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Abstract (deutsch)

Das aus neun Aminosiduren bestehende Neuropeptid Arginin-Vasotocin (AVT) des Vogels
wird in neurosekretiroschen Neuronen des Hypothalamus synthetisiert und axonal in die
Neurohypophyse transportiert, um von dort in das Blut sezerniert zu werden. Wie sein
Séduger-Analog Arginin-Vasopressin reguliert AVT beim Huhn (Gallus gallus) die
Homoostase des Wasserhaushaltes. Zudem iibernimmt es regulatorische Funktion bei der
Oviposition, die im Sduger bei Geburt und Laktation dem Oxytocin zugeschrieben werden.
Neben AVT kann auch Galanin in magnozelluliren Neuronen des SON unter
unterschiedlichen physiologischen Bedingungen nachgewiesen werden

Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen einer osmotischen Stimulation durch
Wasserentzug auf die Genexpression der beiden Neuropeptide AVT und Galanin zu kldren.
Um die Tiere osmotisch zu stimulieren, wurden sie einem 48stiindigen Wasserentzug
(Dehydrierung) ausgesetzt. Die Ergebnisse zeigen eine verminderte AVT- und Galanin-
Immunoreaktivitdt im SON nach 48 Stunden Dehydrierung in beiden Geschlechtern. Sowohl
minnlichen als auch weibliche Kontrolltiere zeigen eine Kolokalisation des Galanin mit AVT,
die nach osmotischer Stimulation abnimmt. Zur genaueren Betrachtung wurde der SON in
fiinf morphologisch differenzierbare Regionen unterteilt. Hierbei konnte im SON pars
externalis (SONe) ein Geschlechtsdimorphismus im stimulierten System beobachtet werden.
Mittels realtime PCR wurde im weiblichen Hypothalamus eine Aufregulation sowohl der
Galanin-Expression als auch der Expression des Galanin Rezeptors Subtyp 1 nachgewiesen
werden. Da die Galanin-Rezeptoren Subtyp 1 und 2 des Huhns bisher auf Transkriptebene
noch nicht beschrieben sind, sie zudem bei der Ratte nachweislich nicht nur im ZNS, sondern
auch in peripheren Geweben expremiert werden, wurden ihr Vorkommen mittels realtime
PCR in unterschiedlichen Geweben des Huhns untersucht. Der Galanin Rezeptor Subtyp 1
kann in Hypothalamus, Hypophyse, Hoden, Leber, Niere und Nebenhoden nachgewiesen
werden, Galanin Rezeptor Subtyp zwei zusitzlich in Ovar, Muskel und Follikel.

Nachdem bei der Wachtel eine zweite Transkriptvariante des Galanin-Vorlauferhormons
nachgewiesen wurde, sollte festgestellt werden, ob auch das Huhn {iber eine solche
Transkriptvariante verfiigt. Die Ergebnisse bestitigen, dass beim Huhn ebenfalls eine zweite

Transkriptvariante (Gal-TV2) des Galanin-Precursors existiert.



Abstract (englisch)

The avian neuropeptide arginine-vasotocin (AVT) consists of nine amino acids and is
synthesized in neurosecretory neurons of the hypothalamus. By axonal transport it reaches the
neuronal lobe of the pituitary gland to be secreted in the blood. Similar to its mammalian
analogue arginine-vasopressin  (AVP) AVT regulates homeostasis of water balance.
Furthermore, it acts as regulator of reproduction, especially oviposition-control.

Galanin is another neuropeptide proven in magnocellular neurons of SON under different
physiological conditions.

Aim of this study was to analyze effects of osmotic stimulation by water deprivation on
expression of AVT and Galanin. Osmotic stimulation was performed by dehydration for 48
hours. After 48 hours of dehydration a decrease of AVT-immunoreactitity (in hens) as well as
a decrease of Galanin-immunoreactivity involving a reduced co-localization of these peptides
(in both sexes) within the SON was apparant compared to controls (normohydrated animals of
both sexes). A sexdimorphism was evident in the SON pars externalis (SONe) in the
osmotically stimulated animals. By realtime PCR experiments a significant up regulation of
galanin as well as of its receptor subtype 1 and a small upregulation of AVT-expression in
female chicken was found. This study shows for the first time expression of galanin receptors
on transcriptional level in chicken: realtime PCR shows galanin receptor subtype 1 being
expressed in hypothalamus, pituitary gland, liver, kidney, testis und epididymis and subtype 2
being expressed in ovary, muscle and follicles. These results are in accordance with findings
in the rat, where both galanin receptor subtypes (1 and 2) are located not only in the CNS but
also in other tissues. Likewise results in quail and goldfish concerning a splicing variant of
Galanin mRNA a second transcriptional variant of the galanin precursor (GAL-TV2) exists in
chicken. Both transcript variants, galanin (GAL-TV1) as well as GAL-TV2 were detectable in
the following tissues: hypothalamus, pituitary gland, ovary, kidney and epididymis, except the
testis, where only GAL-TV1 was found.
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1 Einleitung

1 Einleitung

Arginin-Vasotocin (AVT) ist ein aus neun Aminosduren bestehendes Neuropeptid.
Entsprechend seinem Sduger-Analog Arginin-Vasopressin reguliert AVT den Wasserhaushalt
beim Vogel. Gleichzeitig tibernimmt es regulatorische Funktion bei der Oviposition, die beim
Sduger bei Geburt und Laktation dem Oxytocin zugeschrieben wird. AVT wird in
magnozelluliren Neuronen des Hypothalamus gebildet, entlang des Hypophysenstiels axonal
transportiert, in Vesikeln des Hypophysenhinterlappens gespeichert und bei gesteigertem
Bedarf vermehrt direkt in das Blut abgegeben.

Verschiedene Untersuchungen beim Sduger haben gezeigt, dass sowohl in Vasopressin als
auch Oxytocin produzierenden Neuronen das Neuropeptid Galanin nachgewiesen werden
kann. Interessant ist, dass sich die Kolokalisation beider Peptide unter verschiedenen
physiologischen Stimuli verindert. Wihrend bei weiblichen Ratten Vasopressin und Galanin
unter normalen physiologischen Bedingungen coexprimiert werden, kann eine gemeinsame
Expression von Oxytocin und Galanin nur bei laktierenden Ratten gezeigt werden (LANDRY et
al., 1997). Brattleboro-Ratten (Diabetes insipidus) weisen eine deutlich erhohte Galanin-
Produktion in den magnozelluliren vasopressinergen Neuronen des Hypothalamus auf

verglichen mit normalen Ratten (MAHATA et al., 1992).

Da das Vasotocin des Huhns sowohl die reproduktive Funktion des Oxytocins als auch die
osmoregulatorische Funktion des Vasopressins tibernimmt, stellt sich die Frage, inwieweit
sich die Vasotocin-Expression im Zusammenhang mit der Galanin-Expression unter
reproduktiven bzw. osmotischen Stimuli verdndert. KLEIN und GROSSMANN (2008) konnten
bei adulten Legehennen zeigen, dass die Galanin-Synthese in den magnozelluldren Neuronen
des Nucleus supraopticus (SON) kurz nach der Oviposition signifikant ansteigt, wihrend das
kurz vor der Oviposition vermehrt synthetisierte AVT im weiteren Zeitverlauf auf basale
Level zuriickkehrt. CABUK (2007) konnte in dehydrierten Hihnen eine Kolokalisation der

beiden Neuropeptide AVT und Galanin in magnozelluldren Neuronen des SON nachweisen.

Das Neuropeptid Galanin wirkt iiber spezifische Rezeptoren. Beim Sduger wurden bisher drei
Subtypen des Galanin-Rezeptors gefunden (HABERT-ORTOLI et al., 1994; WANG et al., 1997
a, b; [ISMAA und SHINE, 1999; BRANCHEK et al., 2000). Ein besonderes Augenmerk im
osmotisch aufregulierten System gilt dem ersten Subtyp des Galanin-Rezeptors (GalR1), der

10



1 Einleitung

hauptsichlich im Gehirn exprimiert wird. BURAZIN et al. (2001) wiesen in der minnlichen
Ratte nach 4 Tagen Dehydrierung bzw. 4 Tagen saltloading (2% NaCl im Trinkwasser) einen
Anstieg der GalRl mRNA in den magnozelluliren Neuronen des SON nach, wihrend
Laktation hingegen zu einer Verminderung der GalR1-Genexpression (LANDRY et al.,1998)
im Hypothalamus der Ratte fiihrt. Fiir das Huhn gibt es bisher keinerlei Daten iiber die

Expression der Galanin-Rezeptoren auf Transkriptebene.

Ziel dieser Arbeit ist es die Verdnderung der Genexpression der beiden Neuropeptide AVT
und Galanin des Huhns durch osmotische Stimulation sowohl auf Protein- als auch auf
Transkriptebene zu untersuchen. Hierbei soll auch erstmals die Expression der Galanin-
Rezeptoren (Subtyp 1 und 2) im Hypothalamus beider Geschlechter in die Untersuchungen

mit einbezogen werden.
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2 Literaturiubersicht

2.1 Hypothalamo-Neurohypophyséares System (HNS)
2.1.1 Historischer Uberblick

Das hypothalamo-neurohypophysdre Hormonsystem gehort zu den am besten beschriebenen
Systemen innerhalb der Neuroendokrinologie. Die wissenschaftliche Aufkldrung begann
bereits im spidten 19. Jahrhundert und wurde seitdem kontinuierlich fortgesetzt. CAJAL
beschrieb 1894 als erster eine neuronale Verbindung zwischen dem Hypothalamus und der
Neurohypophyse. In den folgenden Jahren wurden Untersuchungen zu vasopressorischen und
antidiuretischen Wirkungen und zu wehenauslosenden und den Milchfluss anregenden
Wirkungen gemacht, die allesamt der Neurohypophyse zuordnet werden konnten (DUDLEY,
1919 und 1923; KamMm, 1928; HEMINGWAY und PETERSON, 1929; HELLER, 1939). Die
morphologische Struktur der Neurohypophyse, die im Gegensatz zur Adenohypophyse nicht
aus Driisengewebe besteht, sondern aus neuronalem Gewebe, veranlasste SCHARRER 1937
dazu ein Konzept zur Hormonproduktion und deren Freisetzung aus Neuronen zu postulieren,
das er selbst als Konzept der Neurosekretion bezeichnete. Doch erst 1951, als es schlieBlich
BARGMANN und SCHARRER gelang mit Hilfe der Gomori-Firbung hormonproduzierende
Neurone im Hypothalamus nachzuweisen, fand das Konzept der Neurosekretion breiten
Anklang. Kurz darauf gelang es DU VIGNEAUD (1953) die chemische Struktur der beiden
Peptide aufzukldren, die fiir die bereits beschriebenen physiologischen Wirkungen
verantwortlich zeichneten. Fiir seine Beschreibung der Nonapeptide Vasopressin und
Oxytocin erhielt er 1955 den Nobel-Preis. Zur selben Zeit wurde ein weiteres, diesmal
groferes Peptid entdeckt, welchem biologische Aktivititen im Neurohypophysenextrakt
zuzuschreiben waren. Das nach seinem Entdecker als VAN DYKE-Protein benannte Hormon
wurde schlieBlich als Tréagerprotein des Nonapeptids identifiziert, das heutige Neurophysin.
SACHS und TAKABATAKE beschrieben 1964 das Vorlduferhormon des Vasopressins, das nicht
nur Vasopressin, sondern auch Neurophysin und ein Glykopeptid beinhaltet. 1996 gelang es
ROSE et al. schlieflich die kristalline Struktur des Oxytocin-Neurophysin-Komplexes
darzustellen. DE WIED (1963) war es, der neben der Wirkung auf den Wasserhaushalt, fiir
Vasopressin auch eine Beteiligung an der Regulation des Verhaltens nachweisen konnte.

Seine Idee, Vasopressin und seine endokrin inaktiven Derivate konnten im Gehirn selbst
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agieren, fiihrte schlieBlich zu seinem Neuropeptid-Konzept. Es umfasst die peptiderge
neuronale Kommunikation und die Modulation der Gehirnaktivitit (DE WIED, 1969).
Mittlerweile gibt es zahlreiche Studien zur Wirkung der Nonapeptide auf
Verhaltensstrukturen, z.B. Angstverhalten bei Ratten (APPENRODT et al. 1998, Erhardt et al.,
2008) oder Monogamie bzw. Polygamie und Sozialverhalten bei Withlméusen (YOUNG et al.,
1998 und 2001). Man weil3 heute auch, dass jedes biologisch aktive Peptid in Form eines
Vorldufer-Peptids (precursor) synthetisiert wird. Seit der Sequenzierung der genomischen
DNA konnten zahlreiche Fragen zur Genstruktur der Nonapeptide und der Regulation ihrer
Transkription beantwortet werden (GAINER, 1983; SCHMALE et al., 1983; IVELL und RICHTER,
1984).

2.1.2 Anatomie des Hypothalamo-Neurohypophysaren Systems

Als Hypothalamus bezeichnet man die basalen Teile des Zwischenhirns (Dienecephalon). Er
ist das oberste Regulationszentrum des vegetativen Nervensystems. 1928 entdeckte ERNST
SCHARRER im Hypothalamus von Fischen sekretorische Neurone, die das Grundelement
neurohormonaler Systeme bilden. Thr wichtigstes morphologisches Merkmal sind
neurosekretorische Granula, die sich in ihrer Grofle (100-400nm) deutlich von den kleineren
Transmittervesikeln (Mikrovesikel) typischer Neurone unterscheiden. Nicht nur aufgrund
ihrer Grofe, sondern auch wegen ihrer hoheren Elektronendichte werden diese Granula als
large dense core vesicle (LDCV) bezeichnet. In ihnen verpackt befinden sich Peptide
(Neuropeptide), die bei Bedarf in den extrazellularen Raum, oder bei Kontakt mit einem
Blutgefil3 direkt ins Blut sezerniert werden konnen. Neurosekretorische Zellen finden sich
meist gruppenweise in so genannten Kerngebieten zusammen. Besonders gut abgegrenzt sind
die paarigen Kerngebiete Nucleus supraopticus (SON) und Nucleus paraventricularis (PVN).
Charakteristisch fiir diese Kerngebiete sind magnozellulare Neurone (MCNs) mit einem
Durchmesser von 20-40um.

Der Nucleus supraopticus (SON) liegt im ventrolateralen Bereich des vorderen
Hypothalamus. RAMON Y CAJAL (1911) beschrieb als Erster die neuronale Gruppe am
ventralen Zwischenhirnboden der Ratte und nannte ihn ,,Nucleus perichiasmaticus®. Auf LoO
(1931) geht schlieBlich der noch heute verwendete Name ,,Nucleus supraopticus* zuriick. Der
SON der Ratte wird klassischerweise in zwei Kernbereiche unterteilt: den principal SON
(SONp), der mit CAJALs beschriebenem Nucleus perichiasmaticus iibereinstimmt (NAUTA

und HAYMARKER, 1969), und dem retrochiasmatischen SON (SONr). Der SONp der Ratte
13
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beginnt mit Auftreten des optischen Chiasmas und bildet schlieBlich ein deutlich abgegrenztes
Kerngebiet lateral des optischen Traktes. Je weiter die laterale Ausdehnung des optischen
Traktes, desto weiter wandert auch der dicht gepackte SONp in lateraler Richtung. Der
optische Trakt zieht sich am ventralen Zwischenhirnboden nach lateral zuriick und gibt Raum
fir den SONr, dessen geringere Zahl an magnozelluliren Neuronen ein schmales Band
entlang des ventralen Zwischenhirnbodens bilden. Wihrend sich im SONp sowohl Oxytocin-
als auch Vasopressin-synthetisierende Neurone befinden, konnen im SONTr hauptsichlich
Vasopressin-synthetisierende Neurone detektiert werden (RHODES et al., 1981). Im Gegensatz
dazu wird der SON des Huhns durch den Tractus septomesencephalicus (TSM) in zwei
Bereiche unterteilt: den SON ventromedialis (SONvm) und den SON externalis (SONe). Der
SONvm beginnt mit wenigen Zellen am ventralen Boden des Zwischenhirns ventral des TSM.
Wihrend der TSM sich lateral weiter zuriickzieht, dehnt sich der SONvm sowohl in dorsaler,
als auch lateraler Richtung (medial zum dritten Ventrikel hin) aus. Sein prominentester Part
befindet sich etwa 700-900um nach Beginn des SON. Der optische Trakt tritt beim Huhn erst
kaudal des SON auf (KUNZEL und MASSON 1988).

Im PVN existiert, neben dem magnozelluliren hypothalamischen System, dessen
Projektionen zum Grofiteil in der Neurohypophyse enden, ein System mit Neuronen
geringerer Grofle, welche als parvozelluldr bezeichnet werden. Dieses parvozellulidre System
des PVN kann in drei Untereinheiten eingeteilt werden. Eine Gruppe der neurosekretorischen
parvozellularen Neurone projiziert mit ihren Axonen in die externe Zone des
Hypophysenstiels. Sie sezernieren Releasing und Inhibiting Faktoren in den portalen
Kapillarkreislauf und regulieren dariiber die Freisetzung von Hormonen aus der
Adenohypophyse. Eine zweite Gruppe parvozellulirer Neurone projiziert zu autonomen
Kerngebieten in Hirnstamm und Medulla und innerviert hier parasympathische und
sympathische priganglionidre Zellen. Eine dritte parvozelluldre Untereinheit projiziert in das
Limbische System. All diese parvozelluldren Neurone exprimieren Neurotransmitter wie u.a.
Cholestozystokinin (CCK), Substanz P, Neurotensin, Galanin und Enkephalin (BARAKTA et.
al, 2006; HELMREICH et al., 1999). Fiir parvozellulare PVN Neurone ist ferner bekannt, dass
diese unter bestimmten physiologischen Verhiltnissen, wie z. B. Fieber oder Dehydrierung
aber auch Stress und Adrenalektomie, vermehrt AVP exprimieren (SAWCHENKO et al. 1987,
ALBECK et al. 1994, WOTJAK et al. 1996, HERMAN et al., 1990; HELMREICH et al., 1999,

PITTMAN und WILKINSON, 1992; YANG et al., 2007).
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Die Freisetzung der Neuropeptide Vasotocin und Oxytocin erfolgt nicht nur axonal, sondern
zudem an Dendriten und Perikarya des SON und PVN (LUuDWIG, 1998; NEUMANN et al.,
1996, WOTIJAK et al., 1996).

Nucleus Nucleus
supraopticus paraventricularis
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Magnozellulire // .
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-
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! opticum
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Vasopressin
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Abb. 2-1: Schematische Darstellung des Hypothalamo-Neurohypophyséren
Systems beim Menschen modifiziert nach ECKERT (1986)

Durch immunhistochemische Nachweisverfahren (RHODES et al., 1981) und Injektionen
retrograder Indikatoren (SHERLOCK et al., 1975) in die Neurohypophyse wurden weitere, dem
MCN-System des Hypothalamus zugehorige Zellgruppen in der prdoptischen Region, dem
lateralen Hypothalamus, in einer Region nahe der Anterior commissur, dem perifornicalen

Nucleus und dem Nucleus circularis beschrieben.

2.1.3 Magnozelluldre Neurone

Nervenzellen bestehen aus einem Zellkorper (Soma), der den Nukleus und weitere
Zellorganellen beinhaltet. Vom Soma gehen kurze, stark verzweigte Fortsdtze (Dendriten)
aus, die Informationen von anderen Zellen empfangen und ein Axon, welches in der Regel
langer als die Dendriten ist und vom Neuron ausgehende Informationen zu anderen Zellen

weiterleitet. Axone besitzen spezialisierte Endigungen, die Synapsen (Endterminalen), an
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denen die Signaliibertragung auf andere Zellen mittels Abgabe chemischer Botenstoffe

stattfindet.

'9“‘ A% 17 Dendriten
: j <—-= /Axan

__,_.——'_'E__\___\_\_\_\_\_\-__\_\_H‘
el - 4
3 ?/ . Zellkorper
(Soma)
Synapsen

Abb. 2-2: Schematischer Aufbau einer Nervenzelle modifiziert nach HINTON (1992)

Die MCN des SON haben ovale Zellkorper mit 1-3 auffilligen Dendriten, die sich Richtung
ventralem Boden des Zwischenhirns ausstrecken (ARMSTRONG et al, 1982), bzw. dorsal
gerichtet sind (OLDFIELD et al, 1985). Die MCN des PVN unterschieden sich morphologisch
nicht von denen des SON. Ihre Dendriten erstrecken sich jedoch medial durch die
parvozelluldre Untereinheit des Nukleus in Richtung des dritten Ventrikels.

Trotz einer Einbettung in ein feines Astrocytennetzwerk, stehen Soma und Dendriten
einzelner MCN teilweise in direktem Kontakt zu anderen MCN. Bei gesteigertem
Hormonbedarf, kann eine Verdnderung in der Architektur des SON beobachtet werden:
Zellkorper und Dendriten der MCNs treten vermehrt in direkten Kontakt zueinander
(synaptische Plastizitit), was die Kommunikation innerhalb des Kerngebietes deutlich erhoht
(THEODOSIS und POULAIN, 1992, HATTON und YANG, 1996). Theodosis (1985) wies im SON
eine durch Oxytocininjektion ausgeloste elektrische Aktivitdt der Oxytocin-Neurone nach, die
- sowohl in Frequenz als auch in Amplitude - der Aktivitétsrate (firing rate) dieser Neurone
wihrend der Laktation (kurz vor dem MilchausstoB) entspricht. Desweiteren konnte sie
sowohl in pri- als auch postsynaptischen Elementen der magnozelluldren Neurone des SON
Oxytocin nachweisen.

Die Axone der MCN beider Kerngebiete ziehen durch den Hypophysenstiel direkt in die
Neurohypophyse. Dort stehen die Endterminalen der Axone mit Blutgefidlen in Verbindung,

in welche die Hormonabgabe erfolgt.
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2.2 Neurohypophysare Hormone

2.2.1 Evolution neurohypophysarer Hormone

Bei den Hormonen, die DU VIGNEAUD (1953) chemisch klassifizierte, handelt es sich um die
zwei Sdugerhormone Arginin-Vasopressin (AVP) und Oxytocin (OT), bestehend aus neun
Aminosduren, deren Zusammensetzung sich zwischen Spezies bzw. Familien lediglich in ein
bis zwei Aminosduren unterscheidet. Durch Vergleich des ersten Auftretens der verschiednen
Nonapeptide in einzelnen Spezies mit phyolgentischen Daten, konnte ein gemeinsamer
Ursprung beider Nonapeptidelinien in einem Urpeptid postuliert werden (ACHER 1970). Man
nimmt an, dass es sich bei diesem Urpeptid um Vasotocin handelt, welches bei Cyclostomen
nachgewiesen wurde (ACHER 1996). Durch Genduplikation mit anschlieBender
Punktmutation ist bei Knochenfischen ein zweites Hormon entstanden: Isotocin (IT). Beim
Ubergang zu Amphibien, Reptilien und Vogeln trat im IT eine Aminosidure-Mutation an
Position 8 auf, wo jetzt Isoleucin statt Arginin stand. Das neue Peptid wird als Mesotocin
(MT) bezeichnet. Bei Sdugetieren schlieBlich erfolgte sowohl in der AVT- als auch in der
MT-Hormonfamilie eine Punktmutation (ACHER 1993). Aus AVT entstand Arginin-
Vasopressin und aus MT entstand Oxytocin (Leucin an Position 8). Beim Schwein findet sich
Lysin-Vasopressin (LVP) mit Lysin statt Arginin an der Position 8 des Sduger-Vasopressins.
Die Mutationen in den zwei Nonapetidgenen betreffen innerhalb der Vasotocin-Linie immer
die Aminosduren 2, 3 und 8, innherhalb der Mesotocin-Linie hingegen die Aminosduren 4
und 8.

Eine Sonderstellung nehmen die Beuteltiere Australiens und Amerikas ein. Wéhrend in
australischen Beuteltieren (Kidnguru, Riesenkidnguru) als oxytocinerges Hormon in der Regel
nur MT gefunden wurde, kann man in amerikanischen Beuteltieren MT und OT (Nord-
Amerikanisches Opossum) oder nur OT (Siid- Amerikanisches Opossum) finden (ROUILLE et
al. 1985). Bei Beuteldachsen wurden sowohl die vasoaktiven Peptide AVP und LVP als auch
die uterotonisch wirksamen MT und OT identifiziert (ROUILLE et al. 1988). Das Auftreten
von zwei Nonapeptiden gleicher Linie innerhalb einer Spezies wurde durch eine zweite

Genduplikation erklirt (ACHER 1985).
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Vasopressin/Oxytocin Familie

Vertebraten Vasopressin-Familie
Cys-Tyr-Phe-Gin-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH,

Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Lys-Gly-NH,

Cys-Phe-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH,

Arginin-Vasopressin (AVP)
Lysipressin (LVP)

Phenypressin

Saugetiere
Schweine, Flusspferde,
Warzenschweine,
einige Beuteltiere
einige Beuteltiere
Vogel, Fische,

Cys-Tyr-lle-GlIn-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH, Vasotocin Amphibien, Reptilien

Vertebraten Oxytocin-Familie

Cys-Tyr-lle-GlIn-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH, Oxytocin Séugetiere
Beuteltiere, Vogel,

Cys-Tyr-lle-GIn-Asn-Cys-Pro-lle-Gly-NH, Mesotocin Reptilien, Amphibien,
Lungenfische

Cys-Tyr-lle-Ser-Asn-Cys-Pro-lle-Gly-NH, Isotocin Knochenfische

Cys-Tyr-lle-N/Q-Asn-Cys-Pro-L/V-Gly-NH, Various tocins Haie

Invertebraten Vasopressin/Oxytocin-Familie

Cys-Leu-lle-Thr-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH, Diuretisches Hormon Heuschrecken

Cys-Phe-Val-Arg-Asn-Cys-Pro-Thr-Gly-NH, Annetocin Regenwirmer

Kegelschnecken,

Cys-Phe-lle-Arg-Asn-Cys-Pro-Lys-Gly-NH, Lys-Connopressin Teichschnecken,

Blutegel
Cys-lle-lle-Arg-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH, Arg-Connopressin Kegelschnecken
Cys-Tyr-Phe-Arg-Asn-Cys-Pro-lle-Gly-NH, Cephalotocin Octopus
Cys-Phe-Trp-Thr-Ser-Cys-Pro-lle-Gly-NH, Octopressin Octupus

Abb. 2-3: Nonapeptide der Vasopressin-Linie und Oxytocin-Linie modifiziert nach CALDWELL und YOUNG
(2006)

2.2.2 Genstruktur neurohypophysarer Hormone

Die Nonapeptide werden wie die meisten sekretorischen Proteine in Form ldngerer Vorldufer-

Hormone (Preprohormone) synthetisiert. Die Preprohormone bestehen aus einem
Signalpeptid, gefolgt von dem Nonapeptid und einem Neurophysin und im Falle des AVP
einem zusdtzlichen Glykopeptid. Ihre genomische Sequenz besteht aus drei Exons, die durch
zwel Introns unterbrochen werden. Exon A codiert fiir das Signalpeptid, das Nonapeptid und
die ersten neun Aminosduren (AS) des Neurophysins. Der zentrale Teil des Neurophysins
liegt auf Exon B (AS 10-77), das Ende des Neurophysins auf Exon C (AS 78-95). Die
Preprohormone der Vasotocin-Linie tragen zusitzlich noch ein Glykopeptid, das sich auf
Exon C dem Neurophysin anschlie3t. Die meisten Sequenzunterschiede zwischen den Spezies
findet man in Exon C, wihrend Exon B die grofite Homologie im Vergleich aufweist. Dem
Neurophysin selbst konnte keine biologische Aktivitit nachgewiesen werden, stattdessen
fungiert es als Triagermolekiil des Nonapeptids. Es soll vor enzymatischem Abbau des

Nonapeptids schiitzen (LEGROS und GEENEN, 1996) und funktionell fiir das Prozessieren und
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vesikuldres Verpacken desselben sein (DE BREE, 2000). Dem Glykopeptid konnte noch keine
Funktion zugeschrieben werden. BARRAT et. al (2004) vermutet jedoch eine Stabilisierung des
AVP-Prikursors, der in Abwesenheit des Glycopeptids instabiler zu sein scheint, als sein
Oxytocin-Gegenspieler.

Das Tragermolekiil Neurophysin unterscheidet sich zwischen den beiden Nonapeptid-
Familien in den Aminosiuren der Position 2, 3, 6 und 7. Darauf bezugnehmend bezeichnet
man das Neurophysin I der Mesotocin/Oxytocin-Linie auch als VLDV, das Neurophysin II
der Vasotocin/Vasopressin-Linie als MSEL (one letter code der beteiligten Aminoséduren).
Innerhalb einer Spezies unterscheiden sich die beiden Neurophysine in ungefihr 20% der
Aminosduren, wihrend der gleiche Typ des Neurophysins zwischen Spezies und sogar
Familien um weniger als 5% variiert (ACHER, 1980).

CHAUVET et al. (1988) konnten eine Besonderheit des Vasotocin-Vorlauferhormons bei
Ginsen zeigen. Wihrend bei seinem Sdugeranolog das Glykopeptid bei der Prozessierung
vom Neurophysin getrennt wird, fehlt bei Vogeln diese zusétzliche Schnittstelle, Neurophysin
IT und Glykopeptid bilden ein sog. groes MSEL. Einen weiteren Unterschied konnte
HAMMANN et al. (1992) auf genomischer Ebene feststellen. Im Vergleich zu bereits
sequenzierten AVP-Genen weicht das Intron I des Hithner AVT-Gens deutlich ab. Es ist

kleiner als das Intron IT und damit auch kleiner als seine Aquivalente in anderen Spezies.

18 31 125

1
Prepro-AVT-NPII NH, -|Signalpeptid N2 | Neurophysin Il Glykopeptid | | - COOH

Gly Lys Arg
AVT-NPII-Gen [ [ EXON A —1 — EXON B — EXONC [ |
? Intron | Intron 1l ?
Cap Site Poly A Site

Abb. 2-4: Genstruktur des Vasotocin-Neurophysin II-Gens modifiziert nach HAMANN et al. (1992)

2.2.3 Genregulation neurohypophysarer Hormone

Die Expression eines Gens verlduft in mehreren Stufen, von denen jede kontrolliert werden
kann. Der komplette Mechanismus besteht aus der Transkription, der Prozessierung der
primdren mRNA, anschlieBender Translation der genetischen Information in

Aminosduresequenzen bis hin zur Prozessierung des Peptids (Proteinbiosynthese).
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2.2.3.1 Transkription

Unter Transkription versteht man das Umschreiben genetischer Information, die in Form von
genomischer DNA im Zellkern (Nukleus) lokalisiert ist, in mobile messenger-RNA (mRNA).
Zur Regulation der Transkription bedarf es einer Reihe von Vorgéingen, die spezifisch an der
Umsetzung von extrazelluldren Veridnderungen in definierte intrazelluldre Aktionen beteiligt
sind.

Die meisten proteincodierenden Eukaryotengene besitzen Promotorregionen mit einer TATA-
Box (Hogness-Box), die etwa 25 Basenpaare vor Beginn der proteincodierenden Sequenz
liegt. Haufig befindet sich auch eine CAAT enthaltende Konsensussequenz ca. 75 Basenpaare
vor Transkriptionsbeginn. Diese Promotorstellen binden spezifisch die RNA-Polymerase und
bestimmen den Transkriptionsstart. Die Promotorregionen der Nonapeptide Vasopressin und
Oxytocin enthalten jedoch keine CAAT, sondern atypische TATA Boxen (GAINER und
WRAY, 1994). HO und MURPHY (2002) vermuten eine Beteiligung der atypischen TATA Box
im Vasopressingen (CATA) in zellspezifischer und physiologischer Regulation.
Eukaryotische Zellkerne enthalten drei RNA-Polymerasetypen (Typ I, II und III), wovon die
RNA-Polymerase II die Mehrheit von Genen transkribiert, einschlieBlich aller
proteincodierenden Gene. Die RNA-Polymerase II  benétigt sog. allgemeine
Transkriptionsfaktoren. Diese Faktoren (Proteine) helfen, die RNA-Polymerase richtig an den
Promotor zu binden und den DNA-Doppelstrang zu trennen, um eine Transkription zu
ermoglichen. Die Proteine heiflen ,,allgemein®, weil sie an alle, von der RNA-Polymerase II
angesteuerten Promotoren binden. Zusammen mit den Transkriptionsfaktoren bildet die RNA-
Polymerase II einen Transkriptions-Initiationskomplex. Sobald die Polymerase mit der
Elongation des RNA-Transkripts begonnen hat, 16sen sich die meisten allgemeinen
Transkriptionsfaktoren von der DNA, um fiir die Bildung eines neuen Transkriptions-
Initiationskomplexes mit einer neuen RNA-Polymerase II zur Verfiigung zu stehen.

Die Transkription eines Gens wird zusitzlich von regulatorischen Sequenzen beeinflusst
(Enhancer/Suppressor Sequenzen). Diese liegen entweder am 5° oder 3’ Ende eines Gens und
konnen bis zu mehreren Kilobasen vom Transkriptionsstart bzw. —ende entfernt sein. Hierbei
handelt es sich um genspezifische Bindungsstellen, deren Bindungspartner die Transkription
des Gens verstirken bzw. inhibieren konnen (MITCHEL und TJIAN 1989). Ein Beispiel hierfiir
sind die Hormonantwortelemente (hormon response elements, HRE). Dabei handelt es sich
um spezifische DNA-Sequenzen, die eine Bindungsstelle fiir Hormonrezeptoren (z.B:
Steroidrezeptoren) darstellen. Steroidhormone wie Ostradiol, Progesteron, Testosteron und

Cortisol iiberwinden die Zellmembran und binden im Cytoplasma an spezifische
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Steroidrezeptoren. Die Hormon-Rezeptor-Komplexe gelangen iiber die Kernmembranporen in
den Nukleus, wo sie an die HREs der DNA binden. Dort induzieren oder reprimieren die die
Transkription eines Gens. PAK et al. (2007) konnten eine Stimulation der AVP-Promotor-
Aktivitdat durch Sa-dihydrotestosterone (DHT) und seinem Metabolit Sa-androstane-303,176-
diol mittels Ostrogen-Rezeptor beta (ERB) in humanen neuronalen Zellen nachweisen.

Die beiden Gene der Nonapeptide liegen auf demselben Chromosom nur 11 Kilobasenpaare
(Ratte) voneinander entfernt. Sie sind auf gegeniiberliegenden DNA-Striangen so orientiert,
dass sich ihre regulatorischen Bereiche des Transkriptionsstarts direkt gegeniiberliegen

(MOHR et al, 1988).

Oxytocin-
: ] / / :
5_|_’ OI NP I 7/ 3
: / / [ :
3 7/ lap| NP lvi—>
Vasopressin-Gen
b ~1tkb —— |
| ~ 18kb I

Abb. 2-5: Lage der Nonapeptidgene bei der Ratte modifiziert nach RICHTER (1988)

In eukaryotischen Zellen wird die neu entstehende RNA-Kette bereits wihrend der
Transkription modifiziert. Sie erhdlt am 5’ Ende eine Kappe (Cap), die zur Stabilitit der
mRNA beitragen sollen, da sie deren 5° Ende vor Phosphatasen und Nukleasen schiitzt,
desweiteren wirkt sie translationsverstirkend. An das 3’ Ende einer messengerRNA (mRNA)
wird ein Polyadenylatschwanz (etwa 250 A-Reste) angefiigt. Die Funktion des Poly-A-
Schwanzes ist nicht restlos geklart. Zum einen kann eine mRNA ohne Poly-A-Schwanz zwar
aus dem Zellkern transportiert werden, scheint aber als Matrize fiir die folgende Translation
weit weniger effektiv als eine polyadenylierte mRNA. Zum anderen scheint die Lebensdauer
einer mRNA abhédngig von der Lédnge ihres Poly-A-Schwanzes (Abbau durch Nukleasen).
CARRAZANA et al. (1988) konnten beim AVP der Ratte eine Verldngerung des Poly-A-
Schwanzes von ca. 250bp auf ca. 400bp nach Dehydrierung zeigen. Diese Verlidngerung ist
eine akute Reaktion auf den osmotischen Stimulus (CARTER und MURPHY, 1991) und wird
unabhingig von der gesteigerten mRNA-Bildung gesteuert (CARTER und MURPHY, 1989b).

Die nach der Transkription entstandene pri-mRNA enthilt noch Intronsequenzen, die in der
Regel von SpleiBosomen herausgeschnitten werden. Diese bestehen aus Ribonukleoproteinen
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(snRNAs) und befinden sich hdufig an den Kernporen, welche die mRNA passiert, um ins
Cytoplasma zu gelangen. Intronsequenzen beginnen stets mit den Basen GU und enden mit
den Basen AG. Zudem besitzen sie eine Verzweigungsstelle (branch site), die etwa 20-50
Basenpaare upstream der 3’-SpleiB3stelle liegt. Obwohl die Linge eines Introns zwischen 50
und 10000 Nukleotiden variieren kann, bedarf es ausschlieflich dieser drei

Sequenzabschnitte, um den Ort des Spleilens zu bestimmen.

2.2.3.2 Proteinbiosynthese

Die in das Cytoplasma transportierte mRNA dient nun als Matrize der Proteinbiosynthese. An
Ribosomen des rauen Endoplasmatischen Reticulums (ER) wird die genetische Information
mittels transfer-RNA (tRNA) in eine Aminosduresequenz translatiert. Wihrend des
Transportes durch das ER hin zum Golgi-Apparat beginnt bereits die Prozessierung des
entstandenen Polypeptids: Faltung der Polypeptidkette, Abspaltung einzelner Peptide und
Schwefelbriickenbildung. Im Golgi-Apparat werden die synthetisierten Peptide schlieBlich in
LDCYV verpackt, die sich von der Membran der Golgi-Tubuli abschniiren und die Peptide zum
Zielort transportieren. Noch in den Vesikeln findet die endgiiltige Prozessierung zum

biologisch aktiven Peptid statt (BURBACH et al., 2001).

2.2.4 Axonaler und dendritischer Transport

Die LDCV dienen nicht nur der endgiiltigen Prozessierung der Nonapeptide, sondern auch
ihrem axonalen und dendritischen Transport, der Langzeitspeicherung und schlieBlich der
Sekretion der biologisch aktiven Peptide. Sie werden vom Zellkorper ausgehend entlang
mikrotubulérer Strukturen vermutlich mit Hilfe eines molekularen Motors durch das Axon bis
hin zu der Synapse transportiert. Direkte Messungen des LDCV-Transports geben eine
Transportgeschwindigkeit von ungefihr 140mm/Tag an (CASTEL et al, 1984). Die meisten
LDCV der MCN des hypothalamo-neurohypophysidren Systems befinden sich in den
Endterminalen in der Neurohypophyse, wo sie bis zur Sekretion der in ihnen enthaltenen
Peptide gespeichert werden. Ausloser ist ein elektrischer Impuls, der zu einem Einstrom von
Kalzium-Ionen in die Synapse fiihrt. Die LDCV verschmelzen daraufhin mit der synaptischen
Membran (Exocytose) und sezernieren ihren Inhalt in das Kapillarsystem. LDCV findet man

jedoch nicht nur in den axonalen Endterminalen. Einige konnen auch im Zellkorper selbst und
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in den Dendriten gespeichert werden. Ebenso konnte auch in den Dendriten eine Kalzium-

abhingige Sekretion beobachtet werden (LUDWIG, 1998).

ENE EXPRESSION
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PRECURSOR PROCESSING

AXOMAL
TRANSPORT
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SECRETION

'
icrovesicles
F) (SSVs)
/
, Ca+2
EXCCYTOSIS
ENDOCYTOSIS

Abb. 2-6: Schematische Darstellung eines neurosekretorischen Neurons nach BURBACH (2001)

Neben den Peptiden selbst kann auch mRNA axonal transportiert werden. TREMBLEAU et al.
(1996) weisen mittels elektronenmikroskopischer Aufnahmen AVP mRNA in der
Neurohypophyse nach. Da bisher kein raues Endoplasmatisches Reticulum in den
Endterminalen der MCN gefunden werden konnte (MOHR und RICHTER, 2003), welches zur
Biosynthese des AVP vor Ort benétigt wiirde, liegt die Vermutung nahe, umliegende
Pituizyten konnten in der Neurohypophyse fiir diese mRNA Verwendung finden oder gar
verantwortlich sein. JANAKY et al. (1998) beschrieben die AVP Synthese und dessen
Freisetzung von Neurohypophysenzellen in Zellkultur, wihrend PU et al. (1995) AVP mRNA
und AVP-Peptid in Pituizyten nachweisen konnten. BARTH und GROSSMANN (2000) wiesen
AVT mRNA in extrasomalen Bereichen magnozelluldrer Neurone nach. MOHR und RICHTER
(2003) vermuten jedoch im axonalen Transport der mRNA ein Uberbleibsel aus der
Neuronenentwicklung. Sie konnten bereits bei 15 Tage alten Ratten-Embryonen AVP mRNA
in den Axonen der MCN nachweisen, d.h zu einem Zeitpunkt bevor sich das hypothalamo-

neurohypophysire System vollstindig entwickelt hatte. Im adulten HNS scheinen die MCN-
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Axone die Fihigkeit der Proteinsynthese jedoch verloren zu haben (MOHR und RICHTER,
2004).

Unstrittig hingegen ist der dendritische Transport der mRNA und das Vorhandensein notiger
Translations-Komponenten (STEWARD et al., 2001). Uber Dendriten, die mit Dendriten oder
Zellkorpern anderer Zellen in Verbindung stehen, entstehen komplexe Netzwerke, in denen
die Neurone miteinander kommunizieren und auf Veridnderungen reagieren miissen. Die
Moglichkeit, vor Ort Proteine zu synthetisieren, die in der Modulation der synaptischen
Funktionen eine Rolle spielen, birgt zum einen zeitliche aber auch rdumliche Vorteile
(SCHUMANN, 1999; STEWARD und SCHUMANN, 2001; STEWARD und WORLAY 2002, MOHR
und RICHTER, 2004).

2.2.5 Funktion des AVT/AVP-Systems

Das AVT des Vogels ist entsprechend seinem Sauger-Analog ein antidiuretisches Hormon
und reguliert den Wasser- und Elektrolythaushalt (SIMON-OPPERMANN et al., 1988; RAMIERI
and PANzZICA, 1989). Gleichzeitig beeinflusst es die Oviposition (SAITO und KOIKE, 1992) und
tibernimmt hierbei Funktionen, die beim Sduger dem Oxytocin zugeschrieben werden
(Kontraktion der Uterusmuskulatur). Dem eigentlichen OT-Analog Mesotocin konnte
hingegen noch keine eindeutige physiologische Funktion nachgewiesen werden. Es gibt
jedoch Hinweise, dass MT auf Verdnderungen des Blutvolumens reagiert (NOUWEN, 1984).
Neben Regulation der Nierenfunktion und der Eiablage, beeinflusst AVT auch die Regulation
der Korpertemperatur (HASSINEN et al., 1994) und des Blutdrucks (SZCZEPANSKA-SADOWSKA
et al., 1985; SHIMADA et al. 1986; KOIKE et al., 1988). AVT beeinflusst zudem bestimmte
Komponenten des Sexualverhaltens: Kopulationsverhalten (KILHSTROM and DANNIGE, 1972),

Singen (VOORHUIS et al., 1991) und sexuelle Motivation (BERNROIDER and LEUTGEB 1994).

2.2.5.1 Osmotische Stimulation

Die experimentell induzierten osmotischen Stimuli konnen beziiglich der Form ihrer

Applikation und des Charakters ihrer Auswirkungen in drei Typen eingeteilt werden:

1. Als salt loading bezeichnete Substitution des Trinkwassers durch hypertonische NaCl

Losung (2% W/V). Sie wird als chronischer hyperosmotischer Stimulus angewendet.

24



2 Literaturiibersicht

2. Dehydierung, d.h. keine Bereitstellung von Trinkwasser. Sie ist zeitlich begrenzt und
wird als hyperosmotischer, hypovoldmischer Stimulus eingesetzt.

3. Intraperitoneale Injektion einer 1,5M NaCl Losung. Sie wird als hyperosmotischer,
isovoldmischer Stimulus angewendet. Da diese Form der Behandlung eine
Stressreaktion des Tieres hervorrufen kann, wird die Injektion vorwiegend an

narkotisierten Tieren durchgefiihrt.

Die Reaktion auf osmotische Stimuli wird vornehmlich durch magnozelluldre Neurone in
SON und PVN vermittelt. Sowohl die Menge an synthetisierter AVT mRNA (SAITO u.
GROSSMANN, 1998) als auch die Lange ihres poly-A-Schwanzes (KOEHLER, 2000) nimmt zu.
Die Adenylierung dient sowohl der Stabilisierung (BREWER und RoOsSs, 1988) als auch der
vermehrten Translation der mRNA (PALATNIK et al., 1984). Bei Ratten konnte neben einem
Anstieg des AVP-Transkripts (MEISTER et al., 1990) eine verminderte Immunreaktivitét des
Peptids im Hypothalamus als Folge der Dehydrierung festgestellt werden (CHOY and
WATKINS, 1977; REAUX-LE GOAzIGO et al., 2004). Ebenso scheint die Anzahl AVP-
synthetisierender Neurone einem osmotischen Stimulus unterworfen. AMAYA et al. (1999)
zeigten im Hypothalmus der Ratte nach osmotischer Stimulation mittels salt loading eine
vermehrte Anzahl Neurone, die AVP-mRNA enthielten. Nach Rehydrierung verringerte sich
die Anzahl der mittels In Situ-Hybridisierung nachgewiesenen MCNs wieder auf ein normales
Level. REAUX-LE GOAzZIGO et al. (2004) verwendeten die Dehydratation als osmotischen
Stimulus und wies eine Verminderung sowohl in Anzahl als auch in Peptidgehalt der AVP-
haltigen Neurone mittels Immunhistochemie im SON und PVN der Ratte nach. Auch die
GroBle der AVP-Neurone dndert sich mit osmotischer Stimulation. KALIMO (1975) wies nach
Dehydratation eine VergroBerung der Zellkorper von MCN im SON nach. Hatton et al.
(1984) beschrieb zudem einen Riickgang der Gliazell-Kontakte.

Von der Neurohypophyse sezerniert zirkuliert AVT als freies Hormon im Blut. Die Plasma-
Konzentration des AVT der Vogel liegt bei 5-30pg/ml (GRAY und SIMON, 1983; STALLONE
und BRAUN, 1986a,b; GRAY und ERASMUS, 1988). Seine biologische Halbwertszeit ist mit 1-3
Minuten kurz. Die Verdnderungen im AVT-System der Vogel gehen hauptsidchlich auf
osmotische Stimuli, weniger auf Verdnderungen im Blutvolumen zuriick. Der Anstieg der
Plasmaosmolalitdt aufgrund von Dehydrierung geht mit einem linearen Anstieg der Plasma-
AVT-Konzentration einher (0.3-0.4 pg/ml per mOsm/kg bei der Ente, GRAY und SIMON,
1983; 1.3 pg/ml per mOsm/kg beim Huhn, STALLONE und BRAUN, 1986a,b).

MUHLBAUER et al. (1992) wiesen bereits nach 19 Stunden Wasserentzug einen Anstieg der

AVT-mRNA im Hypothalamus des Huhns nach, wihrend die Plasmaosmolalitdt kaum vom

25



2 Literaturiibersicht

basalen Level abwich. Ein osmotischer Stimulus, induziert durch Gabe hypertonischer NaCl
Losung fiir fiinf Tage, fiihrte jedoch zu einem deutlichen Anstieg der Osmolalitédt, wihrend
sich der AVT-Gehalt des Plasmas kaum verdnderte (MUHLBAUER et al., 1992). Die
Dehydrierung zeigt beim Huhn in den ersten 4 Stunden keinen Effekt auf den Plasma-AVT-
Gehalt. Dieser kann erst ab ca. 6-8 Stunden nach Einsetzen des Stimulus beobachtet werden
und wird begleitet von einem Anstieg der hypophysiren AVT-mRNA (SAITO und

GROSSMANN, 1998).

2.2.6 Coexpression mit anderen Peptiden

Neben Oxytocin- und Vasopressin-synthetisierenden magnozelluldiren Neuronen haben
GLASGOW et al. (1999) im SON laktierender Ratten auch MCNs nachgewiesen, die beide
Nonapeptide zu gleichen Teilen exprimieren. Auch andere Neuropeptide sind im
magnozelluldren System mit Vasopressin und/oder Oxytocin colokalisiert, darunter u.a.:
CRH, Fos-Protein, Galanin und Apelin, (GLASGOW et al., 1999; PIRNIK et al., 2004; GATI et al.,
1990; REAUX-LE GOAZIGO et al., 2004). Physiologische Stimuli wie Laktation und
osmotische Stimulation, welche die Synthese von Oxytocin und Vasopressin und deren
Sezernierung beeinflussen, modulieren auch die hypothalamische Expression von Galanin
(LANDRY et al., 1998 ; CISOWSKA-MACIEJEWSKA und CIOSEK, 2005). Neben dem Peptid
selbst konnten auch Bindungsstellen (Rezeptoren) fiir Galanin im SON und PVN der Ratte
nachgewiesen werden (LANDRY et a., 1998; BURAZIN et al., 2001), deren Expression ebenfalls

durch physiologische Stimuli wie Dehydrierung verdndert wird.

2.3 Galanin
2.3.1 Peptidaufbau

Galanin ist ein Peptid bestehend aus 29-30 Aminoséduren. Es wurde erstmals von TATEMOTO
et al. (1983) aus dem Diinndarm des Schweins isoliert und erhielt seinen Namen aufgrund der
Aminosduren Glycin (Aminoende) und Alanin (Carboxylende). Auch das Galanin des Schafs
und des Huhn wurde aus Diinndarm bzw. Gehirn isoliert und sequenziert (SILLARD et al.,
1991; NORBERG et al., 1991). Nachdem ROKAEUS und BROWNSTEIN (1986) den Galanin-
Prekursor des Schweins sequenzieren konnten, wurde die Aminosduresequenz des Galanin

von Kuh, Ratte und Mensch iiber die Nukleotidsequenz der Prekursor-mRNA translatiert
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(ROKAEUS und CARLQUIST, 1988; VRONTAKIS et al., 1987; KAPLAN et al., 1988; EVANS und

SHINE, 1991).
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Abb. 2-7: Aminoséduren-Sequenzvergleich Galanin

Auch Galanin wird zunéchst als Teil eines Vorlduferhormons gebildet, dem prepro-Galanin.

Die ersten 23 Aminosduren (AS) kodieren ein Signalpeptid, das fiir den Transport des

Preprohormons ins Endoplasmatische Reticulum verantwortlich ist (KAPLAN et al., 1988). Es

folgen 10 AS, wovon die letzten beiden Lysin und Arginin einer Schnittstelle entsprechen. Im

direkten Anschluss befindet sich Galanin, dessen Ende wiederum von Lysin und Arginin

flankiert wird. Dem Galanin schlieBt sich das 59 AS lange galanin-message-associated

peptide (GMAP) an. Das prepro-Galanin hat eine Gesamtlinge von 123 AS (Schwein, Kuh,
Mensch) bzw. 124 AS (Ratte, Maus).

Schwein

Ratte

|15ignalpeptid? |wzl GMAP
7 A

Lys Arg Lys Arg

124

' /\

Lys Arg Lys Arg

1 23 3 52
[Signalpeptid I | | GMAP
Gly

Abb. 2-8: Schematische Darstellung des prepro-Galanin von Schwein und Ratte (modifiziert nach

MERCHENTHALER et al., 1993)
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2.3.2 Biologische Halbwertszeit des Galanin

Die biologische Aktivitit des Galanin wird durch enzymatische Abspaltung der N-terminalen
Fragmente beendet. Hierdurch entstehen die biologisch inaktiven Galanin-Reste 3-29/30 bzw.
3-16 (AS) (GUNDLACH et al., 2001). Die biologische Halbwertszeit des Peptids betrigt 60
Minuten. Diese lange Dauer der moglichen biologischen Aktivitit, ldsst parakrine

Funktionen des Galanins vermuten (BARTAFAI, 2000).

2.3.3 Genstruktur

Mittels Southern und Northern Blot Untersuchungen in unterschiedlichen Geweben wurde ein
Einzelgen fiir Galanin nachgewiesen, dessen mRNA eine Linge von ungefihr 900bp
inklusive poly-A-Schwanz aufweist (KAPLAN et al., 1988). Das Galanin-Gen der Ratte hat
eine Grofle von anndhernd S5kb und setzt sich aus 6 Exons und 5 Introns zusammen Das
prepro-Galanin beginnt mit Exon 2 und endet mittig des Exons 6 (KAPLAN et al., 1991). Der
Transkriptionsstart befindet sich auf Exon 1.

! Intron 1 Intron 2 Intron 3 Intron 4 Intron 5
Galanin

Gen [Exon 1 I~

Ratte (Rattus norvegicus)

2
prepro-Galanin @“aipepﬂd : I

Abb 2-9: Schematische Darstellung des Galanin-Gens der Ratte

KoHcHI und Tsutsul (2000) haben fiir die Wachtel ein zweites, um 69bp verldngertes
Galanin-Transkript nachgewiesen. Dabei wird die Aminosdure Histidin, an Stelle 14 des
Galanins durch Arginin ersetzt. Sie konnten beide Transkriptvarianten in unterschiedlichen
Geweben dokumentieren: Gehirn, Leber, Darm, Ovar und Eileiter (Magnum und Uterus).
Mittels RT-PCR wurde eine stirkere Galanin-Genexpression in Gehirn, Darm, Ovar und
Uterus, verglichen mit Leber und Magnum, nachgewiesen. Die Menge des eigentlichen
Galanin-Transkripts (Transkriptvariante TV1) ist hierbei um ein dreifaches hoher als die der
langeren Transkriptvariante (TV2). Eine Northern Blot-Analyse hingegen ergab im Ovar ein
deutlich stirkeres Signals fiir TV2 verglichen mit TV1. Der Galanin-Prekursor des Vogels
weist zum Sduger eine Homologie von durchschnittlich 59% auf (Kuh 63%, Mensch 60%,
Maus 54%, Schwein 58%, Ratte 62%), die TV2 als Variante nicht miteingerechnet. Auch fiir
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das Huhn sind zwei Transkriptvarianten in der Sequenz-Datenbank des National Center for
Biotechnology Information (NCBI) veroffentlicht. Hierbei handelt es sich ebenfalls um die
TV1 als original Galanin-Transkript und um eine um 72bp verldngerte Variante (TV2). Die
AS-Sequenzen der TV2 von Wachtel und Huhn unterscheiden sich ausschlieBlich um eine
zusitzliche AS beim Huhn. Zu dieser zweiten Variante gibt es beim Huhn aufler den

Sequenzdaten selbst noch keinerlei Untersuchungen.

2.3.4 Verteilung Galanin-immunreaktiver Neurone im Diencephalon

In allen bisher untersuchten Spezies ist die Galanin-Immunreaktivitit im Hypothalamus am
hochsten. In der Ratte lassen sich mehrere Zellgruppen deutlich abgrenzen. Eine sehr
auffillige Zellgruppe befindet sich ventrolateral der medial preoptic area (MPA) und erstreckt
sich von der rostralen Begrenzung des Chiasma opticum zum SON. Eine weitere Zellgruppe
liegt im preoptischen Nucleus suprachiasmaticus, eine dritte im preoptischen Nucleus
periventricularis. Die vierte Gruppe Galanin-immunoreaktiver (GAL-ir) Neurone erstreckt
sich lateral der MPA zum preoptischen Nukleus, dem medial forbrain bundel (mfb) und dem
anterior hypothalamischen Nukleus (MERCHENTHALER et al., 1993).

Eine gro3e Zahl GAL-ir Perikarya befinden sich im vorderen Hypothalamus, beginnend auf
Hohe der Commisura Anterior (CA) bis hin zum PVN. Sowohl die magno- als auch die
parvozelluldren Bereiche des PVN enthalten GAL-ir Zellen (SWANSON und KUYPERS, 1980),
in denen Galanin mit einer groen Zahl anderer Neuropetide und Neurotransmitter
kolokalisiert ist (u.a. CRH, TRH, Oxytocin, Vasopressin). Zudem ist eine hohe Dichte an
GAL-ir Fasern zu beobachten. Einige der parvozelluliren Untergruppen des PVN projizieren
zur Eminentia mediana (ME) (MERCHENTHALER, 1991b) und zum Hirnstamm. Grof3e,
vergleichsweise intensiv markierte GAL-ir Zellen findet man im SON und im Nucleus
arcuatus (AN), die groBte Anzahl GAL-ir markierte Zellen im Nucleus dorsomedialis. Die
Mehrzahl jener Zellen projiziert in die externale Zone der ME (NmMI et al, 1990,
MERCHENTHALER, 1991). Von dort gelangt das Hormon iiber den Portalkreislauf in die
Adenohypophyse, wo es die Sekretion einzelner Hypophysenhormone beeinflusst. Die GAL-
ir Fasern der internalen Zone projizieren zur Neurohypophyse, die das Hormon direkt in den
peripheren Blutkreislauf abgibt. Bei Primaten wurden GAL-ir markierte Zellen im
ventromedialen Hypothalamus, SON, lateralen Hypothalamus und PVN nachgewiesen

(MELANDER und STAINES, 1986; GENTLEMAN et al, 1989). Auch bei der Wachtel sind die
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Zwischenhirnregionen, der ventrale Hypothalamus und die ME GAL-ir markierte Regionen

(JozA und MESS, 1993).

2.3.5 Funktion

Galanin ist ein Neuropeptid ohne Zugehorigkeit zu einer der bekannten Neuropeptidfamilien.
Im Zentralnervensystem moduliert Galanin die Regulation des neuroendokrinen Systems.
Seine Wirkung erfolgt iiber G-Protein gekoppelte Rezeptoren und Ionenkanile, meistens im
Sinne einer Inhibition der Sekretion von Hormonen und Transmittern. So inhibiert es die
Freisetzung von Dopamin im Hypothalamus, stimuliert aber die Sekretion von Prolaktin und
dem Wachstumshormon (PERUMAL et al., 2003). Galanin ist u.a. kolokalisiert mit GABA
(SIMMONS et al., 1995), Serotonin (SUZUKI et al., 2000), Luteinisierendes Hormone-Releasing
Hormone (LHRH) (MERCHENTHALER et al., 1990) AVP und Oxytocin (GLASGOW et al., 1999).
Seine Expression ist wihrend der Schwangerschaft erhoht, zudem wird es in der Plazenta gebildet
(VRONTAKIS et al., 1992 und KLEINE et al., 2001). Neben seiner Wirkung als Modulator
reproduktiver Funktionen (LOPEZ et al., 1991, LANDRY et al., 1997) spielt Galanin des Weiteren
eine Rolle im Energiestoffwechsel (Nahrungsaufnahme). Thm wird eine orexigene Wirkung
zugesprochen, die sich insbesondere in einer Steigerung der Fettaufnahme auswirkt. Dariiber
hinaus besitzt Galanin eine hyperglykdmische Wirkung, bedingt durch die Hemmung der Glukose
gesteuerten Insulinfreisetzung (NILSSON et al., 1989). Ferner scheint Galanin als physiologischer
Antagonist der Substanz P zu wirken, da es die Schmerzempfindung vermindert (KURAISHI et
al.,1991). Steroide, Nervenwachstumsfaktoren (nerve growth factor, NGF) und Nervenschiden
haben Einfluss auf die Genexpression von Galanin (DEGERMAN et al., 2002; CORNESS et al., 1998;
HWANG et al., 2004).

2.3.6 Galanin-Rezeptoren

Galanin vermittelt sowohl im ZNS als auch in peripheren Geweben seine Wirkung durch die
Bindung an spezifische Rezeptoren. Zahlreiche pharmakologische Untersuchungen mit
Galanin-Analoga, Rezeptor Agonisten und Antagonisten lieBen auf mehrere Rezeptor-
Subtypen schlieen. Mittlerweile sind drei Rezeptor-Subtypen fiir Galanin kloniert, welche
allesamt G Protein-gekoppelt sind (HABERT-ORTOLI et al., 1994; WANG et al., 1997 a, b;

[ISMAA und SHINE, 1999; BRANCHEK et al., 2000).
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2.3.6.1 Galanin-Rezeptor 1 (GalR1)

Der erste Galanin Rezeptor-Subtyp wurde aus humanen Tumorzellen (Bowes melanoma cell
line) isoliert (HABERT-ORTOLI et al., 1994). Der humane GalR1 enthilt 349 AS und besitzt
sieben hydrophobe transmembrane Doménen. Der GalR1 der Ratte ist 346 AS lang und zu
92% homolog zum humanen GalR1 (BRANCHEK et al., 2000). PARKER et al. (1995) wiesen
mittels Northern Blot-Analyse GalR1 mRNA in Gehirn und Riickenmark der Ratte nach. In
situ-Hybridisierung konnte zeigen, dass die Verteilung der GalR1 mRNA im Gehirn mit der
Galanin-Expression und nachgewiesenen '“Galanin-Bindungsstellen iibereinstimmt: GalR1
mRNA tritt in Hypothalamus (SON, PVN), Amygdala, ventralem Hippocampus, Thalamus,
Hirnstamm und Riickenmark auf (GUSTAFSON et al., 1996). Die Genexpression des GalR1
unterliegt verschiedenen physiologischen Stimuli. Hypothalamische GalR1 mRNA ist im
weiblichen Gehirn in groBerer Menge vorhanden und unterliegt dem Ostrus-Zyklus (FAURE-
VIRELIZIER et al., 1998). Laktation fiihrt zu einer Verminderung der GalR1-Genexpression
(LAndry et al.,1998), wihrend salt-loading zu einem Anstieg derselben fithrt (BURAZIN et al.,
2001). GalR1 bewirkt eine Membranhyperpolarisation durch Offnung der K*-Kaniile,
reduziert die Konzentration der Adenylat-Cyclase und stimuliert die MAP-Kinase-Aktivitit
(HABERT-ORTOLI et al., 1994; SMITH et al., 1997).

2.3.6.2 Galanin-Rezeptor 2 (GalR2)

Der zweite Galanin Rezeptor-Subtyp wurde zuerst in der Ratte gefunden. Seine Homologie
zum GalR1 der Ratte betrdgt nur 40% (Habert-Ortoli et al., 1994; PARKER et al., 1995). GalR2
ist im Gegensatz zu GalR1 nicht nur im Gehirn (Hypothalamus, Hippocampus, Amygdala und
pyriform cortex), sondern auch in peripheren Geweben (Vas deferens, Prostata, Uterus, Ovar,
Lunge, Magen, Darm und Pankreas-Zellen) der Ratte nachzuweisen(STEN SHI et al., 1997,
SMITH et al., 1997; Howard et al., 1997). Zudem konnte GalR2 mRNA, aber keine GalR1
mRNA, mittels RT-PCR in der Adenohypophyse der Ratte nachgewiesen werden. GalR2
stimuliert die MAP-Kinase, die Phospholipase C, wodurch nach intrazelluldrer Ca**-
Freisetzung und erhohtem Diacylglycerin wiederum die Proteinkinase C aktiviert wird, und
inhibiert die Akkumulation von cAMP. Die weitldaufige Verteilung der GalR2 mRNA (STEN
SHI et al., 1997; SMITH et al., 1997; HOWARD et al., 1997) legt eine Beteiligung an zahlreichen
physiologischen  Funktionen nahe:  Prolactin-Ausschiittung, GH  Ausschiittung,

Futteraufnahme, Emotions- und Gedichtnissteuerung, Schmerzempfinden, Zellwachstum,
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Regeneration des Nervengewebes, Funktion der Langerhans’schen Inseln, Stoffwechsel und

Reproduktion.

2.3.6.3 Galanin-Rezeptor 3 (GalR3)

Auch den dritten Galanin Rezeptor fand man zuerst in der Ratte, wo er aus 320 AS besteht
und eine Homologie von 36% zu GalR1 und 55% zu GalR2 aufweist (SMITH et al., 1998;
WANG et al., 1997). Der GalR3 des Menschen setzt sich aus 368 AS zusammen und ist zu
90% dem GalR3 der Ratte homolog (KOLAKOWSKI et al., 1998). Uber Northern Blot Analyse
fand man GalR3 Transkripte zunidchst nur im Herzen, der Milz und den Hoden der Ratte
(WANG et al., 1997). SMITH et al. (1998) gelang es mit der sensitiven Methode, dem RNase
Protection Assay, GalR3 mRNA im Hypothalamus und der Hypophyse, weiteren Regionen
des ZNS (Bulbus olfactorius, cerebraler Cortex, Medulla oblongata, Caudate Putamen,
Cerebellum und Riickenmark), sowie peripheren Geweben (Leber, Niere, Magen, Hoden,
Nebennieren, Lunge, Milz und Pankreas jedoch nicht Herz, Uterus, und Vas deferens)
nachzuweisen. GalR3 bewirkt wie GalR1 eine Membranhyperpolarisation durch Offnung der
K*-Kaniile, was zu einer Inhibition der Exozytose fiihrt. Das Vorkommen der GalR3 mRNA
in unterschiedlichsten Geweben ldsst eine Beteiligung an diversen physiologischen Prozessen
(Emotionssteuerung, Futteraufnahme, Schmerzempfinden, Steuerung der Hormonabgabe aus
der Hypophyse, Stoffwechsel). Aufgrund der hyperpolarisierenden Wirkung vergleichbar mit
GalR1 und der Tatsache, dass GalR3 mRNA in der Pankreas detektiert werden konnte
(ebenso GalR1), vermuten SMITH et al (1998) fiir GalR3 neben GalR1 ebenfalls eine
Beteiligung am Insulin- und Glucose-Stoffwechsel.

Zu Galanin Rezeptoren beim Huhn (Gallus gallus) ist bisher nichts verdffentlicht.

2.3.7 Physiologische Stimulation des hypothalamischen Galanin-
Systems

2.3.8 Regulation des Galanin-Systems in magnozellularen Neuronen

Die Regulation des Galanin-Transkripts und —Peptides in SON und PVN wurde unter
verschiedenen physiologischen Stimuli untersucht: Hypophysektomie, osmotische
Stimulierung mittels salt loading (MEISTER et al., 1990), Laktation (ERIKSSON et al., 1996;

LANDRY et al., 1997). Ahnliche Studien belegen auch eine Regulation der Galanin Rezeptoren
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GalR1 und GalR2 unter diesen physiologischen Bedingungen (LANDRY et al., 1998; BURAZIN
et al., 2001). Wihrend einer osmotischen Stimulation mittels salt loading steigt die Menge der
GalR1 mRNA deutlich an, was durch Rehydrierung reversibel ist (LANDRY et al., 1998). Bei
laktierenden Ratten hingegen kann eine geringe Abnahme des GalR1-Transkriptes in den
magnozelluldren Neuronen des SON nachgewiesen werden (LANDRY et al., 1998). Wihrend
dieser Stimuli werden Galanin- und GalR1-mRNA parallel reguliert. GUNDLACH et al. (2001)
zeigten zudem im SON der Ratte einen gleichzeitigen Anstieg der GalR1 mRNA und des —
Peptides nach vier Tagen salt loading (2% NaCl). Der Anstieg sowohl des Galanins als auch
des GalR1 in magnozelluldren Neuronen des SON wihrend eines osmotischen Stimulus (salt
loading) ldsst fiir Galanin einen negativen Einfluss auf die Vasopressin-Sekretion vermuten
(LANDRY et al., 1998).

Wihrend der Laktation wird bei Ratten eine aus zwei Phasen bestehende Regulierung der
Galanin mRNA beobachtet. In der ersten Phase (Tag3-7 der Laktation) ist die Menge
nachweisbarer mRNA deutlich vermindert, in der zweiten Phase (nach Tag 14) kehrt die
Transkriptmenge zu basalen Levels zuriick, wihrend sich die Mengenverhéltnisse der
Oxytocin mRNA in gegensitzlicher Richtung veridndern (ERIKSSON et al., 1996; LANDRY et
al., 1997). Die Galanin-Genexpression wird in magnozelluliren Neuronen positiv iiber
Ostrogene reguliert. Die Verminderung des Galanin-Transkripts wihrend der Laktation
konnte somit von der gleichzeitig verminderten Ostrogen-Konzentration abhiingig sein
(ERIKSSON et al., 1996; LANDRY et al., 1997). Ein moglicher inhibitorischer Effekt des
Galanins auf die Expression von Neurohormonen kann iiber eine Abregulation sowohl der
Galanin Produktion als auch der somatodendritischen Expression des GalR1-Rezeptors
vermindert werden (ERIKSSON et al., 1996; LANDRY et al., 1997).

BURAZIN et al. (2001) konnten im PVN keine Veridnderung fiir die GalR2 Expression nach
osmotischem Stimulus (salt loading) nachweisen (weder im parvozellularen noch im

magnozelluldren Teil des PVN).

2.3.9 Elektrophysiologische Effekte auf supraoptische Neurone

PAPAS et al. (1997) haben die Funktion des Galanin als Neuromodulator magnozellulédrer
neurosekretorischer Zellen im SON hypothalamischer Explantate untersucht. Galanin (1-29)
und das N-terminale Fragment Galanin (1-16) bewirken iiber die Interaktion mit
postsynaptischen Rezeptoren eine dosis-abhingige, reversible Membran-Hyperpolarisation.
Galanin unterdriickt damit die Feuerungsaktivitdt sowohl kontinuierlich als auch phasenweise

feuernder Neurone. Die beschriebene Wirkung des Galanin auf die Mehrheit der untersuchten
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Neurone ldsst vermuten, dass sowohl oxytocin- als auch vasopressinhaltige Neurone iiber
endogen ausgeschiittetes Galanin reguliert werden konnten (PAPAS et al., 1997). Demnach
konnte der Effekt zentral verabreichten Galanins auf die Oxytocin- (BJORKSTRAND et al.,
1993) und Vasopressin-Ausschiittung (KONDO et al., 1993) aus der direkten Inhibierung der
Aktionspotential-Freisetzung aus den Somata magnozelluldrer Neurone bestehen.
Magnozelluldre Neurone selbst exprimieren Galanin und koénnen physiologisch relevante
Konzentrationen an Galanin uber Soma und Dendriten ausschiitten, um in einem
inhibitorischen Feedback-Mechanismus die Freisetzung von Oxytocin und Vasopressin zu

regulieren.
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3  Fragestellung

Die vorangegangene Darstellung bisher verdffentlichter Daten zeigt, dass Galanin im
Hypothalamus des Saugers sowohl mit Vasopressin als auch mit Oxytocin koexprimiert wird
und seine Expression sich wihrend reproduktiver und osmotischer Stimulation veridndert.
Auch beim Vogel konnte bereits eine Kolokalisation von Galanin und Vasotocin im
Hypothalamus dokumentiert werden. Die Untersuchungen am Huhn beschrinken sich bei der
Henne jedoch bisher auf einen reproduktiven Stimulus, die Oviposition. Im Gegensatz zum
Sauger, wurde beim Huhn bisher kein Subtyp der drei Galanin-Rezeptoren nachgewiesen.
Hingegen wurde bei der Wachtel ein zusitzliches Galanin-Produkt mit einem aus 22

Aminosduren bestehenden Insert gefunden, welches bei Sdugern nicht vorkommt.

Daraus ergeben sich folgende Fragestellungen:

a) Wie wirkt sich eine osmotische Stimulation auf den Peptidgehalt der beiden
Neuropeptide Vasotocin und Galanin sowie ihre Kolokalisation im SON des Huhns
aus? Zu betrachten sind beide Geschlechter.

b) Andert sich die hypothalamische AVT- und Galanin-Genexpression im Hypothalamus
des Huhns durch osmotische Stimulation?

c) Kann eine Genexpression der Galanin-Rezeptor Subtypen 1 und 2 im Hypothalamus
adulter Hennen und Héhne nachgewiesen werden? — Wenn ja, verdndert sich deren
Expression nach physiologischer Stimulation durch Wasserentzug (Dehydrierung)?

d) Existiert auch beim Huhn ein zusitzliches Galanin-Produkt, das dem der Wachtel
dhnelt? — Wenn ja, in welchen Geweben wird dieses zusitzliche Produkt exprimiert

und hat osmotische Stimulation einen Einfluss auf dessen Expression?

Ziel dieser Arbeit ist es, die Expression von Vasotocin und Galanin, sowie der Galanin-
Rezeptor Subtypen 1 und 2 nach physiologischer Stimulation im Hithnergehirn nachzuweisen.
Der osmotische Stimulus wird iiber eine Dehydratation der Tiere von mindestens 48 Stunden
erreicht. Die Expression der beiden Hormone soll zum einen auf Peptidebene, zum anderen
auf Transkriptebene dargestellt werden. Zur Darstellung der Kolokalisation zweier Peptide in
einem Gehirnschnitt wird die Fluoreszenz-Immunhistochemie als Nachweismethode und die
Konfokale-Laser-Scanning-Mikroskopie als quantitatives Auswertungsverfahren eingesetzt.
Zum Nachweis der Transkripte soll zusitzlich zur vorhandenen AVT-Sonde eine Galanin-

Sonde kloniert und durch Northern Blot-Analyse quantifiziert werden.
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Ebenfalls auf mRNA-Ebene soll mittels realtime PCR eine eventuelle Regulation des AVT,
des Galanin und der Galanin-Rezeptor Subtypen 1 und 2 quantifiziert werden. Neben den
Galanin-Rezeptor Subtypen 1 und 2 soll mit Hilfe der PCR und der anschlieBenden
Gelelektrophorese ein zusitzliches Galanin-Produkt in unterschiedlichen Geweben
nachgewiesen werden.

Die Kontrolle der osmotischen Stimulation soll durch Elektrolyt-Bestimmung mittels
Blutgasanalyse und Osmolalititsmessung am Dampfdruckosmometer im Blutplasma erfolgen.
Die Aktivierung des AVT-Systems aufgrund Dehydratation soll zudem mittels RIA

(Bestimmung der AVT-Konzentration im Blutplasma) nachgewiesen werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Material
4.1.1 Gerate

Die verwendeten Gerite werden im Anhang aufgelistet.

4.1.2 Chemikalien und Software

Die verwendeten Chemikalien, darunter auch Pufferlosungen und kommerzielle Kits, sowie
die zu Auswertungen verwendete Software werden in der jeweiligen Methodenbeschreibung

erwihnt bzw. im Anhang aufgelistet (Chemikalien).

4.1.3 Verwendete Vektoren

Der pGEM-T Easy Vektor der Firma Promega besitzt eine MCS (multiple cloning site), die
von einem T7- und einem SP6-Promotor flankiert wird. Zur Selektion in Prokaryonten dient

das B-Lactamasegen (Ampicellin-Resistenz).

Amnl 2009
171
Scal 1890 Nael 2707 / 303 QSM
\ Aatll | 20
f1 ori Sphl 26
BstZ| 21
MNecol 37
o | 8
_ ot
pGEM®-T Easy lacZ Sacll | 49
Vector T T EcoRl | 52
(3015bp)
Spel 64
EcoRl 70
Notl 77
BstZl 77
Pstl g8
ari Sall a0
Mdel 97
Sacl 109
BstXl |118 &
Msil 127 =
144 %
T sps g

Abb. 4-1: pGEM-Teasy Vektor-Karte und Sequenz-Referenz-Punkte (Promega — Technical Manual)
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Die MCS des Vektors pBluescript KS plus (pBSKS+) der Firma Stratagene wird von einem

T7- und einem T3 Promotor flankiert. Bakterien, die diesen Vector tragen, konnen ebenfalls

iber ihre Ampicillin-Resistenz selektiert werden.

Alol 189

Hin1l 2582 Bsadl 225
Bogl 2562 328

Gsul 2131
Eco31l 2113

Eam1105] 2041
Sapl 1030

Afilll, Pscl, Xcel 1153

Cail 1564

Abb. 4-2: pBluescript KS plus Vektor-Karte modifiziert nach Alting-MESS und SHORT (1989)

4.1.4 Restriktionsenzyme

Es wurden folgende Restriktionsenzyme der Firma Roche (Mannheim) verwendet.

Enzym Restriktionsstelle | Aktivitit| Reaktionspuffer
Spezifische [U/ul] 10x)

Apal 5" G GGCC*C '3 10 Puffer A

EcoRI 5 GCVAATTC '3 10 Puffer H

Sacl 5 GAGC T C '3 10 Puffer A

Pstl 57 CTGCAG '3 10 Puffer H

Xhol 5 C"T CGAG '3 40 Puffer H
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4.1.5 Primer
Sequenzierung
Primer Sequenz Lange
[bp]
SP6 5’ ATT TAG GTG ACA CTA TAG AAT AC '3 23
T7 5/ TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC GA '3 23
Galanin
Primer Sequenz Liange
[bp]
ch-gal-1-forward 5’ CAG CTC CCT GCG AGA CA '3 17
ch-gal-2-forward 5’ CCA CTG GCT GAT GAA AAC ATT '3 21
ch-gal-3-forward 5’ TGC GCA CAG TAA TCG AAT TT '3 20
ch-gal-4-forward 5’ GAC ATT TCG GCG TCA ACC '3 18
ch-gal-5-forward 5’ TAC TTG GGC CAC ATG CAG TA '3 20
ch-gal-6-forward 5’ TGC AAG GGG GAG AGA AGA G '3 19
ch-gal-1-reverse 5’ ACC AGC ACT GIT CAA AGT CCA '3 21
ch-gal-2-reverse 5’ AAG TGC TCC CGC CTC TTT A '3 19
ch-gal-3-reverse 5’ CCA AGC CAA AAT TTT ACA CCA '3 21
Galanin-Rezeptoren
Primer Sequenz Liange
[bp]
ch-galR1-3-forward 5’ TGC TCA TCA CCT GCT GCT AC '3 20
ch-galR1-3-reverse 5’ TCT GCC CAC ATT GTG ATG AT '3 20
ch-galR1-4-forward 5’ TGA AAA ACC CAA GGG TTIG AG '3 20
ch-galR2-alF-forward |5’ GAC AGG TAC TTG GCC ATA CGA T '3 21
ch-galR2-1R-reverse |5’ GTA AGG GCT CGA GAA AAT GAT G '3 21
ch-galR2-3-forward 5’ GGT GAA GAA CAC CAC CAA CC '3 20
ch-galR2-3-reverse 5’ CIT GTG CAA GAG GCA GAT GA '3 20
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AVT
Primer Sequenz Liange
[bp]
AVT-5-forward 5’ CTG GGT GAT ACA GCC TTG CGG CA’3 23
AVT-6-reverse 5’ GGC GTC CAT GGC ACA TGT GIC A '3 22
Referenz-Gene
Primer Sequenz Liange
[bp]
ch-BActin215-forward |5’ CAA CAC AGT GCT GTC TGG TGG T '3 22
ch-BActin-uni- reverse | 5’ GTC CGG ATT CAT CGT ACT CCT G '3 22
ch-TBP-forward 5’ ACA CAC CAG CAG TTC AGC AG '3 20
ch-TBP-reverse 5’ TTC CGG AAC CCC TTIT AAA AT '3 20
ch-RPII-forward 5’ GCC AGT GGT GTC GTA GAG TAC '3 21
ch-RPII-reverse 5/ AAG GAA TAA TAG ATG CAC ACA '3 21
ch-GAPDH-forward |5’ AGT CGG AGT CAA CGG ATT TG '3 20
ch-GAPDH-reverse 5’ ACA GTIG CCC TTG AAG TGT CC '3 20
ch-18S-forward 5’ CIG CCC TAT CAA CTIT TCG '3 18
ch-18S-reverse 5’ GGC CTC GAA AGA GIC CTIG TA '3 20

4.1.6 Verwendeter Bakterienstamm

Alle molekularbiologischen Arbeiten werden in dem Escherichia coli Stamm JM 107

durchgefiihrt. Die Herstellung von thermo-kompetenten Zellen erfolgte nach dem Protokoll

von H. INOUE, H. NoJIMA und H. OKAYAMA (Gene 96, 1990, pp23-28).
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4.1.7 Verwendetes Nahrmedium

Das Wachstum der Bakterien erfolgte in Luria-Bertani (LB) Medium, bzw. auf LB-Agar-
Platten.

(w/v)

LB-Medium (pH 7,0): 1 % Pepton
0,5 % Hefeextrakt
1,0 % NaCl

(wlv)
LB-Agar: 1,0 % Pepton
0,5 % Hefeextrakt
1,0 % NaCl
1,5 % Agar

Alle verwendeten Plasmide enthalten das B-Lactamase Gen fiir die Ampicillinresistenz.
Dadurch ist es mdoglich, iiber die Zugabe von 50 pg/ml Ampicillin die Selektion
transformierter Bakterien zu steuern. Die Medien werden bei 120°C fiir 30 Minuten

autoklaviert. Nach Abkiihlen der Medien auf 60°C kann das Antibiotikum zugesetzt werden.

4.1.8 Versuchstiere

Fiir die Versuche wurden adulte (Alter: 37-40 Wochen) Hennen und Héhne (Gallus gallus)
der Hybrid-Linie Lohmann Selected White Leghorn (LSL) verwendet (Lohman Tierzucht
GmbH, Cuxhaven). Die Tiere wurden in Einzelkéfigen gehalten und erhielten Standardfutter
und Wasser ad libitum. Der Licht-/Dunkelzyklus war aufgeteilt in 12 h Licht und 12 h
Dunkelphase (Beginn der Lichtphase um 6 Uhr, Ende um 18 Uhr, inklusive je einer halben
Stunde Dammerungsphase zu Beginn und zum Ende der Lichtphase). Fiir die Haltung der
Tiere und die Durchfithrung der Tierversuche liegt die Genehmigung der regionalen
Tierschutzkommision vor (AZ: 5096-4250213). Alle Untersuchungen wurden am Friedrich-
Loffler Institut - Institut fiir Nutztiergenetik, Mariensee durchgefiihrt.

Zur osmotischen Stimulierung wurden adulte Hennen und Hihne fiir 48 Stunden ohne Wasser
aber mit Futter ad libitum gesetzt. Die Stimulation startete um 15 Uhr am Nachmittag, d.h. 9
Stunden nach Beginn des Lichtzyklus. Zum Nachweis der AVT und Galanin Expression auf
Transkriptebene wurden 4 Tiere pro Behandlungsruppe beider Geschlechter ausgewertet
(realtime PCR/Northern Blot-Analyse). Je 3 Tiere pro Behandlungsgruppe beider

Geschlechter wurden mittels double-labeling  Fluoreszenz-Immunhistochemie und
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anschlieBender Laser-Raster-Mikroskopie untersucht. Zum Nachweis der beiden Galanin-
Rezeptoren Subtyp 1 und 2, sowie der beiden Galanin-Transkriptvarianten wurden adulten,
unbehandelten Tieren einzelne Gewebe entsprechend der Dehydrierungs-Versuche
nachmittags (15 Uhr) entnommen. Hierbei stammen die Gewebe Hypothalamus, Hypophyse,
Ovar (je drei Follikel aller drei Reifestadien), Muskel, Leber, Niere und Follikel (Tertiér-)

vom weiblichen Tier, Hoden und Nebenhoden vom minnlichen Tier.

4.2 Methoden

4.2.1 Probenentnahme

Untersuchung der Expression auf Transkriptebene

Zur Gewinnung der Gewebe werden die Tiere einzeln oder in Gruppen bis max. 6 Tiere
gleichzeitig aus dem Stall in einen Schlachtraum gebracht und nacheinander mit einem Schlag
auf den Kopf betdubt. Darauthin wird die Halsschlagader durchtrennt und ein Teil des
austretenden Blutes in mit Heparin bestiickten Probengefiaflen aufgefangen. Unmittelbar nach
dem Entbluten werden die entsprechenden Gewebe so schnell wie moglich entnommen und
auf Trockeneis gefroren. Zur Gewinnung des Hypothalamus wird das Gesamtgehirn zunéchst
auf eine in Trockeneis gekiihlte Petrischale stabilisiert. Um ein Abplatzen des Gewebes zu
vermeiden, muss der Hypothalamus jedoch im noch schnittfihigen, d.h. nicht
durchgefrorenen Zustand herausgeschnitten werden. Zur Orientierung dienen dabei die
folgenden Gehirnstrukturen: rostral der Tractus septomesocephalicus (TSM), dorsal die
Commissura anterior (CA) und caudal der XI. Gehirnnerv. AnschlieBend werden die Proben
in Parafilm eingewickelt, in Aluminiumfolie verpackt und bei -80 °C gelagert. Hennen
werden zudem auf den Status ihres Ovipositionszyklus kontrolliert. Hierfiir werden der

Eileiter komplett entfernt und die Position des Eies bestimmt.

Untersuchung der Expression auf Proteinebene

Um die nachzuweisenden Proteine bereits im Gewebe zu stabilisieren und gleichzeitig
Abbauprozesse derselben vorzubeugen, werden die Tiere perfundiert. Als erstes jedoch wird
ithnen iiber die Fliigelvene Blut abgenommen, welches versetzt mit Heparin in die
anschlieende Blutgasanalyse eingeht. Es folgt eine Narkotisierung der Tiere ebenfalls tiber
die Fliigelvene mit Narkoren (Merial, 85399 Hallbergmoos, 16% Pentobarbital-Natrium in
PBS Losung; 40-80 mg/kg Korpergewicht intravends). Die Perfusion erfolgt beidseitig iiber
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die Arteria carotis zundchst mit 150 ml 0,IM PBS (pH 7.,4) versetzt mit 0,2% Heparin
(Spiihlen), gefolgt von 360 ml Zamboni-Fixativ (pH 7,4) bestehend aus 4% Paraformaldehyd
und 15% Pikrinsdure in 0,1M PBS (Fixieren). Nach erfolgreicher Fixation in vivo, wird das
Gehirn entnommen und fiir weitere 6-8 Stunden im Zamboni-Fixativ nachfixiert. Danach wird
es in eine Zuckerlosung bestehend aus 25% Saccharose in 0,1M PBS (pH 7.4) iiberfiihrt.
Sobald im Gewebe der Austausch von Fixativ durch Zuckerlosung abgeschlossen ist, d.h.
sobald das Gehirn in der Zuckerlosung abgesunken ist, wird es bis zur Weiterbearbeitung bei

-80°C gelagert.

4.2.2 Elektrolytbestimmung mittels Blutgasanalyse und Osmolalitéts-
bestimmung

Die Bestimmung des Plasma-Natrium-Gehaltes erfolgt im Blut mittels Blutgasanalyse-
System. Fiir die Untersuchung der Plasma-Osmolalitdt muss das Blut zunichst fiir 15 Minuten
bei 3000 x g und 4°C zentrifugiert und das Plasma separiert werden. Anschliefend wird die
Osmolalitidt mit Hilfe eines Dampfdruck-Osmometers bestimmt. Ein weiteres Aliquot des so
gewonnenen Hiithnerplasmas geht zur Bestimmung der AVT-Plasmakonzentration in den im

Folgenden beschriebenen Radioimmunoassay (RIA) ein.

4.2.3 AVT-Radioimmunoassay

Bei einem Radioimmunoassay (RIA) handelt es sich um eine immunochemische Reaktion
zwischen Antikorper und Antigen (markiert bzw. unmarkiert), wobei radioaktiv markiertes
Antigen mit dem entsprechenden unmarkierten Antigen um die vorhandenen
Antikorperbindungsstellen konkurriert.

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete spezifische AVT-Antiserum, dessen
Kreuzreaktivitat mit Mesotocin (MT) und Angiotensin II (ANG II) unter 1% liegt (MOHRING
et al.1980; GRAY und SIMON 1983), wurde freundlicherweise von Herrn Dr. Gray, Max-
Planck-Institut fiir physiologische Forschung, Bad Nauheim, zur Verfiigung gestellt.

Das AVT wurde vor der Mengenbestimmung aus dem Plasma nach der leicht modifizierten
Methode von Husain et al. (1973) extrahiert (s. 4.2.3.1). Die Markierung des Antigens
(Tracer) mit '*J erfolgte mittels Chloramin-T-Methode. Der Assay erfolgte nach der Methode
von Gray und Simon (1983). Dabei wurden die Qualititskriterien von Xu (1991) in Betracht

gezogen.
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4.2.3.1 Plasma-Extraktion

Aliquots der Hiithnerplasma-Proben (200ul) werden mit 400ul eiskaltem Aceton (-20°C)
versetzt und fiir zehn Minuten bei 4000 X g, 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein
neues Rohrchen tiberfithrt und mit 800ul Pentrolbenzin vermengt. Das Gemisch wird fiir 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erfolgter Phasentrennung wird die obere Phase
(Benzin) abgesaugt und die Prozedur wiederholt. Nach erneutem Absaugen der
benzinhaltigen Phase werden die Proben in einer Vakuumzentrifuge (SpeedVac, Savant, New
York) fiir zwei Stunden getrocknet. Der AVT-Gehalt der getrockneten Plasmaproben kann

nun mittels RIA bestimmt werden.

4.2.3.2 Durchfithrung des Assays

Verwendete Losungen

Tris-Puffer 0,1M

Tris 12,11g
Neomycinsulfat 2¢g
Albumin 3g
ddH,O add 1000ml
Arbeitsanweisung

1. Inkubation des unmarkierten Peptides mit dem Antiserum fiir 48 Stunden bei 4°C.

2. Zugabe von 50ul des markierten Tracers ['*°J] (3000-4000 cpm) und weitere
Inkubation fiir 24 Stunden bei 4°C.

3. Kontroll-Proben enthalten entweder nur Tracer (200ul of 0.1 M Tris-HCI, pH 7.4 mit
200ul AVT Antiserum) oder nur Puffer (400ul of 0.1 M Tris-HCl, pH 7.4). — Sie
werden in jedem Assay verwendet.

4. Die Trennung des ungebundenen vom gebundenen Tracers erfolgt iiber eine Zugabe

von 800ul EtOH absolut.

Proben mixen und anschlieBend fiir 20 Minuten bei 3.500xg und 4°C zentrifugieren.

Uberstand absaugen.

Pellets im Gamma-Counter messen.

® =N N W

Die Ergebnisse werden mit Hilfe der Software RiaCalc (Pharmacia, LKB, Wallac)

analysiert.

Das Detektionslimit des Assays liegt bei 1,5 pg/ml.

44



4 Material und Methoden

4.2.4 Gesamt-RNA Extraktion

Die Isolierung der RNA aus tierischem Gewebe erfolgt nach der Methode von CHOMCZYNSKI
und SACCHI (1987). Sie besteht im Wesentlichen aus drei Schritten. Im ersten Schritt muss
der Zellverband des Gewebes aufgelost werden (Homogenisieren) und die Zellen selbst
miissen gedffnet werden (Lyse der Zellen mittels GTC). Gleichzeitig immobilisiert das
verwendete GTC RNasen und verhindert somit den Abbau der zu isolierenden RNA. Schritt
zwei dient der Trennung der RNA von sdmtlichen anderen Zellbestandteilen (Phasentrennung
durch Phenol und Chloroform). Hierbei wird RNA im Uberstand der wissrigen Phase
angereichert, wiahrend DNA und Protein sich in der organischen Phase absondern. In Schritt
drei wird die RNA {iber eine Isopropanol-Féllung und anschlieBender Ethanol-Waschung von
Salzen und Phenolresten befreit. Die so gereinigte RNA kann quantitativ und qualitativ

bestimmt werden.

Verwendete Losungen

Guanidinthiocyanat-Losung (GTC):

Guanidinthiocyanat 4 M
Na-Citrat, pH 7,0 25 mM
Na-Lauroylsarcosin (Sarcosyl) 0,5%
3-Mercaptoethanol 0,1 M

Haltbarkeit ohne B-Mercaptopethanol: 3 Monate
Haltbarkeit mit 3-Mercaptopethanol: 1 Monat

Arbeitsanweisung
1. Homogenisieren der Gewebestiicke (Hypothalamus) unter Zugabe von GTC und 8-
Mercaptoethanol (10ml/g Gewebe; Dauer 25-30°).
2. Zugabe: - Phenol (Iml/ml GTC)
- Chloroform/Isoamylalkohol(49:1) (0,8ml/ml GTC)
- 2M NaAcetat, pH 4,0/ml GTC (0,2ml/ml GTC)
Mischen, 15° auf Eis inkubieren
3. Zentrifugieren: 457, 5990 U/min, 4°C, Bremse = 0 (*)
4. Phasentrennung: 2ml des Uberstandes (oberste Phase) abheben und in neues GefiB
tiberfithren, Rest verwerfen
5. Fillen der RNA durch Zugabe von 1 Volumen eiskalten Isopropanol, mischen und
iber Nacht bei —20°C inkubieren
6. Zentrifugieren: 30", 5500 U/min, 4°C, Bremse =9 (*)
7. RNA pelletiert, Uberstand dekantieren
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8. Losen des Pellets durch Zugabe von; - GTC + B-Mercaptoethanol (1ml/g Gewebe)
- 2M NaAcetat, pH 4,0 (0,1ml/g Gewebe)

9. Inkubation bei RT bis Pellets gelost (bis zu 1,5h)

10. erneutes Fillen der RNA durch Zugabe von 1 Volumen eiskalten Isopropanol,
mischen und mindestens 1 Stunde bei —20°C inkubieren

11. Zentrifugieren: 30, 5500 U/min, 4°C, Bremse = 9 (*)

12. RNA pelletiert, Uberstand dekantieren

13. Waschen des Pellets durch Zugabe von 1ml 75%igem Ethanol

14. Zentrifugieren: 57, 10 000xg, 4°C (**)

15. Uberstand dekantieren

16. Schritte 13 bis 15 wiederholen

17. erneutes Waschen des Pellets durch Zugabe von 1ml 75%igem Ethanol, diesmal 15’
auf Eis inkubieren

18. Zentrifugieren: 5°, 10 000xg, 4°C (*+)

19. Uberstand dekantieren

20. Pellets lufttrocknen lassen bei RT

21. Pellets 16sen durch Zugabe von 200ul ddH,O (RNasefrei)

(*) Tischzentrifuge: Minifuge T, Heraeus
(**) Tischzentrifuge: 3K30, Sigma

4.2.5 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Zur photometrischen Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren wird die Extinktion der
RNA- bzw. DNA-LSsung bei 260nm gemessen. Hierbei entspricht eine Absorption von eins
(OD = 1) der Menge von 40ug/ml einzelstraingiger RNA bzw. 50ug/ml doppelstringiger
DNA.
Aussagen iiber die Reinheit der Nukleinsidurelosung konnen durch zusidtzliche Messung der
Extinktion bei 280nm (Verunreinigung durch Proteine) und 230nm (Verunreinigung durch
Polisaccharide, Salze, Losungsmittel) getroffen werden. Dazu werden Verhiltnisse (Ratio)
zwischen den Wellenldngen berechnet (260/280 und 260/230). Es wurden nur solche Proben
weiterverarbeitet, deren Ratio-Werte zwischen 1,8 und 2,2 lagen. Nach einer Phenol-
Chloroform-Extraktion gilt es zusitzlich den Messwert bei 270nm zu kontrollieren, da eine
Verunreinigung mit Phenol bei dieser Wellenldnge messbar wire.
Die Konzentrationsbestimmungen von Nukleinsduren (RNA bzw. DNA) wurden am
Photometer NanoDrop der Firma Peqlab durchgefiihrt.
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4.2.6 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese wird in der Molekularbiologie eingesetzt, um Nukleinsduren
ihrer GroB3e nach aufzutrennen. Je nach gewiinschter Trennungsschérfe wird Agarose in einer
Konzentration von iiblicherweise 0,3-2,5% eingesetzt.

Ein beispielsweise 1%iges Agarosegel in TAE-Puffer (Rezeptur s. 4.2.6.1) eignet sich zur
Auftrennung doppelstringiger DNA. Um einzelstringige RNA der Grofe nach auftrennen zu
konnen, muss dem Ladepuffer und dem Gel zusitzlich Formamid zugesetzt werden, um die

Linearisierung der Einzelstringe zu gewihrleisten.

4.2.6.1 Agarosegel zur Auftrennung doppelstringiger DNA

Verwendete Losungen

Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE, 1X)

Tris Base 4,84¢g
Eisessig 1,142ml
0,5M EDTA 2ml

ad ddH,O 11

1%iges Agarosegel

Agarose g
ad TAE-Puffer 100ml
Ethidiumbromid Sul

Ladepuffer (6x) Blue Juice der Firma Roche

Arbeitsanweisung

Die Agarose durch Aufkochen in TAE-Puffer 16sen. Nach Abkiihlen bis auf ca. 60°C
Ethidiumbromid zugeben und vorsichtig Schwenken. Das noch fliissige Gemisch in einen
Gelschlitten giefen, Kamm fiir Geltaschen platzieren und das Gel erkalten lassen. Das
erhirtete Gel vom Kamm befreien und samt Gelschlitten in die Gelkammer setzen. Kammer
mit Laufpuffer (TAE-Puffer) befiillen. Proben mit Ladepuffer (Endkonzentration 1X)
versetzen und in die Geltaschen fiillen. Start der Elektrophorese bei 60 Volt, Laufzeit 30-45

Minuten.
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4.2.6.2 Formamid-Agarosegel zur Auftrennung einzelstringiger RNA

Verwendete Losungen

10x MOPS-Puffer:
3-Morpholinopropansulfonsdure (MOPS) 0,2 M

Na-Acetat 50 mM
EDTA 1 mM
NaOH ad pH 7,0

Sterilfiltrieren

MOPS-Puffer dunkel bei RT aufbewaren

1.2%iges Formamid-Agarosegel

Agarose 1,2g
ad MOPS-Puffer (1x) 100ml
37% Formamid 1,8ml
Ethidiumbromid 1ul

5x denaturierender RNA-Ladepuffer:

(Qiagen, RNeasy Mini Handbook 2006, modifiziert)
Gesittigte Bromphenolblaulosung 226 ul

500 mM EDTA, pH 8,0 20 ul
Ethidiumbromid (10 mg/ml) 15 ul
37% Formaldehyd (pH > 4) 180 ul
100% Glycerin 500 ul
Formamid (deionisiert) 771 pul
10x MOPS 1000 pl

Haltbarkeit: 3 Monate bei 4°C

Arbeitsanweisung

Die Agarose durch Aufkochen in MOPS-Puffer 16sen. Nach Abkiihlen bis auf ca. 60°C
Formamid und Ethidiumbromid zugeben und vorsichtig Schwenken. Prozedur des Gelgiellens
s. 2.2.6.1. Kammer mit Laufpuffer (MOPS-Puffer) befiillen. Proben 10 Minuten bei 65°C
denaturieren, mit denaturierendem RNA-Ladepuffer (Endkonzentration 1X) versetzen und in

die Geltaschen fiillen. Start der Elektrophorese bei 60 Volt, Laufzeit 45-60 Minuten.

4.2.7 Northern Blotting

Die Northern Blot-Analyse dient der spezifischen Darstellung des Transkriptionslevels eines
Gens im untersuchten Gewebe zu einem ausgesuchten Zeitpunkt. Um eine quantitative
Bestimmung des Transkriptionslevels des zu untersuchenden Gens (Zielgen) zu

gewihrleisten, muss zusitzlich zum Zielgen ein sog. Referenzgen nachgewiesen werden.
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Beim Referenzgen handelt es sich um ein so genanntes konstitutiv exprimiertes Gen (house
keeping gene), dessen Transkriptionslevel in jeder Zelle des zu untersuchenden Gewebes

unter verschiedenen Versuchsbedingungen unveridndert bleibt.

Die Northern Blot-Analyse setzt sich aus folgenden Einzelstufen zusammen:

1. Isolierung der Gesamt RNA und Konzentrationsbestimmung (bereits beschrieben unter
4.2.4 und 4.2.5)

2. Auftrennung der RNA nach ihrer GroBe in einem denaturierenden Agarosegel (bereits
beschrieben unter 2.2.6)

3. Transfer und Fixierung der RNA auf eine Membran

4. Hybridisierung der immobilisierten RNA mit einer genspezifischen Sonde

5. Entfernung der ungebundenen bzw. unspezifisch gebundenen Sonde

6. Detektion der gebundenen Sonde und Analyse

4.2.7.1 RNA-Transfer und Fixierung

Beim Northern Blotting wird die isolierte Gesamt-RNA aus einem Formamid-Agarosegel
(FA-Gel) auf eine Membran iibertragen, worauf sie fixiert werden kann (ALWINE et al. 1977).
Unterschiedliche Membranen sind fiir die verschiedensten Zwecke entwickelt worden. Der
Vorteil der hier verwendeten Nylonmembran liegt in der grolen Stabilitét, die eine mehrfache
Hybridisierung moglich macht.

Fiir die Northern Blot Analyse wurden 50ug (AVT) bzw. 70ug gesamt RNA (Galanin) des
Hypothalamus auf ein 1,2% Formamid-Agarosegel geladen. Nach elektrophoretischer

Auftrennung erfolgte das Kapillar-Blotting zum Transfer auf eine Nylonmembran.

4.2.7.1.1 Transfer (Kapillarblotting)

Verwendete Losungen

Blottpuffer (20xSSC — Salz-Natrium-Citrat-Puffer)

NaCl 875¢g
Trinatriumcitrat 440 g
DEPC-H,O add 500 ml

pH mit mit 1 M HCI auf 7,0 einstellen

In einer Blotwanne wird auf eine erhohte, feste Unterlage (Blottisch) eine Filterpapier-Briicke
(Gel Blotting Paper Nr. 426890, Schleicher & Schiill, Dassel) gelegt. Es folgt das umgedrehte

FA-Gel (Taschenoffnung zeigt nach unten), darauf eine positiv geladene Nylonmembran
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(Hybond™-N+ , Amersham/Ge Healthcare, Buckinghamshire, UK), sowie zwei Lagen
Filterpapier (Gel Blotting Paper Nr. 426890, Schleicher & Schiill, Dassel). Alle Schichten
wurden vorher im Blotpuffer (20xSSC) angefeuchtet. Als oberste Schicht wird schlielich ein
10-15 cm hoher Stapel Papiertiicher trocken aufgelegt. Die Blotwanne wird mit ausreichend
Blotpuffer gefiillt, so dass die Seiten der Filterpapier-Briicke im Puffer liegen. Um
sicherzustellen, dass Fliissigkeit nur durch das Gel hindurch in die trockenen Tiicher gesogen
werden kann, wird die Blotwanne rund um den Blotaufbau mit fliissigkeitsundurchléssiger
Folie (Schutzfolie) abgedichtet. Der Blot wird anschlieBend mit ca. 1kg Gewicht beschwert.
Das Blotting findet iiber Nacht statt.

Gewicht

Kunststoffplatte —

Papiertiicher

Filterpapier

Schutzfolie

Nylonmembran

Formamid-Agarosegel ¥

Filterpapier-Briicke

Blottisch

/ Blotpuffer

Blotwanne

Abb. 4-3: Schematischer Aufbau eines einseitig gerichteten Kapillarblots.

4.2.7.1.2 Fixierung

Nach erfolgreichem RNA-Transfer vom FA-Gel auf die Nylonmenbran wird die Membran
vom Gel abgenommen und 2 Mal im Gene Linker mit 150 mJ UV-Licht bestrahlt, um die
negativ geladenen RNA-Fragmente kovalent an die positiv geladene Nylonmembran zu

binden.

4.2.7.2 Hybridisierung mit radioaktiv markierten Sonden

4.2.7.2.1 Markierung genspezifischer Sonden mit **P mittels random priming

Zum spezifischen mRNA-Nachweis werden markierte cDNA-Sequenzen eingesetzt, die als

komplementidre Gegenstringe mit der Zielsequenz hybridisieren konnen. Die Wahl des
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Markermolekiils hingt hierbei zum einen von der Linge und zum andern von der gewihlten
Markierungsmethode der Sonde ab. Fiir die Markierung mittels random priming gilt die
Faustregel: Sonden mit einer Liange von >250bp konnen mit Digoxigenin (DIG) bzw. Biotin

markiert werden, kurze Sonden hingegen sollten mit radioaktiven Isotopen markiert werden.

Da zum Nachweis der AVT-mRNA, bedingt durch die hohe Homologie zu Mesotocin-
mRNA, die Linge der eingesetzten Sonde auf 246bp beschrinkt ist, wird in diesem Fall die
Markierung der Sonde mit einem radioaktiven Isotop bevorzugt. Aufgrund der kurzen
Expositionszeit und der hohen Sensitivitit wurde fiir den Northern Blot das Isotop 32p
ausgewihlt. Das Plasmid mit der in dieser Arbeit verwendeten AVT-Sonde wurde von Prof.
Richard Ivell und Ross Bathgate, Institut fiir Hormon- und Fortpflanzungsforschung der
Universitdt Hamburg, zur Verfiigung gestellt. Bei der Sonde fiir das Referenzgen 18S handelt
es sich um eine kommerzielle Sonde (pTRI RNA 18S) der Firma Ambion (Applied
Biosystems, Foster City, USA). Zum Nachweis der Galanin-mRNA wurde eine spezifische
Sonde mit einer Liange von 608bp in der vorliegenden Arbeit kloniert. Der vergleichbaren

Auswertung halber wurden auch diese beiden Sonden mit **P markiert.

Bei der Methode des Random Priming (FEINBERG und VOGELSTEIN 1983) wird ein Hexamer-
Gemisch, welches als Primer fungiert, mit der Sonden-DNA hybridisiert. AnschlieBend
werden die angelagerten Hexamer-Primer durch das Klenow-Enzym entlang der DNA-
Matrize verldngert. Ein Nukleotid (Cytosin) wird in radioaktiver Form zugegeben und

markiert so den entstehenden Strang.

Verwendete Losungen/Kits
¢  Amersham Megaprime™ DNA Labeling System RPN1604 (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK)
e Ambion pTRI RNA 18S (80 bp protected fragment) AM7339 (Applied Biosystems,
Foster City, USA)
e Radioisotop 3P markiertes Cytosin ([oc3 2P] dCTP) der Firma Perkin Elmer
(Massachusetts, USA)

Verwendete Plasmide
e zum Nachweis von AVT: pBSK+-AVT3’ (zur Verfiigung gestellt von Prof. Richard
Ivell und Ross Bathgate, Institut fiir Hormon- und Fortpflanzungsforschung der

Universitat Hamburg)
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zum Nachweis von Galanin: pGEM-T,,-Gal43 (Klonierung erfolgte im Verlauf der

vorliegenden Arbeit)

Arbeitsanweisung

1.

2.

3.

Im einfachen Ansatz von 50 pl werden eingesetzt:

DNA (Plasmid) 25 ng
Primer-Gemisch Sul
DEPC-H,0 add 50 pl

Es folgen 5 Minuten Denaturierung im Wasserbad bei 100°C, anschlieBend wird das
Gemisch auf Eis gekiihlt.

Nun werden folgende Komponenten zugegeben:

Nukleotid—Gemisch (e 12l
4 ul / Nukleotid)

Reaktionspuffer Sul
[0*?P] ACTP 5ul
Klenow-Enzym 2ul

Es folgt eine Inkubation fiir 30 Minuten im Wasserbad bei 37°C.

Wihrenddessen wird eine Sephadex G-50 Saule (Nick Columns, Pharmacia, Freiburg,
DE) pro Sonde mit 3 ml TE-Puffer, pH 7,5 dquilibriert.

Nach Beendigung der Inkubation wird das Reaktionsgemisch abzentrifugiert und

im Anschluf} mittig auf die Séaule aufgetragen.

Zusitzlich wird als Laufmittel 400 ul TE-Puffer, pH 7,5 zugeben.

Die erste Fraktion wird in einem Eppendorf-Gefid3 aufgefangen und verworfen.

. Es folgt eine erneute Zugabe von 450 ul TE-Puffer, pH 7,5.
. Die zweite Fraktion wrid ebenfalls in einem Eppendorf-Gefill aufgefangen.

. Es folgt die Messung von 2ul des Eluats (zweite Fraktion) in 20 ml

Scintillationsfliissigkeit im B-Counter (Wallac 1410 Liquidscintillationcounter,

Pharmacia, Freiburg).
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13. Nach erfolgreicher Markierung wird die Sonde fiir 5 Minuten im Wasserbad bei
100°C denaturiert.
14. Die denaturierte Sonde wird kurz auf Eis inkubiert und kann danach entweder sofort

eingesetzt oder bei -20°C fiir maximal 3 Tage gelagert werden.

4.2.7.2.2 Hybridisierung mit genspezifischen Sonden

Unter definierten Bedingungen lisst sich die Stabilitit eines Doppelstrangs durch Berechnung
der Schmelztemperatur (T,) bestimmen. Bei dieser Temperatur liegt die Hilfte der
doppelstringigen Molekiile in dissoziierter Form vor. Je stabiler ein Doppelstrang, desto
hoher ist seine Schmelztemperatur. Mit folgender Formel kann die Schmelztemperatur von

Doppelstringen mit einer Linge von > 250bp berechnet werden:

Tm =81,5°C + 0,41 x (%GC) + 16,6 log [Na'] - 500/n - 0,61 x (%Formamid)

Hierbei ist:

9%GC prozentualer Gehalt der Basen Guanin und Cytosin
n Linge des DNA-Doppelstrangs (Sonde) in bp;
(Na'] Konzentration monovalenter Kationen z.B.
Natrium
Doppelstrang-destabilisierende Agenzien z.B.
(%Formamid)

Formamid

Um optimale Hybridisierungsbedingungen zu schaffen, miissen folglich Formamid- und

Salzkonzentration sowie Hybridisierungstemperatur aufeinander abgestimmt werden.

Verwendete Losungen

Hybridisierungspuffer

Formamid, entionisiert 50 ml
20 X SSC (RT) 25 ml
Natriumphosphat 2 ml
Heringsperma 250 ul
50 x Denhardt’s 20 ml
20% SDS (RT) 2,75 ml

Lagerung im Kiihlschrank bis 4 Wochen, bei -20°C
bis 3 Monate. Achtung: Hybridisierungspuffer fallt
bei Lagerung aus (SDS!). Vor Benutzung auf 37°C
erwiarmen (Inkubator/Wasserbad), dann 16st es sich
wieder.
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Arbeitsschema

Die Membran wird zwei Stunden in einer verschlieBbaren Glasflasche im
Hybridisierungsofen bei 42 °C mit Hybridisierungpuffer unter stindiger Bewegung gespiilt.
Anschlieend wird die genspezifische Sonde dem Hybridisierungspuffer zugegeben. Die
Menge richtet sich hierbei zum einen nach der gemessenen spezifischen Aktivitit, zum

anderen nach der Stirke des erwarteten Signals. Die eingesetzte spezifische Aktivitit betrigt

fiir

AVT 35x 10’ cpm,
Galanin 4x 10" cpm,
18S 1,5 x 10" cpm.

Die Hybridisierung erfolgt nun unter stindiger Bewegung bei 42°C fiir 16 bis 20 Stunden.

4.2.7.3 Entfernung der ungebundenen bzw. unspezifisch gebundenen
Sonden

Nach erfolgreicher Hybridisierung muss sowohl ungebundene, als auch unspezifisch
gebundene Sonde durch stringentes Waschen von der Nylonmembran entfernt werden. Die
Stringenz héngt von der Temperatur, der Ionenstirke und eventueller doppelstrang-
destabilisierender Molekiile der Waschlosungen ab. Unter stringenten Bedingungen bleiben

nur Doppelstringe mit nahezu perfekt komplementidren Sequenzen gepaart.

Verwendete Losungen

SSC — Salz-Natrium-Citrat-Puffer (Stocklsg. 20x)

NaCl 875¢g
Trinatriumcitrat 44,0 g
DEPC-H,0 add 500 ml

pH mit mit 1 M HCI auf 7,0 einstellen

1xSSC mit 0,1% SDS

20xSSC 50 ml
SDS 10 ml
DEPC-H,0O add 11
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Arbeitsanweisung

1. Hybridisierungsflaschen aus dem Hybridisierungsofen holen, Hyb-Puffer (inkl.

Sonde) in radioaktiven Abfall geben.

2. Waschen des Filters mit 60ml 1x SSC mit 0,1% SDS — Hybridisierungsflaschen
wieder in den Hybridisierungsofen (42°C, 30).
Hybridisierungsflaschen aus dem Ofen nehmen, Waschldsung entsorgen.
Erneut waschen mit 60ml 1x SSC mit 0,1% SDS - Hybridisierungsofen (42°C, 30).
Hybridisierungsflaschen aus dem Ofen nehmen, Waschldsung entsorgen.
Letztes Mal waschen mit diesmal 60°C warmen 60ml 1x SSC mit 0,1% SDS —
Hybridisierungsofen (60°C, 15°).

AN

7. Hybridisierungsflaschen aus dem Ofen nehmen, Waschlosung entsorgen.

8. Filter aus den Flaschen nehmen, lufttrocknen.

9. Filter auf Screen (Phosphorschirm) auflegen, je nach gemessener Signalstirke
(Handgerit) und je nach Erfahrung die einzelnen Sonden betreffend, den Screen

Stunden, Tage oder Wochen ruhen lassen.

4.2.7.4 Detektion der gebundenen Sonde und Analyse

Die Expositionszeit ist abhédngig von der gemessenen Radioaktivitit auf der Nylonmembran.
Fiir das stdarkere Signal der AVT-Sonde wurde eine Expositionszeit von 2 Tagen, fiir das
deutlich schwichere Signal der Galanin-Sonde von 7 Tagen veranschlagt.

Das Prinzip des Phosphorschirms (Screens) beruht auf der Anregung von Elektronen durch
die radioaktive Strahlung. Der Screen wird anschlieBend in einem Phosphor-Imager
abgelesen. Hierbei kehren die Elektronen wieder auf ihr urspriingliches Energieniveau zuriick
und strahlen wihrenddessen Energie ab. Diese wird vom Gerit gelesen und am Bildschirm
optisch in Form von schwarzen Punkten dargestellt. Mit Hilfe der QuantiTec-Software

(BioRad, Miinchen) konnen die gemessenen Signale ausgewertet werden.

Um eine quantitative Auswertung zu ermdglichen muss zusitzlich zum Zielgen auch ein
Referenzgen nachgewiesen werden. Das Referenzgen dient als Korrekturfaktor, um eventuelle
Unterschiede im Auftragen der Proben auf das Gel bzw. im Transfer der RNA auf die
Membran, auszugleichen. Hierfiir wird die bereits mit der Zielgen-spezifischen Sonde
hybridisierte und ausgewertete Nylonmembran von eben jener Sonde befreit (gestrippt). Dies

geschieht durch ein fiinfminiitiges Abkochen der Membran bei 95°C in Stripp-Losung (10
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mM EDTA, pH 7,5). AnschlieBend wird die Membran mit der ebenfalls radioaktiv
Markierten 18S-Sonde hybridisiert (s. 4.2.7.2 und 4.2.7.3). Die Expositionsdauer fiir das sehr
starke Signal der 18S-Sonde wurde auf 2 Stunden festgesetzt.

Nach Auswertung des radioaktiven Signals fiir 18S im Phosphor-Imager — wie oben
beschrieben — konnen nun die Ergebnisse der einzelnen Versuchsgruppen zueinander in

Beziehung gesetzt werden.

4.2.8 cDNA-Synthese (reverse Transkription)

Mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase kann aus RNA die dazu komplementire cDNA
hergestellt werden. Diese spezifische, RNA-abhingige DNA-Polymerase bendtigt wie andere
Polymerasen Primer zur Synthese, welche an die RNA binden. Als Primer bezeichnet man
kurze, komplementire DNA-Abschnitte. Zur cDNA-Synthese werden Primer eingesetzt, die
entweder aus 10-15 Thyminbasen (Oligo-dT-Primer), oder aus sechs zufillig
zusammengesetzten Nukleinbasen bestehen (random Hexamer-Primer). Oligo-dT-Primer
binden am Poly-A-Schwanz der eukaryotischen mRNA, wirend random Hexamer-Primer
sequenzspezifisch und somit nicht nur mRNA sondern auch ribosomale RNA binden.

Zur cDNA-Synthese wird das QuantiTect Reverse Transcription Kit der Firma Qiagen
verwendet. Hierbei wird ein Primergemisch aus Oligo-dT- und random Hexamer-Primern
eingesetzt. Gleichzeitig verspricht die Verwendung des speziellen genomic DNA Wipeout
Buffers eine Dekontamination der verwendeten RNA von genomischer DNA. Somit entféllt
ein aufwendiger DNase-Verdau und anschlieBende Aufreinigung der RNA. Das Protokoll
wird ausschlieBlich in den Volumenangaben (s.unten) verdndert, die Protokolldurchfiihrung

bleib gleich (s. QuantiTect Reverse Transcription Kit-Handbuch).

Verwendete Volumina

Komponenten der genomischen DNA Eliminations-Reaktion

Volumen/

Komponenten Reaktion Endkonzentration
gDNA Wipeout Buffer, 7 x Tul Ix
Template RNA 500ng

Rnase-freies ddH,O variabel

Gesamtvolumen Tul
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Komponenten der reversen Transkriptions-Reaktion

Komponenten Kg::ll::il(e,::/ Endkonzentration
Quantiscript Reverse Transcriptase  0,5ul 1x
Quantiscript RT Buffer, 5x 2ul 1x

RT Primer Mix variabel

MasterMix A 7ul

Gesamtvolumen 20ul

4.2.9 Primer-Konstruktion

Primer flankieren bei der PCR die zu amplifizierende DNA-Region und stellen die von der
DNA-Polymerase fiir die DNA-Synthese in 5‘-3‘-Richtung benétigten freien 3‘-OH-Gruppen
zur Verfiigung. Die Spezifitit der Primer wird von deren Linge, Schmelztemperatur (Tm, die
Schmelztemperatur fiir beide Primer sollte ungefihr gleich sein), Selbst- und 3°-

Komplementaritit, sowie GC- und AT-Gehalt bestimmt. Die Ndherungs-Formel lautet:

Tm = Anzahl (G + C) - 4°C + Anzahl (A+T) - 2°C

Zum Nachweis spezifischer PCR-Produkte werden Primer fiir Galanin, Galanin-Rezeptor Typ
1 (GalR1) und Typ (GalR2) anhand genomischer Sequenzen, bereitgetellt iiber die Datenbank
des National Center for Biotechnology Information (NCBI; Acc.-Nr. siehe Anhang),
konstruiert. Um sicherzustellen, dass es sich bei den amplifizierten Produkten um mRNA-
Aquivalente handelt, werden die Primer auf unterschiedlichen Exons (teilweise Intron-
iibergreifend) platziert. Die Sequenzen der in der vorliegenden Arbeit konstruierten Primer
unter Punkt 4.1.5 aufgefiihrt. Im Folgenden ist die Lage der einzelnen Primer bzw. des zu

amplifizierenden PCR-Produkts schematisch dargestellt.
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Galanin
157bp
r——n1
Gall1 5 -| 1 |1[2]8] 4 |5] 6 I3
L 1
Primer 1 forward Primer 1 revers
auf Exon 1 auf Exon 3
Galanin Rezeptor Typ 1
172bp
| S——
GalR133 5'- 1 1] 2 [ 3 I3
- —d
Primer 3 forward Primer 3 revers
auf Exon 1 auf Exon 3

Galanin Rezeptor Typ 2

117bp
[T ™)
GalR2 11 5'- 1 I 2 }3
L —a
Primer 1 forward Primer 1 revers
auf Exon 1/2 auf Exon 2

Abb. 4-4: Schematische Darstellung der Lage der verwendeten Primer bzw. der klonierten PCR-Fragmente fiir

Galanin, GalR1 und GalR2 des Huhns (Gallus gallus).

Zum Nachweis der AVT-mRNA werden bereits getestete Primer verwendet (KOHLER 2000),
sie liegen ebenfalls auf unterschiedlichen Exons im Bereich des Neurophysin II.

Wiihrend die optimale Fragment-Linge fiir die realfime PCR im Light Cycler® zwischen 100
und 250bp liegt, sollte eine im Northern Blot verwendete cDNA-Sonde moglichst lang sein
(>250bp). Zur Klonierung einer Galanin-cDNA-Sonde werden Primer konstruiert, die ein
608bp langes cDNA-Fragment flankieren. Die schematische Darstellung der Lage der Primer
bzw. der klonierten cDNA-Sonde erfolgt im Ergebnis-Teil der vorliegenden Arbeit (s. Kap. 5
Ergebnisse, Punkt 5.3.1.2). Dort werden ebenfalls Primerpaare/PCR-Fragmente dargestellt,
die zum Nachweis einer zweiten SpleiBvariante des Galanins konstruiert werden (s. Kap. 5

Ergebnisse, Punkt 5.3.3).

4.2.10 Polymerasen-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR wird angewendet, um definierte Abschnitte eines DNA-Strangs zu vervielféltigen.
Bei der eingesetzten DNA kann es sich grundsitzlich um genomische DNA, oder um in

cDNA umgeschriebene RNA handeln. Der PCR-Prozess besteht aus einer Anzahl von 25 bis
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40 Zyklen, die in einem Thermocycler durchgefiihrt werden. Jeder Zyklus besteht aus drei
Schritten:

1. Trennung der DNA-Doppelstringe (Denaturierung)

2. Anlagerung der Oligomerprimer (Annealing)

3. DNA- Synthese (Elongation)

In der vorliegenden Arbeit werden zwei unterschiedliche PCR-Varianten verwendet, die im

Folgenden kurz dargestellt werden: die Gradienten-PCR und die realtime PCR.

4.2.10.1 Gradienten-PCR

Mit Hilfe eines Gradienten-Thermocyclers werden fiir Primer die optimalen Bedingungen zur
Amplifikation eines DNA-Bereiches analysiert. Dabei konnen in einem PCR-Lauf
verschiedene Annealing-Temperaturen gleichzeitig getestet werden. Uber zwolf in einer
Reihe liegende Probenplitze kann ein Gradient mit definierbarer Niedrigst- (Platz 1) und
Hochsttemperatur (Platz 12) gewihlt werden. Aufgrund seines technischen Aufbaus (vier
Heizelemente fiir zwolf Probenplitze) kann kein linearer Anstieg der Temperatur erreicht
werden, stattdessen verldauft der Temperaturanstieg sigmoid (s. Abb 4-5).

Die Spezifitit der Primer wurde mittels Gradienten-PCR und Agarosegelelektrophorese
bestimmt: Nur Primerpaare, die eine Einzelbande produzierten und deren PCR-Fragment die
zu erwartende Linge (bp) hatte, wurden als spezifisch betrachtet. Zur quantitativen Analyse
wurden Primerpaare fiir folgende Referenzgene konstruiert: B-Actin, GAPDH, Tata-Box

binding Protein (TBP), RNA-Polymerase II (RPII) und 18S rRNA.

Temperaturverteilung im Gradientencycler

65

63
62 62,7

60

55 -

Temperatur [°C]

50 -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Platze

Abb. 4-5: Temperaturverteilung im Gradienentencycler, als Beispiel ein gewihlter Gradient von 53 bis 63°C.
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Verwendete Losungen

Taq PCR Core-Kit (Nr. 201223) der Firma Qiagen (Hilden)

Arbeitanweisung

Um einer Verunreinigung der Reaktionsgemische vorzubeugen, werden folgende
Arbeitsschritte in einer mittels UV-Licht sterilisierten PCR-Arbeitsstation (CleneCab)
durchgefiihrt. Die Proben (cDNA) werden laut Anweisungen der Firma Qiagen mit den
Reagenzien des PCR Core-Kits versetzt (tabellarische Auflistung folgend). Die
Endkonzentration der Primer im Reaktionsgemisch betrigt I1uM. Um mogliche
Pipettierungenauigkeiten auszugleichen wird von allen, nicht variablen Reagenzien vorab ein
Mastermix hergestellt (10% groBeres Volumen als durch Probenzahl vorgegeben), der spiter

auf die einzelnen Proben aufgeteilt wird.

Zusammensetzung des Reaktionsgemisches (Einzelprobe):

Reagenzien Volumen
[ul]
cDNA 0,5
10x Puffer 2.0
5x Q-Solution 4,0
dNTP-Mix 0,4
Primer forward 1,0
Primer reverse 1,0
H,O 11,0
Polymerase 0,1

Folgendes Standard-PCR-Programm wird durchgefiihrt:

94°C 94°C

72°C i72°C

4 30«
30“

25-30 Zyklen i e

Abb. 4-6: PCR-Programm verwendet im Gradienten-Cycler.
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Bei der Annealing-Temperatur (X°C) handelt es sich um eine variable Grofle. Der gewdhlte
Gradient fiir alle nachzuweisenden Produkte, deren Primer-Schmelztemperaturen sdmtlich
zwischen 59 und 61°C liegen, erstreckt sich von 53 bis 63°C.

Nach Ablauf der PCR werden die Proben mittels Agarosegelelektrophorese analysiert (s.
4.2.6.1).

4.2.10.2 realtime-PCR

Die realtime-PCR beruht auf dem Prinzip der herkmmlichen PCR, bietet aber zusitzliche die
Moglichkeit einer Quantifizierung. Die Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenz-
Messungen am Ende bzw. wihrend eines PCR-Zykluses durchgefiihrt. Dafiir werden
interkalierende Fluoreszenzfarbstoffe (z.B. Ethidiumbromid oder SYBR® Green 1)
verwendet. Sie binden an die doppelstringige DNA, wodurch die Fluoreszenz dieser
Farbstoffe ansteigt. Die Zunahme der Target-DNA (durch spezifische Primer hergestelltes
PCR-Produkt) korreliert daher mit der Zunahme der Fluoreszenz von Zyklus zu Zyklus.

Zur Quantifizierung der Target-DNA nach n Zyklen wird gleichzeitig ein Referenz-Gen
amplifiziert, um Variationen in der Ausgangsmenge der eingesetzten RNA auszugleichen
(Normalisierung). Das Referenz-Gen sollte stabil dedektierbar und innerhalb des Zellzyklus,
der Zelltypen bzw. der zu untersuchenden Versuchsbedingungen unreguliert sein. Klassische
Referenz-Gene sind z.B. B-Actin, 18S RNA, RNA-Polymerase II, TATA Box binding Protein
(TBP). Zur Quantifizeriung wird zwischen Referenz-Gen und Target-Gen ein relativer

Mengen-Vergleich durchgefiihrt (relative Quantifizierung).

Die Amplifikation einer PCR kann in drei Phasen unterteilt werden.
1. Phase mit schwachem Anstieg
2. exponentielle Phase

3. Plateau-Phase

In der ersten Phase ist die Templatemenge begrenzt und das Verhiltnis Template zu Primer
und Polymerase suboptimal. Es erfolgt nur ein schwacher Anstieg der Template-DNA. In der
dritten Phase, der Plateau-Phase, dagegen ist die Menge hergestellten Templates so hoch, dass
es zur Hemmung der Amplifikation kommt, indem die zahlreichen DNA-Fragmente hiufiger
miteinander hybridisieren. Zudem sind die freien Nukleotide langsam verbraucht. Ein

exponentieller und somit quantifizierbarer Anstieg der Template-Menge findet nur in der
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zweiten Phase statt. Zur Quantifizierung wird ein definierbarer Punkt am Anfang der
exponentiellen Phase gewdhlt, der crossing point (CP). Er beschreibt den Zyklus, an dem die
gemessene Fluoreszenz erstmalig signifikant iiber die Hintergrundfluoreszenz ansteigt. Die
unterschiedliche Expression wird als n-fache Expression mit Hilfe des delta-delta-CP-Wertes
angegeben. Zundchst werden die CP-Werte der Referenz- und Zielgene voneinander
abgezogen (delta-CP). Danach werden die beiden delta-CP-Werte der einzelnen Gruppen
(normohydriert/dehydriert) voneinander abgezogen (delta-delta-CP-Wert) und schlie3lich in

2 -delta-delta-CP ein ges etzt.

die Gleichung n-fache Expression (Gruppe A zu Gruppe B) =
In der vorliegenden Arbeit wird die realtime PCR

a) zur Quantifizierung der Genregulation im Vergleich zweier Behandlungsgruppen,

b) zur Quantifizierung des mRNA-Gehalt eines bestimmten Gens in unterschiedlichen

Geweben eingesetzt.

Zur Quantifizierung des mRNA-Gehaltes wird dieser iiber die Zyklenzahl definiert, nach
deren Erreichen die Zunahme an mRNA exponentiell ansteigt (crossing point). Die PCR
endete bei Zyklus 45, der in diesem Fall den geringsten detektierbaren mRNA-Gehalt
beschreibt. Je kleiner die Zyklenzahl, desto grofer die Ausgangsmenge an vorhandener

mRNA. Ist bis Zyklus 45 kein exponentieller Anstieg der nachzuweisenden mRNA erfolgt,

gilt diese als nicht vorhanden.

Verwendete Losungen

QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Nr. 204245) der Firma Qiagen (Hilden)

Zusitzlich notwendige Materialien

ReaktionsgefiBe: LightCycler® Capillaries (20 ul) fiir das LightCycler® Carousel-Based

System von Roche Applied Science (Mannheim)

Arbeitsanweisung

Das Ansetzen der PCR-Reaktionsgemische erfolgt in einer mittels UV-Licht sterilisierten
PCR-Arbeitsstation (CleneCab). Die Angaben zur Herstellung der Reaktionsgemische werden
den Instruktionen des QantiTect SYBR Green Kit der Firma Qiagen entnommen. Die

allgemeine Zusammensetzung ist im Folgenden tabellarisch aufgefiihrt.
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Reagenzien Volumen/Reaktion | Endkonzentration
TR O | .
Primer forward 0,5 ul 0.5 uM
Primer reverse 0,5 ul 0.5 uM
cDNA variabel <1 pg
RNase-freies Wasser variabel

Total reaction volume 20 pl

* enthélt eine Endkonzentration von 2.5 mM MgCl,.

Das folgende PCR-Programm wird zum Nachweis jedes in der vorliegenden Arbeit

beschriebenen PCR-Produkts verwendet.

94°c | 94°C
72°C i 72°C
4 30“ \ coor [
60 C 30“ E 10[
30* a°c
45 Zyklen o

Abb. 4-7: PCR-Programm verwendet im Light-Cycler®.

4.2.11 Klonierung

Klonieren bezeichnet in der Molekularbiologie die Vermehrung von beliebigen DNA-
Abschnitten oder Genen in Wirtszellen. Die DNA, die vervielfiltigt werden soll, wird in einen
geeigneten Vektor eingebaut (Ligation), der sie auf die Wirtszelle tibertrdgt (Transformation).
Der am héufigsten dafiir verwendete Wirt ist ein Stamm des Bakteriums Escherichia coli.

Durch das schnelle Wachstum der Bakterien (Teilungsrate: 20-30 Minuten unter geeigneten
Wachstumsbedingungen) findet eine enorme Vermehrung dieses DNA-Molekiils in der
Bakterienpopulation statt, Die Plasmid-DNA ldsst sich durch einfache Methoden (Plasmid-

Préparation) aus den Zellen isolieren.
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4.2.11.1 Ligation

Bei der Ligation werden iiber das Enzym T4-DNA-Ligase homolog-kohdsive Enden (sticky
ends) von DNA-Fragmenten miteinander verkniipft. Auf diese weise werden PCR-Fragmente
in Vektoren einkloniert. Das Enzym hat sein Temperaturoptimum bei 37°C, wird jedoch
hiufig fiir Ligationen bei niedrigeren Temperaturen eingesetzt um die Anlagerung der DNA-

Fragmente zu erleichtern.

Verwendete Losungen

Rapid Ligation-Kit der Firma Promega (Madison, USA)

Arbeitsanweisung
Die Ligation wird laut Instruktionen des Rapid Ligation-Kits der Firma Promega

durchgefiihrt. Der Ansatz je Probe setzt sich wie folgt zusammen:

2x Rapid Ligation -Puffer Sul
pGEM-Teasy Vector (50ng) 1ul
PCR-Produkt xul
T4 DNA-Ligase (3 U/ul) 1ul
RNA - freies Wasser ad 10ul

Der Vektor und das zu ligierende Insert werden in einem molaren Verhiltnis vonl:3

eingesetzt. Die DNA-Menge wird mittels folgender Formel ausgerechnet:

ng Vector X bp Linge Insert

X Insert : Vector - Verhitnis = ng Insert
bp Linge Vector

Das Reaktionsgemisch wird iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Hierbei gilt es zu beachten, dass
die Reaktion in einem 0,5ml Eppendorf-Gefil} stattfindet, dessen Material als ,,nicht DNA-
bindend* gilt. In einem sonst gebrduchlichen 1,5ml Eppendorf-Gefil3, kann es passieren, dass
die zu ligierende DNA (PCR-Produkt und Vektor) an die Wand des Gefides bindet und so

ihrem Reaktionspartner nicht frei zur Verfiigung steht.
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4.2.11.2 Transformation

Die direkte Aufnahme von DNA-Molekiilen in Zellen und die stabile Weitergabe dieser
Information wird Transformation genannt. In der molekularen Genetik wird hauptsédchlich das
Bakterium Escherichia coli verwendet, um die Vervielfiltigung transformierter Plasmide zu
erreichen. Im Gegensatz zu einigen grampositiven Bakterien, besitzt das gramnegative
Bakterium E. coli keine natiirliche Kompetenz Plasmide aufzunehmen, kann aber durch
verschiedene Methoden kompetent gemacht werden: Die Behandlung mit zweiwertigen lonen
(meist Ca®*) befihigt Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase zur Aufnahme von DNA.

Die behandelten Zellen werden mit zirkuldrer, superhelikaler Plasmid-DNA inkubiert.

Verwendete Losungen
e LB-Medium (s. 4.1.7): Fliissig-Ndhrmedium und Ager-Platten mit Ampicillin
(AppliChem) 50 pg/ml
¢ hitzekompetente Zellen des Bakteriums Escherichia coli JIM107 (s. 4.1.6)
¢ Plasmid-DNA (Ligationsansatz)

Arbeitsanweisung
1. Plasmid-DNA und kompetente Zellen auf Eis auftauen
100 pl kompetente Zellen + 10ul Plasmid-DNA (10-100ng)
. Inkubation: 10 bis 15° auf Eis.
Hitzeschock: 90°‘ bei 42°C.

. Zugabe von je 200 ul 2x LB smp-Medium.
. Inkubation: 30° bei 37°C, 180 rpm.

2

3

4

5. Zellen sofort wieder auf Eis stellen.

6

7

8. Danach die Zellen auf LB- bzw. LB amp-Platten ausstreichen
9

Die Platten mit leicht gedffnetem Deckel etwa 10° bei 37°C inkubieren.

10. Den Deckel schlieflen, die Platten umdrehen und o/n bei 37°C inkubieren.

4.2.11.3 Bakterienkulturen

Zur Vermehrung Plasmid-tragender E. coli-Klone wird zunéchst eine Vorkultur (etwa 3ml
LB-Medium mit Ampicillin ) bei 37°C iiber Nacht im Schiittler bei 180 rpm inkubiert.
Antibiotikakonzentration: Ampicillin 50ug/ml
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4.2.11.4 Mini-Plasmid-Préiparation

Die Mini-Plasmid-Préaparation wird mit Hilfe des Quantum Prep® Plasmid Miniprep Kit der
Firma Biorad durchgefiihrt.

Alle folgenden Zentrifugationsschritte werden bei 13 000 rpm in der Tischzentrifuge (Sigma
3K30) durchgefiihrt. 2ml Bakteriensuspension werden in ein Eppendorf-Tube iiberfiihrt und
anschlieBend eine Minute zentrifugiert. Dem entstandenen Pellet werden 200ul Zell-
Resuspension-Puffer zugegeben und das Pellet wird mit Hilfe der Pipette resuspendiert.
Durch Zugabe von 200ul Lysis- Puffer werden die Zellen lysiert und die Plasmid-DNA tritt
aus den Zellen aus. Zur Einstellung eines optimalen pH-Wertes werden 250ul Neutralisation-
Puffer zugegeben. Nach einer fiinfminiitigen Zentrifugation zur Abtrennung des Zellschrotts
wird der Uberstand in eine neues Eppendorf-Tube diesmal mit Spin-Basket iiberfiihrt. Zum
Uberstand werden 200ul Matrix zugegeben, an der die Plasmid-DNA bindet. Nach 30
Sekunden Zentrifugation verbleibt die Matrix (inkl. daran gebundener Plasmid-DNA) als
fester Bestandteil im Spin-Basket, der Durchfluss wird verworfen. Danach wird die Matrix
mit 400ul Wasch-Puffer versetzt und erneut 30 Sekunden zentrifugiert. Dieser Waschschritt
wird zweimal wiederholt. Nach einer zusitzlichen Zentrifugation fiir 2 Minuten, die dazu
dient, Reste des Wasch-Puffers loszuwerden, wird die Plasmid-DNA durch Zugabe von 100ul

ddH,0 und anschlieender Zentrifugation fiir eine Minute aus der Matrix eluiert.

4.2.11.5 Restriktionsverdau

Zur Kontrolle der Ligation wird aus einem Teil der zuvor priparierten Plasmide das Insert mit
Hilfe von Restriktionsenzymen wieder herausgeschnitten. Dabei orientiert man sich an der im
Plasmid vorhandenen multiple cloning site (MCS). Hierbei werden 5-10ug Plasmid mit etwa
0,5U Restriktionsenzym/ug Plasmid in 1x Restriktionspuffer (variiert je nach verwendetem
Enzym) eingesetzt. Der Verdau wird iiber Nacht bei der optimalen Temperatur, die fiir das
verwendete Enzym angegeben wurde, inkubiert (z.B. EcoRI bei 37°C). Der
Restriktionsverdau kann mittels Gelelektrophorese iiberpriift werden. Die GroBe des
herausgeschnittenen Inserts liefert hierbei bereits einen Anhaltspunkt, ob das gewiinschte
PCR-Fragment einkloniert wurde. Zum endgiiltigen Nachweis des gesuchten PCR-Fragments

wird das Plasmid sequenziert.
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4.2.11.6 Sequenzierung

Die klonierten Sequenzen werden von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg)
sequenziert. Hierfiir miissen die Proben in 1,5M Tris-HClI pH 8,0 vorliegen. Zur
Sequenzierung eines Plasmids werden die Primer T7 und SP6 (pGEM-T,sy) bzw. T3 und T7
(pBluescript-K+) verwendet. PCR-Produkte werden mit Hilfe der in der PCR verwendeten

Primer sequenziert.

4.2.12 Immunhistochemie

4.2.12.1 Herstellung von Gewebeschnitten

Die mittles Perfusion (s. 4.2.1) fixierten und bei -80°C gelagerten Gehirne werden vor der
Weiterbearbeitung 2 Stunden bei -20°C inkubiert, um ein Zerbrechen des Gewebes beim
darauffolgenden Schneiden zu verhindern. Mit Hilfe eines Gefriermikrotoms (Kryostat)
werden 40um dicke, transversale Schnitte beginnend mit dem Auftreten des Tractus
septomesencephalicus  (TSM)  hergestellt. Als Orientierung dient hierbei der
Hiihnergehirnatlas von KUENZEL und MASSON (1988): der geschnittene Bereich des Gehirns
entspricht den Atlas-Positionen A 9.4 — A 7.6 (Beispiel s. Abb. 4-7). Die Gehirnschnitte
werden in 24-well-Platten, bestiickt mit 2 ml 0,02M PBS (pH7.4) und 0,1% Natriumazid pro

well, gesammelt. Die Lagerung erfolgt in diesen Platten bei 4°C.
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12 —112
1 -1
10 —110
or -19
8 [ -8
A 17
6 18
5 -5
4~ -4
3 3
2 -2
1 -1
0 -0
1 -1
| | | 1 | | | 1 | | | 1 1 1 | | 1

8 7 6 5 4 3 2 1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Abb. 4-9: Eine Schnittebene (schematische Darstellung) des Hiihnergehirns modifiziert nach KUENZEL und

MASSON (1988). A: Archistriatum, AA: Archistriatum Anterior, BnST: Bed Nucleus of Stria Terminalis, E:
Ectostriatum, FA: Tractus Fronto-Archistriticus, FDP: Fasciculus Prosencephali Lateralis, INP: Nucleus
Intrapedindiculuslaris, LMD: Lamina Medullaris Dorsalis, LSO: Organum Septi Laterale,, LH: Lamina
Hyperstriatica, LT: Lamina Terminalis, MPO (d,m,v): Nucleus magnocellularis preopticus, pars dorsalis,
medilais, ventralis, OVLT: Organum Vasculosum Lamina Terminalis, POM: Nucleus Preopticus Medialis, POP:
Nucleus Preopticus Periventricularis, PP: Paleostrium Primitivum, PV: Nucleus Posterioventralis Talami, QF:
Tractus Quntofrontalis, SL: Nucleus Septalis Lateralis, SO(e,v): Nucleus supraoptic, pars externus, ventralis,
TSM: Tractus septomesencephalicus, VIII: Ventriculus Tertius, VL: Ventriculus Lateralis.

4.2.12.2 Immunhistochemischer Nachweis von AVT und Galanin

Durch immunhistochemische bzw. immunhistologische Techniken wird es moglich, Proteine,
Polysaccharide u.a. Strukturen, gegen die Antikorper gebildet werden konnen, hochspezifisch
nachzuweisen. Der immunhistochemische Nachweis der Neuropeptide AVT und Galanin
beruht auf dem Einsatz eines, spezifisch gegen das jeweilige Peptid gerichteten, polyklonalen
Antikorpers. Polyklonale Antikorper sind natiirliche Gemische der Antikorper, die im Zuge
der Immunisierung eines Tieres gegen die verschiedenen Determinanten eines Antigens von

den jeweiligen B-Lymphozyten bzw. Plasmazellen gebildet werden. Eine Antigen-
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Antikorper-Reaktion allein reicht nicht aus, um das gesuchte Protein in einem Gewebeschnitt
darzustellen. Dafiir muss an den Antikorper eine sog. Markersubstanz gebunden werden, die
eine  Sichtbarmachung von gewebsgebundenen Antigen-Antikorperkomplexen erst
ermoglicht. Bei den am hédufigsten verwendeten Markersubstanzen handelt es sich um
Fluoreszenzfarbstoffe =~ (Fluorochrome), wie z.B. Fluoreszeinisothiocyanat (FITC).
Fluorochrome sind Stoffe, die Licht einer bestimmten Wellenldnge aufnehmen (Absorption)
und anschlieBend Photonen in einem anderen Wellenldngenbereich wieder abgeben
(Emission). Zum Nachweis eines Antigens kann das verwendete Markermolekiil direkt an den
spezifischen (primiren) Antikorper gekoppelt werden (direkte Nachweismethode), oder aber
an einen zweiten (sekundédren) Antikorper, der wiederum spezifisch gegen die Tierspezies des
primidren Antikorpers gerichtet ist (s. Abb. 4-8).

Die Konjugation eines Fluorochroms mit einem Antikorper {iiber eine chemische
Bindungsreaktion kann eventuell die Antikorperstruktur und damit dessen Immunreaktivitét
beeinflussen. Das ist mit ein Grund, warum hiufig die indirekte Nachweismethode eingesetzt
wird. Ein weiterer positiver Effekt dieser Methode ist die groflere Variabilitdt im Einsatz

unterschiedlicher sekunddrer Antikorper und unterschiedlicher Markermolekiile.

A B

\\ Markersubstanz
/_ sekundérer Antikdrper

Markersubstanz

priméarer Antikérper
/ \ primérer Antikorper / \
Antigen Antigen
direkte Methode indirekte Methode

Abb. 4-10: Schematische Darstellung immunhistochemischer Nachweismethoden: A direkte Methode, B
indirekte Methode.

Die Wahl der priméren und sekundédren Antikorper hingt u.a. vom geplanten Versuchsaufbau
ab. Will man eine Kolokalisation zweier Peptide in einem Schnitt nachweisen, miissen die
primidren Antikorper aus unterschiedlichen Tierspezies stammen. Fiir den Nachweis des AVT

wird ein in Kaninchen (rabbit-anti-AVT), fir den Nachweis des Galanin ein in
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Meerschweinchen (guinea pig-anti-Galanin) gezogener Antikorper ausgewihlt. Die
sekundidren Antikorper, gerichtet gegen die jeweilige Tierart des primidren Antikorpers,

stammen beide aus der Ziege (goat-anti-rabbit bzw. goat-anti-guinea pig).

Verwendete Losungen

0,02M PBS

NaH2PO4' HQO 2,208 g
Na,HPO, - 2H,0 14,952 g
NaCl 4,5¢
dd H,O add 500 ml
auf pH 7.4 einstellen

0.4% Triton (in 0,02M PBS)

Triton X-100 200 ul
PBS 0,02M add 100 ml
Achtung: Triton sehr zidhfliissig

10% NGS (Normales-Ziegenserum)

NGS (selbstgewonnen) 10 ml
Triton X-100 200 ul
PBS 0,02M add 100 ml

Achtung: Triton sehr zidhfliissig

Antikorper-Losung

PBS 0,02 M
Triton X-100 0,2%
NGS (Dako, Hamburg) 1 %
Natriumazid 0,1%
Antikorper:

® rabbit-anti-AVT (tbalAVT); zur Verfiigung gestellt von Dr. D. Gray (Max Planck
Institut fiir Physiologische und Klinische Forschung, Bad Nauheim, GE)
Verdiinnung in Antikorper-Losung 1:30 000 (Héhne) / 1:45 000 (Hennen)

® guinea pig-anti-Galanin (gpaGal); Peninsula Laboratories, California, USA
Verdiinnung in Antikorperlosung 1:600

® goat-anti-rabbit (goorb) gekoppelt mit Alexa Fluor 555 (A555); Molecular Probes
Pailsley, UK.
Verdiinnung in Antikorperlosung 1:400

® goat-anti-rabbit (goorb) gekoppelt mit Fluoreszeinisothiocyanat (FITC); Molecular
Probes Pailsley, UK.
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Verdiinnung in Antikorperlosung 1:400

weitere Losungen:
e Einbettmedium vectashield® (Vector H-1000) Vector laboratories, Burlingame, USA

e Nagellack, zum Versiegeln der Objekttriger

Arbeitsanweisung

Das Protokoll erstreckt sich iiber zwei Tage. Zu beachten ist, dass ab dem Einsatz des
sekundiren Antikorpers (Fluoreszenz-gekoppelt) alle Arbeitsschritte im Dunkeln, d.h. so
lichtabgeschirmt wie moglich, durchzufiihren sind. Der Einfachheit halber sind die einzelnen

Schritte hier in tabellarischer Form dargestellt:

1.Tag
1. | Schnitte in 0,02M PBS waschen; Schiittelinkubator 6x 15 min RT
2. | Schnitte mit 0,4% Triton spiilen; Schiittelinkubator 1x 15 min RT
3. | Schnitte in 0,02M PBS waschen Schiittelinkubator 1x 15 min RT
4. | Schnitte mit 10% NGS blocken; Schiittelinkubator 1x 30 min RT
5. | Schnitte mit primidrem Antikorper inkubieren o/n 4°C
2. Tag
6. | Schnitte in 0,02M PBS waschen; Schiittelinkubator 6x 15 min RT
7. | Schnitte mit sekunddrem Antikorper inkubieren 90 min RT |O
8. [ Schnitte mit 0,2% Triton spiilen; Schiittelinkubator 3x 15 min RT %
9. | Schnitte in 0,02M PBS waschen; Schiittelinkubator 2x 15 min RT |¥|
10. | Schnitte mit Vectashield® eindeckeln RT ':
11. | Schnitte bis zur Aufnahme im Kiihlschrank lagern 4°Cc |

Die in dieser Arbeit verwendeten Antiseren fiir AVT und Galanin wurden bereits in der
Arbeitsgruppe Funktionelle Genetik und Bioregulatio des FLI Mariensee in anderen
immunhistochemischen Analysen am Hiithnergehirn getestet (BARTH et al., 1997; JURKEVICH
et al., 1997; KLEIN et al., 2006; KLEIN und GROSSMANN, 2008). Notwendige Kontrollen, wie
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die Priinkubation des Galanin Antiserums mit Schweine-Galanin zum Austesten des primédren

Antikorpers wurden durchgefiihrt (KLEIN et al., 2006).

4.2.12.3 Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie

Bei den meisten Konfokalmikroskopen handelt es sich um sog. Laser-Raster-Mikroskope
(laser scanning microscope — LSM). Hierbei rastert bzw. scannt ein Laser zeilenweise ein
Objekt mit einem fokussierten Strahl. Es werden Fluoreszenzmolekiile angeregt, welche sich
im Lichtweg des fokussierten Laserstrahles befinden. Bildet man die Signale der
Fluoreszenzemission auf einer Bildebene ab, in der sich eine kleine Lochblende (konfokale
Blende, pinhole) befindet, konnen nur jene Signale, die aus der Fokusebene kommen, exakt in
diese konfokale Blende fallen. Der Durchmesser der konfokalen Blende ist variabel und im
Idealfall so klein wie moglich. Die Signalanteile, die aus anderen Ebenen oberhalb oder
unterhalb der Fokusebene in der Probe stammen, werden dadurch ausgeblendet und es kommt
zu einer Schichtaufnahme. Mit Hilfe eines konfokalen LSM ist es also moglich, aus einer
»dicken* Probe (40um) ausschlieflich eine diinne Priparatschicht, einen sog. optischen
Schnitt, abzubilden. Bewegt man nun das Pridparat nach dem Abrastern einer optischen
Schnittebene entlang der optischen Achse auf bzw. ab, erhélt man eine Vielzahl optischer
Schnitte aus unterschiedlichen Pridparatebenen. Dieser 3D-Datensatz kann mittels Software
wieder zu einem Schnitt zusammengesetzt werden, sodass sich eine klar differenzierbare
Abbildung der gesamten Schnitttiefe ergibt. Ein weiterer Vorteil liegt in der Mehr-Kanal-
Aufnahme eines LSM. Hierbei konnen einzelne Aufnahmekanile unterschiedlich angesteuert
(iber Filtersysteme und Spiegel voneinander getrennt) und damit verschiedene
Fluoreszenzsignale im selben Prédparat getrennt voneinander betrachtet werden. Eine
Uberlagerung der auf diese Weise gewonnenen Daten in einem weiteren Kanal gibt

Aufschluss iiber eine eventuelle Kolokalisation der aufgenommenen Signale.

Die Anregung des FITC erfolgt mittels Argon-Laser (488 nm, blaues Licht) und die Selektion
der Emission (griines Licht) iiber einen Bandpass-Filter von 505 bis 530 nm. A555 hingegen
wird mit dem Helium/Neon-Laser (543nm, griines Licht) angeregt und dessen Emission

(rotes Licht) wird mit einem Langpass-Filter ab 560 nm selektiert (s. Abb. 4-9).
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488 543

",(\\
—————— Absorption \
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!

HEER™
\ )\\‘\ A;SS\
‘x - = \ \
R i R I W S o N
300 400
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BP 505-530 LP 560

Abb. 4-11: Schematische Darstellung der Adsorptions- und Emissionsspektren der Fluorochrome FITC und
AS555 inklusive Laseranregungen durch den Argon-Laser (488nm, blau), HeNe-Laser (543nm, griin) und der
verwendeten Filter: Bandpass-Filter (BP 505-530) und Langpass-Filter (LP 560) (Molecular Probes, Invitrogen).

Es wurden Probeaufnahmen an Tieren jeder Behandlungsgruppe beider Geschlechter
vorgenommen, um die maximale, noch differenzierbare Signalintensitit und damit die
maximale Anregungsenergie der Laser festzusetzen. Unter diesen Bedingungen wurden
anschliefend alle ausgewéhlten Gehirnschnitte der Tiere eines Geschlechts aufgenommen.
Der Nucleus supraopticus wurde in fiinf, morphologisch differenzierbare Abschnitte
eingeteilt. Je Abschnitt wurden 2 Schnitte pro Tier von drei Tieren pro Behandlungsgruppe
und Geschlecht ausgewertet. Die Auswertung beinhaltet die Intensitdtsbestimmung einzelner
magnozellulirer Neurone (3 hochster Intensitdt, 3 mittlerer Intensitdt und 3 niedrigster
Intensitdt) pro Peptid und pro Schnitt. Zudem wird die Zahl Galanin-immunoreaktiver
Neurone pro Schnitt gezihlt, ein Verfahren das aufgrund der hohen Anzahl AVT-haltiger
Neurone und ihrer sehr dichten Lage an- und iibereinander nicht durchgefiihrt wird.
Grundsitzlich wird auch die Intensitit der sog. Hintergrundstrahlung ermittelt und der
dreifache Wert dieser Intensitit als Nachweisgrenze von den gemessenen Intensitdten der
Neurone abgezogen. Die rechnerisch dabei entstehenden negativen Werte werden =0 gesetzt.
Die Intensitdtsbestimmungen erfolgen mit der dem Mikroskop zugehorigen LSM-Software

(Zeiss, Jena).

4.2.13 Statistische Auswertung

Die Bestimmung der Plasmaosmolalitit, des Plasma-AVT-Gehaltes und der
Natriumionenkonzentration im Blut dient der Uberpriifung der osmotischen Stimulation. Um

Unterschiede zwischen den Versuchssgruppen (Gruppe normohydrierter Tiere, Gruppe
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dehydrierter Tiere) zu belegen, werden die gemessenen Werte mittels Student’s t-Test
analysiert. Zusitzlich werden mittels Pearsonscher Korrelationskoeffizient
Wechselbeziehungen zwischen Plasmaosmolalitit und Plasma-AVT-Gehalt in normo- und
dehydrierten Tieren verifiziert. Die Auswertung der realtime PCR erfolgt mit Hilfe des Excel-
Makros Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation Test © von Dr. Michael Pfaffl (Institut
fiir Physiologie, Technische Universitit Miinchen). Unterschiede im hypothalamischen AVT
und Galanin mRNA-Gehalt zwischen den Versuchsgruppen (Northern Blot-Analyse) werden
mittels student’s t-Test analysiert. Die statistische Betrachtung der Intensitdtsunterschiede
AVT- und Galanin-ir Neurone und der Anzahl Galanin-ir Neurone wird ebenfalls mittels
Student’s t-Test durchgefiihrt. Hierbei werden die Intensitdtswerte/Zellzahlen einzelner
Regionen des SON separat, sowie die Gesamtheit des SON zwischen den Versuchsgruppe
verglichen. Intensititsunterschiede und Unterschiede in der Anzahl Galanin-ir Neurone
zwischen den einzelnen Regionen des SON innerhalb der Versuchsgruppen werden mit Hilfe
einer ANOV A-Analyse mit anschlieBendem Tukey-Test verifiziert. In die statistische Analyse

gehen je zwei Schnitte pro Region/pro Tier ein.
Die statistische Auswertung (Student’s t-Test, Pearsonscher Korrelationskoeffizient und

ANOVA Analyse mit anschlieBendem Tukey Test) erfolgt mit Hilfe des Programms Sigma-
Stat 3.5 (Systat Software Inc.). Die Signifikanzgrenze lag jeweils bei p<0,05.
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5 Ergebnisse

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse zu den an Hennen und Hidhnen durchgefiihrten

Experimenten im direkten Vergleich der Geschlechter dargestellt.

5.1 Verédnderung der Blutparameter nach Dehydrierung

Eine Dehydrierung fiir 48 Stunden fiihrt in beiden Geschlechtern zu einem signifikanten
Anstieg der Natriumkonzentration (p<0,001), Plasmaosmolalitit (p<0,001) und Plasma-AVT
Konzentration (p<0,001) im Blut. Weder bei normohydrierten (CO) noch dehydrierten
Hihnen (DH) besteht eine Korrelation zwischen Osmolalitit und Plasma-AVT-Gehalt
(Hahne-CO: r=0,49; p>0,05; Hihne-DH: r=-0,43; p>0,05). Auch normohydrierte Hennen
zeigen keine Korrelation der beiden Blutparameter (r=-0,6; p>0,05) wihrend dehydrierte
Hennen bei einem Korrelationskoeffizienten von r=0,73 eine Signifikanz von p=0,015
aufweisen. Im Detail heifit das fiir diese Gruppe: Paare von Variablen mit positivem
Korrelationskoeffizienten und einer Signifikanz p<0,05 steigen gemeinsam an, ein Paar mit
negativem Korrelationskoeffizienten und einer Signifikanz p<0,05 nimmt gemeinsam ab,
wihrend die anderen gemeinsam ansteigen. Paare mit einer Signifikanz p>0,05 zeigen keine
Korrelation zwischen den Variablen.

Die basale Plasma-AVT-Konzentration im Vergleich beider Geschlechter ist bei Hidhnen
signifikant hoher als bei Hennen (p<0,001). Dieser Unterschied ist im aufregulierten System
(nach 48 Stunden Dehydrierung) nicht mehr zu finden. Gleiches gilt fiir die Natrium-
Konzentration im Plasma. Die Plasma-Osmolalitit unterscheidet sich auch im aufregulierten
System zwischen Hihnen und Hennen signifikant. Hierbei dreht sich jedoch das Verhiltnis
um: Wihrend im normohydrierten Zustand Hihne eine hohere Plasma-Osmolalitit aufweisen
als Hennen (p<0,001), zeigen im dehydrierten Zustand Hennen eine hohere Osmolalitit

(p=0,006) und damit einen stirkeren Anstieg der Osmolalitidt im Plasma.

Behandlung normohydriert (CO) dehydriert (DH)

Geschlecht Hennen ¢ Hiihne & Hennen Hihne &

AVT [pg/ml] 8,28+024* |2245+2,03* |81,45+0,39* |71,99+6,74*
Na* [mmol/l] 149,39 +0,61* | 157,58 £0,34* | 174,38 + 1,12 * | 172,43 £0,31 *

Osmolalitit 208,55 + 2.13% | 312,73 £ 0,49% | 342,55 + 1.45% | 33375 + 0,54 *
[mosml/1]

n=10 n=11 n=10 n=10

#p<0,001

Tab. 5-1: Plasma-AVT-Gehalt, Natrium-Konzentration und Osmolalitdt normo- und dehydrierter Tiere im
Vergleich der Geschlechter
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Abb. 5-1: Vergleich einzelner Blutparameter zwischen normohydrierten (CO) und dehydrierten (DH) Hennen
(links) bzw. Hiahnen (rechts): A Natrium-Konzentration (p<0,001), B Osmolalitit (p<0,001) und C Plasma-

AVT-Gehalt (p<0,001).
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5.2 Einfluss der Dehydrierung auf Ovulation/Oviposition der
Henne

Zwei Gruppen je 8 Hennen (4 Hennen pro Behandlung) wurden nachmittags 9 Stunden nach
Tagesbeginn (Licht an) verwendet. Der Legedarm jeder Henne wurde entnommen, um die
Position des Eies zu bestimmen. Alle Hennen wurden seit Einstallung bzw. Legebeginn
beziiglich ihrer Legehdufigkeit beobachtet. Vor Versuchsbeginn wurde iiber zwei Tage
kontrolliert, zu welcher Tageszeit die Eiablage stattfindet. Es wurden nur solche Tiere in den
Versuch genommen, die regelmifBig (d.h. ohne zu erwartende Legepause) ihre Eier zwischen
0 und 4 Stunden nach Tagesbeginn ablegten.

Waihrend sich die Eier der Kontrolltiere zu 87,5% in der Schalendriise befanden, konnte von 8
dehydrierten Tieren nur bei einem Tier das Ei bereits in der Schalendriise gefunden werden.
Bei drei Tieren befand sich der ovulierte Follikel im 15 cm langen Isthmus (etwa 4-7 cm vom
Uterus entfernt). Wihrend bei einem Tier der ovulierte Follikel (Dotter + Eiklar) noch im
Magnum war, hatten drei weitere Tiere noch nicht ovuliert. Alle Hennen hatten jedoch am

Vormittag des Versuchstages ein Ei (0-6 Stunden nach Licht an) abgelegt.

Ovar
Follikelreifung, > <+—
Ovulation <

Infundibulum

Aufnahme der
Dotterkugel

20 min

Magnum

Bildung des
Eiklars

<_
2-3 h gt
Isthmus (Eileiterenge) —
Bildung der Schalenhaut <
<—
Uterus (Schalendriise) «—
Bildung der >
Kalkschale : <+—
- -
20h %
Vagina Abb. 5-2: Position der Eier
Eiablage ] normohydrierter (blaue Pfeile)
5-10 min und dehydrierter (rote Pfeile)

Hennen im Legedarm:
schematische Darstellung.
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5.3 Transkriptebene

Die mRNA-Expression fiir AVT und Galanin im weiblichen und ménnlichen Hypothalamus
wurde mittels realtime PCR und Northern Blot Analyse quantitativ bestimmt. Galanin
Rezeptor 1 (GalR1) und Galanin Rezeptor 2 (GalR2) wurden zum einen unter
Versuchsbedingungen (Dehydrierung) in Hypothalami beider Geschlechter, zum anderen in

unterschiedlichen Geweben unter Normalbedingungen iiber realtime PCR nachgewiesen.

5.3.1 Einfluss der Dehydrierung auf mRNA Expression im Hypothalamus

5.3.1.1 realtime PCR

Nach eine 48stiindigen Dehydrierung steigt im weiblichen Hypothalamus (n=8) die mRNA
Konzentration sowohl fiir AVT als auch fiir Galanin, GalR1 und GalR2 an (s. Abb 5-3). Nach
Normalisierung auf die Referenzgene [B-Actin und TBP erhdlt man fiir Galanin eine
Steigerung des mRNAGehaltes um 21% und fiir GalR1 um 27% bei einer Signifikanz von
p<0,05. Fiir AVT zeigt sich eine deutlich stirkere Veridnderung (40% mehr mRNA in
dehydrierten Hennen), unterliegt aber einer hoheren individuellen Streuung (p>0,05). Fiir
GalR2 werden die geringsten Verdnderungen (16%) mit dem gleichzeitig hochsten
Standardfehler (p>0,05) festgestellt.

Bei Héhnen (n=6) konnen nach Normalisierung auf die Referenzgene B-Actin und TBP keine
signifikanten Veridnderungen (p>0,09) nachgewiesen werden. Weder AVT mRNA mit einer
rechnerischen Erhohung von 2%, noch Galanin (35%) und GalR1 mRNA (23%) konnen
aufgrund der hohen Varianz innerhalb der untersuchten Versuchsgruppen als eindeutig erhoht
betrachtet werden. Auch fiir den Gehalt an GalR2 mRNA, der bei dehydrierten Héihnen
gemittelt um 60% niedriger ist verglichen mit Kontrolltieren, wird keine Signifikanz erreicht.
Somit zeigt eine 48stiindige Dehydrierung adulter Hihne keine eindeutige Verdnderung des

mRNA-Gehaltes fiir AVT, Galanin und Galanin-Rezeptor 1 (s. Abb 5-3).
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Abb. 5-3: Darstellung der Genregulation nach Dehydrierung fiir AVT, Galanin, GalRl und GalR2 im

weiblichen und minnlichen Hypothalamus des Huhns (*p<0,05). Normalisierung auf Referenzgene: -Actin,
TBP (Hennen/Héhne).

5.3.1.2 Northern Blot Analyse

Zum spezifischen Nachweis von Galanin mittels Northern Blot Analyse wurde zunéchst eine
cDNA-Sonde mit einer Liange von 608bp kloniert (pGEM-Te,y-Gal43). Im Folgenden wird
die Lage der Galanin-cDNA-Sonde innerhalb der mRNA-Sequenz schematisch dargestellt.

Galanin
608bp
Gal43 5 - ' |2]3] 4 |5] 6 la
Primer 4 forwarg S ;rimer 3 revers
auf Exon 1 auf Exon 6

Abb. 5-4: Schematische Darstellung der Lage der klonierten cDNA-Sonde zum Nachweis des Galanin im

Hypothalamus des Huhns (Gallus gallus) mittels Northern Blot Analyse.

Nach Messung des radioaktiven Signals (cpmxmm®) wurde das gemessene AVT- bzw.
Galanin-Signal mit Hilfe der Signalstirke der 18S rRNA normalisiert und prozentual
zueinander in Beziehung gesetzt. Hierbei gelten die Mittelwerte der Einzeltiermessungen

normohydrierter Tiere als Bezugspunkt (100%) innerhalb eines Geschlechts (Abb.5-5: A-D).
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Wihrend der Gehalt an AVT-mRNA bei Hennen nach 48 Stunden Dehydrierung im Mittel
um 42,4% ansteigt (C), verringert sich der mRNA-Anteil fiir AVT bei Hihnen um 26,6% (D).
Der Gehalt an Galanin-mRNA verdndert sich im Mittel in beiden Geschlechtern
gleichgerichtet zur AVT-mRNA (C, D). Fiir die dehydrierten Hennen bedeutet dies einen
Anstieg der Galanin-mRNA im Mittel um 44,7%, fiir die Hiahne einen Abfall um 13,4%.
Aufgrund der individuellen Schwankungen der Einzeltiere (Abb. 5-5: A,B) im mRNA-Gehalt

der Zielgene (A, B) konnen jedoch keine signifikanten Verdnderungen festgestellt werden.
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Abb. 5-5: Northern Blot Analyse des AVT- und Galanin-mRNA-Gehaltes médnnlicher und weiblicher Hypothalami nach Dehydrierung, Vergleich zwischen den
Behandlungsgruppen (CO, DH). A Einzeltiere Hennen, B Einzeltiere Hihne, C gemittelte Tendenz Hennen, D gemittelte Tendenz Hiahne
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5.3.2 Nachweis der Galanin Rezeptoren in unterschiedlichen Geweben

Das Vorkommen der Rezeptoren wurde mittels realtime PCR normalisiert auf 18S in
unterschiedlichen Geweben nachgewiesen (Abb. 5-6: A und B). Der Gehalt an Rezeptor-
mRNA wird hierbei iiber die Zyklenzahl definiert, nach deren Erreichen die Zunahme an

mRNA exponentiell ansteigt (crossing point).

GalR1 (A) kann in Hypothalamus, Hypophyse, Hoden, Leber, Niere und Nebenhoden
nachgewiesen werden, nicht jedoch in Ovar, Muskel und Follikel. Die geringste, detektierbare
mRNA-Menge fiir GalR1 findet man im Hoden (Zyklus 42,9), die hochste Menge in der
Leber (Zyklus 27,3).

GalR2 (A) hingegen kommt in allen untersuchten Geweben vor und wird nur im
Hypothalamus in geringerer Menge im Vergleich zu GalR1 exprimiert (GalR2: Zyklus 35,5;
GalR1: Zyklus 34,5). Der Hypothalamus enthilt gleichzeitig die geringste Menge GalR2-
mRNA. Die hochste Expressionsrate zeigt sich im Muskel (Zyklus 24), gefolgt von der Leber
(Zyklus 26,5).

Der Nachweis der klonierten PCR-Fragmente nach elektrophoretischer Auftrennung iiber
Ethidiumbromid-Féirbung mit anschlieBender UV-Detektion bestitigt das Vorkommen des
Galanin-Rezeptoren in Hypothalamus, Hypophyse, Hoden, Leber, Niere und Nebenhoden
(B). Wihrend GalR2 zudem in Ovar, Muskel und Follikel nachgewiesen werden kann, fehlt
GalR1 mRNA dort vollig. Auch hier wurde 18S rRNA als Referenzgen dargestellt (B).
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Abb.5-6: Darstellung der mRNA-Expression fiir GalR1 und GalR2 des Huhns (Gallus gallus) in
unterschiedlichen Geweben, normalisiert auf 18S. A quantitative Darstellung anhand der crossing points B

gelelektrophoretischer Nachweis.

5.4.3 Galanin mRNA: Nachweis einer zweiten SpleiBvariante

Der Nachweis der Galanin-mRNA des Huhns wurde zunichst uiber konventionelle PCR

erbracht. Die Primer wurden so gewihlt, dass das entstehende Fragment mit einer Linge von

352bp alle sechs Exons des Galanins iiberspannt.

352bp
[————————
Gali2 51 1 12|33 4|5 6 3"
primer 1 forward primer 2 revers
auf Exon 1 auf Exon 5/6

Abb. 5-7: Schematische Darstellung der Lage des klonierten Galanin-PCR-Fragments zum Nachweis mittels

konventioneller PCR
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Nach erfolgter Gelelektrophorese iiber ein 2,5%iges Agarosegel werden zwei Banden
sichtbar. Die untere Bande hat die zu erwartende Lédnge von 352bp und entspricht dem
nachzuweisenden Galanin. Die obere, sehr viel schwichere Bande ist mit 421bp um 69bp

langer (s. Abb 5-8).

e—
|——
500bp — 421bp Galanin Transkriptvariante 2 Abb. 5-8:
400bp —» — 352bp Galanin Nachweis einer zweiten
300bp I Transkriptvariante fiir Galanin
beim Huhn (Gallus gallus)

mittels PCR

Beide PCR-Produkte wurden in Vektoren (pGEM-Teasy) kloniert und in thermo-kompetente
Zellen (E. coli IM107) transformiert. Aus den iiber Nacht hochgezogenen Zellen wurden die
Plasmide mittels Plasmid-Miniprdparation extrahiert und anschlieBend zum Sequenzieren
gegeben. Die Sequenzanalyse ergab eine Ubereinstimmung in den Basen 1 bis 170 beider
Transkriptvarianten, gefolgt von einem 69bp Einschub (Insert) in Transkriptvariante 2 (Gal-
TV2) und einer erneuten Ubereinstimmung von Basenpaar 171 (248) bis 352 (424) (Abb. 5-
10).

Der Vergleich der klonierten Fragmente mit genomischen Sequenzdaten bereitgestellt {iber
NCBI, ldsst den Schluss zu, dass es sich bei dem zusitzlichen 69bp langen Insert in Gal-TV2
um ein zusitzliches Exon handelt. Es liegt zwischen Exon 3 und Exon 4 des Galaningens und
wird hier im Weiteren als Exon 3b bezeichnet.

Da das Primerpaar Gall2 beide Transkriptvarianten kloniert, wurden zusétzliche Primer

konstruiert, die spezifisch Galanin bzw. Gal-TV2 klonieren (s. Abb 5-9).

Galanin Galanin-TV2 mit Insert (Exon 3b)
352bp 424bp
|mm————— | bnlelenlelelesitelet|
Galt2 & 1 1lafal4]5] 6 Jo 5] 1 (12Tafsef 4 J5] 6 J3 konventionelle PCR:
) b—————— 4L e Insert-Nachweis
primer 1 forward primer 2 revers
auf Exon 1 auf Exon 5/6

191bp 211bp

[———= [~——™
Gas2 5 1 [2]3 4 [5f 6 13 Gae2 5 1 [2]3 I3_Ild 45 6 13 realtime-PCR:

[—— [Ep—— spezifische Produkte

primer 5 forward primer 2 revers primer 6 forward primer 2 revers
auf Exon 3/4 auf Exon 5/6 auf Exon 3b auf Exon 5/6

Abb. 5-9: Schematische Darstellung der Lage der klonierten PCR-Fragmente fiir Galanin- und Gal-TV2-mRNA
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Galanin

Galanin TV2

Galanin

Galanin TV2

Galanin

Galanin TV2

Galanin

Galanin TV2

Galanin

Galanin TV2

Galanin

Galanin TV2

Galanin

Galanin TV2

Galanin

Galanin TV2

Galanin

Galanin TV2

1 50

CAGCTCCCTGCGAGACACCGTTGTGCCCCAGCTCAAGATGCAGAGGTGTG
CEEEEEErrrr et e

CAGCTCCCTGCGAGACACCGTTGTGCCCCAGCTCAAGATGCAGAGGTGTG
51 100
TGGGTTTCCTGTTTCTGTCTTTAATCCTTTGTGCCGCCCTGTCAGAAACA
CEEEEErrrrr e e e e e e

TGGGTTTCCTGTTTCTGTCTTTAATCCTTTGTGCCGCCCTGTCAGAAACA
101 150
TTCGGACTGGTTTTGTCTGCAAAAGAAAAAAGGGGCTGGACTTTGAACAG
CEEEErrrrrr e e e e e et e e e

TTCGGACTGGTTTTGTCTGCAAAAGAAAAAAGGGGCTGGACTTTGAACAG
151 200
TGCTGGTTACCTACTTGGGCCAC
LT EEErr et

TGCTGGTTACCTACTTGGGCCACGTICGTATTGATCACCTTTITAATGATAA
201 250

NN
AGGAAATGCCCATTGCAAGGGGGAGAGAAGAGGCACCAGGGGCATATGCA
251 300
GTAGATAACCACAGATCTTTTAATGACAAACATGGTTTCACTGGTARACG
CEEEErrrrrr e re e e e et e e e e
GTAGATAACCACAGATCTTTTAATGACAAACATGGTTTCACTGGTARACG
301 350
GTGAAATACACCTGATGAGGATATAAAAGCAGGAAATCTTGGAAGACCAC
PEEEEEErrrr et r e e
TGAAATACAGCCTGATGAGGATATAAAAGCAGGAAATCTTGGAAGACCAC
351 400
GCTGATGAAAACATTGTGCGCACAGTAATCGAATTTCTGACTTACTTGCA
CEEEErrrrrr e et r et e e e
GCTGATGAAAACATTGTGCGCACAGTAATCGAATTTCTGACTTACTTGCA
401 424
TCTTAAAGAGGCGGGAGCACTT
PETEEEEEErr et
TCTTAAAGAGGCGGGAGCACTT

Abb. 5-10: Sequenzvergleich der klonierten PCR-Produkte fiir Galanin des Huhns (Gallus gallus)

Die spezifischen Primerpaare wurden eingesetzt, um eine quantitative Relation zwischen den

beiden Galanin-Varianten zu ermdglichen. Zudem wurden auf diesem Wege beide

Transkriptvarianten unabhingig voneinander in unterschiedlichen Geweben darstellbar.
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5.4.3.1 Einzelnachweis von Galanin- und Gal-TV2-mRNA in
unterschiedlichen Geweben

Galanin und Gal-TV2 wurden, wie zuvor die Galanin-Rezeptoren in Hypothalamus,
Hypophyse, Ovar (je drei Follikel aller drei Reifestadien), Muskel, Leber, Niere und Follikel
(Tertidr-) vom weiblichen Tier, Hoden und Nebenhoden vom minnlichen Tier mittels
realtime PCR nachgewiesen. Als Referenzgen dient 18S rRNA. Die PCR endete bei Zyklus
45, der in diesem Fall den geringsten detektierbaren mRNA-Gehalt beschreibt. Ist bis Zyklus
45 kein exponentieller Anstieg der nachzuweisenden mRNA erfolgt, gilt diese als nicht

vorhanden (Abb. 5-11).

Beide Transkriptvarianten sind in Hypothalamus, Hypophyse, Ovar, Niere und Nebenhoden
nachweisbar, fehlen hingegen in Muskel, Leber und Follikel. Im Hoden kann ausschlieBlich
Galanin, nicht aber Gal-TV2 nachgewiesen werden (A). Beide Transkripte kommen im
Hypothalamus im Vergleich zu den anderen Geweben am héufigsten vor (Galanin: Zyklus
27,8; Gal-TV2: Zyklus 30,6). Wihrend die geringste Menge TV2-mRNA im Ovar gemessen
wurde (Zyklus 41,8), findet man die geringste Galanin-mRNA Menge im Hoden (Zyklus
41,7) (A). Generell kommt Gal-TV2-mRNA seltener vor im Vergleich zu Galanin-mRNA im
selben Gewebe: Die Differenz betrdgt zwischen 1,5 bis 2,8 Zyklen. Geht man von einer
idealen Effizenz pro Zyklus aus (E=2), was eine Verdopplung der cDNA Menge entspriche,
wire eine etwa 3 bis l14fach geringere Menge Gal-TV2-mRNA im Vergleich zu Galanin-

mRNA im Gewebe vorhanden.

Der Nachweis der klonierten PCR-Fragmente nach elektrophoretischer Auftrennung bestitigt
das Vorkommen der Galanin-mRNA in Hypothalamus, Hypophyse, Ovar, Hoden, Niere und
Nebenhoden (B). Gal-TV2 kann ebenfalls in Hypothalamus, Hypophyse, Ovar, Niere und
Nebenhoden, nicht aber im Hoden nachgewiesen werden. Beide Transkriptvarianten fehlen in

Muskel, Leber und Follikel. Auch hier wurde 18S rRNA als Referenzgen dargestellt (B).
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Abb. 5-11: Darstellung der mRNA-Expression fiir Galanin und Gal-TV2des Huhns (Gallus gallus) in
unterschiedlichen Geweben, normalisiert auf 18S. A quantitative Darstellung anhand der crossing points B
gelelektrophoretischer Nachweis.

5.4.3.2 Einfluss der Dehydrierung auf Galanin- und Gal-TV2-mRNA im
Hypothalamus

Unter Punkt 5.2.1 wurde bereits der Einfluss der Dehydrierung auf AVT-, Galanin-, GalR1-
und GalR2-mRNA dargestellt. Bei Galanin handelte es sich um das Primerpaar Galll, das
dhnlich Gall2 beide Transkriptvarianten kloniert, ohne jedoch die zusitzliche Insert-Sequenz

des Gal-TV2 zu amplifizieren, da das Primerpaar nur auf Exon 1 (Primer Gal 1 forward) und

Exon 2 (Primer Gal 1 reverse) liegt (Abb. 5-12).

Galanin Galanin-TV2 mit Insert (Exon 3b)
157bp 157bp
[—— 1] —

Galt1 [ 1 T21el 415 6 1 [ 1 TTolsfeef4]s] 6 | realtime-PCR
[ I —_—

primer 1 forward primer 1 revers
auf Exon 1 auf Exon 3

Abb. 5-12: Schematische Darstellung der Lage des klonierten PCR-Fragments G11 in beiden Galanin-
Transkriptvarianten
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Um die Auswirkungen einer Dehydrierung auf Galanin- und Gal-TV2-mRNA unabahiéngig
voneinander nachzuweisen, wurde eine realtime PCR unter Verwendung der spezifischen
Primerpaare Gal52 (Galanin) und Gal62 (Gal-TV2) durchgefiihrt. Gleichzeitig wurden die
unter Punkt 5.2.1.1 bereits gezeigten Zielgene nachgewiesen. Als Referenzgene dienten [3-
Actin und TBP in weiblichen und in minnlichen Hypothalami.

Die beiden Galanin-Transkriptvarianten werden hier im Vergleich zu AVT-mRNA und
gesamt-Galanin-mRNA (Gall1) dargestellt (Abb. 5-13). Weder bei Hennen noch bei Hihnen
konnen signifikante Anderungen in einer der beiden Galanin-Transkriptvarianten
nachgewiesen werden. Wihrend sich Gesamt-Galanin-mRNA im weiblichen Hypothalamus
nach 48 Stunden Dehydrierung signifikant (p<0,05) um 20% erhoht, bleiben Galanin (G52)
mit 12% und GalTV2 (G62) mit 9% deutlich zuriick (p>0,05). Die Abweichungen sind fiir
beide Varianten sehr hoch, zudem befindet sich Gal-TV2 mit unter 10% im Bereich des
methodischen Fehlers. Bei Hihnen wird weder fiir die beiden Transkriptvarianten noch fiir
Gesamt-Galanin mRNA eine signifikante Genregulation nachgewiesen (p>0,05). Hierbei
betrigt die gemittelte Regulation des Gesamt-Galanin (G11) 35% und die des Galanin (G52)
58% (p>0,05). Die zweite Transkriptvariante Gal-TV2 (G62) liegt mit gerade noch 10%
Anstieg der mRNA Menge im Bereich des methodischen Fehlers (p>0,05).
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0,4
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0

Genrequlation

AVT  Galanin Galanin Gal-TV2 AVT  Galanin Galanin Gal-TV2
Gall1 Gal52 Gal62 Gall1 Gal52 Gal62

9 Gene (?

Abb. 5-13: Darstellung der Genregulation nach Dehydrierung fiir AVT, Gesamt-Galanin (G11) und dessen
beiden Transkriptvarianten: Galanin (G52) und Gal-TV2 (G62) im weiblichen und ménnlichen Hypothalamus
des Huhns (*p<0,05). Normalisierung auf Referenzgene: B-Actin, TBP (Hennen) bzw. B-Actin, RPII (Hzhne).
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5.5 Nachweis von AVT- und Galanin-immunoreaktiven Neuronen
im SON

5.5.1 Verteilung

Wie bei den meisten der hypothalamischen Kerngebiete handelt es sich bei dem Nucleus
Supraopticus (SON) um ein bilaterales Kerngebiet, das sich beidseitig des dritten Ventrikels
in der ventrolateralen Zone des Hypothalamus befindet. Der SON des Huhns erstreckt sich
iiber eine Distanz (rostro-caudal) von etwa 1,2 mm beginnend ventral des Tractus
septomesencephalicus (TSM). Zur leichteren Orientierung und hoheren Vergleichbarkeit
wurde der SON in fiinf  morphologisch unterscheidbaren Regionen unterteilt, die
angegebenen Distanzen sind als Ndherungswerte zu verstehen.

Der Beginn des SON wurde als Region ventral des TSM, in der zum ersten Mal 10 £ 3 AVT-
immunoreaktive (AVT-ir), magnozellulire Neurone auftreten, definiert. Wihrend der
folgenden 200um (Region: SONI1) nimmt die Zahl der magnozelluliren Neurone
ventromedial des TSM zu. Zudem wird ein schmales Band AVT-haltiger MCN ventral des
TSM entlang des Zwischenhirnbodens sichtbar. Die Region SON2 beschreibt den Abschnitt
200um bis 400um nach Beginn des SON. Hier hat der TSM endgiiltig den
Zwischenhirnboden erreicht und das ventrale Band der MCN verdriangt. Der dorsomediale
Teil des TSM zieht sich nun langsam von der Wand des dritten Ventrikels zuriick. Am
lateralen Ende des TSM bildet sich eine kleine Gruppe AVT haltiger MCN, der sogenannte
SON externalis (SONe) (s. Abb. 5-14). Die Zahl der MCNs ventromedial des TSM nimmt
weiter zu, damit auch die Ausdehnung des SON in dorsaler und medialer (dem dritten
Ventrikel zugewandter) Richtung. Im Verlauf der nachfolgenden 400um (Region: SON2-3)
wandert der TSM weiter in lateraler Richtung entlang des Zwischenhirnbodens. Der SON
erstreckt sich nun als breites, dicht gepacktes Band magnozelluldrer Neurone ausgehend vom
TSM in Richtung drittem Ventrikel, bis zum beginnenden Suprachiasmatischen Nucleus. Die
im Verlauf des SON letzte morphologisch charakteristische Region wird hier als SON3
bezeichnet. In den 800um bis 1200um nach Beginn des SON tritt das optische Chiasma am
ventralen Zwischenhirnboden auf. Das breite Band der MCN zieht nach lateral zuriick, eine
deutliche Abgrenzung zwischen SON und SCN wird sichtbar. Der SON erreicht seine
dorsoventral breiteste Ausdehnung direkt am TSM, bevor er iiber deutliche Abnahme der
Neuronenzahl schlieBlich endet. Hierbei wird die Ausdehnung des Kerngebietes stetig
verringert. Der SONe erstreckt sich von etwa 350um bis 950um nach Beginn des SON. Zur
Auswertung wurde der SONe auf Hohe des SON 2-3 ausgewihlt.
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A 8.8

Abb. 5-14: Differentieller Interferenz Kontrast (DIC) und schematische Darstellung eines coronalen Schnittes
modifiziert nach KUENZEL und MASSON (1988). Der Ausschnitt rechs oben stellt die Schnittebene innerhalb des
Hiihnergehirns in Sietenansicht dar. Der rote Rahmen markiert den zentrierten Aufnahmebereich des SONvm,
der blaue Rahmen den des SONe. Mafstab = 1 cm; TSM: Tractus Septomesencephalicus, SONvm: Nucleus
Supraoptic pars ventralis, SONe: Nucleus Supraopticus pars externalis.

5.5.2 Vergleich der Peptidverteilung im SON zwischen normo- und
dehydrierten Hennen

Die nachfolgenden Aufnahmen (s. Abb. 5-15 bis 5-18) zeigen exemplarisch die
Peptidverteilung fiir AVT und Galanin in einzelnen Regionen des SON (SON2, SON2-3,
SON3 und SONe) normohydrierter Hennen (A, C, E) im Vergleich zu dehydrierten Hennen
(B, D, F). Jedes Peptid ist dabei zunichst einzeln dargestellt: rot gefarbte AVT-ir Neurone
und Nervenfasern (A, B), griin gefirbte Galanin-ir Neurone und Nervenfasern (C, D).
Abbildungen E und F zeigen die Kombination beider Aufnahmekanile: Man sieht sowohl rote
AVT-ir Neurone als auch griine Galanin-ir Neurone bzw. gelb erscheinende Neurone, die
beide Peptide beinhalten (Kolokalisation). Unterschiede in der Peptidverteilung sind zum
einen in Anzahl der Zellen, zum anderen in der Intensitit der Firbung erkennbar. Je intensiver
rot bzw. griin eine Zelle erscheint, desto mehr Peptid ist vorhanden. Die Auswertung des

Experimentes erfolgte jedoch nicht allein nach optischen Mafstiben, sondern wurde
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hauptsidchlich durch Intensititsmessungen und Zellzdhlungen, sowie deren statistische

Auswertung gesichert.

SON 2 normohydriert 9 dehydriert Q

AVT

Galanin

AVT/Galanin

Abb. 5-15: Darstellung AVT- und Galanin-immunoreaktiver Neurone im SON 2 normo- (A, C, E) und
dehydrierter (B, D, F) Hennen: A, B AVT-ir Neurone und Fasern ; C, D Galanin-ir Neurone und Fasern; E, F
Kolokalisation beider Peptide. Mafistab entspricht 50um; TSM = Tractus septomesencephalicus.
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SON 2-3 normohydriert 9 dehydriert Q

AVT

Galanin

AVT/Galanin

Abb. 5-16: Darstellung AVT- und Galanin-immunoreaktiver Neurone im SON 2-3 normo- (A, C, E) und
dehydrierter (B, D, F) Hennen: A, B AVT-ir Neurone und Fasern ; C, D Galanin-ir Neurone und Fasern; E, F
Kolokalisation beider Peptide. Mafistab entspricht S0um.
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SON 3 normohydriert 9 dehydriert 9

AVT

Galanin

AVT/Galanin

Abb. 5-17: Darstellung AVT- und Galanin-immunoreaktiver Neurone im SON 3 normo- (A, C, E) und
dehydrierter (B, D, F) Hennen: A, B AVT-ir Neurone und Fasern ; C, D Galanin-ir Neurone und Fasern; E, F
Kolokalisation beider Peptide. Mafistab entspricht S50um.
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SON e normohydriert 9 dehydriert 9

AVT

Galanin

AVT/Galanin

Abb. 5-18: Darstellung AVT- und Galanin-immunoreaktiver Neurone im SONe normo- (A, C, E) und
dehydrierter (B, D, F) Hennen: A, B AVT-ir Neurone und Fasern ; C, D Galanin-ir Neurone und Fasern; E, F
Kolokalisation beider Peptide. Mafistab entspricht S0um.
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Intensititsmessung und Zellzihlung — Statistische Auswertung

Die mittlere Intensitit AVT-ir Neurone im SON2 ist bei dehydrierten Hennen um 64%
(p=0,007) geringer im Vergleich zu normohydrierten Hennen (s. Abb. 5-19). Auch die
Galanin-ir ist in dieser Region bei dehydrierten Hennen um 85% (p=0,015) geringer als in
normohydrierten Hennen. Im SON2-3 weisen dehydrierte Hennen eine um etwa 37%
(p=0,002) signifikant geringere AVT-ir auf verglichen mit normohydrierten Hennen. Die
Galanin-ir dehydrierter Hennen ist in diesem Bereich auf etwa dem gelichen Niveau (lediglich
um etwa 5% geringer, p=0,8). Im SON3 zeigen dehydrierte Hennen verglichen mit
normohydrierten Hennen sowohl fiir AVT-ir (47%) als auch fiir Galanin-ir (27%) Neurone
eine signifikant geringere Intensitdt. Vergleicht man AVT-ir bzw. Galanin-ir Neurone im
SONe normohydrierter und dehydrierter Hennen féllt auf, dass auch hier normohydrierte
Hennen sowohl fiir AVT als auch fiir Galanin eine hdhere mittlere Intensitit aufweisen als
dehydrierte Hennen. Der Unterschied zwischen den Versuchsgruppen ist aufgrund
individueller Schwankungen weder fiir AVT (38% Differenz) noch fiir Galanin (32%
Differenz) signifikant.

In der Gesamtheit bedeutet das fiir den SON (SONgesam): Dehydrierte Hennen zeigen sowohl
in AVT-ir Neuronen (52%; p=0,054), als auch in Galanin-ir Neuronen (49%; p=0,083) eine
geringere Intensitidt im Vergleich zu normohydrierten Hennen. (s. Abb.5-20).

Ein Unterschied zwischen normohydrierten und dehydrierten Hennen zeigt sich auch in der
Zahl positiv bewerteter (3xHG) Galanin-ir Neurone (s. Abb. 5-21). Normohydrierte Hennen
weisen im SON3 die groBte gemittelte Anzahl Galanin-ir Neurone (46) auf, gefolgt von
SON2-3 (28), SON2 (12) und SONe (8). Die maximale gemittelte Anzahl Galanin-ir Neurone
im SON dehydrierter Hennen findet man im SON2-3 (8), gefolgt von SON3 (6), SONe (4)
und SON2 (2).
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Intensitat AVT- und Galanin-ir Neurone im SON der Hennen

l—**—

Intensitat

dek

E AVT
@ Galanin

I 2
DH

SONe

Abb. 5-19: Intensititsvergleich fiir AVT und Galanin in magnozelluldren Neuronen des SON2, SON2-3,
SON3 und SONe normohydrierter (CO) und dehydrierter (DH) Hennen. (**p<0,01, *p<0,05)
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Abb. 5-20: Gemittelter Intensititsvergleich fiir AVT und
Galanin in magnozelluliren Neuronen des SONgegum
normohydrierter (CO) und dehydrierter (DH) Hennen.

(**p=0,01)

Abb. 5-21: Vergleich der absoluten Zellzahl Galanin-
ir magnozelluldrer Neurone im SON2, SON2-3, SON3
und SONe normohydrierter (CO) und dehydrierter
(DH) Hennen. (**p<0,008)

96




5 Ergebnisse

Betrachtet man die einzelnen Bereiche des SON normohydrierter Hennen stellt man
Unterschiede in den gemittelten Intensititen AVT-ir Neurone fest. Die Intensitit AVT-ir
Neurone befindet sich in den Bereichen SON2 und SON2-3 auf etwa dem gleichen Niveau. In
SON3 jedoch ist die gemittelte Intensitdt AVT-ir Neurone um etwa 55% geringer verglichen
mit den beiden vorherigen Bereichen. Es ist gleichzeitig der Bereich mit der geringsten
gemittelten Intensitdt AVT-ir Neurone und unterscheidet sich signifikant (p<0,02) von den
Bereichen SON2 und SON2-3 (s. Tab. 5-2). Im SONe ist die gemittelte Intensitit AVT-ir
Neurone um etwa 29% (p>0,05) geringer im Vergleich zu den Bereichen SON2 und SON 2-3,
aber um etwa 60% (p>0,05) hoher im Vergleich zu SON3.

Auch dehydrierte Hennen weisen Unterschiede in den gemittelten Intensititen AVT-ir
Neurone zwischen den einzelnen Bereichen des SON auf. Hier ist die gemittelte Intensitidt im
SON2-3 um etwa 74% hoher verglichen mit dem SON2. Der SON3 ist bei dehydrierten
Hennen ebenso wie bei normohydrierten Hennen der Bereich mit der geringsten Intensitit
AVT-ir Neurone. Er unterscheidet sich signifikant um etwa 66% (p<0,001) vom SON2-3 (s.
Tab 5-2). Im SONe betrigt die Intensitit AVT-ir Neurone verglichen mit dem SON2 etwa

44%.

AVT CcoO DH
. Differenz Differenz
Veégleig::eﬂer der p-Wert | Signifikanz der p-Wert | Signifikanz
g Mittelwerte Mittelwerte

SON2 vs. SON2-3 9,8 1 n.s. 138,6 0,108 n.s.
SON2 vs. SON3 294.0 0,018 * 771 0,577 n.s.
SON2 vs. SONe 153,3 0,394 n.s. 419 0,898 n.s.
SONZ2-3 vs. SON3 284,2 0,002 ** 215,6 <0,001 b
SON2-3 vs. SONe 143,4 0,243 n.s. 96,7 0,182 n.s.
SONS3 vs. SONe 140,7 0,258 n.s. 119,0 0,067 n.s.

Tab. 5-2: Vergleich der Intensitit AVT-ir Neurone zwischen einzelnen Bereichen des SON normo- (CO) und
dehydrierter (DH) Hennen. (n=3 Tiere pro Versuchsgruppe)

Weder normo- noch dehydrierte Hennen zeigen im Vergleich der einzelnen Bereichen des

SON signifikante Unterschiede in der gemittelten Intensitit Galanin-ir Neurone (s. Tab 5-3).

Galanin co DH
. Differenz Differenz
Veggle;g::eﬂer der p-Wert | Signifikanz der p-Wert | Signifikanz
g Mittelwerte Mittelwerte

SON2 vs. SON2-3 13,7 >0,05 n.s. 52,6 >0,05 n.s.
SON2 vs. SON3 63,7 >0,05 n.s. 24 1 >0,05 n.s.
SON2 vs. SONe 16,5 >0,05 n.s. 36,9 >0,05 n.s.
SON2-3 vs. SON3 50,0 >0,05 n.s. 28,5 >0,05 n.s.
SON2-3 vs. SONe 2,8 >0,05 n.s. 15,7 >0,05 n.s.
SON3 vs. SONe 47,2 >0,05 n.s. 12,8 >0,05 n.s.

Tab. 5-3: Vergleich der Intensitidt Galanin-ir Neurone zwischen einzelnen Bereichen des SON normo- (CO)
und dehydrierter (DH) Hennen. (n=3 Tiere pro Versuchsgruppe)
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5.5.3 Vergleich der Peptidverteilung zwischen normo- und dehydrierten
Hahnen

Die Darstellung der nachfolgenden Aufnahmen (s. Abb. 5-22 bis 5-25) entspricht im
Wesentlichen der vorangegangener Abbildungen (Kap. 5.4.1.3). Auch hier handelt es sich

um exemplarische Aufnahmen aus beiden Versuchsgruppen.

SON 2 normohydriert 3 dehydriert &

AVT A TSM

Galanin

AVT/Galanin

Abb. 5-22: Darstellung AVT- und Galanin-immunoreaktiver Neurone im SON 2 normo- (A, C, E) und
dehydrierter (B, D, F) Hihne: A, B AVT-ir Neurone und Fasern ; C, D Galanin-ir Neurone und Fasern; E, F
Kolokalisation beider Peptide. MaBstab entspricht 50pum; TSM = Tractus septomesencephalicus. 08
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SON 2-3 normohydriert & dehydriert &

AVT

Galanin

AVT/Galanin

Abb. 5-23: Darstellung AVT- und Galanin-immunoreaktiver Neurone im SON 2-3 normo- (A, C, E) und
dehydrierter (B, D, F) Hiahne: A, B AVT-ir Neurone und Fasern ; C, D Galanin-ir Neurone und Fasern; E, F
Kolokalisation beider Peptide. Mafistab entspricht S0um.
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SON 3 normohydriert & dehydriert &

AVT

Galanin

AVT/Galanin

Abb. 5-24: Darstellung AVT- und Galanin-immunoreaktiver Neurone im SON 3 normo- (A, C, E) und
dehydrierter (B, D, F) Hiahne: A, B AVT-ir Neurone und Fasern ; C, D Galanin-ir Neurone und Fasern; E, F
Kolokalisation beider Peptide. Mafistab entspricht S50um.
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SON e normohydriert & dehydriert &

AVT

Galanin

AVT/Galanin

Abb. 5-25: Darstellung AVT- und Galanin-immunoreaktiver Neurone im SONe normo- (A, C, E) und
dehydrierter (B, D, F) Hiahne: A, B AVT-ir Neurone und Fasern ; C, D Galanin-ir Neurone und Fasern; E, F
Kolokalisation beider Peptide. Mafistab entspricht S50um.
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Intensititsmessung und Zellzihlung — Statistische Auswertung

Im SON2 zeigt sich ein kein signifikanter Unterschied (p=0,717) der gemittelten Intensitédten
der AVT-ir Neurone zwischen normo- und dehydrierten Héhnen, wobei Héhne nach 48
Stunden Dehydrierung lediglich eine um etwa 12% geringere gemittelte Intensitit aufweisen
als Hihne der Kontrollgruppe (s. Abb.5-26.). Der Unterschied der gemittelten Intensititen
Galanin-ir Neurone betrdgt rechnerisch zwar etwa 22% (geringere Intensitit im SON2
dehydrierter Hdhne), ist aber ebenfalls nicht signifikant. Auch im SON2-3 dehydrierter Hihne
kann im Vergleich zu normohydrierten Hihnen fiir AVT-ir Neurone keine signifikant
geringere Instensitidt (Differenz 18%, p=0,19) nachgewiesen werden. Die Intensitédt Galanin-ir
Neurone dehydrierter Héhne ist in diesem Bereich jedoch um 88% (p=0,001) signifikant
geringer verglichen mit normohydrierten Hihnen. Wihrend sich im SON3 die gemittelten
Intensititen AVT-ir Neurone zwischen normo- und dehydrierten Hihnen um etwa 29%
(p=0,54) deutlicher unterscheiden als in den vorangegangenen Bereichen, besteht auch hier in
der Intensitit Galanin-ir Neurone ein signifikanter Unterschied zwischen den
Versuchsgruppen. Dehydrierte Hihne weisen im Vergleich zu normohydrierten Hihnen eine
um 75% (p=0,001) geringere Intensitit Galanin-ir Neurone auf. Im SONe normohydrierter
Hiéhne werden in sowohl AVT- als auch Galanin-ir Neuronen geringere Intensitdten als im
SONe dehydrierter Hihnen gemessen. Hierbei unterscheidet sich die gemittelte Intensitit
AVT-ir Neurone um etwa 69% (p=0,009) signifikant. Die gemittelte Intensitdt Galanin-ir
Neurone ist in dehydrierten Hihnen zwar doppelt so hoch verglichen mit normohydrierten
Hihnen, erreicht aber aufgrund hoher individueller Schwankungen keine Signifikanz.
Betrachtet man alle Regionen des SON gemeinsam (SONgesame), ldsst sich fiir AVT-ir
Neurone kein Unterschied in der Intensitdt zwischen den Versuchsgruppen feststellen. Die
gemittelte Intensitdt Galanin-ir Neurone ist in dehydrierten Hdhnen hingegen um etwa 50%
(p=0,19) geringer.

Ebenso wie in den gemittelten Intensitdten Galanin-ir Neurone, lassen sich in deren Anzahl
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen in den einzelnen Regionen des SON feststellen.
Normohydrierte Hihne weisen im SON2-3 die grofite gemittelte Anzahl Galanin-ir Neurone
(44) auf, gefolgt von SON3 (37), SON2 (15) und SONe(5). Bei dehydrierten Hahnen befindet
sich hingegen die maximale gemittelte Anzahl positiv bewerteter Galanin-Neurone im SON2
(15), gefolgt von SON3 (10) und SONe (10). Im Gegensatz zu normohydrierten Héhnen, die
in SON2-3 die grofite Anzahl Galanin-ir Neurone aufweisen, sind im SON2-3 dehydrierter
Tiere die wenigsten Galanin-ir Neurone (7) detektierbar (s. Abb. 5-28.).
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Intensitat AVT- und Galanin-ir Neurone im SON der Hihne

Intensitat
(e2)
o
o

mAVT
@ Galanin

.

CO

SONe

Abb. 5-26: Intensititsvergleich fiir AVT und Galanin in magnozelluldren Neuronen des SON2, SON2-3,
SON3 und SONe normohydrierter (CO) und dehydrierter (DH) Hihne. (***p<0,001; **p<0,01)

Intensitat AVT- und Galanin-ir
Neurone im SONgesamt der Hahne

800
700 T
600 T
500 -

mAVT
@ Galanin

400 -

Intensitat

300 -
200
100 ~

04

CO DH

SONgesamt

Zellzahl magnozelluldrer Galanin-ir
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Abb. 5-27: Gemittelter Intensititsvergleich  fiir
AVT und Galanin in magnozelluldren Neuronen des
SONequme normohydrierter (CO) und dehydrierter
(DH) Hihne.

Abb. 5-28: Vergleich der absoluten Zellzahl Galanin-
ir magnozelluldrer Neurone im SON2, SON2-3, SON3
und SONe normohydrierter (CO) und dehydrierter
(DH) Héhne. (**p<0,001; *p<0,05)
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Normohydrierte Hihne weisen eindeutige Unterschiede in den gemittelten Intensititen AVT-
ir Neurone in den einzelnen Bereichen des SON auf. Die Intensitit AVT-ir Neurone
unterscheidet sich in den Bereichen SON2 und SON2-3 um etwa 20%, kann aufgrund hoher
Schwankungen zwischen den Einzeltieren nicht als signifikant betrachtet werden. Ebenso ist
die Differenz der gemittelten Intensititen AVT-ir Neurone zwischen den Bereichen SON3
und SONe nur gering (17%, p=0,86). Die beiden Bereiche SON2 und SON2-3 weisen
hingegen im Vergleich zu den Bereichen SON3 und SONe signifikante (p<0,001)
Unterschiede auf (s. Tab 5-4). Hierbei wird verglichen mit dem SON2 im SON3 eine um 38%
und im SONe eine um 44% geringere Intensitédt in AVT-ir Neuronen gemessen.

Auch zwischen den einzelnen Bereichen des SON dehydrierter Hahne treten Differenzen in
den gemittelten Intensititen AVT-ir Neurone auf. Hierbei unterscheidet sich der SON3
signifikant von allen anderen Bereichen des SON (s. Tab 5-4). Verglichen mit dem SON2
werden im SON3 um etwa 31% geringere Intensititen in AVT-ir Neuronen gemessen. Ebenso
ist die gemittelte Intensitit im SON3 um etwa 42% geringer verglichen mit der Intensitit im
SON2-3. Im SONe hingegen ist die Intensitat AVT-ir Neurone etwa 2,8fach hoher verglichen
mit dem SON3.

AVT CO DH
Differenz Differenz
Vergleich der p-Wert | Signifikanz der p-Wert | Signifikanz
Mittelwerte Mittelwerte

SON2 vs. SON2-3 180,2 0,418 n.s. 209,4 0,534 n.s.
SON2 vs. SON3 549,9 <0,001 i 541,8 0,008 *
SON2 vs. SONe 492,7 <0,001 i 116,0 0,884 n.s.
SON2-3 vs. SON3 369,7 <0,001 b 3324 0,011 *
SON2-3 vs. SONe 3124 0,001 b 93,4 0,769 n.s.
SONS3 vs. SONe 57,2 0,867 n.s. 425,8 0,001 i

Tab. 5-4: Vergleich der Intensitit AVT-ir Neurone zwischen einzelnen Bereichen des SON normo- (CO) und
dehydrierter (DH) Héhne. (n=3 Tiere pro Versuchsgruppe)

Die Intensitdt Galanin-ir Neurone im SON2-3 normohydrierter Héhne unterscheidet sich
signifikant (p<0,008) von den gemittelten Intensitdten der Bereiche SON3 und SONe (s. Tab
5-5). Der SON2-3 ist zugleich der Bereich mit der hochsten Intensitit Galanin-ir Neurone. Im
Vergleich dazu werden im SON2 um etwa 45%, im SON3 um etwa 55% und im SONe um
etwa 78% geringere Intensitidten Galanin-ir Neurone gemessen.

Dehydrierte Hahne weisen in SONe und SON2 die hochsten gemittelten Intensititen Galanin-
ir Neurone auf. Im SON2 und im SON2-3 werden hingegen um etwa 24% (p<0,018)
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signifikant geringere Intensitdten Galanin-ir Neurone gemessen verglichen mit dem SONe (s.

Tab 5-5).
Galanin (o]0) DH
Differenz Differenz
Vergleich der p-Wert Signifikanz der p-Wert Signifikanz
Mittelwerte Mittelwerte
SON2 vs. SON2-3 96,2 0,264 n.s. 68,4 0,223 n.s.
SON2 vs. SON3 21,3 0,975 n.s. 67,8 0,27 n.s.
SON2 vs. SONe 70,0 0,517 n.s. 7,4 0,997 n.s.
SON2-3 vs. SON3 117,6 0,008 * 0,6 1 n.s.
SON2-3 vs. SONe 166,3 <0,001 i 75,7 0,006 *
SONS3 vs. SONe 48,7 0,464 n.s. 75,1 0,018 *

Tab. 5-5: Vergleich der Intensitit Galanin-ir Neurone zwischen einzelnen Bereichen des SON normo- (CO) und
dehydrierter (DH) Héhne. (n=3 Tiere pro Versuchsgruppe)

5.5.4 Vergleich der Peptidverteilung zwischen den Geschlechtern

Prozentualer Vergleich gemittelter Intensitéiten des SONgesamt

Der Vergleich der absoluten Intensititswerte zwischen den Geschlechtern ist aufgrund der
unterschiedlichen Antikorperkonzentration des primdren AVT-Antikorpers nicht moglich.
Zum immunhistochemischen Nachweis des AVT in coronalen Gehirnschnitten normo- und
dehydrierter Hdhne wurde der primdre Antikorper in einer Verdiinnung von 1:30.000
eingesetzt. Die gleiche Antikorperkonzentration fiihrte bei normohydrierten Hennen zu einer
Antikorper-Akkumulation an beiden Schnittkanten: von den insgesamt 40um Schnittdicke
wurden jeweils nur die duBeren 5-10um angefarbt. Mit einer Antikorperverdiinnung von
1:45.000 wurde eine gleichmifBige Firbung des Schnittes erreicht. Da ansonsten alle
Gehirnschnitte beider Geschlechter wihrend Fixierung und immunhistochemischer
Nachweismethode gleich behandelt wurden, liegt der Grund der bei Hennen auftretenden
Antikorper-Akkumulation im hoheren Peptidgehalt des Gewebes. Die Antikorper-
Konzentration des primdren Antikorpers fiir Galanin wurde ebenfalls so eingestellt, dass sie
zu einer optimaler Firbung (Durchfdarbung der 40um Schnittdicke) der Schnitte fiihrte:

Verdiinnung 1:600 fiir beide Geschlechter.

Setzt man die gemittelten Intensititen magnozelluldrer Neurone des SONgesam: prozentual in
Beziehung, erhédlt man sowohl fiir AVT (bei Hennen) als auch fiir Galanin (bei beiden
Geschlechtern) eine Reduktion der Immunoreaktivitit bei beiden Geschlechtern. Im

Einzelnen betrachtet bedeutet das: Dehydrierte Hennen zeigen eine 52%ige AVT-ir im
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Vergleich zu normohydrierten Hennen (100%). Bei Hihnen verindert sich die AVT-ir nach
48 Stunden Dehydrierung nicht. Die Galanin-ir dehydrierter Hennen entspricht etwa der
Hilfte (50%) der Galanin-ir normohydrierter Hennen. Im Vergleich zu normohydrierten
Hiéhnen (100% Galanin-ir) weisen dehydrierte Hihne eine Reduktion der Galanin-ir um 49%
auf.

Im direkten Vergleich der Geschlechter féllt auf, dass die Verdnderung der gemittelten

Intensititen Galanin-ir Neurone gleichgerichtet ist und mit 48-50% in der Hohe der Reduktion

tibereinstimmen (s. Abb. 5-29.).

Prozentualer Intensitatsvergleich
magnozellularer Neurone im SONgesamt

Intensitat [%]

Hennen Hahne

Abb. 5-29: Prozentualer Intensitéitsvergleich fiir AVT und Galanin in magnozelluldren Neuronen des SONgeqamt
normohydrierter (CO) und dehydrierter (DH) Hennen bzw. Hihne.

Vergleich der durchschnittlichen Zellzahl Galanin-ir Neurone im SONgesam¢

In der durchschnittlichen Zellzahl Galanin-ir Neurone im gesamten SON unterscheiden sich
normohydrierte Hennen und Hihne nicht wesentlich (Hennen: 23; Hihne: 25). Dehydrierte
Hennen hingegen weisen durchschnittlich nur die Hilfte (5) Galanin-ir Neurone im gesamten
SON verglichen mit dehydrierten Hdhnen (10) auf. Auch in der Zellzahl ist in beiden
Geschlechtern eine gleichgerichtete Regulation nach 48 Stunden Dehydrierung erkennbar (s.
Tab. 5.6.), die aufgrund der hohen individuellen Schwankungen jedoch keine Signifikanz

erreicht.
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Hennen Hahne
Behandlung co DH co DH
Zellzahl 23 5 25 10
SEM 8,77 1,29 9,03 1,70
p-Wert 0,086 0,156

Tab. 5-6: Durchschnittliche Zellzahl fiir Galanin-ir Neurone des SON,eqm: normohydrierter (CO) und dehydrierter
(DH) Hennen bzw. Héahne. (n=3 Tiere pro Versuchsgruppe beider Geschlechter)
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6 Diskussion

Wihrend die Rolle des AVT als Regulator des Wasserhaushaltes beim Huhn bereits
eingehend untersucht wurde, gibt es bisher wenige Erkenntnisse zur Funktion des Galanin
innerhalb dieses regulatorischen Systems beim Vogel. Das Vorkommen Galanin-
immunoreaktiver Neurone im SON des Huhns konnte bereits in Untersuchungen zur
Oviposition (KLEIN und GROSSMANN 2008), sowie zur osmotischen Stimulation adulter
Hihne (CABUK, 2007) belegt werden. Zur Verdnderung der hypothalamischen Galanin-
Genexpression nach Dehydrierung hingegen gibt es beim Huhn keine veroffentlichen Daten.

In der vorliegenden Arbeit sollen die Verdnderungen der Genexpression im AVT- und
Galanin-System nach osmotischer Stimulation sowohl auf Peptid- als auch auf
Transkriptebene fiir beide Gene dargestellt werden. Neben osmotisch stimulierten Héhnen,
werden erstmals osmotisch stimulierte Hennen auf die Verdnderung des Galanin-
Peptidgehaltes in magnozelluldren Neuronen des SON untersucht. Da Galanin seine Wirkung
iiber spezifische Rezeptoren ausiibt, wurde ein zusitzliches Augenmerk auf die Galanin-
Rezeptoren Subtyp 1 und 2 gerichtet. Die Existenz einer zweiten Galanin-Transkriptvariante
bei der Wachtel, ldsst auch fiir das Huhn eine weitere Transkriptvariante des Galanin

vermuten.

Folgende Ergebnisse wurden erzielt:

- Osmotische Stimulation fiihrt zu einer Erh6hung der Plasma-AVT-Konzentration,
Osmolalitit und Natriumkonzentration.

- Osmotische Stimulation fiihrt zu einer Veridnderung der AVT- und Galanin-
Immunoreaktivitit in magnozelluldren Neuronen des SON. Hierbei reagieren
einzelnen Bereiche des SON unterschiedlich auf die Stimulation.

- Osmotische Stimulation fiihrt im weiblichen Hypothalamus zu einer Erhohung sowohl
der Galanin mRNA als auch der Galanin Rezeptor Subtyp 1 mRNA.

- Osmotische Stimulation beeinflusst den Ovipositionszyklus der Henne.

- Transkripte der Galanin Rezeptor Subtypen 1 und 2 konnen in unterschiedlichen
Geweben des Huhns nachgewiesen werden.

- Esexistiert eine zuséitzliche Transkriptvariante des Galanin-Vorldauferhormons beim

Huhn und sie kann in unterschiedlichen Geweben des Huhns nachgewiesen werden.
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6.1 Regulation der AVT- und Galanin-Genexpression nach
osmotischer Stimulation

6.1.1 Veranderung der Blutparameter

Osmotische Stimulation fiihrt zu einem Anstieg des Plasma AVT Levels und gleichzeitig zu
einer Erhohung der Osmolalitit. 48 Stunden Dehydrierung resultiert in einer signifikant
erhohten AVT-Konzentration im Plasma (p<0,001) sowie einer signifikant erhohten
Osmolalitit (p<0,001), was auf eine Stimulation des osmoregulatorischen Systems hindeutet.
Als Kontrollparameter dient neben Plasma-AVT-Gehalt und Osmolalitdt auch die Natrium-
Konzentration im Blut. Sowohl Hennen als auch Hihne zeigen nach 48 Stunden
Wasserentzug eine  signifikante Erhohung ihrer Natrium-Werte (p<0,001). Im
Geschlechtervergleich fillt auf, dass normohydrierte Hennen in allen untersuchten
Blutparametern deutlich niedrigere Basal-Level aufweisen als normohydrierte Hdhne. Nach
osmotischer Stimulation ist dieser Unterschied jedoch nicht mehr nachzuweisen. Hierbei
erreichen dehydrierte Hennen im Vergleich zu dehydrierten Hihnen sowohl im AVT-Gehalt
(Hennen: 81,45 + 0,39 pg/ml, Hihne: 71,99 + 6,74 pg/ml) als auch in der Natrium-
Konzentration (Hennen: 174,38 + 1,12 mmol/l, Hihne: 172,01 = 0,31 mmol/l) hohere Werte.
In der Plasma-Osmolalitidt (Hennen: 342,55 + 1,45 mosm/l, Hihne: 333,75 + 0,54 mosm/l)
unterscheiden sich die Werte beider Geschlechter signifikant (p=0,006). Die in der
vorliegenden Arbeit detektierten basalen AVT-Level im Plasma normohydrierter Hidhne
(22,45 £ 2,03 pg/ml) liegen im Vergleich zu bereits verdffentlichten Daten (etwa 10-15
pg/ml) deutlich hoher (KOHLER, 2000; CABUK, 2007). Wihrend CABUK (2007) bei
normohydrierten Hihnen eine Osmolalitit vergleichbar mit den Werten normohydrierter
Hennen nachwies, liegt die Osmolalitiit der in dieser Arbeit verwendeten Hihne mit 312,73 +
0,49 mosm/1 deutlich hoher. KOHLER (2000) hingegen dokumentierte mit etwa 314 mmosm/]
eine vergleichbare Osmolalitit bei normohydrierten, adulten Hdhnen. Im Gegensatz zu
CABUK (2007), deren Experimente (Blutabnahme) um 9 Uhr am Vormittag (3 Stunden nach
Beginn des Lichtzyklus) stattfanden, wurde den Tieren in der vorliegenden Arbeit das Blut
um 15 Uhr am Nachmittag (neun Stunden nach Beginn des Lichtzyklus) entnommen. Fiir das
Séduger-Analog Arginin-Vasopressin ist bei Ratten ein diurnaler Rhythmus der AVP-
Sekretion beschrieben (FORSLING, 1993). Wihrend HUGHES et al. (2006) bei midnnlichen
Salzwasser-Enten im Tagesverlauf einen am Mittag erhohten Plasma-AVT-Spiegel feststellen

konnte, zeigten KISLIUK und GROSSMANN (1995) hingegen fiir adulte Hdhne einen diurnalen
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Rhythmus der Plasma-AVT-Konzentration ausschlieBlich im osmotisch stimulierten System,
nicht aber im normohydrierten Zustand der Tiere. Demnach und im direkten Vergleich zu den
in dieser Arbeit untersuchten normohydrierten Hennen, muss das AVT-System der hier als
Kontrolltiere verwendeten Héahne als bereits aktiviert betrachtet werden. Eine Aktivierung des
AVT-Systems kann durch osmotische Stimulation, aber auch durch Stress erreicht werden.
Eine osmotische Stimulierung sollte iiber den freien Zugang der Tiere zu Wasser
ausgeschlossen ~ werden, dennoch  befinden sich sowohl die Werte der
Natriumionenkonzentration des Blutes als auch der Plasmaosmolalitit an der oberen Grenze
der zu erwartenden basalen Level. Die Aktivierung des AVP/Oxytocin-Systems wird bei
Ratten mit unterschiedlichen Arten des Stresses in Verbindung gebracht. Dazu zihlt neben
physischem  Stress, wie zum Beispiel osmotische Stimulation, Hypoglykédmie
(Unterzuckerung), Blutung und korperliche Anstrengung (FYHRQUIST et al., 1981; BAYLIS
und ROBERTSON, 1980; LANDGRAF et al., 1990, JORGENSEN et al., 2002; SAITO und SOYA,
2003), auch psychologischer Stress (WOTJAK et al., 1998; MA et al., 1999, JORGENSEN et al.,
2002). Immobilisationsstress oder Zwangsschwimmen kann bei Ratten keinen Anstieg der
Plasma-AVT-Konzentration auslosen, fiihrt aber zur Verdnderung des hypothalamischen
AVT-Expression. Eine gleichzeitige Kombination aus physischem und emotionalen Stress
erhoht selektiv die Menge an intracerebral freigesetztem AVP (ENGELMANN et al., 20006).
Vergleicht man die gemessenen Werte fiir Plasma-AVT zwischen Kontrollhdhnen (22,45 +
2,03 pg/ml) und dehydrierten Hdhnen (72,00 + 6,75 pg/ml) kann dennoch von einer
deutlichen Stimulation des osmoregulatorischen Systems nach 48 Stunden Dehydrierung
gesprochen werden. Die Hohe des Plasma-AVT-Gehaltes dehydrierter Hihne unterscheidet
sich von bereits veroffentlichten Daten (KOHLER, 2000; CABUK, 2007). Der Grund dafiir
konnte im bereits erwdhnten diurnalen Rhythmus im stimulierten System liegen. KISLIUK und
GROSSMANN (1995) weisen eine Zunahme der Plasma-AVT-Konzentration von morgens
(halbe Stunde nach Beginn des Lichtzyklus; Tiefpunkt) bis abends (halbe Stunde vor Beginn
des Dunkelzyklus; Hohepunkt) nach. Die gemessene Osmolalitit dehydrierter Hahne liegt mit
333,75 £ 0,54 mosml/l etwa 7% hoher im Vergleich zur Plasmaosmolalitit normohydrierter
Héhne. Auch in anderen Untersuchungen konnte bei Hihnen ein Anstieg der
Plasmaosmolalitidt nach 48 Stunden Dehydrierung in dhnlichen GroBenordnungen (8-11%)
nachgewiesen werden (Kohler, 2000; CABUK, 2007).

Die Resultate des Plasma-AVT-Gehaltes und der Osmolalitit normohydrierter Hennen

stimmen mit bereits veroffentlichten Daten iiberein (SAITO und GROSSMANN, 1998).
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Einhergehend mit verdffentlichen Daten von NOUWEN et al. (1984) konnte in der
vorliegenden Arbeit nach 48 Stunden Dehydrierung weder bei normo- noch bei dehydrierten
Tieren beider Geschlechter eine signifikante Korrelation zwischen Plasma-AVT-Gehalt und
Osmolalitit dokumentiert werden. Andere Autoren hingegen wiesen eine Korrelation der
beiden Blutparameter nach Wasserentzug (ARAD et al., 1985; STALLONE and BRAUN, 1986a)
bzw. in unbehandelten Tieren (ARNASON et al., 1986; CHATURVEDI et al. 2000; ROBINZON et
al. 1990 a, b) nach. Die dokumentierten Korrelationen sind jedoch generell sehr gering. Diese
abweichenden Ergebnisse konnten in unterschiedlichen Rassen, Geschlechtern, Alter und

Haltungsbedingungen der Tiere begriindet sein.

6.1.2 Veranderung der AVT- und Galanin-immunoreaktivitat in
magnozellularen Neuronen des SON

Nach 48 Stunden Dehydrierung zeigen adulte Hennen eine geringere Intensitét in den AVT-
immunoreaktiven (AVT-ir) magnozelluliren Neuronen des SON verglichen mit
normohydrierten Tieren gleichen Geschlechts. Im Vergleich normo- zu dehydrierten Hidhnen
konnte hingegen kein signifikanter Unterschied in der Intensitit AVT-ir Neurone im SON-
sesamt (gemittelt aus allen vier untersuchten Bereichen des SON) nachgewiesen werden.
CHATURVEDI et al. (1994) dokumentierte nach 2 bzw. 4 Tagen Wasserentzug bei Hihnen eine
geringere AVT-ir im SON. Diese verminderte Immunoreaktivitét als Reaktion auf osmotische
Stimulation (Dehydrierung, saltloading) konnte auch bei Ratten beobachtet werden (CHOY
und WATKINS, 1977; MEISTER at al., 1990; AMAYA et al., 1999). REAUX-LE GOAZIGO (2004)
wies sowohl nach 24 als auch nach 48 Stunden Dehydrierung eine signifikant geringere AVP-
ir im SON und PVN der Ratte nach. Vermutet wird darin ein vermehrter axonaler Transport
des synthetisierten Peptids in die Neurohypophyse, um den erhohten Bedarf zu decken. Im
Gegensatz dazu konnte Cabuk (2007) bei adulten Hidhnen eine Zunahme der AVT-ir in
magnozelluldren Neuronen des SON detektieren.

Im Geschlechtervergleich wird deutlich, dass dehydrierte Hennen im SONgeqam: €ine deutliche
Verminderung der AVT-ir aufweisen (48%, p=0,054), im Gegensatz zu dehydrierten Hihnen
(3%, p=0,9). NOUWEN et al. (1984) beobachteten, dass die AVT-Konzentration im Plasma
adulter Hdhne, die nach Beginn der Dehydrierung zunichst ansteigt, nach andauernder
Dehydrierung tiber 72 bis 96 Stunden wieder abfdllt. Eine Tatsache, die mit dem
verminderten Peptid-Gehalt im SON der dehydrierten Hennen einhergehen konnte. Es ist

jedoch auszuschliefen, dass die in dieser Arbeit untersuchten Tiere vor Beginn der
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experimentellen Dehydrierung fiir 48 Stunden bereits einer derartig starken osmotischen
Stimulation ausgesetzt waren. Dieses Ergebnis, gestiitzt durch die gewonnenen Daten der
Blutparameter-Bestimmung, deutet zum einen darauf hin, dass Hennen verglichen mit
Hiéhnen stiarker auf den osmotischen Stimulus reagieren. Der Grund dafiir mag die zusitzliche
Belastung durch die Eiablage und dem damit einhergehenden Wasserverlust sein. Zum
anderen konnte die Ursache der gleich bleibenden Intensitit AVT-ir Neurone im SON
dehydrierter Hiahne in der bereits vermuteten Aktivierung des AVT-Systems der Kontrolltiere
liegen.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass nicht alle Bereiche des SON gleich auf den osmotischen
Stimulus reagieren. Sowohl bei dehydrierten Hennen als auch bei dehydrierten Hihnen ist
verglichen mit den jeweiligen Intensitidten normohydrierter Tiere die Verdnderung der AVT-ir
(Intensitdt der Fluoreszenz-Strahlung) in den Bereichen SON2, SON2-3 und SON3
gleichgerichtet. Wihrend die Verminderung der Intensitit AVT-ir Neurone in den Bereichen
SON2 (64%), SON2-3 (37%) und SON3 (52%) dehydrierter Hennen signifikant ist,
vermindert sich die gemittelte Intensitit AVT-ir Neurone in den gleichen Bereichen des SON
dehydrierter Hdahne nur gering (SON2: 12%, SON2-3: 18% und SON3: 29%; p>0,05). Eine
Ausnahme bildet der Bereich SONe. Hier kann bei dehydrierten Hennen eine Verminderung
der AVT-ir um 38% (p=0,076) nachgewiesen werden, dehydrierte Hihne zeigen in diesem
Bereich jedoch eine um 69% (p=0,009) signifikant hohere Intensitit verglichen mit Hihnen
der Kontrollgruppe. Bisher wurden keine Daten zur AVT-ir speziell im SONe des Huhns,

weder unter Kontrollbedingungen noch unter Stimulation, veroffentlicht.

Neben AVT wird auch Galanin in den magnozelluliren Neuronen des SON weiblicher und
minnlicher Hiihner synthetisiert. Im SON normohydrierter Hennen konnen Galanin-
immunoreaktive (Galanin-ir) magnozelluldre Neurone nachgewiesen werden. KLEIN et al.
(2006) zeigten im SON adulter Legehennen eine signifikant hohere Anzahl Galanin-ir
Neurone verglichen zu adulten Hihnen. Auch im SON der ménnlichen Kontrolltiere kann
Galanin-ir in magnozelluliren Neuronen nachgewiesen werden. Im Vergleich der
Geschlechter unterscheidet sich die durchschnittliche Zellzahl Galanin-ir Neurone im
gesamten SON kaum (Hennen: 23 Zellen, Héhne: 25 Zellen). Im Gegensatz dazu konnte
CABUK (2007) nur im SON dehydrierter Hihne Galanin-ir Neurone detektieren, wihrend im
SON normohydrierter Hihne Galanin-ir in magnozelluliren Neuronen vollig fehlte. Diese
Diskrepanz konnte einerseits durch eine Aktivierung des Galanin-Systems durch Stress der in

dieser Arbeit verwendeten Kontrolltiere erkldrt werden. Bei Ratten sind Verdnderungen der
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Galanin-Expression im Zentralnervensystem, ausgelost durch unterschiedliche Stressoren,
belegt (SWEERTS et al., 1999; SERGEYEV et al., 2005). Andererseits weisen aber auch KLEIN et
al. (2006) Galanin-ir Neurone, wenngleich eine deutlich geringere Anzahl, im SON
normohydrierter Hahne nach. In beiden Fillen (KLEIN et al. 2006; CABUK, 2007) wurden
Hdhne am Vormittag etwa drei Stunden nach Beginn des Lichtzyklus untersucht.
AKABAYASHI et al. (1994) konnten einen diurnalen Rhythmus der Galanin-Synthese im
Gehirn von Ratten nachweisen. Im SON zeigte sich im Galanin-Peptidgehalt ein Anstieg nach
Beginn (18 Uhr) des Dunkelzyklus mit einem Hochstwert um 24 Uhr und gefolgt von einer
raschen Abnahme mit einem Tiefpunkt um 3 Uhr. Drei Stunden vor und nach Beginn des
Lichtzyklus (6 Uhr) blieb der Galanin-Gehalt im SON auf einem niedrigen Level. XU et al.
(1999) weisen ebenfalls bei Ratten einen diurnalen Rhythmus in der hypothalamischen
Galanin-Transkription nach mit steigenden mRNA-Leveln wéhrend des Licht- und fallenden
mRNA-Leveln wihrend des Dunkelzyklus. Bei Ratten handelt es sich im Gegensatz zu
Hiihnern jedoch um nachtaktive Tiere, die vorwiegend nachts Futter und Wasser aufnehmen.
Fraglich bleibt, ob tagaktive Hiihner, die einen uneingeschrinkten Zugang zu Wasser und
Futter haben, ebenfalls einen diurnalen Rhythmus in der hypothalamischen Galanin-Synthese
aufweisen.

Nach 48 Stunden Dehydrierung zeigen sowohl Hennen als auch Hihne eine etwa 50
prozentige Verminderung der Galanin-ir im SONgesame (p<0,19). Auch bei der Ratte wurde
nach osmotischer Stimulation eine Verminderung der Galanin-ir in SON und PVN
nachgewiesen (KOENIG et al., 1989; SKOFITSCH et al., 1989; MEISTER et al., 1990). CABUK
(2007) dokumentiert erst nach einer osmotischen Stimulation von 48 Stunden Galanin-ir
Neurone im SON adulter Hiahne. Eine Zunahme der Galanin-ir nach Langzeit-Dehydrierung
konnte bisher hauptsédchlich in Nagern nachgewiesen werden, die in Trockengebieten (Wiiste)
beheimatet sind (BRIDGES und JAMES, 1982; RAJI und NORDMANN, 1994). So zeigten LACAS-
GERVAIS et al. (2003) bei der kleinen Nacktsohlenrennmaus (Taterillus gracilis), die wihrend
der trockensten Monate einen Pseudo-Sommerschlaf hélt, nicht nur fiir Galanin, sondern auch
fir AVP eine Zunahme der Immunoreaktivitit nach acht Tagen Dehydrierung. Wohingegen
die nordwestliche Fettmaus (Steatomys caurinus), die ebenfalls in afrikanischen
Trockengebieten beheimatet ist, nach acht Tagen Dehydrierung ebenso wie Ratten eine
Verminderung der AVP- und Galanin-ir in den magnozellulidren Neuronen des SON aufweist
(LACAS-GERVAIS et al., 2003).

Fiir Galanin fanden ebenfalls genauere Untersuchungen in den einzelnen Bereichen des SON

statt. Wie schon in AVT-ir Neuronen ist auch in Galanin-ir Neuronen der Bereiche SON2,
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SON2-3 und SON3 die Verdnderung der gemittelten Intensititen in beiden Geschlechtern
gleichgerichtet. Dehydrierte Tiere beider Geschlechter zeigen eine Verminderung der
Galanin-ir. Hennen weisen nach 48 Stunden Wasserentzug im SON2 (15%) und SON3 (28%)
eine signifikant geringere Intensitdt Galanin-ir Neurone auf (p<0,018). Wihrend sich die
gemittelte Intensitdt im SON2-3 hingegen kaum (95%, p=0,88) veridndert, kann auch im
SONe (67%) dehydrierter Hennen eine geringere Intensitit Galanin-ir Neurone nachgewiesen
werden. Diese erreicht jedoch aufgrund individueller Schwankungen der Einzeltiere keine
Signifikanz. Dehydrierte Hihne zeigen im Vergleich zu normohydrierten Héahnen eine geringe
Verminderung der Galanin-ir im SON2 (77%, p=0,53), eine signifikante Verminderung
jedoch in SON2-3 (11%, p=0,001) und SON3 (25%, p=0,001). Ebenso wie fiir die Intensitit
AVT-ir Neurone kann im SONe dehydrierter Hihne eine Erh6hung der Intensitdt Galanin-ir
Neurone um etwa 107% (p=0,08) verglichen mit Hidhnen der Kontrollgruppe festgestellt

werden.

Neben den Intensititsmessungen wurde zusitzlich die Zellzahl Galanin-ir Neurone in den
einzelnen Bereichen des SON bestimmt. Hierbei zeigt der Wasserentzug fiir 48 Stunden
erneut bei Hennen (23 Zellen CO, 5 Zellen DH) eine groBere Wirkung im Vergleich zu
Héhnen (25 Zellen CO, 10 Zellen DH). Der Geschlechtsdimorphismus im Bereich SONe, der
sich in den unterschiedlich gerichteten Immunoreaktivititen beider Peptide zeigt, setzt sich
auch in der Zellzahl Galanin-ir Neurone fort. Wihrend normohydrierte Hennen im SONe
durchschnittlich acht Galanin-ir Zellen aufweisen, sinkt die durchschnittliche Anzahl jener
Zellen in dehydrierten Hennen auf 4. Hingegen steigt die Zahl Galanin-ir Neurone bei Hihnen
von 5 (normohydriert) auf 10 (dehydriert) im gleichen Bereich des SON. Auch beziiglich der
Galanin-Synthese wurden bisher keine Daten veroffentlich, die sich explizit auf die
Neuronengruppe im SONe des Huhns beziehen. Die bereits zitierten Arbeiten von CABUK
(2007) und KLEIN et al. (2006) untersuchen ausschlieflich den SONvm auf AVT- und
Galanin-Peptid-Gehalt, nicht aber den SONe.

Die Resultate der vorliegenden Arbeit zeigen, dass es beim Huhn in der Galanin/AVT-Peptid-
Synthese im Bereich des SONe einen sexuellen Dimorphismus gibt. Ein
Geschlechtsdimorphismus im AVT/Galanin-System wurde fiir das Huhn bereits im BSTM
(bed nucleus of the stria terminalis medialis) festgestellt (JURKEVICH et al., 1999;
GROSSMANN et al., 2002; KLEIN et al., 2006). Wihrend adulte Hidhne sowohl AVT als auch

Galanin im BSTM synthetisieren, kann dort keines der beiden Peptide in adulten Hennen
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nachgewiesen werden. Eine osmotische Stimulation hat keinerlei Auswirkungen auf die
Peptidsynthese im BSTM beider Geschlechter. Wihrend der Geschlechtsdimorphismus im
BSTM also unter Normalbedingungen vorhanden ist, wird der Unterschied zwischen den
Geschlechtern im SONe erst nach osmotischer Stimulation erkennbar. Normohydrierte
Hennen und Hidhne weisen im SONe eine durchschnittlich schwichere AVT-ir als in SON2
und SON2-3, hingegen eine stirkere AVT-ir als in SON3 auf. Auch die durchschnittliche
Galanin-ir ist bei beiden Geschlechtern im SONe der Kontrolltiere sehr gering.

Bleibt die Frage, ob die Erhohung der AVT- und Galanin-ir im SONe dehydrierter Héhne
durch osmotische Stimulation hervorgerufen wird. Im aufregulierten AVT-System der
osmotisch stimulierten H#hne kann anhand der Plasma-AVT-Konzentrationen nicht
nachvollzogen werden, ob diese Tiere zusitzlichem Stress ausgesetzt waren oder nicht.
Zukiinftige Untersuchungen zur Regulation des AVT/Galanin-Systems durch andere
physiologische Stimulationen wie Oviposition oder Futterentzug, sowie Untersuchungen zur
Auswirkung unterschiedlicher Stressoren auf die AVT- und Galanin-Expression sollten den

SON pars externalis mit einbeziehen.

Der Vergleich der einzelnen Regionen des SON innerhalb einer Versuchsgruppe (eines
Geschlechts) zeigt, dass nicht alle Bereiche, die gleiche Intensitit AVT- bzw. Galanin-ir
Neurone aufweisen, und dass eine osmotische Stimulation unterschiedliche Auswirkungen auf
die einzelnen Bereiche hat. Sowohl in normo- als auch in dehydrierten Hennen existiert
zwischen SON3 und SON2-3 ein signifikanter Unterschied in der Intensitdt AVT-ir Neurone
(p<0,002). Der in normohydrierten Hennen signifikante Unterschied zwischen den Bereichen
SON3 und SON2 (p=0,018), geht im aufregulierten AVT-System verloren. Betrachtet man im
SON2 hierzu vergleichend die Intensitdt AVT-ir Neurone beider Versuchsgruppen, stellt man
fest, dass hier die grofite Differenz zu verzeichnen ist. Bei Hennen verindert sich die AVT-ir
nach 48stiindiger Dehydrierung somit am stirksten im SON2. In der Intensitit Galanin-ir
Neurone ldsst sich hingegen weder bei normo- noch bei dehydrierten Hennen eindeutige
Unterschiede zwischen den Bereichen des SON feststellten. Zwar lassen sich rechnerisch
Differenzen der gemittelten Intensititen bestimmen, doch ist die individuelle Schwankung

zwischen den Einzeltieren einer Gruppe zu grof3, um signifikante Unterschiede zu erreichen.

Die Intensitit AVT-ir Neurone normohydrierter Hidhne unterscheidet sich zwischen den
Bereichen SON2 bzw. SON2-3 und den Bereichen SON3 bzw. SONe signifikant (p<0,001).

Im osmotisch stimulierten AVT-System geht der Unterschied zwischen SONe und den
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Bereichen SON2 bzw. SON2-3 verloren. Auch fiir die Intensitdt Galanin-ir Neurone lassen
sich sowohl bei normo- als auch bei dehydrierten Hdhnen signifikante Differenzen einzelner
Bereiche feststellen. Wahrend sich bei normohydrierten Hidhnen der SON2-3 von den
Bereichen SON3 bzw. SONe unterscheidet, geht der Unterschied zwischen SON2-3 und
SON3 nach 48 Stunden Dehydrierung verloren. In dehydrierten Hihnen unterscheidet sich
stattdessen der SONe zuitzlich vom SON3. Im Gegensatz zu Hennen kann bei Hihnen nach
osmotischer Stimulation in den Bereichen SON2, SON2-3 und SON3 keine eindeutige
Anderung der Intensititsverhiltnisse zueinander festgestellt werden. Die Verminderung der
Intensitdt Galanin-ir Neurone ist im SON2-3 dehydrierter Hihne verglichen mit den anderen
Bereichen am hochsten. Eine Ausnahme bildet auch hier die gegensitzliche Veridnderung
AVT- und Galanin-ir Neurone im SONe verglichen mit den anderen Bereichen des SON

dehydrierter Héhne.

6.1.3 Veranderung der AVT- und Galanin-Genexpression im
Hypothalamus

Mittels realtime PCR und Northern Blot Analyse wurde in der vorliegenden Arbeit die
Verinderung der AVT- und Galanin-mRNA nach 48 Stunden Dehydrierung sowohl im
weiblichen als auch im ménnlichen Hypothalamus des Huhns untersucht. Hierbei zeigte sich,
dass Hennen auf den Wasserentzug mit einer signifikanten Erhohung der Galanin-mRNA
(21%) und der GalR1-mRNA (27%) reagieren. Eine Erhohung der AVT-mRNA um
gemittelte 40% konnte jedoch nicht statistisch abgesichert werden (p>0,05). Die Northern
Blot Analyse der Gesamt-RNA des weiblichen Hypothalamus zeigt ebenfalls eine Erhohung
der AVT mRNA um 42,4%. Jedoch sind auch hierbei die individuellen Schwankungen zu
grof3, um eine Signifikanz zu erreichen (p>0,05). Fiir Galanin mRNA kann mittels Northern
Blot-Analyse, verglichen mit der realtime PCR, eine deutlich stirkere Verdnderung
(Erhohung um 44,7%) dokumentiert werden. Im Gegensatz zur realtime PCR wird hierbei
jedoch keine Signifikanz erreicht (p>0,05).

Auch bei den Hiahnen wird mittels realtime PCR fir AVT-mRNA keine signifikante
Veridnderung nachgewiesen. Der hypothalamische AVT-mRNA-Gehalt dehydrierter Tiere im
Northern Blot ist sogar um 26,6% (p=0,28) geringer verglichen mit normohydrierten Tieren.
Eine eindeutige Verdnderung des Galaningens kann weder iiber PCR (Erhohung des mRNA-
Gehaltes um 38% bei p=0,11) noch iiber Northern Blot (Verminderung des mRNA-Gehaltes
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um 13,4% bei p=0,98) nachgewiesen werden. Die individuellen Schwankungen sind fiir eine
gesicherte Aussage zu grof3.

Es bleibt festzustellen, dass in den Resultaten eine Diskrepanz zwischen den eingesetzten
Nachweisverfahren herrscht. Wéhrend sich bei Hennen die Ergebnisse aus beiden
verwendeten Methoden im Nachweis der AVT mRNA &hneln, gibt es deutliche Unterschiede
fiir die Verdnderungen des hypothalamischen Galanin mRNA-Gehaltes. Bei Hidhnen kann
weder mittels Realtime PCR noch mittels Northern Blot-Analyse eine signifikante
Verinderung der beiden Zielgene festgestellt werden. Hierbei schwanken die
Einzeltiermessungen um rechnerische Mittelwerte jedoch in unterschiedliche Richtungen. Die
Ursachen hierfiir konnten zum einen in der unterschiedlichen Sensibilitit der Methoden
gesucht werden, zum anderen in den verwendeten Referenzgenen. Wihrend die realtime PCR
bereits kleinste Unterschiede in der Genregulation sichtbar macht, stiitzt sich zusitzlich die
Normalisierung der Zielgene auf die mRNA zweier unterschiedlicher Referenzgene. Die
Northern Blot Analyse hingegen bediente sich in diesem Fall nur eines Referenzgens, wobei
es sich zudem um ribosomale RNA handelt. Als Referenzgene werden grundsitzlich solche
eingesetzt, deren Expression a) in jeder Zelle des zu untersuchenden Gewebes auf gleichem
Niveau zu erwarten ist und b) unter den gewihlten Versuchsbedingungen nicht reguliert wird.
Dies trifft fiir alle in der vorliegenden Arbeit klonierten/verwendeten Referenzgene zu. Fiir
die Analyse mittels realtime PCR wurde zusitzlich darauf geachtet, das der mRNA-Gehalt
der Referenzgene in einem dhnlichen Bereich des mRNA-Gehaltes der Zielgene liegt. Fiir die
Northern Blot Analyse hingegen wurde ein Referenzgen ausgewihlt, von dem in erster Linie
ein eindeutiges (starkes) Signal zu erwarten war. Um eine bessere Vergleichsmoglichkeit zu
haben, konnte eine zukiinftige Northern Blot Analyse entweder mit einem geringer
exprimierten Referenzgen oder gar mit mehreren Referenzgenen durchgefiihrt werden.
Verinderungen der AVT-Genexpression nach osmotischen Stimuli wurden beim Vogel
bereits von mehreren Autoren dokumentiert. Osmotischer Stress verursacht durch sowohl
Dehydreriung als auch saltloading resultiert in einem Anstieg hypothalamischer AVT-mRNA
(MUHLBAUER et al., 1992; CHATURVEDI et al., 1996 und 1997; SETH et al., 2004). Mittels In
Situ-Hybridisierung wurde eine Zunahme AVT exprimierender Neurone sowohl im SON als
auch im PVN adulter Hiihner nachgewiesen, nachdem diese zwei bzw. vier Tage eine 2%ige
Kochsalzlosung zu trinken bekamen (CHATURVEDI et al. 1997). Neben der erhohten
Neuronenzahl, zeigte sich im PVN auch eine erhohte Menge an AVT-mRNA pro Neuron.

MUHLBAUER et al. (1992) wiesen mittels Northern Blot-Analyse bei Legehennen einen
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60%igen Anstieg der AVT-mRNA nach zwei Tagen Dehydration und einen 40%igen Anstieg
nach 5 Tagen saltlaoading (2% NaCl) nach.

In der vorliegen Arbeit zeigt sich ein Unterschied in der AVT-Genexpression zwischen den
Geschlechtern. Hennen reagieren nach 48 Stunden Wasserentzug mit einem Anstieg der
AVT-mRNA im Hypothalamus, wihrend bei Hihnen keine Verdnderung des mRNA-
Gehaltes festgestellt werden kann. CHATURVEDI et al. (2000) wiesen einen
Geschlechtsdimorphismus in der AVT-Genexpression nach Dehydrierung in der japanischen
Wachtel nach. 4 Tage Wasserentzug fiihrten bei weiblichen Wachteln zu einem 3,5fachen
Anstieg der hypothalamischen AVT-mRNA, wihrend bei ménnlichen Wachteln nur ein
2,5facher Anstieg zu verzeichnen war. Ursdchlich fiir diesen Unterschied konnte die
zusitzliche Belastung der Henne durch die Eiablage und einem damit einhergehenden
erhohten Wasserverlust sein. Die Aufregulation der AVT-Genexpression erfolgt bereits nach
wenigen Stunden. SAITO und GROSSMANN (1998) konnten in adulten Legehennen nach 8
Stunden Dehydrierung parallel zu einem Anstieg der Plasma-AVT-Konzentrationen einen
Anstieg der hypothalamischen AVT-mRNA nachweisen. Neben der Vermehrung der AVT-
mRNA als Reaktion auf einen osmotischen Stimulus wird die mRNA durch eine Poly-A-
Schwanz-Verldngerung zusitzlich stabilisiert. CHATURVEDI et al. (1997) wies bei
dehydrierten Hdhnen neben einem 2,3fachen Anstieg der AVT-mRNA gleichzeitig ein um
100bp verldngertes AVT-Transkript nach. In der vorliegenden Arbeit zeigen Héhne nach 48
Stunden Dehydrierung jedoch keine signifikante Anderung der AVT-Expression. Das legt die
Vermutung nahe, dass es sich bei den verwendeten Kontrolltieren tatséchlich um Tiere
handelte, deren AVT-System bereits aktiviert war. Ein weiteres Indiz dafiir ist das Ergebnis
der Einzeltiermessung im Northern Blot. Hier schwankt der Gehalt an AVT mRNA
normohydrierter Hahne zwischen 65 und 160% (Mittelwert der Gruppe = 100%).

Die Galanin-Genexpression nach osmotischer Stimulation wurde auf Transkriptebene beim
Vogel bisher noch nicht untersucht. Auch hier stellt die vorliegende Arbeit einen Unterschied
zwischen den Geschlechtern fest. Wihrend Héhne fiir Galanin nach 48 Stunden keine
eindeutige Regulation erkennen lassen, zeigen Hennen einen signifikanten Anstieg der
hypothalamischen Galanin-mRNA. Die fehlende Zunahme des hypothalmischen Galanin
mRNA-Gehaltes dehydrierter Hihne im Vergleich zu den Kontrolltieren ldsst auch hier eine
Aktivierung des AVT/Galanin-System der Kontrolltiere zum Zeitpunkt des Versuchs

vermuten.
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Eine osmotisch stimulierte Verdnderung der Galanin-Genexpression wurde indes ausfiihrlich
am Sduger untersucht. Galanin-mRNA und Galanin-Peptid sind im ZNS der Ratte weit
verbreitet. Auch in magnozelluldren, AVP-synthetisierenden Neuronen des SON und PVN
kann Galanin nachgewiesen werden (MELANDER et al., 1986, SKOFITSCH et al., 1989). Zudem
stehen die magnozelluldren Neurone mit Galanin-haltigen Fasern iiber Synapsen in Kontakt
(LANDRY et al., 2000). Galanin inhibiert die elektrische Aktivitit dieser Neurone (PAPAS und
BOURQUE, 1997) und damit die durch osmotische Stimulation indizierte AVP-Sekretion und
Biosynthese (KONDO et al., 1993; LANDRY et al., 1995). Gleichzeitig ist sowohl nach
Dehydrierung als auch nach saltloading ein Anstieg der Galanin-Transkripte ( MEISTER et al.,
1990, SKOFITSCH et a., 1989) und eine Erhohung der GalR1-mRNA in PVN und SON der
Ratte zu beobachten (LANDRY et al., 1998; BURAZIN et al., 2001). Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass nach osmotischer Stimulation Galanin iiber einen negativen Feedback-
Mechanismus die AVP-Abgabe moduliert.

Um zu iiberpriifen, inwieweit das hypothalamische Galanin-System des Huhns auf einen
osmotischen Stimulus reagiert, wurde neben der Galanin mRNA zusitzlich die mRNA der
Galanin-Rezeptor Subtypen 1 und 2 nachgewiesen. Wihrend dehydrierte Hihne im Vergleich
zu den minnlichen Kontrolltieren erneut keine signifikante Anderung beider Rezeptoren
nachweisen, erhoht sich nach 48 Stunden Dehydrierung der Gehalt an Gal-R1-mRNA im
weiblichen Hypothalamus signifikant um 27 Prozent. Jedoch wird Gal-R2-mRNA auch in
weiblichen Hypothalamus nicht signifikant verdndert, was mit den Ergebnissen BURAZIN et
al. (2001) tibereinstimmt: Sie konnten eine Verdnderung der Gal-R2-mRNA, die
ausschlieBlich im parvozelluliren PVN vorkommt, nach 4 Tagen Futterentzug, nicht aber
nach 4 Tagen Wasserentzug in der ménnlichen Ratte nachweisen. BURAZIN et al. (2001)
dokumentierten aulerdem einen Anstieg der Gal-R1-mRNA im magnozellularen SON und im
sowohl magnozelluldren als auch parvozelluldren Teil des PVN nach 4 Tagen Dehydrierung

bzw. 4 Tagen saltloading (2% NaCl im Trinkwasser).

Aus den bisher dargestellten Ergebnissen ergibt sich die Frage, welche Funktion Galanin in
der Regulation des Wasserhaushaltes iibernimmt. CABUK (2007) zeigte als Erste einen
Anstieg des Galanin-Peptidgehaltes in magnozelluliren Neuronen des SON adulter Hihne
nach 48 Stunden Dehydrierung. Im SON normohydrierter Hihne konnte sie jedoch keine
Galanin-Immunoreaktivitit nachweisen. Gleichzeitig dokumentierte CABUK (2007) einen
deutlichen Anstieg des AVT-Peptid-Gehaltes im SON dehydrierter Hihne. Im Gegensatz

dazu konnte in der vorliegenden Arbeit bei dehydrierten Hdhnen keine Veridnderung der
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AVT-ir, aber eine Verminderung der Galanin-ir im SONgeame Nachgewiesen werden. Hennen
zeigen sowohl fiir AVT als auch fiir Galanin eine Verminderung der Immunoreaktivitdt nach
48 Stunden Wasserentzug. Auffillig ist, dass sowohl bei CABUK (2007) als auch in der
vorliegenden Arbeit die Anderung der Immunoreaktivititen fir AVT und Galanin
gleichgerichtet verlaufen. Eine gleichgerichtete Verdnderung der beiden Peptide nach
osmotischer Stimulation konnte auch bei Afrikanischen Wiisten-Nagern (LACAS-GERVAIS et
al., 2003) und Ratten (Meister et al., 1990) nachgewiesen werden. Gleichzeitig zur
verminderten AVT- und Galanin-Immunoreaktivitdt wurde in der vorliegenden Arbeit eine
signifikante Aufregulation der Galanin und Galanin-Rezeptor Subtyp 1 (GalR1) mRNA im
Hypothalamus dehydrierter Hennen nachgewiesen. Auch bei der Ratte konnte eine
Aufregulation der Galanin- und GalR1-Genexpression nach osmotischer Stimulation
beobachtet werden (MEISTER et al., 1990).

Beim Séduger haben zahlreiche Untersuchungen zur Funktion des AVT/Galanin-Systems
stattgefunden. LANDRY et al (2000) zeigten eine reduzierte Wasseraufnahme bei Ratten nach
zentraler Galanin-Induktion. Desweiteren konnte mit der gleichen Methode fiir Galanin eine
Inhibition der AVP-Expression in SON und PVN und eine Reduktion der AVP-Freigabe
(KoNDO et al., 1993) dokumentiert werden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen
vermuten, dass Galanin im Kontrolltier inhibierend auf die AVT-Freisetzung im SON wirken
konnte. Nach osmotischer Stimulation zeigen dehydrierter Hennen, neben einer verminderten
AVT-ir, auch eine verminderte Galanin-ir in den magnozelluliren Neuronen des SON.
Wihrend beim Sduger durch Galanin-Injektion, d.h. einer Erhohung des Galanin-
Peptidgehaltes eine Reduktion der Vasopressin-Freisetzung bewirkt wird, konnte im
Umkehrschluss die verminderte Galanin-ir im SON dehydrierter Hennen, eine verstirkte
Freisetzung des AVT aus diesem Bereich ermoglichen: Der deutlich erhohte Plasma-AVT-
Gehalt nach 48 Stunden Dehydrierung konnte einen erhohten Transport des Vasotocins aus
dem Soma der magnozelluldren Neurone des SON in die Endterminalen der Neurohypophyse
bedeuten, was die verminderte AVT-ir im SON dehydrierter Hennen erklidren wiirde. Um eine
solche Aussage zu stiitzen, miissten weiterfilhrenden Untersuchungen zum axonalen
Transport der beiden Neuropeptide in die Neurohypophyse normo- bzw dehydrierter Tiere
durchgefiihrt werden. MEISTER et al (1990) wiesen bei Ratten nach 4 Tagen saltloading eine
Verminderung der AVT- und Galanin-ir sowohl im SON und PVN als auch in der
Neurohypophyse nach. Gleichzeitig stellten sie eine Erhohung des mRNA-Gehaltes beider
Gene in SON und PVN fest. In Ratten konnte nach 7 Tagen saltloading eine deutliche

Verminderung der AVP-ir nicht nur im Soma, sondern auch in den Axonen magnozellulirer
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Neurone des SON und PVN festgestellt werden (DELLMANN et al., 1988). MINK et al. (1986)
wiesen bei Ratten (nach Adrenalektomie) nach einer osmotischen Stimulation eine deutlich
verminderte AVP- und Oxytocin-ir in der inneren Zone der Eminentia mediana nach.

Desweiteren konnten Untersuchungen zur Rehydrierung nach osmotischer Stimulation

weitere Erkldrungen zur Funktion des Galanin in der Modulation des AVT-Systems liefern.

6.2 Einfluss der Dehydrierung auf Ovulation/Ovipositionszyklus
der Henne

Im weiblichen Tier reguliert Arginin-Vasotocin nicht nur den Wasserhaushalt, sondern auch
die Eiablage. Mehrere Autoren konnten nachweisen, dass die Oviposition bei der Henne mit
einem kurzfristigen Anstieg des Plasma-AVT-Gehaltes assoziiert ist (JURKEVICH et al., 2001;
PANZICA et al., 2001; NOUWEN et al., 1984; TANAKA et al., 1984, SHIMADA et al., 1986).
Schon RzAsA (1978) beschrieb eine Kontraktion der Uterusmuskulatur als Reaktion auf AVT,
die vermutlich iiber die Bindung des Hormons an seinen Rezeptor ausgelost wird. Die Frage
ist, ob sich der aufgrund eines osmotischen Stimulus erhohte Plasma-AVT-Gehalt zusitzlich
auf die Oviposition auswirkt. Wihrend sich die Eier der in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Kontrolltiere 9 Stunden nach Beginn des Lichtzyklus alle bereits in oder kurz
vor der Schalendriise befanden, konnte bei 50% der dehydrierten Hennen eine Verzogerung
des Ovipositionszyklus bzw. der Ovulation festgestellt werden: Bei einer der acht
dehydrierten Hennen befand sich das Ei (Eidotter + Eiklar) noch im Magnum, bei drei
dehydrierten Hennen hatte noch keine erneute Ovulation stattgefunden. Eine natiirliche
Legepause dieser Tiere ist nicht grundsitzlich auszuschliefen, doch nach Beobachtung ihrer
Legeleistung seit Legebeginn eher unwahrscheinlich. Neben der Regulation der Oviposition
vermutet man fiir AVT auch eine Funktion im Zusammenhang mit der Ovulation. SHIMADA et
al. (1986) wiesen nach Induktion einer Ovulation durch Lutinisierendes Hormon-Releasing
Hormon (LH-RH) einen signifikanten Anstieg des AVT-Gehaltes im Blut nach. Dieser blieb
jedoch unterhalb des Oviposition-auslosenden Levels.

Gleichzeitig ist bekannt, dass sowohl im Uterus als auch im Ovar legender Hennen AVT lokal
gebildet wird (SETH et al., 2004; SAITO et al., 1990). SAITO und GROSSMANN (1999) wiesen
mittels RT-PCR geringe Mengen AVT mRNA in Ovar und Uterus nach. Bisher ist jedoch
unklar, inwieweit das im Reproduktionstrakt synthetisierte AVT gemeinsam mit dem
zirkulierenden Peptid Einfluss auf Ovulation und Oviposition nimmt, oder ausschlieBlich als

parakriner Regulator des Reproduktionssystems agiert. KLEIN und GROSSMANN (2008)
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zeigten im SON adulter Legehennen kurz vor der Oviposition einen deutlichen Anstieg und
nach der Oviposition einen erneuten Abfall der AVT-Immunoreaktivitit. Kurz nach der
Oviposition konnten sie zudem eine erhohte Kolokalisation der Galanin- und AVT-
Immunoreaktivitdt in den magnozelluliren Neuronen des SON feststellen. SETH et al (2004)
konnten parallel zu einem Anstieg der hypothalamischen AVT-mRNA einen Anstieg der
AVT-Rezeptor 1 (VT1) mRNA im Uterus kurz nach der Oviposition nachweisen. Neben
einer signifikanten Erhohung des Plasma-AVT-Gehaltes zum Zeitpunkt der Oviposition, war
hierbei keine Veridnderung der Osmolalitit nachzuweisen.

Trotz einer Erhohung des Plasma-AVT-Spiegels dehydrierter Hennen kann wéhrend den
ersten 11 bis 35 Stunden ohne Zugang zu Wasser keine eindeutige Unregelméfigkeit in der
Eiablage beobachtet werden. Dennoch bleibt eine Langzeitwirkung des permanent erhohten
AVT-Gehalts im Blut dehydrierter Hennen nicht auszuschlieBen. Neben dem hormonellen
Einfluss des AVT auf Ovulation/Oviposition wihrend einer Dehydrierung, steigt mit der
Eiablage zusitzlich der Wasserverlust. Nicht nur das Eidotter besteht zu 50% aus Wasser; zur
Bildung der Kalkschale in der Schalendriise wird ebenfalls Wasser benotigt. Es scheint somit
unabdingbar, mit fortlaufender Dauer eines Wassermangels auf SparmalBnahmen
zuriickzugreifen und die Reproduktion zu verlangsamen, wenn nicht gar einzustellen. Derart
progressive Dehydrierungen von bis zu 96 Stunden wurden bisher nur an Hiéhnen
durchgefiihrt (NOUWEN et al., 1984; ROBINZON et al. 1990). Somit gibt es bisher keine Daten

iber eine Veridnderung der Legetitigkeit im weiteren Zeitverlauf einer Dehydrierung.

6.3 Nachweis der Galanin-Rezeptoren Typ 1 und Typ 2 in
unterschiedlichen Geweben

Das Vorkommen der Galanin Rezeptoren Typ 1 (GalR1) und Typ 2 (GalR2) in
unterschiedlichen Geweben wurden bislang am ausfiihrlichsten in der Ratte untersucht. In der
vorliegenden Arbeit werden erstmals GalR1 und GalR2 mRNA des Huhns (Gallus gallus) in
unterschiedlichen Geweben nachgewiesen.

Beim Huhn kann GalR1 mRNA im Gehirn, genauer im Hypothalamus, aber auch in Niere,
Leber, Hoden und Nebenhoden nachgewiesen werden. Wihrend in der vorliegenden Arbeit
GalR1 mRNA ebenfalls in der Hypophyse des Huhns detektiert werden kann, weisen FATHI et
al. (1997) ausschlieflich GalR2 mRNA aber keine GalR1 mRNA in der Adenohypophyse der

Ratte nach. Dieser Unterschied konnte auf das Vorhandensein von GalR1 mRNA in der

122



6 Diskussion

Neurohypophyse schlieBen lassen, da es sich bei der Untersuchung am Huhn um die RNA-
Extraktion der Gesamt-Hypophyse handelte. Bemerkenswert ist zudem der Gehalt an GalR1
mRNA in der Hypophyse des Huhns. Er ist um ein 15,6faches hoher verglichen zum
Hypothalamus desselben Tieres. In zukiinftigen Untersuchungen muss anhand einzelner
Extraktionen der Adeno- bzw. Neurohypophyse die vermeintliche Diskrepanz der GalR1
mRNA-Expression innerhalb der Hypophyse zwischen Ratte und Huhn gekléirt werden.
GalR2 mRNA ldsst sich beim Huhn in allen in dieser Arbeit untersuchten Geweben
nachweisen: Hypothalamus, Hypophyse, Muskel, Leber, Niere, Ovar und Tertidrfollikel des
Huhns und Hoden und Nebenhoden des Hahns. Hierbei zeigen sich gewebeabhingige
Unterschiede in der Menge vorhandener mRNA. Den hochsten Gehalt GalR2 mRNA findet
man im Brustmuskel der Henne (cp 24), gefolgt von Leber (cp 26,5) und Hypophyse (cp
28,3), den geringsten dagegen im Hypothalamus (cp 35,5). Auch bei der Ratte kommt der
Galanin Rezeptor Subtyp 2 in fast allen bisher untersuchten Geweben vor, darunter Gehirn,
Adenohypophyse, Vas deferens, Prostata, Uterus, Ovar, Lunge, Nebenniere, Magen, Darm
und Pankreas-Zellen (WYNICK et al., 1993; STEN SHI et al., 1997; SMITH et al., 1997,
HOWARD et al., 1997, ANDREIS et al., 2007).

6.4 Zusétzliche Transkriptvariante des Galanin beim Huhn (Gallus
gallus)

Zum Nachweis einer zusitzlichen Galanin-Transkriptvariante beim Huhn wurde in der
vorliegenden Arbeit ein Primerpaar konstruiert, welches zwar im Galanin-Precursor aber
auBerhalb der Galanin-codierenden Sequenz liegt (Primerpaar Gall2). Nach einer 2,5
stiindigen Auftrennung bei 50 Volt auf einem 2,5%igem Agarosegel wurde oberhalb einer
deutlich abgegrenzten Galanin-mRNA Bande eine um ca. 70bp ldngere schwache Bande
sichtbar. Die Sequenzierung der PCR-Produkte und der Vergleich mit der genomischen
Sequenz des Huhns (Genome Sequencing Center, Washington Medical School, 2004)
bestitigte die Vermutung, dass es sich bei der schwicheren Bande um eine zweite, um 69bp

verldangerte Galanin-Transkriptvariante handelt.

Im Gegensatz zum 5kb langen Galanin-Gen der Ratte, welches aus 6 Exons und 5 Introns
besteht, weist die genomische Sequenz des Huhns eine Ldnge von iiber 8kb auf, die sich aus
7 Exons und 6 Introns zusammensetzt. Vermutlich befindet sich auch hier, verglichen mit
dem Galanin-Gen der Ratte (KAPLAN et al., 1988), der Transkriptionsstart auf Exon 1 (evtl.

CATA-Box). Der Galanin-Precursor des Huhns beginnt ebenfalls auf Exon 2 und endet auf
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dem siebten Exon, hier der Vergleichbarkeit wegen ebenfalls als Exon 6 bezeichnet. Das
zusitzliche Exon 3b liegt innerhalb der Galanin-codierenden Sequenz. Die Aminosdure
Histidin (H) an Stelle 14 des Galanins wird iiber das Basentriplett ,,cau* codiert, wobei sich
das ,,c* auf Exon 3 und ,,au* auf Exon 4 befinden. Durch Einschub des Exons 3b #dndert sich
die Triplettsequenz zu ,,cgt* und damit zu Arginin (R). Das zusitzliche Exon hat eine Linge

von 69bp und codiert fiir 25 Aminoséuren.

Galanin Intron 1 Intron 2 Intron 3 Intron 4 Intron 5
Gen [Exon 1 we ¥4 /—! 6 |
Ratte (rattus norvegicus/
2 124
prepro-Galanin [ﬁgnalpeptid |
4

AS-Sequenz Galanin A R e

1 2 33 v 62 117
prepro-Galanin Signalpeptid l | GMAP |

Huhn (Gaius gaiius)
e [Bon 1+ -2 —

Intron 1 Intron 2 Intron I‘ t

prepro-Galanin TV2 INSERT  EllI)

AS-SequenZINSERT RRIDHLLMIKEMPIARGREEAPGAY
+1 +25

Abb. 6.1.: Vergleich Galanin-Genstruktur zwischen Ratte und Huhn

KoHcHI und Tsutsur (2000) haben fiir die Wachtel ebenfalls ein verlidngertes Galanin-
Transkript nachgewiesen (Insert: 66bp). Auch hier wird Histidin durch Arginin ersetzt, was
vermuten ldsst, dass es sich bei der zusitzlichen Nukleotidsequenz ebenfalls um ein weiteres
Exon handelt. Der Vergleich genomischer Sequenzen von Ratte, Maus, Mensch, Schimpanse,
Hund, Rind, Huhn, und Zebrabirbling (bereitgestellt iiber die Datenbank des NCBI) zeigt,
dass Huhn und Zebrabirbling iiber das zusitzliche Exon (3b) verfiigen, dieses bei Sdugern
jedoch fehlt. UNNIAPPAN et al. (2003) konnten insgesamt fiinf Preprogalanin-Varianten auf
zwel unterschiedlichen Galanin-Genen beim Goldfisch nachweisen, darunter auch die
Varianten 1B und 2B, deren Aminosduresequenzen eine etwa 60 prozentige Homologie zum

Gal-TV2 des Huhns aufweisen. Bei der Schildkrote (Pelodiscus sinensis) wurde bisher
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ausschlieBlich die Transkriptvariante des Galanins nachgewiesen, die sich auch bei
Séugetieren finden ldsst (YU et al., 2006). WANG et al. (1994) isolierten Galanin aus dem
Magen des Alligators (Alligator mississippiensis). Das aus 29 Aminosduren bestehende
Peptid ist in den Aminoséduren 1-22 homolog zum Galanin des Schweins, des Schafs und der
Ratte. Obwohl Vogel und Krokodile phylogenetisch enger verwandt sind, weist das Galanin
des Alligators eine groBere Homologie zum Galanin des Schafes auf (3 Aminoséure-
Substitutionen) als zum Galanin des Huhns (4 Aminosédure-Substitutionen). Bisher gibt es

keinen Hinweis auf das Vorkommen der zweiten Galanin-Transkriptvariante beim Alligator.

AS 1234567891011 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Huhn 5"RRIDHLLMIKEMPI ARGREEAPGAY &
Wachtel 5-RRIDHLLMIKEMPI ARG - EEAPGAY &
Zebraberbing 5-RRI DHLI QI K D TPSARGREDLULD - - -3
Goldfisch 5 RRIDHLIQIKDSPSARGREDLLGAQY &

Abb. 6.2.: Aminosiduren-Sequenzvergleich des Galanin-Inserts (Exon 3b)

6.4.1 Nachweis der beiden Galanin-Transkriptvarianten in verschiedenen
Geweben

KoHcHI und TsuTsurl (2000) beschrieben als erste und bisher einzige das Vorkommen der
zweiten Galanin-Transkriptvariante in unterschiedlichen Geweben der Wachtel. Mittels
realtime PCR wiesen sie Galanin-mRNA in Gehirn, Darm, Ovar, Uterus und in geringeren
Mengen in Leber und Eileiter nach. Gal-TV2 hingegen konnte nur in Gehirn, Darm, Ovar und
Uterus gefunden werden. Der quantitativen Northern Blot Analyse zufolge kann die um das
Insert verlidngerte Gal-TV2 jedoch nur im Ovar nachgewiesen werden. Strittig bleibt zudem
das Verhiltnis Galanin-mRNA zu Gal-TV2-mRNA innerhalb eines Gewebes. Die Autoren
geben nach Auswertung der Bandenintensititen (Auftrennung auf einem 1,5% Agarosegel)
ein Verhiltnis Galanin/Gal-TV2 im Gehirn von 1:0,3, im Darm von 1:0,2, im Ovar von 1:0,6
und im Uterus von 1:0,1 an. Die Northern Blot Analyse zeigt hingegen ein deutlich stdrkeres
Signal fiir Gal-TV2 im Ovar als fiir Galanin. Leider gehen KOHCHI und TSUTSUI (2000)
hierbei nicht auf einen Intensitdtsvergleich ein und bieten keinerlei Erkldarung fiir die
unterschiedlichen Resultate der beiden verwendeten Methoden.

Nach dem Nachweis des Gal-TV2 mit dem Primerpaar Gall2 im Hypothalamus des Huhns
und einem vergleichbaren Resultat zur Wachtel (starke Galanin-mRNA Bande, schwache

Gal-TV2-mRNA Bande) wurde anhand der bekannten Sequenzdaten Primerpaare konstruiert,
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die spezifisch Galanin-mRNA oder Gal-TV2-mRNA nachweisen konnten (Galanin: Gal52;
Gal-TV2: Gal62). Der Vorteil eines Primerpaares fiir beide Transkriptvarianten ist die exakt
gleiche Ausgangsmenge an cDNA, da die Reaktionen im gleichen Reaktionsansatz
stattfinden. Der Nachteil dieser Methode jedoch ist, dass die gewihlten
Reaktionsbedingungen fiir eines der entstechenden PCR-Produkte optimaler eingestellt sein
konnen als fiir das andere Produkt. Zudem konnte das unter den gegebenen Bedingungen
schneller amplifizierte Produkt die Vervielfiltigung des anderen Produkts hemmen. Mittels
realtime PCR (Light Cycler, Roche Applied Science, Mannheim) wurden beide
Transkriptvarianten einzeln nachgewiesen. Der relative Abgleich der eingesetzten cDNA
Menge wurde hierbei iiber das Referenzgen 18S rRNA bestimmt. Die Galanin-mRNA des
Huhns lieB sich in folgenden Geweben nachweisen: Hypothalamus, Hypophyse, Ovar und
Niere der Henne, Hoden und Nebenhoden des Hahns. In allen beschriebenen Geweben auller
dem Hoden fand sich ebenfalls die zweite Transkriptvariante des Galanins. In Muskel, Leber
und Tertidrfollikel der Henne hingegen konnte keine der beiden Transkriptvarianten
nachgewiesen werden. Relativ zu 18S-rRNA wurde stets mehr Galanin-mRNA ampllifiziert
als Gal-TV2. Der Gehalt an amplifizierter mRNA wurde hierbei iiber die Zyklenzahl
definiert, nach deren Erreichen die Zunahme an mRNA exponentiell ansteigt (crossing point,
¢p). Je kleiner die Zyklenzahl, desto groler die Ausgangsmenge an vorhandener mRNA. Die
grofite Menge Galanin-mRNA findet man im Hypothalamus (cp 27,78), die geringste im
Hoden (41,77). Die groBite Menge Gal-TV2-mRNA kann ebenfalls im Hypothalamus
nachgewiesen werden (cp 30,59), die geringste im Ovar (41,83). Die Zyklendifferenz
zwischen Galanin und Gal-TV2 betridgt im Schnitt 2,45. Das bedeutet bei einer idealen PCR,
in der mit jedem Zyklus eine Verdopplung der mRNA-Menge einhergeht, eine im Schnitt
2*%fach groBere Menge Galanin-mRNA im Gewebe im Vergleich zu Gal-TV2. Ins
Verhiltnis gesetzt bedeutet das eine durchschnittliche Ratio von 1:0,18 Galanin-/Gal-TV2-
mRNA. Im einzelnen ergeben sich folgende Verhiltnisse: Hypothalamus 1:0,14, Hypophyse
1:0,2, Ovar 1:0,15, Niere 1:0,35 und Nebenhoden 1:0,14. Die abweichenden Verhéltnisse fiir
das Ovar zwischen der vorliegenden Arbeit und den veroffentlichten Daten bei der Wachtel
(KoHCHI und TsuTsul, 2000), konnten in der Gewinnung des Gewebes begriindet sein. In der
vorliegenden Arbeit wurden dem Ovar der Henne je zwei Follikel der drei
Entwicklungsstadien entnommen und diese gemeinsam extrahiert. Auch die fiir den
Hypothalamus gemessene Menge Gal-TV2-mRNA, ldsst sich nicht direkt mit der fiir das
gesamte Gehirn der Wachtel nachgewiesenen mRNA-Menge vergleichen. Die Tatsache, dass

Galanin und Gal-TV2 in Ovar und Nebenhoden nachgewiesen werden konnten ldsst
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vermuten, dass beide Varianten einen Einfluss auf Follikel- bzw. Spermienreifung nehmen
konnten. Das Fehlen beider Galaninvarianten im verwendeten Tertidrfollikel konnte am
eventuellen Fehlen der Granulosazellen liegen. Weiterfilhrende Versuche meiner
Arbeitsgruppe legen die Vermutung nahe, dass Tertidrfollikel mit Granulosazellen Galanin
und Gal-TV2 mRNA aufweisen, wihrend bei Follikeln ohne Granulosazellen die Menge

Galanin-mRNA an der Grenze der Nachweisbarkeit und Gal-TV2 nicht nachweisbar ist.

6.4.2 Veranderung des mRNA-Gehaltes der Galanin-Transkriptvarianten
nach osmotischer Stimulation

Weder bei dehydrierten Hennen noch bei dehydrierten Hidhnen kann eine signifikante
Anderung der zweiten Galanin-Transkriptvariante nachgewiesen werden. Interessant ist
jedoch, dass sich im Einzelnachweis der Gal-TV1 ebenfalls keine signifikante Regulation
nachweisen ldsst. Werden hingegen beide Transkriptvarianten gleichzeitig nachgewiesen,
lasst sich im weiblichen Hypothalamus eine signifikante Aufregulation der Galanin mRNA
feststellten. Es stellt sich die Frage, inwieweit Gal-TV2 {iiberhaupt funktionell wirksam ist,
zumal den in der Evolution spiter entwickelten Sdugern diese Variante fehlt. Weiterfiithrende
Experimente sollten die Expression der zweiten Galanin-Transkriptvariante zum einen unter
anderen physiologischen Stimulationen (z.B. Futterentzug), zum anderen in unterschiedlichen

Geweben untersuchen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass osmotische Stimulation beim Vogel zu
einer Aktivierung des AVT-Systems fiihrt, wobei eine Erhohung des Plasma-AVT-Gehaltes,
eine Aufregulation der AVT-RNA im Hypothalamus und eine gleichzeitige Verminderung
der AVT-ir im SON adulter Hennen nachgewiesen wird. 48 Stunden Dehydrierung resultiert
ebenfalls in einer Verdnderung des Galanin-Systems: Dehydrierte Hennen zeigen eine
Erhohung der hypothalamischen Galanin- und Galanin-Rezeptor Subtyp 1-mRNA und eine
Verminderung der Galanin-ir in magnozelluliren Neuronen des SON. Eine differenzierte
Betrachtung des SON zeigt, dass einzelne Bereiche des Nukleus unterschiedlich auf
osmotische Stimulation reagieren. Zukiinftige Aussagen iiber Veridnderungen innerhalb des
untersuchten Systems sollten demnach um die vergleichende Betrachtung der einzelnen
Bereiche inklusive des SON pars externalis erginzt werden.

Aus dem Nachweis der Galanin-Rezeptor Subtypen 1 und 2, sowie einer zusitzlichen
Galanin-Transkriptvariante ergeben sich zukiinftig weitere Moglichkeiten, die Funktion des
Neuropeptids Galanin als Modulator des AVT-Systems unter unterschiedlichen
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physiologischen Stimuli zu untersuchen. Auch fiir die Interpretation bisher durchgefiihrter
Untersuchungen wire es wichtig, zu kldren, ob die zusitzliche Galanin-Transkriptvariante
(Gal-TV2) ausschlieBlich als mRNA vorliegt, oder ob sie zu einem aktiven Neuropeptid
translatiert wird. Zudem bleibt die Frage zu kldren, ob Gal-TV2-mRNA bzw. ein eventuelles
Galanin-TV2-Peptid unter verschiedenen physiologischen Bedingungen funktionell wirksam

ist.
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7 Zusammenfassung

Das aus neun Aminosduren bestehende Neuropeptid Arginin-Vasotocin (AVT) des Vogels
wird in neurosekretorischen Neuronen des Hypothalamus synthetisiert und axonal in die
Neurohypophyse transportiert, um von dort in das Blut sezerniert zu werden. Wie sein
Séduger-Analog Arginin-Vasopressin reguliert AVT beim Huhn (Gallus gallus) die
Homdoostase des Wasserhaushaltes. Zudem iibernimmt es regulatorische Funktion bei der
Oviposition, die im Séduger bei Geburt und Laktation dem Oxytocin zugeschrieben werden.
Neben AVT kann auch Galanin in magnozelluliren Neuronen des SON unter
unterschiedlichen physiologischen Bedingungen nachgewiesen werden. Galanin ist ein aus 29
Aminosduren bestehendes Neuropeptid, das im Zentralnervensystem (ZNS) vor allem in
ventralen Gehirnregionen (u.a. Amygdala, Hypothalamus) nachgewiesen wurde. Galanin
moduliert im ZNS die Regulation des Neuroendokrinen Systems iiber die Bindung an
spezifische Rezeptoren.

Eine Kolokalisation der beiden Neuropeptide AVT und Galanin in magnozelluldren Neuronen
des SON wurde bisher a) bei adulten Hennen kurz nach der Oviposition und b) bei adulten
Héhnen nach osmotischer Stimulation nachgewiesen.

Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen einer osmotischen Stimulation durch
Wasserentzug auf die Expression der beiden Neuropeptide AVT und Galanin zu klidren. Dabei
sollten zum einen der Peptidgehalt beider Peptide sowie ihre Kolokalisation im SON, zum
anderen die Regulation der Genexpression der Neuropeptide und der spezifischen Galanin-
Rezeptoren im Hypothalamus untersucht werden. Um zu kldren, ob sich, aufgrund der
zusitzlich oxytocinergen Wirkung des AVT, die Reaktionen auf einen osmotischen Stimulus
zwischen den Geschlechtern unterscheidet, wurden die Experimente sowohl an adulten
Hennen als auch an adulten Hidhnen der Rasse LSL (Lohmann selected White Leghorn)
durchgefithrt. Um die Tiere osmotisch zu stimulieren, wurden sie einem 48stiindigen
Wasserentzug (Dehydrierung) ausgesetzt. Die Wirkung der Dehydratation wurden iiber die
Bestimmung der Plasma Osmolalitit, sowie Natrium- und AVT-Konzentrationen ermittelt.
Zum Nachweis beider Peptide im SON sowie ihre Kolokalisation wurde eine
immunhistochemische Methode unter Verwendung von Fluoreszenz-gekoppelten Antikdrpern
(Doppelfiarbung) mit der Laser-Raster-Mikroskopie kombiniert. Die Ergebnisse zeigen nach
48 Stunden Dehydrierung eine verminderte AVT-Immunoreaktivitit im SON weiblicher
Tiere und eine Verminderung der Galanin-Immunoreaktivitit im SON verbunden mit einer

verminderten Kolokalisation beider Peptide in beiden Geschlechtern. Zur genaueren
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Betrachtung wurde der SON in fiinf morphologisch differenzierbare Regionen unterteilt.
Hierbei konnte im SON pars externalis (SONe) ein Geschlechtsdimorphismus im stimulierten
System beobachtet werden. Mittels realtime PCR wurde im weiblichen Hypothalamus eine
Aufregulation sowohl der Galanin-Expression als auch der Expression des Galanin Rezeptors
Subtyp 1 nachgewiesen. Aufgrund der individuellen Schwankungen erreichte die
Aufregulation der AVT-Expression jedoch keine Signifikanz. Bei Hihnen konnte in keiner
der untersuchten Genexpressionen eine signifikante Verdnderung nachgewiesen werden. Um
eine Aussage iiber den Einfluss der osmotischen Stimulation auf den Ovipositionszyklus zu
erhalten, wurde der Legedarm normo- und dehydrierter Hennen auf die Position des darin
befindlichen Eies hin untersucht. 50% der dehydrierten Hennen zeigten eine Verzdgerung des
Ovipositionszyklus.

Da die Galanin-Rezeptoren Subtyp 1 und 2 des Huhns bisher auf Transkriptebene noch nicht
beschrieben sind, sie zudem bei der Ratte nachweislich nicht nur im ZNS, sondern auch in
peripheren Geweben exprimiert werden, wurden ihr Vorkommen mittels realtime PCR in
unterschiedlichen Geweben des Huhns untersucht. Der Galanin Rezeptor Subtyp 1 kann in
Hypothalamus, Hypophyse, Hoden, Leber, Niere und Nebenhoden nachgewiesen werden,
Galanin Rezeptor Subtyp 2 zusitzlich in Ovar, Muskel und Follikel.

Nachdem sowohl bei der Wachtel als auch beim Goldfisch eine zweite Transkriptvariante des
Galanin-Vorldauferhormons nachgewiesen wurde, sollte festgestellt werden, ob auch das Huhn
iber eine solche Transkriptvariante verfiigt. Die Ergebnisse bestétigen, dass beim Huhn a)
ebenfalls eine zweite Transkriptvariante (Gal-TV2) des Galanin-Precursors existiert und b)
die zusitzliche Sequenz (Insert) der Transkriptvariante ebenfalls auf einem eigenen Exon (3b)
liegt. Beide Transkriptvarianten wurden anschlieBend spezifisch auf ihr Vorkommen in
unterschiedlichen Geweben hin untersucht. Sowohl Galanin (Transkriptvariante 1) als auch
Gal-TV2 sind in Hypothalamus, Hypophyse, Ovar, Niere und Nebenhoden nachweisbar. Im
Hoden kann ausschlieBlich Galanin, nicht aber Gal-TV2 nachgewiesen werden. Wihrend die
gesamt-Galanin-Expression (beide Transkriptvarianten gleichzeitig nachgewiesen) im
weiblichen Hypothalamus nach osmotischer Stimulation signifikant aufreguliert ist, erreicht

die Expression der spezifisch nachgewiesenen Transkriptvarianten keine Signifikanz.
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The avian neuropeptide arginine-vasotocin (AVT) consists of nine amino acids and is
synthesized in neurosecretory neurons of the hypothalamus. By axonal transport it reaches the
neuronal lobe of the pituitary gland to be secreted in the blood. Similar to its mammalian
analogue arginine-vasopressin  (AVP) AVT regulates homeostasis of water balance.
Furthermore, it acts as regulator of reproduction, especially oviposition-control.

Galanin is another neuropeptide proven in magnocellular neurons of SON under different
physiological conditions as well as ventral brain regions (namely amygdala or hypothalamus).
It contains 29 amino acids and is involved in the regulation of neuroendocrine system by
binding to specific receptors.

Both neuropeptides can be found co-localized in the brain of a) adult hens shortly after
oviposition and b) adult cocks as a result of osmotic stimulation.

Aim of this study was to analyze effects of osmotic stimulation by water deprivation on
expression of AVT and Galanin. To this end, the content of both peptides in the supraoptic
nucleus (SON) as well as their co-localization was examined. Another experimental focus laid
on investigation of the regulation of gene-expression of these two neuropeptides and
additionally of the two galanin receptor-subtypes in the hypothalamus.

All experiments were performed in male and female chickens (Gallus gallus) of Lohmann
selected White Leghorn strain (LSL) to answer the question whether a possible sex
dimorphism in regulation of water balance exists.

Osmotic stimulation was performed by dehydration for 48 hours. Blood sodium
concentration, plasma osmolality and plasma AVT concentrations confirmed the
physiological effects of dehydration. Double-labelling immunhistochemistry with fluorescent
antibodies in combination with laser-scanning-microscopy were used to show co-localization
of the two neuropeptides in magnocellular neurons of the SON.

After 48 hours of dehydration a decrease of AVT-immunoreactitity (in hens) as well as a
decrease of Galanin-immunoreactivity involving a reduced co-localization of these peptides
(in both sexes) within the SON was apparant compared to controls (normohydrated animals of
both sexes).

A sexdimorphism was evident in the SON pars externalis (SONe) in the osmotically
stimulated animals. By realtime PCR experiments a significant up regulation of galanin as
well as of its receptor subtype 1 and a small upregulation of AVT-expression in female

chicken was found. In contrast osmotic stimulation affected neither galanin nor AVT
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expression significantly in males. The position of ovulated follicles within the oviduct reflects
the influence of osmotic stimulation: compared to normohydrated hens, 50% of the
dehydrated hens showed a delay in the oviposition cycle identified via ovulated follicles being

late in development.

This study shows for the first time expression of galanin receptors on transcriptional level in
chicken: realtime PCR shows galanin receptor subtype 1 being expressed in hypothalamus,
pituitary gland, liver, kidney, testis und epididymis and subtype 2 being expressed in ovary,
muscle and follicles. These results are in accordance with findings in the rat, where both

galanin receptor subtypes (1 and 2) are located not only in the CNS but also in other tissues.

Likewise results in quail and goldfish concerning a splicing variant of Galanin mRNA a
second transcriptional variant of the galanin precursor (GAL-TV?2) exists and the additional
sequence (insert) of this transcript is located on an additional exon (3b). Both transcript
variants, galanin (GAL-TV1) as well as GAL-TV2 were detectable in the following tissues:
hypothalamus, pituitary gland, ovary, kidney and epididymis, except the testis, where only
GAL-TV1 was found. While the entire galanin expression of both transcript variants (GAL-
TVI+GAL-TV2) significantly increased in the female hypothalamus after osmotic

stimulation, a significant difference in expression of neither TV1 nor of TV 2 was evident.
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Schnittes modifiziert nach KUENZEL und MASSON (1988).

Darstellung AVT- und Galanin-immunoreaktiver Neurone im SON 2 normo- und
dehydrierter Hennen.

Darstellung AVT- und Galanin-immunoreaktiver Neurone im SON 2-3 normo- und
dehydrierter Hennen.

Darstellung AVT- und Galanin-immunoreaktiver Neurone im SON 3 normo- und
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11.1 Gerate

Geriit Geritebezeichnung Vertrieb

Analysenwaage MP 8 Satorius 37075 Gottingen
Analysenwaage Typ L2200 S Satorius 37075 Gottingen

Autoklav Autoklav Typ C Webeco GmbH 23611 Bad Schwartau
Autoklav Autoklav Typ A Webeco GmbH 23611 Bad Schwartau

Beta-Counter

Wallac 1410
Liquidscintillationcounter

Pharmacia, Freiburg

Biofuge fresco Heraeus Instruments, 37250 Osterode

Blutgasanalysator Rapidlab 865 Bayer Bayer Vital GmbH 35463 Fernwald

Brutschrank Typ 80 MELAG 10829 Berlin

Brutschrank Typ 85 MELAG 10829 Berlin

Clene Cab Herolab GmbH 69168 Wiesloch

Clene Cab Herolab GmbH 69168 Wiesloch

Eismaschine Z/BE 70-35 Ziegra, 30916 Isernhagen

Gamma-Counter 1277 Gamma Master LKB Wallac

Gelkammer Agargel Midi Wide Biometra 37079 Gottingen

Gelkammer Agargel Maxi Biometra 37079 Gottingen

Gelkammer GNA 100 Pharmacia Biotech Uppsala SE-75184
Sweden

GS Gene Linker UV Chamber Bio-Rad 80939 Miinchen

Homogenisator/Potter Typ 853 202 B. Braun AG 34212 Melsungen

Hybridisierungsofen 3032 GFL 30938 Burgwedel

Hybridisierungsofen 7601 GFL 30938 Burgwedel

Konfokales Laser-Raster-
Mikroskop

Laserscanning Microscope
LSM 510

Carl Zeiss 07745 Jena

Reichert-Jung, Cambrigde Instruments

Kryostat 2800 Frigocut E GmbH 35578 Wetzlar

.. Reichert-Jung, Cambrigde Instruments
Kihlplatte CoTyp20 GmbH 35578 Wetzlar
Laminar flow HERA safe Heraeus Instruments, 37250 Osterode
[ aminiar flow Clean Bench Clean Air Deutschland GmbH 40724

BiohazardTyp DLF Hilden

. Roche Diagnostics GmbH 68305
Light Cycler Mannheim
Magnetriihrer mit Heizplatte |MR 30001 K Omnilab CH - 8932 Mettmenstetten
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Geriit Geritebezeichnung Vertrieb

Magnetrithrer mit Heizplatte (IKA COMBIMAG RET Islfﬁl {e\leerke GmbH und Co KG 79219
Mikrowelle Lunik 850 N, Aldi

Mikrozentrifuge Combi-Spin FVL 2400 N [Kisker 48543 Steinfurth

Molekular Imager FX Appendix B, Chemi Doc  |Bio-Rad 80939 Miinchen

NanoDrop Spectrophotometer

ND-100

peqlab Biotechnologie GmbH 91052
Erlangen

Osmometer Wescor

Vapro Pressure
Osmometer 5520

Kreienbaum 40764 Langenfeld

Peltier Thermal Cycler Ptc-200 Biozym 31833 Hessisch Oldendorf
pH Meter Typ 537 WTW 82362 Weilheim
Programmable Thermal PTC-100 T™M MJ. Research,INC, Watertown, MA

Controller

02172, USA

Schiittler SM25, Typ 91.25B Edmund Biihler, 72070 Tiibingen

Thermomixer Typ 5436 B Eppendorf 22339 Hamburg

Thermomixer 5436 Eppendorf 22339 Hamburg

Trio Thermoblock Biometra 37079 Gottingen

Trockenschrank Zentrifuge Function line, Heraeus Instruments, 37250 Osterode
Typ T12

Trockenschrank Modell UE 600 Memmert GmbH & Co KG, 91126

Schwabach

Vortex- Genie 2

Model G-560E

Scientific Industries, INC New York
11716, USA

Waage Typ 3719 MP Satorius 37075 Géttingen
'Wirmebad 1Sé)c8h6uttelwasserbad, grob, GFL 30938 Burgwedel
Wirmeschrank GFL 30938 Burgwedel
. Wasseraufbereitungsanlage|, ...

'Wasseraufbereitung Direkt-Q UV 3 Millipore GmbH, 65824 Schwalbach
Zentrifuge Minifuge T Heraeus Instruments, 37250 Osterode
Zentrifuge Biofuge 15 Heraeus Sepatech 37250 Osterode

. Kiihlzentrifuge Sigma 4 K (B. Braun Biotech International 34212
Zentrifuge

10 Melsungen

Zentrifuge Biofuge 15 Heraeus Sepatech 37250 Osterode
Zentrifuge Biofuge A Heraeus Sepatech 37250 Osterode
Zentrifuge Megafugel.0 R Heraeus Sepatech 37250 Osterode
Zentrifuge 3K Kiihlzentrifuge Sigma 3 K |B. Braun Biotech International 34212

30

Melsungen
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11.2 Chemikalien

Bezeichnung Firma Zusatz
2-Mercaptoethanol Sigma M3148
Applichem + GIBCO /
Agarose B%i
Ampicillin Applichem A 0839
Bacto-Hefeextract DIFCO 0127-17-9
Bacto-trypton DIFCO 0123-17-3
BSA Sigma A 7808
Chloroform Sigma 3691
Dextransulfat Applichem A2250
di-Natriumcitratdihydrat Applichem A3567
di-Natriumhydrogenphosphat Merck
DTT Applichem A1101
Eisessig Fluka 45883
Ethanol Roth 9065.2
Ethidiumbromid Sigma E2515
Ficoll Sigma
Formaldehyd Merck 104.002
Formamid Applichem 871
GTC Roth 0017.2
Isoamylalkohol Roth 8930.1
Isopropanol Applichem A 3928
Kaliumchlorid Roth A 6781.1
MOPS Sigma M1254
Natriumchlorid Applichem
E;;iﬁmdlhydro genphosphat-1- Merck A 672046
Natriumhydroxid Roth
N-Laurosylsarcosin Sigma L-5125
Paraformaldehyd VWR UN 2213
Phenol Applichem 1578
Polyvinylpyrolidon PVP 40 Sigma
Resin BioRad
Serdolit Serva 17001
Sodiumodecylsulfat Fluka 71727
Titriplex I /EDTA Merck 108.421
Tris Applichem A1086
Triton X-100 Sigma T 8787
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11.3 Referenz der Sequenzdaten

Protein/Gen Abkiirzung Art Nqurlgtc;i:e/ Ac':g::\lo.
18S rRNA 18S Gallus gallus  Nucleotide AF173612.
Arginin-Vasotocin AVT Gallus gallus ~ Nukleotide Nli/l(fgég?ss
B-Actin Act Gallus gallus  Nukleotide LO8165
Galanin Gal Gallus gallus Protein S17147
Galanin (Transkriptvariante 1) Gal (-TV1) Gallus gallus  Nukleotide CR386974
Galanin Transkriptvariante 2 Gal-Tv2 Gallus gallus  Nukleotide XM 421049
Galanin Rezeptor Subtyp 1 Gal-R1 Gallus gallus  Nukleotide NC_006098
Galanin Rezeptor Subtyp 2 Gal-R2 Gallus gallus ~ Nukleotide NC_006105
Clyceraldehyd-3-phosphat GAPDH Gallus gallus  Nukleotide ~ NM_204305
ehydrogenase

Histon 2a His Gallus gallus  Nukleotide u38932
RNA-Polymerase I RPII Gallus gallus  Nukleotide NM_001006448
TATA-Box binding protein TBP Gallus gallus  Nukleotide NM_205103
genomische Sequenz Abkiirzung Art Nukleotide Aczlg:ll\lo.
Chromosom 2 Cc2 Gallus gallus  Nukleotide NW_001471639
Chromosom 5 C5 Gallus gallus  Nukleotide NW_001471700
Chromosom 11 C11 Gallus gallus  Nukleotide NW_001471434
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11.4 Plasmawerte der Einzeltiere

11.4.1 Hahne
Natrium | Osmolalitat AVT
Tier-Nr. Gruppe [mmol/l] [mosml/l] [pg/ml]
66 CcO 157,4 308,0 25,7
68 (610) 155,4 306,0 16,6
70 CO 154,8 306,0 14,2
72 (610) 153,1 301,0 15,7
74 CO 153,5 308,5 13,7
10 CcO 158,3 314,0 20,0
12 (610) 153,9 309,5 30,2
14 CcO 159,0 312,0 33,1
16 (610) 161,3 325,0 26,8
18 CcO 167,6 325,0 26,6
19 CcO 159,1 325,0 24,1
67 DH 170,5 329,0 63,6
69 DH 168,0 326,5 64,3
71 DH 170,4 330,0 102, 2
73 DH 181,2 344,5 50,5
75 DH 173,1 315,0 69,9
9 DH 169,9 335,0 70,8
11 DH 169,3 330,5 104,7
13 DH 171,2 335,0 91,5
15 DH 1741 346,0 39,8
17 DH 176,6 346,0 62,7
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10.4.2 Hennen

Natrium | Osmolalitat AVT
Tier-Nr. Gruppe [mmol/l] [mosml/l] [pg/ml]
76 CcO 150,9 305 5,2
78 CO 148,9 296,5 5,2
80 (610) 148,5 299,5 4.9
82 CcO 155,9 312,5 2,1
84 CcO 150 298.,5 5,6
20 CcO 147,2 296,5 13,5
22 CcO 148,7 297,5 16,7
25 (610) 149,2 291,5 11,8
27 CcO 150,1 300 7,6
29 CcO 1445 288 10,2
77 DH 178,6 342,5 62,3
79 DH 176,5 342 69,2
81 DH 180,5 345 75,8
83 DH 177,2 348.,5 108,0
85 DH 178,7 342 74,3
21 DH 168,8 338 74,4
23 DH 170,7 343 97,4
24 DH 163,8 332 62,8
26 DH 172,4 344 83,5
28 DH 176,6 348.,5 107,0
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11.5 Northern Blot Auswertung

. .. AVT Galanin normalisiert . Galanin
Geschlecht | Gruppe | 11e" | AV normatsient autl sy o,y | auf 18S Galanin | =y
-Nr. | 18S [counts*mm?] . [%]
[%] [counts*mm?] [%]

mannlich |CO 66 63386191873543 74,75| 100,00 48008244411618 89,87 100,00
mannlich | CO 68| 136062798317732| 160,45 53560408332201 100,26

mannlich | CO 70 84887594180970| 100,10 51229575900258 95,90

mannlich | CO 72 54861604328199 64,70 60885093337369| 113,97

mannlich | DH 67 71954992020895 84,85 73,44 50152682661268 93,88 86,61
mannlich |DH 69 64882724000601 76,51 48945782940317 91,62

mannlich | DH 73 65585937132955 77,34 46657215903228 87,34

mannlich | DH 75 46695725185293 55,07 39312886879212 73,59

weiblich CO 76 29316874755548 78,15| 100,00 35854309014960 98,28 100,00
weiblich CO 78 39195296337028 | 104,49 34752171016096 95,26

weiblich CcO 82 38936232134715| 103,80 40964994925896| 112,29

weiblich CcO 84 42597430021323| 113,56 34360576089051 94,18

weiblich DH 77 76733330540705 204,56 | 142,44 39486012142025 108,23 144,70
weiblich DH 79 48623477313765| 129,62 43636219726589| 119,61

weiblich DH 81 51634361298070| 137,65 48628756161813 | 133,29

weiblich DH 85 36729587280972 97,92 79405471537198 | 217,65
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11.6 Realtime PCR — Crossing Points (CPs)

Bei den in den nachfolgenden Tabellen aufgefiihrten CP-Werten je Gen handelt es sich um

Mittelwerte einer Doppelbestimmung pro Tier.

11.6.1 Hahne
Tier-Nr. | Gruppe |Act TBP AVT Gal11 Gal52 Gal62 GalR1 GalR2
66 | CO 18,91 29,50 21,87 25,29 26,80 29,66 31,09 34,71
68 | CO 18,92 29,90 22,03 25,47 26,59 29,09 32,06 33,56
70| CO 19,66 29,74 23,23 26,09 27,04 29,98 31,96 34,86
72| CO 19,24 30,02 23,09 26,49 27,49 30,15 32,65| n.d.
67 | DH 20,12 30,70 23,94 26,96 28,05 31,55 32,57 35,48
69 | DH 19,26 29,41 22,93 26,02 26,88 29,92 30,90 35,50
73 | DH 19,67 30,65 22,38 26,50 27,88 30,38 31,74 35,07
75| DH 19,70 30,30 23,04 26,52 27,85 30,65 32,14 34,18
Effizienz 1,80 1,67 1,72 1,81 1,75 1,88 1,78 1,75
11.6.2 Hennen
Tier-Nr. | Gruppe |Act TBP AVT Gal11 Gal52 Gal62 GalR1 GalR2
76| CO 20,44 31,91 23,89 27,53 28,99 31,40 32,78 34,55
78| CO 19,02 29,97 23,45 26,01 27,02 29,65| 31,305 36,29
82| CO 19,09 29,54 23,68 26,60 28,33 30,47 30,69 35,68
84| CO 19,28 30,38 23,59 26,62 28,06 30,19 31,55 33,35
77 | DH 19,92 30,70 22,81 26,67 28,28 30,71 31,24 34,44
79 | DH 19,17 29,73 22,89 25,97 27,40 30,01 | 30,715 35,80
81| DH 20,34 30,87 23,19 27,01 28,55 30,69| 32,075 35,01
85| DH 19,83 30,91 24,18 26,71 28,26 30,60 31,58 34,47
Effizienz 1,80 1,67 1,72 1,81 1,75 1,88 1,78 1,75

Die Auswertung der Daten erfolgte durch das Excel-Makro Pair Wise Fixed Reallocation
Randomisation Test © von Dr. Michael Pfaffl.
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11.7 Intensitatsbestimmung — Laser-Raster-Mikroskopie

11.7.1

Hahne

11.7.1.1 Bereich SON2

Tier | Gruppe Intensitat AVT Intensitat GAL
starke | mittlere | schwache | starke | mittlere | schwache
HG GAL | HG AVT | Zellen | Zellen Zellen Zellen | Zellen Zellen
10 CO 50 50 990 750 210 480 270 140
50 50 980 810 270 470 300 140
50 50 1010 510 280 420 240 120
10 CO 50 50 1010 490 270 310 170 110
50 50 1000 460 200 290 170 100
50 50 970 420 260 260 210 100
16 CO 100 100 1750 1250 610 600 490 290
100 100 1790 1200 600 580 480 260
100 100 1520 1150 580 590 430 280
16 CO 150 200 2930 1200 630 880 470 360
150 200 2880 1220 570 890 440 340
150 200 1990 1230 580 770 460 330
18 CO 150 150 3260 2230 660 690 460 330
150 150 2980 2140 720 560 420 360
150 150 2650 1880 730 530 480 340
18 CO 150 100 3980 1820 560 520 470 190
150 100 3350 2180 600 540 460 210
150 100 2890 1470 590 500 410 200
13 DH 100 50 1750 1100 520 400 310 170
100 50 1520 970 440 410 250 190
100 50 1280 1060 480 340 290 180
13 DH 150 150 1800 1300 510 590 450 220
150 150 1920 1180 460 530 400 280
150 150 2100 1230 540 620 430 290
17 DH 50 50 2650 1190 590 670 420 160
50 50 1270 930 580 640 380 210
50 50 1210 1010 560 490 430 180
17 DH 50 50 1060 890 430 270 210 170
50 50 1040 900 400 260 190 180
50 50 940 610 440 240 210 170
9 DH 50 50 620 310 120 240 190 80
50 50 430 280 120 200 200 110
50 50 400 250 90 200 130 110
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11.7.1.2 Bereich SON2-3
Tier | Gruppe Intensitat AVT Intensitat GAL
starke | mittlere | schwache | starke | mittlere | schwache
HG GAL | HG AVT | Zellen | Zellen Zellen Zellen | Zellen Zellen
10 CO 50 100 1630 870 360 420 250 100
50 100 1070 840 420 440 300 80
50 100 1060 840 350 430 290 100
10 CO 50 100 1440 600 260 500 250 70
50 100 970 680 300 430 280 70
50 100 930 620 230 500 330 140
16 CO 100 100 1700 1270 420 2330 550 180
100 100 1760 1030 390 1220 560 220
100 100 1860 1060 410 950 550 150
16 CO 100 100 2720 1210 230 1060 450 270
100 100 1870 1170 260 750 570 180
100 100 1890 1560 280 740 500 200
18 CO 100 100 2000 1180 320 390 200 100
100 100 1840 1000 320 440 210 140
100 100 1950 1440 410 460 260 130
11 DH 100 100 1020 470 170 340 220 150
100 100 1230 630 240 330 250 160
100 100 1100 490 200 290 280 170
11 DH 100 100 850 670 260 380 300 110
100 100 860 500 270 360 230 150
100 100 910 530 290 320 210 170
13 DH 100 50 1010 580 250 350 200 110
100 50 890 570 220 370 240 100
100 50 790 610 230 340 260 130
13 DH 100 50 1670 720 270 740 250 140
100 50 1650 500 310 410 270 180
100 50 1240 610 260 440 290 190
17 DH 50 50 800 550 230 210 110 80
50 50 920 640 230 220 100 90
50 50 850 520 230 150 100 90
17 DH 50 100 1040 370 190 210 150 110
50 100 760 580 210 270 180 110
50 100 890 570 190 240 160 80
9 DH 50 150 2450 1570 810 70 0 0
50 150 2450 1680 810 70 0 0
50 150 2100 1940 870 80 0 0
9 DH 150 150 2480 1410 540 550 370 180
150 150 2010 1440 650 530 380 180
150 150 2450 1470 780 430 200 200
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11.7.1.3 Bereich SON3
Tier | Gruppe Intensitat AVT Intensitat GAL
starke | mittlere | schwache | starke | mittlere | schwache
HG GAL | HG AVT | Zellen | Zellen Zellen Zellen | Zellen Zellen
10 CO 50 100 1290 490 250 460 340 80
50 100 1600 910 280 410 260 100
50 100 1120 560 370 370 200 110
10 CO 50 100 980 280 160 300 170 90
50 100 720 340 170 310 200 80
50 100 560 360 210 300 240 110
16 CO 50 100 1040 850 420 550 290 110
50 100 1030 580 290 410 330 140
50 100 890 740 310 450 240 100
16 CO 50 100 990 710 310 490 240 170
50 100 990 670 210 450 310 180
50 100 940 590 200 420 220 100
18 CO 100 100 1030 560 340 570 360 150
100 100 850 740 410 460 320 160
100 100 770 660 350 440 300 170
18 CO 100 100 1050 750 230 400 220 120
100 100 980 640 270 360 290 170
100 100 800 460 190 300 230 200
11 DH 100 200 1030 530 320 330 280 150
100 200 770 570 270 420 250 180
100 200 760 480 360 300 240 160
13 DH 50 50 460 340 190 210 190 130
50 50 410 350 150 240 160 100
50 50 420 270 170 210 190 80
17 DH 50 50 1040 360 210 430 130 100
50 50 590 470 200 250 160 50
50 50 720 480 190 240 180 90
17 DH 50 50 420 260 80 160 110 50
50 50 520 280 130 170 100 80
50 50 450 220 100 170 120 80
9 DH 100 200 1710 1090 470 350 280 90
100 200 1560 1080 630 321 220 80
100 200 1500 1080 490 310 270 100
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11.7.1.4 Bereich SONe
Tier | Gruppe Intensitat AVT Intensitat GAL
starke | mittlere | schwache | starke | mittlere | schwache
HG GAL | HG AVT | Zellen | Zellen Zellen Zellen | Zellen Zellen
10 CO 50 50 770 350 270 290 250 90
50 50 840 500 150 360 260 110
50 50 770 510 170 250 230 180
10 CO 50 50 800 400 170 200 180 90
50 50 780 290 110 170 140 70
50 50 470 280 260 190 100 100
16 CO 50 50 2770 630 250 370 170 120
50 50 1980 650 290 340 230 120
50 50 1070 600 220 240 200 110
16 CO 50 50 800 600 190 210 100 60
50 50 840 660 170 190 110 60
50 50 790 470 150 190 150 60
18 CO 50 50 1000 420 170 320 210 110
50 50 650 410 250 260 150 120
50 50 740 360 280 250 130 120
18 CO 50 50 940 370 210 330 150 100
50 50 640 290 210 300 140 100
50 50 630 460 250 270 150 90
13 DH 50 50 1220 470 190 1410 230 120
50 50 1120 760 260 270 160 140
50 50 830 680 270 270 180 110
13 DH 50 50 1170 540 210 410 210 100
50 50 1060 650 360 310 260 140
50 50 930 570 260 360 200 180
17 DH 50 50 880 430 100 210 130 80
50 50 720 400 190 170 150 90
50 50 590 300 140 160 140 100
17 DH 50 50 1040 530 250 400 230 120
50 50 980 760 250 320 250 140
50 50 880 720 160 260 180 140
9 DH 50 50 2050 1750 590 1150 230 140
50 50 1840 1060 940 380 270 140
50 50 2020 1610 600 340 250 180
9 DH 75 50 1720 940 680 320 190 170
75 50 1560 1200 860 330 200 170
75 50 1940 1130 610 310 200 180
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11.7.2 Hennen

11.7.2.1 Bereich SON2
Tier | Gruppe Intensitat AVT Intensitat GAL
starke | mittlere | schwache | starke | mittlere | schwache
HG GAL | HG AVT | Zellen | Zellen Zellen Zellen | Zellen Zellen
20 CO 125 150 1150 900 560 780 400 300
125 150 1100 800 500 750 370 200
125 150 1050 700 440 720 340 100
20 CO 150 100 2100 1600 1000 550 410 380
150 100 2050 1530 970 520 400 350
22 CO 75 75 950 460 330 480 220 160
75 75 750 490 270 380 210 170
75 75 700 340 280 360 200 130
22 CcO 100 110 1600 900 290 350 270 190
100 110 1650 960 380 370 260 180
100 110 1100 950 270 360 260 160
21 DH 75 50 710 300 280 320 200 80
75 50 690 290 270 300 180 70
75 50 670 280 260 280 160 70
21 DH 75 75 650 410 210 220 180 80
75 75 640 410 200 220 170 80
23 DH 100 300 760 390 280 510 200 155
100 300 580 290 220 440 230 0
100 300 780 440 220 230 155 0
23 DH 100 300 1100 520 290 460 230 160
100 300 620 450 310 470 230 180
100 300 570 370 330 890 200 160
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11.7.2.2 Bereich SON2-3

Tier | Gruppe Intensitat AVT Intensitat GAL
starke | mittlere | schwache | starke | mittlere | schwache
HG GAL | HG AVT | Zellen | Zellen Zellen Zellen | Zellen Zellen
20 CO 150 100 1950 1000 650 290 270 220
150 100 1250 750 420 320 280 250
150 100 1380 850 510 350 280 260
20 CO 200 100 1990 920 650 500 280 250
200 100 2200 1100 410 410 310 250
200 100 1750 880 560 490 290 200
22 CO 150 110 1950 870 460 710 320 190
150 110 1250 790 470 570 310 240
150 110 1290 780 390 510 300 220
22 CO 100 100 1850 840 410 450 300 260
100 100 1650 850 370 410 270 200
100 100 1420 700 380 390 290 270
25 CO 150 150 1610 920 430 970 460 370
150 150 1550 830 510 600 490 220
150 150 1190 690 550 650 470 280
25 CO 200 175 1490 880 780 810 520 440
200 175 1320 960 640 710 510 390
200 175 1280 980 590 790 510 420
28 DH 125 150 610 490 280 440 350 290
125 150 740 470 190 410 340 310
125 150 510 420 270 410 380 320
28 DH 100 125 570 420 300 960 290 210
100 125 680 450 270 340 270 150
100 125 540 390 210 320 240 220
21 DH 150 75 1600 1000 650 650 390 170
150 75 1690 810 490 550 380 290
150 75 2000 1100 470 510 390 290
21 DH 150 100 1300 900 410 390 290 210
150 100 1150 1100 480 370 280 250
150 100 1200 740 490 380 290 240
23 DH 150 100 1000 540 420 520 240 150
150 100 1200 510 320 390 280 190
150 100 980 610 250 320 270 180
23 DH 100 100 1150 670 290 480 280 180
100 100 990 810 400 460 290 190
100 100 1100 650 350 400 300 210
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11.7.2.3 Bereich SON3

Tier | Gruppe Intensitat AVT Intensitat GAL
starke | mittlere | schwache | starke | mittlere | schwache
HG GAL | HG AVT | Zellen | Zellen Zellen Zellen | Zellen Zellen
20 CO 125 100 860 650 490 420 280 250
125 100 950 800 590 320 280 250
125 100 1010 750 740 390 290 180
20 CO 150 150 820 490 250 720 530 300
150 150 580 480 240 760 580 420
150 150 550 350 220 660 480 350
22 CO 150 200 1600 720 490 1900 570 380
150 200 1100 620 390 1070 550 380
150 200 1150 950 380 690 590 450
22 CO 150 200 1590 690 250 1190 710 460
150 200 1290 990 410 1090 690 460
150 200 1200 720 380 920 660 420
25 CO 175 150 760 440 350 610 420 280
175 150 750 570 360 720 430 280
175 150 600 420 260 590 390 310
25 CO 200 175 690 560 350 870 400 250
200 175 890 620 460 680 330 260
200 175 720 510 370 780 370 290
28 DH 125 150 690 390 290 600 440 180
125 150 710 320 200 580 360 260
125 150 580 390 220 570 340 280
28 DH 100 100 530 310 170 240 210 160
100 100 520 340 190 240 190 160
100 100 480 270 190 210 170 150
21 DH 125 125 510 290 260 410 290 290
125 125 530 300 170 400 380 280
125 125 480 310 180 390 320 210
21 DH 150 125 1150 690 260 700 290 210
150 125 1100 770 270 530 320 230
150 125 1000 640 250 510 340 280
23 DH 175 150 1150 490 200 590 440 240
175 150 990 390 350 450 380 320
175 150 620 460 270 590 380 250
23 DH 150 150 550 270 220 560 440 340
150 150 530 300 220 580 420 350
150 150 430 270 190 540 390 310
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11.7.2.4 Bereich SONe

Tier | Gruppe Intensitat AVT Intensitat GAL
starke | mittlere | schwache | starke | mittlere | schwache
HG GAL | HG AVT | Zellen | Zellen Zellen Zellen | Zellen Zellen
20 CO 100 150 1780 990 690 560 490 270
100 150 2250 940 610 530 360 240
100 150 1600 780 490 520 450 340
20 CO 75 150 340 320 170 520 390 250
75 150 380 200 0 430 390 320
75 150 580 190 0 410 380 330
22 CO 100 100 1350 390 280 420 330 190
100 100 1050 540 370 400 340 190
100 100 740 520 230 390 250 240
22 CO 100 150 260 180 150 310 260 220
100 150 210 180 0 290 260 220
100 150 220 170 0 270 250 240
25 CO 75 150 840 540 490 1090 470 220
75 150 790 650 460 670 350 240
75 150 860 490 480 620 360 260
25 CO 75 125 1400 825 280 1000 590 320
75 125 1250 800 385 645 575 265
75 125 1250 820 525 600 595 375
28 DH 75 175 400 310 190 0 0 0
75 175 340 290 260 0 0 0
75 175 360 250 240 0 0 0
28 DH 50 125 480 360 150 580 340 190
50 125 460 370 210 510 270 210
50 125 390 360 200 390 270 220
21 DH 100 100 1080 400 290 300 250 190
100 100 750 640 350 300 250 180
100 100 830 610 280 260 220 170
21 DH 100 100 1950 650 290 290 270 0
100 100 670 630 320 280 200 0
100 100 660 480 370 270 0 0
23 DH 100 100 890 590 340 480 300 290
100 100 660 640 200 390 290 250
100 100 1150 460 290 380 320 200
23 DH 100 100 610 470 330 630 580 250
100 100 660 480 340 610 520 260
100 100 710 360 340 710 420 280
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