Ergebnisse

2. ERGEBNISSE

2.1. Analyse IB-bindender Glykoproteine im Westernblot

Die beiden Laminae 1 und 2 im Hinterhorn des Ruplaks sind Regionen mit
aulRergewohnlich hoher JBindungskapazitat. Man weil3 - unter anderem -graunfd von
elektronenmikroskopischen Aufnahmen und der immetobhemischen Analyse mit Enzym-
konjugiertem IB, dass beide Laminae verhaltnismaRig viele cheraisBiinapsen unter
Beteiligung prasynaptischer Endigungen nicht-peptdr C-Faserneurone enthalten (Ralston
und Ralston, 1979; Light et al., 1979; Streit etl8I85). Wir hatten deshalb vermutet, dass die
vielen [Bs-Bindungsstellen dieser Region auf glykosylierte nilbeanproteine in den
prasynaptischen Endigungen nicht-peptiderger, eptizer C-Faserneurone zurickgefihrt
werden kdnnen.

Im Hinterhorn des Rickenmarks befindet sich diehstee Dichte an IBBindungsstellen. Es
war deshalb naheliegend, Rickenmark als Ausgangsidatfiiir unsere Versuche zur
Identifizierung der IB-bindenden Glykoproteine zu verwenden. Da sichlBigReaktivitat
offensichtlich auf die chemischen Synapsen zwischéeht-peptidergen C-Fasern und
Projektions- sowie Interneuronen konzentriert, drattvir uns Uberlegt, die JEindenden
Glykoproteine Uber eine Praparation von Synaptosoareureichern. Synaptosomen sind
vom Axon abgerissene, wiederverschlossene synhptidervenendigungen partikelformiger
Gestalt (Gray und Whittaker, 1962). Sie enthaltess dabgeschnirte prasynaptische
Axonterminal inklusive intrazellularer OrganelleniewMitochondrien und synaptischer
Vesikel, die synaptische Verbindung sowie Teile plestsynaptischen Membran und der fest
mit ihr assoziierten postsynaptischen Dichte. Danapyosomen alle molekularen
Komponenten besitzen, die fir die SignalUbertragamgeiner intakten chemischen Synapse
erforderlich sind, lassen sie sich auch - zumihdékerungsweise - als isolierte chemische
Synapsen betrachten (Tom Dieck und GundelfingegdQR0

Um den Erfolg bzw. Misserfolg unserer Bemihungen komtrollieren, hatten wir uns
vorgenommen, ein Protokoll zur Detektion von s-lBndenden Glykoproteinen im
Westernblot auszuarbeiten. Alle dazu notwendigeagBezien, insbesondere Peroxidase-
konjugiertes 1B und CaCJ, waren zu Beginn der vorliegenden Arbeit beretskerziell
erhaltlich. Ein Protokoll zum Nachweis von g#Bindenden Glykoproteinen konnte als
geeignet betrachtet werden, wenn die damit erhaftdargebnisse in sich konsistent und

reproduzierbar sind und dariber hinaus sicherdesst| dass die im Blot auftretenden
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Signale auf eine spezifische Interaktion zwischemdB; und seinen Epitopen am 4B
bindenden Glykoprotein zurtickgefuhrt werden kénnen.

2.1.1. Lassen sich die JBindenden Glykoproteine durch eine
Synaptosomen-Préparation anreichern?

Aus pragmatischen Grinden (Menge und Verfugbark&tien wir uns dazu entschieden,

Schweineriickenmark fir die Synaptosomen-Praparatiorerwenden.
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Abb. 2.1: Anreicherung der IB;-Reaktivitat im Verlauf einer Synaptosomen-Praparaton. Jeweils 30 ug
Protein aus verschiedenen Fraktionen einer Synaipis-Praparation wurden zunéchst in der SDS-PACGE (7
% iges Trenngel) aufgetrennt und anschlieBend #u# @litrocellulose (NC) - Membran geblottet. Zur
Visualisierung I1B-bindender Glykokonjugate wurde die Membran mit Mé&hperoxidase-konjugiertem /B
inkubiert und unter Verwendung eines chemilumiresziden Substrats entwickelt. Spur 1: Markerpnetei
Spur 2: Homogenat (H), Spur 3: Uberstand 1 (S1yrSp Pellet 1 (P1), Spur 5: Uberstand 2 (S2°),r3pu
Pellet 2 (P2%), Spur 7: Myelin, Spur 8: leichte Maanen, Spur 9: Synaptosomen, Spur 10: Mitochondbiée
maximale IB-Reaktivitat (Pfeil) befindet sich in den Fraktionger leichten Membranen und Synaptosomen.

Deutlich erkennbar ist die Anreicherung eines ditee IBs-reaktiven Signals im
fortschreitenden Verlauf der Préaparation. Die maeriB;-Reaktivitat befindet sich in den
Fraktionen der so genannten leichten Membranen*Symhptosomen (Spuren 8 und 9). Das
apparente Molekulargewicht des entsprechendgibilidienden Glykoproteins liegt bei > 250
kD (siehe Pfeil).

Um uns zu vergewissern, dass die im Westernblaktietten Signale auf eine spezifische
Bindung zwischen dem IBund seinen Epitopen am Glykoprotein zurtickgefiiterden
kdnnen, wollten wir nun die Spezifitdt der Bindwamgalysieren.

* Leichte Membranen enthalten Fragmente der Pladima~ Axonmembran von Neuronen aber auch
Membranfragmente von Gliazellen und zellularer @edien wie des endoplasmatischen Retikulums
und des Golgi-Apparates.
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2.1.2. Analyse der IBBindungsspezifitat

Generell existieren zwei Moglichkeiten diesBindungsspezifitat zu tberprifen:

a) Man kann versuchen, die Bindung zwischen demitaien a-Galaktosiden des
Glykoproteins und dem IBdurch den Zusatz eines Zuckers, der ebenfall® frei
terminalea-Galaktoside besitzt, zu kompetieren.

b) Man kann die terminalen-Galaktoside des Glykoproteins durch die enzymiagésc

Behandlung mit einer spezifischen Glykosidase emdie.

In beiden Fallen wird die Anzahl mdglicher Bindungewischen dem IBund seinen
Epitopen am IB-bindenden Glykoprotein reduziert.

Melibiose (6ea-D-Galaktopyranosyl-D-glucose) ist ein Disacchamdit einer freien,
terminalena-D-Galaktopyranose. Es war bereits bekannt, dadibigee durch IB gebunden
wird (Hayes und Goldstein, 1974). Wir haben Melg@odeshalb dazu verwendet, die
Bindungsspezifitdt zu untersuchen. Dazu wurden ijswgleiche Mengen geblotteten,
synaptosomalen Proteins in Gegenwart steigenderg&fenMelibiose mit Peroxidase-
konjugiertem IB inkubiert. Bei einer spezifischen Bindung zwischidam IB, und seinen
Epitopen am Glykoprotein sollte sich die s4Reaktivitdt im Westernblot in Gegenwart
steigender Mengen an Melibiose - also dosisabhéanigignpetieren lassen. Das Ergebnis der

Kompetition ist in der folgenden Abbildung dargdiste
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Abb. 2.2: Kompetition mit Melibiose. Jeweils 30ug synaptosomales Protein pro Gelspuiemuin der SDS-
PAGE (7.5 % Trenngel) aufgetrennt und auf eine NCGxlldean geblottet. Die Membran wurde mit Ponceau S
gefarbt, um die Proteinauftrennung abzubilden untspgechend dem Verlauf der einzelnen Gelspuren mit
einem Skalpel durchtrennt. Die resultierenden Memstreifen wurden in eine Streifenbox tUberfuhrt iumd
Gegenwart steigender Mengen Melibiose mit Perogidamjugiertem IB inkubiert. Spuren 1 und 10: Marker,
Spur 2: ohne Melibiose, Spur 3: 10 uM MelibioseyiSp: 50 uM Melibiose, Spur 5: 100 uM Melibiose ugp:

250 uM Melibiose, Spur 7: 500 uM Melibiose, SpuflBIM Melibiose, Spur 9: 2 mM Melibiose. Der Pfedigt

die Lage der IB-Reaktivitat im Westernblot.
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Wie erwartet lasst sich die Bindung zwischen defefra-Galaktosiden des Glykoproteins
und dem IB mit Melibiose kompetieren. Da jede Gelspur mit dgeichen Menge an
synaptosomalem Protein beladen wurde, ist zu eewadass sich auch vergleichbare Mengen
des IB-bindenden Glykoproteins auf der Oberflache samtlidMembranstreifen befinden.
Da auRerdem alle Streifen mit der gleichen MengPemoxidase-konjugiertem iBnkubiert
wurden, ist der einzige Unterschied zwischen deséfgen die Menge an Melibiose, die
jedem Ansatz beigefigt wurde. Daher muss sich disisdbhangige Reduktion der
Signalintensitat mit der Absattigung von Bindungsh am IB erklaren. Umso mehr
Bindungsstellen am 1Bmit Melibiose besetzt sind, desto weniger Bindstgjien stehen fir
die Detektion deo-Galaktoside des IBbindenden Glykoproteins zur Verfligung.

Wie einleitend erwéhnt, hatten wir vermutet, dassieh bei dem IBbindenden Zielmolekul
um ein glykosyliertes Membranprotein handelt. Estélat jedoch auch die - zumindest
theoretische - Mdglichkeit, dass diesiBindenden Epitope an einem Glykolipid oder Glykan
gebunden sind. Wir hatten uns deshalb vorgenomnseNachstes die chemische Natur des

IB4-bindenden Glykokonjugates zu analysieren.
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2.1.3. Ist das IBbindende Glykokonjugat tatsachlich ein Glykoprotei

Wenn das IB-bindende Glykokonjugat ein Protein ist, sollte s¢sh durch eine Protease
hydrolysieren lassen. Proteinase K ist eine unfipelae Protease, die nahezu alle bekannten
Proteine verdaut. Wir haben das Enzym deshalb deauendet, herauszufinden, ob es sich
bei dem IB-bindenden Glykokonjugat um ein Glykoprotein hahdeler nicht. Dazu wurden

in verschiedenen Ansatzen jeweils gleiche Mengeotelr aus der leichten Membran-
Fraktion Uber unterschiedlich lange Zeitraume reit j@weils gleichen Menge an Proteinase
K inkubiert. Der Verlauf der enzymatischen Protselyvurde von uns sowohl in der SDS-
PAGE als auch im Westernblot analysiert. Das Ergelst in der folgenden Abbildung

dargestellt.
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Abb. 2.3: Proteinase K Verdau. Jeweils 40 ug Protein pro Ansatz wurden mit jésv@il mg/ml Proteinase K
in 200 mM NaH,PQ,, pH 8 lber unterschiedlich lange Zeitrdume inkubiieder einzelne Verdau wurde durch
die Zugabe von vierfach konzentriertem Probenpuffet einer 10 mindtigen Inkubation bei’@5gestoppt. Alle
Ansatze wurden in der SDS-PAGE (7.5% Trenngel) atdgat. Eine Haélfte des Gels wurde mit Coomassie
gefarbt, die andere Gelhélfte zunachst auf eineMé@ibran geblottet und im Anschlul® daran auf ihrg 1B
Reaktivitat im Westernblot analysiert. Spuren 1tilaleichte Membranen (LM), Spuren 2: LM nach ei@er
mindtigen Inkubation mit Proteinase K, Spuren 3: bikch 5 minltiger Inkubation, Spuren 4: LM nach 15
mindtiger Inkubation, Spuren 5: Marker. Der Pfailgt die Lage der IBReaktivitat im Westernblot.

Deutlich erkennbar ist die enorme Effektivitat deszyms. Schon nach einer 2 minitigen
Inkubation mit Proteinase K sind kaum noch Protenden im Acrylamidgel zu sehen (linke
Seite, Spur 2). Auch die [HReaktivitdt im Westernblot geht verloren. Damitbba wir
zweifelsfrei gezeigt, dass das siBindende Glykokonjugat ein Glykoprotein ist.
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2.2. Experimente zur Identifizierung von Versicén18,-bindendes

Kandidatenprotein

Wir hatten erfolgreich ein Protokoll zur Analyser diB,-Reaktivitat im Westernblot etabliert.
AulRerdem hatten wir gezeigt, dass es mdglich istJB4-bindendes Glykoprotein tber die
subzellulare Fraktionierung von Schweine-Ruckennarkureichern. Deshalb konnten wir
uns nun im Folgenden darauf konzentrieren, dabiBdende Glykoprotein zu identifizieren.
Die beiden subzellularen Fraktionen unserer Sysapten-Praparation mit der héchsten-1B
Reaktivitat, die leichten Membranen und Synaptosgrsad immer noch aufRerst komplexe
Proteingemische. So enthélt selbst ein einzelnesa@gsom noch anndhernd 1000
verschiedene Proteine in hoéchst unterschiedlichepi¢hzahl (Langnaese et al., 1996;
Schrimpf et al., 2005). Wir mussten deshalb nadftereiMethode fahnden, die es uns
ermdglicht, die Probenkomplexitat - unter gleictiger Anreicherung des lBbindenden
Glykoproteins - zu reduzieren.

Die geeignetste Methode fiir die selektive Anreiahgreinzelner Proteine aus komplexen
Proteingemischen ist die Affinitatschromatograpl8e basiert auf der spezifischen und im
Allgemeinen reversiblen Interaktion von Proteineit @inem matrixgebundenen Liganden.
Wir hatten uns daher Uberlegt, den Versuch zu naetenen, das IBbindende Glykoprotein
uber eine Affinitatschromatographie mit biotinyteem 1B, und Streptavidin-Agarose zu
isolieren.

Um das IB-bindende Glykoprotein selektiv aus komplexen Rngiemischen zu
préazipitieren, mussten sowohl dies#Bindenden Epitope als auch das Protein, das diiech
IB4-Bindungsepitope modifiziert ist, vollstandig salidiert sein. Um herauszufinden, mit
welchem Detergenz sich das 4Bindende Glykoprotein am effektivsten aus den
subzellularen Fraktionen extrahieren lie3, hatten werschiedene Detergenz-Extrakte im
Westernblot auf ihre IBReaktivitdt untersucht. Dabei haben wir festgéstdass sich das
IBs-bindende Glykoprotein ausschlie3lich in Gegenwanmt 1 % SDS solubilisieren liel3
(Ergebnis nicht gezeigt).

Da das IB ein homotetrameres und hdchstwahrscheinlich alisshes Protein ist, bestand
natirlich die Gefahr, dass es in Gegenwart von BDskine Untereinheiten dissoziiert oder
gar vollstandig denaturiert (Ketis et al., 1980)mUden Einflud von SDS auf die
Bindungseigenschaften des 4IBu analysieren, hatten wir deshalb zun&chst geldot

Proteine aus den leichten Membranen in Gegenwaetrsehiedlicher SDS-Konzentrationen
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auf ihre IB-Reaktivitat untersucht. Falls durch SDS die suitddte Integritdt des IB
beeintrachtigt wird, sollten sich seine Bindungeegrhaften verandern.
Uberraschenderweise lieR sich jedoch in keinem Aesatze eine Abnahme in den
Signalintensitaten beobachten (Ergebnis nicht g€zddas SDS scheint deshalb auch keinen
negativen Einflu® auf die BindungseigenschaftenlBggauszuiben. Obwohl uns die Ursache
dafliir unbekannt ist, hatten wir uns natirlich d&nischlossen, die Durchfiihrung einer

Affinitatschromatographie in Gegenwart von SDS gur@ben.

2.2.1. Lasst sich das JBindende Glykokonjugat tGber eine
AffinitAitschromatographie isolieren?

Wir hatten festgestellt, dass sich dag-tihdende Glykoprotein ausschlie3lich mit SDS aus
den leichten Membranen extrahieren lasst. Darlli@asus konnten wir zeigen, dass die
Detektion des IB-bindenden Glykoproteins im Westernblot durch diegé@wart von SDS
nicht beeintrachtigt wird, aber €aabhangig ist. Deswegen hatten wir uns dazu erdehi
die Affinitatschromatographie in Gegenwart von SD® C&*-lonen durchzufiihren. Das

Ergebnis des Experiments ist in der folgenden Ahing dargestelit.
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Abb. 2.4: Affinitditschromatographie mit IB 4-Biotin und Streptavidin-Agarose. Mit SDS extrahierte 1B
bindende Glykokonjugate wurden mitBiotin und Streptavidin-Agarose prazipitiert. Sifiszh an das 1B
gebundene Molekiile wurden unte”GEntzug eluiert (Spuren 6 und 8), unspezifisch anAdjarose gebundene
Proteine durch die Inkubation mit vierfach konziemtem Probenpuffer (Spuren 7 und 9). Alle konzerten
Fraktionen wurden in der SDS-PAGE (7.5 % iges Trehraufgetrennt. 2/3 des Gels wurden geblottet mit3
Comassie gefarbt. Der Blot wurde mitZ4BO auf seine IBReaktivitat untersucht. Spur 1: Marker, Spur 2: 15
pl des SDS-Extraktes, Spur 3: 15 pg Protein aus aeldrahierten leichten Membranen, Spur 4: 15 pug
ungebundene d. h. nicht prazipitierte Proteinedmms SDS-Extrakt, Spur 5: kombinierte Waschschr8ur 6:
die Halfte aller unter G&Entzug eluierten Proteine, Spur 7: die Hélfteraiit Probenpuffer eluierten Proteine,
Spur 8: die Hélfte der unter €aEntzug eluierten Proteine, Spur 9: die Halfte dér Pnobenpuffer eluierten
Proteine; Spur 10: Marker. Die Pfeile zeigen die d ags IB-bindenden Glykoproteins im Westernblot und
dem dazu korrespondierenden Protein im mit Coomagfrbten Acrylamidgel.
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Im Westernblot ist deutlich die Anreicherung eingiszelnen IB-reaktiven Signals zu
erkennen. Das Molekulargewicht des korrespondiemer@lykoproteins betragt > 250 kDa.
Im mit Coomassie gefarbten Teil des Gels ist ebsnfaur eine einzige deutlich sichtbare
Proteinbande erkennbar. Das apparente Molekulaci¢wlies entsprechenden Proteins liegt
ebenfalls bei > 250 kDa. Da beide Spuren mit jesvedr Halfte des Proteins beladen wurden,
das unter Cd-Entzug eluiert wurde, kann man davon ausgehers, dias|Bi-Reaktivitat im
Westernblot und die mit Coomassie gefarbte Protaidb auf ein und dasselbe Protein
zuruckgefuhrt werden kénnen.

Um herauszufinden, um welches Protein es sich litarfteben wir die Coomassie Bande

ausgeschnitten und fir eine massenspektrometrischigse prapariert.
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2.2.2. Massenspektrometrisch-basierte Datenbanksmalr Identifizierung des
IB4-bindenden Glykoproteins

Die mit Coomassie angefarbte Proteinbande (s. ABbSpur 6) auf Hohe des HBeaktiven
Signals im korrespondierenden Westernblot (s. 2x, Spur 8) wurde zun&chst mit Trypsin
verdaut und die daraus resultierenden Peptide Beehd in einem Matrix-Assistierten-
Laser-Desorptions-lonisatons ~ (MALDI)-  Flugzeit (Tem Of Flight, TOF)-
Massenspektrometer unter kontinuierlicher Extraktianalysiert. Das aufgenommene

Molekilmassenspektrum ist in der folgenden Abbilgldargestellt.
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Abb. 2.5: Molekilmassenspektrum des affinitatsgeraigten und mit Trypsin gespaltenen IB-bindenden
Glykoproteins.

Von den im Spektrum auftretenden Molekilmassen emurthisgesamt 33 verschiedene fur
eine Datenbank-Recherche zur Identifizierung desbiBdenden Glykoproteins ausgewahilt.
Dabei konnten 23 der 33 ausgewahlten Molekilmasteroretisch vorhergesagten
Peptidmassen ein und desselben Proteins zugeoxdnedén (s. Abb. 2.8). Bei dem Protein
handelte es sich um die humane Variante des ekti#izen Matrixproteins Versican
(NCBInr-Datenbank; Eintrag AAA67565.1).

Aufgrund der begrenzten Massengenauigkeit des vetgien Massenspektrometers von +/-
0.1 %* konnte ein Protein allerdings nur dann alsdeutig identifiziert gelten, wenn

mindestens ein Peptid aus dem Molekilmassenspekrusitzlich sequenziert werden
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konnte und die dabei erhaltene Sequenz der fle dfeptidmasse vorhergesagten Sequenz
aus dem zugeordneten Protein entsprach.

Wir haben insgesamt drei verschiedene Peptide a@aums Molekilmassenspektrum des
affinitatsgereinigten IBbindenden Glykoproteins ausgewahlt** und tUber Alignahme von
Fragmentionenspektren (Post Soure Decay, PSD) seque Die Sequenzen aller drei
ausgewahlten Peptide stimmten mit den fur dieséidrepsse vorhergesagten Sequenzen aus
dem humanen Versican uberein (s. Abb. 2.9, 2.101)2Zwei der drei Sequenzen konnten
darlber hinaus auch durch Sequenzen des porcineicaies verifiziert werden (Datenbank-
Eintrag AAF19155.1). Wir konnten deshalb davon abgg, dass das affinitatsgereinigtg-1B

bindende Glykoprotein tatsachlich Versican entsypric
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Abb. 2.6: Liste von Peptidmassen des affinitdtsgemgten 1B,-bindenden Glykoproteins, die Peptiden aus
der Aminoséauresequenz des humanen Versicans V2 zugdnet werden konnen (Datenbank-Eintrag
AAA67565.1). Aus dem Molekilmassenspektrum (s.ABH).2 wurden insgesamt 33 verschiedene
Molekilmassen ausgewdahlt und Software-unterstitrtden virtuell erzeugten Molekilmassen tryptischer
Peptide von 221458 verschiedenen Sequenzeintragender NCBInr-Datenbank verglichen. Die humane
Versican-Splicevariante Vist das Protein, dessen virtuell generiertes Beptssenspektrum die hochste
Ubereinstimmung mit dem Molekiilmassenspektrum Bgbindenden Glykoproteins besitzt.

* bei interner Kalibrierung anhand von Peptiden dem tryptischen Eigenverdau und Proben die nach
der FENC (Fast Evaporation/Nitrocellulose) -Methéittedie MALDI-Messungen prapariert wurden.
*x Die beiden Peptide mit der Molekiilmasse von 131403 und 1670.80 Da wurden direkt aus dem in

Abbildung 2.7. dargestellten Peptidmassenspektrusgewahlt. Das Peptid mit der Molekilmasse
2015.91 Da trat erst nach einer zusatzlichen chimgnaphischen Aufreinigung der tryptischen Peptide
im Zip-Tip im Peptidmassenspektrum auf (nicht gezeigt
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LATVGELQAAWR

Abb. 2.7: Fragmentionen-Spektrum eines ausgewahltetryptischen Peptids aus dem Molekilmassen-
spektrum des IB;-bindenden Glykoproteins. Das Peptid mit einer Molekilmasse von 1314.71 bd der
Sequenz LATVGELQAAWR entspricht den Aminoséauren 288-2us der Sequenz des humanen Versicans.

Die Sequenz stimmt auf3erdem mit der fir diese @®pise vorhergesagten Sequenz des porcinen Varsican
Uberein (Datenbank-Eintrag AAF19155.1).
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NGFDQCDY GWLLDASVER

Abb. 2.8: Fragmentionen-Spektrum eines zweiten trypschen Peptids aus dem Molekilmassenspektrum
des IB;-bindenden Glykoproteins. Das Peptid mit der Molekilmasse von 2015.91 Datziedie Sequenz
NGFDQCDYGWLLDASVR und umfasst die Aminosauren 289-2Ws der Sequenz des humanen Versicans.

Die Sequenz stimmt auBerdem mit der fiir diese @®psse vorhergesagten Sequenz des porcinen Varsican
Uberein (Datenbank-Eintrag AAF19155.1).
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1 MFINIKSILWMCSTLIVTHALHKVEKVGKSPPVRGSLSGKV SLPCHE STMPTLPPSYNTSE
5l FLEIEKWSKIEVDKNGKDLEETTVLVAQNGNIKIGQDYRGRYIVPTHPEAVGDASLTVVEL
121 LASDAGLYRCDVMYGIEDTQDTV SLTVDGSVVFHYRAATSRYTLNFEAAQKACIDVGRAVIA
1581 TPEQLFRRYEDGFEQUDAGWLADQTVRYPIRAPRVGCYSDEMEEAGVRTYGFRSPQETYD
241 VYCYVDHLDGOWFHLTVESKFTFEEARKE CENQUARLATVGELQAAWRNGFDQCDYGWLS
301 DASVRHEVTVARAQCGGGLLGVRTLYRFENQTGFPPPDSRFDAYCEFKPREATTIDLSILA
361 ETASPSLSKEPOMVSDRTTPIIPLYVDELEVIEPTEF PEPVENIVSFEQRATVOQPQATITDSLA
421 TELPTPTGSTEKEEWDMDDY SPSASGPLGKLDISEIKEEVLOSTTGVSHYATDSWDGVVED
48] KQTQESVTQIEQIEVEPLVTEME ILKEHIPSKEFPVTETPLVTARMILE SKTEEKMY STV S
541 ELVTTGHYGFTLGEEDDEDRTLTVGSDESTLIFDQIPEVITVSKTSEDTIHTHLEDLESY
601 SASTTVSPLIMPDNNGSSMODOWEERQTSERITEEFLGRKYLSTTFFESQHRTEIELEPYSG
6] DRKILVEGISTVIYESLQTEMTHRRERTETLIPEMRTDTY TDEIQEEITKEPFMGKTEEEV
721 FEGMELSTSLSEPIHVTES SVEMTKSFDFPTLITKLSAEEFTEVRDMEEDF TATPGTTEYD
781 ENITTVLLAHGTLSVEAATVSKWSWDEDNTTSKPLESTEPSAS SKLPPALLTTVGMNGKD
841 KDIPSFTEDGADEFTLIPDSTORKQLEEVIDEDIAAHGKE TIRFQPTTSTGIAEKSTLRDS
501 TTEEEVEPITSTEGOVYATMEGERALGEVEDVDLEKEVSTVEQFRHTSEVEGLAFVEYSET
5¢1 QEPTTYVDSESHTIPLESVIPKTDWGVLYVESVEPSEDEVLGEESQDILVIDOTRLEATISEET
1021 MRTTEITEGTTQEEFPFWKEQTAEKPVPALSSTAWT PEKEAVTPLOEQEGDGSAYTVSEDEL
1081 LTGSERVEVLETTEVGKIDHSYVSYPPGAVTEHKVKTDEVVTLTFRIGPKVSLSPGPEQKY
1141 ETEGESTTGFTSSLEPFSTHITQLMEETTTEKTSLEDIDLGEGLFERKPEATELIEFSTIK
1201 VTVEPEDITTAFSSVDRLHTTERAFKESSAITKKPELIDREBGEETTSDMYIIGE STEHVER
126l TTLEDIVAKETETDIDREYFTTSSEPATQPTRPEPTVEDKEAFGPQRLSTEPQFPRSTKEFHE
1321 DINVYIIEVRENKTGPDRCKMNECLNGGTCYPTETSYVCTCVPGYSGDOCELDEDECHSN
1381 PCRNGATCVDGFNTFRCLCLPSYVGEALCEQDTE TCDY GWHEFQGQCYKYFAHRRTWDAAE
1441 RECRLQGAHLTSILSHEEQMEVNRVGHDYQWIGLNDKMFEHDFRWTDGSTLQYENWRENG
1501 PDSFESAGEDCYVITIWHENGQWNDWVEPCNYHLTY TCKKGTVACGQEEVVENRETFGEMEER
1561 YEINSLIRYHCEKDGFIQRHLPTIRCLGNGRWAIPKITCMHNEPSAYQRTY SMKYFKNSSSAK
1621 DNSINTSKHDHRWSEEWQESRE

Abb. 2.9: Aminosauresequenz der humanen Versican 8gevariante V,. Tryptische Peptide des affinitats-
gereinigten IB-bindenden Glykoproteins, deren Molekilmassen Sergre aus dem humanen Versicap V
zugeordnet werden konnten, sind fett hervorgehob®eptide, deren Sequenz zusatzlich Uber
Fragmentionenspektren verifiziert wurden, sind &zish unterstrichen. Drei der im Molekilmassenspek
auftretenden Peptidmassen kdnnen Peptiden ausAd@rG Domane zugeordnet werden. Peptidmassen, die mit
Sequenzen tryptischer Peptide aus der @AQomane korrespondieren, wurden nicht identifiziert

Bisher sind 4 verschiedene Splicevarianten vom ivans auf Proteinebene beschrieben
(Wight, 2002). Alle vier Varianten §/ Vi1, V2 und V5 besitzen hoch konservierte N- und C-
Termini, unterscheiden sich aber hinsichtlich dertf& ihres Kernproteins (der
deglykosylierten Polypeptidkette) und der Anzahkamalent gebundenen Chondroitinsulfat-
Seitenketten voneinander. Sowohl die Grol3e des ffet®ins als auch die Anzahl
gebundener Chondroitinsulfate werden von der Anw.bAbwesenheit so genannter
Glykosaminoglykan (GAG) -Anheftungsdomanen im Veasi bestimmt. Y die grofte
Splicevariante des Versicans, besitzt beide GAG-8wn, die GAGa- und die GAG[-
Domane. \ besitzt nur die GA@3- Doméne, ¥ nur die GAGa- Domane und Y keine

einzige dieser Doménen.
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Der Umfang dieser Domanen variiert zwischen 961uy$8jaind 988 (Mensch) Aminoséuren
fur die GAGa- Doméne und 1744 (Maus) und 1754 (Mensch) Amin@s#tir die GAGS-
Domane. Da die GAGa-Domane idber 5 bis 8 potentielle Chondroitinsulfat-
Anheftungssequenzen, die GA&BDoméane sogar Uber 12 bis 15 dieser Anheftungsmotiv
verfugt, kdnnen zwischen 17 und 23 Glykosaminogatykeitenketten anp\gebunden sein.
Damit wird jetzt auch verstandlich, warum von deron(uter-Programm, das fur den
Abgleich der Molekulmassen mit den virtuell gendger Peptidmassen tryptischer Peptide
aus der NCBI-Datenbank ausgerechnet &ls Kandidat fir das affinitatsgereinigte
Glykoprotein vorgeschlagen wurde. Obwohl die Ubegende Anzahl der Molekilmassen
des IB-bindenden Glykoproteins den konservierten aminayd ucarboxyterminalen
Sequenzen des Versicans zugeordnet werden konmteden drei der Molekilmassen aus
dem Molekiulmassenspektrum des-lBndenden Glykoproteins tryptischen Peptiden aars d
GAG a-Doméne, aber kein einziges der GABDomane zugeordnet. Damit kam

ausschlief3lich Yals Kandidat fur das affinitatsgereinigte Glykadgin in Frage.
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2.3. Experimente zur Verifizierung von Versican l@gbindendes

Glykoprotein

Insgesamt 23 der 33 ausgewahlten Molekilmassendanms Molekilmassenspektrum des
affinitatsgereinigten Proteins lie3en sich trypima Peptiden aus der Aminosauresequenz des
humanen Versicans,\zuordnen. Darliber hinaus konnten wir drei trypies@eptide Uber die
Aufnahme von Fragmentionenspekiren sequenzierda.diéi Sequenzen stimmten mit den
fur diese Peptidmassen vorhergesagten Sequenzaefesuklumanen Versican Uberein. Zwei
der drei Sequenzen liel3en sich auRerdem Uber ®emgieich mit Sequenzen des porcinen
Versicans verifizieren. Dass die dritte Sequenhtrverifiziert werden konnte, lag vermutlich
ausschliel3lich daran, dass vom porcinen VersicanZzeitpunkt der Auswertung nur ein 104
Aminosauren umfassender Abschnitt bekannt war uedsdquenz des dritten Peptids darin
nicht enthalten ist. Es gab deshalb keinen Zweifass es sich bei dem affinitatsgereinigten
Protein tatsachlich um eine\asierte Splicevariante handelt.

War es allerdings auch moglich, dass Versican das uns gesuchte }sindende
Glykoprotein ist? Es gab mindestens zwei Griunddirdafies ernsthaft in Erwédgung zu
ziehen. Der erste Grund betraf die Spezifitat declhigefihrten Affinitatschromatographie.
Da die IB-Bindung C&'-abhéngig ist, hatten wir die Affinitatschromataggié auch in
Gegenwart von Calonen durchgefiihrt. Die GaAbhangigkeit der IB-Bindung wurde
dadurch bestatigt, dass die Fraktion, die untef-Eatzug eluiert wurde, von allen im
Westernblot getesteten Fraktionen die hochstgR@aktivitat besald. In der Spur des
Acrylamidgels, in der die andere Hélfte des untef"Entzug eluierten Prazipitats analysiert
wurde, liel3 sich nur eine einzelne, mit Coomassefarpte Proteinbande eindeutig
lokalisieren. Das apparente Molekulargewicht destdfns entsprach exakt dem des-IB
bindenden Glykoproteins im korrespondierenden Wbtet und war das Molekiil, das wir
mit Hilfe einer massenspektrometrisch-basiertenebladink Analyse - unzweifelhaft - als
Versican \ identifiziert hatten.

Ein weiterer Grund daflr, die Mdglichkeit in Betrdzu ziehen, dass Versican das Molekl
ist, das fur die von uns detektierte;dReaktivitat verantwortlich ist, sind seine zwisohk/
(Maus W, Swiss-Prot: Q62059) und 23 (humaneg Swiss-Prot: P13611) potentiellen N-
Glykosylierungsstellen. Alle bisher eindeutig idénierten 1Bs-bindenden Glykoproteine,
wie z. B. die1- und(32- Ketten des Laminins, das Thyroglobulin und Fibgen, enthalten

N-glykosidisch an Asparagin gebundene Oligosacdeades komplexen Typs, mit freien
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terminalena-Galactosiden (Fujiwara et al., 1988; Thall und ilGal990). Diese Stellen
konnten also auch beim Versican als Sitz potestiéB,-Bindungsstellen in Frage kommen.
Der einzige Grund, der gegen Versican als poténti2)-bindendes Glykopotein nicht-
peptiderger C-Faserneurone sprach, war der fehleimdeeis auf eine neuronale Expression.
So ist zwar bekannt, dass Versican Yewebespezifisch im zentralen Nervensystem
exprimiert wird; allerdings wird die Expression Mic Neuronen sondern Gliazellen
zugeschrieben (Schmalfeld et al., 1998; Asher.e802).

Dass noch niemand eine neuronale Expression vosicéer beschrieben hat, bedeutet jedoch
nicht zwangslaufig, dass Versican ausschlie3liathtrmeuronalen Ursprunges ist. Fur alle
drei anderen zur Familie der so genannten Hyalkecanahlenden Mitglieder Neurocan,
Brevican und Aggrecan ist jedenfalls eine neuroriateression belegt (Wang und Dow,
1997; Seidenbecher et al., 1998; Matthews et #&Q2R Es erschien deshalb &uf3erst
wahrscheinlich, dass auch Versican durch Neurorprireiert wird.

Aufgrund der dargelegten Argumente bestand zumindiee gewisse Wahrscheinlichkeit
dafur, mit Versican tatsachlich dasjenige Moleldéntifiziert zu haben, welches fur die von
uns detektierte IBReaktivitat des Ruckenmarks verantwortlich istr Wollten uns deshalb
im Folgenden darauf konzentrieren, herauszufinddn Versican tatsachlich das von uns

gesuchte IB-bindende Glykoprotein ist.
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2.3.1. Lasst sich Versican Uber eine Synaptosom&palPation anreichern?

Wenn Versican das lbindende Glykoprotein ist, sollte es sich - analag|Bs,-Reaktivitat -

im Verlauf einer Synaptosomen-Praparation anreicheéersican ist Uber seine Bindung an
Hyaluronan mit der Plasmamembran von Zellen assbzjLebaron et al., 1992). Deshalb
sollte es sich tUiber den spezifischen Abbau von titgabn von Membranen freisetzen lassen.
Um herauszufinden, ob auch Versican im Verlauf rirg&/naptosomen-Praparation
angereichert wird, haben wir samtliche membrand@estandteile in den verschiedenen
Fraktionen der Synaptosomen-Préaparation Uber eumei@hend starke Zentrifugation
pelletiert und mit Hyaluronidase inkubiert. Die das resultierenden Extrakte wurden im
Westernblot unter Verwendung eines monoklonalenk@rpers gegen die hoch konservierte
N-terminale GHAP-Domane des Versicans analysieshéh et al., 1991). Das Ergebnis ist in

der folgenden Abbildung dargestellt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 kD
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Abb. 2.10: Anreicherung von Versican im Verlauf eirr Synaptosomen-PraparationJeweils 1 mg Protein
pro Fraktion wurden durch eine 30 minttige Zentrétign bei 436 000 g pelletiert. Die unldslichen taeslteile
wurden in 0.15 M NaCl und Protease Inhibitor haitrg0.05 M NgH,PO,-Puffer, pH 5.3 resuspendiert. Jeweils
250 g Protein aus jeder Fraktion wurden tber 2il8%°C mit Hyaluronidase inkubiert. Von den abgetrennten
und konzentrierten Extrakten wurden je 15 pg Propein Fraktion in der SDS-PAGE (7.5%) aufgetrennd un
auf eine NC-Membran geblottet. Der Blot wurde uMerwendung eines monoklonalen anti-GHAP Antikosper
entwickelt. Spur 1: Homogenat, Spur 2: Uberstar@igLir 3: Pellet 1, Spur 4: Uberstand 2, Spur 3eP2) Spur

6: Myelin, Spur 7: leichte Membranen, Spur 8: Syoapmen, Spur 9: Mitochondrien, Spur 10: Markerr De
obere Pfeil deutet auf die Lage von Versican, déererauf die von GHAP im Westernblot.

Der durch die Hyaluronidase katalysierte Abbau wyaluronan hat offenbar funktioniert.
Versican (oberer Pfeil) lasst sich in fast allerak&ionen der Praparation erfolgreich
detektieren. Interessanterweise befindet sich dahste Versican-Konzentration - analog zur

Konzentration des IBbindenden Glykokonjugates - in der Fraktion @gchHten Membranen.
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Die zusatzlich auftretenden Signale um 66 kDa (ent€feil) dirften auf die Bindung des
Antikorpers an GHAP, den N-Terminus von Versicam;izkzufiihren sein (Perides et al.,
1995; Westling et al., 2004).

Wenn Versican das lpbindende Glykoprotein ist, sollte seine Membraai$gtzung mit
einer Freisetzung der }BReaktivitat korrelieren. Deshalb haben wir den Wetblot
zunéchst gestrippt und anschlieBend mit Hilfe vd@y-RO auf seine IBReaktivitat

untersucht. Das Ergebnis ist in der folgenden Ahlrity dargestellt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 kD
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Abb. 2.11: Analyse der IB-Reaktivitat in den Hyaluronidase-Extrakten. Der Westernblot aus Abb. 2.12.
wurde zunachst unter leichtem Schitteln fur 30 niiei 40C mit 2 % (w/v) SDS und 10 mMB-
Mercaptoethanol haltigem 62.5 mM Tris-HCI-Puffer, 6H (Sripping Puffer) inkubiert und unter mehrrgain
Wechsel von TBS-T ausgiebig gewaschen. Anschlie@emde der Blot mit 1 % BSA haltigem TBS lber Nacht
blockiert und unter Verwendung von HBO auf seine IBReaktivitat untersucht. Spurl: Homogenat, Spur 2:
Uberstand 1, Spur 3: Pellet 1, Spur 4: Uberstar®pRr 5: Pellet 2, Spur 6: Myelin, Spur 7: leicktembranen,
Spur 8: Synaptosomen, Spur 9: Mitochondrien, SpuMarker. Der Pfeil zeigt die Lage derBeaktivitat.

Das IBi-bindende Glykoprotein lasst sich offensichtlickelinur ebenfalls tber den Abbau
von Hyaluronan von Membranen freisetzen; wie marhaad eines Vergleichs der
detektierten Immunreaktivitaten relativ leicht erken kann, entspricht sein apparentes
Molekulargewicht auch exakt dem des Versicans éstgzu auch Abb2.12).

Die GHAP-Signale treten allerdings nicht mehr adérmutlich weil GHAP keine 1B
bindenden Epitope enthalt.
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2.3.2. Weder die beiddgirKetten des Laminins noch eines der drei Proteare d
Neurofilament-Triade sind fur die JBReaktiviat im Hyaluronidase-Extrakt
verantwortlich

Wahrend unserer Versuche, Versican alsliBdendes Glykoprotein zu verifizieren, wurde
eine Arbeit veroffentlicht, in der ihre Autoren laelpten, dass die }BReaktivitat im
Hinterwurzelganglion unter anderem auf das leiaitd mittlere Neurofilament (NF-L und
NF-M) sowie dief2-Kette des Laminins zurtickzufihren ist (Fullmeakt 2004). Da diese
Befunde alle unsere bisher erhaltenen Ergebnissd-rage stellten, waren wir dazu
gezwungen, das Gegenteil zu beweisen.

Um auszuschliel3en, dass eine der bef@dfetten des Laminins oder aber eines der drei
Neurofilamente fur die von uns detektierte-Beaktivitat verantwortlich sind, haben wir das
Hyaluronidase-Extrakt mit Antikdrpern gegen dieset&ine untersucht. Als Positivkontrolle
fur die Immunreaktivitdt haben wir eine NF-Prapamataus dem Schweine-Rickenmark
sowie kommerziell erhéltliches Laminin 1 aus demSESarkom verwendet. Das Ergebnis

des Experiments ist in der folgenden Abbildung datellt.

Coomassie IB4-PO anti- L1 anti- NF-M
kb 1 2 3 4 1 23 4|2 3 4| 2 3 4
— —p -*' I
205 I 205 — [

. v
116 |w== 116 —
97 | e 97 —
66 |W¥ — 66 —

Abb. 2.12: Weder die beider-Ketten des Laminins noch eines der drei Polypeptidder Neurofilament-
Triade ist fur die 1B 4-Reaktivitat im Rickenmark verantwortlich. Links: 5 pg Protein aus einer porcinen
NF-Praparation (Spur 2, NF-L 66 = kDa, NF-M = 160akINF-H = 205 kDa), 10 pug des Hyaluronidase-
Extraktes (Spur 3) und 2.5 ug kommerziell erhaldghaminin 1 aus dem EHS-Sarkom ( Spur 4, MviKette

> B1-Kette 2-Kette) wurden in einem 5 - 7.5 % igen Gradiengragifgetrennt und mit Coomassie gefarbt.
Rechts: Entsprechend der Beladung des mit Coomgssiebten Acrylamidgels auf der linken Seite wurden
Proteine aus der NF-Praparation (Spuren 2), desuktyadase-Extrakts (Spuren 3) und Laminin 1 (Sputen
nach ihrer Auftrennung in der SDS-PAGE geblottgiuren 1 jeweils Marker. Die NC-Membran wurde mit
Ponceau S gefarbt, um den Verlauf der Proteinekalozm und mit einem Skalpel entlang der eingezedtén
vertikalen Linien gedreiteilt. Das erste Drittel d@iets wurde auf seine |BReaktivitat analysiert, das zweite
Drittel auf seine anti-Laminin und das dritte Difigé&f seine anti-NF-M Immunreaktivitat untersucht.
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Weder die beiden - bekanntermaReg-bBidenden 3- Ketten des Laminins noch die drei
Proteine der Neurofilament-Triade lassen sich im ¢hyaluronidase-Extrakt nachweisen. Sie
konnen deshalb auch nicht fir die von uns nachg®nie IB-Reaktivitat im Hyaluronidase-

Extrakt verantwortlich sein.

2.3.3. Immunprazipitation mit dem anti-GHAP Antikér

Es bestand natlrlich immer noch die Mdglichkeissddie von uns detektierte HReaktivitat
auf ein uns noch unbekanntes Glykoprotein zurickmei ist, welches dasselbe apparente
Molekulargewicht wie Versican besitzt. Um dies zueassuchen, haben wir die Proteine aus
dem Hyaluronidase-Extrakt mit dem monoklonalen-&HIAP Antikbrper immunprazipitiert
und das Prazipitat im Westernblot auf seing-Rgaktivitdt untersucht. Das Ergebnis des

Experiments ist in der folgenden Abbildung dargiéste

kb 1 2 34 5 6 7 8 9 10 kD
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Abb. 2.13: Immunprazipitation (IP) mit dem anti-GHA P Antikdrper. 500 pug Protein aus den leichten
Membranen wurden mit Hyaluronidase extrahiert. Basakt wurde mit einem gleichen Volumen von 0.15 M
NaCl und Protease Inhibitor haltigem 0.2 M Tris-H&lffer, pH 7.4 auf IP-Bedingungen eingestellt. Ndeh
Zugabe von 5 ug des anti-GHAP Antikérpers wurdeldisung zunachst fur 30 min. unter Schitteln inkubier
In der Zwischenzeit wurden etwa 50 pg Protein Gh@sgse auf die IP-Bedingungen aquilibriert und
anschlieRend zur Losung hinzugefuigt. Die Suspensiorde unter standiger Rotation Uber Nacht b€ 4
inkubiert. Die Protein G Sepharose wurde zunadwatimal fir je 15 min. unter heftiger Vibrationtrfi15 M
NaCl, 0.2% (w/v) Dodecylmaltosid und Protease lithibhaltigem 0.1 M Tris-HCI, pH 7.4 gewaschen und
gebundene Proteine anschlieRend durch eine 30 igeniitkubation bei RT in Probenpuffer eluiert. Alle
gesammelten Fraktionen wurden konzentriert undeinSDS-PAGE (7.5 % iges Trenngel) aufgetrennt. Nach
dem Blotten auf eine NC-Membran wurde dig-Reaktivitat unter Verwendung von #PO analysiert. Spuren
1 und 10: Marker, Spuren 2 und 9: 30 pg Proteindmursleichten Membranen, Spur 3: 10 pg Proteindans
extrahierten Membranen, Spur 4: 10 pg Protein aus ldyaluronidase-Extrakt, Spur 5: 5 pg nicht-priigiger
Proteine, Spur 6: 5 pg Protein aus dem ersten Welsatt, Spur 7: 5 pg Protein aus dem zweiten Wadutitt,
Spur 8: die Halfte des Volumens des Eluats. Dell Péajt die Lage der IBReaktivitat im Westernblot.
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Im Prazipitat (Spur 8) lasst sich nur ein einzelriBg-bindendes Glykoprotein detektieren.
Das Molekulargewicht des Glykoproteins liegt beb8XDa. Da wir die Immunprazipitation
mit dem monoklonalen anti-GHAP Antikorper durchdeti haben, kdénnen wir davon

ausgehen, dass Versican dagtiBdende Glykoprotein ist.
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2.4. Untersuchungen zur neuronalen Expression desdans

Wir haben porcines Riuckenmark Uber eine SynaptosdPn@paration subzellular fraktioniert
und dabei ein einzelnes MBindendes Glykoprotein angereichert. Wir konnteeses
Glykoprotein  durch eine  Affinitatschromatographiesolieren und lber eine
massenspektrometrische Analyse seiner tryptischeptid® - eindeutig - als Versican
identifizieren. Wir haben aufRerdem gezeigt, dasssiv@n - analog zum IBbindenden
Glykoprotein - im Verlauf einer Synaptosomen-Pragan angereichert wird und zusammen
mit dem IB-bindenden Glykoprotein tber einen spezifischen @éAbldes Hyaluronans von
Membranen freigesetzt werden kann. Durch die Immémpitation mit einem monoklonalen
Antikorper gegen die hoch konservierte, N-termin@ldAP-Doméane konnten wir sowohl
Versican als auch die IHReaktivitat isolieren. Wir hatten deshalb keineweffel, dass
Versican fir die von uns detektiertesiReaktivitat im Rickenmark verantwortlich ist.

Da wir mit unseren Westernblots nur einen Gro3exiblervon etwa 50 bis 400 kDa
abdecken, besteht natirlich die Mdglichkeit, dassweitere, potentiell existierende 4B
bindende Glykoproteine nicht detektieren. Und raflirbesteht ebenfalls die Mdoglichkeit,
dass sich weitere lpbindende Glykoproteine aufgrund ihres zu niedrigepressionslevels
einem Nachweis im Westernblot entziehen. All digsmjuktive andern aber nichts daran,
dass Versican das bisher erste eindeutig idemtifezi IB-bindende Glykoprotein im
Saugetier-Ruckenmark ist (Bogen et al., 2005). Udée VVoraussetzung, dass Versican auch
das einzige existierende HBindende Glykoprotein im Rickenmark ist, muss egronalen
Ursprungs sein. Wir wollten uns deshalb im Folgendef die Analyse der neuronalen
Expression von Versican konzentrieren.

Sollte sich herausstellen, dass Versican tatsdchlicch die nozizeptiven, nicht-peptidergen
C-Fasern exprimiert wird, wére es naturlich nuzwataheliegend als Nachstes seine Funktion
in verschiedenen experimentellen Schmerzmodelleruri@rsuchen. Dazu bendtigt man
allerdings auch Tiere, mit denen man diese Versuthehfihren kann. Die Tiere missen
sich ohne allzu groRen Aufwand operieren und Ubehrere Wochen in einem Labor halten
lassen, um sie verschiedenen etablierten Verh#dtstisszu unterziehen. Schweine sind dazu
aus nahe liegenden Grinden natirlich ungeeignetwatien deshalb dazu gezwungen, das
Tiermodell zu wechseln. Da unsere Kooperationspartton der Grunthal GmbH fir ihre
Verhaltensexperimente routinemalig Ratten verwengash damit neben dem erforderlichen

Know how auch die Mdglichkeit besalRen, uns mit @igeenden Mengen an Ratten-
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Ruckenmark und Hinterwurzelganglien zu versorgatien wir uns dazu entschieden, unsere

Versuche zur neuronalen Expression an Ratten duifi@nzn.

2.4.1. IB-Reaktivitdt im Ratten-Riuckenmark

Da wir das Tiermodell wechselten, mussten wir natiizundchst einmal zeigen, dass auch
die IBs-Reaktivitdt im Ratten-Rickenmark auf Versican zugifihren ist. Dazu haben wir
Uber eine Synaptosomen-Praparation leichte Membramel Synaptosomen isoliert, diese
mittels Hyaluronidase extrahiert und das dabei dem Membranen freigesetzte Versican mit
dem anti-GHAP Antikdrper immunprazipitiert. Das Hpitat wurde von uns im Westernblot
auf seine IB-Reaktivitdt analysiert. Das Ergebnis des Experisigst in der folgenden
Abbildung dargestellt.
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Abb. 2.14: I1B,-Reaktivitdt im Ratten-Rickenmark. Ratten-Rickenmark wurde Uber eine Synaptosomen-
Préparation subzellular fraktioniert. Die leichtdembranen und Synaptosomen wurden vereinigt, perietnd

mit Hyaluronidase extrahiert, um Hyaluronan gebuedBroteine wie Versican freizusetzen. Das Extraktle

mit dem anti-GHAP Antikdrper immunprazipitiert, d®sazipitat anschlielend in der SDS-PAGE (5 - 7.5 %
Trenngel) aufgetrennt, geblottet und mit Hilfe vdy-PO auf seine IBReaktivitat analysiert. Spur 1: 30 ug
Protein aus den kombinierten leichten MembranenSyrthptosomen, Spur 2: 30 pg Protein aus dem (dinekst
der Ultrazentrifugation (UZ) , Spur 3: 30 pug Protaims den wahrend der UZ pelletierten leichten Merdma
und Synaptosomen, Spur 4: 30 pg Protein aus denfutdpidase-Extrakt, Spur 5: 30 pug Protein der
extrahierten leichten Membranen und Synaptosomeur, & 30 pg nicht-prézipitiertes Protein, Spul@ pg
Protein, erster Waschschritt, Spur 8: 10 pg Protireiter Waschschritt, Spur 9: 2.5 pg eluiertestdin, Spur

10 : Marker. Der Pfeil zeigt die Lage derBeaktivitét.

Das Ergebnis ist dasselbe wie beim Schwein. Widdsst sich nur ein einzelnes 4B
bindendes Glykoprotein im Westernblot detektieramd uwvieder betrdgt das apparente
Molekulargewicht > 250 kDa. Da wir fur die Immunpigitation den monoklonalen anti-
GHAP Antikdrper verwendet haben, kann man davorgetsn, dass Versican dass;1B

bindende Glykoprotein ist.
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Wenn sich die IB-Reaktivitdt nicht-peptiderger C-Fasern auf Venmsicariickfihren lasst,

mussen sich auch Transkripte des Versicans in Rkikakten aus dem DRG nachweisen
lassen. Wir haben deshalb RNA aus Ratten-DRG rsplrevers transkribiert und die
resultierende cDNA unter Verwendung Splicevariargpezifischer Primer in verschiedenen

PCRs analysiert.

2.4.2. Lassen sich Versican-Transkripte im DRG netben?

Das Versicangen der Ratte liegt auf Chromosom 2ttdRaGenom Datenbank-Eintrag
619940, Gen-Name: CSPG2, Gen-ldentitat: 114122)urkfasst insgesamt 15 Exons, die
sich Uber einen Bereich von annéhernd 100 kb ekstre Durch alternatives Spleil3en werden
4 verschiedene mRNA-Varianten aus dem Primartrgptskrzeugt (Wight, 2002). Alle vier
Varianten enthalten die Exons 2 bis 6 (N-Terminugsd 9 bis 15 (C-Terminus). Die
Unterschiede zwischen den verschiedenen Varianeereffien ausschlie3lich die An- bzw.
Abwesenheit der beiden GAG-Domanen codierenden £X0(GAG a) und 8 (GAGP).
Wahrend \§ Exon 7 und 8 enthalt, besitz Viur Exon 8, ¥ nur Exon 7 und Ykeines der
beiden.

Um herauszufinden, ob das Versicangen im DRG transkt wird und welche Variante/n
aus dem Primartranskript gesplei3t werden, haben wsrschiedene Primerpaare zur
Amplifizierung Splicevarianten-spezifischer DNA-gGraente ausgewéhlt, eine PCR
durchgefuhrt und die daraus resultierenden Ampliek im Agarosegel analysiert. Das

Ergebnis ist in den folgenden Abbildungen dargéstel

Exon2-6 Exon7 Exon 8 Exon 9-15
V (chalc= 299kD
328aa ' 347 aa 1736 aa 307 aa 0
S V, (680 bp)
' | V, (932bp)
| 'V, (628bp)
' | V, (878 bp)

Abb. 2.15: Lage der ausgewahlten Primerpaare und Gi®e der zu erwartenden, amplifizierten Sequenzen
basierend auf der mMRNA-Sequenz von ¥/ der grof3ten Versican-Splicevariante.
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Abb. 2.16: Auftrennung der mittels PCR amplifizierten Splicevarianten-spezifischen DNA-Fragmente im
Agarosegel. Aus DRGs isolierte RNA wurde zunachst in cDNA shmbiert. Aus der cDNA wurden
anschlieBend mit Hilfe geeigneter Primerpaare gie&varianten-spezifischen Transkripte amplifizier

Mit jedem der verwendeten Primerpaare lasst siam Eragment erwarteter GroRRe
amplifizieren. Aufgrund der Spezifitdt der verwetete Primer kann man davon ausgehen,
dass es sich bei den amplifizierten Fragmenten enquéhzen von Versican-Transkripten
handelt.

Dass sich Transkripte aller vier Splicevarianterden RNA-Extrakten nachweisen lassen,
sagt aber noch nichts tber ihren zellularen Urgpraws. Da ein DRG neben Neuronen auch
Fibroblasten und Gliazellen enthalt, mussen die siéan-Transkripte nicht zwingend
neuronalen Ursprunges sein. Wir wollten deshaltNalshstes untersuchen, ob sich Versican-

Transkripte auch tatséchlich in Neuronen detekti¢assen.

2.4.3.In siti-Hybridisierung an DRG-Neuronen

Wenn Versican neuronal exprimiert wird, missen sigtiirlich auch RNA-Transkripte in den

Somata von DRG-Neuronen nachweisen lassen. Wirnhdbshalb unter Verwendung von

Digoxigenin (DIG)-markierten Ribonucleotiden sensa antisense RNA-Sonden gegen die,
in allen Splicevarianten prasenten, Exons 4 bimlskribiert und zur Hybidisierung mit den

entsprechenden mRNA Molekulen auf DRG-Schnittergesetzt. Das Ergebnis ist in der
folgenden Abbildung dargestellt.
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Abb. 2.17: Prinzip der Herstellung von sensaind

DNA ——— Sense
¢ ——— antisense antisense RNA-Sonden gegen mRNAranskripte
in vitro - Transcription des Versicans. Aus der klonierten cDNA de

with digoxigenin (DIG) labeled r NTP's

A .
*—x—x— Sense or antisense RNA
with incorporated DIG-UTP’s

Versicans werden (ber eine vitro Transkription
sense und antisense Sonden generiert und flindie
siti-Hybridisierung an Gewebeschnitten verwen

v in situ - Hybridization Da die Sonden mit Digoxigenin markiert sind, kon

MRNA

(DRG)H(_X_ miteinander hybridisierte Strdnge mit alkalisc
Detectionwith akaline phosphatase - Phosphatase (AP)-konjugierten abtic Antikdrpern
labeled anti-digoxigenin antibody markiert und unter Katalyse einer Farbreak

v

lokalisielt werden

Antisense Sense

Abb. 2.18: In situ-Hybridisierung an Ratten-DRG's. Die Ratten wurden anésthesiert und transkardiePB5
und 4 % Paraformaldehyd perfundiert. Nach der Bemfuwurden die DRGs der lumbalen Segmente L4 bis L6
herausprapariert, zunachst fir 2 h in 4 % PFA n=ienf und anschliel3end - zur Kryoprotektion - jéweils 2

h in einer 10 %, 20 % und 30 % igen Sucrose-Los@tapegrt.

Die in situ-Hybridisierung wurde an 20 um dicken Gewebesabmithit DIG-markierten Sonden gegen den -
allen Splicevarianten gemeinsamen - hoch konseevied-Terminus durchgefiihrt. Um die freie Zugandtih
der mRNA-Transkripte zu gewahrleisten, wurden dibnBte vorher noch mit Proteinase K behandelt. Die
Hybridisierung verlief Gber 12 h bei 42°C mit 0.§/ml Dig-markierter Sonden in 50 % Formamid, 5 xCSS
100 pg/ml Heringssperma- DNA und 0.1 % Tween 20. Qeiektion der Hybride wurden die Gewebeschnitte
zunachst mit einem mit AP-konjugierten anti-DIG idtper markiert und anschlief3end unter Verwendumy
NBT/BCIP entwickelt.

In den Somata samtlicher Neurone lassen sich \&rsicanskripte detektieren. Weil die
eingesetzte antisense Sonde allerdings gegen Semjuans den Exons 4-6 gerichtet ist und
diese Sequenzen in allen vier Varianten prasedt gisst sich damit nattrlich nicht ermitteln,
welche Splicevariante/n von welchen Neuronen traligkt werden. Dartber hinaus ist damit
auch noch nicht gezeigt, dass die mRNA-Sequenzering Proteinsequenz translatiert
werden. Wir hatten uns deshalb entschieden, alhi$tée die Versican-Expression in der

Immunfluoreszenz zu untersuchen.
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2.4.4 Kolokalisation in der Immunfluoreszenz

Wenn Versican fiur die IBReaktivitat der nicht-peptidergen C-Fasern veranieh ist,
sollte seine Immunreaktivitdat mit der subzellularémkalisation der IB-Reaktivitat
korrelieren. Wir haben deshalb die beiden Realkii®it in der Immunfluoreszenz an DRG-

Neuronen untersucht. Das Ergebnis ist in der falgarAbbildung dargestellit.

FITC-konjugiertes 1B, - anti-GHAP Antikorper
- anti-Maus Cy3 Antikdrper

Phasenkontrast

Abb. 2.19: Kolokalisation von IB;- und anti-Versican Immunreaktivitat in der Immunfl uoreszenz an
Ratten- DRGs (L4). Die Ratten wurden andasthesiert und transkardial RBIS perfundiert. Die DRGs der
lumbalen Segmente L4 bis L6 wurden herausprapariedt (iber eine 10 minltige Inkubation in absolutem
Aceton bei -20°C fixiert. Die Immunfluoreszenzen wurden an 20 pimrien Gewebeschnitten durchgefihrt.
Alle Schnitte wurden zunéchst fur 3 Minuten mit 1igér Periodséure behandelt und anschlieRend fimiB0
bei RT mit 0.3 % (w/v) Triton X-100 und 5 % NGS irlOnM CaC}, 0.1 mM MnC}, 0.1 mM MgC} haltigem
PBS (Antikorper-Verdunnungspuffer) inkubiert. DieRBs wurden tber Nacht bef@ mit dem anti-GHAP
Antikorper (1:100) und dem FITC-konjugiertenyl@:250) in Antikdrper-Verdiinnungspuffer inkubiedteimal

mit - durch bivalente Kationen erganztem - PBS gmhan und Uber 2 h bei RT mit einem Kaninchen anti-
Maus-Cy 3-konjugierten Antikérper (1:100) in Antigr-Verdiinnungspuffer inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit durch bivanlente Kationen supplemdrtierPBS wurden die Schnitte unter Verwendung von
Fluoromount-Medium eingedeckelt und konfokal mikmsiert.

42



Ergebnisse

Die IBs-Reaktivitat ist primar auf das Cytoplasma der njpeptidergen C-Fasern
konzentriert. Auch ein Teil der anti-Versican Immesktivitdt |&sst sich eindeutig im
Cytoplasma der nicht-peptidergen C-Fasern, und xwhokalisiert mit der 1B-Reaktivitat,
detektieren. Damit dirfte gezeigt sein, dass Varsineuronal exprimiert wird und eine,
noch zu definierende, Splicevariante das Molektl welches fur die IBReaktivitat der
nicht-peptidergen C-Fasern verantwortlich ist.

Es gibt allerdings auch anatomische Strukturen iRGD in denen keine Kolokalisation
feststellbar ist, wie die extrazellulare Matrix odte myelinhaltigen Markscheiden. In der
extrazellularen Matrix ist ausschlie3lich Versican detektieren. Da unsere Ergebnisse aus
der RT-PCR allerdings vermuten lassen, dass mehfersican-Splicevarianten im DRG
existieren und offensichtlich nicht alle durch ¢i8y-bindenden Epitope modifiziert sind, ist
dieses Ergebnis alles andere als Uberraschend.

Im Gegensatz dazu sind die myelinhaltigen Markstdei ausschliel3lich IBreaktiv.
Vermutlich ist die IB-Reaktivitdt der Markscheiden allerdings nicht pnoérgen sondern

lipidergen Ursprunges (Fullmer et al., 2004).
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2.5. Versuche zur Identifizierung der 4Bindenden

Versican-Splicevariante

Wir haben gezeigt, dass alle Neurone im DRG dasivamgen transkribieren. Wir haben
auBerdem gezeigt, dass zumindest auch die nictidpegen C-Fasern die Versican
Transkripte translatieren. Offen bleibt allerdingglche Neurone welche Splicevariante/n
transkribieren und warum sich Versican nur in deshtrpeptidergen C-Fasern nachweisen
lasst, obwohl offensichtlich alle Neurone mRNA-Tsknpte vom Versican enthalten.

Offen ist auRerdem, welche Splicevariante dig-iBidenden Epitope tragt. Wie bereits
erwahnt, sind bisher vier verschiedene Versicanaviéen bekannt. Alle vier Splicevarianten
besitzen zwar die selben N- und C-Termini, sie nsaeteeiden sich aber hinsichtlich der Art
und Anzahl der GAG-Domanen, die sie enthalten (8.Ab21). Wahrend ¥/ zwei GAG-
Domanen enthalt, besitzen Mnd \; jeweils nur eine und y/sogar gar keine GAG-Domane.
Es sollte deshalb moglich sein, diesilindende Variante Uber eine Analyse der GAG-
Domanenstruktur zu identifizieren.

Eszon 2-6| Exon 7 Exzon 8 Exon 3-15 }
328 aa' 347 aa 1736 aa 307 aa VO (Mw,,,=299kD)
Exon 2 -6 Ezxon & Exon 3-15
328 aa 1736 aa 307 aa V1 (Mw,,=261kD)

Exon 2-6] Exon 7 | Exon 9-15

V2 (Mw,, = 108kD)

328 aa 347 aa 307 aa

) V3 70kD
328aa | 307 aa (MWey,= )

Abb. 2.20: Schematische Darstellung der vier vers@denen Splicevarianten des VersicangSwiss-Prot
Datenbank-Eintrag Q9ERB4). Alle vier Varianten besitdie durch Exon 2-6 und 9-15 codierten N-und C-
Termini, unterscheiden sich aber in ihrer GAG-Donmétreiktur. Wahrend yYExon 7 (GAGa) und 8 (GAGP)
enthalt, besitzt Y nur Exon 8 (GAGR), V, nur Exon 7 (GAGa) und V; keines der beiden GAG-Domanen

codierenden Exons. Es sollte daher moglich sein,IBliebindende Variante Uber eine Analyse der GAG-
Domaéanenstruktur zu identifizieren.
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2.5.1. Analyse der GAG-Domaéanenstruktur deglbBidenden Versicans

Um herauszufinden, welche GAG-Doméne/n daghiBdende Versican enthélt, haben wir
Proteine aus dem Hyaluronidase-Extrakt im Westetnilit anti-Ratten GACGa- und (3-
spezifischen Antikoérpern (freundliche Gabe von PRU. Margolis, New York) auf ihre
Immunreaktivitdt analysiert. Um zu testen, ob sitie Ratten-spezifischen Antikdrper
vielleicht auch fir eine Analyse der GAG-Domaéaneis gercinen Versicans eignen, haben
wir, parallel dazu, auch die Hyaluronidase-Extralétes den subzellularen Fraktionen des
porcinen Ruckenmarks analysiert. Das Ergebnisiider folgenden Abbildung dargestellt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 kD

r = T
] |
. e
[ Ry 0
- f;
— I 150
| | SE ‘
| I
| — 100
| "SR | — 75
4 . |
ebsl A

Abb. 2.21: Analyse der GAG-Domanenstruktur des IB-bindenden Versicans. Proteine aus den mit
Hyaluronidase extrahierten leichten Membranen wmhptosomen wurden in einer SDS-PAGE (5 — 7.5 % iges
Trenngel) aufgetrennt und anschlieBend auf eine N@ibtan geblottet. Um die Proteinauftrennung abdehil
wurde die Membran mit Ponceau S gefarbt und ertbpral dem Verlauf der einzelnen Spuren mit einem
Skalpel durchtrennt. Die daraus resultierenden N€H8Bn wurden in eine Streifenbox transferiert umd
verschiedenen Antikérpern auf ihre Immunreaktivitétersucht. Spuren 1, 5 und 10: Marker, Spur 2u80
Protein, Ratte mit anti-Ratte GAG AK, Spur 3: 30 ug Protein, Ratte mit,tBO, Spur 4: 30 ug Protein, Ratte
mit anti-Ratte GAGB AK, Spur 6: 10 pg Protein, Schwein mit dem antiAFHAK, Spur 7: 10 pg Protein,
Schwein mit dem anti-Ratte GAGAK, Spur 8: 10 ug Protein, Schwein mit dem anttt®&AG AK, Spur 9:

10 pg Protein, Schwein mit }J820. Der Pfeil zeigt die Lage des;tBindenden Versicans.

Das IBi-bindende Versican scheint nur die GAGDomane zu besitzen; mit dem anti-GAG
B-spezifischen Antikdrper lasst sich Versican jedéafnicht detektieren (Spur 2 versus 4).
Das porcine Versican lasst sich mit den anti-Rasiggzifischen Antikdrpern ebenfalls nicht
nachweisen. Vermutlich sind die Unterschiede in 8egquenzen der GAG-Domanen beider
Spezies einfach zu signifikant.

Wenn das IBbindende Versican ausschlieBlich die GAGDoméane enthélt, kommt

eigentlich nur ¥\ als Zielmolekdl in Frage. Allerdings besitzt dagsdér Ratte ein kalkuliertes
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Molekulargewicht von 110 kDa (s. Abb. 2.20; Q9ERBBas apparente Molekulargewicht
des IB-bindenden Versicans liegt jedoch bei > 250 kDa.dwoh erklart sich diese
offensichtliche Diskrepanz? Da die fur die Extraktieingesetzte Hyaluronidase (H3506,
Sigma) neben Hyaluronan auch Chondroitinsulfatedasgr; kdnnen Chondroitinsulfat-
Seitenketten nicht fur diese drastischen Untersiehien Molekulargewicht verantwortlich
sein. Selbst die Tatsache, dass es sich beim Yersim ein acides Protein (pl~4) handelt,
welches noch einige Glykosylierungen, wie z. B. WBg-bindenden Epitope, tragt, liefert
keine ausreichende Erklarung fur die auftretend&i®@panz von >150 kDa.

Auffallig ist, dass das die GA@- Domane codierende Exon 7 der Ratte unverhaltfdgma
kurz ist. Es codiert nur fuir 347 Aminosauren, wakralie entsprechenden murinen oder
humanen Exons fir 961 (Maus, Q62059) bzw. 988 (klen813611) Aminosauren codieren.
Gibt es dafir eine Erklarung? Wenn man den Swiss-BPratenbank-Eintrag fir das Ratten-
Versican mit dem entsprechenden Eintrag in der NO&knbank vergleicht, st63t man auf
einige interessante Unterschiede beziiglich der &d#p verschiedenen Varianten und ihrer
Exonstruktur. Wahrend das Ratten-Versicanlaut Swiss-Prot 2718 Aminosauren umfasst,
besitzt dass in der NCBI Datenbank 3304 Aminosauteaut Swiss Prot startet die
Translation in Exon 2, laut NCBI in Exon 3. Daduflobsitzt die Swiss-Prot-Sequenz einen
um 110 Aminosauren gegentuber der NCBI Varianteangerten N-Terminus. Andererseits
enthalt die NCBI-Sequenz eine 696 Aminosauren usefade Insertion zwischen Exon 6 und
7. Davon entfallen 56 Aminosauren auf ein verlategeExon 6, 21 Aminosauren auf ein sich
daran anschlieRendes Miniexon sowie 619 Aminosdauérinen sich direkt am 5 Ende von
Exon 7 anschlieBenden, offenen Leserahmen (ORF).hgrauszufinden, ob es sich bei
diesem ORF moglicherweise um einen Teil des unWarkialig kurzen Exon 7 handelt,
haben wir die durch den ORF und Exon 7 codierterasiuresequenz in einem Alignment
mit den entsprechenden Aminosauresequenzen der cGBGméanen von Mensch und Maus

verglichen. Das Ergebnis ist in der folgenden Adhlilg dargestellt.
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Mensch 348 ....PKEATT IDLSILAETA SPSLSKEPQM VSDRTT PIIP LVDELPVIPT
Maus 348 PKQNISEATT IEMNILAETS SPSLSKEPHM VPDRAT PVIP LATELPIFTT
Ratte 296 .KQNISEATT IETNTLAETA SPSLSKEPHM VPERAT PVIP LVTELPIFTT

Mensch
Maus
Ratte

Mensch
Maus
Ratte

Mensch
Maus
Ratte

Mensch
Maus
Ratte

Mensch
Maus
Ratte

Mensch
Maus
Ratte

Mensch
Maus
Ratte

Mensch
Maus
Ratte

Mensch
Maus
Ratte

EFPPVGNIVS FEQKATVQPQ AITDSLATKL PTPTGS TKKP WDMDDYSPSA
HFPPAGNIVN SEQKSVVYSQ AITGRLATES PTTTRN  TINS WDLNDSLASG
HFPPAGNIVN SEQKSVIYSQ AITDRVATES PTAAGS PINS WDADDYLPSG

SGPLGKLDIS EIKEEVLQST T GVSHYATDS WDGVVEDKQT QESVTQIEQI
SGPLGMPDIS EIKEEELRST T VISQHATGS QAVITEDTQT HESVSQIEQI
SGPLGKPDIS EIKEEGLQST T VTSQHATAS HHGITEDTQT HESVTQIEQI

EVGPLVTSME ILKHIPSKEF PV.TETPLVT ARMILE .SKT EKKMVSTVSE
EVGPLVTSME ITNHISLKEL PEKNKTPYES TEVTLE .HTT EMPTVSASPE
EVGPLVTSME ITNHISFKEF LE.TKTPLES TEVTLE QHQT DMPTVITSPE

LVTTGHYGFT LGEEDDEDRT LTVGSDESTL IFDQIP  EVIT VSKTSEDTIH
LATTSHYGFT LREDDREDRT LTVRSDQSTR VFSQIP  EVIT VSKTSEDTTY

LATTSHYGVT LREDDREDIA LTVRSGQSTR VFSQIP EVIT VSKTSEDTTY

THLEDLESVS ASTTVSPLIM PDNNGSSMDD WEERQT SGRI TEEFLGKYLS
SQLGDLESIS TST....ITM LGTDRSLIDK EKEPKT NGKV TEDEFGQSQP
SQLGDLEFVS TAT....ITM LGTDGSLTDE GKEPQT DDKT AEDEFGQSQP

TTPFPSQHRT EIELFPYSGD  KILVEGISTV IYPSLQTEMT HRRERTETLI
TTTFPSQHLT EVELLPYSGD TTSVEGISTV IYPSLQTDVT QGRERTETPR
TIPFPSQHLT EVESLPYSGD TISVERISTV SYPSLQTDVT QGRERTEVPR

PEMRTDTYT. DEIQEEITKS PFMGKTEEE __ V FSGMKLSTS SEPIHVTESS
PELKKDPYTV DEIPEKVTKD PFIGKT.EE =~ V FSGMPLSTS S......ESS
PGLKKDPYAV DEIQEKITKD PFIGTI.EE __ G FSGMSLSTS S......ETS

VEMTKSFDFP TLITKLSAEP TEVRDMEEDF TAT... PGTT KYDENITTVL
VERTESVSPA LTIEKLTGKP TEARDVEEMT TLTRLE  TDVT KSDKDVTRVH
AERTESVSPA LTIEKLTVKP AVASDVDEMT ILTRLE TDVP TSDEDVTSAH

LAHGTLSVEA ATVSKWSWDE DNTTS KPLES TEPSASSKLP PALLTTVGMN

LTHSTLNVEV VTVSKWPGDE DNSTS  KPLPS TEHAGFTKLP PVPLSTIGIN
LTHSTLNVEV VTVLKWPGNE DNSTS = KPLPP TERAGFTKSP PVSLSTVGIV
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Mensch
Maus
Ratte

Mensch
Maus
Ratte

Mensch
Maus
Ratte

Mensch
Maus
Ratte

Mensch
Maus
Ratte

Mensch
Maus
Ratte

Mensch
Maus
Ratte

Mensch
Maus
Ratte

Mensch
Maus
Ratte

Mensch
Maus
Ratte

GKDKDIPSFT EDGADEFTLI PDSTQKQLEE VTDEDI  AAHG KFTIRFQPTT
GKDKEIPSFT .DGGGEYTLF PDGTPKPLEK VSEEDL  AS.G ELTVTFHTST
GKDKETPSFT .DGGDEYTLS LDGTPKPLEK FSEEDL TS.G EFAVTIPTSI

STGIAEKSTL RDSTTEEKVP PITST EGQVY .ATMEG&LG EVEDVDLSKP
SIGSAEKSAS GEPTTGDRFL PTTST EDQVI NATAEGAALG ..EDTEASKP
SIDSAEKSTL GEPTTGDRVL STTST KDLVI NATVEGSALD ..EDMDASKP

VSTVPQFAHT SEVEGLAFVS YSST QEPTTY VDSSHTIPLS VIPKTDWGVL
LFTGPPFVHT SDVEELAFVN YSST QEPTTY VDISHTSPLS IIPKTEWSVL
LFTATPFVHT SDVEESAFVN YSST QQPTTY VDISHTSPLS IIPKTEWSVS

VPSVPSEDEV LGEPSQDILV IDQTRLEATI SPETMR  TTKI TEGTTQEEFP
ETSVPLEDEI LGKSDQDIL. .EQTHLEATM SPGALR TTGV SQGETQEE..
ETSVPLEDEV LGKSDQDTL. .EQTHLEATM SPEALS TIEV TQGETQEE..

WKEQTAEKPV PALSST AWTP KEAVTPLDEQ EGD@YTVS EDELLTGSER
..PQTPGSPF PTFSST AVMA KETTA..FEE .GEGS TYTPS EGRLMTGSER
..PQTPGIPF PALSST AVMT KETTA..FEE EGEGSTYTLS EDRLMTDSEI

VPVLETTPVG KIDHSVSYPP GAVTEHKVKT DEVVTL TPRI GPKVSLSPGP
VPGLETTPVG .... TSYPP GAITDQEVEM DTMVTL MSTI RPTVVSSTES
VPSLETTPVG ....TSYPG GAMTQQGVEM DTMVTQ MSSI RPTVVLSTEP

EQKYETEGS S TTGFTSSLSP FSTHITQLME ETTTE..KTS LEDID LGSG
EVIYEAEGS S PTEFASTLRP FQTHVTQLME ETTEEGKKAS LDYTSG
EVSYEAEGS S PMEFASTLKP FGTQVTQLVE ETTEEGKKTP LDYTESG

FE  KPKATELI EFSTIKVTVP SDITTAFSSV DRLHTTSAFK PSSAITKKP P
FE _.PRATELP KFP....STP SDI.SVFTAI DSLHRTPPLS PSSSFTEEQ R
FE _QPRVTELP DFS....MTP SDI.SVFTAI DSLHRTTPLR PPSPFTEEP H

LIDREPGEET TSDMVIIGES TSHVPPTTLE DIVAKE TETD IDREYFTTSS
VFEEESSEKT TGDI.LPGES VTQHPVTTLI DIVAMK TESD IDH...MTSK
IFEKEPSEKT TGDIILPRES VTQHPLTTLM DIIAKK TESD IDHEYHMTSK

PPATQPTRPP TVEDKEAFGP QALSTPQPPA STKFHP DINV YIIEVRENKT

PPVTQPTRPS VVERKTTSKT QELSTSTPAA GTKFHP  DINV YIIEVRENKT
PPVMQPTRPS VVERKTTSKP QELSTSSPPA GTKFHP  DINV YIIEVRENKT
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Mensch G 1335
Maus G 1308
Ratte G 1261

Abb. 2.22: Alignment zwischen den GAQx-Doménen von Mensch und Maus mit der durch den ORFnd
Exon 7 der Ratte codierten Aminosauresequenzdentische Aminosauren sind gelb unterlegt. Kovisete
Glykosylierungsmotive sind unterstrichen sowie tuFettdruck hervorgehoben. Anmerkung: Versicantbesi
drei verschiedene Glykosylierungsmotive: a) N,X, M8tive sind potentielle N-Glykosylierungssteller); &/T-
Cluster, bestehend aus mindestens drei hintereénéegkenden Serin- oder Threonin-Resten, sind pietenO-
Glykosylierungsstellen; c) azide G/S-Motive, bestah aus mindestens zwei aufeinanderfolgenden
Aminosauren, von denen einer ein Serin, der arnglar&lycin ist und in deren unmittelbarer Nachbhastsich

- zumindest einseitig - mindestens eine saure Asdine befindet, fungieren als potentielle Chonohsudfat-
Anheftungsstellen.

54 % aller in dem Alignment miteinander verglichememinosauren sind identisch. Dartber
hinaus lassen sich auch 14 konservierte Glykosylgsmotive identifizieren, 2 potentielle N-
Glykosylierungsstellen, 6 potentielle O-Glykosylirgsstellen sowie ebenfalls 6 potentielle
Chondroitinsulfat-Anheftungsmotive. Es ist deshdillschaus vorstellbar, dass die durch den
ORF codierten Aminosauren zur GAGDomane der Ratte gehoren.

Um herauszufinden, ob der ORF tatsachlich transktilvird und welche Exonstruktur die
Versican-Transkripte besitzen, hatten wir uns @ggtrtlie cDNA mittels verschiedener PCRs

genauer zu charakterisieren.

2.5.2. Analyse der Exonstruktur von Versican-Traups&n aus dem
Hinterwurzelganglion

Wie erwdhnt unterscheiden sich die Swiss-Prot ur@BNDatenbank-Eintrage fir das

Versican hinsichtlich der postulierten Grof3e desy Wanskripte, des Startpunktes der
Translation und der Exonstruktur. Um herauszufindelcher Datenbank-Eintrag der

Realitat entspricht, hatten wir uns Uberlegt, didARExtrakte bzw. die daraus praparierte
cDNA aus den Hinterwurzelganglien mit Hilfe versatfiener PCR's zu untersuchen. Die dazu
ausgewahlten Primerpaare, die GroRRe der erwart@taplfikate und das Ergebnis der

durchgefiihrten PCR's sind in den folgenden Abbiigimdargestellt.
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2-5 6 7 8 9-15
V, 2718 AS
230 ad 98 aa' 347 aa 1736 aa 307 aa
u 283bp
3-5, 6 Mini; ORF 7 8 9-15
V, 3304 AS
120 aal54 aa2laa 619 aa 347 aa 1736 aa 307 aa
| | 1552bp
\g 2377 bp
Primerpaare: 1) ORF - Exon8 1552 bp
2) Exon2 - ORF keine Amplifikate

3) Exon6 - Exon7 283 bp /2377 bp

Abb. 2.23: Exonstruktur von V, laut Swiss-Prot (Q9ERB4) bzw. NCBI (XM215451) Datdwank-Eintrag,
ausgewahlte Primerpaare zur Analyse der Exonstruktuund Grol3e der erwarteten Amplifikate.

— 2500

— 2000
Abb. 2.24: Darstellung der unter
— 1500 Verwendung der in  Abb. 2.23
aufgefiihrten Primerpaare amplifizierten
DNA-Fragmente aus der cDNA von RNA-
— 1000 Extrakten aus dem Hinterwurzelganglion.

Durch die Verwendung des Primerpaares ORF - Extis& sich ein DNA-Fragment von

>1500 bp amplifizieren (Spur 1). Damit wird begsiitdass der ORF zusammen mit Exon 7
transkribiert wird. Dazu passt auch, dass sichruviegwendung des Primerpaares Exon 6 -
Exon 7 ein Produkt von 2 bis 2.5 kb amplifizieréaadt (Spur 3).

Uberraschenderweise lasst sich aber auch mit démeRraar Exon 2 — ORF ein Produkt
amplifizieren (Spur 2). Die Grél3e des Amplifikateggt < 2kb. Dies deutet darauf hin, dass
eine Variante existiert, die Exon 2 und den ORM&htund je nachdem, ob der Rest der
postulierten Insertion, d. h. die die restlichenAfinosauren codierenden 231 Nucleotide,
enthalten ist oder nicht, 1925 bp oder 2156 bp gef? diirfte.
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Wie passt das zusammen? Wenn man davon ausgebtygast Exon 2 beginnt und den
ORF enthalt, bleibt letztlich also nur die Fragemaen restlichen 231 Nucleotiden (bzw.77
Aminosauren) der Insertion. Wenn man sich die Engsle der PCR-Analyse aus Abschnitt
2.3.2. vergegenwartigt (s. dazu Abb.2.16 und 2.difssten — sofern die Insertion vorhanden
ist — die unter Verwendung deri;WMund Vs spezifischen Primer amplifizierten DNA-
Fragmente 1163 bp und 1109 bp umfassen. Die Gréfibaiden Fragmente liegt aber unter
1000 bp. Deshalb kann man wohl davon ausgehen, disssRest der Insertion nicht
transkribiert wird.

Damit ergibt sich fir die Exonstruktur deg M ranskripts (weil die Exonstruktur von der von
Vo abweicht, aber ebenfalls beide GAG-Doménen codd=e Exons 7 und 8 enthalt, haben
wir das Transkript als §/ bezeichnet) - im Unterschied zu beiden DatenliEink-dgen —

folgendes, endgultiges Bild:

Exon 2-6 ORF Exon ¥ Exon 8 Exon 9-15
328 aa 619 aa 347 aal 1736 aa 307 aa 0
| | 1552 bp
| | 1925 bp
| | 2146 bp
Primerpaare: 1) ORF - Exon8 1552 bp
2) Exon2 - ORF 1925 bp

3) Exon6 - Exon7 2146 bp

Abb. 2.25: Exonstruktur von Vy'. Aufgrund der Ergebnisse unserer RT-PCR Analysessmmuan davon
ausgehen, dass die Exonstruktur dgsTkanskripts — zumindest in Ratten DRGs — wederdaih Eintrag aus
der Swiss Prot Datenbank noch mit dem der NCBI m@ek Ubereinstimmt. Da es sich um eine neue
Splicevariante handelt, die eine &ahnliche Exonsmuktie Vp besitzt, haben wir diese Variante alg V
bezeichnet.

Die Translation von Y startet in Exon 2, der ORF wird ausschlieRliciKmmbination mit
Exon 7 transkribiert. Das v Transkript umfasst demnach 10011 Nucleotide,fdie3337

Aminosauren codieren.
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