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Einleitung Ergebnisse Il

Zink erflllt als essentieller Mikronahrstoff vielfaltige Funktionen im Intermediarstoffwechsel Mittels cDNA-Arrays konnten 38 und mittels Oligonukleotid-Arrays 18 potentiell ,zink-
sowie in Ubergeordneten Hormonsystemen und bei Immunprozessen. Zwangsweise sind sensitive* Gene identifiziert werden. Fiir 31 ausgewahlte Gene erfolgte eine Uberpriifung
daher im Zinkmangel sehr viele physiologische und biochemische Vorgange beeintrachtigt | § der veranderten mRNA-Spiegel mittels Northern Blot-Analyse. Die veranderte Expression
[1/2]. Wahrend die Symptome eines drastischen Zinkmangels bei Saugern bekannt sind, ist § f wurde fir 23 Gene eindeutig bestéatigt, wahrend funf Gene nicht verifizierbar waren. Die
die sichere Diagnose einer marginalen Zinkversorgung jedoch nach wie vor schwierig. In Transkripte von 3 Genen waren nicht detektierbar. Zusatzlich erfolgte fir finf der
seiner Cofaktorfunktion von Transkriptionsfaktoren greift Zink unmittelbar auch in die identifizierten Gene eine Quantifizierung mittels Realtime RT-PCR (Tab. 1). Fir die im
Kontrolle der Genexpression ein [3]. Damit kdnnten ,zink-sensitive* Gene als Biomarker zur Northern Blot bestétigten Gene ergab sich somit eine 84 %ige Ubereinstimmung mit den
Beurteilung der Zinkversorgung dienen. Ausgehend von dieser Hypothese haben wir im | | cDNA-Array-Daten und eine 89 %ige Ubereinstimmung bei den Oligonukleotid-Arrays. Abb.
tierexperimentellen Ansatz gepriift, inwieweit globale Anderungen der Genexpression im 3 zeigt beispielhaft den Nachweis der Regulation anhand Northern Blot-Analyse.

selektiven Zinkmangel mittels Genchip-Technologie die ldentifizierung von spezifischen

Markergenen erlaubt. [4/5]. Tab. 1: Identifizierte Gene ( * = Atlas ™ Rat 1.2 Array, ** = Pan © Rat Liver
1 Array; @ = Northern Blot, » = quantitative Realtime RT-PCR)
Gen |GenBank Acc #{Fegulstion im MangelVeritzseung |Funktion
MethOden l3le|o theclase AscyhCoA (M32501 * 217 %
Erzeugung des Zn-Mangels in-vivo und Gesamt-RNA-Isolierung detad deNa3 encybCoh Isomerase D007 = 82 bestatigt *
24 Sprague-Dawley Ratten (=121 g) wurden in zwei Gruppen eingeteilt. Alle Tiere i;g_“m s ;'s'z’l‘u“:“” 2‘;5" bestitit
erhielten eine halbsynthetische Diat (AIN 93G) viermal taglich per Schlundsonde Glycerol kinase D16102~ 151 bestatg®

verabreicht. Die Diat der Kontrollgruppe enthielt 25 mg Zn/kg Diét, die der Mangelgruppe Fitty scd ransged e e - 263 x
1,3 mg Zn/kg Diat. Nach 11 Tagen wurden die Tiere nach Narkose dekapitiert und das Blut Cobaase peocimser “@ﬁ 35:: ewiatg | Trghyceridabba
fir biochemische Analysen konserviert. Die entnommenen Gewebe wurden schock-

gefroren und bei —80 °C gelagert. Die Gesamt-RNA aus der Leber wurde fiir beide ﬁ;‘:::.':::ﬂl.::" ;:?gf" _'5’21; ::I:|¢ P
eingesetzten Arraysysteme mittels modifizierter Guanidinothiocyanat/ Phenol-/ Chloroform- Serine dehydratase yoo7sz = 1B x bestatios? | Aminosuseabbau
extraktionen isoliert. Cytosslic aspartate o252 = 156w bestati * [T q
E w.a.
Prozessierung der cDNA- und Oligonukleotid-Arrays SUof FIFLAP Sunbase_ = T T L
. X s A . . col A ET=TY <
Fir das Screening auf “zink-sensitive” Gene wurden zwei verschiedene Arraysysteme e rningpajinaly grrchrse 3190 297 % besittig *_|Porphyrinsynihess
eingesetzt. Es handelte sich um die cDNA-Nylon-Arrays Atlas™ Rat 1.2 Arrays (Clontech, %rﬁ:,—ﬂ"& EEEEN ?.;0 x Emuuﬂ--sm"
. . . . . . il i1 = 1Mx L

Palo Alto) mit 1176 einfach gespotteten cDNAs und die Pan® Rat Liver Oligonukleotidarrays . R 4
mit 1353 genspezifischen Oligonukleotiden (MWG Biotech, Ebersberg) auf Glasslides (Abb. CypA locus, cytochrome P-450 (IVA3) [mz936 == 213 % bestatst *  [PhaselEnzym

R ifi _ 33p i i NADFH-cytochrome P45 reductase [M12516 * 213x bestitigt ** |PhaselEnzym
1). Die Synthese der genspezmschgn [0 : P]-markierten bzw. fluoreszenzmarkierten Crischoss BB 3C73 For i Fraceino
(Cy3/Cy5) cDNA-Sonden erfolgte in beiden Fallen nach dem Herstellerprotokoll. | Liser aldahyde cuidase AF110477 = ET barstatin* | &

Metallothionein-1 und-2 M11784 = 12 berstategt *  |Stressantwort
AP endonucleste T DA Reparatur
| derase subur 5 theta METE54 * Ertgiftung (ROS)

|_ hior Iransferase |Ertgiftung (FOS)

A - p Inguglin-ke growth factor binding protein, compl acid-labde SYS4ETAS * <A bestitigt ¥ [Wachstum
. |insudin-Ske growth factor binding protein 1 MEaTan = -2 berstatin **_[Wachstum
e Jinsudin-ike rowth fuctor binding pretein 2 104285 - bestatist *_[Wachstum
. |En.dnm| growth factes recaptor | E bestatigt * _[Wachstum
. Hepatic: product spat 14 |kmiaas = bestatign * [T
; L. ] M20373 * - bestatigt ™ |Neuropeptia
Intereukin 2 M22898 ~ - autokr.
. ing/Si
Syrtaxin 4 | - bestitig* _[Traicking
Epimorphin, Syntaxin 2 | -2, raficking
Brain fatly acid-bindng profein |uoz0es = ¥ Taficking
Synapsin I M27925 = -3, sttt * afficking
& . i = Feas-related protein 2956 * -
F2U punnorecepbor 1 U802 *
Abb.1: (A) cDNA-Array: Atlas ™ Rat 1.2 Array (B) Oligonukleotid-Array: Pan ® Rat Liver Array G protein coupled receptor Eaa17 ~
Die _ S, den Py F2 alpha-receptor 47287 =
[o- 33P]-cDNA Sonden gewaschen und 96h auf einem Phosphonmager—Screen exponiert. -E‘%:%?:'E" TReeEtor e Eiazell SgnalPegiEaTE
Die quantitative Auswertung erfolgte nach Background-Abzug durch Vergleich der | ferestin © Juoasze + -2 bestatict ** [Rezept FRogulat
Signalstérke zwischen Kontroll- (Zn+) und Mangeltieren (Zn-). Fiir die Normalisierung wurde ?,“_‘:';:MM Tepressor FABT TTET - i
sowohl auf Kontrollgene als auch auf die Gesamtintensitdt Bezug genommen. Auf den Galactose-1-ghosphate undyl iransiarase L0S541 = {50
Oligonukleotid-Arrays (n=4) wurde die Hybridisierung des Cy5/Cy3-Sondengemisches in T T E— Sl : =
Hybridisierungskammern durchgefihrt. Nach den anschlieBenden Waschschritten wurden Stenyt-sulfatase - B Sterodhomonakinening

diese Arrays trocken eingescannt (Affymetrix® 428™ Array Scanner). Die quantitative
Auswertung erfolgte mittels der ImaGene™ 4.2-Software (BioDiscovery, Inc.). Die Gene
wurden als potentiell “zink-sensitiv” klassifiziert, wenn sich die Signalstéarke als Quotient Zn-
/Zn+ um den Faktor 1,8 respektive 0,5 unterschied.

Cyp4A3 IGF-Binding Protein 1 Acyl-peptide hydrolase

Verifizierung mittels Northernblot und quantitativer Realtime RT-PCR

Zur Verifizierung der beobachteten Expressionsdnderung wurde die Northern- o 1 .1.
Kapillarblotting-Methode gewéhlt. Die [a- 32P]-Sondenherstellung erfolgte aus PCR-
Produkten des offenen Leserahmens der zu Uberpriiffenden Gene. Zusatzlich wurde fir

einige Gene eine Verifizierung mittels quantitativer Realtime RT-PCR (LightCycler, Roche)
durchgefiihrt. Die hierzu notwendigen genspezifischen Primer wurden basierend auf den h

Sequenzinformationen von Clontech synthetisiert. Im Realtime-PCR-Lauf wurde zur Online- Serine dehy inding Protein 2 Hepatic product spot 14
Detektion SYBR-Green als interkalierender Fluoreszenzfarbstoff eingesetzt. Die
Uberpriifung der Endprodukte erfolgte (ber Schmelzkurvenanalyse und native
Gelelektrophorese.

Abb. 3: Bestatigung der identifizierte Gene mittels Northern Blot-Analyse mit Gesamt-RNA aus der
Leber von Kontroll- und Zinkmangeltieren (10 pg/Lane)

Zusammenfassung

Zur |dentifizierung ,zink-sensitiver* Gene wurde im Tierexperiment ein isolierter Zinkmangel
erzeugt und mittels DNA-Array-Technologie die Anderung der mRNA-Expression in der
Leber untersucht. Dabei wurden 56 Gene gefunden, deren mRNA-Spiegel erhoht bzw.
erniedrigt waren. Die zink-abhangige Modulation der Expression wurde fiir 23 Gene mittels
Northern Blot-Analyse und/oder Realtime RT-PCR bestatigt. Die identifizierten Genprodukte

Ergebnisse |
Der selektive Zinkmangel konnte anhand der durchschnittlichen Gewichtszunahme der
Tiere, der Serumzinkkonzentration, der Aktivitat der alk. Phosphatase im Serum und der
mRNA-Spiegel von Metallothionein im Lebergewebe demonstriert werden (Abb. 2).

e A E: B ¢ P - sind dem Fett-, Protein-, Hormon- und Fremdstoffwechsel, Stressantworten, dem
1 i E Energiemetabolismus, Trafficking- und Signaltransduktions-prozessen  zuzuordnen.
. g: J Ubereinstimmend mit der Retardierung des Wachtums im Zinkmangel [6] finden sich unter
§‘: ;: R den identifizierten Transkripten mit veranderter Expression vor allem auch solche, die in die
e H 2 ' STH-Achse und Wachstumsfaktor-peptidklassen einzuordnen sind. Die Arraytechnologie ist
Zn+  Zn- Zn+  Zn- O 2 fenbage © 2 B-Actin - MT-1 als Screening-System geeignet, eine begrenzte Zahl von Kandidatengenen zu
Abb. 2(A) Serumzinkkonzentration (B) Serum-AP-Aktivitit (C) &-Gewi (D) ionein1- identifizieren, deren verénderte Expression jedoch durch unabhangige, quantifizierende
mRNA-Expression bei Kontroll- und Mangeltieren Methoden bestétigt werden muf.
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