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1 Einleitung 

1.1 Pigmentierung 

Die Pigmentierung und deren Regulation ist ein komplexer biologischer Prozess, der von 

verschiedenen Faktoren beeinflusst wird. In diesem Rahmen wird der resultierende individuelle 

Phänotyp vor allem durch genetische Heterogenität und multifaktorielle Umwelteinflüsse 

bestimmt. Die Pigmentierung prägt aber nicht nur das äußere Erscheinungsbild, sondern bietet 

auch einen Schutz vor potentiell schädlicher ultravioletter (UV) Strahlung. Die Grundlage der 

Pigmentierung bilden der Farbstoff Melanin (Pigment) und die farbstoffsynthetisierenden 

Melanozyten (Pigmentzellen). Neben der Haut sind diese auch in anderen Geweben des 

Körpers zu finden, wo sie wichtige Funktionen wahrnehmen. 

1.1.1 Die Entwicklung der Melanozyten 

Die Entwicklung der Melanozyten beginnt in den embryonalen Neuralleistenzellen des 

Neuroektoderms und wird durch die Expression des Mikrophthalmie-assoziierten 

Transkriptionsfaktors (MITF) zentral gesteuert (Goding 2007). Die mit der MITF-Expression 

assoziierten melanozytären Entwicklungsschritte (siehe Abbildung 1) werden von mehreren 

Transkriptionsfaktoren beeinflusst und kontrolliert (Baxter et al. 2010). Diese 

Regulationsmechanismen sind bis heute noch nicht vollständig erforscht. Es wird jedoch 

angenommen, dass neben PAX3, SOX10, SOX9, SOX2, ZIC3 und SNAIL2 noch weitere, 

bisher unbekannte Transkriptionsfaktoren die MITF-Expression beeinflussen (Mort et al. 

2015). Nach Expression des Tyrosinkinase-Rezeptors (KIT) und der Dopachrom-Tautomerase 

(DCT) durch die in der Neuralleiste befindlichen Progenitorzellen werden diese zu 

Melanoblasten, die in ihre Zielgewebe migrieren (Cramer 1991). Hierzu gehören neben der 

Epidermis und dem Haarfollikel auch die Uvea, das Innenohr, Herz, der Knochen und die 

weiche Hirnhaut (Goldgeier et al. 1984; Nichols und Reams 1960; Steel und Barkway 1989; 

Yajima und Larue 2008). Die in die Haarfollikel ausgewanderten Melanoblasten differenzieren 

nicht nur zu Melanozyten, sondern auch zu melanozytären Stammzellen (Nishimura et al. 2005). 

Diese melanozytären Stammzellen können sich zur Erneuerung teilen oder zu Transitzellen 

differenzieren, welche sich dann wiederum zu Melanozyten weiterentwickeln (Goding 2007). 

Diese Prozesse werden unter anderem durch den Notch- und Wnt-Signalweg gesteuert (Goding 

2007; Moriyama et al. 2006; Mort et al. 2015). Ist die Entwicklung und Migration der 
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Melanozyten abgeschlossen, beginnt die Pigmentzelle mit der Produktion des Melanins (siehe 

Sektion 1.1.3). 

 
Abbildung 1: Melanozyten-Ontogenese des Menschen mit Expression charakteristischer 

Differenzierungsmarker. Neuralleistenzellen differenzieren im ersten Schritt zu SOX10-positiven (+) 

melanoblastären Progenitorzellen, die anschließend zu Melanoblasten (SOX10-, MITF-, DCT- und KIT-positiv) 

weiterdifferenzieren. Diese migrieren in ihre jeweiligen Zielgewebe, wo sie sich entweder zu Melanozyten (SOX10-, 

DCT- und TYP-positiv) weiterentwickeln oder zu melanozytären Stammzellen (SOX10-, MITF-, DCT-positiv und 

KIT-negativ), die im Haarfollikel lokalisiert sind und sich erneuern oder über weitere Zwischenschritte zu 

Melanozyten ausreifen können. Modifiziert nach Mort et al. (2015) - CC BY 3.0. 

1.1.2 Die Funktion der Melanozyten 

Die Hauptaufgabe der Melanozyten ist die Pigment-Synthese (Melanogenese) und dessen 

Weitergabe an die umliegenden Keratinozyten in der Epidermis (Costin und Hearing 2007). 

Dort sind die Melanozyten im Stratum basale lokalisiert, wo sie mit ihren Zellkörpern der 

Basalmembran aufliegen (Abdallah et al. 2017). Ihre dendritischen Fortsätze ermöglichen es 

ihnen, das Melanin vom Stratum basale aus an die umliegenden Keratinozyten abzugeben (Park 

et al. 2009). Hierbei versorgt ein Melanozyt innerhalb einer sogenannten „epidermalen Melanin-

Einheit“ etwa 40 Keratinozyten (Fitzpatrick und Breathnach 1963). Ungeachtet der 

Hautpigmentierung finden sich bei allen Menschen eine vergleichbar große Menge an 

Melanozyten, wobei diese etwa 10% der Zellen in der basalen Epidermis ausmachen (Haass und 

Herlyn 2005). Die Stärke der Hautpigmentierung und der Haare hängt von der Aktivität der 

Melanogenese und der Weitergabe des Pigments an die umliegenden Keratinozyten ab (Jimbow 

et al. 1976). Diese Prozesse sind auf der einen Seite genetisch determiniert, auf der anderen Seite 

durch Stressfaktoren wie zum Beispiel einer UV-Exposition induzierbar (Jimbow et al. 1976). 

In den Melanozyten wird das Pigment in Melanosomen gespeichert, die ebenfalls über die 

dendritischen Zellfortsätze in die umgebenden Keratinozyten geschleust werden (Park et al. 

2009). Diese lagern sich wie eine Schutzkappe dem Zellkern auf, um ihn vor UV-Strahlung zu 

schützen (Jimbow et al. 1976). 
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Erst kürzlich wurde entdeckt, dass die Melanozyten neben der Melanogenese auch eine Rolle 

im Immunsystem spielen (Gasque und Jaffar-Bandjee 2015). Mit ihrer dendritischen 

Morphologie, der Erkennung von Pathogenen über Mustererkennungsrezeptoren mit 

anschließender Phagozytose, Antigenpräsentation (über MHC-II, CD40, ICAM1) und 

Zytokinproduktion (IL-1/3/6/8, TNF-⍺, TGF-β) weisen sie eine Ähnlichkeit zu den 

Langerhans-Zellen auf, wobei letztere jedoch embryologisch dem hämatopoetischen System 

entstammen, (Gasque und Jaffar-Bandjee 2015; Mackintosh 2001; Plonka et al. 2009). 

1.1.3 Das Melanin 

Unter dem Oberbegriff Melanin werden das braun-schwärzliche Eumelanin und hell-gelbliche 

Phäomelanin zusammengefasst (Riley 1997). Melanin absorbiert bis zu 99,9% des schädlichen 

UV-Lichts und wandelt es in Wärme um (Meredith und Riesz 2004). Um seine Schutzfunktion 

in der Haut ausüben zu können, wird es in spezialisierten intrazellulären Vesikeln, den 

Melanosomen, gespeichert und von den Melanozyten an die umgebenden Zellen abgegeben 

(Jimbow et al. 1976). Darüber hinaus wird angenommen, dass Melanin als Antioxidans auch 

chemoprotektive Eigenschaften besitzt (Meyskens et al. 2004). 

Während der Melanogenese finden in den Melanosomen eine Reihe biochemischer Prozesse 

statt, in deren Rahmen aus der Aminosäure (L)-Tyrosin verschiedene Melaninvarianten 

synthetisiert werden (siehe Abbildung 2) (Seiji und Fitzpatrick 1961). Im ersten Schritt wird (L)-

Tyrosin durch das Schlüsselenzym Tyrosinase (TYR) zu L-3,4-Dihydroxiphenylalanin (DOPA) 

hydroxiliert und anschließend zu DOPAquinon oxidiert (Fitzpatrick et al. 1967). Diese zentralen 

und geschwindigkeitsbestimmenden Schritte der Melanin-Synthese unterliegen einer Vielzahl 

regulatorischer Einflüsse (Fitzpatrick et al. 1967). Abhängig von der Anwesenheit von Thiolen 

(z.B. Zystein) teilt sich der Syntheseweg der zwei Melaninformen auf. Ist Zystein vorhanden, 

wird DOPAquinon zu ZysteinylDOPA umgesetzt, das nachfolgend spontan zum gelblichen 

Phäomelanin oxidiert und polymerisiert (Hearing 2011). Stehen für die Reaktion keine Thiole 

zur Verfügung, zyklisiert das DOPA spontan zu DOPAchrom (Hearing 2011). DOPAchrom 

wiederum kann sich entweder spontan zum schwarzen DHI- (5,6-Dihydroxyindol) Melanin 

umwandeln oder es bildet sich unter Einfluss der DCT und der DHICA-Oxidase (tyrosin-related 

protein 1, TRP1) das bräunliche DHICA- (5,6-Dihydroxyindol-2-Carbonsäure) Melanin 

(Eumelanin) (Simon et al. 2009; Slominski et al. 2004). In der menschlichen Haut sind alle 

Varianten des Melanins anzutreffen, wobei nur der prozentuale Anteil des Eumelanins für den 

Grad der Pigmentierung verantwortlich ist (Slominski et al. 2004; Yamaguchi et al. 2007). 
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Abbildung 2: Melanogenese des Menschen. (L)-Tyrosin wird durch die TYR im ersten Schritt zu L-DOPA 

und anschließend zu DOPAquinone umgewandelt (geschwindigkeitsbestimmender Schritt*). DOPAquinone wird 

in Anwesenheit von Zystein zu ZysteinylDOPA umgesetzt. Steht kein Zystein zur Verfügung, zyklisiert es spontan 

zu DOPAchrome, das durch die TRP2 zu DHICA prozessiert wird. DOPAchrome kann sich jedoch auch spontan 

in DHI umwandeln. Sowohl ZysteinylDOPA als auch DHI und DHICA oxydieren und polymerisieren zu den drei 

Formen des Melanins (Phäomelanin, DHI-Melanin und DHICA-Melanin). Basierend auf Simon et al. (2009). 

1.2 Pigmentierungsstörungen 

Phänotypisch äußern sich zelluläre Defekte im Rahmen der melanozytären Entwicklung und 

Melanogenese in Form verschiedener Pigmentierungsstörungen (Synonym: Pigmentierungs-

erkrankungen). Unterschieden werden erworbene und hereditäre Formen, die sich mit einer 

Hypo- und/oder Hyperpigmentierung manifestieren können. 

Bei den hereditären Pigmentierungsstörungen wird formalgenetisch zwischen Erkrankungen 

mit autosomal-dominanter, autosomal-rezessiver und gonosomaler Vererbung unterschieden. 

In dieser Dissertation liegt der Fokus auf den hereditären, autosomal-dominant vererbten 

Hyperpigmentierungserkrankungen, weshalb auf die anderen Formen nicht näher eingegangen 

wird. 

Hyperpigmentierung bezeichnet eine verstärkteFärbung der Haut und/oder Schleimhaut, die 

durch eine Vielzahl endo- und exogener Faktoren hervorgerufen werden kann und auf eine 

übermäßige Melanineinlagerung im Gewebe zurückzuführen ist (Muller et al. 2012). Anhand 

des klinischen Erscheinungsbildes können Hyperpigmentierungserkrankungen in lokalisierte, 

diffuse und retikuläre Formen unterteilt werden (Giehl und Braun-Falco 2010). 

1.2.1 Retikuläre Hyperpigmentierungserkrankungen 

Retikuläre Hyperpigmentierungserkrankungen (RHDs; siehe Tabelle 1) sind durch eine 

netzartig angeordnete, hell- bis grau-bräunliche Pigmentablagerung gekennzeichnet (Giehl und 

Braun-Falco 2010). Die für alle Mitmenschen sichtbare Verfärbung der Haut kann bei den 

Betroffenen einerseits ein ästhetisches Problem darstellen. Andererseits kann sie auch zu einem 

Verlust der Lebensqualität auf Grund des Meidens sozialer Kreise/Aktivitäten führen und mit 
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Komplikationen durch Begleiterkrankungen im Rahmen übergeordneter genetischer Syndrome 

assoziiert sein (Giehl und Braun-Falco 2010). 

Erworbene RPDs haben unterschiedliche (multifaktorielle) Ursachen. Sie können 

medikamentös, postinflammatorisch, hormonell und/oder durch eine Intoxikation bedingt sein 

sowiedurch eine andere Erkrankung (z. B. Morbus Addison) hervorgerufen werden (Banba et 

al. 1999; Dereure 2001; Stulberg et al. 2003). Da der Fokus dieser Arbeit auf den hereditären 

Formen liegt, werden wir im Folgenden nicht weiter auf die erworbenen  Erkrankungen 

eingehen. 

Hereditäre RPDs beruhen auf genetischen Veränderungen (Mutationen) und reflektieren eine 

Gruppe seltener Genodermatosen (Giehl und Braun-Falco 2010). Neben sporadisch (durch de 

novo-Mutationen) auftretenden Fällen liegt bei den meisten dieser Erkrankungen ein 

autosomal-dominanter Erbgang vor (Sardana et al. 2013). Bei einigen der hereditären RPDs 

konnten die verantwortlichen Gene bereits identifiziert werden. Zu diesen gehören ADAM10 

und DSRAD bei der retikulären Akropigmentierung vom Typ Kitamura bzw. Dohi, Keratin 14 

bei der Dermatopathia pigmentosa reticularis sowie Keratin 5 (KRT5), Protein-O-Fucosyltransferase-

1 (POFUT1), Protein-O-Glucosyltransferase-1 (POGLUT1) und PSENEN beim Morbus Dowling-

Degos (DDD). Hingegen sind die Gendefekte des Haber-Syndroms und der X-chromosomalen 

retikulären Pigmentierungsstörung bisher noch nicht bekannt (siehe Tabelle 1). Da die klinische 

Unterscheidung der verschiedenen Krankheitsbilder schwierig ist, sollten in der Diagnostik 

molekulargenetische Untersuchungstechniken zur Anwendung kommen (Muller et al. 2009). 

Die häufigste und bisher am besten untersuchte RPD ist der DDD (Muller et al. 2012). Im 

Rahmen dieser Dissertation wurde der DDD als Modellerkrankung zur Erforschung von 

Pigmentierungsprozessen und der damit assoziierten Krankheitsbildern herangezogen. 

Tabelle 1: Übersicht erworbener und hereditärer retikulärer Pigmentierungsstörungen 

Erworbene retikuläre 
Pigmentierungserkrankungen 

Hereditäre retikuläre 
Pigmentierungserkrankungen 

Acanthosis nigricans Retikuläre Akropigmentierung Typ Kitamura 

Konfluierende retikuläre Papillomatose Retikuläre Akropigmentierung Typ Dohi 

Prurigo pigmentosa Dermatopathia pigmentosa reticularis 

Urticaria pigmentosa Haber-Syndrom 

Retikuläre erythematöse Muzinose 
X-chromosomale retikuläre 
Pigmentierungsstörung 
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Terra-firma-artige Dermatose Morbus Dowling-Degos 

Basierend auf Sardana et al. (2013). 

1.2.2 Morbus Dowling-Degos 

Der DDD repräsentiert eine klinisch und genetisch heterogene autosomal-dominant vererbte 

RPD (siehe Tabelle 2). 

Die Erkrankung wurde erstmalig von Dowling und Freudenthal (1938) beschrieben und später 

durch Degos und Ossipowski (1954) als retikuläre Pigmentierungserkrankung der Flexuren 

bezeichnet. 

Müller et al. (2012) konnten zeigen, dass der DDD innerhalb der RPDs mit ca. 30% der 

häufigste Vertreter ist, und dass das mittlere Alter bei Erstmanifestation 24,5 Jahre beträgt. 

Hierbei sind Frauen mit bis zu ca. 70% öfter betroffen als Männer, wobei die Erkrankung in 

allen Ethnien auftritt. 

Klinisch manifestiert sich der DDD mit hyperpigmentierten Maculae und flachen Papeln, 

hauptsächlich in den großen Flexuren und Körperfalten. Es wurden jedoch auch Fälle 

beschrieben, bei denen die Extremitäten und/oder die Halsregion betroffen waren (siehe 

Abbildung 3) (Kim et al. 1999; Mohanty et al. 2019). 

Differentialdiagnostisch kommen sowohl erworbene als auch hereditäre RPDs in Betracht. 

Unter den erworbenen Formen sollten die Acanthosis nigricans, konfluierende retikuläre 

Papillomatose, Prurigo pigmentosa, retikuläre erythematöse Muzinose und Terra-firma-artige 

Dermatose abgegrenzt werden (siehe Tabelle 1). Die zu unterscheidenden erblichen Formen 

umfassen die retikuläre Akropigmentierung vom Typ Kitamura und Typ Dohi, das Haber-

Syndrom, die Dermatopathia pigmentosa reticularis und die X-chromosomale retikuläre 

Pigmentierungsstörung (siehe Tabelle 1) (Sardana et al. 2013). 

Neben der Klinik kann zur Diagnostik eine histologische Untersuchung herangezogen werden. 

Beim DDD zeigt sich hierbei typischerweise ein tiefengerichtetes Wachstum fingerförmiger 

Epithelstränge mit einer Hyperpigmentierung basaler Keratinozyten (siehe Abbildung 3). Die 

Haarfollikel sind dilatiert und hyperkeratotisch (Muller et al. 2012). Liegt auch eine Akantholyse 

vor, ist dies hinweisend auf eine ursprünglich als eigenständige Entität unter dem Namen 

Morbus Galli-Galli klassifizierte Variante des DDD (Sprecher et al. 2007). 

Neben der histologischen Untersuchung spielt heutzutage die molekulargenetische Analyse eine 

zentrale diagnostische Rolle, da bereits vier krankheitsverursachende Gene gefunden wurden, 

die mit teils charakteristischen Phänotypen einhergehen (siehe Tabelle 2). Im Jahr 2006 konnten 
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Betz et al. (2006) erstmalig Mutationen im KRT5-Gen nachweisen, einem wichtigen Protein der 

basalen epidermalen Keratinozyten. Im Jahr 2013 entdeckten Li et al. (2013) Mutationen im 

POFUT1-Gen, das für die Protein-O-Fucosyltransferase-1 kodiert und eine wichtige Rolle in 

der posttranslationalen Modifizierung von NOTCH-Proteinen spielt. Betroffene Patienten 

zeigten auch Hyperpigmentierungen an den Handinnenflächen und Fußsohlen (Betz 2017; Li 

et al. 2013). Im darauf folgenden Jahr konnten Basmanav et al. (2014) weitere Mutationen im 

POGLUT1-Gen nachweisen, das für die Protein-O-Glucosyltransferase-1 kodiert und ebenso 

für Proteinmodifikationen innerhalb der NOTCH-Signalroute verantwortlich ist. Diese 

Patienten zeigten die typischen Hyperpigmentierungen insbesondere an den Streckseiten der 

Extremitäten (Basmanav et al. 2014; Betz 2017). Im Jahr 2017 konnten Ralser et al. (2017) mit 

PSENEN das bislang vierte krankheitsverursachende Gen identifizieren. Es kodiert für die γ-

Sekretase-Untereinheit Pen-2 und kann bei Betroffenen neben der Hyperpigmentierung bei 

suszeptiblen Patienten (starker Nikotingenuss; Übergewicht; Hyperglykämie) auch eine 

familiäre Form der Akne inversa (FAI) hervorrufen (Ralser et al. 2017). 

Bisher gibt es keine effektive Behandlung des DDD. Derzeitige Therapiestrategien beinhalten 

das Auftragen harnstoff- und/oder retinoidhaltiger Topika sowie einer Lasertherapie. 

Gemeinsam ist den Genen KRT5, POGLUT1, POFUT1 und PSENEN, dass sie wichtige 

Bestandteile der NOTCH-Signalroute sind. Dieser entwicklungsgeschichtlich konservierte 

Signalweg spielt eine wichtige Rolle in der Zell-Zell-Kommunikation und der Zellproliferation 

(Artavanis-Tsakonas et al. 1999). 

Tabelle 2: Varianten des Morbus Dowling-Degos 

DDD - Subtyp OMIM-
Nummer 

Betroffenes Gen Klinisch hauptsächlich 
betroffene Areale 

Referenz 

DDD Typ 1 179850 KRT5 Flexuren, große 
Körperfalten 

Betz et al. (2006) 

613736 PSENEN Flexuren, große 
Körperfalten und familiäre 
Akne inversa bei 
suszeptiblen Patienten 

Ralser et al. (2017) 

DDD Typ 2 615327 POFUT1 Hand- und Fußflächen Li et al. (2013) 

DDD Typ 3 615674 unbekannt unbekannt unbekannt 

DDD Typ 4 615696 POGLUT1 Extremitäten, Beugeseiten-
unabhängig 

Basmanav et al. 
(2014) 
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Die vier bisher bekannten Formen des DDD mit Registrierungsnummer in der Datenbank Online Mendelian 

Inheritance in Man (OMIM), betroffenem Gen und der jeweils vorherrschenden klinischen Symptomatik sowie 

der Referenz der Erstbeschreibung. 

 

 
Abbildung 3: Klinik und Histologie des Morbus Dowling-Degos. (A) Makulopapulöse 

Hyperpigmentierungen am Rücken. (B) Makulopapulöse Hyperpigmentierungen an Hals und Nacken. (C) 

Längliches und verschmälertes tiefengerichtetes Wachstum der Epidermis mit basaler Hyperpigmentierung und 

subepidermalem Infiltrat. Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung der Klinik für Dermatologie, 

Venerologie und Allergologie der Universitätsmedizin Göttingen. 

1.3 Die Notch-Signalroute 

Die Notch-Signalroute nimmt eine zentrale Rolle in der Kommunikation benachbarter Zellen 

ein (Artavanis-Tsakonas et al. 1999). Beteiligt sind der namengebende Notch-Rezeptor, dessen 

Liganden und mehrere Enzyme. Die im Rahmen der Prozessierung anfallenden intra- und 

extrazellulären Spaltprodukte vermitteln  extrazelluläre Signale an den Zellkern (siehe Abbildung 

4). Neben der Regulation der Pigmentierung nimmt die Signalroute eine bedeutsame Funktion 

in der embryonalen Entwicklung neuronaler (Gaiano und Fishell 2002), vaskulärer (Liu et al. 

2003), kardialer (Grego-Bessa et al. 2007), pankreatischer (Murtaugh et al. 2003), T-zellulärer 

(Laky und Fowlkes 2008) und zytoskelettaler (Lai 2004) Gewebe ein. 
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Vor Expression des Notch-Rezeptors an der Oberfläche signalrezeptierender Zellen wird dieser 

posttranslational durch POFUT1 und POGLUT1 im endoplasmatischen Retikulum modifiziert 

(Munro und Freeman 2000; Shao et al. 2002). Beim Menschen wurden bisher vier verschiedene 

Notch-Rezeptoren beschrieben (Liu et al. 2014). Nach Aktivierung des Notch-Rezeptors durch 

einen seiner Liganden spaltet ADAM10, eine Metalloprotease aus der ADAM-Proteinfamilie, 

die extrazelluläre Domäne ab (Lai 2004; van Tetering et al. 2009). Diese als NECD (notch 

extracellular domaine) bezeichnete Domäne verbleibt nach der Spaltung am Liganden und wird 

durch die signalvermittelnde Zelle aufgenommen und abgebaut (Hansson et al. 2010). Nach der 

Spaltung durch ADAM10 wird der verbliebene Teil des Notch-Rezeptors intramembranös 

durch die γ-Sekretase gespalten, wobei der als NICD (notch intracellular domaine) bezeichnete 

intrazellulär gelegene Anteil des Rezeptors in das Zytosol freigegeben wird. Im Nukleus 

interagiert NICD unter anderem mit dem Transkriptionsfaktor CSL, der die Expression 

zahlreicher Zielgene reguliert (Frank et al. 2018; Luca et al. 2015). 

Im Rahmen der Pigmentierung spielt der Notch-Signalweg insbesondere in der Entwicklung 

melanozytärer Stammzellen und Melanoblasten eine wichtige Rolle (Moriyama et al. 2006). Wie 

bereits unter 1.2.1 und 1.2.2 beschrieben können molekulare Defekte innerhalb dieser 

Signalroute zu einer fehlerhaften Pigmentierung und somit zu verschiedenen 

Pigmentierungserkrankungen führen. Die zentrale Funktion des Signalwegs zeigt sich 

insbesondere beim DDD, dem eine Dysfunktion von Proteinen der Notch-Signalroute zu 

Grunde liegen (siehe Abbildung 4). Erst kürzlich konnte Ralser et al. (2017) zeigen, dass 

Mutationen im PSENEN-Gen mit dem DDD Typ 1 assoziiert sein können und betroffene 

Patienten ein zusätzliches Risiko zur Entwicklung einer FAI haben. 
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Abbildung 4: Der Notch-Signalweg. Die im Rahmen der Pathogenese des DDD bedeutsamen Proteine sind  

rot unterlegt hervorgehoben. (1) Notch-Rezeptor-Proteine werden posttranslational im endoplasmatischen 

Retikulum (ER) durch POFUT1 und POGLUT1 modifiziert. (2) Der Signalweg wird aktiviert, wenn Notch-

Liganden (unter anderem Delta-like, Jagged), die von der signalvermittelnden Zelle exprimiert werden, an den 

Notch-Rezeptor binden. Nachfolgend kommt es zu zwei proteolytischen Spaltungen. (3) ADAM10 katalysiert die 

Abspaltung des extrazellulären Teils des Notch-Rezeptors, wodurch die extrazelluläre Notch-Domäne (NECD) 

freigesetzt wird. (4) Der 𝛾-Sekretase-Komplex katalysiert die intramembranöse Spaltung, was zur Freisetzung der 

intrazellulären Notch-Domäne (NICD) in das Zytoplasma führt (NICD). (5) Die NICD transloziert in den 

Nukleus, wo sie mit dem Transkriptionsfaktor CSL interagiert und hierdurch die Expression verschiedener 

Zielgene reguliert. Modifiziert nach Frank et al. (2018). Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung 

von Elsevier. 

1.4 γ-Sekretase 

Die γ-Sekretase ist als Proteasekomplex an vielen biologischen Prozessen des Körpers beteiligt 

und spaltet neben Notch mindestens 90 weitere Membranproteine vom Typ 1 (Kopan und 

Ilagan 2004; Wolfe 2020). Darunter befindet sich auch das Amyloid Precursor Protein, welches 

bei einer Fehlfunktionen des Spaltungsprozesses zu β-Amyloid-Plaque umgewandelt wird, das 

mit einer familiären Form des Morbus Alzheimer assoziiert ist (Wolfe 2019). Da jedoch in dieser 

Dissertation der Fokus auf der Notch-Signalroute liegt, werden wir auf die weiteren Proteine 

nicht näher eingehen. 
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Die γ-Sekretase ist ein integrales Membranprotein mit 19 Transmembrandomänen, das aus vier 

verschiedenen Untereinheiten besteht (Lu et al. 2014; Lundkvist und Naslund 2007). Zu diesen 

gehören die Proteine anterior pharynx-defective 1 (APH-1; siehe Sektion 1.4.1), Präsenilin 

(presenilin; PSEN, siehe Sektion 1.4.2) Präsenilin-Verstärker-2 (presenilin enhancer 2; Pen-2; siehe 

Sektion 1.4.3), und Nicastrin (NCSTN; siehe Sektion 1.4.4) (siehe Abbildung 5) (Kaether et al. 

2006). Gemeinsam lagern sich diese Untereinheiten zu einem Komplex zusammen, der in der 

Plasmamembran seine Zielstrukturen erkennen und proteolytisch spalten kann (Kimberly et al. 

2003). PSEN bildet die katalytische Untereinheit der γ-Sekretase und muss zur Aktivierung 

zunächst endoproteolytisch durch Pen-2 gespalten werden (Kimberly et al. 2003). NCSTN spielt 

eine wichtige Rolle in der Substraterkennung und -bindung, APH-1 in der 

Substratprozessierung (Gertsik et al. 2014).  

Über die Plasmamembran hinaus ist die γ-Sekretase auch im Mitochondrium exprimiert, wo es 

wahrscheinlich eine regulatorische Funktion im Rahmen der Apoptose ausübt (Capell et al. 

2005; Hansson et al. 2004).  

Im Folgenden werden die vier Untereinheiten und ihre spezifischen Aufgaben im Detail 

vorgestellt, ebenso wie Erkrankungen, die mit einer Dysfunktion einzelner Untereinheiten 

assoziiert sind. 

 
Abbildung 5: γ-Sekretase-Proteasekomplex mit seinen vier Untereinheiten. Dargestellt sind Pen-2 (rot), 

APH-1 (blau), PSEN (lila) und NCSTN (gelb). (1) Katalytisches Zentrum der Protease. (2) An dieser Stelle wird 

die Protease endoproteolytisch durch Pen-2 gespalten und somit in seine aktive Form überführt. Modifiziert nach 

Lundkvist und Naslund (2007). Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Elsevier. 
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1.4.1 APH-1 

APH-1 liegt beim Menschen in zwei homologen Formen vor, APH-1A und APH-1B (Francis 

et al. 2002). In der Maus wurde darüber hinaus ein weiteres Homolog gefunden, Aph-1c, das 

jedoch beim Menschen nicht vorkommt (Hebert et al. 2004). Von APH-1A gibt es zwei 

Spleißvarianten, APH-1aL und APH-1aS (Shirotani et al. 2004; Zhang et al. 2014). Die Isomere 

weisen sieben Transmembrandomänen auf, wobei das N-terminale Ende sich extrazellulär 

befindet und das C-terminale Ende intrazellulär lokalisert ist (Fortna et al. 2004). Im γ-Sekretase-

Komplex ist APH-1 für die Stabilität verantwortlich und dient als Grundgerüst (Gertsik et al. 

2014). 

Die ursprüngliche Annahme, dass Mutationen in APH-1B eine Rolle in der Entwicklung des 

Morbus Alzheimer spielen, konnte kürzlich widerlegt werden (Zhang et al. 2020). Bisher wurden 

beim Menschen keine Erkrankungen beschrieben, die mit Mutationen im APH-1-Gen assoziiert 

sind. 

1.4.2 PSEN 

PSEN liegt beim Menschen in zwei Isoformen vor, Präsenilin 1 (PSEN1) und Präsenilin 2 

(PSEN2) und hat jeweils neun Transmembrandomänen (Li et al. 2000). Zur Aktivierung wird 

diese Aspartat-Protease durch Pen-2 (siehe Sektion 1.4.3) zwischen den 

Transmembrandomänen 6 und 7 endoproteolytisch gespalten (Takasugi et al. 2003). Hierbei 

wird PSEN in zwei Fragmente geteilt: PSEN-CTF (Präsenilin C-terminales Fragment) und 

PSEN-NTF (Präsenilin N-terminales Fragment) (siehe Abbildung 5) (Takasugi et al. 2003). 

Nach der Spaltung liegen die beiden Anteile als Heterodimer vor (Podlisny et al. 1997). 

Bisher wurden mehr als 150 PSEN-Mutationen beschrieben, die zu einer familiären Form des 

Morbus Alzheimer (FAD) führen und mehrheitlich im PSEN1-Homolog auftreten (Vetrivel et 

al. 2006). Darüber hinaus wurden PSEN-Mutationen auch bei der familiären Akne Inversa 

(FAI) (Wang et al. 2010), dilatativen Kardiomyopathie (Li et al. 2006) und frontotemporalen 

Demenz (Dermaut et al. 2004) beschrieben. Bisher sind keine humanen hereditären 

Pigmentierungserkrankungen bekannt, die auf Mutationen in PSEN1/PSEN2 zurückzuführen 

sind. Jedoch berichteten Nornes et al. (2009) und Jiang et al. (2018) über einen 

Pigmentierungsphänotyp im Zebrafischmodell, der den Gruppen im Zusammenhang mit 

Experimenten zur Erforschung des Morbus Alzheimer aufgefallen war und auf einer 

Dysfunktion von PSEN2 beruhte. 
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1.4.3 Pen-2 

Pen-2 wird durch das PSENEN-Gen kodiert. Mit einer Länge von 101 Aminosäuren und zwei 

Transmembrandomänen ist es die kleinste der vier Untereinheiten (Crystal et al. 2003). Seine 

Hauptaufgabe liegt in der endoproteolytischen Spaltung von PSEN1/2, wodurch diese in ihre 

aktiven Formen überführt werden. Daneben konnte gezeigt werden, dass ein PSENEN-

Knockdown mit einem deutlichen Aktivitätsverlust der γ-Sekretase verbunden ist (Takasugi et 

al. 2003). Über die Endoproteolyse hinaus nimmt Pen-2 auch weitere Funktionen innerhalb des 

γ-Sekretase-Komplexes wahr. Diese konnten jedoch bis heute noch nicht vollständig 

entschlüsselt werden und machen einen Teil derzeitiger wissenschaftlicher Bemühungen aus 

(Gertsik et al. 2014). 

Erstmalig im Jahr 2010 wurden Mutationen im PSENEN-Gen mit dem Krankheitsbild der FAI 

assoziiert (Pink et al. 2011; Wang et al. 2010), das im folgenden Kapitel näher vorgestellt wird 

(siehe Sektion 1.4.3.1). Im Jahr 2016 wiesen Zhou et al. (2016) erstmalig auf eine mögliche 

molekulargenetische Assoziation zwischen FAI und DDD hin, nachdem sie bei von beiden 

Erkrankungen Betroffenen PSENEN-Mutationen identifizieren konnten. Hieran anknüpfend 

widmeten sich Ralser et al. (2017) der weiteren Untersuchung von PSENEN und dessen Rolle 

in der Pigmentierung . Neben der Sequenzierung des PSENEN-Gens bei Patienten mit DDD 

bedienten sie sich eines in-vivo-Modells, dem Zebrafisch (Danio rerio). Es gelang ihnen 

darzustellen, dass eine PSENEN-Mutation in der Keimbahn beim Menschen primär mit dem 

Phänotyp des DDD assoziiert ist. Nur bei Vorliegen weiterer multifaktorieller 

Suszeptibilitätsfaktoren wie starkem Nikotingenuss, Übergewicht und Hyperglykämie besteht 

für die Anlageträger offensichtlich ein erhöhtes Risiko, auch an einer FAI zu erkranken (Ralser 

et al. 2017). 

1.4.3.1 Akne Inversa 

Die Akne inversa (AI; Synonyme: Hidradenitis suppurativa, Akne conglobata, apocrine acne) ist 

eine multifaktorielle chronische Erkrankung, die mit einer Entzündung der Talgdrüsen 

einhergeht (Jemec 2012). Grundsätzlich wird zwischen einer erworbenen und familiären Form 

(FAI) unterschieden. 

Epidemiologisch wird eine regional variierende Prävalenz von 0,03 bis 4% angenommen, wobei 

Frauen ca. dreimal häufiger betroffen sind als Männer (Pinter et al. 2020). Das 

Erstmanifestationsalter liegt in der zweiten und dritten Lebensdekade (Jemec 2012).  

Klinisch manifestiert sich die FAI vor allem in Hautarealen, die reich an apokrinen Drüsen sind, 

insbesondere in den Axillen sowie in der Inguinal- und Anogenitalregion (Kurzen et al. 2008). 
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Die Patienten weisen schmerzhafte und tiefreichende entzündliche Hautveränderungen auf, die 

sich zu Abszessen entwickeln können (Jemec 2012; Slade et al. 2003). In der derzeitigen 

Klassifikation nach Hurley finden sich im Stadium I einzelne, voneinander abgrenzbare 

Abszesse. Im Stadium II sind die Abszesse zwar klinisch voneinander getrennt, in den tieferen 

Hautlagen jedoch durch Fisteln miteinander verbunden, und es kann zur Narbenentwicklung 

kommen. Im Stadium III treten die Abszesse flächenhaft auf, und die Patienten weisen stets 

Fisteln und Narben auf (Jemec 2012; Slade et al. 2003).  

Differentialdiagnostisch kommen eitrige Entzündungen wie Furunkel, Karbunkel und Abszesse 

sowie granulomatöse Erkrankungen wie die kutane Sarkoidose und Tuberkulose (besonders die 

im Perianalbereich lokalisierte Tuberculosis cutis colliquativa) in Betracht. Darüber hinaus 

sollten auch Analfisteln, ein Pilonidalsinus, eine tiefe Trichophytide, ein Lymphogranuloma 

inguinale und eine Aktinomykose berücksichtigt werden (Lam et al. 2007; Sabat et al. 2017). 

In der Diagnostik ist eine ausführliche Familien- und Genussmittelanamnese unverzichtbar, da 

bis zu 30% der Betroffenen eine familiäre Häufung und oftmals einen übermäßigen 

Nikotinkonsum aufweisen. Die klinische Inspektion mit Palpation und Sondierung von Fisteln 

sowie die Bestimmung des Body-Mass-Indexes können durch Ultraschall- und MRT-

Untersuchungen zur Erfassung der Tiefenausdehnung komplementiert werden. (Jemec 2012; 

Ralser et al. 2017).  

Die Therapie der AI ist schwierig. Neben antiseptischen und adstringierenden 

Lokalmaßnahmen sowie der systemischen Gabe von Antibiotika, Retinoiden und 

Immunmodulatoren erfolgt in höheren Krankheitsstadien oftmals eine chirurgische 

Behandlung. Gewichtsreduktion, eine gesunde Lebensführung und Ernährung sowie der 

Verzicht auf Tabak sollten begleitend angeraten werden (Sabat et al. 2017). 

Auf Grund der beobachteten familiären Häufung wurde schon früh eine genetische 

Prädisposition vermutet (Jansen et al. 2001). Im Jahr 2006 konnten Gao et al. (2006) die 

chromosomalen Loci krankheitsassoziierter Gene näher eingrenzen. In den darauffolgenden 

Jahren gelang dann bei einer autosomal-dominant vererbten Variante der FAI die Identifikation 

von Mutationen in den Genen PSENEN (Online Mendelian Inheritance in Man; OMIM 613736), 

PSEN1 (OMIM 613737) und NCSTN (OMIM 142690), die jeweils für Untereinheiten der γ-

Sekretase kodieren (Li et al. 2017; Pink et al. 2011; Ralser et al. 2017; Wang et al. 2010; Zhou et 

al. 2016). So wurden bisher insgesamt 32 Mutationen beschrieben, hierunter 25 in der 

Untereinheit NCSTN (Wu et al. 2018). 
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1.4.4 NCSTN 

Das 709 Aminosäuren lange Glykoprotein NCSTN wird durch das gleichnamige NCSTN-Gen 

kodiert und besitzt eine Transmembrandomäne, dessen N-terminales Ende sich extrazelluär 

befindet, während sein C-terminales Ende intrazellulär lokalisiert ist (Yu et al. 2000). Bevor es 

sich mit den Untereinheiten PSEN und Pen-2 zusammenlagert interagiert NCSTN zur Bildung 

eines stabilen Grundgerüstes im γ-Sekretase-Komplex zunächst mit APH-1 (LaVoie et al. 2003). 

Daneben kommt ihm eine Funktion bei intrazellulären Transportprozessen zu (Zhang et al. 

2005). Die Substraterkennung und -bindung, unter anderem von Notch und APP, erfolgt N-

terminal über spezifische Erkennungssequenzen an den Aminosäurenpositionen 312 - 340 und 

an Aminosäure Glu333 (Dries et al. 2009; Shah et al. 2005). Im Jahr 2011 konnten Pamren et 

al. (2011) zeigen, dass NCSTN neben der Substratbindung auch eine entscheidende Rolle in der 

Substratselektion zukommt. 

Es ist unzweifelhaft, dass NCSTN-Mutationen mit der FAI assoziiert sind (siehe Sektion 

1.4.3.1). Des Weiteren postulierten Duchatelet et al., dass NCSTN-Varianten im 

Zusammenhang mit dem PASH-Syndrom stehen, das sich neben der AI auch mit Akne und 

Pyoderma gangraenosum manifestiert (Duchatelet et al. 2015). Eine pathogenetische Bedeutung 

in der Entstehung einer Frühform des Morbus Alzheimer wird angenommen, ist jedoch bis 

heute nicht abschließend geklärt (Dermaut et al. 2002; Helisalmi et al. 2004; Orlacchio et al. 

2002). Ebenso soll eine NCSTN-Defizienz zu progressiven neurodegenerativen Prozessen und 

Gedächtnisverlust führen (Tabuchi et al. 2009). 

1.5 Ziele der Doktorarbeit 

Zur Charakterisierung der Rolle von NCSTN in der Pigmentierung haben wir in vitro- und in-

vivo-Untersuchungen an einem Zebrafisch-Modell durchgeführt, die im folgenden Abschnitt 

1.5.1 beschrieben werden. 

1.5.1 Zebrafischstudien 

Der Zebrafisch (Zebrabärbling) ist ein in der Grundlagenforschung gerne verwendeter 

Modellorganismus, insbesondere um Fragestellungen in der Genetik und Entwicklungsbiologie 

nachzugehen (Lieschke und Currie 2007). 

Beheimatet ist dieser Schwarmfisch in langsam fließenden oder stehenden Gewässern im 

Stromgebiet des Ganges, unter anderem in Pakistan, Nordindien und Bangladesch (Engeszer et 

al. 2007). Die adulten Fische haben einen schlanken und langgestreckten Körper mit einer Länge 

von bis zu 5 cm (Arunachalam et al. 2013; Spence et al. 2008). Die durchschnittliche 
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Generationszeit liegt bei circa drei Monaten, wobei weibliche Fische in der Lage sind, alle zwei 

bis drei Tage hunderte von Eiern zu legen. Die Proteine des Zebrafisches werden durch mehr 

als 26.000 Gene kodiert, von denen etwa 70% Homologien mit den korrespondierenden 

menschlichen Genen aufweisen (Howe et al. 2013).  

Drei verschiedene Pigmentzelltypen prägen die für das charakteristische Aussehen der 

Zebrafische verantwortliche Pigmentierung: die Melanophoren (Melanozyten des 

Zebrafisches), Iridophoren und Xanthophoren (Mort et al. 2015). In dieser Dissertation liegt 

der Fokus auf den Melanophoren, weshalb wir auf die beiden anderen Zelltypen nicht näher 

eingehen werden. Anders als beim Menschen (siehe Sektion 1.1.1) werden in der Ontogenese 

der Melanophoren zwei Zelltypen unterschieden (siehe Abbildung 6). 

Zum einen Melanophoren, die für das Pigmentierungsmuster in den embryonalen Stadien 

verantwortlich sind. Diese Melanophoren gehen aus Melanoblasten hervor, die direkt den 

Neuralleistenzellen entstammen (Hultman et al. 2009). Zum anderen Melanophoren, die das 

adulte Pigmentierungsmuster prägen. Diese entwickeln sich aus einer melanoblastären 

Zwischenstufe der Neuralleistenzellen, den melanozytären Stammzellen (Budi et al. 2011; 

Dooley et al. 2013). 

Die menschliche NCSTN-Sequenz stimmt zu 56% mit der des Zebrafisches überein (Lim et al. 

2015). Die funktionell bedeutsamen humanen Substraterkennungssequenzen sind auch im 

Zebrafisch konserviert. Daher wird angenommen, dass ncstn (NCSTN-Homolog im 

Zebrafisch) als Untereinheit des γ-Sekretase-Komplexes im Zebrafisch dieselben Aufgaben 

wahrnimmt wie im Menschen (Lim et al. 2015). Lim et al. (2015) konnten zeigen, dass ncstn zu 

allen Entwicklungszeitpunkten im Embryo exprimiert wird. 

 

 
Abbildung 6: Ontogenese der Melanophoren mit Expression charakteristischer Differenzierungsmarker 

im Zebrafisch. Zwei Typen von Melanophoren werden unterschieden. Zum einen embryonale Melanophoren 

(grau), die sich direkt aus Melanoblasten der Neuralleistenzellen entwickeln (schwarze Pfeile). Zum anderen adulte 

Melanophoren (grün), die sich ebenfalls aus Neuralleistenzellen entwickeln, jedoch zunächst in melanozytäre 
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Stammzellen differenzieren, bevor sie zu Melanoblasten und anschließend zu adulten Melanophoren 

weiterdifferenzieren (grüne Pfeile). Die Entwicklung der Melanoblasten zu Melanophoren wird jeweils durch die 

Expression von MITF reguliert. Modifiziert nach Mort et al. (2015) - CC BY 3.0.  

1.5.2 Fragestellungen 

Im Rahmen dieser Dissertation wollten wir die folgenden Fragen beantworten: 

 

1. Ist eine ncstn-Defizienz im Zebrafisch mit einem Pigmentierungsphänotyp assoziiert? 

2. Wodurch wird dieser Pigmentierungsphänotyp verursacht? 

3. Lässt sich der Phänotyp durch eine Behandlung mittels (Ko-)Injektion von Zebrafisch- bzw. 

humaner NCSTN/ncstn-RNA umkehren? 

4. Hat die Injektion mutierter humaner NCSTN-RNA Auswirkungen auf den 

Pigmentierungsphänotyp des Zebrafisches? 

5. Kann durch die Ko-Injektion mutierter humaner NCSTN-RNA der Pigmentierungsphänotyp 

umgekehrt werden? 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterial Hersteller 

Pipettenspitzen 0,5 µl - 20 µl weiß Brand, Wertheim, Deutschland 

Pipettenspitzen 200 µl gelb Sarstedt AG, Nümbrecht, Deutschland 

Pipettenspitzen 1000 µl blau Sarstedt AG, Nümbrecht, Deutschland 

BiosphereⓇ Filterspitzen 0,5 µl – 2 µl Sarstedt AG, Nümbrecht, Deutschland 

BiosphereⓇ Filterspitzen 2 µl – 20 µl Sarstedt AG, Nümbrecht, Deutschland 

BiosphereⓇ Filterspitzen 100 µl – 1000 µl Sarstedt AG, Nümbrecht, Deutschland 

Eppendorf Safe-Lock Reagenzgefäße 0,5 ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Eppendorf Safe-Lock Reagenzgefäße 1,5 ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Eppendorf Safe-Lock Reagenzgefäße 2,0 ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

PCR Reagenzgefäße 0,2 ml, farblos Brand, Wertheim, Deutschland 

PCR Reagenzgefäßdeckel, farblos Brand, Wertheim, Deutschland 

Petrischalen 92 mm x 16 mm mit Nocken Sarstedt AG, Nümbrecht, Deutschland 

Borosilikat-Kapillarglas GB100F-8P mit 
Filament und feuerpolierten Enden 

Science Products, Hofheim am Taunus, 
Deutschland 

CELLSTARⓇ Polypropylen Röhrchen 15 ml, 
17/120 mm, konischer Boden 

Greiner Bio-One, Kremsmünster, 
Österreich 

Röhrchen 14 ml, 18/95 mm, runder Boden mit 
Belüftungsstopfen 

Greiner Bio-One, Kremsmünster, 
Österreich 

Mikro-Schraubröhre 1,5 ml Sarstedt AG, Nümbrecht, Deutschland 

Pasteur Pipetten 3 ml Sarstedt AG, Nümbrecht, Deutschland 

Messpipetten, SILBERBRAND ETERNA, Typ 
3, Klasse B, 2 ml  

Brand, Wertheim, Deutschland 

Messpipetten, SILBERBRAND ETERNA, Typ 
3, Klasse B, 10 ml 

Brand, Wertheim, Deutschland 
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Messpipetten, SILBERBRAND ETERNA, Typ 
3, Klasse B, 20 ml 

Brand, Wertheim, Deutschland 

Labortücher weiß, 20,5 cm x 20 cm Kimberly-Clark Professional, Koblenz, 
Deutschland 

Purple Nitrile-Extra, puderfreie Handschuhe, L Halyard, Alpharetta, GA, USA 

Pipettenspitzen, Microloader 0,5 µl – 20 µl Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Tabelle 4: Geräte 

Gerät Hersteller 

Arium pro Sartorius, Göttingen, Deutschland 

AxioCam MRc Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland 

Brutschrank BM 400 Memmert, Schwabach, Deutschland 

Chemi Doc Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 
USA  

Digitaler Timer und Stoppuhr TFA Dostmann, Wertheim-
Reicholzheim, Deutschland 

Eismaschine ZBE 70-35 ZIEGRA Eismaschinen, Isernhagen, 
Deutschland 

Elektrophoresekammer E-H6 Febikon Labortechnik, Wermelskirchen, 
Deutschland 

EMS-1 Controller Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland 

FKU 1800 Index 11A Liebherr, Bulle, Schweiz 

HERAfreeze Ultratiefkühlschrank Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA 

Inkubator MIR-254 Sanyo, Moriguchi, Japan 

Kaltlichtquelle KL 2500 Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland 

Micropipette Puller P-97 Flaming/Brown Sutter Instrument, Novato, SA, USA 

Mikrozentrifuge Micro Star 17 VWR International, Radnor, PA, USA 

Mini Electrophoresis Power Supply E143 Consort, Turnhout, Belgien 

Mini-Zentrifuge C1008-G myfuge Benchmark Scientific, Sayreville, NJ, 
USA 

MODEL C-DSD230 Nikon, Minato, Japan 
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Multitron Standard Infors, Bottmingen, Schweiz 

NanoDrop 2000c Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA 

NU-72 Konrad Benda, Wiesloch, Deutschland 

Pipette Pipetman G P1000G Gilson, Middleton, WI, USA 

Pipette Pipetman G P200G Gilson, Middleton, WI, USA 

Pipette Pipetman G P20G Gilson, Middleton, WI, USA 

Pipette Pipetman G P2G Gilson, Middleton, WI, USA 

Pneumatic PicoPump SYS-PV 820 World Precision Instruments, Sarasota, 
FL, USA 

Portable Pipet-AidⓇ XP Pipette Controller Drummond Scientific, Broomall, PA, 
USA 

Premium GNP 2356 Liebherr, Bulle, Schweiz 

Privileg 8018 Mikrowelle Whirlpool, Benton Harbor, MI, USA 

Professional TRIO Thermocycler Biometra, Göttingen, Deutschland 

Sorvall RC-5B Plus Superspeed Centrifuge Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA 

SteREO Lumar.V12 Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland 

SYCOP 3 Control Panel Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland 

ThermoStat plus Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Varioklav 135 S HP Medizintechnik, Oberschleißheim, 
Deutschland 

Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Bohemia, NY; USA 

Airyscan LSM880 Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland 

Tabelle 5: Chemikalien 

Chemikalie Hersteller 

Agarose Standard Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Borsäure Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Calciumchlorid Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Chloroform Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
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Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Ethidiumbromid 0,5% Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Ethanol  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Kaliumchlorid Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Methylenblau Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Magnesiumsulfat Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Natriumchlorid Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Phenol Red Lösung 0,5% Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

DNA/RNA-Leiter Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA 

Tabelle 6: Reaktionssysteme 

Reaktionssystem Hersteller 

GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA 

Illustra RNAspin Mini GE Healthcare, Chicago, IL, USA 

NucleoBond Xtra Midi Macherey-Nagel, Düren, Deutschland 

Nucleopin Gel and PCR Clean Up Macherey-Nagel, Düren, Deutschland 

Tabelle 7: Software und Datenbanken 

Software/Datenbank Hersteller/Internetadresse 

AxioVision Rel. 4.7 Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland 

ClustalW http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ 

Endnote X9 Clarivate Analytics, Philadelphia, PA, USA 

Ensembl http://www.ensembl.org 

ImageJ National Institutes of Health, Bethesda, MD, 
USA 

Microsoft Office 2019 Microsoft, Redmond, WA, USA 

NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
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SnapGeneⓇ GSL Biotech, San Diego, CA, USA 

Zfin http://www.zfin.org 

GraphPad PRISM GraphPad Software, San Diego, CA, USA 

2.1.1 Primer 

Als Primer werden Oligonukleotidstrukturen bezeichnet, die sich komplementär an 

einzelsträngige DNA-Sequenzen anlagern. Mit ihrer am 3´-Ende lokalisierten Hydroxylgruppe 

dienen sie als Startpunkt für DNA-replizierende Enzyme (Chuang et al. 2013). 

In den durchgeführten Experimenten und den damit verbundenen Vorbereitungen wurden die 

in Tabelle 8 dargestellten Primer verwendet. Diese wurden von der Firma Eurofins Genomics 

(Ebersberg, Deutschland) hergestellt. 

Tabelle 8: Primer zur Amplifikation des NCSTN/ncstn-Gens und vier spezifischer Mutanten 

Gen Primername Sequenz von 5´ nach 3´ 

ncstn 

 

dNCSTN-FW GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATGGAGAA
TTTAATATCAATAAACTGCGTTCAGC 

dNCSTN-RV GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTCAGTAGGT
CGTCGTGGGC 

NCSTN 
hNCSTN-FW TCTTTTTGCAGGATCATGGCTACGGCAGGGGGTG 

hNCSTN-RV CGAATCGATGGGATCTCAGTATGACACAGCTCCTGGC 

NCSTN 

Mutation 1 

hNCSTN-M1-FW TCAGCACCAACCTTCCGACTATGTGCCATGCAG 

hNCSTN-M1-RV CTGCATGGCACATAGTCGGAAGGTTGGTGCTGA 

NCSTN 

Mutation 2 

hNCSTN-M2-FW GAGAAATACAGTGGAATTAGCTGGGCAATGGTTTGGC 

hNCSTN-M2-RV GCCAAACCATTGCCCAGCTAATTCCACTGTATTTCTC 

NCSTN 

Mutation 3 

hNCSTN-M3-FW ATGGCCCCAACCCCCTTACATGGTTCTGCTGGA 

hNCSTN-M3-RV TCCAGCAGAACCATGTAAGGGGGTTGGGGCCAT 

NCSTN 

Mutation 4 

hNCSTN-M4-FW 
CTTCTTTCAAGGGGTGGCCTTAAGAACTTCATTAGAGCTT
TG 

hNCSTN-M4-RV 
GTTCTTAAGGCCACCCCTTGAAAGAAGACAAACATGACAT
TGC 



Material und Methoden 23 

  

Die dagestellten Primer wurden entweder für das humane (h) oder Zebrafisch (d)-Gen und die vier Mutationen 

(M1 – M4) entworfen. Es handelt sich jeweils um Primerpaare in 5´- 3´-Orientierung (foreward; FW) und 3´- 5´-

Orientierung (reverse; RV). Die Sequenzen wurden mit den Buchstabencodes für Adenin (A), Guanin (G), Cytosin 

(C) und Thymin (T) verschlüsselt. 

2.1.2 Morpholinos 

Morpholinos (MO) sind synthetisch hergestellte Nukleinsäure-Analoga und wurden 1997 von 

Summerton und Weller (1997) entwickelt. Mit einer Länge von ca. 25 Basenpaaren binden diese 

intrazellulär an die jeweilig komplementäre mRNA-Sequenz und stören deren Expression durch 

Hemmung der Translation als auch durch Modifizierung des Spleißens. Die 

Translationsinhibition der kodierenden Sequenz wird durch Bindung des Morpholinos an die 

Initiationssequenz der mRNA und eine damit verbundene Dysfunktion des ribosomalen 

Initiationskomplexes vermittelt (Summerton und Weller 1997). Das Spleißen der prä-mRNA 

kann durch Morpholinos ebenfalls gestört werden und so zur Bildung fehlerhafter mRNAs 

führen (Morcos 2007). Die in Tabelle 9 dargestellten Morpholinos wurden uns als Lyophilisate 

von der Firma Gene Tools (Philomath, OR, USA) geliefert. Um eine 5 mM Stammlösung 

herzustellen wurden sie in destilliertem Wasser gelöst. 

Tabelle 9: Morpholinos 

Bezeichnung MO-Sequenz von 5´nach 3´ 

nicastrin-Morpholino (ncstn-MO) ATCTTCCTCATTCACAGATCAGCGG 

5-mispair-Morpholino (5-MP-MO) ATGTTGCTCATTGACACATCAGCGG 

Kontrollmorpholino (Co-MO) CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA 

2.1.3 Puffer und Medien 

Das E3 Medium setzt sich aus 5 mM NaCl, 0,17 mM KCl, 0,33 mM CaCl2, 0,33 mM MgCl2 und 

0,00001% Methylenblau zusammen. Der pH-Wert von 7,2 wurde mit NaOH eingestellt. Wenn 

farbloses (weißes) E3 Medium erforderlich war, wurde kein Methylenblau hinzugegeben. 

Der Tris-Borat-EDTA Puffer (TBE) wurde für die Agarose-Gelelektrophorese verwendet. Die 

Stammlösung setzt sich aus 89 mM TRIS, 89 mM Borsäure und 2 mM EDTA-Na2 in 

destilliertem Wasser zusammen. Der pH-Wert lag bei 8,5 und wurde mit NaOH eingestellt. 
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2.1.4 Sequenzen und Mutationen 

2.1.4.1 Referenzsequenzen 

Tabelle 10: Referenzsequenzen 

Gen Organismus Referenznummer Quelle 

nicastrin Zebrafisch NM_001009556.1. https://www.ncbi.nlm.nih.gov 

Nicastrin Mensch ENST00000294785.10 http://www.ensembl.org 

2.1.4.2 Nicastrin Mutationen 

Wir klonierten bereits bekannte und publizierte humane Mutationen im humanen NCSTN-

Gen, um deren Effekte hinsichtlich der Pigmentierung zu untersuchen. Hierzu wählten wir vier 

verschiedene Mutationsklassen aus (siehe Tabelle 11). Die erste Mutation (p.S166X; Mutation 

1) ist eine Unsinn (nonsense)-Mutation (nonsense mutation), bei der es durch eine 

Einzelnukleotidsubstitution zum Wechsel einer Aminosäure zu einem präterminales Stop-

Kodon kommt und somit die Transkription/Translation unterbricht. Bei Mutation p.93Lfs*15 

(Mutation 2) handelt es sich um eine rahmenverschiebende Deletionsmutation (frameshift 

mutation), die durch den Verlust einer Nukleotidbase hervorgerufen wird. Bei Mutation 3 

resultiert aus einer Einzelnukleotidsubstitution in Intron Neun ein Verlust von 34 Aminosäuren 

(p.E333_Q367del) im sich anschließenden kodierenden Bereich (Exon Neun), der wiederum zu 

einer Spleißstellen-Mutation (splice site mutation) führt. Bei der vierten Mutation, p.P211R, kommt 

es durch eine Einzelnukleotidsubstitution (Punktmutation) zu einem Aminosäurenwechsel und 

somit einer sinnverändernden (missense)-Mutation (missense mutation). 

Tabelle 11: NCSTN-Mutationen 

 Mutation  Nukleotid-
substitution 

Mutationskategorie Referenz 

M1 p.S166X c.497C>A Unsinn-Mutation       
(nonsense mutation) 

Ma et al. (2014) 

M2 p.93Lfs*15 c.278delC Rahmenverschiebende 
Mutation                 
(frameshift mutation) 

Wu et al. (2018) 

M3 p.E333_Q367del c.1101+1G>A Speißstellen-Mutation       
(splice-site mutation) 

Pink et al. (2011) 
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M4 p.P211R c.632C>G Sinnverändernde Mutation        
(missense mutation) 

Li et al. (2011) 

Die vier Mutationen (M1 – M4) sind auf posttranslationeller (Mutation) und transkriptioneller (Nukleotid-

substitution) Ebene angegeben. Die Veränderungen der betroffenen Proteine (Zahl) auf translationalen Ebene sind 

wie folgend dargestelt: Serin (S), Prolin (P), Arginin (R), Glutaminsäure (Q) Stopp-Kodon (X), Stop-Kodon 15 

Aminosäuren nach Nukleotidveränderung (Lfs*15). Die jeweilige Nukleotidsubstitution ist mit ihrer genauen 

Lokalisation (Zahl) als Wechsel (>) oder Deletion (del) dargestellt. In der rechten Spalte sind die Erstbeschreiber 

der jeweiligen Mutation zitiert.  
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2.2 Methoden 

2.2.1 Zebrafische 

Als Zebrafisch-Wildtyp wurde ein Hybrid aus der AB- und TLF-Linie verwendet (ABxTLF). 

2.2.1.1 Haltung der adulten Zebrafische 

Die Haltung der Zebrafische unterlag den aktuellen Tierschutzgesetzen sowie 

Tierhaltungsvorschriften und wurde von Herrn PD Dr. rer. nat. Roland Dosch aus dem Institut 

für Humangenetik in Göttingen überwacht. Die Fische selbst wurden von ausgebildeten 

Tierärzten und Tierpflegern sowie technischen Laborassistenten und Wissenschaftlern aus der 

Arbeitsgruppe von Herrn PD Dr. rer. nat. Dosch gepflegt. Die Aquarien waren an ein Licht- 

und zirkulierendes Wassersystem angebunden. Somit wurden konstante Wassereigenschaften 

(Wassertemperatur 26,5 - 28,0 °C, pH 7,2 - 8,0, Leitfähigkeit 480 – 650 µS/cm) und ein 

regelmäßiger Tag-/Nacht-Rhythmus (12 Stunden hell, 12 Stunden dunkel, Wechsel um 

08:00 Uhr) gewährleistet. Die Fische wurden zweimal täglich mit Flockenfutter sowie 

Krebstieren gefüttert. 

Alle an den Zebrafischembryonen durchgeführten Experimente unterlagen den Richtlinien des 

Tierschutzes und der Tierhaltung und wurden an Zebrafischembryonen durchgeführt, die nicht 

älter als 5 Tage (120 Stunden nach Fertilisation (hpf)) waren. Somit bedurften die 

Untersuchungen keines Votums durch eine Ethikkommission. 

2.2.1.2 Gewinnung von Zebrafischembryonen 

Um befruchtete Zebrafischeier im Einzellstadium zu erhalten, wurden über Nacht jeweils ein 

männlicher und weiblicher adulter Zebrafisch in einem Laichbecken, voneinander durch ein 

Gitter getrennt, zusammengebracht. Mit Einsetzen der Helligkeit am folgenden Morgen wurde 

die räumliche Trennung der Zebrafischpaare aufgehoben, sodass die Paarung stattfinden 

konnte. Die befruchteten Eier fielen durch ein Gitter und wurden nach 15 min gesammelt und 

in Petrischalen mit E3-Medium zur Injektionsstation transportiert. 

2.2.1.3 Inkubation und Pflege der Embryonen 

Nach den Injektionen wurden die Embryonen in Petrischalen mit E3-Medium überführt und 

in einem Inkubator bei 27,5 °C gelagert. Es erfolgten regelmäßige Kontrollen nach sechs, 24, 

48, 72, 96 und 120 Stunden, bei denen die Eischalen der geschlüpften Embryonen sowie tote 

und dysplastische Embryonen entfernt wurden. Das E3-Medium wurde nach 48 Stunden 

und/oder bei Verunreinigung gewechselt. 
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2.2.2 Morpholino-Injektionen 

2.2.2.1 Herstellung der Injektionsnadeln 

Zur Herstellung der Injektionsnadeln wurden ein Micropipette Puller (Sutter Instrument, 

Novato, SA, USA) und Borosilikat-Kapillarglas (Science Products, Hofheim am Taunus, 

Deutschland) verwendet. Die parallele Erhitzung und Streckung des Kapillarglases wurde mit 

standardisierten Einstellungen durchgeführt. 

2.2.2.2 Vorbereitung der Injektionslösung 

Die als Lyophilisate geleiferten MOs wurden zur Herstellung einer 5 mM Stammlösung in 

destilliertem Wasser gelöst und anschließend als Injektionslösung verwendet. Zur Verdünnung 

der Injektionslösung wurden ausschließlich destilliertes Wasser und Phenolrot hinzugefügt. Vor 

der Injektion wurde diese für 10 min bei 60 °C	erwärmt und anschließend für 5 min bei 12.000 g 

zentrifugiert. 

2.2.2.3 Herstellung der Injektionsrampe 

Damit die Injektionen an den Embryonen sicher und effizient durchgeführt werden konnten, 

wurden Injektionsrampen aus 2%iger Agarose verwendet. Hierzu wurde die Agaroselösung in 

Petrischalen gegossen und mit Plastikmatrices auf der Oberfläche überdeckt. Diese wurde nach 

der Aushärtung der Agarose bei Raumtemperatur (RT) entfernt. Die somit hergestellten 

Rampen erleichtern die Aufreihung der Embryonen und schaffen ausreichend Stabilität und ein 

Widerlager während der Injektion. 

2.2.2.4 Injektion des Morpholinos 

Nach Befüllung der Injektionsnadeln mit 5 µl der Injektionslösung wurden die noch 

verschlossenen Spitzen der Injektionsnadeln unter mikroskopischer Sicht mit einer feinen 

Pinzette abgebrochen. Die korrekte Applikationsmenge von 2 nl pro Injektion wurde 

anschließend in einem Öltropfen auf einem Deckglas mit Messeinheiten bestimmt. Hierbei 

wurden die Injektionsdauer und der Injektionsdruck am Injektor (World Precision Instruments, 

PV 820, Pneumatic PicoPump) angepasst. Die Injektionen erfolgten freihändig in einem Winkel 

von 45 ° an nebeneinander aufgereihten Embryonen im Einzellstadium. Nach Positionierung 

der Nadelspitze im Zentrum des Embryos wurde der Injektionsvorgang durch das Drücken 

eines Fußpedals ausgelöst. Die Entfernung der Nadel erfolgte im gleichen Winkel wie die 

Insertion. 
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2.2.2.5 Injektion von RNA 

Die Injektion von RNA wurde wie die Injektion mit MOs durchgeführt (siehe Sektion 2.2.2.4), 

wobei die Besonderheit in deren Instabilität bei Raumtemperatur liegt. Hierfür wurde die RNA 

bis zum Zeitpunkt der Injektion auf Eis gekühlt gelagert, bevor sie dann in die Injektionsnadeln 

überführt, kalibriert und injiziert wurde. Wurden während eines Experiments sowohl ein MO 

als auch RNA injiziert, so wurden hierbei mit zwei unterschiedlichen Nadeln zwei voneinander 

getrennte Injektionen im selben Embryo durchgeführt. 

2.2.3 Grundlegende Labortechniken 

2.2.3.1 DNA-Isolation aus Zebrafischgewebe 

Zur Gewinnung der Zebrafisch-DNA wurden 50 bis 100 Zebrafischembryonen 24 hpf in einem 

1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß mit 0,5 ml Trizol lysiert und mit einer Kanüle homogenisiert. 

Nach einer Inkubation von 5 min bei RT erfolgte eine Zentrifugation für 5 min bei 12.000 g 

und 4 °C. Der klare Überstand wurde in einem neuen 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß mit 

100 µl Chloroform für 5 min bei RT inkubiert und zur Phasentrennung anschließend für 10 min 

bei 4 °C und 12.000 g zentrifugiert. Die wässrige Phase wurde in ein neues 1,5 ml Eppendorf-

Reaktionsgefäß überführt. Zur Präzipitation der RNA wurden 1 µl blaues/RNase-freies 

Glykogen (5-10 µg/µl) und 250 µl Isopropanol hinzugefügt und für 10 min bei RT inkubiert. 

Der Überstand wurde nach einer 10-minütigen Zentrifugation bei 4 °C und 12.000 g entfernt, 

sodass nur der Rückstand der RNA verblieb. Dessen Reinigung erfolgte durch das Hinzufügen 

von 500 µl EtOH und einer 5-minütigen Zentrifugation bei 7500 g und 4 °C. Die RNA wurde 

in 20-30 µl RNase-freiem Wasser resuspendiert und für 10 min bei 55 °C inkubiert. Im nächsten 

Schritt wurden 8 µl der RNA, 1 µl 10x DNase-Puffer, 0,5 µl RiboLock/RNase OUT und 0,5 µl 

DNase für 30 min bei 30 °C inkubiert. Anschließend erfolgte eine 10-minütige Inkubation mit 

1 µl STOP-Lösung bei 65 °C. Die Konzentration der RNA wurde nun mittels Nanodrop 

bestimmt. Anschließend wurde mit der RNA-Extraktion fortgefahren. Hierbei wurden 20 µl 

RNase-freies Wasser und 30 µl Chloroform hinzugefügt, und es erfolgte eine 10-minütige 

Zentrifugation bei 4 °C und 7.500 g. Die obere der beiden Phasen wurde in ein neues 1,5 ml 

Eppendorf-Reaktionsgefäß mit 15 µl Ammoniumacetat (5 M) und 100 µl EtOH (absolut) 

überführt und bei -20 °C für 2 Stunden inkubiert. Nach Zentrifugation der Reagenz für 5 min 

bei maximaler Geschwindigkeit und 4 °C wurde vor der Wiederholung dieser Zentrifugation 

1 µl EtOH (70%) hinzugefügt. Die RNA wurde anschließend in 9 µl RNase-freiem Wasser 

resuspendiert. Im letzten Schritt erfolgte die reverse Transkription, bei der RNA zu DNA 

umgeschrieben wird. Hierzu wurden zuerst 7 µl RNase-freies Wasser, 2 µl der RNA, 2 µl dNTPs 
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und 1 µl eines beliebigen Hexamers (100 µl/µl) in einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß 

gemischt. Dieses Gemisch wurde für 5 min auf 65 °C erhitzt und anschließend auf Eis gekühlt. 

Anschließend wurden 4 µl 5xFS-Puffer, 2 µl DTT (0,1 M) und 1 µl RiboLock hinzugefügt und 

2 min bei 25 °C inkubiert. Nach Zugabe von 1 µl Superscript-II-RT erfolgte eine erste 

Inkubation über 10 min bei 25 °C und nachfolgend eine zweite Inkubation bei 42 °C über 

50 min. Diese Reaktion wurde durch Erhitzen auf 70 °C für 15 min beendet. Zuletzt wurde die 

DNA-Konzentration mittels NanoDrop bestimmt. 

2.2.3.2 Polymerase-Kettenreaktion 

Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction; PCR) dient der selektiven und 

exponentiellen Vervielfältigung von Abschnitten der DNA und besteht grundlegend aus drei 

sich wiederholenden Reaktionsschritten (Erlich 1989). Im ersten Reaktionsschritt erfolgt eine 

Hitzedenaturierung der doppelsträngigen DNA. Folgend lagern sich während der 

Hybridisierung zwei Primer an den zu replizierenden Abschnitt an. Im letzten Schritt, der 

Elongation, beginnt an den Primern die Neusynthese des Komplementärstranges (Mullis et al. 

1986). 

Grundlegend erfolgte initial eine längere Denaturierungsphase von ca. 3 min bei 98 °C, bei der 

die Wasserstoffbrücken der Ausgangs-DNA getrennt wurden und sie so in ihre Einzelstränge 

aufgespalten wurde. Während der sich wiederholenden Hitzedenaturierungszyklen waren in 

diesem Reaktionsschritt 15 s ausreichend. Die Hybridisierung erfolgte für 15 s bei ca. 55 °C. 

Diese Temperatur war abhängig von den jeweiligen Schmelzpunkten der beiden Primer. Die 

benötigte Zeit der Elongation betrug in der Regel 15 s, war jedoch von der Länge des neu zu 

synthetisierenden Abschnitts abhängig und fand bei 72 °C statt. Das 35 bis 50-fache 

Wiederholen dieser Zyklen vervielfältigte den von den zwei Primern umschriebenen DNA-

Abschnitt exponentiell. War die erforderliche Anzahl an Zyklen erreicht, wurde die 

Reaktionslösung nochmals für 10 min auf 72 °C erhitzt und die Reaktion wurde anschließend 

bei 20 °C pausiert. 

Jede Reaktionslösung setzte sich wie folgt zusammen: 25 µl CloneAmp HiFi PCR Premix, 21 µl 

destilliertes Wasser, 1 µl Primer vorwärts, 1 µl Primer rückwärts und 2 µl DNA (100 ng/µl). 

Dieses Standardprogramm wurde je nach Zielsetzung und Eigenschaften der DNA und Primer 

modifiziert. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 8 aufgelistet. 

2.2.3.3 Sequenzierung 

Die zu sequenzierenden DNA-Proben wurden an das Unternehmen Microsynth Seqlab GmbH 

(Maschmühlenweg 36 in 37081 Göttingen, Deutschland) geschickt. Hierfür wurden 12 µl in ein 
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1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäße abgefüllt und bei RT gelagert. Die 

Sequenzierungsergebnisse wurden uns am Folgetag digital übermittelt, woraufhin wir diese mit 

den Zielsequenzen verglichen. 

2.2.3.4 Agarose-Gelelektrophorese und Gelextraktion 

Bei der Agarose-Gelektrophorese werden DNA- und RNA-Stränge durch einen elektrischen 

Spannungsgradienten ihrer Größe nach aufgetrennt. Die Wanderungsgeschwindigkeit der 

Fragmente hängt dabei von der Größe, der Gelkonzentration und der angelegten Spannung ab. 

Letztere betrug zwischen 60 und 80 Volt und wurde über circa 30 min konstant gehalten. Wir 

verwendeten 0,5 bis 1%ige Agarosegele in TBE mit einem Tropfen Ethidiumbromid. In diese 

wurde nach Gießen des Gels ein Kamm eingeführt, um die Taschen für die DNA/RNA-Proben 

zu formen. Vor Start der Elektrophorese wurde der Kamm entfernt und das Gel in eine mit 

TBE gefüllte Elektrophoresekammer eingebracht. Parallel zum Pipettieren der Proben sowie 

einem 1x DNA/RNA-Ladepuffer in die jeweiligen Taschen brachten wir in der ersten Tasche 

einen Größenstandard (1 kb DNA/RNA-Leiter) zur Kontrolle und Orientierung ein. Nach 

einer Laufzeit von 30 min visualisierten wir die Banden unter UV-Licht einer 

Emissionswellenlänge von 365 nm und führten eine Fotodokumentation des Bandenmusters 

durch. Falls erforderlich, konnten selektiv Banden mit einem Skalpell ausgeschnitten und 

purifiziert werden. Dies erfolgte mit Hilfe eines handelsüblichen Kits (NucleoSpin Gel and PCR 

Clean-up Kit von Macherey-Nagel). Anschließend wurde die Konzentration der DNA/RNA 

mittels Nanodrop bestimmt. 

2.2.3.5 In-vitro-Transkription 

Die in-vitro-Transkription (IVT) dient der Herstellung von RNA auf Grundlage einer DNA-

Matrize. Hierzu linearisierten wir in einem ersten Schritt die üblicherweise in einem Ringplasmid 

vorliegende cDNA Zu diesem Zweck inkubierten wir 1 µl Plasmid-cDNA (5000 ng/µl), 2 µl 

10x Fast Digest Puffer, 1 µl NotI-Enzym und 16 µl destilliertes Wasser bei 37 °C über 

2 Stunden. Nach Darstellung der linearisierten DNA durch eine Gelelektrophorese wurde diese 

anschließend herausgeschnitten und purifiziert (siehe Sektion 2.2.3.4). Die folgende IVT-

Reaktion bestand aus 2 µl linearisierter DNA (Konzentration 600 ng), 10 µl 2xNTP/CAP, 2 µl 

10x Rxn-Puffer, 2 µl SP6-Enzym und 4 µl destilliertem Wasser. Dieser Reaktionsansatz wurde 

über 3 Stunden bei 42 °C inkubiert. Um anschließend die Überreste der DNA-Matrize und 

Enzyme aus der Reaktion zu entfernen, inkubierten wir das Reaktionsgemisch mit 1 µl Turbo-

DNase über 15 min bei 37 °C. Im letzten Schritt wurde die RNA mit einem kommerziell 

erhältlichen Kit (illustraTM Probe Quant G-50 Micro Columns Purification kit von GE 
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Healthcare) purifiziert. Zur Qualitätssicherung und Dokumentation erfolgten abschließend eine 

Agarose-Gelektrophorese und eine Konzentrationsbestimmung mittels Nanodrop. 

2.2.4 Klonierung und Mutagenese 

2.2.4.1 Gateway-Klonierung 

Bei der Gateway-Klonierung (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) werden 

rekombinante Sequenzen des Bakteriophagen λ genutzt, um DNA Abschnitte durch homologe 

Rekombination in Vektoren einzufügen. Das Herstellerprotokoll beinhaltet drei grundlegende 

experimentelle Schritte. Zunächst wurden die jeweiligen Enden der DNA-Zielsequenz mit 25 

bp-langen Rekombinationsstellen (im Englischen „attachment sites“, attB) erweitert und 

amplifiziert. Diese Rekombinationsstellen dienen zum einen der Erkennung durch an der 

Rekombination beteiligte Enzyme, zum anderen der korrekten Integration in den Donor-

Vektor (pDONR 221). Hierfür wurde eine PCR (siehe Sektion 2.2.3.2) mit Primern (dNCSTN-

FW und dNCSTN-RV; siehe Tabelle 8) durchgeführt, die die Rekombinationssequenzen 

beinhaltete. Im zweiten Schritt wurde die mit den Rekombinationsstellen erweiterte und 

amplifizierte DNA-Zielsequenz in den Entry Clone eingefügt (BP-Reaktion). Hierfür wurden 

1 µl BP Clonase, 1 µl pDONR 221 (150 ng/µl) und 3 µl der DNA-Zielsequenz (50-150 ng/µl) 

über Nacht bei 25 °C inkubiert. Anschließend wurde die Reaktion über 10 min mit 1 µl 

Proteinase-K bei 37 °C inkubiert. Die nun folgende Transformation von 2,5 µl des 

Ligationsansatzes in 50 µl chemisch kompetenten Escherichia coli-Bakterien (E. coli; DH5⍺) 

erfolgte mittels  Inkubation auf Eis für 30 min. Diese Reaktion wurde einem Hitzeschock von 

1 min bei 42 °C unterzogen und unverzüglich danach für 2 min auf Eis gekühlt, anschließend 

fügten wir 500 µl S.O.C.-Medium hinzu. Nach Inkubation im Laborschüttler mit 200 rpm über 

45 min bei 37 °C erfolgte ein weiterer Inkubationsschritt mit jeweils 200 µl auf Kanamycin-

Platten (autoklavierter LB-Agar mit 1:1000 Kanamycin versetzt) bei 37 °C über Nacht. Nach 

erfolgreicher Transformation wuchsen nun über Nacht Bakterienkolonien heran. Diese 

Kolonien wurden anschließend mit einer autoklavierten Pipettenspitze aufgenommen und in 

2 ml eines Selektionsmediums (Stammlösung: 10 ml LB-Medium und 10 µl Ampicillin) über 

Nacht bei 37 °C im Laborschüttler mit 200 rpm inkubiert. Nachdem sich die Bakterien über 

Nacht vermehrt hatten, erfolgte am frühen Morgen eine Zentrifugation mit 8.000 g für 2 min. 

Mit Hilfe eines handelsüblichen Kits (GeneJET Plasmid Miniprep Kit von Thermo Scientific) 

wurde die Plasmid-DNA gereinigt und anschließend zur Sequenzierung (siehe Sektion 2.2.3.3) 

verschickt. Hierdurch gewährleisteten wir, dass die korrekte Sequenz im Entry Clone vorhanden 

war. Im letzten Schritt wurde die Zielsequenz in den Expressions-/Zielvektor (pcsDEST) 
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überführt (LR-Reaktion). Diese Reaktion beinhaltete 3 µl des pDONR-Vektors, inklusive 

Zielsequenz (150 ng/µl), 1 µl pcsDEST-Vektor (150 ng/µl) und 1 µl LR-Clonase-2 und wurde 

über Nacht bei 25 °C inkubiert. Analog zur Herstellung des Entry-Clones wurde die Reaktion 

mit 1 µl Proteinase-K bei 37 °C inkubiert, und es erfolgten die gleichen Reaktionsschritte bis 

hin zur Sequenzierung. Nachdem nun die Zielsequenz durch die Sequenzierung verifiziert 

worden war, konnte mit der IVT (siehe Sektion 2.2.3.5) zur Herstellung der RNA begonnen 

werden. 

2.2.4.2  In-Fusion-Klonierung 

Die Technik der In-Fusion-Klonierung beruht auf einem der Gateway Klonierung ähnelndem 

Prinzip (siehe Sektion 2.2.4.1), bei der eine Zielsequenz in einen Vektor (pCS2+) eingefügt wird. 

Auch hierbei beinhaltet das Protokoll des Herstellers drei grundlegende Schritte. Im ersten 

Schritt erfolgte eine 15-bp-lange Erweiterung an den jeweiligen Enden der Zielsequenz, um 

diese später in den Vektor einfügen zu können. Hierfür wurde eine PCR (siehe Sektion 2.2.3.2) 

mit Primern (hNCSTN-FW, hNCSTN-RV; siehe Tabelle 8) durchgeführt, die die 

Erweiterungen beinhalteten. Nach dem Hinzufügen der Erweiterungen und der Amplifizierung 

der Zielsequenz wurde auch dieser Schritt durch eine Agarose-Gelelektrophorese (siehe Sektion 

2.2.3.4) und anschließende Purifikation mittels Sequenzierung überprüft. Bevor die Zielsequenz 

und der Vektor zusammengebracht wurden, wurde der Vektor im zweiten Schritt linearisiert. 

Hierzu wurden 1 µl pCS2+ (5000 ng/µl), 2 µl 10x Fast Digest Puffer, 2 µl Not-1-Enzym und 

15 µl Nuklease-freies Wasser bei 37 °C für 2 Stunden inkubiert. Durch eine Agarose-

Gelelektrophorese wurden die linearisierten von den nicht-linearisierten Vektoren getrennt. Die 

linearisierten Vektoren wurden unter UV-Licht-Sicht herausgeschnitten und mit einem 

handelsüblichen Kit aufgereinigt (NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit von Macherey-Nagel). 

Im letzten Schritt, der eingentlichen In-Fusion Reaktion, wurden die Zielsequenz und der 

linearisierte Vektor zusammengebracht. Hierzu wurden 3 µl Zielsequenz mit den Erweiterungen 

(200 ng/µl), 1 µl linearisierter Vektor (pCS2+) und 1 µl 5x In-Fusion-Klonierungs-Enzym über 

15 min bei 50 °C inkubiert. Analog der Gateway-Klonierung erfolgte nun die Transformation 

bis hin zur Überprüfung der erfolgreichen Vektor-Insertionen durch eine Agarose-

Gelelektrophorese und Sequenzierung. Nach Bestätigung der Fusion des Vektors mit der 

Zielsequenz erfolgte die Linearisierung und IVT (siehe Sektion 2.2.3.5), um RNA zu generieren. 

2.2.4.3 Ortsspezifische Mutagenese 

Die ortsspezifische Mutagenese (site-directed mutagenesis; SDM) dient der gezielten Veränderung 

der DNA (Ling und Robinson 1997). Mit Hilfe von Primern werden Nukleotidbasen 
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ausgetauscht, eingefügt oder deltiert. Diese Technik ist nicht für größere und 

zusammenhängende Veränderungen einer Sequenz geeignet, weshalb in diesen Fällen die overlap-

extension-PCR (OE-PCR; siehe Sektion 2.2.4.4) angewendet wird. Die SDM wurde zur 

Herstellung der drei NCSTN-Mutationen c.632C>G, 278delC, c.497C>A in Tabelle 11 

angewendet. Im ersten Schritt wurde eine PCR (siehe Sektion 2.2.3.2) mit Primern angesetzt, 

die die Veränderung der NCSTN-Sequenz beinhaltete (hNCSTN-M1-FW/RV, hNCSTN-M2-

FW/RV, hNCSTN-M3-FW/RV; siehe Tabelle 8). Zur Durchführung der PCR wurden 3 µl 

Rxn-Puffer, 1,8 µl Quick-Solution, 1 µl NCSTN-DNA, 0,75 µl Primer FW (100 ng/µl), 0,75 µl 

Primer RV (100 ng/µl), 6 µl 2,5 mM dNTP mix, 0,7 µl pfu-ultra-Polymerase und 16 µl 

destilliertes Wasser jeweils angepassten PCR-Zyklen unterzogen. Auf Grund der Länge der 

NCSTN-Sequenz wurden diese wie folgt adaptiert: Die initiale Denaturierungsphase wurde auf 

1 min bei 95 °C eingestellt. Die folgenden 17 Zyklen beinhalteten eine Denaturierungsphase 

von 50 s bei 65 °C, eine Hybridisierungsphase von 50 s bei 65 °C und eine Elongationsphase 

von 7 min bei 68 °C. Abschließend erfolgte eine terminale Elongationsphase von 7 min bei 

68 °C, gefolgt von einer Pause bei 12 °C. Die Reaktionsgefäße wurden anschließend für 2 min 

auf Eis gelagert, bevor durch das Hinzufügen von 1 µl Dpn-1-Restriktionsenzym (10 U/µl) und 

einer Inkubation von 60 min bei 37 °C die parentale doppelsträngige DNA verdaut wurde. Bei 

der nun folgenden Transformierung in E. coli und währende der folgenden Schritte wurde die 

gemeinsame Endstrecke der Gateway- und In-Fusion-Klonierungstechnik angewendet (siehe 

Sektionen 2.2.4.1 und 2.2.4.2). Vor der Herstellung mutierter RNA durch eine IVT (siehe 

Sektion 2.2.3.5) wurden im letzten Schritt eine Agarose-Gelelektrophorese, DNA-Aufreinigung 

und -Sequenzierung durchgeführt, um das Gelingen der Mutagenese zu überprüfen. 

2.2.4.4 Overlap-extension-PCR 

Mithilfe der OE-PCR können gezielt Veränderungen in einer DNA-Sequenz generiert werden 

(Higuchi et al. 1988). Die OE-PCR wurde verwendet, um die Auswirkungen der Mutation 

c.1101+1G>A (siehe Tabelle 11) zu untersuchen. Da die Mutation in einem nicht-kodierenden 

DNA-Abschnitt (Intron) liegt, sie jedoch zum Verlust eines größeren Abschnitts im 

kodierenden Bereich (Exon) der Sequenz führt (p.E333_Q367del), wurde dieser gezielt 

deletiert. Bei der Durchführung der OE-PCR wurden drei PCR-Reaktionen hintereinander 

durchgeführt, wofür vier Primer verwendet wurden (hNCSTN-FW/RV und hNCSTN-M4 

FW/RV; siehe Tabelle 8). Mit Hilfe dieser Primer wurden in den ersten beiden PCR-Reaktionen 

sich teilweise überlappende Oligonukleotidsequenzen erzeugt, die nach Fusion im Rahmen der 

dritten PCR zur Generierung der mutierten Zielsequenz führen (Higuchi et al. 1988). Auf Grund 

der Länge der NCSTN-Sequenz wurden die PCR-Zyklen wie bei der Durchführung der SDM 
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(siehe Sektion 2.2.4.3) angepasst. Die erste PCR wurde mit 25 µl HiFi-Premix, 1 µl hNCSTN-

FW, 1 µl hNCSTN-M4-RV, 2 µl NCSTN-DNA und 21 µl destilliertem Wasser durchgeführt. 

In der zweiten PCR, die für die Erzeugung des Sequenzabschnitts verantwortlich ist, der 3´ von 

der Mutation liegt, verwendeten wir die beiden Primer hNCSTN-M4-FW und hNCSTN-RV. 

Die PCR-Produkte wurden im dritten Reaktionansatz mit 25 µl HiFi-Premix, 1 µl hNCSTN-

FW, 1 µl hNCSTN-RV, 2 µl des Produktes aus der ersten PCR, 2 µl des Produktes aus der 

zweiten PCR und 19 µl destilliertes Wasser fusioniert und amplifiziert. Die erfolgreiche Fusion 

wurde durch Sequenzierung des dritten PCR-Produkts verifiziert. Da die hNCSTN-FW/RV-

Primer die Rekombinationsstellen für den In-Fusion-Klonierungsschritt beinhalteten, konnten 

wir diese Technik (siehe Sektion 2.2.4.2) nachfolgend anwenden, um die neue mutierte NCSTN-

Sequenz in einen Vektor einzufügen und RNA herzustellen. 

2.2.5 In-vivo-Bildgebung 

2.2.5.1 Lichtmikroskopische Aufnahmen 

Zur Dokumentation des Phänotyps der Zebrafischlarven in der Ansicht von kranial und lateral 

wählten wir die lichtmikroskopische Bildgebung mit Hilfe eines SteREO Lumar.V12 

Lichtmikroskops (Carl Zeiss). Für die Fische wurden zwei Petrischalen mit einem 2%igen 

Agaroseboden (in weißem E3-Medium gelöst) vorbereitet, um einen gleichmäßigen 

Bildhintergrund zu erhalten. In der einen Petrischale schwammen die Zebrafischlarven auf dem 

Agaroseboden und konnten so direkt aus kranialer Perspektive fotografiert werden. Zur 

lateralen Bildaufnahme wurden die Zebrafischlarven in der zweiten Petrischale durch das 

Hinzufügen von Tricain narkotisiert, sodass sie mit einer Pipette in die laterale Position gedreht 

werden konnten. 

2.2.5.2 Bildgebung über 24 Stunden 

Um die Entwicklung der Zebrafische und deren Pigmentierung über einen längeren Zeitraum 

beobachten und dokumentieren zu können, wurden kraniale Aufnahmen in Abständen von 

20 min über 24 Stunden angefertigt. Zu diesem Zweck wurden die Embryonen in einer 

1,5%igen Low-Melting-Agarose in weißem E3-Medium fixiert. Während des 

Fixierungsprozesses betäubten wir die Embryonen mit Tricain narkotisiert, überführten sie mit 

einer Pipette in die noch lauwarme Agarose und positionierten sie. Um die gleichen 

Umgebungseigenschaften wie im Inkubator gewährleisten zu können (27 °C), wurde das 

Experiment mit einem Zeiss Airyscan LSM880 Brightfield-Mikroskop durchgeführt, das von 

einem Inkubator umgeben war. Es wurden jeweils ein Wildtyp- und Knockdown-Embryo 
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gleichzeitig nebeneinander beobachtet. Diese Experimente wurden im Zeitraum von 48 bis 

72 hpf und anschließend von 72 - 96 hpf in einem Dreifachansatz durchgeführt. 

2.2.6 Weiterführende Experimente 

Die zuvor beschriebenen Methoden zur Generierung humaner und Zebrafisch-NCSTN/ncstn-

RNA dienten der Vorbereitung der nachfolgend beschriebenen Experimente. 

2.2.6.1 Bestimmung der korrekten MO- und RNA-Konzentration 

Zur Vermeidung toxischer Effekte mussten wir zunächst die maximal tolerable 

Menge/Konzentration der MOs evaluieren. Hierzu injizierten wir jeweils 2 nl MO in 

verschiedenen zuvor definierten Verdünnungsstufen in die Zebrafischlarven und verglichen die 

Effekte desselben Vorgangs bei einer unbehandelten Wildtyp-Zebrafischlarve über jeweils 

120 hpf (siehe Tabelle 12). 

Tabelle 12: Verdünnung der Morpholinos 

 Unverdünnt Verdünnung 
1:3 

Verdünnung 
1:10 

Verdünnung 
1:20 

Phenolrot (µl) 0,5 0,5 0,5 0,5 

MO (µl) 10 2 1 1 

Destilliertes Wasser (µl) 0 3,5 8,5 18,5 

 

Auch die in einigen Experimenten verwendete RNA wurde in absteigenden Verdünnungsstufen 

in die Embryonen injiziert. Es erfolgte ebenfalls eine Beobachtung und ein Vergleich mit den 

Effekten beim Wildtyp über 120 hpf. Die Verdünnung erfolgte mit RNase-freiem Wasser und 

Phenolrot. Da die RNAs für jedes Experiment in einer Konzentration von etwa 600 ng/µl 

vorlagen, wurden die folgenden Verdünnungsstufen gewählt: 600, 200, und 60 ng/µl (siehe 

Tabelle 13). 

Tabelle 13: Verdünnung der RNA 

 ca. 600 ng/µl 200 ng/µl 60 ng/µl 

Phenolrot (µl) 0,5 0,5 0,5 

RNA (600 ng/µl) (µl) 10 2 1 

RNase-freies Wasser (µl) 0 3,5 8,5 
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2.2.6.2 Morpholino-vermittelter ncstn-Knockdown 

Zur Herunterregulation von ncstn wurden befruchtete Zebrafischeier im Einzellstadium mit 

verschiedenen Morpholinos behandelt. Neben dem ncstn-MO verwendeten wir drei 

verschiedene Kontrollen: den Wildtyp, einen Co-MO und einen 5-MP-MO. Es wurden jeweils 

Injektionen mit 2 nl der Morpholinos in einer Verdünnung von 1:10 durchgeführt (siehe Tabelle 

12). Nach der Injektion wurden die Embryonen in einem Inkubator bis zum Zeitpunkt 120 hpf 

gehalten, gepflegt und beobachtet. Dann erfolgte eine Fotodokumentation mit dem 

Lichtmikroskop. 

2.2.6.3 Phänotyp Reversion mit ncstn-RNA 

Um den Phänotyp der Zebrafische nach Morpholino-vermitteltem ncstn–Knockdown zu 

revertieren, injizierten wir simultan ncstn-RNA. Zu diesem Zweck führten wir zwei Injektionen 

mit angepassten Volumina durch, wodurch eine Volumenüberlastung der Embryonen 

verhindert wurde. Die erste Injektion wurde mit 1 nl MO (Verdünnung 1:5) durchgeführt, die 

zweite mit 1 nl unverdünnter ncstn-RNA. Wir verwendeten mehrere aufeinander aufbauende 

Kontrollen. Im ersten Schritt überprüften wir die phänotypischen Effekte einer ausschließlichen 

ncstn-RNA-Injektion auf den Wildtyp. Im zweiten Schritt untersuchten wir die Effekte einer 

simultanen Injektion des 5-MP-Morpholinos und der ncstn-RNA auf Wildtyp-Embryonen. 

Anschließend wurde der Knockdown mittels Injektion des ncstn-MO wiederholt. Dies war 

erforderlich, um im nächsten Schritt den Effekt einer beliebigen RNA-Ko-Injektion auf den 

Knockdown-Phänotyp zu evaluieren. Hierzu verwendeten wir GFP-RNA. Im letzten 

experimentellen Schritt wurde die GFP-RNA durch ncstn-RNA ersetzt, um die eigentliche 

Phänotyp-Reversion zu bewirken. Danach wurden die Embryonen in einem Inkubator bis zum 

Zeitpunkt 120 hpf gehalten, gepflegt und beobachtet, und es erfolgte eine Fotodokumentation 

mit dem Lichtmikroskop. 

2.2.6.4 Phänotyp Reversion mit NCSTN-RNA 

In Analogie zum zuvor beschriebenen Experiment der Phänotyp-Reversion mittels Ko-

Injektion von ncstn-RNA des Zebrafischs evaluierten wir nun, ob wir durch die Ko-Injektion 

menschlicher NCSTN-RNA die phänotypischen Effekte des Morpholino-vermittelten ncstn-

Knockdowns umkehren konnten. Wie in Abschnitt 2.2.6.3 beschrieben erfolgten wiederum 

zwei Injektionen, eine erste mit 1 nl Morpholino (Verdünnung 1:5), und die zweite mit 1 nl 
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unverdünnter Wildtyp NCSTN-RNA. Die hierbei verwendeten Kontrollen entsprachen 

ebenfalls den in Abschnitt 2.2.6.3 bereits beschriebenen. 

2.2.6.5 Behandlung mit mutierter NCSTN-RNA 

Nach den Reversionsexperimenten mit humaner (NCSTN) und Zebrafisch (ncstn)-RNA sollte 

im nächsten Schritt der Phänotyp des MO-vermittelten ncstn-Knockdowns nach simultaner 

Injektion menschlicher mutierter NCSTN-RNA evaluiert werden. Hierzu erfolgten wiederum 

zwei Injektionen: Die erste mit 1 nl des MO (Verdünnung 1:5) und die zweite unverdünnt mit 

jeweils 1 nl der mutierten NCSTN-RNA, wobei wir vier verschiedene RNAs ko-injizierten, die 

jeweils eine zuvor veröffentlichte humane NCSTN-Mutation enthielt (siehe Tabelle 11). Der 

weitere experimentelle Ansatz gestaltete sich in Analogie zu dem in den Abschnitten 2.2.6.3 und 

2.2.6.4 beschriebenen Versuchsablauf. Zunächst wurde der Phänotyp des Wildtyps mit dem des 

MO-vermittelten ncstn-Knockdowns verglichen. Anschließend wurde letzterer durch NCSTN-

RNA revertiert. Nun erfolgten simultane Injektionen von ncstn-MO und der jeweilig mutierten 

NCSTN-RNA (M1-M4; siehe Tabelle 11). Danach wurden die Embryonen wiederum bis zum 

Zeitpunkt 120 hpf in einem Inkubator gehalten, gepflegt und beobachtet, und es erfolgte 

anschließend eine Fotodokumentation mit dem Lichtmikroskop. 

2.2.7 Auswertung und Statistik 

2.2.7.1 Melanophoren im Kopfbereich 

Die Auszählung der Melanophoren und Erfassung ihres Verteilungsmusters erfolgte nach 

Fotodokumentation aus kranialer Sicht in einem einheitlich definierten Körperareal im 

Kopf-/Halsbereich der Zebrafischlarven mittels ImageJ. Zellen, die auf den Linien des 

Messfeldes lagen, wurden mitgezählt. Im Rahmen der ncstn-Knockdown-Experimente (siehe 

Sektion 2.2.6.2) wurden jeweils 20 Fische pro Gruppe ausgewertet. Bezüglich der drei 

Reversionsexperimente (siehe Sektionen 2.2.6.3 - 2.2.6.5) wurden jeweils 10 Fische pro Gruppe 

ausgewertet. Alle Daten wurden in einer Excel-Tabelle zusammengefasst und anschließend mit 

GraphPad Prism grafisch dargestellt. 

 



Material und Methoden 38 

  

 
Abbildung 7: Definierter Bereich zur Melanophorenzählung in der Zebrafischlarve. 

 

2.2.7.2 Größe und Fläche der Melanophoren 

In die Auswertung gingen zum einen die maximale Zellbreite (horizontal; siehe Abbildung 8a), 

die maximale Zelllänge (vertikal; siehe Abbildung 8b) und die Zellflächenausdehnung aus der 

kranialen Perspektive ein (Umrandung; siehe Abbildung 8c). Dies wurde mit ImageJ 

ausgewertet. Die Daten wurden in einer Excel-Tabelle dokumentiert und mit Graphpad Prism 

graphisch dargestellt. 

 

 
Abbildung 8: Beispiel für die Vermessung eines Melanophoren. 
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2.2.7.3 Statistische Auswertung 

Alle Experimente wurden in einem Dreifachansatz durchgeführt. Dementsprechend führten 

wir auch alle Zellzählungen und -vermessungen im Dreifachansatz durch. Bei den Zell-

zählungen im zuvor definierten kranialen Areal (hierzu die Abschnitte 3.1.2, 3.2.2, 3.3.2, 3.4.1.1, 

3.4.2.2, 3.4.3.2 und 3.4.4.2) führten wir eine einfache Varianzanalyse (one-way ANOVA), den 

D´Agostinos-Pearson Omnibus-Test und den Tukey Post-Hoc-Test zur Signifikanzberechnung 

durch. Die Graphen weisen den jeweiligen Mittelwert und die Standardabweichung aus. 

Die Zellmessungen (siehe Sektionen 3.5.1 - 3.5.3) wurden mit der zweifachen Varianzanalyse 

(two-way ANOVA), dem D´Agostinos-Pearson Omnibus-Test und Šidák Post-Hoc-Test 

statistisch ausgewertet. Die Graphen weisen den jeweiligen Mittelwert und den Standardfehler 

aus. 

Das Signifikanzniveau wurde durch den p-Wert angegeben und graphisch in Form von Sternen 

dargestellt. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Hypopigmentierung durch ncstn-Knockdown 

3.1.1 Phänotypen 

Die Wildtyp-Zebrafischlarve (120 hpf) reflektiert das physiologische Pigmentierungsmuster 

(Normopigmentierung) und somit den Phänotyp der ersten von drei Kontrollgruppen des 

Experiments. In der lateralen Perspektive zeigt sich eine deutliche Pigmentierung in allen 

Körperregionen, insbesondere um die Schwimmblase und in den kranialen, dorsalen und 

ventralen Arealen (siehe Abbildung 9A). Sie erscheint kräftig, homogen, regelmäßig und 

orientiert sich an gegebenen anatomischen Strukturen. In der kranialen Perspektive imponiert 

eine ringförmige Anordnung der Melanophoren, die sich nach kaudal verengt und strangförmig 

fortsetzt (siehe Abbildung 10A). Die pigmentierten Zellen lassen sich in diesem Areal gut 

darstellen, da sich ihre Form, Färbung und Anordnung deutlich von den umliegenden 

Strukturen abhebt. Sie zeigen beim Wildtyp eine homogenes Bild hinsichtlich ihrer Form, 

Verteilung, Größe und Farbe. 

Der mit dem Co-Mo behandelte Zebrafisch diente als zweite Kontrollgruppe und zeigt in der 

lateralen Perspektive (siehe Abbildung 9B) ein nahezu mit dem Wildtyp identisches 

Pigmentierungsmuster. Die Melanophoren weisen in den kranialen, dorsalen und ventralen 

Arealen eine regelmäßige Anordnung und homogene Verteilung auf. Sie lassen sich in der 

kranialen Perspektive gut voneinander abgrenzen und  sind hinsichtlich ihrer Größe, Farbe und 

Form gleichmäßig ausgebildet (siehe Abbildung 10B). 

Der 5-MP-Mo stellt die spezifischste der drei Kontrollen dar. In der lateralen Ansicht zeigen 

sich im Vergleich zum Wildtyp und Co-Mo keine Pigmentierungsabweichungen (siehe 

Abbildung 9C). Auch sind keine Effekt auf Form, Größe und Farbe der Melanophoren zu 

erkennen. 

Im Vergleich zu den drei zuvor beschriebenen Kontrollgruppen imponieren die mit dem ncstn-

MO behandelten Zebrafische durch eine deutliche Hypopigmentierung. In der lateralen 

Perspektive ist die physiologische Orientierung der Melanophoren entlang anatomischer 

Strukturen und ihre regelmäßige Anordnung aufgehoben (siehe Abbildung 9D). Besonders 

ausgeprägt ist die Hypopigmentierung in den kranialen und ventralen Arealen, ebenso wie an 

der Schwimmblase, wo sie fast gänzlich aufgehoben ist. In der kranialen Perspektive wird der 

Verlust der typischen ringförmigen Anordnung mit ihrem schmalen Ausläufern nach kaudal 

deutlich (siehe Abbildung 10D). Darüber hinaus findet sich eine untypische Lokalisation der 
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Melanophoren in den kranialen Segmenten. Des Weiteren ist die Anzahl der Melanophoren 

vermindert, und es zeigen sich Unterschiede bezüglich Form und Größe der Zellen. 

 

 

Abbildung 9: MO-vermittelter ncstn-Knockdown im Zebrafisch. Dargestellt sind vier Zebrafische 120 hpf in 

lateraler Perspektive mit Skalierung. (A) Wildtyp; (B) Injektion von Co-MO; (C) Injektion von 5-MP-MO; (D) 

Injektion von ncstn-MO. 
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Abbildung 10: MO-vermittelter ncstn-Knockdown im Zebrafisch. Dargestellt sind vier Zebrafische 120 hpf 

in kranialer Perspektive mit Skalierung. (A) Wildtyp; (B) Injektion von Co-MO; (C) Injketion von 5-MP-MO; (D) 

Injektion von ncstn-MO. 

3.1.2 Statistische Auswertung 

Die in 3.1.1 phänotypisch miteinander verglichenen Gruppen wurden anschließend in einem 

definierten kranialen Areal bezüglich der Melanophoren-Anzahl untersucht (siehe Sektion 

2.2.7.1) und statistisch ausgewertet (siehe Abbildung 11). Sowohl der Wildtyp (Mittelwert, MW 



Ergebnisse 43 

  

62,95), als auch der Co-MO (MW 65,25) und 5-MP-MO (MW 62,85) wiesen mehr als 60 

Melanophoren auf. Beim ncstn-MO hingegen fanden sich im Mittel 39,10 pigmentierte Zellen, 

und somit im Vergleich zu den drei Kontrollgruppen eine vierfach signifikante Reduktion der 

Melanophoren (p<0,0001). 

 

 
Abbildung 11: Statistische Auswertung der Melanophoren-Anzahl nach MO-vermitteltem ncstn-

Knockdown im Zebrafisch. Auf der X-Achse dargestellt sind die vier miteinander verglichenen Gruppen (n = 

20 pro Gruppe). Auf der Y-Achse dargestellt ist die Anzahl der Melanophoren im definierten kranialen Bereich 

der jeweiligen Gruppe als Mittelwert mit Standardabweichung. Vierfach signifikante Reduktion der Melanophoren 

(p<0,0001) beim ncstn-MO. 

 

3.2 Phänotypreversion der MO-vermittelten Hypopigmentierung durch 

ncstn-RNA-Ko-Injektion 

3.2.1 Phänotypen 

Nach alleiniger Injektion von ncstn-RNA (vom Zebrafisch) zeigte sich eine vom Phänotyp des 

Wildtyps nicht zu unterscheidende regelhafte und ringförmige Anordnung der Melanophoren 

im kranialen Bereich (siehe Abbildung 12B). Auch deren Form, Größe und Färbung wiesen 

keine Unterschiede zu denen des Wildtyps auf.  

Ebenso fand sich nach Ko-Injektion von ncstn-RNA und 5-MP-MO ein physiologisches 

Pigmentierungsmuster mit regelhaften Melanophoren (siehe Abbildung 12C). 
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Die Ko-Injektion von ncstn-Mo und GFP-RNA bewirkte eine Hypopigmentierung, die dem 

Phänotyp des Morpholino-vermittelten ncstn-Knockdowns entsprach (siehe Abbildung 12E). 

Die Melanophoren wiesen unterschiedliche Größen und Formen auf, ihre unter 

physiologischen Bedingungen ringförmige Anordnung war in der kranialen Perspektive nur 

angedeutet erkennbar. 

Im letzten Schritt erfolgte die Ko-Injektion von ncstn-Mo und ncstn-RNA. Phänotypisch zeigte 

sich in der kranialen Perspektive die physiologische ringförmige Anordnung der Melanophoren. 

Diese waren in ihrer Form, Größe und Farbe regelhaft und nicht vom Wildtyp zu unterscheiden 

(siehe Abbildung 12F). 

 

 
Abbildung 12: Phänotypreversion mit ncstn-RNA im Zebrafisch. Dargestellt sind sechs Zebrafische 120 hpf 

in kranialer Perspektive mit Skalierung. (A) Wildtyp; (B) Injektion von ncstn-RNA; (C) Ko-Injektion von 5-MP-

MO und ncstn-RNA; (D) Injektion von ncstn-MO; (E) Ko-Injektion von ncstn-MO und GFP-RNA; (F) Ko-

Injektion ncstn-MO und ncstn-RNA. 
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3.2.2 Statistische Auswertung 

Sowohl die Wildtyp-Fische (MW 62,95), als auch die mittels Injektion von ncstn-RNA (MW 

63,3) und 5-MP-MO/ncstn-RNA (MW 63,1) behandelten Zebrafische wiesen im Messareal im 

Mittel mehr als 60 Melanophoren auf. Hingegen fand sich im Vergleich dazu nach Injektion des 

ncstn-MO (MW 39,1) und auch nach Ko-Injektion von ncstn-MO/GFP-RNA (40,0) eine 

deutliche Abnahme der Melanophorenzahl. Diese Verminderung konnte durch die KoIjektion 

von ncstn-MO/ncstn-RNA (MW 63,5) vierfach signifikant revertiert werden (p<0,0001) Diese 

erfolgreiche Reversion nach Injektion von ncstn-RNA wurde auch durch die Ergebnisse der 

statistischen Auswertung bestätigt (siehe Abbildung 13).  

 

 
Abbildung 13: Statistische Auswertung der Melanophoren-Anzahl nach Phänotypreversion mittels ncstn-

RNA im Zebrafisch. Auf der X-Achse dargestellt sind die sechs miteinander verglichenen Gruppen (n = 20 beim 

Wildtyp und ncstn-MO; jeweils n = 10 für die Injektionen mit ncstn-RNA, 5-MP-MO/ncstn-RNA, ncstn-MO/GFP-

RNA und ncstn-MO/ncstn-RNA). Auf der Y-Achse dargestellt ist die Anzahl der Melanophoren im definierten 

kranialen Bereich der jeweiligen Gruppe als Mittelwert mit Standardabweichung. Nach Ko-Injektion von ncstn-MO 

und ncstn-RNA konnte die Anzahl der Melanophoren wieder auf das Niveau des Wildtyps zurückgeführt werden. 
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3.3 Phänotypreversion der MO-vermittelten Hypopigmentierung durch 
NCSTN-RNA-Ko-Injektion 

3.3.1 Phänotypen 

Wie bei den zuvor dargestellten Phänotypreversionsexperimenten mit Ko-Injektion von ncstn-

RNA zeigte sich nach alleiniger Injektion humaner NCSTN-RNA eine vom Phänotyp des 

Wildtyps nicht zu unterscheidende regelhafte und ringförmige Anordnung der Melanophoren 

im kranialen Bereich (siehe Abbildung 14B). Ebenso wiesen auch deren Form, Größe und 

Färbung keine Unterschiede zu denen des Wildtyps auf. 

In Analogie hierzu fand sich nach Ko-Injektion von NCSTN-RNA und 5-MP-MO ein 

physiologisches Pigmentierungsmuster mit regelhaften Melanophoren (siehe Abbildung 14C).  

Auch in dieser Versuchsreihe bewirkte die Ko-Injektion von ncstn-MO und GFP-RNA eine 

Hypopigmentierung, die dem Phänotyp des Morpholino-vermittelten ncstn-Knockdowns 

entsprach (siehe Abbildung 14E). Die Melanophoren wiesen unterschiedliche Größen und 

Formen auf, ihre unter physiologischen Bedingungen ringförmige Anordnung war in der 

kranialen Perspektive nur angedeutet erkennbar. 

Im letzten Schritt erfolgte die Ko-Injektion von ncstn-MO und NCSTN-RNA. Phänotypisch 

zeigte sich in der kranialen Perspektive die physiologische ringförmige Anordnung der 

Melanophoren. Diese waren in ihrer Form, Größe und Farbe regelhaft und nicht vom Wildtyp 

zu unterscheiden (siehe Abbildung 14F). 
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Abbildung 14: Phänotypreversion mit humaner NCSTN-RNA im Zebrafisch. Dargestellt sind sechs 

Zebrafische 120 hpf in kranialer Perspektive mit Skalierung. (A) Wildtyp; (B) Injektion von NCSTN-RNA; (C) Ko-

Injektion von 5-MP-MO und NCSTN-RNA; (D) Injektion von ncstn-MO; (E) Ko-Injektion von ncstn-MO und 

GFP-RNA; (F) Ko-Injektion von ncstn-MO und NCSTN-RNA. 

3.3.2 Statistische Auswertung 

Sowohl die Wildtyp-Fische (MW 62,95), als auch die mittels Injektion humaner NCSTN-RNA 

(MW 61,3) und 5-MP-MO/NCSTN-RNA (MW 63,3) behandelten Zebrafische wiesen im 

Messareal im Mittel mehr als 60 Melanophoren auf. Hingegen fand sich im Vergleich dazu nach 

Injektion des ncstn-MO (MW 39,1) und auch nach Ko-Injektion von ncstn-MO/GFP-RNA 

(40,0) eine deutliche Abnahme der Melanophorenzahl. Diese Verminderung konnte durch die 

Ko-Injektion von ncstn-MO/NCSTN-RNA (MW 59,1) vierfach signifikant revertiert werden 

(p < 0,0001) (siehe Abbildung 15). 
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Abbildung 15: Statistische Auswertung der Melanophoren-Anzahl nach Phänotypreversion mittels 

humaner NCSTN-RNA im Zebrafisch. Auf der X-Achse dargestellt sind die sechs miteinander verglichenen 

Gruppen (n = 20 beim Wildtyp und ncstn-MO; jeweils n = 10 für die Injektionen mit NCSTN-RNA, 5-MP-

MO/NCSTN-RNA, ncstn-MO/GFP-RNA und ncstn-MO/NCSTN-RNA). Auf der Y-Achse dargestellt ist die 

Anzahl der Melanophoren im definierten kranialen Bereich der jeweiligen Gruppe als Mittelwert mit 

Standardabweichung. Nach Ko-Injektion von ncstn-MO und humaner NCSTN-RNA konnte die Anzahl der 

Melanophoren wieder auf das Niveau des Wildtyps zurückgeführt werden. 

3.4 Phänotypreversion der MO-vermittelten Hypopigmentierung durch 

Behandlung mit mutierter NCSTN-RNA 

Die vier zuvor in Tabelle 11 beschriebenen humanen NCSTN-Mutationen wurden in vitro 

kloniert. Nachfolgend wurde die jeweils durch IVT synthetisierte mutationstragende RNA in 

ncstn-MO-behandelte Zebrafischembryonen ko-injiziert (siehe Sektion 2.2.6.5). 

3.4.1 Phänotyp nach Behandlung mit NCSTN-Mutation c.497C>A 

Nach Behandlung der Zebrafischembryonen mittels Ko-Injektion von ncstn-MO/NCSTN-

RNA-c.497C>A fand sich eine Hypopigmentierung, die der des Phänotyps des MO-

vermittelten ncstn-Knockdowns entsprach (Abbildung 16D). Die Melanophoren wiesen 

unterschiedliche Größen und Formen sowie eine variable Färbung auf. Das physiologische 

Distributionsmuster der Zellen mit normalerweise ringförmiger Anordnung war aufgehoben. 
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Abbildung 16: Behandlung der ncstn-MO-Zebrafischembryonen mit NCSTN-RNA-c.497C>A. Dargestellt 

sind vier Zebrafische 120 hpf in kranialer Perspektive mit Skalierung. (A) Wildtyp; (B) Injektion von ncstn-MO; (C) 

Ko-Injektion von ncstn-MO und NCSTN-RNA; (D) Ko-Injektion von ncstn-MO und NCSTN-RNA-c.497C>A. 

 

3.4.1.1 Statistische Auswertung 

Die Wildtyp-Fische wiesen im Messareal gemittelt mehr als 60 Melanophoren auf (MW 62,95). 

Hingegen fand sich nach Injektion des ncstn-MO eine deutliche Abnahme der 

Melanophorenzahl (MW 39,1). Diese Verminderung konnte durch die Ko-Injektion von ncstn-

MO/NCSTN-RNA vierfach signifikant revertiert werden (MW 63,5; p < 0,0001). Im 

Gegensatz hierzu wiesen die Fische nach Ko-Injektion von ncstn-MO/NCSTN-RNA-

c.497C>A eine Hypopigmentierung auf, die auch numerisch durch eine deutliche Abnahme der 

Melanophorenzahl (MW 43,3) reflektiert wurde (siehe Abbildung 17). 
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Abbildung 17: Statistische Auswertung der Melanophoren-Anzahl nach Behandlung mit NCSTN-RNA-

c.497C>A. Auf der X-Achse dargestellt sind die vier miteinander verglichenen Gruppen (n = 20 beim Wildtyp 

und ncstn-MO; jeweils n = 10 für die Injektionen mit ncstn-MO/NCSTN-RNA und ncstn-MO/NCSTN-RNA-

c.497C>A). Auf der Y-Achse dargestellt ist die Anzahl der Melanophoren im definierten kranialen Bereich der 

jeweiligen Gruppe als Mittelwert mit Standardabweichung. Nach Ko-Injektion von ncstn-MO und NCSTN-RNA 

konnte die Anzahl der Melanophoren wieder auf das Niveau des Wildtyps zurückgeführt werden, während dies 

mittels Ko-Injektion von ncstn-MO/NCSTN-RNA-c.497C>A nicht gelang. 

3.4.2 Phänotyp nach Behandlung mit NCSTN-Mutation c.278delC 

3.4.2.1 Phänotypen 

Nach Behandlung der Zebrafischembryonen mittels Ko-Injektion von ncstn-MO/NCSTN-

RNA-c.278delC fand sich eine Hypopigmentierung, die der des Phänotyps des MO-vermittelten 

ncstn-Knockdowns entsprach (siehe Abbildung 18D). Die Melanophoren wiesen 

unterschiedliche Größen und Formen sowie eine variable Färbung auf. Das physiologische 

Distributionsmuster der Zellen mit normalerweise ringförmiger Anordnung war aufgehoben. 
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Abbildung 18: Behandlung der ncstn-MO-Zebrafischembryonen mit NCSTN-RNA-c.278delC. Dargestellt 

sind vier Zebrafische 120 hpf in kranialer Perspektive mit Skalierung. (A) Wildtyp; (B) Injektion von ncstn-MO; (C) 

Ko-Injektion von ncstn-MO und NCSTN-RNA; (D) Ko-Injektion von ncstn-MO und NCSTN-RNA-c.278delC. 

3.4.2.2 Statistische Auswertung 

Die Wildtyp-Fische wiesen im Messareal gemittelt mehr als 60 Melanophoren auf (MW 62,95). 

Hingegen fand sich nach Injektion des ncstn-MO eine deutliche Abnahme der 

Melanophorenzahl (MW 39,1). Diese Verminderung konnte durch die Ko-Injektion von ncstn-

MO/NCSTN-RNA vierfach signifikant revertiert werden (MW 59,1; p < 0,0001). Im 

Gegensatz hierzu wiesen die Fische nach Ko-Injektion von ncstn-MO/NCSTN-RNA-

c.278delC eine Hypopigmentierung auf, die auch numerisch durch eine deutliche Abnahme der 

Melanophorenzahl (MW 44,3) reflektiert wurde (siehe Abbildung 19). 

 



Ergebnisse 52 

  

 

Abbildung 19: Statistische Auswertung der Melanophoren-Anzahl nach Behandlung mit NCSTN-RNA-

c.278delC. Auf der X-Achse dargestellt sind die vier miteinander verglichenen Gruppen (n = 20 beim Wildtyp 

und ncstn-MO; jeweils n = 10 für die Injektionen mit ncstn-MO/NCSTN-RNA und ncstn-MO/NCSTN-RNA-

c.278delC). Auf der Y-Achse dargestellt ist die Anzahl der Melanophoren im definierten kranialen Bereich der 

jeweiligen Gruppe als Mittelwert mit Standardabweichung. Nach Ko-Injektion von ncstn-MO und NCSTN-RNA 

konnte die Anzahl der Melanophoren wieder auf das Niveau des Wildtyps zurückgeführt werden, während dies 

mittels Ko-Injektion von ncstn-MO/NCSTN-RNA-c.278delC nicht gelang. 

3.4.3 Phänotyp nach Behandlung mit NCSTN-Mutation c.1101+1G>A 

3.4.3.1 Phänotypen 

Nach Behandlung der Zebrafischembryonen mittels Ko-Injektion von ncstn-MO/NCSTN-

RNA-c.1101+1G>A fand sich eine Hypopigmentierung, die der des Phänotyps des MO-

vermittelten ncstn-Knockdowns entsprach (siehe Abbildung 20D). Die Melanophoren wiesen 

unterschiedliche Größen und Formen sowie eine variable Färbung auf. Das physiologische 

Distributionsmuster der Zellen mit normalerweise ringförmiger Anordnung war aufgehoben. 
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Abbildung 20: Behandlung der ncstn-MO-Zebrafischembryonen mit NCSTN-RNA-c.1101+1G>A. 

Dargestellt sind vier Zebrafische 120 hpf in kranialer Perspektive mit Skalierung. (A) Wildtyp; (B) Injektion von 

ncstn-MO; (C) Ko-Injektion von ncstn-MO und NCSTN-RNA; (D) Ko-Injektion von ncstn-MO und NCSTN-RNA-

c.1101+1G>A. 

3.4.3.2 Statistische Auswertung 

Die Wildtyp-Fische wiesen im Messareal gemittelt mehr als 60 Melanophoren auf (MW 62,95). 

Hingegen fand sich nach Injektion des ncstn-MO eine deutliche Abnahme der 

Melanophorenzahl (MW 39,1). Diese Verminderung konnte durch die Ko-Injektion von ncstn-

MO/NCSTN-RNA vierfach signifikant revertiert werden (MW 59,1; p < 0,0001). Im 

Gegensatz hierzu wiesen die Fische nach Ko-Injektion von ncstn-MO/NCSTN-RNA-

c.1101+1G>A eine Hypopigmentierung auf, die auch numerisch durch eine deutliche Abnahme 

der Melanophorenzahl (MW 43,1) reflektiert wurde (siehe Abbildung 21). 
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Abbildung 21: Statistische Auswertung der Melanophoren-Anzahl nach Behandlung mit NCSTN-RNA-

c.1101+1G>A. Auf der X-Achse dargestellt sind die vier miteinander verglichenen Gruppen (n = 20 beim Wildtyp 

und ncstn-MO; jeweils n = 10 für die Injektionen mit ncstn-MO/NCSTN-RNA und ncstn-MO/NCSTN-RNA-

c.278delC). Auf der Y-Achse dargestellt ist die Anzahl der Melanophoren im definierten kranialen Bereich der 

jeweiligen Gruppe als Mittelwert mit Standardabweichung. Nach Ko-Injektion von ncstn-MO und NCSTN-RNA 

konnte die Anzahl der Melanophoren wieder auf das Niveau des Wildtyps zurückgeführt werden, während dies 

mittels Ko-Injektion von ncstn-MO/NCSTN-RNA-c.1101+1G>A nicht gelang. 

3.4.4 Phänotyp nach Behandlung mit NCSTN-Mutation c.632C>G 

3.4.4.1 Phänotypen 

Nach Behandlung der Zebrafischembryonen mittels Ko-Injektion von ncstn-MO/NCSTN-

RNA-c.632C>G fand sich eine normale Pigmentierung, die der des Wildtyps (siehe Abbildung 

22D). Die Melanophoren wiesen eine physiologische Größe, Form und Färbung. Ebenso fand 

sich ein physiologisches Distributionsmuster der Zellen mit ringförmiger Anordnung. 
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Abbildung 22: Behandlung der ncstn-MO-Zebrafischembryonen mit NCSTN-RNA-c.632C>G. Dargestellt 

sind vier Zebrafische 120 hpf in kranialer Perspektive mit Skalierung. (A) Wildtyp; (B) Injketion von ncstn-MO; (C) 

Ko-Injektion von ncstn-MO und NCSTN-RNA; (D) Ko-Injektion von ncstn-MO und NCSTN-RNA-c.632C>G. 

3.4.4.2 Statistische Auswertung 

Die Wildtyp-Fische wiesen im Messareal gemittelt mehr als 60 Melanophoren auf (MW 62,95). 

Hingegen fand sich nach Injektion des ncstn-MO eine deutliche Abnahme der Melanophoren-

zahl (MW 39,1). Diese Verminderung konnte durch die Ko-Injektion von ncstn-MO/NCSTN-

RNA vierfach signifikant revertiert werden (MW 59,1; p < 0,0001). Nach der Ko-Injektion von 

ncstn-MO/NCSTN-RNA-c.632C>G wiesen die Fische wieder eine physiologische 

Pigmentierung auf, was auch durch eine vierfach signifikante Erhöhung der Melanophorenzahl 

(MW 57,0) reflektiert wurde (siehe Abbildung 23). 
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Abbildung 23 Statistische Auswertung der Melanophoren-Anzahl nach Behandlung mit NCSTN-RNA-

c.632C>G. Auf der X-Achse dargestellt sind die vier miteinander verglichenen Gruppen (n = 20 beim Wildtyp 

und ncstn-MO; jeweils n = 10 für die Injektionen mit ncstn-MO/NCSTN-RNA und ncstn-MO/NCSTN-RNA-

c.632C>G). Auf der Y-Achse dargestellt ist die Anzahl der Melanophoren im definierten kranialen Bereich der 

jeweiligen Gruppe als Mittelwert mit Standardabweichung. Nach Ko-Injektion von ncstn-MO und NCSTN-RNA 

konnte die Anzahl der Melanophoren wieder auf das Niveau des Wildtyps zurückgeführt werden. Dies gelang auch 

durch Ko-Injektion von ncstn-MO/NCSTN-RNA-c.632C>G. 

3.5 Morphologie der Melanophoren beim Wildtyp im Vergleich zum 

ncstn-Knockdown 

Die Melanophoren des Wildtyp-Zebrafisches wiesen im Vergleich zu denen der mit dem MO-

vermittelten ncstn-Knockdown behandelten Fische Unterschiede hinsichtlich der Breite, Länge 

und Flächenausdehnung auf. Die Variation der Zellmorphologie wurde in den 

Zebrafischembryonen im Zeitraum von jeweils 48 - 70 und 72 - 96 hpf untersucht und 

dokumentiert. 

3.5.1 Breite der Melanophoren 

Die Breitenzunahme der Melanophoren verlief bei den Wildtyp-Zebrafischen und den Fischen, 

die mit dem MO-vermittelten ncstn-Knockdown behandelt worden waren, nahezu parallel. Die 

Unterschiede zwischen den beiden Gruppen wurden jedoch mit zunehmender Zeit immer 
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größer. Sie betrugen im Zeitintervall von 48 - 70 hpf etwa 10 µm (siehe Abbildung 24) und 

zwischen 72 - 96 hpf bis zu 25 µm (siehe Abbildung 25). 

 

 
Abbildung 24: Breite der Melanophoren des Wildtyps und ncstn-Knockdowns im Zeitraum von 

48 - 70 hpf. Auf der X-Achse sind die jeweiligen Beobachtungszeitpunkte in hpf angegeben. Auf der Y-Achse ist 

die zum jeweiligen Zeitpunkt gemessene maximale Breite in µm angegeben. Bei allen Messungen wurden die 

Mittelwerte und Standardfehler sowie das Signifikanzniveau im Vergleich von Wildtyp zu ncstn-Knockdown 

kalkuliert. p > 0,05 - nicht signifikant (ns); p < 0,05 - *; p < 0,01 - **; p < 0,001 - *** 
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Abbildung 25: Breite der Melanophoren des Wildtyps und ncstn-Knockdowns im Zeitraum von 

72 - 96 hpf. Auf der X-Achse sind die jeweiligen Beobachtungszeitpunkte in hpf angegeben. Auf der Y-Achse ist 

die zum jeweiligen Zeitpunkt gemessene maximale Breite in µm angegeben. Bei allen Messungen wurden die 

Mittelwerte und Standardfehler sowie das Signifikanzniveau im Vergleich von Wildtyp zu ncstn-Knockdown 

kalkuliert. p < 0,0001 - **** 

3.5.2 Zelllänge der Melanophoren 

Die Längenzunahme der Melanophoren verlief bei den Wildtyp-Zebrafischen und den Fischen, 

die mit dem MO-vermittelten ncstn-Knockdown behandelt worden waren, ebenfalls nahezu 

parallel. Die Unterschiede zwischen den beiden Gruppen wurden jedoch mit zunehmender Zeit 

immer größer. Sie betrugen im Zeitintervall von 48 - 70 hpf etwa 15 µm (siehe Abbildung 26) 

und zwischen 72 - 96 hpf bis zu 20 µm (siehe Abbildung 27). 
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Abbildung 26: Länge der Melanophoren des Wildtyps und ncstn-Knockdowns im Zeitraum von 

48 - 70 hpf. Auf der X-Achse sind die jeweiligen Beobachtungszeitpunkte in hpf angegeben. Auf der Y-Achse ist 

die zum jeweiligen Zeitpunkt gemessene maximale Breite in µm angegeben. Bei allen Messungen wurden die 

Mittelwerte und Standardfehler sowie das Signifikanzniveau im Vergleich von Wildtyp zu ncstn-Knockdown 

kalkuliert. p > 0,05 - nicht signifikant (ns); p < 0,05 - *; p < 0,01 - **; p < 0,001 - ***; p < 0,0001 - **** 

 

 
Abbildung 27: Länge der Melanophoren des Wildtyps und ncstn-Knockdowns im Zeitraum von 

72 - 96 hpf. Auf der X-Achse sind die jeweiligen Beobachtungszeitpunkte in hpf angegeben. Auf der Y-Achse ist 

die zum jeweiligen Zeitpunkt gemessene maximale Breite in µm angegeben. Bei allen Messungen wurden die 

Mittelwerte und Standardfehler sowie das Signifikanzniveau im Vergleich von Wildtyp zu ncstn-Knockdown 

kalkuliert. p < 0,001 - ***; p < 0,0001 - **** 
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3.5.3 Flächenausdehnung der Melanophoren 

Die Flächenausdehnung der Melanophoren war bei den Wildtyp-Zebrafischen und den Fischen, 

die mit dem MO-vermittelten ncstn-Knockdown behandelt worden waren, in den ersten 24 hpf 

etwa identisch (nicht graphisch dargestellt), veränderte sich im weiteren Verlauf der 

Zellentwicklung jedoch ab dem Zeitpunkt 72 hpf. Die Unterschiede zwischen den beiden 

Gruppen betrugen im Zeitintervall von 48 - 70 hpf etwa 700 µm2 (siehe Abbildung 28) und 

zwischen 72 - 96 hpf bis zu 1000 µm2 (siehe Abbildung 29). 

 

 
Abbildung 28: Flächenausdehnung der Melanophoren des Wildtyps und ncstn-Knockdowns im Zeitraum 
von 48 - 70 hpf. Auf der X-Achse sind die jeweiligen Beobachtungszeitpunkte in hpf angegeben. Auf der Y-Achse 

ist die zum jeweiligen Zeitpunkt gemessene maximale Breite in µm angegeben. Bei allen Messungen wurden die 

Mittelwerte und Standardfehler sowie das Signifikanzniveau im Vergleich von Wildtyp zu ncstn-Knockdown 

kalkuliert. p < 0,01 - **; p < 0,001 - ***; p < 0,0001 - **** 
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Abbildung 29: Flächenausdehnung der Melanophoren des Wildtyps und ncstn-Knockdowns im Zeitraum 

von 72 - 96 hpf. Auf der X-Achse sind die jeweiligen Beobachtungszeitpunkte in hpf angegeben. Auf der Y-Achse 

ist die zum jeweiligen Zeitpunkt gemessene maximale Breite in µm angegeben. Bei allen Messungen wurden die 

Mittelwerte und Standardfehler sowie das Signifikanzniveau im Vergleich von Wildtyp zu ncstn-Knockdown 

kalkuliert. p < 0,0001 - **** 
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4 Diskussion 

In der Orchestrierung und Homöostase der Pigmentierung wird die entscheidende Rolle 

genetischer Faktoren, insbesondere im Rahmen funktionell bedeutsamer molekularer 

Signalrouten, immer deutlicher. Die Dysfunktion einer oder mehrerer dieser Signalwege führt 

in aller Regel zu einer Verminderung oder Vermehrung des Pigmentgehalts verschiedener 

Organe. Die Pigmentierungsvariation und der somit resultierende Phänotyp ist zumeist auf eine 

gestörte Melanozyten-Ontogenese und/oder fehlerhafte Migration und Distribution der 

Melanin-produzierenden Zellen zurückzuführen (Giehl und Braun-Falco 2010; Stulberg et al. 

2003). An der Haut ist eine derartige Fehlregulation auf Grund ihrer einfachen Zugänglichkeit 

im Rahmen der klinischen Inspektion sofort erkennbar. 

Zu den am besten erforschten Signalrouten, die die individuelle menschliche 

Hautpigmentierung regulieren, gehört der PKA/cAMP (Proteinkinase A/zyklisches 

Adenosinmonophosphat)-Signalweg. Diese Signalroute wird durch genetische Polymorphismen 

im Melanocortin 1-Rezeptor-Gen moduliert, die letztendlich entscheidend für die unterschiedliche 

Pigmentierung einzelner Körperregionen sind. Eine Dysfunktion des PKA/cAMP-Signalwegs 

beruht somit vornehmlich auf polygenen Ursachen. Weitere wichtige Signalrouten, die einen 

Einfluss auf die Pigmentierung haben, sind der PKC-β (Proteinkinase C-beta)-, MAPK-(mitogen-

activated protein kinase; MAP-Kinase) und WNT-Signalweg. Alle diese zuvor genannten 

Signalrouten regulieren die Aktivität des Transkriptionsfaktors MITF, der wiederum die 

Expression von Enzymen wie Tyrosinase und DHICA-Oxidase in Melanozyten reguliert. Nach 

Bindung von α-MSH an den Melanocortin 1-Rezeptor wird eine Signalkaskade aktiviert, die die 

Melanogenese induziert (D'Mello et al. 2016). Verschiedene monogen vererbte 

Pigmentierungserkrankungen gehen mit Mutationen in Genen einher, die für wichtige Enzyme 

innerhalb der zuvor genannten MITF-regulierenden Signalrouten kodieren. Hierzu gehören 

unter anderem der okulokutane Albinismus Typ I - IV mit Mutationen im TYR-, OCA2-, 

TYRP1- und SLC45A2-Gen und darüber hinaus der Piebaldismus (KIT-Gen) und das 

Waardenburg-Syndrom Typ I - III mit Mutationen im PAX3-, MITF- und SNAI2-Gen 

(Yamaguchi und Hearing 2014). 

Ein in Hinblick auf die Pigmentierung bisher weniger gut untersuchter molekularer Signalweg 

ist die Notch-Signalroute (siehe Sektion 1.2.2 und Abbildung 4) (Frank et al. 2018). Dies ist 

insofern verwunderlich, als in den zurückliegenden 15 Jahren zunehmend deutlich wurde, dass 

zahlreiche monogen vererbte Hyperpigmentierungserkrankungen durch Mutationen in Genen 

verursacht werden, die für wichtige Proteine innerhalb dieser Signalkaskade kodieren. Zu diesen 
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gehören insbesondere ADAM10, KRT5, POFUT1, POGLUT1 und PEN2 (Basmanav et al. 

2014; Betz et al. 2006; Li et al. 2013; Ralser et al. 2017). 

Im Jahr 2017 berichtete unsere Arbeitsgruppe erstmalig über Mutationen im PSENEN-Gen, 

die bei den Betroffenen nicht nur zu einer Pigmentierungserkrankung führten, sondern bei 

gleichzeitig übergewichtigen und/oder rauchenden Anlageträgern auch mit dem Phänotyp der 

FAI assoziiert waren (Ralser et al. 2017). Auf Basis dieser bahnbrechenden Erkenntnisse rückte 

erstmalig die γ-Sekretase als wichtiger Bestandteil der Notch-Signalroute auch in Hinblick auf 

ihre Rolle in der Orchestrierung bedeutsamer Pigmentierungsprozesse in den Vordergrund 

(Frank et al. 2018). Da die γ-Sekretase neben PEN2 mit PSEN1/2, APH-1 und NCSTN drei 

weitere Untereinheiten umfasst, stellte sich uns die Frage, ob diese eventuell auch eine Rolle im 

Rahmen von Pigmentierungsprozessen im Menschen und in anderen Organsimen spielen. 

Zum damaligen Zeitpunkt waren keine Zusammenhänge zwischen Mutationen im PSEN1/2-, 

APH-1- oder NCSTN-Gen und einer hereditären Pigmentierungsstörung beim Menschen 

bekannt. Jedoch war Nornes et al. (2009) im Rahmen von wissenschaftlichen Untersuchungen 

zum Morbus Alzheimer aufgefallen, dass eine Defizienz von PSEN2 bei Zebrafischen zu einer 

Hypopigmentierung führt, auf die sie aber im Rahmen ihrer Arbeit weder näher eingingen, noch 

diese genauer charakterisierten. Erst durch die Berichte von Ralser et al. (2017) wurde die 

Bedeutung dieser Beobachtungen auch deutlich, obwohl sie bereits mehr als zehn Jahre zuvor 

auf eine mögliche Rolle der γ-Sekretase in der Regulierung von Pigmentierungsprozessen 

hingedeutet hatten. 

4.1 ncstn-Defizienz im Zebrafisch 

Neben in vitro-Experimenten in verschiedenen Zelllinien und Zellkulturmodellen nehmen in-

vivo-Untersuchungen an geeigneten Tiermodellen eine Schlüsselposition in der 

Pigmentierungsforschung ein. Diesbezüglich wurde bisher vornehmlich über Untersuchungen 

an Mäusen, Ratten, Meerschweinchen und Zebrafischen berichtet (Subburaj et al. 2019). 

Das in der hier vorgelegten Dissertationsschrift verwendete Zebrafisch-Modell zeichnet sich 

durch die einfache und gute Handhabung der Larven und deren charakteristische Transparenz 

aus. Letztere erleichtert insbesondere die Beobachtung der Melanophoren, die mit dem 

Lichtmikroskop und ohne weitere Färbungen detektiert und dargestellt werden können, was 

eine Evaluation der Entwicklung und Homöostase der Pigmentierung ermöglicht. 

Im Zebrafisch schalteten wir die Funktion von ncstn durch einen MO-vermittelten Knockdown 

aus. Dies resultierte phänotypisch in einer generalisierten Hypopigmentierung, die in der 
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kranialen Region der Zebrafischembryonen besonders deutlich ausgeprägt war (siehe Abbildung 

9 und Abbildung 10). Obwohl bereits Nornes et al. (2009) im Rahmen ihrer Untersuchungen 

zum MO-vermittelten Knockdown der γ-Sekretase-Untereinheit psen2 einen 

Hypopigmentierungsphänotyp beobachtet hatten, gingen sie der Ursache für diesen Phänotyp 

nicht weiter nach, da sie dieses Modell primär zur Erforschung neurologischer Veränderungen 

beim Morbus Alzheimers entwickelt hatten. Ralser et al. (2017) hingegen zogen zur weiteren 

Charakterisierung der Hypopigmentierung eine Auszählung der Melanophoren im kranialen 

Anteil der Zebrafischlarven 72 hpf heran und führten zellmorphologische und zelldynamische 

Messungen der Melanophoren im Schwanzbereich des Zebrafisches von 80 - 104 hpf durch. 

Weiterführend entwickelten wir im Rahmen unserer Untersuchungen einen neuen und 

reproduzierbaren Algorithmus für die Auszählung und detaillierte Charakterisierung der 

Melanophoren. Hierzu legten wir ein definiertes Messareal fest und analysierten bei allen 

Fischen den Phänotyp nicht nur hinsichtlich der absoluten Anzahl von Melanophoren im zuvor 

definierten Gebiet, sondern auch bezüglich der Breite, Länge und Fläche der pigmentierten 

Zellen und nahmen alle Auswertungen zum Vergleich zwischen Wildtyp und Knockdown in 

einem Dreifach-Ansatz vor. Hierdurch konnten wir erstmalig aufzeigen, dass der bei den 

Knockdown-Zebrafischen durchgängig und reproduzierbar beobachtete Hypopigmentierungs-

Phänotyp zum einen auf einer Verminderung der absoluten Zahl an Melanophoren gegenüber 

den Wildtyp-Fischen beruhte, zum anderen aber insbesondere auch auf einer statistisch 

signifikanten Größenabnahme der im Mittel wesentlich kleineren pigmentierten Zellen bei den 

Knockdown-Fischen zurückzuführen war (siehe Sektion 3.1). 

Gestützt werden unsere zuvor beschriebenen phänotypischen Beobachtungen zu den in-vivo-

Effekten einer Morpholino-vermittelten ncstn-Defizienz durch unabhängige Untersuchungen 

von Hsu et al. (2020) in einem weiteren Zebrafisch-Modell und Choi et al. (2020) in einem 

Maus-Modell. Im Gegensatz zu unseren Untersuchungen berichteten Hsu et al. (2020) jedoch 

lediglich den Anteil hypopigmentierter Zebrafischembryonen in ihrer Gesamtkohorte von ncstn-

Knockdown-Fischen. Ähnlich wie bei Nornes et al. (2009) wurde der Hypopigmentierungs-

Phänotyp nicht eingehender numerisch oder morphologisch auf Melanophoren-

Einzelzellebene charakterisiert. Auch gaben Hsu et al. (2020) keine standardisierten und 

reproduzierbaren Messparameter an, anhand derer eine Unterscheidung zwischen einer Hypo-, 

Normo- oder Hyperpigmentierung in ihren Untersuchungen vorgenommen wurde. Überdies 

ist das phänotypische Merkmal einer Hypopigmentierung auch nicht spezifisch für eine ncstn-

Defizienz ist, wie bereits aus den Beobachtungen von Nornes et al. (2009), Ralser et al. (2017) 

und Hsu et al. (2020) deutlich wurde. Vielmehr führt offensichtlich der MO-vermittelte 
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Knockdown aller γ-Sekretase-Untereinheiten zu mindestens einem gemeinsamen 

phänotypischen Merkmal: einer Hypo-/Depigmentierung. 

Der Notch-Signalweg reguliert sowohl die Zellmorphologie als auch die Zellproliferation 

und -differenzierung, wobei die Signalübermittlung wesentlich von der Kontaktfläche 

benachbarter Zellen abhängig ist (Shaya et al. 2017). Somit lassen sich die von uns beobachteten 

Unterschiede in der Breite, Länge und Flächenausdehnung der Melanophoren während ihrer 

Entwicklung durch eine Suppression der Notch-Signalkaskade infolge des ncstn-Knockdowns 

erklären, wodurch die Pigmentzellen der Knockdown-Fische weniger Signale erhalten als die 

Wildtyp-Fische (siehe Sektion 3.5). 

Erstmalig konnten wir zeigen, dass eine ncstn-Dysfunktion im Zebrafisch auch zur einer 

Distributionsstörung der Melanophoren führt. Während die im kranialen Segment der Wildtyp-

Fische gelegenen Pigmentzellen eine regelmäßige und bei allen Fischen nahezu identische 

Anordnung aufwiesen, war dieses charakteristische gleichmäßige Verteilungsmuster bei den 

Melanophoren der ncstn-Knockdown-Fische fast vollständig aufgehoben, und es imponierte 

eine sehr unregelmäßige Anordnung der Melanophoren (siehe Sektion 3.1.1). Unsere Ergebnisse 

decken sich insofern mit den Beobachtungen von Ralser et al. (2017), die als Konsequenz des 

MO-vermittelten psenen-Knockdowns eine ungerichtete und unstrukturierte Migration und 

Distribution der Melanophoren beobachten konnten. Da ncstn ebenso wie pen-2 eine 

Untereinheit des γ-Sekretase-Komplexes darstellt, ist es sehr wahrscheinlich, dass eine 

Dysfunktion von ncstn ebenso deletäre Effekte auf die Melanophorenmigration hat wie die von 

Ralser et al. (2017) für einen Funktionsverlust von pen-2 aufgezeigten, was letztendlich in der 

von uns beobachteten Distributionsstörung der pigmentierten Zellen resultiert. 

4.2 NCSTN-Defizienz im Menschen 

Wie bereits in Sektion 1.4.4 ausgeführt wird NCSTN durch das beim Menschen auf 

Chromosom 1q23.2 lokalisierte gleichnamige NCSTN–Gen kodiert und spielt unter anderem 

in der Substraterkennung des γ-Sekretase-Komplexes eine zentrale Rolle (Crystal et al. 2003). 

Bisher wurde dieses Protein insbesondere mit Entwicklungsprozessen verschiedenster Gewebe 

des Körpers in Verbindung gebracht, was durch unsere Untersuchungen zum Einfluss eines 

MO-vermittelten ncstn-Knockdowns auf die Ontogenese der Melanophoren im Zebrafisch 

bekräftigt wird. 

Da NCSTN eine Untereinheit der γ-Sekretase ist, der wiederum eine zentrale Rolle in der 

Pathogenese des Morbus Alzheimer zugesprochen wird, vermuteten mehrere Gruppen, dass 
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NCSTN-Mutationen mit einem erhöhten Risiko verbunden sind, an einer Frühform dieses 

neurologischen Krankheitsbildes zu erkranken (Dermaut et al. 2002; Helisalmi et al. 2004; 

Orlacchio et al. 2002). Auch soll eine NCSTN-Defizienz für neurodegenerative Prozesse und 

einen progressiven Gedächtnisverlust verantwortlich sein (Tabuchi et al. 2009). Ein 

tatsächlicher Zusammenhang zwischen einer NCSTN-Dysfunktion und den zuvor erwähnten 

Krankheitsprozessen konnte jedoch bis heute nicht zweifelsfrei belegt werden. Ebenso verhält 

es sich mit einer möglichen Assoziation zwischen NCSTN-Mutationen und dem PASH-

Syndrom. Zwar wurden bei Patienten mit dieser Erkrankung NCSTN-Mutationen beschrieben, 

jedoch ist der Zusammenhang auf Grund von nur zwei Fällen und einer Überschneidung des 

Phänotyps mit anderen nicht-syndromalen und syndromalen Akneformen nicht eindeutig 

(Duchatelet et al. 2015; Li et al. 2018). 

Unzweifelhaft ist hingegen, dass eine NCSTN-Defizienz mit der FAI assoziiert ist, einer 

chronisch-rezidivierenden entzündlichen Erkrankung, die Haarfollikel, Talg- und 

Schweißdrüsen betrifft (Frank et al. 2018; Wang et al. 2010). Mittlerweile konnte dieser 

Zusammenhang durch zahlreiche Arbeitsgruppen bestätigt werden (Li et al. 2019). 

Interessanterweise berichteten alle auf diesem Gebiet tätigen Arbeitsgruppen in Zusammenhang 

mit mittlerweile fast 30 veröffentlichten NCSTN-Mutationen in verschiedenen Ethnien 

ausschließlich über einen AI-Phänotyp. Somit bleibt festzuhalten, dass bis dato ausschließlich 

PSENEN-Mutationen bei suszeptiblen Individuen mit zusätzlichen multifaktoriellen 

Risikofaktoren wie übermäßigem Nikotingenuss und/oder starkem Übergewicht mit dem 

kombinierten Phänotyp aus DDD und FAI assoziiert werden konnten (Frank et al. 2018).  

Während wir die Ergebnisse unserer Untersuchungen zu den Effekten einer ncstn-Defizienz im 

Zebrafisch in der hier vorgelegten Dissertationsschrift zusammentrugen, erschien am 

13.04.2020 eine Veröffentlichung von Garcovich et al. (2020), in der die Autoren über einen 54-

jährigen Mann mit einer zuvor nicht beschriebenen Nonsense-Mutation, R583*, im NCSTN-

Gen berichteten. Klinisch wies der Patient einen kombinierten Phänotyp aus FAI und DDD 

auf, so wie er bereits von Patienten mit PSENEN-Mutationen bekannt war (Frank et al. 2018). 

Obwohl Garcovich et al. (2020) die bei ihrem Patienten beschriebene klinische Manifestation 

auf die NCSTN-Mutation zurückführten, erscheint uns diese Erklärung aus mehreren Gründen 

nicht gänzlich plausibel. 

Zum einen sind - wie zu vor erwähnt - bisher mindestens 30 verschiedene NCSTN-

Mutationenen bei Patienten mit FAI beschrieben worden, ohne dass auch nur in einer dieser 

Veröffentlichungen ein Anlageträger eine Pigmentierungsstörung aufwies (Li et al. 2019). 

Obwohl wir nicht gänzlich ausschließen können, dass bei all diesen Patienten der 



Diskussion 67 

  

Pigmentierungsphänotyp nicht erkannt oder übersehen worden ist, erachten wir dies als nicht 

sehr wahrscheinlich, da sich unter den Ko-Autoren dieser Arbeiten auch regelmäßig 

Dermatologen befanden, denen eine Störung der Pigmentierung wohl nicht entgangen wäre. 

Zum zweiten fanden Garcovich et al. im Rahmen ihrer molekulargenetischen Untersuchungen 

auch zwei Einzelnukleotidsubstitutionen im KRT5-Gen, die sie unglücklicherweise weder 

bezüglich ihrer exakten cDNA-Nukleotidlokalisation, noch hinsichtlich eines möglichen 

Aminosäurenwechsels genauer darstellten. Somit ist ihre daran anschließende Aussage, dass 

diese beiden KRT5-Varianten keine pathologische Bedeutung hätten, nicht nachprüfbar, zumal 

sie sich lediglich auf eine einzige Datenbank beriefen (ClinVar; 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) und auch keine Angaben zur Frequenz der beiden 

Nukleotidsubstitutionen in der allgemeinen Bevölkerung machten (Garcovich et al. 2020). 

Zum dritten waren in der Familie des von Garcovich et al. (2020) beschriebenen Index-

Patienten auch dessen Tochter und Vater von der FAI betroffen. Hingegen wiesen weder der 

Vater, noch die Tochter den Pigmentierungsphänotyp auf. Diesbezüglich nahmen die Autoren 

lediglich zu der Tochter Stellung und kamen zu der Schlussfolgerung, dass diese zum 

Untersuchungszeitpunkt wahrscheinlich noch zu jung gewesen sei, um auch die 

Pigmentierungsabweichung zu manifestieren (Garcovich et al. 2020). Während wir dieser 

Argumentation bezüglich der Tochter folgen können, gilt sie jedoch für den Vater des Index-

Patienten sicherlich nicht, da dieser, eine vollständige Penetranz des DDD zugrunde legend, 

den Pigmentierungsphänotyp auch aufweisen müsste, wenn dieser seine Ursache tatsächlich in 

der NCSTN-Mutation hätte. Somit ist unserer Meinung nach der von den Autoren postulierte 

Zusammenhang zwischen der Nonsense-Mutation R583* im NCSTN-Gen und dem DDD-

Phänotyp zumindest nicht eindeutig, und es stellt sich die Frage, ob dieser nicht doch auf eine 

der beiden Variaten im KRT5-Gen zurückzuführen ist. 

Zum vierten isolierten Garcovich et al. (2020) Zellen aus der äußeren Haarwurzelscheide des 

Index-Patienten und seines klinisch nicht betroffenen Sohns und untersuchten in daraus 

generierten Zellextrakten die Expression der γ-Sekretase-Untereinheiten PEN-2, PSEN1 und 

PSEN2. Hierbei zeigte sich, dass der Index-Patient eine deutlich verminderte Gesamtexpression 

dieser Proteine aufwies, ohne dass die Autoren diese Ergebnisse näher interpretierten 

(Garcovich et al. 2020). Unserer Meinung nach deuten diese Resultate der Autoren darauf hin, 

dass beim von ihnen untersuchten Index-Patienten nicht nur eine isolierte NCSTN-Defizienz 

für die klinischen Symptome verantwortlich ist, sondern wahrscheinlich erst die verminderte 

Expression und Dysfunktion auch der drei weiteren γ-Sekretase-Untereinheiten PEN-2, PSEN1 

und PSEN2 und deren gemeinschaftliche Herunterregulation zum hier beobachteten 
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kombinierten Phänotyp von FAI und DDD beitragen. Dies würde nicht weiter verwundern, da 

es die Ergebnisse  unserer Arbeitsgruppe um Ralser et al. (2017) unterstützt, in denen wir diesen 

kombinierten Phänotyp bereits bei mehreren Anlageträgern von PSENEN-Mutationen mit 

konsekutiver PEN-2-Defizienz beobachtet hatten. 

In Zusammenschau der von Garcovich et al. (2020) vorgelegten Daten haben wir daher Zweifel 

an der Hypothese der Autoren, dass die von ihnen identifizierte Nonsense-Mutation R583* im 

NCSTN-Gen ursächlich für den von ihnen beim Index-Patienten beobachteten kombinierten 

Phänotyp aus FAI und DDD ist. 

4.3 Der Zebrafisch als Modell zur Erforschung humaner 

Pigmentierungsstörungen 

Das humane NCSTN-Gen kodiert für das aus 709 Aminosäuren bestehende gleichnamige 

Transmembranprotein NCSTN (Zhang et al. 2014). Auf transkriptioneller Ebene besteht somit 

eine Übereinstimmung von 56% mit der ncstn-Gensequenz des Zebrafisches. Diese Homologie 

zwischen Menschen und Zebrafisch findet sich insbesondere auch bezüglich der funktionell 

bedeutsamen Genabschnitte Glu333 und der Aminosäuren 312 - 340, die für die 

Substraterkennung und -bindung verantwortlich sind (Lim et al. 2015). Auf Grund der zuvor 

beschriebenen Homologie erschien uns der Zebrafisch als geeignetes Modell, um einige der 

beim Menschen beschriebenen NCSTN-Mutationen und ihre Effekte in-vivo zu untersuchen, 

insbesondere in Hinsicht auf möglicherweise kurative molekularbiologische Phänotyp-

reversionsansätze. 

4.3.1 Kurative Phänotyp-Reversion mit Zebrafisch- und humaner RNA 

In der hier vorgelegten Dissertationsschrift konnten wir zunächst zeigen , dass wir eine durch 

eine ncstn-MO induzierte Pigmentierungsstörung durch die Behandlung mit einer intakten ncstn-

RNA revertieren konnten. Unsere Ergebnisse stimmen mit Daten von Hsu et al. (2020) überein, 

denen ebenfalls eine Phänotyp-Reversion durch Ko-Injektion einer ncstn-RNA gelang. Im 

Gegensatz zu Ihnen konnten wir jedoch darüber hinaus erstmalig zeigen, dass auch eine 

Behandlung mit der humanen NCSTN-RNA zu einer Umkehrung des Hypo-

/Depigmnetierungsphänotyps führt.  

Dies hat weitreichende translationale Implikationen. Unsere wie auch die Ergebnisse anderer 

Gruppen veranschaulichen, dass der Zebrafisch ein ausgezeichnetes Modell darstellt, um 

hereditäre Pigmentierungserkrankungen mit monogenem Erbgang molekulargenetisch und 
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zellbiologisch zu erforschen und auch kurative Behandlungsansätze auf Basis der RNA-

Technologie zu explorieren und evaluieren. 

Einen Meilenstein in dieser Entwicklung stellt sicherlich die Verleihung des Nobelpreises für 

Medizin im Jahr 2006 dar, den Andrew Fire und Craig Mello für ihre Untersuchungen am 

Fadenwurm Caenorhabditis elegans erhielten. Die Wissenschaftler konnten zeigen, dass sich 

Gene gezielt mittels kurzer, komplementärer, einsträngiger RNA-Moleküle inaktivieren lassen. 

Unabhängig hiervon hatte der Glaube an die therapeutischen Möglichkeiten der siRNA bereits 

vier Jahre zuvor andere Wissenschaftler dazu veranlasst, die Firma Alnylam zu gründen, die sich 

seither um die Entwicklung RNAi-basierte Behandlungsansätze bemüht hat. Wurden derartige 

Therapiestrategien noch vor etwa 20 Jahren skeptisch betrachtet und mitunter als Utopie 

abgetan, so beweist die jüngste Zulassung gleich mehrerer auf der RNA-Interferenz (siRNA) 

basierender Medikamente dieser Firma wie zum Beispiel Patisiran und Givosiran, dass der 

eingeschlagene Weg zielführend und vielversprechend ist. 

4.3.2 Exploration der Effekte humaner NCSTN-Mutationen im Zebrafisch 

Nach der erfolgreichen Reversion des Hypopigmentierungsphänotyps mittels Ko-Injektion von 

Zebrafisch- und humaner NCSTN-RNA untersuchten wir im nächsten Schritt die Effekte 

verschiedener NCSTN-Mutationen, die beim Menschen mit dem klinischen Bild der FAI 

assoziiert sind. Hierzu klonierten wir gezielt vier dieser Mutationen aus verschiedenen 

Mutationsklassen mittels ortsgebundener Mutagenese und evaluierten deren Einfluss auf die 

Pigmentierung im Zebrafisch (siehe Sektionen 2.2.4.3 und 2.2.4.4). 

Die Nonsense-Mutation c.497C>A wurde erstmalig im Jahr 2014 von Ma et al. (2014) 

beschrieben und ist in Exon Fünf des NCSTN-Gens lokalisiert. Die rahmenverschiebende 

Mutation c.278delC wurde 2018 erstmalig durch die Arbeitsgruppe um Wu et al. (2018) 

veröffentlicht und befindet sich in Exon Vier des NCSTN-Gens. Die Spleißstellen-Mutation 

c.1101+1G>A wurde 2011 erstmalig von Pink et al. (2011) identifiziert und liegt in Intron Neun 

des NCSTN-Gens. Gemeinsam ist allen drei Mutationen, dass sie in einem präterminalen Stop-

Kodon resultieren, was zum Abbruch der Translation und Proteinbiosynthese führt. Als 

funktionelle Konsequenz kommt es entweder zur Ausbildung eines verkürzten Proteins oder es 

findet eine Nonsense-mediierte mRNA-Degradierung statt. Mit einem präterminalen Stop-

Kodon einhergehende Mutationen sind in der Regel stets krankheitsevrursachend. 

Die drei Stop-Kodon-Mutationen waren allesamt mit dem klinischen Bild der AI assoziiert. Eine 

Kosegregation mit einer Pigmentierungsstörung wurde von den jeweiligen Arbeitsgruppen nicht 

beschrieben. Jedoch muss an dieser Stelle erwähnt werden, dass die von Wu et al. (2018) 
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beschriebene und drei Generationen umfassenden Familie mit der Mutation c.278delC klinisch 

nicht nur von einer FAI betroffen war, sondern dass einige Familienmitglieder auch eine 

idiopathische Hypomelanosis guttata (IHG) aufwiesen. Bei der IHG handelt es sich um eine 

Hypopigmentierungserkrankung, die sich mit disseminierten weiß-gräulichen Maculae an der 

Haut manifestiert (Rani et al. 2018). Von den 16 Familienmitgliedern wiesen sechs eine 

Kombination aus FAI und IHG auf, eines ausschließlich eine AI und ein weiteres 

Familienmitglied nur eine IHG (Wu et al. 2018). Wu et al. demonstrierten mittels Sanger 

Sequenzierung, dass die Variante 278delC im NCSTN-Gen einzig mit der FAI segregierte, 

jedoch nicht mit der IHG. Daher schlussfogerten Wu et al., dass in dieser Familie die Mutation 

ausschließlich der FAI zu Grunde lag und nicht in Zusammenhang mit der IHG stand, eine 

Interpretation, der wir uns anschließen (Wu et al. 2018). Somit gab es bis zu der in Sektion 4.2 

angeführten Veröffentlichung von Garcovich et al. (2020) keine Berichte zu einem möglichen 

humanen Pigmentierungsphänotyp in Zusammenhang mit einer NCSTN-Mutation. 

Im Gegensatz zur Injektion der Zebrafisch ncstn-RNA und der humanen NCSTN-RNA 

vermochte die Behandlung mit den drei zuvor beschriebenen mutierten humanen NCSTN-

RNA-Varianten nicht, den Hypopigmentierungsphänotyp zu revertieren (siehe Sektion 3.4.1 - 

3.4.3). Dies legt nahe, dass als Konsequenz der Mutationen weder ein residuell funktionsfähiges 

(verkürztes) NCSTN-Protein kodiert wird, noch dass die anderen, nicht mutierten 

Untereinheiten des γ-Sekretase-Komplexes für die wahrscheinliche Nonsense-mediierte 

mRNA-Degradierung der mutierten RNA und die damit einhergehende NCSTN-Dysfunktion 

kompensieren können, was klinisch durch die persistierende Hypopigmentierung reflektiert 

wird.  

Die vierte von uns in vitro klonierte humane Mutation war die Missense-Mutation c.632C>G 

(P211R). Diese ist in Exon Sechs des NCSTN-Gens lokalisiert, wurde erstmalig von Li et al. 

(2011) beschrieben und war ebenfalls ausschließlich mit klinischen Symptomen der FAI 

assoziiert. Interessanterweise gelang es uns, die durch einen MO-vermittelten ncstn-Knockdown 

induzierte Hypopigmentierung im Zebrafisch durch die Ko-Injektion der diese Mutation 

tragenden NCSTN-RNA-c.632C>G zu revertieren. 

Hieraus leiteten wir ab, dass diese Missense-Mutation mit einer zumindest partiell erhaltenen 

NCSTN-Funktion einhergeht bzw. nicht hinreichend deletär ist, um im Zebrafisch einen 

Hypopigmentierungsphänotyp hervorzurufen. Dies kann mehrere Gründe haben, da es generell 

schwierig ist, die funktionellen Konsequenzen einer Missense-Mutation vorherzusagen. 

Obwohl es verschiedene Simulationsprogramme gibt, um die Effekte solcher Mutationen in 

silico zu untersuchen, können diese beispielsweise die genaue Veränderung der Proteinstruktur 



Diskussion 71 

  

nur mit Einschränkungen bestimmen. Oft resultieren Missense-Mutationen in einer 

verringerten Stabilität des kodierten Proteins oder Führen zu einer frühzeitigen Erkennung des 

mutierten Proteins durch eine interne "Qualitätskontrolle" der Zelle. Letzteres führt 

normalerweise zu einer vorzeitigen Degradierung des Proteins und in der Folge zu einem 

Funktkonsverlust. Selbst wenn die Stabilität des Proteins erhalten bleibt, kann es durch die 

Aminosäurensubstitution zu einem Verlust wichtiger Eigenschaften des Proteins kommen. So 

kann beispielsweise der Verlust einer funktionell bedeutsamen Domäne zur Verminderung der 

physiologischen katalytischen Aktivität dieses Enzyms führen. Des Weiteren kann eine 

Veränderung dieser funktionell bedeutsamen Domäne auch in einer gänzlich neuen Funktion 

oder auch einer verstärkten Funktionstüchtigkeit resultieren. Die Missense-Mutation kann auch 

zu einer wesentlichen Veränderung der Bindungsstelle an anderen Proteinen führen, wodurch 

es nicht mehr als Substrat für diese anderen Proteine fungieren kann. Gelegentlich verursacht 

die Mutation eine Veränderung der Sekundär- und Tertiärstruktur eines Proteins, woraus ein 

vorzeitiger Abbau resultiert. 

4.4 Vergleich der Auswirkungen einer ncstn/NCSTN-Dysfunktion im 

Zebrafisch und Menschen – ein preliminäres Resümee 

Da Zabrafische weder Haarfollikel, noch Talg- oder Schweißdrüsen aufweisen, der vornehmlich 

mit NCSTN-Mutationen assoziierte humane Phänotyp jedoch mit pathologischen 

Veränderungen an genau diesen Hautadnexstrukturen einhergeht, fokussierten wir uns in der 

hier vorgelegten Diessertationsschrift auf die bis dato nicht untersuchte mögliche Rolle von 

ncstn/NCSTN in der Pigmentierung. 

Unsere Daten weisen auf eine wichtige Rolle von ncstn in Hinblick auf die Homöostase der 

Pigmentierung des Zebrafisches und die Ontogenese der Melanophoren hin. Auf zellulärer 

Ebene resultierte der MO-vermittelte ncstn-Knockdown in einer aberranten Morphologie und 

einer Dysfunktion der Proliferation, Migration und Differenzierung der Melanophoren. Auch 

konnten wir zeigen, dass sich das von uns entwickelte ncstn-Zebrafischmodell für 

Behandlungsansätze auf Basis der siRNA-Interferenz eignet und Modellcharakter für die 

Erforschung monogen hereditärer Pigmentierungserkrankungen hat. 

Mutationen in drei der vier Unterinheiten des γ-Sekretase-Komplexes sind beim Menschen mit 

dem Krankheitsbild der FAI assoziiert. Bei einer Dysfunktion von PEN-2 auf Basis von 

PSENEN-Mutationen kann sich darüber hinaus auch eine Pigmentierungsstörung im Sinne 

eines DDD manifestieren, wobei bis heute nicht klar ist, warum selbst innerhalb derselben 

Familie mit identischem Gendefekt bestimmte Anlageträger nur einen der beiden möglichen 
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Phänotypen aufweisen, während andere sowohl akneiforme Hautveränderungen als auch eine 

retikuläre Hyperpigmentierung manifestieren (Frank et al. 2018). In diesem Zusammenhang 

erachten wir die im Rahemn dieser Dissertationsschrift kritisch diskutierten Ergebnisse von 

Garcovich et al. (2020) als nicht hinreichend überzeugend, um die von dieser Arbeitsgruppe 

identifizierte Mutation im NCSTN-Gen mit der beim Index-Patienten beschriebenen 

Pigmentierungsstörung in Zusammenhang zu bringen. Diesbezüglich wäre zumindest die 

Identifikation weiterer NCSTN-Mutationen bei Familien mit vollständiger Kosegregation des 

Pigmentierungsphänotyps mit dem krankheitsverursachenden genetischen Defekt erforderlich. 

Zum jetzigen Zeitpunkt scheint Pen-2 somit die einzige γ-Sekretase-Untereinheit zu sein, die 

nachgewiesenermaßen und durch mehrere Mutationsberichte bei Patienten mit DDD belegt 

eine Rolle in der menschlichen Pigmentierung spielt. Dies deutet darauf hin, dass sich die Rolle 

des γ-Sekretase-Komplexes im allgemeinen, und von NCSTN im Speziellen, im Laufe der 

Evolution geändert hat. War diese im Zebrafisch und vielleicht auch in anderen Spezies 

wahrscheinlich primär für die Pigmentierung verantwortlich, so hat sie beim Menschen neben 

der Orchestrierung verschiedener neurologischer Prozesse nach heutigem Erkenntnisstand 

auch insbsondere eine regulatorische Funktion in Hinblick auf die Haarfollikel-Talgdrüsen-

Schweißdrüsen-Einheit und steuert hier Entzündungsprozesse. 

Zukünftige molekulargenetische und zellbiologische Untersuchungen an geeigneten in vitro- 

und in-vivo-Modellen wie dem hier dargestellten Zebrafischmodell werden der Schlüssel zu 

einem besseren Verständnis der komplexen biologischen Prozesse sein, die die Pigmentierung 

des Menschen und anderer Spezies steuern. Gleichzeitig ebnen sie den Weg zur Entwicklung 

kausaler und zielgerichteter personalisierter Therapiekonzepte, zum Beispiel auf Basis der 

siRNA-Interferenz. 



Zusammenfassung 73 

  

5 Zusammenfassung 

Die Regulation der Melanozytenfunktion im Rahmen der Pigmentierung ist ein komplexer 

biologischer Prozess, in den verschiedene molekulare Signalwege involviert sind, deren 

spezifische Rolle größtenteils noch nicht bekannt ist. Kürzlich wurde gezeigt, dass eine Variante 

der hereditären Erkrankung Morbus Dowling-Degos durch eine Dysfunktion der 

Melanozytenmigration, -proliferation und -differenzierung gekennzeichnet ist. Diese 

manifestiert sich klinisch mit einer Pigmentierungsstörung und wird durch Mutationen im 

PSENEN-Gen verursacht, das für PEN-2 kodiert, ein Protein des 𝛾-Sekretase-

Proteasekomplexes. Die 𝛾-Sekretase umfasst die drei weiteren Untereinheiten Nicastrin, 

Präsenilin und Aph-1 und nimmt eine zentrale Stellung im NOTCH-Signalweg ein, der 

insbesondere in der Entwicklung von Pigmentzellen eine entscheidende Rolle spielt. Im 

Rahmen dieses Promotionsprojekts untersuchten wir die Funktion der γ-Sekretase-Untereinheit 

Nicastrin in Bezug auf die Pigmentierung des Zebrafischs. Wir konnten zeigen, dass eine 

Morpholino-vermittelte ncstn-Defizienz zu einer Hypo-/Depigmentierung führt, die auf 

Veränderungen der Morphologie, Proliferation, Migration und Differenzierung der 

Melanophoren basiert. Den daraus resultierenden Hypopigmentierungsphänotyp konnten wir 

sowohl durch die Ko-Injektion humaner als auch von Zebrafisch-RNA umkehren. In diesem 

Zusammenhang haben wir auch die vier im Menschen beschriebenen NCSTN-Mutationen 

c.497C>A, c.278delC, c.1101+1C>G und c.632C>G kloniert und in-vivo im Rahmen von 

Reversionsexperimenten hinsichtlich ihrer Effekte auf die Pigmentierung untersucht. Wir 

konnten zeigen, dass die drei in einem präterminalen Stop-Kodon resultierenden Mutationen 

c.497C>A, c.278delC, c.1101+1C>G deletäre Effekte auf die Zebrafischpigmentierung haben 

und zu keiner Phänotypreversion führen, da sie vermutlich eine Nonsense-mediierte RNA-

Degradierung bedingen. Im Vergleich dazu scheinen die funktionellen Konsequenzen der 

Missense-Mutation c.632C>G nicht gleichermaßen deletär zu sein, da wir durch die Behandlung 

der ncstn-defizienten Zebrafische mit einer diese Mutation enthaltenden RNA den 

Hypopigmentierungsphänotyp umkehren konnten. Diese Ergebnisse veranschaulichen die 

Möglichkeiten einer Therapie von Pigmentierungsstörungen mittels der siRNA-Interferenz im 

Zebrafischmodell. Da diese Technologie mittlerweile auch erfolgreich beim Menschen zum 

Einsatz gekommen ist, könnte in Modellen wie dem hier verwendeten der Schlüssel zu einem 

besseren Verständnis komplexer biologischer Prozesse und eine Möglichkeit der ersten 

Evaluation zielgerichteter kausaler Therapiestrategien bei Patienten mit 

Pigmentierungsstörungen liegen. 
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