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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Immunologische Charakterisierung eines Epitops pramaptischer Struktur-

spezialisierungen (sog. Synaptic Ribbons) der Phatxzeptorsynapse

Ribbonsynapsen sind kontinuierlich aktive chemis8ymapsen in Retina, Innenohr und
Zirbeldrise. Wesentliches Strukturmerkmal dieserapgen sind die Synaptischen Ribbons.
Synaptische Ribbons sind mit einer grol3en Anzahsdétzungsbereiter synaptischer Vesikel
assoziiert und in der aktiven Zone der Synapsenkera Hauptkomponente der Synaptischen
Ribbons ist das Strukturprotein RIBEYE.

Ausgangspunkt dieser Arbeit bildete die Beobachtulags der Anti-AktinC4 Antikdrper in
der bovinen Retina wider Erwarten sowohl auf liciknmskopischer Ebene als auch auf
elektronenmikroskopischer Ebene eine starke undeksed Immunmarkierung der
Synaptischen Ribbons zeigte. Dieser Befund warrébehnend, da Aktin in der Retina eine
sehr breite Verteilung aufweist. Biochemische BdRi(\Western-Blot- und zweidimensionale
Gelanalysen) wiesen darauf hin, dass der AntikonuieRIBEYE, der Hauptkomponente der
Synaptischen Ribbons, kreuzreagiert.

In der vorliegenden Arbeit widmete ich mich der e@m Charakterisierung dieses durch den
Anti-AktinC4 Antikdrper erkannten Epitops. Das Kyt sollte innerhalb des Proteins
RIBEYE eingegrenzt und charakterisiert werden. RfBEbesteht aus einer aminoterminalen
A-Doméne, die evolutionar zwischen den Spezies kstaivergiert, und einer
caboxyterminalen B-Domane, die zwischen den veesldnien Spezies stark konserviert ist.
Da der Anti-AktinC4 Antikorper in der Retina der Ma— im Gegensatz zum Rind — keine
Markierung der Synaptischen Ribbons zeigte, halle das Epitop in einer spezies-
spezifischen Region des RIBEYE-Proteins, genausagien der A-Domane, vermutet.

Mittels Polymerasekettenreaktion habe ich deshadtkdmplette cDNS der A-Doméne von
RIBEYE amplifiziert und in einen eukaryotischen Esgsionsvektor kloniert. Nach
Transfektion in HEK-Zellen wurde die A-Domane hatiglich ihrer Kreuzreaktivitat mit dem
Anti-AktinC4 Antikorper in der Immunfluoreszenz undittels der Western-Blot-Analyse
untersucht.

In der Immunfluoreszenz zeigt sich eine deutliclealRion des Anti-AktinC4 Antikorpers
mit bovinem RIBEYE(A). Dies belegt die vermuteteekizreaktivitat des Antikdrpers mit der
A-Doméne von bovinem RIBEYE. Allerdings zeigte démti-AktinC4 Antikérper
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Uberraschenderweise in der Western-Blot-Analysaek&ireuzreaktivitdt mit dem heterolog
in HEK293 exprimierten RIBEYE(A)-Fusionsprotein.

Das fehlende Signal des Anti-AktinC4 Antikdrperst rRIBEYE(A) in der Western-Blot-
Analyse lasst sich mdoglicherweise auf eine positedionale Modifikation oder ein
Konformationsepitop zurickfihren.

Die weitere Charakterisierung und genauere Lokiabisades Epitops muss in zuklnftigen
Untersuchungen geklart werden. Sie konnte Aufssklisber den Mechanismus der
Signaltransduktion an der Ribbonsynapse geben andt selfen, die Funktionsweise der

Ribbonsynapse weiter zu verstehen.
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Summary

Immunological characterization of an epitope of preynaptic specializations (synaptic

ribbons) of the photoreceptor synapse

Ribbon synapses are chemical synapses in the rét@anner ear and the pineal gland that
are continuously (tonically) active. The uniqueustural specializations of these synapses are
the synaptic ribbons. Synaptic ribbons are assedtiatith a large amount of release-ready
synaptic vesicles and are anchored in the actine od the synapse. The main component of
Synaptic ribbons is the structural protein RIBEYE.

Starting point of this thesis is that a particldatin antibody (anti-actinC4 antibody) showed
— contrary to the expectations — a strong and edecnmunostaining of the synaptic ribbons
as shown both at the light microscopic and electmunroscopic level. This result was
surprising because actin is known to show a vepadbdistribution in the retina. Biochemical
findings (Western blot and two-dimensional gel gses) indicated that the Anti-ActinC4
antibody cross-reacts with RIBEYE, the main compmd synaptic ribbons.

In the present thesis work, | wanted to furtherrabierize the epitope detected by the anti-
actinC4 antibody. The aim was to localize and dttar&e the epitope within the protein
RIBEYE. RIBEYE consists of an amino-terminal A-damawhich evolutionarily is very
divergent between the species, and a carboxy-tatrBirdomain, which is highly conserved
between the species. Since the anti-actinC4 antibladl not show any labeling of synaptic
ribbons in the mouse retina — in contrast to theiferetina —, | reasoned that the epitope
detected by the anti-actinC4 antibody was mostlilgart of the species-specific region of
the protein RIBEYE, i.e. of the A-domain of RIBEYE.

Therefore, | generated and amplified the full-léngDNA of the A-domain of RIBEYE by
means of the polymerase chain reaction (PCR) amkdl the full-length RIBEY(A)-domain
cDNA into a eukaryotic expression vector to chasaee the heterologously expressed
protein for a possible reactivity with the antiia€4 antibody. After the transfection into
HEK-cells, the A-domain was analyzed for its crossetivity with the anti-actinC4 antibody
using immunolabeling and Western blot analyses.

The immunolabeling showed that the anti-aktinC4 ibaxly strongly detected the
heterologously expressed bovine RIBEYE(A)-domaihisTwas shown by double-labeling

experiments and supports the hypothesis that theaamC4 antibody cross-reacts with the
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A-domain of bovine RIBEYE. Surprisingly, the anttamC4 antibody did not react with the
same protein in Western blot analyses.

The missing signal of the anti-aktinC4 antibody hwiRIBEYE(A) in the Western blot

analyses could possibly be due to a posttransktiomodification or a conformational

epitope.

Future research will be needed to further charaetéhe epitope within RIBEYE(A). This

further characterization could shed light on thechamism of the synaptic communication

and, thus, help in the further understanding offtimetioning of the ribbon synapse.
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1 Einleitung

1.1 AuRerer Aufbau und Aufgabe des Auges

Das Auge des Saugetieres ist ein faszinierendeseimdleistungsfahiges Sinnesorgan. Es ist
in der Lage, Lichtreize, die auf die Netzhaut ®affin elektrische Signale umzuwandeln und
sie an das Gehirn weiterzuleiten, das aus der afielan visuellen Impulsen ein Bild erstellt.

In seiner Funktion als wichtigstes SinnesorganMesschen besitzt es einen komplizierten

Aufbau, der sich im Laufe der Evolution perfektieni hat. Das Auge stellt den grof3ten

Informationslieferanten des Gehirns dar — von kairaderen Sinnesorgan werden so viele

Informationen zum Gehirn geleitet.

In seinem anatomischen Aufbau besitzt es im Washetl drei Schichten (Abbildung 1). Die
aulRerste Schicht (Tunica fibrosa), die sowohl deshu& des Auges als auch der ersten
Bindelung der Lichtstrahlen dient, besteht aus ldmterhaut (Sklera) und der Hornhaut
(Kornea). Nach innen schlie3t sich im hinteren Tdie gefalRversorgende Schicht, die
Aderhaut (Choroidea), an. Vervollstandigt wird @ieSchicht nach vorne durch den
Ziliarkorper und die Regenbogenhaut (Iris). Erstereerdankt das Auge seine Fahigkeit zur
Akkommodation, d.h. die Veranderung der Linsenbkeaft, die durch Zug oder
Entspannung des Ziliarkdrpers an die EntfernungQigektes zum Auge angepasst wird. Die
Regenbogenhaut wirkt wie die Blende einer Fotokam@urch eine Schicht parasympathisch
innervierter glatter Muskelzellen ist sie in dergeaihre Offnungsflache, die Pupille, an die
jeweiligen Lichtverhéltnisse anzupassen. In ihreles&@ntheit wird diese mittlere
Augenschicht auch als Tunica vasculosa bzw. Uveaitenet.

Die dritte Schicht stellt die Netzhaut (Retina) ,dder innerhalb des Auges die sensorische
Funktion zukommt.

Der Raum im Inneren des Auges wird von einer gelamt Masse, dem Glaskorper,

ausgefullt.
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Abbildung 1: Anatomischer Aufbau des Auges eines Saugetieres.
Quelle: http://www.vision-training.com/de/Augenasrate/Augenanatomie.htm

Hat das Licht den Brechungsapparat aus Hornhaunkerwasser, der hinteren und vorderen
Augenkammer und der Linse passiert, erfolgt nacihncbdringen des Glaskorpers an der
Netzhaut die Umwandlung der gebindelten Strahlerl@ktrochemische Impulse. Dazu

durchlaufen die Lichtteilchen die Schichten der Zlaut von innen nach auf3en, bis sie
schliel3lich die Photorezeptorzellen erreichen. i#aronale Impulsweiterleitung erfolgt nun

im umgekehrten Weg — von auf3en nach innen. Di¢el&tation innerhalb der Retina bilden

die Ganglienzellen, deren Axone die Lichtsinnesimiationen weiterleiten und als Sehnerv
das Auge in Richtung Gehirn verlassen.

Im Folgenden werden die einzelnen Schichten dezhéeit nédher beschrieben.



Einleitung 3

1.2 Die Gliederung der Retina

Das Auge des Saugetieres entsteht entwicklungsigetlath aus dem Neuroektoderm,
dessen Ursprung, das Ektoderm, neben dem Entodedrdem Mesoderm eines der drei
Keimblatter der Embryogenese darstellt. Aus demrbdiktoderm geht der embryologische
Augenbecher hervor, der aus zwei Blattern best@hs innere Blatt entwickelt sich zum
sensorischen Teil der Retina. Das aufiere Blatiebitths retinale Pigmentepithel. Beide
Schichten sind nur an der Austrittsstelle des Sefsnend an der Ora serrata, der Grenzlinie
am Ubergang zwischen Pars optica und Pars caecietehaut, strukturell miteinander
verbunden. Die Netzhaut ist in Schichten aufgeabbildung 2), die im Folgenden erlautert

werden.

P Links:

RPE retinales Pigmentepithel

OS AuRensegmente der

oS R Photorezeptorzellen

IS  Innensegmente der
Photorezeptorzellen

ONL &uBere nukleare Schicht

RPE

IS OPL A&uRere plexiforme Schicht
R W) & 9 N INL innere nukleare Schicht
ONL IPL innere plexiforme Schicht
GC Ganglienzellschicht
OPL Rechts:
H BM  Bruch-Membran,
: P Pigmentepithelzelle
INL QO Q O O ,\BAI R  Stabchen,
Q A C Zapfen
H Horizontalzelle,
J: f Bi Bipolarzelle
IPL = ' M Miller-Zelle
— A Amakrinzelle
G Ganglienzelle
GC G Ax Axone
Ax > Membrana limitans externa

Abbildung 2: Schematische Zeichnung der histologischen Gliedeer Retina im Langsschnitt.
Quelle: https://de.wikipedia.org/wiki/Netzhaut.



Einleitung 4

1.2.1 Das retinale Pigmentepithel (Stratum pigmentosumae)

Das retinale Pigmentepithel (Stratum pigmentosush)eine einschichtige isoprismatische
Epithelschicht, die zwischen der Aderhaut (Chorajdend der neurosensorischen Retina liegt
(Zilles und Tillmann 2010). An ihrer basalen Seigé sie mit der Bruch-Membran fest
verbunden. Apikal steht sie Uber fingerférmige Baétze mit der Photorezeptorschicht in einer
dynamischen Verbindung.

Das Pigmentepithel erflullt vielfaltige Funktionenm i physikalisch-optischen und
metabolischen Bereich.

Durch seinen hohen Gehalt an Photonen absorbiarelidaningranula dient es der
Reduktion von Streustrahlung und verhindert dameiBlldung stérender Lichtreflexe.

Uber das retinale Pigmentepithel wird die Ernahrdeg Netzhaut vermittelt, die durch die
Lamina choriocapillaris, die innerste Gefal3schabt Aderhaut, erfolgt. Ebenso sorgt es fur
den Warmeausgleich zur Aderhaut.

Die Tight Junctions zwischen den Pigmentepithetrefitellen zusammen mit denjenigen der
Endothelzellen der retinalen GefaRe die Blut-Re8ohranke dar. So bildet die
Pigmentepithelschicht die wichtige adharente Vetbing zu der die Netzhaut versorgenden
Choroidea und bietet als Barriere zugleich Schwizdem Ubertritt schadlicher Substanzen
aus der Blutbahn.

Ferner ist eine wichtige Aufgabe des Pigmentemthéie Phagozytose abgestorbener
Membranbestandteile der Photorezeptoren und dieeri®egtion des Retinols zu 11-cis-
Retinal (Strauss 2005).

1.2.2 Die Photorezeptoren mit ihrem Auf3en- und InnensegniBtratum segmentorum/

neuroepitheliale retinae)

Der Photorezeptor besitzt die Fahigkeit, die etaktignetischen Wellen des eintreffenden
Lichtes in neuronale Impulse umzuwandeln. Durchn séei Dunkelheit niedriges
Membranpotential ergibt sich eine hohe Transmitigsahittung bei fehlendem Lichteinfall
und umgekehrt eine verminderte TransmitteraktingitHelligkeit.

Zu unterscheiden sind die hell-dunkel differenzielen Stabchen, die fur das skotopische
Sehen (Nachtsehen) zustandig sind, und die farlmeahmenden Zapfen fir das photopische
Sehen (Tages- und Farbsehen). Die menschliche aRetimthalt etwa 20-mal so viele

Stabchenzellen wie Zapfenzellen (ca. 120 Millionemsus 6 Millionen), wahrend erstere
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vorwiegend in der Netzhautperipherie und letzteyeallem in der Fovea centralis, dem Ort
des schéarfsten Sehens, zu finden sind (Trepel 2@dr) dem Pigmentepithel zugewandte
Teil des Photorezeptors kann in zwei Segmente tertewerden: das Auf3en- und das
Innensegment.

Das AulRensegment ist der Ort der Phototransduktionden Zapfen findet sich der
Sehfarbstoff Jodopsin in multiplen Membraneinstalgen, wohingegen die Stabchen den
Sehfarbstoff Rhodopsin in stapelweise angeordndembranscheiben (Disks) einlagern.

Das Innensegment, das durch ein unbewegliches,nttakegelegenes Zilium mit dem
Aulensegment verbunden wird, ist wiederum in zwrikgurell unterschiedliche Bereiche
gegliedert. Das Ellipsoid enthalt eine grol3e AnzatnlMitochondrien und ist somit wichtig
fur die Energiegewinnung der Photorezeptorzellehingegen im vitreal gelegenen Myoid
das endoplasmatische Retikulum lokalisiert ist.sOs der Ort der Proteinbiosynthese und
der Bildung der photosensiblen Membranen. Danebash das Myoid den kontraktilen Teil
der Photorezeptorzelle dar, der Bundel von paradlegeordneten Myofilamenten, im
Wesentlichen Aktin und Myosin, enthalt. (PietzsabhRschneider 1976; Burnside 1976;
Drenckhahn und Wagner 1985; Nagle et al. 1986; fRaghl et al. 1992). Diese regulieren je
nach Lichtverhaltnissen die relative Position vaab8hen und Zapfen, und die Erregbarkeit

bzw. den Arbeitsbereich der verschiedenen Photptedgpen (Eckmiller 2004).

1.2.3 Die aul’ere Grenzmembran (Lamina limitans externa)

Die aulRere Grenzschicht liegt zwischen den SomataRhotorezeptorzellen und deren
Innensegmenten. Gebildet wird sie von den langklera gerichteten Zellfortsatzen der
Muller-Zellen. In dieser Schicht findet sich eineof@e Anzahl von Aktinfilamenten

(Drenckhahn und Wagner 1985).

1.2.4 Die aul3ere Kornerzellschicht (Stratum nucleareraxta, ONL)

Die Somata der Photorezeptorzellen (Stabchen, Aakefinden sich in dieser Schicht, der
aulReren Kornerzellschicht (ONL). Die Photorezemlben stellen die ersten Neurone der
Sehbahn dar, die in der Retina grob aus einer Kaite drei hintereinandergeschalteten
Neuronen besteht. Die Bipolarzellen stellen dasitemdeuron dar, die Ganglienzellen das
dritte Neuron.
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1.2.5 Die aul3ere plexiforme Schicht (Stratum plexiformeeeum, OPL)

In der aulReren plexiformen Schicht sind vor allamsynaptischen Verbindungen zwischen
den Photorezeptorzellen und den Dendriten der rescihglteten Bipolarzellen gelegen. Die
Photorezeptorsynapse ist eine Ribbonsynapse. Dresd&tpe der postsynaptischen ON-
Bipolarzellen sind zusammen mit den postsynaptiscRertsatzen der Horizontalzellen
(dienen der horizontalen Verschaltung) in die syisapen Terminalen der Photorezeptoren
invaginiert (»hineingestilpt«) und bilden eine swgente Triade (Dowling 1987; Schmitz
2009).

Schematisch verbildlicht ist die Verschaltung derzelnen Neurone in Abbildung 3 am
Beispiel der Photorezeptorterminale einer Zapfeagya, in der mehrere dieser

beschriebenen synaptischen Einheiten eingebaut sind

Gap junctions

Desmosome-like
junction (GluRs)

Dendrites of

S} Horizontal cells

l ON bipolar cells

'OFF bipolar cells

Abbildung 3: Schematische Zeichnung der Photorezeptortermigialer Zapfenzelle in der aul3eren
plexiformen Schicht der Vertebratenretina. Zu seiserin vertikaler Schnitt durch das Endfiiichen
einer Zapfenzelle und die postsynaptisch versdealt®leurone. In der prasynaptischen Terminale
sind Proteinbander, genannt »Synaptic Ribbons«t sarhdngender Vesikel abgebildet. Gemeinsam
mit den invaginierten Fortséatze der Horizontal u@N-Bipolarzellen wird diese synaptische
Architektur eine Triade genannt. Sowohl hier alsclauan den basalen Kontakten der OFF-
Bipolarzellen und an den Verbindungen (Gap juncjozwischen den Horizontalzellen finden sich
ionotrope (grin) und metabotrope (rot) Glutamatigpeen (GluRs). Die in gelb dargestellten Gap
junctions zwischen OFF-Bipolarzellen und zwischen Bhotorezeptoren sind gleichartig aufgebaut
mit dem Connexin Cx36 als wesentlichem Bestar{&tgiler et al. 2009).

Bereits die Absorption eines einzelnen Photonsdaden Photorezeptor 16st eine Kaskade
von Prozessen aus, die in einer HyperpolarisatenZelle und damit in einer verminderten

Ausschittung des Transmitters Glutamat enden. BemkBlheit ist der Photorezeptor

depolarisiert und setzt mehr Neurotransmitter Ghatiafrei.

Die basal liegenden OFF-Bipolarzellen werden behtainfall und der damit verbundenen

verminderten Glutamatfreisetzung entsprechend veergdstiviert. Bei Dunkelheit 10st der
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erhohte Glutamatspiegel eine Aktivierung der OFpelrzelle aus. Die ON-Bipolarzellen
hingegen generieren in Abwesenheit von Glutamat @een lonenkanal kontinuierlich
Aktionspotentiale. Glutamat ist durch Bindung annse postsynaptischen metabotropen
Rezeptor in der ON-Bipolarzelle in der Lage, Ubeees-Protein vermittelte Signalkaskade
den lonenkanal zu schliel3en. Bei Abwesenheit vahtLitihrt der erhohte Glutamatspiegel
im synaptischen Spalt folglich in der ON-Bipolateetu einer Hemmung des lonenkanals
und durch die resultierende Hyperpolarisation zuneri verminderten Fahigkeit,
Aktionspotentiale zu generieren. Eine Aktivierungsdhotorezeptors durch Licht bedeutet
umgekehrt eine verminderte Glutamatausschittungvenagrsacht keine Hemmung der ON-
Bipolarzelle. Im Falle der ON-Bipolarzelle entstediso eine Konversion des Signals der
Photorezeptorzelle.

Die Ribbonsynapse ist eine spezialisierte Synapmbe, als besondere Strukturen die
sogenanntemSynaptic Ribbons« (Synaptische Ribbons) enth&dt,diikse Synapse zu einer
im Hinblick auf die Transmitterausschittung sehstlengsfahigen machen (von Gersdorff
2001; Heidelberger et al. 2005) . Auf diese besondet von Synapse wird in Kapitel 1.3.2

naher eingegangen.

1.2.6 Die innere Kornerzellschicht (Stratum nuclearernmien, INL)

Die innere Koérnerschicht wird gebildet von den Kétpern der Bipolarzellen zusammen mit
denen der Horizontal- und amakrinen Zellen. Wéhrdrel Bipolarzellen als die zweiten
Neurone der Sehbahn die Impulse der Photorezefirzean die nachgeschalteten
multiploaren Ganglienzellen weitergeben, dienen lkama und horizontale Zellen der
intraretinalen Informationsverarbeitung und -modala Durch vielfaltige interneuronale
Verschaltungen greifen sie hemmend an den Synapasdschen Bipolarzellen und
Photorezeptoren bzw. Ganglienzellen ein und sindnéer anderem durch den Mechanismus
der lateralen Hemmung an der Kontrastverstarkurtgillig (Schmidt und Thews 2013).
Zusatzlich enthalt diese Schicht die Zellkbrper Bdler-Zellen, die Gliazellen der Retina,
deren Fortséatze sich von der inneren bis zur anl¥8renzmembran erstrecken. Die Miller-
Zellen agieren in einer »metabolischen Symbiosekdan tbrigen Neuronen der Retina
(Bringmann et al. 2006). Neben der extrazelluldi@menhomoostase, dem metabolischen
Support der Neuronen und der Freisetzung neurovasdaktiver Substanzen gehdrt zu ihren
Funktionen auch die Regulation der DurchlassigiertBlut-Hirn-Schranke (Bringmann und
Wiedemann 2012).
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1.2.7 Die innere plexiforme Schicht (Stratum plexiforméesirnum, IPL)

In der inneren plexiformen Schicht erfolgt die \@raltung der Zelltypen der inneren
nukledren Schicht (INL) mit den Dendriten der Gagtellen. Das Verhdltnis von
Photorezeptoren zu Bipolar- und Ganglienzellent legf3erhalb der Macula lutea (blinder
Fleck) bei 125:30:1. Es folgt also dem Konvergemzip (Graumann und Sasse 2005).

Die zuvor beschriebenen ON- und OFF-Bipolarzelleldeln Synapsen mit den jeweils
korresponierenden ON- und OFF-Ganglienzellen. kicthall auf die Photorezeptoren flhrt
durch die verminderte Transmitterausschittung zoereiHyperpolarisation der OFF-
Bipolarzelle damit zu einer Hemmung der OFF-Gamgigdle. Die ON-Bipolarzelle dagegen
konvertiert das Signal des Photorezeptors und iaktidie ON-Bipolarzelle. So entsteht — in
Zusammenarbeit mit den lateral verschaltenden riateponen (Horizontal- und

Amakrinzellen) — ein Hell-Dunkel-Kontrast.

1.2.8 Die Ganglienzellschicht (Stratum ganglionicum)

Sie bildet die innere der drei nuklearen Schichted damit stellt das retinale Ganglion das

letzte afferente Neuron der Sehbahn dar.

1.2.9 Die Nervenfaserschicht (Stratum neurofibrarum)

Die Axone der retinalen Ganglienzellen verlauferdér Retina in der innersten Schicht, der
Nervenfaserschicht. Sie vereinigen sich an derll@apervi optici und verlassen als Nervus
opticus den Augapfel. Weil an der Austrittsstellss dNervus opticus keine Photorezeptoren
vorhanden sind, spricht man hier vom »blinden Kechkn ihrem Verlauf in der
Nervenfaserschicht sind die Axone der Ganglienmeftarklos, um ihre Durchlassigkeit fir
Licht zu erhéhen. Nach ihrer Vereinigung sind sie gchnelleren Signalweiterleitung von

einer Myelinscheide umhdillt.

1.2.10 Die innere Grenzmembran (Lamina limitans interna)

Sie ist — ahnlich wie die Membrana limitans extermaus den Fortsatzen der Muller-Zellen

gebildet und dient der Abgrenzung der Retina zuasiiirper.
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1.3 Synapsentypen der Retina

Eine Synapse bezeichnet die Stelle des Informatigtausches zwischen einem Neuron und
einer weiteren Zelle. Bei letzterer kann es sicheumzweites Neuron oder um die Zelle eines
Effektororgans handeln (Druse, Muskel, SinneszeM®ben der Informationsweiterleitung
und -modulation dienen solche Zellkontakte auchlnirmationsspeicherung und sind somit
Grundlage von Intelligenz.

Eingeteilt werden die Synapsen in elektrische umenmische Synapsen (Meier und
Dermietzel 2006). Chemische Synapsen sind prinkipgeifgebaut aus Prasynapse,
Postsynapse und synaptischem Spalt. Die Ribbonsgnagt eine spezielle Form der

chemischen Synapse.

1.3.1 Chemische Synapse

Dieser Synapsentyp ist der am haufigsten vorkommeind menschlichen Koérper. Er
unterscheidet sich in vielen Eigenschaften vonrestektrischen Synapse.

Der synaptische Spalt der chemischen Synapse istma 10-20 nm deutlich weiter als der
einer elektrischen Synapse, und die Zellen sindhtnaurch direkten Membrankontakt
miteinander verbunden. Zudem verlauft die Signakvgabe wegen des unterschiedlichen
Aufbaus der Pra- und Postsynapse unidirektionatlefs als bei der elektrischen Synapse
ergibt sich durch den fehlenden direkten Membratéddn und den Prozess der
Signalumwandlung eine Weiterleitungsverzégerungwogefahr 1 ms.

Eine chemische Synapse ist durch prasynaptischesimitterfreisetzung und deren Wirkung
auf den postsynaptischen Transmitterrezeptor vaginiElektrische Impulse, in der Regel ein
Aktionspotential, das im Axon typischerweise saltisich weitergeleitet wird, werden an der
konventionellen Synapse in chemische Signale umgeeia

Auf einen ankommenden elektrischen Reiz, in koreeetlen Synapsen typischerweise ein
Aktionspotential, werden in der prasynaptischen mieale spannungsabhangige
Kalziumkandle gedffnet. Darauf kommt es zum Eimstroron Kalzium aus dem
Extrazellularraum in die Zelle. Dies I10st eine Kad& an Prozesse aus, an der verschiedenste
Proteine beteiligt sind — unter anderem Synaptotagmd SNARE-Proteine (»soluble N-
ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptoProteine), die sowohl an der Vesikel-
als auch an der Plasmamembran angesiedelt sind.TEiesmitter-beladenen Vesikel,

membranumschlossene Kompartimente, werden in Rightdes synaptischen Spalts
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transportiert und setzen durch kalziumabhangigesdfenelzung mit der prasynaptischen
Membran ihren Inhalt frei. Dieser Vorgang wird Extmse genannt.

In seiner Funktion als Kalziumsensor vermittelt &ytotagmin die Aktivierung des
Fusionsprozesses. Bei regulédrer intrazellulareezikalkonzentration fungiert es als eine Art
Abstandshalter zwischen den SNARE-Komplexen der btamen von Prasynapse und
Vesikel, wohingegen es bei Kalziumeinstrom in dedl& durch Konformationsanderung die
Annaherung der SNARE-Komplexe erméglicht (van dexgdart et al. 2011). Das vesikulare
Protein (v-SNARE) Synaptobrevin bildet mit dmgetProteinen (engl.: Ziel, t-SNARE) wie
Syntaxin und SNAP-25 in der prasynaptischen Memigiar stabile Einheit, woraufhin die
Synaptotagmin-vermittelte Konformationsanderung d&NARE-Komplexes die gezielte
Membranfusion und damit die Transmitterfreisetzanglost (Han und Jackson 2006; Sudhof
2012).

Nach der Freisetzung des vesikularen Inhalts in si@maptischen Spalt diffundieren die
Neurotransmitter zur postsynaptischen Membran uetvirken dort eine Aktivierung
verschiedener Rezeptoren. Zu unterscheiden sindAmten von ausgeldsten Potentialen, die
Transmitter- und Rezeptorabhangig sind: das exzitathe postsynaptische Potential (EPSP)
und das inhibitorisches postsynaptische PotentRBF). Um die Membran Uber einen
gewissen Schwellenwert zu depolarisieren und damiter postsynaptischen Zelle ein
Aktionspotential zu generieren, bedarf es mehreERSPs. Umgekehrt fihrt eine
ausreichende Anzahl von IPSPs zu einer Hyperpalawis und damit zu einer verminderten
Erregbarkeit der Zelle.

Hinsichtlich ihrer Funktionsweise sind zwei grund$iéhe Arten von postsynaptischen
Rezeptoren zu unterscheiden: ligandengesteuertenatabotrope Rezeptore, die mit einem
G-Protein (GTPase) gekoppelt sind. Im Falle dehfedgend beschriebenen Ribbonsynapse
ist vor allem der G-Protein gekoppelte Glutamatdptar von Bedeutung (Krishnan und
Schiéth 2015).
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1.3.2 Ribbonsynapse

Photorezeptorzellen sind Neurone, die kein Aktiatsptial generieren (on-spiking
neuons«) Stattdessen wird durch eintreffende Photonereksktrisches Signal erzeugt, das
eine an die Lichtintensitat adaptierte Freisetzung Neurotransmittern hervorrufDurch
Photorezeptoren werden sensorische Informationen abgestuften Anderungen im
Membranpotential Gber eine grof3e dynamische Baitdbrermittelt (Sterling und Matthews
2005; Matthews und Fuchs 2010). Um das synaptiSaipeal kontinuierlich sehr fein an die
Anderungen der Lichtintensitat anzupassen, ist spezialisierte Synapse erforderlich, die
gleichzeitig in der Lage sein muss, bei Dunkelrsite lang anhaltend hohe Rate an
Neurotransmitterfreisetzung aufrechtzuerhaltenRiidonsynapse (von Gersdorff 2001).

Sie gehort zu den chemischen Synapsen und zeickicht durch eine besondere
Leistungsfahigkeit in der Transmitterfreisetzung.au

Bei Wirbeltieren werden Ribbonsynapsen von den étkaeptoren in der aul3eren und den
Bipolarzellen in der inneren plexiformen Schicht 8etina gebildet (Abbildung 4). Daneben

kommen sie in den Haarzellen des Vestibularorgawsder Cochlea vor (Fuchs et al. 2003,

Matthews und Fuchs 2010). Aul3erdem findet manrsgen Pinealozyten der Zirbeldrise im
Gehirn, die mit der Retina in Verbindung steht (Mittid und Fox 1992).

Abbildung 4: Kryostatschnitt der bovinen Retina (Querschnittinammarkiert mit einem Antikdrper
gegen RIBEYEDie Ribbonsynapsen in OPL und IPL wurden mit eiertikbrper gegen RIBEYE
markiert. RIBEYE ist eine Hauptkomponente der Sysepen Ribbons. Ribbonsynapsen sind in der
OPL und IPL sichtbarAl). Wahrend die Synaptschen Ribbons in der OPL Hogeig sind A3),
Ribbons in der IPL kleineA2). A2, A3 stellen einen vergrol3erten Ausschnitt Atisdar. Pfeil:
Synaptisches Ribbon. Skalierungsbalken: 10 um.
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1.3.2.1 Aufbau und Zusammensetzung

Der charakteristische, zentrale Bestandteil derb&isynapse sind elektronendichte, mit
Vesikeln assoziierte Strukturen, die an der aktizene der Ribbonsynapse verankert sind.
Diese Strukturen werden als Synaptische Ribbongn@Sic Ribbons«) bezeichnet und
geben der Synapse ihren Namen. Der SynaptischeoRibtellt das Schlissel-Organell der
Ribbonsynapse dar. Seine Hauptaufgabe besteht, deser tonisch aktiven Synapse eine
standig hohe Neurotransmitterausschuttung zu eroiigl.

Sjostrand, einer der Pioniere der Elektronenmikopgk beschrieb diese elektronendichte
Struktur 1953 erstmals (Sjostrand 1953). Der Syseip¢ Ribbon der Photorezeptorzelle ist
35 nm dick, bis zu 1.0m hoch und 1-2m lang (Heidelberger et al. 2005).

presynaptic
terminal

synaptic
ribbon

synaptic
cleft

arciform

o t
arciform ensity

density

glutamate receptors g
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synaplic
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dendrites

Abbildung 5: Schematische lllustration einer Ribbonsynapse Sbchenzelle. Der stabférmige
Synaptische Ribbon auf der linken Seite stellt@aarschnitt der eigentlich platten Struktur dare di
sich sichel- oder hufeisenférmig entlang der innéagiten Plasmamembran krimmt (rechte Seite). Die
Querschnitte der Dendriten von Horizontal- und Baweellen sind vereinfacht dargestellt (Schmitz
2009).

Synaptische Ribbons kommen in der Netzhaut von &ltidsen in den Terminalen der
Photorezeptoren (Stdbchen und Zapfen) in der amfglexiformen Schicht und in den
Terminalen der Bipolarzellen in der inneren plesifien Schicht vor. Dort sind sie in der
aktiven Zone lokalisiert und senkrecht zur Plasnmabran orientiert. In der OPL erscheinen
sie in der elektronenmikroskopischen Ansicht cdb&rmig (Abbildung 6). Dreidimensional
rekonstruiert sind sie in der Hochauflosung platége Strukturen, die sich dem
gekrimmten Membranverlauf der Préasynapse anpassdndaher ein hufeisenformiges
Aussehen zeigen, wie in Abbildung 5 dargestellth(®itz et al. 2000). Der in der
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Elektronenmikroskopie stabformig erscheinende Ribhst somit als Querschnitt einer
plattenférmigen Struktur zu verstehen. Fir die immarkierte Retina in Kryostatschnitten
ist die gekrimmte Gestalt der Ribbons typisch (Ahlrg 5).Im Gegensatz dazu sind sie in
der IPL eher von kugeliger Gestalt und treten zadter auf (tom Dieck und Brandstatter
2006; LoGiudice und Matthews 2009; Maxeiner e26IL6).

5 “ﬁ

&

Abbildung 6: Ultrastrukturelle Darstellung einer retinalen Ribbsynapse der Karpfenfischart
Carassius carassius. Synaptic ribbon (sr), Synapts Vesikel (sv), Dendriten der Horizontalzelle
(hc) und Bipolarzelle (bc). Die Pfeile bezeichnéa slynaptischen Vesikel; die Pfeilkdpfe markieren
den Ort der Endozytose, der gebogene Pfeil dieEase-Zone (Schmitz 2009).

Elektronenmikroskopisch betrachtet zeigen sie eide@ischichtigen Aufbau mit einer

mittleren Schicht geringer Elektronendichte und izwegebenden stark elektronendichten
Bereichen (Wagner 1997).

Die Anzahl der Synaptischen Ribbons variiert jetn@elltyp. Stabchen besitzen in ihrer
einzigen aktiven Zone einen Synaptisches Ribbowm @al. 1994), Zapfen dagegen in ihrer
wesentlich groReren Terminale 20—-40 Ribbons (Hamagket al. 2000).

An diesen hoch-spezialisierten Strukturen sind 3matier gefillte Vesikel angeheftet. Diese
stehen in Verbindung Uber dinne Filamente (Rao-¥in& et al. 1995). Hinsichtlich des

Vesikel-Depots am Synaptischen Ribbon ist zu uobkerislen der kleinere, unmittelbar
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freisetzbare Pool (»rapidly releasable pool«), elesgesikel mit der Membran der aktiven
Zone in direktem Kontakt stehen (~ 100 Vesikeln winem grol3erer Reserve-Pool, dessen
Ribbon-assoziierte Vesikel bei Bedarf rasch Ricgtprasynaptische Membran wandern und
freigesetzt werden kénnen (~ 600 Vesikel) (Sterlurgl Matthews 2005; Bartoletti et al.
2010). Pro aktive Zone kénnen in einer Sekunde zis500 Vesikel freigesetzt werden
(Parsons et al. 1994). Bipolare Zellen der Retina Goldfischen enthalten circa 55 der
kleineren Synaptische Ribbons pro Terminale, dweejls 110 Vesikel binden, von denen
wiederum ein Funftel an der Ribbon-Basis mit desRiamembran in direktem Kontakt steht
(von Gersdorff 2001). Viel grol3er ist die Gesam#dnhzder Uber die Terminale verstreuten
Ribbons. Sie kann von einigen Zehntausend in débcBen von S&ugetieren bis zu einer
Million in Bipolarzellen betragen (Heidelberger &t 2005), die den an die Synaptischen
Ribbons und die Plasmamembran angehefteten Poakléchieder aufflllen kénnen. Im
Gegensatz dazu halten konventionelle chemischepSgnadeutlich weniger Vesikel bereit.
Die Verbindung der Synaptischen Ribbons mit desymaptischer Membran erfolgt durch
»Arciform Densities« (engl. bogenformige Verdichgyin(McLaughlin 1976). Sie sind
innerhalb einer an L-Typ Calcium-Kanal reichen Regigelegen, die sich in einer

Evagination der Plasmamembran befindet.

Hinsichtlich der Zusammensetzung von Synaptischibbhd®s sind bei weitem noch nicht alle
beteiligten Proteine bekannt. Bisherige Analysagereallerdings, dass sich die Komposition
der Ribbonsynapse nicht wesentlich von der einervé&otionellen chemischen Synapse
unterscheidet (von Kriegstein et al. 1999). Alszages Ribbon-spezifisches Protein ist
RIBEYE die zentrale Struktur der Synapse (Schmiitale2000). Das Protein RIM2 (Rab3-
interacting molecule) ist an der Basis des Syneiptis Ribbons lokalisiert (Lv et al. 2012).
CtBP1 ist strukturell verwandt mit der B-Domane \RMBEYE. Seine Funktion ist aber noch
genauso ungeklart wie die von KIF3A, das gehauftSynaptischen Ribbons vorkommt
(Muresan et al. 1999). Aullerdem sind die Proteinecob und Bassoon Teil der
Synaptischen Ribbons (Brandstatter et al. 199% Bial. 2001). Letzteres Protein interagiert
mit der RIBEYE(B)-Domane und scheint eine Rolle Ber Verankerung des Synaptischen
Ribbons in der aktiven Zone zu spielen, denn in $éauist nachgewiesen worden, dass bei
seiner Abwesenheit Synaptische Ribbons frei inZidle schwimmen (Dick et al. 2003; tom
Dieck et al. 2005). Eine weitere Komponente ist da6GTPase aktivierende Protein-3
(ArfGAP3), ein bekannter Regulator der Vesikelegtishg am Golgi-Apparat, der in
Interaktion mit RIBEYE eine Rolle bei der Endozygaspielt (Dembla et al. 2014).
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1.3.2.2 Funktion

Konventionelle chemische Synapsen @ndern ihre Trétesausschittung tber die Variation
des Aktionspotentials, wohingegen in der sehr ddarsiRetina eine grol3ere Bandbreite an
Freisetzungsgeschwindigkeiten der Vesikel geforderEine kontinuierliche Freisetzung, die
diskrete Abstufungen zulasst, ist vonnoten. Dieggerischaft ist durch die Ribbonsynapse
gegeben, deren Rate an Transmitterfreisetzungati@ahventionellen chemischen Synapsen
mannigfach Ubersteigt (Stevens und Tsujimoto 1998¢. erfolgt durch Ca-getriggerte
Exozytose (Sudhof 2004).

Synaptische Ribbons sind dynamische Strukturensi8iin der Lage, sich in ihrer Anzahl
und Struktur sowohl an aufRere Lichtverhaltnisseaalsh an innere Gegebenheiten wie den
zirkadianen Rhythmus anzupassen (Schmitz und Dhetnck 1993; Vollrath und Spiwoks-
Becker 1996). Ihre grol3e synaptische Plastizitigt zech unter anderem darin, dass sie in
Stabchen bei Dunkelheit, wenn die Transmitteraugtohg maximal ist, langer als bei
Helligkeit sind (Spiwoks-Becker et al. 2004). Zustdy fur diese Formanderung sind
»Vorlaufer-Kugeln«, die einige Proteine enthaltens denen Synaptische Ribbons aufgebaut
sind. Diese regulieren durch Abspaltung von demafitrachen Ribbons deren Grél3e und sind
dariber hinaus als eine Art Transporteinheit firedeAusreifung von Bedeutung (Regus-
Leidig et al. 2009).

An der Transmitterausschuittung sind vor allem spagsabhanigige Kalzium-Kanéle vom L-
Typ beteiligt, die an der Stelle der Vesikelfrezsgtg angereichert zu finden sind. Diese
kénnen ihren Abstand zur aktiven Zone variieren smahit die Stérke der Synapse regulieren
(Mercer et al. 2012).

In erster Linie beeinflussen spannungsabhangigeeAmdien der prasynaptischen Kalzium-
Konzentration Freisetzungswahrscheinlichkeit deanSmitter — die Grol3e des unmittelbar
zur Freisetzung verfugbaren Pools an Vesikeln wircch den Einstrom von Kalzium nicht
verandert (Thoreson et al. 2016). Des WeiterenlieguiKalzium die Wiederaufstockung des
Vesikel-Pools (Babai et al. 2010).

Nicht abschlieBend geklart ist der Transportmedmns der Vesikel entlang des
Synaptischen Ribbons. Denkbar sind ein aktivereingassiver Transport.

Untersuchungen der Gruppe um Heidelberger aus ém2D02 haben gezeigt, dass diese
Vesikel einen allzeit einsatzbereiten Pool darmstellHeidelberger et al. 2002). lhre
Freisetzung erfolgt namlich auch in Abwesenheit #diP-Hydrolyse. Die fehlende Energie

hat auf die Fusionskinetik keinen Einfluss. Diesd#entnis spricht wiederum fir einen
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passiven Prozess und nicht fir einen aktiven Ti@msigchanismus. Es wurde angenommen,
dass die Vesikel durch ein Gleiten entlang der Biysehen Ribbons im Sinne einer Diffusion
zur Zellmembran in die aktive Zone (»hot spot«)aggen und dort freigesetzt werden
(Gersdorff et al. 1996; Zenisek et al. 2000).

Die Diffusion alleine erklart allerdings nicht dieohe Freisetzungsgeschwindigkeit. Eine
neuere Uberlegung benutzt das Modell der sogenanmiempound exocytosis«. In diesem
Modell fusionieren die Vesikel kurz vor oder wahteder Exozytose gleichzeitig sowohl
miteinander als auch mit der Plasmamembran. Diesm Fler Freisetzung wird z. B. von
exokrinen Drusen genutzt. Gut belegt ist dieser Masmus fur die exokrinen Zellen des
Magendarmtraktes (Pickett und Edwardson 2006).

Somit stehen sich zwei Theorien Uber den Transpattiemnismus gegentber. Die eine sieht
die Synaptischen Ribbons als aktives Forderbandnf{sgyer belt«), die andere als passiven
Sicherheitsgirtel (»safety belt«) an, der Vesikelunmittelbarem und stabilem Kontakt halt
und die multivesikulare Freisetzung durch »compoerdcytosis« ermdglicht (Parsons und
Sterling 2003).

Elektrophysiologischen Untersuchungen an retind@golarzellen zufolge existieren zwei
Arten der Endozytose. Ein schneller Mechanismu€liathrin und Kalzium abhéngig (Smith
et al. 2008), ein langsamer ist ebenfalls Clatabhangig, aber unabhangig von Kalzium. So
ist ein optimales Reagieren auf Anderungen im \sierkehr gewahrleistet, da das
Funktionieren einer Synapse ein ausgewogenes Veihaon Endo- und Exozytose
erforderlich macht.

Um die genaue Funktionsweise der RibbonsynapseBuolidung und der Transport von
Vesikeln und deren Regulation zu verstehen, ispesllem essentiell, mehr Gber den Aufbau
und die beteiligten Proteine herauszufinden, varedebisher nur ein Teil identifiziert ist.

1.4 RIBEYE - Hauptbestandteil der Ribbonsynapse

RIBEYE ist das einzige bekannte Ribbon-spezifidehaein (Schmitz et al. 2000; tom Dieck
et al. 2005). Seinen Namen erhielt das im Jahr 260@eckte Protein durch die
Zusammensetzung der Worter Ribbon als Organeltieim es vorkommt, und »eye« (engl.
Auge) als Ursprungsgewebe. Es ist einzigartig daliehTatsache, dass alle anderen bisher
identifizierten Proteine auch in konventionelleregtischen Synapsen vorkommen und auch
hinsichtlich seines mengenmaliigen Anteils von &% ist es die wesentliche Komponente
des Synaptischen Ribbons (Zenisek et al. 2004).
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Morphologie

Untersuchungen der Morphologie zufolge hat RIBEMEDbSt-aggregierende Eigenschaften.
Dies entsteht vor allem durch die Interaktion deD@manen untereinander. Es existieren drei
Interaktionsstellen innerhalb der RIBEYE(A)-Doméndie gleichsinnig mit anderen
RIBEYE(A)-Domanen in Verbindung stehen. Auch B-Dared interagieren und auch A-
und B-Domane miteinander. Dadurch ist es RIBEYE Imkigein dreidimensionales Gerust
aufzubauen (Schmitz 2009). Lasst man RIBEYE im @#sa heterolog exprimieren, erhalt
man runde Strukturen, die den Synaptischen Riblaers inneren Haarzellen gleichen
(Magupalli et al. 2008). Dies weist darauf hin, sldgese Form wohl die urspringliche ist und
die Hufeisen- oder Stabform erst im Zusammenspielviteren Strukturproteinen zustande

kommit.

Anti- Tau RIBEYE Anti-RIBEYE U2656

. NAD(H) CTR
—m - o

A-Domain B- Domain |

Abbildung 7: Aufbau von RIBEYE mit Bindungsstellen von Anti&irmegen die A- bzw. B-Doméne.
Modifiziert nach Magupalli et al. (2008).

RIBEYE hat eine Gesamtmolekilmasse von 120 kDa.b&steht aus der N-terminalen
A-Domane mit 565 Aminosauren (1689 bp) und einetei@inalen, NAD(H)-bindenden
B-Doméne mit 420 Aminosauren (1275 bp) (AbbildungSchmitz et al. 2000).

Die B-Domaéne ist in ihrer Primarstruktur bis aué dN-terminalen 20 Aminoséauren identisch
mit dem transkriptionalen Korepressor CtBP2 (C-taahbinding Protein 2). Sie leiten sich
beide von demselben Gen ab. Die Entstehung des eider anderen Proteins ist Resultat
alternativen Spleil3ens desselben Genes CtBP2, watysen der Gendatenbank bestatigt
haben. Die N-terminalen 20 Aminoséuren des CtBR@ 8n Falle von RIBEYE durch ein
anderes Exon mit einer Sequenz von 560 Aminoséa(#.dbomane) ersetzt (Schmitz et al.
2000).

Anders als RIBEYE, das nur als Bestandteil von Biidynapsen auftaucht, kommt CtBP2

ubiquitar vor.
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Funktion

Aus seiner Morphologie ergibt sich die primére Riorkvon RIBEYE in der Ribbonsynapse:
die Bildung des inneren Gerlstes fur das SynamisRibbon. In Mausen fihrt eine
vollstandige Deletion von RIBEYE dazu, dass die lflgdsing von Ribbons ausbleibt. In
Bipolarzellen erfahrt die schnelle synchronisiefteansmitterausschittung eine deutliche
Beeintrachtigung (Maxeiner et al. 2016). Den Ergeten zufolge wurde die Kopplung
zwischen den Vesikeln und Kalziumkanalen beeinti§chAulRerdem wurde die Anzahl der
unmittelbar freisetzbaren Vesikel in der aktivemg&werringert. Diese Beobachtungen lassen
im Umkehrschluss Vermutungen tUber die FunktionSigraptischen Ribbons, und durch die
Tatsache, dass bei Deletion seiner wesentlichen pgoente RIBEYE keine Ribbons
ausgebildet werden, auch auf die Relevanz von RBBEY. Die Untersuchungen bestatigen
seine Rolle als wesentliches Strukturprotein und ahabdingbaren Bestandteil des

Synaptischen Ribbons.

RIBEYE(A)

Als der fir den Aufbau des inneren Gerlstes desa@@igsthen Ribbons wesentliche
Bestandteil wird die A-Domane verantwortlich gemadm Gegensatz zur B-Domé&ne von
RIBEYE ist die A-Doméne nicht homolog zu irgendemanderen bekannten Protein, und sie
ist auffallend reich an den Aminosauren Serin uraif® (Schmitz et al. 2000).

1.5 Aktin

Der Erstbeschreiber des Aktins, William Dobinsorllidarton, nannte die durch ihn im Jahr
1887 identifizierte Struktur »Myosin-Ferment« (Hadirton 1887). Eine neuere, in
Abwandlung heute noch gebrauchliche Technik detelfrextraktion ermdoglichte 1942 dem
Biochemiker Brund Ferenc Straub die Isolation desiskél-Aktins in einer héheren
Reinheitsstufe. Seinen endgultigen Namen erhiedt Alietin von Albert Szent-Gyorgyi, in
dessen Labor Straub arbeitete und der sich fuNdimensgebung des griechischen Wortes
aktisfur »Strahl« bediente.

Bis in die 1970er Jahre nahm man an, dass AktinmMtuskelzellen vorkommt. Heute weil3

man, dass Aktin in allen eukariotischen Zellen uliér exprimiert wird.
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Bei Aktin handelt es sich um ein im Verlauf der Extoon hoch-konserviertes Protein, dessen
Sequenz sich Uber einen Zeitraum von Billionen ahron der Hefe als einzelzelliges
Lebewesen bis zum Homo sapiens kaum verandertGatnfng et al. 2015). Es gibt 6
Isoformen des Aktins — zwei zytoplasmatische urat ¥Hormen, die im Muskel vorkommen
(Perrin and Ervasti 2010). Daneben existiert Aktiawei Zustanden: monomeres, globuléres
Aktin (G-Aktin) und polymeres, filamentoses AktinF-Aktin), wobei F-Aktin durch
Polymerisierung von globularem Aktin entsteht. $e@eAktin hat eine ATP-Bindungsstelle.
Dort findet die Energie freisetzende Umwandlung WhP in ADP und anorganisches
Phosphat (Hydrolyse) und die Regenerierung von ADFATP (Phosphorylierung) statt
(Kabsch et al. 1990; Dominguez und Graceffa 2003).

Als Bestandteil des Zytoskelettes ist Aktin an z@ligen Prozessen innerhalb der Zelle
beteiligt. Es spielt eine Rolle bei der Stabilisiey der Zelle, dem Transport innerhalb der
Zelle, der Zellmotilitét, der Zellteilung, der Zdifferenzierung und beim Ablauf der
Apoptose (Pollard und Cooper 2009). Zur Gewahdeigtder Stabilitat einer Zelle bildet es
ein sich an der Innenseite der Plasmamembran atesiutes Netzwerk aus. Mit einer
Molekilmasse von 43 kDa kann es passiv durch dimpdeen diffundieren. Dort greift es
unter anderem durch Interaktion mit allen drei Femnder eukaryotischen RNA-Polymerasen
in die Translation ein (Rajakyla und Vartiainen 2p1

Die Fahigkeit zur Zellmotilitdt (Zellmigration) bant neben der gerichteten
Aktinpolymerisierung auf dem Zusammenspiel mit deviotorprotein Myosin. Das
Aktinfilament ist eine polare Struktur mit einem Mdis- und Plus-Ende. Hier erfolgt der
dynamische Ab- und Aufbau der Aktinflamente, dehrsrasch vonstattengehen kann. Der
Plus-Pol stellt dabei das wachsende und der Mimligt&s schrumpfende Ende dar. Sind alle
Plus-Pole gleichsinnig angeordnet, ist durch daswéddsschieben der Zellmembran eine
gerichtete Bewegung mdglich (Pollard und Cooper920Die einzelnen Aktinfilamente sind
in Form einer Doppelhelix organisiert und kénnethirer Gesamtheit zusammen mit anderen
Proteinen eine Muskelkontraktion erzeugen. Des &uit bilden sie die Form beispielsweise
von Membranin- und evaginationen, wie es fur didivak Zone der Synapsen der

Photorezeptoren zutrifft.
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Abbildung 8: Schematische Zeichnung der Verteilung von Aldimféinten in der Zapfenzelle. Rechts
daneben ist die Verteilung im Querschnitt im zdetraAnteil des Myoids, im proximalen Anteil des
Myoids und im Axon gezeigt. Abbildung aus: Nagksd.et986.

Die Existenz von Aktin in der dul3eren plexiformechiSht der Retina ist gut dokumentiert
(Nagle et al. 1986; Schmitz and Drenckhahn 1998n#z and Drenckhahn 1997). Mittels
verschiedener Aktin-Antikorper und fluoreszenzmaridm Phalloidin zeigt sich ein
diskontinuierliches Muster von Aktin in der auRRerptexiformen Schicht mit grofRen
punktférmigen immunreaktiven Strukturen, die eiri@mrchmesser von 3—fm aufweisen
und sowohl an den durch die Photorezeptoren inietgm Enden der Dendriten von Bipolar-
und Horizontalzellen als auch in schwéacherer Auggmg an den Photorezeptorterminalen
selbst lokalisierbar sind (Schmitz und DrenckhaB83). Aus diesen Beobachtungen kann
vermutet werden, dass Aktin wesentlich bei der @Bigl oder Aufrechterhaltung des
postsynaptischen dendritischen Komplexes beteifigt(Schmitz und Drenckhahn 1993).
Filamentoses Aktin ist vorwiegend in den synape&sciTerminalen der Zapfen zu finden
(Woodford und Blanks 1989) und durchzieht das Edlig und das Myoid der Innensegmente
der Photorezeptoren, wahrend es in der Kernregehbtt, fwie in Abbildung 8 ersichtlich ist
(Nagle et al. 1986). Dies macht die stark polareukdtr der hoch-spezialisierten
Photorezeptorzelle deutlich. Licht fuhrt zu einezrMngerung der Stabchen, Dunkelheit zu
einer Verlangerung der Zapfen. Vermittelt wird diger die Kontraktion Aktin im Myoid der
Innensegmente (Pagh-Roehl et al. 1992).

Beobachtungen der Arbeitsgruppe um Schmitz aus d#m 1993 lassen vermuten, dass

Aktin durch Dystrophin in der postsynaptischen Rlasiembran in der Retina verankert
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wird, was fur die synaptische Plastizitat wichtgg, iund dass die Dystrophin-Verankerung
von Aktin eine Rolle bei der synaptischen Transmiszwischen Photorezeptoren und den
nachgeschalteten Dendriten spielt (Schmitz et393)L Patienten, die an der X-chromosomal
rezessiv vererbten Muskeldystrophie vom Typ Duckel@iden, die mit einem Fehlen von
Dystrophin einhergeht, weisen Sehstérungen und awmormales Retinogramm auf
(Fitzgerald et al. 1999).

1.6 Anti-AktinC4 Antikorper

Bei dem Anti-AktinC4 Antikdrper handelt es sich uneinen monoklonalen,
monospezifischen, bivalenten Maus-Antikdrper desyjss IgG1 mit Gammal als schwerer
und Kappa als Leichtkette. Als Immunogen bei derské#lung diente Aktin aus dem
Kaumagen des Huhns. Der Antikorper reagiert gegenEpitop einer hoch-konservierten
Region in allen sechs Isoformen des Aktins bei \@treren (Lessard 1988). Er bindet in den
N-terminalen zwei Dritteln (Lessard 1988). Uber dgenauen Ort kann aber bisher nur
gemutmaldt werden. Wahrscheinlich liegt das EpitoBereich der Aminosauren 18 bis 40
(Ribic et al. 2014, Datenblatt des Herstellers)eDist eine hoch-konservierte Region des
Aktins, was auch durch die Tatsache bekraftigt witass der Antikorper alle Isoformen des

Aktins bei Wirbeltieren erkennt.

1.7 Zielstellung dieser Arbeit

Ausgangspunkt dieser Arbeit bildet der Befund, ddss Anti-AktinC4 Antikérper an
Kryostatschnitten der bovinen Retina zu einer Ribbpezifischen Anfarbung in der
Rinderretina fuhrte (siehe Abbildung 4). Das zugeiniegende Antigen sollte in der
vorliegenden Dissertationsarbeit charakterisieres.
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2 Material & Methoden

2.1 Humane embryonale Nierenzellen (HEK293-Zellen)

Die Human_Embryonic_Kidney-Zelllinie (HEK-Zellen)ebteht seit Ende der 1970er Jahre.
Durch gezielte Veranderungen wurden diesen Zellpezislle Charakteristika einer
Karzinomzelle verliehen, sodass sie beispielsweaiseder Lage sind, sich theoretisch
unendlich oft zu teilen. Diese Eigenschaften wurddmrch das Einschleusen von
Genomsequenzen des Adenovirus Typ 5 erreicht (Gradtaal. 1977). Bezogen wurde diese
Zelllinie von der Firma ATCC (American Tissue Cu#Collection).

HEK293-Zellen wachsen adharent und haben morprsitbghhnlichkeit mit Fibroblasten.
Sie sind in ihrer Handhabung vergleichsweise emfatd lassen sich leicht transfizieren.

Je nach Wachstumsgeschwindigkeit werden die Zedien bis zweimal pro Woche mit
Trypsin von ihrer Unterlage abgel6st und in nieergg Konzentration wieder ausgesat. Unter
idealen Kultur- (DMEM + 10 % FCS) und Umgebungsbedingen (Bebrttung bei 37 °C,
5% CQ in feuchter Umgebung) kann so eine Wachstumsveidag innerhalb von 24 h

erzielt werden.

2.2 Verwendete Primar- & Sekundarantikorper

Tabelle 1: Verwendete Primar- & Sekundarantikorper

Antikdrper Bezugsquelle
TAU Ribeye ES Gerichtetet gegen die A-Doméne yon
RIBEYE; unpubliziert

Anti-AktinC4 Antikérper (Maus, mono) MP Biomedica9100

Anti-mCherry Antikdrper (1C51) Abcam ab 125096

U2656 Schmitz et al2000

CtBP2 (BD, Maus, mono) Sigma, SAB1405672-50UG

SV2 Uberstand Laboreigen, Hybridomauberstand

Phalloidin-FITC Molecular Probes

Goat-anti-rabbit (GAR)-POX Sigma G7277 (5 nm Gold)
G3779, G7402 (10 nm Gold)

Goat-anti-mouse (GAM)-pox Sigma G7527 (5 nm Gold)
G7652 (10 nm Gold)
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Alexa Fluor Chicken-anti-mouse (CAM) 488

MolecuRmobes, Jackson A21441

Alexa Fluor Donkey-anti-rabbit (DAR) 568

Invitrogén10042

2.3 Verwendete Chemikalien

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien

Chemikalie Bezugsquelle
APS (Ammoniumpersulfat) Roth
BSA (Bovines Serum-Albumin) Sigma
B-Mercaptoethanol Roth
DMEM (Zell-Medium) Sigma
EDTA Roth
FCS (Foetales Kalber-Serum) Invitrogen
Isopropanol Roth
Luminol Roth
Magermilchpulver Topfer
Natriumchlorid Roth
n-Propylgallat (NPG) Sigma
PBS (Phosphat buffered saline),’Chaei Sigma
Ponceau S Roth
Red-Taqg DNS-Polymerase Sigma
SDS (Sodiumdodecylsulfat) Roth
TEMED (N,N,N,N‘-Tetramethylethylendiamin) Merck
Tris Roth
Triton X-100 Fluka
Roti®-Mark STANDARD Roth
DNS Leiter-Mix Peglab
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2.4 Verwendete Puffer und Losungen

Tabelle 3: Verwendete Puffer und L6sungen

Produkt

Rezept

Chloroquin-L6sung 10mM

5,2 mg Chloroquin in 1 miQHsteril filtriert

Blocking-Puffer

0,5 % BSA + 0,1 % Triton X-100 inRBS

ECL-LGsung
(Enhanced chemiluminescence)

ECL-I:

10 ml Tris 1M pH 8.5

1 ml Luminol

440 pl Para-hydroxy Coumarin Acid (PCA)
Mit destilliertem HO auf 100 ml auffillen

ECL-II:

10 ml Tris 1M pH 8.5

64 ul HO,

Mit destilliertem HO auf 100 ml auffullen

Medium (Zellen)

10 % FCS in DMEM

Lade-Puffer (Agarosegel)

10 pl 100mM EDTA
490 pl dd HO
500 pl Glycerol

Lyse-Puffer

40 ml deionisiertes ¥

5 ml 100mM Tris-HCI pH 8,0
0,438 g NaCl

0,019 g EDTA

5ml 1 % Triton X-100

5x PBS, C4' frei

40 g NaCl

1 g KClI

7.2 g NaHPO,

1.2 g KHPO,

Mit destilliertem HO auf 1 | auffillen

4% Paraformaldehyd (PFA)

4 g Paraformaldehyd inh08BS

Polyacrylamid-Gel (10 % Trenngel)

Sammelgel:

1.5 ml dd HO,

1.9ml 1M Tris pH 8.8
2.5 ml 30 % Acrylamid
75 pl 10 % SDS

1.5 ml 50 % Glycerol
5 ul TEMED

38 ul 10 % APS

Trenngel:

4.73 ml dd HO

1.88 ml 1 M Tris pH 8.8
0.75 ml 30% Acrylamid
75 pl 10% SDS

7.5 ul TEMED

56.3 pl 10 % APS

Ponceau S-stain

30 g Trichloressigsaure
5 g Ponceau S
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Mit destilliertem BO auf 1 | auffillen

SDS-PAGE-Puffer

3.03 g Tris

14.4 g Glycine

1.0 g SDS

Mit dd H,O auf 1 | auffiillen

SDS-Lade-Puffer 4x

1,6 g SDS

4 ml B-Mercaptoethanol
2 ml Glycerol

2ml 1M TrispH 7

4 mg Bromo phenol blue
2 ml ddH,O

Transfer-Puffer (Western Blot)

15.125 g Tris

72.05 g Glycine

1 | Methanol

Mit destilliertem HO auf 5 | auffillen

2.5 Gerate und sonstige Hilfsmittel

Tabelle 4: Verwendete Gerate und sonstige Hilfghitt

Produkt

Bezugsquelle

Kihlzentrifuge Multifuge X1R

Thermo Scientific

Blot Papier GE healthcare
Chemidoc XRS-System Bio-Rad
Deckglaser Roth
Dosierpipetten Eppendorf

Externes Netzteil/elektronisches
Vorschaltgerat EPS 301

Amersham Biosciences

Filter Sterilisation Millipore
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M Carl Zeiss
Fluoreszenzkamera AxioCam MRm

. Nikon A1R
Konfokales Mikroskop LSCM
Magnetruhrer Neolab

Mikrotom/Kryostat, Cryo-Star HM560MV
SWA40 rotor

Microm Int. GmbH, Walldorf
Beckman

Nagellack Drogeriemarkt
Objekttrager R. Langenbrick
pH-Meter Inolab

Pipettenspitzen

Sarstedt, Ratiolab
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Préazisionswage Sartorius

Nitrozellulose GE healthcare

Rotator Edmund Buhler
Thermoschiuittler Behr

Thermomixer Eppendorf
SDS-PAGE-Elektrophorese-Gerat Amersham Biosciences
Ultrazentrifuge Beckmann

Vortexmischer VWR International

Western Blot Transfer - Apparat HOEFER Scientifistrtuments
Ultra-Turrax IKA RW16 Basic

2.6 Immunfluoreszenz

Um bestimmte Strukturen in der Zelle sichtbar ziclhes, bedient man sich der Methode der
indirekten Immunfluoreszenz. An das Epitop der trelktur bindet ein spezifischer
Erstantikorper, dessen Fc-Teil cfystallisable fragmer) wiederum von einem
Zweitantikorper markiert wird (Abbildung 9). Diesemittiert nach Anregung durch das
Fluoreszenzlicht ein Licht bestimmter Wellenlan§a emittiert beispielsweise Alexa 488

granes Licht mit einem Emissionsmaximum um 519 nm.

F

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Funktionsweise
der indirekten Immunfluoreszenz. Das Epitop (E)egin
~ Antigens wird von dem in schwarz dargestellten
Primarantikorper gebunden. An dessen Fc-Teil biraist in
rot gekennzeichnete und mit einem Fluorophor (Fjkgerte
E Zweitantikorper.

FUr die Immunfluoreszenzfiaridarbung mussten die tramesfen Zellen zunachst fixiert werden.
Dies erfolgte mit Hilfe von 4 % Paraformaldehyd @Fir 15 min bei Raumtemperatur

sowie vorherigem und nachfolgendem dreimaligem \Wasenit 1xPBS.

Im Anschluss daran wurden die Zellen in einer L@svwon 0,1 % Triton X-100 in 1xPBS fur

15 min bei Raumtemperatur belassen. Dies dientédeneabilisierung der Zellen, also der

Offnung der Zellmembran, sodass der Antikorper Ziggau seinem Ziel-Antigen hat. Nach
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Entfernen dieses Puffers wird ein Blocking-Puff@f5(% BSA + 0,1 % Triton X-100 in
1xPBS) hinzugefiigt. Dies ist ein Puffer zum Verleimdvon unspezifischen Bindungen des
Antikorpers. Er wirkte bei Raumtemperatur fur 45nnein. Das Deckglas wurde durch
Abkippen von dem Puffer befreit und an Untersertd Rand getrocknet. Danach erfolgte die
Zugabe von 50 pl des Primarantikorpers, der in cheeslenen Verhaltnissen in dem
Blocking-Puffer verdiinnt war. Die Inkubation erftdgiber Nacht bei 4 °C.

Danach wurden die Deckglaser je dreimal fur 10 mat 1xPBS gewaschen. Nach
Hinzufligen des ebenfalls in Blocking-Puffer verdigmZweitantikdrpers wurden die Zellen
fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach erneutem dreimaligem Waschen mit 1xPBS wurden Deckglaschen auf der
zellbedeckten Seite mit je 20 ul NPG (1,5 % n-Plgajiat mit 60 % Glycerol in PBS) auf
dem Objekttrager angebracht. NPG ist schwer I6sticd muss daher vor Verwenden
erwarmt werden. Es vermindert das Ausbleichen digond?ate (Giloh und Sedat 1982).

In dieser Form konnten die Praparate nun unter dewersen Axiovert200M
Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Mikroskop) analysiegtden. Das Fluoreszenzmikroskop war
mit den das mit einer entsprechenden Filterbloclkeisgestattet. Aul3erdem kam das
konfokale Zwei-Photonen-Mikroskop A1R (Nikon) (inerd 1-Photonen-Anregung) zum

Einsatz.

2.7 Preembedding Immunogoldelektronenmikroskopie

Die Preembedding Immunogoldelektronenmikroskopiedeuexakt so durchgefiihrt wie in

Schmitz et al. (1996) beschrieben und vom LaboNMarfligung gestellt.

2.8 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist ein bioclsehes Verfahren zur Vervielfaltigung
von Desoxyribonukleinsaure in einem selektiven Bére

Das Prinzip besteht in einer wiederkehrenden Alefalgn drei Schritten: Denaturierung der
DNS, Hybridisierung der Primer und Abschreiben giesiinschten Genomabschnittes.
Bendtigt werden eine thermostabile Polymerase, anggrDNS mit der interessierenden

Sequenz, zwei zur jeweiligen Startsequenz komplé&nerPrimer, Nukleotide zur Synthese
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der neuen DNS-Strange und eine geeignete Puffedtsdlie optimale Arbeitsbedingungen
fur die Polymerase herstellt.

Zunachst wurde die DNS im Thermocycler (PCR-Bloekif 94 °C erhitzt. Bei dieser
Temperatur denaturierte die DNS und trennte sicldien beiden Einzelstrange auf. Nun
konnten sich im zweiten Schritt die Primer, syn8wt hergestellte Oligonukleotide,
anlagern, die den zu vervielfaltigenden DNS-Absttheingrenzten. Hierzu musste die
Temperatur auf ungefahr 54 °C gesenkt werden. d#alée H6he dieses Wertes héangt von der
Zusammensetzung des Primers ab und lasst sichdudeairt und Anzahl seiner Nukleotide
berechnen. Im nun folgenden dritten Schritt fanel eigentliche Kettenverlangerung statt.
Nachdem das Gemisch auf 72 °C geheizt war, waoplienale Temperatur fur die Arbeit der
Red Tag-Polymerase erreicht. Es handelt sich kesedn Enzym um eine Polymerase aus
einem speziellen BakteriunT kermusaquaticus), das unter diesen thermischen Bedingungen
lebensfahig ist. Die Polymerase verlangerte nunHiife der freien Nukleotide die Primer-
Oligonukleotide und bildete so an dieser Stelle dan Ausgangs-DNS komplementéren
Strang. Pro Zyklus verdoppelte sich folglich die ®Nlenge — bei n Zyklen ergab sich eine
Gesamtanzahl von"2DNS-Strangen. Insgesamt wurde dieser Prozess 4(iahlaufen,
sodass aus einer geringen DNS-Menge eine bedeufarzddl von Kopien eines bestimmten

Genabschnittes entstand.

Tabelle 5: Reaktionsprotokoll der Polymeraseke#aktion

94 °C: 3 min initiale Denaturierung

40 Zyklen:

94°C:30s Denaturierung

54°C:30s Primerhybridisierung (Annealing)
72 °C: 1.45 min Extension

72 °C: 7 min finale Extension

—> 4°C

Die cDNS von RIBEYE(A) wurde zur Vereinfachung dalymerasekettenreaktion aufgrund
seiner GroR3e in drei kleineren Abschnitten verdigéljt und spater zusammengesetzt. Hierzu

wurden folgende Restriktionsstellen und die dazseaden Primer ausgewahlt:
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Tabelle 6: Primer-Sequenzen %' 3‘). Fett ged#lt: Restriktionsstellen und ihre
zugehorigen Enzyme.

Insert | Name Primer-Sequenz (5—=> 3 Herkunft
Xhol Eurofins
TTTTCTCGAGCCACCATGCCGGTTCCCAGCAG| MWG
forward
Insert 1 Operon
Agel | - AGGTGACCGGTGTCCTGCA Biomed
reverse GmbH
Agel TGCAGGACACCGGT CACCTG Biomed
forward GmbH
Insert 2 Nhel Biomed
e ACCCGCTAGCCAGGCGGCT
reverse GmbH
Nhel | \GCCGCCTGSCTAGCGGGT Biomed
forward GmbH
Insert 3 BamH1 Eurofins
TATGGATCCCCACTTGGTTCCGGGGCCAGCA | MWG
reverse Operon

2.9 Agarose-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese dient der Grol3enzuordnungchegdener geladener Substanzen. Sie
ist einerseits geeignet zur Isolierung und Gewimgnder vervielfaltigten cDNS aus einer
Polymerasekettenreaktion und dient andererseitsh aals ergadnzende Methode zur

Sequenzierung, um den Erfolg der PCR zu kontreltier

Als Tragermatrix wurde Agarose, ein Polysaccharminutzt, das unter Aufkochen
polymerisiert und so ein Netz bildet. Je nach veweter Agarosemenge sind die Poren
unterschiedlich grof3. Dabei gilt: Je hoher die Kariration an Agarose im Gel, desto kleiner
sind die gebildeten Poren. Fir DNS mit geringer éizan Basenpaaren eignet sich ein
hochprozentiges Agarosegel und umgekehrt.

Zur Herstellung eines Geles mit einem 1%igen GeaaltAgarose wurden 100 ml 1xAE
(Tris-Acetat + EDTA) mit 1 g Agarose zum Kochen gadt, bis sich die Agarose aufgeldst
hatte. AnschlieBend wurden 5 ul ETBR (1 % Ethyditontid) hinzugefligt und gemischt.
Diese so angefertigte Gelmischung wurde nun inisfezlrager gegossen. Um spéater das
auspolymerisierte Gel beladen zu kénnen, wurdeKaimm in die noch flissige Gelmasse
gesteckt. Nach 15-20 min war das Gel ausgekihltkamhte mit Proben beladen werden.
Dazu wurde der Kamm aus der nun polymerisierterm@eilx gezogen und hinterliel tiefe

Abdrticke in selbiger (Taschen).
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Die DNS wurde in diese Taschen des Gels gefilltsidla das Gel in einem leitenden Puffer
befand, wurde durch Anlegen einer Spannung die \&and) der DNS-Molekdile in Richtung
der Anode hervorgerufen. Das im Gel befindliche yEtbmbromid interkalierte in die
Nukleinsauren und ermoéglichte durch seine Fluomeszeunter UV-Licht eine
Sichtbarmachung der einzelnen DNS-Banden. Im Velglmit einem ebenfalls auf das Gel
geladenen Marker (DNS Leiter-Mix), der aus DNS-&&it bekannter Grol3e besteht, liel3
sich eine Aussage Uber die GroRRe der auf das datlegeen DNS treffen. So konnte
kontrolliert werden, ob aus der PCR hinsichtlicesdis Kriteriums das gewilnschte Produkt
hervorgegangen ist.

AulRerdem war es nun moglich, die vervielfaltigte ®&u isolieren. Dazu wurde unter UV-
Licht die betroffene Bande aus dem Gel herausgésehn

2.9.1 Gelextraktion (Eluieren der Banden)

Um die DNS wieder aus dem Gel herauszulosen, wudienentsprechenden Gelstlicke
ausgeschnitten und in ein Reaktionsgefal® eingebrdcin DNS-Gewinnung aus dem Gel
wurde der QIAquick® Gel Extraction Kit verwendefusammen mit 600 pl Puffer QG
wurden die Gelstticke bei 50 °C fur 5-10 min im Theschuttler inkubiert und durchmischt.
Anschliel3end wurde das nun geléste Gel in eine Mamaustauscher-Saule gegeben, deren
Silikonkigelchen wéahrend einer Zentrifugation n8t@O0 rpm die DNS banden. Der Puffer
wurde verworfen und nach Zugabe von 750 pl Pufiemirde die Séule erneut zentrifugiert.
Dies diente der Reinigung der gebundenen DNS va@amteell vorhandenen Salzen. Nach
zweimaliger Zentrifugation mit 13.000 rpm wurde &&ule auf einem neuen Reaktionsgefal}
angebracht und 50 ul Puffer EB zugegeben. Es hasdd#i dabei um einen Puffer aus
Trishydroxymethylaminomethan (Tris), der mit Salrga(HCI) versetzt wurde. Diese Tris-Cl
Losung wurde fur 1 min belassen und anschlie3endl filin zentrifugiert.

2.10 Photometrische Messung der DNS-Konzentration

Die Konzentration der DNS wurde photometrisch festgllt. Eine im Verhéltnis 1:50
verdinnte DNS-Probe (2 ul DNS-Losung + 98 pOHMillipore) wurde in eine Quarzklvette
gefullt und im Photometer mit UV-Licht bestrahlt. NS absorbiert diese Strahlung

vornehmlich bei einer Wellenlange von 260 nm. Duddn Vergleich der Starke dieser
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Absorption mit der von reinemJ@ Millipore als Leerwert lie sich die DNS-Konzeation

berechnen.

2.11 Sequenzierung der DNS

Um die Korrektheit der vervielfaltigten DNS zu Upeifen, wurde zu unterschiedlichen
Zeitpunkten eine DNS-Probe der automatischen Sedgreimg zugefuhrt. Im Labor der
Firma Eurofins MWG Operon wurde die Basenabfolge elagesendeten DNS nach dem
Kettenabbruchverfahren nach Sanger (Sanger et @rI7)1 bestimmt. Diese konnte
nachfolgendend mit der in einer Datenbank erh&kliccDNS verglichen werden und somit
hinsichtlich der Fehlerfreiheit Gberpriuft werden.

Die Sequenzierung der klonierten RIBEYE(A)-Domaneigie, dass die komplette
Klonierung fehlerfrei gelungen war (siehe Elektregigramme im Anhang).

2.12 Transformation der amplifizierten DNS

Um die gewonnene DNS weiter zu amplifizieren, wudde Arbeit kompetenter Bakterien in
Anspruch genommen, deren Membran durch verschiefem@hren durchlassig fur freie
DNS gemacht wurde. In dieser Arbeit wurden chemisaimpetente DH10B-Bakterien der
Firma ThermoFisher Scientific verwendet.

Vorbereitung:

Die drei Genstlcke waren durch die RedTaqg-Polyneefas das Einbringen in den ersten
Vektor (pJetl.2/blunt) derart beschaffen, dassseiemittels einer Ligase aneinandergeflugt
werden konnten. Fur die anschlieende zweite Toamsftion wurde die DNS von
Restriktionsenzymen derart geschnitten, dass Ubgemile Enden (»sticky ends« fur engl.
klebrige Enden) entstanden. Ein Restriktionsenzysh eine aus Bakterien isolierte
Restriktionsendonuklease vom Typ I, die in deré.&lJ, einen Polynukleotid-Strang an einer
fur jedes Enzym spezifischen Erkennungssequenzlzneglen. Die Basen dieser Sequenz
sind spiegelbildlich angeordnet, sodass das EndeseDNS-Abschnitts dann jeweils
komplementéar zu dem Beginn des nachsten ist (Fahmd

Die Restriktionsstellen wurden entsprechend deozaingesetzten Primer gewabhilt.
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Tabelle 7: Verwendete Restriktionsenzyme und diengea des resultierenden DNS-
Abschnittes.

DNS-Sequenz Restriktionsenzyme | Lange

Insert 1 (Vorderes Fragment) Xhol, Agel 473 bp

Insert 2 (Mittleres Fragment) Agel, Nhel 558 bp | 1,684 kb
Insert 3 (Hinteres Fragment) Nhel, BamHI 653 bp
pmCherry-N1-Vektor Xhol, BamHI

Die derart durch die in Tabelle 7 aufgefihrten Rid@sbnsenzyme geschnittenen Enden
konnten durch die T4-Ligase mit den jeweils kommeataren, durch das gleiche Enzym
bearbeiteten Folgestiicken verbunden werden um aigeinid tber die Schnittstellen von

Xhol und BamHI in einen zweiten Vektor (pmCherry)Nibtegriert zu werden. Dieser

machte es im Gegensatz zum ersten Vektor pJetdn®/ldrforderlich, dass die Enden

Uberhangende Basenpaare besal3en. Er codierta filmaeszierendes Protein, mCherry, das
spater in der Zellkultur zusammen mit dem Gen ewjant wurde und als Marker fur die

Lokalisation von Ribeye(A) unter dem Mikroskop denAulRerdem befand sich in beiden
Plasmiden ein Antibiotikaresistenzgen. Dies warhtig; um das Anwachsen von nicht
transformierten Bakterien zu verhindern.

Zum Herstellen des Ligase-Ansatzes mischte manl gt aufgereinigten PCR-Produktes
mit 1 pl Vektor und 2 pl T4 Ligase-Puffer. Vervaediadigt wurde der Ansatz durch Zugabe
von 6 pl BO und 1 pl der T4 DNS-Ligase. Dieses Enzym songtgein folgenden 2—-3 h bei

Raumtemperatur fur eine Verknipfung des Plasmidslenizu vervielfaltigen DNS.

Das fertige Konstrukt wurde nun dber eine Transkirom in die Bakterienzellen

eingeschleust. Dazu versetzte man den Ligationsamsé 100 ul kompetenter Bakterien.
Nachdem diese Mischung nun 30 min auf Eis, danéck min bei 37 °C und abschliel3end
wieder 10 min auf Eis inkubiert worden war, gab R®O pul Nahrmedium (LB-Medium)

hinzu. Der Begriff LB-Medium stammt vom englischelnysogeny Broth«, was Ubersetzt so
viel wie »Lysogenie-Brihe« heil3t. Es steht alsodiinle Nahrflissigkeit, in dem sich Zellen
(Bakterien) vermehren, die fremde DNS exprimier&eine heute noch gebréuchliche
Zusammensetzung wurde von Giuseppe Bertani entlviokel beschrieben (Bertani 1951,
Bertani 2004). In diesem Medium wurden die Bakteffiér 30 min bei 37 °C belassen und
dabei geschiittelt. Nachfolgend wurde der Ansatz emér mit Antibiotika beschichteten

Agar-Platte vorsichtig ausplattiert, das heil3t, ginem Spatel auf der dem N&hrmedium
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verteilt, und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. DieallV des Antibiotikums richtete sich dabei
nach der Plasmid-Codierung. Der Vektor pJetl.2ftdodierte fur eine Ampicillin-Resistenz,
im Falle des pmCherry-N1-Vektors handelte es smHKanamycin.

Neben der Elimination von nicht transformierten ®alen durch deren fehlende
Antibiotikaresistenz wurde die Transformation nakthich eine weitere Methode kontrolliert.
Sie diente der Sichtbarmachung von Bakterien, die Rlasmid ohne eingefligte DNA-
Sequenz (Insert) enthalten, und funktionierte fottgrmalien: Die Platten waren zusatzlich
mit einer Substanz, X-Gal, versehen. X-Gal istAmalogon von Lactose mit einem Indolrest
und kann von der auf dem Vektor lacZ-Gen codierterg-Galactosidase gespalten werden,
wodurch zu einer blauen Farbreaktion kommt. Eirtngn Vektor verhindert die Expression
des Enzyms. Allein die untransformierten Vektorearem daher zur Blaufarbung der
Kolonien fahig und konnten identifiziert werden.

Zum Anztichten dieser erfolgreich transformierterktBaen wurden LB-Medium und ein je
nach Plasmid ausgewahltes Antibiotikum in einembi€alim Verhaltnis 1:1000 gemischt. In
je 2ml dieses Ansatzes wurde eine einzelne, eduly transformierte weil3e Kolonie
suspendiert und Uber Nacht bei 37 °C im Schittidtivkert. Eine regelmaf3ig sichtbare

Tribung zeugte vom Wachstum der Bakterien.

2.13 Restriktionsverdau und Triple-Ligation

Die DNS-Stucke wurden aus ihren Vektoren geschmittend anschlielend zu dem
interessierenden DNS-Abschnitt (RIBEYE(A)) zusamgediigt.

Dazu wurden zu je 3 ug DNS, 5 ul 10x BSA, 5 ul Resbnspuffer (NE Puffer) und je
1,5 pl der jeweiligen zwei zu den Schnittstellesggaden Restriktionsenzyme gegeben. Der
Ansatz wurde mit dbO auf 50 ul aufgefillt und bei 37 °C fir 2,5 h ibiert.

Hierzu fanden die in Tabelle 7 aufgefiihrten Restrisenzyme Verwendung.

Das Zusammenfuigen der einzelnen Teile erfolgtanerelriple-Ligation. Die drei restriktiv

geschnittenen Fragmente der RIBEYE(A)-Doméne wurdesammen mit dem ebenfalls
restriktiv geschnittenen Plasmid pmCherry-N1 ineeinAnsatz ligiert. Zu 2 pl Puffer und
3ul HO wurden je 12 ug eines Inserts zusammen mit 1@d dpater fur die

Sichtbarmachung des exprimierten Proteins wichtige@herry-Vektors gemischt. Zum
Schluss wurde 1 ul T4-Ligase hinzugefiigt, die diesi#ldung von Phosphodiester-
Bindungen zwischen den einzelnen DNS-Strangen yaagate. Dieses Gemisch wurde fir
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2,5 h bei Raumtemperatur inkubiert um anschlie3eraner erneuten Transformation durch
DH10B-Bakterien vermehrt zu werden.
Von diesem Endprodukt erfolgten anschlieBend wiader die photometrische

Konzentrationsmessung und die Durchfiihrung vonrRitsraparationen.

2.14 Plasmidpraparation

Die nachsten Schritte dienten der Vermehrung dexsr®ld-DNS. Hierzu stehen die
Minipraparation und zur Generierung einer groRefgienge an Plasmid-DNS die
Midipraparation zur Verfugung. Diese wurden nacmd@IAGEN Protokoll mit dem
jeweiligen QIAGEN® Plasmid Mini bzw. Midi Kit duraefihrt.

2.14.1 Minipraparation

Die flussige Bakterienkultur wurde bis zum Entstebees Pellets maximal zentrifugiert, der
Uberstand verworfen. Die Pellets wurden in 250 pffé P1 vollstandig gelost und zur
basischen Zelllyse mit 250 ul Buffer P2 versetzit Milfe von 350 pl Puffer N3, der aus
Guanidinhydrochlorid und Kaliumacetat besteht, weurdas basische Gemisch wieder
reneutralisiert, was der Plasmid-DNS eine Renatiealing ermoglichte. Die Lipide der
lysierten Membranen banden an das im Puffer P2a#atte Natriumdodecylsulfat (SDS).
Durch das Kaliumacetat prazipitierte das SDS unbileete sich bei mehrmaligem Drehen
des GefalRes ein sichtbarer Niederschlag. Nach @emiitigen Zentrifugation mit
13.000 rpm bei 4 °C wurde der DNS-haltige Uberstanaine Anionenaustauscher-Saule
gegeben und fir 30— 60 s zentrifugiert. Der Ulaaidt wurde verworfen. Eine weitere
Reinigung erfolgte mit 0,75 ml Puffer PE. Die Sawarde in ein neues Reaktionsgefal
(1,5 ml) gegeben und die gebundene DNS mit 50 ffeB&B (Tris-Cl) gelost.

Anschliel3end wurde ein Teil der gewonnenen DNS @edes in Kapitel 2.13 angegebenen
Prozederes an ihren Restriktionsstellen verdautdem Erfolg der Transformation mittels

Gelelektrophorese und nachfolgender Sequenzieres@thsmids zu bestatigen.
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2.14.2 Midipraparation

Um nach der Kontrolle der cDNS durch Gelelektrogiser und Sequenzierung grol3ere
Mengen zu kultivieren, wurde eine sogenannte M#pgaration vorgenommen.

Das Vorgehen erfolgte analog dem der Miniprapanatiot dem QUIAGEN Plasmid Kit.
Allerdings wurden andere Mengen verwendet.

In einem autoklavierten 250 ml Kolben wurden 50IB-Medium mit 50 pl Kanamycin
vermischt und darin eine Bakterienkolonie suspehdigie Inkubation erfolgte Gber Nacht
unter permanentem Schiitteln bei 200 rpm und 37A&schlielend wurde die flussige
Bakterienkultur in ein 50 ml Réhrchen gegeben uwed 4600 rpm und 4 °C fur 20 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und @mtstandene Pellet wurden in 4 ml
Puffer P1 aufgeldst. Hierzu wurden 4 ml Puffer PBgeben und nach vorsichtigem
Schwenken des Rohrchens fir 5 min bei RT inkubienschlieRend wurden dem Gemisch
4 ml Puffer P3 hinzugegeben und durch Schwenkemigeht. Nach der Zentrifugation bei
4700 rpm fir 30 min wurde der Uberstand in eine ofehaustauscher-Saule auf einem
autoklavierten 100 ml Kolben gefiillt und mit 4 mhffer QBT aquilibriert. Der Uberstand
aus der Zentrifugation wurde nun auf die Saule pegaind zweimal mit je 10 ml Puffer QC
gewaschen. Nun wurde die Saule auf ein 1,5 ml EghpréiiReaktionsgefall gebracht und die
an das Saulenmaterial gebundene DNS mit 1,2 mePQHF eluiert. Dieser Vorgang wurde
mit zwei weiteren Eppendorf-Reaktionsgefalien wieoler Die meiste DNS befand sich nun
in Gefal3 2. Diese Losung wurde anschlielBend zunidghers der Plasmid-DNS mit 750 pl
Isopropanol gemischt und bei 13.000 rpm und 4 AC3flimin zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen. Das entstandene Pellet aus PlaBNE wurde mit 1 ml Ethanol 70 %
gewaschen und bei 13.000 rpm und RT fur 5 min #aegtert. Nach Verwerfung des
Ethanols wurde das Pellet Gber Kopf bei Raumtentpeteocknen gelassen. Anschliel3end
wurden insgesamt 100 ul Puffer EB (Tris-Cl) auf diei ReaktionsgefalRe verteilt und deren

Konzentration photometrisch bestimmt.

2.15 Aufreinigung der DNS

Um eine hohere Reinheit der DNS-L6sung und damme esffektivere Transfektion zu
erzielen, wurde die DNS-L6sung mittels des QIAg@idRurification Kits weitestgehend von
stérenden Substanzen befreit. Dazu mischte marnneme Eppendorfgefal3 100ul der zu

reinigenden DNS mit 500 ul Binde-Puffer (PB), bishseine homogene Lésung bildete.
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Dieser Ansatz wurde in eine AnionenaustauschereSgedjeben und anschliel3end 1 min bei
13.000 rpm zentrifugiert. Dieser Schritt diente Bexdung der DNS-Molekile an das sich in
der Saule befindliche Silikat. Der sich im S&ulsergoir befindliche Uberstand wurde
verworfen. Anschliel3end folgte das zweimalige Wascimit je 500 ul Ethanolhaltigem
Puffer PE. Die Saule wurde jeweils fir 1 min bei0D® rpm zentrifugiert und der Puffer
anschlieBend verworfen. Da die DNS-LOsung fur eiaehfolgende Transfektion Ethanolfrei
sein musste, wurde die Saule nach dem zweiten Wasemeut fir 1 min bei 13.000 rpm
zentrifugiert und anschlieBend fur 10 min Uber Kbpf Raumtemperatur getrocknet. Nun
erfolgte die Losung der gebundenen DNS. Dazu wudike Saule auf ein neues
Eppendorfgefald gesetzt. Nach Zugabe von 50 pl 5msAdl pH 8,5 und einer Einwirkzeit
von 2 min wurde die Saule ein letztes Mal fur 1 nbei 13.000 rpm zentrifugiert.

Anschlie3end erfolgte die photometrische Messumd@#S-Konzentration (s. 0.)

2.16 Zellkultur und Transfektion

Protein-Expression in HEK293-Zellen

An Tag 1 wurden die HEK293-Zellen in Petrischaldir (Transfektionen) mit bzw. (fur
Western-Blot-Analysen) ohne gelatinierte Deckgl&schusgesaht und in je 10 ml DMEM-
Medium + 10 % FCS inkubiert. Durch den Gelatine-f2bg der Deckglaschen hafteten die

Zellen besser auf der Glasoberflache.

An Tag 2 erfolgte die Transfektion der Zellen. Petrischale wurden zwei 15 ml-Falcons
bendtigt. In Falcon 1 wurden umgerechnet circal@@®NS mit dHO verdinnt, sodass sich
ein Endvolumen von 1000 ul ergab. Zu dieser Verdiignwurden tropfenweise und unter
standigem Schitteln 100 pl £RA0,), hinzugefligt. Dies fuhrte durch Bindung der DNS an
Calciumphosphat zur Ausfallung von kleinen DNS-Kiilen, die spater von der Zelle
endozytiert werden konnten.

In Falcon 2 wurden 1100 pul 2xHBSS-Puffer gefllltogfenweise und unter standiger
Luftblasenerzeugung wurde nun der DNS-Calciumphaisptix zu dem Puffer gegeben.

Das Medium wurde mit 110 pl Chloroquin 2,5 M versetm Endvolumen von 2,2 ml war
Chloroquin somit in einer Konzentration von ca. M vorhanden. Chloroquin sorgte ftr
eine weniger schnelle pH-Absenkung in den die phgigErte DNS enthaltenen Endosomen
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bzw. Lysosomen der HEK293-Zellen und somit fur einerminderten Abbau durch saure
Hydrolasen (Ichtchenko et al. 1995, Luthman e1883).

Die transfizierten Zellen wurden nach 24 bis 72 algsiert.

Nach der ersten Beurteilung des Transfektionsez®olgnit dem Fluoreszenzmikroskop
wurden die Zellen dreimal mit 1xPBS gewaschen umddrdePFA bei Raumtemperatur fur

15 min fixiert.

Anschlie3end wurde das jeweilige Deckglas an Uatersind Rand getrocknet und maoglichst
ohne Luftblasen mit 20 ul NPG auf einem Objekttrégegebracht. Nach 15 min wurden die

Deckglaser mit Nagellack versiegelt, um ein Austran des Einbettmediums zu verhindern.

2.17 SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse

Probenvorbereitung

Die Zellen wurden nach erfolgreicher Transfektioitters eines Zellschabers geerntet. Nach
mehrmaligem Zentrifugierung und Zugabe von PBS Auswaschung des im Medium
enthaltenen FCS (fotales Kalberserum), wurde ddletRuittels 100 pl eines Lysepuffers
lysiert. Dieser Lysepuffer enthalt 40 ml deionisesr HO, 5 ml 100mM Tris-HCI pH 8,0,
0,438 g NaCl, 0,019 g EDTA und 5ml 1% Triton X@l(.etzteres wurde 10 min nach
Ruhren zugegeben. Nach Zugabe dieses Puffers wdede Ansatz in ein 1,5ml

Eppendorfgefald tberfihrt und fir 20 min bei 4 °Grght.

SDS-PAGE

Die dem Western Blot vorausgehende SDS-Polyacrddbalelektrophorese (SDS-PAGE,

engl. »sodium dodeyl sulfate polyacrylamid gel elgghoresig) diente der Auftrennung des

Proteingemischs nach der Gro3e. Das Polyacrylamelds@rde entsprechend der in Tabelle 3
beschriebenen Zusammensetzung angefertigt.

Der Probenpuffer verlieh den Proteinen wichtige elBgchaften. Durch die Bindung der
Proteine an stark negativ geladenes Natriumdoddésis(SDS) wurde ihre Eigenladung

Uberlagert, sodass bei der Auftrennung nunmehmnaoah ihre Masse eine Rolle spielte. Das
ebenfalls im Puffer enthaltende Mercaptoethanajteditir die Aufhebung der Sekundéar- und
Tertiarstruktur. Zuséatzlich wurden die Proteine aturAufkochen im Thermoschiittler
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denaturiert. Dazu wurden je 20 ul des Zell-Lysatesammen mit je 10 pl SDS-Puffer fur
15 min bei 95 °C erhitzt.

Das Gel bestand aus zwei Phasen. Das Gemisch vezurdihst in die Vertiefungen des
Sammelgels — der oberen Phase — pipettiert, um Aatdgung der Spannung in die untere
Phase zu diffundieren, wo das Gel seine Siebwirkemigaltete. Nachdem die Proteine das
Sammelgel verlassen hatten (1 h bei 90 V), wurdeadgelegte Spannung auf 120 V erhoht.
Hierbei wirkte das im Trenngel enthaltene Acrylamige ein Gitter, das die kleineren
Proteine schneller passieren liel3.

Parallel wurde ein Marker mit einem standardisiert€&semisch von Proteinen
unterschiedlicher Masse mitlaufen gelassen, dafRdark STANDARD.

Western Blot

Nach erfolgter Sortierung der Proteine durch dieausgegangene SDS-PAGE wurden diese
auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Daawde ein zu Gel und Membran senkrecht
eingestelltes elektrisches Feld angelegt wobeiMignbran sich auf der Seite der Anode
befand. Das Gel wurde so in dem Transfer-Pufferem&usammensetzung in Tabelle 3
ersichtlich ist, bei 50 V und 4 °C fir 5 h inkuliieDie Proteine Ubertrugen sich auf die
Nitrocellulose-Membran und wurden auf dieser imnhsiairt.

Zunachst wurde die Membran mit Ponceau S gefarbt. berschuss wurde mit ¢@
gesplilt. Dies diente der Sichtbarmachung aller aighder Membran befindlichen Proteine
und damit der Erfolgskontrolle des Transfers. Zudemnte so die Lage der Markerbanden
bestimmt und festgehalten werden, sodass die Reotgater anhand ihrer Grof3e in Bezug
zur Markerbande identifizierbar waren. Das Farb@h{Ponceau S) wurde anschlie3end mit
PBS flr 1 h ausgewaschen.

Damit verhindert werden konnte, dass die Antikonpespezifisch an die Membran binden,
mussten die noch freien Bindungsstellen blockiestden. Hierzu wurde die Nitrocellulose-
Membran bei Raumtemperatur in 5 % Magermilch eimgfelDie darin enthaltenen Proteine
blockieren unspezifische Proteinbindungsstellen.

Nun wurde ein in 5% Magermilch verdinnter Priméikdmper Gber Nacht bei 4 °C und
unter standiger Durchmischung zusammen mit der Maminkubiert.

Nachdem ungebundene Antikorper dreimal fur je 10 mit PBS ausgewaschen worden
waren, wurde ein ebenfalls in 5 % Magermilch verdén Sekundarantikorper hinzugegeben,

der den vorhandenen Priméarantikorper detektieds&i wurde bei Raumtemperatur fur 1,5 h
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unter stdndigem Schutteln auf der Membran belagseband an den Primarantikérper und
war nach Zugabe der entsprechenden Substrate eu leaht-Reaktion fahig, die detektiert
werden und eine Aussage uber die Lokalisation deuchten Proteine und damit ihrer Gréle
geben konnte. Die Nitrocellulose-Membran dazu wwadeeut dreimal fir je 10 min mit PBS
gewaschen und nachfolgend mit den ChemieillumimesReagenzien ECL 1 und ECL 2
(siehe Tabelle 3) im Verhaltnis 1:1 inkubiert. Hgnale konnten mit dem BIO RAD GelDoc

Geréat analysiert werden.
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde die Reaktivitas dektin-Antikdrpers Anti-Aktin clone C4
von MP Biomedicals mit den Synaptic Ribbons untelsuDieser AntikGrper zeigt eine
spezifische Reaktion mit den Synaptic Ribbons ¢siahten). Diese spezifische Reaktion
zeigen andere Aktin-Antikorper nicht (Schmitz et H93; unveroffentliche Ergebnisse der
AG Schmitz). Daher erschien es moglich, dass deikdmper Anti-AktinC4 moglicherweise

mit einem anderen Protein als Aktin kreuz-reagiert.

3.1 Epifluoreszenzmikroskopie mit Anti-AktinC4 in deowinen Retina

Um das Fluoreszenzverhalten des Anti-AktinC4 Amilgis an der Retina zu untersuchen,
wurden Kryostatschnitte der Netzhaut von MausenRindiern mit Anti-AktinC4 Antikérper

als Primér- und mit Alexa Fluor 488 chicken-antiume (CAM) als Sekundérantikérper
eingefarbt.

Fur die in den Abbildungen 10 und 11 dargestelll@munfluoreszenz-Untersuchungen
wurden Kontroll-Inkubationen angefertigt, indem daSchnittpraparat statt des
Primarantikrpers mit PBS inkubiert wurde. Der Swekrantikorper wurde in der
Verdinnung wie in den Vergleichspraparaten zugeagebker lieRen sich keine, in der
Fluoreszenz sichtbaren Signalanreicherungen erkerssglass davon ausgegangen werden

konnte, dass der Sekundarantikorper keine unspelazén Antigenbindungen eingeht.
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Abbildung 10: Expressionsmuster von Synaptischen Ribbons in@éndn Retina mit Anti-AktinC4
& Alexa 488 chicken anti mouse (CANH1, B1) bogenformige Synaptic Ribbons sichtbar im Stratum
plexiforme externum (»outer plexiform layer«, ORWd punktférmige im Stratum plexiforme
internum (IPL); (A2, B2, B3) sind die vergrof3erten Ausschnitte der Kastchen(aasB1);(B3) stellt

ein einzelnes Synaptic Ribbon dar. IS = inner segsmé@nnensegmente der Photorezeptorzellen);
ONL = outer nuclear layer (AuRere Kérnerschicht)®D= outer plexiform layer (AuRere plexiforme
Schicht); INL = inner nuclear layer (Innere Koérnetscht); IPL = inner plexiform layer (Innere
plexiforme Schicht). Dicker Pfeil: Synaptic RibbienOPL; dinner Pfeil: Synaptic Ribbon in IPL;
Pfeilspitze: Aktin in den Innensegmenten der Pleatgptorzellen. Skalierungsbalken: 15 um (A1, B1),
1um (A2, B2, B3)

Das Anfarbungsmuster des Anti-AktinC4 AntikOorpergspricht nicht der zu erwartenden
Verteilung von Aktin, sondern gleicht einer Ribbaamkierung (Abbildung 10). Denn neben
der Anfarbung von Aktin in den Innensegmenten deot&ezeptorzellen in der bovinen
Retina finden sich sowohl in der aufReren als aurchdar inneren plexiformen Schicht
Signalanreicherungen, die in Lokalisation und AbsseSynaptic Ribbons entsprechen. In

der aul3eren plexiformen Schicht stellen sie sickinmer Hufeisenform dar, wie es fur ihre
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Seitansicht typisch ist (Abbildung 10, A2, B2, BEs sind im Grunde genommen nur die
Ribbons markiert, wahrend das umgebende Aktin raahgehen ist. Diese Beobachtung stellt
die Grundlage der folgenden Untersuchungen dar.

Zur weiteren Prifung der Reaktivitat des Anti-AKiih Antikdrpers mit Synaptic Ribbons
wurde in Schnittpraparaten der bovinen Retina Bioppelimmunfluoreszenz mit dem Aktin-
und dem Antikdrper U2625 durchgefuhrt (Abbildung).12656 ist ein Antikbrper gegen
RIBEYE, im speziellen gegen die RIBEYE(B)-Doménes déaninchens. Dieser Antikorper
ist bereits gut dokumentiert (Schmitz et al. 20@0@)d eignet sich daher bestens als
Positivkontrolle fur die Markierung von RIBEYE ur@dmit der Synaptic Ribbons.

Anti-AktinC4

Abbildung 11: Expressionsmuster der Synaptischen Ribbons ina@lenén RetinaA. Anti-AktinC4 &
Alexa 488 CAM (grun)B) rabbit polyclonal RIBEYE antibody U2656 (rot); bad@mige Synaptic
Ribbons sichtbar im Stratum plexiforme externumLl(OP®S = outer segments (AulRensegmente der
Photorezeptorzellen); IS = inner segments (Innemsde der Photorezeptorzellen); ONL = outer
nuclear layer (AuBere Kdrnerschicht); OPL = outéexiform layer (AuRRere plexiforme Schicht); INL
= inner nuclear layer (Innere Koérnerschicht); IPL inner plexiform layer (Innere plexiforme
Schicht). Pfeile: Synaptic Ribbons. Skalierungs&ll0 pm

Es zeigen sich in beiden Farbkanalen identischeiseriformige Signalanreicherungen in der
aul3eren plexiformen Schicht, die typisch fur SyitalRtbbons in der Photorezeptorzelle sind.
Dieser Umstand lasst die Vermutung zu, dass darAiinC4 Antikorper mit einem Protein

reagiert, das Bestandteil des Synaptic Ribbons ist.
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3.2 Phalloidin-FITC Markierung von filamentdsem Aktim der Mause-Retina

Um die Verteilung von Aktin in der Retina mit derefBnden der Immunmarkierung mit
Anti-AktinC4 zu vergleichen, wurde ein Kryostatsgéhrder Maus-Retina mit dem an das

grun fluoreszierende FITC (Fluoreszein Isothiocyprgekoppelten Phalloidin behandelt.
Dieses ist ein Marker fur filamentoses (F-) Aktin.

A Phalloidin-FITC E

IS

Phalloidin-FITC

Abbildung 12: Expressionsmuster von Aktin im Kryostatschnitt Blewus-Retina, Phalloidin-FITC

markiert (filamentdses) F-Aktin  (grin), Aktin sicht in den Innensegmenten der
PhotorezeptorzellenA2 stellt den vergré3erten Ausschnitt des Kastcheren Innensegmenten von
Al dar. IS = inner segments (Innensegmente der Phoépterzellen); ONL = outer nuclear layer
(AuBere Kornerschicht); OPL = outer plexiform lay@kuRere plexiforme Schicht); INL = inner

nuclear layer (Innere Kérnerschicht); IPL = inneregxiform layer (Innere plexiforme Schicht).
Skalierungsbalken: 10 um.

Abbildung 12 zeigt, dass das filamentose Aktin melden beiden plexiformen Schichten
besonders in den Innensegmenten der Photorezefdorzal sehen ist. Dort ist Aktin
bekanntermalRen besonders stark angesiedelt (ChattirBok 1986; Woodford und Blanks
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1989). Mit Phalloidin-FITC zeigt sich in der aul¥englexiformen Schicht aber kein fur die
Synaptic Ribbons typisches, hufeisenformiges Sjgwa es der Anti-AktinC4 Antikorper
gezeigt hat (Abbildung 10).

Dieser Umstand fuhrte zu der Frage, wie es seim,kdass Phalloidin-FITC und der Anti-
AktinC4 Antikorper unterschiedliche Markierungsnerstergeben. Die Expression und
Verteilung von Aktin in Photorezeptoren ist gut dotentiert (Nagle et al. 1986; Schmitz und
Drenckhahn 1993; Schmitz und Drenckhahn 1997).rdiitgs gleicht die Markierung des
Anti-AktinC4 Antikérpers nicht dem Erscheinungsbtn Aktin, sondern entspricht dem

typischen Aussehen von Synaptic Ribbons.
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3.3 Immunelektronenmikroskopie mit Anti-AktinC4 in deovinen Retina

Um diese Vermutung weiter zu bestatigen, wurde eine Preembedding-Technik
durchgefihrte  Immunmarkierung der bovinen Photgpereelle unter dem
Elektronenmikroskop analysiert. Diese wurde vonw#irof. Dr. med. Frank Schmitz zur
Verfiigung gestellt.

Das genaue Vorgehen der Preembedding-Technik aftsgdemjenigen wie in Schmitz et al.
(1996) beschrieben. Nach der Blockierung unspehiéis Antikorperbindungsstellen durch
die Zugabe von BSA wurde das Schnittpraparat min dérstantikbrper Anti-AktinC4
inkubiert. AnschlieBend erfolgte das Auswaschen ebogdener Antikérper. Der nun
hinzugefiigte Zweitantikérper war mit ultrakleinema( 1 nm) groRen Gold-Partikeln
konjugiert, die nachfolgend durch Silberverstarkwgichtbar gemacht wurden, sodass die

Bindungsstellen des Primérantikorpers elektronermshkopisch zu erkennen waren.

Abbildung 13: Immunelektronenmikroskopie eines Schnitts dureh livine Netzhaut mit Anti-
AktinC4 und einem 1 nm-Gold konjugierten Zweitd@mpler. a, b, Deutlich sichtbar ist die
Anreicherung der Goldpartikel im Bereich des SyitaRibbons (sr) der Photorezeptorzelle. pm =
plasma membrane (presynaptic membrane); sr = Sym&ibbon. Skalierungsbalken: 100 nm.

Deutlich sichtbar ist die Anreicherung der Goldaitim Bereich des Synaptic Ribbons der
Photorezeptorzelle (Abbildung 13). Es ist eine heg8ige, Uber die gesamte Ausdehnung
des Synaptic Ribbon verteilte Markierung erkennliaa. innerhalb dieser Struktur kein
Vorkommen von Aktin bekannt ist, handelt es sicmigaim eine Reaktion des Antikdrpers

mit einem Antigen, das Teil des Synaptischen Rikbast. Dies zeigt auch auf
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ultrastruktureller Ebene, dass der Anti-AktinC4 ikitper die Synaptischen Ribbons
markiert.
Es stellte sich nun die Frage, wie diese Reaktiatéstande kommt und welcher Teil des

Synaptischen Ribbons das Antigen fur den Anti-ARdnAntikoérper darstellt.
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3.4 Western-Blot-Analyse bovinen Gewebes mit Anti-ARith

Um herauszufinden, mit welchem Protein des SynaRiltbon der Antikdrper reagiert,
wurden Western-Blot-Analysen mit verschiedenen ned¢in  Zellfraktionen, darunter
gereinigte Synaptic Ribbons (Spuren 7, 8, 10; gegeinach Schmitz et al. 1996, 2000),
sowie weniger gereinigte Vorfraktionen (Spuren 34@)d gereinigtes Aktin (Spur 1)
durchgefuhrt (Abbildung 14). Als Priméarantikorpemungde der Anti-AktinC4 Antikorper

verwendet.

anti-C4
kDa

120 —

43— e amw 43— - —

L+ L2 | [sla]5]6 7 (8]

Abbildung 14: Western-Blot-Analysen verschiedener Proteinfraldioaus bovinem Gewebe mit Anti-
AktinC4. 1 = gereinigtes Aktin; 2 = Erythrozytenni@an; 3 = Homogenisat der bovinen Retina; 4 =
Rohe/unbearbeitete synaptische Membranen aus démalRé& = gereinigte OPL Fraktion (outer
plexiform layer, AuRere plexiforme Schicht); 6 =olgr gereinigte Ribbonfraktion; 7 = Salz-
gewaschene Ribbons; 8 = Bei pH 11 Salz-gewaschdr®omis; 9 = Bei pH 11 Salz-gewaschene
Proteine des Zytoskeletts des Gehirns; 10 = BeilfpHSalz-gewaschene Ribbons (AG Schmitz,
unpubliziert)

In der Western-Blot-Serie aus Abbildung 14 ist zikeanen, dass der Anti-AktinC4
Antikdrper neben Aktin bei 43 kDa in den angereitdre Ribbonfraktionen auch mit einem
Protein reagiert, dessen Bande bei 120 kDa liegsdDGrol3e entspricht der des Proteins
RIBEYE. Somit ist die beobachtete Markierung den&ptischen Ribbons durch den Anti-
AktinC4 Antikorper wahrscheinlich auf eine Kreuzkgaitat mit RIBEYE zurtckzufihren.
Darauf weisen auch hochauflésende 2D-GelanalyserA@eSchmitz hin, die zeigen, dass
der durch den Anti-AktinC4 AntikOrper detektierteokeinspot in der 2D-Analyse auch mit
RIBEYE-Antikorpern reagiert (unverdoffentliche Befig).
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Nicht bekannt ist allerdings die genaue Lokaligatiter Antikorperbindungsstelle innerhalb
von RIBEYE.

3.5 Vergleichende Epifluoreszenzmikroskopie von AntitiAkC4 in der Retina des Rindes
und der Ratte

Ein weiterer wegweisender Befund ergab sich aus daohfolgend angefertigten mit Anti-
AktinC4 immunmarkiertem Kryostatschnitt der MaustiRa (Abbildung 15).

Abbildung 15: Kryostatschnitt der Maus-Retina A) und bovinen metB) im Vergleich bei
Behandlung mit Anti-AktinC4 (griin), A): keine Marking von Synaptic Ribbons in OPL, B):
deutliche hufeisenférmige Markierung der SynapiigbBns in der OPL. ONL = outer nuclear layer
(AuRere Kornerschicht); OPL = outer plexiform laygkuRRere plexiforme Schicht); INL = inner
nuclear layer (Innere Kérnerschicht). Pfeile: Sytiafribbons. Skalierungsbalken: 10 um.

Im Vergleich mit der Retina des Rindes zeigte digéfbung des Kryostatschnittes der Maus-
Retina mit dem Anti-Aktin-C4 Antikorper keine Magkung der Synaptic Ribbons in der
aulBeren plexiformen Schicht, wohingegen die SyoapRibbons in der bovinen Retina
deutlich sichtbar sind. Die Reaktion von Anti-AKTi4, die in boviner Retina zu beobachten
war, fehlte also in der Maus.

Im Hinblick auf die Lokalisation der Antikorperbindgsstelle kann daraus geschlussfolgert
werden, dass es sich bei der Kreuzreaktion des-AitnC4 Antikdrpers mit grol3er
Wabhrscheinlichkeit um ein Epitop handelt, das ineen Bereich liegt, der zwischen den
Spezies divergent ist.

Es stellt sich nun die Frage, welcher Teil von RYlE&n Zusammenhang mit diesem Befund
eher fir die Kreuzreaktion verantwortlich sein kabie A-Doméne von RIBEYE ist im
Gegensatz zu seiner hoch konservierten B-Domardesspezifisch (Schmitz et al. 2000).
Dadurch liegt die Vermutung nahe, dass das vomkarger erkannte Epitop in diesem Tell,
der A-Domane des bovinen RIBEYE, zu lokalisierdn is

Um diese Annahme zu untermauern, war es sinnvadiglich die A-Domane des bovinen

RIBEYE dem Anti-AktinC4 Antikoérper auszusetzen. Whachfolgend beschrieben, wurde
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dazu die cDNS des bovinen RIBEYE(A) durch PCR-Afikaktion und Klonieren generiert
und anschlieBend in HEK293-Zellen transfiziert.
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3.6 PCR-Amplifikation der cDNS des bovinen RIBEYE(A)

Um die Kreuzreaktivitat des Anti-AktinC4 Antikorpgerzu testen, war es notwendig, die
cDNS der einzelnen RIBEYE(A)-Teile zusammenzusetz&ds cDNS am Stick lag das
bovine RIBEYE(A) bislang noch nicht vor.

Da die Vervielfaltigung von RIBEYE(A) im Gesamteaah wiederholten Versuchen nicht
maoglich war, wurde die cDNS aus drei Teilstickesarnmengesetzt (Abbildung 16). Hierzu
wurden Restriktionsschnittstellen (Agel und Nhedwéihlt, welche die RIBEYE(A)-Domane
in etwa gleich grof3e Fragmente teilten. Die 5'- dinel 3‘-Restriktionsschnittstelle (Xhol und
BamHI) wurden Uber die endstandigen Primer einggitraDie jeweiligen Sequenzen der
Restriktionsstellen waren Teil der Primersequenzd umurden somit in der PCR-
Amplifikation an die Enden der cDNS von RIBEYE(A)gehangt. Die Nukleotidsequenz des
RIBEYE(A) blieb dabei unberihrt. Bei der Klonierundger Gesamt-cDNS aus den
Einzelstiicken habe ich intern vorhanden Schniléstelgenutzt. Somit war es nicht
notwendig, Basen in einer sogenannten »stillen jknase« einzuklonieren, ohne dabei die
Aminosauresequenz zu verandern. Fur die Amplifdcatier drei Teile machte wurden die in
der Segenz von RIBEYE(A) vorhandenen Restriktiaikst Agel und Nhel genutzt. Die
Primer Agel forward bwz. reverse und Nhel forwamvb reverse sind in ihrer Sequenz
demnach vollstandig in der des bovinen RIBEYE(Apethldet. Spater konnten die drei
Genstlcke an diesen Stellen zusammengefugt werden.

Durch das Verfahren konnte erreicht werden, dasssgater entstandene Konstrukt in seiner
Nukleotidsequenz exakt der cDNS des bovinen RIBEYEqtsprach.

Xhol Agel Nhel

1 :

RIBEYE(A) BamHI

Abbildung 16: Schematische Genkarte des bovinen RIBEYE(A) mitilRiessschnittstellen und
verwendeten Primern. Die Restriktionsschnittste¥dol und BamHI wurden tber die endstandigen
Primersequenzen eingefligt; die Sequenzen fur digkRensschnittstellen von Agel und Nhel sind
natirlicher Bestandteil des bovinen RIBEYE(A) undén jeweiligen Primern enthalten. Primer: 1 =
Xhol fw, 2 = Age rv, 3 = Agel fw, 4 = Nhel rv, 5SNhel fw, 6 = BamHI rv. Pfeile: Primer.

Zur Polymerasekettenreaktion wurden die in Tal@beifgefihrten Primer verwendet.
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Im Anschluss an die PCR-Amplifikation wurden dieolBen auf ein 1%iges Agarosegel
aufgetragen, wo sie ihrer GrbéRe nach aufgetrenntdevu AnschlieBend wurden die
gewinschten Fragmente als Gelstlicke enthommen iftadisnGelextraktion isoliert.

Neben der Kontrolle durch Gelelektrophorese wurdienBasenabfolgen der einzelnen Teile
durch Sequenzierung bestimmt.

Abbildung 17 zeigt das Ergebnis der Gelelektropb@neach dem Restriktionsverdau der in
den pJETL1.2/blunt-Vektor klonierten PCR-Produkte.

Fiur die einzelnen Teilsticke samt ihrer Primer wardolgende GroRen erwartet, die im

Voraus anhand der ihrer Sequenz aus der Gendatebbegchnet werden konnten.

Tabelle 8: Lange der PCR-Produkte

PCR-Produkt (inklusive Primersequenz) Lange
Primer Xhol fw — Primer Agel rv 489 bp
Primer Agel fw — Primer Nhel rv 576 bp
Primer Nhel fw — Primer BamHI rv 671 bp
& Vv N
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Abbildung 17: Gelelektrophorese des Restriktionsverdaus der in @g8ET1.2/blunt — Vektor
klonierten PCR-Produkte. In 3 Einzelteilen vendkifites RIBEYE (A): Insert 3 = hinteres Fragment
(Nhel, BamHI), Insert 2 = mittleres Fragment (Agélhel), Insert 3 = vorderes Fragment (Xhol,
Agel); pJET1.2/blunt — Vektor bei 3 kb; Marker: DN&ter-Mix.
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Als geschatzte Grollen ergaben sich fur das vordegment (Primer Xhol - Primer Agel)

~ 0,5 kb, fir das mittlere Fragment (Primer Agé@rimer Nhel) ~ 0,6 kb und fir das hintere
Fragment (Primer Nhel - Primer BamHI) ~ 0,68 kb.

Diese stimmten in Anndherung gut mit den berecimei@&ngen Uberein. Anschliel3end
wurden die gewilnschten Fragmente als Gelstlickeommien und mittels Gelextraktion

isoliert.

Neben der Kontrolle durch Gelektrophorese wurdenBhsenabfolgen der einzelnen Teile
durch Sequenzierung bestimmt.
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3.7 Klonierung der bovinen RIBEYE(A) cDNS in das PladmpiJET1.2/blunt

Die Gensticke wurden in das Plasmid pJETL1.2/blingebracht. Hierzu bedurfte es keiner
Restriktionsenzyme, da dieses Plasmid die Baseamemseiner Multiple Cloning Site direkt
integrieren und verbinden konnte (engl. »blunt«twrgpf), ohne dass Uberhdngende Basen
oder sonstige Modifikationen an den Enden notwenaigen.

—
\
>

A \

\3&\ \
?' \‘\
™

pJET1.2blunt-Insert3

pJET1.2blunt-Insertl pJET1.2blunt-Insert2 | ‘

3550 bp

3463 bp 3645 bp

Abbildung 18: Karten der Inserts 1-3 im jeweiligen Klonierungski¢e pJET1.2/blunt. ori = origin of

replication, AmpR = [-Lactamase-Resistenzgen fur Ampicillin, b€aicillin und verwandte

Antibiotika Eco471/T7= letales Gen; AmpR/lac UV5omoter= Promotoren zur Vermittlung der
Transkription. Erstellt mit SnapGene

Der Vektor besitzt neben einem [-Lactamase-Rezigéen fur Ampicillin noch einen
weiteren Mechanismus fur die positive Selektion Bakterien mit rekombinanter DNS. Das
Gen Eco471/T7 ist ein letales Gen, in dessen Inmeddée Multiple Cloning Site liegt
(Abbildung 18). War die Ligation der DNS in den VYekerfolgreich, verlor dieses Gen seine
Funktion. Umgekehrt waren untransformierte Bakterdurch die Aktivitdt diese Genes
unfahig, Kolonien zu bilden.

Zur Ligation wurde der Ansatz wie in Kapitel 2.13%®skbhrieben bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschlie3end erfolgte die Transformatiankompetente Bakterien, die auf einer
mit Ampicillin bestrichenen Agar-Platte ausgesatden. Je eine erfolgreich transformierte
Kolonie wurde in LB-Medium bei 37 °C dber Nacht udtkert. Nun erfolgten eine
Plasmidpraparation (siehe 2.14) und die anschld®&ontrolle mittels Restriktionsverdau,
gelelektrophoretischer Analyse und Sequenzieruegé€s2.9, 2.11).

Die einzelnen Genfragmente wurden Uber ihre Remngschnittstellen aus dem Vektor
isoliert, um nachfolgend in den pmCherry-N1-Vektankloniert zu werden (Abbildung 19).

Dabei fanden die Restriktionsenzyme aus Tabellerv@ndung. Jedes Insert wurde in einem
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getrennten Ansatz geschnitten. Ebenso wurde derhpm@EN1-Vektor flr die Ligation
vorbereitet, indem er an Xhol und BamHI restrikgjeschnitten wurde, sodass die Enden
komplementar zu denjenigen der ebenso verdaute& YHRA)-Teile (Insert 1 und 3) waren.

Die Zusammensetzung des Verdau-Ansatzes ist int&&hill3 beschrieben.

3.8 Kilonierung des pRIBEYE(A)mCherry-Plasmids

Der fur die Klonierung des gesamten bovinen RIBEX)B(erwendete Vektor pmCherry-N1
besitzt eine Sequenz, die fur mCherry, ein rotsibgaierendes Protein, codiert. Dieses wird
spater zusammen mit dem Protein von Interessersigsti Durch die endogene Fluoreszenz
des mCherry-Fusionsanteiles kann dann das Exprsssister von RIBEYE(A) (mit
mCherry fusionierter Proteinanteil von InteresseMikroskop betrachten werden.

Der Vektor wurde an Xhol und BamHI restriktiv gesitten, sodass die Enden komplementar
zu denen der zuvor verdauten RIBEYE(A)-Teile war@ie anschlielende gleichzeitig
durchgefuhrte kombinierte Dreifach-Ligation deridtBNS-Fragmente von RIBEYE(A) in
den Vektor erfolgte wie unter 2.13 beschrieben.

Die folgenden Abbildung zeigen das fertige pRIBEXE(Cherry-Konstrukt schematisch
(Abbildung 19) und in typischer Ringform (Abbildu2@).

Start Xhol Agel Nhel BamHI End

Insert 2

CMV enhancer | RIBEYE(A) \
CMV promoter MCS

Abbildung 19: Schematische Karte des pRIBEYE(A)mCherry-Plasiaigsellt mit SnapGene.
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CMv enhancer

Primer Xho | Fw

Primer Age | Fw
Agel

Primer Age | Rv

PRIBEYE(A)mCherry

Primer Nhe | Fw
6359 bp

-~ Nhel

Primer Nhe | Rv

S 09N

Primer BamH | Rv

Abbildung 20: Das pRIBEYE(A)mCherry-Plasmid. RIBEYE(A) wurdeetsitPCR in 3 Sequenzen
(Restriktionsstellen Xhol, Agel, Nhel, BamHI) velféltigt, wobei die Basensequenzen fur Xhol und
BamHI uber die endstandigen Primer eingefligt wurddBEYE(A) wurde an den Restriktionsstellen
geschnitten, an Agel und Nhel ligiert und Uber Ristriktionsschnittstellen Xhol und BamHI in den
pmCherry-N1-Vektor eingefugt. ori = origin of regdition, CMV promoter = viraler Promotor fur die
Expression des nachfolgenden DNS-Abschnittes in-B&len; NeoR/KanR = Sequenz, die fir eine
Antibiotikaresistenz gegen Neomycin/Kanamycin codigstellt mit SnapGene.
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3.9 Restriktionsverdau von pRIBEYE(A)mCherry

Zur Uberprifung des klonierten Konstruktes wurde IBIR'E(A)mCherry einem
Vierfachverdau mit Xhol, Agel, Nhel und BamHI mischlieBender gelelektrophoretischer

Analyse zugefiihrt. Das Ergebnis ist in Abbildungzisehen.
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Abbildung 21:  Gelelektrophorese  des Plasmids  RIBEYE(A)mCherry ch na Vierfach-
Restriktionsverdau mit Xhol, Agel, Nhel und Bamidtégularer und invertierter Farbgebung.=
pmCherry-N1-Vektor (~4,7 kb); ** = hinteres Fragmef@ 0,66 kb); *** = mittleres Fragment (~
0,6 kb) ; **** = vorderes Fragment (~ 0,5 kb). Dawa ergibt sich eine Gesamtlange fir RIBEYE (A)
inklusive der eingefligten Schnittstellen von v@rkb, (563 aa); Marker: DNS Leiter-Mix.

Aus der Gendatenbank ergab sich die jeweils gendaoeahl an Basenpaaren der
RIBEYE(A)-Fragmente, die wie folgt waren und in Admerung gut mit den in der
Gelelektrophorese gemessenen Werten Ubereinstimmten

Tabelle 9: Lange der klonierten Fragmente von RIBEY)

Fragmente von RIBEYE(A) Lange

Xhol —Agel 473 bp
Agel —Nhel 558 bp
Nhel —-BamHlI 653 bp
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Insgesamt ergab sich somit fiur cDNS des bovinenER'BB(A) inklusive der eingefligten

Restriktionsstellen (Xhol und BamHI) eine Lange wam 1,684 kb.

Die Bande bei ~ 4,7 kb entspricht der Vektorbanole pmCherry-N1.

Die Richtigkeit des Konstruktes konnte neben demTestverdaus mit Xhol, Agel, Nhel und
BamHI auch in der automatischen Sequenzierung aler RIBEYE(A)-Teile bestatigt

werden.

3.10 Verteilungsmuster der A-Domane des bovinen RIBEYiEtransfizierten HEK293-

Zellen

Zunachst fuhrte ich eine Einzeltransfektion von R2EBR-Zellen mit pRIBEYE(A)mCherry

durch, um die Funktionalitat des Proteins zu Uhggpr.

RIBEYE(A)mCherry B RIBEYE(A)mCherry

Abbildung 22: A-C Immunfluoreszenz von bovines RIBEYE(A)mCherry mignénden HEK293-

Zellen. Zu erkennen ist das typische punktartigerteengsmuster. Zellkerne sind als n
gekennzeichne{C) stellt einen vergréRerten Ausschnitt aus B dar.nueleus, Pfeile: punktférmige
Anreicherung von bovinem RIBEYE(A). SkalierungsralkO pum.

Die Immunfluoreszenz zeigt das typische punktatigeeilungsmuster von RIBEYE(A) um
den Zellkern herum (Abbildung 22). Dieses Exprassmuster ist sehr ahnlich dem Muster
des von Ratten stammenden und humanen RIBEYE(A)ni8z et al. 2000). Es zeigt sich
weiterhin eine zytosolische Verteilung, die chaeaistisch fur die A-Doméane ist (Schmitz et
al. 2000).
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3.11 Expression von RIBEYE(A)mCherry in einer Kotrandfek mit RIBEYE(A)EGFP

Um die Funktionalitat des Plasmids RIBEYE(A)mChewnrgiter abzusichern, fuhrte ich eine
Kotransfektion mit einem weiteren Plasmid durchs diie RIBEYE(A)-Doméane einer
anderen Spezies enthélt. Das bereits fur frihersu¢be hergestellte und gut dokumentierte
RIBEYE(A)EGFP aus der Ratte wurde zusammen mit deminen RIBEYE(A)mCherry in
HEK293-Zellen transfiziert und dort koexprimiert. udyrund ihrer unterschiedlichen
Fluorezenzeigenschaften waren sie in verschieddrabkanélen differenzierbar. EGFP
emittiert Wellenlangen im grinen, mCherry Wellemgén im roten Bereich.

Negativkontrollen mit Einzeltransfektionen von hosn RIBEYE(A)mCherry und
RIBEYE(A)EGFP (Ratte) zeigten, dass die Proteineimuerwarteten Kanal sichtbar waren —
das Signal des bovinen RIBEYE(A)mCherry war nuraten und das des RIBEYE(A)EGFP
aus der Ratte nur im griinen Kanal zu sehen. Sot&oamsgeschlossen werden, dass die
Fluoreszenzsignale beispielsweise aufgrund einesstatken Fluoreszenzsignals in dem

jeweils anderen Kanal zum Vorschein kommen (sogaeansbleeding through«).

A RIBEYE(A)mCherry (Rind) B RIBEYE(A)mCherry (Ratte) C Uberlagerung

< . &

Abbildung 23: Expression von (A) RIBEYE(A)mCherry, (B) RIBEYE(A)EGFP, (C)
RIBEYE(A)mCherry und RIBEYE(A)EGFP in transfiziertdEK293-Zellen; n= nucleus, Pfeile:
punktformige Anreicherung von bovinem RIBEYE(A) uddmjenigen aus der Ratte.
Skalierungsbalken: 5 um.

Die A-Doméne des bovinen RIBEYE zeigt sich alsidide, globulare Struktur, die im
jeweiligen Farbkanal fluoresziert (Abbildung 23n Mischkanal wird deutlich, dass sich die
Signale von bovinem RIBEYE(A)mCherry und RIBEYE(AJEP (Ratte) uberlagern. Sie ko-
assemblieren in die gleichen Strukturen, wie digshaereits vermutet wurde (Schmitz et al.
2000). Dies zeigt, dass das hergestellte Expresisimstrukt der bovinen RIBEYE(A)-

Domaéane funktionell aktiv ist.
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3.12 Immunfluoreszenzuntersuchungen mit Anti-AktinC4 iRIBEYE(A)mCherry-
transfizierten HEK293-Zellen

Nachdem der Anti-AktinC4 Antikdrper bereits an Sittpnaparaten der Retina erfolgreich
unter Beweis stellte, dass er in der Lage ist, Byod&ibbons zu markieren und — wie in der
elektronenmikroskopischen Aufnahme und der WedBto-Serie dargestellt — im speziellen
RIBEYE als Zielstruktur aufweist, wurde die genaué¢rokalisation dieses Epitops weiter
untersucht. Um zu zeigen, dass es sich bei denofEpin eine Region in der A-Domane des
bovinen RIBEYE handelt, wurden RIBEYE(A)mCherryrisfizierte HEK293-Zellen mit
dem Antikérper behandelt.

Als Negativkontrolle dienten dabei Zellen, die dgeichen Transfektionsprozess durchliefen,
allerdings wurde der Schritt der Addition des Plasndurch die Zugabe von destilliertem
H,O ersetzt. Betreffend die sich anschlielende Arpi#binkubation wurde mit ihnen in
gleicher Weise wie mit den RIBEYE(A)mCherry-traagrten Zellen verfahren. Unter dem
Fluoreszenzmikroskop waren in den Kontrollpraparateine Antikdrpermarkierungen zu
sehen.

Um ausschlief3en zu kénnen, dass es sich bei dereBienzereignissen im griinen Farbkanal
nicht um Signale aus dem roten Kanal handeln, dlieldn griinen Kanal hineinstrahlen,
sondern tatsachlich um Signale, die von dem AntiAE4 Antikérper ausgehen, wurden in
einem parallelen Ansatz RIBEYE(A)mCherry transfitge Zellen ohne Verwendung von
Antikdrpern mikroskopiert. In diesem Ansatz konimtegriinen Kanal kein Signal detektiert
werden (Abbildung nicht gezeigt). Zusatzlich traengriinen Kanal Signale auf, die im roten
Kanal nicht vorhanden waren (siehe Pfeil Abbild24gA2).
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Al RIBEYE(A)mCherry Anti-AktinC4 Doppelfluoreszenz
- <—

B1 RIBEYE(A)mCherry Anti-AktinCa

&

c1 RIBEYE(A)mCherry c2 Anti-AktinC4 Doppelfluoreszenz

b1 RIBEYE(A)mCherry D2 Anti-AktinC4

Doppelfluoreszenz

Abbildung 24: Immunfluoreszenz von RIBEYE(A)mCherry (bovin) frailesten HEK293-Zellen A1,
B1l, Cl1, D1) Direkte Immunfluoreszenz: RIBEYE(A)mCherifa2, B2, C2, D2) Indirekte
Immunfluoreszenz: Primarantikdrper: Anti-AktinC4ek8ndarantikérper: Alexa 488 chicken-anti-
mouse (CAM)(A3, B3, C3, D3) RIBEYE(A)mCherry (rot), Anti-AktinC4, Alexa 488cklen-anti-
mouse (CAM, griin). n = nucleus, Pfeile: RIBEYE(Ahex@y-Aggregate, die auch vom Anti-AktinC4

Antikérper angefarbt werden; Pfeilspitze: Signalie nur im grinen Kanal vorhanden sind.
Skalierungsbalken: 10 pm.
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Auch hier sind in der Epifluoreszenz-Mikroskopiesvarwartet globulére, rot-fluoreszierende
Strukturen erkennbar, die der typischen Verteilumgn RIBEYE(A) entsprechen
(Abbildung 24). Weiterhin ist deutlich zu sehen,sslaAntikbrper Anti-AktinC4 (gruner
Farbkanal) und RIBEYE(A)mCherry (roter Farbkanat) denselben Orten angesiedelt sind.
Im Mischkanal ist eine eindeutige Kolokalisatiorsdgignals von RIBEYE(A)mCherry mit

den durch den Anti-AktinC4 Antikdrper markiertem@turen zu erkennen.

3.13 Western-Blot-Analyse des bovinen RIBEYE(A) mit AdtktinC4

Um die Kreuzreaktivitat des Antikdrpers weiter zatarsuchen, wurden Western-Blot-
Analysen mit dem Protein RIBEYE(A)mCherry und demmtifAktinC4 Antikorper
durchgefuhrt. Um zu belegen, dass die Expressiahdas Blotten gelungen war, wurde die
Nitrocellulosemembran zusatzlich mit einem Antikérpyegen das mit der RIBEYE(A)-
Domane koexprimierte mCherry behandelt.

Zur Herstellung der Proteine wurden drei HEK293WZadtige Petrischalen parallel
transfiziert. Das pRIBEYE(A)mCherry-Plasmid wurder Zxpression und Gewinnung von
RIBEYE(A)mCherry transfiziert.

Als Positivkontrolle fir den mCherry-Antikorper die dabei das Protein mCherry selbst,
dessen cDNS in gleicher Art und Weise wie pRIBEYBW&herry als pmCherry-N1-Vektor
in HEK293-Zellen transfiziert und dort exprimiertivde.

Die Negativkontrolle bestand aus den extrahierteneihen von HEK293-Zellen, die ebenso
den Transfektionsprozess durchlaufen haben. Ahigeliwurde dem Ansatz anstelle des
Plasmids destilliertes Wasser zugesetzt.

Nach dem Ernten der transfizierten Zellen und derdktion der Proteine wurde der Western
Blot wie in Kapitel 2.17 beschrieben durchgefuhie Nitrocellulose-Membran wurde
zusammen mit dem Primarantikbrper Anti-AktinC4 unanschlieend mit dem
Sekundarantikdrper Goat anti Mouse (GAM)-Pox inkubi
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Abbildung 25: Western-Blot-Analyse von HEK293-Zelllysaten emtsipend transfizierter Zellen.
Transfektionen mit dest. Wasser (Spur 1, Negativlbe), mCherry (Spur 2, Positivkontrolle),
pRIBEYE(A)mCherry (Spur f) Primarantikdrper: Anti-AktinC4, Sekundarantikdrp&soat-anti-
Mouse (GAM)-Pox; * = Aktin bei ~ 42 kDaB) Primarantikdrper: Anti-mCherry-Antikorper,
Sekundarantikorper: Goat-anti-mouse (GAM)-Pox; *RIBEYE(A)mCherry bei ~ 90 kDa; *** =
mCherry bei ~ 25 kDa.

Auf dem vorliegenden Blot (Abbildung 2, A) zeigtkieine deutliche Bande in Hohe von
42 kDa, welche dem spezifischen Gewicht von Aktirispricht. Im Bereich von 90 kDa
(RIBEYE(A)mCherry) ist kein Signal zu sehen.

Um die erfolgreiche Expression von RIBEYE(A)mChezry dokumentieren, wurde der Blot
anschlielend mit dem primaren Antikérper gegen m@hend dem sekundaren Goat anti
Mouse (GAM)-Pox Antikérper inkubiert, der das gefgefte mCherry-Protein sichtbar
machen und somit indirekt das Vorhandensein vonERIB(A) belegen sollte. Wie in
Abbildung 25, B zu erkennen ist, sind sowohl mOCherpei 25 kDa als auch
RIBEYE(A)mCherry bei 90 kDa durch den Antikorpernikiart. Somit kann gezeigt werden,
dass RIBEYE(A)mCherry auf dem Blot an der erwarteédéelle existent war, jedoch von dem
Anti-AktinC4 Antikorper nicht detektiert wurde.
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Auch nach wiederholter Durchfihrung der WesterntBloalyse konnte keine zuverlassige
Reaktivitat des Anti-AktinC4 Antikorpers mit bovime RIBEYE(A)mCherry festgestellt

werden.
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4 Diskussion

Ausgangspunkt dieser Arbeit war der Befund, dassm&noklonaler Aktin-Antikdrper (Anti-
AktinC4) an Kryostatschnitten der bovinen Retina &ir Aktin vollig untypisches Muster
erkannte. Der C4-Antikdrper produzierte nicht — wrgvartet — ein fur Aktin typisches breit
verteiltes Anfarbungsmuster, sondern markierte -errdischenderweise — hoch selektiv
prasynaptische Spezialisierungen von Ribbonsynapiseidynaptic Ribbons.

Verschiedene biochemische Untersuchungen (WestetrBitersuchungen, 2D-
Geleklektrophoresen) zeigten, dass der C4-Antikorpi RIBEYE kreuzreagiert. Auch in
der Immunfluoreszenz zeigte der Antikorper einekstd&Reaktivitat mit den Ribbons aus der
Rinderretina, nicht jedoch mit den Ribbons ausRbgten-/Mausretina.

Somit war das Ziel-Protein des Antikorpers in deviben Retina identifiziert. RIBEYE ist
die Hauptkomponente der synaptic Ribbons (Schmitale 2000; Zenisek et al. 2004;
Magupalli et al. 2008; Maxeiner et al. 2016). RIBEYesteht aus einer Prolin-reichen
A-Doméne; die carboxyterminale B-Domane ist praktisdentisch mit dem NADH-
bindenden Protein CtBP2. Die B-Domane ist hoch &pbnert zwischen den Spezies,

wohingegen die A-Domane relativ divergent zwisctlen Spezies ist.

Die Fragestellung lautete daher, das Epitop vonERIB einzugrenzen, mit dem der Anti-
AktinC4 Antikorper kreuzreagiert. Ich habe mich adie A-Domane von RIBEYE
konzentriert, da ihre relative Divergenz zwischeendSpezies die unterschiedliche
Anfarbbarkeit der Ribbons in den verschiedenen ®Bpemit dem C4-Antikorper erklaren
konnte.

Die von RIBEYE(A)mCherry in der Fluoreszenzmikropl® gezeigte punktférmige
zytosolische Verteilung ist in ihrer Morphologie emtisch mit der Verteilung von
RIBEYE(A)EGFP in einer zum Vergleich angefertigtéallkultur. Transfiziertes RIBEYE
generiert in den transfizierten Zellen Ribbon-atimd Strukturen, in denen RIBEYE hoch-
angereichert vorliegt (Magupalli et al. 2008). Dasckt sich in mit den Ergebnissen von
(Schmitz et al. 2000), die das Erscheinungsbild WIBEYE(A)EGFP in transfizierten
HEK293-Zellen als eine Anhaufung grofR3er immunreaktPartikel beschreiben. Auch einer
Veroffentlichung von West and McDermott (2011) 4géo stellt sich das durch sie
hergestellte und in Haarzellen exprimierte Fusiootgin RIBEYE(A)mCherry in der
Fluoreszenmikroskopie in aggregierter Form dar.
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In der Anfarbung der mit RIBEYE(A)mCherry transérien HEK293-Zellen mittels Anti-
AktinC4 ist deutlich eine Kolokalisation von dent fluoreszierenden RIBEYE(A)mCherry-
Konstrukt und den grin fluoreszierenden, durch Aetikbrper markierten Bereichen zu
erkennen. Es ist eine Kreuzreaktion des eigentiefjen Aktin gerichteten Antikérpers mit
RIBEYE(A)mCherry zu beobachten.

Im Gegensatz dazu steht der Befund in den WestkrtatBitersuchungen. In der Western-
Blot-Analyse mit dem Lysat der mit dem FusionsproteIBEYE(A)mCherry transfizierten
COS-Zellen ist die Kreuzreaktion nicht zu beobachteohingegen im Western Blot unter
Verwendung von Rinderretinaproben eine Kreuzredktivmit RIBEYE vorhanden ist. In
beiden Analysen zeigt der AntikOrper dagegen eimtldbes Aktin-Signal, was die

Funktionalitat des Antikorpers belegt.

Es stellt sich die Frage, wie sich erklaren ladsss der Anti-AktinC4 Antikorper in der
Immunfluoreszenz mit in HEK293-Zellen exprimiertedRIBEYE(A) kreuzreagiert, dieses
Verhalten aber in der Western-Blot-Analyse nichgize

Das Epitop in der Western-Blot-Analyse muss sido alon dem in der Immunfluoreszenz-
Analyse in irgendeiner Weise unterscheiden. Mogiialeise reagiert der Antikdrper mit

einer Struktur der A-Doméne von RIBEYE, die einefdégenden Eigenschaften aufweist:

= posttranslationale Modifikation
= ADP-Ribosylierung
= Phosphorylierung, Acetylierung, Glycosylierung
= Ubiquitinierung
= SUMO-Peptide
= Konformationsepitop
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4.1 Posttranslationale Modifikation

Es ist moglich, dass der Antikdrper gegen einetpostlationale Modifikation der A-Doméane
von RIBEYE gerichtet ist.

Zum einen ist die ADP-Ribosylierung zu nennen, diaefig vorkommende Modifikation.
Die durch Ribosyltransferasen an Proteine geheftetd®P-Ribosylgruppen sind an
regulatorischen Prozessen innerhalb der pro- ukdrgotischen Zelle beteiligt (Okazaki and
Moss 1999), sowie am Vorgang der Apoptose (Watartibe 1999).

Daneben koénnen Proteine posttranslational eine yAering, Glycosylierung oder
Phosphorylierung erfahren. Unter den Aminosaurer dblicherweise phosphoryliert
werden, sind Threonin und Serin die haufigsten (einal. 2014, 50). Die Tatsache, dass die
A-Domane von RIBEYE reich an Serin ist, macht diese der Modifikation nicht

unwahrscheinlich (Schmitz et al. 2000).

Es gibt die Madoglichkeit, posttranslationale Moddtlonen nach Auftrennung in einer
zweidimensionalen Gelelektrophorese mittels Flumez basierter Farbungen zu detektieren
(Steinberg et al. 2003; Schulenberg et al. 2003¢1G. 2004).

AulRerdem sind sie in der Western-Blot-Analyse dukatikorper, die spezifisch sind fur die
jeweilige Modifikation, nachweisbar (Glenney et H88).

Des Weiteren konnen diese Arten der posttransiaigon Modifikation
massenspektroskopisch nachgewiesen und zugeoréngeny da sie die Masse des Proteins
um einen gewissen Betrag erhdhen, der je nachekribdifikation unterschiedlich grof3 ist
(Witze et al. 2007; Silva et al. 2013).

Eine andere Moglichkeit der posttranslationalen Nkation ist die Ubiquitinierung. Dabei
handelt es sich um die Ausbildung einer kovalertmpeptidbindung des Substrates mit
einem Lysin von Ubiquitin. Abhangig davon, welchegsin fur die Ubiquitinierung
verwendet wird, erfolgt die weitere Prozessierungs dnodifizierten Proteins. Haufig
intendiert die Ubiquitinierung den Abbau in einenoteasom.

Ahnlich zur Ubiquitinierung ist der Vorgang der Soytierung. Die Anheftung eines SUMO-
Peptides (engl. fudmall Ubiquitin-related MOdifigrhat Einfluss verschiedene Prozesse wie
den Zellzyklus, die Apoptose und die Regulation @ilanskription (Jackson and Durocher
2013).



Diskussion 67

Genau wie Ubiquitin sind SUMO-Peptide klein und wsachen keine wesentliche
Beeinflussung des Molekulargewichts. Daher sind ragssenspektroskopisch schwer zu
erfassen. Sie kénnen durch den Einsatz speziehék@per mittels Western-Blot-Analyse

detektiert werden (Ohkuni et al. 2015).

Eine posttranslationale Modifizierung konnte-situ in der Netzhaut in quantitativ
bedeutsamen Mengen durchgefiihrt werden und dortKzeuzreaktivitat mit dem C4-
Antikdrper fuhren. In den HEK293-Zellen scheint sieModifikation in nur quantitativ
unbedeutenden Mengen durchgefiihrt zu werden. Biet iavar aus zur Immundetektion von
RIBEYE an den Strukturen, wo RIBEYE stark angereitist. In der Western-Blot-Analyse
an HEK-Zell-Lysaten ist das Epitop aber wohl niclarstellbar, weil es keine abundante
Modifikation darstellt bzw. unterhalb der Detektsschwelle liegt. Alternativ konnte das
posttranslational modifizierte Epitop instabil seind schnell wieder abgebaut werden. Dies
konnte z.B. bei Phosphorylierungen der Fall seidrewaber auch bei allen anderen
Modifikationen mdglich. Aktin wird sowohl acetyligr ADP-ribosyliert, methyliert und
phosphoryliert (Aktories et al. 2011; Terman and Kashina 2013)nigel dieser
posttranslationalen Modifikationen sind auch fUurBRYE bekannt und koénnten fir das
Epitop, das von dem Anti-AktinC4 Antikorper erkamvitd, eine Rolle spielen.

Aus dem Vergleich der Sequenz der RIBEYE(A)-Domang bekannten Motiven fur
Angriffsorte bzw. Substrate von Kreatinkinasen deisDatenbank von ELM (The Eukaryotic
Linear Motif resource for Funtional Sites in Pro®i ergeben sich einige Motive, die
innerhalb von RIBEYE(A) potentielle Phosphoryliegsstellen darstellen kdnnten.
Beispielsweise finden sich unter den aa 74-80 wind35-501 Motive, die von einer im
Zytosol lokalisierten Proteinkinase fir die Serumd Threonin-Phosphorylierung erkannt
werden kénnen (Daten nicht gezeigt). Diese Aminassaquenzen der RIBEYE(A)-Doméne

kénnten somit moglicherweise posttranslational phosyliert werden.
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4.2 Konformationsepitop

Ein anderer denkbarer Erklarungsansatz ist ein ¢tomdtionsepitop als Zielstruktur des Anti-
AktinC4 Antikorpers.

Bei einer antigenen Determinante kann es sich umBSeguenzepitop handeln, bei dem eine
Sequenz in seiner Primarstruktur mit der AntigeneBingsstelle interagiert. Die Rezeptoren
von T-Zellen beziehen sich vorwiegend auf lineapgdpe (Gressner and Arndt 2013:452).
Die Antigene Determinante kann aber auch erst ddietraltung in eine Sekundéar-, Tertiar-
oder Quartarstruktur entstehen. In dem Fall spriobh von einem Konformationsepitop.
Diese bilden im Allgemeinen die Epitope fiir die lenmglobuline von B-Zellen.

RIBEYE besitzt die Fahigkeit zur Ausbildung einewma@arstruktur. Die einzelnen RIBEYE-
Molekule interagieren miteinander und bilden so @erist fir das Synaptische Ribbon.
Verantwortlich daflr ist seine A-Domane. RIBEYE(Agsitzt drei Interaktionsstellen, an
denen es gleichsinnig mit anderen A-Doménen in Meing steht (Schmitz 2009).
Antikorper reagieren entweder mit einem Sequenappit oder mit einem
Konformationsepitop. Einen wesentlichen Einflussf @len Konformationszustand des
Epitops hat der Vorgang der Denaturierung. Hieémelern sich nicht nur die physikalischen
sondern auch die chemischen Eigenschaften des pBSpitdie Sekundéar-, Tertiar- und
Quartarstrukturen gehen verloren. Das Epitop liegischlieBend in seiner linearen
Priméarstruktur vor, sodass Antikorper, die gegenkanformationsepitop gerichtet sind, ihre
Bindungsfahigkeit an das denaturierte Epitop vexhe wie bereits seit 1936 durch Karl
Landsteiner bekannt ist (Landsteiner 1936). Bei Behandlung mit dem anionischen
Natriumdodecylsulfat (SDS) und dem ebenfalls in d&DS-Lade-Puffer enthaltenen
Mercaptoethanol gehen die Sekundar-, Tertiar- undr@rstrukturen verloren. Ebenso tragt
das Erhitzen im Rahmen der Probenvorbereitung amalirierung bei. Dies hat zur Folge,

dass ein Antikorper in diesem Verfahren vorwiegiemelare Epitope detektiert.

Es ist also denkbar, dass die fehlende Reaktid#at Anti-AktinC4 Antikorpers mit der A-
Doméane von RIBEYE in der Western-Blot-Analyse darauwrickzuflhren ist, dass es sich
bei dem Anti-AktinC4 Antikdrper um ein Immunglobuoli handelt, das gegen ein
Konformationsepitop gerichtet ist. Diese Uberlegwiigl zusatzlich dadurch unterstiitzt, dass
ein Vergleich der Sequenzen von Aktin und bovinelBEY E(A) keine Ubereinstimmungen

zeigt, die auf das Vorhandensein eines Sequenpsgiiodeuten.
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In der Immunfluoreszenzmikroskopie zeigt der AnktHAC4 Antikorper im Gegensatz zur
Western-Blot-Analyse eine deutliche Reaktivitdt MIBEYE(A). Da die Fixierung der

HEK293-Zellen hier mit einer gepufferten Formaldgtysung und nicht beispielsweise mit
einer Methanol/Aceton-Lésung erfolgt ist, kann zdeitpunkt der Antikérperbindung von

einer weitgehend intakten Quartarstruktur des Hret@ausgegangen werden. Der Anti-
AktinC4 Antikorper kbnnte also gegen ein Konforroasepitop in seiner Quartarstruktur
gerichtet sein, was seine nicht vorhandene Re#ktiin der Western-Blot-Analyse erklaren

wirde.

Sollte sich der Antikérper gegen ein Epitop in seiBekundér- oder Tertiarstruktur richten,
lieRe sich moglicherweise seine Bindungsaffinitdtcth die Inkubation der Nitrozellulose-
Membran mit einem Renaturierungspuffer vor der bation mit dem Antikdrper erhéhen
und so sein Bindungsverhalten weiter untersuchdne BMdglichkeit bildet dabei die
Aufbereitung der Proteinprobe durch eine schritt@ebialyse mit einem Puffer, der unter
anderem Harnsaure enthalt (Shi et al. 2015). Danehede beschrieben, dass durch die
Inkubation der Nitrocellulose-Membran mit Calciuonén (Kurien and Bachmann 2015)
oder mit Nonidet P-40 (OctylphenoxypolyethoxyetHandgMuro et al. 1996) eine
Renaturierung der Proteine erreicht werden kann: d#erschiedliche Befund in der
Western-Blot-Analyse des bovinen Gewebes und déBERE(A)mCherry-transfizierten
HEK293-Zellen ware mdoglicherweise darauf zurlckihudin, dass die Konformation in der

Retina stabil ist, nicht jedoch in den transfizertHEK293-Zellen.
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4.3 Bindungsaffinitat des Anti-AktinC4 Antikorpers

In der Epifluoreszenzmikroskopie des Anti-AktinC4dntkdrpers im Schnittprdparat der
bovinen Retina zeigt sich, dass der AntikorperSijaaptischen Ribbons und damit RIBEYE
sehr deutlich markiert. Dahingegen ist das umgebekktin nicht angefarbt, obwohl sein
Vorhandensein in der OPL gut dokumentiert ist (Sthrend Drenckhahn 1993; Nagle et al.
1986; Woodford und Blanks 1989). Ahnliches ist inee Anfarbung der in HEK293-Zellen
exprimierten A-Doméane von RIBEYE mit dem Anti-Ak@d Antikorper zu beobachten.
Auch hier zeigt der Antikorper ein klares SignahsdRIBEYE(A)mCherry entspricht. Das
Aktin in der eukaryotischen HEK-Zelle wird allerdis nahezu nicht dargestellt. Daher kann
davon ausgegangen werden, dass die Bindungsdffues Anti-AktinC4 Antikdrpers zu
RIBEYE bzw. RIBEYE(A) hoher ist als zu seiner ui&pglichen Zielstruktur, Aktin.
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4.4 Bedeutung der Kreuzreaktivitat

Warum koénnte die Charakteriserung des Antigens, diash Anti-AktinC4 erkannt wird,
wichtig fur das Verstandnis der synaptischen Fuamsiveise sein?

An der Basis der Synaptic Ribbons findet die sdenéksikelexozytose statt. Nachdem die
Vesikel fusioniert sind, missen diese ersetzt werddu diesem Zweck gleiten
wahrscheinlich die Vesikel, die am Ribbon gebund@md, den Synaptischen Ribbon
»herunter«. Wie dies geschieht, ist allerdings nachekannt. Es gibt die Theorie um einen
passiven Mechanismus uUber Diffusion oder um denvexkt Vorgang der sogenannten
Verbundexozytose Compund exocytosiy (Parsons and Sterling 2003). Moéglicherweise
spielen hierbei Motorproteine eine Rolle. In dieseAdusammenhang koénnte die
Kreuzreaktivitat mit einem Aktinepitop interessargein. Wenn die A-Domane
maoglicherweise ein Konformationsepitop bildet, ddmlich einem Epitop von Aktin ist,
kénnte dieses Epitop womdéglich von einem Myosingadgigen Motorprotein genutzt
werden, um synaptische Vesikel hin zur aktiven Zoméransportieren.

Die Funktion der Strukturgebung und des GerlUstesrnilmmt im Synaptischen Ribbon
RIBEYE. Aul3erhalb des Synaptischen Ribbons komegalAufgabe Aktin als Gerlstprotein
in eukaryotischen Zellen zu, das innerhalb der giysehen Ribbons aber nicht zu finden ist.
In weiterer Analogie zu Aktin, das auch am inndrgaten Transport beteiligt ist, ist es
denkbar, dass das Epitop, das von dem Anti-Aktie@énnt wird, innerhalb der A-Doméne
von RIBEYE eine ahnliche Konformation wie eine AnHstelle flr ein Motorprotein
darstellen kénnte. Auch die Tatsache, dass derAithC4 Antikdrper alle 6 Isoformen des
Aktins bindet, tragt zu diesen Uberlegungen beindallen Isoformen ist auch die Interaktion
mit  Motorproteinen gemeinsam. Somit kommt es in r&8#it, dass die
Antikdrperbindungsstelle ebenfalls eine Stellenst, der ein Motorprotein interagiert.
Letztendlich wird das Ziel sein, das Epitop weharsichtlich seiner Morphologie und seines
genauen Ortes innerhalb der A-Doméane von RIBEYE uniersuchen. Die néhere
Charakterisierung des Epitops konnte Aufschlisseer Glden Mechanismus der
Vesikelexozytose geben und somit helfen, den Mashars der Ribbonsynapse weiter zu

verstehen.
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6 Anhang

6.1 Elektropherogramme

Insert 1: Xhol — Agel (forward)
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Inserts 2: Agel — Nhel (forward)
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Insert 3: BamHI — Nhel (reverse)
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