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1. Einleitung

1.1. Das Skelett als definierendes Organ

1.1.1. Vorwort

Der Homo sapiens gehort zum Subphylum der Wirbeltiere, dessen definierendes Organ
die Wirbelsédule ist. Die Wirbelsdule wiederum ist der entwicklungsgeschichtlich dlteste Teil
des Endoskeletts, das allen Wirbeltieren gemeinsam ist. Es besteht aus Knorpeln, Knochen,
Béndern und Sehnen, von denen die Knochen dabei mengenméBig den groBten Anteil
ausmachen und beim Menschen bis zu 13% des Korpergewichts beisteuern konnen
(Reynolds, Karlotski, 1977). Das Skelett hat primér Stiitz- und Schutzfunktionen. Es dient als
mechanisches Widerlager fiir muskelbetriebene Fortbewegung und ermdglicht eine grofle
Variation an morphologisch unterschiedlichen Baupldnen der Wirbeltiere, vom Zebrafisch bis
hin zum Menschen. Es dient ebenfalls dem Schutz von inneren Organen, wie den Kreislauf-
und Respirationszentren sowie den hidmatopoetischen Organen und dem Gehirn. Dartiber
hinausgehend wurde das Spektrum der wahrgenommenen Skeletteigenschaften wéahrend der
letzten Jahrzehnte stetig um weitere Funktionen erweitert. So wurde festgestellt, dass das
Skelett als Speicher fiir Mineralien (Grabowski, 2009) und Zytokine (Blair u. a., 2002), sowie
als Modulator des Energiemetabolismus (Karsenty, 2006; Wolf, 2008) und Entgiftungsorgan
(Lefebvre, Bhattaram, 2010) fungiert. Ein erwachsener Mensch hat mehr als 200 kndcherne
skelettale Strukturelemente (Lefebvre, Bhattaram, 2010), die wihrend der Entwicklung
schrittweise angelegt werden und einem fortwdhrendem Reifungs- und Umbauprozess
unterliegen. Diese Elemente haben gemeinsam, dass sie groftenteils aus extrazelluldrer
Matrix (ECM), bestehend aus Kollagenen und anderen Matrixproteinen, Proteoglykanen, und,
im Falle von Knochen Hydroxylapatit, mit einem geringen Anteil an Zellen, aufgebaut sind
(Velleman, 2000). Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Untersuchung der
Expression und Funktion zweier bislang weniger intensiv analysierter vorkommender

Komponenten der extrazelluldren Matrix des Knorpels, den Proteinen UCMA und Matrilin-1.



1.1.2. Skelettale Entwicklung

Wihrend der skelettalen Organogenese wird ein Gertist aus iiber 200 Knochenelementen
geplant und gebaut, von denen jedes mit seinen Nachbarn durch Gelenke, Binder und Sehnen
verbunden ist. Jedes Element entsteht an einem bestimmten Ort und entwickelt sich gemaf3
einem spezifischen Bauplan. Solche iiberaus komplexen Vorginge beschiftigen
Wissenschaftler verschiedener Fachrichtungen seit der Antike. Wie werden generell Bauplidne
innerhalb eines Embryos angelegt? Aristoteles formulierte als erster den wissenschaftlichen
Konflikt zwischen dem Gedanken der Praformation, bei der alle Strukturen bereits im Keim
angelegt sind, und der Epigenese, ein Vorgang, bei dem jene Strukturen nicht angelegt
wurden und stattdessen aus einem ungeformten Potential entstehen (zusammengefasst in
(Gottlieb, 1942)). Im 19. Jahrhundert wurde durch die Etablierung der Zelltheorie (Schwann,
1839) und der Postulierung der Keinmplasmatheorie (Weismann, 1892) der Weg fiir die
Untersuchung der Embryonalentwicklung und Organogenese geebnet. Jetzt, knappe 200 Jahre
spater, hat die Forschung einen Punkt erreicht, an dem die Grundlagen dieser Prozesse in
Ansétzen zu verstehen ist.

Komplexe Netzwerke von Faktoren steuern die Anlage und Bildung des Skeletts. Die
Skelettentwicklung beginnt, sobald multipotente mesenchymale Zellen aus Ekto- und
Mesoderm entstehen, im entwickelnden Korper an die spitere Position der Skelettelemente
wandern und sich zu Zellen des Skelettsystems determinieren. Ein Grof3teil der Knochen des
Skeletts wird zu diesem Zeitpunkt als Knorpelschablone angelegt. Unter dem Einfluss von
sogenannten ,,bone morphogenic proteins® (BMPs), dem Transkriptionsfaktor Sox9 und dem
»fibroblast growth factor (FGF)-Signalweg teilt sich die Skelettvorlduferzellinie in
Gelenkvorlduferzellen und Knochen-/Knorpelvorlduferzellen. Die Gelenkvorlduferzellen
differenzieren weiter zu artikuliren Chondrozyten, Tenozyten, synoviale Fibroblasten und
Fettpolsterzellen. Unter dem Einfluss der Transkriptionsfaktoren Runx2 und Osterix
differenzieren sich aus den Knochen-/Knorpelvorlduferzellen sogenannte Osteoblasten
(knochenbildende Zellen), die weiter zu Osteozyten oder ,lining cells* reifen koénnen. Die
Knorpelzelldifferenzierung ist dabei der am besten verstandene Vorgang. Durch Einwirken
von Sox9 und den BMPs BMP-2, -4 und -7 bilden sich aus den Vorlduferzellen die
sogenannten frithen Chondrozyten. Diese werden durch Sox5, Sox6 und Indian Hedgehog
(IHH) zur hypertrophen Reifung angeregt. Durch diesen Vorgang, bei dem die Knorpelzellen
durch Teilung und Sekretion von ECM-Molekiilen die Extrazelluldrmatrix anlegen und

anschlieend apoptotisch werden, wird die Knorpelbildung abgeschlossen
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Abb. 1.1: Differenzierungswege von Skelettzellen aus mesenchymalen Vorliuferzellen
Eine Ubersicht iiber den aktuellen Wissensstand der Differenzierungswege von Skelettzellen
aus mesenchymalen Vorlduferzellen mit den wichtigsten daran beteiligten Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren. Gelb: Gelenkzelldifferenzierung, Orange,
Knochenzelldifferenzierung, Blau, Knorpelzelldifferenzierung, Die Abbildung wurde unter
Verwendung von Angaben aus folgenden Publikationen erstellt: (Becerra u. a., 2010;
Bonewald, 2011; Chun u. a., 2008; Goldring u. a., 2006; Grabowski, 2009; Lefebvre,
Bhattaram, 2010; Olney, 2009; Onyekwelu u. a., 2009; St-Jacques u. a., 1999)

(vgl. Abb. 1.1 und zusammenfassend (Becerra u. a., 2010; Bonewald, 2011; Chun u. a., 2008;
Goldring u. a., 2006; Grabowski, 2009; Lefebvre, Bhattaram, 2010; Olney, 2009; Onyekwelu
u. a., 2009; St-Jacques u. a., 1999). Die Steuerung der Knochenbildung sowie der zelluldren
Differenzierungsvorginge wird nach wie vor erforscht. Die in Abb. 1.1 dargestellten

Fragezeichen deuten an, dass viele Schliisselkomponenten im Regulationsnetzwerk entweder
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Knochenentwicklung

Schematische Darstellung der chondralen Ossifikation am Beispiel eines Rohrenknochens.
Nach Anlegen einer Knorpelschablone (A) beginnt die perichondrale Ossifikation durch
Anlegen eines periostalen Knochenkranzes sowie mit der Reifung von ruhenden
Chondrozyten zu hypertrophen Chondrozyten (B). Durch den Ubergang der ruhenden
Chondrozyten zu terminalen Chondrozyten werden Blutgefdle und Osteoblasten rekrutiert,
Knochenmatrix wird abgelagert und das primére Ossifikationszentrum entsteht (C). Parallel
zum Liangenwachstum tiiber die Epiphysenfuge wird proximal und distal des primédren
Ossifikationszentrums die Entwicklung der sekundiren Ossifikationszentren eingeleitet (D,
E). Abbildung nicht maBstabsgetreu, die VergroBerung nimmt von A nach E ab. Perios.
Knochenk., periostaler Knochenkragen, prim. Oss., priméres Ossifikationszentrum, sek. Oss.,
sekundéres Ossifikationszentrum. Die Abbildung wurde unter Verwendung von Angaben aus
folgenden Publikationen erstellt: (Blumer u. a., 2008; Boskey, Coleman, 2010; Mackie u. a.,
2008)

noch unbekannt sind oder kontrovers diskutiert werden. Der stete Zufluss an neuen
Informationen sorgt mitunter fiir eine Neuordnung des Modells, wie kiirzlich z.B. durch die
Neubewertung der Rolle der Retinsdure, einer bis dahin als wichtiges Morphogen der
GliedmaBenentwicklung angesehene Substanz, verdeutlicht (Lewandoski, Mackem, 2009).
Grundsitzlich wird zwischen zwei verschiedene Formen der Knochenbildung
unterschieden. Die erste und hédufigste Form ist die der ,,chondralen Ossifikation“. Bei dieser
Form der Osteogenese wird, wie bereits erldutert, zundchst eine Knorpelschablone angelegt.
Diese wird spdter entweder von innen (enchondrale Ossifikation) oder von aullen
(perichondrale Ossifikation) durch Knochen ersetzt. Die Chondrozyten reifen dabei iiber

morphologisch unterscheidbare Zwischenschritte zu terminalen Chondrozyten heran und
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sezernieren wéhrend dieser Differenzierungsvorgénge Bestandteile der Knorpelmatrix und
Wachstumsfaktoren, die Osteoblasten und Blutgefdfle rekrutieren und die Knochenbildung
abschliefen (Vgl. Abb. 1.2 und (Blumer u. a., 2008; Boskey, Coleman, 2010; Mackie u. a.,
2008)). Die chondrale Ossifikation ist verantwortlich fiir die Bildung der meisten Knochen
des Wirbeltierskeletts, einschlielich der Knochen der Wirbelsdule, Rippen und GliedmaRen.
Die zweite Form wird als ,,desmale Ossifikation® bezeichnet. Der Knochen wird hierbei
anhand einer mesenchymalen Vorlage aufgebaut, ohne zwischenzeitlich eine
Knorpelschablone zu verwenden. Die mesenchymalen Zellen differenzieren direkt zu
Knochen bildenden Zellen (Vgl. Abb. 1.1). Beim Menschen entstehen die Knochen des
Schédeldachs und des Gesichtschddels durch desmale Ossifikation.

1.1.3. Die skelettale Extrazellulirmatrix

Primdr bestehen Extrazellulirmatrizen aus groBtenteils modular aufgebauten
Makromolekiilen. Die Kombination aus verschiedenen Makromolekiilen und deren
Mengenverhéltnisse definieren die morphologischen, physiologischen und physikalischen
Eigenschaften der jeweiligen ECM. Die ECM des Skeletts besteht hauptsdchlich aus
Proteoglykanen, Proteinen und, im Falle von Knochen, dem Mineral Hydroxylapatit.

Proteoglykane bestehen aus einem Kernprotein mit kovalent verkniipften, modifizierten
Kohlenhydratketten, den sogenannten Glycosaminoglykanseitenketten (GAGs), die bis zu
95% der Gesamtmasse des Proteoglykans ausmachen konnen. Daneben gibt es das frei
vorliegende Hyaluronan. Proteoglykane werden aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften und
der subzelluliren Lokalisierung in drei Gruppen eingeteilt, namentlich die ,kleinen
leucinreichen Proteoglykane® (SLRPs, z.B. Decorin und Biglycan), die ,,modularen
Proteoglykane® (z.B. Aggrecan) und die Zelloberflachenproteoglykane (z.B. Syndecan). Die
an das Kernprotein gebundenen GAGs konnen aufgrund der chemischen Eigenschaften der
enthaltenen Zucker in vier verschiedene Untergruppen eingeteilt werden: Chondroitinsulfat,
Keratansulfat, Dermatansulfat und Heparansulfat. Proteoglykane sind aufgrund der auf ihren
Seitenketten vorhandenen Sulfat- und Carboxylgruppen stark negativ geladen und
hydratisiert. Die Hydratisierung ihrer Seitenketten erlaubt den Aufbau eines hydrostatischen
Drucks und verleiht beispielsweise dem Knorpel die charakteristische Elastizitit. Zu den
weiteren ,klassischen® Aufgabenbereichen von Proteoglykanen zdhlen, unter anderem, ihre
Rolle bei Zelladhdsion, Migration und als biologische Filter (zusammengefasst in (Iozzo,

1998; lozzo, Murdoch, 1996)). Die Forschung der letzten 30 Jahre hat das Funktionsspektrum
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der Proteoglykane, das hauptsichlich auf ihrer Spezialisierung als rein statische
Strukturproteine basierte, erweitert. Durch ihre Eigenschaft, sowohl Zytokine als auch
Zelloberflachenrezeptoren zu binden, spielen Proteoglykane eine wichtige Rolle in
Zellkommunikation, -proliferation und -liberleben (Iozzo, Schaefer, 2010; Schaefer, Schaefer,
2010; Theocharis u. a., 2010). Weiterhin wurde festgestellt, dass Proteoglykane eine
bedeutende Rolle bei der Fibrillogenese von Kollagenen haben (Reed, lozzo, 2002).
Proteoglykane sind ebenfalls bei der Entstehung von verschiedenen Krankheiten beteiligt, wie
z.B. Krebs (Iozzo, Schaefer, 2010; Schaefer, Schaefer, 2010; Theocharis u. a., 2010),
Alzheimer (Ariga u. a., 2010) und Arthrose (Bertrand u. a., 2010).

Die Proteine der extrazelluliren Matrix scheinen evolutiondr aus wenigen

Ausgangsmolekiilen entstanden zu sein (Huxley - Jones u. a., 2009) und kénnen in Kollagene
und nicht-kollagene Proteine unterteilt werden. Die Proteinzusammensetzung innerhalb der
ECMs einzelner skelettaler Gewebe kann sich stark untereinander und von der
Zusammensetzung anderer skelettaler Gewebe unterscheiden.

Die Familie der Kollagene umfasst mindestens 28 Mitglieder, die durch mindestens 46
verschiedene Gene kodiert werden. Die Kollagene sind die hdufigsten Proteine im Menschen
und stellen bis zu einem Drittel der gesamten Proteinmasse. Kollagene bestehen aus drei
parallelen linksgédngigen Polyprolin Typ II Helices, angeordnet in einer rechtsgéingigen
»duperhelix®“. Diese streng geometrischen Strukturen (auch Kollagendoméinen genannt)
konnen von ,,nicht-kollagenen* Abschnitten unterbrochen werden. Die Primaéstruktur der
kollagenen Doméne besteht aus einem Aminosédurentriplett mit der Zusammensetzung GlyXY
wobei die Aminosduren auf Positionen X und Y hiufig jeweils Prolin und Hydroxyprolin
sind. Die Kollagene werden nach dem Aggregationsverhalten ihrer ,,Superhelices* in Gruppen
eingeteilt wie z.B die fibrilliren Kollagene (z.B. Kollagen I und Kollagen II), die
Fibrillenassoziierten Kollagene mit unterbrochenen Tripelhelices (FACITs, z.B. Kollagene IX
und XIV), die Netzwerkbildenden Kollagene (z.B. Kollagen VIII) und mehrere Andere. Diese
Kollagenaggregate bilden die Strukturgeriiste der extrazelluliren Matrix und deren
Eigenschaften und Kombinationen bestimmen anteilig die Eigenschaften der Matrizen, in
denen sie eingebaut werden (zusammengefasst in (Myllyharju, Kivirikko, 2004; Shoulders,
Raines, 2009)). Die hiufigsten Kollagene in Knochen und Knorpel sind jeweils Kollagen I
und II. Vererbte Defekte in Synthese, Assemblierung, Sekretion oder Umsatz von Kollagenen
fiihren zu schwerwiegenden Krankheiten beim Menschen, wie zum Beispiel Ehlers-Danlos-

Syndrom, Osteogenesis Imperfecta oder Bethlem-Myopathie (Shoulders, Raines, 2009).
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Die Gruppe der ,nicht-kollagenen Proteine umfasst den Rest der in der ECM
vorhandenen Proteine, und stellt definitionsgemédll eine sehr heterogene Gruppe dar. Viele
dieser Proteine haben regulatorische (z.B. Osteocalcin) oder strukturelle Funktionen (z.B.
Laminin), bei einigen ist die Funktion noch kontrovers oder schlicht unbekannt. Die
Untersuchung zweier im Folgenden im Detail beschriebener nicht-kollagener Proteine war die

Aufgabe der vorliegenden Arbeit.

1.1.3.1. UCMA/GRP

Das Protein ,,upper zone of growth plate and cartilage matrix associated protein” (UCMA)
oder alternativ ,,Gla-rich protein“ (GRP), ein neuartiges, nicht-kollagenes, Vitamin-K
abhéngiges Protein der ECM mit einzigartigen Eigenschaften, wurde erst vor kurzem entdeckt
(Surmann-Schmitt u. a., 2008; Tagariello u. a., 2008; Viegas u. a., 2008). UCMA ist
entwicklungsgeschichtlich sehr alt und bereits in primitiven Vertebraten wie dem Neunauge
vorhanden (siche Abb. 1.3 A). Interessanterweise konnte kein UCMA-Ortholog in Vogeln
nachgewiesen werden, jedoch sind in vielen Knochenfischen zwei Orthologe vorhanden
((Tagariello u. a., 2008; Viegas u. a., 2008), vgl. 1.2.3 und Abb. 1.7). UCMA enthélt ein 27
Aminoséduren langes Signalpeptid und wird als ein Vorlauferprotein von 111 Aminosduren
Lange sekretiert. Nach der Sekretion wird UCMA in ein N-terminales Fragment von 37
Aminosduren Lange und ein C-terminales Fragment von 74 Aminosduren Linge gespalten.
Eine hochkonservierte putative Proproteinkonvertaseschnittstelle konnte identifiziert werden,
und ein Schnitt an dieser Stelle wiirde die beschriebenen Fragmente generieren (vgl. Abb. 1.3
B). Zusitzlich zu dieser mengenméfig dominierenden Volllingenform konnten in der Maus
drei alternative SpleiBformen von UCMA nachgewiesen werden. In diesen alternativen
Spleiformen fehlen entweder Exon 2, welches die Signalpeptidschnittstelle enthélt, oder
Exon 4, welches die meisten y-Carboxyglutamatreste enthilt, oder beide Exons zugleich. Da
den zwei SpleiBformen, die kein Exon 2 enthalten, das Signalpeptid fehlt, werden diese nicht
sekretiert und bilden groBe perinukledre Aggregate, deren physiologische Bedeutung bisher
unbekannt ist (Le Jeune u. a., 2010). Ucma wird von ruhenden Chondrozyten in den distalen
und peripheren Zonen der Epiphysen- und Wirbelknorpel exprimiert (siche Abb. 1.4), es
konnte aber auch in Knochen, Haut, Blutgefd3en und im Serum detektiert werden. Dariiber
hinaus konnte eine hohe Konzentration an UCMA an Stellen ektopischer Kalzifizierung in

menschlicher Haut und Blutgefden nachgewiesen werden (Viegas u. a., 2009).
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A

-60 Signal Peptide — Propeptide -20 -1
Mensch MTWRQAVLLSCFSAVVLLSMLREGTSVSVGT-MOMAGEEASEDAKQKIEMQESDASNFLKRRGKR
Ratte MSWRQVILLSSLSALVLLCMLQEGTSASVGS-RQAAGEEVQEGMKQKIEMQESDASNFLKRRGKR
Rotkehlanolis LEKRVEIQESDASNFEKKRGKR
Krallenfrosch GKQVLFLSCAAAVVLLAVLHEGESAAVRS-KDDPAPDQKESLKSKIEMQOGSEASNFEKKRGKR
Zebrafisch MSWTQPALLTCLLVLSAITLFDGADSAVS--DK--RDAVNPQGALRKIEMPEADAASFEFKRRSRR
Mittelmeerstér MNWNQIIFISLIATVLILAIANEAESAAVRTDKSDIKREDGENMKKRIEMQESEATAFLKRRGRR
Meerneunauge = MTRTALSLL----VLVLFSCIQEGRAATLMK-TI---—-—---- QODPNAVEVREETAASFL--RPRR
* * * *
putative RXXR
y-Carboxylasen-
1 20 reifes Protein a0 bindungsstelle 60
Mensch SPKSRDEVNVENRQKLRVDELRREYYEEQRNEFENFVEEQONDEQEERSREAVEQWRQWHYDGLHPSYLYNRHH-T
Ratte SPKSRDEVTAENRQKLRDDELRREYYEEQRNEFENFVEEQRDEQEERTREAVEQWRQWHYDGLYPSYLYNRON-I

Rotkehlanolis STKSRDELNAETROMLAADEQRREYYEEQRNEFENFVEEERDEQDERSREQIEQWREYHYDGLDPPYLYNRHV-V
Krallenfrosch STKSQDEINAENRQRLSADERRREYYEEQRNEFENYVEEEQDEQEERSREQIEQWRQWHYDGLSPSYLYQRQON-TI
Zebrafisch AVKTQDEINAEQRQRLAADERRREYHEEQRNKYENYAEEENDEQDERTREKTEQWREFHYDGLDPSYEYNRHT-I
Mittelmeerstor STKSKDEVNAENRQRLAADERRREYYEEQRNEFENYVEEERDEQOERNREKTEQWREYHYDGLYPSYQYNRHH-TI
Meerneunauge SVKLPRETIAEQTQOSLLADKRRTEYREEQIKARENFAEEERSETYEQTREATESWREYHYDGLYPSYRLNRHIPY

K R K R W WAk ERE  NE KE X B R N KK ARRNE %
Gla Doméane
B
MRNA
ATG Stopp
5 3'
159 66 96 99 400

B untranslatierte Bereiche
[ kodierende Sequenz

Protein N- I =

W Signalpeptid [0 Proteinsequenz
O Coiled Coil Domane M PK Schnittstelle

Abb. 1.3: Sequenzvergleich verschiedener Ucma Orthologe und Struktur des Ucma Gens
in der Maus

Sequenzvergleich verschiedener UCMA Orthologe in Vertebraten adaptiert nach (Viegas u. a.,
2008). Sternchen, hochkonservierte Bereiche, grau hervorgehoben, wichtige Aminosduren
(Proteinerkennungsstellen bzw. Glutamatreste), RXXR, putative
Proproteinkonvertasenschnittstelle (A). Struktur des Ucma-Gens in der Maus (oben) und
Modell des unprozessierten UCMA-Proteins (unten), nach (Tagariello u. a., 2008). Die Linge
der Exons ist unterhalb der Graphik angegeben (B).
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E15,5 Wirbelsaule E18,5 Epiphyse
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t

E16,5 Vordergliedmalie

Abb. 1.4: Riumliche Expression von Ucma in der Maus
Analyse der rdumlichen Expression von Ucma durch Verwendung von spezifischen gegen
Maus Ucma mRNA gerichtete RNA Sonden in embryonaler Wirbelsdule, Epiphyse (oben,
Einzelabbildungen entnommen aus (Surmann-Schmitt u. a., 2008)) und Vordergliedmalen
(unten, Einzelabbildungen entnommen aus (Tagariello u. a., 2008)). Ucma wird in den
distalen Bereichen des Wirbelknorpels (oben links) und der Epiphyse (oben rechts, unten)
exprimiert. v, Wirbelsdule, t, Trachea, rz, Ruhezone, pz, Proliferationszone, hz, hypertrophe
Zone.
UCMA weist eine ungewohnlich starke negative Ladung auf. Diese geht zum Teil auf eine
Sulfatierung von Tyrosinresten zuriick (Surmann-Schmitt u. a., 2008), wird aber
hauptséchlich durch einen sehr hohen Anteil an Vitamin-K abhéingiger y-Carboxylierung von
Glutamatresten hervorgerufen. Die Vitamin-K abhéngige y-Carboxylierung ermdglicht es
Proteinen, Calcium zu binden, mit Phospholipidoberflichen zu interagieren und dadurch ihre
jeweiligen Funktionen auszuiiben. Zu diesen Funktionen zihlen unter anderem Bluthdmostase
und Knochenentwicklung (Furie, Furie, 1991; Vermeer u. a., 1996). In aus dem
Mittelmeerstor isoliertem UCMA wurden 16 y- Carboxyglutamatreste (Gla) gefunden, dass
den hochsten Anteil dieser Aminosduremodifikation in allen bisher untersuchten Proteinen
darstellt (Viegas u. a., 2008). Da sowohl die y-Carboxylierungsstellen als auch die putative y-
Carboxylasenbindungsstelle konserviert sind (vgl. Abb. 1.3 A), kann davon ausgegangen
werden, dass UCMA auch in anderen Spezies carboxyliert wird. Daher und wegen der
strukturellen Ahnlichkeit sowohl zu knochen- und matrixassoziierten Gla Proteinen als auch
zu Gerinnungsfaktoren wird UCMA als neues Mitglied der Vitamin-K abhdngigen Proteine
aufgefiihrt (Viegas u. a., 2008).

Obwohl die bisherigen Daten eine mdgliche Rolle von UCMA in der Knorpel- und

Bindegewebsentwicklung und Kalzifizierung vermuten lassen, konnte die genaue Funktion,
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auch wegen des nicht vorhandenen Mausmodells, noch nicht ermittelt werden. In der
vorliegenden Arbeit wurde unter Verwendung des Zebrafischmodells untersucht, inwiefern
UCMA und dessen Vitamin-K abhingige y-Carboxylierung eine Rolle bei der Entwicklung
des Zebrafischskeletts spielt.

1.1.3.2.  Matriline

Matrilin-1 ist das archetypische Mitglied der Familie der Matriline, die vier Mitglieder,
Matrilin-1 bis Matrilin-4 (im Folgenden mit Matn-x abgekiirzt), umfasst. Matriline sind
modular aufgebaute, nicht-kollagene Proteine der ECM. In der reifen Form bestehen sie aus
bis zu zwei von Willebrand Faktor A Domédnen (VWA), die durch eine variable Anzahl an
»epidermal growth factor“-dhnlichen Dominen (EGF) verbunden sind. Am C-Terminus
befindet sich jeweils eine a-helikale ,,coiled-coil Oligomerisierungsdomédne®, mit der die
einzelnen Monomere untereinander und mit anderen Mitgliedern der Proteinfamilie Trimere
oder Tetramere formen konnen (Hauser, Paulsson, 1994). Abweichend von diesem
Standardschema besitzen Matn-2 und Matn-3 eine zusétzliche N-terminale, positiv geladene
Doméne, sowie Matn-2 eine ,,unique” C-terminale Domédne. Bei matn-3 fehlt die zweite
VWA Domine (siche Abb. 1.5 A).

Die VWA Domine ist eine Protein-Protein Interaktionsdoméne, die in allen Eukaryoten sowie
in Bakterien und Archaea vorhanden ist (Whittaker, Hynes, 2002; Cote u. a., 2011). Die
entwicklungsgeschichtlich dlteste Variante der VWA Domine wird als Bestandteil von
intrazelluldren Proteinen vermutet, erst spater wurde diese Domine als Adhdsionsmodul bei
Proteinen der ECM eingesetzt (Whittaker, Hynes, 2002). Eine VWA Domine besteht aus
einem so genannten ,,Rossman-fold“, einer Struktur bestehend aus einem zentralen [-
Faltblatt, das von a-Helices umgeben ist. VWA Doménen enthalten hdufig Bindungsstellen
fiir divalente Kationen (,,metal ion dependent adhesion sites”, MIDAS Motive), die an
Protein-Protein Wechselwirkungen beteiligt sein konnen (zusammengefasst in Abb. 1.5 B).
Weil bereits alternative Spleilformen von Matrilinen beschrieben wurden, die keine EGF
Doménen enthalten (Ko u. a., 2005), besteht die Vermutung, dass die VWA Doménen die
primdren Interaktionsmodule in Matrilinen darstellen. Obwohl die Struktur der VWA
Domaénen einiger Proteine bereits aufgeklart wurde, konnen aufgrund der geringen Homologie
der Matrilin VWA Dominen zu den bekannten Strukturen (<30% Homologie) nur wenige
Aussagen zur Struktur der Matrilin VWA Dominen gemacht werden (zusammengefasst in

(Klatt u. a., 2011)).
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Abb. 1.5: Struktureller Aufbau der Matriline und ihrer Dominen

Domaénenstruktur der Matrilin (A) und struktureller Aufbau einer VWA Doméne (B), einer
EGF Domine (C), und einer ,,coiled-coil* Superhelix (D). Schematische Darstellung der
Doménenstruktur der lingsten Spleilvarianten der Maus Matriline (A) adaptiert nach (Klatt u.
a., 2011). Struktureller Aufbau der VWA 2 Domine von Matn-4. Rot, a-Helix, Blau, B-
Faltblatt, Griin, MIDAS Motiv. Teilabbildung entnommen aus (Klatt u. a., 2011) (B). Disulfid
Verkniipfungen in der Primérstruktur einer EGF Domine, bei der die Cysteine 1 und 3, 2 und
4 und 5 und 6 jeweils eine Disulfidbriicke bilden (C, oben, Abbildung adaptiert nach
(Wouters u. a., 2005)). Beispiel der zwei strukturgebenden B-Faltblitter einer EGF Domine
anhand einer vereinfachten Darstellung der EGF Domine von Heregulin-alpha (C, unten,
Abbildung generiert mit dem Programm OpenAstexViewer, © 2007-2008 Mike Hartshorn,
unter Verwendung von Angaben aus (Nagata u. a., 1994)). Rdumliche Anordnung der
,coiled-coil“ Superhelix von Matn-1. Gelbe Balken kennzeichnen die N-terminalen
Disulfidverkniipfungen. (D, Abbildung generiert mit dem Programm Cn3D 4.3, ©NCBI unter
Verwendung von Angaben aus (Dames u. a., 1998)).
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EGF Doménen sind hauptsdchlich in extrazelluldren Proteinen anzutreffen und iiben
vielfdltige Funktionen aus. Bei der Zellkommunikation und der Blutgerinnung spielen sie eine
Rolle als Adhédsionsdominen (Stenflo, 1991). Ihr hdufig perlenschnurartiges Auftreten, oft in
Kombination mit anderen Proteindoménen, fiihrte zur Annahme, dass EGF Doménen auch als
Abstandshalter fungieren konnen. EGF Doménen bestehen aus 30-40 Aminoséureresten, die
zweil durch drei Disulfidbriicken stabilisiere p-Faltblétter formen (siehe Abb. 1.5 C). Die
genaue Verkniipfung dieser Disulfidbriicken unterteilt die EGF Doménen in zwei Gruppen,
hEGF (,,human EGF like*) und cEGF (,,Clr-like), zu der auch die EGF Doménen der
Matriline gehdren. EGF Doménen konnen calciumbindende Motive enthalten, deren
physiologische Bedeutung jedoch bisher unklar ist (Wouters u. a., 2005).

,Coiled-coil*“ Oligomerisierungsdomédnen sind weit verbreitete amphiphile o-helikale
Strukturen, die Protein-Protein Wechselwirkungen ermdglichen und zu den am besten
charakterisierten Proteindomdnen gehoren. Sie sind Bestandteil von sehr unterschiedlichen
intra- wie extrazelluldren Proteinen, wie zum Beispiel intrazelluldren Signalmolekiilen (z.B.
,leucin zipper® Signalmolekiile wie NEMO (Agou u. a., 2004)) bis hin zu den extrazelluldren
Lamininen (Barlow u. a., 1984; Paulsson u. a., 1985) oder viralen Hiillproteinen (z.B. HIV-1
gp41 (Jiang, Debnath, 2000)). Die rechtsgiingigen a-Helices einzelner Proteine winden sich
umeinander und bilden eine biindelartige ,,Superhelix (sieche Abb. 1.5 D). Diese
Konformation gibt Matrilinen ihr klassisches ,,bouquetartiges® Aussehen (Hauser, Paulsson,
1994).

Die rdumliche und zeitliche Expression der Matriline in der Embryonalentwicklung der
Maus wurde bereits extensiv (Aszddi u. a., 1994, 1996; Klatt u. a., 2001, 2000; Mundlos,
Zabel, 1994; Piecha u. a., 1999; Segat u. a., 2000) und die in der Entwicklung des
Zebrafisches teilweise (Ko u. a., 2005) untersucht (sieche 1.2.3). Matn-3 ist in der Maus
hauptsédchlich in Knorpel und Knochen exprimiert, wihrend Matn-2 und Matn-4 eine breitere
Gewebeverteilung aufweisen. Matn-1, bei seiner ersten Charakterisierung ,,cartilage matrix
protein® (CMP) genannt (Paulsson, Heinegérd, 1979, 1981), weist wie auch Matn-3, eine
knorpelspezifische Expression auf. Es ist aber im Gegensatz zu Matn-3 nicht im Knochen
exprimiert (vgl Tab. 1.1). Matn-1 kann, wie auch Matn-3, bereits im kondensierenden
Mesenchym 12,5 Tage nach der Befruchtung nachgewiesen werden. Dariiber hinaus sind
beide in der Wachstumsfuge von Rohrenknochen in ruhendem, proliferierendem und
hypertrophem Knorpel vorhanden, wo sie wihrend des Einsetzens der Kalzifizierung in die

Knochenmatrix eingelagert werden. Die Expression von Matn-3 wird nach der Geburt
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Gewebe Matn-1 Matn-2 Matn-3 Matn-4
Gelenkknorpel h/m Hh/m 4m 4vm
Epiphysenknorpel +++ ++ +++ -+
Wirbelknorpel +/44#O /4% +++© 444+
Schidelknochen und Nasenknorpel +++0 +© +4© 4@
Brustbeinknorpel +++ ++ +++ ++
Rippenknorpel +++ - +++ +
Luftréhrenknorpel +++ + +4+ +4++©)
Perichondrium +++ +++ +++ -+
Knochen (Peri-/Endosteum) - ++ + ++
Zihne nd nd nd +
Béander und Sehnen + ++ - ++
Skelettmuskel - - - -
Herz +e +© e +
Haut nd +© nd +
Auge +he +hx h v,
Darm - ++ - e
Oesophagus nd 4 nd +
Niere - 4 - Te
Leber - + - _
Lunge - +° - +
Gehirmn - + - EER

Tabelle 1.1: Expression und Gewebsverteilung der Matriline nach (Klatt u. a., 2011)

Falls nicht anders angegeben, stammen die Ergebnisse aus der Maus. ", Mensch, *, Ratte, "™,
Mensch und Maus, ¢, nur in Embryonalstadien nachgewiesen, ©, sowohl in Embryonalstadien
als auch in adulten Tieren nachgewiesen, *, nach Alter unterschiedlich, -, nicht nachgewiesen,
+, schwache Expression, ++, mittlere Expression, +++, starke Expression, nd, nicht bestimmt.

eingestellt, die Expression von Matn-1 bleibt jedoch das ganze Leben hindurch in allen
knorpelartigen Geweben, mit Ausnahme der Oberfliche der Gelenkknorpel, detektierbar
(zusammengefasst in (Klatt u. a., 2011)). Zusédtzlich wurde Matn-1 in der embryonalen
humanen Retina gefunden (Mundlos, Zabel, 1994).

Auf molekularer Ebene wurde die Hypothese bekriftigt, dass Matriline als
Adapterproteine fungieren und in der Lage sind, die zwei Hauptkomponenten der ECM, das
Kollagennetzwerk und das Proteoglykangel, miteinander zu verbinden (dargestellt in Abb.
1.6, zusammengefasst in (Klatt u. a., 2011)). Matn-1 wurde erst durch die Koextraktion mit
Aggrecan entdeckt (Paulsson, Heinegérd, 1979), und weitergehende Untersuchungen konnten
zeigen, dass es im Laufe der Knorpelreifung zum Teil kovalent mit dem Kernprotein von
Aggrecan verkniipft wird (Hauser u. a., 1996). Weiterhin wurde gezeigt, dass Matn-1 direkte
Wechselwirkungen mit den SLRPs Decorin und Biglycan eingeht (Wiberg u. a., 2003). Die
Interaktion von Matrilinen mit dem Kollagennetzwerk ist weitergehend untersucht worden.

Eine Bindung von Matn-1, -3 und -4 an die Knorpelkollagene Kollagen II und Kollagen XI
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Abb. 1.6: Matriline als Adaptorproteine in der Knorpelmatrix

Schema des bisherigen Wissensstands zur Rolle der Matriline in der Assemblierung der
supramolekularen Strukturen der Knorpelmatrix, entnommen aus (Klatt u. a., 2011). Matriline
und das ,cartilage oligomeric matrix protein“ (COMP oder auch Thrombospondin-5)
verbinden die Kollagen II/Kollagen IX Fibrillen mit den Kollagen VI Filamenten und dem
Kernprotein von Aggrecan. Die Verbindung ist entweder direkt oder wird, im Falle von
Kollagen VI, durch Decorin/Biglycan vermittelt.

(Mann u. a., 2004; Otten u. a., 2010) sowie an Kollagen VI (Wiberg u. a., 2003) wurde ebenso
gezeigt, wie die Bindung von Matn-2 an Kollagen I (Piecha u. a., 2002). Dariiber hinaus
konnte festgestellt werden, dass Matriline in der Mechanotransduktion und der
Zellkommunikation von Bedeutung sind. So kénnen Matn- 1 und -3 die Signalwirkung des
fiir die Skelettentwicklung wichtigen IHh Signalweges modulieren (Kanbe u. a., 2007). Auch
konnen Matn-1, -2 und -3, aber nicht Matn-4, an Integrine binden, jedoch ist die
physiologische Bedeutung dieser Befunde kontrovers diskutiert (Makihira u. a., 1999; Mann
u. a., 2007).
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Trotz dieser Ergebnisse erwies sich die Aufkldrung der genauen Funktion der Matriline
als schwierig. Die Versuche, die Funktion der Matriline im Mausmodell zu untersuchen,
waren bisher groftenteils ohne Erfolg, da Matn-1, -2 und -3 defiziente , knockout Méuse
keine offensichtlichen Phinotypen aufwiesen (Aszddi u. a., 1999; Ko u. a., 2004; Matés u. a.,
2004), ein Hinweis auf eine mogliche Redundanz innerhalb der Proteinfamilie. Allerdings
wurde auf molekularer Ebene festgestellt, dass in Matn-1 ,knockouts* die Kollagen II
Fibrillogenese gestort war (Huang u. a., 1999). In Matn-1/Matn-3 Doppel-,.knockouts* konnte
gezeigt werden, dass die Fibrillendichte zunahm. AuBerdem wurde festgestellt, dass die
Extrahierbarkeit von Matn-4 erhoht war, ein Hinweis darauf, dass der strukturelle Aufbau der
ECM gestort ist (Nicolae u. a., 2007). Dass sich das Mausmodell als potentiell ungeeignet fiir
die Erforschung der Funktion einer ganzen Proteinfamilie erweisen konnte (da keine
deutlichen Phinotypen festgestellt wurden, s. o.), erscheint nur auf dem ersten Blick
iiberraschend. Die untersuchten transgenen Mauslinien waren ausnahmslos Nullmutanten,
also Tiere, bei denen das betroffene Protein nicht mehr hergestellt wird (Aszddi u. a., 1999;
Ko u. a., 2004; Matés u. a., 2004; Nicolae u. a., 2007). Allerdings wurden Mutationen in
Matrilingenen gefunden, die mit menschlichen Krankheiten verbunden sind.

Polymorphismen im nicht translatierten Bereich des Matn-1 Gens konnten mit
idiopathischer Skoliose im Menschen in Verbindung gebracht werden (Chen u. a., 2009;
Montanaro u. a., 2006), jedoch in anderen Studien nicht bestétigt werden (Takahashi u. a.,
2011). Eindeutig sind jedoch die Ergebnisse, die zeigen, dass Mutationen im Matrilin 3 Gen
zu Chondrodysplasien fithren. Als Chondrodysplasien werden Krankheiten beschrieben, bei
denen die Knorpelsynthese betroffenen ist. Handelt es sich bei dem Gewebe um die
Knorpelschablonen, die im Laufe der Entwicklung und des Wachstums durch chondrale
Ossifikation verkndchern (s. o.), sind Missbildungen des Skeletts wie z.B. Zwergwuchs nicht
selten. Die bisher bekannten 17 Aminosdureaustausche in der VWA Domine von Matn-3
verursachen verschiedene Formen von ,,multipler epiphysdrer Dysplasie* (MED) ((Chapman
u. a., 2001; Cotterill u. a., 2005; Fresquet u. a., 2008; Jackson u. a., 2004; Mabuchi u. a.,
2004; Mostert u. a., 2003), zusammengefasst in (Klatt u. a., 2011)). Dabei handelt es sich um
eine autosomal dominant vererbte Chondrodysplasie, charakterisiert durch Zwergwuchs,
skeletomuskuldre Verdnderungen und friilhem Einsetzen von Arthrose (Briggs, Chapman,
2002). Eine autosomal rezessive Mutation in der ersten EGF Domine von Matn-3 und eine
autosomal dominante Mutation in der VWA Domine von Matn-3 verursachen SEMD
(,,spondylo-epi-metaphyseal dysplasia“, (Borochowitz u. a., 2004)) bzw. BHMED (,,bilateral
hereditary micro-epiphyseal dysplasia®, (Mostert u. a., 2003)). Beide Chondrodysplasien
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haben Ahnlichkeiten zu MED. Eine weitere Mutation in der ersten EGF Domine von Matn-3
wurde mit Hand-Osteoarthrose assoziiert (Stefansson u. a., 2003; Min u. a., 2006; Pullig u. a.,
2007).

In Zellkultur konnte gezeigt werden, dass viele der erwdhnten Mutationen zur
intrazelluliren Retention von Matn-3 und zur Akkumulation des Proteins im
endoplasmatischen Retikulum (ER) fiihren (Cotterill u. a., 2005; Otten u. a., 2005). In einem
transgenen Mausmodell fir MED, bei der eine Mutation in die VWA Doméne von Matn-3
eingefithrt wurde, fiihrt diese Akkumulation zu ,,Zellstress®, der wiederum verschiedene
Signalwege auslost, unter Anderem den ,,ER-Stress* bzw. ,,unfolded protein response (UPR)
Signalweg (Leighton u. a., 2007; Nundlall u. a., 2010). Sollten durch den Signalweg
ausgeldste Anderungen im Zellstoffwechsel (Wachstumsverzogerung, Hochregulation von
Chaperonen (zur verbesserten Proteinfaltung) und des proteasomvermittelten Abbaus (ERAD,
ER assoziierte Degradation, um {iiberschiissige ungefaltete Proteine zu entsorgen) nicht zur
Verbesserung der Situation fiihren, droht in letzter Konsequenz der gerichtete Zelltod in Form
von Apoptose (zusammengefasst in (Schroder, Kaufman, 2005)). Da man Verdnderungen der
fiir den UPR wichtige Proteine BIP und XBP1 auf mRNA-Ebene nachweisen kann, lésst sich
die Induktion der Signalwege vergleichsweise einfach quantifizieren (jeweils

zusammengefasst in (Dudek u. a., 2009) und (Glimcher, 2009)).

1.2. Der Zebrafisch als Modellorganismus in der Erforschung der

extrazellularen Matrix

Der Zebrafisch, Danio rerio, oder auch Brachydanio rerio, ist ein siidostasiatischer
StiBwasserfisch und gehort zu den karpfenartigen Fischen (Cyprinidae). In seiner natiirlichen
Umgebung lebt er in langsam flieBenden und stehenden Gewéssern und wird unter guten
Haltungsbedingungen iiber drei Jahre alt. Seit seiner Erstbeschreibung (Hamilton, 1822)
erfreut sich der Zebrafisch wegen seiner geringen Haltungsanspriiche und seines attraktiven

Aussehens groBBer Beliebtheit als Zierfisch.

1.2.1. Eigenschaften und Vorteile des Zebrafischmodells

George Streisinger, von vielen als der Pionier und Griindervater des Zebrafischmodells
angesehen, hat bei seiner Suche nach Anwendungsmoglichkeiten im vorigen Jahrhundert

gewonnenen Wissens iiber die molekularen Grundlagen der Vererbung den Zebrafisch als
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Labortier und Modellorganismus zur Untersuchung der Wirbeltierentwicklung durch
systematische Mutagenese etabliert (Streisinger u. a., 1981). Inzwischen wird der Zebrafisch
auch auf weiteren Forschungsgebieten eingesetzt, wie zum Beispiel bei der Erforschung des
Immunsystems (Lieschke, Trede, 2009; Yoder u. a., 2002), und in der Toxikologie (Hill u. a.,
2005).

Der Zebrafisch hat einige Vorteile gegeniiber anderen Wirbeltiermodellen. Der Zebrafisch
ist einfach und vor allem kostengiinstig zu halten, erzeugt viele Nachkommen in kurzer Zeit,
und die Generationszeit ist mit drei Monaten sehr kurz. Das Zebrafischgenom ist
vergleichsweise einfach zu manipulieren und die Nachkommen entwickeln sich auflerhalb des
Korpers in sehr kurzer Zeit, was deren Manipulation, Stadieneinteilung (Kimmel u. a., 1995)
und Dokumentation vereinfacht. Die Palette der Manipulationsmoglichkeiten wurde durch die
Entwicklung der Morpholino Antisensetechnologie erweitert und die Attraktivitit dieses
Modellorganismus weiter erhoht (siche 1.2.4). Ein Nachteil jedoch ist, dass zum Zeitpunkt der
Erstellung der vorliegenden Arbeit erst 87% des 1,7 GB groBBen Zebrafischgenoms
sequenziert und assembliert waren (The Danio rerio Sequencing Project

(http://www.sanger.ac.uk/Projects/D_rerio/); Wellcome Trust Sanger Institute).

1.2.2. Der Zebrafisch in der Erforschung der extrazelluliiren Matrix

Der Zebrafisch wurde bereits erfolgreich bei der Erforschung der Funktion von Proteinen
der extrazelluliren Matrix eingesetzt. So konnten Fortschritte bei der Charakterisierung der
Funktionen vieler der in Abb. 1.6 bereits erwidhnten Komponenten der Extrazelluldrmatrix
wie Kollagen Ilal (Yan u. a., 1995a), Kollagen VI (Telfer u. a., 2010), Kollagen IX (Huang u.
a., 2009), Decorin (Zoeller u. a., 2009), Biglycan (Shintani u. a., 2000) und ,,Link protein*
(Kang u. a.,, 2008) gemacht werden. Trotz des noch nicht abgeschlossenen
Zebratischgenomprojekts gibt es allerdings starke Hinweise, dass es kein COMP Ortholog im
Zebrafisch gibt (McKenzie u. a., 2006).

1.2.3. Matriline im Zebrafisch

Wie in allen bisher untersuchten Wirbeltiergenomen, gibt es Matriline auch im Zebrafisch

(Ko u. a., 2005). Da das Genom der Knochenfische nach deren Abspaltung von den {ibrigen

Wirbeltieren eine zusétzliche Duplikation erfahren hat (Venkatesh, 2003), kommen viele
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Abb. 1.7: Evolutionsmodell der Matriline im Zebrafisch

Erweitertes Evolutionsmodell der Matriline im Zebrafisch verdndert iibernommen nach (Deak
u. a., 1999). Ein ,,domain shuffling” Ereignis bringt eine bereits duplizierte VWA Doméne
mit einer EGF Doméne und einer o-Helikalen Doméne zusammen und erzeugt ein
,Urmatrilin®“. Zwei genomweite Duplikationereignisse erzeugen vier Matrilinparaloge. Ein
zusitzliches Genomduplikationsereignis in den Knochenfischen erzeugt eine Kopie von
jedem Paralog, die von Matn-1 und Matn-4, ebenso wie beide Kopien von Matn-2, gehen
jedoch zwischenzeitlich verloren (schwarze ,,X*). Duplikationen der EGF Doménen und
Einschiibe von zusétzlichen Merkmalen (siehe Abb. 1.5) wurden nicht beriicksichtigt.
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Abb. 1.8: Matrilinexpression wihrend der Zebrafischentwicklung

Expression der Matrilin mRNA zwischen 24 hpf und 72 hpf (A), Rdumliche Expression von
Matn-1, -3a und -4 Protein in 5 Tage alten Larven (B) und in vier Monate alten erwachsenen
Zebrafischen (C). Teilabbildungen entnommen und adaptiert aus (Ko u. a., 2005). Matn-1
Expression konnte wihrend der ersten 48 hpf nicht detektiert werden. Matn-3a, -3b und -4
Expression wurde zu allen untersuchten Zeitpunkten festgestellt. M, Markerbande, N,
Negativkontrolle, Sternchen, PCR-Artefakte (A). Die Matn-1, -3a und -4 Proteine konnten
fiinf Tage nach Befruchtung durch immunohostochemische Farbungen in allen kraniofazialen
Geweben gefunden werden, Matn-3a zusidtzlich noch im Notochord und Matn-4 in den
Myosepta. b, Gehirn, cb, Kiemenbodgen, ch, Ceratohyalknorpel, e, Ethmoidknorpel, ey, Auge,
in, Darm, no, Notochord, m, Meckel-Knorpel, oc, Occipitalbogen, pc, Parachordalknorpel, pq,
Palatoquadratum, sb, Schwimmblase, tc, trabekuldrer Knorpel. (B). Die Detailanalyse von
Matn-1, -3a und-4 im trabekuldren Knochen (C, 1, 3, 5) und Wirbelknochen (C, 2, 4, 6) von 4
Monate alten Zebrafischen wies Matn-1 im ganzen Knorpel und im Perichondrium nach (C, 1,
2). Matn-3a wurde in proliferierenden Chondrozyten, hypertrophen Chondrozyten, sowie im
,secondary chordal sheath® nachgewiesen (C, 3, 4) und Matn-4 ausschlieflich im
proliferierenden Knorpel (C, 5, 6). hc, hypertropher Knorpel, no, Notochord, pe,
Perichondrium, pc, proliferierender Knorpel, sc, ,,secondary chordal sheath®, vb, Wirbel.
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Gene, die bei Mensch und Maus nur einzeln vorkommen, beim Zebrafisch in zwei Kopien
vor. Dies trifft zum Teil auch fiir die Matriline zu, da Matrilin 3 in zwei Kopien vorliegt,
Matrilin 3a und Matrilin 3b. Auf der anderen Seite hat der Zebrafisch offensichtlich seine
Kopie von Matrilin 2 verloren (sieche Abb. 1.7 und (Ko u. a., 2005; Chakravarti, Adams,
20006)). Eine endgiiltige Bestitigung dieser Befunde wird allerdings erst moglich sein, wenn
das Zebrafischgenom vollstindig assembliert wurde (sieche 1.2.1). Die Lokalisierung der
Matriline wurde bereits grundlegend zwischen 24 Stunden und 72 Stunden nach Befruchtung
(,,hours post fertilization”, hpf) wiahrend der Zebrafischentwicklung beschrieben (Ko u. a.,
2005). Matrilin 3a, -3b und -4 waren von 24 hpf an stark exprimiert. Immunhistochemische
Farbungen konnten zeigen, dass, dhnlich wie in der Maus, sowohl Matn-1 und Matn-3a als
auch Matn-4 im sich entwickelnden Skelett (Kraniofazialskelett, Flossenstrahlen) von fiinf
Tage alten Larven vorhanden waren. Matn-3a konnte zusétzlich noch im Notochord und
Matn-4 in den Myosepta, den Augen und der Haut lokalisiert werden (siche Abb. 1.8 B). In
vier Monate alten Fischen wurde eine differentielle Matrilinexpression in trabekuldren
Knochen und in Wirbelknochen nachgewiesen. Matn-1 wurde im gesamten Knorpel
gefunden, einschlieBlich des Perichondriums, wohingegen Matn-3a eine differenziertere
Expression aufwies und ausschlieBlich in proliferierenden und hypertrophen Chondrozyten,
sowie im ,secondary chordal sheath® lokalisiert wurde. Matn-4 zeigte eine schwache
Expression ausschlieBlich im proliferierenden Knorpel (siche Abb. 1.8 C). Im Gegensatz zur
Maus konnten einleitende Morpholino ,.knockdown® Experimente zeigen, dass eine
Reduktion der Matrilinmenge dramatische Konsequenzen fiir die Entwicklung der

Zebratischlarven hatte (Ko et. al., personliche Kommunikation).

1.2.4. Morpholino antisense “knockdown”

Die Idee, die Auswirkungen des Verlustes eines Genprodukts in vivo untersuchen zu
konnen, ohne dafiir das Genom eines der beteiligten Untersuchungsobjekte manipulieren zu
miissen, ist keineswegs neu: Seit 1978 verwendet man Oligonukleotide, um die Transkription
von Proteinen zu unterdriicken (Zamecnik, Stephenson, 1978). Der Mechanismus dabei ist
denkbar einfach. Die Oligonukleotide sind so gestaltet, dass sie die Antisensesequenz zur
Ziel-mRNA aufweisen. So konnen sie in einer Zelle spezifisch an diese mRNA binden
(hybridisieren) und den Heteroduplex-mRNA vermittelten Abbau dieser, entweder durch

Aktivierung der RNaseH (Walder, Walder, 1988) oder des DICER Komplexes
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. Ribosom Morpholino  w., mRNA

Abb. 1.9: Struktur und Funktion von Morpholinos

Schematische Darstellung eines Morpholin-Phosphoroamidat-Monomers (A) adaptiert nach
(Summerton, Weller, 1997) (A) und eines Morpholino Oligonukleotids (Teilabbildung
entnommen aus (Moulton, Jiang, 2009), B), Skizze des Injektionsvorgangs in den Dotter eines
Zebrafischembryos im Einzellstadium und die Verteilung des Morpholinos (C). Beispiel der
Funktion eines Morpholinos anhand der sterischen Translationsinhibition. Das Morpholino
bindet an die Translationsinitiationsstelle und verhindert die Assemblierung des Ribosoms
und damit die Translation (D). Auf dieselbe Weise wird die Assemblierung des Spleilosoms
verhindert.

(Banerjee, Slack, 2002), einleiten (zusammengefasst in (Achenbach u. a., 2003). Beide
Methoden haben allerdings einen entschiedenen Nachteil: Die verwendeten
Antisenseoligonukleotide werden im selben Verhiltnis wie die Ziel-mRNA abgebaut. Man
musste also Mdglichkeiten finden, die verwendete Substanz in Zellen stabil zu halten.
Morpholino Oligonukleotide, kurz “Morpholinos”, sind chemisch modifizierte
Olgonukleotide, deren Eigenschaften dhnlich zu denen natiirlich vorkommender Nukleotide
(DNA, RNA) sind. Die Basen in einem Morpholino und in DNA oder RNA sind identisch.
Die Struktur des Riickgrats basiert jedoch nicht auf Ribose oder Desoxyribose und Phosphat,
wie in DNA oder RNA, sondern auf Morpholin-Phosphorodiamidat (siche Abb. 1.9 A, B)
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(Summerton, Weller, 1997). Dies macht die Morpholinos unverdaubar fiir alle Enzyme, die
das Riickgrat natiirlicher Nukleotide angreifen, allen voran die Nukleasen. Die Morpholinos
koénnen nun dazu verwendet werden, die Transkription und das SpleiBosom (Draper u. a.,
2001) sterisch zu blockieren. Das erstere resultiert, wie bei der klassischen Anwendung, in
einer verringerten Transkription des Proteins, das zweite fiihrt zu spezifisch fehlgespleifiten
mRNA-Varianten (siche Abb. 1.9 D).

Bei der Applikation der Morpholinos, die, wie andere Oligonukleotide, normalerweise
direkt in Zellen in Zellkultur eingebracht werden, erwies sich die Embryonalentwicklung des
Zebrafisches als geeignet fiir die Verwendung bei der in vivo Analyse von mehrzelligen
Organismen. Da die Zellen des Embryos bis zum 32-Zellstadium Plasmabriicken zur
Dotterzelle aufrechterhalten (zusammengefasst in (Kimmel, Law, 1985)), nehmen sie jeden
Stoff auf, der im Dotter vorhanden ist. Injiziert man nun Morpholinos in den Eidotter der
Zebrafischeier bis zum 16-Zellstadium, nehmen alle Tochterzellen, und damit der gesamte
Embryo die Morpholinos auf (siche Abb. 1.9 C und (Nasevicius, Ekker, 2000)). Mit jeder
folgenden Zellteilung halbiert sich der Morpholinogehalt in den Zellen, und die ,,knockdown*
Effizienz nimmt ab. Etwa drei Tage nach der Injektion kann man das Zielprotein wieder
nachweisen (empirische Beobachtung).

Da Morpholinoinjektionen auch unspezifische und toxische Nebeneffekte haben konnen
(bei bis zu 20% der angewendeten Morpholinos, siehe (Ekker, Larson, 2001; Summerton,
2007a)), haben sich in den letzten Jahren eine Reihe von Kontrollen etabliert, um diese von
tatsdchlichen Phénotypen unterscheiden zu kdnnen. Zu diesen gehdren unter anderem die
Injektion von Mismatchmorpholinos, die durch den Einbau von Fehlbasen die
Bindungsaffinitit zur Ziel-mRNA reduzieren und einen schwicheren Phinotyp erzeugen
sollten (zusammengefasst in (Heasman, 2002)) sowie die Koinjektion von reifer mRNA und
spleiB3stellenblockenden Morpholinos, um den Phénotypen zu ,retten” (zusammengefasst in
(Eisen, Smith, 2008)). Die Koinjektion eines p53 Morpholinos, der die Translation von p53
unterdriickt, soll den p53 vermittelten, programmierten Zelltod (Apoptose) als Antwort auf
den toxischen Stoff verhindern und damit ebenfalls den Phinotyp ,retten* (basierend auf

(Plaster u. a., 2005; Robu u. a., 2007)).
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1.3.Zielsetzungen

Die vorliegende Arbeit hatte zur Aufgabe, die Funktion der nicht-kollagenen ECM
Proteine UCMA und Matn-1 im Zebrafischmodell zu untersuchen. Der Zebrafisch wurde als
Alternative zur Maus gewéhlt, da entweder keine Mausmodelle vorlagen (UCMA), oder diese
keine offensichtlichen Phinotypen zeigten (Matn-1). Zuerst sollte die Expression beider
Proteine im Zebrafisch mittels quantitativer PCR, in situ Hybridisierung und
immunhistochemischen Farbungen untersucht werden, um abzuklidren, wann und wo die
Proteine exprimiert werden. AnschlieBend sollte die Expression beider Proteine mittels
Morpholinoinjektion unterdriickt und die moglicherweise daraus resultierenden ,.knockdown*
Phénotypen morphologisch untersucht werden. Weitere molekularbiologische und
zellbiologische Verfahren sollten verwendet werden, um die molekularen Grundlagen der
Entstehung der moglichen ,,.knockdown® Phanotypen beider Proteine zu entschliisseln. Die
gewonnenen Erkenntnisse sollten helfen, wichtige Hinweise auf die immer noch unzureichend
bekannten Funktionen beider Proteine zu erhalten und damit zu einer Verbesserung der zur

Zeit giiltigen Modelle der Funktionen dieser Proteine beitragen.
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2. Material und Methoden

2.1. DNA und RNA Standardmethoden

2.1.1. Isolierung von genomischer DNA aus Geweben

Zur Isolierung von genomischer DNA aus Geweben wurden diese mechanisch zerkleinert
und anschlieBend einer Phenol-Chloroform-Extraktion unterzogen, um einen hohen
Reinheitsgrad der erhaltenen DNA zu gewihrleisten. Zur Isolierung von moglichst gering
gescherter genomischer DNA wurden die entsprechenden Gewebe in 700ul Tail Lysis Buffer
(0,4ml 1M Tris pH 7,5, 8ml 0,5M EDTA pH 8,0, Iml 20% SDS, 0,8ml, 10mg/ml RNase A,
ad. 30ml H,Ou4) aufgenommen und 2h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden 30pl einer
15mg/ml Proteinase K Stammldsung hinzugefiigt, die Proben tiber Nacht bei 55°C inkubiert

und dann einer Phenol-Chloroform-Extraktion unterzogen.

2.1.2. Isolierung von DNA aus bakteriellen Kulturen

Die Isolierung von DNA aus Bakterienkulturen mit geringem Volumen erfolgte mit Hilfe
des Plasmid DNA Purification Kits von Macherey-Nagel nach Angaben des Herstellers nach
dem Anionenaustauscher-Prinzip. Das Protokoll wurde ohne Anderungen iibernommen. Die
Isolierung von DNA aus Bakterienkulturen mit einem Volumen von mehr als Sml erfolgte mit
Hilfe des Midi Plasmid Purification Kits von Qiagen. Das Protokoll wurde ohne Anderungen

ubernommen.

2.1.3. Isolierung von Gesamt-RNA aus Geweben

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Geweben erfolgte mit Hilfe eines RNeasy Mini Kits
von Qiagen. Das Protokoll ,Extraction from Animal Tissues“ wurde ohne Anderungen
iibernommen. Die extrahierte RNA wurde anschliessend zur weiteren Aufreinigung einer
Natriumacetat-Prézipitation unterzogen. Alternativ wurde das TRIzol-Reagenz von Invitrogen
eingesetzt, um hochreine Gesamt-RNA aus Geweben zu erhalten. Das Protokoll ,,RNA

Isolation* wurde ohne Anderungen iibernommen.

30



2.1.4. Isolierung von mRNA aus Geweben

Die Isolierung von mRNA aus der erhaltenen Gesamt-RNA erfolgte mit Hilfe eines
Oligotex Direct mRNA Kits von Qiagen, bei dem nur die mRNA des Probengemisches durch
ihren Poly-A-Schwanz kovalent an der Sdulenmatrix gebunden wird. Das Protokoll ,,Spin-
Column Protocol“ wurde ohne Anderungen iibernommen. Die isolierte mRNA wurde

anschliefend zur weiteren Aufreinigung einer Natriumacetat-Prazipitation unterzogen.

2.1.5. Spaltung von DNA mittels Restriktionendonukleasen

Die Herstellung von Restriktionsfragmenten mittels Restriktionsensendonukleasen
erfolgte nach Angaben der Hersteller unter Verwendung der mitgelieferten Puffer und unter
Beriicksichtigung der Aktivitit der jeweiligen Enzyme, sowie des Reinheitsgrades der
eingesetzten DNA. Die weitere Aufreinigung der Fragmente erfolgte, je nach Art der
beabsichtigten Folgeanwendung, entweder durch direkte Isolierung von DNA aus Losungen,
oder durch Agarose-Gelelektrophorese mit anschlieBender Extraktion der DNA aus

Agarosegelen.

2.1.6. Dephosphorylierung gespaltener (linearisierter) Vektoren

Um bei der Ligation von DNA-Fragmenten eine Religation des linearisierten Vektors zu
vermeiden, wurden die Vektoren nach Angaben des Herstellers mit der Antarctic Phosphatase
von NEB dephosphoryliert. Das verwendete Enzym wurde nach Beendigung der Reaktion
durch Erhitzen auf 65°C inaktiviert.

2.1.7. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wurden die Enzyme AmpliTaq DNA
Polymerase von Applied Biosystems, Pfu Ultra II von Agilent und Expand High Fidelity von
Roche nach Angaben der Hersteller unter Beriicksichtigung der Eigenschaften der
verwendeten Primer eingesetzt. Bei der Durchfiihrung von nested-PCRs wurden die
verschiedenen Reaktionen in unterschiedlichen Rdumen angesetzt, um Kreuzkontaminationen

durch Aerosole zu vermeiden. Die Primer wurden manuell unter Zuhilfenahme der Online-

31



Tools von Sigma Aldrich und der Northwestern University (OligoCalc) erstellt und kdnnen

Tabelle 3 entnommen werden.

2.1.8. Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Die Herstellung von copy-DNA (cDNA) mittels reverser Transkription zur Untersuchung
von vollstindigen Transkripten erfolgte nach Angaben des Herstellers mit der SuperScript 11
Reverse Transkriptase von Invitrogen. Im Anschluss an die Transkription wurde die
verbliebene mRNA mittels RNAse H-Verdau (1 ul/ Ansatz einer 5000U/ml Stammldsung)

entfernt.

2.1.9. Ligation von PCR-Fragmenten (Klonierung)

Die Ligation von PCR-Fragmenten wurde nach Angaben des Herstellers mit dem Rapid
DNA Ligation Kit von Roche durchgefiihrt. Um die Wahrscheinlichkeit zu verringern, dass
die eingesetzten Vektoren (siche ) ohne Insert religieren, wurden diese mit Uberhang
gespalten. Zusitzlich wurde das Insert in hohem Uberschuss eingesetzt (Vektor und Insert in

einem Verhiltnis von 1:5).

2.1.10. Zielgerichtete Mutagenese

Um gezielte Mutationen einzelner Basen in einer gegebenen DNA-Sequenz einzufiihren,
wurden mit DNA-Oligonukleotidprimern, welche die erforderte Mutation enthalten (siche
Tabelle 2.3), PCR-Reaktionen durchgefiihrt (vgl. Abb. 2.1). Als PCR-Schablone dienten auf
pBlueskript II basierende Vektoren, die bereits die zu mutierende Sequenz beinhalteten (siche
). Zur Entfernung des Ausgangsvektors wurde ein Dpnl-Verdau durchgefiihrt, bei dem nur die
methylierte DNA des Augangsvektors gespalten wird.

2.1.11. Agarose-Gelelektrophorese von DNA und DIG-markierter RNA
Die Trennung von DNA und DIG-markierter RNA zur Fragmentldngenanalyse erfolgte

mittels horizontaler Agarose-Gelelektrophorese in 1-2%igen Gelen (w/v). Als Laufpuffer

diente 1x TAE. Zur entsprechenden Nukleinsdure wurde 6x DNA-Probenpuffer
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Dpnl
PCR Verdau

,Lr Mutagenese-Primer @ Ausgangsvektor

Abb. 2.1: Schematische Darstellung des Ablaufs einer zielgerichteten Mutagenese

Mit Hilfe von Mutagenese-Primern wird ein Vektor repliziert. Der Ausgangsvektor wird
durch Dpnl-Verdau methylierungsspezifisch zerstdrt. Der neu synthetisierte, unverdaute
Vektor enthélt die gewiinschte Mutation.

(0,25% (w/v) Bromphenolblau, 70% (v/v) Glycerin oder 0,25% (w/v) Xylencyanol, 70% (v/v)
Gylcerin) gegeben. Je nach Grofle der zu erwartenden Fragmente wurde bromphenolblau-
oder xylencyanolhaltiger  Puffer verwendet. Zur GroBenbestimmung  wurden
Molekulargewichtsmarker (1kB-Ladder, pUC-Mix-Marker) aufgetragen. Die Trennung der
Fragmente nach GroBe erfolgte durch das Anlegen einer konstanten Stromstérke von 50-90
mA. Die Visualisierung erfolgte durch Interkalation des Farbstoffs Ethidiumbromid in die

Nukleinsdure, welches unter UV-Licht fluoresziert.
2.1.12. Extraktion von DNA aus Agarosegelen und Losungen

Zur Extraktion von DNA aus Agarosegelen und Losungen wurde das UltraClean 15 DNA
Purification Kit von MoBio verwendet. Das Protokoll ,,UltraClean 15 for TAE Agarose gel*
des Herstellers wurde ohne Anderungen iibernommen und wird im Folgenden
zusammengefasst. Ein Volumen Probe (oder eine Aquivalente Menge TAE Agarose) wurde
mit 3 Volumen ,,Ultra Salt* fiir 5 Minuten bei 55°C inkubiert. Nach Zugabe von 6 pul ,,Ultra
Bind“ wurde die Probe fiir weitere 5 Minuten bei Raumtemperatur in einem
Rotationsschiittler inkubiert. Die im ,,Ultra Bind“ enthaltenen Glaspartikel mit der daran
gebundenen DNA wurden durch Zentrifugation (30 Sekunden, 16000 x g, RT) vom
Uberstand getrennt und verworfen. Die Glaspartikel wurden in 1 ml ,Ultra Wash*

resuspendiert und anschlieBend durch erneute Zentrifugation (30 Sekunden, 16000 x g, RT)
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pelletiert. Nachdem die Glasmatrix, um FEthanolreste zu entfernen, fiir 5 Minuten bei
Raumtemperatur getrocknet wurde, konnte die DNA mit 12 pul Wasser eluiert werden. Die

extrahierte Polynukleotidmenge wurde photometrisch quantifiziert.

2.1.13. Féllung von DNA

Um DNA zu konzentrieren und Unreinheiten wie z.B. Proteine zu entfernen, wurde die
DNA ,,ausgesalzt”, d.h. mit hohen Salzkonzentrationen und Ethanol prézipitiert. Zur DNA-
enthaltenden Losung wurden 3 Volumen Ethanol und 1/10 Volumen 3M Natriumacetat pH
5,2 gegeben und 30 Minuten bei -20°C inkubiert. Die DNA wurde durch eine 15 miniitige
Zentrifugation (16000 x g, 4°C) gefillt und anschlieBend mit 1ml 70% (v/v) Ethanol
gewaschen und erneut zentrifugiert (15 Minuten, 16000 x g, 4°C). Das Pellet wurde 5

Minuten auf Eis getrocknet und im gewiinschten Volumen H,O44 gelost.

2.1.14. Fallung von RNA

Analog zur Fillung von DNA wurde mRNA ebenfalls durch Aussalzen konzentriert und
aufgereinigt. Zur RNA-enthaltenden Losung wurden 3 Volumen Ethanol, 1/10 Volumen 3M
Natriumacetat pH 5,2 und 6 pl Glykogenlosung (10mg/ul) gegeben und 60 Minuten bei -20°C
inkubiert. Die prazipitierte RNA wurde 15 Minuten zentrifugiert (16000 x g; 4°C) und
anschlieBend mit 1ml 70% (v/v) Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert (15 Minuten,
16000 x g; 4°C). Das Pellet wurde 15 Minuten auf Eis getrocknet, im gewiinschten Volumen

H,044 gelost und entweder sofort weiterverwendet oder sofort bei -20°C eingefroren.

2.2. Spezielle DNA und RNA Methoden

2.2.1. Herstellung von in situ Sonden mittels in vitro-Transkription

Der Nachweis von spezifischen mRNA Molekiilen im Gewebe erfolgte durch ,,Whole
mount® in situ-Hybridisierung (siehe ). Die dafiir benotigten Antisense Sonden wurden nach
Angaben des Herstellers mit dem DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7) von Roche mit
Digoxygenin (DIG) markiert. Die markierten RNA-Fragmente wurden mittels RNA-
Prizipitation konzentriert und aufgereinigt (siche ). Um die Qualitidt der Sonde abzuschétzen,

wurde ein Teil des Produkts mittels Gelelektrophorese aufgetrennt (siche ). Die
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Bandenfokussierung gab Auskunft dariiber, ob und in welchem Malle die Produkte einem
eventuellen Abbau durch RNAsen unterlagen. Uber die DIG-Markierung wurde die fiir die
nachfolgenden Applikationen notwendige Sondenkonzentration in einem ,dot blot“
abgeschitzt. Proben der synthetisierten Sonden wurden in Verdiinnungen von 1x10? bis
1x10° auf Hybond N Nylonmembran aufgetragen und getrocknet. Die getrocknete Membran
wurde mit 10x SSC rehydriert und die RNA mittels UV-Bestrahlung (Stratalinker) kovalent
an die Membran gebunden. Die Membran wurde darauthin fiir 60 Sekunden in Waschpuffer
(100mM TRIS/150mM NaCl, pH 7,5) gewaschen und Proteinbindestellen mit 1% (v/v)
Blocking Reagenz, gelost in Waschpuffer, fiir 30 Minuten blockiert. Die Membran wurde
anschliefend fiir 30 Minuten mit einer 1:5000 Verdiinnung eines mit alkalischer Phosphatase
gekoppelten DIG-Antikorpers inkubiert und dann 2 x 15 Minuten mit Waschpuffer
gewaschen. Die Membran wurde anschlieBend fiir zwei Minuten in Férbepuffer (100mM
TRIS, 100mM NaCl, 50mM MgCl,, pH 9,5) umgepuffert. Der Nachweis erfolgte durch
Inkubation in Farbelosung (35ul 50mg/ml BCIP in DMF und 45ul 100mg/ml NBT in 70%
(v/v) DMF in 10 ml Farbepuffer gelost) iiber Nacht unter Ausschluss von Licht.

2.2.2. Herstellung von mRNA durch in vitro-Transkription

Funktionale mRNA fiir Morpholino-Rescue-Experimente wurde nach Angaben des
Herstellers mit dem mMESSAGE mMACHINE T7 Ultra Kit von Ambion hergestellt. Die
synthetisierte mRNA wurde durch Fillung konzentriert und aufgereinigt (siche ). Um die
Qualitdt der mRNA abschitzen zu konnen, wurde ein Teil der mRNA mittels Gelektrophorese
aufgetrennt (siche ). Die genaue mRNA Konzentration wurde UV-spektrometrisch

(Nanodrop) ermittelt.

2.2.3. 5’-RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)

Die sogenannte RACE-Methode wird verwendet, um unbekannte Sequenzen vom 5’- und
3’-Ende von mRNA zu erhalten. Fiir die Ermittlung des 5’-Endes wird ein phosphorylierter
Oligonukleotidprimer verwendet, um eine mRNA revers zu transkribieren, die die unbekannte
Sequenz enthédlt. Dank des phosphorylierten Primerendes ldsst sich die entstandene cDNA
zirkularisieren und auf dieser einstrdngigen, zirkuliren cDNA lassen sich initiale bzw.
,nested“-PCRs durchfiihren, um DNA-Fragmente zu amplifizieren, die sequenziert werden

konnen (vgl. Abb. 2.2). Die RACE-Amplifikation und die weiterfiihrenden PCRs wurden
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unverdndert nach Herstellerangaben mit dem 5’-Full Race Core Set Kit von TaKaRa
durchgefiihrt. Die verwendeten Primer konnen Tabelle 3 entnommen werden. Die

Sequenzierungen wurden in Servicelabor des Zentrums fiir Molekulare Medizin Koln

vorgenommen.
N1 I [2 N2
unbekannte Sequenz <+ > MRNA
5 3
—8
PCR‘zirkuIarisieren
A B N1 N2
11 12
—’__—<-
initiale nested
—» PCR
PCR N1 N2
b —

<4 11,2 Initial-PCR Primer N1,2 Nested-PCR Primer

H 5' phosphorylierter Primer

Abb. 2.2: Schematische Darstellung der Zwischenschritte bei einer 5’-RACE-
Amplifikation

Mit Hilfe eines phosphorylierten Primers wird mRNA revers transkribiert. Nach RNAse-
Behandlung der Produkte wird die erhaltene cDNA zirkularisiert (A). Darauthin wird mittels
PCR die unbekannte Sequenz amplifiziert (B)

2.2.4. Quantitative ,,Real-Time*“ PCR

Die sogenannte ,,Real-Time*“ PCR ermoéglicht einen quantitativen Nachweis von DNA
und RNA bei vorgeschalteter reverser Transkription. Man unterscheidet konzeptuell zwei
Methoden, die beide in der vorliegenden Arbeit zur Bestimmung von mRNA verwendet
wurden und im Folgenden erldutert werden.

Die TagMan ,,Real-Time* PCR verwendet antisense Oligonukleotidsonden, welche zwischen

zwel Primern binden und sich die 5°-3’ Exonuklease-Aktivitiat der bei der PCR verwendeten
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DNA-Polymerase zu Nutze machen. Die Sonde ist an beiden Enden durch Phosphatreste
blockiert (und kann damit nicht als Primer fungieren) und ist an einem Ende
fluoreszenzmarkiert (typischerweise ein Derivat von Fluorescein). Das andere Ende enthilt
einen sogenannten Quencher (Loscher). Wird die Sonde in diesem Zustand mit Licht einer
bestimmten Wellenldnge bestrahlt, sorgt die rdumliche Nahe des Quenchers dafiir, dass der
sogenannte FRET (fluorescence resonance energy transfer) eintritt. Obwohl das Fluorochrom
angeregt wird, tritt keine Fluoreszenz auf. Wiahrend der PCR Reaktion hingegen wandert die
Polymerase an der DNA-Schablone entlang, bis sie auf die Sonde trifft und diese durch ihre
5’-3° Exonuklease-Aktivitit verdaut. Das Fluorochrom kann nun bei Anregung mit Licht
passender Wellenldange die aufgenommene Energie in Form von Fluoreszenz wieder abgeben
(vgl Abb 2.3). Da jedes freigesetzte Fluorochrom-Molekiil spezifisch einem DNA-Molekiil
entspricht, steigt die Fluoreszenz wéhrend des Experiments im selben Verhiltnis an. Die
Quantifizierung erfolgt iiber die Ermittlung der Anzahl der PCR Zyklen bis zur
Uberschreitung eines Fluoreszenz-Schwellenwerts, der sich aus dem Zehnfachen der
,,Basislinie* (der Wert der ersten zehn Zyklen) ergibt (CT-Wert). Diese Werte lassen sich mit
der Expression eines ubiquitdr exprimierten Referenzgens (ribosomal protein II) vergleichen,
um die relative Expression des unbekannten Gens zu ermitteln. In der vorliegenden Arbeit
wurde fiir die Berechnung die AACT-Methode herangezogen.

Zur Vorbereitung wurde mRNA isoliert und in cDNA revers transkribiert (siche und ). Die
Real-Time-Reaktion wurde in Triplikaten von je 20 pl Volumen nach folgendem
Pipettierschema durchgefiihrt: 7ul H,O44, 10 pl 2xTagMan® Gene Expression Master Mix,
Iul Sonde und verschiedene Mengen an ¢cDNA (80, 40, 20, 10, 5, 2,5 und Ong cDNA),
aufgefiillt auf 20ul. Die Amplifikation der Produkte erfolgte nach Angaben des Herstellers
und wird im Folgenden zusammengefasst.

Die Quantifizierung bei der Sybr-Green I ,,Real-Time* PCR basiert auf der Interkalation
des Farbstoffs Sybr-Green [ in DNA-Doppelstrang-Molekiile. Die bei jedem
Amplifikationszyklus steigende Menge an DNA-Doppelstrangmolekiilen fiihrt zu einer
Erh6hung der Fluoreszenz in der Probe, die erfasst und ausgewertet wird (siche Abb. 2.3 B).
Um moglichen Variationen der mRNA-Menge Rechung zu tragen, wurde das konstitutiv
exprimierte Gen TATA-box binding protein fir die Normalisierung der Messwerte verwendet.
Die Versuche wurden in einem ABI PRISM 7900 HT in Triplikaten nach folgendem Schema
durchgefiihrt: 2xABsolute Blue QPCR Master Mix, 0,3uM ,forward“ Primer, 0,3uM
,reverse Primer (siehe Tabelle 2.4) und 20ng cDNA pro 20ul Versuchsansatz. Die Zyklen
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waren wie folgt: 95°C fiir 15 Minuten, gefolgt von 40 Zyklen Denaturierung (94°C, 15
Sekunden), Annealing (60°C, 60 Sekunden) und Elongation (72°C, 60 Sekunden).

00000000® @; g
* Folgezyklen ﬁ w
N

3
cDNA-Template Primer —J» Sonde @ Polymerase *‘ Anregungslicht
@ Quencher @ Fluorochrom @ interkalierende Farbstoffmolekule l:‘>ﬂ Emissionslicht

Abb. 2.3: Schematische Darstellung der zwei verwendeten Real-Time PCR Methoden
Eine TagMan-Sonde ist mit einem Quencher gekoppelt, dessen rdumliche Ndhe zum
Fluorochrom verhindert, dass dieses bei Anregung Licht emittiert. Die 5°-3’
Exonukleasefunktion der Polymerase verdaut in jedem Zyklus die an der DNA hybridisierten
Sonde und hebt damit die raumliche Ndhe von Quencher zum Farbstoff auf. Nach jedem
Amplifikationsschritt wird die Fluoreszenz gemessen (A). Die Sybr-Green Real-Time PCR
nutzt den interkalierenden Farbstoff Sybr-Green I. Mit steigender Zyklenzahl steigen die
Produktmenge (und damit die Menge an Doppelstrang DNA) und die Menge an
fluoreszierendem, gebundenem Farbstoff. Die Zunahme der Fluoreszenz wird nach jedem
Zyklus gemessen (B).

2.3. Proteinbiochemische Standardmethoden

Die Verdiinnungen der Antikorper bei immunologischen Methoden koénnen Tabelle 1

entnommen werden.

2.3.1. Direkte Extraktion von Proteinen aus Zebrafisch

Zur Analyse wurden Proteine aus den entsprechenden Geweben nach folgendem Protokoll
extrahiert: Die Tiere wurden betdubt und getotet (siche ). Jungtiere wurden gegebenenfalls
dechorioniert und der Dottersack wurde entfernt. Wenn nur die Proteine aus dem Kopf
extrahiert werden sollten, wurde die gesamte hintere Korperachse, einschlieflich des

Dottersacks, caudal der Brustflossen entfernt. Das Gewebe wurde gewogen und mit der
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fiinffachen Menge an Extraktionspuffer (150mM NaCl, 50mM Tris/HCl, 2mM EDTA, 1%
(v/v) Nonidet P40, 3 ul 0,5M NEM/100ul und 6pul 0,25M PMSF/100ul eingestellt auf pH 7,4)
in einem Glashomogenisator auf Eis zerkleinert. AnschlieBend wurde die Probe 30 Minuten
auf Eis inkubiert und darauthin durch Zentrifugation (15 Minuten bei 4°C und 21000 x g) von
Schwebstoffen befreit. Die erhaltene Losung wurde zur weiteren Reinigung und zur
Anreicherung der Proteine einer Ethanolprézipitation unterzogen (siehe ).

Zur Extraktion schwerloslicher Proteine wurden schockgefrorene Embryonen zunéchst
gewogen, in 10 pl Extraktionspuffer (4M Guanidiniumhydrochlorid, 50 mM Tris-HCI, 10
mM EDTA, 2,5 mM NEM, 2,5 mM PMSF, pH 7,4) pro mg Gewebe lbertragen und
anschliefend mit Hilfe eines Eppendorfpistills mechanisch grob aufgeschlossen. Das Rohlysat
wurde mit einem Ultraschall Disintegrator 500 W (Novodirect) sonifiziert (30
Sekundenzyklus, 10 Sekunden sonifizieren, 30% Intensitit, 20 Sekunden Pause, auf Eis). Die
Proteine wurden durch Zugabe von 9 Volumen Ethanol iiber Nacht bei -20°C gefillt. Die
Proteinlosung wurde zur weiteren Reinigung einer Proteinprizipitation unterzogen (siehe ).
Das Proteinpellet wurde in 1ul Proteinladepuffer pro mg eingesetztem Gewebe liber Nacht bei

Raumtemperatur geldst.

2.3.2. Sequentielle Extraktion von Proteinen aus tierischen Geweben

Die sequentielle Extraktion wurde benutzt, um eine Auftrennung der extrahierten Proteine
entsprechend ihrer Verankerung in den Geweben zu erhalten. Extraktionspuffer I (0,15M
NaCl, 50mM Tris HCI, 1,5mM NEM, 1,5mM PMSF, pH 7,4) extrahiert wasserlosliche
Proteine, Extraktionspuffer II (IM NaCl, 50mM Tris HCI, 10mM EDTA, 1,5mM NEM,
1,5mM PMSF, pH 7,4) extrahiert Proteine, die Protein-Protein-Wechselwirkungen {iber
divalente Kationen aufbauen und Extraktionspuffer III (4M Guanidiniumhydrochlorid, 50mM
Tris, 10mM EDTA, 1,5mM NEM, 1,5mM PMSF, pH 7,4) alle verbliebenen extrahierbaren
Proteine in der Probe. Nach Totung und Zerkleinerung der Tiere wurde die Probe
anschlieend tiber Nacht in Extraktionspuffer I im Kiihlraum auf einem Schiittler inkubiert.
Im Anschluss wurde die Probe zentrifugiert (15 Minuten bei 4°C und 21000 x g), der
Uberstand mit Ethanol prizipitiert (siehe ) und das verbliebene Pellet mit Extraktionspuffer I
resuspendiert. Der oben beschriebene Vorgang wurde jeweils mit Extraktionspuffer II und —

111 wiederholt.
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2.3.3. Ethanolprizipitation von Proteinen

Zur Erhohung der Proteinkonzentration fiir die SDS-Gel-Elektrophorese wurden die
Extrakte einer Ethanolprizipitation unterzogen. Mittels Ethanolfdllung konnen auch Nicht-
Proteinbestandteile (wie Lipide oder Salze) aus dem Lysat entfernt werden. Dazu wird 1 Vol.
Proteingemisch mit 9 Vol. 96% (v/v) Ethanol, auf -20°C vorgekiihlt) gemischt und fiir
mindestens 30 Minuten bei -20°C inkubiert. Die ausgefallenen Proteine werden durch
Zentrifugation (15 Minuten bei 4°C und 16000 x g) pelletiert und der Uberstand verworfen.
Vor der Zugabe von 6x Proteinladepufter (2% (w/v) SDS, 10% (v/v) Glycerin, 0,04% (w/v)
Bromphenolblau, 80mM Tris-HCI, pH 6,8) wurde die Probe 5 Minuten auf Eis mit offenem

Deckel inkubiert, um eventuelle Ethanolreste zu entfernen.

2.3.4. SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Proteinen nach
ihrer molekularen Masse in einem Polyacrylamidgel durch Anlegen eines elektrischen Feldes.
Polyacrylamid (PA), das durch radikalische Polymerisierung von Acrylamid und N,N°-
Methylenbisacrylamid (zustidndig fiir die Quervernetzung) entsteht, dient dabei als
molekulares Sieb, bei dem die Porengrofe (und damit die Trenneigenschaften des Gels) durch
den prozentualen Gehalt an Acrylamid angegeben wird. In der vorliegenden Arbeit wurde die
diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese nach Lammli (Laemmli, 1970) verwendet. Die
Gele bestehen grundsitzlich aus einem Sammelgel (gewohnlich mit einer Prozentigkeit von
unter 4% w/v PA in 0,1% (w/v) SDS, 120mM Tris HCI, pH 6,8) und einem Trenngel
(verwendet wurden 8, 10 und 12% PA Gele, bzw. 4-12% PA Gradientengele in 0,1%(w/v)
SDS, 375mM Tris HCI, pH 8,8). Die Unterschiede in Porengro3e und pH zwischen Sammel-
und Trenngel dienen der Fokussierung der Proteine am Ende des Sammelgels. Die Proteine
werden durch Zugabe von Natriumdodecylsulfat (SDS; Sodium) denaturiert und erhalten eine
negative Ladung.

Die Durchfithrung der Gelelektrophorese erfolgte vertikal in einem Mighty Small I
SE250 Gelelektrophorese-System. Die Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit 6x
SDS-Proteinladepuffer versetzt (siehe ) und, sofern erforderlich, fiir 5 Minuten auf 95°C
erhitzt und/oder mit 4% (v/v) B-Mercaptoethanol versetzt, um Disulfidbriicken zu spalten und

die Proteine zu reduzieren. Zur Groflenbestimmung wurde ein Molekulargewichtsmarker
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(PageRuler oder BR Protein Marker) aufgetragen. Das Gel wurde in SDS-Laufpuffer (0,1%
(w/v) SDS, 400mM Glycin, 50mM Tris) einem elektrischen Feld ausgesetzt (60-100mA =
const.) und anschlieend einer Coomassie Brilliant Blue Farbung oder einem ,,Western blot*

unterzogen (siehe und ).

2.3.5. Coomassie-Firbung von Proteinen im Polyacrylamidgel

Die Identifizierung von Proteinen in einem SDS-Gel erfolgte entweder indirekt durch
»Western blot™“ (siehe ) oder direkt, durch eine Férbung mit dem Farbstoff Coomassie
Brilliant Blue R-250. Die Coomassie-Farbung funktioniert vergleichbar zur Bradford
Methode (sieche ): Das Absorptionsspektrum des urspriinglich roten Farbstoffs (470nm)
verschiebt sich durch die Komplexbildung mit Proteinen nach 595nm. Das zu fiarbende Gel
wurde in einer Farbelosung bestehend aus 0,2% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250, 50%
(v/v) Methanol und 10% (v/v) Essigsdure iiber Nacht inkubiert. Uberschiissiger Farbstoff und
Hintergrundfirbungen des Gels wurden durch das Uberfithren des Gels in destilliertes Wasser

und wiederholtes Aufkochen begleitet von Wasserwechseln entfernt.

2.3.6. ,,Western blot“ und Immunodetektion

Der spezifische Nachweis von Proteinen nach einer Elektrophorese erfolgt mittels
»Western blot“. Bei einem ,,Western blot“ werden die Proteine mittels Elektrophorese auf
eine Membran (z.B. Nitrozellulose oder PVDF) {iibertragen, woraufthin sie mit gegen die
Zielproteine gerichteten spezifischen Antikorpern detektiert werden konnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde der sogenannte Tank-Blot verwendet, bei dem die
elektrophoretische Ubertragung vollstindig in wissriger Umgebung stattfindet. Das zu
bearbeitende Gel wurde mit der entsprechenden Membran blasenfrei zwischen Blottingpapier
gelegt und in Blottingpuffer (50mM Borsédure, 10% (v/v) Methanol, pH 8,5) getaucht. Die
Membran wurde vor dem Blotten kurzzeitig in Methanol aktiviert. Der Versuchsaufbau (vgl.
Abb. 2.4) wurde einem elektrischen Feld ausgesetzt (100mA = const. iiber Nacht). Nach
erfolgter Ubertragung der Proteine wurde die Membran mit Ponceau S gefirbt, um einen
Uberblick iiber das transferierte Gesamtprotein zu erhalten und anschlieBend die verbliebenen
Proteinbindestellen fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur mit 5% (w/v) Milchpulver in 0,05%
Tween-20 gelost in PBS (PBT) geblockt. Darauthin wurde die geblockte Membran fiir 60

Minuten mit dem affinitdtsgereinigten Primédrantikorper in entsprechender Verdiinnung in 5%
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(w/v) Milchpulver gelost in PBT bei Raumtemperatur inkubiert. Eventuelle
Antikorperiiberschiisse wurden in zwei Waschschritten von je 5 Minuten mit PBT und einem
Waschschritt von 5 Minuten mit PBS entfernt. Die Membran wurde darauthin mit dem
entsprechenden Meerrettichperoxidase-gekoppelten Sekundarantikorper gelost in PBT mit 5%
(w/v) Milchpulver fiir 60 Minuten inkubiert und danach wie weiter oben beschrieben dreimal
gewaschen. Die Detektion des Proteins erfolgte unter Ausnutzung der antikorpergekoppelten
Peroxidase mittels Chemoluminiszenz unter Verwendung von ECL-Losung (Iml 1,5M Tris
HCI pH 8,8, 22ul 90mM p-Coumarinsdure, 50ul 250mM Luminol, 6ul 30% (v/v) H,O, ad.
10ml H,Oy44) und Belichtung von Rontgenfilmen.

-~ Abb.2.4: Schematische Darstellung der
. ; elektrophoretischen Ubertragung

wahrend eines Tankblots.

++ Die Proteine aus dem Gel (blau) werden

durch Anlegen einer Spannung zwischen
. . Anode und Kathode auf eine Membran
Kathode Blottingpapier
u L faa [[] Membran (griin) iibertragen (weiBer Pfeil).

B Anode [l PA-Gel

2.3.7. Proteinmengenbestimmung (BC Assay)

Der zur Proteinkonzentrationsbestimmung eingesetzte ,bichinonic acid assay” (BC
Assay) beruht auf der Biuret-Reaktion, bei der zweiwertigen Kupferionen an Peptidbindungen
binden und ein gefarbter Komplex entsteht, der photometrisch bei einer Wellenldnge von
562nm gemessen werden kann. Die Firbereaktion wurde mit dem ,.BC Assay protein
quantitation kit* von InterChim nach Angaben des Herstellers ausgefiihrt. Die Erfassung der

Daten erfolgte in einem ,,Multiskan MS Platereader* von Labsystems.

2.3.8. Proteinmengenbestimmung nach Bradford

Alternativ zum BC Assay (siehe ) kann man zu Proteinkonzentrationsbestimmung nach
Bradford benutzen. Wie unter (siehe ) beschrieben, kann man mit Coomassie Brilliant Blue R-
250 Proteine fiarben und bei 595nm photometrisch bestimmen. In der vorliegenden Arbeit
wurde eine Rinderserumalbumin Verdiinnungsreihe erstellt und jeweils 4ul Standardlosung
und die zu messenden Probe mit 200ul Bradford-Reagenz (0,01% (w/v) Coomassie Brilliant
Blue R-250, 4,78% (v/v) Ethanol, 8,5% (w/v) Phosphorsdure) versetzt und nach 5 Minuten

Inkubation die Absorption bei 595nm gemessen.
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2.4.Spezielle Proteinbiochemische Methoden

2.4.1. Parallel-Detektion multipler Antigene mittels Odyssey Blot

Durch fluoreszenz-markierter Zweitantikorper wurden mehrere Antigene parallel mittels
»Western blot* unter Verwendung des Odyssey-Systems von Li-Cor nachgewiesen. Die SDS-
Gelelektrophorese und die Ubertragung der Proteine verliefen wie bereits unter (sieche und )
angegeben. Die Membran wurde anschlieBend 120 Minuten mit Odyssey-Block-Puffer
behandelt. Analog zur Immunodetektion bei gewohnlichen ,,Western blots* (sieche ) wurde die
Membran danach gewaschen (2x 10 Minuten 0,05% Tween 20 in TBS (TBT) und 10 Minuten
TBS) und fiir 60 Minuten mit den Primérantikdrpern in 5% (w/v) Milchpulver in TBT
inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt (2x 10 Minuten TBT und 10 Minuten TBS)
wurden die Odyssey-tauglichen IRDye-Fluoreszenzantikdrper in 5% (w/v) Milchpulver in
TBT zur Membran gegeben und wiederum fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur unter
Lichtausschluss inkubiert. Nach einem abschlieBenden Waschschritt (2x 10 Minuten TBT und
10 Minuten TBS) wurde die Membran unter Lichtausschluss getrocknet und mit dem Odyssey

Scanner analysiert.

2.4.2. Proteinaufreinigung mittels Affinititschromatographie

Die Affinitdtschromatographie basiert auf der spezifischen, reversiblen Bindung des zu
reinigenden Stoffes an einen Bindungspartner, der kovalent an einer Matrix gebunden ist. In
der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode verwendet, um Proteine aus Losungen zu
extrahieren. Die in HEK-293-EBNA Zellen exprimierten rekombinanten Proteine wurden N-
terminal mit einem Doppel-Strep-Tag II (NH,-WSHPQFEK-COOH (Schmidt u. a., 1996))
versehen und anschlieBend tiber eine 1ml-Strep-Tactin®-Saule gereinigt: 500ml des
Zellkulturmediums (sieche und ) wurden 10 Minuten bei 8500 rpm zentrifugiert, um
eventuelle Verunreinigungen zu entfernen, und anschlieBend iiber Nacht mehrfach iiber die
Strep-Tactin®-Saule geleitet. Die Saule wurde anschlieBend mit 10ml Waschpuffer (100mM
Tris HCI pH8,0, 150mM NaCl) gereinigt. Die Elution der gebundenen Proteine wurde mit
20ml Elutionspuffer (100mM Tris HCI pH8,0, 150mM NaCl, 2,5mM Desthiobiothin; 20
Aliquots von 1ml) vorgenommen. Die erhaltenen Aliquots wurden mittels SDS-

Gelelektrophorese und anschlieBender Coomassiefirbung (siche wund ) analysiert. Das
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Sdulenmaterial wurde mit 10 S&dulenvolumen (hier: 10ml) Regenerationspuffer (100mM Tris
HCIl pH 8,0, 150mM NaCl, ImM HABA) von Desthiobiothin befreit und durch einen

abschlieBenden Waschschritt mit 20 Volumen Waschpuffer regeneriert.

2.4.3. Herstellung affinititsgereinigter, polyklonaler Antikorper

Zur spezifischen Detektion von Matn-1 im Zebrafisch wurde jeweils ein polyklonaler
Antikorper, gerichtet gegen ein Proteinfragment bestehend aus der EGF Doméne und der
VWA 2 Domine von Zebrafisch Matn-1, in Kaninchen und in Meerschweinchen hergestellt.
Die Herstellung von Antiseren erfolgte durch Immunisierung von einem Meerschweinchen
und einem Kaninchen durch Injektion mit rekombinantem Protein (EGF und die VWA 2
enthaltende Doméne von Zebrafisch Matrilin-1, siche 2.4.2) und wurde im Auftrag (Pineda
Antikorper Service) durchgefiihrt. Die Prdimmunseren, die Seren 60 Tage nach
Immunisierung und die Seren der ausgebluteten Tiere wurden mittels ,,Western blot* (siche )
untersucht. Fiir die Affinititsreinigung des Antiserums wurde das zur Immunisierung
eingesetzte rekombinant hergestellte Antigen unter Verwendung von CNBr-aktivierter
Sepharose (GE Healthcare) nach Angaben des Herstellers kovalent an die Sdulenmatrix
gekoppelt. Die Seren der ausgebluteten Tiere wurden nach folgendem Protokoll aufgereinigt:
Das Serum wurde durch Zentrifugation (60 Minuten, 21000 x g, 4°C) von Schwebstoffen
befreit und 1:10 mit 10mM Tris HCI pH 7,5 verdiinnt. Das verdiinnte Serum wurde drei Tage
in einem Kreislauf {iber mit anderen rekombinant exprimierten VWA Doménen anderer
Zebrafisch-Matriline gekoppelten Sédulen geleitet (siehe ), um Kreuzreaktivititen zu diesen zu
verringern (Depletion). Das Serum wurde anschlieBend {iber Nacht {iber eine mit
rekombinantem Protein gekoppelte Affinititssdule geleitet. Die mit Antikdrpern beladene
Sdule wurde darauthin mit 5 Sdulenvolumen 10mM Tris HCl pH 7,5 gewaschen. Die
Antikérper wurden in 1ml-Schritten mit 0,1M Glycin pH 2,5 eluiert und durch sofortige
Zugabe von 15ul 3M Tris HCI pH 8,8 und 20ul 5M NaCl neutralisiert. Der Antikorper-Titer
wurde mittels ELISA ermittelt (siehe ). Die Sdule wurde sofort nach erfolgter Elution mit
alternierenden Waschschritten mit 0,1 M Tris HCI pH 8,0/ 0,5M NaCl und 0,1M NaAc pH
4,0/ 0,5M NaCl regeneriert.

2.4.4. Antikorpertiterbestimmung mittels ELISA
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Mithilfe eines ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) konnen Antikorpertiter
bestimmt werden. Dazu wird das Antigen an der Plastikoberfliche des Reaktionsgefil3es
immobilisiert, der Antikérper in verschiedenen Konzentrationen hinzugegeben und die
gebundenen Antikdrper mit Meerrettichperoxidase-gekoppelten Sekundérantikdrpern und
einer anschlieBenden Farbreaktion photometrisch nachgewiesen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die rekombinant exprimierte EGF und vWA 2
enthaltende Doméne von Zebrafisch Matrilin-1 in einer Konzentration von 500ng/50ul TBS
iiber Nacht bei Raumtemperatur auf einer Maxisorb ELISA Plate immobilisiert. Die
verbliebenen Proteinbindungsstellen wurden fiir 120 Minuten mit 5% (w/v) Milchpulver in
TBT geblockt. Der affinititsgereinigte Primérantikdrper wurde in verschiedenen
Verdiinnungen fiir 60 Minuten in 5% (w/v) Milchpulver in TBT appliziert. Nach 4 x 5
Minuten Waschen mit TBT wurden die PrimérantikGrper mit einem spezifischen
Meerrettichperoxidase-gekoppelten Zweitantikorper gerichtet gegen die konstante Domine
des Primdrantikdrpers in einer vom Hersteller angegebenen Verdiinnung in 5% (w/v)
Milchpulver in TBT fiir 60 Minuten inkubiert. Nach 4 x 5 Minuten Waschen mit TBT und 2x
5 Minuten Waschen mit H,O4 wurde die Farbreaktion mit 50ul pro Reaktion TMB-
Farbelosung (1ml 1M NaAc pH 6,0, 62,5ul 42mM TMB, 15ul 3,5% (v/v) H,0, in 10ml H,0)
unter Sichtkontrolle durchgefiihrt. Die Farbreaktion wurde mit 50ul H,SO, pro Reaktion
gestoppt, bei der ein Farbumschlag von gelb nach blau stattfindet. Die Proben wurden

photometrisch in einem ELISA-Reader bei 450nm gemessen.

2.5. Allgemeine Zellkulturmethoden

2.5.1. Herstellung kompetenter E. coli

Bei der Herstellung chemisch transformationskompetenter Bakterienzellen wird deren
Membran permeabilisiert und so die Aufnahme von DNA (z.B. Plasmiden) ermdglicht. Zellen
des Stammes DH5a oder XL1-Blue wurden in LB-Medium (20g Lennox L Broth Base, ad. 11
H,044) bei 37°C kultiviert, bis die Losung bei 600nm eine optische Dichte (ODgy) von 0,5
erreicht. Die Zellen wurden anschlieBend durch Zentrifugation (15 Minuten, 1000 x g) bei
4°C pelletiert, in 33 ml Puffer RF I (100mM RbCl, 50mM MnCl,, 30mM KAc, 10mM CaCl,,
15% (v/v) Glycerin, mit Essigsdure auf pH 5,8 eingestellt) resuspendiert und 15 Minuten auf
Eis inkubiert. Nach erneuter Pelletierung (15 Minuten, 1000 x g, 4°C) wurden die Bakterien
in 8ml Puffer RF II (10mM MOPS, 10mM RbCl, 75mM CaCl,, 15% (v/v) Glycerin, mit
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Essigsdure auf pH 5,8 eingestellt) resuspendiert und nach einer weiteren Inkubation fiir 15
Minuten auf Eis in Aliquots a 50ul in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Zellen wurden

bis zur Benutzung bei -80°C aufbewabhrt.

2.5.2. Transformation von Plasmiden in chemisch kompetente Bakterien

Die chemisch kompetenten Zellen wurden vor der Transformation 5 Minuten auf Eis
aufgetaut. 2-10 pl (5 - 40ng) des zu transformierenden Plasmids wurden zu 50 pl
Bakterienlosung gegeben und gemischt. Der Versuchsansatz wurde fiir weitere 20 Minuten
auf Eis inkubiert und anschlieBend fiir 60 Sekunden auf 42°C erhitzt. Nach diesem
Hitzeschock wurde die Bakterienlosung fiir weitere 2 Minuten auf Eis gekiihlt. 350ul LB-
Medium (siehe ) wurden hinzugegeben (Endvolumen ~400ul) und der Transformationsansatz
fiir 60 Minuten bei 37°C in einem Schiittler inkubiert. AbschlieBend wurden 100ul und 300 pl
des Transformationsansatzes auf LB-Ampicillin-Agarplatten (20g Lennox L Broth Base, 15g
Agar-Agar, 200mg Ampicillin (nach Autoklavieren zugeben, kiihl lagern), ad. 11 H,Ogq,
fliissig in Plastik-Petrischalen gieflen) ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Als

Negativkontrolle fiir die verwendeten Losungen wurde ein Ansatz mit H,Og4 transformiert.

2.5.3. Kultivierung transformierter Bakterienkulturen

Ampicillinresistente Bakterien wurden zur Amplifikation des Plasmids vorsichtig durch
Verwendung autoklavierter Pipettenspitzen in 2ml - 1,51 LB-Amp-Medium (20g Lennox L
Broth Base, 200mg Ampicillin (frisch zugeben), ad. 11 H,O4) (animpfen) tibertragen und iiber
Nacht in einem Schiittler bei 37°C inkubiert. Die Plasmide wurden daraufhin aus den

Bakterien extrahiert (siche ).

2.5.4. Zellkultur von HEK-293-EBNA Zellen

HEK (human embryonic kidney)-293-EBNA Zellen enthalten das fiir das ,nuclear-
antigen* kodierende Gen des Epstein-Barr Virus (EBNA-1), welches die Replikation und
damit die transiente Erhaltung von eingebrachten extrachromosomalen DNA-Konstrukten
durch den Replikationsursprung oriP ermoglicht (Meissner u. a., 2001). Transfizierte HEK-
293-EBNA Zellen wurden in DMEM F-12 Zellkulturmedium mit 10% (v/v) FBS 1% (v/v) L-
Glutamin und 5mg/ml Puromycin (Selektions-Vollmedium) bei 37°C und 5% (v/v) CO; in
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10ml Plastik-Zellkulturschalen gehalten. Alle 5 Tage (bei 80-90% Konfluenz) wurde das
Zellkulturmedium entfernt, durch 2ml 0,05% (v/v) Trypsin/EDTA enthaltendes Medium
ersetzt und fiir 10 Minuten bei 37°C inkubiert, um die adherenten Zellen von der Oberflache
der Kulturschale zu 16sen. Die erhaltene Zellsuspension wurde in 8ml frischem Selektions-
Vollmedium aufgenommen, zentrifugiert (5 Minuten, 1000 x g) und der Trypsin anthaltende
Uberstand verworfen. Das Zell-Pellet wurde vorsichtig in 10ml frischem Selektions-
Vollmedium resuspendiert. Auf 10ml aufgefiillte 1:5 Verdiinnungen der Zellen wurden in

frische Plastik-Zellkulturschalen tiberfiihrt und bei 37°C inkubiert.

2.5.5. Transfektion und Selektion von HEK-293-EBNA Zellen

EGF und vWA 2 Doméne von Zebrafisch Matrilin 1 wurden rekombinant in der humanen
Zelllinie HEK-293-EBNA hergestellt, um die korrekte Faltung und Prozessierung zu
gewihrleisten. Die zur Selektion und Expression in eukariotischen Zellen bendétigten
Vektoren basierend auf den pCEP-Pu-Vektor wurden mittels Klonierung erstellt (siche ) und
nach folgendem Protokoll in HEK-293-EBNA Zellen transfiziert: Zur Vorbereitung wurden
die untransfizierten Zellen in serum- und puromycinfreiem Medium resuspendiert, in 6-Loch
Zellkulturplatten iiberfiihrt (siche ) und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Nach 24 Stunden
wurde nach Angaben des Herstellers eine Mischung aus 97ul serum- und puromycinfreiem
Medium, 3ul Fugene-6 Transfektionsreagenz und 1pg Vektor zugegeben und fiir weitere 24
Stunden bei 37°C inkubiert. Die transfizierten Zellen wurden in Vollmedium inkubiert und

iiber die in den Vektoren enthaltene Puromycin-Resistenzkassette selektiert (siche ).

2.6. Histologische Methoden

Die Verdiinnungen der Antikérper bei immunhistologischen Methoden kénnen Tabelle

2.1 entnommen werden.

2.6.1. Paraformaldehydfixierung von Geweben

Zur Fixierung von Geweben wurde Paraformaldehyd (PFA) verwendet, ein Agens,
welches Proteine quervernetzt und damit zum Zeitpunkt der Fixierung ,.einfriert. In der
vorliegenden Arbeit wurden bis zu 2 Wochen alte Zebrafische in 4% (w/v) PFA gelost in PBS

entweder fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4°C fixiert. Altere Fische

47



wurden fiir drei Tage in 4% (w/v) PFA gelost in PBS fixiert. Zur Lagerung der fixierten
Proben wurde die PFA-Losung entfernt und die Gewebeproben mit 50% (v/v) Methanol/PBS
gewaschen (2 x 5 Minuten). Die Proben wurden daraufhin in 100% Methanol {iberfiihrt und
bei -20°C gelagert.

2.6.2. Glutaraldehydfixierung von Geweben zur Vorbereitung fiir die

Transmissionselektronenmikroskpie

Die grundlegende Vorgehensweise bei der EM-Fixierung beinhaltet eine
Glutaraldehydfixierung der Gewebeproteine und eine anschlieBende Stabilisierung der
Membranen mit Osmiumtetroxid. Von den darauthin in Kunstharz eingebetteten Proben
wurden mit einem Mikrotom Ultradiinnschnittserien erstellt, welche abschlieBend mit
Schwermetallsalzen ~ (Uranylacetat oder  Bleicitrat)  kontrastiert ~ wurden.  Die
Elektronenmikroskopie wurde in Zusammenarbeit mit dem Labor von Herrn Professor W. F.
Neiss (Koln) durchgefiihrt. Die Fixierung mit 3% (v/v) Glutaraldehyd, 0,1M Cacodylat, 0,5%
(w/v) Cetylpyridiniumchlorid frisch angesetzt, erfolgte sofort nach der Tétung der Tiere und
wurde tiber Nacht durchgefiihrt. Die anschlieBende Einbettung und Kontrastierung erfolgte

durch den Kooperationspartner.

2.6.3. Paraffineinbettung von Geweben

Das fixierte Gewebe wurde zunichst durch eine aufsteigende Alkoholreihe entwéssert (je
5 Minuten 50% (v/v), 70%, 90%, 96% Ethanol, 2 x 10 Minuten Isopropanol) und in Xylol
iiberfithrt (2 x 10 Minuten). Um das Eindringen des Paraffins ins Gewebe zu erleichtern,
wurde es flir 30 Minuten bei 60°C mit 50% (v/v) Paraffin 3 in Xylol iiberschichtet.
AnschlieBend wurden die Proben fiir 120 Minuten in Paraffin 6 ohne Xylol bei 60°C
inkubiert. Nach einer letzten Inkubation fiir 60 Minuten bei 60°C in Paraffin 9 wurden die
Proben unter Sichtkontrolle in Paraffinblocke gegossen und bei 4°C gelagert, bis mit einem

Mikrotom (Mikrom) Gewebeschnitte angefertigt werden konnten.

2.6.4. Hiamatoxylin-Eosin Fiarbung auf Paraffinschnitten

Die Hamatoxylin-Eosin (HE) Farbemethode umfasst zwei verschiedene Einzelfarbungen,

die Héamalaun-Farbung, welche basophile Strukturen (insbesondere Zellkerne und
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endoplasmatisches Retikulum) blau anfirbt, und die Eosin-Féarbung, welche eosinophile
Strukturen (wie Zellplasma- und Extrazelluldrproteine) rot farbt. Die Feinschnitte (siche )
wurden dazu zunédchst in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert (2 x 5 Minuten
Rotihistol, 2 x 5 Minuten Isopropanol, je 3 Minuten 96% (v/v), 90%, 70%, 50% Ethanol und
5 Minuten Wasser). Die Schnitte wurden fiir 3 Minuten in Hadmatoxylin-Férbelosung (1g
Hématoxylin, 200mg NaJO;, 50g Kalialaun, 50g Chloralhydrat, 1g Essigsdure ad. 11 H,Oqq)
gefdrbt und anschlieBend nach kurzem Spiilen in Leitungswasser in HCl-Alkohol (0,18%
(v/v) HCI in 70% (v/v) Ethanol) getaucht. Die Farbung wurde fiir 5-10 Minuten unter
flieBendem Leitungswasser entwickelt. AnschlieBend wurden die Feinschnitte 3 Minuten in
Eosin-Farbelosung (1% (w/v) Eosin gelost in Ethanol) getaucht und kurz mit Wasser
abgespiilt. Die Schnitte wurden mit einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert (je 3
Minuten 70% (v/v), 80%, 96% Ethanol, 2 x 10 Minuten Isopropanol, 2 x 10 Minuten Xylol)
und mit ,,DPX mounting medium* (Sigma) eingedeckelt. Die so behandelten Schnitte wurden

mit einem Axiophot-Mikroskop analysiert.

2.6.5. Immunbhistologische Firbungen auf Paraffinschnitten

Der spezifische Nachweis von Proteinen in Geweben auf Feinschnitten wurde mittels
immunohistologischer Féarbung erbracht. Durch die Verwendung von markierten
Sekundérantikdrpern konnte dabei das mit einem Primédrantikdrper markierte Zielprotein
sichtbar gemacht werden. Das allgemeine Rehydrierungsprotokoll (siehe ) diente auch hier als
Grundlage weiterer Arbeiten. Die rehydrierten Feinschnitte wurden zunédchst mit
Hyaluronidase (500U/ml in 0,1M NAH,PO,, 0,IM NaAc, pH 5,0) demaskiert und
anschlieend unspezifische Proteinbindestellen fiir 60 Minuten mit 1% (v/v) Ziegenserum in
PBS (Blockingpuffer) abgesittigt. Die Feinschnitte wurden fiir weitere 60 Minuten mit den
Primdrantikérpern in entsprechender Verdiinnung in Blockingpuffer inkubiert. Nicht
gebundene Antikorper wurden durch Waschen entfernt (2 x 5 Minuten PBT, 5 Minuten PBS).
Die Feinschnitte wurden mit den entsprechenden Sekundérantikérpern in angegebener
Verdiinnung in Blockingpuffer fiir 60 Minuten inkubiert. Uberschiissige Antikdrper wurden
durch Waschen entfernt (2 x 5 Minuten PBT, 5 Minuten PBS). Bei
Immunfluoreszenzfarbungen wurden die Préparate mit ,,fluorescent mounting medium
(Dako) eingedeckelt und bis zur mikroskopischen Analyse kiihl und dunkel gelagert. Schnitte,

die mit alkalischer Phosphatase konjugierten Sekundérantikdrper inkubiert wurden, wurden
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mit dem ,,SIGMAFAST Fast Red Kit“ (Sigma) nach Angaben des Herstellers unter
Sichtkontrolle gefarbt und abschlieend mit Kaisers Glyceringelatine eingedeckelt.

2.6.6. “Whole mount” Alcianblau/Alizarinrot Farbungen

Bei “Whole mount”-Férbungen werden ganze Organe oder ganze Organismen angeférbt.
Alcianblau (AB) wird verwendet, um Mucine und Glycosaminoglykane anzufdrben und ist
daher geeignet, um Mucosa und Knorpel darzustellen. Alizarinrot (AR) férbt spezifisch
kalzifizierte Gewebe und dient der Darstellung von Knochen. In der vorliegenden Arbeit
wurde das Protokoll von Walter und Kimmel, 2007 (Walker, Kimmel, 2007) unverandert
angewandt. Auf Methanol gelagerte, fixierte Fischlarven (siehe ) wurden zunéchst je 5
Minuten mit 50% (v/v) Methanol in Ethanol, 96% Ethanol und 50% (v/v) Ethanol gewaschen.
Die Farbung erfolgte durch Inkubation fiir zwei Tage mit AB/AR-Farbelosung (0,02% (w/v)
Alcianblau, 0,5% (w/v) Alizarinrot, 200mM MgCl,, 70% (v/v) Ethanol in Wasser) bei
Raumtemperatur auf einem Schiittler. Die Entfernung der Hautpigmentierung erfolgte unter
Sichtkontrolle bis zu deren vollstindigem Verschwinden durch Verwendung einer
Bleichlosung (1,5% (v/v) H,O,, 1% (v/v) KOH). Die Larven wurden anschlieBend kurz in
Leitungswasser gewaschen. Die milchige Hintergrundsfiarbung von fixiertem Gewebe wurde
durch Inkubation der Larven fiir mindestens zwei Tage in 20% (v/v) Glycerol/0,25% (v/v)
KOH bei 4°C entfernt (,,clearing®).

2.6.7. ,,Whole mount“ Immunfluoreszenzfirbungen

Analog zu den ,,Whole mount“ Alcianblau/Alizarinrot Féarbungen (siehe ) wurde der
spezifische Nachweis von Proteinen durch immunohistologische Férbungen erbracht. Auf
Methanol gelagerte, fixierte Fischlarven (siehe ) wurden rehydriert (je 5 Minuten mit 50%
(v/v) Methanol in Ethanol, 96% Ethanol, 50% (v/v) Ethanol und 4 x PBS). Unspezifische
Antikorperbindungsstellen wurden durch Inkubation in 1% (v/v) Ziegenserum in PBS
(Blockingpuffer) abgesittigt. Die Proben wurden mit dem spezifisch gegen das gesuchte
Antigen gerichteten Antikorper, in Blockingpuffer verdiinnt, inkubiert. Nach 60 Minuten
wurden tiberschiissige Antikérper abgewaschen (2 x 5 Minuten PBT, 5 Minuten PBS) und ein
gegen den Primérantikorper gerichteter Sekundérantikdrper, mit Blockingpuffer verdiinnt,

hinzugegeben. Nach anschliefenden Waschen (2 x 5 Minuten PBT, 5 Minuten PBS) wurden
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die Proben zum ,,clearen* in 20 % (v/v) Glycerin/PBS aufgenommen und fiir zwei Tage bei

4°C inkubiert (siehe ). Die Analyse erfolgte mit einem Axiophot-Fluoreszenzmikroskop.

2.6.8. ,,Whole mount* in situ Farbungen

Zur Untersuchung der rdumlichen Expression (in situ, am Ursprungsort) von mRNA
wurde die Methode der ,,Whole mount* in situ Hybridisierung verwendet. Bei dieser Methode
werden komplementdre Nukleotidsequenzen, sogenannte ,in sifu RNA-Sonden®, mit
Digoxygenin (DIG) markiert und nach der Hybridisierung mit DIG-spezifischen Antikdrpern
nachgewiesen. Das Protokoll ,,High-resolution in situ hybridization to whole-mount zebrafish
embryos* (Thisse, Thisse, 2008) wurde ohne Anderungen iibernommen. Die fixierten und in
Methanol gelagerten Zebrafischembryonen wurden manuell dechorioniert. AnschlieBend
wurden die Proben rehydriert (5 Minuten 75 % (v/v), 50 % (v/v) und 25 % (v/v) Methanol in
PBS). Die Embryonen wurden 4 Mal fiir je 5 Minuten mit PBT gewaschen und entsprechend
dem Entwicklungsstand mit 10pug/ml Proteinase K (Sigma) fiir 30 Sekunden bis 30 Minuten
permeabilisert. Die Permeabilisierung wurde durch 20 Minuten Inkubation in 4% (w/v)
Paraformaldehyd in PBS gestoppt. Reste der Paraformaldehydlésung wurden durch 5 Minuten
Waschen mit PBT entfernt. Die Embryonen wurden fiir 5 Stunden mit 700ul
Hybridisierungspuffer (50 % (v/v) Formamid, 5 x SSC, 0,1 % (v/v) Tween 20, 50pg/ml
Heparin, 500pg/ml Weizenkeim-tRNA, pH 6,0) bei 70°C inkubiert (,,Prahybridisierung®).
Der Hybridisierungspuffer wurde entfernt und durch 50ng DIG-RNA Antisensesonde (siche )
in 200 pl Hybridisierungspuffer ersetzt und die Proben iiber Nacht bei 70°C inkubiert.
Uberschiissige Sonde wurde durch Waschen (10 Minuten 100 % (v/v), 75 % (v/v), 50 %
(Vv/v), 25 % (v/v), 0 % (v/v), Hybridisierungspuffer (ohne tRNA und Heparin) in 2 x SSC, 2 x
30 Minuten 0,2 x SSC bei 70°C, 10 Minuten 75 % (v/v), 50 % (v/v), 25 % (v/v), 0 % (v/v) 0,2
x SSC in PBT) entfernt. Unspezifische Antikorperbindungsstellen wurden durch 4 Stunden
Inkubation mit Blockingpuffer (2 % (v/v) Schafsserum, 2mg/ml Rinderserumalbumin in PBT)
geblockt. Die Embryonen wurden iiber Nacht bei 4°C mit einer 1:10000 Verdiinnung eines
mit alkalischer Phosphatase gekoppelten DIG-Antikorpers inkubiert und darauthin gewaschen
(6 x 15 Minuten PBT, 3 x 5 Minuten alkalischer Tris-Puffer (100 mM Tris-HCI pH 9,0, 50
mM MgCL, 100 mM NaCl, 0,1 % (v/v) Tween 20)). Die Embryonen wurden unter
Sichtkontrolle mit Farbelosung (225 pl einer 50 pg/ml NBT und 175 pl einer 50 mg/ml BCIP
Stammlosung, geldst in alkalischem Tris-Puffer (siehe oben)) gefirbt. Die Férbereaktion

wurde durch drei Mal 10 Minuten Waschen mit Stoplosung (1 mM EDTA, 0,1 % (v/v) Tween
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20 in PBS) angehalten. AnschlieBend wurden die Proben fiir zwei Tage bei 4°C in 20 % (v/v)
Glycerol gelagert, um sie von fixierungsbedingter Hintergrundfarbung zu befreien (,,clearen®)

(siehe ).

2.6.9. TUNEL-Farbungen

Die sogenannte TUNEL-Férbung (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP
nick end labeling) ist eine Methode, bei der freie 3’-OH DNA-Enden enzymatisch mit
fluoreszierenden Nukleotiden markiert werden. Freie 3’-DNA-Enden entstehen bei
Zellzerfallsprozessen, bei denen fragmentierte DNA auftritt, wie z.B. Apoptose und Nekrose.
Die Féarbung wurde mit dem Kit ,,DeadEnd fluorometric TUNEL system* (Promega) nach
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Proben (auf Methanol gelagerte Embryonen, siche
oder rehydrierte Serienschnitte, siehe ) wurden fiir 10 Minuten in 100 pl Aquilibrationspuffer
inkubiert. Die Proben wurden daraufhin in Firbeldsung (45 ul Aquilibrationspuffer, 5 ul
fluoreszenzmarkierte dNTPs, 1 ul rTDT Enzym) iiberfiihrt und 60 Minuten bei 37°C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Waschen (2 x 5 Minuten 2 x SSC) gestoppt. Die Proben
wurden entweder in 20 % Glycerol tberfiihrt (Larven) oder mit ,fluorescent mounting

medium® (Dako) eingedeckelt (Serienschnitte).

2.7.Experimentelle Fischhaltung

2.7.1. Fischzucht und Fischhaltung

Die Aufgabe der Fischhaltung bestand hauptsdchlich darin, geniigend Fischeier fiir die
damit verbundenen Experimente zur Verfiigung zu stellen. Wildtyp Zebrafische des Stammes
Cologne (CO) wurden wie beschrieben gehalten(Nusslein-Volhard, Dahm, 2002), allerdings
mit dem Unterschied, dass die Fiitterung 4 Mal am Tag erfolgte und die Haltungstemperatur
bei 28°C lag. Die Fische wurden, in Einzelpaaren und physikalisch getrennt, alle 10 Tage in
zwei parallelen Reihen am Vorabend des Experiments zusammengesetzt. Am
darauffolgenden Morgen wurde die Trennung aufgehoben und die Gelege wurden 20 Minuten
nach Entfernen der Trennscheibe gesammelt, um eine genaue FEinteilung in
Entwicklungsstadien zu ermdglichen. Die Embryonen wurden, unabhédngig von der Art der

experimentellen Behandlung, in Standardembryonenpuffer (107 % (w/v) Methylenblau, 5mM
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NacCl, 0,17mM KClI, 0,33mM CaCl,, 0,33mM MgSO.) bei 28°C in einem Inkubator gehalten.
Wenn notwendig, wurden die Fischlarven nach 7 Tagen in die Fischzucht iiberfiihrt.
Erwachsene Fische (drei Monate und élter) und Zebrafischlarven wurden vor dem Toéten
durch Inkubation in 40 pg/ml Tricain (Sigma) betdubt. Die Totung erfolgte bei Erwachsenen
durch Entfernung des Kopfes mit einem Skalpell, bei Larven durch Einstellen der
Betdubungslosung auf 4 % Paraformaldehyd oder durch Schockfrieren in fliissigem

Stickstoff.

2.7.2. Morpholinoinjektionen

Morpholinooligonukleotide (kurz: Morpholinos) sind synthetische Oligonukleotidanaloga,
in denen die Ribose durch einen Morpholinring und das Phosphat durch ein Phosphoroamidat
ersetzt sind. Diese Modifikation macht das Molekiil extrem widerstandsfihig gegeniiber
enzymatischem Abbau. Die Morpholinos werden so entworfen, dass sie entweder mit
bestimmten Bereichen der pra-mRNA hybridisieren und damit das korrekte Spleilen der
mRNA oder mit der reifen mRNA hybridisieren und die Translation des Proteins verhindern.
Eine modifizierte Form der Antisenseknockdownmethode (Summerton, Weller, 1997,
Summerton, 2007) wurde verwendet, um spezifisch die Expression der Zielgene (UCMAa,
Matn-1) zu unterbinden. Die Injektionen wurden quantitativ unter Verwendung einer
InjectMan NP2/Femtojet Anlage vorgenommen. Die Kalibrierung wurde fiir jede neue
Injektionskaniile einzeln vorgenommen, indem Injektionsdruck und Injektionszeit angepasst
wurden, bis das Zielvolumen von 5nl Injektionslosung pro Injektion erreicht wurde. Da das
Injektionsvolumen immer konstant war, wurde die Morpholinokonzentration nach Bedarf

variiert (2,5ng-20ng Morpholino und 0,1% (w/v) Phenolrot je Embryo).

2.7.3. Toxikologische Untersuchungen

Die Konsequenzen eines blockierten Proteasomsystems auf die Entwicklung von
,knockdown* und Wildtyp Zebrafischlarven wurden analysiert, indem die Eier nach der
Injektion in 10 puM  Bortezomib  (Millenium  Pharmaceuticals), gelost in
Standardembryonenpuffer (siehe ), {iberfiihrt und fiir die angegebene Zeit bei 28°C inkubiert
wurden. Die Larven wurden anschlieend lichtmikroskopisch untersucht.

Es wird vermutet, dass die y-Carboxylierung von Glutamat in Ucma eine wichtige Rolle

in dessen Funktion spielt(Viegas u. a., 2008). Um das Fehlen der y-Carboxylierung zu
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untersuchen, wurden Zebrafischembryonen zu den angegebenen Zeitpunkten in 16 mg/ml
bzw. 21 mg/ml Natriumwarfarin (Sigma), geldst in Standardembryonenpuffer, tiberfiihrt und
fiir die angegebenen Zeiten darin inkubiert. Die Embryonen wurden lichtmikroskopisch und
als ,,Whole mount* mittels Alcianblau- und Alizarinrotfdrbungen untersucht.

Als Positivkontrolle fiir die Untersuchung verschiedener Zellstressfaktoren wurden
Proteinextrakte (siche ) von Embryonen verwendet, die 12 Stunden vor Tétung mit 500 nM
des Topoisomerasechemmers Camptothecin, gelost in Standardembryonenpuffer, behandelt
wurden. Die Embryonen wurden dann zu den angegebenen Zeitpunkten in fliissigem

Stickstoff schockgefroren.

2.8.Reagenzien und Materialien

2.8.1. Stammlosungen

Alle Stammldsungen wurden vor dem Benutzen autoklaviert.

10 PBS Stammlosung

1,4AM NaCl
100mM KCl
80mM NazHPO4
20mM KH,PO,
pH 7,4

10x TBS Stammldsung

1,5M NaCl
500mM Tris HCI
pH 7.4

50x TAE Stammldsung

240¢g Tris-Base
57,1ml Eisessig
50ml IM EDTA
ad. 1000ml Hzodd
20x SSC Stammlosung

3M NaCl
0,3M Na-Citrat
pH 7,0
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2.8.2. Antikorper

Antikorper

Alexa488 o r (Kaninchen)
Alexa546 ar

Alexa488 o gp (Meerschw.)
Alexa546 o gp

a DIG AP

Biotin-IgG a r

d (Esel) a gp HRP

IRDye 700 DX o r

IRDye 800 CW a gp

gp o z (Zebrafish) Matn1 A2
racol?

r a LC3 NB100

r a Active Caspase-3

r o gp HRP

r a p53 (CT)

r a z MatnlAl

r a z Matnl1 A2

r a z Matn3A

r a z Matn3B

r a z Matn4Al

s (Schwein) o.r HRP®

Verd. WB

1:5000

1:3000
1:5000
1:5000
1:3000

1:200
1:200
1:3000
1:200
1:600
1:3000
1:1000
1:400
1:400
1:3000

Verd. IHC

1:2000 Invitrogen

1:2000 Invitrogen

1:2000 Invitrogen

1:2000 Invitrogen

1:10000 Roche

1:1000 Jackson Immunoresearch
- Jackson Immunoresearch
- Rockland

- Rockland

1:2000 Pineda Antikorper Service
1:200 Polysciences Inc.

- Novus Biologiclas

- BD Biosciences

- Sigma

- AnaSpec

1:200 Diss. Ko et. al., 2005
1:2000 Pineda Antikorper Service
1:100 Diss. Ko et. al., 2005
1:800 Diss. Ko et. al., 2005
1:800 Diss. Ko et. al., 2005

Dako Cytomation

Tabelle 2.1: Antikorper mit den jeweils verwendeten Verdiinnungen in ,,Western blots*“ (WB)
und immunhistochemischen Firbungen (IHC). In Fettschrift dargestellte Buchstaben
kennzeichnen den Spenderorganismus fiir Primdrantikérper. a: anti, r, Kaninchen, gp,

Meerschweinchen

2.8.3. Chemikalien und Enzyme

Der Grofiteil der organischen und anorganischen Salze wurde, sofern nicht im Einzelfall unten
anderweitig vermerkt, von der Firma Merck bezogen.

1kB-Marker

2-(4’-Hydroxyazobenzol)-Benzoesdure (HABA)
5-Bromo-4-Chloro-3’-Indoxylphosphat (BCIP)

Agar-Agar
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Antarctic Phosphatase

Blocking Reagenz fiir RNA Dot-Blots

Blocking Buffer for Odyssey Western Blotting

Bortezomib

Broad Range Protein Marker (2-212kDa)

Bromphenolblau
Camptothecin
Carbenicillin
Chloroform

New England Biolabs

Sigma
Roche

Merck

Sigma

Sigma

New England Biolabs
Roche

Rockland

Millenium Pharmaceuticals
New England Biolabs
Serva

Calbiochem

Sigma

Merck
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CNBr-aktivierte Sepharose
Coomassie Brilliant Blue R-250
Dako fluorescent mounting medium
Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

DMEM F-12 Nédhrmedium - L Glutamin
DNA-Polymease AmpliTaq
DNA-Polymerase Expand High Fidelity
DNA-Polymerase Pfu Ultra II

DPX mounting medium

Eisessig

Ethanol

Eosin (Erythrosin Etra Blue)

Fetal Bovine Serum (FBS)
Formaldehyd

FuGENE-6

Glutaraldehyd

Glycerin

Glycin

Guanidiniumhydrochlorid
Hiamatoxylin

Heparin

Hyaluronidase

Hybond N Nylonmembran
Isopropanol

Kaisers Glyceringelatine
Lachssperma-DNA

Lennox L Broth Base (LB)
L-Glutamin

Natriumacetat (NaAc)

Natriumazid

Natriumdodecylsulfat
Natriumwarfarin
Nitroblau-Tatrazoliumchlorid (NBT)
N-Ethylmaleimid (NEM)

Nonidet P40

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder
Paraffin (3, 6, 9)

Paraformaldehyd

Phenol

Phenolrot
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)
Phosphorséure

Polyacrylamid (Protogel)

Ponceau S

Proteinase K

Protran BA45 Nitrozellulosemembran
pUC-Mix Marker, 8

Puromycin

RNAse H 5000 U/ml
Restriktionsendonukleasen und Puffer

GE healthcare
Serva

Dako

Fluka

Sigma

Gibco

Applied Biosystems
Roche

Agilent

Sigma

VWR

Alfred Quadflieg
Fluka

Biochrom AG
Merck

Roche

Serva

Fluka

Merck

Fluka

Merck

Sigma

Sigma

Amersham

Merck

Merck

Invitrogen
Invitrogen

Gibco

Merck

Merck

Serva

Sigma

Roche

Fluka

Sigma

Fermentas

Richard Allen Scientific
Fluka

Carl Roth

Sigma

Sigma

Fluka

National Diagnostics
Serva

Sigma

Schleicher & Schuell
Fermentas

Gibco

New England Biolabs
New England Biolabs
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Rinderserumalbumin (BSA)

ROTI PVDF Membran

Rotihistol

Salzsdure

Schwefelsdure

Superscript RT 11

Super RX Rontgenfilm

Strep-Tactin®

Streptavidinkonjugierte alkalische Phosphatase
TagMan® Gene Expression Master Mix
Tatramethylbenzidin (TMB)
Tetramethylendiamin (TEMED)

Tricain

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)-Base
TRIzol Reagenz

Trypsin/EDTA fii

Tween 20

Weizenkeim-tRNA

Xylencyanol

Xylol

2.8.4. Gerite
2.8.4.1. Allgemeine Laborgeriite

BioPhotometer

Brutschrank 5050 E

CM 3050 Cryotom

EPS 3500

FemtoJet

Glashomogenisator

GN 3056 Standard Gefrierschrank

HM 355 S Mikrotom

IKA Combimag RET Heizplatte

InjectMan NI 2

Mighty Small IT SE250 Gelelektrophoresekammer
Mikropipetten

Multiskan MS Plate ELISA Reader
Nanodrop Spectrophototmeter DN-1000
Odyssey Near Infrared Imaging System
OTS 30-3040 Wérmeplatte

Owl B2 Horizontales Gelelektrophorese-System
PowerPac Basic Netzteil

Rotamax 120 Plattformschiittler
Thermocell Cooling & Heating Block
Ultra-Low Temperature V.I.P. MDF-U73V
Ultraschall Desintegrator 500 W

Unitron Inkubationsschiittler
UV-Stratalinker 2400
UV-Transilluminator

Evolution LC Monochrom

Serva

Carl Roth

Carl Roth

VWR

VWR

Invitrogen

Fuji

IBA

Jackson Immunoresearch
Applied Biosystems
Merck

Sigma

Sigma

Sigma

Invitrogen
Biochrom AG
Fluka

Sigma

Carl Roth
Karl-Josef Kost

Eppendorf

Heraeus

Leica

Pharmacia Biotech
Eppendorf

B. Braun Melsungen
Liebherr

Microm

JK

Eppendorf

Hoefer

Gilson

Labsystems

Peqlab Biotechnologie
Li-Cor

Medite Medizintechnik
Thermo Scientific
Biorad

Heidolph

Biozym Scientific
Sanyo

Novodirect

InforsHT

Stratagene

UVP.Inc

Weiss Imaging Solutions
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Wasserbad 3074

Ko6ttermann

2.8.4.2. Mikroskope und Binokulare Mikroskope

Axiophot

Digital Sight DS-2MV
Axiolab

Eclipse E 200

Nikon TMS

SMZ 1500

Digital Sight DS-Fil

2.8.4.3. Plastikwaren

384-well optical plates

BD Conical Tubes

BD Pipets

Maxisorb 96 well ELISA plate
Petrischalen

Zellkulturschalen

6-Loch Zellkulturplatten
Pipettenspitzen
Einmalpipetten

Safeseal Reagiergefal3e

2.8.4.4. Glaswaren
Deckgliser
Objekttrager
Gefraste Objekttrager
Priparierschalen
2.8.4.5. Thermocycler
TPersonal Thermocycler
PTC-200 Thermocycler
7900HT Fast Real-Time PCR System
2.8.4.6. Zellkultur

Begasungsbrutschrank 6000
HERAsafe KS

2.8.4.7. Zentrifugen

Biofuge Primo R

J-21 High Speed Refrigerated Centrifuge

Megafuge 1.0 R
Ultrazentrifuge L7-55
Zentrifuge 5415 R

Zeiss

Nikon
Zeiss

Nikon
Nikon
Nikon
Nikon

Applied Biosystems
BD Falcon

BD Falcon

Nunc International
Greiner Bio One
BD Falcon

BD Falcon

Greiner Bio One
VWR

Sarstedt

Menzel Glaser

Thermo Electron Corporation

VWR
VWR

Biometra
MJ Research
Applied Biosystems

Heraeus
Heraeus

Heraeus
Beckmann
Heraeus
Beckmann
Eppendorf
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2.8.5. Kits

Ambion
mMMESSAGE mMACHINE T7 Ultra

InterChim
BC Assay protein quantitation kit

Macherey-Nagel
NucleoSpin® Plasmid DNA Purification Kit

MoBio
UltraClean 15 DNA Purification Kit

Promega
DeadEnd™ fluorometric TUNEL system

Quiagen

Midi Plasmid Purification Kit 100
RNeasy Mini Kit

Oligotex Direct mRNA Kit Micro

Roche
DIG RNA labelling Kit (SP6/T7)
Rapid DNA Ligation Kit

Sigma
SIGMAFAST" Fast Red TR/Naphthol AS-MX Tablets

TaKaRa
5’-Full Race Core Set

Thermo Scientific
ABsolute Blue QPCR Master Mix

Katalognummer 1345

Katalognummer FT-40840

Katalognummer 740588.50

Katalognummer 12100-300

Katalognummer G3250

Katalognummer 12145
Katalognummer 74104
Katalognummer 72012

Katalognummer 11 175 025 910
Katalognummer 11 365 379 001

Katalognummer F4648

Katalognummer 6122

Katalognummer AB-4136A
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2.8.6. Oligonukleotide

2.8.6.1. Morpholino Oligonukleotide

Morpholinobezeichnung 5’-3’ Sequenz

Matn-1z ATG antisense I 5’-CGGCAATGTCATACTGTAGCGCGGC-3’
Matn-1z ATG mismatch I 5’-CGGgAATcTCATAgTGTAGaGCceGC-3’
Matn-1z ATG Antisense II  5-TGAGTCCCAATGACCTGCTCCAAAA-3’

Matn-1z SP antisense 5’-GGATGTGTGAATGTCTTACCCATAG-3’
Matn-1z SP mismatch 5’-GGATcTGTcAATcTCTTACgCAaAG-3’
p53z antisense 5’-GCGCCATTGCTTTGCAAGAATTG-3’
UCMAZA antisense | 5’-AAGAGCAGGTTGAGTCCAGGACATG-3’
UCMAZA mismatch [ 5’-AAcAGCAGGTTcAGTCCAcGAEATG-3’
UCMAZA antisense 1 5’-ATTTAGCGGAGCAGGAGTGAAGAAA-3’
UCMAZA mismatch II 5’-ATTTAcCGGAcCAcGAGTcAACAAA-3’

FL. Std. Control 5’-CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3’
ZF Chordin 5’-ATCCACAGCAGCCCCTCCATCATCC-3’

Tabelle 2.2: In Fettschrift dargestellte Kleinbuchstaben kennzeichnen Mismatchbasen. ATG
translationsblockende Morpholino-Oligonukleotide; SP Spleif3stellenblockende Morpholino-
Oligoneukleotide

2.8.6.2.  Oligonukleotidprimer

Primerbezeichnung 5°-3’ Sequenz

B-Actin Ex1 f 5’-CCCTTGACTTTGAGCAGGAG-3’

B-Actin_Ex2 r 5’-ACAGGTCCTTACGGATGTCG-3’

Milz S SP f* 5’-GTTTGTGATGCTGCTATGC-3’

Mlz S Al/1 1 5’-AGAGAGACTTCGTTCTTCAC-3’

Mlz S A1/2 1 5’-CTTCTTGGTGAGCTTCTCG-3’

Mlz S EGF r* 5’-ACAGTCATGATCACCAGTC-3’

Mlz S A2/1 1 5’-CGTCTGTGAAGACAATACC-3’

Mlz S A2/2 1 5’-CTCATCCTCAACTGCATTG-3’

Mlz S CC1 1 5’-TGGAATTACATTCACAGGG-3’

Mlz S CC2 1 5’-AACGATCTTGTTCTCCACG-3’

Mlz N SP f* 5’-ATCATGGGAGCTCAAGC-3’

Mlz N _Al/l_r* 5’-TCTGCTGGCGTAGTTCAC-3’

Mlz N Al/2 r* 5’-TCTACGTGATCCTCCAGG-3’

Mlz N _EGF r* 5’-CACAACCGGCACAAAAGGC-3’

Mlz A2 Nhel f1° 5’-TACTAGCTAGCGTGTCGGACCTATGCGC-3’
Mlz A2 BamHI rl1” 5’-GCGGATCCTCATCCTCTTGACAAACGTTG-3’
Mlz A2 f2° 5’-CAACAGCAAACGATCCC-3°

Mlz A2 12" 5’-CGCGGATCCTCATCCCTCTTGACAAACGTTG-3’
M4z A2 Nhel f1° 5’-CTACTAGCTAGCGATAACTTATGCAACACAGTTG-3’
M4z A2 BamHI rl1” 5’-CGCGGATCCTCACGCTGCGCAGACGTTG-3’
Mlz mutl 5’-GTCGGTATTGTCTTCACAG-3’

Mlz mutl r® 5’-CTGTGAAGACAATACCGAC-3’

Mlz 5’RACE PI ' 5’-(P)CTCTCCATGTAGTCC-3’

Mlz 5’RACE fl1 5’-CAGAAACCAACACCCAC-3’
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Mlz 5’RACE rl

Mlz 5’RACE N f1°
Mlz 5RACE N r1°
Mlz 5’RACE P2 1
Mlz 5’RACE P3 '
Mlz 5RACE f2
Mlz 5’RACE 12
Mlz 5’RACE N f2°
Mlz 5’RACE N 12°
Mlz zml13 Ncol f*
Mlz zmlll BamH1 f
Mlz S1 r*

Mlz S2_f

Mlz S3 r*
Mlz S4 f

Mlz S5 r*
Mlz_S6_f
Mlz S7 f
Mlz S8 '
Miz S9 f

Mlz S10 r*

Miz S11_f

Mlz S12_r*

Miz N1

Mlz N2 r

M4z N3 _f

Mlz N4 r
M3Bz N5 f
M3Az N6 _f
M3Az N7 r
M3Az N8 _f
M3Az N9 ¢

Mlz N10_f

Mlz NI1 r
UCMAa_f
UCMAa r
UCMAb_f
UCMADb r
UCMAa_FL f
UCMAa FL r'
UCMAa_S1 f
UCMAa S2_f
UCMAa_S3_f
UCMAa S1 SN f*
UCMADb FL f'
UCMAb _FL
UCMADb S1_f°
UCMAb _S2_f
UCMAb_S2 r°
UCMAb_S3 f
UCMAb_S3 r*

5-GATCCATTTCTTCACCAG-3’
5-GATCCCTGAAAGAAGCTGTG-3’
5’-CATCTGTGGCTGCATTACTG-3’
5’-(P)TCCAGTTTGTCGATG-3’
5’-(P)GCACTTGAAAGATCC-3’
5-CCAAGAGTGTGAGACCTG-3’
5’-CCAAGAGTGTGAGACCTG-3’

5 TTGAGCTGGTGAAGAAATGG-3’
5" TCTGCAGGCGCACTTG-3’

5" AACCATGGCAGTCTGTCTCTGGTTTTGG-3’
5" AAGGATCCTGGACAATAGCGATGAAGGCAG-3’
5-GGAAGTTTATTACAATGCTCG-3’
5’-CCTGGCAGGTAACATGTC-3’
5-CGATGAGGCTGTAGCTC-3’
5’-CAGGCAGATGGCCAG-3’
5-GGCCTCCTGGAACTTC-3’
5-GCCAGCAGAGTGAAGAAC-3’
5-CACAAAACCAAGGGCTG-3’
5-GAGCTTCTCGATGAGGC-3’
5-CAGTACATGCGTTGACAG-3’
5’-CTCGCTGGCCATCTG-3’
5’-GGTAACATGTCATTAGTACAG-3’
5-GGTGAGCTTCTCGATG-3’
5’-GTCATTGGGACTCACGCCGC-3’
5’-CCTGCTCGAACTCAGAGGGC-3’
5’-GCTGTGGAACTTGTCGAACC-3’
5 TACATGCTGAGCGGGAACTC-3’
5" ACTGGCATGGCTATCAAAAC-3’
5’-GTCCTTCATTGGGAGTTTGG-3’
5’-CGACCTTTGAGATGTTCTTCG-3’
5’-ATTGCCTCTCTGTTCTGCTG-3’
5’-CCAGGAAGATCTTGACCTTC-3’
5’-GTCATTGGGACTCACGC-3’
5’-CCTGCTCGAACTCAGAG-3’

5" TCAAATTCCATTCACTGCTCTC-3’
5’-CGTCTTGCTCGTCGTTTTC-3’

5" TGTGCTTCTGGTACCAGCTC-3’
5" ATAGTACTGGCGGTGGTGAG-3’
5’-CACTCCTGCTCCGCTAAATC-3’
5" TTACCCGCTGATTTAGATGG-3’
5’-CCATCACCTGTGCACTG-3"*
5-GAGATAAACGAGCAAGACG-3’
5’-CGTCTTGCTCGTTTATCTC-3’
5-CCAGCTTCTTCAAACGG-3’

5 TGATCTTAATTATGGCCTGG-3
5’-GTTTATAGTACTGGCGGTGG-3’
5’-GTGCTGATCGGACCATCTAAG-3’
5-GAATACTATGAACACTATG-3’
5’-GTTGTTTAATAGTACTGG-3’
5’-GTGCTGATCGGACCATCTAAG-3’
5’-CTCTCATACTGTTCATAGTATTCCTCA-3’
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UCMADb S1 SN r™° 5’-TAAGTTTTAGGAGATCGTCG-3’

Tabelle 2.3: f forward-Primer; r reverse-Primer; ~ Klonierungsprimer; ° Nested- und
Seminested-PCR Primer; * Sequenzierungsprimer, ¥ RACE-Primer; * Mutageneseprimer;

BamHI/Nhel Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen

2.8.6.3. SybrGreen Real Time PCR Oligonukleotidprimer

Primerbezeichnung 5’-3’ Sequenz

Col2alz fl 5’-TGCTATCGCTTGTAAGATGTC-3’
Col2alz rl 5’-TCTGTAATATCGCCTGGTTCTC-3’
Col2alz {2 5’-GCTTTACATATGGCGTACTTGAG-3’
Col2alz r2 5’-TGTACTCGATCACAGTCTTGG-3’
Decorinz_f1 5’-GCAGACCACAAATACATTCAGG-3’
Decorinz rl 5’-CCTTCTTTGTATTATAGCCTGGTG-3’
Decorinz_f2 5’-AAGGACCTGAAGTACCTTTCTG-3’
Decorinz_r2 5’-CTCCGTGATCTTGTTGTTCTG-3’

DrHspa5-5P (BIP)
DrHspa5-3P (BIP)

5’-CGAAGAAGCCAGATATCGATGA-3’
5’-ACGGCTCTTTTCCGTTGAAG-3’

DrUbiquitin-5P 5’-CGAGAAGGGCCAGGTCAAA-3’
DrUbiquitin-3P 5’-GCTGGTCCTTCGGCACTCT-3’
DrXbp1-5P 5’-AAGTCCTCCTGATATCGGGAAAA-3’
DrXbp1-5P 5’-TGAAGAGGCTTGATTCGGTATCAT-3’
M3Az fl 5’-GATCTCTGCGATTCCTATGAC-3’
M3Az rl 5’-CTACACTGTGAATCTGTAGCTG-3’
M3Az f2 5’-CAGTGGCTCCTCCTATTACTG-3’
M3Az 12 5’-CTGAACAATCTCCACCTTCAC-3’
M3Bz f1 5’-AAGACATTGAGCATTCAAGGG-3’
M3Bz rl 5’-CTACTCTGACACCTAGTGGAC-3’
M3Bz {2 5’-TGATGAAGGTTCGATATTTCCC-3’
M3Bz 12 5’-CTACTCTGACACCTAGTGGAC-3’
M4z fl 5’-CACTCAATGACGACAAGAAGAC-3’
M4z rl 5’-GAGTATCCTTCATCACAGCGA-3’
M4z 2 5’-GCTCACAGGATGACATTCAG-3’
M4z 12 5’-GCTGTAGAAGAAGTGTTTCTCC-3”
UcmaAz fl 5’-GGAACACTTAGAGGAACAGAG-3’
UcmaAz rl 5’-GGGTATTGAGGGTATTGACCA-3’
UcmaAz {2 5’-AAAGACAGGAAAGCTCAAGGA-3’
UcmaAz 12 5’-TTTGCAGACATCTTTACCCTC-3’
UcmaBz_f1 5’-GGAGTATCACGAGGAACAGAG-3’
UcmaBz rl 5’>-TATATTCGTATGACGGGTCCA-3’
UcmaBz_f2 5’-ACTCAAGATGAGATAAACGCTG-3’
UcmaBz r2 5S-ATTTATTCCTCTGTTCCTCGTG-3’
Tbpz_f1 5’-CAAGTTTCCCATCCGATTAGAG-3’
Tbpz rl 5’-AATAACTCCGGTTCATAGCTG-3’
Tbpz_f2 5’-GAACAACAGCCTACCTCCTTT-3’
Tbpz 12 5’-CCATACGGCATCATAGGACTG-3"

Tabelle 2.4: f forward-Primer; r reverse-Primer
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2.8.6.4. TaqMan® Real Time PCR Sonden

TagMan Matn1-Sonde: Dr03092841 ml
TagMan rpl13-Sonde: Dr03119263 ml

2.8.7. Bakterien- und Zellkulturstimme

E.coli DH5a Invitrogen
E.coli XL1-Blue Agilent
HEK-293-EBNA Invitrogen

2.8.8. Zebrafischstimme

COL Stamm Eigene Zucht
sox10:egfp Prof. Hammerschmidt

2.8.9. Vektoren

pBluescript II KS (+/-) GenBank #X52327/#52329
und vgl. Abb. 2.6
V19 pCEP Pu vgl. Abb. 2.6

2.9.Software und Internetbasierende Dienste

Adobe Photoshop CS2 Adobe Systems Incorporated

Adobe Reader 10.0.1 Adobe Systems Incorporated

Chromas Lite 2.01 Technelysium Pty Ltd

Corel Draw X4 Corel Corporation

ImagelJ 1.43u National Institutes of Health

ImageSP 1.1.2.9 TRS & SysProg

IrfanView 4.27 Skiljan Irfan

Microsoft Office 12 Microsoft

OpenOffice 3.3.0 Sun Microsystems/Oracle

VectorNTI 9.0 Invitrogen

OpenAstexViewer 3.0 Astex Therapeutics Ltd.

Cn3D 4.3 NCBI

OligoCalc http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html
SA-Design Tool http://www.sigmaaldrich.com/configurator/servlet/DesignCenter

2.10. Externe Unternehmen

Pineda Antikorper Service Schkopauer Ring 5, 12681 Berlin
Servicelabor des Zentrums fiir molekulare Medizin Robert-Koch-Str. 21, 50931 Kd6ln
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Xbal (9696)
SV40 pA
BamHI (9291)
Xhol (9273)

Pr Nhel (9239)
pBluescript Il KS/SK (+) D""“s Thrombin
w e Pry 8xHis-Tag \ \\ l
BMAO oriP
Kpnl (9047) / : ' v
Xbal (9032)
pCMV
Puromycin

1153

’ V19 pcepPu Md.8 (9.700kb)

9700 bp

pUC ori
\ EBNA-1
Ampicillin '
pBluescript Il SK/KS (- : EcoRI (4911)
2961 bp 2

T
T
1564/ IBsel 1457

Abb. 2.6: Vektorkarten

pBluescript II KS (+/-) Klonierungsvektor (A) und V19 Expressionsvektor, freundlichst zur
Verfiigung gestellt von Prof. Manuel Koch, Kéln (basierend auf dem pCEP-PU Vector) (B).
Abbildung  (A) entnommen aus  http:/www.fermentas.com/en/support/technical-
reference/phage-plasmid-dna/pbluescriptll, Abbildung (B) verwendet mit freundlicher
Genehmigung von Claudia Bernards, Koln
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3. Ergebnisse

3.1. Funktionelle Analyse von Ucma/Grp im Zebrafisch

3.1.1. Klonierung und bioinformatische Analyse der verschiedenen wucma

Spleilvarianten im Zebrafisch

Erst vor kurzer Zeit wurde von der Existenz zweier Ucma/GRP Formen im Zebrafisch
berichtet, die als Grp1 und Grp2 bezeichnet werden (Viegas u. a., 2008). In Ubereinstimmung
mit der etablierten Nomenklatur fiir duplizierte Gene im Zebrafisch, welche iiblicherweise mit
»a“ und ,,b* gekennzeichnet werden, wurden die Gene in dieser Arbeit in ucmaa und ucmab
umbenannt. Die Volllingen cDNA Sequenz beider Gene (ucmaal/grpl (zgc:85838;
NM 212934; BC067652.1) und ucmab/grp2 (NM_001089481; BC133944.1)) war bereits in
den Nukleinsiduredatenbanken verdffentlicht. Beide cDNAs besitzen ein offenes Leseraster
von 405 Basenpaaren, das fiir ein 135 Aminosédurereste langes Protein kodiert und eine
Sequenzédhnlichkeit zur Maus von 61,1% aufweist. Die Doménenstruktur zwischen Maus- und
Zebrafischprotein ist vollstindig konserviert (Abb. 3.1 A). Die Ahnlichkeit der Maus- und
Zebrafischproteine auf Aminosiureebene betrigt 63,7% bzw. 57,9%. Die Proteine bestehen
aus einem Signalpeptid mit einer Linge von 26 Aminosdureresten, gefolgt von einem
Propeptid bestehend aus 25 Aminosdureresten und dem reifen Protein aus 74
Aminosdureresten. Die vorhergesagte ,,coiled-coil Oligomerisierungsdoméne* des reifen
Proteins (Tagariello u. a., 2008) ist ebenfalls konserviert. Analog zu den vor kurzem
beschriebenen Ucma Spleillvarianten in der Maus (Le Jeune u. a., 2010), konnten alternativ
gespleite mRNAs von ucma und ucmab nachgewiesen werden, denen entweder Exon 2 oder
Exon 4 fehlen. Eine Spei3variante in der beide Exons fehlten, konnte hingegen nur fiir ucmaa
nachgewiesen werden (Abb. 3.1 C). Wie in der Maus reprisentierten die Spleilvarianten eine
seltenere Subpopulation von mRNAs und jene Spleiflvariante, der beide Exons fehlen, konnte

nur mit einem auf den Exongrenzen 1/3 und 3/5 liegendem Primerpaar amplifiziert werden

(Abb. 3.1 B).
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Abb. 3.1: Dominenstrukturvergleich und alternatives Speiflen von ucmaalb
Aminosduresequenz von Maus (ucmam), Mensch (ucmah) und Zebrafisch (ucmaza, ucmazb)
UCMA. Die Doménenstruktur ist unterhalb angegeben, die konservierte Schnittstelle fiir die
Proproteinkonvertase ist durch ein Sternchen liber dem Sequenzvergleich gekennzeichnet (A).
Intron/Exonstruktur von Zebrafisch ucma mRNAs und die zur Amplifikation verwendete RT-
PCR Strategie. Die entsprechende Domaénenstruktur ist oberhalb angegeben, alternatives
Spleilen, zu den verschiedenen Spleilvarianten S1, S2 und S3 fiihrt, unterhalb. Die Position
von Primern fiir die initiale RT-PCR ist mit schwarzen Pfeilen markiert und von Primern fiir
»semi-nested” RT-PCR mit grauen Pfeilen (B). RT-PCR Analyse mittels initialer RT-PCR
(linke Spalte) und ,,semi-nested* RT-PCR (rechte Spalte) von Zebrafisch ucmaa (obere Reihe)
und ucmab (untere Reihe). Schwache Banden sind mit einem Sternchen markiert. Die
Sequenz aller erhaltenen Fragmente wurde mittels Sequenzierung bestitigt (C). Bp,
Basenpaare, N, Negativkontrolle, sa, ,,semi-nested*
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3.1.2. Struktur der orthologen ucma Gene im Zebrafisch

Um zu bestimmen, ob die beiden ucma Gene im Zebrafisch Orthologe des Maus Ucma
Gens und somit das Ergebnis einer Genomduplikation sind, welche sich nach der Abspaltung
der Knochenfische (Teleostei) von den restlichen Landwirbeltieren ereignete, wurde der
genomische Kontext beider Zebrafisch ucma Gene (Ensembl danio rerio version 60.9 (Zv9))
mit der Umgebung des entsprechenden Maus UCMA-Gens (Ensembl Mus musculus version
60.37m (NCBIM37)) auf Chromosom 2 verglichen (Abb. 3.2). Die fiir Zebrafisch Ucmaa und
Ucmab kodierenden Gene befinden sich auf den Chromosomen 25 bzw. 4. Der genomische
Kontext von Zebrafisch ucmab ist stark konserviert. Wie in der Maus wird ucmab von phyh
und mcm 10 flankiert. Orthologe der Mausgene Nudt5, Cdci123, Ccdc3 und Optn befinden sich
stromabwérts von ucmab. Der genomische Kontext von ucmaa hingegen ist weniger gut
erhalten, obwohl die Zebrafisch Orthologe der Mausgene Camkld und Dhtkdl in raumlicher
Néhe stromabwirts des ucmaa Gens liegen. Eine zusétzliche Syntenie zwischen Maus und
Zebrafisch ergab sich bei der Betrachtung der Struktur der Gene ca. 100 Megabasen
stromabwérts von Maus Ucma auf Chromosom 2. Die Gene Ambral, Mdk, Dgkz, Phf2la,
Prdmll, Rag2 und Ragl sind direkte Nachbarn von ucmaa im Zebrafischgenom. Zudem
befinden sich jeweils duplizierte Gene kodierend fiir die ,,calcium/calmodulin-dependent
protein kinase 1D (camkld and zgc:172284) stromabwiérts der beiden Zebrafisch ucma
Gene, ein weiteres, klares Indiz dafiir, dass sich die ucma Genkopien auf duplizierten

Chromosomensegmenten befinden.

3.1.3. Expression der Zebrafisch ucma Gene

Zur temporalen Analyse der Expression von ucmaa und ucmab wihrend der Zebrafisch
Embryogenese, wurden zu 13 verschiedenen Zeitpunkten zwischen 3 hpf und 120 hpf
mRNAs isoliert und in Zusammenarbeit mit Dr. Andreas Tagariello (Institut fiir
Humangenetik, Erlangen) mittels quantitativer PCR analysiert (Abb. 3.3). Dabei wurde
festgestellt, dass sich die Expression der beiden Gene erheblich unterscheidet. Wahrend
ucmaa mRNA bereits 24 hpf nachgewiesen werden konnte, war ucmab erst ab 88 hpf in
signifikanten Mengen detektierbar. Auch wurde ucmab mRNA zu jedem Zeitpunkt in
erheblich kleineren Mengen exprimiert als ucmaa. Die Expression von ucmaa erfolgt in zwei
Stufen. Ein erster Anstieg der Expression erfolgte zwischen 24 und 40 hpf, ein zweiter

Anstieg erfolgte nach 64 hpf. Die rdumliche Expression von ucmaa und ucmab wurde mit
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Abb. 3.2: Analyse der chromosomalen Lokalisierung und genetischen Nachbarschaft
von Zebrafisch ucmaa/b und Maus Ucma

Vergleichende Genkarten der ndheren Nachbarschaft von ucma auf Zebrafisch Chromosom 4
und 25 und Maus Chromosom 2. Die Kisten heben die Position von ucma hervor. Die
duplizierten Zebrafisch ucma Gene sind zwar auf unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert,
weisen aber, wie mit Sternchen hervorgehoben, teilweise Syntenie mit dem Maus Chromosom
2 auf. Chr, Chromosom

Hilfe von ,,Whole mount* in sifu Hybridisierung in Zusammenarbeit mit Dr. Andreas
Tagariello (Institut fiir Humangenetik, Erlangen) untersucht. Die Untersuchungen ergaben,
dass das ucmaa Gen zuerst von Notochordzellen exprimiert wird. Bei 18 hpf war das
Transkript gleichmidflig im Notochord nachweisbar. Die mesenchymalen Vorlduferzellen
hingegen, welche zu einem spiteren Zeitpunkt das distale Notochord bilden, exprimieren in
diesem Entwicklungsstadium kein ucmaa (Abb. 3.4 A). Ab 24 hpf konnte ucmaa zwar im
distalen Teil des Notochords detektiert werden, jedoch nicht in den Notochordzellen der
wachsenden Schwanzspitze (Abb. 3.4 B). Im Notochord zwei Tage alter Embryonen hingegen
nimmt die Expression von ucmaa im proximalen Notochord deutlich ab, blieb jedoch im
distalen Notochord jenseits der Dottersackerweiterung (,,yolk sac extension®) erhalten (Abb.
3.4 C). Die Expression von ucmaa im distalen Notochord bleibt bis 120 hpf bestehen (Abb.

34 F, I, L). Ab 72 hpf wird ucmaa in allen kraniofazialen Elementen inklusive der

Ethmoidplatte, des Meckel-Knorpels, des Palatoquadratums, der trabekuléren und
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Abb. 3.3: Analyse der temporalen Expression von Zebrafisch ucmaa und ucmab
Quantitative PCR Analyse der Zebrafisch ucmaa (weile Balken) und ucmab (schwarze
Balken) Erxpression. Das Gen codierend fiir das ,,TATA-Box Binding Protein* (zbp) wurde
fiir die Normalisierung herangezogen. hpf, ,hours post fertilisation (Stunden nach
Befruchtung), RQ, relative Quantifizierung

parachordalen Knorpel, des Occipital-Bogens, sowie in den Kiemenbdgen und den sich
entwickelnden Brustflossenstrahlen exprimiert (Abb. 3.4 D, E). Diese knorpelspezifische
Expression wird bis 120 hpf aufrecht erhalten (Abb. 3.4 G, H, J, K). Erstaunlicherweise
wirdei in den Kiemenbodgen bei 96 hpf eine kurzzeitige Abnahme der Expression von ucmaa
verzeichnet (Abb. 3.4 G, H). Im Gegensatz zu ucmaa werden erste Signale fiir ucmab erst ab
96 hpf sichtbar. ucmab wird schwach im trabekuldren Knorpel, im zentralen Teil des
Ceratohyalknorpels und im proximalen Teil des ersten Hypobranchialknorpels exprimiert
(Abb. 3.4 M, N). Dariiber hinaus konnte ucmab nicht im Notochord nachgewiesen werden
(Abb. 3.4 O). Analog zu den Daten der quantitativen PCR waren die in situ

Hybridisierungssignale von ucmab durchgehend schwécher als jene von ucmaa (Abb. 3.4).
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Abb. 3.4: Analyse der riumlichen Expression von Zebrafisch ucmaa und ucmab
Zebrafischembryonen angegebenen Alters wurden mit RNA Sonden spezifisch fiir ucmaa (A-
L) oder ucmab (M-O) hybridisiert. ucmaa wurde wihrend der Entwicklung durchgehend im
Notochord transkribiert (A durch Pfeile markiert, B, C, F, I, L) und in allen kraniofazialen
Knorpelstrukturen wie Ethmoidplatte (e), Meckel-Knorpel (m), Palatoquadratum (pq),
trabekulérer (t) und parachordaler (pc) Knorpel, Occipital-Bogen (oa), Kiemenbogen (pa) und
Brustflosse (pf) (D, E, G, H, J und K). Im Gegensatz dazu war die Transkription von ucmab
erst ab 96 hpf in Teilen des trabekuldren Knorpels (t), des Ceratohyalknorpels (ch) und des
Hypobranchialknorpels (hb) detektierbar (M-O).
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3.1.4. Morpholino ,,knockdown* von Zebrafisch Ucmaa

Ein sogenannter ,.knockdown®, die zeitliche Verhinderung der Expression eines Proteins,
wurde durch die Injektion von translationsblockierenden antisense Oligonukleotidanaloga
(,,Morpholinos®) in Zebrafischembryonen (im Folgenden ,Morphanten® genannt) erreicht.
Um die Spezifitit der Morpholinos zu iiberpriifen, wurden zwei verschiedene Morpholinos,
UCMAZA antisense I und II und als Kontrolle UCMAZzA mismatch I und II mit jeweils fiinf
Basenaustauschen verwendet. Da die Injektion von mehr als 5 ng des UCMAZzA II
Morpholinos pro Embryo iiber den Verlauf der ersten 24 Stunden letal war, wurden alle
folgenden Experimente mit 2,5 ng Morpholino pro Embryo durchgefiihrt. Mit 2,5 ng
Mismatchmorpholino injizierte Embryonen wurden verwendet, um unspezifische Effekte der
Morpholinoinjektion zu untersuchen. Die Mismatchmorphanten wiesen leichte
Wachstumsverzogerungen bei 48 hpf auf, welche jedoch bereits bei 72 hpf vollstindig
verschwanden (Abb. 3.5 A, oberer rechter Abschnitt). Die Antisensemorphanten hingegen
zeigten ein breites Spektrum an Phénotypen. Milde Phénotypen (etwa 55% der Morphanten)
wiesen schwache Wachstumsverzogerungen auf, die im Gegensatz zu den
Mismatchmorphanten, nicht kompensiert wurden. Bei 24 hpf waren sowohl der Kopf, als
auch das Notochord der Antisensemorphanten missgebildet. Der Kopf war kleiner und
schwécher ausgepriagt. Das Notochord war ungleichméBig gewellt. Oft konnte eine schwere
Verformung des distalen Notochords beobachtet werden, die in der sich entwickelnden
Fischlarve zu einem Knick im Schwanz fiihrte. Obwohl die einheitliche Somitenbildung bei
den milden Phénotypen nicht beeinflusst wurde, waren die ansonsten scharfen Grenzen der
Somiten diffus. Die zwischen 24 hpf und 48 hpf einsetzende Augenpigmentierung war bei
den Morphanten weniger deutlich ausgeprigt. Bemerkenswerterweise wurden die meisten
beschriebenen Fehlbildungen, bis auf die Wachstumsverzogerung, iiber den Verlauf der ersten
72 Stunden korrigiert. Obwohl die Morphologie der Korperachse und des Notochords der
Morphanten offensichtlich jener der unbehandelten Tiere bei 72 hpf dhnelte, sah der an den
Vortagen schwere Missbildungen aufweisende Teil des Notochords, weiterhin wellig und
diffus aus (Abb. 3.5 A, unterer linker Abschnitt). Schwere Phinotypen (etwa 45% der
Morphanten) wiesen deutlichere Wachstumsstérungen auf. Obwohl der Kopf morphologisch
vollstindig angelegt wurde, entwickelte er sich langsamer und stellte nach 24 hpf das
Wachstum komplett ein. Die Augenpigmentierung war, dhnlich dem milden Phénotyp,

unvollstindig. Der Hinterleib wurde zwar immer angelegt, war aber spiralartig komprimiert

71



unbehandelt
24 s
hpf
¥
48
hpf
72

hpf T Pt ;Tm::Z:'}"*‘;,*;'?f"":'; —

milder Phanotyp

w |~
\y X :,';;;;_‘ 3

48

72

SHETE ==
hpf . e S 5 L2

unbehandelt
milder Phanotyp

schwerer Phanotyp

Mismatchmorphanten

schwerer Phanotyp

milder Phanotyp

72



und bildete keine Dottersackerweiterung. Im Gegensatz zu den milden Phénotypen konnten
keine definierten Somiten identifiziert werden. Schwere Phénotypen erholten sich nicht und
die Missbildungen wurden nicht korrigiert (Abb. 3.5 A, unterer rechter Abschnitt). ,,Whole
mount* Alcianblau- und Kollagen II Immunfluoreszenzfirbungen (Abb. 3.5 B, C) wurden
angewandt, um die Knorpelstrukturen von 72 hpf Antisensemorphanten darzustellen. Im
Vergleich zu unbehandelten Larven fehlten bei Antisensemorphanten Teile des
Kraniofazialknorpels. Obwohl trabekulédrer und parachordaler Knorpel in den meisten Féllen
unbeeinflusst waren, fehlten andere Bestandteile, inklusive Unterkiefer und Kiemenbogen
(Abb. 3.5 B). Kollagen II Immunfluoreszenzfiarbungen zeigten einen vollstindigen Verlust
von Kollagen II im verbliebenen Knorpel der Morphanten, auch in Bereichen, die mit
Alcianblau angefarbt waren (Abb. 3.5 C). Die schwache Alcianblaufarbung im Notochord
von Larven bis 72 hpf zeigte keinen offensichtlichen Unterschied zwischen milden
Phénotypen und unbehandelten Larven (Abb. 3.5 B, obere und mittlere Reihe). Schwere
Phinotypen wiesen in fast allen Fillen einen vollstindigen Verlust aller Kraniofazialknorpel
auf. Das Notochord wurde zwar angelegt, war jedoch spiralartig komprimiert. In seltenen
Féllen konnten Unterbrechungen des Notochords festgestellt werden(Abb. 3.5 B, untere
Reihe). Die Kalzifizierung bei 7 Tage alten Larven wurde durch ,,Whole mount* Alcianblau-
und Alizarinrotfarbungen untersucht (Abb. 3.6). Wie erwartet zeigten nur milde Phénotypen
eine leicht verminderte, aber ansonsten morphologisch einwandfreie Kalzifizierung, was
einen weiteren Beleg dafiir darstellt, dass bei milden Phinotpen Knorpelbildung und

Verknocherung stattfinden (Abb. 3.6, mittleres Bild).

Abb. 3.5: Analyse des ,,knockdowns“ von Zebrafisch ucmaa

Darstellung der Entwicklung reprédsentativer unbehandelter Zebrafische (oberer linker
Abschnitt), Mismatchmorphanten (oberer rechter Abschnitt) und Antisensemorphanten mit
mildem (unterer linker Abschnitt) und starkem (unterer rechter Abschnitt) Phinotyp zu den
angegebenen Zeitpunkten. Bei den abgebildeten Larven handelt es sich bei allen drei
Zeitpunkten um identische Tiere. Morphanten mit mildem Phénotyp konnten sich im Laufe
des Experiments von den Bildungsdefekten der Korperachse zum Teil erholen, wie mit der
Box bei 24 hpf und anschlieBend durch Pfeile bei 48 und 72 hpf hervorgehoben. Schwere
Phénotypen zeigten irreversible Wachstumsverzogerungen sowie einen schwer beschadigten
Kopf und eine verkiirzte Korperachse (A). ,,Whole mount“ Alcianblaufirbungen eines
unbehandelten Zebrafischs bei 72 hpf (obere Reihe), und Antisensemorphanten mit milden
(mittlere Reihe) und schweren (untere Reihe) Phénotypen zeigten einen graduellen Verlust
der Alcianblaufiarbung des Kraniofacialknorpels mit steigendem Schweregrad des Phianotyps,
sowie gelegentliche Unterbrechungen des Notochords in schweren Phinotypen (Pfeile, untere
rechte Abbildung). Linke Spalte, Dorsalansicht des Schédels, mittlere Spalte, Lateralansicht
des Schidels, rechte Spalte, Detailansicht des Notochords (obere Abbildungen lateral, untere
dorsal) (B). Im Gegensatz zu unbehandelten Larven bei 72 hpf (oberes Bild), flihrte ein
»knockdown* von ucmaa bereits bei milden Phinotypen (unteres Bild) zum Verlust der
Kollagen II Farbung. Pfeile kennzeichnen Knorpelstrukturen (C).
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Abb. 3.6: Analyse der Knochenbildung in Zebrafisch ucmaa Antisensemorphanten
»Whole mount* Alcianblau-/Alizarinrotfarbung zur Darstellung von verknocherten Strukturen
in 7 Tage alten Zebrafischlarven. Die beiden rechten Bilder zeigen représentative
Antisensemorphanten mit mildem Phénotyp, die verschiedene Stadien der Erholung erreicht
haben. Die meisten milden Phénotypen zeigen eine leichte Verzogerung der Kalzifizierung
(mittleres Bild), jedoch weisen einige milde Phénotypen eine schwéchere Knorpelfarbung und
fehlende Kalzifizierung auf. Die Pfeilspitzen zeigen kalzifizierte Strukturen beziechungsweise
deren Fehlen an.

Schwere Phinotypen zeigten keine Verknocherung (Abb. 3.6 rechtes Bild). Da allerdings der
normale Verknocherungsvorgang bei Zebrafischen erst am sechsten Tag einsetzt, ein
Zeitpunkt, bei dem ein Morpholino ,,knockdown* nicht mehr funktional ist, konnte der direkte

Einfluss von Ucmaa auf die Verknocherung nicht weiter untersucht werden.

3.1.5. Hemmung der Vitamin-K abhingigen y-Carboxylierung wihrend der

Zebrafischentwicklung

Um den Effekt einer verminderten Vitamin-K abhingigen y-Carboxylierung von Ucmaa
auf die Entwicklung des Kraniofazialknorpels und des Notochords von sich entwickelnden
Zebrafischlarven zu untersuchen, wurden 0 hpf, 26 hpf und 56 hpf alte Larven in 11 mg/ml,
16 mg/ml oder 21 mg/ml Natriumwarfarin enthaltenden Puffern inkubiert (Abb. 3.7 A-L). Mit
11 mg/ml behandelte Embryonen entwickelten sich normal (Abb. 3.7 B). Mit 21 mg/ml
Wartfarin behandelte Embryonen erlitten einen Entwicklungsstillstand im sogenannten ,,50%
Epibolie* Stadium (~5 hpf) (Abb. 3.7 C). Eine Behandlung von 26 hpf alten Larven mit
Warfarin verhinderte bei 48 hpf eine Streckung der Korperachse. In diesen Fillen wurde
sowohl ein Ausfall in Kérperwachstum, Pigmentierung und Schwanzentwicklung, als auch
verzogertes Kopfwachstum festgestellt (Abb. 3.7 E). Der distale Teil der Schwanzspitze
zeigte einen dosisabhidngigen Effekt der Warfarinbehandlung. Die Verwendung von 16 mg/ml
Warfarin fiihrte zu einer Mi3bildung der Kdrperachse, inklusive des Notochords und des sich
entwickelnden Flossensaums. Hohere Mengen an Warfarin (21 mg/ml) fiihrten zusétzlich zu
den oben beschriebenen Effekten, zu fortschreitendem Zelltod in der Schwanzspitze (Abb. 3.7
F-H).
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Abb. 3.7: Effekte von Warfarin auf die embryonale Zebrafischentwicklung

Darstellung repriasentativer Embryonen nach Inkubation mit Natriumwarfarin. Inkubation mit
11 mg/ml Warfarin direkt nach Eiablage fiihrte zu keinem offensichtlichen morphologischen
Unterschied bei 24 hpf (B). Inkubation mit 21 mg/ml fiihrte zu einem Wachstumsarrest nach
etwa 5 Stunden (,,50% Epibolie“ Stadium). Fiir 22 Stunden mit 16 mg/ml Warfarin
behandelte Embryonen zeigten eine Verringerung der Grofle, Kopffehlbildungen und
Verformungen der hinteren Korperachse, einschlieBlich des Notochords, der umgebenden
Gewebe und des Flossensaums (E, F). Verwendung von 21 mg/ml Warfarin fiihrte, wie
anhand der dunklen und undurchsichtigen Bereichen zu erkennen, zu erhohtem Zelltod in der
wachsenden Schwanzspitze und im Kopf (mit Pfeilen hervorgehoben, H, I, J). Vollstindig
ausgebildetes Notochord wurde von der Warfarinbehandlung nicht beeinflusst (K, L,
durchgehende Linie), wohingegen sich entwickelndes Notochord durch die
Warfarinbehandlung beschidigt wurde und, wie das umliegende Gewebe, diffus wirkte (K, L,
gestrichelte Linie). A-C, 24 hpf, D-L, 48 hpf.
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Abb. 3.8: Effekte von Warfarin auf die kraniofaziale Knorpelentwicklung

Von 56 hpf an fiir 16 Stunden mit 21 mg/ml Warfarin behandelte Zebrafischembryonen
zeigten bei 72 hpf &uBerlich nur leichte Wachstumsverzogerungen (A, B), jedoch einen
progressiven Verlust der kraniofazialen Knorpelstrukturen, sichtbar gemacht durch ,,Whole
mount* Alcianblaufiarbung (Pfeile) (C, D).

Die schwersten erhaltenen Phinotypen wiesen massive Nekrose im Kopf und in der caudalen
Korperachse auf, die gegebenenfalls bis hin zum Verlust des Kopfes und der Schwanzspitze
fiihrte (Abb. 3.7 1, J). Eine ndhere Betrachtung des Einflusses von Warfarin auf die
Entwicklung des Notochords zeigte, dass nur jener Teil des Notochords von der Wirkung des
Warfarins betroffen war, der sich zum Zeitpunkt der Warfarinzugabe noch in der Entwicklung
befand (Abb. 3.7 K, L, gestrichelte Linie). Bereits etabliertes Notochord hingegen war nicht
betroffen (Abb. 3.7 K, L, durchgehende Linie). Die Behandlung von 56 hpf alten Larven mit
Warfarin resultierte in einem sehr milden Phinotyp. Neben einer leichten Verringerung der
Korperlinge konnten &duBerlich keine offensichtlichen morphologischen Verdnderungen
festgestellt werden (Abb. 3.8 A, B). Eine Detailbetrachtung der ,,Whole mount™
Alcianblau-/Alizarinrotfairbungen hingegen offenbarte einen vollstindigen Verlust des
Kraniofazialknorpels (Abb. 3.8 C, D), dhnlich dem des Ucmaa Antisensemorphanten-

Phénotyps. Eine ektopische Kalzifizerung konnte nicht festgestellt werden.
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3.2. Funktionelle Analyse von Matrilin-1 im Zebrafisch

3.2.1. Expression des matrilin-1 Gens im Zebrafisch

Mit der Untersuchung der Expression von matrilin-1 wurde bereits frither begonnen (Ko u. a.,
2005). Da bisher aber wichtige Aspekte nicht hinreichend gekldrt werden konnten, wurde
diese Arbeit fortgefithrt. Zur Analyse der temporalen Expression von matrilin I wéhrend der
Zebrafischentwicklung auf mRNA Ebene wurden Proben von 20 verschiedenen Zeitpunkten
zwischen 3 und 120 hpf mittels quantitativer PCR untersucht. Die bedeutendste neue
Beobachtung war das auffallende Expressionsmuster von matrilin 1 wahrend den ersten 24
hpf (Abb. 3.9 A). Quantitative Analysen zeigten, dass diese frilhe Expression einen
Hohepunkt bei 15 hpf erreicht,
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Abb. 3.9: Transkription von matrilin 1 wiahrend der Zebrafischentwicklung

Expression von matrilin 1 wéahrend der ersten 24 hpf (A) und zwischen 24 hpf und 72 hpf (B).
matrilin 1 zeigt einen ersten Expressionshéhepunkt bei etwa 15 hpf, ein Zeitpunkt bei dem die
Skelettentwicklung im Zebrafisch noch nicht eingesetzt hat (A). matrilin 1 weist mindestens
zwei weitere Expressionshohepunkte in der spéteren Larvenentwicklung auf, einer beginnend
bei etwa 64 hpf, etwa der Zeit zu der die Kraniofazialknorpel angelegt werden und einer
zwischen 96 und 120 hpf, der Zeit kurz vor dem Einsetzen der Wirbelsdulenkalzifikation. hpf,
Stunden nach Ablage.
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Abb. 3.10: mRNA Expression weiterer Knorpelproteine wihrend der
Zebrafischentwicklung

mRNA Expression von matrilin 3b, matrilin 4, kollagen Ilo.l und decorin wéhrend der ersten
24 hpf. matrilin 3b wird von Anfang an exprimiert, erreicht aber einen Expressionshéhepunkt
bei etwa 15 hpf, gefolgt von einer anschliefenden Plateauphase (oben links). Die Expression
von matrilin 4, kollagen Ilol und decorin beginnt etwa zu dem Zeitpunkt, bei dem matrilin 1
und matrilin 3b ihren Expressionshohepunkt erreichen (etwa 15 hpf). kollagen Ilal erreicht
um 24 hpf eine Plateauphase, wihrend die Expression von matrilin 4 und decorin weiter
ansteigt.

der weitaus schwicher ist als die matrilin 1 Expression zum Zeitpunkt der Skelettbildung
(vgl. Abb. 3.9 B). Zum besseren Verstindnis einer frithen transienten Expression eines
Knorpelproteins zu einem Zeitpunkt, zu dem noch kein Knorpel im betreffenden Organismus
vorhanden ist, wurde die Expression von matrilin I mit der von matrilin 3a und -3b, matrilin
4, kollagen Ilal und decorin verglichen (Abb. 3.10). Keines dieser Proteine zeigt ein
auffallendes, transientes Expressionsmuster &hnlich dem von matrilin 1 (Abb. 3.9). Wahrend
Matn-3a wihrend der ersten 24 Studen nicht exprimiert wird (vgl. Abb. 3.11 B), beginnt die
Expression von matrilin 4, kollagen Ilal und decorin bei etwa 15 hpf und steigt darauthin
weiter an. matrilin 3b wird bereits ab 6 hpf exprimiert, mit einem Anstieg bei 15 hpf, der
jedoch im Vergleich zum matrilin I nicht wieder abnimmt (Abb. 3.9 A). matrilin 1 wird
wihrend einer zweiten Expressionsphase zu Beginn der Entstehung der Kraniofazialknorpel
bei etwa 64 hpf hochreguliert, gefolgt von einer Abnahme und einem dritten

Expressionsmaximum bei etwa 112 hpf (Abb. 3.9 B). Der Vergleich der relativen mRNA
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Abb. 3.11: Expression Matn-1 und Matn-3a wihrend der ersten 72 hpf im Vergleich
»Western blot“ Analyse der Expression von Matn-1 (A), Matn-3a (B) und
Doppelfluoreszenzfarbung von Matn-1 und Matn-3a (C). Matnl wird bereits bei 24 hpf
exprimiert, allerdings ist das Protein erst mittels 4M Guanidiniumchlorid (GuHCI) zu
extrahieren und liegt in einer niedermolekularen Form vor. Bei 48 hpf ist kein Signal fiir
Matn-1 detektierbar. Bei 72 hpf kann Matn-1 sowohl mit EDTA, als auch mit GuHCI in einer
oligomeren Form extrahiert werden (A). Wéhrend der ersten 24 hpf kann Matn-3a nicht
detektiert werden. Ab 48 hpf kann Matn-3a mit EDTA in einer oligomeren Form extrahiert
werden (B). Fluoreszenzdoppelfarbungen von EDTA Extrakten bei 72 hpf zeigen, dass die
Signale von Matn-1 (griin) und Matn-3a (rot) sich nicht iiberschneiden keine Heterooligomere
vorliegen. I, Extraktionspuffer I (NaCl), II, Extraktionspuffer II (EDTA), III Extraktionspuffer
I (GuHCI).

Mengen zwischen den spaten Maxima mit dem bei 15 hpf zeigt eine um drei Zehnerpotenzen
hohere Expression von matrilin 1 wihrend der Kraniofazialknorpelentwicklung an. ,,Western
blot*“ Analysen unter Verwendung von spezifischen Antikorpern gerichtet gegen Matn-1 und
Matn-3a bestétigten die mittels quantitativer PCR gewonnenen Ergebnisse (Abb. 3.11). Zur
Untersuchung der Proteinexpression wurden Proteine sequentiell aus vollstdndigen
Zebrafischen mit neutralem Salzpuffer (Fraktion I), Hochsalzpuffer mit 10 mM EDTA
(Fraktion II) und 4 M GuHCI (Fraktion III) extrahiert. Die ,,Western blot* Analyse nach
nichtreduzierender SDS-PAGE zeigt, dass sowohl Matn-1 als auch Matn-3a am stdrksten in
Fraktion II von 72 hpf alten Tieren prisent ist. Zusétzlich kann Matn-1 in Fraktion II von 72
hpft alten Tieren gefunden werden. Entsprechend der Ergebnisse der quantitativen PCR kann
Matn-1, jedoch kein Matn-3a in 24 hpf alten Zebrafischembryonen detektiert werden. Aus 24
hpf alten Zebrafischen extrahiertes Matn-1 zeigt jedoch auffallende Unterschiede beziiglich
der Extrahierbarkeit und der elektrophoretischen Beweglichkeit zu jenen von 72 hpf alten
Tieren. Wéhrend Matn-1 in 24 hpf alten Tieren nur unter Verwendung von 4 M GuHCI
extrahiert werden kann, reichen bei 72 hpf alten Tieren bereits erhohte Salzkonzentrationen
und EDTA zu dessen Extraktion aus. Zusétzlich trritt Matn-1 bei 24 hpf als Doppelbande von
etwa 55 kDa auf, der molekularen Masse von monomerem Matn-1. Matn-1 aus 72 hpf alten

Tieren hingegen lauft auf einer Hohe von etwa 250 kDa, ein Beweis dafiir, dass Matn-1 auch
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im Zebrafisch Oligomere bildet (Abb. 3.11 A, B). Doppelfluoreszenzfiarbungen auf ,,Western
blots* mit Antikérpern spezifisch fiir Zebrafisch Matn-1 und Matn-3a zeigen, dass die
Oligomerbanden lediglich Matn-1 beinhalten. Dieses Ergebnis veranschaulicht, dass, anders
als fiir andere Organismen gezeigt (Kleemann-Fischer u. a., 2001; Wu, Eyre, 1998), im
Zebrafisch keine Heterooligomere aus Matn-1 und Matn-3a gebildet werden (Abb3.11 C).
Uberraschenderweise scheint sich Matn-1 im elektrischen Feld einer SDS-PAGE langsamer
zu bewegen als Matn-3a, mdglicherweise ein Hinweis darauf, dass Matn-1 in Zebrafisch
hohere Oligomere bildet als in Sdugetieren.

Die rdumliche Expression von Matn-1 wurde bereits fiir 4 und 5 Tage, sowie fiir 4 Monate
alte Tiere ermittelt und offenbarte eine hauptsichlich skelettale Verteilung (Ko u. a., 2005). In
der vorliegenden Arbeit wurde die Expression zu fritheren Entwicklungszeitpunkten
untersucht. Die rdumliche Expression von Matn-1 wurde mit ,,Whole mount* in situ
Hybridisierung und immunohistochemischen Farbungen ganzer Tiere und auf Diinnschnitten
untersucht (Abb. 3.12 und Abb. 3.13). Bei 18 hpf alten Tieren wird Matn-1 mRNA im ganzen
Embryo gefunden, mit einer verstirkten Expression in den entstehenden Kopf- und
Schwanzregionen (Abb. 3.12, links). In 24 hpf alten Tieren ist die Expression weitaus
differenzierter. Die Matn-1 mRNA Expression im Kopf ist hauptsdchlich auf die

Hirnregionen des Telenzephalon, Dienzephalon und Mesenzephalon beschrinkt, wihrend

18 hpf 24 hpf

Abb. 3.12: ,,Whole mount* in situ Analyse der ridumlichen Expression von Matn-1
mRNA bei 18 hpf und 24 hpf

Raumliche Analyse der Matn-1 mRNA Expression durch ,,Whole mount* in situ
Hybridisierung. Spezifische RNA-Sonden wurden zur Detektion von Matn-1 mRNA
verwendet. In 18 hpf alten Embryonen wird Matn-1 mRNA im ganzen Embryo transkribiert.
Stirkere Signale finden sich im entstehenden Kopf und Schwanz (linke Abbildung). Bei 24
hpf wird Matn-1 hauptsichlich im Telenzephalon, Dienzephalon und Mesenzephalon
exprimiert, mit einer schwécheren Expression im Rhombenzephalon, sowie dorsal und ventral
des Notochords (rechte Abbildung). t, Telenzephalon, d, Dienzephalon, m, Mesenzephalon, r,
Rhombenzephalon, d, Dottersack, de, Dottersackerweiterung, n, Notochord.
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eine schwichere Expression im Rhomenzephalon festgestellt werden kann. Im posterioren
Teil der Zebrafischlarve kann Matn-1 mRNA dorsal und ventral des Notochords detektiert
werden, wobei ein stirkeres Signal im distalen Schwanzbereich beobachtet werden konnte
(Abb. 3.12, rechts). ,,Whole mount” immunhistochemische Farbungen von 24 hpf alten
Zebrafischen zeigen ein diffuses Signal fiir Matn-1 im ganzen Embryo. Im Gegensatz zur

Verteilung der Matn-1 mRNA (Abb. 3.12), ist das Signal fiir Matn-1 Protein im

*%* * **

**k*

72 hpf

Abb. 3.13: ,,Whole mount* immunhistochemische Analyse der riaumlichen Expression
von Matn-1 bei 24 hpf und 72 hpf

Raumliche Analyse der Matn-1 Expression durch ,,Whole mount* immunhistochemische
Farbungen bzw. Immunfluoreszenzfiarbungen auf Schnitten. Spezifische Antikorper wurden
zur Detektion von Matn-1 Protein angewandt. In 24 hpf alten Embryonen wird Matn-1 im
ganzen Embryo detektiert. Schwichere Signale finden sich im Telenzephalon, Dienzephalon
und Mesenzephalon. Stirkere Signale sind im Rhombenzephalon und im zentralen
Rumpfbereich sichtbar (oben links). AntikOrperfarbungen auf Schnitten bestitigten die
globale Verteilung des Matn-1 Proteins, mit einer verstdrkten Expression in der Haut (oben
rechts). Bei 72 hpf alten Fischen kann Matn-1 nur noch im Kraniofazialknorpel und in den
entstehenden Flossenstrahlen detektiert werden (unten). t, Telenzephalon, d, Dienzephalon, m,
Mesenzephalon, r, Rhombenzephalon, d, Dottersack, de, Dottersackerweiterung, n,
Notochord. Sternchen und Balken kennzeichnen Ausschnittebenen der Serienschnitte in den
,» Whole mount® Préparationen.
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Telenzephalon, Dienzephalon und Mesenzephalon schwicher ausgeprdgt (Abb. 3.13, oben
links). Immunfiarbungen auf Schnitten zeigen, dass Matn-1 tatsdchlich weitrdumig im Rumpf
des Embryos verteilt vorliegt, am stérksten in der Haut (Abb. 3.13, oben rechts). In drei Tage
alten Embryonen hingegen kann Matn-1 nur im Kraniofazialknorpel detektiert werden (Abb.
3.13 unten).

3.2.2. Morphologische Analyse des Matrilin-1 Morpholino ,,Knockdowns* im
Zebrafisch

Morpholino ,,Knockdowns* (Morphanten) wurden generiert, indem zwei verschiedene
translationsblockende =~ Morpholinooligonukleotide und ein  spleiBBstellenblockendes
Morpholinooligonukleotid (Siehe Tab. 2.2) in den Dottersack von Zebrafischembryonen bis
zum 4-Zellstadium injiziert wurden (vgl. Abb. 1.9 C und (Kimmel, Law, 1985)). Die
Effizienz des ,,Knockdowns* wurde durch immunhistochemische Féarbungen und ,,Western
blot* liberpriift (Abb. 3.14). Das Signal fiir Matn-1, aber nicht fiir Matn-3a, ein weiteres im
Knorpel vorkommendes Mitglied der Matrilinfamilie, war auf Paraffinschnitten von 72 hpf
alten Tieren stark reduziert (Abb. 3.14, A, durch Pfeile hervorgehoben). Analog dazu war die
Gesamtmenge an Matn-1 Protein in Zebrafischextrakten von 72 hpf alten Morphanten im
Vergleich zu unbehandelten Zebrafischen stark verringert (Abb. 3.14, B).

Im Allgemeinen riefen alle Morpholinos dhnliche phénotypische Veridnderungen hervor.
Die Morphanten zeigten von milden bis hin zu ernsten Phénotypen ein breites Spektrum an
phéanotypischen Merkmalen (Abb. 3.15 A). Bereits bei 24 hpf waren alle Morphanten kleiner
und wiesen missgestaltete Kopfe und kiirzere Dottersackerweiterungen auf. Der Rumpf von
milden Phénotypen streckte sich nicht vollstdndig und der Schwanz war verkiimmert und
wellig abgeknickt (Abb. 3.15 A, 24 hpf, oberes as). Die beschriebenen Schiden waren bei den
ernsten Phinotypen stirker ausgeprdgt (Abb. 3.15 A, 24 hpf, unteres as). Um die Spezifitit
der ,.knockdown* Experimente zu untermauern, wurden mRNA , Rettungsexperimente*,
sowie p53 ,.ko-knockdown* Experimente durchgefiihrt (siche 1.2.4). Koinjektion von Matn-1
mRNA schwichte die Phédnotypen so ab, dass die meisten behandelten Embryonen
wildtypisch aussahen (Abb. 3.15 A, 24 hpf, res). Interessanterweise fiihrte die Koinjektion
von p53 Morpholinos, und damit der ,knockdown* von p53, zu einer Verstirkung der
Phénotypen, bei denen die Embryonen extreme Wachstumsschdden und Missbildungen

aufwiesen (Abb. 3.15 A, p53). Alle bei 24 hpf beschriebenen phinotypischen Merkmale
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Abb. 3.14: Verifizierung des Matn-1 ,,knockdowns*

Bestitigung des Matn-1 ,.knockdowns* durch Immunfluoreszenzfarbungen mit spezifischen
gegen die VWA 2 Doméne von Matn-1 gerichteten Antikorpern auf Serienschnitten (A) und
»Western blot“ (B). Das Signal fiir Matn-1, aber nicht fiir Matn-3a verschwand im
Parachordalknorpel von Matn-1 Morphanten (A, durch Pfeile hervorgehoben). Matn-1 konnte
im Gegensatz zu Extrakten unbehandelter Embryonen im ,,Western blot“ von
Ganzkorperextrakten selbst bei langen Belichtungszeiten (60 Minuten und mehr) in Extrakten
von Morphanten nicht detektiert werden (B). u, unbehandelt, as, Antisensemorphant,
Ponceau, Ponceaufiarbung als Ladekontrolle, Western,

(Wachstumsdefekte, missgestaltete Kopfe und Achsenbildungsfehler) waren auch bei 48 hpf
detektierbar. Zusétzlich zeigten sich sowohl in den Augen als auch im Rumpf
Pigmentierungsdefekte (Abb. 3.15 A). Interessanterweise waren bei mit p53 Morpholino
koinjizierten Morphanten keine Abweichungen im Pigmentierungsmuster zu erkennen (Abb.
3.15 A, 48 hpf, p53). Bei 72 hpf war eine Abnahme der phédnotypischen Verdnderungen zu
verzeichnen. Im Allgemeinen war der Rumpf direkt oberhalb der Dottersackerweiterung
weniger stark betroffen als der Rest der hinteren Korperachse, moglicherweise ein Hinweis
auf verzogerte Achsenbildung oder eine mogliche Abschwéchung des Phanotyps (Abb. 72
hpf, beide ,,as*). Eine ndhere Betrachtung des Rumpfes von 72 hpf alten Morphanten zeigte,
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Abb. 3.15: Morphologische Analyse des Matn-1 ,,knockdown* Phinotyps

Analyse der phéinotypischen Merkmale des Matn-1 ,knockdowns* wéhrend der
Zebrafischentwicklung bei 24 hpf, 48 hpf und 72 hpf. Es wurden jeweils repréisentative
Embryonen ausgewdhlt und individuell iiber den Beobachtungszeitraum verfolgt. Das obere
,»as® stellt jeweils den milden, das untere ,as“ den schweren Phéinotypen dar. Matn-1
Morphanten zeigten, im Gegensatz zu den Kontrollen (mRNA Rettungskontrolle und 5-
Mismatchkontrolle), verkiirzte Korperachsen und Dottersackerweiterungen, sowie
Missbildungen des Kopfes und verkiimmerte, abgeknickte und gewellte Schwanzspitzen. Der
Rumpf konnte sich nicht strecken. Diese Merkmale waren bei den ernsteren Phédnotypen
ausgeprégter (A, links oben, beide ,,as*). Die Koinjektion von p53 Morpholino war nicht nur
nicht in der Lage den Phénotypen abzuschwichen, im Gegenteil wurden die phénotypischen
Merkmale verstérkt (A, links oben, p53). Alle bei 24 hpf auftretenden Merkmale waren bei 48
hpf in Morphanten weiterhin vorhanden. Dariiber hinaus konnte ein Pigmentierungsdefekt im
Rumpf und den Augen festgestellt werden, der jedoch bei der p53 Koinjektion nicht auftrat
(A, rechts oben). Bei 72 hpf konnte eine schwéchere Beeintrachtigung des Rumpfes oberhalb
der Dottersackerweiterung beobachtet werden (A, unten links, beide ,as*). Eine
Detailbetrachtung des beschddigten Gewebes im Rumpf offenbarte den Verlust der Strukturen
des Notochords und der ,floor plate”, sowie der verdnderten Geometrie der Somiten (B,
mittlerer Pfeil). Distal und proximal der am stérksten betroffenen Bereiche konnten weniger
stark beschéddigte Bereiche identifiziert werden (B, rechter und linker Pfeil). u, unbehandelt,
res, ,rescue” Rettungskontrolle, mis, 5-Mismatchkontrolle, as, Antisensemorphant, p53,
p53/Matn-1 Koinjekion, Maf3stab, 500um.
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dass die Abwesenheit von Matn-1 zum Verlust der Notochordintegritit und der ,,floor plate*
fiihrt. Dariiberhinaus verloren die Somitengrenzen ihre scharfe, keilférmige geometrische
Anordnung (Abb. 3.15 B). Interessanterweise befanden sich distal und proximal zu den am
meisten betroffenen Stellen weniger stark beschidigte Bereiche (durch Pfeile hervorgehoben).
Um die Entwicklung des Kraniofazialskeletts zu untersuchen, wurden ,,Whole mount®
Alcianblaufirbungen von 72 hpf alten Embryonen durchgefiihrt. Wihrend die
Mismatchkontrollen keine wahrnehmbaren Unterschiede zu den unbehandelten Embryonen
aufwiesen, zeigten Matn-1 Morphanten einen zunehmenden Verlust an Proteoglykanfarbung
der Koptknorpel, der jeweils mit dem phénotypischen Schweregrad korrelierte. Bei milden
Phéanotypen  verschwand  zundchst die Farbung der  Ceratobranchial- und
Basibranchialknorpel. Die Ethmoidplatte, der Palatoquadrat sowie die Parachordal-,
Trabekuldr- und Meckel-Knorpel wiesen eine verminderte Farbung oder, im Falle des
Palatoquadrats, eine partielle Farbung des distalen Teils auf (Abb. 3.16 A, oberes ,,as).
Dahingegen wurde bei schweren Phéinotypen ein beinahe vollstindiger Verlust der
Proteoglykanfarbung beobachtet. Eine schwache und unvollstindige Proteoglykanfarbung
konnte nur in Teilen des Neurokraniums (Ethmoidplatte, Parachordal- und
Trabekuldrknorpel) detektiert werden (Abb. 3.16 A, unteres ,,as). Eine ndhere Untersuchung
der Bereiche, in denen sich der Trabekuldrknorpel in Morphanten befinden sollte, ergab, dass
trotz der vorhandenen Bindegewebsanlagen diese keinerlei Knorpelmerkmale aufwiesen. Im
Gegensatz zu unbehandelten Embryonen konnte in Morphanten weder die charakteristische
miinzrollenartige ~Anordnung der Zellen, noch die intensive Blaufirbung von
Matrixproteoglykanen nachgewiesen werden (Abb. 3.16, Pfeile). Zudem konnte gezeigt
werden, dass die Abwesenheit von Matn-1 einen vollstindigen Verlust der Kollagen II
Expression, dem Hauptkollagen des Knorpels, und der Kollagen IX Expression zur Folge
hatte (Abb. 3.17, as). Eine genauere Untersuchung der beschriebenen Verhiltnisse wurde
aufgrund der zur Verfiigung stehenden, durch ihre Spezifitét fiir die vorliegende Arbeit jedoch
suboptimalen, gegen Maus Kollagen II und IX gerichteten Antikorper, verhindert. Im
Gegensatz dazu war die Expression von Matn-3a, einem weiteren im Knorpel exprimierten
Mitglied der Matrilinfamilie, vom Matn-1 ,,knockdown “nicht beeintrichtigt (Abb. 3.14 und
Abb. 3.17, durch Pfeile hervorgehoben). Um die Spezifitit der ,.knockdown* Methode zu
iiberpriifen, wurde eine Reihe von Kontrollen durchgefiihrt und sowohl der relative Anteil der
phénotypischen Larven als auch der Schweregrad des Phédnotyps 24 Stunden nach Injektion

erfasst. Die Injektion steigender Mengen an antisense Morpholino fiihrte zu einem
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Abb. 3.16: Morphologische Analyse des Kraniofazialskeletts in Matn-1 ,,knockdowns*
Alcianblaufarbungen zur Detektion von Proteoglykanen des Knorpels in ,,Whole mount®
Priaparaten (A) und Serienschnitten (B) zur Analyse der Bildung des Kraniofazialskeletts in
Matn-1 ,.knockdowns*. Die Kraniofazialknorpel in milden Phinotypen zeigten eine generelle
Verminderung der Proteoglykanfarbung. Im Falle des Palatoquadrats konnte nur noch der
distale Knorpel angefarbt werden. Eine Anfarbung des gesamten Kiemenapparats war nicht
moglich (A, oberes ,as“). In den ernsten Phinotypen waren nur noch Teile des
Neurokraniums (Parachordalknorpel, Trabekuldrer Knorpel und Ethmoidplatte) detektierbar,
die aber eine weitaus schwichere Farbung aufwiesen als die entsprechenden Organe beim
milden Phénotypen (A, unteres ,,as“). Das Kraniofazialskelett von 5-Mismatchkontrollen
zeigte keinen Unterschied zu jenem von unbehandelten Embryonen (A, links). Die
Detailansicht des Trabekuldrknorpels in Morphanten zeigte, dass obwohl Extrazelluldrmatrix
abgelegt wird, diese weder morphologisch (fehlende miinzrollenartige Zellanordnung) noch
chemisch (fehlende Proteoglykanfarbung) als Knorpelstruktur identifiziert werden konnte (B,
durch  Pfeile hervorgehoben). wu, unbehandelt, mis, 5-Mismatchkontrolle, as,
Antisensemorphant, e, Ethmoidplatte, m, Meckel-Knorpel, pq, Palatoquadratum, ch,
Ceratohyalknorpel, pa, Kiemenbogen, pf, Brustflossenstrahlen.

dosisabhidngigen Anstieg sowohl des Anteils an phéinotypischen Larven, als auch des
Schweregrads der phénotypischen Merkmale. Kontrollexperimente mit einem ,,5-mismatch*
Morpholino zeigten ebenfalls einen wenn auch schwicheren dosisabhingigen Anstieg an
Phéanotypenanzahl und Schweregrad. Dies zeigt deutlich, dass das Einfiihren von 5
fehlpaarenden Basen in die Morpholinosequenz die Bindungsaffinitit der Morpholinos zur
Ziel-mRNA zwar verringert, diese jedoch nicht eliminiert. Koinjektion von 3 pg Matn-1
Vollangen-mRNA und 10 ng antisense ,,splice site Morpholino rettete den Phinotypen und
reduzierte das relative Phanotypenauftreten um etwa 60% (Abb. 3.18).
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Abb. 3.17: Analyse der Kollagene II und IX in Matn-1 ,,knockdowns*

Immunfluoreszenz Doppelfarbungen mit spezifischen gegen Kollagen II und Kollagen IX
gerichteten Antikorpern. Die gegen Kollagen II und Kollagen IX gerichteten Antikorper
detektierten in 72 hpf alten unbehandelten Zebrafischlarven dieselben Strukturen wie
Antikorper gerichtet gegen Matn-1. Es werden jeweils die Knorpel des Kraniofazialskeletts
spezifisch angefarbt (unbehandelt, durch Pfeile hervorgehoben). In 72 hpf alten Morphanten
verschwand das Signal sowohl fiir Kollagen II als auch fiir Kollagen IX. Matn-3a konnte
weiterhin detektiert werden, ein Beweis dafiir, dass sich die Knorpel-Bindegewebsanlagen in
der Schnittebene befanden (as, durch umrandete Bereiche und Pfeile hervorgehoben).
Sternchen, Artefakt, Maf3stab, 100pum

3.2.3. Transmissionselektronenmikroskopie
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Um die phénotypischen Verdnderungen in Matn-1 Morphanten auf subzelluldrer Ebene

eingehender zu untersuchen, wurden Ultradiinnschnitte mittels Transmissions-
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Abb. 3.18: Statistische Analyse der “splice site* Morpholinospezifit:t

Der relative Anteil der phidnotypischen Larven sortiert nach mildem und ernstem Phénotyp
bei 24 hpf. Mit Antisensemorpholino injizierte Larven zeigten eine dosisabhingige Zunahme
sowohl der relativen Phinotypendichte, als auch der erreichten Schweregrade (antisense). Die
Injektion des zugehdrigen 5-Mismatchmorpholinos fiihrte ebenfalls zu einem
dosisabhidngigen Zuwachs der angegebenen Parameter, jedoch blieb die Zunahme signifikant
kleiner als bei der Injektion mit dem Antisensemorpholino. Die grole Varianz des 20 ng-
Wertes resultiert aus der erhohten Todesrate der Embryonen (mismatch). Die Koinjektion von
3 pg Matn-1 mRNA und 10 ng Antisensemorpholino fiihrte zu einer signifikanten
Verringerung der Phanotypendichte und des -Schweregrads (res). Da die mRNA-Menge nicht
austitriert wurde, ergab sich ein signifikanter Unterschied in den verwendeten Parametern zur
Injektion eines Negativ-(Neutral)Morpholinos (neg).

elektronenmikroskopie (TEM) analysiert. Bei 24 hpf zeigten, verglichen zu den
entsprechenden Organen unbehandelter Embryonen, weder das Notochord (Abb. 3.19 d) noch
das sich entwickelnde Riickenmark (Abb. 3.19 f) von Morphanten signifikante Unterschiede
(Abb. 3.19 a,c). Jedoch konnten an der Epidermis von Morphanten leichte lokale Ablosungs-
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Abb. 3.19: Transmissionselektronische Charakterisierung des subzelluliiren Phanotyps
von Matn-1 ,,knockdowns* bei 24 hpf

Vergleich zwischen Semidiinnschnitten (zur groben morphologischen Orientierung
angegeben) und den darin angegebenen TEM VergroBerungen von Querschnitten
unbehandelter Embryonen (obere Reihe, u) und Morphanten (untere Reihe, as). Weder
Notochord noch Riickenmark von Morphanten (d bzw. f) zeigten signifikante Unterschiede zu
den entsprechenden Organen unbehandelter Embryonen (a bzw. ¢). Die Haut von Morphanten
zeigte im Vergleich zur Haut unbehandelter Embryonen leichte Ablosungserscheinungen vom
darunterliegenden Gewebe (e, mit einem Sternchen hervorgehoben). Maf3stab, 2500nm
erscheinungen vom darunterliegenden Gewebe festgestellt werden (Abb. 3.19 e, mit einem
Sternchen hervorgehoben). Bei 72 hpf wurden deutliche morphologische Unterschiede
zwischen Ethmoidplattenchondrozyten unbehandelter Embryonen und Morphanten
ersichtlich. Morphante Chondrozyten wiesen eine verstirkte Auflosung der Struktur des
Endoplasmatischen Retikulums (ER) auf, sowie eine erhohte Anzahl an toten Chondrozyten,
die mit steigendem phénotypischen Schweregrad zunahm (Abb. 3.20). Die zentralen
Chondrozyten unbehandelter Embryonen wiesen die typische, gestaffelte, miinzrollenartige
Anordnung auf, waren von dhnlicher Grofle und ihr Endoplasmatisches Retikulum besal3
konzentrische, hochgradig parallel angeordnete Membranstapel. Die Mitochondrien wiesen
eine kompakte Struktur, sowie eine ebenfalls kompakte und elektronendichte Matrix auf
(Abb. 3.20 a, b). Obwohl noch immer sdulenartig angeordnet, verloren im Gegensatz dazu die
Chondrozyten der phenotypisch mildesten Morphanten die streng miinzerollenartige
Anordnung und zeigten beziiglich der Zellgrofle eine breite Varianz auf. Die Membranstapel

des Endoplasmatischen Retikulums verloren teilweise ihre parallele Anordnung, erschienen

,wellig® und enthielten mehr Material, was zu einer hoheren Schichtdicke der Stapel fiihrte.
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Abb. 3.20: Transmissionselektronische Charakterisierung des subzelluliren Phinotyps
morphanter Ethmoidplattenchondrozyten bei 72 hpf

Darstellung progressiver morphologischer Verdnderungen in Ethmoidplattenchondrozyten mit
steigender Schwere des Phinotyps. Im Vergleich zu Chondrozyten unbehandelter Embryonen
(a, b) verloren Chondrozyten mild phénotypischer Morphanten ihre gleichméfBige Gro3e und
thre miinzrollenartige Anordnung. Mitochondrien erscheinen nicht nur als elektronendichte
und kompakte Gebilde, sondern auch als aufgeblidhte Strukturen geringer Elektronendichte
(c). Das ER solcher Zellen wies keine konzentrische Parallelitit der Membranstapel auf; die
einzelnen Membranen erschienen wellig (d). Das Zellinnere von Chondrozyten intermedidrer
Phénotypen wurde zu groflen Teilen von aufgebldhten Mitochondrien ausgefiillt. Das ER
verlor jede Struktur und die Membranen verliefen ohne erkennbares Muster durch das
Zytoplasma (e, f). Schwere Phénotypen wiesen eine verringerte Chondrozytenmenge auf. Die
verbliebenen Chondrozyten waren von groflen Mengen an extrazelluldrer Matrix umgeben,
rundlich angeschwollen und vollstindig mit aufgebldhten Mitochondrien angefiillt (g, h).
Vereinzelt konnten einzelne von ECM eingeschlossene Zellkerne und Zelltriimmer
identifiziert werden (i, j). Andere Zellen in der Haut von Morphanten mit ernstem Phénotyp
wiesen keinerlei ER Verdnderungen auf, ein Hinweis darauf, dass der Knockdown
chondrozytenspezifisch war (k, 1). a, ¢, e, g, 1, k 3000x VergroBerung, MaB3stab, 2500nm, b, d,
f, h, j, 1 12000x VergroBerung, MaBstab, 500nm.

Die Mitochondrien erschienen aufgebldht und verloren ihre elektronendichte Erscheinung
(Abb. 3.20 c, d). Schwere Phinotypen wiesen eine verringerte Anzahl an abgerundeten und

angeschwollenen Chondrozyten auf. Ein signifikanter Anteil des intrazelluliren Raumes
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wurde von den bereits beschriebenen angeschwollenen Mitochondrien eingenommen. Die
konzentrischen, parallel orientierten Membranstapel des ER waren bei schweren Phénotypen
nicht auszumachen. Stattdessen nahm das Organell die Form eines weitmaschigen,
chaotischen Membrannetzes an (Abb. 3.20 e, f). Die Struktur des Ethmoidplattenknorpels war
in den schwersten Phénotypen kaum auszumachen. Eine Orientierung im umliegenden
Gewebe war nur anhand der dem Trabekuldrknorpel benachbarten Melanozyten moglich.
Einzelne iiberlebende Zellen der Ethmoidplatte waren umgeben von extrazelluldrer Matrix
und darin eingebetteter Zelltriimmer, die moglicherweise bereits gestorbenen Chondrozyten
entstammten. Der Intrazelluldrraum der iiberlebenden Chondrozyten wurde vollstindig von
aufgebldahten Mitochondrien ausgefiillt und dariiber hinaus konnten keine Bestandteile eines
Endoplasmatischen Retikulums ausgemacht werden (Abb. 3.20 g, h). Gelegentlich konnten in
Extrazelluldrmatrix eingebettete Zellkerne, umgeben von Zelltriimmern, gefunden werden, ein
Hinweis darauf, dass eher ein regulierter Zelltod und nicht Nekrose die Ursache fiir das
Chondrozytensterben darstellte (Kerr u. a., 1972; Krysko u. a., 2008) (Abb. 3.20 1, j).
Hautzellen wiesen eine intakte Morphologie sowie ein normales Endoplasmatisches
Retikulum auf, ein Hinweis darauf, dass der Matn-1 ,knockdown® einen

chondrozytenspezifischen Effekt hatte (Abb. 2.20 k, 1).

3.2.4. TUNEL-Firbungen

Um festzustellen, ob der ,.knockdown von Matn-1 wihrend der frithen Expression bei
etwa 15 hpf bei der Etablierung des friihen Phianotyps zu Zelltod (gemessen anhand von
fragmentierter DNA) fiihrt, wurde die TUNEL-Methode (terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated dUTP nick end labelling) verwendet. 18 hpf alte Morphanten zeigten
einen um den Faktor 8 erhohten Anteil an DNA Fragmentierungsereignissen im Vergleich zu
unbehandelten Embryonen. Dabei konnten die meisten Fragmentierungsereignisse in und um

die Augen sowie im entstehenden Riickenmark detektiert werden (Abb. 3.21).
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Abb. 3.21: TUNEL-Farbung zur Ermittlung und Quantifizierung von Zelltod in
Morphanten bei 18 hpf

Zur besseren  Kontrastdarstellung  gewihlte  Graustufen-Negativdarstellung  von
exemplarischen Fluoreszenzbildern von Quetschpriparaten 18 Stunden alter unbehandelter
Embryonen (u), 5-Mismatchkontrollen (mis) und Antisensemorphanten (as). Die Anzahl der
DNA Fragmentierungsereignisse erhohte sich in Morphanten um den Faktor 8. Der Hauptteil
der detektierten Fluoreszenzsignale befand sich in und um die Augen, so wie im entstehenden
Riickenmark (durch Pfeile hervorgehoben). Das entstehende Riickenmark wurde bei
Farbungen auf Schnitten mit einer gestrichelten Linie eingerahmt.

3.2.5. Untersuchung der Neuralleistenzellwanderungen

Da erhohter Zelltod im entstehenden neuralen Gewebe festzustellen war, der potentiell mit
den morphogenetischen Vorgéngen in der frithen Zebrafischentwicklung interferieren konnte
(siehe ), wurde die Wanderung der Neuralleistenzellen (Vorldufer unter anderem aller
Kraniofazialknorpelzellen) in lebenden Sox 10 transgenen Zebrafischembryonen (Carney u. a.,
2006) beobachtet. Bei der Sox/0 Zebrafischlinie wird das fluoreszierende Protein GFP unter
der Kontrolle des Sox/0 Promotors exprimiert, wobei Sox/0 ein Marker fiir
Neuralleistenzellen darstellt. Uber den Zeitraum der Neuralleistenzellwanderung hinweg
konnten im Bezug auf die Wanderungsrichtung und Wanderungsgeschwindigkeit keine

signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Abb. 3.22).
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Abb. 3.22: In vivo Untersuchung der Neuralleistenzellwanderung wihrend der
Zebrafischentwicklung

Représentative Darstellung von Sox/0 Embryonen im 13 Somiten Stadium. Durchlichtbilder
wurden mit Fluoreszenzbildern iiberlagert. Zwischen Morphanten (as) und unbehandelten
Embryonen (u) sind keine offensichtlichen Unterschiede festzustellen.

3.2.6. Analyse von Zellstressmarkern

Die TEM-Analyse zeigte eine deutliche Verdnderung des Endoplasmatischen Retikulums
in morphanten Chondrozyten (siche ). Um die Rolle von ER-Stress in der Etablierung des
Phénotypes zu untersuchen, wurde das relative Expressionsniveau der Proteine Ubiquitin
(proteasomvermittelte Abbaumaschinerie), BIP und XBP1 (ER-Stressmarker bzw. ,,unfolded
protein response™ (UPR) Zellstressmarker, siehe 1.1.3.2 und (Leighton u. a., 2007)) durch
quantitative PCR bestimmt (Abb. 3.24). Bei 15 hpf zeigten Morphanten im Vergleich zu den
Mismatchkontrollen und unbehandelten Embryonen einen starken Anstieg der Ubiquitin- und
BIP-mRNA. Die Expression von XBP1 war ebenfalls erhoht, allerdings nicht im selben Malle
wie die von Ubiquitin und BIP. Dies kann als ein Hinweis auf eine Beteiligung des UPR-
Wegs bei der Etablierung des Matn-1 , knockdown‘ Phianotyps gedeutet werden, der eventuell
nicht im selben Malle ausschlaggebend ist wie die von Ubiquitin oder BIP (Abb. 3.24 obere
Reihe). Bei 68 hpf zeigte weder die Expression von XBP1 noch die Expression von BIP
deutliche Unterschiede zwischen Morphanten und Mismatchkontrollen bzw. unbehandelten
Embryonen. Abweichend dazu war das Expressionsniveau von Ubiquitin weiterhin erhdht,
allerdings lediglich um den Faktor 4, im Gegensatz zum Faktor von 7500 bei 15 hpf (Abb.
3.24 untere Reihe). Daher ist anzunehmen, dass weder ER-Stress noch UPR eine wichtige
Rolle bei der Etablierung des spédten Phanotyps in den Chondrozyten spielen. Neben dem ER-
Stress konnte auch Autophagie fiir die aufgebldhten Mitochondrien (Abb.3.20) der
Chondrozyten verantwortlich sein (Klionsky u. a., 2007; Mizushima, 2004).

94



10000 1 250 1 4 1

[ Ubiquitin EBip H Xbp1
—
1%
< 200 4
‘Lf_) 7500 4 3
c
Ke)
) 150
o
S 5000 - 5
3
g 100
&
2500 A 14

E .
©

0 - 0 - 0 -

u mis as u mis as u mis as
10 1 10 1 X 10 4
[ Ubiquitin EBip @ Xbp1

o
15
© 8 8 8
©
c
=)
‘@ 6 6 - 6
o
S
X
L 4 4 4
<
Z
X
E_ 2 1 2 g o
h m

0 . 0 - 0 .

u mis as u mis as u mis as

Abb. 3.23: Untersuchung der relativen Expression von Ubiquitin, BIP und XBP1 bei 15
hpf und 68 hpf

In 15 hpf alten Morphanten waren sowohl Ubiquitin als auch die Zellstressmarker BIP und
XBP1 hochreguliert (obere Reihe). Bei 68 hpf alten Morphanten war nur noch Ubiquitin
deutlich, wenn auch um drei Zehnerpotenzen weniger stark, hochreguliert (untere Reihe). U,
unbehandelt, mis, 5S-Mismatchkontrolle, as, Antisensemorphant.

Da aktuelle Studien von einer mdglichen Verbindung zwischen Autophagie und p53
vermittelter Apoptose berichten (Gump, Thorburn, 2011), wurde der Status von p53 und dem
Autophagiemarker LC3 mittels ,,Western blot* Analyse untersucht. Nur in Morphanten
konnte sowohl bei 15 hpf als auch bei 68 hpf stabilisiertes p53 nachgewiesen werden (Abb.
3.24, links). Bei 15 hpf wurde LC3 nur in seiner nicht lipidierten, inaktiven und im
elektrischen Feld langsamer wandernden Form gefunden, ein Hinweis darauf, dass zu diesem
Zeitpunkt Autophagie keine Rolle spielt. Bei 68 hpf hingegen wurde in Morphanten
zusdtzlich zur inaktiven, die aktive, lipidierte und schneller wandernde Form von LC3
sichtbar (Abb. 3.24, rechts). Dies ist ein klares Zeichen dafiir, dass die Autophagie in
Morphanten stattfindet und die Zellen ihren Abbau betreiben.
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Abb. 3.24: ,,Western blot* Analyse von p5S3 und dem Autophagiemarker LC3

Extrakte von 15 hpf alten und 68 hpf alten unbehandelten (u) und morphanten Embryonen
(as) wurden mittels spezifisch gegen Zebrafisch p53 und humanem LC3 gerichteter
Antikorper untersucht. Induktion von p53 vermittelter Apoptose in nicht injizierten
Embryonen durch den Topoisomerasenhemmer Camptothecin diente als Positivkontrolle zur
p53 Stabilisierung (p). Stabilisiertes, und damit aktives p53 konnte sowohl bei 15 hpf als auch
bei 68 hpf nur in den Morphanten nachgewiesen werden (links, Lauththe des p53 Proteins
durch Pfeilspitze markiert). Aktives LC3 hingegen (die schneller wandernde Bande) fand sich
nur in Extrakten von 68 hpf alten Morphanten (rechts, durch Sternchen markiert).

Um eine Beteiligung des Proteasoms bei der phénotypischen Verdnderung in Matn-1
»knockdowns® zu untersuchen, wurden unbehandelte, mit Wasser injizierte und
Mismatchkontrollen bzw. Antisensemorphanten in Embryonenpuffer mit 10 pM
Proteasominhibitor Bortezomib inkubiert. Wéihrend die Inhibition des Proteasoms weder die
unbehandelten noch die mit Wasser oder Mismatchmorpholinos injizierten Embryonen
beeinflusste, fithrte diese Behandlung zu einer Erhdhung des relativen Phinotypenrate bei
Antisensemorphanten von etwa 75% auf 100% (Abb. 3.19 A). Morphologisch waren in mit
10 uM Bortezomib inkubierte Morphanten identisch mit denen, die in normalem
Aufzuchtmedium inkubiert wurden. Diese Befunde deuten auf eine Beteiligung der zelluldren

Abbaumaschinerie an der Entwicklung des Matn-1 ,.,knockdown* Phénotyps hin.
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Abb. 3.25: Einfluss des Proteasominhibitors Bortezomib auf die Phianotypverteilung und
Ausprigung des Matn-1 ,,knockdown“ Phinotyps

Der relative Anteil der phdnotypischen Larven sortiert nach mildem und ernstem Phénotyp
bei 24 hpf. Die Inkubation der unbehandelten (u), mit Wasser und 5-Mismatchmorpholino
(mis) injizierten Larven in 10 uM Bortezomib dnderte die relative Phanotypenmenge nicht,
verringerte aber den Anteil an schweren Phénotypen. Inkubation von Matn-1 Morphanten in
10 uM Bortezomib hingegen erhohte den Anteil phinotypischer Larven auf 100% und
erhohte gleichzeitig den Anteil an schweren Phénotypen (A). Morphologisch waren mit und
ohne Bortezomib behandelte Morphanten nicht zu unterscheiden (B). u, unbehandelt, mis, 5-
Mismatchkontrolle, as, Antisensemorphant, +/- B/bort, unter Zugabe oder unter keiner
Zugabe von Bortezomib.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit diente der Zebrafisch als Modellorganismus zur Untersuchung
der Funktion der ,,nicht kollagenen* ECM Proteine Ucmaa und Matn-1. Da eine UCMA Maus
nicht zur Verfligung stand und Matn-1 defiziente Méiuse keine offensichtlichen
phénotypischen Abweichungen zu wildtypischen Tieren zeigen (Aszddi u. a., 1999; Ko u. a.,
2004; Matés u. a., 2004), wurde der Zebrafisch als alternatives System zur funktionalen

Analyse der beiden Proteine gewahlt.
4.1. Zebrafisch Ucmaa zeigt viele Ahnlichkeiten zu murinem Ucma

UCMA, ein vor kurzem entdecktes, Vitamin K abhdngiges Protein mit vielen v-
carboxylierten Glutamatresten, wurde bereits grundlegend in der Maus und im adriatischen
Stor untersucht (Surmann-Schmitt u. a., 2008; Tagariello u. a., 2008; Viegas u. a., 2008). Bis
auf die Vermutung, UCMA konnte eine strukturelle Rolle wéhrend der
Chondrozytendifferenzierung spielen (Tagariello u. a., 2008), fehlten bisher weitere Hinweise
auf dessen Funktion.

Der Zebrafisch besitzt zwei zur Maus orthologe Ucma Gene, ucmaa (Grpl) und ucmab
(Grp2), die Folge einer zusitzlichen Genomduplikation sind, die nach der Abspaltung der
Knochenfische von den restlichen Wirbeltieren stattfand ((sieche Abb. 3.2) und (Venkatesh,
2003)). Genom- oder Genduplikationen sind eine der treibenden Krifte der Evolution
(zusammengefasst in (Ohno, 1999)). Die duplizierten Gene bleiben jedoch nur dann im
Genpool erhalten, wenn eine der beiden Kopien ,neofunktionalisiert wird, also
unterschiedliche Funktionen erhdlt oder zu anderen Zeitpunkten in der Entwicklung
exprimiert wird (zusammengefasst in (Force u. a., 1999)). ucmab wird nachweislich erst ab 88
hpf (q-PCR) bzw. 96 hpf (in situ) in ausgewihlten Kraniofazialknorpeln exprimiert, wihrend
ucmaa bereits ab 15 hpf (in situ) detektiert werden konnte (siche Abb. 3.3 und 3.4). Da der
durch Morpholinos manipulierbare Zeitraum wéhrend der Zebrafischentwicklung von 0 hpf
bis 72 hpf reicht, ist eine funktionelle Untersuchung von ucmab mittels ,,knockdown* nicht
moglich. Allerdings ist anzunehmen, dass ucmaa dem Maus Ucma am &hnlichsten ist, da
beide eine starke Ubereinstimmung der zeitlichen und riumlichen Expression zeigen, auch
wenn Ucmaa im Zebrafisch, im Gegensatz zur Maus, ab 64 hpf stark im sich entwickelnden

Schédel exprimiert wird (siche Abb. 3.4). Es kann also angenommen werden, dass Zebrafisch
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ucmaa das fiir die funktionelle Charakterisierung geeignete Zebrafisch ucma Gen darstellt,
dessen Eigenschaften auch Riickschliisse auf das in der Maus exprimierte Gen zulassen.

Nicht nur die allgemeine Intron/Exonstruktur von UCMA ist bei beiden Zebrafisch ucma
Genen stark konserviert, sondern auch die Erkennungsstellen fiir die Glutamat y-Carboxylase,
die Erkennungssequenz einer putativen Proproteinkonvertase, sowie die Position der
Glutamatreste. Auch die in der Maus beschrieben Spleilvarianten sind vorhanden (siche
3.1.1. und 3.1.2.). Unter diesen Splei3varianten gibt es zwei Formen von ucma, denen Exon 2
und damit ein Teil des Signalpeptids fehlt und die somit eine intrazelluldre Lokalisierung
aufweisen. Der kiirzeren der beiden Formen fehlt auch noch das Exon, in dem die meisten
Glutamatreste notiert sind (Exon 4, vergleiche (Le Jeune u. a., 2010; Viegas u. a., 2008)). Da
die Vitamin K abhingige Glutamat y-Carboxylierung im ER stattfindet (Berkner, 2000), ist
dies ein moglicher Hinweis auf eine von der y-Carboxylierung unabhéngigen Funktion der
intrazelluliren Ucma SpleiBvarianten. Diese physiologische Funktion einer intrazelluldren
Form eines normalerweise am Glutamat vy-carboxylierten ECM Proteins ist unklar.
Uberexpression von intrazellulirem Ucma fiihrte zu perinukleiren, Mikrotubulus assoziierten
Aggregaten (Le Jeune u. a., 2010). Jedoch sind, im Vergleich zum Vollldngenprotein, die
kiirzeren SpleiBformen von UCMA nur in sehr geringen Mengen vorhanden (Le Jeune u. a.,
2010). Aus diesem Grund scheint hier eine Funktion von UCMA als Signalprotein, dhnlich zu
cNell2, einer alternativ gespleifiten, zytosolischen Form des ansonsten extrazelluldren
Proteins Nell2 (Hwang u. a., 2007), wahrscheinlicher als die eines intrazelluldren

Strukturproteins.

4.2. Ucmaa ,,knockdown* fithrt zu Fehlbildungen des Notochords und

des Kraniofazialskeletts

Der ,,knockdown* von Ucmaa ergab, dass es eine wichtige Rolle in der Entwicklung des
Notochords und der Kraniofazialknorpel wéhrend der Entwicklung des Zebrafisches spielt.
Die Analysen wurden mit zwei verschiedenen Antisensemorpholinos durchgefiihrt und beide
fithrten zu vergleichbaren phinotypischen Verdnderungen, ein klares Indiz dafiir, dass diese
nicht durch unspezifisch-toxische Effekte hervorgerufen wurden (sieche 1.2.4). Ucmaa
,knockdowns* wurden durch Injektionen von 2,5 ng Morpholino pro Embryo erzeugt, da
Injektionen von 5 ng oder mehr letal waren. Dies ldsst die Vermutung zu, dass die
beobachteten Verdnderungen hypomorphe Phénotypen darstellen und der komplette Verlust

von Ucma letal ist (vgl auch 4.3). Die Analyse milder und schwerer Phénotypen zeigte, dass
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der ,knockdown“ von Ucmaa zu Wachstumsdefekten und zu Missbildungen in der
Kraniofazialskelett- und dem Notochordentwicklung fiihrte (siche Abb. 3.5). Besonders
interessant sind die gelegentlich festgestellten Unterbrechungen im Notochord (Abb. 3.5 B),
die wegen der starken Expression von ucmaa im Notochord ein Hinweis auf eine Rolle von
Ucmaa bei der Bildung dieses Gewebes sind.

Das Notochord ist nicht nur ein Entwicklungsorganisator (Stemple, 2005), sondern auch
ein skelettales Element, dessen Zusammensetzung eine Verwandschaft mit dem Knorpel nahe
legt. Moglicherweise stellt es eine primitive Form des Knorpels dar, die bis zur Ausbildung
der Wirbelsdule als Axialskelett dient (Stemple, 2005). Der Verlust von Ucmaa, wie durch
Alcianblaufarbung und Antikorperfarbungen gezeigt (siche Abb. 3.5 B, C), fiihrt im
Kraniofazialknorpel zu einem sekundidren Verlust der zwei wichtigsten Komponenten des
Knorpels, Kollagen II und Aggrecan (siehe 1.1.3). Obwohl zum gegenwirtigen Zeitpunkt
nicht ersichtlich ist, wie Ucmaa die Kollagen II und Aggrecan Expression beeinflussen
konnte, sind die morphologischen Konsequenzen fiir den Knorpel dramatisch. Ahnlich wie
Ucmaa, werden viele Knorpelproteine im Zebrafisch zur Zeit der Notochordbildung und
-entwicklung exprimiert, lange bevor die ersten ,klassischen* Knorpelstrukturen entstehen.
Proteine wie die Kollagene Ilal, -V, -VIII al, -XI und -XXVII, sowie Chondromodulin und
die Lysyl Oxidasen 1 und -5 wurden bereits in Zebrafischmutanten oder durch Morpholino
,.knockdown* untersucht (Baas u. a., 2009; Christiansen u. a., 2009; Fang u. a., 2010; Gansner
u. a., 2007; Gansner, Gitlin, 2008; Pagnon-Minot u. a., 2008; Sachdev u. a., 2001; Yan u. a.,
1995b), jedoch zeigten nur wenige einen Phinotypen wie der Ucmaa ,knockdown®. So
erinnert die Notochordverformung in Kollagen VIII al Missensemutanten an jene milder
Ucmaa Morphanten und wird durch Inhibition der Lysyl Oxidase verstiarkt (Gansner, Gitlin,
2008). Daher wurde bei einem partiellen ,.knockdown* von lox/1 oder loxI5bh und col2al ein
dhnlicher Phianotyp festgestellt. Bei der Koinjektion von lox// oder loxI5h Morpholinos mit
der hochsten Menge an col2al Morpholino, die gerade noch keinen Phinotypen erzeugt,
zeigten etwa 50% der Embryonen Verformungen des Notochords dhnlich zu denen der
Ucmaa ,knockdowns®* (Gansner u. a., 2007), ein weiterer Hinweis darauf, dass Ucma

zusammen mit Kollagen II am Aufbau der knorpelartigen Gewebe beteiligt ist.
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4.3. Bedeutung der Glutamat y-Carboxylierung fiir die Entwicklung des

Notochords und der Kraniofazialknorpel

Ucma ist ein neuartiges Mitglied der Familie der Vitamin K abhingig y-carboxylierten
Proteine. Zu den ndchsten Verwandten gehoren auch die calciumbindenden Proteine
Osteocalcin und Matrix Gla Protein (Viegas u. a.,, 2008). Osteocalcin ist ein
knochenspezifisches Hormon, das im Energiemetabolismus eine Rolle spielt (Lee u. a., 2007,
Razzaque, 2011). Osteocalcindefiziente Méuse weisen einen erhohten Knochenaufbau sowie
eine erhohte Knochendichte auf (Ducy u. a., 1996). Fir Matrix Gla Protein wurde ein
inhibitorischer Effekt auf die Kalzifizierung der Extrazelluldrmatrix in Knorpel und
Blutgefdalen beschrieben und Matrix Gla Protein defiziente Méiuse zeigten spontane
ektopische Verknocherungen in Arterien und Knorpelgewebe, ein Effekt, der moglicherweise
durch die y-Carboxylierung von Glutamatresten vermittelt wird (Luo u. a., 1997). Beide
Proteine werden im Zebrafisch exprimiert, allerdings zu spéteren Zeitpunkten als Ucmaa.
Matrix Gla Protein kann zum ersten Mal bei 96 hpf und Osteocalcin sieben Tage nach
Befruchtung detektiert werden (Gavaia u. a., 2006). Da mutante Fischlinien nicht verfiigbar
sind und beide Gene aullerhalb des von den Morpholinos beeinflussten Zeitfensters von drei
Tagen exprimiert werden, konnte deren Funktion bisher im Zebrafisch nicht ermittelt werden.

Interessanterweise war bereits frither gezeigt worden, dass die Inhibition der Vitamin K
abhédngigen Glutamat y-Carboxylierung durch Warfarin einen Effekt auf die embryonale
Entwicklung des Zebrafisches hat (Hanumanthaiah u. a., 2001). Die Behandlung mit Warfarin
filhrte bei den Fischembryonen zu verschiedenen Zeitpunkten zu Entwicklungsarresten.
Bereits vor der Entdeckung von Ucma deuteten diese Ergebnisse auf das Vorhandensein eines
neuartigen Vitamin K abhingig Glutamat y-carboxylierten Proteins mit einer wichtigen Rolle
in der Zebrafischentwicklung hin (s. 0.).

Tatsdchlich konnten bei Zebrafischen, die zu Zeitpunkten mit Warfarin behandelt wurden,
an denen Notochord- und Kraniofazialknorpelbildung stattfinden, skelettale Verformungen
beobachtet werden, die denen von milden Ucmaa Morphanten dhneln (siche Abb. 3.7).
AuBerdem konnte festgestellt werden, dass Zebrafischembryonen, die direkt nach Ablage mit
einer hohen Dosis Warfarin behandelt wurden (21 mg/ml), einen Entwicklungsarrest im 50%
Epiboliestadium aufwiesen (5 hpf -6 hpf, siche Abb. 3.7 C). Es konnte nicht ausgeschlossen
werden, dass andere Vitamin K abhédngig Glutamat y-carboxylierte Proteine ebenfalls von der
Warfarinbehandlung beeinflusst werden. Jedoch ist es unwahrscheinlich dass Osteocalcin

oder Matrix Gla Protein darin involviert sind (Gavaia u. a., 2006), da zu diesem Zeitpunkt
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beide Proteine noch nicht exprimiert werden. Es konnten ebenfalls keine verstirkte
Knochenbildung oder ektopische Kalzifizierungen beobachtet werden, wie es bei einem
Verlust der Osteocalcin oder Matrix Gla Protein Funktion zu erwarten gewesen wére (s. o.
und Abb. 3.8). Die Beobachtung, dass der Ucmaa ,,knockdown* Phénotyp (siche 3.1.4 und
4.2) durch Inhibition der Glutamat y-Carboxylierung repliziert werden konnte, ist ein weiterer
Hinweis darauf, dass Ucma eine wichtige Rolle bei der Skelettbildung des Zebrafisches spielt
und die Vitamin K abhingige y-Carboxylierung fiir dessen Funktion essentiell ist.
Moglicherweise spielt die Inhibition der Vitamin K abhingigen Glutamat y-Carboxylierung
von Ucma auch beim Menschen bei der Pathogenese der ,,Warfarin Embryopathien eine
Rolle. Diese dufern sich in der Unterentwicklung von Knorpelstrukturen und der ektopischer
Verknocherung in Embryonen nach Verabreichung von Warfarin als Vitamin K Antagonist
wihrend der Schwangerschaft (Hall u. a., 1980). Dies wird zusétzlich unterstiitzt durch
Befunde bei einem Patienten mit Multipler Vitamin K Defizienz, der nicht nur vielfaltige
Defekte in der Hadmostase, sondern auch skelettale Fehlbildungen zeigte, die denen der

,»Warfarin Embryopathie* dhneln (Pauli u. a., 1987).

4.4. Matn-1 Expression beim Zebrafisch setzt bereits vor der

Knorpelentwicklung ein

Die Matriline bilden eine Familie modular aufgebauter, nicht-kollagener ECM Proteine,
die vor allem im Knorpel, aber auch in vielen anderen Extrazelluldrmatrizen exprimiert
werden. Durch die Eigenschaft sowohl an Bestandteile des Kollagennetzwerks, als auch an
die Kernproteine des Proteoglykangels zu binden, sind sie an der ECM Assemblierung und
der Verkniipfung dieser zwei grofften Strukturen der ECM beteiligt. Das am lingsten
bekannte Matn-1 (CMP) kann als prototypisches Familienmitglied bezeichnet werden (Klatt
u. a., 2011). Verschiedene Experimente zur Ermittlung der Funktion der einzelnen Matriline
durch Verwendung der ,.knockout“ Methode bei der Maus erbrachten keine auffalligen
Unterschiede zum Wildtyp (zusammengefasst in (Klatt u. a., 2011)). Dies gilt nicht nur fiir
den ,.knockout™ einzelner Matriline (Aszddi u. a., 1999; Huang u. a., 1999; Matés u. a., 2004),
sondern auch fiir Matn-1/3 Doppel-,.knockouts* (Nicolae u. a., 2007), und selbst die Matrilin
1/-2/-3/-4 Quadrupelmutante zeigte keine offensichtlichen phinotypischen Verdnderungen
(Aszodi et al., personliche Kommunikation). Lediglich die Kollagen Fibrillogenese und deren
Fibrillendichte war in Matn-1 und Matn-3 ,knockouts“ beeinflusst (Huang u. a., 1999;

Nicolae u. a., 2007). Dies scheint insofern verwunderlich, weil die Matriline evolutionér bis
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zu den Lanzettfischen hoch konserviert sind (Wagener et. al., personliche Kommunikation)
und man erwarten wiirde, dass nicht dem Selektionsdruck unterliegende Gene durch
Akkumulation von Defekten verloren gehen wiirden (zusammengefasst in (Demuth, Hahn,
2009)).

Ein gut eingefiihrter, alternativer Modellorganismus ist der Zebrafisch. In groben Ziigen
wurde die zeitliche Expression von matrilin 1 im Zebrafisch bereits beschrieben (siehe 1.2.3
und (Ko u. a., 2005)). Da die Expression von matrilin 1 bei 24 hpf mittels einfacher RT-PCR
nicht nachzuweisen war, Pilotexperimente zum Matn-1 ,,.knockdown* aber bereits vor 24 hpf
starke phinotypische Verdnderungen bei behandelten Tieren offenbarten, wurde die matrilin-
1 Expression mit Hilfe von qPCR in diesem Zeitraum genauer untersucht und matrilin 1
mRNA konnte von 6 hpf an nachgewiesen werden. Von diesem Zeitpunkt an, bis zu einem
Hohepunkt bei etwa 15 hpf, konnte eine Expressionszunahme an matrilin 1 festgestellt
werden, die danach wieder bis auf den Anfangswert absank (sieche Abb. 2.9 A). Die
Untersuchung der Expressionsniveaus anderer mit Matn-1 potentiell interagierender
Knorpelproteine wihrend der Frithentwicklung des Zebrafisches zeigte, dass keines einen
dhnlichen Expressionsverlauf wie matrilin 1 aufwies, obwohl alle untersuchten Gene bereits
wihrend der ersten 24 hpf exprimiert werden (siche Abb. 3.10). Bemerkenswert dabei ist eine
mogliche Einteilung der untersuchten ECM Komponenten in zwei Gruppen aufgrund ihrer
Expressionsprofile. Die erste Gruppe wurde bereits sehr frith exprimiert und ihre Expression
stieg zwischen 12 hpf und 15 hpf an (matrilin 1, matrilin 3b). Bei der zweiten Gruppe setzte
die Expression erst ab dem Expressionshohepunkt der ersten ein (kollagen Ilal, decorin und
matrilin 4).

Die Analyse der rdumlichen Verteilung der matrilin 1 mRNA und des Matn-1-Proteins
wihrend der ersten 24 hpf zeigte eine diffuse Verteilung der mRNA im ganzen Embryo und
eine stirkere Proteinexpression in der sich entwickelnden anterioren und posterioren
Korperachse, sowie in der Haut (sieche Abb. 3.12 und 3.13). Dies entsprach zunéchst nicht den
Erwartungen, da Matn-1 in Maus, Mensch, Ratte und Rind hauptsidchlich im Knorpel
lokalisiert ist, dieser aber im Zebrafisch wéhrend der ersten zwei Tage nicht gebildet wird.
Die einzige knorpeléhnliche Struktur, die ECM Proteine wie Kollagen Ilal enthélt (Yan u. a.,
1995b), ist das Notochord (vgl. (Glickman u. a., 2003; Stemple, 2005)). Im Notochord des
Zebrafischs wird Matn-1 jedoch kaum exprimiert (Abb. 3.12 und 3.13). Ahnlich wie Matn-1
wurde auch der Bindungspartner Decorin (siche 2.1.2.3 und (Wiberg u. a., 2003)) in den sich
entwickelnden anterioren wie posterioren Korperachsen des Zebrafischembryos entdeckt

(Zoeller u. a., 2009). Dies weist auf einen wichtigen Unterschied zwischen Landwirbeltier-
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und Zebrafischembryonalentwicklung hin und es ist anzunehmen, dass Matn-1 und andere
Proteine der ECM des Knorpels wichtige Funktionen bei den Entwicklungsprozessen der
Achsenbildung des Zebrafisches iibernehmen.

Die quantitative Analyse der matrilin 1 Expression ergab weiterhin, dass eine zweite,
erheblich stirkere Expressionsphase (um den Faktor 1000 starker) bei ca. 56 hpf beginnt und
mindestens zwei Expressionshohepunkte aufweist, einen bei ca. 88 hpf und einen bei ca. 112
hpf (siche Abb. 3.9 B). Die Annahme, dass der erste Expressionshohepunkt mit der
mesemchymalen Kondensation und der Bildung des Kraniofazialknorpels {iberlappt,
bestitigte sich bei der Immunfluoreszenzanalyse der Matn-1 Expression unter Verwendung
von eigens fiir die vorliegende Arbeit hergestellten polyklonalen, gegen Zebrafisch Matn-1
gerichteten Antikorpern (sieche Abb. 3.13 untere Reihe). Matn-1 wurde ausschlieBlich in den
Kraniofazialknorpeln ~ und  den  Flossenstrahlen = nachgewiesen. = Der  zweite
Expressionshohepunkt iiberlappt teilweise mit der beginnenden Verknocherung der
Zebrafischwirbelsdule bei ca. 120 hpf (Du u. a., 2001). Der friithe und der spite
Expressionshohepunkt weisen nicht nur Unterschiede in der Expressionsstirke auf, sondern
auch in der Form des sekretierten Matn-1. Wiahrend der ersten 24 hpf wurde eine kleine,
potentiell monomere Form von Matn-1 sekretiert, wohingegen im Larvenstadium die groBere
oligomere Form auftrat. Alternatives Spleilen konnte als Ursache ausgeschlossen werden
(Sequenzierungsergebnisse), jedoch kann es sich auch um posttranslationale Prozessierung
wie z.B. durch Metalloproteinasen handeln (Klatt u. a., 2001; Ehlen u. a., 2009). Im
Gegensatz zu Mensch und Rind konnten keine Matn-1/3a Heterooligomere nachgewiesen
werden (sieche Abb. 3.11 C und (Wu, Eyre, 1998)). Die Beobachtungen, dass Matn-1
biphasisch exprimiert wird und die beiden Phasen sich sowohl in der Expressionsstirke als
auch in der sekretierten Form von Matn-1 unterscheiden, weist mdglicherweise auf einen
funktionalen Unterschied der beiden Formen hin. Leider gelang eine eingehende
proteinchemische Charakterisierung der frilhen Matn-1 Form wegen der zu geringen

Proteinmenge bis jetzt nicht.

4.5. Matn-1 ,,knockdown* fiihrt zu schweren Kopf- und Achsendefekten

wihrend der Embryonalentwicklung des Zebrafisches

Um die Konsequenzen einer verringerten Matn-1 Proteinmenge auf die friihe

Embryonalentwicklung und die Knorpelbildung des Zebrafisches zu untersuchen, wurden
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durch Injektion von Morpholino Oligonukleotiden in befruchtete Eier Matn-1 Zebrafisch
,knockdowns* generiert ( vgl. 2.2.4).

Der ,knockdown* von Matn-1 reduzierte die Matn-1 Proteinmenge auf ein durch
Immunfluoreszenzfiarbungen auf Serienschnitten nicht detektierbares Niveau. Matn-3a
hingegen, ein anderes, genau wie Matn-1 im Knorpel vorkommendes Mitglied der
Matrilinfamilie, war in diesen Geweben der Matn-1 Morphanten nach wie vor vorhanden, ein
wichtiger Hinweis darauf, dass das Gewebe angelegt wird (siche Abb. 3.14 A). Die ,,Western
blot* Analyse bestitigte die histologischen Untersuchungen, da die charakteristischen Matn-1
Banden in Morphanten fast vollstindig verschwanden (siche Abb. 3.14 B). Die Untersuchung
der verbleibenden Matn-1 Proteinmenge wurde in beiden Fillen bei 72 hpf durchgefiihrt, zu
einem Zeitpunkt, bei dem die Effizienz des ,.knockdowns* bereits nachzulassen beginnt (siche
1.2.4). Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass die relative Proteinmenge zu vorhergehenden
Zeitpunkten noch geringer und damit durch den ,.knockdown®, wie beabsichtigt, eine starke
Reduktion der Proteinmenge erreicht wurde.

Die Unterdriickung der Matn-1 Expression hatte erhebliche Auswirkungen auf die
Morphogenese der sich entwickelnden Zebrafischlarve (siehe Abb. 3.15, 3.16 und 3.17). Die
phénotypischen Verdnderungen konnten in zwei verschiedene Schweregrade unterteilt
werden. Die mild phénotypischen Morphanten waren im Vergleich zu unbehandelten Larven
kleiner, die Dottersackerweiterung war kiirzer und der Kopf zeigte Deformierungen auf und
war nur unzureichend ausgepréigt. Die gesamte hintere Korperachse war verkiimmert und
geknickt. Das Notochord war stets vorhanden, aber ebenfalls abgeknickt. Die Schwanzspitze
zeigte haufig wellenformig verlaufende Bereiche. Alle aufgelisteten Merkmale waren bei den
schweren Phéanotypen stiarker ausgepragt. So zeigte sich bei 72 hpf, also wéihrend der spéten
Matn-1 Expression, dass die strukturelle Integritit der stark durch den ,knockdown*
betroffenen Organe (Kopf, Schwanz, Notochord, Somiten) zerstort war. Die Somitengrenzen,
die ,,floor plate, das Hypochord, sowie das Notochord selbst, konnten morphologisch nicht
mehr identifiziert werden (sieche Abb. 3.15 B, Pfeile). Erstaunlicherweise konnte bei 72 hpf in
beiden Schweregraden an bestimmten Stellen eine Abschwichung der bereits bei 24 hpf
identifizierten Verdnderungen (s.u.) beobachtet werden. Einzelne Bereiche, wie z.B. der
Rumpf direkt {iber dem Dottersack, waren hdufig weniger stark betroffen als benachbarte
Regionen oder derselbe Bereich zu einem fritheren Zeitpunkt (sieche Abb. 3.15 A, B). Das
Notochord war oft beinahe wildtypisch. Diese Beobachtungen kdnnen sowohl als Reparatur
der Schiaden durch wieder einsetzende Matn-1 Expression gedeutet werden, die aufgrund der

Verringerung der ,.knockdown* Effizienz wieder gesteigert wird (siehe 1.2.4), als auch eine
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verzogerte Entwicklung der Gewebe aufgrund des Matn-1 Mangels darstellen. Vielleicht
findet auch eine Matn-1 unabhingige Kompensation der Schidden, die zu fritheren
Zeitpunkten in den angelegten Organbereichen entstanden sind, durch spiter exprimierte
Proteine mit &hnlichen Funktionen statt.

Die histochemische Analyse der Kraniofazialknorpel in 72 hpf alten Morphanten zeigte
einen von der Morpholinodosis abhédngigen Verlust der Alcianblau Knorpelfirbung. Die
betroffenen Gewebe wurden zwar noch angelegt, es fehlen aber alle Knorpelcharakteristika,
wie z. B. Zellanordnung und Proteoglykanfarbung der ECM (siehe Abb. 3.16). Der Verlust an
Matn-1 schien somit keinen Einfluss auf die mesenchymale Kondensation zu haben, sondern
nahm spezifisch Einfluss auf die Bildung des Knorpels per se. Die Zellen ordneten sich nicht
mehr in ihre natiirlichen Strukturen ein und waren nicht in der Lage funktionale Knorpel-
ECM zu sekretieren. Dieser Effekt betraf die Kraniofazialknorpel stéirker als die Knorpel des
Neurokraniums, moglicherweise eine Konsequenz der Reihenfolge ihrer Entwicklung, denn
die Knorpel des Neurokraniums werden frither gebildet als die Kraniofazialknorpel (Schilling,
Kimmel, 1997; Kimmel u. a., 2001). Weiterfiihrende Analysen der ECM des
Kraniofazialknorpels zeigten, dass nicht nur das Proteoglykangel, sondern auch die Kollagene
II und -IX in Matn-1 Morphanten nicht mehr detektierbar waren (siche Abb. 3.17).
Immunfluoreszenzfarbungen auf Serienschnitten von 72 hpf alten unbehandelten
Zebrafischlarven sowie Morphanten zeigten, dass, obwohl Matn-3a noch nachweisbar war
und die Strukturen damit zumindest urspriinglich einmal hatten Knorpel werden kénnen, eben
diese kein Matn-1, Kollagen II und -IX enthielten (siche Abb. 3.14). Die sezernierenden
Zellen schienen die Proteine iiberhaupt nicht mehr zu produzieren, da auch intrazellulér keine
Signale fiir Kollagen II und -IX gefunden wurden. Dies bedeutet, dass der Verlust eines
Proteins, das als Adapter zwischen diesen groBBen Netzwerken fungieren soll (siche Abb. 1.6),
dazu fiihrt, dass beide Netzwerke, und damit die ECM des Knorpels, nicht mehr aufgebaut
werden, ein Vorgang, der in dieser Art bereits auf Proteinebene beim ,.knockdown* von
Ucmaa beobachtet werden konnte (sieche 4.1 bis 4.3).

Ein Grofteil der phénotypischen Verdnderungen der Kopf- und Koérperachsenentwicklung
konnte jedoch lange vor der Bildung der ersten Knorpel, also wéahrend der frithen Expression
von Matn-1 beobachtet werden. Im Gegensatz zu den ,.knockdowns* anderer Proteine, die
einen engeren Wirkungskreis haben und zum Teil nur einzelne Organe betreffen (vgl. z.B.
knockdown* von Kollagen XIal, bei dem ausschlieBlich die Kraniofazialknorpel betroffen
sind (Baas u. a., 2009)), ist es bei der Gewebeverteilung von Matn-1 wihrend der ersten

24 hpf nicht verwunderlich, dass der ,knockdown® den Embryo in seiner gesamten
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Morphologie stark beeintrachtigt (s. 0. und Abb. 3.12 bzw. 3.13). Die durch den Verlust von
Matn-1 verursachten Schiden sind ein Hinweis darauf, dass die friihe Expression von Matn-1
bei der Entwicklung der betroffenen Organe (Kopf, Schwanz, Notochord, Somiten) eine Rolle
spielt. Die Verdnderungen in der Notochordmorphologie konnten allerdings sekundére
Effekte der beschddigten umgebenden Gewebe sein, wie z.B. der Somiten (vgl. defekte
Notochordentwicklung durch tetanisch kontrahierte Muskeln (Teraoka u. a., 2006)) oder ein
,Einfalten* des wachsenden Notochords in einer zu kurzen Kdrperachse.

Der Zusammenhang zwischen Matn-1 ,.knockdown* und Verlust von Kollagen II spielt
moglicherweise nicht nur bei den Verdnderungen im Kraniofazialskelett eine Rolle, sondern
konnte auch eine Erklarung fiir den Phénotypen wihrend der frithen Expression von Matn-1
im Zebrafischembryo geben. Eine alternativ gespleiite Form von Kollagen Ilal die eine von
Willebrand Faktor C Domine enthélt, wird, genau wie Matn-1, in nicht knorpelbildenden
embryonalen Geweben exprimiert (Leung u. a., 2010). Vom C-terminalen Fragment von
Kollagen II, auch Chondrocalcin genannt (Van der Rest u. a., 1986), ist bekannt, das es aus
Knorpel mit Matn-1 koextrahiert wird (Nitsche, Dissertation Koln 2001) und dass es eine
Rolle bei der Verkndcherung von Knorpel spielt (Hinek u. a., 1987). Interessanterweise fiihrt
der Verlust der von Willebrand Faktor C Doméne von Kollagen Ilala in Mausembryonen zur
Inaktivierung des ,,Sonic hedgehog* (SHH) Signalweges und dadurch, dhnlich wie beim
Matn-1 ,,knockdown* Phénotyp, zum Verlust von Gehirnstrukturen, sowie von Bereichen des
Kraniofazialen Knorpels (Leung u. a., 2010). Da gezeigt wurde, dass der Verlust von Matn-1
in seiner zweiten Expressionsphase einen Verlust von Kollagen Ilal bedingt (s. 0. und Abb.
3.17), konnte man einen solchen Effekt auch wihrend der ersten Expressionsphase erwarten,
zumal die Kollagen Ilala Expression im Zebrafisch etwa zu der Zeit anfangt, bei der Matn-1
seinen Expressionshohepunkt hat (Dale, Topczewski, 2011). Dies deutet darauf hin, dass

Matn-1 fiir die korrekte Herstellung von Kollagen ITal wichtig ist.

4.6. Matn-1 ,,knockdown* lost Zellstress-Antworten aus

Um einen genaueren Einblick in die zelluliren Vorginge wihrend der Ausbildung der
Entwicklungsdefekte zu bekommen, wurden TEM (transmissionselektronenmikroskopische)
Aufnahmen von 24 hpf und 72 hpf alten unbehandelten Embryonen und Morphanten erstellt
und analysiert (siche Abb. 3.19 und 3.20).

Bei 72 hpf zeigten sich signifikante Verdnderungen. Die Chondrozyten milder Phianotypen

schwollen nach Matn-1 Verlust an, ihr ER verlor seine Integritit und die Mitochondrien
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wurden hypertroph. In intermedidren Phinotypen verstérkte sich der Phianotyp bis zu dem
Punkt, dass die hypertrophen Mitochondrien den gesamten intrazelluldren Raum ausfiillten. In
den stdrksten beobachteten Fillen wurde eine vollstindige Lyse der Zellen festgestellt. Nur
noch der Zellkern blieb in ECM eingehiillt erhalten (sieche Abb. 3.20). Solche
morphologischen Verdnderungen des Knorpels wurden in der Literatur bereits beschrieben
und als ,,Chondroptose* bezeichnet. Es wird vermutet, dass der Prozess eine an die besondere
Umgebung der Chondrozyten angepasste Variante des programmierten Zelltodes darstellt
(Roach u. a., 2004). Da Chondrozyten durch die Ummantelung mit ECM einen geringen
Metabolitenaustausch und damit einen niedrigen Stoffwechsel aufweisen und ihre Uberreste
nur schwer von Makrophagen erreicht und abgebaut werden konnen, wird vermutet, dass die
Autophagie, ein Prozess, bei dem sich eine Zelle schrittweise selbst verdaut (Klionsky u. a.,
2007; Mizushima, 2004), eine groBBere Rolle einnimmt als die klassische Apoptose (Roach u.
a., 2004). Da bereits Matriline mit degenerativen Knorpelerkrankungen wie MED in
Verbindung gebracht wurden (Klatt u. a., 2009; Nundlall u. a., 2010; Otten u. a., 2010), blieb
die Frage, was die knorpelbildenden Zellen, moglicherweise aufgrund des amorph
erscheinenden ERs, in den programmierten Zelltod trieb.

Die Untersuchung von Zellstressmarkern bei 68 hpf, also einer Zeit bei der sich die
Knorpelanlagen bilden (Kimmel u. a., 2001; Schilling, Kimmel, 1997), ergab, dass der
Autophagiemarker LC3 nur in Morphanten in der fiir seine Aktivierung typischen
Doppelbande gefunden werden konnte, ein eindeutiger Hinweis darauf, dass Autophagie in
Matn-1 deffizienten Larven, jedoch nicht in unbehandelten Fischen vorkam (siehe Abb. 3.24).
Die Analyse von stabilisiertem und damit aktiviertem p53 (zusammengefasst in (Brady,
Attardi, 2010)) bei 68 hpf zeigte ebenfalls nur ein Signal in Matn-1 Morphanten, ein Hinweis
dafiir, dass der p53 Signalweg in Morphanten aktiv war. Der p53 Signalweg verhindert
Zellwachstum und Zellteilung so lange Zellstress vorhanden ist und leitet Prozesse wie z.B.
DNA Reparatur oder Autophagie ein (Gump, Thorburn, 2011). Die Analyse der relativen
Expressionsniveaus der ER-Stress Marker XBP1 und BIP bei 68 hpf ergab keine signifikanten
Unterschiede zwischen Morphanten und unbehandelten Larven. Dies war {iberraschend, da
man aufgrund der morphologischen Verdnderungen des ERs in den Chondrozyten (siche Abb.
3.20) eine Aktivierung des ER-Stress Signalwegs hétte erwarten konnen und eine Verbindung
zwischen Autophagie, die nachweislich aktiviert war und ER-Stress bereits postuliert wurde
(Ogata u. a., 2006). Allerdings ldsst sich nicht ausschlieBen, dass das bei 68 hpf stark
einseitige Verhiltnis der geringen Anzahl der Matn-1 exprimierenden Zellen zur Gesamtzahl

der Zellen in der Larve das Signal unter die Detektionsgrenze driickt. Versuche,
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Chondrozyten zu isolieren und zu analysieren sind bisher gescheitert, vornehmlich aufgrund
der geringen Uberlebensrate der Zellen. Die relative Expression von Ubiquitin hingegen war
bei 68 hpf in Morphanten signifikant erhoht. Dies war ein weiteres deutliches Zeichen dafiir,
dass Zellen in Matn-1 Morphanten zur Zeit der Knorpelbildung Schwierigkeiten mit dem
Proteinabbau haben. Insgesamt ergaben die vorhandenen Daten ein interessantes Bild iiber die
Etablierung des Matn-1 ,,knockdown* Phéinotyps wéhrend der zweiten Expressionsphase von
Matn-1. Der Knockdown flihrte zum Verlust der Fahigkeit der Chondrozyten, das
Proteoglykangel und die Kollagenmatrix aufzubauen (siehe 4.5). In den ECM produzierenden
Zellen wird eine p53 vermittelte Zellstressantwort ausgeldst und der Proteinabbau erhdht, da
moglicherweise bestimmte Komponenten nicht mehr sezerniert werden kénnen und das ER
gestort wird. Trotzdem scheinen die kompensatorischen Mechanismen nicht auszureichen und
die Autophagie wird eingeleitet, um die eventuell beschédigten Organellen zu entsorgen. In
letzter Instanz begehen die beschidigten Chondrozyten programmierten Selbstmord.

Die TEM Analyse der 24 hpf alten Morphanten offenbarte keine deutlichen Unterschiede
zum Wildtypen. Lediglich die Haut zeigte stellenweise leichte Ablosungserscheinungen vom
darunterliegenden Gewebe (sieche Abb. 3.19). Ein solcher Effekt ist nicht unerwartet, da
Matn-1 bei 24 hpf am stirksten in der Haut exprimiert wird (siche Abb. 3.13). Die bei 24 hpf
auftretenden morphologischen Verdnderungen gehen daher, im Gegensatz zu jenen bei 72
hpf, nicht mit eindeutigen zellmorphologischen Anderungen einher. Um trotzdem einen
Einblick in zwei morphogenetisch wichtige Ereignisse wihrend der frithen
Zebrafischentwicklung zu erhalten, wurde zum einen der Zelltod mittels TUNEL-Farbungen
und zum anderen die Neuralleistenzellwanderungen 1in sox/0:egfp transgenen
Zebrafischlinien untersucht (siche Abb. 3.21 und 3.22).

Die Ergebnisse der TUNEL-Firbungen verdeutlichten, dass 18 hpf alte Matn-1
Morphanten eine um den Faktor 8 groflere Anzahl an DNA Fragmentierungsereignissen als
die unbehandelten Embryonen aufwiesen. Die zusitzlichen Zelltode konnten in den sich
entwickelnden Augen und im Riickenmark lokalisiert werden (siehe Abb. 3.21). Der Verlust
von Matn-1 fiihrte, wie bereits erwidhnt, moglicherweise zusammen mit dem Verlust an
Kollagen Ilala, zu neurologischen Defekten (siehe 4.5). Durch die starke Zunahme an
sterbenden Zellen im Riickenmark konnte nicht ausgeschlossen werden, dass die
Vorlduferzellen der Kraniofazialknorpel (,,neural crest cells, NCC), die seitlich am
Neuralrohr entstehen und in den sich entwickelnden Kopf wandern (Knight, Schilling, 2006;
McGonnell u. a., 2001; Vaglia, Hall, 1999), in Uberleben, Differenzierung oder Wegfindung

gestort sein konnten. Eine solche Unterbrechung wiirde bedeuten, dass die beobachteten
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Defekte im Kraniofazialknorpel (siche Abb. 3.16) sekundidre Effekte der gestorten
Zellwanderung darstellen. /n vivo Beobachtungen dieser Zellwanderungen ergaben keine
signifikanten Unterschiede in Wanderungsgeschwindigkeit und -Richtung (siche Abb. 3.22).
Die Zellwanderungen wurden also durch den Matn-1 ,knockdown® nicht signifikant
beeinflusst und die NCCs konnten zu den vorgesehenen Orten gelangen, um dort spéter
wiéhrend der Entwicklung die Knorpelbildung einzuleiten. Interessanterweise wurde berichtet,
dass das entstehende Auge an der Regulation der NCC-Wanderungen beteiligt ist
(Langenberg u. a., 2008). Der massive Zelltod in den Augen (s.0.) konnte vermuten lassen,
dass besonders in diesem Bereich Verdnderungen im Wanderungsverhalten zu beobachten
gewesen waren, und tatsichlich, in seltenen Fillen (< 6%) konnte beobachtet werden, dass die
NCCs direkt durch das Auge anstatt um das Auge herum wanderten.

Die Untersuchung der oben erwéhnten Zellstressmarker ergab bei 15 hpf, dem ersten
Hohepunkt der Matn-1 Expression, ein zu 68 hpf abweichendes Bild. p53 Stabilisierung
konnte zwar in Morphanten festgestellt werden, jedoch kein aktiviertes LC3 (Abb. 3.24). Im
Gegensatz zum zweiten Expressionshohepunkt von Matn-1 bei 68 hpf, waren die ER-Stress
Marker XBP1 und BIP stark hochreguliert (siche Abb. 3.23), ein wichtiger Hinweis darauf,
dass bereits zu diesem Zeitpunkt durch die Matn-1 Unterdriickung ER-Stress ausgelost wird,
obwohl dies morphologisch nicht sichtbar war (sieche Abb. 3.19). Auch Ubiquitin wurde in
Morphanten stirker exprimiert, sogar um den Faktor 7500 stdrker als bei 68 hpf (siche Abb.
3.23). Dies ist ebenfalls ein Zeichen dafiir, dass bei 68 hpf das Missverhiltnis zwischen
Chondrozyten und anderen Zellen die Messungen beeinflusst, da bei 24 hpf die meisten
Zellen Matn-1 exprimieren und das Ergebnis dort eindeutiger ausfillt.

Zu beiden untersuchten Zeitpunkten wurde festgestellt, dass Ubiquitin und damit die
Aktivitit des Proteasoms, als Antwort auf den Matn-1 ,.knockdown* heraufreguliert wurde.
Um die Funktion des Proteasoms bei der Etablierung des friihen Matn-1 ,knockdown*
Phinotypen zu untersuchen, wurden Matn-1 Morphanten mit dem Proteasominhibitor
Bortezomib behandelt. Es zeigte sich, dass Bortezomib in der Lage war, spezifisch den Matn-
1 ,knockdown* Phédnotypen zu verstirken. Die Rate der Matn-1 Morphanten mit einem
Phénotyp stieg von etwa 70% auf 100%, sobald das Proteasom inhibiert wurde. Die
Verteilung der Phinotypen der unbehandelten Embryonen sowie der Mismatch- und
Wasserkontrollen wurde durch die Verwendung von Bortezomib nicht beeinflusst (siche Abb.
3.25). Auch in diesem Versuch konnte also bestitigt werden, dass das Proteasom eine
wichtige, schiitzende Rolle in der Ausbildung des charakteristischen Matn-1 ,,knockdown*

Phénotyps spielt. Die Zellen waren offenbar in der Lage, die Schiden, die durch den Verlust
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an Matn-1 entstehen, durch Proteinabbau zu kompensieren, ein wichtiger Hinweis darauf,
dass moglicherweise ein Sekretionsdefekt und eine damit einhergehende Akkumulation von
Proteinen stattfand.

Die Reaktion der Zellen, bei 15 hpf den ER-Stress Signalweg einzuschalten und den
Proteinabbau zu verstirken, dhnelt der Reaktion bei 68 hpf, es sind aber unterschiedliche
Mediatoren beteiligt (ER-Stress gegeniiber Autophagie). Da bereits bekannt ist, dass ER-
Stress Autophagie induzieren kann (Ogata u. a., 2006), konnte man die Vorginge als eine
Abfolge von Ereignissen betrachten. Zu den frithen Zeitpunkten wird der ER-Stress
eingeleitet, dann folgt die Autophagie zwei Tage spéter.

Wie bereits auf morphologischer Ebene mittels TEM (siehe Abb. 3.20) und auf
Proteinebene mittels ,,Western blot™ (siche Abb. 3.11), wurden bei den mechanistischen
Untersuchungen ebenfalls Unterschiede in der Zellantwort wéhrend der frithen Matn-1
Expression und der spiten Matn-1 Expression festgestellt. Alle Ergebnisse deuten darauf hin,
dass Matn-1 in der frilhen Embryonalentwicklung eine andere Rolle spielt als in der spéter
stattfindenden Larvalentwicklung. Insbesondere das Zusammenspiel mit Kollagen Ilal zu
frithen Zeitpunkten sowie die zur Stabilisierung von p53 fithrenden Mechanismen miissten
daher eingehender untersucht werden, um ein vollstindigeres Bild der molekularen
Mechanismen des Matn-1 ,,.knockdown* Phédnotyps zu erhalten.

In Anbetracht der in der vorliegenden Arbeit gewonnen Erkenntnisse iiber die Funktion
von Matn-1 wiéhrend der Zebrafischentwicklung stellt sich natiirlich die Frage, wieso ein
,knockdown* in einem Organismus (Zebrafisch) einen Phénotypen erzeugt, ein kompletter
,knockout“ in einem anderen (Maus) jedoch nicht. Dariiber ldsst sich nur spekulieren.
Zuallererst wiren die methodologischen Unterschiede zu nennen: In der Maus wurden
»knockouts* untersucht, im Zebrafisch dagegen ,,knockdowns®. Mdoglicherweise fiihrte der
komplette Verlust zu einem Kompensationsmechanismus, der die Ausbildung eines
Phénotyps verhinderte. Die wenigen Proteinmolekiile, die bei einem ,knockdown* noch
hergestellt werden, konnten diesen Kompensationsmechanismus unterbinden und direkt die
zelluldren Stressantworten aktivieren. Wichtig ist auch die Betrachtung der Lebensumstinde
der Tiere. Die Méuse leben an Land, moglicherweise werden in einer Umgebung, in der die
Gravitation eine wichtige Rolle spielt und eine groflere Belastung fiir das Skelett darstellt,
hohere Anforderungen an die Redundanz wichtiger skelettaler Komponenten gestellt. Es kann
also sein, dass andere Proteine in der Maus die Aufgaben von Matn-1 mit {ibernehmen
konnen, allen voran Matn-2 oder COMP, welche im Zebrafisch nicht vorkommen (Ko u. a.,

2005; McKenzie u. a., 2006). Andererseits sollten die Ergebnisse der frithen Phénotypen im
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Zebrafisch zum Anlass genommen werden, die friihe Entwicklung der Maus Matn-1
,knockouts* zu untersuchen. Solche Untersuchungen wurden bis jetzt nicht durchgefiihrt, da
Matn-1 bisher nur als skelettales Strukturprotein angesehen wurde. Ein Einfluss von Matn-1

auf die neuronale Entwicklung der Maus bleibt daher offen.

4.7. Der ,,knockdown* von Matn-1 im Zebrafisch ist spezifisch

Morpholino ,knockdown* Studien haben sich aufgrund moglicher unspezifischer
Nebeneffekte als schwer interpretierbar erwiesen (zusammengefasst in (Eisen, Smith, 2008)).
Verschiedene Kontrollen wurden im Verlauf des letzten Jahrzehnts etabliert und auch in der
vorliegenden Arbeit verwendet, um eine Abschidtzung der Spezifitit der verwendeten
Morpholinooligonukleotide zu ermdglichen (Eisen, Smith, 2008; Ekker, Larson, 2001;
Heasman, 2002; Summerton, 2007a). Diese Kontrollen waren beim Matn-1 , knockdown
besonders wichtig, da ein klarer Unterschied zwischen Zebrafisch ,,knockdown* und Maus
»knockout* gefunden wurde. Schon die Injektion eines Morpholinos, dessen Basensequenz
keine entsprechende Sequenz im Zebrafischgenom aufweist, fiihrte unabhéngig von seiner
Sequenz zu etwa 10% phénotypisch verdnderten Embryonen (siche Abb. 3.18). Hier wird
deutlich, dass der Einsatz von Morpholinos ohne weitere Kontrollen durchaus problematisch
sein kann, wenn die Effektivitit des Morpholinos so niedrig ist, dass die durch ihren Einsatz
ausgelosten Verdnderungen diesen moglicherweise unspezifischen Effekt nicht signifikant
iiberschreiten.

Es wurden daher sowohl ein spleiBBstellenunterbindende als auch zwei
translationsunterbindende Morpholinos verwendet, um die Auswirkungen des Verlustes von
Matn-1 auf die Entwicklung des Zebrafisches wihrend der ersten 72 hpf zu untersuchen.
Beide ,.knockdown* Strategien erzeugten vergleichbare Ergebnisse, ein erster Hinweis darauf,
dass der erzielte Effekt nicht auf die Oligonukleotidsequenz oder toxische Nebeneffekte der
Morpholinos im Allgemeinen zuriickzufiihren ist (exemplarisch dargestellt fiir das
spleiBstellenunterbindende Matn-1 Morpholino in Abb. 3.15, 3.16 und 3.18). Die Injektion
von Matn-1 Morpholinos erzeugte in Abhdngigkeit von der injizierten Morpholinomenge die
phénotypischen Verdnderungen. Je mehr Morpholino eingesetzt wurde, desto mehr
phénotypische =~ Embryonen  konnten  beobachtet  werden. Die  dazugehdrigen
Mismatchkontrollen verhielten sich &hnlich, wenn auch zu einem geringeren Grad (Abb.
3.18). Diese Beobachtung ist wichtig, denn sie zeigt, dass selbst die 5-Mismatchkontrollen

noch eine geringe Affinitdt zur Matn-1 mRNA aufweisen. In der Tat wurde die Anzahl an
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Fehlpaaren in einem Mismatchmorpholino seit Beginn der Verwendung der ,,.knockdown*
Technik erhoht. Letztlich kann ein Mismatchkontrollmorpholino nur zeigen, dass die
Bindungsaffinitit zu einer Zielsequenz beeinflusst werden kann und stellt die schwéchste der
in der vorliegenden Arbeit verwendeten Kontrollen dar. mRNA ,Rettungsexperimente® in
Verbindung mit Morpholinos, die Spleifistellen blockieren, erbringen schliissigere Ergebnisse
(Eisen, Smith, 2008). Da das FehlspleiBen der mRNA zu einem funktionalen Verlust des
Transkripts fiihrt (dieses Molekiil kann nicht mehr korrekt translatiert werden), kann die
Koinjektion von korrekt gespleifiter mRNA den Phinotypen abmildern, da die Zellen wieder
in der Lage sind, das Protein herzustellen. In der vorliegenden Arbeit wurden 3 pg Matn-1
mRNA mit 10 ng Morpholino koinjiziert und die relative Anzahl an Phénotypen konnte
dadurch um 60% reduziert werden. Die interessanteste Beobachtung konnte allerdings durch
ein anderes Kontrollexperiment gewonnen werden. Ein Teil der unspezifisch toxischen
Effekte von Morpholinos beruht auf Apoptose in neuralen Geweben (Ekker, Larson, 2001;
Eisen, Smith, 2008). Dies entspricht dem frithen, durch TUNEL-Fiarbung festgestellten Matn-
1 ,,knockdown* Phénotypen (siche 4.6). Es bestand also die Notwendigkeit, nachzuweisen,
dass die neurale Apoptose in den beschriebenen Experimenten nicht auf einem unspezifischen
Effekt des Matn-1 Morpholinos basierte. Daher wurde ein Ko-,knockdown®* des
Zellstresssensors p53 durchgefiihrt, um die p53 vermittelte Apoptose zu verhindern (siehe
(Eisen, Smith, 2008) und 4.6). Die Koinjektion von p53 Morpholino fiihrte jedoch nicht zu
einer Verminderung des Phinotyps. Ganz im Gegenteil, die koinjizierten Larven zeigten eine
Verstirkung des Phénotyps gegeniiber den Matn-1 Einzelmorphanten, ein deutlicher Hinweis
darauf, dass der erzielte Effekt nicht unspezifisch ist. Zudem wurde dadurch die Vermutung
bekréftigt, dass pS3 bei den morphologischen Verdnderungen nach der Unterdriickung der
Matn-1 Expression eine Rolle spielt (siche 4.6).

4.8. Resiimee
Fiir beide untersuchten Proteine, UCMA wie Matn-1, konnten im Zebrafischmodell
wichtige Erkenntnisse iiber Expression und Funktion gewonnen werden. Die Unterdriickung

der Expression beider Proteine fiihrt zum Verlust des Proteoglykangels und des

Kollagennetzwerks, der zwei grof3en Netzwerke der Knorpel-ECM. Der ,.knockdown* beider
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Abb. 4.1: Modell der Funktion von Ucmaa und Matn-1 wihrend der Zebrafisch
Entwicklung

Sowohl Glutamat y-carboxyliertes Ucmaa als auch Matn-1 haben eine unterstiitzende Rolle
bei der Bildung des Proteoglykannetzwerks und des Kollagennetzwerks. Beide Proteine
beeinflussen sowohl die embryonale Morphogenese, Ucmaa das Notochord und Matn-1 im
restlichen Embryo, als auch die Kraniofazialknorpelbildung (durchgehende Pfeile).
Moglicherweise sind die frithen Phinotypen (24 hpf) vom Verlust des Kollagen Ilala
mitverursacht, wohingegen Autophagie in Chondrozyten, ausgeldst durch das Fehlen der
Hauptkomponenten des Knorpels, fiir den Verlust der Kraniofazialkomponenten
verantwortlich sein konnte (unterbrochene Pfeile). Teilabbildungen entnommen aus
(Heinegérd, 2009; Shoulders, Raines, 2009).
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Proteine fithrt zu axialen wund kranialen Missbildungen wéhrend der frithen
Embryonalentwicklung sowie zum Verlust des spéter auftretenden Kraniofazialknorpels
(siche Abb. 4.1). Aufgrund der Unterschiede in den Expressionsprofilen der beiden Proteine
ist anzunehmen, dass die Funktion beider Proteine unterschiedlich ist. Ucmaa fungiert
wahrscheinlich als Signalmolekiil (vgl. 4.2 und 4.3), Matn-1 hingegen hat moglicherweise
eine Adapterfunktion, die bereits bei der Kollagensynthese wirksam wird (siehe 4.5).

Die beobachteten Phédnotypen wurden nicht nur beim ,knockdown* von UCMA und
Matn-1 gefunden, auch der Verlust anderer Knorpelproteine wie z.B. Decorin (Zoeller u. a.,
2009) oder Kollagen XXVII (Christiansen u. a., 2009) fiihrt zu vergleichbaren Phénotypen.
Moglicherweise sind die zugrundeliegenden Mechanismen enger miteinander verwoben als
bisher angenommen wird. Auffillig ist dabei die Beobachtung, dass die beschriebenen
Proteine im Zebrafisch Funktionen abseits der Knorpelbildung aufweisen. Die sehr schnelle
Entwicklung des Zebrafischembryonen konnte es ndtig machen, etablierten Proteinen neue

Kontrollfunktionen zuzuweisen.

115



5. Zusammenfassung

UCMA (im Zebrafisch Ucma) und Matrilin-1 sind zwei ,,nicht kollagene* Proteine der
Extrazellularmatrix des Knorpels, deren Funktion bisher nur unzureichend aufgeklirt wurde.
In der vorliegenden Arbeit wurde der Zebrafisch als Modellorganismus herangezogen um
Expression und Funktion beider Proteine wihrend der Zebrafisch Embryonalentwicklung zu
untersuchen.

UCMA, auch GRP genannt, ist ein vor kurzem entdecktes Mitglied der Familie der
Glutamat y-carboxylierten Proteine und wird hauptsdchlich im Knorpel exprimiert. Im
Zebrafisch sind aufgrund einer zusitzlichen Genomduplikation zwei Kopien des UCMA Gens
vorhanden, ucmaa und ucmab, die sich jeweils auf den Chromosomen 25 und 4 befinden.
Genstruktur, alternatives Spleilen und Proteinsequenz von UCMA sind zwischen Sdugetieren
und Zebrafisch stark konserviert und beide Formen von Zebrafisch Ucma sind in skelettalen
Geweben exprimiert. Ucmaa wurde ab 18 hpf im sich entwickelnden Notochord detektiert.
Auflerdem wurde es in den sich entwickelnden Kraniofazialknorpeln gefunden. Ucmab
Expression hingegen konnte nur schwach in spezifischen Knorpeln des Kraniofazialskeletts,
jedoch nicht im Notochord und erst ab 96 hpf detektiert werden. Der ,knockdown® von
Ucmaa filihrt zu schweren Wachstumsdefekten und Stérungen der Skelettbildung. Im Knorpel
von Morphanten findet sich weniger Aggrecan und Kollagen II. Vergleichbare Defekte
konnten nach Unterdriickung der Glutamat y-Carboxylierung durch Warfarin beobachtet
werden, ein Hinweis darauf, dass die posttranslationale Modifikation essentiell fiir die
Funktion von Ucmaa ist und die fehlende Glutamat y-Carboxylierung an der Entstehung der
sogenannten ,,Warfarin Embryopathien* und dhnlichen skelettalen Krankheiten des Menschen
beteiligt sein kann.

Matrilin-1 ist das prototypische Mitglied der Familie der Matriline und in Mensch und
Maus hauptséchlich in Knorpel exprimiert. Matn-1 weist wihrend der Entwicklung des
Zebrafisches eine mehrphasige Expression auf. Wéhrend der frithen Expression, die bei ca. 15
hpf ihren Hohepunkt erreicht, ist Matn-1 im ganzen Zebrafischembryo mit Ausnahme des
Notochords exprimiert. Wihrend der spdten Expression, die ab etwa 64 hpf beginnt, kann
Matn-1 hauptsdchlich im Knorpel detektiert werden. Der ,.knockdown™ von Matn-1 fiihrt,
dhnlich wie jener von Ucmaa, sowohl zu Wachstumsdefekten und Storungen bei der Bildung
der Kraniofazialknorpel, als auch zum Verlust von Aggrecan und Kollagen II. Der Verlust
von Matn-1 hat wéhrend der frilhen und der spédten Expression unterschiedliche

Auswirkungen. In der friihen Expressionsphase éndert sich die Zellmorphologie nicht, jedoch
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konnen ER-Stress und Apoptose nachgewiesen werden. Wéhrend der zweiten
Expressionsphase fiihrt der Verlust von Matn-1 zu ausgeprdgten morphologischen
Veranderungen des endoplasmatischen Retikulums von Chondrozyten. Anzeichen fiir ER-
Stress gibt es nicht, dagegen kann Autophagie nachgewiesen werden. Ein weiterer Hinweis
auf eine Storung von Synthese und Sekretion durch den ,,knockdown® von Matn-1 ergibt sich
aus der Behandlung von Matn-1 Morphanten mit dem Proteasominhibitor Bortezomib. Diese
Behandlung erhohte die Phénotypenrate signifikant, so dass anzunehmen ist, dass die
betroffenen Zellen in begrenztem Umfang in der Lage sind den Matn-1 ,knockdown* mit

einem erhohten Proteinabbau zu kompensieren.
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6. Abstract

UCMA and Matrilin-1 are two non collagenous proteins of the cartilage extracellular
matrix whose functions have not yet been fully elucidated. In this study, the zebrafish was
used as a model organism to investigate the expression and function of the two proteins
during zebrafish embryonic development.

UCMA, alternatively named GRP, is a recently discovered member of the family of the
glutamate y-carboxylated proteins and mainly expressed in cartilage. In zebrafish two copies
of the UCMA gene are present due to an additional genome duplication, ucmaa and ucmab,
which are located on chromosomes 25 and 4 respectively. Gene structure, alternative splicing
and protein sequence of UCMA are strongly conserved between mammals and zebrafish, and
both forms of zebrafish UCMA are expressed in skeletal tissues. Ucmaa expression was
detected from 18 hpf on in the developing notochord. It was also found in the developing
craniofacial cartilage. Ucmab expression, however, could only be weakly detected in specific
parts of the craniofacial cartilage, but not in the notochord and only from 96 hpf on. The
knockdown of Ucmaa leads to severe growth defects and disruption of skeletal formation and
the cartilage of Ucmaa morphants contains decreased amounts of collagen II and aggrecan.
Comparable defects could be observed after suppression of glutamate y-carboxylation by
warfarin, an indication that posttranslational modification is essential for the function of
Ucmaa and that the lack of glutamate y-carboxylation is involved in the etiology of "warfarin
embryopathies" and similar skeletal diseases in humans.

Matrilin-1 is the prototypical member of the matrilin protein family. In human and mouse
it 1s mainly expressed in cartilage. Matn-1 shows a multiphasic expression during zebrafish
development. During the early expression phase, which peaks at about 15 hpf, Matn-1 is
present throughout the zebrafish embryo with exception of the notochord. During the late
phase, which begins around 64 hpf, Matn-1 is detected mainly in cartilage. The "knock down"
of Matn-1 results, similar to that of Ucmaa, in both growth defects and disturbances in the
formation of the craniofacial cartilage, as well as the loss of aggrecan and collagen II. The
lack of Matn-1 has different effects on the development of the zebrafish during the early and
the late expression phases. The knockdown during the early phase has no effects on cell
morphology, although ER stress and apoptosis can be detected. During the second phase, the
loss of Matn-1 leads to pronounced morphological changes of the ER of chondrocytes. ER
stress does not occur, but autophagy can be detected. Another indication that protein synthesis

and secretion is disturbed by the knockdown of Matn-1 was obtained by the treatment of
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Matn-1 morphants with the proteasome inhibitor Bortezomib. This significantly increases the
phenotype frequency, suggesting that the affected cells are able to partially compensate for
the loss of Matn-1 by increased protein degradation.
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