Diskussion

3. DISKUSSION

3.1. Versican-Splicevarianten: Der offene Leseranme

Bei dem Versuch das IlBindende Versican zu identifizieren, sind wir aaien
offensichtlich zusatzlich existierenden offenen drabmen im Versicangen der Ratte
gestol3en. Der offene Leserahmen codiert fir 619Aséuren und liegt unmittelbar vor dem
5'Ende des die GA@-Domane codierenden Exons 7. Leider ist es uns ahnien der
vorliegenden Arbeit nicht gelungen, die funktioeeRelevanz des offenen Leserahmens zu
beweisen. Trotzdem gibt es eine Reihe von Indizigndie Vermutung stitzen, dass es sich
bei dem offenen Leserahmen um einen Teil von Exohafdelt und als solcher auch
zusammen mit diesem transkribiert und translaivend.

a) Die ungewohnliche Grol3e der durch Exon 7 ctelieGAGa-Doméane. Wahrend die
murine GAGa-Domane 961 Aminosauren besitzt und die bovine bderane GAG
o-Domane jeweils 988 Aminosauren, besitzt die GA®omane der Ratte lediglich
347 Aminosauren. Wenn man zu diesen 347 Aminosaaerdings die 619
Aminosauren addiert, die der offene Leserahmenecgdkommt man auch fir die
GAG a-Domane der Ratte auf einen, mit den GA®omanen aller anderen Spezies
vergleichbaren, Umfang von 966 Aminosauren.

b) Die ausgepragte Homologie zwischen der, dusthaffenen Leserahmen und Exon 7
der Ratte codierten, hypothetischen GAGDomane mit den GAGa-Domanen
vergleichbarer Spezies. Wie wir uber ein Alignmemiischen der humanen und
murinen GAGa-Domane mit der hypothetischen GAGDoméane der Ratte zeigen
konnten, sind 54 % aller miteinander verglichenemifosauren absolut identisch.
Wenn man in dem Alignment die humanen Sequenzdnt bieriicksichtigt, kommt
man sogar auf eine Ubereinstimmung von 84 %. Dsgepragte Homologie belegt,
dass diese Sequenzen einem starken Selektionsainteaiegen und macht biologisch
natdrlich nur Sinn, wenn diese Sequenzen auchifureit relevant sind.

C) Der Nachweis des offenen Leserahmens auf RNén&b Bei der RT-PCR von
Versican-Transkripten aus dem Hinterwurzelganglimittels drei verschiedener
Primerpaare, wovon zwei Primer so ausgewahlt wyrdass sie ausschlief3lich im
Bereich des offenen Leserahmens binden konntendemudrei verschiedene DNA-

Fragmente amplifiziert, deren GroR3e sich einzig alhein dadurch erkléaren lasst, dass
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der offene Leserahmen zusammen und ausschliefflidkombination mit Exon 7

transkribiert wird. Da alle Gene, die transkribdrden, in irgendeiner Form - friher
oder spater - auch translatiert werden, kann mamrdausgehen, dass auch die
Nucleotidsequenzen des offenen Leserahmens in Rm&insequenz translatiert

werden.

Aus der Kombination der durch den offenen Leserahpulierten Sequenz mit den bisher
bekannten Sequenzen des Versicans lasst sichrdiafje nur fir die Ratte - die Existenz
zweier weiterer, bisher noch nicht beschriebendic8gmrianten postulieren. Aufgrund ihrer
Ahnlichkeit mit den beiden Varianten,\ind \, haben wir diese Varianten alg’Wind Vs
bezeichnet (siehe Abb. 3.1). Die Unterschiede zvasc\, und \p sowie Vs und V,' liegen

in der Zusammensetzung ihrer GAGDomane. In den beiden Variante ¥hd \, besteht
die GAG a-Domane offensichtlich nur aus den 347 von Exorodierten Aminosauren. In
den beiden VariantengMund V," umfasst die GAGx-Domane hingegen zusétzlich die 619

Aminosauren, die der offene Leserahmen codiert.

Exon 2-6] Exon 7 Exon § Exon 9-15
7 Iw_,,= 2990kD
32%aa 347 aa 1736 aa 307 aa VO Mwey, )
Exon 2-4 Exon & Exon 9-15 ‘71 (I\gI 2611,]:))
7 S i
328 aa 1736 aa 307 aa cale

Exon 2-6] Eson7 | Exon 9-15

V2 (Mw,, = 108kD)

328 aa 347 aa 307 aa

328 aa 307 aa k= (Mw,,;;= 70kD)
Exon 2 -6 ORF Exon 7 Exon & Exzon 9-15 o
328 aa 619 aa 347 aa 1736 aa 307 aa VO (Mw,,,=367kD)
Exon2-§ ORF Exon 7 | .
125 aa 619 aa T (Mw;,= 176kD)

Abb. 3.1: Aufstellung aller Versican-Splicevariant& der Ratte. Bei den Varianten ybis V; handelt es sich
um die vier klassischen Varianten. Die GA&@omane wird von Nucleotidsequenzen in Exon 7 abdieut
Swiss-Prot Datenbank-Eintrag besitzt die GA@omane lediglich 347 Aminosauren. Direkt vor der&ride
von Exon 7 im Versicangen liegt jedoch ein offebeserahmen (ORF) fur 619 zusétzliche Aminosaureitetun
der Voraussetzung, dass die GroRe der GiBoméane zwischen 347 und 966 Aminoséuren varijert,
nachdem ob nur Exon 7 oder der offene LeserahmenBptan 7 exprimiert wird, kénnen zwei weitere bisher
nicht beschriebene Splicevaraianten fiir die Ratistytiert werden. Aufgrund ihrer Ahnlichkeit mit e
Varianten \§ und \, haben wir diese Varianten alsgVund \, bezeichnet. Die ausgewiesenen
Molekulargewichte errechnen sich als das Produkt Aezahl der Aminosauren und einer mittleren
Molekularmasse von 110 kDa / Aminosaure.
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Einen ersten Hinweis darauf, dass der offene Leseahzusammen mit Exon 7 translatiert
wird und damit auch funktionell relevant ist, ligieunsere eigenen Untersuchungen zur
Identifizierung des IBbindenden Versicans. Wie wir Uber die Analyse deAG-
Domanenstruktur im Westernblot gezeigt haben, bedds IB-bindende Versican nur die
GAG a-Domane. Deshalb kommen nur die Versican-VariaWteaond \,™ als IB-bindendes
Molekdl in Frage. Bei der von uns durchgefiihrten-lROR konnten allerdings keine,V
spezifischen DNA-Fragmente amplifiziert werden. i deshalb zumindest fraglich, ob
Uberhaupt Y Transkripte im Hinterwurzelganglion existieren.rbi@er hinaus betragt das
apparente Molekulargewicht des 4Bindenden Versicans - trotz des Abbaus der
Chondroitinsulfate - > 250 kDa. Das kalkulierte Istaulargewicht von Y betragt 108 kDa,
das von ¥ 176 kDa. Obwohl man natirlich nicht ausschlieRann, dass es sich bei dem
IB4-bindenden Versican nur um ein 108 kDa grofRes Prot@ndelt, ist es doch wesentlich
nahe liegender, anzunehmen, dass es sich hierBaifiridichkeit um ein 176 kDa grol3es

Protein handelt.
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3.2. Versican-Splicevarianten: Die Exons 7a und 8a

Waéhrend unserer Versuche das-tBndende Versican zu identifizieren, sind wir auiei
weitere putative Exons im Versicangen gestol3ene<mher beiden Exons wurde von Dr.
Stefan Tomiuk von der Memorec GmbH, im Rahmen emeinformatischen Analyse der
existierenden Splicevarianten des Versicans, ifigetit, das andere von Dr. Olaf Bender,
einem ehemaligen Mitarbeiter unserer Arbeitsgrufdmide Exons wurden mit Hilfe eines
Computerprogrammes zum Abgleich von Nucleotidseg@endem so genannten BLAST
(basic local alignment search tool), identifiziarhd in beiden Féllen wurde das Exon Uber
einen Abgleich des DNA-Abschnittes, auf dem sich Warsicangen befindet, mit Sequenzen

aus EST (expressed sequence tag)-Datenbanken gafund

3.2.1. Das nicht-codierende Exon 8a

Dieses Exon wurde Uber eine so genannte BLAST-Suels® einen Abgleich des
chromosomalen Abschnittes, der das humane Versceinggt (Gen-Name: CSPG2, Gen-ID:
1462, Chromosom 5, langer Arm, Abschnitt 82.803:83912.737), mit humanen ESTs aus
der Unigene-Datenbank identifiziert. Der dabei geietne humane EST (Bl 818462) enthalt
einen Teil von Exon 8, eine bisher unbekannte Seqgosertion von 107 Nucleotiden Lange,
Exon 9, Exon 10 sowie einen schlecht sequenzi@idrvon Exon 11:

1 ccagctatgg gcttcgagceg catggtggtg atagtcttgg act caaggtc cacaggatga
61 tctgcacgga ggtcccatge atttcatctg ctccatcaga taa tataacc tgaatcctcc
121 atacgacgag tctatgaatc agaagggcag gattccacga tag cagcatc agaacagcaa
181 gtggcagcga gaattcttga ttccaatgat caggcaacag taa accctgt ggaatttaat
241 actgaggttg caacaccacc attttccctt ctggagactt cta atgaaac agatttcctg
301 attggcatta atgaagagtc agtggaaggc acggcaatct att taccagt ttaaaggagt
361 acatttggaa cgtgtttttg gaaaaagcat gttaatgtac gca gaagaga cttcagtgca
421 cactttcgaa gaaaaacagt ttctgagcat taagtggacc tga tcgetge aaaatgaacc
481 cgtgccttaa cggaggcacc tgttatccta ctgaaacttc cta cgtatgc acctgtgtgc
541 caggatacag cggagaccag tgtgaacttg attttgatga atg tcactct aatccctgtc
601 gtaatggagc cacttgtgtt gatggtttta acacattcag gtg cctetgce cttccaagtt
661 atgttggtgc actttgtgag caagataccg agacatgtga cta ttgctgg cacaaattcc
721 aagggcagtg ctacaaatta ctttgcccat cgacgcacat ggg attgcca gtgacaccgg
781 gactgccgtc tggcagggtg gccatctcac aggcatcctg gtt caccaaa tgcaca

Abb. 3.2: Nucleotidsequenz des humanen ESTs Bl 8182 Der EST enthalt einen Teil von Exon 8, eine
bisher unbekannte Sequenzinsertion (gelb unterlegt)n 9, Exon 10 sowie einen ungenau sequenziégén
von Exon 11. Die unbekannte Insertion umfasst 1@hdtenthalt keine proteincodierenden Informationen
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Diese unbekannte Sequenzinsertion ist auch im &&rgen der Ratte vorhanden. Wie das

folgende Alignment zeigt, ist die Sequenz starkdewiert.

human 5’ tttaaaggag tacat _ttgga acgtgttttt ggaaaaa _gca tgttaatgta cgcagaagag
rat 5 tttaaaggag tacag _ttgga acgtgttttt ggaaaag _gca tgttaatgta cgcagaagaa

human act_tcagtgc acactttcga agaaaa acag tttctgagca ttaagtg 3°
rat acg _tcagtgc acactttcga ag---- acag tttctgagca ttaagtg 3°

Abb. 3.3: Alignment zwischen der unbekannten Inseibn aus dem humanen ESTs Bl 818462 und der
entsprechenden Sequenz aus dem Versicangen der Rattdentische Nucleotide sind durch Fettdruck
hervorgehoben, Abweichungen unterstrichen.

Da es sich bei der Insertion um nicht-codierendgu8ezen handelt, wiirde die Translation
von Transkripten unmittelbar nach Exon 8 unterbeoch Das daraus resultierende

hypothetische Protein ware demnach um 307 Aminesa@rterminal trunkiert.

NVEGTAVYLPV*R STV
5" GTG GAA GGC ACA GCA GTT TAT CTACCAGTT TAAAGG AGTACAGTT

NG TCFWIKRHVNYVA EET
5° GGA ACG TGT TTT TGG AAA AGG CAT GTT AAT GTA GCA  GAA GAA ACG

NSVHTFEDSTF®*AL S
5° TCA GTG CAC ACT TTC GAA GAC AGT TTC TGAGCATTA  AGT

Abb. 3.4: Ausschnitt aus einem hypothetischen Traksipt, das die unbekannte Sequenzinsertion
(unterstrichen) enthélt. Die Translation der Nucleotidsequenz wiirde dirélten Exon 8 bzw. am Anfang der
Sequenzinsertion unterbrochen (* = STOP). DieseréD Aminosauren entsprechen dem 3’Ende von Exon 8.

Um herauszufinden, ob die Insertion transkribiemdywhaben wir RNA-Extrakte aus dem
Hinterwurzelganglion und Gehirn der Ratte mittelsT-RCR analysiert. Im
Hinterwurzelganglion lie3en sich keine Transkripeehweisen, wohl aber im Gehirn (dazu
liegen leider keine experimentellen Daten vor). Mann also davon ausgehen, dass es sich
hierbei tatsachlich um ein bisher noch nicht bastienes Exon handelt. Aufgrund seiner
Lage in der genomischen Sequenz des Versicangdyen hair dieses Exon als Exon 8a

bezeichnet.
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3.2.2. Das nicht-codierende Exon 7a

Auch dieses putative Exon wurde durch eine so gagraBLAST-Suche identifiziert. Hierzu
wurde der DNA-Abschnitt des Versicangens der R&en-Name: CSPG2, Gen-1D: 114122)
fur den Abgleich mit Ratten EST-Sequenzen aus degdhe-Datenbank verwendet. Dabei
wurde zunéchst der EST BF 545755 entdeckt. DieSdr énthalt das 5 Ende einer zwischen
den beiden GAG-codierenden Exons 7 und 8 liegemtsgnischen Sequenz (s.Abb.3.5). Der
dazugehdrige Klon tragt die Bezeichnung UI-R-BTOgg@6-0-Ul.r1. Zu diesem Klon gehort
ein zweiter Klon mit der Bezeichnung UI-R-BTO-q&#§-0-Ul.s1. Dieser Klon enthalt den
EST Al 454068, der das 3'Ende der zwischen derebeltkons 7 und 8 liegenden Sequenz
enthalt (s.Abb.3.5).

ACGATTGAAAAACTTCGTCCGGT TTCGTCCTTACT TCCCCTATAACT TTATCCTGATGT TTTGACGAACGGATGA
CAAACGT CCATGTCTTTACGGTCATCTCTTACCT TCCTCACCCCACT GACACCTAGGT AGT CACTCCGACAAACT
TACAGGGTAATGTCCCAGI TAAACTTCTCTGCTGACCTTCGTTCTAATTCAAGACTGGT TCCTTATCGGT TTATC
TCGACCCTAACGT GAGACACCGAATCATCTGCCTTAGACT TCTCTGATATTAGAATGGGTAGT CTCAGAGATGAA
ATAACATCAGI TCCTGAAGGAAT GAAAATTCAAAAACT AAAACTAAGAT CGTAACCCTATAGACCATTATAGATA
GACACCTAGCCATAGGTATAGTAGACATAGATATGCATACACACATACAGT TACCT GAGT TTACGATCCCATGAT
TTCCTAATCGCTACAAGAT GAAGT GCCCAACCGGAAATAAACCAGT TAGGTTTTGCAATACACATACTCACGAAAA
AGACTTACACACAGACACTAGGTAAACGTACGGACCATGGATCTTCITIGEGCACAACTAATGGGATGTT
AACCTCAATATTAGTCAAAACCTCGAAGACTCATCCACGATCCCTAGRITATGACTCCTTCGIGEEC
CTGAAAAT TGGACGACT TGCT CGAAGGACGGEGT ATAACCAACGT AAGAAAAAAAAAACTTTTTTTTTTCTATTTA
AAAATCTCTTAAAGTGT TTTACATAAACCTAGCEGT GAGT GGGGT TGACACGAGT TCTAAGT GAAACCGATGGEGTC
GGGTGEGT TAAAGT AAGCCAGAAAACT GAAAAAT TTGGAT GGAT GAGCT CAGGCACGACGAGT TTACGAGCAACT
CAAATCTCGT CAGAGGACCTAGTACCAGT CGGATCGT TCTTCTGACCAAGT CTCTCGTAAAACT TCAAGT TAACA
GGTTTACTGAACAAAAAGCAAAT CAAAATAGAAT GATGT GCCCACAAAGGGT TTACTGAGACTAACGAAGTTATG
CGACAGATC

Abb. 3.5: 1059 bp umfassender genomischer Abschn#ius dem Intron zwischen Exon 7 und 8 der Ratte.
Die ersten 494 nt der Sequenz (Fettdruck) findeh aiuich in dem Ratten-EST BF 545755, die letztenr@93
(Fettdruck) im Ratten-EST Al 454068.

Um herauszufinden, ob diese Insertion transkribwerd, haben wir RNA-Extrakte aus dem
Hinterwurzelganglion und dem Gehirn der Ratte nutteRT-PCR analysiert. Im
Hinterwurzelganglion lie3en sich keine Transkripechweisen, wohl aber im Gehirn. Das
wahrend der RT-PCR von cDNA aus dem Gehirn ampifie DNA-Fragment wurde im
Agarosegel aufgetrennt, isoliert und sequenzieais Brgebnis der Sequenzierung ist in der

folgenden Abbildung dargestellt.
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NP FTEEPHIFEKE

PSEKTT

5°'CCA TTC ACT GAG GAA CCA CAC AT CTTT GAG AAG GAG CCC AGT GAG AAA ACA ACA

NGDIILPRESVTDAQ
5°GGT GAC ATA ATA CTT CCT AGA GAA TCT GTA ACA CAG
NMetD | | A K KTESD I

5'ATG GAT ATC ATA GCC AAG AAA ACA GAATCT GAT ATT
NT S KPPVMetQ PTRP

5°ACC TCA AAG CCT CCT GTA ATG CAG CCA ACA AGA CCA
NTTSKPQELSTSS

5°ACA ACT TCC AAA CCT CAAGAG TTG TCT ACT TCA TCA
NFHPDINVYIlIEV

5°TTC CAC CCT GAC ATA AAT GTT TAT ATT ATT GAG GTC
NT GSI*RDDWKOQD

5'ACA GGG TCA ATT TGA AGA GAC GAC TGG AAG CAA GAT
N*P NRAGIALCGL

5"TAG CCA AAT AGA GCT GGG ATT GCA CTC TGT GGC TTA
NDYNLTHOQSLYF/I

5'GAC TAT AAT CTT ACC CAT CAG AGT CTC TACTTT ATT
NTFKFLILILALG

55 ACT TTT AAG TTT TTG ATT TTG ATT CTA GCA TTG GGA
NC GSVSISSVSIR

5TGT GGATCC GTATCC ATATCA TCT GTATCT ATACGT
NT QMetL G Y *R I S DV

5'ACT CAA ATG CTA GGG TAC TAA AGG ATT AGC GAT GTT

HPLTTL
CAC CCT CTG ACA ACT CTC
D HE Y H Met

GAT CAC GAG TAT CAC ATG
SVVERK

TCA GTT GTG GAA AGA AAA
PPAGTK

CCC CCG GCA GGG ACC AAA
RENKTG

AGA GAA AAC AAG ACA GGT
*VLTKE

TAA GTT CTG ACC AAG GAA
VDGI*R

GTA GAC GGA ATC TGA AGA
VVKDFL

GTA GTC AAG GAC TTC CTT
YLVISI

TAT CTG GTA ATA TCT ATC
MetC V C Q W

ATG TGT GTA TGT CAA TGG
LLHG

CTA CTT CAC GGT TG

Abb. 3.6: Nucleotidsequenz des 644 bp umfassenden R®rouktes (cDNA von RNA-Extrakt aus dem
Gehirn der Ratte), das unter Verwendung der beiderPrimer Exon 7_for und EST_rev (unterstrichen)
amplifiziert wurde. Nucleotide, die auf intronische Bereiche zwiscliemon 7 und 8 in der genomischen

Sequenz des Versicangens der Ratte zuriickgeflihdewdodnnen und ebenfalls im EST BF 545755 zu finden
sind, wurden durch Fettdruck hervorgehoben. Auchdiesem putativen Exon handelt es sich um nicht-
codierende Sequenzen (*= STOP). Deswegen wiirde @ipslation der Nucleotide - analog zu Exon 8a -

unmittelbar hinter Exon 7 unterbrochen werden.

Obwohl das PCR-Produkt tatséchlich einen Teil amsidtronischen Sequenz (und damit
auch aus dem EST BF 545755) enthalt, verlauft deerghng aus Exon 7 in das Intron
anders, als man aufgrund der EST-Daten erwarterdeviidbas 5 Ende der intronischen
Sequenz des PCR-Produktes stimmt nicht mit dem dektes EST BF 545755 Uberein,
sondern liegt mitten in der Sequenz des ESTs, unNikcleotide Richtung 3 Ende versetzt
(vgl. Abb. 3.5 und 3.6, der Abschnitt aus der Sequdes ESTs BF 545755, der auch im

PCR-Produkt auftritt, ist gelb unterlegt).
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Da dieser intronische Abschnitt transkribiert winéndelt es sich - in Analogie zu Exon 8a -
offensichtlich ebenfalls um ein bisher noch nicesd¢hriebenes Exon. Aufgrund seiner Lage
in der Sequenz des Versicangens haben wir diesas & Exon 7a bezeichnet.

Offensichtlich wird Exon 7a in verschiedenen Vadaén transkribiert. Da die Translation

jedoch - unabhangig vom Startpunkt des Exons - tleln@r hinter Exon 7 unterbrochen

wuirde, ist unklar, welche Bedeutung dahintersteMtiglicherweise erhalt man einen

Anhaltspunkt dafir, wenn man das 3 'Ende von Exoohaaakterisiert. Arbeiten dazu stehen
allerdings noch aus.

Aus der Kombination von Exon 7a und 8a mit den dridhekannten Exons vom Versican
lassen sich vier weitere Splicevarianten postuliesgufgrund ihrer Ahnlichkeit mit den

Varianten \§ und \, haben wir diese Varianten alssVund "~ sowie Vb und \, ™

bezeichnet.
Exon2-6| Exon7 !l Exon & |
VI (Mw_, = 265kD
328aal 347 aa | 1736 aa MWeqy: )
Exon 2-6| Exon 7
V2 (Mw_, = 75kD)
338aa! 347 aa eale
Exon d-6 ORF Exon 7
V2 (Mw,,, = 142kD)
328 aa 619 aa 347 aa cale
Exon -6 QRF Exon 7 Exon & \'0(1\; L
/ Iw__, = 330kD
32% aa 619 aa 347 aa 1736 aa eale )

Abb. 3.7: Die vier Splicevarianten, die sich ausat Kombination von Exon 7a und 8a mit den bisher
bekannten Exons des Versicangens ableiten lasseBa die Nucleotidsequenzen beider Exons keine
proteincodierenden Informationen enthalten, felidinavier Varianten der - von den Exons 9 - 15 eo®i - C-
Terminus.

Ob diese Varianten tatsachlich translatiert werdemyss im Rahmen nachfolgender
Untersuchungen geklart werden. Interessant istrdatigs die offensichtlich existierende
funktionelle Analogie. Allen vier hypothetischenoRinen fehlen die beiden C-terminal
lokalisierten EGF-ahnlichen Doméanen, die*Cabhéangige Lektindomane und die Sushi-
Doméne. Fur diese Doméanen sind verschiedene Inienak mit Proteinen und
Kohlenhydraten beschrieben (Wu et al., 2005). 8ieihen dem Versican einen adhasiven
Charakter und konnten von essentieller Bedeutunmgdié fur das Versican diskutierte
Beteiligung der Regulation der Zellmigration und $¥krbildung im sich entwickelnden
Nervensystem sein (Perissinotto et al., 2000). lletagst allerdings, welche funktionelle

Bedeutung diesen Domanen im bereits vollstandigehikleten Nervensystem, insbesondere
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dem Gehirn, zukommt. Versican ;Vist bekanntlich die einzige Variante, die In
nennenswertem Umfang im Gehirn exprimiert wird (Balield et al., 1998; Westling et al.,
2004). Man findet sie vor allem als integralen Badteil von perineuronalen Netzen, wo sie
vermutlich maf3geblich an der Protektion von Neurmorer exogenem oxidativen Stress
beteiligt ist (Yamaguchi, 2000; Reinert et al., 2DMa Versican fir die Verankerung in den
perineuronalen Netzen eigentlich nur die N-termihalalisierte, Hyaluronan-bindende
Doméane bendtigt und fur das Puffern von redoxaktiMetallionen eigentlich nur die GAG
o-Domaéane funktionell relevant ist, scheint der Cshiglus - zumindest theoretisch -
entbehrlich zu sein. Interessanterweise ist eiensithtlich altersbedingter Verlust genau
dieser drei Doménen bereits fur das homologe Aggrdeschrieben (Paulsson et al., 1987,
Olin et al., 2001). Und auch in affinitatsgereieigtProteinextrakten aus dem Gehirn von
Mensch und Ratte lassen sich mehrere - offensibhtitabile - C-terminal trunkierte
Versicane identifizieren (Westling et al.,, 2004)add bisher noch keine C-terminal
lokalisierten Erkennungssequenzen fur Matrixmepatiteasen identifiziert wurden, lasst
deshalb vermuten, dass der Existenz der C-terntinakierten Varianten ein alternativer
Mechanismus zugrunde liegt. Moglicherweise erldérh die Existenz der Varianten deshalb

tatsachlich durch eine unvollstandig verlaufenden§tation der entsprechenden Transkripte.
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3.3. Ausblick auf zu untersuchende Fragestellungen

3.3.1. Nachweis der neuronalen Expression dgdiliglenden Versicans,V

Um zu beweisen, dass,Vfur die IB,-Reaktivitat der nozizeptiven, nicht-peptidergen C-
Faserneurone der Ratte verantwortlich ist, solles rmunéchst einmal untersuchen, ob sich
V, spezifische Transkripte in RNA-Extrakten aus deRG nachweisen lassen. Wir haben
bereits gezeigt, dass der offene Leserahmen - ziasiinm DRG - immer und ausschlief3lich
in Kombination mit Exon 7 auftritt (siehe dazu Kighi2.5.2). Da diese Kombination
allerdings nicht nur in ¥, sondern auch in ¢/ auftritt, ist dieser Nachweis nicht,V
spezifisch. Um Y spezifische Transkripte nachzuweisen, kénnte miae RT-PCR mit
Primern gegen Sequenzen aus den beiden Exons 9 dwethfiihren. Da wir im DRG keine
V. spezifischen Transkripte nachweisen konnten ured bdiiden Exons 7 und 9 in der
Variante \§' durch Exon 8 voneinander getrennt sind, lie3ietm das oder die amplifizierte/n
Fragment/e relativ leicht seinem/ihrem entsprecaenitanskript zuordnen.

Naturlich ist der Nachweis von,V spezifischen Transkripten noch kein Beweis firerh
neuronalen Ursprung. Allerdings ist eine RT-PCR Igsa relativ leicht und schnell
durchzufiihren und unter Umstanden von essentidédeutung fir den weiteren Verlauf der
Experimente. Wenn sich - wider Erwarten - keing $pezifischen Transkripte nachweisen
lassen, machen alle nachfolgenden Experimente kké&iman.

Die RT-PCR bietet noch einen weiteren, zusatzlicWerieil. Sollte sich ein Y spezifisches
DNA-Fragment amplifizieren lassen, konnte man diefeagment durch die Insertion in
einen geeigneten Vektor klonieren. Benutzt mardiérKlonierung z. B. einen Vektor, dessen
multiple Klonierungsstelle zu beiden Seiten von rRotoren fir die SP6 und T7 RNA-
Polymerasen eingefasst ist, lassen sich aus dentiereen DNA-Fragmenten, Uber eiire
vitro-Transkription unter Verwendung DIG-markierter odakternativ auch radioaktiv-
markierter Nucleotide auch gleich die fur dwesiti-Hybridisierung erforderlichen sense und
antisense Sonden generieren.

Wenn \; fur die IB-Reaktivitat der nicht-peptidergen C-Fasern verantieh ist, missen
sich natlrlich auch ¥ spezifische Transkripte in den Somata der nigptidergen C-Fasern
nachweisen lassen. Wir haben bereits mit unseremuhfluoreszenz-Experimenten an DRG-
Neuronen gezeigt, dass die nicht-peptidergen CrRaseben den IBbindenden Epitopen
auch Versican exprimieren (s.dazu Kapitel 2.4.43. i& deshalb zu erwarten, dass die

Ergebnisse ddn situ-Hybridisierung und Immunfluoreszenz miteinanderr&beren.
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Diskussion

Mit dem Nachweis von ¥ spezifischer mRNA in den Somata der nicht-peptjde C-
Fasern ist allerdings noch nicht gezeigt, dassniR&A auch wirklich in eine Proteinsequenz
translatiert wird. Darlber hinaus ist der anti-GHARtikérper, den wir fur die Analyse der
anti-Versican Immunreaktivitait an DRG-Neuronen esgjzt haben, gegen den hoch
konservierten N-Terminus des Versicans gerichtelt hasitzt damit keine Spezifitat fur eine
bestimmte Splicevariante. Deshalb fehlt natirlicthn der Nachweis, dass es sich bei dem
IB4-bindenden Versican tatsédchlich urp Yiandelt.

Um zu beweisen, dass .V fur die IBs,-Reaktivitat der nicht-peptidergen C-Fasern
verantwortlich ist, existieren zwei alternative Miégkeiten: Man kann entweder versuchen,
Uber die intrathekale Applikation von ,V spezifischen antisense Oligonucleotiden die
Translation der zugrunde liegenden mMRNA zu blogkieund die Reduktion der /B
Reaktivitat Gber die Immunfluoreszenz an DRG-Nearordokumentieren oder aber die
Existenz der durch den ORF codierten Sequenzen éimer Westernblot-Analyse von
Proteinextrakten aus dem DRG beweisen. Der unsidiminerweise von Prof. Margolis fur
die Analyse der GAG-Domanenstruktur deg-tBhdenden Versicans zur Verfligung gestellte
anti-GAG a Antikorper ist gegen Proteinsequenzen gerichtet, dirch Exon 7 codiert
werden. Wenn man einen zweiten Antikdrper besafée, gitgen die Proteinsequenzen
gerichtet ist, die durch den ORF codiert werdemrnité man Uber einen Vergleich der
Immunreaktivitaten im Westernblot beweisen, dassdBj-bindende Domane a) nur die GAG
a-Domane besitzt und b) diese Doméne aus Proteirsegqn zusammengesetzt ist, die durch

den ORF und Exon 7 codiert werden.
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