
INAUGURAL-DISSERTATION 

zur 

Erlangung der Doktorwürde 

der 

Naturwissenschaftlich-Mathematischen Gesamtfakultät 

der 

Ruprecht-Karls-Universität 

Heidelberg 

vorgelegt von 

Diplom-Biologin Nastassja Himmelreich 

geboren in Fulda, Deutschland. 

Tag der mündlichen Prüfung: _________________________ 



Analyse der Signaltransduktion während der 

frühen Embryogenese 

in einem Xenopus laevis- Modell 

zu ‚PMM2-CDG‘ 

Erstgutachter: Herr Prof. Dr. Christian Körner 

Zweitgutachterin: Frau Prof. Dr. Sabine Strahl 



Für meine Oma, 

meine Familie 

und mich 

„Wahre Wissenschaft zeichnet sich aus durch Demut vor den Grenzen des Endlichen 

und durch Neugier auf das Unendliche hinter diesen Grenzen.“  Lisz Hirn (*1984)



Ich erkläre hiermit, dass ich die vorgelegte Dissertation selbst verfasst und mich 

dabei keiner anderen als der von mir ausdrücklich bezeichneten Quellen und Hilfen 

bedient habe. 

Heidelberg, den Nastassja Himmelreich 



Inhaltsverzeichnis 

i 

Inhaltsverzeichnis 

Inhaltsverzeichnis .................................................................................................  i 

Abbildungsverzeichnis ........................................................................................  v 

Tabellenverzeichnis ...........................................................................................  vii 

Abkürzungsverzeichnis .....................................................................................  viii 

I. Zusammenfassung ..............................................................................  1 

 Summary ...............................................................................................  2 

II. Ziel der Dissertation .............................................................................  3

1. Einleitung  .........................................................................................................  5

1.1 Glykosylierung von Proteinen  .................................................................  5 

1.1.1 Biologische Relevanz der Glykokonjugation  ........................................  5 

1.1.2 Grundlagen der Biosynthese von Glykoproteinen  ................................  5 

1.1.2.1 O-Glykosylierung. ..........................................................................  6 

1.1.2.2 N-Glykosylierung ...........................................................................  6 

1.2 Glykosylierungsdefekte - Congenital Disorder of Glycosylation  .......  10 

1.2.1 PMM2-CDG (CDG-Ia) – Der häufigste CDG-Defekt  ..........................  14 

1.2.1.1 Biochemische und genetische Charakterisierung 

 von PMM2-CDG ...........................................................................  14 

1.2.1.2 Klinische Symptome von PMM2-CDG .........................................  15 

1.3 Xenopus laevis  ........................................................................................  17 

1.3.1 Xenopus laevis Embryonalentwicklung  ..............................................  17 

1.4 Morphogenese der Xenopus Gastrulation  ............................................  19 

1.5 Morphogenesebewegungen  ...................................................................  22 

1.5.1 Konvergente Extension  ......................................................................  24 

1.5.2 Molekulare Faktoren der Gastrulation  ................................................  25 

1.5.3 Koordination der konvergenten Extension und Gewebeseparation ....  26 



Inhaltsverzeichnis 

ii

1.6 Wnt-Signaling  .........................................................................................  26 

1.6.1 Wnt-Signaltransduktion und Morphogenese  ......................................  26 

1.6.2 Wnt5a/ ror2 induzieren Paraxiales Protocadherine (PAPC)  ..............  31 

2. Ergebnisse  .....................................................................................................  33

2.1 Charakterisierung der Phosphomannomutase2 in Xenopus laevis  ...  33 

2.1.1 Kyte-Doolittle-Analyse der Phosphomannomutase2 ..........................  35 

2.1.2 Heterologe Phosphomannomutase-Expression in COS-7  .................  36 

2.1.2.1 Phosphomannomutase-Aktivität von XPmm1 

 und XPmm2 in COS-7 .................................................................  36 

2.1.2.2 Phosphomannomutase-Immunodetektion 

 definiert Pmm2 in Xenopus ..........................................................  37 

2.2 Phosphomannomutase2 (Pmm2) in der Xenopus Embryogenese......  39 

2.2.1 Pmm2 Expression im Verlauf der Xenopus laevis Entwicklung ..........  39 

2.2.2 Pmm2 Expressionsprofil im frühen Gastrulastadium 10,5  .................  41 

2.3 Pmm2 Knockdown in Xenopus durch Antisense-Morpholinos  ..........  42 

2.3.1 Nachweis der reduzierten Pmm2-Aktivität mittels 

2[³H] Mannose-6P-Assay  ...................................................................  42 

2.3.2 Vergleich spezifischer Pmm2 Morpholinos durch 

eine Kaplan-Meier Statistik  ................................................................  45 

2.3.3 Photometrischer Nachweis der Pmm2-Aktivität 

mit spezifischem Rescue  ...................................................................  46 

2.4 Hypoglykosylierung durch Pmm2-Morpholino-Knockdown  ...............  47 

2.5 Inhibition der Morphogenese durch defiziente N-Glykosylierung .......  51 

2.5.1 Der Tunicamycin-Effekt  .....................................................................  51 

2.5.2 Der Pmm2-Morpholino-Effekt  ............................................................  54 

2.6 Pmm2-Defizienz provoziert eine Hypoglykosylierung von Wnt5a ......  55 

2.6.1 Nachweis der Wnt5a Hypoglykosylierung 

durch 2D-Gelelektrophorese  ..............................................................  55 



Inhaltsverzeichnis 

iii 

2.7 Pmm2 siRNA in Wnt5a-V5 L-Zellen inhibiert Wnt5a Sekretion  ...........  59 

2.8 Konsequenz einer Pmm2-abhängigen Wnt5a Hypoglykosylierung ....  64 

2.8.1 Pmm2-Aktivität beeinflusst Paraxial Protocadherine Expression  .......  65 

2.8.1.1 In situ Hybridisierung ...................................................................  65 

2.8.1.2 Quantifizierung der PAPC-Expression .........................................  66 

2.8.2 Induktion eines spezifischen Wnt5a/ Ror2 ‚Gain of function’  .............  67 

2.9 Pmm2-abhängige Morphogenesebewegungen 

 (Konvergente Extension)  ...........................................................................  70 

2.10 Pmm2-abhängige Signalkaskaden  ......................................................  72 

3. Diskussion ....................................................................................................... 75

3.1 Phosphomannomutase2 (Pmm2) in Xenopus laevis ............................. 76 

3.1.1 Identifizierung der Pmm2 ..................................................................... 76 

3.1.2 Expression von Pmm2 während der Embryonalentwicklung ............... 77 

3.2 Pmm2 Knockdown durch Antisense-Morpholinos ................................ 78 

3.3 Hypoglykosylierung durch Tunicamycin und Pmm2 Morpholino ........ 79 

3.4 Pmm2-abhängige Morphogenese in Xenopus laevis ............................ 81 

3.5 Pmm2-Knockdown induziert eine Hypoglykosylierung von Wnt5a ..... 82 

3.6 Pmm2 RNAi-Knockdown von Wnt5a-V5 in L-Zellen .............................. 84 

3.7 N-Glykosylierungsabhängige Sekretion von Wnt5a in L-Zellen ........... 84 

3.8 Wnt5a -Pmm2-abhängiger ‚Loss of function’ ......................................... 86 

3.9 Wnt5a/Ror2 induzierter ‚Gain of function’ in animalen Kappen ............ 87 

3.10 Pmm2-Defizienz beeinträchtigt die Konvergente Extension ............... 88 

3.11 Pmm2-abhängige Zielgenexpression .................................................... 88 

4. Ausblick: Pmm2-abhängige Signaltransduktionskaskaden ....................... 91



Inhaltsverzeichnis 

iv

5. Methoden ........................................................................................................  95

5.1 Molekularbiologische Methoden.  ..........................................................  95 

5.1.1 Der Vektor (pCI-neo)  .........................................................................  95 

5.1.2 Extraktion von Nukleinsäuren.  ...........................................................  95 

5.1.2.1 Isolierung der DNA.  ....................................................................  95 

5.1.2.2 Isolierung von RNA.  ...................................................................  96 

5.1.2.3 Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (PCI)-Extraktion.  .................  96 

5.1.2.4 Präzipitation von Nukleinsäuren.  ................................................  96 

5.1.2.5 Qualitätsanalyse und Quantifizierung von Nukleinsäuren.  .........  97 

5.1.3 Restriktion der DNA.  ..........................................................................  97 

5.1.4 Agarose Gelelektrophorese.  ..............................................................  98 

5.1.5 Klonierung der Plasmid-Konstrukte ....................................................  98 

5.1.5.1 Dephosphorylierung linearer DNA am 5’-Ende.  .........................  98 

5.1.5.2 Ligation von DNA Fragmenten ....................................................  99 

5.1.6 Transformation kompetenter Bakterien ..............................................  99 

5.1.6.1 Sequenzanalyse.  ......................................................................  100 

5.1.7 cDNA-Synthese ................................................................................  100 

5.1.7.1 DNaseI-Verdau.  .......................................................................  100 

5.1.7.2 Reverse Transkription ...............................................................  100 

5.1.8 Polymerase Chain Reaction (PCR) ................................................... 101 

5.1.8.1 Klonierung eines PCR-Fragmentes ...........................................  101 

5.1.8.2 Site-directed Mutagenese (SDM)  .............................................  103 

5.1.8.3 RT-PCR und qRT-PCR .............................................................  104 

5.1.9 In-vitro Transkription von RNA .........................................................  105 

5.2 Embryologie ............................................................................................ 107 

5.2.1 Xenopus laevis Embryonen Kultivierung und Mikromanipulation .....  107 

5.2.2 Whole mount In situ Hybridisierung ..................................................  107 

5.2.3 Animal Cap Assay ............................................................................  109 



Inhaltsverzeichnis 

v 

5.2.4 Dorsal Marginal Zonen-Explantate ...................................................  110 

5.2.5 Lektin Histochemie und Immunofloureszenz ....................................  110 

5.3 Proteinbiochemische Methoden ........................ ..................................  111 

5.3.1 Phosphomannomutase2 (PMM2) Aktivität ......................................... 111 

5.3.1.1 Radioaktiver Pmm2-[2³H] Mannose-6-Phosphat-Assay ............  111 

5.3.1.2 Substratherstellung von [2³H] Mannose-6-Phosphat.  ...............  112 

5.3.1.3 Gekoppelt photometrischer PMM2-Assay .................................  112 

5.3.2 SDS Page und Western Blot Analysen............................ .................  113 

5.3.3 Immunopräzipitation .......................................................................... 114 

5.3.4 2D-Gelelektrophorese ........................................................................ 115 

5.4 Zellkultur .................................................................................................. 115 

5.4.1. Kultivierung der Zelllinien .................................................................. 115 

5.4.2. Transfektion von Zellen..................................................................... 116 

5.5 Mikroskopie ............................................................................................. 116 

5.6 Statistik .................................................................................................... 116 

6. Material ......................................................................................................................  117

6.1 Chemikalien ............................................................................................. 117 

6.2 Puffer, Lösungen und Zellkulturmedien ............................................... 120 

6.2.1 Zellkulturmedien und Medienzusätze ................................................ 124 

6.3 Geräte ...................................................................................................... 124 

6.4 Verbrauchsmaterialien ........................................................................... 127 

6.5 Reaktionssyteme (Kits) .......................................................................... 128 

6.6 Enzyme, Marker, Proteine und Reagenzien .......................................... 129 

6.6.1 Antikörper .......................................................................................... 130 

6.6.2 Lektine und Streptavidin-Konjugate ................................................... 130 

6.7 Oligonukleotide ....................................................................................... 131 

6.8 Radioaktive Substanzen ......................................................................... 133 

6.9 Plasmide .................................................................................................. 133 

6.10 Bakterien ................................................................................................ 133 



Inhaltsverzeichnis 

vi

6.11 Stabil transfizierte Zelllinien ................................................................ 133 

6.12 Tiere ....................................................................................................... 134 

6.13 EDV ........................................................................................................ 134 

6.14 Online Datenbanken ............................................................................. 134 

6.15 Sterilisationen von Lösungen und Arbeitsgeräten ............................ 134 

7. Referenzen ...................................................................................................  135

8. Danksagung .................................................................................................. 161



Abbildungsverzeichnis

vii 

Abbildungsverzeichnis 

Abbildung 1.1:   Haupttypen der N-verknüpften Glykokonjugate.  ..........................  7 

Abbildung 1.2:   Glykoproteinbiosynthese ..............................................................  8 

Abbildung 1.3:   Angeborene Defekte der N-Glykoproteinprozessierung 

‚Congenital Disorders of Glycosylation’ (CDG).  .........................  13 

Abbildung 1.4:   Multisystemische Symptome bei PMM2-CDG Patienten.  ..........  16 

Abbildung 1.5:   Entwicklungszyklus von Xenopus laevis.  ..................................  18 

Abbildung 1.6:   Zellschicksalskarte der Blastula (NF Est. 8-9) und 

der frühen Gastrula (NF Est. 10) in Xenopus laevis.  ..................  20 

Abbildung 1.7:   Zellschicksalskarte der Gastrula (NF Est. 11) und 

der späten Gastrula (NF Est.12) in Xenopus laevis.  ..................  21 

Abbildung 1.8:   ‚Brachet’s Cleft‘ Formation in Xenopus laevis Embryonen.  .......  23 

Abbildung 1.9:   Konvergente Extension der involutierenden 

mesodermalen Zellen.  ...............................................................  24 

Abbildung 1.10: Morphogenetische Ausprägung der Chordaten-Körperachse. ... 25 

Abbildung 1.11: Wnt-Signaltransduktion in der Xenopus Embryogenese.  ..........  27 

Abbildung 2.1:   Identifikation der Pmm2 in Xenopus laevis.  ...............................  34 

Abbildung 2.2:   Vergleichende Hydrophilizität der Pmm2.  .................................  34 

Abbildung 2.3:   Kyte-Doolittle Analyse der Pmm2.  .............................................  35 

Abbildung 2.4:   Phosphomannomutase2 Aktivitätsmessungen durch 2³H 

Mannose-6-Phosphat Assay .......................................................  37 

Abbildung 2.5:   Western Blot Analysen der Pmm2 in COS7-Zellen.  ..................  38 

Abbildung 2.6:   Expression der Pmm2 im Verlauf der Embryonalentwicklung. ...  39 

Abbildung 2.7:   Quantifizierung der Pmm2-Expression im Verlauf der 

Embryogenese.  ..........................................................................  40 

Abbildung 2.8:   Pmm2 In situ Hybridisierung in Xenopus laevis Est. 10,5 ..........  41 

Abbildung 2.9:   Pmm2-Aktivität von Wildtyp und Pmm2 Morpholino injizierten 

Embryonen Est.10,5.  .................................................................  42 



Abbildungsverzeichnis 

viii 

Abbildung 2.10: Pmm2 Aktivität von Wildtyp und Pmm1 Morpholino injizierten 

Embryonen Est.10,5.  .................................................................  43 

Abbildung 2.11: Pmm2-Aktivität von Wildtyp und Pmm1+Pmm2 Morpholino 

injizierten Embryonen Est.10,5.  .................................................  44 

Abbildung 2.12: Kaplan-Meier-Statistik der Morpholino-Effekte.  .........................  45 

Abbildung 2.13: Pmm2 Aktivität mittels gekoppelt photometrischen 

NADP-Assays.  ...........................................................................  47 

Abbildung 2.14: Detektion des Glykosylierungsprofils von Xenopus laevis.  .......  48 

Abbildung 2.15: Lektin Blot Analysen ganzer Xenopus Embryonen.  ..................  49 

Abbildung 2.16: Quantitative Analysen des Lektin-bindenden Glykanprofils.  .....  50 

Abbildung 2.17: Xenopus laevis Morphogenese.  ................................................  52 

Abbildung 2.18: Kaplan-Meier-Statistik einer N-Glykosylierungs-defizienten 

Xenopus laevis Embryogenese. .  ..............................................  53 

Abbildung 2.19: Morphologischer Pmm2-CDG Phänotyp ....................................  54 

Abbildung 2.20: Analyse des immunopräzipitierten Wnt5a-flag 

mittels 2D-Gelelektrophorese.  ...................................................  56 

Abbildung 2.21: Quantifizierung des durch 2D-Gelektrophorese separierten, 

immunopräzipitierten Wnt5a-flag-Proteins.  ................................  57 

Abbildung 2.22: Quantifizierung der ConA-Detektion.  ........................................  58 

Abbildung 2.23: Western Blot Analysen der Wnt5a-V5-L-Zellen.  ........................  59 

Abbildung 2.24: Quantifizierung der Western Blot Analysen.  ..............................  60 

Abbildung 2.25: Pmm2-Aktivität der siRNA-behandelten Wnt5a-V5-L-Zellen.  ....  61 

Abbildung 2.26: Sekretions-Analysen für Wnt5a-V5.  ..........................................  61 

Abbildung 2.27: Quantifizierung des Wnt5a-V5 Profils.  ......................................  62 

Abbildung 2.28: Quantifizierung des Pmm2-abhängigen 

Wnt5a Sekretionsprofils.  ............................................................  64 

Abbildung 2.29: PAPC In situ Hybridisierungen.  .................................................  65 

Abbildung 2.30: Quantitative RT-PCR von PAPC 

der Xenopus laevis DMZ 10,25.  ................................................  66 



Abbildungsverzeichnis

ix 

Abbildung 2.31: Quantitative RT-PCR für PAPC.  ................................................  68 

Abbildung 2.32: Schematische Darstellung der konvergenten Extension.  ..........  70 

Abbildung 2.33: DorsalMarginalZone (DMZ) -Explantate .....................................  70 

Abbildung 2.34: Quantifizierung der konvergenten Extension der DMZ ...............  71 

Abbildung 2.35: In situ Hybridisierungen detektieren 

definierte Zielgene in Est.10,5.  ..................................................  72 

Abbildung 4.1:  N-Glykosylierungsabhängige Signaltransduktion ........................  91 

Abbildung 5.1: Aufbau des pCI-neo Vektors ........................................................  95 

Abbildung 5.2: Dorsal Marginal Zonen Explantate .............................................  110 

Tabellenverzeichnis 

Tabelle 1:   Übersicht der bisher beschriebenen Defekte der N-Glykosylierung ..  12 

Tabelle 2:   PCR Programm der Amplifikation ....................................................  101 

Tabelle 3:   PCR Programm der SDM-Mutagenese ...........................................  103 

Tabelle 4:   PCR Programm der RT-PCR ..........................................................  104 

Tabelle 5:   PCR Programm der qRT-PCR ........................................................  105 



Abkürzungsverzeichnis 

x 

Abkürzungsverzeichnis 

A Adenin 

Abb. Abbildung 

Ac Animale Kappe 

ALG Asparagin-linked glycan 

AP Anterior-posterior 

APC Adenomatous-polyposis-coli 

Asn Asparagin 

ATP Adenosintriphosphat 

bp Basenpaare 

BMP Bone morphogenetic protein 

BSA Rinderserumalbumin 

bzw. beziehungsweise 

C Cytosin 

°C Grad Celsius 

CaN Calcineurin 

Cdc Cell division cycle 

CDG Congenital Disorders of Glycosylation 

cDNA komplementäre DNA 

CDP Cytosindiphosphat 

CK Casein Kinase 

Ci Cubitus interruptus 

cm Zentimeter 

CMP Cytosinmonophosphat 

Cp Crossing Point 

CRD Cystein-rich domain 

CTP Cytidintriphosphat 



   Abkürzungsverzeichnis 
 

xi 
 

d    Tag(e) 

Da    Dalton 

DAAM   Dishevelled-assoziierter Aktivator der Morphogenese 

DAN   deadenylating nuclease 

DAPI    4',6-Diamidino-2-phenylindol 

ddH2O   doppelt destilliertes Wasser 

DEP   Dishevelled, Egl-10 und Pleckstrin Domäne 

d.h.    das heißt 

DIX   Dishevelled und Axin 

Dkk   Dickkopf 

DMZ   Dorsale Marginalzone 

DNA    Desoxyribonukleinsäure 

dNTPs   Desoxyribonukleotide 

Dol    Dolichol 

DTT    Dithiotreitol 

DV   Dorsal-ventral 

DVL   Dishevelled 

E    Embryonaltag 

Est   Embryonalstadium 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

ER    Endoplasmatisches Retikulum 

Est.   Embryonalstadium 

et al.    et alii (lat. und andere) 

Ets   E26 transformation-specific transcription factors 

EZM   extrazelluläre Matrix 

f.c.    final concentration 

FCS   fetales Kälberserum 

FGF   Fibroblast Growth Factor 



Abkürzungsverzeichnis 

xii 

FITC   Fluoreszeinisothiocyanat 

FzR  Frizzled Rezeptor 

g  Gramm 

G  Guanin 

Gal   Galactose 

GalNAc  N-Acetylgalactosamin 

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

GDP   Guanosindiphosphat 

Glc   Glucose 

GlcNAc  N-Acetylglucosamin 

GMP   Guanosinmonophosphat 

Golgi  Golgi-Apparat 

GPBS  Glykoproteinbiosynthese 

GSK  Glycogen Synthase Kinase 

GTP   Guanosintriphosphat 

h  Stunde(n) 

HEPES  N-2-Hydroxyethylenpiperazin-N'-2-Ethansulfonsäure 

Hh Hedgehog 

HPLC  high performance liquid chromatography 

HSPG  Heparansulfatproteoglykane 

In vitro lat. Im Glas 

In vivo  lat. Im Lebendigen 

JNK  C-Jun N-terminale Kinase 

Kap.   Kapitel 

KD  Knockdown 

KO   Knockout 

l   Liter 

LLO   lipid linked oligosaccharides 



Abkürzungsverzeichnis 

xiii 

L/R Links/Rechts 

LRP low-density lipoprotein receptor-related protein 

M molar 

mA Milliampère 

Man Mannose 

MAPK  Mitogen-aktivierte Proteinkinase 

min Minute(n) 

Mo Morpholino 

mRNA messenger-Ribonukleinsäure 

MRT Magnetresonanztomographie 

myf myogenic factor 

n Anzahl 

NANA Sialinsäure 

neo Neomycin 

NF Nieuwkoop Faber 

NFAT nuclear factor of activated T cells 

nm Nanometer 

ns nicht signifikant 

NTP Nukleotidtriphosphat 

OD Optische Dichte 

OMIM online Mendelian inheritance in man 

OST Oligosaccharyltransferase 

p Signifikanz 

P Phosphat 

p.a. pro analysi (lat. zur Analyse) 

PAPC Paraxiales Protocadherine 

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung 

PCP Planare Cell Polarity 



Abkürzungsverzeichnis 

xiv 

PCR   Polymerase-Ketten-Reaktion 

pH  negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration 

PKC  Proteinkinase C 

PLC  Phospholipase C 

PMM  Phosphomannomutase im Menschen 

Pmm  Phosphomannomutase in Xenopus laevis 

Ptc  Patched 

q  quantitative 

Rac  Ras-related C3 botulinum substrate 

RhoA  Ras homolog gene family member A 

RNA   Ribonukleinsäure 

RNase Ribonuklease 

ROCK  Rho-assoziierte Protein Kinase 

Ror  Receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 

rpm   Umdrehungen pro Minute 

RT  Raumtemperatur 

s  Sekunde(n) 

Ser   Serin 

SD   standard deviation = Standardabweichung 

SDS   Natriumdodecylsulfat 

smo  smoothened 

T  Thymin 

Tab.   Tabelle 

Taq   Thermophilus aquaticus 

TBS   Tris gepufferte Kochsalzlösung 

Tcf Transcriptionfactor 

TGF   Transforming Growth Factor 

Thr   Threonin 

xii 



Abkürzungsverzeichnis 

xv 

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminoacetat 

u Unit 

U Uridin 

u.a. unter anderem 

UDP Uridindiphosphat 

ü.N. über Nacht 

UV ultraviolett 

V Volt 

v/v Volumen zu Volumen 

Vol. Volumen 

vs. versus 

w Wochen 

w/v Gewicht zu Volumen 

WNT Wingless-Type MMTV Integration Site Family Growth Factors 

WT Wildtyp 

XBra Xenopus Brachyury 

X g x-fache Erdbeschleunigung 

z.B. zum Beispiel 

® eingetragene Marke 

™ Trademark 

Verwendete Vorsilben für Potenzen der Zahl Zehn: 

p Pico (1x10-12) 

n Nano (1x10-9) 

� Mikro (1x10-6) 

m Milli (1x10-3) 

k Kilo (1x103) 

M Mega (1x106) 



Abkürzungsverzeichnis 

xvi 

Alle chemischen Elemente wurden mit den handelsüblichen Symbolen abgekürzt. Die 

Aminosäuren wurden entweder im Ein- oder Drei-Buchstabencode angegeben. Bei 

einigen Begriffen wurden die englischen Fachtermini angewandt, da ebenfalls in der 

deutschsprachigen Fachliteratur eine Übersetzung diese Begriffe nicht gebräuchlich 

und ungenügend ist. 



   Zusammenfassung 
 

    1

I. Zusammenfassung 

 

Angeborene Defekte der Proteinglykosylierung im Menschen führen zu 

‚Congenital Disorder of Glycosylation’ (CDG), wobei die Erkrankung PMM2-CDG 

mit Abstand die häufigste Form der CDG darstellt. Obwohl weltweit bereits über 

1000 PMM2-CDG Patienten identifiziert wurden, ist die komplexe 

Pathophysiologie dieser Erkrankung, insbesondere im Hinblick auf 

entwicklungsbiologische Vorgänge, noch weitgehend unverstanden. 

 

Zum Studium der Regulation Pmm2-abhängiger Signaltransduktionswege in der 

frühen Embryogenese wurden Untersuchungen im südafrikanischen Krallenfrosch 

Xenopus laevis durchgeführt. Mittels Morpholino induzierten Knockdowns konnte 

die Pmm2-Aktivität in Xenopus laevis erfolgreich reduziert werden, wodurch eine 

generelle Hypoglykosylierung von Proteinen induziert wurde. 

 

Dies führte zu einem schweren morphogenetischen Phänotyp, der vor allem durch 

kraniofaziale Dysmorphien, frühe Achsendefekte, ein reduziertes Notochord sowie 

kardiale und intestinale Malformationen charakterisiert war. Da sich der 

biochemische und morphologische Effekt durch Einbringen von Wildtyp-Pmm2-

cDNA aufheben ließ, konnte die Funktionalität dieses neuartigen Froschmodells 

zur PMM2-CDG nachgewiesen werden. 

 

Die Analyse des nicht-kanonischen Wnt5a/ror2 Wnt-Signalweges ergab eine 

durch Pmm2-Verlust bedingte Hypoglykosylierung von Wnt5a. Weitere 

Experimente zeigten, dass die Sezernierung von Wnt5a durch den Verlust von N-

Glykanen gehemmt wurde und dadurch die Transduktioneffizienz dieses wichtigen 

entwicklungsbiologischen Signalwegs stark vermindert wurde. 

 

In dieser Dissertation konnte anhand eines neuartigen Froschmodells zum ersten 

Mal in vivo gezeigt werden, dass ein Pmm2-abhängiger Glykosylierungsdefekt 

direkten Einfluss auf Wnt-Signalprozesse in der frühen Embryogenese nimmt. Die 

Ergebnisse dieser Arbeit tragen damit maßgeblich zu einem besseren 

pathogenetischen Verständnis des komplexen Phänotyps der PMM2-CDG bei. 
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Summary 

Inborn errors of proteinglycosylation in humans lead to ‘Congenital Disorders of 

Glycosylation‘(CDG). PMM2-CDG is by far the most common form within this 

group of severe disorders. Although over 1000 patient’s suffering from PMM2-

CDG have been identified worldwide, its complex pathophysiology is yet to be 

understood, especially in regard to developmental processes. 

To study the regulation of Pmm2-dependent signalling pathways in early 

embryogenesis, investigations in the South African clawed frog, Xenopus laevis 

were carried out. By a morpholino-induced knockdown the Pmm2 activity in 

Xenopus laevis was successfully reduced, resulting in a general protein 

hypoglycosylation. 

This induced a severe morphogenetic phenotype, mainly characterized by 

craniofacial dysmorphisms, early axial defects, a reduced notochord as well as 

malformations of the heart and digestive tract. Since the biochemical and 

morphological effects could both be neutralized by introducing the wildtype-Pmm2-

cDNA, the functionality of this novel frog model of PMM2-CDG was confirmed.  

The analysis of non-canonical Wnt5a/ror2 Wnt-signalling pathway demonstrated, 

that loss of Pmm2 leads to hypoglycosylation of Wnt5a. Further experiments 

showed that Wnt5a secretion was greatly inhibited by loss of N-glycans, relevantly 

reducing the transduction efficiency of this important developmental signalling 

pathway. 

In this dissertation it could be shown, on the basis of a novel frog model, for the 

first time in vivo, that a Pmm2-dependent glycosylation deficiency takes direct 

effect on Wnt-signalling processes in early embryogenesis. The results of this 

research will thus further improve the understanding of origin and pathogenesis 

beyond the complex phenotype of PMM2-CDG. 
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II. Ziel der Dissertation

Die durch monogenetische Defekte hervorgerufenen Verluste oder Verkürzungen 

von N-Glykanen führen bei CDG-Patienten zumeist zu schweren 

multisystemischen Erkrankungen, die oftmals mit psychomotorischer und mentaler 

Retardierung einhergehen. 

Obwohl weltweit bereits mehr als 1000 PMM2-CDG Patienten bekannt sind, ist die 

komplexe Pathophysiologie dieser Erkrankung insbesondere für die Organ-

entwicklung ungeklärt. 

Um die Auswirkungen einer Pmm2-Defizienz und der daraus resultierenden 

Hypoglykosylierung für die Embryonalentwicklung zu untersuchen, wird ein 

Pmm2-Knockdown in Xenopus laevis durchgeführt. Mit Hilfe dieses Froschmodells 

soll der Einfluss der N-Glykosylierung auf die Funktion von 

Signaltransduktionswegen wie den ‚Wingless/ Wnt’-Signalweg und der ‚Fibroblast 

growth factor’-Signalweg analysiert werden, welche für die embryonale 

Musterbildung und Morphogenese entscheidend sind. Es wird erwartet, dass die 

verminderte Pmm2-Aktivität eine generelle Hypoglykosylierung von 

Signalmolekülen in Xenopus laevis hervorruft, was die Entwicklung des Frosches 

negativ beeinflussen sollte. Weiterführende histologische, histochemische und 

proteinbiochemische Untersuchungen dieses Tiermodells sollen helfen, den 

Ursprung der Erkrankungssymptome von PMM-CDG-Patienten besser zu 

verstehen. 
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1. Einleitung

1.1 Glykosylierung von Proteinen 

Die Glykosylierung von Proteinen ist eine in allen Lebensformen vertretene 

posttranslationale Modifikation, die für die Funktionalität von Proteinen eine 

entscheidende Rolle spielt (Spiro, 1973; Moreman et al., 2012; Defaus et al., 

2014). 

1.1.1 Biologische Relevanz der Glykokonjugation 

Glykokonjugate beeinflussen physiologische Prozesse wie die Faltung von 

Proteinen und deren Löslichkeit, gewährleisten Zell-Matrix- und Zell-

Zellinteraktionen und bieten Schutz vor Degradation. Sie sind wichtig für die 

Qualitätskontrolle im endoplasmatischen Retikulum (ER) und sind vor allem 

wesentliche Schlüsselkomponenten für den gerichteten Transport in 

Signaltransduktionsprozessen (Varki et al., 1993; Leach et al., 2002; Shental-

Bechor und Levy, 2008). 

Grundlegende entwicklungsbiologische Prozesse wie die Fertilisation weisen 

darauf hin, dass der Glykosylierungsstatus der Proteine von großer Bedeutung ist 

und während der Embryogenese eine entscheidende Funktion in Wachstum, 

Differenzierung, Organogenese und Morphogenese ausübt (Podbilewicz 2004;

Ohtsubo und Marth, 2006). Zudem sind Glykoproteine an Prozessen wie 

Inflammation und Malignität beteiligt (Oppenheimer et al., 2008; Tan und Hhang, 

2008). 

1.1.2 Grundlagen der Biosynthese von Glykoproteinen 

Die Glykoproteinbiosynthese ist ein phylogenetisch hoch konservierter, komplexer 

Mechanismus. Das kovalente Anheften von Glykanen ist eine ko- und post-

translationale Modifikation, die zur Gewährleistung der Funktionalität vor allem 

membrangebundener und sezernierter Proteine beiträgt. 

Die Synthese der Glykane umfasst viele aufeinanderfolgende Schritte, an der 

Glykosidasen, Glykosyltransferasen und Transportproteine beteiligt sind. 
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Die Glykokonjugation lässt sich aufgrund der spezifischen Bindungsart und 

Struktur in verschiedene Gruppen einteilen, die O- und die N- verknüpften 

Glykoproteine sowie Glykolipide und C-Glykosylierung (Spiro, 2002; Dell et al., 

2010). 

1.1.2.1 O-Glykosylierung 

Die O-Glykosylierung findet meist im Golgi-Apparat statt und wird abhängig von 

der Verknüpfung zwischen Zucker- und Aminosäurereste ebenfalls in drei 

Untergruppen geteilt. 

In tierischen Zellen stellt die häufigste Form der O-Glykane der Muzin-Typ, wobei 

ein N-Acetylgalaktosaminrest α-glykosidisch mit der Hydroxylgruppe eines Serin- 

oder Threoninrestes verbunden ist. Dieser Muzin-Typ bewirkt beispielsweise die 

viskose Beschaffenheit des mukosen Schleims als Schutz epithelialer Oberflächen 

und ist zudem für die Ausbildung einer Barriere zwischen Epithelgewebe und 

Körperflüssigkeiten verantwortlich. 

Des Weiteren sind der O-GlcNAc-Typ, bei dem ein N-Acetylglucosaminrest 

ebenfalls über den Hydroxylrest eines Serin- oder Threoninrestes verknüpft ist, 

sowie der Xylulose-Typ mit der Verknüpfung über diesen spezifischen Zucker in 

Proteoglykanen bekannt (van den Steen et al., 1998; Spiro, 2002; Tran und Ten 

Hagen, 2013). 

1.1.2.2 N-Glykosylierung 

Die häufigste Glykanmodifikation bei eukaryotischen Zellen wird durch den 

Mechanismus der N-Glykosylierung koordiniert. Die Zuckerstrukturen werden über 

definierte Asparaginsäurereste des Glykosylierungsmotivs Asn-X-Ser/Thr an die 

neu entstehenden Glykoproteine gebunden (Medzihradszky, 2008), wobei X jede 

beliebige Aminosäure außer Prolin darstellen kann. Es werden jedoch nur ein 

Drittel der potentiellen Erkennungssequenzen durch Glykosylierung modifiziert 

(Kornfeld et al., 1985). 

Bei der Biosynthese N-glykosidisch verknüpfter Glykoproteine ist ein N-Acetyl-

glucosaminrest ß-glykosidisch mit der Amidgruppe der Seitenkette eines 

Asparaginrestes (Asn) verbunden. 
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N-Glykane werden in drei verschiedene Typen klassifiziert, wobei man zwischen 

einem Mannosereichen-, einem Komplex- oder einem Hybrid-Polysaccharid-Typ 

unterscheidet. In Abb.1.1 werden die drei Hauptglykantypen dargestellt. 

Abbildung 1.1: Haupttypen der N-verknüpften Glykokonjugate. Dargestellt sind der Mannosereiche-, der Komplex- und 

der Hybridtyp. Die für N-Glykane charakteristische Pentasaccharid-Kernstruktur befindet sich innerhalb der gestrichelten 

Markierung, bestehend aus zwei N-Acetylglucosamin(■)- und drei Mannoseresten(●). Der Hybrid-/Komplextyp weist zudem 

noch weitere Monosaccharide wie die Fucose (►), Galaktose- (♦) und terminale Sialinsäurereste (♦) auf. 

Mannosereiche Glykokonjugate tragen terminal unsubstituierte Mannosereste. In 

Vertebraten ist der am häufigsten bei extrazellulären N-Glykanen vorkommende 

Typ der Komplextyp (Trombetta, 2003). 

Die Synthese des Komplextyps erfolgt an der N-Acetylglucosamin- und Mannose- 

Kernregion und findet überwiegend im medialen und trans-Golgi-Kompartiment 

statt. Glykokonjugate des Komplextyps tragen auf der Kernstruktur aufbauend 

weitere N-Acetylglucosamin-, Fucose-, Galaktose- und Sialinsäurereste. Der 

Komplextyp besitzt eine hohe Variabilität der Ausbildung von mono- bis 

pentaantennären Strukturen, wodurch diese Gruppe vielfältig in verschiedenen 

Kombinationen vertreten ist (Lowe und Marth, 2003). 

Hybridglykan-Typen sind durch N-Acetylglucosamin-substituierende Enden 

komplexer Glykane und paralleler Enden unsubstituierter Mannosereste 

gekennzeichnet. Diese Glykantypen werden signalabhängig gebildet, wodurch das 

Glykoprotein im Anschluss zielorientiert aus dem Golgi entlassen wird (Yamamoto 

et al., 2013). 

In Abb.1.2 wird die Glykoproteinbiosynthese in ihren einzelnen Schritten 

veranschaulicht, welche die Komplex-Typ Prozessierung dargestellt.
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Abbildung 1.2: Glykoproteinbiosynthese. Die N-Glykosylierung beginnt auf der zytoplasmatischen Oberfläche des 

Endoplasmatischen Reticulums (ER) mit der Anheftung der Nukleotid-aktivierten Zucker. Nach der Translokation der lipid-

verknüpften Oligosaccharide in das ER-Lumen erfolgt der Transfer auf das naszierende Protein durch die 

Oligosaccharyltransferase (OST). Die weitere Prozessierung und Modifikation der N-verknüpten Zuckerstrukturen erfolgt 

nach dem vesikulären Transport in den Golgi-Apparat (Golgi). ● Glucose; ■ N-Acetylglucosamin; ● Mannose; ►Fucose;  

♦ Galaktose; ♦Sialinsäure; ▐ Dolichol; P- Phosphat
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Die initialen Schritte der Glykoproteinbiosynthese erfolgen im Zytosol der Zelle. 

Dort werden zum einen die benötigten Zucker nach ihrem Import in nukleotid-

aktivierte Zucker modifiziert (Freeze und Elbein, 2009), zum anderen wird Dolichol 

bereitgestellt. Mit der Phosphorylierung des auf der zytosolischen Seite des ER 

gebundenen Dolichols und dem Anheften des ersten phosphorylierten N-

Acetylglucosaminrests startet die Prozessierung der Lipid verknüpften 

Oligosaccharide (LLO). Es werden ein weiterer N-Acetylglucosamin- sowie fünf 

Mannosereste durch enzymatische Übertragung zu einer Zuckerkette verknüpft.  

Anschließend erfolgt die Translokation dieser Zuckerstruktur durch eine Flippase 

ins ER-Lumen (Häuptle et al., 2008). Die enzymatische Elongation durch weitere 

vier Mannose- und drei Glucosereste (Hirschberg et al., 1998) ergibt die 

vollständige Struktur Dol-PP-GlcNAc
2
-Man

9
-Glc

3
. Dieses Vorläufer-Oligosaccharid

wird durch die Oligosaccharyltransferase (OST) auf naszierende Proteine 

übertragen (Knauer und Lehle, 1999). 

Anschließend werden drei Glucose- und ein Mannoserest abgespalten, das 

Protein durchläuft die Qualitätskontrolle und wird durch vesikulären Transport zum 

Golgi transportiert (Tatu und Helenius, 1997). 

Die Glykanstuktur wird im Golgi zunächst weiter getrimmt und anschließend durch 

GlcNAc-, Galaktose-, Fucosereste sowie Sialinsäurereste wieder aufgebaut. 

- Die Reduktion um drei Mannose-Oligosaccharide im cis-Kompartiment betrifft 

die Modifizierung von Glykoproteinen, die für sekretorische Vesikel oder für 

eine Lokalisation in der Plasmamembran bestimmt sind. 

- Im medialen Golgi-Kompartiment können weitere Mannosereste abgebaut 

werden und durch Fucose- und Galaktosemonosaccharide ersetzt werden. 

- Im trans Golgi-Kompartiment erfolgt die terminale Modifikation mit 

Sialinsäuren. 

Abschließend entscheidet die Aminosäuresequenz des jeweiligen Glykoproteins 

über die Variante der N-glykosidsch gebundenen Oligosaccharide (Hubbard und 

Ivatt, 1981). 
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1.2 Glykosylierungsdefekte - Congenital Disorder of Glycosylation 

Defekte in der N-Glykosylierung des Menschen, die die Synthese oder die 

Prozessierung der neusynthetisierten Zuckerkonjugate beeinträchtigen, führen zu 

einem oftmals stark multisystemischen Erkrankungsbild und werden als 

‚Congenital Disorder of Glycosylation’ (CDG) bezeichnet. 

CDG sind eine erblich bedingte Erkrankungsgruppe mit einem variablen klinischen 

Profil und einer Inzidenz von 1:200.000 für PMM2-CDG. 

Klinisch wurde die Gruppe monogenetischer Stoffwechseldefekte mit autosomal-

rezessivem Erbgang erstmalig 1980 beschrieben (Jaeken et al.). Anhand des 

Glykosylierungsmusters des Serum-Transferrins, ein Markerprotein in der CDG-

Diagnostik, werden die CDG-Erkrankungen in die Kategorien CDG-I und CDG-II 

unterteilt. 

CDG-I ist gekennzeichnet durch genetische Defekte verschiedener Proteine der 

N-Glykansynthese, die im Zytosol und im Endoplasmatischen Retikulum, bis 

einschließlich des Transfers des Dolichol-verknüpften Oligosaccharids auf das 

naszierende Protein durch die Oligosaccharyltransferase (OST) auftreten. 

Unter dem CDG II-Typ werden die Defekte der nachfolgenden Prozessierung, des 

Trimmings und der Elongation im ER und Golgi definiert. 

In Tabelle 1 werden die in Abb.1.3 dargestellten, bisher publizierten CDG-Defekte 

zusammengefasst aufgeführt. Für jeden Defekt wurden die alte sowie die neue 

Nomenklatur, das betroffene Protein sowie die Referenzen der Erstbeschreibung 

aufgelistet. (OMIM*-Nummer = online Mendelian inheritance in man 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/). 
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Tabelle 1: Übersicht der bisher beschriebenen Defekte der N-Glykosylierung 
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Abbildung 1.3: Angeborene Defekte der N-Glykoproteinprozessierung ‚Congenital Disorders of Glycosylation’ 

(CDG). Die gelben Blitze verdeutlichen die bisher beschriebenen Defekte der N-Glykosylierung, welche in Tabelle 1 

aufgeführt sind. ● Glucose; ■ N-Acetylglucosamin; ● Mannose; ►Fucose; ♦ Galaktose; ♦Sialinsäure; ▐ Dolichol; 

P- Phosphat 
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1.2.1 PMM2-CDG (CDG-Ia) – Der häufigste CDG-Defekt 

Phosphomannomutase2 (PMM2)-CDG ist mit fast 80% der häufigste und zugleich 

der klinisch am längsten bekannte Defekt dieser schnell wachsenden 

Erkrankungsgruppe (Haeuptle und Hennet 2009). 

Weltweit sind bis heute mehr als 1000 PMM2-Patienten bekannt, wobei davon 

auszugehen ist, dass die Dunkelziffer deutlich höher ist (Ohno et al., 1992; Imtiaz 

et al., 2000; De Lonlay et al., 2001; Erlandson et al., 2001; Briones et al., 2002; 

Enns et al., 2002; Kjaergaard et al., 2004). 

1.2.1.1 Biochemische und genetische Charakterisierung von PMM2-CDG 

Die Phosphomannomutase2 ist ein zytosolisches Enzym, welches die Reaktion 

von Mannose-6-Phosphat zu Mannose-1-Phosphat katalysiert und umgekehrt. 

Das gebildete Mannose-1-Phosphat ist ein wichtiger Vorläufer für die Synthese 

von GDP-Mannose, Dolichol-P-Mannose und GDP-Fucose, die essentielle 

Zuckerdonore für die Glykoproteinbiosynthese darstellen (Kepes und Schekman, 

1988; Hansen et al., 1997). 

Die genetische Ursache von PMM2-CDG liegt in Mutationen im Gen der 

Phosphomannomutase2 (PMM2) begründet, wodurch eine verminderte 

Enzymaktivität hervorgerufen wird (Matthijs et al., 1997). Die verminderte Aktivität 

führt zu einer stark reduzierten Bereitstellung von vollständig synthetisierten lipid-

verknüpften Oligosacchariden so dass es zu einem teilweise kompletten Verlust 

von N-glykosidischen Glykoproteinen kommt (Jaeken und van Schaftingen, 1995). 

Aktuell sind über 80 Mutationen im PMM2-Gen beschrieben, welches auf dem 

Chromosom 16p13 lokalisiert ist und für ein Protein von 28kDa kodiert 

(Vuillaumier-Barrot et al., 2006). 

Die betroffenen Patienten weisen keinen totalen Verlust, sondern eine geringe, 

von der Mutation abhängige, PMM2-Restaktivität bis zu 20% auf. 
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1.2.1.2 Klinische Symptome von PMM2-CDG 

PMM2-CDG-charakteristische Leitsymptome umfassen unter anderem 

Entwicklungsverzögerungen, subkutane Fettpolster, Strabismus und invertierte 

Mammilen (Kristianson et al., 1989), die sich trotz unauffälliger Schwangerschaft 

oftmals bereits in der neonatalen Phase manifestieren (Vuillaumier-Barrot et al., 

2012). 

Hinzu kommen neurologische Auffälligkeiten, die aufgrund einer Beeinträchtigung 

des zentralen und peripheren Nervensystems, hauptsächlich durch 

psychomotorische Entwicklungsverzögerung, Hypotonie und Kleinhirnatrophie 

(Kjaergaard et al., 2001; Mader et al., 2002), gekennzeichnet sind. In Einzelfällen 

wurden jedoch auch die Ausprägungen eines Hydrocephalus sowie Epilepsien 

beschrieben (Miossec-Chauvet et al., 2003). 

Ebenfalls werden pathologische Veränderungen der Augen, des endokrinen 

Systems und im Aufbau des Skelettsystems beschrieben, welche beispielsweise 

in Form eines Strabismus (Schielen), einer Retinitis pigmentosa (Stromland et al., 

1990; Fiumara et al., 1994), eines Hypogonadismus (Miller et al., 2003) sowie 

einer Blutgerinnungsstörung (De Lonlay et al., 2001) und einer Verkrümmung des 

Rückgrads (Schade van Westrum et al., 2006) detektiert werden. 

Zudem werden hypotrophe und dilatative Kardiomyophatien, Myokardinfarkte oder 

perikardiale Ergüsse (Clayton et al., 1992; Garcia-Silva et al., 1996; Marquardt et 

al., 2002; Gehrmann et al., 2003) beschrieben. 

Es kann auch zu Störungen des Gastrointestinaltrakts und der Leber in PMM2-

CDG Patienten kommen, welche sich in Form von Ernährungsstörungen und 

Hepatomegalie darstellen. In einigen Fällen wird das Auftreten einer Leberfibrose 

sowie eine Leberverfettung berichtet (Damen et al., 2004). 

Zudem werden Auffälligkeiten wie vergrößerte Nieren (Petersen et al., 1993) oder 

auch renale Zysten (Strom et al., 1993) beobachtet. Etwa 20% der PMM2-CDG 

Patienten versterben in den ersten drei Jahren (DeLonlay et al., 2001). Mit 
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zunehmendem Alter stabilisiert sich der Gesundheitszustand der Patienten 

(Jaeken und Carchon, 1993, Grünewald 2009). 

Post mortem konnte ein Verlust an Purkinje-Zellen sowie ein partieller Verlust der 

Granula-Zellen im zerebellaren Kortex nachgewiesen werden, was die progressive 

Degeneration in PMM2-CDG-Patienten widerspiegelt (Stromme et al., 1991). 

In Abb.1.4 wird die multisystemische Symptomatik bei PMM2-CDG-Patienten 

dargestellt. 

Abbildung 1.4: Multisystemische Symptome bei PMM2-CDG Patienten. Am Beispiel der aufgeführten Pmm2-CDG-

Patienten werden die Symptome dieser Erkrankung verdeutlicht. (A) Aufnahme eines PMM2-CDG-Patienten mit invertierten 

Brustwarzen, subkutanen Fettpolstern und Strabismus (Schielen). (B) Aufnahme einer PMM2-CDG-Patientin mit 

pathologischen Veränderungen des Skeletts in Form einer Skoliose. (C) Die Magnetresonanztomographie (MRT) eines 

PMM2-CDG-Patienten veranschaulicht eine deutliche Retardierung der zerebellaren Substanz als Folge einer 

Kleinhirnatrophie. 

Obwohl seit Mitte der 90er Jahre die molekulare Ursache von PMM2-CDG 

bekannt ist, ist die Pathophysiologie dieser Erkrankung trotz generierter 

Tiermodelle in Maus und Zebrafisch bis heute noch weitgehend unbekannt. Vor 

allem im Hinblick auf die grundsätzliche Analyse beeinträchtigter zell- und 

entwicklungsbiologischer Vorgänge ist ein funktionales Pmm2-CDG-Tiermodell 

essentiell, weswegen diese Arbeit an Xenopus laevis durchgeführt wurde. 
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1.3 Xenopus laevis 

Der südafrikanische Krallenfrosch Xenopus laevis ist ein etablierter und zur 

Analyse der Embryogenese besonders geeigneter Modellorganismus, da die ex-

utero Entwicklung eine gute Möglichkeit zur exakten Analyse von 

Signaltransduktionswegen in definierten Entwicklungsstadien bietet (Gurdon und 

Hopwood 2000; Baldessari et al., 2005; Koide et al., 2005; Beck et al., 2009; Blum 

et al., 2009; Tadros und Lipshitz, 2009). 

Ein großer Vorteil besteht darin, dass die Fertilisation induzierbar und ganzjährig 

durchführbar ist. Durch die Injektion von humanem Choriongonadotropin in den 

dorsalen „Lymphsack“ des Weibchens wird eine Eiablage innerhalb von 24 bis 48 

Stunden induziert. Die Fertilisation erfolgt in vitro durch die Zugabe eines kleinen 

mazerierten Hodenstückes (Sive et al., 2007). 

Weitere Vorzüge bestehen darin, dass die Handhabung leicht zu erlernen ist und 

die Embryonen resistent gegenüber Infektionen nach Mikromanipulationen sind. 

Der Entwicklungszyklus verläuft sehr schnell, und mit einer höheren Anzahl an 

Embryonen pro Befruchtung wird eine kostengünstige Daten-Reproduktionsrate 

ermöglicht (Sive et al., 2000). 

Zudem besitzen Amphibienembryos bis kurz vor der Gastrulation eine starke 

maternale regulatorische Komponente, die es im Vergleich zu Säugern ermöglicht, 

zygotisch exprimierte Defekte, die zu einer Letalität führen, auszugleichen 

(Heasman 2002). 

1.3.1 Xenopus laevis Embryonalentwicklung 

Im Verlauf der Vertebratenentwicklung ist die Embryogenese ein fundamentaler 

Prozess, in dem verschiedene zelluläre Mechanismen wie Proliferation, 

Zellteilung, Zellschicksalsdetermination, Bewegung und interaktive Zell-

kommunikation sowie Apoptose reguliert werden. 

In Abb.1.5 wird der Entwicklungszyklus von Xenopus laevis dargestellt. Die 

Klassifizierung der Embryonalstadien erfolgte1967 durch Nieuwkoop und Faber 

(NF). 
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Das unbefruchtete Ei von Xenopus laevis ist zwischen 1 bis 1,5mm groß und hat 

eine typisch auffällige Polarisierung. Durch eine Melanin-Pigmentierung am 

animalen Pol  wird der vegetale dotterreiche untere Pol deutlich abgrenzt. 

Die Achse verläuft vom animalen Pol zum vegetalen Pol und wird als animal-

vegetative Achse definiert. 

Nachdem das Spermium das Ei befruchtet hat, die Akrosomreaktion sowie die 

Corticalreaktion abgeschlossen sind und eine Fusion der mütterlichen und 

väterlichen Vorkerne stattgefunden hat, beginnen die ersten Furchungsteilungen. 

Die ersten zwölf Zellteilungen bis zur Blastulation erfolgen als mitotische 

Zellteilungen, in denen die Zellen nicht wachsen, sondern bei jeder Teilung kleiner 

werden. Diese Zellen, bei denen zwischen den synchronen Zellteilungen das 

Zellwachstum ausbleibt, werden als Blastomere bezeichnet (Heasman 2006; 

Skirkanich et al., 2011). 

. 

Abbildung 1.5: Entwicklungszyklus von Xenopus laevis. Nach der Eiablage und der Befruchtung erfolgen mitotische 

Furchungsteilungen bis zur Blastula. Im Verlauf der anschließenden Gastrulation werden die Gewebe-Vorläufer sowie der 

Urdarm angelegt. Die anterior-posterior Achse ist determiniert, wodurch folgend die die Ausprägung der Neuralleite und des 

Neuralrohrs ermöglicht wird (Neurulation). Der Embryo elongiert und durchläuft in den folgenden Stunden Morphogenese 

und Organogenese-Prozesse. Nach wenigen Tagen ist das Kaulquappenstadium erreicht, die Metamorphose zum adulten, 

geschlechtsreifen Frosch dauert bis zu 12 Monaten. Modifiziert nach Nieuwkoop und Faber (1994). 
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Nach etwa 7 Stunden ist der Embryo im Blastulastadium und durchläuft in den 

folgenden zwei Stunden die MidBlastulaTransition (MBT), bei der die zygotische 

Komponente die Regulation des Körperbauplans im Embryo übernimmt und die 

maternale Kontrolle herab gesenkt wird. Die nun folgenden Prozesse werden rein 

zygotisch reguliert. Nachdem der Embryo die MBT überwunden hat, kommt es zu 

einem kritischen Prozess in der Vertebratenentwicklung, der Gastrulation. 

 

Dieser Schlüsselprozess beruht auf einer komplexen Neuorganisation des 

Embryonenbauplans durch die Ausprägung der Organ-Vorläufer-Gewebe: 

Endoderm, Ektoderm und Mesoderm (Elinson, 2011). 

 

Da auf die frühe Gastrulation ein Hauptaugenmerk in dieser Arbeit gerichtet ist, 

wird dieser Prozess im nächsten Abschnitt detailiert aufgeführt. 

 

Nachdem sich der Embryo während der Gastrulation orientiert und eine 

grundlegende morphogenetische Strukturierung stattgefunden hat, beginnt nach 

etwa 8 bis 10 Stunden die Neurulation mit der Ausprägung der Neuralleiste. Im 

Folgenden elongiert der Embryo, bildet die ersten Organanlagen, durchläuft somit 

die Organogenese sowie anschließend eine Metamorphose. Die morphologischen 

Kriterien einer Kaulquappe sind schon nach 2 Tagen ausgeprägt. Nach etwa 

einem Jahr gilt der sich entwickelnde Xenopus laevis als adult und geschlechtsreif 

(Jones und Smith, 2008). 

 

 

1.4 Morphogenese der Xenopus Gastrulation 

Die Gastrulation ist ein kritischer Prozess im Verlauf der Vertebratenentwicklung 

(Solnica-Krezel, 2005). Eine systematische Koordination von Zellbewegungen 

führt zu einer Organisation des Embryos, welche aus der Blastula einen 

multisystemischen Organismus entstehen lässt (Von Dassow und Davidson 2009). 

Neben der Ausprägung der drei Keimblätter wird ebenfalls ein grundlegender 

Körperbauplan durch Anlage der primären Achse determiniert (Capdevila et al., 

2000). Es erfolgt eine neue Ausrichtung der Zellen, wodurch neue Zellkontakte 

entstehen und die Varianz der induktiven Interaktionen für anstehende 

Neurulations- und Organogeneseprozesse ermöglichen. 
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Zum Ende der Blastulation entsteht eine Blastula (Hohlkugel), deren Kavität, ein 

mit Flüssigkeit gefüllter Hohlraum, das Blastocoel definiert (Abb.1.6 links; 

modifiziert nach Gilbert, 2006). Zu diesem Zeitpunkt sind grundlegende 

organisatorische Körperbaupläne angelegt und das Schicksal jeder Zelle 

determiniert (Kumano und Smith 2002). 

 

 

Abbildung 1.6: Zellschicksalskarte der Blastula (NF Est. 8-9) und der frühen Gastrula (NF Est. 10) in Xenopus 

laevis. (links) Blastula-Embryo. Ektodermale Zellen bilden den animalen Pol, endodermale Zellen die vegetative 

Hemispäre. (rechts) Gastrula-Embryo. In der dorsalen Marginalzone startet die Gastrulation durch die vegetale Rotation des 

Endoderms und der Ausprägung der Flaschenzellen. 

 

Die abgrenzende Marginalzone rund um den Äquator und der vegetale Pol bilden 

in der weiteren Entwicklung Mesoderm und Endoderm, wogegen der animale Pol 

des Embryos im Verlauf durch die Ausprägung des Ektoderms bedeckt wird. 

 

Diese Ausprägung der Dreikeimblättrigkeit ist ein wesentlicher Bestandteil des 

Gastrulationsprozesses. Die Gastrulation wird mit der Bildung des Blastoporus, 

dem Urmund, einer vegetalen Öffnung in der Blastula eingeleitet (Abb.1.6 rechts). 

Die morphogenetischen Gastrulationsbewegungen werden dorsal initiiert, breiten 

sich lateral ventral des Embryos aus und bilden eine ringförmige Struktur, den 

Blastoporus. 

 

Die axiale Seite des Blastoporus ist durch den Organisator gekennzeichnet, der 

als Signalzentrum die Keimblattbildung steuert und Zellbewegungen im Verlauf 

der Gastrulation reguliert (DeRobertis, 2009). Endodermale und mesodermale 

    Blastula, Stadium 8-9 Frühe Gastrula, Stadium 10 
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Zellen wandern während der Internalisierung unterhalb des Ektoderms (Abb.1.7). 

Währenddessen werden ektodermale Zellen einer Epibolie, einer 

Wachstumsbewegung über den Dotter, ausgesetzt. 

 

Durch die radiale Zellinterkalation bedeckt das Ektoderm letztlich vegetal den 

kompletten Embryo, verengt den Blastoporus, bis dieser am animalen Pol 

konvergiert und sich schließt (Keller et al., 1992; Keller et al., 2000; Davidson et 

al., 2002; Keller, 2005). 

 

 
 

Abbildung 1.7: Zellschicksalskarte der Gastrula (NF Est. 11) und der späten Gastrula (NF Est.12) in Xenopus laevis.  

(links) Die endodermale Zellbewegung verläuft in anteriorer Ausrichtung entlang des Blastocoeldaches (rechts). Die Epibolie 

des Ektoderms breitet sich über den kompletten Embryo aus und führt zum Schließen des Blastoporus. Modifiziert nach 

Gilbert, 2006. 

 

Epibolie Bewegungen verbreitern die entstehenden Keimblätter und dünnen sie 

aus. Konvergente Bewegungen verengen die Keimblätter von lateral zu medial, 

während Extensionsbewegungen diese von anterior zu posterior verlängern. 

 

Die Ausprägung der drei Keimblätter ist ein wichtiger Schritt, da nun die Funktion 

einer gewebespezifischen Organisation im Embryo angelegt wird. Das Ektoderm 

als äußerstes Keimblatt entwickelt die Haut, das Gehirn und das Nervensystem. 

Das Mesoderm als mittleres Keimblatt bildet das Skelett, die Muskeln und das 

zirkulatorische System. Das Endoderm formiert im weiteren Verlauf der 

Embryogenese den Darm und weitere interne Organe. Diese musterbildenden 

Gastrulationsprozesse setzen eine deutlich flexible Veränderung der Zellmotilität, 

der formgebenden Funktionalität und der Zelladhäsion voraus.  

Gastrula, Stadium 11 Späte Gastrula, Stadium 12 
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1.5 Morphogenesebewegungen 

Im Verlauf der Gastrulation werden verschiedene Zellbewegungen vorgefunden 

(Hardin und Walston, 2004; Modifiziert nach worms.zoology.wisc.edu): 

Invagination: Einstülpen einer Zellschicht 

 

Ingression: Zellen aus der Epithelschicht differenzieren zu Mesenchymzellen 

 

Involution: Einwandern des Epithels zur Ausprägung einer neuen Zellschicht 

 

Epibolie: Ausdehnung der Zellen durch eine Verdünnung 

 

Interkalation: Einlagern zweier Zellschichten ineinander 

 

 

Konvergente Extension: Zellen interkalieren und dehnen sich aus 
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Gewebeseparation: Apikale Konstriktion zur Formation von ‚bottle cells‘ in der 

Dorsal Marginal Zone. Mesodermale gefolgt von endodermalen Zellen involutieren 

in den Embryo und prägen frühe Anlagen des Archenterons (Urdarm). Die 

Involution wird durch eine vegetale Rotationsbewegung als treibende Kraft der 

endodermalen Masse gesteuert (Winklbauer und Schurfeld, 1999). 

 

          

 
Abbildung 1.8: ‚Brachet’s Cleft‘ Formation in Xenopus laevis Embryonen. Der schematische Querschnitt des Xenopus 

laevis Est. (Stage) 10 zeigt die  Blachet Cleft-Formation der Gewebeseparation. Während der Gastrulation involutieren 

mesodermale Zellen unterhalb des Blastocoel-Ektoderms durch die ‚Brachet cleft‘ (Modifiziert nach Gorny und Steinbeisser, 

2012). 

 

 

Ein wesentliches Kriterium in der frühen Gastrula ist die Ausprägung der dorsalen 

Blastoporen-Lippe. An dieser Stelle involutieren die ersten Zellen des anterioren 

Mesoderms, welche in der folgenden Entwicklung die Kopfstrukturen entstehen 

lassen. Den mesodermalen Zellen folgen chordamesodermale Zellen zur 

Ausprägung des Notochords und der Somiten (Abb.1.8). 

 

Da in der vorliegenden Arbeit vor allem die Konvergente Extension eine 

essentielle Rolle einnimmt, wird diese im folgenden Abschnitt näher beschrieben. 
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1.5.1 Konvergente Extension 

Die Zellbewegung der konvergenten Extension spielt eine wesentliche Rolle im 

Verlauf der Chordaten-Embryonalentwicklung. Sie erweist sich als treibende Kraft 

in der Gastrulationsprozessierung (Kuhl et al. 2001) und führt zu einer schnellen 

Gewebeausprägung. 

 

Im Verlauf der Xenopus laevis Gastrulation involutieren mesodermale Zellen, 

welche nach der Internalisierung des Gewebes eine konvergente Extension 

aufweisen, wodurch die anterior-posterior Achse gestreckt wird. 

Die ursprünglich multipolaren, zufällig orientierten Zellen werden wie in Abb.1.9 

dargestellt bipolar, aggregieren und richten sich mediolateral, senkrecht ihrer 

anterior-posterior Achse, aus. 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1.9: Konvergente Extension der involutierenden mesodermalen Zellen. Die urspünglich multipolaren Zellen 

bekommen eine bipolare Gestalt. Es erfolgt die Konvergenz an der dorsalen Mittellinie und die anschließende 

Zellinterkalation, wodurch das Gewebe in anterior-posterior Ausrichtung elongiert. Modifiziert nach Keller et al., 2000. 

 

Die bipolare Ausrichtung dieser Zellen wird von verschiedenen Signalen der 

Nachbarzellen initiiert, wodurch eine Zell-Interkalation stattfindet und eine 

Gewebe-Elongation in anterior-posterior Ausrichtung erfolgt (Keller et al., 2008). 

 

Einzelne Zellen legen kurze Strecken zurück und erzielen einen starken 

Extensionseffekt des Gewebes (Keller et al., 1992; Keller et al., 2000; Wallingfort 

und Harland, 2001; Keller et al., 2002; Wallingfort et al., 2002). 

 

Diese morphogenetische Koordination ermöglicht die Basis der Ausprägung einer 

intakten Körperachse bei Nematoden, Ascidien, Amphibien, Vögeln und Säugern, 

wie in Abb.10 dargestellt (Schönwolf und Alvarez, 1989; Sausedo und Schönwolf, 

1994; Keller et al., 2000; Munro und Odell, 2002; Glickman et al, 2003). 

E
x
t
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n
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Abbildung 1.10: Morphogenetische Ausprägung der Chordaten-Körperachse. Im Verlauf der Gastrulation und 

Neurulation wird der Körperbauplan determiniert. Durch Zellbewegungen mediolateraler Strukturen wird die anterior-

posterior Ausrichtung der Achse bestimmt, wodurch ein schematischer Vergleich zwischen Frosch und Menschen 

verdeutlicht werden kann. Modifiziert nach Keller, 2002. 

 

Mediolaterale Strukturen werden eingeengt und elongieren nach der Anterior-

posterior Ausrichtung des Embryos, wodurch eine morphologische und funktionale 

Polarität, mit Kopf und Schwanz, in allen Chordaten definiert angelegt werden 

kann (Keller 2002). 

 

1.5.2 Molekulare Faktoren der Gastrulation 

Die Zellbewegungen der Gastrulation in Vertebraten werden durch eine Variabilität 

an Molekülen verschiedener Kategorien und Signaltransduktionkaskaden reguliert. 

Diese beinhalten die klassischen Signalwege wie Wnt, BMP/TGFß sowie Nodal 

und FGF, als auch Transkriptionsfaktoren, wie Brachyury, Zelladhäsionsmoleküle 

wie Catenin, Cadherine und Protocadherine. Weitere Komponenten sind 

Bestandteile der extrazellulären Matrix (Bsp. Fibronektin) oder Proteine mit 

Regulationsfunktion für den Aufbau des Cytoskeletts (Rho,JNK), Axon leitende 

Moleküle (Ephrin) sowie endozytotische Proteine (Dynamin). 

 

Die Vielzahl der beteiligten Komponenten verdeutlicht die Komplexizität der 

Gastrulation und beansprucht die strikte Einhaltung einer korrekten Prozessierung. 
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1.5.2.1 Koordination der konvergenten Extension und Gewebeseparation 

Die morphogenetischen Bewegungen der konvergenten Extension und 

Gewebeseparation werden durch eine ganze Reihe intrazellulärer 

Signaltransduktionswege reguliert. 

 

Es konnte gezeigt werden, dass die konvergente Extension zum einen durch den 

BMP-Signalweg kontrolliert wird (Myers et al., 2002), zum anderen, dass auch der 

kanonische Wnt- (Kühl et al., 2001) sowie der nicht-kanonische Wnt-Signalweg an 

der Koordination beteiligt sind (Torres et al., 1996; Wallington und Harland, 2002; 

Veeman et al., 2003). 

 

Im Verlauf der Xenopus Gastrulation spielen zudem bei der Regulation der 

konvergenten Extension und Gewebeseparation das Paraxiale Protocadherin 

(PAPC) und der Frizzled-7 (xFz7) Rezeptor eine wichtige Rolle (Kim et al., 1998; 

Djiane et al. 2000, Medina et al., 2000; Medina und Steinbeisser, 2000; Sumanas 

und Ekker, 2001; Unterseher et al., 2004; Medina et al., 2004). 

 

Da vor allem die Wnt-Signalkaskade in frühe Morphogenese-Prozesse involviert 

ist und den Schlüsselmechanismus dieser Arbeit darstellt, wird diese im folgenden 

Abschnitt näher erläutert. 

 

1.6 Wnt-Signaling 

Der Wnt-Signaltransduktionsweg ist in Eukaryoten ein hoch konservierter 

Mechanismus. Er ist aufgrund der Regulation verschiedener Prozesse wie 

Zellproliferation, -differenzierung, -polarität und -migration essentiell für die 

Entwicklung. Eine Fehlregulation des Wnt-Signalweges wird mit einer Bandbreite 

pathologischer Prozesse in Verbindung gebracht (Logan und Nusse, 2004). 

 

1.6.1 Wnt-Signaltransduktion und Morphogenese 

Der Wnt-Signalweg stellt eine wichtige Transduktionskasade bei der Regulation 

morphogenetischer Bewegungen im Verlauf der Xenopus laevis Gastrulation dar. 

Abhängig von den verfügbaren Rezeptoren und intrazellulären Mediatoren können 

verschiedene Zellantworten durch die Vielzahl der Wnt-Liganden variieren, wodurch 

unterschiedliche Zweige der Wnt-Signaltransduktion reguliert werden (Abb.1.11). 
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Abbildung 1.11: Wnt-Signaltransduktion in der Xenopus Embryogenese. (A) Der kanonische ß-Catenin-abhängige 

Wnt-Signalweg zeigt in i) Basal eine ß-Catenin Degradation aufgrund fehlender Wnt-Interaktion. Erfolgt ein Wnt-Stimulus ii) 

akkumuliert ß-Catenin und veranlasst eine ß-Catenin- vermittelte Zielgenexpression im Zellkern. (B) Der planare 

Zellpolarität-Signalweg und das (C) Calcium-abhängige Wnt-Signaling beschreiben die nicht-kanonische ß-Catenin 

unabhängige Signaltransduktionregulation. APC, Adenomatous-polyposis-coli; CaN, Calcineurin; CK1, Casein Kinase 1; 

DAAM, Dishevelled-assoziierter Aktivator der Morphogenese; DVL, Dishevelled (dsh); FzR, Frizzled Rezeptor; GSK3, 

Glycogen Synthase Kinase 3; JNK, c-Jun N-terminal Kinase; LRP5/6, ‚low-density lipoprotein receptor-related protein 5/6‘; 

NFAT, ‚nuclear factor of activated T cells‘; PKC, Protein Kinase C; PLC, Phospholipase C; ROCK, Rho-assoziierte Protein 

Kinase (Modifiziert nach Berwick und Harvey, 2013). 

 

Bei der kanonischen Wnt/ß-Catenin Signalkaskade (Abb.1.11A) bindet ein Wnt-

Ligand an den Transmembranrezeptor der Frizzled (Frz) -Familie (Logan und 

Nusse, 2007), welcher mit einem heterotrimeren G-Protein gekoppelt ist. Als 

Korezeptoren für Wnt-Liganden wurden Mitglieder der ‚lipoprotein receptor-related 

protein (LRP)’ Familie identifiziert. 

 

Verschiedene sekretorische Faktoren wie cerberus und FrzB können binden, 

wodurch die Interaktion mit dem Frz-Rezeptor (FzR) verhindert wird. 

 

Ein weiterer Wnt-Antagonist ist Dickkopf, der den Zugang zum LRP Ko-Rezeptor 

blockiert und dadurch die LRP Endozytose in Kooperation mit Kremen induziert. 

Durch die Interaktion von Wnt mit Frizzled wird das intrazelluläre dishevelled 

(DVL) aktiviert, wodurch die Glykogensythase-Kinase-3ß (GSK-3) inhibiert wird. 
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Die stimulierte Wnt-Kaskade führt aufgrund der inaktivierten GSK-3 zu einer 

Akkumulation von ß-Catenin im Zytosol. Das stabilisierte ß-catenin gelangt in den 

Nukleus, bindet die Transkriptionsfaktoren der ‚T-cell factor-lymphoid enhancer-

binding factor‘ (Tcf/Lef) -Familie und ermöglicht eine Regulation der 

Zielgentranskription in der Expression (Miller, 2002; Huelsken und Behrens, 2002). 

 

In Abwesenheit eines Wnt-Signals wird ß-Catenin durch die Casein-Kinase I (CK1) 

am Ser45 phosphoryliert, wodurch es der GSK-3 ermöglicht wird, die Ser/Thr 

Reste 41, 37 und 33 ebenfalls zu phosphorylieren. Die Phosphorylierung der 

Ser/Thr Reste löst eine Ubiquitinylinierung von ß-Catenin durch ‚β-tranducin 

repeats containing protein‘ (bTrCP) aus und führt zu einer Degradation in 

Proteasomen. 

 

Die Phosphorylierung erfolgt durch einen Multienzymkomplex, der das ‚Scaffold 

Protein’ Axin, das Tumorsupressorgen ‚ Adenomatous-polyposis-coli‘ (APC) und 

Diversin beinhaltet. Wenn Wnt anwesend ist, blockiert Dvl die ß-Catenin 

Degradation durch Anschalten des GBP/Frat-1 Komplexes, wodurch GSK3ß vom 

Axin getrennt wird. Moduliert wird die Dvl-Aktivität durch die PAR1 Kinase, 

welches die Wnt Aktivität im ß-Catenin Signalweg steigert und gleichzeitig den 

JNK Signalweg blockiert. Weitere Dvl interagierende Moleküle sind frodo und ß-

arrestin. 

 

Die Wnt-Liganden, die diesen Signalweg aktivieren, gehören der Wnt-1 Klasse an. 

 

Der kanonische Wnt/ß-Catenin-Signalweg ist an vielen Prozessen im Verlauf der 

frühen Embryogenese beteiligt. Zu ihnen zählen die Ausprägung der anterior-

posterior Körperachse, die Anlage des Nervensystems und die Induktion der 

Neuralleiste. 

 

Eine der wichtigsten Funktionen dieses Signalweges ist die frühe Anlage der 

Achsen-Symmetrie des Embryos und die Ausprägung des Nieuwkoop-Zentrums 

durch eine dorsal angelagerte ß-Catenin-Akkumulation nach der Kortikalrotation 

(Huelsken und Birchmeier, 2001; Darken und Wilson, 2001; Geng et al., 2003). 
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Eine Überaktivierung des kanonischen Wnt/ß-Catenin-Signalweges ventral des 

Embryos führt zu einer Ausprägung von zwei Körperachsen. 

 

Neben dem kanonischen Wnt-Signalweg existieren verschiedene ß-Catenin 

unabhängige nicht-kanonische Wnt-Signalwege, welche in morphogenetischen 

Prozessen von Vertebraten eine essentielle Rolle spielen (Kühl et al., 2000; Kühl, 

2002; Tada et al., 2002; Wang et al., 2006; Kestler und Kühl, 2008). Im 

Allgemeinen wird dieser nicht-kanonische Signalweg durch Wnt-Liganden der 

Klasse Wnt-5A aktiviert. 

 

Einer dieser ß-Catenin unabhängigen Signalwege stellt der Planare Zell-

Polaritäts (PCP)-Signalweg, wie in Abb.1.11B aufgeführt, dar. Dieser wurde zum 

ersten Mal in Drosophila beschrieben. 

 

In Drosophila reguliert der PCP-Signalweg die Organisation der Ommatidia im 

Fliegenauge oder die Polarität der Epithelzellen der Drosophila Flügelhaare (Klein 

und Mlodzik, 2005; Jenny und Mlodzik, 2006). 

Der PCP-Signalweg ist auch durch die Aktivierung von Dishevelled durch den 

Frizzled Rezeptor reguliert, benötigt jedoch eine unterschiedliche 

Zusammensetzung der intrazellulären Signalempfänger wie Strabismus (stbm) 

und Prickle (pk). 

 

Dishevelled ist unterhalb von Frizzled an der Zellmembran lokalisiert, wo die 

GTPasen RhoA und Rac1 sowie die c-jun N-terminale Kinase (JNK) aktiviert 

werden. Dies führt zu einer zytoskeletalen Neugestaltung der Zelle. Dishevelled 

funktioniert als molekularer Schalter zwischen der kanonischen Wnt und der 

Wnt/PCP-Signaltransduktion, wobei die unterschiedlichen Proteindomänen 

abhängig der verschiedenen Signalwege aktiv involviert sind. 

 

Die DIX-Domäne hat Ähnlichkeiten mit Axin, welches aktiv in der Wnt/β-catenin 

Signaltransduktion vorliegt. Die DEP-Domäne reguliert die Aktivität der GTPase 

unter Beteiligung der PCP-Signaltransduktion. Der PCP-Signalweg ist vor allem 

durch die Verstärkung von Dvl an der Zellmembran charakterisiert (Axelrod et al., 

1998). Während in Drosophila kein Wnt für das aktive PCP-Signaling beschrieben 



Einleitung     
 

30 

wurde, konnte in Vertebraten gezeigt werden, dass Wnt5 und Wnt11 an der 

Aktivierung beteiligt sind (Kühl, 2002; Veeman et al., 2003). 

 

Der PCP-Signalweg ist unerlässlich für morphogenetische Bewegungen wie die 

konvergente Extension und reguliert die mediolaterale Zellpolarität im Verlauf der 

Prozessierung (Wallingford et al., 2000). 

 

Eine Beeinträchtigung des nicht-kanonischen Wnt-Signalweges würde in einem 

Verlust der konvergenten Extensionsbewegungen resultieren. Auch die 

Aktivierung von RhoA scheint einen wesentlichen Bestandteil der 

Gewebeseparation darzustellen (Medina et al., 2004). 

 

Der dritte Wnt-Signalweg in Vertebraten wird als der Wnt/Ca2+-Signalweg 

bezeichnet und wird in Abb.1.11C dargestellt. 

 

Durch Aktivierung von Wnt5a ermöglicht ein G-Protein gekoppelter Mechanismus 

die Freisetzung von Ca2+-Ionen des ER, wodurch Calcium-sensitive Proteine wie 

PKC und ‚Ca2+ /calmodulin-dependent protein kinase II‘ (CamKII) aktiviert werden 

(Kühl et al., 2000; Sheldahl et al., 2003). Die Aktivierung dieses Signalwegs 

blockiert die konvergente Extension und antagonisiert die kanonische Wnt-

Signaltransduktion auf verschiedenen Ebenen (Kühl et al., 2000). Der PKC ist es 

möglich, die dishevelled Funktion zu inhibieren, wogegen CamK II auf der Ebene 

der Lef/Tcf Transkriptionsfaktoren agiert. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, 

dass PKC durch xFz7 aktiviert wird, wodurch die Prozesse der Gewebeseparation 

in der Xenopus Gastrulation in einen Kontext gebracht werden können 

(Winklbauer et al., 2001). 

 

Die Regulation der Morphogenese erfordert präzises Feinabstimmen der Signale 

und interagierend-vernetzte Kommunikation der Wnt-Signalkaskade. 

 

Die kanonische ß-Catenin abhängige Wnt-Signalkaskade wird für die Ausprägung 

anterior-posterior Ausrichtung der Körperachse benötigt. Der PCP-Signalweg ist 

an der mediolateralen Zellpolarität sowie an der Ausbildung der Gewebe durch 

separierende konvergente Extension beteiligt. Der Wnt/Ca2+-Signalweg inhibiert 
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den kanonischen Wnt-Signalweg und antagonisiert die ventrale Seite. Nur ein 

sensibles ausgewogenes Gleichgewicht aller drei Signalwege ermöglicht 

morphogenetische Bewegungen in der frühen Embryonalentwicklung. 

1.6.2 Wnt5a/ Ror2 induzieren Paraxiales Protocadherine (PAPC) 

Das Paraxiale Protocadherin (PAPC) ist ein Zielgen des non- kanonischen 

Signalwegs Wnt5a/Ror2 und ist an der Ausprägung der planaren Zellpolarität im 

Embryo beteiligt (Shambony und Wedlich, 2007). Die Expression wird 

ausschließlich durch die Interaktion von dem N-glykosylierten Liganden Wnt5a mit 

dem Ror2 Rezeptor induziert. Im Embryonalstadium 10,25 (Nieuwkoop und Faber, 

1967) ist die PAPC Expression an der dorsalen Urmundlippe (Dorsal Marginal 

Zone- DMZ) und am entstehenden Mesoderm lokalisiert und ist aufgrund der 

konvergenten Extension und Interkalation an der Invagination des Urdarms 

beteiligt (Unterseher et al., 2004; Wang et al., 2008; Köster et al. 2010, Kietzman 

et al., 2012). 
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2. Ergebnisse 

PMM2-CDG im Menschen führt zu einer schweren multisystemischen Erkrankung, 

die vor allem durch einen Strabismus und faziale Dysmorphien, invertierte 

Mamillen, psychomotorische und neurologische Retardierungen aufgrund einer 

zerebellaren Hypoplasie sowie durch Kardiomyopathie in der frühen Kindheit und 

Skoliose im höheren Alter geprägt sein kann. Trotz intensiver Untersuchungen in 

der Zellkultur sowie anhand von Mausmodellen ist die Pathophysiologie bis heute 

nur wenig verstanden. Die frühe Letalität des Pmm2-Knockout-Mausmodells 

belegt zum einen die essentielle Rolle der Glykosylierung für die 

Embryonalentwicklung. Zum anderen zeigt sie, dass es notwendig ist, in einem 

anderen Tiermodell als in der Maus zu arbeiten, um frühe Schritte der 

Embryogenese zu untersuchen. 

 

Das in dieser Arbeit etablierte Pmm2 Knockdown Xenopus laevis-Modell 

ermöglicht aufgrund maternaler Komponenten die Analyse einer frühen Pmm2-

reduzierten Embryogenese. Durch standardisierte molekularbiologische 

Untersuchungsmethoden sollte überprüft werden, ob ein Pmm2-Aktivitätsverlust 

durch Pmm2-Morpholinos (Pmm2 Mo) im Froschmodell eine Hypoglykosylierung 

induziert und nachfolgend N-glykosylierungsabhängige Signalwege in der 

Embryonalentwicklung beeinträchtigt. 

 

2.1 Charakterisierung der Phosphomannomutase2 in Xenopus laevis 

Die cDNA der Phosphomannomutase2 im Menschen (Gene ID: 5373) kodiert das 

PMM2-Protein mit 246 Aminosäuren, welches einer Größe von 28kDa entspricht. 

Die PMM2-Expression konnte in jedem Gewebe nachgewiesen werden, zeigte 

jedoch vor allem im Gehirn und Herzen ein deutlich geringeres Expressionslevel. 

In diesen Geweben wurde anstelle der PMM2 das Phosphomannomutase1-

Schwesterprotein detektiert. Die PMM1 im Menschen (Gene ID: 5372) wird durch 

eine Größe von 262 Aminosäuren und einer Größe von 32kDa charakterisiert. Das 

PMM1-Protein katalysiert dieselbe Reaktion wie PMM2, wird jedoch nur im Gehirn, 

Herz, Leber und Pankreas nachgewiesen (Schollen et al., 1997; Matthijs et al., 

1997 ; Pirard et al., 1999). 
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Die Phosphomannomutase ist ein in der Evolution stark konserviertes Enzym, 

welches auch in Xenopus laevis durch zwei Schwestergene 

Phosphomannomutase1 (Pmm1; NM_001094315.1) und Phosphomannomutase2 

(Pmm2; NM_001092472.1) kodiert werden kann. 

 

Aufgrund der hohen Sequenz-Homologie und dem klar definierten 

Expressionsmuster der Pmm2 im Vergleich zur Pmm1 in den verschiedenen 

Geweben ist es von großer Bedeutung, die funktionale Vielfalt der 

Phosphomannomutase Gene in Xenopus laevis differenziert darzustellen. Das 

‚National Center for Biotechnical Information’ (www.ncbi.com) definiert in seiner 

Datenbank die Phosphomannomutase1 und Phosphomannomutase2 wie folgt: 

 

Abbildung 2.1: Identifikation der Pmm2 in Xenopus laevis. Definition der Phosphomannomutase in Xenopus laevis des 

‚National Center for Biotechnical Information‘. 

 

Da die Pmm1 und Pmm2 in Xenopus laevis bisher nicht in ihrer Funktionalität 

untersucht wurden, erfolgte eine Charakterisierung dieser Enzyme, um die Pmm1 

und Pmm2 in Xenopus laevis zu identifizieren. 

 

Vergleicht man die Proteinsequenzen der PMM2 und PMM1 des Menschen mit 

der Pmm2 und Pmm1 der Maus und der des Frosches in Bezug auf die 

prozentuale Korrelation der Identität so wird deutlich, dass Pmm1 und Pmm2 im 

Frosch zu 68% identisch sind. Das humane PMM2 entspricht zu 65% dem 

humanen PMM1 Protein. Das murine Pmm2 stimmt zu 66% dem murinen Pmm2 

überein (analysiert durch MegAline, DNAStar, Lasergene Software; Abb.2.2). 

 

Abbildung 2.2:Vergleichende Hydrophilizität der Pmm2. Phosphomannomutase Divergenz-/ Identitätsanalyse in Mensch 

(h), Maus (m) und Frosch (x). 
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Der Vergleich der humanen PMM2 mit der Pmm2 der Maus ergibt eine 91%-ige 

Homologie, die Analyse der PMM1 des Menschen mit der murinen Pmm1 sogar 

eine 95%-ige Identität. Bei dem Xenopus Pmm2 wird jedoch nur eine 66%-ige 

Sequenzhomologie im Vergleich zur humanen PMM2 und murinen Pmm2 

errechnet, wobei eine 75%-ige Identität dem Pmm1 des Frosches analog zum 

Verhältnis der humanen PMM2 oder Maus Pmm2 bestimmt werden kann. 

Dagegen entspricht die postulierte Pmm2 in Xenopus zu 77% der murinen Pmm1 

sowie zu 75% der humanen PMM1. 

 

Diese prozentuale Sequenzanalyse von Divergenz und Identität zeigte einen 

ersten Hinweis auf einen Datenbankfehler, was im Folgenden näher erläutert wird. 

 

2.1.1 Kyte-Doolittle-Analyse der Phosphomannomutase2 

Zur weiteren Analyse wurden Hydrophilizitätsprofile der Pmm2-Proteine von 

Mensch, Maus und Frosch sowie Pmm1 im Frosch erstellt. 

 

 

Abbildung 2.3: Kyte-Doolittle Analyse der Pmm2. Hydrophilizitätsanalyse der Pmm2 in Mensch und Maus, sowie Pmm1 

und Pmm2 im Frosch (Protean, DNAStar, Lasergene Software). Die roten Kreise weisen auf Unterschiede in der 

Hydrophilizität hin. 
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Die in Abb.2.3 dargestellte Hydrophilizität zeigt, dass die Xenopus 

Phosphomannomutase1 (NM_001094315.1 = X315) zu Beginn des Profils, 

zwischen den Aminosäuren 90-130 und im Bereich der Aminosäure 180 des 

Sequenzvergleichs mehr den biochemischen Eigenschaften der Pmm2 aus 

Mensch und Maus entspricht. Auch die Größe des X315-Proteins entspricht mit 

einer Länge von 246 Aminosäuren eher der PMM2 aus Mensch und Maus. 

 

Die Xenopus laevis Pmm2 (NM_001092472.1 = X472) weicht in der 

Hydrophilizitätsanalyse deutlich von der humanen und murinen Pmm2 ab, die in 

der Abb.2.3 durch rote Markierungen hervorgehoben werden. Mit einer Größe von 

260 Aminosäuren ist die Sequenz von X472 auch eher der Sequenz von Pmm1 in 

Mensch und Maus zuzuordnen. 

 

 

2.1.2 Heterologe Phosphomannomutase-Expression in COS-7 

Zur weiteren Analyse der biochemischen Eigenschaften wurden die kodierenden 

Regionen beider Xenopus-Phosphomannomutasen in den Expressionsvektor pCI-

neo mit CMV-Promotor kloniert. Die Phosphomannomutase-Konstrukte und der 

Leervektor wurden stabil in eine COS-7 Zellinie transfiziert und heterolog 

exprimiert. 

 

2.1.2.1 Phosphomannomutase-Aktivität von XPmm1 und XPmm2 in COS-7 

Die biochemische Charakterisierung der Xenopus laevis Pmm1 (NM_001094315.1 

= X315) und Pmm2 (NM_001092472.1 = X472) erfolgte durch Flux-

Aktivitätsmessungen der heterolog exprimierenden COS-7 Zellen. In Abb.2.4 wird 

die Messung der Pmm2-Aktivität durch den radioaktiven 2[³H]Mannose-6-

Phosphat Assay, der zu analysierenden Enzyme für Xenopus Pmm1 und Xenopus 

Pmm2 dargestellt. 
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Abbildung 2.4: Phosphomannomutase2 Aktivitätsmessungen durch 2[³H]Mannose-6-Phosphat Assay. 

Vergleichende Pmm2-Enzymaktivität der heterologen COS-7-Expressionskonstrukte und humanen Fibroblasten (n=3; 

 ** p ≤ 0,005; *** p ≤ 0,001). 

Untersucht wurde die Pmm2-Enzymaktivität zytosolischer Extrakte von COS-7 

pCI-neo Mock Zellen sowie von XPmm1 und XPmm2 überexprimierenden COS-7 

Zellen und humane Fibroblasten als weitere Normalkontrolle. 

 

Die Pmm2-Aktivität der Mockvektor-transfizierten COS-7 Zellen wurde auf 100%  

+/-1,4% normalisiert. Vergleichend weist die Normalkontrolle der humanen 

Fibroblasten nach Analyse eine entsprechend ähnliche Pmm2-Aktivität (96,9%  

+/-1,2%) wie die der COS-7 Zellen auf. 

 

Die Pmm2-Aktivität des pCI-neo NM_001094315.1 (X315) Expressions-

Konstruktes ist im Vergleich zu der des Leervektors um das Vierfache erhöht 

(411,6% +/-97,7%), wogegen die Expression in COS-7 NM_001092472.1-Zellen 

(X472) lediglich eine verdoppelte Aktivität (207,5% +/- 59,2%) zeigt. 

 

2.1.2.2 Phosphomannomutase-Immunodetektion definiert Pmm2 in Xenopus 

Um die Expressionslevel der Phosphomannomutasen in Xenopus abschließend 

zu bestimmen, wurden Western Blot Analysen der stabil transfizierten COS-7 

Zellysate (COS7-X315/-X472) durchgeführt. 

Die Immunodetektion des Pmm2- und des ß-Aktin-Antikörpers werden in Abb.2.5 

dargestellt. 
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Abbildung 2.5: Western Blot Analysen der Pmm2 in COS7-Zellen. Die COS-7-Zellen mit exprimierenden Leserahmen 

des NM_00194315.1 und NM_00109472.1 wurden im Western Blot durch Kreuzreaktionen mit einem Antikörper gegen das 

humane Pmm2 (oben) und durch eine Immunoreaktion mit humanen ß-Aktin-Antikörper (unten) detektiert. 

 

Der gegen Maus und Mensch gerichtete Pmm2 Antikörper (Proteintech) 

detektierte das überexprimierte Xenopus-Protein der Sequenz NM_001094315.1 

bei 28kDa, zeigte jedoch, trotz doppelter Proteinmenge, keine Reaktion des 

Proteins mit der Sequenz des NM_001092472.1 und ebenfalls keine Affinität 

gegen die endogene COS-7-Pmm2. 

 

Parallel detektierte ein gegen ß-Aktin gerichteter Antikörper das ß-Aktin der 

COS7-X315/-X472 pCI-neo Zellysate durch eine deutliche Immunreaktion bei 

einer Größe von etwa 40kDa, wodurch der Nachweis einer intakten 

Proteinexpression erfolgte. 

 

Der Pmm2-Antikörper detektiert ausschließlich die überexprimierte Phospho-

mannomutase des pCI-neo NM_001094315.1-Konstruktes bei 28kDa, wodurch 

die Vermutung des Vertauschens der Phosphomannomutase1 (Pmm1) und der 

Phosphomannomutase2 (Pmm2) Sequenzen von Xenopus laevis in der 

Datenbank untermauert wird. Zudem bestätigen die theoretischen Daten eine 

75%-ige Sequenzhomologie mit knapp 10% mehr Sequenzidentität des Xenopus 

Pmm1-Proteins im Vergleich zur humanen PMM2. 
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Um einer Verwechslung der Phosphomannomutase-Nomenklatur in Xenopus 

laevis (X) entgegenzuwirken, wurde in den folgenden Experimenten nun 

NM_001092472.1 (X472) als Phosphomannomutase1 (XPmm1) dem humanen 

Ortholog PMM1 zugeordnet und NM_001094315.1 (X315) als die 

Phosphomannomutase2 (XPmm2) dem humanen Ortholog PMM2 definiert. 

 

2.2 Phosphomannomutase2 (Pmm2) in der Xenopus Embryogenese 

2.2.1 Pmm2 Expression im Verlauf der Xenopus laevis Entwicklung 

Zum Nachweis, dass die Pmm2 bereits in der frühesten Embryonalentwicklung 

benötigt wird, wurden Expressionsstudien mit einer reversen Transkriptase (RT)-

PCR durchgeführt. Die Expression des Phosphomannomutase2-Gens wird 

vergleichend mit dem Xenopus Referenzgen Ornithin-Decarboxylase (ODC) in 

Abb.2.6 dargestellt. 
 

 
 

Abbildung 2.6: Expression der Pmm2 im Verlauf der Embryonalentwicklung. Reverse Transkriptase PCR der 

Phosphomannomutase2 (XPmm2) und Ornithin-Decarboxylase (ODC) zur Analyse des Gen-Expressionsmusters im Verlauf 

der frühen Xenopus laevis Embryogenese; IvF=In vitro Fertilisation; ZT=Zellteilungen; schwarzer Balken markiert MBT 

(Midblastula Transition). 

 

In der Auswertung wurden die RT-PCR Produkte der ODC- und der Pmm2-

Expression verschiedener Xenopus laevis Embryonalstadien (Est.) im Gel 

detektiert. Die Klassifizierung erfolgte nach Nieuwkoop& Faber (NF; 1967). 
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Im Verlauf der Xenopus Embryogenese konnte die Pmm2-Expression in allen 

untersuchten Embryonalstadien (1-46) nachgewiesen werden. Diese weist ein 

deutlich erhöhtes Expressionslevel in Bezug zum standardisierten Referenzgen 

ODC auf, deren Expression im Verlauf der Xenopus Embryonalentwicklung 

konstant bleibt. Pro Stadium wurde 1µg RNA aus 10 Embryonen analysiert. 

 

Die Quantifizierung des RT-PCR Signals erfolgte mittels ImageJ (Freeware) und 

wird in Abb. 2.7 dargestellt. 

 

Abbildung 2.7: Quantifizierung der Pmm2-Expression im Verlauf der Embryogenese. Das Reverse Transkriptase-

Expressionslevel von Pmm2 im Verhältnis zu ODC veranschaulicht eine ubiquitäre Expression in allen untersuchten 

Xenopus laevis Entwicklungsstadien. 

 

Bereits nach der In vitro-Fertilisation weist die befruchtete Eizelle in Embryonal- 

stadium 1 (Est.1) Pmm2-Transkripte auf, dessen Expression in den frühen 

Zellteilungen bis inklusive der Blastulation Est.9 konstant maternal reguliert wird. 

 

Eine kurzfristige Reduktion des Pmm2-Expressionslevels in Est.9 kann mit der 

Bewältigung der MidBlastulaTransition’ (MBT) des Embryo in Verbindung gebracht 

werden. Nachdem der Embryo jedoch die MBT überwunden hat, erfolgt eine 

Neuorganisation des Embryonen-Bauplans durch zygotische Regulation, wodurch 

die stark ansteigende Expression durch ein verstärktes Reverse Transkriptase-

PCR Signal zwischen Est.9 und Est.10 erklärt werden kann. Auch während der 
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Gastrulation (NF Est.10-12,5), der Neurulation (NF Est. 13-17) sowie in der ‚tail 

bud‘ Phase (NF Est. 18-20) und der Organogenese (NF Est. 20-35) bleibt die 

Pmm2-Expression bis hin zur Metamorphose deutlich höher exprimiert. 

 

Diese Expressionsstudien verdeutlichen, dass Pmm2 eine essentielle Rolle in der 

Xenopus laevis Embryogenese ausübt. 

 

2.2.2 Pmm2 Expressionsprofil im frühen Gastrulastadium 10,5 

Zur Analyse des Expressionsprofils von Pmm2 wurde eine spezifische 

Digoxygenin-Sonde synthetisiert und durch In situ Hybridisierung mit 

anschließender alkalischer Phosphatase-Reaktion visualisiert. 

 

Das Pmm2-Expressionsmuster wurde im frühen Gastrulastadium 10,5 detektiert 

und in Abb.2.8A dargestellt. Der purpurne Farbton weist die Stellen der Pmm2-

RNA-Hybridisierung auf. 

 
Abbildung 2.8: Pmm2 In situ Hybridisierung in Xenopus laevis Est. 10,5. links) Das lokale Expressionsprofil der Pmm2 

konnte durch eine Digoxygenin-Antisense-Hybridisierung und einer folgenden Alkalischen Phosphatase-Reaktion 

veranschaulicht werden; rechts) Schematischer Querschnitt des frühen Xenopus laevis Gastrulastadiums Est. 10,5 

(Modifiziert nach Gilbert, 2006). 

 

In den Embryonen ist eine ubiquitäre Pmm2-Regulation im Embryo ersichtlich, 

welche sich als dorsal stärker exprimiert darstellt. Der schematische Querschnitt in 

Abb.2.8B verdeutlicht, dass am animalen Pol nur eine schwache Expression 

detektiert werden kann, da in diesem Bereich in Est. 10,5 bis auf in der Animalen 

Kappe kein exprimierendes Gewebe, sondern das Blastocoel, ein 

flüssigkeitsgefüllter Hohlraum, lokalisiert ist.  
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2.3 Pmm2 Knockdown in Xenopus durch Antisense-Morpholinos 

Eine Induktion des Aktivitätsverlusts der Phosphomannomutase2 in Xenopus 

laevis wurde durch die Injektion spezifischer Antisense-Morpholinos (Mo) in das 

Zwei- bis Vier-Zellstadium des Embryos (E) generiert. 

 

Der direkt nach den ersten Zellteilungen injizierte Pmm2-Morpholino (Pmm2 Mo) 

bewirkt einen ATG-Translationsblock, wodurch die Phosphomannomutase-

Expression der frühen Embryogenese deutlich vermindert werden kann. 

 

2.3.1 Nachweis der reduzierten Pmm2-Aktivität mittels 2[³H] Mannose-6P-Assay 

Für den Knockdown wurden ATG-Morpholinos gegen Pmm2 (NM_001094315.1; 

25ng/E), ATG-Morpholinos gegen Pmm1 (NM_001092472.1; 25ng/E) und eine 

Morpholino-Kombination aus Pmm1 (12,5ng/E) und Pmm2 (12,5ng/E) viermal 

animal injiziiert. 

 

Die Bestimmung der Pmm2-Aktivität erfolgte durch die Analyse zytosolischer 

Lysate aufgeschlossener Embryonen des Est.10,5 mittels des 2[³H] Mannose-6P-

Assays, bei dem der Umsatz von 2[³H] Mannose-6-Phosphat zu 2[³H] Mannose-

1,6-Bisphosphat in einer 30min Reaktion (37°C) geme ssen wird. In Abb.2.9 

werden die ermittelten Pmm2-Aktivitäten von Wildtyp-Embryonen im Vergleich zu 

Pmm2-Morpholino (Pmm2 Mo) behandelten Embryonen dargestellt. 

    

Abbildung 2.9: Pmm2-Aktivität von Wildtyp und Pmm2 Morpholino injizierten Embryonen Est.10,5. Im Vergleich zu 

der Wildtyp Pmm2-Aktivität konnte die Aktivität der Pmm2 Mo-injizierten Embryonen auf 40% Pmm2 Aktivität reduziert 

werden (n=6 ***p≤0,0005). 

*** 
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Die spezifische Pmm2-Aktivität in den Wildtyp-Embryonen beträgt in dem frühen 

Gastrulastadium 10,5 5,37mU/mg (+/-0,65mU/mg). Durch die Injektion der Pmm2-

ATG-Morpholinos kann die Aktivität auf 2,15mU/mg (+/-0,85mU/mg) signifikant 

gesenkt werden. 

 

Der induzierte Pmm2 Mo-Effekt (basierend auf NM_001094315.1) führt zu einer 

Reduktion der Pmm2-Aktivität um 60,0% (+/-15,6%). 

 

Da zu Beginn dieser Arbeit die Pmm2 in Xenopus laevis nicht eindeutig definiert 

war, wurden vergleichende Experimente mit einem ATG-Morpholino gegen Pmm1 

und eine Kombination beider Morpholinos gegen Pmm1 und Pmm2 durchgeführt. 

 

Die Inhibition der Aktivität durch eine Pmm1 Mo Injektion (basierend auf 

NM_001092472.1) wird in Abb.2.10 dargestellt. 

 

 

Abbildung 2.10: Pmm2 Aktivität von Wildtyp und Pmm1 Morpholino injizierten Embryonen Est.10,5. Im Vergleich zu 

der Wildtyp Pmm2-Aktivität konnte die Aktivität der Pmm1 Mo-injizierten Embryonen auf 61,8% Pmm2 Aktivität reduziert 

werden (n=4 *p≤0,02). 

 

Ausgehend von einer Pmm2 Wildtyp-Aktivität von 7,75mU/mg (+/-2,05mU/mg) 

erzielte der Pmm1 Mo einen sehr geringen Repressionseffekt. Die Pmm2-Aktivität 

der Pmm1-ATG-Morpholino behandelten Embryonen entspricht 4,79mU/mg  

(+/-1,14mU/mg). 

* 
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Die Pmm2-Aktivität konnte durch eine induzierte Pmm1-Inhibition um maximal 

38,2% auf 61,8% (+/-14,7%) Restaktivität reduziert werden. 

 

Eine Kombination der Pmm1/Pmm2 Morpholino Injektion von jeweils 12,5ng/E in 

das Zwei-Vierzellstadium bewirkte bei der Analyse des Est.10,5 eine bessere 

Reduktion der Pmm2-Aktivität, da der Pmm2 Mo einen partiellen Einfluss ausübt 

(Abb.2.11). 

 

 

Abbildung 2.11: Pmm2-Aktivität von Wildtyp und Pmm1+Pmm2 Morpholino injizierten Embryonen Est.10,5. Im 

Vergleich zu der Wildtyp Pmm2-Aktivität konnte die Aktivität der Pmm1/Pmm2 Mo-injizierten Embryonen auf 51% Pmm2 

Aktivität reduziert werden (n=4 * p≤0,05). 

 

 

Durch die Injektion beider Morpholinos konnte die Pmm2-Aktivität von 4,74mU/mg  

(+/-1,04mU/mg) in Wildtyp-Embryonen auf 2,4mU/mg (+/-1,13mU/mg) in 

Pmm1/Pmm2 Mo Embryonen um 50,6% (+/-23,8%) reduziert werden. 

 

Die Xenopus laevis Pmm2-Aktivität war sowohl in den einzelnen 

Embryonalstadien als auch in den unabhängigen In vitro Fertilisationen stark 

schwankend. 

 

Abhängig von der Qualität der Embryonen und des Expressionslevels liegt die 

Pmm2-Aktivität bei Wildtyp-Embryonen im Schnitt bei 6,0mU/mg und schwankt 

extrem zwischen 3,7-9,8mU/mg, wodurch die Analyse deutlich erschwert wird. 

 

* 



   Ergebnisse 
 

 45

2.3.2 Vergleich spezifischer Pmm2 Morpholinos durch eine Kaplan-Meier-Statistik 

Für eine Verbesserung des spezifischen Pmm2-Knockdowneffektes wurden 

Pmm2 Morpholinos, die die Translation im kodierenden Bereich (ATG Mo) 

blockieren, mit Pmm2 Morpholinos, die an dem 5’UTR-Ende die Anlagerung der 

Polymerase verhindern, verglichen. 

 

Die Bewertung der Pmm2 Mo-Effektivität in Bezug auf die Faktoren Letalität und 

Toxizität erfolgte mit Hilfe einer Kaplan-Meier Überlebensstatistik aus drei 

unabhängigen Experimenten mit durchschnittlich 30 Embryonen, welche in 

Abb.2.12 aufgeführt wird. 

 

    
 
Abbildung 2.12: Kaplan-Meier-Statistik der Morpholino-Effekte. Die Analyse ermöglichte das Abschätzen des 

Einflusses der ATG- und 5’UTR- Pmm2 Morpholino-Inhibition sowie des Effektes des Kontrollmorpholinos (Ko Mo) auf die 

Überlebensrate im Verlauf der Embryogenese (n=3 *p≤0,05). 

 

 

Die Überlebensrate wurde ab Beginn der Gastrulation dokumentiert, um 

injektionsbedingte Mortalitäten auszuschließen. Der Verlauf der 

Embryonalentwicklung uninjizierter Wildtyp-Embryonen ist konstant (98% +/-3,4%; 

n=3, *p≤0,05). Die Entwicklung der Kontrollmorpholino (Ko Mo)-injizierten 

Embryonen verläuft ebenfalls stabil (89% +/- 3,5%; n=3, *p≤0,05). Vergleicht man 

sowohl die ATG- als auch die 5‘UTR Pmm2 Mo-injizierten Embryonen, so wird ein 

signifikanter Pmm2-Knockdowneffekt schon in der frühen Embryonalentwicklung 

ersichtlich. 
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Es fällt auf, dass vor allem der Pmm2 ATG-Morpholino, der den Startpunkt der 

Translationsexpression blockiert, einen größeren Einfluss auf die Mortalität hat als 

der Morpholino, der in der untranslatierten regulatorischen Region bindet. 

 

Der Pmm2-ATG-Mo generiert frühe Morphogenesedefekte und führt zu einer 

embryonalen Letalität der Nachkommen von bis zu 62% (+/-3,5%; n=3, *p≤0,05) in 

Est. 25-26. Vergleicht man hingegen die Embryogenese Pmm2-5’UTR-Mo 

injizierter Embryonen so wird deutlich, dass nur ein geringer reprimierender Effekt 

vorliegt und der angestrebte Defekt in der Entwicklung kompensiert wird, wodurch 

im Durchschnitt etwa 73% (+/-2,6%; n=3, *p≤0,05) bis zum Est. 25-26 überleben. 

 

2.3.3 Photometrischer Nachweis der Pmm2-Aktivität mit spezifischem Rescue 

Bei der photometrischen Pmm2-Aktivitätsbestimmung handelt es sich um eine 

Enzymkaskade, deren Nachweis auf der Reduktion von NADP+ zu NADPH, 

detektierbar bei 340nm, beruht. Als Startsubstrat wird Man1-P verwendet, 

wodurch die Kaskade, bestehend aus der Phosphomannose-Isomerase (PMI), der 

Phosphoglucoisomerase (PGI) und der Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase 

(G6PDH), abhängig von der Pmm2-Aktivität induziert wird. Diese Methode umgeht 

die radioaktive Pmm2-Aktivitätsbestimmung und ermöglicht die Analyse größerer 

Datenmengen in kürzerer Zeit. 

 

Pmm2 Morpholino Embryonen, Kontrollmorpholino (KoMo)-injizierte und Rescue 

(Pmm2 Mo+ Pmm2 pCI-neo) Embryonen des Est.10,5 wurden aufgeschlossen 

und die Pmm2-Aktivität in den zytosolischen, dotterfreien Lysaten bestimmt. 

 

Die relativen Werte der Pmm2-Kapazitätsmessungen werden in Abb.2.13 

dargestellt. 
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Abbildung 2.13: Pmm2 Aktivität mittels gekoppelt photometrischen NADP-Assays. Die Analyse der Xenopus laevis 

Wildtyp, Kontroll Morpholino-, Pmm2 Morpholino injizierte sowie Rescue -Embryonen des Est.10,5 in einem gekoppelt 

photometrischem NADP-Assay zeigt einen signifikant reprimierenden Effekt auf die Pmm2 Aktivität durch Pmm2 

Morpholinos. Dieser kann spezifisch durch die parallele Injektion eines Plasmid-tragenden Wildtyp Pmm2 wieder 

aufgehoben werden (n=6 ** p≤0,005, *** p≤0,001). 

 

Im Vergleich zu der Pmm2-Aktivität des Wildtypes (Wt) ist die Pmm2-Aktivität in 

den Knockdown Embryonen ([Pmm2 Mo]=25ng/E) des Est.10,5 um 57,4%, auf 

42,6% (+/-11,8%) Restaktivität reduziert. In den Kontrollmorpholino 

([KoMo]=25ng/E)-injizierten Embryonen wurde eine Wildtyp-ähnliche Pmm2-

Aktivität von durchschnittlich 97,2% +/-8,5% detektiert, wodurch ein 

injektionsbedingter Einfluss auf die Pmm2-Aktivität ausgeschlossen werden kann. 

 

Ein parallel zum Pmm2 Mo injiziertes Pmm2-pCIneo-Konstrukt (50pg/E) 

ermöglichte eine Wiederherstellung der Pmm2-Aktivität annähernd auf den Wert 

des Ursprungszustandes (94% +/-10,6%). 

 

2.4 Hypoglykosylierung durch Pmm2-Morpholino-Knockdown 

Ein funktionelles PMM2-CDG Xenopus laevis Tiermodell erfordert neben einer 

signifikanten Repression der Pmm2-Aktivität den Nachweis einer generellen 

Hypoglykosylierung in der frühen Embryogenese. 

Hierzu wurde der Glykosylierungsstatus des Wildtyp-Dotters mit dem Profil 

dotterfreier Zelllysate unbehandelter sowie parallel dotterfreie Tunicamycin 

** 

*** 
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[5µg/ml] behandelter Embryonen des Embryonalstadiums 10,5 analysiert und 

quantifiziert, siehe Abb.2.14. Die Detektion der Glykoproteine mit dem 

biotinylierten ConcanavalinA (ConA) in Lektinblot-Analysen ermöglichte einen 

Überblick des Profils der Mannosereichen- und Komplextyp-Glykokonjugation. 

   

Abbildung 2.14: Detektion des Glykosylierungsprofils von Xenopus laevis. A) Oben: Concanavalin (ConA) Lektionblot 

von Xenopus laevis Zelllysaten des Embryonalstadiums 10,5. Analysiert wurden das Glykanprofil des zytosolischen Lysats 

sowie die Glykosylierung des Dotters vergleichend mit dem zytosolischen Lysat Tunicamycin- behandelter Embryonen 

 (Tuni 5 [µg/ml]); Unten: Coomassie-Ladekontrolle der aufgetragenen Proteinkonzentrationen von 20µg/Spur. B) Relative 

Quantifizierung der induzierten Hypoglykosylierung in Xenopus laevis Est.10,5 (n=3; **p≤0,005). 

Die Quantifizierung der ConA-HRP Detektion veranschaulicht in wiederholten 

Analysen (n=3), dass der Dotter mit 66,8% +/-12,3% im Vergleich zu den 

Kontrollen der dotterfreien Wildtyp-Lysate (100% +/-19,8%) ebenfalls ein starkes 

Glykanprofil aufweist. Eine Inhibition der N-Glykosylierung durch Tunicamycin 

bewirkte mit einer relativen Signalintensität von 32,6% +/-6,8% im Vergleich zum 

Wildtyp den stärksten Verlust an Protein-verknüpften Oligosacchariden. 

 

 

0

20

40

60

80

100

120

140

Wildtyp Dotter Tuni 5µg/ml

R
el

. I
n

te
n

si
tä

t 
d

es
 C

o
n

A
-

P
ro

fi
ls

 [
%

]
A 

** 

B 



   Ergebnisse 
 

 49

Die Pmm2-defiziente Aktivität in Xenopus führte zu einer verminderten 

Glykoproteinbiosynthese, welche in der frühen Gastrula (Est.10,5) sowie in der 

späten Gastrula (Est.12,5) und in der frühen Neurula (Est.13,5) detektiert werden 

(Abb.2.15) konnte. 

 

 

Abbildung 2.15: Lektin Blot Analysen von Xenopus Embryonen. ConA-Lektin-Analysen veranschaulichen die 

Glykanprofile von Wildtyp (-Mo) und Pmm2 Mo (+Mo) injizierten Embryonen in drei Xenopus laevis Embryonalstadien. In 

den aufgeführten Stadien frühe Gastrula (Est.10,5), späte Gastrula (Est.12,5) und frühe Neurula (Est.13,5) wird eine 

induzierte Hypoglykosylierung in Pmm2 Mo-injizierten Embryonen nachgewiesen. Die gestrichelte Linie verdeutlicht, dass 

die Proben auf einem Gel, jedoch nicht nebeneinander gelaufen sind. 

 

Der in Abb.2.15 dargestellte ConA Lektin Blot zeigt, dass durch die reduzierte 

Pmm2-Aktivität auch weitere Embryonalstadien durch eine Hypoglykosylierung 

beeinflusst werden. 

 

Die Abb.2.16 zeigt die Quantifizierung der Glykosylierung des frühen Gastrula-

Stadiums 10,5, des späten Gastrula-Stadiums 12,5 und des frühen Neurulations-

Stadium 13,5. 
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Abbildung 2.16: Quantitative Analysen des Lektin-bindenden Glykanprofils. Die aufgeführte relative Intensität des 

detektierten ConA-Glykosylierungsprofils verdeutlicht einen signifikanten Verlust der N-Glykane in Pmm2 Mo-injizierten 

Embryonen des Embryonalstadiums 10,5 (Est. 10,5). 

 

Vergleicht man die Intensität des ConA-HRP Signals, so kann ein deutlicher 

Signalverlust in Pmm2 Morpholino-injizierten Embryonen durch die Reduktion der 

Protein-verknüpften Oligosaccharide nachgewiesen werden. In Est. 10,5 betrug 

die detektierte Signalintensität von Pmm2-Morpholino-injizierten Embryonen 

43,3% +/-12,9%, wodurch eine signifikante Hypoglykosylierung im Vergleich zu 

Wildtyp-Embryonen 100% +/-23,7 generiert werden konnte. In Est.12,5 wurde in 

Wildtyp-Embryonen 100% +/-26,1% detektiert, wogegen die Pmm2-Morpholino-

injizierten Embryonen eine Intensität von 66,3% +/-24,8 aufzeigten. Wildtyp-

Embryonen des Est. 13,5 zeigten eine Signalstärke von 100% (+/-34,1%) im 

Vergleich zu einem detektierten Glykanstatus in Pmm2 Morpholino-injizierten 

Embryonen von 71,2% +/-16,9% (n=3, *p≤0,05). 

 

Ein Verlust der Pmm2-Aktivität führte zu einer generellen Hypoglykosylierung, 

wodurch die Funktionalität des Pmm2-induzierten Morpholino-Knockdowns in 

Xenopus laevis belegt werden konnte. 
 
 

* 
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2.5 Inhibition der Morphogenese durch defiziente N-Glykosylierung 

Das Xenopus laevis Modell bietet, anders als beispielsweise ein Maus- oder 

Rattenmodell, den Vorteil, dass die Entwicklung der Froschembryonen 

extrakorporal in der Petrischale verfolgt und analysiert werden kann. Pmm2-

Morpholino-induzierte Veränderungen des Wachstums können somit frühzeitig 

erkannt und Fehlentwicklungen auf ein terminiertes, begrenztes Zeitfenster der 

Embryogenese zurückgeführt werden (Tadros und Lipshitz, 2009). 

Eine frühe Inhibition der N-Glykosylierung durch Pmm2 Morpholinos führte zu 

einem deutlichen Verlust an Glykanstrukturen, welche durch posttranslationale 

Konjugation die Funktionalität von Proteinen gewährleisten.Vergleichende 

Tunicamycin-Analysen zu Yuan et al. 2008 sollen zudem zeigen, wie sich eine 

reduzierte Glykoprotein-Modifikation auf die Embryogenese von Xenopus laevis 

auswirkt. 

 

2.5.1 Der Tunicamycin-Effekt 

Um die Konsequenzen eines Totalverlustes der N-Glykosylierung bei Xenopus 

laevis abschätzen zu können, wurden die Embryonen ab dem 16-Zellstadium mit 

2,5µg/ml und mit 5µg/ml Tunicamycin in 1xMBSH kultiviert und der Verlauf der 

Entwicklung dokumentiert. Zusätzlich wurde die Embryonalentwicklung Pmm2 Mo 

injizierter Embryonen vergleichend mit der Wildtyp Embryogenese analysiert. 

 

In Abb.2.17 wird in der oberen Reihe die Xenopus-Normalentwicklung in 

verschiedenen Embryonalstadien dargestellt. Betrachtet werden späte Gastrula- 

und frühe Neurulastadien (Est. 12,5-14), die Tailbud Stadien 24-27, die 

Entwicklungsstadien 30-31 als frühe Organogenesestadien und frühe 

Morphogenese-Embryonalstadien 41- +. 

Vergleicht man den Verlauf der Embryonalentwicklung so wird deutlich, dass die 

Anwendung von Tunicamycin zu einer zeitlich stark verzögerten Embryogenese 

führte und je nach Konzentration eine toxische Letalität induzierte. Die Xenopus-

Embryonalentwicklung unter 2,5µg/ml Tunicamycin-Einfluss zeigte einen 

retardierten und Morphogenesedefekte induzierenden, jedoch nicht letalen Verlauf 

(Abb.2.17; 2.Reihe). Die Konzentration von 5µg/ml Tunicamycin im Medium führte 

zu einer embryonalen Letalität bereits während der Gastrulations- und 

Neurulationsprozesse (Abb.2.17; 3.Reihe). 
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Abbildung 2.17: Xenopus laevis Morphogenese. Xenopus laevis Normalentwicklung vergleichend mit einer retardierten 

[2,5µg/ml] und einer Letalität induzierten [5µg/ml] Tunicamycin behandelten Embryogenese sowie einer Pmm2 Mo 

injizierten Embryonalentwicklung. 
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Eine Inhibition der N-Glykosylierung induziert frühe Morphogenesedefekte. Die 

Quantifizierung durch eine Kaplan-Meier Statistik (Abb.2.18) veranschaulicht den 

Einfluss eines N-glykosidischen Blocks durch Tunicamycin, der 

konzentrationsabhängig zu einer embryonalen Lethalität führt. 

 

Abbildung 2.18: Kaplan-Meier-Statistik einer N-Glykosylierungs-defizienten Xenopus laevis Embryogenese. Im 

Vergleich zu unbehandelten Embryonen zeigten Embryonen, die mit 2,5µg/ml Tunicamycin im Medium behandelt wurden, 

einen zeitlich verzögerten Verlauf und leichte Morphogenesedefekte, jedoch keinen induzierten Mortalitätseffekt. 

Embryonen, die mit 5µg/ml Tunicamycin im Medium behandelt wurden, zeigten eine Stagnation der Embryogenese, welche 

eine Letalität induzierte. Die Morphogenese der Pmm2 Mo-behandelten Embryonen zeigte zu Beginn der Neurulation eine 

hohe Mortalität bis annähernd 50%, wobei der Pmm2 Mo-Effekt im Verlauf der Embryogenese stabilisiert werden konnte 

und noch 30% der Embryonen das Kaulquappen-Stadium erreichten (n=3 à 30Embryonen). 

 

Die Überlebensrate wurde ab dem Ende der Gastrulation, zu Beginn der 

Neurulation, dokumentiert. Der Verlauf der Embryonalentwicklung unbehandelter 

Xenopus laevis Wildtyp Embryonen wies keine Auffälligkeiten auf. 

Die Entwicklung der mit 2,5µg/ml Tunicamycin behandelten Embryonen verlief 

stabil. Etwa 85% der behandelten Embryonen erreichten ein spätes 

morphogenetisches Embryonalstadium, jedoch zeitlich verzögert. Die mit 5µg/ml 

Tunicamycin behandelten Embryonen zeigten einen erheblichen Effekt. Die frühe 

Embryogenese war stark betroffen, so dass der Embryo den Verlauf der 

Neurulation zum Teil gerade noch überwinden konnte, jedoch in dem Tailbud 

Stadium (Est.24-27) nicht mehr elongierte, die Entwicklung stagnierte, was zu 

einer frühen Letalität führte. Pmm2 Mo (25ng/E) injizierte Embryonen unterlagen in 

der frühen Embryogenese neben einer retardierten Entwicklung einer hohen 

Sterberate, wogegen sich die Überlebensrate im Verlauf der Entwicklung 

stabilisierte (Abb.2.17; 4.Reihe). 
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2.5.2 Der Pmm2-Morpholino-Effekt 

Nach der Injektion von 25ng Pmm2-ATG-Mo pro Embryo zeigten die Embryonen 

eine zeitlich verzögerte Entwicklung und deutliche Gastrulationsstörungen in Form 

einer defekten Ausprägung der Dorsallippe und des Blastoporus sowie 

Auffälligkeiten bei der Bildung der Neuralleiste. Pmm2 Morpholino-injizierte 

Xenopus Embryonen entwickelten sich im Unterschied zu den Kontroll-Morpholino 

(Ko Mo)-Embryonen deutlich langsamer und zeigten einen auffälligen klinischen 

Phänotyp in Form schwerer Morphogenese-Defekte. 

 

In Abb.2.19 werden beispielhaft Xenopis laevis Kontroll-Morpholino-injizierte 

Embryonen des Est. 35-36 sowie ein wiederkehrender Phänotyp in 25ng/E Pmm2 

Mo-injizierten Embryonen dargestellt. 

 

Abbildung 2.19: Morphologischer Pmm2-CDG Phänotyp. (A) Im Vergleich zu Ko Mo-injizierten Embryonen (Est.36) 

weisen Pmm2 Mo-injizierte Embryonen deutliche Morphogenesedefekte auf. (B) Schematische Abbildung von Xenopus 

Est.35-36 mit Markierungen der morphologisch veränderten Regionen. 

 

A 

B 
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Im Verhältnis zu Kontroll-Morpholino-injizierten Embryonen wurden bei Pmm2 Mo-

Embryonen frühe Achsendefekte, eine signifikant verkürzte Kopf-Schwanz-Achse 

(60,18% +/-14,3%; n=10; ***p≤0,001) und eine Reduktion des Notochords (59,6% 

+/-17,3%; n=10; ***p≤0.001) detektiert. Zudem waren Somitendefekte, ein 

Augendysmorphismus sowie ein spitz zulaufender Kopf und Malformationen der 

Magen-Darm Region ersichtlich. 

2.6 Pmm2-Defizienz bewirkt eine Hypoglykosylierung von Wnt5a 

Die Ansätze dieser reduzierten Pmm2-Genese ermöglichen in noch folgenden 

Versuchen die Analyse des Einflusses einer beeinträchtigten N-Glykosylierung auf 

die morphogenetische Wnt-Signaltransduktions-Regulation. 

 

Aktive Wnts sind cysteinreiche, palmitylierte sowie glykosylierte Proteinliganden, 

welche durch eine induzierte Hypoglykosylierung beeinflusst werden können. Ein 

Zusammenbruch der Wnt-Kaskade könnte dabei den beobachteten Pmm2 Mo 

Phänotypen in Xenopus laevis Embryonen verursachen. 

 

Um mögliche Auswirkungen einer induzierten Hypoglykosylierung auf den Wnt-

Signalweg näher zu untersuchen war es notwendig, zunächst ein Markerprotein 

für die weiteren Studien zu etablieren. 

 

Da in Versuchen mit Wnt5a exprimierenden HEK293 Zellen und stabil 

transfizierten Maus Wnt5a L-Zellen gezeigt werden konnte, dass Wnt5a vier 

potentielle (N114, N120, N312 und N326) und drei definierte N-

Glykosylierungsstellen im Profil aufweist (Kurayoshi et al., 2007), erfolgten erste 

Analysen anhand dieses Proteins. Dabei wurde das Glykosylierungsprofil von 

Wnt5a in der 2D-Gelelektrophorese mit einer ConcanavalinA-Lektinfärbung 

analysiert. 

 

2.6.1 Nachweis der Wnt5a Hypoglykosylierung durch 2D-Gelelektrophorese 

Zum Nachweis einer durch den Pmm2 Morpholino-induzierten Hypoglykosylierung 

von Wnt5a wurde 300pg Wnt5a-flag Cap-RNA mit und ohne Pmm2 Morpholino in 

Xenopus laevis-Embryonen des Zwei-Vielzellstadiums injiziert und exprimiert. 
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Die Embryonen der Neurulationsstadien Est.15-18 wurden lysiert, Wnt5a-flag 

durch Immunopräzipitation aufgereinigt, anschließend über eine  

2D-Elektrophorese separiert und im Western Blot durch einen flag-tag 

spezifischen Antikörper detektiert und analysiert. 

 

Durch die reduzierte Pmm2-Aktivität kommt es im Allgemeinen zu einer 

verminderten Bereitstellung kompletter Glykanstrukturen und der unvollständigen 

Besetzung von Glykosylierungsstellen auf dem Protein. Es stand zu vermuten, 

dass damit ein Verlust an negativ-geladenen Sialinsäureresten einhergeht, 

wodurch es zu einer Verschiebung des Isoelektrischen Punktes (IP) von Wnt5a 

kommen könnte. Nachfolgend sollte dieser durch ein verändertes Laufverhalten in 

der 2D-Elektrophorese nachgewiesen werden. 

 

Die Detektion des Wnt5a-flag Proteins erfolgte mit einem monoklonalen flag-tag 

spezifischen Antikörper (siehe Abb.2.20A) bei 42kDa. Der Blot wurde gestrippt 

und erneut geblockt, um das Wnt5a-Glykanprofil durch eine ConcanavalinA 

(ConA) Markierung ermitteln zu können (Abb.2.20B). 

 

 

Abbildung 2.20: Analyse des immunopräzipitierten Wnt5a-flag mittels 2D-Gelelektrophorese. (A) Zur Detektion des 

Wnt5a-Profils wurde Wnt5a-flag mit und ohne Pmm2 Mo in Xenopus laevis exprimiert, Flag-tag spezifisch aufgereinigt und 

über 2D-Analyse separiert (B) Die ConA Lektin Analyse verdeutlicht das abweichendes Glykosylierungsprofil von Wnt5a in 

Pmm2 Mo-injizierten Embryonen. 

 

A 

B 
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Im Vergleich zu den Wnt5a-flag Wildtyp-Embryonen zeigten Wnt5a-flag Pmm2 Mo 

injizierte Embryonen einen Verlust an Signalstärke bei den Spots 2 und 3 sowie 

eine Verschiebung der Spots zum basischen pH (Abb.2.21). 

Die dargestellten Ringe um die Spots in der Abbildung 2.20 zeigen die 

quantifizierte Fläche und ermöglichen die Ausrichtung der exakten Höhe sowie 

eine Definition der Spots im Vergleich zum anschließenden ConA Blot. 

 

Abbildung 2.21: Quantifizierung des durch 2D-Gelektrophorese separierten, immunopräzipitierten Wnt5a-flag-

Proteins. Die Verteilung der Wnt5a-flag Spots 1 bis 3 zeigt deutliche Abweichungen im Vergleich zu Pmm2 Mo 

behandelten Embryonen und somit ein Pmm2-abhängiges Wnt5a-2D-Profil (n=3, *p≤0,05). 

 

Quantitative Analysen ermittelten ein Verhältnis der Wnt5a-flag Spots 1 : 2 : 3 von 

45,7% (+/-2,3%) : 44,5% (+/-2,0%) : 9,8% (+/-4,7%) für das Wildtyp Wnt5a-flag 

Profil und 64,3% (+/-7,2%) : 34,7% (+/-6,8%) : 1,0% (+/-0,6%) für das Pmm2 Mo 

Wnt5a-flag Profil. 

 

Da die Proteinmobilität in einer 2D-Analyse hauptsächlich vom pH-Wert abhängt 

ist davon auszugehen, dass die Spotverschiebung des Wnt5a-Liganden zu einem 

basischeren pH bei Wnt5a-flag Pmm2 Mo injizierten Embryonen durch einen 

Verlust der negativen Ladung der sialinisierten Komplextyp-/ Hybrid-

Glykanstrukturen erzeugt worden ist. Die Wnt5a-flag/ Pmm2 Mo-behandelten 

Embryonen weisen ein deutlich geringeres Expositionssignal in der ConA-

Markierung auf, was den Verlust an Glykanen anzeigt. Die quantitative Verteilung 

des Wnt5a-Glykosylierungsprofils wird in Abb.2.22 dargestellt. 
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Abbildung 2.22: Quantifizierung der ConA-Detektion. Im Vergleich zu den Wnt5a-flag Embryonen zeigen Wnt5a-flag/ 

Pmm2 Mo-injizierte Embryonen abweichende Verteilung des N-Glykanmusters und somit ein Pmm2 abhängiges Wnt5a-2D-

ConA-Glykosylierungsprofil (n=3, p*≤0,05). 

 

 

Betrachtet man die Verhältnisse der drei Glykosylierungsstadien von Wnt5a, 

welche durch die Verschiebung in der Ladung nachgewiesen werden, so wird eine 

Defizienz des höchst glykosylierten Status (Ring 3) zu der hypoglykosylierten 

Variante (Ring 1) in Pmm2 Mo-Embryonen ersichtlich. 

 

Die Verteilung der Verhältnisse in Abb.2.22 veranschaulicht, dass Wnt5a im 

Wildtyp vom niedrigst glykosylierten bis zum höchst glykosylierten Zustand 1 : 2 : 

3, ein Verteilungsmuster von 1 Glykan 37,8% (+/-3,0) : 2 Glykane 34,9% (+/-3,2) : 

3 Glykane 27,3% (+/-4,7) aufweist, wogegen in Pmm2 Mo Embryonen eine starke 

Umverteilung des Glykosylierungsprofils von 1 Glykan 48,7% (+/-7,4) : 2 Glykane 

40,6% (+/-7,5) : 3 Glykane 10,8% (+/-4,1) von Wnt5a deutlich wird. 

 

Die Ergebnisse belegen, dass es aufgrund der Pmm2-Morpholinos zu einer 

Hypoglykosylierung von Wnt5a und infolgedessen zu einem Defizit an negativ-

geladenen Sialinsäureresten kommt, wodurch eine Ladungsverschiebung des 

Proteins hervorgerufen wird. 
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2.7 Pmm2 siRNA in Wnt5a-V5 L-Zellen inhibiert Wnt5a Sekretion 

Eine Pmm2-defiziente Aktivität in Xenopus-Embryonen bewirkt einen Verlust der 

Glykane, welches durch eine Ladungsverschiebung und eine reduzierte 

Concanavalin-(ConA-) Komplextyp-Markierung in der 2D-Gelelektrophorese 

gezeigt werden konnte. 

 

Zur Analyse, ob sich die detektierte Hypoglykosylierung von Wnt5a auch auf 

dessen Sekretion auswirkt, wurden Wnt5a-V5 stabil transfizierte Maus-

Fibroblasten (L-Zellen) mit Pmm2 siRNA behandelt. 

 

 

 

Abbildung 2.23: Western Blot Analysen der Wnt5a-V5-L-Zellen. Darstellungen der Expressionsnachweise durch Pmm2 

(oben) bestätigen den Verlust der Pmm2-Aktivität aufgrund einer reduzierten Pmm2-Proteinbiosynthese in Pmm2 RNAi 

Wnt5a-V5 L-Zellen. Im Vergleich wurde die ß-Catenin-Expression durch einen Pmm2-Knockdown nicht beeinträchtigt 

(Mitte). Die Analyse von ß-Aktin bestätigt, dass die gleiche Proteinmenge aufgetragen wurde (unten). Western Blot (10% 

SDS; 30µg Protein/Spur) (n=3, ***p≤0,001). 

 

 

Pmm2-siRNA behandelte Wnt5a-V5 L-Zellen weisen zwar eine deutliche 

Repression der Pmm2-Expression, jedoch ein konstantes Level einer ß-Catenin 

und ß-Aktin -Expression auf, siehe Abb.2.23. Eine Quantifizierung des Pmm2-

Proteinexpressionslevels durch Normalisierung mit ß-Aktin (Abb.2.24) zeigt, dass 

die Pmm2-Expression in Pmm2-siRNA behandelten L-Zellen signifikant auf 36,4% 

+/-3,2% im Vergleich zu den siRNA(-)-behandelten Zellen (100% +/-11,4%) 

reduziert war. 
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Abbildung 2.24: Quantifizierung der Western Blot Analysen. Im Vergleich zu nonsense-siRNA behandelten Zellen 

zeigen Pmm2 siRNA Wnt5a-V5 L-Zellen eine signifikant reduzierte Pmm2-Proteinexpression, wobei die Pmm2-RNAi-

Behandlung keinen Einfluss auf das Expressionslevel von ß-Catenin und ß-Aktin ausübt (n=3, **p≤0,005). 

 

 

Die ß-Catenin-Expression der mit nonsense-siRNA behandelten L-Zellen lag bei 

100% +/-0,1%, die Expression der Pmm2 siRNA behandelten Zellen ebenfalls bei 

100% +/-0,1%. Die Expression des Referenzgens ß-Aktin zeigte ebenfalls eine 

konstante Expression, welche bei den Kontroll-siRNA-L-Zellen bei 100% +/-8,6% 

und bei den Pmm2-siRNA behandelten Zellen bei 107,5% +/-18,2% lag. 

 

Spezifische radioaktive Pmm2-Flux-Messungen bestätigen die detektierte Pmm2-

Defizienz durch eine reduzierte Aktivität in Pmm2 siRNA behandelten Zellen 

(36,3% +/-7,9%), wodurch die Funktionalität eines Pmm2-RNAi Knockdowns in 

Maus L-Zellen gewährleistet werden konnte (Abb.2.25). 

 



   Ergebnisse 
 

 61

 

Abbildung 2.25: Pmm2-Aktivität der siRNA-behandelten Wnt5a-V5-L-Zellen. Ein durch RNAi generierter Knockdown 

der Pmm2 zeigte eine signifikant reduzierte Pmm2-Aktivität in Pmm2 RNAi Wnt5a-V5 L-Zellen im Vergleich zu den 

Kontrollen (siRNA [-]) (n=3, *p≤0,05). 

 

Zum Nachweis, dass ein Pmm2-Knockdown die Wnt5a-Sekretion beeinträchtigt, 

wurde Wnt5a aus Zelllysaten und Zellkultur-Überstanden mittels Western Blot 

analysiert (Abb.2.26). 

 

Aufgetragen wurden Wnt5a-V5 Zelllysate sowie vergleichend die Wnt5a-V5 

Immunopräzipitate der Kulturmedien-Überstände von ‚nonsense’-siRNA(-) 

transfizierten und Pmm2 siRNA transfizierten L-Zellen. 

 

 

Abbildung 2.26: Sekretions-Analysen für Wnt5a-V5. Western Blot Analysen durch Maus-α-V5 (oben) und des 

Glykosylierungsprofils durch das Lektin Sambucus nigra (SNA; unten) zeigten bei Untersuchungen der Zelllysate und der 

Überstände der Wnt5a V5 L-Zellen eine Akkumulation des Wnt5a-V5 in Pmm2-siRNA behandelten Zellen. Auch ein Verlust 

der Signalstärke des sekretierten Wnt5a-V5 in den Überständen wurde abhängig eines Pmm2-Knockdown detektiert. 
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Die Immunodetektion gegen den Wnt5a-V5-Tag zeigte in den Wnt5a-V5 

Zelllysaten verglichen mit den Überständen ein generell abweichendes Wnt5a-

Profil, unabhängig von der Pmm2 siRNA Transfektion. 

 

In allen Zelllysaten wurde Wnt5a-V5 in zwei verschiedenen Größen identifiziert. Es 

erfolgte eine spezifische Lokalisierung bei einer Größe von 37kDa und 39kDa, 

vergleichbar mit einem reifen Wnt5a-Protein und einem Wnt5a-Propeptid. Die 

Lysate der Pmm2-siRNA-behandelten Zellen zeigten eine deutlich intensivere 

Detektion von Wnt5a bei 39kDa im Vergleich zu siRNA(-) -behandelten Zellen. 

 

Das Wnt5a-V5 aus den Zellkultur-Überständen konnte, abweichend von den 

Analysen des Zelllysat-Profils, bei einer Größe von 40kDa und 44kDa 

nachgewiesen werden. 

 

In Abb.2.27 werden die quantifizierten Wnt5a-V5-Signale in der Summe des 

Lysates und des Überstandes dargestellt. SiRNA(-) -behandelte Zellen weisen im 

Durchschnitt ein Verhältnis der Wnt5a-Lokalisation von 69,7% im Lysat und 30,3% 

(+/-1,4%) des Wnt5a-V5 im Überstand auf. In Pmm2-siRNA behandelten L-Zellen 

konnte eine Verteilung von 82,0% des Wnt5a-V5 im zytosolischen Lysat und 

18,0% (+/-2,4%) in den Überständen detektiert werden. 

 

Abbildung 2.27: Quantifizierung des Wnt5a-V5 Profils. Die Quantifizierung der Western Blots zeigt tendenziell eine 

ähnliche Verteilung des Wnt5a-V5-Profils in siRNA-behandelten Zellen. Im Vergleich zu siRNA (-) behandelten L-Zellen 

zeigen Pmm2 siRNA behandelte Zellen eine Akkumulation des Wnt5a-V5 in den L-Zellen. 

 

* 
* 
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Vergleicht man die beiden aufgeführten Wnt5a-V5-Profile so wird deutlich, dass 

eine Pmm2 RNAi Inhibition in L-Zellen eine Wnt5a-V5 Akkumulation bei 39kDa 

induziert. 

 

Um nachzuweisen, dass die detektierten, unterschiedlichen Wnt5a-Größenprofile 

in Zelllysaten und Überständen durch posttranslationale Glykosylierungs-

modifikationen verursacht wurden, wurde das Glykanprofil durch Lektin-Färbungen 

gegen spezifische Glykanstrukturen untersucht. 

 

Vorhergehende Analysen von Wnt5a-flag in Xenopus zeigten in der 2D-Gel-

Elektrophorese einen isoelektrischen Shift, der eine Auftrennung von drei 

physiologisch vorkommenden Wnt5a-Glykoprotein-Varianten vermuten ließ. Da 

sich diese Verschiebung am ehesten durch einen Verlust an negativen Ladungen 

der Sialinsäure auf komplexen sowie hybriden Glykokonjugaten erklärt werden 

könnte, wurden SNA Lektin-Markierungen gegen terminale Sialinsäure-Reste 

durchgeführt. 

 

Vergleicht man die spezifische Wnt5a-V5 Detektion mit der SNA-Lektin-

Markierung (Abb.2.26) wird deutlich, dass nur glykosylierte, sialinisierte Wnt5a-

Proteine sekretiert wurden, da kein glykosyliertes Wnt5a mit SNA in den 

zytosolischen Zelllysaten nachgewiesen werden konnte. 

 

Eine Quantifizierung des Sekretionsmusters des Wildtyp-Glykanprofils im 

Vergleich zu dem Pmm2 reprimierten Wnt5a-Profil zeigte, dass Pmm2-siRNA 

transfizierte Zellen im Vergleich zu siRNA(-) -behandelten Zellen (100,0%  

+/-11,2%) einen Verlust der glykosylierungsabhängigen Wnt5a 

Sekretionskapazität um 70,3% +/-13,1% aufwiesen (Abb.2.28). 
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Abbildung 2.28: Quantifizierung des Pmm2-abhängigen Wnt5a Sekretionsprofils. Die Sekretionskapazität der Wnt5a-

V5 exprimierenden Maus L-Zellen, die mit Pmm2 siRNA transfiziert wurden, zeigten im Vergleich zu siRNA(-) behandelten 

L-Zellen einen signifikanten Verlust der Wnt5a-V5 Sekretion in den Überstand (Wnt5a-SNA/Wnt5a-V5; n≥3, **p≤0,005). 

Dabei wurde das im Überstand detektierte, glykosylierungsabhängige SNA-Signal 

durch das Signal der aufgetragenen Wnt5a-V5 Proteinkonzentration ins Verhältnis 

gebracht und verglichen (SNA/V5). 

 

 

2.8 Konsequenz einer Pmm2-abhängigen Wnt5a Hypoglykosylierung 

Kanonische und nicht-kanonische Wnt-Signaltransduktionskaskaden spielen eine 

kritische Rolle im Verlauf der Embryogenese. Wnt-Komponenten tragen unter 

anderem zur Zelldifferenzierung, Ausprägung der Zellpolarität und Zellmotilität 

sowie der Zelladhäsion bei. 

 

Ein Pmm2-Knockdown induziert frühe Defekte in musterbildenden Prozessen. Da 

bekannt ist, dass die Wnt-Signaltransduktion in Morphogeneseprozesse involviert 

ist und vermutet wird, dass die Liganden-Sekretion von der N-Glykosylierung 

abhängig ist, wurde exemplarisch die Wnt5a/ Ror2-Signalkaskade mit PAPC 

(Paraxiales Protocadherin) als spezifischem Zielgen-‚readout‘ gewählt. 

 

Das Schlüsselmolekül PAPC eignet sich besonders gut als transkriptionelles 

Downstream-‚readout’-System, da es früh gewebespezifisch exprimiert wird und 

ausschließlich durch die Interaktion von Wnt5a mit Ror2 reguliert werden kann. 

** 
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In den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob ein Pmm2 Mo-

basierender Verlust der Glykosylierung einen Einfluss auf die PAPC-Expression in 

der dorsalen Marginalzone sowie in Regionen des invaginierenden Mesoderms 

des Est.10,25 hat. 

 

 

2.8.1 Pmm2-Aktivität beeinflusst Paraxial Protocadherine Expression 

2.8.1.1 In situ Hybridisierung 

In situ Hybridisierungsexperimente mit spezifischen Digoxygenin-Sonden gegen 

PAPC zeigten, dass die PAPC-Expression in Est.10,25 am entstehenden 

Mesoderm am deutlichsten in fixierten, halbierten Embryonen visualisiert werden 

konnte (Abb.2.29). Die PAPC-Expression in Wildtyp-, Ko Mo-, sowie Pmm2 Mo- 

und Pmm2 Mo mit Pmm2 Rescue- Embryonen kann anhand der purpurnen 

Alkalischen Phosphatase Reaktion detektiert werden. 

 

 

Abbildung 2.29: PAPC In situ Hybridisierungen. Uninjizierte Embryonen (Wildtyp; A) und Kontrollmorpholino-injizierte 

Embryonen (Ko Mo; B) zeigen bei der Analyse des PAPC in hemisektionierten Embryonen (Est. 10,25) ein deutliches 

Expressionsmuster, dessen Profil sich entlang des invaginierenden Mesoderms veranschaulichen lässt. Im Vergleich dazu 

zeigen  Pmm2 Mo-Embryonen (Pmm2 Mo; C) des Est. 10,25 eine signifikant verminderte Expression, die durch die 

parallele Injektion des Wildtyp Pmm2 wieder hergestellt werden kann (Pmm2 Mo+pCI-neo-Pmm2; D) (***p≤0.001). Die 

roten Kreise verdeutlichen die zu vergleichenden Regionen der PAPC-Expression in der dorsalen Marginalzone(DMZ). 
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Die PAPC-Expression erstreckt sich im frühen Gastrula-Stadium von der dorsalen 

Urmundlippe und entlang des Randes des invaginierenden Mesoderms. Die 

Injektion des Kontrollmorpholinos wies im Vergleich zum Wildtyp PAPC-

Expressionsprofils (91,7% +/-3,6%; n=48) keine Abweichungen (90,1% +/-3,2%; 

n=50; ***p≤0,0005) auf, wohingegen die In situ Hybridisierungen hemisektionierter 

Embryonen zeigten, dass durch die Pmm2 Mo Injektion die PAPC-Expression 

signifikant reduziert werden konnte (12,9% +/-6,1%; n=46; ***p≤0,0005). Weiterhin 

konnte der Defekt der Pmm2-Mo induzierten reprimierten PAPC-Expression durch 

die parallele Injektion der cDNA des pCI-neo NM_001094315.1-Konstruktes 

regeneriert werden (65,9% +/-1,4%; n=50; ***p≤0,0005). 

 

2.8.1.2 Quantifizierung der PAPC-Expression 

Zur Quantifizierung der PAPC-Deregulierung wurden in parallelen Ansätzen 

quantitative Realtime-PCR-Analysen durchgeführt. Dabei wurde aus Embryonen 

des Est.10,25 die dorsalen Marginalzone DMZ geschnitten, um nach RNA 

Extraktion und cDNA Synthese das regionsspezifische Pmm2-abhängige 

Expressionsprofil von PAPC zu analysieren, siehe Abb.2.30. 

 

Abbildung 2.30: Quantitative RT-PCR von PAPC der Xenopus laevis DMZ 10,25. Die Analyse der PAPC-Expression 

durch die qRT-PCR bestätigt den signifikanten Verlust der PAPC-Expression durch einen Pmm2 Mo-Knockdown (Pmm2 

Mo) im Vergleich zu Wildtyp-Embryonen und Kontrollmorpholino-behandelten Embryonen. Die PAPC-Repression aufgrund 

des Pmm2 Mo konnte die parallele Injektion eines Pmm2-Plamids (Pmm2 Mo+pCI-neo-Pmm2) wieder signifikant hergestellt 

werden (n=9; *p≤ 0,02). 
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Die aufgeführten PAPC Expressionswerte (y= 20,503x-3,1973) wurden mit der 

Expression des Referenzgens Ornithin-Decarboxylase (y= 19,96x-2) normalisiert. 

 

Die Werte der PAPC Expression im Wildtyp (Wt) wurden bei einer relativen ∆Cq 

(∆Cq= Cq(ZIELGEN) - Cq (REF); Cq= ‚quantification cycle‘) -Expression von 3 (+/-1,5) 

detektiert und auf 100% (+/-48,4%) festgesetzt. Kontrollmorpholino (KoMo) 

injizierte Embryonen weisen zu Wt-Embryonen mit 102,2% (+/-50,1%) ein sehr 

ähnliches PAPC-Expressionslevel auf. Die relative PAPC Expression lässt sich 

durch einen Pmm2 Knockdown (25ng/E) auf einen ∆Cq-Wert von 0,79 (+/-0,69) 

um 74% (+/-22,9%) reduzieren. Dieser Regulationsverlust der PAPC Expression 

auf 27% konnte mit der parallelen Injektion von 200pg eines XPmm2-pCIneo 

Rescue-Plasmids auf einen Wert der relativen ∆Cq Expression von 2,63 (+/- 0,64) 

auf 87,1% (+/-21,3%) korrigiert werden, was durch die Wiederherstellung PAPC-

hybridisierenden Expressionsprofils verdeutlicht wurde (Abb.2.29D). 

 

Die durch Phosphomannomutase2 Morpholino induzierte, reduzierte Pmm2-

Aktivität verursacht einen starken Defekt in der PAPC-Regulation, was durch 

einen signifikanten Signalverlust des PAPC-Expressionsmusters in den 

Hybridisierungs-Experimenten dargestellt werden kann. 

 

2.8.2 Induktion eines spezifischen Wnt5a/ ror2 ‚Gain of function’ 

In Folge des Nachweises eines PAPC-Expressionsverlusts in der DMZ aufgrund 

reduzierter Pmm2-Aktivität sollte nun geprüft werden, ob eine Pmm2-abhängige 

Wnt-Glykosylierung einen Einfluss auf die Sekretionskapazität der 

Signaltransduktion hat. Die Spezifität des PAPC-‚readout‘ Targetsystems wurde 

durch ein induziertes ‚Gain of function’ Experiment analysiert. 

 

In der Animalen Kappe von Xenopus laevis ist in Est.9 eine geringe PAPC-

Transkription detektierbar. Es ist jedoch möglich, in dieser Zone durch die frühe 

dorsale Injektion (4-Zellstadium) der beteiligten Komponenten Wnt5a/ Ror2 nach 

Inkubation eine spezifische PAPC-Expression in der Animalen Blastulakappe zu 

bewirken. Hierzu wird Wnt5a mit und ohne Pmm2 Mo in die benachbarte dorsale 

Blastomere der Ror2-Blastomere injiziert. 
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Die Blastomere stellen dabei getrennte Kompartimente dar und ermöglichen den 

Nachweis einer Pmm2-sekretionsabhängigen PAPC-Induktion durch eine 

funktionale Wnt5a Glykosylierung. 

 

Nach der Dissektion der Animalen Kappen in Est.9 wurde das PAPC-

Expressionsprofil durch qRT-PCR quantifiziert, siehe Abb.2.31. 

 

 

 

 

   

 
 

Abbildung 2.31: Quantitative RT-PCR für PAPC. Der induzierte Wnt5a/ Ror2 ‚Gain of function’ in Animalen Kappen wurde 

durch die Injektion der beteiligten Komponenten in zwei dorsal benachbarte Blastomere generiert und verdeutlicht die 

sekretionsabhängige Wnt5a-Signaltransduktion (n=8; *p≤ 0,05). In uninjizierten sowie Ror2-Rezeptor injizierten Kappen war 

nur eine geringe PAPC-Expression nachweisbar. Die Sezernierung von glykosylierten Wnt5a und das Aktivieren des Ror2-

Rezeptors führten zu einer PAPC-Expression, welche durch die parallele Injektion des Kontrollmorpholinos nicht 

beeinträchtigt wurde. Animale Kappen des induzierten ‚Gain of function‘, die mit dem Pmm2 Mo behandelt wurden zeigen 

einen Verlust der glykosylierungsabhängigen Sekretion. 

 

Die ermittelten PAPC-Expressionswerte der qRT-PCR wurden mit der Expression 

des Referenzgens Ornithin-Decarboxylase normalisiert. 

 

Wnt5a 

Ror2 Ror2 

Wnt5a 

+Ko Mo 

Ror2 Ror2 

Wnt5a 

+Pmm2 Mo 
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Die Animale Kappe des uninjizierten Embryos weist in Est.9 als Negativkontrolle 

eine geringe PAPC-Expression auf. Die relative PAPC-Expression beträgt 14,6%  

(+/-8,6%) im Verhältnis zu einer maximal induzierten PAPC-Expression. 

 

Die Injektion synthetisierter Ror2-mRNA (50pg/5nl) in eine dorsale Blastomere 

weist ebenfalls nur eine sehr geringe PAPC-Expression (5,5% +/-5,0%) in der 

animalen Kappe des Blastula-Est.9 auf. 

 

Erst die Kombination der Injektion von Wnt5a-mRNA (300pg/5nl) in eine dorsale 

Blastomere und die Injektion von Ror2-mRNA (50pg/5nl) in die benachbarte 

dorsale Blastomere induzierten ein klares PAPC-Expressionssignal (100%  

+/-34,6%) in der animalen Kappe in Est.9. Dieses induzierte PAPC-

Expressionslevel wurde als maximaler Wert gesetzt, wodurch die Reduktion im 

Verhältnis dargestellt und der Durchschnitt quantifiziert werden konnte. 

 

Die parallele Injektion von Wnt5a mit KoMo (25ng/E) in eine dorsale Blastomere 

und der erneuten Injektion des Ror2-Rezeptors in die benachbarte dorsale 

Blastomere zeigte mit einem induzierten PAPC-Expressionslevel von 117,6%  

+/-18,4% nur einen gering abweichenden Effekt. 

 

Die Kombination von Wnt5a mit Pmm2 Morpholinos (25ng/E) in eine dorsale 

Blastomere und der erneuten Injektion des Ror2-Rezeptors in die benachbarte 

dorsale Blastomere bewirkte einen negativen Effekt auf das PAPC-

Expressionsprofil (27,2% +/-18,4%) in der animalen Kappe des Est.9. 

 

Es konnte nachgewiesen werden, dass dieser Wnt5a-Signaltransduktionsdefekt 

aufgrund einer verminderten N-Glykosylierung spezifisch durch eine reduzierte 

Pmm2-Aktivität hervorgerufen wurde und sich durch eine reduzierte PAPC-

Zielgenexpression detektieren ließ. 

 

Diese Experimente verdeutlichen, dass die Funktionalität des induzierten 

Wnt5a/ror2 ‚Gain of function‘-Assays abhängig von der N-Glykosylierung ist, die 

durch eine detektierbare PAPC-Expression in Animalen Kappen dargestellt 

werden kann. 
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2.9 Pmm2-abhängige Morphogenesebewegungen (Konvergente Extension) 

Folgende Experimente zeigen Methoden der PMM2-CDG Analytik in Xenopus 

laevis betreffend der Pmm2-abhängigen Morphogenesebewegungen im Verlauf 

der Gastrulation. 

Da in Pmm2 Mo-behandelten Embryonen das Muster der Genexpression nur in 

seiner regulatorischen Aktivität, nicht aber in seinem lokalen Expressionsverhalten 

gestört wird, wurden im folgenden DorsalMarginalZone (DMZ)-Explantate auf ihr 

morphogenetisches Verhalten mit und ohne Pmm2 Mo-Einfluss untersucht. 

 

Nach der DMZ-Explantation erfolgte eine Aggregation der Zellen und eine 

anschließende Neuorganisation, die zu einer konvergenten Extension und einer 

geringen Konstitution führte, wie in Abb.2.32 dargestellt. 

                                        

Abbildung 2.32: Schematische Darstellung der konvergenten Extension. Die Reorganisation explantierter Gewebe 

wird durch die Aggregation, Migration, Neuorganisation und Elongation der Zellen induziert (Adaptiert aus Alberts 2004). 

Die DMZ wurden aus dem Est. 10,25 isoliert und über 28 Stunden mit der meso-

dermalen Seite auf einer Rinderserumalbumin (BSA)-beschichteten Schale 

inkubiert. Nach 28 Stunden wurden die DMZ-Explantate analysiert und 

dokumentiert. In der Abb.2.33 wird das morphogenetische Verhalten der DMZ-

Explantate der Wildtypen und Pmm2 Mo behandelten Embryonen aufgeführt. 

 

             

Abbildung 2.33: DorsalMarginalZone (DMZ) -Explantate. Im Vergleich zu Explantaten aus Wildtyp-DMZ zeigten Pmm2 

Mo-DMZ nach 28 Stunden (h) eine signifikant reduzierte Elongation und einen deutlichen Verlust der konvergenten 

Extension. 

28h 

Wildtyp DMZ-Explantate Pmm2 Mo DMZ-Explantate 

63/69 52/69 

1mm 1mm 
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Die Wildtyp DMZ-Explantate zeigten nach 28 Stunden eine eindeutige 

konvergente Extension, was zu einer starken Elongation und definierten 

Reorganisation des Embryos führte. 

 

Im Vergleich zu den Wildtyp-Explantaten kommt es in Pmm2 Mo-Explantaten 

aufgrund defekter N-glykosidischer Signaltransduktion zu einer deutlich 

verminderten Extension des Gewebes sowie zu einer stark verminderten 

Reorganisation des Embryos. 

 

Die reduzierte konvergente Extension der DMZ Explantate Pmm2 Mo behandelter 

Embryonen wurde quantifiziert und in Abb.2.34 aufgeführt. 

 

Abbildung 2.34: Quantifizierung der konvergenten Extension der DMZ. Im Vergleich zu Wildtyp-DMZ-Explantaten 

zeigten Pmm2 Mo DMZ-Explantate eine signifikante Reduktion der Extension um 50% (n=5; *p≤0,05). 

 

Die Längen der Elongation ausgewachsener Wildtyp DMZ-Explantate und der 

DMZ Explantate aus Pmm2 Mo behandelten Embryonen wurden quantifiziert. Es 

zeigte sich ausgehend von der Wildtyp Extension von 100% +/-18,3% eine um 

50% (+/-16%) verminderte Elongation in Pmm2 Mo DMZ, wodurch belegt wird, 

dass eine verminderte Pmm2-Expression einen Einfluss auf die konvergente 

Extension ausübt (n≥3, *p≤0,05). 

 

* 
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Diese morphologische Inhibition ermöglicht weiterführende Analysen des 

beeinträchtigten Wnt-Signaltransduktionswegs, wobei die Liganden-Spezifität des 

Pmm2-Defektes in Bezug auf eine morphogenetische Regulation untersucht 

werden können. 

 

Um eine Vorstellung zu bekommen, welche Vielfalt an Konsequenzen eine Pmm2-

defizienzte Entwicklung birgt, wurden abschließend Beispiele einer Pmm2-

abhängigen Zielgenexpression aufgeführt. 

 

2.10 Pmm2-abhängige Signalkaskaden 

Zur Analyse, welchen Einfluss eine verminderte Pmm2-Expression im Generellen 

auf N-glykosylierungsabhängige Signalkaskaden haben kann, wurden 

exemplarisch In situ Hybridisierungs-Experimente spezieller Zielgene 

durchgeführt, siehe Abb.2.35. 

      .  

Abbildung 2.35: In situ Hybridisierungen detektieren definierte Zielgene in Est.10,5. (A) XBra - uninjizierte Embryonen 

(B) XBra - Pmm2 Mo injizierter Embryonen (C) Myf5- uninjizierte Embryonen (D) Myf5 -Pmm2 Mo injizierter Embryonen. 
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Sowohl ‚XBrachyury‘ (XBra) (Abb.2.35A) als auch ‚MygogenicFactor5‘ (Myf5) 

(Abb.2.35C) zeigen ein spezifisches Hybridisierungsmuster des Expressionsprofils 

im frühen Gastrulastadium 10,5 und werden mit einer glykosylierten Wnt8-

Regulation in Verbindung gebracht. 

 

Eine defiziente Pmm2-Funktion führt bei beiden analysierten Zielgenen zu einer 

Reduktion der Expression in Regionen des mesodermalen Gewebes um den 

Blastoporus (Abb.2.35B,D)], womit der Bezug zu einer reprimierten Wnt8-

Regulation erklärbar wäre. Auffallend ist zudem, dass Pmm2 Mo-Embryonen in 

der XBra-Analyse ein ausgedehntes diffuses Muster aufzeigen, welches jedoch 

untypisch für einen Wnt8-Verlust ist und wahrscheinlich eher der Defizienz eines 

N-glykosylierungs-abhängigen FGF-Rezeptors zuzuschreiben ist. Zukünftige 

Versuche sollen die Spezifität des glykosylierungsabhängigen Transduktions-

verlustes durch parallele Injektionen betroffener Glykoproteine, beispielsweise 

Wnt8 oder FGFR, identifizieren und regenerieren können. 

 

Das Zielgen-Expressionsprofil mit Hilfe von In situ Hybridisierungen 

veranschaulicht beispielhaft die Auswirkungen des Pmm2-Verlustes in der frühen 

Embryogenese. 

 

Die regulatorische Beeinträchtigung eines PMM2-CDG-Defektes ist sehr vielfältig 

und die Pathophysiologie der Erkrankung sehr komplex. Um die Komplexität nicht 

kompliziert werden zu lassen, bedarf es einer Analyse definierter spezifischer 

Mediatoren, vergleichend der klinischen Phänotypen, damit interagierende 

pathophysiologische Prozesse identifiziert werden können. 
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3. Diskussion 

Die Glykosylierung von Proteinen ist neben der Phosphorylierung eine der 

häufigsten posttranslationalen Proteinmodifikationen in Flora und Fauna. 

Glykoproteine sind an intra- und extrazellulären Mechanismen beteiligt, wobei die 

korrekte Glykosylierung ausschlaggebend für die Ausübung ihrer biologischen 

Funktion ist. Die Kohlenhydratketten modulieren hierbei charakteristische 

physikalisch-biochemische Eigenschaften von Proteinen und haben somit direkten 

Einfluss auf zahlreiche zelluläre Wechselwirkungen bei der Regulation von 

Entwicklungsprozessen, insbesondere bei der Embryonalentwicklung (Dennis et 

al., 1999; Haltiwanger und Lowe, 2004; Ohtsubo und Marth, 2006). 

 

Erblich-bedingte Störungen der Glykokonjugat-Biosynthese im Menschen werden 

als ‚Congenital Disorders of Glycosylation‘ (CDG) bezeichnet. Bis heute sind mehr 

als 50 verschiedene CDG-Typen beschrieben und mehr als 1000 Patienten 

weltweit identifiziert (Cylwik et al., 2013). 

 

Obwohl intensive Studien in verschiedenen Zellkultur- und Tiermodellen zu 

einzelnen Erkrankungstypen durchgeführt wurden, sind die pathophysiologischen 

Auswirkungen aufgrund verkürzter oder fehlender Oligosaccharid-Modifikationen 

in Bezug auf die Organentwicklung und den Verlauf der Erkrankung noch immer 

wenig verstanden. (Thiel und Körner, 2012; Cline et al., 2012; Struwe und 

Reinhold, 2012; Chu et al., 2013). 

 

Die beim häufigsten CDG-Typ, PMM2-CDG vermindert vorliegende Phospho-

mannomutase2-Aktivität führt im Menschen zu schweren psychomotorischen und 

neurologischen Retardierungen sowie zu multisystemischen Auffälligkeiten, die 

durch den Verlust von Glykokonjugaten hervorgerufen werden (Jaeken, 2013). 

 

Da morphogenetische Prozesse, vor allem die Gewebeseparation, im Verlauf der 

frühen Embryogenese stark von einer intakten Signaltransduktions-Regulation 

abhängt (Podbilewicz, 2004, Liwosz, A. et al., 2006, Davidson et al. 2010, 

Heisenberg und Bellaiche, 2012; Santiago-Medina et al., 2012), wurde als 
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Arbeitshypothese postuliert, dass es durch eine Fehlglykosylierung zu 

Veränderungen innerhalb der Zell-Zell-Kommunikation kommen könnte. 

 

Ziel dieser Arbeit war es, N-glykosylierungsabhängige Funktionen der Signal-

transduktion embryonal musterbildender und gewebedifferenzierender Prozesse, 

die durch eine generelle Hypoglykosylierung aufgrund eines Pmm2-Knockdowns 

im Krallenfrosch Xenopus laevis beeinträchtigt werden, zu untersuchen. 

 

3.1 Phosphomannomutase2 (Pmm2) in Xenopus laevis 

3.1.1 Identifizierung der Pmm2 

Der Etablierung eines Pmm2-defizientes Xenopus-Modells bedurfte es zunächst 

der Identifikation und Definition der Phosphomannomutase-Genfamilie in 

Xenopus. Die Phosphomannomutasen werden in der kategorischen 

Klassifizierung der Familie der Mutasen sowie in die Klasse der Isomerasen 

eingestuft. Sie katalysieren die reversible Umlagerung von Mannose-1-Phosphat 

und Mannose-6-Phosphat. 

 

Da sowohl im Menschen als auch in der Maus zwei PMM-Isoformen, PMM1 und 

PMM2, beschrieben sind (Schollen et al., 1998; Heykants et al., 2001), stand zu 

vermuten, dass auch im Frosch zwei Isoenzyme vorliegen, die vermutlich durch 

eine Gen-Duplikation vor 75-110 Mio Jahren entstanden sind (Quental et al., 

2010). Bislang führen lediglich Mutationen in der, bis auf im Gehirn, ubiquitär 

exprimierten PMM2 zu einer CDG-Erkrankung. Die Funktion des vor allem im 

Gehirn exprimierten paralogen Pmm1-Gens ist noch unklar und es ist fraglich, 

welche Rolle es in der Stoffwechsel-Prozessierung der frühen Embryogenese 

übernimmt. Ein Knockout der Pmm1 verursacht zudem im Mausmodell keinen 

klinischen Phänotyp (Cromphout et al., 2006). 

 

Neben Abweichungen in der Hydrophilizität lassen sich PMM1 und PMM2 vor 

allem durch ihre verschiedenen Proteingrößen unterscheiden. Sowohl die humane 

als auch die murine PMM2 ist kürzer als das entsprechende PMM1-Enzym. 

Aufgrund der abweichenden Datenlage der Aminosäuresequenzen für die beiden 
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Proteine bei Xenopus laevis stellte sich die Frage, ob in der Datenbank des 

‚National Center for Biotechnical Information’ (ncbi) ein Fehler vorlag. 

 

Weiterführende Abgleiche der Proteinsequenzen von PMM1 und PMM2 des 

Frosches aus Daten von 2006 und 2011 zeigten, dass ein Vertausch der Daten 

stattgefunden hat (Stand: 26.01.2006; Locus Pmm1: AAH85032; Locus Pmm2: 

BC081220 – Gene ID:447608); (Stand: 07.09.2011; Pmm1 Gene ID: 447608; 

Pmm2 Gene ID: 444370). 

 

Definierte Pmm2-Aktivitätsanalysen bestätigten nach heterologer Expression der 

Xenopus Pmm1 und Pmm2 in COS-7–Zellen eine deutlich höhere Pmm2-Aktivität 

des fälschlich postulierten Pmm1-Proteins. Da zudem der Antikörper gegen das 

humane Pmm2 nur das in COS-7-Zellen exprimierte Xenopus Pmm1-Enzym, nicht 

aber das Xenopus Pmm2-Protein detektierte, belegt die Summe der Ergebnisse 

die Verwechslung der Gensequenzen. 

 

3.1.2 Expression von Pmm2 während der Embryonalentwicklung 

Um das Pmm2-Expressionslevel im Laufe der Xenopus-Entwicklung zu 

untersuchen, wurde gesamt-RNA aus Xenopus-Embryonen der 

Entwicklungsstadien 1 bis 46 (Befruchtung bis zur frühen Kaulquappe) extrahiert 

und die Xenopus-Pmm2-cDNA anschließend über RT-PCR, vergleichend mit den 

Xenopus Referenzgen Ornithin-Decarboxylase (ODC), amplifiziert. 

 

Hierbei zeigte sich, dass die Pmm2-Genexpression in Xenopus schon sehr früh 

nachweisbar und in allen untersuchten Embryonalstadien ubiquitär vertreten ist, 

wodurch dieser Prozessierung eine essentielle Rolle im Verlauf der 

Embryogenese zugesprochen werden kann.Dies steht im Einklang mit Daten aus 

einem Pmm2-Knockout in der Maus, der zu einer sehr frühen embryonalen 

Letalität führt (Thiel et al., 2006). Zudem wurde bis heute kein Patient mit der 

homozygoten Mutation p.R141H gefunden, die vergleichbar mit einem 

vollständigen Verlust der Pmm2-Aktivität ist (Schollen et al., 2000). Ein Leben 

ohne PMM2 und damit ohne Glykosylierung scheint daher nicht möglich zu sein. 
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Eine Quantifizierung der Pmm2 relativ zu ODC verdeutlicht, dass ab dem 

Embryonalstadium (Est.) 10 (Beginn der Gastrulation) die Pmm2-Transkription in 

den Embryonen stark exprimiert wird und sich auf einem konstanten Level bewegt. 

Das Est.10 veranschaulicht das zygotische Pmm2-Expressionsprofil, da der 

Embryo die ‚Midblastula Transition’ bewältigt hat und die zuvor maternale, 

stabilisierende Komponente keinen Einfluss mehr auf die Entwicklung ausübt 

(Heasman 2006). 

 

In In situ Hybridisierungsexperimenten konnte für das frühe Gastrulastadium 10,5 

ein im Embryo übiquitär verteiltes Pmm2-Expressionsmuster nachgewiesen 

werden. 

Auch dieses Ergebnis deckt sich mit den Beobachtungen aus der Maus und dem 

Menschen, was zeigt, dass die Glykosylierung in jeder Zelle eines Organs benötigt 

wird (Pirard et al., 1997; Heykants et al., 2001; Cromphout et al., 2005; Ohtsubo 

und Marth 2006). 

 

3.2 Pmm2 Knockdown durch Antisense-Morpholinos 

Da in Xenopus laevis die Adaption des Pmm2-CDG-Defektes aufgrund eines 

Mangels des Argonaute (Ago)-Proteins, nicht durch RNAi generiert werden konnte 

(Lund et al., 2011; Flynt und Lai, 2011) wurde ein reprimiertes Pmm2-

Expressionsmodell durch die Injektion von Morpholinos in das 2- bis 4-Zellstadium 

induziert (Summerton und Weller, 1997; Zhao et al., 2012). 

 

Nachfolgende Aktivitätsanalysen mittels radioaktiven Pmm-Flux-Assays und 

gekoppelten photometrischen Pmm-Kapazitäts-Assays erfolgten ab dem 

Blastulastadium Est.9, um den Effekt der zygotischen Repression durch die 

Antisense-Morpholinos definieren zu können (Heasman, 2002). Diese Methoden 

wiesen in ihren Auswertungen keine Abweichungen in dem Repressionsverhalten 

auf, weshalb die Analyse der Pmm-Aktivität aufgrund der hohen Probenzahl und 

aus Zeit/Kosten Gründen hauptsächlich durch Kapazitätsmessungen ermittelt 

wurde. 
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Die Spezifität des Pmm2-ATG-Morpholinos konnte durch die parallele Injektion 

von Pmm2-Plasmid-DNA belegt werden, wodurch die Pmm-Aktivität in den 

Embryonen nahezu normalisiert werden konnte. 

 

Eine maximale Inhibition der Pmm-Aktivität von 60% konnte durch die Injektion 

von 25ng Pmm2-ATG-Mo pro Embryo im frühen Gastrula-Stadium 10,5 erreicht 

werden. Auch im Pmm2-CDG Danio rerio-Modell konnte durch einen Knockdown 

eine durchschnittliche Inhibition der Pmm2-Aktivität um 66,6% detektiert werden 

(Cline et al. 2012), was die Grenzen eines Knockdown-Tiermodells im Gegensatz 

zu Knockout-Tiermodell verdeutlicht. Dagegen zeigte die Injektion von 25ng 

Pmm1-ATG-Mo pro Embryo lediglich den Verlust von 38% der Pmm-Aktivität. 

 

Da sich die Pmm1- und Pmm2-Morpholinos in ihrer Sequenz stark unterscheiden, 

kann der Verlust an Pmm- Aktivität nicht durch eine Kreuzreaktion des Pmm1-

Morpholinos mit der Pmm2-mRNA erklärt werden. Dies führt weiterhin zu der 

Aussage, dass das Pmm1-Enzym nicht nur in vitro (Pirard et al., 1999; Cromphout 

et al., 2005), sondern auch in vivo Phosphomannomutaseaktivität ausübt, 

zumindest im Bereich der frühen Embryonalentwicklung. Die Kombination von 

12,5ng Pmm1-ATG-Mo und 12,5ng Pmm2-ATG-Mo pro Embryo ergab eine 

reduzierte Pmm-Aktivität von 50%. 

 

Es hat somit den Anschein, dass der Pmm-Morpholinoeffekt mit der eingesetzten 

Konzentration korreliert, so dass demnach 12,5ng Pmm1 Mo zu einer 20%-igen 

Reduktion der Pmm-Aktivität und 12,5ng an Pmm2 Mo zu einer Reduktion um 

30% führen. Diese Annahme steht im Einklang mit der detektierten 50%igen 

Reduktion der Pmm-Aktivität. 

 

3.3 Hypoglykosylierung durch Tunicamycin und Pmm2 Morpholino 

Zum Nachweis, dass sich der Verlust der Pmm2-Aktivität auch auf 

Glykoproteinebene auswirkt, wurden Lektinbindestudien durchgeführt. Hierzu 

wurden zunächst Wildtyp-Embryonen untersucht. Dabei wurde das Glykanprofil 

des Zytosols mit dem des Dotters verglichen. Es zeigte sich, dass auch im Dotter 

lektinbindende-Glykanstrukturen detektiert werden konnten. Das Ausmaß der 

Glykosylierung des Dotters betrug 60% im Vergleich zur Lysat-Glykosylierung, 
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wodurch aufgezeigt werden konnte, dass zum Nachweis einer Pmm2 Mo-

induzierten Hypoglykosylierung ein dotterfreies Arbeiten notwendig war. 

 

Damit zunächst die Auswirkungen einer nahezu vollständigen Inhibition der 

Glykoproteinbiosynthese auf die Embryogenese zu untersucht werden konnte 

(siehe unten), wurde der Hemmstoff Tunicamycin (Yuan et al., 2007) verwendet. 

Neben seines inhibitorischen Effekts auf den Spindelapparat während der Mitose 

wirkt Tunicamycin vor allem reprimierend auf das Enzym UDP-N-

Acetylglucosamine--dolichyl-phosphat N-Acetylglucosaminephosphotransferase 

(DPAGT1), das in den initialen Schritten des N-Glykosylierungswegs die 

Übertragung des ersten phosphorylierten N-Acetyl-glucosaminrests auf den 

Lipidträger Dolichol-Phosphat katalysiert. Es zeigte sich, dass durch die Inkubation 

der Froschembryonen in 5µg Tunicamycin pro ml Nährmedium über einen 

Zeitraum von 10h ein signifikanter Verlust von ca. 70% an proteinverknüpften 

Zuckerstrukturen im Embryonalstadium 10,5 erreicht werden konnte. Längere 

Inkubationen führten ebenso wie höhere Konzentrationen an Tunicamycin zur 

Letalität der Embryonen, was den Schluss nahelegt, dass das Überschreiten eines 

bestimmten Maßes an Hypoglykosylierung nicht mehr mit dem Leben vereinbar 

ist. 

 

In weiterführenden Lektinbindestudien mit zytosolischen Extrakten von Wildtyp-

embryonen der Entwicklungsstadien von Gastrula bis Neurula konnte zudem 

nachgewiesen werden, dass im Verlauf der Entwicklung das detektierte 

Glykanmuster an Signalstärke zunimmt, was auch hier die Bedeutung der 

Glykosylierung für diesen Bereich der Embryogenese hervorhebt. Im Gegensatz 

dazu wiesen Pmm2-Morpholino-injizierte Embryonen eine stark verminderte 

Detektion der Signale auf, wodurch eine induzierte Hypoglykosylierung im Verlauf 

der Embryogenese nachgewiesen und die Funktionalität des Froschmodells belegt 

werden konnte. Ein signifikanter Hypo-glykosylierung-Effekt auf durchschnittlich 

45% konnte in Embryonalstadium 10,5 detektiert werden, weshalb vor allem 

dieses Gastrulastadium für weitere Analysen verwendet wurde. Bemerkenswert 

ist, dass in diesem Embryonalstadium die Pmm-Restaktivität von 40% nahezu mit 

dem reduzierten Glykosylierungsprofil korreliert. 
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3.4 Pmm2-abhängige Morphogenese in Xenopus laevis 

Phänotypische Untersuchungen Pmm2-Morpholino-injizierter Xenopus laevis 

Embryonen zeigten in wiederholten Experimenten einen deutlich retardierten 

Verlauf der Embryonalentwicklung was sich vor allem in Gastrulations-

verzögerungen und einer Fehlentwicklung des Blastoporus´ äußerte. Auffällig im 

Verlauf der Entwicklung waren die Ausprägung eines Augendysmorphimus‘ und 

ein spitz zulaufender Kopf. Zudem wurden eine Malformationen des Herzens- 

sowie des Magen-Darmtrakts beobachtet. Weiterhin zeigten Pmm2 Morpholino-

injizierte Embryonen frühe Achsendefekte sowie eine Reduktion des Notochords. 

 

Diese induzierten Retardierungen können zum Teil mit den beschriebenen Leit-

Symptomen des PMM2-CDG Patienten wie eine verzögerte Entwicklung, 

Strabismus, zerebellare Hypoplasie, Kardiomyopathie und Skelett-Fehlbildungen, 

in Verbindung gebracht werden (Grünewald, 2009). Der klinische Phänotyp des 

Pmm2-CDG Patienten zeigt zudem oftmals eine schwere Verkrümmung des 

Rückgrads (Skoliose), was sich vergleichend in Pmm2 Morpholino-injizierten 

Embryonen in Form der reduzierten Körperachse und des verkürzten Notochords 

ausprägt. 

 

Anders als bei dem vollständigen Abschalten der Glykosylierung durch 

Tunicamycin, was in einem schweren morphogenetischen Phänotyp mit 

einhergehender Letalität der Embryonen in der Neurulation resultiert (Yuan et al., 

2007), ermöglicht dieser Ansatz mit Pmm2-Restaktivität potentiell vergleichende 

Analysen der Pathogenese der Neuralinduktion, des Strabismus‘ (Engle, 2006) 

sowie der Skelettentwicklung (Giampietro, 2012). Diese Studien sollen in 

zukünftigen Experimenten untersucht werden. 

 

Durch den Verlust an Pmm2-Aktivität ein morphogenetischer Phänotyp in den 

Embryonen generiert werden konnte stand zu vermuten, dass sich die generelle 

Hypoglykosylierung auch auf Glykoproteine innerhalb der Signaltransduktion 

auswirkt. Obwohl in allen Signaltransduktionswegen Glykoproteine beschrieben 

wurden, wiesen die morphogenetischen Auffälligkeiten in Pmm2 Morpholino-

injizierten Embryonen auf eine Beeinträchtigung des nicht-kanonische Wnt-

Signalwegs hin (Cohen et al., 2008; Solis et al., 2013; Alexandre et al., 2014). 
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Wnt5a-Knockout Mäuse zeigen unter anderem eine reduzierte Körperachse sowie 

verkürzte Mandibeln, einen verkleinerten Kopf, reduzierte Gliedmaßen und einen 

Verlust des Schwanzes (Buttler et al.,2013; Van Amerongen und Berns, 2006; 

Logan und Nusse, 2004). Des Weiteren gibt es Parallelen zum Menschen. 

Mutationen im Wnt5a- sowie im Ror2-Gen führen hier zum Robinow-Sydrom. 

Patienten sind überwiegend durch einen Kleinwuchs sowie durch Fehlbildungen 

des Kopfes und des Gesichtes gekennzeichnet (Person et al., 2010; Brunetti-Pierri 

et al., 2008; van Bokhoven et al., 2000). Interessanterweise sind neben Wnt5a bis 

heute weitere 18 Wnt Proteine in Mensch und Maus identifiziert worden, die alle in 

glykosylierter Form vorliegen, was eine signifikante Funktion in der 

Signaltransduktion vermuten lässt (Harterink und Korswagen 2012; Willert und 

Nusse 2012; Yamamoto et al., 2013; Kikuchi et al., 2011). 

 

3.5 Pmm2-Knockdown induziert eine Hypoglykosylierung von Wnt5a 

In morphogenetischen Prozessen stellt die Wnt-Signalkaskade eine 

entscheidende regulatorische Komponente im Verlauf der Embryogenese dar 

(Yamaguchi, 2008; Solis et al., 2013), weswegen der Wnt5a-

Signaltransduktionsverlust anhand der PAPC-spezifisch regulierenden 

Wnt5a/Ror2-Kaskade (Shambony und Wedlich, 2007) untersucht wurde. 

 

Wnt5a weist an den Positionen N114, N120, N312 und N326 potentielle  

N-Glykosylierungsstellen auf. Zur näheren Analyse, ob sich durch den Einsatz der 

Pmm2-Morpholinos das Wnt5a-Glykosylierungsprofil in überexprimerenden 

Wnt5a-flag Xenopus-Embryonen verändert, wurde eine 2D-Gelelektrophorese 

durchgeführt. Die Pmm2-Defizienz bewirkte den Verlust der Wnt5a-

Glykokonjugate und führte nachfolgend zu einem Shift im Isoelektrischen Punkt 

zum Basischen. 

 

Da bei einer 2D-Gelelektrophorese die Auftrennung in der ersten Dimension über 

die Ladung eines Proteins erfolgt, lässt sich eine Verschiebung des 

isoelektrischen Punktes durch den Verlust von Hybrid-/Komplextyp-N-Glykanen 

aufgrund des Pmm2-Aktivitätsverlusts erklären (Barrabés et al., 2010). 
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Eine α-flag-HRP-Analyse detektierte im 2D-Blot drei Punkte bei einer Höhe von 

43kDa, welche der physiologischen Größe von Wnt5a entspricht. Ein aufgrund der 

reduzierten Pmm2-Aktivität erwarteter Massenverlust von ca. 2-6kDa wegen nicht 

übertragender N-Glykane auf das Wnt5a-Protein konnte in der 2D-Gel-

elektrophorese nicht detektiert werden, weil in der zweiten Dimension ein 

Gradientengel verwendet wurde (Kurayoshi et al., 2007; Barrabés et al., 2010). 

 

Die drei Spots wiesen darauf hin, dass mindestens zwei der potentiellen 

Glykosylierungsstellen auf Wnt5a Hybrid- bzw. Komplextypen darstellen, da nur 

diese N-Glykantypen terminale Sialinsäurereste tragen (Natsuki und Machida, 

2005). Hierbei wurde aufgrund des Laufverhaltens vermutet, dass es sich bei  

Spot 3 um die Wnt5a-Variante handelte, auf der die meisten sialylierten N-Glykane 

vertreten sind. Spot 1 stellt die nicht-sialylierte Wnt5a-Variante und Spot 2 die 

einfach sialylierte Form dar. 

 

Im flag-Blot konnte der sehr schwache dritte Spot bei den Wildtyp-Embryonen 

noch mit 10% des Wnt5a-Gesamtprofils detektiert werden, wogegen dieser Spot in 

Pmm2 Mo behandelten Embryonen nur noch 1% des Wnt5a-Vorkommens 

ausmachte. Bei Pmm2 Mo-Embryonen wurde zusätzlich ein starker Shift um bis 

zu 20% zu dem ersten basischen unterglykosylierten Wnt5a-flag Spot sichtbar. 

 

Interessanterweise konnte nach dem Strippen der Blots, eines erneuten Blockens 

und einer ConA-Analyse dieser dritte vollglykosylierte Spot in beiden Blots deutlich 

verstärkt werden. Die ConA Markierung detektierte alle drei Spots des Wnt5-flag -

Wildtyps sowie die der Wnt5a-flag -Pmm2 Mo Embryonen, zeigte jedoch ebenfalls 

eine signifikante Umverteilung des vorliegenden glykosylierten Wnt5a in Richtung 

des basischen pHs. 

 

Die maximal glykosylierte Wnt5a-Variante wurde in Pmm2 Mo Embryonen im 

Vergleich zu Wildtypembryonen stark reduziert (von 27% auf 10%). Weiterhin 

verschob sich das Profil bei den Pmm2 Mo Embryonen deutlich zu einer Wnt5a 

hyposialylierten Form, so dass diese Variante 50% des detektierten Wnt5a-Profils 

ausmachte, im Vergleich zu 38% bei den Wildtypembryonen. Obwohl das 

typspezifische N-Glykanprofil von Wnt5a in dieser Arbeit nicht aufgeklärt wurde, 
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konnte durch die 2D-Gelelektrophorese in Zusammenhang mit den ConA-

Lektinstudien nachgewiesen werden, dass nicht nur sialylierte N-Glykane auf 

Wnt5a übertragen wurden, sondern sich auch mannosereiche N-Glykane 

detektieren ließen. 

 

3.6 Pmm2 RNAi-Knockdown in Wnt5a-V5 L-Zellen 

Um die glykosylierungsabhängige Signaltransduktion von Wnt5a zu untersuchen, 

wurden L-Zellen, die Wnt5a zusammen mit einem V5-Tag stabil exprimiert, mit 

Pmm2-siRNA behandelt. Dies ermöglichte zum einen den Nachweis im Western 

Blot, da gegen Wnt5a zurzeit kein funktionsfähiger Antikörper vorliegt. Zum 

anderen konnte die induzierte Glykosylierungsdefizienz in einem abweichenden 

Expressionssystem als dem Frosch analysiert werden. 

 

Vergleichbar mit der Pmm2 Morpholino-Injektion in Xenopus konnte durch Pmm2-

siRNA eine signifikante Reduktion der Pmm2-Expression um nahezu 65% erzielt 

werden, wodurch es nachfolgend zu einem signifikanten Pmm2-Aktivitätsverlust 

auf 35% kam. Durch diese Restaktivität wurde sichergestellt, dass die Zellen zwar 

einen Glykosylierungsdefekt aufwiesen (siehe unten 3.7), nicht aber so 

beeinträchtigt wurden, dass es zu Artefakten kam. Weiterhin konnte gezeigt 

werden, dass der Pmm2-Aktivitätsverlust keinen Einfluss auf die ß-Catenin-

Expression hatte, wodurch nachgewiesen werden konnte, dass eine Pmm2-

Defizienz keinen Effekt auf den kanonischen Wnt-Signalweg ausübt. 

 

3.7 N-Glykosylierungsabhängige Sekretion von Wnt5a in L-Zellen 

Da das Maß der Glykosylierung das Sekretionsverhalten der Wnt-Liganden 

beeinflusst (Yamamoto et al., 2013; Kikuchi et al., 2013), wurde im Folgenden der 

Effekt der Wnt5a-V5-Sezernierung mit und ohne Pmm2-Repression untersucht. 

 

Betrachtet wurden die Wnt5a-V5-Profile der Zelllysate im Vergleich zu dem 

immunopräzipitierten Wnt5a des Überstandes. Es stellte sich heraus, das Wnt5a 

in vier verschiedenen Größen vorlag, was mit den Beobachtungen von Komekado 
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et al., 2007 bei der Analyse von Wnt5a in HEK-Zellen korreliert. Verwunderlich war 

jedoch, dass theoretisch fünf Größenprofile des potentiell vierfach glykosylierten 

Wnt5a auftreten müssten, da jeder Verlust eines Glykokonjugates in einem  

1-2kDa Größenshift ersichtlich sein müsste (Roth et al., 2012). Dies lässt 

vermuten, dass Wnt5a nur dreifach glykosyliert ist. Auch die Veröffentlichung von 

Komekado zeigt keinen Größenshift bei der Deletion von N120Q, welches der 

postulierten vierfach glykosylierten Variante widerspricht. Weitere Analysen von 

Wnt5a-Deletionsmutationen durch Massenspektrometrie werden folgen, um das 

genaue Glykosylierungsprofil zu beschreiben. 

 

Die Immunodetektion mit einem Antikörper gegen den V5-HRP detektierte in den 

Zelllysaten von L-Zellen, die entweder mit siRNA gegen Pmm2 oder Nonsense-

siRNA behandelt wurden, abweichende Wnt5a-Größenprofile im Vergleich zum 

Zellkulturüberstand. 

 

Im Zelllysat wurde Wnt5a-V5 bei einer Größe von 37kDa und 39kDa 

nachgewiesen, wogegen im Überstand Wnt5a-V5 bei einer Größe von 40kDa und 

44kDa aufzufinden war. 

 

Auffällig ist, dass die hochmolekularen Banden nicht in den Zelllysaten 

detektierbar waren, obwohl sich die vollglykosylierte Form in den Exosomen hätte 

befinden müssen. Dies lässt sich vermutlich darauf zurückführen, dass keine 

Ultrazentrifugation zur Auftrennung der einzelnen Kompartimente durchgeführt 

(Gross et al., 2012), sondern aufgrund geringer vorliegender Materialmengen 

lediglich Gesamtzelllysate analysiert wurden. 

 

Sowohl die nonsense-siRNA transfizierten als auch die mit siRNA transfizierten 

Zellen zeigten bei den Analysen in den Lysaten und Zellkulturüberständen jeweils 

zwei verschiedene Wnt5a-Profile. Dies ist ein Hinweis auf das Vorliegen 

abweichend glykosylierter Wnt5a-Proteine unter physiologischen Bedingungen. 

 

Bei den in den Zelllysaten detektierten Banden könnte es sich um die 

unglykosylierte Wnt5a-Variante (37kDa) sowie die mit einem mannosereichen N-

Glykan besetzte Wnt5a-Variante (39kDa) handeln. Da nur sialylierte Wnt5a-
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Proteine sekretiert werden, steht weiterhin zu vermuten, dass es sich bei den zwei 

Proteinformen im Zellkulturüberstand um Wnt5a mit einem (40kDa) bzw. zwei 

(44kDa) übertragenen Hybrid- bzw. Komplextyp N-Glykanen handelt. Diese 

Annahme wird weiter durch den ebenfalls durchgeführten SNA-Lektinblot 

bestätigt, wodurch lediglich sialyliertes Wnt5a aus dem Zellkulturüberstand 

detektiert werden konnte. 

 

Dieses Glykosylierungsprofil deckt sich mit den Analysen des Xenopus Wnt5a-flag 

in der 2D-Gelektrophorese, wobei die Spots 2 und 3 im ConA-Profil durch zwei 

Komplex/- Hybridglykane aufgrund der Sialylierung erklärt werden können und 

Spot 1 eine Überlagerung eines Mannosereichen ungeladenen Glykans und der 

unglykosylierten Wnt5a-Variante darstellen kann. 

 

Damit abgeschätzt werden konnte, wie sich die detektierte Glykosylierung in 

Bezug auf das nachgewiesene Wnt5a-Protein verhält, wurde das SNA-

Glykansignal durch das Wnt5a-V5-Profil normiert. Es zeigte sich, dass in Pmm2-

defizienten Zellen im Vergleich zu nonsense-RNA transfizierten Zellen Wnt5a 

signifikant geringer (minus 70%) im Überstand vorlag. Hierdurch konnte belegt 

werden, dass eine induzierte Hypoglykosylierung durch Pmm2-Inhibition Einfluss 

auf das Sekretionsverhalten von Proteinen hat. In Kombination mit den o.g. Daten 

aus den Wnt5a-Flag-Experimenten in Froschzellen lässt sich schließen, dass dies 

in direktem Zusammenhang mit dem Verlust von N-Glykanen steht. 

 

3.8 Wnt5a -Pmm2-abhängiger ‚Loss of function’ 

Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass ein Aktivitätsverlust von Pmm2 

Einfluss auf das Sekretionsverhalten von Wnt5a hat, sollte in nachfolgenden 

Experimenten die Signaltransduktion auf Ebene der PAPC-Zielgenexpression im 

Wnt5a/Ror2-Weg überprüft werden (Shambony und Wedlich 2007). Da das 

Wnt5a-abhängige PAPC an der Involution des Mesoderms beteiligt ist (Kim et al., 

1998), lässt sich ein Verlust des Expressionsprofils weiterhin am dorsalen Urmund 

sowie in Zellen des invaginierenden Urdarms detektieren. 
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Die Pmm2-Abhängigkeit der PAPC-Signalkaskade wurde durch In situ 

Hybridisierung halbierter Embryonen gegen PAPC sowie durch quantitative 

Realtime-PCR gegen PAPC in DMZ-Explantaten untersucht. Hierbei zeigte sich 

jeweils eine signifikante Reduktion des PAPC-Expressionslevels in Pmm2-

Morpholino injizierten Embryonen im Gegensatz zu Kontrollmorpholino injizierten 

Tieren. Der spezifische Pmm2-Effekt des Morpholinos konnte in wiederholten 

Ansätzen erfolgreich durch Rescue-Experimente mit einem Pmm2-tragenden 

Plasmid regeneriert und belegt werden. 

3.9 Wnt5a/Ror2 induzierter ‚Gain of function’ in animalen Kappen 

Zum Nachweis, dass die Glykosylierung von Wnt5a entscheidend für die PAPC-

Aktivierung des Wnt5a/Ror2-Signalwegs ist, wurden ‚gain of function‘-Studien 

durchgeführt. Hierzu wurden in ein 4-Zellstadium mit definierter Dorsal-/Ventral-

Achse die Cap-RNA des Rezeptors Ror2 und die Cap-RNA des Liganden Wnt5a 

in je eine der zwei benachbarten Blastomere animal dorsal injiziert. Parallel mit der 

Injektion der Wnt5a-RNA kann dabei auch entweder der Pmm2 Mo, der Ko Mo 

oder die Pmm2-cDNA injiziert werden. Die Embryonen wurden bis zum 

Embryonalstadium 9 (Nieuwkoop und Faber, 1967) kultiviert, die animale Kappe 

vor Entstehung der Dreikeimblättrigkeit präpariert und die Expression von PAPC 

mittels qRT-PCR analysiert. 

 

Hierbei zeigte sich eine signifikante Expression des PAPC in animalen Kappen 

durch einen induzierten Wnt5a/Ror2 ‚gain of function’, ebenso wie bei der 

parallelen Injektion des Kontrollmorpholinos. Im Gegensatz dazu wurde eine 

signifikante Reduktion von PAPC detektiert, wenn parallel zu Wnt5a/Ror2 der 

Pmm2 Morpholino injiziert wurde. Auffällig ist, dass in den uninjizierten Kappen 

wie auch in den Ror2-injizierten Kappen eine geringe PAPC-Expression 

nachweisbar war. Dies lag vermutlich an der Präparation der animalen Kappen, 

wobei möglicherweise mesodermales Gewebe, in dem PAPC endogen exprimiert 

wird, mit in den Probenansatz überführt wurde. 

 

Obwohl PAPC in viele Prozesse der frühen Xenopus-Embryogenese wie der 

konvergenten Extension und der Gewebeseparation involviert ist (Unterseher et 

al., 2004), kann der beobachtete Pmm2-defiziente Phänotyp in den Embryonen 
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nicht alleine durch eine verminderte PAPC-Expression ausgelöst werden. Diese 

Annahme wird auch durch einen PAPC Mo-Knockdown in Xenopus laevis 

unterstützt, bei dem sich die behandelten Embryonen mit einem eher milden 

Phänotyp, der sich vor allem durch eine zeitlich verzögerte Bildung des 

Blastoporus sowie einen etwas verkürzten Körper im Kaulquappen-Stadium 

charakterisiert war (Medina et al., 2004), präsentierten. 

 

3.10 Pmm2-Defizienz beeinträchtigt die Konvergente Extension 

Um zu überprüfen, ob die selektive Adhäsion des Pmm2-abhängigen PAPCs 

Einfluss auf die Gewebeseparation der DMZ in morphogenetischen Prozessen hat 

(Wallingfort et al., 2002; Unterseher et al., 2004; Wang et al., 2008), wurde die 

konvergente Extension, welche im Verlauf der Gastrulation eine spezifische 

Zellbewegung darstellt und an der Ausrichtung des Mesoderms beteiligt ist, 

untersucht. Da es in Pmm2 Mo DMZ-Explants nur noch zu 50% der Erstreckung 

der Achse kam, konnte dadurch nachgewiesen werden, dass der Pmm2-

Knockdown zwar nicht zu einer Beeinträchtigung des Patternings als strukturellen 

Anlageplan führte, jedoch frühe Defekte in der Morphogenese induziert. 

 

Betrachtet man die reduzierte Kopf-Schwanz-Länge der Pmm2-defizienten 

Embryonen, kann diese Symptomatik neben dem nicht-kanonischen Wnt-

Signalweg auch durch eine Fehlregulation des kanonischen Wnt-Signalwegs 

durch die Inhibition des Wnt8-Glykoproteins ausgelöst werden. Diese Annahme 

beruht auf der Analyse von Yuan et al., 2007, bei der Xenopus Embryonen mit 

dem Glykosylierungsinhibitor Tunicamycin behandelt wurden. Folgende Realtime-

Analysen spezifischer mesodermaler, endodermaler und neuroektodermaler 

Zielgene zeigten, dass der N-glykosidische Block neben vielen Fehlregulationen 

unter anderem auch eine reduzierte Wnt8-Expression detektiert werden konnte 

(Yuan et al., 2007), weshalb sich nachfolgende Untersuchungen auf 

Zielgenexpressionsprofile von Brachyury (XBra) und Myf5 konzentrierten, die mit 

Wnt8 in Zusammenhang gebracht werden (siehe 3.11). 
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3.11 Pmm2-abhängige Zielgenexpression 

Damit der Einfluss einer induzierten Pmm2-abhängigen Hypoglykosylierung im 

Verlauf der Embryogenese verdeutlicht werden kann, wurden Zielgen-

Expressionsanalysen von Myf5 und XBra durch In situ Hybridisierung in Est.10,5 

durchgeführt. 

 

Bei den Loss of function- studien zeigte sich in wiederholten Versuchen ein 

abweichendes oder auch teils deutlich reduziertes Myf5- und XBra-

Expressionsmuster bei den mit Pmm2-Morpholino-injizierten Embryonen, was vor 

allem durch einen deutlich sichtbaren Signalverlust, aber auch durch eine 

Expansion des Zielgens in Regionen des mesodermalen Gewebes um den 

Blastoporus sowie in der Region des Spemann-Regulators am Embryo 

charakterisiert war. 

 

Ein solcher Signalverlust wies auf eine Störung im Wingless/ Wnt-Signalweg hin. 

Weil aktive Wnts zwei konservierte N-Glykosylierungsstellen aufweisen 

(Komekado et al., 2007), kann diese Reduktion der XBra- als auch der Myf5-

Expression beispielsweise mit einem regulatorischen Einfluss von Wnt8 in 

Verbindung gebracht werden, welches zwei definierte Glykosylierungsstellen 

aufweist. 

 

Eine Verstärkung des Expressionsmusters von XBra wird auch bei der Regulation 

des Fibroblast Growth Factor‘ (FGF)-Signalings eine essentielle Rolle 

zugeschrieben (Lechter und Harland, 2008; Dorey und Amaya, 2010). Da unter 

anderem auf dem FGF-Rezeptor (FGFR) eine starke N-Glykosylierung 

nachgewiesen wurde (Duchesne et al., 2006; Polanska et al., 2009), kann 

vermutet werden, dass der Pmm2-Funktionsverlust auch diesen Signalweg 

beeinträchtigt. 

 

Nähere Expressionsanalysen im Profil mit definierten Pmm2-Signaltransduktions-

einfluss können in zukünftigen Projekten mittels ‚Digital multiplexed gene 

expression analysis‘ – einer Methodik des NanoString nCounter Systems zu 

schnelleren Ergebnissen kommen (Kulkarni, 2011). 
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Obwohl es sich hierbei nur um Vorläuferexperimente handelt, weisen die 

Ergebnisse der frühen Embryogenese des Frosches darauf hin, dass eine 

generelle Hypoglykosylierung Auswirkungen auf mehrere Signalwege hat. 
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4. AUSBLICK: Pmm2-abhängige Signalkaskaden 

Nahezu jeder Signaltransduktionsweg von Wnt über Hedgehog, FGF und TGF-ß 

weist glykosylierte Komponenten (Liganden oder Rezeptoren) auf, dessen 

interagierende Komplexität durch eine Pmm2-Defizienz multisystemische 

Konsequenzen hervorrufen kann (Abb. 4.1). 

 

Abbildung 4.1: N-Glykosylierungsabhängige Signaltransduktion. Im Vergleich werden die potentiellen Auswirkungen 

einer fehlerhaften Signalkaskade aufgrund einer generellen Hypoglykosylierung verschiedener Signalmoleküle dargestellt. 

Jeder Signalweg wird schematisch mit den Haupteffektoren aufgezeigt. Die erwarteten Ergebnisse, abhängig von einer 

Pmm2-defizienten Aktivität, wurden bei jedem Signalweg unterhalb aufgeführt. In grün: Wnt-Signalweg; in blau: Hedgehog-

Signalweg; in pink: FGF-Signalweg; in orange: TGF-ß/BMP-Signalweg. In grau wurde die Plasmamembran dargestellt 

sowie in Gelb der Zellkern angedeutet. G: N-Glykosylierung; JNK: C-Jun N-terminale Kinase; PLC: Phospholipase C; smo: 

smoothened; Ci: Cubitus interruptus; DV: dorsoventral; AP: anteriorposterior; L/R: Links/Rechts; MAPC: Mitogen-aktivierte 

Kinase. 

 

Wnt-Signalweg 

Die Wingless/ Wnt-Proteine sind eine Gruppe Cystein-reicher Lipid-modifizierter 

Glykoproteine, die zur Aktivierung der kanonischen Wnt/ ß-Catenin-

Signalkaskade, der Wnt/ Ca2+-Signalkaskade und der Signalkaskade der planaren 

Zellpolarität (PCP) führen. Der Signaltransduktionsmechanismus dieser Kaskade 

wird durch die Sekretion von Wnt in den interzellulären Raum aktiviert, was die 

Glykosylierung von mindestens zwei Asparaginresten im ER voraussetzt 

(Komekado et al., 2007). Sezerniertes Wnt bindet auf der Zelloberfläche an 
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Proteoglykane der extrazellulären Matrix (EZM), bevorzugt an Heparansulfat-

proteoglykane (HSPGs). Die Interaktion zwischen Wnt und HSPGs scheint 

ebenfalls von der Glykosylierung abhängig und je nach Gewebe entscheidend für 

die Übertragung des Wnt-Signals zu sein (Reichman, 1996; Haeker, 1997). Ein 

Verlust der Glykosylierung der Wnt-1-Typ Liganden (kanonischer Wnt/ ß-Catenin-

Signalweg) sollte im Verlauf der Embryogenese zu frühen Achsendefekten sowie 

einer Kopfhyperplasie und Somitendefekte (Abb.4.1) führen. 

 

Da möglicherweise die reduzierte Kopfgröße der Pmm2 Mo-injizierten Embryonen 

durch ein stark hoch reguliertes Wnt-Signaling in der Zone des Kopf-Organisators, 

abhängig einer Dickkopf (Dkk) –Hypoglykosylierung, induziert werden kann (Haniu 

et al., 2011; Cruciat et al., 2006), soll in folgenden Untersuchungen die 

glykosylierungsabhängige Dkk-Regulation, vergleichend der Wnt5a-Analyse, 

analysiert werden. In weiteren Ansätzen soll der Einfluss der Pmm2-defizienten 

Aktivität auf weitere Glykomarkerproteine studiert werden, welche beeinträchtigt 

sein könnten. 

 

Neben weiteren Zielgenexpressionsstudien sollen spezifisch Rescue-Experimente 

mit den betroffenen Proteinen durchgeführt werden. Da der Verlust der XBra und 

Myf5-Zielgenexpression mit einer Hypoglykosylierung von Wnt8 in Verbindung 

gebracht werden kann (Martin und Kimelman, 2008; Baker et al., 2010; Janda et 

al., 2012), sollte der induzierte Pmm2-Defekt mit der zusätzlichen Gabe von Wnt8 

spezifisch regeneriert werden können. Weitere Untersuchungen könnten ebenfalls 

zeigen, dass auch die Pmm2-abhängige konvergente Extension bei einem Pmm2-

Mangel potentiell durch hypoglykosyliertes Wnt11 verursacht sein kann, wodurch 

ein Rescue mit Wnt11 spezifisch eingeleitet werden sollte. 

 

Hedgehog-Signalweg 

Wie Wnt-Proteine sind auch Hedgehog-Proteine (Hh) Lipid-modifizierte 

Glykoproteine. Sie tragen nur eine N-Glykosylierungsstelle, deren Bedeutung 

bezüglich des Hh-Signalwegs allerdings noch unklar ist. Dahingegen konnte für 

das N-Glykan auf dem Hh-Rezeptor `patched´ (ptc) die Notwendigkeit für die 

Bindung an Hh und die anschließende Signaltransduktion nachgewiesen werden 

(Marigo et al., 1996). Daher ist anzunehmen, dass eine Hypoglykosylierung von 
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Hh und/ oder ptc eine abnormale Entwicklung, wie beispielsweise die 

dorsoventrale Musterbildung des Neuralrohrs, die anteroposteriore Musterbildung 

der Extremitäten sowie die Bildung der Links-Rechts-Asymmetrie, hervorruft 

(Abb.4.1). Da primär Defekte im Mittellinien-Signalweg zu erwarten sind, die in 

fehlerhaften Organsystemen wie Darm und Herz resultieren würden, sollen 

Pmm2-defiziente Embryonen älterer Stadien durch ‚clustered regularly interspaced 

short palindromic repeats‘ (CRISPR) histologisch und biochemisch charakterisiert 

werden. 

 

‚Fibroblast Growth Factor‘ (FGF)-Signalweg 

FGF-Proteine bilden eine große Familie von Signalmolekülen, deren N-

Glykosylierung eine entscheidende Rolle zugesagt wird. In Xenopus wurde die 

Glykosylierung von FGF3 als essentiell für dessen Sekretion beschrieben (Kiefer 

et al., 1993). Des Weiteren wurde die N-Glykosylierung des FGF-Rezeptors 

beschrieben, welche die Verbindung von FGF mit Heparansulfat reguliert und 

dadurch die Bindung von FGF reduziert (Duchesne 2006). 

Eine Glykosylierungsdefizienz von FGF3 oder des Rezeptors aufgrund einer 

Pmm2-Defizienz sollte Defekte in der frühen anteroposterior Musterbildung sowie 

in der Bildung von Gehirn und Extremitäten sowie frühe Defekte in der 

Mesodermbildung und der anteroposterior Körperachse (Abb.4.1) induzieren. Um 

darzustellen, wie sich eine Pmm2-Defizienz beispielsweise auf die N-

Glykosylierung des FGF-Rezeptors auswirkt, sollen folgende Analysen 

vergleichend der PAPC-Expressionsregulation mit dem FGF-abhängigen ER81 

durchgeführt werden. Der Ets Transkriptionsfaktor XER81 kann als Marker für 

Regionen mit aktiven FGF-Signaling in Xenopus Embryonen in Betracht gezogen 

werden (Münchberg und Steinbeisser, 1999). 

 

Transforming Growth Factor/ Bone morphogentic protein-Signalweg 

Das Protein DAN wurde als Mitglied der Familie der Transforming Growth Factor  

(TGF-ß)/ Bone morphogenic protein (BMP) als Signalmolekül beschrieben, das 

dem BMP-Signalweg entgegenwirkt (Stanley et al., 1998). DAN ist N-glykosyliert, 

wobei die Bedeutung der Glykosylierungsstelle für die Funktion des Proteins 

bislang nicht belegt werden konnte (Hung et al., 2012). Sollte sie essentiell sein, 

könnte das Fehlen des N-Glykans zu einer gesteigerten Aktivierung der BMP-
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Signalkaskade führen, was in einer Ventralisierung des Mesoderms sowie 

Defekten in der Bildung des Herzens und der Skelettentwicklung resultieren würde 

(Abb.4.1). Um zu beweisen, dass die Glykosylierung von DAN von der Pmm2-

Aktivität abhängig ist und für seine Funktion essentiell zu sein scheint, sollen in 

folgenden Experimenten die DAN-abhängige Pmm2-defiziente Xenopus 

Embryogenese untersucht werden. Dabei sollen vor allem Pulldown-Analysen 

durchgeführt werden, um mögliche beeinträchtigte Proteininteraktionen dieser 

Signalkaskade zu untersuchen. 
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5. Methoden 

5.1 Molekularbiologische Methoden 

5.1.1 Der Vektor (pCI-neo) 

Die Klonierungen der in den Experimenten aufgeführten Konstrukte beruhen auf 

der Grundlage des mammalinen pCI-neo-Expressionsvektors (Promega, 

Mannheim). 

 

 

 

 
Abbildung 5.1: Aufbau des pCI-neo Vektors. Vermerkt ist das Gen für die Ampicillin-Resistenz (Ampr), sowie eine 

Neomycin-Resistenz (neo). Die Polylinker-Region mit den zur Verfügung stehenden Restriktionsschnittstellen (multiple 

Klonierungsstellen) befindet sich stromaufwärts vom Startpunkt für die in-vitro Transkription mit der T7 RNA-Polymerase 

(T7↓). 

 

5.1.2 Extraktion von Nukleinsäuren 

5.1.2.1 Isolierung der DNA 

Die Isolierung von Plasmid-DNA von pro- und eukaryotischen Zellkulturen wurde 

durch alkalische Lyse nach Sambrook et al. (2001) oder mit dem GenElute™ 

Plasmid Miniprep Kit von Sigma nach Vorschrift durchgeführt. 
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Die Isolation der Plasmid-DNA oder der PCR-Reaktionen aus Agarosegelen 

erfolgte mit Hilfe des GenEluteTM Gel Extraction Kit (Sigma) unter Anwendung der 

vom Hersteller empfohlenen Protokolle. Zur Elution der DNA wurden 50µl H2Obidest 

verwendet. 

 

Für die Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterien wurden 2ml (für Minipräp) 

und 50ml (für Midipräp) in LB-Amp mit einer einzelnen Kolonie beimpft und über 

Nacht bei 37°C unter Schütteln kultiviert. Die DNA wurde bei -20°C gelagert. 

 

5.1.2.2 Isolierung von RNA 

Die Isolierung der RNA aus 5 Embryonen, 10 Dorsal Marginal Zonen oder 10 

animalen Kappen erfolgte unter Verwendung des MasterPure RNA Purification 

Kits (Epicentre Biotechnologies) nach Angaben des Herstellers. Die RNA wurde 

aliquotiert und bei -80°C gelagert. 

 

5.1.2.3 Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (PCI)-Extraktion 

Zur Extraktion der Proteine und Lipide aus einer DNA-haltigen Lösung wurden die 

Proben einer PCI-Aufreinigung unterzogen, wobei Phenol die Proteine denaturiert 

und diese in der organischen Phase verbleiben. 

Dabei wurde der Lösung dasselbe Volumen PCI (25:24:1) zugegeben, vermischt 

und anschließend für 5min bei 4°C bei 13.000rpm zur  Phasentrennung 

zentrifugiert. Die obere wässrige Phase mit der DNA wurde ohne Interphase in ein 

neues Reaktionsgefäß überführt. 

Um letzte Phenol-Reste auszuwaschen, wurde die Probe mit demselben Volumen 

CI (24:1) versetzt, erneut vermischt und bei 5min bei 4°C bei 13.000rpm 

zentrifugiert. 

Die obere Nukleinsäure-haltige, wässrige Phase konnte abgenommen und in ein 

neues Reaktionsgefäß überführt werden. Abschließend wurde die Probe einer 

Alkoholpräzipitation unterzogen. 

 

5.1.2.4 Präzipitation von Nukleinsäuren 

Zur Präzipitation von Nukleinsäuren wurde eine Ethanol-Fällung angewandt. 

Routinemäßig wurde jedoch in diesen Versuchen eine Ethanol-Fällung 

durchgeführt. 
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Dabei bildet die DNA beziehungsweise RNA in Gegenwart monovalenter Kationen 

einen unlöslichen Niederschlag (Dehydratisierung), wodurch eine Isolierung durch 

Zentrifugation ermöglicht wird. 

 

Der zu präzipitierenden Lösung wurde 1/5 des Probenvolumens 3M NaAc pH 4,8 

und die 5x Menge des Probenvolumens an 100% Ethanol zugegeben und durch 

pipettieren vermischt. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation für 20min bei 

13.000rpm bei RT. Der Überstand wurde vorsichtig abpipettiert und das Pellet 

zweimal mit 70% Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde getrocknet und in H2Obidest 

aufgenommen. 

 

5.1.2.5 Qualitätsanalyse und Quantifizierung von Nukleinsäuren 

Die Konzentrationen wässriger DNA- oder RNA-Lösungen wurden 

spektralphotometrisch anhand der Absorption von Licht bei 260 nm bestimmt 

(Photometer GensysTM 5/ Spectronic, Leeds, UK bzw. NanoDrop® ND-1000 

Spectrophotometer, NanoDrop Technologies, Delaware USA). 

Dabei wurde eine optische Dichte (OD 260nm) von 1 einer Konzentration von 

50µg/ml doppelsträngiger DNA bzw. 40µg/ml RNA gleichgesetzt. Um 

Proteinverunreinigungen zu registrieren, wurde zusätzlich die Extinktion bei 

280nm bestimmt. Die Reinheit der Lösung wurde durch das Verhältnis der 

Extinktionen bei 260nm und 280nm ermittelt. Ein Verhältnis von 1,8-2 gilt als Maß 

für geringe Verunreinigung durch Proteine (Sambrook et al., 1989). Die Qualität 

wurde zusätzlich in der Gelelektrophorese überprüft. 

 

5.1.3 Restriktion der DNA 

Plasmide und PCR-Produkte wurden mit FastDigest Restriktionsenzymen 

(Fermentas) in dem aufgeführten Reaktionsvolumen verdaut oder das Volumen 

wurde dem entsprechend der DNA-Menge angepasst: 

 

1µg  DNA 

2µl  FastDigest Reaktionspuffer 

1µl  FastDigest Reaktionsenzym 

Xµl H2O 

20µl 
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Die Reaktionen wurden für 15min bei 37°C inkubiert und durch Hitze bei 80°C 

oder durch Ethanol-Präzipitation der DNA, inaktiviert. Eine anschließende Analyse 

der Restriktion erfolgte mittels Agarose Gelelektrophorese. 

 

5.1.4 Agarose Gelelektrophorese 

Zur Auftrennung von Nukleinsäuren im elektrischen Feld wurden 0,8 bis 2%ige 

Agarose-Gele in 1x TAE-Puffer oder 1XTBE-Puffer verwendet. Um die DNA 

sichtbar zu machen, wurden die Gele mit 10µl Ethidiumbromid 1:10000 (w/v) 

versetzt. Die DNA- oder RNA-Proben wurden mit 6x DNA Ladepuffer vermischt 

und auf ein TAE- oder TBE Agarosegel beladen. 

 

Es erfolgte eine elektrophoretische Auftrennung der DNA- oder RNA-Fragmente in 

dem entsprechenden Puffer bei 100-140V für ca. 90min. 

Als Längenstandard wurde die 100bp DNA-Leiter oder die 1kbp DNA-Leiter von 

Fermentas verwendet. 

Um die Nukleinsäuren darzustellen, wurde das interkalierende Ethidiumbromid 

des Gels bei 354nm angeregt und mit dem Gel-Dokumentations-System detektiert 

(Epi Chemie II Darkroom, UVP laboratory product). 

Die gewünschte Bande eines DNA-Fragmentes konnte aus präparativen Gelen mit 

einem Skalpell unter UV-Licht ausgeschnitten werden. Die Aufreinigung erfolgte 

mit Hilfe des QIAquick Gelextraktion Kit (Qiagen) nach den Angaben des 

Herstellers.  

 

 

5.1.5 Klonierung der Plasmid-Konstrukte 

5.1.5.1 Dephosphorylierung linearer DNA am 5’-Ende 

Um eine Religation linearisierter DNA-Fragmente zu vermeiden, wurde eine 

Shrimp Alkaline Phosphatase zur Dephosphorylierung der 5’-Enden zugefügt. 

Dabei wurden 2
l direkt zu dem Restriktionsansatz dazugegeben und für 15min 

bei 37°C inkubiert. Der Reaktionsmix wurde im Ansch luss direkt für 15min bei 

65°C Hitze inaktiviert. 
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5.1.5.2 Ligation von DNA Fragmenten 

Die Klonierung des zu analysierenden, verdauten DNA Fragments in den 

Zielexpressions-Vektor basiert auf der DUGAICZYK-Formel (Dugaiczyk et al., 

1975). Diese besagt, dass das  für eine optimale Ligation das zu klonierende 

DNA-Fragment in einem 2 bis 4-fachen molaren Überschuß im Verhältnis zur 

Vektor-DNA zugegeben werden muss. 

 

Die Ligationen erfolgten mit der T4 DNA Ligase (Fermentas) nach den Hersteller-

angaben. 

 

Die Ligationsreaktion wurde vermischt und 1h bei Raumtemperatur oder bei 16°C 

über Nacht inkubiert und anschließend in kompetente E. Coli DH-5α oder E. Coli 

XL-1 Blue transformiert. 

 

5.1.6 Transformation kompetenter Bakterien 

Die Transformation der Ligationsansätze in E.coli dient einer schnellen 

Amplifikation der gewünschten Plasmid-DNA. Durch eine Ampicillin-Resistenz 

kann die Selektion gewährleistet werden. 

 

Bei dem Ansatz wurden 50
l der kompetenten Bakterien mit 50ng aufgereinigter 

Plasmid-DNA oder mit dem Ligationsansatz transformiert. 

 

Elektro-kompetente Zellen wurden durch einen Elektropuls von 1.8V transformiert, 

wogegen chemisch kompetente Zellen durch einen Hitzeschock für 1min in 42°C 

und direkter Überführung in Eis für 5min transfiziert wurden. Den Bakterien wurde 

500
l LB Medium zugegeben und für 1Stunde bei 37°C unte r Schütteln ohne 

Antibiotika kultiviert. Anschließend wurden 50 bis 100
l der transformierten 

Bakterien auf LB-Amp Agarplatten ausplattiert und über Nacht bei 37°C im 

Brutschrank kultiviert. 
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5.1.6.1 Sequenzanalyse 

Die Sequenzanalyse erfolgte nach der Präparation der Plasmide durch GATC: 

400ng Plasmid-DNA 

2µl 5x Puffer 

1µl Oligonukleotid-Primer (5µM) 

5µl dNTPs (2mM) 

1µl Big Dye 

Xµl H2O 

10µl 

5.1.7 cDNA-Synthese 

5.1.7.1 DNaseI-Verdau 

Zur Vermeidung unerwünschter, unspezifischer Reaktionen aufgrund genomischer 

DNA-Kontaminationen wurde die RNA-haltige Lösung vor der reversen 

Transkription einem DNaseI-Verdau unterzogen. 

1µg RNA    (1µl@69µl H2O [1:70] → A260 *40*70) 

1µl 10x Omniskript-Puffer 

1µl DNaseI (Fermentas) 

Xµl H2O 

10µl 

 

Der Ansatz wurde für 30min bei 37°C inkubiert. Die DNaseI wurde anschließend 

durch eine Hitzebehandlung für 10min bei 85°C inakt iviert. 

 

5.1.7.2 Reverse Transkription 

Die reverse Transkription ermöglicht das Umschreiben von mRNA in cDNA. Dabei 

wurden die 10µl DNaseI-Reaktion direkt für den reversen Transkriptionsansatz mit 

dem Qiagen Omniscript RT Kit verwendet. 

1µg/10µl RNA 

2µl 10x Omniscript RT-Puffer 

1,25µl R1-Primer (10pmol) 

1µl RNase Inhibitor 

2µl dNTPs (5mM) 

Xµl H2O RNase frei 

1µl Omniscript Reverse Transkriptase 

20µl  
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Nach einer Inkubation von 2 Stunden bei 37°C wurde die Reaktion für 15min bei 

70° abgestoppt. 

 

5.1.8 Polymerase Chain Reaction (PCR)  

Die Polymerase-Kettenreaktion ermöglicht durch spezifisch gewählte Primer eine 

Amplifikation des gewünschten Genproduktes. 

5.1.8.1 Klonierung eines PCR-Fragmentes 

Für Klonierungen wurde die ‚proofreading’ DNA Polymerase Pfu verwendet. 

Spezifische Primer beinhalten kompatible Restiktionsstellen, die benötigt werden, 

um das DNA Fragment durch spezifische Restiktionsmuster, zu integrieren. 

 

Um in abweichenden Reaktionen generell die Retransformation des 

Ursprungsplasmids zu verhindern, wurde es vor der PCR Reaktion linearisiert. 

 

In Klonierung erfolgte mittels nested PCR, bei der durch Schalten drei 

nacheinander folgender nur im Ansatz abweichender PCRs durch 

Primerüberlagerung das gewünschte Genprodukt stärker amplifiziert werden kann. 

Die folgenden Konzentrationen und Reaktionsvolumen wurden für die 

hintereinander geschaltete Amplifikation von NM_...315 (XPmm2) und NM_...472 

(XPmm1) durch das aufgeführte Programm eingesetzt: 

 

 

Nested PCR: 
 

Programm Temperatur Zeit Funktion 

1. 95°C  3min Denaturierung 

2. 95°C 30sec Denaturierung 

3. 55°C 30sec Annealing 

4. 72°C 3min Elongation 

5. 72°C 5min Elongation 

6. @ 4°C ∞   

Die Programme 2-4 wurden 35 mal wiederholt 
Tabelle 2: PCR Programm der Amplifikation 
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PCR #1: 

5µl Probe des RT-Ansatzes 

5µl 10x Pfu-Puffer + MgSO4 

1,25µl F1-Primer (10pmol) 

1,25µl R1-Primer (10pmol) 

1µl dNTPs (10mM) 

Xµl H2O 

1µl Pfu-Polymerase 

50µl  

 
PCR #2: 

1µl Probe der PCR#1 

5µl 10x Pfu-Puffer + MgSO4 

1,25µl F2-Primer (10pmol) 

1,25µl R2-Primer (10pmol) 

1µl dNTPs (10mM) 

Xµl H2O 

1µl Pfu-Polymerase 

50µl  

 
PCR #3: 

3µl Probe der PCR#2 

5µl 10x Pfu-Puffer + MgSO4 

1,25µl Fw-NOTI-ATG-Primer (10pmol) 

1,25µl Rev-NOTI-TGA-Primer (10pmol) 

1µl dNTPs (10mM) 

Xµl H2O 

1µl Pfu-Polymerase 

50µl  

 

Die routinemäßige Standard-PCR Ansatz erfolgte mit der Phusion Polymerase: 

10ng linearisierte Plasmid-DNA 

10µl 5xHF Puffer 

5µl Primer Mix1 (je 10µM) 

5µl dNTPs (2mM) 

Xµl H2O 

1µl Phusion 

50µl 
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5.1.8.2 Site-directed Mutagenese (SDM) 

Mittels Side-directed mutagenese PCR können Mutationen in ein Plasmid 

eingebracht oder deletiert werden. 

 

Für die Konstrukte pCIneo #315 & #472 wurde das Protokoll des QuickChange™ 

Site directed Mutagenesis Kit (Stratagene) verwendet. Die eingesetzten 

Mutagenese Primer werden im Materialteil aufgelistet. 

100ng linearisierte Plasmid-DNA 

5µl 10xPfu-Puffer+ MgSO4 

5µl Oligonukleotid-Primer Mix (je 10µM= 

5µl dNTPs (2mM) 

1µl Pfu DNA-Polymerase (2,5U/µl) 

Xµl H2O 

50µl 

 

Der Vektor wurde mit dem folgenden PCR-Programm amplifiziert: 

 

Programm Temperatur Zeit Funktion 

1. 95°C  2min Denaturierung 

2. 95°C 50sec Denaturierung 

3. 58°C 50sec Annealing 

4. 68°C 10min Elongation 

5. 68°C 10min Elongation 

6. @ 4°C ∞   

Die Programme 2-4 wurden 25 mal wiederholt 
Tabelle 3: PCR Programm der SDM-Mutagenese  

  

Da durch die synthetische Amplifikation keine Methylierung des mutagenisierten 

Plasmids erfolgt, ermöglicht ein DpnI-Verdau den Abbau parentaler nicht mutierter 

Template-DNA. Hierzu wurden die PCR-Produkte mit 10U DpnI für 1h bei 37°C 

inkubiert und anschließend in E.coli transformiert. 
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5.1.8.3 RT-PCR und qRT-PCR 

Um Genexpressionen in Xenopus-Embryonen zu untersuchen wurde die Reverse 

Transkription verwendet. Isolierte Total-RNA aus ganzen Embryonen, 

DorsalMarginal-Zonen oder animalen Kappen wurde durch die M-MuLV Reverse 

Transkriptase (RT) in cDNA transkribiert. 

 

Alle verwendeten Primer für die RT-PCR  und die qRT-PCR werden bei den 

Primern im Materialteil aufgelistet. 

Der RT-PCR Ansatz wurde in einer 10
l PCR-Reaktion durchgeführt und im 

Anschluss auf einem 1% Agarosegel analysiert.  

     

1-3µl cDNA 

0,4µl MgCl2 (10mM) 

1µl 10x Reaktionspuffer 

1µl Primer-Mix (je 10µM) 

1µl dNTPs (2mM) 

0,2µl EuroTaq 

Xµl  H2O 

10µl 

 

 

Programm Temperatur Zeit Funktion 

1. 95°C  3 min Denaturierung 

2. 95°C 30 sec Denaturierung 

3. 55°C-65°C 30 sec Annealing 

4. 72°C 1-3 min Elongation 

5. 72°C 5 min Elongation 

6. @ 4°C ∞   

Die Programme 2-5 wurden 25-35 mal wiederholt 
   Tabelle 4: PCR Programm der RT-PCR 

 

 

Zur Quantifizierung des Genexpressionsprofils wurden quantitative Real-time-RT-

PCR Analysen mit Hilfe des qTowers (JenaAnalytik) durchgeführt. 

Die qPCR Reaktion wurde wie folgt angesetzt: 
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2µl cDNA 

10µl Absolute™ QPCR SYBR® Green Rox Mix 

0,4µl Primer-Mix (je 10µM) 

Xµl  H2O 

20µl 

 

 

Programm Temperatur Zeit Funktion 

1. 25°C  15min 

2. 95°C 15min Denaturierung 

3. 95°C 15sec 40x Zyklen 

4. 60°C 1min Elongation 

5. 100°C-25°C 5 min Dissoziation 

6. @ 4°C ∞   

Die Programme 2-5 wurden 3-5 mal wiederholt 

         Tabelle 5: PCR Programm der qRT-PCR  

 

  

5.1.9 In-vitro Transkription von RNA 

Für Mikroinjektionen wurde synthetisierte 5’Cap-RNA von linearisierten Plasmiden 

transkribiert. Dafür wurde das ‚mMessage mMachine High yield capped RNA 

Transcription kit (Ambion)’ nach Herstellerangaben verwendet. Die folgende 

Reaktion wurde für 2h bei Raumtemperatur inkubiert. 

 

1µg Linearisiertes Plasmid 

5µl 2x NTP/CAP 

1µl 10x Reaktionspuffer 

1µl Sp6, T7 oder T3 Enzym-Mix 

Xµl  H2O 

10µl 
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Anschließend wurde 1
l TurboDNAse zugefügt und die Reaktion für 15min bei 

37°C inkubiert. Um die Reaktion abzustoppen, wurden  15
l Ammonium Acetat 

Stop-Lösung dazugegeben und die Reaktion auf ein Gesamtvolumen mit 115
l 

Nuklease-freiem H2O aufgefüllt. 

 

Die synthetisierte CAP-RNA wurde über Ethanol-Fällung aufgereinigt, in 15
l 

Nuklease-freiem H2O resuspendiert und bei -80°C gelagert. 

 

Die RNA-Konzentration wurde durch das NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer 

quantifiziert und die Probenqualität durch eine Agarosegelelektrophorese 

analysiert. 

 

Digoxigenin- oder Fluorescein-markierte Antisense-Sonden für ‘whole mount’ In 

situ Hybridisierungen wurden von linearisierten Plasmiden in-vitro transkribiert. 

Dabei wurden Fluorescein/Digoxigenin-markierende Kits (Roche) in dem 

folgenden Ansatz verwendet. 

 

1µg Linearisiertes Plasmid 

1µl Digoxygenin markierender Mix 

1µl 10x Transkriptionsspuffer 

1µl Ribolock RNase Inhibitor 

1µl Sp6, T7 oder T3 RNA-Polymerase 

Xµl  H2O 

10µl 

 

Die Reaktion wurde für 2h bei 37°C inkubiert. Ansch ließend erfolgte die 

Präzipitation der in-vitro transkribierten RNA durch Ethanol-Fällung. 

 

Die synthetisierte Hybridisierungssonde wurde in 15
l Nuklease-freiem H2O 

resuspendiert und bei -20°C gelagert. 

 

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte durch das NanoDrop ND-1000 

Spectrophotometer. Die Sondenqualität wurde durch eine Agarosegel-

elektrophorese überprüft. 
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5.2 Embryologie  

5.2.1 Xenopus laevis Embryonen Kultivierung und Mikromanipulation 

Xenopus Eier ovulutierender Weibchen, die 12h zuvor mit 500 IU humanen 

Chorion Gonadotropin (Sigma) behandelt wurden, wurden entnommen und in-vitro 

mit einem Stück mazerierten Hoden fertilisiert. Die Embryonen wurden nach 1h für 

5min mit 2% Cystein-Lösung behandelt, um die Gallerthülle zu entfernen, wodurch 

eine Mikroinjektion in 1xMBSH ermöglicht wird. 

 

Die Mikroinjektion von Pmm2-Antisense-Morpholinos oder in-vitro synthetisierter 

5’CAP-RNA erfolgte im 2-4 Zellstadium der Embryonen mit einem IM300 

Mikromanipulator und ausgezogenen Glaskapillaren. Die Injektionen wurden auf 

5nl kalibriert und unter konstanten Zeit und Druckbedingungen durchgeführt. 

 

Die Embryonen wurden in 0,1xMBSH kultiviert und die Entwicklung nach 

Nieuwkoop und Faber definiert (Nieuwkoop und Faber, 1975). 

 

5.2.2 Whole mount In situ Hybridisierung 

Die Whole mount In situ Hybridisierung ermöglicht die Analyse des räumlichen 

Expressionsmusters endogener mRNA im Embryo. 

 

Diese Methode basiert auf einer Epitop-erkennenden Antisense-RNA Sonde, 

welche die zu analysierende endogene RNA hybridisiert. Diese synthetisierte 

RNA-Sonde wurde mit einer Digoxygenin- oder Fluoresceinmarkierung versehen, 

welche durch einen Epitop-spezifischen Antikörper, mit einer Alkalischen 

Phosphatase gekoppelt, durch einen Substrat-induzierten Farbumschlag lokalisiert 

werden kann. 

 

In situ Hybridisierungen halbierter Embryonen und die Präparation der Antisense 

Proben wurden nach Epstein et al., 1997 durchgeführt. 
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Für die Detektion wurden Anti-Digoxigenin-AP und Anti-Fluorescein-AP Antikörper 

(Roche) verwendet. BMPurple (Roche) wurde als Substrat der Alkalischen 

Phosphatase eingesetzt. 

 

Die Embryonen wurden 2h bei RT mit MEMFA fixiert und über Nacht mit 100% 

Methanol bei 4°C entwässert. In situ Hybridisierungen wurden wie folgt 

durchgeführt:  

 

Tag 1:  

• Rehydratisierung der Embryonen für 5 min in je 75%, 50% and 25% MeOH in  

     PBST  

• 2x 5 min PBST  

• Proteinase K Verdau: 10
g/ml in PBST, 30min auf RT, halbierte Embryonen  

     10min auf RT  

• Refixierung der Embryonen in 4% PFA/PBS für 10min bei RT  

• 4x 5min PBST  

• 1ml Hybridisierungspuffer/PBST (1:1) für 5min auf RT  

• 1ml vorgewärmter Hybridisierungspuffer 5min bei RT  

• 1ml Hybridisierungspuffer 1Stunde bei 65°C  

• 1ml frischer Hybridisierungspuffer 2-4Stunden bei 65°C  

• Hybridisierung der Antisense-Sonde: 1
l Sonde/1ml Hybridisierungspuffer über  

     Nacht bei 65°C  

 

 

Tag 2:  

• 1x 5min 50% Formamid/0,1% Chaps/5x SSC (vorgewärmt auf 65°C) bei RT  

• 1x 5min 25% Formamid/0,1% Chaps/3,5x SSC bei RT  

• 1x 5min 2x SSC/0,1% Chaps (vorgewärmt auf 37°C) be i RT  

• 2x 25min 2x SSC/0,1% Chaps bei 37°C  

• 1x 5min 0,2x SSC/0,1% Chaps bei RT  

• 2x 30min 0,2x SSC/0,1% Chaps bei 60°C  

• 2x 5min 0,2x SSC/0,1% Chaps bei RT  

• 2x 10min 0,2x SSC/0,1% Chaps bei RT  

• 1x 10min 0,2x SSC/0,1% Chaps:MABT (1:1) bei RT  
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• 2x 5min und 2x 10min MABT bei RT  

• 1x 1Stunde 1ml MABT/2% BBR  

• 1x 1Stunde 1ml Blocklösung  

•  Antibody: α-Dig-AP (1:10000), α-Flu-AP (1:10000) über Nacht bei 4°C  

 

 

Tag 3:  

• 2x 30 min MABT bei RT  

• 4x 1Stunde MABT bei RT  

• Färbung der Embryonen mit pH 9-Puffer/BMPurple (1:1) im Dunklen  

• Abstoppen der Reaktion durch Waschen: 2x in PBS  

• Refixierung der Embryonen in 3,7% Formaldehyde/PBS über Nacht bei 4°C 

 

Pigmentierte Embryonen wurden mit 1% H2O2/5% Formamid in 0,5x SSC unter 

intensivem Licht gebleicht. 

 

 

5.2.3 Animal Cap Assay 

Animale Kappen wurden aus Embryonen des Blastula-Stadiums 9 explantiert. Im 

ersten Schritt wurde die Vitellin-Membran der Embryonen entfernt und der 

pigmentierte animale Pol mit Hilfe von zwei Pinzetten ausgeschnitten. 

Die animalen Kappen wurden für 30min in 1xMBSH kultiviert und in N2liq fixiert. 

 

Für den Animal Cap Assay wurde Embryonen im 4-Zellstadium in eine der 

dorsalen Blastomere 500pg Wnt5a Cap-RNA entweder alleine, mit Ko Mo oder mit 

dem Pmm2 Mo [25ng] injiziert. Weiterhin wurde in die benachbarte dorsale 

Blastomere 100pg ror2 Cap-RNA injiziert. 

Nach der Animal Cap-Isolierung in Stadium 9 und der gewebsspezifischen RNA- 

Aufreinigung konnten qRT-PCR Analysen des PAPC-Expressionlevels zu  einem 

induzierten ‚Gain of function‘ durchgeführt werden. 
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5.2.4 Dorsal Marginal Zonen-Explantate 

Um konvergente Extensions-Bewegungen in vitro zu untersuchen, wurden 

Explantate der Dorsal Marginal Zonen (DMZ) gastrulierender Embryonen 

angefertigt. 

Zuvor wurde den Embryonen in die 2 dorsalen Blastomere des 4-Zellstadiums 

Pmm2 Mo [25ng/E] injiziert. 

Anschließend wurden die DMZ in Stadium 10,5 nach Keller et al. 1992 präpariert 

und mit der mesodermalen Seite auf einer 2% BSA beschichteten Petrischale in 

1xMBSH eingedeckelt und auswachsen lassen. 

 

 

 

 

 

 

 

  Abbildung 5.2: Dorsal Marginal Zonen Explantate 

Elongierende Explantate wurden nach 28 Stunden dokumentiert und die 

konvergente Extension durch Abmessen der Elongation analysiert. 

 

5.2.5 Lektin Histochemie und Immunofloureszenz 

Zur Darstellung der Glykokonjugation in Xenopus laevis wurden Lektin-spezifische 

Analysen in histologischen Präparaten durchgeführt. 

Die Embryonen wurden für 2 Stunden auf RT oder bei 4°C über Nacht in MEMFA  

(4% Formaldehyde, 0.1M MOPS (pH 7.4), 2mM EGTA, 1mM MgSo4) fixiert und 

mit 100% Methanol über Nacht bei -20° dehydriert. 

Nach der Fixierung und Rehydrierung wurden die Embryonen in Paraffin 

eingebettet. Die Embryonen wurden mittels Leica Mikrotom in 5µm Schnitte 

sektioniert und durch eine Biotin-konjugierte Lektin-Markierung analysiert. Die 

Detektion erfolgte mit einem sekundären Streptavidin-FITC tragenden Antikörper 

(Vector Laboratories) durch einen Fluoreszenz-Nachweis. Die Markierung wurde 

mit einem Leica-Mikroskop, Kamera und Software System dokumentiert.  
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5.3 Proteinbiochemische Methoden 

5.3.1 Phosphomannomutase2 (PMM2) Aktivität 

5.3.1.1 Radioaktiver Pmm2-[2³H] Mannose-6-Phosphat-Assay 

Die enzymatische Aktivität der Phosphomannomutase wurde in Xenopus 

Embryonen, des frühen Gastrulastadiums 10,5, durch die Analyse des direkten 

Fluxes von Mannose-6-Phosphat zu Mannose-1-Phosphat bestimmt. 

 

Zuerst wurden die Embryonen mit einem spezifischen Pmm2-Lysispuffer (20mM 

HEPES pH7,1, 25mM KCl, 1mM DTT, 10µg/ml Leupeptin, 10µg/ml Antipain) 

versetzt und für 30min bei -80°C gelagert. 

 

Die Zellen wurden mit einer 22G Kanüle aufgeschlossen und für 2x15min bei 

45.000rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde dotterfrei isoliert und die 

Proteinkonzentration bestimmt (Lowry et al., 1951). 

 

Die durchgeführten Aktivitätsanalysen erfolgten mit 4µg Gesamtprotein in 

Xenopus Proben (8µg Maus L-Zellen; 12µg humane Fibroblasten) in einem 50mM 

Tris-HCl, pH 7,5, 2mM MgCl2, 50.000 d.p.m. [2-³H]Mannose-6-phosphat, 1mM 

Glucose-1,6 bisphosphat Puffer für eine Reaktionsdauer von 30min bei 37°C. 

 

Die Reaktionsprodukte von [2-³H]Mannose-6-Phosphat zu [2-³H]Mannose-1,6-

bisphosphat wurde durch die Hochspannungspapierelektrophorese (Whatman 

3MM) mit einem 80mM Pyridin-Puffer pH 5,5 bei 2600V für 45min separiert. 

 

Die Evaluation der Reaktion erfolgte durch den Vergleich des Verhältnisses der 

Menge des konvertierten Monophosphates im Vergleich zum Pyrophosphat. Durch 

die Analyse der cpm der detektieten Spots in einem Flachbettscanner 

(Argon/Methan) konnte die spezifische Pmm2-Aktivität quantifiziert werden. 

 



Methoden     
 

 112

5.3.1.2 Substratherstellung von [2³H] Mannose-6-Phosphat 

Die Herstellung des radioaktiven Pmm2-Substrates erfolgte durch eine 

Hexokinase-Reaktion. Dabei wurden 200µl der [2³H]Mannose mit 100mM ATP 

und 2U Hexokinase für 8h bei 37°C inkubiert und bei  -80°C weggefroren. Die 

Auftrennung der radioaktiven Mannosen erfolgte auf einem 3MM Whatman über 

die Hochspannungselektrophorese (2h bei 100V) und anschließender Detektion 

des Substrates durch den Flachbettscanner. Das Substrat [2³H]Mannose-6-

Phosphat wurde aus dem Whatman-Papier ausgeschnitten und in einem 50ml 

Falcon und 20ml HPLC-H2O für fünf Tage bei 4°C auf einem Drehrad extrahier t. 

 

5.3.1.3 Gekoppelt photometrischer PMM2-Assay 

Die enzymatische Aktivität der Pmm2 wurde auch in Form von 

Kapazitätsmessungen in einem gekoppelt-photometrischen Ansatz detektiert. 

 

Dieser Ansatz beruht auf der Detektion einer spektrometrischen Veränderung 

durch eine Reduktion von NADP+ zu NADPH bei A340nm im Verlauf der 

enzymatischen Reaktion von 120min bei 37°C.  

 

Die Embryonen wurden mit dem Pmm2-Lysispuffer, wie in 7.3.4.1 beschrieben, 

aufgeschlossen und der dotterfreie Zellextrakt isoliert. 

 

Für die Analyse der Pmm2-Aktivität wurden zwei Reaktionspuffer angesetzt. Der 

chemische Reaktionspuffer bestand aus 50mM Hepes pH 7,1, 1,6mM NADP, 

35mM MgCl2, 10µM Glucose-1,6-diphosphat. Der zusätzliche Pmm2 Enzympuffer 

bestand aus 250mU Phosphogluco-Isomerase (PGI), 250mU Glucose-6-Phosphat 

Dehydrogenase (G6PDH) and 250mU Phosphomannose-Isomerase (PMI). 

 

Die Reaktion wurde mit 30µg Gesamtprotein mit und ohne Zugabe von 10mM 

Mannose-1-Phosphat als Substrat in Doppelansätzen wiederholt durchgeführt. 

 

Die enzymatische Aktivität unter den Umständen des Kapazitätsassay beschreibt, 

dass 1U der Formation von 1µmol NADPH/min entspricht. 
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5.3.2 SDS Page und Western Blot Analysen 

Mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid Gel Elektrophorese (SDS-Page) wurden 

denaturierte Proteine der Zelllysate durch SDS einer negativen Ladung ummantelt 

und im elektrischen Feld abhängig ihres Molekulargewichtes voneinander 

getrennt. 

 

Fünf ganze Embryonen oder 10 Animale Kappen wurden in einem neutralen 

Western Blot Puffer (1x TBS, 1% Triton X-100 und 1x Protease Inhibitor) mit einer 

20G Kanüle mechanisch aufgeschlossen, 3x für 10Stöße mit dem Ultraschall 

belastet und 1-2 Stunden auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Proben  

2x für 30min bei 45.000rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde dotterfrei isoliert 

und die Proteinkonzentration bestimmt (Lowry et al., 1951). 

 

Die einzusetzende Proteinkonzentration variierte abhängig der Fragestellung 

zwischen 5-100µg. Die Proben wurden mit Probenpuffer versehen und bei 95°C 

für 5min denaturiert (Laemmli, 1970). 

 

Die Extrakte wurden in einem 10-15% Polyacrylamidgel durch SDS-Page 

(Laemmli, 1970) bei 160V aufgetrennt und auf eine Nitrocellulose Membrane (GE 

Healthcare) mittels einen Semi-dry Elektrophoretischen Transfer geblottet 

(1mA/cm²; 50min). 

 

Die Membran wurde mit entweder mit PBS-T (0,1%)+ 5% Milchpulver, PBS-T 

(0,5%) oder TBS-T (0,5%) für 2 Stunden auf RT oder über Nacht bei 4°C geblockt. 

Nach dem Block wurden die Membranen mit spezifischen Antikörpern oder mit 

biotinylierten Lektinen, wie ConA, SNA und WGA (Vector Laboratories, [1mg/ml], 

1:1000, 2Stunden bei RT oder über Nacht bei 4°C) be handelt. 

 

Die anschließende Detektion erfolgte mit einem wirtsspezifischen Anti-IgG oder 

mit Hilfe eines Streptavidin tragenden Anti-Biotin IgG, welche mit der Horseradish 

Peroxidase (HRP) (Vector Laboratories, [1 mg/ ml], 1:10000) konjugiert waren. 

Nach 1Stunde Inkubation bei RT erfolgte durch Zugabe des ECL-Reagenz 

(Thermo Fisher) die Detektion einer chemolumineszenten Reaktion der HRP mit 

dem ECL Reagenz in Form einer Lichtreaktion. 
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5.3.3 Immunopräzipitation 

Diese Pulldown-Methode wurde verwendet, um 500pg überexprimertes Wnt5a-

flag (+/-25ng/E MoPmm2) aus Xenopus Embryonen oder das Wnt5a-V5 der 

Überstände der Wnt5a-V5 L-Zell-Medien (+/- 500nmol Pmm2siRNA) zu 

extrahieren. 

 

Die Aufreinigung der -tags erfolgte über einen magnetischen Pulldown der 

Antikörper gekoppelten Beads (Adamtech). 

 

Für die Präparation des Wnt5a aus Extrakten Wnt5a-flag injizierter Embryonen 

wurden diese in 100µl Lysis-Puffer (1xTBS, 1% Triton, 0,1% Proteinase-Inhibitor) 

durch eine 22G Kanüle aufgeschlossen, 3x 10’’ sonifiziert und 2 Stunden auf Eis 

inkubiert. Nach zweifacher anschließender Zentrifugation für 30min bei 13.000rpm 

wurde der Überstand dotterfrei separiert. 

 

Der Überstand wurde mit 1µg eines monoklonalen Maus Anti-flag Antikörpers 

(Sigma) für 4 Stunden auf einem Drehrad bei 4°C vor inkubiert. 

 

Die Immunopräzipitation des V5-Tags aus dem Überstand der Wnt5a-V5 stabil 

transfizierten, sekretierenden L-Zellen wurde mit 1ml Zellkulturmedium und 1µg 

Anti-V5 angesetzt. 

 

Anschließend wurden die Proben mit 20µl in Lysispuffer aufgenommenen 

magnetischen AG Beads versetzt. 

 

Im Allgemeinen wurde der Protein/ Antikörper-Komplex mit den magnetischen 

Beads über Nacht bei 4°C unter Bewegung inkubiert. 

 

Während des magnetischen Pulldowns wurden die Beads 4-5mal mit Lysispuffer 

gewaschen und das getaggte Protein über eine saure Elution mittels des PEG-

Puffers (Adamtech) aufgereinigt. Die Proben wurden mit 6xSDS Ladepuffer für 

5min bei 95°C denaturiert, in der SDS-Page aufgetre nnt und im Western Blot 

analysiert. 
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5.3.4 2D-Gelelektrophorese 

Mit der 2D-Gelelektrophorese wurden die immunopräzipitierten Wnt5a-flag  

+/-Pmm2 Mo behandelten Embryonen auf einen detektierbaren Verlust der Wnt5a 

Ladungsverhältnisse aufgrund mangelnder Sialylierung analysiert. 

 

Dabei wurde mit den immunopräzipitierten Proben nach den Herstellerangaben 

von Invitrogen verfahren. 

 

Nach Analyse mit dem α-flag Antikörper wurden die Blots für 10min mit 10% 

Essigsäure gestrippt. 

 

Nachdem auf dem Blot mit einer ECL-Reaktion kein Signal detektiert werden 

konnte, wurde dieser für eine folgende ConA-Lektin Analyse erneut geblockt 

(1xTBS 0,5%Tween-20). 

 

5.4 Zellkultur 

5.4.1. Kultivierung der Zelllinien 

Alle adherenten Zelllinien wurden in ihrem spezifischen Medium bei humiden  

37°C und 5% CO 2 inkubiert. 

 

Die COS7-Meerkatzen-Zelllinie wurden in DMEM-High Glucose Medium, 10% 

fetalem Kälberserum (FCS), 1% Penicillin/Streptomycin (P/S) und 225µg/ml 

Neomycin (G418-Gentamycin) kultiviert. 

 

Die Wnt5a-V5 stabil transfizierten Maus L-Zellen (immortalisierte Fibroblasten) 

wurden in RPMI Medium, 10% FCS, 1% P/S, 1% L-Glutamin kultiviert. 

 

Bei einer Dichte der Zellen von circa 80% wurden die Zellen nach 

Trypsinbehandlung im Verhältnis von 1:3 passagiert. 

Für Expressionsanalysen wurden die Zellen geerntet, zweimal mit 1xPBS 

gewaschen, bei 2000rpm für 10min zentrifugiert und der Überstand abgenommen. 

Das Pellet wurde bei -20°C eingelagert. 
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5.4.2. Transfektion von Zellen 

COS7 Zellen wurden durch eine Lipofektion transfiziert. Dabei wurde 

Lipofectamin2000 in Opti-MEM nach Angaben des Herstellers verwendet. 

 

Für einen effizienten Pmm2 Knockdown durch 500nmol Pmm2-siRNA (16µl 20µM 

siRNA) wurden 12µl Dharmafect2 im Verhältnis zu einer Endkonzentration von 

50nM in 2ml Kulturmedium zugegeben. 

 

 

5.5 Mikroskopie 

Fluoreszenz-Bilder wurden an einem Eclipse 90i Mikroskop oder einem Type 

DMI4000B Invers-Mikroskop aufgenommen. 

 

 

5.6 Statistik 

Jedes Ergebnis stellt einen Mittelwert aus mindestens drei Replikaten dar  (n≥ 3). 

Die Standardabweichungen wurden durch Fehlerbalken aufgeführt und der 

signifikante p-Wert durch einen vergleichenden Students t-test (Microsoft Excel) 

ermittelt. 

 

Die Anzahl der Sterne (*) beschreibt die Signifikanz, dabei entspricht *p≤0,05;  

**p≤0,005 und ***p≤0,001. 
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6. Material 

6.1 Chemikalien 

Alle Chemikalien wurden im Reinheitsgrad pro analysis bezogen. 

ABsolute™ qPCR SYBR Green ROX Mix    Thermo Scientific 

Adenosintriphosphat (ATP)     Merck, Darmstadt 

Aceton         Carl Roth, Karlsruhe  

         Merck, Darmstadt 

Agarose         Sigma, Taufkirchen  

Albumin aus Rinderserum       Serva, Heidelberg  

Aminocapronsäure       Sigma, Taufkirchen 

Ammoniumchlorid       Sigma, Taufkirchen 

Ammoniumpersulfat (APS)      Sigma, Taufkirchen 

Borsäure        Merck, Darmstadt 

Bromphenolblau        Merck, Darmstadt  

Calciumchlorid-Dihydrat       Merck, Darmstadt 

Calciumnitrat-Tetrahydrat       Merck, Darmstadt 

Carbogen-Gas (95% O2/5% CO2)     Grandpair, Heidelberg 

Chloroform        Merck, Darmstadt 

Dimethylsulfoxid (DMSO)       Acros Organics 

Dinatriumhydrogenphosphat     Merck, Darmstadt  

dNTP-mix, 2 and 10 mM       Fermentas,St.Leon-Rot 

Dithiothreitol (DTT)        Invitrogen, Karlsruhe 

DMSO         Merck, Darmstadt 

Dithiothreitol        Sigma, Taufkirchen 

EDTA         Merck, Darmstadt 

Eisen(III)-Citrat       Sigma, Taufkirchen 

Essigsäure         Carl Roth, Karlsruhe 

Ethanol         Carl Roth, Karlsruhe 

Ethidiumbromid        Serva, Heidelberg 

Eukitt         Merck, Darmstadt 

Formaldehyd (36,5% -38%)     Sigma, Taufkirchen 

Formamide         J.T. Baker 
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GeneRuler 1 kb and 100 bp DNA Ladder    Fermentas, St.Leon-Rot 

Glucose         Merck, Darmstadt 

Glucose-1,6-Bisphosphat      Sigma, Taufkirchen 

Glycerol        Sigma, Taufkirchen 

Glycin         Sigma, Taufkirchen 

H2O HPLC-Reinheitsgrad       Carl Roth, Karlsruhe 

Heparin-Natrium       Ratiopharm, Ulm 

HEPES         Sigma, Taufkirchen 

Imidazol         Sigma, Taufkirchen 

Isopropanol         Merck, Darmstadt 

Kaliumchlorid       Merck, Darmstadt 

Kaliumhydrogencarbonat       Merck, Darmstadt 

Kaliumhydrogenphosphat       Merck, Darmstadt 

Kaliumhydroxid       Sigma, Taufkirchen 

L-Cystein        Biomol, Hamburg 

LE Agarose         Biozym, Hamburg 

Lipofectamine2000       Invitrogen, Karlsruhe 

Magnesiumchlorid       Merck, Darmstadt  

Magnesiumsulfat       Merck, Darmstadt 

2[³H] D(+)-Mannose      GE Healthcare 

ß-Mercaptoethanol       Sigma, Taufkirchen 

Methanol         Carl Roth, Karlsruhe 

Milchpulver        Carl Roth, Karlsruhe 

MOPS (3-(N-Morpholino)Propansulfonsäure)   Biomol, Hamburg 

Mowiol         Calbiochem, Darmstadt 

NADP         Sigma, Taufkirchen 

Natriumacetat        Merck, Darmstadt 

Natriumchlorid       Merck, Darmstadt 

Natriumcitrat        Applichem, Hamburg 

Natriumhydrogencarbonat      Merck, Darmstadt 

Natriumhydrogenphosphat      Merck, Darmstadt 

Natriumhydroxid       Merck, Darmstadt 

NNN´N´-Tetramethylethylendiamin     Serva, Heidelberg 

(TEMED) 
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Orange G         Merck, Darmstadt 

Paraffin         Carl Roth, Karlsruhe 

PageRuler Prestained Protein Ladder     Fermentas, St.Leon-Rot 

Paraformaldehyde (PFA)       Merck, Darmstadt 

PBS für Zellkultur       PAA Laboratories 

Penicillin         PAA Laboratories 

Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol     Fluka, Taufkirchen 

Polyoxyethylensorbitanmonolaurat     Carl Roth, Karlsruhe 

(Tween-20) 

Ponceau S Konzentrat       Sigma, Taufkirchen 

Pyridin        Sigma, Taufkirchen 

RNase freies Wasser      Ambion, St. Leon-Rot 

Salzsäure        Merck, Darmstadt 

Schaf Serum        Sigma, Taufkirchen 

SOC Medium       Invitrogen, Karlsruhe 

Streptomycin        PAA Laboratories 

Rotiphorese Gel 30       Carl Roth, Karlsruhe 

SDS          Sigma, Taufkirchen 

Trichloressigsäure        Merck, Darmstadt 

Tris          Merck, Darmstadt 

Triton X-100         Sigma, Taufkirchen 

Trizol Reagenz       Invitrogen, Karlsruhe 

Turbofect        Thermo Fisher 

Tween 20        Carl Roth, Karlsruhe 

UltimaGold        PerkinElmer, USA 

Urea         Invitrogen, Karlsruhe 

Wasserstoffperoxid (33%)      Merck, Darmstadt 

Xylol          Carl Roth, Karlsruhe 
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6.2 Puffer, Lösungen und Zellkulturmedien 

Als Referenz zum Ansetzen aller gebräuchlichen Puffer und Lösungen diente das 

Laborhandbuch von Sambrook et al., 2001. 

 

BBR (10%):     10% Boehringer Block Reagenz, 1xMAB 

 

Bleich-Lösung:    1% H2O2 

5% Formamid 

0,5x SSC 

 

Block-Lösung-Antikörper:    5% Milchpulver 

0,1% Tween-20 in 1x PBS 

 

Block-Lösung-Lektine:   0,5% Tween-20 in 1x TBS 

 

Cystein-Lösung:     2% L-Cystein, pH 8.0 

 

DNA-Ladepuffer (6x):   40% Glycerol 

      0,25% Bromphenolblau 

 

Embryonen Aufschluss Puffer:  20 mM Hepes pH 7.1 

      25 mM KCl 

      1 mM DTT  

10µg/ml Antipain 

10µg/ml Leupetin 

 

Embryonen Pmm2 Puffer:   0,1 M Tris 

      4 mM MgCl2 

50 mM Glucose-1,6-diphosphat 

2[³H] Mannose-6-Phosphat 

 

Embryonen Western Blot Puffer:  1% TBS 

1% Triton X-100 

1x Protease Inhibitor 
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Hybridisierungs-Puffer:   5x SSC, 50% Formamid, 1% BBR 

       → 1h bei 65°C 

               + 1mg/ml Hefe tRNA, 0,1mg/ml Heparin 

               0,1% Tween-20, 0,1% Chaps, 5mM EDTA 

           → gefiltert, gelagert bei -20°C 

 

LB Medium:     1% (w/v) Bactotrypton 

       1% (w/v) NaCl 

0,5% (w/v) Hefe Extrakt  

 

LB-Amp:     50 
g/ml Ampicillin in LB 

LB-Amp Platten:    1,5% Agar in LB-Amp 

 

10x MAB:     1 M Maleinsäure, 1,5 M NaCl, pH 7,5 

 

10x MBSH:�             88 mM NaCl 

1 mM KCl 

2,4 mM NaHCO3 

0,82 mM MgSO4 

0,33 mM Na(NO)3 

0,41 mM CaCl2 

10 mM HEPES pH 7,4 

10 
g/ml Streptomycinsulfat 

10 
g/ml Penicillin 

 

10x MEM:     1 M MOPS 

20 mM EGTA 

10 mM MgSO4, 

       pH 7,4 

 

MEMFA:     0,1 M MOPS pH 7.4 

2 mM EGTA,  

        1 mM MgSO4 

3,7% Formaldehyd 
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Mowiol:     20 mg Mowiol 

80 ml PBS 

50 ml Glycerol 

 

10x PBS:              27 mM KCl 

                    100 mM Na2HPO4 

                     1,37 M NaCl  

20 mM KH2PO4 

pH 7,4 

 

PBS-T (0,1):     1x PBS, 0.1% (v/v) Tween-20 

 

pH 9 Puffer:      100 mM Tris pH 9.5 

100 mM NaCl 

50 mM MgCl2 

 

Pyridinpuffer:     0,64% Pyridin (v/v) 

      pH 5,5 mit Essigsäure 

 

SDS- Ladepuffer (6x):   150 mM Tris-HCl pH 6.8 

       6% SDS (w/v) 

0,3% Bromphenol Blau (w/v) 

       30% Glycerol (v/v) 

       300 mM DTT 

 

SDS-PAGE Laufpuffer:    24,8 mM Tris 

192 mM Glycin 

       0,1 % SDS 

 

20 x SSC:     3 M NaCl 

       0,3 M Natriumcitrat, pH 7.0 

 

Tris/NaCl:      100 mM Tris-HCl pH 7.4 

100 mM NaCl 
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50xTAE:     2 M Tris-Base 

100 mM EDTA 

pH 8,0 mit Eisessig 

 

10x TBE:      890 mM Tris-Borat 

0,2 mM EDTA, 

pH 8,0 

 

10x TBS:     80g/l NaCl 

      2g/l KCl 

      30g/l Tris Base 

      pH 8.0 

  

TBS-T (0,1):     1 x TBS, 0,1% (v/v) Tween-20 

  

TBS-T (0,5):     1 x TBS, 0.5% (v/v) Tween-20 

  

10x TE:     100 mM Tris/ HCl 

10 mM EDTA 

pH 7,6 -8,0 

 

Western Blot-Anodenpuffer (5x):  50 mM Tris 

380 mM Glycin 

pH 8,6 

 

Western Blot-Kathodenpuffer (5x): 50 mM Tris 

380 mM Glycin 

0,1% SDS 

0,1% Bromphenolblau 0,2 mg/ml 

 

Zellkulturmedium (COS-7):   DMEM (high glucose) 

       10% FCS 

       1% Pen/Strep 

       1% Neomycin (Gentamycin/ G418) 



Material     
 

 124

 

Zellkulturmedium (L-Zellen):    RPMI 

10% FCS 

1% Pen/Strep 

1% L-Glutamin 

 

Die Zusammensetzung von speziellen Puffern und Lösungen wurde im Abschnitt 

der entsprechenden Methode aufgeführt. 

 

6.2.1 Zellkulturmedien und Medienzusätze 

DMEM (high Glucose)     PAA, Cölbe 

RPMI        Gibco Life Technology 

DMSO       Merck, Darmstadt 

FCS/ FKS       PAA, Cölbe 

PBS        PAA, Cölbe 

Trypsin/EDTA      Invitrogen, Karlsruhe 

Penicillin/ Streptomycin (10.000U/ ml)    Invitrogen, Karlsruhe 

Gentamycin/ G418      Life Technologies, Darmstadt 

L-Glutamin        Invitrogen, Karlsruhe 

 

Die Hitzeinaktivierung des FKS (Inaktivierung des Komplementsystems) erfolgte 

bei 56°C für 45 min. 

 

6.3 Geräte 

Analysegerät für Dünnschicht-     Berthold, Bad Wildbad 

Chromatogramme, Tracemaster 20  

Analysenwaagen Typ M5P und CP3202P   Sartorius, Göttingen 

Autoklav Typ 5075ELV      Tuttnauer Systec, Wettenberg 

Biofuge pico       Heraus, Osterode 

Brutschrank Typ 2771      Köttermann, Häningsen 

Brutschrank Typ MCO-20AIC     Sanyo, Bad Nenndorf 

Digitalkamera Typ DFC320    Leica, Bensheim 
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Digitalkamera Typ PowerShot A80  Canon, Krefeld 

Drehrad       Schütt Labortechnik, Göttingen 

Eismaschine      Ziegra, Isernhagen 

Elektrophoresekammern für Agarosegele  Eigenbau, Werkstatt des Instituts 

Elektrophoresekammern für SDS-Page   GE Healthcare, München 

Eppendorfzentrifugen  

Typ 5402, 5414, 5415D    Eppendorf, Hamburg 

Flüssigkeitsszintillationszähler 1900TR  Packard, Frankfurt 

Filmentwicklungsmaschine  

Typ X-OMAT2000     Kodak, Stuttgart 

Fusion      Peqlab, Erlangen 

Gefrierschrank -80°C     Colora Messtechnik, Lorch 

GeneAmp PCR System 9700    Perkin Elmer, USA 

GeneAmp PCR System 2720    ABI Applied Biosystems, USA 

Heizblock Typ Thermostat 5320    Eppendorf, Hamburg 

Hochspannungselektrophorese   Camag, Schweiz 

Inkubationsschüttler Typ G25    New Brunswick Scientific, USA 

Inkubator       Memmert, Schwabach 

Kaltlicht KL1500     Zeiss, Göttingen 

Kodak RP X-Omat 2000 Processor  Kodak, Stuttgart 

Kühlplatte Typ EG1150C     Leica, Bensheim 

Kühlplatte      Julabo 

Kühlzentrifuge Typ Rotina 48R    Hettich, Tuttlingen 

Kühlzentrifuge Typ Biofuge Fresco   Heraeus, Hanau 

Lyophille      Virtis Company, USA 

Magnetrührer Typ MR3001    Heidolph, Schwabach 

Mikroinjektor IM300     Narishige, USA 

Mikromanipulator     Micro Instruments 

Mikro-Pipetten (10, 20, 200, 1000 
l)   Eppendorf, Hamburg 

Mikrotiterplatten -Zentrifuge   Heraeus, Hanau 

Mikroskop Typ DM LS2     Leica, Bensheim 

Mikroskop SZX12     Olympus 

Mikrotom Typ RM2255     Leica, Bensheim 

Mikrowellenherd      Siemens, München 
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NanoDropSpektrophotometer    Wilmington, USA 

NanoDrop ND-1000 Spektralphotometer  Thermo Scientific 

Nikon TE2000 Invers Mikroskop    Perkin Elmar, USA 

Novex XCell Sure Lock     Invitrogen, Karlsruhe 

Novex Zoom IPG Runner     Invitrogen, Karlsruhe 

Paraffinausgießstation Typ EG1150    Leica, Bensheim 

Paraffin-Strecktisch Typ HI1220     Leica, Bensheim 

pH-Meter Typ InoLab      WTW, Weilheim 

pH-Meter Delta 320      Mettler 

PhastSystemTM       GE Healthcare, München 

PhotometerSpectraMaxPlus 384    Molecular Devices, USA 

Pipettierhilfe Typ Pipet Aid XP     Drummond, Broomall, USA 

Pipettierhilfe       Eppendorf, Hamburg 

Power Pac 300      BioRad 

Puller PD-5 (Herstellung der Mikronadeln)  Narishige, USA 

QTower Realtime PCR     Analytik Jena 

Schüttelwasserbad Köttermann,     Häningsen, Göttingen 

Semi-Dry-Blot-System     Peqlab, Erlangen 

Scintillationscounter     Beckman Coulter 

Spannungsgeräte       Hölzel, München 

Spannungsgeräte (Hochspannung) EC400P  Thermo Scientific 

Spektralphotometer Spectra MaxPlus 384  Molecular Devices, USA 

Stereomikroskop 2000 C     Zeiss, Göttingen  

Sterilbank Typ Lamin Air HLB2448    Heraeus, Hanau 

Sterilbank Typ SG400      Baker Company, Sanford, USA 

Stickstofftank Typ Biosafe Chronos    Messer, Griesheim 

Thermomixer Typ compact und 5436    Eppendorf, Hamburg 

Thermocycler PTC-200     MJ Research 

Ultraschall-Desintegrator Typ Sonifier450  Branson Ultrasonic SA, USA 

Ultrazentrifuge Typ Optima TLX     Beckman Coulter, Krefeld 

UV-Transiluminator      MWG Biotech, Ebersberg 

Vortex-Genie 2       Bender & Hobein, Schweiz 

Waage Typ 1265MP      Sartorius, Göttingen 

Wärmeschrank       Memmert, Schwabach 
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Wasserbad Typ 1003     Labortechnik, Burgwedel 

Wasserbad Typ HI1210     Leica, Bensheim 

Wipptisch Typ Rocky     Labortechnik, Wasserburg 

Zentrifuge Typ Labofuge     Heraeus, Hanau 

 

 

6.4 Verbrauchsmaterialien 

6/96well-Platten      Greiner, Nürtingen 

Biopsiekassetten      Laborservice Brenzinger, Walldorf 

DC Protein Assay Kits    Biorad, Karlsruhe 

DE53-Microganula Anion Exchanger  Whatman, Maidstone, England 

Deckgläser 24x50 mm     Laborservice Brenzinger, Walldorf 

Einbettformen      Leica, Bensheim 

Einfrierkästen      National Lab, Mölln 

Färbeküvetten und -kästen    Laborservice Brenzinger, Walldorf 

Gewebekulturschalen (3, 6, 10 cm)   Sarstedt, Nümbrecht 

Gewebekulturflaschen T25, T75, T125   Sarstedt, Nümbrecht 

Glas Vials (4ml)     NeoLab, Heidelberg 

Hyperfilm ECL     GE Healthcare, München 

Kanülen Sterican, 20G, 22G, 23G   Braun, Melsungen 

Kryoröhrchen      Nunc, Wiesbaden 

Mikrotom-Einmalklingen Typ A 35   PFM, Köln 

Neubauer-Zählkammer     Brand, Wertheim 

Nitrocellulose Membran ECL   GE Healthcare, München 

Novex NuPage 4%-12% Bis-Tris Gel  Invitrogen, Karlsruhe 

Objektträger Typ Superfrost plus    Laborservice Brenzinger, Walldorf 

Objektträger mit Mattrand     Laborservice Brenzinger, Walldorf 

Objektträger-Kästen    Neolab, Heidelberg 

Parafilm       American National, USA 

Pasteurpipetten      Schütt, Göttingen 

PCR-Gefäße Multiply-Pro (0,2 ml)   Sarstedt, Nümbrecht 

PCR Platten Schutzfolie Star Seal  Star Lab, Hamburg 

PCR Streifen (0,2 ml)    Sarstedt, Nümbrecht 
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Phast Gel Casette      GE Healthcare, München 

Phast Gel Dry Gel      GE Healthcare, München 

Phast Gel Sample Applicator     GE Healthcare, München 

Pipettenspitzen       Sarstedt, Nümbrecht 

Plastikpipetten, steril (2, 5, 10, 25 ml)   Sarstedt, Nümbrecht 

Plastik-Reaktionsgefäße (1,5, 2 ml)    Sarstedt, Nümbrecht 

Plastikröhrchen (10, 15, 50 ml)     Sarstedt, Nümbrecht 

Plastik-Spritzen, steril      BD Biosciences, Heidelberg 

Präparierbesteck       Neolab, Heidelberg 

Polyallomer-Zentrifugenröhrchen    Beckman Coulter, Krefeld 

Scintillation Vail      Perkin Elmar, USA 

Skalpelle, steril       Braun, Melsungen 

Sterilfilter (0,2 und 0,45 
m)     Sarstedt, Nümbrecht 

Thermo Fast 96-well PCR Platten   Applied Biosystems 

VectaShield Hard Set     Vector Laboratories 

Whatman-Papier (3 mm)      Whatman-Vertrieb, Göttingen 

Whatman-Papier (2 mm)      Whatman-Vertrieb, Göttingen 

6.5 Reaktionssyteme (Kits) 

Absolute™ QPCR SYBR Green Rox Mix  Thermo Scientific 

DC Protein Assay Kit      Bio-Rad, München 

Dherma Fect2 -Transfection    Thermo Fisher 

Lipofectamin       Qiagen, Hilden 

MasterPure™ Complete RNA Purification Kit   Epicenter, Madison/USA 

GenElute™ Plasmid Miniprep Kit    Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

GenEluteTM Gel Extraction Kit     Sigma, Taufkirchen 

Plasmid Mini Purification Kit     Qiagen, Hilden 

QIAGEN Transfection Kit     Qiagen, Hilden 

Qiaquick Gelextraktions Kit     Qiagen, Hilden 

RNA/ Protein Extraktion Kit    Qiagen, Hilden 

mMessage mMachine® ® T3, T7. Sp6 Kit  Ambion, Europe Ltd. 

 

Wenn nicht anders angegeben, wurden bei der Verwendung von 

Reaktionssystemen stets die Angaben des Herstellers befolgt. 
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6.6 Enzyme, Marker, Proteine und Reagenzien 

Alle Enzyme wurden entweder von New England Biolabs, Roche oder von Thermo 

Fisher bezogen. Sollte dies nicht der Fall sein, wurde es aufgeführt. 

AG beads (Magnetisch)      Ademtech 

4-Amidinophenylmethanesulfonyl fluoride   AppliChem, Darmstadt 

hydrochlorid (APMSF) 

BM Purple AP Substrat      Roche, Mannheim 

DNAse I        Fermentas, St. Leon-Rot 

EuroTaq DNA Polymerase     BioOne 

FastDigest® Restriktions-Enzyme    Fermentas, St. Leon-Rot 

GeneRuler kb DNA ladder Plus     Fermentas, St. Leon-Rot 

Glucokinase (B. stearothermophilus)   Sigma, Taufkirchen  

Glucose-6-Phosphatdehydrogenase   Sigma, Taufkirchen 

Hexokinase       Sigma, Taufkirchen 

Humanes Chorionic Gonadotropin    Sigma, Taufkirchen 

Maxima Reverse Transcriptase     Fermentas, St. Leon-Rot 

PageRuler Prestained protein ladder    Fermentas, St. Leon-Rot 

Pfu DNA-Polymerase     Promega, Mannheim 

Phusion high fidelity DNA-Polymerase   Finnzymes 

Phosphoglucoisomerase     Sigma, Taufkirchen 

Phosphomannoseisomerase    Sigma, Taufkirchen 

Poly-L-Lysine       Sigma, Taufkirchen 

Protease Inhibitor complete Mini (10 x)    Roche, Mannheim 

Proteinase K       Sigma, Taufkirchen 

RevertAidH-Minus M-MuLV ReverseTranscriptase Fermentas, St. Leon-Rot 

RiboLock RNAse Inhibitor      Fermentas, St. Leon-Rot 

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP)   Fermentas, St. Leon-Rot 

T3, T7 und Sp6 Polymerasen    Roche, Mannheim 

T4 DNA Ligase      Fermentas, St. Leon-Rot 

Taq-DNA-Polymerase     Fermentas, St. Leon-Rot  

Trypsin        PAA Laboratories 

TurboDNase       Ambion, Europe Ltd. 

Ziegenserum       Dako 
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6.6.1 Antikörper 

Primärantikörper (1:1.000) 

Kaninchen-Anti-Maus-Pmm2 (15min Exposition; Proteintech) 

Maus-Anti-flag (90min Exposition, Sigma) 

Maus-Anti-V5 (Immunopräzipitation [1µg/ml], Life Technologies) 

Maus-Anti-V5-HRP ( 2xüN Inkubation, 120min Exposition, Life Technologies) 

Maus-Anti-Maus-α/ß-Aktin (5min Exposition, Sigma) 

Ziege-Anti-Maus-ß-Catenin (20min Exposition, Sigma) 

 

Sekundärantikörper (1:10.000) 

Kaninchen-Anti-Ziege, HRP-gekoppelt (Sigma) 

Kaninchen-Anti-Ratte, HRP-gekoppelt (Sigma) 

Kaninchen-Anti-Maus, HRP-gekoppelt (Sigma) 

Ziege-Anti-Kaninchen, HRP-gekoppelt (Sigma) 

Ziege-Anti-Maus, HRP-gekoppelt (Dianova) 

Ziege-Anti-Maus, AP-gekoppelt (In-situ Hybridisierung, Sigma) 

Schaf-Anti-Digoxygenin, APgekoppelt (In-situ Hybridisierung Roche) 

Maus-Anti-IgG , HRP-gekoppelt (Sekundärantikörper. Dianova) 

 

6.6.2 Lektine und Streptavidin-Konjugate 

Wheat germ agglutinin, biotinyliert  Vector Laboratories, Burlingham, USA 

Concanavalin A, biotinyliert  Vector Laboratories, Burlingham, USA 

Sambucus nigra, biotinyliert  Vector Laboratories, Burlingham, USA 

Streptavidin-FITC     Vector Laboratories, Burlingham, USA 

6.7 Oligonukleotide 

Die folgenden Oligonukleotide (Primer) wurden von den Firmen Invitrogen, 

bezogen. 
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Primer für Reverse Transkriptase-PCR 

Xenolaev-Pmm2-F1   5‘-ATGGCTCAGTGTGACGTTCTG-3‘ 

Xenolaev-Pmm2-R1   5‘-TCACTGGAAGAATAGCTCTTTGC-3‘ 

 

 

Nested-PCR 

NM_001094315.1-F1   5’-CGAGCGCTCCATTCATCTGAG-3’ 

NM_001094315.1-R1   5’-ATTAGTGCCATTAATTGCCTCTG-3’ 

NM_001094315.1-F2   5’-GCAGTCATGGCTCAGTGTGAC-3’ 

NM_001094315.1-R2   5’-ATGGGTCACTGGAAGAATAGCT-3’ 

NM_001094315.1-F3   5’-GACGTGTTTCCTACCGGCTG-3’ 

 

NM_001094315.1-Fw-NotI-ATG 

5’-GCTGCGGCCGCATGGCTCAGTGTGACGTTCTG-3’ 

NM_001094315.1-Rev-TGA-NotI 

5’-GTAGCGGCCGCTCACTGGAAGAATAGCTCTTTGC-3’ 

 

NM_001092472.1-F1   5’-GGCCTCTGCACATCAGATGG-3’ 

NM_001092472.1-R1   5’-ACCTGCAGGTAACATGGTCCT-3’ 

NM_001092472.1-F2   5’-GAACACCATGGCAGACAGAAG-3’ 

NM_001092472.1-R2   5’-GAAGCCAATCATACTTCATTGTC-3’ 

NM_001092472.1-F3   5’-CGTTGCTGTCTGGATGTTGTAG-3’ 

 

NM_001092472.1-Fw-NotI-ATG 

5’-GCTGCGGCCGCATGGCAGACAGAAGGCTCCC-3’ 

NM_001092472.1-Rev-TGA-NotI 

5’-GTAGCGGCCGCTCATACTTCATTGTCTCTTTCTA-3’ 

 

 

Side directed Mutagenese (SDM) -Primer 

SDM_315-fwd   5’-GAACAGTTCAGAGACAAATTTGTGGCT-3’ 

SDM_315-rev   5’-AGCCACAAATTTGTCTCTGAACTGTTC-3’ 
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SDM_472-fwd   5’-CCAAGAGCTTTTCTTCTCAGAAAGAGA-3’ 

SDM_472-rev   5’-TCTCTTTCTGAGAAGAAAAGCTCTTGG-3’ 

 

 

Primer für quantitative Realtime-PCR 

PAPC-fwd    5’-CCCAGTCGGTCTCTTCTTCTTTG-3’ 

PAPC-rev    5’-TTGCTGATGCTGCTCTTGGTTAG-3’ 

ODC-U    5’-GCCATTGTGAAGACTCTCTCCATTC-3’ 

ODC-D    5’-TTCGGGTGATTCCTTGCCAC-3’ 

 

 

Morpholino Antisense Oligonukleotide 

Die aufgeführten Morpholino wurden von Gene Tools LLC bezogen. 

 

Xeno-Pmm2-kodierend (#315) 5‘-AACACAGAACGTCACACTGAGCCAT-3’ 

Xeno-Pmm2-5-UTR (#315) 5‘-CCGGCTCTGTCTCAGCTCAGATGAA-3’ 

Xeno-Pmm1-kodierend (#472) 5’-GTTTTGGGAGCCTTCTGTCTGCCAT-3’ 

 

Kontroll-Morpholino    5’-CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3’ 

 

 

RNAi (Thermo Fisher) 

Pmm2-siRNA       5’-UAAGCGGUAUUGCCUGAGA-3’ 

siGENOME Non-Targeting siRNA #2     5‘-UAAGGCUAUGAAGAGAUAC-3‘ 

 

6.8 Radioaktive Substanzen 

2[3H] Mannose       GE Healthcare, München 

2[³H] Mannose-6-Phosphat    Eigensynthese 
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6.9 Plasmide 

pCI-neo      Promega, Madison, USA 

pCS2+_Brachyury     H. Steinbeisser (K. Linsmeier) 

pCS2+_Myf5      H Steinbeisser (K. Linsmeier) 

pCS2+_ror2      H. Steinbeisser (K. Linsmeier) 

pCS2+_PAPC     H. Steinbeisser (A. Kietzmann) 

pCS2+_Wnta     H. Steinbeisser (E. Brinkmann) 

pCS2+_Wnt5a-flag     H. Steinbeisser (R.K. Swain) 

 

6.10 Bakterien 

Routinemäßig wurden folgende Bakterienstämme zur Transformation von 

Plasmid-DNA eingesetzt. Zur Genotypisierung siehe Bachmann (1987). 

E.coli DH5α  

(Genotyp: F
-
 deoR recAI endAI hsdR1(rk

-
mk+) supE44 1-thi gyrA96 relAI 

 

E.coli XL-1 Blue  

(Genotyp: F
-
::Tn10 proA

+
B

+
 lacI

p
∆ (lacZ)M15/recAI endAI gyrA96 (NaI) thi hsdR17 

(rk
-
mk+) supE44 relAI lac) 

 

6.11 Stabil transfizierte Zelllinien 

COS-7 pCI-neo (Mock)    N. Himmelreich (NH) 

COS-7 pCI-neo NM_001094315.1  NH (Nested Klonierung durch NotI) 

COS-7 pCI-neo NM_001092472.1  NH (Nested Klonierung durch NotI) 

L-Zellen Wnt5a-V5     C.Niehrs (Andrey Glinka) 

 

6.12 Tiere 

Die für die Experimente eingesetzten Xenopus laevis Frösche wurden von Nasco 

bezogen. Alle Versuche mit dem Modellorganismus wurden beim 

Regierungspräsidium Karlsruhe angezeigt und entsprechen den Rahmen-

bedingungen des Tierschutzgesetzes. 
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6.13 EDV 

Hardware: 

PC Pentium IV, 2.8 GHz, 512MB   G-DAS Datenservice,Hockenheim 

Apple Macintosh Typ Power 7300/200  Apple Macintosh, Cupertino, USA 

Canon i865 Tintenstrahldrucker    Canon, Krefeld 

HL-5250DN Laserdrucker    Brother GmbH, Bad Vilbel 

CanoScanLide25     Canon, Krefeld 

 

Software: 

AnalySIS      Soft Imaging Sytem GmbH 

Adobe-Photoshop 6.0    Adobe, San Jose, USA 

DNAStar (MegAlign, MapDraw,   DNAStar, Madison, USA 

Protean, EditSeq) 

ImageJ      W.R. NIH, Maryland, USA 

Image Reader     Fuji, Elmsford 

Quantity One      Bio-Rad, Karlsruhe 

Windows 2000 Professional    Microsoft, Bellevue, USA 

Windows XP Professional     Microsoft, Bellevue, USA  

Windows Office Professional 2003   Microsoft, Bellevue, USA 

Windows Office Professional 2007   Microsoft, Bellevue, USA 

PAWS Statistics 17     SPSS  Inc SPSS, Chicago, USA 

 

6.14 Online Datenbanken 

Human Gene Compendium    www.genecards.org 

National Center for Biotechnology Information  www.ncbi.nlm.nih.gov 

Primer Design      www.biotools.com 

Proteomic Tools      www.expasy.org 

Xenopus Web Resource     www.xenbase.org 

 

6.15 Sterilisationen von Lösungen und Arbeitsgeräten 

Zur Sterilisation wurden Einmalplastikmaterialien, Lösungen, Nährmedien, Puffer, 

und Glasmaterial 20min in feuchter Hitze bei 2,25bar/ 121°C autoklaviert.
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