorkommen von HAPE (und auch HACE) ist mit 0,1 bis 4 %
sehr viel geringer als von AMS (Basnyat und Murdoch 2003).

Nur eine langwierige Anpassung an grof’e Hohen sorgt im schlecht an Hypoxie angepassten
Menschen fiir eine leichte Verbesserung der Hypoxietoleranz und ist unumganglich fur
Bergsteigertouren im Himalaya-Gebirge oder den Anden. Eine Faustregel besagt, dass man ab
3.000 m Hohe taglich nicht mehr als durchschnittlich 300 m an Hohe Gberwinden sollte, um
den Korper langsam an den Sauerstoffmangel zu gewodhnen (EverestNews.com vom
13.04.2006). Sherpas, einheimische Himalayabewohner, die Zeit ihres Lebens auf Uber
4.000 m leben, wurden nach Bergtouren auf Gber 8.000 m auf Veranderungen des Gehirns hin
untersucht und mit Bergsteigern verglichen, die im Flachland leben und ebenfalls 8.000 m
Hohe uberschritten haben (Garrido et al. 1996). Dabei wurden bei 13 von 21 (61 %)
Bergsteigern, die im Flachland leben, psychoneurologische Symptome festgestelit. Bei 100 %
der Bergsteiger waren UnregelméaBigkeiten bei Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT) des
Gehirns  zu verzeichnen. Das sind Anzeichen milder kortikaler Atrophie und/oder
periventrikul&rer Stérungen in der wei3en Substanz des Gehirns. Bei den Sherpas hingegen
gab es nur bei einem von sieben (14 %) ahnliche MRT-Ergebnisse und neurologische
Symptome. Ein ,Training*“ ungelbter Personen im Gebirge sorgt fur einen erhdhten
Muskelmyoglobingehalt und wird von Sportlern als ,,legales Dopingmittel“ eingesetzt, um
ihre Leistungsfahigkeit zu steigern.

1.3.5 Spalax ehrenbergi: ein Sduger-Tiermodell fir Hypoxietoleranz

1.3.5.1 Taxonomie, Systematik und Diversitat
Blindmause der Familie Spalacidae (Blindm&use oder Stumpfschnauzenmulle) sind ratten- bis
kaninchengroBe Nagetiere (Rodentia). Wie die Muridae gehdren sie zur Unterordnung
Myomorpha (Mé&useverwandte). Die Gattung Spalax unterscheidet die folgenden drei
verschiedenen Superspezies:
e Spalax leucodon (Nannospalax leucodon) — Westblindmaus, Nordmann, 1840;
e Spalax microphthalmus — Ostblindmaus;

e Spalax ehrenbergi — Ehrenberg-Blindmaus (Nevo et al. 2001).

- 10 -
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1.3.5.2 Geografische Verbreitung

Die Verbreitung von Spalax erstreckt sich von der 6stlichen Seite des Mittelmeeres und des
schwarzen Meeres, vom Balkan durch die Ukraine, Kleinasien, Syrien, Paldstina, Israel bis
hin nach Agypten und Libyen (Carleton and Musser, 1984; Nowak, 1999).

Die Superspezies Spalax ehrenbergi besteht in Israel aus vier morphologisch sehr &hnlichen,
jedoch chromosomal differenzierten und geografisch isolierten Schwesterarten (Nevo et al.
2001). Darunter verstent man eine monophyletische Gruppe von Arten, die kreuzbar aber
infertil sind. Die vier Zytotypen (Spalax galili (2n=52), Spalax golani (2n=54) (Abbildung
1-2), Spalax carmeli (2n=58) und Spalax judaei (2n=60)) unterscheiden sich in ihrer
geografischen Verbreitung in Israel und den angrenzenden L&ndern Jordanien, Libanon und
Syrien (Abbildung 1-3). Ihr Vorkommen ist korreliert mit einer zunehmenden Ariditat sowie
Temperatur stidwarts (2n=52—58—60) und ostwarts (2n=52—54). Man kann die Spezies
daher etwa folgenden klimatischen Bedingungen zuordnen:

S. galili (2n=52): kihl-humid,

S. golani (2n=54): kihl-semi-arid,

S. carmeli (2n=58): warm-humid,

S. judaei (2n=60): warm-arid.

Abbildung 1-2: Bild von S. golani (2n=54). (A) Seiten- (B) Frontansicht

Abgesehen von dem Fluss Jordan, der S. galili (2n=52) und S. golani (2n=54) voneinander
trennt, und dem Fluss Yarkon, der S. carmeli (2n=58) und S. judaei (2n=60) teilweise
separiert, gibt es keine naturlichen Barrieren zwischen den Arten. In den Grenzgebieten der
einzelnen Verbreitungsregionen kommt es immer wieder zu Hybridbildungen, die jedoch

steril sind.
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Besonders im Norden Israels gibt es flutgefdhrdete Gebiete und Regionen mit sehr dichtem
Boden. Dies ist der Grund dafir, dass Spalax zum einen nattrlicherweise chronische, milde
Langzeithypoxie in schlecht durchliifteten Gangen tberleben muss (Shams et al. 2005). Zum
zweiten gefdhrdet akute, ausgepragte Kurzzeithypoxie, bedingt durch kurzfristige
Uberschwemmungen, das Leben der Tiere. Die besonders in Uberflutungsgebieten
vorkommende Art S. galili (2n=52) ist mit Sicherheit das hypoxieresistenteste Nagetier
Uberhaupt (personliches Gesprach mit Prof. Dr. Eviatar Nevo, Institute of Evolution, Haifa,
Israel), und neben einigen tieftauchenden Vertretern gehort es sogar zu den
hypoxietolerantesten Sdugetieren. Die relativ am schlechtesten an Hypoxie adaptierte Spalax-
Spezies ist S. judaei (2n=60), die vorwiegend in Wstengebieten Israels lebt.

@® 2n=52
® 2n=54
A 2n=58
a 2n =60
B 2n =53 (Hybride)
B 2n =59 (Hybride)

I Verbreitungsgebiet

Jordanien

20
Sinai Negev I_I!m—l

Abbildung 1-3: Geografische Verbreitung der vier in Israel vorkommenden Spalax ehrenbergi
Subspezies. In Grenzgebieten wurden Hybridbildungen beobachtet. Verandert nach Nevo et al. (2001).
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1.3.5.3 Morphologie

Spalax gehort zu den Nagetieren, die aus morphologischer und physiologischer Sicht am
besten an das unterirdische Leben angepasst sind. Der Kérper von Spalax ist in Anpassung an
diese Lebensweise walzenférmig mit kurzen Beinen. Die Kopf-Rumpf-Lénge betragt 15-
30 cm und kann bei Spalax microphthalmus sogar bis zu 51 cm betragen. Spalax wiegt
zwischen 130 und 300 g (Grzimek 2000) und hat einen breiten, kréaftig gebauten Kopf, der
entlang der kompletten Vorderseite Tasthaare tragt. Kopf und Hals sind fast korperdick, und
ein &ulerer Schwanz fehlt. Fir ein grabendes Tier hat Spalax zierliche FiiRe, an denen sich
jeweils funf Zehen mit kurzen Krallen befinden. Spalax setzt zum Graben vor allem seine
vorstehenden Schneidezéhne ein, die sehr kréftig ausgebildet sind. Da Spalax Zeit seines
Lebens fast ausschliel3lich unterirdisch lebt, haben die Augen durch die starke Reduktion von
Linse, Iris und Ziliarkorper die Funktion als Sehorgan fast vollstdndig verloren. Die Augen
sind im Durchmesser 0,6-1 mm grof? und besitzen die fur Rodentia einmalige Eigenschaft,
dass sie komplett von Haut Uberwachsen sind (Bronchti et al. 2002). Die Netzhaut weist
jedoch die gleiche Schichtung auf wie die anderer Mammalier (Cernuda-Cernuda et al. 2002).
Diese besitzt ein Zapfenpigment, das zu den am weitesten rot-verschobenen Photopigmenten
der Rodentia gehort (David-Gray et al. 1998). Die Reduktion der Augen sowie ihrer
Sehfahigkeit selbst geht einher mit einer 87-93 %igen Reduktion derjenigen Gehirnregionen,
die mit dem bildformenden visuellen System assoziiert sind (Cooper et al. 1993). Spalax ist
lediglich noch in der Lage, Licht zu perzipieren und dariiber die zirkadiane Rhythmik zu
steuern (Avivi et al. 2002). Das Chiasma opticum ist bei Spalax ebenfalls vollstandig
zurlickgebildet (eigene Beobachtung).

Bei Spalax ist also eine visuelle Kommunikation nicht méglich und nicht nétig, jedoch gibt es
eine ausgepragte seismische Verstdndigung zwischen Artgenossen. Das Erzeugen
niederfrequenter Tone geschieht durch das Schlagen des Kopfes gegen die Hohlenwand. Eine
optimale unterirdische Signalweitergabe ist erfolgt bei Frequenzen zwischen 0,1 und 5 kHz
(Heth et al. 1986; Heth et al. 1987; Heth et al. 1988; Bronchti et al. 2002). Die Ohrmuschel ist
bis auf einen knorpeligen Ansatz des &uReren Gehdrganges vollstandig reduziert.

Vergleicht man Spalax mit den Maulwirfen der Familie Talpidae, zu denen auch der
Europdische Maulwurf (Talpa europaea) gehort, so fallt auf, dass es drei Gruppen gibt, die
sich in ihrem Habitat und damit auch in ihrer Morphologie unterscheiden: In der ersten
Gruppe sind die spitzmauséhnlichen, endemisch-uberirdisch lebenden Maulwirfe. Die zweite
Gruppe bilden die teils grabenden und teils Uberirdisch lebenden Tiere mit leicht verbreiterten

Schaufelh&dnden, um beim Graben die Arbeit leichter verrichten zu kénnen. Die dritte Gruppe,
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die wie Spalax ausschliellich subterran lebt, besitzt hochspezialisierte Vordergliedmalien
(Shinohara et al. 2004).

1.3.5.4 Habitat und Nahrung

Carleton und Musser 1984 beschreiben, dass Spalax Hochland-Steppen, Bergtéler,
landwirtschaftliche Felder, Obstfelder, Walder, Fluss- und Seebecken, Weideland und
buschige Gebiete bewohnt (Nevo et al. 2001). Dabei ist es gleich, ob es sich um niedrig
gelegene, hilgelige oder auch gebirgige Regionen (bis 2.600 m Héhe) handelt. Sie leben in
mitteldichten sandigen oder lehmigen Bdden. Spalax ehrenbergi legt weit verzweigte, bis zu
drei Meter tiefe Gangsysteme mit Nest-, Vorrats- und Kotkammern an. Die waagerechte
Ausdehnung kann 30 m und mehr betragen. Bei der Ostblindmaus hat man einen 169 m
langen Bau mit 14 Higeln gefunden. Allgemein liegen die Wohn- und Vorratsraume eher in
der Tiefe, die Futtergdnge nahe an der Erdoberflache, da diese unmittelbar an den Wurzeln
der Futterpflanzen vorbeifiihren. Beim Graben mit den mdchtigen Schneidezdhnen wird die
Erde gelockert und von den Vorder- und HinterfiRen nach hinten befordert. Dabei bilden die
Lippen Falten, die hinter den Schneidezahnen den Mund verschlie3en. Die abgegrabene Erde
wird an die Erdoberflache transportiert und bildet dort die fir Blindmause typischen groRen
Erdhigel.

Spalax ernéhrt sich ausschliel3lich herbivor. Da sie als Nahrung Wurzeln, Zwiebeln, Knollen
sowie Kulturpflanzen bevorzugt, kann Spalax zur Plage fur die Landwirtschaft werden. GrolRe
Mengen pflanzlicher Nahrung werden in den oben beschriebenen unterirdischen Kammern
gespeichert (Carleton und Musser 1984; Nowak 1999).

In der Literatur wurde mehrfach beschrieben, dass Spalax auch selbst fir andere Tierarten als
Nahrung dient. Zum einen schrieb Kumerloeve (1955), dass bei einer Steinkauzbrut
Nahrungsreste gefunden wurden, worunter sich u.a. zwei Spalax Tiere (wahrscheinlich
Spalax leucodon) befanden. Zum anderen wurde im Magen einer etwa 80 cm langen Schlange
der Art Vipera palaestinae, die von einem Auto iberfahren wurde, drei 8-9 cm grof3e Spalax
ehrenbergi gefunden, die kurz zuvor gefressen wurden (Mienis 1982). Auch Eulen jagen
gelegentlich Blindmause, wenngleich Spalax nur sehr selten an die Erdoberflaiche kommt
(Carleton und Musser 1984; Nowak 1999; Nevo 1999).
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1.3.5.5 Fortpflanzung und Verhalten

Zur Zeit der Fortpflanzung baut Spalax eine besondere Art von Higel, den Bruthigel
(Abbildung 1-4; Carleton und Musser 1984; Nevo 2001). Dieser wird von einem Weibchen
im Herbst nach dem ersten Regen angelegt und hat einen AuBendurchmesser von tber einem
Meter und eine Hohe von ca. 40 cm Uber dem Boden. Im Hugel befindet sich eine im
Durchmesser ca. 20 cm grofle Kammer, die (ber zahlreiche Gange mit Vorrats- und
Kotkammern verbunden ist. Wahrend der Paarungszeit findet man um diese von Weibchen
bewohnten Higel 15 bis 20 kleinere Erderhebungen mit Kammern, in denen sich Mannchen

aufhalten. Die Paarung findet in den Bruthiigeln statt, wo spéater auch die Jungen grol3gezogen

werden.

Layer

B : :
Layer :
A -/7/\(’/\-
Connection to perlpheml =Y
feeding tunnel ———

0 10cm 50cm 100cm

Abbildung 1-4: (A) Spalax-Bruthtigel, halb gedffnet. (B) Querschnitt durch einen Spalax-Bruthugel. Die
Ausdehnung der Bruthiigel kann Gber ein Meter im Durchmesser sein (Abbildung Prof. Dr. A. Avivi).

Die Paarungszeit der Blindmause ist von November bis Mérz, die Tragzeit betragt etwa einen
Monat. Weibliche Blindmduse paaren sich im Alter von ca. zwei Jahren zum ersten Mal und
werfen bis zu sechs Junge, die in den Bruthiigeln aufgezogen werden. Meistens jedoch
bekommen die Weibchen in ihrem Leben nur ein einziges Mal Nachkommen, die das Nest
nach ca. vier bis sechs Wochen verlassen. Auch die Aufzucht der Brut erfolgt unterirdisch,
wo es bei starkem Regen auch schon zu Sauerstoffmangelsituationen kommen kann.

Blindmause der Gattung Spalax sind zu unterschiedlichen Tageszeiten aktiv. AuBerst selten
kommen Blindmé&use nachts auch an die Erdoberflache, um im Schutz der Dunkelheit dort
herumzustobern. Blindméuse leben solitdr, sind sehr territorial und aggressiv gegen
Eindringlinge. Die GroRe des Territoriums héngt von der Spezies, der Population, dem
Habitat, dem Alter und dem Geschlecht ab. Populationsdichten reichen von 0,1 bis 23
Individuen pro Hektar. Es gibt einen leichten Weibcheniiberschuss (Carleton und Musser
1984; Nowak 1999; Nevo 1999). Die Lebenserwartung der Spalacidae betragt in der Wildnis
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im Durchschnitt drei Jahre, maximal viereinhalb. Es wurde berichtet, dass Einzelindividuen
von Spalax in Gefangenschaft 12-15 Jahre alt werden kénnen (Nevo 1999; Nowak 1999).
Nacktmulle der Art Heterocephalus glaber (Bathyergidae) leben in Gefangenschaft sogar
mehr als 28,3 Jahre und sind somit die Nagetiere mit der langsten Lebenserwartung
(Buffenstein und Jarvis 2002; Buffenstein 2005). Dagegen leben Méuse, die fast gleichgrof3

sind, nur ca. drei bis vier Jahre (Andziak et al. 2005).

1.3.5.6 Physiologische und molekulare Anpassungen in Spalax an ein Leben unter
Hypoxie

Spalax hat neben den morphologischen Besonderheiten auch auf physiologischer Ebene eine
Reihe von Anpassungen an das unterirdische Leben entwickelt, die es ihm wie keinem
anderen Nagetier erlauben, Sauerstoffmangelzustéande zu Uberleben. Unter Laborbedingungen
Uberlebt Spalax 3% O, sowie 15% CO, flir bis zu 14 h ohne Ausfallerscheinungen.
Laborratten hingegen sterben schon nach 2,5h bei 3% oder 4 h bei 6% O,-Gehalt der
Umgebungsluft (Avivi et al. 1999; Avivi et al. 2005). Unter naturlichen Feldbedingungen
wurden Konzentrationen von minimal 7,2% O, und maximal 6,1 % CO, in den Spalax
Bruthiigeln gefluteter schwerer Bdden wéhrend der Regensaison gemessen (Shams et al.
2005). Wahrend langer Trockenperioden erreichten die Sauerstoffkonzentrationen nahezu
oberirdisches Niveau (17-21 %), wobei der CO,-Gehalt zwischen dem atmospharischen Wert
von 0,03 und 0,2 % schwankte.

Fir die Anpassung an Hypoxie sind eine Reihe von metabolischen und molekularen
Besonderheiten beschrieben worden:

Metabolismus: Spalax erreicht z. B. wéhrend des Grabens der Génge trotz hochgradig
hypoxischer und hyperkapnischer (hohe CO,-Konzentrationen) Zustdnde hohe
Metabolismusraten. Unter normalen Sauerstoffbedingungen und in Ruhepausen hat Spalax
einen niedrigen, arrhythmischen Herzschlag von etwa 142 Schldgen pro Minute. Im Vergleich
dazu hat die Ratte eine Herzfrequenz von durchschnittlich 314 Schlagen pro Minute (Storier
et al. 1981). Unter Hypoxie hingegen steigt die Herzfrequenz bei der Ratte um ca. 120 %, bei
Spalax steigt sie um 230 % auf den zweifachen Wert der Herzfrequenz der Ratten unter
gleichen Bedingungen (Arieli und Ar 1981). Diese Umstande zeigen, dass die beiden Spezies
zwei grundlegend unterschiedliche Mechanismen besitzen, mit Sauerstoffmangelsituationen

umzugehen. Die Ratte versucht, unter Hypoxie durch Herunterregulation des kompletten
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Metabolismus Sauerstoff einzusparen. Spalax hingegen versucht, der Luft den restlichen
Sauerstoff ~zu  entziehen, bzw. durch  Grabbewegungen einer  extremen
Sauerstoffmangelsituation zu entkommen. Eine weitere Mdoglichkeit der Adaptation an
Hypoxie ist, dass derjenige Stoffwechselweg eingeschlagen wird, der pro definierter Menge
Sauerstoff die groRte Menge an ATP produziert (Hochachka und Lutz 2001).
Vaskularisierung und Blut: Bei gleichem Korpergewicht hat Spalax eine um ca. 22 %
reduzierte Muskelmasse gegenliber Ratten. Das Fraktionsvolumen der Mitochondrien
hingegen ist bei Spalax 46 % groRer als bei der Ratte (Widmer et al. 1997). Weiterhin sorgen
strukturelle Anpassungen in der Spalax Lunge fur eine um 44 % verbesserte pulmonale
Diffusionskapazitat, was zu einer besseren O,-Versorgung unter Hypoxie fuhrt (Widmer et al.
1997). Dieser Wert beriicksichtigt das Lungenvolumen, das VVolumen alveolarer Septen sowie
die alveolare Oberfldche und die Dicke der Barriere zwischen der Lungenoberflache und den
Erythrocyten. Die Sauerstofftransportkapazitat des Blutes der beiden Nager unterscheidet sich
hingegen nicht (Widmer et al. 1997). Untersuchungen haben gezeigt, dass Hamatokrit- und
Hé&moglobingehalt sich in den verschiedenen Spalax-Spezies unterscheiden, v.a. in
Korrelation mit der Permeabilitat des Bodens fiir Gase (Arieli et al. 1986). Die Hamatokrit-
Werte der Arten, die in humiden Klimaten wohnen (S. galili (2n=52) und S. carmeli (2n=58)),
liegen hoher als die von Uberirdisch lebenden Séaugetieren, jedoch auf dem gleichen Level wie
bei anderen Hohlen bewohnenden Nagern oder dem Erdhérnchen. Weitergehende
Untersuchungen haben im Spalax Skelett-Muskel eine zweifach héhere Vaskularisierung als
im Muskel von Ratten gefunden, was zu einer erleichterten O,-Diffusion fihrt. Im Gehirn der
beiden Spezies wurde ein solcher Unterschied in der Kapillarisierung jedoch nicht festgestellt
(Avivi et al. 1999).

Molekulare Anpassungen: Auf der Ebene der Genexpression gibt es ebenfalls mehr oder
weniger gute Anpassungen von Spalax gegenuber der Ratte, die auf eine verbesserte Strategie

hinweisen, mit Sauerstoffmangel umzugehen.

Globine: Das Spalax Hamoglobin wurde in den beiden chromosomalen Spezies S. judaei
(2n=60) und S.galili (2n=52) untersucht (Kleinschmidt et al. 1985). Auf
Aminosauresequenzebene gibt es beim Vergleich der a- und B-Ketten zwischen Spalax, Maus
und anderen Nagern keine Anzeichen fir eine Anpassung an das Leben unter Tage.

Von Myoglobin (Mb), dessen Expression im Skelettmuskel untersucht wurde, konnte gezeigt

werden, dass auf Proteinebene der Myoglobingehalt in Spalax dreifach starker ist als in der
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Ratte (Widmer et al. 1997). Im Gegensatz dazu wurde im Herzen von Spalax nur eine
vernachlassigbar hohere Expression von Mb gefunden. Dies spricht eindeutig dafiir, dass
durch die héhere Sauerstoffverfiigbarkeit im Skelettmuskel eine physiologische Praadaptation
von Spalax an die teilweise stark hypoxische Umgebung vorliegt.

Diese verstarkte Verfugbarkeit von Sauerstoff im Skelettmuskel einer grabenden
hypoxieresistenten Art, im Vergleich zu einer Uberirdisch lebenden hypoxiesensitiven Art,
gibt es nicht nur im Nagetier-Vergleich von Spalax und Ratte, sondern auch beim Vergleich
von insektivoren Maulwirfen der Familie Talpidae. Der semi-aquatische Sternmull
(Sternnasenmaulwurf; Condylura cristata), der beim Tauchen nach Nahrung Hypoxien
Uberstehen muss, hat eine hohere Sauerstoffverfiigbarkeit im Muskel von immerhin 16,4 %,
sowie einen Muskelmyoglobingehalt von 19,5 % gegeniber landlebenden Kustenmaulwirfen
(Scapanus orarius) (Mcintyre et al. 2002). Im Vergleich zum Amerikanischen Spitzmull
(Neurotrichus gibbsii) war der Myoglobingehalt sogar um 54,2 % hoher. Diese Tendenz ist
ebenfalls bemerkenswert, jedoch bei weitem nicht so ausgepragt wie beim Spalax-Ratte-
Vergleich, wo die Unterschiede in der Hypoxietoleranz gréRer sind, da die Ratte in der Regel
keinem Sauerstoffmangel ausgesetzt ist. Der geringere Unterschied bei den Talpiden kommt
daher, dass alle drei Spezies grabend sind. Die Art mit der hochsten Sauerstoffverfiigbarkeit
sind die zusatzlich zum Graben noch tauchenden Tiere, die mit dem geringsten O,-Gehalt
sind die teilweise auch an der Oberflache lebenden Tiere. Der Muskelmyoglobingehalt

korreliert also mit dem Sauerstoffmangel, den die Tiere iberleben missen.

VEGF: Die oben beschriebene hohere Vaskularisierung v.a. des Spalax-Muskels im
Vergleich zur Ratte resultiert aus der starkeren transkriptionellen Aktivitit des vaskuldren
endothelialen Wachstumsfaktors (vascular endothelial growth factor Vegf), der die
GeféaBbildung steuert (Breen 2007). Dieser Wachstumsfaktor wird durch den
Transkriptionsfaktor Hif-1o reguliert. Schon hierdurch wird ein hoherer Vegf-Level in Spalax
verstandlich. Zusatzlich stabilisiert das RNA-bindende Protein HuR (Elavll=embryonic
lethal, abnormal vision, Drosophila homolog-like 1) die Vegf mRNA. Auch dieses Gen wird
bereits unter normoxischen Bedingungen in Spalax um mehr als Faktor 20 starker exprimiert
als in der Ratte (Avivi et al. 2005).

EPO: Erythropoietin, der wichtigste Faktor flr die Bildung der zirkulierenden Erythrozyten,
ist in der Niere auf Ebene der mRNA schon unter normoxischen Bedingungen (entspricht in

der Regel 21% O,) ca. 1,5-fach hoher in Spalax exprimiert als in der Ratte. Unter
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hypoxischen Bedingungen wird der mRNA-Level in beiden Tierarten drastisch erhoht,
sowohl mit Abnahme der O,-Konzentration als auch mit Zunahme der Hypoxiedauer (Shams
et al. 2004).

HIF: Auch Hif-1la, der zusammen mit dem konstitutiv exprimierten Hif-18 (=Arnt Aryl-
hydrocarbonreceptor-nuclear-transporter) den aktiven  Transkriptionsfaktor hypoxia
inducible factor 1 (Hif-1) bildet, zeigt in der Spalax-Niere eine um den Faktor zwei hoéhere
normoxische Expression. Dies spricht dafir, dass Spalax gegenlber Hypoxie praadaptiert ist
und somit solche Gene von vornherein starker exprimiert als die Ratte, die zur
Hypoxietoleranz beitragen. In Ratten andert sich auf Ebene der Transkription unter
zunehmender Starke der Hypoxie die Expression des Gens fur Hif-1a nur leicht, in Spalax
hingegen wird die Expression auf mRNA-Ebene auf iber das doppelte des schon hohen
normoxischen Wertes erhoht. Zusatzlich zu der bekannten Regulation von HIF auf
Proteinebene (Stabilisierung des HIF-1a. unter Hypoxie) gibt es in Spalax eine Regulation
bereits auf MRNA-Ebene (Wiener et al. 1996; Shams et al. 2004).

p53: Das Tumorsuppressorgen p53 kontrolliert zelluldre Antworten auf eine Reihe von
Stress-Bedingungen, wie DNA-Schaden und Hypoxie, was zum Wachstumsstopp und/oder
letztendlich zur Apoptose fuhrt. Wie kiirzlich gezeigt, enthélt die p53 DNA-Bindedomane
von Spalax eine spezifische Amindsduresubstitution. Diese Substitution vermindert den p53-
Effekt, wodurch Spalax-Zellen unter Hypoxie erst spéter als z. B. menschliche Zellen
apoptotische Signalwege einleiten, was zu einem verbesserten Uberleben von Spalax fiihrt
(Avivi et al. 2007).

Global (Chip): Es wurden mit Hilfe der Microarray-Technologie Untersuchungen auf
Gesamt-Genomebene durchgefiihrt und dabei beobachtet, welche Gene im Spalax-
Skelettmuskel unter extremer Hypoxie von 3 % fir acht Stunden reguliert sind, um somit
potenziell zur Hypoxietoleranz von Spalax beizutragen. Die speziesspezifischen
Genexpressions-Unterschiede wurden zwischen zwei verschieden gut an Hypoxie
angepassten Spalax-Spezies untersucht und liegen vor allen Dingen bei Genen, die in die
Angiogenese und Apoptose involviert sind (Avivi et al. 2006). Diese Daten zeigen, dass
hypoxietolerantere Spezies ihr Uberleben zum einen durch eine verstarkte Vaskularisierung

(siehe Abschnitt VEGF), zum anderen durch eine verminderte Expression von Genen

- 19 -



EINLEITUNG

verbessern, die die Zelle in Apoptose fiuhren. Wie die Expressionsuntersuchungen der
verschiedenen Gene zeigen, ist vielen Genen gemeinsam, dass es eine Anderung bzw.

Erhohung der konstitutiven Expressionsniveaus in Spalax gibt (eigene Untersuchungen).

1.4 Globine

Globine spielen eine besondere Rolle bei der Anpassung von Organismen an Hypoxie (Barker
1957). Die funktionellen Eigenschaften der Globine tragen einen grofen Teil zu der
ungewohnlichen Hypoxietoleranz einzelner Tiere bei. Hier sind z. B. die Streifengans (Anser
indicus), die unter extrem geringem Sauerstoffpartialdruck das Himalaya-Gebirge tberquert
oder der Sperbergeier zu nennen, der gar in 11,3 km HOhe Uber dem Meeresspiegel fliegt
(Weber und Fago 2004). Schon als Hannibal 218 v. Chr. mit Elefanten die Alpen Uberquerte,
kam ihm eine besondere Eigenschaft des Hdmoglobins dieser Tiere zu Gute. Elefanten der Art
(Elephas maximus) besitzen eine Mutation, die fir eine ungewohnlich hohe O,-Affinitat
sorgt, und somit als ,,Flachlandtier auch problemlos in gréeren HOhen leben kann
(Braunitzer et al. 1982).

Globine sind kleine, Porphyrin enthaltende Proteine aus etwa 150 Aminosduren, die die
Fahigkeit besitzen, Sauerstoff reversibel zu binden (Dickerson und Geis 1983). Sie wurden
vor allem in Vertebraten gut untersucht (Bunn 1981), kommen jedoch auch in Prokaryoten,
Protisten, Pilzen und Pflanzen vor (Hardison 1996; Weber und Vinogradov 2001; Freitas et
al. 2004). Globine sind also eine ,,friihe Erfindung der Evolution”, wobei wenig Zweifel
darliber besteht, dass das letzte gemeinsame Vorlaufer-Globin schon vor ca. 1,8 Mrd. Jahren
existierte (Hardison 1996; Freitas et al. 2004).

Fur komplex gebaute Organismen wie Vertebraten ist es auch schon aufgrund der
KdrpergroRe unmoglich, die Sauerstoffversorgung aller Zellen alleine lber Diffusion aus der
umgebenden Luft oder dem Wasser zu gewahrleisten. Die parallele Entwicklung von
Kreislaufsystemen und Sauerstoffbindeproteinen war also eine der wichtigsten
Voraussetzungen fir die Entstehung komplexer Organismen. Daher ist fir
Hochleistungsorganismen ein Kreislaufsystem unumgénglich, das Sauerstoff zu den Orten des
Verbrauchs hinleitet und entstehendes giftiges Kohlendioxid, das bei der Atmung anfallt, vom
Korper wegleitet. Diesen Gastransport im Blut gewéhrleistet das Hamoglobin (Hb) in den
Erythrocyten. Im Laufe der Evolution haben die H&moglobine der S&ugetiere ein breites
Spektrum an funktionellen Eigenschaften erlangt, das gut an das innere Milieu der roten

Blutzellen angepasst ist. Die Sauerstoffaffinitaten aller VVertebraten Hamoglobine sind stark
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pH abhangig. Dieser Bohr-Effekt hat starke physiologische Wichtigkeit, wodurch dem Tier
erlaubt wird, O, und CO; in Lunge und Gewebe auszutauschen (Bunn 1981). Auch ist die
Funktion von Hamoglobin durch organische Phosphate wie das 2,3-DPG (2,3-
Diphosphoglycerat) reguliert. Dabei lagern sich negativ geladene Gruppen des 2,3-DPG an
positv geladene Gruppen z. B. der menschlichen desoxygenierten f-Hamoglobinkette an, was
zu einer reduzierten Sauerstoff-Affinitat fuhrt. Ein weiterer Faktor, der die Affinitat des
H&moglobins beeinflusst, ist die Kooperativitét der vier Proteinketten bei Beladung mit bis zu
vier moglichen Sauerstoffmolekilen. Die Affinitat des Heterotetramers (owzf2-Typ) nimmt mit
zunehmender Bindung von Sauerstoff zu, sodass die Bindung in den Lungenkapillaren z. B.
des zweiten Sauerstoff-Molekiils leichter erfolgt als die des ersten Molekuls. Hierdurch wird
die Aufnahme des Sauerstoffs auch unter geringer AuRenkonzentration erleichtert. Im
Gewebe hingegen sinkt die Affinitdt des Hd&moglobins, sobald es ein O,-Molekul abgibt.

Dadurch wird die Abgabe der weiteren Sauerstoffmolekiile erleichtert.

Der von H&moglobin aus dem Blut bzw. den Erythrozyten und den Kapillaren abgegebene
Sauerstoff gelangt dann direkt oder mittels Diffusion zu den Zellen des Verbrauchs. Auch in
den Zellen erfolgt eine Diffusion hin zu den Mitochondrien. In Muskelzellen z. B. gibt es das
Myoglobin (Mb), das diese Diffusion erleichtern kann. Myoglobin dient dort jedoch auch als
intrazellularer Sauerstoffspeicher fiir Zeiten des Sauerstoffmangels z. B. wéhrend grof3er
Beanspruchung des Muskels. Myoglobin, im Muskel im millimolaren Bereich exprimiert,
versorgt den Muskel jedoch nicht nur mit O,, sondern ist auch dazu in der Lage, giftiges
Stickstoffmonoxid in unschadliches Nitrat umzuwandeln (Fl6gel et al. 2002; Review:
Wittenberg und Wittenberg 2003).

Im Jahr 2000 wurde von den Arbeitsgruppen Prof. Dr. T. Burmester (Universitdt Hamburg;
Burmester et al. 2000) und Prof. Dr. T. Hankeln (Universitdit Mainz) in Neuronen des
zentralen und peripheren Nervensystems ein neuartiges Globin gefunden (vgl. 1.4.2). Dieses
Neuroglobin (Ngb), das im folgenden n&her beschrieben wird, zeigt auf Proteinebene nur 20-
25 % Aminosaure-Sequenzidentitat zu Myoglobin (Mb) und Hamoglobin (Hb) und hat sich
mdoglicherweise vor ca. 800 Millionen Jahren von der Linie zu den anderen Globinen hin
abgespalten (Abbildung 1-6).

Ein weiteres kirzlich entdecktes Globin, das Cytoglobin (Cygb; Burmester et al. 2002; Trent

und Hargrove 2002; Kawada et al. 2001), kommt vor allem in Fibroblasten-dhnlichen
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Zelltypen und in neuronalen Zellen vor. Cygb hat 30 % Aminosaure-Sequenzidentitat mit
Myoglobin, was auf einen gemeinsamen evolutiondren Vorfahren der beiden Gene vor ca.
400 Millionen Jahren zu Beginn der Vertebraten-Radiation hindeutet (Abbildung 1-5,
Abbildung 1-6).

HsaC¥GB : E z ] E Er\ERKAE'.. i L i F SAKOY SOFK-HM LRE A T V| : 95
PtrCygb : MEKVPGE E SEMSEAERKA 4 v L NE AKQYRSOQFK~- A RE 4 : 85
MmuCygb : 2 1E EAERKA AKQYRSOFR-HM A = : 85
RnoCygb : MEK\ B E {E EAERKA SAKQYESOFK-HMEL E LRE - r) E : 95
cfalygb : EABRKA AKQYRSOFK-HM A T : 95§
DreCygb : ME C "BSAKQYRERFR-ELQD h:. ."0 K F A T E : 92
HsaNGB : ERPEFPEL k 4 [ DLEPLEOYNCRQFSSBEDCESH LD ! ¥ : 18
PtrNgb ERFEPEL A T YNCRQFSSBEDCES 4 : 78
MmuNgb ERPESER RQS / | SLEPLEOYNGRQFSSBEDCES L .V : 78
RnoNgbk @ E SELHROS T . LEPLEOYNGRQFSSBEDCES 4 : 18
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OmyNgb2 : 4 E 3 5 KV LEPALENLGHYN-TNCSPTQDCES A H 80
HsaMb 3 DGEWCL A 3 THEKEDKFK-HLKS M H 79
HsaHBA PADKTH 3 A T‘-JYIPHF # : 73
HsaHBR 3 PEEKSA £ YW TORFRPESFG~ A 3 h : 78

Ngb/Cygh Ngh
140 ® 180 .
HsaCYGPE : 1P DF v (HKQEPVY V| AEEFASDE-FPFETQ 1 WVQQVPNATTPPATLPSSGP : 190
PerCyghb : D s " A k 5 1 EE = B s EVEWVQQVPNATTPPATLPSSGP : 190
MmuCygb : | L v A L, /| FA VE A Ly A E QOVPNTTTPPATLPSSGPE : 190
RnoCygb : 1P S5V LEHE A 3 5 ) 0 KE QOQVPNTTTLPATLPSSGP : 190
CfaCygbk : { A { 5GV D A E A v PNTTTPPATLPSSGP : 190
DreCygb : FEA DK F N ALRHEKND i E / POQCSPAEVQSS YW i g : 174
HsaNGB 2 E, RAL L YSMEKCLGPAR-TPATRA g : 151
PtrNgb 3 E 5 F KL 5 YREEKCLGPAR-TFPA 3 Q G : 131
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Abbildung 1-5: Aminosdure Sequenzalignment der Ngb und Cygb-Sequenzen, verschiedener Vertebraten
Spezies, verglichen mit menschlichen Hamoglobin alpha- und beta-Ketten sowie menschlichem
Myoglobin. Die Schattierung gibt unterschiedlich gut konservierte Aminosaure-Positionen an. Cysteine in
Ngb und Cygb konnten fir die Ausbildug von Disulfidbriicken verantwortlich sein. Intronpositionen sind
durch Pfeile markiert (B12.2 z. B. bedeutet, dass das Intron im Gen zwischen der zweiten und dritten
Codon-Position der 12. Aminosaure der B-Helix liegt). Die Abkilrzung der Speziesnamen ist
folgendermaRen: Hsa, Homo sapiens; Ptr, Pan troglodytes; Mmu, Mus musculus; Rno, Rattus norvegicus;
Cfa, Canis familiaris; Bta, Bos taurus; Ssc, Sus scrofa; Tni, Tetraodon nigroviridis; Tru, Takifugu rubripes;
Dre, Danio rerio and Omy, Onchorhynchus mykiss.
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Abbildung 1-6: Ubersicht tiber die bisher bei Saugetieren gefundenen vier verschiedenen Globintypen
Hamo-, Myo-, Neuro- und Cytoglobin (verandert nach Hankeln et al. 2005).

1.4.1 Neuroglobin und Cytoglobin: Proteinstruktur und Genexpression

1.4.1.1 Neuroglobin

Das Vertebraten-Neuroglobin ist ein Protein mit einer typischen GroRe von ca. 151
Aminosduren, abhéngig von der betrachteten Tiergruppe. Neuroglobin ist ein Myoglobin-
ahnliches monomeres Globin, das in der Lage ist, Sauerstoff reversibel zu binden (Burmester
et al. 2000, Dewilde et al. 2001, Hamdane et al. 2003). Ngb hat eine konservierte Globin-
Faltung, die aus acht alpha-Helices A-H besteht (vgl. Abbildung 1-5). Neuroglobin war das
erste in Vertebraten entdeckte hexakoordinierte Protein und demnach hat das Eisen-lon des
H&ms auch im desoxygenierten Zustand sechs belegte Bindungsstellen. Dabei ist die sechste
Koordinationsstelle durch das bewegliche distale Histidin an Position E7 (siebte Aminosaure

der Helix E) belegt. Das Eisenion des Myoglobins hingegen hat im unbeladenen Zustand nur
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finf Koordinationsstellen, da das distale Histidin nicht dazu in der Lage ist, die
Bindungsstelle des Sauerstoffs einzunehmen (Abbildung 1-7; Couture et al. 2001; Dewilde et
al. 2001; Trent et al. 2001; Burmester et al. 2002; Kiger et al. 2004). Diese
Hexakoordinierung des Eisens ist auch bei einigen Bakterien-, einzelligen Eukaryoten-,
Pflanzen-, und Invertebratenglobinen bekannt (Dewilde et al. 1996; Dewilde et al. 1998;
Hargrove et al. 2000; Watts et al. 2001; Wittenberg et al. 2002). Bei der Bindung des externen
Liganden (z. B. Sauerstoff) handelt es sich um eine zweiphasige Reaktion, erstens aus dem
langsamen Schritt der Verdrangung des internen Liganden und zweitens aus dem schnellen
Binden eines externen Liganden an das dann hoch affine Eisen-Atom (Dewilde et al. 2001;
Brunori et al. 2005). Das Eisen-Atom kann vorliegen in Form von reduziertem Fe®" (ferrous)
oder oxidiertem Fe** (ferric). Nur im reduzierten Zustand ist das Globin in der Lage O, zu
binden, nicht jedoch im oxidierten Zustand. Diese Oxidation findet z. B. dann statt, wenn
oxygeniertes Hb oder Mb auf NO treffen. Dabei entsteht Nitrat und metHb oder metMb
(Brunori et al. 2005). Aufgrund der hohen Tendenz zur Autoxidation ist anzunehmen, dass es
in der Zelle eine Reduktase geben muss, die das Globin im reduzierten Zustand halt. Bisher
wurde diese in vivo noch nicht identifiziert, jedoch wurde gezeigt, dass ein kinstliches,
fotoaktiviertes System aus NADH und FMN als Reduktase funktioniert (Brunori et al. 2005).

penta oxy

Abbildung 1-7: Schematische Darstellung der Penta- und Hexakoordinierung sowie des Oxyzustandes von
hexakoordinierten Globinen. Die einzelnen Zustdnde befinden sich im Gleichgewicht, abhéngig vom
Vorhandensein des externen Liganden, der z. B. O,, NO oder CO, sein kann (verandert nach Hankeln et
al. 2005). Der hexakoordinierte Zustand kommt bei pentakoordinierten Globinen, wie dem Vertebraten
Mb und Hb nicht vor.

Hamdane et al. (2003) haben herausgefunden, dass es in vitro beim menschlichen NGB zur

Ausbildung einer internen Disulfidbriicke zwischen Cysteinen an den Positionen CD7 und D5
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kommen kann. Diese Bricke kénnte unter reduzierenden Bedingungen aufbrechen, so etwa
nach Anhiufung von Reduktionsaquivalenten NADH" als Antwort auf Hypoxie. Dieses
Auflosen der Disulfidbriicke reduziert dann die Affinitat zu O, um ca. Faktor 10, was zum
Freisetzen von Sauerstoff und somit dem Abschwéchen des hypoxischen Stresses flihren
kdnnte. Ob dieser Mechanismus in vivo funktioniert, ist noch nicht geklart. Wahrend Fische
an &hnlicher Stelle auch ein Cystein besitzen, fehlt Nagern das Cystein an Position CD7
(Abbildung 1-5).

Untersuchungen der Genexpression von Ngb haben ergeben, dass in Vertebraten Ngb v. a.
im zentralen und peripheren Nervensystem exprimiert wird. Dabei befindet sich die starkste
Expression in der Retina (Burmester et al. 2000; Hankeln et al. 2004; Schmidt et al. 2005). Es
wurde bislang eine Expression in neuronalen Zellen gefunden und nicht in Gliazellen (Laufs
et al. 2004). Das Mammalier-Ngbh kommt zusétzlich auch in endokrinem Gewebe vor, wie der
Adenohypophyse, der Nebenniere, den Testes (Reuss et al. 2002) und den Langerhans’schen
Inseln (Geuens et al. 2003).

1.4.1.2 Cytoglobin

Cytoglobin besteht aus etwa 190 Aminosauren und ist somit ein auf’ergewohnlich grolies
Globin, das im Vergleich zu den anderen Vertebraten-Globinen zusétzlich N- und C-terminale
Extensionen besitzt (vgl. Abbildung 1-5). Es besteht wie Neuroglobin aus acht alpha-Helices
A-H und ist ebenfalls ein in Sdugern vorkommendes, hexakoordiniertes Globin (Kawada et al.
2001; Burmester et al. 2002; Trent und Hargrove 2002). Auch Cygb ist in der Lage, eine
interne Disulfidbriicke zwischen den Aminosduren CysB2 und CysE9 auszubilden, deren
Aufbrechen zu einer zweifachen Reduktion der O,-Affinitat fuhrt (Hamdane et al. 2003).
Wenngleich es keinen Beweis flr das Ausbilden einer intermolekularen S-S-Briicke gibt,
deuten kristallografische und biochemische Daten darauf hin, dass es auch zur Ausbildung
eines Cygh-Homodimers kommen konnte (de Sanctis et al. 2004).

Die Expression von Cygb befindet sich in allen bislang untersuchten Geweben, jedoch nicht
in allen Zelltypen. Die Hauptexpressionsorte sind Fibroblasten z. B. in Leber, Niere oder Herz
sowie distinkte neuronale Zellpopulationen. In den Fibroblasten ist Cygb zytoplasmatisch

lokalisiert, in Neuronen sowohl zytoplasmatisch als auch nukledr (Schmidt et al. 2004).

- 25 -



EINLEITUNG

Andere Untersuchungen sprechen von einer ausschlieBlich nukledren Lokalisation von Cygb
(Geuens et al. 2003).

1.4.2 Mogliche Funktionen von Neuroglobin und Cytoglobin

In Anlehnung an die vielféltigen Funktionen von Hb und Mb sind auch fur Ngb und Cygb
Aufgaben ganz unterschiedlicher Natur denkbar, unter Umstéanden sogar in Kombination. Hb
zum Beispiel, das in den Erythrozyten sehr stark exprimiert ist, ist nicht nur fir den
Sauerstofftransport im Blut hin zu den Zellen oder fur den Abtransport des bei der aeroben
Atmung anfallenden Kohlendioxids verantwortlich. Es bildet und transportiert u. a. auch das
NO-Radikal, das eine Reihe wichtiger Funktionen, wie z.B. die eines neuronalen
Signalmolekdils, Ubernimmt (Godecke 2006; Gow 2005). Myoglobin, im Muskel im
millimolaren Bereich exprimiert, versorgt den Muskel nicht nur mit O, sondern macht als

Dioxygenase auch tiberschiissiges, zum Teil giftiges NO unschadlich (Flégel et al. 2001).

1.4.2.1 Madogliche Funktionen von Neuroglobin

e Ngb konnte fir die Speicherung von O, oder die Erleichterung der intrazelluléren
Diffusion von O; hin zu den Mitochondrien verantwortlich sein (Burmester et al. 2000;
Dewilde et al. 2001; Trent et al. 2001). Fur Myoglobin wurde diese Funktion in vielen
Veroffentlichungen diskutiert (Merx et al. 2001; Wittenberg und Wittenberg 2003).
Andere Publikationen sagen, dass die Op-Affinitdt nicht kompatibel mit der
Sauerstoffversorgungsfunktion zu sein scheint, weil in Neuronen zu geringe O,-
Partialdriicke herrschten und Ngb nicht affin genug wére, um diesen Sauerstoff
aufzunehmen (Fago et al. 2004). Dagegen sprechen jedoch Daten, die zeigen, dass die
Sauerstoffpartialdricke einiger Gewebe niedriger als der Psp-Wert von Ngb sind
(Erecinska und Silver 2001).

o Vorstellbar ware weiterhin eine Funktion als Sauerstoffsensor wie er von Globinen in
diversen Arten beschrieben ist (Hargrove et al. 2000; Hou et al. 2001; Hou et al. 2001;
Kriegl et al. 2002). Dabei wird die intrazelluldre Sauerstoffkonzentration gemessen,
was z. B. unter Hypoxie zur Folge hat, dass intrazelluldre respiratorische Prozesse
ablaufen, bestimmte Signalwege eingeschaltet oder abgeschaltet werden. Diese
Funktion wurde v. a. in prokaryotischen Systemen untersucht (Freitas et al. 2005).

e Ngb konnte die Funktion einer terminalen Oxidase erflllen, um unter hypoxischen
Bedingungen NAD" zur Unterstiitzung von Glykolyse und Aufrechterhaltung der
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ATP-Produktion zu regenerieren, wie es fir Mais-Hdmoglobin beschrieben ist (Sowa
et al. 1998).

Ngb koénnte reaktive Sauerstoff- oder Stickstoff-Spezies (ROS oder RNS) entgiften,
die u. a. nach Reperfusion bzw. Reoxygenierung nach einem Schlaganfall entstehen,
also einem plotzlichen ,,Zuviel” an Sauerstoff. ROS entstehen jedoch nicht nur nach
Schlaganfall, sondern allgemein auch schon nach dem Auftreten hypoxischer
Zusténde (Halliwell 2006). Diese Funktion wird von Herold und Fago (2005) deshalb
propagiert, weil Ngb wahrscheinlich Redoxreaktionen durchlauft, um Neurone gegen
oxidative und potenziell pathogene Stoffe zu schitzen, die nach Hypoxie oder
Ischdmie auftreten. Ein grofles Schadenspotenzial wird z. B. Peroxinitrit (ONOQO")
zugeschrieben, das aus der Reaktion von Superoxid-Anion (O7) und
Stickstoffmonoxid (NO) entsteht (Herold und Fago 2005). NO' entsteht als Reaktion
auf Hypoxie oder Ischamie und verbleibt wahrscheinlich bis zu mehreren Stunden im
Kdrper (Lipton 1999). Eine kurzlich hergestellte Ngb-tberexprimierende Maus sollte
bei der Aufklarung der Funktion helfen (Khan et al. 2007). Diese Maus zeigt starke
protektive Effekte bei zerebraler Ischdmie und Ischdmie des Myokards (Khan et al.
2006; Greenberg et al. 2007).

Auch eine Stickstoffmonoxid-Dioxygenasefunktion konnte von Neuroglobin
wahrgenommen werden, die dazu benétigt wird, unter Sauerstoffverbrauch
schédliches NO in harmloses Nitrat umzuwandeln. Diese Funktion wurde schon fiir
Mb (Flogel et al. 2001; Merx et al. 2005) und Hb (Gardner 2005; Gardner et al. 2006)
in Saugetieren beschrieben. Auch einige Flavo-Hamoglobine in der Hefe (Liu et al.
2000) und das verkirzte (truncated) Hamoglobin bei Mycobacterium bovis (Ouellet et
al. 2002), dem Erreger von Tuberkulose bei Rindern sowie das Ascaris- Hdmoglobin
(Minning et al. 1999), besitzen NO-Dioxygenasefunktion. Paul Gardner (College of
Medicine, Cincinnati, USA), der die NO-Dioxygenasefunktion (NOD) von Ngb
untersucht hat, konnte sie bislang nicht nachweisen (unveréffentlicht).

Es ware denkbar, dass Ngb fur zytoplasmatische Enzymreaktionen, die molekularen
Sauerstoff bendtigen, diesen anliefert oder bereithélt. Auch Enzymreaktionen selbst
konnten von Ngb ausgetibt werden. Jedoch wurden bislang keine Aktivitaten
gefunden. Zu den untersuchten Funktionen gehtren Superoxide-Dismutase, Katalase
und Peroxidase Aktivitaten (Trandafir et al. 2007).
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1.4.2.2 Mdogliche Funktionen von Cytoglobin

Fur Cygb kommen grundsétzlich die gleichen Funktionen wie fiir Ngb beschrieben in

Frage (vgl. 1.4.2.1). Dazu gehoéren eine Speicherfunktion von O,, ebenso wie eine

Erleichterung der intrazellularen Diffusion hin zu den Mitochondrien, wo dieser flr den

Ablauf der Atmungskette notig ist (Burmester et al. 2002). Vorstellbar wére auch eine

Funktion als Sauerstoffsensor (Hargrove et al. 2000; Kriegl et al. 2002) oder terminale

Oxidase-Funktion, wie fir Mais beschrieben (Sowa et al. 1998). Auch kénnte Cygb dazu

dienen, schédliches NO in harmloses Nitrat umzuwandeln, wie fir Mb und verschiedenste
weitere Globine beschrieben (Minning et al. 1999; Liu et al. 2000; Flégel et al. 2001;
Ouellet et al. 2002; Merx et al. 2005). Aufgrund seiner besonderen Expressionsmuster

sind bei Cytoglobin die nachfolgenden Funktionen jedoch nahe liegender:

Viele zytoplasmatische Enzymreaktionen bendtigen molekularen Sauerstoff, der von
Cygb in ausreichender Menge bereitgestellt werden konnte. Hierbei wére v. a. eine
Versorgung von Prolyl-Hydroxylasen zu nennen, die fir die Kollagensynthese in
Fibroblasten verschiedenster Gewebe, neben Neuronen die Hauptorte der Cytoglobin-
Expression, Sauerstoff bendétigen (vgl. 1.4.1.2). Hinweise darauf liefern Versuche, bei
denen Fibroblasten-Zelllinien des Typs NIH 3T3 mit einem Cygb-
Expressionskonstrukt transfiziert wurden (Nakatani et al. 2004). Parallel zur
Transfektion wurde die Produktion der Kollagen al (I)-Kette durch TGF-
B (Transforming Growth Factor beta) angeregt, was in transfizierten Zellen zu einer
verstarkten Kollagenproduktion im Vergleich mit nicht-transfizierten, aber dennoch
mit TGF- behandelten Zellen flhrte.

Eine weitere mogliche Funktion, die mit der nukledren Lokalisation von Cygb in
Neuronen vereinbar ware, kdnnte sein, dass es potenziell mit anderen kernlokalisierten
Proteinen wie Transkriptionsfaktoren interagieren kann, die auf einen externen
Stimulus reagieren und Genexpression steuern.

Cygb konnte bei der Entgiftung von ROS oder RNS dienen, z. B. nach Reoxygenierung
im unmittelbaren Anschluss an kardiovaskuldre Krankheiten wie Schlaganfall oder
Herzinfarkt. Kawada et al. (2001), die Cygb parallel zu Burmester et al. (2002) als
STAP (stellate cell activation-associated protein) beschrieben haben, spekulieren,
dass das Protein als Entgifter von Peroxiden dient, die in der fibrotischen Leber von
Ratten entstehen.  Weitere  Untersuchungen mit Cygb-lberexprimierenden
Neuroblastoma-Zellen haben gezeigt, dass Behandlung mit Wasserstoffperoxid zu
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einer verstarkten Expression von Cygb fiihrt, was auf eine protektive Funktion im
Gehirn hinweist (Li et al. 2007). Auch die knock-down-Versuche dieser
Arbeitsgruppe in den gleichen Zellen bestétigen diese Funktion von Cygb, denn die
Zellschéadigung durch H,O, in Zellen, die Cygb vermindert exprimieren, wurde
verschlimmert, was heif3t, dass mehr Zellen starben (Li et al. 2007).

e Fir Cygb gibt es Hinweise darauf, NO-Dioxygenase-Aktivitat zu besitzen, jedoch ist
die Bildung von Nitrat aus NO-Radikalen und der Reaktion mit Sauerstoff, abhéngig
vom Zelltyp (v.a. in Endothelzellen), unterschiedlich stark (Paul Gardner,

unveroffentlicht).

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Neuroglobin und Cytoglobin sind zwei kurzlich entdeckte Globine. Da man bislang die
exakten physiologischen Funktionen dieser Proteine nicht kennt, sollten in dieser Arbeit
Untersuchungen zur Expression dieser Gene bzw. Proteine angefertigt werden. Hintergrund
dieser Untersuchungen ist die Frage, ob die beiden Globine die O,-Versorgung sicherstellen
oder ob andere Funktionen wahrscheinlicher sind. Dazu sollten Untersuchungen unter
Sauerstoffmangelbedingungen an unterschiedlichen Typen von Sdugern als Tiermodelle
durchgefiihrt werden. Zum einen sollte die hypoxietolerante Blindmaus Spalax ehrenbergi
mit der hypoxiesensitiven Wanderratte Rattus norvegicus verglichen werden. Zum anderen
sollte ein weiterer hypoxiesensitiver Sduger auf seine Globingenexpression hin untersucht
werden. Im Einzelnen sollten die nachstehenden Ziele verfolgt werden:

e In Spalax sollte untersucht werden, ob die Gene fur Ngb und Cygb auf Sequenzebene
distinkte Anpassungserscheinungen zeigen.

e Die Gensequenz der kompletten Myoglobin-mRNA aus Spalax sollte bestimmt
werden.

e Auf Genexpressionsebene (MRNA, Protein) der verschiedenen Globingene sollte der
zwischenartliche Vergleich von Ratte und Spalax zeigen, ob es Praadaptationen in
Spalax an das Leben unter begrenzter Sauerstoffverfligbarkeit gibt, da dieser
Organismus naturlicherweise Hypoxie ausgesetzt ist.

e Die Genexpressionuntersuchung sollte zeigen, wie die Globingene unter Hypoxie
reguliert werden und ob es auch dabei besondere Anpassungen in Spalax gibt.
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Die Ngb und Cygb Expression sollte auf zellularer Ebene, sowie qualitativ im Gehirn
von Spalax und Ratte analysiert werden. Ziel war es herauszufinden, ob es in der
zelluldren Lokalisation zwischen hypoxiesensitiven und hypoxieresistenten Tierarten
Unterschiede gibt, die zu einer besseren Uberlebensfahigkeit von Spalax fiihren.

In der Retina von Spalax sollte die zellulére Protein-Expression untersucht und mit
vorhandenen Daten von Maus und Ratte verglichen werden, um aus der ,,blinden
Retina“ von Spalax moglicherweise Rickschlisse auf die Funktion von Ngb und
Cygb zu erhalten. Zusétzlich sollte eine Kolokalisation in der Retina mit potenziell
funktionsnahen Proteinen durchgefuhrt werden. Eine quantitative Untersuchung der
Gene fir Ngb und Cygb auf mMRNA-Ebene sollte erfolgen.

Die Myoglobin-Expression sollte im Skelett- und Herzmuskel untersucht werden. Ziel
war es, die Expression von Mb mit den neuartigen Globinen zu vergleichen, um somit
Rickschlisse auf die Funktion von Ngb und Cygb zu ziehen.

Mit dem Hausschwein sollte ein weiterer hypoxiesensitiver Organismus auf seine
Expression nach Hypoxie mit anschlieender Reperfusion auf die Ngb und Cygb-
Expression hin untersucht werden. Dieses Tier diente auch als operatives Modell fir
Kinder mit angeborenen Herzfehlern. Im Gehirn dieser Tiere sollte die Expression auf

MRNA-Ebene untersucht und auf eine protektive Funktion hin tberprift werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Molekularbiologische Standardmethoden

2.1.1 Isolierung genomischer DNA

Zur lIsolierung genomischer DNA wurden 2 g bei -80 °C tiefgefrorenes Lebergewebe
verwendet. Dieses wurde mit 4 ml Homogenisierungspuffer und 600 pl Triton X-100
homogenisiert, nach Zentrifugation mehrmals mit Homogenisierungspuffer gewaschen und
zuletzt in 2 ml dieses Puffers resuspendiert. Zur Lyse der Zellen wurde eine Behandlung mit
einer Spatelspitze Proteinase K und 0,1 Vol. 10 % SDS durchgefiihrt. Die benétigte
Salzkonzentration wurde mit 0,1 Vol. 10 x Dialysepuffer eingestellt. Die Zelllyse erfolgte bei
60 °C fir eine Stunde. Es wurden dann 0,1 Vol. gesattigtes Tris-HCI (pH 8,5) und 0,25 Vol.
5 M NaClO,4 hinzugegeben. Die Aufreinigung der DNA-L&sung erfolgte durch wiederholte
Zugabe von 1 Vol. eines Gemisches aus Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol im
Verhaltnis 25:24:1, bis keine Interphase mehr erkennbar war. Um restliches Phenol aus der
wassrigen Phase heraus zu ldsen, wurde eine abschlieBende Extraktion mit Chloroform-
Isoamylalkohol (24:1) durchgefiihrt. Die wassrige DNA enthaltende Phase wurde mit 0,1 Vol.
10 x Dialysepuffer und 2 Vol. Ethanol abs. (berschichtet und auf einen sterilen Glasstab

aufgewickelt, mit 70 %igem Ethanol gewaschen und in TE-Puffer geldst.

2.1.2 Verdau und Fallung von DNA

Der Verdau von DNA erfolgte mit Restriktionsendonukleasen verschiedener Hersteller
entsprechend den jeweils angegebenen Bedingungen. Es wurden die Produkte der folgenden
Firmen verwendet: Roche Diagnostics, Fermentas und GE Healthcare (Firmensitze siehe
Firmenverzeichnis 2.12). Wurde eine DNA mit zwei Enzymen geschnitten, die
unterschiedliche Pufferbedingungen erforderten, wurden zwei aufeinander folgende Verdaus
durchgefiihrt. Das Entfernen der Salze nach Schneiden mit dem ersten Enzym erfolgte durch
Ausféllung der DNA entsprechend nachstehender Vorschrift: Zur Fallung von DNA wurden
0,1 Vol. 10 x Dialysepuffer sowie 2 Vol. vorgekihltes Ethanol abs. hinzugegeben. Fir den
Fall, dass auch kurze DNA-Fragmente kleiner als 50 Bp gefallt werden sollten, wurde anstelle
des Dialysepuffers 3 M Natriumacetat (pH 4,5) verwendet. Dieser Ansatz wurde gemischt
und fur mindestens 30 Minuten bis 4. N. bei -20 °C inkubiert. AnschlieRend wurde die DNA
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bei 16.000 bis 21.000 g fir mindestens 30 min abzentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Durch Zugabe von 70 %igem Ethanol sowie Zentrifugation fur 5-10 min wurde die DNA
gewaschen. Nach Trocknung in einer Vakuum-Zentrifuge (Eppendorf Concentrator) bei
Raumtemperatur wurde die DNA in hochreinem HPLC-Wasser (Carl Roth) oder TE-Puffer

gelost.

2.1.3 Agarose-Gelelektrophorese

Auftrennung von DNA. Die Auftrennung von DNA-Molekilen im elektrischen Feld wurde
mit Hilfe wvon vertikalen 0,8 bis 2 %igen Agarosegelen in der GENterphorese
Gelelektrophoresekammer (GENterprise Genomics) bei einer Spannung von 120 bis 150 V
durchgefuhrt. Als Puffer zum Lésen der Agarose und als Laufpuffer diente 1 x TBE- bzw.
1 x E-Puffer, abh&ngig von der aufzutrennenden Fragmentgrofle und der Laufzeit. Das
Aufkochen der Agarose (GENterprise Genomics) im jeweiligen Puffer erfolgte in einer
Mikrowelle solange, bis die Losung schlierenfrei war. Die DNA-Proben wurden vor dem
Auftragen auf das Gel mit 0,2 Vol. DNA-Ladepuffer versetzt. Die Anfarbung der DNA-
Fragmente im Agarosegel erfolgte fir 5 min im Anschluss an die Elektrophorese in
Ethidiumbromid-haltigem 1 x E-Puffer (5 pg/ml). Die geféarbten DNA-Molekile wurden auf
einem UV-Transilluminator mit 312 nm Wellenlénge sichtbar gemacht und mit einem Image
Documentation System CS1 (Cybertech) fotografiert. Als Molekulargewichtsstandard dienten
Hind Il verdaute A—DNA und mit Eco Rl und Hind Il doppelt verdaute pF-DNA sowie
verschiedene synthetische DNA-Leitern der Firma Fermentas.

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mittels des E.Z.N.A. Gel
Extraction Kits (PegLab). Die Extraktion wurde laut Protokoll des Herstellers durchgefuhrt,
jedoch mit der Abwandlung, dass zur Elution der DNA von den Silica-Saulen nicht TE-
Puffer, sondern HPLC-Wasser verwendet wurde, um eine anschlieBende
Sequenzierungsreaktion zu verbessern.

Auftrennung von RNA. Die Auftrennung der RNA erfolgte auf einem 1-1,2 %igen
denaturierenden, 15 % Formaldehyd enthaltenden Agarosegel. Dazu wurden 0,3 g Agarose
mit 22,5 ml DEPC-Wasser vermischt und in der Mikrowelle aufgekocht, bis die Ldsung
schlierenfrei war. Anschlielend wurden 3 ml 10 x MOPS-Puffer hinzugegeben, und die
Losung wurde im 60 °C Wasserbad fir 5min abkihlen gelassen. Es wurden 4,5 ml
Formaldehyd (37 %) hinzugegeben, und nach dem Vermischen wurde das Gel gegossen. Als
Laufpuffer der Formaldehyd-haltigen RNA-Gele diente 1 x MOPS-Puffer. Zu untersuchende
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RNA-Molekiile wurden unter RNase-freien Bedingungen mit 1 pl Ethidiumbromid-
Stammldésung (10 mg/ml) und 3 Vol. RNA-Ladepuffer versetzt und 10 min bei 70 °C
denaturiert. Nach sofortiger Abkulhlung auf Eis wurden 0,1 Vol. RNA-Farbeldsung
hinzugegeben, der Ansatz vermischt und auf das RNA-Gel aufgetragen.

2.1.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde in einem Volumen von 50 pl in einem Thermocycler
Primus 96 Advanced (PeqlLab) durchgefiihrt. Von der zu untersuchenden Matrizen-DNA
wurden entweder 50ng cDNA bzw. 500ng genomische DNA eingesetzt. Die
Endkonzentration der beiden Primer betrug standardmaRig 200 nM, die der einzelnen dNTPs
200 uM. Die eingesetzte Menge an Tag-DNA-Polymerase (Tag-Polymerase, Sigma;
AmpliTaq Gold HotStart Polymerase, Applied Biosystems; Accuprime DNA-Polymerase,
Invitrogen) betrug 1 U. Zur Amplifikation groRer Produkte wurde das Expand Long Template
PCR System (Roche Diagnostics) verwendet.

Die PCR-Bedingungen wurden folgendermaRen gewahlt: 3 min Denaturierung bei 94 °C (zur
Aktivierung der AmpliTaq Gold Polymerase (Applied Biosystems) in Verbindung mit ,,Gold-
Puffer* 7min) und in 40 Zyklen 94 °C Denaturierung fur 15s, 55°C bis 65°C
Primerbindung fir 30 s (abhéngig von der Schmelztemperatur der Primer) und 72 °C
Primerelongation 30 s bis 4 min, abh&ngig von der L&nge der zu amplifizierenden DNA.
Dabei wurde in etwa eine Minute Elongationszeit pro kBp berechnet. Fur die Verwendung der
Accuprime DNA-Polymerase (Invitrogen) wurde eine Elongationstemperatur von 68 °C
verwendet. Zum vollstandigen Auffullen der Enden wurde abschlieRend fiir weitere 5 min bei
72 °C polymerisiert.

Die Auftrennung von PCR-Produkten erfolgte mit 1,2-2 %igen Agarosegelen. Zum
Durchfiihren nachfolgender Applikationen wie Klonierung oder Sequenzierung erfolgte
zundachst eine Aufreinigung mittels E.Z.N.A. Cycle Pure Kit (PeqLab), wobei die DNA mit

Wasser von der Saule eluiert wurde.

2.1.5 Klonierung von PCR-Produkten und Gewinnung von Plasmid-DNA aus

Bakterien

Die Klonierung von PCR-Produkten erfolgte mit Hilfe des Plasmidvektors pGEM®-T Easy

(Promega) nach Angaben des Herstellers (siehe Anhang 5). Ligationen wurden mit der T4-
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DNA-Ligase in einem Mg enthaltenden Puffersystem ii. N. bei 4 °C durchgefiihrt (1-5 U.).
Der zur Transformation mittels Elektroporation (EquiBio Easyject Prima, 2500 V, PegLab;
Calvin und Hanawalt 1988) verwendete Bakterienstamm war Escherichia coli DH10B
(Invitrogen). Dieser Stamm ist endonukleasefrei (end’). Die Uberpriifung auf rekombinante
Bakterien erfolgte auf Ampicillin- und X-Gal/IPTG-haltigen Agarplatten mittels der ,,Blau-
Weill* Selektion (Winnacker, 1987). Aus transgenen Klonen wurden die Plasmide mittels
E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit (PegLab) isoliert, der endonukleasefreie Bakterienstamme
benotigt. Abweichend vom Protokoll wurde die DNA mit 50 pl HPLC-Wasser von der Silica-

Séule geldst, um anschlieBende Sequenzierungsreaktionen zu verbessern.

2.1.6 Isolierung von Gesamt-RNA

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte mit Hilfe von Kits verschiedener Hersteller. Dazu
wurde das Gewebe bis zu seiner Verwendung bei -80 °C gelagert.

e Trizol-Reagenz (Sigma-Aldrich): Diese Methode beruht auf der Verwendung eines
phenolhaltigen Extraktionspuffers. Dabei koénnen aus einer einzigen Probe in
nacheinander durchgefiihrten Extraktionen sowohl RNA, DNA und Proteine isoliert
werden. Far die Isolierung wurden 50 mg Gewebe eingesetzt. Nach verschiedenen
Wasch- und Aufreinigungsschritten wurde die RNA in RNase-freiem Wasser gelost.
Vor Verwendung der RNA fir reverse Transkriptionsreaktionen wurde stets ein
DNase I-Verdau durchgefiihrt (vgl. 2.1.8). Mit dieser Methode wurden im Vergleich
zu den nachfolgenden Methoden groRere Mengen an RNA hergestellt.

e RNeasy Mini Kit (Qiagen): Diese Methode beruht auf der Isolierung von Gesamt-RNA
mit Hilfe von Silica-Saulen. Es wurden 30 mg Gewebe eingesetzt. Ein anschliel3ender
Verdau der RNA mit DNase I (vgl. 2.1.8) ist auch bei dieser Methode notwendig.

e SV Total RNA Isolation System (Promega): Fir diese auf Silica-Sdulen beruhende
Extraktionsmethode wurden 30 mg Gewebe eingesetzt. Das System sieht bereits einen
DNase I-Verdau direkt auf der Saule vor.

Die Integritat der RNA-Proben wurde auf denaturierenden Formaldehydgelen Gberpruft (vgl.
2.1.3) und die Konzentration und Reinheit mit Hilfe von optischer Dichte-Messung bei 260
bzw. 280 nm bestimmt (Nanodrop ND-1000 und Eppendorf Biophotometer). Es wurden
ausschlieBlich RNA-Proben verwendet, die auf den denaturierenden Formaldehydgelen
deutliche 18 S- und 28 S-rRNA-Banden zeigten, die weitaus starker erschienen als

moglicherweise vorhandene degradierte RNA, wodurch diffuse Spuren sichtbar wurden.
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Hochreine RNA hat ein OD2g nm/ODa2go nm-Verhéltnis von groRer als 2. Die grofie Mehrheit
der eingesetzten Proben erreichte diese Reinheitsstufe, jedoch wurden z. T. auch Proben mit
einem Quotienten von lediglich Gber 1,8 eingesetzt. Bei Messungen mit dem Biophotometer
(Eppendorf) wurde darauf geachtet, dass eingesetzte Verdiinnungen eine optische Dichte von
0,1 bis 1 aufwiesen, um im linearen Messbereich des Gerétes zu liegen. Proben, die mit dem
Nanodrop ND-1000 Spektralphotometer gemessen wurden, mussten nicht verdinnt werden.
Die Konzentrationen von Proben, die in anschlieBenden Versuchen miteinander verglichen
werden sollten, wurden immer mit demselben Photometer gemessen.

Die isolierte RNA wurde bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert. Langzeitlagerung erfolgte
bei -80 °C nach Zugabe von 2 Vol. Ethanol abs. Zur Fallung und anschliefenden Verwendung
dieser RNA wurde 1/35 Vol. 3 M Natriumacetat (pH 4,5; entspricht 1/10 Vol. der Ausgangs-
RNA-L6sung) hinzugegeben. Der weitere Ablauf entsprach dem Vorgehen einer Féallung (vgl.
2.1.7). Es wurden im Laufe der gesamten Arbeit zwar verschiedene Isolierungsmethoden
verwendet, jedoch wurden fir vergleichende (Genexpressions-) Analysen immer RNA-
Proben benutzt, die mit der gleichen Isolierungsmethode aufgearbeitet wurden.

Der Umgang mit RNA erforderte, dass alle Laborhilfsmittel sowie Reaktionsgefalie frei von
RNasen waren. Dies wurde zum einen gewahrleistet durch die Verwendung von Lésungen
und Puffern, die mit Diethyl-Pyrocarbonat- (DEPC-) behandeltem Wasser angesetzt wurden.
Zum anderen wurde RNase-freie Plastikware und Filterspitzen verwendet, sowie Glasware,
die bei 220 °C fir 2 h sterilisiert wurde.

2.1.7 Fallung von RNA

Die Féllung von RNA erfolgte durch Zugabe von 0,1 Vol. 3 M Natriumacetat (pH 4,5) und
2 Vol. gekihltem Ethanol abs. Nach Vortexen wurde die RNA bei 16.000 bis 21.000 g fur
mindestens 45 min bei 4 °C abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die RNA wurde
durch Zugabe von 75 %igem Ethanol und anschlieender Zentrifugation fur 10 min bei
Raumtemperatur gewaschen. Nach leichter Trocknung in einer Vakuum-Zentrifuge
(Eppendorf-Concentrator) bei Raumtemperatur wurde die RNA in hochreinem RNase-freiem

Wasser (Qiagen, Promega) gelost.

2.1.8 DNase-Behandlung von Gesamt-RNA

Da nicht alle Gesamt-RNA-Extraktionsmethoden einen DNase-Verdau vorsehen, wurde
dieser im Anschluss an die RNA-Isolierung in einem zusétzlichen Schritt durchgefthrt. Es
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wurde die RNase-freie DNase von Fermentas verwendet. Dazu wurde jeweils 1 pug Gesamt-
RNA in einem 10 pl-Volumen behandelt. Bei gréReren RNA-Mengen wurde der Ansatz
linear vergroRert. Die Inaktivierung der DNase erfolgte durch Zugabe von 25 nmol EDTA
und anschlielender Inkubation bei 65 °C. Die Konzentration und Reinheit der Proben wurde

erneut bestimmt (vgl. 2.1.6).

2.1.9 Herstellung von cDNA aus Gesamt-RNA

Als Ausgangsmaterial fur die cDNA-Synthese wurden 500 ng bis 1 pg DNase-behandelte
Gesamt-RNA verwendet, die in RNase-freiem Wasser geldst vorlag. Fur die reverse
Transkription mit SuperScript™ Il RNase H™ Reverse Transcriptase (Invitrogen) wurde ein
,Oligo (dT)is“ Primer (500 ng) verwendet. Bei der Durchfiihrung von vergleichenden
Genexpressions-Analysen wurden immer exakt gleiche Mengen an Gesamt-RNA revers
transkribiert (Uberprift durch optische Dichte-Messung bei 260 nm) und nach Mdglichkeit
alle Proben gleichzeitig angesetzt. Die cDNA-Synthese erfolgte entsprechend den Angaben
des Herstellers, ohne Zugabe von RNaseOUT.

2.1.10 Sequenzierung von Plasmidvektoren bzw. PCR-Produkten

Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der Kettenabbruch-Methode. Als DNA-Matrize
wurden entweder PCR-Produkte eingesetzt, die auf einem Agarosegel nur eine eindeutige
Bande zeigten oder Plasmidvektoren, wie z. B. pGEM®-T Easy (Promega). PCR-Produkte
wurden vor der Sequenzierungsreaktion mit Hilfe des E.Z.N.A. Cycle Pure Kit (PegLab)
aufgereinigt und Plasmid-DNA durch den E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit (PegLab) isoliert.
Um nachfolgende Sequenzierungsreaktionen durch EDTA nicht zu stéren, wurde bei beiden
Systemen die DNA mit 50 pul HPLC-Wasser von der Silica-Sdule heruntergel6st und nicht mit
TE-Puffer, wie in der Anleitung des Herstellers angegeben. Es wurden fir eine
Sequenzierungsreaktion 20-100 ng DNA eines PCR-Produktes oder 200-500 ng Plasmid-
DNA in 10 pl-Sequenzieransitzen verwendet. Die Sequenzierung von PCR-Produkten
erfolgte unter Zuhilfenahme eines der beiden PCR-Primer. Plasmid-Vektoren wurden mit
Standard-Primern sequenziert, z. B. mit SP6- und T7-Primern im Fall des Vektors pGEM®-T
Easy (Promega). Eingesetzt wurden 10 pmol des Primers, 2 pl 5 x Big Dye-Reaktionspuffer
und 1pl BigDye Premix Version 3.1 des ABI PRISM™ BigDye™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems).
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Folgendes Zwei-Stufen-Protokoll wurde durchgefiihrt: 15 s 94 °C Denaturierung, 4 min 55 °C
Primeranlagerung und Elongation in 33 Zyklen. Die Sequenzierungsprodukte wurden durch
Zugabe von 1yl 0,22 % SDS, sowie Erhitzen auf 96 °C fir 5 min und anschlieBendem
Inkubieren fur 10 min bei 25 °C denaturiert. Die Auftrennung der Sequenzierungsprodukte
erfolgte auf Kapillarsequenzierautomaten des Typs ABI PRISM™ 3730 (Applied Biosystems)

der Firma GENterprise Genomics.

2.1.11 Auswertung von Sequenzdaten

Die computergestlitzte Auswertung von Sequenzdaten erfolgte mit Hilfe der Chromas 1.45
Software (Technylesium) und der Lasergene Sequence Analysis Software 5.08 (DNASTAR).
Um Einzelsequenzen zu assemblieren, wurde die Lasergene Programmfunktion SegMan Il
verwendet. Mit den erhaltenen Sequenzdaten wurden (ber das Internet Blast-
Datenbanksuchen am National Center for Biotechnology Information (NCBI, Bethesda, USA;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) durchgefuhrt (Altschul et al. 1990). Dazu wurden abhéngig von
der Anwendung verschiedene Suchalgorithmen verwendet und unterschiedliche Datenbanken
durchsucht.

2.2 Bestimmung der Transkriptionsstart- und -endpunkte durch ,,Rapid
Amplification of cDNA Ends“ (RACE)

Zur Aufklarung der Sequenz der 5" und 3" Bereiche von cDNAs wurden 5"RACE (vgl. 2.2.1)
und 3'RACE (vgl. 2.2.2) Reaktionen mit dem 5'RACE System for Rapid Amplification of
cDNA Ends (Invitrogen) eingesetzt. Fir die Durchfihrung der 3’RACE wurde ein
zusatzlicher Primer verwendet, der im Kit nicht vorhanden war (3"'RACE-AP). Die fir die
RACE-Reaktionen verwendete Tag-Polymerase war die Accuprime Tag DNA-Polymerase
von Invitrogen. Fur schwierige Falle, in denen die Reaktion kein Ergebnis brachte, wurde der

GeneRacer Kit (Invitrogen) benutzt, der nur VVolllangentranskripte amplifizieren sollte.

2.2.1 Ermittlung des Transkriptionsstarts durch 5’"RACE

Der 5 untranslatierte Bereich (5'UTR) von Genen wurde mit Hilfe der 5’"RACE-Reaktion
bestimmt, ausgehend von 2,5 pug Gesamt-RNA und drei genspezifischen Primern, die aus der

vorhandenen kodierenden Sequenz ausgewahlt wurden. Der erste genspezifische Primer
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diente zur cDNA-Erststrang-Synthese. Es wurde das Standardprotokoll verwendet, welches
mit Hilfe der terminalen Desoxynukleotidyl-Transferase das Anhangen eines oligo(dC)-
Schwanzes an das 3"Ende der einzelstrangigen cDNA vorsieht (5'RACE System for Rapid
Amplification of cDNA Ends, Version 2.0, Invitrogen). Die erste PCR wurde mit einem
genspezifischen Primer durchgefuhrt, der nicht dem Primer fur die cDNA-Synthese entsprach,
in Kombination mit dem mitgelieferten Abridged Anchor Primer (AAP). Die anschlieRend
durchgefiihrte nested PCR erfolgte mit einem zusatzlichen, im ersten Amplikon weiter innen
liegenden, genspezifischen Primer sowie dem Abridged Universal Amplification
Primer (AUAP). Sind nach dieser nested PCR mehrere Banden entstanden, wurde die letzte
PCR mit erhohter Primerbindungstemperatur wiederholt bzw. dieses PCR-Produkt mit Hilfe
des pGEM®-T Easy (Promega) Plasmidvektors kloniert (vgl. 2.1.5) und die Klone sequenziert
(vgl. 2.1.10).

2.2.2 Ermittlung des Transkriptionsendes durch 3’'RACE

Die 3’'RACE Reaktion wurde mit 2,5 pg Gesamt-RNA entsprechend dem Protokoll 3"'RACE
System for Rapid Amplification of cDNA Ends (Invitrogen) durchgefihrt. Die
Erststrangsynthese erfolgte mit einem Primer, der einen zum Poly-A Ende komplementéren
dT-Anteil als auch eine spezifische Sequenz besall (Adapter Primer AP, Invitrogen). Lieferte
die anschlielende PCR mit einem genspezifischen Primer und einem Primer, der dem
spezifischen Teil des AP Primers entsprach (AUAP), nur eine definierte Bande, wurde dieses
PCR-Produkt aufgereinigt und ,,direkt” sequenziert (vgl. 2.1.10). Falls mehrere Produkte
entstanden, wurde eine nested PCR mit einem weiter im 3"Bereich der mRNA liegenden
Primer und dem Primer der ersten PCR durchgefuhrt. Entstanden mehrere Banden, die durch
Erh6hung der Primerbindungstemperaturen nicht verschwanden, so erfolgte eine Klonierung
dieses PCR-Ansatzes in das pGEM-T Easy (Promega) Vektorsystem (vgl. 2.1.5) mit

anschlieBender Sequenzierung (vgl. 2.1.10).

2.2.3 Ermittlung von Volllangentranskripten mit dem GeneRacer Kit

Der GeneRacer Kit wurde exakt nach den Angaben des Herstellers benutzt, ausgehend von
2,5 ug Gesamt-RNA. Es wurde zusatzlich das Superscript Il Modul (Invitrogen) in
Verbindung mit dem Generacer oligo (dT) Primer verwendet. Die verschiedenen PCRsS
wurden durchgefuhrt mit der Accuprime Tag-DNA-Polymerase und dem Puffersystem I
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(Invitrogen). PCR-Produkte wurden bei Vorhandensein einer einzigen Bande ,,direkt"

sequenziert, ansonsten in pGEM-T Easy (Promega) kloniert und sequenziert.

2.3 ,,Genome-Walking* zur Ermittlung von Genomsequenz-Bereichen

Um einen Teil der genomischen Promotersequenz zu erhalten, wurde Genome Walking bzw.
Ligation Mediated PCR nach Luft et al. (2001) durchgefihrt. Hierzu wurde genomische DNA
mit den Restriktionendonukleasen Bgl 11 (AYGATCT) und Bcl | (TYGATCA) nach Angaben
des Herstellers einzel- und doppelverdaut. An diese DNA-Fragmente (jeweils 600 ng) wurde
der Adapter AS1/AL1 (50 pmol) tber 5"GATC-lberhdngende Enden ligiert. Zur Herstellung
dieses Adapters wurden die beiden Oligonukleotide AS 1 und AL 1 zuvor in dquimolaren
Mengen in 66 mM Tris/ HCI, pH 7,4 vermischt, auf 90 °C flir 2 min erhitzt und G. N. in
einem Wasserbad langsam auf 4 °C abgekuhlt. Der Adapter wurde aliquotiert bei -20 °C
gelagert, und kurz vor Verwendung bei 4 °C aufgetaut. Zur Ligation des Adapters wurde eine
T4-DNA-Ligase (1 U/ul, Fermentas) in einem 15 pl-Ansatz verwendet. Danach wurde der
Ansatz mit HPLC-Wasser auf 15 ng/pl DNA verdinnt. Die PCR-Amplifikation erfolgte in
einem 25 pl Gesamtvolumen. In der ersten ,,PCR* wurde eine lineare Amplifikation der DNA
mit nur einem genspezifischen Primer (10 pmol) durchgefihrt, der aus der bereits bekannten
5"UTR Sequenz ausgewahlt wurde. Diese erfolgte nach einem Standard-PCR-Protokoll (vgl.
2.1.4). Fir die anschliefende zweite PCR wurden 2 pl des PCR-Produktes aus der linearen
Amplifikation benutzt. Dazu wurde ein weiterer genspezifischer Primer (10 pmol) und ein
Primer verwendet, der an den ligierten Adapter binden sollte (AP1, 10 pmol). Das Ergebnis
dieser PCR wurde auf einem Agarosegel getestet und bei VVorhandensein einer spezifischen
Bande nach Aufreinigung durch das E.Z.N.A. Cycle Pure Kits (PeqLab) sequenziert (vgl.
2.1.10).

2.4 Genomische Sequenzvergleiche und Berechnungen der Evolutionsraten

Es wurden BLASTN Datenbank-Suchen am NCBI (National Center for Biotechnology
Information) durchgefiihrt (Altschul et al. 1990), um orthologe Nukleotid-Sequenzbereiche
von eigens sequenzierter DNA und in der Datenbank vorhandenen Sequenzen zu
identifizieren. Mit Hilfe der Software RepeatMasker (http://www.repeatmasker.org/) wurde
nach repetitiven Sequenzen unter Verwendung der Einstellungen ,,hochste Empfindlichkeit*
sowie ,langsame Geschwindigkeit“ gesucht. Als Ausgangs-DNA wurde ,Nagetier”
eingestellt. Zur Erstellung von Prozent-ldentitats-Plots und zur Kenntlichmachung von

- 39 -



MATERIAL UND METHODEN

Sequenzkonservierung auf der genomischen Ebene wurden diese erhaltenen Daten in das
Programm MultiPipMaker eingegeben (http://pipmaker.bx.psu.edu/pipmaker/; Schwartz et al.
2000). Die Berechnung von Nukleotid-Substitutionsraten in kodierenden Bereichen wurde flr
synonyme und nicht-synonyme Stellen getrennt durchgefiihrt und fir multiple Treffer
korrigiert, wie von Nei und Gojobori (1986) beschrieben. Codon-alignierte Nukleotid-
Sequenzen orthologer Gene mehrerer Spezies wurden hierzu in der SNAP-Software
verwendet (http://www.hiv.lanl.gov), entsprechend der Vorgaben auf der Internetseite.
Weitere Berechnungen von Evolutionsraten wurden mit Hilfe des BioEdit Sequence
Alignment Editors 7.0.5.3 (Hall 1999) durchgefuhrt. Fir vergleichende Promotor-Analysen
wurden PipMaker BlastZ Sequenzvergleiche (http://pipmaker.bx.psu.edu/pipmaker/;
Schwartz et al. 2000) erstellt. Die Auswertung und grafische Darstellung erfolgte mit Hilfe
des Programmes GenePalette (Rebeiz und Posakony 2004). Transkriptionsfaktor-
Bindestellen, die in die hypoxievermittelte Genregulation einbezogen sind, wurden gemaf der
Regeln in Wystub et al. (2004) und der darin enthaltenen Referenzen gesucht. Verwendet
wurden die in Tabelle 4-1 enthaltenen Sequenzmotive. Um potenziell kodierende,
konservierte Intronsequenzen auf offene Leserahmen zu untersuchen, wurde der Open
Reading Frame Finder (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/projects/gorf/) verwendet. Die Genom-
Sequenzen wurden unter Verwendung von SMARTest (Rollini et al. 1999) auf potenzielle
Matrix-assoziierte Regionen untersucht.

Die Untersuchung der Gensequenzen auf das VVorkommen von ,,neuron restricted sequence
elements* erfolgte mit Hilfe des Programms MSCAN nach den Angaben auf der Homepage
(http://tfscan.cgb.ki.se/cgi-bin/MSCAN) und entsprechend der Vorgaben in Laufs et al.
(2004).

2.5 Quantitative realtime RT-PCR

Das Prinzip der qRT-PCR beruht auf der hochspezifischen Detektion von PCR-Produkten
wahrend ihrer Entstehung (in ,,real-time*). Die fur qRT-PCR geeigneten Thermocycler sind
mit einer optischen Auswerteeinheit gekoppelt, die es erlaubt, die PCR-Produkte uber
Fluoreszenz sehr genau zu quantifizieren. Der Vorteil dieser Methode gegentber der
Endpunktdetektion einer herkdbmmlichen PCR liegt darin, dass die Produkte in ihrer
exponentiellen Wachstumsphase quantifiziert werden. Je starker ein Gen in einer bestimmten
Probe exprimiert wird und je mehr Matrizenmolekile demzufolge in die PCR eingesetzt

werden, desto friher entsteht im Ansatz eine nachweisbare Menge an Produkt. Schon zwei bis
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drei Zyklen, nachdem die Fluoreszenz zum ersten Mal nachweisbar ist, wird ublicherweise
die Quantifizierung vorgenommen. Betrachtet man hingegen das PCR-Ergebnis erst nach 35
oder 40 Zyklen auf einem Agarosegel, wie es bei einer konventionellen PCR dblich ist, so
kann man keine exakten quantitativen Aussagen Uber die am Anfang eingesetzte

Matrizenmenge machen.

2.5.1 Verwendete Detektionsmethoden

Man unterscheidet bei der quantitativen PCR zwei grundlegend unterschiedliche Prinzipien,
nach denen das entstandene PCR-Produkt detektiert werden kann: Die TagMan®- und die
SYBR-Green® Methode. Beide Methoden wurden in der vorliegenden Arbeit von mir

verwendet.

2.5.1.1 TagMan®-Methode

Die TagMan-Methode beruht auf dem Prinzip des fluorogenen 5 -Nuklease Assays (Livak et
al. 1995; Abbildung 2-1). Hierzu bendtigt man zwei Standard PCR-Primer, die ein Produkt
von ca. 80-120 Bp erzeugen und zusétzlich eine zwischen diesen Primern liegende fluorogene
TagMan-Sonde, die spezifisch an das Amplifikat der zu untersuchenden DNA hybridisieren
kann. Dabei ist es egal, auf welchem Strang die Sonde liegt. Sie sollte eine L&nge von 15-
30 Nt haben. An ihrem 5°-Ende besitzt die Sonde einen Reporter-Fluoreszenzfarbstoff (z. B.
6-FAM oder VIC), am 3"-Ende einen Quencher-Farbstoff. Wird der Reporter-Farbstoff einer
intakten Sonde durch Licht zur Fluoreszenz angeregt, so erfolgt ein Fluoreszenz-Resonanz-
Energie-Transfer (FRET) hin zum Quencher, der sich in rdumlicher Nahe befindet. Dieser
Quencher ist entweder ebenfalls fluoreszierend (z. B. TAMRA) oder er gibt im Fall eines sog.
Dark- oder Black-Hole-Quenchers seine Energie als Warme ab. Dieses Quenching erfolgt
sowohl bei einzelstrangigen, ungebundenen sowie an die Zielsequenz angelagerten Sonden.
Nachdem sich in einer PCR die Primer und die Sonde an die Zielsequenz angelagert haben
und die Tag-Polymerase mit der Strangverlangerung beginnt, wird durch die 5°-3"-
Exonukleaseaktivitat der Polymerase die gerade angelagerte Sonde abgebaut. Das hat zur
Folge, dass Reporter und Quencher voneinander getrennt werden, es somit keinen FRET mehr
geben kann und der Reporter seine Energie als Licht emittiert. Wenn genigend
Sondenmolekiile abgebaut werden, misst der Thermocycler die entstehende Fluoreszenz. In
jedem Zyklus entsteht solange mehr Fluoreszenz, bis die Plateauphase erreicht ist. Ein Vorteil

dieser Methode ist die mogliche Verwendung verschieden markierter Sonden in einem PCR-
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Ansatz zur gleichzeitigen Detektion verschiedener Gene, wie z. B. eines Zielgens und eines
Referenzgens. Die Durchfihrung dieser Multiplex-PCR  erfordert umfangreiche
Optimierungsschritte, die v.a. bei diagnostischen Untersuchungen eine Vereinfachung
darstellen und sich deshalb auszahlen.

25.1.2 SYBR-Green-Methode

Fur die SYBR-Green Methode bendtigt man zum Nachweis entstehender Amplifikate keine
teure, genspezifische Sonde, sondern nur den unspezifisch an DNA-bindenden
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green (Abbildung 2-2). Ungebundenes SYBR Green fluoresziert
nicht. Je mehr doppelstrangige PCR-Produkte entstehen, umso mehr kann sich SYBR-Green
an diese Doppelstrange anlagern. Man benétigt fur diese Methode Primer, die optimalerweise
eine Produktgrofle von 150-200 Bp erzeugen. Ein Vorteil dieser Methode ist, dass man keine
teure TagMan-Sonde benétigt, sondern lediglich Primer, die ein hochspezifisches Produkt
generieren. Das ist jedoch gerade das grolRte Problem dieser Methode. Sollten bei der PCR
zusatzlich zum eigentlichen Amplifikat ein oder mehrere unspezifische Produkte entstehen, so
lagert sich das SYBR Green auch in diese Produkte ein und verféalscht das Ergebnis bzw.
macht es unbrauchbar. Das gleiche gilt fur eventuell entstehende Primer-Dimere, die zwar
einen geringen Schmelzpunkt haben, jedoch bei der ublichen Detektionstemperatur von 72 °C
zumeist noch nicht geschmolzen sind. Es muss daher eine Optimierung der Primersequenz
bzw. der Primerkonzentration erfolgen. Die Uberpriifung der PCR auf Spezifitat erfolgt durch
AnschlieBen einer Schmelzkurve an die gRT-PCR, die ebenfalls im Thermocycler
durchgefiihrt wird. Hierbei wird nach dem eigentlichen PCR-Lauf die Abnahme der
Fluoreszenz bei Erhéhung der Temperatur von 60 °C auf 95 °C bestimmt. Ein spezifisches
Produkt ergibt dabei einen einzigen schmalen Peak bei einer bestimmten Temperatur. Das
Vorhandensein verschiedener Produkte kann man an mehreren Peaks bei verschiedenen
Temperaturen erkennen. Ein Agarosegel zur Uberpriifung des erwarteten Produktes gibt
zusétzliche Sicherheit. Sollte es nicht mdglich sein, Primer-Dimere zu eliminieren, ist es mit
einem 4-Schritt-Cycling-Protokoll mdoglich, die Entstehung dieser Produkte zwar nicht zu
unterbinden, jedoch deren Detektion zu umgehen. Dazu fligt man einem aus 3 Schritten
bestehenden Standard-PCR-Protokoll einen zusétzlichen Detektionsschritt hinzu. Die
Temperatur in diesem Schritt muss so hoch liegen, dass Primer-Dimere komplett
geschmolzen vorliegen, das spezifische Produkt jedoch noch nicht. Die optimale
Detektionstemperatur liegt bei etwa 3 °C unter dem Peak der spezifischen Produkte. Hierzu

bleibt anzumerken, dass es ungeachtet dieses Tricks weiterhin zu versuchen gilt, die
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Entstehung von  Primer-Dimeren zu umgehen (z.B. durch Erhéhung der
Primerbindungstemperatur), da diese Produkte die Effizienz der spezifischen PCR negativ

beeinflussen kdnnen.

6-FAM
’ NFQ, (TAMRA
@ viC Q( )
Eorward @ TagMan® Abbildung 2-1: Pr|n2|p des fluorogenen
P . s . TagMan Assays nach Livak et al. 1995. (1)
: 5 onde 3
e P 5~ Anlagerung  von  Forward  und

Reverse Primer sowie der TagMan-Sonde,

5 3 die 15-30 Nt lang ist. Die Sonde besteht aus
m 5" einem Reporterfarbstoff (z. B. 6-FAM

Primer oder VIC) an ihrem 5-Ende und einem

Quencherfarbstoff (z. B. TAMRA) oder

ein Non-fluorescent Quencher NFQ am 3’-

Ende. Die intakte, gebundene oder

® ’ ungebundene Sonde absorbiert Uber den
P :

Reporterfarbstoff Licht und gibt diese
Energie durch seine rédumliche Né&he an
den Quencherfarbstoff weiter. Dieser
Energietransfer passiert mittels FRET

v

L
L4]

< 5-' (Fluorescence Resonance Energy
Transfer), wodurch die Energie in
langerwelliges Licht (TAMRA)

umgewandelt oder als Warme (NFQ)
abgegeben  wird. (2) Durch das
Entlanglaufen der Tag-Polymerase an dem
Strang, an dem auch die Sonde gebunden
ist, kommt es zur Anhebung der Sonde
und im Schritt (3) zum Zerschneiden der
Sonde durch die 5-3-
Exonukleaseaktivitat der Polymerase, bis
zum kompletten Abbau der Sonde (4).
Dadurch ist eine N&he zwischen Reporter-
und  Quencherfarbstoff nicht mehr
gegeben und es kommt zur Fluoreszenz
des Reporterfarbstoffs. Bei fortlaufender
PCR werden immer mehr
Sondenmolekiile abgebaut, wodurch ab
einer bestimmten Produktmenge bzw.
Menge an abgebauter Sonde die
Fluoreszenz durch den Realtime-PCR
Thermocycler detektiert werden kann. Je
mehr Kopien eines Gens also am Anfang
einer PCR vorliegen, desto friher im
Laufe der PCR wird das Gen in der
untersuchten Probe hochspezifisch
detektiert. Mdglicherweise entstandene
5 3+ Primer-Dimere  werden  bei  dieser
< 5" Methode nicht detektiert.
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Abbildung 2-2: Prinzip der Einlagerung des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR-Green in entstehende PCR-
Produkte. Zu Beginn einer Realtime-PCR liegen nur wenige doppelstrangige DNA-Molekdle vor, in deren
kleine Grube sich das SYBR Green einlagert. Diese Fluoreszenz reicht nicht aus, um von dem
Thermocycler detektiert zu werden. Ungebundenes SYBR Green fluoresziert nicht. Je mehr Produkte im
Laufe der PCR entstehen, umso mehr SYBR Green Fluoreszenz wird detektiert. Ein Nachteil dieser
Methode ist, dass auch mdglicherweise entstandene, unspezifisch amplifizierte Produkte oder Primer-
Dimere, die auf nicht optimales Primerdesign zuriickzufiihren sind, detektiert werden. Diese eventuellen
Nebenprodukte konnen mit Hilfe einer Schmelzkurvenanalyse identifiziert werden.

Neben diesen beiden in der vorliegenden Arbeit verwendeten Prinzipien bieten verschiedene
Hersteller weitere Fluoreszenzsysteme an, die jedoch in diesem Zusammenhang nicht erklart
werden (z. B. Molecular Beacon Probes, LNA Double-Dye Oligonucleotide Probes oder

Scorpions® Primers), da sie in der vorliegenden Arbeit nicht verwendet wurden.

2.5.2 Auswertung von qRT-PCR-Daten

Die wichtigste grafische Darstellung des Ergebnisses einer Realtime-PCR ist der
Amplifikationsplot (Abbildung 2-3). In dieser Darstellung legt man das Hintergrundrauschen
durch die Baseline, sowie die Stirke des Fluoreszenzsignals fest, bei dem alle Proben
gemessen werden (Threshold oder Schwellenwert). Der Ct-Wert einer Probe beschreibt den

Zyklus, bei dem der Schwellenwert durchschritten wird.
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Abbildung 2-3: Amplifikationsplot einer seriellen 10fach Verdinnungsreihe von Plasmiden
(Standardreihe von 10° bis 10* Kopien). Aufgetragen ist die Zyklennummer gegen das mit ROX
normalisierte (s.u. Durchfihrung der gRT-PCR.-2) Fluoreszenzsignal. Die Baseline legt das
Hintergrundrauschen des Fluoreszenzsignals fest, der Threshold (Schwellenwert) die Starke des
(normalisierten) Fluoreszenzsignals, bei dem gemessen wird. Der Ct-Wert (Cycle of threshold) einer
Probe ist definiert als der Zyklus, in dem der Schwellenwert durchschritten wird.

Die Effizienz der PCR ist ein Mal} fiir die Gite des verwendeten Assays, sprich der Primer-
Sonden-Kombination (TagMan-Assay) oder der Primer-Kombination (SYBR-Green Assay).
Von 100 %iger Effizienz spricht man, wenn es pro PCR-Zyklus eine Verdopplung des
entstehenden Produktes gibt. Diese Effizienz berechnet man anhand der so genannten
Standardgeraden. Zum Erstellen dieser Geraden bendtigt man Standardproben, deren
Kopienzahl man genau kennt. Es handelt sich dabei zumeist um Plasmide, deren Lénge und
Konzentration bekannt ist, woriber man die Kopienzahl sehr genau bestimmen kann. Von
diesem Plasmid werden serielle 10-fach Verdinnungen in der gRT-PCR eingesetzt. Anhand
der erstellten Standardgeraden (Abbildung 2-4) lassen sich direkt die in den untersuchten
Proben vorhandenen Kopienzahlen errechnen. Anhand des Ct-Wertes der einzelnen PCR-
Reaktionen berechnet das Programm die absoluten Kopienzahlen einer jeden Probe. Die
erhaltene PCR-Effizienz E berechnet sich aus der folgenden Formel, wobei m die Steigung

(engl. slope) der Standardgeraden ist:

-1
E- 10(5] 1
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Abbildung 2-4: Die Standardgerade wird dazu benétigt, Kopienzahlen der untersuchten Proben zu
bestimmen. Sie wird erstellt z. B. aus seriellen zehnfach Verdinnungen von Plasmiden bekannter
Konzentration, die die zu amplifizierende Sequenz enthalten. Aufgetragen ist der Logarithmus zur Basis
10 der Anfangs-Kopienzahl gegen den Ct-Wert der einzelnen Standardproben. Die Standardgerade ist die
Regressionsgerade durch die einzelnen Punkte. Eigentlich handelt es sich bei der Standardgeraden um
eine Kurve, wie auch schon der englische Name vermuten lasst. Da wir jedoch nicht die Kopienzahlen,
sondern den Logarithmus der Kopienzahlen im Diagramm auftragen, erhalten wir keine Kurve, sondern
eine Gerade. Slope beschreibt die Steigung dieser Geraden. Sie kann verwendet werden zur Berechnung
der Assay-Effizienz. Der Wert Intercept gibt den Ct-Wert an, bei dem theoretisch eine einzige Kopie pro
PCR-Ansatz detektiert werden wiirde. R? ist das Quadrat des Korrelationskoeffizienten und gilt hier als
Mal? fur die Pipettiergenauigkeit der Standardverdinnungen.

Geht es nicht um eine absolute Quantifizierung der Proben, sondern um relative
Quantifizierung, so bedient man sich hdufig der cDNA-Verdinnung. Dazu werden cDNAS
seriell 5-fach verdinnt. Da man Kopienzahlen in cDNAs nicht kennt, werden fiktive Zahlen
entsprechend der 5-fachen Verdinnung angegeben. Bei dieser Art der relativen
Quantifizierung kann man also keine Aussagen Uber die tatsdchlichen Kopienzahlen in der
Probe machen, sondern lediglich tber Expressionsunterschiede in verschiedenen Proben. Zum
Vergleich der Expressionsstarke zweier Gene in einem Gewebe geniigt eine solche
Standardgerade also nicht, man benétigt Standardgeraden mit genauen Angaben zu den

Kopienzahlen.
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Mdochte man zwei Gewebeproben auf ihre Expression hin miteinander vergleichen, so
benoétigt man Methoden zur Normalisierung. Das heifst, man muss dafiir Sorge tragen, dass
die Proben vergleichbar sind. Dieses Angleichen der Proben beginnt schon damit, dass man
versucht, beim Vergleich von Gehirnbereichen korrespondierende Regionen aus zwei
Individuen zu dissektieren. Die RNA-Praparation aller zu vergleichender Proben sollte unter
exakt gleichen Bedingungen ablaufen. Da es bei der RNA-Extraktion unweigerlich zu
unterschiedlichen Konzentrationen kommt, missen im nachsten Schritt die RNA-Mengen
angeglichen werden. Dies geschieht tber optische Dichte-Messungen. Dabei werden bei
260 nm zu einem Groliteil (>95 %) ribosomale RNAs gemessen. Werden fir den folgenden
Schritt der DNase-Behandlung also gleiche Mengen Gesamt-RNA eingesetzt, so ergibt sich
ein weiterer Normalisierungsschritt. Nach dieser DNase-Behandlung werden gleiche Mengen
an Gesamt-RNA fur die reverse Transkription eingesetzt. Dieser Schritt ist im gesamten
Ablauf der kritischste, da die Effizienz der reversen Transkriptase stark variieren kann. Ein
weiteres Problem besteht darin, dass es auf Ebene der cDNA, die fur gRT-PCR-Versuche
eingesetzt wird, keine akzeptierte Vorgehensweise der Normalisierung gibt. Ein Versuch, eine
Methode zur cDNA-Quantifizierung zu etablieren, wurde in der vorliegenden Arbeit
unternommen (vgl. 2.6). Die bekannteste Methode der Normalisierung auf Ebene der
Transkription ist die Verwendung von Referenzgenen, also solchen Genen, die in allen
untersuchten Geweben gleich stark exprimiert werden. Man beachte die Abgrenzung zum
Begriff des Haushaltsgens, der lediglich Auskunft dartuber gibt, dass das Gen in
unterschiedlichen Proben vorhanden ist. Es gibt eine sehr groRe Anzahl an Publikationen, die
ihre Realtime-PCR-Daten auf ein beliebiges Haushaltsgen beziehen, allen voran
Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH), ohne die stabile Expression dieses
potenziellen Referenzgens vorher getestet zu haben. GAPDH hat verschiedenste Funktionen,
z. B. bei Membrantransport und —fusion, Aufbau von Mikotubuli und nukledrem RNA-
Export. Weiterhin dient GAPDH als Protein-Phophotransferase, hat Kinaseaktivitét,
kontrolliert die Transkription und spielt eine Rolle bei der DNA-Replikation sowie der DNA-
Reparatur (Review-Artikel von Sirover 1999).

2.5.2.1 Berechnung der differenziellen  Genexpression  mittels  verschiedener

Auswertemethoden ohne und mit Verwendung von Referenzgenen.

a. Berechnung ohne Verwendung von Referenzgenen. Diese hier vorgestellte

Auswertemethode ist in ihrer Berechnung die einfachste und kostengunstigste. Mit
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dem Messen der RNA-Konzentration vor der reversen Transkription und dem
Angleichen der Mengen an eine definierte Menge an Gesamt-RNA fihrt man
annédhernd eine Normalisierung auf den rRNA-Gehalt der Proben durch. Da die mit
Hilfe kommerzieller Kits erhaltene RNA zu tber 95 % aus rRNA besteht (u.a. durch
Wegfall kleiner RNA-Molekiile, wie tRNAs oder 5,8 S rRNAS), wird durch optische
Dichte-Messungen bei 260 nm v.a. rRNA detektiert. Neben der Einfachheit der
Methode hat sie einen weiteren groRen Vorteil: Ungenauigkeiten, die z. T. durch
erheblich regulierte Referenzgene entstehen kdnnen, werden hiermit ausgeschlossen.
Unumganglich ist diese Methode, wenn man keine Referenzgene findet (Bustin 2002.
Dies ist z. B. fiir einen Vergleich der Genexpression zwischen verschiedenen Spezies
der Fall. Skeptiker dieser Methode beméngeln jedoch, dass Unterschiede in der
Effizienz der reversen Transkription zu falschen Ergebnissen fuhren kdnnen. Die
Effizienz sowohl der reversen Transkription als auch der anschlieBenden PCR kann
dadurch beeintrachtigt werden, dass z. B. unterschiedliche Mengen an Inhibitoren
vorliegen konnten, wie bei einigen Extraktionsmethoden moéglicherweise Phenolreste.
Bereitet man alle Proben parallel auf, so kann man die Unterschiede gering halten,
was fur dieses VVorgehen spricht. Zur Berechnung der Expressionsunterschiede zweier
Proben wird die Kopienzahl des zu testenden Gewebes durch die Kopienzahl des

Kalibrators, also dem Vergleichs- oder Normalgewebe, dividiert.

. Standardkurvenmethode. Die Standardkurvenmethode beruht auf der Berechnung
von  Expressionsunterschieden (relative  Quantifizierung) mittels  absoluter
Kopienzahlen eines Gens und eines Referenzgens in einer untersuchten Probe. Diese
Methode setzt voraus, dass sowohl fir das Ziel- als auch fur das Referenzgen
Standardgeraden erstellt werden. Wenngleich es immer das Ziel sein sollte, PCR-
Effizienzen nahe 100 % zu erreichen, ermdglicht diese Methode auch das Einbeziehen
von Genen, die mit einer weniger optimalen Effizienz amplifiziert werden. Die
Berechnung bestent aus zwei grundlegenden Schritten: Zun&chst erfolgt die
Normalisierung des Zielgens auf das Referenzgen durch Bildung des Quotienten der
absoluten Kopienzahlen von Zielgen und Referenzgen fir beide Gewebe.
AnschlieBend wird das zu testende Gewebe auf den Kalibrator, also auf das Bezugs-
oder auch Normalgewebe, bezogen. Um den Faktor zu erhalten, um den das Zielgen
im Testgewebe starker exprimiert wird als im Kalibrator, bildet man den Quotienten

aus den beiden im ersten Schritt erhaltenen Quotienten von Testgewebe und
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Kalibrator. Zur relativen Genexpressionsanalyse wird die Expression des Kalibrators
in den meisten Féllen gleich 100 % gesetzt. Ist ein Gen im Testgewebe etwa um den
Faktor 2,5 hoher exprimiert, so ergibt sich daflir eine Expression von 250 %,

verglichen mit dem Kalibrator.

AACt-Methode. Die AACt-Methode rechnet im Gegensatz zur
Standardkurvenmethode nicht mit absoluten Kopienzahlen, sondern mit Ct-Werten
(Livak und Schmittgen 2001). Man kann mit dieser Methode also keine absolute
Quantifizierung durchfuhren, sondern lediglich relative Aussagen treffen, was meist
das Ziel von Genexpressionsuntersuchungen ist. Ein Problem dieser Methode ist, dass
die Effizienzen von Ziel- und Referenzgen sich gleichen mussen (Unterschied in
Steigung < 0,1). Die Berechnung der differentiellen Genexpression erfolgt in drei
Schritten: Zuerst wird die Differenz aus Zielgen und Referenzgen sowohl fir das
Testgewebe als auch fir den Kalibrator gebildet (ACt). Im ndchsten Schritt wird die
Differenz aus ACt des Testgewebes minus dem ACt des Kalibrators berechnet. Das
ergibt den AACt-Wert. AnschlieRend wird die Expression im Testgewebe Expr mit der

nachstehenden Formel (E=Effizienz, s.0.) berechnet:

Exp, = (1+E)™

Auswertung der Genexpression mit Hilfe der Software gBase (Ver 1.3.4). Dieses
Programm basiert auf der oben beschriebenen AACt-Methode. Unter den vorgestellten
Methoden erlaubt dieses Programm, mehrere Referenzgene in die Expression des
Zielgens einzubeziehen (Vandesompele et al. 2002). Dadurch sollen Fehler
ausgeschlossen werden, die entstehen kdénnen, wenn ein einzelnes potenzielles
Referenzgen doch reguliert ist. Bei der Auswahl mehrerer Referenzgene muss man
jedoch beachten, dass diese nicht aus dem gleichen Stoffwechselweg stammen und

somit unter den untersuchten Bedingungen gleichartig exprimiert werden.

Durchfihrung der gRT-PCR.

Es wurde fur ein Vergleichsexperiment immer die gleiche RNA-Isolierungsmethode
gewahlt (vgl. 2.1.6). Fur die reverse Transkription wurde immer exakt 1 pg DNase-

verdaute Gesamt-RNA eingesetzt (vgl. 2.1.9). Die Konzentration der RNA wurde mit
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dem Nanodrop ND-1000 Spektrophotometer (PegLab) gemessen. Zur
Qualitatskontrolle der Spektrometrie wurde folgendes Messschema eingefihrt: Die
Proben, die drei Mal unabhéngig voneinander pipettiert wurden, wurden jeweils finf
Mal hintereinander gemessen. Dabei durfte die Standardabweichung aller Messwerte
5% nicht Ubersteigen. Flr Proben, deren Gesamt-RNA-Menge weniger als 1 g
betrug, wurden jeweils 500 ng RNA fiur die cDNA-Synthese verwendet. Fir alle zu
vergleichenden Proben wurden in diesem Fall die exakt gleiche Menge RNA
eingesetzt. Alle Proben eines Vergleichsexperimentes wurden parallel angesetzt und
revers transkribiert.

Es wurde von allen Proben entweder 2 pl der unverdinnten oder 2 pl der 1:1
verdunnten cDNA in die Realtime-PCR eingesetzt, abhangig von der Starke des
exprimierten Gens und abhangig von der verfiigbaren cDNA-Menge. Alle Proben
wurden auf einer Platte entweder in Duplikaten oder Triplikaten angesetzt. Fir die
einzelnen untersuchten Gene wurden ,,Uber“-Mastermixe entsprechend der Angaben
der Hersteller erstellt (Abbildung 2-5). Fir TagMan Assays wurde der Quantitect
Probe PCR Kit (Qiagen) verwendet, fir SYBR Green Assays der Power SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems) bzw. ABsolute QPCR SYBR Green ROX
(500nM) Mix (ABgene). Bei allen hier aufgezahlten Formaten handelt es sich um
2fach konzentrierte, vorgefertigte Mixe, die neben einer Hot-Start Tag DNA-
Polymerase den PCR-Puffer, sowie dNTPs und ROX enthalten. Dieser interne
Kontrollfarbstoff ROX dient dazu, Pipettierungenauigkeiten zwischen den oben
erwahnten Duplikaten und Triplikaten zu Kkorrigieren. Auf diesen passiven
Fluoreszenzfarbstoff, der nicht an der eigentlichen Detektion des Reporter- oder
SYBR Green-Signals teilnimmt, wird die Reporterfluoreszenz durch die Realtime-
PCR-Software normalisiert. Diese 2fach vorgefertigten Mixe wurden fur jedes zu
untersuchende Gen in einem ,,iibergeordneten* Mastermix mit Primern (entsprechend
einer Endkonzentration im PCR-Ansatz: 50-200 nM) und HPLC-Wasser vermischt.
Im Fall der Durchfiihrung von TagMan Assays wurde auch die genspezifische Sonde
hinzugegeben. Diese ,,Ubermastermixe® wurden verteilt auf ,,Untermastermixe®, die
den einzelnen Genen oder Plasmidstandards entsprachen. Zu diesen Reaktionsgeféalien
wurden dann die verschiedenen cDNAs hinzugefugt. ,,Untermastermixe” wurden auf
eine 96-Well-Platte verteilt. Die Ansatzgrofie pro Well variierte dabei von 20 — 30 pl,
in der Regel wurden 25 pl-Reaktionen verwendet. Die 96-Well-Platte wurde mit einer
durchsichtigen Folie Optical Heat Seal Covers (Applied Biosystems) verschlossen.
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Die Realtime-PCR wurde mit einem Gerat des Typs ABI Prism 7000 SDS (Applied

Biosystems) und der entsprechenden Auswertesoftware durchgefihrt.

Ubergeordneter
MasterMix enthait:
ABsolute QPCR SYBR
Green ROX Mix sowie
Primer fiir ein Gen

Untergeordnete MasterMixe
enthalten cDNA sowie
tibergeordneten MasterMix

Die untergeordneten
Mastermixe werden

auf eine 96-well-Platte
verteilt. Diese wird mit
einer durchsichtigen Folie
verschlossen. Die qPCR
erfolgt im Realtime-PCR-

1234567 89101112 Thermocycler.

TOTMmMOO®>

Abbildung 2-5: Pipettierschema zur Durchfilhrung der Realtime-RT-PCR im ,,96-well-Format*. Zuerst
wurden ,,ubergeordnete MasterMixe* erstellt, die, abgesehen von der Matrizen-DNA, die fiir eine PCR
benodtigten Reagenzien enthielten. Diese ,,Ubergeordneten MasterMixe* wurden auf Reaktionsgefale
verteilt, die cDNA oder Plasmide zum Erstellen der Eichgeraden enthielten. Da alle gPCR-Reaktionen im
Duplett- oder Triplett-Ansatz durchgefihrt wurden, wurden diese ,,untergeordneten MasterMixe* auf
mehrere ReaktionsgeféRe in der 96-well-Platte pipettiert.

C.

Es wurden auf jeder 96-well-Platte fur jedes Gen Standardproben mitlaufen gelassen.
Dazu wurden Plasmide (pGEM T easy, Promega) verwendet, die das jeweilige
Realtime-PCR-Amplifikat enthielten. Serielle 10 fach Verdinnungen der Plasmide mit
Kopienzahlen zwischen 10° bis 10%® wurden eingesetzt. Die jeweilige Konzentration
wurde in die Realtime-PCR-Software eingetragen, die im Anschluss an einen Lauf
anhand der eingegebenen Werte die Standardgerade und somit die Kopienzahlen der
einzelnen Proben berechnete.

Beim Messen von Referenzgenen und Zielgenen einer Probe wurde dieselbe cDNA
verwendet, um Unterschiede beim Pipettieren und unterschiedliche Effizienzen bei der
reversen Transkription herauszufinden bzw. um das Referenzgen in die Expression
des Zielgens mit einzuberechnen.

Um eine genauere Quantifizierung zu gewahrleisten, wurden teilweise mehrere
Referenzgene verwendet. Die Auswertung erfolgte bei VVerwendung eines einzelnen
Referenzgens mittels der Standardkurvenmethode (s.0. Exkurs: Realtime-PCR), unter
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Einbeziehung  mehrerer ~ Referenzgene  mit  dem  Programm  gBase
(http://medgen.ugent.be/gbase; Vandesompele et al. 2002), welches auf Berechnung
mittels Ct-Werten (AACt-Methode, s.0. Exkurs: Realtime-PCR) und nicht mittels
absoluten Kopienzahlen beruht. Es wurde fiir jeden Versuch ein Kalibrator
ausgewadhlt, also ein Gewebe, auf das die Expression der anderen Gewebe bezogen

wurde.

2.6 Pico-Green Fluorometermessung

Zur relativen Quantifizierung von cDNA wurde der Farbstoff Pico Green (Invitrogen)
verwendet. Es handelt sich dabei um einen Farbstoff, der selektiv an doppelstrdngige DNA-
und DNA-RNA-Hybride bindet, also cDNA. An doppelstrangige RNA-Molekdile sollte Pico
Green laut Angaben des Herstellers nicht binden.

Die Pico Green Messungen wurden mit dem TBS-380 Fluorometer (Turner Biosystems) in
Verbindung mit dem Minicell Adaptor durchgefihrt. Es wurden Verdiinnungen zum Eichen
des Geréates sowie die zu testenden Proben angesetzt. Die Eichlésungen bestanden aus einer
Leerkontrolle (TE-Puffer) sowie einem Plasmid der Konzentration 400 ng/ml. Die cDNA-
Proben wurden 1:100 in TE-Puffer verdunnt. Sowohl die Eichproben als auch die zu
messenden cDNAs wurden in einmindtigem Abstand 1:1 mit der Pico Green Arbeitsldsung
versetzt. Nach 15mindtiger Inkubation wurde zuerst das Gerét geeicht, gefolgt von der
Messung der cDNAs, ebenfalls in einminitigem Abstand. Die Messung einer cDNA-
Verdunnung wurde jeweils nur einmal durchgefuhrt, da es durch die Messung zur
Abschwéachung des Signals (Photobleaching) kam. Die erhaltenen Pico Green
Fluoreszenzwerte wurden folgendermaRen in die Berechnung der Expressionsunterschiede
zwischen Testgewebe und Kalibrator einbezogen: Nachdem der Quotient zwischen
Testgewebe und Kalibrator entsprechend 2.5.2.1-Auswertemethode a (ohne Referenzgen)
gebildet wurde, teilte man diesen erhaltenen Wert durch den Quotienten aus den Pico Green
Werten von Testgewebe und Kalibrator. Damit erhielt man die auf cDNA normalisierte

Expression.

2.7 Western Blot

Die Aufarbeitung der Proteinproben fiir Western-Blot-Experimente erfolgte durch

Homogenisieren gesamter Gehirnhélften in Protein-Lysepuffer mit einem sterilen Teflon-

- 52 -



MATERIAL UND METHODEN

Glaspotter. Ein Zerkleinern der Proben im Ultraschallbad erfolgte aufgrund vorher
durchgefiihrter Vergleichsexperimente nicht. Die Bestimmung der Proteinkonzentration
erfolgte mit Hilfe des BCA Assays (Sigma-Aldrich). Es wurden zum Nachweis der Ngb-
Expression exakt 135 pg, fir Cygb 100 pg Protein fiir ein denaturierendes Polyacrylamidgel
eingesetzt. Die zuvor exakt bestimmten Proteinmengen wurden mit 1/5 Vol. Protein-
Probenpuffer (5x) versetzt. Die Proben wurden fir 5min bei 95°C denaturiert und
anschlieBend auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen (Tabelle 2-1). Neben den eigentlichen
Proben und dem Molekulargewichtstandard wurde auch das jeweilige rekombinante Protein
aus Maus oder Mensch (200-500 ng) auf das Proteingel mit aufgetragen, um einen
GroRenvergleich zwischen Gewebeprobe und rekombinantem Protein zu erhalten. Die
Elektrophorese erfolgte in einem Mini-Protean-3 Gelsystem (Biorad) bei 10-15 mA. Es wurde
ein 14 %iges Trenngel in Verbindung mit einem 4 %igen Sammelgel verwendet (Tabelle
2-1). Der SDS-Laufpuffer ist beschrieben unter 2.10. Fir Gele, die fir den Western-Blot
eingesetzt wurden, ist ein vorgefarbter Marker (PageRuler™ Prestained Protein Ladder;
Fermentas) verwendet worden (Abbildung 2-6). Parallel zu diesem Gel, das fur einen
Western Blot verwendet werden sollte, wurde in der Regel zeitgleich in derselben
Elektrophoresekammer ein zweites Gel mit exakt der gleichen Beladung elektrophoretisiert.
Dieses Gel wurde nach der Elektrophorese fur mind. 1 h in Coomassie-Farbelésung gelegt
und anschliefend in Coomassie-Entfarbeldsung, solange bis der Hintergrund farblos war. Die
Gele wurden in 7,5 %iger Essigsdure aufbewahrt. Dieses Gel diente als Kontrolle fur eine

funktionierende Proteinauftrennung bei Polyacrylamid-Gelelektrophorese.

Tabelle 2-1: Rezept zum GieRlen eines 14 %igen Polyacrylamid-Trenngeles

Trenngel (14 %) Sammelgel (4 %)
30 % Acrylamid/Bis-Acrylamid 9,33 ml 650 pl
Trenngelpuffer 5mil
Sammelgelpuffer 1,25 ml
VE-H,0 5,67 ml 3,1ml
TEMED 6,67 pl 5l
Ammoniumpersulfat (10 %) 133,3 pl 150 pl
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~kla
— 160 — == -
e 10— —
a0 —  —
70— e
W o5 — e
—_ 45— e
T — 35— ee—
T — 25 — .
= — 15 — === Abbildung 2-6: Foto des verwendeten vorgefarbten Markers von Fermentas
(PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Lot-Nr. 0101). Auf der linken Seite
10T W wurde der Marker auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen. Die rechte Seite zeigt
oy i den Marker auf einem Western Blot. Die Zahlen in der Mitte zeigen die
420 S05-PAAG Molekulargewichte der einzelnen Banden in kDa.

Das fiir den Western Blot verwendete Polyacrylamidgel wurde nach Anweisungen des
Herstellers in einer ,Nass-Blot“-Apparatur (Mini-Trans-Blot, Biorad) auf eine
Nitrocellulosemembran (Protran BA83, 0,2 um Porenweite, Whatman) transferiert. Dies
erfolgte in Protein-Transferpuffer bei 80 V fiir 1,5 h. Nach dem Transfer der Proteinproben
auf die Membran wurde diese in fettfreier Trockenmilch (5% Non-Fat Dry Milk in PBS-T,
GE Healthcare) fur 1 h geblockt und anschlielend mit dem ersten Antikorper, verdunnt in
5 % Non-Fat Dry Milk in PBS-T, 0. N. bei Raumtemperatur inkubiert (Volumen 10 ml). Die
Membran wurde drei Mal fir 5 min bei Raumtemperatur mit 25 ml PBS-T gewaschen. Zur
Signaldetektion wurde das ECL Plus Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare)
verwendet. Ein Auflegen des Films (Kodak BioMax Light Film, Sigma-Aldrich) erfolgte fur
30 s bis 10 min. Der Film wurde mit Hilfe der Software AIDA (Ver. 3.50, Raytest
Isotopenmessgeréte) quantifiziert. Dazu wurden gleich grofle Rechtecke auf dem Film
festgelegt und jeweils ein lokaler Hintergrund um die Bande herum definiert, der von der
eigentlichen Signalstérke abgezogen wurde.

Um ein gleiches Beladen der einzelnen Spuren nochmals optisch zu kontrollieren, wurden
Farbungen der Membran mit 5 %iger Ponceau S Losung in Essigsédure durchgefiihrt. Nach
zweiminutiger Farbung wurde die Membran fiir 10 min gewassert, wodurch eine rote Farbung

der Proteinbanden erkennbar wurde.

2.8 Immunhistochemie

Die Antikorperfarbung von Gewebeschnitten wurde mit Tieren durchgefiihrt, die durch eine

Atherdampf-Umgebung getdtet worden sind. AnschlieBend wurde der Brustkorb ge6ffnet und
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das Herz frei préapariert. Das Perfusionsfixativ Paraformaldehyd-Lysin-Perjodat (PLP) wurde
nach Offnung des Herzens mit Hilfe einer Schlauchpumpe tber den linken Herzventrikel in
die Aorta ascendens gepumpt, um somit Uber die Kapillaren alle Gewebe vollstandig zu
fixieren. Nach zehnminttiger Fixierung wurden die Gewebe entnommen und in 10 mM PBS
bei 4 °C bis zum Schneiden gelagert. Ein bis zwei Tage vor dem Schneiden wurden die
Gewebe solange der Reihe nach in 10, 20 und 30 %ige Saccharoseldsung (in VE-Wasser)
eingelegt, bis die Gewebe zu Boden gesunken waren. Je nach Gewebeart und —gréRe dauerte
dieser Vorgang 2-12 h. Stark fetthaltige Gewebe wurden weiterverwendet, auch wenn nach
12 h noch kein Absinken erfolgte. Die Gewebe wurden mit einem Gefriermikrotom 40 pm
dick geschnitten. Gehirnschnitte wurden in 30 %ige Saccharoseldsung eingelegt und darin zur
-20 °C aufbewahrt. Vor die

Immunhistochemie wurden die Schnitte fur 10 min in 10 mM PBS gelegt und ein Mal

Langzeitlagerung bei der weiteren Verwendung fur
gewaschen. Die Detektion der Proteinexpression erfolgte im Gehirn mit frei schwimmenden
Schnitten. Alle anderen Gewebe wurden nach dem Schneiden direkt auf silanisierte
Objekttrager aufgebracht und darauf mit Antikérpern inkubiert. Die Durchfuhrung der
Antikorperfarbungen erfolgte auf zwei verschiedene Arten (vgl. 2.8.1 und 2.8.2), wobei die in
Tabelle 2-2 dargestellten, aus Kaninchen oder Maus stammenden Erstantikérper verwendet
wurden. Die Kaninchenseren wurden zur Affinitatsreinigung der Antikorper tber SulfoLink-

Saulen (GE Healthcare) aufgereinigt.

Tabelle 2-2: Fir Immunhistochemie eingesetzte Erstantikdrper

Antikorper Zur Immunisierung Firma Eingesetzte Name (intern)
eingesetztes Epitop Verdinnung

rabbit-a-Ngb NH;"-CLSSPEFLDHIRKVML- Eurogentec | 1:50 a-Ngb-TB1

(polyklonal) COoO

rabbit-a-Cygb NH;"-EKVPGEMEIERRERS-COO™ | Eurogentec | 1:50 HsCygb1-N

(polyklonal) NH;"-MEDPLEMERSPQLRK-COO HsCygh2-M
NH;"-VVENLHDPDKVSSVL-COO HsCygb3-V

rabbit-a-NPY Peptid Amersham | 1:1000 NPY

(Neuropeptid Y)

(polyclonal)

mouse-a.- Ratte Cytochrom c Dianova 1:100 Cytochrom ¢

Cytochrom ¢ MA1- Klon 6H2.B4

(monoklonal) 21875

rabbit-a-nNOS C-Terminus-Peptid aus Sequenz der | Progen- 1:100 nNOS

(polyklonal) Ratte Biotechnik

rabbit-a-von- humanes natives Protein aus Plasma | Abcam 1:200 Von-Willebrand-

Willebrand-Faktor Faktor

(polyklonal)
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2.8.1 Peroxidasenachweis der Proteinexpression in Geweben

Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte mit Hilfe des NovaDetect Detection System Kits,
Anti-rabbit, HRP/AEC (Dianova). Die Detektionsmethode beruht auf der Verwendung eines
spezifischen Erstantikorpers aus Kaninchen sowie eines biotinylierten Ziege-anti-Kaninchen
Antikorpers. Bei der Verwendung eines Erstantikdrpers aus der Maus kam ein biotinylierter
Ziege-anti-Maus  Antikorper  (Jackson Immuno Research) zum Einsatz. Die
Detektionsreaktion erfolgte mit Peroxidase-markiertem Streptavidin, AEC Substrat und AEC
Chromogen. Die Erstantikorperinkubation wurde bei 4 °C G. N. in 10 mM PBS durchgefiihrt,
welches auch zum Waschen der Schnitte verwendet wurde. Teilweise sind die Schnitte mit
DAPI (10 min, 1:100 in 10 mM PBS; Roche Diagnostics) gegengefarbt worden, und alle

Schnitte mit para-Phenylendiamin-haltigem Einbettmedium verschlossen.

2.8.2 Immunfluoreszenznachweis der Proteinexpression in Geweben

Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte zum Teil mit Fluoreszenzantikérpern. Die
Methode beruht auf der Detektion eines Fluoreszenzsignals, welches durch einen mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Cy3 gekoppelten Zweitantikérper hervorgebracht wird.

Das Protokoll der Farbung der Schnitte sieht die Inkubation mit dem Erstantikdrper (in 0,1 %
Triton X-100 und 1 % normalem Schweineserum (NSS) in 10 mM PBS) bei 4 °C 0. N. vor.
Nach dreimaligem Waschen fiir 5 min mit 25 ml 10 mM PBS bei RT erfolgte die Inkubation
ebenfalls bei RT mit dem Zweitantikorper (1:100 verdinnte Cy3-konjugierte F(ab”),-Esel-
anti-Kaninchen-lgG (H+L) Fragmente (Dianova) in 1% NSS) fur 90 min. Nach dem
einmaligen Waschen der Schnitte fur 5 min in 10 mM PBS wurden sie auf dem Objekttrager
mit para-Phenylendiamin-haltigem Einbettmedium verschlossen, um die Fluoreszenz zu
erhalten. Um zu testen, ob der Antikorper im Gewebe spezifisch das gewunschte Protein
erkennt, wurde vor der Inkubation mit dem Erstantikbrper eine Préadsorption mit
verschiedenen Mengen des rekombinanten, murinen Proteins durchgefiihrt. Dazu wurden die
standardméaliig eingesetzten Verdinnungen der Antikérper mit 1, 5, 15 und 45 ug
rekombinantem Protein in 10 mM PBS versetzt und 0. N. bei 4 °C prdaadsorbiert. Es wurden
auch Negativkontrollen ohne Antikdrper und Positiv-Kontrollen ohne das rekombinante
Protein durchgefuhrt. Eine Spezifitdt des Antikérpers war dann gewahrleistet, wenn das
Signal mit zunehmender Menge rekombinanten Proteins schwacher wurde bzw. es

vollkommen verschwunden war.
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Ein Durchfiihren aller Antikorperfarbungen mit Fluoreszenzfarbstoffen war leider nicht
immer moglich, da die verwendeten Tiere teilweise schon recht alt waren. In Zellen alterer
Lebewesen findet man vor allem in Gehirn und Leberzellen oftmals Lipofuszin-
Einlagerungen. Dabei handelt es sich um Lipide von Membranresten, die durch die
Lysosomen nicht vollstdndig abgebaut werden und sich in den Zellen besonders von Leber,
Herz und Nervensystem ablagern. Dieses ,,Alterspigment” hat die Eigenschaft, dass es beim
Betrachten im Fluoreszenzlicht verschiedenster Wellenldangen leuchtet. Dieses Leuchten
konnte nur dadurch von spezifischen Signalen unterschieden werden, dass es in allen
vorhandenen Fluoreszenzfiltern des Mikroskops fluoreszierte. Eine sehr gute Reduktion der
Autofluoreszenz konnte durch Inkubation der Schnitte mit 10 mM CuSO4 (in 50 mM
Ammoniumacetat, pH 5,0) vor Exposition mit dem Erstantikdrper erreicht werden (Schnell et
al. 1999). Leider habe ich diese Methode erst gegen Ende der vorliegenden Arbeit
kennengelernt, sodass nur wenige Immunschnitte mit der Fluoreszenzmethode inkubiert
werden konnten. Zur Dokumentation der immunhistochemischen Schnitte wurde ein

Fluoreszenzmikroskop des Typs Aristoplan (Leitz) verwendet.

2.9 Operation der Schweine in tiefer Hypothermie

Die Behandlung der Tiere ist in Abdul-Khaliq et al. (2001) exakt beschrieben und das
grundlegende Modell in Abbildung 2-7 zusammengefasst. Die Durchfiihrung der Operation
der Schweine erfolgte am Deutschen Herzzentrum, Berlin bei der Arbeitsgruppe von PD Dr.
Abdul-Khalig und Dr. Stephan Schubert. Es wurden folgende operativen Eingriffe
vorgenommen: Nach Anésthesie wurden alle Schweine an die extrakorporale Zirkulation
(EKZ) angeschlossen und die Tiere bei voller FlieBgeschwindigkeit fir 20 min normotherm
perfundiert (rektale Temperatur: 37-38 °C). Um geniigend Flussigkeit fur die EKZ
bereitzustellen, wurde Schweinespenderblut mit einem Hamoglobingehalt von 7 mg/dl
eingesetzt. Die Tiere wurden dann durch die EKZ innerhalb von 30 min auf eine rektale
Temperatur von 14 °C abgekihlt. Aufier den Kontrolltieren, die nicht operiert wurden und
unbehandelt blieben, wurden die Tiere durch Abschalten der EKZ einem Kreislaufstillstand
unterzogen, der notwendig ist, um Operationen am offenen Herzen durchfiihren zu kdénnen.
Die Dauer dieses Kreislaufstillstandes betrug 60 oder 120 min (DHCA 60 bzw. DHCA 120),
wobei das Herz so tief gekuhlt wurde, dass es nicht mehr schlug. Eine kiihle kardioplegische
Losung wurde in die Koronararterien appliziert, um den Sauerstoffverbrauch des Herzens von
10 ml / 100 g auf 0,05 ml/ 100 g zu reduzieren. Wahrend der dann folgenden 45-minditigen
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Reperfusionsphase wurde die Temperatur mit Hilfe der EKZ auf 38 °C gebracht. Die Tiere
wurden dann von der EKZ entwohnt und fur 6 h permanent Uberwacht, bevor die
Probenentnahme aus dem Gehirn erfolgte. Bei einem Tier gab es wahrend des AnschlieRens
der EKZ Komplikationen am Bypass, also der Umleitung des Blutes, sodass dieses Schwein
zusatzlich normothermer Hypoxie ausgesetzt war. Dieses Tier wurde zusatzlich einem 60-
minutigen Kreislaufstillstand in tiefer Hypothermie ausgesetzt. Weitere Versuche wurden mit
Tieren durchgefuhrt, die 24 h und wenige Stunden vor Versuchsbeginn mit dem Kortison-
verwandten Steroidhormon Methylprednisolon behandelt  wurden, welches
entziindungshemmend und immunsuppressiv wirkt. Den Tieren wurde das Steroid entweder
durch intramuskulére Injektion systemisch verabreicht oder intrathekal (in den Duralsack der
Wirbelsaule) injiziert (anschlieBend DHCA120). Eine weitere Versuchsgruppe wurde vor
Beginn der Operation zweifach mit dem experimentellen Immunsuppressivum FK506

behandelt. Die erste Applikation erfolgte 24 h, die zweite wenige Stunden vor der Operation.

Rektale
Temperatur
38°C
36°C T
Gewebe-
. entnahme
28°C
Anschluss 37-38°C | Kuhlung Stillstand Reperfusion, Reperfusion,
15°C - an EKZ auf 14°C operativ postoperativ -
20min 30 min 60/120 min 45 min 6 Std unter permanenter Uberwachung

Abbildung 2-7: Ablauf der Behandlung der Schweine zur Durchfilhrung von Operationen am offenen
Herzen in tiefer Hypothermie (DHCA) durch AnschlieBen der extrakorporalen Zirkulation (EKZ). Nach
Kihlung des Korpers auf 14 °C rektaler Temperatur wird die EKZ abgeschaltet. Nur wahrend dieses
Kreislaufstillstandes kdnnen Operationen am Herzen durchgefithrt werden. Zur Reperfusion wurde die
EKZ wieder angeschaltet, um eine schnelle Erwarmung des Kérpers zu erreichen.

2.10 Puffer und L6sungen

Coomassie-Entfarbeldsung 20 % Isopropanol
7,5 % Essigsaure

Coomassie-Farbeldsung 40 % Methanol

12,5 % Essigséaure
0,2 % (w / v) Coomassie-Brilliant Blau G-250
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DEPC-Wasser

Dialysepuffer, 10 x

DNA-Ladepuffer

E-Puffer, 10 x

Homogenisierungspuffer

MOPS-Puffer, 10 x

MOPS-Puffer, 1 x

0,1 % Diethylpyrocarbonat in A. bidest
U. N. bei Raumtemperatur rihren,
dann autoklavieren

0,25 M Tris
3 M NaCl
0,1 M Na,EDTA

4 M Harnstoff

0,1 M Na;EDTA

0,1 % Bromphenolblau (w / v)
50 % Saccharose (w / v)

360 mM Tris
30 mM NaH,POq
10 mM Na,EDTA

58 g Saccharose

10 ml 0,1 M Na,EDTApH 7,4
2,5ml 0,1 M Na,EGTApH 7,4
50 ml Puffer A (10 x)

ad 500 ml A. bidest

200 mM 3-(N-Morpholino)-propansulfonséure
50 mM Na-Acetat
10 mM Na,EDTA pH 7,0

MOPS-Puffer, 10 x, 1:10 verdinnt in DEPC-H,0

para-Phenylendiamin haltiges Einbettmedium
Lsg. 1 (50 ml):10 mM Na;HPO,

10 mM NacCl

Lsg. 2 (50 ml):10 mM NaH,PO,

Lsg. 3:
Lsg. 4:
Lsg. 5:
Lsg. 6:

10 mM NaCl

2,5mlaus Lsg. 1 + 22,5 ml VE-H,0O

2,5 ml aus Lsg. 2 + 22,5 ml VE-H,0

zu Lsg. 3 so lange Lsg. 4 hinzugeben, bis pH 8,0
10 ml Lsg. 5 + 10 mg p-Phenylendiamin und

10 ml Glycerin dazugeben, vermischen und

bis zur Verwendung einfrieren.
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PBS, 10 x (Phosphat-gepufferte Salzlésung, pH 7,4)
130 mM NaCl
7 mM NaHPO,4
3 mM NaH,PO,4

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

PBS-T 0,2 % Tween in 1 X PBS

PLP-Lo6sung 4 % Paraformaldehyd (w / v)
1,37 % L-Lysin (w/ v)
0,21 % Natriumperjodat
in1xPBS

Ponceau S-Losung 5 % Ponceau S in 5 % Essigsaure

Protein-Laufpuffer (SDS-Polyacrylamidgele)
192 mM Glycin
0,2 % SDS
23 mM Tris / HCI pH 8,3

Protein-Lysepuffer 10 mM Tris/HCI pH 7,4
10 mM NacCl
5 mM MgCl,
0,1 % Nonidet NP-40
2 mg Pefabloc
16 mg Dithiothreit
Complete Proteaseinhibitor (Roche Diagnostics,
Konzentration entsprechend Herstellervorgaben)

Protein-Probenpuffer (5 x) 50 mM DTT
10 % SDS (w / v)
0,5 % Bromphenolblau (w / v)
50% Glycerin (v/v)
250 mM Tris / HCI pH 6,8

Protein-Transferpuffer 6,67 mM Glycin

52 mM Tris / HCI
20 % Methanol
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Puffer A, 10 x 150 ml 2 M KCI
37,5ml 2 M NaCl
7,5ml 0,1 M Spermin
25 ml 0,1 M Spermidin
75ml 1M Tris/HCI pH 7,4
ad 500 ml A. bidest pH 7,4

RNA-Farbelésung 50% Glycerin
1 mM Na,EDTA pH 8,0
0,25 % Bromphenolblau (w / v)
0,25 % Xylencyanol FF (w / v)

RNA-Ladepuffer 500 ul Formamid (deionisiert)
100 pl 10 x MOPS-Puffer
150 pl Formaldehyd (filtriert)

Sammelgelpuffer 0,5 M Tris / HCI
0,4 % SDS
pH 6,8
SDS, 10 % 10 % (w / v) in VE-Wasser

pH mit HCI auf pH 7,2 einstellen

TBE-Puffer, 10x 900 mM Tris
900 mM Borsaure
12,5 mM Na,EDTA

TE-Puffer 1 mM Na,EDTA
10 mM Tris /HCI pH 7,5

Trenngelpuffer 1,5M Tris / HCI

0,4 % SDS
pH 8,8
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2.11 Verwendete Oligonukleotide

Klonierung des Spalax Mb

CDS Mb

HMR Myo CDS deg for: 5°-ATG GGG CTC AGY GAY GGG GA-3’

HMR Myo CDS deg rev: 5-AGC CCT GGA AGC CYA GCT CCT-3’

5"RACE Reaktion Spalax Mb
HMR Myo deg CDS rev (GSP1): 5"-AGC CCT GGA AGC CYA GCT CCT-3
QPCR Myo deg rev (GSP2): 5-CGG AAC AGC TCC AGG GCC T-3

S58 Myo 5 RACE rev (nested GSP): 5'-TGC TTG CTC TGC AGG ACC TG-3'

3"RACE Reaktion Spalax Mb
HMR Myo deg CDS for (GSP): 5°- ATG GGG CTC AGY GAY GGG GA -3

QPCR Myo deg for (nested-GSP): 5-GCC ACC AAG CAC AAG ATC C-3°

Klonierung des Spalax Cygb
CDS Cygb
HMR Cygb deg for: 5'-GCG GTT CAG GCT ACG TG-3’

HMR Cygb deg rev: 5'-CCA GCC CAC TTC CTT GTA GG-3

3" RACE des Spalax Cygb

QPCR Cygb for (forward GSP): 5'-CCA ACT GCG AGG ACG TGG-3’

Cygb RACE 4F (forward GSP nested): 5'-TCA TCT ACA GCC ACG TGA CCG-3
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Quantitative realtime RT-PCR Primer (Zugangsnummern entsprechen den Genen der
Ratte). Die verwendeten Primer wurden bei Biomers oder Operon, die MGB- (Minor Groove
Binding) TagMan-Sonden bei Applied Biosystems hergestellt. In Klammern sind die
Endkonzentrationen der Oligonukleotide notiert.

Neuroglobin (Ngb, NM_033359)

QPCR Ngb For: 5°-GAA GCA YCG GGC AGT G-3" (190 nM)

QPCR Ngb Rev: 5"-AGR CAC YTC TCC AGC ATG TAS AG-3" (190 nM)

QPCR Ngb MGB-Sonde: 6-FAM-5"-CTC AGC TCC TTC TCG ACA GT-3"-NFQ (200 nM)

15 min 95 °C, 40x (15 sec 94 °C, 60 sec 60 °C)

Cytoglobin (Cygb, NM_130744)

QPCR Cygb For: 5"-CCA ACT GCG AGG ACG TGG-3" (190 nM)

QPCR Cygb Rev: 5"-ACT GGC TGA AGT ACT GCT TGG C-3" (190 nM)
QPCR Cygb Mgb-Sonde: 5"-CTG GTG AGG TTC TTT GTG-3"-NFQ (200 nM)

15 min 95 °C, 40x (15 sec 94 °C, 60 sec 60 °C)

Myoglobin (Mb, NM_021588)
QPCR Myo For: 5"-GCC ACC AAG CAC AAG ATC C-3" (70 nM)
QPCR Myo Rev: 5'-CGG AAC AGC TCC AGG GCC T-3" (70 nM)

15 min 95 °C, 40x (15 sec 94 °C, 30 sec 60 °C, 30 sec 72 °C)

Acidic ribosomal phosphoprotein PO (Rplp0, NM_022402)
QPCR ARP for: 5'-AGG GCG ACC TGG AAG TCC-3" (190 nM)
QPCR ARP rev: 5-GCA TCT GCT TGG AGC CCA-3" (190 nM)

15 min 95 °C, 40x (15 sec 94 °C, 30 sec 60 °C, 30 sec 72 °C)
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Cyclophilin A (Cyph, XM_578076)
QPCR Cyph for: 5°-TCC TTT GAG CTG TTT GCA GAC-3" (190 nM)
QPCR Cyph rev: 5°-CGT GTC AAG TCA CCA CCC TG-3" (190 nM)

15 min 95 °C, 40x (15 sec 94 °C, 30 sec 60 °C, 30 sec 72 °C)

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Gapdh, XM_579386)
QPCR Gapdh for: 5-TGA AGG TCG GTG TGA ACG G-3" (190 nM)
QPCR Gapdh rev: 5"-TTC CCATTC TCA GCC TTG AC-3" (190 nM)

15 min 95 °C, 40x (15 sec 94 °C, 30 sec 60 °C, 30 sec 72 °C)

Vascular endothelial growth factor (Vegf; NM_031836)
QPCR Vegf for: 5"-CGCAGACGTGTAAATGTTCCTG-3"
QPCR Vegf rev: 5-CACCGCCTCGGCTTGTCACAT-3

15 min 95 °C, 40x (15 sec 94 °C, 30 sec 60 °C, 30 sec 72 °C)

Adrenomedullin (Adm; NM_012715)
QPCR Adm for: 5°-CAG GAC AAG CAG AGC ACG TC-3
QPCR Adm rev: 5°-TCT GGC GGT AGC GTT TGA C-3°

15 min 95 °C, 40x (15 sec 94 °C, 30 sec 60 °C, 30 sec 72 °C)
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2.12 Firmenverzeichnis

Abcam, Cambridge, Grol3britannien

Amersham Biosciences, Freiburg

Applied Biosystems, Applera Deutschland GmbH, Darmstadt
Biomers.net GmbH, Ulm

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Dianova GmbH, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eurogentec Proteomics GmbH, Kdln

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

GE Healthcare, Munchen

Genomatix Software GmbH, Miinchen

GENTterprise Genomics GmbH, Mainz

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Jackson Immuno Research Laboratories, Newmarket, Grof3britannien
Operon Biotechnologies GmbH, Kéln

PegLab GmbH, Erlangen

Progen Biotechnik GmbH, Freiburg

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
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3 Ergebnisse

3.1 Modellsystem Blindmaus Spalax ehrenbergi
3.1.1 Das Neuroglobingen von Spalax

3.1.1.1 Genom-Organisation und molekulare Evolution des Neuroglobingens

Die Sequenz und Organisation des Neuroglobingens der Spezies S. carmeli (2n=58) wurde
bereits in meiner Diplomarbeit untersucht (Gerlach 2002; Gerlach et al. 2006, NCBI
Datenbank-Eintrdge: Ngb mRNA: AM489450; Genom Sequenz: AMA489447; Sequenzen
z. Zt. noch vertraulich in Datenbanken eingetragen, Sequenzalignment der kodierenden
Bereiche siehe Anhang 2). Die hier vorliegende Arbeit erweitert die Daten dadurch, dass ein
groRRerer Promotorbereich aus dem Ngb-Gen von S. carmeli (2n=58) isoliert werden konnte
(Gesamtlange des Promoters ohne 5"UTR: ca. 1.500 Bp), das Gen mit weiteren Vertebraten-
Spezies verglichen sowie eine umfangreichere komparative Promoteranalyse durchgefiihrt
wurde.

Die komparative Sequenzanalyse orthologer DNA-Sequenzen zwischen Vertebraten ist ein
effektives Werkzeug zur Identifizierung konservierter translatierter sowie genregulatorischer
Sequenzen (Hardison et al. 1997; Ansari-Lari et al. 1998; Ellsworth et al. 2000; Wasserman et
al. 2000; Berezikov et al. 2004; Grad et al. 2004). Das Spalax Ngb-Gen wurde daher den
orthologen Bereichen aus Ratte, Maus, Mensch und Hund unter Zuhilfenahme einer MultiPip-
Grafik (Multipler Percent Identity Plot; Schwartz et al. 2000) gegeniibergestellt, um Spalax-
sowie Nagetier-spezifische Sequenzbereiche zu finden. AuRerdem wurden Uber alle Spezies
hinweg konservierte Abschnitte gesucht. Der Algorithmus berechnet duale, lokale
Sequenzvergleiche mit Hilfe des BlastZ-Algorithmus (http://pipmaker.bx.psu.edu/pipmaker/,
Schwartz et al. 2000) zwischen der Referenzsequenz (S. carmeli (2n=58)) und jeweils einer
Vergleichssequenz. Der erhaltene Percent Identity Plot (PIP) stellt die im Vergleich zu der
Referenzsequenz erhaltenen Sequenzidentitaten im Bereich von 50 bis 100 % grafisch dar
(Abbildung 3-1). Der Plot zeigt Sequenzibereinstimmungen im Bereich der Exons des Ngb-
Gens von 85 bis 90 %. Die Ngb-Gen-Introns, der putative 5" und 3" untranslatierte Bereich
sowie flankierende DNA weisen einen weitaus niedrigeren Grad an Sequenzkonservierung
zwischen den untersuchten Spezies auf. Das Vorkommen Nagetier-spezifischer SINE Repeats
(Short Interspersed Nuclear Elements) tragt zu einem generellen Fehlen von Konservierung

im potenziellen Ngb-Promotorbereich zwischen Spalax und Mensch bzw. Ratte bei
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(Abbildung 3-1). Beim genaueren Betrachten der lokalen Sequenzalignments des kompletten
Promotorbereiches erkennt man kurze DNA-Stiicke von 5-25 Bp Lange mit bis zu 80 %

Konservierung, die transkriptionsregulatorische Sequenzen enthalten kénnten (vgl. 4.1.3).

Sca Ngb Gen _ Gen —
1 2 3 4 Exon |
e Ll @<k | UTR ]
e e e e o, 100% e e
Rno Ngb . l:l'. .."'."' .l '_'-_', ,'I' '."-.\-‘- ._'- : .'.\'I. .._.._-‘l.'.-",_. .'l'-'.-.l>-_-l1. Infaches ~epea
" - i " b ; | 500/0 MIR b_
Sy . II- [ L _' O ' " — I LY . 1000/0 A d SINE D"
Mmu Ngb ,.-,_'.'-,.-,_'-_‘-.'-n' i Fa '-.'-I.‘-‘-' S5 naeres
: - ' . [-Iae LINE1
) e e [100% -
Hsa NGB |~ = i s s v sk =mma s T .
' o . ! 50 /0 I_TR -
N = Y e Anderes Repeat B>
CfaNgb & ¢ - siw e e e - naeres Reped
- o B L T+ CpG/GpC20.60 ==
Ok 2k 4k 6209 CpG/GpC20.75 &=

Abbildung 3-1: Sequenzvergleich des Spalax carmeli (2n=58) Neuroglobin Gens mit den orthologen Genen
aus Ratte (Rno; Rattus norvegicus), Maus (Mmu; Mus musculus), Mensch (Hsa; Homo sapiens) und Hund
(Cfa; Canis familiaris). Bei den Berechnungen handelt es sich um vier duale Vergleiche zwischen der
Referenzsequenz aus Spalax und den Sequenzen aus den anderen Spezies. Die Spalax Ngb Sequenz wurde
mit Hilfe des Programmes Repeatmasker auf Sequenzwiederholungen hin untersucht, die im oberen
Bereich der Abbildung dargestellt sind. Auffallig hieran sind die nagetierspezifischen repetitiven
Einheiten im Promoterbereich des Gens.

Um den Promotorbereich auf CpG-Inseln sowie repetitive Einheiten hin zu untersuchen,
wurde das Programm RepeatMasker (Smit et al. 1996-2004; http://www.repeatmasker.org)
verwendet. Die CpG-Insel, die in Exon 1und Teilen von Intron 1 im menschlichen und
murinen Ngb-Gen gefunden wurde, existiert auch im Spalax carmeli (2n=58) Ngb-Gen. Hier
Uberspannt sie einen Bereich von ca. 300 Bp und wurde auch in Ratte und Hund gefunden
(Daten nicht gezeigt). Intron 1 weist eine weitere ca. 300 Bp lange CpG-Insel auf, die
ebenfalls in Spalax, Ratte, Maus und Mensch vorhanden ist. In der genomischen Sequenz des
Hundes fehlt an dieser Stelle in der Datenbank ein 430 Bp langes Stiick Sequenz, beginnend
schon in der kodierenden Sequenz am 3"-Ende des Exons 1. Weiterhin gibt es eine CpG-Insel
am Anfang des Introns 2 (200 Bp), die wiederum in allen fiinf untersuchten Spezies

vorkommt.
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Eines der beiden sdugetierspezifischen SINE- (Short Interspersed Nuclear Element-) Repeats
ist 1 kBp stromaufwarts von Exon 1 lokalisiert und ist ein SINE/B4- (B4A-) Element (253 Bp
Lange). Das zweite SINE ist ein Alu- (PB1D10-) Repeat (90 Bp Lange), positioniert 500 Bp
stromaufwarts von Exon 1. In dieser Region haben Maus und Ratte beide Sequenzen mit
hoher Ubereinstimmung zu Spalax. Hund und Mensch zeigen in dieser Region keine
Sequenzibereinstimmung von Uber 50 %.

Ein MIR (Mammalian-wide Interspersed Repeat) Element (MIRb) wurde in Intron 3 aller
untersuchten Spezies gefunden (Lange: 212 Bp). Nur Ratte und Maus haben in diesem MIRD
Element eine synapomorphe 30 Bp Deletion. In Mensch und Hund hat dieses Repeat die
gleiche L&nge wie in Spalax und eine zwischen Spalax und Mensch konservierte Sequenz von
75 %, sowie von 69 % zwischen Spalax und Hund.

Ein strikt zwischenartlich konserviertes LINE (Long Interspersed Nuclear Element) vom Typ
L2 (117 Bp Lange) ist in Intron 3 lokalisiert. In diesem Bereich gibt es ein Cluster
verschiedener kirzerer Repeattypen, die in allen Spezies vorhanden sind. Ein weiteres
konserviertes LINE2 Element, MaLR (mammalian long-terminal-repeat-retrotransposon)
Element (MLT1H2, Lange: 334 Bp) ist ebenfalls in Intron 3 vorhanden. MLT1H gehdrt zur
Gruppe der alten Retrovirus-artigen LTRs (long terminal repeats).

Einfache Sequenzwiederholungen wurden in allen drei Introns und dem 3"'UTR des Ngbs
gefunden. In Intron 1 gibt es ein (CA), Repeat (23 Bp Lénge), das auf das Vorkommen in
Spalax beschréankt ist (Avivi et al., in Vorbereitung). Das zweite Intron des Ngb-Gens von
Spalax hat zwei repetitive Elemente. Das erste ist wiederum ein (CA), Element von 57 Bp
Lange und kommt in Ratte und Maus vor, nicht aber in Mensch und Hund. Das zweite Repeat
in dieser Region hat die DNA-Sequenz (CAGAGA), mit einer Lange von 66 Bp und kommt
nur in Spalax vor. Eine weitere einfache Sequenzwiederholung von 48 Bp befindet sich im
3'UTR. Die repetitive Sequenz ist (TCTG), und existiert nur in Spalax. Bereiche einfacher
Sequenzwiederholungen haben das Potenzial, Genregulation zu beeinflussen (Review: Kashi
und King 2006), was mdoglicherweise dazu fuhrt, dass diese Repeats die Regulation von Ngb

auf eine Spalax-spezifische Weise beeinflussen.

3.1.1.2 Zelluléares Expressionsmuster von Ngb im Gehirn

Das Expressionsmuster von Neuroglobin in Spalax wurde durch Immunfarbung u. a. im
Gehirn untersucht. Im Zentralnervensystem zeigten neuronale Perikarya ebenso wie die
Zellfortsatze Ngb-Immunfarbung; Kerne hingegen waren frei von Immunreaktion (Abbildung

3-3 C). Beobachtet wurde eine ubiquitére, globale Ngb Expression im Spalax Gehirn. Starkere
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Signale wurden in Bereichen mit hoherer Neuronendichte beobachtet, wie dem frontalen
Cortex sowie der Hippocampusregion. Die Intensitat der Farbung der einzelnen Neurone auf
zellulérer Ebene war in allen Bereichen des Gehirns etwa gleich stark. Abbildung 3-2 zeigt
einen Frontalschnitt auf Ebene der vorderen Kommissur, die die weitverbreitete Ngb-
Expression darstellt. Starkere VergroRerungen zeigten Ngb-positive Neurone der
Hippocampusformation (Abbildung 3-3 A und B).

Abbildung 3-2: Neuroglobin Immunfluoreszenz in
einem Frontalschnitt des S. golani (2n=54) Gehirns
auf Ebene des lateralen Ventrikels (LV) und der
vorderen Kommissur (ac). Gefarbte Neurone sind
im cerebralen Cortex (CC), im Striatum (caudates
Putamen CPu) sowie in den medialen und basalen
Vorderhirnregionen zu erkennen.

Zusétzlich zu den Neuronen wurde Expression in einer zweiten Klasse von Gehirnzellen
detektiert, den Gliazellen. Die Schnitte aus Abbildung 3-4 wurden dem Corpus callosum
entnommen. Sie zeigten Zellen, die sowohl fir Ngb als auch fir GFAP immunreaktiv waren.
Die Immunreaktion unterschied sich nicht sichtlich zwischen normoxisch und hypoxisch (6 h,
3 % 0O,) gehaltenen Tieren.
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Abbildung 3-3: Verschiedene VergroRerungen der Neuroglobin-Immunreaktionen im Gehirn von
S. golani (2n=54). A. Frontale Ubersichtsaufnahme durch den Bereich der Hippocampus-Formation
(Ammonshorn AH und Gyrus dentatus GD) und des frontalen Cortex cerebri (CC). B. Starkere
VergrolRerung eines Ausschnittes von A zeigen Ngb-positive Neurone im Bereich des AH und des GD.
C. Die gefarbten Zellen zeigen klar, dass Ngb im Zytoplasma von Neuronen vorhanden ist und nicht im
Zellkern vorkommt.

Abbildung 3-4: Ngb-Immunreaktion wurde auch in Astrozyten, die durch das Glial Fibrillary Acidic
Protein (GFAP) identifiziert wurden, detektiert. Dargetellt ist der Bereich des minoren Forceps des
Corpus callosum. Weil3e Pfeile in beiden Abbildungen zeigen doppelt-gefarbte Astrozyten. Zu beachten
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sind die quergeschnittenen Ngb-positiven Zellauslaufer, die keine GFAP-Farbung zeigen. Diese sind als
kleine Punkte zu erkennen (blaue Pfeile). Es handelt sich nicht um unspezifische Farbung. Der rote Pfeil
zeigt ein Neuron, das Ngb-positiv und GFAP-negativ ist.

3.1.1.3 Expression der Ngb-mRNA und des Proteins im Gehirn

3.1.1.3.1 Quantitative Untersuchung zur Neuroglobin-mRNA-Expression

Die mRNA-Expression des Ngb-Gens wurde in den Geweben des Gehirn untersucht, von
dem, neben der Retina, beschrieben ist, dass sie zumindest in der Maus die
Hauptexpressionsorte sind (Gehirn: Burmester et al. 2000; Mammen et al. 2002; Wystub et al.
2003; Burmester und Hankeln 2004; Hankeln et al. 2004; Laufs et al. 2004; Retina: Schmidt
et al. 2003; Schmidt et al. 2005).

Bei der Expressionsuntersuchung mit Hilfe der gRT-PCR wurden die konstitutiven Ngb
MRNA-Level von Ratte mit denen von S. galili (2n=52) und S. judaei (2n=60) verglichen
(Abbildung 3-5). Fir diese Untersuchung wurden die Tiere unter normalen
Sauerstoffkonzentrationen von 21 % (Normoxie) gehalten. Parallel wurde auch die mRNA-
Expression unter verschiedenen Sauerstoffmangel-Bedingungen (Hypoxie) untersucht. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 3-5 zusammengefasst. Der Interspeziesvergleich zeigte, dass
beide Spalax-Arten Ngb signifikant starker exprimierten als die Ratte. In S. judaei (2n=60)
war die Expression unter normoxischen Bedingungen 1,8-fach stérker, in S. galili (2n=52)
2,7-fach stérker als in der Ratte. Auch die Unterschiede in der Expression zwischen beiden
Spalax-Spezies waren signifikant und lagen bei Faktor 1,5. Der Studentsche t-Test ergab fir
alle drei zwischenartlichen Vergleiche einen p-Wert kleiner als 0,05. Die Untersuchung der
Genexpression in hypoxischen Gehirnen zeigte, dass in allen Spezies unter fast allen
Bedingungen eine Herunterregulation der Ngb-mRNA zu erkennen war. Die Ratte
exprimierte nach milder Langzeithypoxie (22 und 44 h bei 10 % O,) sowie nach starkerer
Kurzzeithypoxie (5h, 6% O;) 50-60 %, verglichen mit dem normoxischen Zustand. Es
handelte sich in allen Féllen um eine signifikant schwéchere Expression. S. judaei (2n=60)
exprimierte nach kurzer starker Hypoxie (5h, 6% O,) sowie nach 22 h bei moderater
Hypoxie etwa 40-50 % zu den normoxischen Vergleichstieren. Nach 44 h bei 10 % Sauerstoff
lag die Expression bei 75 % des normoxischen Wertes. Eine hohe Signifikanz auf dem
p<0.01-Level war nur bei kurzer starker Hypoxie gegeben. Betrachtet man die Expression von
S. galili (2n=52), so fallt auf, dass das Ngb-Gen nach 5 h bei 6 % O, auf etwa normoxischen
Niveau blieb, bzw. sogar um knapp 10 % anstieg. Wurden die Tiere der 22 h dauernden
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milden Hypoxie von 10 % Sauerstoff unterzogen, erfolgte eine Herunterregulation des Ngb-
Gens auf 45 % des Ausgangswertes, nach 44 h auf etwa 25 %. Die Herunterregulation beider
Werte erfolgte lediglich auf einem Signifikanzniveau von p<0,1, also einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 10 %. Fir diese Versuche wurden RNA-Proben verwendet, die
aus kompletten Gehirnen von Einzelindividuen stammten, fiir die Versuche jedoch gepoolt
wurden (aus jeweils zwei bis vier Individuen). Die Versuche wurden mit verschiedenen RNA-
Proben mehrfach wiederholt, wodurch es mdglich war, Standardabweichungen und

Signifikanzen mit Hilfe des t-Tests zu berechnen.

B normoxisch [5h, 6% O, [022h, 10% O, MW44h, 10%0,
350%
'g 0, || . |T - 'I T
X 300% - T I
: 1
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£ = |
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3 |||““| | | l
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O Il
% T
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Ratte S. judaei (2n=60) S. galili (2n=52)

Abbildung 3-5: Expression des Ngb-Gens im Gehirn von Ratte, S. judaei (2n=60) und S. galili (2n=52)
unter Normoxie (blaue Balken) und unter verschiedenen Hypoxie-Bedingungen (grune Balken). Alle
angegebenen Werte wurden auf die Expression von ,,Ratte normoxisch* normalisiert. Als Referenzgen
flr den Vergleich der Expression unter Hypoxie mit Normoxie diente Acidic Ribosomal Phosphoprotein
(Rplp0), dessen konstante Expression Gberprift und in eigenen Experimenten bestatigt wurde. Fur den
Interspezies-Vergleich wurde kein Referenzgen verwendet (vgl. 2.5.2.1). Eckige Klammern zeigen die
Kombinationen, die in paarweisen Vergleichen mit Hilfe des Studentschen t-Tests auf Signifikanz
Uberpraft wurden ((*) p<0,1; * p<0,05; **p<0,01). Es wurden 2-4 Pools aus jeweils 2-4 Tieren miteinander
verglichen.
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3.1.1.3.2 Untersuchung der Neuroglobin Protein-Expression zwischen Spezies und unter
Hypoxie

Interspeziesvergleich. Um die Expression von Neuroglobin auf Proteinebene zu untersuchen,
wurden jeweils drei normoxisch gehaltene Tiere der Spezies Rattus norvegicus, S. galili
(2n=52) und S. judaei (2n=60) per Western Blot miteinander verglichen. Wie in Abbildung
3-6 A zu erkennen ist, unterschied sich die konstitutive Expression von Ngb stark zwischen
Ratte und den beiden Spalax-Spezies. Die beiden unterirdisch lebenden Arten exprimierten
um Faktor 2,9 bis fast 3,5 mehr Ngb als die Ratte bei normaler Luftsauerstoffkonzentration
von 21 %. Festzuhalten ist, dass ein a-Maus Ngb Antikorper verwendet wurde. Die
Aminosauresequenz des Maus Ngbs zeigte eine groRere Ahnlichkeit zur Sequenz der Ratte als
zur Sequenz der beiden untersuchten Spalax-Spezies. Die quantitative Auswertung der
Signale des Western Blots wurde mit dem Programm Aida Version 3.50 (Raytest)
durchgefihrt (Abbildung 3-6 B).
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Ratte  S. galili S. judaei
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Abbildung 3-6: (A) Ngb-Western Blot von je drei Individuen der Spezies Rattus norvegicus (rat), S. galili
(2n=52; S52) und S. judaei (2n=60; S60). Verwendet wurde der Antikdrper aNgbTB4. Aufgetragen
wurden 135 pg des Proteinextraktes aus halben Gehirnen von Tieren, die bei 21 % Sauerstoff gehalten
wurden. (B) Quantifizierung des Western Blots aus A. mit Hilfe der Aida Software Version 3.50 durch 2D-
Densitometrie. Die Schwarzungsintensitaten der drei Signale in einer Spezies wurden gemittelt und der
Standardfehler angegeben.

Expression unter Hypoxie. Zur Untersuchung der Ngb-Protein Expression nach
Hypoxiestress wurde ein Western Blot mit Ratte, S. galili (2n=52) und S. judaei (2n=60)
durchgefiihrt (Abbildung 3-7). Dazu wurden bei Ratte zwei normoxisch gehaltene Tiere mit
zwei unterschiedlichen Hypoxiezustanden verglichen. Die hypoxischen Tiere wurden fiir 22 h
bei 10 % (n=2) und flr 44 h bei 10 % Sauerstoff (n=1) gehalten. Es ist zu erkennen, dass es zu
einer verminderten Expression des Ngbs unter Hypoxie kam, auch dann, wenn man die starke

Expression der normoxischen Ratte Nr. 2 auller Acht lasst. Die Signalstarke nach 44-
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stindiger Hypoxie lag in etwa zwischen den Signalstarken der beiden Tiere, die 22 h
hypoxisch gehalten wurden. In S. galili (2n=52) wurden die gleichen Hypoxiezustande
untersucht wie in der Ratte, jedoch nur bei jeweils einem Tier. Hierbei war zu erkennen, dass
die Ngb-Expression nach 22 und 44 h auf fast gleich hohem Niveau wie in den beiden
normoxischen Tieren blieb, die sich ihrerseits in der Expression kaum unterschieden.

Die beiden normoxischen Tiere der Spezies S. judaei (2n=60) zeigten eine leicht
unterschiedliche Signalstarke. Nach 22 h war zumindest in einem der beiden Tiere eine etwas
schwéchere Expression von Ngb zu erkennen als in den normoxischen Proben. Die andere
22 h Probe lag mit ihrer Signalstérke sogar leicht Gber dem schwécheren Signal der beiden
unter normalen Sauerstoffbedingungen gehaltenen Tiere. Die Ngb-Menge in der untersuchten
44 h Probe war fast so stark wie in der starkeren normoxischen Probe.

Die Auswertung der Western Blots fir Ngb ergab also, dass es in Spalax unter Hypoxie

praktisch keine Veranderung der Proteinexpression gab.
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- - o — -—
17kDa= _ & . . - e vy 1TkDa= s B s e 9
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Rat Rat| Rat Rat |Rat M S§52 §52|S52|S52 S60 S60|S60 S60|S60
NO NO|22h 22h|44h NO NoO| 22h|44h NO NO|22h 22h|44h
1 2 |10% 10%|10% 1 2 |10%|10% 1 2 |10% 10%|10%
A 1 2 B 1 2
C 140% O Ratte

" OS. judaei (2n=60)
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N A O @
S 8 g ¢
- - R - -
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Normoxisch 22h, 10% O, 44h, 10% O,

Abbildung 3-7: (A, B) Neuroglobin Western-Blots von hypoxischen Gehirnen von Ratte, S. judaei (2n=60)
und S. galili (2n=52). Es wurden 135 ug Gewebeextrakt auf das zu ,,blottende* Gel aufgetragen. Dazu
wurde der Antikérper aNgbTB4 in einer Verdinnung von 1:1000 eingesetzt. (C) Auswertung der
Western-Blots mit hypoxischen Proben. Die Ratte zeigt im Mittel eine Herunterregulation auf ca. 50 %
des normoxischen Wertes. Die beiden Spalax-Spezies andern ihre Expression nur leicht. Die normoxischen
Zustande jeder Spezies wurden auf 100 % gesetzt. Ein Interspeziesvergleich ist dieser Abbildung nicht zu
entehmen (vgl. Abbildung 3-6).
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3.1.2 Das Spalax Cytoglobin (Cygb) Gen

3.1.2.1 Klonierung des Cygb-Gens aus Spalax

Eine erste Sequenzinformation zum Cygb-Gen, die mit Hilfe konservierter Primer erhalten
wurde, diente als Ausgangspunkt zum Vervollstdndigen der cDNA-Sequenz (Gerlach 2002).
Ausgehend von dieser schon bekannten Sequenz wurden 5’RACE und 3’'RACE Reaktionen
durchgefiihrt.

3.1.2.1.1 Bestimmung des Transkriptionsstart- und —endpunktes der Cygbh-cDNA
Der Transkriptionsstartpunkt konnte weder mit der konventionellen 5’RACE (vgl. 2.2.1),

noch mit dem GeneRacer Kit (vgl. 2.2.3; beides Invitrogen) isoliert werden. Um trotzdem
eine Sequenzinformation Uber den Bereich stromaufwarts des bekannten Bereiches zu
erhalten, wurde eine Sequenzierung auf Genomebene durchgefuhrt (vgl. 3.1.2.1.2). Hierdurch
konnte naturgemé&l jedoch nicht der transkribierte Bereich festgelegt werden, sondern es
wurden lediglich Informationen Uber die potenzielle Promotorregion des Cygb-Gens auf
Genomebene erhalten.

Der Transkriptionsendpunkt wurde mit Hilfe des GeneRacer Kits (vgl. 2.2.3) bestimmt. Das
durch nested PCR erhaltene Produkt hatte eine Lange von ca. 850 Bp (Abbildung 3-8). Dieses
Produkt wurde kloniert und sequenziert. Datenbankrecherchen bestatigten, dass es sich um
das orthologe Cygb-Gen aus S. carmeli (2n=58) handelte. Es ergab sich aufgrund einer nicht
funktionierenden Klonierung nur eine gesicherte Sequenz von 94 Bp fir den 3'UTR aus S.
carmeli (2n=58), der damit jedoch nicht vollstandig sequenziert werden konnte. Die

vorhandene Sequenz wurde durch direkte Sequenzierung des PCR-Produktes erhalten.

2641/2632 —

1691 —

1226 —
1061 —
986

611 —
577 =—
505/497 —
427 =
342 — i

226 —
201 —

Abbildung 3-8: Gelfoto der Generacer (Invitrogen) 3"RACE nested
PCR des S. carmeli (2n=58) Cygb-Gens. In der rechten Spur ist eine
starke Bande der Groflze 850 Bp zu erkennen, die im Anschluss an
die PCR kloniert und teilweise sequenziert wurde.
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3.1.2.1.2 Klonierung des S. carmeli (2n=58) Cygh-Gens auf Genomebene

Die Genomsequenz des Cygb-Gens wurde durch Genome Walking (vgl. 2.3) ausgehend von
schon bekannten Teilsequenzen (Gerlach 2002) isoliert. Die fir die PCR mit dem AP1- und
den genspezifischen Mmu CygbRA2 (1. PCR) und S58 Cygb Race 3R (2. bzw. nested PCR)
Primer verwendete genomische DNA wurde mit der Restriktionsendonuklease Bgl Il verdaut.
Aus dieser PCR ergab sich ein Produkt der Lange von ca. 150 Bp, welches neben einem
kleinen noch unbekannten Teil des kodierenden Bereiches auch wenige Basen des
potenziellen 5"UTRs enthielt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde weiterhin das erste Intron des Cygb-Gens aus S. carmeli
(2n=58) isoliert und sequenziert. Das PCR-Produkt, das mit Primern erstellt wurde, die in
Exon 1 bzw. Exon 2 lagen (QPCR Cygb for und QPCR Cygb rev), hatte eine Lange von
knapp 5 kBp (Abbildung 3-9). Zur Amplifikation dieses Abschnittes wurde das Expand Long
Template PCR System von Roche Diagnostics verwendet. Intron 2 und Exon 3, sowie ein
erweiterter 5"-Bereich des Spalax Cygb-Gens aus S. carmeli (2n=58) wurden durch unseren
Kooperationspartner Prof. Dr. Aaron Avivi (Institut fir Evolution, Haifa) sequenziert. Der

Eintrag in die NCBI-Datenbank erfolgte unter der Zugangsnummer AM489449 (z. Zt. noch

nicht freigegeben).

Abbildung 3-9: Gelfoto des amplifizierten Introns 1 des S. carmeli (2n=58)
Cygb-Gens. Das PCR-Produkt hat eine Lange von knapp 5 kBp. Die
Sequenz wurde mittels Primer-Walking sequenziert.
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3.1.2.2 Genomorganisation und Sequenzvergleiche des Cygb-Gens

Das Cytoglobingen in Spalax besitzt, wie die anderen bekannten orthologen Mammaliergene
auch, eine vier Exon-drei Intron Struktur mit Introns an den Aminosdurepositionen B12.2,
G7.0 und HC11.2. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Sequenz des Spalax carmeli
(2n=58) Cygb-Gens aufgeklart. In Kooperation mit Prof. Dr. A. Avivi (Institut fir Evolution,
Universitat von Haifa, Israel) erfolgte die Sequenzierung von Cygb der anderen drei Spalax-
Spezies. Sequenziert wurde im Fall des Spalax carmeli (2n=58) Cygb-Gens insgesamt ein
Bereich von 7709 Bp (NCBI-Datenbank Zugangsnummer: AM489448, Sequenzen z. Zt. noch
vertraulich in Datenbanken eingetragen). Der potenzielle Promotorbereich/5"UTR konnte
aufgrund einer nicht funktionierenden 5 RACE-Reaktion nicht exakt definiert werden
(Anmerkung: Im Folgenden wird daher von ,,Promotorbereich/5"UTR" gesprochen). Der auf
Genomebene isolierte Bereich stromaufwérts des Startcodons hat eine Lange von 1215 Bp.
Der kodierende Bereich des Exons eins hat eine Lange von 144 Bp, Exon zwei von 230 Bp,
Exon drei von 165Bp und der kodierende Bereich von Exon vier von 34 Bp
(Nukleotidsequenzalignment zwischen orthologen Genen siehe Anhang 3). Es konnte ein
Bereich von 94 Bp stromabwarts des Stopcodons sequenziert werden, der nicht den
kompletten 3"Bereich des Gens beinhaltet, da eine Klonierung dieses PCR Produktes nicht
maoglich war. Die direkte Sequenzierung dieser Region ergab eine sichere Sequenz von 94 Bp.
Die Genstruktur inklusive repetitiver Elemente ist in Abbildung 3-10 gezeigt.

Das Spalax carmeli (2n=58) Cygb hat zu den orthologen Sequenzen aus Ratte, Maus, Mensch
und Hund vorwiegend in den Exons Sequenzidentitdten von 80-85 %, wie im Percent Identity
Plot (PIP) zu erkennen ist (Abbildung 3-10). Lediglich im Exon eins des Hundes gibt es kurze
Bereiche mit einer Konservierung zwischen 75 und 90 % beim Spalax-Hund-Vergleich.
Konservierte Regionen im potenziellen Promotorbereich/5"UTR zeigen Sequenzidentitaten im
Bereich von 70-90 % bei einer durchschnittlichen, konservierten Lange von 15-30 Bp
zwischen Spalax und den anderen untersuchten Mammaliern. Besonders stromaufwarts des
Exons 1 gibt es Bereiche von maximal 100Bp, die konservierte, potenziell
transkriptionsregulatorische Elemente tragen. Die evolutionar weiter entfernten Spezies Hund
und Mensch zeigen in diesem Bereich einen geringeren Grad an Sequenzkonservierung beim

Vergleich zu Spalax.
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Abbildung 3-10: Sequenzvergleich des Spalax carmeli (2n=58) Cytoglobin Gens mit den orthologen Genen
aus Ratte (Rno; Rattus norvegicus), Maus (Mmu; Mus musculus), Mensch (Hsa; Homo sapiens) und Hund
(Cfa; Canis familiaris). Bei den Berechnungen handelt es sich nicht um einen multiplen Sequenzvergleich
sondern um vier duale Vergleiche zwischen der Spalax Sequenz und den anderen Spezies. Die
untranslatierten Regionen sind nicht eingezeichnet, da sie nicht exakt definiert werden konnten.

Uberraschenderweise gibt es in Intron 1 an Cygb-Genposition 3250 Bp eine Region von
ungefahr 235 Bp (Abbildung 3-10), die uber 80 % Ubereinstimmung zwischen Spalax und
den orthologen intronischen Regionen der Ratte, Maus und Mensch haben (Abbildung
3-11 A). Der entsprechende Bereich zwischen Spalax und Hund ist nur 80 Bp lang, dafur aber
zu 95 % konserviert. Der AT-Gehalt dieser Region in Spalax betragt 42 %. Eine BlastX-
Datenbanksuche am NCBI ergab keine signifikanten Suchergebnisse. Das gleiche Ergebnis
wurde mit den Sequenzen der anderen Spezies erhalten. Die hochkonservierte Intron-Sequenz
wurde zudem mit Hilfe von ORFFinder (http://bioinformatics.org/sms/orf_find.html) auf
offene Leserahmen untersucht, was ein 70 Aminosauren grof3es Peptid hervorbrachte. Eine
Blast-Datenbanksuche hiermit ergab wiederum keine signifikanten Treffer. Die Suche nach
Matrix assoziierten Bereichen mit Hilfe des S/MAR search tool (Genomatix, Rollini et al.
1999) war ebenfalls erfolglos.

Das Cygb-Gen von Spalax carmeli (2n=58) hat eine groRe CpG Insel von 1,1 kBp, welche die
potenzielle Promotor Region, das Exon 1 und Teile des Intron 1 umfasst. Ein einfaches (CA),
repetitives Element liegt im Promotor/5"UTR Bereich (103 Bp Lange). Dieses existiert auch
in den anderen vier untersuchten Mammaliern, wenngleich in stark reduzierter L&nge
(Abbildung 3-11 B). Vier SINE Elemente wurden im Cygb-Gen von Spalax gefunden. Das
erste ist ein konserviertes MIRb Element (109 Bp L&nge) im 5 Bereich des ersten Introns, das
auch in den anderen Spezies vorkommt, wobei die Ratte in diesem Element eine 50 Bp-
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Deletion aufweist. Die anderen drei SINEs (Alu5, B4, Alu2), die in Maus, Mensch und Hund
nicht existieren, sind im 3"Bereich des Intron 1 lokalisiert, weisen jedoch eine geringe
Ahnlichkeit zur Sequenz aus der Ratte auf. Die Mensch-Sequenz besitzt in diesem Bereich
ebenfalls vier SINEs (AluJB, AluJo, 2xAluSx, Wystub et al. 2004). Weiterhin hat nur Spalax
ein LINE1 Element (Lx8), das 5" stromaufwarts der Intron 1-SINEs liegt. Introns 2 und 3 des
Spalax carmeli (2n=58) Cygbs besitzen keine repetitiven Elemente. Der Mensch — Maus

Vergleich aus Wystub et al. (2004) zeigt jedoch, dass es zumindest im Intron 3 des Menschen

ein MIR Element gibt.
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Legende siehe néchste Seite
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Abbildung 3-11: Nukleotid Sequenzvergleiche des S. carmeli (2n=58) Cytoglobingens mit den orthologen
Sequenzen aus Ratte, Maus, Mensch und Hund (von oben nach unten). Dargestellt sind Sequenzen, die im
Zuge der Erstellung des Percent Identity Plots (Abbildung 3-10) mit Hilfe des BlastZ-Algorithmus
(Schwartz et al. 2000) erhalten wurden. Es handelt sich nicht um multiple Alignments, sondern um
mehrfache duale Vergleiche mit der Referenzsequenz aus Spalax. Punkte im Sequenzvergleich bedeuten
Ubereinstimmende Sequenz zur Referenzspezies, Bindestriche zeigen Licken in der jeweiligen Sequenz
an. (A) Bereich aus Cytoglobin Intron 1 mit hochkonservierten nicht-kodierenden Sequenzen. (B) Spalax
spezifische CA-Sequenzwiederholung aus putativem Promotorbereich.

3.1.2.2.1 Zellulares Expressionsmuster von Cygb in verschiedenen Geweben

Eine Cygb-Expression in Spalax konnte, wie auch in der Maus (Schmidt et al. 2004), in allen
untersuchten Geweben gefunden werden. Im Gehirn zeigten Neurone distinkter
Zellpopulationen sowohl im Nukleus als auch im Zytoplasma Immunreaktion (Abbildung
3-12 A-E). Cytoglobin Immunféarbung in der Leber, im Herzen, im Darm und in der Niere
brachte hervor, dass das Protein v. a. im Zytoplasma von Fibroblasten sowie Fibroblasten-
verwandten Zelltypen vorkommt, wie u. a. den Sternzellen der Leber oder Myofibroblasten
des Herzens (Abbildung 3-13). Die gewdhlte Nachweismethode mit einem Peroxidase-
gekoppelten Zweitantikorper zeigte auch unspezifische Signale in den Erythrozyten, die
jedoch leicht an ihrer Form identifiziert werden konnten (Abbildung 3-13 D und E).
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Abbildung 3-12: Immunhistochemischer Nachweis der Cygb Expression im Gehirn von S. golani (2n=54).
Die Hauptexpressionsorte unterschieden sich nicht sichtbar zwischen Maus und Ratte. Der Antikdrper
HsCygb2-M (vgl. 2.8) wurde in einer Verdiinnung von 1:100 eingesetzt. A, B. Cygb-Expression im Gehirn.
Abb. (A) zeigt einen Frontalschnitt durch die Region des Gyrus dentatus (GD) und des Ammonshorns
(AH). In Abb. (B) erkennt man sowohl zytoplasmatische als auch nukledre Férbung der neuronalen
Zellen. Zellfortsétze sind ebenfalls gefarbt. (C, D und E) zeigen, dass distinkte Zellpopulationen gefarbt
sind und dass Zellen teilweise nukleédre und zytoplasmatische Farbung aufweisen (E, Pfeil), andere jedoch
nur zytoplasmatische Signale (E, Stern).
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Abbildung 3-13: (A, B) Cygb-
Immundetektion  in  der
Leber. (A) Lediglich die
winzigen  Sternzellen  der
Leber (HSC hepatic stellate
cells), ein  Fibroblasten-
verwandter  Zelltyp, sind
geférbt, die Hepatozyten (HC,
hepatocytes) zeigen keine
Farbung. (B) Die
Negativkontrolle zeigt keine
Anfarbung der HSCs. (C, D)
Cygb-Immunreaktion im
Herzmuskel.  Eine  Klare
Farbung der (Myo-)
Fibroblasten (Fb) ist in (C) zu
erkennen. (D) Die Kontrolle
ohne Erstantikdrper zeigt
lediglich unspezifisch gefarbte
Erythrozyten, die in der Niere
(E) mit dem spezifischen
Signal verwechselt werden
kénnen. Auch hier sind
Fibroblasten angefarbt, der
Nierenglomerulus (Ng)
hingegen nicht. Im Darm (F,
G, H) sind in der
quergestreiften  Muskulatur
Fibroblasten stark gefarbt,
die Darmzotten, die in
Richtung Darminnerem (DI)
zeigen, selbst nicht. Die
Negativkontrolle des Darms
zeigt keinerlei Farbung (H).
(I) zeigt Féarbung in den
inneren Schichten des Ductus
efferens (De) des Hoden.
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3.1.2.3 Quantitative Untersuchung der Cytoglobin mRNA-EXxpression

Die relative Expressionsstarke des Cytoglobingens wurde in der Ratte, S. judaei (2n=60) und
in S. galili (2n=52) untersucht (Abbildung 3-14 A, B und C). Dazu wurden jeweils die
Gewebe Gehirn, Herz und Leber der drei Spezies zwischenartlich verglichen und die Cygb-
Expression unter Hypoxie analysiert. Auf einen exakten quantitativen Vergleich zwischen
Geweben wurde verzichtet, da RNAs unterschiedlicher Gewebe eines einzelnen Tieres
(vielmehr als RNAs gleicher Gewebe unterschiedlicher Individuen oder auch Spezies)
verschiedene Mengen intrinsischer reverse Transkriptase-Inhibitoren beinhalten.

Interspezies-Vergleich Cytoglobin bei Normoxie: Beim Vergleich der normoxischen
MRNA-Expressionsniveaus des Cygb-Gens zwischen Ratte und den beiden Spalax-Arten
S. judaei (2n=60) und S. galili (2n=52), ergab sich im Gehirn von S. galili (2n=52) eine
signifikant starkere Expression um den Faktor 2,7 gegeniiber der Ratte (p<0,05; Abbildung
3-14 A). Im Herzen der beiden Spalax-Spezies lag die Expression nur um ca. Faktor 1,3 héher
als in der Ratte (Abbildung 3-14 B). In diesem Fall unterschieden sich die beiden Spezies
nicht signifikant. Die Leber aller drei untersuchten Spezies exprimierten Cygb in etwa gleich
stark (Abbildung 3-14 C). Auch hier waren die Mittelwerte der Expression nicht signifikant
verschieden. Der Gewebevergleich zwischen Gehirn, Herz und Leber aller untersuchten
Spezies hat gezeigt, dass im Gehirn die starkste mRNA-Expression vorlag, gefolgt von der
MRNA Menge im Herzen (ca. Faktor zwei weniger) und einer ca. 10-fach geringeren Cygb-
MRNA Menge in der Leber (verglichen mit dem Gehirn) (Daten nicht gezeigt).

Regulation unter hypoxischem Stress im Gehirn (Abbildung 3-14 A): Beim Betrachten
der hypoxischen Zustande im Gehirn der Ratte ergaben sich fir die Cygbh mRNA-Expression
nur geringe Abweichungen vom normoxischen Wert. Die starkste Abweichung vom
Normalwert war nach 5 h bei 6 % O, zu beobachten. Unter dieser Sauerstoffbedingung war
eine Herunterregulation auf einen Wert von etwa 50 % zu erkennen. Milde Hypoxie (10 %
0,) verstarkte die Expression nach 22 h nur leicht um einen Faktor von 1,3, verglichen mit
der Normoxie, nach 44 h lag sie wieder beim normoxischen Wert. In S. judaei (2n=60) war
nach 22- und 44-stiindiger Hypoxie bei 10 % O, eine Hochregulation des Cygb-Gens um das
1,7- bis 2-fache des normoxischen Wertes erkennbar. Starke Hypoxie von 10 % fir 5h
verénderte die Expression hingegen nicht. S. galili (2n=52) zeigte nach 5h eine leicht
geringere Expression von 80 % des normoxischen Wertes. Milde Hypoxie (10 % O,) fiir 22 h

beeinflusste die Cygbh mRNA-Expression im Gehirn nicht. 44-stiindige Hypoxie bei 10 % O,
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sorgte fur eine signifikant verstarkte Expression um Faktor zwei (p<0,05), beim Vergleich mit
dem normoxischen Wert von S. galili (2n=52).

Regulation unter hypoxischem Stress im Herzmuskel (Abbildung 3-14 B): Das Herz der
Ratte zeigte nach einer langer anhaltenden Hypoxie eine signifikant hohere Expression um
den Faktor 1,8 nach 22 h 10 % O, (p<0,05) und nach 44 h um den Faktor 2,5 (p<0,01). Die
Proben 5 h bei 6 % waren ausgefallen und der Versuch konnte nicht wiederholt werden. Die
Expression von Cygb bei S. judaei (2n=60) stieg nach 5 h bei 6 % O, auf 380 % an und zeigte
nach 22 bzw. 44 h eine geringe Herunterregulation auf ca. 90 bzw. 70 %, ausgehend vom
normoxischen Wert. Im Herzen von S. galili (2n=52) war die Cygb-Expression nach 5-
stiindigem Sauerstoffmangel bei 6 % leicht abgesenkt auf 90 % des Normalwertes. Bei 10 %
Sauerstoffkonzentration fiir eine Dauer von 22 bzw. 44 Stunden zeigte das Herz von S. galili
(2n=52) eine starke Hochregulation um den Faktor 8 bzw. 12. Der Studentsche t-Test ergab
eine Signifikanz auf dem p<0,01-Level fir 22 h und p<0,05-Level fur die Proben, die nach
44-stundiger Hypoxie entnommen wurden.

Regulation von Cygb unter hypoxischem Stress in der Leber (Abbildung 3-14 C): Die
Cygb-Expression in der Leber stieg in der Ratte bei 10 %iger Sauerstoffkonzentration nach
22 und 44 h auf Faktor zwei an. Beide Expressionswerte unterschieden sich dabei signifikant
vom normoxischen Wert (p<0,01 fiir den 22 h-Wert, p<0,05 nach 44 h). Die Proben, in denen
starke Hypoxie von 5% O, fir 6 h getestet wurde, waren ausgefallen. S. judaei (2n=60)
zeigte nach 5 h bei 6 % O,.Konzentration eine Herunterregulation auf 70 % des Wertes bei
normalen Sauerstoffbedingungen von 21 %. Nach 22 h bei 10 % O, ergab sich eine Cygb
mRNA-Konzentration, die bei Faktor 1,4 des normoxischen Wertes lag. Nach 44 h sank die
Expression jedoch auf einen Wert von nur 20 % der Ausgangsexpression unter normalen
Sauerstoffbedingungen ab. Milde Langzeithypoxie ergab in S. galili (2n=52) eine verstérkte

Expression um Faktor 1,7 sowohl nach 22 als auch nach 44 h.
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Abbildung 3-14: Cytoglobin Expression in Gehirn (A), Herz (B) und Leber (C) von Ratte, S. judaei
(2n=60) und S. galili (2n=52). Untersucht wurde starke Hypoxie von 6 % fir 5h sowie moderate
langerfristige Hypoxie von 10 % Sauerstoff fir 22 und 44 h. Die Abbildung zeigt auch den
Interspeziesvergleich. Fir die Bestimmung der Cygb-Expression wurden mindestens zwei Pools aus
jeweils zwei bis vier Tieren untersucht (n=2). Signifikanzen wurden mit Hilfe des Studentschen t-Tests
bestimmt (*) p<0,1; * p<0,05; ** p<0,01. Fehlerbalken geben den Standardfehler an. Alle Werte innerhalb
einer Abbildung sind bezogen auf die normoxische Expression des jeweiligen Gewebes der Ratte.
Fehlende Werte bedeuten, dass die entsprechenden Proben aufgrund technischer Probleme ausgefallen
sind und die entsprechenden Hypoxieversuche nicht wiederholt werden konnten.

3.1.2.4 Quantitative Untersuchung der Cytoglobin Protein-Expression

Interspeziesvergleich. Die Expression des Cytoglobin Proteins wurde in Gehirnen von
Ratten, S. judaei (2n=60) und S. galili (2n=52) durchgefihrt. Der Vergleich der normoxisch
gehaltenen Tiere auf einem Western Blot mit dem anti-Cygb-V-Antikorper (vgl. 2.8) ist in
Abbildung 3-15 gezeigt. Man kann erkennen, dass im Durchschnitt aller getesteten Tiere das
Rattengehirn auf Proteinebene eine um ca. Faktor 2 niedrigere Cygb-Expression zeigte als
beide Spalax-Spezies. Dieses Ergebnis korrelierte mit den auf mRNA-Ebene erhaltenen
Werten (vgl. 3.1.2.3). Im Einzelfall gab es jedoch deutliche individuelle Abweichungen: So
exprimierte Ratte 2 Cytoglobin ebenso stark wie S. judaei (2n=60) Tier 1 und 3 und auch wie
Tier 3 der Spezies S. galili (2n=52). Tiere 1 und 2 der Art S. galili (2n=52) sowie S. judaei
(2n=60) Tier 2 zeigten die starkste Cygb Expression im Gehirn. Einflisse der
Sequenzunterschiede der drei Spezies auf die Antikérperbindung waren nicht zu erwarten, da
im Bereich des aus 15 AS bestehenden Epitops keine Sequenzunterschiede zwischen Peptid
(vgl. Tabelle 2-2), Ratte (vgl. NCBI-Datenbankeintrag NP_570100) und den beiden Spalax-
Spezies (vgl. Proteinsequenz Ubersetzt aus AM419203 fur S. galili (2n=52) und AM419204
fur S. judaei (2n=60)) vorhanden waren.
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Abbildung 3-15: (A) Western Blot Analyse des Cygb Proteins in drei Gehirnen von Ratte, S. judaei
(2n=60) und S. galili (2n=52). Die Tiere wurden unter normoxischen Bedingungen gehalten. Die
Markerbande entspricht einer GrofRe von 24kDa. (B) Auswertung des Western Blots mit Hilfe der
Software AIDA Ver. 3.50 (Raytest Isotopenmessgerate): Der mittlere Cygb-Proteingehalt aller Individuen
einer Art wurde bestimmt, wobei der Mittelwert der Ratte gleich 100 % gesetzt wurde. Die Werte der
beiden Spalax-Spezies wurden auf die Proteinmenge der Ratte bezogen.

Hypoxie. Mit denselben Proben, welche fur Hypoxieuntersuchungen von Neuroglobin
verwendet wurden (vgl. Abbildung 3-7), ist ein Western Blot mit verschiedenen Antikdrpern
gegen Cytoglobin durchgefuhrt worden. Trotz wiederholter Versuche hat dieser Western Blot
nicht funktioniert.

3.1.3 Das Spalax Myoglobin (Mb) Gen

3.1.3.1 Isolierung und Klonierung des Mb-Gens aus S. carmeli (2n=58)

Die lIsolierung der CDS des Spalax Myoglobingens erfolgte mittels RT-PCR unter
Verwendung zwei- bzw. einfach degenerierter Primer, deren Sequenzen anhand der Mb-Gen-
Sequenzen von Mensch, Maus und Ratte designt wurden und zusammen die komplette CDS
definieren (Forward-Primer: HMR Myo CDS deg for und Reverse-Primer: HMR Myo CDS
deg rev). Das erhaltene PCR-Produkt ist in Abbildung 3-16 (rechts) dargestellt und hat
erwartungsgemal eine Grolle von knapp unter 500 Bp. Die Sequenzierung des Fragmentes
ergab, dass die kodierende Sequenz des Spalax Myoglobingens aus 462 Bp besteht
(Nukleotidalignment der kodierenden Bereiche der orthologen Myoglobingene siehe
Anhang 4).

Eine 3’'RACE Reaktion wurde durchgefihrt, um das Transkriptende des Spalax Mb-Gens zu
bestimmen (vgl. 2.2.2). Dazu wurden flr die beiden aufeinander folgenden PCRs die Primer
HMR Myo CDS deg for und QPCR Myo deg for, jeweils in Kombination mit dem vom
Hersteller angegebenen Primer AUAP, verwendet. Die beiden Produkte der ersten sowie der

- 87 -



ERGEBNISSE

nested PCR sind ebenfalls in Abbildung 3-16 gezeigt. Die GroRe des ersten PCR-Produktes
betrug in etwa 950 Bp, die des zweiten (nested) Produktes ca. 700 Bp. Fir den 3
untranslatierten Bereich ergab sich somit eine GrélRe von 485 Bp.

Um das 5'Ende der S. carmeli (2n=58) Mb-cDNA zu bestimmen, wurde eine 5"RACE-
Reaktion entsprechend 2.2.1 durchgefiihrt. Zur reversen Transkription der Gesamt-RNA
wurde der Primer HMR Myo CDS deg rev verwendet. Die erste PCR erfolgte mit dem
genspezifischen Primer QPCR Myo deg rev und dem im Kit mitgelieferten AAP. Da nach
dieser PCR noch kein Produkt vorhanden war, wurden fir die nested PCR die Primer
S58 Myo 5°'RACE rev und AUAP (Invitrogen) verwendet. Das Gelfoto dieser PCR ist in
Abbildung 3-17 gezeigt. Der isolierte 5"UTR hatte eine L&nge von 60 Bp. Alle PCRs, die der
Bestimmung der Mb-Sequenz dienten, wurden mit der Accuprime Tag DNA Polymerase
(Invitrogen) durchgefihrt (vgl. 2.1.4). Die erhaltene S. carmeli (2n=58) cDNA-Sequenz hat
eine Gesamtlange von 1007 Bp und wurde veroffentlicht unter der NCBI-Zugangsnummer
AM419205 (Abbildung 3-18). Ob es sich beim 5"UTR um die komplette Sequenz handelt, ist
unklar. Es konnte jedoch noch einen weiteren Transkriptionsstart geben, da man auf dem
Gelfoto der 5"RACE-nested PCR noch eine zweite, schwachere Bande im Bereich von knapp
600 Bp erkennen kann. Eine genauere Betrachtung dieses Bereiches brachte jedoch keine
Aufklarug, da diese nur schwach amplifizierte Bande nicht kloniert werden konnte. Der
3" untranslatierte Bereich des Mb-Gens aus S. carmeli (2n=58) hingegen konnte vollstéandig

inklusive des Poly-A-Endes isoliert werden.

Abbildung 3-16: Agarosegel der PCR des S. carmeli
(2n=58) Myoglobingens. Von links nach rechts sind die
Negativkontrolle der PCR mit den CDS-flankierenden
Primern (neg. Ko), ein 100 Bp-Marker (GeneRuler
100 Bp DNA Ladder Plus, Fermentas), das 1. (3'R, 1.PCR)
sowie das nested PCR-Produkt (3'R, nested PCR) der
3'RACE (vgl. 2.2.2). Auf der rechten Seite ist das PCR-

neg. *
Kc? Marker 11& 3R %ERS Produkt aufgetragen, welches mit degenerierten Primern
nested aus Mensch, Maus und Ratte erstellt wurde.
PCR
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Abbildung 3-17: Agarosegel der 5"RACE nested PCR des Myoglobingens aus
S. carmeli (2n=58). Als Molekulargewichts-Standard ist eine 100 Bp — Leiter
(Gene Ruler DNA Ladder Mix, Fermentas) aufgetragen.
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Abbildung 3-18: Sequenz der S. carmeli (2n=58) Myoglobin cDNA. Dargestellt ist der 5"UTR, gefolgt von
der kodierenden Sequenz (Fettdruck), beginnend mit dem Startkodon (griiner Hintergrund) und endend
mit dem Stoppkodon (roter Hintergrund). Danach ist der vollstindige 3'UTR inklusive
Polyadenylierungssignal (hellblauer Hintergrund) und Poly-A Schwanz gezeigt.
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Die Translation der Mb Sequenz aus S. carmeli (2n=58) zeigte, dass diese selbst erstellte
Sequenz drei Aminosauresubstitutionen zu der schon in der Datenbank (P04248) vorhandenen
Proteinsequenz besitzt. In der begleitenden Veroffentlichung zu diesem Datenbankeintrag
wird lediglich der Name der Superspezies Spalax ehrenbergi genannt. Hieraus wird
ersichtlich, dass die Mb-Sequenz im Datenbankeintrag aus einer der drei anderen Spalax-

Spezies stammen muss.

3.1.3.2 Expression des Myoglobingens auf mRNA-Ebene im Skelett- und Herzmuskel

Die Expression des Mb-Gens wurde im Nacken-Skelettmuskel und im Herzen von Ratte, S.
judaei (2n=60) und S. galili (2n=52) untersucht. Abbildung 3-19 A zeigt zunachst die
Expression von Myoglobin (Mb) im Skelettmuskel. Hierbei ist zu erkennen, dass S. judaei
(2n=60) eine um Faktor 27, S. galili (2n=52) eine um Faktor 42 h6here Mb Expression als die
Ratte aufwies. Entsprechend lag der Expressionsunterschied zwischen S. galili (2n=52) und S.
judaei (2n=60) bei ca. Faktor 1,6. Die Expression von Mb unter Hypoxie ist in Abbildung
3-19 B dargestellt. Eine kurze starke Hypoxie von 5h bei 6 % Sauerstoff bewirkte in der
Ratte eine stirkere Expression des Mb-Gens um Faktor 2,74 verglichen mit Normoxie,
wohingegen die Expression in beiden Spalax-Spezies kaum verandert wurde. Nach 22-
stindiger milder Hypoxie bei 10 % O, ergab sich eine starke Herunterregulation auf einen
Wert von 13,2 % bei Ratte und 1,79 % bei S. judaei (2n=60). In S. galili (2n=52) jedoch
wurde die Expression zunéchst nur unwesentlich verandert. 44-stiindige Hypoxie bei 10 % O,
fihrte in der Ratte zu einer Herunterregulation auf 23 % des normoxischen Wertes. In S.

judaei (2n=60) blieb die Expression mit 2,08 % in etwa auf dem Niveau von 22 h.

FL.0000% 7 _ & mNormoxie [5h, 6% O, [122h,10% O, MW44h, 10% O,
4500% - | 350%

0y {
@ 4000% [ % po—
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Abbildung 3-19: Expression der Myoglobin mRNA im Nacken-Skelettmuskel relativ zum Gesamt-RNA-
Gehalt der Proben. (A) Expression von Myoglobin im normoxischen Vergleich zwischen Ratte, S. judaei
(2n=60) und S. galili (2n=52). (B) Expression von Myoglobin in Ratte, S. judaei (2n=60) und S. galili
(2n=52) nach unterschiedlichen Hypoxiezustdnden. Die normoxischen Levels zwischen den Arten kénnen
in Abbildung B nicht miteinander verglichen werden, sondern sind ausschlieRlich in Abb. A dargestellt.
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Bei Myoglobin im Herzen (Abbildung 3-20) zeigte sich fur den Interspeziesunterschied ein
Faktor von ca. 2,7, um den die Expression in Spalax héher war als in Ratte. Zwischen S.
judaei (2n=60) und S. galili (2n=52) konnte in diesem Fall nicht unterschieden werden, da nur
eine gepoolte, normoxische RNA aus beiden Spezies vorlag. Langzeithypoxie von 22 oder
44 h fuhrte in der Ratte zu einer erhohten Expression um Faktor 1,6-1,7, in S. galili (2n=52)
stieg sie nach beiden Zeitpunkten auf das 1,4 fache an. S. judaei (2n=60) regulierte die Mb
mMRNA im Herzen nach 22 h auf das 1,5-fache des normoxischen Wertes hoch. Nach 44 h

jedoch sank die Expression auf 59 %, bezogen auf die Normoxie.
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Abbildung 3-20: Myoglobin mMRNA-Expression im Herzen von Ratte, S. judaei (2n=60) und S. galili
(2n=52). Untersucht wurden normoxisch gehaltene Tiere sowie Tiere, die 22- und 44-stiindiger Hypoxie
ausgesetzt waren. Ein normoxischer Vergleich zwischen S. judaei (2n=60) und S. galili (2n=52) ist nicht
zuléssig, da es sich um normoxische Proben handelte, in denen RNA beider Spalax-Spezies 1:1 vermischt
wurden. Ein getrenntes Versenden der RNAs beider Proben war fiir die Kooperationspartner aus Israel
(Prof. Dr. A. Avivi) nicht méglich.

3.1.4 Neuroglobin und Cytoglobin im Auge von Spalax

3.1.4.1 Expressionsmuster der Proteine Ngb und Cytochrom c in der Spalax-Retina

Die Expression von Neuroglobin fand vornehmlich in der Ganglienzellschicht (GZS,
Abbildung 3-21) der Spalax-Retina statt, gefolgt von schwécherer Expression in der inneren
nukledren Schicht (INS). Die ANS zeigte nur leichte Ngb-Expression. In einigen Schnitten
exprimierte die auRere plexiforme Schicht (APS) Ngb (Abbildung 3-21 A und B), in anderen
nicht (Abbildung 3-21 C-F). Wiederholte Versuche konnten diesen Sachverhalt nicht
aufklaren. Ohne Farbung blieben die Photorezeptorschicht (weder innere noch &ullere
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Segmente) sowie die innere plexiforme Schicht. Betrachtet man das Vorkommen von
Cytochrom c in der Retina von Spalax (Abbildung 3-22) als Marker fur das Vorkommen von
Mitochondrien, so zeigt sich, dass alle Schichten Cytochrom ¢ exprimierten. Die stérkste
Expression war zu sehen in der PS und GZS, gefolgt von beiden plexiformen Schichten. Die
schwéchste Farbung zeigten die beiden nukledren Schichten, wenngleich sie doch eindeutig
vorhanden war. Eine Kolokalisation zwischen Ngb und Cytochrom ¢ war im Spalax-Auge nur
teilweise gegeben und zwar in der GZS, der INS, der ANS sowie evtl. der APS. Eindeutig
keine Kolokalistion fand man in der Photorezeptorschicht. Die Veroffentlichung von
Bentmann et al. (2005) zeigte in der Retina von Maus und Ratte jedoch eindeutig
Kolokalisation zwischen Ngb und Cytochrom c in der PS, APS, IPS und GZS.
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Abbildung 3-21: (A-G) Neuroglobin Protein-Expression im Auge von Spalax. Die Hauptexpressionsorte
von Ngb sind die Ganglienzellen der Ganglienzellschicht (GZS) und einige Zellen der inneren nukleédren
Schicht (INS). Andere Bereiche, wie die duRere nukledre Schicht (ANS), zeigten ebenfalls Ngb-Expression.
Die Photorezeptorschicht sowie die plexiformen Schichten zeigten keine oder nur schwache Ngb-positive
Zellen. Eine starke Farbung ist in den Zellen der Harderschen Drise (HD) zu erkennen, die Geféalte G
sind nur leicht gefarbt.
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S. golani (2n=54)

S. golani (2n=54) IA  _50um

Abbildung 3-22: (A-C) Expression von Cytochrom ¢ in der Retina von S. golani (2n=52). Die starkste
Farbung war in der Photorezeptorschicht sowie der Ganglienzellschicht zu erkennen. Alle anderen
retinalen Schichten zeigten ebenfalls eine Cytochrom c-positive Farbung. Auch die auBerhalb der
Pigmentschicht liegenden Gefale zeigten Cytochrom c-Farbung.

3.1.4.2 Quantitative Expressionsuntersuchung der Ngb-mRNA im Auge im

Interspeziesvergleich und unter hypoxischen Bedingungen

Es wurde die Expression zwischen dem Rattenauge und dem sehr stark degenerierten
Spalaxauge untersucht. Zur Praparation der RNA wurden mindestens vier Augen jeweils von
unterschiedlichen Individuen verwendet, die vor der RNA-Préparation gepoolt wurden.
Aufgrund der winzigen Augen von Spalax konnte die Retina nicht vom Rest des Auges
getrennt werden, weshalb die gesamten Augen verwendet wurden. Bei den Versuchen mit der
Ratte wurden Retinae verwendet, die von Linse, Glaskorper und Lederhaut befreit wurden. Es
wurden zwei verschiedene Sauerstoffkonzentrationen untersucht. Der erste hypoxische
Zustand, der nur in der Ratte untersucht wurde, betrug 3 % O, fur 2,5 h. Die Ngb-Expression
in Ratte und Spalax wurde auBerdem bei 10 % Sauerstoff fir 4, 12, 22 und 44 h gemessen
(Abbildung 3-23). Der normoxische Vergleich von Ratte und Spalax zeigte eine etwa 2-fach
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hohere Expression von Ngb in Ratte. Die Expression von Ngb in Spalax kénnte jedoch
aufgrund der unterschiedlichen Praparationsmethoden zwischen Spalax und Ratte leicht
unterschatzt worden sein, weil in Spalax das komplette Auge und nicht nur die isolierte Retina
fir RNA-Praparationen verwendet wurde. Dies konnte zu ,Verdinnungseffekten im
Spalaxauge gefuihrt haben. Betrachtet man die Hypoxieversuche, so regulierten beide Spezies
unter allen untersuchten Zustanden das Ngb-Gen leicht hoch. Jedoch war weder in der Ratte

noch in Spalax eine verstarkte Expression Uber den Faktor 2 hinaus zu beobachten.

Ratt:

£ 200% & Ratte
@2 . S.galili (2n=52)+
X 180% T T S.judaei (2n=60)
g 160% L i
; 140% T .
S 120% : I
3 100% ol
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T 80%
o
c 60% |
S
@ 40%
et

0, 4
u% 20%

0% - :

Normoxie 2,5h3% 4h10% 12h10% 22h10% 44h 10%

Abbildung 3-23: Expression des Ngb-Gens unter Hypoxie in Ratte und Spalax. Aufgrund der geringen
GroRe der Spalax Augen und der geringen Verfligbarkeit von Tieren aus einer Spezies wurden S. galili
(2n=52) und S. judaei (2n=60) Augen zum Herstellen der RNA gepoolt. Die Rattenaugen zeigten unter
Normoxie und Hypoxie stets eine hthere mRNA-Expression als die Spalaxaugen.

3.1.4.3 Ngb Proteinexpression im Auge von Spalax

Es wurde mittels Western Blot versucht, einen Western Blot mit Spalax Gesamtauge inklusive
der Retina durchzufiihren. Die zur Verfligung stehende Menge an Spalax Augen Protein-

Extrakt gentigte jedoch nicht, um ein Signal auf dem Western Blot zu erzeugen.
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3.1.4.4 Vaskularisierung des Spalax-Auges

Die Vaskularisierung des Auges sollte mit Hilfe eines Antikorpers gegen den van-Willebrand-
Faktor aufgeklart werden. Maus und Ratte besitzen eine vaskuldre Retina, das
Meerschweinchen hingegen eine avaskulare. Vaskular bedeutet, dass die Retina zuséatzlich zu
den GefélRen der Choroidea (Aderhaut) in einigen ihrer Schichten selbst Kapillaren besitzt.
Avaskuldr heil3t, dass keine GefaRe durch die Retina selbst fuhren, sondern dass die
Sauerstoffversorgung lediglich durch Blutgeféalie in der Choroidea (Aderhaut) gewéhrleistet
wird. Aufgrund von Immunnachweisen des von-Willebrand-Faktors konnte nachgewiesen
werden, dass Spalax, wie Maus und Ratte, eine vaskuldre Retina besitzt. Dabei sind eindeutig

(Kapillar-) Gefalie in der &ul3eren plexiformen Schicht zu erkennen (Abbildung 3-24 A). Auch

die Geféalle der Choroidea zeigten Immunreaktion (Abbildung 3-24 B).

S golanl (2n—-54) £ d‘“ ‘w ﬂll_ S. golani (2n=54)

Abbildung 3-24: Darstellung der Vaskularisierung der Spalax Retina mit Hilfe des
immunhistochemischen Nachweises des von-Willebrand-Faktors in den Endothelzellen der Geféalie.
(A) Eine starke Farbung der GeféRe G ist zu erkennen in der duReren plexiformen Schicht, was das
Erkennungsmerkmal fiir eine vaskuldre Retina ist, wie sie auch bei Maus und Ratte vorkommt
(Bentmann et al. 2005). (B) Auch die Gefalie der Choroidea C (Aderhaut) zeigen starke Farbung.

3.1.4.5 Lokalisation von Cygb und neuronaler NO-Synthase in der Retina von Spalax

Cytoglobin-Expression fand in der Retina fast ausschlieBlich in der Ganglienzellschicht statt
(Abbildung 3-25). V. a. das Zytoplasma der neuronalen Zellen war geféarbt. Auch die innere
plexiforme Schicht zeigte eine schwache Farbung durch die verwendete Methode des
antikorpergekoppelten Peroxidasenachweises. Dabei befand sich das Protein, ahnlich wie im
Gehirn, sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus. Die neuronale NO-Synthase hingegen
zeigte Féarbung fast aller Schichten, vorzugsweise der Ganglienzellschicht, inneren

plexiformen Schicht und der Photorezeptorschicht (Abbildung 3-26). Dabei gab es keine
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Immunreaktion in den Nuklei der Zellen. Ein Vergleich der Expression von Cygb mit
neuronaler NO-Synthase ergab also eine schwache Ubereinstimmung der Lokalisation der
beiden Proteine. Dieser Befund steht im Gegensatz zu den Ergebnissen, die im Gehirn der
Maus erhalten wurden. Dort hat man eine berwiegende Kolokalisation der beiden Proteine
erhalten (Wystub 2007).
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Abbildung 3-25: (A-D) Expression von Cygb im Auge von Spalax. Das Protein wurde in der inneren
plexiformen Schicht (IPS) sowie den neuronalen Zellkérpern der Ganglienzellschicht (GZS) detektiert,
erkennbar durch eine Rotfarbung. Eine starke Farbung war ebenfalls in den GeféRen (G) aulierhalb des
retinalen Pigmentepithels zu finden, ebenso wie eine leichte Farbung der Harderschen Drise, in die das
Auge eingebettet ist. Die anderen Schichten zeigten keine Cygb-positive Farbung. Blau dargestellt sind
Zellkerne der &uReren und inneren nukledaren Schicht (APS und IPS) sowie der GZS, die mit DAPI
sichtbar gemacht wurden.
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Abbildung 3-26: (A-C) Expression der neuronalen NO-Synthase (nNOS) im Auge von Spalax. Expression
schien in allen Schichten der Retina vorhanden zu sein, mit der stérksten Farbung in der
Photorezeptorschicht (PS) und der Ganglienzellschicht sowie der inneren plexiformen Schicht (GZS und
IPS). In der Ganglienzellschicht waren nicht nur die Ganglienzellen selbst gefarbt, sondern auch das
umgebende Gewebe. Die GefaRRe (G) auflerhalb des retinalen Pigmentepithels (RPE) zeigten ebenfalls eine
starke Farbung. Die Kerne der Zellen wurden mit DAPI angefarbt und mit einem Fluoreszenzmikroskop
sichtbar gemacht (dargestellt in blau).

3.1.4.6 Quantitative Untersuchung der Cyghb-mRNA in Auge von Ratte und Spalax unter
Hypoxie

Die Expressionsuntersuchung von Cytoglobin im Auge von Ratte und Spalax zeigte, dass es
in Spalax eine um den Faktor 1,6 héhere Expression von Cygb gab (Abbildung 3-27), wobei
man die relativ hohe Standardabweichung in der Ratte berlcksichtigen muss. Die Spalax-
Proben wurden aus den unter 3.1.1.3.2 angesprochenen Griinden gepoolt. Auch im Fall von
Cygb konnte es zu einer Unterschatzung der Expression in Spalax gekommen sein, da es sich
bei den untersuchten Proben um ganze Augen, nicht um isolierte Retinae wie bei der Ratte
handelte (vgl. 3.1.4.2).
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Nach einer Hypoxie von 3 % Sauerstoff fur 2,5 h erfolgte eine Herunterregulation auf ca.
30 % der Ausgangsexpression in der Ratte. Dieser Hypoxiezustand wurde in Spalax aufgrund
mangelnder Gewebeverfugbarkeit nicht getestet. Eine 10 %ige Hypoxie hingegen flhrte nach
allen getesteten Zeiten in Ratte und Spalax zu einer merklichen Hochregulation. Nach 4 h
stieg die Regulation auf den dreifachen Ausgangswert an. Nach 12 bzw. 24 h lag die
Expression sogar noch etwas dariiber. 44 h nach Versuchsbeginn sank bei 10 % O, die Cygb-
Expression wieder auf das zweifache des Ausgangswertes, wobei eine hohe
Standardabweichung zu beobachten war. In Spalax stieg die Expression nach 4 h bei
10 % Sauerstoff zuerst nur leicht an, etwa um einen Faktor von 1,3. Nach 12 h lag die Cygb
Expressionsstarke bei etwa 260 % des Ausgangswertes. Die Hochregulation war somit in
Spalax geringer als in der Ratte, erreichte aber in Spalax absolut einen etwas héheren Wert.
Nach 22 h bei 10 % sank die Expression auf knapp das zweifache des Normoxiewertes an,

nach 44 h war dieser fast wieder erreicht.

500% Ratte

| S.galili (2n=52)+
450% T | v S.judaei (2n=60)
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Normoxie 2,5h3% 4h10% 12h10% 22h10% 44h10%

—t—

Expression relativ zu Ratte normoxisch

Abbildung 3-27: Expression des Cygb-Gens im Auge von Ratte und Spalax im zwischenartlichen
Vergleich sowie unter verschiedenen Sauerstoffmangelbedingungen. Die Augen von S. judaei (2n=60) und
S. galili (2n=52) wurden vor der RNA-Praparation gepoolt, um ausreichend RNA herstellen zu kénnen.
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3.2 Ngb und Cygb Expression im hypoxiesensitiven Modellorganismus

Hausschwein (Sus scrofa)

321 Ngb und Cygb mRNA-Regulation nach tief hypothermem

Kreislaufstillstand und Reperfusion

Die Expression von Ngb und Cygb im Gehirn von Versuchstieren wurde nach tief
hypothermem Kreislaufstillstand junger Schweine untersucht. Dabei wurde darauf geachtet,
dass bei allen Gewebeproben aus dem frontalen Cortex des Gehirns korresponierende
Regionen verwendet wurden. Es wurden Realtime RT-PCR-Versuche mit Schweinen
durchgefuhrt, deren Kreislaufstillstand 60 oder 120 min betrug. Zusétzlich wurde analysiert,
ob die Expression der untersuchten Gene durch die Gabe von immunsuppressiven
Medikamenten beeinflusst werden konnte. Die Gabe dieser Medikamente erfolgte, weil diese
h&ufig dazu eingesetzt werden, protektive Effekte im Gehirn operierter Kinder zu erzielen und
zum Schutz vor systemischer inflammatorischer Antwort, obgleich es lber die Wirksamkeit
der eingesetzten Medikamente geteilte Ansichten gibt (Schubert et al. 2005). Alle
untersuchten Gehirnproben wurden erst nach Entwéhnung von der EKZ und einer sechs-
stiindigen Reperfusionsphase entnommen. Die Expressionswerte von Ngb und Cygb wurden
auf das Referenzgen Acidic Ribosomal Phosphoprotein PO (RPLPO) bezogen. Dazu wurde
jeweils die relative Genexpression mit der AACt Methode sowie der Standardkurvenmethode
berechnet (vgl. 2.5.2.1), um die unterschiedlich starken Standardfehler, die bei beiden
Methoden auftraten, zu dokumentieren. Die mMRNA-Expression der Kontrolltiere wurde gleich
100 % gesetzt.

3.2.1.1 Neuroglobin-Regulation nach tief hypothermem Kreislaufstillstand

Nach 60-minutigem DHCA, gefolgt von 6-stiindiger Reperfusionsphase, war keine deutliche
Veranderung der Expression von Ngb im Gehirn zu erkennen. 2-stiindige, tiefe Hypothermie
fiihrte hingegen zu einer Herunterregulation auf 50 % (Abbildung 3-28). Diese Expression
wurde auch durch eine Vorbehandlung der Tiere mit Methylprednisolon (24 und wenige
Stunden vor der Operation) nicht veréndert, weder durch systemische Gabe noch durch
intrathekale Injektion in den Duralsack. Beim Vergleich der Ngb-Expression nach
intramuskulérer Injektion von FK506 (ebenfalls DHCA 120) mit der Expression nach
120 min DHCA ohne Behandlung, zeigte Ngb eine um Faktor 2,4 erh6hte Expression nach

Applikation des Immunsuppressivums. Der erreichte Ngb Level entsprach dem der Kontrollen
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bzw. dem nach 60-mindtigem Kreislaufstillstand. Bei einem Tier gab es Komplikationen beim
Verlegen des Bypasses, sodass es zusétzlich zu einer normothermen Hypoxie gekommen ist.
Die Expression sank dabei leicht im Vergleich zu den anderen DHCA 60 Tieren auf einen

Level von ca. 75 %.

200% ‘0 Standardkurvenmethode

180% _. delta-delta ct Methode
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Normal DHCA60 DHCA120  MP-S MP-T FK506  Hypoxie
(DHCA120) (DHCA120) (DHCA120) (DHCA60)

n=3 n=2 n=3 n=2 n=3 n=2 n=1

Abbildung 3-28: Expression des Ngb-Gens nach verschiedenen Zeiten des Kreislaufstillstandes bzw.
zusatzlicher Medikamentenvorbehandlung. Die hier gezeigten Gehirnproben waren unbehandelt
(,,normal*) oder einem Kreislaufstillstand von 60 bzw. 120 min ausgesetzt (,,DHCA 60 oder ,,DHCA
120*). Die Proben wurden teilweise mit Methylprednisolon systemisch (,,MP-S*) oder thekal (,,MP-T*)
behandelt. Einer Gruppe von Tieren wurde das Immunsuppressivum FK-506 intrathekal verabreicht
(,FK506). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittelwertes. Die Expression von
Neuroglobin wurde mittels Standardkurvenmethode bzw. AA ct-Methode auf das RPLP0-Gen bezogen.
Die Entnahme der Proben erfolgte nach sechsstindiger Reperfusion. Hypoxie bedeutet, dass beim
AnschlieBen der EKZ ein Problem auftrat und dass im Tier somit fir langere Zeit keine Blutzirkulation
herrschte.

3.2.1.2 Cytoglobin-Regulation nach tief hypothermem Kreislaufstillstand

Die Cygh-mRNA im Gehirn wurde nach 60-minitigem Kreislaufstillstand (DHCA 60) und
anschlieRender 6-stiindiger Reperfusionsphase im Vergleich zu den Kontrolltieren 2,5 bis 3-
fach hochreguliert (Abbildung 3-29). Nach 2-stlindigem DHCA (DHCA 120) gab es eine
leicht erhdhte Expression um ca. 30%. Eine systemische Vorbehandlung mit

Methylprednisolon fiihrte zu einer verstarkten Cygb-Expression um den Faktor 3,1 bis 3,6.
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Thekale Injektion ergab eine im Vergleich zu DHCA 120 um ca. 40 % verringerte
Expression. Das Immunsuppressivum FK506, verbunden mit 2-stiindigem Kreislaufstillstand,
fiihrte zu einer zweifach verstarkten Expression von Cygb im Gehirn beim Vergleich mit den
Schweinen, die einem 2-stiindigen Kreislaufstillstand ohne Behandlung ausgesetzt waren. In
der Gehirnprobe, die durch Probleme beim Anschlielen der EKZ (DHCA 60) zuséatzlich
normothermer Hypoxie ausgesetzt war, gab es in etwa eine gleich hohe Expression wie in den

Kontrolltieren, also eine niedrigere Expression verglichen mit den DHCA 60 Proben.
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Abbildung 3-29: Expression des Cygb-Gens nach verschiedenen Zeiten des Kreislaufstillstandes bzw.
Medikamentenvorbehandlung. Die hier gezeigten Gehirnproben waren unbehandelt (,,normal*) oder
einem Kreislaufstillstand von 60 oder 120 min ausgesetzt (,,DHCA60“ oder ,,DHCA120). Die Proben
wurden teilweise mit Methylprednisolon systemisch (,,MP-S*) oder thekal (,,MP-T*) behandelt. Einer
weiteren Gruppe von Tieren wurde das Immunsuppressivum FK-506 intrathekal (,,FK506*) verabreicht.
Die Expression von Neuroglobin wurde mittels Standardkurvenmethode bzw. AA ct-Methode auf das
RPLPO0-Gen bezogen. Die Entnahme der Proben erfolgte nach 6-stiindiger Reperfusion. Hypoxie bedeutet,
dass beim AnschlieRen der EKZ ein Problem auftrat und dass im Tier somit fiir langere Zeit keine
Blutzirkulation herrschte.

- 102 -



ERGEBNISSE

3.3 Entwicklung einer Methode zur Normalisierung von quantitativen
Realtime RT-PCR-Daten auf Ebene der cDNA mittels PicoGreen

Fluorometermessung

Zur Normalisierung von relativen Expressionsverhéltnissen nach qRT-PCR auf Ebene der
cDNA wurden drei Messreihen durchgefuhrt. Dabei wurden jeweils unterschiedliche Mengen
an DNase-verdauter Gesamt-RNA aus Maus Cortex (500, 750, 900, 1000, 1100 und 1500 ng)
fiir die reverse Transkription eingesetzt. Zusatzlich wurde eine No-RT-Kontrolle mit 1000 ng
RNA angesetzt, jedoch ohne das Enzym reverse Transkriptase. Weiterhin wurde eine No-
template-Kontrolle untersucht, ohne Zugabe von Gesamt-RNA, jedoch unter Zugabe von
reverser Transkriptase. Zu jeder cDNA wurde die gleiche Menge des in ds-DNA-und DNA-
RNA-Hybride interkalierenden Stoffes PicoGreen gegeben. An einzelstrdngige oder
zurlickgefaltete RNA sollte PicoGreen nach Angaben des Herstellers nicht binden. Da es sich
bei den von uns verwendeten Proben um DNase-verdaute RNAs handelte, sollte PicoGreen
lediglich an DNA-RNA-Hybride binden. L&ufe und Verdiunnungen wurden dreifach
angesetzt. Abbildung 3-30 zeigt die einzelnen Messwerte der cDNA-Verdinnungen sowie der
no-template- und no-RT-Kontrollen. Trotz derselben Eichung des Gerétes bei wiederholten
Laufen, erkennt man zwischen den einzelnen Wiederholungen relativ hohe Abweichungen.
Wie man leicht sehen kann, wird bei einer Verdopplung der RNA-Menge nicht genau die

doppelte Fluoreszenz gemessen, was man jedoch erwartet hétte.
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Abbildung 3-30: Mit dem Fluorometer TBS-380 (Turner-Biosystems) gemessene Fluoreszenzwerte der
mit PicoGreen versetzten cDNAs. In drei wiederholten Messreihen wurden jeweils 500, 750, 900, 1000,
1100 und 1500 ng Gesamt-RNA eingesetzt. Eine Verdopplung der eingesetzten Gesamt-RNA fiir die
cDNA-Synthese sollte zu einer Verdopplung der Fluoreszenz bei der Pico-Green Messung fuhren, was
nicht bestatigt werden konnte. Zu jedem Lauf wurde eine no-template-Kontrolle ohne RNA im cDNA-
Synthese-Ansatz sowie eine no-RT-Kontrolle mit 1000 ng RNA, jedoch ohne reverse Transkriptase
angesetzt. Lauf 3 unterscheidet sich von den anderen beiden dadurch, dass die eingesetzte cDNA vor
PicoGreen Messung mit Dialysepuffer gefallt wurde. Aufféallig sind die gro3en Differenzen zwischen den
einzelnen L&aufen, obwohl das Fotometer vor jedem Lauf mit derselben DNA geeicht wurde. Die Linien
der einzelnen L&ufe verbinden die Mittelwerte der Einzelmessungen.

Tabelle 3-1 stellt die relativen Fluoreszenzen eines jeden Laufs dar, bezogen auf die 1000 ng-
cDNA-Probe, die als Bezugspunkt (= 100 %) verwendet wurde. Ein Unterschied von Lauf
drei zu den anderen Laufen war, dass die eingesetzten cDNAs vor Messung im Fluorometer
gefallt wurden, um Daten zu erhalten, die besser linear verlaufen. Wie an den einzelnen
Werten zu erkennen ist, lag die gemittelte relative Fluoreszenz im Bereich des Sollwertes,
abgesehen von der 1500 ng-Probe, deren durchschnittliche Fluoreszenz etwas unter dem
erwarteten Wert lag. Auch die no-RT-Kontrolle, die 1000 ng Gesamt-RNA enthielt (jedoch
keine reverse Transkriptase), zeigte mit 52,2 % + 7,7 % eine sehr hohe relative Fluoreszenz,
was in etwa der Hélfte der Fluoreszenz des 1000 ng-Ansatzes entsprach, in welchem reverse

Transkriptase vorhanden war.
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Tabelle 3-1: Zusammenfassung der auf 1000 ng normalisierten Fluoreszenzwerte der cDNAs aus drei
unabhéngigen Messungen.

cDNA- Soll- Messung 1 Messung 2 Messung 3 Messung 1-3 gemittelte
Probe wert relative relative relative gemittelte relative | Realtime
Fluoreszenzwerte| Fluoreszenz- Fluoreszenz- Fluoreszenzwerte | RT-PCR-
werte werte Werte
500 ng 50% | 59,3% +21% | 581%+14% | 51,4%+13% 56,3 % + 4,3 % 63,2 %
750 ng 75 % 85,7% 2% 81,1%+17% | 757%+13% 80,8% £ 5 % 100,5 %
900 ng 0% | 931%+21% | 873%+13% | 82,3%+0,6% 87,5% +5,4 % 123,9 %
1000 ng 100% | 100% +13% | 100%+1,7% | 100% +1,3% 100% £ 0 % 100 %
1100 ng 110% | 111,3% +£1,3% | 109,6 %+ 3,1 %| 107,7% +1,1% | 1095% +1,8 % 131,7 %
1500 ng 1509% | 123,3% +15% | 1378%+2% | 147,7% £ 1,6 % 136 % + 12 % 184,5 %
no-RT- 0% 44,6 % £ 0,6 % 60 % £ 2,6 % 52,1%+0,7% 52,2% £ 7,7 % nicht
Kontrolle detektiert
(1000 ng)
no- 0% 118%+11% | 83%+0,8% 0,3%+0,1% 6,8% +5,9 % nicht
template- detektiert
Kontrolle

Die Proben wurden anschlieBend zum einen noch in der gqRT-PCR daraufhin untersucht, ob

eine Verdopplung der fur die cONA-Synthese eingesetzte Gesamt-RNA-Menge auch zu einer

Verdopplung der entstehenden PCR-Produkte fuhrte. Zum anderen sollte herausgefunden

werden, ob sich die relativen Unterschiede der mit Pico-Green quantifizierten cODNA Proben

zueinander ebenso verhalten, wie dieselben Proben nach Auswertung mit gRT-PCR. Dazu

wurde der 100 %ig effizient arbeitende Neuroglobin-Assay mit Maus-Gewebe verwendet.

Die Expressionsuntersuchungen mittels gRT-PCR haben keinen linearen Verlauf ergeben.

Vielmehr schwankten die relativen Expressionswerte bei eingesetzten Mengen von 750-

1100 ng enorm, die Werte zwischen der 500 ng-, der 1000 ng- und der 1500 ng-Probe zeigten

nicht allzu starke Schwankungen, jedoch auch keine Linearitét.
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4 Diskussion

Wahrend aquatisch lebende Vertebraten, wie Fische und Schildkréten, in Umgebungen leben,
die naturlicherweise Sauerstoffmangel ausgesetzt sind, kommen die meisten Séuger niemals
oder nur aufRerst selten mit hypoxischen Umweltbedingungen in Kontakt. Daher ist es duf3erst
unwahrscheinlich, dass die Gehirne und anderen Gewebe von ,normalen terrestrischen
Lebewesen gut an Hypoxie angepasst sind. Hypoxie tritt aber unter pathologischen
Bedingungen bei Schlaganfall oder Herzinfarkt auf. Daher sind insbesondere hypoxietolerante

Sauger wie Spalax, von potenzieller biomedizinischer Bedeutung.

Die vorliegende Arbeit soll im Speziellen die Frage beantworten, ob die Globine Ngb und
Cygb in die Hypoxieantwort von S&ugetieren einbezogen sind, ob es also Anpassungen der
Expression des Ngb-Gens bzw. des Proteins als Antwort auf Sauerstoffmangelzustande gibt.
Weiterhin geht es in der Arbeit darum, ob es unterschiedliche Regulationsmechanismen fir
Tiere gibt, die zum einen nicht, zum anderen extrem an Hypoxie angepasst sind. Daher
wurden verschiedenartig an Hypoxie angepasste Spalax-Arten mit der Wanderratte Rattus
norvegicus verglichen. Ein weiterer Organismus, der natirlicherweise nicht an Hypoxie
angepasst ist, ist das Hausschwein Sus scrofa. In der Arbeit wurde das Schwein als
biomedizinisches Modell fir die Operation am S&uglingsherzen untersucht, wo es nach
Hypoxie ebenfalls zu Schadigungen kommen kann. Jedoch sind nicht nur Anpassungen an
hypoxische Zustande auf Expressionsebene mdoglich, sondern es gibt auch auf anderen
Ebenen adaptive Evolution (z. B. Sequenzen). In diesem Organismus wurde ebenfalls die

Rolle von Ngb und Cytoglobin untersucht.

4.1 Neuroglobin in Spalax

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Ebenen einer mdglichen Adaptation von Ngb an das
Leben im Untergrund untersucht. Im Folgenden werden die Aspekte einer Anpassung auf der
Sequenzebene beleuchtet, im Anschluss daran werden die Besonderheiten der Expression von

Spalax Neuroglobin besprochen.
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4.1.1 Interspeziesvergleich von  Neuroglobin: Kaum  Hinweise auf
Sequenzadaptation der verschiedenen Spalax-Spezies mit anderen

Vertebraten

Die Aminosdure-Sequenz des Spalax Neuroglobins wurde bereits in meiner Diplomarbeit
(Gerlach 2002) untersucht, damals jedoch nur in einer Spezies (Spalax carmeli). Im Zuge der
vorliegenden Arbeit und in Kooperation mit Prof. Dr. Aaron Avivi (Institute of Evolution,
Haifa, Israel) wurden die kodierenden Sequenzen der orthologen Gene aus den anderen
israelischen Spalax-Spezies isoliert und deren Proteinsequenz abgeleitet. Die erhaltenen
Sequenzen sind in Abbildung 4-2 vergleichend mit allen bisher bekannten orthologen
Neuroglobinen dargestellt. Es gibt daher durchaus Aminosdurepositionen, die spezifisch in
Spalax vorhanden sind. An Sequenzvergleich-Position 20 (Helix A) kommt in allen vier
Spalax-Spezies die Aminosdure Threonin vor. Bei den meisten anderen untersuchten Spezies,
auller in Xenopus tropicalis, befinden sich an dieser Position die zu Threonin nicht
isofunktionellen Aminosdauren Alanin und Serin. An Alignment Position 24 (Helix B) ist in
den Spalax-Spezies ein Asparagin zu finden, in den anderen Sdugern die wahrscheinlich
isofunktionelle Aminoséure Serin. Fische, die wie der Zebrabarbling (Danio rerio) oder der
Japanische Reisfisch (Oryzias latipes) zum Teil ebenfalls aufgrund ihres Vorkommens in
zeitweise sauerstoffarmen Gewaéssern in einem extremen Ausmall hypoxietolerant sind,
besitzen an dieser Position, ebenso wie Spalax, ein Asparagin. Die Aminosdure Serin an
Position 50 des Alignments (Bereich zwischen Helices C und D) ist ausschlieBlich in Spalax
golani (2n=54) und der hypoxieresistentesten Spalax-Art S. galili (2n=52) sowie in den
beiden ebenfalls hypoxieresistenten Karpfenfischen Danio rerio und Pimephales promelas
(Goldelritze) zu finden. Die anderen bisher sequenzierten Vertebraten, inklusive der anderen
Fischspezies, besitzen an dieser Position zu Serin isofunktionelle Aminoséuren wie Threonin
oder Alanin. An Alignment Position 132 (Helix H) ist in das Neuroglobin von Spalax judaei
(2n=60) anstelle des Prolins der orthologen Saugerproteine ein nicht isofunktionelles Leucin
eingebaut. Diese Sequenzuntersuchungen zeigen, dass in der Sequenz der vier verschiedenen
Spalax-Spezies wohl wenig adaptives Potenzial liegt.

Das Aminosauresequenzalignment von Myoglobin (Anhang 1), das auch schon von Gurnett et
al. (1984) untersucht wurde, zeigt, dass es in S. carmeli (2n=58) keine flr Spalax einzigartige
Aminosaure gibt. Es gibt lediglich einen nagetierspezifischen Aminosdureaustausch an
Position 88 (F-Helix) des Sequenzvergleichs. An dieser Stelle kommt in Nagern Glutamin

oder Alanin vor. In den anderen untersuchten Spezies (landlebende und tauchende S&uger
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sowie Fische) ein Lysin. Die Frage, ob diese Position fiir eine Adaptation von Nagetieren an
Sauerstoffmangel verantwortlich ist, ist eher zu verneinen, da Ratte und Maus nicht an
Sauerstoffmangel adaptiert sind.

Betrachtet man die Aminosduresequenz von Hamoglobin in Spalax, so gibt es in den beiden
chromosomalen Spezies S. judaei (2n=60) und S. galili (2n=52) beim Vergleich der a- und p3-
Ketten zwischen Spalax, Maus und anderen Nagern keine Anzeichen fiir eine Anpassung an
das Leben unter Tage (Kleinschmidt et al. 1985).

Auch bei der Betrachtung der Gensequenz gibt es wenige Hinweise auf adaptives Potenzial.
Das MIRb-Element aus Intron 3 wurde in allen untersuchten Spezies gefunden, jedoch nur die
Ratte und die Maus haben in diesem MIRb Element eine synapomorphe 30 Bp Deletion
(Abbildung 4-1), was die nédhere Verwandschaft von Ratte und Maus verglichen zu Spalax
bestétigt (Reyes et al. 2004).

MIR .
4704 4714 4724 4733 4743
4695: GAGCTTTTTATAGATTATCCTATTTAATCATCC-AATAAACCCAGAACTT Sca Ngb
BO121 A. . TOC. . . oy i o o e oo o o s | GCC  Rno Ngb
A088: A, . TOC. . . oy i o o i oo o o ...---.CA..GCC Mmu Ngb
6309: ......... C.Guveennn. e C..C.GG..... G.G.. Hsa NGB
6504: ....... C.G..... G....C..... C...AT.C.GC..T....TG.G.. Cfa Ngb

Abbildung 4-1: Synapomorphe 30 Bp-Deletion (gelbe Markierung) in Intron 3 des Neuroglobingens von
Ratte und Maus, verglichen mit S. carmeli (2n=58), Mensch (Hsa) und Hund (Cfa).

Das in Intron 3 lokalisierte L2 Element, das ein Cluster verschiedener kiirzerer Repeattypen
beinhaltet, ist in allen Spezies vorhanden. Das spricht fur eine stammesgeschichtlich lange
Existenz dieser Repeats im Ngb-Gen. Das ebenfalls konserviert in Intron 3 vorliegende
MLT1H2-Element gehort zur Gruppe der alten Retrovirus-artigen LTRs (long terminal
repeats). Die Amplifikation von LTR und MaLR Elementen in Genomen begann schon vor
der Radiation der eutherischen S&ugetiere vor 80-100 Millionen Jahren (Smit 1996), was eine

lange Existenz dieses Elements bestatigt.
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Abbildung 4-2: Aminosauresequenzvergleich der bisher bekannten Neuroglobine. Pfeile weisen auf
Introns hin, die bei allen Vertebraten an konservierter Position vorliegen. Die Pottwal-Myoglobin
Struktur ist oberhalb der Sequenzen dargestellt. Abkiirzungen: Sga: Spalax galili (2n=52); Sgo: Spalax
golani (2n=54); Sca: Spalax carmeli (2n=58); Sju: Spalax judaei (2n=60); Mmu: Mus musculus; Rno:
Rattus norvegicus; Cpo: Cavia porcellus; Spa: Spermophilus parii; Hsa: Homo sapiens; Ppy: Pongo
pygmaeus; Ptr: Pan troglodytes; Cfa: Canis familiaris; Ccr: Cystophora cristata; Eta: Echinops telfairi;
Ocu: Oryctolagus cuniculus; Ssc: Sus scrofa; Bta: Bos taurus; Mlu: Myotis lucifugus; Mma: Macaca
mulatta; Mdo: Monodelphis domestica (Haus-Spitzmausbeutelratte); Oan: Ornithorhynchus anatinus; Xtr:
Xenopus tropicalis; Gga: Gallus gallus; Fru: Fugu rubripes; Tni: Tetraodon nigroviridis; Ola: Oryzias
latipes; Omy: Oncorhynchus mykiss; Dre: Danio rerio; Ppr: Pimephales promelas; Gac: Gasterostreus
aculaetus. Konservierte Sequenzpositionen von 100 % sind in weil3er Schrift auf schwarzen Grund
dargestellt, Bereiche, die Uber 50 % konserviert sind, sind auf grauem Grund abgebildet. Positionen mit
unter 50 % Konservierung haben keine Schattierung.
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4.1.2 Neuroglobin in Spalax: Adaptation durch Veranderung der Genexpression

Bei der vergleichenden Untersuchung der Neuroglobin-Expression der hypoxiesensitiven
Ratte mit den beiden hypoxieresistenten Arten S. judaei (2n=60) und S. galili (2n=52) fallt die
bei Normoxie um eine vielfach erhdhte Ngb-Konzentration auf (vgl. 3.1.1.3). Dies gilt fiir die
MRNA.- und Proteinebene. Es handelt sich dabei wahrscheinlich um eine adaptive Eigenschaft
der beiden Spalax-Arten gegenlber der Ratte. Die Eigenschaft, dass eine hypoxieresistente
Art ein ,,Mehr” an Ngb besitzt, konnte kirzlich auch in dem hypoxieresistenten Goldfisch
(Carassius auratus), verglichen mit dem weniger gut an Hypoxie angepassten Zebrabéarbling
(Danio rerio), gezeigt werden (Roesner et al. unverdffentlicht).

Betrachtet man sich nun die Expression von Neuroglobin unter Hypoxie, so erhdlt man ein
unerwartetes Ergebnis. Wie in Abbildung 3-5 und Abbildung 3-7 gezeigt, verringert sich in
der Ratte und den beiden Spalax-Spezies unter Hypoxie die Expression des Neuroglobingens
um 50 %. Die Ergebnisse der Hypoxieversuche (vgl. 3.1.1.3.1) mit der Ratte stimmen mit
denen aus S. judaei (2n=60) Uberein. Beide Spezies regulieren Ngb gleichartig herunter, sei es
nach kurzer, intensiver oder nach milder, langer andauernder Hypoxie. In S. galili (2n=52)
hingegen reicht die kurze intensive Hypoxie (5 h, 6 % Sauerstoff) offenbar nicht aus, um eine
Hypoxieantwort von Ngb zu induzieren. Nach 22 bzw. 44 h verhalt sich S. galili (2n=52)
jedoch wie die Ratte und S. judaei (2n=60). Dieses artspezifische Expressionsmuster in Ratte
und Spalax legt die Vermutung nahe, dass es sich nicht lediglich um einen willkirlichen
Energieeinsparmechanismus handelt, sondern, dass vom Organismus eine gezielte
Verringerung des Ngbs angestrebt wird.

Eine Verdnderung in der Ngb-Expression zeigt Spalax indessen nicht nur auf quantitativer
Ebene, sondern auch qualitativ auf zellularem Niveau. Die Neuroglobin-Signale in Spalax
waren in ihrer regionalen Verbreitung sowie Intensitat der Farbung zunéchst grundlegend
identisch zu den Ergebnissen, die bei Versuchen mit der Maus erhalten wurden (Reuss et al.
2002; Wystub et al. 2003; Hankeln et al. 2004). Bei der genaueren Untersuchung konnte
jedoch nicht nur eine Expression von Ngb in Neuronen wie in der Ratte gefunden werden,
sondern auch in Gliazellen (Abbildung 3-4). Nicht auszuschlie3en ist, dass die zusatzliche
Expression in Gliazellen auch dazu beitréagt, dass das Spalax-Gehirn hohere konstitutive Ngb-
Level hat als die Ratte.

Die Ergebnisse der Expressionsuntersuchungen legen eine Funktion von Ngb im O,-
Metabolismus nahe, sei es als Protein, das Sauerstoff speichert oder als Protein, das
ROS/RNS detoxifiziert. Auch ware eine neuroprotektive Funktion von Ngb denkbar, wie es
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eine Arbeitsgruppe in vivo und in vitro postuliert, wenngleich deren molekulare Ursache
unverstanden ist (Sun et al. 2001; Sun et al. 2003).

4.1.3 Analyse der Transkriptionsfaktorbindestellen des S. carmeli (2n=58)
Neuroglobingens: Erklarungsansatze fir die verstarkte normoxische

Expression

Die genomische Sequenz des Neuroglobingens aus Spalax carmeli (2n=58) wurde
exemplarisch fir alle Spalax-Spezies auf das Vorkommen Hypoxie-responsiver Elemente
(HRES) hin untersucht. Diese HREs bestehen aus einer Bindestelle des Transkriptionsfaktors
Hif-1 und zusatzlich aus einer in der Ndhe von ca. 50 Bp vorkommenden Hilfssequenz. Sie
kann entweder eine weitere Hif-1 Bindestelle selbst sein oder eine in Tabelle 4-1 beschriebene
akzessorische Hilfssequenz. Dabei spielt es keine Rolle, in welcher Richtung die Bindestellen

orientiert sind und wo diese im Gen liegen (Wystub et al. 2004).

Tabelle 4-1: Zusammenstellung ausgesuchter Transkriptionsfaktorbindestellen, deren Erkennungs-
sequenzen sowie Referenzen (nach Wystub et al. 2004).

Bindestelle Sequenzmotiv Referenzen
Hif-1 5-RCTGT-3 Semenza et al. 1996
Hypoxia Inducible Factor 1 Camenisch et al. 2001

Fink et al. 2002
Miyazaki et al. 2002

Has 5-CAGGT-3 Kimura et al. 2001
Hif Ancillary Sequence
Epo-Box 5-CACAG-3 Semenza und Wang 1992
Erythropoietin-Box Fink et al. 2002

Miyazaki et al. 2002
Epo-like 5-CACTG-3 Palmer et al. 1998

Erythropoietin-Box-like

Von Bindestellen mit funktioneller Relevanz ist bekannt, dass sie v.a. dann stark aktiv sind,
wenn sie Uber Spezies hinweg konserviert vorliegen. Fir das Neuroglobingen wurde zwischen
Maus und Mensch kein konserviertes HRE gefunden (Wystub et al. 2004). Auch der
Vergleich zwischen Spalax und Ratte, der in dieser Arbeit durchgefiihrt wurde, ergab keine
Konservierung von HREs in diesem Rodentia-Vergleich (Abbildung 4-3 B). Da jedoch in
Anbetracht der unterschiedlichen Hypoxietoleranz von Ratte und Spalax auch die
genregulatorischen Sequenzen verdndert sein dirften, wurde allein die Spalax-Sequenz auf

HREs hin durchsucht. Diese Suche nach HRE-Motiven, die nur in Spalax vorkommen,
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brachte ein sehr gut passendes HRE im 5'UTR des Ngbs hervor (Abbildung 4-3 A), das
innerhalb von 17 Bp aus zwei invertierten Hif-1-Bindestellen sowie einer Epo- und einer Epo-
like-Box besteht. Eine genauere Betrachtung ergab, dass dieses HRE in Maus und Ratte nicht
vorkommt, jedoch in Mensch und Hund verandert vorliegt (Abbildung 4-4). Mensch und
Hund besitzen zwar ebenfalls zwei invertierte Hif-Konsensussequenzen, jedoch ohne die
beiden akzessorischen Hilfshindestellen in unmittelbarer Nahe wie Spalax. In der Ratte gibt es
nur zwei einzeln liegende Hif-1 Bindestellen im Bereich 1000 Bp stromaufwarts des
Startkodons, die jedoch kein HRE ergeben. In der 5'UTR/Promotor-Sequenz 1000 Bp
stromaufwarts des Maus Ngbs befindet sich eine einzige Hif-1 Bindestelle, die ebenfalls mit
einer einzelnen Epo-like Box assoziiert ist. Sollten diese HREs tiberhaupt aktiv sein, so ware
aufgrund des Sequenzvergleichs die potenzielle Starke des HREs in Spalax wahrscheinlich

hoher als in den anderen untersuchten Spezies.

ScaNgb
: E@f’/\lf/\ﬂ/’\I:
b & &
1 2 3 4
B ScaNgb
1 &i/’h"\,'! ; I 7
1 2 3 4
U HIF-1 B HAS VEpo-Box ®PEpo-like ¢ HIPBS (nur B) 1000 bp

Abbildung 4-3: (A) Abbildung der in Spalax vorkommenden Hypoxia responsive elements (HREs) des
Neuroglobingens aus S. carmeli (2n=58). Voraussetzung fir ein HRE ist das Vorkommen einer Hif-1
Bindestelle mit einem in der Entfernung von maximal 50 Bp liegenden ergéanzenden Sequenzmotiv (Has:
Hif ancillary sequence). (B) Hif-1- und ergénzende Bindestellen, die zwischen Spalax und Ratte
konserviert vorliegen. Diese Bindemotivkonservierung ist ein Zeichen fur ihre funktionelle Relevanz
(Wystub et al. 2004).

Wie zuvor diskutiert, ist das Spalax Ngb-Gen schon unter Normoxie konstitutiv hoher
exprimiert als im Gehirn der Ratte. Das kann auf Ebene der Genregulation den Grund haben,
dass der Promotor von Spalax eine héhere basale Aktivitédt hat. Das in Spalax vorkommende,
potenziell ,starke® HRE konnte sehr wohl dafur verantwortlich sein, einen hoheren

konstitutiven Level schon unter normoxischen Bedingungen in Spalax aufrecht zu erhalten.
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Wie Shams et al. (2004) zumindest fur die Niere beschreiben, hat Spalax schon unter
normalen Sauerstoffbedingungen etwa 2,5-fach mehr Hif-1oo mMRNA als die Ratte. Sollte dies
auch fir das Hif-lao Protein im Gehirn zutreffen, konnte man die konstitutiv héhere
Expression relativ leicht erklaren: Ein hoherer Hif-1 Proteinlevel unter Normoxie wére in
Spalax also der Ausloser fur die héhere Expression von Ngb. Der Test auf eine hohere
Expression von Hif-1 Protein im Gehirn von Spalax wurde von mir durchgeftihrt. Jedoch hat
der im Western Blot eingesetzte anti-HIF-1o Antikorper das Protein weder in normoxischen

noch in hypoxischen Proben von Ratte und Spalax erkannt (Daten nicht gezeigt).

Spalax carmeli Ngb gene:1
1420 1430 1440 1450 1460
1411: ACGCGGAACAGCCTCCCTCCCCCTAGTCGCCGTGGAGATGGCGCTGIAACG  Sca_Ngb
31365 IBronemmmmommemmsensngs & 550 5 o DL T '|.T. Rno_Ngb
1648: GG======mmmmmmmm ... CBC. vein v Blssmin ol 25 b l.T. Mmu_Ngb
2544: GG..... QBOG. crmrm e A..GC..... GA.uvvuennn. G..|... Hsa NGB
29734 Gs 0. BB SeEmmm s ceeBCurnnn. CC.iChvins ons G.\|... Cfa_Ngb
<_ T_,
_ 2xHIF-1
Spalax carmeli Ngb gene:1 -
1470 1478 1487 1497
1461: TGCAGTIGACT - -GTGCGCAAGCCG-GAGGGTCCCACCTCTGCGTCCCT--  Sca_Ngb
P19l LLEP.. s B s TS waers v 44 PR wsve s it GCG  Rno_Ngb
1684: ..[.GT..... cm AL, Cue JTC. ciee s aine o e T.A.eenn... GCG  Mmu_Ngb
2585: .4.|[.G..... G-=.CA.C.B\ v oCT vioinssvens G.C.C...CT..GCG Hsa_NGB
3014: J}.|.G..... G--...GC.GC...CCC...=======mm== .. ... ---- Cfa_Ngb
<-- —_—
-— — ——
HIF-1  Epo- Epo-
like Box

Abbildung 4-4: Das Hypoxie-responsive Element ist in Spalax durch das Vorkommen zweier
gegeneinander invertierter Hif-1-Bindestellen sowie einer Epo- und Epo-like Box stérker ausgepragt, als
in den orthologen Genen der anderen untersuchten Spezies. Man kann erkennen, dass zwischen Spalax,
Mensch und Hund die beiden invertierten Hif-1 Bindestelle konserviert vorliegen, nicht jedoch die
akzessorischen Bindestellen Epo-like-Box und Epo-Box.

Die Herunterregulation von Neuroglobin unter Hypoxie scheint auf den ersten Blick nicht mit
dem Vorkommen von HREs im Neuroglobingen vereinbar zu sein. Von der Hif-
Signalkaskade ist schon lange bekannt, dass sie die Expression von Genen ankurbelt, die in
die Hypoxietoleranz involviert sind (Wang und Semenza 1993a, 1993b). Erst kirzlich jedoch
hat man herausgefunden, dass es auch bestimmte Zielgene gibt, die durch Hif-1 bei
Séugetieren bzw. durch sein Drosophila Orthologes Sima/Arnt gezielt herunterreguliert
werden (Narravula und Colgan 2001; Mazure et al. 2002; Gorr et al. 2004).
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Sollte es sich in zukinftigen Versuchen bewahrheiten, dass sowohl der Promotor aus der
Ratte als auch der aus Spalax gleich aktiv sind, ware eine Erkladrung des gefundenen
quantitativen Expressionsunterschiedes tber eine unterschiedliche Halbwertszeit der Ngb-
MRNAs moglich. Dazu wurde in der Gensequenz neben den Hypoxie-responsiven Elementen
auch nach mRNA-stabilisierenden Motiven gesucht, wodurch ein hoherer RNA- und
Proteinlevel resultieren konnte. Von anderen Autoren wurde gezeigt, dass die mRNAs
diverser hypoxie-responsiver Gene durch das Vorkommen von HIPBS-Sequenzmotiven
(Hypoxia-Inducible Protein Binding Sites) stabilisiert werden kdnnen (Czyzyk-Krzeska und
Beresh 1996; Scandurro und Beckman 1998). Das war der Anlass, dass auch die Sequenz
sowohl nach konservierten HIPBS durchsucht wurde als auch nach der absoluten Anzahl
dieser Bindestellen in verschiedenen Spezies. Es wurden diverse konservierte HIPBS
Bindestellen (Abbildung 4-3 B) gefunden, die zur Stabilisierung der Ngb mRNA beitragen
konnten. Die Wirksamkeit dieser HIPBS-Bindestellen muss jedoch experimentell durch
Deletionsmutanten geklart werden. Eine Aussage, ob die Spalax-spezifische hohere
Expression schon unter normoxischen Bedingungen alleine durch das Vorhandensein einer
hoheren Anzahl an mRNA-stabilisierenden Elementen erklérbar ist, kdnnte iber die absolute
Anzahl an HIPBS Bindestellen geklart werden. Alle untersuchten Nagetiere (Spalax, Ratte
und Maus) haben in der orthologen Region des Ngb-Gens 27 bzw. 28 (nicht konservierte)
HIPBS, der Mensch hingegen hat 38 und der Hund 23. Das verstérkte Vorkommen von Ngb-
MRNA in Spalax gegenliber Ratte ist also zumindest nicht durch eine héhere Anzahl von
HIPBS-Motiven erklarbar.

Es handelt sich nach unseren Ergebnissen bei Ngb weder in Spalax noch in der Ratte um ein
unter Hypoxie hochreguliertes Gen. In der vorhandenen Literatur scheint es keinen Konsens
Uber die Regulation von Ngb unter Hypoxie zu geben (Burmester et al. 2008). Gehirne von
Maus und Ratte wurden fir verschiedene Zeiten (von 5h bis zu 2 Wochen) unter
Sauerstoffkonzentrationen von 6 bis 12 % gehalten und zeigen hochvariable Ergebnisse.
Mammen et al. (2002) sowie Hundahl et al. (2005) haben keine Unterschiede der Ngb-
MRNA-Level zwischen normoxischen und hypoxischen Tieren gefunden. Drei andere Studien
haben eine Hochregulation um Faktor 1,3-3 von Ngb unter Hypoxie zum Teil auch auf
Proteinebene gefunden (Fordel et al. 2006; Li et al. 2006; Fordel et al. 2007). Ob die
unterschiedlichen Ergebnisse auf abweichender Durchfiihrung der Experimente, Datenanalyse

oder Tierstdmmen beruhen, ist nicht zu klaren (Burmester et al. 2008).
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4.1.4 Die moglichen Funktionen des Neuroglobins

Bis vor wenigen Jahren ist man davon ausgegangen, dass die starke Vaskularisierung des
Gehirns alleine ausreicht, gentgend Sauerstoff bereit zu stellen, um eine ausreichende
Energieversorgung des Gehirns zu ermdéglichen. Das Gehirn ist zusammen mit dem Herzen
wohl das Sauerstoff-sensitivste Organ der Vertebraten. Hypoxiesensitive Stellen des Gehirns
wurden v. a. im Thalamus, Hypothalamus, Pons und der Medulla beschrieben (Dawes et al.
1983; Martin-Body und Johnston 1988; Horn und Waldrop 1997; Koos et al. 1998; Solomon
et al. 2000; Sun und Reis 1994; Neubauer und Sunderram 2004). Dies korreliert sehr gut mit
der Expression von Ngb. Auf Protein- und mRNA-Ebene wurde fur den Thalamus und den
Hypothalamus Ngb-Expression gefunden, sowie auf mMRNA Ebene auch in der Medulla. Das
Gehirn ist nicht in der Lage, seinen Energiebedarf Uber die Glykolyse oder auch
anschliefende Géarung zu decken, wie es z. B. in Muskelzellen der Fall ist. Das Gehirn
bendtigt also molekularen Sauerstoff fiir den oxidativen Stoffwechsel. Dieser Sauerstoff dient
als Elektronenakzeptor in der Atmungskette der Mitochondrien, was zur Bereitstellung des
Energiedquivalents ATP (Adenosin-tri-Phosphat) flhrt. Der Sauerstoffpartialdruck im Gehirn
liegt in verschiedenen Regionen bei minimalen Werten von 1-3 Torr, durchschnittlich jedoch
bei 10-20 Torr (Erecinska und Silver 2001).

Im Folgenden sollen nun die potenziellen Funktionen von Ngb, die von anderen Globinen wie
dem Myoglobin bekannt sind, in Zusammenhang mit den in der vorliegenden Arbeit erzielten

Ergebnissen gebracht werden.

4.1.4.1 Neuroglobin als Sauerstoffspeicher und -transporter?

Der zwischenartliche Vergleich der Ngb-Expression im Gehirn unter normalen
Sauerstoffbedingungen unterstiitzt eine Sauerstoffspeicherfunktion. Es wurden in beiden
untersuchten Spalax-Arten gréRere Ngb-Mengen gefunden als in der Ratte (Abbildung 3-5
und Abbildung 3-6). Eine hohere Expression eines Sauerstoffspeicherproteins in einem
subterranen Nagetier ist somit unter alltdglichen Bedingungen sinnvoll, um hypoxischen
Bedingungen besser entgegen treten zu konnen. Diese verstarkte Expression ist also
wahrscheinlich eine Préadaptation sowohl an plétzlich auftauchende, starke Hypoxie z. B. in
Zeiten einer Uberschwemmung nach starken Regengiissen als auch an ldnger andauernde,
chronische Hypoxie in den schlecht durchlifteten Hohlengéngen, in denen Spalax lebt (siehe
dazu auch 4.1.3). Die groRere Verfuigbarkeit von Sauerstoff im Gehirn unter Normoxie kdnnte

also im Fall von (plétzlich) auftretender Hypoxie daflr sorgen, dass schon zu Beginn der
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Hypoxie mehr O, verfiigbar ist als z. B. bei der Ratte. Sehr &hnliche Ergebnisse wurden auch
schon bei Untersuchungen des Myoglobins von anderen stark hypoxietoleranten Saugern
erhalten. Bei der Analyse der Myoglobin-Konzentrationen in lokomotorischen Muskeln von
drei Robbenarten kam heraus, dass die Art, die am langsten tauchen kann (Halichoerus
grypus), auch héhere Mb-Level hat (54 + 4 mg Myoglobin pro g Muskelmasse) als die beiden
anderen Arten, die nur kirzer tauchen konnen (Phoca vitulina [41+4 mg/g] und
Arctocephalus gazella [24 - 31 mg/g]). In allen drei tauchenden Robben ist der
Myoglobingehalt weitaus héher als in der damit verglichenen Ratte (2 + 0,1 mg/g) (Reed et al.
1994). Andere Untersuchungen zeigen, dass die Weddell-Robbe (Leptonychotes weddelli), die
ebenfalls lang andauernde Tauchgénge durchfihrt, im Vergleich zum Hund einen um Faktor 9
bis 13 erhohten Myoglobinlevel hat (Kanatous et al. 2002). Weiterhin zeigt diese
Untersuchung jedoch, dass bei der Robbe, anders als beim Menschen, nicht der oxidative
Stoffwechsel tber die Atmungskette zunimmt, sondern dass es besondere Mechanismen gibt,
einen aeroben Lipid-basierten Stoffwechsel durchzufiihren. Besonders unter hypoxischen
Bedingungen, die bei langen Tauchgangen entstehen, spielt dieser Stoffwechselweg eine
Rolle (Kanatous et al. 2002).

Betrachtet man die Expression von Ngb unter Hypoxie, die in der Blindmaus und in Ratte
absinkt und nimmt eine Funktion als Sauerstoffspeicher an, so ware diese folgendermalien zu
erklaren: Es gibt ein Gleichgewicht zwischen dem im Zytosol gelésten und dem an Ngb
gebundenen Sauerstoff gibt. Wirde nun das Ngb verstarkt exprimiert, so wirden dem
Zytoplasma immer mehr geldste O,-Molekiile entzogen bzw. weggefangen werden und somit
nicht mehr fiir die Diffusion entlang eines Konzentrationsgefalles hin zu den Mitochondrien
zur Verfugung stehen. Ein Nachschub an O, aus dem Blut ist in diesem Fall stark
verlangsamt, da auch im Blut Hypoxie herrscht. Je mehr Ngb-Molekile also unter
Sauerstoffmangel in den Zellen gebildet wirden, desto mehr wiirde der noch in der Zelle
vorhandene Sauerstoff abgefangen werden und folglich nicht mehr der mitochondrialen
Atmungskette zur Verfligung stehen. Diese Erklarung passt also zu der Herunterregulation
von Ngb unter Hypoxie. Diese Hypothese hangt jedoch stark vom O,-Partialdruck bei
Halbsattigung (Pso), also der Affinitat des Proteins ab. Die Untersuchungen in unserer
Arbeitsgruppe haben fir Ngb einen Psp-Wert von 1 bis 2 Torr ergeben (Burmester et al. 2000;
Dewilde et al. 2001; Hankeln et al. 2005). Eine andere Arbeitsgruppe hat fur Ngb unter
physiologischen Bedingungen eine Sauerstoffaffinitat von etwa 8 Torr gemessen (Fago et al.

2004). Hohere Pso-Werte bedeuten eine niedrigere Sauerstoffaffinitdt des Proteins. Nach
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Erecinska und Silver (2001) liegt der Pso-Wert fiir Sauerstoff in unterschiedlichen Regionen
des Rattengehirns zwischen 1 und 60 Torr. Das wirde bedeuten, dass in vielen Bereichen des
Gehirns ein beachtlicher Teil des Ngbs unter Normoxie noch mit Sauerstoff gesattigt ware
und diesen erst bei Hypoxie abgeben wirde. Mit einer einfachen Sauerstoffspeicherfunktion
von Ngb unter normoxischen Bedingungen sind die erhaltenen Ergebnisse also kompatibel.
Ob die Konzentration an Ngb jedoch ausreicht, um als Speicher von Sauerstoff zu dienen,
bleibt weiter fraglich.

Eine O,-Transportfunktion von Ngb hin zu den Mitochondrien (,,facilitated diffusion®,
Wittenberg und Wittenberg 2003) ist eher unwahrscheinlich und mit der Herunterregulation
des Ngbs nicht so leicht vereinbar. Das wichtigste Gegenargument ist die geringe Ngb-
Konzentration im Gehirn. Mb, das im Muskel die Diffusion erleichtert, liegt dort in etwa
100 fach starker konzentriert vor. Diese Menge ist notwendig, um gentigend O,-Molekiile zu
binden (Schmidt et al. 2003). Fur diese Funktion wirde es in der Tat mehr Sinn machen, unter
hypoxischen Bedingungen mehr Transportermolekiile zur Verfligung zu haben, vorausgesetzt,
das Entladen der Molekiile erfolgt in Mitochondrienndhe. Dort konnte jedoch ein verstérktes
Vorkommen von Ngb nicht gefunden werden (Untersuchungen von Tilmann Laufs, Institut
fur Molekulargenetik, Universitat Mainz).

Betrachtet man die Konzentration von Ngb im Gehirn so ist es hdchst fraglich, ob die Menge
an Ngb und somit O, Uberhaupt ausreichen wiirde, den hohen Sauerstoffverbrauch von
Neuronen hinreichend zu unterstiitzen. Bei der Ngb-Konzentration im Gehirn handelt es sich
um eine etwa 100-fach geringere Menge an Protein, wie bei Myoglobin im Muskel, das als
Sauerstoffspeicher dient. Es ist fraglich, ob das bis zu maximal 3-fach stérkere Vorhandensein
von Ngb im Gehirn von Spalax vs. Ratte der Blindmaus einen Vorteil im Hinblick auf
Sauerstoffverfugbarkeit im Gehirn bringt. Selbst eine Verzehnfachung wére vermutlich fir
eine Sauerstoffspeicherfunktion nicht ausreichend. Damit ist also nur in Regionen héherer
Ngb-Konzentration eine tempordre, limitierte Speicherfunktion denkbar. In der Retina
hingegen herrschen Ngb-Konzentrationen, die denen des Myoglobins im Muskel entsprechen
(Schmidt et al. 2003), die mit einer Sauerstoffspeicherfunktion in Einklang zu bringen sind
(val. 4.1.4.4).

4.1.4.2 Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)

Freie Radikale und andere reaktive Sauerstoffspezies werden im Korper stdndig gebildet.

Oftmals erfullen sie nutzliche metabolische Aufgaben (Halliwell und Cross 1994), kénnen in
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hoher Konzentration jedoch aufgrund ihrer Reaktivitat, die durch ein oder mehrere ungepaarte
Elektronen des Molekiils oder Atoms entsteht, auch zelluldre sowie subzellulére
Schédigungen herbeifiihren. Antioxidanz-Enzyme schitzen die Zelle davor, sind jedoch nicht
ausreichend, Schadigungen, die durch starken oxidativen Stress hervorgerufen werden,
komplett zu verhindern. Geschadigt werden Lipide, Proteine und DNA, was z. B. zu DNA-
Strangbruchen fuhren kann oder den Calcium-lonen Haushalt stort (Halliwell und Cross
1994). Daher bedarf es Reparaturmechanismen, die Schadigungen erkennen und riickgangig
machen. Das Vorkommen bzw. die Entstehung verschiedener Formen reaktiven Sauerstoffs
im Korper sowie dem dadurch fir die Zelle ausgel6sten Stress wird als oxidativer Stress
bezeichnet. Die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies ist jedoch nicht einzig und alleine
Folge eines Uberangebotes von O,, sondern ihre Entstehung kann auch durch Hypoxie
hervorgerufen werden. Die ROS-Entstehung unter Hypoxie erfolgt v.a. dann, wenn ein hohes
reduzierendes Potenzial in der Zelle herrscht (hohes NADH+H":NAD"-Verhiltnis) und auch
trotz Hypoxie noch ausreichend Sauerstoff in der Zelle vorhanden ist, damit ROS entstehen
kénnen (Halliwell 2006; Clanton 2007). Clanton (2007) beschreibt auch, dass es im Skelett-
und Herzmuskel in frihen Phasen der Hypoxie eine voribergehende Erhéhung des ROS-
Levels gibt, wohingegen chronische, starke Hypoxie zur anhaltenden ROS-Produktion fuhrt.
Mochte man die Funktion von Globinen also in Hinblick auf die Entgiftung von
Sauerstoffspezies diskutieren, wére eine verstarkte Expression des Proteins, sowohl nach
extremer Hypoxie als auch nach experimenteller Hyperoxie, die durch erhéhte O,-
Konzentrationen in der Auf3enluft intrazellular ROS bildet, zu erwarten. In der vorliegenden
Arbeit wurden in Spalax und Ratte hypoxische Zustande herbeigefiihrt, die zumindest in der
Ratte (5h, 6% O,) zu extremem Sauerstoffmangel fiihrte. Also sollte es im Fall eines
Proteins, das ROS entgiftet, zu einer verstarkten Expression nach starker Hypoxie kommen.
Es wurde kirzlich gezeigt, dass Myoglobin im Muskel bzw. im Herzen in der Lage ist,
reaktives Superoxid (Flogel et al. 2004) sowie NO (Flogel et al. 2001) zu beseitigen. Diese
Befunde passen zu den Ergebnissen der Regulation des Myoglobins, die in dieser Arbeit
untersucht wurde. Die Mb-mRNA ist im Skelettmuskel ausschlieBlich in stark hypoxisch
gehaltenen Ratten (5h, 6 % O;) hochreguliert (Abbildung 3-19). Andere Arbeiten zeigen
hingegen, dass unter verringerten Sauerstoffbedingungen eine Hochregulation von Mb erfolgt
und auch Sinn macht, um die Sauerstoffverfligbarkeit zu erhdhen (Hoppeler und Vogt 2001).
Es konnten im Beinmuskel von Radsportlern z. B. héhere Myoglobin-Konzentrationen
gefunden werden, wenn sie unter hypobarischer Hypoxie trainierten, im Vergleich zu

Radfahren die im Flachland trainierten (Terrados et al. 1990). Sollte es auch in Spalax unter
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Hypoxie zur Bildung von ROS im Skelettmuskelgewebe kommen, so reicht wahrscheinlich
das in Spalax schon unter Normoxie um mehr als Faktor 25 verstarkt exprimierte Mb dazu
aus, um ROS wegzufangen. Vergleicht man die Expression von Mb mit der von Ngb, so stellt
man fest, dass Ngb unter keinem der untersuchten Zustdnde oder in einer der drei Spezies
hochreguliert wird. Fir Ngb gibt es also bislang keine Hinweise, dass ROS, die unter akuter
Hypoxie entstehen kdnnen, entgiftet werden.

Auch die Diplomarbeit von Dreidax (2006), die sich mit der Untersuchung u.a. von Ngb nach
experimenteller Hyperoxie beschéftigt hat, zeigt keine unterschiedlich starke Expression
zwischen normoxischen und hyperoxischen (24 h, 85 % O,) Tieren. Somit ist nach den
vorliegenden Daten eine ROS-Entsorgungsfunktion von Ngb unwahrscheinlich. In einer
weiteren Diplomarbeit (Schilke 2007) wurden Enzyme untersucht, die ROS unschadlich
machen konnen. Eine ganze Reihe von Antioxidantiengenen wurden schon im normoxischen
Vergleich verstarkt exprimiert:  Glutathion-Peroxidase (Gpx1), Glutathion-S-Transferase
(Gst), Glutathion-S-Reduktase (Gsr), Ham-Oxygenase (Hmox1) in Gehirn, Herz und Leber,
sowie Katalase (Cat) in Gehirn und Leber wurden alle mehr oder weniger stark in S. galili
(2n=52) und S. judaei (2n=60) im Vergleich zur Ratte konstitutiv starker exprimiert. Das
heil3t, dass Ngb in dieses ,,Ensemble” passt, was indirekt fir eine ROS-Entgiftungsfunktion

sprechen konnte.

4.1.4.3 NO-Dioxygenase Funktion

Von Myoglobin weil man, dass es auch eine Funktion als NO-Dioxygenase wahrnehmen
kann (Flogel et al. 2001). Dabei wird schadliches, Uberschissiges Stickstoffmonoxid in
harmloses Nitrat umgewandelt. Eine indirekte Untersuchung dieser Funktion war im Rahmen
der vorliegenden Arbeit nur insoweit moglich, als dass die am Auge von Spalax
durchgefihrten Arbeiten kein &hnliches Expressionsmuster zwischen neuraler NO-Synthase
(nNOS), die die Produktion von NO bewirkt, und Ngb zeigen (Abbildung 3-26; Abbildung
3-21). Auch Reuss et al. (2002) sahen keine strikte Kolokalisation zwischen Ngb-mRNA und
nNOS in verschiedenen Geweben. Sowohl Brunori et al. (2005) als auch Herold und Fago
(2005) beschreiben hingegen, dass oxygeniertes Ngb sehr schnell mit NO reagiert. Uber das
Zwischenprodukt Peroxinitrit, welches ebenfalls an das Ham gebunden ist, entsteht
unschédliches Nitrat (NOs3’). Diese Reaktionsmechanismen erfordern die Anwesenheit einer
Reduktase, weil Ngb eine grof3e Tendenz zur Autoxidation besitzt Fago et al. (2006).
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4.1.4.4 Neuroglobin in der Retina der Blindmaus: Rickschlusse auf die Basisfunktion

Die immunhistochemischen Versuche, die an der Retina von Maus, Ratte und
Meerschweinchen durchgefiihrt wurden (Bentmann et al. 2005), zeigen, dass es in diesen
Spezies eine Beziehung zwischen Ngb und mitochondrialer Atmungskette gibt. Ngb befindet
sich in allen drei Spezies genau in den Schichten, in denen auch Cytochrom c, Bestandteil der
mitochondrialen Atmungskette, in grolem Malie exprimiert wird, also genau dort, wo der
Sauerstoffverbrauch durch die aerobe Atmung am hdchsten ist. Neuroglobin befindet sich
also an den Orten hohen Sauerstoffverbrauchs und ist dort u. U. fur eine erleichterte Diffusion
zustandig. In Spalax gibt es Ngb-Expression in den gleichen Schichten wie in Ratte und Maus
(beide besitzen wie Spalax eine vaskuldre Retina) (vgl. 3.1.4.1). Die Stérke der Expression ist
in der Blindmaus jedoch bei weitem nicht so stark wie in den sehfédhigen Vergleichstieren
(vgl. auch mRNA Daten in Abbildung 3-23). Auch der Nachweis von Cytochrom c zeigt eine
reduzierte, eher diffuse Immunfarbung, verglichen mit den disktinkten, stark gefarbten
Schichten bei Ratte, Maus und Meerschweinchen. Die allgemein schwéchere Expression der
beiden Proteine ist moglicherweise direkt auf den Funktionsverlust im Spalaxauge
zuruckzufihren. Starke Cytochrom c-Farbung kann man v.a. in der Photorezeptorschicht
erkennen (Abbildung 3-22). Gerade dort ist der Sauerstoffverbrauch am hochsten. In der
Néhe, unmittelbar auBerhalb des retinalen Pigmentepithels, das sich an die
Photorezeptorschicht anschliet, verlaufen Gefalie, sodass genugend Sauerstoff zu den Orten
des Verbrauchs (Photorezeptorschicht) diffundieren kann, ohne dass es notwendig wére, die
Diffusion durch Ngb zu erleichtern. In der Ganglienzellschicht verhélt es sich anders. Hier ist
der Sauerstoffverbrauch, wie in den inneren Segmenten der Photorezeptorschicht, ebenfalls
sehr hoch, aber es befinden sich in der Nahe keine GefaBe. Das fuhrt dazu, dass die
Diffusionsstrecke von den GeféRen, die sich in der &ufleren plexiformen Schicht befinden
(Abbildung 3-24), hin zu der Ganglienzellschicht zu weit ist, als dass ausreichend Diffusion
erfolgen konnte. Daher wird durch Ngb in den Ganglienzellen die Sauerstoffverfligbarkeit
u. U. durch eine erleichterte Diffusion erhoht. Fir eine Funktion bei der erleichterten
Diffusion im Auge spricht auch, dass dort die Ngh-Konzentration bei Maus und Ratte so hoch
ist, wie die Mb-Konzentration im Muskel (50-100 uM; Schmidt et al. 2003), also etwa 100
fach hoher als im Gehirn (Burmester et al. 2000). Diese hohen Konzentrationen und die leicht
verstarkte Expression unter Hypoxie (zumindest auf mRNA-Ebene) v.a. in der Ratte
(Abbildung 3-23) passen auch zur angenommenen Funktion als Protein, das die
Sauerstoffdiffusion erleichtert. Fordel et al. (2007) berichten ebenfalls von einer um ca.

Faktor 2 verstarkten Expression von Ngb im Auge der Maus. Hohere Ngb-Level unter
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Hypoxie im Auge bedeuten also, dass weite Wege von den Kapillaren hin zu den Orten des

Verbrauchs besser Gberwunden werden kénnen.

4.1.4.5 Neuroglobin in Gliazellen - ein allgemeines Merkmal hypoxieresistenter

Lebewesen

Eine Neuigkeit, die zuvor nur in der hypoxietoleranten Robbe entdeckt wurde (Folkow et al.,
eingereicht), ist, dass Neuroglobin in Spalax zum Teil auch in Gliazellen bzw. Astrozyten
vorkommt. Die Expression in Gliazellen konnte dafiir verantwortlich sein, dass sowohl bei
gRT-PCR- als auch Western-Blot-Genexpressionsanalysen mehr Ngb im Gehirn von Spalax
als im Gehirn der Ratte nachgewiesen wurde. Schon vor Gber 40 Jahren wurde entdeckt, dass
im Nervengewebe von Invertebraten Hamoglobine v.a. in Gliazellen vorkommen
(Wittenberg et al. 1965). Dies wurde auch fiur die Nervenglobine der Mollusken Tellina
alternata (Kraus und Colacino 1986) sowie Spisula solidissima (Doeller und Kraus 1988)
beschrieben. Beide H&moglobine kdnnen selbst unter O,-Mangel eine ausreichende
Versorgung der Nerven fiir bis zu 30 Minuten sicherstellen. Funktionsuntersuchungen bei
Tellina (Kraus und Colacino 1986) zeigen, dass das Nerven-Globin in diesem Organismus
offenbar fir die effiziente Erregungsleitung der Nervenzellen wichtig ist. Das Globin besitzt
ebenfalls eine hohe Sauerstoffaffinitat (Psp=1,3 Torr) und wird in Glia-Zellen des
Rickenmarks, nicht jedoch in Neuronen exprimiert (Wittenberg 1992).

Eine Annahme ist, dass der oxidative Metabolismus im Spalaxgehirn teilweise von den
Neuronen hin zu den Gliazellen verschoben wurde, was bedeutet, dass das Vorkommen von
Ngb in Gliazellen die Nervenfunktion unter Hypoxie aufgrund der O,-Versorgung verbessern
konnte. Ein &hnliches Phdnomen wurde auch bei Langusten beobachtet (Hargittai und
Lieberman 1991). Hier wurde an einzelnen isolierten Neuronen mit umgebender glialer
Schwann’scher Scheide festgestellt, dass abhangig von den experimentellen Bedingungen der
Sauerstoffverbrauch der Gliazellen zwischen 30 % und fast 100 % liegt. Die Autoren
schatzten, dass 90 % des Sauerstoffs im Gewebe von den Gliazellen verbraucht wird. In
hypoxiesensitiven S&ugern arbeiten Gliazellen in der Regel anaerob, wodurch es zur
Entstehung grolRer Mengen von Laktat kommt (Itoh et al. 2003). Dieses Laktat wird dann von
Neuronen aufgenommen, die die Praferenz haben, dieses Laktat zu oxidieren und nicht
Laktat/Pyruvat Gber die eigene Glykolyse zu produzieren.

Im Neuroglobingen der Maus und des Menschen sind Sequenz-Elemente vorhanden, die daftr

sorgen, dass es zu einer ausschlieBlich neuronalen Expression des Gens kommt (Laufs et al.
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2004). Diese Elemente heiRBen ,,neuron-restricted-silencer-elements“ (NRSE) (Schoenherr
und Anderson 1995; Schimojo et al. 2001) und sind 21 bp lange Kontrollmotive, die
entweder ,,stromab- oder -aufwérts®, in Introns oder Exons von Genen, unabhangig von ihrer
Orientierung, positioniert sein kénnen (Schoenherr et al. 1996; Thiel et al. 1998). Flr Spalax
wirde man erwarten, dass diese Elemente im Neuroglobingen nicht vorhanden sind. Genau
dieses Ergebnis wurde auch erreicht, als die Ngb-Gensegenzen der verschiedenen Spalax-
Spezies auf das Vorkommen von NRSEs, entsprechend der VVorgaben in Laufs et al. (2004),
mit Hilfe des Programms MSCAN getestet wurden. Dieser Sachverhalt kann also die in

Spalax vorkommende, nicht strikt in Neuronen befindliche Expression erklaren.

4.2 Das Cytoglobin in Spalax

4.2.1 Interspeziesvergleich von Cytoglobin: Wenige Hinweise auf eine

Sequenzadaptation

Die Grolke des Cytoglobins in allen Spalax-Spezies betrdgt wie in den anderen bisher
untersuchten Mammaliern 190 Aminosauren (Abbildung 4-5). Verglichen mit den anderen
Globinen Mb, Hb und Ngb zeigt Cytoglobin strukturelle Unterschiede, die v. a. in den N- und
C-terminalen Bereichen gefunden werden koénnen. Den Cytoglobinen aus Fischen und
Amphibien fehlen C-terminale Verlangerungen, so dass die Lange im Bereich von ca. 174 bis
179 Aminoséauren liegt (Burmester et al. 2004). Einige Fische aber haben in ihrem zweiten
Cygb zusétzliche Aminoséuren im N-terminalen Bereich. Dennoch weist Cygb strukturelle
Verwandtschaft zu den anderen Globinen auf, die mit der klassischen ,,drei-Uber-drei* alpha-
helikalen Globin-Faltung in Einklang gebracht werden kann (de Sanctis et al. 2004). Die
wichtigsten strukturellen und funktionellen Merkmale, wie das PheCD1 (Phenylalanin an
Position 1 des Bereiches zwischen Helix C und D), HisE7 (Histidin an Position 7 der Helix E)
und His F8 sind, wie bei den anderen untersuchten Spezies auch, in allen Spalax-Spezies
vorhanden. Das bedeutet, dass es in Cygb auf struktureller Ebene wahrscheinlich keine
Adaptationen an das Leben unter begrenzter Sauerstoffverfiigbarkeit gibt. Dies wird
untersttzt durch den Aminosdure-Sequenzvergleich, der nur ein geringes adaptives Potenzial
beinhaltet. An Position 40 (Helix A) (Abbildung 4-5) zeigt das Alignment einen
wahrscheinlich isofunktionellen Aminosédureaustausch von Asparaginsaure in Spalax und
einigen (Karpfen-) Fischen hin zu Glutaminsdure in den anderen Vertebraten. Eine flr Spalax

jedoch einzigartige Aminosaure befindet sich in S. galili (2n=52) und S. carmeli (2n=58) an
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den beiden Positionen 59 (Arginin anstelle von Glycin, Helix B) und 82 (Arginin anstelle von
Histidin, Bereich zwischen Helix C und D), die beide eventuell nicht isofunktionell sind. Ob
diese beiden Austausche tatsachlich Auswirkungen auf die Struktur haben, misste in
weitergehenden Strukturuntersuchungen erforscht werden. Eine Besonderheit findet sich an
Position 104 (Helix E), in der alle S&ugerspezies ein Glycin besitzen aufler S. judaei (2n=60),
das eine nicht-isofunktionelle Glutaminsdure besitzt. Die Nicht-Sduger-Spezies besitzen an
dieser Stelle viele unterschiedliche Aminosauren, was fir eine Stelle mit eher geringerem

Grad an funktioneller Konservierung spricht.

Abbildung 4-5: Cytoglobin Aminosauresequenzvergleich verschiedener Vertebraten mit den vier
israelischen Spalax-Spezies. Abkiirzungen: Sga: Spalax galili (2n=52); Sgo: Spalax golani (2n=54); Sca:
Spalax carmeli (2n=58); Sju: Spalax judaei (2n=60); Bta: Bos taurus; Cfa: Canis familiaris; Hsa: Homo
sapiens; Ptr: Pan troglodytes; Mmul: Macaca mulatta; Mmus: Mus musculus; Rno: Rattus norvegicus;
Eeu: Echinus europaeus; Spa: Spermophilus parii; Mdo: Monodelphis domestica (Haus-
Spitzmausbeutelratte); Gga: Gallus gallus; Xla: Xenopus laevis; Xtr: Xenopus tropicalis; Gac:
Gasterostreus aculeatus; Ola: Oryzias latipes; Tni: Tetraodon nigroviridis; Tru: Takifugu rubripes; Dre:
Danio rerio; Ppr: Pimephales promelas; Omy: Oncorhynchus mykiss. Konservierte Sequenzpositionen von
100 9% sind in weil3er Schrift auf schwarzen Grund dargestellt, Bereiche, die Uber 50 % konserviert sind,
sind auf grauem Grund abgebildet. Positionen mit unter 50 % Konservierung haben keine Schattierung.
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4.2.2 Die Expression des Spalax Cytoglobins gibt ebenfalls Hinweise auf eine

Adaptation an das Leben unter Hypoxie

Vergleicht man die Expressionsniveaus des Cytoglobins in der Ratte mit der der beiden
Spalax-Arten, so zeigt sich, dass zumindest im Gehirn schon unter normalen
Sauerstoffbedingungen von 21 % eine um etwa Faktor 2 bis fast 3 fach groRere Menge
MRNA (Abbildung 3-14 A) und Protein (Abbildung 3-15) in beiden Spalax-Arten vorhanden
ist. Somit zeigt auch Cygb adaptives Potenzial in Spalax an das Leben unter begrenzter
Sauerstoffverfuigbarkeit. Dies scheint nicht fir Herz und Leber zu gelten; in allen drei Spezies
sind hier zumindest auf MRNA-Ebene gleiche Cygb-Level vorhanden (Abbildung 3-14 B und
C). Unter Hypoxie scheint es ebenfalls eine Anpassung an den natirlicherweise in Spalax
vorkommenden Sauerstoffmangel zu geben: Das Cygb-Gen wird im Gehirn nur in Spalax bis
zu Faktor 6 hochreguliert, in dem Gehirn der Ratten hingegen gar nicht. Eine Préadaptation an
das unterirdische hypoxische Leben scheint es im Herz von S. galili (2n=52) zu geben. Nur
diese Art exprimiert das Gen um Faktor 12 hoch, verglichen mit der Normoxie. Ratte und
S. judaei (2n=60) erreichen eine maximal verstarkte Cygb Expression im Herzen von fast
Faktor 3 bzw. 4.

Fur Cytoglobin wurde eine Expression in diversen Geweben beschrieben, u. a. in Gehirn,
Herz und Leber. Im Gehirn kommt Cytoglobin in distinkten neuronalen Zellpopulationen vor,
nicht nur zytoplasmatisch, sondern auch im Nukleus dieser Zellen (Schmidt et al. 2004). Eine
ausschliel3lich zytoplasmatische Lokalisation in Zellen ist z. B. in Herz und Leber gegeben.
Die unterschiedlichen Farbemuster von neuronalen Zellen und Fibroblasten erlauben die
Hypothese, dass Cygb in beiden Zelltypen unterschiedliche Funktionen haben konnte. Anders
jedoch als bei Neuroglobin konnten bei der zelluldren Expressionsuntersuchung mittels
Immunhistochemie keine Unterschiede zwischen Ratte und der Blindmaus gefunden werden.
Im den nachfolgenden Kapiteln wird versucht, eine Erklarung fur die erhaltenen

Expressionswerte unter Normoxie sowie Hypoxie zu finden.

4.2.3 Analyse der Transkriptionsfaktorbindestellen des S. carmeli (2n=58)
Cytoglobingens

Auch fir Cytoglobin (Cygb) wurde nach Hypoxie-responsiven Bindestellen (HRES) in der

genomischen Sequenz von S. carmeli (2n=58) gesucht, um Hinweise auf einen aktiveren
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Promotor unter Normoxie von Spalax verglichen mit Ratte zu erhalten. Weiterhin wurde das
Cygb-Gen auch auf das Vorkommen mRNA-stabilisierender Motive hin untersucht.

Um die starkere Expression unter Normoxie in Spalax erklaren zu kénnen, wurde nach HREs
gesucht, die zwischen Ratte und Spalax konserviert vorlagen. Diese sollten vorab zeigen,
welche HREs funktionsfahig sein konnten (Wystub et al. 2004). Betrachtet man zundchst die
in Ratte und S. carmeli (2n=58) vorkommenden Hif-1-Bindestellen, so fallt auf, dass eine
Vielzahl dieser konserviert vorliegt (Abbildung 4-6 B). An einigen Positionen des Cygb-Gens
befinden sich in unmittelbarer N&he der Hif-1-Bindesequenzen weitere Hif-1- bzw.
akzessorische Hilfsmotive, die somit potenzielle HREs darstellen und eine Funktionalitét
zumindest unter Hypoxie nahe legen. Weiterhin wurde das Vorkommen Spalax-spezifischer
HREs untersucht, die Hinweise auf hohere konstitutive Expressionslevel in der Blindmaus
geben konnten. Dies setzt jedoch voraus, dass, wie auch in der Niere (Shams et al. 2004),
HIF-1 im Gehirn konstitutiv schon unter normoxischen Bedingungen hoher exprimiert wirde.
Wie oben schon beschrieben, hat ein wiederholt durchgefiihrter Western-Blot mit einem
gegen Hif-1 gerichteten Antikdrper nicht funktioniert und bedarf einer Wiederholung.

Die Genexpressionsdaten nach Hypoxie zeigen, dass Cygb im Gehirn nur leicht, in der Leber
und im Herzen stérker hochreguliert werden (vgl. Abbildung 3-14), was hdchstwahrscheinlich
durch das Vorhandensein der beschriebenen HREs im Cygb-Gen gewahrleistet wird. Vor
allem die beiden im Promotor/Exon 1 beider Spezies vorkommenden HREs kdnnten dafir
verantwortlich sein, eine Hypoxieantwort des Cygb-Gens zu induzieren. Eine Regulation von
Cygb unter Hypoxie ist also wahrscheinlich durch Hif-1 vermittelt. Dies konnte auch kdirzlich
von einer Arbeitsgruppe funktionell gezeigt werden (Guo et al. 2007), die mittels Gel Shift-
und Chromatin Immunoprecipitation-Assays den Nachweis erbracht hat, dass das menschliche

HIF-1-Protein an die HREs im Cytoglobingen binden.

Um die verbesserte Uberlebensfahigkeit unter Sauerstoffmangel von Spalax gegeniiber der
Ratte zu erklaren, wurden in Abbildung 4-6 A auch die Spalax spezifischen HREs untersucht.
Im Promotorbereich hat Spalax, verglichen mit der Ratte, keine zusatzlichen Hypoxie-
responsiven Elemente, jedoch eine groRe Anzahl potenzieller HREs in Intron 1, Exon 2 und
Exon 3. Die Gesamtzahl der HREs, die in Spalax vorkommen, betrdgt zwolf, in Ratte
lediglich die Hélfte. Das kann dafur sprechen, dass unter Hypoxie Spalax das Cytoglobin
starker anschaltet, was auch experimentell nachgewiesen werden konnte (vgl. 3.1.2.3). Eine

Beschreibung, dass die unterschiedliche HRE-Anzahl in orthologen Genen fur die Starke der
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Hochregulation verantwortlich sein konnte, wurde in der Literatur jedoch noch nicht
beschrieben. Diese Aussage bedarf einer zusatzlichen experimentellen Uberpriifung mittels

Promotor-Assays.

A
ScaCygb
ﬁﬂz’mﬁ:‘rﬂﬂ — 1
1 2 3 4
B
ScaCygb
7 ?E'/‘V?;Y‘Y\V‘q’/f’\*ﬂ‘h
'Y s i IS 1 9% bé %
1 2 3 4
OHIF-1 ® HAS VEpo-Box ®Epo-like ¢ HIPBS (nur B) 1000 bp

Abbildung 4-6: (A) Abbildung der in Spalax vorkommenden Hypoxia responsive elements (HREs) des
Cytoglobingens aus S. carmeli (2n=58). Voraussetzung fir ein HRE ist das Vorkommen einer Hif-1
Bindestelle mit einem in der Entfernung von maximal 50 Bp liegenden, erganzenden Sequenzmotiv (Has:
Hif ancillary sequence). (B) Hif-1- und ergénzende Bindestellen, die zwischen Spalax und Ratte
konserviert vorliegen. Diese Bindemotivkonservierung ist ein Zeichen fur ihre funktionelle Relevanz
(Wystub et al. 2004).

Cygb besitzt auch einige HIPBS-Elemente, die dafiir Sorge tragen, dass Gene, die durch
Hypoxie reguliert werden, auf mRNA-Ebene stabilisiert werden (Czyzyk-Krzeska und Beresh
1996; Scandurro und Beckman 1998). Das fuhrt letztlich durch die langere Lebenszeit der
MRNA zu einer verstarkten Verfligbarkeit und einer Hochregulation des entsprechenden Gens
bei Hypoxie. Eine hohere Anzahl an HIPBS-Motiven wurde bei der vergleichenden

Untersuchung des Cytoglobingens in Spalax vs. Ratte nicht gefunden.

4.2.4 Die moglichen Funktionen des Cytoglobins

Auch das Cytoglobin (Cygb) ist potenziell dazu in der Lage, unterschiedlichste Funktionen

auszuftuhren, die im Nachfolgenden diskutiert werden.

4.2.4.1 Cygb: Lieferant von Sauerstoff an Enzyme?

Im Herz und der Leber exprimieren v.a. Fibroblasten oder deren verwandte Zellen

Cytoglobin. Fibroblasten sind zudem die Orte der Kollagenbildung. Die Enzyme, die die
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einzelnen Kollagenketten zu einer Triple-Helix verbinden, sind die Prolyl-Hydroxylasen, die
Hydroxylgruppen an Prolinreste der Kollagene anhéngen (Myllyharju 2003). Zu dieser
Reaktion wird Sauerstoff bendtigt. Cytoglobin kénnte also Lieferant von O, flr die Prolyl-
Hydroxylasen sein.

Prolyl-Hydroxylasen selbst dienen nicht nur der Hydroxylierung von Kollagen, sondern
bestimmte Isoformen sind auch in die sauerstoffabhéngige HIF-1 Signalkaskade eingebunden
(vgl. 1.3.5.6). HIF-1a, als die hypoxieinduzierte Untereinheit, wird durch die O,-abhangige
Hydroxylierung zweier Prolylreste reguliert (Semenza 2007). Hydroxyliertes HIF-1o bindet
dann an das von Hippel-Lindau-Protein (VHL), wodurch HIF-1 ubiquitiniert und mittels
Proteosomen degradiert wird. Unter Sauerstoffmangel findet keine Hydroxylierung mehr statt,
sodass HIF-1 nicht abgebaut wird und somit nach Translozierung in den Kern als
Transkriptionsfaktor Zielgene steuern kann. Wie die Untersuchung von Transkriptionsfaktor-
Bindestellen zeigt (vgl. 4.2.3), ist auch Cytoglobin wahrscheinlich ein Zielgen von HIF-1.
Unter Sauerstoffmangel wird die Expression von Cygb angeschaltet. Dadurch gelangt mehr
Sauerstoff zu den Prolyl-Hydroxylasen. Die Hydroxylierung kann wieder stattfinden, was zu
einem geringeren Vorkommen von HIF-1 fuhrt, als es ohne Hochregulation des Cygb der Fall
waére. Es konnte sich dabei um einen Regulationsmechanismus handeln, der dafiir sorgt, dass
die HIF-vermittelte Antwort ein wenig ,,gebremst* wird. Nimmt man diese sehr hypothetische
Funktion fur Cygb an, so wirde es auch Sinn machen, dass Spalax im Gegensatz zur Ratte
unter milder Hypoxie bei 10 % O, Cygb hochreguliert, um die HIF-Antwort zu verlangsamen,
da der gesamte Organismus sich schon an die erniedrigten O,-Bedingungen gewohnt hat. Zu
dieser Hypothese wirde passen, dass unter strenger Hypoxie von 6 % fir 5h Cygb nicht
verstarkt bzw. in dem Gehirn der Ratte sogar vermindert exprimiert wird (unvereinbare

Ausnahme: S. judaei (2n=60) nach kurzer starker Hypoxie).

Vorstellbar ist eine Funktion von Cygb entweder als Transporter oder als einfacher
Sauerstoffspeicher, der die Diffusion hin zu den Orten des Verbrauchs erleichtern konnte.
Auch andere Enzyme kdnnten von Cytoglobin mit Sauerstoff versorgt werden, wie z. B. die
NO-Synthasen, die aus L-Arginin und molekularem Sauerstoff unter Entstehung von L-
Citrullin NO synthetisieren kénnen (Leone et al. 1991). NO ist als Radikal nicht unter allen
Umstanden schadlich fir die Zelle, sondern es dient auch als vielfaltiges Signalmolekil, z. B.
bei neuronaler Signalvermittlung, bei der Entzlindungsantwort, bei der Regulierung von
lonenkanalen, bei phagozytotischen Abwehrmechanismen, bei kardiovaskularer Homoostase
(Moncada et al. 1988; Moncada et al. 1988; Snyder und Bredt 1992; Ignarro 2002; Gong et al.
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2004; Tuteja et al. 2004) oder der Vasodilatation bei Entziindungsreaktionen (Wang et al.
1996).

4.2.4.2 Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies und weitere Funktionen

Eine weitere Funktion von Cygb kann die Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies sein.
Hinweise darauf geben die Untersuchungen von Dreidax (2006), die zeigen, dass unter
Hyperoxie bzw. ROS-Entstehung Cygb in Lunge, Herz und Gehirn hochreguliert wird.
Ausstehende Untersuchungen sollen zeigen, dass auch in Spalax unter Hyperoxie reaktive
Sauerstoffradikale entstehen.

Uber eine Funktion als NO-Dioxygenase, O,-Sensor oder auch terminale Oxidase kann nur
spekuliert werden, da hierzu bislang keine Daten vorliegen. Weitere Untersuchungen z. B. mit
funktionellen Zellkuturassays miissen angestellt werden, um mehr Hinweise auf die Aktivitat

oder Funktion von Cygb zu bekommen.

4.2.5 Cytoglobin in der Retina — keine klaren Hinweise auf eine bestimmte

Funktion

Cytoglobin wurde fast ausschlieflich im Zytoplasma der neuronalen Zellen der
Ganglienzellschicht der Spalax-Retina gefunden (Abbildung 3-25). Leicht gefarbt war auch
die innere plexiforme Schicht. Da das Spalax-Auge nur Helligkeitsunterschiede wahrnehmen
kann und subkutan lokalisiert ist, hat es die Sehfahigkeit verloren und besitzt auch keine Linse
mehr. Das Fehlen der Linse bedingt auch das Fehlen des Ciliarkorpers in Spalax, dessen
Fibroblasten in der Maus Cytoglobin exprimieren. Ein weiterer Unterschied, der auf die
Blindheit von Spalax zuriickzufuhren ist, ist das Fehlen von Cygb-Farbung in der inneren
nukledren Schicht, die bei der Maus starke Expression zeigt. Im Auge und im Gehirn sind
nicht alle neuronalen Zellen angefarbt. In der Ganglienzellschicht konnte eine nukleére sowie
zytoplasmatishe  Cygb-Lokalisierung gefunden werden, was dem subzelluldren
Expressionsmuster der Neurone im Gehirn entspricht. Neben der Cygb-Lokalisierung wurde
auch die Lokalisierung der neuronalen NO-Synthase untersucht. Bei der Maus ist hingegen
eine dhnliche Funktion von Cygb im Auge und im Gehirn zu erwarten (Wystub 2007).
Zumindest dort konnte eine Uberwiegende Kolokalisation von Cygb mit der neuronalen NO-
Synthase (nNOS) gefunden werden, was die Vermutung nahe legt, dass Cygh am NO-
Stoffwechsel beteiligt ist. Dabei konnte Cygb den von der nNOS bendtigten Sauerstoff
bereitstellen.
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4.3 Das Myoglobin in Spalax - Bestatigung alter Ergebnisse und neue

Erkenntnisse

Das Myoglobin in Spalax wurde in dieser Arbeit nicht zum ersten Mal untersucht, sondern es
gab schon Untersuchungen seiner Expression im Skelett- und Herzmuskel (Widmer et al.
1997). Dabei konnte auf Proteinebene gezeigt werden, dass Spalax im Skelettmuskel mehr
Myoglobin exprimiert als die Ratte, was auf eine verbesserte Sauerstoffversorgung hindeutet.
Die von uns erhaltenen mRNA-Daten sind mit diesen Untersuchungen sehr gut
Ubereinzubringen. Auch auf mRNA-Ebene konnte im Spalax Skelettmuskel eine hdhere
normoxische Expression gefunden werden, wenngleich in einem sehr viel gréfieren Ausmal3.
Die Expression in Spalax unter Hypoxie entspricht nicht den fir andere hypoxietolerante
Sauger bekannten Tendenzen. Spalax reguliert zumindest die Mb-mRNA zum Teil sehr stark
herunter. Das widerspricht der Tendenz, Sauerstoffspeicherproteine unter Hypoxie
hochzuregulieren, um eine héhere Sauerstoffkapazitat im Muskel zu haben (Hochachka et al.
1983). Die Herunterregulation passt jedoch zur Energiesparhypothese unter Hypoxie
(Hypometabolismus; Ramirez et al. 2006), die besagt, dass Sauerstoff im Muskel eingespart
wird.

Auch im Herzen beider Spalax-Spezies wird Mb nach unseren Untersuchungen zumindest auf
MRNA-Level in htherem MaRe exprimiert als in der Ratte. Das passt dazu, dass Sauerstoff
im Herzen, dem neben dem Gehirn sauerstoffsensitivsten Organ, im Notfall schnell
bereitgestellt werden kdnnte. Ebenso wie das Gehirn, ist auch der Herzmuskel nicht in der
Lage, auf anaeroben Metabolismus umzuschalten. Es kénnte sich also um eine Préadaptation
an Hypoxie in Spalax handeln, der dafir Sorge tragt, immer genugend Sauerstoff zur
Verfugung zu haben. Auf Proteinebene jedoch wurde von Widmer et al. (1997) gezeigt, dass
es wohl keine h6heren Mb-Level in Spalax vs. Ratte gibt, weshalb es fraglich bleibt, ob eine
Préadaptation im Herzen an Sauerstoffmangel tatsachlich gegeben ist.

Unter Hypoxie reagiert das Herz bei weitem nicht so stark wie der Skelettmuskel. Es kommt
auler bei S. judaei (2n=60) in allen untersuchten Tieren und Hypoxiedauern zu einer leicht
verstarkten Expression (< Faktor 2), was darauf hindeutet, dass beim Herzmuskel keine

Sauerstoffunterversorgung stattfinden darf, da diese fur das Tier tédlich wére.
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4.4 Operationsmethoden in tiefer Hyopthermie bei schweren angeborenen

Herzfehlern — Hinweise auf Verbesserung der Sauerstoffverfligbarkeit?

Um weitere Hinweise auf die Funktionen von Ngb und Cygb zu erhalten, wurde mit dem
Schwein (Sus scrofa) ein etwas unkonventioneller Modellorganismus untersucht. In der
vorliegenden Arbeit wurde das Schwein aus zwei Griinden verwendet. Zum einen diente es
neben der Ratte als weiterer hypoxiesensitiver Modellorganismus, in dem die Expression von
Ngb und Cygb nach einer besonderen Art von Hypoxie mit anschlieender Reperfusion
untersucht wurde. Zum anderen hat die Arbeitsgruppe um PD Dr. Abdul-Khalig (Deutsches
Herzzentrum, Berlin) ein neonatales Schweinemodell entwickelt, an welchem neuroprotektive
Strategien bei S&uglingen nach DHCA getestet werden sollten (Abdul-Khaliq et al. 2001).
Dabei stellte sich die Frage, ob Medikamente, wie das Steroidhormon Methylprednisolon
(MP) oder das Immunsuppressivum FK506, selbst neuroprotektiv wirkt oder die Bildung
neuroprotektiver Proteine (vielleicht Ngb oder Cygb) anregt. Aus den mit und ohne
Medikamenten behandelten Schweinen wurden Gehirne isoliert und in der vorliegenden
Arbeit auf ihre Expression von Neuroglobin und Cytoglobin hin untersucht, um eine mogliche
Rolle bei der Neuroprotektion aufzudecken.

441 Ngb in Ferkeln nach tiefer Hypothermie - Hinweise auf

Sauerstoffversorgungsfunktion oder auch Neuroprotektion?

Die Untersuchungen des Neuroglobingens nach 60 bzw. 120 mindtiger tiefer Hypothermie
(DHCA 60 und 120) sprechen fir eine Funktion des Neuroglobins als intrazellularer
Sauerstoffspeicher oder als Protein, das ROS entgiftet. Die Regulation aufgrund geringer
Hypoxie, wie sie nach 60 bzw. 120 mindtiger DHCA in Verbindung mit extrakorporaler
Zirkulation auftritt, entspricht in etwa dem Expressionsverhalten der hypoxiesensitiven Ratte
und den beiden hypoxietoleranten Spalax-Spezies. Es kommt, zumindest wenn das Gewebe
geschadigt wird, zu einer Herunterregulation von Ngb. Die unter 4.1.4 beschriebenen
Funktionen scheinen also auch auf Ngb im Schwein zuzutreffen.

Betrachten wir nun das Schwein als Modellsystem fir die Operation am Herzen von
Sauglingen, um herauszufinden, ob der durch das Steroidhormon Methylprednisolon (MP)
und das Immunsuppressivum FK506 vermittelte protektive Effekt im Gehirn auf Ngb
zurlickzufuhren sein kann. Die Expressionsdaten, die nach Gabe von MP erhalten wurden,

deuten nicht auf eine Protektivitat hin. Wére Ngb protektiv, bzw. wirde die Protektivitat, die
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von intrathekaler Verabreichung von Methylprednisolon (MP-T) geférdert wird, auf Ngb
zuriickzufuhren sein, so sollte es eine verstarkte Expression von Ngb auf mindestens den
gleichen Level des Normalzustandes ohne Kreislaufstillstand geben. Jedoch lag der Ngb-
Level im Gehirn bei MP-T ebenso niedrig wie bei nicht-medikamentds behandelten Tieren
oder bei Tieren, denen MP systemisch verabreicht wurde, wo es zu keinem protektiven Effekt
kam. Das Immunsuppressivum FK506 ist in der Lage, Protektivitat im Gehirn nach DHCA
fir 120 min hervorzurufen. Auch Ngb wurde durch die Gabe von FK506 heraufreguliert,
wobei unklar ist, ob es eine Verbindung zwischen Ngb und Protektivitdt gibt. Diese
potenzielle Schutzfunktion von Ngb in Neuronen passt zu Daten, die an Zellkulturen
durchgefihrt wurden (Sun et al. 2001). FK506 gehort zur Gruppe der Makroliden, die
Peptidyl-Prolyl-Isomerase-Aktivitdt blockieren. Es bildet mit dem Immunophilin FKBP12
einen Komplex, der Calcineurin inhibiert und somit den T-Lymphocyten Signalweg sowie die
IL-2 Transkription hemmt. Bei den oben angestellten Hypothesen muss man berticksichtigen,
dass die Genexpressionsuntersuchungen nicht auf Proteinebene erfolgten, sondern auf
MRNA-Ebene.

4.4.2 Cytoglobin beim Schwein: Keine neuen Funktionshinweise

Die Expression von Cygb im hypoxiesensitiven Schwein entspricht nur teilweise den
Ergebnissen, die bei der ebenfalls hypoxiesensitiven Ratte erhalten wurden. Die Ratte
reguliert das Cygb unter Hypoxie im Gehirn nicht hoch, Spalax hingegen nur leicht um
maximal Faktor 2. In Spalax ist auch ein Anstieg der mRNA mit der Dauer der Hypoxie zu
verzeichnen. Das Schwein hingegen zeigt bei DHCA 60 einen Anstieg der Cygb Expression,
die bei 120 min DHCA wieder auf den Wert der Referenzprobe ohne DHCA abfallt. Dieser
»2wellenformige Verlauf” ist mit einer Sauerstoffspeicherfunktion nur schwer in Einklang zu
bringen. Die fir Cytoglobin propagierte Funktion eines Proteins, das O, fiir Enzymreaktionen
anliefert, passt zu den erhaltenen Ergebnissen; um welche Enzymreaktion es sich genau
handelt, konnte hierbei nicht weiter bestimmt werden. Auch die Auswirkung, die die Gabe
von Steroiden oder Immunsuppressivum auf die Cygb-Expression hat, scheint keine einfache,
wenig spekulative Antwort auf die Frage nach der Funktion von Cygb im Operationsmodell

fiir angeborene Kinderkrankheiten geben zu kénnen.
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4.5 Normalisierung auf cDNA-Ebene: Methode zur Normalisierung von
guantitativen Realtime RT-PCR-Daten auf Ebene der cDNA?

Die Normalisierung von Daten, die mit Hilfe der quantitativen Realtime RT-PCR generiert
werden, ist einer der wichtigsten Schritte berhaupt, um zuverlassige Aussagen Uber die
Genexpression bestimmter Gene machen zu konnen. Die Verl&sslichkeit eines Experiments
nimmt mit der Einflhrung invarianter endogener Kontrollen zu, wodurch Unterschiede von
Probe zu Probe Kkorrigiert werden koénnen (Bustin 2004). Zur Normalisierung von
Genexpressionsdaten war es bis vor einigen Jahren weit verbreitet, die Expression eines zu
untersuchenden Gens auf die Expression eines einzelnen sog. Haushaltsgens zu beziehen, d.h.
darauf zu normalisieren (Spanakis 1993, Bustin et al. 2005). Auch heute werden in vielen
Publikationen solche Gene zur Datennormalisierung verwendet, von denen man weif3, dass sie
mehr oder weniger in allen Geweben exprimiert werden, wie z. B. Gapdh. Gleichzeitig wird
oftmals auch ohne eigene Experimente oder Hinweise aus der Literatur angenommen, dass die
Genexpression auf gleichem Level stattfindet. Diese stabile Expression ist flr eine
Normalisierung jedoch unbedingt erforderlich. Da die Bezeichnung Haushaltsgen in diesem
Zusammenhang irrefihrend ist, fuhrte man den Begriff ,,Referenzgen ein, der besagt, dass
ein Gen in dem untersuchten Gewebe stabil exprimiert sein muss. Damit ein Gen als
Referenzgen verwendet werden kann, muss zuerst bewiesen werden, dass dieses Gen unter
den untersuchten Bedingungen auch tatsachlich stabil exprimiert wird. Dies geschieht am
einfachsten ebenfalls durch gRT-PCR-Versuche. Die Qualitit der normalisierten Daten hangt
stark von der Stabilitat des Gens ab, auf das normalisiert werden soll. Ein weiterer Schritt zu
verlasslicheren Daten durch akkuratere Normalisierung ist die Einbeziehung mehrerer
Referenzgene in die Expressionsberechung Vandesompele et al. (2002). Es sollte darauf
geachtet werden, dass die verschiedenen zu Hilfe genommenen Referenzgene nicht aus dem
selben Stoffwechselweg stammen, was dazu fuhren kann, dass die Gene unter den
untersuchten Bedingungen gleichartig reguliert werden und somit das Ergebnis verféalschen
konnen.

Um das Problem mit regulierten Referenzgenen zu umgehen, ist es ebenfalls anerkannt, keine
Normalisierung mit solchen Genen durchzufuhren, sondern sich auf die akkurate
Quantifizierung der RNA mit Hilfe der optischen Dichte Messung zu beschranken. Diese
Methode ist weitaus zuverlassiger als die Verwendung eines einzelnen, womdglich regulierten
Referenzgenes Bustin (2000, 2002) und wurde auch in der vorliegenden Arbeit oftmals

verwendet. Hierbei normalisiert man vorwiegend auf rRNA, die in einer isolierten Gesamt-
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RNA ca. 95 % ausmachen. Auch diese Methode ist sicherlich nicht frei von Fehlern, da es bis
heute nur wenige Untersuchungen darlber gibt, wie sich das mRNA zu rRNA-Verhaltnis
unter bestimmten Bedingungen andert und ob es auf Grund von Hypoxie zu verénderten
Halbwertszeiten von mRNA oder rRNA kommt (Paulding und Czyzyk-Krzeska 2000). Ein
zusétzliches Problem, welches durch Verwendung von Referenzgenen teilweise umgangen
wird, ist, dass die Effizienz der reversen Transkription sehr variabel sein kann. Dies war der
Anlass, eine neue Methode zu entwickeln, mit der man die oben beschriebenen Probleme
Iésen kann. Diese Methode sollte also so ausgewéhlt sein, dass die unterschiedlichen
Effizienzen der reversen Transkriptionsreaktionen mit einbezogen werden und das Problem
der Normalisierung auf einzelne Referenzgene umgeht. Diese Voraussetzungen legen eine
Normalisierung der Daten auf cDNA-Ebene nahe. Man mdsste keine Referenzgene benutzen,
wenn man genau wiasste, wie viele Matrizenmolekule in jeder einzelnen PCR-Reaktion
eingesetzt wurden, was sehr viel Zeit und Kosten sparen wuirde. Das sich potenziell unter
bestimmten Bedingungen variierende Verhaltnis von mRNA zu rRNA, wére bei dieser
neuartigen Normalisierungsmethode vernachlassigbar, wenn man mit der Messung der cDNA
tatsachlich nur revers transkribierte Molekile und keine rRNAs messen wirde. Zwei
Voraussetzungen hierfir sind, dass zum einen die eingesetzte Nachweismethode
ausschlieBlich DNA-RNA-Hybride misst und zum anderen, dass die reverse Transkriptase
unter Verwendung eines oligo-dT Primers tatsdchlich nur mRNA-Molekiile umschreibt. Zum
Messen der cONA-Konzentration kam der Fluoreszenzfarbstoff PicoGreen (Invitrogen) zum
Einsatz, der sich nach Angaben des Herstellers in die kleine Grube doppelstrangiger DNA-
Molekiile sowie von DNA-RNA-Hybriden einlagert und dann erst fluoresziert, nicht jedoch in
rickgefaltete RNA. Da durch DNase-Verdau wahrend der RNA-Préparation die genomische
DNA entfernt wurde, war davon auszugehen, dass bei Messung der Proben mit PicoGreen
keine DNA vorlag. Wie die durchgefuhrten Versuche mit der No-RT Kontrolle und der No-
Template Kontrolle zeigten, gab es in der Losung doch Molekile, an die sich der
Fluoreszenzfarbstoff anlagerte. Man konnte erwarten, dass nach Féallung der cDNA die No-RT
Kontrolle und die No-Template Kontrolle kein PicoGreen einlagern. Dies war jedoch nicht
der Fall. Die 1 pg-No-RT-Probe zeigt einen Wert, der auf gleichem Niveau wie die 500 ng
revers transkribierte Probe liegt. Diese Fluoreszenz wird hochstwahrscheinlich durch die in
Losung vorhandene RNA zustande gekommen sein, da die nach reverser Transkription
vorhandenen ungebundenen oligo-dT Primer aus der Ldsung herausgefallt wurden. Ein
kleiner Prozentsatz der im Uberschuss zugesetzten Primer hat in der No-RT-Kontrolle

vermutlich auch an RNA gebunden und wurde somit nicht aus der Losung herausgeféllt.
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Diese Primer haben wahrscheinlich ebenfalls zur beobachteten Fluoreszenz beigetragen,
alleine dafurr verantwortlich waren sie aber sicherlich nicht. Vergleicht man die 1 pg-no-RT-
Probe mit der 1 pg-Gesamt-RNA-Probe, so entsteht die Halfte der Fluoreszenz der 1 ug-
Gesamt-RNA-Probe moglicherweise durch RNA oder durch gebundene, aber nicht durch
Fallung entfernte Primer. Nichtsdestoweniger ist eine Linearitat der PicoGreen Messung
vorhanden, entsprechend der zur reversen Transkription eingesetzten Gesamt-RNA-Menge.

Es wurde nach cDNA-Synthese auch die Genregulation mit Hilfe der quantitativen realtime-
RT-PCR untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass es in diesem Fall keine Linearitat zwischen
stark unterschiedlich groRen Mengen an revers transkribierter RNA gab. Kleine Unterschiede
hingegen konnten durch die Methode in befriedigendem MaRe detektiert werden (vgl.
Tabelle 3-1). Die Methode ist also auch dazu in der Lage, leicht voneinander abweichende
Mengen an revers transkribierter RNA zu unterscheiden, wie es auch bei Proben vorkommt,
die aufgrund verschiedener Herkunft (individuelle Unterschiede, Gewebevergleiche,
verschiedene Behandlungsmethoden der Proben) mit verschiedenen Effizienzen revers

transkribiert werden.

Aufgrund der beschriebenen Probleme konnte die hier untersuchte Methode in der
vorliegenden Arbeit (noch) nicht zur Normalisierung der Genexpression eingesetzt werden.
Sie ist aber dann von grofem Vorteil, sobald ein Farbstoff gefunden bzw. vertrieben wird, der
zuverldssig an DNA-RNA-Hybride bindet. Weiterhin muss die Methode dahingehend
verbessert werden, dass bei der reversen Transkriptionsreaktion vorhandene Oligonukleotide
zuverlassig entfernt werden konnen. Die vorhandenen Daten sind also ein erster Schritt in die

Richtung einer zuverl&ssigen Normalisierung von quantitativen Genexpressionsdaten.
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5 Zusammenfassung

Hypoxie ist ein Zustand des Sauerstoffmangels, hervorgerufen durch fehlende Verfiigbarkeit
von Sauerstoff in der Umgebung eines Organismus oder durch pathologisch bedingte
unzureichende Nutzbarkeit des Sauerstoffs von Geweben. Die Sensitivitat gegentiber Hypoxie
variiert enorm im Tierreich zwischen verschiedenen Phyla und Spezies. Die meisten
Saugetiere sind nur unzureichend an niedrige Sauerstoffkonzentrationen angepasst,
wohingegen einige unterirdisch lebende Sauger sehr resistent gegen Hypoxiestress sind. Um
die molekulare Basis der Hypoxietoleranz zu bestimmen, wurden in der vorliegenden Arbeit
Globine untersucht, die potenziell in der Lage sind, als respiratorische Proteine zur
Hypoxietoleranz von Tieren beizutragen. Dazu wurde die Expression der Globine in der
hypoxieresistenten, in Israel lebenden Blindmaus Spalax ehrenbergi mit der Genexpression in
der hypoxiesensitiven Ratte (Rattus norvegicus) verglichen. In der vorliegenden Arbeit
wurden die erst vor wenigen Jahren entdeckten Globine Neuroglobin und Cytoglobin
untersucht, deren exakte physiologische Rolle noch unklar ist, und mit Daten des viel

detaillierter untersuchten Myoglobins verglichen.

Beim Vergleich der Expression von Cytoglobin und Neuroglobin in Spalax versus Ratte fallt
auf, dass Neuroglobin und Cytoglobin bereits unter normoxischen Bedingungen auf mRNA-
und Proteinebene in der Blindmaus um einen Faktor von mindesten 2 bis 3 verstarkt
exprimiert werden. Bei Myoglobin (als dem Kontrollgen mit bekannter Funktion) konnte auf
MRNA-Ebene eine noch weitaus starkere Expression in Spalax vs. Ratte gefunden werden.
Das ubergreifende Phanomen der verstarkten Genexpression von Globinen in Spalax kann im
Sinne einer Prdadaptation an das unterirdische, haufig hypoxische Leben der Blindmaus
interpretiert werden. Einen weiteren Hinweis auf eine besondere, spezialisierte Funktion von
Neuroglobin in Spalax geben immunhistochemische Daten, die zeigen, dass Neuroglobin im
Gehirn von Spalax im Gegensatz zur Ratte nicht nur in Neuronen, sondern auch in Gliazellen
exprimiert wird. Dies impliziert Anderungen des oxidativen Stoffwechsels im Nervensystem
der hypoxietoleranten Spezies. Die zelluldren Expressionsmuster von Cytoglobin erscheinen
hingegen in beiden Sdugerspezies weitgehend identisch.

Es wurde der Frage nachgegangen, ob und wie experimentell induzierte Hypoxie die
Genexpression der Globine verdndert. Dabei zeigten sich fur Neuroglobin und Cytoglobin

unterschiedliche Expressionsmuster. Neuroglobin wird unter diversen
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Sauerstoffmangelbedingungen sowohl in der Ratte als auch in Spalax auf mRNA- und
Proteinebene herunterreguliert. Ein &hnliches Regulationsverhalten wurde auch fir
Myoglobin beobachtet. Die verminderte Expression von Neuroglobin (und evtl. auch
Myoglobin) unter Hypoxie ist mit einer gezielten Verringerung der Sauerstoff-
Speicherkapazitat in Abwesenheit von O, zu erkléaren. Ein weiterer denkbarer Grund kénnte
auch die allgemeine Tendenz sein, unter Hypoxie aus Energiespargriinden den Metabolismus

herunter zu regulieren.

Cytoglobin, das bei normalen Sauerstoffbedingungen nur im Gehirn von Spalax (nicht jedoch
in Herz und Leber) ebenfalls um Faktor 2 bis 3 starker exprimiert wird als in der Ratte, ist mit
einiger Sicherheit ebenfalls von adaptivem Nutzen flr die Anpassung von Spalax an niedrige
Sauerstoffbedingungen, wenngleich seine Funktion unklar bleibt. Unter Hypoxie wird die
Cytoglobin-mRNA sowohl in Spalax als auch in der Ratte hochreguliert. Es konnte in der
vorliegenden Arbeit dargelegt werden, dass die Expression von Cygb héchstwahrscheinlich
durch den Transkriptionsfaktor Hif-1 gesteuert wird, der die molekulare Hypoxieantwort

vieler Tierarten zentral steuert.

In der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls die Expression von Ngb und Cygb im Gehirn des
Hausschweins (Sus scrofa) untersucht. Diese Spezies diente in der Arbeit als weiterer
hypoxiesensitiver Organismus sowie als biomedizinisch relevantes Modell fir eine Operation
an Sauglingen mit angeborenen Herzkrankheiten. Die Versuche haben gezeigt, dass die Gabe
bestimmter Medikamente wie dem Immunsuppressivum FK506 zu einer erhéhten Ngb-
Konzentration auf mRNA-Ebene fuhren kann, was potenziell im Zusammenhang mit
beobachteten protektiven Effekten der Medikamentengabe wahrend und nach der

Herzoperation steht.
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6 Ausblick

Im Anschluss an diese Arbeit stellen sich eine Reihe weiterer Versuche zur Genexpression der

untersuchten Globine.

Es kann untersucht werden, ob es im Gehirn, wie in der Niere auch, tatsachlich héhere
Hif-1  Level gibt, die mdoglicherweise ursachlich  fur die erhohte
Neuroglobinexpression verantwortlich sind. Dazu muss der in dieser Arbeit mehrfach
vergeblich durchgefiuihrte Western Blot-Nachweis mit weiteren Antikorpern gegen
Hif-1 versucht werden.

Weitere Hinweise auf die Grundlagen der verstarkte Expression der Globine in Spalax
konnen Luziferase-Promoter-Assays geben. Sie sollen zeigen, ob und welche
Promotorbereiche in Spalax aktiver sind als in der Ratte und ob die Promotoren
tatséchlich durch Hif-1 gesteuert werden.

Es missen sowohl fir Ngb als auch fir Cygb mehr funktionelle Untersuchungen
gemacht werden. Zum einen kdnnen dazu Zellkultursysteme verwendet werden, zum
anderen sollten knock-out oder knock-down Experimente zeigen, wie sich
Organismen zum Beispiel unter Hypoxie beim Fehlen von Ngb und Cygb verhalten.
Auch transgene Tiere, die Ngb und Cygb verstéarkt exprimieren, kénnten klaren, ob die
Gene direkt die Sauerstoffverfugbarkeit des Gehirns oder anderer Gewebe involviert

sind und somit die Uberlebensfahigkeit unter Hypoxie fordern.
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7 Anhang

7.1 Anhang 1: Aminosaurealignment der orthologen Myoglobine von Tieren

verschiedener Vertebratengruppen, inklusive diverser Meeressauger.

Abkirzungen in alphabetischer Reihenfolge: Afo: Aptenodytes forsteri (Kaiserpinguin); Bta:
Bos taurus; Cfa: Canis familiaris; Dre: Danio rerio; Gga: Gallus gallus; Hsa: Homo sapiens;
Lma: Lagostomus maximus; Mmu: Mus musculus; Pca: Physeter catodon (Pottwal); Ptr: Pan
troglodytes; Pvi: Phoca vitulina (Seehund); Rno: Rattus norvegicus; Sca: Spalax
carmeli (2n=58); Sga: S. galili (2n=52); Sja: Scomber japonicus (Mittelmeermakrele); Sgo: S.
golani (2n=54); Sju: Spalax judaei (2n=60); Ssc: Sus scrofa.

Sca Mb : G SDGEWQL - W G 5 GO I 0r BE F Rl BSE RSN | O G | g 2 80
Sju Mb : CISEEEEIES v \G : : Or Bk F REL & M EK i q4d - so
Lma Mb : SUSEESEelelotialng A / E SEK KER A I E - RS e G 4 Ly : B0
Rno Mb : SDGEWQM NI GF G K LB 2 T i il y R H f o] “EF N 80
Mmu Mb =1 EWQL W L I I L 3 3 S £ 4 I 4 ILER -~ B8O
Hsa MB : R 1. A 'E N GH - RLF I T i ey ul L B GRAT 'V 1 ST I LEEK a0
Bta Mb : & JGEWQL . 4 i 0 NAG [V T £ K F il I'1 Y 3 HEK N 80
Cfa Mb : WO 1 N g GH - L E ey KRGS R H G 'L ] . E: 80
Ssc Mb L 3 BO
Gga Mb BO
Afo Mb : v < i N 5 .t I K 2 79
Pca Mb : B HiE W VAGH Ny K "B K ] S L / s L : a0
Pvi Mb : T L N G LAGH "Q I I BEREFR L RIS L S VLSS I i x 80
Dre Mb : ) i Y i Y L 3 1o Iy K F§ SIGC DNn S A f 2 LEs T
gja Mb = == == e E i = - - R N 75
Sca Mb P av HHPGDFG - 5]

S5ju Mb P o] HPGDFG- Q

Lma Mb P o] HEGDFG. o

Rno Mb B IRV I GDFG Q

Mmu Mb B E HERIGDFG . 2

Hsa MB e BVl “HPGDFG- Q

Bta Mb B g :

Cfa Mb B gy o

Ssc Mb B A1 g

Gga Mb B E Q

afo Mb E I Q

Pca Mb P H v @

Pvi Mb : I8 N H

Dre Mb : BT 18

5ja Mb :
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7.2 Anhang 2: Sequenzalignment der kodierenden Bereiche

Sga
Sgo
Sca
Sju
Rno
Mmu
Bta
Ssc
Cfa
Hsa

Sga
Sgo
Sca
Sju
Rno
Mmu
Bta
Ssc
Cfa
Hsa

Sga
Sgo
Sca
Sju
Rno
Mmu
Bta
Ssc
Cfa
Hsa

Sga
Sgo
Sca
Sju
Rno
Mmu
Bta
Ssc
Cfa
Hsa

Neuroglobin-Gens. (Abk. siehe Anhang 1)

Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
NGB

Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
NGB

Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
NGB

Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
NGB

* 20 * 40 * 60
ATGGAGCEBCCEAGAGEE
ATGGAGCEBCCCAGAGEE
ATGGAGCEBCCEAGAGEEL CecTGAGCCGCARCCC
ATGGAGCECCEAGAGEL CCGTGAGCCGCAECCC
ATGGAGCECCIAGAG]

* 80 * 100 * 120
CTGGAGCATGGCACHEGTECTGTTECEGCCAGRCTETTRGECCTGCGAGCCTAGCCTGCTGCCH
CTGGAGCATGGCACHEGTECTGTTEEGCCAGRCTETTRGECCTGGAGCCIAGCCTGCTGCCH
CTGGAGCATGGCACTGTCCTGTTCGCCAGRCTCTTTGCCCTGGAGCCTAGCCTGCTGCCT
CTGGAGCATGGCACTGTCCTGTTCGCCAGECTCTTTGCCCTGGAGCCTAGCCTGCTGCCT
CTGGAMCATGGCACTGTCCTGTTCECCAGGCTCTTEGCCCTGGAMCCC GCCTGCTGCCH
CTGGAACATGGCACTGTCCTGTTCGCCAGGCTCTTCGCCCTGGAECCC GCCTGCTGCCH
CTGGABCATGGCACEGTECTGTTEECCAGECTETTEGACCTGGABCC
CTGGAGC CGGCACCGTECTGTTCGCCAGGCTGTTTG‘CCTGGAGCCGG
CTGGAGC CGGCACCGTGCTGTTCGCCAGGCTGTTTGECCTGGAGCCTG

CTCTTCCAGTACAATGGCCGCCAGTTCTCCAGECCTGAGGACTGTCTCTCCTCECC
CTETTCCAGTACAATEGCCGCCAGTTCTCCAGECCEGAGCGACTGICTETCETCh
CTETTCCAGTACAAMGCCGCCAGTTCTCCAGECCRAGAGGACTCECTETCIMTCECCEG
CTETTCCAGTACAAGMGCCGCCAGTTCTCCAGECCEGAGCGACTGECTETCETCACCOG

* 200 * 220 * 240
ABRCACATIAAGGAAGGTEGATGCTEGTGATHGATGCTGCAGTGACCAACGTEGAG
TCACATRAGGAAGGTGATGCTGGTGATTGATGCTGCAGTGACCAACGTGGAG

GGAAGGTEATGCTEGTGATTGATGCTGCEGTGACCAACGTEGA
BCTGATEGARGCTGCAGTGACEAACGTEGA

GGAAGGTEATGCT
GGAAGGTEATGCTECTCATEGATGC TGCEGTCACCAARGTEGA
GGAAGGTEATGCTIGTGATEGAREC TGCAGTGACIHAAEGTEGA
GGAAGGTEATGCTEGTCATEGASACTCCHGTGACEAARGTAGA
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Fortsetzung Anhang 2: Neuroglobin-Nukleotidalignment:

Sga
Sgo
Sca
Sju
Rno
Mmu
Bta
Ssc
Cfa
Hsa

Sga
Sgo
Sca
Sju
Rno
Mmu
Bta
Ssc
Cfa
Hsa

Sga
Sgo
Sca
Sju
Rno
Mmu
Bta
Ssc
Cfa
Hsa

Sga
Sgo
Sca
Sju
Rno
Mmu
Bta
Ssc
Cfa
Hsa

Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
NGB

Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
NGB

Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
NGB

Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
Ngb
NGB

* 260 * 280 * 300

GACIHTGTCETCACTGGAGGAGTACCTRGCCA
GACTTGTCCTCACTGGAGGAGTACCTaGCCA

GACCTGTCETCACTGGAGGAGTACCTGGCCAECTTGGGC GAAGCATCGEGCAGTGGGKE
GACCTGTCTTCAETGGAGGAGTACCTG
GACETGTCECTCECTGGAGGAGTACCTECCLCECCO®TCCCCHMECGAAGCABCGEGCAGTGGGE
GACETGTCETCECTGGAGGAGTACCTINGCCECCO®TGCCGCCACGAAGCABCGEGCAGTGGGEN
GACETGTCCTCECTGGAGGAGTACCTINGC

GTGAGGCTCAGCTCCTTCTCGACAGTEGGHGACTCECTGCTETACATGCTGGAG

GTGAGGCTCAGCTCCTTCTCGACAGTEGGEGACGTCECTGCTETACATGCTGGAG

GTGAGGCTCAGCTCCTTCTCGACAGTEGGGEGAGTCECTGCTETACATGCTGGAG

GTGAGGCTCAGCTCCTTCTCGACAGTEGGEGACTCECTGCTETACATGCTGGAGAGGTGE
GTGAGGCTCAGCTCCTTCTCGACAGTAGGEGAGTCECTGCTETACATGCTGGAGANGTGE
GTGAGGCTCAGCTCCTTCTCGACAGTEGGEGAGTCCCTGCTCTACATGCTGGAGAAGTGC
GTGARGCTCAGCTCCTTCTCGACEGTECGEGARTCECTGCTETACATGCTGCAGANGTGE
GTGARGCTCAGCTCCTTCTCGGCGGTGGGTGAGTCCCTGCTGTACATGCTGGAGAAGTGC
GTGA‘GCTCAGCTCCTTCTCGACGGTGGGGGAGTCCCTGCTCTACATGCTGGAGAAGTGC
GTGARGCTCAGCTCCTTCTCGACAGTGGGTGAGTCTCTGCTCTACATGCTGGAGAAGTGT

* 380 * 400 * 420
CTEGGACCEECATTEACACCAGCEACAAGGECEGCCTGGAGCCAGCTC TACGGEGCECTE
CTEGCHCCEEEETTEACACEAGCEACARGGECEGCCTGGAGCCABCTCTACGGEGCRGTE
CTEGGACCCECATTEACACCAGCCACAAGGECECCCTGGAGCCAGCTCTACGGEGCICTE
CTGGGﬁccCGCCTTCACACEAGCCACAAGGGCCGCCTGGAGCCAGCTcTACGGGGCTGTG
CTGGGTCCCGHCTTEQCGCCGGCEQCAAGGMCCGccTGGAGCCEECTCTACGGMGCTGT
CTEGGICCCEIATTiNACACCAGCIVACAAGGICECCCTGGAGCC ACTCTACGGEGCTGT
CTECCECCIHEECTTEACACHECCCACIECCECIGCCTCGCGAGCCAGBCTCTACCCEGCEGT
CTECGECCEMCCTTEACACCAGCCACABGCECEGCCTGGAGCCAGCTCTACGGEGCOGT
CTEGGECCCECETTOACECCAGCCEE®GCECECCCTGGAGCCAGCTCTACGGEGCEGT
CTEGGECCIMGCETTEACACCAGCCACASGGECIGCCTGGAGCCARCTCTACGGEGCEGTE

* 440 *
GTECARGCCATGAGECCGAGGCTGCEATCGEGAGTA A NEENANS
CTECAAGCCATGAGECCAGGCTGCEATCGEGACTA A NS
GTECAAGCCATGAGECGAGGCTGCEATCGEGAGTAA AT
GTECAAGCCATGAGECCAGGCTGCEATCGEGAGTAA IS
CTECAAGCCATGAGECCAGGCTGCEABCGEGACTAA NS
GTECAAGCCATGAGECCGAGGCTGGEATCGEGAGTAA AN
GTEC GGCCATGAGTCGﬁGGCTGGG@TGGCGAGT" : 456
CTRACACGCCATCAGICCECCCTCCRATCCOCACTAANEENLTS
CTECACCCCATCAGICCAGCCTCCEARCCICAMT AN NENLTS
GTECAEGCCATGAGINCGAGGCTGCEATCGEGAGTA A NIINANYS
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7.3 Anhang 3: Sequenzalignment der kodierenden Bereiche des Cytoglobin-
Gene aus ausgewahlten Mammaliern. (Abk. siehe Anhang 1)

* 20 * 40 * 60
o0 1Bl > TGCAGAAAGTGCCEGGCGABATGGAGATEGAGCGEAGCGAGEGGABCGAGGAGC TGTCCIEINY
SgoCygb : NieleNer-VNNelielele/c clelele)\c Nyele)Ne) Ny e eh-Xelale orNelelel-Ne! o ele)\ e (el Nele)Nelshielveles : 60
Il i B~ TGGAGAAAGTGCCEBGGCGABATGGAGATEGAGCGLEAGGGAGEGCGABCGAGGAGCTCTCC RN
ReleiGe i IF - TCCAGAAAGTGCCEGGCGABATGGAGATECAGCGEAGCCAGEGGABCGAGGAGCTCTCCEINY
j2tteleace i BRI, T CCAGAAAGTCCCECCCCABATCCACATIGAGCCEACCCACHCCARCCAGCAGCTCTCCRRENAY
MmuCygb : ENKele)Xe)N:NNelelels c elelele! TGGAGATRGAGCGEAGGGAGEGGAGCGAGGAGCTGTCC : 60
BtaCygb : ‘TGGAGAAAGTGCCGGGCGAGATGGAGATEGAGCGCAGGGAGCGGAGCGAGGAGCTGTCC : 60
CfaCygb : kiNelelNe)V:V-Xehyelole/celelele)\c/NelerNeTNi Tie)Nelalel o/ Nelele)-Ne o ele)\ e [ele)-Xele)NeleliNehels : O
3FTeh (eI TCCAGAAAGTCCCRGGCCABATGCAGATECAGCCEAGCCAGECCABCCGAGGAGCTCTCCHRENY

* 80 * 100 * 120
SgaCygb : [eXeleleleleniCiNelervNecalelescienieelsr\ceiyecielsse/ecioucivuie/gerveleeserteeNe : 120
SgoCygb : [eXelelelelerxiCiNelervXecale/escienie/esrlceilecielsseecieucivuieserveiieserteeNs : 120
ScaCygb : [eiXeleleleler\ChNelervNeelaleleyycienteelslr\ceiyeleielssle/eleieucivuieserveuyeeerteerNe : 120
SjuCygb : @NeledeenCiNelerveeseleiic@Ne e i eileleeseeelesilcivvicsenvsilcsereeNe : 120
RnoCygb : GAGGCGGAGAGGAAGGCGGTHCAGGCTACGTGGGCCCGGCTGTATGCCAACTGCGAGGAC :120
MmuCygb : e)XeeldelerNcriNelenvelelaleledyTonNeeleiu\c eielelelole/elele/ehycivuieserv:silesenteerNe : 120
BtaCygb : GAGGCGGAGAGGAAGGCGGTGCAGGC@ACGTGGGCCCGGCTCTATGCCAACTGCGAGGAC :120
CfaCygb : [ex\elelgleentciNeervNeelalelessc ertelels i ceiieecselelecauCivuieisenvNsueserteeNe : 120
IZEEEIGN (IS G\ GGCGGAGAGGAAGGCGGTEGCAGGCHAWGTGGGCCCGGCTE®TATGCCAACTGCGAGGAC Y

* 140 * 160 * 180
Slere163Yel Il G T GIMGGGTGGCCATCCTGGTGAGGTTCTTTGTGAACTTECCATCAGCCAAGCAGTACTTC keIt
Slefel®yY el NG T GGGGGTGGCCATCCTGGTGAGGTTCTTTGTGAACTTECCATCAGCCAAGCAGTACTTC Rt
ScaCygb : GTGEGGGTGGCCATCCTGGTGAGGTTCTTTGTGAACTTCCCATCAGCCAAGCAGTACTTC :180
SRR 6] MM G T GEGGGGTGGCCATCCTGGTGAGGTTCTTTGTGAACTTECCATCAGCCAAGCAGTACTTC R
RnoCygb : GTGGGGGTGGCCATCCTGGTGAGGTTCTTTGTGAACTTCCCGTCEGCCAAGCAGTACTTC :180
Iinis(eaV eI G TGEGGGTGGCCATCCTGGTGAGGTTCTTTGTGAACTTECCINTCEGCCAAGCAGTACT TC Ry
I23t-10\V(c | oI C' T GEGGGTGGCCATCCTGGTGAGGTTCTTTGTGAACTTECCETCAGCCAAGCAGTACTTC et
o163 ) I C TCECCCETCGCCATCCTCETCAGCTTCTTTCTCAACT TICCATCEGCCAAGCAGTACT TCIENE
IZEEEIGN (IS G TGEGGGTGGCCATCCTGGTGAGGTTCTTTGTGAACTTECCOTCEGCCAAGCAGTACTTCNReIt)

* 200 * 220 * 240
o161 MM, CCCAGTTCARACECATGEAGGABCCEETGGAAATGGAGEGGAGECCECAGCTGCGGAACHRPIN
Sleteloaze 1SNl CCCAGCTTCAAACACATGEAGGABCCEETGGAAATGCAGECGAGECCECAGCTGCGGAACHRPIN
SIETe o1 Il GC CAGTTCARACECATGEAGCABCCECTCCAAATGGAGEGGAGECCECAGCTGCGGAACHRPYN)
SERtGY I M. CCCACTTEAAACACATGEAGGABCCEETGGAAATGCAGECGAGECCECAGCTGCGGAACKRPIN
RnoCygb : ‘GCCAGTTEQE?CACATGGAGGQECCEETGGQE?TGGAGMGGAGECCECAGCTGCGGAA‘ 1240
MmuCygb : ENelelehNehm CACATGEAGGANCCEITCCAEGATGCAGKGGAGINCCECAGCTGCCCAACHEPYN)
I-T=Ye\ o1 Ml CCCAGT TEAAECACATGEAGGAGCCLETGGARATGCAGECGAGECCACAGCTGCGGAACRPIN
S YOI CCCAGTTCAAECACATGINIAGAGCCEETGGARATGCAGEGGAGECCECAGCTGCGGAARNEPYN
;163 4¢)-IM " CCCAGTTCAACCACATGEAGCANCCEOTGGARATGGAGECGAGECCECAGCTGCGGAACKESATY
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SgaCygb
SgoCygb
ScaCygb
SjuCygb
RnoCygb
MmuCygb
BtaCygb
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ANHANG

* 260 * 280 * 300

CABGCCTGCCGEGTEATGGEEGCCCTCAACACEGT®GTGGAGAACETECANGACCCH
CANGCCTGCCGEGTEATGGEEGCCCTCAACACIGTEGTGGAGAACHTECARGACCCEG
CACGCCTGCCG%GTCATGGGGGCCCTCAACACTGTCGTGGAGAACCTECAEGACCCGG

"GGTGTCCTCTGTGTTGTCCCTTGTCGGCAAGGCCCACGCCCTCAAGCACAAﬁ
AAGGTETCCTCECTGHTETCEC TEGTECCEAAGGCCCACGCCCTCAAGCACAAR
JAY
"GGTGTCCTCTGTGTTGTCCCTTGTCGGCAAGGCCCACGCCCTCAAGCACAAEGTGGA
"GGTHTCCTCTGTGCTCECGCTGGTEGGCAAGGCCCACGCCCTCAAGCACAAGGTGGAA
AAGGTRTCCTCRGTGETCECECTECTECCEAABGCCCACGCCCTCAAGCACAABGTGGAR
"GGTGTCCTCTGTGCTCTCCCTGGTGGGCAAEGCCCACGCCCTCAAGCACAAGGTGGA
AAGGTETCCTCEGTCETCRCECTEGTEGGEAANGCCCACGCCCTCAAGCACAAGBGTGGA
AAGGTETCCTCRGTGETCECECTRCTECCEAANGCCCACGCCCTCAAGCACAABGTGGAR

* 380 * 400 * 420
CCEGTCTACTTEAAGATECTCTCTCCECTEATECTCCABCTCATCCCECAGCABTTTGCC
CCECGTCTACTTEAACGATECTCTCTCCECTEATECTCCABCTCATCCCECAGCABTTTGCC
CCEGTGTACTTEAAGATECTCTCTGCEGTEATECTGGAGGTCGATCGCEGAGGABTTTGCC
CCEGTCTACTTEAAGATECTCTCTCCECTEATECTCCABCTCATCCCECAGCABTTTGCC
CCTMTGTACTTEiiGATHCTCTCTGGGGTCATHCTGGAEGTGATCGCCGAGGAGTTTGCC
CCTETGTACTT GATHCTCTCTGGEGTCATICTGGAGBCTGATCGCECAGGARTTTGCC
CCEGTGTACTTCAAGATCCTCTCTGGEGTCATCCTGGAGGTGATCGCEGAGGAﬂTTTGCC
CCEGTGTACTTCAAGATECTCTCTCCECTEATIC TCCAGCTCATCGCECAGCARNTTTGCC
CCEETGTACTTEAAGATECTCTCTGCECTEATINC TCGAGGTCETCGCEGAGCARTTTGCC

* 440 * 460 * 480
ATGACTTECCACCEGAGACGCAGABAGCCTGGECCAAGCTECGEEGECTCATCTACAGC
ATGACTTECCACCECAGACGCAGABAGCCTGGECCAAGCTECGEEGECTCATCTACAGC
ATGACTTECCACCECAGACGCAGABAGCCTGGECCAAGCTECGEEGECTCATCTACAGC
ATGACTTECCACCCGAGACGCAGAGBAGCCTGGECCAAGCTECGEGGECTCATCTACAGC
A TGAcTTCcC%GAGACGCAGAHAGCCTGGECCAAGCTGCGGGCTCATCTACAGC
ATGACTTECC GAGACGCAGAIRAGCCTGGECCAAGCTECGEGGICTCATCTACAGC
A[§CACTTHCCOECEGAGACGCAGABAGCCTGGECCAAGCTICGEEGECTCATCTACAGC

AATGACTTECCACCINGAGACGCAGABAGCCTGGECCAAGCTECGIAGECTCATCTACAGC
A€TGACTTECCACCIGAGACGCAGABAGCCTGGECCAAGCTECGEEGECTCATCTACAGC

* 500 * 520 * 540
CACGTGACCGCEGCCTACAAGGAAGTGGGCTGGGTACAGCAGGTCCCCAACACCACCACC
CAGGTGACCGCHEGCCTACAAGGAAGTGGGCTGGGTACAGCAGGTCCCCAACACCACCACC
CACGTGACCGCEGCCTACAAGGAAGTGGGCTGGGTACAGCAGGTCCCCAACACCACCACC
CACGTGACCGCEGCCTACAAGGAAGTGGGCTGGGTACAGCAGGTCCCCAACACCACCACC

CAEGTGACCGC GCCTACAAGGAAGTGGGCTGGGTACAGCAGGTCCCCAACACCACCACC
CACGTGACCGCR\GCCTACAAGGAAGTGGGCTGGGTACAGCAGGTCCCCAACACCACCACC
CACGTGACCGCTGCCTACAAGGAAGTGGGCTGGGTACAGCAGGTCCCCAACGCCACCACC
CAEGTGACCGCTGCCTACAAEGAAGTGGGCTGGGTACAGCAGGTCCCCAACACCACCACC
CACGTGACCGCEGCCTACAAGGAAGTGGGCTGGGTE®CAGCAGGTCCCCAACECCACCACC
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ANHANG

* 560 *
Sl rElo il C C A CCEBGCCACEBCTGCCCTCTTCRCCGCCATACHINSYK
SgoCygb : [(eeiNelecelelerNe/c surelelelsuNeinnecclelelele yle : 573
ScaCygb : [eeiNelecclelelNelc suveleleleiveinive cclelelele/ yde : 573
SjuCygb : [eeiXelecelelelNelc suvelsleleiveinivec/elelelele yyNe : 573
RnoCygb : @TiNeerclelelNa~ shiec/elelehiehiiNe~ elelelele) - 4¥Ne : 573
MmuCygb : CCACCHGCCACICTGCCCTCTTCHGGGCCITA‘ : 573
BtaCygb : [deiNeeclelelelNec sureleleleinainnecelelelele WYe : 573
CfaCygb : [@eiNelecclele)Nec siiclelsleivaipleceleleldlecivNe : 573
HsaCYGB : A : 573

7.4 Anhang 4: Sequenzalignment der kodierenden Bereiche des Myoglobin-

Gens ausgewahlter Mammalier. (Abk. siehe Anhang 1)

* 20 * 40 * 60
Sca Mb : nhuKeleleA : 60
Rno Mb : ‘TGGGGCTCAGI iHGGGGﬁETGGCAGﬂTGGTGCTGAACETCTGGGGGAAEGTGGAGG@C : 60
it LISHEIl 7. TCCGECTCAGICANGGGCARTGGCAGETGGTGCTCAARGTCTGCCGGAABCTCCACCCC RN
Hsa MB : : 60
Sca Mb 120

Rno Mb : GACCTTGCTGGCCATGGACAGGAAGTCCTCATCA CTHTTTAAGECTCACCCCGAGACC : 120
1Yol it A CC TEGCHIGGCCATGGRACAGGAAGTCCTEATCECIETE TTTAAGACTCACCCIGAGACCEENIAY
Hsa MB : 2| 2| : 120

* 140 * 160 * 180
Sca Mb : : 180
30T I PIC T GG ARA AGTTEGACAAGTTCAAGAACETGAARTCEGAGGARAGAGATGAACREH TCAGACIEINEY
Mmu Mb : cTGGAEAAGTTTGACAAGTTCAAGAAclTGAAGTCAGAGGAAGAEATGAAGGGCTCAGAG : 180

Hsa MB 180
Sca Mb 240
Rno Mb 240
Mmu Mb 240
Hsa MB 240
Sca Mb : : 300
38t RR LI BN CCACAACATCCTCCIMGAGATECAGCCIMC TECCECACTCMCACGCCACCAAGCACAAGATCEIRIS
1Yol it C GAlC AR CAMIGETGC@GAGATEEAGCCICTRAGCECARTCACAGGCCACCAAGCACAAGATC NN
Hsa MB : 2| : 300
* 320 * 340 * 360
Sca Mb : [GeeA : 360
Rno Mb : CCGGTCAAGTACCTGGAGTT TCTCAGAAGTCATCATCCAAGTECTGAAG : 360
Mmu Mb : €GTEAAGTACCTGGAGTT TCTCAGAAHTEATCATEEAAGTCCTGAAG : 360
Hsa MB : 360
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ANHANG

* 380 * 400 * 420
Sca Mb : Al nele : 420
Rno Mb : TCCGGGGACTTTGGAGCAGATGCECAGGGCGCCATGAGCAAGGCCCTGGAGCTGTTCCGG : 420
Mmu Mb : Teleelece)Nauuurele. cle.e)Nels T/o)Nelele o eleler:Nne)\c @)VNelelslslsunele)NelsuCiniaolele : 420
Hsa MB Iy : 420
* 440 * 460
Sca Mb AATGACATEGCINGCCAABTACAAGGAGCTEGGCTTCCAGGGC TACKENNEAS
Rno Mb AATGACATEGCIGCCAAGTACAAGGAGCTEGGC TTCCAGGGCTIEANENTAS
Mmu Mb AATGACATTGCCGCCAAGTACAAGGAGCTEGGCTTCCAGGGCTGR : 465
Hsa MB : RGENSNICee e TeehvCipNevXele)NelslycelelshuielorNelelelehy\c : 465

7.5 Anhang 5: Vektorkarte des Klonierungsvektors pGEM®-T Easy
(Promega) - aus ,,Technical Manual: pGEM®-T and pGEM®-T Easy

Vector Systems*

Xmnl 2009
17l 1 start
Scal 1890 Mael 2707 Apal 14
) Aatll 20
1 ori Sphl 26
BstZl | 21
Necol 37
Amp' BstZl jg
DGEM®-TEasy  Jacz 8o | e
Vector ! EcoRl | 52
(3015bp)
Spel 64
EcoRl 70
Not| 77
BstZ| 77
Pstl a8
ofi Sall 90
Ndel 97
Sacl 109
BstXl [118 &
Nil 131 g
&
T sps g

Figure 3. pGEM®-T Easy Vector circle map and sequence reference points.

pGEMES-T Easy Vector sequence reference points:

T7 RNA polymerase transcription initiation site 1
multiple cloning region 10-128
SP6 RNA polymerase promoter (-17 to +3) 139-158

SP6 RNA polymerase transcription initiation site 141

pUC/M13 Reverse Sequencing Primer binding site 176-197
lacZ start codon 180
lac operator 200-216

[-lactamase coding region

phage f1 region

lac operon sequences

pUC/M13 Forward Sequencing Primer binding site
T7 RNA polymerase promoter (-17 to +3)
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11 Veroffentlichungen

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; 279: 8063-9. Epub 2003 Dec 3.

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 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.

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; 99: 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,
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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.

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; 56: 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: genes, proteins and evolution.

Burmester T, Haberkamp M, Mitz S, Roesner A, Schmidt M, Ebner B, Gerlach F, Fuchs C,
Hankeln T.

IUBMB Life. 2004; 56: 703-7.

Hemoglobin and myoglobin are oxygen transport and storage proteins of most vertebrates.
Neuroglobin (Ngb) and cytoglobin (Cygb)-two recent additions to the vertebrate globin
superfamily-have still disputed functions. Combining the datai from all available resources,
we investigate the evolution of these novel globins. Both Ngb and Cygb show little sequence
variation in vertebrate evolution, suggesting conserved structures and functions, and an
important role in the animal's metabolism. Exon-intron patterns remained unchanged in Ngb
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and Cygb, with the exception of the addition of a 3' exon to Cygb early in mammalian
evolution. In phylogenetic analyses, Ngb forms a common branch with globin X, another
recently identified globin with undefined function in lower vertebrates, and with some
invertebrate nerve globins. This shows an early divergence of this branch in animal evolution.
Cygb is related to myoglobin, and associated with an eye-specific globin from birds. The
pattern of globin evolution shows that proteins with clear respiratory roles evolved
independently from intracellular globins with uncertain functions. This result suggests either
multiple ndependent functional changes or a yet undefined respiratory role of tissue globins
like Ngb and Cygb.

Duplicated cytoglobin genes in teleost fishes.
Fuchs C, Luckhardt A, Gerlach F, Burmester T, Hankeln T.
Biochem Biophys Res Commun. 2005; 337: 216-23.

Cytoglobin is a recently discovered myoglobin-related O2-binding protein of vertebrates with
uncertain function. It occurs as single-copy gene in mammals. Here, we demonstrate the
presence of two paralogous cytoglobin genes (Cygb-1 and Cygb-2) in the teleost fishes Danio
rerio, Oryzias latipes, Tetraodon nigroviridis, and Takifugu rubripes. The globin-typical
introns at positions B12.2 and G7.0 are conserved in both genes, whereas the C-terminal exon
found in mammalian cytoglobin is absent in the fish genes. Phylogenetic analyses show that
the two cytoglobin genes diverged early in teleost evolution. This is confirmed by gene
synteny analyses, which suggest a large-scale duplication event. Although both cytoglobin
genes are highly conserved and have evolved under purifying selection, substitution rates are
significantly higher in Cygb-1 than in Cygb-2. Similar to their mammalian ortholog, both fish
cytoglobins are expressed in a broad range of tissues. However, Cygb-2 is more than 250-fold
stronger expressed in neuronal tissues, suggesting a subfunctionalization of the two
cytoglobin paralogs after gene duplication.

Genomic organization and molecular evolution of the genes for neuroglobin and
cytoglobin in the hypoxia-tolerant Israeli mole rat, Spalax carmeli

Gerlach F, Avivi A, Joel A, Burmester T, Nevo E, Hankeln T.

Israel Journal of Ecology and Evolution 2006; 52: 389-403.

The genes for the two respiratory proteins neuroglobin (Ngb) and cytoglobin (Cygb) in the
subterranean lIsraeli mole rat Spalax carmeli have been sequenced and compared to other
mammals including human. Coding regions of both Spalax genes are highly conserved on the
nucleotide and amino acid level. The ratios of non-synonymous to synonymous nucleotide
substitutions suggest strong purifying selection acting on Ngb and Cygb in all mammals.
Thus, there appears to be no special sequence level adaptation in the two respiratory proteins
within the hypoxia-tolerant mole rat. On the genomic level, Spalax Ngb and Cygb gene
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regions revealed the conserved 4-exon-3-intron structure and conserved CpG-rich islands in
the 5° region. The Spalax Cygb gene promoter contains a conserved hypoxia-responsive
transcription factor binding site, indicating a possible up-regulation of Cygb under oxygen
deprivation. In Cygb intron 1, we observed a stretch of highly conserved putatively non-
coding sequence of yet unknown (regulatory?) importance. In the Spalax Ngb gene, we note
the presence of candidate hypoxia-responsive elements, which are not conserved in Ngb of
hypoxia-sensitive mammals. Both globin gene regions harbor Spalax-specific simple
sequence regions, which might be of adaptive value. We conclude that adaptations for
hypoxia in mole rats are most likely to be found in regulatory functions rather than in protein
structure.

Coping with cyclic oxygen availability: evolutionary aspects
Flick M, Webster KA, Graham J, Giomi F, Gerlach F, Schmitz A.

Integrative and Comparative Biology 2007; 47: 524-531.

Both the gradual rise in atmospheric oxygen over the Proterozoic Eon as well as episodic
fluctuations in oxygen over several million-year time spans during the Phanerozoic Era, have
arguably exerted strong selective forces on cellular and organismic respiratory specialization
and evolution. The rise in atmospheric oxygen, some 2 billion years after the origin of life,
dramatically altered cell biology and set the stage for the appearance of multicelluar life forms
in the Vendian (Ediacaran) Period of the Neoproterozoic Era. Over much of the Paleozoic, the
level of oxygen in the atmosphere was near the present atmospheric level (21%). In the Late
Paleozoic, however, there were extended times during which the level of atmospheric oxygen
was either markedly lower or markedly higher than 21%. That these Paleozoic shifts in
atmospheric oxygen affected the biota is suggested by the correlations between: (1) Reduced
oxygen and the occurrences of extinctions, a lowered biodiversity and shifts in phyletic
succession, and (2) During hyperoxia, the corresponding occurrence of phenomena such as
arthropod gigantism, the origin of insect flight, and the evolution of vertebrate terrestriality.
Basic similarities in features of adaptation to hyopoxia, manifest in living organisms at levels
ranging from genetic and cellular to physiological and behavioral, suggest the common and
early origin of a suite of adaptive mechanisms responsive to fluctuations in ambient oxygen.
Comparative integrative approaches addressing the molecular bases of phenotypic
adjustments to cyclic oxygen fluctuation provide broad insight into the incremental
stepsleading to the early evolution of homeostatic respiratory mechanisms and to the
specialization of organismic respiratory function.

Regulation and role of neuroglobin and cytoglobin under hypoxia
Burmester T, Gerlach F, Hankeln T.
Adv. Exp. Med. Biol. 2007; 618; in press.

Neuroglobin (Ngb) and cytoglobin (Cygb) are two novel members of the globin superfamily
that are ubiquitously present in vertebrates. Their exact physiological roles are still uncertain.
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Here we review the expression of Ngb and Cygb, with particular emphasis on their regulation
and potential role under hypoxia. Ngb expression is confined to neurons and some endocrine
tissues. At the subcellular level, Ngb is associated with the presence of mitochondria and thus
linked to the oxidative metabolism. Hypoxia or ischemic insults most likely do not strongly
increase Ngb levels in the rodent brain. This might be explained by the fact that most
mammals are not adapted to low oxygen levels. In zebrafish and turtle, however, which live in
an environment with naturally changing oxygen conditions, hypoxia dramatically increases
Ngb expression in the brains. We also found that hypoxia-tolerant species (e.g. the mole rat
Spalax and goldfish) express more Ngb in their brains than their oxygen-deprivation sensitive
relatives. These data suggest that Ngb may have a myoglobin-like role and supplies oxygen to
the respiratory chain of the metabolically highly active neurons, or protect them from reactive
oxygen species. Cygb is predominantly expressed in fibroblasts and related cell types, but also
in distinct nerve cell populations. Cygb levels are significantly elevated at low oxygen levels
in the fibroblast cell lineage. Cell culture data suggest that in fibroblasts Cygb is involved in
cell proliferation, possibly in collagen synthesis. In neurons, there is evidence for an
additional role of Cygb related to nitric oxide metabolism.

Oxygen-induced changes of hemoglobin expression in Drosophila
Gleixner E, Abriss D, Adryan B, Kraemer M, Gerlach F, Schuh R, Burmester T, Hankeln T.
In Vorbereitung

The hemoglobin gene 1 (dmeglobl) of the fruitfly Drosophila melanogaster is expressed in
trachea and fat body, and has been implied to be involved in hypoxia-resistance of the fly.
Here we investigate the expression levels of dmeglobl and lactate dehydrogenase, which
served as a positive control, in embryos, 3 instar larvae and adult flies, employing various
regimes of hypoxia and hyperoxia. The mRNA of lactate dehydrogenase increased under
hypoxia as expected. We show that expression levels of dmeglobl are lower under both short-
and long-term hypoxia, as compared to the normoxia (21% O,) control. In contrast, a
hypoxia/reoxygenation regime applied to 3" instar larvae elevated the dmeglobl mRNA level.
Application of an excess of O, (hyperoxia) also triggered an increase of dmeglobl mRNA.
These data suggest that Drosophila hemoglobin may be unlikely to function merely as a
myoglobin-like O, storage protein. Rather, dmeglobl may protect the fly from an excess of
0,, either by buffering the flux of O, from the tracheoles to the cells or by degrading noxious
reactive O, species.

- 174 -



ERKLARUNG

12 Erklarung

Der experimentelle Teil dieser Arbeit wurde am Institut fir Molekulargenetik, gentechnologische

Sicherheitsforschung und Beratung der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz durchgefuhrt.

Hiermit versichere ich, die vorliegende Arbeit selbstandig verfasst und keine anderen als die
angegebenen Hilfsmittel und Quellen verwendet zu haben. Des weiteren versichere ich, dass ich diese
Dissertation nicht als Prifungsarbeit fiur eine andere Prifung oder die gleiche oder Teile der
Abhandlung als Dissertation bei einer anderen Fakultdt oder einem anderen Fachbereich eingereicht
habe.

Mainz, 27.11.2007

Frank Gerlach

- 175 -



	 
	Blindmaus Spalax ehrenbergi
	 Inhaltsverzeichnis
	 
	1 Einleitung
	1.1 Hypoxieanpassungen in Säugetieren
	1.2 Hypoxiesensitive Tiermodelle
	1.2.1 Das Hausschwein als hypoxiesensitiver Organismus und als Operationsmodell

	1.3 Hypoxietolerante Tiermodelle
	1.3.1 Tauchende Säugetiere und Vögel
	1.3.2 Hypoxietolerante Vögel
	1.3.3 Schildkröten
	1.3.4 Höhenlebende Menschen
	1.3.5 Spalax ehrenbergi: ein Säuger-Tiermodell für Hypoxietoleranz
	1.3.5.1 Taxonomie, Systematik und Diversität
	1.3.5.2 Geografische Verbreitung
	1.3.5.3 Morphologie
	1.3.5.4 Habitat und Nahrung
	1.3.5.5 Fortpflanzung und Verhalten
	1.3.5.6 Physiologische und molekulare Anpassungen in Spalax an ein Leben unter Hypoxie


	1.4 Globine
	1.4.1 Neuroglobin und Cytoglobin: Proteinstruktur und Genexpression 
	1.4.1.1 Neuroglobin
	1.4.1.2 Cytoglobin

	1.4.2 Mögliche Funktionen von Neuroglobin und Cytoglobin
	1.4.2.1 Mögliche Funktionen von Neuroglobin
	1.4.2.2 Mögliche Funktionen von Cytoglobin


	1.5 Zielsetzung der Arbeit

	1  
	2 Material und Methoden
	2.1 Molekularbiologische Standardmethoden
	2.1.1 Isolierung genomischer DNA
	2.1.2 Verdau und Fällung von DNA
	2.1.3 Agarose-Gelelektrophorese
	2.1.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
	2.1.5 Klonierung von PCR-Produkten und Gewinnung von Plasmid-DNA aus Bakterien
	2.1.6 Isolierung von Gesamt-RNA
	2.1.7 Fällung von RNA
	2.1.8 DNase-Behandlung von Gesamt-RNA
	2.1.9 Herstellung von cDNA aus Gesamt-RNA 
	2.1.10 Sequenzierung von Plasmidvektoren bzw. PCR-Produkten 
	2.1.11 Auswertung von Sequenzdaten 

	2.2 Bestimmung der Transkriptionsstart- und -endpunkte durch „Rapid Amplification of cDNA Ends“ (RACE)
	2.2.1 Ermittlung des Transkriptionsstarts durch 5´RACE
	2.2.2 Ermittlung des Transkriptionsendes durch 3´RACE
	2.2.3 Ermittlung von Volllängentranskripten mit dem GeneRacer Kit

	2.3 „Genome-Walking“ zur Ermittlung von Genomsequenz-Bereichen
	2.4 Genomische Sequenzvergleiche und Berechnungen der Evolutionsraten
	2.5 Quantitative realtime RT-PCR
	2.5.1 Verwendete Detektionsmethoden
	2.5.1.1 TaqMan®-Methode
	2.5.1.2 SYBR-Green-Methode

	2.5.2 Auswertung von qRT-PCR-Daten
	2.5.2.1 Berechnung der differenziellen Genexpression mittels verschiedener Auswertemethoden ohne und mit Verwendung von Referenzgenen.

	2.5.3 Durchführung der qRT-PCR.

	2.6 Pico-Green Fluorometermessung
	2.7 Western Blot
	2.8 Immunhistochemie
	2.8.1 Peroxidasenachweis der Proteinexpression in Geweben
	2.8.2 Immunfluoreszenznachweis der Proteinexpression in Geweben

	2.9 Operation der Schweine in tiefer Hypothermie
	2.10 Puffer und Lösungen
	2.11  Verwendete Oligonukleotide
	2.12  Firmenverzeichnis 

	3 Ergebnisse
	3.1 Modellsystem Blindmaus Spalax ehrenbergi
	3.1.1 Das Neuroglobingen von Spalax 
	3.1.1.1 Genom-Organisation und molekulare Evolution des Neuroglobingens 
	3.1.1.2 Zelluläres Expressionsmuster von Ngb im Gehirn
	3.1.1.3 Expression der Ngb-mRNA und des Proteins im Gehirn
	3.1.1.3.1 Quantitative Untersuchung zur Neuroglobin-mRNA-Expression 
	3.1.1.3.2 Untersuchung der Neuroglobin Protein-Expression zwischen Spezies und unter Hypoxie


	3.1.2 Das Spalax Cytoglobin (Cygb) Gen
	3.1.2.1 Klonierung des Cygb-Gens aus Spalax
	3.1.2.1.1 Bestimmung des Transkriptionsstart- und –endpunktes der Cygb-cDNA
	3.1.2.1.2  Klonierung des S. carmeli (2n=58) Cygb-Gens auf Genomebene

	3.1.2.2 Genomorganisation und Sequenzvergleiche des Cygb-Gens 
	3.1.2.2.1 Zelluläres Expressionsmuster von Cygb in verschiedenen Geweben

	3.1.2.3 Quantitative Untersuchung der Cytoglobin mRNA-Expression 
	3.1.2.4 Quantitative Untersuchung der Cytoglobin Protein-Expression 

	3.1.3 Das Spalax Myoglobin (Mb) Gen
	3.1.3.1 Isolierung und Klonierung des Mb-Gens aus S. carmeli (2n=58) 
	3.1.3.2 Expression des Myoglobingens auf mRNA-Ebene im Skelett- und Herzmuskel

	3.1.4 Neuroglobin und Cytoglobin im Auge von Spalax
	3.1.4.1 Expressionsmuster der Proteine Ngb und Cytochrom c in der Spalax-Retina
	3.1.4.2  Quantitative Expressionsuntersuchung der Ngb-mRNA im Auge im Interspeziesvergleich und unter hypoxischen Bedingungen
	3.1.4.3 Ngb Proteinexpression im Auge von Spalax
	3.1.4.4 Vaskularisierung des Spalax-Auges
	3.1.4.5 Lokalisation von Cygb und neuronaler NO-Synthase in der Retina von Spalax
	3.1.4.6 Quantitative Untersuchung der Cygb-mRNA in Auge von Ratte und Spalax unter Hypoxie


	3.2  Ngb und Cygb Expression im hypoxiesensitiven Modellorganismus Hausschwein (Sus scrofa)
	3.2.1 Ngb und Cygb mRNA-Regulation nach tief hypothermem Kreislaufstillstand und Reperfusion 
	3.2.1.1 Neuroglobin-Regulation nach tief hypothermem Kreislaufstillstand 
	3.2.1.2 Cytoglobin-Regulation nach tief hypothermem Kreislaufstillstand


	3.3 Entwicklung einer Methode zur Normalisierung von quantitativen Realtime RT-PCR-Daten auf Ebene der cDNA mittels PicoGreen Fluorometermessung

	1  
	4 Diskussion
	4.1 Neuroglobin in Spalax
	4.1.1 Interspeziesvergleich von Neuroglobin: Kaum Hinweise auf Sequenzadaptation der verschiedenen Spalax-Spezies mit anderen Vertebraten
	4.1.2 Neuroglobin in Spalax: Adaptation durch Veränderung der Genexpression
	4.1.3 Analyse der Transkriptionsfaktorbindestellen des S. carmeli (2n=58) Neuroglobingens: Erklärungsansätze für die verstärkte normoxische Expression
	4.1.4 Die möglichen Funktionen des Neuroglobins
	4.1.4.1 Neuroglobin als Sauerstoffspeicher und -transporter?
	4.1.4.2 Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
	4.1.4.3 NO-Dioxygenase Funktion
	4.1.4.4 Neuroglobin in der Retina der Blindmaus: Rückschlüsse auf die Basisfunktion
	4.1.4.5 Neuroglobin in Gliazellen – ein allgemeines Merkmal hypoxieresistenter Lebewesen


	4.2 Das Cytoglobin in Spalax
	4.2.1 Interspeziesvergleich von Cytoglobin: Wenige Hinweise auf eine Sequenzadaptation
	4.2.2 Die Expression des Spalax Cytoglobins gibt ebenfalls Hinweise auf eine Adaptation an das Leben unter Hypoxie
	4.2.3 Analyse der Transkriptionsfaktorbindestellen des S. carmeli (2n=58) Cytoglobingens
	4.2.4 Die möglichen Funktionen des Cytoglobins 
	4.2.4.1 Cygb: Lieferant von Sauerstoff an Enzyme?
	4.2.4.2 Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies und weitere Funktionen

	4.2.5 Cytoglobin in der Retina – keine klaren Hinweise auf eine bestimmte Funktion

	4.3 Das Myoglobin in Spalax - Bestätigung alter Ergebnisse und neue Erkenntnisse
	4.4 Operationsmethoden in tiefer Hyopthermie bei schweren angeborenen Herzfehlern – Hinweise auf Verbesserung der Sauerstoffverfügbarkeit?
	4.4.1 Ngb in Ferkeln nach tiefer Hypothermie – Hinweise auf Sauerstoffversorgungsfunktion oder auch Neuroprotektion?
	4.4.2 Cytoglobin beim Schwein: Keine neuen Funktionshinweise 

	4.5 Normalisierung auf cDNA-Ebene: Methode zur Normalisierung von quantitativen Realtime RT-PCR-Daten auf Ebene der cDNA?

	1  
	5 Zusammenfassung
	1  
	6 Ausblick
	1  
	7 Anhang
	7.1 Anhang 1: Aminosäurealignment der orthologen Myoglobine von Tieren verschiedener Vertebratengruppen, inklusive diverser Meeressäuger. 
	7.2  Anhang 2: Sequenzalignment der kodierenden Bereiche des Neuroglobin-Gens. (Abk. siehe Anhang 1)
	7.3  Anhang 3: Sequenzalignment der kodierenden Bereiche des Cytoglobin-Gene aus ausgewählten Mammaliern. (Abk. siehe Anhang 1)
	7.4 Anhang 4: Sequenzalignment der kodierenden Bereiche des Myoglobin-Gens ausgewählter Mammalier. (Abk. siehe Anhang 1)
	7.5 Anhang 5: Vektorkarte des Klonierungsvektors pGEM®-T Easy (Promega) - aus „Technical Manual: pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems“

	1  
	8 Literatur
	Danksagung
	10 Lebenslauf
	1  
	11 Veröffentlichungen
	1  
	12 Erklärung

