Mol ekul arbiologische Charakterisierung des
M802-Antigens (Reggie) im retinotectalen
System des Goldfisches

DISSERTATION

zur Erlangung des Grades eines Doktors der
Naturwissenschaften

der Fakultét fur Biologie der

Universitiat Konstanz

vorgelegt von
Thomas Schulte

aus Bochum

1996



fur meine Eltern



Danksagung

Frau Prof. Dr. Claudia Stirmer mdchte ich fur die Bereitstellung des Themas und ihre standige
Diskussionsbereitschaft ganz herzlich danken.

AuRerdem bin ich fir ihre Geduld, ihr Vertrauen und den Freiraum, den sie mir eingerdumt hat, sehr
dankbar.

Zu besonderem Dank verpflichtet bin ich (in alphabetischer Reihenfolge) Herrn Dr. Martin Bastmeyer
fur die Hilfe bei den Retinapréaparaten und viele nitzliche Tips, Frau Ulrike Binkle sowie Frau Brigitte
Haag fur ihre technische Unterstiitzung, Frau Dr. Ute Lassing fir die Uberlassung der cDNA
Bibliothek, Frau Anette Yvonne Loos fir die Etablierung der Goldfischzucht, und Frau Marianne
Wiechers fir ihre technische Unterstiitzung sowie ihre Geduld mit mir.

Mein ganz besonderer Dank aber, gilt der gesamten Arbeitsgruppe fur Ent-wicklungsneurobiologie fuir
das aulBerordentlich angenehme und freundschaftliche Arbeitsklima und nicht zuletzt fur ihre stete
Bereitschaft zur Hilfe. Die nicht gerade beliebten Fischpraparationen sind nur ein Beispiel hierfur.

Herrn Dr. Friedrich Lottspeich vom Max Planck Institut fir Biochemie in Martinsried bin ich fir die
Uberaus prompte Sequenzierarbeit von Proteinen zu groRem Dank verpflichtet. Ohne die von ihm
stammenden Peptidsequenzen ware die Klonierung der Reggie Proteine bedeutend schwieriger
gewesen.

Bei den Mitarbeitern der Tierforschungsanlage, insbesondere Frau Gast (Immunisierungen) und
Herrn Thimm (Fischzucht), mdchte ich mich herzlich bedanken.

Nicht zuletzt gilt mein ganz besonderer Dank meinen Eltern, die mir meine Ausbildung ermdglicht
haben.



ZUSAMMENTASSUNG ... s 1

ADKUIrZUNGSVEIZEICNNIS ..iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee ettt 3
= T =TE ] o BT OPTPPPPPP PO PPPPPPPPPPPPPPIN 5
Das retinotectale System des Goldfisches (Carassius auratus)...................... 6
Der monoklonale AntikGrper M802 ............uvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 10
(R o] o] ST TP PP P PP PPPPPPPPPPPPP 14
1.1 Biochemische Charakterisierung des M802 Antigens (Reggie) .............. 14
1.1.1 Das M802 Antigen (Reggie) hat ein Molekulargewicht von ca. 48 kD
IM WESTEIMN BlOT.... ittt eeeeees 14

1.1.2 Das immunoaffinitatsgereinigte M802 Antigen (Reggie) hat ein
apparentes Molekulargewicht von 48 kD in der SDS PAGE..................... 16

1.1.4 Immunoaffinitdtsgereinigtes Reggie aus gesamten Goldfischlarven
besteht aus

einer Reihe von Isoformen mit verschiedenen isoelektrischen Punkten .17
1.1.5 Die Mikrosequenzierung des 48 kD Reggie Proteins fuhrte zur

Bestimmung

von 8 partiellen AMINOSAUreSEqUENZEN ........cooveiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeee e 18
1.1.6 Drei neue Antiseren und drei neue monoklonale Antikdrper gegen
g=To o | PP PP PPPPPPPPPPPPPPPPPP 20
1.1.7 Das M802 Antigen ist wasserldslich, membranassoziiert und ein
peripheres MembranpProtein ..............ueeeeeeeeieiiieiiieiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 22

1.2 Klonierung von 2 verschiedenen Reggie cDNA Partialklonen (Reggie-1

(0] g Lol d=To To [ 1= T PRSP PP TPPPPPPPPPPPP 25
1.3 Isolierung zweier vollstandiger Reggie cDNAs (Reggie-1 und Reggie-2)28
1.4 Analyse der Reggie-1 und Reggie-2 KIoNne..............oevvveiiviiiiieiiiiiiiiiieenee, 35

1.4.1 Reggie-1 besitzt eine 80%ige Aminosaure-ldentitdt zum menschlichen

epidermal surface antigen (ESA) ... 35

1.4.2 Reggie-2 in anderen SPEZIES:........uuuuuiereieiieemeieieeieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 37

1.4.3 Sekundarstrukturvorhersagen fir Reggie-1 und Reggie-2 ............. 38

1.4.4 in vitro translatiertes Reggie-1 hat ein apparentes Molekulargewicht

10L& 18T R 45

1.4.5 Reggie-1 besitzt mehrere Genloci im tetraploiden Chromosomen-

SatZ des GOIAfISCNES. ......uiiii s 46

1.5 Analyse der Reggie Expression in adulten und embryonalen Gold-

FIS O BN L e e 47
151... Reggie-1 und Reggie-2 mRNAs haben eine Gr63e von ca. 3 und
3,2 kb in verschiedenen neuronalen Geweben. ..........oveveeeeieieeeieienenn, 47

1.5.2 Reggie-1 und Reggie-2 werden in der Retina des adulten Gold-fisches
nach einer Durchtrennung des Sehnervs gleichermal3en
50 [ 4[] o OSSPSR 49



1.5.3 Im optischen Tectum sind Reggie-1 und Reggie-2 Transkripte in

den retinorezipienten Schichten nicht nachzuweisen. ...............cccevvveeeees 52
1.5.4 Reggie-1 und Reggie-2 Transkripte sind in der embryonalen und friih
larvalen Retina nicht zu detektieren................eeveeveieiiieiiieeiiiieiiieeeeeeeeeeeee 53
2 DISKUS SION - bbb nnnes 57
2.1 Die Charakterisierung des M802 Antigens (Reggi€) ..........cceeevviiiiiiiinnnns 58
2.2 Die neuen monoklonalen Reggie-AntikKOrper.........coooooeoiiiiiiiiiiinsiies 59
2.3 Die Klonierung von zwei CDNAS zU Reggi€........ccoooiiiiiiiiiiiis 60
2.4 Die Charakterisierung von Reggie-1 und Reggie-2 .........cccceeeviiiiiiininnnnns 62
2.5 Das Expressionsmuster von Reggie-1 und Reggie-2...........cccceviiiiiiinnnns 66
2.6 AUSBDIICKE ... 68
3.1 Tiere und Material ......ccoooeeeeeeeeee 69
3L L T s 69
.12 MALEIIAL . 69
3.1.2.1 GEIALE ... 69
3.1.2.2 ChemiKalien ... 70
3.1.2.3 Vorgefertigte Systeme (, KitS")......ccoooiiiiiiiiiie 72
3.1.2.4 Enzyme und Langenstandards............ccccoooins 72
3.1.2.5 SAUIENMALETTAL ... 73
3.1.2.6 Nahrmedien flr BaKIerien ..........ccccoooiiii e 73
3.1.2.7 Verbrauchsmaterial ............cccoooo 74
3.1.2.8 sekundare ANtIKOIPET .........uuu s 74
B2 MEINOTEN .. 75
3.2.1 ProteinbiOChEMIE. ... 75
3.2.1.1 Reinigung monoklonaler Antikérper der Klasse IgG aus
Zellkultur-Uberstanden (nach Ey et al., 1978, mit Modifikationen)........... 75
3.2.1.2 Proteinbestimmung nach der BCA Methode (Pierce) .................. 75
3.2.1.3 Herstellung von Antikorper-Affinitatssaulen............cccoooviiiiiiiinnns 75
3.2.1.4 Reinigung von Reggie aus ganzen Goldfischlarven (30 - 60 d) ..76
3.2.1.5 Reinigung von Reggie aus Hirnen adulter Goldfische................. 77
3.2.1.6 Biotinmarkierung von Membranproteinen aus neuronalem
Gewebe und ImMmMUNPrazipitation.................eeveeieeieeeeeiiieieiieeieeeeeeeeeeeeeeeeee 77
3.2.1.7 SDS-PAGE (nach LAMMII) ... 78
3.2.1.8 SDS-PAGE (nach Schagger mit dem Multiphor Il System,
PRArMACIA) ......cevviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 79
3.2.1.9 Zweidimensionale Gelelektrophorese (nach O’Farrel) ................ 80
3.2.1.10 Silberfarbung von Gelen (nach Heukeshoven und Dernick)...... 82
3.2.1.11 Coomassie-Farbung von Gelen ...........cccooeeiiiiiiiiiiiiiinns 82
3.2.1.12 TCA-Fallung vON ProteiNen.........ccccoeeiiaes 83
3.2.1.13 Gelelektrophoretische Reinigung von Proteinen ....................... 83
3.2.1.14 Transfer von Proteinen auf Membranen (Western Blot) ............ 83

3.2.1.15 Transfer von Proteinen auf Membranen (Western Blot, semidry)84



3.2.1.16 Detektion immobilisierter Proteine (Western Blot Detektion).....84

3.2.2 MOlekularbiolOgie ... 85
3.2.2.1 Bakterienstamme und VEKIOIeN ..........ccoeiiiiiiiiiii e 85
3.2.2.2 Herstellung von E. coli iber Nacht- und Dauer-Kulturen ............. 85
3.2.2.3 Herstellung von E. coli Kulturen zur Infektion mit | -Phagen
3.2.2.4 Herstellung kompetenter Bakterien nach Chung et al., 1989....... 86
3.2.2.5 Transformation von Plasmid DNA in kompetente Bakterien (bei
Selektion Mit AMPICIHTITNY ... 86
3.2.2.6 Amplifizierung von Plasmid DNA in Bakterien (,, Miniprap®)......... 86
3.2.2.7 Verdauung von DNA durch Typ Il Restriktionsendonukleasen....87
3.2.2.8 Gelelektrophorese VON DNA ... 87
3.2.2.9 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen.................... 87
3.2.2.10 Polymerase Chain Reaction (PCR) .........cccoeiiiiiiiiiinans 88
3.2.2.11 Subklonierung von PCR Produkten .............cccceeiiiiiiiiiinniiiiinnns 88
3.2.2.12 Praparation von Klonierungsvektoren.............cccoeeeviiiiiiniiinnnnnnns 88
3.2.2.13 Phenol/Chloroform Extraktion von Nukleinsaurelésungen......... 89
3.2.2.14 Phosphorylierung von DNA 5-Enden .........ccccoooiiiiiiiiiiiiiiiinns 89
3.2.2.15 Ligation VON DINA ... 89
3.2.2.16 Sequenzierung doppelstrangiger DNA ........ccoooiiiiiiiiiiiiiinnns 89

3.2.2.17 Herstellung von Deletionsklonen durch unidirektionalen Exo
IlI/DNAse |

VEIAU. ..o 90
3.2.2.18 Isolierung von Gesamt-RNA aus Gewebe .........cccceeeeeeeeeeveeinnnnns 90
3.2.2.19 Anreicherung von poly A+ RNA aus Gesamt RNA durch oligo dT
Cellulose Chromatograpi€ ...........eeeeeueeeeeerieiiiieiieeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 91
3.2.2.20 Anreicherung von poly A+ RNA aus Gesamt RNA durch oligo dT
Dynabead Chromatograpi€ ............eeeeeeeeeeeieeieeeieieiieeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeenes 92
3.2.2.21 Gelelektrophorese von RNA ... 92
3.2.2.22 CDNA-ErstStrangsynNtNeSe ... 93
3.2.2.23in Vitro TransKription ..........cccccoo e 93
2.2.2.24 Kapillar-Transfer von RNA aus Agarosegelen auf Nylonmembranen
................................................................................................................. 94
3.2.2.25 alkalischer downward Transfer von DNA aus Agarosegelen auf
positiv

geladene NylonmMemMbBIranen ... 95
3.2.2.26 Hybridisierung immobilisierter Nukleinsauren mit DNA/RNA Sonden
................................................................................................................. 95
3.2.2.27 Entfernung hybridisierter Sonde von Membranen (stripping).....96
3.2.2.28 Herstellung radioaktiv markierter DNA Sonden durch oligo
[ADEIIING ..ttt 96
3.2.2.29 Screening einer | -ZAP cDNA Bibliothek unter hochstringenten
[1=To [T To U] To =] o I PP P P PP PPPPPPPPPPPPPP 97

3.2.3 Histologische MethOdeN ... 99



3.2.3.1 Anfertigung von KryoSChNItten ...........cccooiiiiiiiiiie 99
3.2.3.2 Immunhistologische Fluoreszenzmarkierung an Kryoschnitt

PrApaAraten ........ooiiiiiii e 99
3.2.3.3 In situ Hybridisierung an Gesamt-Praparaten (whole mount)....100
3.2.3.4 In situ Hybridisierung an Kryo-Schnitt Praparaten..................... 101
3.2.4 Produktion vON ANtIKOIPEIM .......e s 101
3.2.4.1 Produktion polyklonaler ANtIKOIPEr ..........cooiiiiiiiiia 101
3.2.4.2 Produktion monoklonaler AntiKOrPer.........ccooooeoiiiinniiiens 102

10 -1 TR RR R PURPRPTPRR 103



ZUSAMMENFASSUNG

Ausgehend von einem monoklonalen Antikérper M802, der wachsende und vor allem
regenerierende retinale Ganglienzellaxone im Sehsystem des adulten Goldfisches erkennt
(Paschke, 1990), erfolgte in dieser Arbeit die molekularbiologische Charakterisierung des
M802 Antigens (Reggie).

Der monoklonale Antikoérper M802 erkennt eine Gruppe peripherer Membranproteine,
die ein apparentes Molekulargewicht von 48 kD in der SDS PAGE aufweisen. Die
Mikrosequenzierung des aus Goldfischlarven (30-60 d alt) gereinigten Proteins durch Dr. F.
Lottspeich (MPI fir Biochemie, Martinsried) erbrachte eine N-terminade und 7 interne
Peptidsequenzen. Mithilfe dieser Peptidsequenzen gelang die Klonierung zweier partieller
Reggie cDNA Sequenzen durch Einsatz der Polymerase chain reaction (PCR) aus Retinae
adulter Goldfische 14 Tage nach einer Durchtrennung des optischen Nervs (ONS). Zu diesen
beiden partiellen cDNAs wurden vollsténdige cODNA Klone aus einer cDNA Bibliothek finf
Tage alter Goldfischlarven isoliert. Dadurch wurde der Nachweis erbracht, dal3 durch M802
immunoaffinitétsgereinigtes Protein aus mindestens 2 verschiedenen Polypeptiden besteht —
Reggie-1 und Reggie-2, die Mitglieder einer neuen Proteinfamilie im ZNS der Vertebraten
bilden. Diese beiden Proteine sind zu 45% identisch, haben errechnete Mol ekulargewichte von
46,9 (Reggie-1) sowie 47,2 kD (Reggie-2) und sind das Produkt mindestens zweier Gene im
Goldfisch. Reggie-1 und Reggie-2 kodieren fur Gberwiegend hydrophile Proteine, denen ein
klassisches Signalpeptid fehlt. Eine Datenbankrecherche zeigte, dald das Epidermal Surface
Antigen (ESA), ein in der menschlichen Haut produziertes 35 kD Protein, ein mogliches

humanes Homologes zu Reggie-1 darstellt, da es zu 80% mit diesem identisch ist.

In situ Hybridisierungen zeigten, dal3 Transkripte von Reggie-1 und Reggie-2 nach
einer Lasion des optischen Nervs transient von RGZs exprimiert werden. Dabel sind die
Expressonsmuster beider mRNAS nicht unterscheidbar. Im Gegensatz zu dieser Situation,
kommt es im Embryo und in der frihen Larve zu keiner Reggie-1 oder Reggie-2 mRNA
Expresson in RGZs, und dieser Befund stimmt mit der Abwesenheit der M802
Immunoreaktivitdt von RGZs und RGZ Axonen in Embryo und Larve Uberein. Zellen des
olfaktorischen Epithels und des Trigeminus im Embryo produzieren beide Transkripte. Auf der

Ebene der RGZs stimmt das zeitlich rd&umliche Expressionsmuster der mRNAS von Reggie-1
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und Reggie-2 mit dem des M802 Antigens Uberein. Dieses Expressionsmuster ergab sich auch
mit neu produzierten monoklonalen Antikérpern gegen immunoaffinitétsgereinigtes Reggie
Protein.

Reggie Proteine stellen eine neue Familie von Zelloberfl&chenproteinen im ZNS der
Vertebraten dar. Die Expresson von Reggie-l und Reggie-2 verdeutlicht, da3 die
Regeneration verletzter Nervenfasern keine Rekapitulation der Ontogenese, sondern ein
ahnlicher Vorgang ist.
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EINLEITUNG

Kalt- und warmblitige Vertebraten unterscheiden sich deutlich in ihrer Antwort auf
Verletzungen von Fasertrakten im Zentralnervensystem (ZNS; Skene, 1989). ZNS Neurone in
Fischen, wie dem Goldfisch (Carassius auratus), sind in der Lage, verletzte Axone unter Wie-
dererlangung der vollen Funktion zu regenerieren. Neurone des Saugers konnen das nicht.
Hierfir sind vor alem zwel Umstadnde verantwortlich, die Gliazell Umgebung entlang des
Nervs und speziell an der Stelle der Lasion (Schwab et al., 1993; Johnson, 1993; Bahr und
Bonhoeffer, 1994; Wanner et al., 1995) und die intrinsische Wachstumspotenz der Neurone
selbst (Fawcett, 1992; Stuermer et al., 1992). Im Gegensatz zum ZNS sind Neurone des peri-
pheren Nervensystems (PNS) auch in Sdugern zur Regeneration fahig.

Nach einer Verletzung des optischen Nervs im Goldfisch, Gberleben fast samtliche reti-
nalen Ganglienzellen (RGZs) (Meyer et a., 1985), und erlangen die Fahigkeit (Kompetenz),
ihre Axone zu regenerieren. Bel Sdugern kommt es nach einer solchen Lasion zu massivem
Zelltod und nur wenige der RGZs liberleben (Aguayo et al., 1991). An der Lasionsstelle selbst
verhindern vor allem Oligodendrozyten und ihr Produkt das Myelin des ZNS, eine Regenera-
tion der RGZ Axone (Schwab et a., 1993), denn sie sind inhibitorisch fir Axonwachstum.
Eine identifizierte Komponente hierfir stellen die von Sauger-Oligodendrozyten produzierten
neurite growth inhibitors (NI-220 und NI-35) dar (Caroni und Schwab, 1988a). Durch Appli-
kation des Antikorpers IN-1 — er neutralisiert die Funktion von NI-220 und NI-35 —lief3en sich
sowohl in vitro (Caroni und Schwab, 1988b) as auch in vivo im Falle des Riickenmarks der
Ratte (Bregman et al., 1995) die Auswachseigenschaften von ZNS Axonen trotz der Ge-
genwart von Sauger Oligodendrozyten und Myelin deutlich erhthen. Bei Fischen produzieren
Gliazellen des optischen Nervs — sie sind nicht inhibitorisch fir Axon Wachstum — nach einer
Verletzung sogar wachstumsforderliche Molekile, wie das ES87-Antigen (Bastmeyer et d.,
1993) und die axogenesis factors AF-1 und AF-2 (Schwalb et a., 1995; Schwalb et a., 1996).

Nach ener L&sion des optischen Nervs im Goldfisch kommt es zu einer massiven
Hochregulation der RNA- und Proteinsynthese-Maschinerie in den retinalen Ganglienzellen
(RGZs) (Grafstein und McQuarrie, 1978; Grafstein, 1991). Im Laufe dieses Prozesses werden
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wachstumsassoziierte Proteine in RGZs produziert, diese erscheinen dann kurze Zeit spéter in
oder auf den regenerierenden Axonen (Benowitz et al., 1981; Benowitz and Lewis, 1983;
Burmeister et al., 1985; Perry et al., 1985; Stuermer et al., 1992).

Retinale Ganglienzellen (RGZs) im Sauger sind nach einer Verletzung des Sehnervs nur
zur Ausbildung kurzer sprouts, aber nicht zur Elongation (Regeneration) ihrer Axone fahig
(Ramon y Cgjal, 1968). Nach Gabe eines peripheren Transplantats anstatt des optischen Nervs
sind immerhin knapp 5% der retinalen Ganglienzellen in der Lage ihre Axone zu regenerieren
(Vidal-Sanz et a., 1987). Der Groldteil der RGZs stirbt alerdings nach der Axotomie ab
(Thanos et a., 1989; Villegas-Perez et al., 1993). Das bedeutet, dal? nicht nur die inhibitori-
schen Eigenschaften der Umgebung retinaler Ganglienzellaxone fur die Unféhigkeit zur Rege-
neration in Saugern verantwortlich sind, sondern auch die intrinsischen Wachstums- und
Uberlebenseigenschaften der Zellen eine Rolle spielen (Ubersicht in Fawcett, 1992).

Zur Zeit ist nur eine kleine Zahl von Proteinen bekannt, deren gesteigerte Expression
Ausweis dieser Kompetenz des Neurons zur Regeneration sind. Hierzu gehort in Fischen und
in Sdugern das wachstumsassoziierte Protein Gap-43 (Benowitz und Lewis, 1983; LaBate und
Skene, 1989). In Fischen zahlen hierzu ferner die Zelladhasionsmolekiile der Immunoglobulin
(1g) Superfamilie N-CAM (Bastmeyer et a., 1990), E587-Antigen (ein L1 &hnliches Molekil,
Vielmetter et al., 1991) und Neurolin — ein DM-Grasp/BEN/SC1 Homologes — (Paschke et al.,
1992; Lassing et al., 1994). Die Expression dieser Proteine korreliert zeitlich und réumlich mit
Wachstum sowie Regeneration der RGZ Axone, und sie sind auf den regenerierenden Axonen
und deren Wachstumskegeln vorhanden. Deshalb geht man davon aus, dal3 sie eine Rolle beim
Auswachsen der RGZ Axone spielen (Skene, 1989; Stuermer et al., 1992; Bastmeyer et d.,
1995). Im Fall des E587-Antigen konnte in in vitro Studien gezeigt werden, dal3 sowohl die
Auswachsgeschwindigkeit um 30% und die Faszikulationsféhigkeit von RGZ Axonen des
Goldfisches fast vollstdndig durch Anwesenheit eines funktions-neutralisierenden Antikorpers
verringert war (Bastmeyer et al., 1995). Bai Sdugern werden die entsprechenden Homologen
dieser Proteine, wie beim Fisch, wahrend der Embryonalentwicklung exprimiert (Jessel, 1988).

Man konnte nun annehmen, dal3 die Regeneration lediglich die Rekapitulation der in
der Ontogenese ablaufenden Prozesse darstellt. Das ist aber nur im Prinzip richtig. Nattrlich
sind @nliche Aufgaben zu bewdltigen, wie etwa die Wegfindung von Axonen und der Aufbau
einer funktionellen Verschaltung durch korrekte Synapsenbildung, doch mindestens zwel

Dinge haben sich verandert. Zum einen ist das Neuron weliter differenziert, zum anderen hat
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sich seine Umgebung veréandert. Dies zeigt sich auch weiter unten in der Beschreibung des
retinotectalen Systems des Goldfisches. Ein gutes Beispiel fir den Unterschied zwischen den
beiden Prozessen ist das M802 Antigen Reggie, dessen biochemische und molekularbiologi-
sche Charakterisierung das Thema der folgenden Arbeit war.

Der Goldfisch stellt somit ein gutes Modell dar, um funktionierende neuronale Regene-
ration im ZNS zu studieren, ihre Mechanismen und die Unterschiede zur Ontogenese zu ver-
stehen.

Das retinotectale System des Goldfisches (Carassius auratus)

Das retinotectale System des Goldfisches weist gegeniiber dem Sehsystem des Saugers
— seht man einmal von den anatomischen Unterschieden ab — zwel wichtige Unterschiede auf.
Es ist in der Lage, nach einer Durchtrennung des Sehnervs innerhalb weniger Monate seine
vollstandige Funktion wiederzuerlangen. Nach ca. 20 Tagen lassen sich erste Aktionspotentiale
in den retinorezipienten Schichten — hier terminieren die retinalen Ganglienzell (RGZ) Axone
und machen erste Verschaltungen (Schmidt, 1985) — des Tectums ableiten. Diese sind zuerst
nur grob retinotop (siehe unten) und werden dann innerhalb von ca. 80 Tagen verfeinert
(Northmore 19894, b). Dieser Zeitverlauf korreliert mit dem Eintreffen und der Reorganisation
der regenerierenden RGZ Axone (Stuermer 1988a, b).

Aulkerdem wachst der Goldfisch und damit auch die Retina ein Leben lang, so dald sich

selbst im adulten Tier Neurogenese und Wegfindungsprozesse studieren lassen.

Das retinotectale System des adulten Goldfisches besteht aus drel Teilen: der Retina,
dem optischen Nerv und -Trakt sowie dem optischen Tectum (siehe zum Beispiel Schwass-
mann und Kruger, 1965; Sharma, 1972). Die im Auge befindliche Retina ist ein diinnes halb-
kugelformiges Gewebe auf welches das visuelle Bild projiziert wird. Die Photorezeptoren — sie
liegen zuunterst und machen den Groliteil der Zellen in der Retina aus — geben ihre Signale an
Uber ihnen liegende sekundére Neurone (bipolare Zellen) und lateral projizierende Elemente
(horizontale- und amakrine Zellen) weiter. Die Endstation dieser Verarbeitung sind die zu-
oberst liegenden retinalen Ganglienzellen (RGZs), welche Axone Uber den optischen Nerv, das
optische Chiasma und den optischen Trakt in das kontralaterale optische Tectum aussenden
(s.h. Abbildung &). Der optische Nerv besteht aus einzelnen Faszikeln von Axonen, wobel jedes
Faszikel einem Ring von RGZs entspricht (Scholes, 1979; Easter, 1981; s.h. Abbildung b). Im
Chiasma kreuzen die beiden optischen Nerven nahezu vollsténdig — im Gegensatz zu Saugern,

bei denen nur die Halfte der RGZ Axone im Chiasma kreuzen. Zidl dieser Axonfaszikel ist das
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optische Tectum, welches eine geschichtete laminare Struktur darstellt (s.h. Abbildung c). Die
einwachsenden RGZ Axone fachern beim Eintritt in das Tectum auf und ihre Axonendb&ume
terminieren in den retinorezipienten Schichten dem Stratum opticum (SO) und dem Stratum

fibrosum et griseum superficiale (SFGS, s.h. Abbildung c).

Schnittebene
durch das Tectum

linker optischer Trakt

ll = linkes Auge

Cerebellum linker Sehnerv

_________ Selleder Nerv-

durchtrennung
ll

N rechtes Auge

Abbildung a Schematische Aufsicht auf ein Goldfischgehirn. Rostral ist rechts. Die olfaktorischen
Bulben und die Telencephali sind nicht dargestellt. Die gestrichelte Linie durch den optischen Nerv
markiert die Stelle einer Nervdurchtrennung sowie den in Abbildung b dargestellten Querschnitt durch
den optischen Nerv. Die gestrichelte Linie durch das Tectum markiert die Schnittebene durch das
Tectum in Abbildung c.

Die Art der Projektion von der Retina zum optischen Tectum ist retinotop. Das heilt
jeder Punkt auf der Retina — genauer gesagt auf der Ebene der RGZs — ist unter Erhalt der
Nachbarschaftsbeziehung einem Punkt im Tectum zugeordnet. Diese Zuordnung folgt dabei
einer einfachen Regelmaliigkeit. Die Projektion einer retinalen Ganglienzelle in das kontral ate-
rale Tectum folgt namlich dem Schema: dorsal ® media, ventral ® latera, rostral ® anterior
und temporal ® posterior (s.h. Abbildung d).

Wie der gesamte Fisch, so wéchst auch die Retina ein Leben lang. Neue Zéellen — und
auch RGZs — werden hierbei am Rand addiert (Johns, 1977). Diese neuen RGZs verhalten sich
ahnlich wie embryonale Zellen, das heil%t sie senden Axone in Richtung des kontralateralen
Tectums Uber den Sehnerv aus. Auch hier existiert ein einfaches Ordnungsprinzip. Der Ring
der neuen RGZs entspricht einem Biindel (Faszikel) an Axonen im optischen Nerv (Easter et
al., 1981; sh. Abbildung b). Dieses bildet sich an der Austrittsstelle des optischen Nervs in der
Retina. Der optische Nerv wéchst durch Addition dieser Faszikel entlang seiner Oberflache.

Demgegeniuber, erweitert sich das optische Tectum entlang seiner Léangsachse
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(anterior/posterior) durch die Addition neuer Zellen am posterioren Ende. Um nun die re-
tinotope Karte aufrechtzuerhalten, mussen die Axonendbdume und deren Synapsen standig

verschoben werden. Dieser Vorgang wird a's shifting bezeichnet (Easter und Stuermer, 1984).

AUSIIT 0es
optischen

Nervs Retina

retinale Ganglienzelle
< (RGZ) mit Axon

etwas dlteres Faszikel

optischer Nerv
Bundel (Faszikel)
der neuen Axone

Abbildung b Schema einer Retina mit einigen wenigen eingezeichneten retinalen Ganglienzellen
(RGZs) und deren Axonen. Je dunkler die RGZs dargestellt sind, desto jlinger sind sie. Alle RGZs
eines Alters liegen dabei auf konzentrischen Kreisen. Diese Altersordnung spiegelt sich auch im
optischen Nerv wieder — hier Schema eines Querschnitts.

Nach einer Durchtrennung des optischen Nervs mul3 die retinotope Ordnung wieder
hergestellt werden. Dabei geschieht das Wiedereinwachsen der RGZ Axone in das kontralate-
rale optische Tectum relativ ungeordnet — jedenfalls im Vergleich mit dem Einwachsen em-
bryonaler RGZ Axone in das tectale Neuropil (Stuermer und Easter, 1984). Die durch die
Verletzung des optischen Nervs aufgebaute Ordnung ist das Ergebnis eines sukzessiven
Wachstumsprozesses gewesen. Nach der Etablierung der retinotectalen Projektion im Embryo
wachsen larvale und adulte RGZ Axone entlang dterer RGZ Axone (Stuermer und Raymond,

1989). Die so sukzessiv aufgebaute Ordnung wird auch als Altersordnung bezei chnet.
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SM
80
SFGS

SGC

SAC

SPV

Abbildung ¢ Querschnitt durch das optisches Tectum eines adulten Goldfisches mit seinen 6
Schichten, SM: Stratum marginale, SO: Stratum opticum, SFGS: Stratum fibrosum et griseum
superficiale, SGC: Stratum griseum centrale, SAC: Stratum album centrale, SPV: Stratum
periventriculare. Die markierten Schichten (SO und SFGS) sind die retinorezipienten Schichten des
optischen Tectums. Die meisten RGZ Axone gelangen uber das SO (punktiert) in das optische
Tectum und machen ihre synaptischen Kontakte im SFGS (schraffiert). Nach Meek, 1983.

Fruhe Stadien (ca. 20 Tage nach Nervdurchtrennung) der axonalen Regeneration sind
nicht retinotop (Stuermer und Easter, 1984, Northmore, 1989a). Innerhalb weniger Monate
wird die volle Sehfahigkeit des Goldfisches wiederhergestellt. Durch einen anfangs von neuro-
naler Aktivitdt unabhéngigen Mechanismus wird eine geordnete retinotope Karte wiederher-
gestellt, wobel es eines Prozesses neuronaler Aktivitét bedarf, um die synaptischen Verschal-
tungen zu prézisieren (Stuermer, 1988a; Schmidt 1985, Northmorel989b). Wahrend dieser
Zeit werden in den retinorezipienten Schichten des Tectums Axonendbdume aufgebaut und
deren Position durch Astaufbau und Astabbau verschoben. Wahrend dieser Regenerationspro-
zesse werden bestimmte Gene transient exprimiert, dieses sind z.B. Oberflachenrezeptoren der

Immunoglobulinsuperfamilie (Stuermer et al., 1992).
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lateral

Tectum

anterior posterior

Axone der -

retinalen Ganglien- medial

zellen dorsal

Retl n a nasa| ternpora'

Augtritts <
stelle des ventral
optischen
Nervs

Abbildung d Retinotope Ordnung zwischen der Retina und dem kontralateralen optischen Tectum.
Zahlen in Retina und Tectum geben elektrophysiologisch verkniipfte Areale an (nach Schwassmann
und Kruger, 1965). Das Tectum ist in der Aufsicht dargestellt, d.h. ventral geht in die Bildebene
hinein.

Der monoklonale Antikdrper M802

Eine in Vertebraten gangbare Strategie, Proteine zu identifizieren, die am axonalen
Wachstum sowie der Regeneration beteiligt sind, ist die Produktion monoklonaler Antikorper
gegen differentiell exprimierte Genprodukte. Dabei werden zuerst gegen samtliche immunoge-
nen Komponenten aus entsprechenden Gewebsfraktionen (hier optische Nerven nach ener
ONS) Antikorper erzeugt. Die Differenzierung erfolgt dann durch ein geeignetes Auswahlver-
fahren. Im Fal des Goldfisches ist hierfir das screening auf Kryoschnitten des optischen
Tectums oder des Chiasmas von Tieren nach einsaitiger ONS sehr gut geeignet. Da nur ein
Nerv regeneriert, dient die normale Seite des Préparats als Kontrolle. Tritt im regenerierenden
Nerv oder dem Tectum kontralateral zur Lasion ein Signa auf, das in der Kontrollseite nicht
zu sehen ist, dann ist das ein Kandidat fir ein solches differentiell exprimiertes Gen. Durch die
Wahl entsprechender Fraktionen, wie z.B. Zellmembranen, kann die Suche auf bestimmte

Kompartimente der Zelle, hier der Zellmembran, beschrénkt werden.
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Dahinter verbirgt sich die Idee, dal? ein Neuron nach einer Axotomie einen spezifischen
Satz an Oberflachenrezeptoren bendtigt, um Aufgaben wie Auswachsen von Axonen und deren
Zidfindung zu 16sen. Dieser Satz an Oberflachenrezeptoren wird nur transient exprimiert und
nach erfolgreicher Regeneration wieder von der Oberflache der Neurone und deren Zell-

korpern entfernt.

Katja Paschke hat im Rahmen ihrer Doktorarbeit einen monoklonalen Antikorper ge-
neriert, der ein sehr interessantes zeitliches und réumliches Farbemuster aufweist. Es ist dies
der MAK M802. Sein Antigen tritt nach einer Durchtrennung des optischen Nervs in den

RGZs und ihren Axonen auf.

Obwohl das M802 Antigen an Regenerationsprozessen des optischen Nervs beteiligt ist
—eswird jedenfalls hoch exprimiert — wird es anscheinend nicht wéhrend der Entwicklung des
retinotectalen Systems exprimiert. Ein weiterer interessanter Punkt ist der zeitliche Verlauf
seiner Expression. Zu einem Zeitpunkt, da andere wachstumsassoziierte Proteine, wie Neuro-
lin, nicht mehr detektierbar sind, werden erst maximale Proteinmengen des M802 Antigens in
der gesamten retinotectalen Projektion sichtbar. Es scheint damit vor alem auch in sekundére
oder weitergehende Regenerationsprozesse involviert zu sein. Das Expressionsmuster des
M802 Antigens im optischen Tectum ist auch in der Abbildung 1.4 ersichtlich.

sion im adulten
Goldfisch nach ONS

deren regenerierende
Axone (nach ca. 5-
6d, mindestens bis
129 d post ONYS)

(erstes Signa nach
ca. 18 d, Maximum
nach ca. 129 d, nach
370 d nicht mehr
nachweisbar), Mikro-
glia(3d)?

Retina optischer Nerv optisches Tectum
sich entwickelndes | innere Plexiform nicht detektierbar nicht detektierbar
retinotectales System | Schicht
transiente Expres- neue RGZ- Zellkor- | Bundel der neuen nicht detektierbar
sion im adulten per und -Axone Axone und deren
Goldfisch (ohne L&- Zellkorper
sion)
transiente Expres- RGZ- Zdlkérper und | regenerierende Axone | SO und SFGS (nach

ca 21 d, Maximum
ca. 129 d, nicht mehr
nachweisbar nach ca.
8 Monaten)

konstitutive Expres-
sion im ZNS des
adulten Goldfisches

innere Plexiform
Schicht und Blutge-
fal3-Endothelien

Blutgefal3-Endothe-
lien

Blutgefal3-Endothe-
lien

Tab. a Zusammenfassung der Immunhistochemischen Daten des M802 Antikorpers (grof3teils aus
Paschke, 1990 entnommen).
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Die Ziele der vorliegenden Arbeit waren:

Die biochemische Charakterisierung des M802 Antigens und seine Isolierung
Die Klonierung der entsprechenden cDNA(s)
Die Generierung neuer Antikorper gegen Reggie

Die Untersuchung der Genexpression des M802 Antigens

13
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KAPITEL 1

ERGEBNISSE

1.1 Biochemische Charakterisierung des M802 Antigens (Reggie)

Das M802 Antigen (Reggie) ist auf der Oberflache von retinalen Ganglienzell-Axonen
lokalisiert (Paschke, 1990). Im Western Blot wurde es als 47 kD Protein unter reduzierenden
Bedingungen beschrieben. Immunoaffinitétsgereinigtes M802 Antigen wurde as Triplet von
47, 118 und 175 kD unter nicht reduzierenden Bedingungen beschrieben (Paschke, 1990).
Allerdings weisen diese Western Blots nur schwache Signale auf. Hinzu kommt, dal? der zur
Detektion benutzte AntikOrper Ziege anti Maus H+L, HRP konjugiert (von Dianova), in
Western Blots von Goldfisch Hirn Membranfraktionen alein schon zwei Banden bei 50 und
120 kD erkennt, wenn auch mit geringer Intensitét. Deshalb wurde versucht mit der nachwels-
stdrkeren Methode des Enhanced Chemoluminescence (ECL, Amersham) sowie alternativ

durch Immunprézipitation mit dem M802 Antikorper diese Befunde zu verifizieren.

1.1.1 Das M802 Antigen (Reggie) hat ein Molekulargewicht von ca. 48 kD im
Western Blot

Zur Western Blot Analyse wurden Membranmikrosomenprdparationen (s.h. 3.2.1.6)
aus adulten Goldfischhirnen mit jeweils einem der unten aufgefihrten Puffer extrahiert und die
|6dliche Fraktion (jeweils 50ug Protein) mittels SDS PAGE und Western Blot mit dem M802
Antikorper analysiert. Als Kontrolle diente der Antikorper ES87 (Vielmetter et al., 1989). Die-

ser erkennt ein integrales Membran-protein von 200 kD apparentem Molekulargewicht.
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. OGP Puffer: 3% OGP, 20 mM Tris-HCI pH 7,4; 150 mM NaCl

. TX-100 Puffer: 1% Triton X-100 ;20 mM Tris-HCI pH 7,4; 150 mM NaCl
. Harnstoff Puffer: 8M Harnstoff in 20 mM Tris-HCI pH 7,4

. Hochsalz Puffer: 500 mM NaCl in 20 mM Tris-HCI pH 7,4

Bei einem 25 fachen Uberschul? an M802 Antikdrper (50 pg/ml) zum Detektionsantikorper
Ziege anti Maus HRP konjugiert (2 pg/ml), wurde bei allen 4 Extrakten eine Bande von ca. 48
kD apparentem Molekulargewicht detektiert (Abbildung 2.1). Bel der Hochsalz Extraktion
zeigten sich neben der Bande bel ca. 48 kD noch jewells eine Bande bei ca. 50 kD und eine
bei ca. 100 kD, wenn auch letztere mit geringerer Intensitét (Abbildung 2.1). Die SDS PAGE
verlief in alen Falen unter nicht reduzierenden Bedingungen. Unter reduzierenden Bedingun-
gen (10 mM DTT oder 5% 2-Mercaptoethanol) kommt es zu keiner Bindung des M802
Antikorpers mehr. In der Kontrolle mit dem E587 Antikorper erschien nur ein Signal bei 200
kD apparentem Molekulargewicht. Demnach sind die Signale bei 48, 50 und 100 kD auf die
Bindung des M802 Antikdrpers zurtickzufiihren. Es zeigte sich, dal3 Triton X-100 as Deter-
gens gut geeignet ist, das M802 Antigen aus Membranfraktionen in Lésung zu bringen. Es ist
zudem relativ billig und aufRerdem, im Gegensatz zu Harnstoff, kompatibel mit der Im-

munoaffinitétschromatographie.

200 kD 2= 200 kD
i

974 k1) b 974 kD
69 kD == - G9KD
453D I Ty
30 kD= - 30KD

AAAA

Abbildung 2.1 Western Blot Analyse von Extrakten aus Gesamtmembran-Préparationen von Gold-
fischgehirnen. Linke Seite: 1-3: 8 M Harnstoff (1. M802; 2. Kontrolle, nur sekundarer Antikdrper; 3.
E587). 4-6: 1% TX-100 (gleiche Reihenfolge wie bei Harnstoff). Rechte Seite: 1+3: Hochsalz Puffer;
2+4:. OGP Puffer; SDS PAGE unter nicht reduzierenden Bedingungen. Konzentration an
Primarantikérper: 50 pg/ml; Konzentration an Sekundarantikérper: 2ug/ml. Der Nachweis erfolgte mit
ECL.
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1.1.2 Das immunoaffinitatsgereinigte M802 Antigen (Reggie) hat ein
apparentes Molekulargewicht von 48 kD in der SDS PAGE

Zur |dentifizierung des Antigens mufden gréf3ere Mengen (50-100 pg) des Proteins mit
ausreichender Reinheit gewonnen werden. Aus gesamten Hirnen adulter nicht nervdurch-
trennter Goldfische war die Ausbeute an Reggie gering, aul3erdem ist der Aufwand der Gewe-
bepraparation grof3. Als eine sehr viel glnstigere Quelle fir Reggie erwiesen sich 30 bis 60
Tage alte Goldfischlarven. Diese exprimieren, auch aufRerhalb des Nervensystems, Reggie
(nachgewiesen durch M802 Immunhistochemie an Kryoschnitten). Neben der Haut weisen
auch innere Organe, wie der Darm und vor alem die Milz ein starkes Signal in der Immunfluo-
reszenz auf. Ausgehend von einem existierenden Protokoll zur Affinitdtsreinigung des inte-
gralen Membranproteins ICAM-1 aus humanem Tumorgewebe (Staunton et al., 1988) wurden
ganze Goldfischlarven (30-60 d, 80 g) in TNCE Puffer (s.h. Abbildung 2.2 und 3.1.2.4) mit
Hilfe eines Polytrons homogenisiert. Nach einer Anreicherung der Membranmikrosomen und
einer Triton X-100 Extraktion wurde diese Fraktion Uber eine M802-Affinitétssaule (50 mg
M802 an 6 ml Mini-Leak, Vorsdule 3 ml CNBr Sepharose mit E587 Antikérper) gepumpt.
Nach dem Waschen der Saule mit Aufgabe-, Hochsalz- und Niedrigsalzpuffer (s.h. Abbildung
1.1 und Tabelle 1.1) wurden die Elutionsbedingungen unter Kontrolle der UV-Absorption bei
280 nm getestet. AuRerdem wurden die Fraktionen aufgefangen und Aliquots davon mittels
SDS PAGE analysiert. Das Ergebnis ist in folgender Tabelle aufgefiihrt. Das unter pH 12,0
eluierte 48 kD Protein ist in der Abb. 1.3b zu sehen. Das von der Immunoaffinitétssiule
eluierte Protein erscheint in der SDS PAGE (nach Schégger) as Protein mit apparentem
Molekulargewicht von ca. 300 kD, wenn sich nicht geniigend SDS im Probenpuffer befindet.
Bel einer Steigerung der SDS Konzentration von 1% auf 3% im Probenpuffer, war statt

dessen nur noch eine Bande bei 48 kD sichtbar.

Puffer UV Absorption bei 280 nm/Bande im SDS
PAGE
50 mM EDTA; 50 mM Tris-HCI pH 8,0; niedermolekulare Banden, beim Kontrollan-
0,5% N-Octylglucopyranosid (OGP) tikorper E587 erscheinen aber die gleichen
Banden, moglicherweise C-Typ Lektine
100 mM Glycin-HCl pH 2,5; 0,5% OGP keine
100 mM Triethylamin-NaOH pH 12,0; 0,5% | starke Absorption, 48 kD Bande
OGP

Tabelle 1.1 getestete Elutionsbedingungen fur die Immunoaffintatsreinigung von Reggie mittels
M802.
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Goldfisch Larven

Homogenisierung in TNCE mit Polytron

Zentrifugation bei 1000 g, 10 min

Uberstand mit Membranmikrosomen

mit 10% Tween-20 auf 2,5% Tween-20 einstellen
Zentrifugation bei 150.000 g, 1 h

A\ 4

Membranmikrosomen Pellet

resuspendieren in TNCE
Zentrifugation bei 150.000 g, 1 h

N4

Membranmikrosomen Pellet

2 mal Extraktion mit TX-100 Puffer
Zentrifugation bei 100.000 g, 30 min

A\ 4

Uberstand mit geléstem Reggie Protein

Filtration durch 0,45 Mikron Filter
Uber M802-MiniLeak Saule pumpen

v

Reggie-M802 Komplex auf Affinitatssaule

waschen der Saule mit 20 Volumina Aufgabepuffer,

10 Volumina Hochsalz- und 10 Volumina Niedrigsal zpuffer,
Elution mit 200 mM TEA pH 12,0 + 0,5% OGP

gereinigtes Reggie Protein

Abbildung. 1.2 Schema der Immunoaffinitatsreinigung des 48 kD Reggie: TNCE: 140 mM NacCl; 50
mM Tris-HCI pH 7,4; 2 mM CaCl,; 1 mM EDTA. TX-100 bzw. Aufgabepuffer: 2% Triton X-100; 150
mM NacCl; 20 mM Tris-HCI pH 8,0; 2 mM CaCl,; 1 mM EDTA Hochsalz-Puffer: 500 mM NaCl; 10 mM
Tris-HCI pH 8,0; 0,1% Nonidet P40; Niedrigsalzpuffer: 10 mM Tris-HCI pH 8,0; 0,5% Octylglu-
copyranosid (OGP); Elutionspuffer: 100 mM Triethylamin-NaOH (TEA) pH 12,0; 0,5% OGP

1.1.4 Immunoaffinitatsgereinigtes Reggie aus gesamten Goldfischlarven
besteht aus einer Reihe von Isoformen mit verschiedenen isoelektrischen

Punkten .

Mit ca. 5ug des immunaffinitatsgereinigten Proteins wurde eine zweidimensionale Gel-
elektrophorese durchgefuhrt, um die Homogenitét (bzw. Heterogenitét) des Materials zu un-
tersuchen. Nach Fallung aus 2 ml Eluat mittels Trichloressigsaure (Endkonzentration 10%, s.h.
3.2.1.12) efolgte eine isoelektrische Fokussierung (pH Gradient 4-7; s.h. 3.2.1.9) mit an-
schlieffender SDS PAGE (s.h. 3.2.1.7). Das Ergebnis ist in Abbildung 1.2a dargestellt. Es
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zeigen sich als Hauptbestandteile 6 Banden bei ca 48 kD Molekulargewicht mit folgenden
isoelektrischen Punkten 6,6; 5,4; 5,3; 5,1; 5,0 und 4,7.

1.1.5 Die Mikrosequenzierung des 48 kD Reggie Proteins fuhrte zur Bestim-

mung von 8 partiellen Aminosauresequenzen

Samtliche Protein Mikrosequenzierungen wurden von Dr. Friedrich Lottspeich am

Max Planck Institut fir Biochemie (Abteilung fir Proteinanalytik) durchgeftihrt.

Aus 250 g Goldfischlarven (30-60 d) wurden mit Hilfe der in Abbildung 1 beschrie-
benen Reinigungsmethode ca. 50-100 pg Reggie Protein isoliert. Diese Abschédtzung erfolgte
in einem slbergefarbten Polyacrylamidgel mit einer BSA Standardreihe. Da das gereinigte
Protein eine hohe Reinheit aufwies (s.h. Abbildung 1.3b), wurde es direkt in eine Spaltung mit
der Endoproteinase RLYysC eingesetzt (Dr. F. Lottspeich), diese spaltet nach Lysinresten. Nach
einer Reversphasen HPLC wurden die so erhatenen Peptidfraktionen mittels Edman Abbau
N-termina sequenziert. (Applied Biosystems 474 A Sequenzierautomat mit einem Applied
Biosystems 120A PTH Anaysator). Aus der Sequenzierung gingen insgesamt 7 partielle
Peptidsequnzen hervor (RLysC1-RLysC7), diese sind in Abbildung. 1.3c dargestellt. Eine
kleinere Menge des gereinigten Proteins (ca. 5ug) wurde nach SDS PAGE Trennung und
Transfer auf eine Glassybond Membran N-terminal ansequenziert (Dr. F. Lottspeich). Daraus
resultierte die Sequenz N-term in Abbildung 1.3c.
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Abbildung 1.3 a) 2-D Gel Analyse ca. 5 pg immunaffinitdtsgereinigten Reggie Proteins. 1.
Dimension IEF pH 4-7; 2. Dimension SDS PAGE (LAmmli); Zu erkennen sind 6 Proteine bei ca. 48
kD (Pfeile) mit pls von 6,6; 5,4; 5,3; 5,1; 5,0 und 4,7. b) Elutionsprofil einer M802-Mini-Leak Agarose
Saule nach Elution mit 100 mM Triethylamin pH 12,0. M: Molekulargewichtstandards, A:
monoklonakler Antikdrper M802 (100 ng), 1-11 Elutionsfraktionen. Zu erkennen ist die hohe Reinheit
des Proteins. Eine leichte Kontamination mit Antikdrper ist lediglich in Fraktion 4 zu erkennen.
Gelsystem Tris/Tricin, alkalisch; Silberfarbung; c) partielle Aminoséuresequenzen, die aus dem in b
gezeigten Protein nach direkter Sequenzierung (N-terminal und nach RLysC-Spaltung) erhalten
wurden.
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1.1.6 Drei neue Antiseren und drei neue monoklonale Antikérper gegen Reggie

Ausgehend von immunoaffinitadtsgereinigtem Reggie Protein wurden 2 verschiedene
Strategien zur Produktion neuer Antikorper verfolgt. @ Ein polyklonaler Antikorper sollte
durch Immunisierung mit SDS PAGE gereinigtem Protein (48 kD) erzeugt werden. b) Neue
monoklonale Antikorper sollten produziert werden. Fir die Immunisierung der balb/c Maus
fand immunoaffinitétsgereingtes Reggie (ohne weitere Aufreinigung) Verwendung.

a) Das Material einer Immunoaffinitatsreinigung (ca. 15ug) wurde nach TCA Falung
Uber ein 8%iges SDS PAGE Gel gereinigt und nach Elektroelution (s.h. 3.2.1.13) auf drei
Aliquots verteilt und damit ein Kaninchen immunisiert (Nr. 446). Der Titer des 446-Serums
stieg kontinuierlich von der ersten zur dritten Immunisierung an (s.h. Abbildung 0-3 a + b).
Eine vierte Immunisierung mit der ungeféhr gleichen Menge an Antigen erbrachte keine
weitere Steigerung des Titers mehr. So brauchbar das 446 Serum in Western Blots auch ist, so
unbrauchbar ist es fur die Detektion des M802 Antigens in Kryoschnitten von Hirnen adulter
Goldfische. Uber dem starken Hintergrund, einer wahrscheinlich auf Filamente und Cy-
tokeratine zurlickzufuhrenden Férbung, lassen sich keine M802 spezifischen Strukturen anfar-

ben. Diese filamentGse Farbung tritt schon bel Verwendung der Kaninchen 0-Seren auf.

b) Es wurden 2 balb/c Mause (Maus 0 und 1) mit dem Eluat einer M802-1mmunoaf-

finitétssaule immunisiert. Die Immunisierung geschah nach folgendem Schema:

1. Immunisierung: 3pg Reggiein 100 Yl (ankonzentriert durch Ultrafiltration mit 30 kD Filtron

Einheiten aus ca. 1 ml) mit der gleichen Menge komplettem Freunds Aduvans, subkutan.

2-4. Immunisierung nach jeweils 2 Wochen mit gleichen Mengen an Reggie in inkompl ettem

Freunds Aduvans, subkutan.

5. Immunisierung 3 Tage vor der Entnahme der Milz und der Fusion mit Myeloma Zellen mit

der gleichen Menge an Reggie, intravends, ohne Adjuvans.

In Abbildung 1.5b ist das Ergebnis der Immunisierung dargestellt, 10 d nach der 4.
Immunisierung wurden die 0-Seren der beiden Mause im Western Blot auf immunoaffinitéts-
gereinigtem Protein (je 100 ng pro Spur) analysiert. Das Serum der Maus O erkennt deutlich
eine Bande von 48 kD unterhalb der Bande der schweren M802 Kette (Kontamination durch
,Bluten* der M802 Saule). AufRerdem erkennt das Serum im Western Blot noch weitere
Banden, unter anderem bei 20 kD (leichte Kette des M802). Das Serum der Maus 1 liefert bei

48 kD ein deutlich schwécheres Signal, erkennt aber sonst die gleichen Banden wie das Serum
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der Maus 0. Zusétzlich liefert das Maus 1 Serum ein Signal bei ca. 25 kD. Dieses Protein wird
vom Serum der Maus 0 nicht erkannt. Neben der Western Blot Analyse wurden die Seren auch
auf Kryoschnitten getestet. Abbildung 1.4 zeigt das Ergebnis. Aus der Fusion der Maus O
traten insgesamt 2 Antikorper hervor, die ein dem M802 identisches ,, Farbemuster® aufwiesen
(M72, M343). Alle drei Antikérper erkennen die gleichen Strukturen wie der M802
Antikorper: 1. die konstitutive Blutgeféalendothelfarbung und 2. die transiente (im Bereich von
21 d bis ca. 200 d nach Nervdurchtrennung) diffuse Farbung in den retinorezipienten Schichten
(SO und SFGS) des optischen Tectums (Paschke, 1990).

Abbildung 1.4 Neue Antikdrper gegen Reggie: Immunofluoreszenz an Querschnitten von Goldfisch-
gehirnen auf der Ebene des optischen Tectums an Tieren 61 d nach einer einseitigen Nervdurchtren-
nung (ONS). a: M802 / kontralateral zur ONS; b: M802 / ipsilateral zur ONS (Kontrollseite); c: M72 /
kontralateral zur ONS; d) M72 / ipsilateral zur ONS (Kontrollseite); ) M343 / kontralateral zur ONS; f:
M343 / ipsilateral zur ONS (Kontrollseite).
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1.1.7 Das M802 Antigen ist wasserldslich, membranassoziiert und ein peri-

pheres Membranprotein

Das M802 Antigen (Reggie) présentiert sich in der Immunhistochemie als Zellober-
flachenmolekil (Paschke, 1990) und findet sich in der Membranfraktion von Zellen. Sind
Reggie Proteine integrale Membranproteine, sind sie kovalent tber einen Membrananker mit
der Zellmembran verbunden oder sind sie nicht kovaent assoziiert mit der Membran oder
einem Membranprotein? Um diese Frage zu kl&ren, wurden Goldfischlarven (100 g), nach
Homogenisierung in H-Puffer, durch einen einstufigen Saccharosegradienten fraktioniert (50%
w/v Saccharose; s.h. 3.2.1.6). Zur Markierung der Proteine in der |6slichen Fraktion und der
Membranfraktion wurde diese mittels N-Hydroxysuccinimido-d-Biotin bictinyliert (s.h.
3.2.1.6). Darauf folgte eine sukzessive Extraktion der Halfte der Membranfraktion mit 500
mM NaCl und 10 mM Tris-HCI pH 7,4 (Hochsalzfraktion), 100 mM Triethylamin-NaOH pH
11,0 (Alkalifraktion) und Triton X-100 Lysispuffer (Triton-Fraktion). Die andere Héfte der
Membranfraktion wurde direkt einer Extraktion mit Triton X-100 Lysispuffer unterzogen.
Nach einer Immunoaffinitatsreinigung der entsprechenden Uberstande mittels M802-Mini-
Leak Agarose (s.h. 3.2.1.3) wurden sie einer SDS PAGE (s.h. 3.2.1.7) unterzogen, die Prote-
ine auf eine Cellulosenitrat Membran transferiert (sh. 3.2.1.14) und die biotinmarkierten
Proteine Uber Streptavidin-HRP ECL Detektion nachgewiesen. In Abb. 1.5c ist das Ergebnis
dargestellt. In der |6slichen Fraktion konnte kein markiertes Protein nachgewiesen werden. In
der Hochsalzfraktion und der Alkalifraktion fanden sich jeweils gleich starke Signale bel ca. 50
kD. In der Triton-Fraktion nach Hochsalz- und Alkaliextraktion konnte nur noch ein sehr
schwaches Signal bel ca. 50 kD detektiert werden. In der Kontrolle mit direkter Triton-Ex-
traktion fand sich ein starkes Signal bei ca. 50 kD und ein schwécheres bei ca. 45 kD. Reggie
[&’% sich demnach praktisch quantitativ durch Hochsalz und pH 11 in Lésung bringen. Das
M802 Antigen (Reggie) ist also ein wasserl6dliches Protein, das wahrscheinlich durch ionische
Interaktionen mit der Zellmembran assoziiert ist. Eine weitere Moglichkelt ist eine akalilabile
Bindung an einen Membrananker (Thioester, s.h. Diskussion, 2.3).

Mit Hilfe des 446 Antiserums (s.h. 1.1.6) gegen gelgereinigtes 48 kD Reggie-Protein
wurde dieser Versuch mit optischem Tecta von Goldfischen (4 Wochen nach Nervdurchtren-
nung) wiederholt. Da dieses Serum Reggie im Western Blot zu detektieren vermag, konnte auf
eine Markierung der Proteine mit Biotin verzichtet werden. Des weiteren wurde eine
Extraktion mit 100 mM DTT in 100 mM Tris pH 7,4 durchgefuhrt. Als Detergens fand anstatt
Triton X-100 Octylglucopyranosid (OGP) Verwendung, da dieses kompatibel mit der SDS
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PAGE ist. In Abb. 1.5d ist das Ergebnis dargestellt. Eine 48 kD Bande ist in der l6slichen
Fraktion nicht nachweisbar, alerdings eine Doppelbande bei 70 kD. Die direkte OGP
Extraktion der Membranfraktion setzt die gleiche 70 kD Doppelbande frei, aber auch ein Pro-
tein von ca. 50 kD. Dagegen wird bei der Behandlung mit Hochsal z-Puffer (500 mM NaCl; 10
mM Tris-HCI pH 7,4) und alkalischem Puffer (100 mM Triethylamin-NaOH pH 11,0) ein 48
kD Protein freigesetzt. Die nachfolgende OGP Extraktion setzt dann das 50 kD Protein und
die 70 kD Doppelbande frei. Die DTT Behandlung der Membranen setzt alle 4 Proteine frei,

allerdings mit geringerer Effizienz.

Das Antiserum 446 erkennt in Membranen des optischen Tectums des Goldfisches (4
Wochen nach Nervdurchtrennung) 4 verschiedene Proteine. Diese unterscheiden sich in ihrem

Lodlichkeitsverhalten gegeniiber dem Detergens OGP und Hochsalz bzw. pH 11,0.

Abbildung 1.5 (né&chste Seite)

a) Immunoblot mit HRP-ECL Entwicklung von affinitdtsgereinigtem Reggie mit verschiedenen Reg-
gie Antikorpern, 1: mit Aurodye angefarbter Blotstreifen, um gesamtes Protein zu visualisieren 2:
Serum Maus-0.3(1/5000) 3: Serum 446.3 (1/5000) 4. M802 (Hybridoma Uberstand) 5: nur sekundarer
Antikdrper anti Kaninchen HRP (1/2000) 6: nur sekundérer Antikdrper anti Maus HRP (1/10000)

b) wie a, aber 1: sekundéarer Antikorper anti Maus HRP; 2: M802 (Hybridoma Uberstand) 3-6: Serum
446.0-3; 7: Serum Maus-0.3; 8: Serum Maus-1.3 (alle Antikérper, auler M802 in 1/5000 Verdin-
nung);

c) Extraktion von Membranen optischer Tecta von Goldfischen (4 Wochen nach Nervdurchtrennung)
mit 3% Octylglucopyranosid (OGP) in 10 mM Tris-HCI pH 7,4; 100 mM Triethylamin-NaOH pH 11,0;
0,5 M NaCl in 10 mM Tris-HCI pH 7,4 sowie 100 mM DTT in 100 mM Tris pH 7,4; I6sliche Fraktion:
wasserlosliche Fraktion. Nachweis nach SDS PAGE und Transfer auf PVDF Membran mit 446.3
Serum (1/5000), anti Kaninchen-HRP (1/1000) und ECL;

d) Extraktion von Goldfisch Larven Gesamtmembranen nach Biotinmarkierung mit: 2: 500 mM NacCl,
10 mM Tris-HCI pH 7,4; 3: 100 mM Triethylamin-NaOH pH 11,0; 4: Triton X-100 Extraktion nach 2
und 3; 5: direkte Triton X-100 Extraktion der Membranen; 1: l8sliche Fraktion M: biotinylierte
Molekulargewichtstandards; Nachweis nach SDS PAGE und Transfer auf Cellulosenitrat mit
Streptavidin-HRP (1/1000 in 10 mM Tris pH 8,0) mit ECL.
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1.2 Klonierung von 2 verschiedenen Reggie cDNA Partialklonen

(Reggie-1 und Reggie-2)

Die von Friedrich Lottspeich (MPI fur Biochemie, Martinsried) durch Mikrosequen-
zierung bestimmten Peptidsequenzen (s.h. Abbildung 1.3c und Tabelle 1.2), lief3en sich anfangs
noch keinem bereits bekannten Protein mit ausreichender Sicherheit zuordnen. Lediglich die
RLysC1-Sequenz enthdlt ein Konsensusmotiv fir g-Tubuline (YQQY, Datenbankrecherche
mit Hilfe des Blast server, NCBI, USA). Zur Klonierung kompletter cDNAS, mufdten zuerst
cDNA Partialsequenzen mittels PCR (Polymerase chain reaction) kloniert werden. Die so
erhatenen Klone, sollten dann tber ein | -cDNA-Bibliothek screening zur Isolierung von voll-
standigen cDNA Klonen fuhren. Sinnvoll fir die Ableitung degenerierter Oligonukleotidprimer
(guessmers) erschienen die N-terminale Peptidsequenz und die internen Peptidsequenzen
RLys1,2,3 und 5. Es sind eindeutige Sequenzen, und sie besitzen eine ausreichende Lange fir
die Ableitung von guessmers. Des weiteren sind Aminosduren wie Methionin und Tryptophan
sowie Phenylalanin, Tyrosin, Histidin, Asparagin, Asparaginsaure, Glutamin und Lysin fir die
Ableitung von Oligonukleotiden glinstig, da sie von nur eéinem bzw. zwel Codons kodiert
werden. AulRerdem sollten die randsténdigen Aminosdurereste der Peptidsequenzen nicht fur
den Entwurf der Oligonukleotide benutzt werden, um spétere PCR-Produkte als ,,echt” identi-
fizieren zu konnen. Als Ausgangsmaterial diente mittels oligo-dT-Cellulose angereicherte
polyA*RNA (5 pg) aus Retina von Goldfischen 14 d nach Durchtrennung des optischen Nervs
(ONS) (s.h. 3.2.2.17). Die Synthese der Erststrang cDNA Matrize erfolgte unter Verwendung
eines dT ..., Primer. Diese Matrize wurde daraufhin in insgesamt 16 verschiedene PCRs einge-
setzt (s.h. 3.2.2.10). Die 16 Reaktionen beinhalteten alle mdglichen Kombinationen, der aus
den Peptidsequenzen N-term und RLysC1-3 und RlysC5 abgeleiteten Primer (s.h. Tabelle 1.2)
und hatten folgende Produkte zur Folge (annealing Temperatur: 50°C; Zyklen 35; weitere
Parameter s.h. 3.2.2.10):

RNTL/R6: 0,3 kb und 1 kb und weitere Produkte (s.h. Tabelle 1.3 und Abbildung 1.6)
R3/R2: 389 bp (s.h. Tabelle 1.3 und Abbildung 1.6)

Da die Kombination aus RNT1/R6 kein sauberes Produkt ergab, wurde es einer Re-
amplifikation mit dem Primer RNT2 unterzogen, welcher ebenfalls aus der N-terminalen Se-
quenz abgeleitet worden war, aber 14 Basen weliter in Richtung des 3'-Endes liegt. Ergebnis
dieser Reaktion (nach 1/100 Verdinnung der ersten PCR und 20 Zyklen) war ein einzelnes
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Produkt von 1 kb GroRRe. Dieses Produkt ergab sich auch bei der direkten Reaktion mit der
cDNA Erststrang Matrize und der Kombination RNT2/R6 (s.h. Tabelle 1.3; annealing Tem-
peratur: 50°C; Zyklen 35; weitere Parameter s.h. 3.2.2.10).

Peptid abgeleitete Oligonukleotide*
N- RNterml: 5-TGTTYTAYAGITGY GGICC-3
Term.:MFYTCGPNEAMVV SG (sense, Met 1 bisPro 7)

RNterm2: 5’ -GGICCIAAY GARGCIATG-3
(sense, Cys5 bisMet 11)

RLysC1: AEAYQQYGEAAK R1l: 5-GARGCITAYCARCARTAYGG-3
(sense)
R2: 5-GCYTCICCRTAYTGYTGRTA-3
(antisense)
RLysC2: AAFNQEVNTK R3: 5-CITTYAAYCARGARGTIAAYAC-3
(sense)
R4: 5-TRTTIACYTCYTGRTTRAAIGC-3
(antisense)
RLysC3: KDRAEAEQMAK R5: 5'-GCIGARGCIGCITGGATGGC-3
(sense)
R6: 5'-GCCATCCAIGCIGCYTCIGC-3
(antisense)
RLysC5: KRIGEAEAGSIEA R7: 5-GARGCIGARGCIGGITCIATHGA-3
VGK (sense)
R8: 5'-TCDATIGAICCIGCYTCIGCYTC-3
(antisense)

Tabelle 1.2 Zur PCR Klonierung von Reggie kodierenden cDNA Partialklonen benutzte Peptidse-
guenzen und die daraus abgeleiteten Oligonukleotidprimer (in IUPAC Nomenklatur).

Nach der Subklonierung (s.h. 3.2.2.11) und anschlief3ender Sequenzierung (mit M13-
oder reverse-Primer, s.h. 3.2.2.15) stellten sich beide Produkte als Reggie kodierende cDNAS
heraus (Kriterium s.0.). Die erhatenen DNA Sequenzen beider Klone zeigen keinerlei
Uberlappung und sind zu 50% identisch. Die aus den cDNA Sequenzen abgeleiteten
Aminosauresequenzen weisen eine ldentitdt von 45% auf. Zusétzlich enth&lt der cDNA Klon
zum R3/R2 noch eine Peptidsequenz, die der RLysC5 Sequenz stark dhnelt, genauer gesagt
stimmen 12 von 15 Aminosaureresten Uberein (s.h. Abbildung 1.7). Das Protein stammte aus

gesamten Goldfischlarven, die RNA fir Erststrang cDNA Matrize aber aus Retinae adulter

! R=A/G: Y=CIT; H=A/C/T: D=A/G/T: I=Inosin
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Goldfische nach Nervdurchtrennung. Ein Grund fir diese Variation in der Peptidsequenz
RLysC5 konnte die Existenz mehrerer gewebsspezifischer oder durch die Regeneration
induzierte Isoformen sein. Zur Klarung dieses Problems wurde die PCR mit R3/R2 unter
Verwendung von cDNA Erststrangmatrizen aus gesamten Goldfischlarven (30-60 d) und
optischen Tecta adulter Goldfische sowie einer | -cDNA Bibliothek von 5d Goldfischembryo-
nen (L&ssing, 1994) wiederholt. Sdmtliche Reaktionen hatten ca. 400 bp grof3e Produkte zum
Ergebnis, die sich ale nach ihrer Sequenzierung als identisch zum o.g. 389 bp Fragment

herausstellten
sense Primer | antisense Primer Produkt

RNT1 R2 -
RNT1 R4 -
RNT1 R6 0,3 kb und 1 kb + weitere
RNT1 R8 -
RNT2 R6 1kb

R1 R4 -

R1 R6 -

R1 R8 -

R3 R2 389 bp

R3 R6 -

R3 R8 -

R5 R2 -

R5 R4 -

R5 R8 -

R7 R2 -

R7 R4 -

R7 R6 -

Tabelle 1.3 Primer-Kombinationen in der PCR zur Klonierung von Reggie kodierenden cDNA Par-
tialklonen und erzielte Reaktionsprodukte
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396 bp

1018 bp
298 bp

1234567 8

Abbildung. 1.6 PCR Klonierung von zwei Reggie Partialklonen. rechte Abbildung: Reggie-1 389 bp
mit der Primer-Kombination R2/R3 bei 1: 65°C; 2: 60°C und 3: 55°C annealing-Temperatur. Linke
Abbildung: Reggie-2 1 kb Fragment mit folgenden Primer-Kombinationen 1: RNT2/R8, 2: RNT2/R4,
3: RNT2/R2, 4: RNT2 allein, 5: R6 allein (1-6: Matrize Goldfisch Larven cDNA Erststrang mit dT1,.1
6: RNT2/R6 (Matrize: Retina 2 Wochen nach ONS Erststrang, dT1,.15), 7: wie 6, aber mit Matrize aus
Tectum, 7: Molekulargewichtsstandard.

1.3 Isolierung zweier vollstandiger Reggie cDNAs (Reggie-1 und

Reggie-2)

Um zu beiden cDNA Partialklonen (389 bp und 1 kb) vollstdndige cDNAS zu isolieren,
fanden beide Klone a's Sonden fir zwel unabhangige screens einer | -cDNA Bibliothek von 5d
alten Goldfischembryonen Verwendung. Diese cDNA Bibliothek wurde deshalb gewahlt, da
sich beide Fragmente (389 bp und 1 kb) mit den entsprechenden Oligodesoxynukleotiden mit-
tels PCR aus ihnen amplifizieren lief¥en. Beide screens (s.h. 3.2.2.27) mit 4° 10° Phagen re-
sultierten in der Isolierung von 10 positiven | -Phagen-Plagques. Nach zwei weiteren screening
Runden und einer anschlief}enden in vivo Excision, gelang es, insgesamt 6 cDNA Klone zum
389 bp Fragment und einen Klon zum 1 kb Fragment zu isolieren (s.h. Tabelle 1.4). Die Klone
R9a, R8a, R181a wurden vollsténdig mit Hilfe unidirektionaler Deletionsklone (s.h. 3.2.2.16)
und spezifischen Oligonukleotiden in beiden Richtungen sequenziert. Die Klone R3a, R4a, R7b
und R10a wurden teilweise sequenziert. Alle isolierten Reggie cDNA-KIone sind in Abbildung
3.2.1.5 aufgefihrt.
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PCR Fragment Klon Lange | Kommentare

389 bp Fragment (Reggiel) | R9a 4kb |enthdt einen 3 kb langen vollsténdigen Reg-
gie-1 Klon und in entgegengesetzter Orien-
tierung enen 1 kb Porin Partialklon (s.h.
Text), aullerdem Stop Codon bei Codon 297,
vollstandig sequenziert im Bezug auf Reggie-
1 kodierenden Klon.

R8a 3,1 kb | vollstandig sequenziert (Reggie-1)

R3a 3,1 kb | soweit sequenziert, identisch mit R8a

R7b 3,1 kb | soweit sequenziert, identisch mit R8a

R10a |24 kb |fast vollstdndig sequenziert, kodiert fir eine
zu R8a ahnliche Polypeptidkette, aber deut-
liche Unterschiede in der DNA Sequenz (s.h.
Text)

R4b 2,0 kb | soweit sequenziert, identisch mit R8a

1 kb Fragment (Reggie-2) |R18la |3,3 kb |vollsténdig sequenziert, Reggie-2, enthalt im
Gegensatz zu 1 kb Partialklon noch eine 73
bp Insertion nach Position 970, die wahr-
scheinlich ein nicht herausgeschnittenes In-
tron darstellt (s.h. Text)

Tabelle 1.4 Bislang isolierte cDNA Klone zu Reggie (Reggie-1 und Reggie-2)

Die cDNA-Sequenzen sowie die daraus abgeleiteten Proteinsequenzen der Klone R8a
(Reggie-1) und R181a (Reggie-2, ohne 73 bp Insertion) sind in den Abbildungen 1.7 und 1.8
dargestellt. Der Klon R181a enthélt, im Gegensatz zum 1 kb PCR-Klon, zusétzlich eine 73 bp
Insertion an der Stelle 970 der cDNA Sequenz. Diese Insertion enthdt Stop-Codons in allen
drei Leserahmen. Des weiteren entsprechen die flankierenden Basen vor und hinter der Inser-
tion der sogenannten GT/AG Regel fur Introns (Breathnach und Chambon, 1981). Auf3erdem
findet man weitere Konsensus-Sequenzen, welche Ublicherweise in Introns enthalten sind (s.h.
Abbildung 1.9; Mount, 1982). Demnach stellt diese Insertion sehr wahrscheinlich ein nicht
prozessiertes Intron dar. Bei der Synthese der verwendeten cDNA Bibliothek ist der gesamte
RNA pool der Zellen (nukledrer, cytoplasmatischer und mitochondrialer) benutzt worden
(Lassing, 1994). Da 3 nicht trandlatierte Regionen von mRNAS A-reiche Sequenzen besitzen,
koénnen auch sie an oligo dT sowohl bei der Affinitétschromatographie as auch bel der Syn-
these der cDNA binden.
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aat t ggacaaacaattattctct cact agggccgagatttgttcattttacgggt caaaa
at ct gct aaat aaacgcttt gttt aat agat aggaat agacacgaaaggattattgtttg
ggtttaaacgcaagtatgggttgctgcctgactgttggaccaaacgaagcgctcgttgtg
M c cL TV GPNEA AL VYV
tcaggtgcctgttgtgggtcagatgcaaagacgtatgtggtgggaggctgggcgtgggca
S G S DA KT
tggtggcttatatcagacacacagagaattacactagagattatgacactacagcctaag
WWLI S DTOQQWRI TLEI MTUL QP K
tgtgaagacgtggagacagcggagggagtcgctattaccgtgacaggagtcgctcaagtc
C E D V E E GV A I TV TGV A QV
aaggttatgactgaccaagacttgctggcggttgcctgtgagcagtttctggggaagtct
K v MTDOQDUL L AV Q L K S
gtcatggaaatcaaggctgtggttctgcaaactctagaaggacatttgcgttctatctta
vV MEI KAV YV L QTUL E GHUL R S I L
ggtactttgacggtggagcagatctatcaggacagagatgagtttgctcggctggtgagg
G T L T E Q Y Q D R DE F A
gaggtggcagctcctgatgtgggccggatgggcattgagatcctcagcttcactataaaa
E V A A P DV M | I L S F T I K
gatgtctatgataaactggactacctgagctctcttggaaaaactcagacagcggctgta
DVY DI KULDYL S SL GKTOQTAAYV

caaagggacgcggacatcggagtggccgaggcagagagggatgctgggattagagaagct

Q RDADI GV A R E
gagtgcaagaaagaaatgatggatgtgaagttcttggcggacactagaatggccgactcc
E C K K M M DV K F L DT R MAD S

aaacgagagctggagctgcagaaagctgctttcaatcaggaagtcaacactaagaaagcc
K R E L EL QK AAFNOQEVNT K K A
gagt ct cagct t gcct at gaact agaggcagcaaaagagcagcagaagat cagat t ggag
E S QL AY EL EAAIKEUQOQI K 1T R L E
gagat t gaaat cgaggt t gt gcagaggaaaaaacagat ct ccat cgaggagaaagagat t
E I EI E V V QRIKIKOQI S 1 E E K E I
gagaggacagagaaggagct gat t gcgacggt caagcgt cct gct gaagcagaggct t ac
E R TEIKEULI ATV KIRWPAEAEAY
aagat gcagcaact ggct gaaggacaaaagt t gaagaaagt gct gat cgct caggccgag
K MQ QL AEGO QKLU KT KVTLI AQAE
t cagagaagat caggaagat cggagaggcagaggccat ct ct at ct cat ct gt ggggaag
S EKI RKI GEAEAI SI1 S SV G K
gccgaggccgagagt at gaggct gaaggcagaggcct accagcagt acggagaggecgec
A E AE S MRULIKAEAY Q QY GE A A
aagact gcgct cgt cct agaagcact gcccaagat t gct ggaaaggt agcggcet cctctg
K TAL VL EALUPIKI A GKVAAPIL
gccaggaccaatgagattgttattctgagtggggatggaagccgtgtgtccggagaggtg
A R T NE I V I L
aaccgcctcctcgccgagctgcccgtgtctattaatgcactcacgggtgtggacctgtcc
NRLL AELPVSI NALTGVDIL S
aagatgcctctgttgcagaagatgacgggtgctcaagcatgaagtcaatcagttgcgtct
K M P L K M T Q
ccttcatgatgtgtctgtatgcactcacagaaactgcctttagaagattttaattaaaaa
aact aaacaaaaacaagt agattttgatacct ctggt gcctttaat gttt cat aggacca
gaatttctgcat gcactgct gct cccacgttctgcagtccacttcatttttaaatcatcg
t gcat cgcat acat cagagaccat caggacaaccact aatgattgttgttttgttttgtt
atatagttttgtagtgtcgtcatacaaaact cagcctatcacactttattcttaactatt
ttttacactttattttcatctctacactactcggacactttaacact caatgatcctacc
at gat t t aacact caat gat cct accat gat t t ct aacat ccaggaagt ct gccact gat
gt agagt t gt gagt agcagt cagt at act aagct cat gggcaaaaccat agct t acgggt
aaaaat cagt gt cat ctt cggt agaat cat accaagt gctcctcttctgtttaaatgttg
ct gacacat aaacaaacat ggct t t cagacaccgat ccat ct t ct gaat gaccgt gcaag
tcacct aat ct caacaat agttcagatcatttttttgccggtagattttgattgtaaggt
gtgctttgttttgtttatgttattggagatatatcattggct gttagcgaact cat gt ct
ggat at ccaaccaat ccgat gctttt gat at agt tt cat gacaacagagt t gagccat tt
ttaaaacagttttgtatagttgtatttgacatctattcctaacaaaatctttctacacat
t aacacgt gt t acat gagat gaat t t aaaaat cacccttt at ggacat t aacatt ct gct
ctgtagtggttaatcttgattgtgtattcttttgtcactgtgaaagttatattacctcgt
tttcctcattcggttcatagcgagt agagtttgacatgtttgtacatttattctgcaggg
t cagt agt gct gt gaaggggcaaagt cactttcccttttttatttgcat gct aat gaaac
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1080
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375

1320
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1380
415

1440
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1500
1560
1620
1680
1740
1800
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1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
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caccaaagccaagagat cgcactcatctttgt gat gt aaagatttcattaatagttttta
ctgatttattgtttatttcattcaagtat gagtaaaatgcccctgacacttctgtttget
catagactgtttatattcaat caaaaagtaattttagtattttgttttattattatttat
ttattttttaactctataatttttatgtttgattaattcagaactattaaagccatgtca
t gacaagt t t agagcat cat agact agttat gt gcttt gt at gcaat gt actatactgtg
tatt gacaacatt at aggaact ct agaat t gt at ggcaggat aaagct cagat ggcggct
tttctttagt gggacaaaagat acacaaatt aaccccaaat at gccat t gacgat gt ggg
gattatttggtagttttatacatactctttacacagaattatctgagcatgtttatggtg
catgtatttccaaat gt aat aaatgtaatgtgatcctgtttctctcgatgttctttcatt
ccat t aaagt gct cat at aaaaaaa 3085

31

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060

Abbildung 1.7 cDNA Sequenz und daraus abgeleitete Proteinsequenz von Reggie-1. Unterstrichen
sind durch Mikrosequenzierung erhaltene Peptidsequenzen, mit Ubereinstimmenden Aminosaure-
resten im Fettdruck. Der Polyadenylierungskonsensus ist doppelt unterstrichen. Die zur Peptidse-
guenz RLysC5 ahnliche Sequenz ist kursiv dargestellt. Die Zugangsnummer in Genbank ist: L36867.
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t gat att gcccacat t gcct t ggaaacact ggagggt caccagagggccat catt gct ca
DI A HI AL ETULEU GH QRAI | A H
cct gact gt ggaggagat ct acaaagaccgcaagaagt t ct ccgagcaggt gt t caaggt
L T VvV E E 1l Y KDIRIKIKF S E QV F KV
ggcttcat ct gaccttttcaacat gggcat cagcgt ggt cagct acacact caaagacgt
AS S DL FNMMGI SVVSYTULKDYV
acat gat gaccaggat t acct gcact ct t t gggaaaagcccgt acggcacaagt gcagaa
H DDOQDYLHZSL GKARTAZ QV Q K
ggacgcacggat t ggagaagccaagaacaaaagagat gcagt gat cagggaggccaat gc
D ARI GEAIKNIKRDAVI REANA
tatacaggagaaggtatctgctcagtacatgaatgagatcgagatggctaaggctcagag
| QE KV SAQYMN E I M A K Q R
agactacgagctgaagaaggctgtctatgatattgaggtctgcaccaaaaaagcagagtc
DY EL KKAVYDI EVICTIKKAE S
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EMAY QL QVAKTUZKOQO.I E K M
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Q M S QQI ML QE QEI AR
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K E K EL EAQVMIKWPADAEIRYRL
ggagaaact ggcagaagct gaacgcct t cagct aat cat ggaggcagaagct gaagcet ga
E K L AAE A ERL QLI MEAEATEAE
at ct at caaaat gagaggagaggccgaagcat acgct gt ggaggcgagaggt cgt gccga
S1 K MR GEAEAYA AV EA ARG GRAE
agccgagcagat ggcgaagaaggccgaggcct t ccagacct acaaggaaggagcgat ggt
AE QMAIKIKAEAFQTYKEGAMYV
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334
1080
354
1140
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394
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414
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434
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1321 ttcatttcttttccttcectgtcttccacactgcatctcttttgttttccctttcccatctt 1380
1381 tctctctcgacgtacacttcctgtctgecttgecttgcet gccaaaacccaaagt gggaac 1440
1441 actttagaat aggtaacacctattagtttcttatttgcatgcatataactagaatatttg 1500
1501 ccatgtattagtgctaattaagaacatattaatgccttattctacttgaccttgttcatc 1560
1561 atccctaatcttacccaatacctaaagctaacgaccttactaact attaat aagaagcaa 1620
1621 attaagaatttattgagaaaaatgtcgtagttaatagttaacacgtgttacctattctaa 1680
1681 agtgttacccccaaagtgcattttaatctaaaactccagggaagaatgctgtactttata 1740
1741 tttttaatgcaatcat aagaagacact gaagtccaaggatctcttgaattctgttacaca 1800
1801 ccgacactttagacattttgaaatattacacctttattttttcttgtagagtacttttta 1860
1861 atgctggtggagcactatgagcatttcgatatatttgagctttctattagtaaccttttg 1920
1921 gaaaccaaagt aacat gaagggaaacacgt gt at aaagact gat gcagacat gttgaat a 1980
1981 ggataaacattcactttacctcaatagtgtatttttactatattacttagacataactgt 2040
2041 gtaggaattatagtaactatctgcttcaaat ggtactgtgctct gaaat ct gaagat act 2100
2101 gccaataatgtcagatcatctttatctgggtttaaatctttactcaagtgaacagtcaga 2160
2161 tgtcttcatgtgttatgcagaattataggccagtaattattctgtcagtaacttatttat 2220
2221 tttacaaatatcatttgaaggttttttgttgttgttgttgttgtatagtttgtgtgcata 2280
2281 tatatatatctgtactgtttgttgtaaaatgatcaaaccatgtctaggacttgacattac 2340
2341 agggaaacgtatgtgttacatctttagaccgttctattcattaaat gagacaggagctga 2400
2401 atgctaaatttcaaaggtgtgtcat aaaaaccccccattttaaggagttctaaaat at gt 2460
2461 tttgttcgtacttatacagtgtttaatattagttatactgcattgttcttcgattgecatt 2520
2521 acaaacattttcttttcaaatgtttaaatgtcaatacaatatgtttactttttgtcatta 2580
2581 gatacataagcatgtataattcataagcactaatgacatgatttcccactcacattttat 2640
2641 cattactagcat gactaatgatatgttgacagaacaatgttatatggtactttatagatg 2700
2701 ttgtgtgcaatgtaaactgaactaagtacatatttatgtcactgtttttttaaatcttcc 2760
2761 tatttaatggtttatgacatgcatatgcat gt gaagt gggat gcat ct at at aggct aaa 2820
2821 tatgaagggcagtttttattattgttattattattagtgagcagatgttagttaagccta 2880
2881 ttcagtgatgtttggatagatttaggaggtcagggcattagatagaccatctcttatgct 2940
2941 gtgtaggccagggct gct at gct agt gt gct gaaagaaaagct gt gttt gt ccat agat g 3000
3001 ctttttctactctatacaaagtatctacaatcatgtaaaccgatcacgtcttatctgtta 3060
3061 cagttttatctgtttcagcatgcat gcaaagact agcaaaccaaaccactgtattgtcta 3120
3121 tctgtacttatgatgccttaagtaacctccctactaaaa 3159

Abbildung 1.8 cDNA Sequenz und daraus abgeleitete Proteinsequenz von Reggie-2. Der Klon
enthadlt kein Polyadenylierungssignal. Unterstrichen sind durch Mikrosequenzierung erhaltene
Peptidsequenzen, mit Ubereinstimmenden Aminosdureresten im Fettdruck. Die im Reggie-2
auftretende LRE-Sequenz ist doppelt unterstrichen (s.h. Diskussion). Die Zugangsnummer in
Genbank ist: U33556.

AAAgt aagt gat cagccat gt t ct aggct at at t aaaaact aaat agattgtgttatacaca
ct gt gtctctgcagATG

Abbildung 1.9 cDNA Sequenz der im Klon R181a an Stelle 970 gefundenen Insertion (kleine
Buchstaben), die im 1 kb PCR Klon (RNT2/R6) nicht vorkommt. Die grof3en Buchstaben markieren
den Randbereich (putative Exon-Grenzen). Im Fettdruck erscheinen die Basen, die der GT/AG Regel
fur Introns (Breathnach und Chambon, 1981) entsprechen. Weitere Konsensussequenzen flr Introns
sind kursiv dargestellt (nach Mount, 1982), bzw. erscheinen unterstrichen (Pyrimidin-reiche Region
am 3'-Ende des putativen Introns). Die Pfeile deuten auf die Exon/Intron bzw Intron/Exon Grenzen
hin. Die Sequenz weist Stop Codons in allen drei Leserastern auf.

Die weiteren Reggie-1 cDNAs weisen folgende Besonderheiten auf: Klon R9a: Dieser Klon
besitzt eine Lénge von ca. 4 kb. Er ist damit deutlich 1anger als die anderen Klone, die maximal
3,1 kb lang sind. Nach der Sequenzierung stellte sich heraus, dal3 R9a ein Hybrid aus zwei
verschiedenen cDNAS darstellt. Zum einen enthélt er einen 3,1 kb langen Reggie-1 Klon, zum

anderen beinhaltet er aber einen 1 kb langen Partialklon, der wahrscheinlich das Goldfischho-
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mologe des plasmalemmalen Porins (Anionenkanal) der Sduger darstellt (s.h. Abbildung
1.108). Die Orientierung beider cDNAs ist antiparallel, des weiteren liegt zwischen ihnen eine
Eco RI und eine Not | Schnittstelle. Diese Sequenz entspricht genau dem in der Konstruktion
der cDNA Bibliothek verwendeten Adapter. Es handelt sich also sehr wahrscheinlich um ein
Artefakt aus der Konstruktion der cDNA Bibliothek. Die Sequenz des Klons R9a ist identisch
zum Klon R8a, mit einer Ausnahme, an Aminosaure 297 enthdt R9a einen Austausch einer
Base von C® G (TAC nach TAG), dadurch entsteht ein Stop Codon an dieser Stelle. Damit

verkirzt sich der offene Leserahmen dieses Klons um 137 Aminosauren.

a)
Genbank Zugangsnr. Klonbezeichnung P(N)
X75068 B.taurus mRNA for plasmalemma 15" 10-37
porin
L06132 Human voltage-dependent anion 32" 10-35
channel...
L 08666 Homo sapiens porin (porin) 1.4" 10-33
MRNA,...
L06328 Human voltage-dependent anion 1.2" 10-32
channel...
b)

Reggie-1 <- -

TTCGTTTGGTCCAACAGT CAGGCCGCAACCCATACT TGCGT TTAAACCCAAACAATAATCCT
TTCGTGTCTATTCCTATCTATTAAACAAAGCGT TTATTTAGCAGATTTTTGACCCGT AAAAT
GAACAAAT CTCGGCCCTAGT GAGAGAATAATTGT TTGT CCAAGCGECCGCGAATTCCTGCAG
CCCGGGEEGATCCACTAGT TCTAGAGCGEECCGECCACCGGT GGAGCTCCACCTTTTGI TGS

Porin - - >

Abbildung 1.10 a) Ausgabe der Datenbankrecherche zur abgeleiteten Aminosauresequenz von R9a
(Partialsequenz) durch das Programm Blastp. Es wurden 4 spannungsabhéngige Anionen-kanal
cDNAs gefunden, deren abgeleitete Aminosauresequenzen eine hohe Identitt von bis zu 77% auf
einer Lange von 70 Aminosauren zu R9a aufweisen. P(N) bzeichnet die Poisson Wahrscheinlichkeit,
dafR die Sequenzen nicht zuféllig &hnlich sind. b) Sequenzanalyse des R9a Partialklons R9adelrev4a.
Diese zeigt am 5' Ende den Anfang von Reggie-1 (in umgekehrter Orientierung), gefolgt von einem
Bluescript SK™ Polylinker. Daran schliel3t sich die homologe Sequenz zum spannungsabhangigen
Anionenkanal (antisense) an.
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Lo TCTCAGCTG 9
ANERRER

801 aagctgctttcaat caggaagt caacact aagaaagccgagt ctcagctt 850

10 GCCTATGAACT ACAGGCAGCTAAAGAGCAGCAGAAGATCAGATTGGAGGA 59

LETTEEETTEEr teeree e teeer e e e e eer e e e e rerd
851 gcct at gaact agaggcagcaaaagagcagcagaagat cagat t ggagga 900

60 GATCGAAATCGAGGTTGTGCAGAGGAAAAAGCAGATCTCCATTGAGGAGA 109

LEETEEETEErr e rer e e e e e e teerrrrerer Trrrend
901 gatt gaaat cgaggtt gt gcagaggaaaaaacagat ct ccat cgaggaga 950

110 AAGAAATTGAGAGGACAGAGAAGGAGCT GATTTCAACAGTCAAGCGTCCT 159

LEEE CEETEETTreer e e e e e rerr o e trrerrrrrerd
951 aagagatt gagaggacagagaaggagct gatt gcgacggt caagcgtcct 1000

160 GCTGAAGCAGAGGCT TACAAGAT GCAGCAGCT GGCAGAAGGACAGAAGAT 209

LEETEEETTEEr e e e e eere e teeer teerreer e |
1001 gctgaagcagaggctt acaagat gcagcaact ggct gaaggacaaaagtt 1050

210 GAAGAAAGTGCTGACT GCTCAGGCT GAGGCAGAGAAGATCAGGAAGATC. 258

FEEEEErEr et teeree et ter teerrr et rrrerrrrrd
1051 gaagaaagt gct gat cgct caggccgagt cagagaagat caggaagat cg 1100

259 GAGAGGCAGAGGCCATCTCTATCGATCC. GTGGG. AAGGCCGAGGCAGAG 306

NRRRERERRRRRRERERERERR | NERRERERRRRRRENER
1101 gagaggcagaggccat ct ct at ct cat ct gt ggggaaggccgaggccgag 1150

307 AT T A 310

| |1
1151 agt at gaggct gaaggcagaggcct accagcagt acggagaggccgccaa 1200

b
: L SQLAYELQAAKEQQ 14

LEPLEEE= 1T
201 MVDVKFLADTRVADSKREL EL QKAAFNQEVNTKKAESQLAYEL EAAKEQQ 250

15 KI RLEEI El EWQRKKQ S| EEKEI ERTEKEL| STVKRPAEAEAYKMQQL 64

LEEEEEEEre e eereeeeree e e - tee e e e
251 KI RLEEI El EVWQRKKQ SI EEKEI ERTEKELI ATVKRPAEAEAYKMQQL 300

65 AEGOKVKKVL TAQAEAEKI RKI GEAEAI SIESV. . . .o\ o o oe ot 97

AR AN A AR NN
301 AEGQKLKKVLI AQAESEKI RKI GEAEAI SI SSVGKAEAESMRLKAEAYQQ 350

Abbildung. 1.11 a) teilweiser Vergleich der DNA Sequenzen der Klone R10a (obere Reihe und in
GroRbuchstaben) und R8a (untere Reihe). Die Sequenzen weisen deutliche Unterschiede auf. Auffal-
lig ist vor allem die Insertion von drei Basenpaaren in der R10a Partialsequenz gegentber der ent-
sprechenden R8a Sequenz (Sequenzvergleich mit dem Gap Programm aus dem GCG 8.0) b) Auch
die abgeleiteten Aminosauresequenzen weisen noch deutliche, aber weniger, Unterschiede zuein-
ander auf. Auffallig ist hier die bessere, aber immer noch nicht vollstandige Ubereinstimmung der
unterstrichenen Sequenzen mit der partiellen Peptidsequenz RLysC5 (E statt S, fett gedruckt).
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Bel der Betrachtung der 3' nichttrandatierten Bereiche des Klons R10a ist festzustellen,
dal3 dieser nur eine DNA ldentitét von 65% zu R8a aufweist. Die weiteren Reggie-1 Klone
(vollstdndige cDNASs. R3a, R7b; unvollstdndige cDNA: R4b) sind, soweit sequenziert, iden-

tisch zu R8a.

1.4 Analyse der Reggie-1 und Reggie-2 Klone

1.4.1 Reggie-1 besitzt eine 80%ige Aminosaure-ldentitat zum menschlichen
epidermal surface antigen (ESA); Reggie-1 und Reggie-2 sind Mitglieder einer

neuen Proteinfamilie.

Reggie-1 (berechnetes Molekulargewicht: 46,9 kD) und Reggie-2 (berechnetes
Molekulargewicht: 47,2 kD) besitzen eine Aminosaure-Identitdt von 45% (s.h. Abbildung
1.12). Kurz nach der Klonierung des 389 bp Reggie-1 Partialklons fand sich in Genbank eine
cDNA Sequenz, die eine sehr hohe Ahnlichkeit zu Reggie-1 aufweist. Es ist das sogenannte
epidermal surface antigen (ESA, Schroeder et al., 1994), ein 35 kD Protein aus menschlichen
Keratozyten, welches eine Aminosdure-ldentitat von 80% zu Reggie-1 und von 45% zu Reg-
gie-2 aufweist (s.h. Abbildung 1.12). Im Vergleich zu ESA ist Reggie-1 um 49 Aminosiuren
im N-terminalen Bereich langer. Viele der Aminosdureaustausche zwischen Reggie-1 und ESA
entstehen durch Einfiigung dhnlicher Aminosauren, demnach ist die Ahnlichkeit auf Amino-

saure-Ebene noch deutlich hoher a's 80%.

Abbildung 2.12 (nachste Seite) Vergleich der abgeleiteten Aminoséduresequenzen von Reggie-1,
Reggie-2 und humanem ESA (ESA) sowie Maus-ESA (mESA). Die Sequenzen wurden mit dem
Programm Clustalw 1.5 (Thompson et al., 1994) aligniert. Identische Aminosauren zwischen zwei
oder mehr Sequenzen sind durch einen gemeinsamen Kasten eingerahmt.
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1.4.2 Reggie-2 in anderen Spezies:

Drosophila: Ein genomisches DNA Fragment, welches ein putatives Reggie-2 Homo-
loges darstellt, ist der folgende STS (Sequence tagged sites) Klon aus einer Drosophila
melanogaster P1 (Bakteriophage P1) Bibliothek. Dieses DNA Fragment hat, Ubersetzt in
Aminosauresequenz, eine ldentitdt von 76% zur Reggie-2 Aminosauresequenz. Das Fragment
ist mittels in situ Hybridisierung auf dem Polyten Chromosom lokalisiert worden. Allerdings
bricht die Homologie nach etwa der Hélfte der Ubersetzten DNA Sequenz von G00829 ab.
Grund hierfir ist alerdings keine Verschiebung des Leserasters, da die Trandation in den an-
deren beiden Leserastern keine Weiterfihrung der Homologie ergibt. Moglicherweise stellt
dieser Teil ein Intron dar. In den folgenden Sequenzvergleichen sind dhnliche Aminoséuren

zwischen den beiden verglichenen Sequenzen mit einem + gekennzeichnet.

gb|G00829|G00829 fruit fly STS DmO794 clone DV8014 SP6

Reggi e-2: 96
| AHI ALETLEGHQRAI | AHLTVEEI YKDRKKFSEQVFKVASSDLFNMA SVVSYTLKDVHDD
Q 158
| +H AL TLEGHQRAI + +TVEElI YKDRKKFS+QVF+VASSDL
NM3 +WSYT+KD+ D++
G00829: 1
| SHI ALVTLEGHQRAI MGSMTVEEI YKDRKKFSKQVFEVASSDLANMA TVVSYTI KDLRDE
E 63

Mensch: Es finden sich eine Vidzahl von EST Klonen in Genbank, welche wahr-
scheinlich humane Homologe von Reggie-2 darstellen. Dargestellt ist hier nur der Aminosdure-
Sequenzvergleich mittels tblastn mit dem Klon H41004, dieser hat eine Identitét von 84% zu
Reggie-2 (Reg-2) im betrachteten Bereich. Er stammt aus der cDNA Bibliothek Soares von
adultem Gehirn.

H41004 yo08c08.s1 Homo sapiens cDNA clone 177326

Reg-2: 90 GKSESDI AHI ALETLEGHQRAI | AHLTVEEI YKDRKKFSEQVFKVASSDLFNME SWSY 149
G+ H ALETLEGHQRAI +A +TVEEIl YKDR+KFSEQVFKVASSDL NMAE SWSY
H41004: 20 GRRRLXXXHI ALETLEGHQRAI MAXMIVEEI YKDROKFSEQVFKVASSDLVNME SWSY 199

Reg-2: 150 TLKDVHDDQDYLHSLGKARTAQVCQKDARI GEAKNKRDAVI REANAI QEKVSAQYMNEI EM 209
TLKD+HDDQDYLHSL GKARTAQVCKDARI GEA+ KRDA | REA A QEKVSAQY++ElI EM
H41004: 200 TLKDI HDDQDYLHSL GKARTAQVQKDARI GEAEAKRDAG REAKAKQEKVSAQYLSEI EM 379

Reg-2: 210 AKACQRDYELKKAVY 223
AKACQRDYELKKA Y
HA1004: 380 AKAQRDYELKKAAY 421
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Ratte: Eine homologe Partial cDNA zu Reggie-2 ist mittlerweile kloniert worden (S.

Lommel, personliche Mittellung).

1.4.3 Sekundarstrukturvorhersagen fir Reggie-1 und Reggie-2

Reggie-1 ist ein hydrophiles Protein (s.h. Abbildung 1.13) mit Uberwiegend a- helikaler
Sekundarstrukturvorhersage (s.h. Abbildung 1.14). Reggie-2 ist Uberwiegend hydrophil (s.h.
Abbildung 1.15), besitzt alerdings eine hydrophobe Region im N-terminalen Bereich
(Aminosdauren 21-39). Diese hydrophobe Region wird gleichzeitig as helikal vorhergesagt
(PHDhtm server, EMBL, Heidelberg) und konnte eine Transmembrandoméne darstellen (s.h.
Abbildung 1.15). Aus den Kyte/Doolittle plots (Abbildung 1.15) ist auch ersichtlich, dai3 die
Verteilung hydrophiler und hydrophober Aminoséauren in Reggie-1 und Reggie-2 sehr dhnlich
ist.

Auffédlig bel der Analyse beider Reggie Proteine ist der hydrophile Charakter der
Polypeptidsequenz, obwohl es sich um Membranproteine handelt. Dies stimmt fir Reggie-1
mit den biochemischen Eigenschaften des Proteins (L&dichkeit in neutralen Puffern hoher
lonenstérke) Uberein (s.h. Abbildung 1.5c), nach denen Reggie vor alem durch ionische
Wechsalwirkungen mit der Zellmembran assoziiert ist. Reggie-2 weist im N-terminaen
Bereich allerdings einen hydrophoben Sequenzabschnitt auf. Sowohl die Hydropathieanayse
nach Kyte-Doolittle (Kyte und Doolittle, 1982) als auch nach Goldman-Engelman-Steitz
(Engelman et al., 1986) hat eine Transmembranregion im Bereich Aminoséure 27-47 zum Er-
gebnis, wenn auch mit vergleichsweise kleinen Indizes (Kyte und Doolittle, 1982). Der
PHDhtm server (EMBL, Heidelberg) gibt den Bereich Aminosdure 21-39 as Transmem-
branhelix an. Die errechnete Genauigkeit dieser Vorhersage wurde mit mindestens 90%
angegeben. Es besteht demnach die Moglichkeit, dal3 es sich bei Reggie-2 um ein Transmem-

branprotein handelt.
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Kyte-Doolittle Plot von: Reggie-1.pep ck: 6235, von 1 bis 428
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Kyte-Doolittle Plot von: Reggie-2.pep ck: 6118, von 1 bis 423
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Abbildung 1.13 Kyte und Doolittle Plots von A) Reggie-1 und b) Reggie-2: Fur Reggie-1 Es findet
sich kein Abschnitt, der eine Transmembran-Helix ausbilden kdnnte. Fir Reggie-2 findet sich ein
Bereich von Aminosdure 27-47. (Kriterium >19 Aminoséuren mit einer Hydrophobizitat > 1,3; Kyte
und Doolittle, 1982)
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MGCCL TVGPNEAL WSGACOGSDAKTYWVWGGAAWAWAL | SDTQRI TLEI MTLQPKCEDVE
EEE HH H HHHHHHEEEE EEEEEEEEEH  EEEEHHHH HHHHHHHH
EEE HHHHHHEEEE EEEEEEEEE  EEEEHHHHHHHHHHHHH

TAEGVAI TVTGVAQVKVMIDQDL L AVACEQFL GKSVVEI KAWL QTLEGHLRSI LGTLTV
H EEH HHHHHHHHHHHHH  HHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHH  H o HH
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHH HH

EQ YQDRDEFARLVREVAAPDVGRVG El LSFTI KDVYDKLDYL SSLGKTQTAAVQRDAD
HHHH - HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH - EHHHHHHHHHEHHHHHHHE
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH - HHHHHHHHHHHHHHHHH

| GVAEAERDAG REAECKKEMVDVKFL ADTRVADSKREL EL QKAAFNQEVNTKKAESQLA
EHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHH  H HHHHHH H HE HHHHH  EEEE
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHH EEEE

YELEAAKEQQKI RLEEI El EWQRKKQ S| EEKEI ERTEKELI ATVKRPAEAEAYKMQQL
EHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH  HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
EHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEH - HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH

AEGRKLKKVLI AQAESEKI RKI GEAEAI SI SSVGKAEAESMRL KAEAYQQYGEAAKTALV
HHHHH - HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
HHHHH - HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH

LEALPKI AGKVAAPLARTNEI VI LSGDGSRVSGEVNRLLAELPVSI NALTGVDLSKMPLL

HHHHHHH HHHHH  HHHHHH EHHHHHHHHHH HHHHHHHHHH  HHHH
HHHHHHH HHHHH  HHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHH
QKMIGAQA
HHHHHHHH
HHHHHHHH

40

Abbildung 1.14 Vorhersage der Sekundarstruktur von Reggie-1 mit Hilfe des Predictprotein server
(EMBL, Heidelberg). Ein ,H* unter einer Aminosaure deutet an, dal3 fur diesen Bereich eine Helix
vorhergesagt wird, ein E steht fur die Vorhersage eine Strangs. Die angegebene Wahrscheinlichkeit
fur das Eintreffen der Vorhersage liegt bei mindestens 90%.
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Sequenz | MFYTCGPNEAMVWSGFCRSPPVM SGGSVFVFPCVQQ QRI SLNTLTLNVKSDKVYTRHG
Pred SS | HHH HHHEEE E  EEEEHHHH HEH HHHHHHHHHHH H EEH
Cl ean SS| EEE EEEE HHHHHHHHHHHHHHH
TTTTTTTTTTTTTTTITTTT
Sequenz | VPVSVTG AQVKI QEQNKQMLAAKCQVFLGKSESDI AHI ALETLEGHQRAI | AHLTVEEI
Pred SS | HHHHHHHHHHHH E HHHH  HHHEH HEHHHHH  HHHHHHH  H
Cean SS| HHHHHHHHHHHH HHHHH HHHHHHHHHHHHHHHH
Sequenz | YKDRKKFSEQUVFKVASSDLFNMG SWSYTLKDVHDDQDYLHSLGKARTAQVQKDARI GE
Pred SS | EE HH  HHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
Cl ean SS| HHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
Sequenz | AKNKRDAVI REANAI QEKVSAQYMNEI EMAKAGRDYEL KKAVYDI EVCTKKAESEMAYGL
Pred ss | HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHAHHHAHHHAHHHAEHHHAHHHAEHHHAEHHHAHHHAEHHHHHHH
dean Ss|  HHHHHHHHHHHHHHHAHHHAHHHAHHHAHHHAHHHAHHHAHHHAHHHAEHHHHHHHHHHHH
Sequenz | QVAKTKQQ EEEKMQVMWERSQQ M_GEQEI ARKEKEL EAQVMKPADAERYRL EKLAEA
Pred ss | HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHAHHHAHHHAEHHHAEHHHAHHHAHHHAEHHHAHHHAEHHHHHHH
dean Ss|  HHHHHHHHHHHHHHHAHHHAHHHAHHHAHHHAHHHAHHHAHHHAHHHHEHHHHHHHHHHHH
Sequenz | ERLQLI MEAEAEAESI KNMRGEAEAYAVEARGRAEAEQVAKKAEAFQTYKEGAM/DMLVEK
Pred sS | HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHH - HH HHH
Cean Ss|  HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HHH
Sequenz | LPLI AEEI SKPLSATNKVTM/SSGGSEI GAAKLTGEVLDI MIKLPETI EKLTGVSI SQVA
Pred ss | HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH HH  HHHHHHHHH HHHHHH  HHHHHHH
dean Ss|  HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH - HHHHHHHHHHHHH HHHHHH  HHHHHHH
Sequenz | hfé
Pred SS | HHH
Cean SS| HHH

Abbildung 1.15 Vorhersage der Sekundarstruktur von Reggie-2 mit Hilfe des Predictprotein server
(EMBL, Heidelberg). Ein ,H" unter einer Aminoséaure deutet an, dal3 fur diesen Bereich eine Helix
vorhergesagt wird, ein E steht fir die Vorhersage eine Strangs. Die angegebene Wahrscheinlichkeit
fur das Eintreffen der Vorhersage liegt bei mindestens 90%. Der, als Transmembranhelix mit einer
Wabhrscheinlichkeit >= 90% angegebene Bereich (AS 21-39), ist mit T gekennzeichnet (PHDhtm,
EMBL, Heidelberg).

Ein weiteres augenfdliges Merkma ist die Haufigkeit eines Asparaginsdure-Alanin
Motivs. Bel genauerer Analyse befinden sich im mittleren Bereich der Polypeptidkette — die
Vorhersage der Sekundérstruktur nach Chou-Fassmann/Garnier/Predictprotein (EMBL, Hei-
delberg) ist hier fast durchgehend a-helikal — quas heptadische Wiederholungen, genauer un-
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dekadische Wiederholungen bestimmter Aminosduren, die in den Tabellen 1.7 und 1.8
dargestellt sind. Auch im ESA wurden solche Quasi Undekaden gefunden (Schroeder et dl.,
1994). In der Regel besitzen Proteine mit a-helikalen coiled coil Doméanen heptadische oder
quas heptadische Wiederholungen des Motivs abcdefg, wobel aund d in der Regel apolar sind
(Cohen und Parry, 1986; Cohen und Parry, 1990). Treten solche heptadischen Wiederholun-
gen innerhalb einer a- Helix auf — in einer a- Helix liegen jeweils die 1. und 7. Aminosdure
Ubereinander — dann bildet sich entlang dieser Helix ein apolares Band in Form ener links-
gangigen Helix. Diese Sekundarstruktur ist in einer wéldrigen Lésung nicht stabil, da die apo-
laren Reste dem Losungsmittel Wasser ausgesetzt sind. Die einfachste und in der Natur oft
vorgefundene Moglichkeit diese Reste gegen das Wasser abzuschirmen, ist die Ausbildung
eines helikalen coiled coil von 2 oder 3 (in stébchenférmigen Domanen ) oder 4 (in globuléren
Doménen) Helices (Ubersicht in Cohen und Parry, 1990). Das Vorliegen undekadischer
Wiederholungen steht im Einklang mit dieser Struktur, da auch weitere Vielfache (3) einer
Helixdrehung von ca. 3,6 Aminosduren pro Drehung zu solch einer Struktur fohren (quas
Heptaden). Die Vorhersage des Pepcoil Programmes von A. Lupas, welches quas heptadische
Wiederholungen in Peptidsequenzen sucht, bestétigt diese Vermutung. Es sagt bel Reggie-1im
Bereich der Aminosduren 231-283 eine coiled coil Doméne mit einer Wahrscheinlichkeit von
1,0 und bel Reggie-2 im Bereich der Aminosduren 179-208 sowie 243-270 zwei coiled cail
Domanen mit Wahrscheinlichkeiten von jew. 0,7 voraus (s.h. Abb. 1.16). Diese Vermutungen
mussen natirlich durch strukturanalytische Verfahren (z.B. Kristallstrukturaufklarung oder
CD-Spektroskopie) evaluiert werden.

Die Reggie-1 und Reggie-2 Aminosauresequenzen wurden von Dr. Andrei Lupas (Max
Planck Institut for Biochemie, Martinsried) mit Hilfe weitergehender Analyseverfahren
(Fourier Transformation zur Ermittlung der Periodizitét der hydrophoben Reste) auf eine
mogliche coiled coil Struktur untersucht. Er ist der Ansicht, dal3 die vom Pepcoil Programm
vorhergesagten coiled coil Bereiche, wahrscheinlich keine coiled coil Struktur ausbilden, son-

dern nur eine verstarkte Neigung zur Ausbildung a-helikaer Strukturen besitzen.



Ergebnisse 43

Position 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11
182 G \% A E A E R D A G I
289 A|lE|A|JE]A]lY|[K|M|Q]OQ]|L
301 A E G Q K L K K \Y L I
313 A Q A E S E K I R K I
325 G E A E A I S I S S \%
337 G K A E A E S M R L K
349 A|lE|A]lY|]Q|Q]Y|G|E]|A]|A

Konsensus | A/IG| E A E A E K X X | ap. | ap.

Tabelle 1.7 Undekadische Wiederholungsmotive in der C-terminalen Halfte von Reggie-1. X ist
irgend eine und ap. eine apolare Aminosaure.

Position

179
287
299
311
323
335
347

m| >| ©

—( | O] o

m|{ m| m| m| m X| &

> > > » O Z| o

m| <| m|f | <| X|] o

O »| | O T I N
<

> m| x| —

X~ > Z| Z ]l <

ANl Al ™| m| -

> O O P P P O

m| m{ O M m| m[{ Of M| N
> > > P P P P P W

Konsensus | A/IG E A E X [ ap | X X X

Tabelle 1.8 Undekadische Wiederholungsmotive in der C-terminalen Haélfte von Reggie-2. X ist
irgend eine und ap. eine apolare Aminosaure.
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Abbildung 1.16 Ausgabe des Pepcoil Programms (HUSAR, DKFZ-Heidelberg) von A) Reggie-1
und B) Reggie-2. Das Programm sucht nach heptadischen oder quasi heptadischen Wiederholungen
des Grundmotivs abcdefg (a und d apolar). Es findet bei Reggie-1 eine durchgehende und bei

Reggie-2 zwei durch ein kurzes Stiick getrennte mdgliche coiled coil Doménen.
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1.4.4 in vitro translatiertes Reggie-1 hat ein apparentes Molekulargewicht von
48 kD.

Zur Bestimmung der Vollsténdigkeit der Reggie-1 cDNA wurde eine in vitro Transla-
tion mit dem ECL in vitro tranglation kit durchgefuhrt. In vitro transkribierte sense und anti-
sense (als Negativkontrolle) R8a RNA (mit einer CAP &dhnlichen Struktur versehen, s.h.
3.2.2.22) wurden in in vitro Tranglationsreaktionen eingesetzt, die Produkte mittels SDS
PAGE aufgetrennt und nach Transfer auf eine Cellulosenitrat Membran mittels Streptavidin-
HRP ECL detektiert. Das Ergebnis ist in Abb. 1.17 dargestellt. In den 2 verschiedenen An-
sdtzen mit sense R8a RNA tritt as einziges Produkt ein Polypeptid von 48 kD apparentem
Molekulargewicht auf (Kalibrierung mit in vitro Trandation von BMV RNA s.h Abb. 1.17).
Die Negativkontrolle mit antisense R8a RNA zeigte kein Signal.

Ein zweiter Ansatz mit *S markiertem Methionin erlaubte den Test auf immunolo-
gische Kreuzreaktion des Reaktionsproduktes mit dem M802 Antikorper und dem 446 Reggie
Antiserum. Abb. 1.17b zeigt das Ergebnis einer in vitro Trandation mit nachfolgender Mikro-
dialyse auf Millipore Mikrodialyse Membranen und Affinitétsreinigung tber eine Protein-A/G-
Matrix und den entsprechenden Antikorpern. Allerdings fand keine spezifische Bindung der
beiden Antikorper statt. Der Kontrollansatz mit Protein A/G ohne Antikorper wies die
gleichen Produkte auf, wie die Ansdtze mit M802 oder 446 Antiserum.

75 i —
=3 -
35 k> -
A A A A
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Abbildung 1.17 a) in vitro Translation von Reggie-1 Klon R8a mit dem ECL in vitro translation kit
(Amersham). 1: Brome mosaic virus (BMV) RNA, 2: R8a sense cRNA , R8a sense cRNA(+5 mM
KCI), 4. R8a antisense cRNA. Der Pfeil ohne Beschriftung markiert ein apparentes Molekulargewicht
von 48 kD.
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Abbildung 1.17 b) Immunprazipitation (Antikdrper + Protein A/G Affinica Matrix, Schleicher &
Schdll) von ¥5.Methionin markierterm R8a in vitro Translationsprodukt (Kaninchen Retikulozyten
System von Amersham). 1: Kontroll RNA, 3: unmarkierter Molekulargewichtsstandard, 2 und 4-9:
R8a sense cRNA mit folgender Aufreinigung: 2: Translationsprodukt ohne Aufreinigung, 4: Uberstand
446 Antiserum, 5: Protein A/G (Kontrolle), 6: M802-Protein A/G, 7: M802-Protein A/G Uberstand, 8:
446-Protein A/G, 9: Protein A/G Uberstand.

1.4.5 Reggie-1 besitzt mehrere Genloci im tetraploiden Chromosomensatz

des Goldfisches.

Eine Southern Blot Analyse genomischer DNA eines Goldfisches mit einer Reggie-1
Probe spricht fur die Existenz mehrerer Genloci von Reggie-1. Jeweils 10 pg genomische
DNA wurden mit einem von 6 verschiedenen Restriktionsendonukleasen verdaut. Nach der
gelelektrophoretischen Auftrennung und dem Transfer auf eine Nylonmembran, erfolgte eine
Hybridisierung mit einer P markierten Probe (389 bp PCR Fragment; Abbildung. 1.18). Die
Anwesenheit mehrerer Banden in fast allen Reaktionen 183 auf die Existenz mehrerer Genloci
fir Reggie-1 schlief3en, da die Probe (389bp) klein gegentiber der zu erwartenden Mindest-
grofRe des Reggie-1 Genlocus (mindestens 3,1 kb) ist. Allerdings besitzt der Goldfisch einen

tetraploiden Chromosomensatz, diese Tatsache steht dieser einfachen Interpretation im Wege.



Ergebnisse a7

Zusétzlich konnten zu Reggie-1, -2 partielle cODNAs (R10a und R4b) kloniert werden, diein
den putativen 3’ nicht trandatierten Bereichen deutliche Unterschiede zu den Reggie-1 Klonen
R8a, R9%, R3 und R7b aufweisen. Identisch mit den o0.g. Klonen sind sie aber in den putativen
trandatierten Bereichen (s.h. Tabelle 1.4)

23 L-bj
94 kh

N e
1,1 kb —

2,3k —
20kb —> -

“

Abbildung 1.18 Genomische Southern Blot Analyse von Reggie-1 im Goldfisch. 1. Molekularge-
wichtsstandard, | /Hind Ill, an ihn hybridisiert keine Probe. In den weiteren Spuren sind je 10 ug
genomischer Goldfisch DNA mit den folgenden Restriktionsenzymen verdaut worden: 2: Hind IlI; 3:
Eco RI; 4: Eco RV; 5: Nco I; 6: Pst I; 7: Xba I; 8: Bam HI. Die Hybridisierung erfolgte mit einem p
markierten 389 bp grofRen PCR Fragment von Reggie-1 als Probe.

1.5 Analyse der Reggie Expression in adulten und embryonalen
Goldfischen

1.5.1 Reggie-1 und Reggie-2 mRNAs haben eine Grof3e von ca. 3 und 3,2 kb in

verschiedenen neuronalen Geweben.

Um die Grofe der Reggie-1 und Reggie-2 Transkripte sowie deren gewebsspezifische
Expression zu untersuchen, wurden von verschiedenen neuronalen Geweben und der Haut
adulter Goldfische Gesamt RNA isoliert und per Northern Blot analysiert. Jewells 10 pg Ge-
samt RNA optischer Tecta, Retinae (normal und 14 d nach Nervdurchtrennung) sowie Haut

wurden auf einem Formaldehyd-Agarose Gel aufgetrennt und nach Transfer auf eine Nylon-
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membran mit *P markierten Proben gegen Reggie-1 (389 bp PCR Fragment) und Reggie-2 (1
kb PCR Fragment) hybridisiert (s.h. Abbildung 1.19).

Die mRNA von Reggie-1 ist ca. 3 kb grof3 und in alen getesteten Geweben nachwels-
bar (s.h. Abb. 1.193). Das stérkste Signal tritt in der Retina von Tieren 14 d nach Nervdurch-
trennung auf. Es ist deutlich intensiver as das Signa in Retinae von Kontrollfischen. Im op-
tischen Tectum tritt noch ein zweites Transkript von ca. 2,9 kb auf. In der Haut sind ebenfalls
zwei Transkripte von 3,0 und 2,9 kb zu identifizieren, ihre Intensitét ist allerdings im Vergleich

zu denenin neuronalen Geweben deutlich geringer.

Die Reggie-2 mRNA in neuronalen Geweben hat eine Grofe von ca. 3,2 kb. In der
Haut tritt zwar ein Transkript solcher Grof3e auf, die Hauptbande dort hat aber eine Grof3e von
ca. 2,3 kb (s.h. 1.19b).
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Abbildung_1.19 Northern Bot Analyse von Reggie-1 und Reggie-2. a) Jeweils 10 pug Gesamt RNA
von 1: Haut, 2: optisches Tectum (ohne Durch-trennung des opti-schen Nervs (ONS)), 3: Retina
(ohne ONS), 4: Retina (GF 2 Wochen nach ONS) wurden wie in 3.2.2.20 beschrieben aufge-trennt
und analy-siert. b) Jeweils 10 ug Ge-samt RNA von 1: Haut, 2: optischem Tectum (GF ohne ONS), 3:
optischem Tectum (2 Wochen nach ONS), 4: Retina (ohne ONS), 5: Retina (2 Wochen nach ONS)
wurden wie in 3.2.2.20 beschrieben aufge-trennt und analysiert.
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1.5.2 Reggie-1 und Reggie-2 werden in der Retina des adulten Goldfisches

nach einer Durchtrennung des Sehnervs gleichermafen induziert.

Der monoklonale Antikdrper M802 detektiert Reggie in der Retina des adulten Gold-
fisches nur auf jungen wachsenden Axonen und deren Ursprungszellen (Paschke, 1990). Dem-
nach sollten die entsprechenden mRNASs von Reggie-1 und Reggie-2 gleichermal3en reguliert
werden. Reggie-1 und oder Reggie-2 Transkripte sollten in der Retina des adulten Goldfisches
in ,,neugeborenen” RGZs am &aulRersten Rand der Retina und in alen RGZs nach einer
Nervdurchtrennung zu finden sein, aber nicht in normalen adulten RGZs. M802 detektiert
ferner alle RGZs und deren Axone nach ONS (Paschke, 1990). Folglich sollten Reggie mRNA
Mengen in der Retina nach einer ONS in allen RGZs ansteigen. Diese Transkripte sollten
aul¥erdem zeitlich ahnlich reguliert werden wie das M802 Antigen. Diese Fragestellungen
wurde mit Hilfe von in situ Hybridisierungen an ganzen Retina Préparationen und Kryoschnit-

ten von Retinae adulter Goldfische angegangen.

Erste Hybridisierungen wurden an ganzen Retina Praparationen durchgefthrt. Als
Sonden dienten jewells vollstandige in vitro Transkripte (mit Digoxygenin-UTP) in antisense
Orientierung (s.h. 3.2.2.23) von Reggie-1 und Reggie-2, die durch limitierende Hydrolyse auf
eine mittlere Gréfe von 250 nt gebracht worden waren. Als Negativkontrolle dienten Sonden

gleicher Art, aber in sense Orientierung.

Nach Hybridisierung und Nachweisreaktion (s.h. 3.2.3.3) ergab sich folgendes Bild:
Beide Proben, Reggie-1 und Reggie-2, zeigten das gleiche Expressionsmuster. Bei Retinae von
Fischen 1, 2, 3 und 4 Wochen nach Nervdurchtrennung war ein starkes Hybridisierungssignal
(lilafarbenes Prazipitat) in den Ganglienzellen detektierbar (s.h. 1.20a). Bei starkerer Ver-
grof3erung (s.h. 1.20c) ist deutlich die cytoplasmatische Lokalisierung des Prézipitats zu er-
kennen. Der Zellkern blieb ausgespart. In den retinalen Ganglienzellen von Kontrollfischen
ohne Nervdurchtrennung trat kein Signal auf (s.h. 1.20b). Bei einer intakten Aderhaut — sie
liegt Uber der Retina, wurde aber normalerweise entfernt — ergab sich ein spezifisches Signal in
den Endothelzellen der Blutgefél3e. In solchen Féllen, aber war das Signal in den retinalen
Ganglienzellen deutlich schwécher. Die Aderhaut scheint demnach eine Penetrationsbarriere
fur die cRNA-Proben und die alkalische Phosphatase konjugierten anti DIG F,, Fragmente
darzustellen. Ohne Signal blieben die Hybridiserungen mit den sense Proben unter jeweils

identischen Bedingungen.
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Da auch auswachsende Axone des normalen adulten Goldfisches M802 positiv sind,
sollten auch die am &uReren Rand der Retina liegenden Ganglienzellen positiv fir Reggie-1
und Reggie-2 Transkripte sein. In einigen Fallen waren diese Zellkorper auch gefarbt, aller-

dings war ihre Zahl deutlich geringer as die Zahl der M802 positiven in den Gesamt Retina
Immunférbungen (s.h. Diskussion).

Abbildung 1.20 In situ Hybridisierung an Gesamtpraparaten von Goldfisch Retinae, vor und nach
einer optischen Nervdurchtrennung (ONS). a: Kontroll-Retina mit Reggie-1; b: Retina 2 Wochen nach

ONS mit Reggie-1; c: Kontroll-Retina mit Reggie-2; d: Retina 2 Wochen nach ONS mit Reggie-2.
Malf3stabsbalken entspricht 100 pum.
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Es wurde anfangs versucht in situ Hybridisierungen an Kryoschnitten anhand eines ex-
istierenden Protokolls durchzufihren (Nachweis von Opsin Transkripten in der Retina des
adulten Goldfisches mit Hilfe des DIG Systems, Galuska et a. 1994). Diese Vorschrift galt es
in verschiedener Hinsicht zu optimieren, da mit ihm praktisch keine Signale Uber dem Hinter-
grund mit Reggie-1 Proben zu erzielen waren. Als optimal stellte sich eine Schnittdicke von 16
pm heraus, dinnere Schnitte geben ein schwécheres Signal und dickere [6sen sich bel der Hy-
bridiserung ab. Optimal as Beschichtungsmaterial fur die Objekttréger war Vectabond
(Vector). Als ausreichende Vorbehandlung stellte sich eine 10 mintitige Fixierung mit 4%igem
Formaldehyd in 100 mM Phosphatpuffer (pH 7,4) dar, gefolgt von einer schrittweisen Dehy-
dratiserung und Delipidierung in einer Methanolreihe (70%, 80%, 95% und 100%) mit einer
abschlief3enden 1 minttigen Chloroformbehandlung. Alle Hybridisierungs- und Waschschritte
wurden bei 55°C durchgefiihrt. Hoéhere Temperaturen fihren zu schwécheren Signalen bzw.
zur teilweisen oder vollsténdigen Abldsung der Schnitte (besonders bei Hirngewebe). Das Er-
gebnis einer Hybridisierung eines Retinaschnittes (4 Wochen nach Nervdurchtrennung) mit
einer Reggie-1 Probe ist in Abb. 1.21a dargestellt. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
der Hybridisierungen an gesamten Retinapréparaten fand sich in Kryoschnitten der Retinae von
Goldfischen 4 Wochen nach Nervdurchtrennung ein deutliches Signal in den Ganglienzellen.
Bel Retinae nicht nervdurchtrennter Goldfische trat kein Signal auf. Sense Proben fihrten in
alen Experimenten zu keinem Signal in der Retina. Allerdings trat in Querschnitten des op-
tischen Nervs eine Farbung sternférmiger Zellen auf. Diese war bel sense- und bei antisense-
Proben gleich und stellt wahrscheinliche eine endogene akalische Phosphatase Aktivitét in
diesen Zellen dar, weil Reaktionen ohne vorherige Hybridiserung das gleiche Farbemuster
ergaben. In 1.21b ist ein Ausschnitt aus dem Stammhirn zu sehen. Dort sind grof3e Zellkorper
(wahrscheinlich lang projizierende Neurone) geférbt. Es stellt die einzige spezifische Farbung
an Schnitten des Gehirns dar.

Endothelzellen von Blutgefa3en im Nervensystem sind ebenfalls M802 positiv. Auch
diese Endothelzellen sollten demnach Reggie-1 und oder Reggie-2 Transkripte produzieren.
Dies ist auch der Fall (sh. 1.21), alerdings waren diese in den in situ Hybridisierungen von
Kryoschnitten praktisch nicht nachweisbar. Schon die Signale der Endothelzellen (vor alem in
der Aderhaut) in den Gesamt Retinapréparaten waren schwach, deshalb ist es nicht verwun-

derlich, dal3 die diinneren Kryoschnitte kein Signal mehr aufwiesen.
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1.5.3 Im optischen Tectum sind Reggie-1 und Reggie-2 Transkripte in den

retinorezipienten Schichten nicht nachzuweisen.

In den retinorezipienten Schichten des Tectums (SO und SFGS) waren weder Reggie-1
noch Reggie-2 Signae detektierbar. Auch in den Endothelzellen der Blutgefalie des Hirns
liefRen sich — in den Kryoschnitten — weder Reggie-1 noch Reggie-2 Transkripte nachweisen.
Ein sehr starkes Signal fur beide Transkripte lieferten dafir Zellen im Stammhirn, die wahr-

scheinlich, aufgrund ihrer Grof3e, langprojizierende Neurone darstellen.

™

o -t E
EL g 3
T T e el
g s T S r

r Al T4 il
2 t:'..H.J =l :

ne e 'a-}h"'-
R i .-ﬂ‘.,. ey

Abbildung 1.21 In situ Hybridisierung mit Reggie-1 und Reggie-2 Proben an 16 um dicken Kryo-
schnitten des Auges (Querschnitt) und des Hirns (Querschnitt auf Hohe des optischen Tectums) eines
adulten Goldfisches 4 Wochen nach einer einseitigen Nervdurchtrennung. Maf3stabsbalken: a = 50
pm, b= 20 pum.
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1.5.4 Reggie-1 und Reggie-2 Transkripte sind in der embryonalen und frih

larvalen Retina nicht zu detektieren.

Die Zdlkorper und Axone der retinalen Ganglienzellen des Goldfischembryos sind
M802 negativ. In situ Hybridisierungen an ganzen Goldfischembryonen (48h post Fertilisa-
tion(pf)) und (72 h pf)) zeigten ebenfalls keine Signale fir Reggie-1 und Reggie-2 in den
Ganglienzellen der Retina (s.h. Abb. 1.23aund 1.23c).

Allerdings deckte die Analyse weiterer Strukturen in den Prdparaten Unterschiede in
der Expression von Reggie-1 und Reggie-2 auf. Beide mRNAs werden in Zellen des olfaktori-
schen Epithels und in Zellen des Trigeminus exprimiert. Dartiber hinaus fanden sich in den
Rohon Beard Neuronen, Epithelien des Hirnventrikels und in sekundédren Linsenfasern Signale,
die Reggie-2 spezifisch waren (s.h. Tabelle 1.9 und Abbildungen 1.22, 1.23).

Auge rostral Mes-und caudal
Telencephalo
n
48h
Reggie-1 - eolfaktorisches | » Trigeminus -
Epithel (schwach)
(schwach)
Reggie-2 - eolfaktorisches | » Trigeminus -
Epithel (schwach)
(schwach) |+ Hirnventrikel
(schwach)
72h
Reggie-1 - eolfaktorisches | » Trigeminus -
Epithel
Reggie-2 * Retina: kein Signal eolfaktorisches | » Trigeminus |+ Rohon Beard
* Linse: laterale Zellen in Epithel * Hirnventrikel Neurone
Kontakt mit Blutgefal3
an ventraler Fissur,
sekundérelLinsenfasern

Tabelle 1.9 Reggie-1 und Reggie-2 positive Strukturen im Goldfischembryo (48 h und 72 h pf) in in
situ Hybridisierungen.

Abbildung 1.22 (n&chste Seite) In situ Hybridisierungen an ganzen Goldfischembryonen (48 h und
72 pf) mit Reggie-2 antisense cRNA. a: 72 h Embryo, Pfeilképfe markieren das olfaktorische Epithel,
grofRe Pfeile kennzeichnen den Ventrikel des sich entwickelnden Gehirns, kleiner Pfeil markiert den
Kern des Nervus trigeminus. b: Auschnittvergré3erung von a, zusatzlich ist die Schicht der retinalen
Ganglienzellen mit weil? umrandeten Pfeilen und der laterale Teil der Linse mit einem kleinen
Pfeilkopf markiert. ¢ und d: 48 h Embryo, gleiche Pfeil-Nomenklatur wie bei a und b.
Malfstabsbalken: a und c: 400 um, b und d: 100 pum
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Abbildung 1.23 In situ Hybridisierung an 72 h Goldfischembryonen mit Reggie-2 antisense cRNA. a
und b Darstellung des Schwanzbereiches mit markierten Rohon Beard Neuronen (Pfeilkdpfe).
Malstabsbalken: a; 400 um, b: 100 um.
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Reggie-1 Expression im 72 h Goldfischembryo:

Trigeminus

olfaktorisches Epithel

Reggie-2 Expression im 72 h Goldfischembryo:

sekundare Linsenfasern

Trigeminus

Hirnventrikel

olfaktorisches Epithel

Rohon-Beard Neurone

Abbildung 1.24 Verteilung der Reggie-1 und Reggie-2 mRNA Expression im 72 stindigen
Goldfischembryo (Aufsicht). Schwarz gefillte Kreise/Streifen markieren Zellen mit in situ
Hybridisierungssignal.
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KAPITEL 2

DISKUSSION

Ausgehend von einem monoklonalen Antikdrper M802, der wachsende und vor alem
regenerierende retinale Ganglienzellaxone im Sehsystem des Goldfisches erkennt (Paschke,
1990), erfolgte in dieser Arbeit die molekularbiologische Charakterisierung des M802 Anti-

gens (Reggie).

1. Das M802 Antigen (Reggie) konnte as ein peripheres Membranprotein mit
einem apparentem Molekulargewicht von 48 kD identifiziert werden. Die Mikrosequenzierung
des aus Larven (30-60 d) gereinigten Proteins (Dr. F. Lottspeich) erbrachte eine N-terminae

und 7 interne Peptidsequenzen.

2. Zu Reggie aus Larven existieren zwel unterschiedliche mRNAS. Reggie-1 und
Reggie-2; deren Trand ationsprodukte sind zu 45% identisch. Sie sind das Produkt mindestens

zweier Gene im Goldfisch.

3. Die Genprodukte von Reggie-1 und Reggie-2 sind tUberwiegend hydrophile
Proteine mit einer vorwiegend a-helikalen Sekundérstrukturvorhersage. Das humane epider-
mal surface antigen (ESA) ist wahrscheinlich das Homologe zu Reggie-1, da es zu 80% mit
diesem aminosaureidentisch ist. Reggie-1 und Reggie-2 bilden eine neue Familie hochkon-
servierter Zelloberflachenproteine im Nervensystem, denn sowohl zu Reggie-1 (ESA) as auch
zu Reggie-2 existieren putative Homologe im Nervensystem der Sduger mit Aminosaure-1den-

titdten von ca. 85%.

4. Reggie-1 und Reggie-2 Transkripte werden im Nervensystems des Goldfisches
exprimiert. Die durch Northern Blot Analyse bestimmten mRNA GrofRen stimmen mit der
Grof3e der isolierten cDNAS Uiberein. Reggie-1 und Reggie-2 werden gleichermal3en nach einer

Nervdurchtrennung in den retindlen Ganglienzellen exprimiert. Die Transkripte konnten im
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retinotectalen System des Goldfischembryos und der Larve (bis 30 d) nicht nachgewiesen wer-
den. Dies stimmt mit dem Befund Uberein, dald M802 weder retinale Ganglienzellen noch

deren Axone in diesen Stadien erkennt.

5. Zwei neue monoklonale und ein polyklonaler Antikorper (446), gegen immu-
noaffinitatsgereinigtes Reggie gerichtet, wurden gewonnen. Sie erkennen das gleiche Antigen
wie der M802 Antikorper.

2.1 Die Charakterisierung des M802 Antigens (Reggie)

Unter ausreichend denaturierenden Bedingungen zeigte sich das immunoaffinitétsgere-
inigte M802 Antigen (Reggie) as Protein mit einem apparentem Molekulargewicht von 48 kD.
Dieses 48 kD Protein war auch im Western Blot unter nicht reduzierenden Bedingungen
sichtbar. Die Anwesenheit von Reduktionsmitteln, wie DTT oder 2-Mercaptoethanol, hatte
keinen Einflul auf das Laufverhaten in der SDS PAGE. Allerdings schien eine nicht
ausreichende Denaturierung vor der SDS PAGE zur Bildung teillweise SDS resistenter,
stdchiometrischer Komplexe von Reggie zu fuhren (ca. 300 kD). Die Erhdhung des SDS An-
teilsim Probenpuffer auf 3% lief3 diese 300 kD Bande verschwinden.

Das Protein ist in der Membranfraktion angereichert. Es 183t sich mit denaturierenden
Agenzien (8 M Harnstoff), mit Detergenzien (3% OGP, 1% TX-100), aber auch mit Hochsalz
(500 mM NaCl; pH 7,4) und akalischem Puffer (100 mM TEA; pH 11) aus Membranmikro-
somen herausldsen. Da schon eine Extraktion mit 500 mM NaCl (bei neutralem pH) Reggie
von der Membran entfernt, stellt Reggie ein peripheres Membranprotein dar. Die Molekular-
gewichte der biotinmarkierten M802 immunopréazipitierten Proteine (1.1.7) entsprechen zwar
nicht genau 48 kD, sondern erscheinen etwas grof3er, doch ist dies mit der Biotinmodifikation
erklarbar, die das Laufverhalten von Proteinen zu hoheren apparenten Molekulargewichten
verandert. Eine genaue Kalibrierung ist auch mit biotinmarkierten Molekulargewichtstandards

nicht moglich, da diese unterschiedlich stark mit Biotin derivatisiert sind.

Die nur halbvollsténdige Extraktion von Reggie durch Hochsalzextraktion aus den
Membranmikrosomen liegt wahrscheinlich darin begriindet, dal3 die Mikrosomen durch die
Extraktionsbedingungen (500 mM NaCl; pH 7,4) intakt bleiben, das heil3 nur Protein auf ihrer
Oberflache kann in Lésung gehen. Erst unter Einflul? des 100 mM Triethylamins pH 11,0 wer-
den die Mikrosomen labil (Fujiki et a., 1982) und kdnnen nun eingeschl ossenes Protein freige-

ben. Eine weitere Mdglichkeit fir dieses Verhalten wére die Existenz eines Bindeproteins in
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der Membran, welches Reggie tiber nicht ionische Wechselwirkungen bindet, aber bel pH 11,0

denaturiert wird.

Ein interessanter Befund ist weiterhin, dald zwei Proteine (48 kD und 50 kD) selektiv
durch 3% OGP unter pH 7,4 und Niedrigsalzbedingungen (50 kD) oder durch 500 mM NaCl
unter pH 7,4 (48 kD) aus der Membran herausgel 6st werden und vom 446 Antikorper erkannt
werden. Die nachfolgende Extraktion der Hochsalz extrahierten Membranmikrosomen durch
100 mM TEA (pH 11,0) setzt noch einmal weliteres 48 kD Protein, aber wenig 50 kD Protein
frei, so dald sich die Frage erhebt, ob der Antikdrper M802 die gleichen Proteine erkennt wie
der Antikorper 446. Wére dem so, dann gébe es zwei verschiedene Formen, die sich durch ihre
physikalischen Eigenschaften (Lodlichkeit in polaren oder amphiphilen Losungsmitteln) vonel-
nander unterscheiden. Entweder weist dies auf die Existenz eines Membranankers hin — die
Octylglucopyranosid l6sliche Form hat ja ein grof3eres apparentes Molekulargewicht — oder
auf ein integrales Membranprotein, welches auch das M802 Epitop tragt. Die Existenz ver-
schiedener Proteine lief3e sich unter Umstdnden auch aus der Immunfluoreszenz mit dem
M802 Antikorper herleiten. Dort existiert ja ein diffuses- (retinorezipiente Schichten nach
Nervdurchtrennung) und ein distinktes (Blutgefal3endothelien) Farbemuster (Paschke, 1990).
Inwieweit das vom 446 Antikorper erkannte Bandendoublet bei 70 kD eine spezifische Bin-
dung darstellt, ist nicht klar. Mit dem M802 Antikdrper kam es weder im Western Blot noch in

der Immunoprazipitation zu einer Erkennung dieser Banden.

2.2 Die neuen monoklonalen Reggie-Antikorper

Die neu produzierten monoklonalen Antikorper (M72 und M343) zeigen das gleiche
Muster in Immunférbungen (optisches Tectum eines Goldfisches, 4 Wochen nach einseitiger
Nervdurchtrennung) wie M802. Daruberhinaus fihrt M802 in Immunféarbungen von Gliazell-
kulturen des optischen Nervs des Goldfisches zur selektiven Anférbung kleiner Zellen, die
maoglicherweise Mikroglia darstellen. Auch die Antikorper M72 und M 343 erkennen in die-
sen Farbungen selektiv solche Zellen (M. Bastmeyer, pers. Mitteillung). Die Immunisierung der
Maus, aus der die Antikorper hervorgingen, erfolgte mit immunoaffintétsgereinigtem Reggie
Protein aus gesamten Goldfischlarven. Betrachtet man nun noch das Expressionsmuster der
Reggie-1 und Reggie-2 Transkripte, dann ist es zumindest wahrscheinlich, dal? das vom M802
in Kryoschnitten erkannte und das immunoaffinitétsgereinigte Reggie Protein aus gesamten
Goldfischlarven identisch sind. Dies wird durch den Befund gestiitzt, dal’3 Reggie-1 und Reg-
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gie-2 Transkripte in einem zeitlich und raumlichen Muster exprimiert werden, welches mit der

Verteilung des Proteins bzw. M802 Immunoreaktivitét Ubereinstimmt.

2.3 Die Klonierung von zwei cDNAs zu Reggie

Die zweidimensionale Gelelektrophorese wies das M802 Antigen as heterogen aus.
Eine Ansequenzierung der Proteine nach einer zweidimensionalen Gelelektrophorese wurde
zwar von Dr. Lottspeich versucht, scheiterte aber an den zu geringen Mengen nach der Auf-
trennung. Erst die molekularbiologische Charakterisierung zeigte, dald das M802 Antigen aus
mindestens 2 verschiedenen Polypeptiden besteht, die nur zu 45% identisch sind (Reggie-1 und
Reggie-2). Der Tatbestand, dal? sich die partielle Aminosduresequenz RLysyC5 nicht voll-
standig in den Reggie-1 cDNAs wiederfinden lief3, weist auf eine noch hohere Heterogenitét
auf mMRNA und entsprechend auf Proteinebene hin. Ein Tell der 6 deutlich unterscheidbaren
gpots in der zweidimensionalen Gelelektrophorese konnte durch unterschiedliche Modifizie-
rungen einer kleineren Zahl von Polypeptiden zustande kommen. Deren Existenz ist alerdings
gar nicht notwendigerweise zu fordern, da Reggie-1 Isoformen, wie R10a (Reggie-1') isoliert
worden sind, die einige Aminosdureaustausche gegeniiber dem Reggie-1 Klon R8a besitzen
und sich damit unterschiedlich in der isoelektrischen Fokussierung verhalten sollten. Es ist
nicht verwunderlich, dal3 die Southern Blot Analyse Reggie-1 als multi Kopie Gen im Genom
des Goldfisches identifiziert, denn die partielle cDNA Sequenz zu Reggie-1' weist vor allemim
3' nichttrandatierten Bereich eine nur noch 65%ige Identitdt zu Reggie-1 (R8a) auf. Aller-
dings ist eine genomische Southern Blot Analyse bei Goldfischen kritisch, da diese Fische
tetraploid sind und zudem einer Gendrift unterliegen. Im Falle von Gap-43 (im Goldfisch Gap-
48) ergab diese ein Einzelkopie-Gen (LaBate und Skene, 1989), doch es ist bekannt, dal? an-
dere Gene, die in Mensch, Maus und Drosophila as Einzelkopie Gen vorliegen, weisen im
Goldfisch mehrere Kopien auf, welche nicht identisch sind (Polymorphismen, Risinger und
Larhammar, 1993). Bel anderen tetraploiden Organismen, wie dem afrikanischen Krallenfrosch
(Xenopus laevis), sind dhnliche Félle bekannt (z.B. Synaptophysin, Wang und Poo, 1995). Das
bedeutet, dal? Reggie-1 im Goldfisch in mehreren polymorphen Genkopien vorliegt, doch ist

dies wahrscheinlich auf den tetraploiden Chromosomensatz des Tieres zurlickzuf ihren.

Das epidermal surface antigen (ESA) — es ist 80% aminosdureidentisch zu Reggie-1
und ist wahrscheinlich das Sdugerhomologe zu Reggie-1 — besitzt nur eine Kopie im Genom
des Menschen und der Maus. Dieses ESA weist eine erstaunliche Ahnlichkeit zu Reggie-1 auf,

wiewohl sein apparentes Molekulargewicht aus Western Blot mit dem Antikorper ECS-1 mit



Diskussion 61

35 kD kleiner ist als das von Reggie-1 (Schroeder et a., 1994). Allerdings weist die momentan
veroffentlichte cDNA Sequenz zu ESA in Genbank einen offenen Leserahmen von rechnerisch
41,7 kD aus. Damit ist ESA deutlich kleiner as Reggie-1, welches um 50 Aminosauren am N-
Terminus langer ist und dessen errechnetes Molekulargewicht von 46,9 kD sehr gut mit sei-
nem apparentem Molekulargwicht in der SDS PAGE Ubereinstimmt. Ob mehrere ESA
MRNASs mit aternativen Trandationsstartpunkten existieren, ist offen. Diese mifdten aller-
dings durch dternatives splicing entstehen, da es sich bei ESA um ein Einzelkopie-Gen handelt
(Schroeder et ., 1994).

Auch zu Reggie-2 finden sich mittlerweile putative Saugerhomologe in Genbank, ge-
nauer in der Datenbank der expressed sequence tags (EST). Die in dieser Datenbank abgespei-
cherten Sequenzen entsprechen kleinen cDNA Fragmenten von zufdlig klonierten und anse-
quenzierten cDNA Klonen eines Gewebes. Es finden sich hier mehrere Eintrége, die eine Iden-
titdt von ca. 90% zu Reggie-2 aufweisen. Auch in der Datenbank des Drosophila Genome
Project findet sich ein Eintrag mit hoher Identitét zu Reggie-2 (90%). Die Reggie Proteinfami-
lie scheint demnach in der Evolution hoch konserviert zu sein. Eine Aufteilung in distinkte
Domaénen bestimmter Funktion — wie beispielsweise bel den Zeladhdsionsmolekilen der Im-
munoglobulinsuperfamilie (Ubersicht in Brimmendorf und Rathjen, 1994) — ist anhand der
Homologievergleiche nicht moglich. Demnach ist bei diesen Proteinen wahrscheinlich die Ge-

samtstruktur entscheidend fir die Funktion.

Der Klon R9a enthdlt neben dem putativen Homologen des spannungsabhangigen
Anionenkanals der Sduger ein Stop Codon an der Aminosaureposition 297 (entstanden durch
einen einzelnen Basenaustausch) von Reggie-1. Es ware moglich, dal3 R9a ein weiteres Trans-
kript darstellt. Allerdings ist an der fraglichen Stelle Proteininformation durch das RLysC1
Peptid vorhanden. Auf3erdem ist in keiner der funf weiteren cDNA Klone zu Reggie-1 ein sol-
ches Stop Codon vorhanden. Ich halte es demnach fir wahrscheinlicher, dal3 es sich bei diesem
Basenaustausch um eine Mutation wahrend der reversen Transkription oder der nachfolgenden
Amplifikation handelt.

Es stellt sich die Frage, warum der monoklonale Antikérper M802 in Zellmembranex-
trakten zwel Proteine erkennt, deren Sequenzen zu nur 45% identisch sind. Esist nicht gekléart,
ob der M802 ein kontinuierliches oder ein diskontinuierliches Epitop erkennt. Eine Moglich-
keit fur ein kontinuierliches Epitop wéren die N-terminalen Sequenzen von Reggie-1
(...GPNEALVVSG...) und Reggie-2 (...GPNEAMVVSG...). Eine weitere Moglichkeit ist
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die eines gemeinsamen Strukturepitops. Esist bisang kein Unterschied im Expressionsmuster
der mRNASs von Reggie-1 und Reggie-2 wéahrend der axonalen Regeneration nach Durchtren-
nung des optischen Nervs festgestellt worden. Dabei werden anscheinend beide Transkripte in
ahnlichen Mengen von einer Zelle produziert. Deshalb besteht die Méglichkeit, dal3 M802 ein
Heterodimeres aus Reggie-1 und Reggie-2 erkennt. Ob dies zutrifft, lief3e sich in Zukunft mit
rekombinantem Protein oder mit zwischen Reggie-1 und Reggie-2 differenzierenden Antikor-

pern klaren.

Die meisten eukaryotischen mRNASs sind am 3'-Ende polyadenyliert. Auddser fir diese
Polyadenylierung ist ein nahe dem 3-Ende der pr&mRNA gelegenes poly A Signa. Die
Sequenz des Reggie-2 Klons R181a enthélt kein solches poly A Signal. Es gibt zwar in der
Literatur Hinweise fir unibliche Polyadenylierungssignale (Wahle und Keller, 1986), doch
sind diese sehr selten. Die Sequenz enthélt nur 4 Adenine am 3-Ende. Esist demnach mdglich,
dal3 das 3'- Ende des Klons R181a, in dem das poly A Signal liegt, fehit.

2.4 Die Charakterisierung von Reggie-1 und Reggie-2

Reggie-1 und ESA weisen keine putativen transmembranéren a- helikalen Transmem-
bransegmente auf (Kyte und Doolittle, 1982). Bel der abgeleiteten Aminosduresequenz von
Reggie-2 detektieren sowohl der Algorithmus von Kyte und Doolittle als auch die GES-Me-
thode (Goldman, Engelman, Steitz; Engelman et al., 1986) im Bereich Aminosaure 27-47 ei-
nen putativen transmembrantsen Bereich. Allerdings ist dieser Abschnitt des Proteins wahr-
scheinlich nicht a- helikal (Predictprotein, EMBL Heidelberg). Auch fir eine Verankerung
mittels Glycosyl-Phospatidyl-Inositol-Anker (GPI) finden sich keine Hinweise weder experi-
mentell noch Uber die Analyse der abgeleiteten Proteinsequenzen. Fir diese Struktur mifite
sich in der abgeleiteten Proteinsequenz sowohl ein N-terminales Signalpeptid fir den Trans-
port in das endoplasmatische Retikulum (ER) as auch eine C-terminale Transmembranregion
fur den Einbau in die ER-Membran und anschlief3enden Transfer des Proteins an den GPI-An-
ker finden (Englund, 1993).

Reggie Proteine sind Uberwiegend hydrophile Zelloberflachenproteine, und das M802
Epitop ist von auf¥en zuganglich. Dadurch stellen sich zwel prinzipielle Fragen: 1. Wie sind die

Proteine mit der Membran verbunden? — und 2. Wie gelangen sie Uberhaupt dahin?
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Prinzipiell wéren fur die Membranassoziation von Reggie-1 und Reggie-2 vier MOg-
lichkeiten denkbar (Abb. 3.1). Die naheliegenste wére eine ionische Interaktion mit der Zell-
membran (Abb. 3.1 a). Diese konnte entweder direkt mit den zumeist negativ geladenen
Kopfgruppen der Membranphospholipide oder aber mit anderen geladenen Bestandteilen der
Membranoberflache erfolgen. Die entsprechenden Gegenionen auf der Seite des Proteins wé-
ren dann Lysin oder Argininseitenketten (aber auch Aspartat und Glutamat). Diese sind in
grof3er Zahl in den Reggie-1 und Reggie-2 sowie ESA vorhanden. Man kann davon ausgehen,
dal’d zumindest ein Teil der Reggie Proteine Uber diese Interaktion mit der Membran assoziiert
ist, da sich M802 immunoprazipitierbares Protein in 500 mM NaCl bei neutralem pH von
Membranmikrosomen ablsen 183t. Diese Art der Membranassoziation wurde auch bel Protei-
nen wie Collapsin (Luo et a., 1993), einem Mitglied der Semaphorin Familie (Kolodkin et a.,
1993) as auch fur die Extrazelluldrmatrixproteine Cytotactin/Jl/Tenascin (Grumet et a.,
1985; Kruse et a., 1985) und Cat 301 (Zaremba et al., 1989) beobachtet. Allerdings besitzen
diese Proteine, im Gegensatz zu Reggie-1, Reggie-2 und ESA, en klassisches Signal peptid.
Wie kommen sie dann aber an die Oberflache der Zelle? In der Literatur gibt es mittlerweile
gentigend Beispielefir einen nichtklassischen Proteinexport, wie im Falle der Interleukine 1-a
und -b (Beuscher und Colten, 1988; Rubartelli et al., 1990) und den acidic- sowie basic-
fibroblast growth factors (FGF-1 und FGF-2; Tarantini et al., 1995 und Florkiewicz et al.,

1995) gezeigt worden ist. Dieser miifdte im Falle von Reggie Proteinen auch gefordert werden.

Weitere Erklarungsmoglichkeiten fir die Freisetzung von M802 immunoprézipitierba-
rem Protein durch 100 mM TEA pH 11,0 nach einer 500 mM NaCl Extraktion aus Mem-
branmikrosomen wéren eine nichtionische Assoziation mit einem integralen Membranprotein
(Abb. 3.1 b.) oder die Verknipfung an eine Fettsdure Uber einen Thioester (Abb. 3.1. c.).
Letztere wirde ein Cystein des Proteins mit einer Fettsaure wie Palmitinsaure verbinden, und
wére akalilabil (Jocelyn, 1972). Allerdings sind bislang nur cytoplasmatische oder myelinas-
soziierte Proteinen (z.B. das Proteolipidprotein PLP, Schultz et al., 1992) mit einer solchen
Modifikation bekannt, aber keine Oberflachenproteine.

Die abgeleitete Aminosduresequenz von Reggie-2 gibt Anlal3 zu einem vierten Modell
der Membranassoziation. Es ist dies die Existenz einer integralen Transmembrandomane in-
nerhalb des Proteins (Abbildung 2.1d). Die Hydropathieanalyse der abgeleiteten Aminosaure-
sequenz von Reggie-2 macht ndmlich eine putative Transmembrandoméne im Bereich der

Aminosauren 27-47 (Kyte-Dooalittle, Goldman-Engelman-Steitz) méglich.  Allerdings ist es
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fraglich, ob der Aminosdurebereich 27-47 tatsachlich eine Transmembranregion ausbildet, da
sich zum einen in seiner Mitte ein Arginin befindet und zum anderen die Sekundérstrukturvor-
hersage keine eindeutige Struktur vorhersagt (Predictprotein) — die oben erwahnten Pro-
gramme gehen aber von der Aushildung einer a- Helix aus. Das Hauptproblem stellt allerdings
die geladene Seitenkette des Arginins dar. Es ist thermodynamisch nicht favorisiert, eine La
dung in eine Lipid-Doppelschicht zu Uberfihren. Deshalb kommen geladene Aminoséuren
auch normalerweise nicht in solchen einfachen Transmembrandoméanen vor (Auflistung in: von
Heijne und Gavel, 1988). Der as relativ zuverlassig geltende PHDhtm server (EMBL, Heidel-
berg) — er beruht auf einem neuronalem Netz, welches mit alignments aus einer Datenbankre-
cherche gestartet wird — gibt den Bereich von Aminosdure 21-39 as Transmembranhelix an.
Hierin befindet sich keine Ladung mehr, diese sitzt nun am Rand direkt neben der
vorhergesagten Transmembranhelix. Allerdings wird dieser Bereich des Proteins vom
verwandten PHDhtm (EMBL, Heidelberg) nur teillweise as Helix vorhergesagt (s.h. Abb.
2.14). Da der durch Mikrosequenzierung bestimmte N-Terminus von Reggie-2 mit dem aus
der cDNA abgeleiteten Ubereinstimmt, besitzt Reggie-2 kein klassisches Signalpeptid, welches
nach der Trandokation des Praproteins in das ER entfernt wird. Daraus ergdbe sich das
Modell eines integralen Membranproteins vom Typ Il (von Heijne und Gavel, 1988). Bei
diesen Proteinen dient eine N-terminale nicht prozessierte Signalsequenz zugleich als
Transmembrandoméme fur das trandozierte Protein. Die Topologie solcher Proteine
entspricht der in Abbildung 2.1d dargestellten, dal3 heil3t der N-Terminus befindet sich im
Zdllinneren (von Heijne und Gavel, 1988). Attraktiv wéare dieses Modell vor allem deshalb, da
es sowohl die Membranassoziation als auch die Translokation des Proteins an die Oberfléche

beschreibt.

Eine eindeutige Aussage im Bezug auf die Modelle b-d kann bis dato nicht getroffen
werden. Weitere Versuche sind notwendig, um hier Klarheit zu schaffen. Es ist vor alem
wichtig entweder Uber Transfektion von Reggie-Konstrukten in Zellinien oder durch geeignete
spezifische AntikOrper eine Form der Proteine rein zu erhalten. Das Modell, welches mit den
experimentellen Daten momentan am besten Ubereinstimment, ist das des peripheren
Membranproteins, welches Uber ionische Wechselwirkungen mit der Membran assoziiert ist
(Abbildung 2.13a).
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a) b)

Abbildung 2.1 Mdgliche Membranassoziationen von Reggie und ESA, die Aul3enseite der Membran
ist oben: a) Modell der ionischen Interaktion, gestiitzt durch Ablésung des Proteins in Puffern hoher
lonenstarke. b) Modell der nichtionischen Assoziation an ein Membranprotein, bislang nicht auszu-
schlieBen, da pH 11 Puffer auch nach einer Hochsalzextraktion noch Protein von Membranmikroso-
men abldsen. c) Modell einer Fettsaureverankerung des Proteins mit der Membran, konform mit ei-
ner Alkalilabilitdt des Ankers ware eine Thioester-Verknipfung mit der Fettsdure. d) Mogliches Modell
fir Reggie-2: Der Bereich Aminosdure 27-47 ist transmembranar und dient sowohl als Signalse-
guenz, die nicht entfernt wird als auch als Membranverankerung des Proteins. Es ergdbe sich ein
transmembranéres Protein der Klasse Il (von Heijne und Gavel, 1988).

Die aus Reggie-2 abgeleitete Aminosauresequenz weist das Tripeptid LRE auf
(Position 300). Dieses findet sich auch im S-Laminin, einem Extrazelluléarmatrixprotein, wel-
ches von Muskelzellen sekretiert wird. Dort hat die LRE Sequenz die Funktion eines synapti-
schen Stopsignals fir Motoraxone (Hunter et al., 1991). Es stellt sich natlrlich die Frage, ob
auch die im Reggie-2 befindliche LRE Sequenz, eine solche Funktion besitzt. Viele coiled coil
Proteine (auch S-Laminin ist eines, und das LRE liegt genau in dieser Doméne des Proteins)
weisen dieses Tripeptid auf. Dazu gehtren auch die Intermediarfilamente (Porter et al., 1995)
diese sind einem nahendem Motoraxon aber nicht zuganglich, da sie intrazelluldr lokaisiert
sind. Allerdingsist die Haufigkeit des LRE Tripeptids geringer, as man es aufgrund der Wahr-
scheinlichkeit fir ein zufélliges Auftreten annehmen wirde (Porter et al., 1995). Eine coiled
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coil Struktur fuhrt aus sterischen Griinden zu einer drastischen Einschrankung der in ihr vor-
kommenden Aminosauren. Es liegt aso nahe, dal3 die Funktion des LRE as Stop Signa evo-
lutiv junger ist, a's die des Bestandteils von coiled coils, beziehungsweise hochgradig a-helika-
ler Strukturen (Porter et al., 1995).

2.5 Das Expressionsmuster von Reggie-1 und Reggie-2

Reggie-1 und Reggie-2 werden im ZNS des Goldfisches exprimiert und unterliegen ei-
ner entwicklungs- und verletzungsabhangigen Regulation. Das durch den M802 erkannte Pro-
tein tritt nach einer Verletzung des optischen Nervs (ONS) in den Ganglienzellen der Retina
(RGZs) auf. Verglichen mit den Zelladhasionsmolekiilen (CAMSs) des Goldfisches, E587-Anti-
gen, Neurolin und N-CAM erfolgt die Expression von Reggie (detektiert durch M802) verspa
tet. Die Expression von E587, Neurolin und N-CAM korrelliert eng mit dem Wachstumsstatus
der RGZ Axone. Sobald Axone nach einer Verletzung vom distalen Stumpf des Nervs wieder
auswachsen (5-9 Tage nach ONS, Lanners und Grafstein, 1980), treten E587-Antigen, Neu-
rolin und N-CAM im distalen und proximalen Teil einzelner regenerierender Axone auf
(Hirsch et a., 1995, Viemetter et a., 1991; Paschke et al., 1992; Bastmeyer et a., 1990).
Auch wahrend der Reinnervation des optischen Tectums (10-40 d nach ONS, Stuermer und
Easter, 1984b), werden diese CAMs auf den Oberfléachen der RGZ-Axone exprimiert. Interes-
santerweise tritt die Reggie Expression (durch M802 detektiert) erst nach ca. 18 Tagen im
Nerv und nach ca. 40 Tagen in den retinorezipienten Schichten des optischen Tectums auf und
steigt dort weiter an bis ca. 130 Tage nach ONS (Paschke 1990). Zu dieser Zeit ist das wachs-
tumsassoziierte CAM Neurolin nicht mehr (Paschke et a., 1992) und die wachstumsassoziier-
ten CAMs E587-Antigen (Vielmetter et al., 1991) und N-CAM (Bastmeyer et al., 1990) kaum
noch nachweisbar (eine Ubersicht in Stuermer et al., 1992). Ein weiterer und drastischerer
Unterschied zu den erwahnten wachstumsabhangigen CAMs zeigt sich in der Embryonal- und
fruhen Larvalentwicklung des retinotectalen Systems. Wahrend das E587-Antigen und Neuro-
lin im Embryo bereits auf den ersten RGZs und Axonen vorkommt, ist Reggie im Embryo
durch M802 noch nicht nachweisbar. M802 Immunoreaktivitét in der Retina findet sich erst in
ca. 30 Tage alten Tieren (C. Leppert, M. Wiechers, pers. Mitteilung). Bereits nach finf Tagen
haben Axone der friihen RGZs das Tectum opticum erreicht (Stuermer und Raymond, 1989),
und etwa zu diesem Zeitpunkt wéchst die Retina des Goldfisches in Ringen. Diese in Ringen
addierten neuen RGZs exprimieren Reggie in > 30 d aten Larven und adulten Fischen, nicht

jedoch im Embryo.
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Im Zielgebiet der RGZ Axone (SO und SFGS im optischen Tectum) konnten keine
Reggie-1 und Reggie-2 Transkripte nachgewiesen werden (4 Wochen nach ONS), wiewohl
das M802 Signa in diesen Schichten 4 Wochen nach einer Verletzung des Sehnervs deutlich
ausgepréagt ist. Diesist erklarlich da Reggie Proteine auf Axonen lokalisiert sind. Die Férbung
ist, im Gegensatz zu den Blutgefaliendothelien oder den Zellkorpern der RGZs, diffus. Da
zumindest Reggie-1 ein peripheres Membranprotein ist, ware es denkbar, dal3 Reggie-1 von

den Axonen sekretiert wird.

Esfallt auf, dal3 auswachsende RGZs im Embryo kein Reggie exprimieren, neue RGZs
in der larvalen und adulten wachsenden Retina,es jedoch aufweisen. Andere Zellpopulationen,
wie Zellen des olfaktorischen Epithels exprimieren Reggie-1 und Reggie-2, und Rohon Beard
Neurone exprimieren Reggie-2. Welches Ereignis der Auddser fir die Expression von Reggie
in RGZs des sich entwickelnden Goldfisches ist, wird zu kéren sein. Es konnte die Umgebung
sein, die dem Neuron signalisiert Reggie zu produzieren oder es verlangt, dal3 ein auswachsen-
des Axon Reggie auf seiner Oberfléache tragt. Ein AuslOser fir die Reggie Expression in RGZs
konnte zum Beispiel die beginnende Mysdinisierung sein. Andere Neuronenpopulationen
(Rohon Beard Neurone) jedoch, exprimieren Reggie schon zu Zeitpunkten, die weit vor einer

beginnenden Myelinisierung liegen.

Zumindest im retinotectalen System des Goldfisches ist anzunehmen, die Expression
von Reggie sai notwendig fur ein axonales Wachstum in einer nicht mehr embryonalen (oder
fruh larvalen), sondern weiter differenzierten (subadulten) Umgebung. Ein Beispiel fur Pro-
teine, die erst in spéteren Phasen der neuronalen Entwicklung exprimiert werden, ist das CAT
301, welches durch neuronale Aktivitét induziert wird (Zarembaet al., 1989).

In situ Hybridisierungen mit Reggie-1 und Reggie-2 cRNA Proben zeigen eine zeitlich
raumliche Expression der entsprechenden mRNAS, wie man es anhand der M802 Immunfar-
bungen erwarten wirde. Weder Reggie-1 noch Reggie-2 mRNAS sind in den RGZs des Em-
bryos nachweisbar. In nicht nervdurchtrennten adulten Goldfischen zeigt sich ein M802 positi-
ver Randbereich in der Retina, der mit neuen RGZs korreliert (Paschke, 1990). In den in situ
Hybridisierungen ist nur eine kleine Zahl solcher Zellen Reggie-1 und Reggie-2 positiv. Esist
alerdings maglich, dal3 ein Grof¥eil der marginalen RGZs bel der langwierigen in situ Hybri-
disierungsprozedur zerstort wird. In Retinae nach Nervdurchtrennung exprimieren offenbar
alle RGZs Reggie-1 und Reggie-2 mRNAS. Diese sind auch M802 positiv (Paschke, 1990).
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2.6 Ausblicke

Reggie Proteine stellen eine neue Proteinfamilie dar, die in der Evolution hoch konser-
viert ist. lhre Expression zeigt, dal3 die Regeneration keine Rekapitulation der Ontogenese
darstellt, sondern lediglich ein dhnlicher Vorgang ist. Es wére moglich, dald ihre weitere Ana-
lyse helfen wird, die bislang noch wenig erforschten spdten Regenerationsereignisse besser zu
verstehen. Ihr Vorkommen auf Blutgeféf3endothelien sowie auf Mikroglia, beinhaltet die Mog-
lichkeit, dal? Reggie Proteine auf der Oberfléche dieser Zellen fur die Regeneration der ver-
letzten Fasertrakte von Bedeutung sind, doch kdnnte diese Koinzidenz auch nur zufélig sein.
Die Analyse der Funktion der Reggie Proteine wird der nachste Schritt sein, um die Bedeutung

dieser neuen Proteinfamilie zu begreifen.
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KAPITEL 3

MATERIAL & METHODEN

3.1 Tiereund Material

3.1.1 Tiere

Alle Tiere wurden in der Tierforschungsanlage (TFA) der Universitdt Konstanz gehal-
ten. Adulte Goldfische (carassius auratus) mit einer Korperlénge von 5-8 cm stammten an-
fangs von der Aquarienfarm "Ryba’, ab 1993 aber aus der eigenen Zucht der TFA. Embryo-
nale und larvale Goldfische sowie Mause (balb/c) stammten ebenfalls aus der TFA eigenen

Zucht. Kaninchen fir Immunisierungen wurden von der Firma Thomae (Bieberach) bezogen.

3.1.2 Material

3.1.2.1 Gerate

Brutschranke Heréus

Chromatographie-L eersaulen Bio-Rad

Elektrophorese System Mighty Small Hoefer

Elektrophorese System Multiphor 11 Pharmacia

Fraktionensammler Gilson

gekuhlter Arbeitsschrank LKB

Gelelektrophoresekammern Bio-Rad, Pharmacia, Eigenbau Uni Konstanz
Geltrockner Holzel

Hybridisierungsschranke Bachofer



Inkubatoren
Kryostat Frigocut 2800
Magnetrihrer

Material

Mikroskope (Axiophot, Axioskop, Axiovert)

PCR Triothermoblock
Peristaltik-Pumpen (P1)
Photometer

Pipetten

Polaroid Kamera

Rontgenfilm Entwicklermaschine
Semidry Blot Apparatur
Sequenzierapparatur Sequi-Gen
Spannungsgeréte

Speed Vac Concentrator
Strahlenmef3gerét

Tankblot-Apparatur2051  Midget
Electrophoretic Transfer Unit

Transi|luminator (254 nm)
Trockenschrank

Ultrazentriguge inklusive Rotoren
UV Detektor Uvicord Il
UV-Stratalinker 1800

Vortex

Wasserbader

Zentrifugen

3.1.2.2 Chemikalien

2-Mercaptoethanol
Acrylamid (s), Bisacrylamid (s)

Multiblot

Acrylamid-Lsg. (30%) + 0,08% Bisacrylamid

Agar, Hefeextrakt und Trypton fir
Bakterienkulturen

Eppendorf, Scientific Instruments
Reichert Jung

Ikamag

Zeiss

Biometra

Pharmacia

Beckmann, Zeiss
Eppendorf, Gilson

Polaroid MP4

Sakura QX 130

Holzel

Bio-Rad

Consort, Hoefer, Pharmacia
Bachofer

Berthold, Mini-Instruments

Pharmacia

Bachofer

Memmert

Beckmann, Kontron
Pharmacia

Stratagene

IkaVibrofix

Julabo, GFL

Eppendorf, Herdus, Sorvall

Roth
Serva
Roth
Difco



Material

Agarose
Agarose Schmelzpunkt 29°C
Ammoniumperoxodisulfat

Antibiotika

BCIP = 5-Bromo-4-Chloro-3-Indoyl Phosphat

BSA = Bovines Rinderserum Albumin
DEPC = Diethylpyrocarbonat
Dichlordimethylsilan (Repell-Silan)
Diguanosintriphosphat (gel 6st, neutralisiert)
DM SO = Dimethylsulfoxid

EDTA = Ethylendiamintetraessigsiure
Ethidiumbromid

Formamid

Harnstoff

HEPES = N-(Hydroxyethyl) Piperazin-N’-(2'-

Ethansulfonsaure)

IPTG = Isopropyl-b-D-Thiogal actopyranosid

Magermilchpul ver
Mineral ol fur PCR

MOPS = 3(N-Morpholino) Propansulfonsiure

Moviol 4-88

MS222 = 3-Aminobenzoesaureethylester
n-Octyl-b-D-Glycopyranosid

NBT = NitroBlauTetrazolium

Nonidet P40 (fur die Membranforschung)
Nukleosidtriphosphate (gel0st, neutralisiert)
Phenol &quilibriert mit TE-Puffer
Radiochemikalien

Ribonukleosidtriphosphate (gel 6st und
neutralisiert)

SDS = Natrium-Dodecylsulfat
TEMED = N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin

BRL

Bio-Rad

Serva

Boehringer Mannheim
Sigma

Sigma

Sigma

Pharmacia, Sigma
Pharmacia

Sigma

Merck

Serva

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Rapilait (Migros)
Sigma

Sigma

Hoechst

Sigma

Sigma

Sigma
Boehringer Mannheim
Pharmacia

Roth

Amersham

Pharmacia

Serva
Serva
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Tissue-Tek Miles
Triethylamin Sigma
Tris(hydroxymethyl)aminomethan BRL, Roth

Triton X-100 (fur die Membranforschung) Boehringer Mannheim

X-Gal = 5-Bromo-4-Chloro-3-1ndoyl-b-D- Sigma
Galactopyranosid

Weitere Chemikalien wurden von den Firmen Sigma, Merck, Serva, Roth, Fluka und Riedel de

Hé&en bezogen.

3.1.2.3 Vorgefertigte Systeme (, Kits*)

DIG DNA Labeling and Detection Kit Boehringer
DNA Extraktion Kit Stratagene
double stranded nested Deletion Kit Pharmacia
Dynabeads mRNA Purification Kit Boehringer
ECL Detection Kit Amersham
ECL in vitro Trandlation Kit Amersham
FlexiPrep Kit Pharmacia
Geneclean-Kit (Bio 101) Dianova

in vitro Translation Kit Amersham
pCRScript Cloning System Stratagene
RNAzolB RNA-Isolation System WAK Chemie
Sequenase Sequencing Kit USB

T7 Sequencing Kit Pharmacia
TA-Cloning System Invitrogen
Vectastain ABC Kit Vector Laboratories

3.1.2.4 Enzyme und Langenstandards

DNA 1kb-Ladder BRL
DNA modifizierende Enzyme Boehringer, Pharmacia, USB



DNAse | (RNAse frei)

Pfu DNA Polymerase
Restriktionsendonukleasen
RNA Ladder 0,4-9,5
RNAse AT,

SDS-PAGE Molekulargewichtsmarker
Taq DNA Polymerase
Vent DNA Polymerase
3.1.2.5 Saulenmaterial
CNBr Sepharose
Hydrazid Agarose
Mini-Leak Agarose
Protein A Sepharose
Sepahdex, Sephacryl

3.1.2.6 Nahrmedien fiir Bakterien
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Boehringer

Stratagene

Boehringer, New England Biolabs, Pharmacia
BRL

Boehringer

Amersham, BRL, Sigma

BRL, Pharmacia

New England Biolabs

Pharmacia
KenEmTec
KenEmTec
Pharmacia

Pharmacia

Nachstehende Mengenangaben beziehen sich auf 1 | Medium. Alle Losungen werden feucht

autoklaviert (25 min, 120 °C).

AXI-Platten

LB Medium
L B-Agar
L B-Amp-Platten

Phagen-LB

SOC-Medium

Top-Agarose

11 LB-Agar wird nach dem Autoklavieren mit
100 mg Ampicillin, 25 mg X-Gal (gelostin 1
ml DMF) und 25 mg IPTG (gel6st in 1 ml
Wasser) versetzt.

10 g Bacto-Trypton, 59 Hefeextrakt, 5g NaCl
LB-Medium mit 1,5 % Bacto-Agar

LB-Agar wird nach dem Autoklavieren mit
0,1 mg/ml Ampicillin versetzt

LB-Medium mit 0,2% Maltose und 10mM
MgSO.,

20 g Bactotrypton; 5 g Hefeextrakt; 10mM
NaCl; 2,5 mM KCl; 10 mM MgCl,; 10 mM
MgSO,; 20 mM Glucose

LB-Medium mit 0,7% Agarose
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3.1.2.7 Verbrauchsmaterial

Filmmaterial Fuji, Kodak, Polaroid

Filterpapier Schleicher & Schilll

Membranen Amersham, Millipore, Schleicher & Schill
Plasikmaterial Falcon, Greiner, Saarstedt

Plastikfolie Méelitta

Reaktionsgeféalie Eppendorf, Saarstedt

Sterilfilter Millipore, Nalgene, Schleicher & Schiill

3.1.2.8 sekundéare Antikorper

FITC-konjugierte AffiniPure Fab,-Fragmente von ” Goat-Anti-Mouse” - bzw.
" Goat-Anti-Rabbit” -Immunoglobulinen (Dianova; Endverdiinnung: 1:200)

RITC-konjugierte AffiniPure Fab.-Fragmente von ” Goat-Anti-Mouse” - bzw.
" Goat-Anti-Rabbit” -lmmunoglobulinen (Dianova; Endverdinnung: 1:200)

Cy-3-konjugierte AffiniPure Fab,-Fragmente von ” Donkey-Anti-Mouse’- bzw.
" Donkey-Anti-Rabbit” -lmmunoglobulinen (Dianova; Endverdinnung: 1:1000)

Cy-2-konjugierte AffiniPure Fab.-Fragmente von ” Donkey-Anti-Mouse’- bzw.
" Donkey-Anti-Rabbit” -lmmunoglobulinen (Dianova; Endverdinnung: 1:1000)

Alkalische-Phosphatase-konjugierte ” Goat-Anti-Mouse” und " Goat anti Rabbit”-
Immunoglobuline (Promega, Serva; Endverdiinnung: 1:1000-1:10000)

M eerrettich-Peroxidase-konjugierte ” Goat-Anti-Mouse” und ” Goat anti Rabbit”-
Immunoglobuline (Promega, Serva; Endverdiinnung: 1:1000-1:10000)
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3.2 Methoden

3.2.1 Proteinbiochemie

Alle Schritte werden, wenn nicht explizit angegeben, bel 4°C durchgeftihrt. Der pH-Wert der

Lésungen wird bel Raumtemperatur eingestelIt.

3.2.1.1 Reinigung monoklonaler Antikérper der Klasse IgG aus Zellkultur-
Uberstanden (nach Ey et al., 1978, mit Modifikationen)

Der Hybridoma Uberstand wird zentrifugiert (1000 g; 10 min; RT), um groRere Parti-
kel, wie Zellen und Zdltrimmer, zu entfernen. Dann wird /10 des Volumens an 1 M NaBorat
(pH 8,9) zugegeben und der pH-Wert, wenn notwendig, mit 10 M NaOH auf 8,9 adjustiert.
Unter Ruhren wird nun langsam und portionsweise festes NaCl (pro Liter 87,6 g) zugegben.
Die so erhdtene Losung wird nach einer 0,45 um-Filtration (Vakuumfiltrationseinheit) mit
Hilfe einer Schlauchpumpe Uber eine Protein-A Saule (10 ml) gepumpt (Fluf3rate 0,5 ml/min,
Vorsaule mit 5 ml inaktivierter CNBr-Sepharose). Anschlief3end wird die Saule mit 10 Volu-
mina WA gewaschen. Die Elution des Antikorpers erfolgt dann mit EA-Puffer (1 ml/min, De-
tektion mit UV Mel3zelle bei 280 nm). Das Eluat wird mit Hilfe eines Fraktionensammlers in
Fraktionen a 1 ml gesammelt (Vorlage von 150p 1M HEPES pH 7,0). Protein enthaltende
Fraktionen (UV Absorption bel 280 nm) werden vereinigt und mit Hilfe der SDS-PAGE

(Lammli) auf ihre Reinheit Gberprift.

WA: 10 mM NaBorat pH 8,9; 1,5 M NaCl
EA: 50 mM NaCitrat pH 3,5
3.2.1.2 Proteinbestimmung nach der BCA Methode (Pierce)

Die Proteinbestimmungen wurden mit Hilfe des BCA oder des uBCA Proteinbestim-

mungskit von Pierce durchgefihrt.

3.2.1.3 Herstellung von Antikorper-Affinitatssaulen

Die Kopplung von Antikorper erfolgt an Mini-Leak Agarose (Divinylsulfon aktiviert)

und wird nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Antikorperlésung wird mit Hilfe
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von NAP-10 oder NAP-25 Saulen auf 100 mM NaHCO; (pH 8,6), 500 mM NaCl ungepuffert.
Daran schliefdt sich die Kopplung des Antikdrpers an die Matrix an (nach Einstellung der Sus-
pension auf 6% PEG-6000 mit 30% PEG-6000 in o.g. Puffer, Kopplung Uber Nacht bel 4°C).
Das Inaktivieren der verbleibenden funktionellen Gruppen erfolgt durch Zugabe von 1/5 Volu-
minaan 1 M Ethanolamin (pH 9,0) fur 2 h bel 4°C. Danach wird eine Sdule mit der Affinitéts-
matrix gepackt und diese zuerst mit PBS und anschlief3end alternierend (je 3 mal) mit 200 mM
NaAcetat (pH 4,5) und 100 mM NaBoarat (pH 8,9) gewaschen. Zum Schlufd wird die Saule
einmal unter den nachfolgenden Elutionsbedingungen (2 Saulenvoluming; bei M802 : 100 mM
TEA pH 12,0; 0,5% OGP) gewaschen. Die Lagerung der Saulen erfolgt unter PBS mit 0,02%
Natriumazid bel 4°C.

3.2.1.4 Reinigung von Reggie aus ganzen Goldfischlarven (30 - 60 d)

100 g Goldfischlarven (eingefroren in flissigem Stickstoff, gelagert bei -70°C) werden
in 300 ml TNCE homogenisiert (Polytron, 2 min in Intervallen von je 20 sec). Das Homogenat
wird zentrifugiert (1000 g, 10 min) und das Pellet erneut in 100 ml TNCE homogenisiert.
Nach einer weiteren Zentrifugation (1000 g, 10 min) wird das Pellet verworfen und die beiden
Uberstande vereinigt. Diese werden dann mit 10%igem Tween-20 in TNCE auf eine Endkon-
zentration von 2,5% Tween-20 gebracht und homogenisiert (Dounce Homognisator 30 ml, L-
Stdssel). Die so erhaltene Suspension wird erneut zentrifugiert (150.000 g, 1 h), um die Mem-
bran-Mikrosomen zu pelletieren. Der Uberstand der Zentrifugation wird verworfen, die Pellets
in insgesamt 100 ml TNCE resuspendiert (Dounce Homognisator 30 ml, S-Stdssel) und die
Suspension erneut zentrifugiert (150.000 g, 1 h). Der Uberstand wird wieder verworfen und
die Membranbestandteile in 300 ml TX-Puffer extrahiert (Dounce Homognisator 30 ml, S-
Stossel). Die Suspension wird nun zentrifugiert (100.000 g, 30 min) und das Pellet erneut in
100 ml TX-Puffer resuspendiert. Nach einer weiteren Zentrifugation (100.000 g, 30 min) wer-
den die Uberstande vereinigt, mit Hilfe einer Vakuumfiltrations-apparatur (0,45 pm Durapor
Filter) filtriert und Uber Nacht Uber eine 10 ml M802-Saule gepumpt (Schlauchpumpe, 0,5
mi/min). Die Saule wird dann mit 10 Volumina W1 und 5 Volumina W2 gewaschen (1
ml/min). Die Elution des Proteins erfolgt dann mit E-Puffer unter Kontrolle der UV-Absorp-
tion bei 280 nm. Es werden Fraktionen a 1 ml gesammelt (50 Wl 2 M Tris pH 6,5 vorlegen)
und Aliquots & 50 Yl einer jeden zweiten Fraktion mit TCA gefdlt und mittels SDS-PAGE
(Schéagger) und anschlieffender Silberfarbung des Gels analysiert. Die Elutionsfraktionen wer-
den in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C aufbewahrt.
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TNCE: 50 mM TrissHCI pH 7,4; 140 mM NaCl; 2 mM CaCl,; 1 mM
EDTA; Proteinase-Inhibitoren

Proteinase-Inhibitoren: 1 mM PMSF oder Pefabloc; 1 pM Leupeptin; 1 uM Pepstatin A;
0,02 uM Aprotinin

TX-Puffer: 20 mM Tris-HCI pH 8,0; 150 mM NaCl; 2 mM CaCl,; 1 mM
EDTA; 2% Triton X-100 (v/v); Proteinase-1nhibitoren

W1 20 mM Tris-HCI pH 8,0; 500 mM NaCl; 0,02% Nonidet P40
(VIv)

wW2: 10 mM Tris-HCI pH 8,0; 5 mM EDTA; 0,5% n-Octylglucopy-
ranosid (w/v)

E-Puffer: 100 mM Triethylamin-NaOH pH 12,0; 0,5% n-Octylglucopy-

ranosid (w/v)

3.2.1.5 Reinigung von Reggie aus Hirnen adulter Goldfische

Hirne adulter Goldfische werden kurz in PBS gewaschen und anschlief3end in H-Puffer
homogenisiert (Dounce Homogenisator L- und S-Stdssel), dabei richtet sich die Menge an H-
Puffer nach der Viskositét des Homogenats. Dieses wird daraufhin zentrifugiert (1000 g, 10
min). Alle weiteren Schritte entsprechen dann der Reinigung von Reggie aus Larven.

H-Puffer: 10 mM TrissHCI pH 7,4; 2 mM CaCl, 1 mM EDTA; 1 mM Spermidin; Proteinase-
Inhibitoren (s.h. 2.1.4)

3.2.1.6 Biotinmarkierung von Membranproteinen aus neuronalem Gewebe und

Immunprézipitation

Neuronales Gewebe wird kurz in PBS gewaschen und anschlief3end in H-Puffer homo-
genisiert (Dounce Homogenisator L- und S-Stdssel, s.h. 2.1.5). Dieses Homogenat (2 ml) wird
in en 4 ml Polypropylen-Ultrazentrifugenrohrchen gefillt und mit je 1 ml an 20%iger Saccha-
rose in HM-Puffer und 50%iger Saccharose in HM-Puffer (1 ml Spritze mit grof3er Kanule)
unterschichtet. Nach einer Zentrifugation (50.000 g; 15 min; Ausschwingrotor) wird der 165li-
che Uberstand und die erste Interphase (Myelin-angereicherte Fraktion) mit einer Pipette ent-
fernt. Man Uberschichtet mit HM-Puffer und entfernt die zweite Interphase (Membran-Mikro-
somen Fraktion) mit einer Pasteurpipette. Diese Membran-Mikrosomen-Fraktion wird nun mit
4 ml an HM-Puffer gewaschen (Dounce-Homogenisator S-Stossel) und erneut pelettiert
(50.000 g, 10 min). Dieser Schritt wird noch einmal wiederholt. Das Membranpellet wird in 2
ml HM-Puffer homogenisiert (Dounce S), 20 gl N-Hydroxy-succinimido-Biotin (10 mg/ml in
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wasserfreiem DM SO) zugegeben, auf dem Vortex suspendiert und 1h bei 4°C inkubiert. Ge-
stoppt wird die Reaktion durch Zugabe von 250 I 1 M Tris-HCI pH 8,0 und 250 pl 10%igem
NP-40 (Detergensextraktion).

Die Suspension wird homogenisiert (Dounce S) und 1h auf Eis inkubiert. Nach einer
Zentrifugation (100.000 g, 30 min) wird der Uberstand mit 100 pl Protein-A Sepharose (1:1
aufgeschldmmt in Lysis-Puffer), 1h prainkubiert (Taumler), zentrifugiert (1000 g; 1 min) und
der Uberstand in einem Eppendorf-Reaktionsgefal mit 1 pg Antikorper (hier M802) versetzt
(Taumler). Nach 1h werden die Antigen-Antikérper Komplexe mit 10pl Protein-A Sepharose
,eingefangen” (2 h, Taumler), der Uberstand nach Zentrifugation (1000g, 1 min) verworfen
und die Sepharose 3 mal mit Lysis-Puffer und 2 mal mit Waschpuffer gewaschen. Der Uber-
stand nach dem letzten Waschschritt wird moglichst vollsténdig entfernt und 50 pl Probenpuf-
fer ohne Reduktionsmittel (s.h. 2.1.7, 2.1.8) zu der Sepharose gegeben (10 min 85°C). Nach
einer Zentrifugation (13.000g; 10 min) wird der Uberstand vorsichtig abgenommen und auf
einer SDS-PAGE (s.h. 2.1.7, 2.1.8) mit anschlief3endem Transfer auf Cellulosenitrat (Hybond
C, s.h. 2.1.14, 2.1.15) unterzogen. Der Nachweis der biotin-markierten Proteine erfolgt dann
durch Sreptavidin-HRP und ECL-Detektion (s.h. 2.1.16).

H-Puffer: 10 mM Tris-HCI pH 7,4; 2 mM CaCl,1 mM EDTA; 1 mM Spermidin; Pro-
teinase-Inhibitoren (s.h. 2.1.4)
HM -Puffer: 10 mM Na-HEPES pH 7,0; 140 mM NaCl

Lysis-Puffer: 10 mM Tris-HCI pH 8,0; 140 mM NaCl; 1% NP-40; 2mM CaCl,; 1 mM
EDTA; 0,1 mM PMSF

Wasch-Puffer: 10 mM Tris-HCI pH 8,0; 0,02%NP-40

3.2.1.7 SDS-PAGE (nach Lammli)

Die Elektrophorese erfolgt in einer vertikalen Mini-Gel-Apparatur (Hoefer, Mighty
Small), mit Geldicken zwischen 0,75-1,5 mm. Nach dem Zusammenbau der Gelplatten und
gpacer (1 Glasplatte, 1 Aluminaplatte, 2 spacer) in der Apparatur, wird das Gel unten und an
den Seiten mit heil3er 3%iger Agarose (molecular biology grade, in Wasser) abgedichtet. Zu-
nachst wird das Trenngel (1" lower Tris, entsprechendes Volumen an Acrylamid/Bisacrylamid
30/0,08%; 10 TEMED; 100 pl 10% APS) gegossen, welches mit Isopropanol tberschichtet
wird. Nach der Polymerisation der Trennmatrix wird der Isopropanol entfernt, das Sammelgel
(1" upper Tris; bei 3 ml Gelmix 0,5 ml Acrylamid/Bisacrylamid 30/0,08%; 3 Wl TEMED; 30 pl
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10% APS) gegossen und der Kamm eingesetzt. Die Apparatur wird nun mit Lammli-Gelpuffer
gefillt, und diein 1~ Probenpuffer geldsten Proben (reduzierend: + 5% 2-Mercaptoethanol
und 3 min 95°C; nichtreduzierend: 30 min RT) werden in die Starttaschen des Gels gefllt. Die

Elektrophorese lauft dann unter folgenden Parametern:

Einsinken der Proben in das Sammelgel: U =50V
Proben im Gd: be 1mm starken Gdlen P,..= 2,5 W; U,..= 150 V

10° lower Tris: 50 mM Tris-HCI pH 6,8; 1% SDS

10" upper Tris. 150 mM Tris-HCI pH 8,8; 1% SDS

3" Probenpuffer: 50 mM Tris-HCI pH 6,8; 9% SDS; 30% Glycerin; 3mM
EDTA

10" Lammli-Gelpuffer: 250 mM Tris-Base; 1,92 M Glycin; 1% SDS

3.2.1.8 SDS-PAGE (nach Schagger mit dem Multiphor Il System, Pharmacia)
Giefien der Gele: Das Gel wird auf eine Tragerfolie (Gelbond PAG) polymerisiert.

Dazu benutzt man zwei unterschiedliche Glasplatten, eine plane, auf der man die Tragerfolie
befestigt (mit etwas Wasser) und eine mit Silikonrahmendichtung (0,5/1,0 mm). Nach dem
Zusammenlegen der Glasplatten, werden diese durch vier Klammern fixiert. Das Gief3en des
Gels erfolgt nun in ,umgekehrter” Reihenfolge, das heifdt zuerst wird das Sammelgel eingeftillt
und anschlief3end sofort das Trenngel. Beim Gief3en eines kontinuierlichen Gradienten ist auch
hier auf eine umgekehrte Reihenfolge der Gellésungen zu achten (schwere Gelldsung in der
vorderen Kammer des Gradientenmischers). Nach erfolgter Polymerisation baut man die Gel-
kassette auseinander und entfernt das fertige Gel. Durch die Verwendung eines sauren Puffer-

systems st das polymerisierte Gel unter Luftabschlufld mehrere Monate bel RT haltbar.

Elektrophorese: Die Elektrophorese erfolgt auf einer Flachbettapparatur (Pharmacia
Multiphor 11), bel der ein foliengestiitzes Gel mit der Folienseite nach unten auf einen Kupfer-
Kuhlblock (Wassertemperierung durch Kuihlwasserbad, hier 10°C) gelegt wird. Zwischen
Block und Folie befindet sich Silikondl (Iuftblasenfrel), um einen moglichst guten Warmeliber-
gang zu erreichen. Das elektrische Feld wird Uber die Fokuss erungselektroden der Multiphor
Il angelegt, wobel sich zwischen Elektrode und Gel jeweils ein in Elektrodenpuffer getrankter
Papierstreifen (Schleicher und Schill 2,5 mm) befindet. Die Aufgabe der Proben erfolgt mit
Hilfe eines Probenaufgabebandes aus Silikon (20 oder 40 Wl Aufgabenmenge). Es ist darauf zu



achten, dal3 sdmtliche Aufgabekammern mit Puffer (Probenpuffer) gefillt sind, um ein mog-
lichst homogenes elektrisches Feld zu erhaten. Das Eindringen der Proben erfolgt unter einer
Feldstarke von 5 V/cm (hier 70 V, siehe unten). Danach wird eine maximale Spannung von
400 V bel maximaler Stromstarke am Stromversorger eingestellt und die Spannung Uber eine
konstante Leistung geregelt (bei 24,5 11 cm Gelen max. 22 W). Nach erfolgter Elektropho-
rese wird das Gel vom Kihlblock entfernt und die Rlckseite mit Aceton von Uberschiissigem
Silikondl befreit. Das Gel kann nun entweder geférbt (s.h. 2.1.10, 2.1.11) oder nach Entfernen

Methoden

der Tragerfolie (Pharmacia Gelremover) einer Blot Prozedur zugefihrt werden.

In 3 Falcon Rohrchen

Sammelgel

schwer e Gellosung

leichte Gelldsung

pipettieren T=5%; C=3% T=8%; C=3% T=20%; C=3%
Glycerin (98%) 17,1 ml 11,4 ml -

Acrylamid (30:0,08) 75ml 12ml 30ml

Gelpuffer (107) 45ml 45ml 45ml
Bromphenolblau (1%) |- - 300

Orange G (1%) 300 - -

TEMED 30u 30u 30u

APS (40%) S5Wauf35mlLsy. |62 auf 7ml Lsg. |4,0ul auf 7 ml Lsg.
mit aqua bidest ad 45 mi 45 mi 45 mi

Gelpuffer (107 ):
Anodenpuffer:
Kathodenpuffer:

Probenpuffer:

1,2 M Tris-Acetat pH 6,4;

1% SDS

0,3 M Tris-Acetat pH 6,4; 0,4% SDS
0,08 M Tris; 0,8 M Tricin pH 7,1; 0,4% SDS
0,05 M Tris-Acetat pH 7,5; 3% SDS; 0,01% Bromphenolblau; bei reduzie-

render Probenbehandlung 5 mM DTT und 1 mM EDTA

2.1.9 Zweidimensionale Gelelektrophorese (nach O’Farrel)

Die Methode besteht aus einer isoelektrischen Fokussierung (1. Dimension) gefolgt von einer

SDS PAGE (2. Dimension).
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1. Dimension: Die isoelektrische Fokussierung wird in Glasréhrchen von 7 cm Lange
und 1,5 mm Innendurchmesser in einer Vertikalelektrophoreseeinheit fir Stabchengele durch-
gefuhrt. Zum Gief3en stellt man die Rohrchen in einen moglichst engen Standzylinder und fallt
diesen bis zur gewtinschten Hohe mit IEF Gel Mix, Uberschichtet mit 9,2 M Harnstoff in Was-
ser. Nach der Polymerisation Uber Nacht werden die Rohrchen mit Wasser kurz ausgesplilt
und in die Gelapparatur eingesetzt (Anolyt: 10 mM H.PO,; Katholyt: 20 mM NaOH). Die Gele
werden nun mit |EF Probenpuffer tberschichtet und der Vorlauf gestartet (200 V: 15 min; 300
V: 30 min; 400 V: 30 min). Nach Abschlul3 des Vorlaufs werden die Proben (ca. 20 pl in IEF
Probenpuffer) aufgegeben und die Fokussierung gestartet (12 h bei 400 V dann 1 h bel 800
V). Nach Beendigung der |EF wird nun das Glasrohr durch einen passenden Schlauch mit ei-
ner mit Wasser gefillten 2 ml Spritze verbunden und das Gel durch gelinden Wasserdruck aus
dem Glasrohr entfernt (eine Seite des Gels mit feinem Draht markieren). Zur Vorbereitung auf
die nachfolgende SDS PAGE &quilibriert man das Gel fur 30 min in Aquilibrierungspuffer.
Uberschiissiger Puffer wird nun vorsichtig mit Hilfe eines Kim- Wipe Tuches entfernt und das
Gel auf ein SDS PAGE Gel gelegt (ohne Aufgabetaschen gegossen, s.h. 3.2.1.7). Befestigt
wird das Gel der ersten Dimension mittels 1%iger flissiger Agarose in Lammli Puffer. Darauf-
hin wird der Lauf der 2.Dimension gestartet (s.h. 3.2.1.7).

|EF Gd Mix: 5,5 g Harnstoff (hochrein)

1,33 ml einer 28,38% Acrylamid; 1,62% Bisacrylamid L 6sung

2 ml 10%iges Nonidet P40

0,4 ml 40% Ampholine (pH 5-7)

0,1 ml 40% Ampholine (pH 3,5-10)

1,95 ml Wasser

5u TEMED

10 pl 10%iges Ammoniumperoxodisulfat
| EF Probepuffer: 9,5 M Harnstoff (hochrein)

2% Nonidet P40

1,6% Ampholine (pH 5-7)

0,4% Amoholine (pH 3,5-10)
Aquilibrierungspuffer: 2,5% SDS

125 mM Tris-HCI pH 6,8

SmM DTT
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10% Glycerin
0,05% Bromphenolblau

3.2.1.10 Silberfarbung von Gelen (nach Heukeshoven und Dernick)

nachstehende Mengen beziehen sich auf ein 24,5 11 cm Fachbettgel:

Schritt L dsung V(ml) Zeit
Fixierung 300 ml EtOH 250 >30 min
100 ml HOAc mit aqua dest ad 1l
Reduktion/ 75 ml EtOH 250 30 min o.
Quervernetzung 17,00 g NaAcetat Uber
Nacht

1,25 ml Glutardialdehyd (25% wi/v)
0,50 g Natriumthiosulfat-pentahydrat

mit Aquadest ad 250 ml
Waschen auga dest 3 250 5min
Versilberung 0,5g Silbernitrat 250 20 min
30 pl Formaldehyd (37% w/v)
mit aqua dest ad 250 ml
Entwicklung 7,5 g Na.CO, 1" 100 1min
30 W Formaldehyd (37% wi/v) 1" 200 variabel
mit agua dest ad 300 ml
Stoppen 1%iges Glycin in agua dest 250 10 min
Waschen aqua dest 3 250 10 min

AnschliefRend legt man das Gel mit der Folienseite nach unten (bei foliengestiitzten Gelen) auf
feuchtes Whatman Papier und trocknet dieses sandwich in einem Geltrockner (40°C, 2h).

3.2.1.11 Coomassie-Farbung von Gelen

Losung Zeit
Coomassie-Farbung 1h
Entférbung bis zur gewiinschten Entfér-

bung
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3.2.1.12 TCA-Féllung von Proteinen

Die Proteinlésung wird mit 50%iger Trichloressigsaure (TCA) auf eine Endkonzentra-
tion von 10% TCA gebracht und fur 30 min auf Eis inkubiert. Die Pelletierung des Nieder-
schlags erfolgt dann durch eine 10 miniitige Zentrifugation (13.000 g, 4°C). Der Uberstand
wird vorsichtig abgenommen und verworfen, das Pellet wird dann mit 1-10 ml (je nach ge-
wahlter Rohrchengrofie) -20°C kaltem Aceton gewaschen, erneut pelletiert (13.000 g, 3 min)
und getrocknet (Speedvac).

3.2.1.13 Gelelektrophoretische Reinigung von Proteinen

Die hier beschriebene Methode eignet sich fir Proteinmengen >2-3 ug. Die Auftren-
nung der Proteine erfolgt durch ein Lammli Gelsystem (s.h. 2.1.6), allerdings wird hier ein
modifizierter Kathodenpuffer verwendet (Blue SDS PAGE). Dabei werden schon wahrend des
Gellaufs die Proteinbanden sichtbar. Ist die gewlinschte Trennung erreicht, wird die Elektro-
phorese abgebrochen und das Gelstiick mit der Bande ausgeschnitten (scharfes Skalpell). Die-
ses Gelstick plaziert man nun in die Elutionskammer eines Elektroelutions- Gerétes
(Schleicher und Schill Biotrap in einer submarine Elektrophoresekammer) und eluiert tber
Nacht bel einer Feldstérke von ca. 0,5-0,7 V/ecm. Als Puffer wird 50 mM Ammonium-
hydrogencarbonat verwendet (auf pl des Proteins aber gegebenenfalls abstimmen). Die Zugabe
von 0,1% OGP in den Elutions- und Fallenpuffer ist bel kleinen Proteinmengen sinnvoll, um
hohe Widerfindungsraten zu erzielen.

Blue SDSPAGE- 25 mM Tris, 192 mM Glycin; 0,05% SDS; 0,05% Coomassie Blue-G-
Kathodenpuffer: 250

3.2.1.14 Transfer von Proteinen auf Membranen (Western Blot)

Nach erfolgter Elektrophorese wird das Gel kurz mit Transferpuffer (TP) gewaschen.
Zwei Schwamme, vier Whatman-Filterpapierstiicke (Gelgrofie) und eine Transfermembran
(Hybond C; Immobilon P, auf Gelgréfie) werden in TP getrénkt und ein Stapel aus. Kathode
[| Schwamm | 2 Filterpapier | Gel | Transfermembran | 2° Filterpapier | Schwamm || Anode
zusammengebaut. Mit einer Glaspipette walzt man den Stapel vorsichtig luftblasenfrei und
plaziert ihn in das Haltegitter. Dieses wird in die Transferkammer eingesetzt (mit TP gefullt)
und der Transfer gestartet. (4°C, Magnetrihrer, bei LKB-Kammer: 1=150 mA; VE£70 V;,
Dauer » 4 h)
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Transferpuffer: 48 mM Tris; 39 mM Glycin; 20% MeOH

3.2.1.15 Transfer von Proteinen auf Membranen (Western Blot, semidry)

Der Transfer wird mit Hilfe zweier Graphitelektroden (vorher 1 h in Wasser quellen
lassen) durchgefihrt,zwischen denen sich ein Stapel aus Filterkaton (2,5 mm mit Puffer ge-
trankt), Gel und Transfermembran (Hybond C; Immobilon P) befindet. Kartons und Membran
haben dabel die gleiche Grofe wie das Gel (vorher 5 min in Anodenpuffer 11 &qulibrieren). Der
Stapel wird wie folgt auf der Anodenplatte zusammengebaut: Anode || 1" Filterkarton
(Anodenpuffer 1) | 1 Filterkarton (Anodenpuffer 11) | Transfermembran | Gel | 2" Filterkarton
(Kathodenpuffer) || Kathode. Der Stapel wird mit einer Glaspipette vorsichtig von Luftblasen
befreit und Uberschiissiger Puffer mit einem Papiertuch entfernt. Anschlief3end plaziert man die
Kathodenplatte auf dem Stapel und beschwert den Aufbau mit einem 1 kg Gewicht. Mehrere
Gele konnen in Ubereinanderliegenden Stapeln transferiert werden. Der Transfer 1&uft dann bel

einer konstanten Stromstéarke von 0,8 mA/cm bel 4°C eine Stunde lang.

Anodenpuffer I: 0,3 M Tris; 20% MeOH
Anodenpuffer 11: 25 mM Tris, 20% MeOH
Kathodenpuffer: 40 mM 6-Aminohexansaure; 0,01% SDS; 20% MeOH

3.2.1.16 Detektion immobilisierter Proteine (Western Blot Detektion)

Nach dem Transfer auf eine Membran (s.h. 2.1.14, 2.1.15) wird diese zuerst kurz in
Waschpuffer gewaschen. Cellulosenitrat-Membranen (Hybond C) werden dann getrocknet (1-
2 h). Zum Blocken inkubiert man die Membran 1 h bei 37°C in Blockpuffer. Im Falle von An-
tikbrpernachweisen erfolgt nun die Inkubation mit dem priméren Antikorper (1h; RT; 1/1000-
1710000 in Inkubationspuffer). Nach jedem Inkubationsschritt wascht man 3 10 min in
Waschpuffer. Der Nachwels des priméren Antikorpers erfolgt dann mit Hilfe eines HRP-kon-
jugierten Antikorpers (anti Maus oder entsprechendes, 1/1000 in Inkubationspuffer) und des
ECL-Systems (Amersham).

Der Nachweis biotinmarkierter Proteine erfolgt nach Blockierung in Biotin-Blockpuf-
fer und einer Inkubation mit Streptavidin-HRP (30 min; 1/1000 in Biotin-1nkubationspuffer)
und Waschen (3" 10 min) in Biotin-Waschpuffer mit Hilfe des ECL-Systems (Amersham).
Durch die Verwendung von PVP-10 und Tween-20 als Blocksubstanzen, kénnen die Proteine

nach der Detektion noch mit kolloidalem Gold (Aurodye, BioTrend) sichtbar gemacht werden.
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Waschpuffer: 10 mM Tris-HCI pH 8,0; 500 mM NaCl; 0,05% Tween-20
Blockpuffer: Waschpuffer + 5% Magermilchpulver

I nkubationspuffer: Waschpuffer + 1% Magermilchpulver
Biotin-Waschpuffer: 20 mM Tris-HCI pH 8,0; 0,05% Tween-20
Biotin-Blockpuffer: Biotin-Waschpuffer + 3% Polyvinylpyrolidon-10 (PVP-10)

Biotin-Inkubationspuf-  Biotin-Waschpuffer + 0,3% PVP-10
fer:

3.2.2 Molekularbiologie

Standardtechniken zur Manipulation von Nukleinsduren wurden, wenn nicht gesondert ver-
merkt, den Methodenmanualen Sambrock et al. 1991 oder Ausubel et a. 1991 enthommen.

3.2.2.1 Bakterienstamme und Vektoren

Vektor Bakterienstamm

pBluescript (Stratagene) | XI1-Blue (Stratagene)

| -ZAPII (Stratagene) XI1Blue (Stratagene)

pCRScript KS XL1-Blue (Stratagene)

pCRII (Invitrogen) INVaF" (Invitrogen)

3.2.2.2 Herstellung von E. coli tber Nacht- und Dauer-Kulturen

Eine entsprechende Menge LB-Medium (mit 100 pg/ml Ampicillin) werden mit einer
einzelnen Bakterienkolonie des plasmidtragenden E. coli Stammes angeimpft und Uber Nacht
bei 37°C im Schittler inkubiert. Fir Dauer-Kulturen werden die Bakterien zentrifugiert (5 min
bei 3000 g) und das resultierende Bakterienpellet in 500 pl LB-Medium resuspendiert. Nach

der Zugabe eines gleichen VVolumens Glycerin werden die Kulturen bei -70°C gelagert.

3.2.2.3 Herstellung von E.coli Kulturen zur Infektion mit | -Phagen
Bakterien des Stammes XI1-Blue aus einem Glycerin- oder Agar-Stock werden auf ei-

ner LB-Agar Platte (mit 50pg/ml Tetracyclin) ausgestrichen und Gber Nacht bei 37°C inku-
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biert. Von einer einzelnen Kolonie wird eine 50 ml Kultur mit LB-Medium angeimpft. Das L B-
Medium wird zusétlich mit 0,02% Maltose (zur Expression des Maltoserezeptors), 10 mM
MgSO, und 50ug/ml Tetracyclin supplementiert. Diese wird entweder 8 h bei 37°C oder Uber
Nacht bel 30 °C im Schittler inkubiert. Wichtig ist hierbei, dal3 eine OD., von 0,5 nicht tber-
schritten wird. Die Bakterien werden pelletiert (3000 g, 4°C, 10 min) und im entsprechendem
Volumen an 10 mM MgSO, resuspendiert, so dal3 sie eine OD., von 0,5 (zum Ausplattieren)

oder von 1,0 (zur in vivo Excsision) besitzen.

3.2.2.4 Herstellung kompetenter Bakterien nach Chung et al., 1989

Mit einer frisch hergestellten Ubernachtkultur des entsprechenden E.coli Stammes wird
eine 100 ml Kultur angeimpft (1/100 verdinnen in LB Medium) und diese bel 37°C inkubiert
(mind. 500 ml Kolben; Bakterienschiittler) bis sie eéine OD., von 0,3 bis 0,4 erreicht hat. Die
Bakterien werden abzentrifugiert (1000 g; 10 min; 4°C) und in 1/10 des Originalvolumens
1" TSS vorsichtig resuspendiert (auf Eis). Aliquots von je 100 pl werden in ein eiskaltes Ep-
pendorfhitchen gefillt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bel -70°C gelagert.

1TSS 10% PEG 6000 autoklaviert zugeben zu

50 mM MgCl,; 5% DMSO in LB Medium pH adjustieren auf 6,5

und steril filtrieren
3.2.2.5 Transformation von Plasmid DNA in kompetente Bakterien (bei Selekti-
on mit Ampicillin)

Zur Transformation werden 100 pl der Bakteriensuspension mit 1 bis 5 pl DNA (0,1
bis 100 ng) vermischt und 5 bis 60 min auf Eis inkubiert. Nach einer Hitzeschock Behandlung
(45 sec bei 42°C) plattiert man den Ansdtze auf LB Platten mit dem entsprechenden Antibioti-
kum. Bei Verwendung von Antibiotika, die die Proteinbiosynthese hemmen, ist nach der
Hitzeschock Behandlung eine Zugabe von 900 Wl SOC Medium (sh 1.2.6) und eine

einstindige Inkubation bei 37°C erforderlich, um die Resistenz zu entwickeln.

3.2.2.6 Amplifizierung von Plasmid DNA in Bakterien (, Miniprap*)

Eine Uber Nacht Kultur des entsprechenden Bakterienstammes wird mit einer einzelnen
Kolonie einer LB Platte angeimpft. Am néchsten Tag werden aus 1,5 ml dieser Losung die
Bakterien abzentrifugiert (13.000 g, 2 min) und in 200 pl Lésung | resuspendiert. Daraufhin

werden 200 Wl Losung I1 hinzu gegeben, vorsichtig das Rohrchen invertiert und 10 min bei RT
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inkubiert. Anschlief?end werden 200 Wl Loésung 111 hinzugefugt, das Rohrchen vorsichtig
invertiert , 10 min auf Eisinkubiert und 10 min bei 13.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wird

vorsichtig abgenommen und mittels Wizard Miniprep Kit (Promega) aufgereinigt.

Ldsung I: 10 mM TrispH 7,4
Losungll: 0,2 M NaOH

0,1 % SDS
Losunglll: 3 M KOAcpH 4,8

3.2.2.7 Verdauung von DNA durch Typ Il Restriktionsendonukleasen

Die Redtriktionsverdaue von DNA erfolgen in 1 Restriktionspuffer (A, B, L, M
oder H, Boehringer Mannheim Puffersystem) mit der berechneten Menge der je-weiligen
Restriktionsendonuklease bei 37°C (oder hoher bei Enzymen thermo-stabiler Bakterien)
fir 30 bis 120 min. Die Reaktionen werden durch Zugabe von 0,25 Volumina an

5 Probenpuffer terminiert.

3.2.2.8 Gelelektrophorese von DNA

Die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgt in 0,8-3,0%igen
Agarosegelen. Als Puffer findet 1 TBE (oder TAE, héhere Auflésung im oberen Bereich, aber
langsamer) mit 0,4 pg/ml Ethidiumbromid Verwendung. Die zur Auftrennung benutzten
Feldstéarken liegen bei 5 bis 10 V/cm. Dabel wird, je nach Trennproblem, die Dauer der
Elektrophorese variiert, wobei die Wanderung der DNA durch 2 Farbstoffe (s.h. Probenpuffer)

visualisert wird.

3.2.2.9 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA aus Agarosegelen geschieht unter Verwendung des Gene-
Clean Kit (Bio 101). Generell kdnnen auch andere Adsorptionsmatrices auf Glasbasis benutzt
werden. Die DNA-Fragmente sollten grof3er 200 bp, aber kleiner als 5 kb sein. Das bendtigte
Fragment wird aus dem Agarosegel ausgeschnitten, das erhaltene Gelstiick mit dem 4,5 fachen
Volumen an 4,5 M Nal, dem 0,5 fachen Volumen an TEB-Modifier ersetzt und 5 min e 56°C
aufeschmolzen. Anschlief3end werden 5ul Glasmilch (vorher sorgféltig resuspendieren) hinzu

gegeben, 5 min auf Eisinkubiert und 15 sin einer Tischzentrifuge (14.000 rpm) sedimentiert.
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Das erhaltene Sediment wird dann dreimal mit jeweils 200 eiskaltem 80%igem Ethanol
gewaschen und zweima mit jeweils 7l TE euiert (5 min bei 56°C ). Die vereinigten TE-
Eluate werden anschlief3end eine Minute lang zentrifugiert, um noch in der Losung verbliebene

Glasmilch abzutrennen.

3.2.2.10 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die Reaktionsansétze fir Routineanwendungen sehen wie folgt aus:

0,554  DNA Matrize (ca. 1ng ds/ss)

5ul 10"Reaktionspuffer der jew. Polymerase
5ul Primer | (10uM in 0,5 TE)
5ul Primer Il (10 uM in 0,5’ TE)

1,25ul dNTP-Mix (je 10mM, bel Vent und Pfu 2ul)
0,5ul DNA Polymerase (Taqg, Vent, Pfu)

ad 50 I mit aqua bidest und tberschichten mit 20pl Mineral 6l

PCR Parameter
primare 1 min 95°C
Denaturierung
Zyklen (20-40) Denaturierung 45 sec 95°C
Primer-Bindung 45 sec 4 (G+C)+2' (A+T))-5°C als
Richtwert
Primerverlangerung |30-120sec | 72°C
abschlief3ende 10 min 72°C
Primerverl&ngerung

3.2.2.11 Subklonierung von PCR Produkten

PCR Fragmente konnen entweder mit Hilfe des TA Cloning kit (Invitrogen) oder des
ST 1 Cloning Systems (pCRScript Kit, Stratagene) subkloniert werden.

3.2.2.12 Praparation von Klonierungsvektoren

Zur Praparation des entsprechenden Vektors Bluescript KS und -SK- werden 10 g
Plasmid-DNA einer Verdauung mit der jeweiligen Restriktionsendonuklease unterworfen (s.h.
3.2.2.7). Anschlief3end inkubiert man die Losung fir 10 min bei 65°C, bringt sie auf 50 mM
TrissHCI (pH 9) und inkubiert den Ansatz mit einer Einheit alkalischer Phosphatase pro pmol
5-Enden eine Stunde bei 37°C. Nach Phenol-Chloroform Extraktion (s.h. 3.2.2.13) und
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Zugabe von Probenpuffer wird eine Gelelektrophorese (s.h.3.2.2.8 ) durchgefihrt und die
linearisierte Plasmid-DNA aus dem Gel isoliert (s.h. 3.2.2.9).

3.2.2.13 Phenol/Chloroform Extraktion von Nukleinsaureldsungen

Die Nukleinséure Lésung wird mit dem gleichen VVolumen einer Phenol/Chloroform (je
50% v/v) versetzt und eine halbe Minute auf dem Vortex vermischt. Nach einer 2 minttigen
Zentrifugation (14.000 g, Eppendorf Tischzentrifuge) wird die wassrige Phase (oben)
vorsichtig abgenommen und mit dem gleichen Volumen an Chloroform, zur Entfernung

Uberschiissigen Phenols, in einem neuen Gefal? extrahiert (s.0.).

3.2.2.14 Phosphorylierung von DNA 5'-Enden

Die zu phosphorylierenden DNA-Fragmente werden in 1" RD-Puffer in Anwesenheit
von 6nmol ATP mit 10 U T4-Polynukleotidkinase fir 30 min bei 37°C inkubiert und die

Reaktion durch eine Phenol/Chloroform-Extraktion terminiert.

10" RD-Puffer: 330mM TrissHOAc pH 7,8
660mM KOAC
100mM Mg(OAcC).

3.2.2.15 Ligation von DNA

In die Ligation werden ca. 40 ng des jeweiligen Klonierungsvektors (s.h. 3.2.2.12) und
eindreifach molarer Uberschu an DNA-Fragment in 1° Ligationspuffer eingesetzt. Zusétzlich
enthdlt der Ansatz 1 mM ATP und eine Einheit T4-DNA-Ligase, bei eéinem Gesamtvolumen
von 20, Standardméaldig wird die Reaktion fur 4h bel 12°C inkubiert. Bei Ligationen mit
stumpfen DNA Fragmenten enthdlt der Ligationsansatz zusétzlich 10% PEG-600, 250 mM
NaCl und 4 mM ATP.

3.2.2.16 Sequenzierung doppelstrangiger DNA

Die Sequenzierung doppelstréngiger DNA erfolgt mit dem Sequenzierungs-Kit der
Firma USB unter Einhaltung der beigefigten Vorschriften. Als radioaktives Nukleotid
enthalten die Ansdtze a*S-dATP.

Die Elektrophorese erfolgt unter folgenden Bedingungen:

Acrylamid-Konzentration: 6%
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Bisacrylamid-Konzentration : 0,2%

Harnstoff-K onzentration: 8 M

Puffer: 1" TEB

Geldicke: 0,2-0,4 mm

konstante Leistung der Elektrophoreseeinheit von 65 W
Temperatur: 50°C

Vorlaufzeit: 15 min

Das Gel wird nach beendeter Elektrophorese einma 30 min in 10%iger Essigsdure
fixiert und vom Harnstoff befreit. Nach einer Wasserung von 10 min wird es mit 96%igem
Ethanol bespritzt, 2 Stunden im HeildUfter getrocknet und anschlief3end je nach Signalstérke
fir 0,5 bis 4 Tage bel Raumtemperatur autoradiographiert.

3.2.2.17 Herstellung von Deletionsklonen durch unidirektionalen Exo IlI/DNAse
S| Verdau

Die Ddetionsklone werden mit Hilfe des unidirectional nested deletion kit von
Pharmacia hergestelt.

3.2.2.18 Isolierung von Gesamt-RNA aus Gewebe

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen und Gewebe erfolgt nach der RNAzolB
Methode, basierend auf der von Chomczynsky und Sacchi (1987) beschriebenen Methode.
Waéhrend der gesamten Aufarbeitung sollten die Proben, wenn nicht anders angegeben, auf Eis

gelagert werden.

100 mg Gewebe werden in 2 m RNAzolB Losung homogenisiert (Dounce-
Homogenisator S-Stossel), danach werden 200l Chloroform zugegeben und die Suspension
15 sec auf dem Vortex gut durchmischt. Darauf folgt eine 20 minitige Zentrifugation bei
3000g, 4°C. Die obere Pase (wassrige Phase) wird vorsichtig abgenommen,die RNA durch
Zugabe des gleiche Volumens an 2-Propanol gefélt (20 min auf Eis) und durch eine 20
miitige Zentrifugation (3000 g; 4°C) sedimentiert. Der Uberstand wird verworfen und das
Pellet mit 10 ml -20°C kaltem 70%igem Ethanol gewaschen (Vortex, 5 min 3000 g, 4°C
Zentrifugation). Das Pellet trocknet man kurz im Vakuum und nimmt die RNA in 2504 1" TE

(RNAse frei) auf. Konzentration und Reinheit bestimmt man dann durch eine Messung der



Methoden 91

Absorptionen bei 260 nm und 280 nm. Typischerweise ist das Verhdltnis OD,, /OD.s, > 1,9.
Wird die RNA nicht sofort weiterverarbeitet, so lagert man sie als Prazipitat unter 70%igem
Ethanol.

3.2.2.19 Anreicherung von poly A* RNA aus Gesamt RNA durch oligo dT

Cellulose Chromatograpie

Prinzip der Methode ist die affinitdtschromatographische Anreicherung der poly A*
RNA durch oligo dT Cdlulose. Die Methode eignet sich sehr gut fir die Aufarbeitung
groferer RNA Mengen, da die verwendete Saule, in diesem Fall eine Pasteur Pipette, beliebig

vergrof3ert werden kann.

Packen der oligo dT Cellulose Séule: Eine silanisierte Pasteurpipette, mit einer Fritte
aus slanisierter Glaswolle, wird mit 10 Volumina5 M NaOH gewaschen und anschlief3end mit
in 0,1 M NaOH aufgeschldammter oligo dT Cellulose unter Pufferfluld gepackt (0,5 g oligo dT
Cellulose auf 1 ml Aufschlammung fir 2 mg Gesamt RNA). Anschlief3end wird die Saule mit
10 bis 20 Volumina an Aufgabepuffer aquilibriert.

oligo dT Cellulose Chromatographie: 2 mg an Gesamt RNA in TE werden fur 10
min auf 70°C aufgeheizt. Danach gibt man sofort 10 M LiCl hinzu (Endkonzentration an LiCl
=0,5M) und gibt die Lésung auf die Saule auf. Die Saule wird mit einem 1 ml Aufgabepuffer
gewaschen und samtliches Eluat aufgefangen, welches man ein zweites mal aufgibt. Die Saule
wird dann mit 2 ml Waschpuffer gewaschen und die RNA mit 2 ml an Elutionspuffer euiert.
Die Saule wird nun erneut mit Aufgabepuffer aquilibriert und die Chromatographie einmal
wiederholt. Geféllt wird die RNA dann durch Zugabe von 3 M NaOAc (Endkonzentration =
0,3 M) und 2,5 Volumina Ethanol (-20°C Uber Nacht, Zentrifugation 13000 g, 4°C).

Aufgabepuffer: 500 mM LiCl
10 mM Tris-HCI pH 7,5
1 mM EDTA
0,1% SDS
Waschpuffer: 150 mM LiCl
10 mM Tris-HCI pH 7,5
1 mM EDTA
0,1% SDS
Elutionspuffer: 10 mM Tris-HCl pH 7,5
1 mM EDTA
0,1% SDS
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3.2.2.20 Anreicherung von poly A* RNA aus Gesamt RNA durch oligo dT

Dynabead Chromatograpie

Die Methode basiert auf dem gleichen Prinzip wie das unter 3.2.2.19 beschriebene
Verfahren, Tragermateria fur das oligo dT sind hier alerdings Polystyrolkiigelchen mit einem
ferromagnatischen Kern (Dyna Beads). Die Bindung erfolgt unter Aufschiammung der Dyna
Beads, welche dann tiber einen Magneten eingesammelt werden. Die Methode ist vor alem fir
kleine Mengen an Gesamt RNA ca. 100 pg oder weniger gut geeignet und in diesem
Mengenbereich der oilgo dT Cellulose-Chromatographie vorzuziehen. Die Aufarbeitung der

Gesamt RNA erfolgt nach den Angaben des Herstellers.

3.2.2.21 Gelelektrophorese von RNA

Je 10 pg Gesamt RNA oder weniger poly A* RNA werden in 3 il TE gelést und mit
10 Wl RNA Probenpuffer versetzt. Die RNA wird dann for 10 min bel 70°C denaturiert,
danach sofort auf Eis abgekihlt und die Lésung in die Starttaschen eines Formaldehyd-
Agarosegels Uberfuhrt. Als Molekulargewichtsstandard finden entweder 1 pg Gesamt-RNA
aus Gewebe (s.h. 3.2.2.18 ), der 0,5 il einer 1 mg/ml Ethidiumbromidlésung beifligt werden
(vor der Hitzedenatuurierung) oder 1 pg einer RNA Leiter (0,24-9,5 kb, auch mit
Ethidiumbromid) Verwendung. Auch den anderen Proben kann Ethidiumbromid beigefiigt
werden, dieses veringert aber die Nachweisempfidlichkeit in nachfolgenden Hybridisierungen.
Aufgetrennt wird die RNA bei Feldstérken von 0,4 bis 1,5 V/cmin 1" MOPS Laufpuffer. Nach

der Elektrophorese werden die Marker-Banden unter einer UV-Lampe visualisiert.

denaturierendes Gel: 1% Agarose
IMOPS
2,2M Formaldehyd (37%ige ag. LsD)
10" MOPS: 500 mM MOPS-Acetat pH 7,0
10 mM EDTA
RNA Probenpuffer: 322 pl Puffer A
678 Wl Puffer F/FA
400 mG Sacharose
0,4 mg Bromphenolblau
0,4 mg Xylencyanol
Puffer A: 294 4l 10 MOPS
706 pl Wasser (DEPC behandelt)
Puffer F/FA: 89 ul 37%ige Formaldehydl6sung
250 Wl deionisiertes Formamid
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3.2.2.22 cDNA-Erststrangsynthese

Die Synthese einzelstrangiger cDNA (antisense Orientierung) aus Gesamt-RNA oder
Poly A* RNA geschieht unter Verwendung der Superscript |1 Reversen Transkriptase (MMLV
Derivat).

In Réhrchen werden folgende Komponenten pipettiert:

0,1-2 pg RNA Matrize
1 Primer 0,5 pmol spezifischer Primer oder dT ...+ (0,5ug/Hl)
ad 12 pl aqua bidest

10 min 70°C, dann sofort auf Eis

2u 10" Reaktionspuffer (Superscript I1)
2l dNTP (10 mM jedNTP)

1l RNAse Inhibitor plazental

2l 100 mM DTT

1l Superscript 11 Reverse Transkriptase

Der Reaktionsansatz wird 1 h bei 45°C inkubiert, es kénnen Reaktionstemperaturen bis
zu 55°C gefahren werden. Bei Verwendung eines dT.., Primer sollte alerdings eine
Starttemperatur von 45°C nicht dberschritten werden. Nach 5 min kann die
Resaktionstemperatur dann erhéht werden. Terminiert wird die Reaktion entweder durch ein 10
minttiges Aufheizen auf 65°C oder durch Zugabe von 0,5 pul 500 mM EDTA.

3.2.2.23 in vitro Transkription

Ausgangsmateria fur die in vitro Synthese von RNA sind DNA-Fragmente, welche in
Vektoren mit T3, T7 oder SP-6 Promotoren einkloniert sind. Standardméldig sind dies
entweder Bluescript K/KS*, pCRScript oder pCR Il Vektoren, bei denen die jeweiligen

Promotoren direkt neben der multiple cloning site liegen.

Den ersten Schritt stellt die Lineariserung des Vektors mit einer geeigneten
Restriktionsendonuklease dar. Hierbei ist zu beachten, dal3 keine Enzyme benutzt werden,
welche 3-Uberhdngende Enden erzeugen, da die o0.g. Polymerasen diese zum Teil as
Transkriptionsstartpunkt ~ erkennen.  L&3% sich die Verwendung enes solchen

Restriktionsenzyms nicht vermeiden, da keine weiteren geeigneten Schnittstellen vorhanden
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sind, so sind die 3-Uberhéngenden Enden aufzufiillen, so dal’ stumpfe Enden entstehen. Der
unten definierte Reaktionsansatzz wird 1 h bei 37°C inkubiert und durch Zugabe von 1 pl
DNAse (RNAse frei) und eine 15 mindtige Inkubation bei 37°C terminiert. Die Abtrennung
nicht eingebauter Nukleotide geschient durch Gelfiltrationschromatographie oder Ethanol
Félung unter Anwesenheit von 2,5 M Ammoniumacetat. Bel in vitro Transkripten, die in eine

in vitro Trandation eingesetzt werden sollen ,wird statt des +U-Mixes der CAP-U-Mix

verwendet.

2-5g linearisierte Plasmid DNA (1-2 pmol)

S5ul 10" -U-Mix /+U-Mix (oder bei DIG-Markierung 10" DIG LabellingMix)
Su 10" Reaktionspuffer

1l RNAse Inhibitor plazental

Sul

az2P-UTP (50 pCi mit 800pmol/Wl) (bei radioaktiver Markierung)
ad 49,5 aguabidest

RNA Polymerase T3,T7,5P-6
05l

10" Transkriptionspuffer: 30 mM MqCl,
10 mM NaCl
100 mM DTT
200 mM Tris-HCl pH 7,4
10 mM Spermidin
-U-Mix: jeweils2,5mM ATP, CTP, GTP
+U-Mix: jeweils2,5 mM ATP, CTP, GTP, UTP
CAP-U-Mix: je2,5mM ATP, CTP, UTP, GpppGTP und 0,25 mM GTP

2.2.2.24 Kapillar-Transfer von RNA aus Agarosegelen auf Nylonmembranen

Nach der Elektrophorese werden die Agarosegele fir 30 min in 20° SSC inkubiert, und
auf ein Whatman Papier (auf beiden Enden eingetaucht in einen Tank mit 20” SSC) gelegt. Die
Seiten werden mit Plastikfolie ebgedichtet. Auf das Gel legt man nun die Nylonmembran
(Hybond N*) und plaziert nacheinander 2 Whatman-Filterpapiere auf dem Gel. Nun walzt man
Luftblasen mit einer Glaspipette aus dem Sandwich und plaziert einen Stapel saugféhigen
Papiers auf dem Gel. Auf den Stapel legt man eine Glasplatte und beschwert den Aufbau mit
einem Gewicht von ca. 500 g. Transferiert wird tiber Nacht bei 4°C. Nach beendetem Transfer
werden die Nylonmembran kurz in 2° SSC, zur Entfernung von Agarose-resten, gewaschen
und anschlieffend auf einem Whatman Filterpapier getrocknet. Zur kovaenten Fixierung der
RNA auf der Membran, legt man diese mit der Oberseite nach unten auf ein Filterpapier und
bestrahlt in einem Stratalinker mit der Einstellung 1200 Jcnr.
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20° SSC: 300 mM NaCitrat pH 7,0
3 M NaCl
20 mM EDTA

3.2.2.25 alkalischer downward Transfer von DNA aus Agarosegelen auf positiv

geladene Nylonmembranen

Die Methode funktioniert ahnlich wie ein Kapillartransfer (sh 3.2.2.24) auf
Nylonmembranen, allerdings wird hier mit einem alkalischen Puffer transferiert und der
Transfer erfolgt von oben nach unten, was zu einer deutlich geringeren Kompression des Gels

fUhrt. Dadurch verkiirzt sich die Transferzeit auf 1 h.

Nach einer 30 minttigen Inkubation in 0,25 M HCI (zur Depurinierung fr effizienten
Transfer von Fragmenten > 1 kB, optional) wird das Gel 20 min in 0,4 M NaOH inkubiert.
Auf einen Stapel saugfahigen Papiers und 2 Whatman-Filterpapie-ren, legt man die Membran
und darauf das Gel. Nach der Abdichtung der Seiten mit fester Plastikfolie kommen zwei
weitere Whatman-Filterpapiere, sowie ein langes Stiick Whatman-Filterpapier, dessen eines
Ende in ein Reservoir mit 0,4 M NaOH taucht, auf den Stapel. Dieser wird durch Auswalzen
mit einer Glaspipette von Luftbalsen befreit und eine Glasplatte zuoberst gelegt. Nach 1 h
Transfer wird die Membran kurz in 2° SSC gewaschen und getrocknet. Ein Quervernetzung

der DNA mit der Membran ist bei positiv geladenen Membranen nicht notwendig.

3.2.2.26 Hybridisierung immobilisierter Nukleinsauren mit DNA/RNA Sonden

Die trockene Membran mit immobilisierten Nukleinsauren wird kurz in 2" SSC
angefeuchtet und in eine Hybridisierungsrohre gelegt. Zur Préhybridisierung fullt man den
entsprechenden Hybridisierungspuffer ein (1 ml/cm?). Nach einer 15 mindtigen Inkubation bei
der entsprechenden Hybridiserungstemperatut im Hybridisierungsofen wird die Lo6sung
verworfen und durch Hybridiserungddsung (1 ml/cny) mit der jeweiligen Sonde ersetzt.
AnschliefRend wird 1 bis 2 h bei der entsprechenden Temperatur im Ofen hybridisiert. Danach
wird die Losung entfernt und die Membran durch zweimaliges Waschen je 20 ml 2° SSC; 0,1%
SDS von Uberschissiger Hybridisierungslésung befreit. Je nach gewtinschter Stringenz wascht
man die Membran 2" 30 min in 0,1" SSC; 0,1% SDS bel der gewlnschten Temperatur. Bei
radioaktiv markierten Sonden wird die Membran direkt autoradiographiert (*P. mit
Verstérkerfolie bei -70°C).
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Hybridisierungsosung:  Dextransulfat 50% Formamid (deionisiert mit

haltig: |lonentauscherharz)
5" SSPE
5" Denhardt Ldsung
10 % Dextransulfat
100 pg/ml tRNA/100 pg/ml denaturierte
L achsspermal/K albsthymus DNA
0,1% SDS

Quickhyb: Stratagene Quickhyb Lésung, besonders fir
Screening von cDNA Bibliotheken geeignet,
da Transfer, Hybridisierung, Waschen und
Autoradiographie an einem Tag zu erledigen
sind; sehr wenig Hintergrund

50" Denhardt: 2% BSA
2% Polyvinylpyrolidon 10

2% Ficoll 400
Typ Hybridisierungstemperaturen | Waschtemperaturen
DNA/DNA | 42°C (Quickhyb: 68 °C) 42°C, bel starkem Hintergrund bis 65°C
DNA/RNA |55°C 55°C, bei starkem Hintergrund bis 65°C
RNA/RNA |70°C 68°C bis 72°C, je nach Hintergrund

3.2.2.27 Entfernung hybridisierter Sonde von Membranen (stripping)

Um hybridisierte Sonden von immobilisierten Nukleinsduren abzulésen, dirfen die
Membranen nach der Hybridiserung niemals trocken werden. Abgelost werden die
Nukleinsduren dann durch einminitiges Kochen in 90%igem Formamid + 0,1M TrissHCI pH
7,4. Anschlief3end werden sie mit 0,1% SSPE; 0,1% SDS bel 65°C gewaschen bis keine
Radioaktivitat mehr mef3bar ist (Handmonitor).

3.2.2.28 Herstellung radioaktiv markierter DNA Sonden durch oligo labelling

100 bis 300 pg gereinigtes DNA Fragment und Primer (Hexameren oder spezifische

Primer) in 5 gl werden 2 min auf 95°C erhitzt und sofort auf Eis inkubiert.

DNA + Primer 50u
200 mM DTT 1,5 ul
-dA Mix (je 5 mM) 1,0
10" Klenow Puffer 15u
a*P-dATP (50 uCi, ) 50w

Klenow Fragment 1u/pl 1,0
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Der Ansatz wird 1 h bei 37°C inkubiert, durch 5 min Erhitzen auf 95°C terminiert und nicht
eingebaute Nukleotide durch Gelfiltration (Stratagene Pushcolumn) entfernt. Die Aktivitét
wird durch Messung eines Mikroliters (in Eppendorf Hutchen) im Z&hlrohr gemessen. Vor
dem Einsatz in Hybridisierungsreaktionen ist die Probe 10 min auf 100°C zu erhitzen und auf

Eis zu inkubieren.

3.2.2.29 Screening einer | -ZAP cDNA Bibliothek unter hochstringenten
Bedingungen
a) Titerbestimmung einer | -cDNA Bibliothek

Je 200 yl Bakteriensuspension aus 32.2.3 (0,5 OD.)werden mit einer dekadischen
Verdinnungsreihe an Phagen in SM fir 20 min bei 37°C inkubiert und anschlief3end in 2 ml
flissigem Top-Agar (48°C) auf kleinen LB-Platten ausplattiert. Nach einer Uber Nacht
Inkubation bel 37°C wahlt man die Platte, deren Plaque Zahl in der Grélienordnung von 100
ist, z&hlt die genaue Zahl der Plagues und berechnet mit Hilfe der dazugehdrigen Verdinnung

die plaque forming units (pfu) pro ml der Phagenldsung.

b) Ausplattieren einer | -cDNA Bibliothek
Auf 20 grof3e LB Platten werden in 7 ml Top-Agar jeweils 50.000 pfu ausplattiert

(préadsorbiert an XL-1Blue ODs, = 0,5 in 600 pl). Die Platten werden fur ca. 8 h bel 37°C
inkubiert, b.zw. so lange bis die Plaques gerade aneinander grenzen. Anschlief3end kommen

die Platten fir mindestens 2 h in den Khlschrank bevor die Filterabziige gemacht werden.

C) Screening durch Hybridisierung mit P markierten DNA Sonden
Hybond N* Filter (Amersham, rund, in GroRRe der Platten) werden vorsichtig von der

Mitte aus auf die Top-Agar Schicht gelegt und die Position durch Einstiche mit einer glthend
heillen Kanidle (1" 1, 2" 1, 3" 1) markiert. Anschlief3end zieht man die Filter vorsichtig von
einer Seite aus mit Hilfe einer Pinzette ab und legt sie mit der Plague Seite nach oben. Zur
Denaturierung und Fixierung legt man die Filter mit der Plague Seite nach oben auf ein mit 0,4
M NaOH getranktes Whatman Papier. Nach 7 min entfernt man die Filter und neutralisiert ihn
durch 0,5 M TrispH 7,4; 1,5 M NaCl (2" 3 min auf Whatman Papier). Anschlief3end werden
se in 2" SSPE gewaschen und auf Whatman Papier getrocknet. Je 10 Filter werden dann in
2" SSPE kurz angefeuchtet und auf einer Hybrdisierungsrohre verteilt (Platz moglichst gut
ausnutzen). Nach Zugabe von 25 ml Quick Hyb Ldsung werden sie 30 min bei 68°C

prahybridisiert (Hybridisierungsofen). Danach verwirft man die Losung und ersetzt sie durch



Methoden 98

25 ml Quick Hyb Losung mit der =P markierten Pro-be (10° counts/Filter). Nach einer 2 h
Hybridisierung bei 68°C wird die Lésung entfernt und die Filter in den Réhren zweimal kurz
mit 2" SSPE gewaschen. Darauf folgen 2 Waschgange a 30 min bei 60 bis 65 °C, je nach
Hintergrundsignal. Die Filter werden Gber Nacht autoradiographiert, positive Plaques werden
(mit Hilfe der Markierungen) mittels der weiten Seite einer Pasteurpipette aus dem Top-Agar
gestochen und in SM Puffer (+ 1 Tropfen CHCI.) transferriert. Zur Elution der Phagen in den
SM Puffer inkubiert man 2 h bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4°C auf dem Schiittler.
Um enen enheitliche Phagenklon zu erhaten, wiederholt man die gesamte Prozedur auf
kleinen LB Platten unter der Annahme, dal3 1 cnr Top-Agar 107 pfu liefert. Je zwel Platten a
50 und 250 pfu werden dann pro Klon benutzt.

d) in vivo Excision von Bluescript Plasmiden aus | -ZAP Vektoren
Ist ein Klon einheitlich, d.h. ssammt er aus einem runden isolierten Plaque, dann kann

das Insert mitsamt einem Bluescript K- Vektor als Phagimid aus einem Phagen infizierten
Bakterium herausgeschleust werden. Hierzu ist ein sog. Helferphage vom M13 Typ
notwendig. Nach der in vivo Excision (s.u.) werden XL-1 Blue (Tetracyclin selektiert, ODe, =
1,0) mit den Phagimiden infiziert und auf LB Amp Platten selektiert.
In einem 50 ml Falcon Rohrchen werden pipettiert:

200 Wl XL-1 Blue ODs, = 1,0 (frisch ! und Tetracyclin selektioniert)

200 ul Phagenldsung (> 10° Phagen)

1 pl R418 Helferphage (> 10 pfu)
und 15 min bel 37°C inkubiert, anschlieffend werden 5 ml 2° YT Medium zugegeben und das
Rohrchen im Schittler bei 37°C fur 3 h inkubiert. Danach erhitzt man das Rorchen fir 20 min
auf 70°C im Wasserbad und zentrifugiert den Bakteriendebris ab (4000 g, 5 min, RT). Der
Uberstand wird anschlieRend in ein steriles 15 ml Réhrchen dekantiert. 10 il dieser Losung
werden nun mit 200 pI XL-1 Blue (ODeg, = 1,0) 15 min bel 37°C inkubiert und 1 bis 100 pl
dieser Suspension auf einer LB Amp Platte ausplattiert. Nach einer Gber Nacht Inkubation bei
37°C kann man mit den Kolonien Flissigkulturen animpfen, die DNA daraus isolieren und

analysieren.
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3.2.3 Histologische Methoden

3.2.3.1 Anfertigung von Kryoschnitten

Unfixiertes Gewebe (Hirn, Retinae, ganze Larven) von Goldfischen wird 5-60 min bei
4°C in Tissue Tek inkubiert. Anschlieffend bettet man das Gewebestiick in Tissue Tek (in
Behalter aus Aluminiumfolie) durch Kihlung mit fliissigem Stickstoff ein. Nach Aquilibrierung
des Blocks auf die Schneidetemperatur (-16°C bis -22°C) entfernt man die Aluminiumfolie und
befestigt den Block mit Tissue Tek auf dem Teller des Kryostaten. Die Schnitte (5 pm bis 20
pm) werden auf einen Objekttréger aufgenommen (fUr in situ Protokolle mit Vectabond
beschichten), an der Luft getrocknet (30 bis 60 min) und entweder direkt weiterverarbeitet
oder nach Einschweil3en in Plastikfolie bei -20°C eingefroren.

3.2.3.2 Immunhistologische Fluoreszenzmarkierung an Kryoschnitt Praparaten

Kryoschnitt-Préparate werden fir 5 min in -20°C kaltem Methanol fixiert und
delipidiert, dann 3" 5 min in PBS gewaschen und mit dem priméren Antikorper (1h bei RT
oder (iber Nacht bei 4°C; Konzentration 10 pg/ml in 1% BSA oder Hybridoma Uberstand)
inkubiert. Nach 3" 5 minitigem Waschen in PBS werden sie mit dem sekundéren Antikorper
(FITC/TRITC konjugiert 1/200 Verdinnung in 1% BSA oder Cy2/Cy3 konjugiert 1/1000 in
1% BSA) fur 1 h bel Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem 35 minitigem Waschen
werden die Prgparate in einer Mischung aus 5 g Moviol 4-88 (Hoechst), 20 ml PBS, 10 ml
Glycerin (geséttigt mit n-Propylgallat) eingebettet.
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3.2.3.3 In situ Hybridisierung an Gesamt-Praparaten (whole mount)

Goldfisch Retinae (lebend prépariert) oder Goldfisch Embryonen (bis 4 Tage) werden

folgender Prozedur unterzogen:

Fixierung:

Proteinase K Verdau
und Postfixierung:

Hybridisierung:

Detektion:

Fixierung des Gewebes Uiber Nacht bel 4°C in 4% Formaldehyd
aus Paraformaldehyd in 100 mM NatriumPhosphat pH 7,4

4" 5 min waschen in PBST (PBS + 0,1% Tween-20)

Transfer in 100% Methanol (MeOH), nach 5 min erneuern und
auf -20°C bringen fur mindestens 30 min (so mehrere Monate
haltbar)

zuriick auf Raumtemperatur und je 5 min 75% MeOH in PBST,
50% MeOH, 25% MeOH

2" 5minin PBST waschen

20 min fixieren mit 4% Formal dehyd

4" 5minin PBST waschen

Verdau mit Proteinase K (10 pg/ml in PBST) bei RT, 10 min
kurz mit PBST abspllen und 5 minin PBST waschen
Postfixierung in 4% Formaldehyd (20 min, RT)

5" 5 min waschen in PBST

Gewebe in 2 ml Eppendorf Hitchen und 1 h Préhybridisierung
bel 55°C in Hyb. Lésung

Hybridisierung in Hyb. LGsung mit Probe (ca. 100 ng/ml; vorher
10 min 80°C und sofort auf Eis) tUber Nacht bei 55°C
(Wasserbad)

Entfernung der Proben (kdnnen 2 mal wiederverwendet werden)
2 30 min bei 55°C waschen in 50% Formamid und 2" SSCT
(SSC + 0,1% Tween-20)

1" 15 min bei 55°Cin 2" SSCT

2" 30 min bel 55°Cin 0,2° SSCT

2 h blocken in 5% BSA in PBST (ale Reaktionen auf Schiittler)
2h Inkubation in einer 1/5000 Verdinnung der anti-DIG-F.-AP
Konjugate in 5% BSA/PBST

6~ 20 min waschen in PBST

Inkubation in BM Purple Farbsubstrat bis zur gewiinschten
Farbtiefe

3 10 min PBST

aufbewahren in 4% Formaldehyd

einbetten in Moviol (sh. 2.4.2)

Hyb. Losung: 50% Formamid

5 SSC

0,1% Tween-20
1 mg/ml tRNA
50 pg/ml Heparin
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3.2.3.4 In situ Hybridisierung an Kryo-Schnitt Praparaten

Bis auf die unten aufgefiihrten Anderungen entspricht die Prozedur der whole mount in situ
Hybridisierung (s.h. 3.2.3.3).

Die getrockneten Kryoschnitte werden 15 min lang in 4%igem Formadehyd (aus
Paraformaldehyd in 100 mM Natriumphosphat pH 7,4) fixiert und danach 2° 5 min in PBST
gewaschen. Anschlief3end werden sie durch die unten aufgefiihrte Methanolrethe gezogen in
Chloroform inkubiert und durch die Methanolreihe wieder in entgegengesetzter Richtung
gezogen. Daraufhin werden die Préparate 2°5 min in PBST gewaschen und 2 h bei
Raumtemperatur préhybridisiert. Hybridisierung und Waschen der Schnitte erfolgt unter den
gleichen Bedingungen wie in 3.2.3.3 Danach wird 15 min in 5% BSA/PBST geblockt und 2 h
mit einer 1/5000 Verdinnung an anti DIG-F,-AP Konjugaten in 5% BSA/PBST inkubiert.
Gewaschen werden die Schnitte dann 4 10 min in PBST und anschliefend erfolgt die
Farbentwicklung durch Inkubation mit dem BM Purple Substrats.

70% MeOH in PBST 3 min

80% MeOH 3min
95% MeOH 5min
100% MeOH 3min
CHCl, 1min

3.2.4 Produktion von Antikorpern

3.2.4.1 Produktion polyklonaler Antikorper

Die Produktion polyklonaler Antikorper erfolgt in der Regel durch Immunisierung
eines Kaninchens. Vor der Immunisierung ist das 0-Serum des Tieres zu testen (Western Blot
oder Immunhistochemie an Kryoschnitten), da viele Kaninchenseren mit Goldfischproteinen
kreuzreagieren. Die Immunisierung beginnt mit einer Applikation des Antigens (5-100 pg) in
500 pl Losung, diese werden zusammen mit 500 il komplettem Aduvans ( Freund oder Ribi)
subkutan injiziert. Im Abstand von 3 Wochen erfolgen dann die weiteren Immunisierungen der
gleichen Menge an Antigen mit inkomplettem Adjuvans. Jewells 10 Tage nach ener
Immunisierung testet man das Serum mit der geeigneten Nachweismethode (Western Blot,
Immunhistochemie, ELISA).
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3.2.4.2 Produktion monoklonaler Antikorper

Eine balb/c Maus wird nach folgendem Schema immunisiert:

1. Immunisierung: 1-10 pg Antigen; in 100 gl mit 100 W komplettem Adjuvans (Freund),
subkutan

2-4. Immunisierung: nach jeweils 2 Wochen, gleiche Menge Antigen, inkomplettes Adjuvans
(Serum jewells 10 Tage nach der Immunisierung testen)

5. Immunisierung: 3 Tage vor der Fusion der Milzzellen mit den Myelomazellen, intravents
ohne Adjuvans

Die Herstellung der Hybridoma Linien erfolgt dann nach der in Paschke, 1990 beschriebenen
Methode.
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