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Zusammenfassung

Hintergrund: In diversen Prozessen der Morphogenese der Tiere spielen
Cadherine eine wichtige Rolle. Diese Superfamilie von calciumabhingigen
Adhésionsmolekiilen nimmt entscheidende Funktionen wéhrend der Prolifera-
tion, Migration und Differenzierung etlicher Zelltypen wahr. Dartiber hinaus
sind insbesondere die Familie der klassischen Cadherine und die §-
Protocadherine in essentielle Mechanismen der Neurogenese involviert. Die
transmembrandren Glykoproteine tragen durch ihre vorwiegend homophile
Zell-Zell-Bindung tiber diverse Signalkaskaden zum Aussprossen von Neuri-
ten, zu axonaler Wegfindung und Zielerkennung, zur Synaptogenese sowie zur
synaptischen Plastizitét bei.

Zu den am besten erforschten Teilen des zentralen Nervensystems der Sduge-
tiere gehort die Retina. Die in klaren Schichten mit unterschiedlichen Zelltypen
organisierte Neuroretina bietet als embryonale Ausstiilpung des Prosenzepha-
lons eine hervorragende Mdglichkeit, die Neurogenese zu studieren. Obwohl
die Histologie der Neuroretina bis dato fast vollstindig bekannt ist, liegen ihre
molekularen Entstehungsmechanismen noch weitgehend im Dunkeln. Friihere
Expressionsanalysen und Funktionsverluststudien belegen, dass Cadherine
eine entscheidende Rolle bei der Retinogenese spielen. Insbesondere die
Funktionen einiger klassischer Cadherine und &-Protocadherine wurden
wihrend der Retinogenese in Zebrafisch, Krallenfrosch, Huhn und Maus
untersucht. Doch bis heute gibt es keine detaillierte Expressionsstudie von
mehr als einer Handvoll Cadherine in der Retina und nur wenige Cadherine
wurden tiiber die gesamte Retinogenese einer Sdugetierspezies betrachtet.
Anhand des Modelltieres Frettchen zeigt die vorliegende Arbeit erstmals die
Expression von 15, zum groflen Teil bisher unbeschriebenen Cadherinen in

verschiedenen Entwicklungsstadien der Sdugetierretina.

Methodik: Die Expression von 7 Kklassischen Cadherinen und 8 -
Protocadherinen wird mittels In-situ-Hybridisierung in der sich entwickelnden
Retina verschiedener Frettchen untersucht. Dazu werden 7 charakteristische
Entwicklungsstadien von der frithen embryonalen bis hin zur adulten Neurore-

tina ausgewdhlt. Mittels PCR mit spezifischen und degenerierten Primern



konnen Digoxigenin-markierte mRNA-Sonden gegen CDH4, CDH6, CDH?7,
CDHS, CDH11, CDH14, CDH20, PCDH1, PCDH7, PCDHS8, PCDH9, PCDHI10,
PCDH11, PCDH17 und PCDHI18 des Frettchens gewonnen werden. Thionin-

und Hoechst-Kernfiarbungen werden ebenfalls durchgefiihrt.

Ergebnisse und Schlussfolgerung: Alle untersuchten Cadherine zeigen eine
Expression in jeweils unterschiedlichen Zellpopulationen zu verschiedenen
Entwicklungsperioden der Neuroretina von Embryonalstadien bis zum adulten
Frettchen. Durch ihre differentielle Expression markieren die Cadherine retinale
Schichten, Zellpopulationen und deren Subpopulationen, die jedoch mit der
angewandten Methodik nicht vollstindig identifiziert werden konnen. Die
Expressionsmuster antizipieren histogenetische Verdnderungen, welche spéter
in Kernfiarbungen und Nissl-Farbungen sichtbar werden. Die gefundenen
Expressionsmuster dhneln den schon beschriebenen Mustern in anderen
Spezies, was auf konservierte Funktionen der Cadherine hindeutet. Da die
Expression auch nach dem Abschluss der Histogenese und nach dem Offnen
der Augen bis hin zum adulten Tier persistiert, ist davon auszugehen, dass sich
die Funktionsbereiche der Cadherine in der Retina nicht auf Proliferation,
Migration und Differenzierung beschrianken. Vielmehr diirfen — gemdf den
Vorkenntnissen tiber die Funktion einiger Cadherine — Beitrdge zur neuronalen
Netzwerkbildung, synaptischen Plastizitdt und auch zu dauerhaften Stoffwech-
selprozessen diskutiert werden. Die raumlich und zeitlich streng regulierte
Expression der untersuchten Cadherine weist auf einen kombinatorischen,
Cadherin-basierten, adhisiven Code hin, der die Morphogenese sowie eventu-
ell auch spitere Funktionen der Neuroretina des Frettchens entscheidend
steuert. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bieten damit eine Grundlage
fir zukiinftige Experimente, die Cadherin-assoziierte morphogenetische

Ereignisse in der Retinogenese der Sdugetiere untersuchen.



1 EINLEITUNG

1.1 Die Cadherin-Superfamilie

1.1.1 Uberblick

Cadherine sind calciumabhingige Adhédsionsmolekiile, transmembrandre
Glykoproteine, die seit dem Erscheinen primitiver Tiere Zell-Zell-Kontakte
herstellen (Hulpiau und van Roy 2009). Die Gruppe um Masatoshi Takeichi
entdeckte schon 1981 die Adhédsion zwischen gleichartigen Zellen unter
Anwesenheit von Calcium (Takeichi et al. 1981) und erbrachte bald darauf den
ersten Nachweis der diese Adhédsion vermittelnden Proteine (Yoshida-Noro et
al. 1984). In den fast 30 Jahren seit der Entdeckung der Cadherine hat sich
herausgestellt, dass ihre Funktion weit tiber statische Zelladh&sion hinausgeht.
Die ersten Experimente mit Cadherin-exprimierenden Zellkulturen zeigten
bereits, dass Cadherine vorwiegend homotype Aggregationen von Zellen
vermitteln (Nose et al. 1988). Heute gilt es als belegt, dass die Cadherin-
vermittelte Zelladhdsion vielfdltige Prozesse wéihrend Entwicklung und
Wachstum steuert: die Aggregation von gleichartigen Nachbarzellen und die
Abgrenzung und Gruppierung von Zellverbdnden, die gezielte Zellmigration
und Zell- und Gewebeausrichtung, die Aussprossung, Navigierung und
Synaptogenese von Neuriten bis hin zur Differenzierung von Zellen (Redies
2000, Hirano et al. 2003, Gumbiner 2005, Halbleib und Nelson 2006, Takeichi
2007). Obwohl die molekularen Mechanismen fiir diese morphogenetischen
Fahigkeiten noch weitgehend unbekannt sind, spielen diverse intrazelluldre
Signalwege sowie die zeitlich und rdumlich auffallend spezifische Expression
dieser tiberaus vielfdltigen Molekiilfamilie mit Sicherheit eine entscheidende
Rolle (siehe unten).

Die tiber 100 Mitglieder der Cadherin-Superfamilie in Wirbeltieren lassen sich
aufgrund ihre Struktur und Genetik in Subfamilien wie klassische Cadherine,
Protocadherine, desmosomale Cadherine, Flamingo/CELSR und viele weitere
Gruppen einteilen (Nollet et al. 2000, Hulpiau und van Roy 2009; siehe Tab. 1).



Zweig Subfamilie Symbol Name(n) Bemerkung
Cadherin-Hauptzweig (C)

CDHI1 Cadherin-1 (E-Cadberin (epithelial))
Klassische Cadherine CDH2 Cadherin-2 (N-Cadberin (neuronal))
Typ1 CDH3 Cadherin-3 (P-Cadberin (placental))
CDH4 Cadherin-4 (R-Cadberin (retinal))
CDH15 Cadherin-15 (M-Cadberin (myotubule))
CDH5 Cadherin-5 (VVE-Cadberin (vascular epithelinm))
CDH6 Cadherin-6 (K-Cadherin (fetal kidney))
CDH7 Cadherin-7
CDHS8 Cadherin-8
CDH9 Cadherin-9 (T7-Cadberin)
c1 Klassische Cadherine CDH10 Cadherin-10 (T2-Cadberin)
Typ II CDHI11 Cadherin-11 (OB-Cadberin (osteoblast))
CDH12 Cadherin-12 (N-Cadberin 2)
CDH18 Cadherin-18
CDH19 Cadherin-19
CDH20 Cadherin-20
CDH22 Cadherin-22
CDH24 Cadherin-24
Desmocolline DSC1-3 desmosomale Cadherine
Desmogleine DSG1-4 desmosomale Cadberine
7D-Familie CDH16 (KSP-Cadherin), COH 17 (II-Cadberin (liver-intestine)) 7 extrazellulire Domidinen
(einzeln) CDH13 (H-Cadperin (heart) or T-Cadherin (truncated)), COH26
C-2 CELSR CELSR1-3 (cadherin, EGE I.AG seven-pass receptor 1-3)
Cadherin-Verwandte (Cv)
PCDHI1 Protocadherin-1 PB1-Protocadherin
PCDH7 Protocadherin-7 PB1-Protocadherin
PCDHS8 Protocadherin-8 B2b-Protocadherin
PCDH9 Protocadherin-9 PB1-Protocadherin
PCDH10 Protocadherin-10 B2-Protocadherin
NC-Protocadherine PCDH12  Protocadherin-12
(non-clustered) PCDH17 Protocadherin-17 B2-Protocadherin
Cv-la PCDH18 Protocadherin-18 B2-Protocadherin
PCDH19 Protocadherin-19 B2-Protocadherin
PCDH20 Protocadherin-20 BO-Protocadherin
PCDH11X  Protocadherin-11 x-linked PB1-Protocadherin
PCDH11Y  Protocadherin-11 y-linked PB1-Protocadherin
C-Protocadherine PCDHA1-A13, PCDHAC1-C2 a-Protocadberine
(clustered) PCDHBI1-B16 O-Protocadherine
PCDHGA1-A12, PCDHGB1-B7, PCDHGC3-C5 y-Protocadberine
Ret RET RET (rearranged during transfection)
Cv-1b Dachsous DCHS1 Dachsous1
Fat EAT1-4 (tumor suppressor homolog 1-4)
CDH23 Cadherin-23
Cv2 PCDH21 Protocadherin-21
PCDH24 Protocadherin-24
Mu-PCDH | mucin-like protocadherin
Calsyntenine CLSTN1-3  Calsyntenin 1-3
Cv-3 Fat-like FATL1-3 Fat-like Protocadherin 1-3
(cinzeln) PCDH15 Protocadherin-15
CDH28 Cadherin-28
(einzeln) Dachsous2 DCHS2 Dachsous2

Tab. 1. Uberblick iiber die Mitglieder der Cadherin-Superfamilie im Siugetier.
Modifiziert nach Hulpiau und van Roy (2009)



Allen Cadherinen ist gemeinsam, dass sie am N-terminalen Ende mehrere
extrazelluldre Cadherin-Dominen (ECs) besitzen (sieche Abb. 1). Diese Motive
von ca. 110 Aminosduren sind durch alle Cadherine hindurch evolutionir hoch
konserviert. Subfamilien unterscheiden sich anhand der Anordnung der
verschiedenen ECs, zwischen den einzelnen Cadherinen einer Subfamilie sind
bestimmte ECs nur gering variabel. Fast alle Cadherine vollfiihren nur einen
Durchgang durch die Zellmembran. Eine Ausnahme bildet die Familie der
Flamingo / CELSR-Cadherine mit 7 Transmembrandomaénen. Die intrazellulire
Doméne am C-terminalen Ende der Cadherine ist relativ kurz. Sie ist ebenfalls
fiir Subfamilien typisch aufgebaut und kontaktiert spezifische Interaktionspart-
ner. Die Lange der Cadherine variiert zwischen weniger als 1000 Aminosduren
mit nur 2 EC-Doménen bei Calsyntenin und 4000 Aminosduren mit 34 EC-
Domaénen bei FAT (Halbleib und Nelson 2006, siche Abb. 1).

), ,\(\O()J | Klassisches Cadherin
COOOOOOHEE—A  Protocadherin
COOCOOCOOCOOCOOCOOCOOCOOCOOCOCCOCCmMMHE] FAT
COOCOOOOOCOOOOCOOOOCCOCOOOC0m T Dachsous

() extrazellulire Cadherin-Doméne (EC) COC\CCC(\W S Flamingo
B Laminin-Motiv c;

0 EGF-Motiv SH—

¢ Flamingo-Box

[ unbekannte Domane

Abb. 1. Schematisierte Struktur der Cadherin-Subfamilien in Wirbeltieren.
Modifiziert nach Halbleib und Nelson (2006).

Die zwei am ldngsten und besten bekannten sowie wohl auch gréfiten Cadhe-
rin-Familien - die klassischen Cadherine und die Protocadherine - sind
Gegenstand der vorliegenden Arbeit und werden im Folgenden niher betrach-
tet.

1.1.2 Klassische Cadherine

Der Zusatz , klassisch” rithrt wohl von der langen und intensiven Erforschung
dieser Subfamilie her. Thren Namen erhielten diese zuerst entdeckten Cadheri-
ne anfangs gemafs dem Gewebe, in dem sie gefunden wurden (zum Beispiel E-

Cadherin im Epithel, siehe Tab. 1). Bis heute sind aber bis zu 20 verschiedene
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Subtypen dieser Familie in einer einzigen Wirbeltierspezies gefunden worden —
vorhanden in nahezu jedem Gewebe, so dass man diese Nomenklatur verlassen
musste und auf eine Nummerierung tiberging. Fiir Cadherin-8 (CDHS8) und
CDHI11 gibt es zum Beispiel verschiedene Isoformen und Splice-Varianten
(Hirano et al. 2003, Lin et al. 2008). Die ersten klassischen Cadherine vermitteln
schon bei den frithen Chordatieren starke Zell-Zell-Interaktionen, kénnen aber
trotzdem vielmehr als ,modern” angesehen werden (Hulpiau und van Roy
2009).

Bei den Wirbeltieren zeichnen sie sich durch 5 extrazelluldre Cadherin-Motive
aus, wihrend die homologen Molekiile der Invertebraten mehr EC-Doménen
besitzen. Fiir klassische Cadherine typische Sequenzen liegen in den Doménen
EC3 und EC5. Seit Mitte der 1990er Jahre weisen Proteinstrukturanalysen auf
die genauen Bindungsmechanismen der Cadherine hin (Hulpiau und van Roy
2009). EC1 ist wahrscheinlich fiir die Spezifitit der Cadherin-Bindung verant-
wortlich. Fiir Bindungen zwischen klassischen Cadherinen vom Typ I sind
jeweils in der duBlersten Domdéne ein Tryptophanrest und eine hydrophobe
Tasche des Gegenmolekiils essentiell (siehe Abb. 2). Beim Typ II finden sich
jeweils zwei Tryptophanreste und eine grofle hydrophobe Tasche, auflerdem
fehlt ein typisches HAV-Motiv. Trotz dieser Sequenz- und Strukturunterschie-
de zeigt der zweite Typ klassischer Cadherine aber kaum funktionale Unter-
schiede. Uber die genaue Art der Cadherin-Cadherin-Bindung wird noch
diskutiert. Unter anderem geht man von der Bildung zundchst gleichseitiger
Cadherin-Paare (cis-Dimere) aus, die sich dann tiber die spezifischen Bindungs-
stellen an EC1 mit gegeniiberliegenden Cadherinen verbinden (trans-
Interaktion), wonach schliellich durch Bildung von Cadherin-Gruppen (trans-
Oligomere) die Bindung verstdrkt wird (Gumbiner 2005; siche Abb. 2). Analy-
sen der Bindungskinetik deuten einen mehrschrittigen Prozess an, der letztlich
wohl alle extrazelluliren Dominen einbezieht (Leckband 2008). An den
Ubergingen zwischen den EC-Domiénen sind jeweils 3 Calcium-lonen gebun-
den und bewirken eine zumindest fiir die Dimerisation notwendige Konforma-
tionsdnderung (Cailliez und Lavery 2005). Gleichartige Bindungspartner
werden bevorzugt, obwohl auch — schwéchere — heterophile Bindungen
zwischen verschiedenen Cadherinen beobachtet werden (Foty und Steinberg
2005, Prakasam et al. 2006). Die dufleren Domédnen EC1 und EC2 vermitteln
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ebenso Verbindungen zu anderen Molekiilarten, wie zum Beispiel zu Integri-
nen oder zu dem FGF-Rezeptor (Halbleib und Nelson 2006).

Eine hoch konservierte zytoplasmatische Doméne der klassischen Cadherine
bindet intrazelluldr p120-Catenin und p-Catenin sowie indirekt iiber a-Catenin
das Actin-Zytoskelett und o-Catenin-assoziierte Proteine wie Vinculin und
Formin (Gumbiner 2005, Nelson 2008; siche Abb. 2). Aulerdem werden infolge
der Cadherin-Adhésion weitere Proteine wie die GTPasen der Rho-Familie und
Signalwege wie Wnt oder Reelin aktiviert (Hirano et al. 2003). Damit wird
mafBigeblichen Einfluss auf die Morphogenese und die Motilitdt der Zellen
genommen.

Abb. 2 Cadherin-Catenin-Komplex in
Uy hypothetischer cis- und trans-
[] [] Bindung. Bindungsmodell des sog.

Linearen  Reiflverschlusses.  Tryp-

ECT tophan-Reste der EC1 (W) greifen in
. ECT hydrophobe Taschen (Riehl et al.) des
. Ca?*
[ o [J EC2 Partner-Cadherins, trans-Bindung

£C3 durch andere Bindungsstellen um das
HAV-Motiv (blau). Dargestellt sind
diverse intrazellulire Interaktions-
partner. Modifiziert nach Gumbiner
(2005)

Gt
Actin

1.1.3 Protocadherine

Protocadherine stellen die zahlenméBig grofite Subfamilie der Cadherine dar.
Ihr Name wurde von Shintaro Suzuki und seinen Mitarbeitern eingefiihrt, als
sie Transmembranproteine mit Cadherin-Motiven entdeckten, die sich deutlich
von den klassischen Cadherinen unterschieden (Sano et al. 1993). Der Aufbau
ihrer Gene erinnerte an alte Molekiil-Superfamilien wie Immunoglobuline und
T-Zell-Rezeptoren. Verwandte dieser ,nicht-klassischen Cadherine” wurden in

einer Vielzahl von Spezies von Wirbeltieren wie auch Wirbellosen gefunden.
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Dies fiihrte zu der Annahme, eine Art Ursprung der Cadherine gefunden zu
haben (griechisch proto- = erster). Heute gilt als sicher, dass Protocadherin-
Vorldufer mit den Deuterostomia und Chordatieren, der Grofiteil der Protocad-
herine allerdings erst mit den Wirbeltieren erschienen, sie also auch eher als
,modern” bezeichnet werden miissten (Hulpiau und van Roy 2009).
Protocadherine besitzen sechs oder sieben ECs, ohne die klassischen Sequenzen
von EC3 und EC5. Die duflerste Doméne EC1 zeigt eine dhnliche Topologie wie
bei klassischen Cadherinen, besitzt jedoch vollig andere Bindungsstellen, die
erst vor wenigen Jahren beschrieben wurden (Morishita und Yagi 2007,
Hulpiau und van Roy 2009). Auch die zytoplasmatischen Doménen unterschei-
den sich von der klassischen Form und weisen innerhalb der Subfamilie eine
hohe Variabilitdt auf. Im Gegensatz zu klassischen Cadherinen werden die
meisten, wenn nicht alle extrazelluldren, die transmembranire und ein Teil der
intrazelluliren Doménen der Protocadherine von nur einem Exon codiert
(Redies et al. 2005). Thre Bindungen zu anderen Cadherinen kénnen ebenfalls
homophiler Natur sein (Sano et al. 1993). Protocadherine vermitteln im Allge-
meinen schwichere Zell-Zell-Kontakte als klassische Cadherine und haben
andere intrazelluldre Aktionspartner, weshalb ihre Wirkungsweise zum grofien
Teil in der Signaltransduktion liegen konnte (Morishita und Yagi 2007). Obwohl
eine groBe Anzahl verschiedener Protocadherine in vielen Korpergeweben
vorhanden ist, bleibt ihre genaue Funktion noch unbekannt. In Sdugetieren sind
fast alle Protocadherine stark im Zentralen Nervensystem (ZNS) exprimiert
und scheinen eine entscheidende Rolle in dessen Entwicklung zu spielen (Frank
und Kemler 2002, Hirano et al. 2003, Halbleib und Nelson 2006). Gemaif ihrer
genomischen Struktur unterteilt man sie mittlerweile in die Untergruppen der
gebiindelten (engl. clustered) und die der nicht gebiindelten (engl. non-
clustered) Protocadherine (Redies et al. 2005; siehe Tab. 1).

Die nicht gebtindelten §-Protocadherine (Protocadherin-1 [PCDH1], PCDH?,
PCDHS8, PCDHY9, PCDH10, PCDH11, PCDH17, PCDH18, und PCDH19)
wurden erst kiirzlich als eine separate Unterfamilie definiert (Wolverton und
Lalande 2001, Vanhalst et al. 2005). Neben den klassischen Cadherinen sind sie
ausschliefSlicher Gegenstand dieser Arbeit. Im Gegensatz zu den gebiindelten
a-, B- und y-Protocadherinen stammen ihre Transkripte — gemaf ihrer Bezeich-

nung — von verschiedenen Gen-Loci. Sie lassen sich durch 2 intrazellulére,
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konservierte Motive (CM1 und CM2) von anderen Cadherinen abgrenzen. Die
Untergruppe der d81-Protocadherine besitzt 7 EC-Domédnen und enthilt
zusdtzlich ein so genanntes CM3-Motiv, das den Signalpartner Proteinphospha-
tase 1o (PP1a) bindet. §2-Protocadherine, die nur 6 ECs besitzen und denen
also das CM3-Motiv fehlt, miissen daher wohl nicht nur phylogenetisch
sondern auch funktional unterschieden werden. Uber Eigenheiten ihrer
Funktion ist jedoch noch wenig bekannt.

d-Protocadherine weisen diverse Splice-Varianten auf, die vorwiegend in ihren
intrazelluliren Domiénen divergieren. Obwohl die intrazelluldren Signalwege
der d-Protocadherine noch weitgehend ungeklért sind, sprechen Interaktions-
partner wie TAF1 /Set, PP1o. und der Frizzled-7-Rezeptor fiir eine entscheiden-
de Rolle insbesondere wihrend der neuronalen Entwicklung (Redies et al.
2005). TAF1/Set ist ein Histon-bindendes Protein und moduliert durch PCDH7
wihrend der neuronalen Differenzierung und Degeneration unter anderem die
cyclinabhédngige Kinase 5 (CDK5). d1-Protocadherine greifen tiber die PPla in
den dendritischen Dornen der ZNS-Neurone in die synaptische Plastizitét ein.
PCDHS bewirkt mit dem Frizzled-7-Rezeptor Zellseparierung in Krallenfrosch-
Embryonen. Des Weiteren fand man auch fiir das 82-Protocadherin PCDH18
einen Einfluss auf den Reelin-Signalweg, der unter anderem fiir die korrekte

Schichtung wihrend der Hirnentwicklung verantwortlich ist.

1.1.4 Allgemeine Funktionen der Cadherine

Im Folgenden bezieht sich der Begriff Cadherine vorzugsweise auf die intensiv
erforschten klassischen Cadherine und ferner auch auf Protocadherine. Wie
oben bereits erwdhnt, reicht die Bandbreite der Aufgaben der Cadherin-
Superfamilie von der relativ simplen Zell-Zell-Adhésion bis hin zu komplexen

essentiellen Aufgaben wihrend der Morphogenese (siehe Abb. 3).
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Abb. 3 Verschiedene allgemeine Funktionen der Cadherine. Modifiziert nach
Halbleib und Nelson (2006)
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Von den frithesten Embryonalstadien an vermitteln Cadherine den Zusammen-
schluss bestimmter Zellen und die Ausbildung von Gewebsgrenzen. Bis auf
wenige Ausnahmen tendieren Zellen mit gleichartigen Cadherinen zur Adhési-
on und trennen so verschiedene sich entwickelnde Zellpopulationen voneinan-
der. Dieser homophile Bindungsmechanismus fiihrt schliellich zur Ausbildung
bestimmter Muster, Schichten und Grenzen von Zellverbinden im Organismus
(Hirano et al. 2003, Redies et al. 2005). Nicht unerwihnt bleiben soll aber die
Moglichkeit heterophiler Bindungen zwischen Cadherinen, Bindungen zu
Mitgliedern anderer Molekiilfamilien (sieche oben) und ein nur ansatzweise
erleuchtetes Netzwerk von weiteren molekularen Interaktionen (Gumbiner
2005, Halbleib und Nelson 2006, Morishita und Yagi 2007).

Obwohl Cadherine vorwiegend in relativ statischen Zellkontakten wie den
Zonulae adherentes und den Desmosomen gefunden werden, sind sie stark in
der Regulation der Lokomotion involviert. Konformationsdnderungen in den
Geweben fiihren zu Zellrearrangements und zu weit reichender Zellmigration.
Zum Beispiel wird die Wanderung der Neuralleistenzellen einerseits durch den
Wechsel der Expression von CDH2 und CDH6 auf CDH7 eingeleitet und

andererseits wieder gehemmt, wenn am Zielort der Migration andere Cadheri-
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ne exprimiert werden (Nakagawa und Takeichi 1998). CDH2 ist, wie einige
andere Cadherine auch, in der sich entwickelnden Blut-Hirn-Schranke zu
finden (Gerhardt et al. 1999, Krishna und Redies 2009). Eine Hochregulation der
CDH2-Expression ist auch fiir die arterielle Wundheilung notwenig (Jones et al.
2002). Doch ebenso kann CDH2, wie sein traditioneller Name N-Cadherin schon
vermuten ldsst, vor allem an sich entwickelnden Neuronen nachgewiesen
werden (Letourneau et al. 1991, Redies et al. 1992). Dank vielfaltiger Cadherine
sprossen Neuriten gezielt aus, werden Axone tiber lange Strecken gefiihrt und
Synapsen zielgenau verbunden (siehe Kapitel 1.1.6).

Dynamische Zelladhdsionsvorgidnge im erwachsenen Gewebe sind dagegen
kaum erforscht, doch spielt zumindest CDHI1 eine entscheidende Rolle bei der
Kontrolle des Umsatzes und der Verdnderung sich schnell regenerierender
Gewebe wie der Mukosa oder der Epidermis (Hermiston et al. 1996, Tinkle et
al. 2004). Im adulten Organismus wirken Cadherine weiterhin in der Plastizitat
neuronaler Synapsen, in Transportvorgidngen endothelialer und epithelialer
Zellverbindungen und in der Integritdt der Gewebe, um zum Beispiel Tumor-
wachstum, -invasion und -metastasierung zu verhindern (Gumbiner 2005).
Zusitzlich zu den genannten adhésiven Funktionen werden tiiber diverse
intrazelluldre Signalkaskaden (siehe Kapitel 1.1.2 und 1.1.3) grundlegende
Zellfunktionen wie Proliferation und Differenzierung vermittelt (Hirano et al.
2003, Gumbiner 2005). Zum einen haben Cadherine dafiir die Fihigkeit, tiber
ihre Zell-Zell-Kontakte membrangebundene Rezeptoren und Liganden néher
zu bringen und die Verteilung membranassoziierter Signalmolekiile zu
beeinflussen. Zum anderen agieren Cadherine iiber vielfdltige intrazelluldre
Interaktionspartner auch selbst als Signalmolekiil. Dabei wirken die verschie-
denen Cadherin-Subtypen unterschiedlich, wie auch ihre intrazelluldren
Signalwege in verschiedenen Zelltypen zu unterschiedlichen Wirkungen fithren
konnen.

Im Einklang mit den genannten Besonderheiten konnte festgestellt werden,
dass Cadherine von verschiedenen Zelltypen und Geweben zu bestimmten
Zeitpunkten der Entwicklung differentiell exprimiert werden (siehe auch
Kapitel 1.1.6). Anzumerken ist, dass dabei oft gleiche Cadherine in verschiede-
nen Zellen eines Gewebes exprimiert werden, ebenso wie eine einzelne Zelle

meist verschiedene Cadherine exprimiert. Obwohl bestimmte Cadherine das
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Maximum ihrer Expression in der Entwicklung bestimmter Gewebe haben
(zum Beispiel CDH4 [R-Cadherin] in der Retina), tiberlappen sich also die
Expressionsmuster der Cadherine grofitenteils. Unter Beachtung dieser
Merkmale stellen die Cadherine eine Mdglichkeit dar, die oben genannten
Funktionen mit der Kombination ihrer adhisiven Fahigkeiten zu steuern.

Die Regulation der Cadherine selbst wird zum einen tiber den Mechanismus
der Phosphorylierung und Dephosphorylierung bewerkstelligt (Sallee et al.
2006), zum anderen greift die Proteolyse durch benachbarte Molekiile in die
Cadherin-Aktivitit ein. Zum Beispiel sind Mitglieder der ADAM-Familie in der
Lage, verschiedene Cadherine an bestimmten Stellen zu schneiden und damit

deren Funktion zu verdndern (Tousseyn et al. 2006).

1.1.5 Cadherin-Dysfunktion und Krankheiten des Menschen

Aufgrund ihrer zentralen und vielfidltigen Aufgaben (siehe oben) spielen
Cadherine bei der Pathogenese verschiedener Erkrankungen eine entscheiden-
de Rolle. Die wohl grofite Bedeutung haben sie momentan in der Onkologie. Da
zum Beispiel CDH1 (E-Cadherin) hauptséchlich fiir die epitheliale Integritdt
verantwortlich ist, verwundert es nicht, dass man eine starke Verminderung
seiner Expression wéahrend der malignen Transformation verschiedener
epithelialer Tumorzellen beobachten kann. Die kiinstliche Uberexpression von
CDHL1 versetzt maligne Tumorzellen sogar wieder in einen normalen epithelia-
len Phéanotyp (Jeanes et al. 2008). Zusitzlich ist das Expressionsmuster maligner
Zellen auch fiir andere klassische Cadherine verdndert, was deutlich zu deren
verringerten Adhésion und der folglich erhohten Invasivitit beitragen diirfte
(Wheelock et al. 2008). Bei der Metastasierung bestimmter Tumore findet sich
dagegen wieder eine etwas hohere Expression von CDHI1, was wohl die
Ansiedlung der malignen Zellen in anderen Geweben begitinstigt. Letztlich
kann CDHI1 somit als Tumorsuppressor angesehen werden. CDH2 hingegen
gilt als Invasionsfaktor — die de-novo-Expression von CDH2 verstdrkt die
Motilitdt und damit die Invasivitdt der Zellen (Stemmler 2008). Ein vergleichba-
rer Wandel der Expression wurde beziiglich CDH11 im Prostatakarzinom
beobachtet (Tomita et al. 2000). Die starke Expression von CDH1 in Ovarialkar-
zinomen stellt eine gewisse Ausnahme dar (Sundfeldt 2003). Sie belegt aber die

Komplexitit sowie das Potential zur weiteren Erforschung dieses Gebietes.
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Zukiinftig konnten Erkenntnisse beziiglich der Rolle der Cadherine in der
Onkologie diagnostisch und therapeutisch vermehrt nutzbar gemacht werden.
Neue Tumormarker fiir Histologie oder Serumnachweise, zielspezifische
Medikamente oder génzlich neue Therapieoptionen sind denkbar (siehe zum
Beispiel De Wever et al. 2007, Mariotti et al. 2007). Ein besonders interessantes
Feld diirfte die Beteiligung der Cadherine an der Tumorangiogenese sein
(Cavallaro et al. 2006).

Ein weiteres Gebiet, auf dem Cadherine in eine Krankheit des Menschen
involviert sind, sind die bullosen Dermatosen. Pemphigus vulgaris und
Pemphigus foliaceus sind Autoimmundermatosen, bei der es aufgrund einer
Zerstorung der Cadherine Desmoglein-1 beziehungsweise Desmoglein-3 in den
Desmosomen der Epidermis zu teils lebensgefdhrlicher Blasenbildung kommt
(Culton et al. 2008). Weitere Hautkrankheiten wie die autosomal-dominant
vererbte Keratosis palmoplantaris striata sind ebenfalls mit Cadherin-Defekten
assoziiert (McMillan und Shimizu 2001). Ein dhnlicher Mechanismus greift auch
beim Schélblasensyndrom durch Staphylokokkus aureus, wobei ein so genann-
tes Exfoliativtoxin Desmoglein-1 angreift (Nishifuji et al. 2008).

Cadherine finden seit wenigen Jahren verstirkte Aufmerksamkeit in kardio-
vaskuldren Erkrankungen wie der Kardiomyopathie (CDH2, DSC2), der
Arteriosklerose (CDH13, CDH5) und der arteriellen Restenose (CDH2, CDH4)
(siehe zum Beispiel Resink et al. 2009).

Die Rolle der Cadherine in Erkrankungen des ZNS beschrankt sich neben dem
groflen Feld der ZNS-Tumoren auf wenige Anhaltspunkte. a-Protocadherine
gelten als mogliche Suszeptibilitdtsfaktoren bei der Bipolaren Storung und den
Schizophrenien (Pedrosa et al. 2008), PCDH19-Mutationen verursachen eine
epileptische Enzephalopathie und mentale Retardierung (Depienne et al. 2009)
und PCDH19 ist mit Morbus Alzheimer assoziiert (Carrasquillo et al. 2009),
wie auch wahrscheinlich Desmocollin-1 (Ramos et al. 2006). Erst kiirzlich fand
man eine mogliche Assoziation des CDH7-Gens mit der Bipolaren Stdrung
sowie mit dem zirkadianen Rhythmus, mit saisonalen Stimmungsschwankun-
gen und mit weiteren visuell gesteuerten Merkmalen (Soronen et al. 2010).
Diverse Erkrankungen des Auges konnten Cadherin-Dysfunktionen zuge-
schrieben werden. Als hdufigste Ursache fiir kombinierte erbliche Taubheit und

Blindheit gilt das Usher-Syndrom, definiert durch frithzeitige Innenohrschwer-
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horigkeit und spdterem Verlust des Gesichtsfeldes infolge von Retinitis
pigmentosa. Beim Usher-Syndrom Typ 1D und 1F sind Mutationen in den
Genen von PCDH15 und CDH23 ursichlich. Deren Genprodukte vermitteln
Zellkontakte und Synapsen der Stereocilien der Haarzellen des Innenohres, der
AuBlensegmente der Photorezeptoren sowie der Pigmentepithelzellen der
Retina (Bork et al. 2001, Ahmed et al. 2003b). Eine Mutation von CDH3
verursacht die kongenitale Hypotrichose mit familidrer juveniler Makuladys-
trophie (HIMD-Syndrom) sowie das Syndrom der ektodermalen Dysplasie,
Ektrodaktylie und Makuladystrophie (EEM-Syndrom) (Shimomura et al. 2008).
CDH2 und CDH11 sind an der Entwicklung des Retinoblastoms beteiligt (Van
Aken et al. 2002, Marchong et al. 2004).

1.1.6 Rolle der Cadherine im ZNS

Obwohl die Cadherine in fast jedem Gewebe anzutreffen sind und damit
praktisch ubiquitdr zu den oben beschriebenen Aufgaben beitragen, ist ihre
Funktion im ZNS ein besonderer Schwerpunkt der aktuellen Forschung. Es ist
ein zentrales Ziel der modernen Neurobiologie, die vielfdltigen Vorgiange zu
verstehen, die zur neuronalen Entwicklung, Reifung und Plastizitdt beitragen —
und Cadherine scheinen dazu einen wichtigen Beitrag zu leisten. Insbesondere
anhand der komplexen Netzwerke von Hirn und Riickenmark wird deutlich,
wie wichtig die Fahigkeit zu flexiblen Zell-Zell-Kontakten fiir mehrzellige und
hoch entwickelte Organismen ist. Adhédsive Oberflichenmolekiile sind in der
dynamischen Konnektivitit des ZNS unerldsslich. Dementsprechend verwun-
dert es nicht, dass die meisten Mitglieder der Cadherin-Superfamilie im ZNS
gefunden wurden, bezeichnender Weise vor allem an Wachstumskegeln und
Synapsen der Neurone. Die Gruppe um Redies beschiftigt sich seit vielen
Jahren intensiv mit der Rolle der Cadherine in der Neuroembryologie des
Wirbeltieres. Die hohe Diversitit der Cadherine und ihre spezifischen, ho-
mophilen Bindungen fiihrten schliellich zu der Hypothese eines kombinatori-
schen, adhédsiven Codes, der vielen morphogenetischen Prozessen Rechnung
tragt (Redies und Takeichi 1996, Redies 2000, Hirano et al. 2003).

Aulffallend sind das zeitlich und rdumlich streng begrenzte Vorkommen
bestimmter Cadherin-Subtypen sowie die qualitativen wie quantitativen

Unterschiede in deren Expression, was die Arbeitsgruppe um Redies fiir viele
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Cadherine schon in diversen Hirnregionen zeigen konnte (siehe zum Beispiel
Hertel et al. 2008, Lin et al. 2008, Neudert et al. 2008, Neudert und Redies 2008,
Krishna et al. 2009). Diese Differenzen korrelieren eng mit neuronalen Mustern
und der spezifischen neuronalen Konnektivitdt. Schon die Neurulation wird
von einem Wechsel der Expression von CDH1 zu CDH2 (N-Cadherin) eingelei-
tet. Von der tangentialen Segmentierung des Neuralrohrs in verschiedene
Neuromere iiber die Ausbildung longitudinaler Untereinheiten bis hin zur
Formierung spezialisierter Kerngebiete, Schichten und Zellgruppen markieren
verschiedene Cadherine embryonale und spétere funktionelle ZNS-Regionen
der Wirbeltiere (Redies und Takeichi 1996). Mit fortschreitender Differenzie-
rung des ZNS werden auch die Expressionsmuster der Cadherine immer
vielschichtiger, bis schlieflich spezielle Schaltkreise durch das spezifische
Auftreten bestimmter Cadherine definierbar sind (siehe zum Beispiel Wohrn et
al. 1999). Bei einem Funktionsverlust der Cadherine kommt es zu Verwerfun-
gen an Grenzen und zu fehlerhaften Vernetzungen von funktionalen Gebieten,
was den Einfluss auf die zentralnervise Differenzierung und Regionalisierung
belegt (sieche zum Beispiel Gédnzler-Odenthal und Redies 1998).

Die fiir das ZNS essentielle Verbindung von Neuronen und ganzen Kerngebie-
ten zu Schaltkreisen geschieht durch das gerichtete Aussprossen von Axonen,
deren Hinfiihrung zum Ziel und dem erfolgreichen synaptischen Kontakt mit
den richtigen Neuronen im Zielgebiet. Dabei folgen neuronale Fortsdtze
16slichen und membrangebundenen Faktoren. Somata von nahen Gliazellen
und Neuronen, benachbarte Axone und andere neuronale Faszikel sowie die
Schichten und Kerne der Zielregion konnen sowohl anziehende als auch
abstoBlende Signale darbieten. Dabei gehen Neuriten voriibergehend Zell-Zell-
Bindungen tiber Adhésionsmolekiile ein (Chilton 2006). Viele Mitglieder der
Cadherin-Superfamilie wurden an aussprossenden Axonen in den entspre-
chenden Entwicklungsstadien identifiziert (Redies 2000). Der CDH2-
exprimierende und CDH2-geleitete Vagusnerv war eines der ersten in vivo -
Belege dafiir, dass Cadherine selektiv exprimiert werden und damit homophil
beziehungsweise heterophob das Axonwachstum steuern (Redies et al. 1992).
Gemdfl ihren Bindungseigenschaften finden sich {tiberwiegend &hnliche
Expressionsmuster der Cadherine in den Axonen und ihren Zielgebieten, was

durch Christoph Redies (1993) erstmals am tectofugalen System des Huhns
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anhand CDH2 und CDH4 beschrieben wurde. Doch auch abstoflende Wirkung
wurde beobachtet (sieche zum Beispiel Fredette et al. 1996). Mehrere Funktions-
verluststudien bestitigten die genannten Eigenschaften in diversen neuronalen
Verbindungen (siehe zum Beispiel Honig und Rutishauser 1996, Stone und
Sakaguchi 1996, Lee et al. 2003). Mit ihrer Beteiligung am Aussprossen von
Neuriten, der Axonverldngerung, Biindelung, Wegfindung und Zielerkennung
von Axonen sind Cadherine also mafigeblich fiir die Formation neuronaler
Netzwerke verantwortlich (Redies 2000, Hirano et al. 2003, Takeichi 2007).

An den Kontaktpunkten der Neurone werden schliellich Synapsen ausgebildet.
Die spezifische und differentielle Expression verschiedener Cadherine an den
Dornen der Dendriten und an den Wachstumskegeln der Axone konnte das
Problem der noch immer ungeldsten synaptischen Spezifitdt kliren (Redies
1997, Obst-Pernberg und Redies 1999). Verschiedene Cadherine sind Bestand-
teil von Puncta adherentia am synaptischen Spalt und damit notwenig fiir die
Synaptogenese, aber auch fiir die Stdrke reifer Synapsen (Suzuki und Takeichi
2008). In diesem Sinne reicht ihre Funktion tiber die Ausbildung spezifischer
Synapsen hinaus und umfasst ebenso dynamische Funktionen wie beispiels-
weise die synaptische Plastizitdt. Einfliisse auf Langzeitpotenzierung, Kurzzeit-
plastizitit und Gedé4chtnisbildung wurden gleichsam festgestellt und un-
terstreichen die prominente Rolle der Cadherine im reifen Gehirn (Halbleib und
Nelson 2006). Als klassisches Beispiel findet man CDH2 vor allem in sich
ausbildenden Synapsen (Fannon und Colman 1996, Uchida et al. 1996); CDH2
beeinflusst in Verbindung mit NMDA-Rezeptor-Multiproteinkomplexen aber
auch die Bindungsstérke reifer Synapsen, letzten Endes auch die synaptische
Plastizitit und die Langzeitpotenzierung im Hippocampus (Benson und
Tanaka 1998, Bozdagi et al. 2000, Huntley et al. 2002).

1.2 Die Retina

Zu den am besten erforschten Teilen des ZNS — und dabei aber in ihrer Funkti-
on und Komplexitét sicher auch zu den faszinierendsten — zahlt die Netzhaut
unserer Augen. Von den ersten Photorezeptoren der frithen Wirbellosen bis
zur trichromatischen Retina der Primaten hat sich Hunderte von Jahrmillionen

ein hoch organisiertes Netzwerk verschiedener Neurone und Gliazellen
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entwickelt (Arendt et al. 2004). Nach der Beschreibung der ersten retinalen
Zellen durch Santiago Ramon y Cajal vor mehr als 100 Jahren kénnen wir heute
erstmals von einer anndhernd vollstindigen Identifikation und Klassifikation
der Neurone dieses komplexen Teils des ZNS sprechen. Obwohl sicher noch
einiges zur Histologie der Retina ergédnzt werden wird, richtet sich der Fokus
der biomedizinischen Forschung nun auch auf die bisher wenig verstandenen
Mechanismen der Entwicklung und Reifung dieses Organs. Eine nicht unerheb-
liche Rolle scheinen dabei — schon allein in Anbetracht ihrer oben genannten
allgemeinen Funktionen — die Cadherine zu spielen. Wegen der Ahnlichkeit zu
anderen Teilen des ZNS diirfte man letztlich durch die Erforschung der Rolle
der Cadherine in der Retinogenese weitere Einblicke in die Neurogenese des

menschlichen ZNS gewinnen.

1.2.1 Entwicklung und Aufbau der Retina

Im Folgenden soll die Retina der Wirbeltiere — insbesondere die der Vigel und
Sdugetiere — betrachtet werden, da die Retina der Wirbellosen erheblich von der
Sdugetierretina abweicht. Die Retina der Wirbeltiere hat ihre Anlage in einer
ventralen, bilateralen Ausstiilpung des frithen embryonalen Vorderhirns
(Prosenzephalon). Nach dem Schluss des Neuralrohrs bildet sich ein einwandi-
ges Augenbldschen mit Verbindung zum 3. Ventrikel, das lateral in Richtung
Ektoderm wiéchst (siche Abb. 4 a). Auf die Induktion der ektodermalen
Linsenanlage (siehe Abb. 4 b) folgt eine Invagination des Augenblédschens. Ein

doppelwandiger Augenbecher entwickelt sich (siehe Abb. 4 c).

Ektoderm
Prosenzephalon

§<

Augenanlage

Abb. 4. Entwicklung des Augenblischens (schematischer Schnitt durch das menschli-

che Vorderhin). a 3. Embryonalwoche, b 4. Embryonalwoche, ¢ 5. Embryonalwoche.
Modifiziert nach Ulfig N., Kurzlehrbuch Embryologie. Georg Thieme Verlag 2005
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Die dulere Wand des Augenbechers entwickelt sich zum einschichtigen
Pigmentepithel, wihrend die innere Zellschicht das mehrschichtige Neuro-
epithel bildet — die zukiinftige Neuroretina und Gegenstand der vorliegenden
Arbeit (sieche Abb. 5).

Pigmentepithel

Neuroepithel

(Neuroretina) £ Ventrikel

Linse

Abb. 5. Augenanlage (Augenbecher). Am Beispiel des Menschen in der 6. Embryo-
nalwoche. Modifiziert nach Ulfig N., Kurzlehrbuch Embryologie. Georg Thieme Verlag
2005

Die beiden Augenbecherwidnde legen sich schlieflich einander an und der
Ventrikelspalt verschwindet. Es folgen diverse Differenzierungs- und Migrati-
onsvorgédnge, an deren Ende eine reife Neuroretina mit verschiedenen Zellen
spezifischer Morphologie, Konnektivitdt und Lokalisierung in klaren Schichten
steht (O'Rahilly 1975, Kolb et al. 2001; siehe Abb. 6). Zu Beginn werden Gangli-
enzellen des frithen Neuroepithels postmitotisch und wandern an die innere
Oberfldche der Retina, der Glaskorperseite. Diese Ganglienzellschicht spaltet
sich bald darauf ab und eine Zwischenschicht aus Neuriten und Glia (Neuropil)
entsteht — die innere plexiforme Schicht. Ihre Neuriten verbinden die Ganglien-
zellen (und einige invertierte amakrine Zellen) mit der Mehrzahl der amakrinen
Zellen (und einigen verlagerten Ganglienzellen) am inneren Rand der Neuro-
blastenschicht. Diese wiederum teilt sich deutlich spéter weiter in eine innere
Kornerschicht (innere nukleédre Schicht) mit amakrinen Zellen, bipolare Zellen,
Miiller-Glia und Horizontalzellen sowie in eine dufiere Kornerschicht (duflere
nukledre Schicht) mit Photorezeptoren (Stibchen und Zapfen). Eine &duflere
plexiforme Schicht verbindet die beiden Kérnerschichten. Astrozyten, Blutgefa-

8e und Mikroglia treten erst spit vom Sehnerv aus in die Retina ein.
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Abb. 6. Schematischer Aufbau der menschlichen Retina. Modifiziert nach Peter
Hartmann, bearbeitet von Marc Gabriel Schmid. de.wikipedia.org 2009. (GFDL-Lizenz)

Aufgrund der besonderen Embryonalentwicklung ist verstandlich, warum die
Neuroblasten der Retina wie in anderen Hirnteilen in der ,, ventrikularen Zone”
proliferieren und zur ,Oberfliche” des Neuroepithel migrieren und sich
differenzieren, die Neuroretina sich aber anatomisch gesehen von auflen nach
innen bildet und die Retina schlieflich als invers bezeichnet wird.

Die Retinogenese beinhaltet — genau wie die Hirnentwicklung — Prozesse der
Proliferation, Migration und Differenzierung. Daher ist es wahrscheinlich, dass
diese durch die gleichen moleklaren Mechanismen gesteuert werden wie in den

tibrigen Teilen des ZNS (siehe unten).

1.2.2 Bisherige Studien

Bis zum heutigen Tag ist tiber die molekularen Mechanismen, die das komplexe
neuronale Netzwerk der Retina zustande bringen, wenig bekannt. Trotzdem
haben sich in den letzten Jahren viele Studien mit der Retinogenese beschiftigt
(Morgan et al. 2005) und viele der molekularen Mechanismen erleuchtet.
Genregulierende Faktoren wie der homeobox Transkriptionsfaktor pax6 oder
die bHLH-Transkriptionsfaktoren MASH-1 und NeuroD, der Notch-Delta-
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Signalweg, extrinsische 16sliche Faktoren wie RA, SHh oder NGF, extrazelluldre
Matrixproteine wie pl-Integrine, Adhésionsmolekiile an den Synapsen wie
Sidekick, Synaptophysin und Synaptotagmin und schlieflich Oberfldchenpro-
teine wie Ng-CAM oder CDH2 sind nur eine kleine Auswahl von morphoregu-
latorischen Faktoren der retinalen Neurogenese (Fuhrmann et al. 2000, Zhang et
al. 2002, Harada et al. 2007, Schulte und Bumsted-O'Brien 2008). Es ist das Ziel
der vorliegenden Arbeit, weitere potentielle morphoregulatorische Molekiile
und aufserdem strukturelle Marker fiir neuronale Subtypen und Entwicklungs-
schritte der Neuroretina zu finden. Gemaf der Spezialisierung und Vorarbeit
der Arbeitsgruppe von Christoph Redies wird die Expression mehrerer
Cadherine wihrend der Retinogenese untersucht.

Zahlreiche Funktionsverluststudien geben zu erkennen, dass insbesondere
klassische Cadherine und d-Protocadherine diverse Beitrdge zur Entwicklung
der Wirbeltierretina leisten. Vom Zebrafisch (siehe zum Beispiel Liu et al. 2008)
tiber den Krallenfrosch (sieche zum Beispiel Ruan et al. 2006) und das Huhn
(siehe zum Beispiel Tanabe et al. 2006) bis zur Maus (siehe zum Beispiel Rattner
et al. 2001) haben Cadherin-defizitire Augen kleine Retinae mit missgestalteter
Schichtung und Konnektivitit gezeigt.

In Vogeln und Sdugetieren wurden die retinalen Expressionsmuster verschie-
dener klassischer Cadherine und §-Protocadherine intensiv analysiert, so zum
Beispiel im Huhn CDH2, CDH3, CDH4, CDH6, CDH7 (W&hrn et al. 1998) und
PCDH10 (Miiller et al. 2004). In der sich entwickelnden Retina der Maus
identifizierten Faulkner-Jones et al. verschiedene Cadherine immunologisch
(CDH1, CDH2, CDH3, CDH4, CDH5, CDH6, CDH10, CDH11, CDH12, CDH14;
Faulkner-Jones et al. 1999a) und untersuchten die Expression von ,,CDH7”, das
eigentlich CDH20 entspricht (Kools et al. 2000), mittels In-situ-Hybridisierung
(Faulkner-Jones et al. 1999b). Gaitan und Bouchard (2006) zeigten in der
frithembryonalen Retina der Maus PCDH19. Andere Gruppen haben ausfiihrli-
chere Kartierungen in der Maus durchgefiihrt, wie zum Beispiel Honjo et al.
(2000) an der postnatalen Retina (CDH2, CDH4, CDH6, CDHS8 und CDH11), Xu
et al. (2002) wahrend der gesamten retinalen Entwicklung (CDH1, CDH2 und
CDH3). Jede dieser Studien hat gezeigt, dass Cadherine auch in der Retina in
der schon erwéhnten zeitlich und rdumlich streng beschriankten Weise expri-

miert sind.
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Eine umfassende und detaillierte Expressionsstudie fiir die Entwicklung der
Neuroretina fehlt allerdings bis zum heutigen Tag, insbesondere fiir die o-
Protocadherine im Sdugetier. In der vorliegenden Arbeit werden daher sieben
klassische Cadherine und acht 8-Protocadherine mittels In-situ-Hybridisierung
im Frettchen untersucht. Die vorliegende Arbeit schliet an die Analyse der
Cadherin-Expression im embryonalen bis adulten visuellen Cortex des Frett-

chens durch einen meiner Kollegen an (Krishna et al. 2009).

1.3 Das Modelltier Frettchen

Das Frettchen (Mustela putorius furo) ist ein Raubtier aus der Familie der Marder
und als Labortier relativ giinstig und einfach zu halten. Es dient als ein hervor-
ragendes und mittlerweile etabliertes Modell fiir die Entwicklung des Sehsy-
stems. Sein visuelles System hat grofe Ahnlichkeit zu dem der Katze, das bis
dato eines der Standardmodelle fiir experimentelle Studien war (Jackson und
Hickey 1985, Vitek et al. 1985, Henderson et al. 1988). Die Gestationsperiode des
Frettchens ist mit 42 Tagen deutlich kiirzer als die der Katze und seine gleich-
zeitig relativ lange postnatale neuronale Entwicklungs- und Reifeperiode ist
von grofiem Vorteil fiir Entwicklungsstudien. Greiner und Weidman (1981,
1984) haben die Retinogenese des Frettchens histologisch detailliert ergriindet.
Am 38. Tag nach der Befruchtung hat sich die Ganglienzellschicht vollstindig
von der Neuroblastenschicht separiert. Um die Geburt ist die Frettchenretina
deutlich unreifer als die der Katze, aber dhnlich weit entwickelt wie die der
Nagetiere. Die meisten Horizontalzellen und Photorezeptorzellen, sowie etwas
spater auch die amakrinen Zellen, sind am Ende der Embryonalperiode
postmitotisch und auf dem Weg zu ihren typischen Positionen in der Retina (in
Ratte: Rapaport et al. 2004). Am Ende der zweiten postnatalen Woche ist die
Neuroblastenschicht in die innere und &ufiere Kornerschicht geteilt. Die
histologische Struktur der Frettchenretina gilt erst zum Zeitpunkt der Augen-
offnung — 30 bis 33 Tage nach der Geburt — als ausgebildet. Das ZNS der
Nagetiere entwickelt sich postnatal bedeutend schneller. Ein Vergleich mit der
Katze legt nahe, dass eine vollstindige funktionelle Ausreifung der Retina des

Frettchens acht Wochen nach der Geburt vollzogen sein sollte.
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2 ZIELE DER ARBEIT

Die Moglichkeit, 15 verschiedene klassische Cadherine und §-Protocadherine
zumindest auf mRNA-Ebene darzustellen, ist bei einem dem Menschen so
dhnlichen und fiir neuroembryonale Studien so geeigneten Tier wie dem
Frettchen erst seit kurzer Zeit gegeben. Zum Teil wurden die analysierten
Cadherine noch nie zuvor in der Retina beschrieben. Die vorliegende Arbeit
fiigt sich in die anatomisch-molekularbiologischen Studien zur Cadherin-
Expression der Arbeitsgruppe von Christoph Redies ein und stellt einen
weiteren Schritt von Modelltieren wie dem Huhn oder der Maus tiber das
Frettchen in Richtung Mensch dar. Direkten Anschluss findet die vorliegende
Arbeit an die Kartierung fast der gleichen Cadherine im visuellen Cortex des
Frettchens durch meinen Kollegen Krishna (2009), der mir auch die entspre-
chenden mRNA-Sonden zur Verfiigung stellte (sieche Methodenteil der publi-
zierten Originalarbeit).

Durch die vorliegende Arbeit werden hilfreiche Ergdnzungen zu schon
bekannten Fakten aber auch zu in Diskussion befindlichen Hypothesen (siehe
Einleitung) erwartet. Weitere Beitrdge fiir die Aufkldarung der restringierten
Expression einzelner Cadherine in neuronalen Populationen und damit
Anbhaltspunkte fiir die Hypothese des (kombinatorischen) adhdsiven Codes
(Redies 2000) sollten zutage treten. Endgiiltige Aussagen tiber die Funktionen
der Cadherine im ZNS lassen sich allerdings nicht treffen, da die gewdhlte
deskriptive Methodik diesbeziiglich Grenzen setzt (siehe Kapitel 4.1). Dennoch
sollten sich neue Feststellungen zur Expression der Cadherine im hdoheren
Saugetier zeigen. Schliellich konnte die vorliegende Expressionsanalyse neue
Einsichten auf dem Gebiet der Retinogenese liefern. Cadherine diirften auf-
grund ihrer zeitlich und rdumlich kontrollierten Expression als morphoregula-
torische Molekiile und somit auch als Marker fiir Zellpopulationen, Subpopula-
tionen und Entwicklungsschritte derselben dienen. Die detaillierten Expressi-
onsmuster wahrend der Retinogenese im Frettchen sollen also Ausgangspunkt
fiir weitere Untersuchungen der Cadherine sein.

Um die oben genannten Ziele zu erreichen, analysiere ich die Expressionsmu-
ster von CDH4, CDH6, CDH7, CDHS8, CDH11, CDH14, CDH20 und PCDH],
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PCDH7, PCDHS8, PCDH9, PCDH10, PCDHI11, PCDH17 und PCDHI18 zu
charakteristischen Entwicklungsstadien der Retina des Frettchens vom frithen
Embryo bis zum adulten Tier. Zu Beginn sind die charakteristischen Stadien
der retinalen Entwicklung des Frettchens histologisch darzustellen. Ausge-
wihlt wurden fixierte und geschnittene Retinae von embryonalen Frettchen am
23., 30. und 38. Entwicklungstag (E23, E30, E38) sowie 2, 13, 25 und 60 Tage
nach der Geburt (P2, P13, P25, P60). Die schichtspezifische Verteilung sowie die
Expression der einzelnen Cadherine in den Zellpopulationen der Retina
werden ausfiihrlich beschrieben, interpretiert und mit vorherigen Studien auf

diesem Gebiet verglichen.
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Abstract

Background: Cadherins are a superfamily of calcium-dependent adhesion molecules that play
multiple roles in morphogenesis, including proliferation, migration, differentiation and cell-cell
recognition. The subgroups of classic cadherins and 5-protocadherins are involved in processes of
neural development, such as neurite outgrowth, pathfinding, target recognition, synaptogenesis as
well as synaptic plasticity. VWe mapped the expression of 7 classic cadherins (CDH4, CDHé6, CDH?,
CDHS8, CDHI 1, CDHI4, CDH20) and 8 §-protocadherins (PCDHI, PCDH7, PCDH8, PCDH9,
PCDHI0,PCDHI I, PCDHI17, PCDH 18) at representative stages of retinal development and in the
mature retina of the ferret by in situ hybridization.

Results: All cadherins investigated by us are expressed differentially by restricted populations of
retinal cells during specific periods of the ferret retinogenesis. For example, during embryonic
development, some cadherins are exclusively expressed in the outer, proliferative zone of the
neuroblast layer, whereas other cadherins mark the prospective ganglion cell layer or cells in the
prospective inner nuclear layer. These expression patterns anticipate histogenetic changes that
become visible in Nissl or nuclear stainings at later stages. In parallel to the ongoing development
of retinal circuits, cadherin expression becomes restricted to specific subpopulations of retinal cell
types, especially of ganglion cells, which express most of the investigated cadherins until adulthood.
A comparison to previous results in chicken and mouse reveals overall conserved expression
patterns of some cadherins but also species differences.

Conclusions: The spatiotemporally restricted expression patterns of 7 classic cadherins and 8 o5-
protocadherins indicate that cadherins provide a combinatorial adhesive code that specifies
developing retinal cell populations and intraretinal as well as retinofugal neural circuits in the
developing ferret retina.

Background layered, neural epithelium, which is the focus of our
The vertebrate retina develops as a ventral outgrowth of  study. The mature neural retina comprises distinct sets of
the forebrain vesicle; invagination of the primary optic  neurons, each with a characteristic morphology, location
vesicle leads to a two-layered optic cup that differentiates ~ and connectivity. Together, they form a highly sophisti-
into an outer, pigmented epithelium and an inner, multi-  cated network, arranged in distinct layers [reviewed in
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[1,2]]. Retinal development involves the processes of cel-
lular proliferation, migration and differentiation. These
processes are mediated by molecular mechanisms similar
to those in the rest of the brain.

Many studies have investigated the organization and
developmental dynamics of the mammalian retina in
recent years [reviewed in [3]] and some of the molecular
events that regulate retinal neuronal development have
been elucidated. For example, genes that play a role in
retinogenesis include gene regulatory factors like the
homeobox transcription factor Pax6 or the transcription
factors MASH-1 and NeuroD, surface proteins like Ng-
CAM or N-cadherin (cadherin-2), the Notch-Delta signal-
ing pathway, diffusable factors like retinoic acid, sonic
hedgehog or NGF, extracellular matrix molecules like 1-
integrins and synaptic adhesion molecules like sidekick,
synaptophysin and synaptotagmin [reviewed in [4-6]].

To identify additional potential morphoregulatory mole-
cules as well as structural markers for developmental
events, we focus on cadherins in the present study. Cad-
herins are Ca2+-dependent cell surface glycoproteins,
which mediate cell adhesion and also have functions in
cell signaling from early stages of animal evolution
[reviewed in [7]]. The more than 100 members of the cad-
herin superfamily in vertebrates are grouped into several
subfamilies designated as classic, desmosomal, Flamingo/
CELSR, Fat-type cadherins, protocadherins and others
[reviewed in [8]]. The well-studied classic cadherins medi-
ate strong cell-cell interactions and prefer homophilic
over heterophilic binding. They constitute integral com-
ponents of adherens junctions, interact with the cytoskel-
eton through catenins and participate in many signaling
pathways. Most members of this subfamily are expressed
in the nervous system and were proposed to be involved
in the functional regionalization of the brain and in the
formation, maintenance and plasticity of neural circuits
[reviewed in [9-11]]. Protocadherins constitute the largest
cadherin subfamily and contain several subgroups, such
as a-, B- and &-protocadherins; they seem to have arisen
with the onset of vertebrates [7]. Protocadherins exhibit
weaker binding activity than classic cadherins but have a
high potential for intracellular signaling and play crucial
roles in neuronal development although their precise
functions are largely unknown [12-14]. A more recently
discovered subgroup are the non-clustered 5-protocadher-
ins [15,16]. The differential and restricted expression pat-
terns of individual cadherins in specific brain regions and
neuronal subpopulations suggests that classic cadherins
as well as 8-protocadherins provide an adhesive code for
developing and mature neural circuits of the central nerv-
ous system [reviewed in [9,17]].

Loss-of-function studies demonstrate that classic cadher-
ins and 3-protocadherins play a crucial role in vertebrate

http://www.biomedcentral.com/1471-2202/10/153

retinogenesis. They have multiple morphoregulatory
functions in retinal proliferation, migration, differentia-
tion and layer formation as well as in axonal outgrowth,
pathfinding, target recognition and synaptogenesis. In
general, cadherin-deficient eyes have small, dislayered
and disconnected retinae [reviewed in [10,11]]. However,
not only the establishment of intraretinal neural networks
and retinofugal projections, but also synaptic plasticity
[18] and transport processes in photoreceptors [19,20] in
the adult retina are found to be cadherin-regulated. In ret-
inal pathology, Usher syndrome type 1 [19], different syn-
dromes with macular dystrophy in humans [21] and
retinoblastoma [22,23] are associated with cadherin dys-
function.

In the avian and mammalian retina, the developmental
expression patterns of several classic cadherins and §-pro-
tocadherins have been mapped, including, in chicken,
cadherin-2 (CDH2), CDH3, CDH4, CDH6B, CDH7 [24]
and protocadherin-10 (PCDH10) [25]. In the developing
mouse retina, Faulkner-Jones et al. [26] identified several
cadherins (CDH1, CDH2, CDH3, CDH4, CDHS5, CDH6,
CDH10, CDH11, CDH12, CDH14) by immunoblotting
and examined the expression of "CDH7", which actually
corresponds to CDH20 [27], by in situ hybridization.
Other researchers carried out more extensive expression
mappings in mouse, for example, Honjo et al. [28] in the
postnatal retina (CDH2, CDH4, CDH6, CDHS8 and
CDH11) and Xu et al. [29] throughout retinal develop-
ment (CDH1, CDH2 and CDH3). Each of these studies
revealed that cadherins are expressed in a temporally and
spatially restricted fashion in the retina, as shown previ-
ously for the brain (see above). However, a comprehen-
sive study of the expression of multiple cadherins
throughout all stages of retinal development in a single
mammalian species is missing to date, especially for 8-
protocadherins.

The ferret visual system serves as a suitable experimental
model for visual development; it shows close similarity to
the cat visual system [30,31]. Compared to the cat, the
shorter gestational period of 42 days and a larger portion
of postnatal development are of great advantage. Greiner
and Weidman [32,33] described ferret retinogenesis in
detail (see nuclear staining in Fig. 1A). 23 days after con-
ception (E23), the ferret neural retina consists of a pseu-
dostratified neuroepithelium, the neuroblast layer (NBL).
Ganglion cells are the first retinal neurons that become
postmitotic and migrate towards the vitreous side. At E38,
the ganglion cell layer (GCL) has completely separated
from the NBL, creating the inner plexiform layer (IPL) in
between the other two layers. Most horizontal cells and
cone photoreceptors become postmitotic and migrate to
their final position before birth; most amacrine cells are
differentiated around birth [for rat, see [34]]. In the sec-
ond postnatal week, the NBL divides into an outer nuclear
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Figure |

Histology and differential expression of cadherins in central regions of the developing ferret retina. Expression
of cadherin-4 (CDH4; B), cadherin-6 (CDH6; C), cadherin-7 (CDH7; D), cadherin-8 (CDHS8; E) and cadherin-11 (CDHI1; F)
was mapped with cRNA probes at embryonic day 23 (E23), E30, E38, postnatal day 2 (P2), P13, P25, and at the mature stage
(P60). For neuroanatomical orientation, Nissl-stained sections (thionin) are shown in A. The different layers of the retina are
indicated on the right side of each panel. Large arrows point at large ganglion cells (> |15 pum in largest diameter) in the ganglion
cell layer (GCL). Small arrows point at single, large cells of the inner nuclear layer (INL) adjacent to the inner plexiform layer
(IPL). Large arrowheads point at negative inner layers of the neuroblast layer (NBL). Small arrowheads point at putative hori-
zontal cells adjacent to the outer plexiform layer (OPL) or putative developing horizontal cells in the NBL, respectively. The
outer nuclear layer (ONL) is shown up to the outer limiting membrane and does not include the outer photoreceptor seg-
ments after P13. The pigment epithelium next to the neuroblast layer (NBL) is indicated by an asterisk. Scale bar in F, 50 um,
applies to all panels.
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layer of photoreceptors (ONL) and an inner nuclear layer
of interneurons (INL), with the outer plexiform layer
(OPL) in between. All structural parts of the retina have
formed at the time of eye opening, which is not until 30
days after birth. At P60, only the photoreceptor outer seg-
ments and the INL have changed their size, and the histol-
ogy of the ferret retina can be considered mature. Note
that the thickness of the retina does not increase linearly
throughout development but also decreases intermit-
tently due to stretching of the retina when the diameter of
the eye bulb is growing [Fig. 1A; see also [32]].

In the present study, we investigate the developmental
expression of seven classic cadherins (CDH4, CDHS,
CDH7, CDHS8, CDH11, CDH14, CDH20) and eight 03-
protocadherins (PCDH1, PCDH7, PCDHS8, PCDH9,
PCDH10, PCDH11, PCDH17, PCDH18) in a single spe-
cies, the ferret, by in situ hybridization. Finally, we com-
pare our results with previous data about cadherin
expression in the retina.

Results and Discussion

General Results

All 15 cadherins examined are expressed in the develop-
ing neural retina of the ferret in different locations, con-
tinuously from early embryonic to adult stages (Figs. 1, 2,
3). Exceptions are CDH14 and PCDH18, which are
expressed very weakly and with interruptions. All cadher-
ins exhibit a restricted, spatiotemporally regulated expres-
sion pattern. Each cadherin is expressed in specific layers,
sublayers and subsets of cells at different stages (see Table
1). Thus, each retinal layer is marked by the combinatorial
expression of multiple classic and 8-protocadherins dur-
ing development (see Table 2). In general, cadherin
expression is especially widespread and intense at P13.
After P13, expression patterns remain relatively stable,
although gradual changes are observed. Sense probes,
which served as a control, did not result in any significant
signal (data not shown). The pigmented epithelium is not
visible in all panels of Figures 1, 2, 3 because, in some
cases, albino animals were used or retinal detachment
occurred. Images from P13 and later stages show the neu-
ral retina without the photoreceptor outer segments,
which are devoid of in situ signal. Peripheral regions of
the retina show expression patterns similar to central ones
(data not shown). Nevertheless, a maturational delay of
around 10 to 15 days has been reported for extreme
peripheral parts of the ferret retina [35]. Dorsoventral dif-
ferences of ganglion cell distribution have also been
reported [36]. For identification of retinal layers and cell
types, we mainly refer to the histological study of the
developing ferret retina by Greiner and Weidman [32,33],
to some detailed morphology studies [31,37,38] and to
previous cadherin expression studies in the developing
vertebrate retina (see Introduction).

http://www.biomedcentral.com/1471-2202/10/153

Neuroblast layer (NBL)

At E23, a strong expression of some cadherins marks the
entire neuroepithelium, whereas other cadherins mark
only a subpopulation of NBL cells or start expression later,
respectively. Remarkably, the outer, proliferative zone of
the NBL is selectively marked by CDH4, CDH7 and
CDH20 at E30 (arrows in Figs. 1B, 1D, 2B). PCDH1
expression is restricted to the outermost layers (Fig. 2C,
E30). In contrast, most cadherins exclusively label the
innermost retinal zone, which contains prospective gan-
glion cells and amacrine cells, before birth. These two cell
types display the same cadherin expression profile, respec-
tively, also at later stages of development (for example, see
Fig. 2E). Remarkably, in the early retina, the cadherin-
expressing cell populations do not show borders that run
strictly in parallel to the retinal surface but form cluster-
like protrusions into adjacent zones (for example, CDH4
or CDH7 at E30 in Fig. 1).

Ganglion cell layer (GCL)

The ganglion cell layer shows the most prevalent and con-
sistent pattern of expression for all cadherins up to adult-
hood. According to Vitek et al. and Henderson et al.
[31,36], the cells with diameters of more than 15 pm in
the postnatal GCL include mainly ganglion cells ("large"
ganglion cells). The largest ganglion cells in our sample
had a soma of 26 um in diameter. The majority of cells in
the GCL has a diameter of less than 15 um and comprise
other ganglion cell types as well as numerous inverted
amacrine cells and glia, which are not distinguishable by
our methods ("small cells of the GCL"). Apparently all
cadherins label large ganglion cells or a subset thereof (for
example, see large arrows in Figs. 1, 2 &3, and arrowheads
Figs. 4A and 4B).

Astrocytes are rarely seen (see small arrow in Fig. 4B). The
study of these non-neuronal cells as well as blood vessel
cells and microglia is beyond the scope of the present
investigation.

Inner nuclear layer (INL)

Most cadherins are expressed by amacrine cells from E38
onward, the earliest stage, at which developing amacrine
cells can be identified on the basis of their location. After
P13, when most amacrine cells have differentiated [[32],
for rat, see [34]], they stop expression of some cadherins
(CDH4, CDHS8, CDH11, PCDHS8) while they begin to
express CDH20 at P13; CDH14 faintly labels amacrine
cells only around P13.

A few large positive cells are sparsely scattered along the
inner margin of the INL (for example, see Fig. 4C-E). Cells
of similar morphology have been described as displaced
ganglion cells in other species [for chicken, see [24,39]].
Even if the size of their soma and nucleus is similar to
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Table I: Cadherin expression in the developing ferret retina.
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CDH4

CDH6

CDH7

CDHS8

CDHII

CDHI4

CDH20

PCDHI

PCDH7

NBL
GCL
INL

ONL

NBL

GCL

INL

ONL

NBL

GCL

INL

ONL

NBL

GCL

INL

ONL

NBL

GCL

INL

ONL

NBL

GCL

INL

ONL

NBL

GCL

INL

ONL

NBL

GCL

INL

ONL

NBL

GCL
INL

ONL

E23: (a)+++; E30: (a)+++, except inner tier; E38, P2: (n)++

E38—P60: (n)++, large ganglion cells +++

inner P13: (n)++; P25: (s)+; P60: -

middle P13: (a)+++; P25: (a)++; P60: (n)+

outer P13: patchy signal; P25, P60: -

E23: (n)++; E30: (n)+, only inner layers; E38, P2: (s)+, only inner cells

E38—P60: (s)++, mainly large ganglion cells +++

inner P13—P60: (n)++, single larger cells +++

middle P13: (s)+; P25—P60: -

outer P13—Pé60: -

E23: (n)+; E30: (n)++, only outer two thirds; E38, P2: (n)+, one outer layer (n)+++
E38—P60: (n)++, large ganglion cells +++

inner P13: (n)++; P25: (n)+; P60: (n)++; single larger cells +++
middle P13: (a)+++; P25: (s)+; P60: (n)++, only inner part
outer P13: (n)++; P25: (s)++; P60: -

P13: (n)+; P25—P60: -

E23: (a)++; E30: (n)++, only inner layers; E38, P2: -

E38, P2: (n)++; P13—P60: (s)+

inner P13: (s)++; P25, P60: -

middle P13: (n)++, only outer part; P25: (n)+ P60: (n)++
outer P13: (n)++; P25, P60: (n)+

P13, P25: -; P60: (a)+

E23, E30: (a)+++; E38, P2: (a)++, outermost layer -

E38—P25: (n)+; P60: (n)++

inner P13: (n)+; P25, P60: -

middle P13, P25: (a)+++; P60: (s)+

outer P13—Pé60: -

E23: -; E30: (n)+, only innermost layers; E38: (n)+; P2: -

E38: (n)+; P2: -; PI3—P60: (s)+

inner P13: (s)+; P25, P60: -

middle P13—Pé60: -

outer P13—Pé60: -

E23: (a)+++; E30: (a)++, except inner tier; E38, P2: (n)++, only middle layers

E38, P2: -; PI3—P60: (n)++

inner P13, P25: (s)++; P60: (n)++

middle P13: (a)+++; P25: (n)++; P60: (n)++

outer P13—Pé60: -

P13, P25: -; P60: (n)+

E23, E30: (n)++, inner two thirds (s)+; E38: (a)++, outermost layer -; P2: (n)++, (s)+++
E38, P2: (s)+; P13—P60: (n)+++

inner P13—P60: (n)++, single larger cells ++

middle P13: (n)+; P25, P60: (s)+

outer P13—P60 (n)++

E23: (a)+++; E30- P2: (n)+++, only inner layers

E38: (n)++, only outer cells; P2: (s)++; P13—P60: (n)++, most large ganglion cells +++
inner P13—P60: (n)+++, single larger cells ++

middle P13, P25: (n)+; P60: (s)+

outer P13, P25: (n)++; P60: -
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Table I: Cadherin expression in the developing ferret retina. (Continued)

PCDH8 NBL

E23: -; E30: (n)++, only inner half; E38, P2: (n)+, only innermost cells

GCL  E38: (n)+++; P2: (n)++; P13, P25: (s)++; P60: (n)++, large ganglion cells +++

INL inner
middle
outer
ONL -
PCDH9 NBL
GCL  E38-P60: (a)++, large ganglion cells +++
INL inner
middle
outer

ONL -

PCDHI0 NBL

P13: (n)++; P25, P60: -
P13—P60: -
P13—P60: -

E23: (a)+++; E30, E38: (n)++, only inner layers; P2: (n)++, one outer layer (s)+++
P13-P60: (n)++, single larger cells ++

P13: (n)+; P25: -; P60: (n)++
P13: (a)++; P25: (n)++; P60: (n)++

E23: (a)+++; E30: (n)++; E38, P2: (n)++, only inner layers

GCL  E38, P2: (a)+++; PI3—P60: (n)++, large ganglion cells +++

P13—P25: (n)++; P60: (n)+; single larger cells ++
P13: (n)++; P25: (n)+; P60: -
P13: patchy signal; P25: (s)++; P60: -

P13: (n)++; P25: (s)+; P60: (n)+
P13: (n)+; P25: -; P60: (n)+
P13—P60: (s)+

INL inner
middle
outer
ONL -
PCDHI I NBL  E23: (a)+++; E30: (n)+, only inner layers; E38, P2: (n)++
GCL  E38—P60: (n)++
INL inner
middle
outer
ONL P13, P25: -; P60: (a)+

PCDHI7 NBL
GCL  E38—P60: (n)++

E23: (n)+; E30: (n)++, only inner layers; E38: -; P2: (a)+, one outer layer (n)++

INL inner P13: (a)++; P25, P60: (n)++
middle P13—P60: (a)+
outer P13—P60: (n)+

ONL  PI3—P60: (a)+

PCDHI8 NBL  E23, E30: (s)++; E38, P2: -

GCL  E38, P2: -; PI3—P60: (s)++

INL inner P13—P60: (s)+
middle P13—Pé0: -
outer P13—P60: -

ONL -

Approximate number of positive cells: -, no cell positive; (s), single cells (up about 20%) positive; (n), numerous cells (about 20—80%) positive; (a),
all or almost all cells (more than 80%) positive. Expression level: -, absent; +, weak; ++, moderate; +++, strong.

large amacrine cells around P13 (on average, 12.9 pm +
0.2 SD and 9.8 pm + 0.5, respectively), they can be distin-
guished from amacrine cells by their sparse distribution,
their occupation of large gaps between neighboring cells
as well as by their relatively large somata and nuclei after
P13 up to adulthood (on average, 14.6 pm + 0.9 and 11.9
um + 0.7, respectively, at P60). Displaced ganglion cells
apparently express CDH7, PCDH1, PCDH7 (data not
shown), PCDH9 (Fig. 4E) and, most prevalent, CDH6
(Fig. 4C) and PCDH10 (Fig. 4D) at several stages. Never-
theless, our morphological analysis could have missed
smaller displaced ganglion cells.

Noteworthy, CDH6 strongly labels numerous large cell
bodies at the inner margin of the INL from P13 onward

(small arrows in Fig. 1C, P13 and P60). These cells are
smaller than large ganglion cells (12.7 + 0.8 um [mean +
SD] at P13, and 13.0 £+ 0.5 pm at P60), have a relatively
small nucleus (not more than 9 pm) and are sometimes
spaced not more than 30 pum apart (Fig. 1C, P13 and P60).
Because they retain a medium size also at later stages, are
numerous and densely packed in between similar but
smaller cells, these cells may represent a distinct type of
large amacrine cells rather than displaced ganglion cells.

The middle part of the inner nuclear layer, which prima-
rily contains the cell bodies of Miiller glial cells and some
inner bipolar cells, is positive for CDH4, CDH7, CDH11,
CDH20 and PCDH10 (for example, see arrowhead in Fig.
4F). The outer part of the INL, which mainly contains
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Table 2: Summary of cadherin expression in the retinal layers.
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NBL GCL inner INL middle INL outer INL ONL
CDH4 +++ ++ ++ +++ + -
CDHé6 ++ + ++ + - -
CDH7 ++ ++ ++ +++ ++ *+)
CDHS8 +++ + + ++ ++ -
CDHI | +++ ++ - +++ - -
CDHI14 - + (+) - N R
CDH20 +++ ++ + +++ - -
PCDHI ++ ++ ++ + ++ -
PCDH7 +++ ++ ++ ++ ++ -
PCDH8 - + + - N .
PCDH9 +++ +++ ++ ++ +++ -
PCDHI0 +++ ++ ++ ++ + -
PCDHI | +++ ++ ++ ++ + -
PCDHI17 ++ ++ +++ +++ ++ +)
PCDHI8 + + + . - -

Expression level was roughly determined at E23 (NBL) and P13 (all other layers). Abbreviations: -, no cell positive; +, single cells (up about 20%)
positive; ++, numerous cells (about 20-80%) positive; +++, all or almost all cells (more than 80%) positive; (+) faint expression

bipolar cell somata, expresses CDH8, PCDH7 and
PCDHY (for example, see arrowhead in Fig. 4G).

Some single cells express PCDH1, PCDH9 and PCDH17
in a sublayer of the outer NBL from P2 onward (small
arrowheads in Figs. 2C, F; 3C). Already at E38, CDH?7 is
expressed by some cells at this location (small arrowhead
in Fig. 1D, E38). This sublayer anticipates the later split-
ting of the NBL (small arrowheads in Fig. 1D, P2 and
P13). According to their radial position and distribution,
we tentatively identify them as horizontal cells. At later
stages, cadherin-expressing horizontal cells can be more
clearly identified morphologically (for example, see small
arrowhead in Fig. 1D, P25, and Fig. 4H). Around P13,
some patchy signal is observed transiently at the outer
margin of the INL for some cadherins (CDH4, CDHS,
PCDH10, PCDH11; see small arrowheads in Figs. 1B,
P13; 1E, P25; 3A, P25; 3B, P13); it is possible that these
signals are also associated with horizontal cells or their
proximal processes. Interestingly, these mRNA signals dis-
appear from most of this site by the time of eye opening
when horizontal cells have differentiated.

Outer nuclear layer (ONL)

The ONL is not visible with most cadherin probes. Tran-
siently, the ONL expresses a few cadherins faintly around
P13 (CDH7 and PCDH17), when the photoreceptor outer
segments grow out, as well as at the mature stage (CDHS,
CDH20, PCDH11, PCDH17; for example, see arrowhead
in Fig. 41). Prospective photoreceptor cells do not express
most of the cadherins at E38 and P2 in the outermost lay-
ers of the NBL.

General Discussion

To our knowledge, this study is the first to map the devel-
opmental expression of CDH14, PCDH1, PCDH7,
PCDHS, PCDH9, PCDH11, PCDH17 and PCDH18 dur-
ing development of the vertebrate retina. Moreover, for
the first time, the expression of cadherins was mapped in
the retina of the ferret. In contrast to previous studies in
other vertebrate species [24,25,28,29,40,41] multiple
classic cadherins and &-protocadherins were mapped in
detail throughout retinogenesis.

Each of the cadherins studied exhibits a unique expression
pattern, although some similarity and overlap between
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Figure 2

Differential expression of cadherins in central regions of the ferret retina during development. Expression of cad-
herin-14 (CDH14; A), cadherin-20 (CDH20; B), protocadherin-1 (PCDHI; C), protocadherin-7 (PCDH7; D), protocadherin-8
(PCDHI I; E) and protocadherin-9 (PCDH?9; F) was mapped with cRNA probes at embryonic day 23 (E23), E30, E38, postnatal
day 2 (P2), P13, P25 and at the mature stage (P60). For neuroanatomical orientation, the different layers of the retina are indi-
cated on the right side of each panel. Large arrows point at large ganglion cells (> |5 um in largest diameter), whereas small
arrows point at several cells of the ganglion cell layer (GCL) in A (CDH 4). Large arrowheads point at negative inner layers of
the neuroblast layer (NBL). Small arrowheads point at putative horizontal cells adjacent to the outer plexiform layer (OPL) or
putative developing horizontal cells in the NBL, respectively. The outer nuclear layer (ONL) is shown up to the outer limiting
membrane and does not include the outer photoreceptor segments after P13. The pigment epithelium next to the NBL is indi-
cated by an asterisk. Areas boxed in C and F are shown at a higher magnification in Figure 4B and G, respectively. Other abbre-
viations: INL, inner nuclear layer; IPL, inner plexiform layer. Scale bar in F, 50 um, applies to all panels.
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cadherins are observed. In general, until P13, expression is
restricted to proliferating and differentiating cell popula-
tions. This observation is in agreement with the morpho-
genetic roles of cadherins in the CNS and vertebrate retina
(see Background). Changes in cadherin expression pat-
terns coincide with specific steps of neuronal develop-
ment; in some cases, developmental events are even
anticipated before they become visible in Nissl or nuclear
stainings. This anticipation is especially evident around
E30 and from P2 to P13, when major advances in retinal
development occur. For example, the innermost layers of
the NBL, which mainly include prospective ganglion cells,
express selectively particular cadherins at E30. The same
cadherins mark ganglion cells in the later GCL (for exam-
ple, see Figs. 1E, 3C) and sometimes, in addition, ama-
crine cells in the later INL (for example, see Figs. 2D, 2E
and 2F). Vice versa, CDH20 does not label the innermost
layers of NBL at E30 (see arrow in Fig. 2B, E30) and the
GCL is also negative for this molecule at later stages.
Moreover, signal in some outer layers consistently marks
the radial position of the future INL, especially its later
positive middle part, where Miiller cells reside. Strikingly,
putative developing horizontal cells are marked by some
cadherins from E38 onwards (for example, see small
arrowheads in Fig. 1D). Although the identification of cell
types and subtypes required confirmation by double labe-
ling with cell type-specific markers, the anticipation of
histological transformations by cadherin expression
seems evident on histological grounds.

As development proceeds, specific combinations of cad-
herins turn into markers for different retinal cell types or
subpopulations thereof. Because each cell type resides in
a particular retinal layer, most cadherins exhibit a layer-
specific expression profile at later stages of development.
Thus, each retinal layer is marked by the combinatorial
expression of multiple cadherins (see Table 2). A layer-
specific expression of cadherins has been described previ-
ously for the germinal zones and layers of the cerebral cor-
tex [42]. We did not find that any of the cadherins studied
by us was expressed by only a single retinal cell type. Cad-
herins with this type of highly restricted expression are the
evolutionary ancient horizontal cell cadherin in non-
mammalian animals [cHZ-cadherin; [43]] and the pho-
toreceptor-specific PCDH21 [prCAD; [44]],

The cadherins studied continue to be expressed at high
levels after neurogenesis, during the period of neurite out-
growth and neural circuit formation. Most strikingly, gan-
glion cells, especially large ones, express almost all
cadherins at high levels from P13 onward. Many of the
cadherins examined are expressed among neuronal popu-
lations that are synaptically connected to each other, like
amacrine cells and ganglion cells. Moreover, expression
profiles seem to be highest in these populations during

http://www.biomedcentral.com/1471-2202/10/153

the peak of intraretinal circuit formation (from P13
onward), whereas mRNA signal begins to decrease in
other populations at this stage of development. It remains
to be studied at the protein level whether arborization and
synaptogenesis depend on the homotypic binding of
simultaneously expressed cadherin molecules or on a
temporally restricted competence of ingrowing axons to
interact with multiple adhesion molecules already present
in the area, as Petrovic and Hummel [45] proposed. Alter-
natively, Prakash et al. [46] suggested a "two step process"
including rough cadherin-dependent target recognition
followed by a more specific cadherin-independent synap-
togenesis. The persistence of cadherin expression into
adulthood in subsets of cells suggests that cadherins may
also help to sustain the proper function of the mature
neural retina.

In summary, our findings suggest that cadherins may pro-
vide a combinatorial adhesive code that specifies develop-
ing retinal cell populations and neural circuits during
retinogenesis and in the mature retina [9]. This adhesive
code may be based on qualitative as well as quantitative
differences in adhesiveness between retinal cells express-
ing multiple cadherins and other adhesive molecules [28].
The functional role of cadherins in brain development has
been studied extensively in the retina and other parts of
the CNS (see Background). To relate these functional
studies to the present expression data is beyond the scope
of this paper.

Comparison between Ferret, Mouse and Chicken

Our results confirm previous studies in other vertebrates
[24,25,28,29,40,41], showing that cadherins are subject
to a tight temporal and spatial regulation during retino-
genesis. In particular, compared to the previously pub-
lished expression patterns for chicken and mouse retina,
we generally found similar expression in developing ferret
for most of the cadherins. However, we also noted the fol-
lowing differences.

The prominent expression of PCDH10 mRNA in the GCL
sets in significantly later in chicken [25] than in ferret. In
the ferret, mRNAs for CDH4, CDH6 and CDH?7 are found
in the NBL as early as E23 and E30. At comparable stages
in the chicken (E5-E8), the same cadherins cannot be
detected in the NBL by immunostaining [24,41]. Because
a temporal delay between mRNA and protein expression
is rarely observed for cadherins in the developing verte-
brate nervous system [reviewed in [17]], it is more likely
that the expression of the cadherins is differentially regu-
lated in the retina of avian species and mammals. This
notion is supported by the finding that CDH4 is inten-
sively expressed by ganglion cells in ferret (this study) and
mouse [28] but not in chicken [24,41]. Additionally, an
expression of CDHG6 is observed at the outer margin of the
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Figure 3

Differential expression of cadherins in central regions of the ferret retina during development. Expression of
protocadherin-10 (PCDHI0; A), protocadherin-11 (PCDHI I; B), protocadherin-17 (PCDH17; C) and protocadherin-18
(PCDH8; D) was mapped with cRNA probes at embryonic day 23 (E23), E30, E38, postnatal day 2 (P2), P13, P25 and at the
mature stage (P60). For neuroanatomical orientation, the different layers of the retina are indicated on the right side of each
panel. Large arrows point at large ganglion cells (> 15 um in largest diameter), whereas small arrows point at several cells in
the ganglion cell layer (GCL) in D (PCDH8). Large arrowheads point at amacrine cells at the inner margin of the inner nuclear
layer (INL), next to the inner plexiform layer (IPL). Small arrowheads point at putative horizontal cells adjacent to the outer
plexiform layer (OPL). The outer nuclear layer (ONL) is shown up to the outer limiting membrane and does not include the
outer photoreceptor segments after Pl3. The pigment epithelium next to the neuroblast layer (NBL) is indicated by an aster-

isk. Scale bar in F, 50 um, applies to all panels.

INL in chicken [24] but neither in mouse [28] nor in fer-
ret.

An example for differences between ferret and mouse is
observed in the INL where CDH4 is expressed in single
horizontal and amacrine cells in both the mouse [28] and
the ferret, but in the ferret, CDH4 is expressed addition-

ally in the outer zone of Miiller cells and bipolar cells.
Another example is the expression of CDH8 and CDH11
in a subset of ganglion cells that is prominent in both spe-
cies at intermediate stages of development; at late stages,
however, CDH8 and CDH11 expression by GCL cells is
seen in ferret but not in mouse [28]. Moreover, although
the early embryonic expression of CDH20 is similar in
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Figure 4

Cell type-specific expression of cadherins revealed by
in situ hybridization (dark purple precipitate). A, B:
Expression of protocadherin-7 (PCDH7; A) and protocad-
herin-1 (PCDHI; B) in the ganglion cell layer (GCL) at post-
natal day 60 (P60). Note the positive large ganglion cells
(large arrowhead in A, |9 um diameter; large arrowhead in
B, 26 um; small arrowhead in B, 20 um), a negative large gan-
glion cell (large arrow in B, 25 um), and a positive, putative
small ganglion cell (small arrow in A, Il um). The elongated
cell in the nerve fiber layer (NFL, small arrow in B) probably
represents an astrocyte. Panel B shows the area boxed in Fig.
2C. C-E: Putative displaced ganglion cells adjacent to the
inner plexiform layer (IPL; arrows) express cadherin-6 at P13
(CDHé; C), protocadherin-10 at P25 (PCDH10; D), and pro-
tocadherin-9 at P60 (PCDHJ9; E). Cells are identified as gan-
glion cells based on their large somata (13 pm, 15 pm, and 14
pum, respectively) and nuclei (10 um, Il pm, and 12 um,
respectively) and the large gaps occupied by them between
neighboring amacrine cells. F, G: Cadherin-20 expression by
putative Miiller glia at P13 (CDH20, arrowhead in F) and
PCDH?9 expression by putative bipolar cells (arrowhead in
G). The small arrow marks a positive amacrine cell. Panel G
shows the area boxed in Fig. 2F. H: A large horizontal cell
expressing protocadherin-1 at P60 (PCDHI; arrow). I: Pho-
toreceptor cells throughout most of the outer nuclear layer
(ONL) express cadherin-8 at P60 (CDHS8; arrowhead). Cell
nuclei are shown in light pink color (A, B, F-l) or light blue
color (Hoechst nuclear counterstain; C-E). The different lay-
ers of the retina are indicated on the right-hand side of each
row of panels. Other abbreviations: INL, inner nuclear layer;
OPL, outer plexiform layer. Scale bars are 20 um.
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Table 3: Size and accession number of the cadherin fragments
used for in situ hybridization.

Cadherin Size (bp) GenBank number
CDH4 1501 EU665238
CDHé 1824 EU665239
CDH7 1824 EU665240
CDH8 1825 EU665241
CDHI | 110 EU665242
CDHI14 1474 EU665243
CDH20 2000 EU665244
PCDHI 1961 EU665245
PCDH7 2326 EU665246
PCDHS8 1702 EU665247
PCDH9 1749 EU665248
PCDHI0 1860 EU665249
PCDHI | 2044 EU665250
PCDHI17 2038 EU665251
PCDHI8 2351 EU665252

mouse and ferret, this molecule is prominently expressed
in the GCL already at embryonic mouse stages [40] while
the expression in ferret sets in postnatally at P13.

The observed differences are minor and may relate to spe-
cies differences in the genetic regulation of retinal mor-
phogenesis. Similar species differences have been
described for other morphoregulatory factors [reviewed in
[6]]. Overall, the observed general similarities in cadherin
expression suggest evolutionarily conserved functions of
cadherins in retinal development.

Conclusions

Fifteen classic cadherins and -protocadherins were found
to be expressed differentially by restricted populations of
retinal cells during retinogenesis in the ferret. The
observed expression patterns anticipate histogenetic
changes that become visible in nuclear or Nissl stainings
at later stages. A comparison to previous results in chicken
and mouse reveals overall conserved expression patterns
of some cadherins but also species differences. The
remarkable spatiotemporally restricted fashion of cad-
herin expression in the developing ferret retina suggests
that cadherins provide a combinatorial adhesive code that
might specify developing retinal cell populations and
intraretinal as well as retinofugal neural circuits during
retinogenesis. A more detailed classification of the differ-
ent cadherin-positive retinal cell classes would require
double-labeling with cell type-specific antibodies at the
protein level or lineage analysis in transgenic animal
models. The expression patterns described in the present
work provide a basis for experiments that investigate cad-
herin-related morphogenetic events during mammalian
retinal development.
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Methods

Animals and Preparation of Tissues

Ferrets (Mustela putorius furo) bred in captivity were pur-
chased from the Federal Institute of Risk Assessment (Ber-
lin-Marienfelde, Germany). Under deep anesthesia by an
overdose of intraperitoneal pentobarbital, animals used
in this study were quickly decapitated. National and insti-
tutional guidelines on the welfare of animals in research
were strictly followed. We studied eyes of embryos deliv-
ered by cesarean section from timed pregnant ferrets at 23,
30 and 38 days after conception (E23, E30, E38) and post-
natal eyes of 2, 13, 25 and 60 days old animals (P2, P13,
P25, P60). These stages represent major steps in retinal
development. Day of birth was designated as PO. The
number of animals used in this study was kept to a mini-
mum necessary to produce reliable data. Efforts were
made to minimize animal suffering.

For E23 and E30 embryos, eyes were left in the skull and
fixed in situ. From E38 onward, eyes were enucleated for
fixation. From P2 onward, the lens was removed from the
eye to allow for better penetration of the fixative. Speci-
mens were immersed overnight in ice-cold 4% formalde-
hyde dissolved in phosphate-buffered salt solution (PBS;
13 mM NaCl, 7 mM Na,HPO,, 3 mM NaH, PO,; pH 7.4).
After incubation in a graded series of sucrose solutions
(12%, 15% and 18%) for cryoprotection, specimen were
embedded in Tissue Tek (Science Services, Munich, Ger-
many), frozen in liquid N, and stored at -80°C.

Consecutive series of 20 um-thick sections were cut in a
microtome-cryostat (HM 560 Cryo-Star, Microtome Inter-
national, Walldorf, Germany). They were directly thawed
onto SuperFrost Plus slide glasses (Menzel, Braunschweig,
Germany) and dried at 50°C. In total, sections through
the eyes were cut from 3 whole embryos (E23), 3 embry-
onic heads (E30) and 14 enucleated eyes (E38 to P60, 2-4
eyes per stage).

cRNA Probe Synthesis

Digoxigenin-labeled antisense cRNA probes were synthe-
sized for 7 classic cadherins and 8 &-protocadherins, as
described by Krishna et al. [42]. The complementary DNA
fragments of 1.1 to 3 kb length used for probe synthesis
are listed in Table 3. After linearized plasmids were tran-
scribed with T7 or SP6 RNA polymerase (New England
Biolabs, Ipswich, MA), we used the DIG RNA Labeling Kit
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) to generate
digoxigenin-labeled sense and antisense probes. Probes
were purified by LiCl/EtOH precipitation or by using
Quick Spin Columns (Roche Diagnostics). Probe size was
verified by formaldehyde agarose gel electrophoresis.

In Situ Hybridization
In situ hybridization was performed according to a previ-
ously published protocol [47]. In brief, we postfixed cryo-
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stat sections with 4% formaldehyde in PBS at 4°C. For
better probe penetration, sections were pretreated with 1
pg/ml proteinase K (Sigma, Steinheim, Germany) in 100
mM Tris (pH 8.0), 50 mM EDTA for 5 minutes and with
0.25% acetic anhydride in triethanolamine buffer. Sense
and antisense cRNA probes at a concentration of about
1.5 ng/ul in hybridization buffer (50% formamide, 10
mM EDTA, 3x SSC, 1x Denhardt's solution, 10x dextran
sulfate, 42 pg/ml yeast RNA, 42 pg/ml salmon sperm
DNA) were applied to the sections and hybridized over-
night at 70°C in a humid chamber. After several washing
steps and RNase A treatment (20 pg/ml in NTE buffer [10
mM Tris, 1 mM EDTA, 0.5 mM NaCl, pH 8.0]), alkaline
phosphatase-coupled anti-digoxigenin Fab fragments
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) were applied
overnight at 4°C. Sections were washed and reacted with
a substrate mixture of nitroblue tetrazolium salt (NBT; 75
mg/ml) and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate
(BCIP; 50 mg/ml) in alkaline buffer for 1-3 days at 4°C or
at room temperature, until enough reaction product had
formed. Sections were mounted in Entellan (Merck,
Whitehouse Station, New Jersey). For nuclear counter-
staining, some sections were stained with Hoechst 33342
(Sigma) in PBS and mounted in Mowiol (Roche Molecu-
lar Biochemicals, Mannheim, Germany). The in situ
hybridization procedure was performed up to 5 times for
each probe and stage to verify the results.

All sections were examined under a light transmission/flu-
orescence microscope (BX40, Olympus, Hamburg, Ger-
many) equipped with a digital camera (DP70, Olympus,
Hamburg, Germany). Finally, selected areas of interest
were cropped from the photomicrographs and adjusted in
contrast, brightness and tonal value with the gimp soft-
ware (GNU Image Manipulation Program, under auspices
of the GNOME project) and Photoshop software (Adobe
Systems, Mountain View, CA, USA) for optimal display of
staining patterns. Overlays of nuclear counterstaining and
in situ data were generated.

Retinal cell types were identified on the basis of their
radial position, morphology and embedding between
neighboring cells. For determination of cell soma size of
large CDH6-positive amacrine cells (see below), the larg-
est diameter of 10 of these cells was measured at P13 and
at P60, respectively. Cell soma as well as nucleus size of 5
displaced ganglion cells positive for several cadherins
were measured at P13 and P60, respectively.
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4 DISKUSSION

Mit der vorliegenden Arbeit wird erstmals seit der Entdeckung der Cadherine
vor fast 30 Jahren ihre Expression in der Retina des Frettchens analysiert. In der
sich entwickelnden Retina eines Wirbeltieres werden CDH14, PCDH1, PCDH?7,
PCDHS8, PCDHY9, PCDH17 und PCDH18 gar zum ersten Mal dargestellt. Im
Gegensatz zu vorherigen Studien der Cadherin-Expression in diversen Wirbel-
tierspezies (Inuzuka et al. 1991, Wohrn et al. 1998, Faulkner-Jones et al. 1999b,
Honjo et al. 2000, Xu et al. 2002, Miiller et al. 2004) kartierte ich mehr als ein
Dutzend klassischer Cadherine und §-Protocadherine im Detail tiber die
gesamte Spanne der Retinogenese bis hin zum adulten Tier (siehe Kapitel 4.2).
Damit wird dem Ziel der Arbeitsgruppe von Christoph Redies Rechnung
getragen, die Expression diverser Cadherine im sich entwickelnden ZNS und
ihre Rolle wihrend der Neurogenese zu untersuchen. Insbesondere wird damit
die Erforschung der ZNS-Entwicklung im Modelltier Frettchen bereichert. Die
Ergebnisse bestdtigen und erweitern vergleichbare Studien in anderen Spezies
dahingehend, dass sich fiir die Expression eines jedes der 15 untersuchten
Cadherine ein einzigartiges rdumlich-zeitliches Muster zeigt. Trotz wohl
konservierter Eigenschaften gibt es aber Unterschiede zwischen den Spezies
(siehe Kapitel 4.3). Schliellich wird mit der Kartierung der vorliegenden 15
Cadherine ein wichtiger Beitrag zur Erforschung der Retinogenese geleistet
(siehe Kapitel 4.2). Es wurde bisher kaum beachtet, dass die analysierten
Cadherine in der Retina morphoregulatorische Schliisselpositionen einnehmen
konnten (siehe Kapitel 4.4). Damit ist ein Grundstein fiir eine intensivere
funktionelle Erforschung der Cadherine gelegt. Weiterfithrende Forschung auf

der synaptischen und der zelluldren Ebene wird eventuell Klarheit bringen.

4.1 Kritische Betrachtung der Methodik

Das Pigmentepithel ist nicht in allen Abbildungen sichtbar, da sich in einigen
Féllen die Netzhaut infolge der Fixation abloste. In anderen Féllen wurden
Albinotiere benutzt. Doch die hier vorliegende Analyse beschrankt sich auf die
Betrachtung der Neuroretina. Abbildungen nach P13 zeigen die Neuroretina

tiberdies ohne die Aulensegmente der Photorezeptoren, da in diesen generell
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keine mRNA detektierbar ist. Des Weiteren verzichtete ich bewusst auf die
Betrachtung von Blutgefdien, Astrozyten und Mikroglia, da eine Analyse
dieser Zelltypen den Rahmen der Arbeit gesprengt hitte (Provis et al. 1996,
Kopatz und Distler 2000).

Die Verwendung einiger Albinotiere konnte sich auf die Expressionsmuster
auswirken. Morgan et al. (1987) zeigten, dass die Projektionsbahnen von
Ganglienzellen bei Albinos anders kreuzen und also ihre nasotemporale
Verteilung auch beziiglich der Zellgroe vom pigmentierten Typ abweicht. Dies
konnte eventuell einen Einfluss auf die Expression der Cadherine bei diesen
Tieren haben. Um diese Verzerrung weitgehend auszuschlieBen, habe ich
mehrfache Untersuchungen in unterschiedlichen Tieren durchgefiihrt. Sie
kamen zu gleichen Expressionsmustern. Weitere Unterschiede in der Vertei-
lung der Ganglienzellen wurden aufgrund dorsoventraler, centroperipherer
sowie entwicklungsbedingter Gradienten tiber die Retina beschrieben (Vitek et
al. 1985, Henderson et al. 1988, Reese et al. 1996, Miiller et al. 2004). Unverof-
fentlichte Untersuchungen (Etzrodt und Redies) ergaben keine generellen
Unterschiede der Cadherin-Expressionsmuster zwischen zentralen und
peripheren Bereichen, mit Ausnahme des extremen Randbereiches der Retina.
Eine detaillierte Klassifikation und eine quantitative Analyse der verschiedene
Cadherine exprimierenden retinalen Zell(-sub-)typen wiirde weitaus an-
spruchsvollere Methoden benétigen und sollte Zielsetzung fiir anschliefende
Projekte sein. Mit der In-situ-Hybridisierung beschrdnkte ich mich in der
vorliegenden Studie bewusst auf die Darstellung der Cadherin-exprimierenden
Zellkorper und analysierte diese morphologisch und aufgrund ihrer relative
Position in den Schichten der Retina. Die Kombination der Ergebnisse mit
Cadherin-Antikdrpern und zellsubpopulationsspezifischen Markern oder
Abstammungsanalysen in transgenen Tiermodellen wird in Zukunft definitive

Aussagen tiber die unten diskutierten Eigenschaften und Funktionen liefern.

4.2 Retinale Expressionsmuster der Cadherine

Von den 15 in der Retina untersuchten Cadherinen zeigt jedes ein einzigartiges
und dynamisches Expressionsmuster. Die untersuchten Subtypen sind im

Frettchen auch in anderen Hirnregionen, auch auflerhalb des visuellen Systems
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anzutreffen (Krishna et al. 2009, Krishna und Redies - nicht publizierte Daten).
Die weit verbreitete, aber regional spezifische Expression steht im Einklang mit
den ubiquitdren Funktionen der Cadherine im ZNS (siehe Kapitel 1.1.6 sowie
4.4). Obwohl jeder Cadherin-Subtyp eine spezifische, rdumlich und zeitlich
streng eingeschrinkte Expression zeigt, kénnen doch viele Ahnlichkeiten und
Uberlappungen zwischen den Cadherinen beobachtet werden. Jedes Cadherin
ist in bestimmten Populationen von retinalen Zellen anzutreffen, wobei oftmals
(nicht ndher zu definierende) Teil- beziehungsweise Subpopulationen ausge-
macht werden kénnen. Es ist nun die Kombination der Expressionsmuster, die
jede Zellpopulation wihrend ihrer Entwicklung kennzeichnet. Kein retinaler
Zelltyp scheint dabei ausgeschlossen. Eine Expression eines Cadherins nur in
einem einzigen Zelltyp, wie bei dem Horizontalzellcadherin (cHZ-cadherin;
Tanabe et al. 2004) oder dem Photorezeptor-spezifischen PCDH21 (prCAD;
Rattner et al. 2001), konnte bei den vorliegenden Cadherin-Subtypen nicht
erkannt werden.

Interessanter Weise ist die Expression der Cadherine besonders in sich entwic-
kelnden Zellpopulationen nachzuweisen. Zum einen fallen Verdnderungen in
der Cadherinexpression mit bestimmten Schritten der neuronalen Entwicklung
zusammen, zum anderen werden Entwicklungsschritte sogar antizipiert. Bevor
migrierende Zellpopulationen und sich bildende Schichten in Kernfarbungen
sichtbar werden, nehmen zum Teil Verdnderungen im kombinatorischen
Expressionsmuster der Region diesen Schritt vorweg. Die Einleitung der
Entwicklungsschritte durch einen Wechsel der Cadherinexpression wird
besonders zu Zeitpunkten tief greifender Verdnderung deutlich. Zum Beispiel
geht bereits die initiale Neurogenese mit einer differentiellen Cadherinexpres-
sion einher und es wird wihrend der Embryonalstadien E23 und E30 die
duBlerste, proliferative Zone der Neuroblastenschicht von einigen Cadherinen
markiert (CDH4, CDH7, CDH20, PCDH1), wihrend viele andere Cadherine
schon die zukiinftige Schicht der Ganglienzellen und die Unterschicht der
amakrinen Zellen andeuten. Spitestens ab den grofen Umgestaltungen in der
zweiten postnatalen Entwicklungswoche erkennt man deutlich die zellspezifi-
sche Expression der Cadherine. Da die Zellen der Wirbeltier-Retina in Schichten

angeordnet sind, ergibt sich bis zum adulten Tier ein schichtspezifisches
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Expressionsmuster. Eine dhnliche schichtspezifische Expression wurde schon
im visuellen Kortex des Frettchens gefunden (Krishna et al. 2009).

Die kombinierten Expressionsmuster der Cadherine konnen also als Marker fiir
bestimmte Zellpopulationen beziehungsweise Subpopulationen und Schichten
angesehen werden. Auf diese Weise wird der Begriff vom kombinatorischen,
adhédsiven Code verstandlich, der die Neurogenese des ZNS tiiber Cadherine

regulieren konnte (Redies 2000).

421 Ganglienzellen

Viele Cadherine werden wihrend der gesamten Retinogenese stark von
Ganglienzellen exprimiert. Schon vor der Separierung der Ganglienzellschicht
markieren Cadherine wie PCDH9 fast ausschliellich die innersten Zellschich-
ten. Auffallend ist aber auch gerade das Fehlen von Signal zum Beispiel fiir
CDH20 im Bereich der zukiinftigen Ganglienzellschicht. In der reifen Retina
hingegen sind fast alle untersuchten Cadherine in gewissen Teilpopulationen
von Ganglienzellen vertreten. Wahrscheinlich kennzeichnen alle Cadherine
auch grofie Ganglienzellen (> 15 um), wahrend CDH6 und CDH20 hauptséich-
lich in kleinen Zellen der Ganglienzellschicht exprimiert sind. Nach Vitek
(1985) sollten also alle von mir untersuchten Cadherine Zellen markieren, die
den so genannten a-Ganglienzellen der Katze entsprechen. Ahnlich wie im
Primaten konnten CDH6 und CDH20 hingegen ein anderes funktionelles
System mit kleineren Ganglienzellen markieren (Kaplan und Benardete 2001).
Ob dies tatsdchlich (kleine) Ganglienzellen oder aber invertierte amakrine
Zellen oder Gliazellen sind, bleibt noch zu untersuchen. Ebenso war nicht zu
kldren, ob die unterschiedlich markierten Untergruppen von Ganglienzellen
bekannten funktionalen Subtypen entsprechen.

Ab der zweiten Postnatalwoche findet sich Cadherinexpression in der Popula-
tion der verlagerten Ganglienzellen. Obwohl diese Zellen vor allem in frithen
Stadien leicht mit grofien amakrinen Zellen verwechselt werden kénnen, lassen
sie sich anhand ihrer spédrlichen Verteilung, ihrer Grole sowie des von ihnen
eingenommenen Raumes in der Schicht der kleineren, amakrinen Zellen
identifizieren. Wie Wohrn et al. (1998) schon fiir CDH6 und CDH7 im Huhn
gezeigt hat, tragen also vermutlich auch PCDH1, PCDH7, PCDH9 und PCDH10

zu Projektionen verlagerter Ganglienzellen ins akzessorische visuelle System
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bei. Dessen ungeacht kann die Expression weitere Cadherine in dieser Zellart
nicht ausgeschlossen werden und so genannte kleine verlagerte Ganglienzellen
auch tibersehen worden sein (fiir Vogel: siche zum Beispiel Heaton et al. 1979,
Fite et al. 1981).

4.2.2 Amakrine Zellen

Ein weiterer retinaler Zelltyp, der zahlreiche Cadherine wihrend der gesamten
Entwicklung exprimiert, ist die amakrine Zelle. Die meisten Cadherine sind in
Subpopulationen vermutlicher amakrinen Zellen ab E38 zu finden. Ab diesem
Stadium ist eine Identifizierung aufgrund ihrer relativen Lokalisation gut
moglich. Interessanterweise endet die Expression von einigen Cadherinen
(CDH4, CDHS8, CDH11, PCDHS8) nach P13, wihrend die von CDH20 erst
beginnt. Zu diesem Zeitpunkt sind fast alle amakrinen Zellen ausdifferenziert
(Greiner und Weidman 1981, fiir Ratte: siehe Rapaport et al. 2004). CDH14
markiert einzelne amakrine Zellen nur schwach, vorriibergehend um P13.

Zahlreiche Zellen, die sich am inneren Rand der Inneren Kornerschicht
befinden und einen grofleren Zellkorper besitzen, exprimieren CDH6. Diese
Zellen stellen wahrscheinlich einen Subtyp von groien amakrinen Zellen dar,
denn sie sind nur von mittlerer Grole, hdufiger anzutreffen und liegen eng
beieinander. Dies konnten Typ I TH-positive dopaminerge amakrine Zellen
sein, die im Frettchen von Eglen et al. (2003) als im Durchschnitt fast 13 um
grof3 beschrieben wurden. Interessant ist die Tatsache, dass Honjo et al. (2000)
gezeigt haben, dass CDHe6-exprimierende amakrine Zellen hauptséchlich
cholinerg, aber gelegentlich TH-positiv und daher dopaminerg sind. Diese
Ergebnisse wiirden mit meinen Beobachtungen zu CDH6 tiibereinstimmen.
Trotz allem ist jedoch nicht auszuschliefen, dass diese Zellen aufgrund ihres

groflen Zellkorpers einige verlagerte Ganglienzellen mit einschliefen.

4.2.3 Bipolarzellen und Miiller-Zellen

Diese beiden Zelltypen konnen allein aufgrund ihrer Morphologie nicht
unterschieden werden. Beide haben wihrend ihrer Entwicklung einen elongier-
ten Zellkorper. Doch mit dem Erscheinen der Inneren Kornerschicht, etwa um
P2, nehmen sie unterschiedliche radiale Positionen ein und scheinen eine

unterschiedliche Cadherinexpression zu haben. Zum Beispiel markiert CDH20
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einen breiten Bereich in der Mitte der Inneren Kornerschicht, wo hauptséchlich
Miiller-Zellen liegen (fiir Kaninchen: siehe Strettoi und Masland 1995, fiir
Maus: siehe Jeon et al. 1998). PCDH9 hingegen ist zum Beispiel deutlich im
duBeren Bereich der Inneren Kornerschicht zu finden, der tberwiegend
Bipolarzellen enthilt (Miller et al. 1999). Die Stirke der Cadherinexpression
scheint auch hier nach der Differenzierung dieser beiden Zelltypen in der

zweiten Postnatalwoche abzunehmen.

4.2.4 Horizontalzellen

Ab der Geburt exprimieren einige relativ grofle, einzelne Zellen PCDHI,
PCDH9 und PCDH17 am &dufleren Rand der Neuroblastenschicht, wo sich die
zukiinftigen Horizontalzellen entwickeln. Schon prianatal wird CDH7 von
einigen auffilligen Zellen exprimiert, die aufgrund ihrer relativen Position und
ihrer Verteilung ebenso als sich entwickelnde Horizontalzellen angesehen
werden.

Horizontalzellen, die eines der anderen Cadherine exprimieren, konnten nicht
klar identifiziert werden. Um P13 erscheint fiir einige Cadherine (CDH4,
CDHS8, PCDH10 und PCDH11) Signal am &dufleren Rand der Inneren Korner-
schicht. Es ist durchaus mdéglich, dass dieses Signal mit Horizontalzellen oder
nur ihren proximalen Fortsdtzen assoziiert ist. Dieses Signal ist nach dem
Zeitpunkt der Augendffnung, wenn Horizontalzellen ausdifferenziert sind,

kaum mehr zu finden.

4.2.5 Photorezeptorzellen

Zukiinftige Photorezeptoren, die ab den Stadien E38 und P2 die zukiinftige
duBere Kornerschicht in den &duflersten Zellreihen der Neuroblastenschicht
bilden, exprimieren kaum eines der untersuchten Cadherine. Sehr deutlich ist
die Differenz zur restlichen Neuroblastenschicht zum Beispiel anhand des
Expressionsmusters von CDH?7. Voriibergehend exprimiert aber die dufere
Kornerschicht CDH7 um P13, wenn die Auflensegmente der Photorezeptoren
auszuwachsen beginnen. Im adulten Tier, nach der enormen Elongation der
Aufiensegmente im Zuge der Augenoffnung (Greiner und Weidman 1981),
exprimiert die duflere Kornerschicht wieder nur einige wenige Cadherine
(CDHS, CDH20, PCDH11, PCDH17).
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Insgesamt gesehen unterstiitzen diese Erkenntnisse das hypothetische Modell
eines kombinatorischen, adh&siven Cadherinbasierten Codes, der die sich
entwickelnden retinalen Zellpopulationen durch die differentielle Expression
verschiedener Cadherine spezifiziert. Dieser adhédsive Code koénnte auf
qualitativen wie auf quantitativen Unterschieden der Bindung zwischen
diversen Cadherinen und anderen Adhisionsmolekiilen beruhen, die von den
verschiedenen retinalen Zelltypen exprimiert werden (Redies und Takeichi
1996, Honjo et al. 2000, Redies 2000).

4.3 Interspeziesvergleich Frettchen - Maus — Huhn

Vergleicht man die retinalen Expressionsmuster im Frettchen mit Arbeiten in
der Maus und im Huhn (siehe Kapitel 1.2.2) kann man, generell betrachtet, von
dhnlichen Ergebnissen sprechen. Es ergaben sich jedoch auch diskrete Auffal-
ligkeiten im Vergleich zu Maus und Huhn.

Die prominente Expression von PCDHI10 in der Ganglienzellschicht sowie die
Expression von CDH4, CDH6 und CDH?Y in der Neuroblastenschicht beginnt
im Frettchen (diese Studie) deutlich friither als im Huhn (Inuzuka et al. 1991,
Wohrn et al. 1998, Miiller et al. 2004). Da eine relevante zeitliche Verzégerung
zwischen dem Erscheinen der mRNA und der Expression des Proteins fiir
Cadherine im Wirbeltier-ZNS kaum beobachtet wird (siehe zum Beispiel Honjo
et al. 2000, Redies 2000), ist es wahrscheinlich, dass die Expression der Cadheri-
ne in Vogeln und Sdugetieren unterschiedlich gestaltet ist. Diese Beobachtung
wird durch die Tatsache gestiitzt, dass CDH4 in Ganglienzellen des Frettchens
(diese Studie) und der Maus (Honjo et al. 2000) prominent exprimiert wird,
aber nicht im Huhn (Inuzuka et al. 1991, Wohrn et al. 1998). Des weiteren
konnte im Huhn eine Expression von CDH6 am &ufleren Rand der Inneren
Koérnerschicht gefunden werden (Wohrn et al. 1998), wohingegen Horizontal-
zellen CDH6 weder in der Maus (Honjo et al. 2000) noch im Frettchen (diese
Studie) aufweisen.

Beziiglich des Ortes und des Zeitpunktes der Cadherinexpression bestehen aber
dariiber hinaus auch Unterschiede zwischen Frettchen (diese Studie) und Maus
(Faulkner-Jones et al. 1999b, Honjo et al. 2000). Zum Beispiel ist CDH4 im

Frettchen zusitzlich in der Zone der Miiller-Zellen und der Bipolarzellen
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exprimiert. CDH8 und CDHI1 kann in Ganglienzellen zu spédteren Stadien
ausschliefflich im Frettchen, nicht mehr in der Maus gesehen werden. Dafiir
beginnt die Expression von CDH20 in der Ganglienzellschicht im Frettchen
deutlich spéter als in der Maus, namlich erst zu P13.

Die beobachteten Unterschiede sind im Allgemeinen gering und kénnten auf
Speziesunterschieden in der genetischen Regulation der retinalen Morphogene-
se beruhen, wie es auch fiir andere morphoregulatorische Faktoren beschrieben
wurde (Fuhrmann et al. 2000). Alles in allem betrachtet, lassen die beobachteten
Ahnlichkeiten in der Cadherinexpression auf evolutionir konservierte Funktio-

nen der Cadherine in der retinalen Entwicklung schliefien.

4.4 Mogliche Funktionen der Cadherine in der Retinogenese

4.4.1 Zelldifferenzierung, Zellmigration und Schichtbildung

Zahlreiche Funktionsverluststudien belegen eine Mitwirkung der klassischen
Cadherine in der Proliferation, Differenzierung, Migration und Schichtbildung
von retinalen Zellen (Erdmann et al. 2003, Masai et al. 2003, Babb et al. 2005,
Ruan et al. 2006, Liu et al. 2008). Andere Cadherine, wie das §-Protocadherin
PCDH19, y-Protocadherine, B-Protocadherine (insbesondere PCDH f16), Fat,
Dachsous und Flamingo sind ebenso an der Histogenese der Retina beteiligt
(Das et al. 2002, Hirano et al. 2002, Rawls et al. 2002, Lee et al. 2003, Gaitan und
Bouchard 2006, ]unghans et al. 2008, Lefebvre et al. 2008). In Ubereinstimmung
mit diesen Funktionen ist die Expression der hier untersuchten Cadherine in
der Zeit grofiter histologischer Verdnderungen, bis zur zweiten postnatalen
Woche, stark ausgeprédgt und weit verbreitet. Der mogliche Cadherinbasierte
adhédsive Code scheint somit einen wichtigen Beitrag zur Morphogenese der

Retina leisten zu konnen (siehe Kapitel 1.1.6 und 4.2).

4.4.2 Aussprossung, Wegfindung und Zielerkennung von Axonen

Neben den allgemeinen Funktionen der Cadherine fiir die neuronale Konnekti-
vitét (siehe Kapitel 1.1.6) konnte beispielsweise CDH2, CDH4 und PCDH?7 als
essentiell fiir die Entwicklung von retinalen Axonen dargestellt werden (Riehl
et al. 1996, Inoue und Sanes 1997, Babb et al. 2005, Piper et al. 2008). Die Gruppe

um Redies hat durch ihre deskriptiven Studien die Korrelation von CDH6- und
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CDH?7-positiven retinofugalen Axonen verlagerter Ganglienzellen und Neuro-
ne des akzessorischen optischen Systems gezeigt (Wohrn et al. 1998). Auf
dhnliche Art und Weise demonstrierten Miiller et al. (2004) die Assoziation von
bestimmten retinofugalen und retinopetalen Projektionsneuronen mit PCDH10.
Passend zu dieser Datenlage zeigen die untersuchten Cadherine eine fortwah-
rend hohe Expression in der Periode der Bildung neuronaler Netzwerke. Zum
Beispiel exprimieren Ganglienzellen zahlreiche Cadherine in hohem Maf3e nach
der Formierung der retinalen Zellverbdnde, ab P13.

Andere Funktionsverluststudien legen nahe, dass CDH1, CDH2 und CDH4
insbesondere fiir die Ausbildung intraretinaler neuraler Netzwerke benétigt
werden (Masai et al. 2003, Tanabe et al. 2006, Yonekura et al. 2007). Beachtens-
wert sind die Gemeinsamkeiten von funktional verbundenen retinalen Zellen
wie den amakrinen Zellen und den Ganglienzellen in der Expression bestimm-
ter Cadherine. Beide exprimieren zu ungefdhr gleichen Zeiten die gleichen
Cadherine — und dies am prominentesten wéhrend der Spitze der intraretinalen
Netzwerkbildung, nach der zweiten postnatalen Woche. Ein Beitrag des
cadherinbasierten, adhisiven Codes zu den funktionellen Neuronenkreisen der
Retina, die einen kontrollierten Informationsfluss zwischen verschiedenen
Zellpopulationen ermdglichen, wére also denkbar. Aussagen tiber die Cadheri-
nexpression an den Synapsen verwehren sich nattirlich aufgrund der gewahl-
ten Methodik (siehe Kapitel 4.1).

Es bleibt zu erforschen, ob Arborisation und Synaptogenese durch Cadherine
reguliert werden, die sowohl von einwachsenden Axonen als auch von deren
Zielen exprimiert werden, wie die homophile Bindung und ihre spezifische
Expression nahelegen. Petrovic und Hummel (2008) schlugen alternativ vor,
dass einwachsende Axone eine voriibergehende Kompetenz besitzen kénnten,
mit zahlreichen in der Zielregion stindig vorhandenen Adhéasionsmolekiilen zu
interagieren. Prakash et al. (2005) haben hingegen einen zweischrittigen Prozess
vorgeschlagen — mit einer Cadherin-abhidngigen groben Zielerkennung und

einer spezifischen, Cadherin-unabhéngigen Synaptogenese.

4.4.3 Synaptische Plastizitat

Cadherine scheinen ebenso essentiell fiir die Entwicklung der Neuroretina wie

fiir deren Funktion im reifen Auge zu sein. Diese These basiert auf der erst vor
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einigen Jahren beschriebenen Rolle der Cadherine in der Synaptogenese und
synaptischen Plastizitdt (Huntley et al. 2002, Takeichi und Abe 2005, Takeichi
2007). In Einklang mit dieser These persistiert die Expression aller untersuchten
Cadherine in der Neuroretina des Frettchens nach der Augenéffnung in einigen

Subpopulationen bis zum adulten Tier.

44.4 Neuron-Glia Interaktion

Drazba and Lemmon (1990) beschrieben, dass CDH2 die Interaktion zwischen
retinalen Axonen und Miiller-Glia vermittelt. CDH3 und CDH4 werden von
Gliazellen des Nervus opticus exprimiert (Gerhardt et al. 2000). In der vorlie-
genden Arbeit fanden sich einige Cadherine in der Schicht der Miiller-Zellen.
Ob diese Cadherine dhnliche Funktionen haben, bleibt allerdings in zukiinfti-

gen Forschungsprojekten zu untersuchen.

4.4.5 Transportprozesse

PCDH15, CDH23 und PCDH P16 vermitteln Protein- und Lipidtransport in
den verbindenden Zilien und Aulensegmenten der Photorezeptoren (Ahmed et
al. 2003a, Kremer et al. 2006, ]unghans et al. 2008). Die Cadherinexpression in
der dufleren Kornerschicht der reifen Retina legt die Moglichkeit nahe, dass
CDHS8, CDH20, PCDH11 und PCDH17 eine &hnliche Eigenschaft haben

konnten.

4.4.6 Pathogenese in der Retina

Ein Funktionsverlust von PCDH15 und CDH23 fiihrt zu Retinitis pigmentosa
als ein Teil des Usher Syndroms Typ 1 des Menschen, die Mutation des CDH3-
Gens verursacht Makuladystrophie beim HJMD-Syndrom und beim EEM-
Syndrom, CDH2 und CDH11 sind mit dem Retinoblastom assoziiert und CDH?7
wahrscheinlich — neben visuellen Merkmalen — mit der Bipolaren Stdrung
(siehe Kapitel 1.1.5). Dies unterstreicht die Bedeutung der Cadherine in der
Retina des Menschen auch aus medizinisch-pathologischer Sicht und veran-

schaulicht eine mogliche Zielrichtung dieser ersten deskriptiven Studie.
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5 SCHLUSSFOLGERUNGEN

Die analysierten 15 klassischen Cadherine und §-Protocadherine zeigen
wihrend der Entwicklung der Retina des Frettchens ein Subpopulationen-
spezifisches und dynamisches Expressionsmuster. Das Erscheinen ihrer mRNA,
als Ausdruck Threr Expression, verlduft im retinalen Gewebe fiir jedes Cadherin
rdumlich wie zeitlich unterschiedlich und spezifisch. In ihrer Kombination
markieren die untersuchten Cadherine bestimmte Schichten und Zellpopula-
tionen beziehungsweise -subpopulationen zu bestimmten Zeitpunkten in deren
Entwicklung (siehe Kapitel 4.2). Besonderheiten im Muster ihrer Expression
weisen aulerdem auf ihre vielfiltigen — bestitigten wie potentiellen — morpho-
genetischen Funktionen wéhrend der Retinogenese hin (siehe Kapitel 4.4). Die
vorliegende deskriptive Studie ist ein weiteres Indiz dafiir, dass nicht nur
histologische Strukturen der Neuroretina, sondern auch die funktionale
Differenzierung und die Vernetzung der retinalen Neurone sowie deren
Funktionen im adulten Tier in groem Mafle durch Cadherine reguliert sein
konnten.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die zeitlich wie ortlich beschrank-
ten Expressionsmuster der untersuchten Cadherine in der Retina des Frettchens
einen cadherinbasierten, kombinatorischen adhésiven Code fiir die Steuerung
der Retinogenese wahrscheinlich machen. Zur Uberpriifung dieser Hypothesen
werden jedoch intensivere, experimentelle neuroanatomische und molekular-
biologische Analysen benétigt. Detaillierte ontogenetische Untersuchungen
einer groflen Anzahl von Genen aus einer Familie sind selten. Mit der vorlie-
genden Arbeit konnte daher ein Anfang und einzigartiger Uberblick iiber die
Rolle verschiedener Cadherine in der Retina des Frettchens gewonnen werden.
Das Studium der genauen Signaltransduktion der Cadherine im ZNS wiére ein
weiteres wichtiges neurobiologisches Arbeitsfeld. Ausblickend bleibt dartiber
hinaus eine Unzahl von Interaktionen der Cadherine mit anderen Molekiilen

und Signalwegen zu vermuten.
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