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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In der Entwicklung der neuromuskuldren Synapse (NMJ) spielt die muskelspezifische Kinase
(MuSK) eine zentrale Rolle. Die Expression der Acetylcholinrezeptoren (AChR) ist in den
Muskelfasern wéhrend der Embryonalphase von MuSK abhingig, so dass MuSK-defiziente
Tiere keine NMJ entwickelt haben und bei der Geburt sterben. Diese Ergebnisse erlauben
jedoch keine Aussage dariiber, welchen Einfluss MuSK auf die etablierte NMJ besitzt.

Zur Klarung dieser Fragestellung wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine Mauslinie
(MuSK/Cre) etabliert und analysiert, in der mit Hilfe des Cre-loxP-Systems eine postnatale
Inaktivierung von MuSK erreicht wird. Diese Tiere sind bei Geburt lebensfiahig und besitzen
normal etablierte NMJ. Ab der dritten Woche entwickeln sie jedoch eine progressive
Muskelschwéche, die vor Erreichen des 30. Lebenstags (P30) zum Tode fiihrt. Histologische
Untersuchungen zeigen, dass es in diesen Tieren zu einem Auflésen der etablierten NMJ
kommt, da die Inaktivierung von MuSK zu einem Verlust von AChR und zum Verschwinden
der subsynaptischen Kerne fiihrt. Dariiber hinaus zeigen die innervierenden Motoneurone ein
extensives Wachstum und verstidrktes Verzweigen, sowie atypische Innervierungen der
Synapsen.  Eine  daraus resultierende  gestorte  Transmission  konnte  durch
elektrophysiologische Analysen belegt werden. Als Reaktion auf diese gestorte Verbindung
zwischen Neuron und Muskel édndert sich in den MuSK/Cre-Tieren die
Faserzusammensetzung der Muskeln. Neben dem Auflosen der etablierten NMJ kann in den
MuSK/Cre-Tieren auch eine Neubildung von NMJ beobachtet werden. Da es in der
Entwicklung der NMJ zu einem Untereinheitenaustausch in den AChR kommt, wurde die
Expressionen der fotalen y- als auch der adulten ¢éAChR-Untereinheit und von MuSK
gemessen. Die Expression der YAChR-Untereinheit ist ebenso wie die Expression von MuSK
signifikant verstdrkt, wihrend die Expression der ¢AChR leicht reduziert ist. Durch die
Generierung und Analyse der Mauslinie MuSK/Cre:yGFP konnte eine Synthese der YAChR-
Untereinheit festgestellt werden, doch war es histologisch und elektrophysiologisch nicht
moglich deren Einbau in die NMJ nachzuweisen.

Neben der Generation der MuSK/Cre-Tiere wurde in der vorliegenden Arbeit auch eine
Methode etabliert, in Muskelfasern einen Knock-Down von synapsenspezifischen Proteinen
mit Hilfe der Einzelfaserinjektion von siRNA-codierenden Plasmiden zu erreichen. So konnte
eine Beteiligung von Dvl und PAK an der Erhaltung der Struktur der NMJ bewiesen werden.

Zusammengefasst konnte mit den MuSK/Cre-Tieren die essentielle Funktion von MuSK fiir
der Struktur- und Funktionserhaltung der NMJ nachgewiesen werden. Da es in diesen Tieren
zu einem gleichzeitigem Auflosen und Neuetablierung von NMJ kommt, kdnnen diese Tiere
in Zukunft auch weitere Einblicke in die molekularen und zelluliren Mechanismen dieser
Prozesse geben. Auch konnte das extensive Wachstum der Motoneurone eine genauere
Analyse der dazu notwendigen Faktoren und Bedingungen erlauben. Dariiber hinaus ist es
moglich, die MuSK/Cre-Maus als ein Modell fiir einige myasthenische Syndrome zu
verwenden, da gefundene Fille von Myasthenie in Menschen auf eine Reduktion von MuSK
durch Autoimmun-Antikorper beruhen. Zusitzlich konnte in dieser Arbeit gezeigt werden,
dass mit einer Einzelfaserinjektion von siRNA-codierenden Plasmiden die Untersuchung
synapsenspezifischer Proteinen gezielt untersucht werden konnen.



Zusammenfassung

Summary

The muscle specific kinase (MuSK) plays a crucial role in development of the neuromuscular
junction (NMJ). The expression of the nicotinic acetylcholine receptors (AChR) in the
embryonic muscle fibers depends on the activity of MuSK. Thus MuSK-deficient mice die
directly after birth because of the lack of established NMJ. Nevertheless, the role of MuSK in
an adult NMJ still remains unclear.

To resolve this questions in this work a mouse line (Musk/Cre) was established and analyzed,
where MuSK was conditionally inactivated by use of the Cre-loxP system. These mice are
healthy and viable at birth and show normally developed NMJ. But from the third week on
they develop severe muscle weakness leading to death before postnatal day 30. Their NMJ
revealed structural changes and finally disappear which could be observed by histological
analysis. In addition the motoneurons show extensive growth and sprouting and atypical
innervations of the synapses. Multiple innervated synapses were detected with
immunohistochemistry and electrophysiological methods. Probably, as a consequence of
alterations in neuronal stimulation the muscles changed their fiber type composition. With the
loss of established NMJ formation of new synapses can be observed in MuSK/Cre mice. In
this respect it was of interest to analyze the subunit composition of the AChR with regard to
the expression of the fetal y-and adult eAChR subunits. The results show that the expression
of YAChR subunit and MuSK is significant increased, while the expression of the eAChR
subunit is slightly reduced. By generating and analyzing the mouse line MuSK/Cre:yGFP the
synthesis of the YAChR subunit could be verified, but its incorporation in the NMJ was not
detectable by histological and electrophysiological analysis.

In addition a method was established, where in single muscle fibres a knock down of synapse
specific proteins can be achieved by injection of plasmids encoding for specific siRNA. With
this method the contribution of the Dvl and PAK in the MuSK-signalling pathway to the
maintenance of postsynaptic structure of the NMJ was confirmed.

In summary the results show, that MuSK is not only necessary for development, but is also
essential for maintenance and proper function of established NMJ. Because of simultaneously
disappearances and new forming of NMJ in muscles of the MuSK/Cre mice, it would be
possible to use these mice to obtain more deep insights into molecular and cellular mechanism
of these processes. Also the extensive growth of motoneurons could be used to examine the
required factors and their influence. This mouse line can furthermore serve as a model
organism for specific mysthenic syndromes, because some human patients exhibit MuSK
specific autoimmune antibodies resulting in muscle weakness.

Additionally in this work it could be shown, that injection of siRNA encoding plasmids can
be used as a tool to analyze the function synapse specific proteins.
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II Abkiirzungen
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Ribonukleinséure
Raumtemperatur

reverse transcription-
polymerase chain reaction

Sekunde
small interfering RNA

Tabelle

Tris

YAChR
eAChR

ng

N-tris-
hydroxymethylamino-
methan

uber Nacht

Wildtyp

zum Beispiel

fetaler Acetylcholinrezeptor

adulter
Acetylcholinrezeptor
Abfallzeitkonstante Tau
Mikrogramm
Mikroliter
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III Einleitung

Fiir einen Organismus ist es lebensnotwendig, die Reize aus der Umwelt zu registrieren
und auf sie angemessen reagieren zu konnen. Fiir die Signalaufnahme, deren
Weiterleitung und Verarbeitung hat sich im Laufe der Evolution das Nervengewebe der

Tiere entwickelt, das aus unterschiedlichen hochspezialisierten Zelltypen besteht.

II1.1 Die neuromuskulire Synapse

Die Kontaktstelle zwischen dem Muskel und dem innervierenden Motoneuron wird als
neuromuskuldre Synapse (engl. neuromuscular junction, NMJ) bezeichnet. Jede
Muskelfaser ist im adulten Tier nur von einem Motoraxon innerviert und kann daher als
ein einfaches Modell flir neuronale Verschaltung dienen. Sie ist aufgrund ihrer
peripheren Lage zudem leicht zugénglich und mit 50 um Durchmesser etwa 100 mal
grosser als die neuronalen Synapsen im Gehirn. Aus diesen Griinden ist die NMJ im
Laufe der Jahrzehnte die am besten untersuchte chemische Synapse in Wirbeltieren

geworden.

II1.1.1 Aufbau und Funktion der NMJ
Die NMJ wird durch das priasynaptische Nervenende, die postsynaptische Muskelfaser

und durch die terminale Schwann’sche Zelle gebildet. Die Nervenendigung und die
Muskelfasermembran begrenzen dabei den synaptischen Spalt, in der sich die
Basallamina befindet. In diesem Spalt wird vom Nerv der Neurotransmitter
Acetylcholin (ACh) ausgeschiittet, das an die nikotinischen Acetylcholinrezeptoren
(AChR) in der postsynaptischen Membran bindet. Anschliessend wird es durch die in
der Basalamina befindliche Acetylcholinesterase gespalten und inaktiviert. Die
postsynaptische Membran ist durch in die Muskelfaser hineinragende Einfaltungen
gekennzeichnet. An den Réndern dieser Einfaltungen liegen die Acetylcholinrezeptoren,

wihrend in den Télern die spannungsabhdngigen Na, 1.4-Kanéle zu finden sind.
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I11.1.2 Der nikotinische Acetylcholinrezeptor (AChR)

Der AChR ist ein pentameres Glycoptotein und besteht in der Embryonalphase aus zwei
o~ und je einer -, 6- und y- Untereinheit. Die N-terminalen Enden der a-Untereinheiten
bilden jeweils mit den N-Terminalen Bereichen der 6- und 7y-Untereinheit die
Bindestellen fir ACh. Wenn je ein Molekiil ACh an diese beiden Bindestellen
gebunden hat, 6ffnet sich der lonenkanal, der jeweils von der zweiten Membrandoméne
(M2) der Untereinheiten gebildet wird (FATT, P. et al., 1951; Miyazawa, A. et al.,
2003; Fuchs, S. et al., 2003). Im Laufe der perinatalen Entwicklung wird die fotale y-
Untereinheit durch die adulte e-Untereinheit ersetzt, was in Miusen etwa zwei Wochen
nach der Geburt abgeschlossen ist (FATT, P. et al., 1951; Sakmann, B. et al., 1978;
Witzemann, V. et al., 1987; Witzemann, V. et al., 1989; Witzemann, V. et al., 1991;
Kues, W. A. et al., 1995). Durch diesen fy/e-Austausch verdndern sich die
elektrophysiologischen FEigenschaften des Rezeptors, indem die Kanaloffenzeit
abnimmt, sich die Leitfihigkeit und die Ca’>’-Permeabilitit aber erhdhen (FATT, P. et
al., 1951; Mishina, M. et al., 1986; Villarroel, A., 1996).

111.1.3 Das Endplatten- und Aktionspotential
Die Signaliibertragung vom Nerv auf die Muskelfaser erfolgt iiber ACh, das in den

Vesikeln innerhalb der Nervenendigung gespeichert wird. Trifft dort ein
Aktionspotential ein, wird es an den aktiven Zonen der prasynaptischen Membran in
den synaptischen Spalt sezerniert. An der postsynaptischen Membran bindet es an die
AChR, was einen zeitlich begrenzten Einstrom von Kationen bewirkt. Hierdurch
entsteht eine kurzzeitige Depolarisation der Membran, die sich bis in die Tiefen der
Membraneinfaltungen fortsetzt (FATT, P. et al, 1951). Uberschreitet dieser
Spannungsabfall einen bestimmten Schwellenwert, so 6ffnen sich die hier liegenden
Na,1.4-Kanéle und verstirken die Membrandepolarisation, so dass ein Aktionspotential

(Evoked Endplate Potential, EPP) entsteht.

111.1.4 Das Miniature Endplate Potential (MEPP)

Neben einem EPP kann es an der neuromuskuldren Synapse zu spontanen
Depolarisationen von 0,5 — 1 mV der Membran kommen, die jedoch zu schwach sind

12



Einleitung

um ein Aktionspotential auszuldsen. Daher werden diese Ereignisse, die zuerst von Katz
und Kollegen beschrieben wurden, ,,miniature endplate potentials (MEPP) genannt
(FATT, P. et al., 1952). Sie werden im Ruhezustand ungefédhr einmal pro Sekunde
durch spontane Ausschiittung eines Vesikels von dem Nervenende hervorgerufen.
Dadurch werden etwa 5000 Molekiile ACh freigesetzt, die ein MEPP auslosen und als
Transmitterquant bezeichnet werden (KATZ, B. et al., 1967). Im Gegensatz dazu
werden bei einer Stimulation des Neurons ungefdhr 150 Quanten von dem Nervende
ausgeschiittet, was dann zu einem EPP fiihrt (DEL CASTILLO, J. et al.,, 1954;
Colquhoun, D. et al., 1998).

II1.1.5 Die Muskelkontraktion

Das lokal erzeugte Aktionspotential wandert beidseits entlang der Fasermembran, bis es
auf die Einstiilpungen (Transversale Tubuli; T-Tubuli) trifft. Die hier liegenden
spannungsabhingigen Ca”"-Kanile dndern ihre Konformation und aktivieren die mit
ihnen assozierten Ryanodinrezeptoren im sarkoplasmatischen Reticulum. Hierdurch
kommt es zu einem plétzlichem Anstieg der intrazelluliren Ca®’-Konzentration. Das
Ca®" bindet an Troponin C und dieses gibt daraufhin die Bindungsstelle von Aktin fiir
Myosin frei. Unter ATP-Verbrauch kann nun Myosin am Aktinfilament

entlangwandern, und es kommt zu einer Muskelkontraktion.

II1.1.6 Entwicklung der NMJ

Die Entwicklung der NMJ ist eine Serie von komplexen Interaktionen der drei
unterschiedlichen Zellen, aus denen die NMJ aufgebaut ist. Die Entwicklung beginnt ab
dem 12. Tag der Embryonalentwicklung (E12) und ist erst um den 15. postnatalem Tag
(P15) abgeschlossen. In deren Verlauf kommt es dabei zu wesentlichen Verdnderungen
auf molekularer und morphologischer Ebene (Abb. I). Die Struktur der NMJ beginnt
sich herauszubilden, indem sich AChR und andere synaptische Proteine konzentrieren
und unter dieser Stelle Kerne der Muskelfaser akkumulieren (Couteaux, R., 1973).
Anfangs besitzt eine neu gebildete Synapse eine runde undifferenzierte Struktur und ist
von mehreren Motoaxonen innerviert. Im Laufe der Entwicklung kommt es zu

Einfaltungen der postsynaptischen Membran und die NMJ differenziert zu einer
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,,Brezel“-Struktur. Zusétzlich ziehen sich die Neurone zuriick, so dass schliesslich nur

ein Axon die Synapse innerviert (Sanes, J. R. et al., 2001).

111.1.6.1 Das Prepatterning

Am elften Tag der Embryonalentwicklung entstehen durch Fusion von Myoblasten
multinukledre Zellen, aus denen sich dann die einzelnen Muskelfasern herausbilden.
Einen Tag spédter beginnen die Motoneuronen die Muskelfasern zu innervieren. Bevor
dies jedoch geschieht, kommt es in der Mitte der Fasern zu einer Konzentration von
AChR und Neuregulin. Es konnte gezeigt werden, dass dieser als ,,Prepatterning®
bezeichneter Vorgang unabhéngig vom Motoaxon oder von neuronalen Faktoren ist,
aber von der Aktivitidt der muskelspezifischen Kinase MuSK abhéngig ist (Lin, W. et
al., 2001; Yang, X. et al., 2001). Zusitzlich gibt es Hinweise darauf, dass die Funktion
des fotalen YAChR einen Einfluss auf dieses Prepatterning hat (Dr. Koenen, personliche

Mitteilung), doch sind die weiteren molekularen Mechanismen bisher unklar.
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A  E3 E14 E17

Abb. I: Entwicklung der NMJ

(A) AChR bilden kleine Mikroaggregate, die sich im Verlauf der Entwicklung
weiter zusammenlagern und verdichten (E13 — E17). Bei P0 besitzen die NMJ
eine runde und kompakte Struktur. Diese differenziert sich weiter zur Bretzel-
Struktur, die zusammen mit der Muskelfaser wichst (P10 — P30). (B) Wiahrend
der postnatalen Entwicklung bilden sich die postsynaptischen Einfaltungen aus.

(aus: Sanes, J. R. et al., 2001)

1I1.1.6.2 Agrin und die muskelspezifische Kinase (MuSK)

Bei der Suche nach Faktoren, die fiir die Entwicklung der NMJ verantwortlich sind,
wurde aus dem elektrischem Organ des Torpedo californica das Proteoglycan Agrin
isoliert (Nitkin, R. M. et al., 1987). Es ist ein 200 kDa grosses Proteoglycan, das vom
Nervenende sezerniert wird und sich in die Basallamina des synaptischen Spaltes

einlagert. Agrin kann postsynaptische Differenzierungen stimulieren und ist fiir die
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Entwicklung und Stabilitdt der NMJ notwendig. Dies konnte anhand von Agrin-Knock-
Out-Maiusen gezeigt werden, in deren Muskeln es nur in wenigen Fasern zu einer
Akkumulation von AChR kommt (McMahan, U. J., 1990; Jones, G. et al., 1997). Zwar
wird Agrin auch von anderen Zelltypen, wie unter anderem von Muskelzellen in
anderen Splicevarianten produziert, doch besitzt ausschliesslich die neuronale Z'-
Isoform die Fiahigkeit, die Entwicklung der NMJ zu stabilisieren. Obwohl einige
Oberflachenmolekiile der Muskelfasermembran wie Integrin, Laminin u.a. als Rezeptor
fiir Agrin dienen konnen, konnte nur fiir die muskelspezifisch Kinase MuSK gezeigt
werden, dass sie essentiell fiir die Agrin-vermittelte Differenzierung der NMJ ist (Glass,
D. J. et al., 1997; Bezakova, G. et al., 2003). MuSK ist eine Rezeptor Tyrosin Kinase,
deren extrazelluldrer Bereich von vier Imunnoglobulin-dhnlichen (Ig) Doménen und
einer Cystein-reichen Region (CRD) gebildet wird (Abb. II) (DeChiara, T. M. et al.,
1996). Der intrazelluldre Teil besteht aus einer Juxtadoméine, der Kinase-Doméne und
dem carboxyterminalen Ende. Agrin verstirkt die Dimerisierung und
Autophosphorylierung von MuSK. Wie in kultivierten Muskelzellen und in vivo gezeigt
werden konnte, ist fiir diesen Prozess die Kinaseaktivitdt von MuSK notwendig (Glass,
D. J. et al., 1996; Zhou, H. et al., 1999; Herbst, R. et al., 2000; Sander, A. et al., 2001).
Dabei kommt es zur Phosphorylierung des Tyrosin Y553, sowie zur nachfolgenden
Phosphorylierung der Tyrosine Y754, Y750 und Y754 (Herbst, R. et al., 2000; Till, J.
H. et al., 2002). Da bisher keine direkte Interaktion zwischen Agrin und MuSK
nachgewiesen werden konnte, wird bisher ein Adapterprotein MASC (myotube-specific
accessory component; Glass, D. J. et al., 1996) postuliert. Es gibt jedoch Hinweise
darauf, dass auch Carbohydrate an den extrazelluliren Ig-Domdnen von MuSK eine
Rolle bei dessen Aktivierung spielen (Martin, P. T. et al.,, 1999). Eine Liganden-
unabhingige Aktivierung von MuSK ist ebenfalls moglich, da durch
Einzelfaserinjektionen von MuSK ohne Ectodoméne postsynaptische Differenzierungen
induziert werden konnten (Sander, A. et al., 2001). Die Muskelfasern von MuSK-
Knock-Out-Méusen zeigen im Gegensatz zu den Agrin-Knock-Out Tieren keine
Anzeichen synaptischer Differenzierung (DeChiara, T. M. et al., 1996; Yang, X. et al.,
2001). In den Kernen der Muskelfasern dieser Tiere konnen zwar neben der
Transkription der AChR-Untereinheiten auch die synapsenspezifische Proteine wie die
AChHE und ErbB-Rezeptoren nachgewiesen werden, diese sind jedoch in der gesamten

Fasermembran gleichmissig verteilt. Dies zeigt, dass MuSK nicht nur fiir die
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Entwicklung der NMJ, sondern auch schon fiir das Prepatterning der postsynaptischen

Komponenten notwendig ist.

A

CRD

JMD

Abb. II: Struktur von MuSK

(A) Domiinen-Organisation von MuSK. Es besitzt extrazellulir vier
Imunglobulin-ihnliche Bereiche (Ig; grau) und eine Cystein-reiche Domine
(CRD). Intrazelluliir liegen die Juxtamembran-Domiine (JMD) und die Kinase-
Domiéne (KD). (B) Kristallstruktur der cytoplasmatischen Dominen mit 8 -
Faltblattstrukturen (violett) und 10 o-Helices (orange). Die Tyrosine
Tyr750/754/755 sind griin dargestellt. (Nach:Herbst, R. et al., 2000; Till, J. H. et
al., 2002)

I11.1.6.3 MuSK-abhdiingige Signalkaskaden

Durch die Aktivierung von MuSK kommt es iiber bisher nicht vollstindig geklarte
Signalkaskaden zu einer Phosphorylierung der AChR und als Folge davon zur
Akkumulation der Rezeptoren, die moglicherweise iiber Interaktionen mit dem
Zytoskelett ablauft (Dai, Z. et al.,, 2000). Ein wichtiges Bindeglied zwischen der
Aktivierung von MuSK und der AChR-Akkumulation stellt das 43 kDa grosse
periphere Membran-assozierte Protein Rapsyn dar. Es liegt in 1:1 Stochiometrie mit den

AChR vor und verbindet die AChR mit B-Dystroglycan (Apel, E. D. et al., 1995). Dies
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geschieht iiber direkte Kontakte mit den Untereinheiten der AChR und weiteren
Rapsyn-Molekiilen, so dass Rapsyn fiir die Akkumulation der AChR an der NMJ
essentiell ist (Gautam, M. et al., 1995; Ramarao, M. K. et al., 2001). Wie dieser
Mechanismus jedoch direkt durch MuSK reguliert wird, ist weitgehend unbekannt.

Die Kinasen Abll und AbI2 scheinen ebenfalls bei der Akkumulation der AChR eine
Rolle zu spielen, da sie mit MuSK einen Komplex formen und eine dominant-negative
Form der Abl-Kinasen die Akkumulation der Rezeptoren in vitro verhindern kann
(Finn, A. J. et al., 2003). Ebenso konnte gezeigt werden, dass die Kinasen Src, Fyn und
Yes akkumulierte AChR-Aggregate stabilisieren. (Smith, C. L. et al., 2001). Diese
Kinasen konnen durch Agrin aktiviert werden, haben jedoch keinen direkten Einfluss
auf die Phosphorylierung der AChR (Mittaud, P. et al., 2001). Daneben werden in
Muskelzellen GTPasen wie Racl, Cdc42, Rho und PAK phosphoryliert. Dieser Prozess
ist fiir die Agrin/MuSK-vermittelte Akkumulation der AChR notwendig, doch ist die
Signalkaskade noch nicht vollstindig geklart (Weston, C. et al., 2003). Das Protein
Dishevelled (Dvl) wurde bei der Suche nach direkten Bindungspartnern von MuSK
gefunden. Es interagiert dabei mit der Juxta- und Kinasedomédne von MuSK. Bei dieser
Interaktion ist auch die Kinase Pak beteiligt, wie sich in Versuchen in C2C12-Zellen
herausstellte (Luo, Z. G. et al., 2002). Weitere Proteine, die mit MuSK interagieren,
sind die Membran-assoziierte Guanylkinase MAGI-1c, sowie Syne-1 (Apel, E. D. et al.,
2000; Strochlic, L. et al., 2001). Zu erwéhnen ist, dass Syne-1 vorwiegend in den
Kernmembranen der subsynaptischen Kerne der NMJ angereichert ist, und diese mit
dem Zytoskelett zu verbinden scheint (Starr, D. A. et al., 2003). Somit konnte die
Interaktion von MuSK mit Syne-1 fiir die Akkumulation der Kerne unter der NMJ
verantwortlich sein, doch gibt es dafiir bisher keinen direkten Beweis. Diese bisherigen
Erkenntnisse zeigen, dass die Agrin-vermittelte Akkumulation der AChR von MuSK
und dessen initiierte Signalkaskaden abhéngig ist. Der genaue Ablauf ist dabei aber

weitestgehend unbekannt.

I11.1.6.4 Regulation der subsynaptischen Transkription

An der NMJ ist die Dichte der AChR und anderer synaptischer Proteinen stark erhoht.
Wihrend sich dort etwa 10000 Molekiile AChR pro pm® befinden, sind es in der

{ibrigen Fasermembran etwa zehn Molekiile pro um® (Colledge, M. et al., 1998). Diese
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Konzentration an der NMJ geschieht zum einen durch die physikalische Interaktionen
der AChR mit anderen synaptischen Proteinen, zum anderen durch die Kontrolle auf
transkriptioneller Ebene. So wird mit Beginn der Synapsenentwicklung die Expression
der AChR in den subsynaptischen Kernen verstérkt, wéhrend sie in den anderen Kernen
der Muskelfaser fast abgeschaltet wird ( (Merlie, J. P. et al., 1985; Sanes, J. R. et al.,
2001). Dies geschieht offenbar durch die elektrische Aktivitit an der Synapse, die liber
Ca’"abhingige Kinasen die extrasynaptische Transkription der AChR-Untereinheiten
vermindert (Altiok, N. et al., 2001). Die Expression der synaptischen Rezeptor-mRNA
wird dagegen iiber MuSK aktiviert, da ektopische Expression von MuSK dort die
Expression synaptischer Proteine induziert (Jones, G. et al., 1999; Sander, A. et al.,
2001). Es wird angenommen, dass diese Expression iiber die Aktivierung von erbB2
und erbB4-Rezeptoren durch Neuregulin erfolgt (Rimer, M. et al., 1998). Diese werden
phosphoryliert und initiieren eine Signalkaskade, die iiber Aktivierung von Ras und
MAP-Kinasen Erk und Jun zu einer Phosphorylierung und Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren wie GABP fiihrt. Dieser Ets-Transkriptionsfaktor bindet an die
DNA an der sog. N-Box, deren Sequenz in den Promotoren der synaptischen Proteine
gefunden werden kann (Chan, R. Y. et al., 1999; Fromm, L. et al., 2001; Briguet, A. et
al., 2000; Mejat, A. et al., 2003).
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Abb. III: Schematische Darstellung der MuSK-abhingigen Signalkaskaden an
der NMJ

AChR sind iiber Rapsyn und dem Dystroglycankomplex (DGC) mit dem
Zytoskelett verbunden. Das vom Nervenende sezernierte Agrin aktiviert iiber
MASC die Kinase MuSK, was iiber Src-Kinasen (SRC) zur Phosphorylierung und
Aggregation der AChR fiihrt. Neuregulin bindet an die erbB-Rezeptoren und
aktiviert iiber die Jun- und Erk-Kinase die GTPasen cdc42, Ras und Rac, die
auch iiber einen MuSK-abhingige Kaskade aktiviert werden konnen. Diese
filhren iiber die Transkriptionsfaktoren GABP und c-Jun zur Expression

synaptischer Gene.

1I1.1.6.5 Innervierung und Synapsen-Eliminierung

Neben den postsynaptischen Verdnderungen kommt es im Verlauf der Entwicklung der
NMJ auch zu Verdnderungen der Prisynapse und der Motoneuronen. Die Neuronen
beginnen um E12 in den Muskel einzuwachsen und formen zuerst einen
Hauptnervenstrang, von dem sich dann einzelne Axone abzweigen und spiter die
Synapsen innervieren. Wéahrend der Embryonalentwicklung wird eine NMJ dabei von

mehreren Axonen verschiedener Motoneuronen innerviert. Nach der Geburt kommt es
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zum Verlust von synaptischen Kontakten, so dass eine NMJ schliesslich nur von einem
Axon innerviert ist (Brown, M. C. et al., 1976). Dieser Vorgang der Riickbildung kann
sowohl im zentralem als auch im peripherem Nervensystem beobachtet werden, und
wird als Synapsen-Eliminierung bezeichnet (Cohen-Cory, S., 2002). Bei diesem Prozess
verdndern sich die konkurrierenden Nervenendigungen der Axone iiber der Postsynapse
stetig, doch kann von der relativen Flache eines Nervenendes iiber der Postsynapse
nicht auf dessen spéteren Verbleib oder Riickzug geschlossen werden (Zito, K., 2003).
Als Faktoren fiir den Wachstumsstop der Axone bei der Innervierung und die folgende
Synapsen-Eliminierung werden vom Nervenende ausgeschiittete Molekiile, sowie von
der Muskelfaser gebildete Eliminierung-fordernde und —hemmende, sowie mogliche
retrograde Signale wie GDNF postuliert (Lichtman, J. W. et al., 2000; Keller-Peck, C.
R. et al., 2001; English, A. W., 2003). Offenbar spielen bei diesem Prozess jedoch auch
die Aktivitdit der Synapsen eine Rolle, da induzierte asynchrone Aktivitit die
Eliminierung von Axonen forcieren kann (Busetto, G. et al., 2000). Die genauen
Mechanismen der Synapsen-Eleminierung sind jedoch bisher weitgehend unbekannt

(Wyatt, R. M. et al., 2003).
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9

Abb. IV: Schematische Darstellung der Synapsen-Eliminierung an der NMJ

(A) Durch Aktivitit werden von der Muskelfaser ein Eliminierung-forderndes (rote
Pfeile), als auch ein verhinderndes Signal (diffuse Wolke) an der Synapse produziert
(links). Synapsen mit geringer Aktivitit (helles Axon) sind so weniger gegen das
Eliminierungssignal des stirker aktiven Axons (graues Axon) geschiitzt. Die AChR-
Konzentration nimmt ab und das Axon zieht sich zuriick (mitte und rechts). (B) Wenn sich
das schwichere Axon zuriickzieht (helles Axon) kommt es in manchen Fillen zu einer
Okkupation des freiwerdenden postsynaptischen Bereichs durch das verbleibende Axon

(graues Axon). (verindert nach Zito, K., 2003)

II1.2 Generierung transgener Tiere

Durch die Entwicklung der Gen-Targeting Technik in embryonalen Stammzellen (ES-
Zellen) wurde es moglich, gezielte genetische Manipulationen am Genom der Maus
vorzunehemen, um die Funktion von Genen im Tiermodell untersuchen zu konnen
(Evans, M. J. et al., 1981; Thompson, S. et al., 1989). Zu diesem Zweck werden ES-
Zellen isoliert, in vitro durch homologe Rekombination genetisch manipuliert und in
Blastocysten injiziert. Die sich daraus entwickelnden chiméren Tiere konnen dann die
genetische Verdnderung an die Nachkommen vererben. So ist es moglich, fremdes
Genmaterial dauerhaft in das Genom einzufiigen (Knock-In) oder Gene oder wichtige

Gensequenzen zu deletieren (Knock-Out). Ein Nachteil dieser Methode ist, dass
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Transkriptions-regulatorische Elemente des verwendeten Selektionmarkers die
Expression benachbarter Gene storen konnen. Zudem kann der Knock-Out eines Gens
zum frithen embryonalem Tod des Tieres fiihren. Dies deutet dann zwar auf eine
essentielle Funktion des Genproduktes bei der Entwicklung des Tieres hin, schliesst
aber die Untersuchung seiner Funktion zum spiteren Zeitpunkt aus. Diese Nachteile
lassen sich durch Verwendung einer konditionalen Genmodifikation umgehen, bei der
durch sequenzspezifische Rekombination eine gewebsspezifische und zeitliche
Kontrolle moglich ist. Dies kann durch die Verwendung des Cre-loxP-Systems

geschehen.

II1.3 Das Cre-loxP-System

Die zu Superfamilie der A - Integrasen gehorende Rekombinase Cre (causes
recombination of the bacteriophage P1 genome) ist in der Lage, spezifisch DNA-
Sequenzen zu rekombinieren (Kuhn, R. et al., 1995; Branda, C. S. et al., 2004). Dabei
fiihrt sie das Offnen des DNA-Stranges, das Herausschneiden eines DNA-Abschnitts
und die Ligaton ohne zusétzliche Kofaktoren durch. Dies geschieht an 13 bp langen
Zielsequenzen, den loxP-Sequenzen (locus of crossover (x) in P1). Wenn die loxP-
Sequenzen auf einem DNA-Strang dieselbe Richtung aufweisen, wird der von ihnen
flankierte Bereich durch die Cre Rekombinase herausgeschnitten. Dieser Prozess ist
durch den Verlust des herausgeschnittenen DNA-Abschnittes irreversibel. Durch die
ortlich und temporér gezielte Expression von Cre kann so ein von loxP-Sites flankiertes
Zielgen inaktiviert werden, ohne dass seine Funktion vorher beeintriachtigt worden ist.
In Kombination mit der Gen-Targeting Technik ergibt sich so die Mdglichkeit, ein Gen

im Tiermodell lokal und zeitlich kontrolliert zu inaktivieren (Gu, H. et al., 1994).

I11.4 Gen-Inaktivierung durch RNA interference

Neben eines Knock-Outs kann die Inaktivierung eines Gen auch durch einen Knock-
Down geschehen, bei dem posttranskriptionell die mRNA degradiert wird. Dieser
Mechanismus der Expressionskontrolle (engl.: ,,RNA interference”; RNAi) konnte
sowohl in Pflanzen, als auch in Modellorganismen wie Nematoden, Fliegen und in der
Maus nachgewiesen werden (Fjose, A. et al., 2001; Hannon, G. J., 2002). Bei diesem
Prozess wird zur Ziel-RNA homologe Doppelstrang-RNA (dsRNA) von einer



Einleitung

Ribonuklease III (Dicer) in 21-22 bp lange RNA-Molekiile geschnitten (engl.: ,,short
interfering RNA®“; siRNA). Diese rekrutieren dann den Nucleasekomplex RISC
sequenzspezifisch an die mRNA, die darauthin degradiert wird. Wéhrend bisher im
Nematoden Caenorhabditis elegans dieser Mechanismus zur Analyse vieler
Genfunktionen genutzt worden ist, ergeben sich in Sdugerzellen Probleme aufgrund der
zelluldren Interferon-Immunantwort auf die fremde dsRNA. Dies kann jedoch durch
direktes Einbringen von siRNA in die Zellen unterbunden werden, was in vitro an
tierischen und humanen Zellen gezeigt werden konnte (Miyagishi, M. et al., 2002; Paul,
C. P. et al., 2002). Ein direktes Einbringen von siRNA in einzelne Muskelfasern konnte

so zur Untersuchung von synapsenspezifischen Proteinen in vivo genutzt werden.

II1.5 Zielsetzung der Arbeit

1996 konnte durch die Generierung einer MuSK-defizienten Maus gezeigt werden, dass
MuSK essentiell fiir die Entwicklung der neuromuskuléren Synapse ist (DeChiara, T.
M. et al., 1996). Zur genauen Analyse der Funktion von MuSK wurden deshalb in den
letzten Jahren die unterschiedlichsten biochemischen Methoden genutzt. Dabei konnte
gezeigt werden, dass die Kinasedoméne fiir die Funktion von MuSK notwendig ist, und
dabei bestimmte Tyrosine phosphoryliert werden miissen. Neben direkten
Interaktionpartnern wie Dvl wurden in Zellkulturexperimenten Hinweise auf die
Aktivierung verschiedener Signalkaskaden durch MuSK gefunden, doch ist der genaue
Mechanismus bisher unbekannt. Bisher ist es auch nicht moglich, die gefundenen
Erkenntnisse im Tiermodell zu iiberpriifen, da die MuSK-defizienten Méduse perinatal
sterben und so auch die mogliche Funktion von MuSK in einer adulten Synapse unklar
bleibt. In dieser Arbeit soll mit Hilfe des Cre-loxP-Systems eine konditionale
Inaktivierung von MuSK in Maiusen erreicht werden, um dessen physiologische
Funktion im adultem Muskel analysieren zu kénnen. Zu diesem Zweck wurden Tiere,
deren MuSK-Kinsasedoméne von loxP-Sequenzen flankiert sind, mit Tieren gekreuzt,
die erst ab der Geburt Cre in der Skelettmuskulatur exprimieren. Dies sollte
gewihrleisten, dass MuSK bei der Entwicklung der NMJ vorhanden ist, und diese sich
normal entwickeln konnen. Ebenfalls soll im Rahmen dieser Arbeit auch getestet
werden, ob sich ein siRNA-vermittelter Knock-Down eines Proteins auch in einzelnen
Muskelfasern erreichen ldsst. Verglichen mit der Generierung eines Knock-Out-Tieres

wire diese Methode wesentlich schneller, kostengiinstiger und wiirde mehrere Ansétze
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und Kontrollen im gleichem Versuchstier erlauben, da jeweils nur einzelne
Muskelfasern injiziert wiirden. Deshalb wurden siRNA-codierende Plasmide mit Hilfe
der Einzelfaserinjektion in Fasern des Soleus-Muskels von Méiusen injiziert, um
Synapsen-spezifische Proteine zu reduzieren und deren Einfluss auf die Erhaltung der
NMIJ zu untersuchen. Die Analysen der Inaktivierung von MuSK in adulten NMJ
wurden schliesslich mit verschiedenen biochemischen, histochemischen und
elektrophysiologischen Methoden durchgefiihrt. Mit den erhaltenen Ergebnissen sind
somit erstmals Aussagen liber den Einfluss von MuSK auf die Erhaltung und Funktion

der NMJ in vivo moglich.
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IV Ergebnisse

IV.1 Generierung und Genotypisierung der Tiere MuSK'"*"":Cre
bzw. MuSK"*""** :Cre

Die Funktion von MuSK in entwickelten NMJ konnte bisher nicht im
Tiermodell untersucht werden, da MuSK""-Tieren vor Abschluss der
synaptischen Entwicklung bei der Geburt sterben (DeChiara, T. M. et al., 1996).
Dies sollte mit der Generierung von Miusen umgangen werde, in denen mit
Hilfe des Cre-loxP-Systems die Funktion MuSK nach der Synapsenentwicklung
ausgeschaltet wird. Um diese konditionale Inaktivierung von MuSK in vivo zu
erreichen, wurden Tiere generiert, die zwei loxP-flankierte MuSK-Allel oder
ein loxP-flankiertes MuSK-Allel und eine MuSK-Kinase-Deletion besitzen
(MuSK'>*** " MuSK'**") und zugleich die Recombinase Cre in den
Muskelfasern exprimieren (MuSK'**"':Cre, MuSK'**":Cre). Zu diesem
Zweck wurden MuSK'*°_ ynd MuSK'™*""_Tiere einer Mauslinie verwendet,
die zuvor von Dr. Hesser in unserem Labor etabliert worden war. In einzelnen
Muskelfasern dieser Tiere konnte MuSK durch Einzelfaserinjektion von Cre-
codierenden Plasmiden erfolgreich inaktiviert werden (Hesser, B. A., 2000).
Um eine Inaktivierung durch Cre in allen Muskelfasern zu gewéhrleisten,
wurden diese Tiere mit transgenen Mausen gekreuzt, die von Dr. Kahn (Joslin
Diabetes Center, Harvard Medical School, Boston, USA) zur Verfiigung
gestellt wurden. Diese Mause besitzen das Cre Recombinase-Gen unter der
Kontrolle des Promotors der Muskelkreatinkinase (MCK), so dass die
Expression spezifisch in Skelett- und Herzmuskulatur stattfindet. Dessen
Expression beginnt am Embryonaltag 17 und erreicht maximale Aktivitdt am

zehnten Tag nach der Geburt (P10), die bis zum Tode anhilt (Bruning, J. C. et

al., 1998). Ein Verpaarungsschema ist in Abb. 1 dargestellt.
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Abb. 1: Schematische Darstellung des loxP-flankierten MuSK-Gens vor und nach

erfolgter Rekombination und Verpaarungsschema

(A) Im oberen Teil ist der modifizierte Abschnitt des MuSK-Gens dargestellt. Die
Subdoméinen II-V und V-XI von MuSK sind auf den schwarz dargestellten
Exonbereichen lokalisiert. Letztere sind zusammen mit der PGK-neo-
Selektionskassette (grauer Balken) von den loxP-Erkennungssequenzen flankiert
(schwarze Pfeile). Neben Schnittstellen genutzter Restriktonsenzyme sind die
Bindestellen der zur Genotypisierung verwendeten Primer als graue Pfeile
eingezeichnet. Unten ist ein Schema dieses Abschnitts nach erfolgter
Rekombination dargestellt. (B) Schema durchgefiihrter Verpaarungen, die zur

konditionalen Inaktivierung von MuSK fiihren.

Aus diesen Kreuzungen gingen Tiere hervor, die sowohl das Cre-Transgen, als
auch den Genotyp MuSK'™"" oder MuSK'*""** besaBen (Abb. 1 B). Zur
Genotypisierung dieser Tiere wurden PCR-Analysen mit isolierter genomischer
DNA aus Schwanzbiopsien durchgefiihrt. Sofern die Tiere das Cre-Transgen
besallen, konnte mit den Primern Cre 77F und Cre 630R ein etwa 400 bp
grosses PCR-Produkt nachgewiesen werden. Mit den Primern 852 und 662
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erhielt man ein 872 bp grosses PCR-Produkt, wenn das Wildtyp-Allel MuSK"
vorlag, oder eine 906 bp Bande fiir das MuSK"*P-Allel. Das rekombinierte
MuSK-Allel (KO) wurde mit den Primern 848 und 852 nachgewiesen, was ein
202 bp grosses PCR-Produkt ergab (Abb. 2).

Da bei den weiteren Analysen kein Unterschied zwischen MuSK'*"": Cre und

MuSK'>*P. Cre_Tieren auszumachen war, werden sie im weiteren Verlauf

dieser Arbeit zusammen als MuSK/Cre-Tiere bezeichnet.

<
e 9
g g
L & xo¢°
<
F & & &

o 555 bp

|

&

Abb. 2: Genotypisierung der MuSK/Cre-Tiere durch
PCR

Mit isolierter genomischer DNA wurden je drei PCR-
Reaktionen durchgefiihrt und die PCR-Produkte in
2%igen Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt. (A)
Mit den Primern 852 und 662 ergeben sich fiir ein loxP-
flakiertes MuSK-Allel ein 906 bp grosses Produkt, fiir
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das Wildtyp-Allel zu einem 872 bp grosses Produkt. (B)
Bei erfolgter Rekombination kann mit den Primern 848
und 852 ein 202 bp grosses Fragment amplifiziert
werden. (C) Das Transgen Cre wurde mit den Primern
Cre77F und Cre630R und das amplifizierte 555 bp

grosse Produkt nachgewiesen.

Reportergen

Da die Inaktivierung von MuSK von der Aktivitit des MCK-Promoters
abhingig ist, der die Expression der Cre-Recombinase steuert, wurde das
Expressionsmuster von Cre im Muskelgewebe untersucht. Cre-Méuse wurden
mit transgenen ROSA26R-Tieren verpaart. Diese Tiere besitzen das -
Galaktosidase-Gen (LacZ) hinter einem [-Actin-Promotor, die jedoch durch das
loxP-flankierte Chlorampehicoltransferase-Gen (CAT) voneinander getrennt
sind (loxP/LacZ; Soriano, P., 1999). Erst nach Cre vermittelter Rekombination
kann der B-Actin-Promoter die LacZ-Transkription aktivieren (loxP/LacZ/Cre;
Abb. 3 A). In den Nachkommen, die sowohl das Cre- als auch LacZ-Gen
besitzen (LacZ:Cre), kann so die Aktivitdt von Cre anhand der LacZ-Aktivitét
in einzelnen Muskelfasern beobachtet werden. Zu diesem Zweck wurden
Diaphragmen von 30 Tage alten LacZ:Cre-Tieren entnommen und eine LacZ-
Féarbung durchgefiihrt. Wie Abb. 3 B und C zeigt, ist die durch LacZ-Aktivitit
entstandene Blaufdarbung nicht homogen. So zeigen sich Unterschiede zwischen
den Fasern im Diaphragma (B) und auch innerhalb einzelner Fasern (C), was
auf die Vielzahl der Kerne und die unterschiedliche Cre-Aktivitit in den

einzelnen Kernen der Muskelfaser zuriickzufiihren ist.

IV.2 Nachweis der Cre—Aktivitit in Muskelgewebe durch ein LacZ-
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A
onPlLacZﬁ-w cat Toalef§ facz PA—H—
promoter loxP loxP
‘ Cre
loxP/LacZI/Cre ‘H—_< lacZ [PA—H—
actin  |oxp
promoter

Abb. 3: Schematische Darstellung des gefloxten LacZ-Gens (A) und nach erfolgter

Rekombination (B), sowie LacZ-Firbung von Diaphragmen(C)

In (A) ist das LacZ-Transgen schematisch dargestellt. Vor dem pB-Galactosidasegen (LacZ)
mit der Poly-Adenylierungssequenz (pA) liegt das CAT-Gen mit der pA-Sequenz, was von
zwei loxP-Sites flankiert wird. Durch Cre-vermittelte Rekombination wird das CAT-Gen
deletiert, so dass das lacZ-Gen nicht mehr vom p-Actin-Promoter getrennt liegt und
abgelesen werden kann. (B) und (C) zeigen Diaphragmen von P30 LacZ:Cre-Tieren nach

LacZ-Féarbung. (Mafistab: (B) 50 pm; (C) 200 pm)

IV.3 Nachweis des der Cre-vermittelten Rekombination durch
kompetitive PCR
Da die Cre-Aktivitdt im Muskelgewebe Ortlich und temporér nicht gleichmissig
ist, wurde der zeitliche Verlauf der Inaktivierung von MuSK durch kompetitive
PCR analysiert. Hierfiir wurde genomische DNA aus Muskeln der Hinterbeine
von MuSK/Cre-Tieren verschiedenen Alters isoliert. Mit Hilfe der Primer 848,
852 und 662 wurden in einem Ansatz sowohl der rekombinierte Teil des
MuSK-Gens (KO), als auch der modifizierte Abschnitt der DNA (loxP)
amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden iiber 2%-Agarosegele aufgetrennt und
digital fotografiert (Abb. 4 A). Die Quantifizierung der Fluoreszenzintensititen
der mit Ethidiumbromid gefarbten PCR-Produkte erfolgte mit dem Programm
IPLab Gel. Durch das Verhéltnis der Intensititen der LoxP- zu den KO-PCR-
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Produkten ergibt sich somit ein MalB3 flir die erfolgte Aktivitit der Cre

Recombinase.

Wie Abb. 4 B verdeutlicht, liegt das Verhiltnis der gemessenen
Fluoreszenzintensititen der Amplifikate des KO- zum loxP-Allel (Qko/oxp) bei
P10 bei 1,3. Dieser Wert nahm mit zunehmendem Alter der Tiere kontinuierlich
ab, so dass die Analyse der genomischen DNA eines 25 Tage alten MuSK/Cre-
Tieres einen Quotient von 0,7 ergab. Die Ausgleichsgeraden verdeutlicht den
linearen Trend der erfolgten Rekombination und somit die konstante Aktivitét

der Cre Recombinase.

A P10 P15 P21 P22 P25

906 bp (loxP)

202 bp (KO)

B ]

1.4 -
1~
1.2+ .
o g e
g 10— *ﬁﬂ"“--.._
a : -‘"“"-..‘ X x
Os i ® T
0.8 - T
- -“““"'h-
®
0.6 -

T "~ T "1 "~ T "1 T 1 T 1
10 12 14 16 18 20 22 24 26

Alter [d]

Abb. 4: Kontinuierliche Cre-vermitttelt Rekombination in der

Skelettmuskulatur von MuSK/Cre-Tieren

(A) PCR-Produkte der kompetetiven PCR zum Nachweis des
gefloxten (loxP) und des rekombinierten MuSK-Transgens
(KO). Hierfiir wurde jeweils genomische DNA von MuSK/Cre-
Tieren unterschiedlichen Alters als Template benutzt und die
Produkte in einem 2%igem Agarosegel aufgetrennt. (B)
Verhiltnis der Fluoreszenzintensititen der PCR-Produkte von
KO =zu loxP. Die Linie repriasentiert die lineare

Ausgleichsgerade.
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IV.4 Phinotypische Veranderung der MuSK/Cre- Tiere

Im Gegensatz zu MuSK” -Tieren, die bei der Geburt sterben (DeChiara, T. M.
et al., 1996), sind MuSK/Cre Tiere nach der Geburt lebensfiahig und nicht von
Wildtyp-Geschwistern zu unterscheiden. Sie atmen und konnen sich normal
bewegen. Erst ab der dritten Lebenswoche werden phénotypische

Verianderungen sichtbar.

1V.4.1 Korperliche Verinderung der MuSK/Cre-Tiere
Ab P15 konnen bei MuSK/Cre-Méusen mit zunehmendem Alter deutliche

korperliche Verdnderungen beobachtet werden, die auf progressive
Muskelschwidche hindeuten. Sie bekommen ein struppiges Fell, bilden einen
Buckel aus und es entwickelt sich eine deutliche Fehlstellung der
Hinterextremititen (Abb. 5). Die Tiere bekommen mit fortschreitendem Alter
Schwierigkeiten die Augen zu Offnen und sich zu bewegen. Diese
phénotypische Verdnderungen verstdrken sich, so dass die Tiere vor dem 30.

Tag sterben.
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Abb. 5: P22 MuSK/Cre-Maus mit Wildtyp-

Geschwister

Die MuSK/Cre-Maus hat geschlossene Augen
und besitzt einen Buckel, sowie eine Fehlstellung
der Hinterbeine, die auf Muskelschwiche
zuriickzufiithren sind. (B) verdeutlicht die
kleinere Grofie im Vergleich zu dem Wildtyp-

Geschwister.

1V.4.2 Messungen des Korpergewichts
Das Korpergewicht von MuSK/Cre-Tieren und den Wildtyp-Geschwistern

wurde tdglich ab dem flinfzehnten Tag bis zu ihrem Tod gemessen. Abb. 6 zeigt
die ermittelten Werte der beiden Gruppen. Bis P18 war das Gewicht beider
Gruppen etwa gleich (MuSK/Cre: 7,7 + 0,4 g; Wildtyp: 7,9 + 0,2 g). Ab P19
gab es bei den Wildtyp Tieren eine tigliche Gewichtszunahme von ungefihr 1,2
g. Dies setzte sich bis P30 fort, so dass die Tiere dann durchschnittlich 16,6 +
0,6g wogen. Die MuSK/Cre-Tiere dagegen verloren ab P19 bis zu 0,2 g, was
sich bis zu deren Tod fortsetzte (P29: 6,1 + 0,4 g).
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Abb. 6: Korpergewicht von 15 — 30 Tage alten
MuSK/Cre- und Wildtyp-Tieren

Das Korpergewicht von MuSK/Cre-Tieren (n = 2 - 15)
und Wildtyp-Tieren (n = 8 - 44) wurde zwischen P15 und
P30 tiglich gemessen. Das Diagramm stellt die jeweiligen
Mittelwerte, sowie die Standardabweichungen als

Fehlerbalken dar.

1V.4.3 Messung der Muskelkraft

Um den Verlauf der progressiven Muskelschwiche in den Tieren zu
bestimmen, wurde ab P15 téiglich die Griffstirke der Vorderextremititen
gemessen (Abb. 7). Schon zu Beginn besaBlen die MuSK/Cre-Tiere mit 0,13
0,05 N eine wesentlich geringere Griffstiarke als die Wildtyp-Tiere mit 0,35 £
0,02 N. Diese =zeigten bis zum Ende der Messungen einen stetige
Kraftzunahme, so dass sie am Tag 30 eine Griffstirke von 1,03 £ 0,02 N
erreichten. Die Griffstirke der MuSK/Cre-Tiere dagegen reduzierte sich

fortwihrend und waren am Ende nicht mehr messbar.
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Abb. 7: Griffstirke von MuSK/Cre- und Wildtyp-Tieren
von P15 bis P30

Die Griffstirke von MuSK/Cre-Tieren (n = 2 - 11) und
Wildtyp-Tieren (n = 8 - 24) wurde zwischen P15 und P30
tiglich gemessen. Das Diagramm stellt die jeweiligen
Mittelwerte, sowie die Standardabweichungen als

Fehlerbalken dar.

1V.4.4 Analyse der Fasertypen im Soleusmuskel

Skelettmuskeln  bestehen aus verschiedenen  Muskelfasertypen  mit
unterschiedlichen zelluliren und molekularen Eigenschaften. Aufgrund dieser
Zusammensetzung unterscheiden sich die Muskeln in ihrer Stabilitdt und im
Ermiidungsverhalten, so dass sie sich in die langsamen Typl-Faser (MyHC1),
und den schnellen Typ2A- und den intermedidren 2B/2D-Fasern (MyHC2A,
MyHC2B/2D) einteilen lassen (Pette, D. et al., 2001). Mit Hilfe der ATP-
Farbung an Gefrierschnitten von Soleumuskeln von MuSK/Cre- und Wildtyp-
Tieren wurden die Verhiltnisse der Fasertypen den Muskeln ermittelt (Abb. 8
A). Wie die Auswertung in Abb. 8 B zeigt, sind die Soleusmuskeln von P15
Wildtyp- und MuSK/Cre-Tieren, sowie in P19 MuSK/Cre-Tieren aus Typl-
und Typ2A-Fasern zusammengesetzt. Wihrend diese Zusammensetzung in
dlteren Wildtyp-Tieren bestehen bleibt, kommt es in MuSK/Cre-Tieren zu
deutlichen Verdnderungen (Abb. 8 C). Bei P22 und P25 liegt der Anteil der
Typ2A-Fasern in Soleumuskeln von MuSK/Cre-Tieren bei 74,2 £ 0,9% bzw.
71,4 £ 1,7 %. Der Anteil der Typl-Fasern betrdgt 23,8 +1,8 % bzw. 26,5 + 1,0
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%. Ebenso sind mit 1,9 £ 0,5 % (P22) und 2,1 £ 0,7% (P25) mehr Typ2B/2D-
Fasern vorhanden als in Muskeln von Kontrolltieren (0,9 £+ 0,4%; P60). In P28
MuSK/Cre-Tieren betrigt der Anteil der Typ2B/2D-Fasern sogar 10,4 + 0,6%,
wihrend der Anteil der Typ2A-Fasern bei 56,6 =+ 0,2% und der Anteil der

Typl-Fasern
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8: ATP-Firbung an Gefrierschnitten von Soleumuskeln und

deren quantitative Auswertung
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ATP-Firbungen (bei pH 4,6) an Gefrierschnitten von Soleusmuskeln eines
P20 Wildtyp-Tieres, sowie zweier MuSK/Cre-Tieren (P19 und P23). Typ 1-
Fasern erscheinen schwarz, Typ 2A-Fasern dunkelgrau und Typ 2B/2D-
Fasern hellgrau. (B) Statistische Verteilung der Fasertypen in MuSK/Cre —
und Wildtyp-Tieren bis P20. (C) Statistische Verteilung der Fasertypen in
ilter als 20 Tage alten MuSK/Cre — und Wildtyp-Tieren (n =294 — 892).

IV.5 Analyse morphologischer und funktioneller Verinderungen der
NMJ
Die Verdnderungen, die durch die konditionale Inaktivierung von MuSK im
gesamten Muskel sowie an den Motoneuronen verursacht worden sind, wurden
histologisch und  physiologisch  analysiert. Zur Lokalisation von
synapsenspezifischen Proteinen wurden immunohistologische Methoden und
Fluoreszenz- sowie konfokale Mikroskopie durchgefiihrt. Zusétzlich wurden
elektronenmikroskopische Aufnahmen angefertigt, um ultrastrukturelle
Verdnderungen an den Synapsen sichtbar zu machen. Die Funktion der NMJ
wurden durch Untersuchungen ihrer elektrophysiologischen Eigenschaften

analysiert.

1V.5.1 Anzahl und Verteilung und der NMJ im Diaphragma

Mit Ubersichtsaufnahmen von Hemidiaphragmen wurde untersuch, ob die
progressive Inaktivierung von MuSK die Lokalisation und Verteilung der
Synapsen beeinflusst. MuSK/Cre- und Wildtyp-Tieren wurde das Diaphragma
entnommen und die Synapsen anhand der AChR mit Rhodamin-gekoppeltem
Bungarotoxin (Btx-rh) markiert. Die Visualisierung erfolgte mit einem

Fluoreszenzmikroskop und angeschlossener Digitalkamera.

Abb. 9 zeigt exemplarische Aufnahmen von Hemidiaphragmen mit Btx-rh
markierten Synapsen. Im P15 MuSK/Cre-Tier sind die Synapsen mehrheitlich
in der Mitte des Muskels als ,,Endplatten-Band* angeordnet, doch liegen auch
einige ausserhalb des Bandes (Abb. 9 A). Im Diaphragma eines P20
MuSK/Cre-Tieres ist dagegen kein Endplatten-Band erkennbar, denn die
Synapsen sind iiber den gesamten Muskel verteilt (Abb. 9 B). Im Gegensatz

dazu sind die Synapsen im Diaphragma eines Wildtyp-Tieres zu jedem
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Zeitpunkt des Lebens in der Mitte des Muskels lokalisiert, wie am Beispiel am

Diaphragma eines P20 gezeigt ist (Abb. 9 C).

Abb. 9: Verteilung von Synapsen in Diaphragmen von Wildtyp- und
MuSK/Cre-Tieren

Linke Diaphragmahiilfte von einem P15 (A) und P20 MuSK/Cre-Tier (B)
und P20 Wildtyp-Tier (C). Die Synapsen wurden mit Btx-rh markiert.
(Mafistab: 2 mm)

In Hemidiaphragmen von P21 Tieren wurden in den jeweiligen medianen
Bereichen dorsal des Nerveneintrittspunkts die Anzahl der Synapsen
quantifiziert (Abb. 10 A, B). Auch hier sind deutlich die Unterschiede der
Lokalisation der Btx-rh markierten Endplatten zu erkennen. Die Summe der
gemessenen Intensitdten der markierten Synapsen iiber die medial-laterale
Distanz zeigt, dass die Synapsen im Wildtyp auf einem etwa 700 um breiten
Bereich liegen, wihrend im MuSK/Cre dieser Bereich etwa 1,5 mm breit ist

(Abb. 10 C). Die Auszdhlung der Synapsen in diesen Aufnahmen ergab, dass in
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MuSK/Cre-Tieren mit 551 + 88 signifikant weniger Synapsen vorhanden sind

als in Wildtyp-Tieren (832 + 77; p < 0,05; Abb. 10 D).
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Abb. 10: Verteilung und Anzahl der Synapsen in Diaphragmen von MuSK/Cre-
und Wildtyp -Tieren

Verteilung von Btx-rh markierten Synapsen im linken Hemidiaphragma von 21
Tage alten MuSK/Cre- (A) und Wildtyp-Tieren (B; Mafistab: 200 pm). (C) Die
Summe der Fluoreszenz-Intensititen ist als Indikator fiir die Verteilung der
Synapsen von der medialen (m) zur lateralen (I) Seite dargestellt. (D)
Durchschnittliche Anzahl von Synapsen im wie in (A) und (B) gezeigten 2,2 x 2,9
mm grofien Bereich der Diaphragmen (Anzahl der Tiere: MuSK/Cre: n = 3;
Wildtyp: n = 2; P21 und P22). Die Fehlerbalken reprisentieren die

Standardabweichungen.
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1V.5.2 Analyse der Synapsengrosse

Um einen Einfluss der Inaktivierung von MuSK auf die Morphologie der NMJ
abzuleiten, wurden die Lingsdurchmesser von Synapsen von P15, sowie P24 -
P28 MuSK/Cre- und Wildtyp-Tieren gemessen. Dies wurde an konfokalen
Aufnahmen zufdllig ausgewidhlter Btx-rh markierten Synapsen von
Diaphragmen durchgefiihrt. Abb. 11 zeigt die prozentuale Verteilung der
gemessenen Durchmesser. Insgesamt waren 88% aller Synapsen in fiinfzehn
Tage alten MuSK/Cre- und Wildtyp-Tieren zwischen 15 um und 30 pm lang.
Etwa 45 % aller Synapsen dieser Tiere besassen dabei Langsdurchmesser von
20 — 25 um. Die GroBenverteilung der Synapsen der P25 und P26 MuSK/Cre-
und Wildtyp-Tiere dagegen zeigen deutlich Unterschiede. Wéhrend in den
Wildtyp-Tieren 85 % aller Synapsen zwischen 15 um und 30 um lang sind,
liegt der prozentuale Anteil in MuSK/Cre Tieren bei 70 %. Dariiber hinaus
besassen mehr Synapsen in MuSK/Cre-Tieren einen kleineren Durchmesser als
15 pum (12 %) oder waren grdsser als 35 um (9 %) als es bei den Synapsen in

Wildtyp-Tiere gleichen Alters der Fall war (2 % bzw. 3 %).
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Abb. 11: Hiufigkeitsverteilung der Synapsengrosse in MuSK/Cre- und Wildtyp-

Tieren

Der Lingsdurchmesser von Btx-rh gefirbten Synapsen in Diaphragmen von P15
Tieren (A und B) und >P24 Tieren (C und D) wurden ermittelt und deren
prozentuale Hiufigkeit aufgetragen (n = 1 — 4). Die roten Kurven reprisentieren

die jeweiligen Gauss’schen Ausgleichskurven.
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1V.5.3 Postnatale Neubildung von Synapsen
Bei der Bildung der NMIJ beginnen AChR Aggregate zu bilden und zu

akkumulieren, so dass ihre postsynaptische Anordnung bei der Geburt des
Tieres eine runde Plaque-dhnliche Struktur bildet. Diese neu entstandenen
Synapsen sind auch in Diaphragmen von élter als 10 Tage alten MuSK/Cre-
Tieren zu finden. In Abb. 12 sind drei Endplatten in verschiedenen
Entwicklungsstadien abgebildet. Wéhrend in Abb. 12 A  wenige
Akkumulationen von AChR sichtbar sind, ist in Abb. 12 B und C schon
deutlich die Plaque-Form der Synapsen erkennbar. Dabei ist die Verdichtung
der AChR-Cluster in der Synapse in Abb. 12 C schon weiter fortgeschritten als
in B. Ein weiteres Kennzeichen der neu gebildeten Synapsen ist die multiple
Innervierung, die in B und C sichtbar ist. Wéahrend die NMJ in A nicht
innerviert ist, sind es in B zwei und in C drei Motoneurone, die Synapse
innervieren. Diese Ergebnisse zeigen, dass in MuSK/Cre-Tieren nach Tag P10
neue Synapsen gebildet werden, wihrend in Wildtyp-Tieren zu diesem

Zeitpunkt keine neuen Synapsen mehr etabliert werden.

Abb. 12: Konfokale Aufnahmen entstehender Synapsen im Diaphragma eines

MuSK/Cre-Tiers

Von (A) nach (C) sind Btx-rh markierte Synapsen in friihen aufeinander folgenden
Entwicklungsstadien abgebildet. Die Motoneuronen wurden mit Antikorper gegen

Neurofilament visualisiert (Mafistab: 10 pm).

1V.5.4 Untersuchungen der prisynaptischen Verinderung
Neben den postsynaptischen Verdnderungen wurde ferner untersucht, ob die

konditionale Inaktivierung von MuSK in den MuSK/Cre-Tieren Verdnderungen

der Prasynapse und Einfluss auf die Motoneurone zur Folge hat. Zu diesem
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Zweck wurden die Neurone mit Antikorpern gegen das neuronale Protein
Neurofilament und die Pridsynapse mit Antikorper gegen Synaptophysin
markiert. Die Visualisierung erfolgte jeweils mit fluoreszierenden

Zweitantikdrpern und mit einem konfokalem Mikroskop.

1V.5.4.1 Analyse der Innervierung

Die Motoneurone im Diaphragma eines 20 Tage alten MuSK/Cre-Tiers zeigen
im Vergleich zum Kontrolltier ein erheblich verstirktes Wachstum (Abb. 13).
Zwar verlduft der Hauptstrang auch im medianen Teil des Muskels, doch
wachsen die abzweigenden Neuronen im MuSK/Cre-Tier parallel zu den

Muskelfasern bis zum Rand des Muskels.

Abb. 13: Verstirktes Wachstum der Motoraxone in Diaphragmen von

MuSK/Cre-Tieren

Linke Diaphragmahilfte von einem P20 MuSK/Cre- (A) und Wildtyp-Tier
(B). Die Motoneurone wurden mit Antikérper gegen Neurofilament

markiert (Maf3stab: 2 mm).
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Ungerichtetes Wachstum und Innervierung

Konfokale Aufnahmen einzelner mit Btx-rh markierten Synapsen zeigen, dass
eine Wildtyp-Synapse von einem Motoneuron innerviert wird (Abb. 14 A). Das
Neuron teilt sich iiber der Postsynapse in mehrere feine Axone auf, die sich

dann tiber die Gebiete mit den konzentrierten AChR verteilen.

Im Gegensatz dazu sind in MuSK/Cre-Tieren (>P20) oft Neurone zu
beobachten, die zwar eine Synapse innervieren, das Wachstum aber nicht
eingestellt haben. Stattdessen wachsen sie iiber die Endplatte hinaus und zeigen
dann ein ungerichtetes Wachstum, ohne eine Synapse zu innervieren (Abb. 14
B, C, E). Viele dieser Neuronen bilden dabei ein verdicktes Ende aus, was ein
Kennzeichen fiir dessen Zurlickweichen ist (Abb. 14 B, D , F). Darliber hinaus
besitzen die Axone der MuSK/Cre-Tiere eine grdéssere Variabilitit im
Durchmesser als die Axone in Wildtyp-Tieren, was deutlich an den Neuronen
in Abb. 14 D und F erkennbar ist. Das Wachstum mancher Axone ist zudem so
stark, dass die Postsynapse fast vollstindig vom Nervengewebe bedeckt ist
(Abb. 14 D, F). In den MuSK/Cre-Tieren konnen zusitzlich Synapsen gefunden
werden, die durch mehrere Neurone innerviert sind (Abb. 14 B, D — F). Diese
multiple Innervierung kommt in Wildtyp-Tieren zu Beginn der
Synapsenentwicklung vor, kann jedoch in adulten Tieren nicht mehr beobachtet

werden (Abb. 14 A).

Demnach zeigen die Motorneurone in MuSK/Cre-Tieren (>P20) ein sehr
heterogenes Wachstums- und Innervierungsverhalten, was auf die Inaktivierung

von MuSK zuriickgefiihrt werden kann.
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Abb. 14: Unterschiedliche Innervierung von Synapsen in MuSK/Cre-Tieren

Btx-rh markierte Synapse und mit Antikorper gegen Neurofilament markierte Neuronen

von >P20 Wildtyp- (A) und MuSK/Cre-Tieren (B-F) (Mafistab: 10pm).

1V.5.4.2 Visualisierung des prisynaptischen Markerproteins Synaptophysin

Das Membranprotein Synaptophysin ist in der pridsynaptischen Membran
lokalisiert, und kann somit als Marker fiir die Prisynapse verwendet werden.
Mogliche Verdanderungen der Priasynapse konnen demzufolge durch
Visualisierung von Synaptophysin untersucht werden. Um dies in MuSK/Cre-
Tieren zu untersuchen, wurde Synaptophysin an Synapsen von Diaphragmen
mit  Antikdrper markiert und diese durch einen fluoreszierenden
Zweitantikorper nachgewiesen. Wihrend im Wildtyp-Diaphragma die
Projektionen konfokaler Aufnahmen zeigen, dass die Btx-rh markierte AChR
mit Synaptophysin colokalisiert sind, ergibt sich in MuSK/Cre-Tieren ein
heterogenes Bild (Abb. 15). Bei Synapsen mit geringer AChR-Dichte ist nur
eine geringe Colokalisation vorhanden, wéhrend andere Synapsen eine

vollstdndige Colokalisation der Pri- mit der Postsynapse zeigen.
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Synaptophysin Btx-rh Uberlagerung

MuSK/Cre

Abb. 15: Nachweis von Synaptophysin an der NMJ

Synapsen eines P21 MuSK/Cre- (A-C) und Wildtyp-Tier (D-F) wurden mit Btx-rh markiert
(B, E) und Synaptophysin mit Antikorper visualisiert (A, D). C und F zeigen das jeweilige
Uberlagerungsbild (MaBstab: 10 pm)

Dies wird auch durch statistische Auswertung der Flidchenverhiltnisse von
Synaptophysin zu AChR, und damit Verhéltnis Pra- zur Postsynapse, belegt. Im
Vergleich zu Wildtyp-Tieren ist in MuSK/Cre-Tieren eine breitere Variabilitit
der Flachenverhéltnisse zu beobachten. Dabei sind in nur 57 % der Synapsen
dieser Tiere mehr als die Haélfte der Postsynapse mit der Pridsynapse
colokalisiert. In Wildtyp-Tieren ist dagegen diese Colokalisation in mehr als

85% aller Synapsen zu beobachten (Abb. 16).
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MuSK/Cre Wildtyp
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Abb. 16: Flichenverhiltnis von Pri- zur Postsynapse

Signalmaximierte Beispielbilder von Synaptophysin (griin) und Btx-rh (rot)
markierten MuSK/Cre- (A) und Wildtyp-Synapsen (B). Hiufigkeitsverteilung
der Flichenverhiltnisse der Synaptophysin markierten Prisynapse zur Fliche
der Btx-rh markierten Postsynapse. (C) Verteilung von 99 Synapsen aus

MuSK/Cre-Tieren (D) Verteilung von 84 Synapsen aus Wildtyp-Tieren.
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1V.5.5 Untersuchungen der postsynaptischen Veriinderungen

1V.5.5.1 Nachweis des Verlustes von MuSK an der NMJ

Um zu untersuchen, ob die Inaktivierung von MuSK dessen Lokalisierung an
der NMJ beeinflusst, wurde MuSK mit Hilfe von spezifischen Antikorpern
markiert. Zur Visualisierung mit dem konfokalem Mikroskop wurde ein
Fluorescein-markierter Zweitantikorper verwendet und die Synapse mit Btx-rh
sichtbar gemacht. In Abb. 17 sind die Aufnahmen von Synapsen eines P19
MuSK/Cre- sowie Wildtyp-Tieres dargestellt. Dessen Synapsen zeigen die
typische Brezel-Struktur mit einer hohen AChR-Dichte, wobei MuSK mit den
Rezeptoren colokalisiert ist (Abb. 17 D-F). Die NMJ eines MuSK/Cre-Tieres
zeigen dagegen ein differenziertes Bild, wie exemplarisch in Abb. 17 A-C
dargestellt. Wahrend eine NMJ die Struktur einer Wildtyp-Synapse besitzt,
besitzt die zweite eine geringere Dichte der AChR, verliert an komplexer
Struktur und scheint sich aufzuldsen. In diesen ,,zerfallenden Bereichen® der
Synapse konnte auch kein MuSK-Protein nachgewiesen werden. Nur in
Bereichen von Synapsen liess sich MuSK nachweisen, die noch eine hohe
AChR-Dichte aufwiesen, wie es z.B. auch bei der ersten NMJ auch der Fall ist.
Dabei ist die Colokalisation mit den AChR jedoch weniger genau als in den

NMIJ eines Wildtyp-Tieres (Abb. 17 F).
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Abb. 17: Nachweis von MuSK an der NMJ

Synapsen von MuSK/Cre- (A-C) und Wildtyp-Tieren (D-F) wurden mit Btx-rh markiert (B, E)
und MuSK mit Antikorper visualisiert (A, D). (C) und (F) zeigen das jeweilige
Uberlagerungsbild (MaBstab: 10 pm).

1V.5.5.2 Visualisierung des postsynaptischen Proteins Rapsyn

Das Membranprotein Rapsyn verbindet die AChR mit dem Zytoskelett der
Muskelfaser und ist somit fiir die Stabilitdt und Erhaltung der postsynaptischen
Struktur notwendig. Da MuSK fiir die Lokalisation von Rapsyn an der Synapse
erforderlich ist, wurde die Lokalisation von Rapsyn mit einer
Antikorperfarbung in Diaphragmen von P20-Tieren nachgewiesen. Es zeigte
sich, dass es keine Verdnderung der Lokalisation in Synapsen von MuSK/Cre-
Tieren gibt. Rapsyn ist auch an den sich auflésenden Synapsen mit den AChR
colokalisiert, wie es in den Wildtyp-Synapsen der Fall ist (Abb. 18). Allerdings
nimmt dort die Dichte von Rapsyn ebenso ab wie die Dichte der AChR.
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Abb. 18: Nachweis von Rapsyn an der NMJ

Synapsen von MuSK/Cre- (A-C) und Wildtyp-Tieren (D-F) wurden mit Btx-rh markiert (B, E)
und Rapsyn mit Antikérper visualisiert (A, D). (C) und (F) zeigen das jeweilige
Uberlagerungsbild (MaBstab: 10 pm)

1V.5.5.3 Einfluss der Inaktivierung von MuSK auf das Transkriptionsverhalten

synapsenspezifischer Proteine

Um den Einfluss der Inaktivierung von MuSK auf die Transkription der AChR-
Untereinheiten zu untersuchen, wurden die mRNA-Mengen der embryonalen
YAChR und der adulten eAChR-Untereinheiten, sowie die Mengen der MuSK-
mRNA quantitativ gemessen. Zu diesem Zweck wurde RNA aus
Muskelgewebe von Hinterbeinen verschieden alter MuSK/Cre- und Wildtyp-
Tieren isoliert und die Mengen der mRNA mit quantitativer RT-PCR analysiert.
Als Mengenstandard fiir die eingesetzten RNA wurden die gemessene Mengen
der mRNA der Glyceraldehyde-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
verwendet und die quantifizierten Werte der mRNA entsprechend normalisiert.
Wihrend im Wildtyp-Tier die Menge der MuSK-mRNA mit dem Alter nicht
ansteigt, gibt es mit zunehmenden Alter der MuSK/Cre-Tiere eine
fortwidhrenden Anstieg der Expression. Im 25 Tage alten Tier ist 22mal mehr

MuSK-mRNA als in einem P15 Wildtyp-Tier nachweisbar (Abb. 19 A). Analog
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geschieht dieser Anstieg der Expression mit der embryonalen yAChR-
Untereinheit (Abb. 19 B). Verglichen mit der Expression im P15 Wildtyp-Tier
besitzt die YAChR im 25 Tage alten MuSK/Cre-Tier eine 34fach hdhere
Expression. Bei der Expression der eAChR-Untereinheit konnte dagegen keine
wesentliche Verdanderungen beobachtet werden (Abb. 19 C). Zwischen Tag 15
und Tag 25 kommt es sowohl in MuSK/Cre- als auch in Wildtyp-Tieren nur zu

einer geringen Reduktion der Expression.
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Abb. 19: Quantitative Analyse der relativen
mRNA-Mengen von MuSK, y- und €AChR in
MuSK/Cre- und Wildtyp-Tieren

Durch quantitative RT-PCR wurden die relativen
Mengen der mRNA von MuSK (A), YAChR (B) und
¢AChR (C) in Muskelgewebe der Hinterbeine
verschieden alter MuSK/Cre- und Wildtyp-Tiere
gemessen. Als interner Mengenstandard diente
GAPDH. Die jeweilige Menge im P15 Wildtyp-Tier

diente als Referenz.
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1V.5.5.4 Lokalisation der subsynaptischen Kerne

Unter der NMJ kommt es wihrend der postnatalen Entwicklung zur
Akkumulation von Kernen in der Muskelfaser. Da es durch die Inaktivierung
von MuSK zur Auflésung von NMJ in MuSK/Cre-Tieren kommt, wurde das
Verhalten der subsynaptischen Kerne untersucht. Hierfiir wurden
Soleusmuskeln herausprépariert, die AChR mit Btx-rh und die Kerne DAPI
gefirbt und mit einem konfokalem Mikroskop aufgenommen. Abb. 20 A zeigt
die Projektion einer Synapse im MuSK/Cre-Tier mit geringer AChR-Dichte und
sich auflosender Struktur. In Abb. 20 B ist eine Wildtyp-Synapse mit hoher
AChR-Dichte und ihrer Brezel-Struktur abgebildet. Zur Lokalisation der
subsynaptischen Kerne wurden 3D-Rekonstruktionen mit der Software Imaris
(Bitplane, Ziirich, Schweiz) erstellt. Wahrend unter der sich auflésenden
Synapse keine Kerne zu finden sind, sind Kerne unter der Wildtyp-Synapse

lokalisiert (Abb. 20 C, D).
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MuSK/Cre

Abb. 20: Lokalisation von Kernen der Muskelfaser

Eine sich auflésende Synapse eines MuSK/Cre-Tieres (A) und eine Synapse eines
Wildtyp-Tieres (B) wurden mit Btx-rh markiert, Motoneurone mit Antikérper
gegen Neurofilament und die Kerne mit DAPI gefiarbt. Zur Lokalisation der Kerne
wurden 3D-Rekonstruktionen der konfokalen Aufnahmen errechnet. Die
Darstellungen in (C) und (D) zeigen die intrazelluliire Seite der jeweiligen
Synapsen. Die subsynaptischen Kerne sind mit Sternchen markiert. (Mafistab: 5

pm)
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1V.5.5.5 Ultrastrukturelle Verinderungen

Zur Untersuchung von ultrastrukturellen Verdnderungen wurden Synapsen von
Soleusmuskeln mit dem Elektronenmikroskop analysiert. Abb. 21 zeigt die
Aufnahme einer NMJ eines 27 Tage alten MuSK/Cre-Tieres (Abb. 21 A) und
eines Wildtyp-Tieres (Abb. 21 B). In beiden Synapsen ist jeweils die
Prasynapse mit den darin enthaltenen Vesikeln und den Mitochondrien zu
erkennen. Uber der Prisynapse liegt die Schwann’sche Zelle. Im synaptischen
Spalt ist in beiden Féllen die Basallamina sichtbar. Auch subsynaptische Kerne
konnen unter den Einfaltungen der postsynaptischen Membran lokalisiert
werden. Auffallend ist, dass die postsynaptische Membran deutlich weniger
Einfaltungen besitzt. Noch vorhandene Einfaltungen weisen dabei meist eine
geringe Tiefe auf (Abb. 21 A). So befinden sich in den MuSK/Cre Synapsen
durchschnittlich 0,8 £ 0,1 Einfaltungen pro pm postsynaptischer Membran,

wihrend sie im Wildtyp 2,3 £ 0,3 Einfaltungen pro pm aufweist.

54



Ergebnisse

Abb. 21: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Synapsen 27 Tage alter
MuSK/Cre- (A) und Wildtyp-Tiere (B).

Die Nervenenden mit den Vesikeln (V) und Mitochondrien (Mi) sind von der
Schwann'schen Zelle (Sw) bedeckt. In beiden Aufnahmen sind subsynaptische
Kerne zu erkennen (K). Die postsynaptische Membran der MuSK/Cre-Synapse
ist weitgehend flach (Pfeil in A) und besitzt nur an wenigen Stellen
Einfaltungen, wihrend in der Kontroll-Synapse durchgehend Einfaltungen
vorhanden sind (Pfeilspitze in B). In beiden Fillen ist die Basallamina deutlich

zu sehen (Mafstab: 1 pm).
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1V.5.6 Elektrophysiologische Untersuchungen an Hemidiaphragmen
Zur Untersuchung der Funktionalitit der NMJ in MuSK/Cre-Tieren, wurden

verschiedene elektrophysiologische Eigenschaften untersucht. So wurden neben
den Miniaturendplattenstromen (engl.: ,,miniature endplate currents*; MEPCs)
auch Miniaturendplattenpotentiale (engl.: ,,miniature endplate potentials®,
MEPPs), sowie induzierte Endplattenpotentiale (engl.: ,.evoked endplate

potentials*; EPPs) gemessen.

1V.5.6.1 MEPPs

MEPPs wurden an isolierten linken Hemidiaphragmen von P21-P24 Tieren bei
Raumtemperatur gemessen. Dabei wurden von der jeweiligen Faser etwa 30
MEPPs gemessen und diese dann gemittelt. In Abb. 22 A sind die gemittelten
MEPPS je einer Faser eines MuSK/Cre und Wildtyp-Tieres dargestellt, Abb. 22
B zeigt Ausschnitte der aufgenommen Einzel-MEPPs. Es ist deutlich die
geringere Amplitude der MuSK/Cre —-MEPPs gegeniiber den Wildtyp-MEPPs
zu erkennen. In MuSK/Cre-Tieren betrigt die Amplitude 0,93 + 0,12 mV und
ist verglichen mit der Amplitude der MEPPs in P22-P24 Wildtyp-Tieren (1,76
+ 0,09 mV) signifikant reduziert (p < 0,01).
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Abb. 22: Exemplarische Darstellung aufgezeichneter MEPP von Synapsen aus MuSK/Cre- und
Wildtyp-Tieren
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(A) Gleichzeitige exemplarische Darstellung der aufgezeichneten MEPP einer Synapse im
MuSK/Cre- und Wildtyp-Tieres (h6here Amplitude). (B) Exemplarische Ausschnitte der MEPP-
Aufnahmen iiber einen Zeitraum von einer Sekunde. (C) Diagramm mit den durchschnittlichen
Amplitude der gemessenen MuSK/Cre- und Wildtyp-Synapsen (n = 60). Die Fehlerbalken

reprisentieren die Standardabweichungen.

1V.5.6.2 EPPs
Neben der Analyse der MEPPs wurde an den Hemidiaphragmen wurde durch
Stimulation des Nerven bei 0,3 Hz EPPs induziert und gemessen. Um dabei
Muskelkontraktionen zu verhindern, wurden hierfiir die Na**-Kanile des
Muskels spezifisch mit dem Schlangengift o-Conotoxin blockiert. Die
gemessenen EPPs der Synapsen in MuSK/Cre —Tieren zeigen wie die MEPPs
eine reduzierte Amplitude (20 £ 3,1 mV) verglichen mit den Werten, die im

Wildtyp-Tier gemessen werden konnten (28,4 £ 1 mV, Abb. 23).
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Abb. 23: Amplituden von EPPs von Synapsen in
MuSK/Cre- und Wildtyp-Diaphragmen

Die durchschnittliche Amplitude der EPPs der Synapsen
in MuSK/Cre-Tieren ist mit 20 = 3,1 mV signifikant
geringer als in Kontrolltieren (28,4 £ 1 mV; n =20 — 30; p*
<0,05).
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1V.5.6.3 Schnellere Abnahme der EPP-Amplitude bei 20-Hz-Stimulation

Da die Priasynapsen in MuSK/Cre-Tieren aufgrund der nachgewiesenen
Synaptophysin-Verteilung oft stark verdndert sind, sollte gemessen werden, ob
die Synapsen der MuSK/Cre-Tiere wihrend einer hochfrequenten Serie von
Stimulationen ausreichende Mengen ACh ausschiitten konnen. Zu diesem
Zweck wurden durch 20 Hz-Stimulation des Nerven eine Serie von 35 kurz
aufeinander folgender EPPs induziert und gemessen (Abb. 24 A). Die
Amplituden der EPPs wurden dabei jeweils auf die Amplitude des ersten
induzierten EPP normalisiert. Bei den ersten zehn EPPs konnte sowohl in
MuSK/Cre- als auch in den Kontroll-Tieren eine starke Abnahme der
Amplitude registriert werden. Im Wildtyp besitzen die danach folgenden EPP
dann 80% des Wertes der Ausgangsamplitude. In MuSK/Cre-Tieren dagegen
nehmen die EPP-Amplituden weiter ab, und liegen ab dem 15. EPP schliesslich
bei etwa 70% der Ausgangsamplitude (Abb. 24 B)
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Abb. 24: EPPs von Synapsen in MuSK/Cre- und Wildtyp-

Diaphragmen wihrend 20 Hz-Stimulation des Nerven

(A) Exemplarische Aufnahme der 35 stimulierte EPPs einer

MuSK/Cre- und  Wildtyp-Synapse. (B) Diagramm  der
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durchschnittliche Amplituden der EPPs als prozentuale Werte der
jeweils ersten Messwertes (n = 4). Die Balken reprisentieren die

Standardabweichungen.

1V.5.6.4 Elektrophysiologischer Nachweis multipler Innervierungen
Bei der Messung der EPPs in MuSK/Cre-Diaphragmen konnten mehrfach

Synapsen gefunden werden, deren EPPs eine multiple Amplitude aufwiesen.
Abb. 25 A zeigt die Messung einer solchen Synapse, die drei verschiedene
Amplituden mit etwa 10 mV, 25 mV und 35 mV (Pfeile) aufweist. Sie ist somit
dreifach innerviert. Die Messung einer einfach innervierten Synapse ergibt

dagegen nur eine Amplitude, da sie nur von einem Axon innerviert ist (Abb. 25

B).

A B

10 ms

84 mV 67 mV

Abb. 25: Multiple Innervierung in MuSK/Cre-Tieren

(A) Exemplarische EPPs einer dreifach innervierten Synapse im
MuSK/Cre-Tier. Die drei unterschiedlichen Amplituden von 10
mV, 25 mV und 35 mV sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. (B)
Exemplarische Aufnahme von EPPs einer einfach innervierten
Synapse. Das jeweilige Haltepotential ist eingetragen, sowie die

Zeitpunkt der Stimulation durch einen Punkt gekennzeichnet.
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1V.5.6.5 MEPCs

Durch den Austausch der embryonalen y- durch die adulte eAChR-Untereinheit
wihrend der postnatalen Entwicklung, werden die elektrophysiologischen
Eigenschaften des Rezeptors verdndert. Die mittlere Kanaloffenzeit des YAChR
ist linger als die des ¢AChR, so dass die Abfallzeitkonstante Tau (t) der
Miniaturendplattenstrome Aussagen iiber die Kanalzusammensetzung einer
Synapse erlaubt. Da eine erhdhte Expression der YAchR-Untereinheit in élteren
MuSK/Cre-Tieren nachzuweisen war, soll durch Messungen von MEPC an
Diaphragmen das Vorhandensein der YAChR in den Synapsen geklédrt werden.
Zu diesem Zweck wurden MEPC an isolierten linken Hemidiaphragmen von
>P21 Tieren bei Raumtemperatur mit einer Zwei-Elelektroden-Stromklemme
gemessen (Abb. 26 A, B). Es zeigte sich, dass es keinen signifikanten
Unterschied der Amplituden in den Synapsen der MuSK/Cre-Tiere (-3,07 £
1,15 nA; n = 34) im Vergleich zu den MEPCs in Kontroll-Tieren (-2,62 + 0,69
nA; n = 25) gibt (Abb. 26 C). Ebenso konnte kein signifikanter Unterschied in
der Lénge der Abfallzeitkonstante T in den Synapsen der MuSK/Cre- und
Wildtyp-Tieren festgestellt werden (MuSK/Cre: 0,84 £ 0,4 ms, .n = 49;
Wildtyp: 0,98 + 0,23 ms, n = 24; Abb. 26 D). Damit ist also kein YAchR in den

Synapsen der MuSK/Cre-Tiere nachweisbar.
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Abb. 26: Messung von MEPC der Synapsen in MuSK/Cre- und Wildtyp-Diaphragmen

Exemplarische MEPCs von Synapsen im Diaphragmen eines 27 Tage alter MuSK/Cre-

Tieres und eines P 28 Wildtyp-Tieres (B). (C)Mittlere Amplituden der gemessenen

MEPCs. (D) Mittleren Abfallzeitkonstanten T von 49 Synapsen von MuSK/Cre-Tieren

und 24 Synapsen aus Wildtyp-Tieren. (C) Alle Messungen wurden bei einem

Haltepotential von —65 mV und Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Daten wurden mit

einem Intervall von 75 ps digitalisiert. Es wurden nur MEPCs ausgewertet, deren

Stromanstiegszeit von 10% auf 90% der maximalen Amplitude im Bereich unter 0,5 ms

liegt, und von denen mehr als 30 Einzel-MEPC aufgezeichnet wurden.

IV.6 Generierung und Analyse der Tiere MuSK/Cre:yGFP

In den MuSK/Cre-Tieren kommt es zur postnatalen Etablierung von Synapsen

und eine verstirkte Expression der embryonalen y-AChR-Untereinheit, jedoch

nicht zu dessen Einbau in die postnatal entstandenen Synapsen, wie die

elektrophysiologischen Messungen der MEPCs zeigen konnten . Um zu kldren,
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ob die fotale yAChR-Untereinheiten in den MuSK/Cre-Tieren {iiberhaupt
gebildet werden, soll dies mit Hilfe von GFP-markierten y-AChR-
Untereinheiten geklirt werden. Zu diesem Zweck wurden im Labor vorliegende
transgene Mause (YGFP) verwendet, die ein Fusionsprodukt von GFP und der
YAChR-Untereinheit exprimieren (yYAChR-GFP; Dissertation S.Gensler, 2001).
Diese wurden mit MuSK™*_ MuSK!®-. sowie MuSK"”:Cre-Tieren
verpaart. Deren Nachkommen waren jeweils heterozygot fiir yYAChR-GFP und
wurden so miteinander verpaart, dass die Nachkommen den Genotyp
MuSK'**"**:Cre:yGFP und MuSK'**"":Cre:yGFP besassen. Sie werden im
Folgendem als MuSK/Cre:yGFP-Tiere bezeichnet.

1V.6.1 Phéiinotyp der MuSK/Cre:yGFP-Tieren
Die MuSK/Cre:yGFP-Tiere sind nach der Geburt lebensfdhig und unterscheiden

sich nicht von Wildtyp-Tieren. Analog zu den MuSK/Cre-Tieren verlduft ihre
Entwicklung in den ersten zwei Wochen normal und entwickeln ab P15 eine

progressive Muskelschwiche, die vor P30 zum Tode fiihrt.

1V.6.2 Nachweis von yYAChR-GFP in adulten MuSK/Cre: yGFP-Tieren
Um sicherzustellen, dass es in den MuSK/Cre:yGFP-Tieren YAChR-GFP

hergestellt wird, sollte es durch Western-Blot-Analyse nachgewiesen werden.
Zu diesem Zweck wurde Gesamtprotein aus Skelettmuskeln der Hinterbeine
P22 MuSK/Cre:yGFP-Tiere und eines MuSK/Cre-Tieres isoliert und eine
Immunoprézipitation mit einem GFP-Antikorper durchgefiihrt. Nach
Auftrennung in einem 8%igem PAA-Gel, wurde die aufgetrennten Proteine auf
einen PDVF-Membran transferiert und mit Antikdrper detektiert. Abb. 27 A
zeigt den Nachweis des YAChR-GFP mit einem GFP-Antikorper. Im
Muskelgewebe von MuSK/Cre-Tieren, die homozygot oder heterozygot fiir
YAChR-GFP waren konnte ein etwa 90 kDa grosses Protein nachgewiesen
werden. Im Muskelgewebe eines MuSK/Cre-Tieres dagegen ist dieses nicht
nachweisbar, da hier kein Signal zu erkennen ist. Zusammen mit dem Nachweis

des etwa 50 kDa grossen rekombinanten GFP-Proteins zeigt dies, dass der
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verwendete Antikorper spezifisch GFP erkennt. Der Nachweis mit einem
YAChR-Antikorper (Abb. 27 B) zeigt ebenfalls die Signale etwa 90 kDa grossen
Proteine im Muskelgewebe der MuSK/Cre:yGFP-Tier und bestétigt, dass das
nachgewiesene 90 kDa grosse Protein YAChR-GFP ist.

A MuSK/Cre: B MuSK/Cre:

N X N x

L L oo L L xR
kba € € & & L L ¥ &

60— »~ - +1GFP g ws «GFP

S «GFP

Abb. 27: Nachweis von yGFP in Muskelgewebe der MuSK/Cre: GFP-Tiere

48 —

Western-Blot von mit einem GFP-Antikorper immunoprézipitiertem Proteinextrakt aus
Muskelgewebe eines P22 MuSK/Cre:yGFP-/- -Tieres, eines P22 MuSK/Cre:yGFP+/- -
Tieres und eines P22 MuSK/Cre-Tieres. Als Kontrolle fiir den verwendeten GFP-
Antikorper wurde rekombinantes GFP verwendet. (A) Nachweis mit einem GFP-

Antikorper. (B) Nachweis mit einem AChR-Antikérper

Zusitzlich wurden die Synapsen in einem Diaphragma eines P22
MuSK/Cre:yGFP-Tieres mit Btx-rh markiert. In Abb. 28 sind konfokale
Aufnahmen einzelner Synapsen dargestellt. Obwohl die Synapse mit der
kompakten Struktur eine hohe Dichte der Btx-rh markierten AChR aufweist,

kann keine Fluoreszenz von GFP in diesen Synapsen erfasst werden.

Mit der Generierung der MuSK/Cre:yGFP-Tiere konnte somit nachgewiesen
werden, dass in diesen Tieren die embryonale YAChR-Untereinheit hergestellt

wird, jedoch nicht in die neu gebildeten Synapsen eingebaut wird.
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Abb. 28: Junge Synapse in einer P 22 MuSK/Cre:yGFP-Tiere

In der jungen Synapse eines P22 MuSK/Cre:yGFP--Tieres ist kein GFP-Signal zu erkennen
(A), obwohl die mit Btx-rh markierten AChR eine hohe Dichte aufweisen (B). (C) zeigt das
Uberlagerungsbild (MaBstab: 5 pm).

IV.7 Analyse von MuSK, Dvl, Pak durch siRNAs

Im Rahmen dieser Arbeit sollten siRNAs durch FEinzelfaserinjektion in
Muskelfasern eingebracht werden, und so der Einfluss einzelner Proteine auf

die Erhaltung der NMJ untersucht werden.

1V.7.1 Herstellung der siRNA-codierenden Plasmide

Da siRNA nach zwei bis drei Tagen in Zellen abgebaut werden, wurden
Plasmide hergestellt, die die Vorldufer-dsRNA der siRNA hinter einem Maus-
spezifischen U6-Promotor besitzen. Durch deren Injektion wird so stdndiges
Vorhandensein der siRNA in den Fasern gewéhrleistet. Fiir die Zielproteine
MuSK, Dvl und PAK wurden jeweils drei Plasmide konstruiert. Mit Hilfe des
,,SIRNA Target Finder*
(http://www.ambion.com/techlib/misc/siRNA_finder.html, = Ambion, USA)

wurden die Sequenzen der Ziel-mRNA ausfindig gemacht, an die siRNAs
binden und so mit grosster Wahrscheinlichkeit zu dessen Degradation fiihren.
Die korrespondierenden Oligonukleotide (Tabelle 1) wurden von der Firma
MWG (Miinchen) hergestellt, und anschliessend in den Vektor pSilencer 1.0
U6 ligiert. Die korrekte Insertion wurde durch Sequenzierung bestitigt. Die
Injektionen erfolgte jeweils mit den drei Plasmiden in einzelne Fasern des

Soleusmuskels von P50 — P100 Wildtyp-Tieren. Zusitzlich wurde zusammen
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mit den siRNA-Plasmiden ein Plasmid injiziert, dass fiir GFP oder nGFP (#585)

unter dem CMV-Promotor codiert. Dies ermoglichte die erfolgreich injizierten

Fasern anhand der Anwesenheit des GFP zu identifizieren. Die Analyse der

erfolgten Injektionen erfolgte zehn Tage nach Injektion.

Protein Zielsequenz der mRNA Plasmid
AAACTGTAGATGCCTTGGTTG MuSK 104
MuSK AAACCATCTGTGTCCTGGATC MuSK 445
AATCCCACAATGTCACCTTTG MuSK 656
AAGAACGTGCTCAGCAACCGG Dvl 100
Dvl AAGTCCATGGACCAGGACTTC Dvl 148
AAGGAGGAGATCTTCGATGAC Dvl 178
AACGGCGTAGACATCCAGGAC PAK 199
PAK AACCCTAAACCACGGCTCCAA PAK 285
AAGGAGCGACCAGAGATTTCT PAK 397

Tab. 1: Zielsequenzen der mRNA der zu untersuchenden Proteine und die hergestellten

korrespondierenden Plasmide

1V.7.2 Auswertung der erfolgten Injektionen

V.7.2.1 nGFP

Abb. 29 zeigt eine Muskelfaser, die erfolgreich mit einem fiir nGFP-

codierenden Plasmid injiziert worden ist. Es sind zwei Synapsen mit typischer

“Brezel-Struktur zu sehen. Die linke ist dabei auf der Faser lokalisiert, was an

den subsynaptischen Kerne erkennbar ist. Dies zeigt, dass durch die GFP-

Expression die Struktur der Endplatte nicht verédndert wird.
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Abb. 29: nGFP injizierte Muskelfaser

(A) Btx-rh markierte Synapsen. (B) Mit nGFP erfolgreich injizierte Muskelfaser. (C) Die
Uberlagerung zeigt, dass eine Synapse mit der Brezel-Struktur auf der injizierten Faser

liegt (Mafistab: 10pm).

1V.7.2.2 Dvi

Abb. 30 zeigt zwei nebeneinander liegende Fasern, die erfolgreich mit
Plasmiden Dvl 100, Dvl 148 und Dvl 178 und nGFP injiziert worden sind. Die
Kerne und deren Akkumulation sind unter den Synapsen deutlich zu erkennen.
Die postsynaptische Struktur der beiden Synapsen zeigt aber keine typische
Brezel-Struktur, sondern die AChR bilden einzelne grossere Akkumulationen,
die nicht zusammen hédngen. Dies zeigt, dass durch siRNA spezifisch gegen
Dvl, die Strukturbildung der Synapse gestort werden kann. Demnach ist Dvl an

diesem Prozess beteiligt.

Abb. 30: Mit Dvl 100, Dvl 148, Dvl 178 und nGFP injizierte Muskelfasern

(A) Btx-rh markierte Synapsen, die eine unnormale Struktur aufweisen. (B) Mit nGFP
markierte Kerne der zwei erfolgreich injizierten Muskelfasern. (C) Die Uberlagerung zeigt, dass

die Synapsen auf den injizierten Faser liegen (Mafistab: 10 pm).
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1V.7.2.3 MuSK

Bei den Injektionen von Plasmiden fiir siRNA spezifisch gegen MuSK (MuSK
104, MuSK 445, MuSK 656) konnten keine wesentlichen Unterschiede in der
Struktur gegeniiber Synapsen nicht injizierter Fasern festgestellt werden. Abb.
31 zeigt eine erfolgreich injizierte Faser, die anhand des GFP im Cytosol zu
erkennen ist. Die Synapse zeigt eine Akkumulation mit hoher Dichte der AChR
und ,,Brezel“-Struktur. Es ist zwar kein Auflésen der Struktur zu beobachten,
wie es in Synapsen von MuSK/-Tieren der Fall ist, doch ist hier eine
ungewohnliche Form der Synapse zu erkennen. Offensichtlich kann mit den
verwendeten siRNA nicht die selbe Wirkung auf die Synapse erzielt werden,
wie sie durch konditionale Inaktivierung von MuSK erreicht wird. Allerdings
kann auch nicht eine zu ungenaue Injektion und eine ungeniigende Menge der

gebildeten siRNAs ausgeschlossen werden.

Abb. 31: MuSK 104, MuSK 445, MuSK 656 und GFP injizierte Muskelfasern

(A) Mit GFP markierte Muskelfaser. (B) Btx-rh markierte Synapse, die eine unnormale Struktur

aufweist. (C) Die Uberlagerung zeigt, dass die Synapsen auf den injizierten Faser liegt. (MaBstab: 5

pm)

1V.7.2.4 PAK
Die Synapsen der Fasern, die mit Plasmiden PAK 199, PAK 285 und PAK 397

injiziert worden sind, zeigen eine unregelméssige Dichte der AChR. Wie in
Abb. XX dargestellt, besitzt der Rand dariiber hinaus keine definierte Grenze,
sonder erscheint ungleichméBig und diffus. Die Synapse der nicht injizierten
Faser (oberer Teil Abb. 32) weist dagegen eine klare Grenze zwischen Synapse

und {ibriger Membran auf. Dies Ergebnisse verdeutlichen, dass mit den
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eingebrachten siRNA spezifisch gegen PAK die Strukturerhaltung der Synapse
gestort werden kann. Dariiber hinaus kann auch die Beteiligung von PAK am

Prozess der Strukturbildung der Synapse in vivo bestdtigt werden.

Abb. 32: Mit PAK 199, PAK 285 und PAK 397 und nGFP injizierte Muskelfasern

(A) Mit GFP markierte Muskelfaser. (B) Btx-rh markierte Synapsen. (C) Die Uberlagerung zeigt,

dass die Synapse mit dem ungleichmiissigen Rand auf der auf den injizierten Faser liegt (Mafistab:

5 nm).
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V Diskussion

Die Entstehung der neuromuskuldren Synapse (NMJ) ist ein komplexer Vorgang, an
dem die Muskelfaser, das Motoraxon und die Schwann’sche Zelle, sowie von ihnen
produzierte Signalstoffe beteiligt sind. Obwohl die NMJ aufgrund ihres einfachen
Aufbaus die bisher bestuntersuchte Synapse ist, sind die genauen biochemischen und
molekularen Mechanismen dieses Prozesses weitestgehend unbekannt. Dessen
Aufkldrung kann dabei auch das Wissen und Verstindnis iiber die Entwicklung
neuronaler Synapsen im Gehirn erweitern. Eine zentrale Rolle bei der Entwicklung der
NMIJ besitzt die Muskel-spezifische Kinase MuSK. Sie induziert das Prepatterning in
der embryonalen Muskelfaser und ist Teil des Rezeptorkomplexes fiir Agrin, das vom
Motorneuron sezerniert wird. Da es in MuSK-defizienten Tieren zu keiner Bildung von
NMJ kommt, konnten bisher keine Aussagen iiber die Funktion von MuSK in adulten
Synapsen gemacht werden (DeChiara, T. M. et al., 1996). Aus diesem Grund wurde in
dieser Arbeit mit Hilfe des Cre/loxP-Systems eine Mauslinie generiert, in der MuSK

erst postnatal inaktiviert wird.

V.1 MuSK"**** h7w. MuSK'**"-Tiere besitzen normale NMJ

MuSK-defiziente Méduse sterben bei der Geburt, so dass die physiologische Funktion
von MuSK im adulten Muskel nicht zu untersuchen ist (DeChiara, T. M. et al., 1996). In
unserem Labor wurde eine transgene Mauslinie etabliert, deren Tiere ein ,,gefloxtes*-
MuSK-Gen besitzen (MuSK'™"; Hesser, B. A., 2000). Diese Miuse sind von Wildtyp-
Tieren nicht zu unterscheiden, und sie besitzen normal entwickelte NMJ. Durch
Verpaarungen der MuSK'®"*-Tiere entstandene MuSK'™*'*_Tiere sind nicht von
Wildtyp-Tieren zu unterscheiden sind und deren Synapsen entwickeln sich normal.
Durch Transfektion von MuSK'***-ES-Zellen mit Cre-Recombinase konnten auch eine
transgene MuSK""-Mauslinie etabliert werden. Auch diese Tiere entwickeln sich
normal und sind nicht von Wildtyp-Tieren zu unterscheiden. Die Einfiithrung der loxP-
Erkennungssequenzen in das MuSK-Gen fiihrt somit zu keiner Einschrinkung der
Funktion von MuSK. Obwohl eine Verringerung der Expressionsrate von MuSK nicht
auszuschlieBen ist, kann mit den MuSK'"**"-Tieren gezeigt werden, dass nur die

Expression eines MuSK-Allels fiir die Funktionsfdhigkeit einer NMJ notwendig ist.
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Daher konnten die Tiere im Rahmen dieser Arbeit zur Generierung weiterer transgener

Linien verwendet werden.

Um eine konditionale Inaktivierung von MuSK in adulten Muskeln zu erreichen,
wurden MuSK'™*" und MuSK'*""**"_Tiere mit transgenen Tieren verpaart, die Cre-
Recombinase in der Skelettmuskulatur exprimieren. Aus diesen Verpaarungen gingen
Tiere (MuSK/Cre) hervor, die den Genotyp MuSK'**"**:Cre oder MuSK'™"":Cre

besalen.

V.2 Die Cre-Expression ist den Muskeln und einzelnen Muskelfasern

mosaikartig und zeitlich verschieden

Die Inaktivierung von MuSK in den MuSK/Cre-Tieren ist von der Aktivitdt der Cre-
Recombinase abhingig. Die Inaktivierung von MuSK im postnatalem bzw. adultem
Muskel wurde mit ,,Cre-Deleter-Mausen erreicht, die Cre unter der Kontrolle des
Promotors der Muskel-Kreatinkinase (MCK) exprimieren (Bruning, J. C. et al., 1998).
Dieser fiihrt zur spezifischen Expression in Herz- und Skelettmuskulatur, die in der
Ratte bei E17 beginnt und das Maximum bei P10 erreicht, was dann den Rest des
Lebens beibehalten wird (Trask, R. V. et al, 1990). Diese ist vom spiten
Expressionsstart des MCK-Promotors und dessen Eigenschaft abhiangig, in schnellen
Muskelfasern eine héhere Expression zu verursachen als in langsamen Fasern (Dunant,
P. et al, 2003), doch liegen bisher keine Daten zur Expression von Cre in der
Skelettmuskulatur vorliegen. Die Verpaarung von Cre-exprimierenden Tiere mit LacZ-
Reporter-Tieren (Soriano, P., 1999) beweist, dass durch die Cre-Aktivitit das LacZ-Gen
aktiviert und die B-Galactosidase exprimiert wird. Die Analyse von Muskelgwebes von
P30-LacZ/Cre-Tieren zeigt allerdings, dass das Expressionsmuster nicht gleichmifBig
sondern mosaikartig ist. Auch ist die Expressionsstirke zwischen den Fasern und
innerhalb einer Faser ungleichméBig, doch kann in allen Fasern eine Expression von
Cre nachgewiesen werden. Daher kommt es in MuSK/Cre-Tieren nicht zur
gleichmaissigen Inaktivierung von MuSK an allen NMJ, sondern zu einer wahrend der
postnatalen Entwicklung stets zunehmenden Inaktivierung von MuSK, die schliesslich

zum frithzeitigem Tod der Tiere fiihrt.
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V.3 MuSK/Cre-Tiere entwickeln progressive Muskelschwéiche

Im Gegensatz zu MuSK-defizienten Tieren sind MuSK/Cre-Tiere postnatal lebensfahig.
Sie konnen atmen, sich bewegen und sind bis zum Ende der zweiten Woche auch nicht
von Wildtyp-Tieren zu unterscheiden. Ab P15 aber entwickeln sie jedoch eine
progressiv verlaufende Muskelschwéche, und bekommen Schwierigkeiten sich zu
bewegen und Nahrung aufzunehmen. Durch Messungen des Korpergewichts und der
Muskelkraft konnte gezeigt werden, dass ab P15 die MuSK/Cre-Tiere im Gegensatz zu
Wildtyp-Tieren nicht mehr an Gewicht zunehmen, sondern sogar im weiteren Verlauf
der Entwicklung an Gewicht verlieren. Da sich die Muskelkraft der Vorderextremitéten
ebenfalls nicht mehr verstirkt, kann man davon ausgehen, dass das reduzierte
Korpergewicht durch den Verlust von Muskelmasse hervorgerufen wird. Diese
progressive Muskelschwiche fiihrt schlieBlich vor P30 zum Tod, der wahrscheinlich

durch nicht mehr funktionsfahige Atmung verursacht wird.

Der Grund fiir den progressiven Verlauf der Muskelschwéche stellt die Inaktivierung
von MuSK durch die Expression der Cre-Recombinase in den Muskelfasern dar.
Aufgrund der mosaikartigen Expression von Cre in den Muskelfasern zu
unterschiedlichen Zeitpunkten, kommt es nicht zu einer gleichzeitigen globalen
Inaktivierung von MuSK, so dass MuSK nicht in allen NMJ zur selben Zeit inaktiviert
wird. Jedoch gibt es eine fortwdhrende entwicklungsabhingige Zunahme der Cre-
Expression in den Muskelfasern, so dass Cre-vermittelte Inaktivierung von MuSK im
Muskel kontinuierlich ist. Der lineare Verlauf konnte dabei durch kompetitiven PCR
mit genomischer DNA aus Muskelgewebe dieser Tiere belegt werden. Dabei ist es
wahrscheinlich, dass die Tiere durch die verzogerte globale Inaktivierung von MuSK
noch relativ lange nach der Geburt leben. Wiirde eine gleichméssige Expression von
Cre in allen Kernen stattfinden, wéren die lethalen Folgen der Inaktivierung von MuSK

schon zu einem fritheren Zeitpunkt zu erwarten.

Aus diesen genannten Griinden wird in den MuSK/Cre-Tieren eine kontinuierliche
Inaktivierung von MuSK im den Muskeln erreicht, die ein progressive Muskelschwéche

verursacht.
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V.4 Postsynaptische Veranderung der NMJ

In innervierten adulten Muskeln ist MuSK in der NMJ konzentriert. Durch progressive
Cre-Aktivitdit wird MuSK in den MuSK/Cre-Tieren konditional inaktiviert. Daher
wurde die Morphologie der NMJ dieser Tiere mit verschiedenen histochemischen und
immunohistochemischen Methoden an Diaphragmen und Soleusmuskeln untersucht.
Die AChR der Postsynapse wurden mit Btx-rh markiert und MuSK mit spezifischen
Antikorper nachgewiesen. Konfokale Aufnahmen einzelner Synapsen zeigen, dass
neben Synapsen, die wie Wildtyp-Synapsen eine Brezel-Struktur besitzen, Synapsen mit
reduzierter AChR-Dichte und zerfallener Struktur zu finden sind. In diesen Synapsen ist
weniger MuSK nachzuweisen als in Synapsen von Wildtyp-Tieren. Offenbar kommt es
durch die Inaktivierung von MuSk zu einer massiven Storung der Akkumulation der
AChHR und der Einbau neuer AChR in die postsynaptische Struktur wird behindert. Dies
wiirde auch das Auftreten kleiner Akkumulationen von AChR neben den sich
auflosenden Synapsen erkldren. Allerdings kann nicht vollkommen ausgeschlossen
werden, dass der verwendete Antikorper ein Epitop in der Kinasedoméne erkennt. So
wire inaktives MuSK zwar in der Synapse lokalisiert und mogliche Kinase-
unabhingige strukturelle Funktionen erfiillen, konnte mit dem genutzten Antikdrper

aber nicht nachgewiesen werden.

Um den genaueren molekularen Mechanismus dieser Akkumulationsstérungen der
AChR zu analysieren, wurde in den Synapsen der MuSK/Cre-Tieren die Lokalisation
von Rapsyn untersucht. Da Rapsyn sowohl mit der Juxtadoméne von MuSK als auch
mit den AChR interagieren soll (Apel, E. D. et al., 1997), konnte eine Inaktivierung von
MuSK auch die Interaktion von Rapsyn mit den AChR beeinflussen. Daher wurde
Rapsyn mit spezifischen Antikdrper markiert und mit einem fluoreszierenden
Zweitantikdrper und konfokaler Mikroskopie nachgewiesen. Die Aufnahmen dieser
Synapsen ergaben, dass Rapsyn weiterhin mit den AChR colokalisiert ist, und auch an
den Stellen mit geringer Rezeptordichte in der Dichte reduziert ist. Die Interaktion von
Rapsyn mit den Rezeptoren in der postsynaptischen Membran wird demnach nicht
durch die fehlende Kinaseaktivitdit von MuSK beeintrachtigt, so dass auch in den
Synapsen der MuSK/Cre-Tiere die AChR iiber Rapsyn mit dem Zytoskelett verbunden
sind (Apel, E. D. et al., 1997 ;Ramarao, M. K. et al., 2001).

Die im Fluoreszenzmikroskop sichtbaren Verdnderungen der postsynaptischen

Organisation der AChR  wurden auch auf  ultrastruktureller  Ebene
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elektronenmikroskopisch untersucht. Die postsynaptische Membran ist normalerweise
durch viele Einfaltungen gekennzeichnet, die eine rdumliche Trennung der AChR von
den spannungsgesteuerten Na'-Kanilen (Na,l1.4-Kanilen) ermdglichen. In den NMJ
von MuSK/Cre-Tieren ist die Anzahl dieser Einfaltungen deutlich reduziert und es gibt
Bereiche der Membran, die keine Einfaltungen aufweisen. Es wird angenommen, dass
die Einfaltungen der postsynaptischen Membran durch adhisive Krifte zwischen ihr
und der Prasynapse zusammen mit dem Wachstum der Muskelfasern verursacht werden
(Marques, M. J. et al., 2000). Die fehlenden Einfaltungen einiger Synapsen in den
MuSK/Cre-Tieren konnen daher durch die gestorte Verbindung zwischen den
Nervenenden und der Muskelfasern zuriickzufiihren sein, wie sie in diesen Tieren zu

beobachten sind.

Zusétzlich zeigen konfokale Aufnahmen der sich auflésenden NMJ, dass unter den
verdanderten Bereichen dieser Synapsen nur noch wenige bis keine subsynaptischen
Kerne mehr zu finden sind. Alle Kerne der Muskelfaser sind von einem Mikrotubuli-
Netzwerk umgeben, das mit der Zellmatrix verbunden ist (Ralston, E. et al., 2001). Uber
Dynein und andere an das +-Ende der Mikrotubuli bindende Proteine wird so die
Bewegung und Position der Kerne in der Faser reguliert (Morris, N. R., 2003). Unter
den sich auflésenden Synapsen der MuSK/Cre-Tieren verschwinden die Kerne. Durch
die Inaktivierung von MuSK werden also Verdnderungen in der Positionierung der
Kerne verursacht, die moglicherweise auf Verdnderungen der Interaktionen zwischen
Kern und dem Zellskeletts zuriickzufiihren sind. Bei diesem Prozess konnte das Protein
Syne-1 eine Rolle spielen, das vor allem in der Kernhiille der subsynaptischen Kerne
vorkommt und auch mit MuSK interagieren kann (Apel, E. D. et al., 2000). Demnach
wiirde der Verlust von MuSK an der NMJ iiber Syne-1 zu einer schwicheren oder
fehlenden Verbindung zwischen der Synapse und den darunter liegenden Kernen
filhren. Als Folge wiirden die Kerne nicht mehr unter den Synapse fixiert werden.
Obwohl dies in den Synapsen der MuSK/Cre-Tieren zu beobachten ist, bleibt dieser
Mechanismus weitgehend Spekulation und bedarf zur Aufkldrung weiterfithrende

Untersuchungen.

Bisher war es nur moglich, die Notwendigkeit der Kinaseaktivitét in der Etablierung der
NMJ zu demonstrieren (Jones, G. et al., 1999; Sander, A. et al., 2001) und fiir die
synaptische Lokalisation die Rolle der Juxtadomédne von MuSK zu zeigen (Herbst, R. et

al., 2002). Zusammen zeigen die Untersuchungen der Postsynapsen in den NMJ von
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MuSK/Cre-Tieren, dass die Kinaseaktivitit fiir die Lokalisation von MuSK und AChR

in die Postsynapse und so fiir ihre Erhaltung notwendig ist.

V.5 Eliminierung und Neubildung von NMJ in MuSK/Cre-Tieren

Die NMJ liegen im Diaphragma von Wildtyp-Tieren median angeordnet und bilden so
das Endplattenband. Die Position der Synapsen wird dabei schon in der
Embryonalentwicklung durch die MuSK-vermittelte Konzentration von Neuregulin und
AChR in der Mitte der Muskelfasern festgelegt (Lin, W. et al., 2001; Yang, X. et al.,
2001). In Hemidiaphragmen von MuSK/Cre-Tiere konnen ab Beginn der dritten Woche
deutliche Auswirkungen der Inaktivierung von MuSK auf die Position der Btx-rh
markierten Synapsen ausgemacht werden. Schon bei P15 sind im peripheren Bereich
des Muskels, und damit auBlerhalb des Endplattenbandes NMJ zu finden. Im
Diaphragma eines P22 MuSK/Cre-Tieres ist das Endplattenband nicht mehr erkennbar,
und die Synapsen sind iiber die ganze Fliche des Muskels verteilt. Da sich in der
Muskelfaser die Position der Synapse nie verdndert, werden offenbar ab Beginn der

dritten Lebenswoche Synapsen in den MuSK/Cre-Tieren eliminiert.

Gleichzeitig werden auBerhalb des synaptischen Bandes jedoch auch neue NMJ
etabliert. Die mosaikartige und stetige Cre-Expression im Muskel fiihrt dazu, dass mit
steigendem Alter der Tiere Cre in immer mehr Kernen aktiv ist. Damit sind auch immer
mehr subsynaptische Kerne betroffen und MuSK wird an den Synapsen inaktiviert. Die
neu gebildeten Synapsen entstehen im Bereich der Kerne, wahrscheinlich noch muSK
exprimieren, und besitzen die typische Plaque-Struktur einer embryonalen Synapse. Sie
sind teilweise mehrfach innerviert und sind wesentlich kleiner als dem postnatalem
Alter entsprechende Synapsen. Ausserdem unterscheiden sich die gebildeten Synapsen
in den MuSK/Cre-Tieren durch ihre Lokalisation ausserhalb des ehemalig eng
begrenztem synaptischem Band deutlich von regenerierenden Synapsen nach
Denervierung, die an der selben Stelle auf der Faser erneuert werden (Sanes, J. R. et al.,

1999).

Die Neubildung der Synapsen spiegelt sich in der Grdssenverteilung der
Synapsendurchmesser wider, da in dlteren MuSK/Cre-Tieren viermal mehr Synapsen
mit einem kleinem Durchmesser (<15 pm) als in Wildtyp-Tieren oder jungen

MuSK/Cre-Tieren gefunden werden konnen. Aufgrund dieser Befunde ist anzunehmen,
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dass Fasern, deren urspriingliche Synapsen inaktiviert wurden, in der Lage sind neue
synaptische Kontaktstellen zu bilden. Kerne deren MuSK noch nicht durch Cre
inaktiviert wurde, exprimieren MuSK, das dann die Expression der AChR induziert und
diese lokal begrenzt akkumuliert. Dieser Vorgang entspricht so mdglicherweise dem
embryonalem Prepatterning. Jedoch scheint der Muskel nicht in der Lage zu sein, alle
eliminierten Synapsen zu ersetzten und normale Muskelfunktion aufrechtzuerhalten, da
die MuSK/Crew-Tiere vor P30 sterben. Dies konnte durch eine Quantifizierung der
Synapsen bestétigt werden, bei der die Anzahl der NMJ in Diaphragma -eines
MuSK/Cre-Tieren signifikant geringer ist als in vergleichbaren Bereichen eines
Wildtyp-Tieres. Hinzu kommt, das die kontinuierliche Expression von Cre mit

zunehmendem Alter der Tiere die Expression global verhindert.

Die Konzentration der AChR an der NMJ wird durch physikalischen Interaktionen mit
anderen synaptischen Proteinen als auch durch Regulation auf transkriptioneller Ebene
kontrolliert (Mejat, A. et al., 2003). Hierbei spielt MuSK eine zentrale Rolle, da
ektopisches MuSK die Expression der AChR induziert (Jones, G. et al., 1999; Sander,
A. et al., 2001). Dariiber hinaus aktiviert MuSK in der Mitte der sich entwickelnden
Muskelfasern seine eigene Expression und auch dort die Expression der AChR. Als
Folge entwickeln sich an diesen Stellen die Synapsen (Lin, W. et al., 2001; Yang, X. et
al., 2001; Lacazette, E. et al., 2003).

Um einen FEinfluss der konditionalen Inaktivierung von MuSK auf das
Expressionsverhalten von MuSK und den y- und €AChR-Untereinheiten in den
MuSK/Cre-Tieren zu untersuchen, wurde die y- und emRNA-Mengen durch relative
quantitative Real Time-PCR untersucht (Winer, J. et al., 1999; Livak, K. J. et al., 2001).
Dabei zeigte sich, dass sich die Expression von MuSK mit zunehmendem Alter der
MuSK/Cre-Tiere auf das 23fache bei P25 erhoht. Die Fasern reagieren also
offensichtlich auf den Verlust von funktionellem MuSK und dem sich anschliessendem
Zerfall der Synapse. Dieser inaktiviert die Muskelfaser dhnlich wie nach Denervation
und es kommt dadurch zu einer stark erhohten Expression von MuSK. Mit den
gewdhlten Primern wurde bei der Messung der Expression von MuSK ein DNA

amplifiziert, die im Bereich des Exon 4 des MuSK-Gens liegt. Aus diesem Grund

V.6 Verinderte Expression der AChR-Untereinheiten in MuSK/Cre-Tieren
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konnte nicht zwischen der durch die Cre-Rekombination verursachte kiirzere mRNA
und die ungekiirzte mRNA unterschieden werde. Da neu gebildeten Synapsen
ausserhalb des synaptischen Bandes zu erkennen sind , findet die gesteigerte
Expression von MuSK offensichtlich auch an neuen Stellen der Muskelfasern statt,
denn fiir die Bildung postsynaptischer Strukturen ist MuSK notwendig (DeChiara, T.
M. et al., 1996 ;Lin, W. et al., 2001; Yang, X. et al., 2001). Aufgrund der erh6hten
MuSK-Expression kdnnte man spekulieren, dass extrasynaptisches MuSK zu den alten
Synapsen transportiert und dort wieder konzentriert wird. Sander et al. haben aber
gezeigt, dass MuSk lokal iiber den exprimierenden Synapsen verbleibt und nur
unwesentlich weit transportiert werden kann (Sander, A. et al., 2001; Hesser, B. A.,
2000). Daher kann auch von extrasynaptischen Kernen kein funktionsfdhiges MuSK in

die zerfallenden Synapsen eingebaut werden, und den Zerfall unterbinden.

Neben der erhdhten Expression von MuSK kommt es in Muskeln der MuSK/Cre-Tiere
auch zu einer verstirkten Expression der fotalen YAChR-Untereinheit (>35fach bei
P25), wihrend die Expression der adulten eAChR-Untereinheit leicht reduziert ist. Fiir
die erhohte Expression der YAChR-Untereinheit ist wahrscheinlich wie fiir MuSK die
mangelnde Muskelaktivitdt verantwortlich. Die erhohte yAChR-Expression wird in

denervierten Muskeln oder in pharmakologisch inaktiviert Muskeln beobachtet

(Witzemann, V. et al., 1989; Witzemann, V. et al., 1991).

Im Gegensatz zur dazu ist die Transkription der eAChR-Untereinheit ist von der Agrin-
MuSK-Signalkaskade abhingig, die die Bindung des Transkriptionsfaktor GABP an die
N-Box des Promoters der eAChR-Untereinheit induziert (Schaeffer, L. et al., 1998,
Lacazette, E. et al., 2003). Die reduzierte Expression von ¢éAChR kann daher auf eine
mogliche verringerte Aktivierung durch das neuronale Agrin zuriickzufithren sein. In
der Tat ist in den MuSK/Cre-Tiere ein extrem variables Wachstum und auch
Innervierungsmuster der Neurone zu beobachten, so dass die Agrin-Ausschiittung an

den Synapsen vermindert ist.
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V.7 Die Innervierung und das Wachstum der Motorneurone ist in den

MuSK/Cre-Tieren gestort

Zur Visualisierung und Untersuchung der innervierenden Motorneurone in den
MuSK/Cre-Tieren, wurden diese mit Antikorper gegen Neurofilament markiert und mit

konfokaler Mikroskopie nachgewiesen.

Zu Beginn der Entwicklung der NMJ im Diaphragma werden die Synapsen von
mehreren Motoraxonen innerviert. Im Laufe der Entwicklung werden die iiberzdhligen
Axone jedoch zuriickgebildet, so dass schlielich der Hauptstrang von Motorneuronen
median im Muskel liegt. Von diesem zweigen Motoraxone ab und innervieren die

Synapsen, die sich im synaptischen Band befinden (Sanes, J. R. et al., 2001).

Neben der fortschreitenden Eliminierung und gleichzeitiger Neubildung von Synapsen
sind in MuSK/Cre-Tieren deutliche Unterschiede im Wachstumsverhalten der
Motoraxone zu beobachten. So zeigt die Ubersichtsaufnahme eines Hemidiaphragmas
eines P20 MuSK/Cre-Tieres, dass der Hauptnervenstrang noch zentral im Muskel
verlauft, die Motoraxone aber an den Fasern entlang iiber den gesamten Muskel
verlaufen. Aufnahmen mit hoherer Vergrosserung zeigen zudem, dass die Motoraxone
oft eine Synapse innervieren und weiter zur nichsten Synapse wachsen. Demnach
scheinen die Neuronen durch eine Innervierung nicht mehr am Wachstum gehindert zu
werden und wachsen weiter, um eine andere Endplatte zu innervieren. Neben
mehrfachen Verzweigungen der Axone konnen auch viele verdickte Endigungen
ausgemacht werden. Diese werden ,,Retraction bulbs* genannt und sind ein Zeichen fiir
sich zuriickziehende Neuronen (Riley, D. A., 1977). Demnach geschieht das extreme
Wachstum der Motorneurone nur iiber eine begrenzte Strecke, auch wenn es dabei nicht

zur Innervierung einer Synapse kommt.

Mit einem Antikorper gegen Synaptophysin wurde das Nervenende dargstellt. In den
zerfallenden Synapsen, die nur noch eine geringe AChR-Dichte besitzen, ist auch die
Flache reduziert, die durch priasynaptische Membranen bedeckte ist. Wéahrend in mehr
als 85% aller Synapsen von Wildtyp-Tieren mehr als die Hélfte der Postsynapse von der
Priasynapse bedeckt ist, sind es in MuSK/Cre-Tieren nur 57%. Dariiber hinaus ist die
Verteilung der Flachenverhiltnisse von Pri- zu Postsynapse in diesen Tieren wesentlich
variabler, was durch die unterschiedlichen Entwicklungsstufen der Synapsen in den

MuSK/Cre-Tieren erklart werden kann.
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Die Analysen zeigen, dass das extensive Wachstum der Motoraxone in den MuSK/Cre-
Tieren als eine direkte Folge der Eliminierung der postsynaptischen Struktur durch die
Inaktivierung von MuSK angesehen werden kann. Die fehlende Aktivitdt von MuSK
fiihrt wahrscheinlich zu einer Reduzierung der Rezeptordichte und einem Verlust der
postsynaptischen Strukturen, was dann in einer reduzierten Transmission dieser
Synapsen resultiert und verstirktes Wachstum der Axone hervorruft. Wie die
Messungen der MEPPs und EPPs zeigten, ist in den MuSK/Cre-Tieren die
Transmission signifikant reduziert, und auch die Fahigkeit der Prasynapsen, ausreichend
ACh bei wiederholter Stimulation auszuschiitten ist vermindert. In der Tat ist reduzierte
oder fehlende Transmission ein Grund fiir verstirktes Neuronenwachstum, wie vor
allem in embryonalem Gewebe gezeigt werden konnte (Banks, G. B. et al., 2003;
Terrado, J. et al.,, 2001). Auch kann im Gewebe adulter Tiere ein verstirktes
Nervenwachstum durch présynaptische oder postsynaptische Blockade der
Transmission induziert werden (Brown, M. C. et al., 1977; Holland, R. L. et al., 1980).
Neben der Transmission werden auch den Schwann’schen Zellen sowie muskuldren und
neuronalen Faktoren wie NCAM, IGF und CNTF eine Rolle bei der Regulation der
Wachstums der Motoraxone zugeschrieben (Love, F. M. et al., 1999; English, A. W.,
2003; Tam, S. L. et al., 2003). Da in den MuSK/Cre-Tieren das Nervenwachstum durch
die Inaktivierung von MuSK induziert wird, konnte auch in diesen Tieren die Einfliisse
der genannten Faktoren weiter untersucht werden, da deren genaue Mechanismen

weitgehend ungeklart sind.

V.8 Die YAChR-Untereinheit kann in den neu gebildeten Synapsen nicht
nachgewiesen werden
Im Verlauf der Synapsenbildung wéhrend der Embryonalenwicklung und nach
Denervierung eines adulten Muskels wird die Expression der fotalen yAChR-
Untereinheit verstirkt und das Protein in die NMJ eingebaut (Witzemann, V. et al.,
1987; Witzemann, V. et al., 1989). Da sich in den MuSK/Cre-Tieren nach P15 neue
NMJ entwickeln und die Expression der mRNA der yAChR-Untereinheit um das
30fache verstirkt ist, musste geklart werden, ob sich auch YAChR in diesen Synapsen
befindet. Da kein verfligbarer Antikorper eine ausreichende Lokalisation am Gewebe
ermoglicht, wurde mit der MuSK/Cre-Mauslinie eine Mauslinie gekreuzt, die eine

YAChR-GFP-Untereinheit exprimiert (Gensler, S, 2001). Aus daraus resultierenden
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MuSK/Cre:yGFP-Tieren wurde Muskelgewebe entnommen und mit
immunochemischen Analysen eindeutig auch die Synthese der yAChR-GFP-
Untereinheit gezeigt. Mit konfokaler Mikroskopie an Diaphragmen dieser Tiere konnte
jedoch keine yAChR-GFP-Untereinheiten in den Synapsen detektiert werden. Ein
Grund konnte ein moglicherweise zu geringer Anteil von YAChR-GFP-Untereinheiten
sein, so dass die GFP-Fluoreszenz unter der Nachweisgrenze liegt. Ein negativer
Einfluss des GFP auf die Funktion des Kanals und den Einbau in die Synapse kann
dagegen ausgeschlossen werden (Gensler, S, 2001). Eine weitere Moglichkeit das
Vorhandensein von YAChR in den Kanédlen zu iiberpriifen ergibt sich durch die
unterschiedlichen elektrophysiologischen Eigenschaften der y- und e-Untereinheiten
enthaltenen AChR. So ist die durchschnittliche Kanaloffenzeit des Kanals mit der
YAChR-Untereinheit lianger als die des AChR mit der eAChR-Untereinheit, so dass
durch Messung der Abfallzeitkonstante T der Endplattenstrome, eine Aussage iiber die
Eigenschaften der vorhandenen Endplattenrezeptoren getroffen werden kann. Es zeigt
sich, dass es keinen Unterschied zwischen den ermittelten t-Werten der Synapsen in
MuSK/Cre-Tieren und gleichaltrigen Wildtyp-Tieren gibt. Die dabei zur Messung
verwendeten Tiere hatten ausgeprigte Muskelschwéche, so dass bei den jeweils
zufdllig ausgewihlten Synapsen normale Synapsen als auch zerfallende und neu
gebildete Synapsen waren. Bei allen Messungen ergaben sich hinsichtlich der t-Werte
keine Unterschiede und es ist unwahrscheinlich, dass einige Synapsen die yAChR-
Untereinheit enthalten, sie aber nicht gemessen wurden. Diese elektrophysiologischen
Daten bestitigen damit die histologischen Ergebnisse und zeigen, dass trotz Produktion
des YAChR diese Untereinheit nicht nachweisbar in die Synapsen eingebaut wird. Somit
unterscheidet sich die Entwicklung der neuen Synapsen in den MuSK/Cre-Tieren nach
P15 wesentlich in der Entwicklung von Synapsen nach Denervation, und zeigt, dass fiir
diesen Vorgang die fotale yYAChR-Untereinheit nicht essentiell ist. Ein Grund koénnte
darin liegen, dass zu deren Einbau Faktoren bendtigt werden, die erst nach Denervation
eines Muskels vorhanden sind oder aktiviert werden. Da in den Muskeln der
MuSK/Cre-Tiere kein Verlust der neuronalen Aktivitét vorliegt, konnten diese Faktoren
durch fehlende neuronale Signalen oder durch fehlende Aktivitdt des Muskels induzierte
Faktoren sein. Somit wiirden diese in den denervierten Muskeln, nicht aber in den
Muskel der MuSK/Cre-Tieren aktiviert werden und den Einbau der Rezeptoren mit der

YAChR-Untereinheit in die Synapsen ermdglichen. In der Tat konnte eine Regulation
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durch elektrische Aktivitdt der Expression synaptischer Proteine wie AChR gezeigt
werden (Altiok, N. et al., 2001), doch inwieweit dies auf die Situation in den
MuSK/Cre-Tieren tibertragbar ist, bleibt zu kléren.

MuSK

Die Eigenschaften eines Muskels, kurzfristig schnelle oder ausdauernd langsame
Bewegungen auszufiihren, ist von der Zusammensetzung aus den verschiedenen
Fasertypen abhidngig, die sich auch durch verschieden Anteile spezieller Myosine
auszeichnen. Diese Zusammensetzung kann jedoch durch Belastung, Hormone, Altern,
vor allem aber durch neuronale Aktivitit beeinflusst werden (Pette, D. et al., 2001). Fiir
die Entwicklung des Fasertypen ist das Aktivititsprofil des Motoneurons dabei
ausschlaggebend, was mit verschiedenen Denervations- und Stimulationsexperimenten
gezeigt werden konnte (Schiaffino, S. et al., 1996). Die Fasertypen kdnnen unter
anderem mit Hilfe der ATP-Fiarbung unterschieden werden, da in ihnen die
myofibrillire ATPase unterschiedlich stark vorhanden ist. Die ATP-Farbung wurde an
Gefrierschnitten von  Soleusmuskeln von Wildtyp- und MuSK/Cre-Tieren
unterschiedlichen Alters durchgefiihrt. Die Soleusmuskeln von P15 Wildtyp-Tieren sind
danach zu 65% aus den schnellen Typ2A- und aus 35% langsamen Typl-Fasern
aufgebaut. Diese Zusammensetzung dndert sich im Laufe des Alters nur geringfiigig
(Typl: 40%, Typ2a: 60%). Die Soleumuskeln in P15 MuSK/Cre-Tieren besitzen die
gleiche Zusammensetzung wie die Muskeln gleichaltriger Kontrolltiere. In P22 — P25
MuSK/Cre-Tieren ist dagegen der Anteil der Typ 2A-Fasern auf {iber 70% angestiegen,
die der Typ1-Fasern auf unter 30% reduziert. Diese Anderung in der Zusammensetzung
bestitigt die gestorte Innervierung der Muskelfasern, da dadurch die relative
Zusammensetzung der speziellen Myosine gedndert wird und sich so der Anteil der
schnellen Fasern in einem langsamen Muskel wie dem Soleusmuskel erhoht (Huey, K.
A. et al., 1998; Jakubiec-Puka, A. et al., 1999). Andererseits lassen die Analysen der
Soleusmuskeln eines P28 MuSK/Cre-Tieres dagegen auf eine Reinnervierung der
Muskelfasern schlieBen, da hier der Anteil der langsamen Typ1-Fasern bei 33% und der
Anteil der schnellen Typ2A-Fasern bei 56% liegt. Der Anteil der Typ2B/2D-Fasern ist

sogar auf Uber 10% angestiegen. Dieser Effekt konnte auch in Ratten nach

V.9 Verinderungen der Muskelzusammensetzung durch Inaktivierung von
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Reinnervierung beobachtet werden, in denen die Muskeln zuvor denerviert worden

waren (Jakubiec-Puka, A. et al., 1990).

Die Muskeln der MuSK/Cre-Tiere zeigen eine direkte Reaktion auf die Eliminierung
bestehender NMJ und folgender Innervierung neuer Synapsen. Da die Fasertypen durch
die relativen Konzentrationen der Myosin-Arten bestimmt werden, konnte die Reaktion
auf transkriptioneller Ebene reguliert sein, die von der elektrischen Aktivitdt abhingig
ist (Altiok, N. et al., 2001). Um dies genauer zu Tlberpriifen ist geplant ein
Expressionsprofil der Muskeln von MuSK/Cre-Tieren zu erstellen, um so tiefere

Einblicke in die Regulation der Muskelfaserentwicklung zu gewinnen.

V.10 Einzelfaserinjektion von siRNA-codierenden Plasmiden

Durch Injektion von Plasmiden in einzelne Muskelfasern kann die Funktion und der
Einfluss des codierten Proteins auf die NMJ untersucht werden (Jones, G. et al., 1997,
Hesser, B. A., 2000; Sander, A. et al., 2001). Diese Methode wurde in dieser Arbeit
verwendet, um siRNA-codierende Plasmide in Fasern zu injizieren und durch folgende
posttranskriptionelle Degradation der mRNA ein Protein gezielt auszuschalten. Nach
der Injektion der siRNA-Plasmide gegen MuSK besitzt die Synapse keine Brezel-Form,
doch gibt es hier kein Auflosen der Struktur wie in MuSK/Cre-Tieren. Ursache hierfiir
kann eine nicht vollstindige Degradation der mRNA sein, die auf eine zu geringe
Produktion von siRNAs oder auf eine unvollstindige Bindung an die mRNA
zuriickzufiihren sein konnte. Demnach wéren noch ausreichende Mengen MuSK an der
Postsynapse vorhanden. Da die Analysen 15 Tage nach der Injektion durchgefiihrt
worden ist, kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass nach ldngerer Inkubationszeit
die Wirkung der siRNA deutlicher zu sehen wére und es zu starken Verdnderungen und
sogar zur Auflosung der synaptischen Strukturen kommen wiirde. Es ist bekannt, dass
MuSK-induzierte Signale iiber Dishevelled (Dvl) an Kinasen wie PAK weitergeleitet
werden (Luo, Z. G. et al., 2002). Aus diesem Grund wurden Plasmide hergestellt, die
fiir siRNAs gegen Dvl bzw. PAK codieren. Bei der Injektion der siRNA-Plasmide
gegen PAK zeigen die Synapsen eine ungleichmissige AChR-Dichte und keine klare
Abgrenzung zur librigen Muskelmembran. Nach der erfolgreichen Injektion der siRNA-
Plasmide gegen Dvl sind die AChR zwar dicht akkumuliert, doch besitzen die Synapsen

keine typische Brezel-Struktur, sondern die AChR liegen in separaten Akkumulationen
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vor. Somit konnte durch siRNA vermittelte Inaktivierung in vivo ein direkter Einfluss
von Dvl und PAK auf die Akkumulation der AChR an der NMJ gezeigt werden, was
die bisherigen Daten aus in vitro-Versuchen bestitigt (Luo, Z. G. et al., 2002). Obwohl
zu diesem Zeitpunkt bisher keine genauen Quantifizierungen vorliegen, unterstreichen
die erhaltenen Daten die erfolgreiche Verwendung der Einzelfaserinjektion von siRNA
zur Analyse des Einfluss einzelner Genprodukte auf die Entwicklung und/oder

Erhaltung der NMJ (Kong, X. C. et al., 2004).

V.11 MuSK als Ursache myasthenischer Syndrome

MuSK/Cre-Tiere entwickeln eine progressive Muskelschwiche, die bis P30 zum Tode
fiihrt. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die NMJ dieser Tiere
aufgrund der Inaktivierung von MuSK auflésen und die Innervierung der Muskeln
massiv gestort ist. Auch die Ursachen von Muskelschwéche (Myasthenie) in Menschen
liegen in Defekten prasynaptischer, synaptischer und postsynaptischer Proteine. So
konnten neben Mutationen in den Genen der fiinf AChR-Untereinheiten auch
Mutationen in Genen der Acetylcholinesterase (AChE), der Cholinacetyl-Transferase
(ChAT), Rapsyn und weiteren synapsenspezifischen Proteinen identifiziert werden, die
als congenitale myasthenische Syndrome (CMS) zusammengefasst werden (Engel, A.
G. et al.,, 2003). Da Inaktivierung von MuSK wihrend der Embryonalentwicklung zum
Tode fiihrt (DeChiara, T. M. et al., 1996), konnten bisher im Menschen noch keine
MuSK-Mutationen gefunden werden. Jedoch konnte eine Mutation, die zur
unvollstindigen Inaktivierung von MuSK fiihrt MuSK-induzierte CMS verursachen.
Dariiber hinaus gibt es autoimmune Formen der myasthenischen Syndrome (AMS), die
durch Antikorperbildung gegen synapsenspezifische und motoneuronale Proteine
ausgelost werden. Dabei richtet sich in etwa 85% dieser Fille die Antikdrper gegen eine
AChR-Untereinheit, doch konnten auch Patienten gefunden werden, die Antikdrper
gegen MuSK besitzen (Vincent, A. et al., 2003).
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V.12 Ausblick

Die bisherigen Analysen der MuSK/Cre-Tiere zeigten, das die Aktivitdt von MuSK fiir
die Erhaltung der NMJ essentiell ist und die Tiere eine progressive Muskelschwéche
entwickeln, die zum Tode fiihrt. Aufgrund der gleichzeitigen Eliminierung vorhandener
und Etablierung neuer Synapsen ermoglichen die MuSK/Cre-Tiere alle Stadien der
Entwicklung, Erhaltung und Eliminierung von NMJ in einem adulten Tier zu

beobachten und zu untersuchen.

So ist geplant, die Inaktivierung von MuSK in einzelnen Fasern der Tiere zeitlich zu
verfolgen, indem die selbe Synapse liber Tage immer wieder mit einem konfokalem
Mikroskop betrachtet wird. Durch Einkreuzen einer Mauslinie, die GFP in den
Motorneuronen exprimiert, konnte mit dieser Technik auch das Verhalten der

Motorneurone bei diesem Prozess genauer studiert werden.

Ebenfalls in Vorbereitung ist die genaue Analyse der Expressionsraten weiterer
synaptischer Proteine, um ein genaueres Bild der genetischen Regulation der

Entwicklung und Erhaltung einer NMJ zu erhalten.

Da es Fille der AMS gibt, die auf Antikorper gegen MuSK beruhen, kann die
MuSK/Cre-Maus als Modell fiir diese Formen der Myasthenien dienen, und so tiefere
Einblicke in zelluliren und molekularen Vorginge dieser Krankheiten zu erlangen.
Zuséatzlich konnten mit dieser Mauslinie anhand der gewonnenen Erkenntnisse neue

Therapien entwickelt und getestet werden.
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VI Material und Methoden

V1.1 Material

VI.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, falls nicht anderweitig angegeben, von der Firma Roth

(Heidelberg) bezogen.

VI.1.2 Allgemeine Losungen:

PBS (Phophate Buffered Saline): 137 mM NaCl

2,7 mM KCl
4,3 mM NH2HPO4'7H20
1,4 mM KH,PO4

Ringer (Elektrophysiology Grade): 125 mM NaCl

25 mM NaHCO;
2,5 mM KCl1

1,25 mM NaH,PO;4
1 mM MgCl,
25 mM Glukose
2 mM CaC12

V1.2 Enzyme

Alle Restriktionsenzyme wurden von New England Biolabs (Berverly, USA) bezogen.

V1.3 Polymerasen

Hot Star Taq Polymerase Quiagen (Hilden, Deutschland)

Reverse Transcriptase Invitrogen (Carlsbad, USA)
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V1.4 Primer und Oligonukleotide

Alle Primer und Oligonukleotide wurden von MWG Biotech (Ebersberg, Deutschland)

synthetisiert. Sie wurden nach Lieferung mit HO auf eine Konzentration von 1pg/ul

eingestellt.

Die Sequenzen sind in 5°-3" Orientierung angegeben:

VI1.4.1 PCR-Primer:
848 CTCTTG CAA GAA ATATGT TGT CTC AGG C
852 TGT AGG AAC GTA ACC GGG ATGTTC
662 CTG GTC CTC CAC CCCTGT C
Cre77F CGA GTG ATG AGG TTC GCA AG
Cre630R CAG CGT TTT CGT TCT GCC
g536R AGG AGG AGC GGA AGA TGG
gE4F GGT GCG ACT ATC GCC TGC GC
VI.4.2 Oligonukleotide:
MuSK104for ACTGTAGATGCCTTGGTTGTTCAAGAGACAACCAAGGCA
TCTACAGTTTTTTT
MuSK104rev: AATTAAAAAAACTGTAGATGCCTTGGTTGTCTCTTGAAC
AACCAAGGCATCTACAGTGGCC
MuSK445for: ACCATCTGTGTCCTGGATCTTCAAGAGAGATCCAGGACA
CAGATGGTTTTTTT
MuSK445rev: AATTAAAAAAACCATCTGTGTCCTGGATCTCTCTTGAAG
ATCCAGGACACAGATGGTGGCC
MuSKo656for: TCCCACAATGTCACCTTTGTTCAAGAGACAAAGGTGACA
TTGTGGGATTTTTT
MuSK656rev: AATTAAAAAATCCCACAATGTCACCTTTGTCTCTTGAAC
AAAGGTGACATTGTGGGAGGCC
Dvl1100for: GAACGTGCTCAGCAACCGGTTCAAGAGACCGGAGTTGCTGA
GCACGTTCTTTTTT
Dv1100rev: AATTAAAAAAGAACGTGCTCAGCAACCGGTCTCTTGAAC
CGGTTGCTGAGCACGTTCGGCC
Dvl148&for: GTCCATGGACCAGGACTTCTTCAAGAGAGAAGTCCTGGT
CCATGGACTTTTTT
Dvl148rev: AATTAAAAAAGTCCATGGACCAGGACTTCTCTCTTGAAG
AAGTCCTGGTCCATGGACGGCC
Dvl178for GGAGGAGATCTTCGATGACTTCAAGAGAGTCATCGAAGA

TCTCCTCCTTTTTT
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Dvl178rev: AATTAAAAAAGGAGGAGATCTTCGATGACTCTCTTGAAG
TCATCGAAGATCTCCTCCGGCC
PAK199%for: CGGCGTAGACATCCAGGACTTCAAGAGAGTCCTGGATGT
CTACGCCGTTTTTT
PAK199rev: AATTAAAAAACGGCGTAGACATCCAGGACTCTCTTGAAG
TCCTGGATGTCTACGCCGGGCC
PAK285for:  CCCTAAACCACGGCTCCAATTCAAGAGATTGGAGCCGTG
GTTTAGGGTTTTTT
PAK285rev: AATTAAAAAACCCTAAACCACGGCTCCAATCTCTTGAAT
TGGAGCCGTGGTTTAGGGGGCC
PAK397for GGAGCGACCAGAGATTTCTTTCAAGAGAAGAAATCTCTG
GTCGCTCCTTTTTT
PAK397revn.  AATTAAAAAAGGAGCGACCAGAGATTTCTTCTCTTGAAA
GAAATCTCTGGTCGCTCCGGCC
VI.4.3 Kit-Systeme
DNA free Ambion (Austin, USA)
DNeasy 96 Tissue Kit Quiagen (Hilden, Deutschland)
Super Signal Pierce (Rockford, USA)
TagMan- Assays-on-Demand AppliedBiosystems (USA)
QUIAGEN Plasmid Purification Quiagen (Hilden,Deutschland)
QIAprep Miniprep Qiagen (Hilden, Deutschland)
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen (Hilden, Deutschland)
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen (Hilden, Deutschland)

VI1.4.4 Grossenmarker

V1.4.4.1 DNA:

Lambda DNA EcoRI+HindIIl Marker =~ MBI Fermentas (Vilnius, Litauen)

Gene Ruler 100 bp DNA Ladder MBI Fermentas (Vilnius, Litauen)
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VI1.4.4.2 Protein:

Precision Plus Protein Prestained Standards Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)

VI.4.5 Sonstige Medien und Materialien

Araldit CY212
Athene-Kupfer-Netzchen
Big Dye Terminator Mix
Biomax MS

BSA

Citifluor

Formvarfilm

dNTPs

PBS

Hybon P-Membran
Mikrokapillaren GB 150F

Vectashield with DAPI

VI1.4.6 Antikorper und Toxine

Agar Scientific (Stansted, England)
Plano (Wetzlar, Deutschland)

ABI (Foster City,USA)

KODAK (Rochester, USA)

Serva (Heidelberg, Deutschland)
Agar Scientific (Stansted, England)
Plano (Wetzlar, Deutschland)
Pharmacia (Erlangen, Deutschland)
Gibco Invitrogen (Carlsbad, USA)
Amersham (Little Chalfont, England)
Science Products (Hotheim; Deutschland)

Vector Laboratories (Bulingame, USA)

Bodipy-Goat-anti-Rabbit-IgG (rlgG-bp) Molecular Probes (Eugene, USA)

Fluorescein-Goat-anti-Rabbit-IgG

Roche (Basel, Schweiz)

Rabbit-Horseradish Peroxidase-Antifluorescein-IgG Amersham (Little Chalfont,

Rabbit-anti-MuSK

Rabbit-anti-Rapsyn

England)

zur Verfiigung gestellt von Dr. Ruegg
(Basel, Schweiz)

zur Verfiigung gestellt von Dr.

Frohner (Chapel Hill, USA)
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Rabbit-anti-GFP

Rabbit-anti-Neurifilament 150 kDa

IRabbit-anti-Synaptophysin

Rhodamin-aBungarotoxin (Btx-rh)

VI1.4.7 Geridte

3730 DNA-Analyzer
AD-Converter ITC-16
Axoclamp-2B Verstirker
Elektronenmikroskop EM400

EM-Trim Frése

Mikropipettenhalter (Headstage)

Mikromanipulator (motorisiert)

Mikromanipulator (handbetrieb)

Konfokales Microskop TCS NT

Kryostat

Newtonmeter

Polytron

Reichert-Ultracat Mikrotom

MoBiTec (Gottingen, Deutschland)
Chemicon (Temecula, USA)
Zymed (San Francisco, USA)

Molecular Probes (Eugene, USA)

ABI (Foster City, USA)

Instrutech (Great Neck, USA)

Axon Instruments (Union City, USA)
Phillips (Deutschland)

Leica  Microsystems (Heidelberg,
Deutschland)

Axon Instruments (Union City USA)

Luigs&Neumann

Deutschland)

(Ratingen,

Leica  Microsystems  (Heidelberg,
Deutschland)

Leica  Microsystems (Heidelberg,
Deutschland)

Bright (Huntingdon, England)

Columbus Instruments (Columbus,

USA)
Kinematic (Littau, Schweiz)

Leica  Microsystems  (Heidelberg,
Deutschland)
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Segence Detection System 7900HT

Thermocycler TGradient

VI.4.8 Software

ABI Prism 7000 SDS

Excel

IgorPro

Imagel

Imaris

IPLab

Mini Analysis Program
Pule+Pulsefit

Photoshop 8.0

V1.5 Methoden

Applied Biosystems (Foster City,
USA)

Biometra (Gottingen, Deutschland)

Applied Biosystems (Foster City,
USA)

Microsoft

Deutschland)

(Unterschliessheim,

Wavemetrics (Lake Oswego, USA)
NIH (Washington, USA)

Bitplane (Ziirich, Schweiz)
Scanalytics (Fairfax, USA)
Synaptosoft Inc. (Decatur, USA)
HEKA (Lambrecht, Deutschland)

Adobe Systems Inc. (San Jose, USA)

VI1.5.1 Molekularbiologische Standardmethoden

Die Standardmethoden der Molekularbiologie wurden nach Standardprotokollen des

Laborhandbuchs Maniatis (Maniatis 1997) durchgefiihrt. Dies waren Schneiden von

DNA mit Restriktionsendonukleasen, Dephosphorylierung von DNA-Enden, Ligation,

Transformation und Elektrophorese von DNA in Agarosegelen. Sie werden im

Folgenden nicht weiter behandelt.

&9



Material und Methoden

V1.5.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli

Zur Isolierung geringer Mengen Plasmid-DNA (bis 20pg) aus E.coli wurde das
»Qiaprep Miniprep Kit“, fiir grosse Mengen (bis 500ug) das ,,Qiagen Maxi Kit“ (jeweils

Qiagen) verwendet.

VI.5.1.2 Isolierung von DNA aus Agarosegelen und PCR-Produkten

Aus Agarosegelen wurde DNA mit dem ,,QIAquick Gel Extraction Kit* isoliert. Das
»QIAquick PCR Purification Kit*“ (jeweils Qiagen) wurde zur Aufreinigung von DNA

aus PCR- und Dephospholyrierungsansitzen verwendet.

V1.5.1.3 Isolierung genomischer DNA aus Muskelgewebe

Das isolierte Muskelgwebe wurde in 300 pl Extraktionspuffer und 2 pl Proteinase K
(20 mg/ml; Quiagen) pro 100 mg Gewebe fiir 2 h bei 50 °C inkubiert. Nach einer
weiteren Inkubation bei 37 °C tiber Nacht wurde dem Gemisch 500 ul LiCl (5 M) und
600 pl Chloroform zugegeben und fiir 30 min geschiittelt. Nach 15 miniitiger
Zentrifugation bei 13000 rpm wurde die obere Phase in ein neues Reaktionsgefdss
tiberfiihrt und mit 1 ml EtOH vermischt. Nach erneuter Zentrifugation fiir 15 min bei
13000 rpm wurde der Uberstand verworfen und das Pellet mit 70%igem EtOH
gewaschen. Die Losung wurde nach 5 min Zentrifugation entfernt, die DNA getrocknet

und anschliessend in 100 — 200 pl Wasser aufgenommen.

VI.5.1.4 Isolierung genomischer DNA aus Schwanzbiopsien

Genomische DNA wurde aus Schwanzbiopsien mit dem ,,DNeasy 96 Tissue Kit*

(Qiagen) isoliert und aufgearbeitet.

V1.5.1.5 DNA-Sequenzierung
Die Sequenzierung wurde mit dem ,,Big Dye Terminator Mix“ und dem Kapillar-
Sequenzierer ,,3730 DNA Analyzer” (jeweils ABI) mit den Angaben des Herstellers
durchgefiihrt.

90



Material und Methoden

V1.5.1.6 PCR-Analysen genomischer DNA

Die Genotypisierung der Tiere erfolgte iiber PCR an isolierter genomischer DNA aus
Schwanzbiopsien. Da diese zuvor im 96-well Format aufgereinigt worden ist, wurde
keine Konzentrationsbestimmung durchgefiihrt. Aus diesem Grund wurden jeweils
1 — 2 pl der isolierten DNA-Proben verwendet. Nach der erfolgten Amplifikation

wurden die Produkte in 1,5 %igen Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt.

PCR-Ansatz: 1 -2 ul DNA-Losung
5ul  10x Hot Star Taq Buffer
8 ul  dNTPs [je 1,25uM]
I uw  Primer 1 [125 ng/pl]
I nw  Primer 2 [125 ng/ul]
0,5  Hot Star Taq Polymerase (Quiagen)
ad 50 ul Wasser

Nachweis MuSK-KO: Primer: 848, 852

Programm: 95°C 15 min
94 °C 45 sec |
55°C 45sec {32x
72°C 60 sec )
72 °C 10 min

Nachweis loxP oder WT: Primer: 852, 662

Nachweis Cre:

Programm: 95 °C 15 min
94 °C 45 sec |
60 °C 45sec f32x
72°C 90 sec J
72 °C 10 min
Primer: Cre 77F,Cre 630R

Programm: 95°C 15 min
94 °C 45 sec |
60 °C 45sec | 32x

72 °C 90 sec
72 °C 10 min
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V1.5.1.7 Kompetitive PCR

Es wurde hierfiir genomische DNA aus Muskelgewebe isoliert und je 50 ng in einer

Reaktion eingesetzt.

PCR-Ansatz: 50 ng genomische DNA
S5ul  10x Hot Star Taq Buffer
8ul  dNTPs [je 1,25 uM]
I n  Primer 848 [125 ng/ul]
2 ul  Primer 852 [125 ng/ul]
I n  Primer 662 [125 ng/pl]
0,5  Hot Star Taq Polymerase (Quiagen)
ad 50 ul Wasser

Primer: 848, 852, 662

Programm: 95°C 15 min
94 °C 45 sec |
55°C 45sec |28x
72 °C 90 sec
72 °C 10 min

VI.5.1.8 Isolierung von RNA aus Muskelgewebe

Die Isolierung von RNA aus Gewebe wurde nach dem Protokoll von Chomczynski und
Sacchi (1987) durchgefiihrt. Hierbei wird das tiefgefrorene Gewebe in 5 ml kaltem
Guanidiniumisothiocyanat (GITC) pro 0,25 mg Gewebe im Polytron (Kinematic)
homogenisiert. Anschliefend werden 500 pl 2M Natriumacetat (pH 4), 5 ml Phenol und
2 ml Chloroform hinzugefiigt und gemischt. Nach 15 miniitiger Inkubation auf Eis und
Zentrifugation bei 9000 rpm fiir 20 Minuten wird die wéssrige Phase abgenommen und
mit gleichem Volumen Isopropanol versetzt. Nach einer weiteren Stunde Inkubation bei
—20 °C wird dann die RNA durch Zentrifugation pelletiert und in 1,5 ml 4 M GITC
resuspendiert. Das Gemisch wurde in ein neues Gefdss iiberfiihrt, 500 pl Isopropanol
hinzugefiigt und die Probe erneut fiir 1 h bei —20 °C inkubiert. Anschliessend wird die
RNA mit einer Tischzentrifuge bei 13000 rpm pelletiert und dann mit 70 %igem
Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen der RNA wird sie in 200 pl Wasser
resuspendiert. Zur langfristigen Lagerung bei —20 °C erfolgt die Zugabe von
1/10 Volumen 3 M Na-Acetat und 2,5 Volumen Ethanol.
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V1.5.1.9 Herstellung von cDNA mit Hilfe der RT-PCR

Mit Hilfe des ,,DNA-free* Kits (Ambion) wird 5 pg isolierter RNA aus Muskelgewebe
von moglichen Resten genomischer DNA befreit. Dann werden zu den 70 pl
Endvolumen 6 ml 3 M Natriumacetat und 150 pl Ethanol hinzugefiigt, und die RNA fiir
5 min bei — 20 °C prézipitiert. Anschliessend wird sie durch Zentrifugation bei
13000 rpm in einer Tischzentrifuge fiir 10 min pelletiert, und bei 68 °C in 10 pl Wasser
gelost. Diese RNA-Losung wird mit dem RT-PCR-Mix gemischt, 1 pl Reverse
Transkriptase (200 U/ul; Invitrogen) hinzugegeben und fiir 1 h bei 37 °C inkubiert.

Anschliessend wird die Transkriptase 5 min bei 95 °C inaktiviert.

RT-PCR-Mix: 4 ul  5x RT-Puffer (Invitrogen)
2ul 0,1 MDTT
Iu  RNA-Guard
I ul  dNTPs Sakmann, B. et al., 1978
I ul pd(Ne)-Primer

V1.5.1.10 Real Time-PCR

Fiir die Real-Time PCR werden TagMan-Assays-on-Demand Gene Expression Products

(Applied Biosystems, USA), und die enthaltenen Standardprimer verwendet. Fiir jede

PCR-Reaktion werden jeweils zwei Ansétze durchgefiihrt. Als zelluldre Referenz wurde

die Expression der Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase (GAPDH) gemessen.
PCR-Ansatz: 9ul  RNA (125 pg/ml)

10 ul TagMan Universal PCR Master Mix
I ul  20x Assays-on-Demand Gene Expression Mix

Programm: 95°C 10 min
95°C 15 sec |
60 °C 40 sec f45x

Die Reaktion wird im Seqgence Detection System 7900HT durchgefiihrt, und mit der
Software ABI Prism 700 (Applied Biosystems, USA) ausgewertet.
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V1.5.2 Biochemische Methoden

V1.5.2.1 Isolierung von Proteinen aus Muskelgewebe

Muskelgewebe wurde aus den Hinterbeinen von MuSK/Cre-Tieren isoliert und mit
fliissigem Stickstoff tiefgefroren. In einem Morser wurde das Gewebe pulverisiert, in
1 ml eiskaltem Extraktionspuffer aufgenommen und anschliessend bei 13000 rpm fiir
10 Minuten zentrifugiert. Dem Uberstand wurde 1 ul Anti-GFP-Antikorper (MoBiTec)
zugegeben und das Gemisch iiber Nacht bei 4°C auf einem Roller inkubiert. Dann
wurde 30 pl gequollene Protein A Sepharose (Pharmacia) hinzugegeben und 2 Stunden
bei Raumtemperatur geschiittelt. Nach 5 miniitiger Zentrifugation bei 13000 rpm
folgten drei Waschschritte, indem jeweils das Pellet mit 1 ml Extraktionspuffer versetzt,
geschiittelt und erneut zentrifugiert wurde. Nach der letzten Zentrifugation wurde das
Pellet noch einmal mit eiskaltem PBS gewaschen, die Proteine durch Zentrifugation

pelletiert und schliesslich in 32 pl Resuspensionspuffer aufgenommen.

Extraktionspuffer: 50 mM Tris pH 7,5
150 mM NacCl
5 mM EDTA
5 mM EGTA
50 mM NaF
10 mM Natriumolybdat
1 mM Natriumorthovanadat
0,5% Triton X-100
0,175 mg/ml PMSF
5 ng/ml Aprotinin
5 ng/ml Leupeptin

Resuspensionspuffer: 75 mM Tris pH 6,8
4 % SDS
4 M Harnstoff
20 % Glycerin
1 % B-Mercaptoethanol

VI.5.2.2 Western-Blot
Western-Blots wurden durchgefiihrt, um AChR-GFP in Muskelgewebe von MuSK/Cre

GFP-/- Tieren nachzuweisen.

Zu diesem Zweck wurden die isolierten Protein in einem 8%igem Polyacrylamidgel

aufgetrennt und durch Semi-Dry-Blotting auf eine PVDV-Membran (Hybond-P;
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Amersham) transferiert. Nach Blockierung der unspezifischen Bindungen durch 3%
BSA in TBST wurde die Membran mit dem antiGFP-Antikorper (MobiTec) in 1% BSA
/ TBST iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Zu dessen Nachweis dienten monoklonale
Horseradish-Peroxidase (HRP) gekoppelte Antikdrper (Amersham), die 1:250000 in
1%BSA / TBST verdiinnt wurden. Die Inkubation der Membran erfolgte fiir 1 h bei RT.
AnschlieBend wurde die Membran fiir 1 h in TBST gewaschen. Die Detektion der HRP-
Aktivitdt erfolgte mit “Super Signal” (Pierce) und Hyperfilm-ECL (Biorad), wobei die

Expositionszeit je nach Stirke des Signals zwischen 30 sec und 2 min betrug.

VI1.5.3 Histologische Methoden

V1.5.3.1 Isolierung von Muskelgwebe

Zur Isolierung der Muskeln wurden die Maiuse zuerst mit CO, betdubt und
anschliessend durch zervikale Dislokation getdtet. Die Muskeln wurden
herausprépariert und in mit Sylgard beschichtete und mit Ringer gefiillte Petrischalen

mit Insektennadeln fixiert.

V1.5.3.2 Immunhistochemische Firbung von Diaphragmen

Um synaptische und neuronale Proteine im Gewebe zu lokalisieren, wurden sie mit

spezifischen Antikérpern markiert und durch konfokale Mikroskopie nachgewiesen.

Zu diesem Zweck wurden die Diaphragmen herausprapariert und mit Insektennadeln in
eine mit Sylgard beschichteten Petrischale aufgespannt und fiir 15 min in 1%
Formaldehyd/PBS fixiert. Nach einem Waschritt mit PBS erfolgte eine Inkubation fiir
1 h in 0,5% Glycin/PBS. Um die Membranen des Gewebes fiir die Antikorper zu
permeabilisieren, wurde es anschliessend bei 4 °C iiber Nacht in 0,5% Triton X-
100/PBS gelagert. Nach kurzem Waschen in PBS erfolgte ebenfalls {iber Nacht die
Inkubation mit dem Primdrantikdrper in 2% BSA/PBS bei 4 °C. Zum Entfernen
ungebundener Antikorper wurde das Gewebe 2 — 8 h in 2% BSA/PBS gewaschen und
dann mit dem Zweitantikorper in 2% BSA/PBS erneut iiber Nacht bei 4 °C inkubiert.
Um die AChR zu markieren wurde dieser Losung zusétzlich Btx-rh zugegeben. Nach

20 miniitigem Waschen in 2% BSA/PBS konnte das Gewebe auf einem Objekttrager



Material und Methoden

mit Citiflour (Agar Scientific) eingebettet und mit einem Fluoreszenzmikroskop oder

einem konfokalem Mikroskop betrachtet werden.

Verdiinnungen: Primérantikorper: MuSK: 1:100
Rapsyn: 1:100
Neurofilament:1:200
Synaptophysin:1:50

Sekundirantikorper:  rIgG-bp: 1:500

Btx-rh (1mg/ml): 1:500

VI1.5.3.3 Herstellung von Gefrierschnitten

Soleus-Muskeln wurden herausprépariert, mit zwei Insektennadeln auf einem Stiick
fixierter Leber aufgespannt und in TissueTec-Einbettungsmedium (Sakura, AT
Zoeterwoude, Niederlande) eingebettet. Darauf wird der Muskel in Trockeneis
gekiihltem Isopentan schockgefrostet und auf Probenhalter fixiert. Bei —20 °C werden
mit einem Cryostat 5030 (Brighton, Grossbritannien) 10 um diinne Longitudinalschnitte

vom Muskel hergestellt und auf Polylysin-beschichtete Objekttriger aufgezogen.

V1.5.3.4 ATP-Firbung

Der ATP-Nachweis wurde nach einem verdndertem Protokoll von Brooke und Kaiser
(1970) durchgefiihrt. Gefrierschnitte der Muskeln werden fiir 15 min in Puffer 1 und
anschliessend fiir 2 h in Puffer 2 inkubiert. Es folgen Inkubationen in 1% CaCl und in
2% CoCl,-Losung fiir je 10 min, sowie fiir eine Minute in 2% (NH4),S. Nach
Dehydrierung der Schnitte mit 50%, 70%, 80%, 95% und 100%igem Ethanol werden
sie mit Eukitt (Kindler, Freiburg) eingebettet.

Puffer 1: 3,5 mM Barbital
3.5 mM Natriumacetat
pH 4,6

Puffer 2: 3,6 mM ATP
20 mM Barbital
18 mM CacCl,
pH 9.4
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V1.5.3.5 LacZ-Firbung

Fiir den Nachweis der $-Galaktsidaseaktivitdt im Muskel wurde das Gewebe zundchstl
h lang in 4 %iger PFA-Losung fixiert und danach dreimal fiir je 20 min gewaschen.
Nach Zugabe der Firbelosung erfolgte die Farbreaktion bei 37 °C innerhalb von

16 — 18 h. Abschliessend wurde das Gewebe dreimal fiir je 20 min gewaschen.

Waschlosung: 2 mM MgCl,
0,02 % Nonylphenoxypolyethoxyethanol (NP40, Sigma)
0,02 % Na-Deoxycholat
in PBS

Férbelosung: 1250 ul 4% 5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl-B-D-Galactopyranosid (X-Gal) in
DMSO
500 pl 0,5 M K3Fe(CN)s
500 pl 0,5 M K4Fe(CN),
ad 50 ml Waschlosung

V1.5.3.6 Einzelfaserinjektion

Die Einzelfaserinjektion ermoglicht den in vivo-Gentransfer in einzelne Muskelfasern
(Sander 2001; Jones 1997), wobei Plasmid-DNA in einzelne Fasern des musculus

soleus injiziert wird.

Zu diesem Zweck wurde zuerst die Maus durch intraperitoneale Injektion des Narkose-
Mix sediert. Anschliessend wurde das linke Hinterbein rasiert, fixiert und chirurgisch
geoffnet um den m. soleus freizulegen. Die Injektion DNA erfolgte durch eine
Mikropipette, die aus einer Mikrokapillaren (Science Products) mit einem DMZ-Puller
(XXX) gezogen worden ist. Diese wurde mit der 5 pl Injektionslosung befiillt und mit
90 mM KCI-Losung aufgefiillt. Mit einem Mikromanipulator wurde die Mikropipette
dann in die einzelnen Muskelfasern eingefiihrt, und die Losung mittels Luftdruck bei
etwa 1 bar fiir 0,1 — 0,3 s injiziert. Auf diese Weise konnten etwa 10-25 Fasern injiziert
werden. Anschliessend wurde der Gewebeschnitt verndht, und der Maus subcutan der
Antagonisten-Mix injiziert. Das Aufwachen erfolgte dann auf einer 37 °C warmen

Heizplatte.
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Injektionslosung: 90 mM KCI
60 vol% 25 g/ml FastGreen FCF (Sigma)
40 vol% DNA-L6sung [100 ng/pl]

Narkose-Mix: 60 ul  Metetomidin
160 ul Midazolam
40 ul  Fentanyl
Injektion: 0,65 pl/g Korpergewicht

Antagonisten-Mix: 60 ul Atipamezol
800 pl Flumazenil
120 pl Naloxon
Injektion: 2,45 pl/g Korpergeweicht

VI.5.4 Mikroskopische Methoden

V1.5.4.1 Konfokale Mikroskopie

Mit Hilfe konfokaler Mikroskopie konnen Bilder von verschiedenen Ebenen eines
Objekts aufgenommen werde, um diese einzeln oder als zweidimensionale Projektion
zu betrachten. Durch sehr geringe Abstinde zwischen den Ebenen, konnen die

erhaltenen Daten auch zur 3D-Rekonstruktion der Objekte genutzt werden.

Zur Aufnahme konfokaler Bilder wurde ein Mikroskop Leica TCS NT oder ein
Mikroskop Leica TCS SP2 (Leica Microsystems) mit Objektiven 10, 40 und 63facher
Vergrosserung verwendet. Die Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe erfolgte mit einem
Ar/Kr-Laser bei 488 nm fiir Griinfluoreszenz und 568 nm fiir Rotfluoreszenz, sowie
durch einen AR UV Laser bei 352 bzw. 364 nm fiir die Blaufluoreszenz. Die
Fluoreszenz wurde mit einem digitalem Photomultiplier detektiert und die Signale mit

der TCS-Software (Leica Mikrosystems) verarbeitet.

V1.5.4.2 Elektronenmikroskopie
Soleusmuskeln wurden herauspripariert und 1 h in 4% PFA/PBS fixiert. Nach kurzem
Waschen in PBS wurde das Gewebe fiir 30 min mit Bt-rh (1:500)/BPS inkubiert, um die
Synapsen zu visualisieren. Unter einem Fluoreszenzmikroskop wurde anschliessend ein

synapsenreicher Bereich mit einem Skalpell aus dem Muskel herausgeschnitten. Nach
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erneuter Fixierung in 4% PFA/PBS tiber Nacht wurde das Gewebe fiir 2 h mit PBS
gewaschen und danach in 2% Os04/1,5% K3Fe(CN)s inkubiert. Die erste Kontrastierung
wurde nach 3 h Waschen in H,O tiiber Nacht mit 0,4% Uranylacetat bei 4 °C
durchgefiihrt. Es folgte dreimaliges Waschen mit H,O fiir jeweils 20 min und
anschliessend eine Dehydrierung der Proben durch nachfolgende, jeweils 15 miniitige
Inkubationen in 30%, 50%, 70% und 100% EtOH. Zur Einbettung der Probe wurde sie
zuerst fiir 3h in Araldit/EtOH (1:1), dann iiber Nacht in Araldit/EtOH (1:2) und
schliesslich fiir 3 h in Araldit inkubiert. Nach Uberfiihrung in eine Giessform wurde
diese mit Araldit aufgefiillt und 48 h bei 70 °C ausgehirtet.

Die eingebetteten Gewebeproben wurden mit einer Trim-Friase (Leica Mikrosystems)
angeschnitten, um eine moglichst kleine Schnittfliche herzustellen. An dieser wurden
dann mit einem Diamantmesser (Diatome) und einem Ultramikrotom Ultradiinnschnitte
von etwa 80 nm hergestellt und auf mit Formvar beschichtete Kupfernetzchen (Plano)
aufgezogen. Zur Kontrastierung wurden die Schnitte in einer gesittigten
Uranylacetatlosung inkubiert und nach viermaligem Waschen in H,O an der Luft
getrocknet. Es folgte eine Inkubation fiir 5 min in Reynolds-Bleicitrat dreimaligem
Waschen in H;O. Nach Trocknung an der Luft konnten die Proben im
Elektronenmikroskop Phillips EM 400 betrachtet werden.

VI.5.5 Elektrophysiologie

VI.5.5.1 Messungen der MEPPs und EPPs

Die Messungen wurden mit Unterstiitzung von Dr. J. J. Plomp (Leiden University
Medical Center, Leiden, Niederlande) durchgefiihrt. MEPPs und EPPs wurden in Fasern
von préparierten linken Hemidiaphragmen in mit 95% O, und 5% CO, perfundierter
Ringerlosung bei 28 °C gemessen. Die intrazelluldren Mikrokapillaren waren mit 3 M
KCI gefiillt und besassen einen Widerstand von 20 — 30 MQ. Von jeder Faser wurden
30 MEPPs gemessen, sowie 30 EPPs bei einer Stimulation des Nervs bei 0,3 Hz
aufgezeichnet. Das erhaltene analoge Signal wurde verstirkt und mit einem 1401
System und angeschlossenem SIGAV Computerprogramm (Cambridge Electronic
Design, Cambridge, UK) bei 10 kHz digitalisiert. Die gemessenen Amplituden wurden

auf —75 mV normalisiert und fiir nicht-lineare Aufrechnung nach McLachlan & Martin
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(1981) korrigiert. Die Auswertung erfolgte mit einem PC, sowie dem Programm

pClamp (Axon).

V1.5.5.2 Messungen der MEPCs

Endplattenpotentiale wurden in Fasern von priparierten linken Hemidiaphragmen in
Ringerldsung bei 20 - 22 °C mit Einzel-Elektroden-Spannungsklemme gemessen.
Hierbei wurden Mikroelektroden aus Mikrokapillaren mit einem DMZ-Puller gezogen,
so dass sie mit mit 3M KCI gefiillt einem Widerstand von 10 - 40 MQ besassen. Das
Membranpotential wurde bei — 65 mV gehalten, und die analogen Signale mit einem
Axoclamp 2A-Verstiarker (Axon Instruments) verstdrkt, mit einem ITC-16 (Instrutech)
digitalisiert und mit Heka Pulse (Heka) auf einem Macintosh PowerPC gespeichert. Die
Auswertung erfolgte mit dem MiniAnalysis-Programm (Synaptosoft) und Excel

(Microsoft).

VI.5.6 Kraftmessung der Vorderextremitiiten
Die Kraftmessungen wurden mit einem computerisierten Newtonmeter (Columbus

Instruments, Columbus, Ohio, USA) durchgefiihrt, an dem ein triangularer Haltegriff
angebracht war (Masu, 1993). Die Maus wurde an den Haltegriff herangefiihrt, bis sie
sich mit den Vorderpfoten an dem Griff festhédlt. Dann wurde die Maus an der
Schwanzwurzel horizontal nach hinten gezogen, bis sie den Griff losldsst. Der Wert der
grossten auftretenden Kraft wird dabei vom Newtonmeter gespeichert (in Altiok, N. et
al., 2001). Dieser Vorgang wird fiinfmal wiederholt und der hochste Wert zur

statistischen Auswertung herangezogen.
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