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1 Einleitung

1.1 Muskulare Dystrophien und der Dystrophin Assoziierte
Glykoproteinkomplex
Muskulare Dystrophien sind eine heterogene Gruppe erblicher, zum Teil letal

verlaufender Krankheiten, die durch eine progressive Muskeldegeneration
charakterisiert sind. Die genetische Grundlage fur muskulare Dystrophien sind
Mutationen in Genen, die fur einige Komponenten des Dystrophin Assoziierten
Glykoproteinkomplexes (DAG) kodieren. Der DAG ist ein oligomerer,
membranassoziierter Proteinkomplex, dessen Funktion hauptsachlich in der
Muskulatur im Zusammenhang mit den muskularen Dystrophien bekannt ist (Straub
and Campbell, 1997).

In der Muskulatur ist der DAG fir die Verbindung zwischen der extrazellularen
Basalmembran und dem Zytoskelett verantwortlich (Ervasti und Campbell, 1993). Die
Muskulatur besteht aus geblindelten Muskelfasern, von denen jede einzelne von
einer Basalmembran, einer Grenzschicht zwischen Bindegewebe und nicht-
bindegewebigen Bestandteilen, umgeben ist. Basalmembranen sind eine
kondensierte Form extrazellularer Matrix und bestehen aus einem Kollagen- und
Laminingerust, welches von Proteoglycanen und anderen Proteinen verfestigt wird.
Die Basalmembran der Muskelfasern ist essentiell flr die Stabilitdt und Funktion der
Muskulatur. Die enormen Krafte, die bei der Kontraktion der Muskulatur auf die
Zellmembran wirken, kdnnen nur kompensiert werden, da die Verbindung von der
extrazellularen Basalmembran zum intrazellularen Zytoskelett mittels des DAG den
Muskelzellen zusatzliche Stabilitat verleiht. In Abb. 1 sind die Komponenten des DAG
aufgefiihrt, wie sie aus der Skelettmuskulatur bekannt sind. Extrazellulare
Bestandteile des Komplexes sind die Matrixproteine Agrin, Laminin und Biglycan.
Diese Proteine binden an das ebenfalls extrazellulare, hochglykosylierte a-
Dystroglycan (Bowe et al., 1994; Matsumura et al., 1997; Hohenester et al., 1999;
Bowe et al., 2000). Alpha-Dystroglycan bildet zusammen mit dem transmembranen
B-Dystroglycan die zentrale Einheit des DAG, den Dystroglycan-Komplex.
Dystroglycan wurde im Zusammenhang mit der Erforschung der Grundlagen
muskularer Dystrophien kloniert und als Teil des DAG identifiziert (Ibraghimov-
Beskrovnaya et al., 1992, 1993). Dystroglycan wird von einem Gen (DAG1) auf zwei
Exonen codiert. Bei der Translation entsteht ein einzelnes Glykoprotein, welches

posttranslational proteolytisch in zwei Teile gespalten wird: Das N-terminale,
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hochglykosylierte, extrazellulare Matrixprotein a-Dystroglycan und das C-terminale,
wenig glykosylierte Transmembranprotein B-Dystroglycan (Holt et al., 2000). Der
Glykosylierungsgrad von Dystroglycan ist gewebs- und entwicklungsspezifisch
reguliert. Die Glykosylierung ist essentiell fur die Interaktion von Dystroglycan mit
seinen Bindepartnern und kann die Funktion und Zusammensetzung des Komplexes
bestimmen. Die EZM Molekule Agrin, Perlecan und verschiedene Laminine binden
calciumabhangig uber Laminin G—-ahnliche (LG) Domanen an die Zuckerseitenketten
von a-Dystroglycan (Talts et al., 1999; Hohenester et al., 1999), Biglycan bindet
dagegen unabhangig von Zuckerresten uber das Proteinrlickrad an a-Dystroglycan
(Bowe et al., 2000). Alpha-Dystroglycan interagiert Uber eine ca. 35 Aminosauren
lange Domane in seinem C-Terminus mit dem extrazellularen, N-terminalen Bereich
von B-Dystroglycan. Diese Interaktion ist ebenfalls nicht glykosylierungsabhangig (Di
Stasio et al., 1999; Sciandra et al., 2001; Bozzi et al.,, 2001). Als wichtige und
namensgebende intrazellulare Komponente bindet Dystrophin Uber eine WW-
Domane an das prolinreiche N-terminale Ende von B-Dystroglycan (Suzuki et al.,
1992, 1994; Jung et al.,, 1995; Rosa et al.,, 1996, Sudol et al., 1996, Pires et al.,
2001). Zusatzlich wird diese Bindung von einer EF-Hand-ahnlichen Domane im
Dystrophin verstarkt (Chung et al., 1999). Uber eine Tyrosinphosphorylierung im
intrazellularen C-terminalen Teil von p-Dystroglycan kann die Interaktion mit
Dystrophin reguliert werden (lisley et al,. 2001). Die Verbindung des DAG zum
intrazellularen Zytoskelett wird Uber die Bindung von F-Aktin an den N-Terminus von
Dystrophin hergestellt (Hammonds, 1987; Koenig et al., 1988; Way et al., 1992).
Durch die Summe dieser Protein-Protein-Interaktionen wird eine molekulare Bricke
zwischen der EZM und dem Zytoskelett gebildet, die entscheidend fur die Stabilitat
der Muskelfaser ist (Henry und Campbell 1996).

Es sind noch weitere Moleklle mit dem Komplex assoziiert, die nicht direkt an
dieser molekularen Verbindung zwischen Matrix und Zytoskelett beteiligt sind. Dazu
gehoren die transmembranen Sarcoglycane (a—y) und das Membranprotein
Sarcospan, welches an y-Sarcoglycan bindet (Chan et al., 1998; Crosbie et al., 1997,
1999). Intrazellular binden die Syntrophine (o, f1 und 2) und Dystrobrevine (o und
) an den C-Terminus von Dystrophin (Blake et al., 1995, 1998; Ahn et al., 1992,
Sadoulet-Puccio et al., 1996; Peters et al., 1997 a und b, 1998 ). Calmodulin,
welches die Phosphorylierung von Dystrophin und a1-Syntrophin reguliert, und die

neuronale NO-Synthase, die an Dystrophin und Syntrophin bindet, sind an
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verschiedenen SignalUbertragungswegen beteiligt (Anderson et al., 1996; Madhavan
et al., 1999; Brenman et al., 1995, 1996). Uber die Bindung von Grb2 an den
intrazellularen Bereich von [-Dystroglycan ist zusatzlich eine Verbindung zum
Ras/Raf-Kinase-Weg hergestellt (Yang et al., 1995).

Agrin
aminin

= a-Dystroglycan

extrazellular

Sarcospan : ~ 3-Dystroglycan

intrazellular
P ET< —

Dy strophin/Utrophin _ NOS
Dystrobrevin Calmodulin

Abb. 1 Schematische Darstellung des Dystrophin Assoziierten Glykoproteinkomplexes (DAG) —
Der Komplex setzt sich aus Komponenten zusammen, die verschiedenen Bereichen zugeordnet
werden koénnen. Im extrazellularen Bereich sind Komponenten der Basalmembran wie Agrin und
Laminin und zellmembranassoziierte Proteine wie Biglycan und a-Dystroglycan angesiedelt.
Transmembrankomponenten sind Sarcospan, die Sarcoglycane und B-Dystroglycan, wobei Letzteres
die Verbindungen zu intrazellularen Proteinen des DAG herstellt. Intrazellular ist die Kernkomponente
Dystrophin oder das homologe Utrophin lokalisiert. Beide kénnen die Verbindung zum Aktinzytoskelett
herstellen, daneben besitzen sie jedoch auch Bindungsdomanen fiir weitere Proteine, wie die
Syntrophine und Dystrobrevine. Diese Komponenten ermdglichen wiederum die Rekrutierung weiterer
intrazellularer Proteine, wie der NO-Synthase (NOS), Caveolin und weiterer Komponenten, die zum
Teil Signaltransduktionsfunktionen beinhalten.

Es gibt zwei Hypothesen, wie Gen-Mutationen in Komponenten des DAG die
muskularen Dystrophien verursachen konnen. Eine Theorie beruht auf der Annahme,
dald Mutationen zur Unterbrechung der EZM-Zytoskelett-Verknupfung und damit zu
einer strukturellen Labilitdt der Muskelfaser fluhren (Campbell, 1995). Die
Muskelfaser kann der mechanischen Beanspruchung nicht mehr standhalten und die
Zellmembran reif3t bei der Kontraktion. Dies fuhrt zum Absterben der Muskelzellen
und damit zur Degeneration der Muskulatur (Petrof et al,. 1993; Pasternak et al.,

1995). Im Anfangsstadium der Dystrophien wird die Degeneration durch
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Regeneration neuer Muskelfasern kompensiert, in spateren Stadien sinkt die
Regenerationsrate jedoch, was zum progressiven Verlauf der Krankheit fuhrt. Je
nachdem, welche Komponente der Verbindung durch Mutationen betroffen ist,
entstehen verschiedene Auspragungen der muskularen Dystrophie. Zum Beispiel
verursachen Mutationen in der EZM-Komponente Laminin-2 verschiedene
Congenitale Muskulare Dystrophien (CMD; Helbling-Leclerc, et al., 1995). Die
Duchenne Muskulare Dystrophie (DMD) oder die klinisch milder verlaufende Becker
Muskulare Dystrophie (BMD) werden durch verschiedene Punkt-, Frameshift- und
Nonsense-Mutationen im 2,5 Megabasen langen Dystrophin-Gen ausgeldst (Koenig
et al., 1987). Die DMD ist eine der haufigsten Erbkrankheiten. Sie wird X-chromosmal
vererbt und fuhrt zu schwerer progressiver Muskeldegeneration mit dem Tod der
Patienten im 3. Lebensjahrzehnt (Eine Zusammenfassung der muskularen
Dystrophien und ihren genetischen Grundlagen findet man bei Cohn und Campbell,
2000).

Die zweite Theorie erklart die Tatsache, da® Mutationen in Genen einiger
Komponenten, die nicht an der direkten Verbindung zwischen EZM und dem
Zytoskelett beteiligt sind, ebenfalls zu muskularen Dystrophien fuhren. Der DAG hat
demnach neben der rein mechanischen Verknupfung von Basalmembran zu
Zytoskelett noch die Funktion, Molekile, die an SignalUbertragungswegen beteiligt
sind, in spezifischen Zellkompartimenten zu lokalisieren. Mausmutanten mit einer
Dystrobrevin-Defizienz zeigen einen dystrophischen Phanotyp, obwohl der Komplex
erhalten bleibt und dadurch die molekulare Verbindung weiterhin besteht. Dagegen
sind einige Signalmolekule wie NOS nicht mehr an der Zellmembran lokalisiert, so
daly bestimmte Signalkaskaden unterbrochen sind und es auf diese Weise zur
Muskeldegeneration kommt (Grady et al., 1999). Beim Menschen fuhren Mutationen
im a-Dystrobrevin-Gen zum Barth-Syndrom mit Symptomen der dilatativen
Kardiomyopathie (Ichida et al., 2001).

Der Aufbau des DAG ist sehr heterogen. Er variiert in verschiedenen
Geweben und sogar innerhalb der Muskelfasern. Dystrophin, welches in den
extrasynaptischen Bereichen der Muskulatur die intrazellulare Komponente des DAG
darstellt, wird an der neuromuskularen Endplatte durch das homologe Utrophin
ersetzt (Nyugen et al., 1991; Tinsley et al., 1992; Blake et al., 1995). Utrophin ist in
seinem strukturellem Aufbau sehr ahnlich zu Dystrophin und enthalt dieselben

Bindungsdomanen (Morris et al., 1998). Die Bindung von Utrophin an B-Dystroglycan
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wird wie bei Dystrophin ebenfalls Gber eine Tyrosinphosphorylierung geregelt (James
et al., 2000). Auch die Beteiligung von Syntrophinen, Dystrobrevinen und weiteren
intrazellularen Komponenten ist abhangig von der Lokalisation des DAG. Lediglich
Dystroglycan, die zentrale transmembrane Komponente des DAG, ist unabhangig
von der Zusammensetzung und Lokalisation des DAG immer mit diesem assoziiert.
Die physiologische Bedeutung dieser unterschiedlichen Komplexzusammen-

setzungen ist bisher unbekannt.

1.1.1 Zentralnervose Symptome bei muskularen Dystrophien
Viele Komponenten des DAG werden aul3er in der Muskulatur auch im ZNS

exprimiert. Dystrophin, Dystroglycan und einige zytoplasmatische Komponenten
kommen in pyramidialen Neuronen und einigen Interneuronen des Kortex, Neuronen
der CA1-CA3 Region des Hippocampus, Purkinje Zellen des Kleinhirns, im
Olfactorischen Trakt, in den Basalganglien, im Thalamus, im Hypothalamus und im
Hirnstamm vor. Dystroglycan ist auch in Zellen vorhanden, die kein Dystrophin
enthalten, in denen statt dessen aber Utrophin, oder spezielle, verkirzte Formen von
Dystrophin exprimiert werden. Dazu gehoren Kornerzellen des Hippocampus und
Neurone des Thalamus und Hypothalamus (Lidov et al., 1990, 1993; Gorecki et al,.
1994; Tian et al., 1996; Zaccaria et al., 2001). Dystroglycan wird auf3er von Neuronen
auch von Gliazellen gebildet, die Kontakte zur Basalmembran der BlutgefalRe oder
Pia mater herstellen. Dystroglycan ist in diesen Zellen in spezialisierten Endfiiien an
der Kontaktstelle zur Basalmembran konzentriert (Tian et al., 1996; Blank et al.,
1997; Koulen et al.,, 1998) und dort vornehmlich mit Utrophin als intrazellularer
Komponente des Komplexes assoziiert (Khurana et al., 1992).

Patienten mit muskularer Dystrophie haben neben den schweren muskularen
Symptomen auch zentralnervose Storungen (Sunada et al., 1996). Bei DMD
Patienten sind ZNS Defizite beschrieben, die von leichten Sprachstérungen bis hin
zu geistiger Behinderung reichen (Hyser und Mendell 1988; Lidov, 1996, Blake und
Kréger, 2000). Morphologisch wurden kleinere Defekte im Gehirn der Patienten, wie
fenlende Neurone, Gliosis und veranderte Dendriten von Pyramidalneuronen
beschrieben (Jagadha und Becker, 1988).

Besonders schwer sind die zentralnervosen Symptome bei Patienten der
Muscle-Eye-Brain-Disease (MEB; Santavuori et al., 1989), dem Walker-Warburg
Syndrom (WWS; Walker, 1942; Warburg, 1978) und besonders der Fukuyama CMD

(FCMD; Fukuyama et al., 1981). Neben der schweren muskularen Dystrophie zeigen
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diese Patienten einen ZNS-Phanotyp, bei dem neben kognitiven Einschrankungen,
diese Patienten sind geistig behindert und neigen zur Epilepsie, auch sehr stark die
Morphologie des Gehirns betroffen ist. Das Gehirn weist massive strukturelle
Veranderungen auf, die als ,cobblestone cortex bezeichnet werden. Dieser zeichnet
sich durch eine Lissenzephalie, einem desorganisierten Kortex mit variabler Dicke
und Kleinhirnhypoplasie aus. Weiterhin wurden vergrolierte Ventrikel, ein flacher
Hirnstamm und Migrationsdefekte der Neurone beschrieben (Cormand et al., 2001;
Kano et al., 2002). Die Augenentwicklung dieser Patienten ist ebenfalls stark
beeintrachtigt. Es bilden sich unter anderem Glaukome und Myopien.

Die genetische Grundlage der MEB, des WWS und der FCMD sind jedoch
nicht Mutationen in Genen, die fur Komponenten des DAG kodieren, sondern in
Genen von Enzymen, die wichtig fur die posttranslationale Glykosylierung von
Dystroglycan sind. Diese Krankheiten werden durch Mutationen in den Genen der
Glykosyltransferasen  O-linked Mannose 1,2-N-Acetyl-Glucosamin-Glykosylyl-
transferase (POMGNT1; Yoshida et al., 2001; Beltran-Valero et al., 2002), Fukutin
(Kobayashi et al., 1998) und dem Fukutin-Related-Protein (FKRP) (Brockington et al.,
2001 a, b und c) verursacht. Die Gene kodieren alle fur verschiedene
Glykosyltransferasen, deren gemeinsames Substrat o-Dystroglycan ist. Alpha-
Dystroglycan, das aus Muskelbiopsiematerial dieser Patienten isoliert wurde, weist
eine reduzierte Glykosylierung auf und hat eine verringerte Affinitat zu den EZM -
Proteinen Agrin, Laminin und Neurexin (Michele et al., 2002).

Da die molekularen Grundlagen dieser Symptome am Menschen nicht im
Detail geklart werden konnen, werden unterschiedliche Mausmutanten als
Modellsysteme muskularer Dystrophien verwendet (Durbeej und Campbell, 2002).
Darunter auch eine Mausmutante (myd Maus) mit einer Mutation im Gen LARGE,
das ebenfalls fur eine N-Acetyl-Glukosamin-Glykosyltransferase codiert. Eine
Mutation von LARGE fuhrt auch zu einer veranderten Glykosylierung von a-
Dystroglycan (Grewal et al., 2001). Die Gehirne dieser Mause zeigen
morphologische Veranderungen, die sehr ahnlich der Lissenzephalie bei MEB und
FCMD Patienten ist. Die Schichtung des Kortex ist desorganisiert und die Grenze
zwischen Schicht | und Il ist aufgelost. Ausgeldst werden diese Symptome vermutlich
unter anderem durch Defekte in der neuronalen Migration wahrend der Entwicklung.
Die Migrationsdefizite betreffen zum Beispiel eine Population von Koérnerzellen im

Cerebellum und Hippocampus, die aul3erhalb ihres eigentlichen Zielgebietes markiert
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werden konnen und Neurone des Kortex, die in die Molekularschicht einwandern
(Michele et al., 2002, Holzfeind et al., 2002). Bisher konnte nicht geklart werden, wie
die Modifikation von Dystroglycan diese Effekte auslosen kann.

Eine Funktion von Dystroglycan ist die Kondensation der extrazellularen
Matrix wahrend der Ausbildung der Basalmembranen (Henry und Campbell; 1998).
Mause mit einer Dystroglycan-Defizienz sterben sehr frih in der Entwicklung
aufgrund einer fehlerhaften Ausbildung essentieller Basalmembranen, wie der
Reicherts Membran (Williamson et al., 1997). Deshalb konnten Defekte in der ZNS-
Basalmembranen auch Ausloser der gestorten ZNS-Entwicklung bei der muskularen
Dystrophie sein. Das komplette zentrale Nervensystem ist von den Meningen, den
Hirnhauten umgeben, bestehend aus der auliersten Pachymeninx bzw. Dura mater
und der inneren Leptomeninx aus Arachnoidea mater und Pia mater (Pia). Die
Struktur der Basalmembran ist abhangig von den Quervernetzungen und Bindungen
der Proteine wie Collagen IV, Laminin, Perlecan und Nidogen untereinander (Timpl
und Dziadek, 1986; Timpl und Brown, 1996). Die genaue Zusammensetzung und
daraus folgend die Funktion der Basalmembranen ist gewebsabhangig. Es liegt
nahe, dal® die ZNS Defekte durch Veranderungen von Dystroglycan auch auf eine
veranderte Funktion der Basalmembranen zuriickzufiihren sind. Ubereinstimmend
damit war es moglich, durch Induktion einer selektiven Defizienz von Dystroglycan im
ZNS neben zentralnervosen Symptomen wie Makrozephalie und neuronalen
Migrationsstorungen auch einen partiellen Verlust der Basalmembran zu induzieren
(Moore et al., 2002). Die Unterbrechungen der Basalmembran kdnnten die defekte
Gehirnentwicklung und die Fehler der neuronalen Migration erklaren. Alpha-
Dystroglycan, das aus der Muskulatur und dem Gehirn der myd Mutanten isoliert
wurde, zeigt ebenfalls verringerte Bindungsaffinitat zu EZM Molekulen wie Agrin,
Laminin und Neurexin und in den Untersuchungen der myd Mausmutanten werden
auch Stoérungen der Struktur der Basalmembran beschrieben (Michele et al., 2002).
Im Gehirn der myd Mause ist die EZM Komponente Laminin an der Basalmembran
reduziert und Komponenten des DAG wie o-Dystroglycan, p-Dystroglycan,
Dystrophin und Syntrophin sind nicht langer an den Astrozyten-Endfulien lokalisiert.
Dies bedeutet, dal} die veranderte Glykosylierung von a-Dystroglycan die Interaktion
zu seinen Liganden verringert und dadurch der komplette DAG nicht mehr korrekt
assembliert werden kann (Michele et al., 2002; Holzfeind et al., 2002).
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Bisher konnte jedoch nicht geklart werden, welche Funktion Dystroglycan in
den GliazellendfiRen hat und wie eine Stérung der Dystroglycan-Funktion zu den
beschriebenen zentralnervosen Symptomen der muskularen Dystrophie Patienten
und der myd Maus fuhren. In dieser Arbeit sollte deshalb die Funktion von
Dystroglycan in der Entwicklung des Nervensystems am Beispiel der Retina
untersucht werden.

Die Retina bietet sich als Modellsystem an, da sie zum Einen durch ihre
leichte Zuganglichkeit und den zum Gehirn vergleichsweise einfachen Aufbau ein
hervorragendes System fur funktionelle Analysen ist. Zum Anderen ist in der Retina
die Lokalisation und Zusammensetzung des DAG sehr gut beschrieben (Blank et al.,
1997, 2002; Koulen et al., 1998; Blake und Kroger, 2000). Im Folgenden soll der
Aufbau der Retina kurz erlautert werden. Die Huhnretina (Abb. 2A) besteht aus 5
neuronalen Zelltypen und einem Gliazelltyp, die in horizontalen Schichten
angeordnet sind. Die Photorezeptoren mit ihren lichtsensitiven Segmenten bilden die
aulBere Kornerschicht (ONL). Die aulere plexiforme Schicht (OPL) enthalt die
Synapsen, in denen die Photorezeptoren das Signal an die nachfolgenden Zellen,
die Bipolarzellen, weitergeben. Die Somata der Bipolarzellen, sowie der
querverschaltenden Horizontal- und Amakrinzellen, bilden die innere Kdrnerschicht
(INL). In der inneren plexiformen Schicht sind die synaptischen Verschaltungen der
Bipolarzellen zu den Ganglienzellen der Ganglienzellschicht (GCL) lokalisiert. Diese
Ganglienzellen sind weitprojezierende Neurone, die Uber ihre Axone in der
Faserschicht (OFL) durch den Sehnerv die Verbindungen zu den Gehirnregionen
herstellen, in denen die nachgeschalteten Prozesse des Sehens stattfinden. Die
neuronale Retina wird vom Glaskorper durch eine Basalmembran, die Innere
Grenzmembran (ILM) abgeteilt. Der vorherrschende Gliazelltyp in der Retina ist die
Muller-Gliazelle (MGZ). Sie durchspannt die komplette Retina von der skleralen
auleren Grenzmembran bis zur vitrealen inneren Grenzmembran. Die MGZ stellen
an der ILM mit ihren EndfuRen einen Kontakt zur Basalmembran her. In der
vaskularisierten Wirbeltierretina existiert neben den MGZ noch ein zweite Gliazelltyp,
der perivaskulare Astrocyt, der mit seinem Endfiflen einen Kontakt zu den
BlutgefalRendothelien bildet.

Dystroglycan ist in der adulten Huhnretina in zwei Bereichen lokalisiert:
innerhalb der OPL in den Photorezeptor-Terminalien, sowie an der Kontaktstelle der

EndflRe der radiaren Muller-Gliazellen zur Basalmembran (Abb. 2B; Drenckhahn et
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al.,, 1996; Blank et al,. 1997, 2002). In der vaskularisierten Saugerretina ist
Dystroglycan zusatzlich noch an den Kontaktstellen zwischen Astrozytenendflien
und Blutgefallen konzentriert (Montanaro et al., 1995; Koulen et al., 1998; Ueda et
al.,, 1998, 2000, Claudepierre et al., 1999). An den beiden unterschiedlichen
Lokalisationen besitzt der DAG in der Huhnretina auch verschiedene
Zusammensetzungen. In den Photorezeptor-Terminalien ist der DAG mit Dystrophin
als intrazellularer Komponente assoziiert, dagegen ist in den Endfuf3en der Gliazellen
Dystrophin gegen Utrophin ausgetauscht (Claudepierre et al., 2000). AulRer der
Zusammensetzung des DAG ist auch seine Assoziation mit der EZM in beiden
Bereichen unterschiedlich. Die Injektion von Collagenase in Hihneraugen, eine
Methode die selektiv die ILM der Retina entfernt (Halfter et al., 1998; Halfter et al.,
2000; Hering et al., 2000), hat unterschiedliche Auswirkungen auf die Integritat des
DAG in den beiden Bereichen. Wahrend der DAG an den Photorezeptoren
unverandert bestehen bleibt, sind nach dem Verdau der ILM die Komponenten des
DAG nicht mehr in den EndfiRen der Gliazellen konzentriert. Diese Unterschiede
deuten darauf hin, dal® der DAG in den verschiedenen Lokalisationen auch
unterschiedliche Aufgaben ausubt. In der frihen Retinaentwicklung ist Dystroglycan
lediglich an der Basalmembran lokalisiert (Blank et al., 2002). In diesen frihen
Stadien besteht die Retina, sowie das gesamte friihe Neuroepithel, lediglich aus
einer einzelnen Schicht sich schnell teilender, radiarer neuroepithelialer
Vorlauferzellen. Alle Zellen des ZNS entstehen wahrend der Entwicklung durch
Differenzierung und Wanderung aus diesen proliferierenden radiaren Zellen. Sie
durchspannen mit ihren Fortsatzen das gesamte Neuroepithel und adharieren mit
EndfuRen an die Basalmembran, die den Endfuf’en der MGZ sehr ahnlich sind. In
diesen EndfiRen sind die Komponenten des DAG an der Kontaktstelle zur
Basalmembran konzentriert. Durch Teilung und Migration der Zellen entstehen aus
dem einschichtigen Epithel drei Schichten, die Ventrikularzone (VZ), in der die Zellen
weiterhin proliferieren, die Intermediarzone (1Z), welche die Somata migrierender
Neurone enthalt und die der Pia angelagerten Mantelzone (MZ), in der differenzierte
Neurone ihre endglultige Position einnehmen.

In der embryonalen Retina ergibt sich deshalb die Moglichkeit, selektiv die
Funktion von Dystroglycan an der Kontaktstelle der Endful3e radiarer Zellen zur
Basalmembran und seine Rolle bei der Entwicklung des Nervensystems zu

untersuchen.
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Abb. 2 Schematische Darstellung der Retina und der Lokalisation des DAG in der Retina — A:
die Schichtung der Retina mit den typischen Zelltypen; Photorezeptoren (gelb) mit den Somata in der
AuReren Kornerschicht (ONL); deren synaptische Verbindungen zu Horizontalzellen (lila) und
Bipolarzellen (rot) in der AuReren Plexiformen Schicht (OPL); Horizontal- Bipolar und Amakrinzellen
(blau) bilden zusammen die Innere Kornerschicht (INL); die Retina Ganglienzellen in der
Ganglienzellschicht (GCL); ihre Dendriten mit den synaptischen Eingdngen in der Inneren Plexiformen
Schicht (IPL); die Axone der RGZ verlaufen in der Optischen Faserschicht (OFL). Die Retina wird vom
Glaskorper durch die Innere Grenzmembran (ILM) abgegrenzt. Der vorherrschende Gliazelltyp der
Retina ist die Miiller Gliazelle (braun). B: Der DAG, in rot dargestellt, ist in der adulten Retina an drei
Stellen lokalisiert. An den Photorezeptorterminalien, wobei hier Dystrophin die intrazellulare
Komponente ist, und in den EndfiiRen von Astrozyten und Mdller Gliazellen, wobei hier Dystrophin
durch Utrophin ersetzt ist. In den EndfiiRen befindet sich der DAG direkt an der Kontaktstelle zwischen
Endful® und angrenzender Basalmembran (Blake und Kréger, 2000).
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1.2 Zielsetzunq

Mutationen in Genen einiger Komponenten des Dystrophin-Assoziierten

Glycoproteinkomplex fuhren nicht nur zu schweren degenerativen Erkrankungen der

Muskulatur, sondern haben auch Auswirkungen auf die Entwicklung und Funktion

des ZNS. Ziel dieser Arbeit war es, die Funktion des DAG in der sich entwickelnden

Retina zu analysieren. Dies geschah durch die Untersuchung von Dystroglycan, der

zentralen Komponente des DAG. Dazu sollten im einzelnen folgende Fragen geklart

werden:

Wie lautet die cDNA-Sequenz von Huhn-Dystroglycan?

Zeigt die Huhn-Dystroglycan-Sequenz Homologien zu der anderer
Spezies?

LaRkt sich Huhn-Dystroglycan rekombinant exprimieren und wird es richtig
prozessiert?

Konnen Antikorper, die gegen die Interaktionsdomanen von a- und -
Dystroglycan hergestellt wurden, die Bindung der beiden Proteine
inhibieren?

Fuhrt die Injektion dieser Antikdrper in das Auge sich entwicklender
HUhnerembryonen zu einer veranderten Retinaentwicklung?

Lassen sich aus solchen Veranderungen Rickschlisse auf die Funktion
von Dystroglycan an der Kontaktstelle von radiaren Gliazellen und der

inneren Grenzmembran der Retina ziehen?

11
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2 Ergebnisse

2.1 Klonierung von Huhn-Dystroglycan
Voraussetzung fur funktionelle Experimente auf RNA-, DNA- und

Proteinebene war es, die gesamte Huhn-Dystroglycan-cDNA zu klonieren.
Dystroglycan war bereits aus mehreren Spezies wie Mensch (lbraghimov-
Beskrovnaya et al., 1993), Kaninchen (lbraghimov-Beskrovnaya et al., 1992), Maus
(Gorecki et al., 1994), Rind (Shimizu, online 1997) und Drosophila (Takeuchi et al.,
online 2001) kloniert worden. Die entsprechende cDNA-Sequenz aus Huhn war
jedoch nicht bekannt. Die Klonierung des Bereichs der cDNA, der flur a-Dystroglycan
codiert, erfolgte mittels RT-PCR. Dabei diente Gesamt-RNA aus embryonalem
Huhnermuskel (E17) als Matrize. Fir die PCR wurden degenerierte Primer aus stark
konservierten Bereichen im N-terminalen Bereich von Dystroglycan eingesetzt.
Dadurch konnte ein etwa 800 bp groRes Stiick am 5’ Ende der Dystroglycan-Sequenz
ermittelt werden, welches fur die Aminosauren 41 bis 295 codiert. Von diesem
Bereich ausgehend konnten mittels einer 5’RACE mehrere Produkte generiert
werden, die sowohl das Startcodon, als auch dariuber hinaus Teile der 5UTR
beinhalten. Auf diese Weise konnten weite Bereiche der cDNA-Sequenz aus Huhn
amplifiziert, kloniert und sequenziert werden. Die codierende Region fur
o—Dystroglycan und einen Teil des p—Dystroglycan wurde ermittelt (Abb. 3). Jedoch
war es mit dieser Methode nicht moglich, das 3’Ende der Dystroglycan-Sequenz zu
erhalten. Es ist anzunehmen, dald der hohe GC-Gehalt in diesem Bereich der
Sequenz oder dadurch hervorgerufene Sekundarstrukturen, eine Amplifikation
wahrend der RT-PCR verhindern. Die letzten 211 Basenpaare weisen einen GC
Gehalt von 71% auf, wohingegen der GC Gehalt des gesamten Molekuls nur 63%
Prozent betragt.

Als alternative Methode zur RT-PCR wurde deshalb die Analyse einer Cosmid
Datenbank durchgefiihrt. Der unbekannte Teil des Dystroglycan-Genes wurde mittels
Restriktion aus einem Cosmid herausgeschnitten und an den bestehenden cDNA
Klon, der durch RT-PCR generiert wurde angeflgt. Auf diese Weise war es moglich,
die komplette cDNA Sequenz von Dystroglycan zu erhalten. Zusatzlich ergab die
Klonierung Uber 5RACE zusatzliche Informationen uUber die 5’UTR und die
Klonierung aus den Cosmiden, mit einer Schnittstelle unterhalb des Stopcodons

auch uber Bereiche der 3’'UTR von Dystroglycan (Abb. 3)
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a-Dystroglycan B-Dystroglycan

S'utr Apal 3'utr
s 1
1 125 1250 2086 28152933
1 5'RACE / RT-PCR 2124
*@0

Apal Apal

1250 genomische DNA aus Cosmid 2033

———— ]

1634 Sonde 2095

Abb. 3 Klonierungsschema von Dystroglycan — Die Sequenz zwischen Bp 1 und 2124 wurde durch
5’RACE und degenerative RT-PCR ermittelt. Daraus konnte die Sonde (Bp 1634 bis 2095) fir die
Analyse der Cosmid-Datenbank abgeleitet werden. Die Klonierung des gesamten Dystroglycans
erfolgte in zwei Schritten. Die C-terminale Halfte bis Bp 1440 wurde mittels einer RT-PCR vervielfaltigt
und in den pCRII Vektor cloniert. Ein aus dem Cosmid mit Apal herausgeschnittenes Fragment wurde
danach wiederum Uber die Apal-Schnittstelle in dieses Plasmid hineinkloniert. Dadurch entstand das
Gesamt-Dystroglycan-Konstrukt inklusive der beiden UTR'’s.

Die Sequenzierung der Dystroglycan-Klone (pCRDAG 1-3) ergab ein Produkt von
2933 bp Lange (Anhang Abb. 26). Davon 125 bp 5’UTR, 117 bp 3'UTR und einer
Huhn-Dystroglycan-Sequenz von 2691 bp Lange, die fur ein Protein mit 896
Aminosauren codiert, davon 654 Aminosauren fur a-Dystroglycan mit einem
errechneten Molekulargewicht von 71,3 kDa und 242 Aminosauren fur f-
Dystroglycan mit einem Gewicht von 23,4 kDa. Das tatsachliche Molekulargewicht
liegt jedoch bei beiden Proteinen erheblich hdher, da sie in vivo glykosyliert

vorliegen. Die Proteinsequenz weist hohe Homologie zu anderen Spezies auf.

Prozent Huhn [Mensch [Maus |Kaninchen [Rind |

Mensch 78,4 Tabelle 1) Homologie-
Maus 79,0 93,2 vergleich der Protein-
Kaninchen 78,7 93,5 93,1 sequenzen einiger Spezies —
Rind 78,4 92,9 92,4 91,4 Die Homologoien zueinander
Drosophila 24,9 24,9 24,8 24,2 25,2 | sind in Prozent angegeben

Einige Sequenzmotive zeigen eine besonders hohe Konservierung zwischen den
Spezies (Abb. 4). Dazu gehoren einige Glykosylierungsstellen, besonders in der
zentralen Mucin-ahnlichen Domane, die spezifische enzymatische Schnittstelle
zwischen a- und p-Dystroglycan (AA 654 — 655) und der Bereich der
Transmembrandomane (AA 755 — AA 775, TMpredict). Die cytoplasmatische C-
terminale Bindungsstelle an Dystrophin ist bis hin zu Drosophila hochkonserviert.
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Section 1
PV 10 20 20 40 S0 64

Huhn (1 --MTVGCVPOPPFLGRTLLPVLLLAASARCHOPSEPAEVVRDNENQLESS MHE VLI DLEETVPA
Mensch (11 MEMSVELSLLLPLUGRTFL-LLLIVVMA QSHOPIEPIEAVREDWENQLEAS MHIWLI DLHEAVPT
Maus (1) --MIVDHNLLHPLWGOTFL-LLLEVAVA QAHDPSEPSEAVREDNKNQLEAS MHE VLI DFQEAVPT
Kaninchen (1) MEMIWCLILLLPLUGRTFL-LLLIVAVAQIHWPSEFPSEAVRDNENQLEAS MHE VL3 DLHEALPT
Rind 1 MEMEWG3AVPLPLWGRTFL -LLLIVAVT QIHWPIEPSEAVRDWENQLEAS MHE ALS DLHETVET

Drosophila (1) MEMTTTHMTHRXLEEPETEVPPYT THAHEHHHGAPH- - - - TYULNELELS TOLPIDDFEGTATA
Consensus (1) MEM3VLLILLLPLWGETFL LLLIWAWAQIHWPIEPIEAVRDNENQLEAIMHE VLEDLHETVPT
Section2

(RN 65 ?D 20 an 100 110 128

Huhn (6371 YVEIPDS &Y WERFTRWSI PTDLIASHEEAWOWIEACKESLPSWLHWNAE 353 LEFLPLDTDX K
Mensch (54 YVEIPDGTAYVERSFRYTIPTOLIASSGDIIKVIAAGKEALFPSNLHWDS QS HTLEFLPLDTDKE
Maus G2V YWEIPDLTAYWGRESFRVSIPTDLIASSGEIIXWSAAGKEALPINLHWDPH SHI LEFLPLDTDK R
Kaninchen G4 YVGIFPDETAY VLR SFRUTIPTDLIGESERIKWITACKEVLPSWLHNDPQ SHTLECLPLDTDK
Rind 64 WEIPDLTAYVER SFRUTI PTDLIASNGEVIKWSAAGKEALPSNLHWDPQ SHTLECLPLDTDK

Drosophila MBI TQPTETATAT AIA S TA R LA AATARALAATATATT ANASATTAGESETHIESTTH- ---RTISSXKER
Consensus (G5) VYEIPDLETAVYCRSFRYTIPTDLIASSCEIIKWIAACKEALPINLHWDPQ S HTLELPLDTDK
Section3

({zoy 128 140 150 6D 170 180 192

Huhn/ {271 YHYI 3¥TTLOPFPRGS ¥VP QAANYE SYEVHQEDHS EPQ3LEAAA QB2 FDA AFF VL FAEEFPYTIL
Menschy 4228y YHYI 3W3 ATELGARGI HIF QT3 3¥F S IEVYPEDHIDLOQSVETASPDP GEVWE3 ACARDEPYT VL
Mausyq2f1 YHYI IV AARLGARGI HUP QTS 3WF SIEVYFEDHNEPQ3VRALS SDP FEVYPI ACLADERPVT VL
Kaninchenr1?81 YHYI 3W3 20 LDARGIHIF OTS 3WF SIEVYFEDHI EPOSVRALSPDLGEA 223 ACAREEPYTVL
Rindr1281 YHYI VS AARLGANGI HUP QTSI SV SIEVYPEDHSEPQSLEAAS PDP GEVVSL VLA ADEPVT VL

Drosophilar1211 FEPDALISSEHRS -~~~ ~----- == ----ucc - LANNELE TPATPT SSWATTTASTPESS3 13
Consensus(120) YHYI 173 2ARLEANGS HUP QTS SWFSIEVYPEDHIEPQ3LRAAS PDP GEV W33 ACAADEFPYTVL
Section g

(a3 198 200 210 220 230 240 256

Huhn (1911 TRILDADLTKMTFKQRIELLREMRI FSEVELHRMKLYP VY HHREL DM SAT MACPLCRAKKUVENE
Mensch( 1921 TVILDADLTKMTPKQRIDLLHEMRE FSEVELHHMKLVEP VVHRELFDM SAF MALPCHPEKYVENE
Maus(1907 TYILDADLTEMTFPKQRIDLLEEMOEFSEVELHHMKLVP UV HHREL DM SAF MAL PR AKKYVERE
Kaninchen (1921 TYILDADLTEKHMTFKQRIDLLHRMOS FSEVELHHMELYP VYHHRLFDY SAT MACPLRAKKUVENE
Rind (192 TYILDADLTKMTFRQRIDLLREMECFSEVEPHHMKLYP VYR HRELFDM JAT MALPLRAKKUVENE

Drosophilaf 1631 §RIRiTD¥MEPQFEE- ---N§---- - PPIIKTRLOKLAVTS CKATTFHVLPETFYDAED QFHLER
Consensus(193) TYILDADLTEMTPRKORIDLL EMRIFSEVELHHMKLYPYVHNRLTDM SATMACPGRAKKVIENRE
Sectiond

(AT 257 270 280 2a0 200 210 20

Huhnr2551 ALLSWNKLGCILIQNSVPRI 3KVEAFPAKE FTMI ARLCYPUVCWHI ARKKPHLFXEMERQI HATPT
Menschr25671 ALLSWKLGCI LAQHSVPDI HEPEAPARE FAMI AQLCYPUVEWHI ANKKPPLFKRUYRERQI HATPT
Maus/2641 ALLIMELCCS LAQHSVPDIRGCVETPARE GAMI AQLGYPVICWHI ANKKPTLPKRLERQI HATPT
Kaninchen(2567 ALLSUXLECI LRQHIVPDI REVEAPARE GTHI AQLCYP VW EWHI ANK KPP LPKRIERQI HATPT
Rindi/256% ALLEMELCCCLAQHSVWPDIRCVEVPARE GAMS AQLGYPVICHWHI ANKKPI LPERIRRQI HATPT

IDrosophilar2181 LALTDXD CHELKAHSWLOFH-------- == == - - = - - - - - - - - ADKRELYLGLPLD DTW SRW Q¥
Consensus(zﬁ?) ALLSMELGCILAQHSVPDIRGVEAPARE GAMS AQLGCYFPWVLCWHI ANKXF LFXRIERRQIHATFT
Sectiond

(Y 321 330 240 360 0 370 =4

Huhn(3197 PLTAIGPPTTAAQEPPTRIVPTPTI PAI APPTETTAPPYREPIPLPRKPTUTI RTRGCPIUQTPT
Mensch( 320" PYTAIGPPTTAIQEPPSRIVPTPTI PAIAPPTETMAPPVRDPVP k- -KPTYTIRTRGAIIQTPT
Maus/( MR PYTAIGPPTTAIOEPPERIVPTPTIPAI APPTETMAPPYRDPVP k--KPTVYTIRTRCAI IOTPT
Kaninchen( 320" PYTAIGPPTTAIQEPPSRIVPTPTS PAI APPTETMAPPVRDPVP k- - KPTYTTRTRGAI IQTPT
Rind(3201 PUTAIGPPTTAIQEFPSRIVPTPTS PALI APPTETMAPPVRDPWP k- - KPTUTIRTRGAI IQTPT

Drosophila (2581 RLEATDS bHASUTET- -YEISV QQHRARRTINHEI SWFVRINEKP-- - == ==~ - -~ GHRNIDWAQL
Consensus( 3211 PYTAIGPPTTAIQEPPSRIVPTPTE PAIAPPTETHAPPYRDPYPL KPTUTIRTRGAIIQTET
Section ¥

(mnsy 585 380 400 10 420 430 448

Huhn(@==31 LEPI QPTELVEGT CTV SVP IEP - -TU P YVEP TAVITPPTT TTEEFPEYETLRPATP STTDIS TA
Mensch( 321 LEPI QPT RS EACTTVPLQIRPTHT IPLYWEP TAVATPPTTTTEEPREWSTPKPATPS-TDATTT
Maus(2 0 LEPI QPT RV EACTTWPLQIRPTLT IPLCYWEP TAVITPPTT TTRXPRWSTPKPATPI-TDSSTT
Kaninchen( =21 LPI QPTERVE DACTUR S IRATRT IPEYWEP TAV ATPPTTTTKRPRWSTPKPATP S -TD3G AT
Rind(222 1 LEPI QPTEVIEACTTVPSQIRPTMT IPCYMEP STW TTPPTT TTKKPRVSTPRPATP3-TD35TT
Drosophila(3091 KLINAR2RTLDDS THI AVWWREIRQTPHDPHS ATTWYFNETLFT 5 - - -EL PEKELKDII ARLDA
Consensus (5‘:35) LEPIQPTREYEEAGCTTVPLCQIRPTMTIPLYVEP TAVITPPTTTTKERKFPEVSTPKPATPS TDISTT
Section 2
raam F*# 450 0 4a0 430 S00 512

Huhn /451 TTEEPTERFPKTPEPTRPPITTRITI XL TTAS PPTRYRETTA ICVFRPUEPHEPPELTHHIDEVD
Mensch(4451 TTREPTKKPETPEPY - PRV TTKVEITRLETAI PPTRIRTTTE GV PRLE GEPHQRPELKNHIDE VD
Maus(443 ) TTRRPTKEKPETPEPY - PRVTTKAPI TRLETAS PPTRIRTTTE GV PR GEPHOQRPELKNHIDE VD
Kaninchen(4451 TTERFTKKPETPREPY- PRV TTRAPITRLETAI PPTRIRTTTE GV PR GFEPHQREPELKNHIDE YD
Rind 445 TTREFTKKFRTSREPY- PRV TTKAPI TRLETAS PATRMRTTT S GV PHG GFEPHOQEPELKNHIDE VD
Drosophilal370" HELIDLY OFOLEIKSITEQLIGECQRDL TQUE FTQHMT KRV FPMFR~- == - ==~ ==~ - HOYDEYR
Consensus(443) TTERFTKXPETPEFY PREVITKAPITELETAIFPFTRIRTTTIGWPRGGEFHNOEFPELKNHIDREYD
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Sectiong
reqan 513 520 &20 &40 S50 B0 575

Huhn (5097 ANECTTFEVEIFE DIF YDKEDT TTD KL LTLELKE QUM IEENINYOFHE T3 QLAY MFOEEHY
Mensch ra181 a0 rTYFEVKEIFPS DTF YDHEDT TTDELK LTLELRE QQLY rEKS WY OF RN QLMY LEPD 3 SHY -
Maus (06 a0PETY¥FEVEIFE DTF ¥ DREDT TTOKLKE LTLELEE QQLY FEK WU OF RN QLMECLFD G SHY
Kaninchen M= AN ETYFEVKIF I DTF ¥ IR EDT TTDELKELTLELEE OOLWEEKSWWOFHE R LMY LFDISHW
Rind M08 ARG TY¥PEVEIFPE DTF ¥ IREDT TTOKLK LTLELEE QQLW FEK WU QF RN QLMY LFD G SHY
Drosophila (431 & 3LFQLLYYKWFADTE YDARDH - - - QLT LTLE TEDHLELGPREHOLOF DK HEEFY G IFK§ G Ik
Consensus [(513) ADWETYFEVEIPE DT YD EDTTTDELKLTLKLEE QOQLWEFEKINWIFHIN I QLUYLLEPDE SHYWE
Secton 10
ce77y 597 A0 afu]u] G101 G0 G0 540

Huhn r&7 237" KHEY P ATDRO G LEAVIATEL HVHERP HEDE SPYVKIEARLEFDHEAWANDIHKKI MLY KKL &L
Mensch (o727 KHIEYTHHATDHRGC LA WDATELI INHEREF QGDEAFARI AR W FDFALYLRDINKKI ALY KKL AT
Maus (570 HHEYTHHATDRCFLIAVDATEI HWHEEF QDR AFA RTHARLARDFAFWYHDINKRI ALYV KL AT
Kaninchen /572 HHCYTHMHATDHC G LIAVDATEI HVHEEF QDR AFPARTHART W FDFAFWYHDINKRI ALV EKL AT
Rind r572) KHEXTHHATDK GG LIAVDATELI HYHEEF QGDK AFPARTKAKLTFDFAAVTHDIHKKI ALVKKLAT
Drosophila r43<) SEEYLLVAEDS b LA HDALVRVYI PAF KR G-FIFKATLI IKHERFRADLOE-- KTV EEW &K
Consensus (577) KHEYTHHATDKGGCLIAWDATEI HVHKRF OGDK AFARTKAKL FDFA WYNDIHKKIALWEKLAT

Section 11

Ry B G0 GE0 Gr0 =0 G0 0

Huhn 27 AP FDERS STITYQOIAKL- - -- S IWWEMTHHT LFLEFP- -CFPREQIRTLIKKIAEDS kA SFATS
Mensch (626" AFFDRAC S TITLOQHRITEG- --- 3 IWWEMTHHT LPLEP- -TPEEQIAGLIERIAEDD G KPRPAT S
Maus =< AP DEAC S ITLOQHITERG- - -- 3 IWVENTHHTLPLEP--TPKEQIIGLEERIADEN CKPEPAT S
Kaninhchen (526 aFFDEAC STYTLOHITRG- - -- S IWWENTHHTLPLEP - -TPKEQITELEREBIAEDH QP RPATT
Rind r&26% AFFDREACSTITLOQHITEG=- --- 3 IWVEWTHHTLFLEP- -CPKEQITALEERIAEDD cKFELATY
Drosophilar545\LHEDPTTEQIQIREITTHHDEDGTI?HF?HTTL?BKHHEEREIEHAHTBEU?LHEDLELRE&&K
Consensus (541) ATFDERCETITLQHRITERD IIVVENTHHTLPLEF CPKEQI LGLEERIAEDD CKPLPATS
Section 12

(05 o5 710 Fa0 Fa0 Fa0 780 Fists

Huhn 6857 RILOFEFKFLEVI WU G CRHIQF WPV TKDGEYI SEATFTLAAGKDPERE S SE-DDYYLHTY I
Mensch (884 HALEFDTKATGITWIGE 03 CRHLOF [PV YFPREYF SEAFFTEYFOEDFPEK G SE-DDWYLHTY IF
Maus 9?1 RALEFDPKALSIAWTILRI GG CREOLOF IPVAPPE PG JAAPATEVPDRDPEK S SE-DOYWYLHTVIE
Kaninchen 894 RALEPIPKATSIAITRIGE CRHLOF IPRAPPLIPE 3WTPPTEVPDEDPEK S SE-DOWYLHTV IR
Rind r#8< RALEPDF OAMEITWTILIGE CRHLOFP VPR APPHEVE SEAPATEVPDEDPEK S SE -DDWYLHTVIE

Drosophila (A9 BALGPELHLTHEFE WUPEFSI CHHTERIDT HQLDYIF --- - - - SRPEEFTHE G EF GED YMI TPV IR
Consensus (A5 HALEPIFKATEIEWTHIGE CRHLOF IPVAPPF RUYFP SEAPPTEVPDEDPEKIIE TDDWYLHTWIP
Saction 13

(7B FE2 Fa20 Fan 200 210 220 232

Huhn (7580 &V asILLRAI [I2MICYREK -FRFELTIED - - - QATPIKKEFVPIIFADELDDEK FPP 8 33 MFP
Mensch 787 AT AAILLIAGI IAMICY B -FK P KL TLED - - - QATFIKKFRFPIIFADELDDIKEFPRPP 333 MP
Maus (755 ATTWAAILLIAGI IAMICYEKKE -FE FKLTLED - - - QATFIKKMWFPIIFADELDDIKFRPP I 33 MP
Kaninchen! 7 Sf &0 aAILLIACI IAMICYREK -FR FELTLED - - - QATPIKKFYPIIFADELDDEK PPF 8 33 MP
Rind (787 &V VALILLIAGI IAMICY BRKK -BK CELTLED - - - QATFIKKFYFIIFADELDDGE PP 353 HE
Drosophilaraa?\ IVIIVAMLYAASIIACCLHWCE QRS FEMELCDEEERKSFRAKFI PRI QDEYEE-KFEI tHE 3 F
Consensusi o9 AVTVAAILLIACI IAMICYEEKE EBK KL TLET QATFIKKEFYPIIFADELDOIKPFFIGI NP
Section 14
EEA =i =L 2a0 =51 270 220 205

Huhni'318Y LILQEEKAFLFFFEYFROENFETTFLAQDTIGEYTFLEDEDFIAFFY QFF FFT TAFAECK G B
Menschr@1¥ 1 LILQEEKAFLFFFEYFHOE VFETTF LHQ DTG EYTFLEDEDFRAFFY QFF FFE TUFMEC K R
Mausrg15s1 LILQEEEAPLPFFPEYFRAQEHFETTFLHQ DTV EYT FPLEDEDFRAFFY QFF FFF TAFPMECKGS EF
Kanincheni317 ) LILQEEKAFLFFFEYFG QG WFETTFLHQDTVLGEYTFLEDEDFRAFFY QFF FFT TRFAECK G B
RindrB1/ 1 LILQEERAPLPFPEYFPRANEHFETTP LEQ DTV EYA PLEDEDP I AFPPY QFFFFF TAPMECKLS FF

Drosophilar7301 #ILKDEKPPLLEFP8¥H--- --- - -T§HMN-- - - -- - - - CDH-DVDDEVPPP-- 3UYREEBEV R
Consensus(Zd3) LILQEEKAPLPFPEYPHOEHPETTPLHOQ DTV EYTPLEDEDFRAPPY QPP PFF TAPNELRKLE RE
Secton 15

roaTy BV 14

Huhni&921 KR- -MTPYEIPPEYUPP -
Menschr3S1) KH- -MTPYES PEPPYYP P -
MausiS7a1 KR- -MTEYEIFPFEYYEF -
Kaninchen ™11 KR- -MTFYESFFFYURF -
Rind/5811 K- -MTDYREPIEYUDE-
Drosophilal 7791 KSPATFSSEKFPREUIF-
Consensus(E97) KR MTPYRIPFREYRFE

Abb. 4 Vergleich der Proteinsequenzen von Dystroglycan - aus Huhn mit Mensch, Maus,
Kaninchen, Rind und Drosophila. Die Sequenzen wurden von der cDNA-Sequenz abgeleitet. Gelb
unterlegt sind Bereiche die in allen Sequenzen homolog sind, Blau unterlegt sind Bereiche die in der
Mehrzahl der Sequenzen homolog sind. Griin unterlegt sind &ahnliche Aminosauren. In grin
geschrieben sind weniger ahnliche Aminosauren. Nicht hervorgehoben sind abweichende
Aminosauren. Der Vergleich 1alRt ein hohes MalR an Konservierung erkennen. Besonders der
intrazellulare Bereich zeigt gro3e Homologien bis hin zu Drosophila.
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2.2 Generierung von Antikorpern gegen die Dystroglycan
Interaktionstelle

Um die Interaktion zwischen o- und B-Dystroglycan zu inhibieren, wurden

Antikorper generiert, die spezifisch die Bindedomanen von a— und B-Dystroglycan
erkennen und mit den Proteinen in Kompetition um die Bindungsstellen treten
konnen (Abb. 5). Eine Unterbrechung der Dystroglycan-Interaktion sollte dann eine
Storung der Funktion von Dystroglycan und dem DAG induzieren. Dazu war es notig,
ein Antigen flr die Immunisierung zu erzeugen, welches die entsprechenden
Domanen beider Proteine enthalt. Hierbei war es von grof3em Vorteil, dal} die cDNA
von Dystroglycan fur beide Proteine codiert, die Bereiche der spateren
Bindungsdomanen in unmittelbarer Nahe zueinander liegen und dal} Bakterien die
Protease fehlt, die Dystroglycan spaltet. Deshalb ist es moglich, die terminalen
Enden von a— und B—Dystroglycan als Fusionsprotein zu exprimieren und Antikérper

gegen die beiden interagierenden Proteine zu erhalten.

f Endful®
.ﬁktin

Utrophin L -

a-Dystroglycan

Agrin
!_aminin

Basallamina
LM

Abb. 5 Schemazeichnung der Antikdrperinhibition — Die neu generierten Antikdrper (rosa) sollen
die Interaktionsdomanen von Dystroglycan erkennen und die Bindung von a- und B-Dystroglycan an
der Kontaktstelle zwischen dem Endful der radiaren Zelle und der Basalmembran (ILM) stéren.

Aus der Dystroglycan-Sequenz wurde der codierende Bereich zwischen
Aminosaure 564 und 749 ausgewahlt (Abb. 6). Dieser Bereich enthalt zum einen die
Bindungsstellen beider Proteine (Scandira et al., 2001) und zum anderen nur wenige
putative Glykosylierungsstellen. Eine postranslationale Glykosylierung kénnte dazu
fuhren, dal® die Antikorper gegen das rekombinante Protein die glykosylierten

Formen des nativen und denaturierten Proteins nicht erkennen.
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a-Dystroglycan B-Dystroglycan
5 5
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P 5 = o £
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0 o Z =0 o0 VY o Ex P
1 27 315 484 550585 653 755 775 893

|| p-Dystroglycan - Bindestelle

AB-Dyg-His

4 BxHis

Abb. 6 Domaénenstruktur von Dystroglycan und des Fusionsproteins AB-Dyg-His — In rot
dargestellt a-Dystroglycan, bestehend aus der N-terminalen globuldren Doméane AA 27-315, die
hochglykosylierte Mucin-ahnliche Domane von 315 bis 484 und der C-terminalen globuldren Region
von 484 bis 653, letztere enthalt auch die Bindestelle fir B-Dystroglycan (550 bis 585). In grin -
Dystroglycan mit der extrazellularen Domane 653 bis 755, die Transmembrandomane von 755 bis 775
und die intrazelluldre Region 775 bis 893, letztere enthalt die Phosphorylierungsstelle 876, welche die
Bindung an Dystrophin/Utrophin reguliert. AB-Dyg-His umfalt 564 bis 749, somit enthalt es den
groBten Teil der B-Dystroglycan Bindestelle, das C-terminale Ende von a-Dystroglycan und die
komplette extrazellulare Region von B-Dystroglycan. Zusatzlich enthalt AB-Dyg-His zur spezifischen
Aufreinigung zwei repetitive Histidinenden.

Die Immunisierung zweier Kaninchen (Tier 1, T1 und Tier 2 ,T2) und die
Antiserumgewinnung wurde von der Firma Pineda Antikdrper (Berlin) durchgefihrt.
Um die Spezifitit der Antiseren (AB-Dyg-His T1 und AB-Dyg-His T2), der
entsprechenden affinitatsgereinigten Antikorper (ABT1 und ABT2) und der daraus
hergestellten Fab-Fragmente (FabT2) zu bestimmen, wurden alle sowohl in der
Immunzytochemie, als auch im Western Blot charakterisiert. Die Immunfarbung in
der adulten Huhnretina zeigt flr die beiden Antikdrper ein etwas unterschiedliches
Muster (Abb. 7). Die Farbung mit ABT1 zeigt eine starke Konzentration von
Dystroglycan an der inneren Grenzmembran und eine schwache Anfarbung der IPL
und OPL. ABT2 detektiert Dystroglycan sehr stark an den Photorezeptorterminalien
in der OPL, die Basalmembran und IPL werden dagegen schwacher markiert. Die

Farbemuster entsprechen denen, die auch mit anderen anti—Dystroglycan-
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Antikérpern (Blank et al., 2002) beschrieben wurden. In Muskelschnitten farben
beide Antikorper entsprechend der bekannten Verteilung von Dystroglycan die

gesamte Muskelfasermembran (nicht gezeigt).

S i S R ————

Abb. 7 Immunzytochemische Charakterisierung der AB-Dyg-His Antikdrper — Schnitte adulter
Huhnretina, in A ABT1, Eine starke Farbung der Basalmembran (ILM), schwéachere Farbung in der IPL
und OPL; in B ABT2, starke Farbung in der OPL und schwéacher in der Basalmembran und der IPL.
Mit beiden Antikdrpern ist zusatzlich eine Farbung in der IPL und teilweise in den dufleren Segmenten
der Photorezeptoren zu erkennen.

Im Western Blot zeigen sich ebenfalls leichte Unterschiede in der Spezifitat
der beiden Antikérper. In Abb. 8A ist ein Western Blot gezeigt, in dem in jeder Spur
Zelllysate von Dystroglycan exprimierenden HEK293 Zellen aufgetragen wurden.
Spur 1 und 2 ist der Vergleich der beiden AB-Dyg His Antiseren. Diese erkennen
mehrere Banden, von denen eine in der Hohe von 100 kDa und groler
o—Dystroglycan entspricht, und eine Bande auf der Hohe von 43 kDa B-Dystroglycan
darstellt. Die anderen Banden sind auf unspezifische Bindungen des Serums
zurtckzufihren. Dies wird in den Spuren 3 und 4 deutlich, die mit den
affinitatsgereinigten Antikorpern inkubiert wurden und lediglich Banden entsprechend
o— und pB-Dystroglycan erkennen lassen. Die Spuren 5 und 6 enthalten
erwartungsgemaf keine Banden, da hier die Praimmunseren der Tiere eingesetzt
wurden. Zur Kontrolle wurden in Spur 7 und 8 bereits beschriebene Antikorper
benutzt, die jeweils spezifisch entweder o—Dystroglycan (a-Dyg sh) oder
B—Dystroglycan (8D5) erkennen.

Zusatzlich zu den Dystroglycan exprimierenden Zellen wurden die Antikorper
auch auf Lysaten von Gewebeproben getestet. Im Western Blot in Abb. 8B wurde in
den Spuren 1 und 3 Proteinextrakt aus Muskelgewebe (Msk) und in den Spuren 2

und 4 Proteinextrakt aus Retinagewebe (Ret) aufgetragen. Wie schon bei den
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Zelllysaten markiert ABT1 a—Dystroglycan starker als ABT2. Beta-Dystroglycan wird
von beiden Antikdrpern ungefahr gleich gut erkannt. Die zusatzliche Bande bei ca. 60
kDa konnte ein unglykosyliertes, a-Dystroglycan-Fragment sein (Esapa et al,. 2002).
Die neu generierten Antikdrper gegen AB-Dyg-His erkennen somit in der
Immunzytochemie und im Western Blot spezifisch a-Dystroglycan und

B—Dystroglycan.

A T1|T2| T1 [ T2[ T1 | T2 |-dys[8D5] 2.0%] B | Msk] Ret [ Msk |Ret]
.Y 3 4 —243 |

: & —123

o —123 | % ,
e . —_77
B - —_— 42 B - g — 42
JSem I Aff.-Ger_IF’ré’t_serumIAntikérperI K » o 30

ABT1 | ABT2

Abb. 8 Western Blots mit Antiseren und Antikorpern gegen Dystroglycan - In A AB-Dyg-His
Antiseren und affinitatsgereinigten Antikorper von T1 und T2 (ABT1 und ABT2) auf Zelllysaten von
stabil transfizierten HEK Zellen in Spur 1 und 2 erkennen die Seren von T1 und T2 schwach a- und
stark B-Dystroglycan, daneben sind einige zusatzliche Banden zu erkennen. Die affinitdtsgereinigten
Antikdrper (Aff.-Ger.) detektieren spezifische Banden bei 100 bis 160 kDa, was ungeféhr der Grolie
von a-Dystroglycan in verschiedenen Glykosylierungsformen entspricht, aullerdem eine starke Bande
bei 43 kDa, was dem Molekulargewicht von B-Dystroglycan entspricht. Die Blotstreifen ,Pra.serum®
wurden mit den entsprechenden Praimmunseren von Tier 1 und 2 behandelt und zeigen keine
Banden. Die ,Antikorper“-Blotstreifen wurden mit spezifischen Antikérpern gegen a-Dystroglycan (a-
Dyg sh) und B-Dystroglycan (8D5) behandelt. Der Blotstreifen K wurde lediglich mit dem sekundaren
Antikorper behandelt. Die AB-Antikorper wurden ebenfalls auf Gewebeproben von embryonalem Huhn
getestet. Dafir wurden Proteinaufreinigungen von E19 Huhnmuskel (Msk) und -retina (Ret)
aufgetragen. Auch hier wird deutlich, da® B-Dystroglycan von beiden Antikdrpern ungefahr gleich
erkannt wird, wahrend o-Dystroglycan in beiden Geweben von ABT1 besser erkannt wird.

2.3 Eukaryontische Expression von Dystroglycan
Um die korrekte Expression und Spaltung des klonierten Dystroglcan-

Konstruktes zu Uberprifen, wurde die klonierte cDNA in HEK293 Zellen exprimiert.
Zudem konnte durch die rekombinante Expression eine groRe Menge Protein
produziert und somit flr spatere biochemische Experimente verwendet werden. Fir
die eukaryontische Expression wurde der fur Dystroglycan kodierende Bereich in den
eukaryontischen Expressionsvektor pCMV-Tag1 kloniert. Dieser Vektor hat neben
der Moglichkeit der Proteinexpression Uber einen eukaryontischen Promotor den
zusatzlich Vorteil, an die terminalen Enden des Proteins zusatzliche
Peptidsequenzen anzufiugen. Somit enthalt in diesem Falle der N-Terminus von
o—Dystroglycan ein FLAG Epitop (DYKDDDDK) und der C-Terminus von
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B—Dystroglycan ein c-myc Epitop (EQKLISEEDL;Abb. 9). Gegen beide Epitope sind
spezifische Antikorper vorhanden. Dadurch ist es moglich, das exprimierte Protein
nicht nur Uber proteinspezifische Antikdrper nachzuweisen, sondern auch uber anti—
FLAG und anti—c-myc Antikérper. Dies ist sinnvoll, um rekombinantes Protein von
eventuell endogen hergestelltem Protein in der Immunzytochemie unterscheiden zu
konnen. Daruber hinaus ermdglicht es die spezifische Aufreinigung des rekombinant

exprimierten Proteins, zum Beispiel fir Mutationsanalysen.

Newl (669}

Xmal (681)

BamHI (688)

} FLAG Epitop

Belll (722)

I

/ o-Dystroglycan
[ pDyg2T
; Ipal (1855)

ORF: Huhn Dystroglycan
696(d3) 696 bp - 3452 bp

G9B(d3)

EcoRI (2376)

sl ] _ [f:-Dystroegcan
ot} c-Myc Epitop - .

-"-:,_ \.r‘eklc;r' pC M\.«;-"Fag1

Abb. 9 Eukaryontische Expression von Dystroglycan — Links der Expressionsvektor mit der
codierenden Region fur a- und - Dystroglycan und den zusatzlichen Epitopen (FLAG und c-myc). A-
D) transiente Transfektionen; die Expression wurde Uberprift mit A) anti-c-myc Antikorper, B) ABT1,
C) ABT2 und D) anti-FLAG-Antikorper.

Die Expression von Dystroglycan wurde in der Immunzytochemie und im
Western Blot mit bereits beschriebenen Antikdrpern gegen a—-Dystroglycan (Blank et
al., 1999) und p-Dystroglycan (Bewick et al., 1993) untersucht. Die
Immunzytochemie zeigt deutlich die Expression von Dystroglycan, das sowohl mit
proteinspezifischen Antikérpern, als auch mit Antikdrpern gegen die zusatzlichen
Epitope detektiert werden kann (Abb. 9). Der Western Blot belegt zusatzlich die
korrekte posttranslationale Spaltung in a— und p—Dystroglycan (Abb. 8 und Abb. 10).

Transiente Transfektionen fUhren immer nur zu einer in ihrem prozentualen
Anteil schwankenden Subpopulation von transfizierten Zellen. Stabile Transfektionen
sind zwar zeitlich aufwendiger, ergeben jedoch eine homogene Gruppe transfizierter
Zellen. Dies fuhrt zum einen zu einer grolleren Gesamtmenge an exprimiertem

Protein bei gleicher Zellzahl, zum andern sind in vitro Experimente exakter und
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reproduzierbarer, da sie auf einem einheitlichen und gleichbleibenden Zelltypus

beruhen. Deshalb wurde eine Zellinie hergestellt, die stabil Dystroglycan exprimiert.

A C

Abb. 10 Immunologische Analyse nach der stabilen Transfektion — A) anti p-Dystroglycan, C) anti
a-Dystroglycan, B) Uberlagerung aus A) und C) und in blau DAPI-Farbung der Zellkerne, alle Zellen
sind positiv fur a- und B-Dystrolgycan

Die Expression von Dystroglycan wurde immunzytochemisch und mittels
Western Blot Uberpruft. Die Immunzytochemie zeigte eine homogene Zellpopulation
Dystroglycan exprimierender Zellen (Abb. 10A-C). Der Western Blot zeigte eine
deutliche Bande zwischen 66 und 160 kDa, die o—Dystroglycan mit den
verschiedenen Glykosylierungen entspricht, und ebenso eine Bande bei ca. 43 kDa,
die B—Dystroglycan entspricht (Abb. 11). Ein Vergleich zwischen Zelllysaten und dem
Zellkulturiberstand zeigte, dal® a-Dystroglycan sowohl an die Zellen gebunden, also
im Zelllysat vorkommt, zusatzlich dazu jedoch auch in I6slicher Form im
Zelluberstand zu detektieren war. Beta-Dystroglycan war dagegen nur im Zelllysat
vorhanden. Bemerkenswert ist, dald im Zelllysat ein groRes Spektrum verschiedener
a—Dystroglycan Glykosylierungsformen erkannt wird, wahrend im Uberstand nur
kleinere, d.h. geringer glykosylierte Formen vorkommen. Dies weil3t auf die
glykosylierungsabhangige Adhasion von a-Dystroglycan an die Zelloberflache hin.
12345678

Abb. 11, D) Westernblot mit Lysat 1,2,5,6 und
Zellkultur-tberstand  3,4,7,8 stabil transfizierter

. ! Zellen. Detektion mit ABT1 1,3; ABT2 2,4; anti a-
_ =116 Dystroglycan 5,7, 8D5 6,8. ABT1 und ABT2
” b =5p detektieren im Lysat beide Dystroglycane. Im
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Uberstand wird dagegen nur a-Dystroglycan erkannt.
Auffallig sind die unterschiedlichen a-Dystroglycan
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2.4 Biochemischer Nachweis der Interaktionsinhibition der AB-
Dyg-His Antikorper
Mit einer Coimmunprazipitation sollte gezeigt werden, dal} die neu generierten

Antikorper die Bindung zwischen o- und B-Dystroglycan inhibieren konnen. Dazu
wurde das rekombinante o—Dystroglycan mittels Immunprazipitation dber an
Agarosekugelchen gekoppelte Antikorper gegen das FLAG-Epitop aus dem Lysat
stabil transfizierter Zellen isoliert. Die spezifische Aufreinigung von a-Dystroglycan
wurde durch Western Blots Uberpruft und bestatigt. Im Lysat transfizierter Zellen
werden o~ und B-Dystroglycan erkannt, dagegen ist nach der Immunprazipitation im
Pellet nur noch a-Dystroglycan enthalten. Als Kontrolle wurde dasselbe Experiment
mit untransfizierten Zellen durchgefuhrt. Im Lysat ist hier nur eine geringe Menge von
o~ und B-Dystroglycan vorhanden. Alpha—Dystroglycan, aber nicht p-Dystroglycan,
wird durch die Immunprazipitation im Pellet angereichert. GAPDH wird weder im
Ansatz mit Lysat transfizierter Zellen noch im Kontrollansatz mit dem Lysat
untransfizierter Zellen immunprazipitiert (nicht gezeigt).

Zu diesem an die Agarose-Kugelchen gebunden a—Dystroglycan wurden nun
verschiedene Mengen des bakteriell expremierten AB-Dyg-His Protein gegeben.
Dieses Protein enthalt den kompletten extrazellularen Bereich von B-Dystroglycan
und kann somit an das rekombinante a—Dystroglycan binden. Nach einer erneuten
Prazipitation der Agarose-Kiigelchen ist ungebundenes AB-Dyg-His im Uberstand
und an a—Dystroglycan gebundenes Protein dagegen im Eluat des Pellets zu finden.
Die Beeintrachtigung der Bindung durch die Antikorper wird im Mengenverhaltnis von
ungebundenem AB-Dyg-His im Uberstand zu gebundenem Protein im Eluat meRbar.
In Abb. 12 sind Ausschnitte der Western Blots zwischen einem Molekulargewicht von
14 und 30 kDa gezeigt.

In Abb. 12A ist als Standard das reine AB-Dyg-His Proteins aufgetragen. Die
Detektion mit dem a-Dyg-sh Antikorper zeigt eine starke Bande bei ungefahr 27 kDa.
Zur Analyse der Coimmunprazipitation wurde jeweils der Uberstand, der dritte
Waschschritt und das Eluat auf das Gel aufgetragen. Bei Zugabe von 1 ul (380nQ)
rekombinantem Protein zu «-Dystroglycan ist bei der Inkubation mit 1l
Praimmunserum sind 99% des detektierten Proteins im Eluat zu erkennen. Das
bedeutet, fast die gesamt Menge an eingesetztem Protein hat an a-Dystroglycan
gebunden und wurde co-immunprazipitiert. Der Uberstand des dritten Waschschritts

enthalt kein Protein. Bei der Inkubation mit dem ABT2 Antikorper ist das Verhaltnis
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zwischen Uberstand und Eluat dagegen umgekehrt, im Eluat sind nur 10% des
detektierten Proteins enthalten. Das bedeutet, der Antikorper hat die Bindung des
AB-Dyg-His Proteins an a-Dystroglycan blockiert, so da® es nicht co-
immunprazipitiert werden kann. Das rekombinante Protein bleibt zu 90% im
Uberstand zurlick. Bei einer 5fache erhohten (5ul; 1,9 ug) Menge an AB-Dyg-His
bindet unter Anwesenheit des Praimmunserums 75 % des detektierten Proteins an
a-Dystroglycan. Trotz der Inkubation mit ABT2 werden nun 50% des Proteins co-
immunprazipitiert. Die grolde Menge an Protein Ubersteigt  die
Blockierungsmdglichkeiten von  ABT2, so da mehr Protein trotz
Antikorperanwesenheit an o-Dystroglycan binden kann und somit co-
immunprazipitiert wird. Diese Experiment wurden nochmals wiederholt. Dabei wurde
das rekombinante Protein im Westernblot mit dem Antikorper ABT1 detektiert. Dieser
ist, da er gegen AB-Dyg-His generiert wurde, um ein vielfaches sensitiver. Deshalb
konnten auch geringere Proteinmengen im Assay eingesetzt werden. In Abb. 12B
sind die Ergebnisse dargestellt. Die Bindungsinhibition ist mit diesem Antikorper
schon bei einer Proteinmenge von 0,1ul AB-Dyg-His detektierbar. Eine stufenweise
Erhohung der Proteinkonzentration um das 5, 10 und 50fache bei gleichbleibender
Antikdrpermenge macht die Kompetition zwischen Antikérper und Protein deutlich.
Bei zunehmender Proteinmenge wird immer mehr Protein trotz der Anwesenheit des
Antikdrpers coimmunprazipitiert.

Auffallig ist, dal® bei der Detektion mit dem ABT1 Antikorper unterhalb der
Hauptbande eine zusatzliche schwachere Bande bei ca. 17 kDa sichtbar wird. Dabei
handelt es sich um ein Abbauprodukt des AB-Dyg-His Proteins.

Die Coimmunprazipitation zeigt, dal} der Antikorper ABT2 die Interaktion von
o—Dystroglycan mit dem Fusionsprotein hemmt. Dies ist konsistent mit der Annahme,
dald Antikérper gegen die Bindungsdomanen von o- und B-Dystroglycan deren

Interaktion inhibieren.
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Abb. 12 Co-Immunprazipitation von a-Dystroglycan und AB-Dyg-His unter EinfluR des ABT2
Antikérpers — Die Abbildungen zeigen jeweils Ausschnitte aus Western Blots zwischen 14 und 30
kDa. Die Co-Immunpréazipitation wurde mit gleichbleibenden Mengen von an Anti-FLAG Agarose-
Klgelchen gebundenem a-Dystroglycan durchgefiihrt, die Mengen an Praimmunserum oder ABT2
Antikdrper wurden ebenfalls konstant gehalten. Die Menge an rekombinantem AB-Dyg-His Protein
wurde entsprechend der Angaben (1ul entspricht 380 ng Protein) verandert. Auf das SDS-PA-Gel
wurden jeweils Uberstand (U), Waschschritt (W) und Eluat (E) aufgetragen. In A wurde AB-Dyg-His
mit dem a-Dyg sh Antikérper detektiert. Dabei wird deutlich, das bei Inkubation von a-Dystroglycan mit
AB-Dyg-His unter Anwesenheit von Praimmunserum der gréf3te Teil des Proteins an a-Dystroglycan
bindet und somit auch prazipitiert wird. Dagegen verhindert die Anwesenheit von ABT2 diese Bindung
und die gréfte Menge von AB-Dyg-His verbleibt im Uberstand. In B wurde mit dem ABT1 Antikdrper
detektiert. Dieser ist sensitiver und erkennt schon geringere Proteinmengen. Diese Detektion zeigt
dasselbe Ergebnis. Zusatzlich wird eine zweite Bande erkannt, die sich als Abbauprodukt von AB-
Dyg-His herausstellt, da es Antikdrperabhangig an a-Dystroglycan binden kann, von dem a-Dyg sh
Antikdrper nicht erkannt wird. Es handelt sich daher um ein N-terminal verkirztes Abbauprodukt.
Diese Biochemische Analyse zeigt, dal der ABT2 Antikdrper die Bindung von o~ und pB-Dystroglycan
beeinflussen kann.
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2.5 Auswirkungen der Antikorperinjektion auf die Entwicklung der
Huhnretina

Nachdem die Interaktion zwischen a- und B-Dystroglycan durch die Antikorper

in vitro gehemmt werden konnte, sollte durch in ovo Injektionen der
affinitatsgereinigten Antikorper und der Fab-Fragmente diese Interaktion auch in vivo
gestort werden. Fur die Injektion der Antikérper in das rechte Auge von
Hihnerembryonen wurde das Entwicklungsstadium E6 gewahlt. In diesem Stadium
ist das Auge bereits gut entwickelt, die Retina jedoch noch weitgehend
undifferenziert. Sie besteht aus zwei Schichten. Zum Einen der ventrikularen Zone,
die aus radiaren proliferierenden neuroepithialen Vorlauferzellen besteht, aus denen
sowohl die Muller Glia-Zellen als auch alle neuronalen Zelltypen hervorgehen. Zum
Anderen der vitrealen Mantelzone, welche die migrierenden und differenzierenden
Neuroblasten enthalt. (Mey und Thanos, 1992). Der DAG ist zu dieser Zeit lediglich
im Bereich der inneren Grenzmembran, an der Kontaktstelle der radiaren Zellen und

der Basalmembran konzentriert (Blank et al., 2002).

Abb. 13 Lokalisation der Fab-Fragmente nach der Injektion — Detektion der Fab-Fragmente durch
2. Antikdrper; in A) E6 Retina: hier sind die Fab-Fragmente ausschlie3lich an der Basalmembran (BM)
lokalisiert; in B) E10 Retina: hier wurden die Fab-Fragmente aulRer in der Basalmembran auch in der
sich entwickelnden IPL detektiert. Der Skalierungsbalken entspricht 20 um.

Einmalige Injektionen zum Zeitpunkt E6 in das Auge der Embryonen zeigten
24 Std nach der Injektion keine sichtbaren Veranderungen der Morphologie der
Retina (nicht gezeigt). Eine Anfarbung der injizierten und gebundenen Fab-
Fragmente durch sekundare Antikorper zeigt jedoch deutlich, daf® die Fab-Fragmente
im Stadium E6 spezifisch an Dystroglycan in der Basalmembran binden. Zu spateren

Stadien sind die injizierten Fab-Fragmente auch im Bereich der sich entwickelnden
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IPL lokalisiert (Abb. 13). Die Antikorper sind also in der Lage, nach der intraocularen
Injektion in das Retinagewebe einzudringen und an natives Dystroglycan zu binden.
Die Injektionen wurden drei Tage lang alle 24 Stunden durchgefuhrt. Nach vier
Tagen (E10) wurden die Augen entnommen, fixiert, geschnitten und mikroskopisch
untersucht. Die Retinae behandelter Embryonen wiesen schon bei

lichtmikroskopischer Analyse ungewdhnliche Verdickungen auf (Abb. 14).

Abb. 14 Ubersichtsaufnahme der embryonalen Huhnretina nach Injektion - in A) von
Praimmunserum; in B) von ABT2 Fab-Fragmenten. Deutlich werden die Unterschiede in der
Retinastruktur (innerhalb der weilden Markierung). Nach Praimmunseruminjektion hat die Retina eine
gleichférmige, einheitliche Morphologie, dagegen zeigen sich nach ABT2 Injektion deutliche
Veranderungen, die retinalen Verdickungen (Pfeil). (V, Glaskdrper) Der Skalierungsbalken entspricht
150um.

Im Gegensatz zu Retinae, in die als Kontrolle PBS, Praimmunserum oder
Kontrollantikdrper injiziert wurden, zeigte die Retina an einigen Stellen auffallige
Verdickungen, die in den vitrealen Raum hineinreichten. Diese Verdickungen waren
Uber die gesamte Retina verteilt, jedoch am haufigsten im ventro-nasalen und ventro-
temporalen Bereich der Retina zu finden. Dies entspricht dem Bereich, der
gegenuber der Injektionsstelle lokalisiert ist. Das neurale Gewebe liegt in den
Verdickungen gleichmalig am scleralen Bindegewebe an, ist jedoch in den
Glaskorper hinein verdickt. Die Zellen innerhalb der Verdickungen besitzen nicht
mehr die typische radiare Ausrichtung wie in der Kontrollretina und nicht betroffenen
Bereichen der injizierten Retinae. Die Verdickungen unterscheiden sich
untereinander in ihrer GroRe, der Ausdehnung des Ubergangsbereichs zwischen
normaler Retinastruktur und Verdickung und im Grad der zellularen Veranderung
innerhalb der retinalen Verdickung. Eine eingehendere Analyse zeigte, dal die
Entstehung der Verdickungen progressiv verlauft. Die GroRe der Wucherungen nahm

mit der Anzahl der Injektionen und der Inkubationsdauer zu. Dies fuhrt bis hin zur
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Auflosung der kompletten retinalen Struktur und des Zellverbandes 5 Tage nach
Beginn der Injektionen (nicht gezeigt). Die Detailanalysen zu einzelnen Zelltypen und
der Proliferation innerhalb der Wucherungen wurden an solchen Bereichen
dokumentiert und ausgewertet, in denen die Verdickungen zum einen deutlich
ausgebildet waren, die Zellen jedoch noch nicht den Kontakt zueinander verloren
hatten.

Der DAG ist in fruihen Stadien der Retinaentwicklung ausschlielBlich an der
inneren Grenzmembran in den Endfulen der radiaren Zellen lokalisiert (Blank et al.,
2002). Um zu Uberpriufen, ob die Antikoérperinjektionen Auswirkung auf die
Basalmembran oder die Lokalisation von Dystroglycan an der Basalmembran haben,
wurden Farbungen an Retinae, in denen sich nach der Injektion Verdickungen
ausgebildet hatten, durchgefuhrt. Zum Einen mit Antikbrpern gegen Agrin, einer
Komponente der Retinabasalmembran (Koger und Mann, 1996), zum Anderen mit
Antikorpern gegen p-Dystroglycan. In den nicht-betroffenen Bereichen der Retina
markieren die anti-Agrin Antikdrper die Basalmembran (Abb. 15A (Pfeilspitze); C; E).
Beta-Dystroglycan ist in diesen Bereichen in den EndfiiRen der radialen Zellen
konzentriert und erscheint lichtmikroskopisch mit Agrin kolokalisiert. (Abb. 15B
(Pfeilspitze); D; F). In Bereichen der retinalen Verdickungen markiert der anti-Agrin
Antikorper ebenfalls die Basalmembran (Abb. 15A (Pfeil); G; I). Im Gegensatz zu den
unveranderten Bereichen der Retina erscheint die Basalmembran hier breiter und
einige Zellkorper liegen innerhalb der Basalmembran. Die Farbung gegen
B—Dystroglycan ist in den Verdickungen dagegen nicht mehr an der Basalmembran
vorhanden (Abb. 15B (Pfeil); H; J). Dies bedeutet, da} durch die Injektion der
Antikorper p—Dystroglycan entweder nicht mehr in den EndfulRen der radialen Zellen
subzellular konzentiert ist, oder aber die EndfuRe sind nicht mehr an die

Basalmembran adhariert sind.
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Abb. 15 Co-lokalisation von Agrin und p-Dystroglycan nach Antikérperinjektion — A,CE,G,I)
Agrin; B,D,F,H,J) B-Dystroglycan ; A,B) Ubersichtsaufnahme der Retina mit normaler Retinastruktur
(Pfeilspitze) und retinaler Verdickung (Pfeil); C,D,E,F) VergroRerung der normalen Bereiche; G,H,I,J)
VergroéRRerung der retinalen Verdickung; Agrin ist in allen Bereichen der Retina an der Basalmembran
lokalisiert, Dystroglycan fehlt in der retinalen Verdickungen. (V, Glaskorper) Der Skalierungsbalken
entspricht in A,B,C,D,G,H) 50um und in E,F,J,l) 20pm
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Um zu untersuchen, ob sich die Zellmorphologie der radiaren
neuroepithelialen Vorlauferzellen innerhalb der Verdickungen verandert hat, wurden
Immunfarbungen gegen Vimentin durchgefuhrt. Vimentin ist ein gewebespezifisches
und entwicklungsabhangig reguliertes Intermediarfilamentprotein. Antikorper gegen
Vimentin markieren sowohl Miller Glia-Zellen als auch radiale Zellen (Seigel et al.,
1996). Die immunzytochemische Untersuchung der Retina von Kontrolltieren mit
Antikérpern gegen Vimentin zeigte in der Ubersicht eine einheitliche Struktur der
Retina und eine radiare Anordnung der RZ (Abb. 16A). Vor allem bei hoherer
Vergrofderung wurde die radiare Ausrichtung der Filamente deutlich (Abb. 16C). Die
Retina nach Antikérperbehandlung (Abb. 16B) war deutlich verdickt. Die
Vimentinmarkierung zeigte eine Auflosung der radiaren Anordnung der RZ. Bei
hdherer VergrofRerung war auffallig, da® die Zellen eine deutlich abgerundete Form
hatten und nicht mehr die gesamte Retina durchspannten (Abb. 16D). Dies ist ein
Hinweis darauf, dal} die radiaren Zellen durch die Antikdrperperturbation und den
eventuell daraus folgenden fehlenden Kontakt der EndfiiRe zur Basalmembran ihre
Morphologie verandern. Diese Veranderungen der RZ Morphologie sind in Abb. 16E
schematisch dargestellt.

Um zu untersuchen, ob die morphologisch veranderten RZ noch in der Lage
sind, den Teilungszyklus zu durchlaufen, und um auszuschlieRen, dal} die oben
geschilderten Beobachtungen auf ein Absterben der RZ zurlckzufuhren sind, wurden
Markierungen mit BrdU durchgefuhrt. Die Applikation von BrdU und eine
darauffolgende Immunfarbung mit einem anti-BrdU Antikérper ermoglichen die
Identifizierung von Zellen, die nach der BrdU-Zugabe den Teilungszyklus
durchschritten und das Nukleotidanalogon in die DNA eingebaut haben. Die BrdU-
positiven Zellkerne in der Kontrollretina waren gleichmalig, ungefahr in der Mitte
zwischen skleraler und vitrealer Grenze lokalisiert und hatten eine spindelférmige
Morphologie (Abb. 17A). Innerhalb der retinalen Verdickungen waren viele Zellkerne
durch die BrdU-Farbung markiert. Die Zellen hatten in den drei Stunden der BrdU-
Inkubation den Zellzyklus durchlaufen, sind also in der Lage sich zu teilen. Die
Zellkerne zeigten jedoch eine veranderte Lokalisation innerhalb der Retina. Sie lagen
nun zu einem erhohten Anteil im skleralen, ventrikularen Bereich der Retina. Die
Morphologie der markierten Zellkerne war ebenso verandert wie die Zellform der

radiaren Zellen, also abgerundet und nicht mehr spindelférmig (Abb. 17B).
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Abb. 16 Vergleich der Vimentinmarkierung zwischen Kontrolle und Verdickung — A,C) Kontrolle;
B,D) Verdickung; C,D) VergréRerung von A,B); E) Schematische Darstellung der Situation; In der
Kontrolle zeigt die Vimentinfarbung die langgestreckte, radiare Morphologie der RZ, die gestreckten
Filamente sind sichtbar (Pfeile in C) im Gegensatz ist die Form der RZ in den Verdickungen
abgerundet (Pfeile in D). Dadurch erscheint die Struktur der Retina ungeordnet (B). (BM;
Basalmembran; V, Glaskdrper) Der Skalierungsbalken entspricht in A,B) 50um in C,D) 20um.
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Abb. 17 Vergleich der BrdU-Markierung zwischen A) Kontrolle und B) Verdickung — Die
markierten Zellkerne (rot in C) haben in der Kontrolle eine Spindel-Form (Pfeil in A) und sind im
medianen Bereich der Retina lokalisiert. In den Verdickung findet immer noch Proliferation statt, die
Kerne haben jedoch eine runde Form (Pfeil in B) und befinden sich eher im skleralen Bereich der
Verdickung. In C) ist die Situation in einer Schemazeichnung dargestellt (BM, Basalmembran; V,
Glaskorper). Der Skalierungsbalken entspricht 50um.
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Um zu analysieren, ob sich die Anzahl der markierten Zellen durch die
Injektionen verandert, wurde die Zahl der markierten Zellkerne pro Retina-Segment
(100um) ermittelt. Die Anzahl der BrdU-positiven Zellkerne war in den Bereichen der
Verdickungen fast doppelt so hoch wie in gleichen Bereichen der Kontrollretina (Abb.

18). Es fand demnach innerhalb der Verdickungen eine erhdhte Proliferation statt.
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Anzahl der BrdU positiven Zellen pro Segment (100um)

Abb. 18 Quantitative Analyse der Proliferation - Vergleich der BrdU markierten Zellkerne pro
Retinaabschnitt (Segment) zwischen Kontrolle und Verdickung. Dargestellt sind die durchschnittlichen
Werte pro 100um Segment, flir die Kontrolle 53 und Verdickung 93, zusatzlich sind die
Standardabweichungen dargestellt mit +/-11,1 in der Kontrolle und +/-13,5 in der Verdickung; N= 3;
Students t-Test: p<0,05

Nach der Teilung werden die postmitotischen Zellen entweder erneut zu
radiaren neuroepithelialen Vorlauferzellen, oder aber die neu gebildeten Zellen
differenzieren zu Muller Glia Zellen oder Nervenzellen. Postmitotische Neuroblasten
migrieren entlang der RZ von der ventrikularen Zone in die entsprechende
zelltypspezifische Position in der Mantelzone. Um zu untersuchen, ob die veranderte
Morphologie und Teilungsrate der radiaren Vorlauferzellen in den Verdickungen
einen Einflull auf die Zellentwicklung und Migration haben, wurde Immunfarbungen

gegen Markerproteine differenzierter Zellen durchgefuhrt.
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AChE ist ein Marker fir differenzierte Neurone in der Retina (Layer; 1991).
AChE positive Zellen bildeten in der normal entwickelten Kontrollretina eine definierte
Schicht am vitrealen Rand der Retina (Abb. 19A, C ;Pfeil). Nach der
Antikorperinjektion markierten die Antikorper gegen AChE in den retinalen
Verdickungen zum Einem wesentlich mehr differenzierte Zellen, zum Anderen
nahmen diese, im Gegensatz zur Kontrolle, eine breitere Schicht ein. Sie befanden

sich jedoch ebenfalls im eher vitrealen Bereich der Retina (Abb. 19B, D; Pfeil).

Abb. 19 Vergleich der AChE-markierung zwischen Kontrolle und Verdickung — A,C) Kontrolle;
B,D) Verdickung; C,D) Vergrofierung von A,B) In der Kontrolle wandern die differenzierten Zellen zum
vitrealen Bereich (V; Glaskdrper) der Retina und bilden dort eine diinne Schicht (Pfeil in A). Dagegen
sind in den Verdickungen wesentlich mehr Zellen differenziert, diese nehmen einen weiteren Bereich
ein und bilden keine klare Schichtung (Pfeil in B). Der Skalierungsbalken entspricht in A,B) 50um in
C,D) 20um.
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Wahrend AChE ein Marker aller fruh differenzierten Zellen innerhalb der
Retina ist, markiert eine Immunfarbung gegen Thy-1 nur differenzierte retinale
Ganglienzellen (RGZ; Barnstable und Drager, 1984). Diese bildeten in der normalen
Retina am innersten vitrealen Rand der Retina ein dinne Schicht. (Abb. 20A, C). Die
Antikorperinjektion flhrte zu einer stark erhéhe Anzahl von RGZ und einer
verbreiterten RGZ-Schicht innerhalb der Retina (Abb. 20B, D). Die Differenzierung zu
RGZ war demnach nicht gestort, sondern es zeigte sich Ubereinstimmend mit der
AChE-Farbung eine signifikant erhdohten Anzahl an differenzierten Neuronen.

Dementsprechend war die Retinaganglienzellschicht verbreitert.

Abb. 20 Vergleich der Thy-1-markierung zwischen Kontrolle und Verdickung — A,C) Kontrolle;
B,D) Verdickung; C,D) VergréRerung von A,B) In der Kontrolle wandern die Retina Ganglienzellen
zum vitrealen Bereich (V; Glaskdrper) der Retina und bilden dort eine diinne Schicht (Pfeil in A).
Dagegen sind in den Verdickungen wesentlich mehr Zellen zu Retina Ganglienzellen differenziert,
diese nehmen einen weiteren Bereich ein und bilden keine klare Schichtung (Pfeil in B). Der
Skalierungsbalken entspricht in A,B) 50um und in C,D) 20um.
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Die RGZ-Axone bilden in der Retina Faszikel und laufen in Axonblndeln
unterhalb der Basalmembran zum Sehnerv. Ng-CAM ist ein Marker flr Axone (Kuhn
et al, 1991). Die Immunfarbung gegen Ng-CAM =zeigte in der Kontrolle die
Lokalisation der Axonbundel in einer schmalen Linie in der Faserschicht entlang der
Basalmembran. In héherer Vergroflerung werden die kompakten Faszikel der Axone
sichtbar (Abb. 21A, C). Nach Antikérperbehandlung waren diese Axonbindel in
einem breiteren Bereich zu finden. Die Axone kamen jedoch nun aus tieferen
Bereichen der Retina, da die Lage der Thy-1 positiven RGZ auch in tiefere Bereiche
der Retina hineinreichte (Abb. 21B, D). Die Axone bildeten jedoch immer noch
Faszikel und wuchsen entlang der vitrealen Seite der Retina. Die Faszikulation und
das Axonwachstum schienen durch die Antikorperbehandlung nicht beeinfluRt zu

werden.

Abb. 21 Vergleich der Axone zwischen Kontrolle und Verdickung anhand einer Ng-CAM-
farbung — In der Kontrolle A,C) bilden die RGZ Axone aus die faszikulieren und als Axonblndel an
der Basalmembran entlangwachsen (Pfeil in A), dies ist auch in den Verdickungen der Fall jedoch
bilden hier die Axonbundel ein breiter Schicht innerhalb der Retina (Pfeil in B). Auch in den retinalen
Verdickungen faszikulieren die Axone und wachsen in Bindeln (Pfeil in D). (V; Glaskorper) Der
Skalierungsbalken entspricht in A,B) 50um und in C,D) 20um.
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3 Diskussion
Dystroglycan ist die zentrale Komponente des DAG und daher essentiell flr

die Funktion des DAG. Im Gegensatz zur Muskulatur, wo der DAG durch die
Verbindung von EZM und Zytoskelett zur Stabilitat der Muskelfasern beitragt, ist
seine Funktion im ZNS bisher vollkommen unbekannt. In dieser Arbeit wurde die
Dystroglycan-Sequenz  von Huhn ermittelt und Antikérper gegen die
Interaktionsdomanen von o-Dystroglycan und B-Dystroglycan hergestellt. Mit den
Antikorpern wurde die Interaktion zwischen den beiden Proteinen erst in vitro und
daraufhin auch in vivo, wahrend der Entwicklung der Retina, inhibiert. Die Ergebnisse
zeigen, dal® eine Inhibition der Dystroglycan—Interaktion zu morphologischen
Veranderungen in Teilen der embryonalen Huhnretina flhrt. Es entwickeln sich
retinale Verdickungen, in denen die radiaren Zellen ihre langgestreckte Form
verlieren und sich abrunden. Zudem kommt es an diesen Stellen zur
Hyperproliferation der Zellen. Die Differenzierung der postmitotischen Zellen zu
Neuronen findet weiterhin statt, aber aufgrund der Hyperproliferation bilden sich
wesentlich mehr Neurone. Ebenso wie in der Kontrollretina sind diese Neurone auch
im vitrealen Teil der Retina lokalisiert und entsenden Axone, allerdings sind die
Neurone nicht mehr in der Lage, die geordnete Schichtung der Retina aufzubauen.
Somit induziert die Interaktionsinhibition von Dystroglycan die
Morphologieveranderung der radiaren Vorlauferzellen und dies wirkt sich auf den
Teilungszyklus der RZ, die Migration sowie Lokalisation der differenzierten Neurone

aus.

3.1 Klonierung von Dystroglycan und Charakterisierung der

Antikorper
Die Klonierung von Huhn-Dystroglycan ergab eine Sequenz, die fur ein 895

Aminosauren langes Protein codiert. Der Vergleich mit der Dystroglycan-Sequenz
aus anderen Spezies zeigt Bereiche sehr hoher Homologien. Einige putative O-
Glycosylierungsstellen in der zentralen Mucin-dhnlichen Domane, sowie zwei
putative N-Glycossylierungstellen (AA 140 NGSY; AA 662 NNTL) sind konserviert.
Dagegen sind zwei N-Glykosylierungstellen in Maus und Mensch vorhanden (Maus:
AA 639 NCSS und AA 647 NITR), die im Huhn nicht enthalten sind. Diese beiden
Glykosylierungen liegen innerhalb der Erkennungsdoménen der Antikérper und
konnten deshalb mit der Detektion von Dystroglycan aus Maus oder Mensch

interferieren. Bemerkenswert ist der hohe Grad der Konservierung in einigen
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Bereichen bis hin zu Drosophila. Dies |at darauf schlieRen, dal’ die Funktion von
Dystroglycan von grofRer Bedeutung fir den Organismus ist und deshalb nur wenige
spontane Mutationen toleriert werden.

Die Vollstandigkeit und korrekte Prozessierung des neu klonierten Huhn-
Dystroglycan-Konstruktes wurde durch heterologe Expression in HEK293 Zellen
analysiert. Die Expression wurde mittels Immunzytochemie und Western Blot
Uberpraft. Das rekombinante Dystroglycan wird glykosyliert und in o- und f-
Dystroglycan gespalten. Beta-Dystroglycan kann in der Membranfraktion der
Zelllysate angereichert werden. Alpha-Dystroglycan ist sowohl in der
Membranfraktion, als auch im Zellkulturiberstand zu finden. Es wird also sekretiert
und bindet an die Oberflache der transfizierten Zellen. Bemerkenswert hierbei ist,
dall im Western Blot Unterschiede in der Glykosylierung von membranassoziiertem
und l8slichem a-Dystroglycan festgestellt werden konnten. Hochglykosylierte o-
Dystroglycan-Formen liegen lediglich zellassoziiert vor, wahrend niedriger
glykosylierte o-Dystroglycan-Formen dartuber hinaus auch im Kulturiberstand zu
finden sind. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dal} hochglykosyliertes Protein eine
hohere Affinitat zu membranassoziierten Komponenten besitzt. Von besonderem
Interesse ist diese Beobachtung vor dem Hintergrund, dal® die Glykosylierung von o-
Dystroglycan wichtig fir dessen Funktion in der Skelettmuskulatur und im ZNS ist,
und dal® Veranderungen in der Glykosylierung zu verschiedenen Krankheiten wie
MEB und CMD fluhren. Die Funktion von a-Dystroglycan kénnte durch den Grad der
Glykosylierung bestimmt sein. Es ware daher interessant zu analysieren, ob
Mutationen der Glykosylierungsstellen und die daraus folgende Veranderung Einfluf}
auf die Bindung von a-Dystroglycan an Zelloberflachenrezeptoren oder extrazellulare
Matrixproteine hat. Dahingehend wurde zum Beispiel schon gezeigt, daly Defekte in
Glykosyltransferasen zu veranderten Glykosylierungsmustern von a-Dystroglycan
fuhren und dies die Bindung an EZM Proteine wie Laminin, Agrin und Neurexin
vermindert (Michele et al., 2002; Espana et al., 2002).

Die fur die Inhibitionsexperimente hergestellten Antikorper decken den
kompletten extrazellularen Bereich von p-Dystroglycan und somit auch die
Bindungstelle an a-Dystroglycan ab. Der C-terminale Anteil von a-Dystroglycan
enthalt die Bindestelle fur B-Dystroglycan zwischen Aminosaure 550 und 585

(Sciandra et al., 2001; Bozzi et al., 2001). Die Antikorper erkennen den grofiten Teil
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dieser Bindungsdomane und dariber hinaus noch den gesamten weiteren C-
terminalen Bereich von a-Dystroglycan.

Die Spezifitat der hergestellten Antiseren, der affinitats-gereinigten Antikorper
und Fab-Fragmente wurde in der Immunzytochemie, an transfizierten Zellen und
Gewebeschnitten gezeigt. Fir den Nachweis im Western Blot wurden Zelllysate
transfizierter Zellen und Proteinextrakte von embryonalem Gewebe, wie Muskel und
Retina verwendet. Diese Analysen ergaben, dal} die beiden Antikdrper spezifisch a-
und B-Dystroglycan erkennen, die Seren aus verschiedenen Tieren jedoch auch
unterschiedliche Bindungseigenschaften besitzen. Farbungen mit ABT1 zeigen
deutlicher die Lokalisation von Dystroglycan an der Basalmembran und schwacher in
den plexiformen Schichten, dagegen markierte ABT2 verstarkt Dystroglycan in der
OPL. Fir Immunfarbungen ist es daher besser, eine Mischung aus beiden
Antikdrpern zu benutzen. Im Western Blot erkennen beide Antikorper B-Dystroglycan
sehr gut, dagegen wird a-Dystroglycan wesentlich starker von ABT1 als von ABT2
detektiert. FUr Western Blots bietet es sich deshalb an ABT1 zu verwenden. Fur die
Injektionen wurden zu Beginn beide Antikorper eingesetzt. Die beschriebenen
Effekte traten allerdings nur bei der Injektion von ABT2 auf, infolgedessen wurde
spater nur noch ABT2 und Fab-Fragmente von ABT2 benutzt.

Mittels einer Coimmunprazipitation wurde analysiert, ob ABT2 die Bindung
zwischen a- und B-Dystroglycan inhibieren kann. Durch die Zugabe von ABT2 wurde
die Bindung des rekombinant in Bakterien exprimierten Fusionsproteins AB-Dyg-His
an das rekombinante a-Dystroglycan verhindert. Da die Bindung von bakteriell
hergestellten Fragmenten von a- und B-Dystroglycan aneinander bereits in mehreren
Publikationen beschrieben wurde (Di Stasio et al., 1999; Sciandra et al., 2001; Bozzi
et al., 2001), unterstitzen diese in vitro Ergebnisse die Annahme, dal} die
morphologische Veranderungen in der Retina durch eine Inhibition der Interaktion

zwischen o— und B-Dystroglycan ausgelost werden.

3.2 Strukturelle Veranderungen der Retina
Die Injektion der ABT2 Antikorper in die Augen von Hihnerembryonen hatten

schwerwiegende morphologische Veranderungen zur Folge. Die Retina zeigte schon
lichtmikroskopisch in Teilbereichen deutliche Verdickungen. Der Bildungsprozef®
dieser Wucherungen war progressiv. Nach 48 Stunden waren eher Ileichte

Verdickungen zu erkennen, wahrend nach vier Tagen die Wucherungen in ihren
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Ausmalden zugenommen hatten. Nach 5 Tagen waren diese dann sehr grof3 und
nahmen den groften Teil der Retina ein. Einzelne Zellen sind in den vitrealen Raum
eingetreten. Auf eine statistische Analyse dieser spaten Prozesse wurde verzichtet,
da nicht genug Embryonen die wiederholten Injektionen Uber 5 Tage hinweg
Uberlebten. Eine mdgliche Erklarung fir das lokale Auftreten der Verdickungen im
ventro-nasalen und ventro-temporalen Teil der Retina ist, dald durch die lokale
Injektion regional unterschiedliche Konzentrationen an Antikorpern entstanden und
sich die Wucherungen primar in Bereichen erhohter Konzentration an Fab-

Fragmenten bildeten.

3.3 Mechanismen der Bildungq retinaler Verdickungen

3.3.1 Morphologie der radiaren Vorlauferzellen
Aus den von mir erhaltenen Ergebnissen kann ein Modell entwickelt werden,

dall die Folgen der Antikorperinjektionen beschreibt und Prognosen Uber die
Mechanismen macht, die der Veranderung der Morphologie der Retina zugrunde
liegen. Dabei wird postuliert, dald die Inhibition der Dystroglycan-Interaktion
Auswirkungen auf den Kontakt der RZ zur Basalmembran hat und dal} dies die
Zellproliferation und Migration stort.

In der frihen Entwicklung zum Zeitpunkt der Injektionen (E6) besteht die
Retina, wie auch das ubrige ZNS-Neuroepithel in frihen Entwicklungsstadien,
hauptsachlich aus radiaren, neuroepithelialen Vorlauferzellen. Dieser Zelltyp wurde
lange von radiaren Gliazellen innerhalb des sich entwickelnden ZNS unterschieden
(Ramon y Cajal, 1911; Levitt et al., 1981, 1983). Neuere Ergebnisse haben jedoch
gezeigt, dal} es sich hierbei um identische Zelltypen handelt (Malatesta et al., 2000;
Hartfuss et al., 2001; Miyata et al., 2001; Noctor et al., 2002; Tamamaki et al., 2001;
Campbell and Goétz, 2002; Goétz et al., 2002). Einerseits exprimieren die radiaren
Zellen zelltypspezifische Marker von Gliazellen, wie GFAP und Vimentin,
andererseits sind sie immer noch teilungsfahig und konnen als Vorldufer von
Neuronen und Gliazellen dienen. Daneben kommt ihnen die Funktion der
Leitstrukturen bei der Migration der Neurone zu. Die proliferierenden radiaren Zellen
bilden die Stammzellen bei der Entstehung des ZNS (Parnavelas und Nadarajah,
2001). Der Proliferationszyklus der RZ ist in Abb. 22 dargestellt. In der S-Phase,
wahrend der DNA-Synthese, ist der Kern am &ufleren Rand des Epithels, zur
Piabasalmembran hin, lokalisiert. Darauf folgt eine Translokation des Kerns in

Richtung der Ventrikularzone (VZ). Die Zelle durchlauft wahrenddessen die G2-
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Phase. In der VZ wird dann die Mitose vollzogen. Dabei wird vor der Teilung der
Endful von der Pia geldst und zurlickgezogen. Nach der Teilung adhariert die
radiare Zelle wieder mit ihrem Endful® an der Basalmembran. Der Kern wird mit
Durchlaufen der G1-Phase wieder zum auf3eren Rand des Neuroepithels transloziert.
Die neu entstandene postmitotische Zelle wandert entlang des Fortsatzes der
radiaren Gliazelle in Richtung Pia und nimmt ihre endglltige Position ein. Der
Proliferationszyklus beginnt erneut und die differenzierten Zellen bilden die typische
Schichtung des ZNS.

Nukleare Translokation Proliferation Migration und Differenzierung
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Abb. 22 Proliferationszyklus der radidren Zellen — Wahrend der DNA-Replikation in der S-Phase ist
der Nukleus der RZ im aufReren Bereich des Neuroepithels lokalisiert. Der Endfuld vebindet die RZ mit
der BM. Wahrend der G2-Phase wird die Translokation des Nukleus in die ventrikulare Zone
durchgefiihrt. Anschlielend wird der Endfufd von der BM zuriickgezogen und es kommt zur Mitose (M-
Phase). Nach der Proliferation adhariert der Endfu® wieder an die BM, und der Kern wandert zurlick
(G1/S-Phase). Der Proliferationszyklus kann von Neuem beginnen. Bei der asymetrischen Teilung
beginnt die neu entstandene Zelle zu differenzieren, sie wird postmitotisch und wandert entlang der
RZ zu ihrer endglltigen Position. Die differenzierten Zellen bilden die Schichtung des neuronalen
Gewebes.

Wie kann die Injektion der Antikorper die Morphologie der RZ verandern und
die Funktion der Zellen storen? Normalerweise haben die RZ, solange sie an die
Basalmembran adharieren, eine gestreckte Form. Lediglich in der Phase der
Zellteilung runden die RZ sich ab, nachdem sie den Kontakt zur Basalmembran

geldst und ihre Fortsatze zurlickgezogen haben. Die Anfarbung der RZ mit einem
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Antikérper gegen Vimentin nach den Injektionen macht sichtbar, dal} in den retinalen
Verdickungen, im Gegensatz zu der normalerweise Uberwiegend langgestreckten
Morphologie, abgerundete Zellen vorliegen. Die Injektion der Antikorper gegen
Dystroglycan fuhrt zu einer morphologischen Umgestaltung der RZ. Die Wirkung der
Antikoérper kann also dahingehend interpretiert werden, daf} die radiaren Zellen durch
die Antikorperbindung entweder dazu angeregt werden, ihre Fortsatze
zuruckzuziehen, oder aber die Aussendung eines neuen Fortsatzes bzw. dessen

Adhasion an die Basalmembran verhindert wird (Abb 23).
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Abb 23 Stérung des Proliferationszykluses durch die Antikérper — Der Proliferationszyklus der
RZ beginnt wie in Abbildung 22 beschrieben. Nach der nukledren Translokation teilt sich die RZ. Im
Gegensatz zum normalen Ablauf kann der Endfu} jedoch nicht mehr an die Basalmembran
adherieren, da die an Dystroglycan gebundenen Antikérper eine korrekte Bindung des EndfulRes an
die Basalmembran tber den DAG verhindern. Die RZ bleibt im abgerundeten Zustand in der VZ
lokalisiert. Dies hat nun vielfaltige Auswirkungen. Zum Einen fehlt die zytoskelettale Verankerung, um
der Zelle ihre richtige Form zu geben. Dies hat Auswirkungen auf ihre Funktion und den Zellzyklus.
Zum Zweiten fehlt die Kontaktstelle zur Basalmembran und zu den, normalerweise an den Fortsatzen
entlangwandernden, postmitotischen Zellen. Sowohl die Membran als auch die Zellen enthalten oder
sezernieren wichtige Faktoren, welche den Proliferationszyklus regulieren. Fehlt dieser Kontakt wird
die Proliferation gestort und es kommt zur Hyperproliferation. Dadurch entstehen in kirzerer Zeit
erheblich mehr neue Zellen. Diese differenzieren und migrieren, da jedoch nur noch wenige oder
keine radidren Zellen in ihrer urspringlichen Form als Leitsrukturen der Migration dienen koénnen,
kommt es zu Migrationsdefekten. Die erhdhte Anzahl neuer Zellen, die folglich gesteigerte Zahl
differenzierter Zellen und die Migrationsdefizite fihren zur breiteren Schichtung und letztendlich zu
den retinalen Verdickungen.
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Es bleibt zu klaren, wie die Bindung der Antikérper an Dystroglycan diese
morphologischen Veranderungen der RZ hervorrufen kann. In der frihen Entwicklung
ist Dystroglycan ausschlieRlich an der Kontaktstelle von Basalmembran und RZ-
Endful} lokalisiert, daher ist seine Funktion auch auf diesen Bereich beschrankt. Eine
Analyse der Basalmembran innerhalb der Verdickungen zeigte, dal3 die
Basalmembran, wenn auch oft durch einige dislozierte Zellen leicht verandert,
erhalten blieb und damit die Moglichkeit zur Adhasion der RZ weiterhin bestand.
Beta-Dystroglycan ist in den Verdickungen jedoch nicht mehr im Bereich der
Basalmembran detektierbar. In der Muskulatur bewirkt der DAG die Verbindung
zwischen EZM und Muskelfaser. Auf die Retina Ubertragen, konnte die Interaktion
zwischen a-Dystroglycan und B-Dystroglycan die Bindung der RZ EndfiiRe an die
Basallamina der inneren Grenzmembran vermitteln. Die Bindung der Antikorper
inhibiert die Interaktion zwischen a- und B-Dystroglycan und eine Stérung dieser
Interaktion wirde den Kontakt des DAG an die Basalmembran verhindern. In der
Skelettmuskulatur fuhrt die Stérung einer mit dem DAG assoziierten Komponente
des DAG oft dazu, dall auch die anderen Komponenten nicht mehr an der
Zellmembran lokalisiert sind. Ein &hnliches Verhalten wurde auch fur die
Komponenten in den Endfiien der RZ beschrieben (Blank et al., 2002, Michele et
al., 2002). Es ist anzunehmen, daf®, wenn B-Dystroglycan als zentrale Komponente
des gesamten DAG an der Basalmembran in den Verdickungen fehlt, auch eine
Umverteilung der anderen DAG-Komponenten in den RZ stattfindet. Der DAG ist
intrazellular mit dem Zytoskelett verbunden (Claudepierre et al., 2000). Wenn der
DAG nicht mehr in den Endfiflen konzentriert ist, kommt es zum Verlust der
membranstandigen Verankerung und somit zur Umgestaltungen des Zytoskeletts.
Eine Folge davon konnte die runde Morphologie der RZ sein. Die Auswirkung der
Antikorperinhibition ist vergleichbar mit dem Effekt, der durch den Collagenaseverdau
der Inneren Grenzmembran, der Basalmembran der Retina, ausgel6st wird. Diese
Behandlung fuhrt neben neuronalen Entwicklungsdefekten auch zu einer
veranderten Morphologie der radiaren Gliazellen, deren Endfluf3e nicht Ianger an die
Basalmembran adhariert sind (Halfter et al., 2001). Eine weitere Folge des Verdaus
der Basalmembran ist, dal® die Komponenten des DAG nicht mehr in den Endfiilien
konzentriert sind (Blank et al., 2002). Dies deutet darauf hin, dal® die Funktion von

Dystroglycan sehr eng mit der Basalmembran verknUpft ist.
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3.3.2 Hyperproliferation der radiaren Vorlauferzellen
Innerhalb der retinalen Verdickung haben die RZ nicht nur eine veranderte

Form, sondern sie hyperproliferieren auch. Wie kann sich der fehlende Kontakt
zwischen Endfu und Basalmembran auf den Zellzyklus und die Proliferation
auswirken? Im Folgenden sollen zwei Modelle diskutiert werden, wie die Inhibition
der Dystroglycan-Interaktion dazu flhren kann, dald extrinsische Faktoren, wie
Signale von der Basalmembran oder aus dem Zell-Zell-Kontakt, die normalerweise in
die Regulation des Zellzykluses eingreifen, nicht mehr wirken kdnnen und es dadurch
zur Hyperproliferation kommt. Beiden Modellen liegt ein Eingriff in die Steuerung des
Proliferationszykluses zugrunde (Abb 23).

Der Proliferationszyklus ist in vier Phasen aufgeteilt, die S-Phase der DNA
Synthese, die Ubergangsphase G1, die Mitose(M)-Phase und die G2-Phase. In der
zwischen der M- und der S-Phase liegenden G1-Phase wird die Entscheidung
getroffen, ob die Zelle ein weiteres mal den Zellzyklus durchlauft, oder aber ob sie in
die GO-Phase eintritt und sich differenziert, also postmitotisch wird. Die G1-Phase ist
entscheidend fur die Lange des Zellzyklusses, da ihre Dauer moduliert werden kann,
die Dauer der anderen Phasen dagegen nicht (DiSalvo et al., 1995). Die G2-Phase
zwischen S- und M-Phase dient unter anderem der DNA-Reparatur und der
Vorbereitung auf die Mitose. Aulerdem entscheidet sich hier, welcher Zelltyp bei der
Teilung entsteht. Jede dieser Phasen steht unter Kontrolle der Cycline, deren
Aktivitat durch Phosphorylierung gesteuert wird. Dabei bilden sich Cyclin-CDK
(Cyclin abhangige Kinasen) Komplexe, welche wiederum negativ durch CDKIs (CDK
Inhibitoren) reguliert werden. Fir jeden zellzyklusabhangigen Cyclin-CDK Komplex
liegen auch die entsprechenden CDKIs vor. Eine Gruppe dieser CDKIs sind die
Proteine der CIP/KIP Familie. CIP/KIP CDKIls verhindern den Eintritt der Zelle von
der G1- in die S-Phase und somit das Fortschreiten des Zellzykluses. Die Zellen
stoppen die Proliferation und beginnen die Differenzierung. Zwei Mitglieder dieser
Familie sind p27"*" und p57""2. Deletion der Gene dieser Proteine in Mausen fiihrt
zu erhohter Proliferation und Veranderungen in der Gewebemasse und Struktur der
Retina (Dyer und Cepko, 2000, 2001). So fuhrt die Deletion von p27 zu 20%
grolReren Tieren durch erhdhte Zellzahlen. Es wird vermutet, dal® p27 von
extrazelluldren Faktoren induziert wird und seine Funktion auf den Austritt der
Vorlauferzellen aus dem Zellzyklus beschrankt ist, da es die Differenzierung der
einzelnen Zelltypen scheinbar nicht beeinflult (Fero et al., 1996). Jedoch wurde

beschrieben, dal® die p27 Defizienz zur Stérung der retinalen Schichtung fuhrt, wobei
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manche Zelltypen, wie zum Beispiel Photorezeptoren, eine erhéhte Anzahl aufweisen
(Nakayama et al., 1996). Auch bei der p57 defizienten Maus wurde ein retinaler
Phanotyp beschrieben. In der frihen Entwicklung fuhrt der Verlust von p57 zu
erhdhten Mitoseraten in der Retina und anderen Geweben (Zhang et al., 1997; Dyer
and Cepko, 2000 und 2001). Es ist eindeutig, dald p27 und p57 die Proliferation in
der embryonalen Retinaentwicklung steuern.

Das folgende Modell beruht auf dem Einflul3 von Basalmembrankomponenten
auf den Zellzyklus und stellt dar, wie durch die fehlende Interaktion der RZ zur
Basallamina die Proliferation verandert werden konnte. Der Kontakt von Zellen an
Basalmembrankomponenten kann den Zellzyklus und die Differenzierung Uber
zellulare Rezeptoren mafgeblich beeinflussen (Renshaw et al., 1997). So spielen
zum Beispiel die transmembranen Integrine, als Rezeptoren mehrerer EZM-
Molekule, eine wichtige Rolle in der Signalvermittiung bei der Adhadsion an die
Basalmembran. Neben ihrer Funktion in der Zellmigration (Galileo et al., 1992) haben
sie entscheidenden Einflu® auf den Ablauf des Zellzyklusses, indem sie je nach Zeit
und Gewebe die Proliferation Uber verschieden Signalwege induzieren oder
inhibieren. (Hullemann et al., 1999; Hullemann und Boonstra, 2001; Schwarz und
Assoian, 2001). Eine Aktivierung von Integrinen Uber den Kontakt zu EZM
Komponenten oder durch Antikdrper fiihrt zur negativen Regulation von p27*" und
p21“"! und wirkt sich damit direkt auf die Regulation des Zellzyklusses aus (Bao et
al., 2002). Die Zugabe von EZM Komponenten und Liganden von Integrinen wie
Laminin (Drago et al., 1991) und Collagen IV (Ali et al., 1998) zu neuroepithelialen
Zellen fuhrt zu einer erhdhten Proliferationsrate dieser Zellen. Vitronektin dagegen
inhibiert die Proliferation und induziert die sonic hedgehog abhangige Differenzierung
der Vorlauferzellen (Pons et al., 2001). Wie sich im Einzelnen der Kontakt zur
Basalmembran auf die Zellen auswirkt, ist sicherlich abhangig von vielen weiteren
Komponenten, wie der Umgebung der Zellen, des Entwicklungszustandes des
Gewebes und der Zusammensetzung der Basalmembran, sowie der
Zusammensetzung der zellularen Rezeptoren flr Matrixkomponenten.

Dystroglycan kénnte in diesem subzellularen Kompartiment, der Kontaktzone
der Basalmembran zur Zelle zwei wichtige Rollen spielen. Einerseits konnte es durch
die Verbindung von Zytoskelett zur EZM diesen Kontakt herstellen und so die
Interaktion der zellularen Rezeptoren mit den Liganden in der EZM erst ermoglichen.

Eine Hemmung der Dystroglycan-Interaktion und ein folglich unterbrochener Kontakt
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unterbricht auch die Signalubertragung von EZM zur Zelle. Dystroglycan kann aber
auch direkt Einflul auf Integrin-abhangigen Signalwege haben. Die Expression von
einigen Integrin Untereinheiten, die an der Laminininteraktion beteiligt sind, ist
abhangig von Dystroglycan (Cote et al., 2002). Daruber hinaus kann Dystroglycan
auch selbst als Rezeptor fur Basallaminakomponenten wie Laminin und Agrin
dienen. An den DAG binden Komponenten, die an Signaltransduktionswegen
beteiligt sind (Rando, 2001). In Gliazellendfif’en wird Uber o-Syntrophin so unter
anderem der Wasserkanal Aquaporin—4 an der Membran lokalisiert (Frigeri et al.,
2001; Neely et al., 2001). Ein fehlende Lokalisation von Dystroglycan an der
Basalmembran in den Verdickung bedeutet, dall auch die DAG spezifischen
Signalwege unterbrochen sind.

Dieses Modell macht einige Voraussagen bezuglich der Funktion von
Dystrolycan im Gehirn, die voraussetzen, dal} Dystroglycan neben der mechanischen
Verbindung auch eine Rolle in den Signalwegen der Zellproliferation spielt. Eine
inhibierte Expression von Dystroglycan im Nervensystem flhrt zu einer gestorten
Cortexschichtung, Fusion der Hirnhemispheren und neuronalen Migrationsdefiziten
(Moore et al., 2002). Insgesamt wurde eine Vergrolerung der Hirnmasse um 20%
gemessen, sowie eine Steigerung der Gliazellzahl beobachtet. Daraus ladt sich
schliel3en, dal® der Verlust von Dystroglycan im ZNS einen EinfluR auf die Neuro-
und Gliogenese hat, sowie auch die Inhibition der Dystroglycan-Interaktion in meiner
Arbeit zur erhohten Proliferation fuhrt. Offen bleibt, ob Dystroglycan einen direkten
Einflud auf die Regulation des Zellzykluses hat. In Experimenten an
Rinderaortenzellen wurden jedoch erste Hinweis auf die Beteiligung von
Dystroglycan an der Proliferation gezeigt. Endotheliale Rinderaortazellen, die mit
verschiedenen Dystroglycan-Konstrukten transfiziert wurden, weisen eine
unterschiedliche Zellteilungsrate auf. Dabei vermehrten sich Zellen, die ein
Volllangenkonstrukt  von  Dystroglycan  Uberexpremierten, langsamer als
Kontrolizellen. Die Uberexpression der intrazelluldre Region von B-Dystroglycan
alleine fuhrte dagegen zu einer gesteigerten Proliferationsrate (Hosokawa et al.,
2002). Auch wenn diese Ergebnisse noch weit entfernt von der Aufklarung der
zugrundeliegenden Mechanismen sind, konnten sie doch erste Hinweise auf eine
direkte Beteiligung von Dystroglycan an der Proliferation der Zellen sein.

Neben dem ersten Modell, dal Dystroglycan eine Beteiligung an Signalwegen

des EZM-Zell Kontakt zuschreibt, beruht ein weiteres Modell zur Erklarung der
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Hyperproliferation darauf, da® postmitotische Zellen Uber 16sliche Faktoren einen
direkten Einflud auf benachbarte proliferierende Vorlauferzellen haben. Ein Faktor,
der die Expression des oben erwahnten CDK-Inhibitors p57¥P? aktiviert, ist PACAP
(Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide; Cunningham and Roussel, 2001).
PACAP ist ein 38 Aminosauren langes Peptid, das ahnlich wie ein Wachstumsfaktor
wirkt. Es wird von den Zellen sezerniert und wirkt in parakriner Weise auf
Nachbarzellen. PACAP wird in der fruhen Gehirnentwicklung hauptsachlich von
postmitotischen Zellen exprimiert, wahrend sein Rezeptor PAC1 von proliferierenden
Vorlauferzellen gebildet wird (Waschek et al, 1998; Zhou et al., 1999). Die exogene
Zugabe von PACAP fuhrt zum Stop der Proliferation der Vorlauferzellen im Cortex.
Eine Blockierung des PACAP Signalweges fuhrt dagegen zur Steigerung der
Proliferationsrate. Es handelt sich also um ein System, mit dem die Zellteilung im
Neuroepithel reguliert wird (Suh et al., 2001; Waschek, 2002). Auf diese Art kdnnen
postmitotische Zellen den Zellzyklus der noch teilungsfahigen Zellen regulieren. Die
parakrine SignalUbertragung durch PACAP und seinen Rezeptor findet in der
Kontaktzone zwischen postmitotischen und mitotischen Zellen statt. In der fruhen
Retinaentwicklung konnte so eine Kontaktzone durch die Migration der Neuroblasten
entlang der Fortsatze der RZ gebildet werden. Sind die Fortsatze der RZ
zurtuckgezogen, muly die Migration der Neurone unabhangig von den Fortsatzen
stattfinden. Daher konnte die Signalibertragung zwischen den Zellen fehlen. Die
Folge ware ein Fehlen des inhibitorischen Impulses durch PACAP, der Zellzyklus
wulrde nicht angehalten, und es kdme zur Hyperproliferation. In diesem Modell hatten
der DAG und Dystroglycan keinen direkten EinfluR auf die Aktivierung der
Proliferation, sondern es waren sekundare Prozesse, wie die verhinderte Adhasion
an die Basallamina und die daraus folgende veranderte Zellmorphologie der RZ, die

den Zellzyklus stéren wurden.

3.3.3 Eine breitere Schichtung der Retina als Folge von Migrationsdefiziten
Die breite Schichtung der differenzierten Zellen innerhalb der retinalen

Verdickungen ist ein Anzeichen fur Migrationsstorungen der Neurone, da diese nicht
ihre genaue Position einnehmen koénnen. Die schweren morphologischen
Veranderungen des Gehirns von Fukuyama CMD und MEB-Patienten als Folge einer
defekten a-Dystroglycan-Glykosylierung, werden mit Defekten bei der neuronalen
Migration in Zusammenhang gebracht (Fukuyama et al., 1981; Santavuori et al.,

1989). Ein weiterer Hinweis auf eine gestdrte Migration in Abhangigkeit von
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Dystroglycan, ist die veranderte Lokalisation einiger Neuronenpopulationen im
Gehirn der myd Mausmutanten, die ein verandertes Glykosylierungsmuster fur o-
Dystroglycan aufweist (Michele et al., 2002, Holzfeind et al., 2002).

Wie kann Dystroglycan einen Einflul3 auf die Migration postmitotischer Zellen
ausuben? Dystroglycan ist eine wichtige Komponente fur die Assemblierung und
Stabilitat der Basalmembran, fehlt es, kann die Basalmembran nicht mehr korrekt
gebildet werden (Henry und Campbell, 1995). Die defekte Basalmembran, als Folge
eines veranderten oder fehlende Dystroglycans, koénnte also Ursache der
veranderten Zellwanderung in der myd Maus oder DG-null sein (Moore et al., 2002;
Michele et al., 2002). Dal® Storungen der Integritat der Basalmembran zur
Migrationsdefekten flihren, wurde auch schon in Nidogen-Mausmutanten (Halfter et
al.,, 2002), Integrin defizienten Mausen (Graus Porta et al., 2001) und durch
proteolytischen Verdau der Basalmembran (Halfter et al., 2001) gezeigt. Das in
diesen Fallen beschriebene Austreten der Neurone in die Marginalzone in Bereichen
poréser Basalmembranen kann als Folge der dort fehlenden Lamina und damit dem
Verlust einer Barriere erklart werden. Dartber hinaus waren die EndfuRe der RZ in
diesen Experimenten von der Basalmembran abgelost und die Fortsatze
zurickgezogen. Dies konnte entsprechend der Funktion der RZ, als Leitstrukturen
der Zellwanderung, ebenfalls Migrationsdefekte auslésen.

Ich habe jedoch nach den Antikorperinjektionen keine Bruche in der
Retinabasalmembran beobachtet. Eine zerstorte Basalmembran ist hier also nicht
Ursache der veranderten Migration. Lediglich die Morphologie der RZ war verandert.
So kann rlckschlielend die Dislokation der Neuronen und die daraus folgende
gestorte Schichtung der Retina hauptsachlich mit den morphologischen
Veranderungen der RZ erklart werden. Dies deutet daraufhin, dal} den migrierenden
Neuronen die langestreckten Fortsatze als Leitstrukturen fehlen und deshalb
Migrationsdefekte auftreten (Abb 23).

Zusammengefal’t ist die Funktion von Dystroglycan in der Entwicklung des
ZNS vergleichbar zu der in der Muskulatur, wo der DAG die Verbindung zwischen
EZM und Zytoskelett der Zellen herstellt. Dystroglycan verbindet die Basallamina mit
den EndfiiRen der RZ. In der Retina ist dieser Kontakt aber nicht nur wichtig fur die
Aufrechterhaltung der Struktur der RZ, sondern scheint dartber hinaus auch Einfluf}

auf den Zellzyklus dieser Zellen zu haben. Als Folge einer Storung dieser Verbindung
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kommt es zu schweren morphologischen Veranderungen im ZNS. Eventuell sind
diese Veranderungen in der frihen Entwicklung eine Erklarung fir die ZNS-
Veranderungen wie den ,cobblestone cortex” und die neuronalen Migratiosstorungen
von Patienten mit MEB, Walker-Warburg Syndrom oder Fukuyama CMD.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien
Allgemeine Chemikalien wurden von Roth, Merck, Applichem oder Sigma

bezogen. Verbrauchsmaterialien fur die Zellkultur wurden von Falcon, Greiner und

Nunc verwendet.

4.1.2 Substanzen fiir die Molekularbiologie
Agarose Roth

Orange G Sigma

DNA-Standard

Restriktionsenzyme

Ethidiumbromid
T4 DNA Ligase
T4 DNA Kinase
DNase |

Oligonukleotide

MBI Fermentas
MBI Fermentas
Sigma

MBI Fermentas
MBI Fermentas
MBI Fermentas
MWG

Tag-DNA Polymerase Promega / Clontech

X-Gal Promega
IPTG Promega
LB-Medium Life Technologies
LB-Agar Life Technologies

4.1.3 Substanzen fiir die Proteinbiochemie

Acrylamid/Bisacrylamid (30%) Roth

Coomassie Roth

Silbernitrat Roth

DTT Roth

Formaldehyd (37%) Sigma
Nitrocellulose Schleicher&Schuell
Milchpulver Sucofin

Luminol Sigma
Coumarsaure Sigma

Photosensitive Filme Amersham Biosciences

Entwickler und Fixierer Kodak

4.1.4 Substanzen fiir die Zellkultur
DMEM Sigma

FKS PAA
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Penicillin
Streptomycin
Gentamycin

Pyruvat

4.1.5 Substanzen fir die Histologie
Objekttrager

Chromalaun

Tissue Einbett Medium
Citifluor

BrdU

DAPI

Glaskapillaren
Stereolupe

Silikonsalbe

4.1.6 Primare Antikorper

Life Technologies

Life Technologies

Life Technologies

Life Technologies

Marienfeld

Bayer
Jung
Citifluor
Sigma
Sigma
Brand
Leica

Bayer

Antikérper Spezies Verdinnung  Bezugsquelle Charakterisierung

Agrin #46 Kaninchen  1:1000 IHC Eigenproduktion Tsen et al. 1995

B-Dystroglycan Maus 1:2 1HC L.Anderson; C.Slater  Bewick et al.,1993

(43DAG/8D5) 1:50 WB

a-Dystroglycan Schaf 1:1000 IHC Pineda Blank et al., 1999

(a-Dyg sh) 1:5000 WB

o- und - Kaninchen  1:1000 IHC Pineda Vorliegende Arbeit

Dystroglycan 1:5000 WB

(ABT1/ABT2)

Vimentin (3B4) Maus 1:500 IHC Roche Heid et al., 1988

AChE (3D10) Maus 1:100 IHC K.Tsim Tsim et al., 1992

Thy-1 (Ascites) Maus 1:100 IHC A.Rodriguez-Tebar, French und Jeffrey, 1986
Madrid

Ng-CAM (G4) Maus 1:1000 IHC F.Rathjen Kuhn et al. 1991

BrdU (Bu20a) Maus 1:100 IHC Dako

FLAG-FITC Maus 1:100 IHC Sigma

(M2)

c-Myc-Cy3 Maus 1:100 IHC Sigma

(9°10)

4.1.7 Sekundare Antikorper

Antikorper Spezies Verdlinnung Bezugsquelle

anti-Maus-488/594 Ziege 1:2000 Molecular Probes

(HCA)
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anti-Kaninchen- Ziege 1:2000 Molecular Probes
488/594 (HCA)

anti-Schaf- Esel 1:2000 Molecular Probes
488/594

anti-Maus- HRP Ziege 1:5000 Dianova
anti-Kaninchen- Ziege 1:5000 Dianova

HRP

anti-Schaf- HRP Esel 1:5000 Dianova

4.1.8 Oligonukleotide
Die Herstellung der Oligonukeotide erfolgt durch die Firma MWG (Munchen)

Bezeichnung Sequenz: 5'-3’ Orientierung
DGGSP1 ACTCTGAAGAAGCGGCCCAC Antisense
DGGSP2 CCACGGCCGGCACAGTCTCTCG Antisense
DGGSPnest GAGCACGGAGTGCATGGAGGCC Sense
DGGSP 11 GGCGTGGCAGGCTTCAGAGTG Antisense
DGGSP 13 ATCGACAGGGTGGACGCGTGGGAGGG Sense
DGGSP 23 GACGCGTGGGAGGGGACTTACT Sense
DGGSP 24 TACTCCCCGATGGTGTCCTGGTTGA Antisense
DGGSP 35 GAAGATCTTCATGACTGTTGGATGTGTCCCGC Sense
DGGSP 36 CCGCTCGAGCGGAGGGGGGACGTAGGGCGG Antisense
DGDEG 10 GGNGCRTTNGGPTCYTCR Antisense
ADG2 CACGATGGAGCCCTTGGCGAT Antisense
AB-Dyg-BamHI AGGAGGATCCATGCCGGACCGCAGCCAC Sense
AB-Dyg- Hindlll  AGGAAAGCTTATCGTCCTCACTGCTCTTCTC Antisense
Dyg1 GGTTGCCAGGACCCTTAGGA Sense
419 Tiere

Die befruchteten Eier sowie adulte Hihner der Rasse White Leghorn (gallus
gallus domesticus) wurden von einer lokalen Huhnerfarm (Gebr. Schneider, Mainz)
bezogen. Die Eier wurden bei 12°C gelagert und nach Bedarf bei 37,8°C und 65%
Luftfeuchtigkeit in einem Feuchtinkubator bebritet. Die unterschiedlichen Stadien

wurden nach Anzahl der Tage in der Embryoanlentwicklung (E) definiert.
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4.2 Methoden
4.2.1 Molekularbiologische Methoden

4.2.1.1 Konzentrationsbestimmung der Nukleinsduren
Die Konzentrationsbestimmung der Nukleinsauren erfolgt durch Messung der

Absorbtionspektren der Basen und wurde photometrisch in waldriger LOsung
durchgefuhrt. Die Messung der Absorption erfolgte bei 260 und 280 nm. Aus den
erhaltenen Absorptionswerten wurde die Konzentration der Nukleinsaure berechnet
und ihre Reinheit abgeschatzt. Nukleinsauren besitzen ein Absorptionsmaximum bei
260 nm, Proteine bei 280 nm. Bei einem Quotienten E260 / E280 von 1,8 - 2,0 betragt
die Reinheit der DNA 70-95 %.

OD2eonm = 1,0 doppelstrangiger DNA entsprechen etwa 50 ug DNA / mL
ODa2eonm = 1,0 einzelstrangiger DNA entsprechen etwa 33 ug DNA / mL
ODa2eonm = 1,0 RNA entsprechen etwa 40 ug RNA / mL

4.2.1.2 lIsolierung von Plasmiden aus E.coli
Die Plasmide sind kleine, selbstandige Einheiten genetischer Information, die

unabhangig vom eigentlichen Genom in einer Bakterienzelle existieren konnen.
Dadurch ist es moglich exogene Gene in Bakterien einzuschleusen. Unter
Selektionsdruck werden diese Plasmide an die Nachkommen vererbt und dadurch
vervielfaltigt. Fir die Aufreinigung von Plasmiden aus Bakterien wurden die
Plasmidaufreinigungssysteme Qiaprep8 Miniprep und Qiafilter Maxiprep von Qiagen

(Hilden) verwendet.

4.2.1.3 Elektrophorese von DNA
Die Auftrennung von PCR-Produkten oder Restriktionsfragmenten nach ihrer

Grole erfolgte durch Agarosegelelektrophorese (Sambrook et al. 1989). Der
Prozentsatz der Agarose wird dabei der GroRe der zu erwartenden Fragmente
angepaldt. Die DNA-Proben wurden mit 6x DNA-Auftragspuffer (40 % Saccharose, 1
mM EDTA, OrangeG) versetzt. Als Elektrophoresepuffer wurde TBE bzw. TAE
verwendet. Die Anfarbung der DNA-Fragmente erfolgte durch Zugabe von 4 ul 10
mg/ml Etidiumbromid (EtBr) zu 100 ml Gel. Zur GroRenbestimmung wurden
geeignete DNA-Langenstandards verwendet. Die Auswertung erfolgte mit dem Eagle

Eye System von Stratagene.
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4.2.1.4 Restriktion von DNA
Der analytische Verdau von DNA mittels Restriktionsendonukleasen erfolgte in

20 ul Gesamtvolumen, das 0,5 - 2 U einer Restriktionsendonuklease enthielt. Die
Inkubation erfolgte in den entsprechenden Reaktionspuffern nach Angaben des
Herstellers fur 2 - 5 h bei 37°C. AnschlieRend wurde der Verdau mit Hilfe eines
analytischen Agarosegels Uberpruft.

Der praparative Verdau von DNA erfolgte in 60 — 100 yl Gesamtvolumen, das
2 - 8 U einer Restriktionsendonuklease enthielt. AnschlieBend wurde die
geschnittene DNA auf einem praparativen Agarosegel aufgetrennt und das
gewulnschte DNA-Fragment prapariert.

Die Bestimmung der zu verwendenden Enzymmenge in U/ug DNA errechnet
sich nach folgender Formel:

U/ug = Lange des A-Phagen Genom  x__Anzahl der Schnittstellen der Ziel-DNA

Lange der DNA Anzahl der Schnittstellen im A-Phagen

4.2.1.5 Aufreinigung aus Agarosegelen
Da EtBr mit der DNA interferiert und ebenso wie UV-Licht Strangbriche

induzieren kann, wurde zur Auftrennung und Aufreinigung von DNA-Fragmenten die

im spater fur die Proteinexpresison eingesetzt werden sollten das EtBr freie BlueView
System (Sigma; Schnelldorf) verwendet. Die DNA-Banden erscheinen dabei im
Tageslicht als blaue Streifen. Diese wurden mit einem Skalpell herausgetrennt und
die DNA daraus mit dem QlAex Il System (Qiagen, Hilden) isoliert. Die DNA wurde in
H,0 gelbst.

4.2.1.6 Ligation von DNA-Fragmenten in Vektoren
Die Ligation ist der Einbau von DNA-Fragmenten in einen zuvor mit

geeigneten Restriktionsendonukleasen geschnittenen Vektor. Dabei katalysieren die
Ligasen die Bildung von Phosphodiesterbricken zwischen freien 5'-
Phosphatgruppen des Genfragments und freien 3’-Hydroxylgruppen des Vektors.
Enthalt der Vektor nach der Restrikion zwei stumpfe Enden oder zwei
komplementare Uberhange, so besteht die hohe Wahrscheinlichkeit, daR diese
Enden mit sich selbst ligieren und somit kein DNA-Fragment eingeflgt wird. Um eine
Religation der Vektor-DNA zu verhindern, wurden die 5-Enden der linearisierten
Plasmide zunachst durch Behandlung mit Alkalischer Phosphatase dephosphoryliert.
Die DNA wurde anschlieBend mit dem QIAquick-spin PCR Purification Kit von

Qiagen gereinigt. Die Insertions- und Vektor-DNA wurde in einem Verhaltnis von 1:1
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bis 1:5 eingesetzt. PCR-Produkte die nach der Amplifikation direkt in einen
dephosphorylierten Vektor eingefligt werden sollten, mufdten davor durch eine
Behandlung mit T4 DNA Kinase phosphoryliert werden. Die Ligation erfolgte nach
der zyklischen Ligationsmethode (Lund et al., 1996). Dabei wurden die
Ligationsansatze flr 4 Stunden in einem zyklischen Temperaturspektrum mit einer

Temperaturanderung von 0,5°C/ sek zwischen 10°C und 30°C inkubiert.

4.2.1.7 RNA-Isolierung, cDNA-Synthese und PCR
Die Gesamt-RNA Isolierung aus Geweben wurde nach einer modifizierten

Methode von Chomcynski und Sacchi (1987) durchgefuhrt. Far die Durchfihrung mit

Hilfe des Ultraspec-Reagenz wurde das Protokoll das Herstellers (Biotecx, Houston,
TX, USA) befolgt. Nach der RNA Praparation erfolgte zum Verdau der
chromosomalen DNA zusatzlich eine DNase | Inkubation. Hierbei wird die praparierte
RNA mit 0,5 Einheiten DNase | pro pyl RNA fur 30 min bei 37°C inkubiert und
anschliel3end durch eine Phenol/Chloroformextraktion gereinigt.

Die cDNA Synthese mittels Superscript 1| Reverser Transkriptase erfolgte
nach Anleitung des Herstellers (Invitrogen, Karlsruhe). Als Starteroligonukleotide
wurden entweder Oligo(dT)-Nukleotide und degenerierte Nukleotidhexamere
eingesetzt. Die cDNA diente als Matrize fur die Polymerase Kettenreaktion.

Die PCR dient der spezifischen exponentiellen Vervielfaltigung eines DNA-
Fragments. Der Sequenzabschnitt wird durch zwei Oligonukleotide festgelegt, die an
beiden Seiten des gewunschten DNA-Abschnittes am codogenen bzw. anti-
codogenen Strang binden. Die Oligonukleotide werden mittels einer thermostabilen
DNA-Polymerase mit dNTPs in 3'Richtung verlangert. Die so entstandene
doppelstrangige DNA wird durch Denaturieren wieder getrennt und die
Oligonukleotide kbnnen erneut binden.

Die Temperaturen die wahrend dieses Zykluses verwendet werden sind von
verschiedenen Vorraussetzungen abhangig. Die Denaturierung findet standardisiert
bei 94°C fur 3 min statt, falls es sich jedoch um genomische DNA oder GC-reiche
Matrizen handelt, mul} bei hdherer Temperatur und/oder fur langere Zeit denaturiert
werden. Die Anlagerungstemperatur der Oligonukleotide hangt von deren
Schmelztemperatur ab, diese wiederum beruht auf deren Basenzusammensetzung.
Die Verlangerung mittels der DNA-Polymerase findet bei 72°C statt. Ausnahmen

stellen die Amplifikation langer Produkte oder die Verwendung vieler Zyklen, dann
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kann die Temperatur auf 68°C heruntergesetzt werden, um eine langere Haltbarkeit
der Polymerase zu erreichen.

Zur Herstellung der Sonde fur die Analyse der Cosmid-Datenbank wurden die
Oligonukleotide DGGSP13 und ADG2 verwendet. Der Temperaturzyklus war hier 94°
fur 30 s, 62°C flr 45 s und 72° fur 1 min bei insgesamt 28 Zyklen.

Der unbekannte Bereich auf dem Cosmid in 3’Richtung der Sondensequenz
konnte mit den Oligonukleotiden DGGSP13 und DGDEG10 vervielfaltigt werden.
Hierbei ist DGDEG10 ein degeneriertes Oligonukleotid. Dieses enthalt an
bestimmten Positionen Variationen. Die Sequenz des Oligonukleotides wird von der
erwarteten Aminosauresequenz abgeleitet. Da der genetische Code jedoch
degeneriert ist und somit verschiedene Triplets fur die selbe Aminosaure codieren
konnen, mussen diese bei der Rucktranslation bertcksichtigt werden. Der
Temperaturzyklus war hier 94°C fur 30 s, 62°C fur 45 s und 72° fur 1,5 min bei
insgesamt 28 Zyklen.

Die Bestimmung des Fragmentes nach der Cosmid-Restriktion wurden die
Oligonukleotide DGGSP23 und DGGSP24 verwendet. Hierbei war darauf zu achten,
das die aus dem Gel gereinigten Restriktionsfragmente Verunreinigungen anderer
Fragmente enthielten. Deshalb wurde nach 10, 15, 20 und 25 Zyklen Proben aus den
PCR-Ansatzen entnommen, nur dadurch konnte das entsprechende Fragment
identifiziert werden. Der Temperaturzyklus war hier 94°C fur 30 s, 62°C fur 45 s und
72° far 1 min bei insgesamt 28 Zyklen.

Mit den Oligonukleotiden Dyg1 und DGGSP11 wurde ein grol3er Bereich von
a-Dystroglycan vervielfaltigt. Als Matrize diente cDNA aus Muskelgewebe von Huhn
des Stadiums E17. Es wurde das High Fidelity PCR System von Roche benutzt, da
diese Polymerasen mit einer Korrekturfunktion enthalt und somit Fehler bei der
spateren Proteinexpression vermieden werden. Der Temperaturzyklus war hier 94°C
fur 30 s, 62°C flr 45 s und 72° flr 2 min bei insgesamt 28 Zyklen.

Zur Vervielfaltigung der Sequenz des rekombinanten Proteins AB-Dyg-His
wurden die Oligonukleotide AB-Dyg-BamH| und AB-Dyg-Hindlll verwendet. Der
Temperaturzyklus war hier 94°C fur 30 s, 62°C fur 45 s und 72° fur 1 min bei
insgesamt 28 Zyklen.

Fur die Vervielfaltigung der Gesamtsequenz von Dystroglycan wurden die
Oligonukleotide DGGSP35 und DGGSP36 eingesetzt. Hierbei wurde die Polymerase

Advantage2 von Clontech verwendet, da diese als Einzige der getesteten
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Polymerasen die Vervielfaltigung erméglichte. Der Temperaturzyklus war hier 95°C
fur 30 s, 72°C fur 45 s und 72° fur 4 min bei insgesamt 28 Zyklen. Die
Anlagerungstemperatur lag bei 72°C, da nur hier ein einziges Produkt entstand.

4.2.1.8 5’RACE (rapid amplifikation of cDNA ends)
Das RACE-System macht eine Ampifikation und Charakterisierung

unbekannter Sequenzen am 3’ oder 5 Ende einer RNA-Sequenz mdoglich. Man
bendtigt dazu lediglich eine bekannte Sequenz von 50 bis 100 Bp. Bei der 5’RACE
erfolgt zuerst eine cDNA-Synthese mit einem genspezifschen Primer (GSP1). Nach
der cDNA-Synthese wird das Erstrangprodukt aufgereinigt. An das 3’Ende dieses
Produkt  wird im  nachsten  Schritt mit Hilfe einer  Terminalen
Deoxynukleotidyltransferase (TdT) ein homopolymerer Oligo(dC) Schwanz
angehangt. Mit diesem Profukt als Matix wird eine PCR mit einem zweiten
genspezifischen Primer (GSP2) und einem Anker-Primer (AAP, abridged anchor
primer) der komplementar der angehangten Sequenz ist, durchgefluhrt. Falls
notwendig kann kann mit einem zweiten Primer gegen die angehangte Sequenz
(AUAP, abridged universal amplification primer) und einem weiteren genspezifishcen
Primer (GSPnest) eine weiter Amplifikation (nested PCR) erfolgen, um eine hdhere
Produktausbeute zu erziehlen. Die durchfuhrung der RACE erfolgte nach Anleitung
des Herstellers (Life Technologies). Die erste Amplifikation erfolgte in 35 Zyklen mit 1
min bei 94°C, 1 min bei 55°C, 2min bei 72°C. Die nested PCR wurde in 30 Zyklen mit
30 s bei 94°C, 1,5 min bei 60°C, 1 min bei 72°C durchgefihrt.

4.2.1.9 Analyse einer Cosmid-Datenbank
Cosmide sind spezielle Vektoren in welche ein grol3er Bereich genomischer

DNA eingefligt werden kann. Eine Cosmid-Datenbank besteht aus vielen
unterschiedlichen Bakterienklonen die jeweils ein Cosmid mit Abschnitten
genomischer DNA enthalten. Die einzelnen Bakterienkolonien werden dann in
GroRansatzen daraufhin untersucht, ob sie ein Cosmid mit einer bekannten DNA-
Sequenz enthalten. Dazu wird ein markiertes DNA-Fragment der bekannten Sequenz
als Sonde eingesetzt. Diese Sonde bindet an die komplementare Sequenz innerhalb
des Cosmids. Durch die Detektion der Sonde nach der Bindung kann der
Bakterienklon identifiziert werden, der ein Cosmid mit der bekannten Sequenz
enthalt. Dieses Cosmid wird aufgereinigt und kann nun hinsichtlich neuer

Sequenzinformationen untersucht werden. Die Analyse einer embryonalen Huhn
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Cosmid-Datenbank wurde am Deutschen Ressourcenzentrum fir Genomforschung
GmbH in Heidelberg durchgeflhrt.

Als Hybridisierungssonde fur die Analyse wurde ein Teil der bekannten Huhn
Dystroglycan-Sequenz ausgewahlt und mit spezifischen Primern amplifiziert (Abb. 5).
Die Konzentration des 461 bp langen Fragments wurde photometrisch bestimmt, auf
4ug [/ 100ul eingestellt und an das Deutsche Ressourcenzentrum flr
Genomforschung GmbH in Heidelberg gesandt. Die dort durchgefihrte Analyse einer
Cosmid-Datenbank von genomischer DNA aus dem Huhn ergab funf positive Klone
(MPM L2; MPM LO; MPM DO; MPM PO; MPM N1). Mittels PCR wurde von den
Cosmiden ein bekannter Teil des Dystroglycans amplifiziert, kloniert und sequenziert.

Dadurch konnte bestatigt werden, das die Cosmide die richtige Sequenz enthielten.

42110 Klonierung der kompletten Dystroglycan-cDNA
Durch PCR wurde verifiziert, da® der am weitesten zum 3’Ende gelegene,

bekannte Teil von Dystroglycan auf den Cosmiden MPM LO und MPM DO vorhanden
war. Diese beiden Cosmide wurde mittels eines Restriktionsenzyms geschnitten,
welches exakt einmal im bekannten Teil der Dystroglycan-Sequenz vorkommt, in
diesem Falle Apal. Die Restriktionsmuster waren bei beiden Cosmiden gleich, so daf
im Folgenden nur noch mit MPM LO weitergearbeitet wurde. Aus dem Vergleich mit
bereits bekannten Dystroglycan-Sequenzen anderer Spezies liel3 sich die
Mindestlange zwischen dieser Schnittstelle und dem folgenden Stopcodon ableiten.
Die Fragmente des geschnittenen Cosmids wurden aufgetrennt und isoliert. Jedes
Fragment, das die minimale Lange hatte, wurde dann wiederum durch PCR
daraufhin untersucht, ob es den bisher bekannten Bereich am 3’Ende enthalt. Das
positive Fragment wurde dann Uber die entsprechende Schnittstelle an das bereits
durch RT-PCR klonierte cDNA-Fragment angehangt.

4.2.1.11 Klonierung von DNA-Fragmenten
PCR-Fragmente wurden nach der Aufreinigung aus Agarosegelen je nach

verwendeter Polymerase kloniert. Fragmente bei denen ausschlieBlich Tag-
Polymerase zur Vervielfaltigung benutzt wurde, wurden mittels der dabei
entstehenden 3’Adenosinuberhange in den TOPO-TA-Vektor (Invitrogen) kloniert.
Polymerasen mit Korrekturfunktion ergeben sehr wenige PCR-Fragmente mit
Uberhéngen, sondern in der Uberzahl stumpfe Enden. Solche Fragmente wurden
Uber die Ligation stumpfer Enden in den Vektor pETBlue1 (Novagen, Bad Soden)
oder mittels des Zero Blunt Systems (Invitrogen) in den Vektor pCRBIlunt eingeflgt.
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Ausnahme dabei war die Klonierung des grof3en a-Dystroglycan-Fragments in den
pCRIITOPO-Vektor,

Adenosinuberhange kloniert wurde.

da hier trotz Polymerase mit Korrekturlesefunktion Uber

Die Klonierung von DNA-Fragmenten die aus Restriktionen entstanden sind,
wurden gemal der verwendeten Schnittstellen in Vektoren eingefugt, die zuvor mit
denselben Enzymen verdaut wurden. Dies ermdglicht eine vorgegebene Orientierung
des Fragments. So wurde der Vektor pET28a (Novagen) zuvor mit BamHI und
Hindlll verdaut und das AB-Dyg Fragment mittels derselben Enzyme aus pETBIlue1
herausgeschnitten und eingesetzt. Das Apal Fragment aus dem Cosmid Lo wurde in
den zuvor mit Apal verdauten Vektor pCRDyg1-5 eingsetzt. Hierbei war darauf zu
achten, dal} der Vektor mit nur einem Enzym geschnitten wurde und deshalb die
Wahrscheinlichkeit der Religation sehr hoch war. Daher wurde dieser Vektor nach
dem Verdau zur Vermeidung der Religation dephosphoryliert. Der Vektor pCMV-
Tag1 (Stratagene, Amsterdam) wurde mit Bglll und Xhol verdaut, bevor das aus
pCRBIlunt herausgeschnittene Gesamt-Dystroglycan-Fragment eingesetzt wurde.

Plasmid — Liste:

Plasmidname | Vektor Matrize Primer1/Enzym Primer2/Enzym
pCRDyg1-5 pCRII-TOPO | Muskel cDNA PCR Dyg1 DGGSP11
pDagApa7 pBSK- Cosmid Lo Rest. Apal

pCRDAGH1 pCRDyg1-5 pDagApa7 Rest. Apal Apal
pBDAGBX pCRBLUNT | pCRDAG1 PCR DGGSP35 DGGSP36
pDyg2T pCMV-Tag1 pBDAGBX Rest. Balll Xhol
pETBAB-Dyg |pETBIlue1 Muskel cDNA PCR AB-Dyg-BamH]I AB-Dyg-Hindlll
pETAB-Dyg pET28a pETBAB-Dyg Rest. BamHI Xhol

42112 Transformation

Durch die Transformation werden Plasmide in kompetente E.coli-Zellen
ubertragen. Die Selektion der transformierten Bakterien erfolgt mittels Antibiotika-
Agarplatten. Bei Vektoren, die das lacZ Gen in der multiplen Restriktionsregion
enthalten, kann mittels der sogenannten Blau-Weil3-Selektion auf X-Gal enthaltenden
Agarplatten Uberprift werden, welche Bakterien ein Plasmid mit einem eingefligten
DNA-Fragment enthalten. Besitzt der Vektor inserierte DNA, wird das Leseraster des
lacZ-Gens verschoben, bzw. unterbrochen und die Bildung der p-Galaktosidase
unterbleibt. Dementsprechend erscheinen Zellen, die rekombinante Plasmide tragen,

als weilRe Kolonien, da X-Gal nicht umgesetzt wird.
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Zu 10 pL Ligationsansatz wurden 200 uL Calcium-kompetenten Zellen
pipettiert und 30 min auf Eis inkubiert. Durch den nachfolgenden Hitzeschock bei
42°C fur 90 sec wurde die Aufnahme der Plasmide induziert. Der Ansatz wurde
nochmals flr 2 min auf Eis inkubiert, mit 400 yL LB-Medium versetzt und fur 45 min
bei 37°C geschuttelt. Das Ausplattieren erfolgte auf Antibiotika/X-Gal-Platten, die
Uber Nacht bei 37 °C inkubiert wurden.

4.2.2 Proteinbiochemische Methoden

4.2.2.1 SDS-Gelelektrophorese
Die groRenabhangige Auftrennung von Proteinen erfolgte mittels SDS-

Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Es wurden 4 %ige Sammelgele und
10 %ige oder 15 %ige Trenngele verwendet. Als GroRenmarker wurden entweder 5
Ml Prestained-Marker (Roth, Karlsruhe) oder 10 pl Standard Proteinmarker
(Amersham Biosciences, Freiburg) eingesetzt. Die zu analysierenden Proben wurden
vor dem Gelauftrag mit 2x Proteinprobenpuffer im Verhaltnis 1:2 versetzt und fur
mindestens 5 min bei 95°C aufgekocht. Die Auftrennung der Proteine erfolgte in

Proteinlaufpuffer (Sambrook et al., 1989) bei einer Stromstarke von 120V.

4.2.2.2 Coomassie-Farbung
Zur Darstellung der gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden die

Gele in einer Coomassieblaulésung (0,1% Coomassie-Brilliant-Blue R250 ,10 %
Essigsaure, 40 % vergallter Ethanol) fur 30 min auf dem Schuttler inkubiert und
anschliefend unter mehrmaligem Wechseln der Entfarbeldsung (10 % Essigsaure
und 30 % vergallter Ethanol) so lange entfarbt, bis sich die Proteinbanden deutlich

vom Hintergrund abhoben.

4.2.2.3 Silberfarbung
Im Vergleich zur Coomassiefarbung ist die Silberfarbung von SDS-Gelen um

ein vielfaches sensitiver. Dabei werden an die Proteine gebundenen Silberionen
unter Anwendung starker Reduktionsmittel (37 % Formaldehyd) zu metallischem
Silber reduziert. Die Gele wurden mit EtOH fixiert, in H,O rehydriert und die Proteine
mit 10 ym DTT flr 20 min reduziert. Nach der 20 min Inkubation mit 0,1 %
Silbernitratiosung wurde mehrfach kurz mit HoO gewaschen. Die Gele wurden in
Entwicklerldsung bis zum Erscheinen zufriedenstellender Banden geschuttelt und die

Reaktion dann mit Zitronensaure gestoppt. Nach 10 min Inkubation unter
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Lichtausschlu® wurden die Gele ausgiebig gewaschen und elektronisch

dokumentiert.

4.2.2.4 Western-Blot
Beim Western Blot wurden die auf einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten

Proteine in einer Elektrotankblot-Apparatur (Amersham Biosciences) auf eine
Nitrocellulose-Membran transferiert. Der Elektrotransfer der Proteine wurde fur 120
min bei einer Spannung von 100 V in Transferpuffer bei 4°C durchgefihrt. Die
Membran wurde nach dem Blotten fur 1 min in Ponceau Rot (Sigma) gefarbt, dies
ermoglicht es die Effizienz des Blots zu uberprufen. Nach dem Farben wurde die
Membran zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen Gber Nacht in TBS (50 mM
Tris pH 7,4; 30 mM NaCl) mit 5 % Milchpulver inkubiert. Die Proteine wurden mittels
Peroxidase-gekoppeltem Antikorpern (POD-Antikorper) indirekt detektiert. Als
primarer Antikorper diente ein Protein-spezifischer Antikorper, an den dann der HRP
Antikdrper binden konnte. Die Membran mit den Proteinen wurde 3x auf dem
Schuttler gewaschen, 2 Std mit 10 ml Erstantikdrperldsung der entsprechenden
Verdinnung inkubiert, anschlieRend 3x gewaschen, mit 10 ml HRP-Antikérper fir 1 h
inkubiert und erneut 3x gewaschen. Die Waschschritte bis hierhin erfolgten jeweils in
TBS/5 % Milchpulver fur 5 min bei Raumtemperatur. AnschlieRend wurde noch 2x
mit TBS fur 10 min bei Raumtemperatur gewaschen. Die Detektion des gebundenen
HRP-Antikérpers erfolgte mittels eines Chemieluminiszenzsubstrates (195nM
Coumarsaure/DMSO; 1.25mM Luminol/DMSO; 9,18%0 H202; in 100mM Tris pH 8,5)

und photosensitiven Filmen (Amersham Biosciences).

4.2.2.5 Konzentrationsbestimmung von Proteinen
Proteinkonzentrationen wurden mit der Methode nach Bradford (1976)

bestimmt. Dieses  Testprinzip beruht auf einer Verschiebung des
Absorptionsmaximums von Coomassie Brillantblau G250 in saurer Losung von 465
nm zu 595 nm durch die Bindung des Farbstoffs an Protein. Die Bestimmung wurde
in HalbmikroklUvetten durchgefuhrt. Die Durchfuhrung erfolgte mit dem BioRad
System (BioRad, Miinchen) nach Anleitung. Zur Erstellung von Eichgeraden wurden
bei jeder Messung definierte Verdunnungsreihen an Rinderserumalbumin (BSA) oder

Immunglobuline als Standard mitgefuhrt.
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4.2.2.6 |solierung membrangebundener Proteine
Zur Ankonzentration membrangebundener Proteine wurde eine einfache

Methode der Aufreinigung von Membranfraktionen gewahlt. Das Gewebe wurde in 1
ml Homogenisationspuffer (0,1 M Phosphatpuffer, 220 mM Mannose, 70 mM
Sucrose, 4 mM HEPES, 1 mM EDTA, 100 ug/ml PMSF, 1 ug/ml Pepstatin, 10 ug/mli
Aprotinin, 1 ug/ml Leupeptin) pro 0,5 g Gewebe homogenisiert. Grobe
Zellbestandteile wurden durch eine Zentrifugation bei geringer Umdrehungszahl
(1000 x g, 3 min, 4°C) sedimentiert. Der Uberstand wurde dann bei hoher Drehzahl
(10000 x g, 15 min, 4°C) zentrifugiert, um die Membranfraktion zu pelletieren. Die
Membranfraktion wurde erneut in einer geringen Menge Homogenisationspuffer

aufgenommen.

4.2.2.7 Methanol-Chloroform Fallung von Proteinen
Da Proteine im Zellkulturiberstand oft nur in sehr geringen Konzentrationen

vorliegen, mussen diese ankonzentriert werden. Dies wurde mittels einer Methanol-
Chloroformfallung erreicht. Zu 100 pl Zellkulturiberstand wurden 400 pyl Methanol
gegeben, kraftig gemischt und bei 9000 x g fur 10 min zentrifugiert. 100 pl
Chloroform wurden zugesetzt, wiederum gemischt und ebenfalls bei 9000 x g fur 10
min zentrifugiert. Nach der Zugabe von 300ul H20 wurde gemischt und fur 2 min bei
9000 x g zentrifugiert. Die obere Phase wurde verworfen. Zur unteren und Interphase
wurde 300ul Methanol gegeben, kraftig gemischt und 2 min bei 9000 x g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Das Pellet wurde 30 min bei RT

getrocknet und in DMEM aufgenommen.

4.2.2.8 Expression von rekombinantem Protein
Die Expression eines rekombinanten Proteins in E.coli ermdglicht die

Herstellung eines exogenen Proteins in groRen Mengen. Ein Vektor (pET28a;
Novagen), der den prokaryontischen T7Promotor enthalt, hinter dem sich das
gewunschte Gen befindet, wurde in die Bakterien (BL21; Stratagene) transformiert.
Die das Plasmid enthaltenden Bakterien wurden dann mit IPTG (Isopropyl-p-D-
thiogalactosid) induziert, wodurch der T7-Promotor aktiviert wird. Das Protein wurde
mittels des BugBuster Systems (Novagen) und des His-Bind Purification Systems
(Novagen) aufgereinigt. Nach einer Induktionszeit von 2 Std wurden die Bakterien
lysiert. Die EinschluBkorper, welche das Protein enthalten, wurden durch
Zentrifugation angereichert. Die in walriger Losung unldslichen Einschlu3korper

wurden in 6M Harnstoff denaturiert. Durch Saulenchromatographie wurde das AB-
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Dyg-His Protein Uber die Bindung der Histidine an Nickel aufgereinigt (Abb. 24). Der
Harnstoff wurde mittels Dialyse gegen PBS der Proteinldsung entzogen. Der
Vorgang der Proteinexpression und Aufreinigung wurde mittels SDS-
Gelelktrophorese, anschlieRender Coomassie Farbung und Western Blot Uberpruft.
10 mg des so aufgereinigten Proteins konnten zur Immunisierung zweier Kaninchen
verwendet werden (Abb. 24).
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Abb. 24 Expression und Aufreinigung von AB-Dyg-His — In A sind die Schritte der Expression
aufgetragen. 1) Lysat einer uninduzierten Bakterienkolonie, 2) der Uberstand nach der Lyse, 3) und 4)
Waschschritte der EinschluBkorperaufreinigung. 5) Pellet nach der Inkubation mit 6M Urea, 7)
Uberstand nach Inkubation mit 6 M Urea, In_B sind die Schritte der Reinigung des Proteins
aufgetragen. 1) Durchflull durch die Saule nach Auftrag des Lysates (siehe A 6), 2) und 3)
Waschschritte der Saule, 4) das Eluat und 5) Reinigung der Saule. 6) und 7) gereinigtes Protein; In C
ein Blot mit einem Antikérper gegen Dystroglycan (a-Dyg sh) 1) gereinigtes Protein, 2) Lysat einer
induzierten Bakterienkolonie

4.2.2.9 Aufreinigung der AB-Dyg-His Antikdrper aus dem Serum
Das Antiserum aus den Kaninchen wurde nach 90 Immunisierungstagen

entnommen. Die Isolierung der monospezifischen IgG-Fraktion aus dem Antiserum
erfolgte mittels einer Affinitatschromatographie gegen das an Sepharose
gekoppelten Proteins AB-Dyg-His. Die Immunisierung und Affinitatsreinigung wurde

von der Firma Pineda Antikérper (Berlin) durchgeflhrt.

42210 Reinigung der IgG Fraktion und Herstellung der Fab-Fragmente
Die Antikorper wurden in 25 mM Tris, 250 mM Glycin, 0,5 M NaCl, 1 mg/ml

BSA und 0,1 % Natriumazid geliefert. Fur die Injektionen war es nétig, diese in PBS

zu Uberfuhren. Dazu wurden die Antikdrper zuerst mit Affinity-Pak Protein Saulen
(Pierce) gegen Protein A aufgereinigt. Die Saulen mit 2,5 ml Matrixvolumen wurden
mit 12,5 ml 10 mM Tris pH 7,5 aquilibriert. 8 ml der gereinigten 1gG-Fraktion wurden
aufgetragen. Nach dem Durchlauf wurde mit 25 ml 10 mM Tris gewaschen. Die
gebundenen Antikérper wurden mit 6 ml 0,1 M Glycin pH 2-3 eluiert. Das Eluat
mufdte sofort mit 10 ul 1M Tris pH 7,5 pro 100ul Eluat eingestellt werden. Je nach
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Verwendungszweck folgte dann eine Dialyse gegen PBS (Gibco) oder 20 mM
Natriumphosphat / 10 mM EDTA pH 7,5.
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Abb. 25 Herstellung und Aufreinigung von Fab-Fragmenten — Silbergele nach Auftrennung von
Fab - Fragmenten und Antikorpern unter A) nicht reduzierenden und B) reduzierenden Bedingungen.
In A) laufen die Fab-Fragmente (Fab) bei ca. 42 kDa, wahrend die Antikorper (Ak-d; Ak) bei ca. 150
kDa laufen. Die starke Bande bei ca. 66 kDa in Ak entspricht Rinderserumalbumin (BSA), das in
dieser Probe noch vorhanden ist, diese fehlt bei Ak-d, da diese Proben schon dialysiert und Protein A-
gereinigt sind, dadurch wird das BSA abgetrennt. Die Banden bei ca. 66 und 45 kDa entspricht
teilweise reduzierten Antikorpern. Die GréRRenangaben kdnnen hier nur als ca. Werte angenommen
werden, da unter nicht reduzierenden Bedingungen das Laufverhalten verandert ist und nicht exakt
mit dem des Markers Ubereinstimmt. In B) laufen die Fab-Fragmente bei ca. 25 kDa. Die Antikdrper
werden unter diesen Bedingungen in leichte Kette (25 kDa) und schwere Kette (50 kDa) aufgespalten.
Die 66 kDa Bande in Ak entspricht wieder BSA. Die Antikdrper und Fab-Fragmente die zur Injektion
verwendet wurden zeigen einen hohen Reinheitsgrad.

Fab-Fragmente bestehen aus der variablen Region von Antikdrpern plus eines
Teils der konservativen Regionen der leichten und schweren Kette. Die Fc-Region,
die zwei Fab-Fragmente miteinander verbindet wird abgespalten. Dadurch entstehen
nur noch monovalente Sticke von Antikorpern, die jeweils nur ein Antigen binden
konnen und so nicht zu einer Kreuzvernetzung beitragen konnen. Die Herstellung der
Fab-Fragmente erfolgte mit dem ImmunoPure Fab- System (Pierce, Bonn). Dabei
wurden die Antikorper in Natriumphosphat/EDTA eingesetzt. Diese wurden mit an
Sepharose gekoppeltem Papain bei 37°C Uber Nacht enzymatisch gespalten. Das
Papain wurde danach wieder abgetrennt. Die Fc-Fragmente wurden mittels der
Saulenchromatographie Uber Protein A Bindung von den Fab-Fragmenten getrennt.
Die Kontrolle der Fab-Fragmente erfolgte Uber SDS-Gelelektrophorese und
anschlielender Silberfarbung (Abb. 25).
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4.2.2.11 Immunprazipitation
Die Immunprazipitation ist eine Methode, mit der man Uber Antikérperbindung

spezifisch Proteine aus einem Zelllysat oder einem Proteingemisch aufreinigen kann.
Dazu werden die Antikorper an ein unldsliches Substrat, in diesem Fall Agarose-
Kagelchen, gebunden. Dieses kann man dann Uber Zentrifugation pelletieren und
dadurch werden die gebunden Proteine prazipitiert. Um das in HEK-Zellen
rekombinant exprimierte a-Dystroglycan aufzureinigen, wurden mit anti-FLAG-
Antikoérpern beladene Agarose-Kligelchen (Sigma) eingesetzt.

Als Quelle fur a-Dystroglycan wurde Zelllysat der stabil transfizierten Zellinie
[ID8 verwendet. Die Zellen in einer 175cm? Kulturflasche wurden kurz mit PBS
gewaschen und danach mit 1 ml IP-Lyispuffer (10 mM Tris pH 7,4; 150 mM NaCl;
1,25 mM CaCly; 1 mM MgCl2; 0,05 % Tween 20; 0,5 % Triton X100; 1 % NP40 bzw.
Ipegal) versetzt und vom Kulturflaschenboden geldst. Die Suspension wurde in ein
Reaktionsgefall Uberflhrt. Zum Scheren der Zellen wurde das Lysat mit einer Spritze
mehrmals durch eine 22G Kanule gezogen. Dieser Vorgang wurde mit einer 26G
Kanule wiederholt. Die Zellen wurden weitere 20 min auf Eis inkubiert. Zur
Sedimentierung ungeldster Bestandteile wurde das Lysat 10 min bei 10000g
zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Ein halber Milliliter der Lysates wurde
mit 40ul nach Anleitung des Herstellers aufbereiteten Agarose-Kiigelchen versetzt
und 1-2 Std bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4°C unter Schatteln inkubiert.
Die Suspension wurde kurz bei 10000g zentrifugiert und der Uberstand mittels einer
Insulin-Spritze abgenommen, letzteres verhindert den Verlust zu vieler Agarose-
Klgelchen. Die Agarose-Klgelchen wurden anschlieRend mit 500ul IP-Waschpuffer
(wie IP-Lysispuffer aber ohne Triton und Ipegal) kurz geschuttelt und erneut pelletiert.
Der Uberstand wurde abgenommen und aufgehoben. Nach drei Waschschritten
wurden die Agarose-Kugelchen mit 50 yl SDS-Probenpuffer mit B-Mercaptoethanol
fur 5 min bei 95°C inkubiert. Anschlielfend wurde der Probenpuffer abgenommen
und als Eluat aufgehoben. Zur Analyse wurden Proben vom Lysat, dem Uberstand,
den Waschschritten (je 10 pl + 10 yl SDS-Probenpuffer) und Eluat (10 pl) auf ein
SDS-PA-Gel aufgetragen und aufgetrennt.

42212 Coimmunprazipitation
Die Coimmunprazipitation dient zum Nachweis von Proteininteraktionen. In

diesem Fall der Interaktion von a-Dystroglycan und dem rekombinanten Protein AB-

Dyg-His. Die Immunprazipitation erfolgte wie oben beschrieben, aul’er dal® keine

64



Material und Methoden

Elution mit SDS-Proben-Puffer erfolgt, sondern die Agarose-Kugelchen in 100 pl IP-
Waschpuffer aufgenommen wurden. Zu den Agarose-Kugelchen, an die a-
Dystroglycan gebunden ist, konnte dann das AB-Dyg-His Protein und die Antikoérper
und Praimmunserum gegeben werden. Darauf folgte eine erneute Inkubation der
Agarose-Kugelchen fur 2h bei RT auf einem Eppendorf-Schuttler. Die Agarose-
Klgelchen wurden drei mal mit 100ul IP-Waschpuffer gewaschen und die Proteine
mit 50 yl SDS-Probenpuffer ohne B-Mercaptoethanol fur 5 min bei 95 °C eluiert.
Dadurch wurden lediglich die Proteine von den Agarose-Klgelchen geldst, aber der
Antikérper nicht denaturiert. Wie oben beschrieben wurden die Proben auf einem 15
% SDS-Gel analysiert.

4.2.3 Zellbiologische Methoden

4.2.3.1 Kultivierung von HEK293 Zellen
Die verwendeten HEK293 Zellen wurden von der Firma ACC bezogen. Als
Kulturmedium wurde DMEM mit 10 % FKS, 1 % Pyruvat und 1%Penicillin/

Streptomycin verwendet. Die Zellen wurden zwei mal pro Woche verdinnt und in

neue Kulturflaschen umgesetzt.

FUr Versuchsansatze, fur die ein geringes Kulturvolumen erforderlich war,
wurden die Zellen in 24- Schalen Gewebeplatten auf Deckglaschen kultiviert, die den
Gewebeplatten entnommen werden konnten. Diese Deckglaschen muf3ten zuvor mit
verschiedenen Substraten beschichtet werden, um eine Adhasion der Zellen zu
ermdglichen. Fur die Fibronectinbeschichtung wurden sterile Deckglaschen mit 0,1
mg/ml Fibronectin (Sigma) in PBS 2 Std. bei 37°C inkubiert und 3 x mit PBS
gewaschen. Die Deckglaschen wurden 3x mit PBS gewaschen und bis zur Aussaat
der Zellen in DMEM bei 37°C aufbewahrt. Fur die Lamininbeschichtung wurden
sterile Deckglaschen zuerst mit 2h bei 37°C mit 0,05% Poly-L-Lysin (Sigma) in PBS
inkubiert und 3x mit PBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte eine Inkubation mit
10pg/ml Laminin (Sigma) in PBS 2 Std. bei 37°C. Die Deckglal’ichen wurden

ebenfalls 3x mit PBS gewaschen und aufbewahrt.

4.2.3.2 Transiente und stabile Transfektion von HEK 293 Zellen
Die genetische Veranderung von tierischen und humanen Zellen erdéffnet

vielfaltige Moglichkeiten zur funktionellen Analysen, sowie zur Produktion
rekombinanter Proteine. Das Einbringen von Fremdgenen in eukaryontische Zellen

nennt man Transfektion. Die DNA liegt zumeist in Form eines bakteriellen Plasmids
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vor, das einen eukaryontischen Promotor enthalt. Die Transfektionen wurden mit
Lipofectamin2000 (Invitrogen) durchgefiihrt. Diese Methode beruht auf dem Prinzip
der Liposomentransfektion, dies sind Kugelchen aus einer Lipiddoppelschicht,
welche die zu transportierende DNA einschlieen. Wenn sie mit den Membranen von
Zellen verschmelzen, setzen sie die DNA ins Zellinnere frei. Die Transkription des
eukaryontischen Promotors beginnt und das Fremdgen wird exprimiert. Bei der
transienten Transfektion liegt diese Expressionsplasmid nur vorrubergehend
(transient) in der Zelle vor. Somit exprimieren nach der Transfektion 10 — 50 % der
Zellen das entsprechende Protein fur 12 bis 24 Std. Die Transfektion wurde mit ca.
75 % konfluenten HEK293 Zellen in einer 35 mm Schale mit 9ug pDyg2T und 36yl
Lipofectamin2000 in DMEM durchgefihrt. Am folgenden Tag wurden die transient
transfizierten Zellen fur die Analysen verwendet.

Durchschnittlich 0,1 % der Zellen nehmen das Fremdgen in ihr Genom auf.
Bei der stabilen Transfektion werden die Zellen mittels eines Antibiotikums
(Gentamycin) unter Selektionsdruck gestellt. Da das Plasmid (pDyg2T) zusatzlich zu
dem Gen fur Dystroglycan auch noch ein Resistenzgen gegen Gentamycin enthalt,
konnen Zellen, die das Gen ins Genom inseriert haben, Uberleben. Die Transfektion
wurde mit ca. 75 % konfluenten HEK293 Zellen in einer 35 mm Schale mit 9ug
pDyg2T und 36ul Lipofectamin2000 in DMEM durchgefihrt. Am folgenden Tag
wurde das Medium gewechselt und 1000 pg/ml Gentamycin zugegeben. Dieses
Selektionsmedium wurde alle drei Tage erneuert. Nach 4maligem Mediumwechsel
waren sehr viele Zellen abgestorben und die Auslaufer noch lebender Zellen konnten
darunter erkannt werden. Die Zellen wurden von Schalenboden gelést und
vereinzelt. Zellen, die den Selektionsdruck Uberleben, adharieren im Gegensatz zu
den toten Zellen wieder. Nach einem erneuten Mediumwechsel waren nur noch
Zellen vorhanden, die das Resistenzgen besitzen. Diese wurden bei ausreichender
Dichte in Medium aufgenommen und soweit verdinnt, dal® sie in den
Konzentrationen von 10 Zellen/ml, 20 Zellen/ml und 30 Zellen/ml vorlagen. Jeweils
100ul dieser Verdunnungen wurden in die Vertiefung einer 96-Schalen
Gewebekulturplatte Gberfuhrt. Diese Platten wurden im Brutschrank inkubiert, bis in
einzelnen Vertiefungen erste Zellklone sichtbar waren. Bereits dichtere Klone wurden
einmal resuspendiert. Sobald die HEK Zellen den Boden einer Vertiefung komplett
bedeckten, wurden sie in die Vertiefung einer 24-Schalen Gewebekulturplatte

Uberfuhrt. Ab diesem Zeitpunkt wurde dem Medium kein Selektionsantibiotikum mehr
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zugesetzt. Sobald die HEK Zellen wiederum den Boden dieser Vertiefung
uberwachsen hatten, wurden sie in eine 35 mm Schale Uberfihrt. Bei ausreichender
Dichte wurden die Zellen in einer 25 cm? Flasche kultiviert. Die Dystroglycan-
Expression sowohl der transient, als auch der stabil transfizierten Zellen wurde

mittels Western Blot und Immunzytochemie untersucht.

4.2.3.3 Aufreinigung von Protein aus transfizierten HEK Zellen
Fur die Analyse der Protein-Expression mittels Western Blot wurden die

transfizierten Zellen einer 25 cm? Flasche in 1,5 ml Lysispuffer (50 mM Tris, 500 mM
NaCL, 2 mM EDTA, 1 % NP40, 0,5 % Triton X-100) aufgenommen und zur
Homogenisation mehrfach durch die Kanlle (20G) einer Spritze gezogen. Dem
Lysispuffer wurde das Complete Protease Inhibitor Reagenz (Roche, Mannheim)
zugesetzt. Die Proteinkonzentration wurde bestimmt und 3 ug Protein pro Spur im
SDS-PAGE fur den Western Blot verwendet.

4.2.3.4 Immunzytochemische Analyse der Proteinexpression in HEK Zellen
Eine einfache und schnelle Methode, um die Protein Expression von

transfizierten HEK Zellen zu Uberprifen, ist die Immunzytochemie. Dabei wird das
exprimierte Protein Uber indirekte Immunfluoreszenz mittels Antikdrperbindungen
nachgewiesen. Die HEK Zellen wurden auf fibronectinbeschichteten Deckglaschen
kultiviert bzw. transfiziert. Die Zellen wurden mit 4 % PFA 5 min fixiert. Die

Immunzytochemie erfolgte wie unter 4.2.4.3 beschrieben.

4.2.4 Neuroanatomische Methoden

4.2.4.1 Injektionen von Antikérpern in die embryonale Hiuhneraugen
Ziel war es, die Proteininteraktion zwischen a- und B-Dystroglycan mittels

Antikdrperperturbation zu stéren. Dazu wurden affinitatsgereinigte Antikorper und
daraus hergestellte Fab-Fragmente in das rechte Auge von Huhnerembryonen
injiziert. Eier des entsprechenden Stadiums wurden aus dem Brutschrank
entnommen. Um den Embryo etwas abzusenken und damit von der Schale zu 16sen
wurde die Eierschale sowohl am stumpfen Ende des Eies, als auch direkt Uber dem
Embryo durchstochen. Dadurch wurde die Luftblase direkt Uber den Embryo
verlagert. Die Schale wurde vorsichtig auf einer Flache von ca. 4 cm? Uber dem
Embryo entfernt. Die Vitellinmembran wurde sehr vorsichtig von der dorsalen Seite
des Embryos her entfernt. Dabei ist darauf zu achten, daf keine groReren Blutgefalie

verletzt werden. Mittels einer mit einem Puller ausgezogenen Glaskapillare wurden
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nun 0,6 — 1 ug des Antikorpers bzw. der Fab-Fragmente in einem Volumen von 6 bis
10 ul injiziert, so dal eine Endkonzentration von ca. 0,2 ug/ml vorlag. Das Volumen
richtete sich nach dem Entwicklungstadium und nach der daraus resultierenden
Grole des Auges. Die Injektion erfolgt mittels eines Luftdruck von ca. 1,25 Bar. Bei
diesem Druck war der Ausstrom aus der Kapillare unter der Stereolupe gut zu
kontrollieren, so dal® keine Luftblasen i