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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Die Verunreinigung der aquatischen Umwelt durch endokrin aktive Substanzen steht in
den letzten Jahren vermehrt im 6ffentlichen und wissenschaftlichen Interesse. Bei einem
Chemieunfall am Everglades Lake Apopka in Florida, USA, im Jahre 1980 waren grof3e
Mengen des DDT-haltigen Pestizids Dicofol in den See gelangt. Als Folge konnte ein
Zusammenbruch der Alligatorenpopulation beobachtet werden. Ursache hierflir war,
dass viele Alligatoreneier unbefruchtet blieben, da junge Alligatorenmidnnchen eine
Verkiimmerung und Missbildung des Penis aufwiesen, die zu Sterilitit und Zeugungs-
unfdhigkeit fiihrten (Guillette et al. 1994; Guillette et al. 1995, Guillette et al. 1996a,
Guillette et al. 1996b). Diese war eindeutig auf die Wirkung des persistierenden Meta-
boliten p,p’-DDE zuriickzufiihren, fiir den antiandrogene Wirkungen nachgewiesen

wurden (Kelce et al. 1995).

Storungen der Reproduktionsfihigkeit konnten auch bei Vogeln beobachtet werden, die
Fische aus verschmutzten Gewéssern als Beutetiere fralen. Bei Mowen in Kalifornien
und um die groBBen Seen sowie beim Weillkopfseeadler an der Ostkiiste der USA traten
vermehrt Anderungen in Verhalten und Wachstum, Verdiinnung der Eischalen, sogar
Missbildungen und Feminisierung méinnlicher Vogel auf. Diese Effekte wurden auf die

Verschmutzung der Gewésser mit DDT, PCBs und Dioxinen zuriickgefiihrt (Fry 1995).

Eine Verménnlichung aquatischer Organismen, die auf den Einsatz von Anti-Fouling-
Farben (Schiffsanstriche gegen Algenbewuchs) beruhte, konnte am Besten bei Meeres-
schnecken belegt werden. Der Wirkstoff Tributylzinn (TBT) verursachte entlang von
stark benutzten Schiffsrouten und in Hafen einen Zusammenbruch der Schneckenpopu-

lation (Tyler ef al. 1998).

Untersuchungen in englischen Fliissen an frei lebenden und in Kéafigen gehaltenen Fi-
schen zeigten eine Storung der Gonadenorganogenese auf. Ménnliche Individuen lieBen
Anzeichen von Intersex, einer Verweiblichung der Geschlechtsorgane, erkennen. So
konnte in den médnnlichen Hoden Ovargewebe festgestellt und die Bildung eines Eidot-
ter-Vorlauferproteins, dem Vitellogenin (Vtg), nachgewiesen werden. Die Vtg-
Produktion findet normalerweise nur bei weiblichen Fischen statt. Dieser Effekt ist auf

eine Belastung der Gewésser mit Ostrogen wirksamen Chemikalien aus der Landwirt-
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schaft sowie aus Abwissern von industriellen und kommunalen Kldranlagen zuriickzu-

fiihren (Purdom et al. 1994; Harries et al. 1996; Harries et al. 1997).

1.1 Das hormonelle System von Fischen

Die Verweiblichung der Geschlechtsorgane in mannlichen Fischen ist auf das Einwir-
ken von exogenen Chemikalien oder Hormonen zuriickzufiihren. Thre Wirkung beruht
auf einer Beeintriachtigung des Geschlechtshormonsystems im Organismus. Daher wird
im Folgenden ndher auf die molekularen Mechanismen bei der Oogenese (Eireifung) in
Teleostei (Echte Knochenfische) eingegangen, zu denen etwa 95% aller heute lebenden

Fischarten gehdren.

Bei der Oogenese in Fischen finden entscheidende molekulare Mechanismen in den als

Vitellogenese und Zonagenese bezeichneten Stadien statt.

Die Vitellogenese umfasst den Vorgang der Synthese des Eidotter-Vorlduferproteins
Vtg sowie dessen Transport und Aufnahme in die Oozyte (Eizelle). Vtg wird normaler-
weise ausschlieBlich in der Leber weiblicher Fische unter Kontrolle des weiblichen Se-
xualhormons 178-Ostradiol (E2) gebildet. Es wird iiber das Blut zu den heranreifenden
Eiern transportiert, um diese mit den notigen Néhrstoffen fiir den zukiinftigen Embryo
zu versorgen. Unter Einwirkung Ostrogen aktiver Substanzen wird die Vtg-Bildung auch
in mannlichen Individuen induziert. Als Folge sind erhohte Mengen Vtg in Leber und
Blut nachweisbar (Wahli 1988; Lim et al. 1991; Purdom et al. 1994; Sumpter und
Jobling 1995; Bowman et al. 2000; Funkenstein et al. 2000; Lattier et al. 2001).

Die Zonagenese beschreibt den Vorgang der Synthese des als Zonagenin, Zona radiata
oder Chorion bezeichneten extrazelluldren Eischalenbausteins sowie dessen Transport
und Ablagerung bei der reifenden Oozyte (Murata ef al. 1997). Da der Syntheseort der
beim Aufbau der Eihiille beteiligten Proteine innerhalb unterschiedlicher Arten ver-
schieden ist, findet sich in der Literatur eine uneinheitliche Nomenklatur. Bei Regenbo-
genforelle (Oncorhynchus mykiss), Dorsch (Gadus morhua), Flunder (Pseudopleuro-
nectes americanus), Japanischen Reiskérpfling (Oryzias latipes) und Taimen (Hucho
peryi) werden die Eihiillenproteine in der Leber synthetisiert und Choriogenine oder
Zona radiata-Proteine genannt (Oppen-Berntsen et al. 1992a; Oppen-Berntsen et al.
1992b; Lyons et al. 1993; Murata et al. 1997; Shimizu et al. 2000). Bei Seenadel (Syn-
gnathus acus), Karpfen (Cyprinus carpio), Goldfisch (Carassius auratus) und Zebra-
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barbling (Danio rerio) erfolgt die Bildung der als Zona pellucida-Proteine bezeichneten
Eihiillenproteine hingegen unmittelbar in den Ovarien (Begovac und Wallace 1989;
Chang et al. 1996; Chang et al. 1997; Wang und Gong 1999; Mold et al. 2001). Die
Bildung des Zona radiata-Proteins steht unter Kontrolle von E2 und findet {iblicherwei-
se nur in weiblichen Fischen statt (Oppen-Berntsen et al. 1992a; Celius und Walther
1998a; Shimizu et al. 2000). Eine Induktion bei médnnlichen Fischen nach Belastung mit
Ostrogen aktiven Substanzen konnte ebenfalls nachgewiesen werden (Arukwe et al.
1997; Arukwe et al. 1998; Celius und Walther 1998b; Celius et al. 1999; Oppen-
Berntsen et al. 1999; Celius et al. 2000; Arukwe et al. 2001). Ein Einfluss 0strogener
Substanzen auf die Zona pellucida-Proteine konnte hingegen bisher nicht belegt werden

(Liu et al. 2006).

Abbildung 1 zeigt den Ablauf der molekularen Mechanismen in den Hepatozyten (Le-
berzellen) der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss), der zur Bildung von Zona
radiata-Protein und Vtg fiihrt (Tyler ef al. 1996). E2 wird in den Follikelzellen einer
reifenden Oozyte gebildet. Dieser Follikel besteht aus dufleren Thekazellen, die durch
Gonadotropin zur Testosteron-Bildung angeregt werden, sowie inneren Granulosazel-
len, in denen die Aromatisierung des Testosterons zum E2 erfolgt (Kime 1998). Das E2
wird an Steroid-bindende Globuline (SbG) gebunden (Miguel-Queralt ef al. 2004), ge-
langt {iber das Blutplasma zur Leber, wird durch Diffusion in die Hepatozyten aufge-
nommen und bindet an den zytoplasmatischen Ostrogenrezeptor (ER) (Flouriot et al.
1996; MacKay et al. 1996; Flouriot et al. 1997). Der Ostrogenrezeptor weist eine hohe
Spezifitit fiir E2 auf, ldsst jedoch eine Strukturtoleranz bei seinen Liganden zu (Anstead
et al. 1997). Hierbei scheinen insbesondere para-substituierte phenolische sowie andere
Wasserstoftbriicken-bildende Gruppen entscheidend zu sein (Oostenbrink et al. 2000).
Der Ostrogenrezeptor wird durch Hitzeschockproteine in einer hochaffinen Form gehal-
ten. Durch Bindung des E2 fallen diese ab (Landel et al. 1995) und der Rezeptor wird
nach Phosphorylierung dimerisiert und somit aktiv (Weigel 1996). Dieses aktivierte
Rezeptor/Hormon-Dimer bindet an eine spezifische DNA-Sequenz, dem so genannten
Estrogen Responsive Element (ERE) (Katzenellenbogen et al. 1993). Dieses fungiert als
Enhancer-Element des Promoters und leitet die Transkription des Gens ein. Die gebilde-
te mRNA wird dann ins Zytosol transportiert und dort in der Translation ins entspre-

chende Protein iibersetzt, das eine dstrogene Wirkung herbeifiihrt (Parker 1993).
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Abbildung 1: Ostradiol-abhangige Bildung von Vitellogenin und Zona radiata-Protein
in Hepatozyten der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss)

GtH: Gonadotropin, E2: 17R-Ostradiol, SbG: Steroid-bindende Globuline, ER: Ostro-
genrezeptor, Hsp: Hitzeschockprotein, ERE: Estrogen Responsive Element, Vig: Vitel-
logenin, Zr: Zona radiata, N: Nukleus

Die 6strogene Wirkung ist stark vom Entwicklungsstand eines Organismus abhéingig.
Kommt es bereits im Stadium der Ausbildung von priméren Geschlechtsmerkmalen zu
Storungen der Gonadenorganogenese durch Fremdstoffe, kann dies irreversible Defekte
des Organismus zur Folge haben. Derartige Storungen des Hormonsystems bei Adulttie-
ren sind hingegen héufig reversibel und konnen nach dem Verschwinden des Fremd-
stoffs wieder abklingen. Nur bei dauerhafter Exposition sind auch bleibende Schédi-
gungen denkbar. Organismen im Entwicklungsstadium reagieren also empfindlicher auf

endokrin aktive Substanzen als Adulttiere (Bigsby et al. 1999; Drastichova et al. 2005).
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1.2 Ostrogen wirksame Substanzen

Neben den korpereigenen Sexualhormonen mit dstrogener Wirkung bei Menschen und
Tieren (Endogene Ostrogene) sind in der Umwelt noch weitere dstrogen wirksame
Riickstdnde von natiirlichen Inhaltsstoffen aus Pflanzen und Pilzen (Phyto- und Myko-
dstrogene) sowie von Medikamenten (Synthetische Ostrogene) und Industriechemika-
lien vorzufinden. Substanzen mit dstrogener oder anti-Gstrogener Wirkung, die von au-

en zugefiihrt werden, werden auch als Xenoostrogene bezeichnet.

Endogene Ostrogene wie das E2, das im gesamten Tierreich als dominierendes weibli-
ches Sexualhormon produziert wird, und auch seine Metaboliten Ostradiol, Ostron oder
Ostriol weisen eine hohe biologische Aktivitit auf. Die drei als inaktive Konjugate vor-
liegenden Metabolite werden mit dem Urin ausgeschieden und durch intensive Vieh-
wirtschaft in groBen Mengen in die Umwelt freigesetzt (Shore et al. 1993). In Klaranla-
gen findet durch mikrobielle Aktivitit eine Dekonjugation statt, wodurch die Ostrogene
in eine aktive Form {iberfiihrt werden und dann ins Abwasser und die Fliisse gelangen
(Merz et al. 1998; Ternes et al. 1999a; Ternes et al. 1999b). Hier kénnen sie z.B. von
Fischen iiber die Kiemen oder die Nahrung aufgenommen werden und ihre endokrine

Wirkung entfalten.

Synthetische Ostrogene wie z.B. 17a-Ethinyldstradiol (EE2) oder Mestranol, die als
Kontrazeptiva (Anti-Baby-Pille) sowie in der Hormonsubstitutionstherapie eingesetzt
werden, weisen eine dhnliche biologische Wirkung wie endogene Ostrogene auf und

gelangen auf gleichem Wege in aquatische Systeme (Merz et al. 1998; Lee ef al. 2004).

Weitere endokrin aktive Substanzen natiirlichen Ursprungs sind Phytodstrogene, die
z.B. Bestandteil von Hiilsenfriichten wie Soja, diversen Kleearten, Hopfen, Mais und
Holz sind (nicht zu verwechseln mit den Phytohormonen in der Pflanzenphysiologie,
die als Botenstoffe Wachstum und Entwicklung der hoheren Pflanzen steuern und koor-
dinieren). Diese werden vorwiegend durch die Nahrung aufgenommen und gelangen
durch Ausscheidungen in die aquatische Umwelt. Daneben spielt die Freisetzung durch
die Papier- und Zellstoftherstellung eine Rolle (Stumpf ez al. 1996; Santti et al. 1998).

Die natiirlich vorkommenden Mykohormone werden von Schimmelpilzen gebildet.

Xenoostrogene konnen auf aquatische Systeme erheblichen Einfluss haben. Bis zu 200

Substanzen werden als endokrin wirksam eingestuft (Giilden et al. 1997). Die Auswir-
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kungen und Wirkmechanismen sind sehr vielféltig. In Tabelle 1 sind die wichtigsten

Chemikalien mit 6strogener Aktivitit zusammengefasst.

Tabelle 1: Chemikalien mit éstrogener Aktivitit: Chemische Gruppen und Beispiele

Chemische Gruppen Beispiele
Diphenylmethan-Derivate (chloriert) o,p-DDT
Diphenylmethan-Derivate (nicht-chloriert) |Bisphenol A
Triphenylmethan-Derivate Phenolphthalein

Biphenyle (chloriert) Aroclor 1221

Biphenyle (nicht-chloriert) 2,2'-Dihydroxybiphenyl
Chlorierte Triphenyle PCT, Aroclor 5442

PAKs 3,9-Dihydroxybenz(a)-anthracen
Naphthole 1-Naphthol

Alkylphenole 4-tert. Oktylphenol
Phenoylsiloxane Diphenylhexamethylcyclotetrasiloxan
Chlorierte Cyclodiene Kepon

Phthalsdureester Benzylbutylphthalat

1.3 Zebrabarbling als Modellorganismus

Der Zebrabérbling (Danio rerio Hamilton-Buchanan 1822) gehort zur Familie der Karp-
fenfische (Cyprinidae), die mit iiber 2000 Arten eine der artenreichsten Fischfamilien
darstellt. Er ist in den Zufliissen des Ganges in Bengalen (Indien und Bangladesch) so-
wie Pakistan beheimatet und lebt als schnellwiichsiger Schwarmfisch in langsam flie-

Benden oder stehenden Gewéssern, wie zum Beispiel in Reisfeldern.

Als Modellorganismus verfiigt der Zebrabirbling iiber viele Eigenschaften, die fiir die
Entwicklungsbiologie und Genetik von grolem Nutzen sind. Zu diesen gehdren seine
geringe Grofe von vier bis sechs Zentimetern und seine geniligsamen Anspriiche an

Wasser, Futter und BeckengroBe, die eine vergleichsweise Platz sparende und preis-
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gilinstige Haltung ermdglichen. Der Zebrabirbling besitzt keine saisonale Laichzeit,
sondern ist ganzjdhrig wéhrend eines zwei bis fiinf Tage dauernden Laichzyklus fertil
(Creaser 1934; Hisaoka et al. 1962; Eaton und Farley 1974a; Eaton und Farley 1974b;
Laale 1977; Goolish et al. 1998). Das Zebrabarbling-Weibchen kann pro Laichakt 300
bis 500 Eier ablaichen (Hisaoka et al. 1958). Im friihen Stadium der Geschlechtsent-
wicklung ist der Zebrabirbling ein protogyner Hermaphrodit. Bei zehn bis zwolf Tage
alten Tieren differenzieren sich zundchst alle Gonaden unabhidngig vom genetischen
Geschlecht zu Ovarien. 23 bis 25 Tage nach dem Schliipfen erfolgt schlieBlich bei der
einen Halfte der Ovarien eine Reifung zu weiblichen Gonaden, bei der anderen Halfte
findet eine Umformung zu Testes statt. Nach ungefdhr 40 Tagen ist der Prozess der Se-
xualdifferenzierung abgeschlossen (Takahashi 1977). Der kurze Generationszyklus von
der Befruchtung bis zur Laichreife betrdgt zwolf bis 16 Wochen. Die Embryonen sind
durchsichtig und alle Zellen bleiben bis in das frithe Larvenstadium sichtbar. Zudem
sind die Embryonen ausreichend grof3, um klassische Transplantationsexperimente von

einzelnen Zellen oder Zellverbanden durchfiihren zu konnen.

Daneben eignet sich der Zebrabérbling hervorragend fiir genetische Analysen und Se-
lektionsverfahren. Inzwischen wurden vielfaltige und effiziente Methoden zur Mutage-
nese sowie zu deren Nachweis etabliert. Dabei kommen chemische Mutagene (Dooley
und Zon 2000; Bohm et al. 2003; Dosch et al. 2004; Wagner et al. 2004) sowie provira-
le Insertionen (Gaiano et al. 1996; Amsterdam et al. 1999; Golling et al. 2002) zum
Einsatz. Ferner wurden Techniken zum Gentransfer (Transgenese) (Long et al. 1997)
sowie zur Genausschaltung (Morpholino knock-down) (Nasevicius und Ekker 2000)

etabliert.

Da der Zebrabirbling ein Wirbeltier (Vertebrat) ist, konnen entwicklungsbiologische
und genetische Erkenntnisse teilweise sogar auf den Menschen iibertragen und zur Er-
forschung erbbedingter Erkrankungen genutzt werden (Metscher und Ahlberg 1999;
Zon 1999; Dooley und Zon 2000).

Die ziigig voranschreitende Entschliisselung des Genoms durch das Sanger Institute' in

Cambridge, GroBbritannien sowie die Bereitstellung von Sequenz-Informationen im

" http://www.sanger.ac.uk/Projects/D_rerio/
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Internet® erlauben den Einsatz von umfangreichen Genexpressionsanalysen wie der

DNA-Array-Technik.

1.4 Genexpressionsanalyse mittels DNA-Array-Technik

Eine Moglichkeit, die hormonellen Wirkungen endokrin aktiver Substanzen an aquati-
schen Organismen zu untersuchen, bietet die Genexpressionsanalyse mittels DNA-
Array-Technik. Das Funktionsprinzip der DNA-Array-Technik basiert auf der Hybridi-
sierung von Nukleinsduren (nach James Watson und Francis Crick). Dabei kommt es zu
einer Aneinanderlagerung von zwei komplementédren Nukleinsdure-Einzelstringen {iber
Wasserstoftbriickenbindungen zwischen ihren hydrophoben Purin- und Pyrimidin-
Basen. Edwin Southern nutzte dieses Prinzip erstmalig 1975, um auf einer Membran
fixierte DNA-Fragmente mit markierten DNA-Sonden nachzuweisen (vgl. Southern

Blot) (Southern 1975).

Bei der DNA-Array-Technik werden einzelstrangige Nukleinsduren strukturiert auf ei-
nem Triger-Substrat immobilisiert. An diese erfolgt eine Hybridisierung von unter-
schiedlich Fluoreszenz-markierten Targetnukleinséuren aus verschiedenen zu verglei-
chenden Geweben. Als Target (Ziel) wird die aus dem Gewebe extrahierte Nukleinsidure
bezeichnet, die es zu untersuchen gilt. Nach Abwaschen unspezifisch gebundener Tar-
get-DNA wird die Lokalisierung und Intensitit der Hybridisierungen iiber Fluores-

zenzscanning bestimmt.

Verwendet man dabei als Immobilisierungsmatrix beschichtete Glas- oder Kunststoft-
Slides, auf die man mit Hilfe eines Roboters (Arrayer) tausende DNA-Spots aufbringt,

die kleiner als 250 um sind, spricht man auch von Microarrays.

Bei der Genexpressionsanalyse mittels dieser hochauflosenden Microarray-Technologie
immobilisiert man DNA-Sonden (DNA-Klone oder synthetische Oligonukleotidsequen-
zen aus dem interessierenden Chromosom oder Gen) auf der Matrix und hybridisiert mit
markierten DNA-Targets aus Geweben verschiedener Experimente/Konditionen und der
Kontrolle (Schena et al. 1998; Duggan et al. 1999; Gabig und Wegrzyn 2001). Die

Funktionsweise ist in Abbildung 2 schematisch dargestellt.

? http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/zebrafish/index.html
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Abbildung 2: Funktionsprinzip der Microarray-Technologie
Cy3: Cy3-dCTP, Cy5: Cy5-dCTP, PC: Personal Computer

Die DNA-Microarray-Technologie ist heute eine der effektivsten Methoden, die eine
gleichzeitige Erfassung der Genexpression von tausenden von Genen sowie eine Bewer-
tung grofer Mengen an biologischen Informationen ermoglicht (Schena et al. 1995;
Chee et al. 1996; Schena et al. 1996; DeRisi et al. 1997; Duggan et al. 1999; White et
al. 1999; Kim et al. 2001; Arbeitman et al. 2002; Hamatani et al. 2004; Wang et al.
2004b).

Bei der Anwendung von Microarrays am Modellorganismus Zebrabérbling standen da-
bei bisher entwicklungsbiologische Untersuchungen im Vordergrund, die sich vorwie-
gend auf ausgewihlte Gene beschriankten (Ton et al. 2002; Lo et al. 2003; Linney et al.
2004; Mathavan et al. 2005).

In der Umweltanalytik ist die Verwendung der DNA-Array-Technik bisher auf wenige
Einsatzgebiete beschriankt. Dabei wurden die Auswirkungen von Umweltchemikalien
auf humane Zellen (Mankame et al. 2004; Wang et al. 2004a), Ratten (Sprague-
Dawley®) (Kato et al. 2004), Mause (Mus musculus) (Bartosiewicz et al. 2001a; Barto-
siewicz et al. 2001b; Watanabe et al. 2004), Nematoden (Caenorhabditis elegans) (Cu-
stodia et al. 2001), Forellenbarsche (Micropterus salmoides) (Larkin et al. 2002; Larkin
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et al. 2003a) und Edelsteinkdrpflinge (Cyprinodon variegatus) (Larkin et al. 2003b)

untersucht.

1.5 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung der Microarray-Technologie fiir die Erfassung
der Genexpression von Zebrabarblingen (Danio rerio) sowie die Bewertung der Expres-
sionsmuster nach der Belastung mit dstrogen wirksamen Substanzen. Die Arbeiten um-
fassten die Aufzucht und Haltung der Fische, die Durchfiihrung von Expositionsexpe-
rimenten, die Aufarbeitung der Proben, die Fertigung der Microarrays, die Hybridisie-
rung der Proben sowie die Auswertung der Ergebnisse. Fiir die Expositionen mit dstro-
gen wirksamen Substanzen wurde E2 als Vertreter eines endogenen Ostrogens, BPA als
Vertreter einer Umweltchemikalie, Genistein als Vertreter eines Phytodstrogens und
EE2 als Positivkontrolle gewdhlt. Der Konzentrationsbereich der Substanzen erstreckte
sich von niedrigen bis zu hohen Dosen, fiir die bereits eine 6strogene Wirkung nachge-
wiesen wurde. Die Untersuchung der Genexpression erfolgte mit Hilfe der Microarray-
Technologie. Als Voraussetzung fiir den Einsatz dieser Technik in einem relevanten
Konzentrationsbereich wurde die quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) ge-
nutzt. Als Markergen fand hierbei das Gen vig/ Anwendung, das fiir das Eidotter-
Vorlduferprotein Vitellogenin kodiert. Mit der Microarray-Technologie konnte die Ex-
pression einer Vielzahl von Genen parallel untersucht werden. Dabei wurden zunéchst
Gesamtgenom-Arrays mit 14067 unterschiedlichen Sonden fiir Proben verwendet, die
einer relativ hohen Konzentration ausgesetzt wurden und bei denen eine ostrogene Wir-
kung durch qPCR nachgewiesen wurde. So konnte fiir jede der drei untersuchten Sub-
stanzen eine Liste mit regulierten Genen des Zebrabirblings erstellt werden. Durch den
Vergleich der regulierten Gene zwischen den Substanzen wurden schlielich Markerge-
ne identifiziert, die zum Nachweis Ostrogener Wirkungen verwendet werden konnen.
Die Bewertung der Genexpressionsmuster erfolgte durch funktionelle Analyse unter
Verwendung von Gene Ontologies, die biologische Prozesse im Zebrabérbling be-
schreiben. SchlieBlich wurden mit Subset-Arrays, die eine Auswahl von Sonden trugen,
weitere Konzentrationen von E2, BPA und Genistein untersucht. Dabei konnten weit
reichende Erfahrungen zur Methodik gesammelt und die Nachweisgrenzen der Microar-

ray-Technologie aufgezeigt werden.
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Die Arbeiten zur vorliegenden Dissertation wurden im Rahmen des von der Européi-
schen Union geforderten Projektes EDEN (endocrine disruptors: exploring novel
endpoints, exposure, low-dose- and mixture-effects in humans, aquatic wildlife and
laboratory animals) durchgefiihrt. Insgesamt waren an diesem Projekt 22 verschiedene
europdische Partner beteiligt. Die Projektziele der Technischen Universitdt Miinchen
wurden wegen des groflen Umfangs in Zusammenarbeit mit Ulf Kausch, einem Kolle-
gen am Lehrstuhl fiir Zellbiologie, erarbeitet. Insbesondere die qPCR-Experimente
wurden gemeinsam durchgefiihrt und sind hier aus Griinden der Kohérenz vollstindig
wiedergegeben. Sie dienten nicht nur zur Bestimmung der Effektkonzentrationen, son-
dern vor allem auch zur Uberpriifung der Microarray-Experimente. Meine Aufgaben
umfassten vorwiegend die Etablierung der Microarray-Technologie sowie die Durch-

fiihrung der Microarray-Experimente.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Reagenzien

17B-Ostradiol [CAS # 50-28-2]
17B-Ostradiol-BSA
3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin
3-(N-Morpholino)-propansulfonsdure (MOPS)
Agarose NEEO

Biotin-POD-Konjugat

Bisphenol A [CAS # 80-05-7]

Blocking Reagenz

Borsédure

Bromphenolblau

Bovines Serumalbumin (BSA)

Chloroform

Desoxynukleotidtriphosphate (ANTP Set), je 100 mM
Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

DNA-Lingenmarker, 100bp GeneRuler ™
DNA-Léangenmarker, 100/500bp GenSura Superladder
Ethanol absolut

Ethidiumbromid-Losung 1%

Sigma, E-8875

Sigma, E-0756

Fluka, 87748

Fluka, 69947

Roth, 2267.2

Sigma, P-9568

Sigma, I-0635
Boehringer Mannheim,
1112589

Sigma, B-7901

Merck, 159102

Sigma, A-2153

Sigma, C-7559
GeneCraft, GC-013001
Sigma, D-5758

Merck, 102952
Fermentas, SM0243
Roth, L496.1

Riedel-de Haén, 32205

AppliChem, A 1152,0025
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Ethylendiamintetraessigsdure-di-Natriumsalz-Dihydrat

(Na,EDTA)
Formamid
Formaldehyd 37%
Genistein [CAS # 446-72-0]
Glycerol
Isopropanol
Kaliumdihydrogencitrat

Kalziumchlorid, entwissert

Maus-anti-human-Ostrogenrezeptor-Ak, biotinyliert

Natriumacetat-Trihydrat
Natriumcarbonat

Natriumchlorid
tri-Natriumcitrat-Dihydrat
Natriumhydroxid
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
Natriumhydrogencarbonat
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Natriumhydroxid

Natriumlaurylsulfat (SDS)
Ostrogenrezeptor o, human

Salzsdure

Schwefelsdure

Sorbinsdure

Streptavidin

TRI ReagentTM

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

Sigma, E-5134

Sigma, F-7508
Fluka, 47629
LCLaboratories, G-6055
Sigma, G-5516
Roth, 7343.1
Fluka, 60215
Roth, A119.1
Dako, E7107
Merck, 6268
Merck, 106393
J. T. Baker, 0278
Fluka, 71402
Roth, 6771.1
Merck, 106346
Merck, 106329
Merck, 106580
Roth, 6771.1
Fluka, 71728
MoBiTec, P2188
J. T. Baker, 6081
Merck, 100732
Fluka, 85510
Vektor, SA-5000
Sigma, T-9424

J. T. Baker, 1414
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Triton® X-100 Sigma, T-8787
Tween® 20 Merck, 817072
Wasserstoffperoxid 30% Merck, 108597
Xylencyanol Sigma-Aldrich, 335940

2.1.2 Kits und Microarrays

Ist Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) Roche, 1483188

cMaster™ RTplusPCR System Eppendorf, 0032 002.358

CyScribe First-Strand cDNA Labelling Kit Amersham Biosciences,
RPN6202X

LightCycler” FastStart DNA Master’ " SYBR GreenI ~ Roche, 03515885
RNeasy MinElute Cleanup Kit Qiagen, 74204

Zebrafish 14k OciChip™ Ocimum Biosolutions,
#2260-000000

2.1.3 Primer

Konzentration aller Primer: 100 pmol/uL

P-actin (NCBI Zugriffsnummer: AF057040; Produktgrofe: 278 bp)
forward (5°-AAG CAG GAG TAC GAT GAG TCT G- 3°)
reverse (5°-GGT AAA CGC TTC TGG AAT GAC-3°)

efla (NCBI Zugriffsnummer: L23807; Produktgrofle: 208 bp)
forward (5’-CAG CTG ATC GTT GGA GTC AA-3’)
reverse (5’-TCT TCC ATC CCT TGA ACC AG-3’)

vtgl (NCBI Zugriffsnummer: AF406784; ProduktgrofBe: 210 bp)
forward (5’-GCC AAA AAG CTG GGT AAA CA-3)
reverse (5’-AGT TCC GTC TGG ATT GAT GG-3’)
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Die Primersequenzen wurden mit Hilfe des Internetprogramms ,,Primer3‘* erstellt. Die

Synthese der Primer erfolgte durch MWG Biotech in Ebersberg, Deutschland.

2.1.4 Sonden

Fiir die Subset-Arrays wurden die Sondensequenzen von Ocimum Biosolutions in Hy-
derabad, Indien zur Verfiigung gestellt. Die Sonden sind 50 bp lang und am 5’-Ende mit

einer NH,-C¢-Modifikation versehen.

Die Bestellnummern und Sequenzen der Sonden sind nachfolgend aufgefiihrt. Die Syn-

these der Sonden erfolgte durch MWG Biotech in Ebersberg, Deutschland.
Konzentration aller Sonden: 100 pmol/uL

Folgende 50 Sonden werden bei allen Subset-Arrays gespottet:

#00043:  5'-CCC TCC TCT TGG TCG CTT TGC TGT GCG TGA CAT GAG GCA GAC CGT TGC TG-3'
#00562:  5'-ATC GTC TCT GAA GTT GGT GAA GAA GCA AAC TGG AAA ATG TGT GCC AAT GC-3'
#01171:  5-ATG CGG GCG CGG GCA TTT CCC TCA ATG ACA ATT TTG TCA AGC TCT TTT CC-3'
#03268:  5'-CCT CAG CCC TGT TGC GTT CCC ATC AAA CTG TCC CCC ATC TCC ATG CTC TA-3'
#03519:  5'-AGC TGT ATG GAA AAG TTC TTG GCA TTG TGG GAC TTG GAA GGA TCG GCA AA-3'
#04050:  5-TTG ACC TGA AAG TGA AAA TTC CAG AGC GAA CTA TCT ACA AAA AGA AAATT-3'
#04614:  5-CAG TTC AAA AGG ATT GAT ACA GCA ATG TGC GGA CCC AAG GGT GTG ACG GT-3'
#04672:  5'-GGC AAG CCA CAT GCC ACA CAT GGG CCA CCT GCC ACC GTT CAG CCA TTC CG-3'
#05176:  5-TCA CAT CAC GCC TGG CAC ACA TGC TTC TGA GGA TGC AGT CAA CAA GCA GC-3'
#05346:  5'-GAG GCA GTG AAT CAG ATG CGC TAG CCG CCC CAT ACA ACT GAG AAG TTA CG-3'
#06233:  5'-ACA CCG TAC CAG GTT TAG GGA AAA AAC TTT GGC TAT CAT CTC GTT CCT CA-3'
#06261:  5-GCT GAA CGA CGA GGA CCA GGT GGT GGT GAA TAA AGC CGC AGT GAT GGT GC-3'
#06947:  5'-AGA CAG ACG CAT TCG AAA GAG ATT GAG AGC AAA GAA GAT GAG GTG GAG GA-3'
#06962:  5'-GTT CAA GTT GGT CCT AGA GCT GCT GAG AGG CTT GTT AAG CAA ATC AAC AT-3'
#07030:  5'-ACG CCC AAC TTC TGC ACC CTA CTT TGC TAT GAC AGA GTCTTC TCT GAT AT-3'
#07095:  5-TGC AGC AGC AGC AAC GGG CGG CGT TTA ATA AAC AAA ACT CTG ACA AAT TA-3'
#07343:  5-TGT CCA GCG GCA GCA GCA ACG GCT CAC TGA TCT CGC AAA CAC ACA TCC TG-3'

#07666:  5'-TTC AGC CGA CAG CAT CCG CAG CAA GCA GCA GCG ATG GCTCTC CTC AAA AC-3'

3 Adresse: http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3 www.cgi
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#07758:

#07832:

#07971:

#08000:

#08049:

#08087:

#08103:

#08109:

#08162:

#08169:

#08233:

#08534:

#09054:

#09301:

#09580:

#09754:

#09758:

#10198:

#10285:

#10451:

#10706:

#10815:

#11552:

#11857:

#12026:

#12110:

#12152:

#12161:

#13164:

#13260:

#13370:

#13940:

5'-GTC TGT CAT GCC TCT ATC ATC AAT GGG ACC ACA GCA AAA TCT AAT AAA CA-3'

5'-ATG GAC GAT CCA CAG GCT TAG TGT TAG ATA GCG GAG CAA CAC ATA CTA CT-3'

5'-GGC ACA GAG GAA GAT CCG AGA CAT TTT GAC ACA AGT CAA GCA GCA GCA GA-3'

5'-AAG ATG AAA AAG GAA GTG GCA GCA GCA GTA CCA GCT CTA CTC GCA ATC TG-3'

5'-AAT AAT ACA TCT GAT GGG GAT AAG TTC AAA CAG ATC TTC CAG GCA TAT GA-3'

5'-CTC AGA AGT CCT TTG ATT TCA TTG CTA GGA TTC CAG TCC CAA TGT CA-3'

5'-GTC TTC CTC TCG CAG GTC TAG AGC ATC TAT GAC AGG GGT GAG AAC CGT GT-3'

5'-CAC ACT ATT CTC AGG GAA GAA TTC AGG AAG CAC CCA AACTGA CGC ATT TA-3'

5'-CGC TAA AGT GAA ACC CCC CCG ACA GCA GAC GCC CAG CAC ACT GCC ACA GC-3'

5'-CAT CTT CAC AAA ACT GCT TCT CAA ACT CCC AGA CCT GCG CTC TCT TAA TA-3'

5'-AGG CTC TCA AAT CAG GAG ATG CAG CCA TTG TCG AGA TGG TCC CTG GCA AG-3'

5'-TTT GCA GCA ACA GCA CCC AGG CAA ACA AGC AAA AGA GCA ACA GCA GCA GC-3'

5'-ATT TAA GAA GGA GAA AAG CCC ATT CAA GAA GGA CAA AAG CCC ATT TAA GA-3'

5'-ACT CCT CCT CCG GGA GTG TCT GAA GAT GAG CTG GAT CTC ACA CCA GTT GT-3'

5'-CTA TAC AGC AAC AGT TAC TCT CCG TTC AGC AGC AGC ACC TGC TCA ACC TG-3'

5'-CTC AAC ACG CCA CCA CGT TGT CAC TCA GCA CAT TAG CCA CGC CCA AGA GG-3'

5'-CCA ACC ACA CCA GCG ACT ACA CCT CCA CAT CAC CGC ACG CTT TTC ACT GC-3'

5'-GTC TCA AGC TCA AGC TCA AGT TCC ACT ACA CGC AAG GTG GTA ACC ATT GT-3'

5'-CAG CAG CGG CAG CAG CAG CAG CTA AAG GAC TGC ATA CAT TGT CTC TCA AA-3'

5'-GGT CTC AGA GCG AGA AAA ACC CTC CAT CTA CAC CCA CAA CCA GCA GCA GC-3'

5'-GGG TGA TGC CAA GAA GAC TTG TGA TGC TCT GTC TGC CAA GGT CCG CGA GG-3'

5'-ACG ACA ACA TCA TCT GCG GTA TAA CCT CGG TGG CCT TCT CCA AGA GCG GT-3'

5'-CCA TTG GCA ATG AGA GGT GAG GTG CCA GAG GCC CTG TTT CCA GCC ATC CT-3'

5-GTT CTT CTT CAC TTA CGC CAC CAG GAA CGA CAG CAG CGT TAT GGT CCA CG-3'

5'-GGC AGA CGG ACA CAT GCC GAG CGA CCA CAC CACCTC CGG CGG AGA CCA GT-3'

5'-CCA CCC GTG ACG AAC AGC AGC AGC TCT TGC AGA AGG TTC TGG CAG CTT CA-3'

5'-TTC ACC AAC CTG CCT CAC ACG CCG CGC TAC TAC GAG ATCCTC AAG AAG AG-3'

5'-TCG GGG AGT ATC TCT TGC TCA CTC ATC CAG CTA CAC GAG TCA AGA TGC CT-3'

5'-ATC GAT GAG AGA CAT TCT GCT GCA CGG GAA GCC AAA GCT GGG TAG AGA GC-3'

5'-TCT GTC CAC GCT AAC AGG AAA GAA CGT CTT GAT TGT GGG AGG ACA TCA TT-3'

5'-AGG AAA GCT GCA CAC ACC TCA TCG AGG CAC ACA AGG AAT GCA TGA GAG CG-3'

5'-CTC TGC ACA AAC CCC TTC AAC TTC AGG CCC AGC AGC AGCAGC AAG AGC TA-3'
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Folgende 37 Sonden sind zusétzlich bei den Subset-Arrays gespottet, die fiir die Bisphe-
nol A-Proben verwendet werden:

#00651:  5'-GAA GGC TCA GCC TGA GGA GCC CCA CAT CAC TGC TGC TAA GGA AAT CGA GG-3'
#01364:  5'-GCG GAG CAA ACT CCA CCC CCA GCC TGG TGA CCA CGC CCT TTT TCC TTA AT-3'
#02595:  5-TGG ATG ATG CCA CTG AAG CCA GCG AGG GCC TGA GCC GAG AGG TCA ACA CA-3'
#02612:  5'-CCA TTA ACC CCT GCC ACC CCA TCT CGG TAC TCT CCT GTA TCA AAA GGC AT-3'
#03126:  5'-CAA GAG ATG ATA GAC ATT GTT GAG ACC GTT TAC AGG GGG GCG AGG AAA GG-3'
#03495:  5-TTG CTT CAA GGG GAA CTG AGT GAC TTT TTA GCC GCA AGT AAA GAC CCC AT-3'
#04050:  5'-TTG ACC TGA AAG TGA AAA TTC CAG AGC GAA CTA TCT ACA AAA AGA AAA TT-3'
#04068:  5'-TGG ACA GAC AGC TTC ACA GAA TGT GTC GGA GGC ACC GCA GAT TTA TCC AT-3'
#04431:  5-GCC AAA ATC CAA GAC AAA GAA GGC ATT CCC CCT GAC CAG CAG AGG TTG AT-3'
#04531:  5-TTC CCA GAG TTC AGC GAC CCT GCG GCT CCA GGA AAG CTG AGG CAG TAT GT-3'
#05368:  5'-GTT CCC CTC AGA GAA AAA CCC CGC ACC TCT TTT GTC CCG CAG GAG GAT TT-3'
#05463:  5'-TGG CCT TCC GTG TCC CCA CCC CCA ATG TCT CTG TTG TGG ATC TGA CAG TC-3'
#05637:  5'-CCA AAG GTA ACC GCA TTG AGG AGA TTC CTG AGG TCG CAC TTG TTG TTG AT-3'
#05667:  5'-CCG TGC TCG ATA CCT GGC ATC TAC GGT GTG TTG AAC AGA AAA CGA GGA CA-3'
#05830:  5'-TCT TAC ACA GCC TAC ATC AAA GAC TAC ATG AAG GCA GTT AAG GCC AAG TT-3'
#05851:  5'-GCC TCA AAT CAA GGA GGG AAA GCG GGT GTT GAT TGC CGC TCA TGG AAA CC-3'
#05981:  5'-CGA ACT TTT TTT CAT ACA GAT CTC CCG CTT CCT CTC GAA CTG CGT CAC AC-3'
#06147:  5'-ATG TCA AAA AGG GAT ATT TAC CTC CCC GTC ACT GTT CCC ATC AAT CCA GA-3'
#07050:  5'-TAT ATG CTA CAG TCC AGT TTG GGA CCA GCC TAC ACA ACA TCT CTG CGC CA-3'
#07990:  5'-GTT CTG AAC TTG GTC ATT GTC AGG AAG GGT GAG AAG GAG TAA AGC CCC TA-3'
#08728:  5'-AGA CAA CGG AGT GAC ACG AGC TTT CAG AAA TAT CCC TGG CAT CAC ACT GC-3'
#08765:  5'-AAC TAG GAG TGG ACG ACG AAT GGG CAG AGG AGG TTT TGG TGG GGG TGG TG-3'
#08874:  5'-GCT CGT TTC CAG CGG AAT CAC CGG CTA ATC AGT GAC ATT CTG AGT GAG GT-3'
#08886:  5'-TGC GGA GAG TGC TAG CGG ACA ACC CGT GGA GGC CGA GAG TGA AGC TGC TG-3'
#09943:  5'-ACA TGT GAG TCT GCG TTT CTG TCC AAG AGG AAC CCC AGG CAG ATC TAG TG-3'
#10283:  5-GAA AGA GTC TCA CAG GAA GAC GTG CTT CAG TTG CAC CAA AAA TAG CAG AG-3'
#10792:  5'-AGC AGA AGG TGC TGG AAA GGG AGA TAG ACC CAC TAA AAG ACC ACC AGT CC-3'
#10879:  5'-CAA TAG AGT CAA GAT GAA CAA ACG GCC AGG AAA AGA AGC AAG AAG GAA AA-3'
#11036:  5'-CCT CTG AAA AGG GAG ACC CTC ATC TGA GTG ATT TCC TGG AGA CTG ACT AC-3'
#11056:  5'-CAA CCT CCT ACT GTT TCG CTG GAC ACA ACG ATG GGA ACT ATT GTG CTT GA-3'

#11494:  5-AGG GCT TCA ACG TGT CCG TGC AGG GTA TCA TCA TTT ACA GAG CTG CCT AC-3'
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#11761:  5-GAT TAA AGT GGA AAA CGA AGA CCC CCT GGT TCC TGA CAT TGT GTA TGG GC-3'
#11927:  5-TCC ACC ATT GAC CCC TAC GAG CCC ACC TAC TGC CTC TGT GAA CAA GAG CC-3'
#12685:  5-TAC GCC CCA AAG TCT GTT TAC CCT CTT CGG TGT CTA CGG TGA CGT GCA AC-3'
#12988:  5'-GAG GCT TTT GGC TGC ATA GAT CAG AAC CGG GAT GGA GTT ATC AAC AAA TC-3'
#13048:  5'-CAC TAA CTA CAT CTA CAG CAT CGC CGT CTT CCC TAA CGG AAA AGA CTT TA-3'

#13870:  5'-TTT TAC CAA GAG GGG TCA GGC TGC CCT GGA CAG GCT TAT TGT GTT TGA TG-3'

Folgende 46 Sonden werden zusétzlich bei den Subset-Arrays gespottet, die fiir die Ge-
nistein-Proben verwendet werden:

#00032:  5'-ACA GCA GTG TGC TAG CCT TCA GCT ACT CAA TCC TGT GAG GAG AGT TGT GC-3'
#00054:  5'-TTG QAA AGG ATG TAA GGA GAG AAG ACC TGA ATG GCT TAG TGT GAG AGA AG-3'
#00167:  5'-TCG CCC GGA CTG CAC CCT GCT GTT TGC CCC AGA TTC CAG GAG TGA CCA TT-3'
#00181:  5'-ATT GTG GAA GAG GTG GTG GAT GGA AAA GTG GTC AGC TCA TCC TCC AAG GC-3'
#00186:  5'-AAA GCA CAA GAG TAG TTT TGG AAG ACG ACT GAT CAT GAG ATG CTA CTT CA-3'
#00226:  5'-CAT TGT CAA GAT GTT CAC CTT TGT AGA CCC ACA GTC TCT GTC TCC TGT GC-3'
#00374:  5'-CGG AGC TAA TTA CCT CCA ACT ACC AGT CAA CTG CCC GTA CCG CAC CCG TG-3'
#00430:  5'-GAA CTA CTT CAT TCC AAA GGG GAC TTC TAT TAG AAC AAA CCT GTC TTC GG-3'
#00937:  5'-GGG GTG AAT GTG ACG CAG CCA CGA GCA CAA AGA GCC GCA CTG GCA CTG TG-3'
#01821:  5'-CTG TGC ACA AAT CAT GCT CCT TTG CCA ATG GAT GGA AAG TCA AGG ACG GT-3'
#02130:  5'-TCT GCC GTG TGT TCA GGA TCT CCA TCA GAC ATA TCT CGC TGC TTC TCA AC-3'
#02156:  5'-AGC AGT CAG CAT CTG AAT GAC CTG CTG CTG CCT CTG GCC CTT CGG CTG CA-3'
#02178:  5'-CCT ACC CTG CAC CAA CGC CTG CAC AGG CTC CGC CCT CCT GCA CCC CTC GC-3'
#02197:  5'-ACG CAG AGA GCG CAC GCA GCG GTG TCT ACC ACC TGA AGG CTA CAT ACA CA-3'
#02353:  5'-AGA AAT CCG TCA CCA TGA GAA TTG AGC TGC TGG GTT GTG ATT TCG AAT AA-3'
#02721:  5'-AAG GAG ACA AGC GTT GGC CCA GGA ACT CGG CCT GAA CGA GTC TCA AAT CA-3'
#02741:  5'-AGT ACT GAT TTT GCT AAC ACT AGG ACT AGC CTA CGA ATG AGC CCA AGG CG-3'
#02980:  5'-CAA CAA GTC GTC CCA CTG GAG CAG TCC ATG AGC ACA CTT AAT CAG AGC AT-3'
#03055:  5'-AAG TGG GGT TTG GAG ACC TGT CAG CGT CTG GAT AAA AAC TAG TAT AAA TG-3'
#03336:  5'-GAA GAA CCT CTG CTG AAA AAA GCG AAA CTT GAT GCA GTT TTC GGT TTC AG-3'
#03427:  5'-AAA TAG CCA TAA AAA ATC AGG CGA TTC AGA TGT GAC CGG GAA ACC AAA GG-3'
#03807:  5'-AAC ATC GTC AGG AGC ACG CCT CGC ACT TAG ACC GTA GCC AAT CAG CTC CG-3'
#03985:  5'-CAA TCA AGT CTT ACC TAG CCG TCT TCC TTA CCT CTA TTA TTC TTA AAA TA-3'
#04173:  5'-CAA CAT GGC GTT AAG GTT GTG TCT GAG CCT TCC TCT CCT GTT CCT ATG GA-3'

#04492:  5'-GAA GAG AGT CAG GCC CTC ACT CAC CCA GAC CAG CTC AAA CTG AAG AAG AT-3'
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#05003:  5-TCT ACG CAA GGC TGA ACA AGC GCC GGG CCA TAA AGG CAC CTC CGT CAT CA-3'
#05946:  5'-CCG AAG AAC GAG GGT CGC GCT TAT TCT GTT AAG TAG TCT GCT CCC AGG TC-3'
#07195:  5-ACA GAC TAG GAT AAC TAC GCA ATC CAC TAG TCG TGC AGA GAG CTG GAT GA-3'
#07441: 5'-ACT CCA ACA CAG TCG CTG GAC AGT TTG ATG ACG CAG ACG TGG ATC ACT GA-3'
#07850:  5'-CTC CCA GTG ATG AGG TTG TTT CTA GTA GAG AAG TTA TCC TGA CTT TGT GA-3'
#08036:  5'-GGA TTT ACA GGA GCA ATT ATT TTA ATA ATC GCC CAC GGA CTA ACC TCA TC-3'
#08214:  5'-CTG TAC GCT GTT GTG GGG TAT AAC CTG CGC CCT TTG ACC AGC AGG AAT GT-3'
#08756:  5'-GGA TGG ACT AAT GTG CAA GAC TTT TCT GCA AAG CCA ATT CAG CTC ATA TA-3'
#08758:  5'-GTC CGT TAC AGA AGA GCA TAT TTA ATG TTT CTG ACC TTT TCA ACT CTG AG-3'
#08858:  5'-ACC CCA CGC ACA GCT CGC CCT TAC TGG CCC AAA CGG ACC TGC CCA CAG AG-3'
#09080:  5'-CTT CAG CAC TAC AGT TAC CAA TCC TGA GCC AAT GGG AAA GCA GGG ACG TG-3'
#09391:  5-TGC TGA TGC TGA AGG TCC CAA CTT GTT CAT CTC CGA TGC TTA CCA TAA GG-3'
#09458:  5'-AAC CAA CTA CAA CAT TGA AGA CTT TGC TGA CCT CGG CAT GTT CCC ACC AT-3'
#09662:  5'-AAT GGA GAC CAC ATA CAC TGT GCT GGA GAA AGA CGG GCG AAA GAG GGG CT-3'
#09694:  5'-ACC GTC ACC AAC TCC TTC ACC ATC GGC AAA GAG GCT GAA ATC ACC ACC AT-3'
#09776:  5-ATG TCA GTG AGG TTT CTG ATT TCG ACA AGA ACA AGC TGA AGA AGA CCG TA-3'
#09965:  5'-GAG GCT GTT CGC ACT AAG CTG ACC GAG CGT CTT GAG GAC CTG AGG ACC AT-3'
#10274:  5-TGT TGG AGG GCT TTG GCA CAA AGG GCT ACA TCG CTA ATC TGG GTC ACG GC-3'
#10542:  5-AAC ATC AAG CGC AAC AAT TCG GCA CGC TCC ACC AAG CGC ATC TCG CAT AT-3'
#11421:  5'-GTC ATC ACC GAG GAG TTT TAG ATG AGT TTT CCA TGT GTG CTG ACC AGC AG-3'

#12936:  5'-GGT GCA GCC TTG CCA TTT CAG AAG TCC TTG ATT TTC ATT GCT AGG GTT CC-3'

Bei den Subset-Arrays werden folglich 50 Sonden fiir E2-Proben, 87 Sonden fiir

Bisphenol A-Proben und 96 Sonden fiir Genistein-Proben immobilisiert.

Im Anhang A ist eine Tabelle der Sonden mit den Bestellnummern von Ocimum Bioso-
lutions und den entsprechenden Geninformationen aufgefiihrt. Als Geninformationen
sind die Zugangsnummern fiir Datenbanken sowie die Bezeichnungen und Abkiirzun-
gen der spezifisch an die Sonden bindenden Sequenz-Abschnitte des Zebrabérblings
(Danio rerio) angegeben. Bei den spezifisch bindenden Sequenz-Abschnitten handelt es
sich um so genannte Offene Leseraster (Open Reading Frames, ORFs). ORFs sind ko-
dierende Bereiche der DNA, die zwischen einem Start- und Stoppcodon liegen. Die
bindenden ORFs sind entweder Abschnitte von Zebrabirbling-Genen, deren Funktion
bekannt ist (so genannte Expressed Transcripts, ETs), oder Abschnitte von Bereichen,

die beim Zebrabirbling noch nicht entschliisselt sind (so genannte Tentative Consensus
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Sequences, TCs). Die TCs weisen hohe Ubereinstimmungen zu ORFs aus anderen Or-

ganismen oder DNA-Klonen auf, fiir die zum Teil Funktionen bekannt sind.

2.1.5 Enzyme

DNA-Polymerase BioTherm™ (5 u/uL)

RNase Inhibitor Protector (40u/uL)

2.1.6 Losungen und Puffer

a)

b)

d)

f)

Blockierungs-Losung (4x)

von Nexterion, 39-1066071
DEPC-H;04q4 (0,1%0)

1 mL DEPC (0,1%)

H,044 ad 1000 mL

iiber Nacht rithren, dann autoklavieren
Carbonat Puffer, pH 9,6

1,59 g Na,CO3 (15 mM)

2,93 g NaHCO; (25 mM)

H,044 ad 1000 mL

Na;EDTA (0,5 M), pH 8,0

186,1 g Na,EDTA « 2 H,0 (0,5 M)
pH 8,0 mit NaOH

H,044 ad 1000 mL
Hybridisierungs-Ldsung

von Nexterion, 39-1066075

Ladepuffer fir RNA/DNA-Agarosegel (10x)

5 mL 100 mM Tris (pH 7,6) (50 mM)

5 mL Glycerol (50%)

GeneCraft, GC-002-1000

Roche, 3335399
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9)

h)

)

K)

20 uL 0,5 M Na,EDTA (pH 8,0) (1 mM)
30 mg Bromphenolblau (0,3%)

30 mg Xylencyanol (0,3%)
MgCl,-Ldsung (50 mM)

von GeneCraft

MOPS Puffer (10x), pH 7,0

41,9 g MOPS, freie Sdure (0,2 M)

6,8 g NaOAc « 3 H,O (50 mM)

20 mL 0,5 M Na;EDTA (pH 8,0; 10 mM)
pH 7,0 mit 10 M NaOH einstellen
H,044 (DEPC behandelt) ad 1000 mL
PBS Puffer, pH 7,6

1,38 g NaH,PO4 * H,O (10 mM)

12,46 g Na,HPOy, * 2 H,0 (70 mM)

8,5 g NaCl (145 mM)

H,04q ad 1000 mL

PBSE Puffer, pH 7,6

1,38 g NaH,PO, « H,O (10 mM)

12,46 g Na,HPO4 * 2 H,O (70 mM)

8,5 g NaCl (145 mM)

10 mL 0,5 M Na,EDTA (pH 8,0; 5 mM)
H,04q4 ad 1000 mL

PBS Waschpuffer (10x), pH 7,6

1,38 g NaH,PO4 ¢ H,O (10 mM)

12,46 g Na,HPOy4 * 2 H,O (70 mM)

8,5 g NaCl (145 mM)

5 mL Tween® 20 (0,5%)
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H,04q4 ad 1000 mL
I) PCR-Puffer (10x)
von BioTherm™ ohne MgCl, von GeneCraft, GC-002-007
m) RNA Probenpuffer
10 mL Formamid
3,5 mL 37% Formaldehyd
2 mL 5x MOPS
n) SDS Lésung (10%0)
100 g SDS
H,04q4 ad 1000 mL
0) SSC Puffer (20x), pH 7,0
175,3 g NaCl (3 M)
88,2 g tri-Natriumcitrat * 2 H,O (0,3 M)
pH 7,0 mit HCI einstellen.
H,044 ad 1000 mL
p) Spotting-Puffer (2x)
von Nexterion, 39-1066029
g) Substrat fir POD
30 mL Substrat Puffer
500 uL TMB Stammldsung
100 uL. Wasserstoffperoxid-Losung
r) Substrat Puffer, pH 3,8
46,04 g KH,-Citrat (0,2 M)
0,1 g Sorbinsdure (0,9 mM)
H,044 ad 1000 mL
s) TBE Puffer (5x)

54 g Tris (0,9 M)
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27,5 g Borséure (0,9 M)
20 mL 0,5 M Na,EDTA (pH 8,0) (10 mM)
H,044 ad 1000 mL
t) TMB Stammldsung
0,3 g 3,3°,5,5’-Tetramethylbenzidin
5 mL DMSO
Methanol ad 20 mL
u) Waschpuffer 1 fir Ocimum Biosolutions Zebrafish OciChip™
100 mL 20 x SSC (2x)
10 mL 10% SDS (0,1%)
H,044 ad 1000 mL
v) Waschpuffer 2 fir Ocimum Biosolutions Zebrafish OciChip™
50 mL 20x SSC (1x)
H,044 ad 1000 mL
w) Waschpuffer 3 fir Ocimum Biosolutions Zebrafish OciChip™
25 mL 20x SSC (0,5x)
H,044 ad 1000 mL
X) Wasserstoffperoxid-Ldsung (30%0)
3,3 mL H,0, (30%)

Hzodd ad 100 mL

2.1.7 Verbrauchsmaterialien
Aquaristikbedarf:

Sera Premium, Plankton-Futtertabletten
Sera Vipan, Flockenfutter fiir Zierfische
Tetra Aqua Safe, Dosierung 5 mL in 101 Leitungswasser

Tetra Fresh Delica, Rote Miickenlarven
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Tetra TetraMin, Flockenfutter fiir Zierfische

Tetra TetraMin Baby, Flockenfutter fiir Jungfische
Laborbedarf:

Biopur Safe-Lock Reaktionsgefafie, 2,0 mL
Filterpipettenspitzen:
DF30ST, 30 pul
Safe-Seal-Tips” Premium, 10 pl
Safe-Seal-Tips® PreCision®, 100 pl
Safe-Seal-Tips”™ Plus200, 200 pl
Safe-Seal-Tips” Plus1000, 1000 pl
Gene Frame 1,7 x 2,8 cm (125 pL)
Glasperlen, 4 mm
Handschuhe, puderfrei
Kiivetten (UVette™), 50 bis 2000 pL
LightCycler® Kapillaren, 20 uL
Mikrotiterplatten (F-Form, Bindungskapazitit hoch )
PCR-Reaktionsgefile (Micro PCR-Tubes), 0,2 mL
Pipettenspitzen Diamond D200, 200 pl
Pipettenspitzen Diamond DL10, 10 ul
Pipettenspitzen Diamond D1000, 1000 pl
Phase Lock Gel Heavy, 2,0 mL
Phase Lock Gel Heavy, Syringe 10 x 3,0 mL
Safe-Lock Reaktionsgefille, 0,5 mL
Safe-Lock Reaktionsgefille, 1,5 mL
Safe-Lock Reaktionsgefilie, 2,0 mL

Safe-Lock Reaktionsgefil3e, 1,5 mL, amber

Eppendorf, 0030 121.597

Gilson, F161933
Biozym, 693010
Biozym, 692086
Biozym, 796201
Biozym, 796501

Peqlab, 82-0578
Diagonal, 9012404
Meditrade, 1221R
Eppendorf, 0030 106.300
Roche, 11909339001
Greiner, 655 061
Sigma-Aldrich, Z374873
Gilson, F167103

Gilson, G67102

Gilson, F167104
Eppendorf, 0032 005.152
Eppendorf, 0032 007.970
Eppendorf, 0030 121.023
Eppendorf, 0030 120.086
Eppendorf, 0030 120.094

Eppendorf, 0030 120.191
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Slides E barcoded
Sterilisationsklebeband

Zentrifugen-Rohrchen, 50 mL

2.1.8 Geriate

Aquarieninnenfilter 2012, 2052

Autoklav, 3870 ELV

Arrayer GMS 417

Array-Scanner GMS 418

Brutschrank 2771

Dreieckfilter mit Ausstromer

Eismaschine AF-10
Elektrophoresekammern GNA 100
Elektrophoresestation EPS 600 fiir DNA-Gele
Elektrophoresestation PowerPac 200 fiir RNA-Gele
Feinwaage R 160 P
Gel-Dokumentationssystem

Heizstab 25W TSRH 25

Heizstab SOW TSRH 50
Hybridisierungsofen Hybaid Shake ’n’ stack
Hybridisierungskammer

LightCycler® 2.0 System

Magnetriihrer RET

Membran-Luftpumpe 7500
Mikrotiterplattenwaschgerdt 96PW
Mikrowellengerit 8019

Peristaltikpumpen, analog & digital

Nexterion, 39-1064016
Heiland, 326 202

TPP, 38008

Eheim

Tuttenauer

MWG Biotech
Affymetrix
Kottermann

Lapis

Scotsman
Pharmacia
Pharmacia

Bio Rad

Sartorius
LTF-Labortechnik
Jager

Jager

MWG Biotech
Peqlab

Roche

Janke und Kunkel
Lapis
SLT-Laborinstrumente
Privileg

Ismatec
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pH-Meter Microprocessor

Photometer GeneQuant 80-2115-05

WTW

Amersham Biosciences

Plattenphotometer SpectraFluor Plus Tecan
Schiittler, Vortex VF 2 Janke und Kunkel
Schwingmiihle Retsch
SpeedVac Concentrator Bachhofer
Sterilbank Holten ELT UniEquip
Thermocycler Primus 25/96 MWG Biotech
Tisch-Waage Sartorius
Tisch-Zentrifuge Biofuge pico Heraeus
Wasserbad F3 Haake
Zentrifuge Labofuge 6000 Heraeus
Zentrifuge Sorvall RC-5B DuPont
Zentrifugen Adapter fiir LightCycler” Roche

2.2 Methoden

2.2.1 Haltung und Nachzucht der Fische

Die Haltung der Zebrabérblinge (Danio rerio) erfolgt in Vollglasaquarien mit 160 L
Wasservolumen, die mit Leitungswasser von den Stadtwerken Freising befiillt sind. Die
Wassertemperatur wird mit je drei Heizstdben (50 W) konstant auf 24°C gehalten. Der
pH-Wert betrédgt 7,8, die Wasserhirte 18° dH und die Beleuchtungsdauer 12 h am Tag.
Innenfilter reinigen das Wasser und mit Membran-Luftpumpen werden die Becken mit
ausreichend Sauerstoff versorgt. Zusétzlich erfolgen einmal pro Monat Wasserwechsel,
bei denen die Hélfte des Wasservolumens erneuert wird. An den Boden der Aquarien
befinden sich dunkler Kies und wenige Schiefersteine. Aufgrund eines moglichen Ein-
flusses durch Phytodstrogene wird auf Wasserpflanzen verzichtet. Die Fiitterung der

Fische mit Flockenfutter findet morgens und abends statt. Neben den Zebrabarblingen
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befinden sich in jedem Becken acht Panzerwelse (Corydoras paleatus) zur Verwertung

der Futterreste am Boden.

Die Zebrabirblinge stammen aus ortlichen Zoofachgeschéften, da sich diese den lokalen
Wasserverhiltnissen angepasst haben. Daneben erfolgt eine eigene Nachzucht. Fiir die-
se werden ein Ménnchen und zwei Weibchen in Brutkédsten mit 3 L Wasservolumen
umgesetzt. In diesen Késten wird die Temperatur mit einem Heizstab (25 W) auf kon-
stant 25°C gehalten. Ein Dreieckfilter reinigt das Wasser und eine Membran-Luftpumpe
stellt die Sauerstoffversorgung sicher. An den Bdden der Brutkdsten befindet sich eine
netzartige Vorrichtung, durch die die Eier fallen, um sie vor Fral3 durch die Elterntiere
zu schiitzen (siehe Abbildung 3). Nach dem Laichen werden die Elterntiere aus den
Brutkésten entfernt und die Wassertemperatur zur Forderung der Entwicklung auf 26°C
erhoht. Die Jungfische schliipfen nach 48 h und sind vorerst schwimmunfdhig. Diese
entwickeln sich innerhalb von vier Tagen soweit fort, dass mit der Fiitterung von fein
gemahlenem Flockenfutter begonnen wird. Alle zehn Tage wird ein Wasserwechsel
durchgefiihrt. Hierzu wird die Hilfte des Wassers entnommen und durch frisches Lei-

tungswasser ersetzt.

Abbildung 3: Brutkasten mit herausnehmbarer, netzartiger Vorrichtung

2.2.2 Exposition der Fische

Die Exposition der Zebrabirblinge mit dstrogenen Substanzen erfolgt in Aquarien mit
20 L Volumen, die Bestandteile eines Durchflusssystems sind. In Abbildung 4 ist der

Autfbau des Durchflusssystems schematisch dargestellt.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Durchflusssystems

1: Frischwasserzulauf mit Aktivkohlefilter, 2: Uberlauf, 3: Vorlaufbecken (500 L),
4: Peristaltikpumpe flr Wasserversorgung, 5: Peristaltikpumpe flir Chemikaliendosie-
rung, 6: Flaschen mit Vorratslosungen, 7: Expositionsbecken (20 L), 8: Beckenablauf
Uber Peristaltikpumpe und Aktivkohlefilter

Leitungswasser der Stadtwerke Freising wird durch Aktivkohle gefiltert, in einem
500 L fassenden Vorlaufbecken gesammelt und auf 24°C erwédrmt. Die 20 L-
Expositionsbecken werden tiber Peristaltikpumpen mit dem Wasser aus dem Vorlaufbe-
cken versorgt. Die Zufuhr der 6strogenen Substanzen sowie das Abpumpen des iiber-
schiissigen Wassers erfolgen mit weiteren Peristaltikpumpen. Bevor das abgepumpte
Wasser aus den Expositionsbecken in die kommunale Kanalisation gelangt, wird es
durch Aktivkohle gefiltert. In jedem Expositionsbecken befindet sich ein Heizstab, der
die Temperatur auf konstant 24°C hilt. Zudem versorgt je ein Sprudelstein, der an einer
Membran-Luftpumpe angeschlossen ist, das Wasser mit ausreichend Sauerstoff. Die
Durchflussrate betrdgt 21 mL/min, so dass ein 1,5-facher Austausch des Beckeninhalts
in 24 h gewihrleistet ist. Die Vorratslosungen der Ostrogenen Substanzen werden in
einem Kiihlschrank bei 4°C gelagert und jeden zweiten Tag erneuert. In jedem Exposi-
tionsbecken befinden sich bis zu zwdlf ménnliche Zebrabiarblinge. Die Selektion der
ménnlichen Tiere erfolgt dabei aufgrund von duBleren Merkmalen. Abbildung 5 verdeut-
licht den morphologischen Unterschied zwischen schlankem Minnchen und dickbéu-

chigem Weibchen.
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Abbildung 5: Zebrabarblingmannchen (oben) und -weibchen (unten)

Die Beleuchtungsdauer der Fische im tageslichtfreien Raum betrdgt 12 h am Tag. Ein
Expositionsexperiment mit einer Chemikalie dauert elf Tage und umfasst folgende

Konzentrationen in den Becken:

E2: 0,5, 1, 10, 50, 100, 200, 300, 400 und 500 ng/L
BPA: 0,1, 2, 20, 200, 400, 1000 und 2000 pg/L
Genistein: 1, 10, 100, 500, 1000 und 5000 pg/L

Bei jedem Expositionsexperiment werden zudem ein Becken mit EE2 (30 ng/L) fiir Po-
sitivkontrollen und vier zusitzliche Becken ohne Chemikalie fiir Negativkontrollen in-
stalliert. Ferner wird ein weiteres Becken ohne Chemikalie eingerichtet, in dem vier
weibliche Zebrabirblinge gehalten werden. Diese dienen als Kalibrator bei den qPCR-

Experimenten.

Bei Genistein erfolgt bei den beiden hochsten Konzentrationen (1000 pg/L und
5000 pg/L) aufgrund der geringen Loslichkeit der Substanz eine semistatische Expositi-
on. Das bedeutet, dass die Becken nicht an das Durchflusssystem angeschlossen sind
und das Wasser in den Becken regelméaBig ausgetauscht wird. Hierfiir wird jeden zwei-
ten Tag die Halfte des Wassers (10 L) entnommen und durch frisches Wasser ersetzt,

das entsprechend nachdosiert wird.

Fiir die Vorratslosungen der Ostrogenen Substanzen werden folgende Losungsmittel

verwendet:
E2, EE2 und BPA: EtOH < 0,01%

Genistein: DMSO < 0,01% (auBer bei 5000 pg/L, DMSO = 0,016%)
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Kontrolle von Konzentrationen in Expositionsbecken

Die Konzentrationen der dstrogenen Substanzen in den Becken werden jeden Tag kon-
trolliert. Die Uberpriifung von E2 erfolgt dabei mit Hilfe des so genannten Enzyme-
Linked Receptor Assay (ELRA) (Seifert et al. 1998). Der ELRA funktioniert dhnlich
wie ein kompetitiver Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) und ist ein nicht-
radioaktiver Rezeptor-Test, der auf dem humanen Ostrogenrezeptor a basiert. Das
Funktionsprinzip des ELRA ist in Abbildung 6 dargestellt und die Durchfiihrung im
darauf folgenden Abschnitt beschrieben.

® oN, . #
P 2110

é) 17p-Ostradiol-BSA Konjugat I Ostrogenrezeptor o

Substrat Produkt

"

AL LK

Anti-Ostrogenrezeptor o -

Antikorper (biotinyliert) ? (F;)eicr)(t)i)r(\i;/jl?esr?) g:@ Streptavidin

Abbildung 6: Funktionsprinzip des ELRA (nach Seifert et al. 1998)

Der ELRA wird mit einem chromogenen Substrat (TMB) durchgefiihrt und es erfolgen
alle Reaktionen in Polystyrol-Mikrotiterplatten mit 96 Kavititen. Dabei sind folgende

Arbeitsschritte erforderlich:

® Beschichtung durch Zugabe von 150 uL 17B-Ostradiol-BSA (Verdiinnung 1:1500)

in Carbonatpuffer und Inkubation iiber Nacht bei 4°C. Am nichsten Morgen erfolgt eine
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Blockierungsreaktion durch Zugabe von 300 pL 5% BSA, 2,7% (Boehringer Mann-
heim) Blocking Reagent fiir 1 h bei RT.

@ Kompetitive Rezeptorreaktion durch Zugabe von je 100 uL der 17B-Ostradiol-
Losung (0,01-1000 pg/L) und der Ostrogenrezeptor a-Losung.

® Antikorperreaktion durch Zugabe von 200 pL des biotinylierten anti-human-ER-
Antikdrpers (DAKO) (Verdiinnung 1:500 in PBS) und Inkubation fiir 30 min bei RT.

@ Streptavidin-POD-Biotin Verstarker-System durch Zugabe von 200 pL des Strep-
tavidin-POD-Biotin-Komplexes (Verdiinnung Streptavidin 1:100000 und POD-Biotin
1:400000 in PBS), Vorinkubation fiir 30 min und anschlieBende Inkubation fiir 1 h bei
RT.

Die Substratreaktion setzt durch Zugabe von 200 pL Substrat (30 mL Substratpuffer +
500 pL TMB-Stammldésung + 100 pL. H,O,) ein und wird nach 20 min durch Zugabe
von 50 pL 2N H,SO4 gestoppt. Im Anschluss wird im Mikrotiterplattenphotometer die
Absorption bei 450nm (Referenzfilter 620nm) gemessen.

Zwischen den einzelnen Schritten wird je dreimal mit 350pL Waschpuffer mit Hilfe

eines Mikrotiterplattenwaschgerétes gewaschen.

Die Nachweisgrenze des ELRA liegt bei 70 bis 500 ng/L E2. Infolgedessen werden die
Becken mit den Konzentrationen 100, 200, 300, 400 und 500 ng/LL E2 im ELRA iiber-
priift. Die Konzentrationen der anderen Substanzen werden mittels GC/MS (Kopplung
eines Gas-Chromatographiegerites (GC) mit einem Massenspektrometer (MS)) von der

Firma CEFAS in Weymouth, Grof3britannien gemessen.

2.2.3 Probennahme und —-aufarbeitung

Die Zebrabarblinge werden morgens vor der Fiitterung mit einem Netz aus den Aqua-
rien entnommen. Im Anschluss werden sie gemil3 der Richtlinien des Tierschutzgeset-
zes betdubt und der Kopf wird abgetrennt. Unmittelbar danach werden die Zebra-
barblinge mit einer Schere vom After ausgehend am Bauch nach vorne aufgeschnitten
und die dunklen Lebergewebe vorsichtig aus den Bauchhohlen seziert. Jedes Leberge-
webe wird in ein Biopur Safe-Lock Reaktionsgefdl iiberfithrt und durch Eintauchen in
flissigen Stickstoff schockgefroren, da eine Extraktion der RNA aus allen Geweben

nicht am selben Tag moglich ist. Somit wird einem Abbau von RNA in den Leberzellen
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durch RNasen vorgebeugt und eine gleiche Behandlung aller Proben gewihrleistet.

SchlieBlich werden die Lebergewebe bei -70°C gelagert.

Bei der Entnahme der Lebergewebe konnen minnliche und weibliche Zebrabdrblinge
deutlich differenziert werden. Dabei werden die Gonadengewebe der Fische untersucht.
Bei Minnchen ist das weiBle Gonadengewebe schwach entwickelt und paarig, dorsal
seitlich der Schwimmblase angeordnet. Bei Weibchen hingegen ist das Gonadengewebe
wesentlich groBer ausgebildet und nimmt einen groBen Teil der Bauchhohle im hinteren

Bereich ein.

Nach der Probennahme wird die Aufarbeitung der Proben fortgesetzt. Diese erfolgt mit
den Verfahren, die in den folgenden Abschnitten beschriebenen sind. Abbildung 7 zeigt
die Arbeitsschritte der Probenaufarbeitung im Uberblick.

Entnahme

Lebergewebe

Extraktion

RNA

RNA-Gel

Messung der

Reverse Transkription

Intensitéten
markierte cONA —— Hybridisierung Scannen
Reinigung Waschen
Kontroll-PCR
DNA-Gel

Abbildung 7: Arbeitsschritte der Probenaufarbeitung
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2.2.3.1 RNA-Extraktion

Die RNA aus dem Lebergewebe wird mit dem TRI REAGENT'™ RNA-
Isolationssystem nach Anleitung extrahiert. Die Homogenisierung des Gewebes erfolgt
dabei mit Hilfe von Glasperlen in der Schwingmiihle. Das Extraktionsverfahren beruht
auf einer Phenolisierung, bei der es zu einer Phasentrennung kommt. Es bildet sich eine
untere organische Phase (enthidlt Proteine), eine Interphase (enthdlt DNA) sowie eine
obere wissrige Phase (enthdlt RNA). Als Optimierung zum Protokoll wird dieser Tren-
nungsschritt wiederholt, um eine moglichst reine RNA zu erhalten. Die wissrige Phase
wird dabei mit Hilfe des Phase Lock Gels von Eppendorf separiert. Dieses bildet mit der
Interphase eine feste, undurchldssige Schicht und die obere, wissrige Phase wird durch
Abgieflen getrennt. Die geloste RNA wird anschieend unter Vakuum in der SpeedVac
zentrifugiert, um sicherzustellen, dass alle Losungsmittel beseitigt sind. Der Riickstand
wird im Anschluss in 65°C warmen DEPC-H,044 gelost. Die Konzentration und Rein-
heit der Losung wird photometrisch bestimmt. Die Konzentration wird durch Messung
der Absorption (Ab) bei 260 nm und die Reinheit durch Messung der Ratio Ab,go/Abaso
ermittelt. Liegt das Ab,go/Ab,go-Verhiltnis der RNA-Losung in einem Bereich zwischen
1,9 und 2,1, wird jeder Probe 0,5 uLL RNase-Inhibitor zugegeben. Im Anschluss werden
die Proben elektrophoretisch aufgetrennt und bis zur weiteren Verarbeitung bei -70°C

gelagert.

2.2.3.2 Gelelektrophorese

,Die (Gel-)Elektrophorese ist ein biochemisches Trennverfahren, bei dem die Wande-
rung von geladenen Molekiilen in einem elektrischen Feld zu deren Trennung ausge-
nutzt wird“ (Ibelgaufts 1993). Die aufgrund ihres Zucker-Phosphat-Riickrats negativ
geladenen DNA- oder RNA-Molekiile wandern daher zur Anode, und zwar umso lang-

samer, je grof3er sie sind. Je nach Art der Nukleinsdure wurde folgendes Gel verwendet:

a) DNA-Agarose-Gel (1%):

In 40 mL H,044 werden 0,5 g Agarose gelost und 10 mL TBE-Puffer (5x) zuge-
geben. Der Ansatz wird in der Mikrowelle aufgekocht und man ldsst ihn abkiih-
len. Dann gibt man 3 pL Ethidiumbromid-Losung zu und gief3t das Gel im Kiihl-

schrank.
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b) RNA-Agarose-Gel (1%):

In 43,5 mL DEPC-H;O44 werden 0,5 g Agarose gelost und 5 mL MOPS-
Puffer (10x) zugegeben. Der Ansatz wird in der Mikrowelle aufgekocht, und
man ldsst ihn abkiihlen. Dann gibt man 3 pL Ethidiumbromid-Losung sowie 1,5

mL Formalin zu und gief3t das Gel im Kiihlschrank.

Das Ethidiumbromid dient zur Detektion der Nukleinsduren. Es interkaliert zwischen
zwei benachbarten Basenpaaren (Knippers 2001) und fluoresziert unter Anregung mit
UV-Licht (366 nm). Das Gel wird in die Elektrophoresekammer gesetzt und ein Lauf-
puffer (TBE-Puffer (1x) fiir DNA- und MOPS-Puffer (1x) fir RNA-Gele) zugegeben.
Dann werden die zu trennenden Proben mit Probenpuffer (Endkonzentration 1x) in die
Taschen des Gels pipettiert. Neben den Proben wird bei der DNA-Gelelektrophorese ein
DNA-Langenmarker zur GroBenbestimmung der Fragmente aufgetragen. Im Anschluss
wird eine Spannung von 120 V bis zur Auftrennung der Proben angelegt und dann das

Gel unter UV-Licht fotografiert.

2.2.3.3 Reinigung und Konzentration der RNA

Die in DEPC-H,044 geloste RNA liegt bei den Proben aufgrund verschiedener Mengen
extrahierten Gewebes in unterschiedlichen Konzentrationen vor. Bei der Reversen
Transkription fiir die Microarray-Experimente ist der Einsatz von 45 pug RNA, die in
einem Volumen von 12 pL geldst sind, erforderlich. Daher erfolgt eine Reinigung und
Konzentration der RNA nach Protokoll mit dem ,,RNeasy MinElute Cleanup”-Kit von
Qiagen. Der Kit basiert auf einem Séulchen-System, bei dem die RNA selektiv an einer
Membran bindet und von dieser nach Reinigung in einem definierten Volumen eluiert

wird.

2.2.3.4 cDNA-Synthese (Reverse Transkription)

Mit Hilfe der Reversen Transkription wird die mRNA (Boten-RNA, vom englischen
messenger-RNA) in die stabilere komplementire cDNA (complementary DNA) umge-
schrieben. Die mRNA ist eine direkte RNA-Kopie eines zu einem Gen gehdrigen Teil-
abschnitts der DNA, die widhrend des Vorgangs der Transkription durch das Enzym
RNA-Polymerase im Nukleus hergestellt und anschlieBend in das Zytoplasma transpor-
tiert wird. Bei der Bildung der mRNA erfolgt eine Polyadenylierung, eine Ankniipfung
einer Kette von 100 bis 250 Adenin-Nukleotiden an das 3'-Ende der mRNA. Diese Ket-
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te wird auch als Poly-A"-Schwanz der mRNA bezeichnet. Der Anteil von mRNA an der
extrahierten Gesamt-RNA betrégt ca. 2%.

Bei der Reversen Transkription wird zundchst die Gesamt-RNA mit den Oligo-dT-
Primern auf ca. 70°C erhitzt, um die Sekundirstrukturen der RNA aufzuschmelzen.
Nach Abkiihlen des Ansatzes auf Raumtemperatur hybridisieren die Oligo-dT-Primer
selektiv an die Poly-A'-Schwiinze der mRNA. Dann gibt man Puffer, Nukleotide,
RNase-Inhibitoren und Reverse Transkriptase zu, inkubiert, und die cDNA wird synthe-
tisiert. Nachfolgend sind zwei Methoden fiir die cDNA-Synthese aufgefiihrt: die Rever-
se Transkription zur Synthese von cDNA fiir die Verwendung in quantitativer PCR so-
wie die Reverse Transkription zur Synthese Fluoreszenz-markierter cDNA fiir die Ver-

wendung in Microarray-Experimenten.

2.2.3.4.1 Reverse Transkription fiir gPCR

Die Reverse Transkription zur Synthese von cDNA fiir die Verwendung in qPCR-
Experimenten erfolgt nach Protokoll mit dem ,,1st Strand cDNA Synthesis (AMV)”-Kit
von Roche. Dabei wird von jeder Probe 2 pg Gesamt-RNA umgeschrieben. Die Inkuba-
tion der AMV Reversen Transkriptase erfolgt bei 42°C fiir 1 h. Die synthetisierte cDNA
wird bis zur Verwendung in der qPCR bei -20°C gelagert.

2.2.3.4.2 Reverse Transkription fur Microarray-Experimente

Die Reverse Transkription zur Synthese Fluoreszenz-markierter cDNA fiir die Verwen-
dung in Microarray-Experimenten erfolgt nach Protokoll mit dem ,,CyScribe First-
Strand cDNA Labelling”-Kit von Amersham Biosciences. Dabei werden von jeder Pro-
be 45 pg Gesamt-RNA umgeschrieben. Diese wurden zuvor wie in Abschnitt 2.2.3.3
beschrieben konzentriert und liegen gelost in einem Volumen von 12 pL vor. Die Mar-
kierung der cDNA erfolgt mit Fluoreszenz-markierten Cy3-dCTPs oder Cy5-dCTPs. In
Abbildung 8 sind die Strukturformeln von Cy3-dCTP und Cy5-dCTP angegeben.
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Abbildung 8: Strukturformeln von Cy3-dCTP (links) und Cy5-dCTP (rechts)

Jeweils die Hélfte der Proben von exponierten Tieren und Kontrolltieren werden ver-
schieden farbig markiert (color-flip), da durch die verschiedene Struktur von Cy3- und
Cy5-dCTP ein unterschiedlich guter Einbau in die cDNA erfolgt.

Der Reversen Transkription schlie3t sich eine Reinigung der cDNA mit einem dem Kit
beiliegenden Sdulchen-System an. Dabei bindet die cDNA selektiv an einer Membran,
und nicht eingebaute Komponenten werden entfernt. Nach zwei Elutionsschritten mit je
60 uL Puffer liegt die cDNA geldst in einem Volumen von ca. 120 pL vor. Nach dem
ersten Elutionsschritt wird jeder Probe 1 pL fiir die Verwendung in einer PCR entnom-
men, die zur Kontrolle der Reversen Transkription dient. Die Fluoreszenz-markierte
cDNA ist vor Licht zu schiitzen und wird bis zum Einsatz bei den Hybridisierungsexpe-

rimenten bei -20°C gelagert.

2.2.3.5 Polymerase-Kettenreaktion

Die in der Reversen Transkription gebildete cDNA weist zu geringe Mengen auf, um sie
mittels eines Gels liberpriifen zu kdnnen. Aus diesem Grund wird ein geringer Teil der
cDNA-Probe in der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) eingesetzt. Bei der PCR wird

eine definierte Sequenz der cDNA enzymatisch amplifiziert.

Zur Durchfiihrung einer PCR werden eine thermostabile DNA-Polymerase, geringe
Mengen von Ausgangs-DNA (template), zwei spezifisch bindende Oligonukleotidpri-
mer, Puffer und Nukleotide benétigt. Das PCR-Programm besteht aus mehreren Zyklen.
Ein Zyklus umfasst einen Denaturierungs-, Annealing- und Elongationsschritt. Die De-
naturierung der DNA erfolgt bei ca. 94°C. Dabei trennt sich der Doppelstrang der Aus-
gangs-DNA auf. AnschlieBend wird die Temperatur gesenkt, wodurch es zur Hybridi-
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sierung der im Uberschuss vorhandenen Primer an die nun einzelstriingige Ausgangs-
DNA kommt. Danach wird die Temperatur auf das Temperaturoptimum der DNA-
Polymerase erhoht, wobei jeder Primer verldngert wird, bis wieder eine doppelstringige
DNA vorliegt. Da die Komplementierung an beiden Stringen der Ausgangs-DNA ab-
lauft, wird in einem Zyklus die Zahl der Ausgangs-DNAs verdoppelt. Nach mehreren

Zyklen wird das Programm mit einer finalen Elongation beendet (Saiki et al. 1988).

2.2.3.5.1 PCR als Kontrollsystem

Die PCR wird zur Uberpriifung der Reversen Transkription angewendet. Jede Fluores-
zenz-markierte cDNA-Probe wird mit einem Primerpaar fiir f-actin, efla oder vtgl am-
plifiziert. Im Anschluss werden die PCR-Produkte auf ein DNA-Gel aufgetragen und
die Banden einer Probe bzw. einem Gewebe zugeordnet. Ist eine scharfe, einzelne Ban-
de sichtbar, wird die Probe fiir Hybridisierungsexperimente verwendet. Nachfolgend ist

die Durchfiihrung der PCR beschrieben:

Fiir jede Probe wird folgender Master-Mix hergestellt und dann in ein PCR-
Reaktionsgefal tiberfiihrt:

35,0 uL H>044
5,0 uL PCR-Puffer
2,5 uL dNTP-Mix
2,5 uL MgCl,
0,5 uL Primer forward
0,5 uL Primer revers
2,0 uL DMSO
1,0 uL Ausgangs-DNA (cDNA)

Die PCR-Reaktionsgefdfle werden in den Thermocycler gestellt und das Programm ge-
startet. Erst bei Erreichen der Temperatur von 92°C werden die Deckel gedffnet und je
1uL. DNA-Polymerase in die Reaktionsgefa3e pipettiert (sog. Hot-Start-PCR). Das Pro-
gramm besteht aus 30 Zyklen, ein Zyklus wie folgt:

a) 92°C  60s

b) 55°C 60
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c) 72°C 90 s
Das Programm endet mit einer finalen Elongation bei 72°C fiir 10 min.

Die Lagerung der PCR-Produkte erfolgt bei -20°C.

2.2.3.5.2 Quantitative PCR

Als quantitative PCR (qPCR) wird die so genannte ,, Real Time quantitative PCR* (RT-
PCR) verwendet. Diese beruht auf dem Prinzip der konventionellen PCR und bietet
zusitzlich die Moglichkeit der Quantifizierung. Die Quantifizierung erfolgt mit Hilfe
von Fluoreszenz-Messungen wihrend der PCR-Zyklen (daher der Name ,, Real Time ).
Bei der RT-PCR nimmt die Fluoreszenz proportional mit der Menge der gebildeten
PCR-Produkte zu, was eine Quantifizierung ermdglicht. Eine gelelektrophoretische
Auftrennung der Fragmente ist daher nicht notig, die Daten sind sofort verfiigbar und

das Kontaminationsrisiko ist minimiert.

Als Fluoreszenz-Farbstoff wird SYBR® Green I von Roche verwendet, welches sich in
die so genannte ,minor groove (kleine Furche) der doppelstringige DNA einlagert.
SYBR® Green I verfiigt in geldster Form iiber eine schwache Fluoreszenz, die jedoch in
gebundener Form stark erhoht ist. Der DNA-Farbstoff-Komplex absorbiert blaues Licht

bei Amax = 498 nm und emittiert griines Licht bei Ay = 522 nm.

Als ReaktionsgefaBle dienen Glaskapillaren mit einem Volumen von 20 pL. Die PCR-
Reaktion und Messung der Fluoreszenz erfolgt mit dem LightCyler® von Roche. Nach-
folgend ist die Durchfiihrung der qPCR beschrieben. Die Probenvorbereitung findet

dabei unter der Sterilbank statt.

Die aus der Reversen Transkription fiir qPCR erhaltene ¢cDNA wird in DEPC-H;044
1:20 verdiinnt. Dann wird ein Master-Mix nach Protokoll mit dem ,,LightCycler® Fast-
Start DNA Master"""® SYBR Green I“-Kit von Roche hergestellt, der die Primer in ei-
ner Konzentration von 0,5 pM enthélt. Im Anschluss werden 16 pL vom Master-Mix
und 4 pL von der verdiinnten cDNA-Probe in eine Glaskapillare pipettiert. Die Glaska-
pillaren werden dann in den LightCycler™ gesetzt und es wird mit der Messung der Pro-
ben begonnen. Von jeder Expositionskonzentration werden vier bis neun verschiedene
Proben zwei Mal gemessen. Zudem werden bei jedem qPCR-Lauf eine Kalibratorprobe
und eine Negativkontrolle mitgefiihrt. Verschiedene PCR-Léufe werden durch Verwen-

dung des Kalibrators miteinander vergleichbar. Das LightCycler®-Programm beginnt
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mit einer Inkubation bei 95°C fiir 10 min, der 40 Zyklen folgen. Bei der Messung von
vtgl und efla besteht ein Zyklus aus folgenden Inkubationsschritten:

a) 95°C 0s
b) 56°C 5s
c) 72°C 9s

Bei der Messung von v¢g/ und f3-actinl umfasst ein Zyklus folgende Schritte:
a) 95°C 0s
b) 56°C 5s
c) 72°C 10s

Durch Messung der Emission des integrierten SYBR® Green I nach jedem Zyklus wird
fiir jede Probe eine zyklusabhidngige Kurve erstellt. Aus dieser werden die so genannten
Crossing Points (CPs) mit Hilfe der LightCycler®-Software 3.5 (Roche) nach der
»Second Derivative Maximum Methode* ermittelt. Ein CP beschreibt die Zyklenzahl,
bei der das Fluoreszenzsignal eines PCR-Produktes das Hintergrundsignal iibersteigt
und exponentiell zunimmt. Das bedeutet, je mehr cDNA des Zielgens in der Probe ist,

desto kleiner ist der CP.

Nach Durchfiihrung der qPCR wird eine Schmelzkurve der Amplifikate zur Bestim-
mung der Schmelztemperatur und Identifikation der PCR-Produkte erstellt. Hierfiir
werden die PCR-Produkte bei 95°C denaturiert und fiir 2 min auf 60°C abgekiihlt. Die
komplementidren DNA-Stringe hybridisieren wieder und die cDNA liegt doppelstringig
vor. Wiéhrend einer schrittweisen Erhohung der Temperatur um 0,1°C/s bis auf 95°C
schmilzt die doppelstrangige DNA auf und die Abnahme der Fluoreszenz wird mit Hilfe
der LightCycler®-Software 3.5 gemessen.

Fiir die Quantifizierung der Genexpressionsstirken wird eine Kalibrator-normalisierte
relative Quantifizierung mit Effizienzkorrektur durchgefiihrt. Als Kalibrator dient eine
cDNA-Mischprobe von vier nicht exponierten weiblichen Zebrabarblingen. Diese wird
fiir die Normalisierung der verschiedenen qPCR-Léufe verwendet. Die relative Quanti-
fizierung der Genexpressionsstirke einer Probe erfolgt {iber die Berechnung des Ver-
hiltnisses vom CP des Zielgens vzgl zum CP eines Referenzgens (Housekeeping-Gens).
Als Referenzgen wird dabei eflo oder f-actinl verwendet. Die Effizienzen der qPCRs

werden fiir die Primerkombinationen v¢gl/efla und vtgl/f-actinl mit Hilfe von Kalibra-
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tionsreihen ermittelt. Fiir die Kalibrationsreihen werden verschiedene Verdiinnungen
(unverdiinnt, 1:10, 1:100, 1:1.000 und 1:10.000) des cDNA-Kalibrators verwendet. Aus
den Abstinden der CPs bei den gemessenen Verdiinnungen wird eine Standardkurve

erstellt und iiber deren Steigung die Effizienz der qPCR berechnet:

E=10 [-1/Steigung]

Die Datenauswertung der CPs erfolgt nach der Methode von Pfaffl ef al. (2002), die auf
der ,,delta-delta CP* (AACP)-Methode basiert. Die AACP-Methode unterstellt der Am-

plifikation von Ziel- und Referenzgen eine einheitliche Effizienz:
ACP-Wert = CP-Wert (Zielgen) — CP-Wert (Referenzgen)

Der AACP-Wert betrachtet den Einfluss auf die unterschiedliche Expression, der durch

die Exposition mit einer Substanz bedingt ist:
AACP-Wert = ACP-Wert (exponierte Probe) — ACP-Wert (Kontroll-Probe)

Der Vergleich der unterschiedlichen Expressionswerte von exponierter und Kontroll-
Gruppe erfolgt durch Berechnung der Ratio:

Ratio = 2744°P

Dabei wird bei der AACP-Methode fiir die Amplifikation von Ziel- und Referenzgen
eine identische Effizienz von 2 angenommen. Die von Pfaffl et al. (2002) optimierte
Gleichung berticksichtigt bei der Berechnung der Ratio die tatsdchliche Effizienz der
Reaktion:

ACPgzielgen (Kontrolle - Behandlung)

Ratio = (E Zielgen )

ACPReferenzgen (Kontrolle - Behandlung)

(E

Referenzgen )
wobei E = Effizienz, Referenzgen = Housekeeping Gen und Zielgen = vigl.

Zur statistischen Auswertung wird eine einfaktorielle Varianzanalyse (one-way
ANOVA) zwischen den verschiedenen Expositionsbedingungen/-gruppen durchgefiihrt.
Dieser folgt eine Signifikanzauswertung mit dem Tukey HSD (Honestly Significant
Difference) Test. Dieser post hoc test (Mehrfachvergleichstest) berechnet die Mittel-
wertsdifferenzen, die erreicht werden miissen, damit sich die Mittelwerte statistisch sig-
nifikant unterscheiden. Der Vergleich der berechneten HSD-Werte mit den Mittelwerts-
differenzen zwischen den Expositionsbedingungen/-gruppen erlaubt eine Aussage tliber

signifikante Unterschiede in der Genexpression.
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Als Zielgen wird bei allen drei zu untersuchenden Substanzen das Markergen vigl ver-
wendet. Bei Bisphenol A (BPA) und Genistein wird f-actin als Referenzgen benutzt.
Bei E2 dient efla als Referenzgen, da die Expression von f3-actin durch E2 beeinflusst

wird.

2.2.3.6 Einschritt-Reverse Transkription/PCR

Bei der Einschritt-Reversen Transkription/PCR (One-step RT/PCR) findet die cDNA-
Synthese und unmittelbar anschlielende PCR-Reaktion in einem Reaktionsgefdl} statt.
Sie dient vorwiegend zur Uberpriifung der Qualitit von RNA-Proben und Primern. Alle
RNA-Proben, die bei qPCR- und Microarray-Experimenten eingesetzt werden, werden
mit dieser Methode umgeschrieben und amplifiziert. Daneben wird die RT/PCR ange-
wendet, um bei einzelnen Proben die Vitellogenin-Synthese semiquantitativ nachzuwei-
sen. Die Durchfiihrung erfolgt nach Protokoll des ,,cMaster™ RTplusPCR”-Kits von
Eppendorf. Dabei werden von jeder Probe 2 pg Gesamt-RNA und alle fiir die Reverse
Transkription und PCR benétigten Komponenten in ein Reaktionsgefal3 pipettiert, die-
ses in den Thermocycler gestellt und das Programm gestartet. Das Programm beginnt
mit einer Inkubation bei 50°C fiir 50 min. Dieser schlieBt sich eine Inkubation bei 94°C
fiir 2 min an, der 30 Zyklen folgen. Ein Zyklus umfasst dabei folgende Inkubations-

schritte:
a) 94°C 15s
b) 54°C 20s
c) 68°C 45 s

Im Anschluss werden die PCR-Produkte auf ein DNA-Gel aufgetragen und die Banden
einer Probe bzw. einem Gewebe zugeordnet. Ist eine scharfe, einzelne Bande sichtbar,

wird die Probe fiir gPCR- und Microarray-Experimente verwendet. Die Lagerung der

PCR-Produkte erfolgt bei -20°C.

2.2.4 Fertigung von Microarrays

Zur Untersuchung der Genexpression bei verschiedenen Konzentrationen werden
Microarrays mit einer Auswahl von Sonden hergestellt. Die Auswahl der Sonden erfolgt

iber die Experimente mit Gesamtgenomarrays (siche Abschnitt 2.2.7.1).
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Die Sonden sind 50 bp lang und am 5’-Ende mit einer NH,-Cs-Modifikation versehen.
Als Triager-Substrat werden Glas-Slides mit Epoxy-Beschichtung verwendet. Bei der
Immobilisierung der Sonden erfolgt eine irreversible, kovalente Bindung der NH,-

Gruppen der Sonden mit den Epoxy-Gruppen des Triager-Substrates.

Die Sonden werden mit Hilfe eines Roboters, dem so genannten Arrayer, strukturiert
auf die Slides aufgetragen (gespottet). Hierfiir werden die Sonden in dem Spotting-
Puffer mit einer Endkonzentration von 12,5 pM geldst und in eine Mikrotiterplatte tiber-
fiihrt. Die Mikrotiterplatte wird dann in der Vorrichtung des Arrayers fixiert und das
Programm gestartet. Der Arrayer spottet die Sonden nach einem zuvor definierten Mus-
ter mit gleicher Intensitdt auf die Slides. Mittels des Spotting-Musters werden die
Gene [Ds erstellt, die Informationen {iber die Lokalisierung der Spots enthalten. Der
Spotting-Vorgang erfolgt mit Hilfe des so genannten Ring-/Pin-Head (Ring-/Nadel-
Kopf). Dieser besteht aus vier Ringen und Nadeln mit einem Durchmesser von 250 pm

und ist in Abbildung 9 gezeigt.

GMS 417

Arrayer

Abbildung 9: Arrayer zum Spotten von Microarrays (links) mit Ring-/Pin-Head aus vier
Ringen und Nadeln (rechts)

Beim Spotting-Vorgang werden die Ringe zunichst durch Eintauchen in die Kavititen
der Mikrotiterplatte mit der Sondenlosung benetzt. Im Anschluss positioniert der
Arrayer den Ring-/Pin-Head iiber einem Slide und die Sondenlésung wird auf diesen
aufgetragen. Das Auftragen erfolgt durch die Nadeln, die durch den benetzten Ring
nach unten gesteuert werden, dabei Sondenldsung aufnehmen und diese auf die Slide-
oberflache durch Auftupfen abgegeben. Nach jedem Spotting-Vorgang schlie3en sich je
zwel Waschschritte des Ring-/Pin-Head mit HyO4q4 sowie eine Trocknung durch Druck-
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luft an. Nach Beendigung des Spottens werden die Slides aus dem Arrayer genommen

und es erfolgt die Immobilisierung der Sonden nach Protokoll in einer Feuchtekammer.

Nach der Immobilisierung werden die Microarrays bis unmittelbar vor Durchfiihrung
der Hybridisierungsexperimente lichtgeschiitzt, trocken und bei Raumtemperatur gela-

gert.

Die Subset-Arrays weisen je nach zu untersuchenden Substanz eine unterschiedliche
Anzahl an Sonden auf. Fiir E2-Proben sind 50 Sonden, fiir BPA-Proben 87 Sonden und

fiir Genistein-Proben 96 Sonden immobilisiert.

Fiir die Auswertung der Microarrays ist die so genannten Gene ID erforderlich. Diese
enthélt Informationen tiber die Lokalisierung der Sonden auf dem Microarray und muss
im Format einer ASCII-Datei vorliegen. Fiir jeden der drei Microarray-Typen wird die

zugehorige Gene ID erstellt. Sie sind im Anhang B angefiigt.

2.2.5 Hybridisierung

Bei der Hybridisierung kommt es aufgrund von Basenpaarung zur Zusammenlagerung
der komplementédren Einzelstrang-DNAs von Probe und Microarray. Nachfolgend sind

die Hybridisierung fiir Gesamtgenom-Arrays und Subset-Arrays beschrieben.

2.2.5.1 Hybridisierung bei Gesamtgenom-Arrays

Die Hybridisierung der Fluoreszenz-markierten cDNA-Proben erfolgt bei den ,,Zebra-
fish 14k OciChip™-Gesamtgenom-Arrays“ nach Protokoll des Herstellers. Zur Ver-
meidung von Verdunstung werden die Microarrays in Hybridisierungskammern plat-
ziert. Die Hybridisierungskammern werden lichtgeschiitzt in den Hybridisierungsofen
gestellt und es wird mit der Inkubation begonnen. Die Hybridisierungsdauer betragt
18 h und die Hybridisierungstemperatur 42°C. In einem Hybridisierungsexperiment
werden zwei unterschiedlich Fluoreszenz-markierte Proben aus einem exponierten Fisch

sowie einem Kontrollfisch eingesetzt.

Insgesamt werden bei den Microarrayexperimenten flir jede zu untersuchende Substanz
jeweils zehn Proben von ménnlichen Zebrabirblingen verwendet, die folgenden Kon-
zentrationen ausgesetzt wurden: 500 ng/L bei E2, 1000 pg/L bei BPA und 5000 pg/L
bei Genistein. Zudem werden 30 Proben von ménnlichen Zebrabarblingen benutzt, die

aus Kontrollbecken stammen.
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2.2.5.2 Hybridisierung bei Subset-Arrays

Bevor die Subset-Arrays fiir Hybridisierungsexperimente eingesetzt werden konnen,
miissen diese vorbereitet werden. Hierfiir erfolgen fiinf Waschschritte sowie eine Blo-
ckierungsreaktion fiir 15 min bei 50°C nach Protokoll des Herstellers. Im Anschluss
werden die Microarrays durch Zentrifugation im Zentrifugenréhrchen fiir 4 min bei

1500 rpm getrocknet.

Die Hybridisierung der Fluoreszenz-markierten cDNA-Proben erfolgt bei den Subset-
Arrays nach Protokoll des Slide-Herstellers. Zudem werden so genannte Gene Frames
verwendet, die den Einsatz eines relativ grolen Volumens an Hybridisierungslosung
ermdglichen. Gene Frames sind Kunststoffrahmchen, die um den bespotteten Bereich
auf den Microarray aufgeklebt werden. Im Anschluss wird die Hybridisierungslésung
innerhalb des begrenzten Bereichs auf den Microarray pipettiert und dieser unter Aus-
schluss von Luftbldschen mit einer Kunststofffolie abgedeckt. Vor dem Auftragen der
Hybridisierungslosung auf den Microarray wird diese fiir 2 min auf 95°C erhitzt und
dann sofort fiir 1 min auf Eis gestellt, um DNA-Doppelstringe zu denaturieren. Die
fertigen Microarrays werden dann zur Vermeidung von Verdunstung in Hybridisie-
rungskammern platziert. Die Hybridisierungskammern werden lichtgeschiitzt in den
Hybridisierungsofen gestellt und es wird mit der Inkubation begonnen. Die Hybridisie-
rungsdauer betrdgt 18 h und die Hybridisierungstemperatur 42°C. In einem Hybridisie-
rungsexperiment werden zwei unterschiedlich Fluoreszenz-markierte Proben aus einem

exponierten Fisch sowie einem Kontrollfisch eingesetzt.

Bei den Hybridisierungsexperimenten mit Subset-Arrays wurden ¢cDNA-Proben von
ménnlichen Zebrabérblingen verwendet, die mit folgenden Konzentrationen von E2,

BPA und Genistein exponiert wurden:

E2: Anzahl Proben, gesamt: 100
Anzahl Hybridisierungsexperimente: 50
Konzentration E2 [ng/L] | Anzahl Proben
0 50
5 10
50 10
100 10
200 10
500 10




2 Material und Methoden

45

BPA: Anzahl Proben, gesamt: 112

Anzahl Hybridisierungsexperimente: 56

Konzentration BPA [pug/L]

Anzahl Proben

0

56

0,1

2

20

200

400

1000

2000

O | OO | 0[O0 OO ]| CO | OO

Genistein: Anzahl Proben, gesamt: 96

Anzahl Hybridisierungsexperimente: 48

Konzentration Genistein [pg/L]

Anzahl Proben

0

48

1

10

100

500

1000

5000

O | 0|0 [0 |0 | 0

2.2.6 Scannen

Als Vorbereitung zum Scannen wird der Gene Frame einschlieBlich Kunststofffolie

vorsichtig entfernt und der Microarray gewaschen. Es erfolgen drei Waschschritte nach
Protokoll des ,,Zebrafish 14k OciChip™™-Gesamtgenom-Arrays“ oder nach Anleitung
des ,,Nexterion Slides E“. Dabei wird der Microarray bei jedem Waschschritt in ein

neues Greinerrdhrchen mit 50 mL Waschpuffer iiberfiihrt, um den Ubertrag von SDS zu

vermeiden. Im Anschluss wird der Microarray durch Zentrifugation im Zentrifugen-

Rohrchen fiir 4 min bei 1500 rpm getrocknet und dann bis zum Scannen lichtgeschiitzt

aufbewahrt. Das Scannen des Microarrays erfolgt mit dem Arrayscanner in zwei Mes-
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sungen bei den Wellenldngen 532 nm und 635 nm. Bei 532 nm (griiner Laser) wird die
Fluoreszenz der hybridisierten Cy3-dCTPs und bei 635 nm (roter Laser) die der hybridi-
sierten Cy5-dCTPs angeregt. Die Intensititen des emittierten Lichts werden gemessen
und als unterschiedliche Farbsignale in Bildern dargestellt. Die beiden Bilder werden als
Tagged Image File Format (TIFF-Datei) gespeichert und schlielich fiir die Auswer-
tung verwendet. Das Scannen der Microarrays sollte so bald wie moglich nach der

Hybridisierung stattfinden, da die Fluoreszenz mit der Zeit nachlésst.

2.2.7 Auswertung

Die Bilddaten der gescannten Microarrays werden zunichst mit Hilfe der Microarray
Analysis Software ImaGene 5.0 ausgelesen. Hierbei werden von jedem gemessenen
Microarray die zwei TIFF-Dateien, das so genanntes Grid sowie die Gene ID in das
Programm geladen. Das Grid (Raster) wird so ausgerichtet, dass jeder Spot exakt erfasst
wird. Mittels der Gene ID erfolgt eine Zuordnung der erfassten Spots zu den entspre-
chenden Sonden. Die Software liest schlielich die Intensitdten und Hintergrundsignale
der einzelnen Spots beider Bilddateien aus und speichert die Werte im Format von
ASCII-Dateien. Fiir jeden Microarray werden folglich zwei Dateien generiert. Die eine
Datei enthélt fiir jeden Spot die Messergebnisse der Fluoreszenzsignale der Cy3-dCTPs,
die andere Datei die der Cy5-dCTPs.

Bei der optischen Darstellung wird dem Fluoreszenzsignal der Cy3-dCTPs eine griine
Farbe und dem Fluoreszenzsignal der Cy5-dCTPs eine rote Farbe zugeordnet. Je hoher
die Intensitdt eines Signals ist, desto intensiver ist die Farbe des Spots. Hybridisieren
von der Probe mehr Cy3-dCTPs an einer Sonde als Cy5-dCTPs, erscheint der Spot
griin. Binden hingegen mehr Cy5-dCTPs an die Sonde, weist der Spot eine rote Farbe
auf. Bei gleichen Mengen von Cy3- und Cy5-dCTPs in der Probe kommt es zu einer
Uberlagerung der Farben und der Spot ist gelb.

Die Methode der Datenauswertung héngt vor allem von der Anzahl der Sonden auf dem
Microarray ab, da eine Normalisierung der Daten erforderlich ist. Bei den Gesamtge-
nom-Arrays erfolgt die Normalisierung iiber die gesamte Anzahl von Signalen auf dem
Array, da davon ausgegangen werden kann, dass die Mehrzahl der an die Sonden bin-
denden ORFs nicht reguliert wird und somit bei diesen keine Anderung der Signalinten-

sitidt detektierbar ist. Bei den Subset-Arrays, bei denen vorwiegend Sonden gespottet
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wurden, fiir die eine Regulation erwartet wird, ist daher eine Normalisierung tliber Sig-

nale von einzelnen Sonden erforderlich, die spezifisch an Housekeeping Gene binden.

2.2.7.1 Auswertung bei Gesamtgenom-Arrays

Die Gesamtgenom-Arrays tragen 14067 Oligonukleotid-Sonden, die spezifisch an Ab-
schnitte der ORFs des Zebrabirblings binden. Die ORF's sind entweder Abschnitte von
Zebrabarbling-Genen (ETs) oder Abschnitte von nicht entschliisselten Bereichen (7Cs).
Der Anteil von ETs betrdgt dabei 54 Prozent. Nur bei diesen liegen Informationen iiber
Funktionen im Zebrabirbling vor. Die TCs weisen hingegen hohe Ubereinstimmungen
zu ORF’s aus anderen Organismen oder DNA-Klonen auf, fiir die zum Teil Funktionen

bekannt sind.

Fiir jede der drei zu untersuchenden Substanzen wird ein Datensatz generiert. Ein Da-
tensatz umfasst zehn kompetitive Hybridisierungen bei 14067 Sonden. Kompetitiv be-
deutet, dass die unterschiedlich Fluoreszenz-markierten cDNA-Proben aus exponiertem
Fisch und Kontrollfisch um die Bindungsstellen auf dem Array - die Sonden - konkur-
rieren. Folglich liegen in einem Datensatz fiir jede Sonde 20 Messergebnisse vor. Die
Datenverarbeitung erfolgt dabei mit der Statistik-Programmiersprache R (Ihaka und
Gentleman 1996; Gentleman et al. 2004). Zu jeder Sonde wird der Expressionswert als

Differenz zwischen dem Hintergrundsignal und dem Intensitdtssignal bestimmt:
Expressionswert = Intensitatssignal — Hintergrundsignal

Bei Sonden, bei denen das Hintergrundsignal das Intensitatssignal iibersteigt, ergeben
sich negative Werte. Durch Berechnung des Logarithmus zur Basis 2 (log2) fiir alle
Expressionswerte, werden aus diesen negativen Werten so genannte NAs (not appli-
cables, nicht verwendbare) generiert. Fiir jeden Datensatz, der 20 Expressionswerte zu
jeder Sonde umfasst, wird eine Statistik iiber die Anzahl der N4s pro Sonde erstellt. Bei
mehr als vier NAs zu einer Sonde wird diese aus dem Datensatz entfernt. Bei weniger
als vier oder gleich vier NAs werden die fehlenden Werte mit Hilfe des transcan algo-

rithm (Little und Rubin 1987) kalkuliert.

Im Anschluss erfolgt die Normalisierung der Daten. Diese umfasst die so genannte On-
chip- und Inter-chip-Normalisierung. Bei der On-chip-Normalisierung (Normalisierung
auf dem Microarray) werden die Expressionswerte von Cy3 gegen die zugehdrigen Ex-
pressionswerte von Cy5 nach einer nicht-linearen, grafisch gestiitzten Methode normali-

siert (scatterplot smoother loess nach Cleveland 1979). Bei der [Inter-chip-
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Normalisierung (Normalisierung zwischen den Microarrays) erfolgt eine Skalierung

aller Expressionswerte auf gleichen Mittelwert und gleiche Varianz nach linearer Me-

thode.

Die Erfassung von Unterschieden in der Genexpression zwischen exponierten Tieren
und Kontrolltieren erfolgt durch statistische Auswertung der normalisierten Daten. Da-
bei werden fiir jede Sonde zwei Werte berechnet: mean fold change sowie p-value. Der
mean fold change beschreibt den tatsichlich gemessenen Unterschied zwischen den
exponierten Tieren und Kontrolltieren als ,,n-fache Anderung des Mittelwertes* der
normalisierten Expressionswerte. Der p-value (p-Wert) wird durch einen statistischen
Test (Student’s 1-sample t-test) berechnet und gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der
die gewonnenen Daten rein zufillig entstanden sein konnen. Durch die Kombination
von p-value und mean fold change werden die Sonden selektiert, die durch die dstroge-
nen Substanzen reguliert werden. Durch die gleichzeitige Beobachtung von mehr als
14000 Sonden ergibt sich eine deutlich erhohte Wahrscheinlichkeit, dass infolge der
groen Menge von statistischen Tests rein zufillig viele Tests die gewéhlte Signifikanz-
schwelle (p-value) iberschreiten. Zur Bewiltigung dieser Situation des multiplen Tes-
tens wird eine Permutationsberechnung durchgefiihrt. Diese erlaubt eine Abschétzung
der Anzahl von falsch positiv berechneten Werten in der Kandidatenliste. Dabei werden
fiir jeden Datensatz alle %2 x ('Y) = 126 informativen Permutationen der Sonden einbe-
zogen und die Anzahl der regulierten Sonden fiir verschiedene Grenzwerte berechnet.
Im Anschluss wird die False Discovery Rate (FDR) abgeschitzt. Diese ist der Quotient
aus der Anzahl von Sonden, die iiber die permutierten Daten selektiert wurden
(Nexp; number of expected) und der Anzahl von Sonden, die unter den beiden gesetzten

Bedingungen eine Antwort zeigten (n,»s, number of observed):
FDR = ney, [ Rops
Von der FDR lasst sich schlieBlich die Spezifitit eines Selektionsverfahrens ableiten:
Spezifitit = (1ops - Rexp) / Hobs

Fiir jede der drei zu untersuchenden Substanzen werden so Listen mit regulierten Son-
den erstellt und die FDRs berechnet. Fiir die Selektion der regulierten Sonden wird
schlieBlich diejenige Kombination von p-value und mean fold change gewéhlt, die bei

allen drei Substanzen eine moglichst groBe Anzahl an regulierten Sonden bei hoher Sig-
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nifikanz und niedriger FDR aufweist. Die grafische Darstellung der Ergebnisse erfolgt
mit Hilfe eines MA-Diagramms, das zugleich die Stirke der Regulation (Ratio) sowie
die Signalintensititen der Sonden veranschaulicht. Dabei wird M {iber A aufgetragen

und es gilt:
A ="210g> (Xexponiert X XKontrolle)
M = logs (Xexponiert / XKontrolle)
wobei x = Mittelwert der normalisierten Expressionswerte iiber alle zehn Experimente.

Durch den Vergleich der regulierten E7s und 7Cs zwischen den Substanzen werden
dann Markergene identifiziert, die durch alle drei Substanzen reguliert werden und so-

mit zum Nachweis Ostrogener Wirkungen verwendet werden konnen.

Im Anschluss erfolgt die Bewertung der Genexpressionsmuster durch funktionelle Ana-
lyse. Hierflir werden zunéchst alle ORF’s, die auf dem Gesamtgenom-Array reprisentiert
sind, so genannten Gene Ontologies (GOs) zugeordnet. Unter GOs versteht man Voka-
bularien, die die Eigenschaften von Genen beschreiben. Zusitzlich werden Relationen
zwischen den Begriffen der GOs hergestellt und Vernetzungen zwischen Genen und

Genprodukten sowie zu kooperierenden Datenbanken geschaffen.

Das Gene Ontology Consortium’ entwickelt hierzu kontinuierlich drei sich unterglie-
dernde Standard GOs, die die Gene hinsichtlich ihrer biologischen Prozesse (Biological
Processes), zelluliren Komponenten (Cellular Components) und molekularen Funktio-

nen (Molecular Functions) charakterisieren.

Bei der Zuordnung der ORFs werden die GOs beriicksichtigt, die biologische Prozesse
beschreiben. Dabei werden die Annotationen fiir Genprodukte und Proteine des Zebra-
birblings (Danio rerio) verwendet, die vom Zebrafish Information Network (ZFIN)’

bereit gestellt werden.

Zudem wird bei der Zuordnung die Struktur der GOs einbezogen. Das bedeutet, dass fiir
ORFs, die in einer Unterklasse eingruppiert sind, die iibergeordneten Klassen mit in den
Datensatz aufgenommen werden. Ein ORF kann folglich in mehreren GOs vertreten
sein. Ebenso kdnnen den GOs verschiedene ORF's zugeordnet sein. Nach der Einteilung

aller auf dem Gesamtgenom-Array repriasentierten ORFs in GOs erfolgt eine entspre-

* Homepage des Gene Ontology Project: http://www.geneontology.org/
> Homepage des ZFIN: http://zfin.org/



2 Material und Methoden 50

chende Zuordnung der durch die drei Substanzen regulierten ORFs. Dann werden fiir
jede Substanz die GOs ermittelt, die im Vergleich zum Gesamtgenom-Array ein erh6h-
tes Vorkommen aufweisen. Dabei wird mit Hilfe der hypergeometrischen Verteilung,
die als Nullmodell dient, fiir jede Funktion (GO) die Fehlerwahrscheinlickeit der Anrei-
cherung (p-value) statistisch abgeschétzt. GOs mit einem p-value kleiner als 0,05 wer-
den als angereichert eingestuft. Das bedeutet, dass die einzelne Funktion mit 95%iger
Warscheinlichkeit angereichert ist. Dann werden die Ergebnisse mit Hilfe der Bonferro-
ni-Methode (multiples Testen) korrigiert. Die Bonferroni-Methode beruht auf dem Prin-
zip, bei jeder einzelnen Funktion die Signifikanz so hoch zu wéhlen, dass man insge-
samt wieder 95% erreicht. Hierflir werden die einzelnen p-values unter Beriicksichti-

gung der Gesamtzahl der angereicherten Funktionen korrigiert:
p'valueBonferroni :p-value x k

wobei p-valuegonferroni = Nnach Bonferroni-Methode korrigierter p-value, k = Anzahl von

angereicherten GOs.

Da bei einzelnen ORF's die Zuordnung zu GOs wegen der Beriicksichtigung der Struk-
tur der GOs mit einer relativ hohen Fehlerwahrscheinlichkeit behaftet ist, werden bei
der Bonferroni-Korrektur nur die angereicherten GOs beriicksichtigt, die mindestens
fiinf regulierte Gene enthalten. Nach Durchfiihrung der Bonferroni-Methode gilt eine
Funktion als signifikant angereichert, wenn sie einen p-valueponferroni von kleiner als 0,1

aufweist.

2.2.7.2 Auswertung bei Subset-Arrays

Die Subset-Arrays tragen je nach zu untersuchender Substanz 50 (E2), 87 (BPA) oder
96 (Genistein) Sonden. Bei jedem dieser Microarray-Typen dienen zehn Sonden zur
Normalisierung der Daten. Diese binden spezifisch an Housekeeping Gene des Zebra-
bérblings, fiir die keine Anderung der Signalintensitit zwischen exponiertem Tier und

Kontrolltier zu erwarten ist.

Fiir jede Konzentrationsstufe jeder Chemikalie wird ein Datensatz generiert (fiinf bei
E2, sieben bei BPA und sechs bei Genistein). Bei BPA und Genistein umfasst jeder Da-
tensatz acht kompetitive Hybridisierungen, bei E2 zehn kompetitive Hybridisierungen.
Die Datenverarbeitung erfolgt dabei mit der Statistik-Programmiersprache R (Ihaka und

Gentleman 1996; Gentleman et al. 2004). Wie bei den Gesamtgenom-Arrays wird zu
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jeder Sonde der Expressionswert als Differenz zwischen Hintergrundsignal und Intensi-

titssignal bestimmt. Im Anschluss werden die Expressionswerte logarithmiert.

Die logarithmierten Expressionswerte werden zur Normalisierung der Daten verwendet.
Diese umfasst die so genannte On-chip- und Inter-chip-Normalisierung. Die On-chip-
Normalisierung basiert auf einer grafisch gestiitzten Methode, bei der zunichst die Ex-
pressionswerte als Scatterplot (Punktwolke) dargestellt werden (Cy3 gegen Cy5). Dann
wird eine Ursprungsgerade an den Housekeeping Genen angelegt und die Expressions-
werte werden an dieser linear normalisiert (ein-Parameter). Im Anschluss werden bei
der Inter-chip-Normalisierung fiir jeden Microarray die Expressionswerte (Cy3 und
Cy5) sowie die entsprechenden Mittelwerte iiber die anderen Microarrays (Cy3 und
Cy5) als Scatterplot dargestellt. Dann wird eine Gerade an die aufgetragenen Werte der
Housekeeping Gene angelegt und die Expressionswerte werden gegen diese linear nor-

malisiert (zwei-Parameter).

Die normalisierten Daten werden schlieBlich fiir die statistische Auswertung verwendet.
Dabei werden fiir jede Sonde zwei Werte berechnet: mean fold change sowie p-value.
Der mean fold change beschreibt den tatsdchlich gemessenen Unterschied zwischen den
exponierten Tieren und Kontrolltieren als ,,n-fache Anderung des Mittelwertes* der
normalisierten Expressionswerte. Der p-value (p-Wert) wird durch einen statistischen
Test, den so genannten Welch-t-test berechnet. Der Welch-t-test ist eine Anpassung des
t-tests und ermoglicht Mittelwertsvergleiche zwischen Messreihen bei verschiedener
Varianz der Genexpression. Die Selektion der regulierten Sonden erfolgt zunéchst unter
Ignorieren des multiplen Testens. Dabei wird der p-value auf kleiner 0,05 gesetzt. Das
bedeutet, dass die einzelne Sonde mit 95%iger Wahrscheinlichkeit signifikant reguliert
wird. Dann werden die Ergebnisse mit Hilfe der Bonferroni-Methode korrigiert. Die
Bonferroni-Methode beruht auf dem Prinzip, bei jedem Einzeltest die Signifikanz so
hoch zu wihlen, dass man insgesamt wieder 95% erreicht. Hierflir werden paarweise
Vergleiche zwischen Gruppenmittelwerten mit #-tests ausgefiihrt und die Fehlerraten der
einzelnen Tests unter Beriicksichtigung der Anzahl der durchzufiihrenden Tests adjus-

tiert:
Oladj. = Olgesamt /'k

wobel 0.4 = adjustierte Fehlerrate des Einzeltests, Ogeamt = Gesamt-Fehlerrate,

k = Anzahl der Paarvergleiche.
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Die Abschitzung der Fehlerwahrscheinlichkeit erfolgte beim multiplen Testen (Bonfer-
roni-Korrektur) tiber die Family-Wise Error Rate (FWER). Sie ist definiert als die
Wabhrscheinlichkeit von mindestens einem falsch positiv berechneten Wert unter der

Kandidatenliste:
FWER=P (V>0)
wobei P = Wahrscheinlichkeit (Probability), V' = Typ I Fehler (falsch positiver Wert).

Fiir jede zu untersuchende Substanz werden so Listen erstellt, die Auskunft tiber die
Regulation der gespotteten Sonden bei den verschiedenen Konzentrationen geben. Zu-
dem werden die Expressionswerte zwischen den verschieden Ostrogenen Substanzen
verglichen. SchlieBlich erfolgt ein Vergleich der Ergebnisse von den Subset-Arrays mit

denen der qPCR, der eine umfassende Bewertung der Microarray-Technologie erlaubt.
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3 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden umfangreiche Ergebnisse zur Erfassung und Bewer-
tung der Genexpression von Zebrabdrblingen (Danio rerio) nach Belastung mit dstroge-
nen Substanzen erzielt. Da die Ergebnisse auf einer Gesamtzahl von 534 Proben basie-
ren, sind zu den Methoden der Exposition, Probennahme, Probenaufarbeitung und Hy-
bridisierung die Ergebnisse einiger Proben exemplarisch dargestellt. Die Ergebnisse der
quantitativen PCR sind im Abschnitt 3.3 beschrieben. Die Ergebnisse der Microarray-
Experimente mit Gesamtgenom-Arrays sind detailliert im Abschnitt 3.4 und die Subset-

Arrays im Abschnitt 3.5 zusammengefasst.

3.1 Exposition der Fische

Die Exposition der Fische mit den dstrogenen Substanzen erfolgte im Durchflusssys-
tem. Abbildung 10 zeigt ein Expositionsexperiment mit E2 fiir elf Tage. In jedem 20L-

Expositionsbecken befanden sich zwolf médnnliche Zebrabérblinge.

Abbildung 10: Exposition der Fische im Durchflusssystem
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Wihrend der Expositionsexperimente wurden jeden Tag Wasserproben aus den Exposi-
tionsbecken entnommen und die Konzentrationen kontrolliert. Die Uberpriifung von E2
erfolgte dabei mit Hilfe des ELRA (Seifert ef al. 1998). Abbildung 11 zeigt die Messer-
gebnisse des ELRA zu dem Becken mit der berechneten Konzentration von 500 ng/L
E2 wihrend der ersten sieben Tage der Exposition. Es ist deutlich zu erkennen, dass die
gemessene Konzentration zu Beginn geringfiigig niedriger ist als die berechnete Kon-
zentration. Im weiteren Verlauf stellt sich jedoch die erforderliche Konzentration nahe-

zu konstant ein.

0,6

0,5 T T [

04

0,3

0,2

17R-Ostradiol (ug/L)

0,1

0,0

Tag

Abbildung 11: Gemessene E2-Konzentrationen im 500 ng/L-Expositionsbecken wah-
rend der ersten sieben Tage der Exposition

Fiir den sechsten Tag der Exposition sind in Abbildung 12 zu den berechneten E2-
Konzentrationen in den Expositionsbecken (100, 200, 300, 400 und 500 ng/L) die mit
dem ELRA gemessenen Werte gezeigt. Die gemessenen Konzentrationen in den Becken

weichen nur vernachlidssigbar von den berechneten Konzentrationen ab.



3 Ergebnisse 55

600 —

o

o) 500 -

£

C

jel

£ 400

C

(0]

N

[

(@]

X 300

2

) o
"

(]

(0]

£ 2004

(0]

()]

100 9
T T T T T T T T T T 1
100 200 300 400 500 600

berechnete Konzentration (ng/L)

Abbildung 12: Berechnete und gemessene E2-Konzentrationen in Expositionsbecken
am sechsten Tag der Exposition

Die exemplarischen Ergebnisse zeigen, dass die Exposition im Durchflusssystem sehr
gut funktionierte. Durch die exakte Dosierung von Wasser und Chemikalien iiber Peris-
taltikpumpen waren die Expositionsbedingungen konstant und eine kontinuierliche Be-

lastung der Fische mit 0strogenen Substanzen war gewihrleistet.

3.2 Probennahme und —aufarbeitung

Die Probennahme erwies sich im Wesentlichen als unproblematisch. Lediglich die Un-
terscheidung zwischen ménnlichen und weiblichen Zebrabdrblingen aufgrund morpho-
logischer Merkmale im bewegten Zustand sowie das Fangen der gewiinschten Fische
bereitete anfangs Schwierigkeiten und bedurfte etwas Ubung. Abbildung 13 zeigt ein
Zebrabarbling-Weibchen bei der Préparation. Das weille Gonadengewebe im hinteren

Bereich ist gut vom dunklen Lebergewebe unterscheidbar.
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\

Abbildung 13: Praparation eines Zebrabarbling-Weibchens

Bei Ménnchen ist das weille Gonadengewebe nur schlecht sichtbar. Es ist schwach ent-
wickelt und liegt paarig, dorsal seitlich der Schwimmblase. Die sezierten Lebergewebe

der Ménnchen und Weibchen wogen je nach Grof3e des Tieres zwischen 40 und 100 mg.

3.2.1 RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion wurde mittels eines RNA-Gels iiberpriift. Abbildung 14 zeigt ein
RNA-Gel, bei dem zwei verschiedene Proben in drei unterschiedlichen Konzentrationen
aufgetragen wurden. Die Banden der 18S rRNA und 28S rRNA sind deutlich sichtbar

und unterscheidbar.

Die Intensitdt der Banden gibt Aufschluss iiber die vorhandene RNA-Konzentration in
der aufgetragenen Probe. Die Banden der Proben 1 und 4 sind relativ schwach erkenn-
bar. Bei diesen wurden Proben mit einer Konzentration von 1 pg/L aufgetragen. Bei
Proben 2 und 5 sind die Banden intensiver und die RNA-Konzentration der aufgetrage-
nen Proben betrug 2 pg/L. Die Banden der Proben 3 und 6 sind am deutlichsten sicht-

bar. Bei diesen Proben war die RNA-Konzentration mit 3 pg/L. am grof3ten.

Neben dem RNA-Gel wurde zur Uberpriifung jeder Probe die Konzentration und Rein-
heit der gelosten RNA photometrisch bestimmt. Die Konzentrationsbestimmungen er-

gaben fiir die Proben der Lebergewebe der Mannchen Werte von 0,3 bis 1,5 mg/mL.
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28S rRNA —»
18S rRNA —

Abblldung 14: RNA-Agarose-Gel

: RNA-Probe von Lebergewebe, Mannchen, Kontrolltier, 1 pg/L

: RNA-Probe von Lebergewebe, Mannchen, Kontrolltier, 2 pg/L

: RNA-Probe von Lebergewebe, Mannchen, Kontrolltier, 3 ug/L

: RNA-Probe von Lebergewebe, Mannchen, exponiert mit 500 ng/L E2, 1 pg/L
: RNA-Probe von Lebergewebe, Mannchen, exponiert mit 500 ng/L E2, 2 pg/L
: RNA-Probe von Lebergewebe, Mannchen, exponiert mit 500 ng/L E2, 3 pg/L

OO, WN=

Bei Weibchen lagen die Konzentrationen der RNA-Losungen zwischen 1,3 und 2,5
mg/mL. Die hoheren Konzentrationen bei den Weibchen waren durch die meist grofe-
ren Korper und Organe bedingt. Das Abjeo/Abyso-Verhéltnis der RNA-Losungen lag
zwischen 1,8 und 2,1. Die Losungen wiesen somit eine ausreichend hohe Reinheit auf,
dass mit der Reversen Transkription oder Einschritt-Reversen Transkription/PCR fort-

gefahren werden konnte.

3.2.2 Reverse Transkription

Die Arbeiten umfassten zwei unterschiedliche Methoden der Reversen Transkription:
zum einen die Reverse Transkription zur Synthese von cDNA fiir die Verwendung in
qPCR-Experimenten und zum anderen die Reverse Transkription zur Synthese Fluores-

zenz-markierter cDNA fiir die Verwendung in Microarray-Experimenten.

Da die synthetisierte cDNA aufgrund ihrer geringen Mengen nicht direkt mit Hilfe eines
Gels iiberpriift werden konnte, konnte die einwandfreie Funktion der Reversen

Transkription erst nach Durchfiihrung weiterer Methoden festgestellt werden.

Die Reverse Transkription zur Synthese von cDNA fiir die Verwendung in qPCR-
Experimenten erfolgte mit dem ,,I1st Strand cDNA Synthesis (AMV)”-Kit von Roche.
Die Ergebnisse der qPCR-Experimente im LightCycler sind in Abschnitt 3.3 detailliert
aufgefiihrt und zeigen, dass die Reverse Transkription mit Hilfe des Kits fehlerfrei funk-

tionierte.

Die Reverse Transkription zur Synthese Fluoreszenz-markierter cDNA fiir die Verwen-

dung in Microarray-Experimenten erfolgte mit dem ,,CyScribe First-Strand cDNA
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Labelling”-Kit von Amersham Biosciences. Dieser beinhaltete auch eine Reinigung der
cDNA durch ein Sdulchen-System. Dabei wurde die cDNA, die selektiv an einer Mem-
bran band, in zwei Elutionsschritten von dieser entfernt. Nach dem ersten Eluti-
onsschritt wurde jeder Probe 1 pL. entnommen. Dieser wurde in einer PCR eingesetzt,
die zur Kontrolle der Reversen Transkription diente. Die Ergebnisse der PCR sind in
Abschnitt 3.2.3 beschrieben und zeigen, dass die Reverse Transkription mit Hilfe des

Kits erfolgreich durchgefiihrt wurde.

3.2.3 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) diente zur Kontrolle der Reversen Transkription,
die mit dem ,,CyScribe First-Strand cDNA Labelling”-Kit von Amersham Biosciences
durchgefiihrt wurde. Dabei wurde von jeder Fluoreszenz-markierten cDNA-Probe 1 pL.
amplifiziert und das PCR-Produkt auf ein DNA-Gel aufgetragen. Abbildung 15 zeigt
ein typisches DNA-Gel von PCR-Produkten.

278 bp
e N e e = o

Abbildung 15: DNA-Agarose-Gel von Amplifikaten aus Kontroll-PCR

verwendete Primer: 8-actin, Produktgrélie: 278 bp

1-5:  DNA-Amplifikate von Cy3-markierten cDNA-Proben, Lebergewebe, Mannchen,
exponiert mit 500 ng/L E2

6-10: DNA-Amplifikate von Cy5-markierten cDNA-Proben, Lebergewebe, Mannchen,
Kontrolltiere

M:  Marker

Das Amplifikat des f3-actin ist 278 bp lang und bei allen aufgetragenen DNA-Proben als
einzelne Bande deutlich sichtbar. Die Ergebnisse zeigen, dass die PCR gut funktionierte
und bei jeder Probe die fiir die PCR verwendete cDNA einwandfrei war. Folglich konn-
ten die Cy3- und Cy5-Fluoreszenz-markierten cDNA-Proben bei Hybridisierungsexpe-

rimenten eingesetzt werden.
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Insgesamt wurden 368 verschiedene cDNA-Proben fiir Microarray-Experimente ver-
wendet. Alle diese Proben wurden mit Hilfe der Kontroll-PCR iiberpriift und lieferten

gute Ergebnisse.

3.2.4 Einschritt Reverse Transkription/PCR

Die Einschritt-Reverse Transkription/PCR (RT/PCR) diente vorwiegend zur Uberprii-
fung der Qualitdt von RNA-Proben und Primern. Von jeder RNA-Probe wurden 2 pg
Gesamt-RNA umgeschrieben, der Abschnitt eines Housekeeping-Gens amplifiziert und
das Amplifikat auf ein DNA-Gel aufgetragen (siche Abbildung 16).

278 bp

Abbildung 16: DNA-Agarose-Gel von Amplifikaten aus RT/PCR zur Kontrolle von

RNA-Proben

verwendete Primer: 8-actin1, ProduktgroRe: 278 bp

1: Positivkontrolle

2-3: DNA-Amplifikate aus verschiedenen Lebergeweben, Mannchen, Kontrolltiere

4-5: DNA-Amplifikate aus verschiedenen Lebergeweben, Mannchen, exponiert mit
1 ug/L Genistein

6-7: DNA-Amplifikate aus verschiedenen Lebergeweben, Mannchen, exponiert mit
10 pg/L Genistein

8-9: DNA-Amplifikate aus verschiedenen Lebergeweben, Mannchen, exponiert mit
100 ug/L Genistein

M: Marker

Das Amplifikat des f3-actinl ist 278 bp lang und bei allen aufgetragenen Proben als ein-
zelne Bande deutlich zu erkennen. Die Proben stammten aus den Lebergeweben ver-
schiedener minnlicher Fische, die fiir elf Tage in Kontrollbecken gehalten oder mit
1 bis 100 pg/L Genistein exponiert wurden. Die Positivkontrolle bestand aus einer

Mischprobe von vier Lebergeweben weiblicher Zebrabirblinge.
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Wurden wie im gezeigten Beispiel die Amplifikate eines Housekeeping Gens gebildet,
war die Qualitit der RNA-Proben einwandfrei, so dass die Proben fiir qPCR- und

Microarray-Experimente verwendet werden konnten.

Daneben wurde die RT/PCR angewendet, um bei einzelnen Proben die Vitellogenin-
Synthese semiquantitativ nachzuweisen. Hierfiir wurden 2 pg Gesamt-RNA umge-
schrieben, der Abschnitt des Markergens vtg/ amplifiziert und das Amplifikat auf ein
DNA-Gel aufgetragen. Nachfolgend sind drei exemplarische DNA-Gele gezeigt.

Abbildung 17 zeigt ein DNA-Gel von vtg/-Amplifikaten aus ménnlichen Fischen, die

mit BPA exponiert wurden.

210 bp

Abbildung 17: DNA-Agarose-Gel von Amplifikaten aus RT/PCR nach elftagiger Expo-

sition mit BPA

verwendete Primer: vig1, Produktgréfie: 210 bp

1-10: DNA-Amplifikate aus verschiedenen Lebergeweben, Mannchen, exponiert mit
1000 pg/L BPA

M:  Marker

Das Amplifikat des vzg/ ist 210 bp lang und bei den aufgetragenen Proben 1, 2, 8, 9 und
10 als einzelne, intensive Bande sichtbar. Bei den Proben 5 und 7 ist die Bande auch
deutlich erkennbar, allerdings mit einer geringeren Intensitit. Die Probe 3 weist nur eine
schwache Bande bei 210 bp auf und die Proben 4 und 6 bilden keine Amplifikate. Bei
Probe 6 ist jedoch ein schwaches Artefakt bei 100 bp zu erkennen.

Die Proben stammten aus den Lebergeweben verschiedener ménnlicher Fische, die fiir
elf Tage mit einer Konzentration von 1000 pg/L BPA exponiert wurden. Normalerweise
synthetisieren minnliche Fische kein vtg/. Die Ergebnisse zeigen, dass die Exposition
mit 1000 pug/L BPA bei sieben der zehn minnlichen Individuen zu einer deutlichen

vtgI-Induktion fiihrte.
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Abbildung 18 zeigt ein DNA-Gel von vig/-Amplifikaten aus ménnlichen Fischen, die

mit unterschiedlichen Konzentrationen Genistein exponiert wurden.

Abbildung 18: DNA-Agarose-Gel von Amplifikaten aus RT/PCR nach elftagiger Expo-

sition mit Genistein

verwendete Primer: vig1, Produktgrofie: 210 bp

1: Positivkontrolle

2-5:  DNA-Amplifikate aus verschiedenen Lebergeweben, Mannchen, exponiert mit
100 ug/L Genistein

6-10: DNA-Amplifikate aus verschiedenen Lebergeweben, Mannchen, exponiert mit
500 ug/L Genistein

11-15: DNA-Amplifikate aus verschiedenen Lebergeweben, Mannchen, exponiert mit
1000 ug/L Genistein

16-20: DNA-Amplifikate aus verschiedenen Lebergeweben, Mannchen, exponiert mit
5000 pg/L Genistein

M: Marker

Das vtgl-Amplifikat hat eine Grofle von 210 bp und wurde von den Proben 2 bis 8 so-
wie 10 und 12 nicht gebildet. Die Probe 9 weist eine duflerst schwache vig/-Bande auf.
Nach zunehmender Intensitdt der Banden geordnet folgen die Proben 13, 15, 11 und 14.
Bei den Proben 16 bis 20 ist jeweils eine intensive Bande deutlich zu erkennen. Bei der
Probe 1 ist auch eine einzelne Bande bei 210 bp sichtbar. Diese stellt eine Mischprobe
aus vier Lebergeweben weiblicher Zebrabirblinge dar und wurde als Positivkontrolle

verwendet.
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Die Ergebnisse zeigen, dass durch Genistein die v¢g/-Synthese in ménnlichen Zebra-
béarblingen induziert wurde. Méinnchen, die fiir elf Tage mit 100 oder 500 pg/L Ge-
nistein exponiert wurden (Proben 1 bis 10), wiesen noch keine oder eine vernachlissig-
bare vtgl-Synthese auf. Bei 1000 pg/L Genistein zeigten hingegen vier von finf Tieren
eine relativ schwache vig/-Synthese (Proben 11 bis 15). Bei 5000 pg/L Genistein war
bei allen fiinf untersuchten Ménnchen eine deutliche vtg/-Synthese erkennbar (Proben

16 bis 20).

Abbildung 19 zeigt ein DNA-Gel von vtg/-Amplifikaten aus ménnlichen Fischen, die

mit unterschiedlichen Konzentrationen E2 exponiert wurden.

Abbildung 19: DNA-Agarose-Gel von Amplifikaten aus RT/PCR nach elftagiger Expo-
sition mit E2

verwendete Primer: vig1, ProduktgréRRe: 210 bp

. Positivkontrolle

DNA-Amplifikat aus Lebergewebe, Mannchen, exponiert mit 1 ng/L E2
DNA-Amplifikat aus Lebergewebe, Mannchen, exponiert mit 10 ng/L E2
DNA-Amplifikat aus Lebergewebe, Mannchen, exponiert mit 100 ng/L E2
DNA-Amplifikat aus Lebergewebe, Mannchen, exponiert mit 200 ng/L E2
DNA-Amplifikat aus Lebergewebe, Mannchen, exponiert mit 300 ng/L E2
DNA-Amplifikat aus Lebergewebe, Mannchen, exponiert mit 400 ng/L E2
: DNA-Amplifikat aus Lebergewebe, Mannchen, exponiert mit 500 ng/L E2
M Marker

PN RON

Das Amplifikat des vig/ ist 210 bp lang und bei den Proben 5 bis 8 als einzelne, scharfe
Bande erkennbar. Die Intensitdt der Bande ist bei der Probe 5 jedoch schwécher als bei
den Proben 6 bis 8. Die Proben 2 bis 4 bildeten keine Amplifikate. Bei der Probe 1 ist
eine deutliche Bande sichtbar. Diese stammte von einer Mischprobe aus vier weiblichen

Lebergeweben und diente somit als Positivkontrolle.

Folglich wurde bei den untersuchten mannlichen Zebrabérblingen die Synthese von vtg/

ab einer Konzentration von 200 ng/LL E2 induziert (Proben 5 bis 8). Bei 200 ng/L E2
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(Probe 5) war die vtg/-Synthese jedoch geringer als bei den hoheren Konzentrationen

(300 bis 500 ng/L E2, Proben 6 bis 8).

Die exemplarisch aufgefiihrten Ergebnisse zeigen, dass die RT/PCR einwandfrei funkti-
onierte und die Methode hervorragend geeignet war, um die Qualitdt von RNA-Proben
und Primern zu iiberpriifen. Daneben eignete sich die RT/PCR zum semiquantitativen
Nachweis der vig/-Synthese bei einzelnen Proben. Es konnte der Einfluss der Ostroge-
nen Substanzen E2, BPA und Genistein auf die Expression von vig/ erfolgreich nach-
gewiesen werden. Zur Bestimmung von Effektkonzentrationen waren jedoch weitere

Untersuchungen notwendig, die mit Hilfe der quantitativen PCR durchgefiihrt wurden.

3.3 AQuantitative PCR

Die quantitative PCR (qPCR) wurde verwendet, um die Effektkonzentrationen der Os-
trogenen Substanzen E2, BPA und Genistein zu ermitteln. Die Messungen wurden mit
dem Markergen vzgl durchgefiihrt, da fiir dieses bereits semiquantitativ eine Regulation
nachgewiesen wurde. Von jeder Konzentration wurden vier bis neun ménnliche Zebra-
bérblinge untersucht. Dabei wurden von jeder Probe zwei Parallelmessungen durchge-
fithrt. Abbildung 20 zeigt die Fluoreszenzkurven eines typischen qPCR-Laufes mit Pro-

ben aus einer Genistein-Exposition.

Die beschrifteten Fluoreszenzkurven zeigen, dass die Positivkontrollen (Kurven Nr. 3
und Nr. 5), die mit EE2 exponiert wurden, nach weniger Zyklen messbare Mengen an
PCR-Produkten bildeten als die mit 5000 pg/L Geniestein exponierten Proben (Kurven
Nr. 4 und Nr. 6). Die beiden Negativkontrollen (Kurven Nr. 7 und Nr. 8) lieferten wie
erwartet keine Fluoreszenzsignale. Die beiden Kalibratorkurven (Nr. 1 und Nr. 2) wur-
den fiir die Normalisierung der verschiedenen qPCR-Léufe verwendet. Als Kalibrator
diente dabei eine cDNA-Mischprobe von vier nicht exponierten weiblichen Zebra-
barblingen. Die unbeschrifteten Kurven stammen von verschiedenen Proben, die mit

unterschiedlichen Konzentrationen Genistein exponiert wurden.

Die Auswertung der Fluoreszenzkurven erfolgte mit Hilfe der LightCycler®-Software
3.5 (Roche). Dabei wurde von jeder Fluoreszenzkurve der Crossing Point (CP) ermit-
telt. Die relative Quantifizierung der Genexpressionsstirke einer Probe erfolgte iiber die

Berechnung des Verhéltnisses vom CP des Zielgens zum CP des Referenzgens.
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Abbildung 20: Fluoreszenzkurven eines typischen gPCR-Laufes mit Proben aus Ge-
nistein-Exposition

Das gezeigte Experiment umfasste 32 Proben, die mit Genistein oder EE2 (als Positiv-
kontrollen) exponiert wurden. Nachfolgend sind acht Kurven exemplarisch erlautert:

: vig1-Kalibrator zum Vergleich verschiedener gPCR-Laufe

: B-actin1-Kalibrator zum Vergleich verschiedener gqPCR-Laufe

: Positivkontrolle, exponiert mit 30 ng/L EE2, vtg7-Primer

: Probe, exponiert mit 5000 ug/L Genistein, vtg7-Primer

: Positivkontrolle, exponiert mit 30 ng/L EE2, $-actin1-Primer

: Probe, exponiert mit 5000 ug/L Genistein, $-actin1-Primer

: Negativkontrolle, keine Probe zugegeben, vig7-Primer

: Negativkontrolle, keine Probe zugegeben, B-actin1-Primer

O~NOO PR WN =

Als Zielgen diente bei allen Proben vig/. Als Referenzgen wurde f-actinl bei BPA und
Genistein sowie efla bei E2 verwendet, da fiir f-actinl eine Regulation durch E2 fest-
gestellt wurde. Zudem wurden fiir die Primerkombinationen vigl/efla und vigl/3-actinl
die Effizienzen der gPCRs mit Hilfe von Kalibrationsreihen ermittelt. Fiir die Kalibrati-
onsreihen wurden verschiedene Verdiinnungen (unverdiinnt, 1:10, 1:100, 1:1.000 und
1:10.000) des cDNA-Kalibrators verwendet. Abbildung 21 zeigt exemplarisch die Fluo-

reszenzkurven der f3-actinl-Kalibrationsreihe.

Es ist deutlich zu erkennen, dass mit zunehmender Verdiinnung des Kalibrators die
messbaren Fluoreszenzsignale der gebildeten PCR-Produkte bei spéteren Zyklen ein-
setzten. Das bedeutet, je mehr cDNA des Kalibrators in der Probe war, desto kleiner ist

der CP.
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Abbildung 21: Fluoreszenzkurven des gqPCR-Laufes der $-actin1-Kalibrationsreihe
1: unverdunnt

2: Verdinnung 1:10

3: Verdinnung 1:100

4: Verdinnung 1:1000

5: Verdinnung 1:10000

Aus den Abstinden der CPs bei den gemessenen Verdiinnungen wurde eine Standard-
kurve erstellt und iiber deren Steigung die Effizienz der qPCR berechnet. Nachfolgend
sind die Standardkurven und Effizienzen fiir die qPCR mit der Primerkombination

vigl/efla gezeigt.
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Abbildung 22: Standardkurve der vig7-Kalibrationsreihe fir qPCR mit
Primerkombination vig1/efia
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Abbildung 23: Standardkurve der effa-Kalibrationsreihe fir qPCR mit
Primerkombination vig1/efia

Die berechneten Effizienzen lagen fiir die qPCR mit der Primerkombination vigl/efla
bei 1,87 (vtgl) und 1,86 (efla). Das bedeutet, dass sich bei jedem qPCR-Zyklus die
Menge an Ausgangs-DNA um das 1,87- beziehungsweise 1,86-fache vervielfiltigte.
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Abbildung 24 und Abbildung 25 zeigen die Standardkurven und Effizienzen fiir die
qPCR mit der Primerkombination vigl/s-actinl.
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Abbildung 24: Standardkurve der vig7-Kalibrationsreihe fir qPCR mit
Primerkombination vtg1/B3-actin1
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Abbildung 25: Standardkurve der B-actin1-Kalibrationsreihe fur gPCR mit Primerkom-
bination vtg1/3-actin1

Bei der Primerkombination vigl/s-actinl lagen die Effizienzen von vfg/ und

f3-actinl bei 1,81 und 1,88. Die Effizienz von vtg/ war bei dieser Primerkombination
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somit niedriger als bei der Primerkombination vigl/efla (1,87). Dieser Unterschied war
durch die verschiedenen qPCR-Programme der Primerpaare bedingt, hatte jedoch kei-

nen Einfluss auf die Datenauswertung.

In der Praxis liegen die Effizienzen bei qPCRs in einem Bereich zwischen 1,7 und 1,9.
Folglich waren die berechneten Effizienzen bei beiden Primerkombinationen ausrei-

chend hoch genug.

Bei der Datenauswertung wurde eine Effizienz-korrigierte relative Quantifizierung der
gemessenen CPs nach der Methode von Pfaffl ef al. (2002) durchgefiihrt. Die erhaltenen
Ratios wurden im Anschluss mittels einfaktorieller Varianzanalyse (one-way ANOVA)
und Tukey HSD Test, der eine Aussage iiber signifikante Unterschiede in der Ge-
nexpression zwischen den Expositionsbedingungen/-gruppen erlaubt, statistisch ausge-

wertet.

In Abbildung 26 sind die Ergebnisse der qPCR-Experimente zusammenfassend darge-

stellt.
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Abbildung 26: Relative Expressionswerte (Ratios) flr vig7 nach elftdgiger Exposition
mit E2, BPA, Genistein und EE2. NK: Negativkontrolle

Das Diagramm zeigt zu jeder Konzentrationsstufe die Ratio als relativen Expressions-

wert von vtgl. Die Balken stellen dabei die Mittelwerte aus den Expressionswerten (Ra-
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tios) der einzelnen Tiere dar. Daneben repréisentieren die Punkte im Diagramm die indi-
viduelle vtgl-Expression (Ratio) der Tiere. Das veranschaulicht die Verteilung inner-
halb einer Expositionsgruppe. Als Negativkontrollen (NK) dienten ménnliche Zebra-
béarblinge, die ohne Chemikalienzugabe im Durchflusssystem gehalten wurden. Zur
Standardisierung der Expressionswerte aus den verschiedenen Expositionsexperimenten

wurde die vig/-Expression (Ratio) der Negativkontrollen auf den Wert 1 gesetzt.

Nach einer elftdgigen Exposition wurde in den Lebergeweben der médnnlichen Zebra-
bérblinge eine signifikante v¢zg/-Induktion bei 200 ng/L E2, 2000 pg/L BPA und 5000

ng/L Genistein nachgewiesen.

Die gemittelte Ratio der Expositionsgruppe mit 200 ng/L E2 war um das 1100-fache
grofler als bei der Gruppe mit den Kontrolltieren und erreichte ihren Hochstwert von
5000 bei der Gruppe mit 400 ng/L E2. Bei BPA war eine breite Verteilung der Expres-
sionswerte (Ratios) innerhalb der Expositionsgruppen feststellbar, da die Fische eine
hohe individuelle vtg/-Expression zeigten. Eine signifikante vg/-Induktion war ledig-
lich fiir die Gruppe mit 2000 pg/L BPA nachweisbar. Bei Genistein war eine konzentra-
tionsabhdngige Expression von v¢g/ erkennbar. Es wurde jedoch auch bei der hochsten
Konzentration mit 5000 pg/L Genistein nicht das Expressionsniveau wie bei den mit E2
exponierten Proben erreicht. Das hochste Expressionsniveau wiesen die mit 30 ng/L
EE2 exponierten Proben auf. EE2 verfiigte bei gleichen Konzentrationen {iber einen
groBBeren Einfluss auf die vig/-Expression als das natiirliche Hormon E2 und wurde

daher als Positivkontrolle verwendet.

3.4 Gesamtgenom-Arrays

Fiir die Experimente mit den ,,Zebrafish 14k OciChip™ -Gesamtgenom-Arrays wurden
ausschlieB8lich Fluoreszenz-markierte cDNA-Proben verwendet, die mit Hilfe der Kon-
troll-PCR tiberpriift wurden. Dabei wurden in jedem Hybridisierungsexperiment zwei
unterschiedlich Fluoreszenz-markierte Proben aus einem exponierten Fisch sowie einem
Kontrollfisch eingesetzt. Die Hybridisierung erfolgte als Optimierung zum Protokoll in
Hybridisierungskammern, um die Verdunstung von Hybridisierungslosung zu vermei-
den. Nach der Hybridisierung wurden die Gesamtgenom-Arrays intensiv gewaschen,
getrocknet und gescannt. Das Scannen jedes Gesamtgenom-Arrays erfolgte mit dem

Arrayscanner in zwei Messungen. Dabei wurden die Intensititen des emittierten Lichts
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der hybridisierten Cy3-dCTPs und Cy5-dCTPs gemessen und als Bilddaten gespeichert.
Die Bilddaten wurden dann mit Hilfe der Microarray Analysis Sofiware ImaGene 5.0
iiberlagert und ausgelesen. Bei der Uberlagerung der Bilddaten wurde das Fluoreszenz-
signal der Cy3-dCTPs als griine Farbe und das Fluoreszenzsignal der Cy5-dCTPs als
rote Farbe optisch dargestellt. Je hoher die Intensitdt eines Signals war, desto intensiver
war die Farbe des Spots. Hybridisierten von der Probe mehr Cy3-dCTPs an einer Sonde
als Cy5-dCTPs, erschien der Spot griin. Banden hingegen mehr Cy5-dCTPs an die Son-
de, wies der Spot eine rote Farbe auf. Bei gleichen Mengen von Cy3- und Cy5-dCTPs
in der Probe kam es zu einer Uberlagerung der Farben und der Spot war gelb.
Abbildung 27 zeigt die iiberlagerten Bilddaten eines Gesamtgenom-Arrays, bei dem
eine Cy3-markierte Probe eines minnlichen Kontrolltieres und eine Cy5-markierte Pro-
be eines Zebrabdrbling-Ménnchens, das mit 500 ng/L E2 exponiert wurde, hybridisiert

wurden.

,Zebrafish 14k OciChip™¢
Gesamtgenom-Array
mit 14067 Sonden

vig1

Abbildung 27: ,Zebrafish 14k OciChip™-Gesamtgenom-Array nach Hybridisierung mit
einer Cy3-markierten Probe eines mannlichen Kontrolltieres und einer Cy5-markierten
Probe eines Zebrabarbling-Mannchens, das mit 500 ng/L E2 exponiert wurde. Im ver-
grolerten Ausschnitt ist der Spot fir vig? mit einem intensiven, roten Signal erkennbar,
was auf eine erhohte Expression im exponierten Mannchen schliel3en lasst.

Nach der Uberlagerung der Bilddaten wurden das Grid (Raster) sowie die Gene ID in

das Programm geladen. Das Grid wurde so ausgerichtet, dass jeder Spot exakt erfasst
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wurde (sieche Abbildung 28). Mittels der Gene ID erfolgte eine Zuordnung der erfassten
Spots zu den entsprechenden Sonden. Dann wurden die Intensititen und Hintergrund-

signale der einzelnen Spots mit Hilfe der Software ausgelesen und gespeichert.

Abbildung 28: Erfassung und Zuordnung der Spots des ,Zebrafish 14k OciChip™-
Gesamtgenom-Arrays mit Hilfe des Grids (Rasters)

Die Arbeiten mit den ,,Zebrafish 14k OciChip™ -Gesamtgenom-Arrays umfassten fiir
jede der untersuchten Substanzen jeweils zehn Hybridisierungsexperimente. Als Proben
wurden hierfiir die Lebergewebe von jeweils zehn unterschiedlichen ménnlichen Zebra-
barblingen verwendet, die fiir elf Tage folgenden Konzentrationen ausgesetzt wurden:
500 ng/L E2, 1000 ug/L BPA und 5000 pg/L Genistein. Als Referenz-Proben dienten
30 Lebergewebe von verschiedenen médnnlichen Zebrabirblingen, die in den Kontroll-

becken des Durchflusssystems gehalten wurden.

Fiir jede der untersuchten Substanzen wurde ein Datensatz generiert, der zehn Hybridi-
sierungen umfasste. Folglich lagen in einem Datensatz fiir jede der 14067 Sonden 20
Messergebnisse vor. Die Datenauswertung der Messergebnisse erfolgte nach den in
Abschnitt 2.2.7.1 beschriebenen Verfahren. Dabei wurden die Daten iiber die gesamte
Anzahl von Signalen auf dem Array normalisiert. Durch die Normalisierung wurden die
auf jedem Gesamtgenom-Array verteilten Werte (On-chip-Normalisierung) sowie die
Werte zwischen den zehn Gesamtgenom-Arrays (/nter-chip-Normalisierung) auf einen

bestimmten Bereich skaliert und somit miteinander vergleichbar gemacht. Abbildung 29
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zeigt exemplarisch fiir einen Gesamtgenom-Array die Verteilung der Daten vor und

nach der Normalisierung.
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Exp. 1, cy3, exponiert mit 500 ng/L E2
Exp. 1, cy3, exponiert mit 500 ng/L E2

Exp. 1, cy5, Kontrolle Exp. 1, cy5, Kontrolle

Abbildung 29: Verteilung der Daten eines Gesamtgenom-Arrays vor (links) und nach
der Normalisierung (rechts).

Ein Kreis reprasentiert eine Sonde, wobei der Expressionswert (log2) des mit 500 ng/L
E2 exponierten Tieres (mit Cy3-dCTPs markiert) iber dem Expressionswert (log2) des
Kontrolltieres (mit Cy5-dCTPs markiert) aufgetragen wurde. Exp.: Experiment

Abbildung 29 links zeigt, dass fiir die Mehrzahl der Sonden bei der mit Cy3-dCTPs
markierten Probe groflere Expressionswerte vorlagen als bei der mit Cy5-dCTPs mar-
kierten Probe. Diese Verteilung ist durch die unterschiedliche Struktur von Cy3- und
Cy5-dCTP bedingt und kann auf einen vermehrten Einbau der Cy3-dCTPs in die cDNA
zuriickgefiihrt werden. Nach der Normalisierung der Daten war die Verteilung der Ex-
pressionswerte geglittet (siche Abbildung 29 rechts). Da diese Verteilung bei allen
Hybridisierungsexperimenten festgestellt wurde, erfolgte fiir jeweils die Hélfte der Pro-
ben von exponierten Tieren und Kontrolltieren eine verschieden farbige Markierung, ein

so genannter color-flip.

Im Anschluss erfolgte die statistische Auswertung der normalisierten Daten. Dabei
wurden zundchst fiir jede untersuchte Substanz fiir verschiedene Kombinationen von
p-value und mean fold change Listen mit regulierten Sonden erstellt. Zudem wurden fiir
jede Liste mit Hilfe von Permutationsberechnungen die Anzahl von falsch positiven

Werten berechnet und hiertiber die False Discovery Rate (FDR) abgeschitzt (siche Ab-
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schnitt 2.2.7.1). Tabelle 2 zeigt fiir verschiedene Kombinationen von p-value und mean

fold change die Anzahl der regulierten Sonden sowie die zugehorige FDR.

Tabelle 2: Anzahl der regulierten Sonden und FDR [in %] fiir verschiedene Kombinati-
onen von p-value und mean fold change.

Grau markiert: Kombination, die fiir die Erstellung der Listen verwendet wurde,
p: p-value, f.c.: mean fold change

Substanz p<0,01 p<0,05 p<0,01 p <0,005 p <0,001
fc.>1,5 fc.>2 fc.>0 fc.>20 fc.>20
E2 210 238 274 186 86
11% 11% 19% 13% 5%
BPA 62 57 87 44 7
63% 52% 71% 71% 79%
Genistein 121 251 168 70 12
13% 14% 25% 25% 11%

Die Ergebnisse aus Tabelle 2 zeigen, dass verhéltnismédBig hohe FDRs vorliegen, wenn
der mean fold change bei der Selektion nicht beriicksichtigt wird (f.c. > 0). Bei BPA
liegen mit 52% bis 79% stets sehr hohe F'DRs vor. Fiir E2 und Genistein wird eine aus-
reichend niedrige FDR fiir die Kombinationen [p<0,01; f.c.>1,5] und [p<0,05; f.c.>2]
erreicht. Von diesen wurde die Kombination [p<0,05; f.c.>2] (grau markiert) wegen der
erheblich grofleren Anzahl an regulierten Sonden bei Genistein (251 gegeniiber 121)
und der besseren FDR bei BPA (52% gegeniiber 63%) fiir die Erstellung der Listen bei

allen drei Substanzen gewéhlt.

Das Ergebnis eines Selektionsverfahrens wird mit Hilfe eines MA-Diagramms, das zu-
gleich die Stirke der Regulation (Ratio) sowie die Signalintensitdten der Sonden veran-

schaulicht, grafisch dargestellt. Dabei wird M {iber A aufgetragen und es gilt:
A="log (xexponiert X XKontrolle)
M= 10g2 (xexponiert / xKontrolle)

wobei x = Mittelwert der normalisierten Expressionswerte iiber alle zehn Experimente.
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Abbildung 30 zeigt exemplarisch das MA-Diagramm iiber alle zehn Experimente mit
500 ng/L E2 fiir das ausgewihlte Selektionsverfahren mit der Kombination
[p<0,05; f.c.>2].
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Abbildung 30: MA-Diagramm uber alle zehn Experimente mit 500 ng/L E2 flir das
Selektionsverfahren mit der Kombination [p<0,05; f.c.>2]

Die 238 regulierten Sonden sind als rote Punkte und die Ubrigen, nicht regulierten
Sonden als schwarze Kreise dargestellt. Dabei ist zu jeder Sonde M (beschreibt Ratio)
uber A (beschreibt Intensitat) aufgetragen, wobei A = %2 1092 (Xexponiert X Xkontrolle); M =
[092 (Xexponiert / Xkontrolle) UNd X = Mittelwert der normalisierten Expressionswerte ber alle
zehn Experimente

Das MA-Diagramm verdeutlicht, dass die regulierten Sonden starker hoch- als herunter-
reguliert wurden. Zahlreiche Sonden wiesen eine Regulation von M > 2 auf, nur verein-
zelte Sonden hingegen von M > -2. Die einzelnen Werte der regulierten Sonden von A,
die die Signalintensititen der Sonden beschreiben, waren wie bei den nicht regulierten

Sonden gleichmaBig verteilt.

Die Anzahl der signifikant regulierten Sonden héngt von dem Selektionsverfahren, also

der gewéhlten Kombination von p-value und mean fold change, ab. Daneben hat auch
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die Anzahl der durchgefiihrten Experimente einen entscheidenden Einfluss auf die An-
zahl der signifikant regulierten Sonden. Zur Untersuchung dieses Effektes wurden die
Selektionsverfahren und Permutationsberechnungen fiir zehn, acht, sechs und vier Ex-
perimente durchgefiihrt. Dabei wurden fiir die Berechnungen mit acht, sechs und vier
Experimenten Teilmengen des zehn Experimente umfassenden Datensatzes verwendet.
Fiir die Berechnungen mit weniger als zehn Experimenten wurden alle mathematisch
moglichen Kombinationen der Teilmengen beriicksichtigt und als Ergebnisse die Mit-
telwerte aus diesen Kombinationen gebildet. Abbildung 31 zeigt die Ergebnisse, wobei
die Anzahl der als signifikant regulierten Sonden iiber die entsprechende Spezifitit des

Selektionsverfahrens aufgetragen ist.

p<0.1, foldchange>1
p=<0.05, foldchange=1
p<0.01, foldchange>1
p<0.005, foldchange>1
p<0.001, foldchange>1
p<5e-04, foldchange>1
p<ie-04, foldchange=>1
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Abbildung 31: Abhangigkeit der Anzahl signifikant regulierter Sonden sowie der Spe-
zifitdt des Selektionsverfahrens von der Anzahl durchgefiihrter Experimente.
Aufgetragen ist die Anzahl regulierter Sonden Uber der Spezifitat fur verschiedene Se-
lektionsverfahren bei unterschiedlicher Anzahl von Experimenten (n) mit n = 4, 6, 8
und 10. Die Daten stammen von mannlichen Kontrolltieren sowie Zebrabarbling-
Méannchen, die fur elf Tage mit 500 ng/L E2 exponiert wurden.

Aus Abbildung 31 ist zu erkennen, dass die Anzahl der regulierten Sonden mit steigen-
dem p-value zunimmt, allerdings auch die Spezifitdt des Auswahlverfahrens sinkt. Fiir
alle gezeigten Kombinationen nehmen die Anzahl der regulierten Sonden und die Spezi-

fitdt deutlich ab, wenn die Anzahl der durchgefiihrten Experimente reduziert wird. Eine
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hohe Spezifitit von ca. 90% wird bei einem niedrigen p-value nur mit acht (p < 0,001)
oder zehn (p < 0,005) durchgefiihrten Experimenten erreicht. Eine noch gerade ausrei-
chend hohe Spezifitit von ca. 80% wird zwar bei Durchfiihrung von sechs Experimen-
ten erreicht, allerdings nur bei duferst niedrigem p-value (p < 0,001) und geringer An-
zahl von regulierten Sonden (< 50). Um eine hohe Anzahl an regulierten Sonden bei
relativ hoher Spezifitit (> 80%) zu erhalten, sind daher mindesten acht Experimente

notwendig.

Fiir die vorliegenden Ergebnisse zu E2, BPA und Genistein wurden jeweils zehn Expe-
rimente durchgefiihrt. Dabei wurde fiir alle drei Substanzen das Selektionsverfahren mit
der Kombination [p<0,05; f.c.>2] ausgewdhlt. Die erstellten Listen mit den signifikant
regulierten Sonden sind im Anhang C aufgefiihrt und nach dem mean fold change sor-
tiert. Sie enthalten die Informationen iiber die ORFs des Zebrabéarblings, die spezifisch
an die Sonden binden. Die ORFs sind dabei in zwei Gruppen eingeteilt: die Expressed
Transcripts, ETs (Abschnitte von Zebrabirbling-Genen) sowie die Tentative Consensus
Sequences, TCs (Abschnitte von nicht entschliisselten Bereichen). Die 7Cs weisen hohe
Ubereinstimmungen zu ORFs aus anderen Organismen oder DNA-Klonen auf, fiir die

zum Teil Funktionen bekannt sind.

Da in manchen Fillen mehrere regulierte Sonden fiir das gleiche ORF kodieren, wurde
dies bei der weiteren Auswertung beriicksichtigt und die Anzahl der regulierten ORF's
entsprechend korrigiert. Durch E2 wiesen dann insgesamt 211 ORFs (100 E7s und 111
TCs), durch BPA 47 ORFs (29 ETs und 18 TCs) und durch Genistein 231 ORFs (108
ETs und 123 TCs) eine Anderung ihrer Expression auf. Mit Hilfe eines Venn-
Diagramms (siehe Abbildung 32) wird die Anzahl von E7s und 7Cs dargestellt, die bei
jeweils einer, zwei oder drei Substanzen eine Anderung der Genexpression zeigten. Da-
bei sind jeweils die Gesamtzahl der regulierten ORFs sowie die Anzahl der regulierten

ETs in Klammern aufgefiihrt.
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Abbildung 32: Venn-Diagramm zur Darstellung der Anzahl regulierter ORFs, die bei
jeweils einer, zwei oder drei Substanzen eine Anderung der Genexpression zeigten

Aufgefiihrt sind jeweils die Gesamtzahl der regulierten ORFs sowie die Anzahl der re-
gulierten ETs in Klammern.

Durch alle drei Substanzen regulierte ORFs

Die einzigen ORFs, die durch alle drei Substanzen reguliert wurden, sind verschiedene

Vitellogenin-Gene. Tabelle 3 zeigt die mean fold change der regulierten Vitellogenin-

Gene bei den drei Substanzen.

Tabelle 3: Mean fold change der durch E2, BPA und Genistein regulierten Vitelloge-

nin-Gene
mean fold change
Substanz
vtg2 vtg3 vtgs vtgb vig7
E2 445 10 411 248 442
BPA 11 3 10 13 7
Genistein 14 2 91 13 85
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Die regulierten Vitellogenin-Gene vtg2, vig3, vig5, vtg6 und vig7 zeigten stets die stark-
ste Antwort nach einer Exposition mit E2. Dabei wurden v¢g2, vtg7 und vfg5 mit einem
mean fold change von iiber 400 am hochsten reguliert, gefolgt von v¢g6 mit 248. Nach
E2 verursachte Genistein mit einem mean fold change von 91 bei vtg5 und 85 bei vig7
eine deutliche Gen-Antwort. BPA fiihrte zu einer maximalen Hochregulation um das
13-fache bei vig6. Nach einer Exposition mit BPA und Genistein zeigten v¢g2, vig3 und
vtg6 vergleichbare Antworten in der Genexpression. vtg3 wurde durch alle drei Sub-
stanzen mit einem mean fold change von 2 (Genistein), 3 (BPA) und 10 (E2) am we-

nigsten hochreguliert.
Durch BPA und E2 regulierte ORFs

Beim Vergleich der regulierten ORFs von BPA und E2 stellt man fest, dass neben den
bereits aufgefiihrten Vitellogenin-Genen lediglich ein weiteres Gen durch beide Sub-
stanzen reguliert wurde. Dabei handelte es sich um die Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (gadph). Durch BPA wird die gadph um das 2,6- und 2,2-fache hochre-
guliert, durch E2 hingegen um das 3,3- und 2,9-fache herunterreguliert.

Durch BPA und Genistein regulierte ORFs

Durch BPA und Genistein wurde zusétzlich zu den Vitellogenin-Genen ein ORF regu-
liert, das fiir einen Sequenz-Abschnitt eines Zebrabarbling-DNA-Klons kodiert (Zebra-
fish DNA sequence from clone CH211-146L13 in linkage group 6). Durch BPA zeigte

dieses 7C eine Hochregulation um das 2,3-fache und bei Genistein um das 5,2-fache.
Durch E2 und Genistein regulierte ORFs

Insgesamt wurden durch E2 und Genistein 45 ORFs gemeinsam reguliert (24 ETs und
21 TCs). In Tabelle 4 sind diese mit mean fold change aufgefiihrt und nach E7s und 7Cs
sortiert.



3 Ergebnisse 79

Tabelle 4: Durch E2 und Genistein gemeinsam regulierte ORFs mit mean fold change

Bezeichnung des Open Reading Frame mean fold change mean fold change

E2 Genistein

ETs hochreguliert

vitellogenin 2; vtg2 [AY729644.1] 4453 13,6
Danio rerio vitellogenin 7 (vtg7) mRNA, partial cds 442 4 85,4
[AY729649.1]

vitellogenin 5; vtg5 [NM_001025189.1] 410,5 91,3
vitellogenin 1; vtg/ [AY034146.1] 283,5 33,8
vitellogenin 6; vtg6 [XM_682549.1] 248.,5 13,4
nicotinamide nucleotide transhydrogenase; nnt 94,1 3.4
receptor interacting protein kinase 5; ripk5 63,6 3,6
vitellogenin 3, phosvitinless; vtg3 9,8 2,2
cyclin B2; ccnb2 8,7 3,6
decapentaplegic and Vtg-related 1; dvrl 5,7 2.4
TCs hochreguliert

similar to vitellogenin 159,2 5,3
Zebrafish DNA sequence from clone DKEY-183C16 in 24,1 2,1
linkage group 4, complete sequence
TC hoch- und herunterreguliert

similar to alpha-2-macroglobulin-1 2,1 -2,7
ETs herunterreguliert

hemopexin; ipx -4,8 -4,7
aldolase b, fructose-bisphosphate; aldob -4,1 -3,7
alcohol dehydrogenase 8a; adh8a -3,1 -3,1
serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade A (alpha- -3,1 -4,0
1 antiproteinase, antitrypsin), member 1; serpinal

wdr45 like; wdr451 -2,9 -2,8
fatty acid binding protein 10, liver basic; fabp10 -2,7 -2,3
midkine-related growth factor; mdka -2,7 -2,6
polymerase (RNA) III (DNA directed) polypeptide E; -2,6 -2.3
polr3e

ras homolog gene family, member E; arhe -2,5 -2,6
membrane associated guanylate kinase, WW and PDZ -2,4 -2,7
domain containing 1; magil

adiponectin receptor 1b; adiporlb -2,3 -2,0
serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade C -2,3 -3,8
(antithrombin), member 1; serpincl

chimerin (chimaerin) 1; chnl -2,2 -2,3

diencephalon/mesencephalon homeobox 1; dmbx1 2,2 2,2
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Bezeichnung des Open Reading Frame

mean fold change

mean fold change

E2 Genistein
TCs herunterreguliert
Zebrafish DNA sequence from clone CH211-234P6 in -4,2 -5,5
linkage group 24
Zebrafish DNA sequence from clone DKEY-16P21 in -3,1 -2,7
linkage group 3
Zebrafish DNA sequence from clone CH211-208B16 in -3,0 -2,1
linkage group 8
zgc:92479 -2,9 -2,2
similar to Zinc finger homeobox protein 1b (Smad -2,9 -2,9
interacting protein 1) (SMADIP1)
similar to kinesin family member 1B isoform alpha -2,6 -3,0
Zebrafish DNA sequence from clone CH211-262I1 in 2,4 2,4
linkage group 11
zgc:103471 -2,4 24
similar to Receptor-type tyrosine-protein phosphatase -2,3 -24
kappa precursor (Protein-tyrosine phosphatase kappa)
(R-PTP-kappa)
zgc:92061 -2,3 -2,4
similar to Collagen alpha 1(XIX) chain precursor (Col- -2,3 -2,1
lagen alpha 1(Y) chain)
similar to Notch 2 -2,2 2.2
7gc:91973 -2,2 -2,3
Zebrafish DNA sequence from clone DKEY-161F5 in 2,2 -2,3
linkage group 15
7gc:92631 2,2 -2,5
zgc:64115 -2,2 -2,2
similar to WW domain containing E3 ubiquitin protein 2,1 -2,3
ligase 1
zgc:64091 -2,0 2,4

Zusitzlich zu den bereits erlduterten Vitellogenin-Genen veg2, vig3, vtg5, vtg6 und vig7

zeigte das Vitellogenin-Gen v#g/ eine deutliche Hochregulation mit einem mean fold

change von 284 fiir E2 und 34 fiir Genistein. Die Gene nnt und ripk5 wurden durch E2

und Genistein unterschiedlich stark reguliert. Durch E2 wiesen diese eine wesentlich

starkere Regulation auf (94-fach gegeniiber 3-fach fiir nnt und 64-fach gegeniiber 4-fach

fiir 7ipk5). Die Gene ccnb2 und dvrl zeigten durch E2 eine etwa doppelt so starke Regu-

lation auf als durch Genistein. Das 7C mit der Bezeichnung ,similar to alpha-2-

macroglobulin-1 wurde durch E2 um das 2-fache hoch- und durch Genistein um das 3-

fache herunterreguliert. Die sonstigen, herunterregulierten £7s und 7Cs lagen bei E2
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und Genistein jeweils im gleichen Bereich und erreichten einen maximalen mean fold

change von -5.
Bewertung der Genexpressionsmuster

Die Bewertung der Genexpressionsmuster erfolgte durch funktionelle Analyse der bio-
logischen Prozesse, die durch das Gene Ontology Consortium’® beschrieben sind. Dabei
wurden die Annotationen fiir Genprodukte und Proteine des Zebrabarblings (Danio re-
rio) verwendet, die vom Zebrafish Information Network (ZFIN)' bereitgestellt wurden

und die Struktur der Gene Ontologies (GOs) beriicksichtigt.

Von den insgesamt 14067 ORFs, die auf dem Gesamtgenom-Array reprasentiert waren,
konnten lediglich 7623 in GOs eingruppiert werden. Nach Beriicksichtigung der Struk-
tur der GOs, waren diese 7623 ORFs in 1717 verschiedenen GOs vertreten.

Dann erfolgte die Einteilung der durch die drei Substanzen regulierten ORF’s in GOs. In
Abbildung 33 sind mit Hilfe eines Venn-Diagramms die Anzahl der ORFs dargestellt,

die bei jeweils einer, zwei oder drei Substanzen in GOs eingeteilt werden konnten.

® Homepage des Gene Ontology Project: http://www.geneontology.org/
" Homepage des ZFIN: http://zfin.org/
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Abbildung 33: Venn-Diagramm zur Darstellung der Anzahl regulierter ORFs, die bei
jeweils einer, zwei oder drei Substanzen in GOs eingruppiert werden konnten

Die einzigen zwei Gene, die von allen drei Substanzen reguliert wurden und GOs zuge-
ordnet werden konnten, waren die Vitellogenin-Gene v¢g3 und veg5. Fiir die drei Vitel-
logenin-Gene vtg2, vtg6 und vtg7, die ebenfalls durch alle drei Substanzen eine Ande-
rung ihrer Expression zeigten, erfolgte keine Eingruppierung in GOs, da sie noch nicht
in der Datenbank enthalten waren. Aus diesem Grund wurden sie auch nicht bei der

statistischen Auswertung beriicksichtigt. Alle zugeordneten ORF's kodierten fiir Gene.

Im Anschluss wurden fiir jede Substanz die GOs ermittelt, die im Vergleich zum Ge-
samtgenom-Array ein erhdhtes Vorkommen aufwiesen. Dabei wurde fiir jede Funktion
die Fehlerwahrscheinlickeit der Anreicherung (p-value) statistisch abgeschitzt. GOs mit
einem p-value kleiner als 0,05 wurden als angereichert eingestuft. Das bedeutet, dass
die einzelne Funktion mit 95%iger Warscheinlichkeit angereichert war. Dann wurden
die Ergebnisse mit Hilfe der Bonferroni-Methode (multiples Testen) korrigiert. Die
Bonferroni-Methode beruht auf dem Prinzip, bei jeder einzelnen Funktion die Signifi-
kanz so hoch zu wihlen, dass man insgesamt wieder 95% erreicht. Hierbei wurden nur

die 806 GOs beriicksichtigt, die mindestens fiinf regulierte Gene aufwiesen. Nach
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Durchfiihrung der Bonferroni-Methode galt eine Funktion als signifikant angereichert,

wenn sie einen p-valueponferroni VOn kleiner als 0,1 aufwies.

In Tabelle 5 bis Tabelle 7 sind die Ergebnisse der funktionellen Analysen fiir die Sub-
stanzen E2, BPA und Genistein dargestellt. Dabei sind zu den angereicherten GOs die
durch die jeweilige Substanz regulierten Gene aufgefiihrt. Signifikant angereicherte

GOs sind beim p-value mit einem Stern (*) gekennzeichnet.

Tabelle 5: Angereicherte Funktionen in Zebrabdrbling-Mdnnchen nach Exposition mit
500 ng/L E2 fiir elf Tage

Gene Ontology Nr.  Funktion Regulierte Gene p-value
GO0:0005319 lipid transporter activity vigl, vtg3, vigs 0.002200
G0:0005200 structural constituent of actal, bactinl, bactin2 0.004593

cytoskeleton
GO0:0005884 actin filament actal, bactinl, bactin2 0.004593
GO:0006006 glucose metabolism aldob, enol, gapdh, gapdhs, hibadh 0.007899
GO:0004887 thyroid hormone recep- esrl, nridl 0.008783
tor activity
GO:0006869 lipid transport vigl, vtg3, vig5 0.009571
GO:0006096 glycolysis aldob, enol, gapdh, gapdhs 0.017225
GO:0006066 alcohol metabolism adh8a, aldob, enol, gapdh, gapdhs, 0.017339
hibadh
GO:0006092 main pathways of car- aldob, enol, gapdh, gapdhs, hibadh 0.021553
bohydrate metabolism
GO0:0015629 actin cytoskeleton actal, bactinl, bactin2, myo6a 0.029418
GO0:0051287 NAD binding gapdh, gapdhs, hibadh 0.035113
GO0:0004386 helicase activity chdll, ercc3, smarcad, zgc:63517 0.043104

Nach einer elftigigen Exposition mit 500 ng/L E2 konnten in den Zebrabirbling-
Mainnchen keine signifikant angereicherten Funktionen (GOs) festgestellt werden. Unter
Ignorieren des multiplen Testens wurden zwdlf angereicherte GOs bestimmt (bei p-
value < 0,05). Dabei zeigten die regulierten Gene vigl, vtg3 und vtg5 eine Haufung bei
den Funktionen ,,Lipidtransport und ,,Lipidtransportaktivitit“. Die Gene esr/ und
nridl wurden der Funktion ,,Thyroidhormonrezeptoraktivitit“ zugeordnet. Auffillig
war auch eine Hiaufung von Genen bei Funktionen, die mit dem Zytoskelett (actal, bac-
tinl, bactin2, myo6a) oder dem Glukose-/ Alkoholmetabolismus (adh8a, aldob, enol,
gapdh, gapdhs, hibadh) in Zusammenhang stehen.
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Tabelle 6: Angereicherte Funktionen in Zebrabdrbling-Mdnnchen nach Exposition mit
1000 ug/L BPA fiir elf Tage, *: signifikant nach Durchfiihrung der Bonferroni-Methode

Gene Ontology Nr.  Funktion Regulierte Gene p-value
G0:0003735 structural constituent of  rpll3a, rpli8a, rpl24, rpl4, rpl7a, rps7, 0.000003*
ribosome zgc:92237
G0:0005840 ribosome rpll3a, rpll8a, rpl24, rpl4, rpl7a, rps7, 0.000003*
zgc:92237
G0:0030529 ribonucleoprotein com-  rplil3a, rpli8a, rpl24, rpl4, rpl7a, rps7, 0.000007*
plex zgc:103632, zgc:92237

GO:0006412 protein biosynthesis eef2l, rpli3a, rpll8a, rpl24, rpld, rpl7a, 0.000173
rps7, zgc:92237

GO:0005198 structural molecule rpli3a, rpll8a, rpl24, rpl4, rpl7a, rps7, 0.000989
activity zgc:92237

G0:0008199 ferric iron binding zge:109934, zgc: 92066 0.001113

GO0:0006826 iron ion transport zgc:109934, zgc:92066 0.001426

GO0:0005319 lipid transporter activity v¢g3, vtg5 0.002161

GO:0006879 iron ion homeostasis zgc:109934, zgc:92066 0.002161

G0:0000398 nuclear mRNA splicing, sfisil, zge:103632 0.005215
via spliceosome

GO:0006869 lipid transport vtg3, vtg5 0.005843

GO0:0008380 RNA splicing sfrsil, zgc:103632 0.006505

G0:0044249 cellular biosynthesis eef2l, rpll3a, rpll8a, rpl24, rpld4, rpl7a, 0.007469
rps7, zgc:92237

GO0:0009058 biosynthesis eef2l, rpll3a, rpll8a, rpl24, rpld, rpl7a, 0.015098
1ps7, zgc:92237

GO:0005737 cytoplasm psmb5, rpli3a, rpll8a, rpl24, rpl4, rpl7a, 0.018966
rps7, sle25a5, tetp, zgc: 92237

GO:0006096 glycolysis gapdh, pgaml 0.027270

G0:0043234 protein complex psmb5, rpli3a, rpll8a, rpl24, rpl4, rpl7a, 0.034780
rps7, zgc:103632, zgc:92237

G0:0004239 methionyl aminopepti-  pa2g4b 0.038322

dase activity
GO0:0015934 large ribosomal subunit  rpll3a 0.038322
GO0:0006006 glucose metabolism gapdh, pgaml 0.041151

Nach einer elftdgigen Exposition mit 1000 pg/L BPA wurden in den Zebrabérbling-
Minnchen drei signifikant angereicherte Funktionen (GOs) nachgewiesen. Diese be-
schreiben Funktionen an den Ribosomen. Die regulierten Gene rpli3a, rpll8a, rpl24,
rpl4, rpl7a, rps7 und zgc:92237 waren dabei in allen drei dieser GOs eingruppiert. Zu-
dem waren diese Gene bei weiteren GOs vertreten, die unter Ignorieren des multiplen
Testens als angereichert eingestuft wurden (bei p-value < 0,05). Bei diesen werden
Funktionen beschrieben, die mit der Protein-Biosynthese im Zusammenhang stehen

(GO:0006412, GO:0044249, GO: 0009058).

Die regulierten Gene vtg3 und vtg5 waren bei den Funktionen ,,Lipidtransport® und ,,Li-
pidtransportaktivitdt™ vertreten. Weiteren Genen konnten verschiedene Funktionen zum
Glukose- (GO:0006096, GO:0006006) und Eisenmetabolismus (GO:0008199,
G0:0006826, GO:0006879) zugeordnet werden.
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Tabelle 7: Angereicherte Funktionen in Zebrabdrbling-Mdnnchen nach Exposition mit
5000 ug/L Genistein fiir elf Tage, *: signifikant nach Durchfiihrung der Bonferroni-
Methode

Gene Ontology Nr.  Funktion Regulierte Gene p-value
GO:0051301 cell division cenal, ccna2, cenbl, cenb2, cdce2, cde20, 0.000070%*
smarca2
GO0:0019031 viral envelope zp2, zp2.2, zp2.4 0.000189
GO0:0005319 lipid transporter activity vtgl, vtg3, vtgs 0.002767
GO0:0019439 aromatic compound hgd, zgc:56326 0.006961
catabolism

GO:0007596 blood coagulation 12, feg, plg 0.008502

GO0:0043085 positive regulation of capl, chnl 0.010257
enzyme activity

GO:0006869 lipid transport vigl, vtg3, vtg$ 0.011908

GO:0006270 DNA replication initia-  mcm2, mcm4 0.023334
tion

GO:0000074 regulation of progressi- ccnal, ccna2, ccnbl, ccnb2, dvrl 0.027547
on through cell cycle

GO:0005096 GTPase activator activi- chnl, zgc:66165 0.028654
ty

G0:0006446 regulation of translatio-  bzwl, zgc:56330 0.028654
nal initiation

GO:0051258 protein polymerization  cypllal, fgg, tubb2c 0.029243

G0:0000226 microtubule cytoskele-  cypllal, tubgep5 0.034406
ton organization and
biogenesis

GO0:0005083 small GTPase regulator chnl, gdi2 0.040564
activity

GO:0009072 aromatic amino acid hgd, zgc:56326 0.047101
family metabolism

GO0:0043087 regulation of GTPase chnl, gdi2 0.047101
activity

Nach einer elftidgigen Exposition mit 5000 ug/L. Genistein wurde in den Zebrabarbling-
Minnchen eine signifikant angereicherte Funktion (GO) nachgewiesen. Diese be-
schreibt die Funktion ,,Zellteilung®. Als regulierte Gene wurden dieser Funktion ccnal,
ccna2, ccnbl, cenb2, cdc2, cdc20 und smarca2 zugeordnet. Unter Ignorieren des mul-
tiplen Testens wurden 15 weitere, angereicherte GOs festgestellt (bei p-value < 0,05).
Dabei wurden die Gene zp2, zp2.2 und zp2.4 der Funktion mit der Bezeichnung ,,virale
Umbhiillung® zugeordnet. Die Gene vtg/, vtg3 und vig5 zeigten eine Haufung bei den
Funktionen ,,Lipidtransport™ und ,,Lipidtransportaktivitdt”. Das Gen chnl wurde in vier
verschiedenen GOs eingeteilt, denen eine GTPase-Regulation oder Enzym-Aktivitit
zugeschrieben wird. Weiteren Genen konnten Funktionen zum Katabolismus aromati-
scher Verbindungen (G0O:0019439), zur Blutgerinnung (GO:0007596) und zur Einlei-
tung der DNA-Replikation (GO:0006270) zugeordnet werden.



3 Ergebnisse 86

3.5 Subset-Arrays

Mit den selbst hergestellten Subset-Arrays, die eine Auswahl von Sonden trugen, fiir die
eine Regulation erwartet wurde, wurden weitere Konzentrationen von E2, BPA und
Genistein untersucht. Die Fertigung der Microarrays, die Hybridisierung der Proben,
das Scannen sowie die Auswertung erfolgten nach den in den Abschnitten 2.2.4 bis
2.2.7 beschriebenen Methoden. Dabei wurden fiir die Hybridisierungen ausschlieBlich
Fluoreszenz-markierte cDNA-Proben verwendet, die zuvor mit Hilfe der Kontroll-PCR
tiberpriift wurden. Insgesamt wurden bei E2 50, bei BPA 56 und bei Genistein 48
Hybridisierungsexperimente durchgefiihrt. In jedem Hybridisierungsexperiment wurden
zwel unterschiedlich Fluoreszenz-markierte Proben aus einem exponierten Fisch und
einem Kontrollfisch eingesetzt. Die iiberlagerten Bilddaten der gescannten Microarrays
zeigten bei allen Experimenten, dass die Subset-Arrays im Vergleich zu kommerziell
erhéltlichen Arrays von sehr hoher Qualitit waren und die Hybridisierungen der Proben
erfolgreich durchgefiihrt wurden. Abbildung 34 zeigt exemplarisch die iiberlagerten

Bilddaten von zwei Subset-Arrays, die mit verschiedenen Proben hybridisiert wurden.
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Abbildung 34: Subset-Arrays nach Hybridisierung mit verschiedenen Proben

links: Hybridisierung mit einer Cy3-markierten Probe eines mannlichen Kontrolltieres
und einer Cy5-markierten Probe eines Zebrabarbling-Mannchens, das mit
1 ug/L Genistein exponiert wurde

rechts: Hybridisierung mit einer Cy3-markierten Probe eines mannlichen Kontrolltieres
und einer Cy5-markierten Probe eines Zebrabarbling-Mannchens, das mit
5000 pg/L Genistein exponiert wurde

In Abbildung 34 links sind vorwiegend gelbe Spots zu erkennen. Dies weist auf eine

gleichstarke Expression im ménnlichen Kontrolltier und dem mit 1 pg/L Genistein ex-
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ponierten Zebrabdrbling-Mannchen hin. Eine Exposition mit dieser verhdltnisméaBig
geringen Konzentration hatte somit bei den zwei untersuchten Fischen keinen Einfluss
auf die Genexpression des Lebergewebes. Nach der Hybridisierung von Proben eines
Kontrolltieres und eines mit 5000 pg/L. Genistein exponierten Fisches sind vermehrt
intensive, rote Signale erkennbar, die auf eine erhohte Expression im exponierten
Minnchen schlielen ldsst (sieche Abbildung 34 rechts). Die Spots mit deutlichen, roten
Signalen sind an den Positionen B7 (hemopexin, Apx), C2 (mesoderm posterior b,
mespb), C10 (zona pellucida glycoprotein 2.4, zp2.4), D10 (zona pellucida glycoprotein
2.2, zp2.2), D12 (zona pellucida glycoprotein 3b, zp3b) und H12 (zgc:114012, vig5)

vorzufinden.

Fiir eine erfolgreiche Auswertung der iiberlagerten Bilddaten sind die Qualitét der ein-
zelnen Spots und ein geringes Hintergrundsignal entscheidend. In Abbildung 35 ist ein
Bereich eines Subset-Arrays vergrofert dargestellt. Die einzelnen Spots sind kreisrund

und heben sich deutlich vom dunklen Hintergrund ab.

Abbildung 35: Vergrolierter Bereich eines Subset-Arrays nach Hybridisierung zur Dar-
stellung von einzelnen Spots, um die Qualitat zu Uberprifen

Hybridisierung einer Cy3-markierten Probe eines mannlichen Kontrolltieres und einer
Cy5-markierten Probe eines Zebrabarbling-Mannchens, das mit 5000 ug/L Genistein
exponiert wurde

Nach der Uberlagerung der Bilddaten erfolgte mit Hilfe der Microarray Analysis
Software ImaGene 5.0 die Auslesung der Intensitdten und Hintergrundsignale der ein-
zelnen Spots. Dabei wurden je nach untersuchter Substanz das entsprechende Grid
(Raster) und die Gene ID verwendet (siche Abschnitt 2.2.4). Das Grid wurde so ausge-
richtet, dass jeder Spot exakt erfasst wurde (siche Abbildung 36).
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Abbildung 36: Erfassung und Zuordnung der Spots eines Subset-Arrays mit 96 Son-
den (Genistein-Experiment) durch Verwendung des Grids (Rasters)

Insgesamt umfassten die Arbeiten mit den Subset-Arrays fiir jede Substanz die in
Tabelle 8 aufgefiihrte Anzahl von Konzentrationsstufen, Proben und Experimenten. Als
Proben dienten die Lebergewebe von médnnlichen Zebrabarblingen, die fiir elf Tage den
in Tabelle 9 aufgefiihrten Konzentrationen ausgesetzt wurden oder in den Kontrollbe-
cken des Durchflusssystems gehalten wurden (Negativkontrollen). Wegen des unter-
schiedlich guten Einbaus von Cy3- und Cy5-dCTP in die cDNA erfolgte wie bei den

Gesamtgenom-Arrays ein color-flip der Proben.

Tabelle 8: Umfang der Arbeiten mit Subset-Arrays

Anzahl
Substanz Konzentra- | Proben je Kon- | Negativkon- Proben Hybridisierungs-
tionsstufen | zentrationsstufe trollen gesamt experimente
E2 5 10 50 100 50
BPA 7 8 56 112 56
Genistein 6 8 48 96 48




3 Ergebnisse 89

Tabelle 9: Konzentrationen der Substanzen bei Experimenten mit Subset-Arrays

Substanz Konzentrationen
E2 5; 50; 100; 200; 500 ng/L
BPA 0,1; 2; 20; 200; 400; 1000; 2000 pg/L
Genistein 1; 10; 100; 500; 1000; 5000 pg/L

Die Datenauswertung der Messergebnisse erfolgte nach den in Abschnitt 2.2.7.2 be-
schriebenen Verfahren. Dabei wurden die Daten iiber zehn Sonden normalisiert, die
spezifisch an Housekeeping Gene des Zebrabdrblings binden. Die Normalisierung um-
fasste die On-chip- und Inter-chip-Normalisierung. Bei der On-chip-Normalisierung
wurden die Expressionswerte als Scatterplot (Punktwolke) dargestellt (Cy3 gegen Cy5).
In Abbildung 37 sind exemplarisch die Expressionswerte der zehn Hybridisierungsex-
perimente abgebildet, bei denen jeweils die Proben eines Kontrolltieres und eines mit
500 ng/L E2 exponierten Tieres hybridisiert wurden. Im Anschluss wurde eine Ur-
sprungsgerade an die Housekeeping Gene angelegt und die Expressionswerte an dieser

linear normalisiert (siche Abbildung 38).
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Abbildung 37: Scatterplots (Punktwolken) der Expressionswerte vor Durchfuhrung der
On-chip-Normalisierung (Cy3 gegen Cy5).

Aufgetragen sind die Expressionswerte der Hybridisierungsexperimente mit Proben
von Kontrolltieren und exponierten Tieren (500 ng/L E2). Die Expressionswerte der
Housekeeping Gene sind als rote Dreiecke dargestellt. Exp.: Experiment, cy3: Expres-
sionswert der Cy3-dCTPs, cy5: Expressionswert der Cy5-dCTPs



3 Ergebnisse 90

ey

W

A

#°

&

Exp. 1, cy5
Exp. 2, cy5
®
»

Exp. 3, cy5
»

Exp. 4, cy5
Exp. 5, cy5
&

Exp. 1, cy3 Exp. 2, cy3 Exp. 3, cy3 Exp. 4, cy3 Exp. 5, cy3

P AN AN AN AR

4 £

A
L]

Exp. 6, cy5

Exp. 7, cy5
e

Exp. 8, cy5

Exp. 9, cy5

Exp. 10, cy5

Exp. 6, cy3 Exp. 7, cy3 Exp. 8, cy3 Exp. 9, cy3 Exp. 10, cy3

Abbildung 38: Scatterplots (Punktwolken) der Expressionswerte nach Durchfihrung
der On-chip-Normalisierung (Cy3 gegen Cy5).

Aufgetragen sind die Expressionswerte der Hybridisierungsexperimente mit Proben
von Kontrolltieren und exponierten Tieren (500 ng/L E2). Die Expressionswerte der
Housekeeping Gene sind als rote Dreiecke dargestellt. Exp.: Experiment, cy3: Expres-
sionswert der Cy3-dCTPs, cy5: Expressionswert der Cy5-dCTPs

Bei der nachfolgenden Inter-chip-Normalisierung wurden fiir jedes Experiment die Ex-
pressionswerte der Cy3-dCTPs und Cy5-dCTPs des jeweiligen Microarrays iiber den
Mittelwerten der Cy3-dCTPs und Cy5-dCTPs der anderen Microarrays als Scatterplot
dargestellt (sieche Abbildung 39). Dann wurde eine Gerade an die aufgetragenen Werte
der Housekeeping Gene angelegt und die Expressionswerte gegen diese linear normali-

siert (siche Abbildung 40).

Nach der Normalisierung der Daten war bei allen Experimenten die Verteilung der Ex-
pressionswerte geglittet und es wurde mit der statistischen Auswertung fortgefahren
(siche Abschnitt 2.2.7.2). Dabei wurden fiir alle untersuchten Substanzen Listen erstellt,
die Auskunft tiber die Regulation der gespotteten Sonden bei den verschiedenen Kon-
zentrationen geben. Bei der Erstellung der Listen wurde der p-value auf kleiner 0,05
gesetzt. Das bedeutet, dass die einzelne Sonde mit 95%iger Wahrscheinlichkeit signifi-
kant reguliert wurde. Im Anschluss wurden die Ergebnisse mit Hilfe der Bonferroni-
Methode korrigiert. Die Bonferroni-Methode beruht auf dem Prinzip, bei jedem Einzel-
test die Signifikanz so hoch zu wiéhlen, dass insgesamt wieder eine Signifikanz von 95%
erreicht wird. Die Abschdtzung der Fehlerwahrscheinlichkeit erfolgte beim multiplen
Testen (Bonferroni-Korrektur) iiber die Family-Wise Error Rate (FWER). Sie ist defi-
niert als die Wahrscheinlichkeit von mindestens einem falsch positiven Wert unter der

Kandidatenliste.
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Abbildung 39: Scatterplots (Punktwolken) der Expressionswerte vor Durchfiihrung der
Inter-chip-Normalisierung (Cy3 und Cy5).

Aufgetragen sind die entsprechenden Mittelwerte der anderen Microarrays (Cy3 und
Cy5) gegen die Expressionswerte des jeweiligen Experiments/Microarrays. Die Proben
der Hybridisierungsexperimente stammten von Kontrolltieren und mit 500 ng/L E2 ex-
ponierten Tieren. Die Expressions-/Mittelwerte der Housekeeping Gene sind als rote
Dreiecke dargestellt. Exp.: Experiment, Expression: Expressionswert
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Abbildung 40: Scatterplots (Punktwolken) der Expressionswerte nach Durchfiihrung
der Inter-chip-Normalisierung (Cy3 und Cy5).

Aufgetragen sind die entsprechenden Mittelwerte der anderen Microarrays (Cy3 und
Cy5) gegen die Expressionswerte des jeweiligen Experiments/Microarrays. Die Proben
der Hybridisierungsexperimente stammten von Kontrolltieren und mit 500 ng/L E2 ex-
ponierten Tieren. Die Expressions-/Mittelwerte der Housekeeping Gene sind als rote
Dreiecke dargestellt. Exp.: Experiment, Expression: Expressionswert

Experimente mit E2

Tabelle 10 zeigt fiir die verschiedenen Konzentrationen von E2 den mean fold change
der regulierten Open Reading Frames (ORFs). Mit 34 von den insgesamt 50 gespotte-

ten Sonden konnten regulierte ORFs nachgewiesen werden. Die blau markierten Werte
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wurden mit Hilfe der Bonferroni-Methode korrigiert. Fiir diese war nach der Abschét-
zung der FWER eine Signifikanz bei einem individuellen p-value von p < 0,001 gege-
ben. Die Werte in Klammern wurden unter Ignorieren des multiplen Testens ermittelt
und zeigten nach Durchfiihrung der Bonferroni-Korrektur keine signifikante Regulation

mehr auf.

Tabelle 10: Regulation der ORFs nach elftigiger Exposition mit 5, 50, 100, 200 und
500 ng/L E2 bei p < 0,05.

Angegeben ist der mean fold change. Werte in Klammern zeigen mean fold change fiir
unkorrigierte p-values. n. s.: nicht signifikant

Bezeichnung des Open Reading Frame 5ng/L  50ng/L 100 ng/L 200 ng/L 500 ng/L
DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 15 n.s. n.s. n.s. n.s. [1,4]
estrogen receptor 1 n.s n.s n.s n.s. [1,4]
integrin betal subunit-like protein 2 n.s. n.s. n.s. n.s. [1,4]
vitellogenin 1; vtg/ n.s n.s n.s [5,7] 53
hemopexin n.s n.s n.s [-1,5] n.s.
similar to vitellogenin 3 precursor n.s. n.s. n.s. n.s. 1,5
Zebrafish DNA sequence from clone DKEY-14F20 in n.s. n.s. [-1,2] [-1,3] 1,5
linkage group 8

carbohydrate (chondroitin) synthase 1 [-1,3] n.s. [-1,3] n.s 1,7
7gc:56425 n.s. n.s. n.s. n.s. 1,7
mesoderm posterior b n.s. n.s. n.s n.s [-1,3]
excision repair cross-complementing rodent repair n.s. n.s. n.s. n.s. 4,5
deficiency, complementation group 3

Zebrafish DNA sequence from clone DKEY-225F5 in [-1,4] n.s [-1,3] n.s 2,0
linkage group 3

elongation factor 1-alpha n.s. n.s. n.s. n.s. 2,0
forkhead box P2 n.s. n.s n.s n.s 2,0
Danio rerio vitellogenin 7 (vtg7) mRNA, partial cds n.s. n.s. n.s. 27,3 457,5
pdgfa associated protein 1; pdap [-1,5] n.s. n.s. [1,8] 15,2
receptor interacting protein kinase 5 n.s. n.s [-1,2] [1,5] 3.8
zgc:92055 n.s. n.s n.s n.s. -1,3
similar to Forkhead box protein P1 [-1,3] n.s. n.s. n.s. 2,2
Zebrafish DNA sequence from clone DKEY-8019 in [-1,5] n.s n.s n.s. 1,8
linkage group 20

similar to ubiquitin specific protease 8 n.s. n.s. n.s n.s [1,5]
zgc:76908, gapdhs n.s. n.s. n.s. n.s. [-1,4]
Zebrafish DNA sequence from clone CH211-162M14 [-1,3] n.s n.s S 1,6
7gc:65956 n.s. n.s. n.s. [-1,4] [1,3]
nicotinamide nucleotide transhydrogenase n.s. n.s. n.s. n.s. 3,0
bactin2 n.s. n.s n.s ns 2,4
elongation factor 1-alpha n.s n.s. n.s n.s 1,5
similar to myosin containing PDZ domain n.s. n.s. n.s. [-1,3] [1,4]
homeo box A3a n.s. n.s. n.s. n.s. [-1,1]
zgc:65770, ctnnb?2 n.s n.s n.s. n.s. [1,3]
zgc:109868 n.s. n.s. n.s. n.s. 11,1
decapentaplegic and Vtg-related 1; dvrl n.s. n.s. n.s [1,8] 4,2
zgc:55856 n.s. n.s. n.s n.s [-1,5]
vitellogenin 3, phosvitinless; v¢g3 n.s n.s n.s [2,3] 2,9
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Die Ergebnisse aus Tabelle 10 zeigen, dass nach Durchfiihrung der Bonferroni-Methode
22 verschiedene ORFss signifikant reguliert wurden (blau markiert). Diese sind alle in
der Gruppe von 500 ng/L E2 vertreten. Das fiir Vitellogenin 7 kodierende Gen vizg7
zeigte mit einem mean fold change von 457,5 mit Abstand die stirkste Hochregulation.
Dieses war auch nach einer Exposition mit 200 ng/L E2 das einzige Gen/ORF, das regu-
liert wurde (27,3-fach). Bei den niedrigeren Konzentrationen von 5, 50 und 100 ng/L E2

konnte keine signifikante Regulation eines ORF’s nachgewiesen werden.

Fast alle der regulierten ORFs wurden hochreguliert. Dieser Effekt wurde auch bei den
Untersuchungen mit den Gesamtgenom-Arrays festgestellt und war erwartet. Auffillig
war die Regulation von ef/a, das um das 1,5- und 2,0-fache hochreguliert wurde. Dieses
Gen zeigte bei den Untersuchungen mit den Gesamtgenom-Arrays keine Regulation und

wurde deshalb als Housekeeping Gen fiir die Normalisierung der Daten verwendet.

Die Ergebnisse unter Ignorieren des multiplen Testens (Werte in Klammern) sind mit
einer relativ groBen Fehlerwahrscheinlichkeit behaftet und kénnen daher nur bedingt
verwendet werden. Durch Festsetzung eines Grenzwertes beim mean fold change bei

> 1,5 sind jedoch relative Aussagen iiber die Regulation moglich.

Betrachtet man die vorliegenden Ergebnisse unter diesem Kriterium, waren bei den
Konzentrationen 5, 50 und 100 ng/L E2 keine regulierten ORFs feststellbar. Bei
200 ng/L E2 zeigten hingegen zusétzlich die ORF’s vigl (5,7), vtg3 (2,9) pdapl (1,8)
und dvrl (1,8) eine Regulation. Diese vier Gene wiesen auch nach Durchfiihrung der
Bonferroni-Korrektur eine deutliche, signifikante Regulation bei 500 ng/L E2 auf. In
der Gruppe von 500 ng/L E2 wurden durch Anwendung dieses Kriteriums sonst keine

weiteren ORFs reguliert.
Experimente mit BPA

In Tabelle 11 sind fiir die verschiedenen Konzentrationen von BPA die mean fold
changes der regulierten ORFs aufgefiihrt. Mit 47 von den insgesamt 87 gespotteten
Sonden konnten eine Regulation von ORFs nachgewiesen werden, allerdings aus-
schlieBlich unter Ignorieren des multiplen Testens. Nach Abschédtzung der FWER war

fiir eine signifikante Regulation ein individueller p-value von p < 0,00057 einzuhalten.
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Tabelle 11: Regulation der ORFs nach elftigiger Exposition mit 0,1, 2, 20, 200, 400,
1000 und 2000 ug/L BPA bei p < 0,05.

Angegeben ist der mean fold change. Werte in Klammern zeigen mean fold change fiir
unkorrigierte p-values. n. s.: nicht signifikant

Bezeichnung des Open Reading Frame 0,lpg/L 2pg/L 20ug/L 200 pg/L. 400 pg/L 1000 pg/L 2000 pg/L
elongation factor 1-alpha n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. [1,3] n.s.
similar to vitellogenin 3 precursor n.s. n.s. [-1,1] n.s. n.s. n.s. n.s.
Zebrafish DNA sequence from clone CH211- n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. [1,5] [-1,4]
146L13 in linkage group 6, complete sequence

zgc:103632 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. [-1,2]
decapentaplegic and Vtg-related 1 n.s. n.s. [-1,1] n.s. n.s. n.s. n.s.
vitellogenin 3, phosvitinless n.s. n.s. [-1,1] n.s. n.s. n.s. n.s.
homeo box AS5a n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. [-1,3] n.s.
im:6892314 n.s. n.s. [-1,1] n.s. n.s. [1,1] n.s.
thioredoxin domain containing 4 n.s. n.s. [1,1] n.s. n.s. n.s. [1,4]
(endoplasmic reticulum)

hemopexin n.s n.s [-1,1] n.s n.s n.s [-1,1]
similar to Hypothetical UPF0195 protein n.s. n.s. [-1,1] n.s. n.s. n.s. n.s.
CGI-128 homolog

eukaryotic translation elongation factor 2, like n.s. n.s. [1,1] n.s. n.s. n.s. n.s.
Zebrafish DNA sequence from clone CH211- ns n.s n.s. n.s. n.s. [-1,2] n.s.
11319 in linkage group 11, complete sequence

vitellogenin 6; vtg6 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. [2,3]
mesoderm posterior b n.s. n.s n.s [-1,1] [-1,1] n.s. n.s.
vitellogenin 1 n.s. n.s n.s n.s n.s [1,3] n.s
THO complex 2 n.s. n.s n.s n.s n.s n.s. [-1,3]
carbohydrate (chondroitin) synthase 1 n.s. n.s. [-1,1] n.s. n.s. n.s. n.s.
Kallmann syndrome 1b sequence n.s. n.s. n.s. n.s. [-1,1] [-1,3] n.s.
zgc:92055 n.s. n.s. [-1,2] n.s. n.s. [-1,3] n.s.
zgc:92237 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. [2,0]
Danio rerio vitellogenin 7 (vtg7) mRNA, n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. [3,8] [9,9]
partial cds

homeo box A3a n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. [-1,3] n.s.
similar to ubiquitin specific protease 8 n.s. n.s. [-1,1] n.s. [-1,1] [-1,2] n.s.
elongation factor 1-alpha n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. [1,3] n.s.
forkhead box P2 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. [1,2]
ribosomal protein L4 n.s. n.s. n.s n.s. [-1,1] n.s. n.s.
similar to Forkhead box protein P1 n.s. n.s. [-1,1] n.s. [-1,1] [-1,1] n.s.
ephrin B2a n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. [-1,3] n.s
similar to Forkhead box protein P1 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. [-1,2] n.s
ribosomal protein L.24 n.s. n.s. n.s. n.s n.s. n.s [1,2]
zgc:109868 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. [2,3]
proteasome (prosome, macropain) subunit, n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. [-1,2] n.s
beta type, 5

pdgfa associated protein 1; pdap1 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s n.s [2,6]
estrogen receptor 1 n.s. n.s. [-1,1] n.s n.s. n.s. n.s
nicotinamide nucleotide transhydrogenase n.s. n.s n.s. n.s. n.s. [1,3] n.s.
zgc:123245 n.s. n.s. n.s. [-1,1] n.s n.s n.s.
solute carrier family 25 alpha, member 5 n.s. n.s. n.s. [-1,1] n.s. [1] n.s.
bactin2 n.s. n.s. n.s n.s. n.s. [-1,5] n.s.
integrin betal subunit-like protein 2 n.s. n.s. [-1,1] n.s. n.s. n.s. n.s.
tubulin, alpha 7 like n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. [-1,3] n.s.
DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 15 n.s. n.s. [-1,1] n.s. n.s. n.s. [1,3]
Zebrafish DNA sequence from clone CH211- n.s. n.s. n.s n.s. n.s. [1,2] n.s.
198P11 in linkage group 3, complete sequence

phospholipase A2-activating protein n.s. n.s n.s n.s. n.s [-1,3] n.s.
hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 n.s. n.s n.s n.s n.s. n.s [1,2]
zgc:103765, cox17 n.s. n.s ns n.s n.s. [-1,2] n.s.
Zebrafish DNA sequence from clone DKEY- n.s. n.s n.s n.s n.s. n.s. [1,2]

8019 in linkage group 20
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Die Ergebnisse zu den Experimenten mit BPA zeigen, dass auch unter Ignorieren des
multiplen Testens (Werte in Klammern) lediglich eine geringe Regulation der ORFs
nachgewiesen werden konnte. Bei Berilicksichtigung der Ergebnisse mit einem mean
fold change von > 1,5 waren bei den Konzentrationen 0,1, 2, 20, 200 und 400 pg/L
BPA keine regulierten ORFs feststellbar. Bei 1000 pg/L BPA zeigte ausschlieBlich das
Gen vtg7 eine Hochregulation auf (3,8-fach). Bei 2000 ug/L BPA wurden die ORF’s
vtg7 (9,9) pdapl (2,6), vtg6 (2,3), zgc: 109868 (2,3) und zgc:92237 (2,0) reguliert.

Experimente mit Genistein

Tabelle 12 zeigt fiir die verschiedenen Konzentrationen von Genistein den mean fold
change der regulierten ORF’s. Mit 41 von den insgesamt 96 gespotteten Sonden konnten
regulierte ORF's detektiert werden. Die mit Hilfe der Bonferroni-Methode korrigierten
Ergebnisse sind blau markiert. Fiir diese war nach der Abschitzung der FWER eine Sig-
nifikanz bei einem individuellen p-value von p < 0,00052 gegeben. Die Werte in
Klammern wurden unter Ignorieren des multiplen Testens ermittelt und zeigten nach

Durchfiihrung der Bonferroni-Korrektur keine signifikante Regulation mehr auf.

Die Ergebnisse aus Tabelle 12 zeigen, dass nach Durchfiihrung der Bonferroni-Methode
ausschlieBlich das Gen slc2a5 (solute carrier family 2 [facilitated glucose/fructose trans-
porter], member 5) mit einem mean fold change von 1,1 bei einer Konzentration von 10
ng/L Genistein signifikant reguliert wurde (blau markiert). Beim Ignorieren des multip-
len Testens wies dieses Gen ebenfalls eine geringe Regulation bei 1 ng/L Genistein

(1,1) und 100 pg/L Genistein (1,2) auf.

Nach der Uberpriifung der unkorrigierten Werte unter Beachtung des Grenzwertes von
> 1,5 beim mean fold change konnten fiir die Konzentrationen 1, 10, 100, 500 und
1000 ng/L Genistein keine regulierten ORFs nachgewiesen werden. Bei 5000 pg/L Ge-
nistein zeigten die drei Gene vtg7 (3,8), vtg5 (2,7) und bf'(2,0) eine Hochregulation.
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Tabelle 12: Regulation der ORF's nach elfidgiger Exposition mit 1, 10, 100, 500, 1000
und 5000 ug/L Genistein bei p < 0,05.

Angegeben ist der mean fold change. Werte in Klammern zeigen mean fold change fiir
unkorrigierte p-values. n. s.: nicht signifikant

Bezeichnung des Open Reading Frame lupg/L  10pg/L 100 pg/L 500 pg/L 1000 pg/L. 5000 pg/L
zgc:56330 n.s. n.s. [1,2] n.s. n. s. n.s.
Zebrafish DNA sequence from clone BUSM1-186F8 [-1,1] n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
in linkage group 7

similar to vitellogenin 3 precursor n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. [1,2]
midkine-related growth factor n.s. [1,1] [1,2] n.s. n.s. [-1,1]
similar to kinesin family member 1B isoform alpha n.s n.s. n.s. n.s. n.s. [-1,2]
coagulation factor V n.s. n.s. n.s. n.s. n.s [1,3]
Danio rerio mitochondrial genome, complete sequence n.s. [1,4] n.s. n.s. n.s. n.s.
similar to prominin n.s. n.s. [1,1] n.s. n.s. [-1,2]
decapentaplegic and Vtg-related 1 [-1,1] [-1,2] n.s. n.s. n.s n.s.
complement component factor B; bf’ n.s. n.s. n.s. n.s. n.s [-2,0]
7gc:65956 [-1,1] n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
7gc:92055 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. [-1,3]
NADH dehydrogenase subunit 5 n.s. [1,5] n.s. n.s. n.s. n.s.
solute carrier family 2 (facilitated glucose/fructose [1,1] 1,1 [1,2] n.s. n.s. n.s.
transporter), member 5; slc2a5

GATA-binding protein 2 n.s. n.s. n.s n.s. n.s. [-1,3]
aldehyde dehydrogenase 3 family, member A2 n.s. n.s. n.s. n.s. [-1,1] n.s.
claudin d n.s. n.s. [1,1] n.s. n.s. n.s.
vitellogenin 1 n.s. n.s. n.s n.s. n.s. [1,3]
THO complex 2 [-1,3] n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
carbohydrate (chondroitin) synthase 1 n.s. n.s. n.s n.s [1,1] n.s.
Kallmann syndrome 1b sequence n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. [-1,3]
swelling dependent chloride channel n.s. n.s. n.s. n.s. n.s [1,2]
zgc:92055 n.s. [-1,2] n.s. n.s. n.s. n.s.
Zebrafish DNA sequence from clone CH211-162M 14, [-1,1] n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
complete sequence

zgc:85811 n.s. [1,5] n.s. n.s. n.s. n.s
Danio rerio vitellogenin 7 (vtg7) mRNA, partial cds n.s. n.s n.s. n.s. [1,1] [3,8]
homeo box A3a n.s. n.s [-1,1] n.s. n.s n.s.
similar to ubiquitin specific protease 8 n.s. n.s. n.s. n. s. n.s. [-1,3]
v-mos Moloney murine sarcoma viral oncogene n.s. n.s n.s. n.s. n.s. [1,2]
homolog

forkhead box P2 n.s. n.s. n.s n.s. n.s. [-1,1]
sine oculis homeobox homolog 4.2 [1,2] n.s. n.s n.s. n.s. [-1,3]
similar to Forkhead box protein P1 n.s. [1,3] n.s n.s. n.s. n.s.
ephrin B2a [1,1] n.s. n.s. n.s. n.s. [-1,3]
pdgfa associated protein 1 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. [1,3]
ras homolog gene family, member E n.s. [1,5] [1,2] n.s. n.s. [-1,3]
tubulin, alpha 7 like [1,1] n.s. n.s. n.s. n.s. [-1,3]
DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 15 n.s. [1,2] [1,1] n.s. n.s. n.s.
zge:114012, vigs n.s. n.s. n.s. n. s. n. s. [2,7]
receptor interacting protein kinase 5 n.s. n.s n.s. n.s. n.s. [1,5]
zgc:103765, cox17 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. [-1,3]
Zebrafish DNA sequence from clone DKEY-8019 in n.s. [1,1] n.s. n.s. n.s. n.s.

linkage group 20
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4 Diskussion

Die DNA-Microarray-Technologie entwickelte sich in den letzten zehn Jahren zu einer
der effektivsten Methoden zur gleichzeitigen Erfassung der Genexpression von tausen-
den von Genen sowie zur Bewertung von groflen Mengen an biologischer Information
(Schena et al. 1995; Duggan et al. 1999). Thre Anwendung am Modellorganismus
Zebrabérbling (Danio rerio) konzentrierte sich bisher vorwiegend auf entwicklungsbio-
logische Fragestellungen, bei denen ausgewdéhlte Gene untersucht wurden (Ton et al.
2002; Lo et al. 2003; Linney et al. 2004; Mathavan ef al. 2005). Thema dieser Arbeit
war die Erfassung und die Bewertung von Genexpressionsmustern von Zebrabérblingen
nach Belastung mit dstrogen wirksamen Substanzen. Hierfiir wurde zunéchst die Micro-
array-Technologie erfolgreich etabliert. Die Expositionen mit den Ostrogenen Substan-
zen 17B-Ostradiol (E2), Bisphenol A (BPA), Genistein und 17a-Ethinyldstradiol (EE2)
erfolgten im Durchflusssystem, das durch konstante Expositionsbedingungen eine kon-
tinuierliche Belastung der Fische gewéhrleistete. Die Effektkonzentrationen der Ostro-
genen Substanzen wurden mit Hilfe der quantitativen PCR (qPCR) ermittelt. Im An-
schluss wurden fiir die Konzentrationen, bei denen eine deutliche Anderung der Ge-
nexpression von Vitellogenin nachgewiesen wurde, Experimente mit Gesamtgenom-
Arrays durchgefiihrt und Listen mit signifikant regulierten Genen erstellt. Durch den
Vergleich der regulierten Gene zwischen den Substanzen wurden schliefSlich Markerge-
ne identifiziert, die zum Nachweis Ostrogener Wirkungen verwendet werden konnen.
Die Bewertung der Genexpressionsmuster erfolgte durch funktionelle Analyse unter
Verwendung von Gene Ontologies, die biologische Prozesse im Zebrabirbling be-
schreiben. SchlieBlich erfolgte eine Untersuchung weiterer Konzentrationen mit Subset-
Arrays, die eine Auswahl von Genen trugen, fiir die eine Regulation erwartet wurde.
Dabei konnten aufschlussreiche Erfahrungen zu der Methodik gesammelt und die

Nachweisgrenzen der Microarray-Technologie aufgezeigt werden.

4.1 Probennahme und -aufarbeitung

Fiir die vorliegende Arbeit wurden insgesamt 534 Proben aus verschieden Fischen ver-
wendet. Aus diesem Grund war es besonders wichtig, bei der Probennahme und

-aufarbeitung Verfahren anzuwenden, die sich zuverldssig, zeitsparend und anwen-
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dungsfreundlich durchfiihren lieBen. Daher wurden fiir die verschiedenen Arbeitsschrit-

te mehrere Methoden ausprobiert und einzelne Arbeitsvorgénge optimiert.

Bei der Probennahme erwies es sich als bedeutend, die Fische nach dem Toten sofort
auf Eis zu legen und mit der Entnahme der Lebergewebe so schnell wie mdglich fortzu-
fahren. Die Lebegewebe wurden dann in RNase-freie Eppendorf-Reaktionsgefil3e iiber-
fiihrt und sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Dies verminderte deutlich die

Aktivitdt von RNasen, die allgegenwirtig sind und die RNA abbauen.

Die sich anschlieBende RNA-Extraktion wurde mit dem ,,TRI REAGENT™ RNA-
Isolationssystem‘ durchgefiihrt, das auf einer Phenolisierung beruht. Dieses stellte sich
gegeniiber anderen Verfahren als auflerordentlich zuverldssig, preiswert, anwendungs-
freundlich und zeitsparend heraus. Die Homogenisierung der Gewebe erfolgte dabei mit
Hilfe von Glaskiigelchen in der Schwingmiihle, wodurch der Zellaufschluss am Besten
gelang. Als Optimierung zum Protokoll wurde der Phenolisierungsschritt wiederholt,
um eine moglichst reine RNA zu erhalten. Die in der wéssrigen Phase geloste RNA
wurde mit Hilfe des ,,Phase Lock Gels* von Eppendorf separiert. Dieses lagert sich in
der Interphase ein und ermdglicht so ein riickstandsfreies Abgieen der RNA-Losung.
Es zeigte sich auflerdem, dass sich die RNA-Qualitdt durch restloses Beseitigen des
Losungsmittels durch Zentrifugation in der SpeedVac sowie durch Resuspendieren des
RNA-Riickstands in warmen DEPC-H,0 (65°C) erhohte. Die Uberpriifung der extra-
hierten Proben erfolgte mit Hilfe von RNA-Gelen. Dabei zeigten alle Proben deutliche,
scharfe Banden. Aulerdem wurden die Konzentrationen und die Reinheit der extrahier-
ten RNA photometrisch bestimmt. Hierfiir wurden RNase-freie Einwegkiivetten ver-
wendet, so dass die Proben nach der Messung fiir weitere Anwendungen zur Verfligung
standen. Schlielich wurde den extrahierten Proben ein RNase-Inhibitor zugegeben, um
die Aktivitdt von RNasen zu minimieren. Fiir den Umgang mit RNA wurde ein eigenes
Labor eingerichtet, in dem ausschlieBlich steril mit RNase-freien Verbrauchsmaterialien
gearbeitet und nicht gesprochen wurde. Dadurch konnten Kontaminationen von Proben
erfolgreich verhindert werden und eine hohe Qualitit der RNA-Proben war gewéhrleis-

tet.

Fiir die Reverse Transkription wurden zwei unterschiedliche Methoden angewendet.
Die Synthese von ¢cDNA fiir die Verwendung in qPCR-Experimenten erfolgte mit dem
»lst Strand cDNA Synthesis (AMV)”-Kit von Roche. Die Synthese Fluoreszenz-

markierter cDNA fiir die Verwendung in Microarray-Experimenten wurde mit dem
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,,CyScribe First-Strand cDNA Labelling”-Kit von Amersham Biosciences durchgefiihrt.
Da die synthetisierte cDNA aufgrund ihrer geringen Mengen nicht direkt mit Hilfe eines
Gels tliberpriift werden konnte, wurde mit weiteren Methoden fortgefahren, die eine ein-
wandfreie Funktion der zwei verwendeten Kits bestitigten. Bei der Durchfiihrung der
Fluoreszenz-markierenden Reversen Transkription war darauf zu achten, dass die licht-
empfindlichen Cy3- und Cy5-dCTPs durch amberfarbige ReaktionsgefdBle geschiitzt

wurden.

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) diente zur Kontrolle der Reversen Transkripti-
on, die mit dem ,CyScribe First-Strand ¢cDNA Labelling”-Kit von Amersham
Biosciences durchgefiihrt wurde. Insgesamt wurden mit dieser Methode alle 368 Fluo-
reszenz-markierten cDNA-Proben iiberpriift, die fiir Microarray-Experimente verwendet
wurden. Dabei wurden Primer fiir -actin verwendet, da fiir dieses bei allen Tieren eine
Expression erwartet wurde. Die PCR lieferte bei allen Proben Amplifikate mit einer
GroBe von 278 bp, die auf den DNA-Gelen deutlich sichtbar waren. Folglich waren die
eingesetzten cDNA-Proben einwandfrei und die PCR funktionierte sehr gut.

Die Einschritt-Reverse Transkription/PCR (RT/PCR) erfolgte mit dem ,,cMaster™
RTplusPCR”-Kit von Eppendorf, der sich als sehr zuverldssig und schnell in der Durch-
fiihrung erwies. Die RT/PCR diente vorwiegend zur Uberpriifung der Qualitit von
RNA-Proben und Primern, die bei der qPCR eingesetzt wurden. Daneben wurde die
RT/PCR angewendet, um bei einzelnen Proben die Expression des Vitellogenin 1-Gens
(vtgl) semiquantitativ nachzuweisen. Die Vitellogenin-Genexpression findet normaler-
weise nur in weiblichen Fischen statt, kann jedoch unter Einwirkung 6strogen wirksa-
mer Substanzen auch in ménnlichen Individuen induziert werden (Bowman et al. 2000;
Lattier et al. 2001). Fiir den Nachweis der Expression wurde ein Abschnitt von vg/
amplifiziert und das PCR-Produkt von 210 bp Linge mit einem DNA-Gel nachgewie-
sen. Dabei ist anzumerken, dass bei Durchfiihrung dieser Arbeiten noch nicht die Se-
quenzen aller vtg-Gene, die von Wang et al. (2005) charakterisiert wurden, bekannt
waren. Deshalb stellte sich spéter heraus, dass das verwendete Primerpaar nicht vig/-
spezifisch war, sondern auch andere vig-Gene amplifizierte. Dies hatte jedoch keinen
Einfluss auf den Nachweis der Vitellogenin-Synthese. Daher wird nachfolgend weiter-

hin von vtgl gesprochen.

Bei den durchgefiihrten Experimenten konnte gezeigt werden, dass bei sieben von zehn

méinnlichen Zebrabirblingen nach einer elftigigen Exposition mit 1000 pg/L BPA eine
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deutliche v¢g/-Induktion auftrat. Bei Genistein wiesen vier von fiinf Médnnchen, die mit
1000 pg/L Genistein exponiert wurden, eine relativ schwache vig/-Synthese auf. Bei
5000 pg/L Genistein war jedoch bei allen fiinf untersuchten Ménnchen eine deutliche
vtg1-Synthese erkennbar. Fiir E2 konnte eine vtg/-Induktion ab einer Konzentration von

200 ng/L E2 gezeigt werden.

Somit konnte der Einfluss der dstrogenen Substanzen E2, BPA und Genistein auf die
Expression von Vitellogenin erfolgreich nachgewiesen werden. Die erzielten Ergebnisse
erlaubten zwar nur eine Abschitzung von Konzentrationsbereichen, bei denen eine 0s-
trogene Wirkung eingetreten war, waren aber fiir die Planung weiterer Expositionsexpe-
rimente hilfreich. Zur Bestimmung von Effektkonzentrationen waren daher quantitative

Untersuchungen notwendig, die mit Hilfe der gPCR durchgefiihrt wurden.

4.2 Quantitative PCR

Die quantitative PCR (qPCR) wurde verwendet, um die Effektkonzentrationen der Os-
trogenen Substanzen E2, BPA und Genistein zu ermitteln. Fiir die Messungen wurde
das Primerpaar fiir v¢g/ benutzt, mit dem bereits semiquantitativ eine Vitellogenin-
Regulation nachgewiesen wurde. Die Durchfiihrung erfolgte dabei mit dem ,,LightCyc-
ler® FastStart DNA Master’-"® SYBR Green I“-Kit im zugehorigen Gerit ,,LightCyc-
ler™ 2.0“ von Roche. Die Methodik erwies sich dabei als sehr zuverlissig, zeitsparend
und kostengiinstig. Die Auswertung der gemessenen Fluoreszenzkurven erfolgte mit
Hilfe der ,LightCycler®-Software 3.5“. Fiir die Quantifizierung der Genexpressi-
onsstirken wurde eine Kalibrator-normalisierte relative Quantifizierung mit Effizienz-
korrektur nach der Methode von Pfaffl ef al. (2002) durchgefiihrt. Als Kalibrator diente
eine cDNA-Mischprobe von vier nicht exponierten weiblichen Zebrabarblingen. Diese
wurde fiir die Normalisierung der verschiedenen qPCR-Léufe verwendet. Die relative
Quantifizierung der Genexpressionsstirke einer Probe erfolgte tiber die Berechnung des
Verhiltnisses vom Zielgen zum Referenzgen (Housekeeping-Gen). Als Zielgen diente
bei allen Proben vzgl. Bei den Experimenten zu E2 wurde als Referenzgen efia ver-
wendet. Fiir die Experimente zu BPA und Genistein musste jedoch f-actinl als Refe-
renzgen benutzt werden, da zwischenzeitlich bei Experimenten mit Gesamtgenom-
Arrays festgestellt wurde, dass efla durch BPA reguliert wurde. Uber Kalibrationsrei-

hen wurden die Effizienzen der qPCRs fiir die Primerkombinationen vigl/eflo. und
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vigl/B-actinl ermittelt. Diese lagen fiir vigl/eflo bei 1,87 (vtgl) und 1,86 (efla) sowie
fiir vtgl/fB-actinl bei 1,81 (vtgl) und 1,88 (f-actinl). Die Effizienz von vigl war somit
unterschiedlich grof. Dieser Unterschied war durch die verschiedenen qPCR-
Programme der Primerpaare bedingt, war jedoch bei der Datenauswertung nicht rele-
vant. Die berechneten Effizienzen der beiden Primerkombinationen lagen im iiblichen

Bereich und waren somit fiir die Auswertung ausreichend hoch genug.

Ergebnisse der qPCR-Experimente

Die Ergebnisse der qPCR-Experimente sind in Abbildung 26 (Seite 68) zusammenfas-
send dargestellt. Die statistische Auswertung ergab eine signifikante v¢g/-Induktion in
den Lebergeweben der minnlichen Zebrabarblinge nach einer elftdgigen Exposition mit

200 ng/L E2, 2000 pg/L BPA und 5000 pg/L Genistein.

17R-Ostradiol

Bei E2 zeigten die Fische in den Expositionsgruppen mit 1, 10 und 100 ng/L E2 eine
starke individuelle Antwort. Betrachtet man hingegen die gemittelte Ratio bei diesen
Expositionsgruppen, féllt ein konzentrationsabhingiger Anstieg auf. Bei der Expositi-
onsgruppe mit 200 ng/L. E2 war die gemittelte Ratio um das 1100-fache groBer als bei
der Gruppe der Kontrolltiere. Bei der Gruppe mit 300 ng/L E2 war noch ein weiterer
Anstieg der gemittelten Ratio zu erkennen, bis bei der Gruppe mit 400 ng/L E2 ein
Hochstwert von 5000 erreicht wurde. Dieser Wert wurde auch von der Gruppe mit 500

ng/L E2 nicht iiberstiegen.

Die durchgefiihrten Experimente fiihrten in den Lebergeweben der ménnlichen Zebra-
bérblinge zu einer signifikanten vtg/-Induktion bei 200 ng/L E2. Die Exposition der
Fische erfolgte dabei im Durchflusssystem fiir elf Tage. Van den Belt ef al. (2003) wie-
sen fiir eine Vtg-Induktion in Zebrabirbling-Miannchen einen LOEC (Lowest Observed
Effect Concentration) von 20 ng/LL E2 nach. Diese Experimente gingen jedoch iiber
einen Zeitraum von drei Wochen und die Fische wurden unter semistatischen Bedin-
gungen gehalten. Zudem wurde die Vtg-Induktion nicht auf Expressions-, sondern auf
Proteinebene gemessen. Einen vergleichbaren Messwert stellten Rose et al. (2002) in
einem achttidgigen Experiment fest, bei dem die Fische im Durchflusssystem gehalten
wurden. Auf Proteinebene konnte hier in Ganzkdrperhomogenaten ein LOEC von
21 ng/L E2 nachgewiesen werden. Da Vitellogenin im Blut der Fische akkumuliert, ist

bei Messungen auf Proteinebene ein niedrigerer Messwert fiir die Effektkonzentration
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vorstellbar. Auf Expressionsebene haben Tong ef al. (2004) fiir Zebrabarblinge eine
vtgl-Induktion bei 1 pg/L E2 festgestellt. Die Expositionen erfolgten dabei in einem
statischen System fiir zwei Tage. Fiir eine Exposition mit 1 pg/L. E2 wurde auch ge-
zeigt, dass der Expressionswert fiir vtig/ am Tag 3 der Exposition unter den Wert von
Tag 2 fiel. Von Tag 5 bis Tag 12 wurde vtg/ dann wieder konstant auf Niveau von Tag
2 exprimiert. An den Tagen 17, 23 und 30 der Exposition konnten weitere Anstiege der
vtg1-Expression beobachtet werden. Diese Ergebnisse bestdtigen die gewéhlte Expositi-
onsdauer, da nach elf Tagen von einer konstanten v¢g/-Expression ausgegangen werden
kann. Vergleichende Untersuchungen der Vtg-Induktion auf Expressions- und Protein-
ebene zeigten auch bei Japanischen Reiskdrpflingen (Oryzias latipes), dass bei kurzer

Expositionsdauer ein Nachweis auf Expressionsebene ausreicht (Scholz et al. 2004).

Bisphenol A

Bei BPA war eine ausgesprochen breite Verteilung der Expressionswerte (Ratios) in-
nerhalb der Expositionsgruppen feststellbar. Das bedeutet, dass die Fische eine starke
individuelle Antwort auf diese Substanz zeigten. Die gemittelte Ratio war bei der Grup-
pe mit 200 pg/L BPA sogar niedriger als bei der Gruppe mit 20 pg/L BPA. Eine signi-
fikante vtgl-Induktion konnte erst fiir die Gruppe mit 2000 pg/L BPA nachgewiesen

werden.

Van den Belt et al. (2003) ermittelten fiir die Vtg-Induktion in Zebrabirbling-Mannchen
einen LOEC von 1000 png/L. Dieser Wert bezieht sich allerdings wieder auf Proteinebe-
ne. Die Exposition erfolgte dabei fiir drei Wochen unter semistatischen Bedingungen.
In einem umfangreichen Versuch konnten Segner et al. (2003) sogar einen LOEC von
375 ng/L BPA auf Proteinebene nachweisen. Dabei wurden jedoch so genannte
Life Cycle Tests durchgefiihrt, bei denen die Exposition von der befruchteten Eizelle bis
zum Erwachsenenstadium anhielt. Bei diesen Versuchen wurden nach einer Exposition
mit 1500 pg/L BPA ein signifikanter Riickgang des Wachstums von juvenilen Zebra-
barblingen, ein verspétetes Ablaichen sowie ein Riickgang der Befruchtungserfolge
festgestellt. Die juvenilen Fische reagierten folglich sehr empfindlich auf eine dauerhaf-

te Exposition mit 1500 pug/L BPA.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigten fiir einzelne Fische aus der Gruppe mit 1000 pg/L
BPA eine deutliche vzg/-Synthese, die auf gleichem Niveau lag wie die von Tieren aus
der signifikant eingestuften Gruppe mit 200 ng/L E2. Durch die hohe Variabilitét inner-
halb der Gruppe mit 1000 pg/L BPA war jedoch keine Signifikanz gegeben. Die starke
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individuelle vtg/-Antwort der Fische kann durch eine geringe Spezifitit des Ostrogen-
rezeptors gegeniiber BPA bedingt sein. BPA bindet an den Ostrogenrezeptor mit einer

2000-fach geringeren Affinitét als E2 (Routledge et al. 1996).

Genistein

Bei Genistein war eindeutig eine konzentrationsabhédngige Verteilung der individuellen
und gemittelten Expressionswerte zu erkennen. Die individuellen Expressionswerte
wiesen dabei eine breitere Verteilung auf als bei E2. Eine signifikante v¢g/-Induktion
wurde fiir die Gruppe mit 5000 pg/L Genistein nachgewiesen. Dabei wurde aber nicht

das Expressionsniveau wie bei den mit E2 exponierten Proben erreicht.

In der Literatur sind zur Vtg-Induktion in Zebrabérblingen durch Genistein keine Anga-
ben zu finden. Auch zu anderen Fischarten sind nur wenige Studien publiziert. Beim
Sibirischen Stor (Acipenser baeri) konnte durch intraperitoneale Injektion von gereinig-
tem Genistein die Vtg-Synthese induziert werden (Pelissero et al. 1991). Japanische
Reiskdrpflinge (Oryzias latipes) zeigten hingegen durch intraperitoneale Injektion mit
bis zu 30 pg Genistein pro Fisch keine Vtg-Induktion in Midnnchen und Weibchen. Die
exponierten Weibchen zeigten jedoch einen Anstieg von E2 im Blutplasma und bei den
exponierten Minnchen wurde eine verminderte Testosteron-Produktion festgestellt
(Zhang et al. 2002). Bei Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) konnte wiederum
eine Vtg-Induktion beobachtet werden. Miannchen, denen iiber einen Zeitraum von ei-
nem Jahr genisteinhaltiges Futter verabreicht wurde, zeigten eine schwache, aber kon-
stante Vtg-Synthese (Bennetau-Pelissero ef al. 2001). Auch bei ménnlichen Goldfischen
(Carassius auratus) konnte die Vtg-Synthese induziert werden. Nach einer 31-tdgigen
Fiitterung der Méannchen mit handelstiblichen Fischfuttern, die neben Genistein noch
weitere Phytodstrogene enthielten, wurden im Blutplasma erhohte Vtg-Mengen nach-
gewiesen (Ishibashi er al. 2002). Schlieflich wurde bei Japanischen Reiskérpfling-
Mainnchen (Oryzias latipes), die mit 1000 pg/L Genistein von kurz nach dem Schliipfen
bis zum Alter von 100 Tagen semistatisch exponiert wurden, eine Feminisierung von

sekundéren, ménnlichen Geschlechtsmerkmalen beobachtet (Kiparissis et al. 2003).

Die durchgefiihrten Untersuchungen zeigten erstmals eine Vtg-Induktion bei Zebra-
barblingen auf Genexpressionsebene. Die nachgewiesene Effektkonzentration von 5000
ng/L Genistein ist zwar im Vergleich zu den bisher gemessenen Grenzwerten bei ande-
ren Fischarten relativ hoch, wird aber auch durch die Expositionsdauer (elf Tage), das

Entwicklungsstadium (Adulttier) und den Expositionspfad (Kiemen, Haut) bedingt sein.
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17a-Ethinyl-Ostradiol

Das hochste Expressionsniveau wiesen die Proben der mit 30 ng/L EE2 exponierten
Zebrabarbling-Ménnchen auf. EE2 verfiigte bei gleichen Konzentrationen {iber einen
deutlich groBeren Einfluss auf die v¢g/-Expression als das natiirliche Hormon E2. Rose
et al. (2002) bestitigten fiir EE2 eine starke Wirkung auf die Vtg-Synthese in Zebra-
barblingen. Dabei konnte nach einer achttigigen Exposition im Durchflusssystem auf
Proteinebene ein LOEC von 3 ng/L EE2 in GanzkOrperhomogenaten nachgewiesen
werden. Daher wurde EE2 bei den durchgefiihrten Experimenten als Positivkontrolle

verwendet.

4.3 Gesamtgenom-Arrays

Die Experimente mit den Gesamtgenom-Arrays wurden mit den ,,Zebrafish 14k Oci-
Chips™" von Ocimum Biosolutions durchgefiihrt. Streng genommen handelt es sich bei
diesen Microarrays nicht wie bezeichnet um Gesamtgenom-Arrays, da sie nicht das ge-
samte Genom des Zebrabirblings (Danio rerio) reprisentieren. Das Zebrabirbling-
Genom wurde noch nicht giinzlich durch das Sanger Institute® in Cambridge entschliis-
selt. Bis dato konnten zwei Drittel der bekannten Sequenzen eindeutig den entsprechen-
den Genen zugeordnet werden. Aus diesem Grund trigt der ,,Zebrafish 14k OciChip™"
neben den Sonden fiir Zebrabirbling-Gene eine Vielzahl von Sonden fiir Transkripte,
die noch keinem Gen zugeordnet werden konnten oder die aus verschiedenen Zebra-
barbling-Klonen stammen. Die Geninformationen zu den Sonden wurden erst im Juli
2006 umfassend durch Abgleich mit Genbanken {iberarbeitet. Dabei erfolgte bei ca. 30
Prozent der Sonden eine erstmalige Zuordnung zu Genen. Durch den Abgleich mit
Genbanken wurden auch viele Sonden neuen Genen oder Transkripten mit unbekannter
Funktion zugeordnet, so dass einige Sonden fiir mehrere Gene/Transkripte kodieren.
Zum besseren Verstindnis wurden die Sonden entsprechend der an sie bindenden Ge-
ne/Transkripte in zwei Gruppen unterteilt: Expressed Transcripts (ETs) bei Zebra-
barbling-Genen und Tentative Consensus Sequences (TCs) bei anderen Transkripten.
Beim ,,Zebrafish 14k OciChipsTM“ betrigt der Anteil von ETs 54 Prozent. Fiir diese lie-

gen Informationen {iber Funktionen im Zebrabarbling vor.

¥ http://www.sanger.ac.uk/Projects/D_rerio/
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Trotz der genannten Einschrinkung bietet der ,,Zebrafish 14k OciChip™ gute Voraus-
setzungen, umfangreiche Genexpressionsanalysen beim Zebrabérbling durchzufiihren.
Durch die grole Anzahl von 7Cs, fiir die in Zukunft eine Zuordnung zu Genen erfolgen
wird, konnen die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse fiir zukiinftige Analysen herange-

zogen werden.

Die Experimente mit den Gesamtgenom-Arrays sind verhéltnismédBig teuer. Daher war
eine hohe Qualitit der eingesetzten cDNA unbedingt erforderlich. Die Uberpriifung der
eingesetzten cDNA erfolgte mit Hilfe der Kontroll-PCR, die fiir alle verwendeten Pro-
ben einwandfreie Amplifikate lieferte. Als Optimierung zum Protokoll wurden die Ge-
samtgenom-Arrays wéhrend der Hybridisierung in Hybridisierungskammern platziert.
Dadurch konnte eine Verdunstung von Hybridisierungsldosung verhindert werden. Beim
Waschen der Gesamtgenom-Arrays zeigte sich, dass das Hintergrundsignal der gescann-
ten Arrays durch intensives Waschen minimiert werden konnte. Da die Fluoreszenz der
Cy3- und Cy5-dCTPs mit der Zeit nachldsst, wurden die Gesamtgenom-Arrays so bald

wie moglich gescannt.

Als Proben dienten fiir die Experimente die Lebergewebe von unterschiedlichen ménn-
lichen Zebrabirblingen, die fiir elf Tage folgenden Konzentrationen ausgesetzt wurden:
500 ng/L E2, 1000 ug/L BPA und 5000 pg/L Genistein. Als Referenz-Proben dienten
die Lebergewebe von verschiedenen ménnlichen Zebrabarblingen, die in den Kontroll-
becken des Durchflusssystems gehalten wurden. Die Untersuchungen umfassten bei
jeder Substanz zehn exponierte Tiere und zehn Kontrolltiere. Fiir E2 und Genistein wur-
den diese Konzentrationen gewdhlt, weil in den qPCR-Experimenten eine signifikante
vtgl-Induktion nachgewiesen werden konnte. Fir BPA wurde in den qPCR-
Experimenten bei 2000 pg/L eine signifikante veg/-Induktion festgestellt. Einige Fische
zeigten jedoch bei dieser hohen Konzentration ein verdndertes Verhalten. Dieses wurde
auf eine mogliche toxische Wirkung des BPA zuriickgefiihrt. Uber die Toxizitit von
BPA ist jedoch wenig bekannt. Die jlingste Studie hierzu wurde von Kashiwada ef al.
(2002) mit Japanischen Reiskérpflingen (Oryzias latipes) durchgefiihrt. Dabei wurde
nach 72 h Exposition eine LCs (lethal concentrationsy) von 6,8 mg/L bei BPA und 3,5
mg/L bei E2 festgestellt. Die LCs ist definiert als die Konzentration, bei der 50% der
Versuchstiere Mortalitdt zeigen. Ziel der Experimente mit den Gesamtgenom-Arrays
war die Erfassung der Gen-Antwort auf 6strogenen Einfluss. Zur Vermeidung der Mes-

sung von mdglichen toxischen Effekten des BPA wurden deshalb fiir die Experimente
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gezielt Fische aus der Gruppe mit 1000 pg/L BPA ausgewahlt, bei denen eine deutliche

vtg1-Synthese semiquantitativ nachgewiesen werden konnte.

Bei der Datenauswertung zeigte sich bei jedem Gesamtgenom-Array, dass die Expressi-
onswerte der zwei hybridisierten Proben eine ungleichméfige Verteilung aufwiesen.
Dies war durch die unterschiedliche Struktur der Cy3- und Cy5-dCTPs bedingt (siche
Abbildung 8, Seite 36). Die Cy3-dCTPs wurden besser in die cDNA eingebaut und
fiihrten zu hoheren Expressionswerten. Dies wurde bereits bei der Methodik beriicksich-
tigt, indem fiir jeweils die Hélfte der Proben von exponierten Tieren und Kontrolltieren
eine verschieden farbige Markierung, ein so genannter color-flip, erfolgte. Zudem er-
wiesen sich die durchgefiihrten Normalisierungen, durch die die Expressionswerte auf
den Arrays untereinander sowie die Expressionswerte zwischen den Arrays auf einen

Bereich skaliert wurden, als sehr effektiv (siche Abbildung 29, Seite 72).

Die statistische Auswertung umfasste fiir jede Substanz die Erstellung von Listen mit
regulierten Sonden. Dabei wurden iiber verschiedene Kombinationen der Parameter
p-value und mean fold change unterschiedlich strenge Kriterien beriicksichtigt. Zudem
wurde iiber die False Discovery Rate (FDR) die Spezifitit der verschiedenen Auswahl-
verfahren (Kombinationen) abgeschitzt. Fiir die Selektion der regulierten Sonden wurde
schlieBlich das Auswahlverfahren mit der Kombination [p<0,05; f.c.>2] gewéhlt, da bei
diesem alle drei Substanzen eine gro3e Anzahl an regulierten Sonden bei hoher Signifi-
kanz und niedriger FDR aufwiesen (sieche Tabelle 2, Seite 73). Der statistische Ansatz,
die Auswahl der regulierten Sonden {iber einen strengen p-value unter Ignorieren des
mean fold change zu treffen, hitte zu einer deutlich geringeren Anzahl an regulierten

Sonden gefiihrt.

Ergebnisse der Experimente mit Gesamtgenom-Arrays

Mit den Gesamtgenom-Arrays wurde die Genexpression von médnnlichen Zebrabirblin-
gen erfasst, die fiir elf Tage im Durchflusssystem mit 500 ng/L E2, 1000 ng/L BPA und
5000 pg/L Genistein exponiert wurden. Dabei zeigten insgesamt 211 Gene/Transkripte
durch E2 eine Anderung in ihrer Expression, sowie 47 durch BPA und 231 durch Ge-
nistein. Aufféllig war, dass die regulierten Gene/Transkripte bei allen drei Substanzen
eine deutlich stirkere Hoch- als Herunterregulation aufwiesen. Bei E2 lag die maximal

erreichte Hochregulation eines Gens/Transkripts beim 445-fachen, bei Genistein beim
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91-fachen und bei BPA beim 13-fachen. Die maximal erreichte Herunterregulation war

durch Genistein 7-fach, durch E2 5-fach und durch BPA 3-fach.

Von besonderem Interesse sind die Gene/Transkripte, die von allen drei Substanzen
gemeinsam reguliert wurden. Diese konnen als Markergene zum Nachweis dstrogener
Wirkungen herangezogen werden. Die Ergebnisse zeigten, dass ausschlieBlich verschie-
dene Vitellogenin-Gene von allen drei Substanzen gemeinsam reguliert wurden. Insge-
samt werden in der Literatur sieben Vitellogenin-Gene beschrieben (Wang et al. 2000).
Auf den Gesamtgenom-Arrays sind zu sechs dieser Gene verschiedene Sonden gespottet
(vtgl, vtg2, vtg3, vtgs, vtg6 und vtg7). Von diesen wurden fiinf durch alle drei unter-
suchten Substanzen reguliert (vig2, vtg3, vtg5, vig6 und vtg7). Dabei zeigte sich, dass
vtg5 und vtg7 als Markergene fiir den Nachweis der Vtg-Synthese am Besten geeignet
sind, da sie bei allen drei Substanzen eine deutliche Expression aufwiesen. vtg3 wurde
bei allen Substanzen am geringsten reguliert. Bei allen vtg-Genen war das Expressions-

niveau bei den mit E2 exponierten Tieren am hdchsten, gefolgt von Genistein und BPA.

vtgl wurde nur durch E2 und Genistein reguliert. Das Expressionsniveau lag dabei bei
beiden Substanzen im Vergleich zu den anderen vig-Genen im mittleren Bereich. Bei
der Uberpriifung mit den qPCR-Experimente fillt auf, dass dort fiir vtg/ eine signifikan-
te Induktion nach einer Exposition mit 2000 pug/L BPA nachgewiesen werden konnte.
Dieser Widerspruch ist auf die verwendeten Primer zuriickzufiihren. Beim Primerdesign
waren noch nicht die Sequenzen aller vig-Gene bekannt, die von Wang et al. (2005)
charakterisiert wurden. Aus diesem Grund ist das verwendete Primerpaar nicht v¢gl-

spezifisch, sondern amplifizierte auch andere vig-Gene.

Neben den vtg-Genen wurden 39 weitere Gene/Transkripte gemeinsam durch E2 und
Genistein reguliert. Das ldsst auf eine &dhnliche Wirkungsweise der beiden Substanzen
schlieBen. Beim Vergleich der regulierten Gene/Transkripte zwischen BPA und E2 so-
wie zwischen BPA und Genistein konnten aufler den vzg-Genen keine nennenswerten

Gemeinsamkeiten beobachtet werden.

Bewertung der Genexpressionsmuster

Die Bewertung der Genexpressionsmuster erfolgte durch funktionelle Analyse unter
Verwendung von Gene Ontologies (GOs), die biologische Prozesse im Zebrabérbling

(Danio rerio) beschreiben. Dabei wurden die Annotationen fiir Genprodukte und Prote-
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ine des Zebrabirblings verwendet, die vom Zebrafish Information Network (ZFIN)’
bereit gestellt wurden und die Struktur der GOs beriicksichtigt. Von den 14067 Genen
und Transkripten, die auf dem Gesamtgenom-Array reprisentiert waren, konnten unge-
fahr die Halfte in GOs eingruppiert werden. Auch bei den durch die drei Substanzen
regulierten Genen und Transkripten betrug dieser Anteil nur ca. 60%. Die Annotationen
des Zebrabirblings waren folglich noch nicht vollstdndig erfasst und es bestand eine

hohe Wahrscheinlichkeit, dass nicht alle angereicherten Funktionen aufgeklart wurden.

Bei den Experimenten mit E2 konnten durch die funktionelle Analyse keine signifikant
angereicherten Funktionen (GOs) festgestellt werden. Betrachtete man hingegen die
Ergebnisse unter Ignorieren des multiplen Testens, lieen sich einige angereicherte
Funktionen nachweisen. Die Vitellogenin-Gene vtg/, vtg3 und vtg5 konnten mit hoher
Einzelsignifikanz den Funktionen ,Lipidtransportaktivitit® (99,8%) und ,Li-
pidtransport™ (99,0%) zugeordnet werden. Diese GOs wiirden unter Berlicksichtigung
der stark regulierten Vitellogenin-Gene vtg2, vtg6 und vig7, die noch nicht in der Da-
tenbank enthalten waren, erheblich an Bedeutung gewinnen. In unmittelbarem Zusam-
menhang mit der Vitellogenese steht das Gen esr/, das fiir den Ostrogenrezeptor a ko-
diert und um das 6,7-fache hochreguliert wurde. Das stark regulierte Gen nridl aus der
Funktion ,,Thyroidhormonrezeptoraktivitit* kodiert fiir den nuclear receptor subfamily
I group d, member 1 (NR1D1). NR1DI bildet eine Untereinheit des Thyroidrezeptors.
Thyroidrezeptoren liegen an DNA gebunden vor und fungieren als Transkriptionshem-
mer. Durch Hormonbindung erfolgt eine Konformationsinderung, die zu einer Aktivie-
rung der Transkription fiihrt (Tsai ef al. 1994). Dabei werden in der Literatur Regulatio-
nen verschiedenartiger physiologischer Prozesse wie Tagesrhythmus, Blutdruck oder
Entziindungshemmung beschrieben (Ramakrishnan und Muscat 2006). nrldl zeigte bei
den durchgefiihrten Experimenten eine deutliche Hochregulation um das 18,6-fache.
Eine Regulation von Genen, die fiir den Thyroidrezeptor kodieren, konnte auch bei El-
ritzen (Pimephales promelas) nachgewiesen werden, die fiir 14 Tage mit 35 ng/L E2
exponiert wurden (Filby et al. 2006). In dieser Arbeit wird neben dem vielfach be-
schriebenen dstrogenen Effekt von E2 der Einfluss auf Gene beschrieben, die bei ver-
schiedenartigen molekularen Mechanismen beteiligt sind. Dies wird von den vorliegen-

den Ergebnissen unterstiitzt, die eine Haufung von Genen bei Funktionen feststellten,

? Homepage des ZFIN: http://zfin.org/
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die mit dem Zytoskelett (actal, bactinl, bactin2, myo6a) oder dem Glukose-/ Alkohol-
metabolismus (adh8a, aldob, enol, gapdh, gapdhs, hibadh) in Zusammenhang stehen.

Bei den Experimenten mit BPA konnten durch die funktionelle Analyse drei signifikant
angereicherte Funktionen (GOs) nachgewiesen werden. Diese beschreiben Funktionen
an den Ribosomen. Die regulierten Gene dieser GOs kodieren ausschlieBlich fiir ver-
schiedene ribosomale Proteine L (¥pli3a, rpli8a, rpl24, rpl4, rpl7a) oder fiir das ribo-
somale Protein S7 (rps7). Zudem waren diese Gene bei weiteren GOs vertreten, die
unter Ignorieren des multiplen Testens als angereichert eingestuft werden konnten. Da-
bei werden Vorgénge der Proteinbiosynthese beschrieben. Weitere, bei der Proteinbio-
synthese beteiligte Gene, die durch BPA reguliert wurden, waren eef2! (eukaryotic
translation elongation factor 2, like), sfrsil (splicing factor, arginine/serine-rich 1, like)
und tctp (translationally controlled tumor protein). Alle genannten Gene wurden um
das 2,0 bis 2,4-fache hochreguliert. Die Vitellogenin-Gene vzg3 und vig5 waren wie
erwartet den Funktionen ,,Lipidtransport und ,,Lipidtransportaktivitit zugeordnet,
wiesen aber eine deutlich niedrigere Regulation auf als bei E2. vig/ wurde durch BPA

nicht reguliert.

Die Ergebnisse belegen, dass die Exposition mit BPA zu einer Anderung der Transkrip-
tionsrate flihrte. In der Literatur wird flir das dabei beteiligte Gen rpl/l3a eine erhohte
Expression in humanen Krebszellen von Bauchspeicheldriise (Crnogorac-Jurcevic et al.
2001) und Prostata (Ohl et al 2005) beschrieben. In humanen Hepatozyten-
Krebszelllinien konnte eine Anderung der Regulation von rp/3a und rpl4 nachgewie-
sen werden (Yoon ef al. 2006). Auch das Genprodukt von #ctp steht unter translationaler
Kontrolle und wird vermehrt in Tumorzellen gebildet (Tuynder et al. 2004). Folglich ist

eine kanzerogene Wirkung des BPA auf die Zebrabarblinge wahrscheinlich.

Bei den Experimenten mit Genistein konnte durch die funktionelle Analyse eine signi-
fikant angereicherte Funktion (GO) festgestellt werden. Diese beschreibt die Funktion
»Zellteilung®. Als regulierte Gene wurden dieser Funktion die fiir verschiedene Zykline
kodierenden Gene ccnal, ccna2, ccnbl, ccnb2 sowie die Gene cdc2, cdc20 und
smarca2 zugeordnet. cdc2 und cdc20 kodieren flir bestimmte Zyklin-abhidngige Kina-
sen. Alle diese Gene wurden um das 2,1 bis 3,6-fache hochreguliert und sind entschei-
dend bei der Zellzykluskontrolle beteiligt. Eine abschlieBende Bewertung iiber die
Wirkmechanismen von Genistein auf die Zellteilung beim Zebrabérbling ist jedoch

nicht moglich, da die Annotationen noch unvollstindig und die Vorgidnge bis heute
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nicht vollstindig geklart sind. Beim Menschen sind die Zykline A und B sowie die
Zyklin-abhingige Kinase Cdc2, die beim Zebrabérbling reguliert wurden, entscheidend
bei der primitotischen Phase (G,-Phase) und Mitosephase (M-Phase) beteiligt. In der
Literatur werden vorwiegend Studien mit humanen Krebszellen beschrieben, bei denen
durch Genistein eine Hemmung der Zellproliferation erreicht wurde (Shen et al. 2000;
Ouchi et al. 2005; Touny und Banerjee 2006). Die vorliegenden Ergebnisse bestitigen
zweifellos einen unmittelbaren Einfluss von Genistein auf die Zellzykluskontrolle beim

Zebrabirbling.

Unter Ignorieren des multiplen Testens wurde die Funktion mit der unpassenden Be-
zeichnung ,,virale Umhiillung® fiir die Zona pellucida-Gene zp2, zp2.2 und zp2.4 mit
einer hohen Einzelsignifikanz von 99,9% nachgewiesen. Die Zona pellucida-Gene zeig-
ten durch Genistein eine deutliche Hochregulation um das 7 bis 8-fache und kodieren
fiir das Eihiillenprotein Zonagenin, das von der reifenden Oozyte als extrazelluldrer
Baustein bendtigt wird. In der Literatur findet sich eine uneinheitliche Nomenklatur zu
den Eihiillenproteinen (siehe Abschnitt 1.1). Erfolgt eine Synthese des Zonagenin in der
Leber, spricht man von Zona radiata-Proteinen. Werden die Eihiillenproteine hingegen
wie beim Zebrabirbling in den Ovarien gebildet, bezeichnet man sie als Zona pellucida-
Proteine (Mold et al. 2001). Bisher konnte bei médnnlichen Fischen eine Induktion der
Zona radiata-Proteine durch 6strogen aktive Substanzen nachgewiesen werden (Arukwe
et al. 1997; Arukwe et al. 1998; Celius et al. 1998b; Celius et al. 1999; Oppen-Berntsen
et al. 1999; Celius et al. 2000; Arukwe et al. 2001). Ein Einfluss auf die Zona pellucida-
Proteine wurde hingegen bisher nicht festgestellt (Liu et al. 2006). Die vorliegenden
Ergebnisse bestitigen diese Arbeiten insoweit, dass die Expression der Zona pellucida-
Gene beim Zebrabérbling nicht durch E2 und BPA reguliert wurde. Durch Genistein
konnte hingegen erstmalig eine deutliche Induktion der Zona pellucida-Gene nachge-

wiesen werden.

Neben den Zona pellucida-Genen zeigten die Gene vtgl, vig3 und veg5 eine starke
Hochregulation. Diese konnten wie erwartet mit hoher Einzelsignifikanz den Funktio-
nen ,,Lipidtransportaktivitdt™ (99,7%) und ,,Lipidtransport™ (98,8%) zugeordnet werden.
Auffillig ist auch die angereicherte Funktion ,,Blutgerinnung®, in der die beteiligten
Gene f2 (Blutgerinnungsfaktor II), fgg (Fibrinogen) und plg (Plasminogen) eine Herun-
terregulation um das 2,2- bis 5,8-fache zeigten. Der Einfluss dstrogener Substanzen auf
die Blutgerinnung wurde auch beim Japanischen Reiskirpfling (Oryzias latipes) nach-

gewiesen (Kawamura ef al. 2002). Zudem wurden dem fiir Chimerin 1 kodierendem
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Gen chnl, das um das 2,3-fache herunterreguliert wurde, vier Funktionen zugeordnet,
die eine Regulation von GTPasen beschreiben. GTPasen fungieren durch alternierende
Bindung der Nukleotide GDP oder GTP als molekulare Schalter in
Signaltransduktionsketten. Sie regulieren den Aufbau des Zytoskeletts und wirken somit
an der Zellgestalt, Zellmigration und Proliferation mit. Fiir Zebrabarblinge konnte nach-
gewiesen werden, dass chnl in der frithen Entwicklung eine entscheidende Rolle spielt.
chnl-Knockdown-Embryos zeigten schwere Missbildungen und eine GAP-
Hyperaktivitét, die zu einer beschleunigten Entwicklung und schmalem Wachstum fiihr-

te (Leskow et al. 2006).

Die Ergebnisse der funktionellen Analysen zeigen, dass die Substanzen E2, BPA und
Genistein eine Ostrogene Wirkung auf die Zebrabérblinge ausiibten. Diese Wirkung
lasst sich am Besten durch die Funktionen ,Lipidtransportaktivitit“ und ,Li-
pidtransport™ beschreiben, die entscheidende Bestandteile der Vitellogenese darstellen.
Daneben zeigten die Zebrabdrblinge angereicherte Funktionen, die sich zwischen den
Substanzen erheblich unterschieden. Dabei waren bei BPA insbesondere Funktionen an
den Ribosomen (Proteinbiosynthese) und bei Genistein Funktionen zur Zellteilung und

Zonagenese ausgepragt.

4.4 Subset-Arrays

Die Herstellung der Microarrays war mit einem gro3en Aufwand verbunden und es be-
durfte einiger Optimierungsmalnahmen, bis eine gleich bleibende, hohe Qualitit ge-
wihrleistet war. Beim Spotten waren die verwendeten Slide-Rohlinge, der Spotting-
Puffer, die Endkonzentration der Sondenlosung sowie die Justierung der Nadeln als
entscheidende Faktoren maf3geblich. Es erwies sich als sinnvoll, die gesamte Anzahl
von Microarrays, die flir die Untersuchung einer Substanz notwendig waren, in einem
Ablauf zu fertigen. Bei der Vorbereitung der Microarrays fiir die Hybridisierungsexpe-
rimente war eine griindlich durchgefiihrte Blockierungsreaktion wichtig, da das Hinter-
grundsignal der gescannten Microarrays durch diese entscheidend beeinflusst wurde.
Die Verwendung von Gene Frames (Kunststoffraihmchen), die ein relativ gro3es Volu-
men an Hybridisierungslosung ermoglichen, stellte sich als sehr zweckmifig heraus.
Zudem konnte durch den Einsatz von Hybridisierungskammern eine Verdunstung von

Hybridisierungsldsung verhindert werden.
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Insgesamt wurden bei E2 50, bei BPA 56 und bei Genistein 48 Hybridisierungsexperi-
mente mit Subset-Arrays durchgefiihrt. Als Proben dienten die Lebergewebe von ménn-
lichen Zebrabérblingen, die fiir elf Tage den in Tabelle 13 aufgefiihrten Konzentratio-
nen ausgesetzt wurden oder in den Kontrollbecken des Durchflusssystems gehalten
wurden (Negativkontrollen). Die iiberlagerten Bilder der Subset-Arrays zeugten von

sehr hoher Qualitdt und erfolgreicher Durchfiihrung der Hybridisierungen.

Tabelle 13: Konzentrationen der Substanzen bei Experimenten mit Subset-Arrays

Substanz Konzentrationen
E2 5; 50; 100; 200; 500 ng/L
BPA 0,1; 2; 20; 200; 400; 1000; 2000 pg/L
Genistein 1; 10; 100; 500; 1000; 5000 pg/L

Die Datenauswertung umfasste eine Normalisierung, bei der die Expressionswerte auf
den Arrays untereinander sowie die Expressionswerte zwischen den Arrays auf einen
Bereich skaliert wurden. Da fiir die Normalisierung konstante Intensititssignale zwi-
schen den Experimenten und Konditionen (Kontrolltier <> exponiertes Tier) notwendig
sind, besteht bei den Subset-Arrays nicht wie bei den Gesamtgenom-Arrays die Mog-
lichkeit der Normalisierung iiber die gesamte Anzahl von Sonden auf dem Array. Bei
den Gesamtgenom-Arrays war dieses Vorgehen sinnvoll, da fiir die meisten Sonden
keine Anderung der Expression erwartet wird. Bei den Subset-Arrays wurde deshalb
iiber zehn Sonden normalisiert, die spezifisch an Housekeeping Gene des Zebra-
bérblings binden. Diese Methode ist derzeitig fiir Subset-Arrays am weitesten verbreitet
(Allison et al. 2006). Durch die durchgefiihrten Normalisierungen konnte eine deutliche
Verbesserung bei der Verteilung der Expressionswerte erzielt werden (sieche Abbildung

37, Seite 89 bis Abbildung 40, Seite 91).

Die statistische Auswertung umfasste fiir jede Substanz die Erstellung von Listen mit
regulierten Sonden fiir die verschiedenen Konzentrationen. Dabei wurde der Parameter
p-value auf kleiner 0,05 gesetzt. Das bedeutet, dass die einzelne Sonde mit 95%iger
Wahrscheinlichkeit signifikant reguliert wurde. Im Anschluss wurden die Ergebnisse
mit Hilfe der Bonferroni-Methode korrigiert. Die Bonferroni-Methode beruht auf dem
Prinzip, bei jedem Einzeltest die Signifikanz so hoch zu wihlen, dass insgesamt wieder
eine Signifikanz von 95% erreicht wird. Die Abschitzung der Fehlerwahrscheinlichkeit

erfolgte beim multiplen Testen (Bonferroni-Korrektur) tiber die Family-Wise Error
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Rate (FWER). Die FWER wihlt man, falls moglichst viele der als signifikant ermittelten
Gene auch tatsdchlich differenziell exprimiert sein sollen (Dudoit et al. 2002). Dieser
Ansatz erscheint bei der experimentellen Methodik mit Subset-Arrays als sinnvoll, da
eine Anderung der Expression bei Genen detektiert werden soll, fiir die eine Regulation
erwartet wird. Die False Discovery Rate (FDR) wéhlt man hingegen, falls moglichst
viele der tatsdchlich differenziell exprimierten Gene auch als signifikant gefunden wer-
den sollen und ein gewisser Anteil an falsch-positiven Genen toleriert werden kann
(Benjamini und Hochberg 1995). Dieser Ansatz erwies sich bei den Gesamtgenom-
Arrays als sehr zweckmaiBig, da als Untersuchungsziel das Auffinden von Markergenen

sowie die Erstellung moglichst umfangreicher Genlisten im Vordergrund standen.
Ergebnisse der Experimente mit Subset-Arrays

Mit den Subset-Arrays wurde die Genexpression von madnnlichen Zebrabérblingen er-
fasst, die fiir elf Tage im Durchflusssystem mit verschiedenen Konzentrationen E2,
BPA und Genistein exponiert wurden. Ziel der Arbeiten war die Untersuchung des Ein-
flusses der Ostrogenen Substanzen auf die Genexpression von niedrigen bis hohen Kon-
zentrationen. Dabei konnte die Funktionalitit und Nachweisgrenze der Microarray-

Technologie bei Verwendung von Subset-Arrays aufgezeigt werden.

Bei den Subset-Arrays wurde bei allen gespotteten Sonden zumindest bei der hochsten
Konzentration eine Anderung der Expression erwartet (ausgenommen bei den House-
keeping Genen). Es zeigte sich jedoch, dass bei E2 lediglich 85%, bei BPA 60% und bei

Genistein 50% der Sonden reguliert wurden.

Bei E2 wurden nach Durchfiihrung der Bonferroni-Methode 22 verschiedene Ge-
ne/Transkripte signifikant reguliert. Diese waren alle in der Gruppe von 500 ng/L. E2
vertreten. vig7 zeigte dabei mit Abstand die stirkste Hochregulation auf gleichem Ex-
pressionsniveau wie bei den Gesamtgenom-Arrays. Bei den anderen Ge-
nen/Transkripten lag das Expressionsniveau zum Teil deutlich niedriger als bei den Ge-
samtgenom-Arrays. vtg7 war auch das einzige Gen, das durch 200 ng/L. E2 signifikant
reguliert wurde. Bei den niedrigeren Konzentrationen von 5, 50 und 100 ng/L. E2 konnte
keine signifikante Anderung der Expression eines Gens/Transkripts nachgewiesen wer-
den. Besonders auffillig war die Regulation von ef/a, das um das 1,5- und 2,0-fache
hochreguliert wurde. Dieses Gen zeigte bei den Untersuchungen mit den Gesamtgenom-
Arrays keine Anderung der Expression und wurde deshalb als Housekeeping Gen fiir

die Normalisierung der Daten von den Subset-Arrays verwendet. Da fiir eine optimale
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Normalisierung gleich bleibende Intensitétssignale notwendig sind, war die Auswertung
der Subset-Arrays nicht so spezifisch wie bei den Gesamtgenom-Arrays. Daher kann
davon ausgegangen werden, dass insbesondere niedrig regulierte Gene/Transkripte nicht

erfasst wurden.

Betrachtete man die Ergebnisse zu E2 unter Ignorieren des multiplen Testens, was nur
durch Festsetzung eines Grenzwertes beim mean fold change (> 1,5) sinnvoll erschien,
konnten in der Gruppe mit 200 ng/L E2 vier weitere Gene als reguliert eingestuft wer-

den.

Bei BPA zeigten nach Durchfiihrung der Bonferroni-Methode keine Gene/Transkripte
eine signifikante Regulation. Auch unter Ignorieren des multiplen Testens konnten le-
diglich wenige Gene/Transkripte als reguliert eingestuft werden. Dabei zeigte vig7 wie-
der als einziges Gen bei 1000 pg/L BPA eine Hochregulation. Bei 2000 pg/L BPA wur-
den insgesamt fiinf Gene/Transkripte reguliert. Das Expressionsniveau lag dabei deut-

lich unter dem bei E2, fiir v#g7 um das 45-fache niedriger.

Bei Genistein zeigte ausschlieBlich das Gen sic2a5 eine signifikante Hochregulation
um das 1,1-fache bei einer Konzentration von 10 pg/L Genistein. Zu den Funktionen
von slc2a5 im Zebrabirbling ist in der Literatur nichts beschrieben. Bei Miusen (Mus
musculus) und Ratten (Rattus norvegicus) wird diesem Gen eine vermittelnde Funktion

beim Transport von Fruktose zugeschrieben (Corpe ef al. 2002; Cui et al. 2004).

Unter Ignorieren des multiplen Testens zeigten bei Genistein nur drei Gene eine Hoch-
regulation bei 5000 pg/L. Das Expressionsniveau war dabei sogar noch niedriger als bei

den BPA-Experimenten. v¢g7 wurde dabei wieder am stérksten reguliert.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass mit den Subset-Arrays im Vergleich
zu den Gesamtgenom-Arrays weniger regulierte Sonden und niedrigere Expressionsni-
veaus detektiert wurden. Dies war zum einen durch das strenge, statistische Verfahren
bei der Fehlerkorrektur bedingt. Einen wesentlicheren Einfluss hatte aber vermutlich
das Normalisierungsverfahren. Die Ergebnisse der Subset-Arrays und der Gesamtge-
nom-Arrays belegen eindeutig, dass Housekeeping Gene bis um den Faktor 2 reguliert
wurden. Eine Regulation von Housekeeping Genen wurde durch verschiedene Arbeits-
gruppen bestétigt (Chang et al. 1998; Zou und Ing 1998; Weisinger et al. 1999; Moe et
al. 2001). Da bei der durchgefiihrten Methodik iiber Housekeeping Gene normalisiert

wurde, war ein Riickgang der Spezifitit unvermeidbar. Ein moderner Ansatz, diesem
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Effekt entgegen zu wirken, ist die Verwendung von Microarray Spike Controls. Dabei
handelt es sich um externe RNA von anderen Organismen, die den Proben in definierter
Menge zugegeben und mit umgeschrieben werden. Bei der Hybridisierung binden diese
dann an spezifische Sonden, die iiber den Microarray verteilt vorliegen und somit zur
Normalisierung und sogar Quantifizierung der Expressionsniveaus herangezogen wer-

den konnen (Allison et al. 2006).

Besonders auffillig war zudem, dass bei den Experimenten zu BPA und Genistein
25 bis 35% weniger Sonden reguliert wurden als bei den Experimenten zu E2. Ferner
war nach Durchfiihrung der Bonferroni-Methode keine statistische Signifikanz mehr
gegeben (auller bei einem Gen). Ursache hierfiir war die Anzahl der durchgefiihrten
Hybridisierungsexperimente. Bei E2 wurden zu jeder Konzentrationsstufe zehn Expe-
rimente durchgefiihrt, bei BPA und Genistein hingegen nur jeweils acht. Die Reduzie-
rung auf acht Experimente erfolgte aufgrund von statistischen Berechnungen bei Ge-
samtgenom-Arrays, die fiir diese Anzahl eine ausreichend hohe Spezifitdt versprachen
(siche Abschnitt 3.3, Abbildung 31, Seite 75). Weitere Griinde, die fiir eine Reduzie-
rung der Experimente sprachen, waren eine erhebliche Minimierung des experimentel-
len Aufwands und der Kosten sowie die Vermeidung von unndtigen Tierversuchen.
Wegen der bereits aufgefiihrten, methodischen Griinde waren die Berechnungen von

den Gesamtgenom-Arrays jedoch nicht auf die Subset-Arrays tibertragbar.

Die durchgefiihrten Experimente mit den Subset-Arrays zeigten, dass die Methodik im
Grunde gut funktionierte. v¢zg7 wies bei allen drei Substanzen die hochste Regulation
auf. Dadurch konnten die Ergebnisse der Gesamtgenom-Arrays bestétigt werden, dass

vtg7 als Markergen fiir den Nachweis Ostrogener Wirkungen hervorragend geeignet ist.

Fir E2 wurde mit den Subset-Arrays eine signifikante Vitellogenin-Induktion bei 200
ng/L E2 nachgewiesen. Dieses Ergebnis wurde durch die quantitative PCR (qPCR)
bestétigt. Folglich ermdglicht die Microarray-Technologie bei durchdachter Methodik

eine zuverldssige Bestimmung von Effektkonzentrationen.

Einen entscheidenden Einfluss auf die Spezifitit der Subset-Arrays hat das angewandte
Normalisierungsverfahren. Dabei empfiehlt sich eine Normalisierung tiber Microarray
Spike Controls. Die Arbeiten zeigten, dass Subset-Arrays insbesondere fiir Untersu-
chungen geeignet sind, die auf eine Erfassung der Expression einer Vielzahl von Mar-
kergenen abzielen. Fiir diese stellen sie eine kostengiinstige, praktikable und zuverléssi-

ge Methode dar.
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5 Zusammenfassung

Thema der vorliegenden Arbeit war die Erfassung und Bewertung von Genexpressi-
onsmustern von Zebrabérblingen (Danio rerio) nach Belastung mit dstrogenen Substan-
zen. Hierflir wurde zunichst die DNA-Microarray-Technologie etabliert. Die Expositio-
nen mit den dstrogenen Substanzen 17B-Ostradiol (E2), Bisphenol A (BPA), Genistein
und 17a-Ethinylostradiol (EE2) als Positivkontrolle erfolgten im Durchflusssystem, das
durch konstante Expositionsbedingungen eine kontinuierliche Belastung der Fische ge-
wihrleistete. Der Konzentrationsbereich der Substanzen erstreckte sich von niedrigen
bis zu hohen Dosen, fiir die bereits eine Ostrogene Wirkung nachgewiesen wurde. Die
Effektkonzentrationen der Ostrogenen Substanzen wurden mit Hilfe der quantitativen
Polymerase-Kettenreaktion (QPCR) ermittelt, die eine Analyse der Expression einzelner
Markergene erlaubt. Als Markergen fand hierbei das Gen vtg/ Anwendung, das fiir das
Eidotter-Vorlduferprotein Vitellogenin kodiert. Die Vitellogenin-Synthese ist norma-
lerweise nur in weiblichen Fischen existent, kann aber in Méannchen durch Gstrogene
Substanzen induziert werden. Nach elftigiger Exposition wurde in ménnlichen Zebra-
barblingen eine signifikante Vitellogenin-Induktion bei 200 ng/L E2, 2000 pg/L BPA
und 5000 pg/L Genistein nachgewiesen.

Im Anschluss wurde mit der DNA-Microarray-Technologie die Expression einer Viel-
zahl von Genen parallel untersucht. Zu diesem Zweck wurden Gesamtgenom-Arrays
mit 14067 unterschiedlichen Sonden verwendet. Die Experimente mit den Gesamtge-
nom-Arrays wurden mit den Konzentrationen 500 ng/L E2, 1000 pg/L BPA und 5000
ng/L Genistein durchgefiihrt, da fiir diese eine deutliche Anderung der Genexpression
von Vitellogenin beobachtet wurde. Dabei wurden fiir jede Substanz Listen mit signifi-
kant regulierten Genen erstellt. Durch den Vergleich der regulierten Gene zwischen den
Substanzen wurden schlieBlich die Vitellogenin-Gene vzg5 und v¢g7 als am Besten ge-

eignete Markergene zum Nachweis Ostrogener Wirkungen identifiziert.

Die Bewertung der Genexpressionsmuster erfolgte durch funktionelle Analyse unter
Verwendung von Gene Ontologies, die biologische Prozesse im Zebrabdrbling be-
schreiben. Die Ergebnisse bestétigten die Ostrogene Wirkung von E2, BPA und Ge-
nistein. Daneben zeigten die Zebrabiarblinge angereicherte Funktionen, die sich zwi-

schen den Substanzen erheblich unterschieden. Bei BPA waren insbesondere Funktio-
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nen an den Ribosomen (Proteinbiosynthese) und bei Genistein Funktionen zur Zelltei-

lung und Zonagenese ausgepragt.

SchlieBlich erfolgte eine Untersuchung weiterer Konzentrationen mit Subset-Arrays, die
eine Auswahl von Genen trugen, fiir die eine Regulation erwartet wurde. Dabei konnten
aufschlussreiche Erfahrungen zu der Methodik gesammelt und unter geeigneten Ver-
suchsbedingungen die Nachweisgrenze der qPCR bestitigt werden. Ebenso zeigte sich,
dass Subset-Arrays bei der Verwendung geeigneter Normalisierungsverfahren eine kos-
tenglinstige, praktikable und zuverldssige Methode sind, die eine gleichzeitige Erfas-

sung der Expression einer Vielzahl von Markergenen ermoglicht.
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Anhang A: Bestellnummern und Geninformationen der

Sonden
Bestellnummer  Zugangsnummer Bezeichnung des Open Reading Frame Symbol
#00032 NM _131829.1 zona pellucida glycoprotein 2.4 zp2.4
#00043 NM_131263.1 elongation factor 1-alpha efla
#00054 NM_131241.1 complement component bfb bfb
#00167 NM_199683.1 zgc:56330 zgc:56330
#00181 BC065653.1 type I cytokeratin, enveloping layer cytl
#00186 ALS591391.5 Zebrafish DNA sequence from clone
BUSM1-186F8 in linkage group 7
#00226 BC095596.1 zona pellucida glycoprotein 2.4 zp2.4
#00374 NM_130912.1 catalase cat
#00430 NM_152954.1 cytochrome P450, subfamily I1J cyplja
(arachidonic acid epoxygenase) polypeptide a
#00562 XM _688789.1 similar to vitellogenin 3 precursor LOC565509
#00651 NM_200752.1 ribosomal protein S7 rps7
#00937 NM_131070.2 midkine-related growth factor mdka
#01171 NM_213094.1 zgc:76908 gapdhs
#01364 NM_131438.1 octamer-binding transcription factor 1 octl
#01821 BC055167.1 Danio rerio cDNA clone IMAGE:5602480
#02130 NM_152949.1 cyclin A2 ccna?
#02156 NM_130939.1 cthl cthl
#02178 NM_131603.2 runt-related transcription factor 1 runx]
#02197 XM_686311.1 similar to kinesin family member 1B isoform alpha LOC562945
#02353 NM_001007208.1 coagulation factor V &)
#02595 AL954384.11 Zebrafish DNA sequence from clone
CH211-146L13 in linkage group 6, complete sequence
#02612 NM_199526.1 discs, large (Drosophila) homolog 1 digl
#02721 NM_131040.1 engrailed 2b eng2b
#02741 AC024175.3 Danio rerio mitochondrial genome, complete sequence
#02980 XM _694955.1 similar to prominin LOCS571374
#03055 NM_152966.1 homogentisate 1,2-dioxygenase hgd
#03126 NM_001005953.1 zgc:103632 zgc:103632
#03268 NM_130948.1 decapentaplegic and Vtg-related 1 dvrl
#03336 NM _131338.1 complement component factor B bf
#03427 NM_178298.2 selenoprotein P, plasma, 1b sepplb
#03495 XM_682144.1 similar to 10 kda Ca(2+)-binding S-100 protein LOC558870
#03519 NM_199577.1 2gc:65956 zgc:65956
#03807 NM_001007768.1 zgc:92055 zgc:92055
#03985 AC024175.3 NADH dehydrogenase subunit 5 nd5
#04050 AF254638.1 vitellogenin 3, phosvitinless vtg3
#04068 NM_131540.1 homeo box ASa hoxaSa
#04173 NM_131513.1 cyclin B1 cenbl
#04431 NM_001013272.1 im:6892314 im:6892314
#04492 XM_678470.1 solute carrier family 2 (facilitated glucose/ slc2a5
fructose transporter), member 5
#04531 NM_200892.1 thioredoxin domain containing 4 (endoplasmic reticulum) txndc4
#04614 XM_686594.1 hemopexin hpx
#04672 NM_131233.1 GATA-binding protein 2 gata?
#05003 NM_178222.2 single-minded homolog 1 (Drosophila) siml
#05176 XM _703310.1 similar to Hypothetical UPF0195 protein CGI-128 homolog LOCS562168
#05346 NM_212649.1 aldehyde dehydrogenase 3 family, member A2 aldh3a?2
#05368 NM_201060.1 ribosomal protein L18a rpll8a
#05463 BC095386.1 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gapdh
#05637 NM_213107.1 ribosomal protein L4 rpld
#05667 NM_200458.2 eukaryotic translation elongation factor 2, like eef2l
#05830 NM_198140.1 translationally controlled tumor protein tetp
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Bestellnummer  Zugangsnummer Bezeichnung des Open Reading Frame Symbol

#05851 BC049404.1 phosphoglycerate mutase 1 pgaml
#05946 NM_180964.2 claudin d cldnd
#05981 BX569779.35 Zebrafish DNA sequence from clone

CH211-11319 in linkage group 11, complete sequence
#06147 XM_682549.1 vitellogenin 6 vig6
#06233 NM_131552.1 mesoderm posterior b mespb
#06261 BC056276.1 zgc:65770 ctnnb2
#06947 XM _682299.1 similar to myosin containing PDZ domain LOC559005
#06962 NM_170767.1 vitellogenin 1 vigl
#07030 NM_001003847.1 THO complex 2 thoc2
#07050 NM_131853.1 neuroglobin ngb
#07095 NM_212678.1 carbohydrate (chondroitin) synthase 1 chysl
#07195 NM_130920.1 retinol binding protein 4, plasma rbp4
#07343 NM_131379.1 Kallmann syndrome 1b sequence kallb
#07441 BC066713.1 swelling dependent chloride channel icln
#07666 NM_199989.1 zgc:56425 zgc:56425
#07758 NM_001007768.1 2gc:92055 zgc:92055
#07832 NM_173240.1 BRG1/brm-associated factor 53A baf53a
#07850 NM _131827.1 zona pellucida glycoprotein 2.2 zp2.2
#07971 BX682558.6 Zebrafish DNA sequence from clone DKEY-225F5

in linkage group 3, complete sequence
#07990 NM_001003728.1 zgc:92237 zgc:92237
#08000 AL935053.6 Zebrafish DNA sequence from clone

CH211-162M14, complete sequence
#08036 NM_213284.1 zgc:85811 zgc:85811
#08049 NM_199662.1 Dnal (Hsp40) homolog, subfamily A, member 1, like dnajall
#08087 AY729649.1 Danio rerio vitellogenin 7 (vtg7) mRNA, partial cds vtg7
#08103 NM_131804.1 nothepsin nots
#08109 NM_131534.1 homeo box A3a hoxa3a
#08162 XM_688719.1 similar to ubiquitin specific protease 8 LOC565434
#08169 BX927163.31 Zebrafish DNA sequence from clone DKEY-126A1 in

linkage group 22, complete sequence
#08214 NM_205580.1 v-mos Moloney murine sarcoma viral oncogene homolog mos
#08233 BC064291.1 elongation factor 1-alpha efla
#08534 NM_001030082.1 forkhead box P2 foxp2
#08728 BC067580.1 ribosomal protein L4 rpld
#08756 NM_001001946.1 alcohol dehydrogenase 8a adh8a
#08758 NM_131696.1 zona pellucida glycoprotein 3 b zp3b
#08765 NM_213015.1 splicing factor, arginine/serine-rich 1, like sfrsil
#08858 NM_131718.1 sine oculis homeobox homolog 4.2 six4.2
#08874 NM_201298.1 SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent smarcel

regulator of chromatin, subfamily e, member 1
#08886 NM _212641.2 proliferation-associated 2G4 ,b pa2gdb
#09054 CR550308.6 Zebrafish DNA sequence from clone DKEY-14F20 in

linkage group 8, complete sequence
#09080 NM _131189.1 DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 1 dnmtl
#09301 NM_200235.1 zgc:55856 zgc:55856
#09391 NM_182863.1 serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade C serpincl

(antithrombin), member 1
#09458 NM_131674.1 aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator 2 arnt2
#09580 XM _687486.1 similar to Forkhead box protein P1 LOC564127
#09662 NM_131802.1 ceruloplasmin cp
#09694 NM_152960.1 fatty acid binding protein 10, liver basic fabpl0
#09754 NM_131023.1 ephrin B2a efnb2a
#09758 XM _687486.1 similar to Forkhead box protein P1 LOC564127
#09776 XM _687533.1 similar to brain-selective kinase 2 isoform gamma LOC564185
#09943 NM_173235.1 ribosomal protein L24 rpl24
#09965 NM_131128.1 apolipoprotein A-I apoa
#10198 NM_001017824.1 zgc:109868 zgc:109868
#10274 NM_131347.1 uroporphyrinogen decarboxylase urod
#10283 NM_131151.1 proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 5 psmb5
#10285 NM_200210.1 pdgfa associated protein 1 pdapl
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Bestellnummer  Zugangsnummer Bezeichnung des Open Reading Frame Symbol

#10451 NM_152959.1 estrogen receptor 1 esrl
#10542 NM_199522.1 ras homolog gene family, member E arhe
#10706 NM_214756.1 nicotinamide nucleotide transhydrogenase nnt
#10792 NM_200047.1 ribosomal protein L7a rpl7a
#10815 NM_213481.1 guanine nucleotide binding protein (G protein), gnbll

beta polypeptide 1, like
#10879 NM_001003840.1 EBNAI binding protein 2-like ebnalbp2l
#11036 NM_001002378.1 2gc:92066 2gc:92066
#11056 NM_001034178.1 zgc:123245 zgc:123245
#11421 XM_685205.1 similar to Ankyrin repeat domain protein 11 LOC561805

(Ankyrin repeat-containing cofactor-1)
#11494 NM_173247.1 solute carrier family 25 alpha, member 5 sle25a5
#11552 BC067566.1 bactin2 bactin2
#11761 CR759865.13 Zebrafish DNA sequence from clone CH211-118E11 in

linkage group 18, complete sequence
#11857 NM_001034987.1 integrin betal subunit-like protein 2 itghl
#11927 NM_001002448.1 2gc:92346 zgc:92346
#12026 NM_001002230.1 tubulin, alpha 7 like tuba7l
#12110 NM_201582.1 excision repair cross-complementing rodent repair ercc3

deficiency, complementation group 3
#12152 XM_693517.1 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 15 dhx15
#12161 BX537342.6 Zebrafish DNA sequence from clone CH211-198P11 in

linkage group 3, complete sequence
#12685 XM _703516.1 similar to non-neuronal splice variant nPTB4 LOC562434
#12936 NM_001025189.1 zge:114012 vigs
#12988 NM_131329.2 myosin, light polypeptide 7, regulatory myl7
#13048 NM_212690.1 phospholipase A2-activating protein plaa
#13164 NM_205627.2 receptor interacting protein kinase 5 ripk5
#13260 NM_212986.1 hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 hprtl
#13370 NM_001004652.1 2gc:103765 coxl7
#13870 NM_212784.1 ribosomal protein L13a rpll3a
#13940 BX545848.23 Zebrafish DNA sequence from clone DKEY-8019 in

linkage group 20
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Anhang B: Gene IDs

Nachfolgend sind die Gene IDs der Subset-Arrays aufgefiihrt. Sie beinhalten Informati-
onen iiber die Lokalisierung der Sonden auf den Microarrays und geben die Bestell-

nummern von Ocimum Biosolutions an.

B.1 Gene ID der Microarrays fir E2-Proben

Meta-Reihe Meta-Spalte Reihe  Spalte  Bestell-Nr.
3 #00043
#00562
#01171
#03268
#03519
#04050
#04614
#04672
#05176
#05346
#06233
#06261
#06947
#06962
#07030
#07095
#07343
#07666
#07758
#07832
#07971
#08000
#08049
#08087
#08103
#08109
#08162
#08169
#08233
#08534
#09054
#09301
#09580
#09754
#09758
#10198
#10285
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Meta-Reihe Meta-Spalte Reihe  Spalte  Bestell-Nr.

1 1 1 3 #10451
2 1 2 1 #10706
2 1 1 3 #10815
2 1 2 2 #11552
1 1 1 4 #11857
2 2 2 6 #12026
1 2 1 2 #12110
1 1 1 1 #12152
1 1 1 6 #12161
1 2 2 3 #13164
2 2 1 2 #13260
2 1 2 5 #13370
1 2 3 1 #13940

B.2 Gene ID der Microarrays fur BPA-Proben

Meta-Reihe Meta-Spalte Reihe  Spalte  Bestell-Nr.
2 2 3 #00043
#00562
#01171
#03268
#03519
#04050
#04614
#04672
#05176
#05346
#06233
#06261
#06947
#06962
#07030
#07095
#07343
#07666
#07758
#07832
#07971
#08000
#08049
#08087
#08103
#08109
#08162
#08169
#08233
#08534
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Meta-Reihe Meta-Spalte Reihe  Spalte  Bestell-Nr.
1 2 4 #09054
#09301
#09580
#09754
#09758
#10198
#10285
#10451
#10706
#10815
#11552
#11857
#12026
#12110
#12152
#12161
#13164
#13260
#13370
#13940
#00651
#01364
#02595
#02612
#03126
#03495
#04050
#04068
#04431
#04531
#05368
#05463
#05637
#05667
#05830
#05851
#05981
#06147
#07050
#07990
#08728
#08765
#08874
#08886
#09943
#10283
#10792
#10879
#11036
#11056
#11494
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DN A D W WNRDNNR ANV U DR WWNDND=,~R,O3OAOGO WU WUDRAR B WWNDNDEREOUNODND WO RDNOANPRDNDWR WND~DNDR~RO W



Anhang B: Gene IDs 139

Meta-Reihe Meta-Spalte Reihe  Spalte  Bestell-Nr.

1 2 4 5 #11761
1 1 4 6 #11927
1 2 4 6 #12685
2 1 4 1 #12988
2 2 4 1 #13048
2 1 4 2 #13870

B.3 Gene ID der Microarrays fur Genistein-Proben

Meta-Reihe Meta-Spalte Reihe  Spalte  Bestell-Nr.
2 2 3 #00043
#00562
#01171
#03268
#03519
#04050
#04614
#04672
#05176
#05346
#06233
#06261
#06947
#06962
#07030
#07095
#07343
#07666
#07758
#07832
#07971
#08000
#08049
#08087
#08103
#08109
#08162
#08169
#08233
#08534
#09054
#09301
#09580
#09754
#09758
#10198
#10285
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Meta-Reihe Meta-Spalte Reihe  Spalte  Bestell-Nr.

1 1 1 3 #10451
2 1 2 1 #10706
2 1 1 3 #10815
2 1 2 2 #11552
1 1 1 4 #11857
2 2 2 6 #12026
1 2 1 2 #12110
1 1 1 1 #12152
1 1 1 6 #12161
1 2 2 3 #13164
2 2 1 2 #13260
2 1 2 5 #13370
1 2 3 1 #13940
1 1 3 2 #00032
1 2 3 2 #00054
1 1 3 3 #00167
1 2 3 3 #00181
1 1 3 4 #00186
1 2 3 4 #00226
1 1 3 5 #00374
1 2 3 5 #00430
1 1 3 6 #00937
1 2 3 6 #01821
2 1 3 1 #02130
2 2 3 1 #02156
2 1 3 2 #02178
2 2 3 2 #02197
2 1 3 3 #02353
2 2 3 3 #02721
2 1 3 4 #02741
2 2 3 4 #02980
2 1 3 5 #03055
2 2 3 5 #03336
2 1 3 6 #03427
2 2 3 6 #03807
1 1 4 1 #03985
1 2 4 1 #04173
1 1 4 2 #04492
1 2 4 2 #05003
1 1 4 3 #05946
1 2 4 3 #07195
1 1 4 4 #07441
1 2 4 4 #07850
1 1 4 5 #08036
1 2 4 5 #08214
1 1 4 6 #08756
1 2 4 6 #08758
2 1 4 1 #08858
2 2 4 1 #09080
2 1 4 2 #09391
2 2 4 2 #09458
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Meta-Reihe Meta-Spalte Reihe  Spalte  Bestell-Nr.

2 1 4 3 #09662
2 2 4 3 #09694
2 1 4 4 #09776
2 2 4 4 #09965
2 1 4 5 #10274
2 2 4 5 #10542
2 1 4 6 #11421
2 2 4 6 #12936
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Anhang C: Signifikant regulierte Sonden
fur p < 0,05 und f.c. > 2

C.1 Regulierte Sonden nach Exposition mit 500 ng/L E2 fur elf

Tage

Bezeichnung des Open Reading Frame Symbol Zugangsnummer f.c. p-value
ETs hochreguliert

vitellogenin 2 vig2 AY729644.1 44533 1,51E-08
vitellogenin 7 mRNA, partial cds vtg7 AY729649.1 44237  9,23E-09
vitellogenin 5 vigs NM_001025189.1 410,51 4,21E-09
vitellogenin 1 vigl AY034146.1 283,53 2,25E-08
vitellogenin 6 vig6 XM_682549.1 248,46 1,45E-08
nicotinamide nucleotide transhydrogenase nnt NM_214756.1 94,13  7,72E-07
receptor interacting protein kinase 5 ripk5 NM 205627.2 63,55 8,95E-05
homeo box A3a hoxa3a NM 131534.1 31,01  1,51E-06
pdgfa associated protein 1 pdapl NM 200210.1 2493 1,89E-05
carbohydrate (chondroitin) synthase 1 chysl NM 212678.1 20,66 9,86E-05
nuclear receptor subfamily 1, group d, nridl NM_205729.1 18,61 4,42E-04
member 1

catenin beta 2 ctnnb2 BC056276.1 17,82  3,60E-06
forkhead box P2 foxp2 NM_001030082.1 17,65 4,88E-05
THO complex 2 thoc2 NM_001003847.1 16,15 5,15E-04
1(3)mbt-like 2 (Drosophila) [3mbtl2 NM_200032.1 14,90 4,79E-06
excision repair cross-complementing rodent ercc3 NM 201582.1 12,95 5,59E-04
repair deficiency, complementation group 3

DnalJ (Hsp40) homolog, subfamily A, dnajall NM 199662.1 9,94 9,08E-05
member 1, like

vitellogenin 3, phosvitinless vtg3 AF254638.1 9,76  3,43E-04
nuclear factor of activated T-cells 5, tonicity  nfats NM_199895.1 9,39 3,13E-04
-responsive

cyclin B2 cenb?2 NM_199430.1 8,73 2,19E-05
nothepsin nots NM 131804.1 6,82 2,97E-05
estrogen receptor | esrl NM 152959.1 6,66 3,59E-04
TBC1 domain family, member 7 tbcld7 NM 200777.1 5,97 3,16E-03
activin A receptor, type IB acvrlb NM 130990.1 5,88 3,12E-03
decapentaplegic and Vg-related 1 dvrl NM_130948.1 5,74 3,30E-04
integrin betal subunit-like protein 2 itghl NM 001034987.1 5,05 1,83E-05
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Bezeichnung des Open Reading Frame Symbol Zugangsnummer f.c. p-value
forkhead box A2 foxa2 NM_130949.1 4,59 1,33E-02
S-adenosylhomocysteine hydrolase-like 2 ahceyl2 NM 201340.1 4,31 2,50E-02
tumor protein p73-like tp731 BC076530.1 4,27 8,44E-03
eukaryotic translation termination factor 1 etfl NM 201460.2 4,26 9,53E-06
cleavage and polyadenylation specific factor cpsf! AY648799.1 4,13 1,65E-05
1

heat shock 60kD protein 1 (chaperonin) hspdl NM 181330.3 4,03 1,53E-02
guanine nucleotide binding protein (G gnbll NM 213481.1 3,86 8,89E-05
protein), beta polypeptide 1, like

3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase hibadh NM 201160.1 3,49 1,39E-02
mesoderm posterior b mespb NM 131552.1 3,36 8,05E-04
reticulon 1 rtnl BC071446.1 3,33 1,07E-03
jagged 2 jag2 AF229450.1 3,18 2,16E-02
dermatan sulfate proteoglycan 3 dspg3 NM 001017903.1 3,18 6,42E-04
Rac GTPase-activating protein 1 racgapl NM _199631.1 3,09 2,68E-03
valosin containing protein vep NM 201481.1 3,03 3,18E-04
homeo box A2b hoxa2b NM_131106.1 2,68 3,36E-02
ephrin A2 efna2 BC080234.1 2,57 4,68E-02
vitellogenin 2 vtg2 XM 682944.1 2,41  4,92E-03
engrailed 1b englb AF071237.1 2,33 2,40E-02
pleckstrin homology domain containing, plekhal NM 213436.1 2,28 1,11E-03
family A  (phosphoinositide

specific) member 1

talin 1 tinl NM_001009560.1 2,23 6,36E-03
protein inhibitor of activated STAT, 4 pias4 NM 213403.2 2,11  2,90E-02
FK506 binding protein 11 fkbpll NM_001012249.1 2,11 5,87E-03
CDKS5 regulatory subunit associated protein  cdkall NM_200627.1 2,06 8,59E-03
1-like 1

TCs hochreguliert

similar to vitellogenin LOC557092 XM_680074.1 159,18 1,11E-06
7gc:92055 zgc:92055 NM_001007768.1 43,46 3,58E-06
similar to myosin containing PDZ domain LOC559005 XM _682299.1 33,40 1,30E-04
Zebrafish DNA AL935053.6 28,78  9,68E-06
CH211-162M14, complete sequence

Zebrafish DNA BX901973.12 28,39 2,76E-04
DKEY-26L17 in linkage group 3, complete

sequence

Zebrafish DNA BX640593.8 24,06 2,96E-06
DKEY-183C16 in

complete sequence

zgc:56425 zgc:56425 NM_199989.1 18,52 8,98E-05
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Bezeichnung des Open Reading Frame Symbol Zugangsnummer f.c. p-value
Zebrafish DNA sequence from clone BX545848.23 17,12 4,35E-05
DKEY-8019 in linkage group 20 Contains

the gene for a novel protein (zgc:63746), the

gene for a novel protein (zgc:55614), the

gene for the 5' end of a novel protein similar

to mouse and human cyclin-dependent

kinase (CDC2-like) 11 (CDK11), the gene

for a novel protein similar to vertebrate

mitogen-activated protein kinase kinase

kinase 5 (MAP3K5), a novel gene and

eleven CpG islands, complete sequence

7gc:109973 zge:109973  NM_001020540.1 16,08 6,82E-04
similar to vitellogenin 3 precursor LOC565509 XM _688789.1 15,93 4,43E-06
Zebrafish DNA sequence from clone BX682558.6 14,65 4,31E-04
DKEY-225F5 in linkage group 3, complete

sequence

similar to Forkhead box protein P1 LOCS564127 XM_687486.1 13,15 1,75E-04
similar to vitellogenin 1 LOC559475 XM_686219.1 12,00 4,24E-04
zgc:123049 zge: 123049  BC086809.1 11,05 3,31E-04
7gc:63647 zgc:63647 NM 2010771 10,65 8,78E-05
zgc:110689 zge: 110689  NM_001020477.1 10,50 4,06E-03
similar to tuberous sclerosis 2 LOC567524 XM_690820.1 10,41 2,74E-03
7gc:109868 zge:109868  NM_001017824.1 10,20 1,59E-05
zgc:100913 zge:100913  NM_001003751.1 9,86 4,44E-03
Zebrafish DNA sequence from clone BX640507.8 8,95 5,22E-03
DKEY-9701 in linkage group 14, complete

sequence

similar to WNK lysine deficient protein LOCS557091 XM 680072.1 8,93 4,60E-03
kinase 4

Zebrafish DNA sequence from clone A1.929032.10 8,84 5,08E-04
DKEY-4C23 in linkage group 22, complete

sequence

Zebrafish DNA sequence from clone CR388075.14 6,67 1,69E-04
DKEY-223L3 in linkage group 4, complete

sequence

Zebrafish DNA sequence from clone BX927163.31 6,09 6,70E-05
DKEY-126A1 in linkage group 22,

complete sequence

Zebrafish DNA sequence from clone CR626888.9 5,89 1,44E-04
CH211-250B7 in linkage group 16,

complete sequence

7gc:55456 zgc:55456 NM _197942.1 5,47 4,39E-03
zgc: 77836 zgc:77836 NM 213196.1 4,77 2,28E-03
zgc:112538 zge:112538 NM_001017741.2 4,53 1,16E-03
similar to tensin-like SH2 domain CH2II- XM _693973.1 447 8,57E-03
containing 1 191424.2

similar to RAN binding protein 5 LOC569455 XM_692846.1 4,09 1,18E-02
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Bezeichnung des Open Reading Frame Symbol Zugangsnummer f.c. p-value
Danio  rerio clone CH211-218M15, AC144711.2 4,07 1,51E-03
complete sequence

zgc:56142 zgc:56142 NM _213003.1 4,00 7,95E-03
Zebrafish DNA sequence from clone BX004832.9 3,81 3,69E-03
CH211-89M19, complete sequence

7gc:63663 zgc:63663 NM_200614.1 3,76  5,17E-03
Zebrafish DNA sequence from clone CR450820.5 3,73 1,88E-04
CH211-209J18 in linkage group 12,

complete sequence

Zebrafish DNA sequence from clone CR354383.8 3,71 7,28E-07
CH211-12307 in linkage group 21,

complete sequence

similar to Tumor necrosis factor-inducible LOC567311 XM_690606.1 3,71 1,56E-03
protein TSG-6 precursor (TNF-stimulated

gene 6 protein) (Hyaluronate-binding

protein)

zgc:110312 zge:110312  NM _001020583.1 3,70  8,26E-04
Zebrafish DNA sequence from clone CR381676.9 3,46 1,32E-03
CH211-11J2 in linkage group 7, complete

sequence

similar to alpha-2-macroglobulin-1 LOC567732 XM _691032.1 3,41 7,06E-03
Zebrafish DNA sequence from clone BX640522.13 3,37 4,44E-04
CH211-257019 in linkage group 15,

complete sequence

similar to mKIAA1148 protein LOC568810 XM _692165.1 3,29 1,83E-02
Zebrafish DNA sequence from clone BX649282.8 3,10 4,58E-02
DKEYP-3F10 in linkage group 11,

complete sequence

7gc:55652 zgc:55652 NM 199775.1 3,09 1,05E-02
Zebrafish DNA sequence from clone BX571728.14 2,99 1,81E-02
DKEY-21007 in linkage group 6, complete

sequence

similar to ubiquitin specific protease 10 LOC564632 XM_680529.1 2,96 3,40E-04
Zebrafish DNA sequence from clone AL935207.6 296 1,88E-02
CH211-251J8, complete sequence

Zebrafish DNA sequence from clone BX649300.4 2,80 4,39E-02
CH211-195116 in linkage group 23,

complete sequence

similar to Putative eukaryotic translation LOC562666 XM 686041.1 2,75 3,48E-02
initiation factor 3 subunit (eIF-3)

zgc:77407 zge: 77407 NM 213266.1 2,73 1,98E-02
similar to putative protein, with a coiled LOC571179 XM 694744.1 2,67 3,76E-03
coil-4 domain, of bilaterial origin (4H869)

zgc:112431 zge:112431  NM 001017782.1 2,56 1,24E-02
hypothetical protein LOC554662 LOC554662 XM _697410.1 2,50 1,62E-02
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Bezeichnung des Open Reading Frame Symbol Zugangsnummer f.c. p-value
Zebrafish DNA sequence from clone BX470088.11 2,26  3,02E-02
DKEY-171E12 in linkage group 7,

complete sequence

similar to Family with sequence similarity LOC563470 XM 686831.1 2,25 1,21E-02
63, member A

zgc:110658 zge: 110658  NM 001017879.1 2,21  3,40E-03
Zebrafish DNA sequence from clone AL672176.10 2,20 1,97E-02
BUSMI1-12F11 in linkage group 19

Contains the 3' part of the rxrb gene for

retinoid x receptor beta, a novel gene, the

collla2 gene for collagen type XI alpha-2,

the fabgl gene for FabG (beta-ketoacyl-

[acyl-carrier-protein] reductase, E. coli)

like, and the 3' part of the brd2 gene for

bromodomain-containing protein 2,

SIS SRS S S nacroglobulin- 1 LOC568842 XM _692198.1 2,07 3,67E-02
7gc:55283 zgc:55283 NM 200997.1 2,05 1,21E-06
similar to sodium-calcium exchanger LOC557499  XM_680579.1 2,02 1,30E-02
ETs herunterreguliert

hemopexin hpx XM_686594.1 -4,84  5,04E-04
aldolase b, fructose-bisphosphate aldob NM 194367.3 -4,58 1,59E-02
glutathione peroxidase 4a gpx4a NM_001007282.1 -3,93  3,43E-02
fatty acid binding protein 10, liver basic fabpl0 NM_152960.1 -3,35  2,06E-02
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  gapdh BC095386.1 -3,32 2,05E-02
bactin2 bactin2 NM_181601.3 -3,31  8,63E-03
ferritin, heavy polypeptide 1 fthl NM 131585.1 -3,24  4,81E-02
alcohol dehydrogenase 8a adh8a NM_001001946.1 -3,07  1,69E-02
actin, alpha 1, skeletal muscle actal NM_131591.1 -3,06 1,17E-02
serine (or cysteine) proteinase inhibitor, serpinal NM_001013259.1 -3,05 3,27E-02
clade A (alpha-1 antiproteinase,

antitrypsin), member 1

wdr45 like wdr451 NM_200240.1 -2,95 1,93E-03
signal peptid peptidase 3 sppl3 NM_001015068.1 -2,84  2,43E-02
trypsin try AJ297822.1 -2,77  3,08E-02
midkine-related growth factor mdka NM 131070.2 -2,71  9,63E-03
fatty acid binding protein 2, intestinal fabp?2 AY266452.1 -2,69  2,32E-02
glyceraldehyde-3-phosphatase  dehydroge- gapdhs NM _213094.1 -2,64  3,55E-02
nase, spermatogenic

polymerase (RNA) III (DNA directed) po- polr3e NM_212754.1 -2,61 1,67E-02
lypeptide E

ras homolog gene family, member E arhe NM 199522.1 -2,54  9,96E-03
neurocan ncan AB127940.1 -2,48 2,32E-02
casein kinase 1, delta like csnkldl NM_199583.1 2,46  7,92E-03
keratin 18 krtl8 NM_178437.2 -2,42  4,40E-02
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membrane associated guanylate kinase, magil NM_001007063.1 -2,40  2,51E-02
WW and PDZ domain containing 1

SRB7 suppressor of RNA polymerase B surb7 NM 213423.1 -2,38  2,76E-03
homolog (yeast)

carboxypeptidase A cpa NM _199271.1 -2,36  4,87E-03
ba2 globin, like ba2l BC076356.1 -2,35  4,75E-02
MY C binding protein 2 mychp?2 NM 001012247.1 -2,34  1,10E-02
SEC6-like 1 (S. cerevisiae) sec6ll NM 212715.1 -2,33  1,02E-02
retinol binding protein 2a, cellular rbp2a NM 153004.1 -2,32 4,54E-02
polymerase (DNA directed), epsilon 2 pole2 NM_173246.1 -2,32 2,70E-02
elastase 2 like ela2l NM 212835.1 -2,31  4,05E-02
MYST histone acetyltransferase 2 myst2 NM 212635.1 -2,30  1,56E-02
adiponectin receptor 1b adiporlb NM 213500.1 -2,28 6,81E-03
bactinl bactinl NM_131031.1 -2,28  3,37E-02
tubulin, alpha 7 like tuba7l NM_001002230.1 -2,27  6,01E-04
serine (or cysteine) proteinase inhibitor, serpincl NM_182863.1 -2,25  4,36E-02
clade C (antithrombin), member 1

fatty acid binding protein 1b fabplb NM 001024651.1 -2,24  4,40E-02
chimerin (chimaerin) 1 chnl NM 213000.1 -2,24  1,59E-02
chromodomain helicase DNA binding chdll NM 200313.1 -2,22 1,77E-02
protein 1-like

SWI/SNF related, matrix associated, actin smarca4 NM _181603.1 2,21 3,84E-03
dependent regulator of chromatin, subfamily

a, member 4

diencephalon/mesencephalon homeobox 1 dmbx1 AF398526.1 -2,19  1,08E-02
glycogen synthase kinase 3 alpha gsk3a NM 131390.2 -2,13  2,05E-02
sine oculis homeobox homolog 4.2 six4.2 NM 131718.1 -2,09  1,35E-02
GATA-binding protein 2 gata2 NM 131233.1 -2,09 1,57E-04
aryl hydrocarbon receptor 1a ahrla NM 131028.1 -2,07  2,01E-02
glutamate receptor, ionotropic, AMPA 3.1 gria3.l NM_198339.1 -2,06 2,62E-03
DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide dhxi5 XM 693517.1 -2,04  6,37E-04
15

amylase, alpha 2A amy2a NM 213011.1 -2,03  2,03E-03
zic family member 2 (odd-paired homolog, zic2b NM_001001820.1 -2,02  1,37E-02
Drosophila) b

glutathione S-transferase pi gstpl NM 131734.2 -2,02  3,25E-02
ictacalcin icn NM 212761.1 -2,02  3,11E-02
myosin VIa myoba NM_001004111.1 -2,00 2,19E-03
TCs herunterreguliert

Zebrafish DNA from clone BX001030.7 -4,16 1,46E-02

CH211-234P6

complete sequence
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enolase 1 enol NM 212722.1 -3,98 1,94E-03
zgc:103710 zge:103710  NM_001008582.1 -3,21  2,19E-02
zgc:63517 zgc:63517 NM_200876.1 -3,13  2,02E-02
Zebrafish DNA sequence from clone BX511021.9 -3,08 2,99E-02
DKEY-16P21 in linkage group 3, complete

sequence

Zebrafish DNA sequence from clone BX004819.11 -3,01 6,38E-03
CH211-208B16 in linkage group 8,

complete sequence

7gc:92479 zgc:92479 NM_001003489.1 -2,93  2,11E-02
similar to Zinc finger homeobox protein 1b  LOC563104 XM _686470.1 -2,90 1,37E-02
(Smad interacting protein 1) (SMADIP1)

zgc:123027 zge:123027  NM_001012480.1 -2,85 4,26E-02
Zebrafish DNA sequence from clone BX511010.5 -2,74  3,63E-03
CH211-79L20 in linkage group 16,

complete sequence

similar to Attractin precursor (Mahogany LOCS571748 XM 695369.1 -2,72  2,44E-02
homolog) (DPPT-L)

Zebrafish DNA sequence from clone CR753899.5 -2,71  6,77E-03
DKEY-267F18 in linkage group 5,

complete sequence

similar to kinesin family member 1B LOC562945 XM 686311.1 -2,63  1,49E-02
isoform alpha

7gc:55856 zgc:55856 NM_200235.1 -2,60 3,00E-04
similar to  7-transmembrane receptor LOC557384 XM _680438.1 -2,59  2,65E-02
frizzled-1

Zebrafish DNA sequence from clone CR376756.10 -2,57 7,85E-03
CH211-87A15 in linkage group 23,

complete sequence

similar to glutathione S-transferase LOC564619 XM_687953.1 -2,54  4,20E-03
similar to ATP synthase beta-subunit LOC571176  XM_694742.1 -2,51  4,50E-02
Zebrafish DNA sequence from clone BX890565.9 -2,43  4,26E-02
CH211-250G22, complete sequence

Zebrafish DNA sequence from clone CR847939.13 2,41  6,31E-03
CH211-26211 in linkage group 11, complete

sequence

similar to chymotrypsinogen B1 LOC562139 XM _685539.1 -2,37  2,06E-02
Zebrafish DNA sequence from clone BX470114.6 -2,33  1,89E-02
CH211-168G7 in linkage group 4, complete

sequence

Zebrafish DNA sequence from clone CR383666.7 -2,33  8,41E-03
DKEY-30H2 in linkage group 2, complete

sequence

Zebrafish DNA sequence from clone CR354435.20 -2,32 4,71E-03

CH211-113A14 in linkage group 25,
complete sequence
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Zebrafish DNA sequence from clone BX323881.7 -2,31  8,40E-03
CH211-274G13 in linkage group 14,

complete sequence

similar to Receptor-type tyrosine-protein LOC555348 XM 677839.1 -2,29  2,12E-02
phosphatase  kappa precursor (Protein-

tyrosine phosphatase kappa) (R-PTP-kappa)

7gc:92061 zgc:92061 NM_001002383.1 -2,27  3,95E-02
similar to Collagen alpha 1(XIX) chain LOC570837 XM 694359.1 -2,25  3,06E-03
precursor (Collagen alpha 1(Y) chain)

zgc:110585 zge:110585  NM 001017906.1 -2,24  7,58E-03
similar to Notch 2 LOC559948 XM _683343.1 -2,24  2,32E-02
Zebrafish DNA sequence from clone CR547121.11 -2,22  1,43E-03
DKEY-118G10 in linkage group 8,

complete sequence

7gc:91973 zgc:91973 NM_001002658.1 -2,22 2,73E-03
Zebrafish DNA sequence from clone CR388121.11 -2,22  2,24E-03
DKEY-161F5 in linkage group 15,

complete sequence

7gc:92631 zgc:92631 NM_001002695.1 -2,20  4,06E-02
7gc:66198 zgc:66198 NM_199554.1 -2,16  3,15E-02
zgc:64115 zge:64115 NM_213136.1 -2,15  1,67E-02
Zebrafish DNA sequence from clone BX539313.4 -2,13  4,00E-02
DKEYP-84F3 in linkage group 16,

complete sequence

Zebrafish DNA sequence from clone BX927202.7 2,11 2,13E-03
CH211-275P14 in linkage group 8,

complete sequence

similar to Col9a3-prov protein LOC567110 XM_690399.1 -2,10  8,65E-03
similar to basic transcription factor 3 LOC556625 XM _678080.1 -2,09  2,69E-02
similar to WW domain containing E3 LOC570676 XM 694182.1 -2,08 1,73E-02
ubiquitin protein ligase 1

similar to WD and tetratricopeptide repeats LOC570606 XM 694107.1 -2,07 1,09E-03
1

similar to integrin alpha 11 subunit LOC570776 XM_694293.1 -2,06 1,27E-03
similar to Ubiquitin carboxyl-terminal LOC569730 XM 693133.1 -2,06 4,62E-03
hydrolase 24 (Ubiquitin thiolesterase 24)

(Ubiquitin-specific processing protease 24)

(Deubiquitinating enzyme 24)

similar to SMC2 protein LOC563640 XM_686996.1 -2,04  4,54E-03
zgc:64091 zgc:64091 NM 213146.1 -2,03  1,10E-02
7gc:63744 zgc:63744 BC054136.1 -2,02  2,29E-02
similar to ubiquitin specific protease 8 LOC565434 XM 688719.1 -2,02  8,25E-04
Zebrafish DNA sequence from clone BX324223.23 -2,02  1,29E-03
CH211-217F24 in linkage group 21,

complete sequence

zgc:55705 zgc:55705 NM _213078.1 -2,02  1,52E-03



Anhang C: Signifikant regulierte Sonden 150

Bezeichnung des Open Reading Frame Symbol Zugangsnummer f.c. p-value

similar to Dimethylglycine dehydrogenase, LOC566241 XM _689510.1 -2,02  4,59E-02
mitochondrial precursor (ME2GLYDH)

C.2 Regulierte Sonden nach Exposition mit 1000 ug/L BPA fur
elf Tage

Bezeichnung des Open Reading Frame Symbol Zugangsnummer f.c. p-value

ETs hochreguliert

vitellogenin 6 vigb XM 682549.1 12,70  1,45E-03
vitellogenin 2 vtg2 AY729644.1 10,79  5,32E-03
vitellogenin 5 vigs NM_001025189.1 9,70  2,26E-02
vitellogenin 7 mRNA, partial cds vtg7 AY729649.1 6,63 1,36E-02
octamer-binding transcription factor 1 octl NM 131438.1 3,40 3,81E-02
vitellogenin 3, phosvitinless vig3 AF254638.1 3,33  3,59E-02
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  gapdh BC095386.1 2,64  3,94E-02
ribosomal protein L4 rpl4 NM 213107.1 2,48 1,90E-02
ribosomal protein L18a rpll8a NM_201060.1 2,43 2,74E-02
solute carrier family 25 alpha, member 5 sle25a5 NM 173247.1 2,40 2,85E-02
proteasome (prosome, macropain) subunit, psmbs NM_131151.1 238 3.92E-02
beta type, 5

EBNA1 binding protein 2-like ebnalbp2l NM_001003840.1 2,34 3,57E-02
phosphoglycerate mutase 1 pgaml BC049404.1 2,27  2,35E-02
ribosomal protein L7a rpl7a NM_200047.1 2,17  4,91E-02
translationally controlled tumor protein tctp NM _198140.1 2,17  2,08E-02
ribosomal protein L24 rpl24 NM 173235.1 2,14 1,09E-02
ribosomal protein L4 rpl4 BC067580.1 2,10 1,84E-02
proliferation-associated 2G4 ,b palg4b NM 212641.2 2,08 5,77E-03
ribosomal protein L13a rpll3a NM 212784.1 2,07 1,16E-02
Ellil;aryotic translation elongation factor 2, cef2l NM_200458.2 206 4.87E-02
ribosomal protein S7 rps7 NM 200752.1 2,05 2,71E-02
splicing factor, arginine/serine-rich 1, like sfrsil NM 213015.1 2,03 1,38E-03
discs, large (Drosophila) homolog 1 digl NM_199526.1 2,03  3,01E-02
TCs hochreguliert

im:6892314 im:6892314 NM _001013272.1 3,53  2,13E-02
zgc:123245 zge:123245  NM_001034178.1 2,60 1,00E-02
zgc:103632 zge:103632 NM_001005953.1 2,49 5,67E-04

im:6892314 im:6892314  BC069831.1 2,45 2,40E-02
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7gc:92346 zgc:92346 NM_001002448.1 2,44  3.34E-02
similar to 10 kda Ca(2#)-binding S-100 ;1 ~55007)  xM 682144.1 235 2,61E-02
protein -

7gc:92237 zgc:92237 NM_001003728.1 2,29 1,65E-02
Zebrafish DNA sequence from clone

CH211-146L13 in linkage group 6, AL954384.11 2,27 3,79E-02
complete sequence

7g¢:92066 zgc:92066 NM_001002378.1 2,15 3,29E-03
zgc:109934 zge:109934  NM 001020531.1 2,12 2,31E-02
similar to Ferritin heavy chain (Ferritin H

subunit) (Proliferation-inducing gene 15 LOC559768 XM 682988.1 2,04 1,12E-02
protein)

ETs herunterreguliert

SWI/SNF related, matrix associated, actin

dependent regulator of chromatin, subfamily  smarcel NM_201298.1 -3,24  2,88E-02
e, member 1

neuroglobin ngb NM_131853.1 -2,82  4,54E-02
homeo box ASa hoxaSa NM_131540.1 -2,56  2,42E-02
myosin, light polypeptide 7, regulatory myl7 NM_131329.2 -2,27  4,34E-02
thioredoxin - domain  containing 4, ;4 NM_200892.1 2,11 9,53E-03
(endoplasmic reticulum) -

phospholipase A2-activating protein plaa NM _212690.1 -2,02  4,43E-02
TCs herunterreguliert

Zebrafish DNA sequence from clone

CH211-11319 in linkage group 11, complete BX569779.35 -2,74  1,50E-02
sequence

zgc:103512 zge:103512  NM_001006016.1 -2,54  3,52E-02
similar to solute carrier family 5, member 7  LOC556699 XM 679550.1 -2,38  8,40E-03
Zebrafish DNA sequence from clone

DKEYP-77G7 in linkage group 23, BX571765.6 -2,34  1,63E-03
complete sequence

similar to CG9351-PA, isoform A LOC558578 XM 702585.1 -2,31  4,82E-02
Zebrafish DNA sequence from clone

CH211-118E11 in linkage group 18, CR759865.13 -2,03  2,43E-02
complete sequence

similar to non-neuronal splice variant LOC562434 XM _703516.1 2,02 4.84E-02

nPTB4
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C.3 Regulierte Sonden nach Exposition mit 5000 ug/L Genistein
fur elf Tage

Bezeichnung des Open Reading Frame Symbol Zugangsnummer f.c. p-value

ETs hochreguliert

vitellogenin 5 vig5 NM 001025189.1 91,35 7,58E-06
vitellogenin 7 mRNA, partial cds vtg7 AY729649.1 85,45 1,28E-06
vitellogenin 1 vigl AY034146.1 33,81 2,42E-04
vitellogenin 2 vtg2 AY729644.1 13,56  1,18E-04
vitellogenin 6 vtgo XM 682549.1 13,35 4,48E-05
zona pellucida glycoprotein 3 b zp3b NM_131696.1 8,15 3,86E-02
zona pellucida glycoprotein 2.4 zp2.4 NM 131829.1 7,54  3,69E-02
zona pellucida glycoprotein 2.4 zp2.4 BC095596.1 7,27  4,64E-02
zona pellucida glycoprotein 2.2 zp2.2 NM_131827.1 7,15  3,42E-02
zona pellucida glycoprotein 3.2 zp3.2 BC097085.1 5,72 4,82E-02
ATP synthase, H+ transporting, atp3s NM 200218.1 5,64 3,96E-02
mitochondrial FO complex, subunit s

linker histone HIM him NM 183071.2 5,60 2,93E-02
spastic paraplegia 21 (H. sapiens) spg21 NM 213395.1 5,26 3,83E-02
diacylglycerol o-acyltransferase homolog 1 dgat! NM_199730.1 5,20 4,10E-02
zona pellucida glycoprotein 2 zp2 BC097083.1 4,67 3,31E-02
claudin d cldnd NM_180964.2 4,50 4,86E-02
RAB2, member RAS oncogene family rab2 NM 201454.1 4,07 2,74E-02
adducin 3 (gamma) add3 NM _199663.1 4,06 2,83E-02
sphingomyelin phosphodiesterase 4 smpd4 NM_213355.1 3,77 9,80E-03
clathrin, heavy polypeptide (Hc) cltc NM_001005391.1 3,63  4,04E-02
receptor interacting protein kinase 5 ripk$ NM_205627.2 3,62  1,12E-03
cyclin B2 ccnb?2 NM_199430.1 3,60 3,70E-02
uroporphyrinogen decarboxylase urod NM 131347.1 3,56 4,89E-02
acid phosphatase 5, tartrate resistant acp$ NM 214773.1 3,43  3,20E-02
nicotinamide nucleotide transhydrogenase nnt NM_214756.1 341  2,38E-03
tubulin, beta 2¢ tubb2c NM_198809.1 3,17 8,75E-03
cyclin B1 cenbl NM 131513.1 3,02 4,04E-02
cyclin A2 ccna NM 152949.1 3,00 3,57E-02
MBD2  (methyl-CpG-binding  protein)-  mizf NM 213424.2 2,98 4,50E-02
interacting zinc finger protein

integral membrane protein 1 itml NM 201458.1 2,96 4,87E-02
WD repeat domain 33 wdr33 NM_001024221.1 2,85  3,02E-02
TAF6 RNA polymerase II, TATA box taf6 NM 001004557.1 2,84 3,60E-02

binding protein (TBP)-associated factor
zinc finger protein 259 znf259 NM 213108.1 2,81 3,23E-02
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basic leucine zipper and W2 domains 1 bzwl NM_199708.1 2,80 2,82E-02
MCM4  minichromosome maintenance mcm4 NM 198913.1 2,80 1,51E-02
deficient 4, mitotin (S. cerevisiae)

creatine kinase, brain ckb NM 173222.1 2,80 3,95E-02
v-mos Moloney murine sarcoma viral mos NM_205580.1 2,72 3,83E-02
oncogene homolog

exostoses (multiple) 1a extla NM 001012368.1 2,67 4,60E-02
tumor rejection antigen (gp96) 1 tral NM_198210.2 2,64 4,77E-02
MCM2  minichromosome maintenance mcm2 NM_173257.1 2,55 1,70E-02
deficient 2, mitotin (S. cerevisiae)

UTP11-like, U3 small nucleolar wutpllil NM _199998.1 2,52 3,63E-02
ribonucleoprotein (yeast)

Capl CAP, adenylate cyclase-associated capl NM_199909.2 2,50 1,47E-02
protein 1

tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-  ywhaq NM_201513.1 2,49 2.87E-02
monooxygenase activation protein, theta

polypeptide

cytochrome  P450, subfamily XIA, cypllal AF527755.1 2,43 4,99E-02
polypeptide 1

transmembrane 9 superfamily member 3 tm9sf3 NM 213389.1 2,42 5,63E-03
cyclin Al ccnal NM 212818.1 2,38  2,32E-02
GDP dissociation inhibitor 2 gdi2 NM _199655.1 2,38  3,94E-02
H3 histone, family 3A h3f3a NM_212996.1 2,35  5,00E-02
decapentaplegic and Vg-related 1 dvrl NM 130948.1 2,35  3,64E-02
TATA box binding protein like 2 thpl2 NM_214796.1 2,31 8,68E-03
splicing  factor, arginine/serine-rich 1 sfrs/ NM_200593.2 2,30  4,00E-02
(splicing factor 2, alternate splicing factor)

hypoxia up-regulated 1 hyoul NM_212703.1 2,29  1,66E-02
translocation associated membrane protein 2 tram2 BC046900.1 2,27 1,44E-02
vitellogenin 3, phosvitinless vtg3 AF254638.1 2,25  2,85E-02
tubulin, gamma complex associated proteins  tubgcps NM 001018141.1 2,25 4,08E-02
swelling dependent chloride channel icln BC066713.1 2,23 4,68E-02
RNA guanylyltransferase and 5'- rngtt NM 212867.1 2,22 4,30E-02
phosphatase

cthl cthl NM_130939.1 2,22 1,94E-02
cell division cycle 2 cdc2 NM_212564.2 2,21 3,01E-02
proteasome (prosome, macropain) 26S psmdl2 NM 201578.1 2,20 3,03E-02
subunit, non-ATPase, 12

SWI/SNF related, matrix associated, actin smarca?2 NM 212716.1 2,17  3,43E-02
dependent regulator of chromatin, subfamily

a, member 2

DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 1 dnmtl NM 131189.1 2,17 2,27E-02
four and a half LIM domains fhl NM 199217.1 2,10 4,00E-02
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Bezeichnung des Open Reading Frame Symbol Zugangsnummer f.c. p-value

glutamate-cysteine ligase, modifier subunit  gclm NM_199845.1 2,09 1,31E-02

cell division cycle 20 homolog cdc20 NM_213080.1 2,07  3,53E-02

inhibitor of growth family, member 5b ing5h NM 001007168.1 2,06 1,96E-02

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L hnrpl NM 213383.1 2,05 7,91E-03

translocase ~ of  outer  mitochondrial tomm40 NM 199614.1 2,04  1,92E-02

membrane 40 homolog (yeast)

LIM-domain binding factor 3, like ldb3 NM 201505.1 2,03  3,74E-02

runt-related transcription factor 1 runxl NM_131603.2 2,01 4,48E-02

TCs hochreguliert

similar to dentin sialophosphoprotein pre- LOC555353 XM 677844.1 7,97 2,53E-02

proprotein

Danio rerio cDNA clone IMAGE:5602480, BC055167.1 6,60 1,97E-02

**%* WARNING: chimeric clone ****

similar to brain-selective kinase 2 isoform LOC564185 XM 687533.1 6,43  4,83E-02

gamma

similar to dentin sialophosphoprotein pre- LOC555353 XM 677844.1 6,02 3,61E-02

proprotein

si:dkeyp-5017.2 si:dkeyp- NM 212718.1 5,87 4,28E-02
50f7.2

Zebrafish DNA sequence from clone CR933103.10 5,38 2,48E-02

CH211-147G15 in linkage group 8,

complete sequence

similar to vitellogenin LOC557092  XM_680074.1 5,27 1,62E-03

Zebrafish DNA sequence from clone AL954384.11 5,15 4,73E-02

CH211-146L13 in linkage group 6,

complete sequence

Danio rerio cDNA clone IMAGE:5602480, BC055167.1 5,13 3,93E-02

**%% WARNING: chimeric clone ****

similar to putative galactose-binding protein LOC561528 XM 703171.1 5,07 4,96E-02

Zebrafish DNA sequence from clone BX957303.8 491 4,36E-02

DKEYP-116B6 in linkage group 23,

complete sequence

Zebrafish DNA sequence from clone BX957344.6 4,78 3,31E-02

CH211-129N15 in linkage group 19,

complete sequence

ZvS5_scaffold975 ZvS scaffold975.16 4,77 4,83E-02

similar to Dihydropteridine reductase LOC561928 XM 703197.1 4,69 2,66E-02

(HDHPR) (Quinoid  dihydropteridine

reductase)

Zebrafish DNA sequence from clone BX001015.5 4,65 3,29E-02

CH211-261D18 in linkage group 7,

complete sequence

Zebrafish DNA sequence from clone BX629349.6 4,54 4,61E-02

CH211-53P9 in linkage group 5, complete

sequence

zgc:123174 zge:123174  NM_001037110.1 442 2,62E-02
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similar to RNA (guanine-7-) LOC562801 XM _686175.1 4,39 4,28E-02
methyltransferase

Danio rerio cDNA clone IMAGE:5777525, BC090813.1 4,31 4,84E-02
*#%*¥ WARNING: chimeric clone ****

similar to  SWI/SNF-related, matrix LOC563175 XM 686544.1 4,28 3,63E-02
associated, actin-dependent regulator of

chromatin subfamily A containing DEAD/H

box 1 (Enhancer trap locus homolog 1) (Etl-

%i)milar to zinc finger protein 289, ID1 LOC572425 XM 696138.1 4,25 2,48E-02
regulated

similar to Stathmin (Phosphoprotein pl19) LOC571906 XM 695550.1 4,24  4,19E-02
(pp19) (Oncoprotein 18) (Opl8) (Leuke-

mia-associated phosphoprotein p18) (ppl7)

(Prosolin) (Metablastin) (Pr22 protein)

zgc:56330 zgc:56330 NM_199683.1 4,12 3,11E-02
Zebrafish DNA sequence from clone BX510923.8 3,87 4,49E-02
CH211-214J8 in linkage group 5, complete

sequence

zgc:55343 zgc:55343 NM_200252.1 3,76  4,48E-02
zgc:100994 zge:100994  NM_001003607.1 3,66 2,51E-02
Zebrafish DNA sequence from clone BX293547.6 3,63 4,82E-02
CH211-142E24 in linkage group 20,

complete sequence

7gc:66165 zgc:66165 NM_212989.1 3,50 4,79E-02
Zebrafish DNA sequence from clone CR450827.5 3,47 491E-02
CH211-112G6 in linkage group 13,

complete sequence

similar to Receptor-type tyrosine-protein LOCS555348 XM 677839.1 3,38 2,64E-02
phosphatase kappa precursor (Protein-

tyrosine phosphatase kappa) (R-PTP-kappa)

7gc:92194 zgc:92194 NM_001004588.1 3,25 1,55E-02
Zebrafish DNA sequence from clone BX640506.12 3,22 4,12E-02
DKEY-271E14 in linkage group 12,

complete sequence

Zebrafish DNA sequence from clone BX890597.13 3,04  2,09E-02
DKEY-65F8, complete sequence

similar to Protein KIAA(0934 LOC561234 XM_684640.1 2,83  4,87E-02
similar to GCNI1 general control of amino- LOC570396 XM 693873.1 2,77 4,37E-02
acid synthesis 1-like 1

similar to Transcription factor IIIA (Factor LOC570186 XM 693633.1 2,67 2,36E-02
A) (TFIIIA)

hypothetical protein LOC570896 LOC570896 XM_694426.1 2,67 3,05E-02
Zebrafish DNA sequence from clone BX511310.13 2,67 2,96E-02
DKEY-274M14 in linkage group 23,

complete sequence

similar to ZP2 LOCS555180 XM_677704.1 2,64 1,04E-02
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Bezeichnung des Open Reading Frame Symbol Zugangsnummer f.c. p-value
sphingolipid delta 4 desaturase/C-4 hydro- LOC402799 XM 689103.1 2,58 1,78E-02
xylase 2

zgc:56034 zgc:56034 BC065323.1 2,52 3,54E-02
similar to Sulfotransferase 4Al1 (Brain LOC568494 XM 691824.1 2,51 3,84E-02
sulfotransferase-like protein) (hBR-STL)

(hBR-STL-1) (Nervous system

sulfotransferase) (NST)

similar to NKX2-8 protein LOC565596 XM_688865.1 2,51 4,72E-02
Zebrafish DNA sequence from clone CR753843.8 2,48 2,85E-02
DKEY-169H! in linkage group 14,

complete sequence

7gc:55879 zgc:55879 NM_199875.1 2,47 1,72E-02
zgc:110395 zge:110395  NM_001033107.1 2,40 2,80E-02
7gc:77429 zgc:77429 NM_213262.1 2,40 3,35E-02
Danio rerio, clone IMAGE:5601466, BC046015.1 2,35 2,80E-02
mRNA

similar to LOC407679 protein LOC562885 XM _686254.1 2,34 8,94E-03
similar to ATP synthase mitochondrial F1 LOC560253 XM 683647.1 2,28  4,99E-02
complex assembly factor 2

7gc:92148 zgc:92148 NM_001002353.1 2,25  3,26E-02
7gc:66378 zgc:66378 NM_201010.1 2,24 1,80E-02
Zebrafish DNA sequence from clone BX004801.15 2,23 2,11E-02
CH211-203K12 in linkage group 22,

complete sequence

zgc:110553 zge: 110553 NM_001013550.1 2,20  3,20E-02
similar to Ankyrin repeat domain protein 11  LOC561805 XM _685205.1 2,16  7,50E-03
(Ankyrin repeat-containing cofactor-1)

similar to Serine/threonine-protein kinase LOC561011 XM 684410.1 2,15  1,36E-02
Pim-3

hypothetical protein LOC562425 LOC562425  XM_685812.1 2,14 4,30E-02
similar to eukaryotic translation initiation LOC572435 XM 696148.1 2,14  1,56E-03
factor 4 gamma, 1 isoform 4

similar to mitochondrial ribosomal protein LOC560937 XM 684337.1 2,12 2,71E-02
L22

zgc:109957 zge:109957  NM_001024407.1 2,12 1,99E-02
zgc:101095 zge:101095  NM_001004644.1 2,12 9,25E-03
7gc:66045 zgc:66045 NM_212647.1 2,10 8,05E-03
similar to R31546 1 LOC570545  XM_694040.1 2,09 4,92E-02
Zebrafish DNA sequence from clone BX640593.8 2,09  4,34E-02
DKEY-183C16 in linkage group 4,

complete sequence

7gc:65979 zgc:65979 NM_200066.1 2,09 3,94E-02
zgc: 77126 zge: 77126 NM_206829.1 2,09  2,59E-02
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Bezeichnung des Open Reading Frame Symbol Zugangsnummer f.c. p-value
similar to ATP-dependent metalloprotease LOC555390 XM 677883.1 2,07 1,44E-03
YMEIL1 (YMEl-like protein 1) (ATP-

dependent metalloprotease FtsH1)

similar to pyrroline-5-carboxylate LOC557186 XM _701764.1 2,05 3,68E-02
synthetase isoform 1

Zebrafish DNA sequence from clone BX649265.5 2,01  3,55E-02
CH211-134G22 in linkage group 16,

complete sequence

zgc:101879 zge:101879  NM _001004673.1 2,01 3,01E-02
Zebrafish DNA sequence from clone CR361548.8 2,01 3,44E-02
CH211-140M22 in linkage group 1,

complete sequence

ETs herunterreguliert

fibrinogen, gamma polypeptide feg NM_213054.1 -5,75  6,39E-03
fibrinogen, B beta polypeptide feb NM_212774.1 -5,48  9,71E-03
complement component c3b c3b XM_688299.1 -5,48  1,59E-03
complement component factor B bf NM _131338.1 -5,27  1,63E-03
hemopexin hpx XM _686594.1 -4,67 1,28E-02
serine (or cysteine) proteinase inhibitor, serpinal NM 001013259.1 -4,61  §,89E-03
clade A (alpha-1 antiproteinase,

antitrypsin), member 1

retinol binding protein 4, plasma rbp4 NM 130920.1 -4,02  2,01E-02
ceruloplasmin cp NM 131802.1 -3,81  7,55E-03
serine (or cysteine) proteinase inhibitor, serpincl NM_ 182863.1 -3,77  1,98E-03
clade C (antithrombin), member 1

aldolase b, fructose-bisphosphate aldob NM _194367.3 -3,65 1,22E-02
apolipoprotein A-I apoa NM_131128.1 -3,25  2,50E-02
chaperonin containing TCP1, subunit 8 cct8 NM _201062.1 -3,10  4,84E-02
(theta)

coagulation factor II (thrombin) 12 NM 213390.1 -3,08  3,14E-02
alcohol dehydrogenase 8a adh8a NM_001001946.1 -3,07  9,75E-03
complement component bfb bfb NM 131241.1 -3,06  3,98E-03
cytochrome P450, subfamily 10 cypZja NM 152954.1 -2,90 2,54E-03
(arachidonic acid epoxygenase) polypeptide

Wdrds like wdr45l NM_ 200240.1 -2,79  7,16E-03
selenoprotein P, plasma, 1b sepplb NM_178298.2 -2,71  2,80E-02
membrane associated guanylate kinase, magil NM_001007063.1 -2,67  5,31E-03
WW and PDZ domain containing 1

midkine-related growth factor mdka NM 131070.2 -2,60 1,38E-02
ras homolog gene family, member E arhe NM_199522.1 -2,56  3,07E-03
keratin 15 krtl5 BC044144.1 -2,52  6,94E-03
HEAT repeat containing 1 heatrl NM 199900.1 -2,50  1,63E-02
keratin 18 krtl8 NM 178437.2 -2,49  1,29E-02
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Bezeichnung des Open Reading Frame Symbol Zugangsnummer f.c. p-value
coagulation factor V & NM_001007208.1 -2,43  7,56E-03
NADH dehydrogenase subunit 5 ND5 AC024175.3 -2,42  8,85E-03
type I cytokeratin, enveloping layer cytl BC065653.1 -2,40  1,14E-02
complement component c3a c3a XM _695286.1 -2,38  3,68E-02
chimerin (chimaerin) 1 chnl NM 213000.1 -2,30  6,89E-03
polymerase (RNA) III (DNA directed) po- polr3e NM_212754.1 -2,28  2,24E-02
lypeptide E

fatty acid binding protein 10, liver basic fabpl0 NM 152960.1 -2,27  3,57E-02
homogentisate 1,2-dioxygenase hgd NM 152966.1 -2,24  2,75E-02
diencephalon/mesencephalon homeobox 1 dmbxl AF398526.1 -2,19  6,53E-03
plasminogen plg NM 201472.1 -2,18  4,43E-02
splicing factor 3b, subunit 5 sf3b5 AY648771.1 -2,06  7,23E-03
alanine-glyoxylate aminotransferase, like agxtl NM_001002331.1 -2,03  3,76E-02
adiponectin receptor 1b adiporlb NM 213500.1 -2,03  1,07E-02
aryl  hydrocarbon arnt2 NM_131674.1 -2,02  8,62E-03
translocator 2

TCs herunterreguliert

similar to complement C3-H1 LOCS571670 XM_695278.1 -6,74 1,11E-03
similar to complement C4-2 LOC562579 XM_685959.1 -5,97 1,30E-03
Zebrafish DNA BX001030.7 -5,48  7,02E-03
CH211-234P6

complete sequence

Zebrafish DNA BX927315.10 -3,52  8,40E-03
CH211-215B16

complete sequence

similar to kinesin family member 1B LOC562945 XM 686311.1 -3,04  2,96E-03
isoform alpha

similar to complement C3-Ql1 LOC567902 XM _691211.1 -3,03  4,19E-02
Danio rerio cDNA clone IMAGE:3817681, BC057487.1 -2,95  2,05E-03
partial cds

Zebrafish DNA AL845550.13 -2,88  4,01E-02
CH211-121D13

complete sequence

similar to Zinc finger homeobox protein 1b  LOC563104 XM _686470.1 -2,87  3,65E-03
(Smad interacting protein 1) (SMADIP1)

similar to Heat shock protein HSP 90-alpha DKEY- CR381646.8 -2,74  6,25E-03
(HSP 86) 241L7.8

Zebrafish DNA BX005169.18 -2,72 2,98E-02
CH211-81D10

complete sequence

similar to alpha-2-macroglobulin-1 LOC568842 XM _692198.1 -2,70  2,35E-02
Zebrafish DNA BX511021.9 -2,68  3,05E-02

DKEY-16P21 in linkage group 3, complete

sequence
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zgc:77825 zgc:77825 NM_205643.1 -2,66  3,53E-02
zgc:123136 zge:123136 NM_205741.1 -2,58  3,13E-02
7gc:92631 zgc:92631 NM_001002695.1 -2,47  1,09E-02
zgc:92061 zgc:92061 NM_001002383.1 -2,44  2,50E-02
Zebrafish DNA sequence from clone CR847939.13 -2,43  1,69E-02
CH211-26211 in linkage group 11, complete

sequence

hypothetical protein LOC553425 LOCS553425  BC095066.1 -2,42  1,37E-03
zgc:103471 zge:103471  NM_001008612.1 -2,40  6,68E-03
Danio rerio  mitochondrial  genome, AC024175.3 -2,39  3,16E-02
complete sequence

7gc:64091 zgc:64091 NM_213146.1 -2,39  1,63E-03
similar to Receptor-type tyrosine-protein LOC555348 XM _677839.1 -2,35  6,60E-03
phosphatase  kappa precursor (Protein-

tyrosine phosphatase kappa) (R-PTP-kappa)

7gc:92903 zgc:92903 NM_001002461.1 -2,31  1,19E-02
similar to complement C4-1 LOC566261 XM_689530.1 -2,31  1,50E-03
7gc:92055 zgc:92055 NM_001007768.1 -2,30  4,13E-03
Zebrafish DNA sequence from clone CR388121.11 -2,28  4,35E-03
DKEY-161F5 in linkage group 15,

complete sequence

7gc:92763 zgc:92763 NM_001002560.1 -2,28  9,97E-03
Zebrafish DNA sequence from clone BX005025.16 -2,27  2,67E-02
DKEY-67K20 in linkage group 8, complete

sequence

7gc:91973 zgc:91973 NM_001002658.1 -2,27  1,47E-02
Zebrafish DNA sequence from clone CR735104.7 -2,27  3,96E-03
DKEYP-72G9 in linkage group 21,

complete sequence

7gc:92061 zgc:92061 NM _001002383.1 -2,26  2,36E-02
similar to WW domain containing E3 LOC570676 XM 694182.1 -2,26  2,31E-02
ubiquitin protein ligase 1

zgc:64115 zgc:64115 NM_213136.1 -2,23  2,42E-02
similar to Notch 2 LOC559948 XM_683343.1 -2,23  2,04E-02
7gc:92479 zgc:92479 NM_001003489.1 -2,20  2,59E-02
zgc:101640 zge:101640  NM_001007444.1 -2,19  8,98E-03
7gc:92010 zgc:92010 NM_001003994.1 -2,18  2,53E-02
zgc:85811 zgc:85811 NM _213284.1 -2,17  3,62E-02
7gc:92630 zgc:92630 NM_001002696.1 -2,15  4,99E-02
similar to Collagen alpha 1(XIX) chain LOC570837 XM 694359.1 -2,14  1,14E-02
precursor (Collagen alpha 1(Y) chain)

zgc:112032 zge:112032  BC095650.1 -2,14  2,29E-02
similar to tyrosine aminotransferase LOC561410 XM_684816.1 -2,12 1,63E-02
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Bezeichnung des Open Reading Frame

Symbol

Zugangsnummer

f.c.

p-value

similar to Suclg?2 protein

Zebrafish DNA sequence from clone
BUSMI1-186F8 in linkage group 7 Contains
the nitrla 3 gene for novel immune-type
receptor la, allele 3, the nitrlc 3 gene for
novel immune-type receptor lc, allele 3, the
nitr2e 1 gene for novel immune-type
receptor 2e, allele 1, the nitrlb 2 gene for
novel immune-ype receptor 1b, allele 2, the
nitr2a 3 gene for novel immune-type
receptor 2a, allele 3, the nitr2b_1 gene for
novel immune-type receptor 2b, allele 1, the
nitrlf 1 gene for novel immune-type
receptor 1f, allele 1, a novel immune-type
receptor 2¢ pseudogene, the nitr3d 3 gene
for novel immune-type receptor 3d, allele 3,
the nitrlh 1 gene for novel immune-type
receptor 1h, allele 1, the nitrld 5 gene for
novel immune-type receptor 1d, allele 5 and
two novel immune-type receptor 1
pseudogenes, complete sequence

Zebrafish DNA sequence from clone
CH211-245D9 in linkage group 1, complete
sequence

Zebrafish DNA sequence from clone
DKEY-276L17 in linkage group 14,
complete sequence

Zebrafish DNA sequence from clone
CH211-208B16 in linkage group 8,
complete sequence

7gc:56326

similar to PHD finger protein 20
(Hepatocellular carcinoma-associated
antigen 58 homolog)

Danio rerio zgc:123136, mRNA (cDNA
clone MGC:123136 IMAGE:7263187),
complete cds

Zebrafish DNA sequence from clone
DKEY-29F22 in linkage group 14,
complete sequence

LOC561735

zgc:56326
LOC563332

XM_685141.1
AL591391.5

AL929044.17

BX537102.13

BX004819.11

AY398361.1
XM_686696.1

BC107607.1

AL935304.8

-2,10
-2,09

-2,09

2,07

-2,06

-2,05
-2,04

2,02

-2,01

9,87E-04
4,35E-02

1,28E-02

1,58E-02

4,81E-02

1,94E-02
3,16E-02

4,26E-02

4,45E-02
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