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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1. Die Unfolded Protein Response als Reaktion der Zelle auf ER-
Stress

Das Endoplasmatische Retikulum (ER) ist ein tubulé&res und dynamisches Netzwerk, welches
von Membranen umschlossen ist und, mit Ausnahme von ausgereiften Erythrozyten, in jeder
Zelle des Korpers vorliegt. Zu seinen Aufgaben gehdren die Proteinbiosynthese (Translation),
-faltung und —prozessierung. Das ER kann daher auch als Regulator der Proteinhomgostase in
der Zelle betrachtet werden. Aullerdem dient das ER als Kalziumreservoir und Ort der
Lipidsynthese (Rutkowski und Hedge, 2010; Walter und Ron, 2011). Die Funktion des ERs
kann durch unterschiedlichste Faktoren, wie einem Mangel an Glukose, Verédnderungen des
Redoxpotentials, einer viralen Infektion oder auch durch eine Einschrankung in der kalzium-
gesteuerten Signaltbertragung, gestort werden. Infolgedessen akkumulieren fehlgefaltete oder
ungefaltete Protein im ER-Lumen (Xu et al., 2005) — ein Prozess, der unter dem Begriff ER-
Stress, zusammengefasst wird. Liegt eine solche Stress-Situation im ER vor, wird von der
Zelle eine hochkonservierte Signalkaskade, die Unfolded Protein Response (UPR), ausgeldst
(Zhang und Kaufman, 2004; Walter und Ron, 2011). Die Hauptaufgabe der UPR besteht darin
kompensatorische Mechanismen anzuschalten, damit die Zelle die erhéhte Proteinanh&ufung

im ER ausgleichen und tiberleben kann.

Die UPR besteht aus drei Signalkaskaden: der ATF6 (aktivierender Transktiptionsfaktor 6)-,
der IRE1 (inositol-requiring enzyme 1) (IRE1)- und der PERK (Protein Kinase RNA-like
Endoplasmic Reticulum Kinase)-Signalkaskade. Der ATF6- und der IRE1-Signalweg fiihren
als pro-survival-Signalwege zu einer erhdhten Expression von Chaperonen sowie verschiede-
ner ERAD-Gene. Durch diese wird der Abbau von Proteinen im Cytosol stimuliert und eine
Uberladung des ERs wird verhindert. Wird ATF6 durch entstenenden ER-Stress und die da-
mit verbundene Dissoziation des glucose-regulated protein 78kDa (GRP78/BiP) aktiviert,
migriert es in den Golgi-Apparat. Dort wird ATF6 proteolytisch gespalten. Der cytosolische
Abschnitt transloziert anschlieBend in den Zellkern und agiert dort als Transkriptionsfaktor
(Abb. 1). Eine detaillierte Beschreibung der Aktivierung und Wirkungsweise von ATF6 ist in
den folgenden Kapiteln dargestellt.

Der IRE1-Signalweg wurde im Rahmen der UPR das erste Mal in den frithen 1990er Jahren
beschrieben (Mori et al., 1992; Mori et al., 1993,; Cox et al., 1993). Liegt ER-Stress vor, dis-
soziiert BiP, dhnlich wie im ATF6-Signalweg, von dem in der ER-Membran residierenden
IRE1, wodurch IRE1 durch Dimerisierung und Autophosphorylierung aktiviert wird. Die ak-

1



EINLEITUNG

tivierte Form von IRE1 induziert einen speziellen Spleil3prozess, auch unkonventionelles
Spleilien genannt (Yoshida et al., 2001; Uemura et al., 2009). Hierbei wird ein 26 Nukleotid
langes Stiick aus der Boten-RNA (MRNA) des X-Box-bindenden-Proteins (XBP1) herausge-
schnitten, wodurch funktionelles XBP1 (XBP1s) translatiert werden kann. XBP1s migriert als
Transkriptionsfaktor in den Zellkern und induziert dort die Expression verschiedener ERAD-
Gene, wie beispielsweise EDEM1 (Endoplasmic Reticulum Degradation-enhancing Alpha -

Mannosidase-like Protein 1) und anderer Chaperone (Abb. 1).
ATF6

8 8 Neu synth‘etlsmrtes Protein
UnEgRe sl_tl:er:es;es Korrekte __» \

\ Protelnfallung
............ 1
) %T ﬂu Cytosol
~ BE B,
Gestresstes ~ B, \(\ ‘

ER-Lumen
- P
Vesikel ATF6 /
QU / EIF2
S1P/ —_

Ribosom

e @ -
Reduzierte
~ ATF6(N) Proteinbiosynthese
Zellkern
WVATUAA IR NN
L5 ERAD-Gene, XBP1, L5 ERAD-Gene, EDEM1 L5 ERAD-Gene, CHOP
Chaperone (BiP, GRP94, . Chaperone, .. pro-apoptotische Gene, ...

Abbildung 1: Die verschiedenen UPR-Signalwege der Zelle. Der ATF6-, der IRE1- und der PERK-Signalweg
(Modifiziert nach Todd et al., 2008).

Der PERK-Signalweg wird auch als pro-apoptotischer Signalweg bezeichnet, da er die Prote-
intranslation reduziert und bei Bedarf den programmierten Zelltod (Apoptose) einleitet (Mar-
ciniak und Ron, 2006, Walter und Ron, 2011). PERK ist ebenfalls ein membranstandiger ER-
Stress-Sensor. Unter ER-Stress-Bedingungen wird PERK genau wie ATF6 und IRE1 durch
die Dissoziation von BiP aktiviert, oligomerisiert und phosphoryliert sich und den Translati-
onsfaktor elF2a (Eukaryotic Initiation Factor 2 alpha; Walter und Ron, 2011). Durch die
Phosphorylierung wird elF2a inaktiv und inhibiert die Translation jeglicher Proteine (Harding
et al., 1999; Wek et al., 2007). Die Translation des Transkriptionsfaktors ATF4 gilt hier je-
doch als Ausnahme — diese wird durch phosphoryliertes elF2a induziert. ATF4 reguliert an-
schlieBend neben ERAD-Genen (Harding et al., 2000; Vattem und Wek, 2004) die Expression
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des C/EBP-homologen-Proteins (CHOP, Abb. 1). CHOP seinerseits reguliert die Induktion
pro-apoptotischer Gene (Ma et al., 2002; Marciniak et al., 2004).

Im Fall von ER-Stress reagieren Zellen von Vertebraten nicht mit der gleichzeitigen Aktivie-
rung aller drei UPR-Signalwege, sondern schalten diese gezielt in Abhangigkeit von der Art
und Dauer der jeweiligen ER-Stress-Situation an. Als sofortige Reaktion der Zelle auf auftre-
tenden ER-Stress aktiviert diese den PERK-Signalweg, wodurch jegliche weitere Proteinbio-
synthese inhibiert wird (Harding et al., 2000; Hetz, 2012). Zusétzlich wird die mRNA ver-
schiedener ER-Proteine gezielt abgebaut (Hollien et al., 2009). Erst danach wird die Genex-
pression der verschiedenen UPR-Gene Uber die Aktivierung der drei Stress-Sensoren PERK,
IRE1 und ATF6 initiiert (Ron und Walter, 2007). Die zeitliche Abfolge, in der die drei Stress-
Sensoren aktiviert werden, hat jedoch Einfluss darauf, ob die Apoptose eingeleitet wird oder
ob die Zelle Gberlebt (DuRose et al., 2006). Verandert sich beispielsweise die Kalzium-
Homd@ostase des ERs durch Blockade der ER-gebundenen Kalziumpumpen, erfolgt eine so-
fortige simultane Aktivierung des PERK- und des IRE1-Signalweges. Im Gegensatz hierzu
wird der ATF6-Signalweg verstarkt infolge von verminderter Proteinglykosylierung sowie
Veranderungen in der Redox-Homd@ostase der Zelle aktiviert (Du Rose et al., 2006). Obwohl
jeder der drei Signalwege einen spezifischen Mechanismus besitzt, um auf erhohten ER-
Stress zu reagieren, konnen sie nicht als eigenstdndige und voneinander unabhéngige Arme
der UPR betrachtet werden. Verschiedene Studien zeigen, dass die unterschiedlichen Stress-
Sensoren miteinander agieren und sich gegenseitig regulieren. Wird ER-Stress beispielsweise
pharmakologisch in Neuroblastomzellen induziert, nimmt ATF6 Einfluss auf die Expression
von IRE1 (Walter et al., 2018). Untersuchungen in Mdusen sowie zusatzliche Experimente in
Fibroblasten aus Mauseembryonen (MEFs) lieferten Hinweise auf eine regulatorische Ver-
bindung zwischen PERK und ATF6, bei der PERK die Synthese und den Transport von
ATF6 vom ER zum Golgi-Apparat erleichtert (Teske et al., 2011). Diese Erkenntnisse zeigen,
dass die drei Arme der UPR nicht als parallele und voneinander unabhéngige Signalwege an-
gesehen werden kdnnen, sondern dass es sich bei der UPR um ein in sich verschaltetes und

dynamisches Netzwerk handelt.

1.2. Der aktivierende Transkriptionsfaktor 6

1.2.1. Der Aufbau und der Signalweg von ATF6

ATF6 ist ein ubiquitér exprimiertes Protein, welches durch das ATF6-Gen (#MIM605537)

kodiert wird. Es ist ein Schlusselprotein und wichtiger Regulator der UPR und halt neben der
3
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zelluldaren Homoostase auch die Funktion des ERs und damit die Uberwachung der Protein-
biosynthese und —faltung aufrecht (Yoshida et al., 1998; Haze et al., 1999; Walter und Ron,
2011).

ATF6 ist ein 670 Aminosauren langes und 90 kDa grof3es Typ-lI-Transmembranprotein und
gehort zu den Transkriptionsfaktoren der ATF/CREB (cCAMP-response element-binding pro-
tein)-Familie. ATF6 liegt im inaktiven Zustand als Monomer, Dimer oder Oligomer in der
ER-Membran vor. Der N-Terminus von ATF6 ist im Cytosol und der C-Terminus im ER-
Lumen lokalisiert (Abb. 2B(1)). Aktiviert wird ATF6 durch die Dissoziation BiPs, einem
Chaperon und Sensor fehlgefalteter Proteine im ER-Lumen, den ATF6 in seiner inaktiven
Form im luminalen Abschnitt bindet (Shen et al., 2002). Kommt es zu einer Akkumulation
un- oder fehlgefalteter Proteine im ER, dissoziiert BiP von ATF6, um die akkumulierten Pro-
teine zu binden (Abb. 2B(2)). ATF6 besitzt zwei Golgi-Lokalisations-Sequenzen (GLS). Die
erste (GLS1) ist im Bereich der Aminosduren 431 bis 475 und die zweite (GLS2) ist im Be-
reich der Aminosauren 476 bis 500 lokalisiert (Shen et al, 2002, Abb. 2A). Durch die Disso-
ziation BiPs von ATF6 werden dessen bisher verdeckte Golgi-Lokalisations-Sequenzen de-
maskiert (Abb. 2A), wodurch ATF6 in den Golgi-Apparat migrieren kann (Shen et al., 2002).
Parallel hierzu werden inter- oder intramolekulare Disulfidbriicken an zwei hoch konservier-
ten Cysteinresten an den Aminosaure-Positionen 467 und 618 im luminalen Abschnitt des
Proteins reduziert. Hierdurch wird eine weitere Dimer- oder Oligomerbildung verhindert und
ATF6 liegt im aktiven Zustand als Monomer vor (Nadanaka et al., 2006; Nadanaka et al.,
2007). Der Transport von ATF6 in den Golgi-Apparat erfolgt mittels coat protein complex 11
(COPII)-Vesikeln (Schindler und Schekman, 2009, Abb. 2B(3)). Im Golgi-Apparat wird es
anschlieBend mithilfe zweier Serinproteasen gespalten (Abb. 2B(4)). Hierbei spaltet die
Serinprotease 1 (S1P) ATF6 zunachst zwischen Aminosaure 419 und 420, wodurch der
50 kDa grofRe cytosolische Abschnitt (ATF6(N)) des Proteins, der die Transaktivierungsdo-
méane sowie den basischen Leucin-Zipper enthalt, vom luminalen Abschnitt abgespalten wird
(Abb. 2A). Das Leucin an Position 419 stellt hierbei die letzte Aminosdure des vier Amino-
sauren langen Erkennungsmotives (RxxL) der Serinprotease S1P dar. Die Serinprotease 2
(S2P) spaltet anschlieRend basierend auf den als Erkennungssignal dienenden Aminosauren
Asparagin an Position 391 und Prolin an Position 394 die Transmembrandoméne (TM) ab.
Die TM ist eine 21 Aminosduren lange Doméne (Haze et al., 1999), mit der ATF6 in der ER-
Membran verankert ist (Ye et al., 2000, Abb. 2A). ATF6(N) transloziert daraufhin in den
Zellkern, wo es als Transkriptionsfaktor agiert (Abb. 2B(5)). Die Translokation in den Kern
erfolgt mithilfe der Kernlokalisationsignale (Li et al., 2000; Abb. 2A).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des ATF6-Proteins und dessen Aktivierung. (A) Dargestellt ist das
humane ATF6-Protein inklusive aller wichtigen funktionellen Domé&nen. bZiP: basische Leucin-Zipper-Domaéne;
GLS1/2: Golgi-Lokalisations-Sequenz 1/2; TM: Transmembrandomane; S1P/S2P: Serinproteasen 1 und 2; Cys:
Cysteinreste; TAD: Transaktivierungsdomane; VN8: VN8-like Domé&ne; Dreiecke: mutmafiliche Kernlokalisations-
sequenzen. (B) Der ATF6 Signalweg: Akkumulieren un- oder fehlgefaltete Proteine im ER, dissoziiert BiP von
ATF6 (2), wodurch ATF6 aktiviert wird. Das aktivierte ATF6-Protein wird mittels COPII-Vesikeln zum Golgi-
Apparat transportiert (3), wo es durch zwei Serin-Proteasen proteolytisch gespalten wird (4). Die cytosolische
Domane von ATF6 transloziert anschlieRend in den Zellkern (5) und agiert dort als Transkriptionsfaktor (Modifi-
ziert nach Todd et al., 2008).

Fur die optimale transkriptionelle Aktivitdt von ATF6(N), sowie fur dessen proteosomalen
Abbau, sind die VN8-Domane, eine acht Aminosduren lange Doméane (Aminosaurepositionen
61-68) innerhalb der Transaktivierungsdoméne, die zu 75 % homolog zu einer Region des
VP16-Proteins des Herpes simplex Virus ist, sowie eine potentielle zwischen Aminoséaure 25
und 35 von ATF6 liegende Region, erforderlich (Thuerauf et al., 2002, Abb. 2A)).

Um als Transkriptionsfaktor agieren zu konnen, dimerisiert ATF6 mittels der basischen
Leucin-Zipper-Doméne (bZiP, Aminosduren 334-369, Haze et al., 1999). Die Bindung an die
Desoxyribonukleinsaure (DNA) erfolgt mithilfe der basischen Domane (Aminosauren 308 bis
330, Haze et al., 1999, Abb. 2(A)). Nach Bindung an die DNA bildet ATF6 mit weiteren
Kofaktoren wie dem nuclear transcription factor Y (NF-Y) und YY1 einen
Transkriptionsfaktorkomplex aus (Li et al., 2000; Yoshida et al., 2001(a)). Anstatt der Bil-
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dung reiner Homodimere kann ATF6 auch mit dem aktvierenden Transkriptionsfaktor 6f3
(ATF6p), der aus der gleichen Transkriptionsfaktorfamilic wie ATF6 stammt, dimerisieren.
ATF6 und ATF6p konnen ebenfalls zusammen mit den genannten Kofaktoren an die DNA
binden (Yoshida et al., 2001(a)), wobei ATF6pB jedoch einen schwicheren Transkriptionsakti-
vator als ATF6 darstellt (Thuerauf et al., 2007). Die Erkennung und Anlagerung an die DNA
erfolgt durch ER-stress response elements (ERSE), einer speziellen Basenabfolge (CCAAT-
Ng-CCACG), die in der Promotorregion fast aller ER-Stressgene in Saugetieren zu finden ist
(Yoshida et al., 1998; Roy und Lee, 1999; Haze et al., 1999). Friihe Studien konnten zeigen,
dass NF-Y an den CCAAT-Sequenzabschnitt des ERSE bindet und fur dessen optimale In-
duktion unter physiologischen Bedingungen verantwortlich ist (Roy and Lee, 1995; Roy et
al., 1996; Li et al., 2000). YY1 hingegen hat keinen direkten Einfluss auf die basale Aktivitat
von Stressgenpromotoren, wie beispielsweise des BiP-Promotors, kann seine Aktivitat nach

pharmakologisch induziertem ER-Stress aber stimulieren (Li et al., 2000).

Zu den von ATF6(N) aktivierten Genen gehoren unter anderem die Protein-Disulfid-
Isomerase, das X-Box-bindende Protein 1 (XBP1) und die Chaperone GRP78/BiP, GRP94
und GRP58 (Adachi et al., 2008). Durch die verstarkte Transkription von Chaperonen, ER
associated degradation (ERAD)-Genen sowie weiterer ,, pro survival “-Gene wird die Kapazi-
t4t des ERs gesteigert (Maiuolo et al., 2011), und das Uberleben der Zelle unterstiitzt.

1.2.2. Die unterschiedlichen Funktionen von ATF6 als UPR-Komponente

ATF6 gehort wie oben beschrieben zu den Komponenten der UPR, die die Transkription ver-
schiedener Chaperone und ,, pro survival “-Gene induzieren und somit die Proteinfaltungska-
pazitat des ERs erhdhen. Eine Besonderheit des ATF6-Signalwegs liegt jedoch in der Regula-
tion des Stress-Sensors BiP (Yoshida et al., 1998; Yoshida et al., 2001): ATF6(N) induziert
wie in Abschnitt 1.2.1 beschrieben die Transkription seines eigenen Repressors. Es bildet
folglich einen Feedback loop mit BiP aus, indem es dessen Expression reguliert und in der

eigenen Aktivierungsphase durch BiP gesteuert wird.

Die Aktivierung des ATF6-Signalwegs steuert zusatzlich die Expansion des ERs als Reaktion
auf die Akkumulation membranstandiger Proteine. Mittels in vitro Experimenten in unter-
schiedlichen S&ugerzell-Linien (CHO, NIH-3T3, HelLa, HEK293) konnte gezeigt werden,
dass eine Uberexpression von transkriptionell aktivem ATF6 zu einer Ausdehnung des rauen
ERs durch eine Steigerung der Lipidbiosynthese fiihrt. Der Mechanismus hierfur liegt in einer
erhdhten Cholin-Kinase-Aktivitat, wodurch die Menge an gebildetem Phosphocholin ansteigt

6



EINLEITUNG

(Bommiasamy et al., 2009). Phosphocholin bildet die VVorstufe des Phosphatidylcholins, wel-
ches einen wichtigen Bestandteil der zellularen Membranen darstellt. Ahnlich fihrt auch eine
Uberexpression von gespleiften XBP1, einer Downstream-Komponente des IRE1-
Signalweges, zu einer erhohten Lipidbiosynthese (Bommiasamy et al., 2009). Nachstehende
Experimente in HeLa-Zellen konnten jedoch zeigen, dass schon eine moderate Expression
membranstandiger Proteine im ER zur selektiven Aktivierung des ATF6-Signalweges und der
damit verbundenen Expansion bzw. Proliferation des ERs durch eine erhohte
Phosphatidylcholin-Synthese ausreicht (Maiuolo et al., 2011). Diese Beispiele zeigen, dass
ATF6 neben seiner Funktion als Chaperon-Induktor, zusatzlich eine essentielle Rolle in der

ER-Expansion spielt.

Neueste Untersuchungen an humanen embryonalen Stammzellen (hESCs) untermauern friihe-
re Ergebnisse. Sie konnten zeigen, dass ATF6 auch in hESCs zur Expansion des ERs wahrend
deren Differenzierungsprozesses fihrt (Kroeger et al., 2018). hESCs, die mittels Adenoviren
mit transkriptionell aktiven ATF6(N) transduziert wurden, exprimierten eine erhdhte Menge
an ER-Chaperonen und weiteren an der Proteinfaltung beteiligten Proteinen im Vergleich zu
Zellen, die mit einem Kontrollkonstrukt transduziert wurden. Weitere Experimente an diesen
Zellen lieRen auf eine weitere neue Rolle von ATF6 in der friihen Differenzierung humaner
Stammzellen schliellen. Sie zeigten, dass die artifizielle Aktivierung von ATF6 durch den
Aktivator AA147 sowohl die Pluripotenz von hESCs unterdrickt als auch deren mesodermale
Differenzierung fordert. Umgekehrt zeigten induzierte pluripotente Stammzellen (iPSCs), die
aus Patientenfibroblasten mit einer Missense-Mutation in ATF6 (p.(R324C)) generiert worden
waren, eine verminderte mesodermale Differenzierung und eine erhdéhte Bereitschaft zur

Pluripotenz (Kroeger et al., 2018).

Insgesamt lassen diese Studien erkennen, dass ATF6 nicht nur einen Aktivator von ,,pro-
survival “-Genen wahrend der UPR darstellt, sondern Einfluss auf ein breites Spektrum zellu-
larer Funktionen hat. Neben seiner bisher bekannten Rolle als ER-Stress-Sensor und Schliis-
selkomponente der UPR, ist ATF6 ebenso fur andere zellulare Prozesse, wie die Expansion
des ERs und die damit verbundene Lipidbiosynthese, als auch fir die frihe Differenzierung

humaner Stammzellen von essentieller Bedeutung.
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1.2.3. Unterschiedlichste zellulare Stimuli fUhren zu einer ER-Stress-
verbundenen Aktivierung von ATF6

Im Rahmen seiner Funktion als Zellstress-Sensor, ist ATF6 fur die Aufrechterhaltung einer
ausreichenden Proteinfaltungskapazitat des ERs verantwortlich. Unterschiedlichste Stimuli
wie die Akkumulation un- oder fehlgefalteter Proteine im ER verschieben das sensible
Gleichgewicht zwischen der Synthese neuer Proteine und deren Modifikation. Das entstehen-
de Ungleichgewicht fiihrt zu einer Uberladung der ERs und damit zu ER-Stress. Ein Beispiel
hierflr stellt die Rhodopsin-Mutante P23H dar. Im Vergleich zu Wildtyp (WT)-Rhodopsin,
welches nach korrekter Faltung in den Disc-Membranen der Stabchen-AuRensegmenten loka-
lisiert ist, verbleibt P23H-Rhodopsin im ER (Sung et al., 1991). Auch in vivo Studien an Rat-
ten, die P23H-Rhodopsin exprimieren, zeigten, dass P23H-Rhodopsin im ER verbleibt und
dort zu einer erhdhten Expression unterschiedlicher ER-Stress-Marker fuhrt (Gorbatyuk et al.,
2010).

Auch die Entstehung von oxidativem Stress und dem damit verbundenen Anstieg von Stick-
stoffmonoxid (NO) und anderen reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS),
fihren zu einer Aktivierung des ATF6-Signalweges in den betroffenen Zellen. Durch die An-
sammlung von NO und ROS verandert sich das Redoxpotential der Zelle. Ein verandertes
Redoxpotential wirkt sich negativ auf die Bildung von Disulfidbriicken aus und kann somit zu
einer Fehlfaltung von Proteinen fiihren (Gotoh und Mori, 2006). In Studien an murinen
Herzmuskelzellen konnte dieses Phdanomen modelliert werden. Infolge von oxidativem Stress,
aktivierten die Zellen den ATF6-Signalweg und wirkten so dem aufkommenden ER-Stress
entgegen. Wurden jedoch Atf6-defiziente Herzmuskelzellen generiert und diese oxidativem
Stress ausgesetzt, kam es infolgedessen zu erhéhtem ER-Stress und einer erhdhten Zelltodrate
(Jin et al., 2017; Blackwood et al., 2019).

Auch in Neuronen zeigte die Aktivierung der UPR, speziell die Aktivierung von ATF6, eine
protektive Wirkung. ER-Stress kann in dopaminergen Neuronen der Substantia Nigra durch
die Injektion des Neurotoxins MPTP induziert werden. Es handelt sich hierbei um einen Vor-
laufer eines Inhibitors der mitochondrialen Atmungskette, welcher zu Symptomen &hnlich
denen einer frihen Parkinsonerkrankung fuhren kann. Im Mausmodell induziert die MPTP-
Applikation bei dopaminergen Neuronen die Aktivierung zweier unterschiedlicher Arme der
UPR, den ATF6- und den PERK-Signalweg, wodurch der Verlust dieser Neuronen verhindert
wurde. In dopaminergen Neuronen Atf6-defizienter M&use wurde nach Applikation des Neu-
rotoxins stattdessen eine erhohte Degenerationsrate detektiert (Hashida et al., 2012). Diese

Experimente zeigen, dass Veranderungen im Redoxpotential, ausgel6st durch die Exposition

8



EINLEITUNG

toxischer Substanzen, die UPR aktivieren konnen. Insbesondere in Neuronen stellt die Akti-
vierung von ATF6 und die damit verbundene Induktion von pro-survival-Signalwegen einen

relevanten protektiven Mechanismus dar.

Auch metabolische Ungleichgewichte gehdren zu den Stimuli, die eine Aktivierung des
ATF6-Signalweges zur Folge haben konnen. In Leberzellen (Hepatozyten) des Zebrafischs
kann, durch Exposition mit Alkohol ER-Stress induziert werden. Die daraus resultierende
Aktivierung von Atf6 erhoht die Wahrscheinlichkeit fir die Entstehung einer Alkohol-
induzierten Fettleber (Steatose) durch Ansammlung von Fetttropfchen in den Leberzellen.
Wurde die Atf6-Aktivierung durch Uberexpression von aktivem Atf6 simuliert, konnte eine
erhohte Lipogenese-Rate beobachtet werden (Howarth et al., 2014). Vacaru und Kollegen
konnten diese Erkenntnisse bestétigen und postulierten, dass eine ,,akut gestresste” UPR eine
Steatose induzieren kann, wahrend eine bereits an ER-Stress adaptierte UPR die Entstehung

einer Steatose unter ER-Stress-Bedingungen verhindern kann (Vacaru et al., 2014).

In seiner Rolle als Schlisselkomponente der UPR, kann ATF6 durch unterschiedlichste Sti-
muli, die die zellulare Homdostase aus dem Gleichgewicht bringen und ER-Stress induzieren,
aktiviert werden oder durch gezielte Uberexpression zu einer Verbesserung des metabolischen
Gleichgewichts in bestimmten Zellen beitragen. Da ATF6 ubiquitdr exprimiert wird, ist das
Spektrum maoglicher Aktivierungsstimuli breit gefachert und neben dem Zelltyp auch abhan-

gig von auleren Einfllssen.

1.2.4. Pharmakologische Induktion der UPR

Neben dem Auftreten von physiologischem ER-Stress, der beispielsweise wéhrend der Ent-
wicklung auftritt, kann dieser auch pharmakologisch induziert werden. Zu den meist genutz-
ten Substanzen, die ER-Stress induzieren und die UPR aktivieren, gehdren das Nukleosid-
Antibiotikum Tunicamycin, das Sesquiterpenlacton Thapsigargin und das Reduktionsmittel
Dithiothreitol (DTT). Tunicamycin inhibiert Enzyme der flr die Protein-Glykosylierung
wichtigen UDP-HexNAc: polyprenol-P HexNAc-1-P-Familie. Hierdurch wird die N-
Glykosylierung von Proteinen verhindert (Heifetz et al., 1979) und der Ausbildung der
Tertidrstruktur entgegengewirkt. Thapsigargin ist ein nicht-kompetitiver Inhibitor der
Sarco/Endoplasmatischen Retikulum-Ca®*-ATPase (SERCA). Durch das Binden von
Thapsigargin an SERCA kann kein Kalzium mehr in das ER einstromen (Lytton et al., 1991).
Dadurch sinkt die luminale Kalziumkonzentration, wodurch Kalzium-abhéngige ER-
Chaperone (Wada et al., 1991), wie Calnexin, in ihrer Funktion gestort werden und un- oder
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fehlgefaltete Proteine im ER akkumulieren. DTT interferiert direkt mit der Faltung von Prote-
inen, indem es als Reduktionsmittel wirkt und die intramolekularen Disulfidbriicken reduziert
(Cleland, 1964). Verschiedene in vitro und in vivo Experimente demonstrierten, dass jede der
genannten Substanzen die UPR aktivieren kann. Immunoblots mit den Lysaten von mit Tuni-
camycin- bzw. Thapsigargin-behandelten HeLa-Zellen zeigten erhdhte ATF6- und BiP- Pro-
teinengen sowie eine vermehrte Menge an geschnittenem ATF6 im Vergleich zu unbehandel-
ten Zellen (Yoshida et al., 1998; Haze et al., 1999). Auch in MEFs und humanen Fibroblasten
flhrt die Behandlung mit Tunicamycin oder Thapsigargin bzw. aller drei Substanzen zu einer
Aktivierung der UPR (Wu et al., 2007; Yamamoto et al., 2007; Kohl et al., 2015; Chiang et
al., 2017). Obwohl in Zellkulturexperimenten erfolgreich gezeigt werden konnte, dass sowohl
Tunicamycin als auch Thapsigargin und DTT zu einer Induktion der UPR fihren, gilt dies
nicht gleichermal3en flr in vivo Experimente. Ishikawa und Kollegen berichten beispielswei-
se, dass eine 24-stundige Inkubation in Thapsigargin in keinem auffalligen Phanotyp in
Medaka-Larven resultiert (Ishikawa et al., 2013). Diese Daten zeigen, dass abhangig von der
Fragestellung und des Modells darauf geachtet werden muss, welcher ER-Stress-Induktor

gewahlt wird.

1.3. ATF6 und Achromatopsie

1.3.1. ATF6 als sechstes Gen bei Achromatopsie

Achromatopsie (ACHM), oder komplette Farbenblindheit, gehort zu den seltenen erblich be-
dingten, autosomal rezessiven, kongenitalen Netzhauterkrankungen, mit einer Pravalenz von
1:30.000 bis 1:50.000 (Sharpe et al., 1990; Sharpe et al., 1999). ACHM ist auf die Funktions-
beeintrachtigung oder den kompletten (Funktions-)Verlust von Zapfen-Photorezeptoren zu-
rickzufiihren. Dementsprechend zeigen Patienten charakteristische Symptome, wie ein feh-
lendes Farbunterscheidungsvermdgen, eine sehr geringe Sehschérfe von <0,1 oder 20/200,
eine hohe Blendempfindlichkeit und eine anhaltende Pendelbewegung der Augen, den soge-
nannten Nystagmus. Die Erkrankung verlauft in Bezug auf ihre Symptome stationar, d.h. die

Symptome verschlechtern sich nicht mit zunehmendem Alter der Patienten.

Nichtsdestotrotz konnte mithilfe nicht-invasiver bildgebender Verfahren gezeigt werden, dass
im Verlauf der Erkrankung eine fortschreitende Degeneration der zentralen Netzhaut stattfin-
det (Aboshiha et al., 2014; Genead et al., 2011; Thiadens et al, 2010, Thomas et al., 2011,
Thomas et al., 2012). Elektrophysiologische Untersuchungen mittels Elektroretinographie bei
ACHM-Patienten zeigen einen kompletten Funktionsverlust der Zapfen-Photorezeptoren.
10
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Lediglich die elektrischen Strome der Stdbchen-Photorezeptoren sind messbar und meist un-
verandert (Andreasson und Torngvist, 1991; Kohl und Hamel, 2013). Anhand der symptoma-
tischen Auspragung wird zwischen der kompletten und der inkompletten ACHM unterschie-
den. Patienten mit einer kompletten Farbenblindheit leiden unter den oben genannten und fir
eine Farbenblindheit charakteristischen Symptomen. Im Vergleich hierzu zeigen Patienten mit
einer inkompletten Form der ACHM einen milderen Phanotyp. Sie sind noch in der Lage
Farbtone teilweise zu unterscheiden und weisen teilweise eine bessere Sehschérfe auf
(AAPOS, 2015). Auch im Elektroretinogramm (ERG) konnen bei diesen Patienten zum Teil
noch Restantworten der Zapfen-Photorezeptoren gemessen werden.

Momentan sind sechs verschiedene Gene bekannt, die mit der Erkrankung der ACHM assozi-
iert sind (Abb. 3). Die haufigsten Mutationen, die fur ca. 60-90 % der Erkrankungsfalle ver-
antwortlich sind, finden sich entweder in CNGA3 (MIM# 600053, Kohl et al., 1998; Wissin-
ger et al., 2001) oder in CNGB3 (MIM# 605080, Sundin et al.; 2000; Kohl et al., 2000, Mayer
et al., 2017). Beide Gene kodieren fir die Untereinheiten des zyklisch Nukleotid-gesteuerten-
(CNG)-Kanals, der im Zapfen-AuRensegment lokalisiert ist. CNGA3 kodiert hierbei die ka-
nalbildende CNGAS3-Untereinheit und CNGB3 kodiert die modulatorische CNGB3-
Untereinheit des tetrameren Kanals. Weitere Gene, die mit ACHM assoziiert sind, sind
GNAT2 (MIM# 139340, Kohl et al., 2002; Aligianis et al., 2002), welches fiir die katalytische
a-Untereinheit des G-Proteins Transducin im Zapfen-AulRensegment kodiert, sowie PDE6C
(MIM# 600827, Thiadens et al., 2009; Chang et al., 2009) und PDE6H (MIM# 601190, Kohl
et al., 2012), die jeweils die katalytische a- bzw. die inhibitorische y-Untereinheit der zapfen-
spezifischen Phosphodiesterase kodieren. All diese Gene bzw. Genprodukte stellen wichtige
Komponenten der zapfenspezifischen Phototransduktionskaskade. Dieser auch Sehkaskade
genannte Mechanismus wandelt ein Lichtsignal in ein elektrisches Signal um, welches im

Anschluss an das Gehirn weitergeleitet wird.
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Abbildung 3: Spektrum der ACHM-
assoziierten Gene. Funf der bislang sechs
bekannten ACHM-assoziierten Krankheits-
gene kodieren fur Komponenten der Pho-
totransduktionskaskade.

Am haufigsten sind Mutationen in CNGB3
und CNGA3 (60 % bzw. 32 %), gefolgt von
Mutationen in PDE6C, GNAT2 und ATF6
(3% bzw. 2 %). Mit einer Haufigkeit von
unter 1% gehoren Mutationen in PDE6H
zur Minderheit.

Im Gegensatz hierzu steht ATF6 als einer der ER-Stress-Sensoren der UPR. Verschiedene
unabhéngige Studien konnten zeigen, dass Mutationen in ATF6 zu retinalen Erkrankungen
wie Achromatopsie oder einer Zapfen-Stabchen-Dystrophie fiihren (Ansar et al., 2015; Kohl
et al., 2015; Skorczyk-Werner et al., 2017). Ahnlich wie bei PDE6C und GNAT2 gehdren
Mutationen in ATF6 mit einer Haufigkeit von 2-3% zu den selteneren ACHM-
verursachenden Mutationen. Diese sind jedoch nicht so selten wie Mutationen im PDE6H-
Gen, in welchem bisher nur eine bestimmte nonsense-Mutation in drei unabhéngigen Fami-
lien beschrieben wurde (Kohl et al., 2012; Pedurupillary et al. 2016). Das Spektrum der bis-
lang bekannten und mit retinalen Erkrankungen in Zusammenhang gebrachten 14 ATF6-
Mutationen umfasst Punktmutationen, nonsense- und missense- Mutationen aber auch Spleil3-
mutationen. Chiang und Kollegen schlugen vor, 12 der bislang in ATF6 publizierten und mit
retinalen Erkrankungen assoziierten Mutationen anhand ihrer Funktion im heterologen in vit-
ro Expressionssystem in drei Klassen einzuteilen (Chiang et al., 2017; Abb. 4). Klasse 1 bil-
den die Mutationen, bei denen eine intakte luminale Doméne gebildet werden kann, der
Transport von ATF6 in den Golgi-Apparat und folglich die transkriptionelle Aktivitat von
ATF6 aber beeintrachtigt wird. Mutationen der Klasse 2 resultieren in einer konstitutiven
transkriptionellen Aktivitat von ATF6 und induzieren so die Transkription von UPR-Genen
auch ohne vorliegenden ER-Stress. Mutationen der Klasse 3 fihren zu einem kompletten Ver-
lust der transkriptionellen Aktivitdt von ATF6, da sie die Transaktivierungs- und bZiP-

Doméne zerstoéren (Chiang et al., 2017).
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In einem Grol3teil der Patienten mit Mutationen in ATF6 wurde Achromatopsie diagnostiziert.
Es sind jedoch einzelne Félle mit friihkindlicher Zapfen-(Stabchen-)Dystrophie sowie friher,
Klinisch nicht weiter spezifizierter Photorezeptordegeneration beschrieben (Kohl et al., 2015;
Xu et al., 2015; Skorczyk-Werner et al., 2017). Patienten mit einer ATF6-assoziierten ACHM
zeigen neben den fir eine ACHM charakteristischen Merkmalen, wie Nystagmus, geringer
Visus und Photophobie, sowie einer reduzierten bzw. fehlenden photopischen ERG-Antwort
(Ansar et al., 2015; Kohl et al., 2015) zusétzliche morphologische Auffélligkeiten in der
Netzhautstruktur. Genau wie bei Patienten mit ACHM, welche durch Mutationen in den Pho-
totransduktion-Proteinen verursacht werden, zeigen sie funduskopisch kleine, definierte ovale
RPE-Defekte. In der Fundusautofluoreszenz sind Defekte als parafoveale hyperfluoreszieren-
de Bereiche in den jungen Patienten zu sehen, und in alteren Patienten hypofluoreszierende
Punkte, welche von einem Ring mit erhéhter Autofluoreszenz umgeben sind. Mittels spektra-
ler optischer Koh&renz-Spektroskopie (SD-OCT) zeigte sich ein Verlust der inneren und 4u-
Reren Segmente des Zapfens mit einer Unterbrechung der Zilienschicht und einer Zerstérung
der RPE-Schicht im Bereich der Fovea. Alle Patienten wiesen eine fast fehlende Fovea-Grube
(foveale Hypoplasie) auf, was fir die durch ATF6-Mutationen verursachte Netzhauterkran-
kung als charakteristisch angesehen werden kann. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass dies
auch bei den anderen ACHM-Formen beobachtet werden kann (Kohl et al., 2015; Xu et al.,
2015; Skorczyk-Werner et al., 2017). Neuste Untersuchungen mittels adaptive optics split
detection deuten darauf hin, dass bei den ATF6-Achromaten Kkeinerlei Zapfen-
Photorezeptoren in der Fovea und der Parafovea vorhanden sind (Mastey et al., Arvo Abstract
Nr. 669-C0227, 2018).
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1.3.2. ATF6-Tiermodelle

Bislang sind drei unterschiedliche Tiermodelle mit Mutationen in ATF6 beschrieben worden:
zwei Mauslinien mit verschiedenen Deletionen in Atfé (Wu et al., 2007; Yamamoto et al.,
2007) sowie ein atf6”-Medaka-Fischmodel (Ishikawa et al., 2013).

Der atf6-knockout im Medaka-Model ist durch eine Stop-Mutation in atf6 bedingt, wodurch
kein funktionelles Atf6-Protein gebildet wird. atf6”-Medakas zeigen keinen auffalligen Pha-
notyp unter physiologischen Bedingungen. Untersuchungen an atf6”-, atf6s”- und atf6”;
atf6g”"-Doppel-knockout-Medakas, die alle EGFP unter dem bip-Promotor exprimieren, zeig-
ten eine konstitutive EGFP-Expression wahrend der Entwicklung, was auf intrinsischen Zell-
stress zu diesem Zeitraum hindeutet. Ferner konnte auch gezeigt werden, dass bei atf6”-
Medakas eine Storung der Induktion der bip-Transkription vorliegt. Zusammen mit der weite-
ren Erkenntnis, dass die bip-Transkription in atf6”-Medakas wahrend der Entwicklung antei-
lig auch von atf6f induziert werden kann, zeigt diese Studie, dass atf6é den Hauptaktivator der
bip-Transkription darstellt, a#f6f die Rolle von atf6é unter physiologischem ER-Stress aber
anteilig kompensieren kann. Dies gilt jedoch nur fur physiologischen nicht fur pharmakolo-
gisch induzierten ER-Stress. atf6”"; atf65" -Medakas zeigten nach der Behandlung mit Tuni-
camycin keine erhohte EGFP-Expression. Weitere Untersuchungen zeigen, dass eine Inakti-
vierung von bip zu einem embryonal letalen Ph&notyp flhrt, und gleichzeitig dass bip an der
frihen Embryonalentwicklung beteiligt ist. Diese Tatsache erklart auch, warum ein Doppel-
knockout von atf6é und atf6f sowohl in Mausen, als auch im Medaka bereits in frihen Ent-
wicklungsstadien letal ist (Wu et al., 2007; Yamamoto et al., 2007; Ishikawa et al., 2013).
Dass bip eine wichtige Komponente zur Kompensation von intrinischem Zell-Stress darstellt,
zeigen weitere Analysen zur Entwicklung des Notochords in atf6™; atf6s”-Doppel-knockout-
Medakas. Wahrend der Entwicklung des Notochords werden extrazelluldare Matrixproteine
wie Kollagen und Laminin sekretiert, wodurch das intrinsische ER-Stress-Niveau ansteigt
(Lamandé und Bateman, 1999). Die fehlende bip-Induktion resultiert in atf6”; atf6p”-
Doppel-knockout-Medakas daher in einer Fehlentwicklung bzw. Verkiirzung des Notochords.
Experimente, in denen bip mMRNA in Oozyten der atf6”; atf6,B"‘-Doppel-knockout-Medakas
injiziert wurde, fiihren zu einem Rescue dieses Phénotyps, d.h. Verlangerung des Notochords
(Ishikawa et al., 2013). Insgesamt veranschaulichen die Untersuchungen in den verschiedenen
knockout-Medaka den Zusammenhang zwischen atf6, a#/6f und bip, und verdeutlichen, dass
nicht das Fehlen von atf6 oder atf6/ selbst, sondern der Verlust des Zielgens bip zu pathologi-
schen Veranderungen fuhrt. Visuelle Untersuchungen wurden an diesem Tiermodell nicht

durchgefiihrt.
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Die Generierung des Mausmodells von Wu und Kollegen erfolgte tber die Deletion von Exon
4, wodurch ein frameshift mit vorzeitigem Stop-Codon induziert wurde und wichtige funktio-
nelle Proteindoménen in ATF6 wie die bZiP-Doméne, die Transmembrandomaéne, die BiP-
Bindedomane sowie beide GLS fehlen (Wu et al., 2007). Die Generierung des zweiten be-
schriebenen Mausmodells erfolgte tber die Deletion der Exons 8 und 9, wodurch ATF6 hier
ebenfalls durch den Verlust des Leucin-Zippers und der Transmembrandoméne jegliche
Funktionalitat verliert (Yamamoto et al., 2007). Beide Mausmodelle zeigten in ihrer Entwick-
lung keinerlei Auffalligkeiten. Im Vergleich zum Medaka wurden hier jedoch Experimente
zur visuellen Funktion durchgefihrt. Elektrophysiologische und histologische Untersuchun-
gen der Retina zeigten eine spét beginnende altersabhangige Degeneration der Zapfen- und
Stabchen-Photorezeptoren fir das von Wu und Kollegen generierte Mausmodell (Kohl et al.,
2015). Im Gegensatz hierzu zeigte das von Yamamoto und Kollegen generierte Modell ledig-
lich altersabhangige epi- und subretinale Ablagerungen. Die Funktion der Stdbchen- und Zap-
fen-Photorezeptoren war auch im fortgeschrittenen Alter von 15 Monaten nicht beeintrachtigt
(unpublizierte Daten). Vergleicht man diese Ergebnisse mit dem humanen Phanotyp, ist keine
Korrelation zu erkennen. Der Funktionsverlust der Photorezeptoren ist bei den Patienten auf
die Zapfen beschrankt und schon in jungen Patienten nachweisbar. Ebenso sind morphologi-
sche Veranderungen in der Photorezeptorschicht im OCT bei Patienten im Kindesalter
(9 Jahre) zu erkennen. Patienten zeigen demzufolge einen kongenitalen, reinen Zapfen-
Phénotyp, wahrend das Mausmodell einen altersabhangigen Phanotyp zeigt, bei dem Zapfen

und Stabchen gleichermalien betroffen sind.

1.4. Der Zebrafisch als Tiermodell erblicher retinaler Erkrankungen
1.4.1. Der Aufbau der Retina: Die Zebrafischretina im Vergleich zur humanen
Retina

Die Retina von Vertebraten weist nach vollstandiger Entwicklung eine gleichméafige, schich-
tenartige Organisation der unterschiedlichen Zell- und Neuronenpopulationen auf (Waéssle
und Riemann, 1978). Sie besteht hauptsachlich aus sieben unterschiedlichen Zellarten. Die
aulerste, lichtabgewandte — in Richtung der Sklera liegende — Schicht wird von den Stab-
chen- und Zapfen-Photorezeptoren gebildet, die fur die Detektion der einfallenden Photonen
und deren Umwandlung in ein elektrisches Signal zusténdig sind. lhre AulRensegmente stehen
mit dem retinalen Pigmentepithel (RPE) in Kontakt. Die Kerne der Photorezeptoren bilden

die duRere Kdornerschicht (outer nuclear layer, ONL). Die innerste, in Richtung des Vitreus
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gelegene Schicht, die retinale Ganglienzellschicht (retinal ganglion cell layer, GCL), wird
von den Ganglienzellen gebildet. Ihre Axone bilden gebundelt den optischen Nerv und sind
daher der einzige Zelltyp der mit dem Gehirn, bei Sdugetieren mit dem Superior colliculus
und bei Fischen und Amphibien hauptsdachlich mit dem optischen Tectum, verbunden sind
(Livesey und Cepko, 2001; Burrill und Easter, 1994). Die Photorezeptoren und die Ganglien-
zellen sind mittels Bipolarzellen miteinander verbunden. Die mittlere Schicht, die innere Kor-
nerschicht (inner nuclear layer, INL) wird von den Kernen der Bipolar-, Horizontal- und
Amakrinzellen gebildet. Diese Schicht wird nach oben hin durch die duRere Synapsenschicht
(outer plexiform layer, OPL), in der Horizontal- und Bipolarzellen synaptische Kontakte mit
den Photorezeptoren ausbilden, begrenzt. Zwischen der mittleren Kornerschicht und dem
GCL befindet sich die innere Synapsenschicht (inner plexiform layer, IPL), in der Bipolar-,

und Amakrinzellen Synapsen mit den Ganglienzellen ausbilden.

Den siebten Zelltyp bilden die retinalen Gliazellen, auch Miuiller-Gliazellen genannt. Ihre
Zellkorper befinden sich im INL, sie reichen durch ihre langgestreckte Form vom GCL bis in
den ONL. Da sie das gesamte retinale Epithel durchspannen, sind sie wichtige Néhrstoffliefe-
ranten fr die angrenzenden Zellen und halten die Zellhomdostase aufrecht (Bringmann et al.,
2006; Reichenbach und Bringmann, 2013). Zudem werden Miller-Gliazellen von der Retina
auch als optische Fasern genutzt, indem sie einfallende Photonen zu den Photorezeptoren lei-
ten (Franze et al., 2007). Eine weitere wichtige Eigenschaft der Muller-Gliazellen ist ihre Re-
aktion auf Verletzungen. Liegen retinale Lasionen vor, reagieren Miller-Gliazellen indem sie
sich vergroRBern und die Expression des glial fibrillary acidic protein (GFAP), welches den
Hauptbestandteil der Intermediarfilamente von Gliazellen darstellt, erh6hen (Thomas et al.,
2016). Zeitgleich erfolgt eine zelluldare Reprogrammierung der Miiller-Gliazellen, wodurch
diese die Eigenschaften von retinalen Stammzellen annehmen und zur Regeneration retinaler

Zellen beitragen kénnen (Ramachandran et al., 2010; Powell et al., 2013).

Obwohl die retinalen Zelltypen und der Aufbau der Retina vergleichbar zwischen unter-
schiedlichen Vertebraten ist, zeigen sich dennoch deutliche Unterschiede in Bezug auf die
Anordnung und Verteilung der Photorezeptortypen bei unterschiedlichen Spezies. Der
Mensch besitzt als Trichromat drei unterschiedliche Zapfentypen, welche sich in der Expres-
sion ihres lichtsensitiven Opsins unterscheiden (S-Opsin: blau, kurzwellig, ~430 nm; M-
Opsin: grin, mittelwellig, ~530 nm; L-Opsin: gelbgrin, langwellig, ~560 nm; Mdller und
Knaupp, 1998; Solomon und Lennie, 2007). Sie sind fur das Sehen bei Tageslicht zustandig.
Die Stdbchen-Photorezeptoren sind fur das Sehen im Dammerlicht oder bei Nacht verantwort-

lich. Das Photopigment der Stédbchen ist Rhodopsin, welches ein Absorptionsmaximum von
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~500 nm aufweist (Miller und Kaupp, 1998). Die humane Retina enthalt etwa 110-120 Milli-
onen Stabchen und ca. 6,4 Millionen Zapfen (Osterberg, 1935).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Photorezeptor-Typen und deren Anord-
nung in der humanen Retina. (A) Aufbau der Stdbchen- und Zapfen-Photorezeptoren. (B) Anordnung der
Photorezeptoren in der humanen Retina. GréRenverhéltnisse in der Abbildung sind nicht realitdtsgetreu. Der
weifle Ring markiert die Foveola. (C) Verteilung der Stabchen- und Zapfen-Photorezeptoren in der Retina (ver-
andert nach Osterberg, 1935; Viets et al., 2016).

Die Verteilung der Zapfen-und Stadbchen-Photorezeptoren ist nicht gleichmaRig in der huma-
nen Retina. In der Fovea centralis, der Stelle des schéarfsten Sehens sind nur Zapfen-
Photorezeptoren lokalisiert. Die Mitte der Fovea, die Foveola, wird nur durch Rot- und Grin-
zapfen bestimmt. Aullerhalb der Fovea, d.h. in der Peripherie der Retina sind hauptséchlich
Stabchen-Photorezeptoren lokalisiert; im Vergleich zur Fovea ist die Anzahl an Rot- Grin-
und Blauzapfen hier deutlich reduziert (Williams, 1991; Hendrickson, 1992; Hofer et al.,
2005, Abb. 5).

Dementsprechend resultiert der Verlust von Zapfen-Photorezeptoren bzw. deren Funktion
beim Menschen in Farbfehlsichtigkeit oder Blindheit, Blendempfindlichkeit, einer geringen
Sehschérfe und einem Nystagmus. Letzteres basiert auf dem Fehlen der Zapfen-

Photorezeptoren in der zentralen Retina wodurch das Fokussieren beeintrachtigt ist.
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Die Retina des Zebrafischs ist eine zapfenreiche Retina. Die Zapfen sind hier relativ gro und
mosaikformig angeordnet, weshalb sich der Zebrafisch als sehr geeignetes Tiermodell fur
zapfenbasierte retinale Erkrankungen darstellt. Das Mosaik der Fischretina wird aus vier un-
terschiedlichen Zapfen-Subtypen gebildet, die prézise zueinander angeordnet sind (Brancheck
und Bremiller, 1984). Im Mosaik alternieren jeweils eine Reihe bestehend aus Blau- und UV-
Zapfen mit einer Reihe in ihrer Orientierung abwechselnden Doppelzapfen, welche aus Rot-
und Griinzapfen bestehen. Somit besitzt die adulte Zebrafischretina doppelt so viele Rot- und
Grinzapfen, wie Blau- und UV-Zapfen (Raymond und Barthel., 2004; Allison et al., 2010).
Die Stabchen-Photorezeptoren sind dabei gleichmalig und regelméRig ber die gesamte Zeb-
rafischretina zwischen den Zapfen verteilt. Vier Stdbchen-Photorezeptoren umgeben hierbei
immer einen UV-Zapfen (Larison und Bremiller, 1990; Raymond et al., 1995; Schmitt und
Dowling, 1996; Fadool, 2003, Abb. 6). Frihere Studien konnten zeigen, dass die Verschal-
tung der sich entwickelnden Photorezeptoren untereinander eine bedeutende Rolle bei der
Formierung des spezifischen Musters in der Zebrafischretina spielt (Raymond et al., 1995;
Schmitt und Dowling, 1996).

Der Fisch ist im Gegensatz zum Menschen ein Tetrachromat. Neben den Stabchen-
Photorezeptoren, die fur bewegungsabhdngiges Sehen verantwortlich sind, existieren die vier
unterschiedlichen Zapfensubtypen, die jeweils verschiedene Opsin-Typen mit unterschiedli-
chen Absorptionsmaxima exprimieren. Das Zebrafischgenom weist aufgrund der
Genomduplikation wéhrend der Entwicklung der Teleostei sowie weiterer Genduplikationen
insgesamt neun Gene auf, die fur die Expression der unterschiedlichen Opsine mit unter-
schiedlichen Absorptionsmaxima verantwortlich sind. Zwei Gene kodieren fir die Rot-Opsine
(LWS-1 und LWS-2; Amax 558 nm bzw. Anax 548 nm) und vier Gene kodieren die unterschied-
lichen Grun-Opsine (RH2-1, RH2-2; RH2-3 und RH2-4; Amax 467 NM, Amax 476 NM, Amax
488 nm bzw. Amax 505 nm). Das Blau-Opsin (SWS2; Amax 416 nm) und das UV-Opsin (SWS1;
Amax 355 nm) werden jeweils nur von einem einzigen Gen kodiert (Chinen et al., 2003). Das
neunte Opsin kodiert fur das Stdbchenopsin Rhodopsin, dass ebenfalls nur von einem einzi-
gen Gen (RH1; Amax 501 nm) kodiert wird (Hamaoka et al., 2002; Chinen et al., 2003).

Die Expression der unterschiedlichen Rot- und Griin-Opsin-Subtypen folgt bei der Entwick-
lung einem rdumlichen und zeitlichen Muster. Wahrend der Entwicklung geht die Expression
der jeweiligen kurzwelligen Subtypen des Rot- und Griin-Opsins der Expression der langwel-

ligeren Subtypen voran. In der adulten Zebrafischretina befinden sich die langwelligen Zap-
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fen-Subtypen im ventralen und peripheren Bereich, wéhrend die kurzwelligeren Subtypen im
dorsalen und zentralen Bereich angesiedelt sind (Takechi und Kawamura, 2005).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Photorezeptortypen in der Zebrafischreti-
na. (A) Schema der Interaktionen der einzelnen retinalen Zellen miteinander und Lokalisation in den verschiede-
nen retinalen Schichten. Hintergrung bildet ein Semidiinnschnitt einer 5 days post fertilization (dpf) alten Zebra-
fischretina. (B) Aufbau der unterschiedlichen Photorezeptoren. (C) Anordnung der unterschiedlichen
Photorezeptortypen in der Zebrafischretina im gleichméafig geordneten Mosaik. GréRenverhéltnisse in der Abbil-
dung sind nicht realitatsgetreu (Modifiziert nach Lagman et al., 2015; Viets et al., 2016).

Ferner ist die zentripetale Position der Photorezeptor-Subtypen prazise definiert. Wéhrend
sich die AuRensegmente und Ellipsoide der Stdbchen ganz aulen in der zur Sklera gewandten
Region befinden, folgen in Richtung des Vitreus zunédchst die AuBensegmente und Ellipsoide
der Doppelzapfen, daran angeschlossen die der Blau- und als letztes die der UV-Zapfen
(Branchek und Bremiller, 1984, Abb. 6). So kdnnen die einzelnen Photorezeptortypen in der
Zebrafischretina nicht nur anhand ihrer Morphologie, sondern auch anhand ihrer Position in

der Retina bestimmt werden.

1.4.2. Die Entwicklung der Zebrafischretina

Die ersten Teile des Auges entwickeln sich bei den Larven schon nach ca. 11,5 hours post
fertilization (hpf) und bereits mit 24 hpf hat sich der Augenbecher vollstdndig ausgebildet. In
den nachsten 12 h durchlduft die Retina eine Phase der schnellen Proliferation. Zwischen
32 hpf und 34 hpf bilden sich die ersten Axone der retinalen Ganglienzellen aus (Schmitt und
Dowling, 1999).
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Die Entwicklung der Zebrafischretina erfolgt in charakteristischen Wellen und ist kein
gleichméRig ablaufender Prozess (Raymond et al., 1995; Schmitt und Dowling, 1999). Die
ersten Photorezeptoren entwickeln und differenzieren sich bereits im Alter von 50 hpf in einer
bestimmten Region der ventralen Retina, auch ventral patch genannt. In diesem Bereich kon-
nen im Alter von 50-55 hpf ebenfalls die ersten Aullensegmente sowohl von Stébchen als
auch Rot- und Blauzapfen detektiert werden (Kljavin, 1987; Raymond et al., 1995; Schmitt
und Dowling, 1999, Easter und Malicki, 2002).

Die Entwicklung der Stabchen- und Zapfen-Photorezeptoren breitet sich dann bis zum Alter
von 84 hpf gleichmé&fig von ventral zu dorsal und von nasal zu temporal Uber die gesamte
Retina aus (Raymond et al., 1995; Schmitt und Dowling, 1999). Das Entwicklungsmuster der
Zapfen lasst sich bildlich mit dem Offnen eines Fachers vergleichen und wird daher auch als
Fachergradient bezeichnet (Easter und Malicki, 2002). Hierbei entwickeln sich zuerst die UV-
Zapfen, gefolgt von den Blau- und den Rot/-Grlin-Doppelzapfen (Raymond et al., 1995; Ro-
binson et al., 1993; Schmitt und Dowling 1999). Interessanterweise folgt die Expression der
unterschiedlichen Opsine dem umgekehrten Muster, sodass die Expression des Rot-Opsins
der des Blau-Opsins vorausgeht (Raymond et al., 2004). Die Stédbchen entwickeln sich unab-
hangig und in einem eher ungeordneten Muster Uber die gesamte Retina (Raymond, 1985;
Raymond et al., 1995). Sie differenzieren sich aus proliferierenden Vorlauferzellen im INL,
die anschlieBend entlang der Fasern der Muller-Gliazellen bis zum ONL migrieren (Raymond
et al., 1986). Im Alter von 60 hpf bilden sich erste synaptische Kontakte zwischen den Photo-
rezeptoren und den Zellen des INLs aus. AulRerdem ist zu diesem Zeitpunkt ein Grofteil der
fur die Retina typischen Schichtung aus GCL, IPL, INL, OPL und ONL bereits vorhanden
(Kljavin, 1987; Schmitt und Dowling, 1999). Mit 72 hpf sind alle synaptischen Signalwege
der Zebrafischretina vollstdndig ausgebildet und auch die Laminierung der einzelnen retinalen
Schichten ist abgeschlossen (Schmitt und Dowling, 1999). Die Differenzierung und Entwick-
lung der Retina in diesen frithen Stadien erfolgt in drei aufeinanderfolgenden Wellen, die sich
geordnet durch die drei retinalen Schichten, beginnend bei den Ganglienzellen tber den INL
bis zur Photorezeptorschicht ziehen und hier die jeweiligen Zelltypen bilden (Schmitt und
Dowling, 1996; Hu und Easter, 1999; Schmitt und Dowling, 1999; Easter und Malicki, 2002).
Sie folgt dabei einem Gradienten, der sich von der inneren zur &ueren Retina und vom Zent-

rum in die Peripherie bewegt (Easter et al., 2000).

Im Alter von 12 dpf kdnnen zum ersten Mal alle vier Photorezeptor-Typen morphologisch
voneinander unterschieden werden (Branchek und Bremiller, 1984). Zapfen-Photorezeptoren

sind ab einem Alter von 15 dpf und St&bchen-Photorezeptoren mit etwa 20 dpf vollstandig
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ausgereift. (Branchek und Bremiller, 1984; Raymond et al., 1995; Saszik et al., 1999; Bilotta
et al., 2001; Hitchcock und Raymond, 2004). Im Alter von 24 dpf wird die Retina als adult
angesehen (Branchek und Bremiller, 1984). Der optokinetische Reflex kann das erste Mal
nach 73 hpf detektiert werden und stabilisiert sich mit zunehmendem Alter (Brockerhoff et
al., 1995; Easter und Nicola, 1996). Bereits nach 5 dpf kdnnen erste elektrophysiologische

Antworten der Zapfen-Photorezeptoren in der Retina detektiert werden (Neuhauss, 2010).

Im Alter von 5 dpf liegen alle vier Zapfen-Typen Uber die gesamte Retina in heterogenen Mo-
saiken verteilt vor, jedoch noch ohne die in adulten Tieren ausgeprégte reihenformige Anord-
nung. Aullerdem variieren sie in ihrer Dichte in den unterschiedlichen retinalen Regionen
(Allison et al., 2010; Zimmermann et al., 2018). Wahrend die Grin- und Blauzapfen eine
recht homogene Verteilung Uber die gesamte Flache der Retina zeigen, treten Rotzapfen ver-
starkt im nasal-dorsalen sowie im temporo-dorsalen Bereich auf. Dies ermoglicht den Larven
das chromatische Sehen im unteren Sichtfeld bzw. unterhalb der Wasseroberflache (Zimmer-
mann et al., 2018). Die UV-Zapfen liegen besonders dicht gepackt im temporo-ventralen Be-
reich der Larvenretina vor. Im Vergleich zu den Zapfen sind die Stabchen-Photorezeptoren
hauptsachlich in den dorsalen und ventralen Bereichen der Larvenretina lokalisiert. Nach Ab-
schluss der Entwicklung spiegelt die adulte Retina in der Anordnung der Photorezeptoren das
in Abschnitt 1.4.1 beschriebene Mosaik wieder, wobei die Dichte der Photorezeptoren im
zentralen Bereich jedoch erhéht ist (Fu et al., 2018).

Die Retina des Zebrafisches wéchst ein Leben lang. Die retinale Neurogenese in der
Vertebratenretina findet hauptsachlich in der ciliary marginal zone (CMZ) statt, die sich an
den peripheren Enden der Retina befindet. Von hier aus werden der Retina immer neue Zellen
hinzugefugt (Johns, 1977; Straznicky und Gaze, 1971). Die CMZ besteht aus zwei unter-
schiedlichen proliferierenden Zelltypen: der erste Zelltyp, die retinalen Stammzellen (retinal
stem cells, RSCs), verbleiben im Kontakt mit der CMZ wahrend sich der zweite Zelltyp, die
retinalen VVorlauferzellen (retinal progenitor cells, RPCs) differenzieren und den Kontakt mit
der CMZ verliert (Wetts et al., 1989). Auch die Expressionsprofile verschiedener Transkripti-
onsfaktoren oder Signalmolekile unterscheiden sich zwischen den Zonen der CMZ. Die Ex-
pression der Gene, die in frihen Stadien der Retinogenese exprimiert werden, erfolgt in den
peripheren Regionen der CMZ, wahrend die Expression von Genen, die zu spéteren Zeitpunk-
ten in der Retinogenese exprimiert werden, in den zentralen Bereichen der CMZ stattfindet
(Harris und Perron, 1998; Raymond et al., 2006). Damit spiegelt die CMZ in ihrer raumlichen
Anordnung die zeitliche Embryonalentwicklung der Retina wieder (Harris und Perron, 1998).
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1.5. Wissenschaftliche Zielsetzungen

ATF6 wurde als sechstes Gen fir ACHM identifiziert. Im Gegensatz zu allen anderen bisher
bekannten mit ACHM assoziierten Genen, kodiert ATF6 nicht flir eine Komponente der Zap-
fen-Phototransduktionskaskade sondern stellt ein Schllsselprotein der UPR dar. Da es daher
zu den ubiquitér exprimierten Genen gehort, ist es verwunderlich, dass Patienten, die Mutati-
onen in ATFG6 tragen einen reinen und ausschlieRlichen Zapfen-Photorezeptor-Phanotyp zei-
gen. Funktionelle und histologische Untersuchungen an Atf6-knockout-Mausmodellen hatten
gezeigt, dass die Maus kein geeignetes Model fir die Untersuchung des Pathomechanismus
der ATF6-assoziierten ACHM darstellt. Diese Dissertation soll zur Aufklarung des Pathome-
chanismus der ATF6-assoziierten ACHM anhand der Untersuchung eines atf6-knockout-

Zebrafischmodells beitragen.

1. Zielsetzung: Lokalisation von atf6 in der Zebrafischretina

Da bislang nicht bekannt ist, welche retinalen Zellen atf6é exprimieren, sollte die Lokalisation
und Expression von atf6 in der WT-Zebrafischretina bestimmt werden. Aufgrund der Tatsa-
che, dass kein spezifischer Antikorper gegen Atf6 verfugbar war bzw. erworben werden
konnte, wurde die Lokalisation auf Transkript-Ebene mittels In-situ-Hybridisierungen (ISH)

an Zebrafischlarven sowie an adulten Zebrafischretinae durchgefiihrt.

2. Zielsetzung: Generierung eines TALEN-vermittelten atf6-knockout-Zebrafisch-
modells

Da die vorherige Charakterisierung zwei unterschiedlicher Atf6-knockout-Mausmodelle keine
Anhaltspunkte auf den Pathomechanismus der ATF6-asssoziierten ACHM ergab, sollte ein
atf6-knockout-Zebrafischmodell mithilfe der Transcription Activator-like Effector Nuclease
(TALEN)-Technologie generiert werden. Der Zebrafisch gilt aufgrund seiner zapfendominier-

ten Retina als ideales Modell zur Untersuchung zapfenbasierter Erkrankungen.

3. Zielsetzung: Die Auswirkung des Fehlens von Atf6 auf die Entwicklung, Morphologie
und Funktionalitat der Zebrafischretina

Um zu Uberprifen welche Auswirkungen das Fehlen von Atf6 auf die Entwicklung und Mor-
phologie der Retina und der einzelnen Zelltypen der Zebrafischretina hat, sollten histologi-
sche Schnitte in unterschiedlichen Larvenstadien und adulten Zebrafischretinae von WT- und

atf6-knockout-Tieren angefertigt und mittels immunhistologischer Farbungen untersucht wer-
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den. Die Funktion der Retina sollte mithilfe von ERG-Messungen an 5 dpf WT- und atf6-

knockout-Larven ermittelt werden.

4. Zielsetzung: Die Auswirkung des Fehlens von atf6 auf die Expression anderer UPR-
Komponenten

Es sollten gRT-PCR-Experimente durchgefiihrt werden, um zu tberprifen, ob das Fehlen von
atf6é einen Einfluss auf die Expression anderer UPR-Komponenten hat. Hierzu sollten nicht
nur die Zielgene von atfé untersucht werden, sondern ebenfalls die Expression der anderen
ER-Stress-Antwort-Komponenten der beiden anderen UPR-Signalwege (IRE1 und PERK)
analysiert werden. Die Untersuchungen sollten sowohl im Larvalstadium im Alter von 5 dpf
als auch im adulten Alter durchgefihrt werden.

5. Zielsetzung: Die Auswirkung von pharmakologisch induziertem ER-Stress mittels

Tunicamycin auf die retinale Entwicklung

Um zu uberpriifen, ob erhéhter ER-Stress zu einer Anderung des retinalen Phénotyps bzw. ob
insbesondere bei atf6”-Zebrafischlarven eine pharmakologische Induktion von ER-Stress den
retinalen Phanotyp verstarkt, sollten sowohl WT- als auch atf6”-Zebrafischlarven mit dem
ER-Stress-Induktor Tunicamycin behandelt und anschlieBend histologisch untersucht werden.
Ob die Behandlung mit Tunicamycin zur erfolgreichen Aktivierung der verschiedenen UPR-

Signalwege fihrt, sollte zudem mittels qRT-PCR-Experimenten tberprift werden.
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2. Material

2.1. Gerate
3100 Genetic Analyzer

7500 Real Time PCR System

Sprout Minizentrifuge

ApoTome.2
AXxio Imager.Z2

Blockthermostat

CMOS Farbkamera SC100

Drucker fur Gelbilder (Model P95)

Eisbereiter MF36 mit Eisspeicher B393

FemtoJet Mikroinjektor

Filmentwicklungsmaschine Curix 60

Gelkammern

Heraeus Fresco 21 Zentrifuge

Heraeus Pico 21 Zentrifuge

Heraeus Mini-Brutschrank

Heraeus Multifuge 1L-R

HXP 120V Lichtquelle
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Applied Biosystems, Life Technologies
Corperation, Carlsbad, CA, USA

Applied Biosystems, Life Technologies
Corperation, Carlsbad, CA, USA

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland
Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Gebr. Liebisch GmbH & Co.KG Labortech-
nik, Bielefeld, Deutschland

Olympus Europa SE & Co.KG, Hamburg,
Deutschland

Mitsubishi Electric Corporation, Tokyo, Ja-
pan

Scotsman Ice Systems, Vernon Hills, IL,
USA

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

AGFA Health Care GmbH, Rottenburg,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA
USA

Visitron Systems GmbH, Puchheim,
Deutschland
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Inkubationsschuttler Infors HT Ecotron
Inkubationsschuttler Infors HAT Minitron
CCD-Kamera (Model B-139-3U7N)

Kryostat CM3050S

Magnetruhrer RCT basic

Mehrkanalpipette
Membranpumpe LVS 300

Mikromanipulator

Mikroladerpipettenspitzen

Mikrowelle R941STW

MilliQ-Wasseranlage GenePure Pro

Mini Trans-Blot® Cell

Mini Protean®3-Gelelektrophorese-System

NanoDrop ND-1000 Spektrophotometer

Netzgerat Consort E231

PCR-Cycler Veriti 96 Well

Photospektrometer (Ultraspec 2000)

Pipettensatz (2ul, 10ul, 201, 100pul, 200pl,
1000pul)
Pipettierhelfer

pH-Meter SevenMulti lon S80-KS

Infors AG, Bottmingen, Schweiz
Infors AG, Bottmingen, Schweiz
Herolab, Wiesloch, Deutschland

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

IKA®-Werke GmbH & Co.KG, Staufen,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
ILMVAC GmbH, IImenau, Deutschland

Marzhauser Wetzlar GmbH & Co.KG,
Wetzlar, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sharp Electronics GmbH, Hamburg,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA
USA

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

peqLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

MERCK KGaA, Darmstadt, Deutschland

Applied Biosystems Life Technologies Cor-
poration, Carlsbad, CA, USA

Pharmacia Biosystems, Freiburg, Deutsch-
land

Gilson Inc., Middleton, WI, USA

VWR, Wien, Osterreich

Mettler-Toledo, Giessen, Deutschland
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Prézisionswaage (Model 423I1-1S)

Puller PC-10 (fur Injektionsnadeln)

Pumpe KNF Laboport

Ringlicht-LED-System

Rollschuttler (Model RS-TRO5)
Sigma 4-16K Zentrifuge

Stereomikroskop SZX7

Stereomikroskop SZH10

SterilWerkbank BDK-S 1500

Thermoschttler (MB-102)
Transelektronenmikroskop 900
Ultramikrotom Ultracut S

Umwalzthermostat Julabo F30-HC

UV Transilluminator
Vortex Genie 2
Waage PJ 400

Warmeschrank

Wippschittler Rocky
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Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Narishige Scientific Instrument Lab, Tokyo,
Japan

KNF Neuberger GmbH, Freiburg, Deutsch-
land

Olympus Europa SE & Co.KG, Hamburg,
Deutschland

Phoenix Instrument GmbH, Garbsen,
Deutschland
Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Olympus Europa SE & Co.KG, Hamburg,
Deutschland

Olympus Europa SE & Co.KG, Hamburg,
Deutschland

Luft- und Reinraumtechnik GmbH, Sonnen-
bihl-Genkingen, Deutschland

Hangzhou Bioer Co. Ltd., Hangzhou, China
Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland
C. Reichert AG, Wien, Osterreich

JULABO Labortechnik GmbH, Seelbach,
Deutschland

Bachofer GmbH, Reutlingen Deutschland
Scientific Industries, Bohemia, NY, USA
Mettler-Toledo, GielRen, Deutschland

Memmert GmbH & CO.KG, Schwabach,
Deutschland

Labortechnik Frébel GmbH, Lindau,
Deutschland
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2.2. Chemikalien
2--Mercaptoethanol

3,3‘-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid-
Hydrat (DAB)

4’ 6-Diamino-2-phenylindol (DAPI)
Acrylamid
Agar bacteriological grade

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Amphotericin B (100x)

Ampicillin-Natriumsalz

ATP

Azur-1l

Bacto-Trypton

Borsaure

Bromphenolblau-Natriumsalz

Chloroform

DEPC

di-Natriumdihydrogenphosphat

di-Natriumhydrogenphosphatdihydrat

Dithiothreitol (DTT)

DMSO (Dimethylsulphoxid)

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA
MERCK, Darmstadt, Deutschland
MP Biomedicals Inc., Ohio, USA

Fluka, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, Deutschland

MERCK, Darmstadt, Deutschland

Fluka, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, Deutschland

Epicentre, Madison, WI, USA

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Fluka, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

MERCK, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co0.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland
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EDTA, Di-Natriumsalz-Dihydrat Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Epon Carl Roth GmbH & Co0.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Essigséure MERCK, Darmstadt, Deutschland

Esmeron Organon Technika, Eppelheim, Deutschland

Ethanol (100 %) Honeywell, Morristown, NJ, USA

Ethidiumbromid Carl Roth GmbH 6 Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Ethyl 3-Aminobenzoat, Acros Organics, Thermo Fisher Scientific,

Methansulfonséuresalz 98 % (Tricain) Waltham, MA USA

Ficoll Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,

Deutschland

Formamid (> 99,5 %) Carls Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Gelatine MERCK, Darmstadt, Deutschland

Glutaraldehyd Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Glycerol Carl Roth GmbH & Co0.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Glycin Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Halocarbondl 27 Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Hefeextrakt AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Heparin-Natriumsalz aus der Schweinedarm-  Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Schleimhaut Deutschland

Isopropanol Honeywell, Morristown, NJ, USA

Kaliumchlorid Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Deutschland

Kaliumhydroxid Fluka, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, Deutschland
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Kalziumchlorid-Dihydrat

Kanamycin

Levamisol

LE-Agarose

Lithiumchlorid

Magnesiumchlorid-Hexahydrat

Magnesiumsulfat

Maleinsaure

Methanol (100 %)

Methylenblau

N, N, N’, N'-Tetramethylethylendiamin

(TEMED)

Natriumacetat-Trihydrat

Natriumcacodylat

Natriumcarbonat

Natriumdexoycholat

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydrogencarbonat

Natriumchlorid

MERCK, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

MERCK, Darmstadt, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Honeywell, Morristown, NJ, USA

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co0.KG, Karlsruhe,
Deutschland
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Natriumcitrat-Dihydrat Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Natriumdihydrogenphosphat Carl Roth GmbH & Co0.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Natriumhydroxid (10M) Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Deutschland

Natriumhydroxid-Tabletten MERCK, Darmstadt, Deutschland

Natriumtetraborat Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Nonidet®-P 40 Fluka, Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Nukleasefreies Wasser Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Osmiumtetroxid Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Paraformaldehyd-Ldsung 4 % in PBS Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA

Periodséure Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Deutschland

Phenolrot (0,5 %) Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Deutschland

Polyvenylalkohol AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Propylenoxid Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Deutschland

Ponceau-S Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Roti-Phenol Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Saccharose / Sucrose Carl Roth GmbH & Co0.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Salzsdure (32 %) MERCK, Darmstadt, Deutschland
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Ribonucleic acid from torula yeast

TritonX-100

Trizma-Base
Trizma-HCI
Tween20 (Polyoxyethylensorbitan-
Monolaurat)

Tunicamycin

Wasserstoffperoxid-Losung (30 %)

Xylen-Cyanol

Zitronensaure

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Fluka, Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA,
USA

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

2.3. Kommerzielle Reagenzien und Medien

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concen-

trate (Bradford-Ldsung)

DAKO Fluorescent Mounting Medium
DIG-Labeling Mix

dNTP-Mix (je 5mM dATP, dTTP, dCTP,
dGTP)

Dulbeccos’s Modified Eagle Medium
(DMEM) mit Natriumpyruvat (1 mM) und
Glukose (25 mM)

Dulbeccos's Phosphat-gepufferte Saline
(DPBS)

Fotales Kélberserum (FCS)

HI-DI Formamide

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Agilent, Santa Clara, CA, USA
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

peqLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Life Technologies Corporation, Carlshad,
CA, USA
Life Technologies Corporation, Carlsbad,

CA, USA

Life Technologies Corporation, Carlsbad,
CA, USA

Applied Biosystems, Life Technologies
Corporation, Carlsbad, CA, USA
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LB-Medium

Lipofectamin 2000

NBT/BCIP Stocklésung (18,75 mg/ml
Nitroblau- Tetrazoliumchlorid, 9,4 mg/ml 5-
Bromo-4-chlor-3-indolylphosphat
Toluidinsalz)

OPTIMEM

Peanut agglutinin Alexa Fluor 568-Konjugat
Penicillin/Streptomycin (100x)

Protease Inhibitor Cocktail Set Il1

Riboguard™ RNase Inhibitor

Rinderserumalbumin (BSA)
RNAIlater RNA Stabilisierungsreagenz

SOC Outgrowth Medium

Tissue-Tek®0.C.T.™ Compund

Trypsin-EDTA

Ziegenserumalbumin (NGS)

2.4, Kits
A-Plus Poly(A) Polymerase Tailing Kit

Big Dye® Terminator v.1. Cycle Sequencing
Kit
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Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Life Technologies Corporation, Carlsbad,
CA, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Life Technologies Corporation, Carlsbad,
CA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Calbiochem, MERCK KGaA; Darmstadt,
Deutschland

Epicentre (Illumina), Madison, Wisconsin,
USA

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

New England Biolabs GmbH, Frankfurt
a.M., Deutschland

Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen,
Deutschland

Life Technologies Corporation, Carlshad,
CA, USA

Cell Signaling Technology Inc., Frankfurt a.
M., Deutschland

Cellscript, Madison, W1, USA

Applied Biosystems, Life Technologies
Corporation, Carlsbad, CA, USA
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Click-iT™ Plus TUNEL Assayfor in situ
apoptosis detection, Alexa-Fluor™ 488 dye

peqGOLD Plasmid Miniprep Kit |

Message Max™ T7 ARCA-Capped Message
Trascription Kit

MinElute Reaction Cleanup Kit

QuantiTect® SYBR® Green PCR Kit
MinElute Gel Extraction Kit

RNeasy Mini Kit

Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis
Kit

Western-Lightning® Plus ECL Kit

2.5. Enzyme

DNA-Polymerasen
Herculase 11 Fusion Polymerase

PfuUltra Il Fusion HS DNA Polymerase
Tagq DNA-Polymerase (5 U/ul)

RNA-Polymerasen
Sp6-RNA Polymerase

T7-RNA Polymerase

Restriktionsenyzme

Aatll, Apal, Bccel, Bsal-HF, BstNI, Dpnl,
EcoRV, Kpnl, Ndel, Notl, Nsil, Pmel

BsmBI, Bsell

Ligasen
T4 DNA-Ligase (40 U/ul)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

pegLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Cellscript, Madison, W1, USA

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

PerkinElmer, Waltham, MA, USA

Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA
Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA

ATG Biosynthetics, Merzhausen, Deutsch-
land

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

New England Biolabs GmbH, Frankfurt a.M.
Deutschland

Fermentas, Waltham, MA, USA

New England Biolabs GmbH, Frankfurt a.M.
Deutschland
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T7 DNA-Ligase (3000 U/ul)

Nukleasen

Desoxyribonuklease | rekombinant (RNase-
frei) fur ISH

Desoxyribonuklease | (DNase | fir cDNA-
Synthese)

EX0SAP-IT
Plasmid Safe™ ATP-Dependent DNase

Sonstige Enzyme
Proteinase K

McLab Headquarters, South San Francisco,
CA, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA

Epicentre, Madison, WI, USA

peqLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

2.6. Langen- und GroRenstandards

DNA-Langenstandards
Gene Ruler 1 kb DNA Ladder

pcDNA3.1 Zeo / Taqgl-verdaut

RNA-Langenstandard
RiboRuler™ high range RNA Ladder

Protein-GroRenstandard

Novex Sharp Prestained Protein Standards
(ProteingrofRenstandard)
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Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA
USA

= KEB, Eigenherstellung

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA
USA

Life Technologies Corporation, Carlshad,
CA, USA
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2.7. Plasmide und Vektoren

Tabelle 1: Verwendete Standardvektoren

Vektor Beschreibung Resistenz Ursprung

pGEM®-5zf(+) Standardklonierungsvektor Ampicillin Promega Corporation,
Madison, WI, USA

pcDNA3.1/myc-His A | Standardklonierungsvektor Ampicillin Life Technologies Cor-
poration, Carlsbad, CA,
USA

pcDNA3.1/Zeo(+) Standardklonierungsvektor Ampicillin, Life Technologies Cor-

Zeocin poration, Carlsbad, CA,

USA

Tabelle 2: Vektoren der TALEN-Toolbox. Die Plasmide werden von Addgene vertrieben und von
Feng Zhang zur Verfigung gestellt.

Vektor Beschreibung Resistenz Anmerkung

pNI_v2 TALE Monomer Template Kanamycin (Addgene Plasmid
Plasmid #32180)

pNG_v2 TALE Monomer Template Kanamycin (Addgene Plasmid
Plasmid #32181)

pPNN_v2 TALE Monomer Template Kanamycin (Addgene Plasmid
Plasmid #32182)

pHD_v2 TALE Monomer Template Kanamycin (Addgene Plasmid
Plasmid #32183)

pTALEN_v2 (NI) TALE Nuklease (TALEN) Ampicillin (Addgene Plasmid
Backbone-Plasmid #32189)

PTALEN_v2 (NG) TALE Nuklease (TALEN) Ampicillin (Addgene Plasmid
Backbone-Plasmid #32190)

pTALEN_v2 (NN) TALE Nuklease (TALEN) Ampicillin (Addgene Plasmid
Backbone-Plasmid #32191)

PTALEN_v2 (HG) TALE Nuklease (TALEN) Ampicillin (Addgene Plasmid
Backbone-Plasmid #32192)

2.8. Verwendete Erst- und Zweitantikorper

Tabelle 3: Verwendete Erstantikdrper fur immunhistologische Farbungen und ISH

Ursprung und Antigen

Hersteller

Anti-ATF6 (Human, Maus, Zebrafisch)

s. Tabelle S1

Kaninchen, DANRE anti-Opnlmw2 (Zf-Griin-

Opsin)

Abgent, San Diego, CA, USA

Maus, anti-Zprl (Zebrafisch-Arrestin 3a)

Zebrafish International Resource Center
(ZIRC), Eugene, OR, USA

Maus, anti-Zpr3 (Zf-Rhodopsin)

Zebrafish International Resource Center
(ZIRC), Eugene, OR, USA

Kaninchen, anti-aktive Caspase 3 (C92-605)

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

Maus anti-proliferating-cell-nucleus-antigen

(PCNA; PC-10)

NSJ Bioreagents, San Diego, CA, USA

Kaninchen, anti-Protein Kinase Calpha (PKCa, C20)

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA
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Fortsetzung Tabelle 3: Verwendete Erstantikdrper fiir immunhistologische Farbungen und ISH
. . Zebrafish International Resource Center
Maus, anti-Zn8 (Zf-Neurolin) (ZIRC), Eugene, OR, USA

Schaf, anti-Dioxigenin, alkalische Phosphatase Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
konjugiert Deutschland
Kaninchen, anti-myc Abeomics Inc., San Diego, CA, USA

Maus, anti-FLAG (M2) SDlé;l:?:::ﬁ;Ldnréch Chemie GmbH, Steinheim,

Maus, anti-GAPDH (6c¢5) Merck Millipore, Burlington, MA; USA

Tabelle 4: Verwendete Zweitantikorper flir immunhistologische Farbungen

Ursprung und Fluophor Hersteller

Ziege anti-Maus Alexa 660 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA
Ziege anti-Kaninchen Alexa 488 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA
Ziege anti-Maus Alexa 488 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA
Ziege anti-Maus Cy3 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA
Ziege anti-Maus HRP-konjugiert Calbiochem, Darmstadt, Deutschland

Ziege anti-Kaninchen HRP-konjugiert Calbiochem, Darmstadt, Deutschland

Ziege anti-Ratte HRP-konjugiert Calbiochem, Darmstadt, Deutschland

2.9. Bakterienstdmme

NEB® 5-alpha Competent E.coli (high efficiency): DH50™ Weiterentwicklung, (Genotyp:
huA2a(argF-lacZ)U169 phoA gInV44 a80a(lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl endAl thi-1
hsdR17) von New England Biolabs GmbH, Frankfurt a.M., Deutschland

NEB® 5-alpha F’I° Competent E.coli (high efficiency): DH5a™ Weiterentwicklung, (Ge-
notyp: F’ proAB* lacl® A(lacZ)M15 zzf::Tn10(Tet®)/thuA2A(argF-lacZ)U169 phoA
gInV44080A(lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl endA1l thi-1 hsdR17) von New England Biolabs
GmbH, Frankfurt a.M., Deutschland

NEB® 10-beta Competent E.coli (high efficiency): DH10p™ Weiterentwicklung, (Genotyp:
araD139 A(ara-leu)7697 fhuA lacX74 galK (®80 A(lacZ)M15) mcrA galU recAl endAl
nupG rpsL (Str¥) D(mrr-hsdRMS-mcrBC) von New England Biolabs GmbH, Frankfurt a.M.,
Deutschland

2.10. Primer

Die entsprechend den Spezifikationen des Herstellers iiber das ,.Standard-Desalting-
Verfahren* aufgereinigten Primer wurden bei der Firma Integrated DNA Technologies, Inc.

(Skokie, IL, USA) bestellt. Die lyophilisierten Primer wurden in entsprechenden VVolumina %4
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TE-Puffer aufgenommen, um Stockldsungen von 100 pmol/ul herzustellen. Fir PCR- oder
Sequenzierreaktionen wurden working-Stocks mit einer Konzentration von 5 pmol/ul angefer-

tigt.

Tabelle 5: Standardprimer

Primerbezeichnung Sequenz (5¢-3¢ Richtung) Anmerkung
M13forward GTAAAACGACGGCCAGT

M13reverse AAACAGCTATGACCATGA

Spé TTCTATAGTGTCACCTAAAT Sp6 Promotorprimer
T7 TAATACGACTCACTATAGGG T7 Promotorprimer
BGH_rev TAGAAGGCACAGTCGAGGC

CMV_for CACCAAAATCAACGGGACTT CMYV Promotorprimer

Tabelle 6: TALEN Toolbox-Primer |

E;r:i?f’l-nung Sequenz (5¢-3¢ Richtung) Anmerkung

Ex-F1 TGCGTCCGTCTCCGAACCTTAAACCGGCCAACATACCGGTC
TCCTGACCCCAGAGCAGGTCGTG

Ex-F2 TGCGTCCGTCTCCGAACCTTAAACCGGCCAACATACCGGTC
TCGACTTACACCCGAACAAGTCGTGGCAATTGCGAGC

Ex-F3 TGCGTCCGTCTCCGAACCTTAAACCGGCCAACATACCGGTC
TCGCGGCCTCACCCCAGAGCAGGTCG

Ex-F4 TGCGTCCGTCTCCGAACCTTAAACCGGCCAACATACCGGTC
TCGTGGGCTCACCCCAGAGCAGGTCG

Ex-R1 GCTGACCGTCTCCGTTCAGTCTGTCTTTCCCCTTTCCGGTC
TCTAAGTCCGTGCGCTTGGCAC

Ex-R2 GCTGACCGTCTCCGTTCAGTCTGTCTTTCCCCTTTCCGGTC
TCAGCCGTGCGCTTGGCACAG

Ex-R3 GCTGACCGTCTCCGTTCAGTCTGTCTTTCCCCTTTCCGGTC
TCTCCCATGGGCCTGACATAACACAGGCAGCAACCTCTG

Ex-R4 GCTGACCGTCTCCGTTCAGTCTGTCTTTCCCCTTTCCGGTC
TCTGAGTCCGTGCGCTTGGCAC

In-F2 CTTGTTATGGACGAGTTGCCCGTCTCGTACGCCAGAGCAGG
TCGTGGC Monomer-

In-F3 CCAAAGATTCAACCGTCCTGCGTCTCGAACCCCAGAGCAGG | Amplifikation
TCGTG

In-F4 TATTCATGCTTGGACGGACTCGTCTCGGTTGACCCCAGAGC
AGGTCGTG

In-F5 GTCCTAGTGAGGAATACCGGCGTCTCGCCTGACCCCAGAGC
AGGTCGTG

In-F6 TTCCTTGATACCGTAGCTCGCGTCTCGGACACCAGAGCAGG
TCGTGGC

In-R1 TCTTATCGGTGCTTCGTTCTCGTCTCCCGTAAGTCCGTGCG
CTTGGCAC

In-R2 CGTTTCTTTCCGGTCGTTAGCGTCTCTGGTTAGTCCGTGCG
CTTGGCAC

In-R3 TGAGCCTTATGATTTCCCGTCGTCTCTCAACCCGTGCGCTT
GGCACAG

In-R4 AGTCTGTCTTTCCCCTTTCCCGTCTCTCAGGCCGTGCGCTT
GGCACAG

In-R5 CCGAAGAATCGCAGATCCTACGTCTCTTGTCAGTCCGTGCG
CTTGGCAC
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Fortsetzung Tabelle 6: TALEN Toolbox-Primer

Primer- ¢ 26 s

bezeichnung Sequenz (5¢-3¢ Richtung) Anmerkung

Hex-F CTTAAACCGGCCAACATACC Hexamer-

Hex-R AGTCTGTCTTTCCCCTTTCC Amplifikation

TALE-Seq-F1 | CCAGTTGCTGAAGATCGCGAAGC Sequenzierprimer;
Kolonie-PCR-Primer

TALE-Seq-F2 | ACTTACACCCGAACAAGTCG Sequenzierprimer

TALE-Seq-R1 | TGCCACTCGATGTGATGTCCTC Sequenzierprimer;
Kolonie-PCR-Primer

TALE-Seq-R2 | CCCATGGGCCTGACATAA Sequenzierprimer

Tabelle 7: TALEN Screening-Primer

Primerbezeichnung Sequenz (5¢-3¢ Richtung)

atf6_ TALEN1_F GTCAGCTTTTTGCAGTGTCCA

atfé6. TALEN1 R GGCTTCTTCTCATTAGGTGCCT
atf6_ TALEN2_F AGCCAAACCTCTCCAACCAG

atf6. TALEN2 R AGCCTGAAATCCAATTGTTTTACCT
atf6_ TALEN3_F AATGAGAAGAAGCCATCTAAGAGGA
atfé6. TALEN3 R TATTACCTGTAGGGGGCGCT

Tabelle 8: Primer zur Klonierung der ISH-Sonden unterschiedlicher Zebrafisch-Gene. Markiert
sind die Schnittstellen der jeweilig verwendeten Restriktionsenzyme zur Klonierung in
pGEM®-5zf(+)

Primerbezeichnung Gen Sequenz (5¢-3¢ Richtung)

atf6_fl_Sonde_Aatll_F atf6é TATATATATATATGACGTCATGTCGTCGAATTTAATGTT
AGATT

atf6_fl_Sonde_Nsil R TATATATATATATATGCATCTAAGAAGAGCCCACGAGGA
C

hspa5_fl_Apal_F bip TATATATATATATGGGCCCATGCGGTTGCTTTGCCTGTT

(hspab)

hspa5_fl_Nsil_R TATATATATATATATGCATCTACAGCTCGTCCTTCTCTT

CG

hsp90bl 5°UTR_EcoRV_F | hsp90bl TATATATATATATGATATCAAGCCGACTTCTCTCTCCCT

hsp90bl_3‘UTR_Nsil_R TATATATATATATATGCATCCACCCGCACAGAGAAAAGA
atfeb_Aatll_F atfep TATATATATATATGACGTCGTCAGAGAATCCTCCGACGC
atféb_fl_Nsil_R TATATATATATATATGCATCTAGTCTCCGCTCTGGCTGA

38



MATERIAL

Tabelle 9: Klonierungsprimer und in vitro-Mutagenese-Primer zur Generierung der unterschied-
lichen Atfé/atf6-Expressionskonstrukte. Markiert sind die Schnittstellen der jeweils verwendeten
Restriktionsenzyme zur Klonierung in pcDNA3.1/myc-His A

Primerbezeichnung Sequenz (5¢-3¢ Richtung)

mATF6_Kpnl_for TATATATATATATAGGTACCTTAACCATGGAGTCGCCTTTTAGTCCG
MATF6_Notl_rev TATATATATATAGCGGCCGCCTGCAACGACTCAGGGATGG
MATF6_IVM_F GCTCGAGTCAGAGGGCCCTTCGAAC

mATF6_IVM_R GTTCGAAGGGCCCTCTGACTCGAGC

drATF6_Kpnl_for TATATATATATATAGGTACCTTAACCATGTCGTCGAATTTAATGTTAGA
drATF6_Notl_rev TATATATATATAGCGGCCGCCTAAGAAGAGCCCACGAGGAC
dr_atf6_IVM F CTCGTGGGCTCTTCTCGGCCGCTCGAGTCTA

dr_atf6_ IVMR TAGACTCGAGCGGCCGAGAAGAGCCCACGAG

Tabelle 10: Sequenzierprimer der unterschiedlichen ATF6-Sequenzen (human, murin, Zebra-
fisch).

Primerbezeichnung Sequenz (5°-3¢ Richtung)
MATF6_Seql AGCACGTTCCTGAGGAGTTG
MATF6_Seq?2 AGCCCGGTGAATGGAAAACT
MATF6_Seq3 CAGCTATGATCACTCTGTGTC
MATF6_Seq4 TGACTGTCAGGTGATGGACA
dr_atf6_Seql TCAGTGTCATCACCAGCGTC
dr_atf6_Seq2 GCACAGGACAGACCCATCTC
dr_atf6_Seq3 GTTGGAGGAGGGGGTTTCAG
dr_atf6_Seq4 CGACTGTGAGGTCATGGACA

Tabelle 11: gRT-PCR Primer Fir Referenzgene im Zebrafisch

Primerbezeichnung Gen Lage Sequenz (5¢-3¢ Richtung)
g6pd_F_Ex8 g6pd Exon 8 AAGAGCCGTTTGGTACCCAG
g6bpd_R_Ex9 Exon 9 CTTCTCCATCGCCACCAGAC
hprtl F_Ex7 hprtl Exon 7 GTGAAGAGGACACCGAGGAG
hprtl_ R_Ex8 Exon 8 ACTCGTTGTAGTCAAGTGCA
sdha F Ex8 sdha Exon 8 AGGGATGTGGTTTCAAGATCCA
sdha R_Ex9 Exon 9 TCATGGCGGTCTCAGAGATG

Tabelle 12: qRT-PCR Primer der unterschiedlichen Zebrafisch-UPR Gene

Primerbezeichnung Gen Lage Sequenz (5¢-3¢ Richtung)

atf6_F Ex6 short atfé Exon 6 TGTGCCCCAAGGTTTCCATT
atfé_ R_Ex7_short Exon7 GAGAACCTGAGTGGGCTGAG
atféb_F Ex4 atfes Exon 4 GGAGTACCTGCAGAACCTGG
atféb_R_Ex5 Exon 5 CATCACACACACGGCTCTCT
hspa5_F_Ex7_short bip (hspa5) Exon 7 CCGTCCAGAGGAATCAACCC
hspa5_R_Ex8_short Exon 8 GAGTTTGGTCATCACTCCTCCA
ddit3_F_Ex1 chop (ddit3) Exon 1 ACACTCGGTGACTTCAGCTG
ddit3_R_Ex2 Exon 2 TGTTGGCGATATTTTGTCCCAAT
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Fortsetzung Tabelle 12: qRT-PCR Primer der unterschiedlichen Zebrafisch-UPR Gene

Primerbezeichnung Gen Lage Sequenz (5¢-3¢ Richtung)

edeml F Ex5 edeml Exon 5 TGCTCGTGGAGTTTGGTATTCT

edeml_R_Ex6 Exon 6 CCCACTGGCCAGTCTGAATA

erolb_F_Ex6 erolp Exon 6 AATCAGAGTAAAGAAGCGTTTGCAG

erolb_R_Ex7 Exon 7 AGCAGTTTTCCTCATAAATGCTGTT

hsp90b1l_F Ex10 hsp90b1 Exon 10 TGTTCGTGCGTAGAGTCTTCA

hsp90bl_R_Ex11 Exon 11 CACGTTCAGAGGCAGATCGT

ernl_F_Ex14 irel (ernl) Exon 14 GACATGGTGCTGAAGGAACTA

ernl R _Ex15 Exon 15 CCTCACGGTCAGCAAAGCTA

pdia3 F Ex11 pdia3 Exon 11 TCCGAAGATCCAAATATCGTCA

pdia3_R_Ex12 Exon 12 ATATTTCTTTGGATTCTGTTTACGG
ccC

eif2ak3_F Ex10 perk (eif2ak3) Exon 10 TCACAGATATGCGTCCCTGC

eif2ak3 R_Ex11 Exon 11 CCTTGTTGCGAGCCTCAAAC

2.11. Zebrafischstdmme

Die in dieser Arbeit verwendeten Zebrafischstamme sind in Tabelle 13 aufgefihrt.

Tabelle 13: Verwendete Zebrafischlinien (Danio rerio)

Zebrafischlinie Beschreibung Herkunft

TUE (Tlbingen) Wildtyp-Linie Freundlicherweise zur Verfu-
gung gestellt von Dr. Brigitte
Walderich, MPI fir Entwick-
lungsbiologie, Tubingen,
Deutschland

atf6™ 1 bp Deletion Generierung in dieser Arbeit
(€.519delG;p.V174C*fs42) in durch TALEN-Injektion in
atfé Wildtyp-Oozyten
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2.12. Zell-Linien

Die in dieser Arbeit verwendeten humanen Zell-Linien sind in Tabelle 14 aufgefiihrt.

Tabelle 14: Verwendete humane Zell-Linien

Zell-Linie Mutation

Herkunft

HEK293T -

ATCC, Manassas, VA, USA

Fibroblasten

Missense Mutation in ATF6
(c.970C>T;p.(R324C))

Von Dr. York Kamenisch aus Patienten-
Hautstanzen generiert

Fibroblasten

Spleil- Mutation in ATF6
(c.82+5G>T;p.(D28Gfs*36))

Von Dr. York Kamenisch aus Patienten-
Hautstanzen generiert

Von Britta Baumann aus Hautstanzen

Fibroblasten WT von Kontroll-Probanden generiert
WT-MEFs - Aus C57BL/6-Embryonen isoliert
Atf6"-MEFs Deletion von Exon 4 des Atf6-Gens | Aus Atf6”-Embryonen isoliert

2.13. Loésungen und Puffer
DNA Puffer

Tris-EDTA-Puffer (1XTE)
10 mM Tris-HCI, pH 7,5
1 mM EDTA

PCR

10x Amplitaq I1-Puffer (ATII)
100 mM Tris Base, pH 8,6

500 mM KClI

15 mM MgCl,

0,01 % Gelantine

10x BOM17

100 mM Tris Base, pH 8,9
500 mM KCL

20 mM MgCl,

Agarose-Gelelektrophorese

Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE)
40 mM Tris-Base, pH 8,0

0,11 % Essigsaure

1 mM EDTA

YW TE
2,5 mM Tris-HCI, pH 8,0
0,25 mM EDTA

10x BOM18

100 mM Tris Base, pH 8,9
500 mM KClI

30 mM MgCl,

Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE)
89 mM Tris-Base, pH 8,0

89 mM Borséure

2,5 mM EDTA
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10x Ladepuffer

20 % Ficoll 400

100 mM EDTA

0,2 % Bromphenolblau
0,2 % Xylene Cyanol

Ethidiumbromid-L&ésung
100 pg/ml in TE

Bakterienkultur

LB-Medium

1 % (w/v) Bacto-Trypton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
170 mM NaCl

pH 7,5

Zellkultur

Kulturmedium HEK293T
10 % (v/v) FCS
1 % (v/v) Amphotericin B

1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin

in DMEM

Transfektionsmedium
10 % (v/v) FCS
in DMEM

SDS-Page und Western Blot

RIPA-Basis-Puffer
50 mM Tris-Base
150 mM NacCl

1 mMEDTA

Trenngel-Puffer
1,5 M Tris-Base pH 8,8

Laemmli-Puffer

60 mM Tris-HCI pH 6,8
2 % SDS

10 % Glycerol

5 % B-Mercaptoethanol
0,01 % Bromphenolblau
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Ladepuffer
3 ml 10x Ladepuffer
29 ml 50 % Glycerol

DNA-Léangenstandards (Fertiglésung)
20 pg Standard-DNA

120 pl 10x Ladepuffer

860 ul TE

LB-Agar
1,5 % Agar in LB-Medium

Medienzusatze
0,15 mg/ml Ampicillin
0,05 mg/ml Kanamycin

Kulturmedium Fibroblasten

10 % (v/v) FCS

1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin
in DMEM

RIPA-Membran-Puffer

1 % (v/v) Nonidet P-40

0,25 % (w/v) Natriumdeoxycholat

1 mM DTT (frisch angesetzt)

1 % (v/v) Protease Inhibitor Cocktail Set 111

Sammelgel-Puffer
1,5 M Tris-Base pH 6,8

Towbin-Puffer
25 mM Tris-Base
192 mM Glycin
0,05 % (w/v) SDS
20 % (v/v) MeOH
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SDS-Laufpuffer (10x)
2 M Glycin

250 mM Tris-Base

1 % (w/v) SDS

SDS-Laufpuffer (1x)
10 % (v/v) SDS-Laufpuffer (1x) in ddH,O

5% MMP-TBST
5 % (w/v) Magermilchpulver in 1XTBST

Zebrafische

E3-Medium (1x)

5 mM NaCl

0,17 mM KCI

0,33 mM CaCl,*2H,0

0,33 mM MgSO4

0,00001 % (w/v) Methylenblau

Immunhistochemie / -zytochemie

Phosphatpuffer Saline (1x PBS)
130 mM NaCl

7 mM Na,HPO4+2H,0

3 MM NaH,PO4+2H,0

Blockierlésung

1XPBS

10 % (v/v) NGS

1% (v/v) BSA

0,1 % (v/v) TritonX-100

oder

0,05 % (v/v) TritonX-100

oder

0,8 % (v/v) TritonX-100; 0,1 % (v/v)
Tween20

IXPBS-TS

1xXPBS

10 % (v/v) BSA

1 % (v/v) TritonX-100

TBST (1x)

10 mM Tris-HCI, pH 8,0
150 mM NaCl

0,1 % (v/v) Tween20

TBS (1x)
10 mM Tris-HCI pH 8,0
150 mM NaCl

Lysepuffer

10 mM Tris-HCI, pH 8,0
50 mM KCI

0,3 % (v/v) Tween20
0,3 % (v/v) Nonidet P40
1mM/4mMEDTA

10 %, 20 %, 30 % Saccharose-L6sung
10 % (w/v) bzw.

20 % (w/v) bzw.

30 % (w/v) Saccharose in 1xPBS

DAPI-Stocklésung
10 mg/ml in 1xPBS

Losung C
10 % (v/v) FCS in 1xPBS

Losung CT
0,1 % (v/v) TritonX-100 in Lésung C

DAB-Stockldsung
0,1 g DAB in 5 ml ddH,0

1XPBS-T

1xXPBS
1 % (v/v) TritonX-100
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ISH

3% H,0,/0,5% KOH-Bleichlésung
10 % (V/V) 30 % H,0,

5% (v/v) 10 % KOH

in DEPC-H,0

DEPC-H,0
0,001 % (v/v) aktives DEPC

0,1 M PBS

8 MM Na;HPO4+2H,0
2 mM NaH,PO4+2H,0
in DEPC-H,0

154 mM NaCl

AP-complete-Puffer
1 mM Levamisol

0,1 % (v/v) Tween20
in AP-Puffer

Hybridisierungswaschpuffer (Hyb")
25 % (v/v) 20x SSC

50 % (v/v) Formamid

0,1 % (v/v) Tween20

in DEPC-H,0

pH 6,0 mit 1M Zitronensdaure einstellen

Hybridisierungslésung (Hyb™)

1 % (v/v) Heparin (Stock: 50ug/ml)

2 % (v/v) torula RNA (tRNA, Stock: 1
mg/ml)

5 % (w/v) Dextran

in Hybrdisierungswaschpuffer

20x SSC Puffer

3 M NaCl

300 mM Natrium-Citrat
in DEPC-H,0

pH 7,0

Semidiinnschnitte

Cacodylat-Puffer
0,1 M Natriumcacodylat in H,O
pH 7,4
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Blockierpuffer

2 % (viv) NGS

2 mg/ml BSA

0,1 % (v/v) Tween20
in MAP-Puffer

2x Alkaline-Phosphatase -Puffer (AP-
Puffer)

200 mM Tris-Base

200 mM NaCl

100 mM MgCl,

in DEPC-H,0

pH 9,8

NBIT/BCIP Farbeldsung
2 % (v/v) NBIT/BCIP
Stocklésung in AP-complete Puffer

Stoplésung

10 % (v/v) 10xPBS

0,4 % (v/v) 0,25 M EDTA
0,1 % (v/v) Tween20

in DEPC-H,0

pH 5,5

MAP-Puffer

100 mM Maleinsdure
150 mM NacCl

in DEPC-H,0

pH 7,5

Richardson-Farbelésung

1 % (wi/v) Periodsaure

1% (w/v) Azur-11

1 % (w/v) Methylenblau

4 % (w/v) Natriumtetraborat
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2.14. Verbrauchsmaterialien

Handelstbliche Laborverbrauchsmaterialien wie Plastikwaren, Pipettenspitzen, Reaktionsge-

fake etc. wurden von wechselnden Laborbedarfsanbietern bezogen.

2.15. Software

Tabelle 15: Verwendete Software

Software

Hersteller

E.A.S.Y Win32 A+B N5

Herolab, Wiesloch, Deutschland

Sequencing Analysis 5.2

Applied Biosystems, Life Technologies Corpora-
tion, Carlsbad, CA, USA

DNASTAR® Lasergene Package 5.08
(EditSeq und Segman)

DNASTAR Inc., Madison WI, USA

cellSense Entry 1.15

Olympus Europa SE & Co0.KG, Hamburg,
Deutschland

Image J 1.501

Entwickelt von: Wayne Rasband, National Insti-
tutes of Health (NIH), Bethesda, MD, USA

ZEN lite 2.3 (blue edition)

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland

Zeiss ZEN 2.3 Imaging Software (blue edition)

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland

Corel Draw Graphics Suite 2017

Corel GmbH, Miinchen, Deutschland

Microsoft Office 2007

Microsoft Deutschland GmbH, UnterschleiRR-
heim, Deutschland

REST 2009 (Relative Expression Software Tool)
V2.0.13

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

SigmaPlot13

Systat Software GmbH, Erkrath, Deutschland

45



METHODEN

3. Methoden

3.1. Mikrobiologische Techniken

3.1.1. Transformation von chemisch kompetenten E. coli Bakterienstammen

Um Plasmide inklusive Ligationsprodukte in Bakterienstdmme einzubringen, wurden Trans-
formationen durchgefiihrt. Je nach Art und Toxizitat des im Ligationsprodukt enthaltenen
Inserts wurden die chemisch kompetenten Bakterienstdamme E.coli NEB10B, NEB5a oder
NEB5a F’19 verwendet. Die unterschiedlichen Bakterienstamme wurden nach dem vorgege-
benen Herstellerprotokoll transformiert. Die Bakterien wurden zunéchst 10 min auf Eis aufge-
taut. Nach Zugabe von Y/, eines Ligationsansatzes erfolgte eine 30-miniitige Inkubation auf
Eis, gefolgt von einem Hitzeschock fiir 30 sek bei 42 °C im Wasserbad. AnschlieRend wurde
300 pl SOC-Medium auf die Bakterien gegeben und diese dann fur 1 h bei 37 °C im Schuttel-
inkubator inkubiert. Nach der Inkubation wurden 50 pl und 25 pl der Bakteriensuspension auf
Antibiotika-haltigen LB-Agar-Platten mit Impfésen ausgestrichen und die Platten Giber Nacht
bei 37 °C inkubiert.

3.1.2. Anlegen von Glycerolstocks zur Langzeitlagerung

Fur die Langzeitlagerung transformierter Bakterien sowie als Basis zur erneuten Kultivierung
wurden Glycerolstocks angelegt. Hierzu wurden 500 pl 50%iges Glycerol und 500 ul Gber-
Nacht-Bakterienkultur gut gemischt und bei -80 °C eingefroren und aufbewahrt.

3.2. Isolierung, Aufreinigung, Aufkonzentration und Vermessung
von Nukleinséaureproben

3.2.1. Aufreinigung von Plasmiden aus Bakterienkulturen

Um Plasmide zu vermehren, kdnnen diese in Bakterien eingebracht werden. Hier werden sie
durch die bakterielle Replikationsmaschinerie autonom repliziert und anschlieBend durch die
Aufreinigung aus den Bakterien gewonnen. Die Kultivierung der transformierten Bakterien
erfolgte in Antibiotika-haltigem LB-Medium (Ampicillin 0,15 mg/ml; Kanamycin
0,05mg/ml) bei 37 °C im Schittelinkubator bei 200 rpm tber Nacht fir 16 h. Zur Aufreini-
gung wurden 5 ml der Bakteriensuspension 10 min bei 5000xg zentrifugiert, um die Bakterien
zu pelletieren. Die Plasmidaufreinigung erfolgte unter Zuhilfenahme des peqGOLD Plasmid

Miniprep Kits I. Das Aufreinigungsprotokoll basiert auf der alkalischen Lyse der Bakterien

46



METHODEN

gefolgt von der Aufreinigung der Plasmid-DNA Uber Silica-Membran-Saulchen. Die Plasmid-
DNA wurde anschlieRend in 50 pl Kit-zugehorigem Elutionspuffer eluiert.

3.2.2. Isolierung von DNA aus Zebrafischlarven und Schwanzflossenbiopsien

Fur die Isolierung von genomischer DNA aus Zebrafischlarven wurden einzelne euthanasierte
Zebrafischlarven in ein Reaktionsgefall mit 50 pl Lysepuffer und 4 mM EDTA (Uberfiihrt.
Wurde DNA aus Zebrafischlarven im Alter von 2 dpf isoliert, wurde die Eihille zundchst
mithilfe von zwei Pinzetten entfernt, bevor die Larven in das ReaktionsgefaR tberfiihrt wur-

den.

Schwanzflossen-Biopsien wurden in ein Reaktionsgefa® mit 50 pl Lysepuffer mit 1 mM
EDTA uberfuhrt. AnschlieBend wurde das in Lysepuffer befindliche Gewebe auf 98 °C er-
hitzt. Nach 10 min wurde 1 pl Proteinase K (20 mg/ml Stocklésung) zugegeben und die Pro-
ben Gber Nacht bei 55 °C inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Proteinase K durch erneutes
Erhitzen der Probe auf 98 °C flr 10 min inaktiviert. Die DNA, die nun fir weitere Analysen,

wie die Polymerase-Kettenreaktion (PCR), verwendet wurde, befand sich im Lysepuffer.

3.2.3. Isolation und Aufreinigung von RNA

Um Gesamt-Ribonukleinsdure (RNA) aus Zebrafischlarven oder adulten Retinae zu isolieren
sowie in vitro synthetisierte RNA aufzureinigen, wurde das RNeasy Mini Kit von Qiagen
verwendet. Die Isolierung bzw. Aufreinigung erfolgte nach Angaben des Herstellers unter
Verwendung von 2-B-Mercaptoethanol. Die RNA wurde nach der Aufreinigung mit 30 pl
65 °C warmem RNAse-freiem H,O eluiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C auf-
bewahrt.

Fur spatere cDNA (komplementare DNA)-Synthesen wurde die Gesamt-RNA sowohl aus
3 dpf und 5 dpf alten Zebrafischlarven als auch aus Retinae adulter Zebrafische isoliert. Hier-
zu wurden die Kopfe von 12 bis 15 Larven bzw. sechs Retinae von drei unterschiedlichen
Fischen, die vom Zeitpunkt der Préparation bis zur Verarbeitung in RNA later aufbewahrt

wurden, vereinigt.
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3.2.4. Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Restriktionsverdaus oder PCR-Reaktionen wurden tiber Gelextraktion aufgereinigt, um un-
spezifische Nebenprodukte zu entfernen. Die Proben wurden in einem 0,5%igem bis 2%igem
TAE-Agarosegel in 1XTAE-Puffer elektrophoretisch ihrer GrofRe entsprechend aufgetrennt
(siehe Abschnitt 3.3.3). AnschlieRend wurde ein Gelstlick, welches das gewunschte Fragment
enthielt, mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und in ein Reaktionsgefal? tberfiihrt.
Die weitere Aufreinigung des DNA-Fragments erfolgte mithilfe des MinElute Gel Extraction
Kits nach Angaben des Herstellers. Die isolierte DNA wurde je nach spéterer Verwendung in

10 ul Elutionspuffer oder 10 pl RNAse-freiem H,O eluiert.

3.2.5. Aufreinigung von DNA aus enzymatischen Reaktionen

PCR-Produkte, die im nachfolgenden Schritt fir einen Restriktionsverdau verwendet wurden,
oder Plasmid-DNA, die mittels eines Restriktionsverdaus linearisiert wurde, wurden mithilfe
des MinElute Reaction Cleanup Kits von Qiagen nach Angaben des Herstellers aufgereinigt.
Dadurch wird die DNA von Pufferzusatzen, Nukleotiden und Enzymen befreit. Eluiert wurde
mit 10 pl Elutionspuffer oder 10 pl RNAse-freiem H,O.

3.2.6. Phenol-/Chloroform-Extraktion

Die Phenol-/Chloroform-Extraktion wurde genutzt, um linearisierte Plasmide, die spéater als
Vorlage zur Synthese von komplementarer RNA (cCRNA) dienten, RNase-frei aufzureinigen.
Der Restriktionsverdau wurde mit dem gleichen Volumen eines 1:1-Phenol-Chloroform-
Gemisches versetzt und der Ansatz 5 min bei Raumtemperatur bei >10.000xg zentrifugiert.
AnschlieBend wurde die obere Phase, die das gewtinschte linearisierte Plasmid enthielt, vor-
sichtig abgenommen und in ein neues Reaktionsgefal uberfuhrt. Die DNA wurde mithilfe

einer Ethanol-Prazipitation (siehe Abschnitt 3.2.7) aufkonzentriert.

3.2.7. Ethanol-Féallung

DNA-Proben kdnnen durch eine Ethanol-Féllung aufkonzentriert werden. Zur Probe wurde
das 0,1-fache Volumen (RNase-freies) an 3 M Natriumacetat (pH 5,5) und das 2-fache Volu-
men an eiskaltem 100 % EtOH gegeben und diese fir 15 min bei Raumtemperatur mit

>10.000xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das DNA-Pellet mit
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80%igem EtOH gewaschen. Der Alkohol wurde dann vorsichtig abpipettiert, das Pellet an der
Luft angetrocknet und anschlielend in 5 pul RNAse-freiem H,O resuspendiert.

3.2.8. Lithiumchlorid-Prazipitation

RNA-Proben kdénnen uber eine Lithiumchlorid-Féllung prazipitiert werden. Hierzu wurde die
Probe mit 15 pl RNase-freiem H,O und 15 pl 7,5 M Lithiumchlorid versetzt und bei -20 °C
uber Nacht inkubiert. Am folgenden Tag erfolgte eine Zentrifugation mit >10.000xg bei 4 °C,
um die RNA zu pelletieren. Der Uberstand wurde abgenommen und das RNA-Pellet mit 80 %

EtOH gewaschen. Das Pellet wurde anschlieBend in 76,5 pul RNase-freiem H,O resuspendiert.

3.2.9. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdureproben

Die Konzentrationsbestimmung von RNA- und DNA-Proben erfolgte spektrophotometrisch
mit dem NanoDrop ND1000 nach Angaben des Herstellers. Als Referenz fur die Messung
diente das jeweilige Losungsmittel der Nukleinsaureprobe. Da Nukleinsduren kurzwelliges
Licht mit einem Maximum von £=260 nm absorbieren, erfolgte die Vermessung bei dieser

Wellenlange.

3.3. Molekularbiologische Techniken

3.3.1. Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels Polymerase-Kettenreaktion
Um spezifische DNA-Abschnitte aus genomischer DNA, von Plasmiden oder aus komple-
mentarer DNA (cDNA) in vitro zu vervielféltigen, wird die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
angewandt (Saiki et al., 1985, Mullis und Faloona, 1987). Das Prinzip der PCR beruht auf der
Enzym-basierten Amplifikation eines bestimmten DNA-Abschnitts, der mittels zweier se-
quenzspezifischer kurzer DNA-Oligos, den sogenannten Primern, die diesen flankieren, defi-
niert wird. Fur Standard-PCRs wurde die Tag-DNA-Polymerase ohne Korrekturlesefunktion
verwendet. Die PCR wurde in einem Thermocycler durchgefuhrt. Als Template fur die PCR
wurden 1 pl cDNA, 2 pl Zebrafisch-DNA (siehe Abschnitt 3.2.2) oder 100 ng Plasmid ver-
wendet. Bei jeder PCR wurde eine Negativkontrolle mit Wasser anstatt DNA/Plasmid mitge-
fuhrt. Ein Standard-PCR-Protokoll fur eine 30 pl-Reaktion inklusive des bendtigten Cycling-
Protokolls ist im Folgenden dargestellt:
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Reaktionsansatz: 3ul BOM 17 Puffer (10x)
1,2 ul  dNTP-Mix (je dNTP 5 mM)
1,2 ul  Forward Primer (5 uM)
1,2 pl  Reverse Primer
0,4 ul Tag-Polymerase (5 U/ul)
x ul - Template
Ad 30 pl ddH,0O

Tabelle 16: Cycling-Protokoll einer Standard-PCR

Schritt Temperatur in °C | Zeit Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 96 5 min 1
Denaturierung 96 30 sek

Annealing 58 30 sek 35
Elongation 72 30 sek

Finale Elongation 72 4 min 1

Um sehr lange DNA-Fragmente bzw. um DNA-Fragmente mit moglichst geringer Fehlerrate,
die zum Beispiel als Matrize flr die Synthese von ISH-Sonden verwendet wurden, zu ampli-
fizieren, wurde die PfuUltra Il Fusion HS-Polymerase, eine ,, Proof-reading “-Polymerase,
verwendet. Diese Art der Polymerasen erkennt und repariert mithilfe ihrer 3°-5°-
Exonukleaseaktivitdt Amplifikationsfehler und ersetzt die fehlerhafte durch die korrekte,
komplementére Base, ohne einen weiteren Reaktionsschritt. Das Protokoll fiir einen solchen
50 pl Reaktionsansatz inklusive des benétigten Cycling-Protokolls ist im Folgenden darge-
stellt:
Reaktionsansatz: 5ul PfuUltra Il Puffer (10x)5 pl

1ul dNTP-Mix (je dNTP 5 mM)1 ul

1 pl Forward Primer (5 uM)

1 ul Reverse Primer (5 uM)

1 pl PfuUltra Il Fusion HS Polymerase

X Ul cDNA (50 ng) oder 100 ng Plasmid
Ad 50 pl  ddH0

Tabelle 17: Cycling-Protokoll einer Proofreading-PCR

Schritt Temperatur in °C | Zeit Zyklenzahl

Initiale Denaturierung 95 1 min 1
Denaturierung 95 20 sek

Annealing 59 20 sek 40
Elongation 72 1 min/kb

Finale Elongation 72 3 min 1
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3.3.2. Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR dient zum schnellen Nachweis von bestimmten DNA-Sequenzen in einzel-
nen Bakterienklonen, bzw. zur Selektion bestimmter Klone. Hierzu wurden Klone, die nach
der Transformation auf Antibiotika-haltigen LB-Agar-Platten angewachsen sind, gepickt und
in PCR-Reaktionsgefalie mit ddH,O uberfuhrt, und anschlieBend der entsprechende PCR-Mix
hinzupipettiert. Hierdurch kann das gewinschte Plasmid bzw. die gewiinschte Zielsequenz
untersucht werden. Das in den Platten verwendete Antibiotikum entspricht dem Resistenzgen
des flr die Transformation verwendeten Vektors. Als Template fur die PCR-Reaktion dient
hier also das Plasmid, das von den Bakterien aufgenommen wurde. Um die Template-DNA
fir die Polymerase zugénglich zu machen, erfolgt vor der eigentlichen PCR-Reaktion zur
Lyse der Bakterien ein initialer Hitzeschritt. Die Primer fir die PCR-Reaktion wurden so ge-
wahlt, dass ein Primer im Vektor und der andere im Insert bindet. Somit kann bereits die Ori-
entierung der gewinschten Zielsequenz untersucht werden. Auch hier wurde bei jeder PCR
eine Negativkontrolle mit nicht-angeimpftem Wasser mitgefiihrt. Der Reaktionsansatz flr
eine solche Reaktion sowie das Cycling-Protokoll wurden wie folgt angesetzt.

Reaktionsansatz: 40 pul - Angeimpftes H,O
5ul BOM18 (10x)
2 Ul ANTP-Mix (je dNTP 5 mM)
1 ul Forward Primer (5 uM)
1 ul Reverse Primer (5 uM)
0,2 ul  Tag-Polymerase (5 U/ul)

0,8 ul ddH,0
Tabelle 18: Cycling-Protokoll einer Kolonie-PCR fiir Kolonie-PCR-Produkte < 1 kb
Schritt Temperatur in °C | Zeit Zyklenzahl
Initialer Hitzeschritt 60 20 min 1
Initiale Denaturierung 94 4 min 1
Denaturierung 94 30 sek
Annealing 58 30 sek 25
Elongation 72 3 min
Finale Elongation 72 5 min 1

Um Klone zu untersuchen, bei denen das zu amplifizierende Fragment in der Kolonie-PCR
langer als 1 kb ist, wurde ein modifiziertes Protokoll angewendet. Hierfiir wurde fur den
Reaktionsansatz 10x AT-11-Puffer als PCR-Puffer verwendet und ein Cycling-Programm ohne
initialen Hitzeschritt und mit an die GrolRe angepasster Elongationszeit, d.h. mit 1 min Elon-

gationszeit pro kb Zielsequenz, eingesetzt.
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Tabelle 19: Cycling-Protokoll fir Kolonie-PCR-Produkte >1kb

Schritt Temperatur in °C | Zeit Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 94 4 min 1
Denaturierung 94 30 sek

Annealing 60 30 sek 25
Elongation 68 1 min/kb

Finale Elongation 68 5 min 1

3.3.3. Auftrennung von DNA- bzw. RNA-Fragmenten mittels Gelelektrophorese
Um die GroRe einer amplifizierten oder synthetisierten Nukleinsédureprobe zu bestimmen
bzw. um zu tberpriufen, ob die Amplifikation erfolgreich und spezifisch war, wurden sowohl
DNA- als auch RNA-Fragmente mittels Gelelektrophorese analysiert. Das Verfahren beruht
auf der unterschiedlichen Laufgeschwindigkeit von Nukleinsdureproben mit unterschiedli-
chen Langen durch ein Polymergel mit bestimmter Maschengrofe in einem elektrischen Feld.
Je Kkleiner das Fragment, desto schneller dessen Laufgeschwindigkeit und umgekehrt (Hay-
ward and Smith, 1972, Aaji und Borst, 1972). Fir die Auftrennung grol3er Fragmente wurden
geringer konzentrierte Gele mit einer héheren MaschengroRRe als bei kleineren Fragmenten
verwendet. Die hier verwendeten Gele enthielten zwischen 0,5 % und 3 % Agarose. Um die
Proben im Gel mittels UV-Licht sichtbar zu machen, wurden die Gele mit Ethidiumbromid
(100 pg/ml Agarosegel), einem in die DNA interkalierenden Farbstoff, versetzt.

Die Auftrennung der Proben im Gel erfolgte in einer Laufkammer, die mit einem ionischen
Puffer (1xTris-Borat-EDTA-Puffer, 1xXTBE-Puffer oder 1xTris-Acetat-EDTA-Puffer, IXTAE-
Puffer), gefullt war. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 8-10 VV/cm. Im Fall der
Auftrennung von DNA-Fragmenten, wurden 5 pl der PCR-Reaktion oder das gesamte Volu-
men eines Restriktionsverdaus mit 4 pl bzw. 10 pl Ladepuffer gemischt. Um Plasmide gel-
elektrophoretische aufzutrennen wurde ein entsprechendes Volumen, das 200 ng Plamid-
DNA enthielt, mit ddH,O auf 5 pl aufgefullt und mit 4 pl Ladepuffer versetzt. Fir DNA-
Fragmente bis 1 kb wurde als Langenstandard der KEB-Marker (Eigenherstellung) und fiir
DNA-Fragmente >1 kb wurde die Gene Ruler 1 kb DNA Ladder verwendet. RNA-Fragmente
wurden vor der Gelelektrophorese mit einem kommerziell erhdltlichen Ladepuffer (Kit: Ribo
Ruler High Range RNA, Thermo Scientific) versetzt und bei 70 °C fur 10 min denaturiert.
Als Langenstandard bei der Auftrennung von RNA-Proben wurden 120 ng der RiboRuler
High Range RNA ladder verwendet. Die Dokumentation erfolgte mit dem Setup der Firma
Herolab (Herolab GmbH, Wiesloch, Deutschland) und Software E.A.S.Y Win32 A+B Nb.
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3.3.4. Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau dient zum Schneiden von DNA an bestimmten DNA-Sequenzen. Die
Enzyme, die die DNA aufschneiden, werden Restriktionsenzyme genannt. Jedes Restriktions-
enzym schneidet die DNA an einer bestimmten, meist vier bis acht Basenpaaren langen, Er-
kennungsstelle, der sogenannten Restriktionsenzymschnittstelle. Jeder Restriktionsverdau
wurde nach Herstellerangaben in dem fir das Enzym geeigneten Puffer angesetzt. So konnte
eine optimale Effizienz des Restriktionsenzyms erreicht werden. Die Reaktionsansétze der
Restriktionsverdaus von PCR-Produkten sowie zur Linearisierung von Plasmiden sind im
Folgenden dargestellt. Die in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme sind in Abschnitt
2.5 aufgefuhrt. Die Inkubation erfolgte (iber Nacht bei enzymspezifischer Temperatur (37 °C
bis 65 °C).

Reaktionsansatz 6 I PCR-Produkt
(PCR-Produkte): 2 ul  Enzymspezifischer Puffer (10x)
(2ul) (BSA 10x)
0,4 ul  Restriktionsenzym (10 U/ul)
Ad 20 pl  ddH0
Reaktionsansatz Xyl Plasmid-DNA (2 pg)
(Plasmid-Linearisierung): 3 ul  Enzymspezifischer Puffer (10x)
(3ul) (BSA 10x)
1 pl Restriktionsenzym (10-50 U/ul)
Ad 30 pl  ddH,0

Um den Erfolg des Restriktionsverdaus zu berprifen, wurde die verdaute DNA gelelektro-
phoretisch aufgetrennt (siehe Abschnitt 3.3.3) und anschlieBend mithilfe des MinElute
Reaction Cleanup Kits oder des Min Elute Gel Extraction Kits von Qiagen, wie in Abschnitt

3.2.5 und 3.2.4 beschrieben, aufgereinigt.

3.3.5. Ligation

Die Ligation ist eine Methode, bei der eine DNA-Ligase unter ATP-Verbrauch durch die Bil-
dung einer Phosphodiesterbindung zwei DNA-Fragmente miteinander verbindet. Fir die
Standard-Ligationen in dieser Arbeit wurde die T4-Ligase verwendet. Bei der Ligation eines
spezifischen DNA-Fragmentes, dem Insert, in die multiple cloning site (MCS) eines Zielvek-
tors betrug das Mengenverhaltnis von Insert zu Vektor 3:1. Das Gesamtvolumen eines Reak-
tionsansatzes betrug 10 pl und ist im Folgenden dargestellt. Die Ligation erfolgte tiber Nacht
bei 16 °C.
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Reaktionsansatz: x ul Insert (z.B. 30 ng/p)
x Wl Zielvektor (z.B. 10 ng/p)
1 ul T4-DNA-Ligasepuffer (10x)
1 pl  T4-Ligase (400 U/ul)
Ad 10 pl  ddH,O

Die Ligationsprodukte wurden, wie in Abschnitt 3.1.1 beschrieben, in kompetente E.coli Bak-

terien transformiert.

3.3.6. Sequenzierung von DNA-Fragmenten und Plasmiden nach Sanger

Die Sequenzierung wurde in dieser Arbeit eingesetzt, um die Basenabfolge von DNA-
Fragmenten, die beispielsweise amplifiziert oder in ein Plasmid Kloniert wurden, zu Uberpri-
fen. Die Sequenzierung erfolgt &hnlich einer PCR (cycle sequencing), beruht aber auf dem
Verfahren des zufélligen Einbaus von mit vier unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen ge-
koppelten Didesoxynukleotiden (ddNTPs), nach deren Einbau durch die Polymerase keine
weitere Verlangerung des DNA-Stranges erfolgen kann. Daher spricht man hier auch von der
Kettenabbruchsynthese nach Sanger (Sanger et al., 1977). Die Kettenabbruchprodukte werden
anschlieBend mittels Kapillarelektrophorese aufgetrennt und die Fluoreszenzfarbstoffe durch
einen Laser angeregt. Die unterschiedlichen Farbstoffe emittieren in unterschiedlichen Wel-
lenlangen und konnen von einem Detektor erkannt und unterschieden werden. Das
Elektropherogramm, d.h. die Abfolge der Farbsignale, die vom Detektor erkannt wurden, gibt

die Basenabfolge des sequenzierten DNA-Fragments wieder.

Fur die Sequenzierung von PCR-Produkten wurden bei dieser Methode ca. 100 ng und far
Plasmide ca. 500 ng eingesetzt. Um uberschussige, aus der PCR-Reaktion verbliebene,
dNTPs und Primer zu hydrolysieren, wurde vor der Sequenzierung ein Verdau mit EXoSAP-
IT, einem Reagenz, welches eine Kombination aus Exonuklase | und alkalischer Phosphatase
(SAP) enthalt, durchgefiihrt. Hierflr wurden je nach GroRe und Stérke des PCR-Produkts 0,8
bis 2 ul des PCR-Produktes mit 5 ul ExoSAP-IT (1:50 in H,O) gemischt und 15 min bei
37 °C verdaut. Um die Enzymreaktion zu stoppen, wurde der Reaktionsansatz anschlieRend
bei 80 °C fir 15 min inkubiert. Die Sequenzierungsreaktion fiir PCR-Produkte und Plasmide

wurde wie im Folgenden dargestellt durchgefthrt:
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PCR-Produkt Plasmid
Matrize (ExX0SAP-IT verdaut) <7 pl 500 ng
5x Big Dye
Sequgnzii/erpuffer 2 44
Primer (5 uM) 1pl 2 ul
Big Dye v3.1 1l 2 ul
H,O Ad 11 pl Ad 20 pl

Tabelle 20: Cycling-Protokoll einer Sequenzier-PCR

Schritt Temperatur in °C | Zeit Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 96 2 min 1
Denaturierung 96 15 sek

Annealing 53/55 15 sek 25
Elongation 60 4 min

Vor der kapillarelektrophoretischen Auftrennung wurden die fluoreszenzmarkierten DNA-
Fragmente (ber eine Alkohol-Féllung aufgereinigt. Sequenzier-Reaktionen basierend auf
PCR-Produkten wurden mit ddH,O auf 20 pl aufgefullt, mit 5 pl 125 mM EDTA und 75 pl
100 % EtOH versetzt und filr 30 min bei 2580xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde verwor-
fen und das Pellet mit 60 ul 80% EtOH gewaschen. Sequenzier-Rreaktionen basierend auf
Plasmiden wurden mit dem 4-fachen Volumen an 75% Isopropanol versetzt, bei 2580xg fiir
30 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde durch Zentrifugation fir
1 min bei 440xg getrocknet und anschlieRend in 50 pl HI-DI-Formamid gelost. Fur die Se-
quenzierung wurden 17 pl dieses Gemisches verwendet. Die Sequenzierung erfolgte mit dem
3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Life Technologies Corperation, Carlsbad, CA,
USA).

3.3.7. cDNA-Synthese mittels reverser Transkription

Als cDNA bezeichnet man einen DNA-Strang, der mithilfe des Enzyms ,,Reverse Transkrip-
tase” aus RNA synthetisiert wird. Die cDNA enthdlt im Vergleich zu genomischer DNA kei-
ne Introns mehr. Die RNA wurde wie in Abschnitt 3.2.3 beschrieben aufgereinigt. Mégliche
Verunreinigungen der isolierten RNA mit genomischer DNA, wurden mittels eines
Desoxyribonuklease |1 (DNasel)-Verdaus, entfernt. Dafir wurde 1 pg RNA mit 1 U DNasel
15 min bei Raumtemperatur verdaut und die Reaktion anschliefend durch Zugabe von 1 pl
Stopp-Puffer (50 mM EDTA) und Inkubation bei 70 °C fir 10 min gestoppt. Nach dem

DNasel-Verdau wurde die Konzentration der RNA spektrophotometrisch mit dem NanoDrop
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bestimmt (siehe Abschnitt 3.2.9). Die darauffolgende Reverse Transkription erfolgte in zwei
Schritten mithilfe des ,, Transcriptor High Fidelity ¢cDNA Synthesis* Kits von Roche. Zu-
nachst wurde wie im Folgenden dargestellt ein Reaktionsansatz angesetzt, der neben der
DNasel-verdauten RNA noch random Nukleotidhexamere enthielt. Diese dienten als zufalli-
ge Primer fur die spater verwendete reverse Transkriptase, die den zur RNA komplementéren
cDNA-Strang synthetisiert.

Reaktionsansatz I: 400 ng DNasel-verdaute RNA

2 uI  Random Hexamere (600 uM)
Ad 11,4 ul ddH,0

Reaktionsansatz | wurde fiir 10 min bei 65 °C erhitzt und anschlieRend bis zur weiteren Ver-
wendung auf Eis gelagert. Im zweiten Schritt wurden die restlichen Komponenten die zur
cDNA-Synthese bendtigt wurden, zu Reaktionsansatz | gegeben. Die Reaktion zur finalen

Herstellung der cDNA setzt sich wie folgt zusammen:

Reaktionsansatz I1: 11,4 ul Reaktionsansatz |
4 ul  5x Reaktionspuffer
0,5l Protector RNAse Inhibitor (40 U/ul)
2 pl - dNTP-Mix (je 10 mM)
1ul DTT (0,1 M)
1,1 ul  Transkriptase (9 U/ul)

Dieser Ansatz wurde fur 30 min bei 50 °C inkubiert und die Synthese anschliefend durch

Erhitzen auf 85 °C fur 5 min gestoppt.

3.3.8. In vitro RNA-Synthese und Poly-Adenylierung

Bei der in vitro Synthese von cRNA wird der komplementdare RNA-Strang zu einer DNA-
Matrize synthetisiert. Die so synthetisierte cRNA wurde zur Injektion von Zebrafisch-
Oozyten genutzt (siehe Abschnitt 3.6.5). Bei den hier durchgefiihrten Versuchen dienten
linearisierte Plasmide (siehe Abschnitt 3.3.4), welche Uber eine Phenol/Chloroform-
Extraktion RNase-frei aufgereinigt wurden (siehe Abschnitt 3.2.6), als DNA-Matrize. Im Fall
der cRNA-Generierung der unterschiedlichen TALEN-Paare (siehe Abschnitt 3.3.9), wurden
pro TALEN 2,5 ug des Plasmids, welches die gewiinschte Matrizensequenz flr einen TALEN
enthélt, mit dem Restriktionsenzym Pmel Uber Nacht bei 37 °C verdaut (siehe Abschnitt
3.3.4). Anschlielend wurde mittels Gelelektrophorese (siehe Abschnitt 3.3.3) Uberprift, ob
die komplette Plasmidmenge verdaut wurde. Die Aufreinigung des linearisierten Plasmids

erfolgte wie in Abschnitt 3.2.6 beschrieben (iber eine Phenol/Chloroform-Aufreinigung. An-
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schlielend wurde das aufgereinigte Plasmid tber eine modifizierte Ethanol-Féllung prazipi-
tiert (siehe Abschnitt 3.2.7) und in 5 pul RNase-freiem H,O resuspendiert. Flir die cRNA-
Synthese wurde das , MessageMAX T7 ARCA-Capped Message Transcription“-Kit von
Cellscript verwendet. Der Reaktionsansatz wurde bei Raumtemperatur angesetzt.
Reaktionsansatz: Ad 10 pl ddH,0
500 ng linearisiertes Plasmid
1 ul 10x MessageMAX T7 Transcription buffer
4 ul MessageMAX ARCA Cap/NTP Pre-Mix
(22.5 mM ATP, CTP,UTP; 4.5 mM GTP, 18 mM
ARCA)
1l DTT (100 mM)

0,25 ul  ScripGuard ™ RNase Inhibitor
1ul MessageMAX T7 Enzymldsung

Zur Synthese wurde dieser Ansatz bei 37 °C 30 min inkubiert. Um die Plasmid-DNA, die als
Matrize fur die cRNA-Synthese gedient hat, zu entfernen, wurden anschlieBend 0,5 pl DNasel
(1 U/ul) zum Reaktionsansatz zugegeben und der Ansatz 15 min bei 37 °C inkubiert. Nach
der Aufreinigung wurde die synthetisierte CRNA Uber eine Lithiumchlorid-Fallung prazipi-
tiert (siehe Abschnitt 3.2.8). Um den Erfolg der Synthesereaktion zu prifen, wurde anschlie-
Rend 1 pl des Reaktionsansatzes entnommen und gelelektrophoretischen aufgetrennt (siehe
Abschnitt 3.3.3).

Um die Stabilitat der synthetisierten cRNA zu erhéhen wurden mittels des ,, 4-Plus Poly(A)
Polymerase Tailing “-Kits von Cellscript zusétzliche Adenin-Nukleotide an das 3‘-Ende an-
gehangt. Hierzu wurden 75,5 ul der resuspendierten cRNA bei 65 °C fur 10 min erhitzt. Zu-
dem wurde folgender Reaktionsmix angesetzt:

Reaktionsmix: 10 pl- 10x A-Plus™ Poly(A) Tailing Puffer
10l ATP (10 mM)
2,5 ul  RiboGuard RNase Inhibitor (40 U/ul)
2 ul Polymerase (4 U/ul)

Der Reaktionsmix wurde zur denaturierten cRNA gegeben und fiir 30 min bei 37 °C inku-
biert. Die Aufreinigung der polyadenylierten cRNA erfolgte tiber das RNeasy Mini Kit von
Qiagen (siehe Abschnitt 3.2.3). Es wurde in 30 pl RNase-freiem H,O eluiert. Der Erfolg der
Polyadenylierung wurde durch Auftrennung von 1 pl aufgereinigten cRNA auf einem Agaro-
segel (siehe Abschnitt 3.3.3) Gberpriift.
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3.3.9. Generierung von TALEN-Konstrukten gegen atf6

TALEN sind Fusionsproteine aus einer DNA-Bindedoméane (TALE-Domane) und der DNA-
Doppelstrangbruch-induzierenden Fokl-Nuklease. Die TALE-Domaéane vermittelt die Erken-
nung und Bindung einer spezifischen DNA-Sequenz. Sie enthalt hierzu eine repetitive Abfol-
ge kurzer Aminosduresequenzen, die sogenannten Repeats. Diese Repeats (oder TALE-
Monomere) besitzen eine Lange von 34 Aminosauren und unterscheiden sich nur an den zwei
variablen Positionen 12 und 13, auch repeat variable di-residues (RVDs) genannt (Abb. 7).
Die Identitadt der Aminoséurereste an diesen beiden Positionen bestimmt das Nukleotid, wel-
ches das Repeat erkennt und bindet. Basierend auf der zu bindenden DNA-Sequenz, werden
die einzelnen TALE-Monomere aneinander gehéngt, um spezifisch an die gewlinschte DNA-
Sequenz von 16 — 18 bp binden zu kénnen (Abb. 7).

repeat variable di-residue (RVD)
LTPDQVVAIASEBGGKQALETVQRLLPVLCQDHG

v
i Fokl-Nuklease
\liCCEIDIJIJ CEDIED 1]
5-GACCTACGCCA I AGC SCTCCCAGGTTTAACGTAGCCTAGGCC-3
3-CTGGATGCGGT A TCGA GAGGGTCCAAATTGCATCGGATCCGG-5
G > 00 00000 | G88 |
NI »>A Iy TALE repeats NLS
HD »C
NN »>GorA
I Il
linker TALEN Spacer- rechter TALEN
Region

Abbildung 7: Schematische Darstellung der an die DNA gebundenen TALEN-Fusionsproteine. RVD: re-
peat variable di-residues; NLS: nuclear localization signal, Kern-Lokalisations-Sequenz (verandert nach Auer et
al., 2014).

Dieses Prinzip ermdglicht es TALEN zur spezifischen Genomeditierung einzusetzen, da fur
nahezu jede Position im Genom ein entsprechendes TALEN-Fusionsprotein artifiziell herge-
stellt werden kann (Reyon et al., 2012; Schmid-Burgk et al., 2013). Die Auswahl der mogli-
chen TALEN-Bindedomanen im Genom wird nur minimal eingeschrankt. Basierend auf den
in Pflanzen natirlich-vorkommenden TALEs und deren Bindedomdnen im Pflanzengenom
(Boch et al., 2009; Moscou und Bagdanove, 2009), mussen auch die Zielsequenzen der artifi-

ziell hergestellten TALENSs mit einer Thymin-Base beginnen (Sanjana et al., 2012).

Der unspezifische DNA-Doppelstrangbruch wird bei dieser Technologie mittels der
Endonuklease Fokl eingefiihrt. Da die Fokl nur als Dimer aktiv ist (Bitinaite et al., 1998),

mussen TALEN immer als Paare, die in unmittelbarer Nahe zueinander an die DNA hinden,
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konstruiert werden. Der DNA-Doppelstrangbruch wird dann in der sogenannten Spacer-
Region eingefuhrt, einer 14-20 bp groRen Region, zwischen den beiden TALEN-
Bindedomanen (Abb. 7). Zuséatzlich besitzen TALEN-Dimere eine Kern-Lokalisations-

Sequenz (NLS) mittels der sie an ihren Wirkungsort, den Zellkern, transportiert werden.

3.3.9.1. Identifizierung geeigneter TALEN-Zielsequenzen in atfé

Mithilfe des Prédiktionsprogrammes TAL Effector Nucleotide Targeter 2.0 wurden zwei
TALEN-Zielsequenzen in Exon 5 und Exon 6 des Zebrafisch-atf6-Gens identifiziert. Die La-
ge der TALEN-Bindestellen wurde so gewahlt, dass im Fall von Leserastermutationen funkti-
onell und strukturell essentielle Abschnitte des Atf6-Proteins nicht translatiert werden. Die
Préadiktions-Einstellungen wurden so gewahlt, dass jede TALEN-Zielsequenz sowie die
Spacer-Region minimal 15 und maximal 18 Basen lang ist. Auf’erdem sollte die vorgelagerte
Base ein Thymin darstellen. Fir die finale Wahl der TALEN-Zielsequenz wurde zudem uber-
pruft, ob die Spacer-Region eine Restriktionsenzymschnittstelle enthélt, um spéter mithilfe
eines Restriktionsenzym-Langenpolymorphismus® (RFLP) (siche Abschnitt 3.3.9.3) die er-
folgreiche TALEN-AKktivitat nachweisen zu kénnen. Als drittes TALEN-Paar wurde eine von
Sander und Kollegen bereits publizierte TALEN-Zielsequenz gegen atf6 ausgewahlt (Sander
etal., 2011, Addgene: TAL3406 und TAL3704).

3.3.9.2. Klonierung von TALEN-Konstrukten

Die Generierung der unterschiedlichen TALEN-Konstrukte erfolgte mithilfe der TALEN-
Toolbox nach dem Protokoll von Sanjana et al., 2012. Sie erfolgte in mehreren einzelnen
Schritten, die im Folgenden dargestellt sind. Eine Ubersicht des kompletten Generierungsvor-
gangs eines Beispiel-TALEN-Konstrukts mit 18 Monomeren ist in Abb. 8 schematisch darge-
stellt.
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Typ-ll-Restriktionsschnittstellen via PCR-Amplifikation
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Generierung von zirkuldaren Hexameren via
Golden Gate-Ligation

Hex- F Hex- F
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initiales 0,5Repeat  Fokl TALEN-Backbone-Vektor

NG (NI, HD, NN or NG)

Assemblierung der einzelnen Hexamere in den
passenden TALEN-Backbone-Vektor via
Golden Gate-Ligation

inililales Fokl Assemblierter TALEN-Vektor
NG

Abbildung 8: Ubersicht iiber die Klonierung eines TALEN-Konstruktes. Das Schema basiert auf dem Bei-
spiel eines 19,5-mer-Konstruktes. Die Klonierung eines TALEN-Konstrukts erfolgt in mehreren Schritten.

Schritt 1 (Monomer-Generierung): Die einzelnen Monomere werden mittels PCR amplifiziert, um spezifische
Ligationsadaptoren anzuhangen. Schritt 2 (Ligation der Monomere zu Hexameren): Die einzelnen Monomere
werden Uber eine Golden-Gate-Ligation zu Hexameren ligiert. Die 5°-Enden der Monomere 1, 7 und 13 sowie die
3'-Enden der Monomere 6, 12 und 18 sind so konzipiert, dass jedes Hexamer eine zirkulare Struktur bildet.
Schritt 3 (Assemblierung der Hexamere und Einbau in den Zielvektor): Die drei konstruierten Hexamere werden
mittels PCR-Amplifikation linearisiert und in den entsprechenden TALEN-Backbone-Vektor integriert (verandert
nach Sanjana et al., 2012).
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Schritt 1: Monomer-Generierung

Um die einzelnen spezifischen TALEN-Konstrukte herzustellen, wurden im ersten Schritt die
einzelnen TALE-Monomere generiert. Die Monomere wurden basierend auf Plasmiden (siehe
Tabelle 2) tber eine PCR amplifiziert, wobei tber die verwendeten Primer (siehe Tabelle 6)
Adaptoren und Restriktionsenzymschnittstellen fir die spétere Generierung und Assemblie-
rung der Oligomere angeh&ngt wurden. Fir jedes Monomer wurde eine 100 pl PCR-Reaktion
wie folgt angesetzt und anschlieBend auf einem Agarosegel 5 pl des PCR-Produktes Uber-
pruft.
Reaktionsansatz: 1 pl Plasmid (5 ng/ul)

1ul 100 mM dNTP-Mix (5 mM je dNTP)

20 pl  5x Herculase 11 Puffer
2 ul 20 pM Primermix (10 pM je Primer)

1 pl  Herculase Il Fusion Polymerase
(Ad 100 pl) 75 pl  ddH,0

Tabelle 21: Cycling-Protokoll der Monomergenerierung

Schritt Temperatur in °C | Zeit Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 95 2 min 1
Denaturierung 95 20 sek

Annealing 60 20 sek 30
Elongation 72 10 sek

Finale Elongation 72 3 min 1

Nach erfolgreicher Generierung der einzelnen Monomere wurden diese mithilfe des MinElute
Reaction Cleanup Kits aufgereinigt. Im Oligomer aufRen liegende Monomere wurden danach

auf 18 ng/ul und innen liegende Monomere auf 15 ng/ul verdinnt.

Schritt 2: Ligation der Monomere zu Oligomeren

Die einzelnen Monomere wurden anschlieBend abhangig von der finalen TALEN-Lange zu
Oligomeren (hier Tetra-, Penta- und Hexamere) ligiert. Die Anordnung der einzelnen Mono-
mere im Oligomer wird hierbei an die zu bindende DNA-Sequenz angepasst, d.h. die Position
und Abfolge der einzelnen Monomere ist spezifisch festgelegt. Die Oligomer-Generierung
war in zwei separaten Schritten durchzufiihren, d.h. aus den Monomeren wurden erst Tetra-,
Penta- und Hexamere generiert, um anschliefend aus zwei Hexameren und einem Pentamer
bzw. zwei Hexameren und einem Tetramer die 16- bzw. 17-mere zu generieren. Dieses Vor-
gehen bietet den Vorteil, dass man nicht fur jedes der Monomere einzigartige Adaptoren ge-

nerieren muss. Das erste Monomer, dass die initiale Thymin-Base der Zielsequenz bindet,
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sowie das letzte halbe Monomer sind im Backbone-Vektor enthalten und werden daher bei
der Oligomer-Generierung nicht berticksichtigt. Die jeweiligen Oligomere wurden via Gol-
den-Gate-Ligation assembliert. Das Besondere an dieser Klonierungsart besteht darin, dass
Restriktionsverdau sowie Ligation mehrerer DNA-Fragmente simultan und gerichtet durchge-
fihrt werden konnen. Hierflir werden sogenannte Typll-Restriktionsenzyme verwendet, die
auRerhalb ihrer Erkennungssequenz schneiden und nicht-palindromische Uberhange bilden.
Die Golden-Gate-Ligation wurde wie folgt angesetzt:
Reaktionsansatz: 0,75 pl  Esp3l (Bsmbl, 10 U/ul)

1,5ul  Tango Puffer (10x)

1,5ul DTT (10 mM)

0,25 ul  T7 Ligase (3000 U/ul)
1,5ul  ATP (10 mM)

X pl Monomere (1 ul je Monomer)
Ad 15 pl  ddH;0

Die Reaktion wurde wie nachfolgend beschrieben inkubiert.

Inkubationstemperatur Dauer Zyklen
37 °C 5 min
20 °C 5 min 30

Um nicht-zirkulare Ligationsprodukte aus der Reaktion zu entfernen wurde ein Verdau mit
der PlasmidSafe DNAse durchgefihrt.

Reaktionsansatz: 7 ul - Golden-Gate-Reaktion
1 pl  PlasmidSafe DNase (10 U/ul)
1 ul PlasmidSafe Reaktion Puffer (10x)
1pl ATP (10 mM)

Um die Tetra-, Penta- und Hexamere spéter in den entsprechenden TALEN-Backbone-Vektor
einbauen zu konnen, wurde jedes Oligomer mittels einer PCR-Reaktion amplifiziert. Die

PCR-Reaktion hierzu ist im Folgenden dargestellt:

Reaktionsansatz: 2 pl - PlasmidSafe behandeltes Oligomer
3l 100 mM dNTP-Mix (5 mM je dNTP)
10 ul 5x Herculase 1l PCR Puffer
1,25 pl 20 uM Hex-F / Hex-R Primermix (10 uM je
Primer)
0,5 ul  Herculase Il Fusion Polymerase
(Ad 50 pl) 33,25 pl - ddH,0
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Tabelle 22: Cycling-Protokoll zur Hexamer-Amplifizierung

Schritt Temperatur in °C | Zeit Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 95 2 min 1
Denaturierung 95 20 sek

Annealing 60 20 sek 35
Elongation 72 30 sek

Finale Elongation 72 3 min 1

AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz auf einem praparativen 2 % Agarosegel aufgetrennt.
Mittels Gelextraktion (siehe Abschnitt 3.2.4) wurde das gewiinschte PCR-Fragment mit einer
Lange von ca. 650-700 bp isoliert und aufgereinigt. AnschlieBend wurde die DNA-

Konzentration jedes Oligomers auf 20 ng/ul eingestellt.

Schritt 3: Assemblierung der Oligomere und Einbau in den Zielvektor

Die aufgereinigten Oligomere wurden tber eine Golden-Gate-Ligation in den entsprechenden
TALEN-Backbone-Vektor kloniert, um die einzelnen spezifischen TALEN-Konstrukte zu

erhalten.

Reaktionsansatz: 1 pl TALEN-BackboneVektor (100 ng/pl)
0,75 ul  Bsal-HF (20 U/ul)
1,5ul  NEB4-Puffer (10x)
1,5pul BSA (10x)
1,5ul  ATP (10 mM)
0,4l T7 Ligase (3000 U/ul)
x I Aufgereinigte Hexamere (je 20 ng)
Ad 15l ddH;0O

Die Reaktion wurde wie nachfolgend beschrieben inkubiert.

Inkubationstemperatur Dauer Zyklen
37°C 5 min

20°C 5 min 30
80 °C 20 min 1

Um auch in diesem Schritt inkomplette, nicht-zirkuldre Ligationsprodukte zu entfernen, wur-
de der Ligationsansatz erneut wie oben beschrieben mit PlasmidSafeDNase verdaut. Die as-
semblierten TALEN-Konstrukte wurden danach wie in Abschnitt 3.1.1 beschrieben in che-
misch kompetente E.coli Bakterien transformiert und positive Klone mittels Kolonie-PCR
(siehe Abschnitt 3.3.2) unter Verwendung der Primer TALE_seq_F1 und TALE_seq_R1 aus-
gewdhlt. Aus Klonen, die ein Insert mit der korrekten L&nge trugen, wurden anschlieRend

Bakterienkulturen angesetzt und die Plasmid-DNA wie in Abschnitt 3.2.1 beschrieben, iso-
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liert. Die erhaltenen Plasmide wurden anschlielend auf ihre Richtigkeit und Vollstandigkeit
hin sequenziert (siehe Abschnitt 3.3.6). Hierzu wurden die Primer TALE_seq F1, TA-
LE seq F2 und TALE_seq_R1 verwendet. Die Referenzsequenzen wurden mithilfe des TA-

LE reference sequence generators (http://taletoolbox.genome-engineering.org/) generiert.

3.3.9.3. Detektion der TALEN-Aktivitdt sowie TALEN-vermittelter Mutationen mittels RFLP

Der RFLP wird in der Molekularbiologie zum Beispiel dazu verwendet, um mit Hilfe eines
Restriktionsverdaus Mutationen in einem bestimmten DNA-Abschnitt, welcher tber eine
PCR amplifiziert wurde, zu detektieren. Das Verfahren beruht darauf, dass ein Restriktions-
enzym den DNA-Doppelstrang nur schneiden kann, wenn seine individuelle Erkennungsse-
guenz in dem zu untersuchenden DNA-Fragment vorhanden ist. Ist diese aufgrund einer Mu-
tation verandert oder deletiert, kann kein Doppelstrangbruch mehr induziert werden. Die da-
durch entstandenen in ihrer GroRe unterschiedlichen PCR-Fragmente kdnnen anschlieRend
gelelektrophoretisch aufgetrennt und analysiert werden. Schematisch ist dies in Abb. 9 an-
hand von TALEN-Paar 3 dargestellt.

In dieser Arbeit wurde der RFLP mehrfach eingesetzt. Mittels dieser Methode wurde unter-
sucht, ob die eingesetzten TALEN einen DNA-Doppelstrangbruch an der gewtinschten Stelle
im Genom induzieren. Auflerdem wurde der RFLP bei der Analyse der somatischen Muta-
tionsrate von potentiellen Founder-Fischen sowie der Genotypisierung von Zebrafischen an-

gewandt.

Nach Einfuhrung eines Doppelstrangbruches durch die TALE-gekoppelte Endonuklease Fokl
repariert die Zelle den Bruch mittels non-homologous end-joining (NHEJ), um beide DNA-
Enden wieder miteinander zu verbinden. Wéhrend dieses VVorgangs entfernt und/oder inseriert
die Zelle einige Basenpaare an jedem Strangende. Liegt die spezifische Restriktionsschnitt-
stelle in unmittelbarer Nahe, wird diese im Zuge des NHEJ mit hoher Wahrscheinlichkeit
zerstort (Abb. 9).
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atf6 .
Exon 6 BstNI-Schnittstelle Fokl
5'-TCCAACCAGCAAAAAGAOccateccaggTGT GCCC; 1; %GGTTTCCATTCAGCE ]TA— 3"

Linker TALEN Rechter TALEN

Durch Fokl induzierter Doppelstrangbruch
wird durch NHEJ repariert

5'-TCCAACCAGCAAAAAGACCCcateeGGTTTCCATTICAGCCTA-3"

zertorte BstNI-
Schnittstelle
PCR
; Linker TALEN BstNI-
Schnittstelle Rechter TALEN =
/\ Restriktionsverdau mit BstNI
RFLP
BstNI-Schnittstelle intakt BstNI-Schnittstelle mutiert
.|
WT Exon 6 L/ mut Exon 6

Kontrolle
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ungeschnitten —»
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der RFLP-Analyse. Durch den Einsatz von Genomeditierungs-
mafRnahmen wie beispielsweise TALEN, wird ein DNA-Doppelstrangbruch nahe einer spezifischen Restriktions-
enzymschnittstelle erzeugt. Die Zelle repariert den Strangbruch mittels NHEJ, wobei an beiden Strangenden
Basenpaare deletiert und/oder inseriert werden. Liegt der Strangbruch in unmittelbarer Nahe zu der Restriktions-
enzymschnittstelle, wird diese ebenfalls verandert bzw. zerstort. Das ausgewahlte Restriktionsenzym (hier BstNI)
kann somit den DNA-Doppelstrang nicht schneiden (mut Exon 6).

Fur jedes getestete TALEN-Paar wurden Primer konzipiert (siehe Tabelle 23), die die Ampli-
fikation des DNA-Abschnitts ermdglichen, der die Spacerregion und somit auch die spezifi-
sche Restriktionsschnittstelle enthélt. Die Amplifikation dieses Abschnitts erfolgte mittels
PCR (siehe Abschnitt 3.3.1) basierend auf genomischer DNA von Zebrafischlarven oder aus
Schwanzflossenbiopsien (siehe Abschnitt 3.2.2). Die Amplikons wurden auf einem 2 % Aga-

rosegel aufgetrennt (siehe Abschnitt 3.3.3).
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Tabelle 23: Primer und Restriktionsenzyme fir die PCR/RFLP-Analysen

Restriktionsenzym
(Inkubationstemperatur)

Bccl (37 °C)

TALEN Primer

atf6_TALEN1_F
atf6 TALEN1 R
atf6_TALEN2_F
atf6_TALEN2 R

atf6_TALEN3_F )
atf6-TALEN3 atfe TALENS R BstNI (60 °C)

atf6-TALEN1

atf6-TALEN2 BseJl (65 °C)

Die Restriktionsverdaus wurden wie in Abschnitt 3.3.4 beschrieben und mit den in Tabelle 23
angegebenen Restriktionsenzymen angesetzt. Der Verdau erfolgte tiber Nacht. AnschlieRend
wurde der komplette Verdauansatz via Gelelektrophorese aufgetrennt (siehe Abschnitt 3.3.3).
Sollten Genomeditierungseffizienzen analysiert werden, erfolgte eine weitere Analyse mittels
ImageJ (Schneider et al., 2012). Fir jede Probe wurden sowohl die Intensitaten des unverdau-
ten als auch des verdauten DNA-Fragments gemessen. Die weitere Auswertung erfolgte mit
Microsoft Excel (Microsoft Deutschland GmbH, UnterschleiBheim, Deutschland). Es wurde
der Anteil der unverdauten DNA im Verhdltnis zur Gesamt-DNA gebildet und das Ergebnis

in Prozent angegeben.

3.3.9.4. Toxizitdts- und Effizienzbestimmung der unterschiedlichen TALEN-Paare

Um die generierten TALEN-Paare hinsichtlich ihrer (1) Effizienz Genommutationen zu indu-
zieren und (1) toxischer Nebeneffekte zu evaluieren, wurden unterschiedliche TALEN-
cRNA-Mengen von 52 pg bis 298 pg pro Larve getestet, wobei das cRNA-Verhaltnis aus lin-
kem und rechtem TALEN 1:1 betrug. Die Injektionen in Oozyten im Einzell-Stadium erfolg-
ten wie in Abschnitt 3.6.5 beschrieben. Jede Bedingung, d.h. jede getestete Konzentration pro
TALEN-Paar wurde in mindestens drei unterschiedlichen Gelegen an zwei unabhéngigen
Versuchstagen getestet. Es wurden jeweils ?/5 eines Geleges injiziert, der Rest wurde als un-
behandelte Kontrollen aufbewahrt. Zur Bestimmung der Toxizitdt wurde mithilfe der Ent-
wicklungstabelle von Kimmel (Kimmel et al., 1995) der prozentuale Anteil morphologisch
unauffalliger Larven und abgestorbener Eier/Larven bis zum Alter von 2 dpf ermittelt. Uber-
stieg die Anzahl an deformierten und toten Larven in den unbehandelten Eiern bzw. Ge-
schwister-Larven eine Grenze von 5 %, wurden die jeweiligen dazugehdrigen injizierten Ge-

lege nicht in die Toxizitatsberechnung und Effizienzbestimmung mit einbezogen.

Die Effizienz der einzelnen TALEN-Paare wurde mithilfe der PCR/RFLP-Analyse (siehe
Abschnitt 3.3.9.3) bestimmt (Abb. 9). Die hierzu bendtigte DNA aus 2 dpf alten Larven wur-
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de wie in Abschnitt 3.2.2 beschrieben, gewonnen. Die DNA von jeweils drei mit der gleichen
Bedingung behandelter Larven wurde fir die PCR-Amplifikation vereinigt. Der prozentuale
Anteil der ungeschnittenen DNA im Verhaltnis zur Gesamt-DNA entsprach der Effizienz des

jeweiligen TALEN-Paares bei gegebener Injektionsmenge.

3.3.10. Generierung von Konstrukten zur heterologen Expression von
ATF6/Atf6 in HEK293T-Zellen

Um kommerzielle wie auch speziell fir diese Arbeit generierte Antikorper gegen das humane,
das murine oder das Zebrafisch-Atf6 auf ihre Spezifitat hin zu testen, wurden Konstrukte zur
heterologen Expression der unterschiedlichen ATF6-Proteine in HEK293T-Zellen generiert.
Um zu Uberprifen, ob die unterschiedlichen ATF6-Proteine in den Zellen exprimiert wurden,
wenn unter Verwendung der zu testenden anti-ATF6-Antikérper keine Expression zu
detekieren ist, wurden das murine und das Zebrafisch-Atf6 mit einem C-terminalen myc-His-
Tag (myc-Epitop: 5°-EEKLISEEDL-3¢; His-Epitop: 5‘-HHHHHH-3°) versehen. Das verwen-
dete humane ATF6-Konstrukt enthielt bereits einen N-terminalen FLAG-Tag (von Ron
Prywes zur Verfugung gestellt und von Addgene vertrieben: Plasmid # 11975; Chen et al.,
2002; FLAG-Epitop: 5'-FDYKDDDDK-3¢). Fir das murine und das Zebrafisch-Atf6 wurde
pcDNA3.1/myc-His A als Expressionsvektor verwendet. Die ATF6-Sequenz des humanen
ATF6-Expressionkonstruktes wurde mittels Sequenzierung (siehe Abschnitt 3.3.6) mit den in

Tabelle 10 aufgelisteten Primer verifiziert.

Die Generierung der unterschiedlichen Expressionskonstrukte erfolgte ber die gerichtete
Klonierung eines entsprechenden cDNA-Fragments in einen Zielvektor (Expressionsvektor).
Die gerichtete Klonierung besteht aus mehreren Schritten, angefangen bei der Amplifikation
des gewunschten DNA-Fragmentes mittels Proofreading-Polymerasen aus cDNA (siehe Ab-
schnitt 3.3.1), Uber den Restriktionsverdau des Zielvektors und der amplifizierten Target-
DNA-Sequenz (siehe Abschnitt 3.3.4) bis hin zur Ligation des Target-DNA-Inserts in den
Zielvektor (siehe Abschnitt 3.3.5) und der Transformation kompetenter Zellen (siehe Ab-
schnitt 3.1.1). Die einzelnen Arbeitsschritte sind in Abb. 10 dargestellt.

Welcher Abschnitt der murinen Atf6- bzw. Zebrafisch-atf6-Sequenz in welchen Expressions-
vektor kloniert wurde, sowie die verwendeten Restriktionsenzyme, sind in Tabelle 24 darge-
stellt. Als Ausgangsmaterial fur die Amplifikation des gewlnschten DNA-Fragments wurde
murine cDNA aus der Leber und cDNA aus 5 dpf alten Zebrafischlarven verwendet. Die zur
Amplifikation verwendeten Primer sind in Tabelle 9 aufgefiihrt.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung einer gerichteten Klonierung: Im ersten Schritt wird der Zielvektor
und das entsprechende zu klonierende PCR-Produkt mit zwei unterschiedlichen Restriktionsenzymen verdaut,
um ein gerichtetes Einschleusen der DNA in den Vektor zu erméglichen. Die komplementéren Uberhdnge am
Vektor und am PCR-Produkt werden mithilfe einer DNA-Ligase enzymkatalysiert miteinander verbunden. Zur
Vervielféltigung des assemblierten Vektors wird dieser in kompetente E.coli Bakterien transformiert und kultiviert.

Tabelle 24: Verwendete Expressionsvektoren und Restriktionsenzyme zur Generierung der
unterschiedlichen ATF6-Expressionskonstrukte

Klonierter Bereich Expressionsvektor Restriktionsenzyme
Murines ATF6 Gesamter ORF ohne
das Stopp-Codon pcDNA3.1/myc-His A Kpnl, Notl
(c.1-1968)

Zebrafisch-Atf6 Gesamter ORF ohne
das Stopp-Codon pcDNA3.1/myc-His A Kpnl, Notl
(c.1-1959)

3.3.10.1. Zielgerichtete Mutagenese des murinen und Zebrafisch-Atf6-Expressions-
konstruktes

Durch die Klonierung der ausgewahlten Sequenzen des murinen und Zebrafisch-atf6 in Kom-
bination mit der gewahlten Notl-Schnittstelle kam es im Folgenden zu einer Leseraster-
Verschiebung in der MCS des Expressionsvektors. Im Fall des murinen ATF6-
Expressionskonstruktes entstand dadurch ein friihzeitiges Stopp-Codon, sodass der myc-His-
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Tag nicht abgelesen werden konnte. Im Fall des Zebrafisch-Atf6-Expressionskonstruktes kam
es ebenfalls zu einer Verschiebung des Leserasters in der MCS sowie im myc-His-Tag des
Expressionsvektors. Um die korrekte Translation eines myc-His-Tags in beiden
Expressionskonstrukten zu gewahrleisten, wurden diese Uber eine zielgerichtete Mutagenese
(in vitro Mutagenese (IVM)) veréndert. Im Fall des murinen Expressionskonstruktes wurde
die dritte Base der Xbal-Schnittstelle (Thymin) in der MCS deletiert, im Falle des Zebrafisch-
Expressionskonstruktes wurde die erste Base (Guanin) der Notl-Schnittestelle in der MCS
deletiert. Die Mutagenese erfolgt mittels einer PCR unter Verwendung von Primern, die die
ausgewadhlte Stelle, an der die Mutation eingeflihrt werden soll, Uberlagern und so die Mutati-
on Uber Fehlpaarungen (mismatches) in das entstehende PCR-Produkt inserieren. Die hierflr
verwendeten Primer sind in Tabelle 9 aufgeflihrt. Der Reaktionsansatz sowie das Cycling-

Protokoll sind im Folgenden dargestellt:
Reaktionsansatz: 5ul  10x PfuUltra Il Ppuffer
2ul  dNTP-Mix (je dNTP 5 mM)

125 ng Forward Primer
125 ng Reverse Primer
20ng Template-Plasmid
1 ul PfuUltra Il Fusion HS Polymerase (5 U/ul)
Ad 50 pl  ddH;0O

Tabelle 25: Cycling-Protokoll einer IVM-PCR

Schritt Temperatur in °C | Zeit Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 92 1 min 1
Denaturierung 92 30 sek

Annealing 55 1 min 16
Elongation 68 15-30 sec/kb

Finale Elongation 68 10 min 1

Nach der PCR wurde ein Dpnl-Verdau durchgefiihrt, um das in der Reaktion enthaltene WT-
Plasmid (Template-Plasmid) zu entfernen. Da Dpnl nur methylierte DNA verdaut, wie sie
beispielsweise nach Isolation aus Bakterien vorliegt, ist es mit dieser Methode mdglich, nur
das WT-Plasmid aus dem Reaktionsansatz zu entfernen, ohne dabei das neu synthetisierte,
nicht-methylierte, mutierte Plasmid zu beschédigen. Zu 40 ul des obigen Reaktionsansatzes
wurde nach der PCR-Reaktion 1 pl Dpnl gegeben und der Ansatz fir 2 h bei 37 °C inkubiert.
Der Erfolg des Verdaus wurde mittels elektrophoretischer Auftrennung Gberprift. Anschlie-
Rend wurden die Dpnl-aufgereinigten, neu synthetisierten Plasmide in kompetente E.coli-
Bakterien transformiert (siehe Abschnitt 3.1.1). Ob mittels der IVM die gewinschten Basen

in den Plasmiden deletiert wurden, wurde durch die anschlieBende Sequenzierung (siehe Ab-
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schnitt 3.3.6) einzelner Klone unter Verwendung Vektor-spezifischer (CMV_for, BGH_rev,
Tabelle 5) sowie Insert-spezifischer Primer (Tabelle 10) Uberprft.

3.3.11. Relative Quantifizierung von Expressionsunterschieden mittels quanti-
tativer Real Time PCR

Bei der relativen Quantifizierung handelt es sich um ein Verfahren, in dem die Quantitat, also
die Menge der mRNA eines Zielgens relativ zur Menge an mRNA eines stabil exprimierten
Referenz-Gens bestimmt wird (Livak und Schmittgen, 2001; Pfaffl, 2004). Fir die quantitati-
ve Real Time PCR (qRT-PCR) wurde das QuantiTect® SYBR® Green PCR Kit verwendet. Der
enthaltene SYBR-Green-Fluoreszenz-Farbstoff interkaliert in die DNA, wodurch die Zunah-
me des PCR-Produktes in Echtzeit verfolgt werden kann. Die Fluoreszenzintensitdt nimmt
proportional zur Menge der PCR-Produkte in der Probe zu. Mithilfe der gemessenen Fluores-
zenzsignale kann die Quantifizierung in der exponentiellen Phase vorgenommen werden.
Hierbei wird der Ci-Wert, d.h. die Zyklenzahl bei der die Fluoreszenzintensitit einen be-

stimmten Schwellenwert tberstiegen hat, ermittelt. (Abb. 11).
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Abbildung 11: Exemplarische Amplifikationskurve einer qRT-PCR. Die Amplifikationskurve des Referenz-
Gens (Probel) ist in rot, die Amplifikationskurve eines Zielgens (Probe 2) ist in orange dargestellt. Die C-Werte
der beiden Proben (Ci(1) und C(2)) sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

In dieser Arbeit wurde die gRT-PCR genutzt, um quantitativ zu untersuchen, ob sich die Gen-

expressionen bzw. die Transkript-Mengen von atfé sowie anderer UPR-Gene durch den Ver-
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lust von atf6 &ndern. Als Referenz-Gene wurden Gene gewahlt, die unter den experimentellen
Bedingungen stabil exprimiert werden. Die Stabilitdt der Expression der drei verwendeten
Referenz-Gene hprtl, gépd und sdha sowie die Reproduzierbarkeit dieser Ergebnisse wurde
mithilfe der ,,BestKeeper “-Software (Pfaffl et al., 2004) Uberprift. Fir die Quantifizierung
wurden die zu untersuchenden Zielgene zunéchst auf die Referenz-Gene normalisiert und
anschlieRend die relativen Expressionsunterschiede zwischen den zu vergleichenden Proben

ermittelt.

3.3.11.1. Bestimmung der Amplifikationseffizienz der Primerpaare

Fur alle Primerpaare, die zur Amplifikation der Referenzgene und Zielgene verwendet wur-
den, wurde vor der Verwendung in der gRT-PCR die jeweilige Amplifikationseffizienz be-
stimmt. Die Primerpaare wurden Exon-Ubergreifend entworfen, wobei die Annealing-
Temperatur zwischen 58 °C und 62 °C lag und die Lange der Amplikons 89 bp bis 190 bp
betrug. Die Effizienz E jedes einzelnen Primerpaars wurde anhand der Steigung der Standard-
kurve bestimmt, die durch unterschiedliche cDNA-Ausgangsmengen erstellt wurde. Hierzu
wurde eine cDNA-Verdinnungsreihe mit mindestens 6 Messpunkten (1:5 — 1:200) in der
gRT-PCR verwendet. Pro Primerpaar und cDNA-Verdinnung wurden Triplikate und von den
Negativkontrollen Duplikate gemessen. Der Reaktionsansatz sowie das Cycling-Programm
sind in Abschnitt 3.3.11.2 dargestellt. Die PCR erfolgte auf einem 7500 Real Time PCR Sys-
tem (Applied Biosystems, Life Technologies Corperation, Carlsbad, CA, USA).

Die Amplifikationskurven und die Ct-Werte wurden mithilfe der 7500 System SDS Software
(Applied Biosystems, Life Technologies Corperation, Carlsbad, CA, USA) ermittelt. Nach
Beendigung der Amplifikation wurden die Proben denaturiert und die Schmelzkurven ermit-
telt. Die Auswertung der Daten erfolgte mithilfe von Microsoft Excel (Microsoft Deutschland
GmbH, UnterschleiBheim, Deutschland). Um die Effizienz E zu bestimmen, wurden die Mit-
telwerte und die Standardabweichungen der Ct-Wert-Triplikate berechnet und gegen den Lo-
garithmus der eingesetzten cDNA-Menge aufgetragen. Die Steigung m einer durch diese
Kurve gelegten Regressionsgeraden wurde anschliefend verwendet, um mittels der folgenden
Formel die Effizienz E zu bestimmen (Pfaffl, 2001; Pfaffl, 2004):

E=10Y"m-1

Eine Effizienz von 1 bzw. 100 % bedeutet in diesem Fall eine Verdopplung aller Amplikons
in einem Amplifikationszyklus. Generell wurden fiir die qRT-PCR-Analyse nur Primer ver-

wendet, die eine Effizienz von 0,9 bis 1,12 besalien.
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3.3.11.2. Durchfiihrung und Ablauf der gRT-PCR

Eine Analyse der Transkript-Menge mittels gqRT-PCR wurde fiir die UPR-assoziierten Gene
atf6, atf6p, hspas, hsp90bl, ddit3, edeml, pdia3, ernl, eif2ak3 und erolp in 3 dpf und 5 dpf
alten Larven sowie in Retinae adulter Zebrafische durchgefihrt (Gewinnung der Proben mit-
tels RNA-Isolation und zur cONA-Synthese geméalR Abschnitt 3.2.3 und Abschnitt 3.3.7). Um
die Expression der einzelnen Gene zu normalisieren und experimentell bedingte Schwankun-
gen in den C-Werten auszugleichen, wurden drei unterschiedliche Haushaltsgene, g6pd,
hprtl und sdha, ausgewéhlt. Die verwendeten Primer-Paare sind in Tabellen 11 und 12 aufge-
fuhrt. Fir alle WT- und atf6”-Proben wurden pro Primerpaar Triplikate und fiir die Negativ-
kontrollen jeweils Duplikate angefertigt. Als Ausgangsmaterial wurde 10 ng an cDNA ge-
nutzt. Fir die Negativkontrollen wurde anstatt cONA Wasser verwendet. Um reproduzierbare
Ergebnisse zu erzeugen, wurden drei unabhéngige PCR-L&ufe mit cDNA aus drei unabhéngi-
gen RNA-Isolationen durchgefuhrt. Die Reaktion, sowie das Cycling-Programm sind im Fol-
genden dargestellt:

Reaktionsansatz: 10 I 2x QuantiTect SYBR Green PCR Mastermix

2yl Forward Primer (5 uM)

2 ul - Reverse Primer (5 uM)
5ul  cDNA (1:10-Verdinnung)

1ul ddHO

Tabelle 26: qRT-PCR-Cycling-Protokoll
Schritt Temperatur in °C Zeit Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 95 15 min 1
Denaturierung 94 15 sek
Annealing 58 30 sek 40
Elongation 72 40 sek

. 95 15 sek 1
Finale .
Denaturierung 60 1 min !

95 15 sek 1

Die jeweiligen Schmelzkurven, Amplifikationskurven und Ct-Werte wurden mithilfe der
7500 System SDS Software (Applied Biosystems, Life Technologies Corperation, Carlsbad,
CA, USA) ermittelt.

3.3.11.3. Auswertung in der qRT-PCR generierter Daten

Die in der gRT-PCR generierten Daten beztglich der relativen Expression der unterschiedli-
chen UPR-Gene zwischen WT- und atf6”-Zebrafischen wurden mithilfe des Relative Expres-
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sion Software Tools 2009 (REST®, 2009; Qiagen, Hilden, Deutschland; Pfaffl et al., 2002)
ausgewertet. Das Programm ermoglicht es unter Berucksichtigung der unterschiedlichen
Amplifikationseffizienzen die relativen Expressionsunterschiede zu ermitteln. Die statistische
Auswertung erfolgt mittels des Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation-Tests

(https://www.gene-quantification.de/rest.html).

3.4. Zellbiologische Techniken

Die Kultivierung der HEK293T-Zellen sowie der Fibroblasten erfolgte bei 37 °C und 5 %
CO,und 95 % Luftfeuchte im Brutschrank.

3.4.1. Auftauen von HEK293T-Zellen und Fibroblasten

Die Langzeitlagerung der HEK293T-Zellen sowie der Fibroblasten erfolgte in Kryo-
Raéhrchen in der Gasphase von Flussigstickstoff. Nachdem ein Kryo-Réhrchen aus dem Gas-
tank entnommen wurde, wurde dieses vorsichtig bei Raumtemperatur in der Hand aufge-
warmt. Dabei wurde der Deckel des Réhrchens vorsichtig um wenige Millimeter aufgedreht,
damit beim Auftauvorgang moglicherweise entstehender Uberdruck entweichen konnte. Die
aufgetauten Zellen wurden anschliefend in 10 ml Kulturmedium tberfihrt und bei 200xg
5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Das Zellpellet wurde
in 2 ml Kulturmedium resuspendiert in eine Kulturflasche mit 15 ml Kulturmedium berfihrt.
Die Kultivierung von HEK293T-Zellen erfolgte in T75-, die Kultivierung von Fibroblasten in
T125-Kulturflaschen.

3.4.2. Kultivierung und Splitten von HEK293T-Zellen

HEK293T-Zellen wurden wie oben beschrieben im Brutschrank kultiviert. Die Zellen wurden
gesplittet, wenn eine Konfluenz von 80-90 % erreicht war. Hierfiir wurden die HEK293T-
Zellen zundchst mit Magnesium- und Kalzium-freiem DPBS gewaschen. Nach dem Absau-
gen des DPBS erfolgte das Ablosen der Zellen vom Boden der Kulturflasche unter Zugabe
von 2 ml Trypsin/EDTA und anschlieRender Inkubation fiir 2-3 min bei 37 °C. Die Zellen
wurden durch leichtes Klopfen gegen die Flasche vom Boden abgeldst. Die Trypsin-Reaktion
wurde anschlieRend durch Zugabe von 13 ml Kulturmedium gestoppt und die Zellsuspension

in ein 50 ml-Réhrchen Uberfuhrt. Die Zellen wurden durch Zentrifugieren bei Raumtempera-
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tur fiir 5 min bei 200xg pelletiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in 4 ml
Kulturmedium resuspendiert. Wurden Zellen fur eine am nachsten Tag folgende Transfektion
benétigt, wurde das Zellpellet in 4 ml Transfektionsmedium resuspendiert. Zur weiteren Kul-
tivierung, d.h. zum Anlegen einer Erhaltungskultur wurden montags 150 pl und freitags
200 pl der Zellsuspension in frisches, in einer T75-Kulturflasche vorgelegtes Kulturmedium

ausgesat.

3.4.3. Kultivierung und Splitten von Fibroblasten

Fibroblasten (humane Fibroblasten sowie MEFs) wurden wie oben beschrieben im Brut-
schrank kultiviert. Die Zellen wurden gesplittet, wenn eine Konfluenz von 80-90 % erreicht
war. Hierflr wurden die Fibroblasten zundchst mit Magnesium- und Kalzium-freiem DPBS
gewaschen. Nach dem Absaugen des DPBS erfolgte das Abldsen der Zellen vom Boden der
Kulturflasche unter Zugabe von 3 ml Trypsin/EDTA und anschliefender Inkubation fir 5-
10 min bei 37 °C im Brutschrank. Die Zellen wurden durch Klopfen gegen die Flasche vom
Boden abgeldst. Die Trypsin-Reaktion wurde anschlieBend durch Zugabe von 6 ml Kultur-
medium gestoppt und die Zellsuspension in ein 50 mI-R6hrchen tberfuhrt. Zur weiteren Kul-
tivierung, d.h. zum Anlegen einer Erhaltungskultur wurden 3 ml der Zellsuspension in 17 ml
frisches, in einer T125-Kulturflasche vorgelegtes Kulturmedium ausgesat. Die tbrigen 3 ml
der Zellsuspension wurden entweder verworfen oder fir eine folgende Protein-lIsolation in

6 cm-Schalen tberfuhrt, mit 2 ml Kulturmedium aufgeftllt und fur weitere 48 h kultiviert.

3.4.4. Transfektion von HEK293T-Zellen

Die HEK293T-Zell-Linie wurde als heterologes Expressionssystem fir ATF6 von H. sapiens,
D.rerio und M.musculus verwendet. Die Transfektion der HEK293T-Zellen mit
aufgereinigten Expressionskonstrukten erfolgte mittels Lipofektion unter Verwendung von
Lipofectamin 2000. Einen Tag vor der Transfektion, d.h. im Zuge des Split-Prozesses der
Erhaltungskultur wurden 200 ul der dabei generierten 4 ml Zellsuspension in 2 ml
Transfektionsmedium pro Well einer 6-Well-Platte ausgeséht. Am Tag der Transfektion be-
salRen die Zellen eine Konfluenz von ca. 80 %. Fir die Transfektion selbst wurden pro zu
transfizierendem Well zwei Reaktionsgemische angesetzt. Die hier angegebenen Mengen
beziehen sich jeweils auf ein Well einer 6-Well-Platte. Hierfiir wurden zun&chst 20 pl
Lipofectamin 2000 und 230 pul OPTIMEM-Medium gemischt und 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Wéhrenddessen wurde das Plasmid-OPTIMEM-Gemisch hergestellt. Hierzu wurde
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ein entsprechendes Volumen Plasmidlosung, das 10 pg Plasmid-DNA enthielt mit
OPTIMEM-Medium auf 250 ul aufgefullt. AnschlieRend wurden die beiden Reaktionsgemi-
sche vereinigt, flr 20 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend tropfenweise auf
die ausgesaten Zellen gegeben. Nach einer Inkubation von 5-6 h im Brutschrank wurden die
Zellen fur immuncytochemische DAB-Férbungen in eine 24-Well Platte oder fir spétere Pro-
tein-Isolationen in 6 cm-Schalen umgesetzt. Hierfir wurden die Zellen pro Well zundcht mit
3 ml DPBS gewaschen und anschliefend durch Zugabe von 500 ul Trypsin/EDTA und einer
Inkubation von 2-3 min bei 37 °C vom Boden des Well abgel6st. Die Trypsin-Reaktion wurde
durch die Zugabe von 6 ml Kulturmedium gestoppt. Die Zellsuspension wurde in ein
Zentrifugenréhrchen Gberfihrt und die Zellen bei 200xg fir 5 min pelletiert. Das Zellpellet
wurde anschliefend in 2 ml Kulturmedium resuspendiert. Wurden die Zellen flr eine Protein-
Isolation bendtigt, wurde die gesamte Zellsuspension in eine 6 cm-Schale Uberflhrt, diese mit
Kulturmedium auf 5 ml aufgefillt und die Zellen weitere 48 h im Brutschrank kultiviert.
Wurden die transfizierten Zellen fiir immuncytochemische Farbungen verwendet, wurden je
50 pl der Zellsuspension pro Well in eine 24-Well-Platte ausgesat und die Zellen weitere 24 h

im Brutschrank kultiviert.

3.5. SDS-Page und Western Blot

3.5.1. Isolierung von Proteinen aus HEK293T-Zellen und Fibroblasten

Die Zellen wurden unter Verwendung von 1 ml Trypsin/EDTA und 10 ml Kulturmedium wie
in Abschnitt 3.4.2 und 3.4.3 beschrieben geerntet. Das Zellpellet wurde anschlie3end dreimal
in DPBS gewaschen bevor es in 300 pl RIPA-Membran-Puffer resuspendiert wurde. Um die
Zellen aufzuschlieRen wurde das resuspendierte Zellpellet in Flussigstickstoff eingefroren und
durch Erwérmen in der Hand wieder aufgetaut. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt.
Die Zellnuklei sowie groRere Zelltrimmer wurden anschlieRend durch Zentrifugation (470xg,
4 °C, 20 min) abgetrennt. Der Uberstand enthielt die Proteine und wurde in ein neues Reakti-

onsgefal Uberfihrt.

3.5.2. Bestimmung der Proteinkonzentration
Zur Bestimmung der Konzentration der isolierten Proteine wurde der Bradford-Assay (Brad-

ford 1976; Compton und Jones, 1985) verwendet. Mittels einer BSA-Verdinnungsreihe aus
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BSA-Stocklosung mit Konzentrationen von 1000 pg/pl bis 10 pg/pl wurde eine Standardkur-
ve (Tabelle 27) erstellt.

Tabelle 27: Pipettierschema zur Erstellung einer BSA-Standardkurve fur den Bradford-Assay

Sollkonzentration [ug/ul] BSA-Menge [ul] ddH,0 [ul]
1000 10 pl der 10 mg/ml Losung 90
500 50 pl der 1000 pg/ml Losung 50
250 50 pl der 500 pg/ml Lésung 50
100 10 pl der 1000 pg/ml Lésung 90
50 10 pl der 500 pg/ml Losung 90
20 20 pl der 100 pg/ml Losung 80
10 10 pl der 100 pg/ml Losung 90

Die Proteinproben wurden fur die Messung 1:10 in ddH,O verdiinnt. Die Bradford-L&sung
wurde 1:5 mit ddH,O verdunnt und je 1 ml in Kivetten vorgelegt. Zu der vorgelegten Brad-
ford-Ldsung wurden entweder 10 pl ddH,O als Referenzprobe, 10 pl der BSA-Verdinnungen
zur Erstellung der Standardkurve oder 10 pl der verdinnten Proteinprobe gegeben. Die K-
vetten wurden mit Parafilm verschlossen, die Proben durch Invertieren der Kivette gemischt
und 5 min im Dunkeln inkubiert. Die Vermessung erfolgte anschlieBend am Photospektrome-
ter bei 595 nm. Alle Proben wurden in Duplikaten gemessen. Mittels der gemessenen opti-
schen Dichte der Proteinproben aus der BSA-Standardreihe konnte die Konzentration der ein-

zelnen Proteinproben abgeleitet werden.

3.5.3. Durchfuhrung der SDS-Page und des Western Blots

Zur elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden denaturierende Polyacrylamid-Gele
(Zusammensetzung siehe Tabelle 28) verwendet. Fur die Gelelektrophorese wurde das Mini-
Protean®3-System der Firma Bio-Rad Laboratories verwendet.

Tabelle 28: Zusammensetzung der Polyacrylamid-Gele. Die Volumina sind jeweils fiir die Herstel-
lung eines Gels angegeben.

Trenngel (8 %) Sammelgel
ddH,0 4,6 ml 3,4 ml
30 % Acrylamid 2,7 ml 830 ul
Trenngel- / Sammelgel-Puffer 2,5 ml 830 ul
10 % SDS 100 pl 50 pul
10 % APS 100 pl 50 pl
TEMED 6 pl 5ul

Zur Auftrennung wurden 20 pg bis 100 pg Protein verwendet. Zur Vorbereitung der Proben
wurde die benotigte Proteinmenge in ein Eppendorf-Reaktionsgefal tberfihrt, mit ddH,O auf

12 pl aufgefillt und mit 4 pl Laemmli-Puffer versehen. Die gesamte Probenvorbereitung er-
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folgte auf Eis. Zur Denaturierung wurden die Proteinproben fiir 5 min bei 99 °C im Thermo-
schuttler erhitzt. AnschlieBend wurde sie auf das Gel geladen. Als Protein-Grolienstandard
wurde der Novex Sharp Pre-Stained Protein-Standard (10 pul pro Spur) verwendet. Der
Gellauf erfolgte in einem Tris-haltigen SDS-Laufpuffer bei 20 mA pro Gel bei Raumtempera-
tur. Die Auftrennung der Proben wurde anhand der Lauffront des im Laemmli-Puffer enthal-
tenen Bromphenolblaus sowie der sichtbaren farbigen Markerbanden verfolgt und dauerte
etwa 1,5 h. Der Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran erfolgte in einem Mini
Trans Blot-System der Firma BioRad-Laboratories fur 1 h bei 200 mA bei Raumtemperatur
mit Towbin-Puffer. Zur Kuhlung wurde ein in das System einbaubarer Eisakku verwendet.
Der Erfolg des Proteintransfers auf die Nitrozellulose-Membran sowie die Qualitat der Auf-
trennung wurden mittels einer Ponceau-S-Farbung Uberprift. Der Farbstoff wurde anschlie-

Rend durch mehrmaliges Waschen mit entsalztem Wasser wieder von der Membran entfernt.

Fur die anschlieBenden Wasch- und Inkubationsschritte zur Proteindetektion wurde die
Membran in eine Kunststoffschale auf einem Wipptisch tberfuhrt. AnschlieBend wurde die
Membran dreimal fur 10 min bei Raumtemperatur in 1XTBS gewaschen. Der Blockier-Schritt
erfolgte dann ebenfalls bei Raumtemperatur fiir 1 h in 5 % MMP-TBST. AnschlieRend wurde
die Membran erneut dreimal fir 10 min bei Raumtemperatur in 1XTBS gewaschen, bevor sie
mit dem Primar-Antikdrper inkubiert wurde. Da unterschiedliche Primar-Antikorper verwen-
det wurden, wurde die Membran vor der Primér-Antikorper-Inkubation mithilfe der Marker-
banden entsprechend geschnitten. Die Primar-Antikérper wurden in 5% MMP-TBST ver-
dunnt (siehe Tabelle 29) und die Membran darin tber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Tabelle 29: Verwendete Primar- und Sekundarantikdrper fir den Westernblot

Antigen Antikdrper
Humanes ATF6 , murines Primar: Entsprechende zu testende anti-ATF6-Antikdrper (1:500)
ATF6, Zebrafisch-Atf6 Sekundéar: Der Spezies entsprechende HRP-Antikorper (1:4000)

Primér: Maus anti-myc (1:700)

myc-Tag Sekundar: Ziege anti-Maus-HRP (1:10 000)
Primar: Maus anti-FLAG (1:1000)

FLAG-Tag Sekundar: Ziege anti-Maus-HRP (1:10 000)

GAPDH Primar: Maus anti-GAPDH (1:500)

Sekundéar: Ziege anti-Maus-HRP (1:10 000)

Am folgenden Tag wurde die Membran erneut dreimal in 1XTBS fr je 10 min bei Raumtem-
peratur gewaschen, um nicht gebundene Primar-Antikorper-Molekiile zu entfernen. Anschlie-
Rend wurde die Membran fur 1 h bei Raumtemperatur mit dem in 5 % MMP-TBST verdinn-

ten HRP-gekoppelten Zweitantikorper (siehe Tabelle 29) inkubiert. Zur Detektion wurde die
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Membran 2 min mit dem Western Lightning® ECL Plus Kit behandelt. Die Proteinbanden
wurden auf licht-sensitiven Filmen bei einer Belichtungszeit von bis zu 1 h unter Verwendung

einer Filmentwicklungsmaschine detektiert.

3.6. Tierexperimentelle Methoden

Die Haltung und Zucht der Zebrafische sowie alle in dieser Arbeit durchgefiihrten Experi-
mente wurden entsprechend den Auflagen der Universitat Tlbingen zur Haltung und Ver-
wendung von Versuchstieren durchgefiihrt und im Tierversuchsantrag mit der Nummer
AKS5/16 genehmigt.

3.6.1. Haltung von Zebrafischen

Die Haltung der Zebrafische erfolgte in einer Aquarienanlage der Firma AQUA SCHWARZ
GmbH (Gaottingen, Deutschland). Die adulten Tiere wurden in Gruppen von maximal 5 Tieren
pro Liter bei einem Tag/Nacht-Rhythmus von 14/10 h gehalten. Das Fischwasser hatte eine
durchschnittliche Temperatur von 27 °C und bestand aus einem Leitungswasser/VE-Wasser-
Gemisch, sodass die Gesamtwasserhérte zwischen 9-10 °dH, die Leitfahigkeit zwischen 150-
1000 pS und der pH-Wert zwischen 7-8 lag. Zweimal téglich wurden die adulten Zebrafische
mit selbst angezogenen Artemien (Great Salt Lake Artemia, Sander, Mt. Green, UT, USA)
gefittert. Die Anzucht der Artemien erfolgte durch Kultivierung von Artemien-Eiern in 37 °C
warmem Salzwasser fir 24 h. Wéhrend dieser Zeitspanne schlipfen die Artemien und kénnen

anschlieRBend fir die Fltterung aufbereitet werden.

3.6.2. Zucht und Aufzucht von Zebrafischen

Um die Zebrafische zu ziichten wurden Verpaarungsboxen (Firma AQUA SCHWARZ) mit
einem Volumen von 1 | verwendet. Die Verpaarung der Fische erfolgte am spéaten Nachmittag
oder frihen Abend. Hierzu wurden ein weiblicher und ein mannlicher Zebrafisch in eine Ver-
paarungsbox mit einem Einsatzsieb und einer Grasattrappe gesetzt. Das Einsatzsieb bewirkt
eine rdumliche Aufteilung der Verpaarungsbox, sodass die abgelaichten Eier durch den Sieb-
boden des Einsatzes in das untere Drittel der Verpaarungsbox absinken und von den adulten
Fischen nicht mehr gefressen werden kénnen. Meist erfolgte die Eiablage am ndchsten Mor-

gen kurz nach Einsetzen der Lichtphase. Wurden Eier fur die Injektion von TALENS oder fiir
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zeitlich abgestimmte histologische Experimente bendétigt, wurden die Zebrafischpaare rdum-
lich getrennt in die Verpaarungsboxen gesetzt; das Méannchen in das untere Drittel der Box
unter den Siebeinsatz, das Weibchen in den oberen Bereich des Siebeinsatzes. Am néchsten
Morgen wurden die Parchen nach und nach in den Siebeinsatz zusammengesetzt, wodurch
eine zeitlich abgestimmte Eiablage erzielt wurde und die Eier insbesondere zur Injektion im

Einzell-Stadium vorlagen.

Die gelegten Eier wurden zum Sammeln vorsichtig durch ein Teesieb abgegossen und mit E3-
Medium in eine Petrischale Gberflhrt. Anschliefend wurden die Gelege sortiert. Hierbei wur-
den alle unbefruchteten Eier aussortiert und die Anzahl Eier pro Petrischale auf maximal 60
Stuck begrenzt. Die Aufzucht der Larven erfolgte in einem Brutschrank (Inkubationsschttler
Infors HT Ecotron, Infors AG, Bottmingen, Schweiz) bei 28 °C, sodass ihre Entwicklung mit
in der Literatur beschriebenen Entwicklungsstadien abgeglichen werden konnte (Kimmel et
al., 1995). Bis zum Alter von 5 dpf wurden die Gelege auf abgestorbene, morphologisch auf-
fallige, entwicklungsverzogerte Larven und Larven, die bei 3dpf nicht selbststandig ge-
schlupft sind, Gberprift. Im Alter von 6 dpf wurden die Larven in Aquaboxen in 1 | Fischwas-
ser mit einer Besatzdichte von maximal 45 Larven pro Tank Uberfiihrt. Bis 9 dpf wurde bei
Bedarf ein Wasserwechsel von maximal 300 ml pro Tag durchgefiihrt, ansonsten fand keine
Frischwasserzufuhr statt. Mit 10 dpf und 11 dpf wurde der Wasserstand im Tank jeweils um
ca. 300 ml erhéht und mit 12 dpf wurden die Tanks an die Fischwasserzufuhr der Zebrafisch-
anlage angeschlossen. Die Frischwasserzufuhr erfolgte zunéchst nur tropfenweise und wurde
mit steigendem Alter der Larven erhéht. Im Alter von 6 dpf bis 11 dpf wurden die Larven mit
Paramecien und Staubfutter (ST-1, Firma AQUA SCHWARZ) gefittert. Mit 12 dpf erfolgte
eine Umstellung des Futters auf Artemien, wobei bis zum Alter von 2 mpf (month post
fertilization) weiterhin parallel Trockenfutter (ST-1 und/oder ST-3, Firma AQUA
SCHWARZ) gefuttert wurde.

3.6.3. Anasthesie und Euthanasie von Zebrafischen

Zebrafischlarven und adulte Zebrafische wurden vor Experimenten durch eine Uberdosis
Tricain (>200 pg/ml) betdubt. Adulte Tiere wurden durch eine anschlielende Dekapitation
und Larven durch einen anschlielenden Kalteschock, d.h. eine Inkubation in E3-Medium auf

Eis fur 15 min, getotet.
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3.6.4. Entnahme von Schwanzflossenbiopsien

Um DNA eines bestimmten adulten Zebrafisches beispielsweise zur Genotypisierung zu er-
halten, wurde dieser zundchst in mit Tricain versetztem Fischwasser (200 pg/ml) andsthesiert
und anschlieBend ein kleines Stuck der Schwanzflosse mithilfe einer Skalpellklinge abge-
trennt. Der Fisch wurde nach der Biopsie in ein Becken mit Fischwasser gesetzt und das
Tricain so lange aus den Kiemen gespdlt, bis er wieder bei Bewusstsein war und selbststandig
stabile Schwimmbewegungen ausfiihren konnte. Um die DNA aus der Schwanzflossenbiopsie
zu isolieren, wurde diese wie in Abschnitt 3.2.2 weiterverarbeitet. AnschlieRend wurde jeder
Fisch einzeln in einem separaten mit Fischwasser gefulltem 1 | Tank gesetzt, in dem er bis zur

Beendigung des gesamten Genotypsierungsvorganges, maximal aber 48 h, gehalten wurde.

3.6.5. Injektion von Zebrafischoozyten

Fur die Generierung von Zebrafischoozyten wurden WT-Fische der TUE-Linie wie in Ab-
schnitt 2.4.2 zeitlich abgestimmt verpaart, um eine Injektion der Oozyten im Einzell-Stadium,
d.h. innerhalb der ersten 20 min nach Ablage, gewahrleisten zu kdnnen. Hierzu wurden im-
mer drei Zebrafischpaare in ihren Siebeinsétzen zusammengesetzt und die Ei-Ablage abge-
wartet, bevor weitere Paare zusammengesetzt wurden. Die Zebrafischoozyten wurden im
Einzell-Stadium mit in vitro synthetisierter cRNA injiziert. Die Injektion erfolgte unter einem
Binokular (Stereomikroskop SZX7, Olympus Europa SE & Co.KG, Hamburg, Deutschland).
Zusatzlich bestand der Injektionsplatz aus dem FemtoJet Microinjektor (Eppendorf, Ham-
burg, Deutschland) mit FuBpedal und einem Mikromanipulator (Mé&rzhauser Wetzlar GmbH

& Co0.KG, Wetzlar, Deutschland), in den die Injektionsnadel eingespannt wurde.

Die Injektionsnadeln wurden aus Borsilikat-Glaskapillaren (0,58x1,0x100 mm) mithilfe eines
Pullers (PC-10, Narishige Scientific Instrument Lab, Tokyo, Japan) gezogen. Da diese nach
dem Ziehen am vorderen Ende geschlossen sind, wurden sie unmittelbar vor der Injektion
vorsichtig mit eine Pinzette aufgebrochen. Befillt wurden die Injektionsnadeln rlickseitig un-
ter Zuhilfenahme einer Microloader-Pipettenspitze mit ungefahr 10 pl der Injektionslésung.
Die Injektionslosung wurde zur visuellen Kontrolle der Injektion mit 0,1 % (v/v) Phenolrot

versetzt.

Um die Injektionsnadel zu kalibrieren und auf ein Injektionsvolumen von 3 nl einzustellen,
wurde zuerst in Halocarbondl 27, das in einen Objekttrager mit eingeschliffener Delle vorge-
legt war, injiziert. Das Injektionsvolumen konnte (iber die Tropfengrof3e, welche anhand eines

Okulars mit Strichplatte bestimmt wurde, ermittelt und durch Anpassen des Injektionsdruckes
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und der Injektionszeit am FemtoJet angepasst werden. Anhand dieses Kalibrierungsschrittes
konnte die injizierte cRNA-Menge pro Oozyte/Larve ermittelt werden.

Zur Injektion wurden /5 der Oozyten eines Geleges genutzt, die restlichen Oozyten dienten
als unbehandelte Kontrollen. Zur Immobilisation der Oozyten wahrend der Injektion, wurden
diese in V-férmige Vertiefungen ausgehérteter 3%iger Agarose arrangiert. Die Eier wurden
nach der Injektion bei 28 °C in E3-Medium im Inkubator aufgezogen. Vier bis funf Stunden
nach der Injektion wurden unbefruchtete Eier aus den Gelegen aussortiert. Die Aufzucht der

injizierten Larven erfolgte anschlieRend wie in Abschnitt 3.6.2 beschrieben.

3.6.6. Generierung und Aufbau der atf6”-Zebrafischlinie

Um die Parentalgeneration der atf6”-Zebrafischlinie zu generieren, wurden Zebrafischoozy-
ten wie in Abschnitt 3.6.5 beschrieben mit 298 pg TALEN3-cRNA injiziert. Die Aufzucht der
injizierten Larven erfolgte wie in Abschnitt 3.6.2 beschrieben. Die Auswahl potentieller
Founder-Kandidaten erfolgte im Alter von 3 Monaten anhand der somatischen Mutationseffi-
zienz. Hierzu wurden, wie in Abschnitt 3.6.4 beschrieben, Schwanzflossenbiopsien aller Fi-
sche entnommen, die DNA isoliert und die somatische Mutationsrate via PCR/RFLP-Analyse
(siehe Abschnitt 3.3.9.3) bestimmt. Fische, die eine somatische Mutationsrate von >90 %
aufwiesen wurden als potentielle Founder-Fische zur Generierung der atf6”-Zebrafischlinie

eingestuft und separat gehalten.

Die potentiellen Founder-Fische wurden anschlieBend mit WT-Tieren verpaart (siehe Ab-
schnitt 3.6.2) und die Nachkommen im Alter von 3 dpf auf transmittierte Mutationen unter-
sucht. Pro Fisch wurden 32 Nachkommen analysiert. Hierzu wurden die Larven-DNA wie in
Abschnitt 3.2.2 beschrieben, isoliert, das TALEN3-Targetfragment mittels PCR unter Ver-
wendung der Primer atf6-TALEN3_F und atf6-TALEN3_R amplifiziert und die PCR-
Produkte mithilfe des Primers atf6-TALEN3_R sequenziert (siehe Abschnitt 3.3.6) Es wurde
die Identitat der transmittierten Mutationen und die Effizienz, mit welcher eine bestimmte
Mutation an die Nachkommen weitergegeben wurde, ermittelt. Fische, die den gewinschten
Genotyp, d.h. Mutationen bzw. Deletionen weitergaben, die eine Verschiebung des ORFs

bewirkten, wurden weiterhin als potentielle Founder-Fische gehalten.

Zur Generierung der F1-Generation der atf6”-Zebrafischlinie wurden ein mannlicher und ein
weiblicher Founder-Fisch, die dieselbe Deletion (c.519delG;p.(V174Cfs*42)) an ihre Nach-
kommen weitergaben, ausgewahlt und miteinander verpaart (siehe Abschnitt 3.6.2). Die
Nachkommen wurden aufgezogen und im Alter von 2,5-3 mpf via PCR/RFLP-Analyse
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(3.3.9.3) auf diese Deletion hin untersucht. Da die transmittierte Deletion zur Entstehung ei-
ner neuen Bsrl-spezifischen Schnittstelle fuhrte, wurde als Restriktionsenzym fir den RFLP
das Restriktionsenzym Bsrl verwendet. Das vorliegen der gewunschten Deletion wurde bei
homozygoten F1-Tieren Uber Sequenzieranalyse (siehe Abschnitt 3.3.6) bestatigt und aus die-

sen Tiere die atf6”-Zebrafischlinie generiert.

3.6.7. Durchfuhrung des ERGs bei Zebrafischlarven

Die Elektroretinographie wird verwendet, um die Funktion der Photorezeptoren und deren
Verschaltung mit Zellen in der inneren Retina zu untersuchen. Hierzu werden definierte
Lichtstimuli prasentiert und die von der Retina generierten Gesamtpotentiale abgeleitet. Die
ERG-Messung an dunkeladaptierten Zebrafischlarven erfolgt im Alter von 5 dpf. Sind keine
funktionellen Zapfen mehr vorhanden, kénnen im ERG keine oder nur stark verminderte
elektrische Strome aufgezeichnet werden (Brockerhoff et al., 1995; Brockerhoff et al., 2003).
Die genaue Vorgehensweise wurde bereits von Makhankov und Kollegen (Makhankov et al.,
2004) sowie von Sirisi und Kollegen (Sirisi et al., 2014) beschrieben und erfolgte in Koopera-

tion mit Dr. Jingjing Zang und Prof. Stefan Neuhauss an der Universitat Zirich.

Alle vorbereitenden Schritte vor der Messung wurden unter Rotlichtbeleuchtung durchge-
fihrt, um ein Bleichen der Photopigmente zu verhindern. Die Messung selbst erfolgte in ei-
nem Faraday‘schen Kifig unter visueller mikroskopischer Kontrolle. Eine Ubersicht des

Messstandes ist in Abb. 12 dargestellt.
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Abbildung 12: Aufbau des Messstandes zur ERG-Messung an Zebrafischlarven (verandert nach
Makhankov et al., 2004).

~

Die mit dem Muskelrelaxans Esmeron (0,8 mg/ml in E3) ruhig gestellten Zebrafischlarven
wurden fur die Messung seitlich, sodass das Auge nach oben blickt, auf einen nassen
Schwamm in einer Petrischale gelegt und mit einem feuchten Filterpapier in dieser Position
fixiert. Die mit E3-Medium geflllte Messelektrode wurde zentral auf der Kornea positioniert.
Die Referenzelektrode wurde unter dem Kdorper der Larve positioniert. Bevor der erste Licht-
stimulus prasentiert wurde, wurde die zu messende Larve mindestens 2 min in kompletter
Dunkelheit adaptiert. Die Stimulusintensitat betrug 6000 Lux und wurde mithilfe von Neutral-
filtern von 100 % bis zu 0,01 % gedampft. Der Lichtstimulus wurde so ausgerichtet, dass er
genau auf das Larvenauge traf. Die Stimuluslange betrug 100 ms und wurde das erste Mal
50 ms nach Aufzeichnungsbeginn présentiert. Die elektrischen Signale wurden von einem
Preamplifier mit einem Bandpassfilter von 0,1 bis 100 Hz zunéchst 1000 fach verstérkt, bevor
sie digitalisiert und mithilfe eines von der AG Neuhauss an der Universitat Zirich eigens
entwickelten Programms unter Verwendung von NI LabVIEW 5.1 visualisiert wurden. Pro
Genotyp wurden mindestens 38 Larven gemessen. Die Auswertung der Daten erfolgte in Mic-
rosoft Excel (Microsoft Deutschland GmbH, UnterschleiBheim, Deutschland). Hierzu wurden
die gemessenen Gesamtpotentiale der einzelnen Larven pro eingestellte Lichtintensitat und

nach Genotyp getrennt gemittelt und die Standardabweichung berechnet.
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3.6.8. Behandlung von Zebrafischlarven mit Tunicamycin

Tunicamycin (Tm) ist ein Gemisch homologer Nukleosidantibiotika und verhindert die
Glykosylierung von Proteinen in der Proteinbiosynthese (Heifetz et al., 1979), weshalb es
auch als ER-Stress-Induktor zum Einsatz kommt. Fir die Behandlung der Zebrafischlarven,
die den Wirkstoff Gber die Haut aufnehmen kdnnen, wurde eine Tunicamycin-Stockldsung
von 10 mg/ml Tunicamycin in DMSO angesetzt. Um ER-Stress in Zebrafischlarven zu indu-
zieren, wurden diese fur 48 h in 1 pg/ml Tunicamycin inkubiert. Hierzu wurden 3 pl der Tu-
nicamycin-Stocklésung in 30 ml E3-Medium verdiinnt und darin bis zu 30 Larven bei 28 °C
inkubiert. Die Behandlung der Larven erfolgte entweder von 1 dpf bis 3 dpf oder von 3 dpf
bis 5 dpf. AnschlieRend wurden die Larven in reinem E3-Medium gesplilt, euthanasiert und
fur histologische Farbungen weiterverarbeitet (siehe Abschnitt 3.6.9). Als Kontrolle dienten

Larven, die in E3-Medium mit vergleichbaren Mengen (3 pl) DMSO inkubiert wurden.

3.6.9. Aufarbeitung und Fixierung von Zebrafischlarven fur ISH und histologi-
sche Untersuchungen

Fur whole mount ISHs und die Anfertigung von Gefrierschnitten fiir immunhistologische Un-
tersuchungen mussten 3 dpf und 5 dpf Larven zundchst fixiert werden. Die Fixierung der
euthanasierten Larven erfolgte mit 4 % PFA. Wurden die Larven fur die ISH fixiert, betrug
die Fixierdauer 24 h und erfolgte bei 4 °C. Larven, die ihre Verwendung in der Immunfér-
bung fanden, wurden 2 h bei Raumtemperatur fixiert und anschlieBend bei 4 °C in 30 %
Sucrose dehydriert.

3.6.10. Bleichen von Zebrafischlarven

Larven, die fur die ISH verwendet wurden, wurden nach der Fixierung zusatzlich gebleicht,
um ihre Pigmentierung zu entfernen. Das Bleichen erfolgte in einer 3 % H,0,/0,5 % KOH-
Bleichlosung bis unter visueller Kontrolle keine Pigmentierung mehr beobachtet werden
konnte. Die gebleichten Larven wurden anschliefend in 1xPBS gewaschen und in einer
MeOH-Reihe (50 % MeOH in 1xPBS, 100 % MeOH) fir jeweils 5 min inkubiert und dabei
dehydriert. Die dehydrierten Larven wurden in 100 % MeOH bei -20 °C gelagert.
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3.6.11. Praparation von Zebrafischaugen fir immunhistologische Untersu-
chungen

Fur histologische Untersuchungen wurden die Augen von adulten Zebrafischen prépariert.
Hierzu wurden die Fische wie in Abschnitt 3.6.3 beschrieben euthanasiert und anschlieRend
dekapitiert. AnschlieBend wurde der Zebrafischkopf in eine Schale mit 1x PBS Uberflhrt, Die
folgende Préparation erfolgt unter dem Binokular (Stereomikroskop SZX7, Olympus Europa
SE & Co0.KG, Hamburg, Deutschland). Zundchst wurde das um die Augen liegende Gewebe
mit Préparierpinzetten entfernt. Der optische Nerv jedes Auges wurde anschlieRend mit einer
feinen Préparierschere durchtrennt und die Augen entnommen. Anschliefend wurde die Kor-
nea mit einer Heparinnadel durchstochen und das entstandene Loch kreuzférmig aufgeschnit-
ten, um das Eindringen der Fixierlosung in das Auge zu gewahrleisten. Die praparierten Zeb-
rafischaugen wurden in 1 ml 4 % PFA Uberflhrt und auf einem Rollschittler bei minimalster
Rotation 45 min bei Raumtemperatur fixiert. Nach der Fixierung wurde die Kornea ringfor-
mig aufgeschnitten und die Linse, moglichst ohne die darunter liegende Retina zu verletzen,
herausprépariert. Die Augen wurden nun mithilfe einer Sucrose-Reihe dehydriert (siehe Ab-

schnitt 3.8.1) und zur Herstellung von Gefrierschnitten (siehe Abschnitt 3.8.2) aufgearbeitet.

3.7. Whole mount ISH

Die ISH ist eine qualitative Methode zum Nachweis der Expression unterschiedlicher Gene in
Zellen oder Geweben, die auf dem Prinzip der Hybridisierung komplementérer Nukleinsaure-
Stréange beruht. Hierzu wird ein kiinstlich erzeugtes spezifisches Nukleinsaure-Fragment, eine
sogenannte Sonde, verwendet, die tber komplementéare Basenpaare an die nachzuweisende
Nukleinsaure bindet. Die Detektion erfolgt entweder (ber den Einbau fluoreszenzmarkierter
Nukleotide in die Sonden oder tiber einen Antikorper-basierten Nachweis. In dieser Arbeit
wurde die ISH verwendet, um die Expression verschiedener UPR-assoziierter Gene in der

Zebrafischlarve insbesondere spezifisch in der Zebrafischretina zu lokalisieren.

3.7.1. Generierung von ISH-Konstrukten

Die Generierung der unterschiedlichen ISH-Sonden-Konstrukte erfolgte ber die gerichtete
Klonierung eines entsprechenden cDNA-Fragments in den pGEMS5-zf(+)-Vektor (vgl. Ab-
schnitt 3.3.10). Die MCS dieses Vektors ist von einem Sp6-und einem T7-Promotor flankiert,

wodurch eine anschlieBende RNA-Sondensynthese mithilfe der DNA-abhéngigen Sp6- bzw.
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T7-RNA-Polymerase moglich war. Fir die Generierung der ISH-Sonden-Konstrukte wurden
mithilfe von spezifischen Primern (siehe Tabelle 8) die gewiinschten Fragmenten, die als Vor-
lage der einzelnen Sonden dienen sollten, aus cDNA (siehe Abschnitt 3.3.7) 5 dpf alter Zebra-
fischlarven mittels einer Proofreading-Polymerase amplifiziert (siehe Abschnitt 3.3.1) und
anschlieBend mit den entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut (siehe Abschnitt 3.3.4).
Welche Teile der einzelnen Gene amplifiziert wurden und welche Restriktionsenzyme zur
Klonierung verwendet wurden, ist in Tabelle 30 aufgelistet. Die verdauten PCR-Produkte
wurden anschlieBend lber das MinElute Reaction Cleanup Kit (siehe Abschnitt 3.2.5) bzw.
der verdaute pGEMb5zf(+)-Vektor tber eine Gelextraktion (siehe Abschnitt 3.2.4) aufgereinigt
und anschliefend wie in Abschnitt 3.3.5 beschrieben mittels der T4-Ligase ligiert. Anschlie-
Rend wurden chemisch kompetente E.coli-Bakterien mit dem Ligationsprodukt transformiert
(siehe Abschnitt 3.1.1).

Tabelle 30: Ubersicht der klonierten cDNA-Fragmente und Restriktionsenzyme fiir die Generie-
rung der ISH-Sonden-Konstrukte

Gen Kloniertes Fragment Verwendete Restriktionsenzyme
atfé Klonierung des gesamten ORFs Aatll, Nsil
hspab Klonierung des gesamten ORFs Apal, Nsil

hsp90b1 Klonierungsprimer liegen innerhalb der UTRs (5°- .
UTR: -126 bis -106; 3*-UTR: +76 bis +95) ECORV, Nsil
atf6p Klonierung des ORFs ab ¢.385 Aatll, Nsil

3.7.2. In vitro-Synthese DIG-markierter Ribosonden

Die ISH-Sonden wurden mithilfe der zuvor klonierten Konstrukte (s. Abschnitt 3.7.1) gene-
riert. Hierfur wurde zunédchst das Template fur die entsprechende Sonde mittels PCR-
Reaktion unter Verwendung des M13-Primerpaares mit einer Proofreading-Polymerase amp-
lifiziert (siehe Abschnitt 3.3.1). Die Amplikons wurden auf einem 1 % Agarosegel Uberprift
und uber eine Gelextraktion wie in Abschnitt 3.2.4 beschrieben, aufgereinigt.

Die eigentliche Synthese der ISH-Sonden erfolgte unter der Verwendung eines dNTP-Mixes,
welcher Digoxygenin-markierte dUTPs enthielt. Pro zu untersuchendem Gen wurden immer
zwei Sonden synthetisiert: die antisense-Sonde (mittels Sp6-RNA-Polymerase), die komple-
mentér zur mRNA ist und spéter zu einer Markierung fuhren soll und die sense-Sonde (mittels
T7-RNA-Polymerase) zur Negativkontrolle. Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur ange-
setzt, wobei die Reihenfolge der einzelnen Komponenten zu beachten war. Als Template

wurde das zuvor erzeugte und aufgereinigte PCR Produkt verwendet
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Reaktionsansatz: Ad 20 I RNAse-freies H,O
4 ul 5x Reaktionspuffer (Sp6 oder T7)
2 Ul DIG-Mix (10x)
1 pl  Aufgereinigtes PCR Produkt (250 ng)
0,5 ul  RiboGuard RNase Inhibitor (40 U/ul)
1 ul DNA-abhangige RNA-Polymerase (Sp6 oder T7, 20U/ul)

Dieser Ansatz wurde fiir 2,5 h 37 °C inkubiert, um die RNA-Sonden zu synthetisieren. Um
das noch vorhandende DNA-Template zu entfernen, wurden anschliefend 2 ul RNase-freie
DNase | (10U/ul) hinzugegeben und der Ansatz erneut fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Nach-
folgend wurden die Sonden Uber das RNeasy Mini Kit aufgereinigt und in 30 pl RNAse-
freiem H,O eluiert. Da zu lange Sonden schlecht in das Gewebe penetrieren kdnnen, wurden
alle Sonden, die langer als 300 bp waren, hydrolysiert und somit fragmentiert. Die Hydrolyse
erfolgt durch Zugabe von 18 pl 200 mM Na,CO3 und 12 ul 200 MM NaHCO3 bei 60 °C. Die

Inkubationszeit wurde Uber folgende Formel fiir jede Sonde separat berechnet:
t = (Lo-Lyg) / (K*Lo*Ly)

Lo: Anfangsldnge der RNA-Sonde in kb, L¢: gewiinschte RNA-Sondenléange in kb,
K: Konstante = 0,11 (kb*min)™, t = benétigte Zeit der Hydrolyse

Nach der Hydrolyse wurden die Sonden erneut iber das RNeasy Mini Kit aufgereinigt und in
30 pul RNAse-freiem H,O eluiert. Die Quantifizierung der Ribosonden erfolgte Uber
spektrophotometrische Vermessung (siehe Abschnitt 3.2.9). Zusétzlich wurde die Qualitét der
Sonden und der Erfolg der Fragmentierung mittels Gelelektrophorese (siehe Abschnitt 3.3.3)
uberprift.

3.7.3. Durchfiihrung und Ablauf der whole mount ISH an Zebrafischlarven

Fur die ISH wurden wie zuvor in Abschnitt 3.6.9 beschrieben, 24 h fixierte und gebleichte
Zebrafischlarven verwendet. Generell gilt, dass alle fur die ISH verwendeten Chemikalien
und Losungen RNAse-frei sein mussten und dass sauber und RNAse-frei gearbeitet wurde.
Die ISH wurde in 2 ml Eppendorf-ReaktionsgefaRen durchgefiihrt und pro Reaktionsgefal
wurden jeweils 15 Larven und 200 pl der jeweiligen Losungen verwendet. Die verwendeten
Larven wurden zundchst in einer MeOH-Reihe (75 % MeOH in 1xPBS, 50 % MeOH in
1XPBS, 25 % MeOH in 1xPBS) flr jeweils 5 min rehydriert bevor sie in 1XPBST erst dreimal

gewaschen und dann fur 1,5 h inkubiert und dabei permeabilisiert wurden. Es folgte eine Be-
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handlung mit aktivem DEPC (0,1 %(v/v) in 1xPBS), wodurch einerseits RNAsen inaktiviert
wurden und andererseits der Hintergrund durch spateres spezifischeres Binden der
Ribosonden minimiert wurde (Braissant und Wahli, 1998). Im Anschluss wurden die Larven
in Hyb*-Puffer tiberfiinrt und bei 65 °C im Thermoschittler fiir 4 h prahybridisiert. Kurz vor
Beendigung der Prahybridisierung wurden die mit Digoxygenin markierten Hybridisierungs-
sonden vorbereitet. Hierzu wurden 50 bis 200 ng der jeweiligen Sonde in 200 pl Hyb*-Puffer,
der zusatzlich 5 % Dextran enthielt, verdiinnt und 10 min bei 65 °C im Thermoschuttler dena-
turiert. Das Dextran verhindert die Diffusion der Sondenmolekiile wahrend der Hybridisie-
rung und fuhrt somit zu einer intensiveren Farbung (Hauptmann et al., 2016). Nach der Dena-
turierung wurden die Sonden-Verdinnungen direkt auf Eis gestellt, um ein Reannaling zu
verhindern. AnschlieRend wurde der Hyb*-Puffer aus der Prahybridisierung von den Larven
entfernt, ohne dass die Larven mit der Raumluft in Berihrung kamen, und die verdunnten
Sonden zur Hybridisierung auf die jeweiligen Larven pipettiert. Die Hybridisierung erfolgt
ebenfalls bei 65 °C im Warmeschrank fiir 72 h. In dieser Zeit binden die Sonden, wenn sie,

wie im Fall der Sp6-Sonde komplementér zu den intrinsischen mRNA-Transkripten sind.

Nach der Hybridisierung wurden die Larven nach einem stringenten Waschprotokoll gewa-
schen, um nicht gebundene Sonden-Molekiile zu entfernen. Die Waschzeiten betrugen jeweils
15 min und sind im Folgenden der Reihe nach aufgefihrt. Wurde der Waschschritt bei 65 °C

durchgefihrt, wurden die Waschpuffer zuvor auf diese Temperatur erwarmt.
e einmal in 100 % Hyb" bei 65 °C
e einmal in 75 % Hyb™ / 25 % 2x SSCTw bei 65 °C
e einmal in 50 % Hyb" / 50 % 2x SSCTw bei 65 °C
e einmal in 25 % Hyb" / 75 % 2x SSCTw bei 65 °C
e einmal in 2xSSCTw bei 65 °C
e zweimal in 0,2x SSCTw bei 65 °C
e einmal in 75 % 0,2x SSCTw / 25 % PBST bei Raumtemperatur
e eimal in 50 % 0,2x SSCTw / 50 % PBST bei Raumtemperatur
e einmalin 25 % 0,2x SSCTw / 75 % PBST bei Raumtemperatur

e zweimal in PBST bei Raumtemperatur
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Bei jedem Waschschritt musste darauf geachtet werden, dass die Larven noch mit etwas Flis-
sigkeit bedeckt waren und nicht komplett austrockneten. Danach wurden die Larven fiir die
Antikdrperbehandlung vorbereitet und mit Blockierungspuffer fir 3-4 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Der an die alkaline Phosphatase (AP)-gekoppelte anti-DIG Antikorper wurde
1:5000 in Blockierungspuffer verdiinnt und die Larven tber Nacht bei 4 °C darin inkubiert.
Am folgenden Tag wurden Uberschussige nicht gebundene Antikorperreste durch sechsmali-
ges Waschen der Larven flr jeweils 15 min in 1XPBST entfernt. Dann folgte die VVorbereitung
zur Detektion. Hierzu wurden die Larven in AP-complete-Puffer inkubiert, der die Basis fur
die Farbel6sung bildete. Die Detektion erfolgte mithilfe von NBT/BCIP, einem Substrat der
alkalinen-Phosphatase, welches zu einer lilafarbenen Féarbung des Gewebes mit gebundenen
Sonden fuhrt. Zur Farbung wurde AP-complete-Puffer mit NBT/BCIP gemischt und die Lar-
ven darin inkubiert. Wurden von den geféarbten Larven spater Gefrierschnitten angefertigt, so
wurde der Farbelosung final 5 % Polyvenylalkohol zugegeben (Pringle und Richardson, In
situ Hybridization Protocols), um die Farbung zu intensivieren. Die Farbereaktion fand unter
visueller Kontrolle unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur statt. Die Farbereaktion wurde,
wenn die gewilnschte Signalstarke erreicht war, durch die Inkubation in Stopplésung ge-
stoppt. Um unspezifische Farbungen und Akkumulationen an Farbmolekiilen aus dem Gewe-
be zu entfernen, wurden die Larven anschliefend in 100 % EtOH gewaschen (Braissant und
Wahli, 1998). Dabei schlug die lilafarbene Farbung in einen Blauton um. Um das Gewebe zu
schonen, wurde eine EtOH-Reihe verwendet, in der die Larven zun&chst fir 5 min in 50 %
EtOH in 1xPBS und schliel3lich unter Sichtkontrolle in 100 % EtOH bis zum gewiinschten
Entfarbungsgrad gewaschen wurden. Anschlieend wurden Larven, von denen Bilder im
Ganzen aufgenommen werden sollten, mit 100 % Glycerol infiltriert und darin bei 4 °C gela-
gert. Larven aus denen Kyroschnitte gefertigt werden sollten, wurden Uber eine entsprechende
EtOH-Reihe wieder rehydriert, 20 min bei Raumtemperatur in 4 % PFA nachfixiert und tber
Nacht bei 4 °C in 30 % Sucrose dehydriert. AnschlieRend wurden sie wie in Abschnitt 3.8.1
beschrieben, eingebettet. Die Aufnahmen der Larven wurden wie in Abschnitt 3.9.2 beschrie-

ben durchgefihrt.

3.7.4. Durchfihrung und Ablauf der ISH an Gefrierschnitten adulter Zebrafisch-
retinae

Die gefrorenen Gefrierschnitte wurden zundchst 30 min bei 37 °C aufgetaut. Um das Kryo-
Einbettmedium zu entfernen, wurden die Schnitte 5 min in 1xPBS bei Raumtemperatur gewa-

schen. Pro Objekttrager wurden, wenn nicht anders angegeben, jeweils 150 ul der jeweiligen
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Losungen in den folgenden Arbeitsschritten verwendet. Zur Permeabilisierung wurden die
Schnitte in eine Feuchtekammer gelegt und mit 10 pg/ml Proteinase K bei 37 °C 5 min inku-
biert. AnschlieRend folgten drei Waschschritte flr jeweils 5 min mit 1XPBST. Um die Protei-
nase K zu inaktivieren, wurde eine Fixierung mit 4 % PFA fir 15 min bei Raumtemperatur
durchgefuhrt. Um das PFA zu entfernen, wurden die Objekttrdger danach dreimal fiir 5 min
bei Raumtemperatur in 1XPBST gewaschen. Um eine mdgliche Hintergrundfarbung zu ver-
ringern, wurden die Schnitte im ndchsten Schritt einmal fir 5 min bei Raumtemperatur mit
aktiven DEPC in 1xPBS inkubiert und erneut dreimal fur jeweils 5 min bei Raumtemperatur
in 1xPBS gewaschen. Die Prahybridisierung erfolgte anschlieBend fur 4 h bei 59 °C im Waér-
meschrank. Hierzu wurde die Feuchtekammer zusatzlich mit Formamid befillt. Pro Objekt-
trager wurden jeweils 700 pl Hyb*-Puffer aufgetragen und die Objekttrager mit HybriSlips
abgedeckt, um ein Verdunsten der Hybridisierungslosung zu vermeiden. Nach beendeter
Préhybridisierung wurden die HybriSlips vorsichtig mit der Pinzette von den Objekttragern
gehoben. Fur die folgende Hybridisierung wurden jeweils 200 ng der entsprechenden Sonde
in 700 pl Hyb*-Puffer, der zusatzlich 5 % Dextran enthielt, verdiinnt und bei 65 °C fiir 10 min
denaturiert. Die Hybridisierung erfolgte Gber Nacht bei 59 °C, wobei die Objekttrager mit
HybriSlips abgedeckt waren. Diese wurden am folgenden Tag vorsichtig mit einer Pinzette
entfernt und die Objekttrédger in einer SSC-Waschpufferreine aus 2xSSC, 1xSSC und
0,5xSSC pro Puffer jeweils fur 15 min bei 59 °C gewaschen, um ungebundene Sonden-
Molekiile zu entfernen. Final wurden die Schnitte fur 15 min bei Raumtemperatur in 1XPBST
in einer Kuvette gewaschen. Die Schnitte wurden danach wieder in eine Feuchtekammer
transferiert und vor dem anschlieBenden Antikorper-Blockierungsschritt 5 min bei Raumtem-
peratur in MAP-Puffer inkubiert. Geblockt wurde danach in Blockierungsldsung fur 3-4 h bei
Raumtemperatur. Der AP-gekoppelte anti-DIG-Antikérper wurde 1:2500 in Block-
ierungslosung verdinnt und die Schnitte damit Gber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am néchsten
Tag wurden die Objekttrager dreimal flr je 5 min mit 1xPBST bei Raumtemperatur gewa-
schen, um tberschussige Antikdrpermolekdile zu entfernen. Anschlielend wurden die Schnitte
dreimal 5 min in AP-complete-Puffer inkubiert. Die Detektion erfolgte mittels NBT/BCIP-
Losung unter Verwendung von 5% Polyvenylalkohol. Darin wurden die Schnitte unter Sicht-
kontrolle solange inkubiert, bis die gewiinschte Signalstérke erreicht war. Um die geféarbten
Schnitte spater unter dem Mikroskop anschauen zu kénnen, wurden die Schnitte vor dem
Eindeckeln kurz mit entsalztem Wasser gespiilt und anschlieend mit DAKO Fluorescent
Mounting Medium eingedeckelt. Die Aufnahmen wurden wie in Abschnitt 3.9.1 beschrieben

durchgefiihrt.
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3.8. Immunhistologische Techniken

3.8.1. Verarbeitung von Zebrafischlarven und adulten Zebrafischaugen zur An-
fertigung von Gefrierschnitten

Die bereits fixierten adulten Zebrafischaugen sowie die Zebrafischlarven (siehe Abschnitte
3.6.11 und 3.6.9) wurden nach der Fixierung erneut 5 min in 1xPBS gewaschen. Anschlie-
Rend erfolgte die Dehydrierung des Gewebes durch die Verwendung einer aufsteigenden
Sucrose-Reihe (10 % Sucrose in 1xPBS, 20 % Sucrose in 1xPBS, 30 % Sucrose in 1xPBS).
Die Zebrafischaugen sowie die Larven wurden jeweils fir 30 min bei Raumtemperatur auf
einem Rollschittler mit minimalster Rotation erst in 10 % und anschlie’end in 20 % Sucrose-
Losung inkubiert. Die Inkubation in 30 % Sucrose-Losung erfolgte auf einem Rollschittler

bei minimalster Rotation tiber Nacht bei 4 °C.

Am Folgetage wurden die Zebrafischlarven in purem Tissue-Tek®O.C.T. Compound fiir Ge-
frierschnitte eingebettet. Die adulten Augen wurden fir 30 min mit einem Gemisch, das aus
zwei Teilen Tissue-Tek®0.C.T. Compound und einem Teil 30 % Sucrose (3:1 Tissue-
Tek®0.C.T. Compound : 30 % Sucrose) bestand, bei Raumtemperatur auf dem Rollschiittler
infiltriert. Die Einbettung der Augen erfolgte ebenfalls in diesem Gemisch. Fir die Einbettung
wurden die Augen so ausgerichtet, dass dorsal-ventrale Gefrierschnitte angefertigt werden
konnten. Die Einbettung der Larven erfolgte so, dass Frontalschnitte angefertigt werden konn-
ten. Das Einfrieren eines adulten Auges bzw. von vier bis finf Larven erfolgte in einem klei-
nen Aluminiumférmchen mit entsprechendem Einbettmedium. Die Férmchen wurden hierzu
auf einen mit flussigem Stickstoff gekiihlten Metallblock gestellt. Das eingebettete Gewebe

wurde bis zum Schneidevorgang bei -20 °C aufbewahrt.

3.8.2. Anfertigung von Gefrierschnitten

Die Gefrierschnitte wurden an einem Kryostat (Kryostat CM3050S, Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar, Deutschland) hergestellt. Hierzu wurden die eingefrorenen Gewebe-
blockchen mithilfe von Einbettmedium auf die Schneidevorrichtung des Kryostats geklebt,
sodass von den Larven Frontalschnitte und von den adulten Augen Schnitte, die sowohl die

ventrale als auch die dorsale Seite enthielten, hergestellt werden konnten (Abb. 13).
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Abbildung 13: Vorgehensweise zur Ausrichtung der Gewebebléckchen zur Anfertigung von Gefrier-
schnitten. (A) Ausrichtung von Gewebebldcken, die Zebrafischlarven beinhalten. Pro Block werden vier bis finf
Larven eingebettet. (B) Ausrichtung von Gewebebltécken, die ein adultes Zebrafisch-Auge beinhalten. Pro Block
wird ein Auge eingebettet. D: dorsal, V: ventral; M: medial; L: lateral; P: periphere retinale Bereiche; Z: zentrale
Retina.

Die Schnittdicke betrug 12 um. Die adulten Augen wurden bis zum optische Nerv seriell ge-
schnitten. Larven wurden in Reihe, d.h. nicht seriell geschnitten. Pro Objekttrager wurden
drei Schnitte aufgenommen und anschliefend 1 h bei 37 °C auf der Warmeplatte getrocknet.

Die fertigen Gefrierschnitte wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

3.8.3. Immunhistologische Farbungen an Gefrierschnitten adulter Maus— sowie
Zebrafischretinae und Zebrafischlarven

Die Gefrierschnitte der adulten Zebrafischaugen sowie der Zebrafischlarven wurden wie in
Abschnitt 3.8.2 beschrieben eigenstandig angefertigt. Die Gefrierschnitte der adulten WT-
und Atf6”-Mausretinae wurden von Dr. Irene Gonzalez-Menendez zur Verfugung gestellt.
Bevor die Gefrierschnitte flr die Farbungen verwendete werden konnten, wurden diese fir
30 min bei 37 °C auf der Warmeplatte getrocknet. AnschlieBend wurden die Objekttréger in
Kivetten fur 10 min bei Raumtemperatur in 1xPBS gewaschen, um das Einbettmedium, das
die Schnitte umgibt, zu entfernen. Je nach Antigen wurden die Schnitte anschlielend in einer
3 % H,0,/0,5 % KOH-Bleichldsung inkubiert, um die Pigmentierung des RPESs zu eliminie-
ren. Hierbei wurden Larvenschnitte fir ca. 10 min bzw. adulte Retinae fur ca. 20 min bei
Raumtermperatur unter visueller Kontrolle gebleicht. Schnitte von 5 dpf und 15 dpf alten
Larven sowie von adulten Retinae wurden anschliel3end in Farbegestelle (Eigenbau) mithilfe
von Coverplates eingespannt, wéahrend Schnitte von 3 dpf alten Larven liegend in Feuchte-
kammern gefarbt wurden. Pro Objekttrager wurden jeweils 150 pl der benétigten Lésungen
fur die folgenden Arbeitsschritte verwendet. VVor der Erstantikrper-Inkubation wurden die

Schnitte 1 h bei Raumtemperatur in Blockierldsung inkubiert. Die Zusammensetzung der
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Blockierlosung richtete sich nach Antigen und Alter des verarbeiteten Tieres (siehe Tabelle
31). Nach dem Blockierungsvorgang wurden die Erstantikorper in der jeweiligen
Blockierlosung verdunnt (siehe Tabelle 31) und auf die Schnitte gegeben. Die Inkubation er-

folgte Giber Nacht bei 4 °C.

Tabelle 31: Ubersicht der verwendeten Antikérper und Blockierldsungen

Markierun Primarantikorper Blockierldsun Sekundéarantikorper
g (Verdinnung) g (Verdinnung)
Doppelzapfen Zprl (1:100) Anti-Maus (1:100)
Ganglienzellen Zn8 (1:100) Anti-Maus (1:200)
Grun-Opsin Opnlimwz2 (1:500) 1XPBls;1£S(yXTGS+ Anti-Kaninchen (1:200)
Bipolarzellen PKCa (1:100) 0 10% Txc* Anti-Kaninchen (1:400)
Stébchen Zpr3 (1:100) ’ Anti-Maus (1:100)
? Zebrafisch-Atf6 (1:100) Anti-Maus (1:200)
? Murines ATF6 (1:500) Anti-Maus (1:200)
Apoptotische . a1 . . )
Zellen Aktive Caspase-3 (1:500) PBS + 0.8 % Tx + Anti-Kaninchen (1:200)
— T e
Proliferierende PCNA (1:200) 0.1%Tw Anti-Maus (1:200)

* fur jegliche Farbungen 3 dpf alter Larven wurde 1xPBS + 10 %NGS + 1 BSA + 0,05 % Tx ver-
wendet
Tx: TritonX-100, Tw: Tween20

Am Folgetag wurden die Schnitte dreimal fir 10 min bei Raumtemperatur in 1XxPBS gewa-
schen und anschliel’end mit den entsprechenden fluoreszierenden Zweitantikorpern, die zuvor
in 1xPBS verdinnt worden waren (siehe Tabelle 31), fiir 1 h bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubiert. Nach der Inkubation mit den Zweitantikérpern wurden die Schnitte erneut dreimal
fur 10 min bei Raumtemperatur mit 1xPBS gewaschen. Zur Farbung der Rotzapfen-
AuRensegemente in der Zebrafischretina wurden die Schnitte nach dem Blockierschritt mit
Lektin-PNA-568 (1:200) inkubiert. Um die Zellkerne anzufarben wurden die Schnitte mit
DAPI-Lésung (1 pg/ml) fir 1 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend folgten drei
Waschschritte mit 1xPBS fiir 10 min bei Raumtemperatur. Um die Schnitte unter dem Mikro-
skop anschauen zu kénnen, wurden sie abschlieBend mit DAKO Fluorescent Mounting Medi-
um eingedeckelt. Die Fluoreszenzaufnahmen der gefarbten Schnitte wurden wie in Abschnitt
3.9.1 beschrieben durchgefihrt.

3.8.4. Immunologische whole-mount-Farbungen an Zebrafischlarven

Fur immunhistologische whole-mount-Farbungen wurden zuvor gebleichte und in 100 %

MeOH gelagerte Zebrafischlarven (3 dpf und 5 dpf) in 2 ml-ReaktionsgeféRe tberfuhrt und

uber eine MeOH-Reihe (75 % MeOH, 50 % MeOH, 25 %MeOH fur jeweils 5 min bei RT)
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rehydriert. Die rehydrierten Larven wurden anschliefend durch dreimalige Inkubation flr
10 min in 1XPBSTw permeabilisert. Um eine unspezifische Bindung des Primarantikorpers zu
vermeiden folgte eine dreistiindige Inkubation in Blockierpuffer bei RT. Die verschiedenen
anti-Atf6- sowie der als Kontrolle dienende zpr-1-Primarantikorper wurden 1:100 in Antikor-
perpuffer verdinnt und die Larven in der verdinnten Antikdrperlosung bei 4 °C fur zwei
Néachte inkubiert. Nach der Erstantikorperinkubation wurden die Larven 1x fur 3 h in PBS-
TS, anschlieBend 2x fir 10 min in PBS-T und erneut 1x fir 3 h in PBS-TS gewaschen. Der
verwendete Zweitantikérper wurde ebenfalls zundchst ebenfalls 1:200 in Antikorperpuffer
verdiinnt und die gewaschenen Larven erneut fir 2 Néchte bei 4 °C darin inkubiert. Uber-
schussige und ungebundene Zweitantikdrpermolekile wurden nach der Inkubation durch
zweimaliges Waschen in 1xPBST fir jeweils 1 h bei RT und durch zweimaliges Waschen mit
PBSTw fiir jeweils 1 h bei RT entfernt.

3.8.5. Detektion apoptotischer Zellen mittels des TUNEL-Assays

Die Detektion apoptotischer Zellen in situ erfolgte neben der aktiven Caspase-3-
Immunférbung zusétzlich mittels des terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP
nick end labeling (TUNEL)-Assays. Der TUNEL-Assay beruht auf dem Verfahren der End-
markierung fragmentierter DNA-Molekile mit einem fluoreszierenden dUTP. Der TUNEL-
Assay wurde mit dem Click-iT™ Plus TUNEL Assay Kit nach Herstellerangaben durchge-
fuhrt. Zur Farbung der Zellkerne wurden die Schnitte mit DAPI-Losung (1 pg/ml) fir 1 min
bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte dreimal in 1xPBS fir
10 min bei Raumtemperatur gewaschen. Um die Schnitte unter dem Mikroskop anschauen zu
kdnnen, wurden sie abschlieRend mit DAKO Fluorescent Mounting Medium eingedeckelt.
Die Fluoreszenzaufnahmen der gefarbten Schnitte wurden wie in Abschnitt 3.9.1 beschrieben

durchgefiihrt.

3.8.6. DAB-Farbung

Die 3,3°-Diaminobenzidin (DAB)-Farbung wurde genutzt, um die unterschiedlichen kommer-
ziellen und eigens flr diese Arbeit generierten Antikorper gegen die unterschiedlichen ATF6-
Proteine zu testen. Alle Wasch- und Inkubationsschritte erfolgten in der 24-Well-Platte auf
dem Wipptisch bei Raumtemperatur. Pro Well wurden, wenn nicht anders angegeben, jeweils
200 ul der unterschiedlichen Reagenzien verwendet. Die entweder mit dem humanen, dem

murinen oder dem Zebrafisch-Atf6 transfizierten HEK293T-Zellen bzw. die untransfizierten
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WT- und Patientenfibroblasten sowie WT- und Atf6”-MEFs wurden vor der Farbung dreimal
fir 10 min mit 1XxPBS gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen mit 4 % PFA fur 15 min
fixiert. Nach der Fixierung erfolgten erneut drei Waschschritte in 1xPBS fir jeweils 10 min.
Um die Zellen zu permeabilisieren und gleichzeitig unspezifische Antikdrper-Bindestellen zu
blockieren wurden die Zellen danach 30 min in CT-Ldsung inkubiert. Fiir die Inkubation mit
dem Primérantikorper wurde dieser in CT-L6sung verdiinnt (siehe Tabelle 32) und die Zellen

nach dem Blockier-Schritt darin fir 1 h inkubiert.

Tabelle 32: Ubersicht der fir die DAB-Farbung verwendeten Antikorper.

Antigen Antikorper

Humanes ATF6 , murines ATF6, Zebrafisch- Entsprechende zu testende ATF6-
Atf6 Primérantikorper (1:50 — 1:1000)
myc-Tag Maus anti-myc (1:500)
FLAG-TAG Maus anti-FLAG (1:1000)

AnschlieBend wurden die Zellen erneut dreimal fur jeweils 10 min in 1xPBS gewaschen, um
nicht gebundene Priméar-Antikdrper-Molekiile zu entfernen. Als Sekundér-Antikorper wurden
HRP-gekoppelte Antikorper entsprechend der Spezies des Primar-Antikorpers verwendet.
Diese wurden 1:250 in C-Ldsung verdinnt und die Zellen darin fir 45 min inkubiert. Um
nicht-gebundene Sekundar-Antikdrper-Molekiile zu entfernen, wurden die Zellen anschlie-
Rend erneut dreimal in 1xXPBS gewaschen. Die flr die Detektion bendtigte DAB-L6sung wur-
de kurz vor Gebrauch frisch angesetzt. Pro Well wurden hiervon jeweils 600 ul bendtigt.
Hierzu wurde 30 % H,0, 1:250 und die DAB-Stockldsung 1:40 in 1xPBS verdinnt und das
Gemisch auf die Zellen gegeben. Die Entwicklung erfolgte unter visueller Kontrolle unter
dem Binokular. Um die Farbereaktion zu stoppen, wurde die Féarbelésung von den Zellen ent-

fernt und diese mit 1xPBS gewaschen.

3.8.7. Fixierung und Einbettung von Zebrafischlarven zur Herstellung von Se-
midunnschnitten

Die Zebrafischlarven wurden fur die Herstellung von Semidiinnschnitten tber Nacht bei 4 °C
in 2,5 % Glutaraldehyd / 2 % PFA in 0,1 M Cacodylatpuffer fixiert, um jegliche Proteinstruk-
turen zu stabilisieren. Anschliellend wurden sie dreimal fur 10 min mit 0,1 M Cacodylatpuffer
gespult bevor sie mit 1 % OsO,4 in 0,1 M Cacodylatpuffer fir 80 min bei Raumtemperatur
fixiert wurden. AnschlieBend wurden die Larven zweimal fir 10 min unter leichtem Schitteln
in 0,1 M Cacodylatpuffer gewaschen. Die Dehydrierung erfolgte mithilfe einer EtOH-Reihe
von 30 %, 50 %, 70 %, 80 %, 95 % und 100 % EtOH fir jeweils 15 min bei Raumtempera-
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tur. Der Dehydrierungsschritt in 100 % EtOH erfolgte insgesamt dreimal. Zur Vorbereitung
der Einbettung wurden die Larven anschlieBend zweimal fiir 15 min unter leichtem Schutteln
in Propylenoxid inkubiert. Die Einbettung erfolgte in einer Einbettungsreihe, bei der die
Eponkonzentration mit jedem Schritt zunahm. Zuerst wurden die Larven in ein
Propylenoxid/Epon-(2:1)-Gemisch Gberfiihrt und 45 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es
folgten eine Inkubation fur 30 min in einem 1:1-Propylenoxid/Epon-Gemisch und eine Inku-
bation fir 30 min in einem Propylenoxid/Epon-1:2-Gemisch. Final wurden die Larven in pu-
rem Epon fur 2 h inkubiert bevor jeweils drei Larven pro Kapsel in purem Epon eingebettet
wurden. Zur Polymerisation wurden die Eponkapseln zuerst 12 h bei 45 °C und anschlie3end
48 h bei 60 °C inkubiert. Die Einbettung auf Kunstharzbasis ist notwendig, um die zellul&ren

Strukturen in der Probe zu festigen.

Nach der Einbettung wurden die Larven mit einem Ultramikrotom (Ultramikrotom Ultracut S,
C. Reichert AG, Wien, Osterreich) mit einer Schnittdicke von 0,6 um geschnitten. Zur
Durchlichtmikroskopie wurden die Schnitte anschlieBend 3-5 min in Richardson-Ldsung ge-
farbt. Nach dem Férbevorgang wurden die Schnitte solange in 1XPBS gewaschen, bis sich
keine Farbreste mehr lésten. Die Einbettung der Larven sowie die Herstellung und Féarbung

der Schnitte wurden in Zusammenarbeit mit Sylvia Bolz und Christine Henes durchgefuhrt.

3.9. Bildgebende Techniken

3.9.1. Dokumentation von immunhistologischen Farbungen und in-situ-
Hybridisierungsfarbungen an Gewebeschnitten

Fur die Dokumentation der Farbungen an Gewebeschnitten aus den Immunférbungen und den
ISHs wurde das Axio Imager.Z2 Mikroskop und die ZEISS ZEN Imaging Software (2.3 blue
edition) der Firma Zeiss verwendet. Mithilfe der Tile-Funktion wurden Mosaikaufnahmen der
gesamten adulten bzw. Larven-Retina unter Verwendung des ,,Plan-Apochromat 40x/1,4 Ol
Objektiv aufgenommen. Die Durchlichtaufnahmen der in der ISH angefarbten adulten retina-
len Schnitte, wurden mit der ,,Axiocam 502 Farbkamera“ aufgenommen. Fluoreszenzaufnah-
men von immunhistologischen Fiarbungen wurden mit der ,,Axiocam 512 Mono-Kamera*
unter Verwendung der Apotomfunktion erstellt. Die Aufnahmen wurden als Z-Stapel mit ei-
ner Ebenen-Dicke von 1 um bis 1,5 um bei einer Ebenen-Zahl von 6 bis 11 Ebenen erstellt

und als maximum intensity projections zusammengefiigt und ausgewertet.

96



METHODEN

3.9.2. Durchlichtaufnahmen der in der whole-mount ISH angefarbten Zebra-
fischlarven

Die in der ISH zuvor angefarbten Zebrafischlarven wurden in 100% Glycerol, welches sich in
einem Objekttrager mit Vertiefung befand, fur die Bildaufnahmen ausgerichtet. Die Aufnah-
men wurden unter Zuhilfenahme eines Stereomikroskops (Stereomikroskop SZX7, Olympus
Europa SE & Co0.KG, Hamburg, Deutschland) mit Farbkamera (CMOS Farbkamera SC100,
Olympus Europa SE & Co.KG, Hamburg, Deutschland) bei 4-facher Vergrofierung unter
Verwendung der cellSense Entry-Software (Version 1.15, Olympus Europa SE & Co0.KG,

Hamburg, Deutsch) aufgenommen.

3.9.3. Auszahlung unterschiedlicher retinaler Zelltypen in Zebrafischlarven und
adulten Tieren

Die Auszadhlung der einzelnen unterschiedlichen retinalen Zelltypen sowie apoptotischen bzw.
proliferierenden Zellen erfolgte mithilfe der ZEISS ZEN Imaging Software (2.3 blue edition)
der Firma Zeiss. Die Auszéhlung der unterschiedlichen retinalen Zelltypen an adulten Zebra-
fischretinae erfolgte an Aufnahmen von Schnitten, die den optischen Nerv enthielten und so-
mit den zentralen Bereich des Auges abbildeten. Ausgezéhlt wurde ein 50 pum breites Fenster
etwa 100 um dorsal und ventral neben dem optischen Nerv (Abb. 14A). Bei der Auszéhlung
der apoptotischen bzw. proliferierenden Zellen wurde tber die gesamte Retina ausgezahlt. Bei

den adulten Tieren wurden je drei individuelle Tiere ausgewertet.

Die Auszdhlung der einzelnen retinalen Zelltypen bei Zebrafischlarven im Alter von 3 dpf bis
15 dpf erfolgte Uber die gesamte Retina. Hierzu wurden Aufnahmen gewdhlt, die moglichst
nahe am optischen Nerv geschnitten und aufgenommen wurden, um einen moglichst zentralen
und umfassenden Bereich des Auges zu untersuchen. Die CMZ wurde bei den Auszahlungen
der proliferierenden Zellen in Zebrafischlarven ausgespart. Pro Zelltyp wurden zwischen sie-

ben und zehn Larven analysiert.

Die AuRensegment-Langen und -Breiten der Rotzapfen wurden jeweils in drei Larven im Al-
ter von 3 dpf, 5 dpf und 15 dpf untersucht. Hierzu wurde ein 50 um breites Fenster in den
zentralen Bereich der Retina gelegt und jeweils funf AuRensegmente ausgemessen. Die Lénge
wurde von der basalen Seite des AuRensegments bis zu dessen Spitze gemessen (Abb. 14B).
Fir die AuBensegment-Breite wurde die Breite der basalen Seite des Aullensegments gemes-
sen (siehe Abb. 14C).
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Abbildung 14: Auszahlungen und Messungen in der adulten bzw. Larven-Retina. (A) Schematische Dar-
stellung einer adulten Zebrafischretina. Die roten Kasten markieren den 50 um breiten Bereich, der fiir die unter-
schiedlichen retinalen Zelltypen ausgezahlt wurde. V: ventral, D: dorsal. (B) Die AuBensegment-Lange wurde in
einem 50 um breiten Fenster in der zentralen Retina gemessen (roter Kasten). Die Hohe der einzelnen Aul3en-
segmente wurde von der Basis bis zu Spitze ausgemessen (Bildausschnitt). (C) Die AufRensegment-Breite wur-
de in einem 50 um breiten Fenster in der zentralen Retina gemessen (roter Kasten). Die Breite der einzelnen
AuRensegmente wurde entlang der Basis ausgemessen (Bildausschnitt). MaRstabsbalken: 10 um.

Die Verarbeitung und Auswertung der Daten erfolgte anschlieRend in Excel und die statisti-
sche Auswertung mit der Software ,,SigmaPlot13“. Um zu entscheiden, welcher Test fir den
Vergleich zweier unterschiedlicher Gruppen (z.B. WT und knockout) verwendet werden
muss, wurde zuerst getestet, ob die Daten in jeder Gruppe normalverteilt vorliegen und ob die
gleiche Varianz vorliegt. Wurden beide Kriterien erfillt, wurde der ,,Students-T-Test*“ ange-
wendet. Wurden die Kriterien nicht erfillt, wurden die Gruppen mithilfe des ,, Mann-Whitney-
U-Tests “ miteinander verglichen. Fiir die Signifikanz gilt: p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001
(***). Fur p>0,05 liegt keine Signifikanz (n.s.) vor.
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4. Ergebnisse

4.1. Identifizierung von atf6 im Zebrafisch

4.1.1. atf6 als einziges Ortholog im Zebrafischgenom

Anhand von in silico Analysen mittels unterschiedlicher Datenbanken (Santa Cruz Genome
Browser, Ensembl Genome Browser) wurde im Zebrafischgenom atf6 als Ortholog zum hu-
manen ATF6 identifiziert (siehe Tabelle 33).

Tabelle 33: Vergleich des Zebrafisch atf6 mit dem humanen Ortholog ATF6

Spezies Human Zebrafisch
Genname ATF6 atfé
Referenzsequenz NM_007348.3 NM_001110519.1
Chromosom 1 20
Transkriptlange 7496 bp 4192 bp
Strang forward reverse
GengrolRe 197,78 kb 55,37 kb
Exons 16 16
Kodierende Exons 16 16
Proteinlange in aa 670 653

atfé ist im Zebrafisch auf Chromosom 20 lokalisiert und erstreckt sich genomisch uber
55,37 kb mit 16 kodierenden Exons und kodiert fur ein Transkript von 4192 bp. Im Vergleich
hierzu umspannt das humane ATF6 auf Chromosom 1 197,78 kb, kodiert fur ein Transkript
von 7496 bp und hat ebenfalls 16 kodierende Exons.

Die Proteinsequenzen der beiden ATF6-Orthologe wurden durch Erstellen eines pairwise
Alignments mittels der Software ,,Clustal Omega® miteinander verglichen. Mithilfe des
Alignments konnte eine Sequenzidentitat zwischen dem humanen und dem Zebrafisch-Atf6-
Protein von 44,91 % bestimmt werden. Die Sequenzidentitét der fur die transkriptionelle Ak-
tivitdt von ATF6 wichtigen VN8-dhnlichen Domane und der sauren Doméne lag bei 12 %
bzw. 55 % (Thuerauf et al., 2002). Die Konservierung der bZiP-Doméne betrug 74 %. Die
Sequenzidentitaten der Transmembrandomane und der im luminalen Abschnitt des Atf6-
Proteins liegenden GLS1 und GLS2 sowie der BiP-Bindedoméne variierten zwischen 38 %
und 76 % (Abb. 15). Das Erkennungsmotiv der S1P (RHLL, Ye et al., 2000) war zu 100 %
identisch zwischen beiden Spezies. Ebenso waren die fir das S2P-Motiv essentiellen Amino-
sauren Asparagin (human p.N391, Zebrafisch p.N377) und Prolin (human p.Pro394, Zebra-
fisch p.Pro380) (Ye et al., 2000) konserviert (Abb. 15). Selbiges galt fur die beiden
Cysteinreste Cys 1 (human p.C467, Zebrafisch p.C453) und Cys2 (human p.C618, Zebrafisch
p.C603), die fir die Ausbildung von inter- oder intramolekularen Disulfidbriicken bei der
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Dimerisierung und Oligomerisierung von ATF6 verantwortlich sind (Nadanaka et al.,

(Abb. 15)).
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Abbildung 15: Pairwise Alignment des humanen (H. sapiens) und des Zebrafisch (D.
Proteins. Schwarz hinterlegte Aminoséduren sind identisch zwischen beiden Spezies. Grau hinterlegte Amino-
sauren besitzen Seitenketten mit &hnlichen physikalisch-chemischen Eigenschaften. Die verschiedenen struktu-
rellen und funktionellen Doménen sind in rot gekennzeichnet. Die Proteinsequenz-ldentitét jeder Doméane zwi-
schen beiden Spezies ist in Klammern angegeben. Funktionell wichtige, konservierte Aminosauren an bestimm-
ten Stellen im Protein sind mit griinen Kasten markiert. TM: Transmembrandoméne; bZiP: basischer Leucin-
Zipper; GLS1 / GLS2: Golgi-Lokalisationssequenz 1 bzw. 2; S1P/S2P: Serinprotease 1 bzw. 2; N391 und P394:
Aminoséauren, die als Erkennungssignal fiir die S2P dienen; Cys1 bzw.2: konservierte Cysteinreste fiir inter- und
intramolekulare Disulfidbriicke zur Dimerisierung und Oligomerisierung.

100

56
60

116
118

174
175

234
233

292
276

350
336

410
395

468
454

526
514

586
571

646
631

670
653

2007,

rerio) ATF6-



ERGEBNISSE

4.1.2. Lokalisation und Expression von atf6 in der Zebrafischretina

Da bislang nicht bekannt ist, in welchen retinalen Zellen atf6 zu welchem Zeitpunkt in der
Entwicklung exprimiert wird, sollte die Lokalisation und Expression mittels whole mount und
Schnitt-ISH-Experimenten untersucht werden. Die Detektion der exprimierten atf6-mRNA
erfolgte mittels einer spezifischen Ribosonde an 3 dpf und 5 dpf alten Zebrafischlarven sowie
an adulten (9 mpf) retinalen Schnitten von WT-Tieren der TUE-Linie. Die verwendete Sonde
fur die atf6-Transkripte umfasste den kompletten offenen Leserahmen von atf6 (Referenzse-
quenz: NM_001110519). Sowohl in 3 dpf als auch in 5 dpf alten Zebrafischlarven konnte eine

Expression von atf6 in der Retina als auch in der Hirnregion detektiert werden (Abb. 16A).
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Abbildung 16: Ubersicht der atf6-Expression in Zebrafischlarven- und der adulten Zebrafischretina. (A)
ISH zur Detektion der atf6-Expression in 3 dpf und 5 dpf alten Zebrafischlarven. Die retinale Expression von atfé
ist mit farbigen Pfeilen markiert und zur Verdeutlichung zusatzlich schematisch dargestellt. Rot: Photorezeptoren,
Turkis: Amakrinzellen im INL, Blau: Zellen im GCL, Gelb: Zellen der CMZ, Grau: OPL und IPL. (B) ISH von atf6 in

der adulten Zebrafischretina (9 mpf). Es konnte keine atf6-spezifische Farbung in 9 mpf alten Zebrafischretinae
detektiert werden. MaRstabsbalken: Retina: 200 um, Vergrof3erung: 50 pm.
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Schnitte der ISH-gefarbten Larven zeigten eine restriktive Expression von atf6 in verschiede-
nen retinalen Regionen. Im ONL wurde eine Expression in den peripheren Bereichen, nahe
der CMZ detektiert. In der CMZ selbst konnte ebenfalls eine Farbung beobachtet werden. Die
atf6-Expression im INL sowie im GCL folgte einem Gradienten, der eine starkere Expression
in den dorsalen und ventralen Bereichen als im zentralen Bereich zeigte (Abb.16A). In der
adulten Zebrafischretina konnte in ISH-Experimenten keine atf6-Expression detektiert werden
(Abb. 16B). Verglich man die atf6-Expression in den unterschiedlichen Altersstufen war eine
Abnahme der Expression mit zunehmendem Alter zu beobachten (Abb. 16A und Abb. 16B).

Der Vergleich der retinalen Strukturen aus dem Semidinnschnitt mit den in der ISH angefarb-
ten Strukturen zeigte, dass die Expression von atf6é im INL mit Amakrinzellen und im ONL
mit den Innensegmente der sich nahe zur CMZ befindenden Photorezeptoren kolokalisierte
(Abb. 17). Die Unterscheidung der einzelnen Zellen im Semidinnschnitt erfolgte analog zu

der bereits bestehenden Einteilung von Schmitt und Dowling (Schmitt und Dowling, 1999).

A ISH-Férbung

Abbildung 17: Lokalisation von atf6 in der larvalen Zebrafischretina. (A) atf6-Expression in der Retina einer
3 dpf alten Zebrafischlarve. Die Expression von atf6 konnte in den Innensegmenten der peripheren Photorezepto-
ren (schwarze Pfeile), den Amakrinzellen (Umriss) sowie der CMZ (grauer Pfeil) lokalisiert werden. (B) Derselbe
retinale Ausschnitt einer 3 dpf alten Zebrafischlarve im Semidiinnschnitt. Der schwarze Kasten im Semidinn-
schnitt markiert die Region, in der die ersten Auf3ensegmente gebildet werden und die atf6-Expression mittels
ISH in den Photorezeptoren detektiert werden konnte. H: Horizontalzellen, A: Amakrinzellen, G: Ganglienzellen.
Mafstabsbalken: ISH und Semidunnschnitt: 20 um.

4.1.3. Evaluation von Antikdrpern zur Detektion des humanen, murinen und
Zebrafisch-Atf6-Proteins

Um Atf6 auch immunhistologisch in retinalen Schnitten detektieren zu kdnnen, wurden in
dieser Arbeit verschiedene kommerzielle wie auch Kunden-spezifische Antikérper gegen die
aus unterschiedlichen Spezies stammenden ATF6-Proteine getestet. Insgesamt wurden 54

Antikoérper immunhistochemisch und immunzytochemisch sowie im Western Blot getestet:
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sieben kommerziell erhéltliche Antikorper gegen das humane und murine ATF6, 26 fur dieses
Projekt in Auftrag gegebene Antikorper gegen das humane ATF6, 12 fir dieses Projekt in
Auftrag gegebene Antikorper gegen das murine ATF6 und 9 fir dieses Projekt in Auftrag
gegebene Antikorper gegen das Zebrafisch-Atf6-Protein. Eine Ubersicht der Evaluation aller
getesteten Antikorper inklusive der zur Evaluation angewandten Techniken ist in Tabelle S1
dargestellt. Die Evaluation zeigte, dass keiner der getesteten Antikorper gegen das Zebrafisch-
Atf6-Protein dieses im Western Blot oder in der Immunzyto- bzw. in der Immunhistochemie
spezifisch erkennt. Sechs der 26 gegen humanes ATF6 getesteten AntikOrper zeigten ein
falsch-positives Ergebnis, d.h. in der Immunzytochemie war eine ATF6-spezifische Farbung
in, mit humanem ATF6 transfizierten, HEK293T-Zellen zu detektieren, die in der
Immunzytochemie an WT- und Patientenfibroblasten mit Mutationen in ATF6 jedoch nicht zu
verifizieren war. Unter Verwendung der restlichen 20 der 26 fur dieses Projekt generierten
Antikorper gegen humanes ATF6 konnte ATF6 mit keiner der angewandten Techniken detek-
tiert werden. Alle 12 gegen das murine ATF6 generierten Antikorper wiesen ebenfalls falsch-
positive oder unspezifische Ergebnisse auf. War eine spezifische Detektion von ATF6 in der
Immunzytochemie in, mit murinem ATF6 transfizierten, HEK293T-Zellen mdglich, war diese
in der Immunzytochemie unter Verwendung von WT- und Atf6"-MEFs sowie in der
Immunhistochemie an adulten retinalen Schnitten von WT- und Atf6-defizienten M&usen
nicht zu verifizieren. Ebenso war mit keinem der getesteten kommerziell erhaltlichen Anti-
korper, weder in der Immunzyto- noch in der Immunhistochemie, eine spezifische Detektion

des humanen oder des murinen ATF6-Proteins moglich.

4.2. Generierung einer atf6”-Zebrafischlinie
Die Erzeugung des atf6”-Zebrafischmodells erfolgte durch den Einsatz von TALENS. Es
wurden drei verschiedene TALEN-Paare identifiziert und kloniert, und hinsichtlich ihrer To-

xizitat und Editierungseffizienz validiert (siehe Abschnitt 3.3.9.4 im Methodenteil).

4.2.1. ldentifikation von TALEN gegen atf6

Mithilfe des Priadiktionsprogrammes ,,TAL Effector Nucleotide Targeter 2.0“ wurden zwei

unterschiedliche TALEN-Paare, TALEN1 in Exon 5 und TALENZ in Exon 6, identifiziert.

Zusétzlich wurde ein bereits publiziertes TALEN-Paar gegen atf6é ausgewahlt (TALENS;

Sander et al., 2011). Eine graphische Ubersicht der Lokalisation der ausgewahlten TALEN-

Paare im Vergleich zu der Lage der strukturellen und funktionellen Doméanen im Atf6-Protein
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ist in Abb. 18 dargestellt. Die Zielsequenzen der identifizierten TALEN-Paare sind in Tabelle

34 zusammengefasst.

Protein BiP-
Transaktivierungsdomaine bZip Bindedoméne
I || 1 I 1
320 355
294 3 364 384 416 461486535 653
Q
£c é b - ‘
8g|c8 2 2
» O kS o | o
s ‘
I I
S1P 453 603
Cys Cys
1 1 | I
Cytosolischer Abschnitt Luminaler Abschnitt

cDNA (Exons)

Abbildung 18: Lage der ausgewahlten TALEN-Paare in atf6. Die Lage der einzelnen TALEN-Paare in Exon 5
und Exon 6 von atf6 ist durch Sterne gekennzeichnet. Alle drei TALEN-Paare binden vor den Sequenzabschnit-
ten, die die strukturellen und funktionellen Doméanen von Atfé kodieren. TM: Transmembrandoméne; GLS: Golgi-
Lokalisationssequenz; S1P und S2P: Serinprotease-Schnittstellen 1 und 2; bZip: basische Leucin-Zipper-Doma-
ne, Cys: Cysteinreste.

Tabelle 34: Zielsequenzen der TALEN gegen Zebrafisch-atf6. ‘Starke RVDs sind grau unterlegt.
’Die Lange der Spacer-Sequenz ist in Klammern angegeben und die Erkennungssequenz der fir die
Genotypisierung verwendeten Restriktionsenzyme ist fett markiert und unterstrichen.

atf6_TALEN1L (Exon 5) atf6_TALEN1R (Exon 5)

atf6-Zielsequenz (5°-3°) TCTCCAGACTCGTGGCGTT TGGAGTCAGAGCAGACGGA

HD NG HD HD NI NN NI HD NG BE BN NI BN NG R NI GBS

1
TALE-Monomersequenz -G o o G NI NN HD NI NN NI HD NN

NN NI

Spacer-Sequenz (5°-3°)° CCCATCCCTCTCCGCTG (17 bp)
atf6_ TALEN2L (Exon 6) atf6_TALENZ2R (Exon 6)
atf6-Zielsequenz (5°-3°) | TCCGGCAGCCCCTCTTCAA TGTGGCCTGAAGCGGCTG

HD HD NN NN HD NI NN HD HD el I 1 1 3.

1
TALE-Monomersequenz 1 3 N bhhs NI NI NN HD NN NN HD NG

ND
Spacer-Sequenz (5°-3°)° ACCAAGATCATCATC (15 bp)
atf6_TALEN3L (Exon 6) atf6_TALEN3R (Exon 6)
(Sander et al., 2011) (Sander et al., 2011)
atf6-Zielsequenz (5°-3°) TCCAACCAGCAAAAAGAC TAGGCTGAATGGAAACCT

HD HD NI NI HD HD NI NN HD NI NN NN HD NG NN NI NI

1
TALE-Monomersequenz NI NI NI NI NT °% no om Eg NN NN NI NI NI HD HD

Spacer-Sequenz (5°-3°)° CCATCCAGGTGTGCCCCA (18 bp)
]
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4.2.2. Evaluation der TALEN gegen atf6

Die generierten TALEN-Paare gegen atf6 sollten hinsichtlich ihrer Toxizitat und ihrer Editie-
rungseffizienz, d.h. der Effizienz mit der ein DNA-Doppelstrangbruch induziert wurde, evalu-
iert werden. Die injizierten Mengen reichten je nach TALEN-Paar von 52 pg/Larve bis
298 pg/Larve (Abb. 19). Die TALEN-Paare kodierenden cRNAs wurden in Oozyten im
Einzell-Stadium von WT-Fischen injiziert und die Toxizitat anhand des Anteils morpholo-

gisch unauffalliger und morphologisch auffélliger Larven sowie toter Larven bis 2 dpf be-

stimmt.
TALEN 1 TALEN 2 TALEN 3
100 O 100 p— 1007 D p—
— 80 —80{ [ ~ 80 - E
2 — ® X
= 60 — 60 =" 60 ]
[«}) () Q
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Abbildung. 19: Toxizitat der getesteten TALEN-Paare bei unterschiedlichen Injektionsmengen. Pro TALEN-
Paar wurde fir jede getestete TALEN-cRNA-Menge sowie fiir unbehandelte, nicht injizierte Kontrolltiere (NI) der
Anteil an normal entwickelten, deformierten und toten Larven bis zum Alter von 2 dpf anhand visueller Kontrolle
bestimmt. Pro TALEN-Paar und Bedingung wurden mindestens110 Larven untersucht.

Bei den TALEN-Paaren 1 und 2 konnten bei 104 pg/Larve bzw. 208 pg/Larve eine Toxizitat
von 30,0 % bzw. 55,5 % beobachtet werden. Von TALEN-Paar 3 wurden Mengen von
52 pg/Larve bis zu 298 pg/Larve getestet, wobei eine maximale Toxizitat von 30,2 % bei ei-

ner Injektionsmenge von 298 pg beobachtet wurde.

Fur jedes TALEN-Paar und dessen getesteten cRNA-Menge wurde die Editierungseffizienz
bei Larven im Alter von 2 dpf semiquantitativ mittels PCR/RFLP-Analyse ermittelt (Abb.
20).

105



ERGEBNISSE

TALEN 1 TALEN 2 TALEN 3
100 100 100
420 42 42
g N 60 E N 60 5 N 60
2§ 40 2§ 40 25 40
& % 20 & % 20 o % 20

0 (‘13 (qe 0 (qe de o (\.G de (‘10 (qe

o™ o™ ™ ™ M ™ M M
RSN RSN USRS N

Abbildung 20: Editierungseffizienz der getesteten TALEN-Paare. Pro TALEN-Paar wurde fir jede getestete
cRNA-Menge die Genom-Editierungseffizienz an Larven im Alter von 2 dpf mittels PCR/RFLP-basierter Analyse
bestimmt. Die TALEN-Paare 1 und 2 zeigten ahnliche Editierungseffizienzen fur alle getesteten Injektionsmen-
gen. Fur TALEN-Paar 3 wurde ein Dosis-abhangiger Anstieg in der Editierungseffizienz mit zunehmender Injekti-
onsmenge beobachtet. Pro TALEN-Paar und Bedingung wurde die Editierungeffizienz in mindestens 24 Larven
untersucht

Im direkten Vergleich zeigten die TALEN-Paare 1 und 2 eine &hnliche Editierungseffizienz
zwischen 32,2 % und 39,7 % flr die jeweils getesteten cRNA-Mengen von 104 pg/Larve und
208 pg/Larve. Fur das TALEN-Paar 3 zeigte sich ein Dosis-abhangiger Anstieg in der Editie-
rungseffizienz mit steigender cRNA-Menge. Bei Injektion von 52 pg TALEN-cRNA pro Lar-
ve wurde eine Editierungseffizienz von 19,2 %, erzielt. Eine Verdopplung oder Vervierfa-
chung der applizierten TALEN-Menge resultierte in einer Erhohung der Genom-
Editierungseffizienz auf 40,1 % bzw. 38,2 %. Erhéhte man die injizierte TALEN-Paar-Menge
pro Larve auf 298 pg, konnte eine hochstmdogliche Editierungseffizienz von 48,0 % erreicht
werden. Basierend auf den Toxizitats- und Editierungseffizienzdaten wurde das in Exon 6 von
atfé bindende TALEN-Paar 3, das im Vergleich bei geringster Toxizitdt die hochste Editie-

rungseffizienz aufwies, fiir die Generierung der atf6”-Zebrafischlinie ausgewahlt.

4.2.3. Generierung der atf6-knockout-Zebrafischlinie

Zur Generierung der atf6”-Zebrafischlinie wurden 122 Larven, welche mit TALEN-Paar 3
behandelt wurden, aufgezogen. Die Uberlebensrate der injizierten Larven betrug 63,1 %, so-
dass im Alter von 2,5 mpf mittels Schwanzflossenbiopsien die somatische Mutationseffizienz
von 77 Fo-Tieren bestimmt werden konnte (Abb. 21). Von insgesamt 77 analysierten Fo-
Tieren trugen fiinf eine somatische Mutationsrate von >90 % und wurden daher als potentielle
Founder-Fische eingestuft (siehe Tabelle 34). Diese fiinf Tiere wurden mit WT-Tieren ver-
paart, um zu testen, ob und welche atf6-Mutationen diese an ihre Nachkommen transmittie-

ren.
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Abbildung. 21: Spektrum der somatischen Mutationsrate. Von 77 Fischen, die mit TALEN3 behandelt wur-
den, wurde die somatische Mutationsrate bestimmt. Die einzelnen Fische wurden anhand ihrer somatischen
Mutationsrate gruppiert. Die Anzahl der Fische pro Gruppe ist oberhalb der Balken angegeben.

Von den funf potentiellen Founder-Fischen transmittierten nur vier Fische Mutationen an ihre
Nachkommen (siehe Tabelle 35). Der Founder-Kandidat atf6-66 hatte zwar die hochste soma-
tische Mutationsrate von allen getesteten Fischen, gab jedoch keine Mutationen an seine
Nachkommen weiter. Die verbleibenden vier Kandidaten gaben alle ausschliellich Deletionen
an ihre Nachkommen weiter. Die Deletionen variierten in ihrer Grof3e zwischen 1 bp (atf6-38;
atf6-76) und 42 bp (atf6-57) und in ihrer Transmissionseffizienz von 3,2 % bis 56,3 %. Jeder
Founder-Kandidat transmittierte mindestens zwei verschiedene Deletionen. Insgesamt wur-
den vier verschiedene in-frame und vier verschiedene frame-shift-Mutationen an die Nach-
kommen weitergegeben (Tabelle 35). Alle transmittierten Deletionen sind vergleichend gra-
fisch in Abb. 22 dargestellt.

Tabelle 35: Ubersicht der potentiellen Founder-Fische: Pro Founder-Kandidat wurde das Ge-
schlecht, die somatische Mutationsrate, die transmittierten Mutationen inklusive ihrer Haufigkeit in
den Nachkommen sowie die Transmissionseffizienz jedes einzelnen Fisches bestimmt.

i . Weitergegebene Transmissions-
Eg%g?g;t Geschlecht Mu tSa 2?;22:5;;6[(” Mutationen effizienz des Foun-
0 (Haufigkeit [%6]) ders[%]
i 15 bp Deletion (54,8)
atf6-3 3 90,01 13 bp Deletion (3.2) 58,0
i 34 bp Deletion (35,5)
atf6-38 Q 95,72 1 bp Deletion (6.5) 42,0
9 bp Deletion (25,0)
atf6-57 g 91,1 15 bp Deletion (43,8) 100,0
42 bp Deletion (31,2)
atf6-66 3 97,43 - 0
i 1 bp Deletion (56,2)
atf6-76 ) 93,28 11 bp Deletion (43,8) 100,0
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linker TALEN BstNI rechter TALEN
WT CCTCTCCAACCAGCAAAAAGACccatcecaggtgtgecccAAGGTTTCCATTCAGCCTAARCCAAT
Founder Deletion
6.3 CCTCTCCAACCAGCAAAAAS===—====———=== lgccccAAGGTTTCCATTCAGCCTAAACCAAT 15 bp
a -
gtgccccAAGGTTTCCATTCAGCCTAAACCAAT 13 bp
6-38 CCTCTCCAACCAGCAAAAAGACCCatlE========o—oooooooo oo oo jlccanT 34 bp
atro- CCTCTCCAACCAGCAAAARAGACCccatccallgt gtgccccAAGGTTTCCATTCAGCCTARACCAAT 1 bp
CCTCTCCAACCAGCAAAAAGAF-—-====—=====2 cccAAGGTTTCCATTCAGCCTAAACCAAT 15 bp
atf6-57  CCE=——==—————m e mm e e o1 TTCCATTCAGCCTARACCAAT 42 bp
CCTCTCCAACCAGCAAAAAGACccatcca-======== |cAAGGTTTCCATTCAGCCTAAACCAAT 9 bp
6-76 CCTCTCCAACCAGCAAARAGACCccatccallgtgtgccccAAGGTTTCCATTCAGCCTARACCART 1 bp
a -

CCTCTCCAACCAGCAAAAAGACCccat—————————- ccAAGGTTTCCATTCAGCCTAAACCAAT 11 bp

Abbildung 22: Ubersicht der transmittierten Deletionen der Founder-Kandidaten. Dargestellt sind die unter-
schiedlichen Deletionen in atf6, die die einzelnen Founder-Kandidaten an ihre Nachkommen transmittierten
(graue Boxen). Die schwarzen Boxen markieren die identische 1 bp-Deletion, die sowohl von Kandidat atf6-38 als
auch von Kandidat atf6-76 transmittiert wurde.

Um eine Zebrafischlinie mit einem funktionellen knockout in atf6 zu generieren, wurden die
Founder-Kandidaten ausgewéhlt, die Deletionen weitergaben, die zu einer Verschiebung im
Leseraster und einem vorzeitigem Stop in atf6 fihren. Da Kandidat atf6-57 nur Deletionen an
seine Nachkommen transmittierte, die nicht zu einer Verschiebung des Leserasters fuhrten,
wurde dieser fur die Generierung der knockout-Linie nicht langer in Betracht gezogen. Auffal-
lig hingegen ist die identische 1 bp-Deletion, die sowohl von Founder atf6-38 als auch von
Founder atf6-76 transmittiert wurde. Diese fiihrt zu einer Verschiebung des Leserasters und
zu einem vorzeitigen Stop-Codon und damit zu einem Abbruch der Translation des Atf6-
Proteins an Position 216 (Abb. 23B). Aufgrund dieser Eigenschaft und der Tatsache, dass es
sich bei Kandidat atf6-38 um ein Weibchen und bei Kandidat atf6-76 um ein Mé&nnchen han-
delte, wurden diese beiden Fische als finale Founder zur Generierung der atf6”-
Zebrafischlinie ausgewahlt. Die Verpaarung der beiden Founder-Fische ermdglichte schon in
der F1-Generation die Generierung von atf6”-Zebrafischen, welche somit homozygot fir die
1 bp-Deletion (c.519delC; p.(V174Cfs*42)) waren (Abb. 23A).
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Abbildung 23: Verifizierung der homozygot vorliegenden 1 bp-Deletion in der F1-Generation. (A) Sequenz-
vergleich zwischen der WT- und der mutierten atf6-Sequenz. Die eingefiihrte 1 bp-Deletion (c.519delC) lag in der
Mutante homozygot vor. (B) Vergleich der Proteinsequenzen des WT- und mutierten Atf6-Proteins. Die WT-
Sequenz ist in hellgrau, die verkiirzte Sequenz der Mutanten ist in schwarz dargestellt. Die Position, an der die
Leserasterverschiebung beginnt, ist grau und das friihzeitige Stop-Codon ist rot hinterlegt.

4.2.4. Expression von atf6 in atf6”-Zebrafischen

Die Kontrolle des tatséchlichen atf6-knockouts erfolgte auf RNA-Level mittels ISH- und
gRT-PCR-Experimenten. Eine Analyse auf Protein-Level mittels Western Blots war aufgrund
des Fehlens eines spezifischen Antikdrpers gegen Atf6 nicht moglich (siehe Abschnitt 4.1.3).
Die Untersuchungen zur Expression von atf6 in der knockout-Linie im Vergleich zu WT-

Tieren erfolgten mittels ISH an 3 dpf und 5 dpf alten Zebrafischlarven.

Wahrend in den WT-Tieren in beiden Altersstufen eine deutliche Expression von atf6 in der
Hirnregion sowie im Auge detektiert werden konnte, zeigten die atf6”-Tiere eine verringerte
(3 dpf) oder keine (5 dpf) atf6-Expression (Abb. 24). Bei den mit der atf6-Sense-Sonde hybri-

disierten Kontroll-Larven wurden in keiner Altersstufe unspezifische Farbungen beobachtet.
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Abbildung 24: Detektion von atf6 in WT- und atf6”-Zebrafischlarven mittels ISH. Sowohl im Alter von 3 dpf
als auch im Alter von 5 dpf war bei den generierten knockout-Tieren eine verringerte (3 dpf) bzw. keine (5 dpf)
atf6-Expression zu detektieren. WT-Tiere zeigten hingegen eine starke atf6-Expression im Bereich des Gehirns
sowie in der Retina. Die mit der Kontrollsonde behandelten Tiere zeigten keine Farbung.

Um die Expression von atf6 in den atf6”-Zebrafischen quantifizieren zu konnen, wurden
gRT-PCR-Experimente mit RNA von 3 dpf und 5 dpf alten Larven und aus adulten Zebra-
fischretinae durchgefuhrt. Die Expression von atf6 war im Vergleich zu WT-Tieren in jeder
der analysierten Altersstufen signifikant reduziert (Tabelle 36). In beiden larvalen Altersstu-
fen (3 dpf und 5 dpf) konnte eine 5,4-fach verringerte atf6-Expression in atf6”- im Vergleich
zu gleichaltrigen WT-Zebrafischlarven detektiert werden. In der adulten atf6-defizienten Re-
tina war die atf6-Expression im Vergleich zu WT-Tieren um das 8,9-fache reduziert, und da-

mit stéarker als im Larvalstadium beobachtet werden konnte.

Tabelle 36: Quantifizierung der relativen Expression von atf6 in atf6”-Zebrafischen im Ver-
gleich zu WT-Fischen zur Verifizierung des atf6-knockouts

Relativer Expressions-
unterschied atf6™ ver- p-Wert Ergebnis
sus WT
atf6 (3 dpf) 0,19 <0,001 5,4-fach |
atf6 (5 dpf) 0,19 <0,001 5,4-fach |
atf6 (adult) 0,11 <0,001 8,9-fach |

l: Reduzierte Expression
|
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4.3. Charakterisierung des atf6”-Zebrafischmodells

4.3.1. Histologische Charakterisierung der atf6”-Zebrafischretina

Mutationen in atf6 resultieren im Menschen in einem kompletten Funktionsverlust (Ansar et
al., 2015; Kohl et al., 2015, Xu et al., 2015; Skorczyk-Werner et al., 2017) bzw. dem Fehlen
(Kohl et al., 2015; Mastey et al., ARVO Abstract Nr. 669-C0227, 2018) der Zapfen-
Photorezeptoren. Da bislang nicht bekannt ist, welchen Einfluss atf6 auf die Entwicklung und
Funktion der Retina hat, wurde die Entwicklung, der Aufbau und die Integritdt der Retina des
generierten atf6-Zebrafischmodells histologisch untersucht. Hierbei sollten atf6-abh&ngige
Unterschiede sowohl im zeitlichen Verlauf, in der Anzahl als auch in der Morphologie der
Zellen des ONLs, des INLs und des GCLs in den Altersstufen 3 dpf, 5 dpf, 15 dpf und der
adulten Retina (13 mpf bzw. 16 mpf) analysiert werden.

4.3.1.1. Messung des retinalen Umfangs

Da in verschiedenen Zebrafischmodellen mit retinalem Phéanotyp eine Verminderung in der
AugengroRe beobachtet werden konnte (Zhang et al., 2013; Cerveny et al., 2012), sollte zuerst
gewadhrleistet werden dass jegliche detektierten Unterschiede in den retinalen Zellzahlen zwi-
schen atf6”- und WT-Zebrafischlarven nicht auf Unterschieden in der AugengroBe der Tiere
basieren. Hierzu wurde der Umfang der Retina vom dorsalen zum ventralen Linsenansatz-
punkt anhand der DAPI-Féarbung vermessen (Abb. 25A). Die Vermessung des retinalen Um-
fangs ergab, wie zu erwarten war, in beiden Zebrafischlinien eine VergroRerung des Umfangs
mit zunehmendem Alter. In keiner der untersuchten Altersstufen konnten signifikante Unter-

schiede in der AugengréRe zwischen atf6” - und WT-Zebrafischlarven detektiert werden.
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Abbildung 25: Vermessung des retinalen Umfangs in Zebrafischlarven. (A) Schematische Darstellung des
Prinzips zur Vermessung des retinalen Umfangs. (B) Ergebnisse der Vermessung des retinalen Umfangs in
3 dpf, 5 dpf und 15 dpf alten atf6”- und WT-Zebrafischlarven. p>0,05. MaRRstabsbalken: 50 pum.
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Der retinale Umfang von WT- bzw. atf6”-Zebrafischlarven betrug im Alter von 3 dpf
566,9 um (SD 23,2 um) bzw. 572,5 pm (SD 19,8 um) und im Alter von 5 dpf 623,1 um (SD
24,4 um) bzw. 604,0 um (SD 16,3 um). Bis zu einem Alter von 15 dpf stieg der retinale Um-
fang weiter auf 803,5 um (SD 45,0 um) bzw. 842,1 um (SD 58,9 um) an (Abb. 25B).

4.3.1.2. Untersuchung der Rot-und Griinzapfen wdhrend der Entwicklung

Zur Untersuchung der Rot- und Grunzapfen in der Retina von Zebrafischlarven wéhrend der
Entwicklung wurden immunhistologische Doppelfarbungen durchgefihrt. Die Rot- und Grin-
zapfen wurden unter Verwendung eines Arrestin 3a-Primérantikorpers (Zprl) angeférbt, die
Rotzapfen-AulRensegmente wurden mit PNA-Lektin und die Grunzapfen-Aullensegmente
mithilfe eines Grin-Opsin-Primarantikdrpers (Opnlmw?2) markiert.

Die Analyse der Rotzapfen ergab im Alter von 3 dpf eine um 31,6 % (SD 25,4 %) und im
Alter von 5 dpf eine um 14,9 % (SD 10,9 %) reduzierte Zahl an Rotzapfen-Auliensegmenten
in der Retina von atf6”-Zebrafischlarven im Vergleich zu WT-Larven (Abb. 26A und 26B).
atf6”-Zebrafischlarven besaBen damit durchschnittlich nur 88,6 (SD 33,0) bzw. 147,9 (SD
18,9) Rotzapfen pro retinalem Schnitt wéahrend in der WT-Retina 129,6 (SD 23,2) bzw. 173,9
(SD 11,7) Rotzapfen pro Schnitt detektiert werden konnten (Abb. S1). Im Alter von 15 dpf
konnte kein Unterschied zwischen atf6”-und WT-Zebrafischlarven beobachtet werden (Abb.
26A und 26B).

Da in der Maus bereits gezeigt werden konnte, dass der Verlust von Atf6 zu verkirzten Blau-
Zapfen-AuRensegmenten fuhrt (Kohl et al., 2015), wurde hier neben der Zahl der Rotzapfen
zusatzlich noch die Lange und Breite ihrer AuBensegmente untersucht. Die Messung der Au-
Rensegment-Lange zeigte, dass die Rotzapfen-AuBensegmente in der Retina von atf6”-
Zebrafischlarven im Alter von 3 dpf im Vergleich zu WT-Larven verkiirzt waren (Abb. 26C).
Sie sind mit 2,3 um (SD 0,8 um) nur etwa halb so lang wie die Rotzapfen-AulRensegmente
der WT-Retina mit 4,2 um (SD 0,5um, Abb. 26C). In spateren Altersstufen (5 dpf und 15 dpf)
waren keine Unterschiede in der Rotzapfen-AuBensegment-Lange zwischen atf6”-
Zebrafischlarven und WT-Larven mehr zu detektieren (Abb. 26C). Der Vergleich der einzel-
nen Altersstufen untereinander ergab eine zwischen beiden Linien vergleichbare, signifikante
Verlangerung der Rotzapfen-AuRRensegmente in der WT- und atf6-defizienten Retina von

3 dpf auf 5 dpf um 3,5 pm bzw. 5,5 um und von 5 dpf auf 15 dpf um 1,9 um.
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Abbildung 26: Untersuchung der Rotzapfen-Aulensegmente in 3 dpf, 5 dpf und 15 dpf alten Zebrafisch-
retinae. (A) Immunhlstologlsche Farbungen der Rotzapfen-Auensegmente (PNA) und Zellkerne (DAPI) in 3 dpf,
5 dpf und 15 dpf alten atf6”- und WT-Larven. Zur Orientierung wurden Rot- und Griinzapfen zusétzlich mit dem
Zprl-Antikdrper markiert. Die weil3e Box in der PNA-Farbung markiert den Bereich, welcher in der VergréRerung
gezeigt wird. MaRRstabsbalken: 50 pm; Maf3stabsbalken VergréRerung: 10 um. (B) Relative Rotzapfen-Zahlen in
3 dpf, 5 dpf und 15 dpf alten atf6”"-Zebrafischlarven im Vergleich zum WT. 3 dpf: p=0,002, 5 dpf: p=0,008, 15 dpf:
p>0,05. Pro Genotyp wurden mlndestens sieben Larven untersucht. (C) Lange der Rotzapfen-Aul3ensegmente in
3 dpf, 5 dpf und 15 dpf alten atf6”- und WT-Zebrafischlarven. 3 dpf: p<0,001, 5 dpf und 15 dpf: p>0,05, 3 dpf auf
5 dpf: p<0 001, 5 dpf auf 15 dpf: p<0,001. (D) Breite der Rotzapfen-AuRensegmente in 3 dpf, 5 dpf und 15 dpf
alten atf6™- und WT- Zebraflschlarven p>0,05. Veréanderung der AuRensegment-Breite von 3 dpf auf 5 dpf in WT-
p=0,003 bzw. in atf6”-Zebrafischlarven p=0,002. (E) Relative Rotzapfen-Zahlen in 3 dpf und 5 dpf alten atfe™-
Zebrafischlarven im Vergleich zum WT, p>0,05. Pro Genotyp wurden mindestens funf Larven untersucht. (F)
Lange der Rotzapfen-AuRensegmente in 3 dpf und 5 dpf alten atf6™"-und WT-Zebrafischlarven. 3 dpf auf 5 dpf:
p<0,001, innerhalb einer Altersstufe p>0,05. Pro Genotyp wurden bei mindestens drei Larven die AuRensegmen-
te vermessen.

Die Rotzapfen-Aullensegment-Breite wurde entlang des basalen Endes gemessen. Hierbei
konnte kein Unterschied zwischen atf6”- und WT-Larven in keiner der untersuchten Alters-
stufen festgestellt werden. Ein signifikanter Unterschied in der Breite konnte nur im Ver-
gleich zwischen 3 dpf und 5 dpf alten Larven beider Linien detektiert werden, wobei altere
Larven breitere Rotzapfen-Auliensegmente besallen als jiingere Larven. Wahrend in 3 dpf
alten Larven beider Linien die Rotzapfen-Aullensegmente durchschnittlich 1,6 um (SD
0,3 um) breit waren, stieg deren Breite bis zu einem Alter von 5 dpf um 0,3 um auf durch-
schnittliche 1,9 um (SD 0,2 um) an (Abb. 26D). Ein weiterer Anstieg bis zum Alter von
15 dpf war nicht zu beobachten.

Zur weiteren Validierung der Ergebnisse wurden zusétzlich zu atf6”-Zebrafischlarven auch
noch fur die 1 bp-Deletion heterozygote Larven auf Veranderungen in der Zahl der Rotzapfen
bzw. auf Unterschiede in der Lange der Rotzapfen-AulRensegmente im Vergleich zu gleichalt-
rigen WT-Larven untersucht. Sowohl im Alter von 3 dpf als auch von 5 dpf konnten keine
Unterschiede zwischen WT- und atf6*™"-Zebrafischlarven in der Zahl der Rotzapfen beobach-
tet werden (Abb. 26E). Auch die Lange der Rotzapfen-AuRensegmente unterschied sich nicht
zwischen beiden Genotypen in den untersuchten Altersstufen (Abb. 26F). Betrachtete man die
Aulensegment-Lange zwischen den beiden Altersstufen, konnte, wie schon zuvor bei WT-
Larven, ein signifikanter Zuwachs von 3,4 um und im Falle von atf6*"-Larven von 4,2 um in

der AuBensegment-L&nge von 3 dpf auf 5 dpf detektiert werden.

Die Untersuchungen der Griinzapfen ergaben im Alter von 3 dpf und 5 dpf ebenfalls eine sig-
nifikant reduzierte Zahl der Griinzapfen-AuBensegmenten in der Retina von atf6”-
Zebrafischlarven im Vergleich zu WT-Larven (Abb. 27A und 27B).
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Abbildung 27: Untersuchung der Griin-
zapfen-AuRensegmente in 3 dpf, 5 dpf
und 15 dpf alten Zebrafischretinae. (A)
Immunhistologische Farbungen der Griin-
zapfen-AuRensegmente (Opnlmw?2) und
Zellkerne (DAPI) in 3 dpf, 5 dpf und 15 dpf
alten atf6”- und WT-Larven. Zur Orientie-
rung wurden Rot- und Griinzapfen zusatz-
lich mit dem Zprl-Antikdrper markiert. Die
weile Box in der Opnlmw2-Farbung
markiert den Bereich, welcher in der Ver-
gréRerung gezeigt wird. MalRstabsbalken:
50 um; Mafstabsbalken Vergré3erung:
10 um. (B) Relative Griinzapfen-Zahlen in
3 dpf, 5dpf und 15 dpf alten atf6”- und
WT-Zebrafischlarven. 3 dpf: p=0,02, 5 dpf:
p=0,03, 15 dpf: p>0,05. Pro Genotyp wur-
den mindestens sieben Larven untersucht.
(C) Relative Grunzapfen-Zahlen in 3 dpf
und 5 dpf alten atf6*"-Zebrafischlarven im
Vergleich zum WT, p>0,05. Pro Genotyp
wurden mindestens funf Larven unter-
sucht.
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Im Alter von 3 dpf war die Zahl der Griinzapfen-AuRensegmente in atf6”-Zebrafischlarven
im Vergleich zu gleichaltrigen WT-Larven um 28,9 % (SD 32,3 %) und im Alter von 5 dpf
um 10,6 % (SD 9,2 %) reduziert (Abb. 27B). Die absoluten Griinzapfen-Zahlen sind fiir beide
Genotypen in Abb. S1 gegeben. In 15 dpf alten Zebrafischlarven war kein Unterschied in der
Zahl der Grunzapfen-AuRensegmente zwischen beiden Genotypen mehr nachweisbar (Abb.
27A und 27B).

Zur Validierung wurden ebenfalls atf6™"-Zebrafischlarven auf Veranderungen in der Zahl der
Grinzapfen im Vergleich zu gleichaltrigen WT-Larven untersucht. Vergleichbar mit der Un-
tersuchung der Rotzapfen konnten auch hier weder im Alter von 3 dpf noch von 5 dpf Unter-
schiede in der Zahl der Griinzapfen zwischen WT- und atf6™"-Zebrafischlarven beobachtet
werden (Abb. 27C)

4.3.1.3. Morphologie von Rot-und Griinzapfen und Lokalisation des Rhodopsins in den
Stdbchen wdhrend der Entwicklung der Zebrafischretina

Die Untersuchungen zur Morphologie der Rot- und Griinzapfen (Doppelzapfen) sowie zur
Lokalisation des Rhodopsins in den Stdbchen-Photorezeptoren in der sich entwickelnden Zeb-
rafischretina erfolgten ebenfalls Gber immunhistologische Farbungen. Hierfur wurden Primér-
antikorper gegen das in den Rot- und Griinzapfen gebildete Arrestin 3a (Zprl) und in den

Stabchen gebildete Rhodopsin (Zpr3) verwendet.

Die Morphologie der Rot- und Griinzapfen in atf6”-Zebrafischlarven zeigte einen verzogerten
Entwicklungsverlauf im Vergleich zu gleichaltrigen WT-Larven. Im Alter von 3 dpf schienen
die Rot- und Griinzapfen der atf6”-Zebrafischlarven in ihrer Form kiirzer und gedrungener als
in den WT-Tieren. In diesen waren die Rot- und Griinzapfen zu diesem Zeitpunkt schon
elongiert und jeder Rot- und Griinzapfen war in seiner Struktur klar und einzeln erkennbar
(Abb. 28). Mit 5 dpf war die Elongation der Rot- und Griinzapfen in den WT-Retinae weiter
ausgepragt, die Struktur des Innensegments, des Axons sowie des EndfiiRchens war klar zu
erkennen. In der Retina der atf6”-Zebrafischlarven war die Elongation der Rot- und Griinzap-
fen weniger ausgepragt. Wie schon im Alter von 3 dpf wirkten die Rot- und Griinzapfen in
ihrer Form gestaucht. Ferner schien das Axon verkirzt zu sein (Abb 28, Pfeile), wodurch sich
das Innensegment und das EndfliRchen fast bertihrten. Zudem war ihre regelmaRige Anord-
nung nicht in dem Male ausgepragt wie es in gleichaltrigen WT-Larven der Fall war (Abb
28). Erst im Alter vom 15 dpf waren keine Unterschiede in der Morphologie der Rot- und
Griinzapfen zwischen WT- und atf6”-Zebrafischlarven mehr zu erkennen. Hier lagen in den
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Retinae beider Genotypen die Rot- und Grinzapfen geordnet nebeneinander vor. Das Innen-
segment, das Axon und das EndfiiRchen waren jeweils als separate Strukturen erkennbar
(Abb. 28).

15 dpf

Abbildung 28: Morphologie der Rot- und
Grinzapfen in der sich entwickelnden Retina
von WT- und atf6”-Zebrafischlarven. Rot- und
Grunzapfen wurden mit dem Zprl-Antikdrper
markiert. Die Kernfarbung erfolgte mit DAPI. Die
Pfeile markieren das Axon zwischen Innenseg-
ment und Endfi3chen in den Rot- und Griinzap-
fen. MaRstabsbalken VergréBerung: 10 pum;
MaRstabsbalken Ubersicht: 50 pm.

5 dpf

Als letzter Zelltyp der &uReren Retina wurden die Stdbchen-Photorezeptoren untersucht. Hier
wurde die Lokalisation des Rhodopsins in den Stabchen analysiert. Bei den Stabchen-
Photorezeptoren waren zu keinem der untersuchten Alterszeitpunkte Unterschiede in der Lo-
kalisation des Rhodopsins erkennbar. Sowohl in der Retina von atf6”- als auch in WT-

Zebrafischlarven war das Rhodopsin groRtenteils und vergleichbar in den Auf’ensegmenten
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lokalisiert. In geringem Male lag im Alter von 3 dpf noch eine Fehllokalisation des
Rhodopsins in den Innensegmenten, Axonen und Endfli3chen in beiden Linien vor (Abb. 29,
Pfeile). Im Alter von 5 dpf sowie 15 dpf war das Rhodopsin fast vollstandig im AuRenseg-
ment lokalisiert. Hier unterschied sich nur noch die Lange der AufRensegmente voneinander,
die in den alteren Larven deutlich langer, jedoch wieder vergleichbar zwischen beiden Linien
waren. Da die Rhodopsin-Féarbung keine Identifizierung einzelner Stdbchen-Aulensegmente
ermoglichte, wurde weder die Zahl noch die Lénge der Stdbchen-AulRensegmente quantifi-

zZiert.

15 dpf

Abbildung 29: Morphologie der Stabchen-
Photorezeptoren in der sich entwickelnden
Retina von WT- und atf6”-Zebrafischlarven.
Rhodopsin wurde mit dem Zpr3-Antikérper mar-
kiert. Die Kernfarbung erfolgte mit DAPI. Die
Pfeile markieren fehllokalisiertes Rhodopsin.
MafRstabsbalken Vergréerung: 10 pm; MafR-
stabsbalken Ubersicht: 50 pm.

5 dpf
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4.3.1.4. Untersuchung der Bipolar- und Ganglienzellen wdhrend der Entwicklung

Immunbhistologische Farbungen wurden ebenfalls genutzt, um zu untersuchen, ob der Verlust
von atf6 einen Effekt auf die Entwicklung und Integritét der inneren Retina, insbesondere auf
Bipolar- und Ganglienzellen hat. Eine Bipolarzell-Subpopulation wurde mithilfe des
Proteinkinase-Ca (PKCa)-Priméarantikorpers markiert. Die PKCa gilt als Marker verschiede-

ner ON-Bipolarzellen in der Zebrafischretina (Haug et al., 2019).

Die Morphologie der PKCa-positiven Bipolarzellen in den Retinae von atf6”- entsprach der
von gleichaltrigen WT-Larven in allen drei untersuchten Altersstufen (Abb. 30A). Die Zell-
korper der PKCa-positiven Bipolarzellen waren in den Retinae beider Zebrafischlinien in der
medialen Halfte des INLs lokalisiert und gleichmaRig nebeneinander angeordnet. Im Alter
von 3 dpf war dieses Muster hauptsachlich auf den zentralen Bereich der Retina beschrankt,
die PKCa-positiven Bipolarzellen im peripheren dorsalen und peripheren ventralen Bereich
der Retina schienen noch unorganisiert vorzuliegen. Ab einem Alter von 5 dpf lagen die
PKCa-positive Bipolarzellen auch in den peripheren retinalen Bereichen beider Zebrafischli-
nien gleichméaRig angeordnet vor (Abb. 30A).

Die Quantifizierung der PKCa-positiven Bipolarzellen erfolgte tiber die Auszéhlung der Zell-
korper. Ihre Zahl war in den Retinae der 3 dpf bzw. 5 dpf alten atf6”-Zebrafischlarven im
Vergleich zu WT-Larven um 14,2 % (SD 11,7 %) bzw. 15,7 % (SD 5,0 %) reduziert. Wéh-
rend die Retina von WT-Tieren im Schnitt 81,4 (SD 6,6) bzw. 158,6 (SD 18,5) PKCa-positive
Bipolarzellen besaB, enthielt die atf6-defiziente Retina durchschnittlich 69,9 (SD 9,5) bzw.
133,7 (SD 8,0) PKCa-positive Bipolarzellen (Abb. S1). Dieser Unterschied war in einem Al-
ter von 15 dpf nicht mehr zu beobachten (Abb. 30B).
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Abbildung 30: Untersuchung der PKCa-positiven Bipolarzellen in 3 dpf, 5dpf und 15 dpf alten Zebra-
fischlarven. (A) Immunhistologische Farbungen der PKCa-positiven Bipolarzellen und Zellkerne (DAPI) in 3 dpf,
5 dpf und 15 dpf alten atf6”- und WT-Larven. Die Lokalisation der VergrofRerungen ist in der Retina mit einer
weiflen Box gekennzeichnet. Mal3stabsbalken: 50 um; Maf3stabsbalken Ver/quBerung: 10 um. (B) Quantifizie-
rung der PKCa-positiven Bipolarzellen in 3 dpf, 5 dpf und 15 dpf alten atf6™- und WT-Zebrafischlarven. 3 dpf:
p=0,02, 5 dpf: p=0,001, 15 dpf: p>0,05. Pro Genotyp wurden mindestens sieben Larven untersucht.

Die Axone der retinalen Ganglienzellen wurden unter Verwendung eines Neurolin-
Primérantikorpers (Zn-8) visualisiert. Neurolin ist ein Zelladhdsionsprotein, welches an der
Wegfindung der Ganglienzellaxone zur Papille, an der der optische Nerv das Auge in Rich-

tung Gehirn verlésst, beteiligt ist (Paschke et al., 1992). Durch die Farbung der Ganglienzell-
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axone war es moglich die Grenzen des GCLs zu markieren (Abb. 31A, Pfeile) und die Gang-

lienzellen anhand ihrer Kerne auszuzahlen.
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Abbildung 31: Untersuchung der Ganglienzellen in 3 dpf, 5 dpf und 15 dpf alten Zebrafischretinae.

(A) Immunhistologische Farbungen der GCL-Axone (Zn-8) und Ganglienzell-Zellkerne (DAPI) in 3 dpf, 5 dpf und
15 dpf alten atf6™ - und WT-Larven. Pfeile markieren die GCL-Grenzen. Mal3stabsbalken: 50 um (B) Relative
Ganglienzell-Zahlen in 3 dpf, 5 dpf und 15 dpf alten atf6”- und WT-Zebrafischlarven. 3 dpf: p=0,004, 5 dpf:
p=0,002, 15 dpf: p>0,05. Pro Genotyp wurden mindestens sechs Larven untersucht.

Auch die Quantifizierung der Ganglienzellen zeigte vergleichbar mit den bisherigen Untersu-
chungen eine signifikante Reduktion in den Retinae 3dpf und 5dpf alter atf6”-

Zebrafischlarven im Vergleich zu WT-Larven. Die Zahl der Ganglienzellen war in der atf6-
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defizienten Retina bis zu einem Alter von 5 dpf um bis zu 24,7 % (SD 14,0 %), d.h. um bis zu
91,6 (SD 10,9) Zellen verringert (Abb. 31B, Abb. S1). Im Alter von 15 dpf waren keine Un-

terschiede zwischen beiden Genotypen mehr zu beobachten.

4.3.1.5. Untersuchung der Rot- und Griinzapfen in der adulten Zebrafischretina

Weiterhin sollte untersucht werden, ob der Verlust von atf6 altersabhangige Effekte im Auf-
bau der adulten, maturierten Zebrafischretina auslost. Eine spat beginnende, altersabhéngige
Degeneration der Retina mit einhergehendem Funktionsverlust der Photorezeptoren konnte
bereits in Atf6”-Mausen nachgewiesen werden (Kohl et al., 2015). Um potentielle im Alter
auftretende atf6-abhéngige Veranderungen in der Zebrafischretina nachweisen zu kdnnen,
wurden vergleichbar zu den untersuchten Larvenstadien, histologische Farbungen der Dop-
pelzapfen sowie der Rot- und Griinzapfen-AuRensegmente an Retina-Schnitten von 13 mpf
alten atf6™- und WT-Tieren durchgefiihrt.

Es konnten in den adulten Zebrafischretinae jedoch keine quantitativen oder morphologischen
Unterschiede (Abb. 32A) bei den Rot- und Griinzapfen-AuRensegmenten im ventral zentralen
und dorsal zentralen Bereich der Retina beobachtet werden. (Abb. 32B). Die Morphologie der
Rot- und Griinzapfen war in atf6”- und WT-Tieren vergleichbar. Diese lagen gleichmaBig
angeordnet in elongierter Form vor. Ihre Endfuchen waren in jeder der beiden untersuchten
Zebrafischlinien auf gleicher Hohe im IPL lokalisiert. Auch die Zahl der Rot- sowie Griinzap-
fen im dorsal zentralen sowie im ventral zentralen Bereich der Retina unterschieden sich nicht

zwischen der WT- und der atf6-defizienten Tieren.
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4.3.1.6. Untersuchung der Bipolar- und Ganglienzellen in der adulten Zebrafischretina

Um zu untersuchen, ob der Verlust von atf6 einen altersabhangigen Einfluss auf die PKCa-
positiven Bipolar- und Ganglienzellen in der adulten Zebrafischretina hat, wurden diese eben-
falls in retinalen Schnitten 13 mpf alter atf6”- und WT-Tiere immunhistologisch analysiert.
Die Farbung der PKCa-positiven Bipolarzellen ergab keine Unterschiede hinsichtlich ihrer
Morphologie zwischen atf6”- und WT-Zebrafischen. In beiden Linien waren die Zellkorper
in der oberen Halfte des INLs lokalisiert. Ihre Dendriten und Axone durchspannten diesen
uber dessen gesamte Breite und bildeten synaptische Kontakte mit den Zellen des ONL und
GCLs aus (Abb. 33A). Die quantitative Analyse der Bipolarzellen ergab ebenfalls keine signi-
fikanten Unterschiede in der Zahl der PKCa-positiven Bipolarzellen zwischen beiden Linien
(Abb. 33B).
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Abbildung 33: Untersuchung der Bipolar- und Ganglienzellen in der adulten atf6”- und WT-
Zebrafischretina. (A) Immunhistologische Farbungen PKCa-exprimierender Bipolarzellen. Die Kerne wurden
mit DAPI angefarbt. Mal3stabsbalken: 50 um. (B) Absolute Quantifizierung der PKCa-positiven Bipolarzellzahlen
und Ganglienzellzahlen auf der ventralen und dorsalen Seite des optischen Nervs. BC: p>0,05; GC: p>0,05. BC:
PKCa-positive Bipolarzellen; GC: Ganglienzellen. Pro Genotyp wurden drei Tiere analysiert.

Die Ganglienzellen wurden in diesen Bereichen anhand ihrer mit DAPI angeférbten Kerne
ausgezahlt. Die Zahl der Ganglienzellen unterschied sich weder im ventral zentralen noch im

dorsal zentralen Bereich zwischen der adulten atf6”- und der WT-Retina (Abb. 33B).

4.3.1.7. Untersuchung der Proliferation und des Zelltods in der atf6/--Zebrafischretina

Um zu Gberpriifen, ob ein Fehlen von atf6 Auswirkungen auf die Proliferation retinaler Zellen
hat oder die Zelltodrate beeinflusst, wurden immunhistologische Farbungen sterbender und
sich teilender Zellen sowie ein Zelltod-Assay an retinalen Schnitten durchgefiihrt. Die Unter-
suchungen erfolgten gemaR den vorherigen Analysen an den Altersstufen 3 dpf, 5 dpf, 15 dpf
und 13 mpf bzw. 16 mpf.

Zur Detektion der Zellen, die sich in der Proliferation befanden, wurden immunhistologische
Farbungen unter Verwendung eines Primarantikorpers gegen das Proliferation-Cell-Nuclear-
Antigen (PCNA), einem Marker der eukaryotischen Replikation (Mathews et al., 1984),
durchgefihrt. Bei allen untersuchten Altersstufen wurden PCNA-positive Zellen wie zu er-
warten in der CMZ detektiert. Die Zahl PCNA-positiver Zellen in der CMZ war dabei wéh-
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rend der untersuchten Larvalstadien (3 dpf bis 15 dpf) deutlich héher als bei adulten Tieren.
Eine Quantifizierung war aufgrund der Zelldichte PCNA-positiver Zellen in der CMZ nicht
mdoglich. Bei 3 dpf alten Larven zeigte der Grofteil der retinalen Zellen eine PCNA-
Immunreaktivitat, wodurch eine Quantifizierung der PCNA-positiven Zellen in dieser Alters-
stufe nicht moglich war (Abb. 34A).
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Abbildung 34: Untersuchung der Proliferation in atf6”- und WT-Zebrafischretinae. (A) und (C) Immunhisto-
logische Farbungen von proliferierenden (PCNA-positiven) Zellen. Die Kerne wurden mit DAPI angefarbt. Maf3-
stabsbalken (A): 50 um; (C) 200 um. (B) Quantitative Auswertung der Zahl PCNA-positiver Zellen auRerhalb der
CMZ. p>0,05. Im Alter von 5 dpf und 15 dpf wurden pro Genotyp sieben Larven, bei den adulten Tieren pro Ge-
notyp acht Tiere untersucht. V: ventral, D: dorsal, Pfeile markieren PCNA-positive Zellen.
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Die Quantifizierung der PCNA-positiven Zellen (auBerhalb der CMZ) im Alter von 5 dpf,
15 dpf und 13 bzw. 16 mpf zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen WT- und atf6™-
Zebrafischen. Im Alter von 5dpf wurden in der Retina von WT- wie auch atf6”-
Zebrafischlarven 1,3 (SD 1,3) bzw. 1,4 (SD 1,6) PCNA-positive Zellen detektiert. Bis 15 dpf
stieg die Zahl auf 15,4 (SD 6,8) bzw. 11,6 (SD 6,2) an und verdoppelte bzw. verdreifachte
sich danach bis ins adulte Alter (Abb. 34B). Die Auszéhlung PCNA-positiver Zellen in 5 dpf
alten Larven erfolgte Uber die gesamte Retina. Die Auszahlung PCNA-positiver Zellen in der
15 dpf und adulten Retina erfolgte getrennt nach ventraler und dorsaler Retina und den retina-
len Schichten, wobei die Zahl PCNA-positiver Zellen im dorsalen ONL generell am hdchsten
war (Abb. 34B).

In der Zelltodrate konnte mit keiner der angewandten Methoden signifikante Unterschiede
zwischen atf6”- und WT-Larven bzw. —fischen im Alter von 3 dpf bis 13 mpf bzw. 16 mpf
beobachtet werden. Zellen, die sich in der Apoptose befanden wurden immunhistologisch
unter Verwendung eines Primarantikorpers gegen die aktive Caspase-3 detektiert (Abb.
35A,B). Bei der quantitativen Analyse zeigte sich, dass im Alter von 3 dpf die héchste Zahl
aktiver-Caspase-3-positiver Zellen vorlag. In der WT-Retina wurden zu diesem Alterszeit-
punkt 7,4 (SD 3,3) und in der atf6-defizienten Retina 5,5 (SD 2,1) Caspase-3-positive Zellen
detektiert. Ab 5 dpf bis ins adulte Alter sank die Zahl in beiden Genotypen auf 0,5 (SD 0,8)
bis 1,6 (SD 2,1) Caspase-3-positive Zellen pro retinalem Schnitt (Abb. 35C).
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Abbildung 35: Untersuchung der Caspase-3 vermittelten Apoptose in der atf6”- und WT-Zebrafischretina
mittels immunhistologischer Farbungen. (A) und (B) Immunhistologische Farbungen apoptotischer (aktive
Caspase-3 positiver) Zellen. Pfeile markieren apoptotische Zellen. Die Kerne wurden mit DAPI geféarbt. ON: Opti-
scher Nerv. Maf3stabsbalken (A): 50 um; (B) 20 um. (C) Quantitative Auswertung der Zahl aktiver-Caspase-3-
positiver Zellen. p>0,05. Fur die Altersstufen 3 dpf, 5 dpf und 15 dpf wurden pro Genotyp mindestens sieben
Larven untersucht. Die Quantifizierung in der adulten Retina erfolgte an acht verschiedenen Tieren. Pfeile markie-

ren Caspase-3-positive Zellen.

Zur weiteren Detektion der Zelltodrate in WT- und atf6-defizienten Retinae wurde der
TUNEL-Assay genutzt (Abb. 36A und 36B). Die Auszéhlung der TUNEL-positiven Zellen in
3 dpf und 5 dpf alten Larven erfolgte tber die gesamte Retina. WT- und atf6”-Larven wiesen
im Alter von 3 dpf mit 18,6 (SD 6,0) bzw. 16,3 (SD 4,9) eine hohere Zelltodrate im Vergleich
zu 5dpf [1,6 (SD 1,6) bzw. 1,7 (SD 1,1)] und 15 dpf alten Tiere [2,0 (SD 1,3) bzw. 2,0 (SD
1,4)] (Abb. 36C) auf. Bei adulten atf6”-Zebrafischen wurden ein Anstieg in der Zahl
TUNEL-positiver Zellen auf 12,3 (SD 2,5) und bei WT-Tieren auf 22,5 (SD 21,4) detektiert,
sodass deren Zahl hoher als in 5 dpf und 15 dpf, jedoch &hnlich im Vergleich zu 3 dpf lag. In
keiner der untersuchten Altersstufen konnte ein signifikanter Unterschied in der Zahl
TUNEL-positiver Zellen zwischen den beiden Linien ermittelt werden (Abb. 36C).
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Abbildung 36: Detektion sterbender Zellen in der atf6”- und WT-Zebrafischretina mithilfe des TUNEL-
Assays. (A) und (B) Aufnahmen von Schnitten, die mit dem TUNEL-Assay untersucht wurden. TUNEL-positive
Zellen sind in griin dargestellt und durch Pfeile markiert. Die Kerne wurden mit DAPI angefarbt. D: dorsal, V:
ventral. Maf3stabsbalken (A): 50 um; (B) 200 pm. (C) Quantifizierung TUNEL-positiver Zellen. p>0,05. Im Alter
von 3 dpf, 5 dpf und 15 dpf wurden mindestens sieben Larven pro Genotyp untersucht. Die Quantifizierung in der
adulten Retina erfolgte an acht verschiedenen Tieren.

4.3.2. Funktionelle Charakterisierung des atf6”-Zebrafisches mittels ERG-
Messungen

Um zu untersuchen, ob atf6 fiir die Funktionalitdt der Retina essentiell ist, wurden ERG-
Messungen an 5 dpf alten WT- und atf6”-Zebrafischlarven durchgefiihrt. Da die Stdbchen-
Photorezeptoren erst ab einem Alter von 15 dpf funktionstiichtig sind, kann so selektiv das
Zapfen-Photorezeptor-basierte Sehen untersucht werden (Raymond et al., 1995; Bilotta et al.,
2001). Die ERG-Messungen erfolgten in der Gruppe von Prof. Stephan Neuhauss an der Uni-
versitat Zirich und wurden von Dr. Jingjing Zhang durchgefiihrt. Die ERG-Messungen der

atf6”-Zebrafischlarven ergaben bei allen fiinf gemessenen Lichtintensitaten eine signifikant
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verringerte b-Wellenamplitude, d.h. ein verringertes Gesamtpotential im Vergleich zu WT-
Larven (Abb. 37A, B, C, D, E).
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Abbildung 37: Ubersicht der b-Wellenamplituden der ERG-Messungen in atf6”-Zebrafischlarven im Ver-
gleich zu WT-Larven. (A) - (E) Vergleich der gemessenen b-Wellenamplituden in 5 dpf alten WT und atf6”-
Zebrafischlarven bei unterschiedlichen aufsteigenden Lichtintensitaten. (F) Ubersicht der gemessenen b-
Wellenamplituden bei allen eingesetzten Lichtintensitaten. 0,01 %: p=0,01, 0,1 %: p<0,001, 1 %: p<0,001, 10 %:
p=0,003, 100 %: p<0,001. Pro Genotyp wurden mindestens 38 Larven untersucht.

Gemittelt Gber alle Lichtintensitaten besaRen atf6”-Zebrafischlarven eine um 33,5 % redu-
zierte b-Wellenamplitude im Vergleich zu gleichaltrigen WT-Larven. Vergleicht man die b-
Wellenamplitude zwischen atf6”- und WT-Zebrafischlarven pro gegebener Lichtintensitat, so
wurde die groRte Differenz bei einer Lichtintensitat von 0,1 % beobachtet. Das gemessene
Gesamtpotential von atf6”-Zebrafischlarven betrug hier 2,3 mV (SD 2,0 mV) und war damit
um 40,4 % geringer als das gemessene Gesamtpotential von WT-Zebrafischlarven mit 3,9 mV
(SD 2,1 mV). Die geringste Abweichung der b-Wellenamplitude zwischen beiden Genotypen
wurde bei einer Lichtintensitat von 100 % beobachtet. Bei dieser Lichtintensitat war diese in
atf6”-Zebrafischlarven, bei denen Gesamtpotential-Werte von 7,0 mV (SD 3,8 mV) gemes-
sen werden konnten, im Vergleich zu WT-Larven mit Messwerten von 9,6 mV (SD 2,6 mV),

um 27,3 % reduziert.
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4.3.3. Expressionsanalyse von UPR-Komponenten in der WT- und atf6-
defizienten Zebrafischretina

Da Atf6 eine essentielle Komponente der UPR darstellt, wurde anhand von ISH- und qRT-
PCR-Experimenten untersucht, wie sich der Verlust von atf6 auf die Expression der beiden
atfé-Zielgene hspa5 (Bip/GRP78 Ortholog im Zebrafischgenom) und hsp90bl (GRP94
Ortholog im Zebrafischgenom), von atf6f, sowie weiterer UPR-Komponenten im Zebrafisch

auswirkt.

Eine Ubersicht der untersuchten Gene, sowie deren Gen-/Proteinbezeichnungen im Mensch
und Zebrafisch ist in Tabelle 37 zusammengestellt. Die zugehorigen NCBI-Referenznummern

sind in Tabelle S2 gelistet.

Tabelle 37: Gen- und Proteinbezeichnungen verschiedener UPR-Komponenten, sowie deren
Funktion in Mensch und Zebrafisch

Genname (human) | Genname (Zebrafisch) | Beschreibung
HSPAS5 (BiP/GRP78) | hspab Hitzeschock-Protein (Chaperon)
HSP90B1 (GRP94) hsp90b1 Hitzeschock-Protein (Chaperon)
ATF6p atf6p Aktivierender Transkriptionsfaktor 63
ERN1 (IRE1) ernl Proteinkinase
EIF2AK3 (PERK) eif2ak3 Proteinkinase
EDEM1 edeml ER-Degradierungsverstarker
CHOP/DDIT3 ddit3 Pro-apoptotisches Protein
ERO1p erolp ER-Oxidoreduktase
PDIA3 (GRP58) pdia3 Protein-Disulfid-Isomerase

4.3.3.1. Lokalisation der Expression von hspa5, hsp90b1 und atfé6f in der WT-Retina

Die Analyse der Expressionsmuster der atf6-Zielgene hspa5 und hsp90bl sowie des Trans-
kriptionsfaktors atf6f8, wurden in whole mount ISH-Experimenten an 3 dpf und 5 dpf alten
WT-Larven durchgefiihrt. Von einem Teil der in der ISH angeféarbten Zebrafischlarven wur-
den anschliel3end histologische Schnitte angefertigt, um die Expression der untersuchten Gene

in der Zebrafischretina zu lokalisieren.

In den whole mount-Farbungen der 3 dpf alten Zebrafischlarven war eine starke Expression
von hspa5 und hspa90b1l im Gehirn der Larven zu erkennen. Zusétzlich konnte eine deutliche
Farbung im Bereich des Auges (Abb. 38A, schwarze Pfeile) beobachtet werden. Zudem wur-
den in den whole mount-Préparaten eine Expression von hspa5 und hspa90bl in Neuromasten
und Vorlauferzellen des Seitenlinienorgans detektiert. Die mit den jeweiligen Kontrollsonden
zu hspab und hsp90b1 hybridisierten Larven zeigten keine Farbung. Die Lokalisation der Ex-

pression von atf6f konnte nur in eingeschranktem Mafe analysiert werden, da auch die sense-
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Kontrollsonde eine starke Farbung im Bereich des Gehirns aufwies. Lediglich die Farbung im
Bereich des Auges war nur in mit der antisense-Sonde gegen atf6f behandelten Larven zu

erkennen (Abb. 38A). In der Kontrolllarve war in dieser Region keine Farbung zu erkennen.
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Abbildung 38: ISH zur Detektion der atf6-Zielgene hspa5 und hsp90b1l sowie gegen atf6B in 3 dpf alten
Zebrafischlarven. (A) Nachweis der Expression von hspa5, hsp90bl und atf6B in 3dpf alten WT-
Zebrafischlarven mittels whole mount ISH. (B) Histologische Schnitte der in der whole mount ISH angefarbten
Zebrafischlarven. Die Lokalisation der Expression der unterschiedlichen Gene in den verschiedenen retinalen
Schichten ist zur Verdeutlichung schematisch neben dem jeweiligen histologischen Schnitt abgebildet. Rot: Pho-
torezeptoren, Tirkis: Amakrinzellen im lateralen INL, Griin: Zellen im medialen INL, Blau: Zellen im GCL, Gelb:
Zellen der CMZ. MaR3stabsbalken: 50 pm.

Die histologischen Schnitte der in der ISH angeféarbten Larven zeigten in welchen Regionen
und Lagen der Zebrafischretina die untersuchten Gene exprimiert sind. hspa5 wurde im Alter
von 3 dpf in den peripheren — jedoch nicht zentralen — Bereichen der Photorezeptoren-Schicht
(Abb. 38B, roter Pfeil), in den Amakrinzellen (Abb. 38B, tlrkisfarbener Pfeil) sowie im GCL
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(Abb. 38B, blauer Pfeil) exprimiert. Die Expression im GCL folgte einem Gradienten mit
einer starkeren Expression in den peripheren Regionen als im zentralen Bereich. hsp90b1l
zeigte ein dhnliches Expressionsmuster wie hspab im Alter von 3 dpf. Es wurde ebenfalls nur
in den peripheren, nicht in den zentralen Bereichen der Photorezeptoren-Schicht (Abb. 38B,
roter Pfeil) und in den Amakrinzellen (Abb. 38B, turkisfarbener Pfeil) exprimiert. Hinzu kam
eine Expression in Zellen des medialen peripheren INLs (Abb. 38B; gruner Pfeil) sowie in
wenigen Zellen der CMZ (Abb. 38B, gelber Pfeil). Die Expression im GCL war fiir hsp90b1
auf die peripheren retinalen Bereiche beschréankt (Abb. 38B, blauer Pfeil). atf6f wurde im
Vergleich zu den beiden anderen untersuchten Genen restriktiv nur in den Amakrinzellen
(Abb. 38B, turkisfarbener Pfeil) und in den peripheren Bereichen des GCLs (Abb. 38B, blau-
er Pfeil) exprimiert. Verglich man im Alter von 3 dpf die Expression der untersuchten Gene
mit der Expression von atf6é (vgl. Abb. 16A Abschnitt 4.1.2) war ein Uberlappendes Expressi-
onsmuster in den peripheren, der CMZ zugewandten Bereichen der Photorezeptor-Schicht,
den Amakrinzellen sowie im GCL zu erkennen. Fur den GCL galt auch hierbei, dass die Ex-
pression aller drei Gene einem Gradienten folgte, sodass die Expression in den Randbereichen

des GCLs am stérksten und im zentralen Bereich am schwachsten ausgepragt war.

Bei der Analyse der Expression aller drei Gene im Alter von 5 dpf zeigte sich eine starke Re-
duktion der ISH-Signale im Vergleich zu 3 dpf (vgl. Abb. 39 und Abb. 39). hspa5 wie auch
hsp90b1l sind zwar jeweils weiterhin im Gehirn sowie im Bereich des Auges exprimiert (Abb.
39A), die Expression war im Vergleich zu 3 dpf alten WT-Larven jedoch deutlich reduziert
(vgl. Abb. 39A). atf6f konnte im Alter von 5 dpf nicht mehr im Bereich des Auges detektiert
werden (Abb. 39A). Eine Aussage Uber dessen Expression im Bereich des Gehirns war auf-
grund der Farbung in der mit der Kontrollsonde hybridisierten Larve wie schon bei 3 dpf alten

Larven nicht mdglich.

Die histologischen Schnitte der in der ISH angeféarbten Larven zeigten, dass sich die Expres-
sion sowohl von hspa5 als auch von hsp90b1l im Alter von 5 dpf auf die peripheren, der CMZ
zugewandten Regionen der Photorezeptor-Schicht, des medialen INLs und der Amakrinzellen
beschrankt. Eine geringe Expression konnte ebenfalls in der CMZ detektiert werden. hspab
wurde im Gegensatz zu hsp90b1 weiterhin in der Peripherie des GCLs detektiert (Abb. 39B).
Aufféllig ist, dass im Vergleich zu 3 dpf alten Larven, hspa5 und hsp90b1 in 5 dpf alten Lar-
ven eine restriktive Expression in den peripheren Bereichen des GCLs und INLs zeigten. Eine
Expression von atf6f war zu diesem Alterszeitpunkt in der Retina nicht zu detektieren. Ver-
gleicht man auch im Alter von 5 dpf das Expressionsmuster von atf6é mit dessen Zielgenen,

Uberlappte die Expression von atf6 in den peripheren Amakrinzellen mit hspa5 und hsp90bl
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sowie in den Randbereichen des GCLs mit hspa5 (vgl. Abb. 16A, Abschnitt 4.1.2). Wahrend
beide atf6-Zielgene in dieser Altersstufe ebenso noch eine geringe Expression in den periphe-
ren, der CMZ zugewandten Regionen der Photorezeptor-Schicht aufwiesen, konnte eine atf6-

Expression hier nicht mehr detektiert werden (vgl. Abb. 16A, Abschnitt 4.1.2).
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Abbildung 39: ISH zur Detektion der atf6-Zielgene hspa5 und hsp90b1l sowie gegen atf6B in 5 dpf alten
Zebrafischlarven. (A) Whole mount ISH gegen hspa5, hsp90bl und atf68 in 5 dpf alten WT-Zebrafischlarven.
(B) Histologische Schnitte der in der whole mount ISH angefarbten Zebrafischlarven. Die Lokalisation der Ex-
pression der unterschiedlichen Gene in den verschiedenen retinalen Schichten ist zur Verdeutlichung schema-
tisch neben dem jeweiligen histologischen Schnitt abgebildet. Rot: Photorezeptoren, Turkis: Amakrinzellen im
INL, Grun: Zellen im medialen INL, Blau: Zellen im GCL, Gelb: Zellen der CMZ. MaR3stabsbalken: 50 pm.
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4.3.3.2. Die Expression weiterer UPR-Komponenten in der atf6-defizienten Zebrafischretina

Um zu Uberprifen, ob der Verlust von atfé zu einer verdnderten Expression anderer UPR-
Komponenten fiihrt, wurden gRT-PCR-Experimente mit RNA aus 3 dpf und 5 dpf alten Lar-
ven und adulten Zebrafischretinae durchgefuhrt. Hierbei wurden Komponenten des ATF6-
Signalweges (hspa5, hsp90b1l, pdia3), des IRE1-Signalweges (ernl, edeml) und des PERK-
Signalweges (eif2ak3, ddit3) untersucht. Zusétzlich wurde noch die Expression von atf64 und
der ER-Oxidoreduktase erolp bestimmt. In friheren Studien konnte bereits gezeigt werden,
dass erolp ein Zielgen von atf6 in murinem Gewebe darstellt (Adachi et al., 2008), in
Medaka-Larven jedoch nicht von diesem reguliert wird (Ishikawa et al., 2013). Die jeweilige
Expression der unterschiedlichen UPR-Komponenten in atf6”- im Vergleich zu WT-Tieren in

jeder der analysierten Altersstufen sind in Tabelle 38 aufgefihrt.

Betrachtete man die Expression der einzelnen Komponenten des ATF6-Signalweges so konn-
ten keine Veranderungen in der Expression von hspa5, hsp90b1 und pdia3 im Larvalstadium
(3 dpf und 5 dpf) im Vergleich zu WT-Larven beobachtet werden. In der adulten Retina war
die Expression von hspa5 jedoch um das 1,3-fache und von hsp90bl um das 1,6-fache im
Vergleich zu WT-Retinae verringert. Flr pdia3 konnte auch in der adulten Retina keine ver-

anderte Expression im Vergleich zum WT detektiert werden (vgl. Tabelle 38).

Die Analyse des IRE1-Signalweges zeigte eine um das 1,6-fach bzw. 1,9-fach reduzierte
ernl-Expression im Alter von 3 dpf bzw. 5 dpf im Vergleich zu WT-Larven. Auch fiir edeml
konnte im Alter von 3 dpf, nicht aber firr 5 dpf, eine um das 1,2-fache reduziertes Expression
im Vergleich zu WT-Larven detektiert werden. In der adulten atf6-defizienten Retina wurden
keine Veranderungen in der Expression von ernl und seinem Zielgen edeml im Vergleich zu
WT-Tieren beobachtet (vgl. Tabelle 38).

Weiterhin wurde die Expression von eif2ak3 und dessen Zielgen ddit3 analysiert. Hier konn-
ten in keiner der untersuchten Altersstufen (3 dpf, 5 dpf und adult) Unterschiede in der Ex-
pression der beiden Gene gegeniiber WT-Tieren festgestellt werden. Analog verhielt es sich

mit Expression von erolp (vgl. Tabelle 38).

Die Analyse von atf6p zeigte eine um das 1,4-fach bzw. 1,5-fach erhohte Expression in

atf6”- Zebrafischlarven im Alter von 3 dpf bzw. 5 dpf im Vergleich zu WT-Tieren. In der
adulten Retina wurden keine Expressionsunterschiede fir atf6s zwischen beiden Genotypen
detektiert (vgl. Tabelle 38).
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4.3.4. Charakterisierung des atf6”-Zebrafischmodells nach pharmakologischer
Induktion von ER-Stress

ER-Stress kann pharmakologisch durch eine Behandlung mit Tunicamycin induziert werden.
Tunicamycin hemmt die N-Glykosylierung (Kornfeld und Kornfeld, 1985). Durch die fehlen-
de N-Glykosylierung wird die Proteinfaltung beeintréchtigt, wodurch es zu einer Akkumula-
tion von fehl- bzw. ungefalteten Proteinen im ER und infolgedessen zu einer Aktivierung der
UPR kommt. Fehlt einer der drei UPR-Signalwege, wie es im atf6”-Zebrafischmodell der
Fall ist, kann es zu einer Einschrankung der UPR gegenliber WT-Tieren kommen, sodass eine
Behandlung mit Tunicamycin in diesen Tieren moglicherweise zu erhdhtem ER-Stress im

Vergleich zu WT-Tieren fuhren kann.

4.3.4.1. Die Expression verschiedener ER-Stressgene nach pharmakologischer Induktion
der UPR mit Tunicamycin

Es wurden qRT-PCR-Experimente durchgefuhrt, um anhand der Expression verschiedener
UPR-Gene zu Uberprifen, ob und wie durch die Behandlung mit Tunicamycin die UPR akti-
viert wurde und ob diesbeziiglich Unterschiede zwischen atf6™- und WT-Tieren auftraten. Es
wurde die Expression von hspab, ddit3 und edem1 in fur 48 h mit Tunicamycin bzw. als Kon-
trolle mit DMSO behandelte 5 dpf alten WT- und atf6”-Zebrafischlarven analysiert. Die un-
tersuchten Gene wurden so gewahlt, dass aus jedem der drei UPR-Signalwege ein Zielgen
getestet wurde. Die Expressionen der einzelnen Gene in den Kontroll- sowie in den mit Tuni-

camycin-behandelten Zebrafischlarven sind in Tabelle 39 dargestellt.

Tabelle 39: Relative Expression von hspa5, ddit3 und edeml in WT- und atf6”-Zebra-
fischlarven nach der Behandlung mit Tunicamycin. Der relative Expressionsunterschied bezieht
sich fir WT- und atf6”-Zebrafischlarven auf Tunicamycin- versus DMSO-behandelte Larven. Die
Differenz des relativen Expressionsunterschieds (letzte Spalte) wurde zwischen Tunicamycin-
behandelten WT- und atf6”-Zebrafischlarven ermittelt. p<0,001 fir alle untersuchten Gene.

n Differenz
WT alie atf6” versus WT
Gen Relativer Relativer Relativer
Expressions- Ergebnis Expressions- Ergebnis Expressions-
unterschied unterschied unterschied
hspab 22,37 22,4-fach 1 5,65 5,6-fach 1 A 16,72
ddit3 4,98 5-fach 1 481 4,8-fach 1 A 0,17
edeml 2,81 2,8-fach 1 1,62 1,6-fach 1 A1,18

1: Erhohte Expression
S

Die quantitative Analyse der Expression von hspa5, ddit3 und edeml zeigte, dass durch die

Behandlung mit Tunicamycin ER-Stress ausgel6st und die UPR aktiviert werden konnte. Die
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Expression von hspa5, dem Zielgen des ATF6-Signalweges, stieg in WT-Larven durch die
Behandlung mit Tunicamycin um das 22,4-fache an. In den atf6”-Zebrafischlarven wurde
durch die Tunicamycin-Behandlung eine 5,6-fach erhohte hspab-Expression induziert, welche
somit 4-fach geringer war als bei WT-Larven. Die Expression von edeml stieg nach der Be-
handlung mit Tunicamycin in den atf6”-Zebrafischlarven um das 1,6-fache an, wahrend die
Expression in WT-Larven um das 2,8-fache anstieg und damit 1,75-fach héher war als in
atf6”-Zebrafischlarven. Die Behandlung mit Tunicamycin bewirkte in WT- und atf6”-
Zebrafischlarven eine vergleichbare Erhéhung des ddit3-Expressionsniveaus — in den WT-

Larven um das 5-fache und in den atf6”"-Zebrafischlarven um das 4 8-fache.

4.3.4.2. Der Effekt von Tunicamycin auf die Zellen der dufSeren Zebrafischretina

Es ist bislang nicht bekannt, ob zusétzlicher pharmakologisch induzierter ER-Stress den reti-
nalen Phanotyp in atf6-defizienten Larven verstarkt bzw. wie induzierter ER-Stress die Retina
von WT-Larven beeinflusst. Daher wurden in dieser Arbeit Zebrafischlarven im Alter von
1 dpf bzw. 3 dpf fur 48 h mit 1 mg/ml Tunicamycin behandelt. Die Retina von 3 dpf und
5 dpf alten Larven wurde mittels immunhistologischen Féarbungen charakterisiert. Die Rot-
und Griinzapfen-AuflRensegmente wurden wie in Abschnitt 4.3.1.2 beschrieben angefarbt. Die

Kernféarbung erfolgte mit DAPI.

Die Analyse der Rotzapfen ergab keine signifikanten Unterschiede in der Zahl der Rotzapfen-
AuBensegmente zwischen WT- und atf6”-Zebrafischlarven in beiden Altersstadien nach Tu-
nicamycin-Behandlung. Obwohl die Tunicamycin-Behandlung in 3 dpf alten atf6”-
Zebrafischlarven zu einer verringerten Rotzapfen-Zahl von 23,1 % (SD 31,3 %) im Vergleich
zu mit DMSO-behandelten Kontrolltieren, und in WT-Tieren zu einer Reduktion von 14,5 %
(SD 18,5 %) fihrte, resultierte die Behandlung mit Tunicamycin in keiner der beiden Linien
in einer signifikant verringerten Zahl an Rotzapfen-AulRensegmenten (Abb. 40C). Im Alter
von 5 dpf konnten ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in der Zahl der Rotzapfen-
AuRensegmente durch die Tunicamycin-Behandlung in beiden Genotypen beobachtet werden.
Ebenso unterschied sich die Zahl dieser zwischen Tunicamycin-behandelten WT- und atfe™ -
Zebrafischlarven in beiden Altersstufen nicht (Abb. 40C).
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Abbildung 40: Untersuchung der Rot- und Griinzapfen-Aulensegmente in 3 dpf und 5 dpf alten Zebra-
fischlarven nach 48 h Tunicamycin-Behandlung. (A) und (B) Immunhistologische Farbungen der Rot (PNA)
und Grunzapfen-AuRensegmente (Opnlmw?2) sowie der Zellkerne (DAPI) in 3 dpf und 5 dpf alten atf6”- und WT-
Larven. Zur Orientierung wurden Rot- und Griinzapfen zusatzlich mit dem Zprl-Antikérper markiert. Die weil3e
Box markiert den Bereich, welcher in der VergréRerung gezeigt wird. MaRRstabsbalken: 50 pm; MaBstabsbaIken
VergroRerung: 10 um. (C) Relative Zahl der Rotzapfen-AuRensegmente in 3 dpf und 5 dpf alten atf6”- und WT-
Zebrafischlarven. p>0,05. Pro Genotyp und Behandlung wurden mindestens sechs Larven untersucht. (D) Relati-
ve Zahl der Griinzapfen-Aul3ensegmente in 3 dpf und 5 dpf alten atf6”- und WT-Zebrafischlarven. 3 dpf:
pwr=0,01, p>0,05, 5 dpf: p>0,05. Pro Genotyp und Behandlung wurden mindestens sechs Larven untersucht. (E)
Lange der Rotzapfen- AuBensegmente in 3 dpf und 5 dpf alten atf6”- und WT-Zebrafischlarven. 3 dpf: p<0,001,
5 dpf: WT: p=0,006, atfe™ : p=0,001, 3 dpf auf 5 dpf: p<0,001. Pro Genotyp wurden je finf AuRensegmente in drei
Larven vermessen.

Betrachtet man die Lange der Rotzapfen-AulRensegmente, so flhrte eine Behandlung mit Tu-
nicamycin bei 3 dpf und 5 dpf alten WT- und atf6”-Zebrafischlarven in beiden Genotypen zu
einer Reduktion der AuBensegment-Langen im Vergleich zu mit DMSO-behandelten Kont-
roll-Larven. Im Alter von 3 dpf besaRen Tunicamycin-behandelte WT-Larven um 1,8 um und
atfé-defiziente Larven um 1,5 um verkirzte Rotzapfen-AulRensegmente im Vergleich zu
DMSO-behandelten Tieren (Abb. 40E). Im Alter von 5 dpf war dieser Effekt weiterhin zu
erkennen. Hier waren diese in Tunicamycin-behandelten Tieren im Vergleich zu Kontrolltie-
ren um 1,1 um verkdirzt (Abb. 40E). Zwischen beiden Genotypen selbst konnte jedoch zu kei-
ner Zeit ein Tunicamycin-basierter signifikanter Unterschied in der Rotzapfen-
Aulensegment-Lange detektiert werden. Die L&nge der Aullensegmente nahm auBerdem ver-
gleichbar mit unbehandelten Larven von 3 dpf auf 5 dpf in beiden Genotypen trotz DMSO-

oder Tunicamycin-Behandlung signifikant zu.

Die Untersuchung der Grinzapfen-AuRensegmente zeigte bei 3 dpf alten WT-Larven eine
signifikante und bei atf6”-Larven eine nicht-signifikante Reduktion der Griinzapfen-Zahl
nach Behandlung mit Tunicamycin (Abb. 40A und 40D). Tunicamycin-behandelte WT-
Larven besaBen im Alter von 3 dpf 45,7 % (SD 23,3 %) und damit signifikant weniger Grin-
zapfen-AuBensegmente im Vergleich zu gleichaltrigen DMSO-behandelten Kontrolltieren. Im
Alter von 5 dpf konnten bei den Griinzapfen-AuflRensegmenten keine Unterschiede zwischen
DMSO- und Tunicamycin-behandelten Larven beider Genotypen beobachtet werden. Auch
unterschied sich die Zahl der Grinzapfen-Auliensegmente zwischen Tunicamycin-
behandelten WT- und atf6™-Zebrafischlarven in beiden Altersstufen nicht (Abb. 40D).

4.3.4.3. Der Effekt von Tunicamycin auf die Zellen der inneren Zebrafischretina

Es sollte der Effekt der Aktivierung der UPR auf die Zellen der inneren Retina untersucht
werden. Hierzu wurden in histologischen Farbungen von 3 dpf und 5 dpf alten Tunicamycin-

und DMSO-behandelten atf6”- und WT-Larven Bipolar- und Ganglienzellen untersucht (sie-
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he Abschnitt 4.3.1.6). Die PKCa-Farbung der Bipolarzellen zeigte in 3 dpf alten Tunicamy-
cin- und DMSO-behandelten Larven, zusatzlich zur Markierung dieser, eine diffuse Farbung
uber die gesamte Retina (Abb. 41A). Somit war eine valide Auszahlung der PKCa-positiven
Bipolarzellen in dieser Altersstufe nicht moglich. Die Farbung der PKCa-positiven Bipolar-

zellen in 5 dpf alten behandelten Zebrafischlarven ahnelte der von unbehandelten Larven und

konnte ausgewertet werden (Abb. 30A).
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Abbildung 41: Untersuchung
der PKCa-positiven Bipolar-
zellen in Tunicamycin-behan-
delten 3 dpf und 5 dpf alten
Zebrafischretinae. (A) Immun-
histologische Farbungen der
PKCoa-positiven  Bipolarzellen
sowie der Zellkerne (DAPI) in
3 dpf alten atf6”- und WT-
Larven mit und ohne DMSO-
bzw. Tunicamycin-Behandlung.
Mafstabsbalken: 50 um. (B)
Relative Zellzahl PKCa-posi-
tiver Bipolarzellen in 5 dpf alten
behandelten atf6™- und WT-
Zebrafischlarven. WT: p>0,05;
atfe™: p=0,02, Tunicamycin-be-
handelte Larven: p=0,03. Pro
Genotyp wurden mindestens
sechs Larven untersucht.
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Die quantitative Analyse ergab im Alter von 5 dpf eine durch Tunicamycin bedingte signifi-
kante Reduktion von 14,6 % (SD 6,4 %) der PKCa-positiven Bipolarzellen in atf6” -
Zebrafischlarven. In gleichaltrigen WT-Tieren wurde keine signifikante Reduktion an PKCa-
positiven Bipolarzellen nach Tunicamycin-Behandlung beobachtet (Abb. 41B). Zudem besa-
Ren 5 dpf alte Tunicamycin-behandelte atf6”-Zebrafischlarven 12,1 % (SD 6,6 %) und damit
signifikant weniger PKCa-positive Bipolarzellen verglichen mit Tunicamycin-behandelten
WT-Zebrafischlarven.

Die quantitative Analyse der Ganglienzellen erfolgte Uber die Auszahlung der Zellkerne im
GCL. Im Alter von 3 dpf konnte kein signifikanter Unterschied in der Ganglienzellzahl nach
Behandlung mit Tunicamycin in beiden Genotypen beobachtet werden. In 5 dpf alten WT-
Larven war die Zahl der Ganglienzellen durch die Behandlung mit Tunicamycin signifikant
erhoht (30,6 % (SD 19,0 %), Abb. 42A, 42B). Fir atf6”-Zebrafischlarven konnte dieser Ef-
fekt nicht beobachtet werden. Der Vergleich von Tunicamycin-behandelten WT- mit Tunica-
mycin-behandelten atf6”-Zebrafischlarven ergab keine Unterschiede in der Ganglienzellzahl
in beiden Altersstufen (Abb. 42).
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4.3.4.4. Der Effekt von Tunicamycin auf Proliferation und Zelltod in der Zebrafischretina
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Abbildung 42: Untersuchung der Ganglienzel-
len in Tunicamycin-behandelten 3 dpf und
5 dpf alten Zebrafischretinae. (A) Immunhisto-
logische Farbungen der Ganglienzellen (Zn8)
sowie derer Zellkerne (DAPI) in 3 dpf alten atf6”-
und WT-Larven nach 48 h DMSO- bzw. Tunica-
mycin-Behandlung. Mafstabsbalken: 50 um. (B)
Relative Ganglienzellzahl in 3 dpf und 5 dpf alten
Tunicamycin- bzw. DMSO-behandelten atf6™-
und WT-Zebrafischlarven. 3 dpf: p>0,05; 5 dpf:
WT: p=0,04; atf6™: p>0,05; Tunicamycin-behan-
delte Larven: p>0,05. Pro Genotyp wurden min-
destens sechs Larven untersucht.

Um zu Uberpriifen, ob die Aktivierung der UPR mit einer erhdhten Zelltodrate einhergeht
bzw. ob die Proliferation der retinalen Zellen beeinflusst wird, wurde ein TUNEL-Assay so-
wie immunhistologische Farbungen zur Detektion apoptotischer (aktive-Caspase-3-positiver)
sowie proliferierender (PCNA-positiver) Zellen durchgefiihrt. Basierend auf den Daten des
TUNEL-Assays lag im Alter von 3 dpf eine signifikant hohere Zahl TUNEL-positiver Zellen
in den Retinae von Tunicamycin-behandelten Larven im Vergleich zu gleichaltrigen Kont-
rollarven vor. Dieser Effekt konnte sowohl in WT- als auch in den atf6”-Zebrafischlarven

beobachtet werden (Abb. 43A,C). Retinae von mit Tunicamycin-behandelten Larven beider
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Genotypen enthielten durchschnittlich pro Schnitt 30 TUNEL-positive Zellen mehr als
DMSO-behandelte Kontroll-Larven. Im Alter von 5 dpf hatte die Behandlung mit Tunicamy-
cin in beiden Linien keinen Einfluss mehr auf die Zahl TUNEL-positiver Zellen (Abb.
43B,C). Zwischen Tunicamycin-behandelten WT- und atf6”-Zebrafischlarven konnte in bei-
den Altersstufen kein Unterschied in der Zahl TUNEL-positiver Zellen detektiert werden.
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Abbildung 43: Untersuchung der Proliferation und des Zelltods in Tunicamycin-behandelten 3 dpf und
5 dpf alten Zebrafischretinae. (A) und (B) TUNEL-Assay auf Gewebeschnitten von 3 dpf und 5 dpf alten atf6™ -
und WT-Larven mit und ohne Tunicamycin-Behandlung. MasztabsbaIken 50 pum. (C) Zahl TUNEL-positiver Zel-
len in 3 dpf und 5 dpf alten Tunicamycin- bzw. DMSO-behandelten atf6”- und WT-Zebrafischlarven. 3 dpf: WT:
p=0,003; atfe™ :p<0,001; 5 dpf: p>0 05. (D) Zahl Caspase-3-positiver Zellen in 3 dpf und 5 dpf alten Tunlcamycm-
bzw. DMSO-behandelten atf6”- und WT-Zebrafischlarven. 3 dpf: p>0,05; 5 dpf: WT: p=0,03 atf6™ p>0 05. (E)
Zahl PCNA-positiver Zellen in 3 dpf und 5 dpf alten Tunicamycin- bzw. DMSO-behandelten atf6”- und WT-
Zebrafischlarven. 3 dpf: p>0,05; 5 dpf: p>0,05.
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Die Quantifizierung apoptotischer, d.h. aktive Caspase-3-positiver Zellen in Tunicamycin-
und DMSO-behandelten Larven im Alter von 3 dpf zeigte keinen signifikanten Unterschied in
beiden Linien. Dennoch dhnelten sie den Ergebnissen des TUNEL-Assays: im Alter von 3 dpf
wiesen Tunicamycin-behandelte Larven beider Genotypen eine erhohte Zahl aktive Caspase-
3-positiver Zellen im Vergleich zu DMSO-behandelten Kontroll-Larven auf (Abb. 43D). Im
Alter von 5 dpf konnte ein signifikanter Unterschied in der Zahl apoptotischer Zellen in Tuni-
camycin-behandelten WT-Larven im Vergleich zu gleichaltrigen Kontroll-Larven detektiert
werden (Abb. 43D). Dieser Effekt war in behandelten atf6”-Zebrafischlarven nicht nachweis-
bar. Zwischen Tunicamycin-behandelten WT- und atf6™-Zebrafischlarven konnte in beiden
Altersstufen kein Unterschied in der Zahl aktive Caspase-3-positiver Zellen beobachtet wer-

den.

Die quantitative Analyse der Proliferationsrate in Tunicamycin-behandelten Retinae konnte
valide nur in 5dpf alten Larven durchgefiihrt werden. In WT- sowie in atf6”-
Zebrafischlarven konnten keine Unterschiede in der Zahl PCNA-positiver Zellen zwischen
DMSO- und Tunicamycin-behandelten Larven detektiert werden. Dasselbe galt fiir den Ver-
gleich von Tunicamycin-behandelten WT- und atf6™-Zebrafischlarven (Abb. 43E).
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5. Diskussion

5.1. atf6 als einziges Ortholog im Zebrafischgenom

Viele Gene liegen in Teleosten in zwei oder mehr Kopien vor. Friihere komparative Studien
zeigten, dass es wéhrend des evolutiondren Verlaufs der Teleosten zu einer Duplikation des
gesamten Zebrafischgenoms kam (Amores et al., 1998; Postlethwait et al., 1998; Gates et al.,
1999). Daher ist es bei genetischen Arbeiten mit dem Zebrafisch als Modelsystem unumgéng-
lich zu Uberpriifen, ob das zu untersuchende Gen, in diesem Falle atf6, im Genom des Zebra-

fisches einzeln oder dupliziert vorliegt, bzw. ob mehrere Paraloge vorhanden sind.

In silico-Analysen unter Verwendung verschiedener Datenbanken wie dem UCSC Genome
Browser und dem Ensembl Genome Browser wiesen auf keine Duplikation von atf6 oder auf
das Vorhandensein mehrerer atf6-Paraloge im Zebrafischgenom hin. atf6é konnte auf Chromo-
som 20 im Zebrafischgenom als einzelnes Gen lokalisiert werden, wo es mit einer
Transkriptlange von 4192 bp insgesamt 16 Exons umspannt. Dies entspricht derselben Zahl
an Exons, die ATF6 auch im humanen Genom besitzt.

Der Sequenzvergleich des humanen und des Zebrafisch-Atf6-Proteins mithilfe der
Alignment-Software Clustal Omega ergab eine Aminosdure-Sequenzidentitat von 44,91 %
(vgl. Abb. 15). Die Sequenzidentitat der einzelnen funktionellen Domé&nen lag zwischen 12 %
und 76 %. Im cytosolischen Bereich besitzt das humane ATF6 zwei saure Doménen (p.E25
bis p.L35 und VN8-Domane:p.D61 bis p.P68; siehe auch Abb. 2). Diese sind durch ein ver-
mehrtes vorliegen saurer Aminosduren (insbesondere Asparaginséure) gekennzeichnet und
sind fur die transkriptionelle Aktivitat des humanen ATF6 sowie dessen Degradierung ver-
antwortlich (Thuerauf et al., 2007). Das acht Aminosdure lange Motiv — DFDLDLLP- (p.D61
bis p.P68) des humanen ATF6 ist dabei zu 75% identisch zum Motiv — DFDLDMLG- der
VN8-Domane des VP16 — einem hoch potenten Transkriptionsaktivator des Herpes simplex
Virus. In heterologen Expressionssystemen konnte gezeigt werden, dass die Aminosauren
p.F62 und p.L64 in der VN8-dhnlichen Doméne fir die optimale transkriptionelle Aktivitat
des humanen ATF6 essentiell sind (Thuerauf et al., 2007). Im Zebrafisch-Atf6-Protein ist die-
se VN8-ahnliche Doméne nur sehr gering konserviert. Die Sequenzidentitat betragt nur 12 %
und lediglich das Phenylalanin (Zebrafisch: p. F66) ist konserviert. Zudem ist auch die An-
zahl saurer Aminosduren im Atf6 im Vergleich zur VN8-&hnlichen Doméne des humanen
ATF6 stark reduziert. Der Vergleich zeigt, dass die VN8-Doméne, wie sie in ihrem Aufbau
und ihrer Struktur im humanen ATF6 zu finden ist, in dieser Art im Zebrafisch-Atf6 nicht

vorliegt. Die transkriptionelle Aktivitat eines Transkriptionsfaktors basiert jedoch nicht nur
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auf dem Vorhandensein (funktioneller) transkriptioneller Domé&nen, sondern auch auf der
Promotorsequenz selbst. Die Promotorsequenz kann aufgrund multipler Bindestellen parallel
mehrere Transkriptionsfaktoren rekrutieren und so die Induktion der Transkription initiieren.,
Dieser Prozess geschieht unabhangig davon, ob der Transkriptionsfaktor selbst eine funktio-
nelle Transaktivierungsdomane enthalt (Tanaka et al., 1996), weswegen angenommen werden
kann, dass Atf6 trotz fehlender VN8-Domane in der Lage ist als Transkriptionsfaktor zu agie-
ren. Im Gegensatz dazu weist die zweite, weiter N-terminal gelegene, saure Domane (human
p.E25 bis p.L35; Zebrafisch p.G28 bis p.L38) mit einer Sequenzidentitat von 55 % eine hohe-
re Konservierung zwischen humanem und Zebrafisch-Atf6 auf. Auch findet sich hier die fur
die sauren Aktivierungsdomanen charakteristische Anhdufung typischer Aminoséuren wie
Asparagin- und Glutaminsdure. Da fir die Funktionalitit von Transaktivierungsdoméanen we-
niger deren exakte Aminosaure-Sequenz als vielmehr die Zahl ihrer negativen Ladungen von
essentieller Bedeutung ist (Hirai et al., 2010), kann davon ausgegangen werden, dass die saure
Doméne im Zebrafisch-Atf6 eine dhnliche Aktivitat wie die des humanen ATF6 aufweist, und
somit vermutlich die transkriptionelle Aktivitit des Zebrafisch-Atf6 als Transkriptionsfaktor

sicherstellt.

Strukturelle und funktionelle Doménen und Aminosaure-Motive, die fiir die Aktivierung und
die grundlegende Funktion von ATF6 essentiell sind, wie beispielsweise die bZiP-Doméne,
die BiP-Bindedomane, die GLS-Doménen oder auch die Aminosdure-Motive fur die
Serinproteasen 1 und 2 wiesen Sequenzidentitaten von 38 % bis zu 100 % auf. Der basische,
fur die Bindung der DNA verantwortliche Teil der bZiP-Domane ist gekennzeichnet durch
das hohe Vorkommen basischer Aminosduren wie Lysin oder Arginin. Ein Vergleich dieses
Bereiches (human: p.R308-p.Y330; Zebrafisch: p.R294-p.Y316) zeigte eine Konservierung
aller Lysine und Arginine zwischen Mensch und Zebrafisch. Auch die fur die Stabilisierung
des Leucin-Zippers verantwortlichen Leucine an den sogenannten d-Positionen (Moitra et al.,
1997; Deppmann et al., 2004) sind zwischen Mensch und Zebrafisch vollstdndig konserviert
(human: p.L334, p.L348, p.L355, p.L369; Zebrafisch: p.L320, p.L334, p.L341, p.L355).
Ebenso sind die flr die Bildung von Disulfidbriicken relevanten Cysteine an den Positionen
467 und 618 des humanen ATF6 (Nadanaka et al., 2007), sowie das Erkennungsmotiv —
RHLL-flr die Serinprotease 1 und die beiden Aminoséuren p.N391 und p.P394 (Zebrafisch:
p. N377 und p.P380), welche fir die Spaltung von ATF6/Atf6 durch die Serinprotease 2 es-
sentiell sind (Ye et al., 2000), zwischen dem humanen und Zebrafisch-Atf6-Protein hoch kon-

serviert.
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Die hohe Sequenzidentitét in den funktionellen Domanen sowie die Konservierung bedeutsa-
mer Aminosduren deuten darauf hin, dass der Mechanismus, der zu einer Aktivierung von
Atf6 im Zebrafisch fiihrt vermutlich analog zu dem Mechanismus ist, der zu einer Aktivie-
rung des humanen ATF6 flhrt und damit evolutionar konserviert ist. Auch wenn der Ver-
gleich des humanen ATF6 mit dem anderer Sdugetieren wie der Maus oder Ratte eine Se-
quenzidentitat von bis zu 88,1 % aufweist (Abb. S2B), kann man aufgrund der Konservierung
funktionell wichtiger Domanen zwischen Mensch und Zebrafisch annehmen, dass der Zebra-

fisch ein geeignetes Tiermodell zur Untersuchung der ATF6-Funktion darstellt.

5.2. Expression von atf6 und atf6-assoziierter UPR-Komponenten in
der Retina

Die Expression von atf6 in der Zebrafischretina wurde mittels ISH (siehe Abschnitt 3.7.3 und
Abschnitt 3.7.4) an 3 dpf und 5 dpf alten WT-Larven und an adulten retinalen WT-Schnitten
untersucht. Zusatzlich sollte die Aktivierung des ATF6-Signalwegs, durch ISH-
Untersuchungen zur Expression der Atf6-Zielgene hspa5 und hsp90bl analysiert werden.
Beide Gene liegen wie atf6 auch einzeln und nicht in duplizierter Form im Zebrafischgenom
vor. Hspa5 wie auch hsp90bl kodieren beide fiir ER-Chaperone und sind somit fur die Auf-
rechterhaltung der Proteinfaltungskapazitat des ERs zustandig. Hspa5/Bip agiert zusatzlich
noch als Regulator der UPR, indem er die einzelnen UPR-Schliisselkomponenten ATF6,
IRE1 und PERK inaktiviert, wenn kein ER-Stress vorliegt (Walter und Ron, 2011).

In den larvalen Altersstufen wurde ein teilweise Uberlappendes Expressionsmuster von atf6
und seinen Zielgenen detektiert. atf6 sowie beide Zielgene zeigten in beiden untersuchten
Altersstufen eine Expression im Gehirn als auch im Bereich des Auges (vgl. Abb. 16A, Abb.
38A, Abh.39A). Eine Expression von hspa5 und hsp90b1 wurde weiterhin in den Neuromas-
ten, den Vorlduferzellen des Seitenlinienorgans detektiert (siehe Abb. 38A, Abb. 39A). Um
die genauen Expressionsmuster aller Gene in der Retina untersuchen zu kénnen, wurden Ge-
webeschnitte von den in der ISH angefarbten Larven angefertigt. Im Alter von 3 dpf wurde
eine Uberlappende Expression aller untersuchter Gene in den Amakrinzellen sowie in den
Zellen des GCLs beobachtet, wobei die Expression hier in den peripheren Regionen starker
als in der zentralen Retina war (vgl. Abb. 44A-C). Zusatzlich konnte eine Expression von
atf6, hspa5 und hsp90b in den der CMZ zugewandten Randbereichen der Photorezeptor-
Schicht beobachtet werden (siehe Abb. 44A-C, vgl. Abb. 17). Fir hspa5 und hsp90b1 wurde
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die Expression zuséatzlich auf Zellen im medialen INL und fur atf6é und hsp90bl in der CMZ
lokalisiert (siehe Abb. 44 B+C).

Im Alter von 3dpf konnte in der Zebrafischretina die Expression von atf6é nachgewiesen und
lokalisiert werden. Dass auch die Expression der Zielgene hspa5 und hsp90b1l gezeigt werden
konnte und die Lokalisation mit der atf6-Expression Uberlappt, zeigt deutlich, dass im Alter
von 3dpf der ATF6-Signalweg der UPR aktiviert ist.
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des der PRs und Zellen in die Sublaminae .
Augenbechers ~ AC-Neuriten des INLs der IPLs Zeit
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elektrophysiologischer
Signale mdoglich

Abbildung 44: Schematische Darstellung der Expression von atf6 sowie der atf6-Zielgene hspa5 und
hsp90b1. (A)-(C): Schematische Ubersicht der Lokalisation der Expression der unterschiedlichen Gene in den
verschiedenen retinalen Regionen in 3 dpf alten Zebrafischlarven. (D)-(F): Schematische Ubersicht der Lokalisa-
tion der Expression der unterschiedlichen Gene in den verschiedenen retinalen Regionen in 5 dpf alten Zebra-
fischlarven.(G): Zeitachse zum Entwicklungsverlauf der Zebrafischretina. Rot: Photorezeptoren, Turkis: Amakrin-
zellen im INL, Griin: Zellen im medialen INL, Blau: Zellen im GCL, Gelb: Zellen der CMZ, PR: Photorezeptoren.
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Im Alter von 5 dpf wurde die atf6-Expression weiterhin im Bereich der Amakrinzellen und in
den peripheren, der CMZ zugewandten Regionen des GCLs detektiert (vgl. Abb. 44D). hspa5
wurde in der CMZ als auch im Bereich, in dem die CMZ in die periphere Retina (bergeht,
d.h. in den peripheren Bereichen jeder retinalen Schicht, exprimiert (vgl. Abb. 44E). Selbiges
gilt mit Ausnahme des GCLs fir die Expression von hsp90b1 in diesem Altersstadium (vgl.
44F). Die Lokalisierung der Expression von atf6 und seinen Zielgenen hspa5 und hsp90bl
zeigte im Alter von 5 dpf in der Zebrafischretina kaum Uberlappungen. Magliche Griinde
hierfir kénnten ricklaufiger ER-Stress sowie die transiente Aktivierung von atf6 sein. Da die
UPR ein dynamisches Netzwerk bildet und die einzelnen UPR-Signalwege zeitlich unabhan-
gig sowie transient, angepasst auf den vorherrschenden ER-Stress, aktiviert werden (DuRose
et al., 2006), bestlinde bei abnehmendem ER-Stress die Mdglichkeit, dass die Expression von
atfé bereits deaktiviert wurde, in unterschiedlichen Zelltypen jedoch noch eine Expression der

unterschiedlichen Zielgene zu finden ist.

Die Lokalisation der Expression von atf6, hspa5 und hsp90bl war in diesem Alter (5 dpf)
auffallig: die Gene wurden besonders stark in der inneren und/oder duf3eren zentralen CMZ,
und nur sehr lokal in der peripheren CMZ exprimiert (Einteilung der CMZ-Bereiche nach
Raymond et al., 2006). In der peripheren CMZ finden sich Zellen mit Stammzell-&hnlichen
Eigenschaften. In der anschlieBenden mittleren CMZ liegen noch im Zellzyklus befindliche
retinale Vorlauferzellen und determinierte Vorlauferzellen vor. Vorlauferzellen, die sich in
der Differenzierung befinden, lokalisieren in der zentralen CMZ. Dies wird z. B. durch die
Expression von cdknlc, welches fiir den Cyclin-abhéngigen Kinaseinhibitor 1C kodiert, deut-
lich. Cdknlc ist fur den Austritt aus den Zellzyklus und die Differenzierung retinaler Neurone
essentiell und wird sehr restriktiv in der zentralen CMZ exprimiert (Cerveny et al., 2010).
Man kann somit annehmen, dass die hier untersuchten Gene atf6, hspa5 und hsp90b1 insbe-
sondere in postmitotischen differenzierenden Zellen exprimiert werden. Dass es sich tatsach-
lich um sich in der Differenzierung befindliche Photorezeptoren und Amakrinzellen handelt,
belegen die Uberlappenden Expressionsmuster der hier untersuchten Gene und rx1, rx2 und
pax6. Fur rx1 und rx2 konnte bereits gezeigt werden, dass diese in sich differenzierenden
(Zapfen-) Photorezeptoren exprimiert werden (Raymond et al., 2006). Gleiches gilt fur pax6,
ein Gen, das nachweislich in sich differenzierenden Amakrinzellen exprimiert wird (Ray-
mond et al., 2006). Auch der Transkriptionsfaktor egrl, welcher fir die Differenzierung
retinaler Zellen im Zebrafisch notwendig ist (Hu et al., 2006; Zhang et al., 2013), zeigt ein
ahnliches Expressionsmuster wie die hier untersuchten Gene. Im Alter von 3 dpf wird egrl im

GCL, den Amakrinzellen, dem medialen Bereich des INL, der hier den Horizontalzellen zu-
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geordnet wird, und in den peripheren, der CMZ zugewandten Regionen der Photorezeptor-
Schicht exprimiert (Zhang et al., 2013).

Die Expression aller untersuchten UPR-Komponenten im Alter von 3 dpf und im Falle von
atfé auch im Alter von 5 dpf war nicht nur in den peripheren, der CMZ zugewandten Berei-
chen der Amakrinzellen, sondern auch in der zentralen Retina lokalisiert. In verschiedenen
Studien konnte gezeigt werden, dass Amakrinzellen im Alter von 1,7 dpf erste Neuriten aus-
bilden, die im Alter von 3,3 dpf dann in die Sublaminae des IPLs stratifizieren (Godinho et
al., 2005; Jussuf und Harris et al., 2009). Maglicherweise kommt es dabei aufgrund des Zell-
wachstums bzw. Wachstums der Neuriten wéhrend dieser (Differenzierungs-) Phase zu einer
erhohten Proteinproduktion, und somit zu erhohtem ER-Stress.

5.2.1. Wahrend der Entwicklung entsteht ER-Stress

In den hier durchgefihrten ISH-Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Expression
von atf6 sowie hspa5 und hsp90bl mit steigendem Alter abnahm (vgl. Abb. 16A und B, Abb.
38A und B, Abb. 39A und B). Die Untersuchung der Expression von atf6 in der adulten Reti-
na ergab kein Signal. Dass in den larvalen Altersstufen die Expression der beiden atf6-
Zielgene hspa5 und hsp90b1l in der Retina als auch im Gehirn detektiert werden konnte, diese
jedoch mit zunehmendem Alter nachliel3, deutet darauf hin, dass Zebrafischlarven wahrend
ihrer Entwicklung temporaren ER-Stress erfahren und dieser die UPR aktiviert. Diese Er-
kenntnisse spiegeln die Ergebnisse anderer Studien wieder, in denen ebenfalls eine Aktivie-
rung der UPR und damit intrinsischer ER-Stress wahrend der Entwicklung in unterschiedli-
chen Tiermodellen festgestellt wurde (Li et al., 2015; Zhang et al., 2007; Lee et al., 2011;
Ishikawa et al., 2013; Chen et al., 2014). Ahnlich zu dieser Arbeit wurden auch im Mausmo-
dell erhdéhte Mengen der ER-Chaperone BIP/HSPA5 und GRP94/HSP90B1 wahrend der
Embryonalstadien in Retina und Gehirn im Vergleich zu adulten Tieren auf Proteinebene mit-
tels Western Blot detektiert. ATF6 wurde hier hingegen in der embryonalen als auch der adul-
ten Retina in vergleichbaren Mengen detektiert. Jedoch wurde im Gehirn eine erhdhte Menge
an glykosyliertem ATF6 detektiert, welche mit zunehmendem Alter abnahm, und auf eine
vermehrte Aktivierung von ATF6 in frihen Entwicklungsstadien hindeutet (Zhang et al.,
2007). Wie wichtig die Expression von ER-stdndigen Chaperonen wie Hspa5/Bip wéhrend
der Embryonalentwicklung von Mausen und Fischen ist, konnte bereits gezeigt werden (Luo
et al., 2006; Ishikawa et al., 2013): Der knockout von Hspa5/Bip bzw. der Verlust der
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ATPase-Aktivitat von Hspa5/Bip resultierte in beiden Tiermodellen in einem embryonal leta-
lem Phanotyp (Luo et al., 2006; Ishikawa et al., 2013).

Dass wahrend der Entwicklung intrinsischer ER-Stress entsteht, konnte weiterhin mittels ver-
schiedener Fisch-Modelle gezeigt werden. So konnte beispielsweise in Medaka-Larven unter
Verwendung von eGFP-Reporter-Linien die ubiquitire Expression von Hspa5/Bip sowie von
Atf6 im Bereich der Leber sowie im Gastrointestinaltrakt in 1 dpf und 2 dpf alten
Medakalarven visualisiert werden — spatere Entwicklungszeitpunkte wurden nicht untersucht
(Ishikawa et al., 2013).

Dass es wéhrend der Entwicklung ebenfalls zur Aktivierung des IRE1-Signalweges kommt,
zeigten Untersuchungen an einer Reporter-Zebrafischlinie, in denen der unkonventionelle
Spleiflvorgang der xbpl-mRNA verfolgt werden konnte. Die gespleifite, d.h. aktive Form von
xbpl wurde hier wahrend des gesamten Entwicklungsverlaufes (bis 7 dpf) ubiquitér detektiert.
Ahnlich zur Expression von atf6 in dieser Arbeit, wurde aber auch hier eine dynamische Ex-
pression mit erhéhtem aktivem xbpl-Niveau in frihen Larvalstadien beobachtet (Li et al.,
2015). Diese Studie bestatigt zudem é&ltere Untersuchungen, in denen gezeigt wurde, dass
Xbpl wéhrend der Embryonalentwicklung in Maus und Schwein aktiviert wird (Zhang et al.,
2012a; Zhang et al., 2012b). In der Maus konnte die gespleilite Form der Xbpl-mRNA wah-
rend der Entwicklung des Gehirns und der Retina detektiert werden. Sie war jedoch im adul-
ten Stadium kaum nachweisbar (Zhang et al., 2007), sodass auch hier von einer Aktivierung

des IRE1-Signalwegs wahrend der Entwicklung ausgegangen werden kann.

Auch der dritte UPR-Signalweg, der PERK-Signalweg sowie weitere ER-Stress-abhéngige
Komponenten, die beispielsweise die ERAD-Antwort vermitteln, sind wéhrend der Entwick-
lung aktiv (Lee et al., 2011; Chen et al., 2014). Im Alter von 96 hpf konnte im Kopfbereich
der Zebrafischlarve die Expression von chop, einer downstream-Komponente des PERK-
Signalweges, mittels ISH-Experimenten detektiert werden (Lee et al., 2011). Ebenso konnte
eine Expression der E3-Ubiquitin-Ligase Gp78, welche kein direktes Zielgen einer der drei
UPR-Signalwege, sondern vermutlich eine ERAD-Komponente darstellt, im Alter von 4 dpf
und 5 dpf im Gehirn, der Leber und dem Gastrointestinaltrakt der Zebrafischlarven beobach-
tet werden. Mittels RT-PCR-Experimenten war es hier moglich, mRNA-Transkripte von
0 hpf bis 6 dpf zu detektieren (Chen et al., 2014). Betrachtet man all diese Erkenntnisse, so
deuten auch die ISH-Daten dieser Arbeit (vgl. Abb. 16, Abb. 38, Abb. 39) auf die Entstehung
intrinsischen ER-Stresses und die damit verbundene Aktivierung der UPR waéhrend der Ent-

wicklung der Zebrafischlarve im Hirnbereich, den Neuromasten und in der Retina hin.
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Betrachtet man die mittels whole mount ISH detektierte Expression von atf6, hpsa5 und
hsp90b1 in 3 dpf und 5 dpf alten Zebrafischlarven (siehe Abb. 16A, Abb. 38A, Abb. 39A), so
fallt auf, dass scheinbar hauptséchlich Zellen, die im weiteren Sinne zum zentralen Nerven-
system (ZNS) zéhlen und die sich vermutlich gerade in der Entwicklung bzw. Differenzierung
befinden, von dem entstehenden tempordren ER-Stress betroffen sind. Durch die erhdhten
Mengen an gebildeten und sekretierten Proteinen in sich differenzierender Zellen wahrend der
ZNS-Entwicklung, spielt die Aktivierung der UPR hier vermutlich eine wichtige Rolle (Shen
et al., 2001). Untersuchungen in Medaka untermauern diese Hypothese weiter: Hier werden
wéhrend der Entwicklung des Notochords beispielsweise erhdhte Mengen des Kollagens Typ
VIl gebildet, die zu erhohtem ER-Stress wahrend der Embryonalentwicklung fihren
(Ishikawa et al., 2013) und dessen korrekte Faltung nur mittels verschiedener ER-Chaperone

gewadhrleistet werden kann (Lamandé und Bateman, 1999).

5.3. Evaluierung der unterschiedlichen Antikérper gegen humanes,
murines und Zebrafisch-Atf6

Die immunhistologische Lokalisierung von ATF6 in der Maus- und Zebrafischretina, sowie
die immunologische Detektion der Spezies-spezifischen ATF6-Proteine im Western Blot er-
fordern spezifische Antikorper. Flr die Evaluierung von Antikérpern standen fiir Maus und
Zebrafisch jeweils wildtypische und knockout-Tiere, und fir humane Antikdrper Zell-Linien
aus ATF6-ACHM Patienten mit vermutlichen Null-Allelen, zur Verfligung. Hierdurch war
eine genaue Charakterisierung der verschiedenen Antikorper und Seren moglich. Diese liefer-
ten jedoch durchweg unspezifische Ergebnisse (vgl. Tabelle S1), sodass alle getesteten Anti-

korper und Seren verworfen werden mussten.

Es wurden sieben kommerziell erhéltliche und 47 fiir dieses Projekt generierte Antikorper
gegen die unterschiedlichen ATF6-Proteine aus Mensch, Maus und Zebrafisch mittels Wes-
tern Blot-Analysen, Immuncytochemie und Immunfluoreszenz an Gewebeschnitten evaluiert
(siehe Abschnitt 3.5.3, 3.8.6, 3.8.3; vgl. Tabelle S1). Die Evaluation zeigte, dass keiner der
getesteten Antikorper das jeweilige ATF6-Protein spezifisch detektieren konnte (siehe Tabel-
le S1). Drei der urspringlich kommerziell erhéltlichen Antikdrper (ab11909, ab65838, PA-

20215) konnen mittlerweile zu Recht nicht mehr erworben werden.

Es ist wichtig zu verstehen, dass Antikorper, die in dieser Arbeit im Western Blot als auch in
der Immuncyto- und Immunhistochemie in knockout-Tieren als auch humanen ATF6-ACHM
Patienten unspezifische Ergebnisse zeigten (IMG-273, ab62576), in anderen Studien gegen
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humanes und murines Atf6 im Western Blot (Liu et al., 2016; Burman et al., 2018; Fink et al.,
2018; Przystal et al., 2019), aber auch in der Immuncytochemie (Ayaub et al., 2019) einge-
setzt werden. Desweiteren werden in verschiedenen Studien Antikorper gegen das humane
ATF6 verwendet, die aber nicht ndher spezifiziert werden (Chiang et al., 2017; Kroeger et al.,
2018). Daher ist ein Vergleich mit den von uns getesteten Antikorpern hier nicht méglich. Mit
dem kommerziell erhéltlichen Antikorper (ab37149), konnte am Anfang des Projekts im Wes-
tern Blot prozessiertes wie auch natives humanes ATF6 spezifisch detektiert werden (Abcam,
LOT-Nr. unbekannt (aus 2012); vgl. Tabelle S1). Dieser wurde auch in anderen Studien er-
folgreich und Uberzeugend verwendet und zeigte dort auf murinen retinalen Schnitten eine
spezifische Farbung von Atf6 im GCL (Ansar et al., 2015). Nach Neubestellung zeigte sich
leider, dass das neue LOT (LOT-Nr.: GR182362-2 (aus 2015)) ATF6 nicht mehr spezifisch

detektieren kann.

Die fur dieses Projekt spezifisch gegen humanes, murines oder Zebrafisch-Atf6 hergestellten
Antikorper konnten ebenso nicht Uberzeugen. In der Evaluation mittels Western Blot,
Immuncyto- und Immunhistochemie konnten unter Verwendung dieser Antikdrper entweder
keine Signale, oder nur unspezifische Signale detektiert werden (siehe Tabelle S1). Antikor-
per, mit denen im Western Blot oder in der Immuncytochemie in transfizierten HEK293T-
Zellen ATF6/ALtf6 spezifisch detektiert werden konnte, zeigten jedoch keine spezifischen Sig-
nale auf Spezies-entsprechenden Gewebeschnitten oder in Patienten-Fibroblasten (vgl. Tabel-
le S1). Daher konnte die Spezifitat dieser Antikdrper gegeniiber ATF6/Atf6 nicht verifiziert

werden.

Als wahrscheinlichsten Grund fir die unzureichende Detektionsfahigkeit der evaluierten An-
tikdrper ist eine geringe Sensitivitat der Antikdrper anzunehmen. Da ATF6/Atf6 nur unter
auftretendem ER-Stress, d.h. nur transient exprimiert wird und nur eine geringe Halbwertszeit
aufweist (Thuerauf et al., 2007), misste ein Antikorper eine sehr hohe Sensitivitéit aufweisen,
um intrinsisches ATF6/Atf6 im Gewebe ohne die Induktion von ER-Stress detektieren zu
konnen. Eine andere Mdglichkeit, warum ATF6/Atf6 nicht oder nur unspezifisch detektiert
werden konnte, ist die Lage des Antigens. Ist dieses aufgrund der Tertidrstruktur des Proteins
verdeckt, kann der entsprechende Antikorper nicht daran binden. Diese Hypothese unterstitzt
die Ergebnisse der Evaluation insofern, als mittels Western Blot, wo die Proteine in denatu-
rierter Form vorliegen, vermehrt Banden detektiert werden konnten, hingegen in der
Immunhistochemie an Gewebeschnitten kein ATF6/Atf6-Signal detektiert werden konnte.
Umgekehrt war es mit keinem der getesteten Antikdrper moglich, ATF6/Atf6 spezifisch im
Western Blot zu detektieren. Neben den zu erwartenden Banden, wurden generell viele Ne-
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benbanden detektiert, was eine spezifische Lokalisation von ATF6/Atf6 im Gewebe unmdg-

lich machen wiurde.

Insgesamt zeigte die Evaluation der 54 gegen humanes, murines bzw. Zebrafisch-Atf6 gerich-
teten Antikorper, dass keiner von ihnen geeignet war ATF6/Atf6 im Gewebe spezifisch zu
detektieren. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit atf6 auf Transkript-Ebene mittels ISH
im Zebrafisch bzw. in der Zebrafischretina lokalisiert.

5.4. Generierung und Evaluierung der verschiedenen TALEN-Paare
ATF6 wurde neben CNGB3, CNGA3, GNAT2, PDE6C und PDE6H als sechstes ACHM-

assoziiertes Gen beschrieben (Kohl et al., 2015). Wahrend die bislang bekannten Gene alle flr
Komponenten der Phototransduktionskaskade kodieren und damit in direktem Zusammen-
hang mit dem Sehprozess stehen, steht ATF6 als ER-Stress-Sensor und Schlisselkomponente
der UPR am Anfang einer neuen Klasse an Genen, in welcher Mutationen zur Entstehung
einer ACHM fiihren. Erste Untersuchungen in Atf6”-Mausen, die zur Aufklarung des Patho-
mechanismus der ATF6-assoziierten ACHM beitragen sollten, zeigten, dass diese Mause den
humanen ATF6-ACHM-Phénotyp nicht rekapitulieren und sich daher nicht zur Aufklarung

der Rolle von ATF6 im Zusammenhang mit einer ACHM eignen.

Aufgrund ihrer zapfenreichen Retina, in der die Zapfen einer regelméRigen Anordnung im
Mosaik folgen und auch anhand ihrer morphologischen Merkmale leicht voneinander unter-
scheidbar sind, stellen Zebrafische ein weit genutztes Tiermodell fir Zapfen-basierte, retinale
Erkrankungen dar. Es sind verschiedene Zebrafischmodelle generiert und erfolgreich charak-
terisiert worden, so z.B. Zebrafischmodelle fiir EYS-RP (Retintis pigmentosa), C2orf71-RP,
PDE6C-ACHM oder AIPL1-LCA (Lebersche kongenitaler Amaurose (Stearns et al., 2007,
Iribarne et al., 2017; Corral-Serrano et al., 2018; Messchaert et al., 2018).

Da kein Zebrafischmodel fir die ATF6-ACHM zur Verfuigung stand, um den Zusammenhang
von Mutationen in ATF6 und deren Auswirkungen auf die Entstehung einer ACHM zu unter-
suchen, sollte in dieser Arbeit ein atf6”-Zebrafischmodell generiert werden, um Einsichten in

diese Fragestellung zu erlangen.

Die Generierung des atf6”-Zebrafischmodells erfolgte mittels der TALEN-Technologie (sie-
he Abschnitt 3.3.9). Unter Zuhilfenahme des Préadiktionsprogrammes TAL Effector
Nucleotide Targeter 2.0 wurden zwei TALEN-Zielsequenzen ausgewéhlt, die in Exon 5 und
Exon 6 von atf6 lokalisiert waren (siehe Abb. 18). Im Falle von TALEN-induzierten Leseras-

154



DISKUSSION

termutationen kdme es aufgrund dieser Lokalisation zu einem friihzeitigen Stop-Codon vor
allen funktionell wichtigen Domaénen. Die resultierende mRNA wirde von der Zelle vermut-
lich mittels NMD vorzeitig abgebaut werden bzw. das generierte Stop-Codon wirde zu einem
frihzeitigen Abbruch der Proteintranslation fuhren. Das Atf6-Protein ware somit verkirzt und
wirde aufBer der sauren Domane keine funktionell und strukturell essentiellen Doménen mehr

enthalten und miuisste somit ein Null-Allel darstellen.

Die weiteren Pradiktionseinstellungen wurden so gewahlt, dass sowohl die Spacer- als auch
die TALEN-Zielsequenz inklusive der initialen Thymin-Base eine Lange von 15-20 bp nicht
uberschritt, da bereits gezeigt werden konnte, dass TALEN mit diesen Eigenschaften eine
hohe Schnitteffizienz aufweisen (Miller et al., 2011). Da Experimente von Streubel und Kol-
legen beweisen konnten, dass die Aktivitat eines TALEN mit der Zahl starker RVDs korreliert
(Streubel et al., 2012), sollte jede Bindedomane der ausgewahlten TALENs mindestens drei
bis vier starke RVDs (HD oder NN) enthalten. Als starke RVDs werden solche bezeichnet, die
mit hoher Affinitat an Cytosin bzw. Guanin binden und dabei Wasserstoffbricken mit diesen
ausbilden. Die Bildung von Wasserstoffbriicken resultiert in einer starkeren DNA-Bindung
verglichen mit der Bindung durch Van-der-Waals-Kréfte, die manche schwache RVDs (z.B.
NI oder NG) mit der DNA eingehen (Streubel et al., 2012).

Die zwei eigens generierten TALEN-Paare TALEN1 und TALENZ bestanden aus 17 bzw. 18
Monomeren und enthielten mindestens 11 starke RVDs (siehe Tabelle 34). Als drittes
TALEN-Paar wurde ein bereits gegen atf6 publiziertes TALEN-Paar ausgewahlt (Sander et
al., 2011). Diese beiden TALEN bestanden aus 17 Monomeren und enthielten mindestens
sieben starke RVDs (siehe Tabelle 34). Alle drei gewéhlten TALEN-Paare erfiillten damit die

aufgezeigten Kriterien.

Betrachtet man noch einmal die einzelnen Kiriterien, die zur Generierung der einzelnen
TALEN-Paare herangezogen worden sind, so féllt auf, dass das bereits publizierte TALEN-
Paar mit der geringsten Zahl starker RVDs (TALEN3) die hochste Genom-
Editierungseffizienz und geringste Toxizitat besaR (vgl. Abb. 19 und Abb. 20). Im Gegensatz
hierzu war die Effizienz des TALEN1-Paares, welches gleichzeitig auch die meisten starken
RVDs besaR, geringer, die Toxizitat jedoch deutlich erhoht (siehe Abb. 19). Ahnliche Effekte
konnten schon in Zellkulturexperimenten beobachtet werden. Diese zeigten, dass die Spezifi-
tdt von TALEN durch GberméaRige chemische Energie, die bei der Bindung an die DNA, bei-
spielsweise durch die Ausbildung von Wasserstoffbriicken entsteht, sinkt (Guilinger et al.,

2014). Bezogen auf die generierten TALEN-Paare lasst sich daher vermuten, dass die Zahl
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starker RVDs und somit die gebildete chemische Energie in Form von Wasserstoffbriicken-
bindungen in den TALEN1- und TALEN2-Paaren zu hoch war, was in verminderter Spezifi-

tat und damit erhohter Toxizitat resultierte.

Die in der Literatur beschriebenen Editierungseffizienzen variieren stark: Im Xenopus einge-
setzte TALEN erreichten Editierungeffizienzen zwischen 80 % und 96 %, wéhrend in der
Fruchtfliege lediglich Effizienzen bis 65 % erreicht wurden (Lei et al., 2012; Wei et al.,
2013). Im Zebrafisch getestete und bereits publizierte TALEN-Paare zeigten Effizienzen von
2% bis 77 % (Cade et al., 2012; Moore et al., 2012, Wei et al., 2013). Die Genom-
Editierungseffizienzen der hier getesteten TALEN-Paare (vgl. Abb. 20) lagen mit 32,2 %
(TALEN2) bis 48 % (TALEN3) somit im mittleren Bereich der bisher beschriebenen
Editierungseffizienzen. Die Genom-Editierungseffizienz des ausgewéhlten TALEN3-Paares
war fiir die Generierung des atf6”-Zebrafischmodells jedoch ausreichend: Zum Einen wurde
bei 46,7 % der Fo-Tiere eine somatische Mutationsrate von mindestens 80 % erzielt und zum
Anderen zeigten die identifizierten Founder-Fischen hohe Transmissionseffizienzen zwischen
42 % und 100 %. Die erzielten Transmissionseffizienzen waren dabei teilweise hoher als in
vergleichbaren Studien (Cade et al., 2012).

TALENS induzierte ausschlielich Deletionen, die zu 38 % zu einer Verschiebung des ORFs
und einem fruhzeitigen Stopp-Codon fuhrten (vgl. Tabelle 35, Abb. 22). Auch in friiheren
Studien wurden mehrheitlich TALEN-induzierte Deletionen gefolgt von Leserasterverschie-
bungen detektiert (Cade et al., 2012; Lei et al., 2012; Moore et al., 2012; Lu et al., 2017). Der
direkte Vergleich zeigt, dass das fur die Generierung der atf6-knockout-Linie ausgewahlte
TALEN-Paar sowohl in Bezug auf seine Editierungseffizienz als auch in Bezug auf die er-
reichte Transmissionseffizienz und die weitergegebenen Mutationen mit friheren getesteten
TALEN vergleichbar ist.

Die im Rahmen dieser Arbeit generierte Zebrafischlinie tragt eine 1 bp-Deletion
(€.519delG;p.(V174Cfs*42)) in Exon 6 (vgl. Abb. 23). Wirde man diese Mutation in die von
Chiang und Kollegen publizierten Mutationsklassen einordnen, wirde es sich um eine Muta-
tion der Klasse 3 handeln (Chiang et al.,2017). Fir diese Klasse an Mutationen, die durch den
Verlust der bZip-Doméne und/oder Transaktivierungsdoméne gekennzeichnet wird, konnte in
Zellkultursystemen bereits gezeigt werden, dass ein verkiirztes ATF6-Protein zwar gebildet
werden kann, dieses aber keinerlei transkriptionelle Aktivitdt mehr besitzt (Chiang et al.,

2017). Basierend auf diesen Erkenntnissen ist davon auszugehen, dass die generierte 1 bp-
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Deletion in atf6 zu einem vollstandigen Funktionsverlust des Atf6-Proteins im Zebrafisch
flhrt.

Verifiziert wurde der erfolgreiche knockout von atf6 im Zebrafisch auf Transkript-Ebene mit-
tels ISH- und qRT-PCR-Experimenten. Eine Verifizierung auf Protein-Ebene war in Erman-
gelung eines spezifischen Atf6-Antikorpers nicht moglich. ISH-Experimente mit Ribosonden,
die den gesamten ORF von atf6 abdeckten, zeigten ein reduziertes Signal bei 3 dpf und kein
Signal bei 5 dpf alten atf6”-Zebrafischlarven im Vergleich zum WT (siehe Abb. 24). In WT-
Laven konnte bereits gezeigt werden, dass atf6é im Alter von 3 dpf im Vergleich zu 5 dpf ver-
starkt exprimiert wird (vgl. Abb. 16A). Ubertragt man dieses Wissen auf atf6”-
Zebrafischlarven, kann angenommen werden, dass auch hier erhohte Mengen an atf6-mRNA
im Vergleich zu 5 dpf alten Larven gebildet werden wirden. Da angenommen wird, dass die
atf6-mRNA jedoch ein friihzeitiges Stopp-Codon enthélt, wird diese vermutlich von der Zelle
mittels NMD (nonsense-mediated decay) abgebaut (Frischmeyer und Dietz, 1999). Durch die
erhdhten Mengen an atf6-Transkripten im Alter von 3 dpf im Vergleich zu 5 dpf, konnte die
in der ISH von 3dpf alten atf6”-Zebrafischlarven detektierte atf6-Expression auf atf6-
MRNA-Reste, die noch nicht mittels NMD abgebaut wurden, zuriickgeftihrt werden. Diese

kdnnen jedoch fir kein funktionelles Protein kodieren.

Die qRT-PCR-Experimente untermauern den in der ISH bereits gezeigten atf6-knockout. Hier
wurde sowohl in den untersuchten Larvalstadien von 3 dpf und 5 dpf als auch in der adulten
Zebrafischretina eine signifikant, bis zu 8,9-fach reduzierte atf6-Expression detektiert (vgl.
Tabelle 36). Diese Daten zeigen, dass der angestrebte atf6-knockout im Zebrafisch mittels des
ausgewahlten TALEN-Paares erfolgreich war.

5.5. Charakterisierung des atf6”-Zebrafischmodells

5.5.1. atf6”-Zebrafische zeigen eine Verzégerung in der retinalen Entwicklung

Der Grund fiir die Generierung des atf6”-Zebrafischmodells war die Schaffung eines Tier-
modells, das zur Aufklarung des Pathomechanismus der ATF6-assoziierten ACHM beitragen
sollte. Um durch den Verlust von atfé verursachte Veranderungen in der Retina zu analysie-
ren, wurden im ersten Schritt der Charakterisierung unterschiedliche retinale Zelltypen wie
Rot- und Grlnzapfen, Stdbchen, Bipolarzellen und Ganglienzellen immunhistologisch unter-
sucht. Da Studien an ATF6-ACHM-Patienten die Vermutung nahe legen, dass ATF6 an der

fovealen Entwicklung sowie an der Entwicklung von Zapfen-Photorezeptoren beteiligt ist
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(Kohl et al., 2015; Mastey et al., ARVO Abstract Nr. 669-C0227, 2018), wurde die histologi-
sche Charakterisierung der atf6”-Zebrafischretina in unterschiedlichen Altersstufen begin-
nend mit einem Alter von 3 dpf Gber 5 dpf bis hin zu 15 dpf durchgefuhrt. Um die Altersreihe

zu komplettieren wurden ebenfalls Untersuchungen an adulten Retinae durchgefihrt.

In der immunhistologischen Charakterisierung zeigte sich eine reduzierte Zellzahl aller quan-
titativ untersuchten retinalen Zelltypen (Rotzapfen, Griinzapfen, PKCa-positive Bipolarzellen
und Ganglienzellen) im Alter von 3 dpf und 5 dpf. Hierbei waren die untersuchten Zelltypen
jedoch nicht gleichmaRig betroffen. Im Alter von 3 dpf war die Zapfenzahl um 30 % (vgl.
Abb. 26B und Abb. 27B), die Bipolarzellen um 14 % (vgl. Abb. 30B) und die Ganglienzellen
um 19 % (vgl Abb. 31B) reduziert. Besonders der Unterschied in der Zahl der Zapfen mini-
mierte sich jedoch im Alter von 5 dpf. Hier war die Zapfenzahl in der atf6-defizienten Retina
im Vergleich zur WT-Retina nur noch um 13 % und damit weniger als halb so viel reduziert
(vgl. Abb. 26B und Abb. 27B). Der Unterschied der Bipolarzellzahl blieb mit 16 % im Alter
von 5 dpf nahezu konstant (vgl. Abb. 30B), wahrend der Unterschied in der Ganglienzellzahl
auf 25 % anstieg (vgl Abb. 31B). Zudem besaRen Rotzapfen in 3 dpf alten atf6”-Larven ein
um 45,2 % verkirztes AulRensegment (vgl. Abb. 26C). Eine Quantifizierung der Stabchen-
Photorezeptoren war aufgrund der Gibermé&Rigen Expression und Farbung von Rhodopsin nicht
méglich. Die Morphologie der Stabchen-Photorezeptoren in den atf6”-Zebrafischen ent-
spricht jedoch der von wildtypischen Fischen (vgl. Abb. 29). Auffallig war, dass in den atf6” -
Zebrafischen Zellen aller retinalen Schichten (ONL, INL, GCL) in ihrer Zahl reduziert waren,
wéhrend sich der retinale Phénotyp in Zebrafischmodellen anderer retinaler Erkrankungen
wie autosomal rezessiver Retinitis Pigmentosa, autosomal rezessiver Zapfen-Stabchen-
Dystrophie sowie Leberscher kongenitaler Amaurose hauptsachlich auf Zellen des ONLs
auswirkte (Iribane et al., 2017; Lu et al., 2017; Corral-Serrano et al., 2018; Messchaert et al.,
2018). Auch der zeitliche Verlauf des retinalen Phanotyps in den atf6”-Zebrafischen unter-
schied sich von den bisherigen beschriebenen Modellen: Wahrend die meisten Zebrafischmo-
delle retinaler Erkankungen einen mit zunehmendem Alter progressiven retinalen Phénotyp
aufweisen (Iribane et al., 2017; Lu et al., 2017; Corral-Serrano et al., 2018; Messchaert et al.,
2018), war der des hier generierten atf6-knockout-Zebrafischmodells auf friihe larvale Alters-
stufen (3 dpf und 5 dpf) beschrankt. Im Alter von 15 dpf konnten in diesem Modell keine
Verénderungen beziglich der retinalen Zellzahlen im Vergleich zu WT-Tieren mehr beobach-
tet werden. Zu allen untersuchten Entwicklungsstadien (3 dpf, 5 dpf und 15 dpf) wurden so-

wohl in wildtypischen als auch in der atf6-defizienten Retina mehr Rotzapfen als Griinzapfen

158



DISKUSSION

detektiert. Dies korreliert mit Ergebnissen anderer Studien, die sich mit der Entwicklung des
Photorezeptor-Mosaikes in der Zebrafischretina beschaftigten (Allison et al., 2010).

Trotz reduzierter Zellzahlen in der Retina 3 dpf und 5 dpf alter atf6-defizienter Zebrafischlar-
ven konnte in diesen keine erhohte Zelltodrate detektiert werden. Dass sowohl in der wildty-
pischen als auch in der atf6-defizienten Retina im Alter von 3 dpf, in einem Stadium der fru-
hen Entwicklung, tberhaupt sterbende Zellen detektiert werden konnten, kann durch das na-
tirlich vorkommende Sterben von Neuronen wahrend der Vertebraten-Entwicklung erklart
werden (Galli-Resta und Ensini, 1996). Ebenso zeigten die Zellen der atf6-defizienten-Retina
weder ein reduziertes noch ein erhohtes Proliferationspotential. Die verminderten Zellzahlen
in der atf6-defizienten Retina sind somit nicht auf Unterschiede in der Zelltod- oder zelluldren
Proliferationsrate bei den hier untersuchten Entwicklungszeitpunkten (3 dpf, 5 dpf und
15 dpf) zuriickzufihren. Der Verlust von atf6, einer essentiellen Komponente der UPR, resul-
tiert somit in einer verzogerten retinalen Entwicklung. Zu welchem Zeitpunkt kein Unter-
schied mehr zwischen wildtypischen- und atf6-defizienten Retinae besteht, kann anhand die-
ser Daten nicht abschlieBend festgestellt werden. Hierzu mussten weitere Zeitpunkte zwi-

schen 5 dpf und 15 dpf untersucht werden.

Um zu verifizieren, dass der in 3 dpf und 5 dpf alten atf6-defizienten Larven detektierte Phé-
notyp auf den Verlust von atf6 zurtickzuftihren ist, wurde zusatzlich die Retina von heterozy-
goten atf6™-Larven im Alter von 3 dpf und 5 dpf hierzu vergleichend untersucht. Hierbei
konnten weder in der Zahl der Rotzapfen- noch in der Zahl der Griinzapfen-AuRensegmente
Unterschiede zwischen heterozygoten atf6*” und wildtypischen Larven detektiert werden.
Auch die Lange der Rotzapfen-AuBensegmente der heterozygoten atf6*"-Larven unterschied

sich nicht von der gleichaltriger wildtypischer Tiere.

Um die Beobachtungen der histologischen Charakterisierung zu komplementieren, wurde die
Funktionalitat der Retina von atf6-Larven im Alter von 5 dpf mittels ERG-Messungen unter-
sucht. Zu diesem Zeitpunkt sind lediglich die Zapfen-Photorezeptoren jedoch nicht die Stéb-
chen-Photorezeptoren funktionstiichtig (Raymond et al., 1995; Bilotta et al., 2001). Bei der
ERG-Messung werden Lichtstimuli appliziert und die von der Retina gebildeten elektrischen
Potentiale, die die elektrische Aktivitat der unterschiedlichen retinalen Zelltypen wiederspie-
geln, mittels auf dem Auge positionierter Elektroden aufgezeichnet. Die a-Welle spiegelt
hierbei die elektrische Aktivitat der stimulierten Photorezeptoren wieder. Die b-Welle repra-
sentiert die elektrische Aktivitat aller den Photorezeptoren nachgeschalteter Neuronen (Pugh

und Lamb, 1993). Die Abwesenheit funktionaler Zapfen-Photorezeptoren, wie beispielsweise
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in der pde6c-Zebrafischmutante, ist durch eine fehlende ERG-Antwort gekennzeichnet
(Brockerhoff et al., 2003; Stearns et al., 2007).

Die ERG-Messung (siehe Abschnitt 3.6.7) ergab eine Verminderung der b-Wellenamplitude
von durchschnittlich 33,5 % bei allen gemessenen Lichtintensitaten (vgl. Abb. 37). Dies ent-
spricht Beobachtungen andere Studien: Zebrafischmodelle mit Mutationen in eys oder
c2orf71a, bei denen im Alter von 5 dpf morphologische sowie quantitative Verdnderungen
der Zellen im ONL beobachtet wurden, zeigten ebenfalls verminderte b-Wellenamplituden
(Corral-Serrano et al., 2018; Messchaert et al., 2018). Beide Gene sind mit der autosomal re-
zessiven Form der Retinitis Pigmentosa assoziiert (Collin et al., 2010; Littink et al., 2010;
Gerth-Kahlert et al., 2017; McGuigan et al., 2017). Fir c2orf71a konnte gezeigt werden, dass
es im Zebrafisch an der Modulation der Cilien-Membran und damit vermutlich an der Entste-

hung der Disks im Photorezeptor-AuRensegment beteiligt ist (Corral-Serrano et al., 2018).

Die Daten der immunhistologischen und funktionellen Charakterisierung des atf6”-
Zebrafischmodells weisen darauf hin, dass in der Retina atf6-defizienter Zebrafischlarven eine
Entwicklungsverzogerung vorliegt: Im Alter von 15 dpf entsprachen die Zellzahlen der atf6-
defizienten Retina der von WT-Tieren. Im Gegensatz dazu, waren im Alter von 3 dpf und
5 dpf die Zahlen der Zapfen-Photorezeptoren, Bipolar- und Ganglienzellen reduziert. Die bei
den atf6”-Larven gemessenen reduzierten b-Wellenamplituden verifizierten die immunhisto-
logischen Beobachtungen in diesen Altersstadien. Die reduzierten Zellzahlen in der atf6-
defizienten Retina waren dabei jedoch nicht auf eine erhohte Zelltodrate zurlckzufihren.
Auch in anderen knockout-Zebrafischmodellen wurde eine initial reduzierte Zahl retinaler
Zellen mit anschlieBender Regenerierung bereits als Entwicklungsverzdgerung gedeutet
(Zhang et al., 2013).

5.5.2. Expression unterschiedlicher UPR-Signalwegskomponenten in der atf6”-
Zebrafischretina

Da ATF6 eine Schlisselkomponente der UPR darstellt, wurde mittels gRT-PCR-
Experimenten (siehe Abschnitt 3.3.11.2) untersucht, ob sich der Verlust von atf6 auf die Ex-
pression anderer UPR-Komponenten auswirkt. Die Ergebnisse weisen entgegen ersten Erwar-
tungen auf keinen erh6hten ER-Stress in atf6-defizienten im Vergleich zu WT-Larven im Al-
ter von 3 dpf und 5 dpf hin. Die RNA-Level von atf6 waren in den atf6”-Larven um das 5,4-
fache reduziert (siehe Tabelle 38). Im Gegensatz dazu, war die Expression der atf6-Zielgene
hspab, pdia3 und hsp90b1 in den atf6”-Larven im Vergleich zu WT-Tieren unverandert (vgl.
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Tabelle 38). Eine verringerte Expression von hspa5 und hsp90bl konnte erst in der adulten
atfé-defizienten Retina beobachtet werden (vgl. Tabelle 38). Dass der Verlust von Atf6 die
basale Expression von Bip sowie anderer UPR-Komponenten nicht beeinflusst, konnte bereits
im Zellkultursystem an Atf6-defizienten MEFs beobachtet werden (Wu et al., 2007). Die Er-
gebnisse dieser Studie wirden somit die Erkenntnisse aus den qRT-PCR- Experimenten der
atf6"-Zebrafische stiitzen. Umgekehrt konnten mehrere unabhangige Studien in unterschied-
lichen Tiermodellen jedoch bereits zeigen, dass atf6 die Expression von hspab reguliert und
induziert, bzw. dass der Verlust von atf6 zu einer reduzierten hspa5-Expression flihrt (Adachi
et al., 2008; Ishikawa et al., 2013), was wiederum im Gegensatz zu den hier erzielten Ergeb-

nissen steht.

Die Expression der pro-apoptotischen PERK-Signalwegkomponenten eif2ak3 (Perk) und
ddit3 (Chop) blieb im Zebrafisch durch den Verlust von atf6 unverandert (vgl. Tabelle 38).
Dies steht im Gegensatz zu Studien, die sowohl in MEFs als auch im heterologen Expressi-
onssystem zeigen konnten, dass ddit3 durch Atf6 reguliert wird (Ma et al., 2002; Okada et al.,
2002; Adachi et al., 2008). Dass der Verlust von atf6 den PERK-Signalweg nicht beeinflusst,
untermauert jedoch die Ergebnisse der Immunhistologie, dass die reduzierte Zellzahl in atf6-

defizienten Retinae nicht auf einer erhdhten Zelltodrate basiert.

Da dem Verlust von atf6 ebenso kein Anstieg in der Expression der IRE1-
Signalwegskomponenten folgte, deuten die gRT-PCR-Daten dieser Arbeit darauf hin, dass in
den retinalen Zellen der atf6”-Zebrafische keine kompensatorischen Mechanismen oder
Uberschneidungen zwischen den einzelnen UPR-Signalwegen, wie es bereits in anderen Stu-
dien beschrieben wurde (Hetz und Papa, 2018), vorzuliegen scheinen. Die Daten lassen eher
vermuten, dass der Verlust von atf6 nicht in erhéhtem ER-Stress resultierte und die Expressi-
on von hspa5, hsp90bl und pdia3 im Larvalstadium vermutlich nicht ausschliellich Gber den

ATF6-Signalweg gesteuert wird.

5.5.3. Die Rolle von atf6f

ATF6p ist ebenso wie ATF6 ein membranstandiges ER-Protein, das als Reaktion auf vorherr-
schenden ER-Stress aktiviert und gespalten wird (Haze et al., 2001). Die N-terminalen Ab-
schnitte beider Proteine enthalten eine hochkonservierte bZiP-Domane, unterscheiden sich
aber mal3geblich in ihrer Transaktivierungsdomane, wodurch die transkriptionelle Aktivitat
von ATF6p gegeniiber ATF6 reduziert ist (Thuerauf et al., 2007). In mehreren unabhangigen

Studien wurde mittels heterologer Expressionssysteme gezeigt, dass im Menschen ATF6[3
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gegenuber ATF6 einen schwéacheren Transkriptionsaktivator unterschiedlicher ERSE-Gene
darstellt, seine Halbwertszeit dafur aber Uber der von ATF6 liegt (Yoshida et al., 1998,
Thuerauf et al., 2004; Thuerauf et al., 2007). Untersuchungen im heterologen Expressionssys-
tem zur Aufklarung Paralog-spezifischer Charakteristiken liefen auf eine mdgliche
inhibitorische Rolle von ATF6p in Bezug auf ATF6 schliel3en. Es zeigte sich, dass ATF6p die
Bindung von ATF6 an die DNA, insbesondere an den BIP/HSPA5-Promotor, verhindern
kann. Umgekehrt flihrte ein siRNA-vermittelter knockdown von ATF6/ zu einer verstarkten
Aktivitat des BIP/HSPAS5-Promotors sowie zu einer erhdhten BIP-Expression (Thuerauf et al.,
2007). Diese wie auch weitere unabhé&ngige Experimente in einem Mausmodell zur ER-
Stress-assoziierten metaphysealen Chondrodysplasie deuten auf eine mégliche regulatorische
Funktion ATF6Bs auf ATF6 wihrend der ER-Stress-Antwort hin (Forouhan et al., 2018). Die
Hinweise verstirken sich jedoch, dass ATF6 und ATF6p in ihrer Funktion teilweise iiberlap-
pen und sich daher zum Teil kompensieren konnen. Die Generierung unterschiedlicher
knockout-Tiermodelle in der Maus oder dem Medaka zeigten, dass der Einzel-knockout von
Atf6/atf6 oder Atf6p/atf6 keinen Einfluss auf die lebenserhaltenden Funktionen und die Emb-
ryonalentwicklung ausiibt. Erfolgt jedoch ein Doppel-knockout beider Transkriptionsfaktoren
ist dieser sowohl in der Maus als auch im Fisch embryonal letal (Wu et al., 2007; Yamamoto
et al., 2007; Ishikawa et al., 2013). Dass ATF6 und ATF6p eine dhnliche Gruppe an Genen
regulieren, konnte unter Anderem in Zellkulturexperimenten in INS-1 Insulinomazellen ge-
zeigt werden. Mittels Micro-Array-Analysen konnten hier unterschiedliche UPR-Gene wie
beispielsweise DDIT3 oder EDEM1, detektiert werden, die sowohl von ATF6 als auch von
ATF6p reguliert wurden (Odisho et al., 2015). Auch die Tatsache, dass eine weiterhin erhdhte
Expression von Bip in Atf6-defizienten MEFs nach Induktion von ER-Stress detektiert werden
konnte, spricht daflr, dass ATF6 hier nicht den alleinigen Transktiptionsaktivator bildet (Wu
et al., 2007). Ebenso zeigten in vivo-Experimente, dass Atf6p die Rolle von Atf6 offenbar
anteilig tbernehmen kann. Ishikawa und Kollegen konnten mittels atf6-defizienter Medaka-
Larven zeigen, dass trotz des Verlusts von atf6 hspa5 weiterhin exprimiert wird, auch wenn
dessen Expression in triallelischen atf6”;arf6p™" -Larven deutlich schwacher als in
triallelischen atf6+";atf6ﬁ "_Larven ausfiel. In Kombination mit neusten Untersuchungen in
einem Mausmodell fiir kardiale Erkrankungen, in dem gezeigt werden konnte, dass Atf6 und
Atf6p in gleichem Male wichtig flr die Expression UPR-assoziierter Gene im Mausherz sind
(Correll et al., 2019), deuten diese Daten darauf hin, dass die beiden Transkriptionsfaktoren

ATF6 und ATF6p einen kompensatorischen Mechanismus ausbilden konnen.
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Die Expression von atf6f wurde in dieser Arbeit mittels whole mount ISH (siehe Abschnitt
3.7.3) und qRT-PCR-Experimenten (siehe Abschnitt 3.3.11.2) untersucht. A#6p liegt eben-
falls einzeln und nicht in duplizierter Form im Zebrafischgenom vor. Die Analyse mittels ISH
erwies sich aufgrund von Unspezifitat der verwendeten Ribosonde als schwierig (vgl. Abb. 38
und Abb. 39). Dennoch konnte in den Amakrin- sowie den Ganglienzellen 3 dpf alter WT-
Larven atf6p detektiert werden (vgl. Abb. 38B). Die qRT-PCR-Experimente zeigten eine er-
hohte atf6p-Expression im Alter von 3 dpf und 5 dpf. In der adulten Retina waren hingegen
keine Verénderungen in der atf6f-Expression mehr zu beobachten (vgl. Tabelle 38). Ver-
gleicht man die in den gRT-PCR beobachteten und die in der Literatur beschriebenen Ergeb-
nisse, so konnte die erhohte atf6p-Expression die unverdnderte Expression des atf6-Zielgens
hspa5 im Alter von 3 dpf und 5 dpf erklaren. Gestitzt wird diese Beobachtung anhand der
gRT-PCR Daten der adulten Tiere. Hier ist die retinale Expression von atf6 in wildtypischen
und atf6”-Zebrafischen vergleichbar, jedoch die hspa5-Expression in den knockout-Tieren
reduziert. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass &hnlich wie im Medaka, auch im Zebrafisch
atf6p die Funktion von atf6 in frihen Entwicklungsstadien zumindest zum Teil kompensieren
kann (Abb. 45). Dies konnte auch der Grund flr die unveranderte Expression von hsp90bl1,
pdia3 und ddit3 sein.

Dass die edem1-Expression trotz verminderter ernl-Expression nur minimal abnahm, konnte
vermutlich ebenso auf eine Induktion durch atf6f zuriickgefiihrt werden. Dass atf6-defiziente
Larven dennoch einen schwachen retinalen Phanotyp aufweisen, lielRe sich weiterhin mit einer
schwacheren transkriptionellen Aktivitat von atf68 gegeniiber atf6 erklaren (Abb. 45). Um
diese Hypothese jedoch zu bestétigen, waren weitere Experimente, die einen zusatzlichen
knockout von atf6f beinhalten notwendig. Hier wére sowohl ein Morpholino-vermittelter
knockdown von atf6f oder auch ein kompletter knockout von atf6f unter Verwendung des
CRISPR/Cas9-Systems in atf6-defizienten Zebrafischen denkbar. Ware die Hypothese, dass
atf6f die Rolle von atf6 auch im Zebrafisch anteilig Gbernehmen kann korrekt, so wirde man
erwarten, dass der Doppel-knockout von atf6 und atf6f hier ebenso zu einem embryonal leta-
len Phénotyp oder zumindest zu einem verstarkten retinalen Phanotyp oder systemischen

Phénotyp fiihrt.
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5.5.4. Der Einfluss von pharmakologisch induziertem ER-Stress auf den retina-
len Phanotyp in der atf6-defizienten Zebrafischlarve

Dass die UPR nicht nur wahrend der Entwicklung oder aufgrund anderer intrinsischer ER-
Stress-Ausloser aktiviert werden kann, ist weitreichend bekannt. Ob die pharmakologische
Induktion der UPR, d.h. zusétzlicher pharmakologisch induzierter ER-Stress, den retinalen
Phénotyp in atf6-defizienten Larven jedoch verstérkt bzw. wie induzierter ER-Stress die Reti-
na von WT-Larven beeinflusst, wurde bislang nicht untersucht.

gRT-PCR Experimente, in denen untersucht werden sollte, ob eine Behandlung mit 1 pg/ml
Tunicamycin fir 48 h die Aktivierung der UPR in 5 dpf alten Zebrafischlarven induziert,
zeigten eine erhohte Expression aller getesteten Gene (hspab, edeml und chop) im Vergleich
zu DMSO-behandelten Kontroll-Larven in beiden Linien (vgl. Tabelle 39). Da jedes der un-
tersuchten Gene ein Zielgen eines der drei UPR-Signalwege darstellt, kann davon ausgegan-
gen werden, dass die Behandlung mit Tunicamycin zur Aktivierung aller und nicht nur zur
selektiven Aktivierung einzelner UPR-Signalwege fuhrte. Die Tunicamycin-induzierte Ex-
pression von edeml und hspa5 war in atf6-defizienten Larven um etwa das 2- bzw. 4-fache
geringer als bei wildtypischen Larven (vgl. Tabelle 39). Dies deutet darauf hin, dass sich der
Verlust von atf6 bei anhaltender pharmakologischer ER-Stress-Induktion, negativ sowohl auf
die Induktion seines Zielgens hspa5 als auch auf die Expression von edeml auswirkt. Die
Expression der PERK-Signalweg-Komponente chop war nach Tunicamycin-Behandlung in
beiden Linien vergleichbar (vgl. Tabelle 39). Aus der Studie von Ishikawa und Kollegen ist
bekannt, dass Atf6p lediglich wéhrend intrinsischem ER-Stress, nicht aber bei pharmakolo-
gisch induziertem ER-Stress, den Verlust von Atf6 anteilig kompensieren kann (Ishikawa et
al., 2013). Dies stutzt die Beobachtung, dass in unbehandelten atf6-defizienten Larven keine
Veranderung in der hspa5-Expression beobachtet werden konnte, dessen Expression nach
Behandlung mit Tunicamycin jedoch im Vergleich zu behandelten wildtypischen Larven ver-
ringert war. Dass der Verlust von Atf6 zu einer verminderten UPR-Aktivierung nach pharma-
kologischer ER-Stress-Induktion fuhrt, konnte mittels Micro-Array- und Northern-Blot-
Analysen ebenfalls schon in Atf6-defizienten MEFs gezeigt werden. Hier konnten in mit Tu-
nicamycin- bzw. Thapsigargin-behandelten MEFs ebenso eine bis zu 2-fach reduzierte Bip-
Expression sowie eine verringerte Edem1-Expression festgestellt werden (Yamamoto et al.,
2007; Adachi et al., 2008). Im Gegensatz zum Zebrafisch konnte in MEFs jedoch gezeigt
werden, dass auch Chop/Ddit3 von ATF6 reguliert wird (Adachi et al., 2008). Dass die von
ATF6/Atf6 regulierten Gene zwischen Maus und Fisch nicht identisch sind, wurde bereits

postuliert. Hierzu gehoren beispielsweise verschiedene ER-Chaperone oder erolp (Ishikawa
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et al., 2013). Die Tatsache, dass die Expression von ddit3 durch den Verlust von Atf6 sowohl
mit als auch ohne pharmakologische ER-Stress-Induktion unbeeinflusst blieb, deutet daher
darauf hin, dass auch ddit3 im Zebrafisch, anders als in der Maus (Adachi et al., 2008), kein
Zielgen von Atf6 darstellt.

Mittels der gRT-PCR-Experimente konnte einerseits gezeigt werden, dass in beiden Zebra-
fisch-Linien die Induktion der UPR unter Verwendung von Tunicamycin erfolgreich war.
Gleichzeitig zeigte sich aber auch, dass die Aktivierung der UPR in atf6-defizienten Larven
im Vergleich zu WT-Larven weniger ausgepragt war (vgl. Tabelle 39), was auf eine auf dem
Verlust von atf6-basierende geschwdachte UPR in diesen Larven hindeutet. Daher lag die
Vermutung nahe, dass zusatzlicher pharmakologisch induzierter ER-Stress den retinalen Phé-
notyp, der in atf6-defizienten Larven bereits unter vorliegendem intrinsischem ER-Stress be-
obachtet wurde, weiter verstarken kénnte. Diese Hypothese konnte anhand der immunhistolo-
gischen Untersuchungen, mit Ausnahme der Bipolarzellen, nicht bestétigt werden. Stattdessen
wurden hauptsachlich VVerénderungen in der Retina von wildtypischen Larven durch die Be-
handlung mit Tunicamycin detektiert. Im Alter von 3 dpf sank hier die Zahl der Griinzapfen
nach der Behandlung mit Tunicamycin (siehe Abb. 40D). Im Alter von 5 dpf wurde nach
pharmakologischer ER-Stress-Induktion eine erhohte Zahl Ganglienzellen und Caspase-3-
positiver Zellen detektiert (siehe Abb. 42C und Abb.43D). Lediglich in den Bipolarzellen
flhrte die Behandlung mit Tunicamycin im Alter von 5 dpf zu verringerten Zellzahlen in atf6-
defizienten Larven sowohl im Vergleich zu DMSO-behandelten Kontroll-Larven als auch zu
Tunicamycin-behandelten wildtypischen Larven (vgl Abb. 41B). Die Ergebnisse weisen da-
rauf hin, dass Bipolarzellen in diesem Alter gegenuber anhaltendem ER-Stress anfélliger zu
sein scheinen als andere Zelltypen. Bipolarzellen weisen ab einem Alter von 3 dpf ein hdchst
dynamisches Entwicklungsmuster auf, wobei sie am Ende ihres Axons standig neue Filopodia
ausbilden. Diese werden im Laufe der Entwicklung immer wieder verlangert oder verkirzt
und wie eine Art ,,Fiihler* verwendet, mit der die Bipolarzelle ihre Umgebung untersucht. Ab
7 dpf verlieren die Bipolarzellen ihre Filopodien und entwickeln bis zu einem Alter von
14 dpf definierte prasynaptische Endigungen (Connaughton, 2010). Dieser lange und dynami-
sche Entwicklungsverlauf kdnnte einen moglichen Grund darstellen, warum Bipolarzellen
besonders anfallig gegenlber vermehrtem ER-Stress wéhrend der Entwicklung der Zebra-

fischretina sind.

Aufféllig war ebenfalls, dass trotz zusétzlichem pharmakologisch induziertem ER-Stress, die
Zahl von TUNEL- und Caspase-3-positiver Zellen in der Retina von wildtypischen und atf6-

defizienten sowohl im Alter von 3 dpf als auch 5 dpf vergleichbar war (siehe Abb. 43C,D).
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Diese Beobachtungen korrelieren mit den Ergebnissen der gRT-PCR, bei denen keine Veran-
derungen in der Induktion des pro-apoptotischen PERK-Signalweges bzw. dessen Zielgens
ddit3 zwischen beiden Zebrafischlinien festgestellt werden konnten (vgl. Tabelle 39). Ist der
ER-Stress fur die Zelle zu hoch, wird die Expression anti-apoptotischer Gene mittels des
PERK-Signalweges inhibiert und die Expression pro-apoptotischer Gene, wie beispielsweise
Gene der Bcl2-Familie induziert (Hetz und Papa, 2018). Die Behandlung mit Tunicamycin
resultierte zwar in keinem Unterschied in der Gesamtzahl Caspase-3- und TUNEL-positiver
Zellen zwischen beiden Linien, jedoch konnte ein deutlicher Anstieg in der Zelltodrate nach
der Tunicamycin-Behandlung in beiden Linien detektiert werden (vgl. Abb. 43A,C,D). Zu-
dem war auffallig, dass die Zahl der mit dem TUNEL-Assay detektierten Zellen die der
Caspase3-markierten weit Uberstieg. Verschiedene unabhangige Studien konnten zeigen, dass
Tunicamycin die Caspase-3 aktivieren und damit zur Apoptose, dem am haufigsten mit ER-
Stress in Verbindung gebrachten Zelltod, fiihren kann (Oda et al., 2008; Shen et al., 2014;
Abhari et al., 2019). Die Behandlung mit diesem ER-Stress-Induktor kann jedoch ebenso in
einem Nekrose-artigem Zelltod oder in Nekroptose resultieren (Ullmann et al., 2008;
Saveljeva et al., 2015; lurlaro und Munoz-Pinedo, 2015). Dass Tunicamycin neben der
Apoptose noch weitere Zelltodarten induziert, wiirde die erhéhte Zahl der TUNEL-positiven
Zellen gegentiber der der aktiven Caspase-3-positiven Zellen erklaren. Wahrend mithilfe der
Caspase-3-Farbung nur apoptotische Zellen detektiert werden koénnen, ist es mittels des
TUNEL-Assays mdoglich, alle sterbenden Zellen zu detektieren. Die Untersuchungen des
atf6”"-Zebrafischmodels deuten darauf hin, dass der durch Tunicamycin-induzierte Zelltod nur
zu einem geringen Teil durch die Caspase-3 vermittelte Apoptose hervorgerufen wurde.

Trotz des Tunicamycin-bedingten Anstiegs in der Zelltodrate wurden weder in der wildtypi-
schen noch in der atf6-defizienten Retina im Alter von 5 dpf erhdhte Raten an proliferieren-
den (PCNA-positiven) Zellen beobachtet (vgl. Abb. 43E). Mehrere Studien konnten bereits
zeigen, dass die Zebrafischretina auch im Alter von 5 dpf ein gewisses Regenerationspotential
besitzt (Fraser et al., 2013; Hagerman et al., 2016). Nach pharmakologischer Ablation der
Blau- und/oder UV-Zapfen konnte hier eine erhéhte Proliferationsrate als auch die Entstehung
neuer Zapfen-Photorezeptoren beobachtet werden (Fraser et al., 2013; Hagerman et al., 2016).
Da die Moglichkeit der Regeneration in der 5 dpf alten Zebrafischretina besteht, kann nicht
abschlieRend geklart werden, warum die Behandlung mit Tunicamycin ausschlieBlich in einer

Steigerung der Zelltodrate, jedoch nicht in einer gesteigerten Proliferationsrate resultiert.

Da die Behandlung mit Tunicamycin nicht wie vermutet zu einem alle retinalen Schichten

betreffenden Phénotyp in atf6-defizienten Larven fihrte, stellt sich die Frage, ob die gewéhlte
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Behandlungsdauer und Konzentration fir die durchgefiihrten Untersuchungen geeignet wa-
ren, bzw. ob Tunicamycin selbst einen fir die Fragestellung passenden ER-Stress-Induktor
darstellt. Die Entscheidung Tunicamycin als ER-Stress-Induktor in dieser Arbeit einzusetzen
basiert auf den Ergebnissen verschiedenster unabhangiger Studien, in denen die UPR im Zeb-
rafisch mittels Tunicamycin erfolgreich induziert wurde (Chen et al., 2012; Li et al., 2015;
Ogino et al., 2015). In Bezug auf die Behandlungsdauer und Konzentration des Tunicamycins
zeigten Vorexperimente unter Verwendung RT-PCR-basierter Analysen (Daten nicht aufge-
flihrt), dass eine Behandlungsdauer von 48 h mit einer Konzentration von 1 pg/ml die UPR in
Zebrafischlarven am effizientesten aktiviert. Unterstitzt wurde diese Entscheidung durch un-
terschiedlichste Studien, in denen die UPR in der Zebrafischlarve ebenfalls mit 1 pg/ml Tuni-
camycin und einer Behandlungsdauer zwischen 24 h und 48 h induziert wurde (Howarth et
al., 2013; Chen et al., 2014; Li et al., 2015). Teilweise wurden auch héhere Tunicamycin-
Konzentrationen von bis zu 3 pg/ml angewendet (Chen et al., 2012), die in dieser Arbeit je-
doch zum Sterben der Larven fiihrten (Daten nicht aufgefuhrt). Insgesamt muss man jedoch in
Abhangigkeit des Experimentes festlegen, wie lange und mit welcher Konzentration die Tuni-
camycin-Behandlung erfolgen soll. Die erfolgreiche Aktivierung der UPR mittels Tunicamy-
cin in dieser Arbeit zeigt, dass die gewahlten Parameter grundsatzlich geeignet waren. Ob
eine Steigerung der Tunicamycin-Konzentration zu einem verstérkten retinalen Ph&notyp in
atfé-defizienten Zebrafischlarven gefuhrt hatte, ist schwer einzuschétzen, da eine erhohte
Konzentration, wie unsere VVorexperimente zeigten, ebenso mit einer kiirzeren Behandlungs-
dauer einhergehen hatte missen, um das Uberleben der Larven zu sichern. Ob eine hohere
Tunicamycin-Konzentrationen tber kurze Dauer den Phanotyp gegentber einer langeren Be-
handlungsdauer mit geringerer Konzentration verstarken wirde, musste in weiterflihrenden
Experimenten untersucht werden. Da Thapsigargin offenbar nur zu einer sehr geringen Induk-
tion der UPR in der Zebrafischlarve (Lee et al., 2011) bzw. nicht zur Induktion ER-Stress-
basierter Phénotypen fuhrt (Ishikawa et al., 2013), wurde Thapsigargin als moéglicher ER-
Stress-Induktor in dieser Arbeit nicht in Betracht gezogen. Generell sollte jedoch beriicksich-
tigt werden, dass unterschiedliche ER-Stress-induzierende Stimuli zum Teil gewebs- oder

organspezifische Effekte aufweisen konnen (Lee et al., 2011; Chen et al., 2014).
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5.6. Die Eignung des Zebrafisches als Tiermodell der ATF6-
assoziierten ACHM

Da sich zwei zuvor untersuchte Atf6”-Mauslinien nicht als geeignete Modelle zur Aufklarung
der ATF6-assoziierten ACHM erwiesen, wurde in dieser Arbeit ein atf6”-Zebrafischmodell
generiert, um der Fragestellung des Pathomechanismus der ATF6-assoziierten ACHM nach-
zugehen. Da die Retina des Zebrafisches reich an Zapfen ist, ist dieser ein haufig genutztes
Tiermodell fur zapfenbasierte Erkrankungen.

Vergleicht man den Phénotyp der Patienten mit den retinalen Verdnderungen in der Zebra-
fisch- als auch in der Maus-Retina, so lassen sich Unterschiede in der Auspragung als auch in
der Art der betroffenen Zellen erkennen. In der humanen Retina sind durch den Verlust von
ATF6 ausschlieBlich kongenitale Verdnderungen der Zapfen-Photorezeptoren zu beobachten.
Der zapfenreichste Bereich in der humanen Retina ist die Fovea centralis. Mittels adaptive
optics split detection und OCT konnte bei Patienten mit einer ATF6-assoziierten ACHM der
vollstandige Verlust bzw. das vollstdndige Fehlen aller Photorezeptoren in der Fovea als auch
in parafovealen Regionen sowie eine foveale Hypoplasie beobachtet werden (Kohl et al.,
2015; Mastey et al., Arvo Abstract Nr. 669-C0227, 2018). Auch im ERG konnte bei Patienten
keine Zapfen-Antwort mehr detektiert werden (Tabelle 40).

Betrachtet man die Retina des atf6-defizienten Zebrafisches so sind hier ebenfalls schon friih
in der Entwicklung auftretende Veranderungen in der Zahl der Zapfen-Photorezeptoren zu
erkennen. Im Gegensatz zur humanen Retina weist der Zebrafisch jedoch verminderte Zell-
zahlen in allen retinalen Schichten und nicht nur in Bezug auf die Zapfen-Photorezeptoren
auf. AulRerdem sind die verbleibenden Zapfen-Photorezeptoren hier im Vergleich zum Patien-
ten noch funktionstiichtig, was aufgrund einer zwar verminderten aber detektierbaren b-
Wellenamplitude im ERG gezeigt werden konnte. Einen weiteren Unterschied zum humanen
Phénotyp stellt die Verlaufsform im Zebrafisch dar. Wahrend im Patienten kongenitale und
permanente retinale Defekte detektiert wurden, war der Phanotyp der atf6-defizienten Zebra-
fischretina lediglich auf die frihen Larvalstadien beschrankt. In 15 dpf alten Larven sowie im

adulten Fisch wurden keine retinalen Veranderungen mehr detektiert (Tabelle 40).
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Tabelle 40: Vergleich der durch Verlust von ATF6 induzierten retinalen Phanotypen zwischen
ACHM-Patienten und verschiedenen Tiermodellen

Mensch Zebrafisch Maus
Zielgerichtete Verschiedene mis- _ _
vuttonin | SR |y | ™ | sy
u - :
ATF6/atf6/Atf6 Mutationen
Transiente retina- | Altersabhdngige | Altersabhangige
Phanotyp ACHM le Entwicklungs- | Stabchen-Zapfen- | Stdbchen-Zapfen-

verzogerung

Dysfunktion

Dysfunktion

Foveale Hypopla-

sie; Verlust der

Fovea; Verlust oder

Transiente Re-
duktion der An-
zahl an Rot- und

Altersabhéngige
globulare epi- und
subretinale Abla-

Altersabhéngige
globulare epi- und
subretinale Abla-

Strukturelle Fehlen von Zapfen- GrUnzapfe_n, gerungen;ﬂsp‘fite, gerungen;ﬂsp‘fite,
retinale Ver- Pho_torezeptoren; PK_Ca—posmven altersabhanglge altersabhanglge
anderungen Bereiche mit erhoh- Bipolarzellen progressive De- progressive De-
ter bzw. verminder- | sowie Ganglien- generation der generation der
ter Autofluoreszenz | zellen wéhrend Photorezep- Photorezep-
deuten auf Degene- der okularen torschicht sowie torschicht sowie
ration hin Frihentwicklung des RPEs des RPEs
Skotopisch: keine Skotopisch: n.d. Skotopisch und Skotopisch und
Funktionelle Einschrankungen; Photopisch: Ver- | Photopisch: be- Photopisch: be-
retinale Ver- Photopisch: nicht minderte b- ginnende leichte | ginnende leichte
anderungen zu detektierende Wellenamplitude | Altersabhangige | Altersabhéngige
(Ganzfeld- Amplituden in 5 dpf alten progressive Re- progressive Re-
ERG) Zebrafischlarven | duktion der b- duktion der b-
Wellenamplitude | Wellenamplitude
Ansar et al.,2015; Ergebnisse dieser | Kohl etal., 2015 | unveréffentlichte
Kohl et al., 2015; Arbeit Daten
Referenz

Skorcyzk-Werner
etal., 2017

n.d.: nicht durchgefiihrt

Auffallig ist jedoch, dass sowohl im Zebrafisch als auch in Patienten Mutationen in ATF6
Entwicklungsdefekte, im Fisch in der gesamten Retina und im Patienten in der Fovea
centralis, verursachen. Die in dieser Arbeit generierten Daten unterstltzen damit die Annah-
me, dass der ATF6-Signalweg an der Entwicklung retinaler Zellen beteiligt ist. Im Mensch
scheinen hierbei insbesondere die Zapfen-Photorezeptoren auf den ATF6-Signalweg ange-
wiesen zu sein. Die Maus besitzt im Gegensatz zum Menschen keine Fovea centralis (Hu-
bermann und Niell, 2011) und &hnelt beziglich ihrer Zapfendichte eher der peripheren als der
zentralen Primatenretina. Die Zapfendichte der Mausretina pro mm? entspricht der Zapfen-
dichte, die in der Primatenretina etwa 3 mm aulRerhalb der Fovea centralis vorliegt (Jeon et
al., 1998). Vergleichbar mit der humanen Retina, aber im Gegensatz zur Zebrafischretina,
wird die Mausretina von Stabchen-Photorezeptoren dominiert. Nur etwa 3 % der Photorezep-

toren der Mausretina sind Zapfen-Photorezeptoren (Hubermann und Niell, 2011).
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Vergleicht man den humanen ATF6-basierten Phanotyp mit dem der beiden untersuchten
Atf6-defizienten Mausmodelle sind gravierende Unterschiede zu erkennen. Betrachtet man
das Mausmodell von Wu und Kollegen, so zeigte sich ein altersabhéngiger progressiver dege-
nerativer Phéanotyp, der sowohl Zapfen- als auch Stabchen-Photorezeptoren gleichermalien
betraf (Kohl et al., 2015; Tabelle 40). In beiden Mausmodellen wurden zudem erhebliche epi-
wie subretinale Ablagerungen detektiert. Die Ergebnisse lassen jedoch nicht darauf schlief3en,
warum die Maus im Vergleich zum Patienten einen mit fortschreitendem Alter zunehmenden
Phénotyp zeigt. Man konnte jedoch vermuten, dass die degenerativen Veranderungen in der
atf6-defizienten Maus von Wu und Kollegen im Vergleich zu gleichaltrigen WT-Ma&usen auf
eine auf dem Verlust von Atf6-basierenden erhohten Anfalligkeit gegeniiber ER-Stress zu-
rickgefiihrt werden koénnen. Warum in der Maus sowohl Zapfen- als auch Stébchen-

Photorezeptoren von der Degeneration betroffen sind, bleibt weiter unklar.

Insgesamt untermauern die in dieser Arbeit generierten Daten die Vermutung, dass ATF6 an
der Entwicklung retinaler Zellen beteiligt ist. Das generierte Zebrafischmodell rekapituliert
jedoch ebenso wenig wie die zuvor untersuchten Mausmodelle den humanen Phanotyp der
ATF6-assoziierten ACHM und eignet sich daher ebenfalls nicht als Tiermodell zur Aufkla-
rung des Pathomechanismus der ATF6-assoziierten ACHM. Dass die Charakterisierung dreier
Tiermodelle lediglich Hinweise auf die Rolle von ATF6 in der retinalen Entwicklung ergab,
lasst vermuten, dass ATF6 eine spezielle und einzigartige Rolle in der Entwicklung der Pri-
matenretina Ubernimmt, die mittels der bisher verfugbaren Tiermodelle nicht aufgeklart wer-
den kann. Ob ATF6 selbst oder wie im Medaka (Ishikawa et al., 2013) und vermutlich auch
im Zebrafisch dessen Zielgen hspa5 die entscheidende Rolle in der Embryonalentwicklung
spielt, ist ebenfalls unklar. Hierzu waren weitere Untersuchungen an Modellen, die der huma-

nen Retina dhnlicher sind, notwendig.

Dass ATF6 bei der Differenzierung humaner Zellen eine besondere Stellung einnimmt, konn-
te bereits an hESCs und iPSCs gezeigt werden (Kroeger et al., 2018). ATF6 fordert die
mesodermale Differenzierung von hESCs und unterdriickt gleichzeitig die Bereitschaft zur
Pluripotenz. iPSCs, die aus Patienten-Fibroblasten mit einer Missense-Mutation in ATF6
(p.R324C) generiert worden sind, behielten hingegen ihre pluripotenten Eigenschaften und
zeigten ein vermindertes Differenzierungsverhalten (Kroeger et al., 2018). Neuste For-
schungsergebnisse aus ATF6-ACHM Patienten-Fibroblastenzell-Linien gewonnen iPSCs,
welche anschlieBend zu retinalen Organoiden differenziert wurden, legen nahe, dass diese
keine Zapfen-Photorezeptoren entwickeln (Kroeger et al. 2019, Arvo Abstract Nr. 4762). Dies

deutet auf eine fundamental andere wichtige Bedeutung von ATF6 fur die Entwicklung der
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Zapfen-Photorezeptoren und der Fovea im menschlichen Auge hin. Wahrscheinlich wird sich
dieser Zusammenhang jedoch nur an Primaten-Augen bzw. Retinae untersuchen lassen, wel-
che eine wirklich vergleichbare Anatomie der Retina aufweisen. Solche Tierexperimente sind

jedoch aus ethischer und tierversuchsrechtlicher Sicht schwierig zu realisieren.

171



ZUSAMMENFASSUNG

6. Zusammenfassung

Mutationen im ATF6-Gen verursachen autosomal rezessive Achromatopsie beim Menschen.
Alle bisher mit Achromatopsie assoziierten Gene kodieren fir funktionelle Bestandteile der
Phototransduktionskaskade im Zapfen-Photorezeptor. Im Gegensatz dazu besitzt ATF6 keine
spezifische oder exklusive Funktion in der Phototransduktion. ATF6 kodiert flir den ubiquitar
exprimierten Aktivierenden Trankriptionsfaktor 6, der eine bekannte Schlusselfunktion bei
der Regulation der UPR und der zellularen Homdgostase des ERs spielt. Warum ATFG6 als ubi-
quitar exprimierter Transkriptionsfaktor in seiner mutierten Form ausschlieBlich zu einem
retinalen Phénotyp im Menschen fihrt, sollte in dieser Arbeit unter Verwendung eines eigens

generierten Zebrafischmodells untersucht werden.

Da bislang nicht untersucht wurde, wo atf6 in der Retina exprimiert wird, wurden ISH-
Experimente zur Lokalisation von atf6 in der Zebrafischlarve durchgefiihrt. atf6 konnte in
sich in der Entwicklung befindenden Photorezeptoren, in Amakrinzellen und in Zellen der
peripheren, der CMZ zugewandten Bereichen der Ganglienzellschicht sowie der CMZ in der
larvalen Zebrafischretina lokalisiert werden. Vergleicht man im Alter von 3 dpf die Lokalisa-
tion der Expression von atfé mit der der atf6 Zielgene hspa5 und hspa90bl sowie von atf6p,
zeigten sich teilweise Uberlappende Expressionsmuster aller Zielgene. Mittels dieser Ergeb-
nisse konnte gezeigt werden, dass die UPR wahrend der retinalen Entwicklung aktiv und von
Bedeutung ist.

Um Informationen Uber den Pathomechanismus der ATF6-assoziierten Achromatopsie zu
erhalten, wurde mithilfe der TALEN-Technologie ein atf6”-Zebrafischmodell generiert, wel-
ches eine Deletion in Exon 6 des atf6-Gens (c.519delG;p.VV174fs*42) tragt. In vorherigen in
silico Analysen wurde zudem sicher gestellt, dass atf6 nur einmal im gesamten Zebrafischge-
nom vorliegt und nicht im Zuge der Genom-Duplikation wéhrend der Entwicklung der

Teleostei dupliziert wurde.

Die Charakterisierung des Fischmodells erfolgte Gber immunhistologische Farbungen sowie
funktionelle Untersuchungen. Die histologische Analyse zeigte eine im friihen Larvenstadium
auftretende, durch den Verlust von atf6 bedingte, retinale Entwicklungsverzdgerung, die sich
mit fortschreitendem Alter wieder zuriickbildete. Die Entwicklungsverzogerung betraf alle
Schichten der Retina und duflerte sich in Form einer verminderten Zahl an Zapfen-
Photorezeptoren, Bipolarzellen sowie Ganglienzellen. Elektroretinographische Untersuchun-
gen zeigten, dass die visuelle Funktion in atf6-defizienten gegentber wildtypischen Larven

eingeschrankt ist. Untersuchungen, die Auskunft Gber das Proliferationspotential und die Zell-
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todrate geben und damit eine mdgliche Erklarung fiir die verminderten Zellzahlen in der atf6-
defizienten Retina aufzeigen sollten, lieferten keine Hinweise auf ein verandertes Proliferati-
onsverhalten oder eine gesteigerte Zelltodrate in der atf6-defizienten Retina. Ob der Verlust
von atf6é in einer erhohten Anfalligkeit gegeniber UPR-induzierender Substanzen resultiert
und der retinale Phanotyp in atf6-defizienten Zebrafischlarven hierdurch intensiviert wird,
wurde an mit Tunicamycin-behandelten Zebrafischlarven untersucht. Die histologische Ana-
lyse der behandelten wildtypischen und atf6-defizienten Larvenretinae zeigte, dass die phar-
makologische Induktion der UPR mittels Tunicamycin lediglich einen Einfluss auf die Zahl
der Bipolarzellen in der atf6-defizienten im Vergleich zur wildtypischen Retina ausuibt. Diese
waren in der atf6-defizienten gegeniiber der wildtypischen Retina in ihrer Zahl im Alter von
5 dpf reduziert. Die Zahl der Zapfen-Photorezeptoren als auch die Zahl der Ganglienzellen

blieb trotz der Tunicamycin-Behandlung unverandert.

Um zu Uberprifen, ob der Verlust von atf6 die Expression von Zielgenen der UPR, wie hspa5
und hsp90bl aber auch atf6g beeinflusst, wurden Expressionsanalysen mittels gRT-PCR-
Experimenten im Larvalstadium (3 dpf und 5 dpf) und der adulten Zebrafischretina durchge-
fahrt. Im Alter von 3 dpf und 5 dpf wurden keine Unterschiede in der Expression der atf6-
Zielgene hspa5 und hsp90bl detektiert. Die Expression von atf64 war in den untersuchten
Larvalstadien jedoch signifikant erhoht, was auf einen kompensatorischen Mechanismus von

atfé/ bei vorliegendem Verlust von atfé wéahrend der Entwicklung des Zebrafisches hinweist.

AbschlieBend ist festzustellen, dass Atf6 eine Rolle in der retinalen Entwicklung spielt, das
atf6”-Zebrafisch-Model jedoch leider kein geeignetes Model fiir die ATF6-assoziierte
ACHM beim Menschen darstellt.
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7. Summary

Mutations in the ATF6 gene cause achromatopsia in humans, a rare stationary autosomal re-
cessively inherited retinal disorder characterized by the lack of cones photoreceptor function.
In contrast to all other known disease causing genes, ATF6 does not encode for a component
of the phototransduction cascade but for the activating transcription factor 6, a ubiquitously
expressed transcription factor and key component of the unfolded protein response (UPR)

responsible for cellular homeostasis and ER function.

So far, the localization of ATF6 expression in the retina has not been analyzed. To reveal its
expression pattern, ISH experiments using riboprobes against atf6 were performed on
zebrafish larvae. In 3 dpf old larvae atf6 expression localizes in developing photoreceptors, in
amacrine cells as well as in the peripheral regions of the ganglion cell layer close to the CMZ
and in the CMZ itself. A comparison of the atf6 expression pattern with those of its down-
stream targets as well as atf6/ revealed a partially overlapping expression pattern for all target
genes at this developmental age. In conclusion, these data indicate that the UPR is activated

during early retinal development in the zebrafish.

To unravel the mechanism of how mutations in this ubiquitously expressed gene result in a
sole retinal phenotype, an atf6”-zebrafish model was generated using TALEN-technology
and atf6™-zebrafish line was established. The atf6”-zebrafish model carries a 1 bp deletion in
exon 6 of the atf6 gene predicted to result in a severely truncated protein
(c.519delG;p.((V174fs*42) lacking all structural and functional domains of the atf6 polypep-
tide. Since the zebrafish genome was duplicated during teleosts development, the presence of

just a single atf6a copy was assured using in silico analysis tools.

The histological characterization of the atf6-deficient retina revealed an atf6-dependent delay
in the retinal development of young (3 dpf and 5 dpf) larvae in comparison to WT animals at
a comparable age. This delay was no longer detectable in more advanced larval stages
(15 dpf) as well as in the retinae of adult fish. Notably, the developmental delay affects all
retinal layers resulting in reduced numbers of cone photoreceptors, bipolar cells and ganglion
cells. The functional assessment of the retina using ERG measurements substantiates the his-
tological results. atf6-deficient larvae exhibit a significantly reduced b-wave amplitude. How-
ever, investigations of the proliferative potential and the cell death rate could not explain the
differences in the retinal cell numbers between WT and atf6”-zebrafish larvae. To further test
whether the loss of atf6 leads to an increased susceptibility to ER stress, zebrafish larvae were

treated with the ER stress inducing agent Tunicamycin. The histological analysis of retinae
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obtained from Tunicamycin treated larvae revealed that merely the bipolar cells in WT retinae
are affected by the Tunicamycin treatment. Here, the number of bipolar cells was significantly
reduced at 5 dpf in comparison to atf6 deficient retinae. However, cones and ganglion cells
remained unaffected in both lines. These data suggest that the loss of atf6 does not deeply

increase the vulnerability of retinal cells to ER stress.

To examine whether the loss of atf6 results in an expressional dysregulation of other atf6 as-
sociated UPR components, qRT-PCR experiments were performed for several downstream
targets of atf6. The results of the expression analysis displayed no changes in the expression
levels of both atf6 downstream target genes hspa5 and hsp90b1 in 3 dpf and 5 dpf old larvae.
However, expression of atf6 was highly up-regulated at both developmental stages indicat-

ing a compensatory mechanism of atf6f during larval development in case atf6 is lost.

In conclusion, atf6 plays a role in the development of the retina, but the atf6”-zebrafish is not
a suitable model for ATF6-associated ACHM.
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ANHANG

11. Anhang

11.1. Absolute Quantifizierung der untersuchten retinalen Zelltypen
Die Graphen der absoluten Quantifizierungen zeigen die gemittelten gezahlten Zellzahlen der

einzelnen retinalen Zelltypen in wildtypischen und atf6-defizienten Retinae im Alter von
3 dpf, 5 dpf und 15 dpf.

A 2407—-WT, n27 n.s. B 2401—¢—wr, n27

1 L, N2 ] i .S.
%200' atf6”, n:;f 3 ‘é 200 atf6é”, n27 n“s

) =
3160] = ;i 3160 A
£120{ 7 §120 x
E a0l = .
« 80 N 801 I
N £ b
@ 40 5 40

0 0
3 dpf 5 dpf 15 dpf 3 dpf 5 dpf 15 dpf
C  2401—e—WT, n27 ns. D . 6007—e—WT, n26
E - = ey n.s.
£ 200 atfe”, n_7 ’ S 500 atf6”, n26
£ ]
® 1601
=]
3 120
S ]
s 80]
2 40
m p
0 (i}
3 dpf 5 dpf 15 dpf 3 dpf 5 dpf 15 dpf

Abbildung S1: Absolute Quantifizierung der (A) Rotzapfen, (B) Griinzapfen (C) PKCa-positiven Bipolar-
zellen und (D) Ganglienzellen in 3 dpf, 5 dpf und 15 dpf alten WT- und atf6-defizienten Zebrafischretina.

11.2. Aminoséaure-Vergleich von ATF6 in unterschiedlichen Spezies

Vergleich der ATF6-Proteinsequenz von Zebrafisch (D. rerio, Q5RH85), Medaka (O. latipes,
H2MQ49), Xenopus (X. tropicalis, F6Y1T0), Mensch (H. sapiens, P18850), Maus (M.
musculus, F6VANO) und Ratte (R. norvegicus, G3V909) mittels Clustal Omega. Die Genbank
entries der einzelnen Formen von ATF6 sind zuséatzlich in Klammern gegeben. Die einzelnen

funktionellen Domanen sind im Alignment markiert.
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4246 | 44,23 | 44,05 | 44,53
42,63 | 43,14 | 43,79

D. rerio

O. latipes
X. tropicalis | 42,46
H. sapiens 44,23
M. musculus | 44,05

R. norvegicus | 44,53

Abbildung S2: Vergleich der ATF6-Proteinsequenz. (A) Pairwise Alignment der ATF6-Aminosaure-Sequenz
des Spezies D. rerio, O. latipes, X. tropicalis, H. sapiens, M musculus, R. norvegicus. (B) Matrix zur Uberischt
der Sequenzidentitdaten von ATF6 zwischen den einzelnen Spezies.

11.3. Ubersicht der evaluierten anti-ATF6/Atf6-Antikorper

Um ATF6/Atf6 in der Retina zu lokalisieren, wurden insgesamt 54 anti-ATF6/Atf6-
Antikorper mittels Western Blot, Immuncytochemie und Immhistochemie evaluiert. Epitope
(sofern bekannt), Herkunft, species reactivity, sowie die Ergebnisse der einzelnen Evaluati-
onsschritte jedes getesteten Antikorpers sind in Tabelle S1 gelistet. Falsch positiv geteste An-

tikdrper sind hellgrau unterlegt.
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11.4. NCBI-Referenzsequenzen

Tabelle S2: Genbezeichnungen verschiedener UPR-Komponenten sowie deren Funktion im
humanen und im Zebrafischgenom

NCBI- NCBI-
Genname (human) Referenzsequenz Genname (Zebrafisch) Referenzsequenz
(human) (Zebrafisch)
HSPA5(BiP/GRP78) | NM_005347.5 hspab NM 213058.1
HSP90B1(GRP94) NM_003299.3 hsp90b1 NM_198210.2
ATF6p NM 004381.5 atf6p NM_001077720.1
ERN1 (IRE1) NM _001433.5 ernl NM 001020530.1
PERK(EIF2AK3) NM 001313915.1 eif2ak3 XM _005156585.3
EDEM1 NM 014674.3 edeml NM 201189.2
DDIT3 (CHOP) NM_001195056.1 ddit3 NM_001082825.1
ERO1p NM 019891.3 erolp NM_001076638.1
PDIA3 NM_005313.5 pdia3 NM_001199737.1
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11.5. Abklrzungsverzeichnis

ATF6p
ATP
bp

BC
BSA
bZiP
bzw.

c

ca.
cDNA
Chr.
CMz
CNG
COPII
cRNA
CS
Cys
DAB
DAPI
DEPC
dH
dH,0
DIG
ddH,0O
ddNTPs
DMSO
DNA
dNTPs
dpf
E.coli
EDTA
ER
ERAD

ERG

ERSE

fs

g

GC

GCL

GLS
GRP78/BiP
h

HC

Grad Celsius

Mikro-Liter

Mikro-Molar

Mikro-Meter

Mikro-Sievert

Aminoséureposition

Achromatopsie

Amakrinzelle

Aktivierender Transkriptionsfaktor 6
Aktivierender Transkriptionsfaktor 63
Adenosintriphosphat

Basenpaar

Bipolarzelle

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
Basischer Leuzinzipper
beziehungsweise

komplementar

circa

Komplementére Desoxyribonukleinsgure
Chromosom

Ciliary marginal zone,

Cyclic nucleotid gated, zyklisch Nukleotid-gesteuert
Coat protein complex Il, Mantelproteinkomplex Il
Komplementéare Ribonukleinséure
cleavage site, Schnittstelle

Cystein

3,3’-Diaminobenzidin
4’6-Diamidino-2-phenylindol
Diethylpyrocarbonat

Deutsche Hérte

destilliertes Wasser

Digoxygenin

Bidestilliertes Wasser
Didesoxyribonukleotidphosphat
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure
Desoxynukleotidtriphosphat

Days post fertilization, Tage nach Befruchtung
Escherichia coli
Ethylendiamin-Tetraessigsaure
Endoplasmatisches Retikulum

ER associated degradation, Endoplasmatisches Retikulum assoziierte Deg-
radation

Elektroretinogram

ER-stress response elements

Frameshift

Gramm

Ganglionzelle

Ganglionzellschicht
Golgi-Lokalisations-Sequenz

Glucose related protein 78

Stunde

Horizontalzelle
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hESC
hpf
hsp90b1
hspab
INL
IPL
iPSC
IRE1
ISH
kb

M

m
MC
MCS
MEF
min
mg
ml
mM
mpf
mMRNA
n
NF-Y
ng
NGS
nm
NMD
NO
nxg
OCT
ONL
OPL
ORF

PBS
PCR
PDE
PERK
PFA
PNA
gRT-PCR
RE
RFLP
RNA
RPE
rpm
ROS
RSC
RPC
sek

SD
SERCA
SSC
TALEN
™

Tm
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Human embryonic stem cell, humane embryonale Stammzelle
Hours post fertilization, Stunden nach Befruchtung

Heat shock protein 90 b1, Hitzeschockprotein 90 bl

Heat shock protein 5, Hitzeschockprotein 5

Inner nuclear layer

Inner plexiform layer

Induced pluripotent stem cell, induzierte pluripotente Stammzelle
Inositol-requiring enzyme 1

In-situ-Hybridisierung

Kilobase (=°1000 bp?)

Molar

Milli

Miillergliazelle

Multiple Klonierungsstelle

Mouse embryonic fibroblast, Fibroblasten aus Méasue-Embryonen
Minute

Milligramm
Milliliter
Millimolar

Month post fertilization, Monate nach Befruchtung
Messenger RNA, Boten-RNA

Anzahl der untersuchten Individuen

Nuclear transcription factor Y, Kerntranskriptionsfaktor Y
Nanogramm

Normal goat serum

Nanometer

non-sense mediated mRNA decay
Stickstoffmonoxid

n-fache Erdbeschleunigung

Optische Koharenztomographie

Outer nuclear layer

Outer plexiform layer

Offenes Leseraster

Wabhrscheinlichkeit

Phosphatpuffer-Saline

Polymerasekettenreaktion

Phosphodiesterase

Protein Kinase RNA-like Endoplasmic Reticulum Kinase
Paraformaldehyd

peanut agglutinin

Quantitative Echtzeit-PCR

Restriktionsenzym
Restriktionsenzym-Langenpolymorphismus
Ribonukleinsaure

Retinales Pigmentepithel

rounds per minute

reactive oxygen species, Reaktive Sauerstoffspezies
Retinal stem cell, retinale Stammzelle

retinal progenitor cell, retinal VVorlauferzelle
Sekunde

Standardabweichung

Sarco/Endoplasmatische Retikulum-Ca®*-ATPase
Saline-sodium citrate

Transcription activator like effector nuclease
Transmembrandomane

Tunicamycin
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TUE

UPR
UTR
uv
WT
z.B.
zf
ZNS

Tubingen (Wildtyp-Zebrafischlinie)
Unit

Unfolded Protein Response
Untranslatierte Region

Ultraviolett

Wildtyp

zum Beispiel

Zebrafisch

Zentralnervensystem
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