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1. Einleitung

1.1. Die Bedeutung von Fischproduktion & Aquakultur

Fischprodukte stellen einen wichtigen Bestandteil der Ernährung dar. Sie lie-
fern beispielsweise als wertvoll geltende Omega-3-Fettsäuren, die auch vor Herz-
Kreislauf-Erkrankungen schützen sollen (Kris-Etherton et al., 2003). Daher
wird sowohl von der Deutschen Gesellschaft für Ernährung, wie auch den zu-
ständigen amerikanischen Behörden ein Verzehr von zwei Fischmahlzeiten bzw.
Meeresfrüchte-Mahlzeiten pro Woche empfohlen (DGE, 2013; USDA und HHS,
2010). Mit einer steigenden Weltbevölkerung nimmt auch die Nachfrage nach
Fischprodukten weltweit zu (Merino et al., 2012). Seit einigen Jahren kann die
Nachfrage nach Fischprodukten jedoch nicht mehr ausschließlich durch die Fische-
rei gedeckt werden. Dies ist auf einen starken Rückgang der Fischbestände durch
Überfischung zurückzuführen (Srinivasan et al., 2012) sowie in Folge dessen
auf Schutzmaßnahmen wie die Einführung von Fangquoten in Europa. Für eine
nachhaltige Fischerei wird teilweise gar eine weitere Reduktion der Fischfangmenge
um 50% empfohlen (Coll et al., 2008). Vor diesem Hintergrund ist nicht mehr mit
einer weiteren Steigerung des Fischfangs zu rechnen. Dennoch nimmt die Gesamt-
produktion von Fisch stetig zu. Dies ist auf das Wachstum des Aquakultursektors
zurückzuführen. War seine Bedeutung bis in die 1990er Jahre noch vergleichsweise
gering, macht die in Aquakultur produzierte Fischmenge mittlerweile mehr als ein
Drittel des gesamten industriell genutzten Fischs aus und der Sektor wächst weiter

Abb. 1.1: Entwicklung der weltweiten Fischproduktion von 1950-2012
Daten basierend auf FAO (2014)
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(FAO, 2014). Abb. 1.1 zeigt die Entwicklung der weltweiten Fischproduktion seit
den 1950er Jahren. Seit 1986 stagniert die durch Fischfang produzierte Fischmenge
bei etwa 75 Millionen Tonnen, während die Aquakulturproduktion von 6 Millionen
(1986) auf 44 Millionen Tonnen im Jahr 2012 gesteigert wurde.

In Deutschland ist die Regenbogenforelle der am stärksten in Aquakultur produzier-
te Fisch mit 9394 Tonnen Produktion im Jahr 2012 (FAO, 2014). In ganz Europa
kommt sie auf Platz 2 hinter dem atlantischen Lachs, wobei sie international
lediglich auf Platz 14 liegt. Die in Hinblick auf die Produktionsmenge wichtigsten
Länder der Regenbogenforellenproduktion sind Chile, der Iran und die Türkei.

Die taxonomische Klassifizierung der Regenbogenforelle ist in Tab. 1.1 gezeigt. Sie
gehört innerhalb der Klasse der Strahlenflosser (Actinopterygii) zu den Lachsartigen
(Salmoniformes) und bildet unter anderem mit dem Lachs (Salmo salar) und dem
Ostseeschnäpel (Coregonus maraena) die Familie der Lachsfische.

Natürlicherweise kommt die Regenbogenforelle im Nordwesten der USA vor, ist
jedoch mittlerweile weltweit verbreitet. Gemäß Daten der FAO wurde im Jahr 2012
in 69 Ländern Regenbogenforellen-Aquakultur betrieben, auf jedem Kontinent mit
Ausnahme von Antarktika.

Ein großer Teil der in Deutschland verkauften Forellen wird importiert. Auch die in
Deutschland kultivierten Forellen werden häufig als Augeneier importiert und dann
hier aufgezogen. Regionale Forellenlinien, die den kompletten Zuchtprozess vor Ort
durchlaufen, sollten vermutlich besser an lokale Bedingungen angepasst sein. Wenn
diese lokalen Anpassungen auf genetischer und phänotypischer Ebene verstanden
werden, wozu diese Arbeit einen Beitrag leisten soll, kann dies große Vorteile für die
Aquakultur dieser Spezies, aber möglicherweise auch anderer Fischarten erbringen.

Tab. 1.1: Systematische Klassifizierung der Regenbogenforelle nach Nelson (2006)

Phylum Chordata
Subphylum Craniata
Klasse Actinopterygii
Unterklasse Neopterygii
Teilklasse Teleostei
Unter-Teilklasse Euteleostei
Überordnung Protacanthopterygii
Ordnung Salmoniformes
Familie Salmonidae
Unterfamilie Salmoninae
Gattung Oncorhynchus
Art Oncorhynchus mykiss
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1.2. Umweltfaktoren in der Aquakultur

In Aquakulturanlagen sind Fische, wie auch in der Natur, einer Vielzahl an
Umweltfaktoren ausgesetzt. Diese lassen sich grundsätzlich in biotische sowie
abiotische Faktoren unterteilen. Auf Seiten der biotischen Faktoren ist die Anzahl
bedeutender Faktoren in der Aquakultur reduziert; Räuber spielen beispielsweise
bei geschlossenen Anlagen keine, bei offenen Anlagen eine geringere Rolle. Wichtiger
hingegen ist der Aspekt der Besatzdichte, der sich auf die Anzahl der Fische in
der vorhandenen Wassermenge bezieht. Zu hohe Besatzdichten könnten bei den
Fischen beispielsweise Stress verursachen (Lupatsch et al., 2010). Ebenfalls zu den
biotischen Faktoren sind Parasiten sowie Pathogene zu zählen, deren Vorbeugung
und gegebenenfalls Bekämpfung in der Aquakultur eine große Rolle spielen. Im
weiteren Sinn lässt sich auch der Mensch zu den biotischen Faktoren hinzuzählen,
gerade in Aquakulturanalagen spielen anthropogene Faktoren eine wichtige Rolle.
Das Umsetzen von Fischen kann beispielsweise so genannten handling stress
auslösen, welcher sich unter anderem durch einen Anstieg des Stresshormons
Cortisol äußert (Pickering et al., 1982).

Auf Seiten der abiotischen Faktoren sind ebenfalls mehrere Faktoren zu nennen.
Das Wasser als Lebensraum der Fische weist eine Vielzahl verschiedener Parameter
auf, die gemeinsam die Wasserqualität ausmachen. Salzgehalt, pH-Wert, Sauer-
stoffgehalt sowie Verunreinigungen mit Giftstoffen wie Nitrit, die teilweise durch
die Aquakultur selbst anfallen (Lin und Wu, 1996) spielen dabei eine wichtige
Rolle. Ein weiterer bedeutsamer Faktor, der die Wasserqualität beeinflusst, ist die
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Temperatur. Da Fische poikilotherm, also wechselwarm sind, wird die Temperatur
auch als „ökologischer Masterfaktor“ für Fische bezeichnet (Brett, 1971). Zum
einen nimmt sie nämlich Einfluss auf andere Wasserwerte, wie den Sauerstoffge-
halt. Die Sauerstofflöslichkeit in Wasser ist bei niedrigen Temperaturen höher als
bei höheren Temperaturen. Zusätzlich beeinflusst die Temperatur auch die Tiere
selbst, indem die Körpertemperatur sich der Wassertemperatur angleicht. Von der
Körpertemperatur hängt dabei die Stoffwechselrate ab (Gillooly et al., 2001),
die ihrerseits den Sauerstoffbedarf einstellt (Clarke und Fraser, 2004). Je
höher die Temperatur, desto höher der Sauerstoffbedarf, bei gleichzeitig geringerer
Sauerstoffverfügbarkeit (Abb. 1.2).

Die Temperatur nimmt weiterhin Einfluss auf zelluläre Membranen. Diese sind bei
hohen Temperaturen deutlich fluider als bei Kälte. Ein Adaptionsmechanismus von
Fischen, der als homöoviskose Adaptation bekannt ist (Hazel, 1995), besteht dar-
in, dass bei niedriger Temperatur mehr langkettige, ungesättigte Fettsäuren in die
Membranen eingebaut werden, die durch die Doppelbindungen sperriger sind und
somit ein Erstarren der Membran verhindern. Schwankungen der Umweltfaktoren,
gerade auch schwankende Temperaturen, stellen also eine Herausforderung für
die Tiere dar, die sich mit ihren Bewältigungsstrategien an die sich verändernden
Bedingungen rechtzeitig anpassen müssen. Die Optimaltemperatur für Regenbo-
genforellen liegt beispielsweise zwischen 12,2 und 18,9 °C mit Letaltemperaturen
unter 0 °C und über 29,4 °C (Bell, 1990).

1.3. Die BORN-Forelle als robuste, lokale Zuchtlinie

Während die Domestizierung von Tieren und Pflanzen bereits vor mehr als 10.000
Jahren mit dem Anbruch der Jungsteinzeit im Rahmen der neolithischen Revoluti-
on begann (Weisdorf, 2005), startete die systematische Tierzucht deutlich später:
Im 18. Jahrhundert während der britischen Agrarrevolution, begannen Robert Ba-
kewell und andere mit der gezielten Zucht auf bestimmte Merkmale beispielsweise
beim Schaf (Wykes, 2004). Die Aquakultur nutzt selektive Züchtung bisher in
deutlich geringerem Umfang als die Pflanzen- und Farmtier-Industrie, sodass in
der Aquakultur noch große Potentiale dieser Methode vermutet werden (Gjedrem
et al., 2012). Ein mögliches Zuchtziel stellt die Robustheit der Tiere dar, die deren
Anpassungsfähigkeit an schwankende und herausfordernde Umweltbedingungen
beschreibt. Eine lokale, robuste Zuchtlinie ist dabei die BORN-Forelle. Diese wird
seit 1975 in Born auf Fischland-Darß-Zingst, nordöstlich von Rostock, im Brack-
wasser der Ostsee gezüchtet (Anders, 1986). Sie ist dabei aus einer importierten
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Linie hervorgegangen und wurde lediglich auf das Überleben unter den lokalen
Umweltbedingungen selektiert. Die üblicherweise in Deutschland kultivierten Re-
genbogenforellen werden in Form von Eiern aus den USA importiert. Die Firma
Troutlodge mit Sitz in Tacoma, USA beliefert beispielsweise Aquakulturanlagen in
mehr als 50 Staaten in Nord- und Südamerika, Afrika, Asien und Europa1. Diese
Forellen-Linie wird im Folgenden als Import-Forelle bezeichnet. Trotz des recht kur-
zen Selektionszeitraums der BORN-Forelle von gerade 39 Jahren, wurden bereits
einige Unterschiede zwischen beiden Linien gezeigt. Diese betreffen zum Beispiel
die Immunabwehr (Rebl et al., 2014a, 2012b) oder auch die Anpassungen an
Temperaturveränderungen (Rebl et al., 2013). Stressor-unabhängige Unterschiede
in der Genexpression wurden in der Niere (Köbis et al., 2013) und bezüglich
des Calciummetabolismus gefunden (Verleih et al., 2012). Die Charakterisie-
rung der BORN-Forelle als „robust“ basiert weiterhin auf einer Untersuchung,
in der gezeigt wurde, dass nach einer Infektion mit dem Pathogen Aeromonas
salmonicida die Mortalität der BORN-Forelle nur halb so groß war, wie diejenige
der Import-Forellen (Goldammer et al., 2013). Einen Überblick über bisher
erschienene vergleichende Analysen von BORN- und Import-Forelle gibt Tab. 1.2.
Auffällig ist, dass die bisherigen holistischen Untersuchungen stets nur ein Gewebe
mittels DNA-Chip-Methode betrachtet haben, wohingegen die Studien, die mehrere
Gewebe verglichen, stets nur auf ein einziges Gen fokussierten.

Als ursächlich für die höhere Robustheit der BORN-Forelle wird ihre Anpassung
an im Brackwasser der Ostsee besonders stark schwankende Umweltfaktoren wie
Eutrophierung, Salinität, Temperatur und Sauerstoffgehalt gesehen (Rebl et al.,

1http://www.troutlodge.com, abgerufen am 24.10.2014

Tab. 1.2: Übersicht über bisherige vergleichende Studien zur BORN-Forelle

Gen Gewebe Umweltfaktor Referenz

Holistische Studien
verschiedene Kieme Infektion Rebl et al. (2014a)
verschiedene Kieme Temperatur Rebl et al. (2013)
verschiedene Milz - Köbis et al. (2013)
verschiedene Leber - Rebl et al. (2012b)

Einzelgen-Studien
ISCU verschiedene Temperatur Verleih et al. (2013)
NELL2 verschiedene Temperatur, Infektion Rebl et al. (2012a)

MARCH5 verschiedene Infektion Rebl et al. (2011)
RGN verschiedene Temperatur, Infektion Verleih et al. (2012)
PRR13 verschiedene - Verleih et al. (2010)
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2012b). Wodurch genau die unterschiedliche Robustheit der beiden Forellentypen
verursacht wird, ist noch weitgehend unklar, genauso wie die ganz grundsätzlichen
Unterschiede zwischen beiden Linien. Vor dem Hintergrund hoher Kosten für
ein starkes Immunsystem (Lochmiller und Deerenberg, 2000) sowie dem
Zusammenhang von Stressresistenz und Stoffwechselrate (Parsons, 1990) liegt
ein bedeutender Beitrag des Energiesystems zur Robustheit der BORN-Forelle
nahe. Von Köbis et al. (2013) wurde beispielsweise ein „Energiesparmodus der
Genexpression“ der BORN-Forelle in der Milz postuliert.

1.4. Energiebereitstellung

1.4.1. Energiesysteme

Wird in einer Zelle, beispielsweise im Muskel, Energie benötigt, so wird diese aus
verschiedenen Quellen gewonnen. Der direkte Energieträger, den Zellen verwenden,
ist das Energieäquivalent Adenosintriphosphat (ATP). Dessen Vorrat in den Zellen
ist begrenzt, sodass bei stetiger Belastung stets ATP nachgeliefert werden muss.
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Abb. 1.3: Zeitliche Abfolge der Aktivität der drei Energiesysteme bei Spitzenbelas-
tung des Muskels im Menschen
Die Daten wurden an Sprint-trainierten Sportlern nach einem Training unter 10-
sekündiger maximaler Belastung gefolgt von abnehmender Belastung gemessen (ver-
ändert nach Gastin, 2001).
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Die Quelle dieses Nachschubs variiert auch mit der Zeit (Abb. 1.3). In der ersten
Phase, den ersten 10 Sekunden der Beanspruchung, wird das ATP-Kreatinsystem
aktiv (Gastin, 2001). Im Anschluss wird die Energiebereitstellung durch anaerobe
Glykolyse mit angeschlossener Milchsäuregärung übernommen, bevor nach gut
30 Sekunden der aerobe Stoffwechsel überwiegt, welcher durch den umfassenden
Reaktionsablauf über oxidative Decarboxylierung, Citratzyklus und Atmungskette
eine längere Anlaufzeit benötigt. Kann aus 1mol Kreatinphosphat durch das
Kreatinsystem 1mol ATP gewonnen werden, werden in der anaeroben Glykolyse
aus 1mol Glukose 2mol ATP synthetisiert (Püschel et al., 2011). Bei der aeroben
Glykolyse wird hingegen aus 1mol Glukose 32mol ATP gewonnen.

Welche Energiequellen dabei bevorzugt genutzt werden, hängt auch vom Muskel
und insbesondere der Zusammensetzung seiner Muskelfasern ab. Diese werden
anhand verschiedener Kategorisierungssysteme geordnet; eine einfache Einteilung
ist die Unterscheidung von schnellen und langsamen Muskelfasern (Schiaffino
und Reggiani, 2011). Auch die Muskelfarbe wird als Einteilungskriterium her-
angezogen, wobei weiße Muskeln als schnelle Muskeln gelten, rote hingegen als
langsame (Scott et al., 2001); diese Aussage ist jedoch nicht zu verallgemeinern
(Barnard et al., 1971). Maßgabe für die Einteilung in schnell und langsam ist
die maximale Kontraktionsgeschwindigkeit der Fasern (Thorstensson et al.,
1976). Hinzu kommt eine unterschiedliche Stoffwechselaktivität. Langsame Muskeln
erzeugen ihre Energie aus aeroben mitochondrialen Prozessen, wohingegen schnelle
Muskeln ihre Energie überwiegend aus der Glykolyse beziehen. Daher sind sie auch
schneller ermüdbar (Schiaffino und Reggiani, 2011). Während die Muskeln
von Säugern größtenteils aus gemischten Muskelfasertypen bestehen (Armstrong
und Phelps, 1984), sind weißer und roter Muskel in Fischen deutlich voneinander
abgetrennt (Kiessling et al., 2006). Der rote Muskel liegt oberflächlich direkt
unter der Haut, während der weiße Muskel weiter innen zu finden ist. Insgesamt
macht die Muskelmasse gut 60% der Fischmasse aus, wobei bei allen Fischen
mindestens 70% des Muskels den weißen Muskelfasern zugerechnet wird (Sänger
und Stoiber, 2001). Der rote Muskel dient dem andauernden Schwimmen bei
langsamen und moderaten Geschwindigkeiten, der weiße dem so genannten burst
swimming (Planas et al., 2013), dem Schwimmen bei maximaler Geschwindigkeit
durch schnellste Beschleunigung, beispielsweise zum Beutefang oder zur Flucht
(Sänger und Stoiber, 2001). Gerade für solches schnelle Schwimmen scheint
das Kreatinsystem eine wichtige Rolle zu spielen, zumal durch Newsholme et al.
(1978) für fünf verschiedene Fischarten, inklusive der Regenbogenforelle, gezeigt
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wurde, dass die Kreatinkinase-Aktivität im weißen Muskel deutlich höher liegt als
im roten Muskel.

1.4.1.1. Das Kreatinsystem Das Kreatinsystem umfasst Kreatin, seine phospho-
rylierte Form Kreatinphosphat, sowie verschiedene Kreatinkinasen. Kreatinkinasen
(CKs) können unter ATP-Verbrauch oder -Nutzung beide Formen (Abb. 1.4) in
einem als Lohmann-Reaktion (Lohmann, 1934) bekannten Prozess ineinander
umwandeln. Kreatinphosphat stellt durch die Übernahme einer Phosphatgruppe
von ATP einen Energiespeicher dar. Durch diesen Speicher kann während einer
Phase hohen Energieverbrauchs das Niveau an ATP, dem eigentlichen Energie-
äquivalent der Zelle, weitestgehend konstant gehalten werden. Diese temporäre
Energiepufferfunktion ist in Abb. 1.5 für die menschliche Fußmuskulatur gezeigt.
Nach einer Absenkung des Fußes unter Muskelanspannung sinkt die Konzentration
an Kreatinphosphat rapide ab, wohingegen der ATP-Gehalt konstant bleibt (Kap-
penstein et al., 2013). In Ruhephasen wird der Kreatinphosphatvorrat wieder
aufgefüllt. Während so Schwankungen im Kreatinphosphatgehalt entstehen, bleibt
die ATP-Konzentration trotz muskulärer Belastung weitgehend konstant. Beson-
ders benötigt wird Kreatin daher in Geweben mit einem hohen Energiebedarf und
hohem Energiefluss wie im Gehirn und Muskel. In der menschlichen Skelettmus-
kulatur ist daher mehr als 95% des gesamten körpereigenen Kreatins zu finden
(Balsom et al., 1994). In Zeiten der Ruhe wird das Kreatin also phosphoryliert,
um Energie zu speichern, bei Belastung stellt die Phosphatgruppe Energie für die
Phosphorylierung von ADP zu ATP bereit.

Neben dieser Funktion als temporärer Energiepuffer wird dem Kreatinsystem
auch eine Funktion als Energieshuttle zugeschrieben, welches Transportaufgaben
übernimmt (Wyss und Kaddurah-Daouk, 2000). So soll in den muskulä-

Abb. 1.4: Strukturformeln von Kreatin (links), Kreatinphosphat (Mitte) und Krea-
tinin (rechts)
Kreatin besteht aus Teilen von Glycin (blau), Arginin (rot), SAM (lila) und in der
phosphorylierten Form aus der Phosphatgruppe von ATPa
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Abb. 1.5: Zusammenhang zwischen Kreatinphosphat- und ATP-Konzentrationen Ge-
zeigt sind die Konzentrationen von Kreatinphosphat und ATP vor, während und nach
einer Muskelkontraktion durch Beugung des Fußes in Richtung Fußsohle (Plantarflexi-
on). Die Muskelbelastung bestand aus 10 Sätzen 30-sekündiger Anspannung gefolgt
von 20 Sekunden Ruhe (Verändert nach Kappenstein et al., 2013).

ren Mitochondrien gebildetes ATP direkt von mitochondrialen Kreatinkinasen
(CKMTs) zur Kreatinphosphorylierung genutzt werden. Dabei entstehendes ADP
kann dann direkt wieder durch oxidative Phosphorylierung in ATP umgewandelt
werden. Das Kreatinphosphat wird aus den Mitochondrien geschleust und im
Sarkoplasma von freien, teilweise auch an Myofibrillen gebundenen Kreatinkinasen
wieder dephosphoryliert, um ATP herzustellen (Jacobus, 1985). Durch diese Mi-
krokompartimentationen können die Prozesse mit hoher Geschwindigkeit ablaufen.
Außerdem ist Kreatinphosphat kleiner als ATP und diffundiert weiter und schneller
(Chance et al., 2006). Evolutionär gesehen hat sich das Kreatinsystem sehr früh
entwickelt (Ellington und Suzuki, 2007). So sind Kreatin und Kreatinkinasen
bereits in Schwämmen, den evolutionär ältesten noch lebenden Tieren, nachgewie-
sen worden (Ellington, 2000). Als Vorläufer wird das Argininkinase-System, das
auf Arginin und Argininphosphat basiert, gesehen (Uda et al., 2006).

Der Kreatingehalt des Körpers kann zum einen durch eine Zufuhr mit der Nahrung,
zum anderen durch eine endogene Synthese gesteigert werden. Nahrungsmittel
mit den stärksten Kreatingehalten sind dabei Fisch und Fleisch, weshalb Ve-
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Abb. 1.6: Das Kreatinsystem im Überblick (verändert nach Borchel et al., 2014)

getarier signifikant verringerte Kreatinkonzentrationen in Serum (Delanghe
et al., 1989) sowie in Muskeln (Burke et al., 2003) aufweisen. Bei Personen mit
einer „typischen US-amerikanischen Ernährungsweise“ (Brosnan und Bros-
nan, 2007) werden ca. 50% des täglich benötigten Kreatins über die Nahrung
aufgenommen, die andere Hälfte wird synthetisiert. Die Kreatinsynthese ist ein
zweistufiger Prozess (Abb. 1.6; Wyss und Kaddurah-Daouk, 2000). Im ersten
Schritt katalysiert eine Glycin-Amidinotransferase (GATM, auch AGAT genannt)
die Reaktion von Glycin und Arginin zu Ornithin und Guanidinoacetat. Dabei
wird die Amidinogruppe der Seitenkette von Arginin auf Glycin übertragen. Eine
Guanidinoacetat-N-Methyltransferase (GAMT) katalysiert dann durch die Über-
tragung einer Methylgruppe die Reaktion des entstandenen Guanidinoacetat mit
dem Methylgruppen-Donor S-Adenosylmethionin zu Kreatin (Abb. 1.4). Auch diese
Befähigung zur endogenen Kreatinsynthese ist evolutionär alt. Beim Lanzettfisch-
chen beispielsweise wurden GATM und GAMT nachgewiesen (Wang et al., 2008),
ebenso bei der Schlauchseescheide (DeLigio und Ellington, 2006). Nach der
Synthese wird das Kreatin zu den Zielgeweben transportiert. Durch Membranen
gelangt es mit Hilfe des Kreatintransporters CT1, der durch das Gen SLC6A8
(solute carrier family 6, member 8 ) codiert wird. In den Zielgeweben steht das
Kreatin dann letztlich den Kreatinkinasen bereit, um phosphoryliert zu werden und
so die Energiespeicherfunktion erfüllen zu können. Es existieren dabei drei Isozyme,
welche eine spezifische Gewebeverteilung aufweisen (Eppenberger et al., 1964).
Eine Variante kommt besonders häufig im Muskel vor, eine zweite im Herz und eine
dritte im Gehirn. Es konnte gezeigt werden, dass Kreatinkinasen Dimere bilden
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und sich die drei Isoformen durch die Kombinationen von zwei Untereinheiten
ergeben (Dawson et al., 1965). Zusätzlich zu diesen zytosolischen CKS wurden
mitochondriale CKs beschrieben, die Oktamere bilden und andere biochemische
Eigenschaften aufweisen (Jacobs et al., 1964). Kreatinsynthese und Kreatinauf-
nahme aus der Nahrung werden durch molekulare Mechanismen ausbalanciert.
Die Expression von GATM, welches den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
katalysiert, wird durch Kreatin inhibiert (McGuire et al., 1984). Diese Endpro-
duktrepression wird durch eine Verringerung der GATM-mRNA herbeigeführt
(Guthmiller et al., 1994). So kann bei einer erhöhten Kreatinaufnahme über die
Nahrung die endogene Kreatinsyntheserate reduziert werden.

Ein gewisser Anteil des Kreatinpools reagiert spontan, ohne enzymatische Wirkung
durch Ringschluss und Wasserabspaltung zu Kreatinin (Abb. 1.4) weiter. Beim
Menschen sind dies etwa 1,6% des gesamten Kreatingehalts pro Tag (Hoberman
et al., 1948). In vivo ist diese Reaktion irreversibel (Bloch und Schoenheimer,
1939): Kreatinin kann nicht mehr phosphoryliert werden und somit nicht mehr als
Energiepuffer fungieren. Daher wird es über die Nieren ausgeschieden. Der Serum-
Kreatiningehalt gilt daher in der Medizin auch als Indikator für die Nierenfunktion
(Perrone et al., 1992). Da durch die Kreatininbildung der gesamte Kreatinpool
verringert wird, muss also stets Kreatin über die Nahrung wieder aufgenommen
oder neu synthetisiert werden.

In Säugetieren ist die Synthese von Kreatin und dessen Nutzung weitestgehend
räumlich getrennt. Gemäß Wyss und Kaddurah-Daouk (2000) besteht die
„Hauptroute der Kreatinsynthese“ dabei aus der Synthese von Guanidinoacetat
durch GATM in der Niere, gefolgt von dessen Transport über das Blut in die
Leber, wo es im zweiten Schritt zu Kreatin methyliert wird. Von dort wird es
zu den Kreatin-benötigenden Geweben gebracht. Dazu zählt insbesondere der
Muskel. Es wird allgemein angenommen, dass im Muskel selbst keine Kreatinsyn-
these stattfindet (Wyss und Kaddurah-Daouk, 2000) und dieser von einem
Kreatin-Import abhängt (Balsom et al., 1994). Im Gegensatz zu Muskeln ist diese
Trennung von Kreatin-synthetisierenden und -nutzenden Enzymen im Säugerge-
hirn nicht so ausgeprägt. In Neuronen von Ratten-Gehirnen werden beispielsweise
GATM, GAMT und der Kreatintransporter CT1 gemeinsam exprimiert, in anderen
Zelltypen jeweils nur einzelne Gene (Braissant et al., 2007). In Mausneuronen
findet sich aber beispielsweise auch eine starke Expression der gehirnspezifischen
Kreatinkinase CKB (Lin et al., 2013). Hier sind Kreatinsynthese und -nutzung also
nicht getrennt; es wird auch angenommen, dass das Gehirn von der eigenständigen
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Kreatinsynthese abhängt, da die Blut-Hirn-Schranke nur beschränkt durchlässig
für Kreatin ist (Braissant et al., 2011).

Die große Relevanz des Kreatinsystems für die Energieversorgung wird deutlich,
wenn man die Auswirkungen betrachtet, die ein defektes Kreatinsystem haben
kann. So sind beim Menschen mehrere Krankheiten bekannt, die auf solche Stö-
rungen zurückzuführen sind. Sowohl für GATM, GAMT als auch SLC6A8 wurden
Mutationen beschrieben, die die Funktion der codierten Enzyme beeinträchtigen.
Als klinisches Bild ergibt sich daraus eine Intelligenzminderung und - insbesondere
bei GAMT-Mangel - Bewegungsstörungen (Stöckler-Ipsiroglu et al., 2012).

Im Gegensatz zum Menschen wurde das Kreatinsystem der Fische bisher kaum
untersucht und es gibt nur wenige Studien zum Thema. Hunter stellte 1929
fest, dass der Skeletmuskel von Fischen mehr Kreatin enthält, als der der Säuger.
Weiterhin wurde der Effekt von Kreatin-angereichertem Futter auf die Leistungs-
fähigkeit von jungen Regenbogenforellen untersucht (McFarlane et al., 2001).
Molekularbiologische Studien wurden allesamt an Zebrabärblingen durchgeführt.
Nach der Identifizierung von CKB (Dickmeis et al., 2001) und CKM (Harder
und McGowan, 2001), wurden auch GATM, GAMT und SLC6A8 identifiziert
(Wang et al., 2007). Als Fazit einer Studie zu Expressionsprofilen dieser Gene
wurde die Homologie des Kreatinsystems des Zebrabärblings und dem des Säugers
festgestellt (Wang et al., 2010). Hierbei wurde aber beispielsweise der Skelett-
muskel als wesentliches Organ des Kreatinsystems nicht in die Untersuchung mit
einbezogen, sodass dessen Rolle im Fisch bisher komplett unbeleuchtet ist.
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1.5. Zielsetzung

Die BORN-Forelle gilt als robuster als die üblicherweise kultivierten Import-
Forellen. Es ist davon auszugehen, dass sich diese Robustheit auch genetisch
manifestiert. Bisherige molekularbiologische Untersuchungen zu den Ursachen
der Robustheit der BORN-Forelle haben sich auf konkrete Umweltbedingungen,
Stressoren und Gewebe bezogen. In dieser Arbeit sollte der Fokus erweitert werden.
Es stellt sich die Frage,

• ob Gene existieren, die grundsätzlich – gleich unter welcher konkreten Be-
dingung – in verschiedenen Organen unterschiedlich stark in BORN- und
Import-Forelle exprimiert werden.

Diese Gene könnten Kandidatengene für die Robustheit der BORN-Forelle darstel-
len, sowie als Biomarker zur Identifizierung der beiden Linien dienen.

Es wird weiterhin ein Zusammenhang zwischen dem Energiesystem und der Ro-
bustheit der BORN-Forelle vermutet. Da vorherige Versuche Differenzen in der
Expression eines Kreatingens zeigten, wurde das Kreatinsystem als wichtiges
Energie-bereitstellendes System für die Untersuchung ausgewählt.

Da dieses in Fischen bisher kaum untersucht worden war, soll verglichen werden,

• ob sich die Kreatinsysteme der Fische und der Säugetiere in ihren Funktions-
weisen ähneln oder unterscheiden.

Dann gilt es zu prüfen,

• ob BORN- und Import-Forelle eine unterschiedliche Expression von Genen
des Kreatinsystems aufweisen.

Mögliche genetische Unterschiede könnten sich auch im Phänotyp niederschlagen,
der daher ebenfalls in dieser Arbeit charakterisiert werden soll. Das Tierwohl
gewinnt immer größere Relevanz in der Tierproduktion inklusive der Aquakultur.
Das Tierverhalten kann einen Hinweis darauf liefern. Deshalb soll überprüft werden,

• ob sich BORN- und Import-Forelle unter verschiedenen Stressfaktoren unter-
schiedlich verhalten.

Es stellt sich zusätzlich die Frage, ob die Robustheit zu Lasten der allgemeinen
Wachstumsleistung der BORN-Forelle geht, da die Aufrechterhaltung der Robust-
heit sehr kostenintensiv sein könnte. Dies würde die Attraktivität der BORN-Forelle
für die intensive Aquakultur deutlich senken. Daher soll untersucht werden,

• ob sich BORN- und Import-Forelle unter realen Produktionsbedingungen
hinsichtlich ihrer Wachstumsleitung unterscheiden.
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2. Material und Methoden

2.1. Tiere

2.1.1. Regenbogenforellen

Es wurden Versuche mit Regenbogenforellen der Linien BORN und Import durch-
geführt. Bei der BORN-Linie handelt es sich um einen regionalen Forellenstamm,
der seit mehr als 35 Jahren im Brackwasser des Boddens in Born am Darß ge-
züchtet wird. Die Import-Forellen wurden als Eier von der Firma Troutlodge mit
Sitz in Tacoma in den USA bezogen und in Deutschland zum Schlupf gebracht
und aufgezogen. Die Tiere beider Linien wurden in der Aquakulturanlage des
Instituts für Fischerei der Landesforschungsanstalt für Landwirtschaft und Fi-
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scherei Mecklenburg-Vorpommern in Born kultiviert. Die allgemeine Haltung der
Tiere erfolgte in Rinnen, die von unverändertem direkt dem Bodden entnomme-
nen Brackwasser durchströmt wurden (Durchfluss-Anlage). Für einzelne Versuche
wurde statt dieser Durchflussanlage eine Kreislauf-Anlage mit durch UV-Licht
und Kiesfilter aufgereinigtes Brackwasser mit kontrollierten Umweltparametern
genutzt. Es wurden vier verschiedene Experimente durchgeführt. Diese sind in
Abb. 2.1 zusammengefasst und werden im Folgenden vorgestellt.

2.1.1.1. Temperaturakklimation Mit diesem Experiment sollten die Effekte
von Akklimationen von Forellen an kalte und warme Temperaturen untersucht
werden, die moderat unter- bzw. oberhalb des optimalen Temperaturbereichs von
Regenbogenforellen liegen. Tiere der BORN- und Importlinie wurden gleichzeitig
separat von Augeneiern zu Fingerlingen in Süßwasser herangezüchtet. Im Alter
von 7-8 Monaten wurden sie an mit Süßwasser gefüllte Glasaquarien akklimiert.
Der eigentliche Versuch fand dann bei einem Fischalter von 10 Monaten statt.
Je 10 Tiere pro Linie wurden in separate 300 Liter fassende Aquarien umgesetzt
und zwei Wochen lang an eine Temperatur von 15 °C akklimiert. Anschließend
wurde das Wasser schrittweise um 1 °C pro Tag abgekühlt bzw. erwärmt, bis
Temperaturen von 8 °C bzw. 23 °C erreicht waren. Nach einwöchiger Akklimation
an diese Temperaturen wurden die Tiere beprobt.

2.1.1.2. Kälteschock In diesem Versuch sollte die Reaktion auf einen rapiden
Temperaturabfall, wie er in offenen Aquakulturanlagen durch sogenannte Kalt-
wasserblasen hervorgerufen wird, untersucht werden. Dazu wurden BORN- und
Importforellen getrennt unter gleichen Bedingungen in Becken mit konstantem
Brackwasserdurchfluss aus der Ostsee bei 5 °C gehalten. Als Kontrolltiere wurden
jeweils 10 Tiere entnommen und beprobt. Für den eigentlichen Versuch wurden
jeweils 20 Fische pro Linie in mittels Eis auf 0 °C abgekühltes, belüftetes Wasser
umgesetzt und darin für 30 Minuten inkubiert. Die Tiere der beiden Linien wurden
abwechselnd beprobt bis von allen Tieren Gewebe entnommen worden waren.

2.1.1.3. Besatzdichte Dieser Versuch diente der Untersuchung des Einflusses
der Besatzdichte auf Regenbogenforellen. Dazu wurden Tiere beider Linien in
unterschiedlichen Dichten in 300-Liter-Becken mit zentralem Wasseraustausch von
aufgereinigtem Boddenwasser eingesetzt und dort für eine Woche kultiviert. Die
genauen Besatzdichten sind in Abb. 2.2 angegeben. Nach einer Woche bei 16 °C
und der jeweiligen Besatzdichte wurden die Tiere beprobt.
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Abb. 2.2: Exemplarische Darstellung der Besatzdichten des unter 2.1.1.3 beschriebe-
nen Versuchs
Die Fische wurden eine Woche lang bei den angegebenen Besatzdichten kultiviert.

2.1.1.4. Besatz- und Hitzestress In einem weiteren Versuch wurde die kombi-
nierte Wirkung zweier Stressoren gemeinsam auf beide Forellenlinien untersucht.
Die Besatzdichten wurden dabei analog zu den unter Punkt 2.1.1.3 beschriebenen
Dichten gewählt. Zusätzlich wurde die Temperatur ausgehend von der regulären
Temperatur eine Woche lang schrittweise von 16 °C auf 27 °C gesteigert bevor die
Tiere beprobt wurden.

2.1.2. Andere Tierarten

Zusätzlich zu den Regenbogenforellen wurden weitere Tierarten beprobt. Zu den
Fischen zählten der Ostseeschnäpel (Coregonus maraena), der Flussbarsch (Perca
fluviatilis) sowie der Zander (Sander lucioperca). Diese drei Fischarten wurden
durch das Landesforschungsinstitut für Fischerei unter Aquakulturbedingungen
gehalten und zur Verfügung gestellt. Die beprobten Heringe (Clupea harengus)
entstammten dem Fluss Warnow im Bereich des Rostocker Stadthafens und wurden
durch einen qualifizierten Angler an Land gebracht und als Heringe identifiziert.
Alle beprobten Säugetiere waren Zuchttiere des FBN Dummerstorf: Rinder (Bos
taurus), Schweine (Sus scrofa) sowie Mäuse (Mus musculus).

2.2. Angewendete Methoden

Abb. 2.3 gibt einen Überblick über die wesentlichen angewendeten Methoden. Sie
umfassten die Untersuchung von genomischer DNA, von mRNA, von Protein
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DNA-Ebene

Isolation 

genomischer DNA
Genomwanderung

Phänotyp-Ebene

Verhaltensanalyse via

Videoauswertung

Größen- und Gewichts-

bestimmung

mRNA-Ebene
cDNA-Synthese

Sequenzierung

RNA-Isolation

ggf. Klonierung

DNA-Präparation

DNA-Chip

Semiquantitative PCR

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Echtzeit-PCR

Mikrofluid-Chip-basierte

Echtzeit-PCR

Schnelle Amplifikation von 

cDNA-Enden

Protein-Ebene
Grün-fluoreszierendes-Protein-gekoppelte

heterologe Proteinexpression

Abb. 2.3: Überblick über die angewendeten Methoden

und von Phänotypen. Die konkrete Umsetzung aller genutzten Methoden wird im
Folgenden erläutert.

2.2.1. Probenahme

Die zu beprobenden Fische wurden durch Umsetzen in einen Eimer mit einer
tödlichen Dosis der Anästhetika Benzocain (Temperaturakklimation; vgl. Alt-
mann et al., 2014) oder Phenoxyethanol (restliche Versuche; vgl. Rebl et al.,
2012b) getötet. Nach dem Aussetzen der Atmung wurden die Tiere gemessen
und gewogen und auf äußerliche Auffälligkeiten begutachtet. Die Fische wurden
dann vom After her aufgeschnitten und die benötigten Gewebe schnellstmöglich
entnommen. In allen Versuchen mit Regenbogenforellen wurden Leber, Niere,
Kieme und Milz entnommen, im Temperaturakklimationsversuch zusätzlich weißer
Skelettmuskel (im Folgenden nur als Muskel bezeichnet) und Gehirn. Von den
anderen Fischarten wurden Proben von Leber, Niere und Muskel entnommen, vom
Ostseeschnäpel zusätzlich roter Skelettmuskel. Für die Mäuse wurden komplette
Nieren, Teile der Leber und des Oberschenkelmuskels (Musculus quadriceps fe-
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moris) entnommen. Für Schwein und Rind wurden als Nierenproben jeweils Teile
der Nierenrinde verwendet; als Muskel dienten bei ihnen Teile des Rückenmuskels
(Musculus longissimus dorsi). Weiterhin wurden Teile der Leber verwendet. Al-
le Gewebeproben wurden entweder in RNAlater (25mM Natriumcitrat; 10mM
EDTA; 0, 7 g

mL
Ammoniumsulfat; pH 5,2) eingelegt oder bevorzugt in flüssigem

Stickstoff schockgefroren und anschließend bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung
eingelagert.

2.2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1. DNA-Isolation Genomische DNA wurde beispielsweise zur Geschlechts-
bestimmung der Forellen benötigt. Die Isolation von DNA aus Geweben wie Leber,
Kieme oder der Schwanzflosse erfolgte mit Hilfe des DNeasy Blood & Tissue-Kits
der Firma Qiagen nach Anleitung des Herstellers. Das Prinzip basiert dabei auf der
Methode von Boom et al. (1990). Kleine Gewebestücke wurden mittels Skalpells
weiter zerkleinert und in 180 µL Puffer ATL aufgenommen. 20 µL Proteinase K
wurden hinzugegeben und schnell gemischt. Das Gewebe wurde in dieser Lösung
bei 65 °C inkubiert. 200 µL AL-Puffer gefolgt von 200 µL reinem Ethanol wur-
den zugegeben und erneut gemischt. Das Gemisch wurde auf Säulchen pipettiert,
welche darauf bei 8000 rpm abzentrifugiert wurden. Die Säulchen wurden darauf
nacheinander mit 500 µL Puffer AW1 und AW2 gespült. Anschließend wurde die
Säulchenmembran durch schnelles Abzentrifugieren (14000 rpm, 3 Minuten) ge-
trocknet. Abschließend wurde die an der Membran haftende genomische DNA
mittels 200 µL AE-Puffer eluiert.

2.2.2.2. RNA-Isolation RNA wurde benötigt, um die Expressionsstärke von
bestimmten Genen messen zu können. Die Isolation erfolgte mittels Guanidini-
umthiocyanat-Phenol-Chloroform-Extraktion nach Chomczynski und Sacchi
(1987). Zerkleinerte Gewebestücke wurden in 1mL TRIzol aufgenommen und mit
fünf sterilen Keramik-Kügelchen versehen (Precellys). Die Proben wurden dann
bei 500 rpm im Precellys 24-Homogenisator aufgeschlossen. Nach fünfminütiger
Inkubation auf Eis wurden 200 µL Chloroform hinzugegeben und das Gemisch
drei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die Proben
für 15 Minuten bei 4 °C und 12000 rpm abzentrifugiert und der Überstand in ein
neues Reaktionsgefäß auf Eis überführt. 500 µL Isopropanol wurden zugegeben
und für zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem zehnminütigen
Zentrifugationsschritt wurde das Pellet in 1mL kalten 80%igem Ethanol gewa-
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schen. Nach fünfminütiger Zentrifugation bei 14000 rpm wurde das Pellet in 100 µL
RNase-freiem Wasser gelöst. Die isolierte RNA wurde dann mittels RNeasy Mini
Kit (Qiagen) – basierend auf der Methode von Boom et al. (1990) – aufgerei-
nigt. Dazu wurden zu den Proben 350 µL Puffer RLT, 3,5 µL ß-Mercaptoethanol
und 200 µl 70%iges Ethanol hinzugegeben. Das Gemisch wurde auf ein Säulchen
des Kits aufgebracht und anschließend abzentrifugiert (20 s, 1000 rpm). Auf die
Säule wurden 350 µL RW1-Puffer pipettiert und erneut abzentrifugiert. Zur DNase-
Behandlung wurden 10 µL DNase mit 70 µL RDD-Puffer gemischt und anschließend
15 Minuten lang auf der Säule bei Raumtemperatur inkubiert. Darauf wurden
350 µL Puffer RW1 gegeben und wiederum abzentrifugiert. Zum Waschen wurden
auf die Säule zweimal je 500 µL RPW Puffer gegeben und abzentrifugiert und
schließlich die RNA in 50 µL RNase-freiem Wasser eluiert. Die Qualität der RNA
wurde in einem Agarosegel überprüft. Dazu wurden das Aussehen der Banden von
28S- und 18S-rRNA beurteilt. Die Lagerung der isolierten RNA erfolgte bei -80 °C.

2.2.2.3. DNA-Chips Mit Hilfe von DNA-Chips (auch Microarray genannt) lässt
sich die Expression von einer Vielzahl von Genen in einem einzigen Experiment
ermitteln (Schena et al., 1995). Die RNA, die für DNA-Chips eingesetzt wurde,
wurde zusätzlich zur Überprüfung der spektrometrischen Eigenschaften mit Hilfe
des Agilent 2100 Bioanalyzers unter Ermittlung des RNA-Integritäts-Werts (RNA
integrity number, RIN) überprüft. Es wurden jeweils aus fünf Fischen RNA-Pools
für die verschiedenen Stämme, Bedingungen und Gewebe hergestellt, wobei jeweils
zwei Pools erzeugt wurden. Diese gepoolten Proben wurden durch die Firma
Miltenyi Biotec gemäß den Herstellervorgaben mit Agilent Whole Salmon Genome
Oligo Microarrays 8x60K hybridisiert.

Um grundsätzliche Unterschiede zwischen den beiden Forellenlinien hinsichtlich
ihrer Genexpression zu finden, wurden die Chipdaten aus mehreren Versuchen
zusammengeführt. Die verschiedenen Versuchsansätze zeigt Abb. 2.4. Insgesamt
wurden 36 DNA-Chips mit aus Leber isolierter RNA, die 196 Tiere repräsentierte,
in die Analyse einbezogen. Für Niere und Kieme waren dies je 16 DNA-Chips
mit Proben von je 80 Tieren und für die Milz 12 Chips mit RNA aus 84 Tieren.
Die Auswertung der Chips erfolgte mit Hilfe des limma-Pakets (Smyth, 2005),
das im Rahmen des bioconductor-Projekts (Gentleman et al., 2004) für die
Programmiersprache R (R Core Team, 2014) bereitgestellt wird. Dabei wurden
signifikant zwischen den beiden Forellenlinien different regulierte Gene zunächst
separat für die vier Gewebe ermittelt. Die Intensitäten der Chips wurden zunächst
um den jeweiligen Hintergrund mittels normexp-Methode korrigiert (Ritchie
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Abb. 2.4: Flussdiagramm zur Chip-Auswertung
Rot markiert sind die Proben, die für die Verifizierung mittels Mikrofluid-Chip-basierter
qRT-PCR verwendet wurden. Dabei wurden auch solche Proben verwendet, für die
keine DNA-Chip-Daten vorhanden waren (leere rote Kästen).
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et al., 2007). Anschließend wurden alle DNA-Chips miteinander normalisiert und
die Werte für mehrmals auf dem Chip vorhanden Gene gemittelt. Mit Hilfe
linearer Modelle (Smyth, 2004) wurden dann die verschieden exprimierten Gene
ermittelt. Dabei wurde ein Blocking-Ansatz verwendet, das heißt, es wurden
jeweils zunächst Vergleiche zwischen solchen Chips durchgeführt, die Proben
von gleichen Bedingungen beinhalteten und die Ergebnisse dieser wurden dann
zu einem Gesamtresultat zusammengeführt. Dadurch sollten Veränderungen der
Genexpression durch die Behandlungen aus den Daten herausgerechnet werden,
um so solche Gene zu identifizieren, die sich ungeachtet der Umweltbedingungen
zwischen beiden Forellenlinien unterscheiden. Als different exprimiert wurden
solche Gene betrachtet, für die ein mindestens zweifacher Unterschied (fold change,
|FC|≥2) zwischen den Intensitäten vorlag, sowie der mit Hilfe der false discovery
rate nach Benjamini und Hochberg (1995) für multiples Testen angepasste
p-Wert kleiner als 0,05 war. Mit Hilfe des Internetprogramms Venny (Oliveros,
2007) wurden dann diejenigen Gene identifiziert, die zwischen mehreren Geweben
gleichzeitig different zwischen beiden Forellenlinien exprimiert waren.

Wegen der teils unzureichenden Annotation des DNA-Chips von Seiten des Her-
stellers wurden alle Annotationen der different regulierten Gene manuell verifiziert.
Aufgrund der Vielzahl different regulierter Gene erfolgte der Abgleich der Son-
densequenzen mit der NCBI-GenBank per Stapelverarbeitung mittels des blast+-
Kommandozeilentools. Die Ergebnisse der Sequenzvergleiche wurden händisch
überprüft. Nur solche Sonden, die einen Treffer in der Datenbank mit mindestens
85 % Abdeckung und 90% Sequenzidentität zeigten, wurden weiter berücksichtigt.
Mit Hilfe des Tools bioDBnet (Mudunuri et al., 2009) wurden zu den Nukleotid-
Accession-Codes der Treffer die jeweils passenden Protein-Accession-Codes ermittelt.
Diese wurden dann gegen die Swiss-Prot-Datenbank der UniProt Knowledge Base
(The UniProt Consortium, 2015) verglichen. Abschließend wurde aus diesen
Datensätzen dann das jeweils offizielle Gensymbol des menschlichen Orthologs
ermittelt und der entsprechenden Sonde zugeordnet. Diese Gensymbole wurden
dann für die weitere Benennung in dieser Arbeit verwendet. Anhand der durch die
BLAST-Analysen ermittelten Sequenzen konnten weiterhin Primer für eine Verifi-
zierung der DNA-Chip-Analyse mittels mikrofluidbasierter qRT-PCR abgeleitet
werden.

Mit Hilfe des Tools AmiGo (Carbon et al., 2009) angereichert mit Daten des
PANTHER-Projekts (Mi et al., 2013) wurde eine GO-Term-Anreicherungsanalyse
für die Gensymbole different regulierter Gene durchgeführt.



2. Material und Methoden 22

2.2.2.4. Mikrofluid-Chip-basierte Echtzeit-PCR Um eine Vielzahl von Echt-
zeit-PCRs (vgl. Abschnitt 2.2.2.6 auf Seite 27) zugleich durchführen zu können,
wurde das Fluidigm Biomark HD-System verwendet. Durch die Nutzung von flüs-
sigkeitsbasierten integrierten Schaltkreisen (IFC) lassen sich sehr viele Reaktionen
zeitgleich im Nanoliter-Maßstab durchführen (Spurgeon et al., 2008). Es wurde
das 192.24-IFC verwendet, das für eine Messung von 192 Proben mit 24 Primer-
paaren geeignet ist. Für einen vorteilhaften Arbeitsablauf erfolgte jeder Schritt
von der RNA-Verdünnung bis zur Messung im Mikrotiterplatten-96-well-Format.

Die zu untersuchenden Gene wurden auf Basis der Auswertung der DNA-Chips
(Abschnitt 2.2.2.3 auf Seite 19) ausgewählt. Die Ableitung der Primer erfolgte
basierend auf Sequenzen aus der GenBank (Benson et al., 2005). Waren diese für
das gesuchte Gen in der Regenbogenforelle noch nicht vorhanden, wurden eine EST-
Datenbank (Salem et al., 2010) sowie das Forellen-Genom (Berthelot et al.,
2014) nach der entsprechenden Sonde des DNA-Chips durchsucht. Bei einem Treffer
in der EST-Datenbank konnte das Genom verwendet werden, um die Exon-Intron-
Grenzen festzustellen, auf welche gezielt Primer gelegt wurden. Waren nur Treffer
im Genom vorhanden, wurde anhand der umgebenden Genomsequenz mit dem Tool
Fgenesh++ (Solovyev et al., 2006) und einer entsprechenden Proteinsequenz
aus einer anderen Fischart das Forellengen vorhergesagt. Wurden anhand der
Datenbanken mehrere Genvarianten gefunden, wurden für diese Varianten jeweils
spezifische Primer abgeleitet.

Der gesamte Versuchsablauf ist in Abb. 2.5 dargestellt. Die mittels NanoDrop
gemessenen RNA-Proben wurden mit nukleasefreiemWasser auf eine Konzentration
von 100 ng/µL eingestellt. Jeweils 1 µL der RNA-Lösungen wurde dann mit 1 µL
Reverse Transcription Master Mix (Fluidigm), sowie 3 µL RNase-freiem Wasser
versetzt und gemischt. Nach kurzer Anzentrifugation wurden die Platten mit den
Proben dann zunächst für fünf Minuten bei 25 °C, dann für 30 Minuten bei 42 °C
und bei 85 °C für fünf Minuten inkubiert und dann auf 0 °C abgekühlt.

Um auch schwach exprimierte Gene messen zu können, erfolgte nach der cDNA-
Synthese eine Präaamplifikation mittels Fluidigm PreAmp Mastermix. Dazu wurden
zunächst die jeweils ein Primerpaar bildenden Primer mit einer Stammkonzentrati-
on von 200 µM gleichmäßig zusammenpipettiert und so auf eine Konzentration von
100 µM eingestellt. Von jedem der 24 verwendeten Primerpaare wurde dann 1 µL
entnommen und ein Mix aus allen Primern und 176 µL DNA-Suspensionspuffer
(10mM Tris, pH 8; 0,1mM EDTA; Affymetrix) hergestellt. 0,5 µL dieses Pri-
mermixes wurde zusammen mit 2,25 µL Wasser sowie 1 µL PreAmp Master Mix
(Fluidigm) in ein Well einer neuen Mikrotiterplatte vorgelegt und dann wurden
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je 1,25 µL cDNA hinzupipettiert. Nach Mischen und Abzentrifugieren erfolgte
eine PCR-basierte Amplifizierung. Nach initialer Denaturierung von 2 Minuten
bei 95 °C folgten zwölf Zyklen bestehend aus Denaturierung bei 95 °C für 15 Se-
kunden und einem kombinierten Annealing- und Extensionsschritt bei 60 °C für
vier Minuten. Anschließend wurde die präamplifizierte cDNA abgekühlt. Um die
noch vorhandenen Primer aus der präamplifizierten cDNA zu entfernen, folgte
eine Exonuclease-Behandlung. Exonuclease I (Thermo Scientific) wurde mit dem
zugehörigen Puffer auf eine Konzentration von 4 U/µL verdünnt und je 2 µL wur-
den dann den einzelnen Ansätzen zugegeben. Nach Mischen und Abzentrifugation
wurden die Proben für 30 Minuten bei 37 °C und anschließend für 15 Minuten bei
80 °C inkubiert und dann abgekühlt. Durch Zugabe von 43 µL TE-Puffer (Qia-
gen) wurde eine insgesamt zehnfache Verdünnung hergestellt, die dann für den
eigentlichen Reaktionsansatz verwendet wurde.

RNA-Konzentrationseinstellung

cDNA-Synthese

Präamplifizierung

Exonuklease I -Behandlung

Verdünnung

Chip-Beladung

Chip-Lauf

Chip-Auswertung

Standardherstellung

Standardverdünnung

Abb. 2.5: Flussdiagramm zur Mikrofluid-
Chip-basierten Echtzeit-PCR

Gemäß Anleitung wurde zunächst mit-
tels Spritze die Kontrolllinienflüssig-
keit auf den IFC aufgetragen und
das blaue Klebeband entfernt. Für
die Primer-Mastermixe wurde jeweils
0,15 µL der 100 µM Primerpaare so-
wie 1,35 µL DNA-Supensionspuffer und
1,5 µL Assay-Ladereagenz kombiniert
und in die entsprechenden Vertiefun-
gen auf dem Chip pipettiert. Für die
Proben wurden jeweils 1,5 µL SSo Fast
EvaGreen Supermix with low ROX
(Bio-Rad), 0,15 µL DeltaGene Proben-
reagenz (Fluidigm) und 1,35 µl der
Exonuklease-behandelten, präamplifi-
zierten cDNA kombiniert und ebenfalls
in die entsprechenden Inlets pipettiert.
Gemäß Anleitung wurden dann auch die Aktivierungs- und Druckflüssigkeiten in
die entsprechenden Vertiefungen des IFCs gegeben und der Chip mittels IFC Con-
troller RX beladen. Anschließend erfolgte der eigentliche Real-Time-PCR-Vorgang
mittels BioMark HD System und dem mitgelieferten Programm GE 192.24 Fast
PCR + Melt v2. Zur relativen Quantifizierung wurde auf Standardverdünnun-
gen zurückgegriffen. Diese wurden erstellt, indem nach der cDNA-Synthese aus
mehreren cDNA-Ansätzen Probenmaterial entnommen und zusammengemischt
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wurde. Diese Mischung wurde dann bis zur Exonuklease-Behandlung analog zu
den normalen Proben behandelt. Statt zehnfach wurde der Standard jedoch nur
fünffach verdünnt und dann jeweils im Verhältnis 1:5 in sieben Verdünnungsstufen
verdünnt. Alle diese Verdünnungsstufen wurden dann mit auf den IFC aufgetragen
und dienten der Berechnung der relativen Konzentrationen der einzelnen RNAs.
Eine Normierung der Werte erfolgte mit den Referenzgenen ACTB, EEF1A1,
RPS5 und UBA52. Die Berechnung der normierten Kopienzahlen erfolgte anhand
relativer Standards (Larionov et al., 2005) nach der von Ballester et al.
(2013) beschriebenen Methode. Abweichend wurden jedoch geometrische anstelle
arithmetischer Mittelwerte der Referenzgen-Expressionswerte gebildet, wie von
Vandesompele et al. (2002) empfohlen.

2.2.2.5. Synthese von komplementärer DNA Mittels Reverser Transkription
lässt sich aus Boten-RNA (messenger RNA, mRNA) komplementäre DNA (com-
plementary DNA, cDNA) erzeugen (Ståhlberg et al., 2004). Dazu wurde das
Volumen von 1,5 µg RNA auf 10 µL mit DEPC-behandeltem Wasser (10mL Die-
thylpyrocarbonat auf 1 L Wasser, über Nacht rühren, autoklavieren) aufgefüllt.
Es wurden – die Herstelleranweisung befolgend – 1 µL dNTPs (je 2,5mM pro
Nukleotid) und 1 µL Oligo-d(T)-Primer (100 µM) hinzugegeben und die gemischte
Lösung für fünf Minuten auf 65 °C erhitzt. Auf Eis wurden weitere 4 µL Puffer
(SuperScript II Reverse Transcriptase-Kit, Life Technologies), 2 µL DTT, sowie
1 µL des Enzyms SuperScript II hinzugegeben. Die Lösung wurde für 50 Minuten
bei 42 °C inkubiert und anschließend das Enzym durch fünfzehnminütiges Erhitzen
auf 70 °C deaktiviert. Abschließend wurde die cDNA mittels Roche High Pure PCR
Product Purification-Kit analog zur PCR-Produkt-Aufreinigung (Abschnitt 2.2.2.9
auf Seite 34) aufgereinigt und durch die Aufnahme in einer größeren Menge Wasser
– üblicherweise 100 µL – verdünnt.

2.2.2.6. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) Die PCR dient der Amplifizierung
spezifischer DNA-Fragmente (Saiki et al., 1988). Dabei wird eine DNA-abhängige
DNA-Polymerase genutzt, welche ausgehend von sequenzspezifischen Primern
die Vorlage, das so genannte template, kopiert und so vervielfältigt. Durch ein
PCR-Programm mit spezifischem Temperaturprofil kann die Aktivität der Poly-
merase dabei an die Erfordernisse angepasst werden. In einem jeden Zyklus dieses
Programms verdoppelt sich die spezifische DNA. Nach einem durchschnittlichen
Programm von 30 Zyklen wird die Menge des gewünschten DNA-Fragments also
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um den Faktor 230, also etwa das Milliardenfache gesteigert. PCRs können in
verschiedenen Varianten, wie im Folgenden vorgestellt, angewendet werden.

Standard-PCR Ein typischer PCR-Ansatz ist in Tab. 2.1 dargestellt (für die
verwendete Polymerase angepasst nach Mülhardt, 2013). Als DNA-Polymerase
wurde die HotStarTaq Plus-Polymerase (Qiagen) verwendet. Je nach benötig-
ter DNA-Menge wurden 15 µL-, 25 µL- oder auch 50 µL-Ansätze pipettiert. Ein
typisches PCR-Programm zeigt Tab. 2.2. Es besteht aus einem initialen Denaturie-
rungsschritt, während dem die doppelsträngige DNA in ihre beiden Einzelstränge
aufschmilzt. Auch jeder einzelne Programmzyklus beginnt mit einem Denaturie-
rungsschritt, gefolgt von einem Annealingschritt, während dem sich die Primer
spezifisch an das template anlagern. Während der eigentlichen Elongationsphase
wird letztlich die Polymerase aktiv, welche dann die dNTPs an die Primer anbaut
und so den Strang zwischen den Primern auffüllt. In einem finalen, verlängerten
Elongationsschritt sollte die Polymerase alle begonnenen Fragmente vervollstän-
digen, um verkürzte Produkte zu vermeiden. Die gewählte Annealingtemperatur
basierte auf den Schmelzpunkten der Primer, jedoch wurden diese in der Regel
für eine Annealingtemperatur von 60 °C optimiert. Das Primerdesign erfolgte
mit Hilfe des Tools Primer3 (Untergasser et al., 2012). Die Elongationszeit

Tab. 2.1: Standard-PCR-Ansatz

15 µL 25 µL 50 µL

10x Puffer 1,5 2,5 5,0
dNTPs 0,6 1,0 2,0
HotStarTaq 0,06 0,1 0,2
H2O 11,04 18,4 36,8
Forward-Primer 0,6 1,0 2,0
Reverse-Primer 0,6 1,0 2,0

template 0,6 1,0 2,0

Tab. 2.2: Standard-PCR-Programm

Schritt Temperatur (°C) Dauer (Sek.)

Initiale Denaturierung 95 300
Denaturierung 94 30

32xAnnealing 60 30
Elongation 72 20
Finale Elongation 72 600
Pause 8 -
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wurde in Abhängigkeit von der erwarteten PCR-Produkt-Größe gewählt. Dabei
wurde angenommen, dass die verwendete Polymerase 1000 bp pro Minute auffüllen
konnte. Ebenso wurde die verwendete Zyklenzahl variiert, in Abhängigkeit von
der erwarteten Häufigkeit des Moleküls. Bei erwartungsgemäß seltenen Molekülen
wegen geringer Expressionsstärke wurden bis zu 40 Zyklen verwendet.

Touchdown-PCR Statt einer Standard-PCR wurde in einigen Fällen eine Touch-
down-PCR (Don et al., 1991) durchgeführt, um die Spezifität dieser PCRs zu
erhöhen. Dabei wird die Annealing-Temperatur zunächst einige Grad über dem
Schmelzpunkt der Primer festgesetzt, sinkt dann aber in den ersten Zyklen ab. In
den meisten Fällen wurden 10 Zyklen gefahren, in denen die Annealingtemperatur
um jeweils 0,5 °C abgesenkt wurde, bis sie unter der Schmelztemperatur lag, woran
sich dann 30 Zyklen mit dieser Temperatur ohne weitere Temperaturabsenkung
anschlossen.

Hochspezifitäts-PCR Gewöhnliche für PCRs verwendete DNA-Polymerasen wie
die Taq-Polymerase verfügen über keine Korrekturfunktion und bauen mit einer
gewissen Häufigkeit falsche Basen in den neu synthetisierten DNA-Strang. In
Anwendungsfällen, in denen eine erhöhte Genauigkeit nötig ist, kann auf spezielle
Polymerasen zurückgegriffen werden, die eine geringere Fehlerquote aufweisen.
Diese verfügen über eine 3’->5’-Exonukleaseaktivität, welche auch als proofrea-
ding-Funktion bezeichnet wird. In dieser Arbeit wurde dafür die Platinum Taq
DNA Polymerase High Fidelity (Life Technologies) genutzt. Weiterhin wurde auch
die Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase (NEB) genutzt, welche laut Her-
steller eine um das hundertfach geringere Fehlerrate aufweisen soll als gewöhnliche
Taq-Polymerasen. Beide Polymerasen wurden jeweils nach ihrem entsprechenden
Protokoll eingesetzt.

PCR mit degenerierten Primern Für einige Gensequenzen aus der Forelle oder
anderen Fischarten, für die bisher noch keinerlei Sequenzinformation in den ein-
schlägigen Datenbanken vorlag und für die auch keine ESTs gefunden wurden,
wurden degenerierte Primer verwendet, welche mit dem Tool PrimaClade (Gad-
berry et al., 2005) abgeleitet wurden. Dazu wurde zunächst in der Datenbank
GenBank beim NCBI recherchiert, inwieweit Sequenzinformationen aus anderen
verwandten Fischarten vorlagen. Diese Sequenzen wurden dann verwendet, um ein
multiples Sequenzalignment mit der Software ClustalW (Thompson et al., 1994)
durchzuführen. Ausgehend von dessen Ausgabe wurden dann die degenerierten
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Primer abgeleitet. Typischerweise wurden Primer mit bis zu zwei degenerierten
Basen und einem Schmelzpunkt um 60 °C verwendet. Die Amplifizierung erfolgte
dann mittels Standard-PCR, wobei die Annealingtemperatur auf 55 °C gesenkt
wurde, oder mittels Touchdown-PCR, um die Spezifität zu erhöhen.

Semiquantitative PCR Mittels semiquantitativer PCR konnte ein schneller Über-
blick über die Gewebeverteilung der Genexpression der untersuchten Gene ge-
wonnen werden (vgl. Ashhab et al., 2001). Dabei wurde eine Standard-PCR
durchgeführt, bei der die gewählte Zyklenzahl so gering war, dass bei der späteren
Visualisierung die Banden nicht gesättigt waren. Weiterhin wurden alle miteinan-
der verglichenen Proben mit demselben PCR-Mastermix im selben Thermocycler
amplifiziert und identische Probenmengen auf das Gel aufgetragen. Zur Quantifi-
zierung der Expression wurden die Bandenintensitäten mit der Software Image Lab
(Bio-Rad) oder mit der Software ImageJ (Schneider et al., 2012) ausgewertet. An-
hand der Bandenintensität konnten dann Genexpressionsprofile abgeleitet werden.
Eine höhere Genauigkeit wird durch die Echtzeit-PCR ermöglicht.

Echtzeit-PCR Mittels quantitativer Echtzeit-PCR (quantitative Realtime-PCR,
qRT-PCR; Heid et al., 1996) lässt sich die innerhalb einer Probe vorhandene
Anzahl definierter DNA-Moleküle bestimmen. Dazu wurden das Lightcycler 480
und das Lightcycler 96-System der Firma Roche genutzt. Als detektierender Farb-
stoff wurde dabei SybrGreen aus dem SensiFast SYBR No-ROX -Kit (Bioline)
verwendet. Ein entsprechender Reaktionsansatz ist in Tab. 2.3 zu sehen, ein ent-
sprechendes Cycling-Programm in Tab. 2.4. Primer für diese Methode wurden
mit Hilfe der Software PSQ Assay Design (Biotage) abgeleitet. Die Einstellungen
erlaubten die Generierung von Primern, die PCR-Produkte mit einer Amplikon-
länge zwischen 150 und 200 bp generieren, mit einer Primerlänge zwischen 18
und 24 bp und Schmelztemperaturen zwischen 64 und 66 °C. Im Anschluss an
das etwa einstündige Amplifizierungsprogramm erfolgte ein Aufschmelzen der
PCR-Produkte durch eine stetig ansteigende Temperatur (Abb. 2.6 a). Basierend
darauf, dass ab einer gewissen, molekülspezifischen Temperatur (Schmelzpunkt)
das PCR-Produkt denaturiert und sich in zwei Stränge teilt, in die der Farbstoff
nicht mehr interkalieren kann, sodass die Fluoreszenz abfällt (Abb. 2.6 c), wurden
die Schmelzkurven (Abb. 2.6 d) als Funktion von Fluoreszenzveränderung bezogen
auf die Temperaturveränderung erstellt. Es wurde überprüft, ob für jede gemessene
Probe nur ein einziger Gipfel in der Schmelzkurve vorhanden war. Ebenso wurde
die gesamte PCR-Reaktion auf Agarose-Gelen aufgetragen und die Qualität der
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Banden visuell überprüft. Durch diese beiden Qualitätssicherungsschritte sollte
sichergestellt werden, dass in jedem Reaktionsansatz nur die spezifische, erwünschte
Reaktion ablief.

Weiterhin wurde aus den Fluoreszenzkurven der Cq-Wert ermittelt (Abb. 2.6 b),
der denjenigen Zyklus angibt, bei dem das Fluoreszenzsignal einer Probe erst-
malig über dem Hintergrundsignal lag. Aus diesem Cq-Wert kann dann auf die
Kopienzahl in der Probe geschlossen werden. Je geringer der Cq-Wert, desto mehr
Ausgangsmaterial war zu Beginn der PCR vorhanden. Anhand einer Eichgerade
mit externen Standards (Abb. 2.6 e) kann dann für unbekannte Proben anhand des
Cq-Werts auf die Kopienzahl geschlossen werden. Die Berechnung der Kopienzahl
bei bekanntem Cq-Wert erfolgt dann nach Gleichung 1.

Kopienzahl = 10
Cq−Achsenabschnitt

Steigung (1)

Weiterhin lässt sich aus der Eichgeraden mittels der Gleichung 2 die Reaktionseffi-
zienz (RE) für jede einzelne Reaktion bestimmen.

RE = 10
−1

Steigung (2)

Diese sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen und gibt an, um welchen Faktor sich die
DNA in jedem PCR-Zyklus vermehrt. Für die eigentlichen Standards wurde mit

Tab. 2.3: qRT-PCR-Ansatz

Primer
50 µM

Primer
20 µM

2x Mastermix 6,0 6,0
H2O 0,6 0
Forward -Primer 0,2 0,5
Reverse -Primer 0,2 0,5
template 5,0 5,0

Tab. 2.4: qRT-PCR-Programm

Schritt Temperatur (°C) Dauer (Sek.)

Initiale Denaturierung 95 300
Denaturierung 95 15

40xAnnealing 60 10
Elongation 72 20
Quantifikation 75 5
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Abb. 2.6: Exemplarische Grafiken einer qRT-PCR am Beispiel der Amplifikation
eines Hering-RPL8 -Standards
a) Ablauf des qRT-PCR-Programms. b) Zunahme der Fluoreszenz mit dem aktuellen
Zyklus. Markiert sind die jeweiligen Cq-Werte. c) Abhängigkeit der Fluoreszenz von der
Temperatur bei Aufschmelzen. d) Aus dem Fluoreszenz-Temperatur-Verlauf abgeleitete
Schmelzkurven. e) Eichgerade. Details siehe Text.
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den Primern, die für die qRT-PCR verwendet wurden, in einer Standard-PCR
mit 50 µL-Ansatz das gewünschte PCR-Produkt amplifiziert, aufgereinigt und die
Konzentration bestimmt. Für die Konzentrationsbestimmung ist es dann nötig, die
genaue Molekülzahl in der Probe zu kennen. Aus der Länge des PCR-Fragments
lässt sich mit der Avogadro-Konstanten und der durchschnittlichen Molaren Masse
eines Basenpaars von 660 g/mol (Mülhardt, 2013) die Masse von genau einem
DNA-Molekül dieser Länge bestimmen (Gleichung 3).

m [g] =Fragmentlänge [bp] ∗ 660 g/mol∗bp ∗N−1
A (3)

Durch den in Gleichung 4 gezeigten Rechenschritt kann schließlich die genaue
Molekülzahl in 1 µL Standard errechnet werden.

c [Moleküle/µL] = c [ng/µL] ∗ 10−9

m [g] (4)

Durch mehrere Verdünnungsschritte jeweils im Verhältnis 1:10 kann so die Eichge-
rade erstellt werden.

Um auszuschließen, dass sich eine variable cDNA-Synthese-Leistung auf die Ver-
gleichbarkeit der Werte auswirkt, wurde in den Ergebnissen grundsätzlich nicht
die über die Eichgerade ermittelte absolute Kopienzahl angegeben, sondern diese
wurde mit Referenzgenen normiert. Dabei wurde stets das geometrische Mittel
von mindestens zwei Referenzgenen zur Normierung verwendet (Vandesompele
et al., 2002). Als Referenzgene dienten die in Tab. 2.5 gezeigten Gene.

Schnelle Amplifikation von cDNA-Enden Mittels „Schneller Amplifikation von
cDNA-Enden“ (Rapid amplification of cDNA-ends, RACE) lassen sich auf cDNA-
Ebene – ausgehend von einem bekannten Stück DNA – bisher unbekannte Teilstücke
des gleichen cDNA-Fragments bestimmen. Dies kann sowohl in 5’- als auch in
3’-Richtung erfolgen:

5’-Richtung

Es wurde das GeneRacer-Kit (Invitrogen) genutzt. Dieses basiert auf dem RNA-
Ligase-vermittelten RACE-Verfahren (RLM-RACE; Liu und Gorovsky 1993).
Es wurden insgesamt 5 µg RNA aus verschiedenen Geweben in 7 µL DEPC-behan-
deltem Wasser gepoolt und gemäß Anleitung mit je 1 µL CIP-Puffer, RNaseOUT
und CIP versetzt. Nach kurzem Mischen und Abzentrifugieren erfolgte eine ein-
stündige Inkubation bei 50 °C, gefolgt von einer Abkühlphase auf Eis. Um die
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Tab. 2.5: In der qRT-PCR verwendete Referenzgene

Spezies Gen Sequenz Referenz

Bos taurus EIF3K NM_001034489 Demasius et al. (2013)
MTG1 XM_005225495 Demasius et al. (2013)

Clupea harengus EEF1A DQ334851 Matejusova et al. (2010)
RPL8 a analog zu anderen Fischen

Coregonus maraena EEF1A1b HE984311 Altmann et al. (2014)
RPL9 HE984307 Altmann et al. (2014)
RPL32 HE984306 Altmann et al. (2014)

Mus musculus EEF2 NM_007907 Kouadjo et al. (2007)
RPL38 XM_006534009 Kouadjo et al. (2007)

Oncorhynchus mykiss EEF1A NM_001124339 Bowers et al. (2008)
RPS5 NM_001160519 Rebl et al. (2014b)
ACTB NM_001124235 Bowers et al. (2008)

Perca fluviatilis ACTB EU664997 Mathieu et al. (2014)
EEF1A KC513785 Mathieu et al. (2014)

Sander lucioperca EEF1A a analog zu anderen Fischen
RPL8 HQ259050 Hermelink et al. (2011)

Sus scrofa TOP2B NM_001258386 Gu et al. (2011)
HSPCB XM_005666063 Gu et al. (2011)
YWHAZ XM_005662949 Gu et al. (2011)

amit Hilfe degenerierter Primer abgeleitet

RNA zu präzipitieren, wurde sie mit 90 µl DEPC-Wasser und 100 µL Phenol-
Chloroform-Mischung versetzt und 30 Sekunden gemischt. Anschließend erfolgte
ein fünfminütiger Zentrifugationsschritt bei maximaler Geschwindigkeit und Raum-
temperatur. 90 µL der farblosen, oberen Phase wurden in ein neues Reaktionsgefäß
überführt, mit 2 µL Muskelglykogen und 10 µL Natriumacetat versetzt, gemixt
und mit 220 µL 95%-igem Ethanol versetzt. Nach dem Mischen wurde die Probe
für 10 Minuten auf -80 °C abgekühlt und über Nacht bei -20 °C eingefroren.

Am nächsten Tag wurde die Probe bei 4 °C 20 Minuten lang abzentrifugiert, der
Überstand verworfen und das Pellet mit 500 µl 70%-igem Ethanol gewaschen. Nach
zweiminütigem Abzentrifugieren des Ethanols wurde das Pellet zwei Minuten an
der Luft getrocknet und anschließend in 7 µL DEPC-Wasser aufgenommen.

Um die 5’-Kappe der mRNA zu entfernen, wurden der Probe 1 µL 10x TAP Puffer,
1 µL RNaseOUT sowie 1 µL TAP zugesetzt und das Gemisch für 1 Stunde bei
37 °C inkubiert. Die RNA wurde erneut – wie oben beschrieben – präzipitiert und
in 7 µL gelöst. Anschließend wurde sie dem Reaktionsgefäß mit dem RNA Oligo
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zugesetzt und für 5 Minuten auf 65 °C erhitzt und anschließend auf Eis abgekühlt.
Es wurden 1 µL Ligase-Puffer, 1 µL ATP, 1 µL RNaseOUT sowie 1 µL T4 RNA
Ligase zugesetzt und das Gemisch wurde eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Nach
einer erneuten RNA-Präzipitation wurde die modifizierte RNA in 10 µL DEPC-
Wasser aufgenommen und direkt für die cDNA-Synthese eingesetzt. Im Gegensatz
zur herkömmlichen cDNA-Synthese, in der Oligo-d(T)-Primer verwendet wurden,
wurden hier bis zu fünf genspezifische Primer eingesetzt.

Durch das RNA-Oligo wurden an die Enden aller vorhandener mRNAs spezifische
Nukleotide angehängt, die für PCR genutzt werden konnten. Es erfolgten also
PCRs mit je einem Primer, der spezifisch für das Oligo war, sowie einem Primer, der
in der bekannten Sequenz band. Um die Spezifität zu erhöhen, erfolgte noch eine
verschachtelte PCR. Dabei wurden jeweils weiter innen liegende Primer verwendet.

3’-Richtung

Die RNA wurde unmodifiziert unter Nutzung eines Oligo-d(T)-Primers, an den im
3’-Bereich ein bekanntes Sequenzmotiv angehängt war, in cDNA umgeschrieben.
Dann konnte eine PCR durchgeführt werden, die einen genspezifischen Primer
verwendete und einen, der an die durch den Primer eingeführte Sequenz band.
Analog zur 5’-RACE wurde auch hier noch eine verschachtelte PCR durchgeführt,
um die Spezifität zu erhöhen.

Genomwanderung Das Prinzip der Genomwanderung dient dazu, auf der Ebene
genomischer DNA ausgehend von einem kleinen bereits bekannten Sequenzstück
Informationen über die Sequenzen in unmittelbarer Nachbarschaft des bekannten
Stücks zu erhalten. Dazu wurde das GenomeWalker Universal-Kit der Firma
Clontech genutzt (Siebert et al., 1995). Genomische DNA wurde mit Hilfe der
blunt-ends erzeugenden Restriktionsenzyme DraI, EcoRV, PvuII und StuI in vier
Ansätzen verdaut. Anschließend wurden an die DNA-Fragmente so genannte
Adaptoren ligiert. Diese dienten in späteren Polymerase-Kettenreaktionen (vgl.
Abschnitt 2.2.2.6) als Ansatzpunkt für einen Primer, der an diesen Adapter bin-
det. Mittels dieses Primers und eines genspezifischen Primers konnten so bisher
unbekannte DNA-Bereiche amplifiziert werden.

Geschlechtsbestimmung bei Forellen Die Geschlechter der Forellen ließen sich
mittels PCR-Verfahren bestimmen. Dieses wurde nur für die BORN-Forellen ange-
wendet, da es sich bei den Import-Forellen grundsätzlich um Weibchen handelt.
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Abb. 2.7: Exemplarische Geschlechts-
bestimmung bei der Regenbogenfo-
relle. PCR-Produkte von ca. 800 bp Grö-
ße zeigen an, dass es sich bei dem beprob-
ten Tier um ein Männchen (m) handelt.

Es wurden die Primer GTTCATATGCCAGGCTCAAC und CGATTAGAAAGG-
CCTGCTTG (Brunelli et al., 2008) für diese PCRs genutzt. Als template wurde
genomische DNA eingesetzt. Mit männlichen Tieren kann bei dieser Standard-
PCR ein ca. 800 bp langes PCR-Fragment erzeugt werden, bei weiblichen Tieren
hingegen nicht. Nach der Visualisierung der Banden kann so auf das Geschlecht
des Tieres geschlossen werden.

2.2.2.7. Quantifizierung von Nukleinsäuren Die Konzentration von RNA und
DNA wurde mit Hilfe eines NanoDrop ND-1000 Spektrofotometers (NanoDrop
Technologies) bestimmt. Dieses ermittelt die Konzentration aus 1 µL Probe. Wei-
terhin geben die Verhältnisse der Extinktion bei 260 und 280 nm sowie bei 260
und 230 nm Informationen über die Reinheit der Nukleinsäurelösungen. Deutlich
niedrigere 260/280-Verhältnisse als 1,8 (DNA) bzw. 2 (RNA) können auf Verunrei-
nigungen mit Phenol oder Proteinen hinweisen. Niedrigere 260/230-Verhältnisse
als 2,0-2,2 deuten ebenfalls auf Kontaminationen hin, beispielweise mit TRIzol
oder Guanidinhydrochlorid, wie es in DNA-Aufreinigungs-Kits verwendet wird.

2.2.2.8. Gelelektrophorese und DNA-Visualisierung Um DNA verschiedener
Größen voneinander abzutrennen, wurde eine horizontale Agarose-Gelelektropho-
rese durchgeführt. Je nach erwarteter PCR-Fragmentgröße wurden unterschiedlich
konzentrierte Gele hergestellt. Die Agarosekonzentration lag zwischen 0,5 und
2,5%. Die Agarose wurde in 0,5 x TBE-Puffer (44,5mM Tris-Base; 44,5mM Bor-
säure; 1mM EDTA; pH 8) gelöst und in der Mikrowelle zum Kochen gebracht.
Nach leichtem Abkühlen wurde Ethidiumbromid mit einer Endkonzentration von
0,05‰ hinzugegeben. Die Gele wurden in Gelschlitten mit entsprechenden Käm-
men gegossen. Nach Erstarren wurden die in Probenpuffer (50% Glycerol; 0,1%
Bromphenolblau; 120mM EDTA; 10mM Tris-HCl, pH 8) aufgenommenen Proben
in die Taschen aufgetragen und die Proben bei einer Spannung von 120V für min-
destens 15 Minuten aufgetrennt. Anschließend erfolgte die Bandenvisualisierung im
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ChemiDoc MP (Bio-Rad) System. Dabei wurde die Belichtungsdauer so gewählt,
dass die Bandenintensität nicht die Sättigung erreichte.

2.2.2.9. Aufreinigung von PCR-Produkten Um PCR-Produkte von uninkor-
porierten dNTPs sowie ungebundenen Primern abzutrennen, wurde das High Pure
PCR Product Purification-Kit (Roche) verwendet. Dazu wurden 100 µL Binde-
puffer auf den PCR-Ansatz gegeben und das Gemisch auf die zum Kit gehörigen
Säulchen überführt. Bei einer Zentrifugation (10000 rpm, 1min) band die DNA
an die Silica-Membran, wurde anschließend zwei Mal mit Waschpuffer (500 µL;
200 µL) gewaschen und dann mit Wasser eluiert. In einigen Fällen wurde das Kit
auch dazu genutzt, DNA-Banden nach Auftrennung in der Gelelektrophorese aus
Gelbanden zu isolieren und nach Anleitung aufzureinigen.

2.2.2.10. TA-Klonierung von PCR-Produkten Besonders lange PCR-Produk-
te, die nicht direkt sequenziert werden konnten, wurden mittels TA-Klonierung
(Zhou und Gomez-Sanchez, 2000) in Vektoren eingebracht. Dazu wurden das
InsTAclone-Kit (Thermo Scientific) sowie das pGem T-easy Ligation-Kit (Prome-
ga) verwendet. Entsprechende Ansätze für die Ligation sind in Tab. 2.6 gezeigt.
Analog zum pGem T-easy-Ansatz wurde für PCR-Fragmente von hochspezifi-
schen DNA-Polymerasen das CloneJET PCR Cloning-Kit (Thermo Scientific)
verwendet, da diese Fragmente nicht über den für TA-Klonierung notwendigen
A-Überhang verfügen. Anschließend wurden die Ansätze kurz bei Raumtemperatur
und anschließend über Nacht bei 4 °C inkubiert. Am folgenden Tag wurden dann
kompetente E. coli-Zellen (Promega) mit den Plasmiden transfiziert. Dazu wurden
die Ligationsansätze zunächst für fünf Minuten auf 60 °C erhitzt und anschließend
auf Eis abgekühlt. 40 µL kompetente Zellen wurden hinzu pipettiert und anschlie-
ßend für 20 Minuten auf Eis inkubiert. Es erfolgte ein Hitzeschock der Bakterien
bei 42 °C für 90 Sekunden und eine zweiminütige Abkühlung auf Eis. Zu jedem
Ansatz wurden 160 µL SOC-Medium (2% Trypton; 0,5% Hefeextrakt; 20mM
Glukose; 10mM NaCl; 10mM MgCl2; 10mM MgSo4; 2,5mM KCl; pH 6,8-7) hin-

Tab. 2.6: Ligationsansatz

Verwendeter Vektor pgem T-easy InsTAClone

PCR-Produkt 8,2 µL 7,4 µL
Ligasepuffer (Konz) 1,0 µL (10x) 2 µL (5x)
T4 DNA Ligase 0,5 µL 0,2 µL
Vektor 0,3 µL 0,4 µL
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zugegeben und die Reaktionsgefäße anschließend eine Stunde bei 37 °C schüttelnd
inkubiert. Anschließend wurden die kompletten Ansätze auf IPTG-, XGAL- und
Ampicillin-haltige TY-Agar-Platten (1,6% Trypton; 1% Hefeextrakt; 0,5% NaCl;
2% Agar; 4% X-GAL; 0,04mM IPTG; 0,1mg/mL Ampicillin) ausgebracht und
mittels Drigalski-Spatel verteilt. Die Platten wurden dann über Kopf über Nacht
bei 37 °C inkubiert. Zur Kontrolle des erfolgreichen Einbaus des PCR-Produkts
in den Vektor wurde am nächsten Tag eine Kolonien-PCR durchgeführt. Dazu
wurden weiße Bakterienkolonien mittels Pipette gepickt und einmal direkt in einen
PCR-Ansatz mit entsprechenden Primern getaucht. Das PCR-Programm war
analog zur Standard-PCR, es wurde lediglich ein 10 µL-Ansatz angesetzt und das
template durch Wasser ersetzt. Diejenigen Klone, welche nach Gelelektrophorese
die erwarteten Banden aufwiesen, wurden dann über Nacht in einer Schüttelkultur
in mit Ampicillin versetztem TY-Flüssigmedium (1,6% Trypton; 1% Hefeextrakt;
0,5% NaCl; 0,1mg/mL Ampicillin) angezüchtet.

2.2.2.11. Präparation von bakteriellen Plasmiden in kleinem Maßstab (Mini-
Prep) Nach der Übernacht-Kultur von Bakterien mit eingebrachtem Plasmid
erfolgte die Mini-Prep mittels ZR Plasmid Miniprep Classic-Kit (Zymogen Rese-
arch), basierend auf der von Bimboim und Doly (1979) beschriebenen Methode.
Die Übernachtkulturen wurden abzentrifugiert und die Bakterienpellets anschlie-
ßend in 200 µl P1 Puffer gelöst. Es wurden 200 µL P2-Puffer zugegeben und das
Gemisch zwei Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 400 µL P3-Puffer wurde das
Gemisch wiederum abzentrifugiert, der Überstand auf die Säulchen aufgetragen und
wiederum abzentrifugiert. Darauf wurde mit Endo-Waschpuffer und anschließend
Waschpuffer gewaschen und letztlich die Plasmide mit 30 µL Wasser eluiert.

2.2.2.12. Sequenzierung DNA-Sequenzen wurden mittels Kettenabbruchver-
fahren nach Sanger et al. (1977) ermittelt. Dieses erfolgte zum einen durch das
institutseigene Servicelabor für DNA-Sequenzierung mittels ABI Prism 377 DNA
Sequencer (Applied Biosystems) und zum anderen durch den Sequenzierservice der
Firma Qiagen. Zur genauen Angabe der Basenabfolge wurde der Konsensus von
mindestens drei unabhängigen Sequenzierungen verwendet, um die Fehlerrate der
verwendeten Polymerasen auszugleichen. Fertiggestellte DNA-Sequenzen wurden
im Europäischen Nukleotid-Archiv (ENA) hinterlegt.

2.2.2.13. Grün-fluoreszierendes-Protein-gekoppelte heterologe Proteinexpres-
sion Zur Untersuchung der zellulären Lokalisation eines Proteins, kann dieses an



2. Material und Methoden 36

das grün fluoreszierende Protein (GFP) gekoppelt werden (Giepmans et al., 2006).
Dazu wurden Primer abgeleitet, die den gesamten codierenden Bereich des Ziel-
gens überspannten. An diese Primer wurden zusätzlich Restriktionsschnittstellen
eingebracht. So wurde vor das Start-Codon des längsten offenen Leserahmens des
Gens eine HindIII-Erkennungssequenz (5'..AAGCTT..3'

3'..TTCGAA..5'
) und vor das Stopp-Codon eine

Erkennungssequenz für EcoRI (5'..GAATTC..3'
3'..CTTAAG..5'

) eingebracht. Das erhaltene Fragment
wurde dann zunächst in den pjet-Vektor aus dem CloneJET PCR Cloning-Kit
(Life Technologies) einkloniert, in E. coli vermehrt und mittels Mini-Prep (Ab-
schnitt 2.2.2.11) isoliert. Anschließend wurden sowohl die das Zielgen enthaltenen
Plasmide, als auch der GFP-Vektor pAM505 mittels EcoRI und HindIII (jeweils
Thermo Scientific) in einem Doppelverdau (Tab. 2.7a) über Nacht geschnitten.
Die Verdaue wurden auf Gele aufgetragen und mehrere Stunden lang aufgetrennt.
Anschließend wurden die Banden mit der erwarteten Fragmentgröße ausgeschnitten
und aufgereinigt (vgl. Abschnitt 2.2.2.9 auf Seite 34). Darauf erfolgte eine Ligation
von GFP-Vektor und PCR-Fragment über Nacht (Tab. 2.7b). Alle Ligationsansätze
wurden sequenziert und die erhaltenen Sequenzen auf Korrektheit überprüft. Die-
jenigen Plasmide, die korrekt waren, wurden genutzt um E. coli zu transformieren.
Daran schloss sich eine weitere Mini-Prep an. Die so erhaltenen Plasmide wurden
dann zur Transfektion von Zellen eingesetzt, die die Fusionsproteine exprimieren
sollten.

2.2.2.14. Zellkultur Als Zellkultursystem wurden HEK-293-Zellen eingesetzt.
Bei diesen handelt es sich um menschliche embryonale, adhärent wachsende Nie-
renzellen, welche mit Adenovirus 5 transfiziert worden waren (Graham et al.,
1977). Sie wurden in DME-Medium (90% DME-Fertigmedium; 10% FKS; 10mM
Natriumpyruvat; 40mM L-Glutamin; 1‰ Gentamycin; pH 7,2-7,4) kultiviert. Zur
Transfektion wurden die Zellen in 6-Well-Platten zur Konfluenz gezüchtet (ca.

Tab. 2.7: Restriktion und Ligation

(a) Ansatz eines HindIII-
EcoRI-Doppelverdaus

Substanz Volumen (µL)

DNA-Lösung 1,5
Hind III 0,5
Eco RI 0,5

Puffer rot 2,5
H2O 20

(b) Ansatz einer Ligation

Substanz Volumen (µL)

PCR-Fragment 7,2
GFP-Vektor 0,8

10x Ligasepuffer 1
T4-DNA-Ligase 1
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4*105Zellen/Well). 6 µL Lipofectamin 2000 (Invitrogen) und 1 µg Plasmid-DNA
wurden separat in je 100 µL Serum- und Antibiotika-freiem DME-Medium gelöst
und nach fünfminütiger Inkubation vereint. Nach 20 Minuten wurde das Gemisch
auf die Zellen getropft. Die Transfektion erfolgte in antibiotikafreiem Medium bei
37 °C und 5% Kohlenstoffdioxidgehalt. Am Tag nach der Transfektion wurden
die Zellen mikroskopisch untersucht. Dazu wurde das Konfokalmikroskop LSM
780 (Carl Zeiss Microscopy) mit einem 63x Ölimmersions-DIC-Objektiv unter
Verwendung einer Brutkammer, die eine Temperatur von 37 °C und 5% Kohlen-
stoffdioxidkonzentration konstant hielt, genutzt. Zellkerne lebender Zellen wurden
mit dem Farbstoff Hoechst 33342 (Sigma Aldrich) in einer Konzentration von
1 µg/mL angefärbt.

2.2.2.15. Western Blot Zur Verifizierung der mikroskopischen Ergebnisse wur-
de weiterhin ein Western Blot (Burnette, 1981) durchgeführt, um die Größe
des Fusionsproteins zu bestimmen. Dazu wurden aus den Zellen die Proteine
isoliert und je 50 µg Protein wurden auf vorgegossene 10%ige Polyacrylamid-Gele
(Bio-Rad) aufgetragen und aufgetrennt. Anschließend wurden die Proteine mittels
Sandwich-Blotting-Verfahren auf eine Nitrocellulosemembran mit einer Porengröße
von 0,45 µm transferiert. Die Membran wurde eine Stunde lang bei Raumtem-
peratur in 3%igem bovinem Serumalbumin in PBS mit 0,5% Tween 20-Zusatz
geblockt. Darauf wurde die Membran drei Mal für je fünf Minuten in TBS-T
(50mM Tris; 150mM NaCl; 0,05% Tween 20; pH 7,6) gewaschen. Anschließend
wurde der erste Antikörper (anti-GFP, aus Kaninchen; Invitrogen A11122) 1:500
in TBS-T verdünnt und für eine Stunde auf die Membran gegeben. Es folgten
wiederum drei fünfminütige Waschschritte in TBS-T, bevor der zweite Antikörper
(1:5000 Anti-Kaninchen-IgG in TBS-T) aufgetragen wurde und eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubierte. Nach drei zehnminütigen Waschschritten in TBS-T
erfolgte der Bandennachweis mittels Clarity Western ECL-Substrat (Bio-Rad) im
ChemiDoc MP (Bio-Rad) System.

2.2.3. Bioinformatische Methoden

2.2.3.1. Sequenzanalyse Zur allgemeinen Arbeit mit DNA- und Proteinsequen-
zen wurde das Tool UGene (Okonechnikov et al., 2012) verwendet. Das beinhalte-
te auch das Erstellen von Alignments, sowie das Kalkulieren von Sequenzidentitäten.
Zur Ermittlung von Exon-Intron-Grenzen wurden die Tools Spidey (Wheelan
et al., 2001) und insbesondere MGAlign (Lee et al., 2003) verwendet, welche
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cDNA und genomische DNA aneinander ausrichten und daraus Rückschlüsse auf
die Genstruktur ziehen.

2.2.3.2. Erstellung von Stammbäumen Für die Erstellung von Stammbäumen
wurden die in einen Baum zu gruppierenden Nukleinsäuresequenzen in eine FASTA-
Datei zusammengefügt und dann mittels ClustalW (Goujon et al., 2010; Larkin
et al., 2007) in einem multiplen Sequenzalignment aneinander ausgerichtet. Die
Software MEGA6 (Tamura et al., 2013) wurde dann für das Erstellen von
Kladogrammen verwendet. Es wurde die Maximum Likelihood Methode nach dem
Modell von Tamura und Nei (1993) verwendet. Bootrap-Konsensus-Bäume
basierten auf 10000 Wiederholungen (Felsenstein, 1985).

2.2.3.3. Clusteranalyse Die Expressionsprofile verschiedener Tierarten wurden
mittels farbcodierter Diagramme, so genannter Heatmaps, dargestellt und geclustert.
Dies erfolgte für die zur Basis 10 logarithmierten Kopienzahlen mit der heatmap.2 -
Funktion aus dem gplots-Paket (Warnes et al., 2014) in der Programmiersprache R.
Die Clusterbildung erfolgte dabei nach der UPGMA-Methode, wobei die Distanzen
mit Hilfe der durch das amap-Paket (Lucas, 2014) zur Verfügung gestellten
zentrierten Pearson-Korrelations-Methode bestimmt wurden, welche weniger auf
die Absolutwerte achtet, sondern auf die Verhältnisse. Für die Darstellung der
Heatmap wurden die Daten zeilenweise z-transformiert, sodass der Zeilenmittelwert
bei 0, bei einer Standardabweichung von 1 lag. Der z-Score gibt dann an, wie viele
Standardabweichungen der Wert von 0 entfernt liegt.

2.2.3.4. Proteinanalyse Anhand von offenen Leserahmen konnte mit Hilfe des
virtuellen Ribosoms (Wernersson, 2006) aus cDNA die Aminosäuresequenz des
codierten Proteins abgeleitet werden. Die Visualisierung von Proteinen erfolgte
mit dem Online-Tool Protter (Omasits et al., 2014), welches seinerseits die
Transmembrandomänen, inneren und äußeren Bereiche, sowie Signalpeptide mit
Hilfe des Phobius-Algorithmus (Käll et al., 2004) vorhersagt. Um Schlüsselstellen
des Proteins zu finden, die einer bestimmten Funktion zugeordnet werden können,
wurde das Tool CD-Search (Marchler-Bauer und Bryant, 2004) genutzt.
Vorhersagen über die Zugehörigkeit der Proteine zu Mitochondrien wurden mit
MitoProt II (Claros und Vincens, 1996) ausgeführt.
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2.2.4. Phänotypische Untersuchungen

2.2.4.1. Verhalten Das Verhalten der Fische des Besatzdichteversuchs wurde
für 19 Stunden mittels Kamera aufgezeichnet. Das Lichtregime ahmte natürliche
Bedingungen mit eine Dunkelphase von 10 Stunden nach und umfasste auch eine
Wolkensimulation. Zehn dieser Stunden konnten daher wegen Lichtmangels nicht
ausgewertet werden. Daraus resultierten neun Stunden auswertbares Videomaterial,
von dem vier Stunden und zehn Minuten vor der Nacht und vier Stunden und
40 Minuten nach der Nacht aufgenommen wurden. Zur Auswertung der Position
der Fische in der Wassersäule wurde jedes Becken im Video einzeln betrachtet
und in drei gleich große vertikale Teile unterteilt. Im Zehn-Minuten-Intervall
wurden die Standbilder des Videos analysiert und die in jedem Sektor sichtbaren
Fische gezählt und in Relation zur Gesamtzahl sichtbarer Fische gesetzt. Zur
statistischen Auswertung wurden die Anteile sichtbarer Fische pro Segment über
alle 53 Beobachtungszeitpunkte gemittelt und die Anteile von BORN- und Import-
Forellen für jedes Segment mittels t-Test verglichen.

2.2.4.2. Wachstum Das Wachstum von frisch geschlüpften Regenbogenforellen
wurde über einen Zeitraum von ca. neun Monaten dokumentiert. Zunächst wö-
chentlich, später monatlich wurden das Gewicht und die Gesamtlänge (total length,
von Maul, bis Ende der Schwanzflosse) von je zehn Forellen der Linien BORN
und Import erfasst. Dabei wurde das Wachstum von Tieren, die in ungefiltertem
und aufgereinigtem Brackwasser kultiviert wurden, miteinander verglichen. Dar-
über hinaus wurden Gewicht und Gesamtlänge auch von allen weiteren beprobten
Fischen aufgenommen. Das Verhältnis von Gewicht und Länge wurde mit Hil-
fe der Fulton’schen Formel (Ricker, 1975) G = K/100 ∗ L3 analysiert, wobei
G das Gewicht angibt, L die Länge und K den so genannten Konditionsfaktor.
Die Lägen-Wachstumsleistung mit dem Alter wurde mit der von Bertalanffy-
Wachstumsgleichung (Bertalanffy, 1957) approximiert: Lt = L∞(1 − e−K(t−t0)).
Lt gibt die Länge des Fisches im Alter t an, L∞ ist die physiologisch mögliche
Endgröße, t0 gibt das Alter zu Beginn der Wachstumskurve an und K ist ein
Wachstumsparameter, der die Geschwindigkeit des Wachstums widerspiegelt.

2.2.5. Statistische Analyse

Die Auswertung der Daten erfolgte mit Microsoft Excel 2010 sowie Systat SigmaPlot
11. Für statistische Berechnungen wurde ebenfalls SigmaPlot verwendet. Es wurden
zweifaktorielle Varianzanalysen durchgeführt. Für Post-Hoc-Analysen wurde ein für
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Tab. 2.8: Signifikanzniveaus

Symbol P-Wert Signifikanzniveau

# p<0,10 marginal signifikant
* p<0,05 signifikant
** p<0,01 hochsignifikant
*** p<0,001 höchstsignifikant

multiples Testen optimiertes Holm-Sidak-Verfahren genutzt. Für die statistischen
Tests in Hinblick auf Genexpression wurde stets mit den logarithmierten normierten
Kopienzahlen gerechnet, zumal weniger die Differenzen zwischen zwei Werten von
Interesse waren, sondern deren Verhältnisse. P-Werte kleiner als 0,05 wurden als
signifikant betrachtet und verschiedene Signifikanzniveaus in den Abbildungen mit
in Tab. 2.8 dargestellten Symbolen markiert.
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3. Ergebnisse

In dieser Arbeit sollten im Rahmen verschiedener Versuche die regionale Forellen-
Linie BORN sowie die üblicherweise kultivierte Import-Forelle auf phänotypischer
wie molekularbiologischer Ebene miteinander verglichen werden. Die BORN-Forelle
gilt als robustere Zuchtlinie; es sollte daher untersucht werden, wodurch diese
Robustheit bedingt wird, und ob sie möglicherweise weitere Folgen hat. Zunächst
wurde mit Hilfe einer holistischen Transkriptomanalyse untersucht, inwiefern es
grundlegende Unterschiede in der Genexpression zwischen den beiden Forellenlinien
gibt.

3.1. Grundlegender Zuchtlinien-Vergleich

3.1.1. Holistische Transkriptomanalyse mittels DNA-Chips

Die BORN-Forelle gilt als robuster als die Import-Forelle. Um zu überprüfen, ob
dies genetisch bedingt ist, sollte untersucht werden, ob es grundsätzlich Unterschie-
de hinsichtlich der Genexpression zwischen beiden Linien gibt, welche einen Anteil
zur Erklärung dieser Robustheit liefern könnten. Dazu wurden die insgesamt 80
DNA-Chips aus Kälteschock-, Besatzdichte- und Besatzdichte-Hitzestress-Versuch
gemeinsam unter diesem Gesichtspunkt für die Organe Niere, Leber, Kieme und
Milz ausgewertet. Ein Venn-Diagramm (Abb. 3.1) soll dabei verdeutlichen, inwie-
weit es Überschneidungen zwischen den verschiedenen Gewebetypen gab.

In der Niere wurden 228 signifikant (p(FDR-Korrigiert)<0,05) different regulierte Gene
gefunden2, in der Leber 221, in der Kieme 232 und in der Milz 328. In jeweils
nur einem untersuchten Gewebe wurden zwischen 66 (Niere) und 182 (Milz) Gene
zwischen beiden Linien different exprimiert. Zwischen genau zwei Geweben gab es
zwischen 6 (Leber + Kieme) und 32 (Niere + Milz) gemeinsam zwischen den Linien
regulierte Gene. Bei Betrachtung von drei Geweben lag die Anzahl gemeinsam
regulierter Gene zwischen 4 (Leber + Kieme + Milz) und 50 (Niere + Kieme +
Milz). In allen vier Geweben wurde eine differente Genexpression zwischen den
Zuchtlinien BORN und Import von 35 Genen detektiert.

Nur ein Bruchteil der Gene auf dem Chip war eindeutig annotierbar, es konnten
deshalb nur wenige konkrete Gennamen zugeordnet werden. In der Kieme traf

2Wegen der unzureichenden Chip-Annotation kann nicht ausgeschlossen werden, dass einzelne
Gene mehrmals gezählt wurden, da eine Zusammenfassung mehrerer Sonden zu einem Wert
so nicht möglich war.
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Abb. 3.1: Venn-Diagramm mit der Anzahl von in verschiedenen Geweben different
exprimierten Genen zwischen BORN- und Import-Forelle
Für die Analyse wurden DNA-Chips aus Nieren (N)- Leber (L)-, Kiemen (K)- und Milz
(M)-Gewebe separat nach different exprimierten Genen analysiert. Die Abbildung zeigt
durch die Überlappung die Anzahl von gemeinsam in mehreren Geweben regulierten
Genen an. Nur ein Bruchteil der Gene war eindeutig annotierbar.
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Abb. 3.2: GO-
Term-Anreiche-
rungsanalyse
Alle in der jewei-
ligen Forellenlinie
stärker exprimierten
Gene wurden einer
GO-Term-Anrei-
cherungsanalyse
unterzogen. Oben
sind alle signifikant
angereicherten
GO-Terms der
Import-Forelle
gezeigt, unten
diejenigen der
BORN-Forelle.
Dargestellt ist der
Anteil der Gene, die
einen spezifischen
GO-Term aufweisen,
an der Gesamtzahl
der jeweils stärker
exprimierten Gene
pro Linie. Es wurden
alle different expri-
mierten Gene aus
allen untersuchten
Geweben verwendet.

dies auf 32% der regulierten Gene zu, in der Milz auf 37%, in der Leber auf 38%
und in der Niere auf 43%. Im weiteren Verlauf beschränkte sich die Analyse auf
diese annotierbaren Gene, da die Annotation eine Voraussetzung für tiefergehende
Analysen darstellt. In allen untersuchten Geweben wurden mehr Gene gefunden,
die stärker in Import-Forellen exprimiert wurden als in BORN-Forellen. In Kieme,
Leber und Niere lag das Verhältnis bei etwa 2:1, in der Milz waren etwa 6 von
10 der different exprimierten Gene in Import-Forellen stärker exprimiert. Den
regulierten Genen wurden auf Basis einer entsprechenden Datenbank so genannte
GO-Terms zugeordnet, welche die Funktion der Gene – beispielsweise mit der Zu-
ordnung eines Stoffwechselprozesses – beschreiben. Anschließend wurde überprüft,
ob bestimmte GO-Terms überproportional häufig in der Liste mit regulierten
Genen vorkamen (Abb. 3.2). Während für die BORN-Forelle nur eine Anreicherung
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von recht allgemeinen GO-Terms wie „Kleine Moleküle betreffende Stoffwech-
selprozesse“ (GO:0044281) oder „katabolischer Prozess“ (GO:0009056) gefunden
wurde, waren die Zuordnungen für die Import-Forelle deutlich spezifischer. Auffällig
waren die Punkte „Einfachzucker-synthetisierende Prozesse“ (GO:0046364) und
„Regulation des Steroidstoffwechsels“ (GO:0019218). Diese waren in der Import-
Forelle signifikant angereichert; in der BORN-Forelle war hingegen kein Gen
mit den entsprechenden GO-Terms stärker exprimiert als in der Import-Forelle.
Der Zucker-Synthese wurden in der Import-Forelle sieben Gene zugeordnet: eine
Aspartat-Aminotransferase (GOT2 ), das Retinol-bindende Protein 4 (RBP4 ),
eine beta- und eine gamma- Enolase (ENO3, ENO2 ), eine Phosphoenolpyruvat-
Carboxykinase (PCK2 ), eine Alkoholdehydrogenase (AKR1A1 ) sowie eine Tran-
saldolase (TALDO1 ).

Zusätzlich zu der holistischen Analyse der differenten Expression wurden auch ge-
zielt Gene des Kreatinsystems als weiteres Energiesystem auf differente Expression
untersucht. Das Gen GAMT, welches das Kreatin synthetisierende Enzym codiert,
wurde als different exprimiert in der Leber identifiziert. Die BORN-Forellen zeigten
eine 2,7-mal so starke hepatische GAMT -Expression wie Import-Forellen.

Von den 35 Genen, die in allen untersuchten Geweben zugleich reguliert waren,
konnten vierzehn durch BLAST-Analysen der Sondensequenz eindeutig annotiert
werden. Diese eindeutig annotierbaren Kandidatengene sind in Tab. 3.1 gezeigt.
Am stärksten different reguliert war das Gen „Calpain, regulatorische Untereinheit“
(CAPNS1 ). Dieses war in der Kieme der Import-Forelle 13,9 mal so stark exprimiert
wie in vergleichbaren Proben der BORN-Forelle. Auch in der Niere war das Gen
8,5-mal so stark exprimiert. Einzig in der Leber fiel der Expressionsunterschied mit
dem Faktor 2,6 deutlich geringer aus. Auffällig war, dass für jedes Kandidatengen
der DNA-Chips die Veränderung der Genexpression in allen untersuchten Geweben
stets gleich war, das heißt, dass ein Gen, welches in der Niere von Import-Forellen
stärker exprimiert wurde als in BORN, auch in Leber, Kieme und Milz stärker
von der Import-Forelle exprimiert wurde. Der Großteil der different exprimierten,
annotierten Gene (10/14) war in Import-Forellen stärker exprimiert als in BORN-
Forellen. Lediglich die drei Gene CEPT1, SERINC1 und GIMAP7 zeigten gemäß
DNA-Chips eine stärkere Expression in der BORN-Forelle als in der Import-Forelle.

3.1.2. Verifizierung

Die Mikrofluid-Chip-basierte Echtzeit-PCR wurde genutzt, um die Vorhersagen aus
der DNA-Chip-Analyse zu bestätigen. Jedoch konnten nur für einen Bruchteil der
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Tab. 3.1: Kandidatengene für differente Expression zwischen BORN- und Import-
Forelle

Genname Gensymbol Niere Leber Kieme Milz

Calpain regulatory subunit CAPNS1
8,50a

2,5E-06b
2,55

7,33E-08
13,88

3,86E-06
6,13

2,93E-09

Profilin 2 PFN2
7,70

3,70E-06
3,64

2,07E-07
7,94

7,15E-05
14,43

3,70E-10

Tropomyosin-1 alpha chain TPM1
4,14

2,45E-07
2,05

9,75E-10
3,93

8,96E-06
6,61

1,54E-05

Cold-inducible RNA-binding
protein

CIRBP
2,95

4,47E-05
3,25

3,71E-11
3,67

5,55E-04
3,25

8,59E-05

Retinoic acid receptor
responder protein 3

RARRES3
3,03

4,47E-05
3,12

6,76E-10
2,89

3,76E-06
2,66

1,05E-07

Nucleolar protein 14 NOP14
2,94

2,14E-04
2,23

4,77E-08
2,79

3,44E-03
2,14

4,64E-05

Superoxid-Dismutase SOD1
3,50

9,17E-06
4,58

1,11E-14
2,66

9,34E-06
2,90

2,93E-09

Splicing factor 3A subunit 2 SF3A2
2,48

1,47E-03
2,38

5,71E-10
2,64

1,57E-03
2,99

4,89E-07

Double-stranded
RNA-binding protein Staufen

homolog 1
STAU1

2,20
2,66E-05

2,01
2,39E-11

2,42
1,00E-05

2,05
5,90E-07

Glutamate dehydrogenase GLUD1
2,31

2,99E-05
2,20

9,02E-09
2,38

1,19E-05
2,43

1,29E-08

Gamma-interferon-inducible
lysosomal thiol reductase

precursor
IFI30

2,18
1,27E-05

2,42
3,20E-10

2,29
5,33E-06

2,32
3,85E-08

Choline/ethanolamine
phosphotransferase 1

CEPT1
-3,36

9,88E-05
-2,43

1,93E-08
-3,23

2,83E-03
-3,36

3,84E-06

Serine incorporator 1 SERINC1
-2,97

1,20E-03
-2,25

4,54E-04
-3,36

2,48E-02
-2,38

5,15E-04

GTPase, IMAP family
member 7

GIMAP7
-5,77

9,02E-06
-2,22

5,06E-13
-14,78

8,81E-09
-8,24

9,33E-09
a Fold Change (FC): >0 in Import stärker exprimiert; <0 in BORN stärker exprimiert
b FDR-korrigierter p-Wert
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Gene die mittels DNA-Chip gefundenen Expressionsunterschiede zwischen Import-
und BORN-Forelle bestätigt werden. Bei diesem Verifizierungsversuch wurden die
Expressionslevel nach der Versuchsbedingung separiert. Als Bedingung wurde dabei
die Kombination aus Umweltbedingung und entnommenem Gewebe aufgefasst
(z. B. Kältestress 5 °C - Leber). Als signifikant different exprimiert wurden dann
solche Gene aufgefasst, die unter mindestens drei von acht Bedingungen signifikante
Expressionsunterschiede zwischen BORN und Import aufwiesen und für die eine
Varianzanalyse signifikante Effekte der Forellen-Linie errechnete.

Von den vierzehn annotierten Kandidatengenen aus der DNA-Chip-Analyse zeigten
nur vier Gene signifikante Unterschiede hinsichtlich ihrer Expression zwischen
BORN- und Import-Forelle in der Mikrofluid-Chip-basierten qRT-PCR (Abb. 3.3).
Diese Gene werden im Weiteren als Kandidatengene bezeichnet. Es handelte sich
dabei um die Gene Cholin/Ethanolamin-Phosphotransferase 1 (CEPT1 ), um
GTPase IMAP Familienmitglied 7 (GIMAP7 ), um Retinsäure-Rezeptor-Antwort-
Protein 3 (RARRES3 ) sowie Tropomyosin 1 (TPM1 ). Sowohl von CEPT1, als
auch TPM1 wurden zwei Genvarianten im Forellengenom gefunden. Daher wurden
auch beide Varianten jeweils separat mit spezifischen Primern untersucht.

Für CEPT1A fand die Varianzanalyse eine signifikante Interaktion zwischen der
Bedingung und der Forellenlinie, das heißt, das Verhältnis der Genexpression von
BORN zu Import hing von der gerade betrachteten Bedingung ab. Beispielsweise
war die Expressions-Ratio von BORN zu Import unter der Bedingung „Besatzdichte
hoch - Leber“ mit 6,5 deutlich höher als für die Bedingung „Besatzdichte moderat;
Hitze 27 °C - Kieme“ mit der Ratio 1,2. Obwohl eine Interaktion gefunden wurde,
zeigte die BORN-Forelle unter allen Bedingungen eine stärkere Expression als
die Import-Forelle. Dieser Unterschied war nach Holm-Sidak-Post-Hoc-Test mit
Anpassung an multiples Testen in vier von acht Fällen signifikant (p<0,05).

Für die anderen drei untersuchten Gene wurde keine signifikante Interaktion
zwischen Linie und Bedingung gefunden, beide Faktoren für sich genommen waren
jedoch jeweils höchstsignifikant. Das heißt, sowohl die Bedingung, als auch die
Forellen-Linie hatten einen Einfluss auf das Expressionslevel der Gene. Deren
jeweilige Anteile an den gemessenen Expressionswerten waren aber stets gleich
stark und beeinflussten sich nicht gegenseitig.

Für fünf Bedingungen wurden signifikante Unterschiede für dieGIMAP7 -Expression
zwischen BORN und Import festgestellt. Unter allen Bedingungen war die Expres-
sion in BORN stärker als in Import-Forellen, der höchste Unterschied mit Faktor
15,8 wurde für die Kiemen-Proben des Besatzdichte/Hitzestress-Kombinationsver-
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Abb. 3.3: Positive Ergebnisse der Mikrofluid-Chip-basierten Echtzeit-PCR
Dargestellt sind die normierten Quantitäten der Gene CEPT1A, GIMAP7, RARRES3
und TPM1A als Mittelwerte ± SEM. Angegeben sind jeweils auch die Ergebnisse der
Varianzanalysen. Für die 5 °C-Leber-Proben der Import-Forellen wurde in zwei Fällen
keinerlei GIMAP7 -Expression gefunden. Diese Proben wurden von der Berechnung
ausgenommen.
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suchs bei moderatem Besatz und 27 °C beobachtet. Für RARRES3 zeigten die
Import-Forellen eine stärkere Expression als die BORN-Forellen. In drei Fällen
war dies signifikant, wobei die Effekte relativ schwach ausgeprägt waren (größter
Unterschied 1,9 für „Kältestress 0 °C - Niere“). Die Unterschiede für das Gen
TPM1A waren deutlich ausgeprägter. Unter sieben von acht Bedingungen war die
Expression in Import-Forellen hochsignifikant stärker als in BORN-Forellen, in
einem Fall marginal signifikant. Der größte Unterschied mit Faktor 3,7 war in der
Niere bei Kältestress 0 °C zu finden.

Sowohl CEPT1B als auch TPM1B, die Genkopien von CEPT1A bzw. TPM1A,
zeigten ein anderes Verhalten als ihre entsprechenden Kopien (Abb. 3.4). Gemäß
Varianzanalyse wurde für CEPT1B lediglich ein Effekt der Versuchsbedingung
gefunden, jedoch kein Effekt der Forellenlinie. Für TPM1B war der Linieneffekt
hingegen signifikant. Dieser war mit einer im Schnitt um das 1,3-fach erhöhten
Expression in Import-Forellen jedoch sehr gering. Der Holm-Sidak-Test zeigte nur
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Abb. 3.4: Ergebnisse der Mikrofluid-Chip-basierten Echtzeit-PCR für die Genvari-
anten CEPT1B und TPM1B
Dargestellt sind jeweils die normierten Quantitäten der Gene als Mittelwerte ± SEM.
Angegeben sind jeweils auch die Ergebnisse der Varianzanalysen.
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Tab. 3.2: Zweifaktorielle Varianzanalysen hinsichtlich Geschlechts-Effekten in der
BORN-Forelle
Signifikante Effekte sind unterstrichen

CEPT1A GIMAP7 RARRES3 TPM1A

Bedingung <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Geschlecht 0,040 0,827 0,256 0,960

Bedingung x Geschlecht 0,673 0,997 0,507 0,988

für Nierenproben des Kältestressversuchs bei 0 °C eine signifikante Erhöhung in
Import-Forellen an.

Während alle Import-Forellen Weibchen waren, war die beprobte BORN-Popula-
tion gemischtgeschlechtlich. Um zu überprüfen, ob die gefundenen Unterschiede
weniger auf Linienunterschiede, sondern vielmehr auf Geschlechtsunterschiede
zurückzuführen waren, wurden für die BORN-Tiere Varianzanalysen (Tab. 3.2)
durchgeführt. Für CEPT1A wurde ein signifikanter Geschlechtseffekt ermittelt.
Über alle Bedingungen zusammengefasst zeigten die Männchen der BORN-Linie
eine 1,7-mal so hohe CEPT1A-Expression wie die Weibchen. GIMAP7, RARRES3
und TPM1A zeigten im Gegensatz dazu keinen Geschlechtseffekt und auch keine
Interaktion des Geschlechts mit der Versuchsbedingung, lediglich die Bedingung
zeigte einen hochsignifikanten Effekt.

Zur grundsätzlichen Überprüfung, inwieweit die Ergebnisse der Mikrofluid-Chip
basierten Echtzeit-PCR mittels herkömmlicher qRT-PCR replizierbar sind, wurde
für eine ausgewählte Versuchsbedingung eine Messung mittels qRT-PCR wiederholt
(Abb. 3.5). Für die drei Referenzgene EEF1A1, RPS5 und ACTB überlappten
die Fluoreszenzkurven von BORN- und Import-Forellen deutlich. Entsprechend
zeigte auch der durchschnittliche Ct-Wert nur geringe Schwankungen (0,05 bis 0,27
Zyklen) zwischen den Linien. Im Gegensatz dazu waren die Fluoreszenzkurven
für GIMAP7 deutlich zwischen BORN- und Import-Forellen aufgetrennt. Der
durchschnittliche Ct-Wert lag für die BORN-Forelle 3,22 Zyklen niedriger als
für die Import-Forelle. Bei einer angenommenen Verdopplung der DNA-Menge
mit jedem Zyklus ergab sich eine 23,22 = 9, 32-fache Transkriptmenge in der
BORN-Forelle im Vergleich zur Import-Forelle. Die gleichen Proben hatten in der
Mikrofluid-Chip-basierten Echtzeit-PCR eine 8,47-mal so starke Expression in der
BORN-Forelle ergeben. Die über beide Methoden ermittelten Werte lagen also
dicht beieinander.
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Abb. 3.5: Verifizierung der differenten Expression von GIMAP7 zwischen BORN-
und Import-Forelle mittels klassischer qRT-PCR
Gemessen wurden GIMAP7 und die Referenzgene EEF1A1, RPS5 und ACTB in
Kiemen- Proben aus dem Besatzdichte/Hitzestress-Kombinationsversuch mit mode-
rater Besatzdichte bei 27 °C. Neben den Fluoreszenz-Kurven ist jeweils der für jede
Forellenlinie gemittelte Ct-Wert angegeben.

3.1.3. Überblick

Im Rahmen der holistischen Transkriptomanalyse konnten vier Gene als unter
verschiedensten Bedingungen in verschiedenen Geweben different zwischen BORN
und Import exprimiert identifiziert werden. Die Gene CEPT1A und GIMAP7
zeigten eine stärkere Expression in BORN-Forellen, die Gene RARRES3 und
TPM1A hingegen eine stärkere Expression in Import-Forellen. Die GO-Term-
Analyse deutete Unterschiede in der Zuckersynthese an und auch GAMT, wichtiger
Bestandteil des Kreatinsystems, zeigte eine differente hepatische Expression.

3.2. Die Kreatinsysteme verschiedener Tierarten

Die holistische Transkriptomanalyse zeigte eine differente Expression von GAMT
zwischen den beiden Forellenlinien BORN und Import. Für das Gen GATM, eben-
falls Bestandteil des Kreatinsystems, war auf den DNA-Chips jedoch keine Sonde
vorhanden. Da das Kreatinsystem als möglicher Faktor für die unterschiedliche
Robustheit gesehen wurde und bisher kaum Informationen zum Kreatinsystem der
Fische vorlagen, wurde dieses zunächst grundlegend für verschieden Fischarten
charakterisiert und zugleich mit dem der Säugetiere verglichen.
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3.2.1. Genidentifikation

Um grundsätzliche Aussagen über das Kreatinsystem von Fischen treffen zu können,
sollten Fischarten aus verschiedenen taxonomischen Einheiten wie Regenbogenfo-
relle (Oncorhynchus mykiss), Schnäpel (Coregonus maraena), Flussbarsch (Perca
fluviatilis), Hering (Clupea harengus) und Zander (Sander lucioperca) untersucht
werden. Für all diese Fische – mit Ausnahme der Forelle – lagen noch keinerlei
Sequenzinformationen für die Gene GATM, GAMT und CKM vor. Daher musste
mit Orthologen aus anderen Fischarten gearbeitet werden, um degenerierte Primer
abzuleiten (vgl. Abschnitt 2.2.2.6). Es konnte für jedes dieser Gene ein Primerpaar
gefunden werden, welches ein Fragment des jeweiligen Gens aus cDNA von jeder
dieser Fischarten erzeugen konnte (Tab. 3.3). Diese Primer wiesen jeweils ein bis
zwei degenerierte Basen auf und erzeugten PCR-Fragmente mit Größen zwischen
325 und 395 Basenpaaren, einem ausreichenden Größenbereich für spätere Echtzeit-
PCRs. Nach Sequenzierung der Fragmente für jeden untersuchten Organismus
wurden die Sequenzen im European Nucleotide Archive hinterlegt und wurden dazu
genutzt, artspezifische Primer für die sich anschließenden semiquantitativen und
Echtzeit-PCRs abzuleiten.

Für den Ostseeschnäpel war weiteres Datenmaterial vorhanden, auf welches zu-
rückgegriffen werden konnte. So wurde das Transkriptom dieser Fischart durch die
Abteilung Fischgenetik des FBN Dummerstorf bereits sequenziert (Daten noch
unveröffentlicht). Mit Hilfe einer BLAST-Analyse der Sequenz des GAMT -PCR-
Fragments konnte die gesamte codierende Sequenz des Gens gefunden werden.

Tab. 3.3: Abgeleitete Spezies-übergreifende Primer
Degenerierte Basen sind kursiv dargestellt: K=G/T; M=A/C; R=A/G; Y=C/T.
Unterhalb der Primer sind die Spezies angegeben, deren Sequenzen zur Ableitung der
Primer genutzt wurden.

Gen Vorwärts-Primer Rückwärts-Primer Fragment-Größe

GATM GGM ATGTATGCK GCCATGC CGCATCCAY TCAATY CCC 325 bp
Anoplopoma fimbria; Haplochromis burtoni; Maylandia zebra;

Oncorhynchus mykiss; Oryzias latipes; Pundamilia nyererei; Takifugu rubripes;

GAMT AGGAGCACTGGATCATY GAR TTRTTGAAGGAATAGTATTTGCATTC 384 bp
Anoplopoma fimbria ; Astyanax mexicanus ; Danio rerio ; Haplochromis burtoni;

Ictalurus furcatus; Ictalurus punctatus; Maylandia zebra; Neolamprologus brichardi;

Oncorhynchus mykiss; Oreochromis niloticus; Oryzias latipes; Pundamilia nyererei;

Takifugu rubripes; Xiphophorus maculatus

CKM TGR TCTGGGTGAAY GAGGA CTS TCCCTTCTCCAK CTTCTTCT 395 bp
Chaenocephalus aceratus; Oncorhynchus mykiss; Oreochromis mossambicus
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Abb. 3.6: Sequenzalignments der (A) codierenden Nukleotid- und (B) Proteinse-
quenzen der beiden GAMT-Varianten des Ostseeschnäpels
Unterschiede zwischen den Sequenzen sind mittels Buchstaben markiert. Basen bzw.
Aminosäuren sind farbcodiert dargestellt.

Weiterhin wurde so offenkundig, dass das Gen GAMT im Ostseeschnäpel in zwei
verschiedenen Varianten vorliegt. Die beiden Kopien wurden GAMTa und GAMTb
genannt. Die beiden Sequenzen der codierenden Sequenz sowie der entsprechen-
den abgeleiteten Proteine sind in Abb. 3.6 gezeigt. Auf Nukleotidebene gab es 32
Basenaustausche auf der Gesamtlänge der codierenden Sequenz von jeweils 705
Basenpaaren (4,5%). Auf Proteinebene war die Varianz vergleichbar, hier gab es
11 Aminosäureaustausche bei insgesamt 234 Aminosäuren (4,7%).

Die aus den verschiedenen Fischarten gewonnenen Sequenzinformationen über
GATM, GAMT und CKM wurden zusammen mit den bereits bekannten entspre-
chenden Sequenzabschnitten aus Rind (Bos taurus), Schwein (Sus scrofa), Maus
(Mus musculus) und Lanzettfischchen (Branchiostoma belcheri) für ein multiples
Sequenzalignment eingesetzt (Abb. 3.7, oben). Die Sequenzabschnitte zeigten eine
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Abb. 3.7: Sequenzalignments und Kladogramme basierend auf GATM -, GAMT-
und CKM -Nukleotid-Sequenzen
Oben schematische Darstellung der Sequenzalignments. Gezeigt wird der maximale
Anteil der an der jeweiligen Position übereinstimmenden Basen in Prozent. Unten sind
die Bootstrap-Konsensus-Bäume dargestellt. Die Bootstrap-Werte sind an den entspre-
chenden Knoten angegeben. Unterhalb der Arten befindet sich der Accession-Code der
jeweiligen Sequenz. Das Lanzettfischchen B. belcheri diente jeweils als Außengruppe.
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hohe Konservierung. So waren alle Sequenzabschnitte – mit Ausnahme von CKM
beim Lanzettfischchen – gleich lang. Weiterhin gab es eine Vielzahl von Sequenz-
positionen, an denen alle untersuchten Tierarten die gleiche Sequenzinformation
aufwiesen. Insgesamt zeigten an den meisten untersuchten Positionen zumindest
50% der untersuchten Spezies die gleiche Base, wobei dies insbesondere auf die
verschiedenen Fischarten zutraf.

Anhand der Sequenzalignments konnten darauf Kladogramme erstellt werden, die
Informationen über die Verwandtschaft der Sequenzen liefern (Abb. 3.7, unten). Die
auf Basis der drei verschiedenen Gene unabhängig voneinander erstellten Stamm-
bäume wiesen in der Grundstruktur große Ähnlichkeiten auf. Für alle Gene erfolgte
eine Separierung nach Fischen und Säugetieren. Der Bootstrap-Wert lag für die
Zusammengruppierung der Säuger zwischen 99 und 100%; die Fische wurden mit
84 - 96%iger Sicherheit zusammengruppiert. Innerhalb der Säuger wurden Schwein
und Rind stets zusammen gruppiert (Bootstrap-Wert zwischen 73 und 99%), wäh-
rend zur Maus eine größere evolutive Distanz gefunden wurde. In der Fischgruppe
war die Zusammenordnung von Forelle und Schnäpel bei allen Genen immer sehr
wahrscheinlich (96-99%). Auch die Zusammengruppierung von Flussbarsch und
Zander erfolgte für alle drei Gene, wobei die Sicherheit für GATM und GAMT sehr
hoch war (je 99%), für CKM jedoch deutlich niedriger (45%). Für GATM und
GAMT wurde der Hering separat von den anderen Fischen gestellt, die Sequenzen
der anderen Fische wiesen also eine größere Ähnlichkeit zueinander auf. Diese
Separierung erfolgte mit einer Sicherheit von 84 bzw. 86%. Für CKM hingegen
wurde die Heringssequenz näher der Forellen- und Schnäpelsequenz zugeordnet, die
Sequenzähnlichkeit mit Flussbarsch und Zander war geringer. Die Sicherheit für
diese Einstufung war jedoch mit 49% relativ gering. Bezüglich der zwei Varianten
von GAMT im Schnäpel wurde GAMTb direkt der Forellensequenz zugeordnet
(Bootstrap 88%), GAMTa wurde als nächstverwandte Sequenz eingestuft (99%).

3.2.2. Transkriptquantifizierung

Semiquantiative PCR Um einen ersten Überblick über die gewebespezifische
Expression von GATM, GAMT und CKM in Fischen zu erhalten, wurde eine semi-
quantitative PCR mit einer Vielzahl an verfügbaren Schnäpel-Proben durchgeführt.
Vom Ostseeschnäpel waren mehr verschiedenartige Gewebeproben vorhanden als
von den anderen Fischarten. Abb. 3.8 zeigt entsprechende repräsentative Gele nach
der elektrophoretischen Auftrennung. Da die Bandenintensität für die Kreatinge-
ne in den Muskelproben jeweils am stärksten erschien, wurden diese jeweils als
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Abb. 3.8: Gewebeverteilung der Kreatingene im Ostseeschnäpel
Repräsentative Gele einer semiquantitativen PCR für die mit dem Kreatinsystem in
Verbindung stehenden Gene GATM, GAMTa, GAMTb, CKM und das Referenzgen
EEF1A1 in verschiedenen Geweben eines Ostsee-Schnäpels. NTC=Non-template-
control; Negativkontrolle mit Wasser anstelle von cDNA

Referenzwert genutzt. Bezogen auf die Intensität im weißen Skelettmuskel wurde
jeweils der prozentuale Anteil der Intensität der Banden in den anderen Geweben
gemessen. Für EEF1A1 war das Bild insgesamt ausgeglichen, die Banden erschie-
nen ungefähr gleich groß. Bezüglich der Bandenintensität gehörte die Bande der
Muskelprobe zu den schwächsten. Einzig im Gehirn war die Bande noch schwächer
(77%). Die stärkste Bande in der Kieme war 33% stärker als die des Muskels. Für
GATM wies der Muskel hingegen die stärkste Bande auf. Gonaden (90%) und
Haut (80%) folgten auf den nächsten Plätzen. In den anderen Geweben waren die
Banden deutlich schwächer, in der Kieme erreichte die Intensität nur 7,1% und in
den anderen Geweben noch weniger. GAMTa war deutlich verbreiteter exprimiert.
Die stärkste Bande wurde wieder im Muskel gefunden, die schwächste mit 28,4%
Bandenintensität in der Niere. Auch GAMTb zeigte eine gewebeüberschreitende
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Expression, mit maximaler Bandenintensität im Muskel und minimaler Intensität
in der Leber mit 39%. Die CKM-Bande war ebenfalls am stärksten im Muskel
und am schwächsten in Leber (8%) und Niere (10%). In Haut (86%), Auge (76%)
und Kieme (67%) war ebenso noch eine starke CKM -Expression festzustellen.

Echtzeit-PCR Mittels Echtzeit-PCR ist eine genauere Messung der Genexpres-
sion möglich als mit semiquantitativer PCR. Dabei wurde auf die Gewebe Niere
und Leber, welche im Säuger relevant für die Kreatinsynthese sind, sowie den
weißen Muskel, der in der semiquantiativen PCR die stärkste Expression aufwies
und für die Kreatinnutzung relevant ist, fokussiert.

Bei Fischen ist der rote Muskel gut vom weißen Muskel unterscheidbar. Für den
Ostseeschnäpel wurden zunächst beide hinsichtlich ihrer Kreatingenexpression
untersucht (Abb. 3.9). Dabei stellte sich heraus, dass der rote Skelettmuskel grund-
sätzlich geringere Expressionen der Kreatingene aufwies als der weiße Skelettmuskel.
GATM, GAMTa und GAMTb, sowie CKM waren im roten Muskel in geringerer
Kopienzahl zu finden. MYLPF, das für die schnelle Form des Myosins codiert, war
in signifikant höherer Anzahl im weißen Muskel vorhanden, während MYL2, das für
langsames Myosin codiert, im roten Muskel signifikant stärker vertreten war. Im
Weiteren wurde wegen der stärkeren Expression und der besseren Präparierbarkeit
nur der weiße Muskel der anderen Fischarten untersucht.

Um verlässlich die Expression der Kreatingene GATM, GAMT und CKM in
Niere, Leber und weißem Muskel der verschiedenen Tierarten messen zu können,
mussten zunächst geeignete Referenzgene aus der Literatur ausgewählt und auf
ihre Eignung überprüft werden. Die normierten Kopienzahlen der verschiedenen
Gene sind in Abb. 3.10 gezeigt. Trotz gewisser Schwankungen der Expression der
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Abb. 3.10: Normierte Kopienzahlen der genutzten Referenzgene in den untersuchten
Tierarten
Gemessen wurde in Niere ( , groß), Leber ( , mittel) und Skelettmuskel ( , klein).
(n=4)

Gene zwischen den drei Geweben bei einigen Tierarten, war die Größenordnung
der Kopienzahl doch zwischen den Geweben vergleichbar. Nur sehr geringfügige
Schwankungen zwischen den Geweben gab es etwa bei den Referenzgenen von Maus
(EEF2, RPL38) und Rind (EIF3K, MTG1 ). Beim Schwein schien die Streuung
der Werte zwischen den Geweben etwas höher zu liegen. Bei den untersuchten
Fischen war die Streubreite der Werte ebenfalls etwas höher und gerade beim
Hering zeigten sich Unterschiede zwischen den Geweben, insbesondere im Muskel.
So war die Kopienzahl von EEF1A1 im Muskel vom Hering deutlich niedriger
als in den anderen untersuchten Geweben, RPL8 hingegen zeigte eine stärkere
Expression im Muskel von Hering als in Niere und Leber. Bei den ausgewählten
Referenzgenen der anderen untersuchten Fischarten war dieser Effekt weniger stark
ausgeprägt.

Das Gen GATM zeigte unterschiedliche Expressionsprofile im Vergleich zwischen
Fischen und Säugetieren (Abb. 3.11). Entsprechend wurde durch die Varianzana-
lyse eine hochsignifikante Interaktion zwischen Tierart und Gewebe festgestellt
(p<0,001). In allen drei untersuchten Säugetieren war die GATM -Expression im
Skelettmuskel sehr gering im Vergleich zu den anderen Geweben. In der Maus
wurde die stärkste GATM -Expression in der Niere gefunden. In Leber und Muskel
betrug die Expression jeweils lediglich 1% der renalen Expression. Auch im Rind
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Abb. 3.11: Normierte Kopienzahlen von GATM in den untersuchten Tierarten
Gemessen wurde in Niere ( ), Leber( ) und Skelettmuskel ( ). Die gestrichelten
Linien zeigen geometrische Mittelwerte. Signifikante Unterschiede sind markiert.
Unterhalb gezeigt sind die Ergebnisse der hierarchischen Cluster-Analyse. Säugetiere
sind schwarz markiert und Fische grau. Sowohl die vertikale als auch die horizontale
Reihenfolge sind durch die Clusterbildung bedingt. Blaue Felder zeigen eine besonders
starke Expression, rote eine besonders schwache. (n=4)

zeigte der Muskel die geringste GATM -Expression. Die stärkste Expression war
hier jedoch nicht in der Niere, sondern in der Leber zu finden. Hier war sie viermal
so stark wie in der Niere (p=0,02) und 137-mal so stark wie im Muskel (p<0,001).
Ein sehr ähnliches Bild zeigte das Schwein. Die geringste GATM -Expression lag
im Muskel vor, die höchste in Niere und Leber, wobei letztere eine vergleichbare
Expression aufwiesen. Abweichende Muster wurden für die untersuchten Fische
gefunden. In diesen wies der Skelettmuskel stets die stärkste Genexpression von
GATM auf. In jeder untersuchten Fischart und jedem untersuchten Einzeltier
lag die Kopienzahl im Muskel höchstsignifikant höher als in Niere und in Leber.
Die Unterschiede lagen dabei zwischen 72-fach (Zander, Niere) und 3411-fach
(Hering, Leber). In Flussbarsch, Forelle und Hering war die Expression in der Leber
signifikant niedriger als in der Niere, im Schnäpel war das Verhältnis entgegenge-
setzt und im Zander gab es zwischen diesen beiden Geweben keine signifikanten
Unterschiede.
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Die Clusteranalyse für GATM führte zu einer Zusammengruppierung aller Proben
eines Gewebetyps; diese wiesen also jeweils hohe Ähnlichkeit zueinander auf. Dabei
wurden Niere und Leber zusammengruppiert, die Muskelproben wurden mit einem
größeren Abstand in eine eigene Kategorie sortiert. Auf Tierebene wurden alle
Fische zu einer Gruppe zusammengefasst und die Säugetiere zu einer zweiten.
Während die Fische alle recht dicht beieinander lagen, gab es in den Säugern noch
eine weitere Differenzierung: Die Maus wurde mit recht weitem Abstand von Rind
und Schwein einsortiert. Diese Entfernung war größer als die maximale Entfernung
zwischen allen untersuchten Fischen. Ursächlich dafür ist die differente hepatische
GATM -Expression. Im Gegensatz zu Rind und Schwein wurde in der Mäuseleber
nur eine sehr geringe GATM -Expression festgestellt.

Auch hinsichtlich der Genexpression von GAMT wurden Unterschiede zwischen
Säugetieren und Fischen gefunden (Abb. 3.12). In Maus, Rind und Schwein war die
GAMT -Expression in der Leber am stärksten. In Maus und Rind lag sie sechs- bis
acht-mal so hoch wie in Niere und Muskel, zwischen denen kein Unterschied in der
Genexpression gefunden wurde. Im Schwein hingegen war die GAMT -Expression
in der Niere signifikant niedriger als im Muskel. In den untersuchten Fischen war
die Expression von GAMT in der Leber grundsätzlich geringer als in den anderen
untersuchten Organen. Sowohl Niere als auch Muskel zeigten in allen Fischarten
hochsignifikant höhere Kopienzahlen als die Leber. In Hering, Schnäpel, Forelle,
Zander und Flussbarsch war die Expression in Niere und Muskel vergleichbar, nur
im Flussbarsch lag sie im Muskel signifikant über der renalen Expression.

Auch für das GAMT -Gen wurden jeweils alle Proben des gleichen Gewebetyps
im Rahmen der Clusteranalyse zu einer Gruppe zusammengefasst. Nieren- und
Muskelproben wurden zusammengefasst, während die Leberproben einen größeren
Abstand von den anderen Geweben aufwiesen. In Bezug auf die Tierarten erfolgte
eine Gruppierung in Säugetiere und Fische, wobei innerhalb dieser Gruppen keine
ausgeprägte weitere Differenzierung vorgenommen wurde.

Für den Schnäpel waren zwei GAMT-Varianten gefunden worden (vgl. Abb. 3.6).
Unterschiede gab es zwischen den beiden Genvarianten nicht nur auf der Se-
quenzebene, sondern auch hinsichtlich ihrer Expression (Abb. 3.13). Waren beide
Varianten in Niere und Muskel jeweils in etwa gleich stark exprimiert, betrug
die gemessene Kopienzahl von GAMTb in der Leber nur 5% der Kopienzahl von
GAMTa. Beide Varianten waren stärker in Niere und Muskel exprimiert als in der
Leber, wobei der Unterschied für GAMTb deutlicher ausfiel.
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Abb. 3.12: Normierte Kopienzahlen von GAMT in den untersuchten Tierarten
Gemessen wurde in Niere ( ), Leber( ) und Skelettmuskel ( ). Die gestrichelten
Linien zeigen geometrische Mittelwerte. Unterhalb gezeigt sind die Ergebnisse der
hierarchischen Cluster-Analyse. Säugetiere sind schwarz markiert und Fische grau.
Sowohl die vertikale als auch die horizontale Reihenfolge sind durch die Clusterbildung
bedingt. Für den Schnäpel sind die Werte von GAMTa gezeigt. Blaue Felder zeigen
eine besonders starke Expression, rote eine besonders schwache. (n=4)
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Abb. 3.13: Genexpression von GAMTa und
GAMTb in Niere, Leber und weißem Mus-
kel des Ostseeschnäpels. Gemäß Varianzana-
lyse signifikante Interaktion zwischen Gewebe-
und Genvarianten-Effekten. Unterschied zwischen
GAMTa und GAMTb in Leber gemäß Holm-Sidak-
Test hochsignifikant (p<0,001). Gezeigt sind die
normierten Kopienzahlen als Einzelwerte von vier
Tieren. Das geometrische Mittel ist durch gestri-
chelte Linien dargestellt.
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Abb. 3.14: Normierte Kopienzahlen von CKM in den untersuchten Tierarten
Gemessen wurde in Niere ( ), Leber( ) und Skelettmuskel ( ). Die gestrichelten
Linien zeigen geometrische Mittelwerte. Unterhalb gezeigt sind die Ergebnisse der
hierarchischen Cluster-Analyse. Säugetiere sind schwarz markiert und Fische grau.
Sowohl die vertikale als auch die horizontale Reihenfolge sind durch die Clusterbildung
bedingt. Blaue Felder zeigen eine besonders starke Expression, rote eine besonders
schwache. (n=4)

Die normierten Kopienzahlen für die Kreatinkinase CKM sind in Abb. 3.14 gezeigt.
Für alle untersuchten Tierarten zeigte sich dabei ein recht ähnliches Bild: Der
Muskel wies stets die deutlich stärkste CKM -Expression auf. Sie lag dabei zwischen
vier (Niere, Schnäpel) und sechs (Niere, Hering) Größenordnungen über den
Kopienzahlen, die in Niere und Leber gefunden wurden. Zwischen Leber und
Niere bestanden hingegen kaum Unterschiede. Einzig für den Hering wurde eine
signifikant höhere CKM -Expression in Leber als in der Niere gemessen (p=0,03),
wobei dies durch eine einzige Probe verursacht wurde.

Basierend auf den sich stark ähnelnden Genexpressionsprofilen zeigten sich Schwie-
rigkeiten bei der Clusteranalyse. Während alle Muskelproben zusammengruppiert
wurden, konnte durch den Algorithmus Niere nicht von Leber unterschieden werden,
sodass gemischte Gruppen mit Leber- und Nierenproben entstanden. Auch die
verschiedenen Tierarten wurden in der Sortierung – gleich ob Säuger oder Fisch –
basierend auf zwischen allen Tierarten ähnlichen Expressionsprofilen durchmischt.
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3.2.3. Überblick

Für die verschiedenen untersuchten Fischarten konnten Fragmente der Gene GATM,
GAMT und CKM amplifiziert und identifiziert werden. Die beobachteten Genex-
pressionsmuster der Kreatin-relevanten Gene GATM, GAMT und CKM waren
unter den Fischen vergleichbar. GATM wurde am stärksten im Skelettmuskel
exprimiert, GAMT in Skelettmuskel und Niere und CKM im Skelettmuskel. In den
untersuchten Säugern hingegen zeigte GATM die stärkste Expression in der Niere
(Maus) bzw. Leber (Rind & Schwein). GAMT wurde von den drei Säugetierarten
am stärksten in der Leber exprimiert und CKM im Skelettmuskel.

3.3. Das Kreatinsystem der Regenbogenforelle

Nach der grundsätzlichen Charakterisierung des Kreatinsystems in verschiedenen
Fischarten, sollte das der Regenbogenforelle noch weiter in den Fokus genommen
werden. Dazu gehörte die Identifizierung der vollständigen codierenden Sequenzen
der Gene sowie zusätzlich die Analyse der gehirntypischen Kreatinkinase CKB,
sowie des Kreatintransporters SLC6A8. Weiterhin wurde mit dem Gehirn ein weite-
res Gewebe in die Analyse mit einbezogen, welches einen starken Energieverbrauch
aufweist, ebenso wie der Skelettmuskel.

3.3.1. Genidentifizierung

Gene, welche für Enzyme des Kreatinsystems codieren, waren für die Regenbo-
genforelle nur in geringem Umfang bekannt. Einzig eine Sequenz für die Kreatin-
kinase vom Gehirn-Typ (CKB) war bereits in öffentlichen Datenbanken hinterlegt
(NM_001124715). Daher mussten die anderen Gene zunächst identifiziert werden,
bevor sie funktional charakterisiert werden konnten. Basierend auf Sequenzen von
ESTs (expressed sequence tag) von der Forelle oder vom Lachs, welche eine hohe
Sequenzübereinstimmung mit bereits bekannten Sequenzen der gesuchten Gene
in anderen Fischarten aufwiesen, wurden Primer abgeleitet, um GATM, GAMT
und CKM der Regenbogenforelle mittels Standard-PCR zu amplifizieren und zu
sequenzieren. Die Sequenzen wurden als HG315738 (GATM ), HG315739 (GAMT )
und HG315740 (CKM ) im europäischen Nukleotid-Archiv (European Nucleotide
Archive, ENA) hinterlegt.

Die Sequenzen konnten darauf mit orthologen Sequenzen anderer Spezies vergli-
chen werden. Ein Überblick dazu ist in Abb. 3.15 gezeigt. Die neu ermittelten
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Abb. 3.15: Sequenzhomologien zwischen cDNA- und Proteinsequenzen von GATM,
GAMT und CKM verschiedener Spezies
Die codierenden Sequenzen für GATM, GAMT und CKM verschiedener Spezies (Ss,
Salmo salar, Lachs; Tr, Takifugu rubripes, japanischer Kugelfisch; Dr, Danio rerio,
Zebrabärbling; Ip, Ictalurus punctatus, Getüpfelter Gabelwels; Ol, Oryzias latipes,
Medaka; Hs, Homo sapiens, Mensch; Bb, Branchiostoma belcheri, Lanzettfischchen)
wurden mit denen der Regenbogenforelle (Om, Oncorhynchus mykiss) verglichen. Die
jeweils erste Spalte gibt die GenBank Accession Nummer an, die nächste die Länge
der codierenden Sequenz und die beiden letzten die Übereinstimmung von cDNA-
bzw. Aminosäuresequenz mit der Regenbogenforelle. Der Übereinstimmungsgrad
wird durch die Schattierung codiert (Dunkel=hohe Übereinstimmung). Darunter
Ausschnitte aus Proteinalignments der entsprechenden Sequenzen. Rot umkreist sind
solche Aminosäuren, die spezifisch für Salmoniden zu sein scheinen. Die Positionsan-
gaben beziehen sich auf die Aminosäureposition in der Forellensequenz. (Verändert
nach Borchel et al., 2014)

Forellensequenzen wiesen die größten Übereinstimmungen mit den Sequenzen vom
Lachs (98-99%) auf. Die Sequenzen der anderen Fischarten folgten mit etwas
größerem Abstand, wobei die Übereinstimmung mit Mensch und Lanzettfischchen
am geringsten war (69-74%). Die Identität der cDNA lag meistens unter der
Proteinidentität. Das CKM-Protein von Forelle und Lachs erwies sich sogar als
identisch, während es auf cDNA-Ebene eine 1%ige-Abweichung gab. Trotz teilwei-
se sehr hoher Homologie gab es dennoch im Proteinalignment (Abb. 3.15 unten)
einige Aminosäureaustausche, die basierend auf den untersuchten Spezies spezifisch
für die Salmoniden zu sein schienen. Besonders das Salmoniden-CKM-Protein
zeigte mit Aminosäureaustauschen an Position 177 und 178 (Asparagin und Lysin
ersetzten Lysin und Serin) besonders spezifische Sequenzen in einem sonst sehr
stark konservierten Bereich.



3. Ergebnisse 64

Identifizierung des Kreatintransporters SLC6A8 Für den Kreatintransporter
SLC6A8 existierte bisher keine Sequenzinformation aus Salmoniden und seine
Struktur in Fischen wurde bisher noch nicht charakterisiert. Die Identifizierung des
Gens, welches für SLC6A8 codiert, erwies sich daher als komplexer, zumal auch
kein EST, das eine hohe Sequenzübereinstimmung mit bisher bekannten SLC6A8 -
Sequenzen aus anderen Fischen aufwies, in Forelle und Lachs vorhanden war. Daher
wurde die bekannte SLC6A8 -Sequenz aus dem Zebrabärbling genutzt, ähnliche
Sequenzen in bereits komplett sequenzierten Fischen zu finden. Auf der Basis
eines Alignments der Sequenzen von Zebrabärbling, zwei Kugelfischarten und dem
Reiskärpfling konnten zwei degenerierte Primer abgeleitet werden. Diese ergaben in
der PCR zwei Fragmente, von denen das eine nach Klonierung und Sequenzierung
als Teil eines Kreatintransporters und das andere als Teil eines Taurintransporters
identifiziert werden konnten. Basierend auf der Kreatintransporter-Sequenz wurden
dann weitere Primer abgeleitet, die in mehreren 5’- und 3’- RACEs genutzt wurden,
um die Sequenzinformation über die Grenzen der codierenden Region hinaus zu
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vervollständigen. Aus der codierenden Sequenz ließ sich die Proteinsequenz ableiten
und die Protein-Topographie innerhalb von Membranen voraussagen (Abb. 3.16).
Für das durch SLC6A8 codierte Protein wurden insgesamt 12 Transmembrando-
mänen vorhergesagt, wobei N- und C-Terminus jeweils intrazellulär enden. Trotz
Lokalisierung in der Membran wurde kein Signalpeptid vorhergesagt. Hingegen
wurden sowohl Natrium- als auch Substrat-Bindestellen gefunden, wobei diese
sich größtenteils in den Transmembrandomänen 1,3,6 und 8 konzentrierten. Nach
einem Vergleich der Proteinsequenz mit der bekannten orthologen Sequenz des
Kreatintransporters vom Barsch Maylandia zebra wurden insgesamt drei Sequenz-
bereiche identifiziert, die sich deutlich unterschieden, das heißt, dass mehr als
drei aufeinanderfolgende Aminosäuren nicht der Barschsequenz zugeordnet werden
konnten. Zwei dieser Bereiche befinden sich am N-terminalen Ende des Proteins,
noch vor der ersten Transmembrandomäne; die dritte befindet sich in der größten
extrazellulären Schleife, zwischen der dritten und vierten Transmembrandomäne.

Um die vorhergesagt Lokalisation in der Membran zu überprüfen, wurde ein
SLC6A8 -GFP-Fusionsgen hergestellt und zur Transfektion von HEK-293-Zellen
verwendet. Die Proteinlokalisation ist exemplarisch in Abb. 3.17 dargestellt. Deut-
lich zu erkennen ist, dass nur ein geringer Anteil der Zellen eine Fluoreszenz zeigte.
Diese grüne Fluoreszenz war aber deutlich auf die Zellmembran fokussiert, inner-
halb der Zellen gab es nur einige kleinere Stellen, an denen Fluoreszenz vorhanden
war. Um sicher zu stellen, dass es sich wirklich um das erwartete Protein handelte,
wurde ein Western Blot mit einem anti-GFP-Antikörper durchgeführt. Bei diesem
erschien eine Bande in dem Größenbereich, der für das Fusionsprotein errechnet
worden war (103 kDa).

Mittels mehrerer Genomwanderungen wurde weiterhin versucht, Informationen
über die Exon-Intron-Struktur von SLC6A8 auf genomischer DNA-Ebene zu
erhalten, um diese Struktur mit den Strukturen von bereits bekannten Genen aus
anderen Fischen zu vergleichen. Wegen offenbar sehr großer Introns war es nicht
möglich, die genomische Sequenz vollständig zu sequenzieren. Stattdessen konnten
zwei jeweils mehr als 2,5 kb große Fragmente sequenziert werden, welche durch
ein Alignment mit der cDNA auf Exons und Introns untersucht werden konnten.
Anschließend wurde diese partielle Exon-Intron-Struktur mit der Genstruktur des
bereits bekannten SLC6A8-Gens aus Maylandia zebra verglichen (Abb. 3.18). Dabei
zeigte sich, dass die Größe der Exons größtenteils sehr ähnlich war, wohingegen
die Größe der gefundenen Introns deutlich schwankte. Das erste untersuchte Exon
war in der Forelle 78 bp länger als das entsprechende Exon aus dem Barsch. Dieses
Exon war dasjenige, welches den gering konservierten Bereich in der extrazellulären
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Abb. 3.17: Zelluläre Lokalisation des SLC6A8-GFP-Fusionsproteins
Oben links: Zellkernanfärbung mit Hoechst 33342; oben rechts: Lichtmikroskopische
Aufnahme; unten links: GFP-Fluoreszenz; unten rechts: fusioniertes Bild

Abb. 3.18: Genstrukturvergleich zwischen SLC6A8 von Regenbogenforelle und Blau-
em Malawibarsch
Die Genstruktur der Forelle wurde nicht vollständig aufgeklärt, die gestrichelte Linie
markiert die Unterbrechung in der Sequenz. Eckig und schwarz dargestellt sind die
Exons, rund und grau die Introns. Ein mit einer Linie markiertes Exon markiert die
Unvollständigkeit der Exon-Sequenz.
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Schleife zwischen Transmembrandomäne 3 und 4 codierte. Bei den anderen Exons
gab es nur Größenunterschiede um maximal zwei Basenpaare. Bei den Introns
hingegen gab es Schwankungen bis zu 80%.

3.3.2. Transkriptquantifizierung

Semiquantitative PCR Um zu überprüfen, ob sich ähnliche Expressionsmuster
der Gene des Kreatinsystems in der Forelle wie im Schnäpel zeigen würden, wurde in
Niere, Leber, Gehirn und Muskel einer Import-Forelle die Expression von GATM,
GAMT, SLC6A8, CKB und CKM mittels semiquantitativer PCR untersucht
(Abb. 3.19). Dies diente als erster Vorversuch, bevor die genauen Transkriptmengen
später mittels qRT-PCR bestimmt wurden. Da alle Banden für das Referenzgen
EEF1A1 in etwa gleich stark waren, konnte auf eine gleichmäßige Expression des
Gens in allen Geweben geschlossen werden. Die stärkste GATM -Bande wurde
im Muskel gefunden, ihre Intensität war gemäß ImageJ-Analyse 3,8 mal so stark
wie die der Bande in der Niere (Bandenintensität BI 31701 vs. 8323). In Leber
und Hirn war hingegen keine Bande sichtbar. Für GAMT hingegen war in jedem
Gewebe eine Expression nachweisbar, am stärksten in Niere und Muskel (BI 34994;
26444); die Bande in der Leber war am schwächsten (BI 9324). Für SLC6A8 zeigte
das Gehirn die deutlich stärkste Bande (BI 30474), welche deutlich intensiver
(1,6x) war als die Bande der Nieren-Probe (BI 18780). Die Banden in Leber und
Muskel waren noch deutlich schwächer (BI 6000-10000). Die stärkste CKB-Bande
wurde im Gehirn gefunden (BI 29835), gefolgt von Muskel und Niere, während die
Bande in der Leber-Probe kaum zu erkennen war (BI 3219). Für CKM wurde der
stärkste Unterschied zwischen den Geweben gefunden. Die maximale Intensität
erreichte der Muskel mit 39472 Einheiten, das nächste Gewebe war die Leber mit
einer Intensität von 5206 Einheiten, also gerade einem Achtel. Niere und Gehirn
wiesen noch schwächere Banden auf (BI 4486; 4503).

Abb. 3.19: Repräsentative Gele von semiquantitativen PCRs von Kreatingenen in
potentiellen Kandidatengeweben einer Import-Forelle
Die oberen Banden stammen vom jeweils unterhalb angegeben Zielgen-Fragment,
die unteren Banden entsprechen dem Referenzgen EEF1A1. Die PCRs wurden
mit cDNAs aus Niere, Leber, Gehirn und Muskel durchgeführt. Oberhalb in grau
angegeben sind die mittels ImageJ ermittelten Bandenintensitäten der Zielgene. Die
Zyklenzahl war für GATM und SLC6A8 mit 35 Zyklen höher als für die anderen
Gene mit 30 Zyklen.
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Echtzeit-PCR Da die semiquantitative PCR als alleinige Methode ein unzu-
reichendes Mittel für die Messung der Genexpression darstellt, wurden mittels
qRT-PCR die genauen Transkriptmengen der verschiedenen Kreatingene im Ver-
hältnis zu den ausgewählten Referenzgenen EEF1A1 und RPS5 ermittelt. Es
wurden Proben aus dem Akklimationsversuch verwendet, um zusätzlich Aussagen
darüber treffen zu können, ob das Kreatinsystem durch die Temperatur beein-
flusst wird. Für die beiden in der Kreatinsynthese involvierten Gene GATM und
GAMT ist dies in Abb. 3.20 gezeigt. Für GATM, welches für das erste Enzym in
der Kreatinsynthese codiert, wurde die höchste Expression im Muskel gefunden.
Hier lag sie im Mittel bezogen auf die Referenzgene zwischen 67.3± 9.85% und
105.25± 13.21%. In der Niere lag die Expression mit Werten zwischen 2 und 7%
deutlich niedriger, in der Leber noch niedriger (0,5 - 2%) und am geringsten
im Gehirn (0,05 - 0,5%). Die Varianzanalyse stellte einen signifikanten Einfluss
der betrachteten Linie auf die Expression im Gehirn fest, insbesondere bei 23 °C
wurde GATM stärker von BORN-Forellen exprimiert als von Import-Forellen
(p=0,007). Weiterhin wurde mittels Varianzanalyse eine marginal signifikante In-
teraktion zwischen Temperatur- und Linieneffekten festgestellt. Während bei 8 °C
die GATM -Expression in beiden Linien gleich stark war, zeigte die Import-Forelle
bei 23 °C eine um 38 Prozentpunkte stärkere Expression als die BORN-Forelle
(p=0,04).

Das Expressionsprofil von GAMT (Abb. 3.20, unten) wies gewisse Ähnlichkeiten
mit dem von GATM auf. Die stärkste GAMT -Expression wurde für den Muskel der
Import-Forelle mit einem Wert von 60,68± 8,04% gefunden. In der Niere wurden
Werte auf einem vergleichbaren Niveau ermittelt. Hier wurde der höchste Wert von
57,75±10,18% durch an 23 °C akklimierte BORN-Forellen erreicht. In den anderen
untersuchten Geweben war die GAMT -Expression deutlich geringer. In der Leber
und Gehirn lagen die Werte lediglich zwischen 2 und 15%. Die Varianzanalyse
hat für die GAMT -Expression im Gehirn hochsignifikante Effekte der Forellenlinie
(p=0,008) und marginal signifikante Effekte der Temperatur (p=0,073) ermittelt.
Bei beiden Temperaturen zeigte die BORN-Forelle eine geringere Expression als
die Import-Forelle (8 °C: 5,3% vs. 3,5%, p=0,032; 23 °C: 3,8% vs. 2,7%, p=
0,081). Für beide Linien nahm die GAMT -Expression mit steigender Temperatur
tendenziell ab. Weiterhin wurde ein signifikanter Linien-Temperatur-Effekt im
Muskel gefunden. Während bei 8 °C akklimierten Tieren die GAMT -Expression in
Import-Forellen tendenziell niedriger war als in BORN-Forellen, war die Situation
bei 23 °C umgekehrt. Bei dieser Temperatur war GAMT im Muskel von Import-
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Abb. 3.20: Genexpression der für die Kreatinsynthese relevanten Gene GATM und
GAMT
Gezeigt ist die relative Genexpression bezogen auf das geometrische Mittel der
Referenzgene. Werte sind MW ± SEM; Oberhalb gezeigt sind die Ergebnisse der für
jedes Organ einzeln durchgeführten zweifaktoriellen Varianzanalysen. (n=8)
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Forellen nahezu doppelt so stark exprimiert wie in BORN-Forellen (60,7% vs.
35,9%; p=0,042).

Das Niveau, auf welchem das den Kreatintransporter codierende Gen SLC6A8
(Abb. 3.21) exprimiert wurde, lag deutlich unterhalb den Expressionsniveaus der in
der Kreatinsynthese involvierten Gene. Die maximale Expression mit ca. 9% wurde
im Muskel von an 23 °C akklimierten BORN-Forellen beobachtet. In der Leber lag
der maximale mittlere Wert bei 8%, im Gehirn bei 5% und in der Niere bei 1%.
Die durchgeführte Varianzanalyse ermittelte die Akklimationstemperatur als sich
signifikant auf die SLC6A8 -Expression in der Niere auswirkenden Effekt (p=0,020).
Die Nieren von an 8 °C akklimierten Tieren, gleich welcher Linie, exprimierten
SLC6A8 stärker als an 23 °C akklimierte Tiere (über beide Linien gemittelt;
10,1% vs. 7,3%). In den anderen untersuchten Geweben gab es keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Linien oder Akklimationstemperaturen.

Abb. 3.22 zeigt die Genexpressionsprofile der beiden für Kreatinkinasen codierenden
Gene CKB und CKM. CKB wurde nur in geringem Umfang in der Niere und
Leber exprimiert. Die Werte lagen zwischen 20 (Leber, BORN, 23 °C) und 61%
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Abb. 3.21: Genexpression des einen Kreatintransporter codierenden Gens SLC6A8
Gezeigt ist die relative Genexpression bezogen auf das geometrische Mittel der
Referenzgene. Werte sind MW ± SEM; Oberhalb gezeigt sind die Ergebnisse der für
jedes Organ einzeln durchgeführten zweifaktoriellen Varianzanalysen. (n=8)
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Gezeigt ist die relative Genexpression bezogen auf das geometrische Mittel der
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jedes Organ einzeln durchgeführten zweifaktoriellen Varianzanalysen. (n=8)
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(Niere, BORN, 23 °C) relativ zur Expression der Referenzgene. Mehr als 14-mal
so große Werte (869-1007%) wurden im Gehirn erreicht, wobei diese selbst um
mehr als das fünffache durch die muskuläre Expression übertroffen wurden. Die
stärkste CKB-Expression wurde für an 23 °C akklimierte BORN-Forellen im Muskel
mit einem Wert von 9585% gemessen. Gemäß Varianzanalyse gab es in der Niere
marginal signifikante Linien- und Akklimationstemperatur-Effekte (p=0,082/0,083)
bezüglich der CKB-Expression. BORN zeigte eine tendenziell höhere renale CKB-
Expression als Import. Ebenso zeigten die warm akklimierten Tiere eine tendenziell
höhere CKB-Expression als kalt akklimierte Tiere. Weiterhin wurde im Muskel
ein signifikanter Temperatureffekt festgestellt. Auch hier war die CKB-Expression
tendenziell in warm akklimierten Tieren stärker als in kalt akklimierten Tieren.

CKM codiert eine Kreatinkinase vom Muskeltyp. Die CKM -Expression ist in
Abb. 3.22 (unten) gezeigt. Für dieses Gen war eine gewebespezifische Expression so
eindeutig wie für kein anderes der untersuchten Gene. Die CKM -Expression war
eindeutig im Muskel am höchsten und erreichte die für alle hier untersuchten Gene
höchsten Expressionswerte (8903-11641%). Im Gegensatz dazu lagen die Werte in
Niere, Leber und Gehirn zwischen 1 und 35%, einzige Ausnahme bildete dabei
das Gehirn von an 23 °C akklimierten BORN-Forellen, welches einen höheren Wert
von 140,1% aufwies. In diesen Geweben geringer CKM -Expression gab es gemäß
Varianzanalyse keine Temperatur- oder Linieneffekte. Im Muskel hingegen gab
es einen marginal signifikanten Linieneffekt (p=0,058). Unbeachtet der Akklima-
tionstemperatur zeigten BORN-Forellen hier eine stärkere CKM -Expression als
Import-Forellen.

3.3.3. Überblick

Für die Regenbogenforelle konnten die kompletten codierenden Sequenzen von
GATM, GAMT, CKM und einem SLC6A8 -Kandidaten ermittelt werden. Die
grundsätzlichen Expressionsprofile waren ähnlich wie in den anderen Fischen. Die
Expression von den zusätzlich gemessenen Genen SLC6A8 und CKB war im Gehirn
und Muskel höher als in den anderen Geweben. Sowohl die Akklimationstemperatur
der Tiere als auch deren Identität als BORN- oder Import-Forelle nahmen teilweise
Einfluss auf die Expression der Gene. Bei an 23 °C akklimierten Tieren waren
sowohl GATM als auch GAMT im Muskel der BORN-Forelle niedriger exprimiert
als im Muskel der Import-Forelle.
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3.4. Phänotypische Charakterisierung

Auf genetischer Ebene wurden mehrere Unterschiede zwischen den beiden Forellen-
Linien BORN und Import gefunden (vgl. Abschnitte 3.1.3 & 3.3.3). Der Genotyp
bedingt zusammen mit der Umwelt den Phänotyp. Wird die Umwelt konstant
gehalten, lassen sich Rückschlüsse auf die Auswirkung einer konkreten geneti-
schen Ausprägung auf den Phänotyp ziehen. In dieser Arbeit wurde einerseits die
Schwimmtiefe als Verhaltensparameter und potentieller Indikator für Tierwohl,
sowie das Wachstum, welches ein für die industrielle Aquakultur sehr wichtiges
Merkmal darstellt, untersucht.

3.4.1. Verhalten

In Hinblick auf das Verhalten der beiden Regenbogenforellen-Linien wurde im
Rahmen des Besatzdichteversuchs untersucht, inwieweit sich die beiden Linien
hinsichtlich ihres vertikalen Aufenthaltsorts in der Wassersäule unterscheiden
(Abb. 3.23). Bei moderatem und erhöhtem Besatz waren die beobachteten BORN-
Forellen ungleichmäßig in der Wassersäule verteilt. 83% bzw. 66% der beobachteten
Fische schwammen im untersten Drittel des Beckens, im obersten hingegen nur
2% bzw. 4%. Bei moderatem Besatz war der Unterschied zwischen BORN und
Import signifikant (p<0,001 für „oben“ und „unten“, p=0,023 für „mittig“; Holm-
Sidak-Test, nach zweifaktorieller Varianzanalyse mit signifikanten Interaktionen
zwischen Linie und Besatzdichte). Bei erhöhtem Besatz lag der Anteil der oben
schwimmenden Fische der BORN-Linie signifikant unter dem der Import-Linie,
im Gegenzug war der Anteil der unten schwimmenden Fische signifikant erhöht
(jeweils p<0,001). Bei hohem Besatz hingegen gab es keine Unterschiede zwischen
den Linien und die Anteile lagen jeweils in etwa bei 33%. Jedoch muss hierzu
angemerkt werden, dass bei hohem Besatz die Dichte so hoch war, dass stets der
komplette Sichtbereich der Kamera mit Fischen gefüllt war.

Zur Beurteilung der Verhaltensmuster der Tiere erwies sich die Bildqualität der
verwendeten Kamera als unzureichend. Eine Auswertung der Aktivitäten der Fische
konnte daher nicht vorgenommen werden.
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Abb. 3.23: Vertikale Aufenthaltsbereiche von BORN- und Importforellen
BORN- sowie Import-Forellen wurden in verschiedenen Besatzdichten (moderat,
erhöht, hoch) in videoüberwachte Aquarien umgesetzt. Die vertikale Position aller zu
einem Messzeitpunkt sichtbaren Fische innerhalb der Wassersäule wurde ermittelt
und der Anteil der Fische, die sich zu einem Zeitpunkt „oben“, „mittig“, oder „unten“
aufhielten aufgetragen (a). Die Verteilung über alle Messzeitpunkte wurde gemittelt
und mit Standardabweichung aufgetragen (b). Sternchen markieren dabei signifikante
Unterschiede zwischen BORN- und Import-Forelle bei der jeweiligen Besatzdichte.
Basis für die zusammengefassten Daten sind jeweils 53 Beobachtungszeitpunkte.
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3.4.2. Wachstum

Alle in die verschiedenen Versuche eingehenden Regenbogenforellen der Zuchtli-
nien BORN und Import wurden gemessen und gewogen. Für jedes Tier wurde
der Quotient aus Gewicht und Länge berechnet, ein Standardmaß, das in der
Fischereibiologie zur Beurteilung des Fischzustands genutzt wird. Dies ist für
BORN- und Import-Forellen in Abb. 3.24 dargestellt. Durch die beiden Datensätze
wurden jeweils Regressionen mit der Fulton’schen Formel gelegt. Beide Regres-
sionen unterschieden sich geringfügig. So war die Kurve der Importforellen etwas
steiler als die der BORN-Forellen. Die Konfidenzintervalle überlappten dabei ab
einer Länge von 15 cm nicht, sodass hier offenbar ein Unterschied vorhanden war.
Das Bestimmtheitsmaß war für Import etwas geringer als für BORN (0,96 vs.
0,98). Importforellen wiesen also bei gleicher Länge etwas höhere Gewichte auf als
entsprechende BORN-Forellen. Dies wird auch durch den Konditionsfaktor 1,47
für Import und 1,34 für BORN zusammengefasst.

Das Wachstum mit der Zeit ist in Abb. 3.25 gezeigt. Es zeigte sich, dass es zwi-
schen dem Längenwachstum (Abb. 3.25a) von Import- und BORN-Forellen im
Durchfluss-System keinen Unterschied gab. Die im aufgereinigten, kontrollierten
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Abb. 3.24: Verhältnis von Gewicht und Länge von BORN- und Importforellen
Es wurden Gewicht (G) und Gesamtlänge (L) von 404 Import- und 594 BORN-
Forellen ermittelt und gegeneinander aufgetragen. Durch die Daten wurde jeweils
eine Regression mit der Fulton’schen Formel gelegt, deren 95% Konfidenzintervall
grau dargestellt ist.
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Abb. 3.25: Wachstum von BORN- und Import-Forellen in verschiedenen Wasserqua-
litäten
In zunächst wöchentlichem, später monatlichem Abstand wurden je 10 BORN- und
Import-Forellen, die in Durchfluss- (natürliches Brackwasser, keine Kontrolle der
Umweltparameter) oder Kreislauf-Anlagen (aufgereinigtes Brackwasser, kontrollierte
Umweltparameter) gehalten wurden, gemessen und gewogen. Abb. a zeigt die Länge
als MW± Stabw, wobei die Daten durch die von Bertalanffy-Wachstumsgleichung
approximiert wurden. Abb. b zeigt das Gewicht in Abhängigkeit vom Alter. Die
Daten wurden mit Hilfe einer logistischen Gleichung approximiert.

Brackwasser des Kreislauf-Systems kultivierten BORN-Forellen wuchsen jedoch
deutlich schneller. An Tag 225 nach Schlupf, dem letzten Termin an dem für beide
Linien tatsächliche Messdaten vorlagen, waren im aufgereinigten Brackwasser
kultivierte BORN-Forellen beispielsweise 3,9 cm länger als die im Durchflussbecken
gehaltenen BORN-Forellen, was einem um 17,5% vermindertem Wachstum der
Durchfluss-Tiere entspricht. Bezüglich des Gewichts (Abb. 3.25b) wuchsen die
im Kreislauf-System kultivierten BORN-Forellen ebenfalls am schnellsten. Im
Durchfluss-System legte die Importforelle ab Tag 200 stärker an Gewicht zu als
die BORN-Forelle. An Tag 225 hatten die im Brackwasser-Durchfluss-System kul-
tivierten BORN-Forellen lediglich 54% des Gewichts der im geschlossenen System,
mit aufgereinigtem Wasser kultivierten BORN-Forellen erreicht und 78,3% des
Gewichts der entsprechend gehaltenen Import-Forellen. Gemäß der logistischen
Regression war für die Kreislauf-Tiere noch kein Ende der Gewichtszunahme zu
erkennen, wohingegen für die Durchfluss-Tiere bereits eine Abnahme der Gewichts-
zunahme erkannt wurde. Die Sicherheit für die Vorhersage ab Tag 250 war daher
für die Durchfluss-Tiere deutlich höher als für die Kreislauf-Tiere.
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3.4.3. Überblick

Import- und BORN-Forellen unterschieden sich in ihrem Phänotyp hinsichtlich
beider untersuchten Parameter. Sie zeigten ein unterschiedliches Verhalten, indem
sie in unterschiedlichen Wassertiefen ihrer Aquarien schwammen. BORN-Forellen
hielten sich in der Mehrheit am Beckengrund auf, während sich Import-Forellen im
Becken verteilten. Außerdem zeigten sie ein unterschiedliches Wachstum. Import-
Forellen wiesen bei der gleichen Körperlänge ein höheres Körpergewicht als BORN-
Forellen auf.

3.5. Ergebnisüberblick

Auf den verschiedenen untersuchten Ebenen konnten Unterschiede zwischen den bei-
den untersuchten Forellenlinien BORN und Import ausgemacht werden. Die holis-
tische Transkriptomanalyse identifizierte die Gene CEPT1A, GIMAP7, RARRES3,
TPM1A als different zwischen beiden Linien exprimiert. Bei der Untersuchung des
Kreatinsystems konnte gezeigt werden, dass sich das Kreatinsystem der Fische von
dem der Säugetiere hinsichtlich der Expression relevanter Gene unterscheidet. Auch
gab es teilweise Unterschiede in der Expression von Kreatingenen zwischen BORN-
und Import-Forellen. Auch auf Phänotypebene wurden Unterschiede zwischen
BORN- und Import-Forelle gefunden. Die beiden Zuchtlinien differierten in ihrem
Verhalten und Wachstum.
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die vergleichende Charakterisierung der beiden Forellenlinien
BORN und Import. Die BORN-Forelle gilt als besonders robust und es sollte
auf Genebene nach möglichen strukturellen und funktionellen Ursachen hierfür
gesucht werden. Außerdem sollten mögliche Auswirkungen der Langzeitselektion
mit Zuchtziel auf Überleben im Brackwasser auf den Phänotyp untersucht werden.

4.1. Grundlegender Zuchtlinien-Vergleich

BORN- und Import-Forelle zeigen unterschiedliche Gen-Expression

Anhand der Auswertung holistischer Transkriptomanalysen basierend auf DNA-
Chips, die aus drei verschiedenen Experimenten stammten, konnten Gene identifi-
ziert werden, welche unter allen untersuchten Bedingungen zwischen Import- und
BORN-Forelle different exprimiert waren (Abb. 4.1). In den untersuchten Geweben
(Niere, Leber, Kieme und Milz) wurden jeweils mehr als 200 Gene identifiziert, die
eine solch differente Expression aufwiesen. Es gab jedoch deutlich weniger Gene,
die in allen Geweben gleichzeitig different exprimiert waren. Dies war auch zu
erwarten, da viele Gene gewebespezifisch exprimiert werden (Xiao et al., 2010).
Diese Gene würden in der weiteren Analyse also nicht erfasst.

Von den 35 in den vier Geweben different exprimierten Genen konnten nur 14
eindeutig annotiert werden; auch für die in nur einzelnen Geweben different ex-
primierten Gene bestand das gleiche Problem. Dies weist auf ein grundsätzliches
Problem des verwendeten DNA-Chip-Typs hin. Viele Sonden dieses Chips wurden
auf Basis von Lachssequenzen abgeleitet. Zwar sind Lachs und Forelle nahe ver-
wandt und weisen für die meisten Gene hohe Sequenzhomologien auf, jedoch können
schon geringe Abweichungen in der Basensequenz die Hybridisierung erschweren
(Letowski et al., 2004). Weiterhin basieren viele auf dem Chip eingesetzte Son-
den auf EST-Sequenzen, die selber noch nicht funktionell annotiert worden sind.
Sinnvolle Informationen können jedoch nur aus annotierten Sonden gewonnen
werden.

Nur vier von den vierzehn Genen mit eindeutig annotierbarer Sonde bestätigten
ihre differente Expression in der Mikrofluid-Chip-basierten qRT-PCR. Dies kann
verschiedene Ursachen haben. Zunächst ist festzuhalten, dass bei der Mikrofluid-
Chip-basierten Echtzeit-PCR teilweise andere Proben verwendet wurden als auf



4. Diskussion 79

Import BORN

unter verschiedenen Temperaturen und 

Besatzdichten different reguliert:
|FC|>2; p (FDR-korrigiert) < 0,05 

Eindeutig annotierbare Sonden:

Überprüfung mit Mikrofluid-Chip-basierter qRT-PCR

signifikante Unterschiede unter mindestens drei Bedingungen: 

gemeinsam in Niere, Leber, Milz und Kieme reguliert:

Niere Leber Kieme Milz
228 221 232 328

35

14

4

CEPT1A GIMAP7

RARRES3 TPM1A

Abb. 4.1: Überblick über den molekularen Linienvergleich

den DNA-Chips selbst (vgl. Abb. 2.4 auf Seite 20). Daher ist mit gewissen Unter-
schieden zwischen beiden Versuchen zu rechnen. Bei der Mikrofluid-Chip-basierten
Echtzeit-PCR wurden die Primer in Genregionen gelegt, die nicht durch die Sonden
auf den Chips abgedeckt waren. Darüber hinaus waren sie strikt spezifisch für
Regenbogenforellen. Daher gibt diese Primerauswahl eine zusätzliche Sicherheit
hinsichtlich der Aussagekraft des Versuchs. Es ist davon auszugehen, dass diejeni-
gen Gene, die mit beiden Methoden als different exprimiert identifiziert wurden,
auch mit hoher Wahrscheinlichkeit tatsächlich different zwischen Import- und
BORN-Forelle exprimiert sind.

Ein weiterer Faktor, der die unterschiedlichen Ergebnisse erklären kann, ist, dass für
die DNA-Chips gepoolte Proben verwendet wurden. Durch das Zusammenfassen
von RNA aus verschiedenen Tieren können individuelle Fehler eingeführt worden
sein, die die Ergebnisse verzerrt haben könnten. Bei der Mikrofluid-Chip-basierten
Echtzeit-PCR wurden die Proben hingegen alle einzeln betrachtet, somit sind die
Sicherheit der Messungen sowie die statistische Aussagekraft deutlich höher.

Im Vergleich von Mikrofluid-Chip-basierter und „klassischer“ qRT-PCR wurden
vergleichbare Ergebnisse erzielt. Der beobachtete Unterschied von 10% lag deutlich
unterhalb des kritischen Bereichs, der als Expressions-Unterschied zwischen zwei
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Gruppen eingestuft worden wäre. Grundsätzlich erscheint es daher auch möglich,
Ergebnisse, die auf Grundlage beider Systeme gemessen wurden, unter Verwendung
gleicher Referenzgene direkt miteinander in Beziehung zu setzen. Diese Ergebnisse
bestätigen die bereits zuvor durch Mitarbeiter des Mikrofluid-System-Herstellers
postulierte hohe Korrelation von Mikrofluid-Chip-basierter und „klassischer“ qRT-
PCR (Spurgeon et al., 2008).

Insgesamt vier Gene zeigten gemäß allen Filterungs- und Verifizierungsvorrauset-
zungen eine differente Expression mit einem mindestens zweifachen Unterschied
zwischen BORN- und Import-Forellen. Sie wurden in den untersuchten Geweben
Niere, Leber, Kieme und Milz unter allen Bedingungen stets different exprimiert.
Für diese gewebeübergreifende, dauerhaft feststellbare differente Expression kom-
men mehrere mögliche Ursachen in Betracht.

Denkbar wäre, dass es im codierenden Bereich der Gene zu Mutationen gekommen
ist, welche sich auf die Funktionsfähigkeit des codierten Proteins auswirken. Eine
direkte Kontrolle der Genexpression durch das selbst erstellte Protein wird autogene
Regulation genannt (Maloy und Stewart, 1993). Davon zu unterscheiden ist
eine indirekte Beeinflussung der Genexpression durch ein verändertes Protein
(Goldberger, 1974). Beispielsweise reicht schon ein einziger Aminosäureaustausch
an einer entscheidenden Position dazu aus, die Michaeliskonstante – ein Maß
der Substrataffinität – von Transportproteinen sehr stark zu beeinflussen (vgl.
Tzubery et al., 2004). Über feedback-Schleifen könnte ein besonders uneffektives
Protein vermehrt synthetisiert werden, um diesen Mangel auszugleichen. Dies würde
sich dann in einer entsprechend erhöhten mRNA-Konzentration zeigen. Selbst
synonyme Mutationen in der codierenden Region können – insbesondere durch
Beeinflussung der mRNA-Stabilität – einen Einfluss auf Gen- und Proteinexpression
nehmen (vgl. Kudla et al., 2009).

Eine weitere mögliche Ursache für die gewebeübergreifend differente Expression
wäre die Mutation eines Transkriptionsfaktors. Transkriptionsfaktoren binden
an Gen-Promotoren und modulieren so die Transkription des jeweiligen Gens.
Im menschlichen Genom sind mehr als 2000 verschiedene Transkriptionsfaktoren
codiert (Brivanlou und Darnell, 2002). Diese Erklärung erscheint jedoch
unwahrscheinlich, zumal Transkriptionsfaktoren im Allgemeinen eine Vielzahl von
Zielen aufweisen. In der Chip-X-Datenbank, einer Datenbank über Transkriptions-
faktoren und ihre Zielgene, wurden beispielsweise für 92 Transkriptionsfaktoren
31932 Zielgene hinterlegt (Lachmann et al., 2010). Daher wäre bei einer deutli-
chen Veränderung eines einzelnen Transkriptionsfaktors mit ausgeprägteren als den
gefundenen Effekten zu rechnen. Vermutlich dürften wesentlich mehr Gene eine
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stark veränderte Genexpression aufweisen. Wahrscheinlicher dürfte die Möglichkeit
sein, dass der Promotor der betroffenen Gene selbst verändert ist. Weist dieser
eine Mutation auf, kann sich die Affinität der bindenden Transkriptionsfaktoren
verändern (Vooght et al., 2009). Durch die verringerte Induktion des Promotors
wird das Gen letztlich seltener abgelesen und weist eine geringere Genexpression
auf (vgl. Zante et al., 2015).

Ungeachtet der möglichen Ursachen konnten insgesamt vier Gene nachgewie-
sen werden, die unter den acht untersuchten Bedingungen Linieneffekte zeigten.
CEPT1A und GIMAP7 waren stärker in der BORN-Forelle exprimiert als in der
Import-Forelle, wohingegen RARRES3 und TPM1A stärker in der Import-Forelle
exprimiert waren.

Beide Fischlinien unterschieden sich in ihrer Populationsstruktur: Die BORN-
Population war gemischtgeschlechtlich, die Import-Population bestand hingegen
nur aus Weibchen. Daher bestand die Möglichkeit, dass die beobachteten Unter-
schiede weniger auf die Forellenlinie, sondern viel mehr auf das Geschlecht der
Fische zurückzuführen waren. Für Fruchtfliegen wurde beispielsweise ein bedeu-
tender Anteil an geschlechtsabhängig regulierten Genen am Gesamttranskriptom
festgestellt (Ranz et al., 2003). Für die in dieser Arbeit identifizierten Gene
konnte dies aber weitestgehend ausgeschlossen werden. Drei der vier Gene zeigten
keinerlei Unterschied zwischen den Geschlechtern, sodass die Unterschiede hier
auf die Zugehörigkeit zur jeweiligen Forellen-Linie zurückgeführt wurden. Nur
für CEPT1A wurde eine signifikant höhere Expression bei BORN-Männchen als
bei BORN-Weibchen gefunden. Der Unterschied war mit einem Faktor von 1,6
aber verhältnismäßig gering. Der durchschnittliche Unterschied zwischen BORN-
und Import-Forellen hinsichtlich der CEPT1A-Expression betrug 2,2. Der Ge-
schlechtseffekt kann also nur einen Teil der Unterschiede zwischen BORN- und
Import erklären, gerade wenn dabei bedacht wird, dass lediglich ca. 50% der
BORN-Forellen Männchen waren. So ist davon auszugehen, dass der Linieneffekt
für dieses Gen deutlich stärker wiegt als der Geschlechtseffekt.

Die different exprimierten Gene haben verschiedene Funktionen

CEPT1A wurde in BORN-Forellen stärker exprimiert als in Import-Forellen. Das
Gen codiert eine Cholin-/Ethanolamin-Phosphotransferase. Diese synthetisiert
Phosphatidylcholine sowie Phosphatidylethanolamine (Wright und McMaster,
2002) und ist somit relevant für die Biomembran-Synthese. Phosphatidylcholine
und Phosphatidylethanolamine sind in Eukaryoten die beiden wichtigsten Phos-
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pholipide und machen gemeinsam ca. 75% der gesamten Phospholipid-Masse einer
Zelle aus (Henneberry et al., 2002). Beide Phopspholipid-Arten werden in ei-
nem mehrstufigen Prozess synthetisiert, welcher als Kennedy-Pathway bekannt ist
(Gibellini und Smith, 2010). CEPT1 steht am Ende dieses Stoffwechselpfads
und überträgt Phosphocholin von CDP-Cholin bzw. Phosphoethanolamin von
CDP-Ethanolamin auf Diacylglycerin (Wright und McMaster, 2002). Der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt wird jedoch durch ein anderes Enzym kataly-
siert, durch die Cytidylyltransferase (Vance und Choy, 1979). Gleichwohl dürfte
auch eine Veränderung der CEPT1 -Expression Einfluss auf die Membransynthese
nehmen.

Auffällig war auch, dass nur eine Variante – CEPT1A – nicht aber CEPT1B
eine stark differente Expression zwischen den Linien zeigte. Für CEPT1A lag
die Übereinstimmung der Sondensequenz mit der Gensequenz bei 90% mit 5%
Lücken, für CEPT1B bei 81% Identität mit 12% Lücken. Es ist daher nicht ganz
klar, ob die Sonde nur CEPT1A mit der höheren Übereinstimmung gemessen hat,
oder ob auch CEPT1B gebunden wurde. Eine solche potenzielle Unspezifität der
DNA-Chips ist ein grundsätzliches Problem, denn wenn mehrere Varianten eines
Gens existieren, aber nur eine davon beispielsweise eine Mutation im Promotor
aufweist, die die Expressionsrate verändert, werden durch die Sonde beide Gene
zugleich gemessen, sodass die Expressionsveränderung der einen Variante unter
Umständen unbemerkt bleibt.

Der Befund, dass nur eine CEPT1 -Variante different zwischen den Forellen-Linien
exprimiert wird, deutet darauf hin, dass dieser Expressionsunterschied vermutlich
durch eine Mutation in einer der Forellen-Linien in einer der CEPT1 -Varianten
verursacht wird. Eine Mutation in einem Transkriptionsfaktor erscheint unwahr-
scheinlicher, zumal dieser mit hoher Wahrscheinlichkeit bei einer erwarteten hohen
Homologie des Promotors beider Varianten sowohl CEPT1A als auch CEPT1B
beeinflussen dürfte und deren Expression somit gleichermaßen modifizieren würde.

Das zweite in BORN-Forellen stärker exprimierte Gen ist GIMAP7, welches eine
GTPase vom IMAP-Typ (immunity-associated protein) codiert. Diese Familie
reguliert Überleben und Homöostase von Lymphozyten durch die Regulation der
Apoptose (Schwefel et al., 2013). Intrazellulär ist GIMAP7 in Fetttröpfchen
(lipid droplets) lokalisiert, wo es Dimere bildet, wodurch die GTPase-Aktivität
stimuliert wird (Schwefel et al., 2013). Außerdem kann GIMAP7 die Funktion
von anderen Mitgliedern der GIMAP-Familie beeinflussen. Da die Expression von
Mitgliedern der GIMAP-Familie vor allem in Immunzellen auftritt und gesamte
Organe mit gemischten Zellpopulationen in den Versuchen dieser Arbeit eingesetzt
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wurden, kann nicht überprüft werden, ob tatsächlich eine andere Genexpression
vorlag, oder ob sich die Zelltypzusammensetzung in den verschiedenen Organen
von BORN- und Import-Forellen jeweils unterschied (vgl. Moralejo et al., 2011).
Hier müsste genau die Zellpopulation untersucht werden und mittels Zellsortierung
Aufschluss darüber gewonnen werden, inwieweit sich die Gewebe von BORN- und
Import-Forellen hinsichtlich ihrer Zelltypzusammensetzung unterscheiden.

RARRES3 zeigte eine stärkere Expression in Import-Forellen als in BORN-Forellen.
Es codiert einen Retinsäure-Rezeptor-Responder und ist auch als TIG3 (Tazaroten-
induziertes Gen 3) oder RIG1 (Retinoid-induzierbares Gen 1) bekannt. Es handelt
sich um einen Tumor-Suppressor, dessen Expression in Tumoren reduziert ist und
dem daher eine Rolle in der Krebsentstehung zugeschrieben wird (Scharadin
et al., 2011). Es wurde postuliert, dass die Expression von RARRES3 durch
Reorganisation des Zytoskeletts zur Induktion von apoptotischen Prozessen führt
(Scharadin et al., 2011). Im Menschen wird es in verschiedenen Geweben wie
Niere, Leber und Lunge exprimiert (Huang et al., 2000). Es könnte weiterhin für
den wachstumshemmenden Effekt von Retinoiden verantwortlich sein (DiSepio
et al., 1998).

Als viertes different exprimiertes Gen wurde TPM1A in Import-Forellen stets
stärker exprimiert als in BORN-Forellen. TPM1A codiert für eine Variante der
α-Kette von Tropomyosin. Tropomyosin ist ein Bestandteil des Zytoskeletts. Es
besteht aus mehreren Aktin-bindenden Proteinen. In Muskeln ist es an der Regu-
lation der Muskelkontraktion beteiligt (Spudich und Watt, 1971), doch auch
in nicht-muskulären Geweben spielt es eine wichtige Rolle (Pittenger et al.,
1994). In verschiedenen Zellarten werden spezifische Isoformen synthetisiert, deren
Vielfalt durch mehrere Genkopien sowie alternatives Spleißen ermöglicht wird
(Lees-Miller und Helfman, 1991). Im Menschen sind gestörte Tropomyosine
an der Entstehung von Krankheiten beteiligt (Gunning et al., 2008). Auch für
dieses Gen zeigte nur eine Variante eine differente Expression zwischen Import-
und BORN-Forellen. Es wäre daher denkbar, dass beide Forellenlinien ein unter-
schiedliches Tropomyosin-Isoformen-Profil aufweisen.

Die vier gefundenen different regulierten Gene sind also an unterschiedlichen
zellulären Prozessen beteiligt, darunter ein katalytisch wirkendes Stoffwechsel-
Enzym (CEPT1A) und ein Zytoskelettbestandteil (TPM1A). Hieraus lassen sich
somit schwerlich grundsätzliche Rückschlüsse auf die Unterschiede zwischen beiden
Linien ziehen. Dennoch können diese Gene sich durchaus durch Interaktion mit
anderen Genen auf vielfältige Weise auswirken. Grundsätzlich zeigt die differente
Expression dieser Gene aber, dass es genetisch manifestierte Unterschiede zwischen
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beiden Zuchtformen gibt. Darüber hinaus kommen die vier identifizierten Gene als
potenzielle Biomarker in Betracht. Es wäre möglich, dass bei einer Messung der
vier Gene Rückschlüsse darauf gezogen werden, ob es sich bei einem beprobten
Tier ungewisser Linienzugehörigkeit um eine Import- oder BORN-Forelle handelt.
Weiterhin könnten diese Gene Anknüpfungspunkte für weitere Untersuchungen
bieten, beispielsweise um zu prüfen, ob es eine Assoziation zwischen Veränderungen
in diesen Genen und der Robustheit der Tiere gibt, ob also diese Gene tatsächlich
zur Robustheit der BORN-Forelle beitragen.

In den bisherigen Untersuchungen, welche BORN- und Import-Forelle miteinander
vergleichen (Tab. 1.2 auf Seite 5), wurden die hier gefundenen different regulierten
Gene nicht erwähnt. Jedoch war die Konzeption jener holistischen Studien insofern
anders, dass stets ein spezifisches Organ meist unter Stresseinfluss untersucht
wurde. Es wurde also auf die Veränderung der Genexpression durch den Stressor
fokussiert und nachgeordnet auch zwischen den Linien verglichen. In dieser Arbeit
hingegen wurden die Stressoreffekte weitestgehend aus den Daten extrahiert, um
die Gene zu identifizieren, die unter verschiedensten Bedingungen zwischen beiden
Linien different exprimiert sind, also auch unter normalen Bedingungen ohne
definierten Stressor. Es ist gut möglich, dass in den Stress-Studien an der BORN-
Forelle durch den Stress noch stärkere Unterschiede zwischen den Linien gefördert
wurden, die dann in der anschließenden Datenanalyse deutlicher waren und so
den grundsätzlich vorhandenen Unterschied der hier vorgestellten Kandidatengene
überdeckten.

Während die in dieser Arbeit identifizierten Kandidatengene in keiner bisherigen
Untersuchung zur BORN-Forelle angesprochen wurden, wurden einige Kandida-
tengene jener Studien auch in dieser Arbeit als different exprimiert identifiziert.
Für das Gen ISCU beispielsweise waren zuvor linienspezifische Expressionsmuster
für BORN- und Import-Forelle gefunden worden (Verleih et al., 2013). Auch
die Auswertung der DNA-Chips in dieser Arbeit fand Unterschiede zwischen
BORN- und Import-Forellen hinsichtlich der ISCU -Expression in Milz und Niere.
Weiterhin waren Unterschiede zwischen den beiden Zuchtlinien hinsichtlich des
Komplementsytems gefunden worden (Köbis et al., 2015). Auch in dieser Arbeit
wurden Unterschiede in der Expression von C1QL2 und C1QL4, Genen die mit
dem Komplementsystem in Verbindung stehen, in der Leber – dem wichtigsten Ort
der Komplementexpression in Regenbogenforellen (Köbis et al., 2015) – gefunden.
Die Ergebnisse aus dieser Arbeit stehen also nicht im Widerspruch zu bisherigen
Arbeiten an der BORN-Forelle, sondern bestätigen sie teilweise und erweitern sie
darüber hinaus.
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Insgesamt zeigen die hier durchgeführten Analysen auch, dass es offenbar eine
genetische Auseinanderentwicklung der BORN- und Import-Forelle gab. Im Jahr
1975 wurde die Zucht der BORN-Forelle begonnen (Anders, 1986). Elterntiere
waren Steelhead-Forellen, wie sie auch die Import-Forellen sind. Auf evolutionärer
Basis sind 40 Jahre eine sehr kurze Zeit. Bei einer angenommenen Geschlechtsreife
von Weibchen zwischen drei und vier Jahren (Kause et al., 2003), sind so maximal
13 Generationen zur Anpassung möglich. Auf der anderen Seite konnte am Lachs
gezeigt werden, dass Kultivierung unter Aquakulturbedingungen schon in einer
Generation zu genetischer Adaptation führen kann (Christie et al., 2012). Die
kurze Periode von 40 Jahren scheint ausgereicht zu haben, dass sich die BORN-
Population von anderen Forellenlinien genetisch entfernt hat. Auch wenn in dieser
Arbeit lediglich die Genexpression verglichen wurde, ist davon auszugehen, dass
bei der Analyse der grundlegenden Gene Unterschiede in der Basenfolge, also durch
Mutationen verursachte SNPs (single nucleotide polymorphisms) zu beobachten
sind, welche diese Expressionsunterschiede erklären können. Es bleibt fraglich, zu
welchem Anteil Selektion für die Unterschiede verantwortlich ist, und wie groß der
Anteil der Gendrift ist. Als sich zu Beginn der Zucht ein großer Teil der eingesetzten
Tiere unter den Umweltbedingungen der Ostsee als nicht überlebensfähig erwies und
sich daher auch nicht vermehren konnte, ist sicherlich ein großer Teil der genetischen
Diversität verloren gegangen. Es ist davon auszugehen dass der Flaschenhalseffekt
eine große Rolle bei der Entwicklung der BORN-Forellen-Linien gespielt hat. Eine
Untersuchung der genetischen Diversität dieser Forellenlinie und ihr Vergleich mit
anderen Forellenlinien und auch mit natürlichen Populationen dürften weitere
Informationen über die Entwicklung der BORN-Forelle liefern.

4.2. Kreatinsystem

Es gab Hinweise, dass differente Energiehaushalte mit ein Auslöser für die diffe-
rente Robustheit der Forellenlinien BORN und Import sein könnten. Von Köbis
et al. (2013) wird beispielsweise ein „Energiesparmodus der Genexpression“ der
BORN-Forelle in der Milz postuliert. Das Kreatinsystem rückte weiter in den
Fokus, zumal das Gen GAMT in bereits vorhandenen Daten älterer Versuche
öfter als different reguliert zwischen den Linien identifiziert wurde. Auch in der
holistischen Transkriptomanalyse dieser Arbeit wurde GAMT als different ex-
primiert in der Leber, dem Organ, in dem es im Säuger besonders wichtig ist
(Wyss und Kaddurah-Daouk, 2000), identifiziert. Da das andere Gen des
Kreatinsynthese-Stoffwechselwegs, GATM, durch keine Sonde auf den DNA-Chips
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repräsentiert wurde, mussten andere Methoden zu dessen Messung angewendet
werden. Die Untersuchungen zum Kreatinsystem der Regenbogenforellen wurden
bereits in Borchel et al. (2014, Anhang I auf Seite 137) vorab publiziert; die
folgenden Ausführungen basieren weitestgehend darauf. Da das Kreatinsystem
von Fischen insgesamt bisher wenig Beachtung gefunden hatte (nur zwei bekannte
Studien; Wang et al., 2007, 2010) und so wenige Informationen vorlagen, wurde
es zunächst grundlegend charakterisiert.

Das Kreatinsystem ähnelt sich in vielen Fischarten

In insgesamt fünf verschiedenen Fischarten (Flussbarsch, Hering, Regenbogenfo-
relle, Ostseeschnäpel, Zander) konnten zumindest Teilstücke der DNA-Sequenz,
der Kreatin synthetisierenden Gene GATM und GAMT sowie des Kreatin nut-
zenden Gens CKM isoliert und sequenziert werden. Es konnten Primer abgeleitet
werden, die für alle diese mehr oder weniger verwandten Fischarten funktions-
fähig waren. Auch in den untersuchten anderen Tierarten konnte mit Hilfe von
Sequenzalignments genau diese Position gefunden werden, in der der Primer bei
den Fischsequenzen bindet. Dies deutet auf eine hohe Konservierung der im Krea-
tinsystem involvierten Gene hin. Eine solch hohe Konservierung ist dabei auch ein
Hinweis auf die große Bedeutung dieser Gene. Evolutionär ist das Kreatinsystem
alt und wird selbst schon von Schwämmen genutzt (Ellington, 2000; Ellington
und Suzuki, 2007).

In der Forelle wurde zusätzlich ein Gen, dass dem Gen für den Kreatintranspor-
ter SLC6A8 ähnelt, als Teil des Kreatinsystems identifiziert und erstmalig eine
Sequenz für dieses Gen in einem Salmoniden abgeleitet. Vieles spricht dafür, dass
es sich bei dem identifizierten Gen wirklich um SLC6A8 handelt. Bei der Suche
nach vergleichbaren Sequenzen wurden als beste Treffer stets andere SLC6A8 -
Sequenzen gelistet, auch wenn der Unterschied der Sequenzen mit ca. 20% recht
hoch war. Dafür konnte anhand der abgeleiteten Proteinsequenz die Struktur des
Proteins vorhergesagt werden. Es soll zwölf Transmembrandomänen aufweisen, was
typisch für Mitglieder der SLC6-Familie, einer Familie von Transportproteinen, ist
(Kristensen et al., 2011). Gleiches gilt für eine große extrazelluläre glykosylierte
Schleife zwischen den Transmembrandomänen 3 und 4 (Chen et al., 2004), was
für das hypothetische Protein ebenfalls vorhergesagt wurde. Durch die Erzeugung
eines GFP-Fusionsproteins konnte die zelluläre Lokalisation als Membranbestand-
teil bestätigt werden. Grüne Signale waren eindeutig der Membran zuzuordnen.
Überraschend war, dass trotz der eindeutigen Membran-Lokalisierung durch die
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einschlägigen Tools kein Signalpeptid in der Proteinsequenz erkannt werden konnte.
Das gleiche traf jedoch auch auf den menschlichen Kreatintransporter zu. Es scheint
sich daher eher um ein Problem bei den Vorhersage-Algorithmen zu handeln.

Alle durchgeführten Tests deuten also darauf hin, dass es sich bei dem identifi-
zierten Gen um SLC6A8 handeln könnte. Insbesondere die Mitgliedschaft zur
SLC6-Familie scheint sicher. Da jedoch große Ähnlichkeit zwischen den verschiede-
nen Mitgliedern der Familie besteht und insbesondere der Taurintransporter sehr
ähnlich ist (Chen et al., 2004), ist die Bestätigung als Kreatintransporter noch
nötig. Jedoch unterscheiden sich Kreatintransporter (SLC6A8) und Taurintrans-
porter (SLC6A6) vor allem in den Transmembrandomänen 9, 10 und 11 (Chen
et al., 2004). In diesen Bereichen wurde jedoch kaum eine Abweichung des Kandida-
tengens von Kreatintransportern anderer Spezies festgestellt. Dies deutet also auf
eine tatsächliche Funktion als Kreatintransporter hin. Um den letzten Nachweis zu
erbringen, steht eine funktionale Charakterisierung des codierten Proteins – zum
Beispiel im Zellmodell unter Messung der Kreatintransportleistung – noch aus.

Fische produzieren Kreatin im Muskel

Man geht davon aus, dass in Säugetieren eine recht strikte Trennung zwischen
Kreatinproduktion und -nutzung vorliegt. Guanidinoacetat wird vorwiegend in
der Niere hergestellt, dann in die Leber verbracht und dort zu Kreatin weiter-
verarbeitet und wird dann letztlich in die Zielgewebe mittels eines spezifischen
Transporters transportiert (Wyss und Kaddurah-Daouk, 2000). Dies konnte
in den Messungen der Genexpression in der Maus bestätigt werden. GATM wies
die höchste Expression in der Niere auf, GAMT in der Leber. In den verschiedenen
untersuchten Fischarten konnte diese Gewebeverteilung jedoch nicht bestätigt
werden, obwohl die Sequenzen der entsprechenden Gene eine starke Konservierung
zu den Säugetierhomologen zeigten. Im Gegensatz zur Erwartung wurden sowohl
GATM, als erstes Enzym der Kreatinsynthese, als auch GAMT, als zweites, sehr
stark im Skelettmuskel der Fische exprimiert. Dies legt eine muskuläre Kreatin-
synthese nahe, zumal eine Expression dieser Gene ohne entsprechende Funktion
unnötige Kosten für den Organismus verursachen würde. Andere Studien berich-
ten hingegen, dass im tierischen Skelettmuskel keine oder kaum Kreatinsynthese
stattfindet (Wyss und Kaddurah-Daouk, 2000; McFarlane et al., 2001; Lee
et al., 1994). Die gefundenen Unterschiede zwischen Fischen und Säugern könnten
dabei im Zusammenhang damit stehen, dass auch die Kreatingehalte der Muskeln
zwischen Fischen und Säugern differieren. Der Kreatingehalt von Fischmuskeln
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liegt über dem von Säuger-Muskeln (Hunter, 1929). Möglicherweise ist es energe-
tisch vorteilhaft, solch hohe Kreatinkonzentrationen an Ort und Stelle herzustellen,
anstatt das Kreatin in einem aufwändigen Prozess durch den ganzen Körper zu
transportieren. Ursächlich für die unterschiedlichen Kreatinkonzentrationen könn-
ten die Unterschiede im lokomotorischen Antrieb von Fisch und Säuger sein. Es
gibt jedoch einige Hinweise, dass auch im Säuger zumindest in gewissen Maßen
eine Kreatinsynthese im Skelettmuskel stattfindet. Daly (1985) fand beispielsweise
im Skelettmuskel der Ratte eine Aktivität von GAMT, die 10 - 20% der hepa-
len Aktivität erreichte. Schmidt et al. (2004) fanden eine hohe Expression von
GAMT-mRNA und -Protein in den Muskeln von Mäusen und Menschen. In einem
Patienten, der keine Kreatintransporter synthetisieren konnte, fanden deGrauw
et al. (2003) Kreatin und Kreatinphosphat in seinen Muskeln. Dies könnte auf eine
muskuläre Kreatinsynthese hindeuten. Auch McClure et al. (2007) schlug eine
muskuläre Kreatinsynthese im Mäusemuskel vor. Eine neue Studie von Russell
et al. (2014) konnte ebenso zeigen, dass Kreatintransporter-defiziente Mäuse in
der Lage sind, in geringem Umfang Kreatin im Skelettmuskel zu synthetisieren.
Jedoch konnte das Kreatinniveau von gesunden Mäusen allein durch die muskuläre
Kreatinsynthese nicht erreicht werden (Russell et al., 2014). Die in dieser Arbeit
untersuchten Mäuse zeigten ebenfalls eine muskuläre Expression von GATM und
GAMT. Das Niveau lag um Größenordnungen niedriger als in Niere bzw. Leber,
aber dennoch waren die entsprechenden Transkripte nachweisbar.

Gleichwohl wurde der Kreatintransporter SLC6A8 in den Muskeln der Regenbogen-
forelle im gleichen Umfang exprimiert wie in den anderen untersuchten Geweben,
was auf einen potentiellen Kreatinimport in den Muskel hindeutet. Weiterhin
wäre es möglich, dass unterschiedliche muskuläre Zellen der Forelle unterschied-
liche Expressionsmuster von GATM, GAMT und SLC6A8 zeigen. Dies konnte
beispielsweise im Gehirn von Ratten gezeigt werden (Braissant und Henry,
2008). Dort existieren Zellen, die in ganz unterschiedlichem Ausmaß diese Gene
exprimieren. Einige Zellen exprimieren keins dieser Gene, andere alle drei und
wiederum andere nur eins oder zwei. So könnte auch ein Transport von Kreatin
zwischen den verschiedenen Zelltypen nötig werden.

Insgesamt scheint der Muskel der Fische einen bedeutenden Anteil an der Krea-
tinproduktion auszumachen, andernfalls wären die Gene für die Kreatin syntheti-
sierenden Enzyme sicherlich nicht so stark in diesem Gewebe exprimiert. Dabei
scheinen sowohl weißer als auch roter Muskel für die Kreatinsynthese wichtig zu
sein, denn zumindest im Schnäpel war der Unterschied zwischen beiden Muskelty-
pen im Vergleich zu den anderen Muskeltypen nur recht geringfügig. Weiterhin
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zeigte die semiquantitative PCR an Schnäpel-Proben, dass der Muskel auch im
Vergleich zu anderen untersuchten Geweben sehr wichtig für die Kreatinsynthese
ist. GATM und GAMT zeigten in Muskelproben stärkere Banden als in allen neun
anderen analysierten Geweben.

Das Gehirn von Säugern scheint nicht komplett auf den Import von Kreatin
aus den anderen Geweben angewiesen zu sein. Zusätzlich zum Import existiert
eine Kreatinproduktion im Zentralen Nervensystem (ZNS) selbst (Béard und
Braissant, 2010). Wie wichtig der Import ins ZNS daher letztlich ist, ist noch
umstritten. So gehen Ohtsuki et al. (2002) davon aus, dass der Kreatintransporter
CT1 „ein bedeutender Pfad ins Gehirn“ für das Kreatin bei der Überwindung
der Blut-Hirn-Schranke sein könnte. Braissant et al. (2010) gehen hingegen von
einer „begrenzten Permeabilität“ der Blut-Hirn-Schranke für Kreatin aus, da in
Astrocyten, die an den Endothelzellen der Mikrokapillaren des Gehirns anliegen,
keine Genexpression des Transporters SLC6A8 gefunden wurde. Ein aktuellerer
Übersichtsartikel fasst die Ergebnisse der Diskussion so zusammen, dass Kreatin in
begrenzten Mengen über die Blut-Hirn-Schranke hinweg importiert werden kann,
dass das Gehirn aber dennoch auch von einer endogenen Kreatinsynthese abhängig
bleibt (Braissant, 2012).

In der Regenbogenforelle wurde eine starke Expression der Kreatinkinasen, ins-
besondere von CKB, im Gehirn gefunden, was auf einen hohen Kreatinbedarf
dieses Organs hindeutet. Auch SLC6A8 und GAMT waren in einem gleichen
Maß exprimiert wie in den anderen Geweben. Nur GATM war deutlich gerin-
ger im Gehirn exprimiert als in den anderen Geweben und auch im Vergleich
zu der sonstigen Expression der kreatinrelevanten Gene im Gehirn. Dies war in-
sofern überraschend, dass die Bildung von Guanidinoacetat durch GATM der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Kreatinsynthese ist (Sandell et al.,
2003; Wyss und Wallimann, 1994). Eine mögliche Erklärung besteht darin,
dass der Kreatintransporter CT1, codiert durch SLC6A8, nicht nur Kreatin ins
Gehirn transportiert, sondern auch dessen Vorstufe Guanidinoacetat. Dies wurde
beispielsweise von Tachikawa et al. (2009) für Ratten postuliert. In diesem Fall
wäre die Hauptaufgabe von CT1 im Forellengehirn wohl weniger der Kreatintrans-
port, sondern vielmehr der Antransport von Guanidinoacetat, welches dann durch
das verbreitet exprimierte GAMT weiter zu Kreatin verstoffwechselt würde.

Bislang gibt es nur wenige Untersuchungen zum Kreatinsystem von Fischen. Die
Verteilung von GATM, GAMT und SLC6A8 wurde bisher nur am Zebrabärbling
(D. rerio) untersucht (Wang et al., 2010, 2007). Diese Studien zeigten abweichende
Ergebnisse von den Befunden dieser Arbeit. In den von Wang et al. (2010) unter-
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suchten Geweben wurde die stärkste Expression von GATM im Gehirn gefunden,
aber es gab keine Expression in der Leber. Die GAMT-Expression war sehr stark
in Herz und Leber, aber fast abwesend im Gehirn. Die Expression des Kreatintrans-
porters war am stärksten im Gehirn und nur marginal in der Leber. Hinsichtlich des
Kreatinsystems scheinen sich Zebrabärbling und die in dieser Arbeit untersuchten
Fischarten also zu unterscheiden, wobei die hier untersuchten Fische insgesamt eine
geringere Organspezifität hinsichtlich der Expression der Kreatingene aufweisen.
Denkbare Hintergründe sind die deutlich unterschiedlichen Größen der Fische sowie
die deutlich unterschiedlichen Lebensräume. Der Zebrabärbling ist im Gegensatz
zu den in dieser Arbeit untersuchten Fischen ein Warmwasserfisch. Zu den Studien
von Wang et al. (2007, 2010) ist jedoch grundsätzlich anzumerken, dass der Ske-
lettmuskel des Zebrabärblings nicht untersucht wurde, sodass unklar bleibt, welche
Rolle dieser in der Kreatinsynthese der Zebrabärblinge spielt. Vor dem Hintergrund
der in dieser Arbeit gefundenen starken muskulären Expression von GATM und
GAMT in verschiedenen Fischarten unterschiedlichster Verwandtschaft erscheint
diese auch für den Zebrabärbling wahrscheinlich.

Die muskuläre Expression von Kreatingenen ist evolutionär im Fisch
konserviert

Die zentralen Befunde zum Kreatinsystem der Fische ließen sich in allen unter-
suchten Fischarten bestätigen. Für sie war der Muskel ein Gewebe mit sehr starker
GATM -Expression, und auch GAMT wurde hier, neben der Niere, sehr stark
exprimiert. Dies spricht dafür, dass viele Fische dazu in der Lage sind, Kreatin
in ihrem Skelettmuskel zu synthetisieren. Insbesondere der Hering weist evolu-
tionär eine große Distanz zu den anderen untersuchten Fischen auf (Abb. 4.2)
und befindet sich in der gleichen taxonomischen Gruppe wie Zebrabärblinge, der
Unter-Teilklasse der Ostarioclupeomorpha (Nelson, 2006). Dennoch zeigt er die
gleichen Expressionsprofile der Kreatingene wie die anderen Fische. Während die
Heringe evolutiv einer alten Gruppe entstammen, handelt es sich bei den Barschen
um eine sehr neue Gruppe (Betancur-R. et al., 2013), welche ebenfalls das
gleiche Expressionsprofil zeigt. Es ist daher davon auszugehen, dass der Großteil
der Fische diese Expressionsprofile aufweist. Einzig einige kleinere Taxa könnten
ein abweichendes Profil aufweisen, wenn dieses spezifisch innerhalb dieser Gruppe
entstanden ist. Dies wäre beispielsweise für die Zebrabärblinge denkbar, erscheint
aber dennoch unwahrscheinlich.
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Abb. 4.2: Stammbaum der
untersuchten Tierarten
Die Astlängen repräsentie-
ren den zeitlichen Abstand.
An den Abzweigungspunk-
ten der Äste ist jeweils der
Zeitraum angegeben, wann
der letzte gemeinsame Vor-
fahr der jeweiligen Tiere ge-
lebt hat (X Mya= X Million
years ago, vor X Millionen
Jahren) Daten für die Fische
basieren auf Betancur-R.
et al. (2013), für Säuger
auf Bininda-Emonds et al.
(2007), und die ungefähre
Auftrennung von Säugern
und Fischen auf Long und
Gordon (2004)

Der Befund, dass der Ostseeschnäpel zwei Varianten des GAMT -Gens aufweist, ist
typisch für Salmoniden. Diese haben eine zusätzliche Genomduplikation erfahren
und gelten als pseudotetraploid (Boer et al., 2007). Es ist zu vermuten, dass auch
Regenbogenforellen eine zweite GAMT -Variante besitzen, dass diese hier jedoch
nicht identifiziert werden konnte. Die Gegenwart mehrerer Genvarianten ist ein
grundsätzliches Problem bei den Nachweisen von Transkriptmengen, da darauf
geachtet werden muss, dass Primer bzw. Sonden hochspezifisch für jeweils eine
Variante sind. Binden sie an mehrere Varianten, können so die Ergebnisse verzerrt
werden.

Im Gegensatz zu den Fischen gab es bei den Säugern Unterschiede in ihrem Ex-
pressionsprofil. Das von Wyss und Kaddurah-Daouk (2000) postulierte Modell
(GATM in der Niere, GAMT in der Leber) wurde durch die Messungen an der
Maus bestätigt. Rind und Schwein zeigten hingegen eine mindestens ebenso starke
hepatische wie renale GATM -Expression. Diese Erkenntnis, dass es innerhalb der
Säuger Expressionsunterschiede gibt, ist umso erstaunlicher zumal die evolutionäre
Aufspaltung von Nagetieren und Paarhufern vor deutlich kürzerer Zeit stattge-
funden hat, als beispielsweise die Auftrennung von Barschen und Salmoniden
(96 Millionen Jahre vs. 212 Millionen Jahre; Abb. 4.2). Es müssten noch weitere
Säugetiere aus verschiedenen Taxa untersucht werden, um zu erkennen, wann die
Umstellung von der muskulären Kreatinsynthese auf die arbeitsteilige Herstellung
erfolgt ist. Es ist anzunehmen, dass die muskuläre Synthese, wie sie von Fischen
durchgeführt wird, evolutionär älter und ursprünglicher ist. Ob es Säuger gibt,
die ebenfalls in großen Mengen im Muskel Kreatin synthetisieren, bleibt unklar.
Untersuchungen beispielsweise am Schnabeltier, als Vertreter der ursprünglichsten
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Säugetiere, könnten dazu weitere Erkenntnisse liefern. Der Unterschied zwischen
Maus und Rind und Schwein verdeutlicht aber auch, wie schwierig es um die
Übertragbarkeit von Erkenntnissen an der Maus auf andere Tiere und somit auch
den Menschen bestellt ist. Maus und Mensch haben sich evolutionär vor 92 Millio-
nen Jahren getrennt, also vor unwesentlich kürzerer Zeit als Maus und Schwein.
Insgesamt sind solche vergleichenden Arbeiten wie hier vorgestellt daher von großer
Relevanz, zumal sie auch Informationen über die Übertragbarkeit von Ergebnissen
liefern.

BORN- und Import-Forelle unterscheiden sich in der Expression von
Kreatingenen

Nicht nur im Rahmen der Auswertung der holistischen Transkriptomanalyse wur-
den Unterschiede zwischen den beiden Linien gefunden, sondern auch im Rahmen
der Analyse des Kreatinsystems. Zwischen BORN- und Import-Forellen wurden
mehrere signifikante Unterschiede im Hinblick auf die Expression von Kreatingenen
in den untersuchten Geweben gefunden. Jedoch ergaben diese kein klares Bild, zu-
mal die Ergebnisse teils widersprüchlich waren und zusätzlich von der Temperatur
abhingen. Ein Bild, welches sich jedoch festigte, war, dass in an 23 °C akklimierten
Forellen sowohl die muskuläre GATM - als auch die muskuläre GAMT -Expression
in Import-Forellen signifikant höher lag als in BORN-Forellen. Dies lässt auf eine
höhere Kreatinsyntheserate im Muskel der Importforelle bei 23 °C schließen, zumal
beide an dem Prozess beteiligten Enzyme, inklusive des geschwindigkeitsbestim-
menden (McGuire et al., 1984) GATMs, eine stärkere Genexpression aufwiesen.
Hinsichtlich der Kreatinkinasen gab es diese Unterschiede nicht, hier zeigte sich
eher ein entgegengesetzter Trend. Diese Ergebnisse deuten auf gewisse Unterschiede
zwischen beiden Linien hin. Da das Kreatinsystem ein wichtiges Energiesystem
darstellt, deutet dies auch Unterschiede im Energiehaushalt der beiden Linien an.
Dies könnte entweder ursächlich für oder verursacht durch die bisher gefunden Un-
terschiede der beiden Forellenlinien sein. Zu der Hypothese von unterschiedlichen
Energiesystemen passt weiterhin, dass in der holistischen Transkriptomanalyse im
Rahmen der GO-Term-Anreicherungsanalyse eine Anreicherung von GO-Terms
zur Synthese von Einfachzuckern in der Import-Forelle gefunden wurde, in der
BORN-Forelle hingegen nicht. Unterschiedliche Energiesysteme könnten in Zu-
sammenhang mit unterschiedlicher Leistung des Immunsystems verbunden sein,
da der Unterhalt dieses Systems sehr kostenintensiv ist und in einem Trade-off
mit anderen kostenintensiven Prozessen wie Wachstum steht (Lochmiller und
Deerenberg, 2000). Darüber hinaus ist die Kreatin-Synthese kostenintensiv,
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zumal sie 40% der Methylgruppen von S-Adenosylmethionin und 20-30% der
Amidinogruppen von Arginin verbraucht (Brosnan et al., 2011). Auch dies unter-
streicht, wie relevant unterschiedlich regulierte Kreatinsysteme für den gesamten
Stoffwechsel der beiden Forellenlinien sein könnten.

Zusätzlich zu den Unterschieden zwischen beiden Forellenlinien gab es Unterschiede
zwischen den beiden Akklimationstemperaturen. Die Expressionsunterschiede der
Kreatinsynthese-Gene zeigten sich beispielsweise nur bei 23 °C akklimierten Tieren.
Ein gewisser Temperatureffekt war auch zu erwarten, zumal der Energiebedarf
von der Körpertemperatur abhängt, die in Fischen mit der Umgebungstempe-
ratur korreliert. Weiterhin steht auch die Kreatininbildung mit der Temperatur
im Zusammenhang; sie steigt mit hoher Temperatur (Lempert, 1959) und ent-
zieht so Kreatin aus dem Kreatin/Kreatinphosphat-Pool. Auch die Aktivität der
Kreatinkinase wurde als abhängig von der Akklimationstemperatur in der Ratte
beschrieben (Terblanche et al., 1998), was auf Einflüsse der Temperatur auf
das Kreatinsystem hindeutet.

4.3. Phänotypische Unterschiede

Da in dieser Arbeit mehrere Unterschiede hinsichtlich der Genexpression der BORN-
und Importforelle entdeckt worden sind, die vermutlich auf Unterschieden im
Genotyp beruhen, stellte sich die Frage, inwieweit diese Unterschiede im Genotyp
auch zu einer Veränderung des Phänotyps jenseits des Merkmals Robustheit
beitragen. Dazu wurde das Verhalten, welches auch mit dem Tierwohl in Verbindung
steht (Huntingford und Adams, 2005), sowie das Wachstum, ein Parameter
der sehr wichtig für die kommerzielle Aquakultur ist, untersucht.

BORN- und Import-Forellen verhalten sich unterschiedlich

Bei der Analyse der Schwimmtiefe beider Forellenlinien in Aquarien zeigten sich
Unterschiede. Bei moderater und erhöhter Besatzdichte war deutlich zu erkennen,
dass die BORN-Forellen sich den Großteil der Zeit im unteren Drittel der Aquarien
aufhielten, wohingegen sich die Import-Forellen relativ gleichverteilt in allen Was-
serschichten aufhielten. Lediglich bei einer hohen Besatzdichte von 35 kg Fisch/m3
Wasser waren keine Unterschiede mehr zwischen den Linien zu erkennen. Letzterer
Befund ist sicherlich eine Folge der Fülle der Aquarien. Bei dieser Besatzdichte
waren so viele Fische im Becken, dass die ganze Frontscheibe vollständig von
Fischen ausgefüllt wurde. Ob dabei tatsächlich eine Präferenz der Fische für einen
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bestimmten Wasserbereich umsetzbar gewesen wäre, ist fraglich. Von daher ist
dieser Versuchsteil von der weiteren Betrachtung auszuklammern. Aus Tierwohl-
gründen erscheint es außerdem fraglich, ob eine dauerhafte Haltung bei einer
solchen Besatzdichte vertretbar wäre, zumal die Tiere so nicht ihre natürlichen
Präferenzen ausleben können. Besatzdichten von 30-40 kg/m3 scheinen zu hoch
für Forellen zu sein und können ihr Tierwohl beeinträchtigen (UK Department
for Environment, Food & Rural Affairs, 1996).

Grundsätzlich ist zu dem hier vorgestellten Versuch anzumerken, dass die Beob-
achtung der Fische durch das sehr trübe Wasser erschwert wurde. Die beschränkte
Sichtweite, die nicht ansatzweise bis zum Ende des Aquariums reichte, war daher
eine grundsätzliche Einschränkung des hier verwendeten Versuchsdesigns. Durch
die sehr geringe Sichtweite konnte nur die vertikale Position derjenigen Fische
bestimmt werden, die sich sehr nah an der Frontscheibe der Aquarien aufhielten.
Vermutlich hätte unter diesen Bedingungen jedoch auch ein vergleichsweise komple-
xeres Versuchsdesign mit mehreren Unterwasserkameras wie von Stien et al. (2007)
beschrieben, keine besseren Ergebnisse erzielt. Dennoch scheint in Anbetracht der
selbst mit bloßem Auge erkennbaren Unterschiede zwischen den Forellen-Linien
die Vermutung, dass sich beide Linien in ihrer bevorzugten vertikalen Position im
Becken unterschieden, valide zu sein.

Die Schwimmtiefe von Salmoniden ist Gegenstand vieler Untersuchungen. Für
Lachse konnte gezeigt werden, dass diese in Netzkäfigen im Meer ihre Körpertempe-
ratur regulieren, indem sie ihre Schwimmtiefe anpassen (Johansson et al., 2009).
Für die Forellen in diesem Versuch kommt diese Erklärung kaum in Frage, da die
Temperatur in den relativ flachen Aquarien bei guter Zirkulation keine allzu star-
ken Temperaturgradienten ausgebildet haben dürfte. Ein weiterer Zusammenhang
wurde zwischen Schwimmtiefen von Fischen und der Verfügbarkeit von gelöstem
Sauerstoff in unterschiedlichen Wassertiefen hergestellt (Kramer, 1987), wobei
auch dies für das Experiment eher unwahrscheinlich erscheint. Wahrscheinlicher
erscheint der Faktor der Lichtvermeidung. Lachse meiden hohe Lichtintensitäten.
Bei starkem Licht schwimmen sie in größere Tiefen (Huse und Holm, 1993).
Als Ursache für die Lichtvermeidung wird die gesteigerte Gefahr genannt, in das
Blickfeld von Prädatoren zu geraten (Fernö et al., 1995). Insgesamt erscheint
die vertikale Fischposition dabei als Trade-off zwischen Lichtvermeidung und
Nahrungsaufnahme, zumal in höheren Wasserschichten mehr Nahrung vorhanden
ist. Möglicherweise könnten sich unterschiedliche Lichtpräferenzen auch durch die
unterschiedlichen Lebensumstände der beiden Zuchtlinien in mehr oder minder
trübem Wasser erklären lassen, die sich genetisch manifestieren haben könnten. Um
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zu überprüfen, inwieweit sich die Lichtvermeidung von Import- und BORN-Forelle
tatsächlich unterscheiden, und ob sie die beobachteten Verhaltensunterschiede
erklären können, müssten weitere Versuche durchgeführt werden. Denkbar wären
die Beobachtung der Fischposition im Dunkeln sowie die Beobachtung bei ver-
schiedenen Lichtintensitäten. Dies könnte weitere Hinweise über Ursachen für das
unterschiedliche Verhalten beider Forellenlinien liefern.

BORN- und Import-Forellen wachsen unterschiedlich

Um zu überprüfen, ob BORN-Forelle und Import-Forelle ein gleichartiges Wachs-
tumsprofil aufweisen und somit gleichermaßen für die industrielle Aquakultur
geeignet sind, wurden beide Forellenlinien unter gleichen Bedingungen kultiviert
und über einen Zeitraum von ungefähr neun Monaten vermessen und gewogen.
Es konnte gezeigt werden, dass die Import-Forelle bei der gleichen Größe ein
etwas höheres Gewicht als die BORN-Forelle aufweist. Dies stellt einen wichtigen
produktionsrelevanten Vorteil der Import-Forelle für die Aquakultur dar, zumal
die Fische so schneller bis zu einem definierten Schlachtgewicht aufgezogen werden
können. Das Längenwachstum zwischen beiden Forellenlinien war gleich, lediglich
die Gewichtszunahme erfolgte schneller. Es ist daher davon auszugehen, dass die
Import-Forelle im Allgemeinen breiter ist als eine gleich alte und gleich lange
BORN-Forelle. Es wäre möglich, dass die verlangsamte Gewichtszunahme der
BORN-Forelle mit ihrer Robustheit in Verbindung steht. Es ist vorstellbar, dass
das Aufrechterhalten der Robustheit solche Kosten für den Organismus verursacht,
dass für das Wachstum weniger Energie zur Verfügung steht, dass hier also ein
Trade-off vorliegt. Zu beachten ist jedoch, dass es sich bei der BORN-Population
um eine gemischtgeschlechtliche Population handelte, während die Import-Forellen
alle weiblich waren. Ein potentiell unterschiedliches Wachstum von Männchen und
Weibchen könnte also ebenfalls die Unterschiede zwischen beiden Linien erklä-
ren. Bisherige Untersuchungen zum Thema sind teilweise widersprüchlich. Für
wildlebende Forellen der Art Salmo trutta konnte beispielsweise kein Unterschied
zwischen dem Gewichts-Längen-Verhältnis von Männchen und Weibchen gefun-
den werden (Arslan et al., 2004). Von geschlechtsreifen Regenbogenforellen in
Aquakultur wurde berichtet, dass Männchen länger und schwerer als Weibchen
waren, wobei der Gewichtsunterschied größer war als der Längenunterschied (Syl-
vén und Elvingson, 1992). So wäre also für die BORN-Population ein höheres
Gewichts/Längen-Verhältnis zu erwarten gewesen. Bei in Aquakultur gehaltenen
Lachsen konnte gezeigt werden, dass noch nicht geschlechtsreife Männchen schneller
an Länge und Gewicht zunahmen als Weibchen, dafür aber einen geringeren condi-
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tion score, ein geringeres Verhältnis von Gewicht zu Länge aufwiesen (Leclercq
et al., 2010). Da der Beitrag des Geschlechts zum unterschiedlichen Wachstum
so nicht konkretisiert werden kann, wird die Beurteilung der Wachstumsleistung
erschwert. Es sollte daher in weiteren Versuchen eine vergleichbare Populations-
struktur zwischen beiden Forellenlinien sichergestellt werden. Grundsätzlich ist
jedoch auch zu beachten, dass nicht nur die Wachstumsleistung relevant für die
Aquakultur ist, sondern auch die Fleischqualität, deren Definition jedoch komplex
ist (Gjedrem, 1997). Auch dieser Aspekt sollte – ebenso wie der Anteil des Filets
am Fischgewicht (Bugeon et al., 2010) – in weiteren Untersuchungen beachtet
werden.

Das Experiment verdeutlicht, welch große Bedeutung der Haltungsform für das
Wachstum der Tiere zukommt. Die im Kreislauf-System mit aufgereinigtem Was-
ser und kontrollierten Bedingungen gehaltenen BORN-Forellen nahmen deutlich
schneller an Länge und Gewicht zu, als die im Durchfluss-System kultivierten
BORN- und auch Import-Forellen. Auch wenn sich wegen der Vielzahl differenter
Parameter nicht genau festlegen lässt, welcher Parameter genau die Wachstumsun-
terschiede verursacht hat, oder ob es die Interaktion aller Parameter war, liegt die
große Bedeutung des Faktors Temperatur als „abiotischer Masterfaktor“ (Brett,
1971) nahe. Gerade zu den letzten zwei Messpunkten, die einen Abfall der Ge-
wichtszunahme für die Durchfluss-kultivierten Forellen anzeigten, gab es einen
starken Temperaturabfall auf bis zu 1 °C. Für den Ostseeschnäpel wurde in einem
ähnlich angelegten Versuch Vergleichbares beobachtet (Nipkow et al., 2014).
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5. Ausblick

Die vorliegende Arbeit hat neue Erkenntnisse zu den Unterschieden von Import-
und BORN-Forellen erbracht. Es bleiben dennoch einige Aspekte weiter unklar.

Die vier different exprimierten Gene CEPT1A, GIMAP7, RARRES3 und TPM1A
sind weiter in der Forelle zu charakterisieren. Vergleichende Sequenzierungen der
mRNA könnten Hinweise auf Mutationen geben, die Einfluss auf die Expressions-
stärke haben könnten. Identifizierung und Sequenzierung der Promotorregion in der
genomischen DNA könnte ebenso zur Aufklärung der Hintergründe der differenten
Expression beitragen. Diese Gene könnten Kandidaten für Assoziationsstudien
hinsichtlich der Robustheit der BORN-Forelle sein.

Bezüglich des Kreatinsystems sollten die Befunde zur muskulären Kreatinsynthese
auch auf Proteinebene bestätigt werden. Western Blots könnten die Bestimmung
der jeweiligen Proteinkonzentration in den verschiedenen Geweben ermöglichen.
Für GAMT existiert ein kommerzieller Antikörper, der nachgewiesenermaßen
in Mensch, Rind und Zebrabärbling spezifisch an das korrekte Protein bindet.
Er sollte daher auch für die Regenbogenforelle einsetzbar sein. Nach dem Nach-
weis der Kreatin-synthetisierenden Enzyme im Muskel könnte sich der Nachweis
der Enzymaktivität im Muskel anschließen. Sowohl die Aktivitäten von GATM
(Van Pilsum et al., 1970) als auch GAMT (Ogawa et al., 1983) lassen sich
mittels spezifischer Nachweise messen. Im Anschluss an diese Versuche wäre die
Kreatinsynthese im Fischmuskel komplett bewiesen.

Darüber hinaus sollte für das als SLC6A8 identifizierte Gen abschließend der
Nachweis erbracht werden, dass es tatsächlich für ein Protein mit Kreatintransport-
Funktion codiert. Während der Arbeit haben sich Hinweise auf die Existenz mehre-
rer Transkriptvarianten ergeben; die Untersuchung ihrer jeweiligen Funktionalität
könnte Erkenntnisse über die Relevanz der verschiedenen Transmembrandomänen
liefern.

Zur Analyse der Ursachen für das unterschiedliche Verhalten, das auch als Indikator
für Wohlbefinden dienen kann, sind weitere Untersuchungen nötig.
Hinsichtlich der Wachstumsleistung beider Linien ist zu untersuchen, inwieweit
beobachtete Unterschiede auf verschiedene Geschlechterkonstellationen zurück-
zuführen sind. Ebenfalls sind die Faktoren Fleischqualität und Filetanteil zu
berücksichtigen.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden die beiden Forellenzuchtlinien BORN und
Import hinsichtlich molekularer und phänotypischer Unterschiede untersucht. Bei
der BORN-Forelle handelt es sich um eine lokale Zuchtlinie, die als robuster als die
Import-Forelle und besonders gut angepasst an die lokalen Umweltbedingungen
gilt.

Die vorliegende Arbeit konnte neue Erkenntnisse zu den Unterschieden von BORN-
und Import-Forelle erbringen.

Ausgehend von einer holistischen Transkriptomanalyse wurden vier Gene identifi-
ziert, welche in vier Geweben unter verschiedensten Besatzdichte- und Tempera-
turbedingungen different zwischen beiden Linien exprimiert waren. CEPT1A sowie
GIMAP7 waren stärker in der BORN-Forelle exprimiert, während RARRES3 und
TPM1A stärker in der Import-Forelle exprimiert wurden. Damit wurden erstmals
Gene identifiziert, welche unabhängig von den konkreten Umweltbedingungen, in
denen die Tiere lebten, in vier Geweben gleichzeitig different exprimiert waren.
Dies deutet auf genetische Unterschiede zwischen den beiden Forellenlinien hin.
40 Jahre Zucht mit dem Selektionsziel Überleben in Brackwasser haben offenbar
die Herausbildung dieser genetischen Unterschiede bewirkt. Die identifizierten
Gene könnten relevant für die Robustheit der BORN-Forelle sein, auch wenn die
Kausalität in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden konnte. Dennoch können
diese Gene als Biomarker zur Unterscheidung der beiden Forellen-Linien dienen.

Weiterhin konnte das Kreatinsystem der Fische grundlegend charakterisiert werden.
In insgesamt fünf verschiedenen Fischspezies konnten Gene des Kreatinsystems
ansequenziert werden. Für die Regenbogenforelle wurden die gesamten codierenden
Bereiche der Gene GATM, GAMT und CKM identifiziert. Weiterhin wurde in
der Forelle erstmalig für einen Salmoniden die Sequenz des Kreatintransporters
SLC6A8 bestimmt. Auf Basis der Sequenzinformation konnte dann die Genex-
pression untersucht werden. Fische sind offenbar dazu in der Lage, Kreatin, einen
zellulären Energiespeicher, im Muskel zu synthetisieren. Die Genexpressionsprofile
waren für alle Fischarten vergleichbar und deuteten im Vergleich zu Niere und
Leber auf eine große Relevanz des Muskels hin. In Säugetieren hingegen zeigten
sich Niere und Leber wichtiger für diesen Prozess. Evolutionär scheint sich diese
unterschiedliche Kreatinsynthese schon sehr früh etabliert zu haben. Während alle
Fische sehr ähnliche Genexpressionsprofile der Kreatingene zeigten, unterschieden
sich diejenigen von Paarhufern und Maus, was auf eine relativ neue Anpassung im
Kreatinsystem der verschiedenen Säuger-Gruppen hindeutet. Die zwei bisherigen
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Untersuchungen zum Kreatinsystem von Fischen hatten den Skelettmuskel nicht
in die Untersuchung mit einbezogen. Daher war eine muskuläre Kreatinsynthese
im Fisch bisher noch nicht postuliert worden.

Beim Vergleich der Kreatinsysteme der beiden Forellenlinien gab es ebenfalls Hin-
weise auf Unterschiede. Zumindest bei warmen Temperaturen schien die muskuläre
Kreatinsynthese auf Basis der Genexpression der dafür benötigten Enzyme in
BORN-Forellen unterhalb derjenigen von Import-Forellen zu liegen. Weiterhin gab
es Hinweise auf eine unterschiedliche Zuckersynthese in den beiden Linien, was
ebenfalls auf Unterschiede im Energiehaushalt der Forellenlinien hindeutet.

Auch im Phänotyp, der grundsätzlich neben der Umwelt auch ein Produkt des
Genotyps ist, zeigten sich Unterschiede. Bezüglich des Verhaltens weisen beide
Forellenlinien eine unterschiedliche Präferenz hinsichtlich der Schwimmtiefe auf.
Es muss weiter untersucht werden, wodurch diese hervorgerufen werden. Zudem
wurde die Wachstumsleistung der Tiere verglichen. BORN-Forellen wuchsen etwas
langsamer als Import-Forellen, welche bei gleicher Länge auch etwas schwerer
waren. Ein Befund, der die Attraktivität der BORN-Forelle für die kommerzielle
Aquakultur verringern dürfte, wobei nachfolgende Experimente jedoch noch den
Geschlechtsfaktor stärker berücksichtigen müssten.

Insgesamt konnte somit in dieser Arbeit gezeigt werden, dass sich die Regenbogen-
forellen-Zuchtlinien BORN und Import sowohl hinsichtlich ihres Transkriptoms als
auch ihres Phänotyps voneinander unterscheiden.
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Anhang

A. Verwendete Primer

Es sind jeweils Vorwärts- und Rückwärts-Primer angegeben; bei den RACE-PCR-
Primern, jeweils erster und verschachtelter Primer. Alle Primer wurden von der
Firma Sigma-Aldrich synthetisiert.
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B. Verwendete Geräte und Chemikalien

B.1. Geräte

Geräte

Agilent 2100 Bioanalyzer Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Biomark HD Fluidigm Corporation, South San Francisco, USA

Block Heater Stuart SBH130D Bibby Scientific Limited, Staffordshire, USA 

Centrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg 

ChemiDoc MP Bio-Rad, Hercules, USA

CO2 -Brutschrank Memmert, Schwabach

Concentrator 5301 Eppendorf, Hamburg 

DNA Thermal Cycler Perkin Elmer Cetus Scientific Support, Inc, Hayward, USA 

Elektrophorese-Kammer (Electro-4) FisherScientific, Schwerte 

Feinwaage Delta Range® PM480 Mettler-Toledo, Greifensee, Schweiz 

HERAsafe HS Sicherheitswerkbank Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Homogenisator Precellys 24 Peqlab Biotechnologie, Erlangen 

IFC Controller RX Fluidigm Corporation, South San Francisco, USA

Konfokalmikroskop LSM 780 Carl Zeiss Microscopy

LightCycler 480 Real-Time PCR System Roche, Mannheim 

LightCycler 96 Real-Time PCR System Roche, Mannheim 

Medingen Wasserbad W6 Labortechnik Medingen, Dresden 

Microfuge MicroV FisherScientific, Schwerte 

Milli-Q Integral Water Purification System Millipore, Billerica, USA 

NanoDrop 1000 Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen 

Netzteil PowerPack P25 Biometra, Göttingen 

Thermocycler T1 Biometra, Göttingen 

Thermocycler Tprofessional Biometra, Göttingen 

TSc ThermoShaker Biometra, Göttingen 

Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Bohemia, USA 

B.2. Kits

192.24 GE DELTAgene Sample and Assay Reagent Kit Fluidigm Corporation, South San Francisco, USA

Control Line Fluid Kit 192.24 Fluidigm Corporation, South San Francisco, USA

DNA-Suspensionspuffer Affymetrix

DNeasy Blood & Tissue-Kit Qiagen, Hilden 

Exonuclease I ThermoScientific, Waltham, USA

GeneRacer Kit Invitrogen, Karlsruhe

GenomeWalker Universal Kit Clontech, Heidelberg 

High Pure PCR Product Purification Kit Roche, Basel, Schweiz

HotStarTaq Plus Qiagen, Hilden 

InsTAClone-Kit ThermoScientific, Waltham, USA

pGem T-easy Ligation-Kit Promega, Fitchburg, USA

Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity Life Technologies, Carlsbad, USA

Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase New England BioLabs, Ipswitch, USA

Rgt Kit, Pre Amp and Reverse Transcription Master Mix Fluidigm Corporation, South San Francisco, USA

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden 

SensiFast SYBR No-ROX Kit Bioline, London, UK

SSo Fast EvaGreen Supermix with low ROX Bio-Rad, Hercules, USA

SuperScriptII Kit Invitrogen, Karlsruhe

TE-Puffer Qiagen, Hilden 

ZR Plasmid Miniprep-Classic Zymo Research, Freiburg

CloneJET PCR Cloning Kit Life Technologies, Carlsbad, USA
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B.3. Chemikalien

Agar Carl Roth, Karlsruhe

Agarose Biodeal, Markkleeberg 

Ampicillin AppliGene, Illkirch Graffenstaden

Borsäure Carl Roth, Karlsruhe

Bromphenolblau Serva, Heidelberg

BSA Sigma Aldrich, Taufkirchen 

Chloroform Carl Roth, Karlsruhe

Clarity Western ECL-Substrat Bio-Rad, Hercules, USA

DME-Fertigmedium Sigma Aldrich, Taufkirchen 

dNTPs Roche, Basel, Schweiz

EDTA Carl Roth, Karlsruhe

Ethanol Carl Roth, Karlsruhe

FKS Biochrom AG, Berlin 

Glukose Carl Roth, Karlsruhe

Glycerol Carl Roth, Karlsruhe

Hefeextrakt Carl Roth, Karlsruhe

Hoechst 33342 Sigma Aldrich, Taufkirchen 

IPTG Carl Roth, Karlsruhe

Isopropanol AppliChem, Darmstadt 

Kaliumchlorid Carl Roth, Karlsruhe

L-Glutamin Life Technologies, Carlsbad, USA

Lipofectamin 2000 Invitrogen, Karlsruhe

Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt

Masgnesiumsulfat Merck, Darmstadt

Natriumchlorid AppliChem, Darmstadt 

Natriumpyruvat Biochrom AG, Berlin 

Polyacylamid-Gele (10%ig) Bio-Rad, Hercules, USA

Salzsäure Carl Roth, Karlsruhe

Tris AppliChem, Darmstadt 

TriZol Life Technologies, Carlsbad, USA

Trypton Carl Roth, Karlsruhe

Tween 20 AppliChem, Darmstadt 

X-GAL Carl Roth, Karlsruhe
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C. Zusätzliche Ergebnisse der holistischen
Transkriptomanalyse

Tab. C.1: Different exprimierte Gene in den verschiedenen Genen gemäß DNA-Chip-
Analyse. Es sind jeweils die in dem betroffenen Gewebe in der jeweiligen Forellenlinie
stärker exprimierten Gene angegeben.

Niere BORN Niere Imp Leber BORN Leber Imp Kieme BORN Kieme Imp Milz BORN Milz Imp

ACOT5 ABCF1 AGPAT3 AASS AGPAT3 ABCF1 ACOX1 ABCF1
AGPAT3 ABHD6 ANXA1 ARIH2 AP3S1 ABHD6 ALAS1 ACAP1
AKR1B1 ACTN1 APOD BOLA2 CEPT1 ACTN1 ALDH9A1 ACTN1
AP3S1 AKR1A1 C1ORF67 C1QL2 CLTB ADAM23 AP3S1 AKR1A1
CAPN2 ANXA1 CEPT1 C1QL4 CORO1B AGR2 AURKB ALDH1A2
CCBL2 API5 CFL2 CAPNS1 GIMAP7 ANG BTN2A2 API5
CDH1 APOA1 COX4I2 CR1 GLUL ANXA1 C12orf57 APOC1
CEPT1 ARIH2 DHDH CIRBP IFI35 API5 CDH1 ARHGDIA
CORO1B ARPC1B EEF1A1 DDX21 ISG15 APOC1 CEPT1 ARL15
DLX3 ATP1A1 ETNK1 DNAJB12 MED12 ARF6 CORO1B ARPC1B
DRAM2 BCAT1 GAMT ENO2 MMP13 CAPNS1 CORO2B BOLA2
ETNK1 BOLA2 GIMAP7 ENO3 MX1 CR1 CRYBA1 CAPNS1

FAM115C CAPNS1 HSPA8 EPHX1 Mx3 CCDC92 DRAM2 CIRBP
FXYD1 CR1 MRM1 F10 MYL2 CIRBP DSCC1 CNN2
GIMAP7 CIRBP NAT1 GGNBP2 NELFCD CTSD ECM1 CPXM1
ISCU CTSD PPAP2A GLUD1 PSMB7 CYP1A1 EPB41L2 CXCL12
MED12 CYP1A1 PRSS1 GOT2 PSMD9 DCTPP1 FABP7 DARS
MYLK3 CYP7A1 RERG GPX4 SERINC1 FADS2 FAM115C DNAJB12
NELFCD CYPIIF1 RIOK3 HEMO SSR1 GLUD1 GIMAP7 FADS2
NFS1 DCTPP1 RPL32 HMOX1 SYNGR2 GOT2 GNAT2 FKBP5

PSMD13 ENO3 SERINC1 HPD UBB HNRNPA2B1 GRN GADD45B
SERINC1 FADS2 SERPINB1 IFI30 UBE2J2 IFI30 ISCU GLRX
SRD5A2 FMO5 SKAP2 ITM2C USP9X ITK KRT12 GLUD1
STRBP GGNBP2 STOM LAMP3 VPS4B LAMTOR5 MAFB HAMP
SYNGR2 GGT5 TKTL2 MID1IP1 LGMN MED12 HMOX1
SYPL1 GLRX TMEM244 MORN3 LPXN MGLL HSP30

TMEM184B GLUD1 TRAM2 MYH1 LRCH4 MYLK3 HSPA8
TNNC1 GOT2 NOP14 MRPL14 NELFCD IFI30
VPS4B GRHPR PCK2 NCAPG OAT ITGAM
ZC4H2 IFI30 PFKFB4 NOP14 OLFM1 ITGB2

ITGB2 PFN2 PFN2 PCYT1A ITK
LAMTOR5 PRPF39 PQLC3 PDLIM4 LAMTOR5

LGMN PSAP PRPF39 PSMD13 LGMN
LPXN PSMA3 PTGES3 RPL32 LPXN
LRCH4 RARRES3 RARRES3 SERINC1 LRCH4
MMP9 RBP1 RBP1 STRBP LTV1

MOSPD2 RBP4 RPL26 SYNGR2 MGST3
MYH1 RPL26 SF3A2 TCRA MMP9
NCAPG RTN4 SOD1 TRA MOSPD2
NOP14 SCD STAT5B TSPAN3 NCAM1
NPPC SF3A2 STAU1 TXLNB NOP14
PCK2 SOD1 SUPT4H1 TYMP OCIAD1
PFN2 SPINK2 TIMD4 UBL7 PFN2

PLAC8L1 STAU1 TKTL2 WDR70 PIM1
PQLC3 SULT1A3 TMEM50A ZNF135 PLAC8L1
PRPF39 TALDO1 TPM1 PQLC3
PSAP TM4SF5 YIPF3 PRDX6

PTGES3 TMEM100 PRKCA
RARRES3 TMEM27 PSAP
RPL26 TPM1 PTGES3
SAA5 UQCRH RARRES3
SF3A2 YIPF3 SERPINI1

SLC22A2 SF3A2
SLC22A7 SOD1

SOD1 SRP54
STAU1 STAT4

SUPT4H1 STAU1
TALDO1 SUPT4H1
TKTL2 SUSD1

TMEM50A TALDO1
TNFRSF11B TKTL2

TNNT1 TLR19
TPM1 TM4SF5
YIPF3 TMEM127

TMEM50A
TPM1
UBE2A
VCAM1
XDH
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Abb. C.1: Übersicht über die Genexpression von Genen, deren differente Expres-
sion zwischen BORN- (B, orange) und Import- (I, blau) -Forellen mit-
tels Mikrofluid-Chip basierter qRT-PCR nicht bestätigt werden konn-
te. Oben angegeben sind die jeweiligen Haltungsbedingungen. KS=Kälteschock,
Bes=Besatzdichte, mod=moderat, erh=erhöht
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D. Veröffentlichte GenBank-Sequenzen

LOCUS LN612747 395 bp mRNA linear VRT 16-NOV-2014

DEFINITION Clupea harengus partial mRNA for creatine kinase, muscle (ckm

gene).

CDS <1..>395

/gene="ckm"

/function="converts creatine to creatine phosphate"

/codon_start=2

/product="creatine kinase, muscle"

/protein_id="CEG06601.1"

/db_xref="GI:723005174"

/translation="DHLRVISMQQGGNMKEVFKRFCTGLQKIEAIFKKHNHGFSWNEH

LGYVLTCPSNLGTGLRGGVHVKLPKLSVHAKFDEILKRLRLQKRGTGGVDTASVGGVF

DISNADRLGSSEVAQVQMVVDGVKLMVAM"

ORIGIN

1 ggatcacttg cgtgtcatct ctatgcagca gggaggcaac atgaaggagg ttttcaagcg

61 cttttgtact ggtctgcaaa agattgaggc catcttcaag aagcacaacc atggcttcag

121 ttggaatgaa catctgggct acgtcctgac ctgcccctcc aacttgggaa ctggcctgcg

181 tggtggtgtc catgtcaagc tgcccaagct gagcgtacat gccaagtttg acgagatcct

241 gaaaaggctg cgtctgcaga agcgtggaac aggtggtgtg gacactgcct ctgtgggtgg

301 agtctttgac atctccaacg ctgaccgtct gggatcctcc gaggtggcac aggtgcagat

361 ggtcgtcgat ggagtcaagc tcatggttgc catgg

//

LOCUS LN612746 384 bp mRNA linear VRT 16-NOV-2014

DEFINITION Clupea harengus partial mRNA for guanidinoacetate

N-methyltransferase (gamt gene).

CDS <1..>384

/gene="gamt"

/function="synthesizes creatine"

/codon_start=1

/product="guanidinoacetate N-methyltransferase"

/protein_id="CEG06600.1"

/db_xref="GI:723005172"

/translation="CNDGVFQRLQEWAKVQPHKIVPLKGLWEDVVATLPDNHFDGILY

DTYPLTEDTWHTHQFNFIQGHANRLLKSGGVLTYCNLTSWGELLKGKYDNIEKMFQES

QVPHLIKAGFKKENISTTLMDIIPPA"
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ORIGIN

1 tgcaatgacg gagtgttcca gaggctacag gaatgggcca aggttcagcc tcacaaaatt

61 gtgccattga aaggcctgtg ggaggatgtt gtcgccaccc taccagacaa ccactttgac

121 ggcattctgt atgacacata ccctctgact gaggatacat ggcacactca tcagtttaac

181 ttcattcagg gtcatgccaa cagattgctg aaatctggag gagttctcac ctactgcaat

241 cttacctcct ggggagagct gctgaagggt aaatatgaca acattgagaa aatgttccag

301 gagtcccaag tgcctcatct gatcaaggct ggcttcaaga aggagaacat cagcacaacc

361 ctgatggaca tcattccccc tgct

//

LOCUS LN612745 325 bp mRNA linear VRT 16-NOV-2014

DEFINITION Clupea harengus partial mRNA for glycine amidinotransferase

(L-arginine:glycine amidinotransferase) (gatm gene).

CDS <1..>325

/gene="gatm"

/function="synthesizes guanidinoacetate"

/codon_start=3

/product="glycine amidinotransferase (L-arginine:glycine

amidinotransferase)"

/protein_id="CEG06599.1"

/db_xref="GI:723005170"

/translation="RDILVVIGNEIIEAPMAWRSRFFEYRAYRPLIKDYFRRGAKWTT

APKPTMSDELYDQDYPIRTVEDRHKLAAQGKFVTTEHEPCFDAADFIRAGTDIFVQRS

QVTNY"

ORIGIN

1 ccagagatat tctcgtcgtc attgggaatg agattattga ggctcccatg gcatggaggt

61 cccggttctt tgagtacaga gcatataggc ctctcatcaa ggactacttc aggagagggg

121 caaagtggac tacagctcca aaacctacca tgtctgatga gctgtatgat caagactacc

181 ccatccgtac tgtggaggac aggcacaagc tggctgccca gggcaagttt gtgaccacgg

241 agcatgagcc ctgcttcgat gctgctgatt tcataagggc tgggacagat atctttgtac

301 agaggagtca ggttacaaat tacat

//

LOCUS LN612744 395 bp mRNA linear VRT 16-NOV-2014

DEFINITION Perca fluviatilis partial mRNA for creatine kinase, muscle (ckm

gene).

CDS <1..>395

/gene="ckm"
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/function="converts creatine to creatine phosphate"

/codon_start=2

/product="creatine kinase, muscle"

/protein_id="CEG06598.1"

/db_xref="GI:723005168"

/translation="DHLRVISMQQGGNMKEVFRRFCVGLKKIEEIFKKHNHGFMWNEH

LGYILTCPSNLGTGLRGGVHVKLPKLSTHAKFEEILTRLRLQKRGTGGVDTASVGGVF

DISNADRLGSSEVDQVQLVVDGVKLMVEM"

ORIGIN

1 ggatcacctg cgtgtcatct ccatgcagca gggaggcaac atgaaggagg tcttcagacg

61 cttctgcgtt ggcctgaaga agattgagga gatcttcaag aagcacaacc acggcttcat

121 gtggaacgag catctgggct acatcctgac ctgcccctcc aacctgggaa ccggcctgcg

181 cggtggtgtg cacgtcaagc tgcccaagct cagcacacac gccaagttcg aggagatcct

241 gaccaggctg cgtctgcaga agcgtggcac aggcggcgtg gacacagcct ctgtgggtgg

301 tgtgttcgac atctccaacg ctgaccgtct gggctcctcc gaggtggacc aggtccagct

361 ggtggttgac ggtgtcaagc tgatggttga gatgg

//

LOCUS LN612743 384 bp mRNA linear VRT 16-NOV-2014

DEFINITION Perca fluviatilis partial mRNA for guanidinoacetate

N-methyltransferase (gamt gene).

CDS <1..>384

/gene="gamt"

/function="synthesizes creatine"

/codon_start=1

/product="guanidinoacetate N-methyltransferase"

/protein_id="CEG06597.1"

/db_xref="GI:723005166"

/translation="CNDGVFARLENWAKSQPHKVVPLKGLWENVVPTLPDNHFDGILY

DTYPLSEETWHTHQFDFIKGHAHRMLKSGGVLTYCNLTSWGELLKTKYDNIEKMFEET

QVPHLLQAGFKREKISTTTMDIAPPT"

ORIGIN

1 tgcaacgacg gtgtctttgc cagactggag aattgggcca agtctcagcc acataaggtc

61 gtccctctga agggcctttg ggagaacgtt gttcccacac ttccagataa ccactttgat

121 ggtatcctgt atgacacata ccctttgtca gaagagacat ggcacactca ccagttcgac

181 ttcattaagg gtcacgctca caggatgttg aagtctggcg gggtcctcac ctactgcaac

241 ctgacctcct ggggcgagct actcaagacc aaatacgaca acattgagaa gatgtttgag

301 gagacccagg tgcctcatct gctccaagcc ggcttcaaga gggagaagat tagcaccacc
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361 accatggaca ttgcaccacc cacc

//

LOCUS LN612742 325 bp mRNA linear VRT 16-NOV-2014

DEFINITION Perca fluviatilis partial mRNA for glycine amidinotransferase

(L-arginine:glycine amidinotransferase) (gatm gene).

CDS <1..>325

/gene="gatm"

/function="synthesizes guanidinoacetate"

/codon_start=3

/product="glycine amidinotransferase (L-arginine:glycine

amidinotransferase)"

/protein_id="CEG06596.1"

/db_xref="GI:723005164"

/translation="RDILLVVGNEIIEAPMAWRARFFEYRAYRPLIKEYFRNGAKWTT

APKPTMADELYDQDYPIRTVEDRHMLAAEGKFVTTEHEPCFDAADFIRAGRDLFVQRS

QVTNY"

ORIGIN

1 ccagagacat ccttctggtt gtcgggaatg agattattga ggctcctatg gcctggaggg

61 ctcgcttctt tgaataccga gcctacaggc ctttgatcaa ggagtacttc agaaacggtg

121 ccaaatggac cactgctcct aaacccacta tggccgatga gctgtatgat caggactacc

181 ccatccgcac agtggaggac agacacatgc tggcagccga ggggaagttc gtgaccacag

241 agcatgagcc ctgcttcgat gctgctgact tcattcgagc tgggagggac ctgtttgtcc

301 agaggagtca ggttacaaat tacat

//

LOCUS LN612741 395 bp mRNA linear VRT 16-NOV-2014

DEFINITION Sander lucioperca partial mRNA for creatine kinase, muscle (ckm

gene).

CDS <1..>395

/gene="ckm"

/function="converts creatine to creatine phosphate"

/codon_start=2

/product="creatine kinase, muscle"

/protein_id="CEG06595.1"

/db_xref="GI:723005162"

/translation="DHLRVISMQQGGNMREVFRRFCVGLQKIEEIFKKHNHGFMWNEH

LGYILTCPSNLGTGLRGGVHVKLPKLSTHPKFDEILTRLRLQKRGTGGVDTASVGGVF
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DISNADRLGSSEVAQVQLVVDGVKLMVEM"

ORIGIN

1 ggatcacctg cgtgtcatct ccatgcagca gggtggcaac atgagggagg tcttcaggcg

61 tttctgcgtt ggcctgcaga agattgagga gatcttcaag aagcacaacc acggcttcat

121 gtggaacgag catctgggct acatcctgac ctgcccctcc aacctgggta ccggcctgcg

181 tggtggcgtc cacgtcaagc tgcccaagct gagcacacac cccaagttcg acgagatcct

241 caccaggctg cgtctgcaga aacgtggcac aggtggtgtg gacaccgcct ccgtgggtgg

301 tgtgttcgac atctccaacg ccgaccgtct gggctcctcc gaggtggccc aggtccagtt

361 ggtggttgat ggtgtcaagc tgatggtgga gatgg

//

LOCUS LN612740 384 bp mRNA linear VRT 16-NOV-2014

DEFINITION Sander lucioperca partial mRNA for guanidinoacetate

N-methyltransferase (gamt gene).

CDS <1..>384

/gene="gamt"

/function="synthesizes creatine"

/codon_start=1

/product="guanidinoacetate N-methyltransferase"

/protein_id="CEG06594.1"

/db_xref="GI:723005160"

/translation="CNDGVFARLENWAKSQPHKVVPLKGLWENVVPTLPDNHFDGILY

DTYPLSEETWHTHQFDFIKGHAHRMLKSGGVLTYCNLTSWGELLKTKYDNIEKMFEET

QVPHLLQAGFKREKIRTTAMDIAPPT"

ORIGIN

1 tgcaacgacg gtgtctttgc cagactggag aactgggcca agtctcagcc acataaggtt

61 gtccctctga agggcctttg ggagaacgtt gttcccacac ttccagataa ccactttgat

121 ggtatcctgt atgacacata ccctttgtca gaagagacat ggcacactca ccagtttgac

181 ttcattaagg gtcacgctca caggatgttg aagtctggcg gggtcctcac ctactgcaac

241 ctgacctcct ggggcgagct actcaagacc aaatacgaca acattgagaa gatgtttgag

301 gagactcagg tgcctcatct gctccaagcc ggcttcaaga gggagaagat taggaccacc

361 gccatggaca ttgcaccacc cacc

//

LOCUS LN612739 325 bp mRNA linear VRT 16-NOV-2014

DEFINITION Sander lucioperca partial mRNA for glycine amidinotransferase

(L-arginine:glycine amidinotransferase) (gatm gene).

CDS <1..>325
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/gene="gatm"

/function="synthesizes guanidinoacetate"

/codon_start=3

/product="glycine amidinotransferase (L-arginine:glycine

amidinotransferase)"

/protein_id="CEG06593.1"

/db_xref="GI:723005158"

/translation="RDILLVVGNEIIEAPMAWRARFFEYRAYRPLIKEYFRNGAKWTT

APKPTMADELYDQDYPIRTVEDRHKLAAEGKFVTTEHEPCFDAADFIRAGRDLFVQRS

QVTNY"

ORIGIN

1 ccagagacat ccttctggtt gtcgggaatg agattattga ggctcctatg gcctggaggg

61 ctcgcttctt tgaataccga gcctacaggc ctttgatcaa ggagtacttc agaaacggtg

121 ccaaatggac cactgctcct aaacccacta tggccgatga gctgtatgat caggactacc

181 ccatccgcac agtggaggac agacacaagc tggcagccga ggggaagttt gtgaccacag

241 agcatgagcc ctgcttcgat gctgctgact tcattcgagc tgggagggac ctttttgtcc

301 agaggagtca ggttacaaat tacat

//

LOCUS LN612738 395 bp mRNA linear VRT 16-NOV-2014

DEFINITION Coregonus maraena partial mRNA for creatine kinase, muscle (ckm

gene).

CDS <1..>395

/gene="ckm"

/function="converts creatine to creatine phosphate"

/codon_start=2

/product="creatine kinase, muscle"

/protein_id="CEG06592.1"

/db_xref="GI:723005156"

/translation="DHLRVISMEKGGNMKEVFRRFCVGLKRIEETFKKHNHGFMWNEH

LGYVLTCPSNLGTGLRGGVHVKLPKLSTHAKFEEILTRLRLQKRGTGGVDTASVGGVF

DISNADRLGSSEVDQVQMVVDGVKLMVEM"

ORIGIN

1 ggatcacctg cgtgtcatct ccatggagaa gggtggcaac atgaaggagg tcttcagacg

61 cttctgcgtt ggtctgaaaa ggattgagga gactttcaag aagcacaacc acggcttcat

121 gtggaacgag catcttggct acgtactgac ctgcccctcc aacctgggaa ctggtctgcg

181 tggtggcgtg cacgtcaagc tgcccaagct gagtacacac gccaagtttg aggagatctt

241 gaccaggctg cgtctgcaga agcgtggcac aggtggcgtg gacaccgcct ccgtgggtgg



D. Veröffentlichte GenBank-Sequenzen 126

301 agtgttcgac atctccaacg ctgaccgtct gggatcctct gaggtagatc aggtccagat

361 ggtggtggat ggtgtcaagc tcatggtgga gatgg

//

LOCUS LN612737 718 bp mRNA linear VRT 16-NOV-2014

DEFINITION Coregonus maraena mRNA for guanidinoacetate N-methyltransferase,

variant b (gamtb gene).

CDS 11..715

/gene="gamtb"

/function="synthesizes creatine"

/codon_start=1

/product="guanidinoacetate N-methyltransferase, variant b"

/protein_id="CEG06591.1"

/db_xref="GI:723005154"

/translation="MTTAQPIFSQGEDCKAGWHDAGAGYNETDTHLEILGKPVMERWE

TPYMHSLATVASSKGGRVLEIGFGMAIAATKVESFPIEEHWIIECNDGVFARLQEWAK

AQPHKIVPLKGLWEEVVGGLPDNHFDGILYDTYPLSEDTWHTHQFDFIKGHAHRLLKP

SGVLTYCNLTSWGELLKTKYDNIDNMFQETQMPQLLEAGFKKEMISTTTMDIVPPSEC

KYYAFRKMITPTILKE"

ORIGIN

1 aaccaccaaa atgactacgg cacaacctat attttcacag ggagaagact gcaaagctgg

61 ttggcacgac gctggtgctg gttacaatga aacggacact catctggaga ttttgggcaa

121 gcccgttatg gaacgttggg agactccgta catgcactcg ctggcaactg tagcctcctc

181 aaaaggtgga cgggttctgg agattgggtt tggcatggcc atcgccgcaa ctaaagtaga

241 gtccttcccc atcgaggagc actggatcat tgagtgcaat gatggagtgt tcgcgagatt

301 gcaggagtgg gccaaggctc agccacataa aattgtgccc ctcaaaggac tgtgggagga

361 ggtagtgggc ggcctgcctg acaaccactt tgatggcatt ctgtacgaca cataccctct

421 gtcagaagac acatggcaca ctcaccagtt tgacttcatc aagggccatg cccacaggct

481 gctgaagccc agtggcgttc tcacctactg taacctgacc tcttggggtg aacttctcaa

541 gaccaaatat gacaacatcg acaacatgtt ccaggagacc cagatgcctc aactgctcga

601 ggctggcttc aagaaggaga tgattagcac cacaaccatg gatattgtcc ccccaagcga

661 atgcaaatac tatgccttcc gcaagatgat tactcccacc attctgaaag agtgaaaa

//

LOCUS LN612736 781 bp mRNA linear VRT 16-NOV-2014

DEFINITION Coregonus maraena mRNA for guanidinoacetate N-methyltransferase,

variant a (gamta gene).

CDS 25..729
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/gene="gamta"

/function="synthesizes creatine"

/codon_start=1

/product="guanidinoacetate N-methyltransferase, variant a"

/protein_id="CEG06590.1"

/db_xref="GI:723005152"

/translation="MTTAQPIFSKGEDCKAGWHDASAGYNETDTHLEILGKPVMERWE

TPYMHSLATVASSKGGRVLEIGFGMAIAATKVESFPIEEHWIIECNDGVFARLQEWAK

AQPHKIVPLKGLWEQVVGGLPDNHFDGILYDTYPLSEDTWHTHQFDFIKGHAHRLLKS

GGVLTYCNLTSWGELLKSKYDNIDKMFQETQMPHLLEAGFNREKISTTTMDIVPPSEC

KYYAFRKMITPTILKE"

ORIGIN

1 gattagagaa taactatcac caaaatgacc acggcacaac ccatattttc caagggagaa

61 gactgcaaag ctggttggca cgacgctagt gctggttaca atgagaccga cactcatcta

121 gagattttgg gcaagcctgt tatggaacgt tgggagaccc cgtacatgca ctcgctggca

181 actgtagcct cctcaaaagg tggacgggtt ctggagattg gatttggcat ggccatcgcc

241 gcaactaaag ttgagtcctt ccccatcgag gagcactgga tcattgagtg caatgatgga

301 gtgtttgcga gattgcagga gtgggccaag gctcagccac ataaaattgt gcccctcaaa

361 ggactgtggg aacaggtagt gggtggcctg cctgacaacc actttgatgg cattctgtac

421 gacacatacc ctctgtcaga agacacatgg cacactcacc agtttgactt catcaagggc

481 catgcccata ggctgctgaa gtccggtggt gtcctcacct actgcaacct gacctcttgg

541 ggtgaacttc tcaagtccaa atatgacaac attgacaaga tgttccagga gacccagatg

601 cctcacctgc tcgaggctgg cttcaatagg gagaagatta gcaccacaac catggatatt

661 gttcccccaa gcgaatgcaa atactatgca ttccgcaaga tgattacgcc caccattctg

721 aaagagtgaa gtggcttgat gccactgcaa cgttttaatt tatttaattc tcaagtgcct

781 g

//

LOCUS LN612735 325 bp mRNA linear VRT 16-NOV-2014

DEFINITION Coregonus maraena partial mRNA for glycine amidinotransferase

(L-arginine:glycine amidinotransferase) (gatm gene).

CDS <1..>325

/gene="gatm"

/function="synthesizes guanidinoacetate"

/codon_start=3

/product="glycine amidinotransferase (L-arginine:glycine

amidinotransferase)"

/protein_id="CEG06589.1"
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/db_xref="GI:723005150"

/translation="RDILMVVGNEIIEAPMAWRSRFFEYRAYRPLIKEYFRKGAKWTT

APKPTMSDELYDQEYPIRTVEDRHKLAAQGKFVTTEHEPCFDAADFIRAGRDLFVQRS

QVTNY"

ORIGIN

1 ccagagacat cctcatggtg gtggggaatg agattatcga agcccccatg gcctggaggt

61 cccgcttctt tgagtaccgg gcctacagac cactcatcaa ggagtacttc agaaagggtg

121 ccaagtggac caccgcccca aaacccacca tgtctgatga gctgtacgat caggagtacc

181 ccatccgtac ggtggaggac agacacaagc tggctgccca gggaaagttt gtcaccaccg

241 aacacgagcc gtgcttcgac gcggctgact tcatcagagc tggcagggat ctgttcgtcc

301 agaggagtca ggttacaaac tacat

//

LOCUS HG315741 1134 bp mRNA linear VRT 20-JUN-2013

DEFINITION Oncorhynchus mykiss partial mRNA for sodium- and chloride-dependent

creatine transporter 1 (SLC6A8 gene).

CDS <1..>1134

/gene="SLC6A8"

/function="creatine uptake into cells"

/codon_start=3

/product="sodium-and chloride-dependent creatine

transporter 1"

/protein_id="CDF77025.1"

/db_xref="GI:514052105"

/translation="SMVIVFFCNTYYIMILVWGLYFLLHSFTNPLPWATCGHPWNTLN

CTENFRRACHNRSTLPLLSSTPDPSIPSSLLSSVVSSPLNLSSSTLLLFNGSCVEPEG

MRSPVIEFWERKVLRLSGGLDEPGDISSHMVLCLIATWVIVYFCIWKGVKGTGKVVYF

TALFPYLVLVVLLAHGVTLPGALDGIVYYLKPDWPKLWEAQVWIDAGTQIFFSYATGL

GALTALGSYNRFHNNCHQDAFVLAMINSGTSFFAGFVVFSVPGFMAAEQGVDISKVAE

SGPGLAFIAYPKAVTLMPMAPVWAALFFFMLLVLGLDSQFVGVEGFVTGVMDMLPPKS

MAGSLRREVVVAICCITCFFIDLSMVTEGGMYVFQLFDYYSAS"

ORIGIN

1 cctccatggt gattgtgttc ttctgtaaca cctactacat catgatcctg gtgtggggcc

61 tgtacttcct gcttcactcc ttcaccaacc cgttaccctg ggctacctgc gggcacccct

121 ggaacaccct caactgcacc gaaaacttcc gccgggcttg ccacaaccgc agcaccctgc

181 ctctcctctc ctccaccccc gatccgtcta tccccagctc cctcctctcg tcggtggtat

241 cctccccgct caacctctca tcctctactc tgctcctctt caacggcagc tgcgtggaac

301 cagagggcat gcgctcgcca gtcattgagt tctgggagcg taaggtgctc cgtctctctg
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361 gtggtctgga tgagcctggt gacatcagct ctcacatggt cctctgtctg atcgccacct

421 gggttattgt ttacttctgc atctggaagg gagtcaaagg cacaggcaag gtagtgtact

481 tcacagctct gtttccttac ctggtcctgg tggttctgtt ggcccatggt gtaaccttac

541 ctggagcgct ggatgggatt gtgtactatc tgaaaccaga ctggcccaaa ctctgggaag

601 cccaggtgtg gattgatgct ggcactcaga tcttcttctc ctatgccact ggtctgggtg

661 ctttaactgc ccttggcagc tacaaccgct tccacaacaa ctgccaccaa gatgcgtttg

721 ttctagccat gatcaacagt gggaccagtt tctttgcagg gtttgtggtg ttctccgtgc

781 cgggcttcat ggctgcagag cagggggtcg acatcagcaa ggtggccgag agtggtccag

841 gcctggcctt catagcctat cccaaggctg ttactctgat gcctatggct ccagtctggg

901 cagcgctctt cttcttcatg ctgttggtac tgggcctgga tagccagttt gttggggtgg

961 agggctttgt cacgggggtc atggacatgc taccgcccaa atctatggcg ggctcgctgc

1021 gtcgtgaggt tgtcgtggcg atatgctgca tcacctgctt tttcatcgac ctctccatgg

1081 taacagaggg agggatgtat gtgttccagc tgtttgacta ctactcagcc agcg

//

LOCUS HG315740 1193 bp mRNA linear VRT 20-JUN-2013

DEFINITION Oncorhynchus mykiss mRNA for creatine kinase, muscle (CKM gene).

CDS 41..1186

/gene="CKM"

/function="converts creatine to creatine phosphate"

/codon_start=1

/product="creatine kinase, muscle"

/protein_id="CDF77024.1"

/db_xref="GI:514052103"

/translation="MPFGNTHNNFKLNFKVEEEYPDLTKHNNHMAKVLTKDMYAKLRD

KQTPSGFTLDDVIQTGVDNPGHPFIMTVGCVAGDEESYEIFKDLLDPIISDRHSGYKP

TDKHKTDLNFENLKGGDDLDPNYVLSSRVRTGRSIKGYTLPPHNSRGERRAVEKLSVE

ALNTLDGEFKGKYYPLNKMTDAEQEQLIADHFLFDKPVSPLLLGAGMARDWPDARGIW

HNDAKSFLVWVNEEDHLRVISMEKGGNMKEVFRRFCVGLKRIEETFKKHNHGFMWNEH

LGYVLTCPSNLGTGLRGGVHVKLPKLSTHPKFEEILTRLRLQKRGTGGVDTASVGGVF

DISNADRLGSSEVDQVQMVVDGVKLMVEMEKKLEKGEAIDGMIPAQK"

ORIGIN

1 cttttttcct tgtctggtgt gcagtgttag aaacgcaatc atgcctttcg gtaacaccca

61 caacaacttc aaactcaact tcaaagttga ggaggagtac cctgacctca ccaagcacaa

121 caaccacatg gccaaggtgc tgaccaagga catgtacgcc aagctgaggg acaagcagac

181 cccctctggc ttcaccttgg atgacgtcat ccagaccggt gtcgacaacc ctggtcaccc

241 cttcatcatg actgttggct gtgtggctgg tgatgaggag tcctacgaga tcttcaagga

301 tctgttggac cccatcatct cagaccgtca tagtggatac aagcccacag acaagcacaa
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361 gaccgacctg aactttgaga acctgaaggg aggtgatgat ctggacccca actacgtcct

421 gtccagccgt gtgcgtactg gccgcagcat caagggatac accctgcccc cccacaacag

481 ccgtggcgag cgcagagcag tggagaaact gtccgtcgag gctctgaaca ccctggatgg

541 tgaattcaag ggaaagtact accccctgaa taagatgacc gatgccgagc aggagcagct

601 tatcgctgac catttcttgt ttgacaagcc cgtctccccc ctgctgctgg gtgctggtat

661 ggcccgtgac tggcccgatg caagaggaat ctggcataac gatgccaaga gcttcttggt

721 ctgggtgaat gaggaggatc acctgcgtgt catctccatg gagaagggcg gcaacatgaa

781 ggaggtcttc agacgcttct gcgttggtct gaaaaggatt gaggagactt tcaagaagca

841 caaccacggc ttcatgtgga acgagcatct tggctacgtg ctgacctgcc cctccaactt

901 gggaactggt ctgcgtggtg gcgtgcacgt caagctgccc aagctgagca cacaccccaa

961 gtttgaggag atcctgacca ggctgcgtct gcagaagcgt ggcacaggtg gcgtggacac

1021 cgcctccgtg ggtggagtgt tcgacatctc caacgctgac cgtctgggat cttctgaggt

1081 agatcaggtc cagatggtgg tggatggtgt caagctcatg gtggaaatgg agaagaagct

1141 ggagaaggga gaggccatcg acggcatgat ccccgcccag aagtaaagag ttg

//

LOCUS HG315739 726 bp mRNA linear VRT 20-JUN-2013

DEFINITION Oncorhynchus mykiss mRNA for guanidinoacetate N-methyltransferase

(GAMT gene).

CDS 2..706

/gene="GAMT"

/function="synthesizes creatine"

/codon_start=1

/product="guanidinoacetate N-methyltransferase"

/protein_id="CDF77023.1"

/db_xref="GI:514052101"

/translation="MTTAQPIFSKGEDCKAGWHDAGAGYNETDTHLEILGKPVMERWE

TPYMHSLAIVASSKGGRVLEIGFGMAIAATKVESFPIEEHWIIECNDGVFARLQEWAK

AQPHKIVPLKGLWEEVVGGLPDNHFDGILYDTYPLSEDTWHTHQFDFIKGHAHRLLKP

GGVLTYCNLTSWGELLKTKYDNIDNMFQETQMPQLLEAGFKKEMISTTTMDIVPPSEC

KYYAFRKMITPTILKE"

ORIGIN

1 aatgactacg gcacaaccca tattttccaa gggagaagac tgcaaagctg gctggcacga

61 cgctggtgct ggttacaatg agaccgacac tcatctcgag attttgggca agcccgttat

121 ggaacgttgg gagactccgt acatgcactc gctggcaatt gtagcctcct caaaaggtgg

181 acgggttctg gagattgggt ttggcatggc catcgcggca actaaagtcg agtccttccc

241 catcgaggag cactggatca ttgagtgcaa tgatggagtg ttcgcaagat tgcaggagtg

301 ggccaaggct cagccacata aaattgtgcc cctcaaagga ctgtgggagg aggtagtggg
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361 cggcctgcct gacaaccact ttgatggcat tctgtacgac acataccctc tgtctgaaga

421 cacatggcac actcaccagt ttgacttcat caagggccat gcccacaggc tgctgaagcc

481 aggtggcgtt ctcacctact gtaacctgac ctcctggggt gaacttctca agaccaaata

541 tgacaacatc gacaacatgt tccaggagac ccagatgcct caactgcttg aggctggctt

601 caagaaggag atgattagca ccacaaccat ggatattgtc cccccaagcg aatgcaaata

661 ctatgccttc cgcaagatga ttactcccac cattctgaaa gagtgaaatg gcttgatgcc

721 actgca

//

LOCUS HG315738 1365 bp mRNA linear VRT 20-JUN-2013

DEFINITION Oncorhynchus mykiss mRNA for glycine amidinotransferase

(L-arginine:glycine amidinotransferase) (GATM gene).

CDS 49..1323

/gene="GATM"

/function="synthesizes guanidinoacetate"

/codon_start=1

/product="glycine amidinotransferase (L-arginine:glycine

amidinotransferase)"

/protein_id="CDF77022.1"

/db_xref="GI:514052099"

/translation="MLRVRCLRGGSRGAEAAHLIGSMLGRAMTGWVQGAFQSYSSSAA

AAQPQRALEENAVTEPERQECPVCAYNEWDPLEEVIVGRAENARVPPFTVEVKANTYE

KHWPFYQKYGGQSFPEDHLKKAVAEIEEMCNILRMEGVTVQRPEPMDWSFEYNTPDFT

STGMYAAMPRDILMVVGNEIIEAPMAWRSRFFEYRAYRPLIKEYFRKGAKWTTPPKPT

MSDELYDQDYPIRTVEDRHKLAAQGKFVTTEHEPCFDAADFIRAGRDLFVQRSQVTNY

MGIEWMRRHLAPDYKVHIISFKDPNPMHIDATFNIIGPGLVLSNPDRPCRQVEMFEKA

GWTVVKPPTPLIPDDHPLWMSSKWLSMNVLMLDPKRVMCDANEHTIHKMFENLGIKTI

KVNIRHANSLGGGFHCWTTDVRRRGSLESYFH"

ORIGIN

1 ccgccgctag aatatcccaa atagccatca ccattatcag gtcggacaat gctgcgagtc

61 aggtgtctca gaggaggtag caggggggcc gaggccgccc atctgatcgg atctatgctc

121 ggccgcgcca tgactggctg ggtgcagggc gcgttccaga gctactcgag ttccgctgct

181 gccgcgcagc cgcaacgcgc cctggaggag aacgctgtca ctgagcctga gcgacaggag

241 tgtcctgtct gcgcctacaa cgaatgggac ccgctcgaag aggtgatcgt aggccgcgcc

301 gagaacgcgc gcgtccctcc tttcacagta gaggtcaagg ctaacacata tgagaagcat

361 tggcccttct accagaagta tgggggccaa agctttcctg aggaccactt gaagaaagcc

421 gttgctgaga ttgaagaaat gtgcaatatt ctccgcatgg agggagttac agtccagaga

481 cctgaaccca tggactggtc ctttgagtac aacactccag acttcacctc tactggcatg
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541 tatgctgcca tgcccagaga catcctcatg gtagtgggga atgagatcat cgaggctccc

601 atggcctgga ggtcccgctt ctttgagtac cgagcctaca gacccctcat caaggagtac

661 ttcagaaagg gtgccaagtg gaccaccccc ccaaaaccca ccatgtctga tgagctgtac

721 gatcaggact accctatccg cacggtggag gacagacaca agctggctgc ccagggaaag

781 tttgtcacca ccgaacacga gccgtgcttc gacgccgctg acttcatcag agctggcagg

841 gatctgttcg tccagaggag tcaggttaca aactacatgg ggattgagtg gatgcgtcgc

901 catcttgccc cggactacaa ggtccacatc atctcattca aggaccccaa ccccatgcac

961 attgacgcca ccttcaacat catcgggccg ggactggtgc tgtccaaccc tgatcgtccc

1021 tgtcgtcagg tggagatgtt tgagaaggcc ggctggaccg tggtgaagcc tccaacccct

1081 ctgattccag atgaccaccc tctgtggatg tcctctaagt ggctgtccat gaatgtcttg

1141 atgctggacc ccaaacgggt catgtgtgat gccaacgagc acaccatcca caagatgttt

1201 gagaaccttg gtatcaagac catcaaggtg aacatccgcc acgccaactc cctgggagga

1261 ggcttccact gctggactac cgacgtgcgt cgccgtggtt ccctcgagtc ctacttccac

1321 tagccgtgcc agaaacagac agtttttatt gagcttaagt aaggt

//

E. Codierende Sequenz des SLC6A8 -Kandidaten

1 atgtcgccag aagtggaaga gaactcccca ggtgatgtgc ggctctccca gatggaagca

61 gggattccat ctgaggagga gggtggtgtg gctcgccccc tagtccctgt gcctggggtt

121 ggggtggggg caggggggtg tgagggaggg ggaggacaga cccaaacaca gcctcaggtc

181 caggctacag cagtaccgta tgtggagaga gagacctgga ccagacagat ggacttcatc

241 atgtcctgtg tgggcttcgc tgtggggctg ggcaacgtct ggcgcttccc ttacctctgc

301 tacaagaacg gtggaggcgt gttcctgatc ccctacatga ttattgtgtt catcggaggt

361 attcccgtgt tcttcctgga aatcgctctt ggtcagttca tgaagcaagg aggggtctct

421 gcatggaaca ttgcccctct ctttaaaggt cttggcctgg cctccatggt aatagtgttc

481 ttctgtaaca cctactacat catgatcctg gtgtggggcc tgtacttcct gcttcactcc

541 ttcaccaacc cgttaccctg ggctacctgc gggcacccct ggaacaccct caactgcacc

601 gaaaacttcc gccgggcttg ccacaaccgc agcaccctgc ctctcctctc ctccaccccc

661 gatccgtcta tccccagctc cctcctctcg tcggtggtat cctccccgct caacctctca

721 tcctctactc tgctcctctt caacggcagc tgcgtggaac cagagggcat gcgctcgcca

781 gtcattgagt tctgggagcg taaggtgctc cgtctctctg gtggtctgga tgagcctggt

841 gacatcagct ctcacatggt cctctgtctg atcgccacct gggttattgt ttacttctgc

901 atctggaagg gagtcaaagg cacaggcaag gtagtgtact tcacagctct gtttccttac

961 ctggtcctgg tggttctgtt ggcccatggt gtaaccttac ctggagcgct ggatgggatt

1021 gtgtactatc tgaaaccaga ctggcccaaa ctctgggaag cccaggtgtg gattgatgct

1081 ggcactcaga tcttcttctc ctatgccact ggtctgggtg ctttaactgc ccttggcagc
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1141 tacaaccgct tccacaacaa ctgccaccaa gatgcgtttg ttctagccat gatcaacagt

1201 gggaccagtt tctttgcagg gtttgtggtg ttctccgtgc cgggcttcat ggctgcagag

1261 cagggggtcg acatcagcaa ggtggccgag agtggtccag gcctggcctt catagcctat

1321 cccaaggctg ttactctgat gcctatggct ccagtctggg cagcgctctt cttcttcatg

1381 ctgttggtac tgggcctgga tagccagttt gttggggtgg agggctttgt cacgggggtc

1441 atggacatgc taccgcccaa atctatggcg ggctcgctgc gtcgtgaggt tgtcgtggcg

1501 atatgctgca tcacctgctt tttcatcgac ctctccatgg taacagaggg agggatgtat

1561 gtgttccagc tgtttgacta ctattctgcc agtgggatca cactgctctg gcaggccttc

1621 tgggagtgtg tggtggtggc ctgggtctat ggtgcagatc gtttcatgga tgatgtggct

1681 cgtatgattg gctaccggcc gatgccctac atgaagtggt gctggtccta catcacgccc

1741 cttgtttgtg tgggagtgtt cctgttccac gtggtgaact acaagcccct gacctataac

1801 tcagtgtata cctacccctt gtggggggag gcactgggct ggtgtctggc cctttcctcc

1861 atgctctgca tcccaatcac tgtcctctac aaactactgc gctgcaaagg acccttcaca

1921 gagcgttggc agcacctgac cactccggtg tggggtcgac atcacatgga gtacttggct

1981 cctgagtctg aggccaaact gctgccccct aatggccaga ccaaaaacac tttgctgttt

2041 gagagtgtca tc
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