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1 Zusammenfassung 

 

In  einem  forward  genetics  screen  konnte  kürzlich  eine  Integrin‐linked  Kinase  (ILK)‐

defiziente  Zebrafischmutante,  main  squeeze  (msq),  isoliert  werden.  Main  squeeze 

mutante Embryonen zeichnen sich durch den progredienten Verlust der Kardiomyozy‐

tenkontraktilität aus. Es konnte gezeigt werden, dass die msq‐Mutation zu einer ver‐

minderten ILK‐Kinaseaktivität sowie zum Verlust der β‐Parvin‐Bindefähigkeit führt, was 

in einer signifikant reduzierten Protein Kinase B (PKB) Aktivität resultiert. In Patienten 

konnten mittlerweile Mutationen  in der  ILK  identifiziert werden, die zu genetisch be‐

dingter Herzschwäche (DCM, dilatative Kardiomyopathie) führen.  

Ziel  dieser Arbeit war  die  Etablierung  von  in  vivo Modellen  zur  Entschlüsselung  der 

molekularen Funktionen der ILK in Herzmuskelzellen. Durch diese genetischen Ansätze 

kann geklärt werden, ob die Kinasedomäne der  ILK oder die Bindungsfähigkeit  zu  β‐

Parvin  für die  Funktion der  ILK  in der Aufrechterhaltung der  kardialen Kontraktilität 

von Bedeutung sind. Dazu wurden definierte ILK‐Varianten (Kinase‐defizient, konstitu‐

tiv‐aktiv, Wildtyp)  in vivo  im Zebrafisch evaluiert. Des Weiteren sollte durch die phar‐

makologische  Manipulation  des  ILK/PKB  Signalweges  mit  small  compounds  geklärt 

werden, ob Substanzen, die die PKB‐Phosphorylierung beeinflussen, einen rescue des 

Herzinsuffizienzphänotyps bewirken können.  

In der vorliegenden Arbeit konnten verschiedene Genexpressionssysteme zur Generie‐

rung  transgener  Zebrafische mit  herzspezifischer  ILK‐Überexpression  entwickelt  und 

deren  Funktion  überprüft werden. Weiterhin wurden  erstmals  stabile,  induzierbare 

transgene  Zebrafischlinien  mit  kardialer  Überexpression  von  ILK‐Varianten  (Kinase‐

defizient,  konstitutiv‐aktiv, Wildtyp)  etabliert.  Durch  Anwendung  der  pharmakologi‐

schen Substanzen Cyclosporin A, Okadasäure und Calyculin A konnte gezeigt werden, 

dass die Phosphorylierung der PKB im Herzen erhöht und die Kontraktionskraft in msq 

rekonstituiert werden kann.  

Die  in  dieser  Arbeit  entwickelten  Ansätze  ermöglichen  in  Zukunft  ein  besseres  Ver‐

ständnis  der  ILK‐Funktion  im Myokard.  Auch  die  therapeutische  Beeinflussung  von 

Komponenten des  ILK/PKB‐Signalweges  kann  richtungsweisende  Therapieansätze  für 

Patienten mit Herzerkrankungen aufzeigen. 
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1.1 Summary 

 

In a forward genetics screen an Integrin‐linked Kinase (ILK)‐deficient zebrafish mutant, 

main  squeeze  (msq),  was  recently  isolated.  Main  squeeze  mutant  embryos  are 

characterized  by  progressive  loss  of  cardiac  contractility.  It  was  shown  that  msq 

mutation  causes  a  decreased  kinase  activity  as well  as  lost  ability  to  bind  β‐Parvin 

resulting  in  a  significantly  reduced  activity  of  protein  kinase  B  (PKB). Mutations  in 

human  ILK were  already  identified, which  lead  to  genetically  induced  heart  failure 

(DCM, dilated cardiomyopathy). 

The aim of this work was to establish in vivo models to decipher the molecular function 

of ILK in cardiac muscle cells. The genetic approaches should clarify whether the kinase 

domain  of  ILK  or  the  binding  capacity  to  β‐Parvin  is  important  for  ILK  function  in 

maintenance  of  cardiac  contractility.  In  particular,  defined  ILK  variants  (kinase‐

deficient,  constitutive‐active)  were  examined  in  vivo  in  zebrafish.  Furthermore, 

pharmacological  manipulations  of  the  ILK/PKB  signaling  pathway  with  small 

compounds  were  performed  to  find  out  whether  substances,  which  affect 

phosphorylation of PKB, can rescue the heart failure phenotype. 

In this work several gene expression systems for the generation of transgenic zebrafish 

with cardiac‐specific  ILK overexpression have been developed and  their  functionality 

has  been  tested.  Furthermore,  first  stable,  inducible  transgenic  zebrafish  lines with 

cardiac  overexpression  of  ILK  variants  have  been  established.  By  application  of  the 

pharmacological  substances  Cyclosporine  A,  Ocadaic  acid  and  Calyculin  A 

phosphorylation of PKB in the heart and contractile force in msq are reconstituted. 

In  future,  these  developed  genetic  approaches  allow  a  better  understanding  of  ILK 

function  in  the myocardium.  Even  the  therapeutic  influence  on  components  of  the 

ILK/PKB  signaling  pathway may  reveal  trendsetting  therapy  approaches  for  patients 

with heart disease. 
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2 Einleitung 

 

2.1 Der Zebrafisch als Modellorganismus für Herzerkrankungen 

 

Bei Herz‐Kreislauf‐Erkrankungen handelt es sich um alle angeborenen und erworbenen 

Erkrankungen  des  Herzens,  der  Gefäße  und  des  Kreislaufes  (ICD‐10,  Internationale 

Klassifizierung der Krankheiten). Zu den Herz‐Kreislauf‐Erkrankungen gehören auch die 

Kardiomyopathien.  Kardiomyopathien  sind  Erkrankungen  des  Herzmuskels,  die  von 

mechanischen  und/oder  elektrischen  Funktionsstörungen  begleitet werden.  Es wird 

zwischen der primären und sekundären Kardiomyopathie unterschieden (Maron et al., 

2006).  Zu  den  primären  Kardiomyopathien  zählen  unter  anderem  die  hypertrophe, 

dilatative und restriktive Kardiomyopathie, aber auch die Myokarditis oder das durch 

Ionenkanaldefekte verursachte Long‐QT‐Syndrom.  

Bei der dilatativen Kardiomyopathie  (DCM) sind die Herzkammern erweitert und das 

Herz kann nur unzureichend kontrahieren, was  letztlich zur Herzinsuffizienz führt. Die 

häufigsten Ursachen der DCM sind Myokarditis und chronischer Alkoholmissbrauch. In 

35 % der Fälle ist die DCM allerdings genetisch begründet. Die DCM ist der dritthäufigs‐

te Grund  für die  Entstehung  von Herzinsuffizienz und  führt oft  zum  plötzlichen  Tod 

(Maron et al., 1996; Elliott et al., 2008). DCM‐Patienten werden  je nach Schweregrad 

der Erkrankung  (New York Heart Association‐Klassifikation) durch Medikamente,  im‐

plantierbare Kardioverter/Defibrillator‐Geräte und  letztlich durch Herztransplantatio‐

nen therapiert.  

Die zu Kardiomyopathie führenden Pathomechanismen konnten bisher nur ansatzwei‐

se entschlüsselt werden. Heute sind über 400 Mutationen bekannt, die verschiedene 

Formen der Kardiomyopathie verursachen können  (Morimoto, 2008). Bei den betrof‐

fenen Genen handelt es  sich vornehmlich um Komponenten, die  zytoskelettale oder 

kontraktile Strukturen bilden (Bakkers, 2011). Dazu gehören Proteine, wie Titin, Muscle 

LIM  Protein  (MLP)  oder  transmembrane  Rezeptoren,  wie  die  Integrine  (Hoshijima, 

2006).  
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Bei der Aufrechterhaltung der Herzfunktion spielen schnelle Regulationsmechanismen 

des Herz‐Kreislauf‐Systems wie der kardiale Dehnungssensor eine entscheidende Rolle. 

Der Dehnungssensor ist ein System im Herzen, mit dem sich Kardiomyozyten an unter‐

schiedliche  hämodynamische  Anforderungen  anpassen  können.  Für  eine  geregelte 

Herzfunktion  ist  die  Wahrnehmung  mechanischer  Reize  (mechanosensing)  und  die 

Transduktion dieser Signale  in zelluläre Antworten (mechanotransduction) von essen‐

tieller Bedeutung. Genetische Defekte  in den Komponenten des kardialen Dehnungs‐

sensors  können  zu  Kardiomyopathien  führen. Mutationen  im  humanen Gen  cardiac 

Troponin  T  (tnnt2)  führen  zum  Beispiel  zu DCM  und HCM  (hypertrophe  Kardiomyo‐

pathie) (Sehnert et al., 2002; Bakkers, 2011). Knöll et al. konnten weiterhin Mutationen 

in der  Intergrin‐Linked Kinase  (ILK) und Laminin alpha 4  (Lama4) von DCM‐Patienten 

identifizieren (Knöll et al., 2007; Bakkers, 2011).  

Seit einigen Jahren findet der Zebrafisch, Danio rerio (Abb. 1), als Modellorganismus in 

der Forschung Verwendung. Der Zebrafisch  stammt ursprünglich aus dem Ganges  in 

Indien und Bangladesh und wird etwa 5 cm 

groß.  Dieser  Süßwasserfisch  gehört  zur 

Familie  der  Cyprinidae  und  zeichnet  sich 

durch  seine  einfache  Haltung  und  Zucht 

aus.  Zebrafische  bieten  auch  wegen  der 

hohen  Anzahl  an  produzierten  Nachkom‐

men  pro Gelege Vorteile. Da  die  Entwick‐

lung  der  Tiere  extrauterin  stattfindet  und 

die Funktion des Herzens der transparenten Embryonen einfach in vivo evaluiert wer‐

den kann, eignen sich Zebrafische für Analysen kardialer Erkrankungen besonders gut. 

Außerdem durchlaufen die Embryonen des Zebrafisches eine sehr rasche Entwicklung. 

Bereits  nach  zehn  Stunden  beginnt  die  primäre Organogenese  und  nach  drei  Tagen 

sind alle Organe entwickelt. Das Herz‐Kreislauf‐System entspricht zu diesem Zeitpunkt 

bereits dem eines neugeborenen Säuglings (Stainier et al., 1993). Zebrafische nehmen 

in den ersten neun Tagen nach der Befruchtung Sauerstoff durch Diffusion aus dem 

umgebenden Medium auf und sind deshalb in diesem Zeitfenster nicht auf ein funktio‐

nierendes Herz‐Kreislauf‐System angewiesen (Burggren and Pinder 1991). Aus diesem 
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Grund  eignet  sich  der  Zebrafisch  besonders  gut  für  Untersuchungen  von  Gen‐

Defekten, die im Mausmodel einen letalen Phänotyp zeigen.  

Bereits in den frühen 1980er Jahren wurde der Zebrafisch als ein hervorragendes Mo‐

del für genetische Untersuchungen erkannt (Streisinger et al., 1981; Walker and Strei‐

singer, 1983; Chakrabarti et al., 1983). Mit Hilfe der heute  zur Verfügung  stehenden 

Möglichkeiten  können  an  diesem Modell  krankheitsrelevante  Gene  und  Signalwege 

untersucht  werden.  Neben  verschiedenen  forward  und  reverse  genetics  Strategien 

werden am Zebrafisch auch ökologische Einflüsse (z. B. durch Schwermetalle), circadi‐

ane Rhythmik und Verhaltensmuster untersucht. Viele der bereits  in anderen Modell‐

organismen  etablierten  Methoden  konnten  dabei  auf  den  Zebrafisch  übertragen  

werden.  

 

2.2 Reverse genetics ‐ Transgenesemethoden beim Zebrafisch 

 

Für den Zebrafisch wurden im Verlauf der letzten Jahre zahlreiche forward und reverse 

genetics Ansätze entwickelt, um die Funktion von Genen zu verstehen, die bei huma‐

nen Krankheiten eine Rolle spielen.  

Forward  genetics Ansätze  dienen  dazu,  hypothesenfrei  krankheitsrelevante Gene  zu 

identifizieren, die  in biologische Prozesse  involviert sind. Zunächst wurden  in das Ge‐

nom des Zebrafisches zufällige Mutationen eingeführt. Dabei können γ‐Strahlung, alky‐

lierende Wirkstoffe, wie ENU (N‐Ethyl‐Nitrosourea), oder Retroviren und Transposons 

eingesetzt werden (Lawson and Wolfe, 2011). Der Mutagenese folgt die Identifizierung 

von Zebrafischen, die einen Phänotyp aufweisen, der weiterführend untersucht wer‐

den soll. Mit Hilfe der positionellen Klonierung (Talbot and Hopkins, 2000) und Genom‐

Sequenzierung  kann  die  Mutation  identifiziert  werden,  die  zu  dem  Krankheitsbild 

führt, das weiter untersucht werden soll. Trotz des  immensen  logistischen Aufwands 

konnten  seit  den  1990er  Jahren  bei  dem  Boston‐  und  Tübingen‐  Screen  über  6000 

mutante  Phänotypen  identifiziert werden  (Lawson  and Wolfe,  2011;  Driever  et  al., 

1996; Haffter et al., 1996). Auf diese Weise können neue Mechanismen und Gene  im 

Zebrafisch entschlüsselt werden, die auch bei humanen Krankheiten eine große Bedeu‐

tung haben.  
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Bei  reverse  genetics  Ansätzen wird  im Gegensatz  zu  forward  genetics  Analysen  auf 

Grundlage einer Hypothese die Funktion eines Gens untersucht. Abhängig vom Phäno‐

typ können Rückschlüsse auf die Genfunktion gezogen werden. Mittels reverse gene‐

tics können interessante Kandidatengene, die beispielsweise aus einem forward gene‐

tics Ansatz stammen, weiterführend untersucht werden. Derzeit  finden verschiedene 

Techniken  in der  reversen Genetik Anwendung. Dazu  zählen Morpholino‐vermittelte 

Gen knock down Studien (Summerton, 1999; Ekker, 2000; Nasevicius and Ekker, 2000), 

TILLING (Targeting Induced Local Lesions IN Genomes) (Wienholds et al., 2003; Lawson 

and Wolfe, 2011), Untersuchungen mittels Zink‐Finger‐Nukleasen (ZFN) (Doyon et al., 

2008; Meng et al., 2008; Lawson and Wolfe, 2011), die Mutagenese mit Retroviren (Jao 

et al., 2008; Amsterdam, 2003) und Transposons (Kawakami et al., 2004; Sivasubbu et 

al., 2007) sowie verschiedenste Transgenesemethoden. 

 

Bei der Transgenese wird fremde DNA in den Organismus eingeführt. Wird diese DNA 

an die Nachkommen weitergegeben,  ist eine  stabile  transgene  Linie entstanden. Bei 

Zebrafischen kann DNA durch Elektroporation, Liposomen, Transfektion von Stammzel‐

len oder Mikroinjektion eingebracht werden. Die Mikroinjektion von DNA in befruchte‐

te Zebrafischoozyten erfolgt seit Ende der 1980er Jahre (Stuart et al., 1988; Stuart et 

al., 1990; Culp et al., 1991) und wird zur Generierung transgener Zebrafische seitdem 

am häufigsten angewendet. Ab Mitte der 1990er Jahre waren dann bereits Reporter‐

gen‐Assays  vorhanden, mit  deren Hilfe  die  Identifikation  transgener  Zebrafische  er‐

leichtert werden konnte (LacZ: Lin et al., 1994; GFP: Amsterdam et al., 1995, 1996). Da 

durch  die  Injektion  einfacher DNA  nur  eine  geringe  Integrationsrate  ins Genom  er‐

reicht werden kann, sind  in den  letzten Jahren Methoden entwickelt worden, mit de‐

nen dieses Problem bewerkstelligt werden kann (Udvadia and Linney, 2003; Teh et al., 

2005; Deiters  and  Yoder,  2006;  Esengil  and  Chen,  2008; Huang  et  al.,  2011). Dabei 

handelt  es  sich  um  Systeme,  die  zum  Beispiel  Retroviren  (Amsterdam  and  Becker, 

2005;  Linney  et  al.,  1999)  oder  Transposons  (Kawakami,  2005;  Suster  et  al.,  2009; 

Newman  and  Lardelli,  2010)  verwenden.  Weiterhin  werden  die  Meganuklease‐

vermittelte Integration von DNA (Thermes et al., 2002; Grabher and Wittbrodt, 2008) 

oder  Systeme  verwendet,  bei  denen  die  Expression  des  eingebrachten  Gens  durch 
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Cre/Lox  (Dong  and  Stuart,  2004;  Liu  et  al.,  2007; Hans  et  al.,  2011)  oder Gal4/UAS 

(Halpern et al., 2008; Scott, 2009) reguliert wird. Die Effizienz der zur Verfügung ste‐

henden Transgenesemethoden variiert sehr stark. So kann durch die  Injektion  lineari‐

sierter oder zirkulärer DNA eine nur geringe Integrationsrate (1‐10 %) erreicht werden, 

wohingegen mit dem Tol2‐Transposon‐System die Effizienz der DNA‐Integration bis zu 

50 % beträgt (Stuart et al., 1988, 1990; Culp et al., 1991; Kawakami, 2005; Kwan et al., 

2007).  

 

Transposons  sind  DNA‐Abschnitte,  die  ihre  Position  im  Genom  verändern  können 

(Transposition), wodurch  ihnen  auch  eine wichtige  evolutionäre  Funktion  zukommt 

(Munoz‐Lopez and Garcia‐Pérez, 2010). Transposons können als genetische Werkzeuge 

vielfältig genutzt werden. Sie können Reportergene tragen und als enhancer und gene 

traps genutzt werden (Kawakami et al., 2004; Parinov et al., 2004; Clark et al., 2004). 

Derzeit  werden  zur  Generierung  stabiler  transgener  Zebrafischlinien  das  Sleeping 

Beauty (Davidson et al., 2003; Balciunas et al., 2004) und Tol2 (Kawakami, 2005, 2007; 

Kikuta and Kawakami, 2009; Mosiman and Zon, 2011) Transposon verwendet.  

Das  Tol2  Element  wurde  aus Medaka,  Oryzias  latipes,  isoliert  und  gehört  zur  hAT  

(hobo/Ac/Tam3) ‐Transposonfamilie (Koga et al., 1996). In Medaka verursacht das Tol2 

Element eine Mutation  im Tyrosinase‐Gen, wodurch Albino‐Fische entstehen. Tol2  ist 

4,7 kb  lang und enthält ein Transposase‐Gen, welches von zwei Terminal Inverted Re‐

peats (TIRs) flankiert wird (Munoz‐Lopez and Garcia‐Pérez, 2010). Mittels Tol2 können 

bis zu 10 kb DNA in ein Genom eingebracht werden (Balciunas et al., 2006; Urasaki et 

al., 2006). Kawakami und Kollegen konnten zeigen, dass Tol2 in die Keimbahn des Zeb‐

rafisches  integrieren  kann, wenn  es  gemeinsam mit  Tol2  Transposase  injiziert wird 

(Kawakami et al., 2000). Seither wird das Tol2‐System vielfach als reverse genetics An‐

satz verwendet, um transgene Organismen wie den Zebrafisch, aber auch andere Ver‐

tebraten, wie Xenopus und Hühnerembryonen, zu generieren. Aber auch  in kultivier‐

ten Vertebratenzellen sowie humanen Stammzellen findet dieses System Anwendung 

(Munoz‐Lopez and Garcia‐Pérez, 2010). 
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2.2.1 Konditionale, zebrafischspezifische Genexpressionssysteme 

 

Etwa zehn  Jahre nach den ersten Erfolgen auf dem Gebiet der Transgenese konnten 

konditionale Genexpressionssysteme für den Zebrafisch entwickelt werden, um biolo‐

gische und krankheitsrelevante Mechanismen aufklären  zu können. Dabei  finden  so‐

wohl Hitze (heat shock Promotoren, hsp70; Adám et al., 2000; Halloran et al., 2000) als 

auch  chemisch  gesteuerte Genexpressionssysteme Verwendung.  Zu  letzteren  gehört 

das  Retinolsäure‐  und  Mifepriston‐gesteuerte  System  (Perz‐Edwards  et  al.,  2001;  

Emelyanov and Parinov, 2008). Zu den konditionalen Genexpressionssystemen zählen 

weiterhin das Gal4/UAS‐ und Cre/LoxP‐System (Traven et al., 2006; Fischer et al., 1988; 

McGuire et al., 2004; Scheer und Campos‐Ortega, 1999; Köster and Fraser, 2001; de 

Graaf et al., 1998; Esengil and Chen, 2008; Hamilton and Abremski, 1984; Thummel et 

al., 2005; Deiters and Yoder, 2006; Metzger et al., 1995;; Langenau et al., 2005; Feil et 

al., 1997; Le et al., 2007; Hans et al., 2010 und 2011; Huang et al., 2011). 

 

In der Literatur wird noch ein weiteres chemisch induzierbares Genexpressionssystem 

beschrieben: das Tetracyclin‐System. Dieses  System  stammt ursprünglich  aus E.  coli, 

bei dem das Tetracyclin‐Repressor‐Protein TetR die Expression der Gene für das Tetra‐

cyclin‐Resistenz‐Operon reguliert. Wenn kein Tetracyclin (ein Antibiotikum) vorhanden 

ist, blockiert der Repressor TetR die Transkription dieser Gene durch die Bindung an 

den Tetracyclin‐Operator  (TetO). Sobald Tetracyclin anwesend  ist, bindet es an TetR. 

Dadurch dissoziiert der Repressor vom Operator und die Resistenzgene können transk‐

ribiert werden  (Hillen and Berens, 1994). Dieser Regulationsmechanismus wurde be‐

reits 1992 von Gossen und Bujard genutzt, um in HeLa‐Zellen die Expression von Luzi‐

ferase  durch  einen  Tetracyclin‐abhängigen  Promotor  zu  steuern.  Dazu  wurde  der 

Repressor TetR  in einen Tetracyclin‐kontrollierten Transkriptionsaktivator (tTA) umge‐

formt. Dieser Transaktivator ist eine Fusion aus der DNA bindenden Domäne von TetR 

und der Aktivierungsdomäne des Herpes simplex Virus VP16 Proteins. Weiterhin wur‐

de ein Cytomegalovirus (CMV) ‐Minimalpromotor mit der Tetracyclin‐Operatorsequenz 

fusioniert, wodurch  die  Reportergenexpression  gesteuert wird  (Gossen  and  Bujard, 

1992). Wenn kein Tetracyclin vorhanden ist, kann tTA an TetO binden, wodurch es zur 
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Expression kommt.  Ist Tetracyclin vorhanden,  findet auch keine Genexpression  statt. 

Neben diesem TetOFF‐System wurde  von Gossen und Kollegen ein  komplementäres 

System entwickelt. Durch einen Austausch von bestimmten DNA Sequenzen  im Tran‐

saktivator tTA (TetOFF‐System) ist ein reverser Tetracyclin‐kontrollierter Transaktivator 

entstanden  (rtTA). Dieser  reverse  Transaktivator  bindet  im Gegensatz  zu  tTA  nur  in 

Gegenwart  von  Tetracyclin  an  TetO,  wodurch  die  Genexpression  gesteuert  wird  

(TetON‐System) (Gossen et al., 1995). Das TetON‐System wurde 2005 von Huang et al. 

im Zebrafisch etabliert. Hier steuert der herzspezifische Promotor cardiac myosin light 

chain 2  (cmlc2) die Expression von  rtTA. Der TetON‐Transaktivator  rtTA bindet unter 

dem Einfluss von Doxycyclin (Dox), einem Tetracyclin‐Derivat, an TetO, wodurch in den 

Herzen der Zebrafische GFP exprimiert wurde. Ohne das  Induktionssignal Dox  findet 

auch keine Expression statt (Huang et al., 2005). Da bei diesem und anderen Systemen 

leaky  expression  verzeichnet  wird,  wurden  Verbesserungen  vorgenommen,  indem  

Varianten der Transaktivatoren getestet wurden (Urlinger et al., 2000). 

 

2.3 Der Integrin‐Linked Kinase Signaltransduktionsmechanismus 

 

Mutationen in Komponenten des kontraktilen Apparates verursachen gestörte Funkti‐

onen im kardialen Dehnungssensor (Bakkers, 2011). In DCM‐Patienten konnten Gende‐

fekte in der Integrin‐linked Kinase identifiziert werden (Knöll et al., 2007). Die ILK wird 

in Vertebraten vor allem in der Herz‐ und Skelettmuskulatur exprimiert. Über Integrine 

interagiert  sie mit Wachstumsfaktor‐Rezeptoren, wie dem Epidermial Growth  Factor 

Receptor  (EGFR) und Signalproteinen, wie der Protein Kinase B  (PKB = AKT) und der 

Glycogen  Synthase  Kinase  3  (GSK3).  Sie  transduziert  Signale  von  der  extrazellulären 

Matrix (ECM) über Integrine, Parvine und PINCH‐Proteine ins Zytoplasma (Zervas et al., 

2001; Mackinnon et al., 2002; Sakai et al., 2003; Fukuda et al., 2011). Gemeinsam mit 

PINCH  und  Parvin  formt  die  ILK  einen  ternären  Proteinkomplex,  der  als  ILK‐PINCH‐

Parvin (IPP)‐Komplex bezeichnet wird (Legate et al., 2006). Die bereits 1996  in einem 

yeast  two hybrid  screen  identifizierte  ILK  (Hannigan et al., 1997) besteht aus der N‐

terminalen  Ankyrin‐Domäne,  der  zentralen  Pleckstrin‐Homologie  (PH)‐Domäne  und 

einer  C‐terminalen  Kinase‐ähnlichen  Domäne  (Legate  et  al.,  2006;  Dagnino,  2011;  
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Fukuda et al., 2011). Die Lokalisation der  ILK an der Z‐Scheibe von Muskelzellen und 

die Interaktion mit den Komponenten des Dehnungssensors tragen bei der Muskelkon‐

traktion zu einer optimalen Übertragung der Kontraktionskraft vom Sarkomer über das 

Sarkolemma  zur  ECM  bei  (Abb.  2).  Sie  spielt  neben  der  Kontraktilität  eine wichtige  

Rolle beim Wachstum von Kardiomyozyten sowie bei der Regeneration von Muskelzel‐

len. Weiterhin ist die ILK für verschiedene physiologische Prozesse, wie die Organisati‐

on des Zytoskeletts, Apoptose und Motilität von Zellen verantwortlich. Versuche mit 

Invertebraten (D. melanogaster und C. elegans) deckten demgegenüber vor allem die 

strukturelle Bedeutung der  ILK  auf  (Zervas  et al.,  2001; Mackinnon  et al.,  2002).  So 

führt in Drosophila der Verlust der ILK zu embryonaler Letalität und Ablösung der Mus‐

kulatur. Es wird angenommen, dass die ILK als Strukturkomponente das Zytoskelett mit 

der Plasmamembran verbindet (Zervas et al., 2001). Aus Mausversuchen  ist bekannt, 

dass  das  Fehlen  der  ILK  zur  dilatativen  Kardiomyopathie  führt. Die  Kardiomyozyten 

erscheinen durch die Deletion der  ILK disaggregiert und der  Signalweg über Adhäsi‐

onsmoleküle, wie  β1‐Integrin  und  Focal  Adhesion  Kinase  (FAK),  ist  gestört. Darüber 

hinaus kommt es zu einer verminderten kardialen PKB Phosphorylierung (White et al., 

2006). Mit Hilfe der  Zebrafischmutante main  squeeze  (msq)  konnte  gezeigt werden, 

dass die ILK eine wichtige Komponente des kardialen Dehnungssensors ist und für die 

Kontraktilität des Herzens  eine  entscheidende Rolle  spielt. Dabei weisen die Herzen 

homozygoter msq‐Embryonen eine stark eingeschränkte Kontraktilität auf. Verursacht 

durch eine Mutation in der Kinasedomäne der ILK (L308P) kommt es zu einer gestörten 

Kinaseaktivität und Bindungsfähigkeit zu β‐Parvin. In dieser Herzinsuffizienzmutante ist 

weiterhin die Expression dehnungsabhängiger Gene, wie atrial natriuretic factor (anf) 

und  vascular  endothelial  growth  factor  (vegf),  deutlich  reduziert.  Es  konnte  gezeigt 

werden, dass eine Überexpression konstitutiv‐aktiver PKB den msq‐Phänotyp beheben 

kann  und  der Morpholino‐vermittelte  knock  down  von  β‐Parvin  den msq‐Phänotyp 

kopiert (Bendig et al., 2006). Neueste Erkenntnisse zeigen, dass auch die Interaktions‐

partner der ILK für die Funktion des Herzens unerlässlich sind. So verursacht die Inakti‐

vierung von PINCH1 bzw. PINCH2 in Zebrafischen eine Instabilität der ILK, begleitet von 

einem  progressiven  Verlust  der  kontraktilen  Funktion.  Außerdem  zeigen  PINCH‐

Morphanten wie msq‐/‐‐Embryonen  gleichermaßen  eine  verminderte  anf‐  und  vegf‐
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Expression. Vermutlich entstehen diese Defekte durch eine fehlende PKB Aktivität, da 

die Phosphorylierung der PKB  in PINCH‐Morphanten stark reduziert  ist (Meder et al., 

2011).  

 

Abb.  2:  Schematische 
Darstellung  des  ILK‐
Signalweges.  Die  ILK 
vermittelt  Signale  von 
der ECM über Integrine 
ins  Innere  der  Zelle. 
Über  die  Interaktions‐
partner  Paxillin,  Vincu‐
lin,  Parvin  und  
α‐Actinin  steht  die  ILK 
in Verbindung mit dem 
Actin  ‐Zytoskelett.  Sig‐
nale aus der ECM wer‐
den weiterhin über die 
PINCH‐Proteine,  die 
gemeinsam mit der  ILK 
und  den  Parvinen  den 
IPP‐Komplex bilden,  ins 

Zellinnere geleitet. Diese Komponenten sind wichtige Bestandteile des kardialen Deh‐
nungssensors. In einem gesunden Herzen führt das Zusammenspiel dieser Komponen‐
ten  zur  Phosphorylierung  der  PKB.  Die  Aktivierung  der  PKB  vermittelt  in  diesem 
Signaltransduktionsmechanismus die Expression der stretch responsive genes, anf und 
vegf. (Dissertation, Farbod Sedaghat) 
 

2.4 Von der Forschung zu Therapieansätzen 

 

Zur Therapie von Herz‐Kreislauf‐Erkrankungen werden unter anderem Medikamente, 

wie ACE‐Hemmer, Diuretika, Aldosteronrezeptor‐Antagonisten oder Betarezeptorblo‐ 

cker, verwendet. Auf der Suche nach neuen Therapieansätzen bietet der Zebrafisch als 

Modellorganismus viele Vorteile. Neben der einfachen genetischen Manipulierbarkeit 

können Zebrafische auch  für Untersuchungen mit Chemikalien hervorragend genutzt 

werden (Esengil and Chen, 2008; MacRae and Peterson, 2003), denn biologisch wichti‐

ge  Komponenten  sind  häufig  zwischen Mensch  und  Zebrafisch  hochkonserviert  und 

stellen pharmakologische Ziele dar. Deshalb  können Ergebnisse aus Untersuchungen 

mit Chemikalien am Fisch auf den Menschen übertragen werden. Darüber hinaus kön‐
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nen Zebrafische sehr leicht mit Substanzen behandelt werden, da sie einfach ins Was‐

ser der Fische gegeben werden können. Die geringe Größe der transparenten Embryo‐

nen und deren Vielzahl pro Gelege machen den Zebrafisch zu einem geeigneten Mo‐

dell  für  Hochdurchsatzanalysen.  Auf  diese  Weise  können  ganze  Bibliotheken 

chemischer Substanzen untersucht werden. So konnten einige Aspekte der Vertebra‐

tenentwicklung entschlüsselt werden. Peterson und Kollegen konnten durch Anwen‐

dung  der  Substanz  Concentramid  die Mechanismen  zur  Orientierung  der  Herzkam‐

mern während der Zebrafischentwicklung untersuchen (Peterson et al., 2001).  

Neben der Entdeckung neuer Moleküle, die bestimmte Organe während der Entwick‐

lung negativ beeinflussen, können  small molecules auch einen  therapeutischen Wert 

haben (Shin and Fishman, 2002; Udvadia and Linney, 2003). Durch pharmakologische 

Ansätze können gezielt Substanzen an Zebrafischmutanten getestet werden. Erste Er‐

kenntnisse  zu einer bestimmten Chemikalie könnten  zunächst am Zebrafisch gewon‐

nen werden, wodurch teure und aufwendige Voruntersuchungen an Mäusen entfallen 

würden. Möglicherweise  gibt es  small molecules, die  komplexe  Signalwege, wie den 

kardialen  ILK/PKB‐Signaltransduktionsmechanismus, therapeutisch wirksam beeinflus‐

sen,  denn  Schlüsselkomponenten, wie  die  PKB,  bieten  Ansatzstellen  für  Therapien. 

Durch die Identifizierung PKB‐modifizierender Substanzen und deren Untersuchung an 

Zebrafischen mit einem defekten Herz‐Kreislauf‐System, wie der Herzinsuffizienzmut‐

ante main  squeeze mit  der  ILK‐Mutation,  könnten  neue  Therapieansätze  entwickelt 

werden.  

 

2.5 Zielsetzung 

 

Die  ILK  ist  eine  essentielle Komponente  des  kardialen Dehnungssensors. Genetische 

Defekte  in  Komponenten  dieses  adaptiven  Systems  können  zu  Herz‐Kreislauf‐

Erkrankungen führen. Auf dieser Basis werden in dieser Arbeit Ansätze entwickelt, mit 

denen der kardiale  ILK‐Signaltransduktionsmechanismus  in vivo weiterführend unter‐

sucht werden  kann.  Als  genetischer  Ansatz  sollen  zum  einen  transgene  Zebrafische 

generiert werden, die verschiedene Varianten der ILK (ILKWT, ILKR211C, ILKS343D) herzspe‐

zifisch und konditional überexprimieren. Dadurch kann die Funktion der ILK im Herzen 
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und das molekulare Zusammenspiel der beteiligten Komponenten gezielt untersucht 

werden, denn es ist bislang ungeklärt, ob ausschließlich die Kinaseaktivität oder nur die 

Bindungsfähigkeit zu β‐Parvin für die essentielle Funktion der ILK als Komponente des 

kardialen Dehnungssensors von Bedeutung ist.  

Neben  der  Generierung  transgener  Zebrafische  soll  in  dieser  Arbeit  zusätzlich  ein 

pharmakologischer Ansatz entwickelt werden, mit dem der  ILK‐Signalweg besser ver‐

standen werden  kann. Durch  pharmakologische Untersuchungen  an  der Herzinsuffi‐

zienzmutante main  squeeze  können  therapeutische  Ansätze  entwickelt werden,  die 

Patienten mit  einem  ähnlichen  Krankheitsbild  helfen  könnten.  Dazu  soll  untersucht 

werden,  ob  ausgewählte  small molecules  in  der  Lage  sind,  den  Kontraktilitätsdefekt 

dieser Mutante zu beheben, indem sie in den ILK‐Signalweg eingreifen. Dabei handelte 

es sich um Substanzen, die vermutlich die PKB‐Phosphorylierung aktivieren. 
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3 Material und Methoden 

 

3.1 Chemikalien, Lösungen und Geräte 

 

3.1.1 Chemikalien 

 

Die  in dieser Arbeit  verwendeten Chemikalien wurden  als  analysenreine  Substanzen 

von den Firmen Amersham, AppliChem, Braun, Fluka,  Invitrogen, Merck, NEB, Polys‐

ciences, Qiagen, Roche, Roth, Sigma‐Aldrich oder Stratagene bezogen. 

 

3.1.2 DNA‐Oligonukleotide 

 

DNA‐Oligonukleotide (Tab. 1) wurden von der Firma Metabion bezogen. 

 

Tab. 1: Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten DNA‐Oligonukleotide 

Verwendung Bezeichnung 5´-> 3´ Sequenz 
zMarker  fw_z7028 CAACACCAGCATAGCCATGT 
main squeeze rv_z7028 TGTGACAAGGTCAGTGGAGC 
(LG 10) fw_z7504 AATTGGGCTGCGTTTCATAC 
 rv_z7504 TTCCACCTCCTGTAACCTGC 
Sondenherstellung  fwd1 TGGTTCGCCGTAGGGTATAG 
Hand2 rev1 TTGCTGCTCCCTGAACTTTT 
 fwd2 ACGCTCCACCTCATTGATTC 
 rev2 CCGTGGGTCTACGTTTCACT 
Tetracyclin-System 
Amplifizierung von  BsrGI-Primer GCGCtGTACACTCTCATTCACGTCCCCCTC 

Pcmlc2Min EcoRI Primer GCGCGAATTCGTTCACTGTCTGCTTTGCTG 
Amplifizierung von 
Pcmlc2-Min-tTA- 

Pcmlc2-Min-tTA-
Sv40_fwd GCGC ACATGT CTCTCATTCACGTCCCCCTC 

Sv40 aus pTetOFF 
Adv.-Pcmlc2Min 

Pcmlc2-Min-tTA-
Sv40_rev GCGC ACATGT ATACTTCCCGTCCGCCAG 

Amplifizierung von 
Pcmlc2-Min-rtTA- 

Pcmlc2-Min-
rtTA-Sv40_fwd GCGC ACATGT CTCTCATTCACGTCCCCCTC 

Sv40 aus pTetON 
Adv.-Pcmlc2Min 

Pcmlc2-Min-
rtTA-Sv40_rev GCGC ACATGT ATACTTCCCGTCCGCCAG 

Sequenzierung von  SqP_01_for CGCCTGGAGATTTCGAGCTC 
pTRE-ON/OFF- SqP_02_for TTATCAGGGCTCCTGTATTTAGG 
Pcmlc2Min SqP_03_for CCTGGAAAATCAGCTCGCGT 
 SqP_04_for GGGTAACTAAGTAAGGATCCAGACA 
 SqP_05_for CGACAGGACTATAAAGATACCAGG 
 SqP_06_for GCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAG 
 SqP_07_for TACAGGCATCGTGGTGTCAC 
 SqP_08_for GCAAAAAAGGGAATAAGGGC 
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 SqP_09_for TTATCGGGCAGCAGCACAGG 
 SqP_10_for CGCTCACGCTGAACTTGTGG 
 SqP_01_rev TCTTTCCTGCGTTATCCCCT 
 SqP_02_rev GGAGTAAACTCGACATACGTTCTCT 
 SqP_03_rev ACGGCGTGCAGTGCTTCTCA 
 SqP_04_rev ATGGATGAGCTGTACAAGTGATC 
 SqP_05_rev CAGCGGTAAGATCCTTGAGAGT 
 SqP_06_rev AAAGTTGCAGGACCACTTCTG 
 SqP_07_rev GCAGAGCGCAGATACCAAAT 
 SqP_08_rev CTTTTGCTGGCCTTTTGCTC 
 SqP_09_rev TCAAGGTCAAAATCGTCAAGAG 
 SqP_10_rev TGCCATGACTCGCCTTCCAG 

Generierung von KpnI_gate_B_for
TATATAGGTACCATCACAAGTTTGTACAAAAA
AGC 

pDEST-TetON/OFF-
Pcmlc2Min 

HindIII_gate_B_ 
rev

ATATATAAGCTTATCAACCACTTTGTACAAGA
AAGC 

pDONR221-ILK Site 
directed mutagenesis fw_ILK-S343D GCTGATGTCAAGTTCGATTTCCAATGTCCTG 
von ILK-WT-entry´s  rv_ILK-S343D GACCAGGACATTGGAAATCGAACTTGACATC 
Amplifizierung der 
ILK fwd_ILK_NheI

CATATAGCTAGCATGGACGACATTTTCACTCA
GT 

 rev_ILK_HindIII
CTATATAAGCTTCTACTTGTCCTGCATCTTCT
CAA 

Tol2-System Se-
quenzierung von  Tol2 Exon4 (1) GCCAGTACACGCTACTCAAAGTTG 
Tol2-Konstrukten/ 
pDEST-Tol2CG2 

rv_ILK in Pcmlc2 
(2) TGTTCATTCACTGCATTGATGTCT 

 ILK in PA (3) GACTGCCCGAATTAGCATGG 
 rv_eGFP (4) GCCCGACAACCACTACCTGA 
Amplifizierung von 
eGFP aus Tol2CG2 fw-eGFP

GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC 
TATGGTGAGCAAGGGCGAGGA 

zur Generierg des 
mittleren Vektors rv_eGFP

GGGG AC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG 
GTCTTGTACAGCTCGTCCATGCC 

Insertionsbestätigung 
von  

fwd_cmlc2 bis 
eGFP CCGGTGGTGCAGATGAACTT 

Tol2CG2-cmlc2-ILK-
PA ins ZF-Genom 

rev_cmlc2 bis 
eGFP CACCCTGCTGGAATCTGAGC 

 
fwd_eGFP bis 

ILK ATCTGCATGAATGAAGACCCTG 

 
rev_eGFP bis 

ILK ATGGTCCTGCTGGAGTTCGT 

 
fwd_ILK bis 

cmlc2 TACTGGTATTATTTTGTGAAAGGGG 

 
rev_ILK bis 

cmlc2 CCAGAATGTGTCCTTGTATGGAA 

 
fwd_cmlc2 bis 
cmlc2 Tol2E4 ATTACGCCAAGCTATCAACTTTG 

 
rev_cmlc2 bis 
cmlc2 Tol2E4 CCCCTTTCACAAAATAATACCAGTA 

Tet + Tol2 - System  
fwd2_PA-

AcGFP-BITRE
GGGGACAACTTTGTATAGAA-
AAGTTGTTCCCCGAAAAGTGCCACCTgacgtc 

Generierung von    
5´-Entry´s 

rev2_PA-
AcGFP-BITRE

GGGGACTGCTTTTTTGTACA-
AACTTGCCGGGTACCGAGCTCGAAATctcca 

Generierung eines 
3´-Entry´s 

fwd_PA-PA-
(r)tTA 

Pcmlc2Min neu2
GGGG ACA GCT TTC TTG TAC AAA GTG 
Gtacaaagtggtgatatctccagaggatcataatc  



Material und Methoden 

16 
 

 

rev_PA-PA-
(r)tTA-

Pcmlc2Min_neu2
GGGG AC AAC TTT GTA TAA TAA AGT 
TGATGTCTCTCATTCACGTCCCCctccc  

Amplifizierung v PA-
PA-(r)tTA-CMV f. 3´-
Entry 

rev_PA-PA-
(r)tTA-CMV

GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGCcgttaca-
taacttacggtaaatgg 

quantitative RT- fwd_ß-Actin GGGCACGAAGGCTCATCATT 
PCR  rev_ß-Actin AGCGAGCATCCCCCAAAGTT 
Referenzgene fwd_elfa CTTCTCAGGCTGACTGTGC 
 rev_elfa CCGCTAGCATTACCCTC 
quantitative Überprü-
fung  fwd_mCherry GCGAGGAGGATAACATGGCCA      
der transienten rev_mCherry TCACCTTCAGCTTGGCGGTC           
Überexpression fwd_TagRFP AGGGCACCCAGACCATGAGAA       
in injizierten Fischen rev_TagRFP CCTGGGTGTGGTTGATGAAGGTT     
quantitative  ILK_Hs_3_for GAATCTCAACCGTATTCCATACAAG 
Überprüfung der   ILK_Hs_3_rev TTGAGCTTCGTCAGGAAGTTAAG 
ILK-Überexpression  ILK_Dr_3_for GAGCCTGTCAAAAGTCCCTTACA 
in den transgenen ILK_Dr_3_rev CGTTGATCTTGTTCAGCATGTTAAG 
Fischen fwd_h+zILK_1 gaagctctgcagaagaagcc 
 rev_h+zILK_2a TTCATGCAGATCTTCATGAG 

 
152 fwd_hILK 

5UTR-Tol2 AGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAA 

 
153 rev_hILK 

5UTR-Tol2 TGGTTGAGGTCGTTCTCCGT 
quantitative Überprü-
fung der Überex-
pression 

fwd_GFP (Knopf 
et al.,2010) ACGACGGCAACTACAAGACC 

von GFP in den 
transgenen Fischen 

rev_GFP (Knopf 
et al., 2010) ACCTTGATGCCGTTCTTCTG 

 

3.1.3 Verwendete Antikörper 

 

Abcam: Pan‐Cadherin (ab16505) 

Sigma: ‐Actin (A5441) 

Biolabs (Cell Signaling): pPKB S473 (4058); c‐myc (2278) 

α‐ILK (eigene Herstellung) 

 

3.1.4 Lösungen 

 

Blockpuffer 1 (in situ):   2 mg/ml BSA in PBST, 5 % Schafserum 

Blockpuffer 2 (in situ):   2 mg/ml BSA in PBST 

Blot‐Puffer:       25 mM Tris‐Base; 190 mM Glycin; 15 % (v/v) Methanol;  

        pH 8,3 

Deyolking Puffer:     55 mM NaCl; 1,8 mM KCl; 1,25 mM NaHCO3 
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DNA‐Ladepuffer (6x):   30 % Glycerol; 0,25 % Bromphenolblau; 0,25 %    

        Xylencyanol 

E3‐Medium:      4 mM NaCl; 0,17 mM KCl; 0,33 mM CaCl2; 0,33 mM  

        MgSO4 

Hybridisierungspuffer:   50 % Formamid, 25 % 20x SSC, 5 mg/ml Torula RNA, 50  

        µg/ml Heparin, 0,1 % Tween 20 

Laemmli‐Puffer (1x):    240 mM Tris/HCl pH 6,8; 6 % (w/v) SDS; 16 % (v/v) ‐ 

        Mercaptoethanol; 30 % (v/v) Glycerol; 0,02 % (w/v)  

        Bromphenolblau 

LB‐Medium:       1 % Tryptone; 0,5 % Hefeextrakt; 1 % NaCl 

Lower Puffer (4x):     1,5 M Tris‐HCl, pH 8,8; 0,4 % SDS 

Lysepuffer:       10 mM Tris‐HCl, pH 8,3 ; 50 mM KCl ; 0,3 % Tween 20;  

        0,3 % Nonidet‐P40 

Mesab:       4 mg/ml Ethyl‐m‐Aminobenzoat‐Methansulfonat; 1 %  

        Na2HPO4; pH 7,0‐7,5 

NTMT:       0,1 M NaCl; 0,1 M Tris‐HCl, pH 9,5; 50 mM MgCl2; 0,1 %  

        Tween 20 

PBDT:        1 % (v/v) DMSO in PBS 

PBS:         137 mM NaCl; 2,68 mM KCl; 10 mM Na2HPO4; 1,8 mM  

        KH2PO4; pH 7,4 

PBSBT:       0,2 % (w/v) BSA in PBST 

PBST:         0,1 % (v/v) Tween 20 in PBS 

PFA/PBS:       4 % Paraformaldehyd bei 68 °C in PBS lösen; pH 7,0  

        (mit NaOH einstellen) 

PTU (100x):       3 g 1‐Phenyl‐2‐Thiourea in 1 l E3 (lichtgeschützt lagern) 

RNAse‐freies ddH2O:    0,5 % (v/v) DEPC, Inkubation bei RT über Nacht;    

        autoklavieren 

SDS‐Laufpuffer:     25 mM Tris; 190 mM Glycin; 0,1 % (w/v) SDS 

SSC (20x):       3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0 

TBE:        89 mM Tris, 89 mM Borsäure, 2 mM EDTA, pH 8,0 

TBS:         50 mM Tris‐Base; 150 mM NaCl; pH 7,4 
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TBST:         0,1 % Tween 20 in TBS 

TNN working Puffer:    50 mM Tris‐HCl, pH 7,5; 120 mM NaCl; 5 mM EDTA;  

        0,1% NP‐40, 10 mM Na4P2O7; 0,2 µM PMSF; 1 mM DTT; 1  

        mM NaVO3; 1 mM NF, Protease‐/Phosphatase‐Inhibitoren 

Upper Puffer (4x):     0,5 M Tris‐HCl, pH 6,8; 0,4 % SDS 

Waschpuffer:      10 mM Tris‐HCl, pH 8,5; 110 mM NaCl; 3,5 mM KCl;  

        2,7 mM CaCl2 

 

3.1.5 Laborgeräte und sonstige Materialien 

 

Applied Biosystems:      Thermocycler ABI Prism 7000 

ABGene:        96‐Well‐Platten 

Biometra:         Spannungsquelle 

Biorad:         Elektroporator, Western Blot‐Apparatur,    

          Elektroporationsküvetten 

Biotech:         Photometer GeneQuant II Pharmacia 

Bosch:          Mikrowelle, Gefrierschränke Premium 

Brand:         Pipettierhilfe acu‐jet  

Eppendorf:        Kühlzentrifuge 5417R, Multipipetten,    

          Thermoschüttler comfort, Injektionsapparatur  

          Femtojet, Reaktionsgefäße 1,5 ml und 2 ml 

Greiner:         Petrischalen 

Heidolph:        Schüttler Duomax; Vortex REAX 2000,    

          Magnetrührer MR 3001 

Heraeus:         Bakterieninkubator  

Kafpa:          Videokamera CF 15/4 MC 

Leica:           Stereomikroskop MZFLIII, Mikroskop DM IRB,  

          Digitalkameras DC 500 

Liebherr:         Kühlschränke  

Marienfeld:         Objektträger; Deckgläser 

MWG‐Biotech:       Thermocycler Primus, Geldokumentationseinheit 
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Narishige:         Kapillarenzieher PC‐10  

Neolab:         Mikropinzetten, Pasteurpipetten 5, 10, 25 ml 

Omnilab:         Magnetrührer 

PeqLab:         Elektrophoresekammern und Gelkämme  

Sartorius:         Feinwaage CP 124 S  

Schleicher&Schuell:      Whatman Nitrocellulose Transfer Membran,  

          Whatman Chromatografie‐Papier 3mm 

Schott:         Duranglasgefäße  

Schwarz:         pH‐Meter 2001 C 

Starlab GmbH:       Pipettenspitzen  

Stratagene:         Hitzeversiegler 

Systec:         Autoklav 

World Precision Instruments:   Glaskapillaren 

Zeiss:           Mikroskop Axioskop 2 

 

3.1.6 Datenbanken und Programme 

 

Datenbanken 

Sanger   http://www.sanger.ac.uk 

Ensembl  http://www.ensembl.org 

NCBI    http://www.ncbi.nlm.nih.gov 

Pubmed  http://ncbi.nih.gov/entrez/query.fcgi 

Zfin    http://zfin.org 

Tol2kit   http://chien.neuro.utah.edu/tol2kitwiki/index.php/Main_Page 

 

Programme 

EmbNet:   ClustalW 

Microsoft:   Word, Powerpoint, Excel 

Adobe:   Photoshop, Premiere 

Virtual Dub:  Avery Lee 

SDS v1.2:  7000 System SDS Software 
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3.2 Molekularbiologische Methoden 

 

3.2.1 DNA Präparation aus Zebrafischen 

 

Zur Genotypisierung embryonaler oder adulter Zebrafische wurde die DNA gewonnen. 

Dazu wurde  von  den  adulten  Tieren  ein  kleines  Stück  der  Schwanzflosse  präpariert 

(3.4.9 Fin Clips) und  in einer 96‐Well‐Platte  in 100 % Methanol  für mindestens  zwei 

Stunden oder über Nacht bei  ‐80°C gelagert. Embryonen wurden mit dem Anästheti‐

kum Mesab sediert, in eine 96‐Well‐Platte gesammelt und mit 100 % Methanol auf die 

gleiche Art und Weise behandelt. Nach dem vollständigen Abdampfen des Methanols 

erfolgte die Lyse der Proben für etwa 12 h bei 50°C mit Proteinase K in Lysepuffer. Das 

Enzym wurde anschließend durch Hitze  (10 min bei 98°C)  inaktiviert. Nach dem Ab‐

zentrifugieren (2 min, 3000 rpm) wurden PCR‐Analysen vorgenommen. 

 

3.2.2 Amplifikation von DNA durch die Polymerase‐Kettenreaktion 

 

Die Polymerase‐Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) dient der selektiven 

Vervielfältigung von DNA‐Abschnitten. Zunächst wird durch Hitze die doppelsträngige 

DNA  denaturiert,  sodass  im  nächsten  Schritt  der  PCR  kurze  komplementäre  Oligo‐

nukleotide  (Primer)  an die nun einzelsträngige DNA binden  können  (annealing). Der 

letzte  Schritt  umfasst  die  Neusynthese  des  Komplementärstranges  durch  die  DNA‐

Polymerase (Elongation). Diese drei Schritte werden mehrfach wiederholt, sodass der 

durch die Primer definierte DNA‐Abschnitt exponentiell amplifiziert wird. 

Für  die  Genotypisierung  von  Zebrafischen  wurde  folgender  PCR‐Ansatz  verwendet: 

6,165 µl ddH2O (Braun), 1 µl 10x PCR‐Puffer (Qiagen), 0,1 µl 20 mM dNTP‐Mix (Roche), 

0,075 µl Taq‐DNA‐Polymerase (Qiagen) und  je 0,08 µl 50 µM Primer  (Metabion). Das 

PCR‐Programm fand in einem Thermocycler PTC‐100 von MJ Research statt und wurde 

folgendermaßen gewählt:  

 

  1. 94 °C  5 min 
  2. 94 °C  50 sek    (Denaturierung) 
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  3. 60 °C  50 sek    (annealing) 
  4. 72 °C   1 min    (Elongation) 
  5. 50 Zyklen: Denaturierung, annealing, Elongation 
  6. 72 °C  10 min 
  7. 4 °C    Lagerung 
 

In dieser Arbeit wurde hauptsächlich mit der Zebrafischlinie M347  (msq) gearbeitet, 

die mit den zMarkern z7028 und z7504 genotypisiert wurden. Das gelelektrophoreti‐

sche  Auftrennen  (3.2.6)  der  PCR‐Amplifikate  konnte  anschließend  darüber  Auskunft 

geben, welchen Genotyp der untersuchte Zebrafisch aufwies. 

DNA‐Fragmente, die für die Klonierung der Konstrukte für die Generierung der trans‐

genen  Zebrafischlinien benötigt wurden, wurden mit unterschiedlichen Polymerasen 

(Phusion‐Polymerase  von  Finnzymes;  Taq‐DNA‐Polymerase  von Qiagen)  amplifiziert. 

Der PCR‐Ansatz und das PCR‐Programm wurden in Abhängigkeit der verwendeten Po‐

lymerase modifiziert. Die annealing Temperatur, Dauer der Elongation und Zyklenan‐

zahl richteten sich dabei nach der Schmelztemperatur der Primer und der Größe des 

Amplifikates.  

 

3.2.3 Gerichtete Mutagenese 

 

Mit Hilfe  der  gerichteten Mutagenese  (site  directed mutagenesis)  kann  gezielt  eine 

Mutation  in ein Plasmid eingeführt werden.  In dieser Arbeit wurde pDONR221‐ILKWT 

derart mutagenisiert, dass es in der humanen ILK an Position 343 zu einem Aminosäu‐

reaustausch von Serin zu Asparaginsäure (S343D) kam. Die Mutagenese wurde mittels 

PCR nach einem abgewandelten Protokoll des QuickChange Site‐Directed Mutagenesis 

Kit von Stratagene eingefügt. Für die PCR wurden  zueinander komplementäre Oligo‐

nukleotid‐Primer angefertigt. Auf beiden Seiten der Sequenzveränderung befinden sich 

12‐15 Nukleotide, die komplementär zur Orginalsequenz sind, wodurch die Primer eine 

Gesamtlänge von etwa 35 Nukleotiden erreichen. Der Reaktionsansatz für die gerichte‐

te Mutagenese  umfasst  folgende  Komponenten:  25  ng  Plasmid,  je  10  pmol  Primer 

(Metabion),  0,2  mM  dNTP‐Mix  (Roche),  1,5  mM  Magnesiumsulfat  (Novagene),  

0,02 U/µl KOD Hot Start Polymerase (Novagene), 5 µl 10x Polymerasepuffer (Novage‐
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ne) und ddH2O  (Braun), das auf 50 µl aufgefüllt wird. Das PCR‐Programm wurde  fol‐

gendermaßen zusammengestellt: 

 

  1. 95 °C  2 min 
  2. 95 °C  20 sek    (Denaturierung) 
  3. 55 °C   10 sek    (Hybridisierung) 
  4. 70 °C  25 sek/ 1 kb  (Elongation) 
  5. 25 Zyklen: Denaturierung, Hybridisierung, Elongation  
  6. 70 °C  5 min 
  7. 4 °C    Lagerung 
 

Der PCR‐Ansatz wurde anschließend mit 1 µl DpnI  (NEB)  für 1 h bei 37  °C  inkubiert. 

DpnI  entfernt  die  methylierte  template‐DNA,  wohingegen  die  neusynthetisierten 

Plasmide  stets unmethyliert  sind und deshalb nicht von dem Enzym verdaut werden 

können. Für die Transformation  (3.2.12) wurden 3 µl der verdauten PCR  in elektrisch 

kompetente Bakterien eingesetzt. 

 

3.2.4 Quantitative real time PCR (qRT‐PCR) 

 

Bei der quantitativen real time PCR (qRT‐PCR) wird DNA nach dem Prinzip der Polyme‐

rase‐Kettenreaktion  (PCR)  vervielfältigt  und  gleichzeitig mit  Hilfe  einer  Fluoreszenz‐

messung  quantifiziert  (Thermocycler ABI  Prism  7000  von Applied  Biosystems).  SYBR 

Green  (ABsolute Blue SYBR Green ROX von ABgene) wurde als  interkalierender DNA‐

Farbstoff  verwendet. Dabei  nimmt  die  Fluoreszenz  proportional mit  der Menge  der 

amplifizierten DNA zu. In dieser Arbeit wurde durch die Berechnung des ∆∆Ct‐Wertes 

die n‐fache Expression kalkuliert  (7000  System  SDS  Software und Excel) und elfa als 

Referenzgen verwendet. Zur Ermittlung der Überexpression in den transgenen Zebrafi‐

schen wurden 72 hpf die Herzen der Nachkommen der transgenen Zebrafische durch 

Verwendung eines Fluoreszenzmikroskopes präpariert  (3.4.8). Das gesammelte Herz‐

material  (etwa 200 Herzen) wurde unter Anwendung  von  Trizol  zu RNA  verarbeitet. 

Mit einem DNase I‐Verdau erfolgte anschließend die Entfernung genomischer DNA und 

durch  eine  LiCl‐Fällung wurde  die  RNA  gereinigt  (3.2.16).  Abschließend  erfolgte  die 

Synthese von cDNA (3.2.17). Für die qRT‐PCR wurden 6 µl 1:75 verdünnte cDNA, 4 µl 

Primermix (Metabion) und 10 µl SYBR Green eingesetzt. Der Primermix enthält je 1:50 
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verdünnte  forward  und  reverse  Primer.  Das  Programm  für  die  qRT‐PCR  umfasst  

folgende Schritte: 

 

  1. 50 °C  2 min 
  2. 95 °C  15 min 
  3. 95 °C  15 sek    (Denaturierung) 
  4. X °C    30 sek    (annealing) 
  5. 72 °C  Y    (Elongation) 
  6. 40 Zyklen: Denaturierung, annealing, Elongation  
  7. 95 °C  15 sek    (Dissoziationsschritt) 
  8. 60 °C  20 sek    (Dissoziationsschritt) 
  9. 95 °C  15 sek    (Dissoziationsschritt) 
 

Die annealing‐Temperatur (X) richtete sich nach der Schmelztemperatur der jeweiligen 

Primer und die Dauer der Elongation (Y) richtete sich nach der Größe des Amplifikates. 

Die Messung  der  Fluoreszenz  erfolgte  nach  jedem  Zyklus  bei  72  °C.  Der  Dissoziati‐

onsschritt  am  Ende  der  qRT‐PCR  diente  der  Kontrolle  der  Homogenität  des  PCR‐

Produktes. 

 

3.2.5 Aufreinigung von DNA 

 

Die DNA wurde nach Herstellerangaben unter Verwendung des QIAquik PCR Purificati‐

on Kit von Qiagen oder durch eine Ammoniumacetat‐Fällung gereinigt. Für die Fällung 

wurde  ½  Volumen  7,5  M  Ammoniumacetat  (GERBU)  mit  der  DNA  gemischt  und  

2½ Volumen eiskaltes Ethanol abs. zugegeben. Nach mindestens 30 min Inkubation bei 

‐20 °C wurde die DNA durch Zentrifugieren bei 14000 rpm und 4 °C für 15 min pelle‐

tiert. Anschließend wurde die DNA mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen  (15 min, 4  °C, 

14000 rpm) und an der Luft getrocknet. Die gefällte DNA wurde dann in ddH2O (Braun) 

aufgenommen und bei ‐20 °C gelagert. 

 

3.2.6 Agarose‐Gelelektrophorese 

 

Zur Auftrennung von DNA‐Fragmenten wurden Gele aus 1‐2 % Agarose (Invitrogen) in 

TBE hergestellt. Die DNA wurde mit 6x DNA‐Ladepuffer  versetzt,  in die Taschen des 

Gels  eingebracht  und  mit  Ethidiumbromid  (Sigma)  sichtbar  gemacht.  Die  gele‐
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lektrophoretische Auftrennung erfolgte in 0,5x TBE und mit 5V/cm in einer Elektropho‐

resekammer  (von  Peqlab)  mit  Hilfe  einer  Spannungsquelle  (Biometra).  Die  DNA  

wandert dann aufgrund  ihrer negativ geladenen Phosphatgruppen zur positiv gelade‐

nen Elektrode. Durch die Anregung des Ethidiumbromids mit UV‐Licht (λ=254 nm) mit 

Hilfe einer Geldokumentationseinheit  (MWG Biotech)  konnte das Bandenmuster de‐

tektiert werden. Eine 100 bp oder 1 kb DNA‐Leiter diente dabei als Größenstandard  

(Gibco BRL). 

 

3.2.7 Gelextraktion 

 

Nach  der  Auftrennung  der  DNA‐Fragmente  wurden  für  präparative  Zwecke  DNA‐

Banden mit Hilfe eines Einweg‐Skalpells unter UV‐Licht ausgeschnitten. Die präparierte 

DNA‐Bande wurde anschließend nach den Angaben des Herstellers unter Verwendung 

des QIAquick Gel Extraction Kit von Qiagen extrahiert. 

 

3.2.8 DNA‐Restriktionsverdau 

 

Der  Restriktionsverdau  von  DNA mit  der  jeweiligen  Restriktionsendonuklease  (New 

England Biolabs) erfolgte nach den Angaben des Herstellers. 

 

3.2.9 Dephosphorylierung von Plasmid‐DNA 

 

Plasmide wurden dephosphoryliert, um die Religation freier Plasmidenden zu vermei‐

den. Dem  in 17 µl ddH2O (Braun) gelösten Plasmid wurden 2 µl 10x Puffer (NEB) und  

1 µl alkalische Antarctic Phosphatase (NEB) zugesetzt. Der Ansatz wurde für 1 h bei 37 

°C  inkubiert.  Nach  der  Dephosphorylierung  wurde  eine  Ammoniumacetat‐Fällung 

(3.2.5) vorgenommen.  

 

3.2.10 Ligation von DNA‐Fragmenten 

 

Nach einem Restriktionsverdau  (3.2.8) wurde mittels  Ligation ein DNA‐Fragment mit 

einem  linearisierten Plasmid kloniert. Dazu wurde ein Ansatz aus 100 ng Plasmid, ein 
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dreifach molarer Überschuss des  Inserts, 2 µl 10x T4‐Ligationspuffer (Roche), 1 µl T4‐

DNA‐Ligase (Roche) und ddH2O (Braun) zusammengestellt. Die Inkubation der Ligation 

erfolgte über Nacht bei RT. 

 

3.2.11 Klonierung mit dem Gateway‐System (Invitrogen) 

 

In  dieser  Arbeit wurden  verschiedene  Gateway‐Systeme  von  Invitrogen  verwendet: 

Mit  dem  Gateway  Conversion  System wurden  Gateway‐kompatible  Vektoren  gene‐

riert. Dazu wurden die Konstrukte mit einem Restriktionsenzym in der multiple cloning 

site (MCS) linearisiert und mit dem Gateway reading frame B versehen. Die Gateway‐

kompatiblen Vektoren enthalten nun die Rekombinationsstellen attR1 und attR2, die 

Chloramphenicolresistenz (Cm) und das Selektionsgen ccdB. 

Die Insertion von DNA‐Fragmenten in Gateway‐kompatible Vektoren, welche entspre‐

chende  Gateway‐Rekombinationsstellen  tragen,  erfolgte  mit  Hilfe  der  Gateway‐

Rekombinase BP‐ und LR‐Clonase nach den Angaben des Herstellers.  

Für die modulare Klonierung mehrerer DNA‐Fragmente in die Tol2‐tragenden Destina‐

tion‐Vektoren wurde das MultiSite Gateway 3 Fragment Recombination System nach 

Herstellerangaben verwendet. 

 

3.2.12 Transformation von E. coli 

 

Bei der Transformation elektrisch kompetenter E. coli TOP10‐Zellen  (Invitrogen) wur‐

den 1‐3 µl Ligationsansatz zugegeben und für etwa 20 min auf Eis inkubiert. Anschlie‐

ßend wurde das Gemisch aus Bakterien und DNA in eine Elektroporationsküvette (Bio‐

rad) überführt und  für 0,1  sek mit 1,8 kV elektroporiert  (Elektroporator von Biorad). 

Nach Aufnahme der Zellen  in 250 µl SOC‐Medium (Invitrogen) erfolgte die Inkubation 

der transformierten Bakterien für 1 h bei 37 °C und 200 rpm. Danach wurden die Bak‐

terien auf vorgewärmte Selektionsplatten ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C  in‐

kubiert. 
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3.2.13 Antibiotika und Selektionsmedien 

 

Folgende Antibiotika (von Sigma) wurden in dieser Arbeit verwendet: 

 

Ampicillin (100 mg/ml Stammlösung) 

Kanamycin (50 mg/ml Stammlösung) 

Chloramphenicol (25 mg/ml Stammlösung) 

 

Die Stammlösungen wurden steril filtriert und aliquotiert bei ‐20 °C gelagert. Zur Her‐

stellung  von  Selektionsmedien  wurde  autoklaviertes  LB‐Medium  (Fluka)  nach  dem  

Abkühlen  mit  dem  gewünschten  Antibiotikum  (1:1000)  versetzt.  Selektionsplatten 

wurden hergestellt, indem autoklaviertes LB‐Agar (Fluka), versetzt mit dem jeweiligen 

Antibiotikum  (1:1000),  in Petrischalen  gegossen wurde. Medien und Platten wurden 

bei 4 °C gelagert. 

 

3.2.14 Präparation von Plasmid‐DNA aus E. coli 

 

Zur Präparation von Plasmid DNA aus E. coli wurde das peqGOLD Plasmid Miniprep Kit 

von Peqlab nach Herstellerangaben verwendet. 

 

3.2.15 Isolierung von RNA 

 

Die  Isolierung von Gesamt‐RNA aus etwa 200 Zebrafischherzen bzw. etwa 25 Zebra‐

fischembryonen wurde mit Hilfe von Trizol (Invitrogen) vorgenommen. Die Homogeni‐

sierung erfolgte in 800 µl Trizol bei Zebrafischherzen und 1 ml bei ganzen Embryonen 

durch  das Aufziehen  durch  eine  Kanüle  (0,6  und  0,4 mm Durchmesser). Nach  einer  

5‐minütigen  Inkubation bei RT wurden 160 µl/200 µl Chloroform zugegeben und das 

Homogenat für 30 sek kräftig geschüttelt und erneut für 2 min bei RT inkubiert. Durch 

Zentrifugation bei 14000 rpm, 4 °C und 15 min bildeten sich drei Phasen aus, von de‐

nen die oberste klare Phase  in ein sauberes Reaktionsgefäß überführt wurde. Die ge‐

wonnene RNA wurde nun mit 400 µl/500 µl  Isopropanol gefällt,  indem das Gemisch  
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10 min inkubiert und danach bei 7500 rpm bei 4 °C für 10 min zentrifugiert wurde. Die 

pelletierte RNA wurde abschließend mit 800 µl/1 ml 75 % Ethanol gewaschen (15 min, 

5000 rpm, 4 °C) und an der Luft getrocknet. Nach Aufnahme der RNA  in 15 µl RNase 

freies Wasser wurde die RNA für 10 min bei 55 °C gelöst und bei ‐80 °C gelagert.  

 

3.2.16 Aufreinigung von RNA 

 

Zur Aufreinigung extrahierter RNA wurde zunächst ein DNase I Verdau vorgenommen. 

Dazu wurde  ein Ansatz  aus  15 µl RNA mit  5 µl  10x  Inkubationspuffer,  1 µl DNase  I  

(Roche) und 29 µl RNase freiem Wasser 20 min bei 37 °C  inkubiert. Durch die Zugabe 

von 2 µl 0,2 M EDTA (pH 8,0) für 10 min bei 75 °C wurde die Reaktion abgestoppt. Die 

DNase I verdaute RNA wurde nun mit Lithiumchlorid (LiCl, Ambion) gefällt. Dazu wurde 

der  gesamte DNase  I  verdaute  RNA‐Ansatz  gemeinsam mit  30 µl DEPC Wasser  und  

30  µl  7,5 M  LiCl  gemischt  und mindestens  30 min  bei  ‐80  °C  inkubiert.  Nach  dem 

Zentrifugieren bei 14000 rpm und 4 °C für 15 min erfolgte die Zugabe von 1 ml 70 % 

Ethanol. Nach  einem weiteren  Zentrifugationsschritt  (10 min,  14000  rpm,  4  °C) und 

dem Trocknen des Pellets wurde die RNA in 15 µl RNase freies Wasser aufgenommen. 

Die Lagerung fand bei ‐80 °C statt. 

 

3.2.17 Reverse Transkription 

 

Bei der  reversen Transkription wird RNA  in cDNA  (complementary DNA) umgeschrie‐

ben. Dazu wurden 10 µl der DNase I verdauten und LiCl gefällten RNA verwendet. Der 

Ansatz umfasste weiterhin 1 µl SuperScript  II Reverse Transkriptase  (Invitrogen), 4 µl 

5x RT‐Puffer  (Invitrogen), 1 µl RNA Guard RNase  Inhibitor  (Roche), 1 µl 4 mM dNTPs 

(Roche), 1 µl Oligo (dT) Primer (Metabion) und 2 µl 0,1 M DTT (Invitrogen). Die reverse 

Transkription wurde  für 1 h bei 37  °C vorgenommen und anschließend  für 5 min bei  

95 °C abgestoppt. Die cDNA wurde bei ‐20 °C gelagert.  
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3.2.18 In vitro Transkription 

 

Die  in vitro Transkription wurde unter Anwendung des mMessage mMachine Kit von 

Ambion nach Herstellerangaben vorgenommen. Die Lagerung der synthetisierten RNA 

erfolgte bei ‐80 °C. 

 

3.2.19 Herstellung von RNA‐antisense Sonden 

 

Die  Synthese  einzelsträngiger  antisense  RNA‐Sonden  für  die  in  situ  Hybridisierung 

(3.3.5) erfolgte durch die  run‐off  in vitro Transkription, bei der die RNA‐Polymerasen 

Sp6  bzw.  T7  verwendet wurden. Nach  der Amplifikation  spezifischer Genabschnitte, 

die  eine möglichst  geringe  Sequenzhomologie  zu  anderen Genen  aufweisen  sollten, 

erfolgte deren Klonierung  in den Vector pCRII  (Invitrogen). Anschließend wurde 1 µg 

Plasmid  linearisiert,  um  eine  eindeutige  Termination  der  Transkription  (run‐off 

Transkription) zu gewährleisten und nach der Gelelektrophorese (3.2.6) durch die Ge‐

lextraktion  (3.2.7)  gereinigt.  Der  Reaktionsansatz  umfasste  folgende  Komponenten:  

20 µl Plasmid  in ddH2O (Braun), 3 µl 10x Transkriptionspuffer (Roche), 3 µl Digoxyge‐

nin‐RNA‐Labelling Mix (Roche), 1,5 µl RNAse‐Inhibitor (Roche) und 2,5 µl SP6‐ bzw. T7‐

Polymerase (Roche). Die in vitro Transkription erfolgte für 2‐3 h bei 37 °C. Im Anschluss 

wurde durch Zugabe von 1,5 µl DNAse  I für 15 min bei 37 °C die DNA degradiert und 

die RNA gefällt  (3.2.16). Die RNA‐Sonden wurden  in 100 µl RNAse‐freiem ddH2O auf‐

genommen und bei ‐80 °C gelagert. 

 

3.3 Immunologische Methoden 

 

3.3.1 Proteingewinnung für Western Blot Analysen 

 

Die Proteingewinnung aus präparierten embryonalen Zebrafischherzen  sieht vor, das 

Material in 30 µl TNN working Puffer und 10 µl 3x Laemmli‐Puffer für 5 min bei 95 °C 

aufzukochen. Diese  Proben wurden  direkt  für  die Western  Blot Analyse  verwendet, 

wobei die Proben auf Eis zwischengelagert wurden. 
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Um  Protein  aus  ganzen  Zebrafischembryonen  zu  gewinnen, wurden  die mit Mesab 

betäubten Tiere  in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß gesammelt und mit 1 ml Deyolking 

Puffer versetzt. Das Entfernen der Dotterproteine erfolgte dann durch Auf‐ und Abpi‐

pettieren.  Sobald  sich  der Dottersack  vom  Embryo  gelöst  hatte, was mikroskopisch 

beurteilt wurde, wurde die Probe 30 sek auf einem Vortexgerät kräftig geschüttelt und 

30 sek bei 4 °C und 3000 rpm abzentrifugiert. Anschließend wurden die Proben fünf‐

mal mit Waschpuffer  gewaschen  (30  sek  vortexen;  30  sek  bei  4  °C  und  2000  rpm). 

Nach dem Waschen wurden die Embryonen  in 70 µl TNN working Puffer aufgenom‐

men und mit Hilfe von Kanülen (BD Microlance; 0,4 x 19 mm und 0,6 x 25 mm) homo‐

genisiert. Nach einer 15‐minütigen Inkubation auf Eis wurde für 10 min bei 14000 rpm 

und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand, in dem das Protein gelöst ist, wurde in ein sau‐

beres Reaktionsgefäß überführt und bis  zur Verwendung bei  ‐80  °C gelagert. Für die 

Konzentrationsbestimmung der Proteinproben wurden 3 µl Aliquots angefertigt.  

 

3.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration 

 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde nur im Falle von Proteinproben gan‐

zer Zebrafischembryonen vorgenommen, das Zebrafischherzmaterial wurde ohne Kon‐

zentrationsbestimmung verwendet. Die Proteinkonzentration wurde nach der Metho‐

de  von  Bradford  bestimmt.  Dabei  bewirkt  die  Zugabe  eines  Farbstoffkonzentrates 

(Biorad)  die  Bindung  von  Coomassie  Blau  G‐250  an  die  Proteine.  Nach  einer  etwa  

10‐minütigen  Inkubation  bei  RT  wurde  die  Absorption  bei  λ=595  nm  an  einem 

Spektrophotometer (Biorad) ermittelt. Dabei wurde die Quantifizierung mit Hilfe einer 

Eichkurve vorgenommen. 

 

3.3.3 Polyacrylamid‐Gelektrophorese (SDS‐PAGE) 

 

SDS‐PAGE wurde  zur Auftrennung  von Proteingemischen nach deren Größe  verwen‐

det.  Zunächst wurden  die  Proteinproben mit  3x  Laemmli‐Puffer  und  gegebenenfalls 

mit TNN working Puffer versetzt und  für 5 min bei 95 °C denaturiert. Gleichzeitig er‐

folgte die Herstellung des Trenngels, über welches nach dem Auspolymerisieren das 

Sammelgel geschichtet wurde. Dazu wurden  in eine Gelgießvorrichtung  (Biorad) zwei 
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mit Ethanol gereinigte Glasplatten  (Biorad) gespannt, zwischen die dann die Gele ge‐

gossen wurden. Nach dem Aushärten der Gele bei RT wurde das Gel  in eine Western 

Blot  Analyse  Apparatur  (Biorad)  gespannt  und  mit  1x  SDS  Laufpuffer  befüllt.  Die  

Proben und ein Marker  (Fermentas) als Größenvergleich wurden  in die Taschen des 

Gels geladen und zunächst  im 5 % Sammelgel gesammelt, dann  je nach Molekularge‐

wicht  der  zu  untersuchenden  Proteine  in  dem  Trenngel  (Tab.  2)  (für  pPKB‐

Untersuchungen  8 %;  für  α‐ILK‐Untersuchungen  12 %)  aufgetrennt.  Das  Sammelgel 

setzt  sich  folgendermaßen  zusammen: 1,25 ml 4x Upper Buffer, 0,82 ml 30 %  (w/v) 

Acrylamid/Bisacrylamid, 2,8 ml ddH2O (Braun), 25 μl 10 % APS, 5 μl TEMED. Die Gelt‐

aschen wurden durch das Einsetzen eines passenden Gelkammes (Biorad) in das noch 

flüssige Sammelgel hergestellt. Bei 40 mA erfolgte die Auftrennung der Proteine.  

 

Tab. 2: Zusammensetzung der Lösung für das Trenngel 

 

 

3.3.4 Western Blot Analyse 

 

Nach  der  gelelektrophoretischen  Auftrennung  wurden  die  Proteine  auf  eine  PVDF‐

Membran Immobilion‐P (Millipore) durch horizontalen Elektrotransfer übertragen. Die 

Membran wurde dazu der Größe des Gels entsprechend zurechtgeschnitten und durch 

Inkubation  in 100 % Methanol aktiviert. Nach dem Durchnässen des zurechtgeschnit‐

tenen Whatman Filterpapiers wurde die Blot‐Apparatur wie  folgt aufgebaut: Auf die 

Anode der Blot‐Apparatur wurden ein Schwamm  (Biorad), Whatman Filterpapier, die 

PVDF‐Membran, das Trenngel, Filterpapier, ein Schwamm und die Kathode geschich‐

tet. Der Transfer erfolgte in 1x Blot‐Puffer bei 100 V für 1 h. 

Zur Absättigung unspezifischer Bindungsstellen wurde die proteintragende Membran 

anschließend mit einer 5 % Milchpulver/TBST Lösung mindestens 1 h bei RT behandelt. 
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Die primären Antikörper wurden nach den Empfehlungen des Herstellers  in TBST ge‐

löst. Die Membran wurde über Nacht bei 4 °C auf einem Horizontalschüttler mit dem 

Primärantikörper  inkubiert und am  folgenden Tag mehrfach mit 1x TBST gewaschen. 

Die Inkubation des 1:2000 verdünnten HRP‐gekoppelten Sekundärantikörpers erfolgte 

bei RT für etwa 1 h. Nach dem erneuten Waschen mit 1x TBST wurde die Membran mit 

einer  Chemilumineszenslösung  (ECL Western  Blot  Analysis  System  von  Amersham) 

inkubiert und gegen einen Röntgenfilm (Hyperfilm ECL von Amersham Pharmacia Bios‐

ciences) exponiert. Die Detektion der  spezifischen Proteine wurde unter Anwendung 

eines Entwicklers ermöglicht (Hyper Processor von Amersham) 

 

3.3.5 In situ Hybridisierung 

 

Bei  der  in  situ Hybridisierung wird  eine Digoxigenin‐markierte  antisense  RNA‐Sonde 

verwendet, um mit definierten exprimierten RNA‐Abschnitten im Zebrafischembryo zu 

hybridisieren. Dadurch kann zu einem definierten Zeitpunkt festgestellt werden, ob die 

Expression eines Genes  in einem bestimmten Gewebe  stattfindet. Dafür erfolgte  zu‐

nächst die Fixierung der Embryonen in 4 % PFA/PBS bei 4 °C über Nacht. Die Lagerung 

wurde gegebenenfalls in 100 % Methanol bei ‐20 °C vorgenommen. Durch eine abstei‐

gende Methanolreihe (75 %, 50 %, 25 % Methanol  in PBST) und das viermaligen Wa‐

schen  in PBST  für  je 5 min wurden die  Fische  rehydriert. Mit Hilfe der Proteinase K  

(0,1 µg/ml in PBST) konnten die Embryonen für die Sonde permeabel gemacht werden 

(für  72  hpf  Fische:  50 min  Inkubationszeit  bei  RT). Anschließend wurden  die  Fische 

zweimal  in  PBST  gewaschen,  um  das  Enzym  zu  entfernen,  und  in  4 %  PFA/PBS  für  

20 min bei RT refixiert. Der Re‐Fixierung folgte erneutes Waschen in PBST bei RT für je 

5 min. Die  Embryonen wurden  nun  in Hybridisierungspuffer  aufgenommen  und  für  

2‐5 h bei 70  °C prähybridisiert, um unspezifische Bindungsstellen abzusättigen. Über 

Nacht erfolgte die  Inkubation der  in Hybridisierungspuffer 1:100  verdünnten,  vorge‐

heizten Sonde bei 70 °C. Um die Spezifität der Sonde zu erhöhen, wurden die Fische 

nach dem Entfernen der Sonde bei 70 °C mit folgenden Waschschritten behandelt: 
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    Je 10 min  75 %, 50 %, 25 % Hybridisierungspuffer in 2x SSC 
    2 x 10 min  2x SSC 
    2 x 30 min  0,2x SSC 
 
Ab diesem Schritt erfolgte die weitere Behandlung wieder unter RT‐Bedingungen. Die 

Embryonen  wurden  nun  je  5  min  mit  75  %,  50  %,  25  %  Hybridisierungspuffer  in  

0,2x SSC  in PBST und anschließend zweimal 5 min  in PBST gewaschen. Danach  folgte 

die  Behandlung  der  Embryonen mit  Blockpuffer  1,  um  unspezifische  Antikörperbin‐

dungsstellen abzusättigen. Bei 4 °C wurde über Nacht die  Inkubation der Embryonen 

mit  Alkalische  Phosphatase‐konjugierten  anti‐Digoxygenin  Fab‐Fragmenten  (von  

Roche; 1:3000 in Blockpuffer 1) vorgenommen. 

Am nächsten Tag wurde der Antikörper durch Waschen  in Blockpuffer 2 (4 x 30 min) 

entfernt. Die  Zebrafischembryonen wurden  in  eine  6‐Well‐Platte  (Nunc)  transferiert 

und in einer frisch hergestellten NBT/BCIP‐Lösung von Roche (2 ml 1:50 in NTMT (mit 

MillexGS von Millipore sterilfiltriert)) bei RT  inkubiert. Sobald die gewünschte Intensi‐

tät der Farbreaktion erreicht war, wurde die Reaktion durch mehrmaliges Waschen mit 

PBST abgestoppt. Bis zum Fotografieren und Genotypisieren wurden die behandelten 

Fische bei 4 °C in PBST gelagert. 

 

3.4 Zebrafischspezifische Methoden 

 

3.4.1 Aufzucht, Haltung und Verpaarung von Zebrafischen 

 

Die Aufzucht  und Haltung  der  Zebrafische  erfolgte  in  der Aquarienanlage  der  Firma 

Schwarz. Die Bedingungen der Aufzucht und Haltung wurden wie bei Westerfield, 1995 

beschrieben durchgeführt  (Westerfield, 1995). Dazu wurden die Tiere bei einer kon‐

stanten Temperatur von Wasser und Umgebung und mit einem definierten Tag‐Nacht‐

Rhythmus von 13 h Helligkeit und 11 h Dunkelheit gehalten. 
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3.4.2 Zebrafischlinien 

 

Wildtyp‐Linien:   TE, TüAB, TL und AB 

Mutanten‐Linien:   M347/Wik und M347/TL (msq) 

Transgene Linien:   Tg[cmlc2:GFP] 

 

3.4.3 Foto‐ und Videodokumentation 

 

Das Fotografieren und Filmen von Zebrafischen wurde durch das Überführen der  le‐

benden Embryonen in 2,5 % Methylcellulose auf einem Mulden‐Objektträger erreicht. 

Dazu wurden die Fische mit einer Präpariernadel unter dem Stereomikroskop MZFLIII 

(Leica) entsprechend ausgerichtet und  im Durchlicht oder unter Fluoreszenzanregung 

fotografiert. Die  Bilder wurden mit  der Digitalkamera DC  500  (Leica)  aufgenommen 

und mit einem Bildbearbeitungsprogramm (Adobe Photoshop) bearbeitet. Die Filmdo‐

kumentation wurde  für zehn Sekunden mit der Videokamera CF 15/4 MC  (Kafpa) an 

dem Mikroskop DM IRB (Leica) vorgenommen und direkt digitalisiert. Die Bearbeitung 

der Filme erfolgte durch die Programme Adobe Premiere und Virtual Dub (Avery Lee). 

 

3.4.4 Fractional Shortening 

 

Für das Fractional Shortening wurden die Herzen der embryonalen Fische gefilmt und 

mit dem Fractional Shortening‐Programm ausgewertet. Fractional Shortening  ist eine 

Methode, mit der die Pumpfunktion des Herzens ermittelt werden kann. Dabei wird 

das Verhältnis des endsystolischen Durchmessers zu dem enddiastolischen Durchmes‐

ser der jeweiligen Herzkammer berechnet.  

 

FS (%) = Diastole – Systole / Diastole x 100 
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3.4.5 Mikroinjektion 

 

Um DNA, RNA oder Morpholino‐modifizierte Oligonukleotide  in Zebrafischembryonen 

einzubringen, wurden Mikroinjektionen  in das Ein‐ bis Vier‐Zell‐Stadium der Oozyten 

vorgenommen. Die befruchteten Zebrafischeier wurden dazu etwa eine halbe Stunde 

nach der Eiablage  in die sechs Rinnen einer Injektionsrampe aus Agarose sortiert. Die 

Injektionsrampe wurde durch das  Einbringen  einer Plastikmatrize  in  flüssige  3‐%‐ige 

Agarose hergestellt, die nach dem Erstarren wieder entnommen wurde. Die Mikroin‐

jektionen  wurden mit  Injektionsnadeln  an  einer  Injektionsapparatur  (Femtojet  von 

Eppendorf) durchgeführt, die zuvor aus Glaskapillaren (1 mm, World Precision  Instru‐

ments) mit  einem  Kapillarenzieher  (Narishige)  gezogen wurden.  Für  die  Injektionen 

wurde bei einer  Injektionsdauer von 0,1 sek ein Kapillardruck von 15 hPa verwendet. 

Der  Injektionsdruck wurde  der  Injektionsnadel  angepasst. Die  injizierten  Embryonen 

wurden  in eine Petrischale  (Greiner Bio‐one) mit E3‐Medium überführt.  In den nach‐

folgenden Tagen wurde das Medium der Fische  täglich erneuert und mit 1x PTU  zur 

Unterdrückung der Pigmentbildung versetzt. 

 

3.4.6 Behandlung von Zebrafischen mit Doxycyclin 

 

In dieser Arbeit wurden Zebrafischembryonen mit Doxycyclin hyclate (Dox; Sigma) be‐

handelt, bei denen zu einem bestimmten Zeitpunkt die Genexpression ausgelöst wer‐

den sollte (Kapitel 4.1.1 und 4.1.3). Das Derivat von Tetracyclin wurde dazu in das E3‐

Medium der Fische gegeben und täglich erneuert. Die Dox‐Behandlung der Zebrafisch‐

embryonen fand meistens zwischen 0‐72 hpf oder von 72‐120 hpf mit einer Konzentra‐

tion von maximal 30 µg/ml statt. Es wurde eine Stocklösung von 50 mg/ml hergestellt, 

für die das Dox  in ddH2O  (Aqua ad  injectibilia, Braun) verdünnt wurde. Die Lagerung 

des gelösten Dox erfolgte bei ‐20°C.  
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3.4.7 Behandlung  von  msq‐/‐‐Embryonen  mit  pharmakologisch  wirksamen  

Substanzen 

 

Für  die  pharmakologischen  Untersuchungen  wurden  die  Substanzen  Calyculin  A,  

Cyclosporin  A,  Okadasäure  und  THC  verwendet  und  an msq‐/‐‐Embryonen  getestet  

(Kapitel 4.4). Nach der Eiablage wurde das Gelege halbiert. Eine Hälfte der befruchte‐

ten Eier wurde mit, die andere Hälfte wurde ohne eine zu untersuchende Chemikalie 

behandelt. Msq‐/‐‐Embryonen, an denen die Substanz getestet werden sollte, wurden 

in E3‐Medium gegeben, welches neben 1x PTU und 1 % DMSO bzw. 1 % Methanol die 

zu untersuchende Substanz enthielt. Fische, die nicht mit einer Chemikalie behandelt 

wurden, dienten als Kontrollen, wobei auch hier das E3‐Medium neben dem 1x PTU 

zusätzlich 1 % DMSO bzw. 1 % Methanol enthielt. DMSO bzw. Methanol sind die Sub‐

stanzen, in denen zuvor die Chemikalien gelöst wurden. In jedem Fall wurden die ver‐

wendeten Medien  täglich  ausgewechselt  und  frisch  hergestellt. Die  Behandlung  der 

msq‐/‐‐Embryonen mit einer der Substanzen erfolgte meist von 0‐96 hpf. Calyculin A (LC 

Laboratories) wurde in DMSO gelöst und als 50 µM Stocklösung hergestellt. Cyclospo‐

rin A  (LC Laboratories) wurde ebenfalls  in DMSO gelöst und als 100 mM Stocklösung 

hergestellt.  Für Okadasäure  (LC  Laboratories) wurde  eine  1 mM  Stocklösung  herge‐

stellt,  wobei  auch  hier  DMSO  als  Lösungsmittel  verwendet  wurde.  THC  (Delta  9‐

Tetrahydrocannabinol, THC Pharmaceuticals)  lag bereits  in Methanol gelöst mit einer 

Konzentration von 0,1 mg/ml vor. 

 

3.4.8 Präparation von embryonalen Zebrafischherzen 

 

In dieser Arbeit sollte die Überexpression der generierten transgenen Zebrafische auf 

RNA‐Ebene und Proteinebene untersucht werden. Dazu wurden von den Nachkommen 

der identifizierten Tiere etwa 200 Herzen gesammelt und zu cDNA bzw. Protein verar‐

beitet.  Für die Präparation  von  embryonalen  Zebrafischherzen wurden die  Tiere bei  

72 hpf mit Mesab sediert. Vorab wurde darauf geachtet, dass das E3‐Medium der Zeb‐

rafische frei von Verunreinigungen war. Tiere, bei denen das Herz GFP Signale aufwies, 

wurden unter einem Stereomikroskop MZFLIII (Leica) unter Fluoreszenzanregung prä‐
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pariert.  Im Falle von nicht  leuchtenden Herzen (Wildtyp‐Kontrollen) wurde die Präpa‐

ration unter Durchlichtbedingungen vorgenommen.  In  jeden Fall wurde der Fisch mit 

einer  der  Kanülen  fixiert  und mit  der  anderen  das Herz  herauspräpariert. Nach  der 

Präparation wurden die Herzen mit Hilfe einer Glaspipette in ein Reaktionsgefäß über‐

führt. Das Herzmaterial wurde bis zum Ende der Präparation auf Eis gehalten. Das E3‐

Medium wurde durch Zentrifugation bei 14000 rpm  für 1 min und 4  °C entfernt und 

die  trockene Probe bei  ‐80  °C gelagert. Wenn die gewünschte Anzahl an Herzen er‐

reicht war, erfolgte die Lagerung bis zur Isolierung der RNA in 800 µl Trizol. Für die Pro‐

teinextraktion wurden die Herzen trocken gelagert oder in TNN working Puffer aufge‐

nommen  und  direkt  weiterverarbeitet.  Für  die  Präparation  von  Herzen 

unterschiedlicher Linien wurden  jedes Mal  frische Kanülen und Glaspipetten verwen‐

det, die zuvor autoklaviert wurden.  

 

3.4.9 Fin Clips 

 

Für  die Genotypisierung  adulter  Zebrafische wurde  Schwanzflossenmaterial  verwen‐

det. Die Zebrafische wurden zunächst mit Mesab sediert und mit einem sterilen Ein‐

weg‐Skalpell wurde ein kleines Stück der Schwanzflosse präpariert. Das Material wurde 

anschließend in das Well einer 96‐Well‐Platte (ABGene) transferiert, in der 100 % Me‐

thanol vorgelegt wurde. Auf diese Weise konnte das Material bis zur Genotypisierung 

gelagert werden  (3.2.1 und 3.2.2). Die nach dem Genotyp untersuchten  Zebrafische 

wurden bis zur Auswertung der Genotypisierung  in einzelnen 1  l Tanks gehalten, so‐

dass das einzelne Tier dem Ergebnis zuzuordnen war. 
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4 Ergebnisse 

 

Um den Einfluss des ILK‐abhängigen kardialen Signaltransduktionsmechanismus unter‐

suchen zu können, wurden  in dieser Arbeit verschiedene Strategien verfolgt. Mit der 

Generierung transgener Zebrafische sollte im Rahmen dieser Arbeit zum einen ein ge‐

netischer  Ansatz  zur  Untersuchung  der  ILK‐Funktion  im  lebenden  Organismus  

geschaffen werden. Zum anderen sollte durch die Untersuchung chemischer Substan‐

zen (small molecules) auch auf pharmakologischer Ebene der ILK‐ Signalweg im Herzen 

weiterführend  erforscht werden  (4.4).  Im  folgenden  Abschnitt werden  zunächst  die 

genetischen Ansätze zur Charakterisierung der ILK‐Funktion vorgestellt. 

Es sollten transgene Zebrafischlinien hergestellt werden, bei denen drei verschiedene 

humane  ILK‐Varianten  (ILKWT,  ILKS343D,  ILKR211C) herzspezifisch überexprimiert werden. 

Die humanen  ILK‐Varianten  sollen dabei helfen die Eigenschaften der  Integrin‐linked 

Kinase im Herzen besser zu verstehen. Bei der ILKWT Form handelt es sich um die Wild‐

typform  der  ILK, wohingegen  es  sich  bei  der  Variante  ILKS343D  um  eine  konstitutiv‐

aktive  Form  der  ILK  handelt.  In  der  vorliegenden Arbeit wurde  die Variante  ILKR211C 

verwendet, bei der Arginin  (Arg, R) an der Position 211 mit der Base Cystein  (Cys, C) 

ausgetauscht wurde. Der Austausch von Arginin zu Alanin (Ala, A) an dieser Stelle führt 

bekanntermaßen zu einer Kinase‐defizienten Form der ILK, die aber weiterhin β‐Parvin 

binden kann (Persad et al., 2003). Auch DCM‐Patienten haben in einem screen an die‐

ser Stelle der ILK Mutationen aufgewiesen. Die zur Generierung transgener Zebrafische 

verwendeten Konstrukte wurden derart gestaltet, dass herzspezifische cardiac myosin 

light  chain  2  (cmlc2)  Promotoren  die  Überexpression  der  ILK‐Varianten  und  des  

Reportergens GFP steuern.  
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4.1 Das  Tol2‐System  als  genetischer  Ansatz  zur  Charakterisierung  der  

in vivo Funktion der Integrin‐linked Kinase 

 

4.1.1 Konstruktion  konstitutiv‐aktiver  Expressionssysteme  und  Generierung  

transgener Tol2‐Zebrafischlinien 

 

Für  die  Generierung  transgener  Zebrafische wurde  in  dieser  Arbeit  ein  konstitutiv‐

aktives Genexpressionssystem entwickelt, bei dem die Integration der DNA durch Tol2 

(Einleitung Kapitel 2.2) vermittelt wird. Da  Integrationsereignisse  in das Genom nach 

der Mikroinjektion von DNA  in Zebrafischembryonen relativ selten stattfinden, wurde 

zunächst das Tol2‐System verwendet, um eine hohe Transgeneserate zu erhalten.  

Unter Verwendung des MultiSite Gateway® Systems von Invitrogen (Methoden Kapitel 

3.2.11) wurden ein cmlc2‐Promotor, die jeweilige ILK‐Variante (ILKWT, ILKS343D, ILKR211C), 

und die terminale PA Sequenz  in den Destination‐Vektor Tol2CG2 kloniert. Dabei ent‐

hält  der  sogenannte  5´‐Entry  pDONR‐p4‐p1R‐cmlc2  den  cmlc2‐Promotor,  der  soge‐

nannte  „middle‐Entry“  (pDONR221‐ILK)  enthält  die  verschiedenen  ILK‐Varianten  und 

das  als  3´‐Entry  bezeichnete  Plasmid  pDONR‐p2R‐p3‐PA  enthält  die  PolyA  (PA)  

Sequenz. Die spezifischen Rekombinationsstellen (att‐sites) erlauben dabei das gleich‐

zeitige  Klonieren mehrerer  DNA‐Fragmente  in  definierter  Anordnung  und  Orientie‐

rung. Bei der hier angewandten MultiSite Gateway® 3‐Fragment Rekombinationsreak‐

tion werden auf modulare Weise ein Promotor, ein zu untersuchendes Gen und eine 

Terminationssequenz in einem Schritt kloniert. 

Eine  hohe  Transpositionsrate  wird  durch  die  Co‐Injektion  der  generierten  Tol2‐

Konstrukte mit der mRNA des Transposase‐Enzyms erreicht. Die Expression der unter‐

schiedlichen  ILK‐Formen und von GFP erfolgt konstitutiv‐aktiv  im Herzen der Zebrafi‐

sche.  Im  Destination‐Vektor  Tol2CG2  befindet  sich  nach  der  Klonierung  ein  zweiter 

cmcl2‐Promotor  in  den  Konstrukten.  Dieser  cmlc2‐Promotor  steuert  die  GFP‐

Expression, worüber die erfolgreiche  Injektion der DNA kontrolliert werden kann. Bei 

den generierten Systemen handelt es sich um die Konstrukte Tol2CG2‐cmlc2‐ILKWT‐PA, 
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Tol2CG2‐cmlc2‐ILKS343D‐PA und Tol2CG2‐cmlc2‐ILKR211C‐PA. In Abb. 3 ist ein Beispiel der 

generierten konstitutiv‐aktiven Konstrukte dargestellt.  

 

 

Abb. 3 Vektorkarte des konstitutiv‐aktiven Expressionssystems Tol2CG2‐cmlc2‐ILKWT‐PA. Die 
Konstrukte  sind  durch  Anwendung  der  MultiSite  Gateway®  3‐Fragment  Re‐
kombinationsreaktion  von  Invitrogen  entstanden.  Einer  der  beiden  herzspezifischen  cmlc2‐
Promotoren (cmlc2) steuert die Expression des GFP‐Reporters (eGFP), wohingegen der zweite 
die  Expression des  zu untersuchenden Gens  ILKWT  antreibt. Weiterhin  enthält dieser Vektor 
SV40  PA  Terminationssequenzen,  den  Replikationsursprung  Col  E1  ori,  Ampicillinresistenz 
(AmpR) und die für die Transposition erforderlichen Tol2‐Elemente (Tol2 exon 1 bp 1‐335 und 
Tol2 exon 4 bp 136‐482). 

 

Die  Generierung  der  transgenen  Zebrafischlinien  erfolgte  durch  Mikroinjektion  

(Methoden Kapitel 3.4.5) der generierten Konstrukte in befruchtete Oozyten von Wild‐

typ‐Zebrafischen  (TE‐Linie)  (Abb. 4). Bei dem Tol2‐Genexpressionssystem wird die  In‐

tegration der DNA durch das Enzym Transposase vermittelt, welches die Transposition 

ins  Genom  katalysiert.  Dazu  wurde  ein  1:1‐Gemisch  aus  DNA‐Konstrukten  und 

Transposase mRNA mit einer Konzentration von jeweils 25 ng/µl verwendet. Auf diese 

Weise wurden bei  jeder  Injektion  schätzungsweise 100‐250 pg DNA pro befruchtete 

Eizelle  eingebracht. Die  genetisch manipulierten  Zebrafischembryonen wurden  nach 

der Mikroinjektion  im  Inkubator  für eine Woche unter standardisierten Bedingungen 

(Methoden Kapitel 3.4.1) aufgezogen  (Abb. 4) und  in einem pre‐screen  selektioniert. 

Der pre‐screen erfolgte über den GFP‐Reporter. Mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops 

wurden  für die weitere Aufzucht die Zebrafischembryonen ausgewählt, die nach der 

Injektion herzspezifische GFP‐Signale aufwiesen. Bei diesen Tieren konnte davon aus‐
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gegangen werden, dass das Einbringen der DNA  in die befruchtete Eizelle erfolgreich 

war. 

Die weitere Aufzucht der genetisch manipulierten Zebrafische erfolgte  in einer Aqua‐

rienanlage unter  standardisierten Bedingungen  (Methoden Kapitel  3.4.1). Nach dem 

Erreichen der Geschlechtsreife wurden die potenziell transgenen Zebrafische mit Wild‐

typ‐Tieren verpaart  (Abb. 4 und Methoden Kapitel 3.4.1). Elterntiere, die Träger der 

eingebrachten genetischen Information sind, geben diese an ihre Nachkommen weiter. 

Mit diesem Verfahren konnten die Zebrafische identifiziert werden, bei denen die DNA 

stabil  in die Keimbahn  integriert war  (Founder). Weiterhin konnte die Häufigkeit des 

Auftretens transgener Zebrafische ermittelt werden. Die Identifizierung der transgenen 

Zebrafische  erfolgte  durch  die  fluoreszenzmikroskopische  Untersuchung  der  Nach‐

kommen der getesteten Paare hinsichtlich kardialspezifischer GFP‐Signale (Abb. 4). 

 

Abb. 4: Schema zur Generierung transge‐
ner Zebrafische. Nach der Mikroinjektion 
von DNA in die befruchtete Oozyte erfolgt 
die Aufzucht der genetisch manipulierten 
Zebrafisch‐embryonen.  Nach  Erreichen 
der Geschlechtsreife (ab etwa drei Mona‐
ten)  erfolgen  gezielte  Testverpaarungen 
zur  Iden‐tifizierung  von  Founder‐Tieren 
anhand  der  fluoreszenzmikroskopischen 
Aus‐wertung  der  F1‐Generation.  Nach‐
kommen,  die GFP‐Signale  aufweisen,  las‐
sen darauf schließen, dass die  Integration 
der  eingebrachten  DNA  in  die  Keimbahn 
des  Elterntieres  erfolgt  ist.  (modifiziert 
nach Kawakami et al. 2007) 

 

 

 

Im Rahmen  dieser Arbeit  konnten  insgesamt  28  transgene  Tol2‐Zebrafische  identifi‐

ziert werden. Dabei kann von einer 40 bis 50‐%igen Transgeneserate gesprochen wer‐

den. In der nachfolgenden Tabelle (Tab. 3) sind alle während dieser Arbeit identifizier‐

ten  Zebrafischlinien  aufgeführt,  die  mit  Hilfe  des  konstitutiv‐aktiven  Tol2‐Systems  

generiert wurden. 
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Tab. 3: Auflistung der stabilen transgenen Tol2‐Zebrafische, die durch gezielte Testver‐
paarung identifiziert wurden. 

Bezeichnung  Transgen‐Bezeichnung 

DK1  Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKWT‐PolyA] 

DK2  Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKWT‐PolyA] 

DK3  Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKWT‐PolyA] 

DK4  Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKWT‐PolyA] 

DK5  Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKWT‐PolyA] 

DK6  Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKWT‐PolyA] 

DK7  Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKWT‐PolyA] 

DK8  Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKWT‐PolyA] 

DK9  Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKWT‐PolyA] 

DK10  Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKS343D‐PolyA] 

DK11  Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKS343D‐PolyA] 

DK12  Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKS343D‐PolyA] 

DK13  Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKS343D‐PolyA] 

DK14  Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKS343D‐PolyA] 

DK15  Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKS343D‐PolyA] 

DK16  Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKR211C‐PolyA] 

DK17  Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKR211C‐PolyA] 

DK18  Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKR211C‐PolyA] 

DK19  Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKR211C‐PolyA] 

DK20  Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKR211C‐PolyA] 

DK21  Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKR211C‐PolyA] 

DK22  Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKR211C‐PolyA] 

DK23  Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKR211C‐PolyA] 

DK24  Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKR211C‐PolyA] 

DK25  Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKR211C‐PolyA] 

DK26  Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKR211C‐PolyA] 

DK27  Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKR211C‐PolyA] 

DK28  Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKR211C‐PolyA] 

 

Wie in der Tabelle 3 ersichtlich wird konnten mit Hilfe dieses Systems sehr viele trans‐

gene Zebrafische  identifiziert werden,  von denen unter anderem DK17  (Tg[Tol2CG2‐

cmlc2‐ILKR211C‐PolyA]) in Abb. 5 A beispielhaft dargestellt ist. 

Die Expression von GFP erscheint sehr homogen und ausschließlich herzspezifisch. Die 

meisten generierten und identifizierten transgenen Zebrafische zeigen keine besonde‐

ren Auffälligkeiten. Eine Minderheit der Tiere weist jedoch GFP‐Mosaikexpression auf. 

Drei der  identifizierten Tol2‐Founder erzeugen Nachkommen, die zu einem Teil stark 

und zu einem anderen Teil schwächer  leuchtende Herzen mit GFP‐Expression aufwei‐

sen (Abb. 5 B DK22 aus Tab. 3).  
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Abb. 5: Untersuchung der konstitutiv‐aktiven GFP‐Expression  in den Nachkommen  identifi‐
zierter Tol2‐Founder. (A) Die Embryonen von DK17 (Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKR211C‐PolyA]) zeigten 
72  hpf  GFP‐Signale  in  den  Herzen.  (B)  DK22  (Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKR211C‐PolyA])  Embryonen 
hingegen  zeigten  neben  Herzen,  die  GFP  visuell  stark  exprimieren,  auch  Herzen,  die  nur 
schwach leuchten. 

 

4.1.2 Untersuchung der konstitutiv‐aktiven Tol2‐Genexpressionssysteme 

 

Die  Injektion  Tol2‐abhängiger  konstitutiv‐aktiver Genexpressionssysteme  erzeugte  in 

den  Herzen  der  Zebrafische  transiente  GFP‐Signale.  Bereits  24  hpf  war  die  GFP‐

Expression  nach  Injektion  der  Tol2CG2‐cmlc2‐ILK‐PolyA‐Konstrukte  deutlich.  Dabei 

waren nach  Injektion aller  ILK‐Varianten  (Tol2CG2‐cmlc2‐ILKWT‐PolyA, Tol2CG2‐cmlc2‐

ILKS343D‐PolyA und Tol2CG2‐cmlc2‐ILKR211C‐PolyA) GFP‐Signale  in den Zebrafischherzen 

detektierbar  (Abb. 6 A‐C). Einige Embryonen wiesen auch GFP‐Mosaikexpression auf. 

Da sich in den Konstrukten der konstitutiv‐aktiven Tol2‐Systeme zwei unabhängig von‐

einander funktionierende cmlc2‐Promotoren befinden (siehe Abb. 3), kann ohne wei‐

terführende Untersuchungen ausschließlich darauf geschlossen werden, dass der GFP‐

steuernde cmlc2‐Promotor funktionsfähig ist. 
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Abb.  6:  Funktionale  Untersuchung  der  konstitutiv‐aktiven  Tol2‐Genexpressionssysteme 
Tol2CG2‐cmlc2‐ILKWT/S343D/R211C‐PolyA.  Die  Injektion  der  Konstrukte  (A)  Tol2CG2‐cmlc2‐ILKWT‐
PA,  (B) Tol2CG2‐cmlc2‐ILKR211C‐PA und  (C)  Tol2CG2‐cmlc2‐ILKS343D‐PA erzeugte GFP‐Signale  in 
den Herzen der Zebrafische, die 72 hpf fluoreszenzmikroskopisch detektierbar waren. 

 

Evaluation der konstitutiv‐aktiven ILK‐Expression mit Hilfe von TagRFP 

Ob die Funktion des zweiten cmcl2‐Promotors  (siehe Abb. 3) gegeben  ist, wurde mit 

Hilfe eines zusätzlichen Reportergens untersucht. Dazu wurden Tol2‐Konstrukte gene‐

riert, die statt der  ILK das rotfarbige TagRFP enthalten, welches von dem zu untersu‐

chenden  zweiten  cmlc2‐Promotor  gesteuert  wird.  Mit  Hilfe  eines  Fluoreszenz‐

mikroskopes konnten nach 72 hpf in den Herzen der Zebrafische die gleichzeitige GFP‐ 

und  TagRFP‐Expression  nachgewiesen werden  (Abb.  7).  Daraus  konnte  geschlossen 

werden, dass beide cmlc2‐Promotoren funktionsfähig sind. 

 

Abb.  7:  Überprüfung  der  konstitutiv‐aktiven  ILK‐Expression  mit  Hilfe  des  Reportergens 
TagRFP. Nach der  Injektion von Tol2CG2‐cmlc2‐TagRFP‐PA konnten 72 hpf  fluoreszenzmikro‐
skopisch in den Herzen der Zebrafische GFP‐ und TagRFP Signale detektiert werden. 

 

Untersuchung der ILK‐Proteinstabilität 

Obwohl geklärt werden konnte, dass die Promotoren der generierten Konstrukte funk‐

tional sind und die Transkription von GFP und anhand der TagRFP‐Expression die  ILK‐

Transkription stattfindet, blieb offen, ob die translatierte ILK stabil ist. Um die Protein‐

stabilität der  ILK  zu untersuchen, wurden Konstrukte generiert, die die  ILK  fusioniert 

mit  dem  rot‐fluoreszierenden  Protein  TagRFP  enthalten.  Dazu  wurden  die  ILK‐



Ergebnisse 

44 
 

Varianten  ILKWT,  ILKR211C und  ILKS343D  in einen Destination‐Vektor kloniert, der vor der 

Gateway‐Kassette TagRFP trägt (als pDEST‐N‐TagRFP‐ILK bezeichnet). Aus diesen Vek‐

toren wurden die Fragmente „N‐TagRFP‐ILK“ amplifiziert und  in den Entry pDONR221 

eingebracht. Anschließend wurde  das  Konstrukt  Tol2CG2‐cmlc2‐N‐TagRFP‐ILKR211C‐PA 

generiert, welches die ILKR211C mit dem am N‐Terminus fusionierten TagRFP enthält. 

Tol2CG2‐cmlc2‐N‐TagRFP‐ILKR211C‐PA‐injizierte  Zebrafischembryonen  zeigten  72  hpf 

herzspezifische GFP‐ wie auch TagRFP‐Signale (Abb. 8). Das ILK‐Protein wird demnach 

auch dann  stabil  gebildet, wenn  es durch das  Tol2‐System  in die  Zebrafische  einge‐

bracht wird. 

 

 

Abb.  8:  Überprüfung  der  ILK‐Proteinstabilität  nach  Injektion  der  konstitutiv‐aktiven  Tol2‐
Konstrukte.  Mit  Hilfe  des  Fluoreszenzmikroskopes  konnten  72  h  nach  der  Injektion  von 
Tol2CG2‐cmlc2‐NTagRFP‐ILKR211C‐PA in den Herzen der Zebrafische gleichzeitig (A) GFP‐ und (B) 
TagRFP‐Signale detektiert werden. 

 

4.1.3 Validierung  der  ILK‐Überexpression  in  den  transgenen  Zebrafischen  auf  

RNA‐Ebene 

 

Die vorhergehenden Untersuchungen zeigten anhand der TagRFP‐ und GFP‐Expression, 

dass  die  ILK‐Transkripte  erfolgreich  gebildet  werden  können.  Anhand  der  TagRFP‐

Expression konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die translatierte  ILK stabil  ist. Nach 

Identifizierung der transgenen Zebrafische sollte mit Hilfe der quantitativen real‐time 

PCR (Methoden Kapitel 3.2.4) die Quantifizierung der herzspezifischen Überexpression 

der  ILK‐Varianten  in den  identifizierten  Founder‐Tieren  vorgenommen werden. Dazu 

wurden spezifische Primer für die qRT‐PCR generiert. Nach Durchführung eines Primer‐

effizienztests konnten nachfolgende Primerpaare  für die qRT‐PCR verwendet werden 
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(Abb. 9). Ein Primerpaar erkennt ausschließlich die im Zebrafisch endogen vorliegende 

ILK  (drILK,  nicht  dargestellt)  und  ein  anderes  nur  die  durch  die  Transgenese  einge‐

brachte humane  ILK  (hsILK, blauer Balken). Weiterhin wurde ein Primerpaar verwen‐

det, das sowohl die endogene wie auch die humane  ILK erkennt  (h+zILK, grüner Bal‐

ken). Das Primerpaar  tgILK  (roter Balken) bindet  in der attB1‐site vor der  ILK und  im 

Anfang der ILK. Das heißt, dieses Primerpaar kann ausschließlich an der eingebrachten 

DNA  binden.  Ein GFP‐spezifischer  Primer wurde  ebenfalls  verwendet  (GFP,  violetter 

Balken). 

Abb. 9: Schematische Darstellung der Primerbindungsstellen an Tol2CG2‐cmlc2‐ILK‐PA. Das 
für die qRT‐PCR verwendete Primerpaar tgILK (roter Balken) bindet in der attB1‐site vor der ILK 
und im Anfang der ILK. hsILK (blauer Balken) bindet ausschließlich an die durch die Transgene‐
se eingebrachte humane  ILK. Das Primerpaar h+zILK bindet die endogene  (nicht dargestellt) 
wie auch die eingebrachte ILK (grüner Balken). Der GFP‐spezifische Primer wurde als violetter 
Balken dargestellt. drILK bindet ausschließlich die  im Zebrafisch endogen vorliegende  ILK und 
ist deshalb nicht schematisch dargestellt. 
 

Die Founder DK17, DK23 und DK2 zeichnen sich dadurch aus, sehr viele Nachkommen 

zu produzieren, von denen der größte Anteil Herzen mit GFP‐Signalen aufweist. Dem‐

gegenüber wurden  auch  Founder  identifiziert,  bei  denen  nur wenige  Nachkommen 

oder  viele  Nachkommen  mit  wenigen  GFP‐Herzen  erzeugt  werden.  Um  die  ILK‐

Überexpression in diesen transgenen Zebrafischen zu überprüfen, wurden herzspezifi‐

sche qRT‐PCR Analysen vorgenommen. 

Im Vergleich  zur Wildtyp‐Kontrolle  (WT)  zeigte DK17  (Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKR211C‐PA]) 

auf  RNA‐Ebene  eine  deutliche  relative  Überexpression  der  eingebrachten  DNA‐

Fragmente (Abb. 10). Bei Verwendung des Primerpaares h+zILK, welches die endogene 

wie  auch  eingebrachte humane  ILK detektiert,  konnte  eine  8,5‐fach  erhöhte Menge 

der insgesamt vorliegenden ILK beobachtet werden (Abb. 10 B). Eine 1,8‐fach stärkere 

endogene  ILK‐Menge  (drILK) wurde  im Vergleich zur Kontrolle detektiert  (Abb. 10 E), 

wohingegen  bei  der  Untersuchung  der  humanen  ILK‐Menge  durch  das  Primerpaar 

hsILK sogar eine 23,3‐fache ILK‐Überexpression festgestellt werden konnte (Abb. 10 C). 

Wurde das Primerpaar tgILK verwendet, das in der attB1‐site vor der ILK und im Anfang 
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der ILK bindet, konnte eine 6,1‐fache Überexpression der inserierten DNA verzeichnet 

werden (Abb. 10 A). HsILK und tgILK zeigten, dass die in das Genom inserierte humane 

ILK‐Variante R211C verstärkt exprimiert wird. Auch die 70,4‐fache GFP‐Überexpression 

(Abb. 10 D)  lässt darauf schließen, dass der Founder DK17 das  Insert erfolgreich übe‐

rexprimiert. 

Auch der Founder DK23 (Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKR211C‐PA]) weist herzspezifische ILK‐ und 

GFP‐Überexpression  auf.  Die  inserierte  humane  ILKR211C wurde  im  Vergleich  zu  den 

Kontrollen (WT) bei DK23 mit dem Primerpaar tgILK (Abb. 10 A) 3,1‐fach und mit hsILK 

(Abb. 10 C) 2‐fach stärker exprimiert. Dagegen wurde die Gesamtmenge der ILK durch 

h+zILK (Abb. 10 B) ermittelt und nur 0,5‐fach stärker detektiert als  in den Kontrollen. 

DK23 wies jedoch eine 18,8‐fach (Abb. 10 D) erhöhte GFP‐Überexpression auf. Im Ge‐

gensatz zu DK17 konnte zwar keine gleichartig starke, aber trotzdem eine vorhandene 

ILK/GFP‐Überexpression beobachtet werden. Auch die hier nicht weiter vorgestellten 

überexprimierenden transgenen Zebrafische  (DK13, DK14, DK15, DK16, DK22) wiesen 

mit Hilfe der qRT‐PCR Primerpaare Überexpression  auf. Allerdings bewegt  sich  auch 

hier die Stärke der Überexpression etwa auf dem Level, das auch bei DK23 detektier‐

bar war (nicht dargestellt). 

Durch  die  herzspezifische  qRT‐PCR wurden  auch  Zebrafische  identifiziert,  bei  denen 

keine  deutliche  Überexpression  detektiert  werden  konnte.  Trotz  kardialspezifischer 

GFP‐Signale  in  den  Nachkommen  dieser  transgenen  Fische  wird  die  ILK  nicht  übe‐

rexprimiert.  Dazu  gehören  folgende  Tiere:  DK2 (Abb.  10) und DK20.  Bei  DK2 

(Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKWT‐PA]) konnte keine Überexpression der eingebrachten huma‐

nen  ILKWT detektiert werden. Möglicherweise wird die unterschiedlich starke Überex‐

pression der untersuchten  transgenen Zebrafische durch die Häufigkeit und den Ort 

der DNA‐Integration  ins Genom bedingt, denn es  ist bekannt, dass die  Integration  ins 

Heterochromatin zum silencing der Genaktivität führt. 
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Abb. 10: Relative Expression in den transgenen Zebrafischen DK17, DK23 und DK2. Herzspezi‐
fische quantitative real time PCR der Founder DK17, DK23 und DK2. Durch die Untersuchung 
der relativen Überexpression wurden unterschiedlich stark überexprimierende Fische  identifi‐
ziert.  So weisen  die Nachkommen  des  Founders DK17  eine  sehr  starke Überexpression  der 
humanen  ILKR211C auf, wohingegen DK23 eine geringere humane  ILKR211C Überexpression auf‐
weist. Bei DK2 konnte keinerlei ILKWT Überexpression ermittelt werden. 
 

4.1.4 Validierung  der  ILK‐Überexpression  in  den  transgenen  Zebrafischen  auf  

Protein‐Ebene 

 

Mit Hilfe der quantitativen real time PCR konnte für die transgenen Zebrafische DK17 

und DK23  festgestellt werden, dass es  sich um überexprimierende  Founder handelt. 

Durch  eine  herzspezifische Western  Blot  Analyse  (Methoden  Kapitel  3.3.1‐4)  sollte 

weitergehend  geprüft  werden,  ob  es  auch  auf  Proteinebene  zu  einer  ILK‐

Überexpression  kommt. Wie  schon  für die qRT‐PCR  (4.1.3) wurden etwa 200  Zebra‐

fischherzen zur Analyse der Überexpression auf Proteinebene präpariert. Mit Hilfe der 

Western Blot Analyse konnte die Immundetektion der ILK und der Ladekontrolle Pan‐

Cadherin erfolgen.  

DK17 und DK23 wiesen nach Verwendung des α‐ILK‐Antikörpers ein deutlich stärkeres 

Signal  für die  ILK  (untere Bande) auf als  in den TE‐Kontrollen  (Abb. 11). Dies belegt, 

dass es  im Vergleich zu den Kontrollen nicht nur auf RNA‐, sondern auch auf Protein‐

Ebene zu einer ILK‐Überexpression in beiden untersuchten Founder‐Tieren kommt. 
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Abb.  11:  DK17  und  DK23  weisen  herzspezifische  ILK‐Überexpression  auf.  Herzspezifische 
Western Blot Analyse von Nachkommen der  transgenen Zebrafische DK17 und DK23 zur Un‐
tersuchung  der  ILK‐Überexpression  auf  Protein‐Ebene.  Im  Gegensatz  zu  den  Wildtyp‐
Kontrollen  (TE) wiesen beide Founder ein deutlich verstärktes  ILK‐Signal  (untere Bande) auf. 
Pan‐Cadherin wurde als Ladekontrolle verwendet. 

 

4.2 Das  induzierbare  Tetracyclin‐System  als  genetischer  Ansatz  zur  

Charakterisierung der in vivo Funktion der Integrin‐linked Kinase 

 

4.2.1 Konstruktion induzierbarer Tet‐Expressionssysteme 

 

Um  transgene  Zebrafische  zu  generieren, wurde bereits das  Tol2‐System erfolgreich 

etabliert. Bei diesem System erfolgt die Überexpression der  ILK allerdings konstitutiv‐

aktiv. Um die Überexpression der mutierten  ILK‐Varianten zu einem definierten Zeit‐

punkt  anschalten  zu  können, wurde  in  dieser  Arbeit  eine weitere  reverse  genetics‐

Methode (Einleitung Kapitel 2.2) entwickelt. 

Dabei handelt es sich um das  induzierbare Tetracyclin‐System (Einleitung Kapitel 2.2). 

Dieses  induzierbare  Genexpressionssystems  basiert  auf  der  temporär  steuerbaren  

Expression eines „Gens von  Interesse“ und eines GFP‐Reporters. Mit Hilfe des Tetra‐

cyclin‐Derivates  Doxycyclin  (Dox)  kann  zu  einem  bestimmten  Entwicklungszeitpunkt 

des Tieres die Expression der eingebrachten Gene induziert werden. Durch die Klonie‐

rung  eines  cmlc2‐Promotors  wurde  die  spezifische  Expression  im  Herzen  der  Tiere  

erreicht.  
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Das Tetracyclin‐System von Clontech 

Für die Generierung der transgenen Zebrafische wurden in dieser Arbeit zwei induzier‐

bare Genexpressionssysteme modifiziert ‐ das TetON‐ und TetOFF‐System. 

Dabei  sind  die  hier  verwendeten  Konstrukte  beider  Systeme  über mehrere  Klonie‐

rungsschritte entstanden. Als Ursprungsvektoren wurden die  induzierbaren Expressi‐

onsvektoren  von  Clontech  verwendet.  Die  Vektoren  TetON  Advanced  bzw.  TetOFF  

Advanced (Abb. 12) exprimieren ein Dox kontrolliertes Transaktivatorprotein. Im Falle 

des ON‐Systems wird  es  als  rtTA‐  und  im  Falle des OFF‐Systems  als  tTA‐Protein  be‐

zeichnet. Transaktivatorproteine sind eine Fusion von einzelnen Aminosäureabschnit‐

ten des Tet‐Repressors und einer Domäne des VP16 Proteins aus dem Herpes Simplex 

Virus.  

 

 

Abb. 12: Vektorkarten der Expressionsvektoren pTet‐On‐Advanced und pTet‐Off‐Advanced 
von Clontech. Die Plasmide wurden als Ausgangsvektoren zur Generierung  induzierbarer Ex‐
pressionssysteme verwendet, bei denen die ILK‐Überexpression herzspezifisch stattfindet. Die 
dargestellten Plasmide enthalten neben den Resistenzgenen Ampicillin (Ampr) und Neomycin 
(Neor) den Replikationsursprung Col E1 ori, die Terminationssequenz SV40 PA und den Promo‐
tor PSV40. Der CMV‐Promotor (PCMV) steuert die Expression der Tetracyclin‐kontrollierten Tran‐
saktivatorproteine  rtTA‐Advanced  bei  pTet‐On  Advanced  und  tTA‐Advanced  bei  pTet‐Off‐
Advanced. (Clontech Laboratories, Inc.) 

 

Weiterhin fand der Vektor pTRE‐Tight‐BI‐AcGFP1 (Abb. 13) von Clontech für die Klonie‐

rung der hier generierten Konstrukte Verwendung. Dieses Plasmid besteht aus einem 

Tet  response  element  (TREmod)  an  dem  das  jeweilige  Transaktivatorprotein  binden 
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kann. Die TREmod flankierenden CMV‐Minimalpromotoren steuern nach Bindung des 

Transaktivatorproteins die bidirektionale Expression des zu untersuchenden Gens so‐

wie des Reportergens AcGFP1 (eine Wildtyp‐Variante des Aqueorea coerulescens GFP). 

 

Abb. 13: Vektorkarte des Expressionsvektors pTRE‐
Tight‐BI‐AcGFP1 von Clontech. Das Plasmid wird zur 
induzierbaren  und  bidirektionalen  Expression  des 
GFP‐Reporters  (AcGFP1) und eines  „Gens  von  Inte‐
resse“  eingesetzt.  Es  enthält  neben  dem  Replikati‐
onsursprung Col E1 ori die SV40 PA Sequenzen, das 
Ampicillinresistenzgen  (AmpR)  und  eine  multiple 
cloning site (MCS), in die das Gen von Interesse klo‐
niert wird. Weiterhin  trägt  es  das modifizierte  Tet 
response element  (TREmod), welches von  zwei CMV‐
Promotoren  (PminCMV)  flankiert wird und an dem die 
Bindung der  jeweiligen Transaktivatorproteine rtTA‐ 
bzw.  tTA‐Advanced  stattfinden  kann.  (Clontech  

               Laboratories, Inc.) 

 

Durch  die  Zugabe  von Dox  bindet  das  rtTA‐Protein  des  TetON‐Systems  an  TREmod, 

wodurch die bidirektionale Expression der Gene aktiviert wird. Ist kein Dox vorhanden, 

wird auch die Transkription unterbunden (Abb. 14). Im Gegensatz dazu findet im Falle 

des  TetOFF‐Systems  die  Expression  nur  ohne  Dox  statt,  indem  das  tTA‐Protein  am 

TREmod‐Element  bindet.  Durch  die  Zugabe  von  Dox  findet  keine  Expression  statt  

(Abb. 15).  
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Abb. 14:  Schema des  induzierbaren  TetON‐Genexpressionsystems  von Clontech. Das  Tran‐
saktivatorprotein  rtTA  (von  pTet‐On‐Advanced)  bindet  unter  Behandlung  des  Tetracyclin‐
Derivates Dox  (DOX)  am  Tet  response  element  (TRE) des Vektors pTRE‐Tight‐BI‐AcGFP1. Da‐
durch wird zum einen die Transkription des „Gens von  Interesse“ und zum anderen die GFP‐
Transkription  (hier nicht weiter dargestellt) gesteuert. Findet keine Dox‐Zugabe  statt, erfolgt 
auch keine Transkription. (Clontech Laboratories, Inc.) 

 

 

Abb. 15: Schema des  induzierbaren TetOFF‐Genexpressionsystems von Clontech. Das Tran‐
saktivatorprotein  tTA  (von  pTet‐Off‐Advanced)  bindet  ohne  Dox  (DOX)‐Behandlung  am  Tet 
response element (TRE) des Vektors pTRE‐Tight‐BI‐AcGFP1, wodurch zum einen die Transkrip‐
tion des „Gens von Interesse“ und zum anderen die GFP‐Transkription (hier nicht weiter darge‐
stellt) gesteuert wird. Erfolgt die Zugabe von Dox, kommt es nicht zur Transkription. (Clontech 
Laboratories, Inc.) 



Ergebnisse 

52 
 

Klonierung  induzierbarer  Expressionssysteme  zur  Generierung  transgener  

Zebrafischlinien 

Die genetische Manipulation von Zebrafischen erfolgt durch Mikroinjektion  in die be‐

fruchtete Eizelle. Um die Beeinträchtigungen während der Injektion so gering wie mög‐

lich zu halten, sollten aufeinanderfolgende  Injektionen vermieden werden. Weiterhin 

erweist es sich bei der Transgenese von Organismen als vorteilhaft, die einzubringen‐

den  Konstrukte  möglichst  klein  zu  halten.  Um  eine  außerordentliche  Effizienz  der 

Transgenese  und  zugleich  eine  kardialspezifische  Expression  der  zu  untersuchenden 

ILK‐Varianten  in  den  Zebrafischen  zu  erreichen, wurden  folgende  Klonierungsstrate‐

gien entwickelt.  

Zunächst wurde der CMV‐Promotor der TetON Advanced bzw. TetOFF Advanced Vek‐

toren (Abb. 16) mit einem herzspezifischen cmlc2‐Promotor ausgetauscht. Dabei han‐

delt  es  sich  um  cmlc2‐Minimalpromotoren.  In  einer  Arbeit  von Huang  et  al.  (2003) 

konnte  gezeigt werden,  dass  die  hier  verwendete  Sequenz  ausreichend  ist,  um  die  

Expression von GFP im Herzen zu vermitteln. Nach der PCR‐Amplifikation des Minimal‐

promotors  (Methoden Kapitel 3.2.2) erfolgte die  Integration des PCR‐Produktes über 

die  Schnittstellen  EcoRI  und  BsrGI  (Methoden  Kapitel  3.2.8)  in  die  Vektoren  TetON  

Advanced bzw. TetOFF Advanced (nun als pTetON Adv.‐Pcmlc2Min bzw. pTetOFF Adv.‐

Pcmlc2Min bezeichnet, siehe Abb. 16).  

Der  nächste  Klonierungsschritt  umfasste  die  PCR‐Amplifikation  (Methoden  Kapitel 

3.2.2) der Komponenten „Pcmlc2Min‐rtTA‐SV40“ bzw. „Pcmlc2Min‐tTA‐SV40“ aus den 

Vektoren  pTetON  Adv.‐Pcmlc2Min  bzw.  pTetOFF  Adv.‐Pcmlc2Min  (Abb.  16).  Diese 

Komponenten wurden  jeweils über eine PciI‐Schnittstelle (Methoden Kapitel 3.2.8)  in 

den  Vektor  pTRE‐Tight‐BI‐AcGFP1  (Abb.  13)  kloniert  (als  pTRE‐ON‐Pcmlc2Min  bzw. 

pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min bezeichnet, siehe Abb. 17). 
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Abb. 16: Vektorkarten der Expressionsvektoren pTetON‐Adv.‐Pcmlc2Min und pTetOFF‐Adv.‐
Pcmlc2Min. Die Vektoren  sind Derivate  der  induzierbaren Genexpressionssysteme  pTet‐On‐
Advanced und pTet‐Off‐Advanced von Clontech  (Abb. 12). Über die Schnittstellen EcoRI und 
BsrGI wurde  anstelle  des  CMV‐Promotors  der  herzspezifisch  exprimierende  cardiac myosin 
light  chain 2  (cmlc2) Minimalpromotor  (Pcmlc2Min) eingebracht. Pcmlc2Min  steuert die  Ex‐
pression  der  Tetracyclin‐kontrollierten  Transaktivatorproteine  rtTA  bei  pTetON  Adv.‐
Pcmlc2Min (A) und tTA bei pTetOFF Adv.‐Pcmlc2Min (B). Die Plasmide enthalten weiterhin die 
Resistenzgene Ampicillin  (AmpR) und Neomycin  (NeoR), den Replikationsursprung Col E1 ori 
und die Terminationssequenzen SV40 PA. 

 

 

Abb.  17:  Vektorkarten  der  induzierbaren  Expressionsvektoren  pTRE‐ON‐Pcmlc2Min  und 
pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min. Die Vektoren  sind Derivate des  induzierbaren Genexpressionssystems 
pTRE‐Tight‐BI‐AcGFP1  von  Clontech  (Abb.  13)  und  pTetON‐Adv.‐Pcmlc2Min  bzw.  pTetOFF‐
Adv.‐Pcmlc2Min  (Abb.  16).  Mittels  PCR  wurden  die  Komponenten  „Pcmlc2Min‐rtTA‐SV40“ 
bzw. „Pcmlc2Min‐tTA‐SV40“ aus den Plasmiden pTetON Adv.‐Pcmlc2Min bzw. pTetOFF Adv.‐
Pcmlc2Min amplifiziert und über PciI‐Schnittstellen in pTRE‐Tight‐BI‐AcGFP1 kloniert. Die gene‐
rierten  Konstrukte  exprimieren  kardialspezifisch  die  jeweiligen  Transaktivatorproteine  (rtTA 
bzw. tTA), welche an das bidirektional gesteuerte Tet response element TREmod binden. Unter 
Zugabe von Dox kann  im Falle von pTRE‐ON‐Pcmlc2Min  (A) die bidirektionale Expression des 
„Gens  von  Interesse“  und  von GFP  herzspezifisch  stattfinden, wohingegen  sie  im  Falle  von 
pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min (B) nicht stattfindet. Im Gegensatz zum TetOFF‐System findet ohne Dox‐
Behandlung bei Verwendung des TetON‐Systems keine Expression statt. 
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Überprüfung  der  induzierbaren  Genexpressionssysteme  pTRE‐ON‐Pcmlc2Min  und 

pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min 

Um  zu  überprüfen,  ob  der  in  die  Konstrukte  klonierte  cmlc2‐Minimalpromotor 

(Pcmlc2Min) (Methoden Kapitel 3.2) und das Genexpressionssystem per se funktional 

sind, wurden Mikroinjektionen  (Methoden Kapitel 3.4.5)  in das Ein‐Zell‐Stadium  von 

Wildtyp‐Zebrafischen  (Methoden  Kapitel  3.4.2)  vorgenommen.  Dabei  wurden  die 

Plasmide  pTRE‐ON‐Pcmlc2Min  bzw.  pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min  verwendet  (Abb.  17).  Die 

Anzahl  der  pTRE‐ON‐Pcmlc2Min‐  wie  auch  pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min‐injizierten  Fische 

wurde  jeweils halbiert. Eine Hälfte der  jeweils  injizierten Tiere wurde mit Dox  (+Dox) 

behandelt  (Methoden  3.4.6). Dazu wurde  das Dox  in  das  PTU‐versetzte  E3‐Medium 

gegeben, sodass die Dox‐Konzentration 30 µg/ml betrug. Die Zugabe von Dox erfolgte 

wenige  Stunden  nach  der  Injektion.  Die  andere  Hälfte  der  injizierten  Fische wurde 

nicht mit Dox (‐Dox) behandelt. Bei den mit Dox behandelten wie auch den unbehan‐

delten Fischen wurde bis 72 hpf das Medium täglich gewechselt. Die Auswertung er‐

folgte bei 72 hpf. Zebrafische, denen pTRE‐ON‐Pcmlc2Min  injiziert wurde und die von 

0‐72  hpf mit Dox  (+Dox)  behandelt wurden,  zeigten  im Gegensatz  zum OFF‐System  

72 hpf GFP‐Signale in den Herzen (Abb. 18). Die transiente GFP‐Expression wurde fluo‐

reszenzmikroskopisch durch Anregung mit  entsprechendem  Licht detektiert  (Metho‐

den Kapitel 3.4.3). Umgekehrt  konnte ohne  Zugabe  von Dox  (‐Dox)  kein GFP  in den 

Herzen der Tiere nachgewiesen werden. Unbehandelte pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min‐injizierte 

Fische  zeigten  72  hpf  im  Vergleich  zu  mit  Dox  behandelten  pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min‐

Fischen GFP‐Signale in den Herzen. Wie nach DNA‐Injektionen sehr häufig, konnte eine 

Mosaikexpression von GFP beobachtet werden. Sowohl mit Dox behandelte als auch 

ohne  Dox  behandelte  Kontrolltiere  (nicht  injizierte  Wildtyp‐Zebrafische)  wiesen  zu  

keinem Zeitpunkt GFP‐Signale auf.  

Ab 72 hpf erfolgte ein Wechsel der bisher gegebenen Bedingungen für die Genexpres‐

sion (Abb. 18, senkrechter Pfeil). Fische, die bis dahin mit Dox behandelt wurden, wur‐

den nun von 72‐96 hpf ohne Dox gehalten (+Dox → ‐Dox). Umgekehrt wurde bei den 

bis  72  hpf  unbehandelten  Fischen  nun  von  72‐96  hpf Dox  in  das Medium  gegeben  

(‐Dox → +Dox). Bei pTRE‐ON‐Pcmlc2Min‐injizierten Fischen bewirkte die Zugabe von 

Dox von 72‐96 hpf die Expression von GFP. Fische, die von 0‐72 hpf mit Dox behandelt 
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wurden und GFP‐Expression aufwiesen,  zeigten auch nach dem Entzug des Dox wei‐

terhin GFP‐Expression. Bei pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min‐injizierten Fischen konnte durch den 

Entzug  von Dox  von  72‐96  hpf  jedoch  noch  keine GFP‐Expression  induziert werden. 

Zebrafische, die von 0‐72 hpf unbehandelt waren und dadurch GFP‐Signale in den Her‐

zen aufwiesen, zeigten auch nach dem Wechsel der Induktionsbedingungen weiterhin 

GFP‐Expression. Das die bereits  induzierten  Fische weiterhin GFP  aufwiesen und die 

GFP‐Expression sich nicht ausschalten  ließ,  liegt vermutlich an der  im Fisch weiterhin 

vorhandenen Dox‐Konzentration oder an der Stabilität des GFP‐Proteins. 
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Abb.  18:  Überprüfung  der  induzierbaren 
Genexpressionssysteme  pTRE‐ON‐
Pcmlc2Min  bzw.  pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min. 
Bei  pTRE‐ON‐Pcmlc2Min  injizierten  Fi‐
schen  erfolgte  die  Behandlung  mit  30 
µg/ml  Dox  (+Dox)  von  0‐72  hpf.  Im  Ver‐
gleich  zu  den  Kontrollen  (WT)  konnte  72 
hpf  in den Herzen dieser Zebrafische GFP 
fluoreszenzmikroskopisch  detektiert  wer‐
den.  Unbehandelte  pTRE‐ON‐Pcmlc2Min 
injizierte  Fische  wiesen  keine  GFP‐
Expression  auf.  pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min  inji‐
zierte  Fische,  die  von  0‐72  hpf  mit  30 
µg/ml Dox  behandelt wurden,  zeigten  72 
hpf  keine GFP‐Expression. Demgegenüber 
wiesen  unbehandelte  pTRE‐OFF‐
Pcmlc2Min  injizierte  Fische  GFP‐
Expression auf. 
Von 72‐96 hpf fand ein Wechsel der Induk‐
tionsbedingungen  für die  Expression  statt 
(senkrechter  Pfeil).  Fische,  die  bis  dahin 
mit  Dox  behandelt  wurden,  wurden  von 
72‐96  hpf  nicht mehr mit  Dox  behandelt 
(+Dox → ‐Dox). Umgekehrt wurden die bis 
72 hpf unbehandelten Fische nun von 72‐
96 hpf mit Dox behandelt (‐Dox → +Dox). 
pTRE‐ON‐Pcmlc2Min  injizierte  Fische,  die 
ab 72 hpf mit Dox behandelt wurden, zeig‐
ten  96 hpf  kardialspezifische GFP‐Signale. 
Trotz des Dox‐Entzuges  ab 72 hpf  konnte 
demgegenüber  bei  pTRE‐ON‐Pcmlc2Min‐
injizierten  Fischen  weiterhin  GFP  detek‐
tiert  werden.  Bei  pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min 
injizierten  Fischen,  denen  von  72‐96  hpf 
Dox entzogen wurde, zeigten 96 hpf  trotz 
Induktionssignal  noch  kein  GFP.  Umge‐
kehrt  zeigten  pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min‐Tiere 
nach der Zugabe von Dox weiterhin GFP. 
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Klonierung  induzierbarer  Expressionssysteme  zur  Generierung  transgener  

Zebrafischlinien mit herzspezifischer ILK‐Überexpression 

Nachdem die verschiedenen Komponenten des induzierbaren Tetracyclin‐Systems und 

der  herzspezifische  cmlc2‐Promotor  zusammengebracht  wurden,  erfolgten  weitere 

Klonierungsarbeiten.  

Zur Erleichterung weiterer und zukünftiger Klonierungsschritte wurden die Konstrukte 

pTRE‐ON‐Pcmlc2Min  und  pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min  (Abb.  17)  Gateway‐kompatibel  ge‐

macht (als pDEST‐TetON‐Pcmlc2Min bzw. pDEST‐TetOFF‐Pcmlc2Min bezeichnet, siehe 

Abb. 19). Dazu wurde das Gateway Vector Conversion System von Invitrogen verwen‐

det (Methoden Kapitel 3.2.11).  

 

 

Abb. 19: Vektorkarten der induzierbaren Expressionsvektoren pDEST‐TetON‐Pcmlc2Min und 
pDEST‐TetOFF‐Pcmlc2Min.  Die  Vektoren  sind  Derivate  der  induzierbaren  Genexpressions‐
systeme  pTRE‐ON‐Pcmlc2Min  bzw.  pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min  (Abb.  17). Mit  Hilfe  des  Gateway 
Vector  Conversion  Systems  von  Invitrogen  erfolgte  die Umwandlung  der  bisher  generierten 
Konstrukte  in  Destination‐Vektoren.  pDEST‐TetON‐Pcmlc2Min  (A)  bzw.  pDEST‐TetOFF‐
Pcmlc2Min (B) enthalten weiterhin die Komponenten wie die bereits beschriebenen Konstruk‐
te pTRE‐ON‐Pcmlc2Min bzw. pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min und haben dieselbe Funktionsweise. 

 

Abschließend fand mit Hilfe der Gateway‐Technologie die Klonierung (Methoden Kapi‐

tel 3.2.11) der Integrin‐linked Kinase‐Varianten (ILKWT, ILKS343D, ILKR211C) in die Destina‐

tion‐Vektoren  statt. Demzufolge wurden  folgende  induzierbare Konstrukte generiert: 

pTetON‐Pcmlc2Min‐ILKWT  bzw.  pTetOFF‐Pcmlc2Min‐ILKWT  (Abb.  20),  pTetON‐

Pcmlc2Min‐ILKS343D  bzw.  pTetOFF‐Pcmlc2Min‐ILKS343D  und  pTetON‐Pcmlc2Min‐ILKR211C 

bzw. pTetOFF‐Pcmlc2Min‐ILKR211C. 
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Abb. 20: Vektorkarten der  induzierbaren Expressionsvektoren pTetON‐Pcmlc2Min‐ILKWT  (A) 
und pTetOFF‐Pcmlc2Min‐ILKWT  (B). Die hier als Beispiel dargestellten Vektoren sind Derivate 
der  induzierbaren  Genexpressionssysteme  pDEST‐TetON‐Pcmlc2Min  bzw.  pDEST‐TetOFF‐
Pcmlc2Min  (Abb.  19).  Die  Integration  der  Wildtyp‐ILK‐Variante  (ILKWT)  in  die  Destination‐
Vektoren  erfolgte mit Hilfe  der Gateway®‐Technologie  von  Invitrogen. Die  Zugabe  von Dox 
resultiert  im Falle von pTetON‐Pcmlc2Min‐ILKWT  in der herzspezifischen Expression der Wild‐
typ‐ILK und von GFP. Bei pTetOFF‐Pcmlc2Min‐ILKWT kommt es unter der Zugabe von Dox nicht 
zur  Expression. Bei Verwendung  von pTetON‐Pcmlc2Min‐ILKWT  findet unbehandelt  keine  Ex‐
pression statt, wohingegen bei pTetOFF‐Pcmlc2Min‐ILKWT ohne Zugabe von Dox die Expression 
erfolgt. 

 

Die generierten Konstrukte vereinen auf diese Weise die Eigenschaften der bis dahin 

einzeln vorliegenden Systeme von Clontech. Innerhalb eines Plasmids kann herzspezi‐

fisch und  induzierbar die  Expression des  jeweiligen  Transaktivatorproteins  gesteuert 

werden, welches dann ausschließlich  im Herzen die Expression der  ILK‐Varianten und 

von GFP ermöglicht. 

 

4.2.2 Generierung und  Identifizierung  transgener  Zebrafische mit herzspezifischer 

und induzierbarer ILK‐Überexpression 

 

Zur  Generierung  transgener  Zebrafische  wurden  die  induzierbaren  Tet‐Konstrukte 

(Abb.  20) mit den Restriktionsenzymen  SspI und DrdI  linearisiert  (Methoden Kapitel 

3.2.8).  Einerseits  erfolgte  dieser  Schritt,  um  für  die  Transgenese  unnötige  DNA‐

Abschnitte, wie den Replikationsursprung und das Resistenzgen, zu entfernen und an‐

dererseits, um die Integration der einzubringenden DNA zu erleichtern. Die eingesetzte 

Konzentration der linearisierten DNA betrug 25 ng/µl. 
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Die  genetisch manipulierten  Embryonen wurden  fluoreszenzmikroskopisch  vorunter‐

sucht und selektiert. Dabei wurden nur die Tiere zur Aufzucht verwendet, die kardial‐

spezifische  GFP‐Expression  aufwiesen.  Dazu  wurden  die mit  pTetON‐Pcmlc2Min‐ILK 

injizierten Embryonen mit 30 µg/ml Dox behandelt (Methoden 3.4.6). Das Dox wurde 

von 24‐72 hpf in das PTU‐versetzte E3‐Medium der Fische gegeben, denn beim TetON‐

System  findet  nur  unter  Zugabe  von Dox  die  Expression  der  ILK  und  von GFP  statt.  

Fische,  denen  pTetOFF‐Pcmlc2Min‐ILK  injiziert  wurde,  wurden  unbehandelt  unter‐

sucht, da bei diesem System die Expression nur ohne Doxycyclin stattfinden kann. Die 

Aufzucht erfolgte anschließend unter standardisierten Bedingungen in der Aquarienan‐

lage  (Methoden  3.4.1).  Durch  gezielte  Testverpaarungen  konnten  wie  beim  Tol2‐

System die Tiere identifiziert werden, bei denen die DNA erfolgreich in das Genom des 

Zebrafisches integriert wurde. In der nachfolgenden Tabelle (Tab. 4) sind alle während 

dieser Arbeit identifizierten Tet‐Zebrafischlinien aufgeführt: 

 

Tab.  4:  Auflistung  von  transgenen  induzierbaren  Tieren,  die  durch  gezielte  Test‐
verpaarung identifiziert wurden. 

Bezeichnung  Transgen‐Bezeichnung 

DK29  Tg[pTetON‐Pcmlc2Min‐ILKWT] 

DK30  Tg[pTetON‐Pcmlc2Min‐ILKWT] 

DK31  Tg[pTetON‐Pcmlc2Min‐ILKS343D] 

 

Transgene Zebrafischlinien mit induzierbarer ILK‐Überexpression 

Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnten zwei Tetracyclin‐Founder anhand der kardia‐

len GFP‐Expression  identifiziert werden. Dazu wurden  deren Nachkommen mit Dox 

induziert (Methoden Kapitel 3.4.6). Die identifizierten Founder überexprimieren kardi‐

alspezifisch die Wildtypform der  ILK  (Tab. 4 DK29 und DK30  (Tg[pTetON‐Pcmlc2Min‐

ILKWT]).  Weiterhin  konnte  auf  die  gleiche  Weise  der  Founder  DK31  (Tg[pTetON‐

Pcmlc2Min‐ILKS343D])  ermittelt  werden,  bei  dem  die  konstitutiv‐aktive  ILK‐Variante 

ILKS343D überexprimiert wird.  

Abbildung 21  zeigt exemplarisch Nachkommen des Founders DK30, die von 0‐72 hpf 

zum  einen mit Dox behandelt  (+Dox) wurden und  zum  anderen unbehandelt  (‐Dox) 

blieben. Fand keine Dox‐Behandlung  statt, war auch kein GFP nachweisbar. Wurden 
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die Zebrafischembryonen  jedoch mit 30 µg/ml Dox behandelt, konnte 72 hpf  in den 

Herzen GFP fluoreszenzmikroskopisch detektiert werden. Ab 72 hpf erfolgte ein Wech‐

sel der  Induktionsbedingungen  für die Genexpression. Embryonen, die bis 72 hpf mit 

Dox und von 72‐96 hpf nicht mehr mit Dox behandelt wurden (+Dox → ‐Dox), zeigten 

96 hpf weiterhin GFP‐Signale  in den Herzen. Umgekehrt zeigten die Tiere, denen erst 

ab 72 hpf Dox ins Medium zugegeben wurde (‐Dox → +Dox), 96 hpf noch keine kardi‐

alspezifische GFP‐Expression. Durch eine verlängerte Inkubationszeit konnte aber auch 

hier GFP kardialspezifisch detektierbar werden. Bei diesen Fischen konnte das Dox, im 

Gegensatz  zu  jüngeren  Embryonen,  vermutlich  nicht  so  leicht  in  das  Gewebe  des  

Fisches eindringen. Die stabil  integrierte DNA wird aber  in  jedem Fall von der Expres‐

sionsmaschinerie des Fisches abgelesen und der GFP‐Reporter kann gebildet werden.  

 

Abb. 21: Untersuchung der  induzierbaren 
und  kardialspezifischen  GFP‐Expression 
der  Nachkommen  von  DK30.  Fluores‐
zenzmikroskopische  Untersuchung  der 
embryonalen  Nachkommen  des  Founders 
DK30, bei denen nach  Induktion die Wild‐
typform  der  ILK  und  GFP  in  den  Zebra‐
fischherzen  exprimiert  wird.  Fische,  die 
von  0‐72  hpf  mit  Dox  (+Dox)  behandelt 
wurden,  zeigten  kardialspezifische  GFP‐
Signale.  Im  Gegensatz  dazu  wiesen  die 
Embryonen, die ohne Dox  (‐Dox) gehalten 
wurden,  kein GFP  auf.  Von  72‐96  hpf  er‐
folgte  ein  Wechsel  der  Induktionsbedin‐
gungen (senkrechter Pfeil). Bei Embryonen, 
die bis 72 hpf mit Dox behandelt wurden, 
erfolgte  von  72‐96  hpf  keine  Dox‐
Behandlung.  Sie  zeigten  weiterhin  GFP‐
Signale in den Herzen. Die bis 72 hpf unbe‐
handelten  Fische  wurden  wiederum  von 
72‐96  hpf mit Dox  behandelt. Diese  Tiere 
ließen  sich  bis  zu  diesem  Zeitpunkt  nicht 
mit Dox  induzieren. Allerdings konnte GFP 
nach sieben Tagen (7 d) in den nachträglich 
induzierten Fischen detektiert werden. 
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Die hier aufgeführten identifizierten stabilen transgenen Zebrafische weisen eine sehr 

einheitliche  und  ausschließlich  kardialspezifische  GFP‐Expression  auf.  Während  der 

Testverpaarungen  konnten  allerdings  noch weitere  Zebrafische  identifiziert werden, 

bei denen GFP  im Herzen detektierbar war.  Interessanterweise waren darunter auch 

Fische, bei denen die Nachkommen im Herzen eine Mosaikexpression des GFP zeigten. 

Dabei  handelte  es  sich  um  Tg[pTetOFF‐Pcmlc2Min‐ILKR211C]  und  Tg[pTetON‐

Pcmlc2Min‐ILKS343D] Fische. Diese Tiere wurden nicht weiterverwendet. Einige der ge‐

testeten Tiere starben allerdings auch aus unbekannten Gründen. Die Häufigkeit trans‐

gener induzierbarer Zebrafische ist offensichtlich relativ gering, da die klassische Integ‐

ration von DNA randomisiert und selten stattfindet. Von etwa 100 getesteten Fischen 

waren fünf transgene Zebrafische. Das heißt ca. fünf Prozent aller getesteten Tetracyc‐

lin‐Fische  konnten  als  stabile  Founder  identifiziert  werden,  was  den  vorliegenden 

Kenntnissen der Wissenschaft entspricht.  

 

4.2.3 Untersuchung der induzierbaren Tet‐Genexpressionssysteme 

 

Die Aktivität des cmlc2‐Minimalpromotors (Pcmlc2Min) wurde zum Teil bereits durch 

die  Injektion  von  pTRE‐ON‐Pcmlc2Min  und  pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min  in  Wildtyp‐

Zebrafischembryonen  erfolgreich überprüft  (Kapitel  3.2.1). Dort  konnte  gezeigt wer‐

den, dass Pcmlc2Min erfolgreich die Expression des Transaktivatorproteins nach der 

Induktion steuern kann, da GFP  in denen Herzen detektierbar war. Deshalb kann dar‐

auf  geschlossen werden,  dass  der  cmlc2‐Minimalpromotor  prinzipiell  funktionsfähig 

ist. Die induzierbaren Tetracyclin‐Systeme zeichnen sich allerdings durch das bidirekti‐

onal gesteuerte Element TREmod aus, welches nach Aktivierung durch ein Transaktiva‐

torprotein die bidirektionale Expression von AcGFP1 und der ILK steuert (Abb. 20). Um 

zu überprüfen, ob die Expression beider Komponenten  stattfinden kann, wurde eine 

Reportergenassay  entwickelt.  Mit  einem  zweiten  andersfarbigen  Reporter  wurde 

überprüft,  ob  neben  der  sichtbaren  GFP‐Reportergenexpression  auch  die  ILK‐

Expression stattfindet. Dazu wurden Konstrukte generiert, die statt der jeweiligen ILK‐

Variante  (ILKWT,  ILKS343D,  ILKR211C) das  rot‐fluoreszierende Reportergen TagRFP enthal‐

ten (pTetON‐Pcmlc2Min‐TagRFP; pTetOFF‐Pcmlc2Min‐TagRFP). Nach der Injektion von 
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pTetON‐Pcmlc2Min‐TagRFP  ins Ein‐Zell‐Stadium der Oocyten erfolgte die Behandlung 

mit 30 µg/ml Dox von 0‐72 hpf durch die Zugabe ins Medium der Tiere. In Abb. 22 wird 

ersichtlich, dass durch die Induktion mit Dox (+Dox) neben der herzspezifischen grün‐

fluoreszierenden  GFP‐Expression  auch  die  rot‐fluoreszierende  TagRFP‐Expression  in 

den  Herzen  der  Zebrafischembryonen  erreicht  wurde.  Fand  keine  Dox‐Behandlung 

statt,  war  fluoreszenzmikroskopisch  auch  keine  bzw.  eine  sehr  geringe  GFP‐  bzw. 

TagRFP‐Expression detektierbar.  Interessanterweise konnte bei den Zebrafischen mit 

der schwachen Hintergrundexpression (ohne Induktion) (leaky expression) durch Zuga‐

be von Dox eine stärkere Expression beider Reportergene beobachtet werden. Die bis 

72 hpf mit Dox behandelten Fische wiesen demgegenüber auch nach Wegnahme des 

Induktionssignals  für  die  Expression  weiterhin  sowohl  GFP‐,  als  auch  TagRFP‐

Expression auf. 

Unbehandelte pTetOFF‐Pcmlc2Min‐TagRFP‐injizierte Tiere wiesen die Expression bei‐

der  Reportergene  auf.  Wurden  diese  Fische  allerdings  mit  Dox  behandelt,  waren  

72  hpf  keine  bzw.  sehr  schwache GFP‐  oder  TagRFP‐Signale  sichtbar  (Abb.  22). Wie 

beim  oben  beschriebenen  ON‐System  waren  auch  die  pTetOFF‐Pcmlc2Min‐TagRFP‐

injizierten Zebrafische nach einem Wechsel der Expressionsbedingungen  induzierbar. 

Die 24 h von 72‐96 hpf waren ausreichend, um bei den bis dahin mit Dox behandelten 

Fischen  zumindest  die  TagRFP‐Expression  nachträglich  auszulösen.  Zu  diesem  Zeit‐

punkt waren keine GFP‐Signale zu verzeichnen. Bei den bis 72 hpf ohne Dox behandel‐

ten Tieren waren durch die nachträgliche Dox‐Behandlung weiterhin GFP und TagRFP 

sichtbar. Vermutlich liegt das auch hier an der Proteinstabilität oder weiter vorhande‐

nen Dox‐Konzentration im Zebrafischgewebe. Bei beiden Systemen kann indirekt durch 

die  Expression  von  TagRFP darauf  geschlossen werden, dass die Promotoren  in den 

generierten Konstrukten funktional sind. 
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Abb. 22: Überprüfung der  induzierbaren  ILK‐Expression mit Hilfe des Reportergens TagRFP. 
Durch die  Injektion von pTetON‐Pcmlc2Min‐TagRFP und Behandlung der Embryonen mit Dox 
von  0‐72  hpf wurde,  im Gegensatz  zu  den  Kontrollfischen,herzspezifisch  die  Expression  der 
Reporter GFP  und  TagRFP  erreicht. Unbehandelte  Zebrafische  zeigten  eine  sehr  geringe  bis 
keine  Reportergenexpression  (leaky  expression).  Nach  einem Wechsel  der  Induktionsbedin‐
gungen  für die Expression ab 72 hpf  (senkrechte Pfeile) erfolgte 96 hpf bei den nachträglich 
induzierten Fischen die GFP‐ und TagRFP‐Expression. Zebrafische, die bis 72 hpf induziert wur‐
den und Reportergensignale aufwiesen, zeigten auch unter den geänderten Bedingungen wei‐
terhin  GFP‐  und  TagRFP‐Expression.  Auch  die  pTetOFF‐Pcmlc2Min‐TagRFP‐injizierten  Fische 
zeigten nach dem  Induktionssignal  (‐Dox) die Reportergenexpression und unter  Zugabe  von 
Dox eine sehr schwache bis keine Expression. Auch die OFF‐Konstrukte wiesen durch die nach‐
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trägliche  Induktion der Expression  (+Dox →  ‐Dox) verstärkte TagRFP‐Signale auf, wobei auch 
die bereits bestehenden Reportergensignale trotz Mediumwechsel erhalten blieben. 

 

ILK‐Proteinstabilität 

Für das  induzierbare Tet‐System konnte gezeigt werden, dass die Promotoren der ge‐

nerierten Konstrukte funktional sind (Nachweis von GFP und TagRFP). An dieser Stelle 

sollte nun überprüft werden, ob das ILK‐Protein in den Kardiomyozyten stabil gebildet 

wird. Die Proteinstabilität sollte anhand eines zweiten Reportergens, TagRFP, validiert 

werden.  Dazu  wurde  das  Konstrukt  pTetON‐Pcmlc2Min‐NTagRFP‐ILKR211C  generiert, 

welches die ILKR211C mit dem am N‐Terminus fusionierten TagRFP enthält.  

pTetON‐Pcmlc2Min‐NTagRFP‐ILKR211C  wurde  in  befruchteten  Eizellen  injiziert.  Eine 

Hälfte der  injizierten Eier wurde mit Dox behandelt, die andere Hälfte blieb unbehan‐

delt.  Im Gegensatz zu den unbehandelten Embryonen  (‐Dox) zeigten die mit Dox be‐

handelten  (+Dox)  Zebrafische  deutliche  GFP‐  und  TagRFP‐Signale  in  den  Herzen  

(Abb. 23). In wenigen Fällen war jedoch eine sehr schwache Expression beider Repor‐

ter detektierbar (leaky expression). Die kardialspezifische Detektion beider Reporter in 

pTetOFF‐Pcmlc2Min‐NTagRFP‐ILKR211C‐injizierte  Zebrafische,  war  ohne  Dox‐Zugabe 

möglich  (Abb. 23). Erfolgte  jedoch die Dox‐Zugabe  ins E3‐Medium der Tiere, erfolgte 

auch  keine  Reportergenexpression.  Diese  Untersuchungen  zeigen,  dass  sowohl  das 

ON‐ wie auch das OFF‐System in der Lage sind ein stabiles ILK‐Protein zu bilden. 
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Abb. 25: Überprüfung der ILK‐Proteinstabilität nach Injektion der induzierbaren Konstrukte. 
Die mit pTetON‐Pcmlc2Min‐NTagRFP‐ILKR211C‐injizierten Embryonen zeigten ohne das  Indukti‐
onssignal Dox (‐Dox) ein sehr schwaches bis kein GFP und TagRFP  in den Herzen. Demgegen‐
über wiesen die mit Dox  (+Dox) behandelten Fische beide Reportergensignale auf. pTetOFF‐
Pcmlc2Min‐NTagRFP‐ILKR211C‐injizierte Embryonen zeigten im Vergleich zum ON‐System unter ‐
Dox‐Bedingungen  eine  deutliche  GFP‐  und  TagRFP‐Expression  und  im  Falle  von  +Dox‐
behandelten Fischen keine Signale. 

 

4.3 Das  induzierbare  Tet+Tol2‐System  als  genetischer  Ansatz  zur  

Charakterisierung der in vivo Funktion der Integrin‐linked Kinase 

 

4.3.1 Konstruktion von Tet+Tol2‐Expressionssystemen und Generierung transgener 

Tet+Tol2‐Zebrafischlinien 

 

Um  die  Vorteile  von  beiden  bisher  verfolgten  Strategien  zu  vereinen,  erfolgte  eine 

Kombination  beider  Transgenesesysteme. Dazu wurden weitere  Klonierungsarbeiten 

vorgenommen,  die  die  Fusion  von  Komponenten  der  induzierbaren  und  konstitutiv‐

aktiven Genexpressionssysteme umfassten. Auch hierbei wurde das MultiSite Gateway 

3‐Fragment  Systems  von  Invitrogen  (Methoden  Kapitel  3.2.11)  verwendet.  Zunächst 

wurden 5´‐ und 3´‐Entry Vektoren generiert, die die Komponenten des  induzierbaren 

Tetracyclin‐Systems  enthalten  (Abb.  20).  Die  Komponenten  wurden  mittels  PCR  

(Methoden Kapitel 3.2.2) aus dem Konstrukt pTetON‐Pcmlc2Min‐ILKWT amplifiziert. 

Der generierte 5´‐Entry besteht aus den Rekombinationsstellen attL4 und attR1, dem 

Tet response element (TREmod) mit den flankierenden CMV‐Minimalpromotoren, dem 
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AcGFP1‐Gen  und  der  dazugehörigen  SV40  PA‐Sequenz  (nachfolgend  als  pDONR‐p4‐

p1R‐5´Tet (Abb. 24 A) bezeichnet). 

Der  generierte  3´‐Entry  hingegen  enthält  neben  den  attR2‐  und  attL3‐

Rekombinationsstellen den cmlc2‐Minimalpromotor (Pcmlc2Min), die Sequenz für das 

Transaktivatorprotein rtTA und die dazugehörige terminale SV40‐Sequenz. Des Weite‐

ren enthält dieser Entry eine  zusätzliche SV40 PA‐Box, die als  terminale Sequenz  für 

den  „middle‐Entry“  dienen  soll.  Obwohl  in  dieser  Arbeit  das  TetON‐  und  TetOFF‐

System genutzt wurde, wurde hier ausschließlich der 3´‐Entry pDONR‐p2R‐p3‐3´TetON 

(Abb. 24 B) generiert, der das Transaktivatorprotein rtTA des TetON‐Systems enthält.  

 

 

Abb.  24  Vektorkarten  der  Entry´s  für  die  Generierung  der  induzierbaren  Tet+Tol2‐
Genexpressionssysteme. Der 5´‐Entry pDONR‐p4‐p1R‐5´Tet  (A)  trägt die Komponenten  TRE‐
mod, AcGFP und SV40 PA aus dem  induzierbaren Genexpressionssystem pTetON‐Pcmlc2Min‐
ILKWT,  flankiert von den Rekombinationsstellen attR1 und attL4. Der 3´‐Entry pDONR‐p2R‐p3‐
3´TetON (B) enthält zwei SV40 PA Sequenzen, den Minimalpromotor Pcmlc2Min und das Tran‐
saktivatorprotein  rtTA aus dem TetON‐System. Beide Vektoren werden gemeinsam mit dem 
ILK‐Varianten  enthaltenden  „middle‐Entry“  und  dem  Destination‐Vektor  Tol2pA2  bei  einer 
MultiSite Gateway  3‐Fragment Rekombinationsreaktion  eingesetzt. Auf  diese Weise  können 
induzierbare Tet+Tol2‐Genexpressionssysteme generiert werden. 

 

Zur  Generierung  von  Tet+Tol2‐Konstrukten  wurde  erneut  die  MultiSite  Gateway  

3‐Fragment Rekombinationsreaktion verwendet. Die generierten Expressionsvektoren 

enthalten nun die induzierbaren Elemente des Tetracyclin‐Systems in Kombination mit 

den Elementen des Tol2‐Systems. Hierbei wurde Tol2pA2 als Destination‐Vektor ver‐

wendet.  Im Gegensatz  zu Tol2CG2 enthält Tol2pA2 kein cmlc2‐gesteuertes GFP‐Gen. 

Bei der Rekombinationsreaktion wurden außerdem pDONR‐p4‐p1R‐5´Tet, pDONR‐p2R‐

p3‐3´TetON  und  der  ILK  enthaltende  „middle‐Entry“  eingesetzt.  Auf  diese  Weise  
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wurden  folgende Konstrukte generiert, von denen das  letztgenannte  in Abbildung 25 

exemplarisch dargestellt  ist: Tol2pA2‐ON‐ILKWT, Tol2pA2‐ON‐ILKS343D und Tol2pA2‐ON‐

ILKR211C. Die generierten Konstrukte ermöglichen nun eine effiziente Transgeneserate 

und gleichzeitig die gezielte Induktion der Genexpression.  

 

 
Abb.  25:  Vektorkarte  des  induzierbaren  Expressions‐systems  Tol2pA2‐ON‐ILKR211C.  Bei  den 
Konstrukten handelt es  sich um eine  Fusion des  induzierbaren Tetracyclin‐Systems mit dem 
Tol2‐System, das sich durch eine sehr hohe Transgeneserate auszeichnet. Die generierten Kon‐
strukte  enthalten  folgende  für  die  Induktion  der Genexpression  notwendige  Komponenten: 
den kardialspezifisch exprimierenden cmlc2‐Minimalpromotor (Pcmlc2Min), der das Transakti‐
vatorprotein rtTA (aus dem TetON‐System) unter Zugabe von Dox steuert. Die hinter rtTA  lie‐
gende SV40 PA Sequenz dient als Terminator. Weiterhin befinden sich  in diesem System die 
Sequenzen  für das Tet response element, das von zwei CMV‐Promotoren  flankiert wird  (TRE‐
mod), das Reportergen AcGFP1 und eine weitere SV40 PA Box. Neben den ILK‐Varianten ent‐
hält Tol2pA2‐ON‐ILKR211C die Komponenten des Tol2pA2‐Destination‐Vektors. Auf diese Weise 
kann mit Hilfe von nur einem zu injizierendem Konstrukt die effiziente Transposition der DNA 
ins Zebrafischgenom und gleichzeitig die  Induktion der Genexpression zu einem bestimmten 
Zeitpunkt erfolgen. Unter Zugabe von Dox  findet die Expression des Transaktivatorproteines 
im Herzen  der  Tiere  statt. Dadurch wird  die  bidirektionale  Expression  der  ILK  und  von GFP  
erreicht. 

 

Zur Generierung  transgener  Zebrafische wurden die oben beschriebenen Konstrukte 

gemeinsam mit Transposase RNA in befruchtete Oozyten injiziert. Die injizierten Fische 

wurden wie bereits beschrieben hinsichtlich kardialspezifischer GFP‐Signale selektiert 

und  unter  standardisierten  Bedingungen  aufgezogen. Nach  gezielten  Testverpaarun‐

gen konnten bislang fünf transgene Zebrafischlinien identifiziert werden. Bei vier Linien 

wurden  Tol2pA2‐ON‐ILKWT  Konstrukte  eingebracht,  wobei  die  embryonalen  Nach‐
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kommen  von DK34  (Tg[Tol2pA2‐ON‐ILKWT])  in Abbildung 26  als Beispiel  gezeigt wer‐

den. Weiterhin konnte ein Founder identifiziert werden, bei dem die Kinase‐defiziente, 

aber  β‐Parvin‐bindungsfähige  Form  der  ILK  überexprimiert  wird  (Tab.  5:  DK32 

(Tg[Tol2pA2‐ON‐ILKR211C]). Die erzielte Transgeneserate war vergleichbar mit dem kon‐

stitutiv‐aktivem Tol2‐System. Es konnten von etwa 15 getesteten Fischen etwa 40 bis 

50 Prozent als Founder identifiziert werden. In der nachfolgenden Tabelle (Tab. 5) sind 

alle während dieser Arbeit identifizierten Zebrafischlinien aufgeführt: 

 

Tab. 5: Auflistung an transgenen Tet+Tol2‐Founder, die durch gezielte Testverpaarung 
identifiziert wurden. 

Bezeichnung  Bezeichnung 

DK32  Tg[Tol2pA2‐ON‐ILKR211C] 

DK33  Tg[Tol2pA2‐ON‐ILKWT] 

DK34  Tg[Tol2pA2‐ON‐ILKWT] 

DK35  Tg[Tol2pA2‐ON‐ILKWT] 

DK36  Tg[Tol2pA2‐ON‐ILKWT] 

 

Wie  beim  TetON‐System  konnten  auch  hier  die Nachkommen  der  Founder mit Dox 

induziert werden. Die  Induktion der Expression erfolgte durch Zugabe von 30 µg/ml 

Dox  in das PTU‐versetzte E3‐Medium der Tiere (Methoden Kapitel 3.4.6). Bei den un‐

behandelten  Fischen  handelt  es  sich  um  Zebrafische,  die  in  E3‐Medium mit  1x  PTU 

gehalten wurden. Bei allen Versuchsanordnungen wurde das Medium täglich erneuert. 

Es  konnte  gezeigt  werden,  dass  die  Dox‐Behandlung  (+Dox)  der  Nachkommen  von 

DK34 von 0‐72 hpf GFP‐Signale ausschließlich  in den Herzen erzeugt, wohingegen der 

Entzug von Dox  (‐Dox) die GFP‐Expression unterbindet  (Abbildung 26). Ab 72 hpf er‐

folgte ein Wechsel der Bedingungen für die Expressionsinduktion. Bis dahin unbehan‐

delte Tiere wurden nun von 72‐96 hpf mit Dox behandelt (‐Dox → +Dox). Umgekehrt 

wurden Fische, die von 0‐72 hpf mit Dox behandelt wurden, von 72‐96 hpf ohne Dox 

weitergehalten (+Dox → ‐Dox). Es zeigte sich, dass die ab 72 hpf mit Dox behandelten 

Zebrafische  innerhalb dieser 24 h GFP‐Signale  in den Herzen entwickelten. Die GFP‐

Expression  ist vermutlich deshalb  relativ  schwach, weil das Dox  zu diesem Zeitpunkt 

nicht so leicht in das Gewebe des Fisches diffundieren kann. Zebrafischembryonen, die 
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von 0‐72 hpf mit Dox induziert wurden, zeigten auch nach dem Entzug des Induktions‐

signals weiterhin GFP  in den Herzen. Vermutlich  liegt das  an der bestehenden Dox‐

Konzentration im Zebrafischgewebe und/oder der GFP‐Stabilität. 

Diese Arbeit demonstriert demnach erfolgreich, dass dieses modifizierte Transgenese‐

System  ebenso  wie  das  Tol2‐System  eine  sehr  effiziente  DNA‐Integrationsrate  auf‐

weist. Der Vorteil des Tet+Tol2‐Systems besteht allerdings in der Kombination des kon‐

stitutiv‐aktiven Tol2‐Systems mit dem  induzierbaren Tetracyclin‐System. Denn neben 

der hohen Transgeneserate konnte anhand der Nachkommen der stabilen transgenen 

Tet+Tol2‐Founder erfolgreich die Induzierbarkeit der Konstrukte belegt werden. Durch 

die  Kombination  beider  Expressionssysteme  können  effizient  transgene  Zebrafische 

generiert werden, die durch die Zugabe von Dox zu einem bestimmten Zeitpunkt indu‐

zierbar sind. Dadurch kann auch in einem adulten Fisch die Expression eines bestimm‐

ten Gens angeschaltet und untersucht werden. 

 

Abb.  26: Untersuchung  der  induzierbaren 
und  kardialspezifischen  GFP‐Expression 
der Nachkommen von DK34. Die Untersu‐
chung  der  Embryonen  des  identifizierten 
Founders  DK34  (Tg[Tol2pA2‐ON‐ILKWT]) 
erfolgte  fluoreszenzmikroskopisch.  Bei 
DK34 wird neben GFP die Wildtypform der 
ILK  kardialspezifisch  überexprimiert.  Nach 
der  Induktion mit Dox  (+Dox) von 0‐72 hpf 
konnte  in den Herzen der Tiere GFP detek‐
tiert  werden,  wohingegen  unbehandelte 
Fische (‐Dox) keine GFP‐Expression zeigten. 
Von 72‐96 hpf wurden die bis 72 hpf unbe‐
handelten Tiere mit Dox induziert. Dadurch 
konnte  in den Herzen der Zebrafische GFP 
detektiert werden.  Tiere  die  von  0‐72  hpf 
mit  Dox  behandelt  wurden,  zeigten  auch 
nach  Umkehrung  der  Induktionsbedingun‐
gen weiterhin GFP. 
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4.3.2 Untersuchung der induzierbaren Tet+Tol2‐Genexpressionssysteme 

 

Die Tol2pA2‐ON‐ILK‐Konstrukte wurden  in befruchtete Zebrafischoozyten  injiziert, um 

die  Funktionalität  des  Transaktivatorprotein‐steuernden  cmlc2‐Minimalpromotors 

(Pcmlc2Min)  (Abb. 25)  zu überprüfen. Auch hier erfolgte die Zugabe von Dox  (+Dox) 

von 0‐72 hpf. Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung ergab, dass bei mit Dox be‐

handelten Fischen 72 hpf kardialspezifisch GFP‐Signale detektierbar waren  (Abb. 27). 

Embryonen, die nicht mit Dox behandelt wurden, exprimierten auch kein GFP. Die bis 

dahin  unbehandelten  Zebrafische wurden  nach  der  Auswertung  72‐96  hpf mit  Dox 

behandelt.  Es  zeigte  sich,  dass  24  h  Inkubationszeit  ausreichten,  um  die  GFP‐

Expression in den Herzen der Zebrafische zu induzieren (Abb. 27). Weiterhin wurde bei 

den Tieren, die von 0‐72 hpf mit Dox behandelt wurden und herzspezifisch GFP expri‐

mierten, nun das Dox aus dem Medium entfernt. Es zeigte sich, dass trotz des fehlen‐

den Signals für die Genexpression, GFP weiterhin sichtbar war. 

 

Abb.  27:  Evaluation  der  Funktionalität 
der  induzierbaren  Tet+Tol2‐Konstrukte. 
Die  herz‐spezifische  GFP‐Expression 
Tol2pA2‐ON‐ILKWT‐injizierter  Zebrafisch‐
embryonen konnte 72 hpf nach Induktion 
mit Dox  (+Dox)  fluoreszenzmikroskopisch 
detektiert werden. Embryonen, die bis 72 
hpf  nicht mit Dox  (‐Dox)  behandelt wur‐
den, wiesen  keine GFP‐Signale auf. Aller‐
dings konnte durch die Induktion mit Dox 
von 72‐96 hpf die GFP‐Expression erzeugt 
werden.  Dagegen  konnte  durch  einen 
Wechsel  der  Induktionsbedingungen  von 
+Dox →  ‐Dox  keine  sichtbare  Änderung 
der GFP‐Expression beobachtet werden. 
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Evaluation  der  ILK‐Expression  mit  Hilfe  von  TagRFP  bei  den  induzierbaren  

Tet+Tol2‐Konstrukten 

Anhand einer weiteren Untersuchung wurde geprüft, ob die bidirektionale Expression 

von GFP und  ILK  in den  induzierbaren Tet+Tol2‐Konstrukten  stattfindet. Dazu wurde 

anstelle der  ILK‐Varianten TagRFP  in die Konstrukte kloniert  (als Tol2pA2‐ON‐TagRFP 

bezeichnet) und  in befruchtete Zebrafischoozyten  injiziert. Eine Hälfte der  injizierten 

Fische  wurde  mit  30  µg/ml  Dox  behandelt,  die  andere  Hälfte  blieb  unbehandelt  

(1x  PTU‐versetztes  E3‐Medium). Die mit Dox  (+Dox)  induzierten  Zebrafische  zeigten 

kardialspezifisch GFP‐ als auch TagRFP‐Expression bei 72 hpf (Abb. 28). Allerdings wa‐

ren auch schwache Reportergensignale bei unbehandelten Fischen detektierbar. Wer‐

den diese bis 72 hpf unbehandelten Fische von 72‐96 hpf mit Dox nachträglich  indu‐

ziert,  konnten  verstärkte  GFP‐  und  TagRFP‐Signale  beobachtet  werden.  Auch  hier 

wiesen die von 0‐72 hpf mit Dox behandelten und von 72‐96 hpf unbehandelten Fische 

weiterhin GFP und TagRFP auf. 

 

 

Abb. 28: Überprüfung der  ILK‐Expression mit Hilfe des Reportergens TagRFP bei den  indu‐
zierbaren  Tet+Tol2‐Konstrukten.  Die  Zugabe  von  Dox  (+Dox)  verursachte  in  den  Herzen 
Tol2pA2‐ON‐TagRFP‐injizierter Zebrafische 72 hpf die Expression von GFP und TagRFP. Ohne 
Induktionssignal fand eine sehr geringe bis keine Expression von GFP und TagRFP statt. Wur‐
den die bis dahin unbehandelten Embryonen mit Dox induziert, kam es zur verstärkten Expres‐
sion der Reportergene. Nach einem Wechsel von +Dox → ‐Dox waren weiterhin beide Repor‐
tergene detektierbar. 
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Untersuchung der Proteinstabilität 

Die  induzierbaren Tet+Tol2‐Genexpressionssysteme wurden ebenfalls hinsichtlich der 

ILK‐Proteinstabilität überprüft. Dazu wurde die ILK‐Variante R211C am N‐Terminus mit 

TagRFP  fusioniert. Das generierte Konstrukt Tol2pA2‐ON‐N‐TagRFP‐ILKR211C wurde an‐

schließend  durch Mikroinjektion  in  befruchtete Oozyten  eingebracht. Die  injizierten 

Fische wurden mit  30  µg/ml  Dox  behandelt, wobei  ein  Teil  der  Tiere  unbehandelt 

blieb. Durch die Induktion mit Dox (+Dox) von 0‐72 hpf konnte bei den Tol2pA2‐ON‐N‐

TagRFP‐ILKR211C‐injizierten Zebrafischembryonen die Expression von GFP und TagRFP in 

den Herzen  fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen werden  (Abb. 29). Die unbehan‐

delten  injizierten Zebrafische hingegen zeigten keine Reportergenexpression. Wurden 

die bis 72 hpf unbehandelten Tiere  jedoch von 72‐120 hpf mit Dox  induziert, war die 

Expression von GFP und TagRFP sehr deutlich detektierbar. Wie bei den anderen wäh‐

rend dieser Arbeit ausgeführten Versuchen waren auch  in diesem Fall nach dem Ent‐

zug des Dox aus dem Medium weiterhin beide Reportersignale bei 120 hpf  sichtbar. 

Dieses  Genexpressionssystem  ist  also  induzierbar,  weist  verbesserte  Transgenese‐

Eigenschaften auf und es kann ein stabiles ILK‐Protein gebildet werden. 
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Abb.  29: Überprüfung  der  ILK‐Proteinstabilität  nach  Injektion  der  induzierbaren  Tet+Tol2‐
Konstrukte.  Tol2pA2‐ON‐N‐TagRFP‐ILKR211C‐injizierte  Zebrafische  ließen  sich mit  Dox  (+Dox) 
induzieren, wobei die  Inkubation mit Dox von 0‐72 hpf stattfand. Unbehandelte Tiere  (‐Dox) 
zeigten  im Gegenzug  keine  kardiale GFP‐  und  TagRFP‐Expression. Nach  einem Wechsel  der 
Induktionsbedingungen (senkrechter Pfeil) konnten bei den bis 72 hpf unbehandelten Fischen 
GFP‐ und TagRFP‐Signale 120 hpf (‐Dox → +Dox) detektiert werden. Embryonen, die durch das 
Induktionssignal bedingt die Reporterexpression aufwiesen,  zeigten auch nach dem Wechsel 
120 hpf (+Dox → ‐Dox) weiterhin GFP und TagRFP in den Herzen. 

 

4.4 Phänotypische Untersuchung der stabilen transgenen Zebrafische 

 

In dieser Arbeit wurden das Tol2‐System, das Tet‐System und eine Kombination aus 

beiden Genexpressionssystemen, das Tet+Tol2‐System, entwickelt, um transgene Zeb‐

rafische mit kardialspezifischer  ILK‐Überexpression zu generieren. Die hier entstande‐

nen  transgenen  Zebrafische  stellen  einen hervorragenden  genetischen Ansatz  zur  in 

vivo‐Charakterisierung der ILK‐Funktion dar. Mit Hilfe der entwickelten und etablierten 

Systeme können zukünftig offene Fragestellungen zum  ILK‐Signalweg geklärt werden. 

Im Rahmen dieser Arbeit bleibt festzustellen, dass die generierten transgenen Zebrafi‐

sche  mit  der  Überexpression  der  verschiedenen  ILK‐Formen  überlebensfähig  sind.  

Weiterführende Untersuchungen  sollten  in  Zukunft  klären  können, welchen  Einfluss 

die mutierten, humanen  ILK‐Varianten  im kardialen Dehnungssensor des Zebrafisches 

haben. 
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4.5 Pharmakologische  Ansätze  zur  Charakterisierung  der  in  vivo  

Funktion der Integrin‐linked Kinase 

 

Mit Hilfe der Zebrafischmutante main squeeze (msq) konnte eine entscheidende Funk‐

tion der Integrin‐linked Kinase als Komponente des kardialen Dehnungssensors in vivo 

belegt werden (Bendig et al., 2006). Die msq‐Mutation L308P verursacht eine gestörte 

Kinaseaktivität  und  Bindungsfähigkeit  zu  β‐Parvin  (Affixin).  Phänotypisch weisen  ho‐

mozygot mutante msq‐Fische  (msq‐/‐)  eine  eingeschränkte  Kontraktilität  von  Atrium 

und Ventrikel auf. Auf molekularer Ebene wurden  in msq‐/‐ Fischen eine verminderte 

anf‐  und  vegf‐Expression  sowie  PKB‐Phosphorylierung  beobachtet.  Die  PKB  ist  eine 

downstream gelegene Komponente des  ILK‐Signalweges. Die Überexpression der PKB 

führt zu einem rescue des msq‐Phänotyps.  

In  dieser Arbeit wurden  deshalb  small molecules  identifiziert,  die möglicherweise  in 

den  ILK‐Signalweg eingreifen  können, und  an msq‐/‐‐Embryonen  getestet  (Methoden 

Kapitel 3.4.7). Dadurch sollte überprüft werden, ob durch die Zugabe dieser Substan‐

zen der Kontraktilitätsdefekt behoben werden kann. Weiterhin wurde deren Fähigkeit 

untersucht, die ILK‐Singaltransduktion und die PKB‐Phosphorylierung zu fördern.  

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Liste potenzieller Substanzen erstellt werden, die 

vermutlich  die  PKB‐Phosphorylierung  und  damit  den  ILK‐Signalweg  fördern.  Sie  um‐

fasst PKB Aktivatoren (Tab. 6) und Phosphatase Inhibitoren (Tab. 7). Phosphatase Inhi‐

bitoren wurden  deshalb  verwendet, weil  PKB  durch  Dephosphorylierung  inaktiviert 

wird. Die Dephosphorylierung wird durch die Protein‐Phosphatasen PP1 und PP2A be‐

wirkt. Werden die Phosphatasen  inhibiert, findet wahrscheinlich auch keine  Inaktivie‐

rung der PKB statt. Wird die PKB‐Dephosphorylierung verhindert, kann möglicherweise 

auch die ansonsten in msq‐/‐ vorliegende verminderte anf‐ und vegf‐Expression wieder 

gesteigert werden. Auf diese Weise soll der Kontraktilitätsdefekt der msq‐/‐‐Embryonen 

behoben werden. 
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Tab. 6: Auflistung der PKB Aktivatoren, die vermutlich die PKB‐Phosphorylierung und 
damit den ILK‐Signalweg fördern. 

PKB Aktivator  Effekt 

THC  
(Delta 9‐
Tetrahydrocannabinol) 

Verstärkte  Phosphorylierung  von  PKB  an  T308  and  S473 
durch  Aktivierung  der  Cannabinoid‐Rezeptoren/Stimulation 
des PI3K/PKB Signalweges (Sánchz et al., 2003) 

MET  
(R‐(+)‐Methanandamide) 

Verstärkte  Phosphorylierung  von  PKB  an  T308  and  S473 
durch  Aktivierung  der  Cannabinoid‐Rezeptoren/Stimulation 
des PI3K/PKB Signalweges (Sánchez et al., 2003) 

Ro 31‐8220 
(Bisindolylmaleimide IX; 
PKC Inhibitor) 

Phosphorylierung  von  Akt/PKB  an  S473  and  verstärkte ILK 
Aktivität (in A549 and HEK293 Zellen) (Wen et al., 2002) 

Bisindolylmaleimide VIII  
(PKC Inhibitor) 

Phosphorylierung  von  Akt/PKB  an  S473  and  verstärkte  ILK 
Aktivität (in A549 and HEK293 Zellen) (Wen et al., 2002) 

LY 379196 (PKC Inhibitor) 
Phosphorylierung  von  Akt/PKB  an  S473  and  verstärkte  ILK 
Aktivität (in A549 and HEK293 Zellen) (Wen et al., 2002) 

Insulin 
PKB Aktivierung durch verstärkte PI3K‐abhängige Interaktion 
zwischen PKCδ, PDK1 and PKB (Vienegra et al., 2005) 

Wachstumsfaktoren  
(VEGF, Insulin and Insu‐
lin‐like growth factor) 

PKB Aktivierung (Viniegra et al., 2005) 

Cisplatin (DNA‐damaging  
antitumor agent) 

Aktivierung der PKB in EGFR and Src abhängiger Weise in 
verschiedenen Krebs Zelllinien durch Phosphorylierung an 
T308; Aktivierung der p38 MAPK (Winograd‐Katz and Levitz‐
ki, 2006) 

IL‐4 (Interleukine‐4) 
Aktivierung der PKB und Förderung des Zellüberlebens durch
Inhibierung der Apoptose (Scheid and Duronio, 1998) 

IL‐3 (Interleukine‐3)  Aktivierung der PKB (Scheid and Duronio, 1998) 

GM‐CSF (granulo‐
cyte/macrophage colony‐
stimulating factor) 

Aktivierung der PKB (Scheid and Duronio, 1998 bzw. G‐CSF 
von Dong and Larner, 2000) 

SCF (Stammzellfaktor)  Aktivierung der PKB (Scheid and Duronio, 1998) 

4‐OHT (4‐
hydroxytamoxifen) 

Direkte und spezifische Aktivierung von PKBα in Ba/F3 Zellen 
(van Gorp et al., 2006) 
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Tab.  7:  Auflistung  der  Phosphatase  Inhibitoren,  die  vermutlich  die  PKB‐
Phosphorylierung und damit den ILK‐Signalweg fördern. 
Phosphatase Inhibitor  Effekt 

Calyculin A 
Serine/Threonine Phosphatase  Inhibitor; weist stärkere Wir‐
kung auf als Okadasäure;  inhibiert die Aktivität von PP1 und 
PP2A (Dawson and Holmes, 1999) 

Okadasäure 
Inhibiert die Aktivität  von PP1 und PP2A  (Dawson and Hol‐
mes, 1999) 

Microcystin 
Inhibiert die Aktivität  von PP1 und PP2A  (Dawson and Hol‐
mes, 1999) 

Cyclosporin A  Inhibiert die Aktivität von PP2 (Dawson and Holmes, 1999 

FK506 
Ca2+/Calmodulin  abhängiger  Phosphatase‐Inhibitor(Wen  et 
al., 2002) 

 

4.5.1 Untersuchung von small molecules‐behandelten msq‐/‐‐Embryonen 

 

Die  small  molecules  THC,  Calyculin  A,  Cyclosporin  A  und  Okadasäure  wurden  im  

Rahmen dieser Arbeit weiterführend untersucht. Die Substanzen wurden an homozy‐

got mutanten msq‐Embryonen (msq‐/‐‐Embryonen) getestet (Methoden Kapitel 3.4.7), 

die  sich  durch  einen  Kontraktilitätsdefekt  auszeichnen.  Dazu wurde  eine  Hälfte  der 

Zebrafischeier mit einer Chemikalie behandelt, die andere Hälfte blieb unbehandelt. 

Die  unbehandelten  Fische  dienten  als  Kontrolle, wobei  sich  deren Medium  aus  E3‐

Medium, 1x PTU und der entsprechenden Trägersubstanz DMSO bzw. Methanol  zu‐

sammensetzte. Die  jeweilige  Substanz wurde  in  E3‐Medium  gelöst,  das  neben  dem  

1x PTU die entsprechende Trägersubstanz für die Chemikalie enthielt (1 % DMSO oder 

1 % Methanol)  (Methoden 3.4.7). Die Auswertung der Embryonen erfolgte mit Hilfe 

einer  Dokumentationsanlage  unter  einem Mikroskop  (Methoden  Kapitel  3.4.3).  Die 

gefilmten Tiere wurden genotypisiert (Methoden Kapitel 3.2.1‐2) und anhand der an‐

gefertigten  Filme  erfolgte  die  Beurteilung  der  Kontraktionsfähigkeit  der  Ventrikel 

durch  das  Fractional  Shortening  (Methoden  Kapitel  3.4.4). Neben  der Messung  des 

ventrikulären Fractional Shortening wurden zum Teil Western Blot Analysen  (Metho‐

den Kapitel 3.3.1‐4) durchgeführt. Vor der Proteinextraktion für die Western Blot Ana‐

lysen wurden die zu untersuchenden Embryonen mikroskopisch ausgewertet und ka‐

tegorisiert.  Die  Kategorisierung  erfolgte  danach,  ob  die  Fische  hinsichtlich  ihrer 

Morphologie  und  ihrer  Kontraktionsfähigkeit  einen  rescue  aufwiesen. Mit  Hilfe  der 
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Western Blot Analyse konnte die Phosphorylierung der PKB  in den behandelten Emb‐

ryonen im Vergleich zu den unbehandelten Fischen beurteilt werden. Auf diese Weise 

konnte auch auf molekularer Ebene der Effekt der zu untersuchenden Chemikalie be‐

wertet werden.  

 

Delta 9‐Tetrahydrocannabinol (THC) 

Es  ist bekannt, dass sowohl THC als auch R‐(+)‐Methanandamid (MET) die Phosphory‐

lierung  der  PKB  verstärken  können  (Sánchez  et  al.,  2003). Deshalb wurde  in  einem  

Assay die Wirkung von THC auf msq‐/‐‐Embryonen hinsichtlich der Kontraktion des Her‐

zens untersucht. Die Inkubation mit 1µM THC erfolgte von 0‐96 hpf, wobei das Medi‐

um  (E3‐Medium,  1x  PTU  und  1 % Methanol)  der  Fische  täglich  gewechselt wurde. 

Gleichzeitig dienten Zebrafische als Kontrolle, die sich  in E3‐Medium mit 1x PTU und  

1 % Methanol befanden. Die Auswertung fand bei 96 hpf statt, indem das ventrikuläre 

Fractional Shortening der gefilmten Fische ermittelt wurde.  

Die  Kontraktionskraft  unbehandelter  Zebrafische  (Kontrolle),  die  einen  Wildtyp‐

Genotyp (WT) hatten, betrug 43 %. Demgegenüber wiesen unbehandelte Zebrafische 

mit einem homozygot mutanten msq‐Genotyp (msq‐/‐) durch das ventrikuläre Fractio‐

nal  Shortening  eine  geringere  Kontraktionskraft  von  6,4 %  auf. Mit  THC  behandelte 

Zebrafische mit  einem Wildtyp‐Genotyp  zeigten wie  die  unbehandelten  Fische  eine  

45 %‐ige Kontraktionskraft (Abb. 30), das heißt, dass die Substanz THC keinen negati‐

ven  Effekt  auf  das Herz‐Kreislauf‐System  der  Zebrafische  hat. Wurden  die  Tiere mit 

THC behandelt, wiesen msq‐/‐‐Embryonen hingegen eine ähnlich verminderte Kontrak‐

tionskraft auf wie unbehandelte Fische (4,4 %). Demzufolge handelt es sich bei THC um 

eine  Substanz,  die  die  Kontraktionsfähigkeit  von msq‐/‐‐Embryonen  nicht  verbessern 

kann. Möglicherweise beeinflusst THC in msq nicht die Aktivierung der PKB und damit 

den  ILK‐Signalweg, weshalb auch kein Effekt auf die Kontraktionskraft ausgeübt wer‐

den kann. 
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Abb. 30: THC kann  in homozygot mutanten msq‐Embryonen den Kontraktilitätsdefekt nicht 
beheben. Ventrikuläres Fractional Shortening (FS) von msq ‐/‐‐Embryonen im Vergleich zu Wild‐
typ  (WT) Zebrafischen. Gegenüber den unbehandelten Embryonen war bei den von 0‐96 hpf 
mit 1 µM THC behandelten Fischen kein Effekt auf die Kontraktion messbar. THC hat keinen 
Einfluss auf die Kontraktionsfähigkeit von Zebrafischherzen. 

 

Okadasäure 

Okadasäure  ist  eine  Fettsäure  und  inhibiert  die  Phosphatase‐Aktivität  von  PP1  und 

PP2A. Okadasäure wurde  in den 1980er Jahren erstmals als Ursache für die diarrheti‐

sche Muschelvergiftung in Menschen identifiziert. Dabei wird das Toxin von Dinoflagel‐

laten produziert, die sich  in den Muscheln befinden (Dawson and Holmes, 1999). Um 

den Effekt von Okadasäure an msq‐/‐‐Embryonen zu untersuchen, wurde die Substanz 

bei einer Konzentration von 0,15 µM von 0‐96 hpf inkubiert. Dabei wurde das mit der 

Chemikalie versetzte Medium der Zebrafische  täglich erneuert. Als Kontrolle dienten 

Zebrafische,  die  nicht  mit  Okadasäure  behandelt  wurden  (E3‐Medium,  1  x  PTU,  

1 % DMSO). 

Im Gegensatz zu msq‐/‐‐Embryonen wiesen Tiere mit einem Wildtyp‐Genotyp (WT), die 

mit  Okadasäure  behandelt wurden,  eine  Kontraktionskraft  von  45 %  auf.  Auch  die 

Ventrikel unbehandelter Fische  zeigten eine Kontraktionskraft von 51 %  (Abb. 31 A). 

Msq‐/‐‐Embryonen, die unbehandelt blieben, wiesen durch das ventrikuläre Fractional 

Shortening eine Kontraktionskraft von nur 2 % auf. Demgegenüber konnte bei den mit 

Okadasäure behandelten Fischen eine Verbesserung der ventrikulären Kontraktionsfä‐

higkeit  festgestellt  werden.  Durch  die  Behandlung  der  Embryonen mit  Okadasäure 

wurde ein ventrikuläres Fractional Shortening von 20,8 % gemessen. Demzufolge kann 

durch eine Behandlung von msq‐/‐‐Embryonen mit Okadasäure tatsächlich der Kontrak‐

tilitätsdefekt partiell behoben werden. 
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Es stellte sich nun die Frage, ob die mit Okadasäure behandelten Zebrafische  im Ver‐

gleich  zu  den  unbehandelten  eine  verstärkte  Phosphorylierung  der  PKB  aufweisen. 

Dazu wurde eine Western Blot Analyse durchgeführt, bei der ein Antikörper verwendet 

wurde, der die phosphorylierte Form der PKB erkennt (pPKB) (Abb. 31 B). Unbehandel‐

te msq‐/‐‐Embryonen zeigten im Gegensatz zu unbehandelten Wildtyp‐Fischen (WT) ein 

sehr  schwaches Signal  für pPKB. Demgegenüber konnte bei den mit Okadasäure be‐

handelten Zebrafischen eine stärkere Bande detektiert werden.  

Es  lässt sich zusammenfassen, dass durch die Behandlung der Zebrafische mit Okada‐

säure neben der verbesserten Kontraktionskraft auch auf molekularer Ebene ein Effekt 

gezeigt werden konnte, denn mit Okadasäure behandelte msq‐/‐‐Embryonen wiesen im 

Vergleich  zu  unbehandelten mehr  phosphorylierte  PKB  auf. Nur  die  phosphorylierte 

Form der PKB ist aktiv. Daraus kann geschlossen werden, dass durch die wiederherge‐

stellte PKB‐Phosphorylierung der ILK‐Signalweg gefördert wird. Okadasäure scheint auf 

molekularer wie auch  funktionaler Ebene einen positiven Effekt auf die mutierte  ILK‐

Form der msq‐/‐‐Embryonen zu haben.  

 

 

Abb.  31: Okadasäure  erzeugt  in msq‐/‐‐Embryonen  einen  partiellen  rescue  des  Kontraktili‐
tätsdefektes und  fördert die Phosphorylierung der PKB.  (A) Ventrikuläres Fractional Shorte‐
ning (FS) von homozygot mutanten msq‐Embryonen (msq‐/‐) im Vergleich zu Wildtyp (WT) Zeb‐
rafischen. Msq‐/‐‐Embryonen, die mit  0,15 µM Okadasäure  von  0‐96 hpf behandelt wurden, 
zeigten im Gegensatz zu unbehandelten Fischen eine verbesserte Kontraktionsfähigkeit (unbe‐
handelt 2 %, Okadasäure 21 %). (B) Durch die Western Blot Analyse des phosphorylierten PKB 
(pPKB) konnte  in Okadasäure behandelten msq‐/‐‐Embryonen ein stärkeres Signal als  in unbe‐
handelten  Fischen  detektiert  werden.  Okadasäure  konnte  also  die  Kontraktionsfähigkeit 
verbessern und die Menge an phosphoryliert vorliegender PKB in msq‐/‐‐Embryonen erhöhen. 
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Cyclosporin A 

Cyclosporin A ist ein zyklisches Peptid, das von den Schlauchpilzen Tolypocladium infla‐

tum und Cylindrocarpon luddum synthetisiert wird. Es wird seit den frühen 1980er Jah‐

ren als hocheffizientes Medikament bei Transplantationen eingesetzt, da es durch die 

Inhibierung  des  Enzyms  Calcineurin  die  Immunabwehr  unterdrückt.  Außerdem  inhi‐

biert Cyclosporin A die Aktivität der Protein Phosphatase PP2  (Dawson and Holmes, 

1999; Han et al., 2010). 

Um den Effekt von Cyclosporin A an msq‐/‐‐Embryonen  zu  testen, wurde ein Teil der 

Fische von 0‐96 hpf mit 0,75 µM Cyclosporin A behandelt, indem die Chemikalie in E3‐

Medium mit 1x PTU und 1 % DMSO gelöst wurde. Der andere Teil der Fische blieb un‐

behandelt (E3‐Medium mit 1x PTU und 1 % DMSO) und diente als Kontrolle. In jedem 

Fall wurde das Medium  täglich gewechselt. Sowohl die unbehandelten wie auch mit 

Cyclosporin A behandelten Zebrafischembryonen mit Wildtyp‐Genotyp wiesen 96 hpf 

durch  das  ventrikuläre  Fractional  Shortening  eine  Kontraktionskraft  von  48 %  bzw.  

49 % auf  (Abb. 32 A).  Im Gegensatz dazu  zeigten unbehandelte homozygot mutante 

msq‐Embryonen  eine  schwächere  Kontraktionskraft  von  8  %.  Wurden  die  msq‐/‐‐

Embryonen hingegen mit Cyclosporin A behandelt, konnte eine verbesserte Kontrakti‐

onskraft von 17 % durch das Fractional Shortening ermittelt werden.  

Cyclosporin A scheint partiell den Kontraktilitätsdefekt von msq‐/‐‐Embryonen beheben 

zu  können. Deshalb  sollte der Effekt  von Cyclosporin A  auch  auf molekularer Ebene 

durch eine Western Blot Analyse untersucht werden  (Abb. 32 B). Durch die Behand‐

lung  von 48‐72 hpf mit 0,5 µM Cyclosporin A wiesen msq‐/‐‐Embryonen etwas mehr 

phosphoryliertes PKB auf als unbehandelte msq‐/‐‐Embryonen. Durch die Zugabe von 

Cyclosporin  A  scheint  der  ILK‐Signalweg  in  msq‐/‐‐Embryonen  derart  beeinflusst  zu 

werden, dass sich die Kontraktionskraft und auch die Aktivierung der PKB verbessern.  
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Abb. 32: Cyclosporin A erzeugt  in msq‐/‐‐Embryonen einen partiellen rescue des Kontraktili‐
tätsdefektes und  fördert die Phosphorylierung der PKB.  (A) Ventrikuläres Fractional Shorte‐
ning (FS) von homozygot mutanten msq‐Embryonen (msq‐/‐) im Vergleich zu Wildtyp (WT) Zeb‐
rafischen. Msq‐/‐‐Embryonen, die mit 0,75 µM Cyclosporin A von 0‐96 hpf behandelt wurden, 
zeigten im Gegensatz zu unbehandelten Fischen eine verbesserte Kontraktionsfähigkeit (unbe‐
handelt 8 %, Cyclosporin A 17 %).  (B) Durch die Western Blot Analyse des phosphorylierten 
PKB (pPKB) konnte in 0,5 µM Cyclosporin A behandelten msq‐/‐‐Embryonen ein etwas stärkeres 
Signal als in unbehandelten Fischen detektiert werden (Inkubation von 48‐72 hpf). Cyclosporin 
A konnte also die Kontraktionsfähigkeit verbessern und die Menge an phosphoryliert vorlie‐
gender PKB in msq‐/‐‐Embryonen erhöhen. 

 

Calyculin A 

 

Bei Calyculin A handelt es sich um eine Fettsäure, die aus marinen Schwämmen isoliert 

wurde  und  die  Protein‐Phosphatasen  PP1  und  PP2A  inhibieren  kann. Dabei  soll  die 

Wirkung  von  Calyculin A  stärker  als  die  von Okadasäure  sein  (Dawson  and Holmes, 

1999).  

Auch für die Versuche mit Calyculin A wurden die vorhandenen Zebrafischeier aufge‐

teilt. Zum einen wurden die Fische mit 100 nM Calyculin A in E3‐Medium, 1x PTU und  

1 % DMSO behandelt. Die Behandlung dieser Zebrafische erfolgte von 0‐96 hpf, wobei 

das Medium  der  Tiere  täglich  gewechselt wurde.  Zum  anderen wurde  ein  Teil  der  

Fische  als  Kontrolle  verwendet  und  blieb  deshalb  unbehandelt  (E3‐Medium,  1x  PTU 

und 1 % DMSO). Auch hier wiesen unbehandelte wie auch mit Calyculin A behandelte 

Zebrafische  mit  Wildtyp‐Genotyp  eine  Kontraktionskraft  von  44  %  bzw.  43  %  auf  

(Abb. 33 A). Unbehandelte msq‐/‐‐Embryonen hingegen wiesen eine deutlich geringere 

Kontraktionskraft von 2 % auf. Wurden die msq‐/‐‐Embryonen allerdings mit Calyculin A 

behandelt, wurde durch das Fractional Shortening eine verbesserte Kontraktionskraft 

von 25 % ermittelt (** p=2,6x10‐10).  
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Interessanterweise  konnte  auch  durch  eine Western  Blot  Analyse  auf  molekularer 

Ebene gezeigt werden, dass sich die Menge an phosphorylierter PKB (pPKB) in den mit 

Calyculin  A  behandelten msq‐/‐‐Embryonen  drastisch  erhöhte  (Abb.  33  B),  denn  bei 

unbehandelten msq‐/‐‐Embryonen  wurden  deutlich  schwächere  pPKB‐Signale  detek‐

tiert. Die Tiere wurden von 0‐96 hpf mit 100 nM Calyculin A behandelt, wobei auch 

hier das Medium der Zebrafische täglich erneuert wurde.  

 

 

Abb.  33:  Calyculin A  kann  in msq‐/‐‐Embryonen  den  Kontraktilitätsdefekt  partiell  beheben 
und die PKB‐Phosphorylierung wiederherstellen. (A) Ventrikuläres Fractional Shortening (FS) 
von homozygot mutanten msq‐Embryonen (msq‐/‐) im Vergleich zu Wildtyp (WT) Zebrafischen. 
Msq‐/‐‐Embryonen,  die mit  100  nM  Calyculin A  von  0‐96  hpf  behandelt wurden,  zeigten  im 
Gegensatz  zu unbehandelten  Fischen eine  verbesserte Kontraktionsfähigkeit  (unbehandelt 2 
%, Calyculin A 25 %). (** p=2,6x10‐10; n.s. nicht signifikant) (B) Durch die Western Blot Analyse 
des phosphorylierten PKB (pPKB) konnte in 100 nM Calyculin A behandelten msq‐/‐‐Embryonen 
ein deutlich stärkeres Signal als  in unbehandelten Fischen detektiert werden  (Inkubation von 
0‐96 hpf). Calyculin A kann also die Kontraktionsfähigkeit deutlich verbessern und die Menge 
an phosphoryliert vorliegender PKB in msq‐/‐‐Embryonen stark erhöhen. 

 

Im Vergleich zu den anderen in dieser Arbeit untersuchten Substanzen wurde bei Caly‐

culin A der stärkste Effekt auf msq‐/‐‐Embryonen beobachtet. Da durch die Zugabe von 

Calyculin A die Kontraktionsfähigkeit von msq‐/‐‐Embryonen verbessert und die Menge 

phosphorylierter PKB erhöht werden  konnte, wurde auch der Effekt von Calyculin A 

auf die Expression des atrial natriuretic factor (anf) untersucht. Es ist bekannt, dass die 

anf‐Expression in der Herzinsuffizienzmutante msq stark reduziert ist. Mit Hilfe einer in 

situ Hybridisierung (Methoden 3.3.5) und nachfolgenden Genotypisierung (Methoden 

3.2.1‐2) sollte untersucht werden, ob sich durch die Behandlung von msq‐/‐‐Embryonen 

mit Calyculin A auch die anf‐Expression verändert. Dazu wurden die Tiere von 0‐72 hpf 

mit 100 nM Calyculin A behandelt. Als Kontrolle dienten auch hier Fische, die nicht mit 

Calyculin A behandelt wurden. Die unbehandelten Kontrollen wurden  in E3‐Medium 
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mit 1x PTU und 1 % DMSO gehalten. Msq‐/‐‐Embryonen, die nicht mit Calyculin A be‐

handelt  wurden  (Abb.  34  B),  wiesen  im  Vergleich  zu  unbehandelten  Wildtyp‐

Zebrafischen (WT) (Abb. 34 A) eine sehr geringe Expression von anf in den Herzen auf. 

Demgegenüber war bei den mit Calyculin A behandelten msq‐/‐ Embryonen (Abb. 34 C) 

eine ähnlich starke anf‐Expression zu beobachten wie bei den Kontrollen (WT). Calycu‐

lin A kann also die verminderte anf‐Expression von msq‐/‐‐Embryonen wieder verstär‐

ken. Außerdem bewirkt die Behandlung mit Calyculin A eine verbesserte Kontraktions‐

kraft und wieder verstärkte Phosphorylierung der PKB in msq‐/‐‐Embryonen. Calyculin A 

scheint den ILK‐Signalweg  in msq mit der ILK‐Mutation positiv zu beeinflussen. Mögli‐

cherweise kann durch Calyculin A die Dephosphorylierung der PKB unterbunden wer‐

den, wodurch die Signaltransduktion in den Herzen der msq‐Zebrafische derart beein‐

flusst wird, dass es zu einem rescue auf funktionaler und molekularer Ebene kommt.  

 

 

Abb. 34: Calyculin A kann  in msq‐/‐‐Embryonen die anf‐Expression wiederherstellen.  In  situ 
Hybridisierung zur Untersuchung der anf‐Expression. (B) Unbehandelte msq‐/‐‐Embryonen wie‐
sen  im Gegensatz  zu den  (A) unbehandelten Kontrollen  (WT) eine deutlich  schwächere anf‐
Expression auf. (C) msq‐/‐‐Embryonen, die mit Calyculin A behandelt wurden, zeigten ein ähn‐
lich starkes Expressionsmuster wie die Kontrollen. Durch die Calyculin A‐Behandlung kann also 
auch die anf‐Expression von msq‐/‐‐Embryonen verbessert werden. 
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5 Diskussion 

 

5.1 Das  Tol2‐System  als  genetischer  Ansatz  zur  in  vivo  

Charakterisierung der ILK‐Funktion 

 

Die Funktion der ILK im kardialen Dehnungssensor kann mit Hilfe von transgenen Zeb‐

rafischen  in  vivo  untersucht  werden.  Auf  dem  Gebiet  der  Transgenese  wurden  im  

Laufe der Zeit zahlreiche Methoden entwickelt, um transgene Zebrafische zu generie‐

ren (Einleitung Kapitel 2.2). Derzeit findet häufig das Tol2‐Transposon‐System Verwen‐

dung. Tol2 ist ein Transposon‐Element, das in Medaka entdeckt wurde und sich durch 

eine  hohe  Transgeneserate  auszeichnet  (Koga  et  al.,  1996;  Kawakami  et  al.,  2004; 

Kwan  et al., 2007).  In dieser Arbeit wurde das  Tol2‐System  verwendet, um effizient 

transgene Zebrafische zu generieren. Die Gruppe um Kawakami konnte erstmals zei‐

gen, dass das Tol2‐Transposon durch Transposition fremde DNA  in die Keimbahn von 

Zebrafischen integrieren kann (Kawakami et al., 2000).  

Über diesen genetischen Ansatz sollte  in vivo die Funktion der  Integrin‐linked Kinase 

im kardialen Dehnungssensor entschlüsselt werden. Zur Generierung transgener Zeb‐

rafischlinien  wurden  Konstrukte  erzeugt,  die  über  einen  herzspezifischen  cmlc2‐

Promotor  konstitutiv‐aktiv  verschiedene  ILK‐Varianten  (ILKWT,  ILKR211C,  ILKS343D)  

überexprimieren.  Ein weiterer  cmlc2‐Promotor  vermittelt  die  Expression  eines GFP‐

Reporters. Durch spezifische Tol2‐Sequenzen in den generierten Konstrukten kann die 

Transposition der DNA ins Genom erfolgen.  

Der  cmlc2‐Promotor  ist ein herzspezifischer Promotor  aus dem  Zebrafisch und  kann 

die  Expression  von  GFP  in  den  Herzen  von  Zebrafischen  steuern  (Rottbauer  et  al., 

2002; Huang  et  al.,  2003;  Burns  et  al.,  2005).  Bei  den  ILK‐Varianten  ILKWT,  ILKR211C, 

ILKS343D handelt es sich um humane Formen der ILK. ILKWT stellt die Wildtypform der ILK 

dar. Bei  ILKR211C handelt es sich um eine  ILK‐Variante, bei der Arginin  (Arg, R) an der 

Position  211 mit  der  Base  Cystein  (Cys,  C)  ausgetauscht wurde. Der  Austausch  von  

Arginin  zu  Alanin  (Ala,  A)  an  dieser  Stelle  führt  bekanntermaßen  zu  einer  Kinase‐

defizienten Form der ILK, die aber weiterhin β‐Parvin binden kann. ILKS343D hingegen ist 

eine konstitutiv‐aktive Variante der ILK (Persad et al., 2003). 
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Um die Funktionalität der cmlc2‐Promotoren in den hier verwendeten Konstrukten zu 

überprüfen, wurden transiente Untersuchungen vorgenommen (Abbildungen 6 und 7 

in Kapitel 4.1.2). Nach der  Injektion wiesen die Zebrafischembryonen GFP‐Expression 

in  den  Herzen  auf.  Dadurch  war  sichergestellt,  dass  der  GFP‐antreibende  cmlc2‐

Promotor  funktionsfähig  ist.  Die  Überprüfung  des  zweiten  ILK‐antreibenden  cmlc2‐

Promotors erfolgte über einen Reportergenassay.  In diesem Fall  steuerte der  cmlc2‐

Promotor die Expression des rot‐fluoreszierenden TagRFP. Auch hier konnte nach der 

Injektion  durch  eine  herzspezifische  TagRFP‐Expression  die  Funktionsfähigkeit  des 

zweiten cmlc2‐Promotors bestätigt werden. Um sicherzustellen, dass dieser Promotor 

tatsächlich  die  ILK‐Expression  steuert  und  das  ILK‐Protein  auch  stabil  gebildet wird, 

wurde die ILK mit dem rot‐fluoreszierenden TagRFP fusioniert (Abb. 8 in Kapitel 4.1.2). 

Gleichzeitig konnte durch die Untersuchung der  ILK‐Form R211C geprüft werden, ob 

diese Mutation die Proteinstabilität beeinflusst. Anhand der transienten Untersuchung 

nach der Mikroinjektion konnte  indirekt bewiesen werden, dass das  ILK‐Protein stabil 

im  Fisch  vorliegt.  Deshalb  kann  davon  ausgegangen  werden,  dass  die  konstitutiv‐

aktiven Tol2‐Konstrukte auch  in den transgenen Zebrafischen funktional sind und das 

ILK‐Protein tatsächlich stabil gebildet werden kann. Es wäre es auch möglich gewesen, 

dass die Mutation  zur Degradation des  ILKR211C‐Proteins  führt. Die Degradation eines 

Proteins,  ausgelöst  durch  eine  Mutation,  konnte  beispielsweise  bei  der  Vorstufe  

(epidermal‐growth‐factor‐precursor  homology  domain)  des  Low  Density  Lipoprotein 

(LDL)‐Rezeptors  in  einem  Patienten  mit  Hypercholesterolemie  beobachtet  werden 

(Miyake et al., 1992). Hier verursacht die Punktmutation G412C einen Defekt bei der 

Prozessierung der Vorläuferstufe und  führt  in Fibroblasten zur schnellen Degradation 

des reifen Proteins (Miyake et al., 1992). 

 

Dass nach der Injektion eines Tol2‐Transposon‐Vektors die Expression des eingebrach‐

ten Gens  stattfindet,  konnte auch  in anderen Arbeiten gezeigt werden.  So wurde  in 

einen  Tol2‐Transposon‐Vektor  eine GFP‐Kassette  hinter  einen  ubiquitären  Promotor 

(EF1α) kloniert, der nach der gemeinsamen Injektion mit Transposase RNA in befruch‐

tete  Zebrafischoozyten  die  ubiquitäre  Expression  im  Zebrafisch  vermittelt  

(Kawakami et al., 2004).  
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Mit Hilfe des Tol2‐Systems konnten in dieser Arbeit zahlreiche stabile transgene Zebra‐

fische identifiziert werden. Dabei betrug die Transgeneserate etwa 50 % (Tabelle 3 und 

Abbildung 5 in Kapitel 4.1). Auch andere Gruppen konnten durch das Tol2‐System eine 

sehr hohe Effizienz der Transgenese von etwa 50 % erreichen (Kawakami et al., 2004; 

Kwan et al., 2007). Im Vergleich mit alternativen Transgenese‐Methoden kann mit Hil‐

fe des Tol2‐Transposon‐Systems derzeit die effizienteste Rate der Integration von DNA 

ins Genom erzielt werden. So kann durch die Injektion von linearer oder zirkulärer DNA 

in befruchtete Zebrafischeier (Stuart et al., 1990; Amsterdam et al., 1995) wie auch mit 

einem Retrovirus‐System (Linney et al., 1999)  lediglich eine 5 bis 10 %‐ige Transgene‐

serate erreicht werden.  Im Gegensatz dazu  konnte durch die Anwendung des  I‐SceI 

Meganuklease  Systems  bereits  eine  etwa  30 %ige  Transgeneserate  bewirkt werden 

(Thermes  et  al.,  2002;  Grabher  and Wittbrodt,  2007).  Bei  der  I‐SceI Meganuklease 

handelt es  sich um eine Endonuklease, die DNA an bestimmten Sequenzabschnitten 

schneidet und  so die  Integration von einem Gen  in das Genom vermittelt. Das Tol2‐

System  unterscheidet  sich  bezüglich  der  Transgeneserate  von  anderen  Transposon‐

Systemen.  Eine  nur  etwa  8  %‐ige  Transgeneserate  wird  mit  dem  Tc3  Transposon  

System  (Raz et al., 1998) und eine 5 bis 31 %‐ige Rate mit dem künstlichen Sleeping 

Beauty Transposon System (Davidson et al., 2003) erzielt.  

Bei der Mehrheit der identifizierten Founder tritt die GFP‐Expression sehr homogen in 

den Herzen auf (Abb. 5 A in Kapitel 4.1). Bei einigen transgenen Fischen konnten aller‐

dings Besonderheiten festgestellt werden. Eines der identifizierten Founder‐Tiere weist 

in  den  Herzen  der  Embryonen mosaikartige  GFP‐Expression  auf.  Bei  drei  weiteren 

transgenen  Tol2‐Zebrafischlinien  (DK22, Abb.  5  B  in  Kapitel  4.1)  sind  Embryonen  zu 

finden, deren Herzen verschiedene GFP‐Intensitäten  innerhalb eines Geleges aufwei‐

sen.  

In der Literatur wird das Phänomen der Mosaikexpression ebenfalls beschrieben. Mög‐

licherweise wird die DNA mehrfach ins Genom des Fisches integriert, es treten Positi‐

onseffekte oder gene silencing auf. Bei der Mehrfachintegration steht die fremde DNA 

womöglich unter dem Einfluss anderer endogener Promotoren, die das mosaikartige 

GFP‐Expressionsmuster in den Kardiomyozyten verursachen. Durch Southern Analysen 

konnte  nachgewiesen werden,  dass  die  injizierte DNA  häufig  in mehrfachen  Kopien 
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und tandemartig arrangiert vorliegt (Culp et al., 1991). Die ILK‐ und GFP‐enthaltenden 

Konstrukte könnten also auch als Concatemer ins Zebrafischgenom integriert sein, wo‐

durch die Expression ebenfalls unterdrückt wird. Wenn die eingebrachte DNA  in Ge‐

nomregionen wie das Heterochromatin  integriert  ist, die selten von der Expressions‐

maschinerie  abgelesen  werden,  kann  es  auch  zum  silencing  der  fremden  DNA 

kommen. Das durch die Integration der DNA ins Heterochromatin verursachte Phäno‐

men der Mosaikexpression wurde schon 1984 in Drosophila melanogaster beobachtet 

(Hazelrigg  et  al.,  1984).  Die Methylierung  der  DNA  spielt  vermutlich  ebenfalls  eine 

wichtige Rolle (Halpern et al., 2008; Galweiler et al., 2000; Thummel et al., 2006; Mar‐

tin und McGowan, 1995). Die integrierte DNA selbst könnte methyliert werden, wenn 

sie  in Heterochromatinbereiche  integriert, wodurch  die  Expression  vermindert wird. 

Die Integration der DNA  ins Heterochromatin könnte auch die unterschiedlichen GFP‐

Signalintensitäten der Zebrafischherzen  innerhalb eines Geleges erklären.  In den ver‐

schiedenen  Zellen  könnte  es  darüber  hinaus  zu  differentieller  DNA‐Methylierung 

kommen  (Stuart et al., 1990; MacGregor et al., 1987). Es  ist auch denkbar, dass die 

fremde  DNA  von  der  zebrafischeigenen  Expressionsmaschinerie  nicht  erkannt  wird 

oder die Effizienz der Genaktivierung ungenügend  ist  (Stuart et al., 1990; Culp et al., 

1991).  Allerdings  kommt  es  auch  zur Mosaikexpression, wenn  in  einen Organismus 

arteigene Promotoren eingebracht werden  (Dorer und Henikoff, 1994; Higashijima et 

al., 1997). Daher spielt vielleicht nicht nur der Promoter, der das „Gen von Interesse“ 

steuern  soll,  sondern  auch die  anderen eingebrachten Komponenten eine Rolle. Die 

hier  verwendeten  konstitutiv‐aktiven  Tol2‐Konstrukte  enthalten  mehrere  Poly  A‐

Sequenzabschnitte. Es  ist bekannt, dass  repetitive DNA  Sequenzen das  silencing  för‐

dern (Dorer, 1997). Über eine Southern Analyse oder Sequenzierung könnte ermittelt 

werden, wo und wie oft die fremde DNA ins Genom der identifizierten Founder integ‐

riert ist, denn es ist seit einiger Zeit bekannt, dass Tol2‐vermittelte DNA‐Integrationen 

relativ unspezifisch vorkommen und knapp 40 % der Insertionen  in Transkriptionsein‐

heiten, meist Introns, bzw. AT‐reichen Regionen stattfinden (Kondrychyn et al., 2009).  

Durch  die  Untersuchung  der  ILK‐Überexpression  auf  RNA‐Ebene  (Kapitel  4.1.3) mit 

Hilfe herzspezifischer qRT‐PCRs wurde festgestellt, dass nicht alle Nachkommen identi‐

fizierter  Tol2‐Founder  die  ILK  überexprimieren  oder  in  vergleichbarer  Menge  übe‐



Diskussion 

88 
 

rexprimieren. So zeigte nur ein transgener Zebrafisch von elf (Abb. 10 in Kapitel 4.1.3) 

eine deutliche  ILK‐Überexpression. Der größte Anteil getesteter Founder  (sieben von 

elf  Tieren)  zeigte  eine mittelmäßige,  aber  deutlich  vorhandene  Überexpression  auf 

RNA‐Ebene. Im Gegensatz dazu konnte bei drei anderen transgenen Fischen trotz kar‐

dialspezifischer  GFP‐Expression  keine  Überexpression  auf  RNA‐Ebene  nachgewiesen 

werden.  

Tiere, die keine oder eine nur mittelmäßige Überexpression im Vergleich zu dem sehr 

stark  überexprimierenden  Founder  aufweisen,  unterliegen  vermutlich  den  Effekten, 

die bereits  zuvor beschrieben wurden.  Je nach  Individuum befindet  sich die  fremde 

DNA womöglich  im Heterochromatin, wurde methyliert oder durch andere zelleigene 

Mechanismen nur sehr schwach oder gar nicht exprimiert. Auf diese Weise ist es vor‐

stellbar,  dass  GFP  exprimiert  wird,  aber  nicht  die  ILK.  Dass  es  auch  beim  Tol2‐

Transposon‐System zum silencing der eingebrachten DNA kommt, konnte bereits ge‐

zeigt werden. Allerdings wurde auch beobachtet, dass dieser Effekt  im Vergleich  zur 

zufälligen  Plasmid‐Integration  in  ein  Genom  bei  Anwendung  von  unterschiedlichen 

Transposonsystemen  seltener  auftritt. Die  Rate  des  gene  silencing  betrug  in  diesen 

Fällen 2‐3‐% (Grabundzija et al., 2010). 

In dieser Arbeit wurde die ILK‐Überexpression von zwei transgenen Zebrafischen auch 

auf  Protein‐Ebene  untersucht  (Abb.  11  in  Kapitel  4.1.4). Dabei  handelte  es  sich  um 

Founder, die bereits auf RNA‐Ebene  ILK‐Überexpression aufwiesen. Durch eine herz‐

spezifische  Western  Blot  Analyse  wurde  auch  auf  Protein‐Ebene  die  ILK‐

Überexpression erfolgreich validiert. 

In  transgenen Zebrafischen erfolgt der quantitative Nachweis der Überexpression ei‐

nes Gens häufig durch qRT‐PCR oder Western Blot Analysen (Huang et al., 2005; Knopf 

et al., 2010). Der Nachweis der Expression wird allerdings oft auch durch in situ Hybri‐

disierungen vorgenommen (Bian et al., 2010; Knopf et al., 2010). 
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5.2 Das  induzierbare  Tet‐System  als  genetischer  Ansatz  zur  in  vivo  

Charakterisierung der ILK‐Funktion 

 

Mit  dem  oben  beschriebenen  System  konnten  in  dieser Arbeit  sehr  effizient  stabile 

transgene Zebrafische generiert werden, die die  ILK überexprimieren. Allerdings kann 

mit dem konstitutiv‐aktiven Tol2‐System nicht jede Fragestellung beantwortet werden.  

Neben vielen anderen Genen wurde die  ILK als krankheitsrelevantes Gen  (Ala262Val) 

in  einem DCM‐Patienten  identifiziert  (Knöll  et  al.,  2007).  Häufig  entwickelt  sich  ein 

Kardiomyopathie‐Phänotyp  erst  im  erwachsenen Menschen. Daher war  es  in  dieser 

Arbeit von besonderem Interesse, ein System zu entwickeln, bei dem die Überexpres‐

sion mutierter  ILK‐Formen  erst  im  adulten  Zebrafisch  angeschaltet  und  untersucht 

werden kann. Da DCM‐Patienten oft heterozygote Mutationsträger sind und im trans‐

genen  Zebrafisch  sowohl  die  endogene wie  auch  die  überexprimierte  eingebrachte 

Form der ILK vorliegt, können die gewonnenen Erkenntnisse auf den Menschen über‐

tragen werden.  

Für die konditionale Expression der  ILK wurden Genexpressionssysteme auf der Basis 

des Tetracyclin‐Systems entwickelt. Auch hier erfolgt die Expression der ILK‐Varianten 

(ILKWT,  ILKR211C,  ILKS343D) herzspezifisch, allerdings nach  Induktion mit dem Tetracyclin‐

Derivat Doxycyclin (Dox). Dazu wurden die Komponenten der verschiedenen Tetracyc‐

lin‐Systeme  erfolgreich  zu  einem  einzigen  induzierbaren  Konstrukt  fusioniert. Dieses 

System ermöglicht durch das  Induktionssignal Dox  zu einem definierten Zeitpunkt  in 

einem bestimmten Gewebe die Überexpression eines zu untersuchenden Gens.  

Bis  heute wurde  eine Vielzahl  konditionaler Genexpressionssysteme  entwickelt,  bei‐

spielsweise  das  heat  shock‐Promotor‐getriebene  System  (Deiters  and  Yoder,  2006; 

Hans  et  al.,  2009).  So  konnte  durch  Hitze  die  ubiquitäre  LacZ  Expression  ausgelöst 

werden  (Adám  et  al.,  2000). Die  Expression  von GFP  konnte  erst  durch  eine  Laser‐

induzierte  hsp70‐gesteuerte  Technologie  gewebespezifisch  kontrolliert  werden  

(Halloran et al., 2000). Allerdings kommt es durch hsp70 zur Hintergrundexpression bei 

niedrigen Temperaturen (leaky expression), weshalb häufig andere transgene Systeme 

verwendet werden.  
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Durch das chemische Signal Retinolsäure (RA, Retinoic Acid) konnte in Zebrafischen die 

GFP Expression in unterschiedlichen embryonalen Geweben angeregt werden, da die‐

ses Vitamin A‐Derivat endogen  vorliegt. Dazu wurden  stabile  transgene  Zebrafischli‐

nien generiert, die nach der Bindung des Liganden RA über das Retinoic Acid Response 

Element  (RARE)  die  Reportergenexpression  regulieren.  Durch  die  Gabe  zusätzlicher 

Retinolsäure konnte die GFP Expression auch zeitlich gesteuert werden (Perz‐Edwards 

et al., 2001).  

Für  den  Zebrafisch  wurde  noch  ein  weiters  chemisch/hormonell  induzierbares  

Genexpressionssystem entwickelt, das eine  zeitliche und  räumliche Kontrolle der Ex‐

pression durch Behandlung mit dem künstlichen Steroid Mifepriston zulässt  (Emelya‐

nov and Parinov, 2008). Dazu wurde eine transgene driver und effector Linie generiert. 

Die  driver  Fische  enthalten  den  LexPR  Transaktivator,  der  nach  Bindung  von  

Mifepriston die Expression der Gene steuert. Der LexPR Transaktivator  ist eine Fusion 

aus der DNA‐bindenden Domäne des bakteriellen  LexA Repressors, einer  verkürzten 

Liganden bindenden Domäne des humanen Progesteron‐Rezeptors sowie der Aktivie‐

rungsdomäne des humanen NF‐kappaB/p65‐Proteins. Die effector Linie hingegen ent‐

hält den LexA Operator, der die Expression von EGFP‐krasv12 steuert.  

Auch auf der Grundlage des Gal4/UAS‐Systems wurden modifizierte Varianten entwi‐

ckelt,  die  eine  konditionale  Genexpression  im  Zebrafisch  zulassen.  Beim  Gal4/UAS‐

System  steuert der Transkriptionsaktivator Gal4 die Expression eines Gens durch die 

Bindung an der upstream activating sequence  (UAS)  (Traven et al., 2006; Esengil and 

Chen, 2008). Zum Beispiel wurde die DNA‐bindende Domäne von Gal4 mit Domänen 

des Glucocorticoid‐Rezeptors fusioniert. Unter dem Einfluss von Glucocorticoiden bzw. 

Dexamethason,  einem  synthetischen Agonist des Glucocorticoid‐Rezeptors,  kann die 

Expression stattfinden (de Graaf et al., 1998; Esengil and Chen, 2008). Weiterhin findet 

das Ecdyson‐Rezeptor (EcR)‐System im Zebrafisch Verwendung. EcRs sind insektenspe‐

zifische Transaktivatoren. Esengil und Kollegen kombinierten diesen Transaktivator mit 

Gal4 und VP16 (GV‐EcR), der von einem spezifischen Promotor (cmlc2 und fast skeletal 

muscle myosin light chain 2 (mlc2f)) gesteuert werden kann. Auch hier trägt ein weite‐

res Plasmid die UAS, die die Expression eines Reporters (GFP) steuert. Durch Injektion 

beider Konstrukte, die diese Elemente tragen, und die Behandlung der Zebrafische mit 
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Tebufenozid erfolgt die Bindung des  generierten  Transaktivators  an die UAS,  sodass 

GFP Expression im Fisch konditional stattfindet (Esengil and Chen, 2008).  

Auch  das  Rekombinationssystem  Cre/LoxP‐System  (Hamilton  and  Abremski,  1984; 

Thummel et al., 2005) wurde derart modifiziert, dass die Cre‐Rekombinase beispiels‐

weise mit der Liganden bindenden Domäne eines Steroidhormon‐Rezeptors fusioniert 

ist (Metzger et al., 1995; Hans et al., 2010). Derzeit gilt CreERT2 (Cre fusioniert mit einer 

mutierten humanen  Liganden bindenden Domäne des Estrogen‐Rezeptors)  als beste 

ligandensensitive Rekombinase (Feil et al., 1997; Hans et al., 2010). Unter Anwendung 

von  hsp70l  kann  das  Cre/LoxP‐System  auch  zeitlich  konditional  eingesetzt  werden 

(Langenau et al., 2005; Thummel et al., 2005; Le et al., 2007; Hans et al., 2011) und 

wird ebenfalls für die Generierung von transgenen Zebrafischen verwendet (Huang et 

al., 2011). Beispielsweise konnten mit Hilfe des Cre/LoxP‐Systems  transgene Zebrafi‐

sche generiert werden, bei denen das humane kRASG12D durch einen Hitzschock  in 

vivo  überexprimiert wird. Die  Tiere  entwickeln  daraufhin  verschiedene  Tumore  und 

Hyperplasie (Le et al., 2007). 

 

In  dieser  Arbeit  konnten  induzierbare  Konstrukte  generiert werden,  bei  denen  nur 

noch  eine Mikroinjektion  in  befruchtete  Zebrafischoozyten  benötigt  wird,  wodurch 

eine  transgene  Zebrafischlinie  in nur  einem  Schritt  generiert werden  kann. Dadurch 

konnte auf das zeitaufwendige Auskreuzen von responder‐ und effector‐Linie verzich‐

tet werden. Im Gegensatz zu anderen Arbeiten galt es hier, transgene Fische zu gene‐

rieren, die zu einem bestimmten Zeitpunkt die ILK im Herzen überexprimieren. 

Die  Verwendung  von  zwei  Plasmidsystemen,  vor  allem  beim  TetON‐System, wurde 

darüber hinaus als nachteilig beschrieben (Deiters and Yoder, 2006). Allerdings werden 

je nach Fragestellung  im Bereich der transgenen Zebrafischforschung häufig zwei un‐

abhängige Systeme generiert (Knopf et al., 2010). 

Auch  die  Co‐Injektion  von  Konstrukten  in  befruchtete  Zebrafischoozyten  findet  oft 

Verwendung. So wurden transgene Zebrafische generiert, bei denen Lebertumore über 

das TetON‐System  induziert werden können  (Li et al., 2011). Die Wahrscheinlichkeit, 

dass beide Konstrukte in einer funktionalen Weise in das Zebrafischgenom integrieren, 
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ist vermutlich relativ gering. Für diese Arbeit hat sich die Verwendung von nur einem 

Konstrukt jedoch als vorteilig erwiesen. 

 

Wie beim konstitutiv‐aktiven Tol2‐System wurden auch hier die generierten  induzier‐

baren Konstrukte  im Zebrafisch überprüft. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass 

trotz der Fusion der unterschiedlichen tetracyclinabhängigen Elemente die Genexpres‐

sion  zu  einem  beliebigen  Zeitpunkt  induzierbar  ist  und  herzspezifisch  stattfindet.  

Anhand der kardialen GFP‐Expression konnte darauf geschlossen werden, dass der  in 

diesen Konstrukten verwendete cmlc2‐Minimalpromotor funktional ist (Abb. 18 in Ka‐

pitel 4.2.1). In dieser Arbeit wurde der cmlc2‐Minimalpromotor verwendet, weil in der 

Literatur bereits beschrieben wurde, dass diese minimale Sequenz  für die Expression 

myokardialer  GFP‐Expression  ausreichend  ist  (Huang  et  al.,  2003).  Darüber  hinaus 

wurde  bei  der  Entwicklung  der  induzierbaren  Konstrukte  darauf  geachtet,  dass  die 

Größe der einzubringenden DNA so gering wie möglich gehalten wurde. 

In einigen Fällen stellte sich die Dauer der Induktion für die Genexpression als unzurei‐

chend in Embryonen heraus, die bereits drei Tage alt waren. Bei pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min‐

inizierten Fischen  ließ sich nach der 24‐stündigen Dox‐Behandlung die Genexpression 

nicht  auslösen  (Abb.  18  in  Kapitel  4.2.1).  Ausschließlich  bei  pTRE‐ON‐Pcmlc2Min‐

inizierten Fischen war ab 72 hpf durch die Dox‐Behandlung die GFP‐Expression detek‐

tierbar  (Abb. 18  in Kapitel 4.2.1). Vermutlich müssen nach dem Wechsel der  Indukti‐

onsbedingungen für die Genexpression längere Inkubationszeiten eingehalten werden. 

Gleichzeitig konnte beobachtet werden, dass nach dem Abschalten der Genexpression, 

sowohl bei TetOFF‐ als auch beim TetON‐System, der GFP‐Reporter weiterhin  in den 

Herzen der Fische detektierbar war. Da es  sich bei GFP um ein  sehr  stabiles Protein 

handelt,  ist vermutlich das bereits gebildete GFP weiterhin  sichtbar. Möglicherweise 

wird das GFP‐Protein erst über einen  längeren Zeitraum abgebaut. Eine andere Erklä‐

rung wäre, dass die Dox‐Konzentration auf einem relativ hohen inter‐ und intrazellulä‐

ren Level erhalten bleibt, denn  in transgenen Zebrafischen mit  induzierbarer myokar‐

dialer GFP‐Expression  konnte  beobachtet werden,  dass  induzierte  Larven  nach  dem 

Dox‐Entzug erst nach über 25 Tagen kein GFP mehr zeigen und induzierte adulte Fische 

dazu  sogar  über  100  Tage benötigen  (Huang  et al.,  2005). Deshalb muss  in  Zukunft  
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untersucht werden, wie sich bei dem in der hier vorliegenden Arbeit verwendeten in‐

duzierbaren Genexpressionssystem die Expression von GFP und ILK über  längere Zeit‐

räume verhält. 

 

Im Gegensatz zu anderen modifizierten Genexpressionssystemen wird in dieser Arbeit 

die  ILK‐Expression  durch  Doxycyclin  gesteuert.  Bei  dem  dual  induzierbaren  TetON‐

System für die konditionale gewebespezifische Genexpression handelt es sich um eine 

weiterentwickelte Form des hier verwendeten Systems (Knopf et al., 2010). Diese Me‐

thode sieht die Generierung einer stabilen transgenen responder‐Linie vor, die das Tet 

response element (TRE) des bereits vorgestellten Tet‐Systems (Einleitung Kapitel 2.2.1) 

und  eine  darüber  gesteuerte  Gen‐Reporter‐Fusion  (Axin1‐YFP)  enthält.  Diese  Linie 

kann je nach Bedarf mit einer transgenen Linie gekreuzt werden, bei der ein gewebe‐

spezifischer  Promoter  (zum  Beispiel  myl7=cmlc2)  die  Expression  eines  Transaktiva‐

torproteins  für das TetON‐System steuert.  Im Gegensatz zu dieser Arbeit wurde dort 

ein Transaktivatorprotein (TetA) mit der Liganden bindenden Domäne eines mutierten 

Glucocorticoid Rezeptors (GBD) bzw. mit der Liganden bindenden Domäne eines Ecdy‐

son Rezeptors (EcR) fusioniert. Dadurch ist dieses System zum einen mit Dox, wie auch 

in  dieser  Arbeit,  zum  anderen  aber  auch  durch  einen  zweiten  Induktor  (für  GBD:  

Dexamethason und für EcR: Tebufenozid) induzierbar. Durch die Induktion mit beiden 

Substanzen kann die Expression stärker kontrolliert erfolgen und es kommt nicht zur 

leaky  expression,  die  häufig  beobachtet wird, wenn  ausschließlich  Dox  angewendet 

wird. Die Stringenz wird dadurch erreicht, dass die Dexamethason  induzierbare GBD 

bzw. die Tebufenozid induzierbare EcR‐Domäne den Import in den Zellkern vermittelt. 

Die  Induktion mit Dox wiederum  führt dann gezielt  im Zellkern zur Transkription von 

Axin1‐YFP. Dieses duale System wird als reversibel beschrieben, da sich die Expression 

von Axin1‐YFP kurzfristig anschalten, abschalten und wieder anschalten lässt (Knopf et 

al., 2010). Die Art des Transaktivatorproteins scheint eine besondere Rolle zu spielen, 

denn durch die Fusion mit GBD bzw. EcR konnte augenscheinlich eine sensitive Regu‐

lierung  der  Genaktivität  erfolgen.  Schon  2005  konnte  die  Arbeitsgruppe  um  Huang 

zeigen,  dass  die  verschiedenen  Varianten  der  rtTAs  unterschiedlich  effizient  sind  

(Huang et al., 2005). 
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Bei den hier verwendeten  induzierbaren Genexpressionssystemen wird der Transakti‐

vator  durch  den  herzspezifischen  cmlc2‐Minimalpromotor  gesteuert.  Nach  der  Bin‐

dung des Transaktivatorproteins  findet die bidirektionale Expression von  ILK und GFP 

statt.  Um  zu  überprüfen,  ob  auch  die  ILK‐Expression  stattfindet, wurde  erneut  ein 

TagRFP‐Reportergenassay verwendet  (Abb. 22  in Kapitel 4.2.3). Die  für diesen Zweck 

klonierten Konstrukte enthalten statt der ILK TagRFP. Nach der Injektion konnte in den 

Herzen  der  Zebrafische  neben  der  GFP‐Expression  auch  TagRFP  detektiert werden. 

Daraus kann geschlossen werden, dass die Promotoren in den induzierbaren Konstruk‐

ten funktionsfähig sind.  

Mit Hilfe von TagRFP konnte durch die Fusion dieses Reporters mit der  ILK bewiesen 

werden, dass auch das  ILK‐Protein stabil vorliegt (Abb. 23  in Kapitel 4.2.3). Allerdings 

wurde an dieser Stelle erstmals bei einigen Tieren, die beide Reporter transient expri‐

mierten, Hintergrundexpression (ohne Induktion) beobachtet.  

Bei Untersuchungen zu transgenen Zebrafischen wird ebenfalls von diesem Phänomen 

berichtet. Dabei beschreibt es Huang et al. das erste Mal unter Anwendung des TetON‐

Systems  im  Zebrafisch  (Huang  et  al.,  2005).  So wurden  verschiedene  Varianten  der 

Transaktivatoren mit Hilfe eines  Luziferase Assays  in Zebrafischfibroblasten getestet. 

Die klassischen Tet‐Aktivatoren  stellten  sich dabei als nicht  reversibel heraus und es 

kam  zu  leaky expression.  In einer anderen Arbeit konnte, wie oben bereits erwähnt, 

ebenfalls gezeigt werden, dass verschiedene Transaktivatoren unterschiedliche Effekte 

auf die Reversibilität und die Hintergrundexpression (ohne Induktion) haben (Knopf et 

al., 2010). Bei dem hier verwendeten  induzierbaren Genexpressionssystem wurde  in 

den meisten Fällen keine Hintergrundexpression (ohne Induktion) beobachtet. Darauf 

deuten vor allem auch die Versuche mit den stabilen transgenen induzierbaren Zebra‐

fischen hin (Abb. 21 in Kapitel 4.2.2). 

 

Das induzierbare Genexpressionssystem wurde als linearisierte DNA in die Zebrafische 

eingebracht. Dabei konnten schließlich drei transgene induzierbare TetON‐Zebrafische 

identifiziert werden (Tabelle 4  in Kapitel 4.2.2). Auch bei den stabilen transgenen Te‐

tON‐Zebrafischen  konnte  die  Genexpression  kardialspezifisch  induziert  werden  
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(Abb. 21 in Kapitel 4.2.2). Hier konnte durch ausgiebige Inkubation mit Dox am siebten 

Tag (7d) herzspezifisches GFP detektiert werden.  

Zusätzlich wurden  im Verlauf der  Identifizierungsarbeiten einige TetOFF‐Founder mit 

GFP‐Mosaikexpression gefunden, mit denen nicht weitergearbeitet wurde. Bereits  in 

den 1980er Jahren wurde überlegt, ob Mosaikexpression durch den Ort der Integration 

(zum  Beispiel  ins Heterochromatin)  oder  durch  den  Einfluss  endogener  Promotoren 

und enhancer verursacht wird (Stuart et al., 1990; Hazelrigg et al., 1984; Palmiter und 

Brinster, 1986). So wird  in verschiedenen Arbeiten beschrieben, dass die  Integration 

exogener DNA  in die Nähe oder direkt  in das Heterochromatin die Expression dersel‐

ben negativ beeinflussen kann (Hazelrigg et al., 1984; Halpern et al., 2008; Wallrath et 

al., 1995; Cryderman et al., 1998).  Im Heterochromatin  finden nur selten Transkripti‐

onsereignisse statt und die Methylierung der DNA trägt möglicherweise auch zur un‐

terschiedlichen Expression (Halpern et al., 2008; Galweiler et al., 2000; Thummel et al., 

2006; Martin und McGowan, 1995)  in den Herzmuskelzellen bei. Bei diesen Mosaik‐

Fischen  handelte  es  sich  vornehmlich  um  TetOFF‐Founder, wobei  die  Elterntiere  in 

zwei von drei Fällen schnell verstorben sind. Beim TetOFF‐System findet die Expression 

konstitutiv‐aktiv statt, solange keine Dox‐Behandlung erfolgt. Da die dauerhafte Über‐

expression der  ILK‐Varianten und des GFP auch  in anderen Systemen erfolgreich ver‐

wendet wird (siehe Tol2‐System Diskussion 5.1), kann ein toxischer Effekt ausgeschlos‐

sen werden.  

Die Verwendung linearisierter DNA erleichtert zwar die Integration ins Genom, aber im 

Vergleich zu anderen Transgenese‐Systemen stellte sich dieses System als relativ inef‐

fizient heraus. Auch andere Arbeiten beschreiben eine relativ geringe Transgeneserate 

von etwa 5‐10 % (Stuart et al., 1990, Huang et al., 2003 und 2005). Es ist davon auszu‐

gehen, dass die linearisierte DNA zufällig bei Rekombinationsereignissen in das Zebra‐

fischgenom integriert wird. Daher scheint die Transgeneserate bei diesem System rela‐

tiv gering auszufallen. 
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5.3 Das  induzierbare  Tet  +  Tol2‐System  als  genetischer  Ansatz  zur 

in vivo Charakterisierung der ILK‐Funktion 

 

Das  Tol2‐System  bietet  den  Vorteil,  große DNA‐Fragmente  in  hoher  Effizienz  in  die 

Keimbahn des Zebrafisches  integrieren  zu können  (Balciunas et al., 2006; Kawakami, 

2005, 2007). Durch diese Transgenesemethode konnten relativ schnell viele transgene 

Zebrafische generiert werden, bei denen die  ILK‐Varianten herzspezifisch konstitutiv‐

aktiv  überexprimiert wird. Der Nachteil  dieses  Systems  ist,  dass  die Gene  zu  jedem 

Zeitpunkt abgelesen werden. Dadurch können nicht die Effekte untersucht werden, die 

entstehen, wenn  die  ILK‐Varianten  zu  einem  späteren  Entwicklungszeitpunkt  ange‐

schaltet werden würden. Das  induzierbare  Tetracyclin‐System  ermöglicht  es  demge‐

genüber, die ILK‐Varianten zu jedem beliebigen Zeitpunkt im Fisch zu untersuchen. Auf 

diese Weise kann der Pathomechanismus des kardialen  ILK‐Signalweges deutlich bes‐

ser erforscht werden. Da vor allem die konditionale Regulation der Genexpression als 

reverse genetics Ansatz eine bedeutende Rolle spielt, wurde in der Vergangenheit häu‐

fig  der  durch  höhere  Temperaturen  induzierbare  hsp70l  Promotor  verwendet  (Hans  

et al., 2011; Wu et al., 2008; Le et al., 2007). Wie bereits erwähnt, existieren neben 

dem  hsp70l‐Promotor‐  und  dem  hier  verwendeten  Tetracyclin‐System  noch weitere 

konditionale Methoden für den Zebrafisch. 

In der vorliegenden Arbeit konnte das konstitutiv‐aktive Tol2‐ mit dem  induzierbaren 

Tetracyclin‐System kombiniert werden, sodass die Eigenschaften beider Systeme inno‐

vativ  genutzt  werden  können.  Dabei  sind  Konstrukte  zur  Generierung  transgener  

Zebrafische entstanden, bei denen über einen cmlc2‐Promotor die Expression des GFP‐

Reporters  gesteuert wird. Gleichzeitig  steuert  der  cmlc2‐Minimalpromotor  aus  dem 

Tet‐System  die  Expression  des  Transaktivatorproteins  (rtTA).  Durch  die  Zugabe  von 

Dox kann rtTA am TRE‐Element binden und damit die bidirektionale Expression von ILK 

und GFP herzspezifisch steuern. Durch die Tol2‐Sequenzen kann eine hohe Transgene‐

serate erreicht werden.  

Um zu überprüfen, ob die generierten Konstrukte funktional sind, wurde die transiente 

GFP Expression in Wildtypen untersucht (Abb. 27 in Kapitel 4.3.2). Durch die Induktion 
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mit Dox konnte, im Gegensatz zu unbehandelten Fischen, die Expression des Reporters 

angeregt  werden.  Neben  der  erfolgreichen  GFP‐Expression  konnte  mit  Hilfe  eines 

TagRFP‐Assays  indirekt  bewiesen werden,  dass  auch  die  Transkription  der  ILK  nach 

Induktion stattfindet  (Abb. 28  in Kapitel 4.3.2). Für diese Untersuchung wurden Kon‐

strukte entwickelt, die statt der ILK TagRFP enthalten. Auch die Proteinstabilität konn‐

te  in  dieser  Arbeit  durch  die  Fusion  der  ILKR211C  mit  TagRFP  belegt  werden  

(Abb. 29 in Kapitel 4.3.2).  

 

Durch die Fusion der  induzierbaren Tet‐Komponenten mit dem Tol2‐System konnten 

funktionsfähige Konstrukte mit kardialer ILK‐Expression nach Induktion mit Dox entwi‐

ckelt werden. Zusätzlich bieten diese modifizierten Genexpressionssysteme den Vor‐

teil, die  Integrationsrate der DNA  ins Genom  zu erhöhen.  In der vorliegenden Arbeit 

konnten  erfolgreich  stabile  transgene  Zebrafische  generiert  werden  (Tabelle  5  und 

Abb. 26 in Kapitel 4.3), bei denen die Integration der DNA durch Tol2 vermittelt wurde 

und die Regulation der Genexpression konditional erfolgte. Wie schon bei den durch 

das  Tol2‐System  entstandenen  transgenen  Fischen  konnte  ebenfalls  eine  hohe  

Effizienz der Transgenese von etwa 40‐50 % erzielt werden. Auch die Induktionsversu‐

che mit Nachkommen  identifizierter Tiere  (Abb. 26  in Kapitel 4.3) belegen, dass  sich 

durch dieses System die Expression der Gene zu einem beliebigen Zeitpunkt anschal‐

ten  lässt.  Allerdings  besteht  auch  hier  die  Problematik  des  verbleibenden  GFP,  die 

vermutlich  durch  die  beständige  Dox‐Konzentration  im  Zebrafisch  verursacht  wird. 

Möglicherweise  könnte  durch  den  Einsatz  geringerer  Dox‐Konzentrationen  die GFP‐

Expression besser reguliert werden. 

Die Idee, das Tol2‐System gemeinsam mit dem Tetracyclin‐System zu nutzen, entstand 

bereits  bei  dem  Versuch,  stabile  transgene  Hühnerembryonen  durch  in  ovo  Co‐

Elektroporation  zu  generieren,  die  EGFP  konditional  exprimieren  (Sato  et  al.,  2007). 

Allerdings basiert diese Methode auf einem Zwei‐Plasmidsystem. Ein Konstrukt enthält 

den TetON‐Aktivator (rtTA2SM2), der von einem ubiquitären Promotor (CAGGS) ange‐

trieben wird. Beide Komponenten werden  von Tol2  Sequenzen  flankiert. Das  zweite 

Konstrukt enthält demgegenüber, ebenfalls flankiert von Tol2 Sequenzen, das Tet res‐

ponse  element  (TRE)  und  EGFP.  Durch  die  Co‐Elektroporation  beider  Konstrukte,  
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gemeinsam mit  einem  Plasmid,  von  dem  die  Transposase  exprimiert wird,  konnten 

nach  Induktion mit  Dox  dauerhafte  EGFP‐Signale  detektiert werden.  Auch  das  dual 

induzierbare modifizierte Tetracyclin‐System verwendet das Tol2‐System  für eine er‐

leichterte Transgenese  (Knopf et al., 2010). Allerdings wurde dort ebenfalls ein Zwei‐

Plasmidsystem  angewandt,  um  gleich mehrere  transgene,  induzierbare  Zebrafischli‐

nien generieren zu können.  

In dieser Arbeit wurde  jedoch die  Idee verfolgt,  in nur einem Schritt eine  transgene 

Linie zu generieren, die zu einem definierten Zeitpunkt die ILK kardial überexprimiert. 

Die durchgeführten Versuche machen offensichtlich, dass die Fusion des Tetracyclin‐ 

mit  dem  Tol2‐System  viele  Vorteile  bietet.  Auf  diese  Weise  wird  anstatt  der  Co‐

Injektion verschiedener Konstrukte oder der Generierung von miteinander zu verkreu‐

zenden Zebrafischlinien nur noch eine einfache Mikroinjektionen benötigt.  

 

5.4 Pharmakologische  Ansätze  zur  in  vivo  Charakterisierung  der  

ILK‐Funktion 

 

Aus vielen Forschungsbereichen ist bekannt, dass ein gestörter Protein Kinase B (PKB)‐

Signalweg zu einer Vielzahl von Krankheiten wie Krebs, Diabetes, kardiovaskulären und 

neurologischen  Erkrankungen  führen  kann  (Hers  et  al.,  2011).  Die  PKB  ist  ein 

downstream gelegenes Ziel der ILK. Die Aktivierung der PKB erfolgt durch die Phospho‐

rylierung  des  Proteins. Allerdings  konnte  bis  heute  nicht  geklärt werden,  ob  die  ILK 

selbst oder eine andere Komponente die Aktivierung der PKB vermittelt. Wegen der 

kontrovers diskutierten Funktion der Kinasedomäne der ILK erhält die ILK ein besonde‐

res  Interesse  (Dagnino, 2011).  Immer wieder sind widersprüchliche Forschungsergeb‐

nisse  zur  ILK erschienen. Auf der einen Seite konnte gezeigt werden, dass die  ILK  in 

vitro  die  Phosphorylierung  von  PKB  am  Serin  473  vermittelt  (Delcommenne  et  al., 

1998). Auf der anderen Seite konnte nicht nachgewiesen werden, dass die  ILK für die 

PKB‐Phosphorylierung  in  immortalisierten Nierenfibroblasten benötigt wird  (Sakai  et 

al., 2003).  

Um die  ILK als essentielle Komponente des kardialen Dehnungssensors  im Zebrafisch 

untersuchen  zu  können,  wurde  neben  den  genetischen  Ansätzen  (transgene  
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Zebrafischlinien) in dieser Arbeit auch ein pharmakologischer Ansatz gewählt. Die PKB 

weist als downstream gelegenes Ziel der ILK  in homozygot mutanten msq‐Embryonen 

eine  reduzierte Phosphorylierung auf  (Bendig et al., 2006, z. B. Abb. 33‐36  in Kapitel 

4.5.1).  

Die  homozygot mutanten  Embryonen  der  Zebrafischmutante msq  zeigen  einen  pro‐

gressiven Herzinsuffizienzphänotyp, der durch die Mutation L308P in der Kinasedomä‐

ne  der  ILK  verursacht wird. Auch die  Expression  der  dehnungsabhängigen Gene anf 

und vegf ist in msq‐/‐ vermindert. Zebrafische, bei denen die beiden Isoformen PINCH1 

und PINCH2 durch Morpholinos inaktiviert wurden, zeigen auf funktionaler, morpholo‐

gischer und molekularer Ebene den gleichen Phänotyp wie msq‐/‐‐Embryonen (Meder 

et al., 2011). Die  Inaktivierung der PKB scheint auch hier die Ursache  für den Verlust 

der kardialen Funktion  zu  sein.  In dieser Arbeit wurden vier Substanzen ausgewählt, 

die  die  Aktivierung  der  PKB  vermitteln  könnten.  Um  in  den  kardialen  ILK/PKB‐

Signalweg gezielt eingreifen zu können, wurden bestimmte small molecules an msq‐/‐‐

Embryonen untersucht (Tabellen 6 und 7, Kapitel 4.5.1).  

Durch  die Messung  des  ventrikulären  Fractional  Shortening  konnte  im  Vergleich  zu 

unbehandelten  Kontrolltieren  bei  drei  von  vier  untersuchten  Chemikalien  ein  Effekt 

auf die Kontraktionskraft detektiert werden. Bei THC handelte es sich um die Substanz, 

die  an msq‐/‐‐Embryonen  den  Kontraktilitätsdefekt  nicht  beheben  kann  (Abb.  30  in  

Kapitel  4.5.1).  THC  verstärkt  zwar  die  Phosphorylierung  von  PKB  an  T308  and  S473 

durch Aktivierung der Cannabinoid‐Rezeptoren/Stimulation des PI3K/PKB Signalweges 

(Sanchéz  et  al.,  2002).  Allerdings  konnte  in  dieser  Arbeit  kein  rescue  von  msq‐/‐‐

Embryonen erzeugt werden. Möglicherweise kann diese Substanz nicht im Herzen der 

Zebrafische wirken. 

Im Gegensatz  zu  THC  konnte  durch  die  Behandlung  von msq‐/‐‐Embryonen mit  den 

Phosphatase  Inhibitoren Okadasäure, Cyclosporin A und Calyculin A ein partieller res‐

cue  des  Phänotyps  erzeugt werden. Durch  den  Einsatz  von  Phosphatase  Inhibitoren 

sollte  die Dephosphorylierung  der  PKB,  einhergehend mit  deren  Aktivierung,  unter‐

bunden werden.  In dieser Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, dass dann der ge‐

störte Signalweg der msq‐/‐‐Embryonen positiv beeinflusst werden kann. 
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Bei der Okadasäure handelt es  sich um einen potenten  Inhibitor  von PP1a und PP2 

(Protein Phosphatase, PP), der  in der  Lage  ist  zelluläre Signaltransduktionsmechanis‐

men zu regulieren (Cohen et al., 2010). In dieser Arbeit konnte durch die Behandlung 

von msq‐/‐‐Embryonen mit Okadasäure der Kontraktilitätsdefekt partiell behoben wer‐

den. Dabei konnte auch auf molekularer Ebene durch Western Blot Analysen eine ver‐

stärkte PKB‐Phosphorylierung erzeugt werden  (Abb. 31  in Kapitel 4.5.1). Auch durch 

die  Behandlung  von  Swiss  3T3  Fibroblasten  mit  Okadasäure  konnte  eine  

Serin/Threonin Kinase (RAC Protein Kinase, RAC‐PK) aktiviert werden. Weiterhin konn‐

te  durch  die  Behandlung  der  RAC‐PK  mit  PP2A  die  Kinase  inaktiviert  werden  

(Andjeković et al., 1996).  

Cyclosporin A hat immunsuppressive Eigenschaften und inhibiert die Protein Phospha‐

tase  2. Wurden msq‐/‐‐Embryonen mit  Cyclosporin  A  behandelt,  konnte  bei  diesen  

Tieren  im Vergleich  zu  unbehandelten  die  Kontraktionskraft  gesteigert werden, was 

auch auf molekularer Ebene ansatzweise deutlich wird (Abb. 32 in Kapitel 4.5.1).  

Mit  Hilfe  von  in  vitro  Untersuchungen  konnte  ebenfalls  festgestellt  werden,  dass  

Cyclosporin A PKB aktivieren kann (Han et al., 2010). 

Calyculin A  ist ein Serin/Threonin Phosphatase  Inhibitor und weist eine stärkere Wir‐

kung auf als Okadasäure. Neben der Inhibierung von PP1 und PP2A (Dawson and Hol‐

mes,  1999)  kann  Calyculin  A  die myosin  light  chain  (MLC)  Phosphatase  inhibieren  

(Leopoldt et al., 2001). Durch die Behandlung der Zebrafische mit Calyculin A konnte 

der drastischste rescue‐Effekt hervorgerufen werden. Neben der deutlich verbesserten 

Kontraktionskraft und der  stärkeren PKB‐Phosphorylierung  im Vergleich  zu unbehan‐

delten Kontrollen war auch die Expression des dehnungsabhängigen Gens anf wieder 

vergleichbar  stark  vorhanden  (Abb.  33  und  34  in  Kapitel  4.5.1).  Aus  Versuchen mit 

Swiss 3T3 Zellen  ist bekannt, dass Calyculin A die Tyrosin‐Phosphorylierung von p125 

(Fak) über einen Protein Kinase C‐ und Ca2+‐unabhängigen Weg  induziert. Weiterhin 

fördert Calyculin A die Tyrosin‐Phosphorylierung von focal adhesion ‐assoziierten Pro‐

teinen, wie p130 (Cas) und Paxillin. Durch die Phosphorylierung kommt es zur gestei‐

gerten Assemblierung von focal adhesions (Leopoldt et al., 2001). Auch andere Arbei‐

ten beschreiben die PKB‐Aktivierung‐fördernde Wirkung von Calyculin A. Durch in vitro 

Versuche konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass Calyculin A die Phosphorylierung 
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der Glycogen Synthase Kinase‐ 3 (GSK‐3) am Serin deutlich steigern kann (Somanath et 

al., 2004).  In Thrombozyten konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass Calyculin A 

verschiedene  Protein  Kinasen  aktiviert.  Dazu  zählen  p42/44,  p38  und  PKB  

(Lerea et al., 2007). 

 

Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass mit Hilfe der small molecules 

Okadasäure,  Cyclosporin  A  und  vor  allem  Calyculin  A  der  Herzinsuffizienzphänotyp 

homozygot mutanter msq‐Embryonen behoben werden kann. Darüber hinaus konnte 

anhand des Zebrafischmodells auf einfache Weise die Untersuchung dieser Substanzen 

vorgenommen werden, denn die Embryonen und Larven entwickeln sich extrauterin, 

sind transparent und es werden sehr schnell viele Individuen pro Gelege gebildet. Die 

Zugabe  der  Chemikalien  erfolgte  dabei  ins  Wasser  der  Fische.  Im  Gegensatz  zum  

Zebrafisch stellt sich eine standardisierte Behandlung mit zu untersuchenden Substan‐

zen an anderen Modellorganismen deutlich schwieriger dar (Lessman, 2011). Im Laufe 

der Zeit wurden effiziente Techniken (high‐throughput screens) entwickelt, mit denen 

sehr viele Substanzen automatisiert am Zebrafisch untersucht werden können  (Burns 

et al., 2005; Zon and Peterson, 2005; Lessman, 2011). Da der Zebrafisch seit langer Zeit 

eine  wichtige  Rolle  auf  dem  Forschungsgebiet  humaner  Herzerkrankungen  spielt,  

können zukünftig chemische Bibliotheken an diesem etablierten Modell getestet wer‐

den. Dadurch  könnten  potenzielle  Therapeutika  identifiziert werden, die  für  die Be‐

handlung  von  Patienten  mit  Herzerkrankungen  aufgrund  des  defekten  ILK‐

Signaltransduktionsmechanismus eingesetzt werden können. 

 

5.5 Ausblick 

 

Neben der strukturellen Funktion nimmt die ILK bei der Wahrnehmung und Verarbei‐

tung von Signalen eine wichtige Rolle ein. Die ILK vermittelt zwischen der ECM und den 

zytoplasmatischen  Komponenten  wie  dem  Actinzytoskelett  (Sakai  et  al.,  2003;  

Mackinnon et al., 2002; Legate et al., 2006). Eine nicht minder bedeutende Funktion 

haben  die  Interaktionspartner  der  ILK,  PINCH  und  Parvin  (Legate  et  al.,  2006; 

Wickström et al., 2009). Gemeinsam formen sie den ternären  IPP‐Komplex (Legate et 
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al., 2006). Die Stabilität der einzelnen Komponenten hängt dabei unwillkürlich mit der 

erfolgreichen  Assemblierung  des  IPP‐Komplexes  zusammen  (Fukuda  et  al.,  2003;  

Meder et al., 2011). Dass PINCH als Bindungspartner der ILK dabei ebenfalls von essen‐

tieller in vivo Bedeutung ist, konnte erst kürzlich gezeigt werden (Meder et al., 2011).  

Um  die  Eigenschaften  der  ILK  innerhalb  des  kardialen Dehnungssensors  zu  untersu‐

chen, sollten über verschiedene Strategien unterschiedliche  ILK‐Varianten untersucht 

werden. Abgesehen von der Wildtypform der  ILK befinden  sich die  zwei  zu untersu‐

chenden  ILK‐Mutationen  innerhalb  der  Kinasedomäne.  Die  ILK‐Mutation  R211A  be‐

wirkt den Funktionsverlust der Kinase, ist aber weiterhin in der Lage, β‐Parvin (Affixin) 

zu binden (Persad et al., 2001; Attwell et a., 2003). Hier wurde die ILKR211C untersucht. 

Bei  ILKS343D handelt es  sich um die  konstitutiv‐aktive Variante der  ILK  (Persad  et al., 

2001; Attwell et a., 2003).  

Mit Hilfe der generierten transgenen Zebrafischlinien kann in Zukunft der kardiale ILK‐

Signalweg genauer entschlüsselt werden. Durch Western Blot Analysen und knock out 

Studien  kann  anhand  der  bereits  generierten  transgenen  Linien  untersucht werden, 

welchen Effekt die  ILK‐Mutationen  auf die  ILK‐Interaktionspartner PINCH und Parvin 

haben. Bisher konnte nicht ausreichend geklärt werden, wie die Mutation R211C in der 

PI(3,4,5)P3 bindenden Region der  ILK‐Kinasedomäne die  Interaktionsfähigkeit der  ILK 

und die PKB‐Phosphorylierung beeinflusst.  

Die  in dieser Arbeit entwickelten genetischen und pharmakologischen Ansätze bieten 

richtungweisend die Möglichkeit, krankheitsrelevante Gene, wie die ILK, in vivo zu un‐

tersuchen. Auch  die  direkten  Interaktionspartner  der  ILK  und  andere  Komponenten 

des kardialen Dehnungssensors können dadurch gezielt untersucht werden. Hinsicht‐

lich der Krankheitsverläufe von Patienten mit Herzerkrankungen ermöglichen die ver‐

wendeten  Systeme weitreichende Untersuchungen  zu unterschiedlichen Zeitpunkten 

während der Entwicklung in einem definierten Gewebe. Die Entwicklung gezielter the‐

rapeutischer  Ansätze  eröffnet  die  Möglichkeit  identifizierte  Gendefekte  besser  

verstehen zu können. 
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6 Abkürzungen 

 
%       Prozent 
°C       Grad Celsius 
Abb.       Abbildung 
abs.       absolut 
AcGFP      Aqueorea coerulesceus green fluorescent protein 
Amp      Ampicillin 
APS       Ammoniumpersulfat 
ATP      Adenosintriphosphat 
bp       Basenpaar 
BSA       Bovines Serumalbumin 
Ca2+       Calcium 
cDNA       complementary DNA 
cmlc2      cardiac myosin light chain 2 
CMV      Cytomegalovirus 
DCM      Dilatative Kardiomyopathie 
DNA       Desoxyribonukleinsäure 
dNTP       Didesoxynukleosid‐5’‐triphosphat 
Dox      Doxycyclin 
ECM      Extracellular Matrix (Extrazelluläre Matrix) 
E. coli       Escherichia coli 
EDTA       Ethylendiamintetraessigsäure 
eGFP       enhanced green fluorescent protein 
ENU      N‐Ethyl‐Nitrosourea 
FAK      Focal Adhesion Kinase 
FCS       Fötales Kälberserum 
g       Gramm 
G       Guanin 
GFP      green fluorescent protein 
GTP      Guanosintriphosphat 
h       Stunde 
hPa       Hektopascal 
hpf       Stunden nach der Befruchtung (hours post fertilization) 
HRP      horseradish peroxidase 
hsp70l     heat shock protein 70l 
Ig       Immunglobulin 
ILK      Integrin‐linked Kinase 
IPP      Komplex aus ILK, PINCH und Parvin 
k       kilo 
kb       Kilobasen 
kDa       Kilodalton 
l       Liter 
LB       Luria Bertani Broth 
m       Meter 
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m       milli 
M       Molar 
mA      Milliampere 
MESAB     Ethyl‐m‐Aminobenzoat‐Methansulfonat 
min       Minute 
mRNA      messenger‐Ribonukleinsäure 
msq      main squeeze 
n       nano 
Neo      Neomycin 
PA      Poly A 
PBS       Phosphat‐gepufferte Salzlösung 
Pcmlc2Min    cmlc2‐Minimalpromotor 
PCMV      CMV‐Promotor 
PCR       Polymerase‐Ketten‐Reaktion 
PINCH      Particularly interesting Cys‐His‐rich protein 
PKB      Protein Kinase B 
PTU      1‐Phenyl‐2‐Thiourea (gelöst in E3‐Medium) 
RNA       Ribonukleinsäure 
rpm      Umdrehung pro Minute 
RT       Raumtemperatur 
rtTA      Transaktivatorprotein des TetON‐Systems 
SDS       Natriumdodecylsulfat 
sek       Sekunde 
TBE       Tris‐Borat‐EDTA 
TBS       Tris‐gepufferte Salzlösung 
TEMED     N,N,N’,N’,‐Tetramethylethylendiamin 
Tet      Tetracyclin 
THC      Delta 9‐Tetrahydrocannabinol 
TIR      Terminal Inverted Repeat 
Tol2      Transposase 2 Element zur Transgenese von Zebrafischen 
TREmod    modifiziertes Tetracyclin response element 
tTA      Transaktivatorprotein des TetOFF‐Systems 
U       Unit 

  UV      Ultraviolett 
V       Volt 
v/v       Volumen pro Volumen (volume per volume) 
w/v       Gewicht pro Volumen (weight per volume) 
WT       Wildtyp 
YFP      yellow fluorescent protein 
λ      Lambda 
μ       mikro 
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