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1. Zusammenfassung

Untersuchung des postnatalen Expressionsmusters des synaptischen
Proteins RIBEYE in der Mausretina

Die Ribbonsynapse ist eine spezialisierte chemische Synapse, die sich
besonders durch |hre schnelle, tonische Freisetzung von Neurotransmittern
auszeichnet.

In der vorliegenden Arbeit wurde sich auf die Entwicklung der synaptischen
Ribbons, als Bestandteil der Ribbonsynapse, im Bereich der OPL
(Terminalen von Stabchen- und Zapfenphotorezeptorzellen) konzentriert.
Das Synaptische Protein RIBEYE diente als Referenzprotein flur die
Lokalisation der synaptischen Ribbons. Zur Untersuchung des
Expressionsmusters von RIBEYE wurden Cryoschnitte der Retina von
M&usen in den ersten Tagen der postnatalen Entwicklung angefertigt. Die
Detektion des synaptischen Proteins RIBEYE erfolgte Uber indirekte
Immunfluoreszent mittels U2656 und Anti-CtBP2. Zur Kontrolle der
synaptischen Lokalisation dienten die Proteine Synaptophysin als
prasynaptischer Marker und NCAM mit dem Epitop HNK-I als
postsynaptischer Marker, welche ebenfalls durch Antikdrper detektiert
wurden.

Die Ergebnisse zeigten auf, dass die ersten RIBEYE-Signale am Tag der
Geburt in der Retina (skleranah) nachweisbar sind, wo sie bereits eindeutig
prasynaptisch lokalisiert sind. Mit Ausdifferenzierung der einzelnen retinalen
Schichten kommt es innerhalb der Neuroblastenschicht zu einer
kontinuierlichen Wanderung der RIBEYE-Signale vom skleranahen Bereich
nach vitread, in den Bereich, der sich spater entwickelnden OPL.

Mit Ausdifferenzierung der OPL am vierten postnatalen Entwicklungstag ist
kein weiterer Wanderungsprozess, sondern lediglich ein Reifungsprozess der
synaptischen Ribbons zu verzeichnen. l|hre letztendliche ultrastrukturelle
Form mit den an der prasynaptischen Membran angehafteten Ribbons
entwickelt die Ribbon-Synapse zwischen dem Tag P7 und P12. Eine
generelle Aggregation des synaptischen Proteins ,RIBEYE®, ist jedoch bis
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kurz vor dem Zeitpunkt der Augendffnung (bei Mausen ca. 10.-12. Tag) nicht
zu verzeichnen. Mit dem Zeitpunkt der Augendffnung ist rein morphologisch
ein deutlicher Entwicklungssprung an den synaptischen Ribbons zu
erkennen.

Auf Grund der raschen Entwicklungspriinge innerhalb einzelner Stadien und
der nachgewiesenen Assoziation zu Synaptophysin (vesikulares Marker-
protein) ist davon auszugehen, dass sich die synaptischen Ribbons in
kleineren Vorlauferkomplexen assemblieren und somit innerhalb klrzester
Zeit zu einer kompletten Baueinheit zusammenlagern kénnen.

Diese Hypothese deckt sich auch mit Beobachtungen, dass synaptische
Ribbons dynamische Ribbons Strukturen sind, die je nach Lichtintensitat
durch Abspaltung oder Anlagerung kleiner Baueinheiten verklrzt oder
verlangert werden kénnen (Grin et al., 1980).

1.1 Summary

Examination of the postnatal expression pattern of the synaptic protein
RIBEYE in the retina of mice

A Ribbon synapse is a chemical synapse that is especially featured by its fast
and tonic release of neurotransmitters.

We focused on the developement of synaptic ribbons as a component of the
ribbon synapse in the outer plexiform layer (rod cell terminal and cone cell
terminal) of the retina. To detect synaptic ribbons, we used RIBEYE as
reference protein. To examine the expression pattern of RIBEYE, cryoslides
of mice retina in the first postnatal episode were prepared.

The detection of the synaptic protein RIBEYE was made by indirect
immunolabelling with U2656 and Anti-CtBP2.
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To control the synaptic localisation, synaptophysin acts as presynaptic
marker and NCAM with its epitop HNK-I as postsynaptic marker. Both were
also detected by antibodies.

The results showed, that at the day of birth the first RIBEYE signals can be
verified in the retina (close to the sclera), located obiously presynaptic.

Within the limits of differentiation of the retinal layers, RIBEYE signals
continuously moved from an area close to the sclera towards the vitreous,
where the outer plexiform layer is going to develope.

At the fourth postnatal day, when the outer plexiform layer has developed,
there was no further movement, but rather a process of maturation of the
synaptic ribbons.Its final ultrastructural form with attached ribbons on the
presynaptic membrane, can be seen between day P7 and P12 at the ribbon
synapse. A general aggregation of RIBEYE is unverifiable until the day when
mice open their eyes (12th - 12th postnatal day). At the time when mice open
their eyes, there is a big process of developement in the ribbons morphology.

Due to the fact of rapid developmental processes in between single stages
and the proven association to synaptolysin (vesicular marker) we can figure
out that synaptic ribbons assemble to smaller precurosr complexes and form
a complete structural unit in a short period of time.

This hypothesis alines with the observation, that synaptic ribbons are
dynamic structures which extend or shrink, depending on the intensity of light
(Grin et al., 1980).



Einleitung

2. Einleitung

2.1 Die Retina

Um mit seiner Umwelt in Kontakt treten zu kdnnen ist es flr jedes
Lebewesen eine Grundvoraussetzung, die ihm zugesendeten Sinnesreize
(Informationen) wahr zu nehmen und verarbeiten zu kénnen. Unter den flnf
menschlichen Sinnen fallt hierbei dem visuellen Sinn zweifelsfrei die groBte
Bedeutung zu.

Das fir das menschliche Auge wahrnehmbare Lichtspektrum umfasst
elektromagnetische Wellen der Wellenldnge im Bereich von etwa 380 nm
(violett/blau) bis 750 nm (rot). Fallt Licht dieses Spektralbereiches in das
Auge ein, muss es zuerst alle Schichten der Netzhaut durchdringen, bevor
es in der auBersten Schicht, durch Photorezeptoren detektiert werden kann.
Insgesamt besitzt das menschliche Auge etwa 120 Millionen dammerungs-
empfindliche Stadbchenrezeptoren, welche fir das Dammerungssehen
(skotoptische Sehen), und etwa 6 Millionen Zapfenrezeptoren, welche fir
das Farbsehen (photoptische Sehen) verantwortlich sind. Entwicklungs-
geschichtlich differenziert sich die Netzhaut aus den Wanden des
Augenbechers und ist somit ein neuroektodermaler Anhang des
Diencephalons.

Die Phototransduktion wird durch die Absorption eines Lichtquanten durch
die Sehpigmente in den Aussenschichten der Photorezeptoren (Stabchen-
und Zapfenrezeptoren) vermittelt. Insgesamt differenziert man beim
Zapfenrezeptor zwischen drei Subtypen von Rezeptoren, die jeweils nur
einen Sehfarbstoff enthalten. Das jeweilige Absorptionsmaximum liegt hierbei
im blauen (420 nm), grinen (534 nm) und roten (564 nm) Spektralbereich.
Beim Stabchenrezeptor gibt es nur einen Sehfarbstoff, das Rhodopsin,
dessen Absorptionmaximum bei 498 nm befindet. Gemeinsam haben alle
Sehfarbstoffe, dass sie aus einem heptahelicalen transmembrandsen
Rezeptor (G-Protein) bestehen, an welchem jeweils ein fir einen
Sehfarbstoff spezifisches Aldehyd des Vitamin A gekoppelt ist.
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Durch das auf die Netzhaut fallende Licht wird in den Photorezeptoren eine
Enzymkaskade ausgeldst, wobei das 11-cis-Isomer des Retinals (Vitamin-A-
Aldehyd) in die aktivierte all-trans-Form umgewandelt wird. Eine darauf
folgende Kaskade biochemischer Prozess sorgt letztendlich daflr, dass ein
optischer Reiz in einen elektrischen Impuls umgewandelt wird. Dieser auch
als Phototransduktion bezeichneter Prozess ist der Grundstein fur die
spatere neuronale Signalweiterleitung von den Photorezeptoren bis ins ZNS.
Histologisch betrachtet besitzt die menschliche Netzhaut eine Gesamtbreite
von ca. 0,1-0,5 mm und ist in eine gut erkennbare auBere Schicht (retinales
Pigmentepithel) und in eine wesentlich komplexer aufgebaute innere Schicht
(neurosensorische Netzhaut) gegliedert. Der Schichtaufbau ist wie folgt
gegliedert:

2.1.1 Retinales Pigmentepithel (RPE - retinal pigment epithelium)

Das retinale Pigmentepithel bildet die &uBerste Schicht der Netzhat und
besteht aus einer einschichtigen Lage hexagonaler Zellen, die der Bruch-
membran aufsitzen. Es stellen die Grenze zwischen der Retina und der
darunter liegenden Aderhaut (Choroidea) dar. Es dient als funktioneller
Lichtfilter und ist zur Phagozytose fahig. Neben seiner erndhrenden
Funktion, sezerniert es auch Wachstumsfaktoren, welche flir den
Stoffwechsel und der Differenzierung der Netzhaut von entscheidender
Bedeutung sind.

2.1.2 Aussensegment (OS - outer segment)

In den Aussensegmenten der Photorezeptoren findet der wesentliche Teil der
retinalen Signaltransduktion statt. In ihnen wird der Sehfarbstoff gespeichert.
Die Aussensegmente stehen im Kontakt mit dem retinalen Pigmentepithel.
Uber ein modifiziertes Cilium sind die Aussensegmente mit dem Rest der
Zelle verbunden.
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2.1.3 Innensegment (IS - inner segment)

Im inneren Segment befindet sich der stoffwechselaktive Teil der
Photorezeptoren, welcher Mitochondrien und endoplasmatisches Retikulum
enthadlt. Da das Innensegment und das Aussensegment durch ein
Verbindungscilium voneinander getrennt sind, missen die hier produzierten
Proteine aktiv vom Innen- in das Aussensegment in transportiert werden.

2.1.4 AuBere Grenzmembran (ELM - external limiting membrane)

Die auBere Grenzmembran wird durch Auslaufer der Miillerschen Zellen und
Zelladhasionsverbindungen mit den Photorezeptoren gebildet. Sie ist eine
nahezu undurchlassige Membran, die nur mittels kreisférmiger Offnungen
von den Photorezeptoren durchstoBen wird.

2.1.5 AuBere Kérnerschicht (ONL - outer nuclear layer)

In der &auBeren Kornerschicht sind die Zellkérper der Photorezeptoren
enthalten. Die hier parallel nebeneinander gruppierten Somata erstrecken
ihre photosensiblen Ausléaufer in die AuBensegmente.

2.1.6 AuBere plexiforme Schicht (OPL - outer plexiform layer)

Die Axone der Stadbchen- und Zapfenrezeptoren nehmen Kontakt zu den
Bipolar- und Horizontalzellen auf. Hier beginnt die erste intraretinale
Informatonsverarbeitung. Neben Fortsatze der Mullerschen Stitzfasern, die
dieses Areal durchziehen, findet sich hier noch ein Geflecht von retinalen
Kapillaren, das an der Ubergangszone zur duBeren Kérnerschicht liegt und
ein Abkdbmmling der zentralen Netzhautarterie ist.
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2.1.7 Innere Koérnerschicht (INL - inner nuclear layer)

In der Inneren Ko&rnerschicht befinden sich die Zellkérper der Bipolar-,
Horizontal- und Amakrinzellen. AuBerdem sind hier die ZellkGrper der
Miillerschen Stutzzellen angesiedelt.

« Bipolarzellen: Leiten die im Photorezeptor entstandenen Impulse vertikal an
die Ganglienzellen weiter und verbinden somit die duBere und die innere
Synapsenschicht der Netzhaut. Dabei unterscheidet man zwei Arten von
Bipolarzellen. ON-Bipolarzellen reagieren auf einen Lichtreiz mit einer
Depolarisation. Die Nachgeschaltete Ganglienzelle wird somit als ON-
Ganglienzelle bezeichnet. OFF-Bipolarzellen reagieren dagegen mit einer
Hyperpolarisation. Die Nachfolgende Ganglienzelle wird ebenfalls als OFF-
Ganglienzelle bezeichnet. Im Normalfall handelt es sich um OFF-
Bipolarzellen, welche die Ganglienzellen daran hindern im Dunkeln
Aktionspotentiale zum Gehirn zu schicken.

« Amakrinzellen: Werden von den Bipolarzellen innerviert und modulieren
Uber laterale Verknlpfung, auf Ho6he der Synapsen zwischen Bipolar- und
Ganglienzellen, den Signalfluss von den Photorezeptoren Uber die Bipolar-
zu den Ganglienzellen. Sie sind maBgeblich an der Gestaltung der
rezeptiven Felder retinaler Ganglienzellen beteiligt.

- Horizontalzellen: Sie verbinden Uuber laterale Verschaltung mehrere
Photorezeptoren mit Ganglienzellen und fligen so der eher punktférmigen
Information der Bipolarzellen die Information der Umgebung hinzu. lhre
wesentliche Funktion wird hierbei der Lichtadaptation zugesprochen. Die
laterale Verschaltung findet sich auf H6he der Synapsen zwischen
Bipolarzelle und den Photorezeptoren.

2.1.8 Innere plexiforme Schicht (IPL - inner plexiform layer)
In dieser Schicht findet die Verbindung von den Bipolarzellen zu den
Ganglienzellen statt.
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2.1.9 Ganglienzellschicht (GCL - ganglion cell layer)
Sie enthélt die Zellkérper der Ganglienzellen, deren Axone gemeinsam in der
Nervenfaserschicht verlaufen und sich zum Nervus opticus vereinigen.

Die Diversitat an Nervenzellen mit ihren unterschiedlichen Morphologien und
Funktionen, sowie die komplexen Verschaltungen unter- bzw. miteinander
bildet die Grundlage fur die vielféltigen und hochkomplexen Leistungen der
Netzhaut (Wéssle und Boycott, 1991; Peichl, 1992; Brandstétter et al.,1998).
In der Netzhaut erfolgt somit eine Vorverarbeitung der wahrgenommenen
Lichtreize, die den Nervus opticus an die hdheren visuellen Zentren im ZNS
weitergeleitet werden.
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Abbildung 1: Radialschnitt durch eine adulte Affenretina ca. 5 mm von der Fovea centralis entfernt. In
modifizierter Form, entnommen aus , The synaptic organisation of the brain®, Sterling, P. Fourth edition,
1998.
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3. Synapsen

Der Begriff Synapse ist ein von dem Neurophysiologen Sir Charles S.
Sherrington im Jahre 1897 gepragter Begriff, der sich aus den Worten
»Syn-“ (gr.: ,zusammen®) und ,haptein® (gr.: ,ergreifen) zusammensetzt.
Synapsen sind Kontaktstellen zwischen Nervenzellen und anderen Zellen
(Muskel-, Sinnes- oder Drisenzellen) oder zwischen Nervenzellen
untereinander. Prinzipiell unterscheidet man zwei unterschiedliche Arten von
Synapsen: elektrische und chemische Synapsen.

3.1 Elektrische Synapsen

Die Aufgabe der elektrischen Synapse besteht in der schnellen Ubertragung
einfacher Signale durch direkten Membrankontakt zweier benachbarter
Zellen. Der Kontakt wird Uber so genannte gap junctions hergestellt, welche
die Intrazellularrdume unmittelbar aneinander grenzender Zellen miteinander
verbindet. Gap junctions sind Poren in der Zellmembran, die durch die
Zusammenlagerung bestimmter Transmembranproteine, sog. Connexine,
gebildet werden. Jeweils sechs Connexin-Molekile kleiden eine Pore aus
und bilden ein Connexon. Dabei kann die GréBe der einzelnen Connexine
zwischen 23 kDa und 62 kDa variieren. Entsteht in der Présynapse eine
Erregung, 6ffnen sich die Connexone. Molekule bis zu einer GréBe von
1,5 kDa, wie z.B. anorganische lonen oder auch Glyzin kénnen diesen Kanal
passieren (Kandel et al., 2000). Auf diese Weise wird ein fast verzéger-
ungsfreier Informationsfluss gewahrleistet, der in den meisten Féllen eine
sehr kurze Latenzzeit von ca. 0,1 ms hat. Die Modulation der Kanéale hangt
sowohl von der Zusammensetzung der Connexone, als auch vom pH-Wert
und der Phosphorylierung der Kanalproteine (Connexine) ab. Im Gegensatz
zur chemischen Synapse, mangelt es bei der elektrischen Synapse an einem
Verstarkungsmechanismus, so dass das prasynaptische Erregungspotential
relativ stark sein muss, um einen postsynaptisch gerichteten lonenstrom
auslésen zu kénnen.
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In der Retina findet man elektrische Synapsen in beiden plexiformen
Schichten. In der OPL sind Zapfen untereinander durch gap junctions
verbunden; in der IPL sind es Stabchenbipolarzellen mit Amakrinzellen und
auch Amakrinzellen untereinander (Wéssle und Boycott, 1991, Veruki und
Hartveit, 2002).

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

Abbildung 2: Schematische Darstellung einer elektrischen Synapse mit angeschnittenen Kanélen.
Elektrische Synapse mit Connexonen libernommen von Kandel et al. (2000).Ein Kanal wird von den
Connexonen der prd- und postsynaptischen Seite gebildet.

10
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3.2 Chemische Synapsen

Die chemische Synapse ist der am haufigsten verbreitete Synapsentyp.
Im menschlichen Organismus erfolgt die Erregungsibertragung im ZNS fast
ausschlieBlich tber chemische Synapsen.

In der Regel sind Pra- und Postsynapse asymmetrisch aufgebaut, das heif3t
die beiden Synapsenenden weisen unterschiedliche physiologische
Eigenschaften auf, woraufhin die Signalibertragung nur unidirektional
erfolgen kann.

Im Gegensatz zur elektrischen Synapse, besteht bei der chemischen
Synapse kein direkter zytoplasmatischer Kontakt zwischen Pra- und
Postsynapse, da sie durch einen sog. synaptischen Spalt (10-100 nm)
voneinander getrennt sind. Die Signallbertragung erfolgt hier indirekt tGber
die Ausschuttung von Neurotransmittern, welche in der Présynapse in
Vesikeln gespeichert sind.

Kommt eine elektrische Erregung in Form eines Aktionspotentials an der
Prasynapse an und depolarisiert diese Uber einen gewissen Schwellenwert,
6ffnen sich spannungsabhéngige Kalziumkanale und extrazellular gelegenes
Kalzium strémt ins Zytosol ein.

Durch die Konformationsanderung kalziumbindender Proteine, besonders
Synapto-tagmin, kommt es zur Fusion der Vesikel mit der prasynaptischen
Membran. Die Fusion der Vesikel mit der Plasmamembran der Préasynapse
erfolgt in chemischen Synapsen in den sog. ,Hot Spots“ ( = aktive Zone ). In
einem als Exozytose bezeichnetem Prozess wird der Vesikelinhalt in den
synaptischen Spalt abgegeben und die enthaltenen Neurotransmitter
diffundieren an ligandenabhé&ngige Rezeptoren der postsynaptischen
Membran.

Unter den postsynaptischen Rezeptoren unterscheidet man, vereinfacht
dargestellt, zwischen zwei Rezeptortypen: ionotrope und metabotrope
Rezeptoren. lonotrope Rezeptoren bestehen aus membranstandigen
Proteinuntereinheiten, die einen Kanal bilden.

11
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Durch die spezifische Bindung des Liganden oder eines Agonisten &ndert
sich durch Offnung des Kanals die Leitfahigkeit der Zellmembran, was eine
Anderung des postsynaptischen Membranpotentials nach sich zieht.

Metabotrope Rezeptoren hingegen haben keinen direkten Einfluss auf die
lonenstrdme und auf das Membranpotential.

Bei ihnen 16st die Bindung des Liganden eine Second Messenger-Kaskade
aus, die auf der intrazellularen Seite des Rezeptors stattfindet. Ob ein
Neurotransmitter letztendlich ein EPSP (exzitatorisches postsynaptisches
Potential) oder ein IPSP (inhibitorisches postsynaptisches Potential)
hervorruft, hangt vom Rezeptor an der postsynaptischen Membran ab. Durch
die Wirkung von abbauenden Enzymen im synaptischen Spalt werden die
Neurotransmitter wieder von den Rezeptoren an der Postsynapse geldst, so
dass eine Repolarisation der Membran erfolgen kann. Einige
Neurotransmitter werden von ortsstédndigen Gliazellen aufgenommen oder
direkt in die Préasynapse zurickgefuhrt (,re-uptake®).

Ein entscheidendes Merkmal von chemischen Synapsen ist, dass durch die
Ubersetzung der préasynaptischen Erregung in ein chemisches Signal die
Moglichkeit der Signalverstarkung und der Signalmodulation geboten wird.
Die Anzahl der freigesetzten Transmitter wird Uber die Anzahl der
fusionierten Vesikel moduliert. Postsynapisch kann eine weitere
Signalverstarkung durch die Kopplung des Liganden an einen metabotropen
Rezeptor auftreten, durch welchen es zur Aktivierung einer Second
Messenger-Kaskade kommit.

Die Latenzzeit einer chemischen Synapse ist aufgrund der Ubersetzung der
elektrischen Signale in chemische Signale deutlich gréBer als bei der
elektrische Synapse. Sie kann zwischen 0,3 ms und vielen Millisekunden
liegen.

12
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3.3 Chemische Synapsen der Retina

In der Retina finden sich sowohl die konventionellen chemischen Synapsen,
welche im vorhergehenden Abschnitt beschrieben sind, als auch die
Ribbonsynapse. Die Ribbonsynapse steht im Mittelpunkt der hier
vorliegenden Dissertation und wird nachfolgend genauer behandelt.

13
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4. Die Ribbonsynapse

Die Ribbonsynapse ist eine spezialisierte chemische Synapse, die sich
besonders durch |hre schnelle, tonische Freisetzung von Neurotransmittern
auszeichnet.

Anzutreffen sind sie charakteristisch im hoch spezialisiertem neuronalem
Gewebe von Wirbeltieren, besonders in retinalen Photorezeptoren und in
Bipolarzellen, an den Haarzellen der Cochlea im Innenohr, sowie in
Melatonin sezernierenden Zellen in der Epiphyse (Sjostrand and Smith,
1961; Dowling, 1987; Sterlin, 1998; Lenzi et al., 1999). Ausgenommen der
epiphysalen Ribbonsynapsen, wo die Funktion noch nicht eindeutig gekléart
ist, haben sich die Ribbons als eine essentielle Komponente des
sensorischen Systems von Wirbeltieren entwickelt. Zwar haben Spezies
Ubergreifende Studien gezeigt, dass Ribbons auch z.B. in Drosophila
vorkommen, sich diese aber sowohl in ihren morphologischen
Eigenschaften, als auch in deren Lokalisation zur aktiven Zone, von den
eigentlichen Ribbonsynapsen unterscheiden.

In der Vertebratennetzhaut sind Ribbonsynapsen in der OPL (Terminalen von
Stabchen- und Zapfenphotorezeptorzellen) und in der IPL (Terminalen von
Bipolarzellen) zu finden, wobei die Ribbons der IPL viel kleiner sind, als die in
der OPL (Dowling, 1987). Die in der OPL lokalisierten Ribbonsynapsen
gehen hier in einer schmalen Zone Verbindungen mit den Horizontal- und
Bipolarzellen ein (Sterling, 1998). In der IPL gehen sie in einer etwas
breiteren synaptischen Zone Verbindungen mit Amakrinen- und Bipolarzellen
ein (Dowling, 1987).

Charakteristisch flur die Ribbonsynapse sind die elektronenmikroskopisch
erkennbaren, meist an der prasynaptischen Membran gelegenen,
elektronendichten bandférmigen Strukturen, die synaptische Ribbons
genannt werden (Dowling, 1987; Sterling, 1998) und den Anschein
erwecken, dass Ribbons eine cytoskelettale Struktur besitzen. Dies wurde
jedoch nicht bestétigt (Sterling, 1998).

14
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Rekonstruktionen von Ultradiinnschnitten zufolge sind synaptische Ribbons
nicht einfach stabférmige Profile, sondern plattenartige, lamellenférmige
Strukturen, die sich in der Kurvatur der prasynaptischen Membran anpassen
und ihr hufeisenférmig anliegen (McCartney und Dickson, 1985; Rao-
Mirotznik et al., 1995). Die hufeisenférmige Struktur der Ribbonsynapse ist
bei v.A. adultem Gewebe in der Immunflores-zenzmikroskopie gut zu
erkennen und fuar die Ribbonsynapse sehr charakteristisch. Neuere
Untersuchungen haben gezeigt, dass die Verankerung der synaptischen
Ribbons (SR) an der prasynaptischen Membran Uber sog. ,Arciform
Densities“ (AD) realisiert wird. Die ,AD* sind dachrinnenartig geformte
Strukturen, welche eine Bogenlange von bis zu 2 um aufweisen und Uber ca.
20 nm lange, fadenférmige Proteinbricken mit den synaptischen Ribbons
verbunden sind. In den Photorezeptoren der OPL kbénnen die ,AD* den
Membranverlauf der synaptischen Ribbons Uber eine Strecke von bis zu
70 % ohne Unterbrechung folgen, wobei sie in Form einer zelleinwérts
gebogenen Rinne an der konkaven Seite der hufeisenférmigen ,SR*
anliegen. (D.B. Gustavus, 2001)

In den prasynaptischen Nervenendigungen von Photorezeptoren sind
Ribbonsynapsen senkrecht zur Plasmamembran lokalisiert (Gray und Pease,
1971; Schaeffer et al., 1982). An Stébchenphotorezeptorzellen ist fur
gewdhnlich nur ein Ribbon lokalisiert (Gray und Pease, 1971; Sterling, 1983)
und ist somit das einzige bekannte S&ugetierneuron, dessen Trans-
mitterquanten an singulérer Stelle abgegeben werden (Rao- Mirotznik et al.,
1995). Dafur ist rein von der Morphologie her, das Ribbon in den
Stabchenterminalen langer (mehr als 700 nm) als in den Zapfenterminalen
(Sparado et al., 1987). Die Rezeptorterminale von Zapfenphotorezeptoren
hingegen konnen fur gewdhnlich mehrere aktive Zonen mit jeweils einem
synaptische Ribbon beinhalten (Ahnelt et al., 1990). Beim Menschen kann so
eine Zapfenterminale sogar mehr als 20 aktive Zonen enthalten (Ahnelt et
al.,, 1990). Spezielle elektronenmikroskopische Untersuchungen haben
gezeigt, dass die Ribbonsynapse am basalen Ende im Bereich der aktiven
Zone grdBer und kapazitatsreicher sind, als herkdmmliche Synapsen
(Schaeffer et al., 1982) und dass jedes Ribbon mit von Transmittern
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beladenen synaptischen Vesikeln (Transmitter der Ribbons ist Glutamat)
umgeben ist (Behrens U. D, 1998).

Die beladenen Vesikel sind Uber dinne Filamente mit dem Ribbon
verbunden. Insgesamt befinden sich an ihrer Oberflache ca. 600 synaptische
Vesikel, wobei sich etwa 130 davon in der bereits beschriebenen
verbreiterten aktiven Zone befinden (Rao-Mirotznik et al., 1995). Desweiteren
wurde gezeigt, dass genau diese Verbindungsfilamente in Abhangigkeit ihrer
An- und Abwesenheit, die Position der synaptischen Vesikel im Verhaltnis zur
Plasmamembran und der Synapse beeinflussen.

Ribbonsynapsen sind somit keine starren, sondern dynamische Strukturen
deren Anzahl, GréBe, Lage und Form in den Terminalen einem circadianen
Rhythmus (Hell/Dunkel) unterlegen sind (Schmitz und Drenckhahn, 1993).
Man findet beispielsweise tagsiber eine wesentlich héhere Anzahl an
Ribbons in den Photorezeptorzellen (bis zu 4x so viele) als in der Nacht.
Ebenfalls hat der circadiane Rhythmus auch eine Auswirkung auf die GréBe
der Synapsen. Nachts sind Ribbos langer, als am Tage (Jastrow et al., 1997).
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4.1 Molekularer Aufbau der Ribbonsynapse

Betrachtet man die Verteilung der prasynaptischen Proteine in ihrer
Gesamtheit, stellt man fest, dass die allgemeinen Proteinbestandteile von
Ribbonsynapsen und konventionellen Synapsen, trotz zahlreicher
Unterschiede in Form und Funktion, recht dhnlich sind. (Brandstéatter et al.,
1996; von Kriegstein et al., 1999). Die einzigen feststellbaren Unterschiede
zwischen Ribbon- und konventionellen Synapsen sind, dass Ribbons
y>oyntaxin llI“ anstatt ,Syntaxin |1“ zur Fusion benutzen (Morgans et al., 1996);
L-Typ -, anstatt N-, P/Q-, oder R-Typ Kalziumkanale besitzen (Heidelberger
und Matthews, 1992; Nachman-Clewner et al., 1999) und dass Ribbons nicht
in allen Spezien das Protein ,Rabphilin“ und ,Synapsin |I“ enthalten (Mandell
et al, 1990; von Kriegstein et al., 1990). All diese Unterschiede bewiesen sich
funktionell jedoch als bedeutungslos. Durch Studien mit ,Knock-out Mausen*
konnte weder eine phanotypische Veranderung bei der Abwesenheit von
»Rabphilin® in konventionellen Synapsen (Schliter et al., 1999), noch eine
Anderung der synaptischen Ubertragung beim Fehlen von ,Synapsin |* in
Photorezeptorsynapsen gezeigt werden (Geppert et al., 1994).

Im Jahre 2000 gelang es Prof. F. Schmitz und seiner Arbeitsgruppe das
Protein RIBEYE (RIB fir synaptische Ribbons und EYE fir Auge als
Ursprungsgewebe) als Hauptbestandteil der Ribbonsynapsen zu
identifizieren. RIBEYE ist ein ca. 984 - 988 Basenpaar (BP) langes und ca.
120 kDa grosses Protein, dessen Aminosaureanalyse von Rindern,
Menschen und Ratten ein aus zwei unterschiedlichen Doménen
bestehendes Protein ergab: Eine ca. 565 BP lange, Serin und Prolin reiche,
N-terminale A-Doméne und eine aus ca. 420 BP bestehende, C-terminale
B-Domaéane. Die anféngliche Theorie, dass Ribbons primdr membrandser
Struktur sind wurde dadurch verworfen (Schmitz et al., 2000).

17



Einleitung

Nachforschungen in Protein-Datenbanken zeigten, dass die A-Doméne nicht
homolog zu einem in der Datenbank verzeichneten Proteine war. Die
Struktur der B-Domane hingegen war nahezu identisch mit CtBP2, welches
zusammen mit CtBP1 eine Familie von Transkriptionsrepressoren ausmacht
(Schaeper et al., 1995; Katsanis and Fisher, 1998; Poortinga et al., 1998;
Turner and Crossley, 1998; Zhang and Levine, 1990). Der Name ,CtBP“ setzt
sich zusammen aus: C-terminal binding protein for the adenovirus E1A-
protein. CtBP2 ist dabei lediglich eine Klonstruktur von CtBP1 und funktionell
homolog zu ihr.

Bis auf die letzten 20 N-terminalen Aminosauren enthalt die B-Domane die
komplette Sequenz von CtBP2 . Genomanalysen von RIBEYE brachten
letztendlich hervor, dass beide Domanen vom selben Gen transkribiert
werden, RIBEYE somit ein Fusionsprotein ist und dass CtBP2 préexistent ist.
(Clone RP11-114N8; Gen-Bank accession number AC013533). Durch flnf
weitere beweisflihrende Linien konnte bestatigt werden, dass die Fusion der
Ribbon spezifischen A-Domane mit der als Transkriptionsfaktor bekannten
B-Doméne kein Klonierungsartefakt darstellt, sondern dass dies eine
evolutionare neue Komponente der synaptischen Ribbons ist. Die A-Doméne
hat vermutlich die Fahigkeit, Aggregate zu formen und fur die Ausbildung
stabiler Ribbonstrukturen zu sorgen, wédhrend die B-Doméne auf der
Oberflache der Ribbons prasentiert wird. Da der B-Domane noch eine
enzymatische Aktivitdit der NAD+ abhangigen 2-Hydroxysaure Dehydro-
genase nachgewiesen werden konnte, kann gemutmaBt werden, dass diese
Untereinheit als Enzym in der synaptischen Vesikelvorbereitung und als
transkriptionaler Repressor eine wichtige Rolle spielt (Schmitz et al., 2000).
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Immunhistochemische Untersuchungen zur Lokalisation der A- und
B-Doméane erbrachten sowohl auf mRNA-, als auch auf Proteinebene das
Resultat, dass die A-Doméane nur in der Retina, die B-Doméane jedoch
ubiquitar (Retina, Herz, Leber, Gehirn, Niere, Lunge und Milz) nachweisbar
war. Die gegen die B-Doméne eingesetzten Antikdrper detektierten, neben
ihrem eigentlichen Antigen, ein zusétzliches ca. 50 kDa grosses Protein,
welches dem CtBP2 entspricht (Schmitz et al., 2000).

Letztendlich stellte sich jedoch durch Doppel-Immunhistochemie Farbungen
mit boviner Retina heraus, dass RIBEYE mit seinen beiden Untereinheiten
eine spezifische Komponente der synaptischen Ribbons darstellt. Die A- und
die B-Doméne konnten wie erwartet, sowohl in der IPL, als auch in der OPL
mit ihrem fur synaptische Ribbons charakteristischen, diskret gepunktetem
Muster nachgewiesen werden (Schmitz et al., 1996; Wang et al., 1997).
Doppelimmunfarbungen mit Antikérpern gegen Synaptophysin, ein
synaptischer Vesikelmarker und somit spezifisch fir synaptische Endigungen
(Navone et al., 1986) und Antikdrper gegen RIBEYE stimmten damit Gberein,
dass zum einen die OPL mit préasynaptischen Endigungen voll ist (Geppert et
al., 1994) und zeigten zum andern, dass alle RIBEYE-Punkte (Signale) in
Synaptophysion positiven Endigungen lokalisiert warn (Schmitz et al., 2000).
Das Protein RIBEYE ist nicht nur das Hauptprotein der synaptischen
Ribbons, sondern ist auch einzigartig fir die Ribbonsynapse, da es in
konventionellen Synapsen nicht nachgewiesen werden konnte (Schmitz et
al., 2000; Wan et al., 2005).

Trotz all der oben genannten Fakten ist nicht davon aus zu gehen, dass das
Protein RIBEYE eine generelle synaptische Komponente ist. Weder
Immunhistochemische Blots auf Protein-, als auch auf mRNA Ebene von
Hirngewebe konnten einen Beweis fur die generelle Anwesenheit im
Synapsengewebe erbringen. Lediglich bei Immunfarbungen mit Gewebe der
Pinealisdrise und in Haarzellen der Cochlea konnte in prasynaptischen
Strukturen ein starkes positives Farbesignal fur RIBEYE erbracht werden
(Smith and Sjéstrand, 1961; Hopus ans Arstila, 1964; Jastrow et al., 1997;
Lenzi et al., 1999).
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4.2 Physioloische Eigenschaften der Ribbonsynapse

Nach physiologischen Gesichtspunkten betrachtet nimmt die Ribbonsynapse
eine besondere Stellung in der neuronalen Signalibertragung ein.
Immunhistochemischer Studien zu Folge ahnelt der Aufbau der
Ribbonsynapse sehr dem von konventionellen Synapsen (Brandstatter et al.,
1996; von Kriegstein et al.,, 1999). Die synaptischen Vesikel scheinen vom
selben Protein gebildet zu werden und der Mechanismus der Kalzium
getriggerten Exozytose der synaptischen Vesikel unterliegt ebenfalls
demselben, wie bei konventionellen Synapsen (Morgans et al., 1996;
Nachman-Clewner et al.,, 1999). Die Ribbons selbst scheinen sich
wahrscheinlich nicht aus den bekannten Bestandteilen konventioneller
Synapsen entwickelt zu haben (Schmitz et al., 2000). Die Menge der
freigesetzten Vesikel ist somit vom Grad der Depolarisierung der
Photorezeptoren bzw. Bipolarzellen und dem damit verbundenen
Kalziumeinstrom in die préasynaptische Membran abhéngig (De Vries und
Bayor, 1993).

In elektrophysiologischen Untersuchungen konnte jedoch gezeigt werden,
dass Ribbonsynapsen, im Gegensatz zur phasischen Aktivitat
konventioneller chemischer Synapsen, zur permanenten, tonischen Glutamat
Transmitter-freisetzung in der Lage sind (DeVries und Baylor, 1993). Diese
tonische Freisetzung von Vesikel erlaubt der Ribbonsynapse einen
kontinuierlichen Fluss von Informationen und kann Uber ein weites Spektrum
sehr fein moduliert werden (Dowling, 1987).

Eine weitere Besonderheit dieser speziellen Synapsen ist die hohe Rate der
Vesikelfreisetzung und deren ausgepragte Fahigkeit der Modulation. Bei
moderatem Kalziumspiegel wird eine Freisetzung von ca. 50 Vesikeln/sec
induziert. Bei maximaler Kalzium Konzentration sind Ribbons jedoch in der
Lage bis zu 500 Vesikel/sec freizusetzen (Rieke und Schwarz, 1996; von
Gersdorff et al., 1996).
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Im Vergleich zur maximalen Exozytose von bis zu 20 Vesikel/sec, wozu
konventionelle hippocampale Synapsen in der Lage sind, ist dies eine
bemerkenswerte Leistung (Stevens und Tsujimoto, 1995).

Ribbonsynapsen retinaler Bipolarzellen sind durch eine kompensatorische
Endozytose in der Lage, innerhalb von 1-2 sec. nach Exozytose eine
komplette Wiederherstellung der Membranoberflache wieder durchzufihren
(von Gersdorff et al.,, 1996). Diese besondere physiologische Eigenschaft
schreibt man den Ribbons zu. Durch ihren kanuldren Aufbau stellen sie ein
Lforderbandartiges® Transportvehikel dar, welche die mit Transmittern
beladenen Vesikel binden und einen kontinuierlichen und v.A. schnellen
Transport zwischen dem Zytoplasma und der aktiven Zone der synaptischen
Membran gewéhrleisten (Gray und Pease, 1971). Neuere Untersuchungen
lassen jedoch vermuten, dass es sich bei den exozytierten Vesikeln um drei
verschiedene Populationen handelt.

Die erste Population bezeichnet man als ,,Rapidly Releasable Pool“ (RRP).
Sie befindet sich direkt an der aktiven Zone und ist somit zur sofortigen
Exozytose bereit. Zur Freisetzung dieser Population bedarf es nur eines
geringen Kalziumeinstroms. Die zweite Population ist von der aktiven Zone
weiter entfernt. Sie dient als Vesikelnachschub fir die erste Population und
werden als ,Reserve Pool“ (RP) bezeichnet. Hierflr ist eine weitaus héhere
Konzentration an Kalziumionen erforderlich. Die dritte Population besteht aus
der Gesamtheit der Vesikel im Photorezeptor-Terminal und dient als
Reservoir der zweiten Population (von Gersdorff et al, 1996).
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Abbildung 3: Funktionsmodell synaptischer Ribbons mit RIBEYE als wesentliche Proteinkomponente
in prédsynaptischen Nervenendigungen (nach Schmitz et al., 2000);
SV = synaptische Vesikel

Mit diesen speziellen physiologischen Eigenschaften kdénnen Ribbon-
synapsen die visuellen und akustischen Signale mit einem Grad der
Diskrimination zur Verfigung stellen, der vor allem fir den optischen und
auch den akustischen Sinn einmalig ist. Hierdurch bekommt die
Ribbonsynapse die héchste Wichtigkeit fur eine normale cerebrale Funktion.
Sie versetzt diese hoch entwickelten Sinnesorgane in die Lage eine nicht nur
schnelle, sondern auch effektive und auch kapazitatsreiche Erregungs-
Ubertragung zu erméglichen (von Gersdorff et al., 1996).
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5. Markerproteine aus der immunhistochemischen
Untersuchung

5.1 Synaptophysin

Synaptophysin ist ein ca. 38 kDa schweres, aus vier transmembranen
Doménen bestehendes integrales Glykoprotein, welches hoch spezifisch flr
synaptische Vesikel ist.

Man findet es in so gut wie allen neuroendokrinen Zellen vor, an denen eine
synaptische Ubertragung stattfindet. Vorzugsweise natirlich im Gehirn,
Ruckenmark und in der Retina.

In den Synapsen selber geht Synaptophysin zusammen mit Synaptobrevin
einen Komplex ein, welcher in der Lage ist die synaptische Aktivitat zu
moduliert. Zum einen wird die Interaktion dieser beiden Proteine wéhrend der
neuronalen Entwicklung hochreguliert (Becher et al.,1999) und zum anderen
nimmt der Synaptophysin- / Synaptobrevin-Komplex unter der Bedingung
einer lange anhaltenden synaptischen Uberaktivitdt zu, was bereits im
Kindlingmodell der Ratte gezeigt wurde (Hinz et al. Eur. J. Cell Biol. 80,
615-619, 2001). Trotz der bereits erhaltenen Erkenntnisse ist die genaue
Funktion dieses Proteins bis heute noch unbekannt. In Tierversuchen mit
inaktiviertem Synaptophysin-Gen konnte kein Unterschied zu einer normalen
synaptischen Ubertragung herausgearbeitet werden (Wikipedia.com;
synaptophysin).

Aufgrund der oben genannten physiologischen Eigenschaften ist
Synaptophysin ein hoch spezifisches Protein flir synaptische Vesikel /
Vesikeltransport, weshalb es in der hier vorliegenden Forschungsarbeit als
Referenzprotein fir die Lokalisation von synaptischen Vesikeln verwendet
wurde. Bereits in vorangegangenen Studien (Kriegstein et Schmitz, 2003)
hat sich Synaptophysin als ein nitzlicher und zuverlassiger Marker flr die
Synaptogenese erwiesen.

23



Einleitung

5.2 NCAM

Der Begriff NCAM leitet sich aus dem Englischen ab und beschreibt eine
Gruppe von Proteinen, die die sog. Zell-Zell-Adhasion im tierischen Gewebe
vermitteln (engl. nerve-cell-adhesion molecule). Hierbei handelt es sich um
integrale Membranproteine, welche uber die Zelloberflache exprimiert
werden und deren grundlegende Funktion es ist den Zusammenhalt von
Gewebe zu ermdglichen und die Kommunikation der Zellen untereinander zu
gewahrleisten. Neuronale Zellerkennungsmolekile werden aufgrund
molekularstruktureller Merkmale in vier Hauptfamilien eingeteilt: Cadherine,
Integrine, extrazelluldre Matrixmolekulle und Immunglobulin-(Ig-)Superfamilie,
zu welcher die NCAMs gehoéren. Die Molekile der NCAM-Familie bestehen
aus einer extrazelluldaren Doméne, die finf Ig-Doméanen enthélt und entweder
uber Phosphatidylinositol in der Zellmembran verankert oder Uber eine
Transmembrandoméne mit ihr verbunden ist (Cunningham et al., 1987).

Die Art der Befestigung an der Zellmembran und die Lange der
intrazellularen Doméane sind strukturelle Faktoren und haben einen
entscheidenden Einfluss auf die Funktionsweise dieser Moleklle
(Ubersichtsartikel: Fields & ltoh, 1996). Durch alternative SpleiBvorgénge
entstehen die drei Hauptformen NCAM-120, NCAM-140 und NCAM-180
(Cunningham et al., 1987), wobei durch seltenere SpleiBvorgéange in der
intrazellularen Domane wiederum weitere 18 Isoformen entstehen kdnnen
(Santoni et al., 1987), welche sich in der Art der Membranassoziation sowie
im Vorhandensein von bestimmten extrazellular Mikroexons unterscheiden
(Goodman, 1996).

NCAM stellt ein typisches Beispiel flr ein neuronales Erkennungsmolekiil
dar, da es sowohl im sich entwickelnden, als auch im ausgereiften
Nervensystem stark exprimiert wird. Aufgrund seiner ausgeprégten
Exprimierung und der ebenfalls hohen Spezifitat fur neuronales Gewebe,
eignet sich NCAM hervorragend far Lokalsationsstudien mittels
Immunfloreszenz im sich noch entwickelnden Nervengewebe.
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Die Detektion der NCAM Molekile in der hier vorliegenden Arbeit erfolgte
tber HNK-1, welches ein Kohlenhydratepitop von NCAM ist (Horstkorte R.,
1993).

5.3 CtBP2

Die Bezeichnung ,CtBP“ leitet sich aus dem Englischen ab und steht fir:
C-terminal binding protein for the adenovirus E1A-protei. Sie beschreibt eine
Familie von Transkriptionsrepressoren (Schaeper et al., 1995; Katsanis and
Fisher, 1998; Poortinga et al., 1998; Turner and Crossley, 1998), deren
Genort bei Mausen auf Chromosom 7 und bei Menschen auf Chromosim 10
liegt. Das Genprodukt liefert zwei Proteine. Zum einen CtBP1, welches ein
Transkriptionsrepressor darstellt und zum anderen das ca. 49 kDa schwere
Protein CtBP2, eine vollstindige Komponente des von mir untersuchten
Proteins, RIBEYE. Analysen von Gendatenbanken haben gezeigt, dass
CtBP2 eine Klonstruktur mit 72%iger Ahnlichkeit zu CtBP1 ist und bis auf die
letzten 20 N-terminalen Aminosauren in der kompletten Sequenz der B-
Domane von RIBEYE enthalten ist.

Wegen seiner Integritat in der B-Doméane von RIBEYE und somit seiner
Koexistenz in der Ribbonsynapse, stellt CtBP2 ein ausgezeichnetes Epitop
fir kontrollfGhrende Immunfluoreszenzen dar. Es bietet sich somit die
Moglichkeit die Entwicklung der Ribbonsynapse und des synaptischen
Proteins RIBEYE mittels zwei unterschiedlicher AntikOrper zu dokumentieren.
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6. Zielstellung dieser Arbeit

Umfangreiche lichtmikroskopische und elektronenmikroskopische Studien
dokumentierten bereits die Entwicklung von retinalen Ribbons und
konventionellen Synapsen in der Mauseretina (Olney 1968; Griin 1980).

In einer Forschungsarbeit Uber die Expression von synaptischen
Membranproteinen an Ribbonsynapsen in der Mauseretina (K. Kriegstein et
F. Schmitz, 2003) konnte man bereits erkennen, dass die Bildung der
Ribbonsynapse ein mehrschrittiger Prozess ist und dass die synaptischen
Membranproteine zwar nicht zur selben Zeit exprimiert werden, diese aber in
einem Zeitfenster zwischen dem vieten und flinften Tag nach der Geburt (P4
und P5) an den Ribbonsynapsen in Erscheinung treten. Dies geschah
zeitgleich mit der Formierung der OPL, welche sich aus der oNBL (&duBere
neuroblastenschicht) entwickelte. Ein genauer Fokus auf die Expression von
-,RIBEYE" selber wurde dabei jedoch nicht gelegt.

In der hier vorliegenden Forschungsarbeit habe ich das synaptische Protein
-,RIBEYE® als Referenzprotein fur die Lokalisation der synaptischen Ribbons
durch immunhistochemische Farbungen gewahlt.

Im Gegensatz zu anderen Studien, in denen nur einzelne Stadien der
retinalen Entwicklung von synaptischen Ribbons beleuchtet wurden,
konzentriert sich diese Studie auf eine kontinuierliche Entwicklungsanalyse
vom Tag der Geburt (P0O) bis zur letztendlichen Ausreifung der Retina. Durch
den Einsatz von Doppelimmunfluoreszenzen soll ein genauer Bezug der
synaptischen Ribbons zur Pré- und Postsynapse, sowohl zum Beginn der
Synaptogenese, als auch bei deren Fertigstellung hergestellt werden.
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Zu diesem Zweck wurde eine Versuchsreihe mittels Kryoschnitten an
Mauseretina durchgefuhrt. Es soll untersucht werden, ob das synaptische
Protein ,RIBEYE" bereits ab dem Tag der Geburt exprimiert wird und ob ein
kontinuierlicher Wachstumsverlauf zu verzeichnen ist.

Der besondere Fokus liegt dabei auf den Ribbonsynapsen in der OPL, da
diese zum einen gréBer sind und zum anderen in héherer Dichte vorhanden
sind als in der IPL.
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7. Material und Methoden

7.1 Untersuchungsmaterial und Versuchstiere

Far die Untersuchung der postnatalen Entwicklung der Ribbonsynapsen in
der Retina wurden Mause des Auszuchtstammes Black-6-N verwendet. Da
die zu untersuchenden Rezeptorproteine in Vorarbeiten bereits bei beiden
Geschlechtern ubiquitar in der Netzhaut nachgewiesen wurden, ist dieser
Punkt in dieser Studie nicht weiter berticksichtigt worden. Folgende Alters-
und Entwicklungsstadien wurden dabei unterschieden.

Stadienbezeichnung Entwicklungsstadium
PO Tag der Geburt
P 01 1. postnataler Tag
P 02 2. postnataler Tag
P 03 3. postnataler Tag
P 04 4. postnataler Tag
P 05 5. postnataler Tag
P 06 6. postnataler Tag
P 07 7. postnataler Tag
P 08 8. postnataler Tag
P 09 9. postnataler Tag
P10 10. postnataler Tag
P13 13. postnataler Tag
P17 17. postnataler Tag

Adult > 3 Wochen

Tabelle 1: Auflistung der untersuchten Entwicklungsstadien
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Die Tiere wurden aus dem Medizinisch- Experimentellen- Zentrum der
Universitdt des Saarlandes bezogen und in das Anatomische Institut
(Abteilung Neuroanatomie) der Universitdt des Saarlandes gebracht. Die
Tiere wurden immer in einem konstanten 12 Stunden hell / 12 Stunden
dunkel Zyklus gehalten und am Morgen (ca. 10.00 Uhr) prapariert. Die
hochtrachtigen Mause wurden morgens und abends kontrolliert. Im Falle der
erfolgten Geburt, wurde der Wurf bis zum néchsten Tag bei der Mutter
belassen und dann als Stadium P1 prapariert. Die Tierhaltung erfolgte
entsprechend der gesetzlichen Bestimmungen.

7.2 Materialliste

Produkt Hersteller
Acrylamid Roth
APS (Ammoniumpersulfat) Roth
Anti-CtBP2 SIGMA-ALDRICH
Anti-HNK-1 SIGMA-ALDRICH
Anti-Synaptophysin SIGMA-ALDRICH
Axiovert 200 M (Fluoreszenzmikroskop) Zeiss
AxioCam MRm (Fluoreszenzkamera) Zeiss
B-Mercaptoethanol Roth
Biofuge fresco (Kihlzentrifuge) Heraeus
Blot Papier GE healthcare
Bromphenolblau Roth
Chemiedoc XRS system Bio-Rad
Chicken Alexxa 488 Molecular Probes
Deckglaser (diverse GréBen) Roth
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Produkt Hersteller
Dosierpipette Eppendorf
ECL-1 (Chemielumineszenzlésung) Amersham
ECL-2 (Chemielumineszenzlésung) Amersham
Filter Sterilisation (Wasser) Millipore
GAR-Cy 3 ZYMED Laboratories
GAR-Cy 2 Millipore
GAM Pox SIGMA-ALDRICH
GAR Pox SIGMA-ALDRICH
Glycerol Roth
Isopropanol Roth
Kryostat Leica
Kihlkammer Heraeus
Luminol Roth
Magermilchpulver Roth
Magnetrihrer Neolab
Objektrihrer Roth
pH-Meter Inolab

Polyacrylamid Gel System

GE healthcare

Ponceau-S

Roth

Polypropylen GefaBe (untersch. GréBen)

Greiner bio-one

Power pack fiir Gel System

GE healthcare

Prazisionswage

Sartorius

PVDF Membran

GE healthcare

Schuttelaparat

Behr

SDS (Sodiumdodecylsulfat)

Roth
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Produkt Hersteller
TEMED (N,N,N‘,N*- Merck
Tetramethylethylendiamin)
Thermomixer Eppendorf

TRIS (Trizma base)

SIGMA-ALDRICH

Trichloressigsaure (Pulver) Roth
TSL-4000 Schmitz et. al
U2656 SIGMA-ALDRICH
Vortex VWR International

Western Blot Transfer Apparat

Hoefer scientific instrument

Tabelle 2: Verwendete Materialien

7.3 Puffer und L6sungen

Bezeichnung

Inhalt

PBS (Phosphate-Buffered-Saline)

40,0 g NaCl
1,0 g KCI
7,2 g Na2HPO4
1,2 g KH2PO4
Mit destilliertem Wasser auf 1 Liter
auffillen

Transfer-Puffer Western-Blot

15,125 g Tris
72,05 g Glycin
1000 ml Methanol
Mit destilliertem Wasser auf 5 Liter
auffillen

SDS-Elektrophorese Puffer

3,03 g Tris
14,4 g Glycin
1,0 g SDS
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Bezeichnung Inhalt
SDS Probenpuffer 1,6 g SDS
4 ml B-Mercaptoethanol
2 ml Glycerol

2ml 1M Tris, pH 7,0
4 mg Bromphenolblau
2 ml destilliertes Wasser

Ponceau S Farbelésung

0,5 g Ponceau S
3 g Trichloressigséure
In 100 ml destilliertem Wasser I6sen

Tabelle 3: Verwendete Puffer und Lésungen
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8. Immunfluoreszenz

8.1 Aligemeine Bemerkungen zur Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz stellt einen Seitenzweig der Immunhistochemie dar
und ist eine sehr elegante Methode, durch die Proteine mit Hilfe von
spezifischen Antikérpern sichtbar gemacht werden kénnen. Damit kann z.B.
bestimmt werden, in welchem Gewebe das Protein vorhanden ist und auch
in welchem Kompartiment der Zelle es lokalisiert ist.

Der Nachweis beruht auf der Affinitdt von Antikérpern zu einer gewissen
Gewebseigenschaft (Epitop) als Antigen-Antikérper-Reaktion. Im Idealfall
kommt es zu einer spezifischen und starken Bindung zwischen Antikorper
und Epitop. Um den Antikérper im spéateren Préparat sichtbar zu machen ist
er mit einem Detektionssystem (Enzym oder fluoreszierende Farbstoffe)
gekoppelt. Der Antikdrper, der gegen das zu findende Epitop gerichtet ist,
wird als Priméarantikdrper bezeichnet und sollte sich durch hohe Spezifitat
und Affinitdt auszeichnen um Kreuzreaktionen mit ahnlichen Epitopen zu
vermeiden.

Der Nachweis von Antigenen kann auf direktem oder auf indirektem Wege
erfolgten.

8.2 Direkte Immunfluoreszenz

Bei der direkten Immunfluoreszenz bindet ein antigen-spezifischer Antikérper
(Primarantikérper) an das entsprechende Antigen und markiert es. Nicht
gebundene Antikorper lassen sich wieder auswaschen.
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8.3 Indirekte Immunfluoreszenz

Im Gegensatz zur direkten Methode zeichnet sich die indirekte
Immunfluoreszenz dadurch aus, dass das Markermolekll nicht an den
Priméarantikérper (1. AK), sondern an einen gegen den Primarantikérper
gerichteten spezifischen Sekundérantikérper (2. AK) gebunden ist. Dieser
identifiziert den ,,Antigen-Primarantikérper-Komplex*.

Bei der Negativprobe wird der Primarantikrper weggelassen und das zu
untersuchende Gewebe nur mit dem Sekundéarantikdrper inkubiert. Somit
kann untersucht werden, ob der Fluoreszenz markierte Sekundarantikérper
unspezifisch im Préaparat bindet.

Aufgrund der mit der Kopplung des Markermolekuls an den Priméarantikdrper
héufig einhergehende Beeintrachtigung der Funktion des Antikérpers, wird
die indirekte Immunfluoreszenz der direkten Immunfluoreszenz vorgezogen.
Desweiteren ist die indirekte Immunfluoreszenz um ein Vielfaches
empfindlicher als die direkte Methode, da mehrere markierte Sekundér-
antikérper an einen Primérantikérper binden kénnen und es somit zu einer
Signalverstarkung kommt.

A B
<— Markermolekiil
<— Markermolekiil <+— Sckundédrantikérper
<— Primirantikdrper - Primidrantikérper
<— Antigen <— Antigen

Abbildung 4: Schematische Darstellung der direkten und der indirekten Inmunfluoreszenz
Bild A: Direkte Immunfluoreszenz. Der markierte PrimédrantikGrper bindet direkt an das Antigen.

Bild B: Der Primérantikérper bindet an das Antigen. Der markierte Sekundérantikdrper, bindet an den
Primérantikérper.

34



Material und Methoden

8.4 Durchfuhrung der Immunfloreszenz

Zur Darstellung des synaptischen Proteins RIBEYE in der Mauseretina
wurden die angefertigten Kryoschnitte, immunhistochemisch eingefarbt.
Dazu wurden die in der Tabelle 2 aufgefuhrten Primé&rantikbrper und in der
Tabelle 3 aufgefihrten Sekundarantikérper in den entsprechenden
Verdiinnungen verwendet. Als Verdinnungsmedium diente 1%ige PBS
Lésung.

Alle zu verarbeitenden Schnitte des jeweiligen Stadiums wurden parallel
verarbeitet, um die Farbebedingungen méglichst konstant zu halten.
Far die Negativkontrolle wurde anstatt des Primarantikérpers die selbe
Menge an PBS verwendet. Alle folgenden Schritte blieben identisch.
Bei der Mehrfachdetektion wurde darauf geachtet werden, dass die
Sekundarantikérper gegen eine andere Spezies praadsorbiert sind. Die Cy2-
und Cy3-markierten Fluorochrome sind neben den Alexa 488 Fluorochromen
am stabilsten und wurden aus diesem Grund bevorzugt verwendet.

Verwendete Primarantikorper

Antigen Antikorper Optimale Tierart Hersteller
Verdiinnung
Ribeye U2656 1/500 Kaninchen SIGMA-
(monoklonal) ALDRICH
Synaptophysin | Anti- 1/250 Maus SIGMA-
Synaptophysin (monoklonal) ALDRICH
HNK-1 Anti-HNK-1 1/250 Maus SIGMA-

(monoklonal) ALDRICH

CtbP2 Anti-CtbP2 1/250 Maus SIGMA-
(monoklonal) ALDRICH

Tabelle 4: Schematische Darstellung der verwendeten Primé&rantikdrper.
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Verwendete Sekundérantikorper

Antigen Antikdrper Optimale Tierart Hersteller
Verdiinnung
Kaninchen Ig‘'s | GAR-Cy3 1/1000 Ziege ZYMED
Laboratories
Maus Ig‘s Chicken Alexxa | 1/1000 Huhnchen Molecular
488 Probes
Maus Ig‘s GAM-Cy2 1/1000 Ziege Millipore

Tabelle 5: Schematische Darstellung der verwendeten Sekunddrantikérper.

8.4.3 Durchfluhrung der Einzel-immunfuoreszenz

Vor der immunhistochemischen Verarbeitung wurde eine zweite
Hitzefixierung der Kryoschnitte far 20 Minuten bei 45 °C durchgefihrt. Nach
Abkuhlen der Objekttrager wurde der Priméarantikdérper mit einer Eppendorf
Pipette, in einem Volumen von 50ul pro Schnitt, auf den Objekttrager
aufpipettiert und bei 4°C Uber Nacht in einer feuchten Kammer inkubiert. Die
feuchte Kammer wurde ausreichend mit destilliertem Wasser benetzt, um
eine Austrocknung der Schnitte zu verhindern.

Nach erfolgreicher Inkubation wurden die Schnitte 3x fir je 5 Minuten in PBS
gewaschen um die nicht gebundenen Priméarantikérper zu entfernen. Da es
beim Waschen in einer Waschwanne héaufig zur Ablésung der Kryoschnitte
von den jeweiligen Objekttragern kam, wurden die Waschschritte per Hand
durchgefahrt. Hierfur wurden pro Waschgang jeweils 1,5 ml PBS auf die
Objekttrager auf- und spater wieder abpipettiert.
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Nach dem ersten Waschgang wurde die Objekttrager trocken getupft und mit
jeweils 50ul des Sekundarantikdérper pro Schnitt fir 1,5 Stunden, in einer
feuchten Kammer, bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Entfernung der
ungebundenen Sekundarantikdrper und um das Hintergrundsignal mdglichst
gering zu halten, wurde die Waschzeit in PBS im zweiten Waschschritt auf
3 X 7 min erhoht.

Um das frihzeitige Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffes zu vermeiden,
wurden auf die Schnitte jeweils 20 pl NPG gegeben und mit einem Deckglas
eingedeckelt worden. Zur Stabilisierung ist das Deckglas am Rand mit
schnelltrocknendem Nagellack fixiert worden. Die so hergestellten Praparate
wurden bis zur mikroskopischen Untersuchung und digitalen Dokumentation
bei 4 °C im Kihlraum, in einer Praparatmappe, aufbewahrt.

8.4.4 Durchfuhrung der Doppel-Immunfluoreszenz

Um die Kolokalisationen jeweils zweier Proteine innerhalb der sich
entwickelnden Retina darstellen zu kbénnen, wurden Doppel-Immun-
fluoreszenzen durchgefihrt.

Alle weiteren Schritte entsprechen denen der beschriebenen Ablaufe fur die
Einfachfluoreszenz mit indirekter Immunfluoreszenz.
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8.5 Auswertung der Immunfluoreszenz

Zur Analyse der Proteinverteilung in den fluoreszierenden Prparaten
wurden Aufnahmen mit einer an das Fluoreszenzmikroskop ange-
schlossenen Kamera (AxioCam MRm) angefertigt. Die Aufnahme und
Digitalisierung der Fluoreszenzbilder wurden mit dem Programm , AxioVision*
im ,,.zvi“ Format aufgenommen.

38



Material und Methoden

9. Western-Blot Untersuchung

9.1 Préparation der Retina

Die Tiere wurden mittels Athernarkose betéubt und bei Eintritt vollstéandiger
Areflexie mit einem Scherenschnitt decapitiert. Sodann wurden zigig und bei
gréBter Vorsicht die Bulbi von frontal aus der Augenhdhle in toto enukleiert.
Unter dem Lichtmikroskop folgte eine Stichinzision in die Cornea, um den
gallertartigen Glaskdrper vorsichtig zu entfernen und um die Retina méglichst
in einem Stlck zu entnehmen. Die beschriebene Praparation erfolgte unter
dem Lichtmikroskop, in einer mit 1%igen PBS gefiillten Petrischale.

9.2 Probenvorbereitung

Direkt nach Praparation der Netzhaute aus den Stadien P 01, P 02 und adult
wurden die Netzhdute eines jeden Stadiums mit 30 ul SDS-Puffer versehen
und in 1,5-ml-ReaktionsgefaBen fir 15 Minuten bei 96 °C und 800 U/min im
Thermoschdttler hitzedenaturiert.

Von dem verwendetetn TSL 4000 wurden 30pl Proteinlésung mit 10pl SDS-
Puffer versehen und ebenfalls in 1,5-ml-ReaktionsgefaBen fir 15 Minuten bei
96°C und 800 U/min im Thermoschiittler hitzedenaturiert. Nach erfolgreicher
Denaturierung wurden die ReaktionsgeféaBe fir 1 Minute bei 13000 U/min
zentrifugiert und der erhaltene Uberstand mit einer Hamilton-Spritze in die
Geltaschen des Sammelgels pipettiert. Die verwendeten Volumina sind dem
Auftragschema (Tabelle 7) zu entnehmen.

Da der Blot im Verlauf mit unterschiedlichen Antikbrpern behandelt werden
sollte, wurde im Gel jeweils eine Spur zwischen den Taschen mit Probepuffer
befullt.
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9.3 Trenngel

Das Trenngel wurde blasenfrei bis unter den Gestellrand eingefillt und mit

200 pl Isopropanol Uberschichtet, was das Austrocknen des oberen

Gelrandes verhinderte.

9.4 Sammelgel

Nach Konsistenzzunahme des Trenngels wurde das Isopropanol
angegossen und die Geloberflache mit destilliertem Wasser gespuilt.
K&mme wurden eingesteckt und nach dem Beladungsschema (siehe Tabelle

2 ) beladen.

Gelbestandteile Trenngel 10%ig Sammelgel

Dest. H-O 1ml 3,15 ml
1 M Tris pH 8,8 1,27 ml -

1 M Tris pH 6,8 - 1,25 mi
30% Acrylamid 1,67 ml 0,5 ml
10% SDS 50 pl 50 pl
50% Glycerol 1 ml -

TEMED 3,3 ul 5 pl
10% APS 25 ul 37,5 ul
Gesamtvolumen 5 ml 5 ml

Tabelle 6 : Zusammensetzung der verwendeten SDS-Polyacrylamid-Gele
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9.5 Proteintransfer mit dem Nassblot-Verfahren

Die Proteinbanden wurden im Anschluss auf die SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese, elektrophoretisch auf eine Nitrozellulosemembran
(BioRad) transferiert.

Der Transfer der Proteine erfolgte bei 100 V fur 70 min.

Nach erfolgter Ubertragung wurde die Membran kurz in destilliertem Wasser
gespult.

Durch die darauffolgende reversible Farbung der Membran in 2%iger
Ponceau-S-Ldésung (2-3 min) konnte der erfolgreiche Transfer der Proteine,
sowie die GleichmaBigkeit der Proteinbeladung dargestellt werden.
Uberschiissige Ponceau-S-Lésung wurde mit destilliertem Wasser entfernt
und die Intensitat der Farbung mit dem ,Chemidoc XRS System®
dokumentiert.

Durch die in der Farbelésung enthaltenen Trichloressigsdure kommt es zu
einer zusétzlichen Fixierung der Proteine auf der Membran.

Um unspezifische Bindungen der Antikérper zu vermeiden wurden die
Membranen fir eine Stunde in frisch angesetzter 5%iger Magermilch/PBS-
Lésung geblockt. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem
Primarantikbrper Uber Nacht bei 4 °C im Kihlraum. Die jeweiligen
Primérantikérper wurden in den entsprechenden Verdinnungen (siehe
Tabelle 2) in einem Volumen von mindestens 10 ml 5%iger Magermilch/PBS-
Lésung angesetzt, mdglichst Luftblasen frei zusammen mit den Membranen
in Plastikfolie eingeschwei3t und auf einen Schutteltisch der Marke (Edmund
Buhler Labortechnik) gelegt. Nicht gebundene Primérantikbrper wurden
danach durch dreimaliges, je 5-minutiges Waschen in PBS entfernt.
AnschlieBend wurden die Membranen fir 1 Stunde nach demselben Prinzip
mit den Sekundarantikbrpern in der entsprechenden Verdlinnung, bei
Raumtemperatur, auf einem Schditteltisch inkubiert. Nach erneutem
dreimaligen, je 5-muanutigem Waschen in PBS erfolgte die Visualisierung des
Primar-/Sekundar-Antikdrper-Komplexes. Daflir wurde der Membran ein
Gemisch aus je 2 ml ECL-1 und 2 ml ECL-2 Lésung zugesetzt und die
entstandene Chemolumineszenz mittels (Chemidoc XRS System)
dokumentiert.
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9.6 Stripping der Blot-Membranen

Um die Nitrozellulosemembranen mit den gebundenen Proteinen fir weitere
Detektionen verwenden zu kbénnen, wurden die gebundenen Antikorper
mittels Blot-Stripping entfernt.

Hierflr wurde eine 1%ige SDS-PBS Lésung aufgekocht und mit 1 ml
B-Mercaptoethanol versehen. Nach Hinzugabe der Blots, erfolgte die
Inkubation unter leichtem Schitteln fir 1 Stunde bei Raumtemperatur. Bevor
die erneute Inkubation mit einem anderen Primarantikbrper durchgefuhrt
werden konnte, wurden die Blots je 3 x 5 min in PBS gewaschen und danach
fir eine Stunde in frisch angesetzter 5%iger Magermilch/PBS-Ldsung bei
Raumtemperatur geblockt.

9.7 Auftragschemata der Blot-Membran

. Aufgetragene Primér o Sekundar .
Spalte Inhalt Protein Menge (pl) Antikérper Verdiinnung Antikérper Verdiinnung

1 Proteinmarker 10
2 SDS-Puffer 20

Maus Retina 4x
3 P1 Retina 40 U 2656 1/5000 GAR POX 1/10000
4 SDS-Puffer 20

Maus Retina 6 x
5 P2 Retina 40 U 2656 1/5000 GAR POX 1/10000
6 SDS-Puffer 20

Maus Retina 2x
7 adult Retina 40 U 2656 1/5000 GAR POX 1/10000
8 SDS-Puffer 20
9 TSL 4000 FR'be.Ve 30 U 2656 1/5000 GAR POX 1/10000

raction

Tabelle 7: Schematische Darstellung der Bandenbeladung der Blot-Membran und der verwendeten

Antikérper.

42




Material und Methoden

Spalte Inhalt Protein ?;;E’::?ngfpr:;e Arﬁfll(rgfpr or Verdiinnung :&Tﬁ:%f r Verdiinnung
1 Proteinmarker 10
2 SDS-Puffer 20
3 Maus Retina R:ﬁ’; . 40 Anti-HNK-1 1/3000 GA'I\SI\'ZOX 1710000
4 SDS-Puffer 20
5 Mauspze“”a Rgﬁ’; . 40 Anti-HNK-1 1/3000 GA'I\S,\'ZOX 1 /10000
6 SDS-Puffer 20
7 Maus Retina_ - 2x 40 Anti-HNK-1 1/3000 GA'I\S,\;’ OX [ 1/10000
8 SDS-Puffer 20
9 TSL 4000 S;bc‘ii’;i 30 Anti-HNK-1 1/3000 G'A'I\g,\'; 0X 1 /10000

Tabelle 8: Schematische Darstellung der Bandenbeladung der Blot-Membran und der verwendeten

Antikérper nach dem ersten Stripping der Membran.

. Aufgetragene Primér . Sekundar .
Spalte Inhalt Protein Menge in (ul) Antikérper Verdiinnung Antikérper Verdiinnung
1 Proteinmarker 10
2 SDS-Puffer 20
3 Maus Retina 4x 40 S n: rlg hys 1/3000 GAM POX 1/10000
P1 Retina Y ?n phy 1gG
4 SDS-Puffer 20
5 Maus Retina 6 x 40 S n: rlg hys 1/3000 GAM POX 1/10000
P2 Retina Y ?n phy 1gG
6 SDS-Puffer 20
7 Maus Retina 2x 40 S n: rlg hys 1/3000 GAM POX 1/10000
adult Retina Y ’?n phy IgG
8 SDS-Puffer 20
9 TSL 4000 Ribeye 30 S n: rlg hys 1/3000 GAM POX 1/10000
Fraction Y ?n phy 1gG

Tabelle 9: Schematische Darstellung der Bandenbeladung der Blot-Membran und der verwendeten
Antikérper nach dem zweiten Stripping der Membran.
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10. Ergebnisse

Die postnatale Entwicklung der synaptischen Ribbons in den Ribbon-
synapsen der Retina (Photorezeptoren und Bipolarzellen) ist durch gezielte
Immunhistochemie mit Antikérpern gegen den Hauptbestandteil der Synaptic
Ribbons, dem Protein RIBEYE, ein gut zu dokumentierender Prozess.

Zur Detektion des synaptischen Proteins RIBEYE in der Netzhaut von
Mausen der Linie ,C57/BL6N“ wurde der Primérantikérper ,anti-RIBEYE
U2656“ verwendet. Dieser ist ein spezifischer und polyklonaler Antikdrper
gegen ,RIBEYE", welcher bereits in mehreren unterschiedlichen Verfahren
von der Arbeitsgruppe Prof. F. Schmitz zum Nachweis von ,RIBEYE"
eingesetzt wurde (Erstbeschreibung des Antikérpers: Schmitz et al., 2000).
Um zu untersuchen, ob bereits in frilheren postnatalen Stadien ,RIBEYE®
exprimiert wird, wurde zu Beginn der Forschungsarbeiten eine Western-Blot
Untersuchung durchgefiihrt. Hierfir wurden Netzhdute von Mausen sowohl
in einem sehr frihen Entwicklungsstadium (,P1%), als auch von einem
weitaus fortgeschritteneren Entwicklungsstadium (,adult®) prapariert und in
SDS-Puffer fur 15 min bei 95°C aufgekocht. Die darin enthaltenen Proteine
wurden somit in L6sung gebracht.

Als Positivkontrolle diente in diesen Experimenten die Proteinfraktion TSL
4000. Bei der Proteinfraktion TSL 4000 handelt es sich um den zweiten
Uberstand einer Proteinfraktion, welche man nach Homogenisierung und
Aufreinigung von boviner Retina erhalt (Schmitz et. al., 2000). In dieser
Fraktion finden sich alle ribbonassoziierten Proteine.
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10.1 Biochemischer Nachweis von RIBEYE in der Netzhaut

200 kDa ——

Lo
M9kDa —— | . ‘ <— RIBEYE 120 kDa
66 kDa — '

W8, | «— ctBP250kDa
43kDa ——

— TN,

29kDa ——

Abbildung 5: Western Blot Untersuchung zum Nachweis des synaptischen Proteins ,,RIBEYE*“
mit dem Antikérper ,,anti-RIBEYE U2656“.

Spur 1: Wildtypische Méuseretina im Entwicklungsstadium ,P1“

Spur 2: Wildtypische Méuseretina im Entsicklungsstadium ,,adult”

Spur 3: Extrakt von aufgereinigten ,,Synaptic Ribbons*”

Wie auf dem vorliegenden Blot (Abb. 5) deutlich zu erkennen ist, konnte
bereits im frihen postnatalen Entwicklungsstadium ,P1“ ein eindeutiges
Signal in der Hohe von 120 kDa gezeigt werden, welches dem spezifischen
Gewicht von RIBEYE entspricht. Sowohl in diesem, als auch im ,adulten®
Stadium (Tiere waren alter als 3 Wochen), in welchem der Nachweis von
Ribbons bereits in Vorarbeiten gelungen ist, befanden sich die Signale in
identischer Lokalisation zur Positivkontrolle (gereinigte ,Synaptic Ribbons® /
TSL 4000). Der Antikérper ,anti-RIBEYE U2656“ zeigte somit ein
spezifisches Bindungsverhalten und ermdéglicht den qualitativen Nachweis
einer frihen postnatalen Expression von ,RIBEYE" bereits im Stadium ,P1“.
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Der Blot zeigt neben der Bande von 120 kDa fur RIBEYE noch weitere
Proteinbanden. Bei diesen handelt es sich am ehesten um stabile
proteolytische Fragmente von RIBEYE.

Durch immunhistochemische Untersuchungen mit ,anti-RIBEYE U2656“
wurde der Lokalisation der synaptischen Ribbons innerhalb der Netzhaut in
den Entwicklungsstadien ,P0“ (Tag der Geburt) bis ,adult weiter
nachgegangen.
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10.2 Lokalisation / Verteilung von RIBEYE innerhalb der Netzhaut

10.2.1 Stadium ,,P0“ (Tag der Geburt)

Es wurden Kryoschnitte von Augen des Entwicklungsstadiums PO (Tag der
Geburt) angefertigt und ebenfalls mit ,anti-RIBEYE U2656“ als Primér- und
GAR-Cy3 als Sekundarantikérper eingefarbt.

Anti-RIBEYE - Anti-RIBEYE

Anti-RIBEYE Anti-RIBEYE

Abbildung 6: Expressionsmuster von RIBEYE im Entwicklungsstadium PO

A & B: Ubersichtsaufnahme einer mit ,anti-RIBEYE U2656“ geférbten wildtypischen Méduseretina im
Entwicklungsstadium PO. Die Skalierung entspricht einer GréBe von 10 um. Die Expositionszeit betrdgt 500 ms.

C & D: AusschnittsvergréBerung der Retina im skleranahen Bereich. Die Skalierung entspricht einer GréBe von 4 um.
Die Expositionszeit betrdgt 1200 ms.

Roter Farbkanal: ,anti-RIBEYE U2656", SCL: Sklera, oNBL : duBere Neuroblastenschicht
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Im Rahmen dieser Farbung zeigten sich bereits in den Ubersichtsaufnahmen
schwache punktférmige Signale, welche sich im skleranahen Bereich der
auBeren Neuroblastenschicht ansiedelten (Abb. 2A und 2B). In héheren
VergréBerungen und mit langerer Exposition der Schnittpraparate wurden die
Signale intensiver und konnten deutlich von der noch undifferenzierten und
breiten duBeren Neuroblastenschicht abgegrenzt werden (Abb. 6C und 2D).
Die Einzelsignale zeigten eine diffuse Verteilung und lieBen noch kein klares
Muster erkennen.

Negativkontrolle B Negativkontrolle

Abbildung 7: Negativkontrolle zu den mit ,,anti-RIBEYE U2656* gefédrbten Netzhéduten im
Entwicklungsstadium PO

A: Ubersichtsaufnahme der Negativkontrolle. Die Skalierung entspricht einer GréBe von 10 um.

Die Expositionszeit betrdgt 500 ms.

B: AusschnittsvergréBerung des skleranahen Bereiches der Negativkontrolle. Die Skalierung entspricht einer Gré3e
von 4 um. Die Expositionszeit betrdgt 1600 ms.

Roter Farbkanal: ,anti-RIBEYE U2656“, SCL: Sklera, oNBL : &uBere Neuroblastenschicht

Trotz einer langeren Exposition der Negativkontrolle mit 1600 ms konnte
selbst in der AusschnittsvergroBerung im skleranahen Bereich der duB3eren
Neuroblastenschicht, kein Fluoreszenzsignal detektiert werden (Abb. 7B),
welches in der Positivkontrolle bereits bei einer kirzeren Expositionszeit von
1200 ms der Fall war (Abb. 6C und 6D). Ein weiterer Beweis fir die friihe
Expression von RIBEYE bereits ab dem Tag der Geburt (P0) konnte somit
erbracht werden.
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10.2.2 Stadium P1 (erster Tag nach der Geburt)

Anti-RIBEYE B Anti-RIBEYE

Anti-RIBEYE

Abbildung 8: Expressionsmuster von RIBEYE im Entwicklungsstadium P1

A & B: Ubersichtsaufnahme einer mit ,anti-RIBEYE U2656* gefirbten wildtypischen Mauseretina im
Entwicklungsstadium P1. Die Skalierung entspricht einer GréBe von 10 um.

Die Expositionszeit betrégt 50 ms.

C & D: AusschnittsvergréBerung der Retina im skleranahen Bereich. Die Skalierung entspricht einer GréBe von 4 um.
Die Expositionszeit betrégt 150 ms.

Roter Farbkanal: ,,anti-RIBEYE U2656“; SCL: Sklera; oNBL: duBere Neuroblastenschicht
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Die Signale fur RIBEYE befinden sich im skleranahen Drittel der duBeren
Neuroblastenschicht und zeigen kein erkennbares Verteilungsmuster. Bei
genauerer Betrachtung der AusschnittsvergréBerung scheint jedoch
erstmalig der Eindruck zu entstehen, dass der Abstand zwischen den
»,RIBEYE-Signalen® und der Sklera gréBer wird und dass sich die
punktférmigen ,RIBEYE-Signale® im Stadium ,P1“ stellenweise (Abb. 8C und
8D), im Vergleich zu denen im Stadium ,P0“ (Abb. 6C und 6D), von der
Sklera weg in Richtung der sich im spéateren Verlauf noch entwickelnden
auBeren plexiformen Schicht zu bewegen scheinen.

Um die Ergebnisse fir die im Entwicklungsstadium PO (Abb. 6) und P1
(Abb. 8) nachgewiesenen Signale fir RIBEYE durch eine zusatzliche
Untersuchung zu kontrollieren und um den Befund zu sichern, wurden
weitere Schnittpraparate von Augen im Stadium P1 hergestellt. Diese wurden
mit ,anti-CtBP2“, einem monoklonalen Antikérper gegen das Protein ,,CtBP2
eingeféarbt.

Der Name ,,CtBP« leitet sich aus dem Englischen ab und steht fiir: C-terminal
binding protein for the adenovirus E1A-protein. Urspriinglich wurden CtBP2
und CtBP1 als eine Familie Transkriptionsrepressoren beschrieben
(Schaeper et al., 1995; Katsanis and Fisher, 1998; Poortings et al., 1998;
Turner and Crossley, 1998; Zhang and Levine, 1990). Neuere Erkenntnisse
konnten jedoch aufzeigen, dass CtBP1 ebenfalls eine Rolle im Golgi-
Trafficking spielt, was u.a. fur die Aufnahme von extrazellulédren
Makromolekilen und Né&hrstoffen norwendig ist (Yuki Hang et al., 2009).
Der Genort fir CtBP2 liegt bei der Maus auf Chromosom 7 und beim
Menschen auf Chromosom 10. Das Genprodukt liefert zwei Proteine. Zum
einen CtBP2 und zum anderen RIBEYE.

CtBP2 selbst ist ein funktioneller Bestandteil des synaptischen Proteins
»,RIBEYE" und, nach Analyse von Gendatenbanken, bis auf die ersten 20 N-
terminalen Aminosauren in der kompletten Sequenz der B-Doméne von
»,RIBEYE® enthalten. Wegen dieser Integritat und somit seiner Koexistenz in
in RIBEYE, stellt ,,CtBP2- ein ausgezeichnetes Epitop flr die kontrollfihrende
Immunfluoreszenz dar.
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Durch Voruntersuchungen mit Netzh&uten von ,adulten“ Tieren hatte sich die
Sensitivitdt des Antikérpers ,anti-CtBP2* fur ,RIBEYE® bereits bestatigt.
Dieser Antikérper ist spezifisch fir CtBP2 und erkennt CtBP1 nicht an, obwohl
beide eine hohe Homologie zueinander aufweisen.

Anti-CtBP2 "~ Anti-CtBP2

" Anti-CtBP2 Anti-CtBP2

0

T~

Abbildung 9: Expressionsmuster von CtBP2 im Entwicklungsstadium P1

A & B: Ubersichtsaufnahme einer mit ,anti-CtBP2" gefarbten wildtypischen Méuseretina im Entwicklungsstadium P1.
Die Skalierung entspricht einer GréBe von 10 um. Die Expositionszeit betrdgt 850 ms.

C & D: AusschnittsvergréBerung der Retina im skleranahen Bereich. Die Skalierung entspricht einer GréBe von 4 um.
Die Expositionszeit betrdgt 2800 ms.

Grtiner Farbkanal: ,anti-CtBP2“; SCL: Sklera; oNBL: duBere Neuroblastenschicht
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Im Rahmen dieser kontrollfihrenden Untersuchung zeichnete sich das
gleiche Verteilungsmuster fur RIBEYE ab (Abb. 9), welches bereits im
Versuch mit dem anti-RIBEYE-Antikérper (Abb. 8) im selben Entwick-
lungsstadium nachgewiesen werden konnte. Es handelt sich um eine
Ansammlung von punktférmigen Einzelsignalen im skleranahen Bereich der
auBeren Neuroblastenschicht.

Desweiteren lieB sich in der Negativkontrolle, sowohl in den Uber-
sichtsaufnahmen, als auch in héheren VergréBerungsstufen, trotz langerer
Expositionszeiten, kein spezifisches Signal nachweisen (Abb. 10). Ein
identisches Ergebnis erhielt man ebenfalls unter Verwendung des Anti-
RIBEYE Antikérpers ,U2656“ (Daten nicht gezeigt).

Negativkontrolle A Negativkontrolle

Abbildung 10: Negativkontrolle zu den mit ,,anti-CtBP2“ gefdrbten Netzhdute im Entwicklungsstadium P1

A: Ubersichtsaufnahme der Negativkontrolle. Die Skalierung entspricht einer GréBe von 10 um. Die Expositionszeit
betrégt 1000 ms.

B: AusschnittsvergréBerung des skleranahen Bereiches der Negativkontrolle. Die Skalierung entspricht einer
GréBe von 4 um. Die Expositionszeit betrdgt 3200 ms.

Griiner Farbkanal: ,anti-CtBP2"; SCL: Sklera; oNBL: duBere Neuroblastenschicht

52



Ergebnisse

Stellt man diese neu erhobenen Ergebnisse der Immunfluoreszenz mit den
anfanglich durchgefihrten Western-Blot Untersuchungen gegenuber,
zeichnet sich deutlich ab, dass im gleichen Entwicklungsstadim (,P1%)
ebenfalls eine spezifische Bande flr ,, RIBEYE® zu erkennen ist (Abb. 5).

Zusammenfassend lassen sich bereits drei Beweise fur die friihe Expression
von ,RIBEYE" auffihren.

Erstens haben zwei unterschiedliche Verfahren unabhé&ngig voneinander
bestatigen kénnen, dass das synaptische Protein ,RIBEYE" bereits in frihen
postnatalen Entwicklungsstadium ,P1“ in der Retina exprimiert wird (Abb.5
und Abb. 6). Zweitens konnte das mit dem polyklonalen Antikérper ,anti-
RIBEYE U2656“ nachgewiesene Verteilungsmuster fur ,RIBEYE" (Abb. 8),
mit dem monoklonalen Antikérper ,anti-CtBP2“ im selben Reifestadium
reproduziert werden (Abb. 9). Da beide Antikérper unterschiedliche
Angriffspunkte fur das gleiche Protein besitzen und ebenfalls mittels
unterschiedlichen Sekundér-Antikbérpern detektiert werden, kann eine
Interaktion mit unspezifischen Bindungsstellen ausgeschlossen werden. Die
frihe Expression von ,RIBEYE® ist somit zweifach bewiesen. Desweiteren
konnten sowohl die Expression von ,RIBEYE® als auch von , CtBP2" im
Western-Blot bestatigt werden (Abb. 5). Drittens ist anzuflhren, dass in den
Negativkontrollen der immunhistochemischen Netzhautpraparate, trotz
langerer Belichtungszeiten, weder Signale flr ,anti-RIBEYE U2656“ (Abb. 7),
noch fir ,anti-CtBP2" (Abb. 10) nachweisbar waren, was wiederum fir eine
spezifische Antikérperbindung und somit fir eine Zuverlassigkeit der oben
genannten Ergebnisse spricht. Ein spezifischer Nachweis von ,RIBEYE® am
Tag der Geburt (Abb. 6) gilt somit ebenfalls als bewiesen.
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In Anbetracht der bisher gewonnenen Ergebnisse einer frihen postnatalen
Expression zu einem Zeitpunkt, an dem die Augen der Mause noch
geschlossen sind (Abb. 6), geknipft mit den Beobachtungen einer
,-Wanderung“ / Distanzierung von der Sklera weg in Richtung spateren OPL
im Stadium ,P1“ (Abb. 8, Abb. 9), liess sich ein kontinuierlicher
Wachstumsprozess vermuten, dem im weiteren Verlauf nachgegangen
wurde.

54



Ergebnisse

10.2.3 Entwicklungsstadium P2

Am Tag zwei der postnatalen Entwicklung (P2) zeigten sich keine
nennenswerten Verdnderungen im Verteilungsmuster von RIBEYE.
Strukturell unterscheidet sich die entwickelnde Retina nicht vom Stadium P1.

Anti-RIBEYE B Anti-RIBEYE

Anti-RIBEYE > Anti-RIBEYE

Abbildung 11: Expressionsmuster von RIBEYE im Entwicklungsstadium P2

A & B: Ubersichtsaufnahme einer mit ,anti-RIBEYE U2656“ geférbten wildtypischen Méauseretina im
Entwicklungsstadium P2. Die Skalierung entspricht einer GréBe von 10 um. Die Expositionszeit betrdgt 70 ms.

C & D: AusschnittsvergréBerung der Retina im skleranahen Bereich. Die Skalierung entspricht einer Gré3e von 4 um.
Die Expositionszeit betrdgt 200 ms. Die Negativkontrolle zu A wurde 100 ms, die Negativkontrollen zu B wurde 200 ms
exponiert.

Roter Farbkanal: ,anti-RIBEYE U2656“

SCL: Sklera, oNBL : duBere Neuroblastenschicht
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10.2.4 Dritter Tag nach der Geburt

Erst mit dem Einsetzen des dritten postnatalen Tages ist ein deutlicher
Entwicklungssprung in der Immunfluoreszenz mit ,anti-RIBEYE U2656“ zu
beobachten.

Anti-RIBEYE B Anti-RIBEYE

Anti-RIBEYE D Anti-RIBEYE

-

Abbildung 12: Expressionsmuster von RIBEYE im Entwicklungsstadium P3

A & B: Ubersichtsaufnahme einer mit ,anti-RIBEYE U2656“ geférbten wildtypischen Méauseretina im
Entwicklungsstadium P1. Der Skalierungsbalken entspricht einer GréBe von 10 um. Die Expositionszeit betrdgt 70 ms.
C & D: AusschnittsvergréBerung der Retina im skleranahen Bereich. Der Skalierungsbalken entspricht einer GréBe
von 4 um. Die Expositionszeit betrdgt 250 ms.

Roter Farbkanal: ,anti-RIBEYE U2656“; SCL: Sklera; oNBL: duBere Neuroblastenschicht

Die Pfeilmarkierung zeigt die sich formierenden ,RIBEYE-Signale” im Bereich der sich entwickelnden duBeren
plexiformen Schicht (OPL).
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Das bisherige unstrukturierte Verteilungsmuster von RIBEYE verschwindet
zugunsten einer sich formierenden linearen Anordnung im mittleren Bereich
der auBeren Neuroblastenschicht (ONBL). Es ist zu erkennen, dass die vielen
Einzelsignale ihre rdumliche Distanz untereinander verringern und sich an
immer mehr Netzhautbereichen in einer gemeinsamen Front anzusiedeln
beginnen (Abb. 12).
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10.2.5 Vierter postnataler Tag

Anti-RIBEYE Anti-RIBEYE

Abbildung 13: Ubersichtsaufnahme des Expressionsmusters von ,,RIBEYE“ im Entwicklungsstadium P4
Die Ubersichtsaufnahme zeigt die mit Pfeilen markierte Ansiedelung der ,Ribbons*im Bereich der duBeren
plexiformen Schicht (OPL). Die Skalierung entspricht einer GréBe von 10 um. Die Expositionszeit betrdgt 100 ms.

Roter Farbkanal: ,anti-RIBEYE U2656“; SCL: Sklera; ONL: duBere Kérnerschicht; OPL: duBere plexiforme Schicht;
iNBL: innere Neuroblastenschicht

Entwicklungsmorphologisch ist mit dem Eintreten des vierten postnatalen
Entwicklungstages die Differenzierung der &uBeren Neuroblastenschicht
weitgehend abgeschlossen und die duBere Koérnerschicht (ONL) hat sich
mittlerweile vollstdandig aus der Neuroblastenschicht (oNBL / iNBL)
herausdifferenziert. Im Vergleich zum Vortag hat die duBere Kdrnerschicht
nochmals an Volumen zugenommen.

In den immunhistochemischen Schnittpraparaten ist mit dem vierten
postnatalen Entwicklungstag bereits zu beobachten, dass sich alle ,Ribbons*
in einer einheitlichen Front Gber die gesamte Retina verteilt haben und im
Bereich der &uBeren plexiformen Schicht kondensieren (Abb. 13).
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Die im Stadium “P1, anfanglich noch kleinen punktférmigen Signale fir
-,RIBEYE® haben ebenfalls an Volumen und Signalintensitdt zugenommen,
was besonders in den AusschnittsvergréBerungen deutlich sichtbar ist (Abb.
14). Bei genauerer Betrachtung der Signalfront lassen sich bereits ab dem
vierten postnatalen Entwicklungstag vereinzelt hufeisenfirmige, reife
synaptische Ribbons in den Terminalen der Photorezeptoren ausmachen
(Abb. 14).

Anti-RIBEYE Anti-RIBEYE

Abbildung 14: AusschnittsvergréBerung des Expressionsmusters von ,,RIBEYE“ im Entwicklungsstadium P4
Die VergréBerung zeigt die Ansiedelung der ,Ribbons* im Bereich der duBBeren plexiformen Schicht (OPL). Die
Skalierung entspricht einer GréBe von 10 um. Die Expositionszeit betrdgt 300 ms.

Roter Farbkanal: ,anti-RIBEYE U2656“; ONL: duBBere Kérnerschicht; OPL: duBere plexiforme Schicht; iNBL: innere
Neuroblastenschicht

Mit der Ausbildung der &uBeren plexiformen Schicht am dritten, bzw. vierten
postnatalen Entwicklungstag (Abb. 12 und Abb. 13) haben die synaptischen
»Ribbons® ihre bis zum ,adulten® Stadium hin endgultige Lokalisation erreicht.
Ein bis dahin dokumentierter ,Wanderungsprozess® ist spatestens ab dem
vierten postnatalen Entwicklungstag abgeschlossen.
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Alle zu diesem Zeitpunkt der retinalen Entwicklung detektierbaren Signale fir
-RIBEYE" befinden sich im unmittelbaren Bereich der sich entwickelnden
auBeren plexiformen Schicht (OPL) und riicken nicht weiter nach vitread vor.
Ab dem Entwicklungstag P4 hat sich die Retina soweit entwickelt, dass alle
Synapsenschichten ausgebildet sind. Nach dem Tag P4 erfolgt keine neue
Schichtung mehr, sondern es finden lediglich Reifungsprozesse statt.

In Vorarbeiten wurden bereits synaptische Ribbons in Bipolarzellen in der
IPL ab dem siebten postnatalen Tag entdeckt (Kerschensteiner et al., 2009).
Da dies nicht im Fokus meiner Arbeit stand, wird hieraus nicht weiter
eingegangen.
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10.2.6 Flinfter bis siebter Tag nach der Geburt

Abbildung 15: Ubersichtsaufnahmen von Netzhduten in
den Entwicklungsstadien P5-P7

Die mit ,anti-RIBEYE U2656" eingefédrbten Préparate zeigen
die Verédnderung der ,,RIBEYE-Signalfront”im Bereich der
duBeren plexiformen Schicht in zeitlichen Verlauf. Die zum
Zeitpunkt ,,P5“ sich noch als breit darstellende ,Signalfront”
kondensiert zunehmend und stellt sich am Tag ,P7“ als
homogene, dicht gepackte Kette von ,,RIBEYE-Signalen”
dar.

Die Skalierung entspricht einer GréBe von 4 um.

Roter Farbkanal: ,anti-RIBEYE U2656 *: Sklera; ONL: duBere Kérnerschicht; OPL: duBere plexiforme Schicht;
iNBL: innere Neuroblastenschicht
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Durch die sich entwickelnde und stets an Breite zunehmende &uBere
plexiforme Schicht, findet auch in der Darstellung der ,Ribbon-Signalfront*
ein Umwandlungsprozess statt. Die sich am Vortag (P4) noch als recht
einheitliche und dicht gepackt erscheinende homogene Signalkette (Abb. 13
und Abb. 14) wird, wie ab dem flinften postnatalen Entwicklungstag sichtbar
ist, zunehmend aufgelockert. Es erfolgt eine zunehmende Reifung der
synaptischen Ribbons. Immer mehr der punktférmigen Ribbons der friheren
Stadien werden durch hufeisenférmige Ribbons ersetzt. Durch den stédndigen
Umbau treten die einzelnen Ribbons mal weiter auseinander oder enger
zusammen. Insgesamt finden sich nur wenige Ribbons ausserhalb der OPL.

Besonders anschaulich kommt dieser Prozess in den Ausschnitts-
vergréBerungen der uBeren plexiformen Schicht (Abb. 16 A - 16 C) zum
Vorschein.

Im Vergleich zu den Aufnahmen des vierten postnatalen Entwicklungstages
(Abb. 13 und Abb. 14) hat die ,RIBEYE-Signalfront®* am siebten
Entwicklungstag in ihrer vertikalen Ausdehnung an Volumen zugenommen.
Sich in friheren Stadien noch aufgezeigte Licken innerhalb der Signalfront
sind bei Gesamtbetrachtung der Retina nahezu nicht mehr vorhanden.

Aquivalent zur Entwicklung der ,Ribbons* innerhalb der &uBeren plexiformen
Schicht, nimmt auch die &uBere Koérnerschicht (ONL) in ihrer Gesamt-
ausdehnung an Volumen zu. Die Retina zeigt sich mit Erreichen des siebten
postnatalen Entwicklungstages lichtmikroskopisch mittlerweile nahezu voll
ausdifferenziert, wie man es von der “adulten,, Netzhaut her kennt.

62



Ergebnisse

Abbildung 16: AusschnittsvergréBerung im Bereich
der duBeren plexiformen Schicht von Netzhéuten in
den Entwicklungsstadien P5-P7

Die mit ,anti-RIBEYE U2656" eingefédrbten Prédparate
zeigen die Verdnderung der ,RIBEYE-Signalfront”im
Bereich der duBeren plexiformen Schicht in zeitlichen
Verlauf. Die zum Zeitpunkt ,,P5“ sich noch als breit
darstellende ,,Signalfront” kondensiert zunehmend und
stellt sich am Tag ,P7*“ als homogene, dicht gepackte
Kette von ,RIBEYE-Signalen” dar.

Die Skalierung entspricht einer GréBe von 10 um.

Roter Farbkanal: ,anti-RIBEYE U2656“; ONL: duBere Kdrnerschicht; OPL: duBere plexiforme Schicht; iNBL:
innere Neuroblastenschicht
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10.2.7 Tag acht bis zehn nach der Geburt

Rein morphologisch ist kein Unterschied mehr zu einer voll ausdifferenzierten
Netzhaut von ,adulten” Tieren zu erkennen. Alle Schichten stellen sich in
ihrer charakteristischen Ausbreitung dar.

Die innere Kornerschicht (INL) differenziert sich am achten postnatalen
Entwicklungstag aus der inneren Neuroblastenschicht heraus und nimmt an
Volumen zu (Abb. 17 A und Abb. 17 B ). Nach vitread grenzt diese an die
ebenfalls an Volumen zunehmende innere plexiforme Schicht (IPL) an. Mit
dem neunten postnatalen Entwicklungstag machen die Retinaschichten
einen zunehmend kompakteren und homogeneren Eindruck, wobei sie im
Querschnittsdurchmesser weiter an Ausdehnung zunehmen (Abb. 18 A und
Abb. 18 B).

Die OPL nimmt bis zu diesem Entwicklungspunkt weiter im Quer-
durchmesser an Ausdehnung zu und kann bis zum zehnten postnatalen
Entwicklungstag deutlich von den anderen Zellschichten abgegrenzt werden.
In der Verlaufstbersicht von P8 bis P10 (Abb. 17 - Abb. 19) wird deutlich,
dass im Bezug auf die synaptischen Ribbons keine nennenswerten
Entwicklungen innerhalb der &uBeren plexiformen Schicht mehr zu
verzeichnen sind.

Mit dem Erreichen des zehnten postnatalen Entwicklungstages ist die
Bildung der retinalen Zellschichten in soweit abgeschlossen, dass
lichtmikroskopisch kein Unterschied mehr zu einem voll ausgewachsenen
»=adulten® Tier sichtbar ist. Aufgrund dessen und weil keine deutlichen
Entwicklungsschritte der ,RIBEYE-Signale“ in der &auBeren plexiformen
Schicht mehr zu erkennen sind, wurde auf die Fortfihrung einer
kontinuierlichen Untersuchung verzichtet.
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Ubersichtsaufnahmen der Entwicklungsstadien P8 bis P10

Abbildungslegende siehe libernédchste Seite
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AusschnittsvergréBerung der auBeren plexiformen Schicht in den
Entwicklungsstadien P8 bis P10

Abbildungslegende siehe ndchste Seite
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Abbildungslegende zu Abb. 17 bis Abb. 19

Abb. 17: Ubersichtsaufnahme des Expressionsmusters von .RIBEYE“ am

8. postnatalen Tag

Eine deutlich zu erkennende homogene Signalfront von ,Ribbons® zeichnet
sich in der duBeren plexiformen Schicht ab. Die innere Kérnerschicht hat sich
aus der inneren Neuroblastenschicht herausdifferenziert und an Volumen
zugenommen. Der Skalierungsbalken entspricht einer Gr68e von 10 pm.
Roter Farbkanal: ,anti-RIBEYE U2656“ SCL.: Sklera,

ONL: auBere Koérnerschicht; OPL: duBere plexiforme Schicht;

INL: innere Kornerschicht

Abb. 18: Ubersichtsaufnahme des Expressionsmusters von ,RIBEYE® am

9. postnatalen Tag
Die ,Ribeye“ Signalfront stellt sich unverandert in der duBeren plexiformen

Schicht dar. Der Skalierungsbalken entspricht einer GréBe von 10 um.
Roter Farbkanal: ,anti-RIBEYE U2656“, SCL: Sklera,

ONL: auBere Kdérnerschicht; OPL: auBere plexiforme Schicht;

INL: innere Kdrnerschicht

Abb. 19: Ubersichtsaufnahme des Expressionsmusters von .RIBEYE“ am
10. postnatalen Tag
Die Retina macht einen zunehmend kompakteren und besténdigeren

Eindruck als am Vortag. Anhand der Ausdifferenzierung der einzelnen
Schichten ist kein Unterschied zum ,adulten® Tier zu erkennen. Der
Skalierungsbalken entspricht einer Gré8e von 10 pm.

Roter Farbkanal: ,anti-RIBEYE U2656“, SCL: Sklera,

ONL.: auBere Koérnerschicht; OPL: auB3ere plexiforme Schicht;

INL: innere Kérnerschicht
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Abb. 20: Ausschnittsvergr6Berung des Expressionsmusters von .RIBEYE®
im Bereich der auBeren plexiformen Schicht am 8. postnatalen Tag

Zu erkennen ist eine mit ,Ribbons* dicht besiedelte &uBere plexiforme
Schicht. Der Skalierungsbalken entspricht einer Gré8e von 4 um.

Roter Farbkanal: ,anti-RIBEYE U2656°,

ONL.: auBere Koérnerschicht; OPL: auB3ere plexiforme Schicht;

INL: innere Kérnerschicht

Abb. 21: AusschnittsvergréBerung des Expressionsmusters von ,RIBEYE®

im Bereich der &uBeren plexiformen Schicht am 9. postnatalen Tag
Keine Anderung zum Vortag zu verzeichen. Der Skalierungsbalken entspricht

einer Gr6Be von 4 um.

Roter Farbkanal: ,,anti-RIBEYE U2656¢,

ONL: auBere Koérnerschicht; OPL: duBere plexiforme Schicht;
INL: innere Kornerschicht

Abb. 22: AusschnittsvergréBerung des Expressionsmusters von ,RIBEYE®

im Bereich der duBeren plexiformen Schicht am 10. postnatalen Tag
Die &uBere und die innere Kdérnerschicht machen einen dicht gepackten

Eindruck und stellen eine scharfe Begrenzung zur &uBeren plexiformen
Schicht dar. In der duBeren plexiformen Schicht (OPL) sind die ,Ribbons® im
roten Farbkanal eindeutig zu identifizieren. Der Skalierungsbalken entspricht
einer GréBe von 4 um.

Roter Farbkanal: ,,anti-RIBEYE U2656°,

ONL: auBere Koérnerschicht; OPL: auBBere plexiforme Schicht;

INL: innere Kdrnerschicht

68



Ergebnisse

10.2.8 Dreizehnter und siebzehnter Tag nach der Geburt

Stichpunktartige Untersuchungen mit Netzhduten vom 13. und vom 17.

postnatalen Entwicklungstag zeigten nur noch geringfiigige Anderungen in
der Ausreifung der Netzhaut.

Abbildung 23: Expressionsmuster von RIBEYE im Entwicklungsstadium P13

A & B: Ubersichtsaufnahme einer mit ,anti-RIBEYE U2656" geférbten wildtypischen Méuseretina im
Entwicklungsstadium P13. Die Skalierung entspricht einer GréBe von 10 um. Die Expositionszeit betrdgt 60 ms.

C & D: AusschnittsvergréBerung der Retina im skleranahen Bereich. Die Skalierung entspricht einer Gré8e von 4 um.
Die Expositionszeit betrégt 150 ms.

Roter Farbkanal: ,anti-RIBEYE U2656“, SCL: Sklera, ONL: duBere Kérnerschicht, OPL: duBere plexiforme Schicht;
INL: innere Kérnerschicht
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Am 13. postnatalen Entwicklungstag haben die synaptischen ,Ribbons® im
Vergleich zum 10. postnatalen Entwicklungstag nochmals an GréBe
zugenommen. Die gesamte Sinalfront stellt sich als homogen und sehr dicht
gepackt in der auBeren plexiformen Schicht dar.

Abbildung 24: Expressionsmuster von RIBEYE im Entwicklungsstadium P17

A & B: Ubersichtsaufnahme einer mit ,anti-RIBEYE U2656" geférbten wildtypischen Méuseretina im
Entwicklungsstadium P17. Die Skalierung entspricht einer GréBe von 10 um. Die Expositionszeit betrdgt 130 ms.

C & D: AusschnittsvergréBerung der Retina im skleranahen Bereich. Die Skalierung entspricht einer Gré8e von 4 um.
Die Expositionszeit betrdgt 220 ms. Die Pfeilmarkierung zeigt die synaptischen Ribbons in ihrer charakterististen
Hufeisenform.

Roter Farbkanal: ,anti-RIBEYE U2656“, SCL: Sklera, ONL: duBere Kérnerschicht, OPL: duBere plexiforme Schicht;
INL: innere Kérnerschicht; IPL: innere plexiforme Schicht
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In den AusschnittsvergréBerungen der auBBeren plexiformen Schicht sind die
,Ribbons“ am 17. postnatalen Tag nun flachendeckend deutlich in ihrer
charakteristischen Hufeisenform zu erkennen (Abb. 24).

Mit zunehmender Ausdifferenzierung der Netzhaut und damit verbundenen
GréBenzunahme der inneren plexiformen Schicht (IPL) féllt ebenfalls eine
zunehmende Signalanreicherung fiur ,anti-RIBEYE U2656“ im Bereich der
inneren plexiformen Schicht auf (Abb. 24 A). Aus diesem spateren Auftreten
deutlicher RIBEYE Signale in der IPL 14Bt sich schliessen, dass sich die
Ribbons in der IPL, im Vergleich zur OPL, spater herauskristallisieren. Ein
Vergleich der Ribbonform deutet darauf hin, dass die Ribbons in der IPL
kleiner sind, als in der OPL.
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10.3 Differenzierung der synaptischen Zuordnung von ,,RIBEYE*

In Anbetracht der Immunfluoreszenzen, vor allem der Stadien nach
beginnender Ausreifung der duBeren plexiformen Schicht (P7 - ,adult®) ist zu
beobachten, dass sich die Synaptischen ,Ribbons® streng in der auBeren
plexiformen Schicht befinden. Um genauer differenzieren zu kénnen, ob es
sich innerhalb dieser Schicht eher um eine pra- oder postsynaptische
Lokalisation handelt, sollten Doppelimmunluoreszenzen die beweisflihrenden
Ergebnisse bringen. Hierfir beschrankte ich mich auf ein frihes
Expressionsstadium, auf Tiere des ersten postnatalen Tages und als
Kontrollgruppe auf Tiere im ,adulten” Entwicklungsstadium.

Als prasynaptscher Marker diente das Protein ,,Synaptophysin®, welches ein
ca. 38 kDa schweres aus vier transmembranen Doménen bestehendes
integrales Glykoprotein ist und hoch spezifisch flir synaptische Vesikel ist.
Man findet es in so gut wie allen neuroendokrinen Zellen vor, an denen eine
synaptische Ubertragung stattfindet. Vorzugsweise natirlich im Gehirn,
Rickenmark und in der Retina. In den Synapsen selber geht Synaptophysin
zusammen mit Synaptobrevin einen Komplex ein, welcher in der Lage ist, die
synaptische Aktivitdt zu moduliert. Synaptophysin ein hoch spezifisches
Protein fur synaptische Vesikel / Vesikeltransport, was es im Rahmen der
folgenden immunhistochemische Untersuchungen zu einem idealen Marker
fir die synaptischen Ubertragungen / Vesikeltransport macht.

Die Detektion von ,Synaptophysin“ erfolgte durch den monoklonalen
Antikérper ,Anti-Synaptophysin®, welcher sich wie ,anti-RIBEYE U2656“
auch, bereits in Vorversuchen der Arbeitsgruppe Prof. Schmitz als &uBerst
selektiv und zuverlassig erwiesen hat.

Als postsynaptischer Marker fokussierten wir uns auf NCAM. Der Begriff
NCAM leitet sich auch dem Englischen ab und beschreibt eine Gruppe von
Proteinen, die die sog. Zell-Zell-Adhéasion im tierischen Gewebe vermitteln
(engl. nerve-cell-adhesion molecule). Hierbei handelt es sich um integrale
Membranproteine, welche auf der Zelloberfliche exprimiert werden und
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deren grundlegende Funktion es ist, den Zusammenhalt von Gewebe zu
ermdglichen und die Kommunikation der Zellen untereinander zu
gewabhrleisten. Die Art der Befestigung an der Zellmembran und die Lange
der intrazellularen Doméane sind strukturelle Faktoren und haben einen
entscheidenden Einfluss auf die Funktionsweise dieser Molekile (Fields &
Itoh, 1996), worauf in dieser Arbeit jedoch nicht weiter eingegangen werden
soll. Durch alternative SpleiBvorgange entstehen die drei Hauptformen
NCAM-120, NCAM-140 und NCAM-180 (Cunningham et al., 1987), wobei
durch seltenere SpleiBforgdnge in der intrazellularen Doméane wiederum
weitere 18 Isoformen entstehen kénnen (Santoni et al., 1987), welche sich in
der Art der Membranassoziation sowie im Vorhandensein von bestimmten
extrazellular Mikroexons unterscheiden (Goodman, 1996).

NCAM stellt ein typisches Beispiel fir ein neuronales Erkennungs-
molekul dar, da es sowohl im sich entwickelnden, als auch im ausgereiften
Nervensystem stark exprimiert wird. Aufgrund seiner ausgeprégten
Exprimierung und der ebenfalls hohen Spezifitat fur neuronales Gewebe,
eignet sich NCAM hervorragend fur Lokalsationsstudien mittels Immun-
fluoreszenz im sich noch entwickelnden Nervengewebe. Die Detektion der
NCAM Molekdle erfolgte Uber HNK-1, welches ein Kohlenhydrat-Epitop von
NCAM ist (Schachner und Martinin, 1995).
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10.3.1 Westernblot Untersuchung zum Nachweis von ,,Synaptophysin“

und ,,NCAM*

Wie bei der anfénglichen postnatalen Detektion von ,RIBEYE®, wurde auch
fir den Nachweis von ,Synaptophysin“ und ,NCAM® eine Westernblot-
Untersuchung durchgefihrt. Um die Ergebnisse miteinander vergleichen zu
kénnen wurden hierflr ebenfalls Netzhdute von wildtypischen Mausen des
ersten postnatalen Entwicklungstages (P1) und von ,adulten® Tieren

verwendet.

Abbildung 25: Westernblot
Untersuchung zum Nachweis von
Synaptophysin

Sowohl im Stadium P1, als auch beim
Ladulten” Tier ldsst sich das Protein
~Synaptophysin“in seiner typischen
Lokalisation von 38 kDa nachweisen.

Primér Antikérper: ,,Anti-Synaptophysin“
Sekundér Antikérper: ,GAM Pox IgG“

200 kD2 e
119 kD2 e

66 kDa

43 KDA e

29 KD e

3 '! w (- Synaptophysin 38 kDa

200 kDa ——

119 kDa ——

66 kDa ——

43 kDa —

29 kDa —

/

HNK-1 bei 185 kDa

HNK-1 bei 145 kDa

Abbildung 26: Westernblot
Untersuchung zum Nachweis von
NCAM

Sowohl im Stadium P1, als auch beim
Ladulten” Tier lassen sich die beiden, fiir
diesen Antikérper typische zu
detektierenden Banden in der Héhe von
184 kDa und 145 kDa nachweisen.

Primér Antikérper: ,Anti-HNK-1*
Sekundér Antikérper: ,GAM Pox IgM*
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Ubersichtsaufnahmen beim ,,adulten” Tier
Doppelimmunfluoreszenz mit ,,Anti-RIBEYE" / ,,Anti-Synaptophysin*

Doppélférbu ng : , Dopp'elfévrbu ng

Anti-RIBEYE Anti-RIBEYE

Anti-Synaptophysin _ Anti-Synaptophysin

Abbildung 27: Abbildungslegende siehe (ibernédchste Seite
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AusschnittsvergréBerung beim ,,adulten” Tier
Doppelimmunfluoreszenz mit ,,Anti-RIBEYE" / ,,Anti-Synaptophysin*

Doppelfarbung, ( J
-

AT

Anti-RIBEYE

Anti-Synaptophysin Anti-Synaptophysin

ONL

Abbildung 28: Abbildungslegende siehe nédchste Seite
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Abbildungslegende zu Abb. 27 und Abb. 28

Abb. 27: Ubersichtsaufnahmen beim .adulten“ Tier
Doppelimmunfluoreszenz mit ,Anti-RIBEYE" / , Anti-Synaptophysin*

In der Doppelfarbung ist durch den Vesikelmarker Synaptophysin eine
klare Abgrenzung der einzelnen Retinaschichten zu erkennen. Der
Antikérper gegen Synaptophysin (griner Farbkanal) reichert sich wie

erwartet im Bereich der OPL und der IPL an.

Die Skalierung entspricht einer GréBe von 10 um.

SCL: Sklera; ONL: duBere Kdrnerschicht; OPL: duBere plexiforme Schicht;
INL: innere Kdérnerschicht; IPL: innere plexiforme Schicht.

Abb. 28: AusschnittsvergrdBerung beim ,adulten® Tier
Doppelimmunfluoreszenz mit ,Anti-RIBEYE*" / ,Anti-Synaptophysin“

Die Antikérper gegen RIBEYE (roter Farbkanal) und gegen Synaptophysin
(griner Farbkanal) zeigen eine deutliche Kolokalisation im Bereich der
auBeren plexiformen Schicht.

Der markierte Bereich zeigt die synaptischen ,Ribbons“ in ihrer
charakteristischen Hufeisenform, wie sie in der adulten Netzhaut anzutreffen
sind.

ONL: auBere Kdérnerschicht; OPL: auB3ere plexiforme Schicht;

INL: innere Kdrnerschicht; IPL: innere plexiforme Schicht. Die Skalierung
entspricht einer GréBe von 4 um.
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Ubersichtsaufnahmen beim ,,adulten” Tier
Doppelimmunfluoreszenz mit ,,Anti-RIBEYE" / ,,Anti-HNK-1*

Doppelfarbung Doppelfarbung

Anti-RIBEYE

Anti-HNK-1 ' Anti-HNK-1

Abbildung 29: Abbildungslegende siehe (ibernédchste Seite
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AusschnittsvergréBerung beim ,,adulten” Tier
Doppelimmunfluoreszenz mit ,,Anti-RIBEYE" / ,,Anti-HNK-1*

Doppelfarbung . Doppe{fé?burjtg

:l_, .

Anti-RIBEYE Anti-RIBEYE

Anti-HNK-1 -~ Anti-HNK-1

Abbildung 30: Abbildungslegende siehe néchste Seite
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Abbildungslegende zu Abb. 29 und Abb. 30

Abb. 29: Ubersichtsaufnahmen beim .adulten” Tier
Doppelimmunfluoreszenz mit ,Anti-RIBEYE" / ,Anti-HNK-1“

Die Antikérper gegen RIBEYE (roter Farbkanal) und gegen HNK-1 (griner
Farbkanal) lagern sich beide im Bereich der &uBeren plexiformen Schicht an.
Es ist jedoch keine eindeutige Kolokalisation zu erkennen, wie es bei
Synaptophysin der Fall war.

Die Skalierung entspricht einer GréBe von 10 um.

SCL: Sklera; IS: innere Segment der Photorezeptoren; OS: duBere Segment
der Photorezeptoren; ONL: duBere Kdérnerschicht; OPL: auBere plexiforme
Schicht; INL: innere Kérnerschicht; IPL: innere plexiforme Schicht.

Abb. 30: AusschnittsvergréBerung beim ,adulten” Tier
Doppelimmunfluoreszenz mit ,Anti-RIBEYE" / ,Anti-HNK1*

In der Ausschnittsvergroperung im Bereich der duBeren plexiformen Schicht
kann man beobachten, dass sich der Antikbrper gegen HNK-1 (griner
Farbkanal) eher im Bereich der inneren Kérnerschicht (postsynaptisch) und
der Antikérper gegen RIBEYE eher im Bereich der duBeren Kdrnerschicht
(préasynaptisch) ansiedelt. Es ist keine eindeutige Kolokalisation beider
Signale zu erkennen.

ONL: auBere Koérnerschicht; OPL: duBere plexiforme Schicht;

INL: innere Kérnerschicht. Die Skalierung entspricht einer Gr6B8e von 4 pum.
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10.3.2 Lokalisation von ,,Synaptophysin“ und ,,NCAM“ innerhalb der
Retina

Das Auftreten beider Proteine konnte sowohl im Entwicklungsstadium P1, als
auch beim adulten Tier in zwei zueinander unabh&ngigen Untersuchungen
nachgewiesen werden. Im Westernblot zeigten sich die jeweiligen Banden in
der fur das Protein zu erwartenen Héhe (Abb. 25 und Abb. 26). Um die
genaue Lokalisation der einzelnen Proteine innerhalb der Netzhaut zu
ermitteln, wurden Doppelimmunfluoreszenzen mit Kryoschnitten beim
»=adulten“ Tier durchgefuhrt.

Hierbei konnte gezeigt werden, dass die synaptischen ,Ribbons®
ausschlieBlich im prasynaptischen Bereich der duBeren plexiformen Schicht
zu finden sind. Die Signalansammlung fir ,,Anti-Synaptophysin® zeigte eine
deutliche Kolokalisation zu den ,Ribbons“ sowohl in der inneren plexiformen
Schicht, als auch in der auBeren plexiformen Schicht (Abb. 27) und fullt
diesen Bereich nahezu komplett aus. Eine Uberlagerung der beiden
Farbsignale kommt hierbei besonders deutlich in den Ausschnitts-
vergréBerungen der auBeren plexiformen Schicht zur Geltung (Abb. 28).

Auf eine Kontrollfarbung mit ,Anti-CtBP2“ wurde im ,adulten® Stadium
verzichtet, da sich die ,Ribbons“ bereits in ihrer charakteristischen
Hufeisenform in der &uBeren plexiformen Schicht darstellten (Markierung
Abb. 28).

Vergleichbar deutliche Ergebnisse liessen sich in den Doppelimmun-
fluorezenzen mit ,Anti-HNK-1“, dem Antikérper gegen das postsynaptische
Protein ,NCAM*, ablesen. Bereits in den Ubersichtsaufnahmen der
Netzhdute war keine Kolokalisation zwischen ,RIBEYE“ und ,HNK-1“
innerhalb der &uBeren plexiformen Schicht zu erkennen. Die Signale fur
-HANK-1“ waren zwar ebenfalls innerhalb der auBeren plexiformen Schicht
lokalisiert, lagerten sich jedoch nahe der inneren Kornerschicht, also vitread
von den ,Ribbons® in einer separaten Signalfront an (Abb. 29).

In den AusschnittsvergréBerungen der &uBeren plexiformen Schicht lieB sich
dieses Verteilungsmuster nochmals deutlich darstellen (Abb. 30).
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Eine direkte SignalUberlagerung, wie es bei ,,Anti-Synaptophysin“ der Fall ist,
konnte nicht dokumentiert werden und verdeutlichte somit die eindeutig
postsynaptische Lokalisation von HNK-1 / NCAM.

Um zu ermitteln, ob die Signalkolokalisation zwischen ,RIBEYE®“ und
»=oynaptophysin“ bereits seit der Geburt bestehen oder ob sich diese erst im
Verlauf entwickeln, wurden Doppelimmunfluoreszenzen mit Netzh&uten des
Entwicklungsstadiums ,P1“ durchgefihrt. Eine bereits bei der Geburt
bestehende Kolokalisation von Synaptophysin und RIBEYE wirde darauf
hindeuten, dass die sich entwickelnden Ribbons bereits im unreifen Zustand
von synaptischen Vesikeln umgeben sind. In den Ubersichtsaufnahmen ist
bereits zu erkennen, dass das Signal flr ,Anti-Synaptophysin“ stets auf den
skleranahen Bereich der auBeren Neuroblastenschicht beschrankt ist, in
welchem sich die ,Ribbons* entwickelten (Abb. 27).

In den AusschnittsvergréBerungen des skleranahen Bereichens ist zu
erkennen, dass ,RIBEYE" mit Vesikeln assoziiert ist (Abb. 28) und dass eine
eindeutige Signallberlagerung zwischen ,RIBEYE® und ,Synaptophysin®
besteht. Diese Ergebnisse bekraftigen die Beobachtungen beim ,adulten®
Tier (Abb. 23 und Abb. 24) und zeigen, dass ,RIBEYE" bereits ab dem ersten
postnatalen Entwicklungstag eindeutig prasynaptisch lokalisiert ist.

Das Verteilungsmuster fiir ,HNK-1“ wies sowohl in den Ubersichts-
aufnahmen (Abb. 29), als auch in den AusschnittsvergréBerungen (Abb. 30),
keinerlei Kolokalisation zu ,RIBEYE® auf. Die zu detektierenden ,HNK-1
Signale® waren diffus Uber die gesamte duBere Neuroblastenschicht verteilt
und zeigten, wie bereits im ,adulten Stadium gesehen, dass ,RIBEYE"
eindeutig prasynaptisch lokalisiert ist.
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Ubersichtsaufnahmen im Entwicklungsstadium P1
Doppelimmunfluoreszenz mit ,,Anti-RIBEYE" / ,,Anti-Synaptophysin*

Doppelférbung' . + Doppelfarbung

Anti-RIBEYE . Anti-RIBEYE

=S

Anti-Synaptophysin "W""f*’,Anti-Synaptophysin

Abbildung 31: Expressionsmuster von RIBEYE und Synaptophoysin im Entwicklungsstadium P1

Die Signalansammlung fir ,,Synaptophysin® beschrénkt sich deutlich sichtbar auf den Sklera (SCL) nahen Bereich
der duBeren Neuroblastenschicht (o0NBL). Eine schwach ausgebildete innere plexiforme Schicht (IPL) und die
Ganglienzellschicht (GCL) sind bereits sichtbar. Die Skalierung entspricht einer GréBe von 10 um.
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AusschnittsvergroBerung im Entwicklungsstadium P1
Doppelimmunfluoreszenz ,,Anti-RIBEYE" / ,,Anti-Synaptophysin*

Doppelfarbung

X x
et -

Anti-RIBEYE

Anti-Synaptophysin _ Anti-Synaptophysin

Abbildung 32: Expressionsmuster von RIBEYE und Synaptophysin im Entwicklungsstadium P1

Die noch schwach sichtbaren, punktférmigen ,RIBEYE-Signale” im Sklera (SCL) nahen Bereich der duBeren
Neuroblastenschicht (o0NBL) zeigen eine deutliche Kolokalisation zu den Signalanhdufungen von ,anti-
Synaptophysin“. Die Skalierung entspricht einer GréBe von 4 um.
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Ubersichtsaufnahmen im Entwicklungsstadium P1
Doppelimmunfluoreszenz , Anti-RIBEYE“ / ,,Anti-HNK-1“

‘Doppelfarbung 4  Doppelfarbung

Anti-RIBEYE Anti-RIBEYE

Anti-HNKT. o Anti-HNKT

oNBL

Abb. 33: Zwischen ,RIBEYE"“ und ,HNK-1 / NCAM* ist keine Kolokalisation zu erkennen. ,HNK-1* verteilt sich
diffus in der duBeren Neuroblastenschicht (oNBL), ,RIBEYE" siedelt sich im Sklera (SCL) nahen Bereich an.
Die Skalierung entspricht einer GréBe von 10 um. 85



Ergebnisse

Ubersichtsaufnahmen im Entwicklungsstadium P1
Doppelimmunfluoreszenz , Anti-RIBEYE“ / ,,Anti-HNK-1“

Doppelfarbung &

Anti-RIBEYE Anti-RIBEYE

Anti-HNK-1 Anti-HNK-1

Abb. 34: Zwischen ,RIBEYE“ und ,HNK-1 / NCAM* ist keine Kolokalisation zu erkennen. ,HNK-1“ verteilt
sich diffus in der duBeren Neuroblastenschicht (oNBL), ,RIBEYE" siedelt sich im Sklera (SCL) nahen
Bereich an. Die Skalierung entspricht einer Gré3e von 10 um. 86



Diskussion

11. Diskussion

Die Umwandlung von elektrischen auf chemische Signale findet bei
Nervenzellen an speziellen Kontaktstellen, den sog. Synapsen statt. Diese
Synapsen bestehen aus einer prasynaptischen Seite, dem synaptischen
Spalt und der postsynaptischen Seite. Die prasynaptische Seite enthalt die
weiter zu leitende Information in Form von elektrischen Reizen. Diese in der
Synapse angekommenen elektrischen Reize induzieren in der Prasynapse
die Fusion von Neurotransmitter haltigen Vesikeln mit der prasynaptischen
Membran. Der freigesetzte Neurotransmitter diffundiert durch den
synaptischen Spalt zur postsynaptischen Seite, wo er mit den
entsprechenden Rezeptoren interagiert. Diese wiederum sorgen fur eine
Umwandlung des chemischen Signals in ein elektrisches Rezeptorpotential.
Durch die Menge des freigesetzten Neurotransmitters sind die Synapsen
also befahigt, das Rezeptorpotential zu beeinflussen und somit die
Informationsweiterleitung zu regulieren. Gerade im Bereich der
Sinnesorgane ist eine graduelle Reizweiterleitung erforderlich, um selbst
kleine Unterschiede der Sinneseindriicke zuverlasslich weiterleiten zu
kdnnen. Zu diesem Zweck haben sich in der Retina und im Innenohr ganz
besondere Synapsentypen entwickelt, die sogenannten Ribbonsynapsen.
Bei den Ribbonsynapsen oder Bandsynapsen handelt es sich um
hochspezialisierte chemische Synapsen.

Die bandsynapsen zeichnen sich durch ihre schnelle und tonsche
Ausschittung des Transmitters Glutamat aus und sind somit beféhigt, sich
feinsten Graduierungen der Reizintensitdt anzupassen. Besonders in
solchen neuronalen Geweben, in denen ein hohes MafB an Diskrimination fur
die Signalibertragung gefordert ist, wie z.B. in retinalen Photorezeptoren und
in Bipolarzellen oder den Haarzellen der Cochlea im Innenohr, sowie in
Melatonin sezernierenden Zellen in der Epiphyse (Smith and Sjéstrand,
1961; Dowling, 1987) sind diese Synapsen anzutreffen. Hier stellen sie eine
essenzielle Komponente des sensorischen Systems dar.
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Die hier vorliegende Dissertation untersucht die Entwicklung der retinalen
Bandsynapsen in wildtypischen Mausen des Aufzuchtstammes Black-6-N.
Insbesondere wurde untersucht, wann die ersten Ribbonsynapsen in der
Retina auftreten und damit eine kontinuierliche Wachstumsanalyse vom Tag
der Geburt bis zur vollstandigen Ausdifferenzierung aller retinalen Schichten
zu liefern. Desweiteren wurde der Frage nachgegangen, ob das synaptische
Protein ,RIBEYE", welches die Hauptkomponente der synaptischen Ribbons
darstellt, alleine oder mit Vesikeln assoziiert in die sich entwickelnde OPL
(&uBere plexiforme Schicht) gelangt.

Die Entwicklung der Mauseretina beginnt bereits vor der Geburt und vollzieht
sich Uber eine relativ lange postnatale Zeitspanne. Die sich entwickelnde
Retina zeigt somit eine relativ hohe zeitliche Rasterung (Grun 1980; Olney
1968), wobei sich nicht alle Areale in gleicher Geschwindigkeit entwickeln.
Bereits in Vorarbeiten konnte beobachtet werden, dass eine deutliche
centroperiphere Reifungsverzégerung in den Retinae von Ratten und auch
Katzen auftritt (Kirchhoff et al., 2007), die sich insbesondere auch auf die
Synaptogenese in der OPL bezieht.

Die Ausdifferenzierung der Retina als Ganzes ist gekennzeichnet durch eine
vitreosclerale Entwicklungsrichtung, bezogen auf den Bulbus oculi (Grin,
1980). Die Entwicklung der synaptischen Verschaltung beginnt dabei
zunéchst in horizontaler Richtung auf Photorezeptorebene Uber die
Vernetzung der Zapfen und Stabchen durch die Horizontalzellen, bevor
spater in der Entwicklung (etwa um P12 herum) mit Hilfe der Bipolarzellen
der vertikale Informationsfluss bewerkstelligt wird (Maslim und Stone, 1986).

Aufgrund meiner Untersuchungen ist festzustellen, dass die Entwicklung der
Ribbon-Synapse einen kontinuierlicher Prozess darstellt, der bereits mit dem
Tag der Geburt (PO) nachweisbar ist. Zu diesem Zeitpunkt weist die Retina
noch ihre fur dieses Stadium typische Dreischichtung mit einer relativ breiten
oNBL (a&uBeren Neuroblastenschicht) auf. Eine innere plexiforme Schicht
(IPL) und die Ganglienzellschicht (GCL) lassen sich erkennen.

Eine auBere plexiforme Schicht (OPL) hat sich zu diesem Zeitpunkt noch
nicht aus der oNBL herausdifferenziert.
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Das synaptische Protein RIBEYE, welches den Hauptbestandteil der
synaptischen Ribbons darstellt, eine Struktur, die fir die von mir
untersuchten Ribbonsynapsen charakteristisch ist (Schmitz et al., 2000),
konnte jedoch bereits direkt nach der Geburt, also zu einem Zeitpunkt, zu
dem die OPL noch nicht erkennbar ist, mit drei von einander unabhangigen
Methoden von mir nachgewiesen werden.

Mit Hilfe immunhistochemischer Markierung von Netzhautprédparaten gegen
das Protein RIBEYE konnte ich bereits ab dem Tag PO eine diffuse Verteilung
der ,RIBEYE® positiven Signale im skleranahen Bereich der oNBL
nachweisen. Dieses eher diffuse Verteilungsmuster I&sst sich bis zum Tag P2
in mehr oder weniger unverédnderter Form nachweisen. Da RIBEYE die
Hauptkomponente der synaptischen Ribbons darstellt und Magupalli et al.
(2008) nachweisen konnte, dass RIBEYE durch multiple Selbstinteraktionen
in der Lage ist das Grundgerust der synaptischen Ribbons aufzubauen, ist
davon auszugehen, dass bereits zu diesem frihen Entwicklungsstadium
zumindest unreife Ribbonvorldufer in der Retina vorhanden sind.

Meine Beobachtungen decken sich mit denen von Hanna Regus-Leidig,
welche Untersuchungen zur Entwicklung, Struktur und Funktion von
komplexen chemischen Synapsen an wildtypischer Mauseretina durchfliihrte
und zeigen konnte, dass alle wichtigen synaptischen Proteine bereits ab dem
Tag der Geburt vorhanden sind. Demnach stehen bereits zum Zeitpunkt der
Geburt alle Proteinkomponenten zur Verfugung, um funktionelle
Ribbonsynapsen auszubilden.

Mit dem Einsetzen der Ausdifferenzierung einer OPL aus der oNBL léste sich
das diffuse Verteilungsmuster langsam auf und man konnte allméhlich eine
Kondensation der ,RIBEYE“Signale im mittleren Bereich der oNBL
beobachten, in welchem sich zwischen dem Tag P4 und P5 die OPL
entwickelt (Kriegstein et al., 2003; Olney 1968; Grin 1982). Die Zeitspanne
von P4-P5 indiziert einen wichtigen Schritt in der Entwicklung der Ribbon-
Synapse. Zwar lassen sich ab dem Tag P4 schon vereinzelt synaptische
Ribbons mit ihrer charakteristischen Hufeisenform in der OPL erkennen,
jedoch ist zu diesem Zeitpunkt noch nicht von einer vollen Funktionalitat aller
Photorezeptorsynapsen der auB3eren plexiformen Schicht auszugehen.
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Ihre letztendliche ultrastrukturelle Form mit der an der préasynaptischen
Membran angehafteten Ribbons entwickelt die Ribbon-Synapse zwischen
dem Tag P7 und P12 (Olney 1968), einem Zeitpunkt zu dem alle
notwendigen Komponenten in den Endigungen der Photorezeptorterminale
angekommen sind. Alle synaptischen Membranproteine, welche fur eine
schnelle und regulatorische Exozytose von Vesikeln an der Ribbon-Synapse
notwendig sind, finden sich nach dem Tag P4-P5 in den Terminalen der OPL
ein. Es ist also theoretisch davon auszugehen, dass die Ribbon-Synapse ab
dem Tag P4-P5 als eine konventionelle Synapse arbeiten kann und bis zu
ihrer vollen Ausreifung beféhigt ist, grundlegende synaptische Aufgaben zu
ubernehmen (Kriegstein et al., 2003). Stitzen wirde dieses ebenfalls die
Anwesenheit von vesikularen Glutamattransportern (VGLUTs) an
Photorezeptor- und Bipolarzellendigungen in der Mauseretina, ab dem Tag
P2 (Sherry D. M., Wang M. W., Bates J., Fishman L. J., 2003).
Interessanterweise reifen die Ribonsynapsen der Photorezeptoren friher als
die der Bipolarzellen. In den Photorezeptorterminalen kann man erstmalig ab
P4 hufeisenférmige Ribbons detektieren und auch die Anordnung der
Synapsen in der OPL wirkt zu diesem Zeitpunkt bereits sehr strukturiert.
Moglicherweise bendtigen die Bipolarzellen den synaptischen Input der
Photorezeptoren, um ihrerseits Ribbons in den synaptischen Endigungen zu
assemblieren und zu verankern.

Eine generelle Aggregation des synaptischen Proteins ,RIBEYE®, ist jedoch
bis kurz vor dem Zeitpunkt der Augenéffnung (bei Mausen ca. 10.-12. Tag)
nicht zu verzeichnen. Die OPL ist zwischen P4-P10 noch relativ breit und
wenig kondensiert, das heif3t es werden laufend neue Synapsen geformt,
bzw. synaptische Ribbons in die Terminalen transportiert.

Klrzlich wurde durch ultrastrukturelle Untersuchungen herausgefunden,
dass ,RIBEYE" selber das Potential besitzt, Synaptic Ribbons aufzubauen.
RIBEYE ist in der Lage durch spezifische Bindungsstellen sowohl an der
A-Doméne, als auch an der B-Doméane zu interagieren.

Eine Zusammenlagerung kann dabei sowohl als homo- als auch als
heterotypisch (RIBEYE(A) - RIBEYE(B)) erfolgen. Diese Interaktionsstellen
geben eine mdgliche Erklarung, wie das grundlegende dreidimensionale
Gerust der synaptischen Ribbons gebildet werden kann. Weitere Faktoren
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werden jedoch bendtigt, um die synaptischen Ribbons aufzubauen (Schmitz
et al.,, 2000; Wan et al., 2005) und um die charakteristische hufeisenartige
Plattenstruktur der komplett ausgereiften Ribbons zu formen (Magupalli et
al., 2008). Hierbei spielt auch die Verankerung der synaptisch Ribbons an
der prasynaptischen Membran eine grosse Rolle. Ribbons von akut
dissoziierten Bipolarzellen z.B. zeigen die Tendenz sich von der
prasynaptischen Membran zu I6sen und dabei zu dissintegrieren.

Eine zeitgleiche Expression aller fir den Aufbau der synaptschen Ribbons
bendtigten Proteine konnte jedoch nicht verzeichnet werden (Kriegstein et
al., 2003). Erste elektronenmikroskopisch nachweisbare Protein-
aggregationen fur das synaptische Protein ,Bassoon“, welches u.a.
verantwortlich ist fur dieVerankerung der synaptischen Ribbons (Magupalli et
al., 2008) konnte frihestens zum Tag P4 in der sich ausbildenden OPL
detektiert werden (Regus-Leidig et al., 2008). Dies deckt sich mit meinen
Beobachtungen, dass die ersten synaptischen Ribbons mit ihrer
charakteristischen ,Hufeisenform® bereits zu diesem Zeitpunkt vereinzelt
nachweisbar waren.

Ab dem Tag P4 ist an der Intensitat der RIBEYE-Signalen in der OPL keine
signifikante Anderung mehr zu beobachten. Durch die vertikale Ausweitung
der OPL bleibt das Signalmuster der Proteinaggregationen von RIBEYE-
Signalen erhalten, welche lichtmikroskopisch von der Morphologie her
lediglich an GréBe zunehmen und je nach Schnittrichtung eine
hufeisenfé6rmige Erscheinung aufweisen. Die Zeitspanne bis zur
letzendlichen Ausdifferenzierung aller Retinaschichten kann als allgemeiner
»Reifungsprozess” der Netzhaut angesehen werden.

Als mdgliche Erklarung dafir, dass RIBEYE zwar bereits ab dem Tag der
Geburt zu sehen ist, elektronenmikroskopisch jedoch noch keine
Aggregationen nachweisbar sind (Magupalli et al., 2008) kénnte durch die
Tatsache erklart werden, dass RIBEYE bis zur endgultigen Ausbildung aller
retinalen Schichten durch einen noch unbekannten Faktor in L&sung
gehalten wird (Magupalli et al., 2008). Es stellt sich die Frage, ob eine frihe
Aggregation der Proteine und damit die Aufgabe ihrer Léslichkeit, im Zuge
des Ausreifungsprozesses der Retina und der synaptischen Ribbons
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uberhaupt von Vorteil ware, denn dies wirde zum Einen den Transport von
RIBEYE in die synaptischen Terminale erschweren, andererseits kdnnten
ektopische Ribbons in den Somata entstehen, welche die Funktionalitat der
Photorezeptoren massiv einschrédnken wirde.

Schon vor der Augendffnung ist bei Mausen eine synaptische Aktivitat der
Retina nachweisbar. Die synaptische Aktivitdt kann anhand von spontanen
exzitatorischen und inhibitorischen Aktivitdt ab dem Tag P7 an den retinalen
Ganglienzellen nachgewiesen werden (Johnson, Tian, Caywood, Reimer,
Edwards and Copenhagen et al., 2003). Sollten die an der Ganglienzellen
eingehenden Signale tatsachlich von den Photorezeptoren stammen, so ist
von parallel zu den Bipolarzellen verlaufenden Signalwegen zu diesem
Zeitpunkt auszugehen, da die Bipolarzellen-Ganglienzellen-Synapsen zu
diesem Zeitpunkt noch nicht aktiv sind. Welche Signale auch immer die
Ganglienzellen erhalten, die zu uUbertragende Signalrate ist nicht so
ausgepragt, dass eine voll funktionsfahige Ribbonsynapse von Noéten wére.
Vermutlich dienen die frihen synaptischen Aktivitdten in der Ganglien-
zellschicht der méglichen Wegfindung von Neuronen in den visuellen Kortex
oder dazu, den Schichtaufbau der Retina durch retrograden Informa-
tionsfluss zu stimulieren. Auch die minimale synaptische Aktivitdt der
Photorezeptoren zu Zeiten in denen eine gezielte optische Wahrnehmung
noch nicht mdglich ist (geschlossene Lieder lassen nur Lichtreflexe
erkennen), scheint wichtig far die Strukturelle Integritdt der sich ent-
wickelnden Retina zu sein.

Ein gehauftes Auftreten von présynaptischen Bandern wurde in Vorarbeiten
(Regus-Leidig et al., 2008) erst zum Zeitpunkt P10 entdeckt und nahm dann
im zeitlichen Verlauf mit dem Grad der Ausreifung der Retina ebenfalls
prozentual zu. Die rein morphologische Ausdifferenierung der Retina in alle
Schichten ist mit dem Entwicklungsstadium P8 weitgehend abgeschlossen.
Bis zum Tag P10 ist kein Unterschied mehr zur adulten Netzhaut erkennbar
gewesen.

Die hufeisenférmige Markierung, welche flr die préasynaptischen Bander der
adulten Photorezeptor-Terminale charakteristisch ist, ist jedoch auch am Tag
P13 noch selten zu erkennen. Daher muss davon ausgegangen werden,
dass die Synaptogenese mit diesem Tag noch nicht vollstdndig abge-
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schlossen ist (Dick et al., 2003). Die Bildung und Reifung der Bandsynapsen
setzt sich noch bis zur flnften postnatalen Woche fort (Regus-Leidig et al.,
2008).

Morphologische Untersuchungen zur Entwicklung von Ribbonsynapsen in
der auBeren plexiformen Schicht der Rattenretina haben ebenfalls gezeigt,
dass sich die Bildung der synaptischen Ribbons in den présynaptischen
Terminalen der Photorezeptoren kontinuierlich fortsetzt, bis sie kurz vor der
Augendffnung P12 in der OPL ihren quantitativen Héhepunkt erreicht;
Augendéffnung bei Ratten ca. 13.-14. Tag. Ubereinstimmend ist dies mit den
von mir durchgefuhrten immunhistochemischen Untersuchungen mit Tieren
im Entwicklungsstadium P17, bei denen im Vergleich zum Stadium P13 ein
deutlicher Entwicklungssprung zu verzeichnen war. Die im Stadium P13 noch
dicht gepackten RIBEYE-Signale in der OPL prasentierten sich im Stadium
P17 bereits in den Ubersichtsaufnahmen als voll ausgereift Ribbonsynapsen
mit ihrem charakteristischen hufeisenférmigen Ribbon. Quantitative
Messungen in Vorarbeiten belegten ebenfalls eine signifikante
GréBenzunahme der synaptischen Bander nach ihrer Verankerung an die
Membran (Regus-Leidig et al., 2008).

Durch Doppelimmunfluoreszenzen mit sowohl einem prasynaptischen
Marker (Synaptophysin), als auch einem postsynaptischen Marker (NCAM)
konnten beim adulten Tier das synaptische Protein ,RIBEYE®" in den
typischen Lokalisation nachgewiesen werden. Sowohl ,RIBEYE®, als auch
Synaptophysin waren streng auf die plexiformen Schichten begrenzt (IPL und
OPL) und wiesen eine deutlich Kolokalisation auf.

Beim postsynaptischen Marker ,NCAM® ergaben sich ahnlich deutlich
Ergebnisse fur die Lokalisation von ,RIBEYE".

Bereits in den Ubersichtsaufnanmen war zu erkennen, dass sich die
Signalfront fur ,HNK-1 / NCAM* auf der vitreaten Seite der OPL und somit
parallell zur prasynaptischen ,RIBEYE"-Seite anlagerte. Die prasynaptische
Lokalisation von ,RIBEYE" ist deutlich zu erkennen.

93



Diskussion

Untersuchungen mit den gleichen Markern zu einem Zeitpunkt, an dem die
OPL noch nicht ausgebildet ist (erster Tag nach der Geburt) zeigte ebenfalls
deutliche Kolokalisationen zwischen ,RIBEYE® und ,,Synaptophysin®.

Dabei kann jedoch nicht unterschieden werden, ob ,RIBEYE" durch einen
vesikularen Transport in den Bereich der sich spéater erst entwickelnden OPL
transportiert wird oder, ob es sich bei der demonstrierten Kolokalisation um
eine Assoziation von synaptischen Vesikeln rund um den sich bildenden
unreifen Ribbon handelt. Letzteres wirde nahe legen, dass die synaptischen
Ribbons in kleineren Vorlauferkomplexen assemblieren, die sich nach ihrer
Entstehung mit synaptischen Vesikeln umgeben. Dies koénnte auch die
dramatischen morphologischen Verdnderungen zwischen P2 und P4 bei
einigen synaptischen Ribbons erklaren. Wenn die Ribbons aus kleinen fertig
zusammengebauten® Einheiten entstehen wirden, dann ist es nicht
verwunderlich, dass in relativ kurzer Zeit ein nahezu ausgereifter Ribbon
entstehen kann. Bei dieser Hypothese wirde quasi eine einzelne komplette
kleine Baueinheit wie ein Kristallisationskeim wirken, der die Anlagerung
weiterer Baueinheiten katalysiert, bis eine kritische GrdéBe erreicht ist. Diese
Hypothese deckt sich auch mit Beobachtungen, dass synaptische Ribbons
dynamische Ribbonstrukturen sind, die je nach Lichtintensitat durch die
Abspaltung oder Anlagerung kleiner Baueinheiten verkurzt oder verlangert
werden kénnen (Grun et al.,, 1980). Magupalli et al. (2008) konnte zeigen,
dass in heterologen Zellkultursystemen Uberexprimiertes RIBEYE in der
Lage ist, elekronendichte Strukturen zu bilden und dass diese zumindest
teilweise von Vesikeln umgeben sind. Bei diesen Strukturen kdénnte es sich
um Aquivalente zu den beim Verkiirzen der Ribbons entstehenden
Baueinheiten handeln.
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