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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Nervenzellen Ubertragen Informationen an distinkiontaktstellen, den Synapsen. An
chemischen Synapsen erfolgt die interzellulare &idrertragung via Exozytose von
neurotransmitterhaltigen synaptischen Vesikeln. Ribbonsynapse ist eine spezialisierte
chemische Synapse, die sich in bestimmten Nervienzekie z.B. Photorezeptorzellen und
Bipolarzellen der Netzhaut, Haarzellen des Innemolsowie Pinealozyten findet.
Ribbonsynapsen unterscheiden sich sowohl morpladbgials auch physiologisch von
konventionellen chemischen Synapsen. Ein charakisahes morphologisches Merkmal von
Ribbonsynapsen sind grol3e prasynaptische, elekinokeoskopisch  sichtbare
Strukturspezialisierungen, die man als Synaptib®is bezeichnet. Synaptic Ribbons sind in
der aktiven Zone der Ribbonsynapse verankert urtdgmi3en Mengen von synaptischen
Vesikeln assoziiert. Von ihren physiologischen Bmghaften sind Ribbonsynapsen tonisch
aktive Synapsen, die eine grol3e Bandbreite vonuBismtensitaten prazise und dynamisch
weiterleiten kdnnen. Diese grol3e Menge von synamis Vesikeln, die am Synaptic Ribbon
gebunden sind, lassen vermuten, dass die Synajiitiois zentrales Strukturelement sind,
das die Exozytose und Endozytose von synaptischesik®in in dieser tonisch aktiven
Synapse beschleunigt. Wie genau die Synaptic Riblaoh molekularer Ebene arbeiten und
zu den bemerkenswerten physiologischen Eigenschalée Ribbonsynapse beitragen, ist
jedoch noch unbekannt. Prof. Dr. Frank Schmitz sitdie Arbeitsgruppe identifizierten ein
Protein namens RIBEYE, das die Hauptkomponent&ygeaptic Ribbons bildet.

RIBEYE besteht aus einer aminoterminalen A-Doméand weiner carboxyterminalen B-
Doméne, die identisch mit dem Protein CtBP2 iste RIBEYE(B)-Domane wird weiter
untergliedert in eine NADH-bindende Subdomé&ne (NBD)d eine Substrat-bindende
Subdomane (SBD). Die NADH-Bindung erfolgt mit hoh#&ffinitat. Unsere Arbeitsgruppe
hat gezeigt, dass RIBEYE ein Strukturprotein igt,idealen Eigenschaften, um die Synaptic
Ribbons aufzubauen und um die ultrastrukturellesti2igbt, die diese Strukturen aufweisen,
zu erklaren. Um zu verstehen, wie RIBEYE und die&®yic Ribbons auf molekularer Ebene
arbeiten, ist es wichtig, neue Interaktionspartmen RIBEYE zu identifizieren und zu
charakterisieren. Im Rahmen seiner Dissertatiomtifizerte Kannan Alpadi das Protein
Munc119 als Interaktionspartner von RIBEYE. Diestettaktion konnte mit verschiedenen
unabhangigen Methoden bestatigt werden.

Muncl19 besteht aus einer aminoterminalen prothem Domane (PRD) und einer

carboxyterminalen Domane, die homolog zum Prenglongsproteins (PRBPS) ist.
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Zusammenfassung

Funktionsstérungen im  Muncll9 fohren zu  Stdérungerm i synaptischen
Signaliibertragungsprozess sowie im Sehvorgangsaehl beim Menschen als auch im
entsprechenden Mausmodell zur Erblindung fuhren.

Ziel dieser Arbeit war die morphologische Untersuulp der Lokalisation des Proteins
Munc119 in der Netzhaut, um ultrastrukturelle Imfationen zur Interaktion von Muncl119
mit RIBEYE zu erhalten. An zehn Mikrometer dickemy&statschnitten der Rinderretina
habe ich Immunmarkierungen des Proteins Muncl19esbappelfluoreszenzen mit anderen
in der Retina lokalisierten Proteinen durchgefubebei zeigte sich, dass Munc119 zu grof3en
Mengen in der dulReren plexiformen Schicht der Relokalisiert ist, nicht jedoch in der
inneren plexiformen Schicht. PrAabsorbtionsexpartméewiesen, dass diese Markierungen
in der aufleren plexiformen Schicht des Muncll9gems durch Muncl19-Antikorper
spezifisch bewirkt wurden. In Doppelfluoreszenzusehungen zeigte sich, dass Muncl119
in sehr enger rdumlicher Verbindung zu RIBEYE I@dalt ist, in seiner Verteilung jedoch
nicht auf die Synaptic Ribbons beschrankt ist. AuohVergleich zu CtBP1, welches die
Synaptic Ribbons in typischer hufeisenformiger Altramg markiert, zeigt sich Munc119 als
etwas diffuser, jedoch in sehr enger raumlicheri®gemg zu den Synaptic Ribbons
lokalisiert. Dies bekraftigt die Annahme, dass Mut@ eine l6sliche, peripher gebundene
Komponente in Ribbonsynapsen ist, die nhach Bedadia Synaptic Ribbons rekrutiert wird
(Ph.D.Th. Kannan Alpadi, Alpadi et al., 2008). Inerdleich zu GRIP (glutamate receptor
interacting protein), einem postsynaptischen Stnygkbtein an Glutamatrezeptoren wird
deutlich, dass Munc119 in der Prasynapse lokalisierist. Eine
Doppelfluoreszenzuntersuchung mit Synaptophysimerai synaptischen Vesikelprotein,
welches als Marker fur Nerventerminalen dient, eetticht, dass Muncll19 nur in
Synaptophysin-positiven Nerventerminalen zu findn Zusammenfassend ware zu sagen,
dass Muncl19 stark in den prasynaptischen Ternmndéx &ufReren plexiformen Schicht
exprimiert wird und dort mit RIBEYE in den SynaptiRibbons co-lokalisiert.
Interessanterweise besitzen aus der Retina geeeirdgnaptic Ribbons, die stringente
Waschschritte bei der Reinigung durchlaufen, wevlignc119 (Ph.D.Th. Kannan Alpadi,
Alpadi et al., 2008). Diese gereinigten Synaptibt®ins konnen aber spezifisch Munc119-
Fusionsprotein binden. Dies weist darauf hin, d&iscll9 eine peripher assoziierte
Komponente der Synaptic Ribbons ist, die relatiichie von den Synaptic Ribbons
abdissoziieren kann. Die Faktoren, die die Assaiatind Dissoziation von Muncl119 mit
den Synaptic Ribbons regulieren, gilt es durch nitije Untersuchungen zu identifizieren.

Die synaptischen Defekte, die in Muncl19-trangehimusen und in Muncl19-defizienten
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Zusammenfassung

Patienten beobachtet wurden, betonen die grofRe tMkelt von Muncll9 fir den
Sehprozess und fur synaptische Prozesse in deorieheptorsynapse. Die Tatsache, dass die
PrBP6-Doméne von Muncl19, die auch entscheidend furFdiektion von Muncl119 ist,
auch die Interaktion mit RIBEYE vermittelt, betomeiter die physiologische Bedeutung der
RIBEYE-Muncl119-Interaktion in der Photorezeptorgys® und sollte Gegenstand

zukunftiger Untersuchungen sein.



Zusammenfassung

Summary

Nerve cells communicate at distinct intercellulantact sites, the synapses. At chemical
synapses signal transduction occurs via exocytoflsiseurotransmitter-containing synaptic
vesicles with the presynaptic plasma membrane.ribben synapse is a specialized chemical
synapse present in certain types of neurons suatodasnd cone photoreceptors, retinal
bipolar cells, hair cells and pinealocytes. Riblsgnapses differ from conventional synapses
both morphologically and physiologically. Charatdec feature of ribbon synapses are large
electron-dense presynaptic specializations, cadigdaptic ribbons. Synaptic ribbons are
anchored at the active zone and associated withe l@mounts of synaptic vesicles.
Physiologically, ribbon synapses are characterigetbnic neurotransmitter release, which is
optimized for very rapid and sustained neurotrattemirelease. The large amounts of
synaptic vesicles indicate that synaptic ribbomsaacentral component which speeds synaptic
vesicle trafficking. But how the synaptic ribbon k® on molecular level is still largely
unknown. Prof. Dr. Frank Schmitz identified the tein RIBEYE as a major component of
synaptic ribbons. RIBEYE consists of a unique arti@mainal A-domain and a carboxyterinal
B-domain which is identical to the protein CtBP2BRYE(B)-domain consists of a NADH-
binding subdomain (NBD) and substrate-binding suabaio (SBD). We demonstrated that
RIBEYE is a scaffolding protein with ideal propesito explain the assembly of the synaptic
ribbons and its ultrastructural dynamics via a nadwassembly mechanism. To better
understand how RIBEYE and synaptic ribbons worklemolecular level the identification
and characterisation of novel interaction partnefsRIBEYE was expected to obtain
important information. Kannan Alpadi identified Mtil9 as an interaction partner of
RIBEYE. This interaction could be approved by firelependent approaches. Muncl19
consists of an aminoterminal Proline-rich domairRf and a carboxyterminal Prenyl-
binding-proteiné (PrBP5) homology domain. Munc119 is essential for syr@apansmission

in photoreceptor ribbon synapses and vision by anknmolecular mechanisms.

Goal of the present thesis work was the morphoddlyicanalysis of the localisation of
Muncl119 in the retina to obtain ultrastructuralommhation about the Muncl19-RIBEYE
interaction. The co-immunoprecipitation experimefrtsn bovine retina demonstrated the
presence of Munc119 on synaptic ribbons. Large amsoof Munc119 were found at synaptic
ribbons in the outer plexiform layer and in clogeinity to synaptic ribbons. In the inner
plexiform layer no Munc119 was found. The bindirfgMunc119 was specific because the

control protein, GST did not bind to synaptic ribbo Immunolabelling with Munc119 and

-4 -



Zusammenfassung

RIBEYE has shown that Munc119 co-localizes with R¥E in the outer plexiform layer.
Muncl119 was found in close vicinity to RIBEYE. Coanpd to CtBP1, which assigns
synaptic ribbons, Munc119 is localized more diffuset similar to CtBP1. This confirms the
assumption that Muncl19 is a peripheral protein pmment of synaptic ribbon that can
relatively easily dissociate from synaptic ribboimscomparison to GRIP (glutamate receptor-
interacting protein), a postsynaptic protein, Mutis localized in the presynaptic nerve
terminal. Immunolabeling with Synaptophysin, a gtiavesicle protein, which selects nerve
terminals, showed that Munc119 is only localize®&ymaptophysin-positive nerve terminals.
In conclusion could be said that strong immunodeyied Munc119 were found at synaptic
ribbons and co-localize with RIBEYE in the outeexaform layer in the bovine retina.
Interestingly, the purified synaptic ribbons iseldtfrom bovine retina specifically recruited
Munc119 in synaptic ribbon pull-down assays. Sintencl19 is virtually absent from
purified synaptic ribbon, but appears to be a sioagpbon-associated component that can
easily dissociate from synaptic ribbons. The facttinat regulate the association and
dissociation of Munc119 with the synaptic ribbonsvivo, should to be elucidated by further
analyses.

The synaptic defects observed in Munc119-transgemte and Munc119-deficient patients
stress the role of Muncl119 for vision and synaptiocessing in the visual system. The
PrBP6 homology domain which is crucial for Muncl119 fupat was shown to be the
interaction domain with RIBEYE. This finding patiarly emphasizes the physiological
importance of the RIBEYE-Muncll19 interaction for naptic transmission at the

photoreceptor ribbon synapse and should be detedmmfurther analyses.



Einleitung

2. Einleitung

2.1. Das Auge

Das Auge ist ein Sinnesorgan, das zur abbildendahriihmung von elektromagnetischer
Strahlung (Licht) dient. Fir den Menschen ist diehtsinn von sehr groR3er Bedeutung, er ist
der Leitsinn, der eine sichere Orientierung ernoigli Der adaquate Reiz beim Menschen
sind elektromagnetische Strahlungen im Spektrumozr880 nm (violett/blau) bis 760 nm
(rot) (Luo, 2000). Der Phototransduktionsprozess den AulRensegmenten der
Photorezeptoren umfasst die Umwandlung von Lichérei Uber die Reaktion der
Phototransduktionskette in chemische und danaatiektrische Impulse. Die in abgestufte
Potentialanderungen transformierten Lichtsignaledere an der Photorezeptorsynapse an die
nachgeschalteten Zellen in der Retina und nachfdigéiber den Sehnerv an die
Ubergeordneten Zentren des visuellen Systems (€ogmniculatum laterale, corticale

Sehzentren) weitergeleitet.

2.2. Die Retina

Die Retina (Netzhaut) ist eine Schicht von spegieliem Nervengewebe an der hinteren
Innenseite des Auges. In ihr wird das auftreffebd@t, nachdem es die Hornhaut, die Linse
und den Glaskdrper durchquert hat, in elektriscmpulse umgewandelt. Die Netzhaut
besteht aus mehreren Schichten. Fallt ein Lichitstraf die Netzhaut, so durchquert er zuerst
die Nervenfaserschicht, dann die Ganglienzells¢hisbwie die innere und &ulere
Kornerschicht. Durch diesen inversen Aufbau ist oitensive Versorgung der auf3eren
Kdrnerschicht durch die Aderhaut gewahrleistet. Keonell I&sst sich die Retina in drei
Abschnitte unterteilen. Stabchen und Zapfen bildigmei das erste Neuron. Die in der inneren
Kdrnerschicht gelegenen Bipolarzellen werden als zl@eite Neuron aufgefasst und die in
der Ganglienzellschicht angesiedelten Ganglienzdlidden das dritte Neuron. Das Licht
erreicht das erste Neuron also erst, nachdem esndate und dritte Neuron passiert hat.



Einleitung

2.2.1. Die Schichten der Netzhaut

Abbildung a : Radialschnitt durch die adulte Affamra ca. 5 mm von der fovea centralis entfernt.:Alike synaptic
organization of the brain“, Sterling, P. Fourthtiuti, 1998.
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Einleitung

Das retinale Pigmentepithel

Das RPE (retinal pigment epithelium) dient der Apson von Streulicht (400-800nm) und
dem Stoffaustausch mit den Auf3engliedern der Papémtoren.

Es ist ein hexagonal aufgebautes, einschichtigébdtpnit Melanosomen, die das Streulicht
absorbieren. Mikrovillare Fortsatze umgreifen di@otrezeptorzellen, sie dienen der
Ernahrung, phagozytieren die Photorezeptorspitzehragenerieren gebleichtes Retinal aus
aktiviertem Rhodopsin. Au3erdem verhindert das RPEEintreten von Blut aus der stark

vaskularisierten Choriocapillaris (Blut-Retina-Sahke).

Die Photorezeptorzelle

Den Photorezeptoren kommt unter den Zellen derhéetizbesondere Bedeutung zu, weil sie
fur die Phototransduktion verantwortlich sind. Send stark polarisierte Zellen. Die
menschliche Netzhaut enthéalt etwa 120 Millionenb&ité&n, welche auf das Sehen bei
schwacher Beleuchtung spezialisiert sind (skottygiscSehen) und etwa sechs Millionen
Zapfen, die fur das Farbsehen (photopisches Sefeeantwortlich sind. Von den Zapfen gibt
es drei Subtypen, die ihr jeweiliges Absorptionsimasn im blauen (440nm), grinen
(535nm) und roten (565nm) Spektralbereich habere BRapfen sind jedoch weniger
lichtsensitiv als die Stabchen, daher veranderh slas Farbempfinden bei Nacht, der
sogenannte Purkinje-Effekt (Eloholma, 2006).

Schon ein einziges Photon kann ein Stabchen aldiviallerdings missen mehrere Stabchen
aktiviert werden, damit die Netzhaut die Anwesenben Licht signalisiert (Rayer, 1990).
Beim Auftreffen eines Photons auf das in Membrgredtaler Photorezeptoren eingelagerte
Rhodopsin (=Stabchenopsin) erfahrt dieses eine dfordtionsanderung. Dadurch wird eine
Enzymkaskade ausgeldst, die visuelle Signaltranszhgkaskade, die schlie3lich zur
Aktivitatsanderung der Nervenzellen fiihrt (zur Ulseit siehe Purves et al., 2001).

Die Photorezeptorzellen bestehen aus einem Aul3emsgg einem Innensegment, dem
Zellkorper mit Zellkern, welcher in der duReren Kénschicht liegt und einem Axon mit

einer spezialisierten prasynaptischen Terminakejrdder aul3eren plexiformen Schicht endet.



Einleitung

Das Aul3ensegment

Das OS (outer segment) ist ein spezialisiertekdeipartiment der Photorezeptoren. In den
AulRensegmenten findet ein wesentlicher Teil dawellen Signaltransduktion mittels des mit
Retinal gekoppelten Proteins Rhodopsin statt. InlbAu des AulRensegments unterscheiden
sich die beiden Photorezeptortypen. Die Aul3ensetgrasr Stabchen sind lang, schmal und
grenzen an das retinale Pigmentepithel. Die Aultgnsate der Zapfen sind dagegen wie die
gesamte Zapfenphotorezeptorzelle kiirzer und brelsedie Stdbchen und laufen konisch zu.
Das Aullensegment ist uber ein modifiziertes Cilium dezentraler Lage, das
Verbindungscilium, mit dem Rest der Zelle verbundé&eun Mikrotubuli-Dupletts in
nonagonaler Anordnung bilden die innere Struktesés unbeweglichen Ciliums.

Weiterhin besitzen die Aul3ensegmente entweder weambrantse ,disks” in den Stabchen
oder Membraneinfaltungen in den Zapfen, in welchies Rhodopsin eingelagert ist.
Rhodopsin macht tiber 90% der Proteinmasse im Ag@emnt aus.

Das Innensegment

Das IS (inner segment) ist der Bereich der Phoaptezzellen, der Mitochondrien und

endoplasmatisches Retikulum (ER) enthalt. Das lsegment besteht aus einem distalen
azidophilen Ellipsoid, das mit Mitochondrien audgkfist, und einem proximalen basophilen
Myoid in dem sich glattes ER, Ribosomen und Antdéds Golgi-Apparates befinden

IS und OS werden durch ein schmales Verbindungseivoneinander getrennt, durch das
alle Substrate fur das OS aktiv transportiert weraelissen. Auch entstehen hier neue
Diskenmembranen, dies sind Membranabschnirungeackiepnit Rhodopsin. Durch die

Neusynthese bewegen sich diese Disks zum retinBlgmentepithel und werden dort

phagozytiert.

Die auRere Grenzmembran

Die &ulRere Grenzmembran ist eine abschlieRendeyemdssige Membran. Sie wird durch
Auslaufer der Millerschen Zellen und Zelladhasi@mbindungen (adhering junctions) mit
den Photorezeptorzellen gebildet. Dieses fibrillegzwerk lasst kreisformige Offnungen fur

den Durchtritt der Rezeptoren frei.
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Die aul3ere Kornerschicht (ONL)

Die ONL (outer nuclear layer) enthalt die Zellkrper Photorezeptoren, Zellkdrper von
Zapfen und Stabchen sind parallel nebeneinanderppggit und strecken ihre
lichtempfindlichen Fortsatze, die Aul3ensegment®ichtung des retinalen Pigmentepithels

aus.

Die prasynaptische Terminale der Photorezeptoren

Die Synapsen der Photorezeptoren befinden sicleiradReren plexiformen Schicht (OPL).
Die OPL ist somit die erste synaptische Schaltstéfl der Retina. Hier werden die
Lichtsignale der Zapfen und Stébchen, Uber diesEteung des chemischen Transmitters
Glutamat, auf die nachgeschalteten Nervenzellee, Ildorizontal- und Bipolarzellen,
Ubertragen. Die Menge an freigesetztem Glutamagth&on der herrschenden Lichtintensitat
ab, und die Photorezeptoren passen ihre Glutansaizeng stadndig den sich &ndernden
Lichtintensitdten an. Dazu bedarf es einer sparmaten chemischen Synapse, die
kontinuierlich viele Transmittervesikel zur Exozgeobereitstellt (zur Ubersicht siehe Wassle
et al.,, 2003). Diese spezialisierte Photorezept@aysse besteht aus einem prasynaptischen
Organell, dem synaptischen Band, zwei lateralervagmierenden Fortsatzen von
Horizontalzellen und ein bis zwei zentralen invagienden postsynaptischen Dendriten von
Bipolarzellen (Abb. b) Wassle et al. haben 2003absgefunden, dass die Horizontalzellen
und vor allem die verschiedenen Bipolarzellen,rdieden Endftfichen der Photorezeptoren
in Kontakt treten, an ihren Kontaktstellen Rezepimekile exprimieren, die unterschiedlich
auf Glutamat ansprechen. Dadurch wird das Lich&digader Photorezeptoren in
unterschiedliche, parallel arbeitende Bipolarzdiien eingespeist und durch die Retina

geleitet.
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Abb. b: Elektronenmikroskopische Aufnahme einesb&i@n-Endfules und seines synaptischen Komplexes. D
synaptische Band (Pfeilspitze) ist an der aktiveneZder Prasynapse verankert. An der Basis des ssctegrt Bandes wird
kontinuierlich Glutamat freigesetzt, das die naclohalteten Nervenzellen, die Bipolarzellen (B) undittmtalzellen (H),
erregt beziehungsweise hemmt.

Die aul3ere plexiforme Schicht (OPL)

In der OPL (outer plexiform layer) verschaltenhsidie Dendriten der Horizontal- und
Bipolarzellen mit Terminalen der Photorezeptorerd usilden so die erste Stufe der
intraretinalen Informationsverarbeitung.

Daneben finden sich hier auch Fortsatze der Mglbbien Stutzfasern und in der
Ubergangszone zur nachsten Schicht das tieferekgensgsnetz der retinalen Kapillaren, die

aus der Arteria centralis retinae stammen.

Die innere Koérnerschicht (INL)

Die INL (inner nuclear layer) enthalt die Zellkbrpezon Bipolar-, Amakrin- und
Horizontalzellen fir die Vorverarbeitung von Sigeal AuRerdem sind hier die Zellkérper
des neuronalen Stitzgewebes, der Miiller'schen @leazangesiedelt.

Die innere plexiforme Schicht (IPL)

In die IPL (inner plexiform layer) ziehen die Dendn der Ganglien- und Amakrinzellen

sowie die Axonterminalen der Bipolarzellen und éid einen dichten Plexus. Die

Bipolarzellen Ubermitteln die Signale der Photoptaeen aus den &uf3eren Retinaschichten.
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Die Signale werden durch synaptische Interaktiom&nAmakrinzellen und Ganglienzellen

moduliert und schliel3lich an die Ganglienzellentergeleitet.

Die Ganglienzellschicht (GCL)

Die GCL (ganglion cell layer) enthélt die Zellkorper Ganglienzellen. Die unterschiedlich
grof3en Zellkorper liegen in der peripheren Retirgsineinschichtig, in zentralen Anteilen
jedoch mehrschichtig. Neben Ganglienzellen findeanmin der GCL noch einige

Amakrinzelltypen und Gliazellen.

Die Nervenfaserschicht (NFL)

Die NFL (nerve fiber layer) besteht aus Anh&ufungiem Axone der Ganglienzellen. Sie
tragen die Informationen aller Photorezeptoren nagRen. Die menschliche NFL enthalt
etwa 1 Million Ganglienzellaxone, ihre Fasern smdrklos und erhalten ihre Markscheiden
erst nach Austritt aus dem Bulbus.

In der Fovea centralis ist die Faserdichte am geten. Zwischen ihr und der Papille laufen
die Axone bogenformig zusammen und bilden das noagapillare Blndel. Alle Gbrigen
Nervenfasern laufen um dieses Blndel bogenférmigurheund Uberschreiten nie die
horizontale Mittelinie. Die Ganglienzellaxone deorderen Retina, deren Zellkdrper am
weitesten von der Papille entfernt liegen, verlauden weitesten aul3en in der Faserschicht
und liegen auch im Sehnerv peripher. Analog daggeln Axone der Ganglienzellen, die
naher zur Pupille liegen auch zentraler im Sehnérvder NFL und der angrenzenden

Ganglienzellschicht verlaufen aul3erdem die grol3Bhetgefalie der Retina.

Die innere Grenzmembran

Die innere Grenzschicht der Retina bilden die Basadl Plasmamembranen der Millerschen
Zellen sowie Kollagenfasern und Proteoglykosidee Bilden die innere Begrenzung der

Retina gegen den Glaskérper. Sie bedecken die gedaetina und gehen vorn mit einer

etwas vergroberten Struktur in die Zonulalamellertib
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2.2.2. Horizontalzellen, Bipolarzellen, Amakrinzdken

Die Horizontalzellen sind lateral verschaltete ineronen, die Photorezeptorzellen
miteinander verschalten. Sie dienen unter andenemKpntrastverstarkung durch laterale
Inhibition benachbarter Photorezeptoren. Horizaeti#n stehen Uber gap junctions
miteinander in Verbindung (zur Ubersicht siehe Vi&ssal., 2003)

Die Bipolarzellen sind die zentripetal verschakesekundaren Neurone der Sehbahn. Sie
werden durch die Photorezeptorzellen innerviertnMaterscheidet verschiedene Typen von
Bipolarzellen: verschieden Typen, die Zapfen kkintaen (Zapfen-Bipolarzellen) und einen
Typ, der Stabchen kontaktiert (Stabchen-BipolaergllDabei kann ein Zapfen mit bis zu 15
verschiedenen Bipolarzellen kontaktieren, aber auithnur zwei Kleinstbipolaren (Boycott
und Wassle, 1991). Bipolarzellen innervieren die aknmzellen und Ganglienzellen.
Amakrinzellen sorgen ahnlich den Horizontalzelléin die laterale Verschaltung in dieser
Schicht der Retina und tragen so zur Modulation 8egnalverarbeitung bei. Es gibt
insgesamt Uber 30 verschiedene Amakrinzelltypen, denen man bereits jeden
Neurotransmitter des ZNS gefunden hat (Boycott\Wigsle, 1991; Masland, 2001 a,b).

2.2.3. Ganglienzellen

Den Bipolar- und Amakrinzellen nachgeschaltet soid Ganglienzellen. Sie sind die
Ausgangsneurone der Netzhaut und leiten die visuefbrmation Uber den Nervus opticus
zum Ganglion geniculatum laterale im Gehirn weitémsgesamt tUbernehmen 10-15

verschiedene Ganglienzelltypen die Signale vonRlpalarzellen (Masland, 2001a).

Diese grol3e Vielfalt an Nervenzellen in der Retimaiihren unterschiedlichen Morphologien
und Funktionen, sowie ihren komplexen Verschaltangetereinander bildet die Basis fur die
vielfaltigen, hochkomplexen Leistungen der RetiBaycott und Wassle, 1991; Brandstatter
et al., 1998)
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2.3. Synapsen und Synapsentypen

Eine Nervenzelle (Neuron) besteht grundséatzlicheansm Zellkdrper (Soma) und aus einem
oder mehreren Fortsatzen. Die Fortsdtze werden iendbten (dienen dem

Erregungsempfang) und Axone (dienen der Erregungsngabe) unterteilt. Am Ende eines
Axons befindet sich eine terminale Aufzweigung (0EIndron). Die Enden dieser
Aufzweigungen wiederum weisen Kkleine, knétchenfgeni Auftreibungen auf, die

synaptischen Endkndpfchen. Zusammen mit der Zellonemder nachfolgenden Zelle und
dem dazwischen liegenden Spalt bilden sie die $grap Synapsen bilden somit
Kontaktstellen zwischen den Nervenzellen und dieterinformationsuibertragung.

Es gibt zwei Typen von Synapsen, an denen Nendemzehiteinander kommunizieren:

elektrische Synapsen und chemische Synapsen. [bes#en Synapsentypen werden

nachfolgend kurz beschrieben.

2.3.1. Elektrische Synapsen

Bei den so genannten gap junctions sind Pra- umstsiatapse bis auf einen Spalt von zwei
Nanometer aneinandergelagert und uber Proteinkommplelie Connexone verbunden.
Connexone bestehen aus sechs Untereinheiten auexXdiondie so angeordnet sind, dass in
ihrer Mitte eine wassergeflllte Pore entsteht. 8gebildete etwa 1,5 nm im Durchmesser
betragende Kanal dient dem bidirektionalen Austaugon lonen, Metaboliten, second
messengern und anderen Molekulen, die kleiner kI3alsind (Meier und Dermietzel, 2006).
Die Durchlassigkeit der Kandle ist von der Zusamse&zung der Connexone abhangig und
zusatzlich durch pH-Wert-Anderungen und Phosphemytigen der Connexine modulierbar.
(Vaney et al.,1998)

Wird eine der durch gap junctions miteinander vadanen Zellen durch ein
Aktionspotential depolarisiert, so entsteht einePatalgefalle zwischen der depolarisierten
(prasynaptischen) und der nicht-depolarisierten stgmaptischen) Zelle. Durch die
Connexone flieRen nun positive lonen entlang dderRalgefalles in die postsynaptische
Zelle. Erreicht die daraus resultierende Depoltigsaeinen Schwellenwert, so kann es auch
in der Postsynapse zu einem Aktionspotential kommen

Die lonenstrome entstehen aufgrund der kurzen mistaraktisch ohne Zeitverzégerung

(weniger als 0,1ms).

-14 -



Einleitung

Nachteilig ist jedoch zu bemerken, dass nur berathhZellen kommunizieren koénnen.

Aullerdem ist eine Erregungsubertragung auf ende#dllen nicht mdglich. Pra- und

Postsynapse sind immer im gleichen Erregungszustmdiass eine Hemmung aus einer
Erregung hinaus unmdglich ist. Darum bilden elsktie Synapsen im Vertebratenhirn
Ausnahmen und sind lediglich in der Retina (in #&c und OPL), im Hirnstamm, in den

Vestibulariskernen und der unteren Olive zu finden.

In der OPL sind die Zapfen untereinander und in Iekr die Stdbchenbipolaren mit den

Amakrinzellen Gber gap junctions verbunden (Boycottd Wassle, 1991; Veruki und

Hartveit, 2002).

postsynaptisches
Cytoplasma

Kanal, gebildet normal breiter
von den Poren Extrazellularraum
in beiden Membranen

i \

| geschlossen offen
6 Connexin-Untereinheiten= | s ,

1 Connexon |

extrazellulare Seite

Abb. c: Elektrische Synapse nach Kandel et al.6199

Dreidimensionales Modell einer elektrischen Synapsié zwei angeschnittenen gap junctions, die sids awei
Hemikanélen zusammensetzen. Diese wiederum sindexusog. Connexonen aufgebaut. Durch den von igaéfineten
Kanal wird eine zytoplasmatische Verbindung benadieb Zellen hergestellt.

2.3.2. Chemische Synapsen

Auch die chemische Synapse dient der Erregungsalgartg vom prasynaptischen auf das
postsynaptische Neuron. Da das RuhemembranpotetieiaZelle ein Flie3gleichgewicht
zwischen lonenstromen darstellt, kann es durch Amdgder Durchlassigkeit fiir bestimmte
lonen veréandert werden. Dies ermdglicht die chen@s8ignallibertragung, die im Folgenden
beschrieben wird.

Die chemische Erregungsubertragung erfolgt durchreextrazellularen, etwa 20 nm breiten
synaptischen Spalt, der die Membranen der préa- pgsisynaptischen Zellen voneinander
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trennt. In der prasynaptischen Axonendigung befinsieh je nach Zelle wenige (5-10) bis
einige Tausend membranumhillte synaptische Vedikeleinen Durchmesser von ungefahr
30-50 nm haben und jeweils“tis 5- 18 Transmittermolekiile enthalten.

Trifft in der prasynaptischen Axonendigung ein Akispotential oder z.B. in den
Photorezeptoren eine abgestufte Potenzialanderue@, wird sie depolarisiert. Die
Depolarisation aktiviert die GhKanale der Axonendigung, &atritt ein. Die gestiegene
Cd* Konzentration innerhalb der Zelle 16st die Exosgtovon Transmitter-enthaltenden
Vesikeln aus und diese entleeren ihren Inhalt m elerazellularen Raum. Der Transmitter
diffundiert durch den extrazellularen Raum und bindan Rezeptormolekile in der
postsynaptischen Membran. Die Anheftung des Tratersian der Postsynapse aktiviert
entweder ionotrope oder metabotrope Rezeptoremotnape Rezeptoren sind lonenkanéle,
die sich bei Bindung des Liganden 6ffnen und dadutie Leitfahigkeit der Membran fur
einwertige Kationen unspezifisch verdndern. Wel&aionen flieRen, ist abhangig vom
elektrochemischen Gradienten. Der Einstrom posifimeen fuhrt zu einer Depolarisation der
postsynaptischen Membran, die als exzitatorischestspnaptisches Potential (EPSP)
bezeichnet wird. Dieses zunachst lokal im Synapsenth gebildete EPSP breitet sich passiv
elektrotonisch Uber die gesamte postsynaptischimmgelbran aus und gehorcht dabei dem
Alles-oder-nichts-Gesetz. Werden viele exzitatdrescSynapsen gleichzeitig oder kurz
nacheinander aktiviert, summieren sich die Stromed depolarisieren die gesamte Zelle.
Wird ein Schwellenwert erreicht, werden schlagaggannungsabhangige Natriumkanale
gedffnet und die Zelle bildet ein Aktionspotentals.

Metabotrope Rezeptoren aktivieren bei Bindung ihteganden ein nachgeschaltetes G-
Protein oder eine Proteinkinase und modulieren tdamriazellulare Signalkaskaden durch

Konzentrationsdnderungen von sekundaren Botenstoffe
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lauft in die Nerven- zur Vesikelfusion und Na* strémt ein, und die
endigung ein Transmitterausschiittung Vesikel werden recycelt

Abb. d: Chemische Synapse: synaptische Vesikelteahiiransmitter aus, die den synaptischen Speltjileren und dort
an Rezeptormolekile in der postsynaptischen Memiiraden. (Kandel et al., 1995)

Aufgrund der komplexen Ubersetzung von elektrischienchemische Signale ist die
Latenzzeit der chemischen Synapse im Vergleictelaktrischen Synapse wesentlich langer,
sie liegt zwischen 0,3 und mehreren Millisekunden.

Die Fahigkeit zur Regulierung der Intensitat deertitagenen Signale durch Modulierung der
Teilprozesse fiihrte dazu, dass sich die chemisghapSe gegenuber der elektrischen in den

meisten Systemen durchgesetzt hat.

2.3.3. Chemische Synapsen in der Retina

In der Netzhaut befinden sich neben konventionetleemischen Synapsen auch besonders
spezialisierte chemische Synapsen, die Ribbonsgng®terling, 1998; Dowling, 1987).

Diese Ribbonsynapsen findet man nur in Vertebratensie in sensorischen Synapsen mit
aulRergewohnlichen Anforderungen gefunden wurdedemmRetina enthalten Photorezeptor-
und Bipolarzellen klassische Ribbonsynapsen (Daylit987; Sterling, 1998). AuRerdem
findet man sie in den Haarzellen der Cochlea (Snoitldl Sjostrand, 1961) und dem
Vestibularorgan (Flock, 1964), sowie in der Glardpinealis (Hopsu und Arstila, 1964).
Abgesehen von der Epiphyse, wo die Funktion deb&iBynapsen unklar ist, haben sie sich
als essentielle Bestandteile der zwei wichtigstemé& von Wirbeltieren entwickelt, Horen
und Sehen. Durch ihre speziellen physiologischege®Schaften ermdglichen sie die
Ubertragung eines kontinuierlichen Flusses an métionen (Dowling, 1987; Juusola et al.,
1996).
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Abbildung e: aus: , The Retina“, Dowling, 1987.

Abgebildet ist eine konventionelle chemische Sgeap der Retina, die Prasynapse wird von einerizbiotalzelle (H), die
Postsynapse von einer Bipolarzelle (B) gebildet. Pkeil zeigt auf eine Ansammlung synaptischer Vdsika die aktive
Zone.

2.3.4. Ribbonsynapsen

In der Retina von Vertebraten findet man Ribbonpgea in der inneren plexiformen Schicht
(Terminalen der Bipolarzellen) und in der aufl3eréexiformen Schicht (Terminalen von
Zapfen- und Stabchenrezeptorzellen).

Die Ribbonsynapse der Photorezeptoren ist folgend@en aufgebaut: Eine grol3e
prasynaptische Rezeptorterminale kontaktiert zveeddtische Horizontalzellfortsatze sowie
einen oder zwei dendritische Fortsatze von Bipeléen, die die Postsynapsen darstellen
(Boycott und Kolb, 1973; Gray und Pease, 1971; Rlaoiznik et al., 1995)

Die postsynaptischen Dendriten liegen in einer &ahitung (Invagination) der Prasynapse.
Bei den Stabchenphotorezeptorsynapsen wird die sdlgpi Anordnung von vier
postsynaptischen Dendriten als Tetrade bezeichmwdtingegen die Anordnung von nur drei
Dendriten bei den Zapfenphotorezeptorzellen aladeribezeichnet wird.

Diese Form der Ribbonsynapsen findet sich nur inrtébeaten. Stellvertretend fir
Invertebraten wurden in der prasynaptischen Terminder Fruchtfliege Drosophila
melanogaster T-formige Strukturen gefunden (Tayilenoz, 1972; Wan et al., 2000), die
den Ribbons ahnlich sind, sich jedoch in der FoFak@rm) sowie der direkten Anheftung an

-18 -



Einleitung

die aktive Zone der prasynaptischen Membran von #Essischen Ribbonsynapsen
unterscheiden (Schmitz et al., 2000).

Ein typisches Merkmal der Ribbonsynapsen sind thkt®nenmikroskopisch erkennbaren
elektronendichten bandférmigen Strukturen, die ptisehen Ribbons, die Gber die Arciform
Densities an der prasynaptischen Plasmamembrankestasind (Sjostrand, 1958; Dowling,
1987; Sterling, 1998). Synaptische Ribbons sindktedaendichte, lamellenférmige
plattenartige Strukturen, die sich hufeisenférmeg Hurvatur der prasynaptischen Membran
anpassen (Sjostrand, 1958; Vollrath et al., 19&@-Rlirotznik et al., 1995).

Jeder dieser synaptischen Ribbons ist von mit Tngtex gefullten synaptischen Vesikeln
umgeben (Wagner, 1997), die tber dinne Filamerttdem Ribbon konnektiert sind
(Rao-Mirotznik et al., 1995). AuRerdem finden si@ben den Ribbons so genannte Synaptic
Spheres, die wahrscheinlich grél3ere Aggregatiohséam kleinerer Untereinheiten sind und
eventuell Abbau- oder Aufbaustrukturen von Ribbsimsl (Schmitz et al., 1989; Vollrath et
al., 1989). Die Filamente beeinflussen in Abhéngigkon ihrer An- oder Abwesenheit die
Position der synaptischen Vesikel im Verhaltnis Blasmamembran und/oder der Synapse.
Ribbonsynapsen unterliegen in der Anzahl und Anangnihrer Komponenten einem
zirkadianen Rhythmus, so findet man beispielswagsiber viermal so viele Ribbons wie
Synaptic Spheres und nachts gar keine Synapticr&plre den Photorezeptorzellen. Nachts
sind die Ribbons langer als am Tage (Vollrath gt18189).

In den Terminalen der Stadbchenphotorezeptorzelladef sich in der Regel nur ein
synaptischer Ribbon, wahrend in den groR3eren Tedennder Zapfenphotorezeptorzellen
mehrere synaptische Ribbons enthalten sein kor@eay (und Pease, 1971; Sterling, 1998).
So enthalten die Zapfenterminalen mehrere (beimdgleen mehr als 20) aktive Zonen mit
jeweils einem zentralen Ribbon (Ahnelt et al., 1,98dissotten, 1965), wohingegen die
Stabchenterminale nur eine aktive Zone mit einenmagiischen Ribbon enthalt
(Rao-Mirotznik, 1995). Die Stabchenterminale ist mia das einzige bekannte
Vertebratenneuron, dessen Transmitter nur an eimeigen Stelle abgegeben wird. In den
Bipolarzellen der IPL sind die Ribbons wesentlidbirker als in den Rezeptorzellen der OPL
(Dowling, 1987). AuRerdem sind Ribbons in Stabcaeninalen langer (mehr als 700nm) als
in Zapfenterminalen (Sparado et al., 1978). DiavakZone der Synapse ist der Bereich, in
dem die synaptischen Vesikel mit der prasynaptischembran fusionieren, um ihren
Neurotransmitter per Exozytose in den synaptischaat freizugeben. Der Neurotransmitter
der Ribbonsynapsen in Photorezeptorzellen ist @Glata Die aktiven Zonen in

Ribbonsynapsen sind groRer und kapazitatsreicher iral konventionellen chemischen
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Synapsen. Die Exozytose der Glutamat-gefiullten ysehen Vesikel erfolgt in
Plasmamembranbereichen, die in engem Kontakt zumhbraverankerten Ribbon stehen
(Raviola, 1976; Schaeffer und Raviola, 1978; Sdeaedt al., 1982; Burns und Augustine,
1995, Zenisek et al., 2000).

Die typische Stabchenphotorezeptorsynapse einegbraten enthalt eine einzelne, lineare
aktive Zone, die Andockstellen fur etwa 130 Vesikadtet. Ist jedoch ein Ribbon an der
aktiven Zone verankert, bietet es ein Depot furedidilgr 640 Vesikel (Rao- Mirotznik et al.,
1995). Das physiologische Charakteristikum der Bitdynapse ist eine hohe Rate tonischer
Neurotransmitterfreisetzung, die durch die kontmnliche Vesikelexozytose gewdhrleistet
wird (Dowling, 1987; Sterling, 1998). Der raschecNschub an Vesikeln zur Freigabe wird
durch den schnellen Transport dieser zur aktiveneZerreicht, ahnlich einem Férderband
(Bunt, 1971; Gray und Pease, 1971). Die Ribbonsetiénierbei wahrscheinlich als eine Art
Transporter fur Glutamat-beladene Vesikel vom Zigema zur aktiven Zone.

Die Exozytose der angedockten Vesikel wird wie amkentionellen chemischen Synapsen
durch Calciumionen stimuliert, nur auf hoherem Mive Moderate
Calciumionenkonzentrationen induzieren die Freisggjzvon etwa 50 Vesikeln/s, wahrend
bei maximaler Calciumionenkonzentration bis zu 3Msikel/s exozytiert werden kdnnen
(Parsons et al., 1994; Rieke und Schwarz, 1996;Gensdorff et al., 1996). Im Vergleich zu
einer maximalen Vesikelfreisetzung von z. B. 20ik@ss in der hippocampalen Synapse ist
diese hohe Rate bemerkenswert (Stevens und Tsojit®05). Zur kompletten Exozytose
aller fusionsfahigen Vesikel werden etwa 200ms bghtderen Endozytose dauert eine
Sekunde (Lenzi und von Gersdorff, 2001; Paillar@let2003). In Ribbonsynapsen retinaler
Bipolaren erfolgt eine kompensatorische Endozytesajass die Membranoberflache ein bis
zwei Sekunden nach der Exozytose komplett wiedgdstellt ist (von Gersdorff und
Matthews, 1994a; Heidelberger, 2001). Die so entilexzgn Vesikel werden wieder mit
Transmitter beflllt und der aktiven Zone zur ereaufreisetzung zugefihrt (Betz und
Bewick, 1992).

Die Verschlisselung des binéren Signals erfolgtekabrt als gewdhnlich, Null steht fiir ein
Photon und wird Uber die tonische Exozytose kodiems steht fur kein Photon und wird
durch eine Pause der Transmitterfreisetzung ko(envling, 1991).

Rao et al. vermuteten 1994 |, dass mindestens 48iké&lks fur die tonische
Transmitterfreisetzung notwendig sind, um diesen&8likpdierung aufrecht zu erhalten, bei
einer Bindung von 130 Vesikeln an der aktiven Zogieht dies etwa 3 Sekunden. Da am

Ribbon (im Photorezeptor) insgesamt 600 Vesikeugdkn sind, kann dieser 15 Sekunden

-20 -



Einleitung

lang Transmitterfreisetzungsvorgénge gewahrleisteng auf den Reservepool zugreifen zu
mussen.

Umfangreiche Studien zur Verteilung verschiedenerdsynaptischer Proteine in
Ribbonsynapsen zeigten, dass sie im Allgemeineseltien Proteine wie konventionelle
Synapsen enthalten (Ullrich und Sudhof, 1994; Bséitter et al., 1996a; von Kriegstein et
al.,, 1999). Lediglich kleine Unterschiede wurdenoliechtet, so zum Beispiel die
Verwendung von Syntaxin 3 an Stelle von Syntaxiaut Vesikelfusion (Morgans et al.,
1996) und L-Typ Calciumkanalen anstatt N-, P/Q- rodeTyp - Kanélen fir den
Calciumeinstrom (Heidelberger und Matthews, 199&ciman-Clewner et al., 1999).

Das einzige bisher entdeckte spezifische Protein Rtbbonsynapsen ist RIBEYE, ein
Protein, das nur in Ribbon-, nicht aber in konvemilen Synapsen zu finden ist (Schmitz et
al., 2000).

2.4. RIBEYE

Schmitz et al. identifizierten 2000 ein Protein,lehes sie RIBEYE (RIB von ribbon, Eye
wegen der Entdeckung im Auge) nannten, als eingpttamponente synaptischer Ribbons.
RIBEYE ist ein ~120kDa Protein, welches aus eingeffinalen A-Doméne, die aus 563
Aminosduren besteht und einer C-terminalen B- Daméaus 425 Aminosauren
zusammengesetzt ist. Datenbankrecherchen ergaless die A-Doméne ein bisher
unbekanntes Protein darstellt und die B-Domanetisienzu CtBP2 ist (Schmitz et al., 2000).
CtBP2 (C-terminal binding protein), ein Kernproteirbildet zusammen mit CtBP1 eine
Familie von Transkriptionsrepressoren im ZellkeBchaeper et al.,, 1995; Katsanis und
Fisher, 1998; Poortinga et al., 1998; Turner unds€ley, 1998; Zhang und Levine, 1999).
Sie sind der Familie der NAD- abhangigen Hydroxysaure-Dehydrogenasen sehichhnl
(Schmitz et al., 2000).

Die B-Doméne von RIBEYE enthalt die volle CtBP2-8enz bis auf 20 N-terminale
Aminosauren. Diese Sequenzgleichheit deutet démautiass beide Proteine vom selben Gen
codiert werden (Schmitz et al., 2000). Untersucleangm Genom von Drosophila
melanogaster und Caenorhabditis elegans zeigtess, dlawohl beide ein CtBP-Homolog
besitzen, keine Sequenzen mit signifikanter Ahidih zur A-Domane von RIBEYE
detektiert werden konnten. Dies belegt den Verdatdgs RIBEYE und synaptische Ribbons
eine evolutiondre Neuerung der Wirbeltiere sindh(Bitz et al., 2000). Die Struktur von

RIBEYE und seinem Gen weist darauf hin, dass es Piroteinkreuzung (Hybrid) ist, in

-21 -



Einleitung

welcher ein vorbestehendes Protein (CtBP) mit aeneeien N-terminalen Doméane verbunden
wurde, um ein Protein mit einer neuen Funktion reidken. MRNAS, die die A-Doméane
enthalten, wurden nur in der Retina entdeckt, wgdgen mRNAs mit der B-Domane in
nahezu allen Geweben gefunden wurden. Dies uitersten Verdacht, dass RIBEYE vom
gemeinsamen RIBEYE/CtBP2-Gen nur in einem bestimmigteil an Geweben transkribiert
wird, wahrend CtBP2 weit verteilt in allen Gewelznfinden ist (Schmitz et al., 2000).
Immunfluoreszenzfarbungen an Kryostatschnitten wber Rinderretina zeigten, dass
RIBEYE in hoher Dichte in den Synapsen der OPL wngeringerer Dichte in Synapsen der
IPL vorhanden ist. Die RIBEYE-enthaltenden Stru&tuin der OPL weisen ein typisches
hufeisenformiges Erscheinungsbild auf und sind emzoder als Gruppierungen in
synaptischen Ribbons der Stabchen- und Zapfenpmsptorzellen angeordnet, besetzen
aber nicht die gesamte prasynaptische Terminalepp&onmunfluoreszenzen mit
Synaptophysin, einem synaptischen Vesikelproteas dls Marker flur Nerventerminalen
dient (Navone et al., 1986) ergaben, dass im Getgerzsir punktformigen Verteilung von
RIBEYE-Immunreaktivitdt Synaptophysin die gesanyieaptische Zone markiert. Zusatzlich
entdeckte man, dass RIBEYE-Markierungen nur infdbrh&ynaptophysin-positiver
Nerventerminalen zu finden waren. Blot-Untersuclamgm Gehirn zeigten, dass RIBEYE
keine generelle Komponente von konventionellen Bgea ist, sondern eine spezifische
Komponente von Ribbonsynapsen und synaptischeroRsbist (Schmitz et al., 2000).

Zur Funktion von RIBEYE ist bisher wenig bekannnt&prechend einem Modell, dass
Schmitz et al. 2000 entworfen haben, ist die A-Doenén die Anordnung der proteinésen
Ribbons als Proteinaggregate involviert, was dudas Verhalten der A-Domane in
transfizierten 293-Zellen eruiert werden konnteBIRYE allein ist nicht suffizient, Ribbons
Zu organisieren, sondern benétigt noch mindestams \weitere Proteinkomponente. Die
Prasenz einer solchen weiteren Proteinkomponegte tker Fund eines zweiten einzigartigen
Proteins in der biochemisch gereinigten Ribbonfaskinahe, jedoch ist dieses noch nicht
identifiziert (Schmitz et al., 2000)

Magupalli et al. haben 2008 gezeigt, dass RIBEYE @kerlstprotein ist, mit idealen
Moglichkeiten, den Aufbau der synaptischen Ribbsawie ihre ultrastrukturelle Dynamik
durch einen baukastenartigen Mechanismus zu erzelje RIBEYE(B)-Domane enthalt
zwei Subdoménen, eine NADH-bindende Subdoméne medsabstratbindende Subdoméne.
Die NADH-bindende Falte besteht aus zwei Einheig2nes Mononukleotid-bindenden
Motivs und wird Rossmann-Falte genannt. Die Rossnkalte ist eine konservierte

strukturelle Doméane zusammengesetzt aus drei pimafl-Strangen, die durch eineHelix
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verbunden sind. Sie bilden so ein parallel gewuaddfaltblatt, welches von einerHelix
flankiert wird. Sie formen so eirfiziop-Struktur.

In der Dehydrogenase-Domane bindet jedes wiederh@iBap-Strukturelement eine
Mononukleotidkomponente des NAD(P)-Coenzyms (zurersicht s. Chinnadurai 2003,
2005). Diese Strukturen zeigen, dass die RIBEYH{Bjr&ne zur Homodimerisation
befahigt ist. So kdnnen ausgedehnte, weitgehentbplidbe Verbindungen gebildet werden
(Kumar et al., 2002; Nardini et al., 2003; Magupetdlal., 2008).

Abbildung f: Prognostizerte modellierte Struktur &#BEYE(B)-Doméane unter Nutzung der Rontgenstruktur @oBP1
(Nardini et al., 2003; Schmitz et al., 2000; Madlifg al., 2008; Alpadi et al., 2008)

Die RIBEYE(B)-Doméne bindet NAD mit hoher Affinitat, was zeigt, dass inre Homologie
zu NAD" -abhangigen Dehydrogenasen funktionell relevantuist sie vielleicht auch als
Enzym dient.

CtBPs sind Transkriptionsrepressoren in einer groBahl an Organismen und lassen
vermuten, dass ihre NAEBindung und mdgliche enzymatische Funktion darateibgt
sind, diese Fahigkeiten auszufihren (Schmitz eP@00). Die Bindungssequenzen fur CtBPs
in ihren Zielproteinen teilen eine Ubereinstimmer@xuenz, die durch ein PXDLS-Motiv
charakterisiert wird. Schmitz et al. zogen 2000 édelogieschluss, dass die RIBEYE(B)-
Domane (die identisch ist mit CtBP2) auf der Ofdmtile der synaptischen Ribbons
prasentiert wird.

Auf der Ribbonoberflache interagiert RIBEYE mogketveise mit einer Zielsequenz, die das
PXDLS-Motiv der CtBPs enthalt. Dieses Modell deutatauf hin, dass sich die Zielsequenz
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in einem synaptischen Vesikelprotein befindet, dads diese Interaktion in den Andock-/
oder Translokalisationsvorgang der Vesikel invatvist.

Des Weiteren ist es vorstellbar, dass eine unbe&asmzymatische Reaktion der B-Domane
in den Primingvorgang involviert ist. Obwohl selpekulativ, kénnte dieses Modell eine
Erklarung anbieten, wie sich Ribbons entwickeln wmel sie arbeiten.

Zusammenfassend ware zu bemerken, dass RIBEYE einggartige Komponente
synaptischer Ribbons ist, welche sich unter Nutzwaiges praexistenten Proteins in

Wirbeltieren entwickelt hat und ein einmaliges Gffiir eine spezialisierte Synapse bildet.

2.5. Munc119

Munc119 ist das Saugetierhomolog zum Caenorhabeléigans Protein uncl119 und wird
auch als RG4 (retinal gene 4) bezeichnet (Higasktda., 1996). Es ist essentiell fir den
Sehvorgang und die synaptische Ubertragung in Rémgptorzellen (Higashide et al., 1996,
1998; Swanson et al, 1998) bei noch unbekanntenekmi@aren Mechanismen.
Muncl119/RG4 wird in hohem Male in Photorezeptoerekexprimiert (Higashide et al.,
1996, 1998; Swanson et al., 1998; Alpadi et al0&0

Das Entwicklungsprofil der Expression des Muncl¥hes zeigte, dass es ab dem flinften
postnatalen Tag in der sich entwickelnden Rattaraeexprimiert wird, zum gleichen
Zeitpunkt, wie die Photorezeptordifferenzierung wohér Formation der OPL, ONL, Innen-
und Aulensegmente abzulaufen beginnt (Higashidal.et1996). Das Expressionslevel
steigert sich schnell wahrend der restlichen Pleatptorreifung und erreicht seinen
maximalen Expressionsgrad am postnatalen Tag 28nwige Retina voll entwickelt ist.
Danach bleibt sein Expressionsgrad gleich. Sowdtitirend des Entwicklungsabschnitts als
auch im Erwachsenenalter ist der Expressionsort den Photorezeptoren. Das
Entwicklungsmuster der Expression ist identischdem anderer photorezeptorspezifischer
Gene, wie zum Beispiel Rhodopsin, was darauf histvelass HRG4/RRG4 eine Rolle in
reifen Photorezeptoren spielt (Higashide et al96)9

Munc119 enthalt 240 Aminosauren, bestehendoadsglices,p-Faltblattern und Windungen
(Higashide et al., 1996). Munc119 besteht aus einenoterminalen 77-Aminosauren-langen
Prolin-reichen Region und einer carboxyterminalé&3-Aminosduren-langen Region, die
eine signifikante Sequenzhomologitat zu P@B@AfUher auch bezeichnet alsUntereinheit
von cGMP-abhangigen Phosphodiesterasen (PDEG6)atoRizeptoren) aufweist (Higashide
et al., 1996; Li et al., 1998; Kobayashi et al.0@0Zhang et al., 2004).
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Diese C-terminale PrB®homologe Doméane ist zwischen den verschiedeneanArtchst
bewahrt und essentiell fir die Funktion von Munc{Hfashide et al., 1996, 1998; Swanson
et al., 1998).

K 57
_
1 /7 78 240
| Proline rich Domain | c-GMP dependent phosphodiesterase / &6-subunit |

* Premature stop codon at Lysine 57, in a Cone rod dystrophy patient.

Abb. g: Schematische Doménenstruktur von Munc119

Die 77-Aminosauren-lange prolinreiche Domane istubtlargestellt, die PrBRhomologe Domane grin. K57 (Lysin)
markiert die Stelle der friihen Codon-Abbruchmutatigs zur Zapfen-Stabchen-Dystrophie in dem mensiebifi Patienten
gefihrt hat.

Die GroRRe des Proteins in der SDS-GelelektrophonesegroRer als die zuvor kalkulierte
GroRRe (27kDa versus 35 und 33 kDa). Diese Grof¥lemgtianz konnte mit der anfanglichen
Charakteristik und spéaterer Translationsmodifikatmmsammenhangen. Sie kénnte auf der
prolinreichen Eigenschaft dieser Sequenz beruhenPbk&nomen, das schon bei anderen
Proteinen entdeckt wurde. Die natlrlichen Protdialen vielleicht immer eine ganz andere
Grol3e, beruhend auf posttranslationaler Modifikafidigashide et al., 1996)

Die hydrophile Natur des codierten Genprodukts wdmrauf hin, dass es ein l6sliches
Phototransduktionsprotein sein kénnte, aber esd#irithine erkennbaren Sequenzmotive fir
ein solches Protein. AufRerdem zeigt seine Expres&@ine Abh&ngigkeit vom Hell-
/Dunkelzyklus, wie viele andere Phototransduktipnsteine wie z.B. Opsin, Transducin oder
S-Antigen (Higashide et al., 1996)

Die prolinreiche aminoterminale Region von HRG4 hahehrere Kaseinll-
Phosphorylierungsstellen, konnte also auch wictitigsolche Interaktionen sein (Higashide
et al., 1998).

Das Fehlen einer hydrophoben Membraneinschniruggese scheint gegen HRG4 als
eingebautes synaptisches Membranprotein wie Sytagpihin, Synaptobrevin, Synaptophysin
oder SNAP-25 zu sprechen. Es konnte, wie auch imeierperipher membrangebundenes
Protein sein (Higashide et al., 1998).

Die Homologitat von HRG4 mit Munc119 ist vereinlmait der Mdglichkeit, dass HRG4 eine
wichtige Rolle im synaptischen Vesikelzyklus spi€@bwohl die Lokalisation in der Synapse
oder die Funktion von uncl19 in C.elegans noch tnidrgelegt ist, fuhrt ein Defekt in
diesem Gen zu signifikanten Problemen in Bewegutrgahrung und Chemosensitivitat,
vereinbar mit einem Defekt in der Neurotransmisgigladuro et al., 1995). Vereinbar mit
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einer Funktion im Nervensystem sind uncl19-Repgetee Uberall im Nervensystem von
C.elegans exprimiert (Maduro et al., 1995). Daslégans uncl19-Protein hat eine starke
Sequenzahnlichkeit zu den genannten menschlichaerGér HRG4, deren Kopien reichlich
in der Retina zu finden sind (Higashide et al., 99®ie Expression von Teilen von HRG4
oder Dmuncl119, konnen geleitet vom uncl19-Promdem C. elegans uncll9 Mutant-
Phanotyp vollstandig reparieren.

Munc119/HRG4 und Dmuncl119 stellen Mitglieder eineuen Klasse neuronaler Gene dar,
deren gemeinsame Funktion wahrend der Evolution\telzeller aufrechterhalten wurde
(Maduro et al., 1995)

Das uncl19-Protein wird in verschiedenen neuron8#okturen des sich entwickelnden
Zebrafischembryos und seiner Larve exprimiert. Notmo Oligonukleotid-knockdowns
von uncll9 endeten in einem *“curly tail down* Ph§po(Manning et al.,, 2004). Die
Untersuchung neuronaler Strukturen zeigten, dassedi“curly tail down”-Zebrafisch eine
ahnliche Konstellation neuronaler Defekte aufwias w C. elegans - uncl19 - Mutanten
entdeckt wurden: fehlende oder fehlplazierte Zepkd, Defaszikulationen der
Nervenfortsatze, axonale Wegfindungsfehler und &ahbeo Axonverzweigung. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass Muncl119 einatiyee Rolle in der Entwicklung und
Funktion des Nervensystems von Wirbeltieren sphéinning et al., 2004).

Die essentielle Funktion von Munc119 fir die syisate Ubertragung zeigten Kobayashi et
al. 2000 an einer Patientin mit einer frihen Coddbruch-Mutation. Diese Mutation
aul3erte sich in einem Muncl119-Protein, dem diePBrBomaéne fehlte. Die Patientin zeigte
eine Zapfen- und Stadbchendystrophie. Eine transgdhencl19-Maus, die diese
Codonmutation reproduzierte, zeigte ebenfalls scaw®torungen in der synaptischen
Ubertragung an Photorezeptorsynapsen sowie Feblar Behen (Kobayashi et al., 2000;
Kubota et al., 2002).

Das transgene Mausmodell, welches eine mutiertemForon HRG4 in den
Photorezeptorsynapsen exprimierte , zeigte einargressiven Abfall der b-Welle im
Elektroretinogramm (ERG) (unabhangig von der Féagitgler Photorezeptoren, c-Wellen zu
erzeugen). Das Mausmodell zeigte eine retinale DeEgéon mit hauptsachlicher
Degeneration der Synapsen (Kobayashi et al., 2K00¢ta et al., 2002).

Der Mechanismus, wie Munc119 in den Photorezepllerzarbeitet, ist noch unklar.

Die beschriebene synaptische Degeneration wurde Stédbchenphotorezeptorzellen

beobachtet, vereinbar mit einer Expression des shems vom Rhodopsinpromotor. Die
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Erscheinung der Erkrankung hauptsachlich im ob&serporalen Quadranten korreliert mit
der héchsten Expression des Transgens in dieséorRegr Retina (Kobayashi et al., 2000).

Der spezifische Abfall dreier synaptischer Vesikelpine (Synapsin lla, Synaptotagmin und
Doc2) in der HRG4-transgenen Netzhaut belegt zlicltzlie Rolle von HRG4 in der
synaptischen Vesikelfunktion (Kobayashi et al., @0@er zeitliche Ablauf des Auftretens
dieser Reduktion passt zur Erscheinung der Patleriogn transgenen Modell. Transgene
Mause, die junger als ein Jahr waren, zeigten keigaifikanten Pathologien in der
Netzhautfunktion und -morphologie. Westernblot-Exgese zeigten, dass sich das Level
dieser synaptischen Proteine in transgenen und ht-ttemsgenen Modellen nicht
unterscheidet (Kobayashi et al., 2000). Funktien¢teduzierte b-Welle im ERG) und
strukturelle (retinale Desorganisation/Degeneratiddefekte beginnen im transgenen

Mausmodell im Alter von ca. einem Jahr zu ersche{@bayashi et al., 2000).

Obwohl die physiologische Wichtigkeit von Munc11é fdie synaptische Ubertragung an
Photorezeptorribbonsynapsen gut dokumentiert wuiste hicht klar, wie Muncll19 auf
molekularer Ebene in der Synapse arbeitet. EiniUSskl zum Verstandnis dieser Funktion ist
vielleicht die Homologitat zu PrB®/ PrBPb verbindet und trennt prenylierte Proteine von
Membranen (Zhang et al., 2004, 2007). Diese enzgole Aktivitat ist von grof3er
Wichtigkeit fur intrazellulare Membran- und Proteansporte (Zhang et al., 2004, 2007).

In den Photorezeptorzellen spielt sich die Transpike von PrBR3 vorherrschend in den
Innen- und Aul3ensegmenten ab.

Die Interaktion von PD&mit ARL2 bietet eine interessante Moglichkeit flie Funktion von
HRG4. PDB ist homolog zu HRG4 (Kobayashi et al., 2003). BD¥rd Uberall exprimiert,
wahrend HRG4 vorwiegend in Photorezeptorzellen iexprt wird (Higashide et al., 1996;
Florio et al., 1996). PD& wurde urspringlich aus der loslichen Form von PDH&ér
stabchenspezifischen cGMP-Phosphodiesterase risaler wirkte nicht auf die katalytische
Aktivitat des Enzyms (Gillespie et al., 1989; FHoet al., 1996). Stattdessen fand Florio 1996
heraus, dass PBEa- und g-Untereinheiten von PDE6 an deren prenylierten CCEdiden
bindet und so von Photorezeptormembranen |6st.dPiDtEragiert mit und 16st auf3erdem
Rabl3, eine kleine GTPase, die in den Membrantaahsmn Fibroblasten involviert ist
(Marzesco et al., 1998). PDBHEnteragiert weiterhin mit RPGR (retinitis pigmeséoGTPase
Regulator), dem pathogenen Gen fir die x-chromokaipertragene Retinitis Pigmentosa
RP3 (Linari et al., 1999).
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Zusammengefasst deuten diese Ergebnisse daraufd&ss, PDE in den intrazellularen
Proteintransport und deren Lokalisation involvistt(Kobayashi et al., 2003).

Von PDB wurde angenommen, dass es ein I6slicher Tranggotffir bestimmte Proteine
ist, was durch seine Interaktion mit ARL2-GTP veteti wird (Hanzal-Bayer et al., 2002).

Li et al. zeigten 1998, dass HRG4 nicht in der dagt, PDE6 von den
AulRensegmentmembranen der Photorezeptoren zu lében,es kénnte eine Rolle in der
Insertion/Extraktion von anderen Membranproteingelen.

Wegen seiner Assoziation zu synaptischen Vesikaleiat es verlockend, anzunehmen, dass
HRG4 in den Membrantransport bestimmter synaptisciesikelproteine involviert ist
(Kobayashi et al., 2003).

Kubota et al. demonstrierten 2002 einen spezifiscAbfall der Level einiger peripherer
Membranproteine von synaptischen Vesikeln in Pleatgptoren im transgenen Mausmodell,
welches den gleichen Codonabbruch von HRG4 zeigteder menschliche Patient mit der
spat manifestierten Zapfen-Stabchen-Dystrophies&iePhdnomen kdnnte vereinbar damit

sein, dass HRG4 eine Rolle im MembrantransportRiootorezeptorsynapsen spielt.

Munc119 interagiert mit RIBEYE (Alpadi et al., 200®ie PrBP3-homologe Doméane von
Munc119 ist dabei essentiell flr die Interaktiont der NADH-bindenden Region der
RIBEYE(B)-Doméane.

Diese Bindung ist aber nicht NADH-abhangig, und RYE-Punktmutanten, die nicht mit
Muncl19 interagieren, verhindern trotzdem nicht A&DH-Bindung. Daraus folgt, dass die
Bindung von Munc119 und NADH an RIBEYE unabhangoge®inander sind.

Munc119 kann durch seine Interaktion mit RIBEYE dgmaptischen Ribbons zugeordnet
werden und scheint essentiell fir die synaptisch@gnafibertragung an der
Photorezeptorsynapse (Alpadi et al., 2008). Gayrsynaptische Ribbons, die wahrend des
Reinigungsprozesses strenge biochemische Behamutludgrchlaufen, enthalten wenig
Munc119, aber gereinigte Ribbons kdnnen Muncll%uteken. Dies lasst vermuten, dass
Munc119 eine peripher gebundene Komponente sywraptisRibbons ist, die relativ leicht
von den Ribbons gelést werden kann (Alpadi et28l08). Higashide et al. zeigten bereits

1998, dass ein grof3er Teil von Munc119 wahrsciobimbslich ist.
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2.6. Zielstellung dieser Arbeit

Anliegen der vorliegenden Dissertationsarbeit wegr ohorphologische Untersuchung der
Lokalisation von Muncll9 im Hinblick auf seine potelle Bedeutung als

Interaktionspartner von RIBEYE in der Retina. ObWwiklar ist, dass Munc119 essentiell fur
den Sehvorgang und synaptische Prozesse in damaRsti sind die genauen molekularen
Mechanismen, wie Munc119 in der Photorezeptorsymapleitet noch nicht bekannt. Eine
genaue morphologische Lokalisation dieses fasandan Proteins soll helfen, die Funktion
von Muncl19 und ferner auch seine Interaktion meindohotorezeptorsynaptischen Protein
RIBEYE besser zu verstehen. Ein geeigneter AntiéOrpur Markierung des Proteins
Muncl119 war auszutesten. Die genaue Lokalisatian Moinc119 in den Photorezeptoren
wurde an Kryostatschnitten von Rinderretina uni@mswund mit der Lokalisation von

weiteren synaptischen Proteinen in der Retina iadrgh.
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3. Material und Methoden

3.1 Untersuchungsmaterialien

Die nachfolgend beschriebenen Experimente fuhheuwcPraparaten von Rinderaugen durch.
Dafur erhielten wir Rinderaugen vom lokalen Schthoh Diese standen uns 30 Minuten
post mortem zur Verfligung und wurden sofort aufgeidet.

Fur weitere Versuche erhielten wir Ratten aus destitut fur experimentelle Chirurgie der
Universitatsklinik Homburg/Saar.

3.2 Praparationen

3.2.1. Praparation der Retina aus Rinderaugen

Die Rinderaugen wurden an der der Retina abgewar@ige aufgeschnitten und der Bulbus
vorsichtig umgestilpt, so dass Linse und Glaskotmrausfielen. Die Retina konnte nun
vorsichtig zum Nervus opticus hin zusammengeschoinehdort abgeschnitten werden. Die

S0 gewonnenen Retinapraparate wurden bis zu iteiergn Verwendung bei -86°C gelagert.

3.2.2. Préparation der Epiphyse und Augen der Ra#

Ausgewachsene Ratten aus dem Institut fur expetgtenChirurgie wurden zunéchst in
einem Glasgefald mit Diethylether narkotisiert urghrd bei vollstandiger Areflexie mittels
Scherenschnitt dekapitiert. Per Langsschnitt daiehKopfhaut und die Kalotte wurde das
Gehirn freigelegt und die Epiphyse aus dem Inteibgharenspalt herausprapariert. Das
entnommene Organ wurde in einem GefaR mit gefronemgpentan vorgefroren und
anschlieBend in flissigem Stickstoff schockgeftogdas Vorfrieren in Isopentan erméglicht
ein gewebeschonenderes Einfrieren, da sofortigé®cRfrosten Eiskristalle im Gewebe
erzeugen wuirde. Das so eingefrorene Organ wurda oaeinem Aluminiumfolietiitchen
verpackt und beschriftet in der Kiihltruhe bei -8éfagert.

Die Augen wurden von frontal aus der Orbita in tetaukleiert und ebenfalls in gefrorenem
Isopentan vorgefrostet und anschlieend in flissigickstoff (-196°C) schockgefrostet.
Infolgedessen wurden die Bulbi oculi in Aluminiushétitchen verpackt und beschriftet in
der Kihltruhe bei -86°C gelagert.
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3.3. Herstellung der Kryostatschnitte

Die entnommenen Gewebestiicke aus der Retina dedeRRiwurden in kleine Blocke
geschnitten und mit gekuhltem Isopentan schockgaitoDann wurden sie in flussigen
Stickstoff (-196°C) Uberfuhrt. Die weitere Zwisclegerung erfolgte bei -86°C. Direkt vor
dem Schneiden wurden die Gewebeblocke auf einertetHal ,Gewebeeinbettmedium fir
Gefrierschnitte Neg - 50 von Richard Allen Scidntif (Inhalt: Polyvinyl-Alcohol,
Polyethylen-Glycol) eingebettet aufgebracht undadérin bis zu einer Temperatur von -50°C
schockgefrostet. Uberfliissiges Gewebeeinbettmediurde mit Hilfe einer Rasierklinge
entfernt. Nun konnte das Objekt auf dem Bléckchenden dafur vorgesehenen Halter
eingeklemmt und das Messer justiert werden. 20upokediTrimmschnitte dienten der
Entfernung des Mediums bis zum Anschneiden desr@rga

Es folgte die Herstellung von 8 um dicken Kryosthtstten mit dem Kryostat.

Davon wurden jeweils zwei auf einen ObjekttragesyRtemperatur) aufgezogen und auf der
60°C heifRen Heizplatte getrocknet. AnschlieBenddemidie auf Objekttréagern hitzefixierten
Schnitte bei -18°C im Tiefkuhlschrank verwahrt.

3.4. Immunfluoreszenzfarbung

3.4.1. Verwendete Primér- und Sekundéarantikérper

Zur Markierung von Muncll9 wurde Anti-Muncl19 V2TR20.Immunisierungstag (IT)
1:1000 mit 1xPBS verdinnt verwendet. Der entspmgdbeSekundarantikbrper war Goat-
anti-Rabbit (GAR) Cy3 (Zymed® Laboratories). Diek8edarantikbrper wurden immer
1:1000 mit 1xPBS verdunnt. Zur Immunmarkierung v&IBEYE wurde ein polyklonaler
Kaninchen-Antikorper gegen die RIBEYE-(B)-Doméane2@364; Schmitz et al., 2000),
(Verdiinnung 1:1000 mit PBS; Inkubation Uber Naatit45 C) verwendet. Die Bindung des
Primarantikdrpers erfolgte mit Cy3-markiertem Ziegdi-Kaninchen (goat-anti-rabbit,
GAR) konjugiertem Zweitantikorper (GAR-Cy3). FurediDoppelfluoreszenzen wurden
verschiedene Primé&rantikorper aus verschiedeneaiepdenutzt, um die Beziehung der
Muncl119-Markierung zu pra- und postsynaptischenukBiren noch detaillierter zu

untersuchen.
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Anti-CtBP1 (BD Transduction Laboratories) markidi¢ Synaptic Ribbons und wurde 1:500
mit PBS verdinnt und Uber Nacht bei 4°C inkubiats. Zweitantikdrper wurde Ricken_anti-
Mouse (CAM)-Alexa 488 verwendet (Verdinnung 1:100@BS, eine Stunde Inkubation bei
Raumtemperatur).

CtBP2 entspricht der B-Doméane von RIBEYE. Da U26®8®&&nso wie Anti-Muncl119 ein
Antikdrper aus Kaninchen ist und beide mit densel@veitantikbrpern (Ziege-anti-
Kaninchen) reagieren, wurde in entsprechenden Duogpkierungsexperimenten zur
Markierung von synaptischen Ribbons ein monoklan&iaus-Antikorper gegen CtBP2
benutzt, um die Synaptic Ribbons zu markieren (B@2n$duction Laboratories, 1:500
verdunnt mit PBS, Inkubation Uber Nacht bei 4°@k#hdarantikdrper war CAM Alexa 488
(Molecular Probes, Jackson, Verdinnung 1:1000 irS,PBine Stunde Inkubation bei
Raumtemperatur).

Ein Antikorper gegen GRIP (glutamate receptor-gatéing protein), ein postsynaptisches
Strukturprotein, wurde verwendet, um die Muncll9aung in Beziehung zu den
postsynaptischen Dendriten zu setzen. Fir dieseeckwurde ein monoklonaler Maus-
Antikorper eingesetzt (Anti-GRIP, BD Transductioadoratories). Dieser Antikorper wurde
in einer Verdinnung von 1:500 verwendet (Inkubatither Nacht bei 4°C). Als
Zweitantikorper diente hier_a@at-anti-Maus (GAM) konjugiert mit Cy3 (GAM-Cy3;
IgM+1gG;  Sigma Inc.) (Verdinnung 1:1000 in PBS,neei Stunde Inkubation bei
Raumtemperatur).

Actin ist ebenfalls in der Postsynapse lokalisiéti-Actin Ab-1 monoclonal mouse IgM
(Amersham®) markiert somit die Postsynapse. Deikénper wurde in einer Verdiinnung
von 1:250 eingesetzt. Zweitantikorper war GAM-Cy@MI (Sigma Inc.). (Daten nicht
dargestellt)

Synaptophysin ist ein synaptisches Vesikelprotéias als Marker fir Nerventerminalen
dient. Es markiert die gesamte mit synaptischenkéés geflllte, prasynaptische Terminale.
Der Antikorper Anti-Synaptophysin SIGMA sin S576Bidgma Inc.) wurde 1:250 mit PBS

verdunnt. Der Zweitantikorper hierfir war CAM Aled&8 (Molecular Probes, Jackson).

3.4.2. Durchfuhrung der Immunfluoreszenzfarbung

Die Kryostatschnitte aus dem Tiefkiihischrank wurdénMinuten auf der Heizplatte bei
63°C hitzefixiert. Wéahrenddessen erfolgte die Hghstg der bendtigten Verdinnungen

(siehe oben) der Primarantikorper. Dazu wurde zuédrs bendtigte Menge PBS (zum
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Beispiel 1000ul) in ein Eppendorf-Cup pipettienduanschliel3end der erforderliche Anteil
(meist ein pl) an Priméarantikorper hinzugegeben wodsichtig mit der Pipettenspitze
gemischt. Dann wurde der Cup verschlossen undibgemer Verwendung auf Eis gelagert.
Die getrockneten Schnitte wurden waagerecht imdiPBS befiillte feuchte Kammer gelegt
und mit jeweils 30ul der bendtigten Antikbrpervandiing benetzt. Fur die
Doppelfluoreszenzen wurden beide Primarantikbrpergleichen Teilen auf die Schnitte
aufgetragen.

Als Negativkontrolle wurde ein Objekttrager ansgtales Primarantikdrpers mit PBS benetzt.
Als Positivkontrolle wurde meist der Primarantikérg)26564 Anti-RIBEYE (B)-Domain
verwendet. Die Inkubation erfolgte Giber Nacht imhK&um bei 4° Celsius.

Am nachsten Tag wurden die Schnitte gewaschen,) e#arden sie dreimal jeweils 5
Minuten in eine Kilvette mit PBS gestellt. In dies&it wurden die Sekundarantikdrper
entsprechend mit PBS verdiinnt und auf Eis gelegthNdem Waschen wurden die Rander
der Objekttrager vorsichtig mit einem Kosmetiktugitrocknet und wieder waagerecht in
eine mit PBS geflllte feuchte Kammer gelegt. Je@ehnitt wurde mit 30ul des
entsprechenden Sekundarantikdrpers benetzt. BeiDdgpelfluoreszenzen wurden beide
Sekundarantikorper auf die jeweiligen Schnitte atriggen und anschlie3end eine Stunde bei
Raumtemperatur in der feuchten Kammer inkubierthi&dddessen wurde ein Cup mit dem
Eindeckmittel N- Propyl-gallat aus dem Gefriersclragenommen und in einem Thermo-
Shaker auf 37°C erwarmt. Nach der Inkubationszeitden die Schnitte wieder dreimal je
funf Minuten mit PBS gewaschen und die R&ander wcbtgl mit einem Kosmetiktuch
getrocknet. Auf jeden Schnitt wurden 30ul NPG atrigen und die Objekttrager mit einem
Deckglaschen bedeckt, welches anschliel3end mitlldalgdixiert wurde.

Die Lagerung der fertigen Schnitte erfolgte in eil@ppe im Kihlraum.

3.5. Mikroskopische Analyse

Die lichtmikroskopische Analyse der Kryostatschen#tfolgte am Mikroskop Axiovert 200M
der Firma ZEISS, ausgestattet mit einer Fluoredaerze HBO 100 und einer Fotokamera
(MRM der Firma Zeiss).

Dazu wurden zuerst unter kleinerer VergroRerung (2020x) Ubersichtsaufnahmen zur
orientierenden Lokalisation von Muncll9 in den Skten der Retina angefertigt und

dokumentiert. In héherer Vergro3erung (40x, 100k, Immersionsdl) wurde besonders die
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aul3ere plexiforme Schicht mit den markierten Streekt in den Ribbonsynapsen untersucht
und dokumentiert. Diese Analyse sollte Aufschlussridie Lokalisation von Munc119 in der
Retina, speziell in den Ribbonsynapsen und seingeBeng zu anderen Strukturen der

aul3eren plexiformen Schicht geben.

3.6. GST-Praabsorption

Der Primarantikérper Anti-Munc119 V2T2 120. Immuarsingstag (IT) wurde im Verhaltnis
1:3000 mit PBS gemischt. Zu je 100ul dieser Mischwurden zehn Mikroliter GST-Beads
als Negativkontrolle bzw. zehn Mikroliter UNC-GSTe&ds hinzugeflgt. Die Anséatze
wurden Uber Nacht in der Kiihlkammer bei 4°C im Sékiinkubiert. Am nachsten Morgen
konnten die Eppendorf — Cups bei 13000 UmdrehurggenMinute zentrifugiert und die
Uberstande wie oben beschrieben zur Immunfluoresadung verwendet werden.

3.7. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Pagend Western Blot-Analysen

Die SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamidgelelektrophorest)eine Methode zur Auftrennung
von Proteinen im elektrischen Feld, in der Protemaeh ihrer Grol3e aufgetrennt werden
(Laemmli, 1970). Nach Hitzedenaturierung durch Kathin 6xSDS — Probenpuffer
(Laemmli, 1975) und Verwendung reduzierender Agem#-Mercaptoethanol) binden die
denaturierten Polypeptide das stark anionische rfets SDS und werden so negativ
geladen. Weil die Menge des gebundenen SDS propattizum Molekulargewicht des
entsprechenden Polypeptids ist, wandern die SD®Eptid-Komplexe bei der
Elektrophorese nun in Abhangigkeit von der Grofie elypeptids unterschiedlich weit im
Polyacrylamidgel. So ist eine Auftrennung der wsthredlichen Polypeptide mdéglich. Es
wurden Zwei-Phasen-Gele gegossen, mit Konzentmerund Ausrichtung aller SDS-
Polypeptidkomplexe in einem moglichst kleinen Vokmin einem oberen Gelabschnitt
(,stacking gel®) und Auftrennung dann im unterenl@schnitt zur Erh6hung der Auflosung
der Gele (King und Laemmli, 1971). Coomassie lilti blue R-250-L6sung bindet an die
Proteine, was die Erkennung von Proteinbanden irB-&Bl ermdglicht. Die Gele wurden
mit Coomassie-Losung unter sanftem Schatteln 3QuMim bei Raumtemperatur gefarbt. Der
Hintergrund wurde durch anschlielRendes Tauchenciyl&midgelentfarbeldsung reduziert.
Danach erfolgte die Dokumentation der Gele mitéHdines HP-Scanners oder des BIO RAD

Gel Doc — Gerétes.
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Fur die Western Blot-Analysen wurden die Proteiaemder SDS-PAGE im elektrischen
Feld auf Nitrozellulosemembranen Ubertragen. Na&m dWestern Blot wurden die
Proteinbanden mit Ponceau S zur Uberprifung ddarBteansfers gefarbt und nachfolgend
mit PBS entfernt. Die Absattigung unspezifischeot@®inbindungsstellen erfolgte mit einer
5% Magermilchlésung in PBS (45 Minuten, RaumtemfagjaDie Primarantikorper wurden
in einer Verdiinnung von 1:5000 in 5% MagermilchPiBS (Uber Nacht bei 4°C) inkubiert.
Die Bindung des Priméarantikrpers wurde durch eetdpende Peroxidase-konjugierte
Zweitantikorper (1:10000 in Blockierungspuffer venit, eine Stunde bei 4°C) und ECL-
Detektion nachgewiesen (Alpadi et al., 2008).

3.8. Verwendete Antikdrper und Bezugsquellen

Antikorper Bezugsquelle

Primarantikérper

Anti-Munc119 V2T2 120. Alpadi et al., 2008
Immunisierungstag (IT)

Anti-Munc119 1.Versuch, 61. IT unveroffentlicht

250902

U265 anti-RIBEYE(B)-domain Schmitz et al.,2000
Monoclonal Anti-Synaptophysin Sigma Inc.

Anti-CtBP 1 BD Transduction Laboratories
Anti-CtBP 2 (monoclonal) BD Transduction Laborasri
Anti GRIP monoclonal mouse BD Transduction Laboriat
Anti-Actin mono Calbiochem®

Sekundarantikdrper

GAR Cy3 1gG Zymed® Laboratories

GAM Cy3 Sigma Inc.

Alexa Fluor® 488 chicken anti-rabbit IgG | Molecular Probes, Jackson
(H+L) *2mg/mL*

CAM Alexa 488 Molecular Probes, Jackson

GAM Cy 3 IgM + 1gG Sigma Inc.
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3.9. Verwendete Chemikalien und Bezugsquellen

Chemikalien Bezugsquelle

Toluidinblau Merck

Natriummethylat Merck-Schuchardt OHG;
Hohenbrunn

Methanol Zentrales Chemikalienlager Universitét
Saarbricken

Xylol Zentrales Chemikalienlager Universitat
Saarbricken

Aceton Zentrales Chemikalienlager Universitat

Saarbricken

N-Propyl-gallat

Sigma

Cacodylsaure

Carl Roth GmbH; Karlsruhe

Coomassie Brilliant Blue R 250

Carl Roth GmbH; KKamhe

3.10. Verwendete Losungen

Losung

Rezept

Phosphatgepufferte Salzlésung
1 x PBS (1fach konzentriert)

89 Natriumchlorid (NacCl)

0,2g Kaliumchlorid (KCI)

1,3g Dinatriumhydrogenphosphat
(NaHPQy)

0,2g Kaliumdihydrogenphosphat
(KRPOy)
Add 1l aqua dest.
pH = 7,4 einstellen

NPG (N-Propyl-gallat) — Eindeckmittel

100ml 60% Gdyol in PBS
1,5g N-Propyl-gallat (bei 60°C l6sen)

Coomassie brilliant blue stain

600 ml Isopropanol
1560ml dd H20
240 ml Essigsaure
0,6 g Coomassie Brilliant Blue R 250

SDS-PAGE - Elektrophoresepuffer

3,03 g Tris
14,4 g Glycin
1,0 g SDS
mit aqua dest. auf 1 Liter auffillen
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3.11. Gerate und sonstige Hilfsmittel

Gerate/ Hilfsmittel Bezugsfirma
Mikroskop Axiovert 200M Carl Zeiss; Jena
Fluoreszenzlampe HBO 100 Carl Zeiss; Jena
Objekttrager ,SuperfrosteROSA", ROTH Karlsruhe
geschnitten

Deckglaser 24x50mm Menzel-Glaser®
Eppendorfpipette 0,5-10ul Eppendorf® research
Eppendorfpipette 20-200 pl

Eppendorfpipette 200-1000u|

Pipettenspitzen Plastibrand®; Germany
Nagellack Drogerie
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4.Ergebnisse

4.1. Anti-Munc119

In der hier vorliegenden Arbeit wurde morphologisehtersucht, wo Muncl19 in der
Netzhaut und speziell in den Photorezeptorzelldalisiert ist. Hintergrund dazu ist, dass
Munc119 von Kannan Alpadi im Rahmen seiner Doktmearunter Verwendung des Hefe-
Zwei-Hybrid-Systems  als Interaktionspartner vonBRYE identifiziert wurde. Zur
Untersuchung der Lokalisation von Muncll9 wurden zwhn Mikrometer dicken
Kryostatschnitten von der Rinderretina Immunfluaeewen durchgefuhrt. Diese
morphologische Untersuchung zur Lokalisation destdfis Muncll9 in der Retina
erforderte einen spezifischen Antikérper zur Mamkigy von Muncl19. Der verwendete
Antikdrper wurde von der AG Schmitz in einem Karian generiert. Den Kaninchen wurde
ein gereinigtes Muncl119-GST-Fusionsprotein injizierd in regelmalRigen Abstanden Serum
entnommen. Das zur Infusion benutzte Fusionsproisinin der nachfolgenden SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese dargestellt (Abb. 1)

Muncl119-GST Ilasst sich rekombinant exprimieren uatk noch angereichertes
Fusionsprotein isolieren (Abb. 1). Die Grof3e vonl@sgtragt 25 kDa, Munc119 selber ist ein
35 kDa-Protein, Muncl119-GST prasentiert sich zweschder 43kDa- und der 66kDa-
Markierung der Standardprobe. Das gereinigte Mu8ex$T Fusionsprotein wurde den

Kaninchen zur Antikérperproduktion injiziert.

119kba —

66 kDa —*
“4— Munc119-GST

43 kDa

29 kDa —

Abb. 1: Gereinigtes Munc119-GST-Fusionsproteingn 8DS-Polyacrylamidgelelektrophorese.
Die Munc119-GST-Bande ist zwischen der 43kDa- unds@é&Da-Markierung der Standardprobe zu finden.
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Das hergestellte Munc119 Immunserum — nicht aber Ri&@-Immunserum — erkennt im
Western Blot spezifisch Munc119-GST (Abb. 2) undaeufir die weiteren Untersuchungen

verwendet.
kDa
120—
66 — o
- << Munc119-GST

43 — &
29__

[+ 1 2 ]

Abb. 2: Western Blot-Analyse von gereinigtem MuncldST Fusionsprotein (siehe auch Abbildung 1) mi&-Pr
Immunserum (Spur 1) und Munc119 Immunserum (V2TA). Immunisierungstag, Spur2). Das Immunserum htraber
das Pra-Immunserum — erkennt spezifisch die Mun€39 Bande.

An Extrakten der bovinen Retina wurden Co-Immunpmigationsuntersuchungen
durchgefuhrt, um zu testen, ob Antikdrper gegen EMB mit Muncll9 co-
immunoprazipitieren kdnnen. Immunmarkiertes RIBEME co-immunmarkiertem Muncl119
zeigt im RIBEYE-Immunserum (nicht jedoch im RIBEYE&Immunserum) eine spezifische
Interaktion dieser beiden Proteine (Abb. 3A), genaiin der Retina. Ahnlich reagieren co-
immunoprézipitiertes RIBEYE und Muncl19 im Muncll®amunserum, aber nicht im
Praimmunserum (Abb. 3B). Da RIBEYE ausschliel3lich den synaptischen Ribbons
vorkommt (Schmitz et al., 2000), zeigen die Co-lmmaprazipitationsexperimente, dass

Munc119 auch eine Komponente synaptischer Riblgins i
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A) I B) I Input I Immunoprecipitates I
kDa kDa
119
119
a) WB: anti-Munci19 o) WB: ant-RIBEYE/ — «<RIBEYE
66 CtBP2 66
Ok % 3% Ig heavy chain
43—
29 - -_ <Munc119 43—
- 29_
[+ [ = [ = | [T = T 5 ]
19— = <RIBEYE 119_
b) WB: anti-RIBEYE b) WB: anti-Munc119
L 66 —
- % % |g heavy chain ¥ ¥ ¥ lg heavy chain
43 —
Sihy - <«Munc119
o 29__
[ [ 2 ] 31 L1+ | 2 [ 3 |

Abb. 3: Coimmunopréazipitation von RIBEYE und Muncldi$s der bovinen Retina

A) RIBEYE-Immunserum und RIBEYE-Pra-Immunserum wurden ihrer Fahigkeit getestet, Muncll19 zu co-
immunoprazipitieren. B) Muncl119-Immunserum und MutEPra-Immunserum wurden in ihrer Fahigkeit geteste
RIBEYE zu co-immunoprazipitieren.

(Diese Abbildung wurde freundlicherweise von KanAdpadi i.R. seiner Ph.D.-Arbeit zur Verfigung gk}

Fur die nachfolgend beschriebenen Untersuchungendenu mehrere Antikdrper aus
verschiedenen Kaninchen und von unterschiedlichemunisierungstagen ausgetestet. Der
Antikdrper Anti-Munc119 vom 17.01.03, Versuch 2eii2, 120. Immunisierungstag (im
Folgenden Teil als Anti-Munc119 Immunserum (V2T212T) bezeichnet) zeigte kraftige
Markierungen des Proteins Muncl19 in der bovinetinBe(Abb.4) und wurde fur alle
weiteren Untersuchungen verwendet. Das Muncll9 munsignal ist besonders
kraftig in der &ufReren plexiformen Schicht (OPLY dRetina. Man erkennt deutlich die
Immunfluoreszenzmarkierung in dieser Schicht (Adb.In der inneren plexiformen Schicht
(IPL) finden sich keine signifikanten Markierungeso, dass man davon ausgehen kann, dass
Munc119 in der OPL, nicht jedoch in der IPL expeniwird.
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Muncl 19

INL
OPL
ONL

Abb. 4: Lokalisierung von Munc119 in der Retina.

Markierung mit Anti-Munc119 Immunserum (V2T2 12@rhunisierungstag). Man erkennt eine deutliche Aeiung von
Munc119 in der &uBeren plexiformen Schicht (OPL)idR&ungszeit 25ms, MaRstab: 10um. INL: innere Kmellschicht;
OPL: auRRere plexiforme Schicht; ONL: auRere Kérekszhicht; CT,RT: Zapfen- und Stabchenterminalen

Als Negativkontrolle wurde bei jeder Versuchsreilen Kryoschnitt anstelle des
Primarantikdrpers nur mit PBS und anschlieBend GAR CY3 als Sekundarantikérper
inkubiert, um Hintergrundsignale von den AntikoHueduzierten Signalen abgrenzen zu
kobnnen (Abb. 5). Die mit PBS inkubierten Kryoschmider Rinderretina zeigten keine
signifikanten Markierungen in den verschiedenenictén der Retina, abgesehen von einer

diskreten Hintergrundmarkierung (Abb. 5).

IPL
INL
OPL
ONL

IS
OS

Abb. 5: Inkubation eines Retinaschnitts nur mit Zefikdrper (ohne Primarantikorper)

Die Inkubation nur mit dem Zweitantikdrper zeigt ine signifikanten Markierungen sondern eine diskret
Hintergrundmarkierung insbesondere der Innengtied@e Innenglieder haben aufgrund ihres hohen @&shan
Mitochondrien eine gewisse Autofluoreszenz. Beliolggreit 25ms, MaRRstab 10pm. INL: innere Kdrnerekltht; 1PL:
innere plexiforme Schicht; OPL: &ufR3ere plexiformehight; ONL: &ulere Kérnerzellschicht; CT,RT: Zapfamd
Stabchenterminalen; 1S, OS: Innen- und AuRensegartPhotorezeptoren
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Ebenfalls als Negativkontrolle diente die Inkubatimit dem Pra-Immunserum von Anti-
Muncl119 V2T2, welches vor der Immunisierung aus #&minchen gewonnen wurde. Diese
Inkubationen wurden durchgefihrt, um Reaktionen dmvebes mit vorbestehenden
Antikdrpern, die nicht gegen das injizierte Immuenggerichtet sind, auszuschlieRen
(Abb.6). Auch hier zeigten sich ahnlich wie bei tfdcubation nur mit Zweitantikorper in der
gesamten Retina keine Markierungen einer bestimn@eoktur. Dies belegt, dass die
Immunmarkierung der OPL (Abb.4) auf Antikdrper geg&luncll9 und nicht auf

vorbestehende  Antikérper zurlckzufiihren ist. Diesénnahme wurde durch

Praabsorptionsexperimente (Siehe Abschnitt 4.2ifewentermauert und bestéatigt.

Abb. 6: Markierungen der Rinderretina mit dem Prénimserum von Anti-Muncl19 Immunserum (V2T2 120.
Immunisierungstag). Es finden sich keine Markieemgn der duf3eren plexiformen Schicht sowie ingssamten Retina.
Belichtungszeit 25ms, MaRstab 10um. INL: innere K@zellschicht; OPL: auflere plexiforme Schicht; ONiuRRere
Kdrnerzellschicht; CT,RT: Zapfen- und Stabchenterhaima

Als Positivkontrolle diente U26%6ein Antikorper gegen die RIBEYE(B)-Domane. RIBEYE
ist eine Hauptkomponente synaptischer Ribbons (8tenal., 2000, Magupalli et al., 2008).
Antikdrper gegen RIBEYE markieren, wie erwarteg 8iynaptic Ribbons in der OPL (Abb.7)
und IPL (nicht gezeigt). Das hufeisenférmige Ersotiegsbild der Strukturen, die mit dem
Antikdrper gegen RIBEYE markiert wurden ist typisétir Synaptic Ribbons in den

Photorezeptorsynapsen.
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Abb. 7: Immunmarkierung der Rinderretina mit U26%8nti-RIBEYE(B)Domane). In der Positivkontrolle zeigich, dass
RIBEYE in hoher Dichte in den Synapsen der OPL vodeanist. Die RIBEYE-enthaltenden Strukturen in detL®Risen

ein typisches hufeisenférmiges Erscheinungsbild &dlichtungszeit 25ms, MalRstab 10um. OPL: aufleesifpime

Schicht; ONL: auere Kérnerzellschicht; CT,RT: Zapfend Stabchenterminalen

Anschlie3end wurde in einer Verdinnungsreihe diekBnzentration von Anti-Muncl119
V2T2 120. IT gesucht. Dafur wurde jeweils ein Mikier des Antikdrpers mit verschiedenen
Mengen von einfach konzentriertem PBS (Phosphatffge Kochsalzlésung) verdinnt und
Immunfluoreszenzmarkierungen durchgefihrt (AbbisB18). Dabei erwies sich eine 1:1000
Verdinnung von Muncll9 V2T2 als die geeignetste stfdse Signal- zu
Hintergrundverhaltnis).

INL
OPL

ONL

Abb.8: Inkubation eines Rinderretinaschnitts mitiAtinc119 Immunserum (V2T2 120. Immunisierungstegidinnt im
Verhaltnis 1:100. Bei dieser Verdinnung des Antikérpers Anti-MuncIXt@T2 120. IT erkennt man eine deutliche
Anreicherung von Muncl119 in den prasynaptischermiralen der Zapfen- und Stabchenschicht. Belichzeig25ms,
MaRstab 10 um. INL: innere Kérnerzellschicht; ORLUf3ere plexiforme Schicht; ONL: auRere Kérnerzbitda; CT,RT:
Zapfen- und Stabchenterminalen.
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Abb. 9: Immunmarkierung mit Anti-Munc119 Immunser@2T2 120. Immunisierungstad)500 verdiinnt mit PBS. Die
Verdiinnungl:500 eignet sich ebenfalls sehr gut zur Immunfluoresm@arkierung des Proteins Munc119. Belichtungszeit
25ms, Mal3stab 10 um. INL: innere Kornerzellschi€®L: aullere plexiforme Schicht; ONL: aulere Kérakschicht;
CT,RT: Zapfen- und Stabchenterminalen.

ONL

INL
OPL

Abb. 10: Immunmarkierung eines Rinderretinaschmitts Anti-Munc119 Immunserum (V2T2 120. Immunisiegstag)
1:1000verdiinnt mit PBS. Hier zeigen sich deutliche Sigrdds Proteins Munc119 in der OPL. Fir alle wait&fersuche
wurde Anti-Munc119 V2T2 120. IT im Verhaltnis 1:1@énit PBS verdinnt. Belichtungszeit 25ms, Maf3staprh0

1:3000

INL
OPL

ONL

Abb. 11: Inkubation eines Kryoschnitts der Rindéngtmit Anti-Munc119 Immunserum (V2T2 120. Immueisingstag)
(Verdiinnungl1:3000. Die 1:3000 Verdiunnung des Muncl119-Antigens eeigoch deutliche Markierungen in der OPL.
Belichtungszeit 25ms, Maf3stab 10 pm.
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1:5000 INL
OPL

ONL

Abb. 12: Immunmarkierung eines Rinderretinaschmitts Anti-Munc119 Immunserum (V2T2 120. Immunisiegstag)
verdunnt mit PBS im Verhéltnisl:5000. Die Inkubation mit einer Verdiinnung von 1:5000 érgeine kraftige
Immunfluoreszenzmarkierung von Muncl119 in der OBin signifikante Ergebnisse zu erhalten wurde jedam einer so
hohen Verdiinnung abgesehen. Belichtungszeit 25m$stdla 10 um. INL: innere Kornerzellschicht; OPL:Réxe
plexiforme Schicht; ONL: auRere Kérnerzellschid®T;,,RT: Zapfen- und Stabchenterminalen

1:10000 INL

OPL

ONL

Abb. 13: Immunmarkierung eines Kryoschnitts der Rimetina mit Anti-Munc119 V2T2 120. Immunisieruragtim
Verhdltnis 1:10000 mit PBS verdinnt. Bei diesen Verdiinnungen sind ké&iiaekierungen in der OPL mehr erkennbar,
lediglich eine unspezifische HintergrundfarbungsDéerhéltnis 1:10000 erwies sich somit als ,Endpticler méglichen
Verdiinnungen. Belichtungszeit 25ms, Mal3stab 10 |Nh: Innere Koérnerzellschicht; OPL: aufRere plexiferrSchicht;
ONL: auBere Kornerzellschicht; CT,RT: Zapfen- undglénterminalen.
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4.2. Praabsorptionsexperimente

Um die Spezifitat der Immunmarkierung weiter zu ripbéfen, wurde das Muncl119-Antigen
entweder mit GST (als Kontrolle) oder mit Muncl1$Gpraabsorbiert. Die Praabsorption
mit Munc119-GST fluhrte zur Blockierung der Immunkiarung in der &uf3eren plexiformen
Schicht (Abb. 15), wohingegen die Praabsorption@8( allein die Immunmarkierung in der
OPL nicht beeinflusste (Abb. 14). Dieses Ergebeigte, dass die OPL-Markierungen durch
das Munc119-Antigen durch Munc119-Antikorper bewinurden, die gegen den Munc119-
Teil des Fusionsproteins gerichtet sind. Die zurddtiihrung der Praabsorptionsexperimente

erforderlichen Fusionsproteine wurden freundlicreese von Herrn Kannan Alpadi aus der

Arbeitsgruppe zur Verfigung gestellt.

ONL

OPL

INL

IPL

Abb. 14: Kryostatschnitte der Rinderretina inkubrait GST-praabsorbiertem Anti-Munc119 V2T2 120. IT

Die mit GST-praabsorbierten Antikdrpern markierfachnitte zeigen immer noch eine deutliche Markigruan Munc119
in der &uReren plexiformen Schicht (OPL). Dies hisivelass der verwendete Antikdrper spezifisch MdScin der OPI
detektiert. Belichtungszeit 25ms, Maf3stab 10 pm.: liRbere plexiforme Schicht; INL: innere Kérneraehicht; OPL:
aulere plexiforme Schicht; ONL: &uf3ere Kdrnerzeitdd; CT,RT: Zapfen- und Stabchenterminalen.
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ONL

OPL
INL
IPL

Abb. 15: Immunmarkierung eines Rinderretinaschnitid4 Muncl119-GST-préabsorbiertem Anti-Munc119 Antisa
(Immunserun, V2T2 120. Immunisierungstag). Der mitnc119-GST-Beads vorbehandelte Antikérper zeigtdar
Immunfluoreszenzmikroskopie kein Signal in der &afeplexiformen Schicht. Der Antikdrper wurde egi@ich durch die
Praabsorption mit Munc119-GST, nicht aber durch G8&in (Abb.14) prdabsorbiert. Belichtungszeit 25MaRstab 10

um. IPL: innere plexiforme Schicht; INL: innere K@rzellschicht; OPL: aufere plexiforme Schicht; ONiuRRere
Kdrnerzellschicht; CT,RT: Zapfen- und Stabchenterhaima
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4.3. Doppelfluoreszenzuntersuchungen

In den nachfolgenden Doppelfluoreszenzuntersuchungarden neben Muncll19 noch
andere Proteine der Retina markiert, um die Lo&bs von Muncll9 noch préaziser
bestimmen zu kénnen. Zu diesem Zweck wurden wefet&korper gegen verschiedene pra-
und postsynaptische Proteine der Photorezeptorsgnapeingesetzt. Fur die
Doppelfluoreszenzen wurden beide Primarantikdrper entsprechenden Verdinnungen
gleichzeitig auf die Kryoschnitte pipettiert unckimiert. Da die Primarantikorper jeweils aus
verschiedenen Spezies stammten, war eine seleRetektion der Primarantikdrper durch
entsprechende Sekundarantikorper moglich. Anti-84dM9 ist ein Antikérper aus Kaninchen,
die anderen Primarantikorper waren jeweils in Maudeergestellte und gewonnene
Antikorper.

Da U265 (Anti-RIBEYE(B)-Doméane) genau wie Anti-Munc119 neaus einem Kaninchen
gewonnener Antikdrper ist, wurde zur Darstellung WIBEYE der monoklonale Antikdrper
Anti-CtBP2 gewahlt, der die B-Doméane von RIBEYE hkiart (Abb.16 B, 17 B). Das Protein
CtBP2 selbst ist in der Retina nicht enthalten @riffentlichte Befunde) markiert aber die
RIBEYE(B)-Domane, die praktisch identisch ist mtB@2. Die Doppelfluoreszenz mit Anti-
Munc119 und Antikérpern gegen CtBP2 (C-terminaidmg protein 2) zeigt die typische
hufeisenformige Lokalisation von RIBEYE in den Ribisynapsen (Abb. 16,17). Muncl119
zeigt sich hier in sehr enger raumlicher VerbindzngRIBEYE lokalisiert. Das Munc119
Immunsignal ist sehr ahnlich, aber nicht identissbndern zeigt insgesamt ein etwas

diffuseres Anordnungsmuster.
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A) Muncl19

ONL

OPL
INL

B) RIBEYE(B)/CtBP2

ONL

OPL
INL

IPL

ONL

OPL
INL

Abb. 16: Doppelfluoreszenzimmunmarkierungen der Biretina mit Antikdrpern gegen Muncl19 (A) und
RIBEYE(B)/CtBP2 (B). C) zeigt die Uberlagerung der bei®ignale. Belichtungszeit 25ms, Mal3stab 10 um. IRhere
plexiforme Schicht; INL: innere Kdérnerzellschich@PL: auere plexiforme Schicht; ONL: aufllere Koreksehicht;
CT,RT: Zapfen- und Stabchenterminalen.
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A) Muncl19

B) RIBEYE(B)/CtBP2

Abb. 17: Munc119 co-lokalisiert mit RIBEYE in der ORéler Rinderretina.

Immunmarkierung von Rinderretinaschnitten mit Antpi&rn gegen Munc119 (A), CtBP2 (B), sowie Uberlagereiger in
100facher VergréRerung (C). Belichtungszeit 25msf3dflgb 10 pm. IPL: innere plexiforme Schicht; INlanére
Kdrnerzellschicht; OPL: &uRere plexiforme SchichONL: &uRere Kdornerzellschicht; CT,RT: Zapfen- und
Stabchenterminalen
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Neben RIBEYE ist auch CtBP1l (C-terminal binding tBho 1) eine Komponente der
synaptischen Ribbons. Die gleichzeitige Markieruag Munc119 und CtBP1 offenbart, dass
beide Proteine in den Photorezeptorterminalen d#Bei@n plexiformen Schicht co-
lokalisieren (Abb.18 und 19). CtBP1 markiert die nagtischen Ribbons in den
Photorezeptorzellen und spiegelt das typische sei@rmige Anordnungsmuster dieser
synaptischen Ribbons wieder. CtBP1-Markierungedeimsich in der OPL. In der IPL finden
sich ebenfalls Synaptic Ribbons, jedoch sind sig Hi@iner als in der OPL. Muncl119

befindet sich ebenfalls in den Ribbonsynapsen det.Muncll19 co-lokalisiert mit dem

RIBEYE-Signal. Das Verteilungsmuster von Muncl19akerdings wesentlich diffuser und
nicht allein auf die Synaptic Ribbons beschrankil{A18 und 19).
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A) Muncl19

B) CtBP1

C) Munc119 und CtBP1

CT,RT

W ‘
\--p-.."wp_., !;”“"‘R.L
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Abb. 18: Doppelfluoreszenz mit Anti-Munc119 und AGtBP1

A) Kryostatschnitt der Rinderretina markiert mit AMunc119. In der OPL zeigt sich eine deutliche éinherung von
Munc119 B) CtBP1 ist ein Marker fiir synaptische Ritshdvian erkennt eine kraftige Fluoreszenz in derfefapund
Stabchenterminalen in der OPL. Die hufeisenférnigefiguration der Ribbons ist deutlich zu erkennghUberlagerung
beider Kanéle. Belichtungszeit 25ms, Maf3stab 10IRm.innere plexiforme Schicht; INL: Innere Kérneftschicht; OPL:
aulere plexiforme Schicht; ONL: &uf3ere Kdrnerzeitdd; CT,RT: Zapfen- und Stabchenterminalen.
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B) CtBP1

Abb. 19: Doppelfluoreszenz mit Anti-Munc119 und AGtBP1 in 100facher Vergrof3erung

A) Retina markiert mit Antikdrpern gegen Munc119.IBmunmarkierung mit Antikdrpern gegen CtBP1 C) Ubestagg
beider Kanéle. Belichtungszeit 25ms, Maf3stab 10IRm.innere plexiforme Schicht; INL: Innere Kérneftschicht; OPL:
aulere plexiforme Schicht; ONL: duf3ere Kdrnerzkitdd; CT,RT: Zapfen- und Stabchenterminalen
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GRIP (glutamate receptor-interacting protein) ist postsynaptisches Strukturprotein an
Glutamatrezeptoren (Zhang et al., 2001, Wéasslé.,e2@01). Anti-GRIP markiert damit die
postsynaptische Nerventerminale der Photorezeptapsen in der OPL (Abb.20 und 21). Im
Gegensatz dazu ist Muncl119 deutlich in der Prasaégkalisiert. Besonders in der grof3en
VergroRerung (Abb. 21) wird die diffuse VerteiluggpRer Mengen von Muncl119 nahezu in
der gesamten prasynaptischen Terminale der Phefaieezellen deutlich.

A) Muncl19 IPL

CT.RT INL
OPL

ONL

B) GRIP Pl

CT.RT INL
l OPL

ONL

C) Munc119 und GRIP
y IPL

CT.RT INL
OPL

' l,,., S S e af

ONL

Abb. 20: Doppelfluoreszenz mit Anti-Munc119 V2T2012T und Anti-GRIP. A,B) Man erkennt, dass sowohimd119 als
auch GRIP in der duReren plexiformen Schicht lokatisind. C): Uberlagerung, GRIP befindet sich ém Bostsynapse,
Munc119 dagegen in der Prasynapse lokalisiert. Bielhgszeit 25ms, Maf3stab 10 um. IPL: innere plexioSchicht; INL:
innere Kodrnerzellschicht; OPL: dauRere plexiformaitiat; ONL: auRBere Kdrnerzellschicht; CT,RT: Zapfand
Stébchenterminalen
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A) Muncl19

CT.RT

B) GRIP

Abb. 21: Immunmarkierung der Retina mit Munc119-Aitpern (A), Antikorpern gegen GRIP (B), sowie Ubgdauing
beider (C) in 100facher VergréRerung. Belichtungs2gins, Maf3stab 10 um. IPL: innere plexiforme Sahit¥L: innere
Kdrnerzellschicht; OPL: &uRere plexiforme SchichONL: &uRere Kdornerzellschicht; CT,RT: Zapfen- und
Stabchenterminalen.

-55-



Ergebnisse

Synaptophysin ist ein synaptisches Vesikelprotd#s, als Marker fir Nerventerminalen dient
(Navone et al., 1986). Anti-Synaptophysin markadsp die gesamte synaptische Zone (Abb.
22). Die Doppelfluoreszenz mit Anti-Synaptophysigab, dass sich Munc119-Markierungen
nur innerhalb Synaptophysin-positiver Nerventerd@nafinden, jedoch nicht die gesamte

Nerventerminale besetzt wird (Abb. 22).

A) Muncl19

B) Synaptophysin

Abb. 22: Immunmarkierung von Munc119 (A), Synaptggih (B) und Uberlagerung beider (C). Belichtungs2&imns,
MaRstab 10 um. IPL: innere plexiforme Schicht; INtinere Kérnerzellschicht; OPL: duRBere plexifornehight; CT, RT:
Zapfen- und Stabchenterminalen.
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5. Diskussion

5.1. RIBEYE, eine Komponente synaptischer Ribbons

Ribbonsynapsen sind spezialisierte chemische Sgnapdie vor allem in bestimmten
sensorischen Zellen von Vertebraten zu finden sindn der Retina finden sich
Ribbonsynapsen in Photorezeptor- und Bipolarze{@owling, 1987; Sterling, 1998). Sie
unterscheiden sich von konventionellen chemischara@sen. Morphologisch sind sie durch
Anwesenheit von grof3en, elektronendichten prasige@n bandférmigen Strukturen, die
man als Synaptic Ribbons bezeichnet, gekennzeic{®jéstrand, 1958, Dowling, 1987,
Sterling, 1998). Jedes dieser Ribbons ist von mnéttergeflllten synaptischen Vesikeln
umgeben (Wagner, 1996). Physiologisch gesehen Rilbonsynapsen tonisch aktive
Synapsen, die zu einer hohen Rate tonischer Neasstritterfreisetzung befahigt sind, die
durch eine kontinuierliche Vesikelexozytose gewgibktét wird (Dowling, 1987, Sterling,
1998). Die groRe Menge an synaptischen Vesikekm,ati diesen Ribbons gebunden sind,
lassen vermuten, dass die Synaptic Ribbons ein ratest Strukturelement der
Ribbonsynapsen sind, das die Exozytose und Endezyton synaptischen Vesikeln in diesen
spezialisierten Synapsen beschleunigt. Wie genauSgnaptic Ribbons auf molekularer
Ebene arbeiten ist noch unbekannt.

Die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Frank Schmitz idierierte das Protein RIBEYE, das die
Hauptkomponente der Synaptic Ribbons bildet. RIBEStENur in Ribbon-, nicht aber in
konventionellen Synapsen zu finden (Schmitz e8I00). Die AG Schmitz hat gezeigt, dass
RIBEYE ein Strukturprotein ist, mit idealen Eigehaften, um die Synaptic Ribbons
aufzubauen, und die ultrastrukturelle physiologiscRlastizitat, die diese Strukturen
aufweisen, zu erklaren (Magupalli et al., 2008).

Die Identifikation und Charakterisierung neuer tategionspartner von RIBEYE soll weitere
wichtige Informationen liefern, um zu verstehene WWIBEYE und die Synaptic Ribbons in

der Synapse auf molekularer Ebene arbeiten.
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5.2. RIBEYE interagiert mit Munc119

Kannan Alpadi identifizierte im Rahmen seiner naigsenschaftlichen Doktorarbeit mit
biochemischen und molekularbiologischen Methodem®1d9 als Interaktionspartner von
RIBEYE. In Fusionsprotein-Pulldown-Analysen, Co-lmmmopraziptationsuntersuchungen
sowie mit Hilfe transfizierter COS-Zellen konnteneispezifische Interaktion zwischen der
RIBEYE(B)-Domane und Muncl19 nachgewiesen werdentetJVerwendung des YTH-
Systems (Hefe-Zwei-Hybrid-System) wurde gezeigssddie PrBR\-Homologiedoméane von
Muncl19 fur die Interaktion mit der NADH-bindendeSubdoméane von RIBEYE
verantwortlich ist. Punktmutanten von RIBEYE, derdia Fahigkeit zur NADH-Bindung
fehlte, konnten weiterhin Munc119 binden. Dies dedfarauf hin, dass die NADH-Bindung
und die Munc-Bindung an RIBEYE unabhéangige Eregmisind.

Diese Hypothese konnte in Protein-Pulldown-Analysegiter bestatigt werden, in denen
gezeigt wurde, dass die Interaktion zwischen RIBEBJEIBP und Muncll19-GST nicht
durch Zugabe physiologischer Mengen von NAhd NADH zu beeinflussen ist. Dennoch
befindet sich die Munc119-Bindungsstelle in eng&nmlicher Nachbarschaft zur NADH-
Bindungsstelle, wie die Analyse verschiedener Runkinten der NADH-Bindungsdomane
zeigte (Alpadi et al., 2008).

In der hier vorliegenden Arbeit wurde morphologisehtersucht, wo Muncl19 in der
Netzhaut und speziell in den Photorezeptorzelléalisiert ist, um so auf morphologischer
Ebene die Interaktion von Muncll9 mit RIBEYE bess@rstehen zu konnen. Mit
morphologischen Methoden sollte bestimmt werdeniMaoic119 in raumlicher Nahe zu den
Synaptic Ribbons vorliegt. Zu diesem Zweck wurde polyklonaler Antikérper gegen
Munc119 hergestellt und in der Immunfluoreszenmatestet. Es zeigte sich, dass Munc119
diffus in der prasynaptischen Terminale verteitt irklusive der Region, in der auch die
Synaptic Ribbons anwesend sind. Das Munc119-sigmédkalisiert mit dem Signal, das mit
Antikdrpern gegen die B-Domane von RIBEYE(B)/CtB&#&ektiert wurde. Das Munc119-
Signal ist allerdings nicht auf die Ribbons begtesandern befindet sich auch im Rest der
prasynaptischen Terminale. Befunde von Alpadi e{(2008) legen nahe, dass Munc119 in
dieser Lokalisation durch noch unbekannte Stimuldee Synaptic Ribbons rekrutiert werden
kann.

Die Doppelmarkierung mit Antikdrpern gegen Muncli®d CtBP1, das ebenfalls in den

Synaptic Ribbons vorhanden ist (Tom Dieck et &Q3) bestétigt weiter, dass beide Proteine
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in grol3er Menge in den Zapfen- und Stabchentermmder aul3eren plexiformen Schicht
vorhanden sind und dort co-lokalisieren. Die Mankingy von CtBP1 spiegelt das typische
hufeisenformige Anordnungsmuster von RIBEYE in dgmaptischen Ribbons wieder.
Muncl119 befindet sich ebenfalls in den Ribbonsyeapsweist jedoch ein wesentlich
diffuseres und grof3flachigeres Anordnungsmuster Big Doppelfluoreszenz mit CtBP2,
welches der B-Démane von RIBEYE entspricht, verighit ebenfalls die hufeisenformige
Lokalisation von RIBEYE in den Ribbonsynapsen und weitlaufigere Anordnung von
Munc119 in den Zapfen- und Stabchenterminalen. Bébsgt die Vermutung, dass Muncl119
eine peripher gebundene Komponente synaptischdroR#ist. GRIP (glutamate receptor-
interacting protein) markiert die Postsynapse undder Doppelfluoreszenz mit GRIP
prasentiert sich Munc119 in der Prasynapse. AudinAst ein Marker der Postsynapse, die
Doppelfluoreszenz mit Anti-Munc119 und Anti-Actimterstreicht die Schlussfolgerung, dass
Muncll9 in der Prasynapse lokalisiert ist (Befundaicht dargestellt).
Doppelimmunfluoreszenzen mit Anti-Synaptophysimeen synaptischen Vesikelprotein, das
als Marker fur Nerventerminalen dient (Navone etE86) ergaben, dass Synaptophysin die
gesamte prasynaptische Terminale markiert. In den urchgefihrten
Immunfluoreszenzmarkierungen zeigte sich, dass giofte Mengen an Muncll9 in den

prasynaptischen Terminalen der Photorezeptorzbi#énden.

5.3. Die Funktion von Munc119 fir die synaptische bertragung

Obwohl die physiologische Wichtigkeit von Munc1li® fdie synaptische Ubertragung an
Photorezeptorsynapsen gut dokumentiert wurdejgbt klar, wie Munc119 auf molekularer
Ebene in der Synapse arbeitet. Ein Schlissel zuratdfelnis dieser Funktion ist vielleicht
die Homologitat zu PrBB/ PrBPb verbindet und trennt prenylierte Proteine von Meamkn
(Zzhang et al., 2004,2007). Diese enzymatische Aktivist von grol3er Wichtigkeit fur
intrazellulare Membran- und Proteintransporte (Zhanal., 2004,2007).

In den Photorezeptorzellen spielt sich die Trarsplbe von PrBP# vorherrschend in den
Innen- und Aul3ensegmenten ab. Alpadi et al. vermudass Muncl119 ahnliche Funktionen
in den Ribbonsynapsen erflillt. Solch eine Trangpmlie scheint fur die tonisch aktiven
Ribbonsynapsen besonders wichtig zu sein, da desn intensiven Membrantransport
bendtigen, der Gber lange Zeit eine konstante Gaadigkeit aufrechterhalten kann.

Die Hypothese, dass Muncl119 ahnliche Prozesse stiiigtr wie PrBRY, nur an anderen

subzellularen Lokalisationen, wird gestitzt von detsache, dass PrBPiund Muncll9
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gemeinsame Interaktionspartner teilen. Die gemeiesalnteraktionspartner sind ARL2 und
ARL3. ARL- (ADP ribosylation like) Proteine sind B&andteil des Proteintransportsystems.
Die Interaktionen von Munc119 beziehungsweise RiBif ARL2 und ARL3 laufen jedoch
an unterschiedlichen subzellularen Lokalisationer(vean Valkenburg et al., 2001; Hanzal-
Bayer et al., 2002; Kobayashi et al., 2003).

5.4. Muncl19 ist essentiell fir den Sehvorgang

Die Auswirkungen eines mutierten humanen UNC119teeiein Patient mit Zapfen-
Stabchen-Dystrophie (CRD = cone-rod dystrophy). GRfind erbliche Netzhautdystrophien
aus der Gruppe der Pigment-Retinopathien. Sie siodarakterisiert durch
Pigmentablagerungen in der Retina. Im GegensatRetinitis Pigmentosa sind primér die
Zapfen betroffen, was sich in verminderter Sehdeh@estortem Farbsehen, Lichtscheu und
verminderter Lichtempfindlichkeit im zentralen Seldf &ufRert und schlie3lich zu Erblindung
fiilhren kann (zur Ubersicht siehe Hamel, P. C., 2@dityclopédie Orphanet).

Dieser Patient hatte eine heterozygote MutatiomRG4/Munc119-Gen (human retinal gene
4 = human UNC119). Dies fihrte zu einem abgebroeheRrotein, dem die PrB®/
homologe Domane fehlte. Diese Domane ist genawdaienit RIBEYE interagiert (Alpadi et
al., 2008).

Elektroretinogrammstudien dieses Patienten zeigestuzierte b-Wellen und normale c-
Wellen, so wie PrBBfknockout-Méause (Zhang et al., 2007). Diese redteib-Welle
korreliert zu dem Defekt in der synaptischen Ulagiing in Photorezeptorsynapsen und
deutet eine mdgliche Rolle von Munc119 in der syisapen Ubertragung an. Die Tatsache,
dass die PrBBfHomologitat entscheidend fur die Muncll19-Funktiet, unterstreicht
besonders die physiologische Wichtigkeit der RIBEMEncl119-Interaktion fir die
synaptische Signallibertragung in Photorezeptorsamp

5.5. Munc119 interagiert mit CaBP4

CaBPs (Clium binding Proteins) sind neuronale Calciumbindungsproteinehitlichkeit

zu Calmodulin. CaBP4 wird spezifisch in Photoreaeg#llen exprimiert und ist dort in den

terminalen Synapsen lokalisiert. CaBP4-Knockout-B#weigten eine dunnere &ul3ere
plexiforme Schicht als Wildtyp-Méause. AuRerdem wiesCaBP4-Knockout-Mause eine um

ein hundertfaches reduzierte Sensitivitat der Bipmdllen auf. Elektroretinogramme deuten
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auf eine Reduktion der Funktion von Zapfen- und&t&nsynapsen hin. Der Phanotyp dieser
CaBP4-Knockout-Mause ahnelt dem von Patienten mkibmpletter angeborener stationarer
Nachtblindheit (CSNB2). CaBP4 ist weiterhin assazimit der C-terminalen Untereinheit
der Cavl.4 alpha-Untereinheit und steuert die Adtisng dieser zu Hyperpolarisationen.
Dies legt nahe, dass CaBP4 wichtig fir normale giysehe Funktion ist, mdglicherweise
durch Regulation von Calciumeinfluss und Neurctnaitterfreisetzung in den
Photorezeptorsynapsen (Haeseller et al., 2004).

Haeseleer et al. entdeckten vor kurzem, dass M@n¢dich HRG4) mit CaBP4 interagiert
(Haeseleer et al., 2008). Beide co-lokalisiereden adulten Retina und werden gleichzeitig
ab dem vierten postnatalen Tag in der Retina vomudda exprimiert. Die Abhangigkeit
beider Proteine voneinander wurde in Untersuchumge@aBP4-Knockout-Mausen gezeigt.
Diese Knockout-Mause zeigten eine generelle Desisgaon der Photorezeptorterminalen
sowie eine starke Abnahme von Munc119 in den Papémtorsynapsen. Andere synaptische
Proteine wie Syntaxin3, SV2 und PSD-95 waren dagege gering reduziert. Genauer
scheint die Abwesenheit von CaBP4 ein Trigger fén &/erlust zu sein, oder sie bewirkt
einen gemeinsamen Signalweg, der in der Instabilitid dem Verlust von Muncl19
resultiert. Munc119 und CaBP4 scheinen wichtigdi@ Stabilitat der Synapsen zu sein, da
ein Fehlen eines oder beider Proteine abnorme Ast@meigungen und retinale
Degenerationen verursacht. lhre Co-Lokalisation umeraktion deuten darauf hin, dass
Muncl11l9 und CaBP4 an den gleichen Signalwegen irkdw und wichtig fur die
Aufrechterhaltung und korrekte Lokalisation besomsdder adulten und weniger der sich
entwickelnden Synapse sind. Ribbonsynapsen enthakpezifische Subtypen von
spannungsabhangigen Calciumkanélen. Haeseleer. diaben gezeigt, dass CaBP4 die
Neurotransmitterfreisetzung durch Regulation praptischer Cavl L-Typ-Calciumkanale
moduliert. In den Photorezeptorzellen ist die Naargsmitterfreisetzung linear abhangig von
dem Calciumeinstrom durch Cavl-Kandle. Diese Ablykai setzt eine groRe Nahe der
Calciumkandale zur Fusionsstelle der synaptischesikée voraus. CaBP4 reguliert diese
Neurotransmitterfreisetzung nicht nur durch Intdcak mit Cavl-Kanalen, sondern auch
durch Interaktion mit Muncll19. Die Bindung von @&B und Muncll9 ist ein
calciumsensitiver Prozess. Durch experimentelleabegvon Calciumchlorid wurde CaBP4
teilweise von Munc119 gelost. Nun kénnte man speken, dass Interaktion von Muncl119
und CaBP4 abhéangig von der Calciumkonzentration B8he mogliche Interpretation dieser
Erkenntnisse ist folgendes Szenario: Der Einstram @alcium durch den Cavl-Kanal wird

durch CaBP4 gesteuert. Nach Calciumeinstrom konsmzug Anderung der Affinitat von
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CaBP4 zu Munc119. Der CaBP4/Munc119-Komplex l6sh sind Munc119 ist frei flr seine
Rolle im Mechanismus der synaptischen Vesikelfteisgy (Haeseller et al., 2008).
Erganzend ware zu bemerken, dass Munc119 in Imniianzgestimmte Proteinkinasen (src-
Kinasen Lck und Fyn) aktiviert. Munc119 verbindath mit CD3 und CD4 und aktiviert Lck
und Fyn. Es ware mdglich, dass Muncl19 in den Répéptoren auf diese Weise einen
ahnlichen Mechanismus der synaptischen Ubertragkiiyiert. Weitere Untersuchungen
muissen sicherlich angestellt werden, um den genavrkmechanismus weiter zu

beschreiben.
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