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“There 1s grandeur in this view of life, with its several powers, having been originally breathed
by the Creator into a few forms or into one; and that, whilst this planet has gone circling on
according to the fixed law of gravity, from so simple a beginning endless forms most beautiful

and most wonderful have been, and are being evolved.”

Charles Darwin
On the Origin of Species,
November 24, 1859
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Anmerkungen

Die vorliegende Arbeit enthdlt Daten, die im Rahmen einer Diplomarbeit von und in
Zusammenarbeit mit XXXXXXXXX, zu retinaler Zellbiologie und Gentransfers in die
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Die Zitierweise und die Form des Literaturverzeichnisses wurden in Anlehnung an die
Vorgaben des Verlagshauses Springer angewandt. Einige der in dieser Arbeit enthaltenen
Abbildungen wurden auf internationalen Kongressen vorgestellt und fiir Veroffentlichungen in
wissenschaftlichen Zeitschriften verwendet. Um die Bezeichnungen und Abkiirzungen in den

Abbildungen konsistent zu halten, wurden diese in englischer Sprache erstellt.
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Einleitung

1 Einleitung

Der Mensch nimmt, wie die meisten Sdugetiere, den grofften Teil der Informationen seiner
Umwelt, liber den Sehsinn auf. Dies bedingt ein hoch leistungsfahiges optisches System,
beziehungsweise bevorzugte in der Evolution die Ausprigung des Sadugetierauges. Das im
Auge zur Aufnahme, wie Vorverarbeitung der visuellen Informationen befdhigende Gewebe,
ist die Retina. In ihr sind spezialisierte Neuronen zu einer Gesamtfunktionalitéit verschaltet.
Die Vielschichtigkeit der derzeit bekannten (etwa 100 verschiedenen) Gendefekte, die retinale
Degenerationen und somit Erblindung hervorrufen konnen (Rattner et al., 1999), gibt einen
Hinweis auf die komplexen molekularen Zusammenhénge, die die Funktionalitdt der Retina
gewihrleisten. Zur Untersuchung der Funktionen von Proteinen speziell in den
Photorezeptorzellen, ist es notwendig diese in ihrem zelluldren retinalen Umfeld zu
analysieren, da Photorezeptorzellen auBerhalb dieser Umgebung ihre Kompartimentierung
und damit ihr (visuelles) Funktionsvermdgen verlieren. In der vorliegenden Arbeit wird mit
der organotypischen Kultur adulter Retinae eine Methode etabliert, die es erlaubt
Photorezeptorzellen fiir zellbiologische Untersuchungen auBBerhalb des Auges experimentell

zuginglich zu machen.

1.1 Morphologie und Histologie des Saugetierauges

Da die Retina (Netzhaut) von Vertebraten in der vorliegenden Arbeit das primére
Untersuchungsobjekt ist, soll hier zunichst auf den Aufbau des Vertebratenauges und dann,
im speziellen, ndher auf die Retina eingegangen werden. Der Aufbau eines Sdugetierauges ist
in Abbildung 1 schematisch dargestellt, das weille Quadrat stellt hierin den in Abbildung 2 A
dargestellten Ausschnitt der Retina dar. Phylogenetisch geht das inverse Auge der Wirbeltiere
aus dem Gehirn hervor (Oliver & Gruss, 1997). Ontogenetisch entsteht das Augenblidschen
aus einer Ausstiilpung des Zwischenhirns, das sich auf der dem Licht zugewandten Seite
einstiilpt. Dadurch kommen zwei Epithelschichten aneinander zu liegen, wobei die proximale
Schicht das Pigmentepithel bildet, wihrend sich aus der distalen die neuronale Retina
entwickelt. Die Licht aufnehmenden Zellen, die Photorezeptoren, bilden die innerste Schicht
der neuronalen Retina (Abb. 1). Da die Ilichtempfindlichen AuBensegmente der
Photorezeptoren auf der vom Licht abgewandten Seite zu liegen kommen, wird das
Vertebratenauge auch als inverses Auge bezeichnet. Diesen AuBlensegmenten schlieft sich

das retinale Pigmentepithel (RPE) an, dessen Zellen durch Melanin schwarz gefarbte
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Melanosomen beinhalten und als Lichtfilter fungieren. Auf der basalen Seite zeigen diese
Zellen Vertiefungen, die der OberflichenvergroBerung zum Stoffaustausch mit den
BlutgefiBBen der Choroidea dienen. Auf der apikalen Seite umgreifen fingerartige,
mikrovillire  Auslidufer jeder RPE-Zelle einige dutzend AuBensegmente von
Photorezeptorzellen. An das retinale Pigmentepithel grenzt die Chorioidea (Aderhaut), eine
mit vielen Blutkapillaren versehene Schicht, die Teile der Retina mit Néhrstoffen versorgt.
Um die Chorioidea befindet sich die derbe aus Bindegewebe bestehende Sclera (Lederhaut),
die distal an der lichtzugewandten Seite einen lichtdurchldssigen Abschnitt, die Cornea
(Hornhaut) bildet. Sclera und Cornea bilden das Widerlager fiir den durch die Linse und den
gallertartigen Vitreus (Glaskorper) aufgebauten Innendruck.

Mrs

Mri

Abbildung 1: Morphologie und Histologie des Saugetierauges. Schematischer Langsschnitt durch ein
Sdugetierauge (Zeichnung: J. Harf). Das weille Rechteck reprisentiert den in Abbildung 2 A dargestellten
Ausschnitt der Retina. Co = Cornea (Hornhaut), Ir = Iris, Ph = Phakos (Linse), Cc = Corpus ciliare
(Ziliarmuskel), Mri, Mrs = Musculus rectus inferior, superior, Os = Ora serrata, V = Vitreus (Glaskorper), Re =
Retina (Netzhaut), Ch = Choridea (Aderhaut), Sc= Sclera (Lederhaut), Ml = Macula lutea (gelbe Fleck), Mc =
Macula caesus (blinde Fleck), Vv = Vena vorficosa, Ai = Ateria iridis, Ach = Ateria choridea, No= Nervus
opticus.

Auf Hohe der Ora serata, der Grenze zwischen Sclera und Cornea liegen im Augeninnern der
Zilliarkorper, der Zilliarmuskel und die Iris. Das Streulicht der Umwelt wird durch den
optischen Apparat, aus Cornea, Linse und Glaskorper, als Abbild derselben auf die Retina

projiziert. Zwischen Cornea und Linse muss das Licht die von der Iris umgrenzte Pupille
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passieren, um auf die iiber den Ziliarmuskel und Ziliarfasern verformbare Linse zu treffen.
Dies ermdglicht die Anderung der Lichtbrechung zur Akkomodation. Nach der Linse

durchquert das Licht den Glaskorper um im Augenhintergrund auf die Retina zu treffen.

1.1.1 Die Retina der Saugetiere

Die Retina oder Netzhaut ist das zum Sehen befihigende Gewebe im Augenhintergrund.
Durch den optischen Apparat im Wirbeltierauge aus Cornea, Linse und Glaskorper wird ein
Abbild der Umgebung auf die Netzhaut projiziert (Abb. 1). Die Netzhaut besteht aus einem
komplexen Netzwerk verschiedener neuronaler Zell(typ)en die im Dienste der

Lichtabsorption sowie erster Schritte in der Informationsverarbeitung stehen (Abb. 2).
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Abbildung 2: Die Retina und die Photorezeptorzellen. A: Die Zelltypen der Retina und deren Anordnung in
einem schematischen Léngsschnitt der Retina. (Zeichnung: J. Harf). P = Pigmentepithelzellen, R = Stébchen-
Photorezeptoren, C =Zapfen- Photorezeptoren, H = Horizontalzellen, Bi = Bipolarzellen, A= Amakrinzellen, G
= Ganglienzellen, Ax = Axone der Ganglienzellen. Die gestrichelte Linie stellt die durch die Miillerzellen (nicht
abgebildet) gebildete Membrana limitans externa dar. B: Schematische Darstellung von Photorezeptorzellen bis
hin zur inneren Kornerschicht (INL). Weitere Erlduterungen im Text. RPE = Retinales Pigmentepithel, ONL =
duBere Kornerschicht, OPL = duflere plexiforme Schicht, INL = innere Kornerschicht. Photorezeptorzellen:
Stabchen (mittlere) und Zapfen (duBeren); OS = AuBlensegment, IS = Innensegment der Photorezeptorzelle, CC
= Verbindungscilium, N = Nucleus, S = Synapse.
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Die Vertebraten besitzen morphologisch gesehen ein inverses Auge, bei dem das Licht
zundchst durch die verschiedenen Schichten der Netzhaut féillt und dann erst auf den
lichtempfindlichen Teil der Photorezeptorzellen, das AuBensegment, trifft. Daran
anschlieBend im Augenhintergrund befindet sich das retinale Pigmentepithel, das die
Photorezeptoraullensegmente von einander isoliert und vor Streulicht schiitzt. Das retinale
Pigmentepithel spielt des Weiteren eine wichtige Rolle bei der Regeneration des
Sehfarbstoffes als auch bei der stetigen Erneuerung der Photorezeptoraullensegmente (Bok,
1993). Die von den Photorezeptorzellen in neuronale Signale umgewandelte Lichtinformation
wird mit Hilfe der ihr nachgeschalteten Nervenzellen verarbeitet. Dabei stehen bipolare,
horizontale, amakrine sowie  Ganglienzellen (Abb. 2) im Dienste einer
Informationsvorverarbeitung des Bildes, das letztlich im visuellen Cortex des Gehirnes
entsteht. Dazu treten die gebiindelten Axone der Ganglionzellen aus dem Auge als Nervus
opticus aus und projizieren tiber das Chiasma opticum in den Corpus geniculatum laterale des

Thalamus der jeweils gegeniibergelegenen Hirnhélfte.

1.1.2 Die Photorezeptorzelle der Saugetiere

Die Photorezeptorzelle ist eine hochspezialisierte sensorische Nervenzelle, die einen stark
polaren und kompartimentierten Aufbau aufweist. Sie ist grob in ein biosynthetisch aktives
Innensegment, sowie ein lichtempfindliches AuBlensegment zu unterteilen, die iiber ein
schlankes nicht bewegliches Cilium miteinander verbunden sind. Dieses Cilium stellt die
einzige cytoplasmatische Verbindung zwischen diesen Hauptkompartimenten dar. Des
Weiteren lésst sich noch ein, dem Innensegment sich anschlieBender Kernbereich, sowie eine
synaptische Endigung unterscheiden. In der Retina treten die gesamten Kerne der
Photorezeptoren als duBlere Kornerschicht und die Region der Synapsen mit Bipolar- und
Horizontalzellen als duflere plexiforme Schicht in Erscheinung. Im Innensegment finden der
Energicumsatz und die Synthese der Proteinausstattung fiir die gesamte Photorezeptorzelle,
also auch fiir das AuBlensegment statt. Deswegen miissen alle im AuBensegment fiir die
Signaltransduktion notwendigen Komponenten durch den ,,Flaschenhals®, das schmale, im
Durchmesser ca. 0,1 pum breite Cilium transportiert werden (Wolfrum, 1995). Das
AuBensegment ist aus so genannte ,,Disks” aufgebaut, die dicht zusammengelagerte
intrazelluldire Membranstapel sind, an denen sich die Lichtsignaltransduktion vollzieht. Auf
die molekulare Ausstattung dieser Disks soll spater noch einmal néher eingegangen werden.
Es lassen sich zwei Haupttypen von Photorezeptorzellen in der Retina von

Wirbeltieren unterscheiden. Zum einen sind dies die Zapfen (engl.: cones), die vor allem fiir
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das Sehen bei Tageslicht und das Farbsehen verantwortlich sind. Vogel, Fische, Reptilien und
Amphibien kdnnen bis zu vier Zapfentypen besitzen (Tetrachromaten). Beim Menschen und
den Altweltaffen (Trichromaten) gibt es drei verschiedene Zapfentypen (L, M und S) mit
unterschiedlichen Absorptionsmaxima fiir rot (L), griin (M) und blau (S), wobei sich der M-
Typ durch eine Genduplikation aus dem L-Zapfengen auf dem X-Chromosom entwickelte.
Bei allen anderen Sdugetieren sind nur zwei Zapfentypen vorhanden (Dichromaten). Die
Zapfen befinden sich in der humanen Retina vornehmlich im Zentrum, der Macula lutea. In
der Fovea centralis (Sehgrube) im Zentrum der Macula befinden sich sogar ausschlieBlich
Zapfen. Dem gegeniiber gibt es den Photorezeptortyp der Stibchen (engl.: rods). Sie sind fiir
das Sehen bei geringen Lichtintensititen sowie das Bewegungssehen verantwortlich und beim
Menschen besonders im Randbereich der Netzhaut anzutreffen. Sie besitzen gegeniiber den
Zapfen ein hoheres zeitliches Auflosungsvermodgen und sind des Weiteren in der Lage iiber
einen grofleren Wellenldngenbereich Licht zu detektieren. Die zuvor beschriebene Verteilung
der Photorezeptortypen in der Retina gilt speziell fiir die Altweltaffen, bei den meisten
Sdugetieren ist diese Verteilung der verschiedenen Photorezeptorzellen nicht so gegeben.
Beispielsweise sind bei Maus und Ratte die Zapfen nicht in einer Macula gehéuft
vorzufinden, sondern nahezu gleichmiBig iiber die Retina verteilt. Die Photorezeptorzellen
des Stdbchentyps in der Nagerretina, waren der in der vorliegenden Arbeit vornehmlich
untersuchte Zelltyp. Im nachfolgenden Kapitel soll nun auf die molekulare Funktionsweise in

der Lichtdetektion der Photorezeptorzellen eingegangen werden.

1.1.2.1 Die visuelle Signaltransduktion

Die visuelle Signaltransduktion findet in den Photorezeptorzellen der Retina, genauer gesagt
an den Disk-Membranen der Photorezeptorauflensegmente statt. Hierbei wird ein Lichtreiz in
elektrische bzw. chemische Information umgewandelt (Phototransduktion). Der Sehfarbstoff
Rhodopsin, der in die Membran der Disks integriert ist, gehort zu den Sieben-Transmembran-
Rezeptoren (Palczewski et al., 2000). Rhodopsin besteht aus einem Proteinanteil, dem Opsin
und einem Aldehyanteil dem Retinal, das auch als Chromophor bezeichnet wird. Retinal ist in
der Konformation 11-cis Retinal kovalent an Opsin gebunden (Fain et al., 2001). Durch die
Absorption eines Photons wird die Konformation des Chromophors von 11-cis zu all-trans
Retinal gedndert und dieses vom Opsin abgespalten. Die daraus resultierende Aktivierung des
Opsins ermoglicht dessen Interaktion mit Transducin (Fain et al., 2001). Rhodopsin gehort zu

der Klasse der ,,G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren (GPCR). Transducin ist das
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heterotrimére G-Protein der visuellen Signaltransduktionskaskade, das aus den Untereinheiten
Gay, GB; und Gy, aufgebaut ist. Im inaktiven Zustand ist GDP (Guanosin Diphosphat) an die
Untereinheit Go, gebunden. Nach der Interaktion mit lichtaktiviertem Rhodopsin, kommt es in
a-Transducin zu einem Austausch von GDP zu GTP (Guanosin Triphosphat) und resultiert in
der Dissoziation in die aktivierte Goy-Untereinheit und den untrennbaren Gfyy-Komplex
(Arshavsky, 2002; Offermanns, 2003). Die entstandene GTP-gebundene Ga—Untereinheit ist
nun in der Lage die inhibitorische y-Untereinheit von der ebenfalls mit der Disk-Membran
assoziierten Phosphodiesterase (PDE) abzuspalten. Es sei an dieser Stelle vorangestellt, dass
in der nicht belichteten Photorezeptorzelle durch c¢cGMP (cyclisches Guanosin-3’, 5'-
monophosphat) Na"/Ca®" Kanile in der Plasmamembran des AuBensegments offen gehalten
werden. Durch dieses stindige Einstromen von Kationen entsteht der so genannte
,Dunkelstrom*, der in einem stindiges Ausschiitten von Transmittersubstanz (hier Glutamat)
an der Synapse der unbelichteten Photorezeptorzelle flihrt. Bei Belichtung wird nun durch die
zuvor geschilderte Aktivierung der PDE der ,,Second Messenger c¢cGMP zu 5'GMP
hydrolysiert. Mit dieser Reduktion des freien cGMP, werden die cGMP abhéngigen Na“/Ca*"
Kanile in der Plasmamembran des AuBensegments geschlossen. Dies fiithrt zu einer
Hyperpolarisation der Photorezeptorzelle und vermindert die Glutamatausschiittung an deren
Synapse (Molday & Kaupp, 2000; Pugh & Lamb, 2000). Die Lichtreaktion wird anschlieBend
zur Regeneration der beteiligten Komponenten ,,abgeschaltet” um eine erneute Auslosbarkeit
der Signalkaskade zu gewdhrleisten. Dazu phosphoryliert die Rhodopsinkinase das
lichtaktivierte Rhodopsin (Rho*) und ermoglicht somit die Bindung von Arrestin an das
aktivierte und phosphorylierte Rhodopsin (Abb. 3, rechter Teil). Arrestin verhindert die
Interaktion von (Rho*) mit Transducin und spielt somit eine wichtige Rolle in der
Terminierung der Signaltransduktion. Die Geschwindigkeit zur erneuten Bereitstellung, der
an der Phototransduktion beteiligten Komponenten bestimmt die zeitliche Auflésung der
Photorezeptorzellen. Diese ist hoher in den Stédbchen als in den Zapfen. Die Beendigung der
PDE Aktivierung durch Go-GTP wird erreicht, durch die Hydrolyse des GTPs zu GDP durch
Gay, die unter anderem durch RGS9 (,,Regulators of G protein Signaling*) beschleunigt wird
(Burns & Arshavsky, 2005). Der erniedrigte cGMP-Spiegel wéhrend der Lichtreaktion wird
durch eine Ca®" abhingige Guanylylzyklase, die GTP zu cGMP Katalysiert, auf das ehemalige
Niveau angehoben (Fain et al., 2001). Die regenerierte Menge an cGMP 6ffnet die Na™/Ca®"
Kanile in der Plasmamembran, was zu einer Depolarisation der Photorezeptorzelle und damit

wieder zur erhohten Ausschiittung von Glutamat im Dunkeln fiihrt.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Phototransduktionskaskade. Der obere Teil des Schemas
reprisentiert die Situation in dunkeladaptierten Photorezeptoren, Rhodopsin (RHO), das heterotrimére G-Protein
Transducin (Gt) und die Phosphodiesterase (PDE) sind inaktiv. Der cGMP-Spiegel im Cytoplasma ist hoch, so
dass die cGMP abhéngigen Kanéle gedffnet sind und Kationen einstromen koénnen. Der mittlere Teil des
Schemas reprisentiert die Aktivierung von Rhodopsin durch ein Photon. Das aktivierte Rhodopsin katalysiert
den GDP/GTP Austausch in der a-Untereinheit von Transducin. Diese wiederum aktiviert die Phosphdiesterase,
die cGMP in 5"GMP hydrolysiert. Die Molekiilanzahl von cGMP sinkt, was ein Schlieen der Kationen Kanile
nach sich zieht. Die Photorezeptorzelle hyperpolarisiert. Die Inaktivierung der Signalkaskade geschieht durch
eine Phosphorylierung von Rhodopsin durch die Rhodopsinkinase (RK), wodurch eine Bindung von Arrestin
(Arr) ermoglicht wird.

Die verinderte Ausschiittung von Transmittern in den synaptischen Spalt 16st je nachdem, ob
es sich bei der nachgeschalteten Bipolarzelle um eine ,,On- oder Off-Bipolarzelle* handelt
eine Depolarisation aus. Bereits hier und auch {iber Horizontalzellen finden die ersten
Informationsverarbeitungen statt (laterale Inhibition). Erst wenn amakrinen Zellen und die
Ganglienzellen depolarisiert werden, gelangen vorverarbeitete neuronale Signale {iber den
Nervus opticus und das Chiasma opticum in den Corpus geniculatum laterale des Thalamus.
Die iiber die Sehbahnen weitergeleiteten Informationen lassen schlie3lich im visuellen Cortex

den optischen Sinneseindruck entstehen.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung von hell- und dunkeladaptierten Photorezeptorzellen. In der
dunkeladaptierten Photorezeptorzelle (Schema links) sind von ¢cGMP abhingige Na'/Ca®" Kanile gedffnet.
Durch den stetigen Einstrom von Kationen ist die Photorezeptorzelle depolarisiert und schiittete den Transmitter
Glutamat an der Synapse aus. Durch Belichtung der Photorezeptorzelle (Schema rechts) wird die
Phototransduktionskaskade aktiviert und die Kationenkanile werden geschlossen. Die resultierende
Hyperpolarisation bewirkt eine Verminderung in der Glutamatausschiittung, Schema veridndert nach Dissertation
(GieBl, 2004).

Die visuelle Signaltransduktion lduft bei Invertebraten in den Rhabdomeren der
Photorezeptorzellen des mikrovilldren Typs ab. Auf die Unterschiede zur Signaltransduktion
in cilidren Photorezeptoren der Wirbeltiere, soll nun zur Vollstdndigkeit kurz eingegangen
werden.

Auch im Rhabdomer der Invertebratenphotorezeptorzelle ist in der Membran der
mikrovilldren Ausstiilpungen Rhodopsin integriert (Applebury & Hargrave, 1986), das nach
Lichtaktivierung und Chromophorabspaltung das visuelle G-Protein G4 aktiviert, wodurch
dessen alpha-Untereinheit (Gog) abgespalten wird, und das an der alpha-Untereinheit
gebundene GDP durch GTP ausgetauscht wird (Lee et al., 1990). Die aktivierte Untereinheit
Gog aktiviert nun seinerseits das Enzym Phospholipase C (PLC) (Bahner et al., 2000), das die
Hydrolyse des Phospholipids Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP;) zu Inositol-
triphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) katalysiert (Devary et al., 1987). IP; und DAG
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stellen intrazelluldre Signalmolekiile dar und bewirken eine Offnung von TRP-Kanilen
(Transient Receptor Potential) in der Photorezeptormembran (Hardie & Minke, 1992).
Dadurch stromen Kationen (Ca*" und Na") in den intrazelluliren Raum und 13sen somit eine
Depolarisation der Rezeptorzelle aus. Das dadurch erzeugte Rezeptorpotential wird in
Aktionspotentiale {iberfithrt. Die Terminierung der Photorezeptoraktivierung ist
Voraussetzung fiir eine erneute Aktivierung und erfordert die Inaktivierung der Komponenten
des Signalweges. Die Bindung von Arrestin 2 (Arr2) an Rhodopsin ist hier der entscheidende
Schritt in der Inaktivierung des durch Licht aktivierten Rhodopsin Rezeptors. Der Rhodopsin-
Arr2 Komplex wird nach weiteren Modifikationen (Phosphorylierung des Arr2) wieder
dissoziiert, um einen neuen von Licht abhdngigen Aktivierungszyklus zu ermoglichen

(Hardie, 2001).

1.1.2.2 Lichtadaptation der auf Ebene der Signaltransduktion

Das Auge der Vertebraten ist in der Lage sich iiber einen sehr groen Bereich (bis zu 4
Zehnerpotenzen) an verschiedene Lichtintensititen anzupassen. Dies schlieft sehr geringe
Helligkeiten, wie die Beleuchtungsstirke durch eine einzelne Kerze (~10 lux) als auch sehr
helles Tageslicht an einem Sonnentag (~50 000 lux) ein. Dieses Anpassungsvermogen, oder
Adaptation, ist fiir das normale Funktionsvermdgen des Auges erforderlich. Die erste und
offensichtliche Adaptation des Auges geschieht in Verkleinerung der Pupille durch
Kontraktion der Iris. Um feinste Lichtintensititsunterschiede bei wechselnden Helligkeiten
wahrnehmen zu konnen, muss aber auf Ebene der Photorezeptorzellen deren
Lichtempfindlichkeit optimiert werden. Dies geschieht molekular durch Aufrechterhaltung
einer ausreichenden Menge an offenen cGMP-abhingigen Na'/Ca®" Kanilen, unabhingig von
der Aktivitdt der Phototransduktionskaskade. Um dies zu erreichen kann die cGMP Synthese
erhoht, die cGMP Hydrolyse verringert oder die Empfindlichkeit der cGMP-abhéngigen
Kanile fiir cGMP verdndert werden. In Zusammenhang mit den molekularen Prozessen der
Adaptation spielt Calcium eine wichtige Rolle. Uber die Aktivierung des Ca®’-abhingigen
»Guanylate cyclase activating proteins® (GCAP) kann die Guanylylzyklase direkt stimuliert
werden und damit einem zu starken Abfall der ¢cGMP Konzentration entgegensteuern
(Mendez et al., 2001). Uber das Ca*"-abhingige Protein Recoverin, das die Aktivitit der
Rhodopsinkinase inhibiert, kann die Empfindlichkeit der Phototransduktion fiir Anderungen
in der Lichtintensitit angepasst werden. Der durch Licht induzierte Abfall der Ca’
Konzentration hebt die Inhibierung der Rhodopsinkinase durch Recoverin auf (Gorodovikova

et al.,, 1994) und verstirkt somit die Abschaltung der Signaltransduktion. Ferner kdnnen
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Proteine wie Calmodulin und ,,Calmodulin like proteins* durch Ca*"-Aktivierung an die
cGMP-abhingigen Kanile binden und dadurch die Empfindlichkeit dieser Kanéle regulieren.
Bei geringer intrazelluldrer Konzentration von Ca>* im Hellen 16st sich Calmodulin von den
Kanélen, worauf die Sensibilitdt dieser fiir cGMP erhoht wird (Rebrik et al., 2000). Neben
diesen Mechanismen sind noch weitere regulatorische Proteine an der Adaptation beteiligt.
Einen Einfluss auf die molekulare Adaption hat zum Beispiel auch das cGMP abbauende
Enzym Phosphodiesterase (PDE). Dabei spielt die Anzahl der aktivierten PDE Molekiilen
eine Rolle. Bei einer dunkel adaptierten Photorezeptorzelle kann ein einziges Photon iiber die
Verstiarkung durch Transducin viele PDE-Molekiile aktivieren und damit einen relativ grof3en
Einfluss auf den cGMP Spiegel haben. Im Gegensatz dazu hat die Aktivierung der PDE durch
ein zusétzliches Photon bei starker Beleuchtung, wenn bereits eine grole Anzahl von PDE-
Molekiilen aktiviert ist, einen vergleichsweise geringen Einfluss die gesamt cGMP

Konzentration.

1.1.2.3 Lichtabhangige Translokation von Proteinen der visuellen
Signaltransduktion

Bereits vor iiber 20 Jahren konnte bei Uberpriifung der Lokalisation von Transducin und
Arrestin in Photorezeptorzellen eine unterschiedliche Verteilung der beiden Proteine unter
verschiedenen Lichtbedingungen festgestellt werden (Broekhuyse et al., 1985; Brann &
Cohen, 1987; Philp et al., 1987, Whelan & McGinnis, 1988). In diesen Arbeiten wurde
Arrestin im Hellen in den AuBlensegmenten und im Dunkeln in den Innensegmenten der
Photorezeptorzellen nachgewiesen. Transducin hingegen konnte im Dunkeln in den
AuBensegmenten und im Hellen in den Innensegmenten detektiert werden. Demnach zeigte
sich fiir Arrestin und Transducin in Photorezeptorzellen eine gegensétzliche lichtabhidngige
Verteilung. Fiir diese helligkeitsbedingten Lokalisationen bewegen sich Arrestin und
Transducin je nach Lichtadaptationszustand zwischen den Kompartimenten der
Photorezeptorzellen (Abb. 5). In helladaptierten Stabchen-Photorezeptorzellen befindet sich
neben Transducin auch Recoverin im Innensegment der Photorezeptorzelle, wohingegen
beide in dunkeladaptierten Zustand im Auflensegment lokalisiert sind (Strissel et al., 2005).
Anfanglich wurden diese lichtabhéngigen Ungleichverteilungen von Arrestin und Transducin
auch der Degradation und Neusynthese, beziehungsweise der Epitopenmaskierung in
immunhistochemischen Analysen zugesprochen und damit deren Translokation angezweifelt

(Roof & Heth, 1988). Dass es sich hierbei aber tatsdchlich um Translokationen von Arrestin
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und Transducin zwischen Kompartimenten der Photorezeptorzellen handelt, konnten
Experimente unter Verwendung der tangentialen Schnitttechnik zeigen (Sokolov et al., 2002;
Strissel et al., 2006). In diesen Western Blot-Analysen, die prinzipiell nicht anfillig fiir
Epitopenmaskierung sind, konnte anhand von Photorezeptorzellfraktionen die
Translokationen von Transducin und Arrestin bestétigt werden (Sokolov et al., 2002; Strissel
et al., 2006).

In der Regel werden in der Photorezeptorzelle Proteine nur in eine Richtung, wie zum
Beispiel beim Transport des Opsins ins Auflensegment, translociert. AuBergewohnlich an den
beschriebenen Verteilungen ist die bidirektionale Translokation von Proteinen zwischen den
Kompartimenten der Photorezeptorzelle. Der angenommene unidirektionale Transport von
Molekiilen (Papermaster et al., 1986), stets vom Innensegment in das Auflensegment der
Photorezeptorzelle wurde damit widerlegt und die Frage aufgeworfen, welche Mechanismen
fiir die unterschiedliche Verteilung, bei gleichen physiologischen Bedingungen verantwortlich
sein konnten. Einen Hinweis auf die Beteiligung verschiedener Mechanismen gibt nicht nur
die Ungleichverteilung der beiden Proteine, sondern auch die jeweils unterschiedlich schnelle
Translokationen bei Hell- beziehungsweise Dunkeladaptation (Sokolov et al., 2002; Peterson
et al., 2003; Elias et al., 2004; Strissel et al., 2006). Dieser grundsitzliche Unterschied in den
Geschwindigkeiten der Translokationen konnte in den vorgenannten Arbeiten an Ratte, Maus
und Krallenfrosch festgestellt werden. Wihrend der iiberwiegende Anteil beider Proteine bei
Helladaptation nach spitestens fiinf Minuten das Kompartiment wechselt, bendtigen diese bei
Dunkeladaptation mindestens 45 Minuten.

Bereits in den ersten Arbeiten zu dem besprochenen Phdnomen wurde vermutet
(Brann & Cohen, 1987; Philp et al., 1987, Whelan & McGinnis, 1988), dass die
Translokationen von Signaltransduktionskomponenten in Verbindung mit
Adaptionsmechanismen stiinden. Obwohl diese Vermutung nahe liegend ist, blieb man
direkte Nachweise, auf Ebene einer gemessenen geénderten Empfindlichkeit von
Photorezeptorzellen, zumindest fiir die Translokation von Arrestin, bis heute schuldig. Fiir
Transducin konnte in isolierten Photorezeptormembranen eine lineare Abhdngigkeit der
Geschwindigkeit der Gi-Aktivierung zu dessen Konzentration ermittelt werden (Heck &
Hofmann, 2001). In einer weitergehenden Studie konnte zudem eine Korrelation zwischen der
Reduktion des Transducingehaltes in Photorezeptor-Aulensegmenten und Abnahmen der
Signalverstarkung festgestellt werden (Sokolov et al., 2002). Auch die Translokation von
Arrestin ins Auflensegment der Photorezeptorzelle wird als ein adaptiver Prozess angesehen.

Dabei kann eine grofle Menge an Arrestin im AuBensegment, durch seine Bindung an
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lichtaktiviertes, phosphoryliertes Rhodopsin, die Lichtantwort verkiirzen, beziehungsweise
diese in ihrer Sensitivitit reduzieren, was charakteristisch fiir die lichtadaptierte
Photorezeptorzelle ist. Trotz dieser sinnvollen hypothetischen Korrelation konnte dafiir bisher
kein experimenteller Nachweis erbracht werden. AuBler den Beitrdgen zur Adaptation werden
aber auch noch weitere Funktionen der Translokationen diskutiert. Die Translokation von
Transducin konnte auch eine Schutzfunktion in Photorezeptorzellen erfiillen. So konnte
gezeigt werden, dass durch kontinuierliches Licht, oder durch Mutationen induzierte
konstitutive Aktivierung der Phototransduktionskaskade zu Apoptose der Photorezeptorzellen
fithrt (Fain & Lisman, 1993; Fain & Lisman, 1999; Chen et al., 1999). Die Translokation von
Transducin ins Innensegment, sowie die des Arrestins ins AulBlensegment der
Photorezeptorzelle, konnte einer schidlichen Uberaktivierung der Phototransduction
entgegenwirken. Des Weiteren konnte zum Beispiel die Translokation des Transducins bei
Helladaptation Energie einsparen, um weniger GTP bei Aktivierungs- und

Deaktivierungsschritten zu verbrauchen (Strissel et al., 2004).
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Abbildung 5: Ubersicht der Translokationen von Arrestin, Recoverin und Transducin bei
unterschiedlichen Lichtadaptationszustanden. In helladaptierten Photorezeptorzellen (linker Abbildungsteil)
ist Arrestin (in griin) im Auflensegment lokalisiert, wohingegen sich Transducin (in rot) und Recoverin (in blau)
im Innensegment befinden. Im Gegensatz dazu ist die Lokalisation von Transducin und Recoverin im Dunkeln
im AuBensegment (rechter Abbildungsteil) und Arrestin im Innensegment. LA = helladaptierter Lichtzustand,
DA = dunkeladaptierter Lichtzustand, OS = AuBlensegment, IS = Innensegment.

Neben der Diskussion um die funktionelle Rolle der Translokationen von Transducin und
Arrestin, stehen vor allem die den molekularen Bewegungen zugrunde liegenden
Mechanismen im Fokus vieler aktueller Studien und sind auch Gegenstand der vorliegenden
Arbeit. Es existieren dabei Modelle zu einem aktiven, Motorprotein-abhdngigen,
beziehungsweise passiven, diffusionsabhingigen Transport, basierend auf Studien mit zum
Teil kontrdren Ergebnissen. Zum einen wird angenommen, dass aufgrund der

unterschiedlichen Dauer, der mit den Adaptionen verbundenen Translokationen von Arrestin
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und Transducin, vier verschiedene Mechanismen beteiligt sein konnten (Elias et al., 2004).
Hier wird nicht ausgeschlossen, dass passive als auch aktive Prozesse bei den verschiedenen
Translokationen eine Rolle spielen konnten. In Studien, die die Diffusionshypothese
favorisieren, werden unterschiedliche Affinititen, Diffusionswiderstinde, beziehungsweise
Aktivierungszustinde der an den Translokationen beteiligten Komponenten fiir die
unterschiedlichen Kinetiken verantwortlich gemacht (Nair et al., 2005a; Calvert et al., 2006;
Kerov et al., 2005a). In knock-out Mausen von Arrestin und Transducin konnte gezeigt
werden, dass das jeweils andere Protein unbeeinflusst, und damit unabhdngig vom anderen
translociert wird (Zhang et al., 2003; Mendez et al., 2003).

Im Falle des Transducins werden verschiedene Interagierende Proteine im
Zusammenhang mit der Regulation seiner Translokation diskutiert. Zu diesen Proteinen
gehort LGN (Leu-Gly-Asn repeat-enriched), welches in den Innensegmenten, sowie der
duBeren plexiformen (Nair et al., 2005b), als Regulator der G-Proteinaktivitdt an der
Translokation von Transducin im Innensegment beteiligt sein konnte (Kerov et al., 2005b).
Weitere in der Photorezeptorzelle mit Transducin Interagierende Proteine, sind die im
Verbindungscilium und dem Basalkorper lokalisierten Centrine (Pulvermiiller et al., 2002;
GieBl et al., 2004). Diese werden, durch ihre Calcium-, sowie Phosphorylierungs-abhingige
Interaktion mit By-Transducin und ihrer Schliisselposition im Photorezeptorcilium, als so
genannte ,,Gatekeeper* der Transducintranslokation vermutet (GieB31 et al., 2006).

Im Zusammenhang mit der Diffusionshypothese zur Arrestintranslokation, wird
dessen Affinitdt zu aktiviertem phosphoriliertem Rhodopsin im Auflensegment (Nair et al.,
2005a), und zum anderen eine direkte, bisher nur in vitro gezeigte, Bindung an Mikrotubuli
im Innensegment vorgeschlagen (Nair et al., 2005b). Dem gegeniiber konnte in
Photorezeptorzellen von Xenopus laevis eine Abhidngigkeit der Arrestintranslokation von
Mikrotubuli im Innen- wie auch AuBlensegment der Photorezeptorzelle gezeigt werden
(Peterson et al., 2005). Die Destabilisation von Mikrotubuli fiihrte hier zur Beeintrachtigung
der Translokation von Arrestin, was fiir aktive Transporte spricht, aber auch direkte Bindung
und Diffusion nicht ausschlieft. Die Diffusionshypothese von Nair und Mitarbeitern wird
durch die folgenden Annahmen gestiitzt: Mikrotubuli im Innensegment der Photorezeptorzelle
bilden eine Art ,,Magnet“ oder ,,Abfluss* fiir Arrestin. Im Hellen ist allerdings die Affinitdt
des Arrestins zu dem ,,Magneten* aktiviertes und phosphoryliertes Rhodopsin grofer und
bewirkt somit dessen Translokation ins Auflensegment. Diese Hypothese zur
diffusionsabhéngigen Bewegung von Arrestin wird dadurch gestiitzt, dass die Transloaktionen

in Augenbecherkulturen ATP unabhéngig stattfinden (Nair et al., 2005a). Fiir eine passive
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Translokation von Arrestin in das AuBBensegment wird ferner die hohe Geschwindigkeit des
Vorgangs angefiihrt. Diese vereinfachte ,,Magnet-Hypothese* ist allerdings umstritten.
Berechnungen, die einige idealisierte Annahmen zu Durchmesser und Lénge der
Kompartimente, des Verbindungssciliums und die Entfernung von Innen- zu Auflensegment
beinhalten, konnten die Diffusion als Mdglichkeit einerseits bestitigen (Calvert et al., 2006).
Andererseits widerlegen Daten, die eine Verbindung der Arrestintranslokation in das
AuBensegment mit einem Schwellenwert der Menge an aktiviertem Rhodopsin herstellen
(Strissel et al., 2006), die ,,Magnet-Hypothese von Nair und Mitarbeitern. Nach der
»Magnet-Hypothese™ miisste die Arrestintranslokation in das Aullensegment bei steigender
Lichtintensitdt linear zunehmen, dem ist aber nicht so, vielmehr scheint die
Rhodopsinaktivierung einen Schwellenwert iibersteigen zu miissen, um die Translokation
auszulosen (Strissel et al., 2006). Nach den Messungen der vorgenannten Studie, iibersteigt
dabei die Anzahl der ins AuBensegment translocierten Arrestinmolekiile die der
lichtaktivierten Rhodopsinmolekiile, um ein vielfaches (Strissel et al., 2006). Diese Daten
geben zusitzlich Anlass zur Uberlegung, dass weitere Mechansimen an der Translokation
beteiligt sein miissen. Dieser Uberschuss des Arrestins zum Bindepartner Rhodopsin, setzt
das Vorhandensein weiterer Signalwege voraus und macht ebenso eine Beteiligung aktiver
Transportvorginge wahrscheinlich.

Im Gegensatz zu den Argumenten zur diffusionsabhdngigen Translokation der
Signaltransduktionsproteine, stehen die einer Reihe anderer Arbeiten, die fiir einen aktiven
Transport sprechen. In solchen konnte beispielsweise gezeigt werden, dass in knock-out
Maiusen des mit Mikrotubuli assoziierten Motorproteins Kinesin II, eine Beeintrachtigung der
Arrestin, aber nicht der Transducin Translokation festzustellen war (Marszalek et al., 2000).
Der immunhistochemische Nachweis, dass Arrestin mit den Mikrotubuli im Innensegment
und im Verbindungscilium dunkeladaptierter Photorezeptoren von Xenopus lokalisiert, wurde
fiir eine Struktur-Funktion Beziehung herangezogen (McGinnis et al., 2002). In transgenen
Kaulquappen von Xenopus laevis konnte gezeigt werden, dass GFP-Arrestin lichtabhédngig in
das AuBlensegment der Photorezeptorzellen translociert, aber sich nach fortdauernder
Belichtung zuriick in das Innensegment bewegte. Diese Riickbewegung wird als aktiver
Transport angesehen (Peterson et al., 2003; Strissel et al., 2004).

Auch wenn die Mechanismen des Transportes von Arrestin und Transducin in
Photorezeptorzellen noch nicht aufgekldrt werden konnten, wurden allerdings bereits
Abhingigkeiten von Komponenten der visuellen Signaltransduktion gezeigt. So findet die

Translokation von Arrestin auch dann statt, wenn Rhodopsin nicht phosphoryliert werden
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kann (Mendez et al., 2003), was gegen eine bereits erlduterte ,,Magnet“-Theorie spricht. Der
Befund, dass Arrestintranslokation auch in Transducin-defizienten Photorezeptorzellen
geschieht, zeigt zudem die Unabhingigkeit des Prozesses von der Aktivierung der visuellen
Signaltransduktion (Zhang et al., 2003). Notwendig fiir die Translokation von Arrestin ist
allerdings die Lichtaktivierbarkeit von Rhodopsin, da gezeigt werden konnte, dass in
Photorezeptorzellen einer RPE65-defizienten Maus diese Translokation unterbunden ist
(Mendez et al., 2003).

Die lichtabhédngige Translokation von Komponenten der visuellen Signaltransduktion,
konnte nicht nur in den Stibchen-Photorezeptorzellen der Vertebraten, sondern auch in den
mikrovildren Rezeptorzellen der Invertebraten nachgewiesen werde. Dabei bewegen sich
Arrestin und das G-Protein in gleicher beleuchtungsabhingiger Weise in die und aus den
lichtsensitiven Kompartimenten der Photorezeptorzellen. Wie Transducin in den Stidbchen der
Vertebraten, translociert das G-Proteinen Gq lichtabhéngig in den Photorezeptorzellen der
Invertebraten. Dies konnte zunichst in Photorezeptorzellen von Krebsen (Terakita et al.,
1996; Terakita et al., 1998) und spéter auch in Studien an Drosophila (Kosloff et al., 2003),
nachgewiesen werden. Wie auch in Vertebraten, verursacht Licht die Bewegung des
Arrestins, bei Invertebraten Arrestin 2 (Arr2), vom cytoplasmatischen Kompartiment in die
Rhabdomere, in gegensitzlicher Weise zur Bewegung von Gy (Kiselev et al., 2000; Lee et al.,
2003). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die genannten molekularen Bewegungen
einen universellen Mechanismus in Photorezeptorzellen darstellen (Strissel et al., 2004).
Neben den lichtabhédngig translocierten Proteinen Gag (Kosloff et al., 2003) und Arrestin 2
(Lee et al., 2003) werden ferner in mikrovilliren Photorezeptorzellen von Drosophila auch
Kanile vom TRPL-Typ, nicht aber vom TRP-Typ, in und aus den Rhabdomeren translociert
(Xu et al, 2001). Auch fiir diese lichtabhéngigen Rezeptor-Translokationen konnten
Hinweise gesammelt werden, dass die genannten molekularen Bewegungen im Dienste einer
Lichtadaptation der Photorezeptorzellen stehen (Bahner et al., 2002; Frechter & Minke,
2006).

Zusammenfassend bleibt festzustellen, dass die lichtabhéngigen Translokationen von
Proteinen der visuellen Signaltransduktion in Photorezeptorzellen der Vertebraten als auch
der Invertebraten stattfinden. Damit scheint es sich bei diesen molekularen Bewegungen, um
einen universellen adaptativen Prozess zu handeln. Eine an der physiologischen Aktivitdt von
Photorezeptorzellen messbare Anpassung an verschiedene Lichtbedingungen konnte fiir
einige dieser Translokationen bereits nachgewiesen werden (Lee et al., 2003; Bahner et al.,

2002; Sokolov et al., 2002), aber die zugrunde liegenden Mechanismen dieser molekularen
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Bewegungen sind immer noch vielfach unverstanden. Da Bewegungen von Zellen und deren
Bestandteilen in der Regel vom Zellskelett abhiingig sind, kdnnten auch die Translokationen

von Arrestin und Transducin in Photorezeptorzellen von Zellskelettelementen abhingig sein.

1.2 Das Zellskelett

Da in der vorliegenden Arbeit die Abhédngigkeit von Prozessen von Elementen des
Zellskeletts in Photorezeptorzellen untersucht wurde, soll im Folgenden zunéchst ein kurzer
allgemeiner Einblick in das Zellskelett gegeben und anschlieBend speziell das
Zellskelettelemente von Photorezeptorzellen vorgestellt werden.

Das Zell- oder Cytoskelett ist ein intrazellulires Netzwerk aus fadigen oder
rohrenformigen Strukturen, die aus einzelnen, vornehmlich Proteinbausteinen aufgebaut sind.
Dieses Netzwerk des Cytoskeletts ist durch einen stindigen dynamischen Wandel
gekennzeichnet, der in einem stetigen Auf- und Abbau der einzelnen Elemente besteht. Das
Cytoskelett hat zum einen Form- und Struktur gebende, sowie stabilisierende Funktion in der
Zelle. Zum anderen ermoglicht es aktive Bewegungen von ganzen Zellen oder einzelnen
Teilen oder Kompartimenten und bildet zudem die Grundlage fiir zahllose intrazelluldre
Transportvorgénge (Lodish et al., 2004). Das Cytoskelett ldsst sich grob in Mikrotubuli,
Intermedidr- und Aktinfilamente unterteilen. Des Weiteren gibt es auch noch Nanofilamente,
die zum Cytoskelett gezdhlt werden. Diese werden zum Beispiel aus Mitgliedern der
Proteingruppe der Centrine (Centrin 1-4) aufgebaut, die unter anderem in Griinalgen
kontraktile Nanofilamente ausbilden (Salisbury & Floyd, 1978).

Aktinfilamente (F-Aktin), oder auch Mikrofilamente genannt, werden aus globularem
Aktin (G-Aktin) polymerisiert, wobei im F-Aktinstrang in der Regel zwei Ketten zu einer o-
Doppelhelix verwunden sind (Dos Remedios et al., 2003). Aktinfilamente sind polare
Strukturen, die ein schnell wachsendes Ende (Pluspol) in Richtung des ZellduBeren und ein
langsam wachsendes Ende (Minuspol), an dem F-Aktin vornehmlich abgebaut wird, besitzen
(Lodish et al., 2004). Die Aktinfilamente kommen in polar aufgebauten Zellen vornehmlich in
der Peripherie und dort durch Interaktion mit anderen Proteinen hdufig Membran assoziiert
vor. Hier bilden sie auch das intrazelluldre Grundgeriist von feinen Fortsdtzen, den Mikrovilli.
Zu den F-Aktin bindenden Proteinen gehdren quervernetzende Proteine, wie zum Beispiel
a-Actinin, Fimbrin, Villin (Binnengeriist der Mikrovilli) Filamin oder Espin, um nur einige zu
nennen, die die Struktur des Aktinnetzwerks organisieren (Small et al., 2002; Lodish et al.,

2004). In den Muskeln bilden Aktinfilamente einen Hauptbestandteil des kontraktilen
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Apparates. Hier sind sie Teil eines komplexen Proteinnetzwerks an dem verschiedene
Bindeproteinen und vor allem auch Myosine beteiligt sind. Die Myosine sind eine
umfangreiche Gruppe von mit Aktinfilamenten assoziierten Motorproteinen (Evans et al.,
1995; Goodson et al., 1997). Unter ATP-Verbrauch bewegen sich die meisten Myosine in
,Plus-Richtung® entlang der Aktinfilamente (Small et al., 2002). Eine Ausnahme bildet
hierbei das Myosin VI, welches sich in gegensétzlicher Richtung, also zum Minus-Ende der
Aktinfilamente bewegt (Wells et al., 1999). Ein weiteres Myosin, Myosin IXb wird ebenfalls
diskutiert ein sich in Minus-Richtung bewegendes Motorprotein zu sein, doch gibt es hierbei
noch keine Klarheit (Inoue et al., 2002; O'Connell & Mooseker, 2003). Die Myosine werden
phylogenetisch in mindestens 18 verschiedene Klassen und Subklassen unterteilt (Frank et al.,
2004). Es wird dabei zwischen konventionellen und unkonventionellen Myosinen
unterschieden. Unter konventionellen Myosinen versteht man solche, die, wie das an
Muskelbewegungen beteiligte Myosin II, zur Ausbildung von Filamenten befdhigt sind. Die
iibrigen Klassen bilden keine Filamente aus und werden als unkonventionelle Myosine
zusammengefasst (Kalhammer & Bahler, 2000).

Eine weitere Gruppe von Cytoskelettelementen bilden die Intermedidrfilamente (IF)
mit einem Durchmesser von ca. 8-12 nm. Bei diesen handelt es sich um unpolare Polymere
aus IF-Proteinen, wie zum Beispiel Keratin, Lamenin oder Vimentin (Strelkov et al., 2003;
Lodish et al., 2004). Sie weisen eine hohe Gewebsspezifitdt auf und sind in so genannten
,,coiled-coiled*“ Strukturen miteinander verbunden. Die Funktion der Intermedidrfilamente
besteht vornehmlich in Formgebung und Stabilisierung der Zelle. Die Intermedidrfilamente
sollen hier, bei der einleitenden Besprechung des Zellskeletts vernachlissigt werden, da sie
nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit waren.

Ein wichtiges Zellskelettelement fiir den intrazelluldren Transport zur Organisation
und Bewegung der Zelle sind die Mikrotubuli (Lodish et al., 2004). Mikrotubuli sind, wie ihr
Name schon verrdt, molekulare Kleinstrohren, die aus Mikrofilamenten aufgebaut sind, die
wiederum aus Heterodimeren von Alpha- und Beta-Tubulin bestehen. In der Zelle bilden
vornehmlich 13 dieser Protofilamente einen Mikrotubulus der einen Durchmesser von ca.
20-25 nm besitzt (Wade & Hyman, 1997). In bestimmten Zelltypen, wie beispielsweise
neuronalen Zellen des Fadenwurms Caenorhabditis elegans kommen auch Mikrotubuli aus
11 und 15 Protofilamenten vor, die zudem eine unterschiedliche Angreifbarkeit fiir das
Cytoskelett-beeinflussende Substanzen wie Colchizin aufweisen (Chalfie & Thomson, 1982).
Beim Aufbau von Mikrotubuli in der lebenden Zelle (Downing & Nogales, 1998), lagern sich

af-Heterodimere des Tubulins Windungen bildend aneinander und bauen so den
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Mikrotubulus auf (Abb. 6). Auch die Mikrotubuli sind polare Strukturen, bei denen am Plus-
Ende schnell angebaut wird, wihrend am Minus-Ende, wenn es nicht stabilisiert ist, Tubulin-
Bausteine abgebaut werden. In der konventionellen Zelle sind Mikrotubuli in Kernndhe mit
ithrem Minus-Ende mit dem Mikrotubuliorganisationszentrum (MTOC) am Centrosom
verbunden (Lodish et al., 2004; Musch, 2004). Somit ergibt sich in der Regel ausgehend von
den MTOC eine Nukleation mit Projektion der Mikrotubuli in die Peripherie der Zelle (Wade
& Hyman, 1997). Eine prominente Funktion von Mikrotubuli ist die Trennung der
Chromosomen wéhrend der Zellteilung. Prominente Mikrotubuli assoziierte Proteine sind
beispielsweise MAP1, MAP2, oder TAU (Hirokawa, 1994; Mandelkow & Mandelkow,
1995). Die mit den Mikrotubuli assoziierten Motorproteine in der Zelle sind Kinesin (in Plus-
Richtung) und Dynein (in Minus-Richtung) (Goldstein & Yang, 2000), die vor allem im
Dienste des Transports von Molekiilen und Vesikeln stehen (Pazour & Rosenbaum, 2002).
Die am Centrosom durch Nukleation entspringenden Mikrotubuli bilden die
,Hauptverkehrswege* fiir aktive Transporte zur und von der Peripherie der Zelle. Mikrotubuli
sind des Weiteren ein primédrer Bestandteil von Cilien (Haimo & Rosenbaum, 1981). Jedes
Cilium ist auBen von einer Plasmamembran umgeben. Im Inneren liegt das sogenannte
Axonem, das von Mikrotubuli aufgebaut wird. Diese sind in beweglichen Cilien nach dem so
genannten 9x2+2-Muster angeordnet: In der Mitte des Axonems befinden sich zwei von
einander getrennte Zentraltubuli, die von neun Doppelmikrotubuli (Dubletts) umgeben sind.
Diese Dubletts bestehen jeweils aus einem A- und B-Tubulus. Dabei besitzt der A-Tubulus 13
Protofilamente, wobei der anliegnde B-Tubulus nur aus 10 Protofilamenten aufgebaut ist.
Allerdings koénnen bei einer Zusammenlagerung in vitro auch Mikrotubuli des Axonems aus
14 oder 15 Protofilamenten aufgebaut werden (Binder & Rosenbaum, 1978).

Ein weiterer Bestandteil des Cytoskeletts sind die eingangs genannten Nanofilamente.
Diese &duBlerst feinen Elemente bestehen aus kleinen Proteinen wie Spasmin, MSP oder
Centrinen (Itabashi et al., 2003; Denisov et al., 2004; Levy et al., 1996). Centrine sind
Phosphoproteine von etwa 20 kDa Molekulargewicht und gehoren zur Familie der
Parvalbumine, der Ca®‘-abhiingigen ,,EF-Hand“-Proteine. In Siugetieren konnten vier
Sequenzen fiir Centrine (Centrin 1-4) gefunden werden. Diese sind in eukaryotischen Zellen
in Centriolen des Basalkorpers von Centrosomen und in mitotischen Spindeln nachgewiesen

worden (Wolfrum et al., 2002).
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1.2.1 Das Zellskelett von Photorezeptorzellen

In der Retina der Vertebraten konnten Aktin-reiche Strukturen in verschiedenen Schichten
und Kompartimenten von retinalen Zellen lokalisiert werden. Zu den Bereichen mit
prominenter Aktinexpression gehéren die plexiformen Schichten, die Membrana limitans
externa zwischen &uBlerer Kornerschicht und den Innensegmenten der Photorezeptorzellen
und auch das retinale Pigmentepithel, sowie Mikrovilli der Miiller-Gliazellen (Woodford &
Blanks, 1989). In der Photorezeptorzelle wurden Aktinfilamente zunédchst an der Synapse, den
Kontaktstellen zwischen Innensegmenten und Miiller-Gliazellen (Membrana limitans
externa), sowie im Innen-, als auch an der Basis des Auflensegmentes gefunden (Chaitin et
al., 1984; Chaitin & Burnside, 1989; Williams et al., 1990). In einer spiteren Arbeit konnten
Aktinfilamente auch als Bestandteil des Verbindungsciliums identifiziert werden (Wolfrum &
Schmitt, 2000). Eine weitere Aktin-reiche Struktur in Photorezeptorzellen sind die im distalen
Bereich des Innensegmentes entspringenden Calicae, die besonders bei Photorezeptorzellen
der Knochenfische und Amphibien (Burnside, 1978) und weniger auffallend bei
Nagetierphotorezeptorzellen ausgeprigt sind (Borwein, 1985). Ferner konnten in diesen
Calix-Strukturen auch Myosinfilamente nachgewiesen werden (Burnside, 1978). Myosine
spielen in Photorezeptorzellen und auch dem retinalen Pigmentepithel spezifische Rollen. So
ist beispielsweise das Myosin VIla am cilidren Transport von Opsin in das AuBBensegment der
Photorezeptorzellen beteiligt (Liu et al., 1999; Wolfrum & Schmitt, 2000). Eine wichtige
Rolle spielt Myosin VIIa auch im Transport von Melanosomen in den mikrovilliren
Auslaufern der retinalen Pigmentepithelzellen (Liu et al., 1998). Ein weiteres wichtiges
Myosin in Photorezeptorzellen ist Myosin III, das an der Ausbildung der Calix-Fortsitze
beteiligt ist (Lin-Jones et al., 2004) und dem zumindest in Photorezeptorzellen der
Invertebraten eine Rolle bei der lichtabhdngigen Translokation von Arrestin 2 zugesprochen
wird (Lee & Montell, 2004; Strissel et al., 2004). Noch weitere Myosine werden in Zellen der
Retina und speziell den Photorezeptorzellen exprimiert. So konnte Myosin Va in den
plexiformen Schichten und in der Photorezeptorzelle an der Synapse und im Innensegment
lokalisiert werden (Schlamp & Williams, 1996). Auch das sich in Minus-Reichtung am
Aktinfilament bewegende Myosin VI, konnte in Photorezeptorzellen der Maus im
Innensegment und auch an der Synapse lokalisiert werden (Kitamoto et al., 2005).
Mikrotubuli als universelle Bestandteile der Zelle, wurden in Photorezeptorzellen in
verschiedenen Kompartimenten beschrieben. In den Photorezeptorzelle ist der Ursprung der
Mikrotubuli der Basalkorper, er liegt an der Basis des Ciliums, beziehungsweise im apikalen

Bereich des Innensegmentes (s. Abb. 2 B). Die Mikrotubuli erstrecken sich von hieraus,
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sowohl ins Innensegment in Richtung des Zellkerns, als auch im Axonem, das
Photorezeptorcilium aufbauend, ins AuBlensegment der Photorezeptorzelle (Troutt &
Burnside, 1988). Das centrioldre Triplett-Arrangement der Mikrotubuli, setzt sich in der
Htransition zone“, als 9x2+0 Verbindungscilium fort und erstreckt sich auch in das
Photorezeptoraulensegment, mit bis zu 80% dessen Lange (Rohlich, 1975; Kaplan et al.,
1987). Es konnte an den Cilien in Stdbchen des Kaninchens gezeigt werden, dass es der A-
Tubulus der axonemalen Dubletts ist, der sich jeweils weiter in das Aullensegment der
Photorezeptorzellen fortsetzt (Wen et al.,, 1982). Neben den eingangs beschriebenen
beweglichen, ,,motilen Cilien handelt es sich in der Photorezeptorzelle um ein ,,nicht-
motiles* Cilium. Diese unbeweglichen Cilien stehen in Zellen meist im Dienste der
Transduktion sensorischer Stimuli (Marshall & Nonaka, 2006; Singla & Reiter, 2006;
Scholey & Anderson, 2006). Der Anteil des Photorezeptorciliums der als
»Verbindungscilium® bezeichnet wird, scheint der ,transition zone“ anderer Cilien zu
entsprechen (Horst et al., 1990; Hong et al., 2003; Roepman & Wolfrum, 2007). Diese
»transition zone®, die als Verbindungscilium relativ lang ist (ca. 1,2 pm) (Wolfrum &
Schmitt, 2000), konnte eine wichtige Rolle in der Photorezeptor-Organisation und Funktion,
als auch in der Entwicklung und Aufrechterhaltung spielen (Rohlich, 1975; Besharse & Horst,
1990; Schmitt & Wolfrum, 2001; Roepman & Wolfrum, 2007). Des Weiteren existieren
Mikrotubuli noch in Einbuchtungen des Photorezeptoraulensegments (Incisionen), die
besonders prominent bei Amphibienphotorezeptorzellen ausgeprigt sind (Eckmiller, 2000).
Ob diese hier eine rein stabilisierende Funktion einnehmen, oder aber auch an aktiven
Transportvorgingen beteiligt sind, ist bisher noch unklar (Caruso et al., 2006). Fiir
Mikrotubuli-vermittelte  Transportvorginge konnten in Photorezeptorzellen bereits
verschiedene Motoren und Transporte beschrieben werden. Der Transport von Opsin-
tragenden Vesikeln aus dem Golgi-Apparat bis zum apikalen Innensegment geschieht entlang
von Innensegment-Mikrotubuli (Tai et al., 1999; Deretic, 2004). Auch im Verbindungscilium
der Photorezeptorzelle konnten aktive Transporte an Mikrotubuli in Verbindung mit dem
Motorprotein Kinesin II gezeigt werden (Williams, 2002). Ebenso konnte das Prinzip des
intraflagellaren Transports (IFT) tiber die Kinesin II-Untereinheit KIF3A, sowie weitere IFT-
Proteine im Verbindungscilium der Photorezeptorzelle gefunden werden (Pazour et al., 2002;
Baker et al., 2003).

Die auch zu den Cytoskelettproteinen zuzéhlenden Centrine (Baron & Salisbury,
1988), konnten im Verbindungscilium (Centrin 1, 2 und 3), sowie am Basalkdrper (Centrin 2,

3 und 4) der Photorezeptorzellen gefunden werden (Wolfrum et al., 2002; GieB31 et al., 2004).
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Ob Centrine auch Nanofilamente in Photorezeptorzellen ausbilden, wie sie in Hefen entdeckt
werden konnten (Li et al., 2006), und welche funktionellen Eigenschaften solche Filamente in
der Photorezeptorzelle haben konnten, wird zurzeit untersucht (GieB31 et al., 2006; Trojan et
al., 2007). In diesem Zusammenhang sei erwihnt, dass die Centrine (1-4) Ca®"-abhéngig mit
dem heterotrimidren G-Protein Transducin in Photorezeptorzellen interagieren (Pulvermiiller
et al., 2002). Die Phosphorilierung von Centrinen reduziert dagegen die Affinitit zu
Transducin. Durch diese modulierbaren Bindungseigenschaften konnten Centrine an der
lichtabhédngigen Translokation von Transducin in Photorezeptorzellen (Barrieren-Hypothese)
beteiligt sein (GieBl et al., 2004).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Hauptcytoskelettelemente F-Aktin und
Mikrotubuli in den drei Hauptkompartimenten der Photorezeptorzellen (Innensegment,
Verbindungscilium und AuBensegment) vorkommen und dort funktionell an aktiven
Transportvorgéngen, als auch Struktur bildend beteiligt sind. Welche Funktionen Centrine mit
thren spezifischen Lokalisationen am Basalkorper und im Cilium, in der Verbindung der

Hauptkompartimente von Photorezeptorzellen ausiiben, ist noch weitgehend unbekannt.

1.2.1.1.1 Cytoskelett beeinflussende pharmakologische Substanzen

Es gibt verschiedene natiirliche Substanzen die durch ihre Bindung an Cytoskelettelemente,
beziehungsweise in Interaktion mit Bausteinen des Cytoskeletts, spezifisch Einfluss auf die
Beschaffenheit des Zellskeletts und damit assoziierten Proteinen nehmen koénnen. In der
zellbiologischen Forschung wurden und werden solche Substanzen vielfach eingesetzt. Dabei
beeinflussen einzelne Substanzen in der Regel eine ganz bestimmte Gruppe von
Zellskelettelementen. Eine Auswahl an gebrauchlichen Substanzen dieser Art ist in Tabelle 1
aufgefiihrt.

Sowohl zur Untersuchung von Aktin-assoziierten, als auch mit Mikrotubuli
verbundenen Prozessen in der Zelle, bedient man sich Substanzen, die diese Elemente
beeinflussen, von denen einige in der Tabelle 1 kurz erldutert sind. In der vorliegenden Arbeit
wurden unter anderem, F-Aktin-assoziierte Prozesse mit Cytochalasin D untersucht.
Cytochalasine sind Pilzgifte, die an Aktinfilamente binden und die Polymerisation und damit
die Elongation von Aktinfilamenten blockieren (Sampath & Pollard, 1991). Ergebnisse
solcher Hemmung der Aktinpolymerisation durch Cytochalasine kénnen Anderungen der
zelluldren Morphologie und die Unterbindung zelluldrer Prozesse, wie zum Beispiel der
Zellteilung sein (Bluemink, 1978; Wodnicka et al., 1992). Dabei wurden Cytochalasine zur

Untersuchung von Zell-Bewegungen, -Teilungen, -Kontraktionen und auch Festigkeit
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eingesetzt (Haidle & Myers, 2004). Cytochalasine binden an das schnell wachsende positive
Ende von Aktinfilamenten und blockiert den An- wie auch Abbau von Aktinmonomeren
(Abb. 6). Studien unter Verwendung von Cytochalasin D (CD) haben gezeigt, dass CD-Aktin-
Dimere ATP-gebundenes Aktin enthalten (Sampath & Pollard, 1991). Diese CD-Aktin-
Dimere werden zu CD-Aktin-Monomeren durch ATP Hydrolyse reduziert. Das resultierende
CD-Aktin-Monomer kann sich wieder mit einem ATP-Aktin-Monomer zu einem CD-Aktin-
Dimer verbinden (Cooper, 1987). Dies macht Cytochalasin D zu einem sehr effektiven
Inhibitor der Aktinpolymerisation und kann bereits in einer Konzentration von 0,2 uM den

Tretmiihleneffekt unterbinden (Yahara et al., 1982).

Tabelle 1: Pharmakologisch wirksame Substanzen, die sich auf das Aktin- oder Mikrotubulicytoskelett
auswirken.

Aktin-spezifische Substanzen Wirkung

o bindet an F-Aktin und verhindert so dessen
Phalloidin o
Depolymerisation

_ besetzen das Plus-Ende von F-Aktin und fiihren so zu
Cytochalasine .
Filament-Abbau

) . trennt Aktin-Dimere von F-Aktin und fiihrt so zu
Swinholide .
Filament-Abbau

] binden an G-Aktin und verhindert so dessen
Latrunculine o
Polymerisation

Mikrotubuli-spezifische Substanzen Wirkung

Taxol bindet und stabilisiert Mikrotubuli

o _ binden an Tubulin-Bausteine und verhindern deren
Colchizin, Colcemid o
Polymerisation

] S binden an Tubulin-Bausteine und verhindern deren
Vinblastin, Vincristin o
Polymerisation

bindet an Tubulin-Bausteine und verhindern deren

Nocodazol o
Polymerisation
bindet an Tubulin-Bausteine und verhindern deren
Thiabendazol Polymerisation, besonders Wirksam bei acetylierten

Mikrotubuli

Auch an der Retina, beziehungsweise in Photorezeptorzellen wurden schon Zellgifte zur
Untersuchung von zellbiologischen Prozessen eingesetzt. Zu diesen gehort Cytochalasin D,
das die Polymerisation G-Aktin unterbindet und den Abbau von Aktinfilamenten verstirkt

(Casella et al., 1981; Schliwa, 1982). Bereits Anfang der achtziger Jahre konnte gezeigt
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werden, dass die intraokulare Injektion von Cytochalasinen zu morpho- wie auch
physiologischen Verdnderungen in der Retina von Fischen fiihrt (O'Connor & Burnside,
1981). Weiterhin konnte dargestellt werden, dass sich bei Zerstdorung von F-Aktin durch
Cytochalasin D, keine korrekten Disk-Membranen an der Basis der AuBensegmente der
Photorezeptorzellen bei Amphibien und Saugetieren bilden (Williams et al., 1988; Vaughan
& Fisher, 1989). In diesen Studien konnte gezeigt werden, dass Aktinfilamente zwar zur
Ausstiilpung von Diskmembranen nicht notwendig sind, aber wohl eine Rolle beim

SchlieBen, der bis zur gegentiberliegenden Plasmamembran wachsenden Disks spielen.

Effects of cytoskeletal drugs

e ~ actin filaments disappear
QYTTE‘ES@§ due to depolymerization

© = G-actin @

polymerization F-actin
000 — | I
C — QSRR+
© ¢ ¢
¢ o =
_ depolymerization
P ®

A

-. :.! )
o _ ]

polymerization

® o

O = o-tubulin
® = (@-tubulin

— . T microtubule formation is
- Thiabendazole =>y)

Abbildung 6: Wirkungsweise von Cytoskelett beeinflussender Substanzen am Beispiel von Cytochalasinen
und Thiabendazol. Cytochalasin D bindet an das schnell wachsende Ende von Aktinfilamenten und verhindert
die Neuanlagerung von Aktinbausteinen. Cytochalasin bindet an das Ende des Aktinfilamentes, das in einem
Cytochalasin-Aktin-dimer resultiert und somit durch weitere Anlagerungen die Filamente nach und nach
abgebaut werden. Thiabendazol bindet an B-Tubulin und verhindert somit die Formation von of3-Tubulin-
Dimeren die fiir den Aufbau der Protofilamente notwendig sind, die sich anschlieBend zu Mikrotubuli
zusammenlagern.

Des Weiteren gibt es auch Substanzen, die in der Lage sind Aktinfilamente nicht zu

destabilisieren, sondern zu stabilisieren. Zu diesen Substanzen gehoért auch Phalloidin, ein
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Phallotoxin des griinen Knollenblatterpilzes (Amanita phalloides), das speziell zwischen
Bausteinen des F-Aktinstranges bindet und diese miteinander fest verbindet (Cooper, 1987).
Des Weiteren inhibiert Phalloidin die hydrolytische Aktivitdt von F-Aktin (Barden et al.,
1987). Phalloidin wird in der zellbiologischen Forschung hiufig mit Farbstoffen gekoppelt
verwendet und wurde auch in der vorliegenden Arbeit eingesetzt, um damit Aktinfilamente in
Zellen sichtbar zu machen (Cooper, 1987).

Ferner gibt es Substanzen mit deren Hilfe die Polymerisation von Mikrotubuli
blockiert werden kann, als auch solche, mit denen Mikrotubuli stabilisiert werden kénnen. Zu
den héufig eingesetzten Mikrotubuli-destabilisierenden Agenzien gehdren Colchizin und
Nocodazol (Luduena & Roach, 1991). Allerdings scheinen diese nicht geeignet zu sein, um
speziell in Photorezeptorzellen Mikrotubuli-assoziierte Prozesse zu storen (Vaughan et al.,
1989). Zu den Mikrotubuli destabilisierenden Substanzen gehort das Fungi-, als auch
Parasitizid Thiabendazol, das auch unter den Bezeichnungen Pestanal oder Mintezol bekannt
ist (Quinlan et al., 1980). Thiabendazol ist ein Benzimidazolderivat, das in der Lage ist,
spezielle Subtypen von Mikrotubuli zu destabilisieren (Wallin et al., 1988; Albertini, 1990;
Martin et al.,, 1997). Thiabendazol bindet dabei an B-Tubulin und blockiert somit die
Formation von of-Tubulin-Dimeren, die fiir den Aufbau der Mikrotubuli notwendig sind
(Abb. 6). Fiir Thiabendazol ist beschrieben, dass es spezielle posttranslational Modifizierte
Mikrotubuli destabilisieren kann, genauer gesagt, bei acetylierten Mikrotubuli wirksam ist
(Pisano et al., 2000). Damit kann es speziell zur Inhibition von mit diesen Mikrotubuli
verbundenen zelluldren Prozessen, also auch bestimmten Zellen, die diese beinhalten,
eingesetzt werden. Gerade in den Photorezeptorzellen vorkommende acetylierte Mikrotubuli

konnen durch Thiabendazol selektiv destabilisiert werden (Peterson et al., 2005).

1.3 Kultivierung der Vertebratenretina

Zur Untersuchung einzelner Zelltypen findet die Zellkulturtechnik in  der
Grundlagenforschung in biologisch- medizinischer Hinsicht breite Anwendung. Sie eignet
sich in besonderem Mafe fiir Analysen von zelluliren Prozessen, Stoffwechselmechanismen
oder Zellteilung. Ferner kann durch die direkte Zuginglichkeit von Zellkulturen der Einfluss
und die Auswirkung von pharmakologischer Beeinflussung untersucht werden. Die Zellkultur
ist daher ein hervorragendes Modellsystem zur Analyse zellbiologischer Fragestellungen und

stellt zudem eine Alternative zu Tierversuchen, gerade in der grundlegenden Erprobung von

24



Einleitung

Substanzen dar. Damit kann die Anzahl von Experimenten am lebendigen Tier drastisch
reduziert werden. Um spezifische Zelltypen untersuchen zu konnen werden meist
Primérkulturen von aus Organismen entnommenen Zellen angelegt. In Versuchen isolierte
Photorezeptorzellen der Vertebratenretina als Primérkultur zu etablieren zeigte sich, dass
diese in vitro schnell ihre spezifische Kompartimentierung in Auflen- und Innensegment
verlieren (Fintz et al., 2003). Diese Kompartimentierung ist notwendig um funktionelle
Untersuchungen, wie beispielsweise zellulire Bewegungsmechanismen zwischen
Innensegment und AuBensegment zu analysieren. Die eingangs beschriebene hoch
spezialisierte Photorezeptorzelle ist ein fragiles Gebilde, die wohl nur in ihrem retinalen
Umfeld und im Kontakt zu den benachbarten Zellen untersucht werden kann. Um
Tierversuche zu umgehen bleibt hier als einzige Alternative die Kultivierung der gesamten
Retina. In der organotypischen Retinakultur bleiben die Photorezeptorzellen in ihrem
natiirlichen zelluldren Gefiige und konnen nahe der ,,in vivo*“-Situation untersucht werden.
Organotypische Kulturen von Geweben des zentralen Nervensystems wurden in der
Vergangenheit bereits erfolgreich in Hinsicht auf Entwicklung, Physiologie und Degenration
untersucht (Kress & Reynolds, 2005). Thren Anfang nahmen solche Analysemethoden in den
20iger Jahren des letzten Jahrhunderts unter Verwendung isolierter Vogelaugen in Kultur
(Strangeways & Fell, 1926). In der darauf folgenden Zeit wurde die Entwicklung von
Retinakultur beschrieben (Hild & Callas, 1967; LaVail, 1971; Tamai et al., 1978), als auch
retinale Degeneration in Kulturen untersucht (Lucas & Trowell, 1958; Sidman, 1963; Tamai
et al.,, 1978). In Studien der jiingeren Vergangenheit wurden meist neonatale Retinae
explantiert und konnten bis zu 30 Tagen kultiviert werden (Caffé et al., 1989; Ogilvie et al.,
1999). In diesen Studien konnte die Bildung der spezifischen Zellschichten der Retina, die
Ganglienzellschicht, die inneren Kdrnerschicht, sowie die duBere Kornerschicht beobachtet
werden. Auch die Ausbildung des neuronalen Netzwerks der plexiformen Schichten konnte in
Schnitt-Kulturen juveniler Retinae gezeigt werden (Sassoe-Pognetto et al., 1996). In der
neonatalen Kaninchen-Retinakultur entwickeln sich Photorezeptorzellen hinsichtlich der
Formierung von Innensegmenten und auch des Verbindungsciliums, allerdings bilden sie
keine vollstindigen AuBensegmente (Germer et al.,, 1997). Fiir die Ausbildung von
AulBlensegmenten der Photorezeptoren in der neonatalen Retinakultur ist die Co-Kultivierung
mit dem retinale Pigmentepithel forderlich, ohne retinales Pigmentepithel bleibt die Bildung
von Aullensegmenten aus (Caffé et al., 1989). Obwohl in der neonatalen Retinakulturen eine
Verringerung der Schichtdicke der einzelnen Zellschichten festgestellt wurde (Ogilvie et al.,

1999), sind solche fiir morpho- oder physiologische Experimente an der inneren
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Kornerschicht hinreichend, zum Beispiel in der Ableitung spontan auftretender synaptischer
Aktivitdten an Amakrinzellen (Perez-Leon et al., 2003). Da also Photorezeptorzellen in
neonatalen Retinakulturen keine vollstdndige Entwicklung zeigen, ist es zur Analyse von
funktionellen Prozessen in diesen notwendig, éltere postnatale Stadien zu kultivieren. In
diesen sind Photorezeptoren bereits vollstindig differenziert und fiir physiologische
Experimente geeignet (Reidel et al., 2006). Eine Schwierigkeit liegt allerdings darin, dass das
Zeitfenster der Kultivierbarkeit dieser adulten Stadien der Retina kleiner ist als jenes
postnataler Retinakulturen. Es gilt dabei ein Stadium zur Explantation der Retina zu wéhlen,
das einen gelungenen Kompromiss zwischen Entwicklungsgrad der Photorezeptorzellen,

sprich Lange der AuBBensegmente, und Vitalitdtsdauer in Kultur gewéhrleistet.

1.3.1 Einsatz der Retinakulturtechnik zur Analyse der zellbiologischen

Grundlagen von Netzhautdegenerationen

Hunderttausende Menschen in Deutschland leiden an Netzhautdegenerationen (retinalen
Dystrophien). Diese Erkrankungen umfassen verschiedene Krankheitsbilder wie die
Makuladegeneration oder Retinitis pigmentosa. Die Ursachen dafiir liegen meist in angeboren
Defekten oder genetischen Préadispositionen, von denen einige bereits identifiziert werden
konnten (Wang et al., 2005). Retinitis pigmentosa ist die Bezeichnung fiir eine Gruppe von
erblichen degenerativen Netzhauterkrankungen, die eine Zerstérung der Netzhaut (Retina)
durch Apoptose der Photorezeptorzellen, hauptsdchlich der Stibchen, zur Folge hat. Durch
die vornehmliche Verteilung der Stidbchen in der Peripherie der menschlichen Retina, kommt
es bei der Retinitis pigmentosa zu einer fiir die Patienten als ,,Tunnelblick® auftretenden
Einengung des Sichtfeldes, sowie Nachtblindheit. Auf Ebene des Retinagewebes bzw. der
Photorezeptorzellen stellen sich diese Degenerationen zu Beginn in einem Abbau der
Lichtsensitiven Kompartimente, der AuBensegmente der Photorezeptorzellen, dar (Fain,
2006).

Die pathologischen Prozesse in Zelltypen der Retina, vor allem in den Photorezeptoren
und die kausalen Zusammenhinge, die zu retinalen Degenerationen, wie sie auch unter der
Retinitis pigmentosa auftreten, sind noch vielfach unverstanden. Dazu miissten
Photorezeptorzellen, die ,,gesunde®, sowie auch solche die mutierte mit Retinitis pigmentosa
in Verbindung stehende Genprodukt exprimieren analysiert werden. Da Photorezeptorzellen
isoliert ex vivo ihre Kompartimentierung verlieren und die zu untersuchenden

krankheitsrelevanten Proteine, in Kompartimenten spezifisch anzutreffen sind, kdnnen diese
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Proteine in Zellkulturen nur unzureichend untersucht werden (Fintz et al., 2003; Leveillard et
al., 2004). Differenzierte und kompartimentierte Photorezeptorzellen finden sich nur in ihrer
retinaspezifischen zelluldiren Umgebung, sind aber im Auge (in vivo) fiir Analysen nur schwer
zuganglich. Um experimentell Photorezeptorzellen im intakten Organismus zu erreichen (z.B.
fiir Transfektionen), wird in den Raum zwischen den Photorezeptoraulensegmenten und dem
retinalen Pigmentepithel in das Auge injiziert (subretinal) (Glushakova et al., 2006). Dabei
wird am narkotisierten Tier zundchst die Cornea punktiert und danach mit einer stumpfen
Kaniile der Vitreus und die Retina durchstofen, um in den subretinalen Bereich zu applizieren
(Bemelmans et al., 2006). Leider ist diese Methodik nicht nur aufwendig in der
Durchfiihrung, sondern auch fiir das Versuchstier mit Belastungen verbunden. Die einzige
Alternative zu solchen Experimenten am lebenden Tier unter Erhaltung des zelluldren
Umfeldes der Photorezeptorzellen, wire die organotypische Retinakultur. In der
Gewebekultur einer adulten Retina wire es moglich differenzierte Photorezeptorzellen ex vivo
zu analysieren. In organotypischen Retinakultur konnten zudem Applikationen in das
Kulturmedium erfolgen und damit im Vergleich zum Tierversuch weitaus effizienter und mit
geringerem Aufwand durchfiihrbar sein. Hierbei konnen pharmakologische Substanzen direkt
die Photorezeptorzellen erreichen und in Konzentrationen verabreicht werden, die bereits aus
der Zellkultur in ihrer Wirksamkeit charakterisiert sind. Damit wére es moglich
standardisierte zellbiologische Analysen auch an ausdifferenzierten, kompartimentierten
Photorezeptorzellen durchzufiihren. Die organotypische Retinakultur konnte es ferner
ermoglichen durch Transfektionen die Expression spezifischer Genprodukte in
Photorezeptorzellen mittels RNA1 herabzuregulieren, um den Phéinotyp einer degenerierenden
Retina zu simulieren. Umgekehrt kann durch das Einbringen eines gesunden Gens in die
Retinakultur einer Mausmutante, gewissermallen ,,gentherapeutisch® eingegriffen werden,

ohne dabei einen problematischen Tierversuch durchfiihren zu miissen.
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1.4 Ziele der Arbeit

Die Ziele der vorliegenden Arbeit, sollen nun im folgenden Abschnitt herausgestellt werden.
Dazu werden diese zunidchst in einem Einzelpunkt, oder als eine Frage formuliert und

anschlieBend niher erliutert.

l. Die Schaffung eines Analysesystems fur voll entwickelte und funktionsféhige
Photorezeptorzellen, durch die Etablierung einer vitalen und physiologisch

aktiven organotypischen Kultur der adulten Retina.

Erstes Ziel dieser Dissertation ist es, ein Analysesystem fiir funktionsfiahige
Photorezeptorzellen fiir weiterfiihrende Experimente zu etablieren und in seiner Eignung zu
validieren. Photorezeptorzellen in Primérkulturen verlieren allerdings auBerhalb des zelluldren
Umfeldes ihre Segmentierung und Funktionsvermogen. Die einzige Mdglichkeit zur
Erhaltung kompartimentierter und funktionell intakter Photorezeptorzellen auferhalb des
Organismus, wire die organotypische Gewebekultur adulter Retinae. Hierfiir soll eine
existierende Methodik zur Kultivierung neonataler Mausretinae weiterentwickelt werden,
sodass auch die adulte Retina mit ausdifferentierten Photorezeptorzellen organotypisch
kultiviert werden kann. Fiir ein verldssliches Analysesystem zu erhalten, sollen Vitalitdt und
physiologische Parameter der organotypischen Retinakultur bestimmt werden und damit
deren Eignung fiir weiterfilhrende Experimente sicherzustellen. Diese Verifizierung der
organotypischen Kultur soll durch Apoptosetests, sowie der Uberpriifung lichtabhingiger

Prozesse in Photorezeptorzellen der explantierten Retina erbracht werden.

1. Sind Elemente des Cytoskeletts, im speziellen Aktinfilamente und/oder
Mikrotubuli, an den lichtabhangigen Translokationen von Arrestin und

Transducin in Photorezeptorzellen beteiligt?

Das Phénomen der lichtabhédngigen Kompartimentierung von
Signaltransduktionskomponenten in der Photorezeptorzelle wurde bereits vor fast zwei
Jahrzehnten beschrieben, aber die zugrunde liegenden Mechanismen sind noch weitgehend
unbekannt. Dies liegt zum Teil an der Fragilitit der Photorezeptorzelle und deren
Unzugénglichkeit fiir zellbiologische Untersuchungen im Organismus. Die organotypische
Kultur adulter Retinae soll es nun ermoglichen Experimente zu den zellbiologischen

Grundlagen der Translokationen von Arrestin und Transducin durchzufiihren. Hierfiir soll die
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Abhingigkeit der genannten Translokationen von den Zellskelettelementen F-Aktin und
Mikrotubuli, durch die Anwendung von das Zellskelett beeinflussenden Substanzen
untersucht werden. Die organotypische Retinakultur wird dazu mit Cytochalasin D zur
Destabilisation von Aktinfilamenten und mit Thiabendazol zur Destabilisation von
Mikrotubuli behandelt und anschlieBend die lichtabhidngigen Molekiilbewegungen in
Photorezeptorzellen iiberpriift. Eventuelle Abhdngigkeiten der untersuchten Translokationen
von bestimmten Zellskelettelementen kdnnen einen Hinweis auf die an den molekularen

Bewegungen beteiligten Mechanismen liefern.

I11.  Ist die organotypische Kultur adulter Retinae fir Gentransfers in retinale Zellen
zur Analyse von Proteinfunktionen und zur Evaluation von gentherapeutischen

Strategien geeignet?

Durch die gute Zuginglichkeit der Zielzellen in der organotypischen Retinakultur sollte der
Transfer von Fremdgenen, etwa in Photorezeptorzellen, wesentlich erleichtert sein. Ein
solcher Transfer von beispielsweise markierten Konstrukten ist einerseits fiir viele
Fragestellungen der Zellbiologie von Photorezeptorzellen enorm wichtig und ist zudem fiir
eine Evaluation von moglichen gentherapeutischen Ansédtzen zukunftstrachtig. Dazu sollen
zundchst mit der Hilfe unterschiedlicher Methoden markierte Fremdgene in Zellen der
Retinakultur eingebracht und deren Expression iiberpriift werden. Hierbei soll auch evaluiert
werden, welche retinalen Zelltypen durch welche Transfektionsmethode erreicht werden
konnen. Zur spiteren Untersuchung von mit retinaler Degeneration verbundenen
Protein(dys)funktionen, bietet sich die organotypische Kultur adulter Retinae an, da solche
Degenerationen speziell die adulte Retina und Photorezeptorzelle betreffen. Dariiber hinaus
konnte die Retinakulturtechnik gerade in der Frilhphase der Erprobung von
gentherapeutischen Strategien einen nicht unerheblichen Beitrag im Ersatz und zur Reduktion

von Tierexperimenten leisten.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Tiere und Organentnahme

Es wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit keine Experimente am lebenden Tier
durchgefiihrt. Samtliche nachfolgend beschriebenen Experimente, fanden ausschlielich unter
der Verwendung von Organen statt, die nach Toétung der zu untersuchenden Tiere

entnommenen wurden.

2.1.1 Maus

Die in den im Folgenden beschriebenen Experimenten verwendeten Mduse, wurden gemal
den Bestimmungen des Tierschutzgesetzes (TSchG) der Bundesrepublik Deutschland
gehalten und behandelt. Die Tiere wurden unter konstanten Bedingungen bei 23°C, 55%
Luftfeuchtigkeit und 12-stiindigem Hell/Dunkel-Rhythmus gehalten. Die verwendeten Miuse
waren Nachzuchten aus der Tierzucht der AG Prof. Dr. Wolfrum (Institut fiir Zoologie,
Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz) beziechungsweise aus der Tierhaltung des Institutes
fiir Physiologische Chemie der Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz. Bei den verwendeten
Stimmen handelte es sich um Mus musculus C57 BL/6J, als Wildtyp-Modell (bl6) und Mus
musculus SH1/LeJ-Myo7a ***%® (shaker-1), einem Mausstamm mit Spontanmutation, der fiir
das Motorprotein Myosin VIla defizient ist. Die Mduse wurden durch CO;-Inhalation bzw.
cervicale Dislokation nach den Vorgaben des TSchG getdtet. Vorbereitend zur eigentlichen
Retinapriparation wurden zundchst die kompletten Augen des zuvor getdteten Tieres
prépariert. Dazu wurde mit einer gebogenen Pinzette in der Nédhe der Austrittsstelle des
Nervus opticus, dieser und die Augenmuskulatur fixiert und dann unter konstantem
Geschlossenhalten der Pinzette das gesamte Auge, ohne auf dasselbe Druck auszuiiben,
entfernt. Die nachfolgenden Schritte, unter anderem zur Retinapréparation und des Anlegens

der organotypischen Kultur, sind auf Seite 32 ausfiihrlich beschrieben.

2.1.2 Krallenfrosch

Studien unter Verwendung von Organen des Krallenfrosches (Xenopus laevis) wurden am
Opthalmologischen Institut der Universitdt von Florida in Gainesville, FL durchgefiihrt. Die
Xenopi wurden von der Firma Xenopus Express (Plant City, FL) erhalten. Die in den
Experimenten verwendeten Frosche wurden gemdfl den dortigen institutionellen

Bestimmungen gehalten und behandelt. Dies beinhaltete die Nutzung der Tiere in
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ophtalmologischer Forschung nach Richtlinien der “Association for Research in Vision and
Ophthalmology (ARVO)”. Die Organentnahme nach Toétung der Frosche mit Formaldehyd
erfolgte im Wesentlichen wie zuvor fiir die Maus beschrieben. Bei adulten Xenopi war es
nach dem Toten zum Teil notwendig vor der Augenentnahme zunéchst die Haut in der

Peripherie der Augen zu entfernen (Retinapréparation s. S. 32).

2.2 Chemikalien und Gerate

Die hier verwendeten Chemikalien und Materialien waren von hochster erhéltlicher Reinheit.
Wenn nicht anders angegeben, wurden diese von einer der folgenden Firmen bezogen: Merck
(Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Becton Dickinson (Heidelberg),
AppliChem (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Deisenhofen), Amersham (Braunschweig) oder
Invitrogen (Karlsruhe). Chemikalien wurden auf den Sartorius BP610 und K2200D
Digitalwaagen eingewogen. Der pH-Wert von Losungen wurde mit einem geeichten Fisher
(Schwerte) Accumet Basic pH-Meter eingestellt. Bei Bedarf wurden Losungen oder Material
mit einem Varioklav Dampfsterilisator der Firma H+P (OberschleiBheim), beziehungsweise
im HeiBluftofen (Memmert, Schwabach) bei 140°C sterilisiert. Die verwendeten
Kunststoffgefile waren Produkte von Becton Dickinson (Heidelberg) und Greiner
(Frickenhausen). Zentrifugationen bis 18’000 x g und bis zu einem Probevolumen bis 2 ml
wurden mit einer Heraeus Biofuge pico oder einer Beckman Coulter Microfuge 22R
durchgefiihrt. Grofere Volumen wurden bis zu einer Geschwindigkeit von 5’000 x g in einer
Heraeus Labofuge 400R/E zentrifugiert. Incucell S5SR Wirmeschrianke von MMM Medcenter
oder Binder WLC Wéirmeschranke wurden fiir Inkubationen von 30, 37 oder 55°C verwendet.
Zum Kultivieren von Bakterien wurden Innova 4230 Inkubationsschiittler der Firma New
Brunswick Scientific (Edison, USA) eingesetzt. Sterile Arbeiten mit Bakterien wurden unter
der Werkbank LaminAir 2448GS von Heraeus (Hanau) oder fiir Zell- und Retinakultur unter
der Cleanbench Class II von Nu-Air (Normal, USA) durchgefiihrt. Fiir photometrische
Messungen wurde ein Smartspec 3000 der Firma Biorad (Miinchen) verwendet. Auf weitere

verwendete Chemikalien und Gerdte wird im Text hingewiesen.

2.2.1 Verwendete Puffer

In Tabelle 2 sind allgemeine Puffer angefiihrt, die bei verschiedenen Methoden Verwendung

fanden.
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Tabelle 2: Mehrfach verwendete Puffer

Puffer Zusammensetzung

PBS 137 mM NacCl
(,,phosphate-buffered saline*) 3 mM KCl
8 mM NazHPO4
2 mM KH,PO4
in 4¢H,O; pH 7,4

Soérensen-Phosphat-Puffer 100 mM Na,HPO4
100 mM KH,PO4
in 4¢H,O; pH 7,4

2.3 Praparation von Retinae und Anlegen der Kultur

Die in dieser Arbeit angewandten Techniken zur Préparation von Retinae aus Mausaugen,
sowie des Anlegens der Kulturen basieren auf Protokollen fiir neonatale Mausstadien,
beschrieben in (Caffé et al., 1989; Caffé et al., 2001a; Caffé et al., 2001b). Auf dieser
Methodik aufbauend wurden verschiedene Modifikationen vorgenommen, sowie
Erweiterungen hinzugefiigt, die es ermoglichten die Technik auch fiir Retinakulturen aus
juvenilen bis adulten Retinae, sowie Retinae anderer Spezies anzuwenden. Eine detaillierte

Beschreibung der Vorgehensweisen ist nachfolgend zu finden.

2.3.1 Vorbereitung von Materialien fur das Anlegen der Retinakultur

Fiir das Anlegen der, in der vorliegenden Arbeit verwendeten, organotypischen Retinakultur
sind einige zeitkritische Schritte zu beachten, die sich auf den Erhaltungszustand des Gewebes
auswirken konnen. Deswegen ist es notwendig bestimmte Materialien im Vorhinein
bereitzustellen beziehungsweise individuell anzufertigen. Diese Vorbereitungen sollen im
Folgenden kurz beschrieben werden.

Bei den in dieser Arbeit angelegten und verwendeten Retinakulturen, wurden die
Retinae zur Stabilisierung stets mit dem Pigmentepithel an eine Kultivierungsmembran
anliegend kultiviert (s. Abb. 11). Um hierbei eine Versorgung der Photorezeptorschicht mit
Néhrmedium zu gewdhrleisten, wurden kleine Netzchen als Abstandshalter zum
KulturgefdaBboden verwendet. Diese Netzchen, oder ,,Grids* (ca. 1 x 2 cm) wurden aus einem
Nylongewebe mit einer Maschenweite von 0,3 cm ausgeschnitten. Zur Fixierung der
Kultivierungsmembran auf dem Nylonnetzchen, wurde diese an den schmalen Seiten des

Gitters jeweils mit einem einzelnen Nylonfasersteg angeldtet. Die zurechtgeschnittenen
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Filtermembranstiicke (ME 25/31, Schleicher und Schuell, Dassel) wurden dadurch nicht
permanent fixiert, sondern konnten zur spiteren Einbettung des Gewebes vom Netzchen
abgelost werden. Vor der Verwendung wurden die so erstellten Gewebehalter mit Ethanol

beziehungsweise im Autoklaven sterilisiert.

2.3.2 Kulturmedien

Zur Priparation wie Kultivierung der Retinae wurden, wie an den entsprechenden Stellen der
Vorgehensweisen, zwei verschiedene Medien verwendet, die in der detaillierten Beschreibung
des ndchsten Abschnitts als Basal- oder Completemedium bezeichnet sind. Die
Zusammensetzung dieser Kulturmedien ist in der untenstehenden Tabelle 3 aufgefiihrt. Bei
DMEM/HAM F12 handelt es sich um eine eins-zu-eins Mischung des standardisierten
Zellkulturmediums DMEM und des Nédhrzusatzes HAM’s F-12 mit Glukose, Aminosauren,
Salzen, Vitaminen und weiteren Komponenten und wurde gebrauchsfertig von der Firma

Sigma-Aldrich (Deisenhofen) bzw. PAA, Linz, Osterreich bezogen.

Tabelle 3: In der Retinakultur verwendete Medien

Bezeichnung Zusammensetzung
Basal Medium 450 ml DMEM-F12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
100 mg/1 Penicillin
100 mg/1 Streptomycin

Complete Medium | 450 ml DMEM-F12

50 ml FKS (Fotales Kdlberserum)
100 mg/1 Penicillin
100 mg/1 Streptomycin

2.3.3 Retinapraparation aus Mausaugen

Zunichst wurden die Augen der zuvor getdteten Tiere wie in Punkt 2.1.1 beschrieben
entnommen und in einer Kunststoffpetrischale (@ 3,5 cm) mit 6 mg Proteinase K in 5 ml
Basal Medium fiir 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Die proteolytische Aktivitit von Proteinase
K daut die Sklera der entnommen Augen an und erleichtert somit deren spétere Entfernung
vom Pigmentepithel. Die Inkubationszeit ist dabei fiir Mausaugen eines Alters von ca. 2
Wochen optimiert und kann fiir derbere Skleren élterer Tiere oder anderer Spezies variiert
werden. Zur Beendigung der Enzymreaktion von Proteinase K, wurden die Augen in eine
frische Kunststoffpetrischale (@ 6 cm) mit 7,5 ml Complete Medium {tiberfiihrt und fiir 5
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Durch die gro3e Menge an Protein im serumhaltigen

Complete Medium wird die enzymatische Reaktion der Proteinase K gestoppt. Danach
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wurden die Augen zweimal kurz (< 1 Minute) in je 5 ml Basal Medium in Kulturpetrischalen
(@ 6 cm) gewaschen und fiir die Priparation in eine weitere mit Basal Medium gefiillte (ca. 6
ml) Kulturpetrischale iiberfiihrt. Vor Beginn der Préparation wurden die Augen hier fiir
weitere 10-15 Minuten inkubiert. Die eigentliche Préparation der Retina erfolgte anschlieBend
unter einem Stereomikroskop mit Binokular (Wild M3B, Leica, Bensheim) und unter zu
Hilfenahme einer Kaltlichtquelle mit Schwanenhals (KL750, Schott, Mainz). Fiir
Priparationen in Dunkelheit, wurde auf die Lichtaustrittsoffnung des Schwanenhalses ein
Rotlichtfilter (Schott, Mainz) angebracht. Im ersten Schritt der Préparation wurde das Auge
mit einer Feinpinzette (Grofle 5) am Sehnerv festgehalten und anschlieend dieser unter
leichtem Zug mit der Pinzette durch eine Préparationsschere mit etwas Sclera abgetrennt
(Abb. 7 B). Durch diesen Schnitt an der Austrittsstelle des Sehnervs entstand ein ,,Fenster* in
der Sclera, durch das das darunter liegende retinale Pigmentepithel sichtbar wurde (Abb. 7 C).
Durch leichtes Anheben der Sclera mit der Feinpinzette an diesem ,,Fenster®, wurde es nun
moglich mit einer Scherenklinge zwischen Pigmentepithel und Sclera einzudringen, um dann
die Sklera, mdglichst ohne Verletzung des Pigmentepithels bis zur Cornea aufzuschneiden.
Dieser Schnitt wurde auf der gegeniiberliegenden Seite spiegelsymmetrisch wiederholt (Abb.
7 D). Nun konnten die beiden Sclera-Hemisphéaren ginzlich vom Pigmentepithelium abgelost
und behutsam samt der Cornea entfernt werden (Abb. 7 E). AnschlieBend wurde vorsichtig
mit Hilfe zweier Feinpinzetten der Glaskorper, die Iris und Gefédl3e entfernt, so dass nur noch
die Retina mit anhaftendem Pigmentepithel in Form einer Sphere mit Offnung iibrig blieb
(Abb. 7 E). Danach wurde die Retina an je zwei sich gegeniiberliegenden Seiten
eingeschnitten. Die wie zuvor beschrieben vorbereiteten Grids mit Membran wurden im
Medium der Priparationskulturpetrischale untergetaucht bis das Medium die Filtermembran
ginzlich durchsogen hatte. Das nun absinkende Netzchen wurde unter der eingeschnittenen
schwimmenden Retina positioniert. Durch Anheben des Netzchens mit einer Pinzette breitete
sich die Retina flichig in Form eines Kleeblattes auf der Kulturmembran aus (Abb. 7 F).
Anschliefend wurde das so erstellte Explantat auf dem Trégernetzchen in eine frische mit 1
ml Complete Medium gefiillte Plastikkulturschale (@ 3,5 cm) iberfiihrt und, wenn nicht
anders beschrieben, bei 37°C, 5% CO, sowie 12-stiindigem Hell/Dunkel Rhythmus in einem
Brutschrank (MMM, Grifelfing) kultiviert. Die Belichtung erfolgte dabei durch eine im
Brutschrank installierte LED-Platine (Light Emitting Diode).
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Abbildung 7: Retinapréparation fur die Kultivierung und Anfertigung von Gefrierschnitten A: Auge mit
optischem Nerv. B: Abschneiden des optischen Nervs mit der feinen Schere unter leichter Spannung mit einer
Pinzette. C: Einschneiden der Sclera durch vorsichtiges Einfithren der Schere zwischen dem retinalen
Pigmentepithel und der Sclera. D: Vollstidndiges Einschneiden der Sclera zu beiden Seiten bis zur Cornea. E:
Einschnitte in die sphérische Retina, die von Sclera, Cornea, Linse, Glaskorper befreit wurde. F: Ausbreiten der
Retina auf der Kultivierungsmembran, die auf einem Nylonnetz befestigt ist.

2.3.4 Retinapréaparation Krallenfrosch

Die Retinae aus Xenopus-Augen wurden zunéchst, wie schon fiir die Maus beschrieben
prépariert, bis zur Phase der Linsenentnahme (Abb. 7 E). Die Linse wurde aus Griinden der
Stabilitét fiir die Kultivierung der Xenopus-Retina nicht entfernt. Danach wurden die Retinae,

die Linse umschliefend, in 24er Multi-well-Platten in je 0,5 ml Medium kultiviert.

35



Material und Methoden

2.4 Lichtadaptationen

Soweit nicht anders beschrieben wurden in Lichtadaptationsexperimenten die Retinakulturen,
sowie Kontrolltiere zunichst fiir vier Stunden dunkeladaptiert und anschliefend einer
Beleuchtungsstiarke von 200 lux durch Licht-emittierende Dioden (LED) fiir 30 Minuten
ausgesetzt. In Experimenten zur Dunkeladaptation wurden zunéchst die Kontrolltiere bei 400
lux und die kultivierten Retinae bei 200 lux fiir 60 Minuten helladaptiert. Da den kultivierten
Retinae der optische Apparat fehlt und der Winkel des einfallenden Lichtes stets senkrecht zu
den Photorezeptorzellen steht, wurden fiir diese Adaptationen der Retinakulturen geringere
Lichtintensitdten im Vergleich zu den adaptierten Tieren gewéhlt. Das Licht der verwendeten
Weilllicht LEDs entspricht in seiner spektralen Zusammensetzung in etwa dem
Tageslichtspektrum, und deckt somit einen groBen Wellenldngenbereich des sichtbaren
Lichtes ab.

LED-array
i oo e e rr

37°C, 5% CO,

culture membrane
| | H N

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Kultivierung der Retina. Die Herstellung
der dargestellten Retinakultur ist im Text ausfiihrlich beschrieben. LED = (Light Emitting Diode), R = Retina, M
= Medium zur Kultivierung, G = Grid (Netzchen).

2.5 Applikation von Pharmaka in die Retinakultur

Die in den pharmakologischen Behandlungen verwendeten Substanzen wurden stets in 50%
DMSO (Dimethylsulfoxid) gelost eingesetzt. DMSO erhdht zum einen die Loslichkeit von
pharmakologischen Substanzen in wiéssriger Losung und vergroflert zum andern die

Durchldssigkeit von Zellmembranen zur Applikation von Pharmaka. Die das Aktin-
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Cytoskelett beeinflussende Substanz Cytochalasin D wurde bei Sigma-Aldrich (Germany)
erworben und in einer Endkonzentration von 10 uM dem Retinakulturmedium zugesetzt. Die
Applikation erfolgte in den Experimenten jeweils 30 Minuten vor dem Wechsel der
Beleuchtungsbedingungen. Zur Untersuchung des Einflusses des Myosin-Inhibitors
Blebbistatin in der Retinakultur, wurden Retinae im Hellen priapariert und danach mit 100 uM
Blebbistatin im Kulturmedium behandelt. Die Verwendung von Blebbistatin erfolgte dabei
fiir zwei Stunden im Hellen. Thiabendazol (Firma Fluka, Germany) wurde ebenfalls in 50%
Dimethylsulfoxid (DMSO) verdiinnt und in einer Endkonzentration von 1,5 mM dem
Retinakulturmedium zugegeben. Die Applikation der Pharmaka sowie der Kontrolllosung
(1% DMSO) erfolgte jeweils 1Y» Stunden vor Anderung der Beleuchtungsbedingungen. Alle
Inkubationen mit pharmakologischen Stoffen erfolgten bei 37°C und 5% CO,. Anschlielend
wurden die Proben, mit Ausnahme der Hellkontrollen, fiir drei Stunden dunkeladaptiert. Nach
Beendigung von Dunkeladaptionen wurden die Proben unter Rotlicht wie unter Punkt 2.7.1

beschrieben fixiert und eingebettet.

2.6 Transfektionen der Retinakultur

Unter Transfektion versteht man das Einbringen fremden genetischen Materials in
eukaryontische Zellen. Zur Transfektion von Zellen der organotypischen Retinakultur wurden
in der vorliegenden Arbeit zwei unterschiedliche Transfektionsmethoden, die Elektroporation
und die ballistische Transfektionstechnik eingesetzt. Im Folgenden sollen nun die Anwendung
der beiden Techniken, sowie die Isolierung der zur Transfektion verwendeten Vektoren, die

die zu untersuchenden Genkonstrukte beinhaltenden, vorgestellt werden.

2.6.1 Plasmidvektor

Fiir die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Transfektionsexperimente wurden die in
der Tabelle 4 aufgefiihrten Plasmidvektoren (eGFP-Fusionsvektoren) inklusive der
entsprechenden Genkonstrukte verwendet. Die Lagerung der Vektoren erfolgte in Form der
verwendeten transformierten Bakterienstimme, als Dauerkultur bei -80°C. Zur Vermehrung
und Gewinnung des entsprechenden Vektors wurden Fliissigkulturen angesetzt (siche unter

Punkt 0) aus denen anschlieBend die DNA isoliert wurde (Punkt 2.6.3).
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Tabelle 4: Verwendete Konstrukte und Vektoren zur Transfektion von Zellen der organotypischen
Retinakultur.

Vektor Klon Resistenz
eGFP Gateway eGFP-Centrin 1 HA Ampicillin
eGFP Gateway eGFP-Centrin 3 H2 Ampicillin

2.6.2 Anzucht von 0,51 Flussigkulturen zur DNA-Praparation (Maxiprap)

Zuniachst wurden mit den verwendeten Pasmidvektor-tragenden Bakterienstimmen
Fliissigkultur angeimpft. Dazu verwendete man 5 ml LB-Medium (5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l
Trypton, 10 g/l Kochsalz) mit 5 pl Ampicillin (Stammldsung: 100 mg/ml). Die Anzucht der
Bakterien erfolgte fiir 10 Stunden bei 37°C und unter konstantem Schiitteln (190 rpm).
Anschliefend wurden die 5 ml Flissigkulturen in einen mit 250 ml LB-Medium (+ 250 pl
Ampicilin) gefiillten 500 ml Erlenmeyerkolben iiberfiihrt. Die weitere Anzucht erfolgte bei
37°C und unter langsamerem Schiitteln (130 rpm) tliber Nacht. Zur Beendigung der
Kultivierung wurden die Kolben dem Inkubator entnommen und zur Isolierung der DNA

bereitgestellt.

2.6.3 Aufreinigung von Plasmid DNA aus Bakterien

Die Isolierung von Plasmid DNA aus den angeziichteten Bakterien erfolgte nach dem Prinzip
der alkalischen Lyse (Birnboim & Doly, 1979). Zur Aufreinigung der DNA aus dem Lysat
wurde das ,,Plasmid DNA Purifaction Nucleo Bond AX500* Kit der Firma Macherey und
Nagel (Diiren) verwendet. Die Durchfilhrung der Préparation erfolgte nach den
Herstellerangaben. Hierzu wurden zunéchst die Bakterien aus den Anzuchtsmedien in 50 ml
Zentrifugationbehiltnissen bei 4000 g und 4°C zentrifugiert und die Uberstéinde verworfen.
Das erhaltene Pellet wurde anschlieBend mit 12 ml Puffer S1 (50 mM Tris-HCI, 10 mM
EDTA, 100 pg/ml RNase A, pH 8,0) aufgenommen und resuspendiert. Diese Losung wurde
danach mit 12 ml Puffer S2 (200 mM NaOH, 1% SDS) versetzt, invertiert und fiir 3 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Durch diesen Schritt wurden die Zellen aufgebrochen und die
DNA ging in Losung. Dann wurde dieser Suspension 12 ml des auf 4°C gekiihlten Puffer S3
(2,8 M KAc, pH 5,1) zugegeben, die Losung invertiert und diese fiir 5 Minuten auf Eis
inkubiert. In  diesem  Schritt wurden die denaturierten Proteine, sowie
Zellmembranbestandteile prizipitiert. Darauf folgend wurde das Lysat, mit Hilfe eines mit
4dH2O-befeuchteten Papierfilters filtriert, um die prézipitierten Zellbestandteile vom Lysat

abzutrennen. Der Durchfluss wurde auf eine zuvor durch Verwendung des N2 Puffers (100
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mM Tris, 15% EtOH, 900 mM KCI, 0,15% Triton X-100, pH 6,3) equilibrierte Séule
gegeben. Das Plasmid bindet dabei an eine Silicamembran der Sdule. Im nichsten Schritt
wurde zur Reinigung der DNA, die Séule mit 32 ml N3 Puffer (100 mM Tris, 15% EtOH,
1,15 M KCI, pH 6,3) gewaschen. AnschlieBend wurde die DNA mit Hilfe des N5 Puffers
(100 mM Tris, 15% EtOH, 1 M KCI, pH 8,5) von der Membran geldst und in einem 50 ml
Zentrifugationsgefd3 aufgefangen. Durch die Zugabe von Isopropanol wurde die DNA gefillt.
Nach der Zugabe wurde die Losung invertiert und fiir 1 Stunde bei 4000 g und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 70%igem Ethanol versetzt.
Durch Ethanol wurden die restlichen Salze aus dem Pellet ausgewaschen und die Reinheit der
DNA erhoht. Diese Losung wurde erneut fiir 1 Stunde bei 4000 g bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Nachdem Entfernen des Ethanoliiberstandes wurde das Pellet 20-30 Minuten
getrocknet, um Reste des Ethanols zu verdampfen. Das Pellet wurde abschlieend in 150-300
ul 4gH,O aufgenommen und bei -20°C gelagert. Die Konzentration der erhaltenen DNA

wurde anschlieend, wie im folgenden Abschnitt beschrieben, photometrisch bestimmt.

2.6.4 Bestimmung der DNA Konzentration

Das Absorptionsmaximum von Nukleinsduren liegt bei einer Wellenldnge von 260 nm. Mit
Hilfe eines Photometers kann {iber die Extinktion bei 260 nm der Gehalt einer Losung an
DNA photometrisch bestimmt werden. Dabei entspricht die optische Dichte (OD260) bei
einem Wert von 1 50 pg/ml doppelstringiger DNA. Mit diesem Wert als Umrechnungsfaktor
kann die Konzentration der Nukleinsdure bestimmte werde. Die Berechung erfolgte hierzu

nach folgender Formel:

DNA-Konzentration [pg/ml] = OD260 x Verdunnungsfaktor x Umrechnungsfaktor

Durch Ermittlung des Quotienten der gemessenen Extinktionen bei 260 (DNA) und 280
(Proteine) nm l&sst sich zudem der Reinheitsgrad, sprich das Vorhandensein von Proteinresten
in der Nukleinsdurelosung bestimmen. Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Plasmid

DNA war mit Werten fiir diesen Quotienten zwischen 1,7 und 1,9 von geeigneter Reinheit.

2.6.5 Elektroporation

Fiir Gentransfers mit Hilfe der Elektroporationstechnik, macht man sich die Eigenschaft von

Zellmembranen zu Nutze, fiir bestimmte elektrische Impulse, kurzfristig permeabel zu sein.
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Die in den Membranen der Zielzellen durch Elektroporation auftretenden Poren kénnen dann
ein Eintreten fremden genetischen Materials gewéhrleisten. Bei der Durchfiihrung dieser
Experimente unter Verwendung der Elektroporation, wurde weitestgehend nach den
methodischen Vorgaben und mit Materialien aus der Arbeit (Matsuda & Cepko, 2004)
vorgegangen. Dazu wurde zunidchst die zu transfizierende Retina bis zu dem im Kapitel 2.3
beschriebenen Punkt des Einschneidens frei pripariert. Die freigelegte Retina, in Form des
Augenbechers, wurde dann mit Hilfe einer Pipette mit erweiterter Pipettenspitze in eine
Elektroporationskammer (Matsuda & Cepko, 2004) iiberfiihrt. Diese wurde zuvor mit 500 pl
einer Losung aus Basal Medium mit Plasmid DNA befiillt, in der die Endkonzentration an
Plasmid DNA bei allen Versuchen ca. 1 pg/ul betrug. In der verwendeten Kammer lag der
Elektrodenabstand bei 1 cm. Zur Erzeugung der Elektroporationsimpulse wurde der
Elektroporator ECM 830 (BTX Harvard Appartus, Holliston, USA) verwendet. Dieser
generierte Impulse von 50 ms Léinge bei einer Spannung von 30 V, die fiinfmal in einem
Abstand von 950 ms wiederholt wurden. Die Retina wurde anschlieBend wie in Kapitel 2.3.3
beschrieben weiterpréapariert und in Kultur genommen. Jeweils 24, 48, und 72 Stunden nach
der Transfektion wurde dann die Expression der eingebrachten Fusionsproteine am
Epifluoreszenzmikroskop iiberpriift. Eine Skizze des Versuchsaufbaus ist in Abbildung 9
dargestellt. AbschlieBend wurden die transfizierten Retinakulturen 72 Stunden nach der

Transfektion wie unter Punkt 2.7.1.1 eingebettet und fixiert.

Retina Praparation Analyse

Transfektionskonstrukt

37°C 5% CO,
URLERE

organotypische Kultur

Abbildung 9: Schematischer Versuchsaufbau und -ablauf zur Transfektion von Retinae durch
Elektroporation (néhere Erlduterungen im Text).
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2.6.6 Helios Gene Gun™ Transfektion

Unter Verwendung der Helios Gene Gun™ (BioRad, Miinchen) wurden Experimente zur
ballistischen Transfektion von Zellen der organotypischen Retinakultur durchgefiihrt. Der
Gentransfer mit der Helios Gene Gun™ erfolgt dabei durch das Beschleunigen von mit
Plasmid DNA-behafteten Goldpartikeln, die in Zielzellen eindringen. Entsprechend der
Gebrauchsanweisung der Gene Gun™ wurde ein Verhéltnis von 2 pg DNA pro mg
Goldpartikel eingesetzt. Vor der Anwendung wurden die ,,Patronen der Gene Gun™ mit 0,5
mg Gold beladen. Die bei der Priparation und Herstellung der ,Patronen” verwendeten

Chemikalien waren im Lieferumfang der Gene Gun™ enthalten.

2.6.6.1 Praparation der Goldpartikel

Zur Préparation der Goldpartikel wurden zunédchst 50 mg Goldpartikel (Typ Micron 1,6 um
Durchmesser) an einer Feinwaage abgewogen und in ein Reaktionsgefdl de Volumens 1,5 ml
tiberfiihrt. Den Goldpartikeln wurde anschlieBend 100 pl einer 0,05 M Spermidinldsung
zugegeben, die Suspension aufgeschiittelt und danach fiir einige Sekunden in einem
Ultraschallbad soniert. AnschlieBend wurde der Losung 100 pug DNA, in 4H,O gelost, zu
gegeben und erneut gevortext. Darauf folgend wurde die Gold-DNA-Suspension auf einen
Schiittler gebracht, und der Probe tropfchenweise 100 pl einer 1M CaCl—Losung bei
Raumtemperatur hinzupipettiert. Zur Prizipitation blieb anschlieBend die Gold-DNA-
Supsension fiir weitere 10 Minuten auf dem Schiittler. Im Anschluss wurde die Suspension
kurz zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die behafteten Goldpartikel wurden dann in
1 ml 100%igen Ethanol aufgenommen und das Gemisch zur Reinigung der Prézipitate
gevortext und anschlieBend zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde dieser
Ethanolwaschschritt noch zweimal wiederholt. AbschlieBend wurde das Pellet mit einem
PVP/Ethanolgemisch (0,05 mg PVP/ml Ethanol) resuspendiert und in ein 15 ml
Zentrifugationsgefdl liberfiihrt. Das Endvolumen der Gold-PVP/Ethanol-Suspensionen lag
nun bei 6 ml und wurde bei -20°C gelagert. AnschlieBend wurden die Patronen zur

Verwendung in der Gene Gun™ mit Hilfe der hergestellten Suspension beladen.

2.6.6.2 Herstellung der Patronen fur die Gene Gun™

Die Herstellung der Patronen fiir die Gene Gun™ erfolgte mit Hilfe einer mitgelieferten
Préparierstation. Zuerst wurde der Schlauch, aus dem spiter die Patronen geschnitten wurden,

zum Trocknen und Siubern mit Stickstoff begast. Danach wurden die, wie im vorherigen
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Kapitel beschrieben hergestellten, Gold-DNA-Prazipitate in der PVP/Ethanol-Losung mit
einer 10 ml Einwegspritze in den getrockneten Schlauch aufgezogen. Dieser wurde dann
vorsichtig in die Préparierstation geschoben und dort fixiert. In der motorisierten
Praparierstation, konnten sich nun die Goldpartikel unter Rotation gleichmidfig an der
Schlauchinnenwandung anlagern. AnschlieBend wurde das Ethanol aus dem Schlauch mit
einer Spitze abgezogen und dieser durch erneute Stickstoffzufuhr getrocknet. Der so mit
DNA-behafteten Goldpartikeln beladene Schlauch wurde abschlieBend mit dem
mitgelieferten Schneidegerit in gleichgroBe Patronen geschnitten, die dann bei 4°C bis zur

Transfektion gelagert werden konnten.

2.6.6.3 Ballistische Transfektion mit der Gene Gun™

Die Transfektion von Zellen der Retinakultur mit Hilfe der Gene Gun™ erfolgte iiber den
Beschuss von zur Kultivierung préparierter Retinae mit den zuvor hergestellten in den
Schlauchpatronen haftenden DNA-Goldpartikeln. Zundchst wurden hierfiir die vorbereiteten
Patronen mit DNA-Goldpartikeln in die Trommel der Gene Gun™ eingesetzt und stehen nun
zur ballistischen Transfektion zur Verfliigung. Die Goldpartikel werden dazu unter rascher
Gasdruckentfaltung durch Helium aus den Schlauchhiilsen beschleunigt. Hierbei wurde, wenn
nicht anders angegeben, der vom Hersteller als Standarddruckstirke angegebene Wert von
140 psi am Druckausgleichsventil der Heliumgasflasche eingestellt. Die so konfigurierte Gene
Gun™ wurde iiber der Retinakultur positioniert und mit den Goldpartikeln beschossen. Der
Abstand zwischen der zu transfizierenden Retina und Gene Gun™ entsprach dabei dem des
standardmifig angeschraubten Abstandhalters der Gene Gun™. In diesen Abstandhalter war
aullerdem ein mitgelieferter Diffusor eingesetzt, der die Streuung der Goldpartikel auf kurze
Entfernungen erhoht. Die beschossenen Retinakulturen wurden anschlieBend, wie in
Abschnitt 2.3.3 beschrieben, kultiviert. 24, 48 oder 72 Stunden nach dem ballistischen
Einbringen der Goldpartikel in Zellen der Retina, wurde die Transfektion von Zellen durch
die Expression von GFP-Fusionsproteinen am Epifluoreszenzmikroskop iiberpriift.
Retinakulturen mit GFP-Expression wurden abschlieBend 72 Stunden nach der Transfektion

wie unter Punkt 2.7.1 fixiert und eingebettet.
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Abbildung 10: Schematischer Versuchsaufbau und -ablauf zur ballistischen Transfektion von Retinae mit
der Gene Gun™ (nihere Erlduterungen im Text).

2.7 Lichtmikroskopie

Um die Lokalisation beziehungsweise Verteilung von Proteinen im Retinagewebe zu
bestimmen, wurden Schnittpriparate auf lichtoptischem Niveau mittels Epifluoreszenz-
Mikroskopie (Fluoreszenzauflicht-Mikroskopie) und konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie
analysiert. Dazu bediente man sich der ,,indirekten” oder ,,sekunddren Immunfluoreszenz®.
Hierfiir wurden fixierte Gewebsschnitte zunidchst mit einem primiren Antikorper gegen das
oder die Zielprotein(e) behandelt, und anschlieBend dieser primire Antikérper durch einen
zweiten (sekundiren), Fluorochrom-gekoppelten Antikorper detektiert und damit das

Zielprotein markiert.

2.7.1 Fixierung, Einbettung und Schneiden der Praparate

Falls nicht anders beschrieben, wurden die im Folgenden dargestellten Vorgehensweisen zur
Fixierung und Einbettung der Retinapriparate unter denjenigen Lichtbedingungen
durchgefiihrt, die auch dem Endadaptationszustand des jeweiligen Experimentes entsprachen.
Sprich, dunkeladaptierte Prdparate wurden unter Rotlicht in abgedunkelter Umgebung

weiterbehandelt. Helladaptierte Retinae wurden dementsprechend im Hellen weiterbearbeitet.
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2.7.1.1 Fixierung, Einbettung von Mausretinae

Um den Zustand der Proteinverteilungen in den Photorezeptorzellen der Retinakultur bzw.
ganzer Augen festhalten zu konnen, wurden die Retinae fixiert. Dazu wurde das Medium der
Retinakultur durch 1 ml Fixans (4% PFA in 0,1 M Sorensen-Phosphat-Puffer pH 7,4) ersetzt.
Fiir komplette Augen wurde dazu mit einer Kaniile zunéchst die Cornea durchstoBBen, damit
das Fixans die Retina erreichen kann, die sonst durch die derbe Lederhaut geschiitzt ist. Nach
einer Fixierungszeit von 20 Minuten bei Raumtemperatur wurde das Fixans entfernt und mit
dreimal je 1 ml 0,1 M Sorensen-Phosphat-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurden die
Retinae in eine Reihe Saccharose-Losungen mit aufsteigenden Konzentrationen iiberfiihrt.
Dies verhindert bei der anschlieBenden Kryoeinbettung die Bildung groerer Eiskristalle bei
gleichzeitiger Erhohung der Gefriergeschwindigkeit. Dazu wurden die Proben zundchst mit
einer 10%igen Saccharose Losung fiir zehn Minuten inkubiert. Der nédchste
Gefrierschutzschritt erfolgte in einer 20%igen Saccharose Losung fiir weitere zehn Minuten.
Danach wurden die Retinae in einer 30%igen Saccharose Ldsung iliber Nacht bei 4°C
inkubiert. Zur Einbettung der Retinae am darauf folgenden Tag, wurde zunichst eine
Kalteplattform installiert. Dazu wurde ein hohler Metallzylinder in fliissigem Stickstoff
tiefgekiihlt und auf dessen, aus dem Stickstoff ragenden Oberfldche, ein Glasdeckgldschen
positioniert. Zur FEinbettung diente ein selbst angesetztes Einbettmedium nach einem
Protokoll von S. Yazulla (30 g Ovalbumin und 3 g Gelatine in 100 ml 44H,0) (Eldred et al.,
1983). Dazu wurden zundchst 30 g Ovalbumin in 80 ml warmem (37°C) 4H,O
homogenisiert. Die in 20 ml kaltem ¢H,O geloste Gelatine wurde dann dem
Ovalbumingemisch unter stindigen, langsamen Riihren zugegeben. Bei der anschliefenden
Portionierung in 2 ml Aliquots wurde darauf geachtet, dass keine Luftblasen im Gemisch
waren. Vor dem Einsatz des Yazulla-Mediums musste dies auf 37°C erwdrmt werden. Das
Yazulla-Medium verliert bei abkiihlen auf Raumtemperatur seine fliefahige Konsistenz und
verklebt. Vor dem Aufbringen des Einbettmediums, wurde die Membran, auf der sich die
fixierte Retina befand auf eine minimale Flache, nur wenige Millimeter grof3er als die Retina
getrimmt. AnschlieBend wurde ein Tropfen von ca. 150 pl des Einbettmediums Yazulla auf
das Deckgldschen pipetiert. In diesen Tropfen wurde ziigig die geschnittene Membran mit der
Retina gelegt und mit weiteren ca. 150 pl Yazulla iiberschicht, bevor der erste Tropfen
durchgefroren war. Hierbei entstand ein &uBlerlich homogenes ,,Sandwich®, das das
Retinapréiparat beinhaltete. Fiir das anschlieBende Schneiden von diinnen, weichen Préparaten
wie der Retina, bietet sich das Yazulla-Medium aufgrund seiner geringen Hirte und

gewebsihnlichen Konsistenz an, die kommerziellen Einbettmedien in der Regel nicht liefern.
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Bei der Einbettung war darauf zu achten moglichst blasenfrei zu arbeiten. Die eingebettete
Kultur wurde abschlieend zur Dokumentation mit einem beschrifteten Fahnchen versehen,
das auch die Orientierung des Préparates anzeigte. Nachdem Einbetten wurde die Probe bei -

80°C gelagert oder direkt am Kryo-Mikrotom geschnitten.

2.7.1.2 Einbettung von fixierten Augen

Vor der Einbettung ganzer Augen, wurden zur Vorbereitung Blockchen aus gekochter Leber
mit einer Kantenlinge von ca. 0,5 cm geschnitten und auf beschriftete Fédhnchen mit
Einbettmedium (TissueTek™ von Miles Elkhart, USA) aufgeklebt. In die Leberwiirfelchen
wurde mit Hilfe einer dekaptierten Pipettenspitze eine Vertiefung gestanzt und diese mit
Einbettmittel gefiillt. AnschlieBend wurde das einzubettende Auge so in der Vertiefung
positioniert, dass es in seiner Léngsachse in Richtung der Beschriftung ausgerichtet war und
wurde anschlieBend luftblasenfrei mit Einbettmittel iiberschichtet. Daraufhin wurden die
Praparate in schmelzendem Isopentan (ca. -160°C) langsam und ohne starkes Sieden
eingefroren. Dazu wurde in fliissigem Stickstoff gekiihltes Isopentan mit Hilfe eines warmen
Eisenobjektes zum Schmelzen gebracht. Die so eingefrorenen Proben wurden bis zur weiteren

Bearbeitung bei -80°C gelagert oder direkt am Kryomikrotom geschnitten.

2.7.1.3 Fixierung, Einbettung von Xenopusretinae und -augen

Die verwendeten Retinae und Augen von Xenopus wurden in 3,7% Paraformaldehyd in 73%
Methanol (23,3% H,0) fixiert und mit Hilfe einer absteigenden Reihe von Methanol in PBS
(60, 40, 20 und 0% Methanol, jeweils fiir 15-30 Minuten) rehydriert. Die Proben wurden
anschlieend in einer 30%igen Saccharose-Losung iiber Nacht bei 4°C equilibriert und am

darauf folgenden Tag in OCT-Medium (Sakura FineTek, Torrance, CA) eingebettet.

2.7.1.4 Anfertigung von Kryoschnitten

Die Schnitte zur spdteren lichtmikroskopischen Analyse fixierter Augen, sowie der
Retinakultur wurden mit Hilfe eines Kryomikrotoms (Microm-HM 560) angefertigt. Dazu
wurde die Temperatur der zu schneidenden Proben und des Messers auf -20°C eingestellt. Die
Schnitte wurden auf Deckgléschen (22 mm x 22 mm x 0,17 mm, Firma: Roth), die mit Poly-
L-Lysin (PLL) (Sigma-Aldrich) beschichtet wurden, aufgenommen. Fiir die zuvor PLL-
Beschichtung wurden 800 pl einer 0,01 % PLL-Losung auf Deckgldschen pipetiert, und diese
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iiber mehrere Tage unter dem Abzug getrocknet. In Abbildung 11 ist die Orientierung der
Retina auf der Kultivierungsmembran und eine lichtmikroskopische Aufnahme einer

kultivierten Retina im differentiellen Interferenz Kontrast beispielhaft dargestellt.

Abbildung 11: Anfertigung von Schnittpraparaten der Retinakultur auf der Kultivierungsmembran. A:
Differentielle Interferenz Kontrast Aufnahme einer gefrier-geschnittenen Retina, zeigt die Orientierung des
Explantates, bei der die Pigmentepithelzellen der Kultivierungsmembran zugewandt sind. B: Schematische
Darstellung der Retina und deren Zellorganisation. C: Schematische Darstellung der Vertebraten-
Photorezeptorzelle. OS = Auflensegment, IS = Innensegment, ONL = &duflere nukledre Schicht, OPL = &uflere
plexiforme Schicht, INL = innere nukledre Schicht, IPL = innere plexiforme Schicht, GCL =
Ganglionzellschicht. MaBibalken, 13,2 um.

2.7.2 ,TUNEL-Staining“ zum Apoptose-Nachweis an Kryoschnitten

Um apoptotische Zellen in Schnittpridparaten nachzuweisen zu konnen, wurde das ,,In Situ
Cell Death Detection Kit, Fluoreszin®, oder auch ,,TUNEL-Kit* genannt, der Firma Roche
(Mannheim) verwendet. Mit ,, TUNEL-Staining* (Terminal desoxynucleotidyl transferase-
mediated fluorescin dUTP Nick End Labeling) ist es moglich apoptotische Zellen anhand
ihrer fragmentierten DNA mit einem Fluoreszenzfarbstoff in  Schnitt- oder
Einzelzellpraparaten zu markieren (Gavrieli et al., 1992). Durch die ,,TUNEL“-Markierung
werden die bei der apoptotisch auftretenden Fragmentierung der DNA entstehenden 3'-OH
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Uberhiinge enzymatisch verlingert und mit fluoreszenzmarkierten dUTPs inkorporiert, was

eine Identifizierung apoptotischer Zellen gewéhrleistet (Abb. 12).

e

T

dUTPs
DNA-Fragmentierung (fluoreszent markiert)

Abbildung 12: Schematische Darstellung der ,,TUNEL*-Methode, zur Markierung apoptotischer Zellen.

(Néhere Erlauterungen im Text).

Dabei konnen mittels eines Epifluoreszenzmikroskops apoptotische Zellkerne durch eine
griine Fluoreszenz nachgewiesen werden. Fiir einen Test auf apoptotische Zellen, wurden die
Retinakulturen wie in Punkt 2.3.3 beschrieben prépariert und fiir verschiedene Zeitspannen
kultiviert. Anschlielend wurden die Retinakulturen, wie in Abschnitt 2.7.1.1 beschrieben
fixiert, eingebettet und wie unter Punkt 2.7.1.4 erldutert geschnitten. Zusétzlich wurden
Schnitte fiir jeweils eine Positiv- und Negativkontrolle angefertigt. Die verwendeten
Losungen zur Inkubation der Schnitte, wurden mit einer Kolbenhubpipette zugegeben und
abgesogen. In einem ersten Schritt wurden die Schnitte auf den Objekttragern mit 100 pl 1x
PBS fiir fiinf Minuten vorinkubiert. Dieser Waschschritt wurde mit 50 ul 1x PBS wiederholt.
Zur Permeabilisierung der Zellmembranen wurden die Proben darauf folgend mit 20 pl einer
Losung aus 1x PBS/0,1 % Triton/0,1 % Nacitrat fiir fiinf Minuten inkubiert. Die
Detergenzlosung wurde dann abgesogen und anschlieend in zwei Schritten mit 50 ul 1x PBS
fiir je fiinf Minuten gewaschen. Wihrend auf den Proben 1x PBS fiir diese Zeit geblieben war,
wurde nun die Positivkontrolle abweichend behandelt. Die Positivkontrolle wurde mit einer
Losung aus 5 pul DNase I, 5 pl 10x Reaktionspuffer und 40 pl 4¢H>O behandelt und mit dieser
Enzymlosung filir zehn Minuten bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Positivkontrolle
zweimal mit 50 pl 1x PBS gewaschen. Nach diesem Schritt wurden alle Schnitte wieder
gleich weiterbehandelt. Um das Fluoreszein nicht auszubleichen wurden den Proben nun 30
ul des TUNEL-Reaktionsgemisches im Dunkeln zugegeben und diese fiir eine Stunde bei

37°C inkubiert. Dazu wird das Reaktionsgemisch aus neun Teilen mitgelieferter ,label
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solution* und einem Teil ,,enzyme solution* angesetzt. Nach der Markierungsreaktion wurden
die Proben dreimal mit 100 ul 1x PBS gewaschen und mit Mowiol 4.88 (Hoechst, Frankfurt
a.M.) eingedeckt.

2.7.3 Indirekte Immunfluoreszenz

Die zur Methode der indirekten Immunfluoreszenz notwendigen Vorgehensweisen und

eingesetzten Materialien sollen im Folgenden beschrieben werden.

2.7.3.1 Verwendete priméare Antikorper

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Antikdrper in immunhistochemischen

Experimenten eingesetzt. Diese verwendeten monoklonalen, als auch polyklonalen

Antikorper wurden entweder kommerziell bezogen, oder in der Arbeitsgruppe Wolfrum, bzw.

in Arbeitsgruppen von Kooperationspartnern hergestellt und/oder aufgereinigt.

Tabelle 5: Aufstellung der in Immunhistochemischen Experimenten eingesetzten priméren Antikorper.
Des Weiteren sind die Kurzbezeichnungen, das jeweilige Antigen, der Ursprungsorganimus, die

eingesetzte Verdiinnung, Vektoren sowie die Quelle der verwendeten Antikdrper angegeben.

Bezeichnung Antigen Antlkorp_er Verdinnung Quelle
erzeugt in
anti-Arrestin . ) AG Prof.
(3D1.2) S-Antigen Maus 1:30 Millecchia
anti-Arrestin . ] AG Prof.
(5C6.47) S-Antigen Maus 1:50 Millecchia
anti-Aktin . AG Prof.
(C4) G-Aktin Maus 1:200 D.S Williams
anti-Centrinl . . AG Prof.
(pMmC1) Centrin 1 Kaninchen 1:100 Wolfrum
anti-Gi G,-Protei Kaninchen 1:100 Biomol, USA
(SA126) «-Proteinen : ’
anti-Gq . . ] ) Santa Cruz
(T20) Gg-Proteinen Kaninchen 1:100-1:200 Biotech., USA
anti- a—("lzz?sducm Transducin Maus 1:100 AG Prof. Hamm
anti-o-Tubulin . .
(DMIA) a-Tubulin Maus 1:500 Sigma (USA)
anti- y -Transducin . . ) Santa Cruz
(P19) v- Transducin Kaninchen 1:100 Biotech., USA
,»glial fibrially Kaninchen 1:500 DAKO
anti-GFAP acidic Cytomation, DK
protein®
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2.7.3.2 Immunhistochemische Antikérperinkubation

Bei der immunhistochemischen Analyse bedient man sich hdufig der Methode der sekundéren
Immunfluoreszenz. In der vorliegenden Arbeit wurden Schnittpriparate von Retinae zunichst
mit einem primdren Antikorper, der gegen das zu untersuchende Protein gerichtet ist,
inkubiert. AnschlieBend wurde das entsprechende Protein indirekt durch einen zweiten
(sekundiren), Fluorochrom-gekoppelten Antikorper, der den FC-Teil (fragment crystalizable)
des primeren Antikorpers detektiert, sichtbar gemacht.

2.7.3.2.1 Immunhistochemie: Mausretina

Vor der Inkubation wurden die Retinaschnitte auf den Deckgldschen mit einem Fettstift
(Liquid Blocker Pap Pen, Daido Sangyo, Tokyo, Japan) umgrenzt, um die Menge der
einzusetzenden Antikdrper moglichst gering zu halten. Die Poly-L-Lysin-beschichteten
Deckgldschen mit den anhaftenden Schnitten wurden in kleine feuchte Kammern
(Plastikpetrischalen (@ 4 cm) mit 4gH,O befeuchtetem Filterpapier im Deckel) gelegt. Diese
feuchten Kammern sorgten dafiir, dass die Gewebsschnitte nicht austrockneten und die
Inkubationslosungen nicht eindampften. Die eingesetzten Losungen wurden mit einer
Kolbenhubpipette zugegeben und abgesogen. Zu Beginn der Inkubation wurde in die durch
Fettstift eingegrenzten Bereiche der Deckgldschen 100 pl eines Detergenz (1x PBS, 0,01%
Tween 20) fiir zehn Minuten bei Raumtemperatur gegeben. Im Falle von fixierten Préparaten
folgte danach ein Waschschritt, mit 100 pl 50 mM NH4Cl in 1x PBS um freie Aminogruppen
abzusittigen. Anschlieend wurden die Proben fiir fiinf Minuten mit 1x PBS gewaschen.
Danach wurden mit einer Blockierungslosung (0,1% (w/v) Ovalbumin, 0,5% (w/v)
Fischgelatine in 1x PBS) unspezifische Bindungsstellen besetzt. Diese Absittigung erfolgte
mit 100 pl der Blockierungslosung fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur. Nach dem
Blockieren erfolgte die Inkubation mit dem primdren Antikérper verdiinnt in
Blockierungslosung, in dem in Tabelle 5 angegebenen Verhiltnis.

Die Inkubation mit den Antikorpern erfolgte entweder bei 4°C iiber Nacht oder bei
37°C fiir eine Stunde. Nach dieser Inkubation wurden die Schnitte je dreimal fiir fiinf Minuten
mit 100 pl Ix PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Schnittpriparate mit den
entsprechenden sekundéren fluorochrom-gekoppelten Alexa-Antikérpern (Molecular Probes,
Leiden, NL) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Auf Schnitten der Mausretina
kamen dabei verschiedene Alexa-Antikdrper der Typen Alexa 488 (griin-fluoreszierend) und

Alexa 568 (rot-fluoreszierend), zum Einsatz. Um ein Ausbleichen des gekoppelten Farbstoffs
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vor der Analyse zu verhindern, wurde die nachfolgende Inkubationen im Dunkeln und alle
weiteren Arbeitsschritte unter geddmpftem Licht durchgefiihrt. Danach wurden die Schnitte
dreimal mit 100 pl 1x PBS gewaschen. Der erste Waschschritt nach der Inkubation mit den
sekundédren Antikorpern erfolgte fiir 10 min mit DAPI verdiinnt in 1x PBS Losung (1:4000).
Die Inkubation mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4,6-Diamidino-2-Phenyl) ermoglicht das
Anfédrben von DNA in Zellkernen. AbschlieBend wurden die Proben noch zweimal mit 100 pl
1x PBS gewaschen und in Mowiol 4.88 (Hochst, Frankfurt a. M.) eingedeckt worden. Die
Priparate wurden dann bei 4°C unter Lichtabschluss bis zur mikroskopischen Analyse

gelagert.

2.7.3.2.2 Immunhistochemie: Xenopus-Retina

Zunichst wurden die Schnitte von Xenopus-Retina oder ganzen Augen mit 1x PBS
gewaschen und anschlieBend mit 0,1% NaBH,4 in PBS fiir 30 Minuten, mit 1,0% Triton X-100
in PBS fiir 25 Minuten und abschlieBend mit 6-Guanidinium HCI 50 mM Na;PO4 pH 7 fiir 20
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Schnitte 3 x 5 Minuten in 4¢H,O
gewaschen und in 1% y-Globulin-freiem Pferdeserum (GGHS) (Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA) fiir 2 Stunden blockiert. Die Inkubation mit den priméren Antikdrpern erfolgte in
einer flachen, geschlossenen Feuchtekammer auf einer sich horizontal als auch vertikal
kreisformig bewegenden Plattform (,,belly dancer, Stovall Life Science Inc., Greensboro,
NC, USA) bei 12-13 rpm. Die Antikdrperinkubation wurde hierzu in der Gegenwart von
0,2% Triton X-100 und 0,2% GGHS in PBS fiir 36-42 Stunden bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Die sekundire Antikdrperinkubation mit (anti-Maus/Kaninchen Texas red-X
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA) erfolgte unter den gleichen beschriebenen
Bedingungen fiir 24 Stunden. Dananch wurden die Schnitte 3 x 30 Minuten in PBS
gewaschen, wobei der zweite Waschritt 350 nM ,,Sytox green* (Molecular Probes) zur
Kernfiarbung enthielt. AbschlieBend wurden die Proben in Mowiollosung (Glycerol, 12 mM
n-Propylgallate, 96 mg ml~' Mowiol (Aldrich, St Louis, MO, USA) eingebettet und bis zur
mikroskopischen Analyse abgedunkelt bei 4°C gelagert.

2.7.4 Fluoreszenzmikroskopie

Nach  der immunhistochemischen Inkubation  wurden die  Schnitte einer
epifluoreszenzmikroskopischen Untersuchung unterzogen. Dabei wurde, wenn nicht anders

angegeben ein fiir die Auflichtfluoreszenz ausgestattetes Forschungsmikroskop Leica DM RB
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mit folgenden Objektiven eingesetzt: 5% (N Plan), 40x (PL Fluotar), NA = 0,70, 63x (HCX
PL) APO, NA = 1,32-0,60; Olimmersion, Planapochromat). An diesem Auflichtmikroskop
wurde die Dokumentation mittels einer hochempfindlichen schwarz/weiss-CCD-Kamera
ORCA® ER der Fa. Hamamatsu unter Verwendung der Hamamatsu AquaCosmos Software
durchgefiihrt. Die fluoreszenzmikroskopischen Analysen unter Verwendung des a-Tubulin-
Antikorpers (DM1A) erfolgten an einem Laserscanning-Mikroskop des Typs: LSM Leica
TCS SP5. Zur fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung von Retinae des Krallenfrosches
wurden ein aufrecht orientiertes Epifluoreszenzmikroskop des Typs: Zeiss, AxioVision

Release 4.4 eingesetzt.

2.8 Immunelektronenmikroskopie

Mit Hilfe der elektronenmikroskopischen Analyse, kann im Vergleich zur Lichtmikroskopie
eine sehr viel hohere Auflosung (bis 100fach) der im Schnittprdparat zu untersuchenden
Strukturen erhalten werden. Dazu ist es notwendig sehr diinne Schnittpréparate (ca. 1/200 der
Lichtmikroskopiepriparate) durch Ultramikrotomie zu erstellen. Da in der Siule des
Elektronenmikroskops ein Hochstvakuum aufgebaut wird, mufl das Préparat entwéssert sein,
was eine Verwendung von unbehandelten Préparaten fiir die Elektronenmikroskopie
ausschlieBt. Um die erwdhnten Ultradiinnschnitte anfertigen zu konnen, muss eine Fixierung
der Proben, sowie deren Einbettung unter Verwendung von sehr harten Einschlussmitteln
(spezielle Kunstharze) erfolgen. Die sekunddre Immunogoldmarkierung erfolgt dann an der
Oberfliche der Schnittpriparate, sprich der primire Antikorper detektiert die aus dem
Kunstharzschnitt herausragenden Antigene. Fiir die Visualisierbarkeit der Strukturinformation
von organischen Untersuchungsobjekten in der Transmissions-Elektronenmikroskopie,
miissen die Préparate zudem kontrastiert werden. Dafiir werden sehr grof3e, elektronendichte

Atome (Uran, Blei) in die Schnitte eingebracht.

2.8.1 Fixierung und Einbettung fur Immunogoldmarkierung.

Um von kultivierten Retinae Prdparate fiir die licht- als auch elektronenmikroskopische
Analyse zu erhalten wurden diese zundchst mit gegensitzlich gefiihrten Rasierklingen geteilt
und fiir die Elektronenmikroskopie wie folgt weiter behandelt. Die halbierten Retinae wurden
auf der Kultivierungsmembran in den Kultivierungsschalen inkubiert. Die Fixierung wurde
bei Raumtemperatur in einer Losung aus 3% PFA und 0,1% Glutaraldehyd in PBS fiir 2 h

durchgefiihrt. Nach anschlieBendem Waschen in PBS wurden die Préparate zur Entwidsserung
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in einer aufsteigenden Ethanolreihe (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, zweimal 100% Ethanol) fiir
jeweils 10 Minuten bei Raumtemperatur dehydriert. Dazu wurde bei jedem Schritt 1 ml
Fliissigkeit verwendet und darauf geachtet, dass sich das Gewebe nicht von der Membran
16ste. AnschlieBend wurden die fixierten und entwésserten Retinahélften 1 h mit einem 30%,
einem 50% und einem 70% (v/v) LR-White/Ethanol-Gemisch und zuletzt zweimal mit 100%
LR-White (2 mal iiber Nacht) infiltriert. Am ndchsten Tag wurden die Prédparate in
Gelatinekapseln (Fa. Plano, Wetzlar) mit 100% LR-White des Héartegrades ,,hard“ (Fa.
Mikrotechnik EM, Miinchen) iiberschichtet und verschlossen. Danach erfolgte die
Polymerisation der Proben unter indirekter UV-Strahlung bei 4 °C fiir 3-4 Tage.

2.8.2 Anfertigung von Ultradinnschnitten

Von den, wie zuvor beschrieben, eingebetteten LR-White-Priparate wurden nun mit einem
Diamantmesser (Fa. Diatom, Biel, Schweiz) an einem Ultramikrotom (Ultracut S, Fa.
Reichert-Jung, Wien, Osterreich) Semidiinnschnitte (0,75 pm = 750 nm) hergestellt und im
Lichtmikroskop vorgesichtet und danach die eigentlichen Ultradiinnschnitte (60 nm) fiir die
Elektronenmikroskopie hergestellt. Diese Ultradiinnschnitte von LR-White-Préaparaten
wurden auf mit Formvar (Fa. Serva, Heidelberg) beschichtete Nickel-Netzchen (,,Nickel-

Grids*, 75er mesh; Fa. Plano) aufgebracht und bei Raumtemperatur getrocknet.

2.8.3 Immunogoldmarkierung und Silberverstarkung

Die Immunogoldmarkierungen wurde nach dem Protokoll von (Wolfrum et al., 1998)
durchgefiihrt und sind im Folgenden beschrieben. Dazu wurden die beschichteten Nickel-
Netzchen zundchst fir 2 Minuten auf jeweils 20 pl-Tropfchen einer gesittigten
Natriumperjodat-Losung (Fa. Fluka, Seelze) zur Oberflichenandtzung aufgelegt und
anschlieend zweimal mit 44H,O gewaschen. Danach wurden die ,,Grids* mit 20 pl 0,01%
(w/v) Tween 20 in PBS fiir 10 Minuten inkubiert, gefolgt von der Absittigung der freien
Aminogruppen durch 50 mM NH4Cl in PBS (pH 7,2) fir weitere 10 Minuten bei
Raumtemperatur. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS, erfolgte die Blockierung
unspezifischer Bindestellen mit 0,1% (w/v) Ovalbumin und 0,5% (w/v) Fischgelatine in PBS
fiir 1 h bei Raumtemperatur. In einer Feuchtkammer wurden die Schnitte anschlieend fiir 72
h bei 4°C mit dem primdren Antikorper inkubiert. Darauf folgend wurden nicht gebundene
Antikdrper mit PBS aus einer Spritzflasche (sog. ,, jet wash®) von den Schnitten entfernt und

diese auf jeweils 20 ul Tropfen PBS fiir 5 Minuten aufgelegt. Vor der Inkubation mit dem
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sekundédren Antikorper wurden die Nickel-Netzchen mit 1gG-Goldpuffer (0,1% Ovalbumin,
0,5% Fischgelantine, 0,5% NaCl, 0,01% Tween 20 in 10 mM Phosphatpuffer, pH 7,2) bei
Raumtemperatur fiir 15 Minuten vorinkubiert und anschlieBend mit dem jeweiligen
sekundéren, goldgekoppelten Antikorpern (Fa. Nanoprobes, Yaphank, USA) fiir 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Die ,,Grids* wurden dann wiederum mehrfach mit PBS durch ,, jet
wash® gewaschen. Zur Verstiarkung der spezifischen Bindungen der Antikdrperkomplexe an
ihre jeweiligen Antigene wurden die Schnittpréparate mit 1% Glutaraldehyd in PBS (pH 7,2),
fir 5 Minuten bei Raumtemperatur nachfixiert und danach die Fixierungslosung durch
Waschen mit ¢4H,O wieder entfernt und dann die Priparate fiir mindestens 2 h bei
Raumtemperatur getrocknet. Um die gekoppelten Goldpartikel der sekundidren Antikoper
(PartikelgroBe: 1-10 nm) fiir die elektronenmikroskopische Analyse besser sichtbar zu
machen, wurde eine ,Silberverstirkung® nach (Danscher, 1981) durchgefiihrt. Dabei
katalysieren die Goldpartikel die Reduktion von Silberionen durch Hydrochinon, so dass sie
anschlieBend von metallischem Silber umgeben sind. Die Silberverstirkungslosung (60%
Gummi arabicum als Schutzkolloid, 10% Citratpuffer, 15% 75 mM Hydrochinon als
Reduktionsmittel, 15% 5,5 mM Silberlactat, pH 3,6) unter Rotlicht angesetzt. Dann wurden
Praparate auf einem Tropfen dieser Losung fiir 20-30 Minuten dunkel inkubiert und

anschlieend die ,,Netzchen* mehrfach mit 434H,O gewaschen.

2.8.4 Schnittkontrastierung und Auswertung

Nach der im vorherigen Abschnitt beschriebenen ,,Silberverstirkung wurden die
Schnittpriparate fiir 5 Minuten nachkontrastiert in 2% (w/v) Uranylacetat in 50% (v/v)
Ethanol fiir 5 Minuten auf einem Tropfen 4,4% (w/v) Bleicitrat. Darauf folgend wurden die
,Qarids“ in 4gH,O gewaschen und abschlieBend in der gedffneten Inkubationskammer {iber
Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Die elektronenoptische Betrachtung und Analyse der
Schnitte erfolgte an den Transmissionselektronenmikroskopen LEO EM 906E (Fa. Zeiss,
Oberkochen) oder Tecnai 12 (Fa. FEI, Eindhoven, NL).

2.9 Elektronische Datenverarbeitung

Die durch die vorangestellten Methoden gewonnenen Daten wurden zwecks Darstellbarkeit in
dieser und anderen Arbeiten mit Computerprogrammen verarbeitet. Die mittels
Immunfluoreszenz und Immunoelektronenmikroskopie erhaltenen Aufnahmen wurden mit

dem Programm Adobe Photoshop (Version 7, Adobe Systems, UnterschleiBheim) bearbeitet
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und hinsichtlich Tonwert und Kontrast korrigiert. Die Nachbearbeitung der Aufnahmen
geschah fiir Proben wie Kontrollen im gleichen Verhiltnis. Da die Lichtmikroskopischen
Aufnahmen von Fluoreszenz mit einer Graustufen-CCD-Kamera aufgenommen wurden
(auBer bei Xenopus) wurden hier die Grautone nachtrdglich durch die den eigentlichen

Fluoreszenzfarben entsprechenden Falschfarben ersetzt.
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3 Ergebnisse

Die Funktionalitit von Photorezeptorzellen in Lichtabsorption, Signalverarbeitung und
Weiterleitung ergibt sich in erheblichem Mal3e in ihrem hoch spezialisierten Aufbau. Das
Studium dieser Funktionen, aber auch des Verlustes derselben, wie er auch bei degenerativen
retinalen Erkrankungen auftritt, ist nur an der voll entwickelten Photorezeptorzelle moglich.
Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel ein Analysesystem zur Untersuchung voll
differenzierter, das hei3t kompartimentierter und somit funktionsfihiger Photorezeptorzellen
zu etablieren. Da isolierte Photorezeptorzellen in Zellkulturen ihre Kompartimentierung und
somit ihr Funktionsvermdgen verlieren, kann auflerhalb des Organismus nur die
organotypische = Gewebekultur einer adulten Retina Analysen an entwickelten
Photorezeptorzellen gewiéhrleisten. Im Folgenden sollen die Ergebnisse zur Untersuchung der
Gilite der organotypischen Retinakultur, sowie ihre Nutzung in Experimenten zur
lichtabhéngigen Verteilung von Proteinen in Photorezeptorzellen vorgestellt werden.

In einem experimentellen Ausblick werden anschlieend Ergebnisse von Gentransfers
in die organotypische Retinakultur beschrieben. Hierbei wurden Zellen der Retinakultur mit
Hilfe eines ballistischen Transfektionssystems, sowie durch Elektroporation transfiziert.
Solche Transfektionsmethoden sollen zukiinftig fiir die grundlegende Erprobung von
gentherapeuthischen MaBBnahmen an der Retina dienen. Zur Auswertung der im Folgenden
beschriebenen Experimente wurden vornehmlich mikroskopische Analyseverfahren

angewandt.

3.1 Etablierung der Retinakultur

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine organotypische Retinakultur etabliert und deren
Nutzbarkeit optimiert werden, die auf Explantaten aus juvenilen bis adulten Maiusen
(zwischen Tag 7-20 nach Geburt) beruht. Dies war notwendig, um im Gegensatz zu
Retinakulturen aus embryonalen Stadien ausdifferenzierte, das heillt, in Innen- und
AuBensegment kompartimentierte Photorezeptorzellen untersuchen zu kénnen. Dazu wurde
eine Technik zur Kultivierung neonataler bis juveniler Retinae unter Erhaltung des retinalen
Pigmentepithels (Caffé et al., 1989; Caffé et al., 2001a) adaptiert, um auch Retinae von
adulten Méusen in die organotypische Kultur zu bringen und fiir eine fiir weitere Experimente
relevante Zeit zu kultivieren. Fiir alle Experimente der vorliegenden Arbeit, wurden die

Retinae zur Ko-Kultur mit dem retinalen Pigmentepithel explantiert. Die dabei verwendete
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Technik beruht auf experimentellen Studien die wihrend eines Laboraufenthalts am
Wallenberg Retina Center, Ophthalmologisches Institut der Universitit Lund (Schweden) in
der Arbeitsgruppe von Theo van Veen gemacht wurden. (Forschungsférderungsprogramm der
Johannes Gutenberg Universitit Mainz). Die detaillierte Beschreibung der Methodik sowie
die benétigten Hilfsmittel zur Priaparation, sowie des Anlegens der Retinakultur sind dem

Kapitel 2.3 in Material und Methode zu entnehmen.

3.1.1 Vitalitatsbestimmung der Retinakultur

Die Retina der Vertebraten zeigt im longitudinalen Schnitt einen typischen, sich in Schichten
darstellenden Aufbau. Diese Schichtung der Retina ergibt sich aus verschiedenen Zelltypen,
beziehungsweise Bereichen von Zellen, die in einer Ebene zu liegen kommen (siehe auch
Abb. 2). In lichtmikroskopischen Analysen von Schnitten durch die organotypische
Retinakultur ist zu erkennen, dass die Schichtung, sowie die Morphologie der Retina und der
Photorezeptorzellen in Kultur erhalten werden konnte (sieche Abb. 11). Allerdings gibt diese
aufBerliche Beurteilung keinen Hinweis darauf, ob die Zellen der Retina noch vital und damit
fiir funktionelle Untersuchungen geeignet sind. Es ist bekannt, dass bei retinalen
Degenerationen die Zellen durch Apoptose absterben (Wolfrum, 2003). Apoptose bezeichnet
den programmierten Zelltod in dem interne oder externe Signale eine Zelle zur
»Selbstauflosung®™ veranlassen (zusammengefasst in (Lawen, 2003)). Die Apoptose von
Ganglienzellen der Retina konnte bereits alleine durch die Abtrennung des optischen Nervs
ausgelost und in der organotypischen Retinakultur durch die so genannte ,, TUNEL"-
Markierung beobachtet werden (Engelsberg et al., 2004). Zur Bestimmung der Vitalitit der
im Rahmen der vorliegenden Arbeit kultivierten Retina wurde ebenfalls der ,, TUNEL-Assay*
(Terminal desoxynucleotidyl transferase-mediated fluorescin dUTP Nick End Labeling)
durchgefiihrt. Mit dieser Methode ist es moglich apoptotische Zellen anhand ihrer
fragmentierten DNA mit einem Fluoreszenzfarbstoff in Schnittpriparaten zu markieren. Das
Zerschneiden der Kern-DNA durch Endonukleasen ist ein markantes Ereignis wéhrend der
Apoptose. Bei der ,,TUNEL“-Markierung werden die bei der Fragmentierung der DNA
entstehenden 3'-OH Uberhiinge enzymatisch verlingert und dabei mit fluoreszenzmarkierten
dUTPs inkorporiert, was die Identifizierung apoptotischer Zellen (z.B. in Schnittpriparaten)
gewihrleisten kann (siche auch Material und Methoden, Seite 47).

Bei dem in Abbildung 13 dargestellten Experiment wurden Retinae von 14 Tage alten
Maiusen prépariert und anschliefend fiir unterschiedliche Zeitspannen in Kultur gehalten.

Nach unterschiedlicher Kultivierungsdauer wurden die Retinae fixiert, Kryoschnitte von den
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Préaparaten angefertigt und an den so erhaltenen Schnitten der ,, TUNEL-Assay* durchgefiihrt.
Zur positiven Kontrolle der Enzymreaktion des Experiments diente ein mit DNase
behandelter Schnitt. Durch die Fragmentierung der DNA mit DNase wurden sdmtliche
Zellkerne dieses Kontrollschnittes mit dem Fluoreszenzfarbstoff markiert. Die
mikroskopische Analyse jenes, mit DNase behandelten Schnitts zeigte folglich in allen
Zellkernen der &uBleren und inneren Kornerschicht, sowie der Ganglienzellschicht ein
Fluoreszenzsignal (Abb. 13 A). Das fluoreszenzmikroskopische Bild des Schnittes der Retina,
die fiir einen Tag kultiviert wurde, zeigte eine TUNEL-positive und damit apoptotische Zelle
in der duBeren Kornerschicht (Abb. 13 B). Dies ldsst darauf schlieBen, dass in der

Retinakultur nach einem Tag ex vivo, nur eine sehr geringe Anzahl an Zellen apoptotisch

geworden ist. Nach drei Tagen in Kultur wurden einige wenige apoptotische Zellen im Schnitt

markiert (Abb. 13 C).

GC
A

8

DNase 1 DIV 2 DIV 3 DIV /7 DIV

Abbildung 13: Nachweis apoptotischer Zellen mittels ,, TUNEL-Staining“ in longitudinalen
Gefrierschnitten kultivierter Retinae. A: Positive Kontrolle durch vorherige Inkubation mit DNAse und
anschlieBender Markierung der Zellkerne in der dulleren Kornerschicht (ONL), der inneren Kdrnerschicht (INL),
sowie der Ganglionzellen (GC) [OS: AufBlensegment, IS: Innensegment, OPL: duBere plexiforme Schicht; IPL:
innere plexiforme Schicht]. B-E: Fluoreszenzmarkierung apoptotischer Zellen in 1-7 Tagen kultivierten Retinae.
Der Apoptosetest am Schnittpriparat von kultivierten Retinae 14 Tage alter Méusen zeigt ein Zeitfenster von 3-4
Tagen auf, in dem die Apoptoserate fiir weiterfiihrende zellbiologische Experimente ausreichend gering ist. Nach
sieben Tagen in Kultur stieg die Apoptoserate allerdings auf ein Maf} an, bei dem die meisten Zellkerne des
Schnittes durch den Fluoreszenzfarbstoff markiert wurden. (DIV: days in vitro = Tage in Kultur); Mafbalken: 21
pm.
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Die apoptotischen Zellen dieser Retinakultur konnten in der &dulleren sowie in der inneren
Kornerschicht detektiert werden. Im Langsschnitt, der fiir fiinf Tage kultivierten Retinakultur
konnten mehrere apoptotische Zellen, hauptsdchlich in der duleren Kornerschicht (Abb. 13
D) festgestellt werden. Im Liangsschnitt der Retinakultur, die sich fiir sieben Tage in Kultur
befand, konnte die iiberwiegende Anzahl der Zellen durch die ,,TUNEL“-Féarbung als
apoptotisch angesprochen werden (Abb. 13 E).

Aus den Ergebnissen dieser Versuchsreihe ergab sich ein Zeitfenster von drei bis vier
Kultivierungstagen in dem die Apoptoserate hinreichend gering war, um Stoérungen in der
Physiologie der retinalen Zellen durch apoptotische Ereignisse ausschlieBen zu konnen. Mit
diesen Untersuchungen konnte die Grundlage fiir weiterfiihrende Experimente an einer vitalen
organotypischen Retinakultur geschaffen werden. Die Ergebnisse zeigten ferner, dass das
gewihlte Alter der Tiere, bei PN14 (PN: postnataler Tag) zur Kultivierung von Retinae unter
Erhalt der zelluldren Strukturen und der retinalen Architektur geeignet ist. In diesem Alter
sind die Photorezeptorzellen bereits vollstindig in Kompartimente differenziert, aber das
AuBensegment ist noch nicht zu seiner vollen Linge ausgebildet. In der Handhabung der
Retinakultur stellen besonders die Photorezeptoraulensegmente eine fragile Struktur dar. Das
gewdhlte Stadium des Entwicklungstandes der Retina, stellt einen Kompromiss zwischen
AulBlensegmentauspragung und Stabilitdt der Photorezeptorzellen dar, der sich als vorteilhaft
in Bezug auf die mechanische Belastbarkeit des Gewebes bei ausgebildeten

Photorezeptorzellen erwies.

3.1.2 Physiologische Aktivitat der Retinakultur

Zur Bestimmung der physiologischen Aktivitdt von Nerven- und Sinneszellen, werden in der
Regel vornehmlich elektrophysiologische Untersuchungsmethoden herangezogen. Da an
Photorezeptorzellen der kultivierten Retina elektrophysiologische Experimente nicht, oder nur
schwer moglich sind, wurden licht-abhdngige Prozesse in Photorezeptorzellen
immunhistochemisch in der vorliegenden Arbeit analysiert. Die Uberpriifung der
physiologischen Aktivitdt der kultivierten Retinae erfolgte hier durch den Nachweis licht-
abhingiger Translokation von Proteinen in Photorezeptorzellen bei unterschiedlichen
Beleuchtungszustdnden ex vivo und im Vergleich mit der in vivo-Situation. Diese
Experimente an der Retinakultur wurden moglich, durch den Einsatz einer
Beleuchtungsapparatur mit definierbarer Lichtquanti- und Qualitét (siehe auch Material und

Methoden, Seite 36). Hierdurch konnten die kultivierten Retinae mit vergleichbarer
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Beleuchtungsstiarke und Wellenspektrum zu den in vivo adaptierten Kontrolltieren behandelt

werden.

3.2 Translokationen von Transducin und Arrestin in
Photorezeptorzellen der organotypischen Retinakultur

Lichtabhéingige Translokationen von Proteinen zwischen Kompartimenten der
Photorezeptorzelle sind bereits seit ca. 20 Jahren bekannt (Broekhuyse et al., 1985; Brann &
Cohen, 1987; Philp et al., 1987; Whelan & McGinnis, 1988) und stehen in jiingerer Zeit,
gerade in Bezug auf die beteiligten Mechanismen, wieder im Fokus intensiver Forschung
(Pulvermiiller et al., 2002; McGinnis et al., 2002; Sokolov et al., 2002; Mendez et al., 2003;
Nair et al., 2004; Peterson et al., 2005). Die ,,Verlagerung® von Proteinen der visuellen
Signaltransduktion, wie Arrestin und Transducin, zwischen Innen- und AuBlensegment wird
als Teil der Langzeitadaptation von Photorezeptorzellen an unterschiedliche
Lichtbedingungen angesehen (Hardie, 2002; Hardie, 2003; Arshavsky, 2003). Die Proteine
Arrestin und Transducin sind bei einem gegebenen Adaptationszustand im Innen- bzw.
AuBensegment der Photorezeptorzelle gegensitzlich verteilt (Sokolov et al., 2002; Elias et al.,
2004; Burns & Arshavsky, 2005). Das heiBit, wihrend eines der beiden Proteine bei
Beleuchtungsidnderung ein Kompartiment ,verldsst*, erhoht sich die Konzentration des
anderen Proteins in diesem Kompartiment. Solche lichtabhingigen Translokationen von
Proteinen in Photorezeptorzellen wurden in eingangs erwédhnten Arbeiten, in intakten
Organismen beobachtet. Ferner konnten in Studien der jlingeren Vergangenheit, solche
molekularen Bewegungen auch in Photorezeptorzellen von Augenbecherkulturen
nachgewiesen werden (Nair et al., 2005a). Um nun einen Hinweis auf die physiologische
Aktivitdt der organotypischen Retinakultur zu bekommen, sollten in der vorliegenden Arbeit
jene lichtabhidngigen Translokationen von Arrestin und Transducin auch in den
Photorezeptorzellen isolierter, kultivierter Retinae nachgewiesen werden. Hiermit sollen,
selbst in der aus dem Organismus isolierten Retina, lichtabhéngige molekulare Bewegungen
ex vivo ein Hinweis auf erhaltenes Funktionsvermogen der Photorezeptorzellen geben. Damit
kann auf molekularer Ebene die Féahigkeit der Photorezeptorzellen auf Lichtreize reagieren zu
konnen {tberpriift werden. Daflir wurden Léngsschnitte von Retinae dunkel- und
helladaptierter Tiere, jeweils mit Langsschnitten von kultivierten Retinae unter den gleichen
Lichtbedingungen verglichen (Abb. 14). Zur Detektion mittels Immunhistochemie wurden

primdre Antikorper gegen o-Transducin und visuelles Arrestin eingesetzt, und die
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Retinaschnitte mit Hilfe von fluorochromgebundenen sekundidren Antikérpern am
Epifluoreszenzmikroskop analysiert. In vollstindig helladaptierten Retinae der Kultur, sowie
in denen, die helladaptierten Tieren entnommen wurden, war Transducin in den
Innensegmenten, im Cytoplasma um die Perikaryen, sowie an den Synapsen der
Photorezeptorzellen lokalisiert (Abb. 14 A und B). In den in vivo, sowie der Kultur
dunkeladaptierten Retinae war Transducin ausschlieBlich in den AuBensegmenten der
Photorezeptorzellen zu detektieren (Abb. 14 D und E). In den gleichen bereits zur Transducin
Lokalisation analysierten Schnitten helladaptierter Retinae war Arrestin  in  den
AuBensegmenten der Photorezeptorzelle zu finden (Abb. 14 F und G). In den
dunkeladaptierten Retinae aus Tier und Kultur markiert der Antikorper Arrestin im
Innensegment, in der dulleren Kornerschicht und in der dufleren plexiformen Schicht (Abb. 14
I und J). Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete typische lichtabhingige Verteilung von
Arrestin und Transducin in Kompartimenten der Photorezeptorzellen kultivierter, wie frisch
entnommener Retinae, deckt sich mit den in vivo gewonnenen Ergebnissen anderer Autoren
(siehe beispielsweise (Elias et al., 2004)). Die Analysen der Langsschnitte durch Retinae aus
der organotypischen Kultur (Abb. 11) zeigten im Vergleich zu Langsschnitten durch Retinae
aus adaptierten Tieren keinen Unterschied in der Lokalisation von Arrestin und Transducin
(Abb. 14). Damit konnte nachgewiesen werden, dass sich Arrestin und Transducin auch in der
organotypischen Retina lichtabhéngig bewegen, sprich sich in Kompartimenten der
Photorezeptorzellen ex vivo genau so lichtabhingig verteilen wie in vivo. Die isolierten
Retinae in der organotypischen Kultur sind somit, in einem Erhaltungszustand, der es erlaubt
lichtabhéngige Translokation von Proteinen in Photorezeptorzellen zu analysieren. Diese
Ergebnisse geben, durch die auch in der Retinakultur stattfindenden lichtabhingigen
molekularen Bewegungen, einen Hinweis auf die erhaltene physiologische Aktivitdt der
Photorezeptorzellen in den Explantaten. Zusammen mit den Analysen zur H&ufigkeit von
Apoptose in der Kultur, die in den ersten 3-4 Tagen sehr gering ausfillt, erweist sich die
organotypische Gewebekultur adulter Retinae als geeignetes Analysesystem fiir
ausdifferenzierte Photorezeptorzellen. Die experimentell belegte Vitalitdt und Physiologische
Aktivitdt der Retinakultur bildeten die Grundlage fiir weiterfiihrende Untersuchungen.
Dadurch wurde es moglich, die im Folgenden beschriebenen Analysen zur Zellbiologie von

Photorezeptorzellen, sowie Gentransferexperimente verldsslich durchfiihren zu konnen.
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Abbildung 14: Lokalisation von Transducin und Arrestin in Retinaschnitten von hell- und
dunkeladaptierten Retinakulturen von PN14+1DIV Mausen sowie Kontrolltieren. A und B: Indirekte
Immunfluoreszenz mittels Antikdrpern gegen Transducin in Retinaschnitten hell adaptierter Tiere (A) und
Retinakultur (B). C: Schemata der Photorezeptorzelle (PRC). Die der Lichtadaptation entsprechende
Lokalisation von Transducin in der PRC ist farbig dargestellt. [OS: AuBensegment, CC: Verbindungscilium, IS:
Innensegment, N: Zellkern, S: Synapse]. D und E: Indirekte Immunfluoreszenz mittels Antikorpern gegen
Transducin in Retinaschnitten dunkel adaptierter Tiere (D) und Retinakultur (E). Der Antikdrper gegen
Transducin detektiert Transducin bei dunkel adaptierten Retinae im Auflen- und bei belichteten im Innensegment
der Photorezeptorzelle. F und G: Indirekte Immunfluoreszenz mittels AntikOrpern gegen Arrestin in
Retinaschnitten hell adaptierter Tiere (F) und Retinakultur (G). H: Schemata der Photorezeptorzelle (PRC). Die
der Lichtadaptation entsprechende Lokalisation von Arrestin in der PRC ist farbig dargestellt. [OS:
AuBensegment, CC: Verbindungscilium, IS: Innensegment, N: Zellkern, S: Synapse]. | und J: Indirekte
Immunfluoreszenz mittels Antikdrpern gegen Arrestin in Retinaschnitten dunkel adaptierter Tiere (I) und
Retinakultur (J). Der Antikorper gegen Arrestin detektiert Arrestin bei dunkel adaptierten Retinae im Innen- und
bei belichteten im AuBlensegment der Photorezeptorzelle; Maf3balken: 13,2 pm.
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3.2.1 Translokation von Arrestin in  Photorezeptorzellen des

Krallenfrosches

In den im Vorherigen beschriebenen Analysen, wurden die Translokationen von Arrestin und
Transducin in den Photorezeptorzellen der Retinae von Maiusen in vivo als auch in der
organotypischen Retinakultur nachgewiesen. Zur Analyse von Photorezeptorzellfunktionen in
der zellbiologischen Forschung wurde und wird, vielfach auch die Retina des Krallenfrosches
(Xenopus laevis) herangezogen, siche beispielsweise (Moritz et al., 2001) oder (Peterson et
al., 2003). Die Photorezeptorzellen von Amphibien bieten durch ihre, im Vergleich zu
Saugerphotorezeptorzellen leicht abweichende Morphologie in groerem Durchmesser und
langeren AuBlensegmenten, eine fiir bestimmte Fragestellungen verbesserte Anschaulichkeit.
Mit den im Folgenden dargelegten Experimenten sollte iiberpriift werden, ob Analysen zu
lichtabhédngigen Prozessen, wie sie an kultivierten Retinae von Méusen durchfiihrbar waren,
auch an Retinakulturen des Krallenfrosches moglich sind und damit, ob die angewandte
Technik zur Kultivierung von Mausretinae auch auf andere Spezies, oder hier
Vertebratenklassen tibertragbar ist. Hierfliir wurde der Krallenfrosch ausgewdhlt, der bereits
als Paradeorganismus zur zellbiologischen Analyse von Photorezeptorzellen etabliert ist
(Papermaster, 2002). Der Krallenfrosch bietet sich ferner als Untersuchungsobjekt durch eine
zum Sdugetier weniger aufwendige Erzeugung transgener Organismen an. Auch mit der Hilfe
solcher transgenen Xenopi konnten die lichtabhidngigen Translokationen von Arrestin und
Transducin bereits in Photorezeptorzellen von in vivo-adaptierten Kaulquappen nachgewiesen
werden (Peterson et al., 2005). In den nachfolgend beschriebenen Experimenten sollte nun
tiberpriift werden, ob diese lichtabhingigen molekularen Bewegungen auch in den
Photorezeptorzellen kultivierter Xenopus-Retinae stattfinden. Dazu wurden Retinae aus
Xenopus-Augen wie unter Punkt 2.3.4 beschrieben préipariert und kultiviert. Anschliefend
wurden auch von den Xenopus-Retinae Schnitte angefertigt und diese immunhistochemisch
analysiert. In diesen Experimenten zur fluoreszenzmikroskopischen Detektion des Xenopus-
Arrestins wurde ein monoklonaler Antikorper (xArl-6) eingesetzt. Auch in Xenopus sollte
nun der Nachweis lichtabhidngiger molekularer Bewegungen in der Photorezeptorzelle einen
Hinweis auf Erhaltung des physiologischen Funktionsvermogens geben. Bei helladaptierten
Tieren als auch in helladaptierten organotypischen Retinakulturen des Krallenfrosches, konnte
in Schnitten Arrestin in den Auflensegmenten der Photorezeptorzellen nachgewiesen werden
(Abb. 15 A u. B). Umgekehrt zeigte die immunhistochemische Analyse eine
Innensegmentlokalisation von Arrestin in Photorezeptorzellen dunkeladaptierter Tiere, wie

auch in Photorezeptorzellen dunkeladaptierter Retinakulturen (Abb. 15 D u. E). Dabei ergab
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sich in der Verteilung des Arrestins nach Dunkeladaptation, die typische, schon zuvor in
Photorezeptorzellen der Mausretina beobachtete Lokalisation, nicht nur in den
Innensegmenten, sondern auch im Cytoplasma um die Perikaryen und auch bis zur Synapse.
Die betrachteten Endstadien der lichtabhingigen Translokationen von Arrestin in
Kompartimente der Xenopusphotorezeptoren waren qualitativ in der organotypischen
Retinakultur nicht von der in vivo-Situation unterscheidbar. Arrestin bewegt sich
lichtabhiingig zwischen Kompartimenten der Photorezeptorzellen kultivierter Xenopus-
Retinae. Diese Experimente zeigen, dass auch Xenopus laevis zur Untersuchung von

lichtabhédngigen Prozessen ex vivo in Photorezeptorzellen kultivierter Retinae geeignet ist.

=LA

arrestin arrestin
animal culture : animal culture

Abbildung 15: Lokalisation von Arrestin in Retinaschnitten von hell- und dunkeladaptierten
Retinakulturen von Xenopus laevis sowie Kontrolltieren. A und B: Indirekte Immunfluoreszenz mittels
monoklonaler Antikdrper gegen Arrestin (xArl-6) an Retinaschnitten hell adaptierter Tiere (A) und Retinakultur
(B). C: Schema einer Photorezeptorzelle (PRC). Die entsprechende Lokalisation von Arrestin in der PRC ist
farbig dargestellt. [OS: AuBBensegment, CC: Verbindungscilium, IS: Innensegment, N: Zellkern, S: Synapse]. D
und E: Indirekte Immunfluoreszenz mittels Antikdrpern gegen Arrestin in Retinaschnitten dunkel adaptierter
Tiere (D) und Retinakultur (E). Der Antikorper gegen Arrestin detektiert Arrestin bei dunkel adaptierten Retinae
im Innen- und bei belichteten im Auflensegment der Photorezeptorzelle; Maflbalken: 22,5 pm.

3.3 Rolle des Cytoskelettes bei den Translokationen von
Transducin und Arrestin in Photorezeptorzellen

In den zuvor dargstellten Experimenten konnte die Vitalitit der kultivierten Retina durch
Apoptosetests, sowie den physiologischen Prozess der lichtabhingige Translokation von
Arrestin und Transducin in Photorezeptorzellen nachgewiesen werden. Damit konnte die
Eignung der organotypischen Gewebekultur adulter Retinae zur Analyse lichtabhingiger
Prozesse gezeigt werden. Obwohl das Phinomen der lichtabhéngigen Translokationen schon

recht lange bekannt ist, konnte noch nicht entschliisselt werden, welche zelluldren Strukturen
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und molekularen Mechanismen dafiir verantwortlich sind. Da eine Vielzahl von gerichteten
molekulren Bewegungen in Zellen vom Cytoskelett abhéingig sind, sollten die
lichtabhédngigen Translokationen von Arrestin und Transducin in Photorezeptorzellen nun
hinsichtlich einer eventuellen Beteiligung des Zellskelettes analysiert werden. Es steht hierbei
zur Diskussion ob genannte Translokationsprozesse vornehmlich der passiven Diffusion
unterliegen, oder ob dabei auch aktive Transportmechanismen eine Rolle spielen. Um
eventuell beteiligte Cytoskelettelemente wie Mikrotubuli oder Aktinfilamente, sowie
involvierte Mechanismen zu identifizieren, bedient man sich in der zellbiologischen Analyse
des Einsatzes cytoskelettbeeinflussender Substanzen. Mit der Hilfe dieser, konnen bestimmte
Cytoskelettelemente gezielt stabilisiert bzw. destabilisiert werden. Solche Zellgifte werden
hiufig im Bereich des Pflanzenschutzes eigesetzt. In der Forschung wurden solche
Substanzen bereits vielfach in cytologischen Analysen zur Beteiligung von
Zellskelettelementen an zelluldren Prozessen angewandt. Der Einsatz solcher Zellgifte kann in
nach Funktionsverlust, bezichungsweise Mislokalisation, auszuwertenden Experimenten,
Aufschluss tiber die Beteiligung bestimmter Zellskelettelemente an beobachteten Prozessen
liefern. Dabei konnen durch den Einsatz sehr spezifischer, das Zellskelett beeinflussender
Substanzen, Transportwege Schritt fiir Schritt aufgeschliisselt werden. Fiir die Abhéngigkeit
vom  Zellskelett der eingangs geschilderten Translokationsprozesse von
Signaltransduktionsproteinen in Photorezeptorzellen zu untersuchen, eignet sich die
Retinakultur als zugingliches Analysesystem, bei dem die Applikation von Substanzen, hier
F-Aktin- und Mikrotubuli-destabilisierende Zellgifte, direkt in das Kulturmedium erfolgen
kann. Die Retinae in Kultur bieten ferner den Vorteil, dass Photorezeptorzellen hier direkt von
im Medium geldsten Stoffen erreicht werden konnen, ohne dass eine intraokulare, bzw.
subretinale Injektion notwendig ist. Die Wirkungsweise der eingesetzten Cytoskelettgifte ist

in der Einleitung ab Seite 21 eingehender beschrieben.

3.3.1 Wirkung von  Cytochalasin D auf Aktinfilamente in

Photorezeptorzellen

Vor der Analyse des Einflusses auf Translokationsprozesse sollte zundchst einmal die
Wirksamkeit Cytoskelett-beeinflussender Pharmaka in Photorezeptorzellen tiberpriift werden.
Es ist bekannt, dass einige Zellgifte, wie z.B. Cytochalasin D, die Polymerisation von
Aktinfilamenten unterbinden (Casella et al., 1981). In einer ersten Experimentreihe wurde die

Substanz Cytochalasin D in einer Endkonzentration von 10 puM geldst in 50% DMSO im
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Kulturmedium der Retinakultur eingesetzt und diese eineinhalb Stunden inkubiert. Zur
Kontrolle wurden weitere Retinae nur mit dem Losungsmittel DMSO, in einer dem DMSO-
Gehalt der Cytochalasinprobe entsprechenden Endkonzentration von 1% inkubiert. Die so
behandelten Retinae wurden anschlie3end entsprechend dem Standardprotokoll fixiert und fiir
die histochemische Analyse eingebettet und geschnitten (sieche Kapitel 2.7.1). Anschliefend
wurde eine fluoreszenzmikroskopische Analyse der Verteilung von Aktinfilamenten (F-
Aktin) in behandelten und unbehandelten Retinae durchgefiihrt. Fiir die Detektion von F-
Aktin in Schnittpriparaten, machte man sich eine weitere cytoskelettassoziierende Substanz,
Phalloidin zu nutze. Das Pilzgift Phalloidin hat die Eigenschaft in Zellen an speziell an
polymerisiertes Aktin in Aktinfilamente zu binden. In der histochemischen Analyse wurde
Farbstoff-gekoppeltes Phalloidin, hier mit dem rot fluoreszierenden Rhodamin, dazu
verwendet, um filamentdses Aktin in Zellen sichtbar zu machen (Abb. 16 A-D). Ferner
wurden von den mit Cytochylasin D behandelten Retinae, sowie den Kontrollproben auch
Praparate fiir die immunhistochemische Analyse auf elektronenmikroskopischem Niveau
hergestellt. Die Ergebnisse dieser Experimente sind in Abbildung 16 dargestellt.

Die Markierung durch Rhodamin-gekoppeltes Phalloidin in Abbildung 16 A zeigte ein
Vorhandensein von Aktinfilamenten in der dulleren plexiformen Schicht, der Membrana
limitans externa, sowie in den Innensegmenten der Photorezeptorzellen. Diese Bereiche
wurden bereits als typisch aktinreiche Strukturen in Photorezeptoren erkannt und beschrieben
(Woodford & Blanks, 1989). Abbildung 16 C ist ein vergroBerter Ausschnitt aus Abbildung
16 A, hier wird die Rhodamin-Phalloidin-Farbung des F-Aktins an der Membrana limitans
externa (*), sowie in den Photorezeptorinnensegmenten besonders deutlich. Bei den mit
Cytochalasin D behandelten Retinae ist dagegen ein drastischer Abbau von Aktinfilamenten,
vor allem im Innensegment der Photorezeptorzellen festzustellen (Abb. 16 B u. D). Dieser
Abbau von Aktinfilamenten in den Innensegmenten der Photorezeptorzellen wird auch auf
elektronenmikroskopischem Niveau, durch eine weitaus geringere Dekoration mit
Goldpartikeln in diesem Bereich deutlich (Abb. 16 F). F-Aktin an der Membrana externa
limitanz, sowie in der dulleren plexiformen Schicht scheint gegeniiber dem destabilisierenden
Effekt von Cytochalasin D weniger empfindlich zu sein. Dies kdnnte zum einen an einer
geringeren Dynamik beim Auf- und Abbau von F-Aktin in diesen Bereichen oder auch an
einer geringeren Zuginglichkeit dieser Strukturen fiir Cytochalasin D liegen. In den
elektronenmikroskopischen Aufnahmen (Abb. 16 E, F) wird zudem deutlich das es sich bei
der Membrana limitans externa (*) nicht wirklich um eine Membran handelt, sondern

vielmehr um eine Aneinanderreihung von Zell-Zell-Adhédsionsstellen mit hoher Stabilitdt
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zwischen Photorezeptorzellen und Miiller-Gliazellen, die sich im lichtmikroskopischen Bild

als durchgéngige Grenze darstellen.
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Abbildung 16: Destabilisation von Aktinfilamenten in Retinae von PN13 Mausen nach Inkubation mit
Cytochalasin D. A: Markierung von F-Aktin mittels Rhodamin-gekoppeltem Phalloidin in der Retina. Es
werden vor allem das retinale Pigmentepithel, das Innensegment der Photorezeptorzelle sowie die &ufere
plexiforme Schicht (OPL) markiert. [RPE = retinales Pigmentepithel, OS: Auflensegment, IS: Innensegment,
ONL: &uBere Kornerschicht, OPL: duflere plexiforme Schicht]. B: Markierung von F-Aktin mittels Rhodamin-
gekoppeltem Phalloidin in der Retina nach Inkubation mit Cytochalasin D. Es werden vor allem das RPE,
fragmentierte Filamente im Innensegment der Photorezeptorzelle, sowie die Synapsenregion markiert. C:
Ausschnitt der Photorezeptorzellen bei stirkerer VergroBerung, DAPI-Farbung (blau). Im Innensegment sind
Aktinfilamente markiert. (D) Ausschnitt der Photorezeptorzellen bei stirkerer VergroBerung, DAPI-Firbung
(blau). Im Innensegment ist die Markierung von Filamenten im Vergleich zu C stark reduziert [* Membrana
externa limitans], E: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines ultra-diinn Schnittes durch Innensegmente von
Photorezeptorzellen kultivierter Mausretina, behandelt mit DMSO. F: Elektronenmikroskopische Aufnahme
eines ultra-diinn Schnittes durch Innensegmente von Photorezeptorzellen kultivierter Mausretina, behandelt mit
Cytochalasin D (CD). Die Silber-verstirkte Immunogold-Markierung von F- oder G-Aktin ist erkennbar an den
Zell-Zell-Kontaktstellen der Membrana limitans externa (OLM), siehe Stern, und in den Innensegmenten der
DMSO-behandelten Retina (Pfeilspitzen in E). Im Gegensatz dazu zeigt die Cytochalasin D behandelte Retina
zwar eine Markierung an der Membrana externa limitans, aber nur wenig Aktin-Markierung in den
Innensegmenten (F). Maflbalken in B, 13,2 pm. MaBbalken in D, 7,5 um. MaBbalken in F, 150 nm.
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3.3.2 Einfluss von Cytochalasin D aud die lichtabhangigen Translokation

von Arrestin und Transducin in Photorezeptorzellen

Nach dem Nachweis des destabilisierenden Effektes von Cytochalasin D auf Aktinfilamente
in Photorezeptorzellen (Abb. 16) sollte nun untersucht werden, ob sich in so behandelten
Photorezeptorzellen ein qualitativer Unterschied in der lichtabhidngigen Verteilung von
Arrestin und Transducin ergébe. Dazu wurden zunichst dunkeladaptierte Retinakulturen mit
10 uM Cytochalasin D bzw. dem Losungsmittel DMSO als Kontrolle inkubiert. Nach einer
Inkubationszeit von 30 Minuten wurden die Retinae anschlieBend fiir weitere 30 Minuten hell
adaptiert und die Verteilung von Arrestin und Transducin immunhistochemisch analysiert. Im
Vergleich zur Innensegmentlokalisation von Arrestin in der Dunkelkontrolle (Abb. 17 A)
ergab sich nach Helladaptation fiir DMSO und Cytochalasin D behandelte Retinakulturen eine
Lokalisation von Arrestin in den AuBBensegmenten der Photorezeptorzellen (Abb. 17 B u. C).
Bei dunkeladaptiereten Retinakulturen wurde Transducin in den AufBensegmenten der
Photorezeptorzellen detektiert (Abb. 17 E). Nach Helladaptation jedoch, konnte Transducin in
der DMSO- wie auch Cytochalasin D-behandelten Retinakultur in den Innensegmenten der
Photorezeptorzellen nachgewiesen werden (Abb. 17 F u. G). Die schematischen
Darstellungen der Abbildung 17 D und H repridsentieren jeweils die Arrestin (D) und
Transducin (H) Lokalisation in den Cytochalasin D-behandelten, lichtadaptierten Retinae.
Zusammengefasst in den {libereinandergelegten Abbildung 17 H bis J lésst sich erkennen, dass
die Destabilisation der Aktinfilamente durch die Behandlung der Retinakultur Cytochalasin
D, keinen Einfluss auf die mit der Helladaptation verbundenen Translokationen von Arrestin

und Transducin hatte.
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Abbildung 17: Lokalisation von Arrestin and Transducin in von dunkel nach hell adaptierter
Retinakultur, behandelt zur Destabilisation von Aktinfilamenten. A-C: Immunhistochemische Lokalisation
von Arrestin in longitudinalen Schnitten durch eine kultivierte dunkel adaptierte Mausretina (A), in von dunkel
nach hell adaptierter Mausretina, behandelt mit DMSO (B) und in von dunkel nach hell adaptierter Mausretina,
behandelt mit Cytochalasin D (C). D, H: Schematische Darstellung einer Photorezeptorzellen mit Arrestin
Lokalisation (griin) aus C (D) und Transducin Lokalisation (rot) aus G (H). E-G: Immunhistochemische
Lokalisation von Transducin in longitudinalen Schnitten durch eine kultivierte dunkel adaptierte Mausretina (E),
in von dunkel nach hell adaptierter Mausretina, behandelt mit DMSO (F) und in von dunkel nach hell adaptierter
Maustetina, behandelt mit Cytochalasin D (G). H: Ubereinanderlagerung von A and E. I: Ubereinanderlagerung
von B und F. J: Ubereinanderlagerung von C and G. K: Differentielle Interferenzkontrast (DIC) Aufnahme des
Schnittes in C, G and J. Die Destabilisation von Aktinfilamenten durch Cytochalasin D kultivierten Retinae
beeintrichtigte nicht die Translokation von Arrestin und Transducin zwischen Auflen- und Innensegment
wiahrend der Helladaptation. Retinales Pigmentepithel = RPE, Auflensegment = OS, Innensegment = IS, dullere
Kornerschicht = ONL, duBlere plexiforme Schicht = OPL. Dunkel nach hell Adaptation (->LA), dunkel
Adaptation (DA), Cytochalasin D-Behandlung (CD), MaB3balken 13,2 pm.
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Nach der Analyse des Effektes destabilisierter Aktinfilamente auf die mit der Helladaptation
verbundenen Translokationenen von Arrestin und Transducin in Photorezeptorzellen, sollte
nun auch die Dunkeladaptation betrachtet werden. Dazu wurden Retinakulturen im
helladaptierten Zustand mit Cytochalasin D behandelt und danach ins Dunkle iiberfiihrt. Die
Lokalisation von Arrestin und Transducin in behandelten und unbehandelten kultivierten
Retinae wurde auch hier immunhistochemisch bestimmt. In unbehandelten helladaptierten
Retinae ist Arrestin im AuBensegment und Transducin im Innensegment der
Photorezeptorzellen lokalisiert (Abb. 18 A u. E).

In der dunkeladaptierten Retinakultur, die mit DMSO behandelt wurde, translocierten
Arrestin und Transducin unbeeinflusst, dem unbehandelten Zustand (Abb. 14) gleichend, in
das Innen- bzw. Aullensegement der Photorezeptorzellen (Abb. 18 B u. F). Ein dramatischer
Effekt auf beide Translokationsprozesse ist allerdings in der Cytochalasin D-behandelten
Retinakultur zu erkennen, in der beide molekularen Bewegungen nicht mehr stattfanden (Abb.
18 C u. G). Dieser der natiirlichen Situation nicht entsprechende Zustand ist in den
schematischen Darstellungen (Abb. 18 D u. H), sowie in den iibereinander gelegten (Abb. 18
I bis K) verdeutlicht. Die Behandlung der Retinakultur mit Cytochalasin D, d.h. die
Destabilisation von Aktinfilamenten in Photorezeptorzellen stort die mit der

Dunkeladaptation einhergehenden Translokationen von Arrestin und Transducin.
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Abbildung 18: Lokalisation von Arrestin and Transducin in von hell nach dunkel adaptierter
Retinakultur, behandelt zur Destabilisation von Aktinfilamenten. A-C: Immunhistochemische Lokalisation
von Arrestin in longitudinalen Schnitten durch eine kultivierte hell adaptierte Mausretina (A), in von hell nach
dunkel adaptierter Mausretina, behandelt mit DMSO (B) und in von hell nach dunkel adaptierter Mausretina,
behandelt mit Cytochalasin D (C). D, H: Schematische Darstellung einer Photorezeptorzelle mit Arrestin
Lokalisation (griin) aus C (D) und Transducin Lokalisation (rot) aus G (H). E-G: Immunhistochemische
Lokalisation von Transducin in longitudinalen Schnitten durch eine kultivierte hell adaptierte Mausretina (E), in
von hell nach dunkel adaptierter Mausretina, behandelt mit DMSO (F) und in von hell nach dunkel adaptierter
Maustetina, behandelt mit Cytochalasin D (G). H: Ubereinanderlagerung von A and E. I: Ubereinanderlagerung
von B und F. J: Ubereinanderlagerung von C and G. K: Differentielle Interferenzkontrast (DIC) Aufnahme des
Schnittes in C, G and J. Die Destabilisation von Aktinfilamenten durch Cytochalasin D in kultivierten Retinae
beeintriachtigte die Translokation von Arrestin and Transducin zwischen Auflen- und Innensegment wihrend der
Dunkeladaptation. Retinales Pigmentepithel = RPE, AuBensegment = OS, Innensegment = IS, &uflere
Kornerschicht = ONL, duflere plexiforme Schicht = OPL. hell Adaptation (LA), hell nach dunkel Adaptation (-
>DA), Cytochalasin D-Behandlung (CD), Maf3balken 13,2 um.
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3.3.3 Beteiligung von Myosin Il und Vlila an den lichtabh&ngigen
Translokationen von Transducin und Arrestin in

Photorezeptorzellen

Aufgrund der experimentellen Hinweise zur Notwendigkeit von Aktinfilamenten fiir die mit
der Dunkeladaptation verbundenen Translokationen von Arrestin und Transducin sollte nun
weitergehend analysiert werden, ob Myosine, die aktinassoziierten Motoren eine aktive Rolle
beim Transport von Signaltransduktionsproteinen in der Photorezeptorzelle spielen. Zur
Untersuchung dessen bediente man sich zweierlei tiblicher Herangehensweisen. Zum einen
die Beeintrachtigung von Myosinfunktionen durch das Einbringen von Inhibitoren in die zu
untersuchenden Zellen, zum anderen durch das ,,Ausschalten” von Myosinfunktionen auf
genetischer Ebene bzw. auf Ebene der Proteinexpression. In den im Folgenden beschriebenen
Experimenten wurde der Inhibitor Blebbestatin gegen unkonventionelles Myosin II

eingesetzt, sowie ein Myosin VIla defizienter Mausstamm untersucht.

3.3.3.1 Einfluss von Blebbistatin, einem Myosin 1l Inhibitor, auf die
Translokation von Transducin wahrend der Dunkeladaptation

Myosin Il wird in den Photorezeptorzellen der Retina exprimiert und ist dort im
Verbindungscilium lokalisiert worden (Williams & Roberts, 1992). Myosin II konnte hier an
Transportvorgéingen in Verbindung mit den im Verbindungscilium gefundenen
Aktinfilamenten (Chaitin et al., 1984) beteiligt sein. Um eine eventuelle Beteiligung von
Myosin II an der lichtabhidngigen Translokation von Transducin im Dunkeln zu untersuchen,
wurde der Inhibitor Blebbistatin in das Ndhrmedium der Retinakultur appliziert. Blebbistatin
ist als ein spezifischer Hemmstoff fiir unkonventionelles Myosin II beschrieben worden
(Straight et al., 2003). Fir die nachfolgend beschriebenen Experimente, wurde die
Retinakultur im Hellen mit dem pharmakologischen Stoff inkubiert und anschlieBend
dunkeladaptiert. Zur Analyse der Transducinverteilung nach Dunkeladaptation der
Photorezeptorzellen wurden Léngsschnitte der Retinakultur angefertigt und diese mit
Antikorpern gegen Transducin (A4) inkubiert und mittels indirekter Immunfluoreszenz
ausgewertet.

In der helladaptierten unbehandelten Retina konnte Transducin iiberwiegend im
Innensegment, in der &uBeren Kornerschicht und in der &uBleren plexiformen Schicht
lokalisiert werden (Abb. 19 B). In geringerem Malle konnte Transducin in dieser

helladapierten unbehandelten Kontrolle auch im AuBensegment detektiert werden. Der
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Inhibitor Blebbistatin wurde in der die Zellmembran durchdringenden Substanz DMSO gelost
und in einer Endkonzentration von 100 pM appliziert. Um einen Einfluss von DMSO auf die
Lokalisation des Transducins in der dunkeladaptierenden Photorezeptorzelle auszuschlieen,
wurde zur Kontrolle eine Retinakultur nur mit DMSO inkubiert. In der dunkeladaptierten, mit
1% DMSO behandelten Retinakultur war Transducin insbesondere im Aufensegment der
Photorezeptoren lokalisiert, sowie in geringerem Malle im Bereich des Innensegments und der

duBeren Kornerschicht detektiert werden (Abb. 19 C).

C

o ” 100 uM
DIC untreated 1% DMSO Blebbistatin

Abbildung 19: Einfluss von Blebbistatin, einem Myosin Il-Inhibitor, auf die lichtabhéngige Lokalisation
von Transducin. (A) Differenzielle Interferenzkontrast Aufnahme eines Schnittes der helladaptierten
unbehandelten Retinakultur. (B-D) Immunhistochemische Lokalisation von Transducin in Photorezeptorzellen
der Retinakultur. (B) In der helladaptierten unbehandelten Retinakultur markiert der Antikorper gegen
Transducin in den Innensegmenten, sowie der &ufleren plexiformen Schicht. Eine weniger intensive Transducin
Markierung ergibt sich zudem im Auflensegement. In der dunkeladaptierten Retinakultur, zuvor mit DMSO oder
Blebbistatin behandelt (C, D) detektiert der Transducin Antikorper hauptsdchlich im AuBensegement. Hinzu
kommt eine weniger intensive Detektion des Transducins in den restlichen Bereichen der Photorezeptorzelle.
Die Blebbistatinbehandlung der Retinakultur hat sich nicht auf die Translokation von Transducin in das
AuBlensegement der Photorezeptorzellen ausgewirkt. OS = Auflensegment, IS = Innensegment, ONL = &duflere
Kornerschicht, OPL = dufere plexiforme Schicht, INL = innere Kérnerschicht, Mafibalken: 10 pm.

DMSO hat demnach keinen EinfluB auf den Endzustand der mit der Dunkeladaptation

assozierten Translokation des Transducins vom Innensegment in das Auflensegment (Abb. 19
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B u. C). Auch in der mit 100 uM Blebbistatin in DMSO behandelten Retinakultur konnte
keine Beeintrachtigung der beschriebenen Bewegung von Transducin ins Aullensegment der
Photorezeptorzelle festgestellt werden (Abb. 8 D). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
das molekulare Motorprotein Myosin II in Photorezeptorzellen nicht fiir die Translokation

von Transducin in dunkeladaptierenden Photorezeptoren notwendig ist.

3.3.3.2 Beteiligung von Myosin Vlla an den lichtabhangigen
Translokationen von Arrestin und Transducin

Ein weiteres aktinassoziiertes Motorprotein, das in der Retina exprimiert wird, ist das
Genprodukt des Usher 1 B Gens: Myosin VIla. Das Motorprotein Myosin VIla gehort zu den
unkonventionellen Myosinen und konnte in den Verbindungscilien, sowie an den Synapsen
der Photorezeptoren, als auch im retinalen Pigmentepithel nachgewiesen werden (Liu et al.,
1997). Es konnte ferner gezeigt werden, dass Myosin VIla am cilidren Transport des Opsins
in der Photorezeptorzelle beteiligt ist (Liu et al., 1999; Wolfrum & Schmitt, 2000). In einer
durch Spontanmutation im Usher 1 B-Gen entstandenen Mauslinie, der shaker-1 Maus konnte
ein Defekt im Transport der Melanosomen in den retinalen Pigmentepithelzellen festgestellt
werden (Liu et al., 1998) Im folgenden Experiment sollte eine mogliche Rolle von Myosin
Vlla bei den lichtabhingigen Translokationen von visuellem Arrestin und Transducin in den
Photorezeptorzellen untersucht werden. Hierzu wurden dunkel- sowie helladaptierte
wildtypische und shaker-1 Retinae beziiglich der Arrestin- und Transducinlokalisation
analysiert. Auch hierfiir wurden Schnittpriparate der Retinae angefertigt und mittels
indirekter Immunfluoreszenz ausgewertet. Fiir die Lokalisation von Transducin wurden in
diesen Experimenten zwei unterschiedliche Antikdrper verwendet. In helladaptierten Retinae
wurde die Lokalisation von Transducin mit Hilfe eines monoklonalen Antikorpers gegen
Transducin (A4) durchgefiihrt. Fiir die Lokalisation von Transducin in den dunkeladaptierten
Retinae wurde ein polyklonaler Antikdrper (T20) eingesetzt, der die B-Untereinheit von G-
Proteinen, in diesem Fall auch von Transducin, detektiert. In der helladaptierten
wildtypischen Mausretina konnte Transducin vornehmlich im AuBensegment, aber auch im
Innensegment und in der duBeren Kornerschicht lokalisiert werden (Abb. 20 A). Wobei
Transducin in den AuBensegmenten jedoch nur in relativ geringem Maf3e detektiert werden
konnte. Im Vergleich der helladaptierten shaker-1 Retina zur wildtypischen, war kein

qualitativer Unterschied in der Verteilung von Transducin festzustellen (Abb. 20 A u. B).
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Abbildung 20: Die lichtabhéangigen Translokationen von Transducin und Arrestin in shaker-1 und
Wildtypmausen. (A, B, E, F, G, H, K, L) Immunhistochemische Nachweise von Transducin (rot) und Arrestin
(griin) in Langsschnitten unfixierter wildtypischer Retinae verglichen mit shaker-1 Retinae. Gegentiberstellung
von Transducin Lokalisation in hell- und dunkeladaptierten Retinae (A, E) zu shaker-1 Retinae in dem
jeweiligen Adaptionszustand (B, F). Der Nachweis der Transducin Lokalisation erfolgte mit zwei
unterschiedlichen Antikérpern. Die helladaptierten Retinae wurden mit dem monoklonalen A4 und die
dunkeladaptierten mit dem polyklonalen T20 Antikérpern inkubiert. Vergleich der Lokalisation von Arrestin in
hell- und dunkeladaptierten Retinae (G, K) zu shaker-1 Retinae (H, L) in dem jeweiligen
Lichtadaptationszustand. Es konnte kein Unterschied der lichtabhingigen Lokalisation von Arrestin und
Transducin zwischen wildtypischen Retinae und shaker-1 Retinae ermittelt werden. Schematische Darstellungen
der lichtabhéngigen Translokation von Transducin (C, D) und Arrestin (I, J) OS = AuBensegment, IS =
Innensegment, MaBlbalken: 10 pm.

In der dunkeladaptierten wildtypischen Retina markierte der Antikdrper gegen Transducin
besonders im AuBlensegment der Photorezptorzelle (Abb. 20 E). Zusitzlich ergab sich in
diesem Léngsschnitt eine Anti-Transducin Markierung in der duBleren Kdrnerschicht und in
der duBeren plexiformen Schicht. In der dunkeladaptierten shaker-1 Retina entsprach, trotz
schlechterer Erhaltung des Priparats, die qualitative Verteilung des Transducin in den
Kompartimenten der Photorezeptorzellen derjenigen der wildtypischen Retina (Abb. 20 E und
F). Arrestin dagegen, war in der helladaptierten wildtypischen, wie shaker-1 Retina im
AuBensegment (Abb. 20 G und H), sowie deutlich schwicher im Innensegment lokalisiert. In

der dunkeladaptierten wildtypischen wie shaker-1 Retina konnte Arrestin im Innensegment
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detektiert werden (Abb. 20 K und L), wie auch in der duBBeren Kornerschicht sowie in der
duBleren plexiformen Schicht. Es konnte im Falle der Arrestinlokalisation kein Unterschied
zwischen der dunkeladaptierten wildtypischen und der Shaker-1 Retina gefunden werden. Die
zum Wildtyp unverdnderte Lokalisation von Arrestin und Transducin in Photorezeptorzellen
der shaker-1 Maus lédsst darauf schlieBen, das Myosin VIIa an den lichtabhidngigen

Translokationen von Arrestin und Transducin nicht beteiligt ist.

3.3.4 Wirkung von Thiabendazol auf Mikrotubuli in Photorezeptorzellen

Die Mikrotubuli sind neben den Aktinfilamenten die prominentesten und wichtigsten
Zellskelettelemente im Dienste von intrazelluldren Transportvorgéngen. Mikrotubuli sind
dabei vor allem an Transporten zwischen zentralen Strukturen und Peripherie der Zelle
beteiligt. Mikrotubuli entspringen in ,,nicht-cilidren” Zellen am Centrosom und in cilidren,
damit auch der Photorezeptorzelle, am Basalkorper. Von diesem Nukleationspunkt erstrecken
sie sich durch einen dynamischen Auf- und Abbau in die Peripherie der Zelle. Dabei
entstechen durch Anlagerung von of-Tubulinbausteinen die rohrenféormigen Mikrotubuli
(siehe auch in der Einleitung ab Seite 16). Durch den Einbau posttranslational verénderten
Tubulins kénnen hierbei Subtypen von Mikrotubuli aufgebaut werden, die sich funktionell
und in der Stabilitit unterscheiden. Hierbei sind beispielsweise acetylierte, detyrosinierte oder
glutamylierte Tubuline bekannt. Es konnte gezeigt werden, dass solche Subtypen von
Mikrotubuli unterschiedlich empfindlich fiir destabilisierende Substanzen, wie beispielsweise
Thiabendazol sind (Wallin et al., 1988; Albertini, 1990; Martin et al., 1997). Thiabendazol ist
ein Benzimidazolderivat, das zum Beispiel in der Parasitenbekdmpfung eingesetzt wird, da es
spezielle das Cytoskelett, sprich die vornehmlich acetylierten Mikrotubuli von Helminthen
angreift. In der zellbiologischen Forschung wird Thiabendazol als {ibliches Agens zur
Untersuchung von zelluldren Prozessen, die von acetylierten Mikrotubuli abhéngig sind,
eingesetzt (Pisano et al., 2000; Peterson et al., 2005). In der Zelle sind die meisten
Mikrotubuli sehr dynamisch und zeigen einen rapiden Auf- und Abbau. Thiabendazol
blockiert dabei die de novo-Formation von Mikrotubuli durch die Bindung an -Tubulin, was
den Zusammenbau von o/f-Tubulin-Heterodimeren und somit die Bildung von Tubulin-
Protofilamenten verhindert (Robinson et al., 2004).

Auch vor der Analyse des Einflusses destabilisierter Mikrotubuli in den
Photorezeptorzellen auf die Translokation von Arrestin und Transducin, sollte zunéchst die
Wirksamkeit des Destabilisationsagenses, hier Thiabendazol, in Photorezeptorzellen der

Retinakultur {iberpriift werden. Fiir die im Folgenden beschriebenen Untersuchungen, wurden
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behandelte und unbehandelte Retinae immunhistochemisch mit Hilfe konfokaler, als auch
Elektronenmikroskopie analysiert. Unter Zuhilfenahme eines Antikdrpers gegen o-Tubulin
zeigt die Immunhistochemische Analyse in Abbildung 21 A eine bereits gezeigte (Woodford
& Blanks, 1989) Verteilung von Tubulin in nahezu allen Kompartimenten der
Photorezeptorzelle. Besonders auffillig sind dabei die filamentdsen Strukturen in den Innen-
und auch AuBlensegmenten der Photorezeptorzellen, die besonders in der vergroBerten
Abbildung 21 C augenscheinlich werden. Diese vor allem in den Innensegmenten und im
Bereich des Verbindungsciliums auftretenden Mikrotubuli-Markierungen setzen sich in
feineren Ausliufern in die AuBBensegmente der Photorezeptorzellen fort (Abb. 21 C). Dass es
sich hierbei um Mikrotubuli handelt, konnte durch die elektronenmikroskopische Analyse
unterstiitz werden, in der Reihen von Immunogoldmarkierungen im Innensegment der
Photorezeptorzelle sichtbar wurden (Abb. 21 E). Des Weiteren wurden auch die axonemalen
Mikrotubuli des Verbindungsciliums mit dem Antikdrper gegen o-Tubulin detektiert (Abb. 21
F). Nach der Behandlung der Retinakultur mit 1,5 mM Thiabendazol (TB) in DMSO, konnten
die Mikrotubuli in den Innen- sowie AuBlensegmenten der Photorezeptorzellen nicht mehr
detektiert werden (Abb. 21 B, D u. F). Die immunelektronenmikroskopische Analyse
unterstlitzt zudem die Abwesenheit von Mikrotubuli nach Thiabendazolbehandlung im
Innensegment der Photorezeptorzelle (Abb. 21 E-F).

Im Gegensatz dazu, verbleiben Goldpartikel dekorierte axonemale Mikrotubuli im
Verbindungscilium, die folglich nicht durch Thiabendazol (TB) destabilisiert werden konnten
(Abb. 21 F). Diese cilidiren Mikrotubuli konnten ebenfalls in der immunhistochemisch
analysierten, Thiabendazol-behandelten Retinakultur detektiert werden. Der Antikérper gegen
a-Tubulin markierte hier weiterhin Strukturen im Verbindungscilium der Photorezeptorzellen
(Abb. 21 B und D). Es ist bekannt, dass diese axonemalen Mikrotubuli posttranslational
modifiziertes Tubulin enthalten, das zu deren Stabilitdt beitragt (Pagh-Roehl et al., 1991).
Ferner sind die Mikrotubuli des Ciliums durch Proteinkomplexe mit der cilidren Membran
verbunden, die die Angreifbarkeit dieser Mikrotubuli weiter vermindern. Dies ldsst darauf
schlieBen, dass in der Thiabendazol-behandelten Retina Mikrotubuli im Verbindungscilium
der Photorezeptorzellen detektiert werden konnten, die nicht durch Thiabendazol destabilisiert
werden konnten. Weitere Experimente sollten nun die Untersuchung der Translokationen von
Arrestin und Transducin in den Thiabendazol-behandelten Retinakulturen zum Ziel haben, um
festzustellen ob und wenn ja, welche Miktotubuli an diesen molekularen Bewegungen

beteiligt sind.
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Abbildung 21: Subzellulare Lokalisation von Tubulin in Photorezeptorzellen kultivierter Retinae. A:
Immunhistochemische Lokalisation von a-Tubulin in mit DMSO behandelten kultivierten Retinae. B:
Immunhistochemische Lokalisation von a-Tubulin in mit Thiabendazol (TB) behandelten kultivierten Retinae.
Die Tubulinmarkierung ist in nahezu allen Kompartimenten der Photorezeptorzellen sichtbar, von der
Synapsenregion, um die Zellkerne, im Innensegment, sowie auslaufend ins AuBlensegment. C: Markierung von
a-Tubulin (griin) im apikalen Bereich der Photorezeptorzellen von Kontrollretinae bei hoherer Vergroferung,
doppelt markiert mit DAPI (blau). D: Markierung von o-Tubulin (griin) im apikalen Bereich der
Photorezeptorzellen mit Thiabendazol behandelter Retinae bei hoherer Vergroferung, doppelt markiert mit
DAPI (blau). Die Markierung von Tubulin ist aufgrund des depolymerisierenden Effekts von Thiabendazol in
den Innen- und AuBensegmenten stark reduziert, bleibt aber im Verbindungscilium erhalten. E:
Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Ultradiinnschnittes durch das Innensegment (IS) einer
Photorezeptorzelle in mit DMSO behandelter kultivierter Retina. F: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines
Ultradiinnschnittes durch das Innensegment (IS) einer Photorezeptorzelle in mit Thiabendazol (TB) behandelter
kultivierter Retina. Die silberverstirkte Immunogoldmarkierung von a-Tubulin ist in Reihen sichtbar im
Innensegment (s. Pfeil) und im Verbindungscilium einer Photorezeptorzellen in kultivierter Kontrollretina. Im
Gegensatz dazu zeigt die silberverstirkte Immunogoldmarkierung von a-Tubulin in Thiabendazol behandelter
Retina Goldgranulaedekoration nur im Verbindungscilium. AuBensegment = OS, Verbindungscilium = CC,
Innensegment = IS, duBere Kornerschicht = ONL, duBlere plexiforme Schicht = OPL. Mafbalken in B entspricht
13,2 pm. MafB3balken in D entspricht 7,5 um. Maf3balken in F entspricht 200 nm.
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3.3.5 Notwendigkeit von  Mikrotubuli far die lichtabh&ngigen
Translokationen von Arrestin und Transducin in

Photorezeptorzellen.

Da in den vorangestellten Experimenten die Wirksamkeit von Thiabendazol auf Mikrotubuli,
d.h. deren Depolymerisation in Photorezeptorzellen der organotypischen Retinakultur gezeigt
werden konnte, stand dieser Versuchsansatz nun zur Analyse des FEinflusses von
Thiabendazol auf die molekularen Bewegungen von Arrestin und Transducin zur Verfiigung.
Mit Hilfe der Immunhistochemie sollte auch hier die Verteilung der genannten Proteine in
Photorezeptorzellen hell- bzw. dunkeladaptierter Retinakulturen unter Thiabendazoleinfluf3
bestimmt werden.

Im nachfolgend beschriebenen Experiment wurde zundchst die Auswirkung der
Thiabendazolbehandlung auf die mit der Helladaptation von Photorezeptorzellen der
Retinakultur assoziierten Translokationen von Arrestin und Transducin untersucht. In der
dunkeladaptierten unbehandelten Retinakultur ist Transducin im AuBensegment der
Photorezeptorzellen lokalisiert (Abb. 22 E). Nach der Behandlung mit DMSO, als auch mit
Thiabendazol, konnte Transducin in helladaptierten Photorezeptorzellen im Innensegment
lokalisiert werden (Abb. 22 G). Es konnte hierbei also keine Beeintrachtigung der
Transducintranslokation 1im Hellen nach Destabilisation von  Mikrotubuli in
Photorezeptorzellen der Retinakultur festgestellt werden (Abb. 22 G u. H). Im gleichen
Experiment wurde ebenfalls die lichtabhingige Bewegung von Arrestin unter Behandlung der
Retinakultur mit Thiabendazol analysiert. In dunkeladaptierten Photorezeptorzellen der
Retinakultur konnte Arrestin im Innensegment und in DMSO-behandelten helladaptierten
Photorezeptoren im Auflensegment detektiert werden (Abb. 22 A u. B). Bei der Lokalisation
von Arrestin in der Thiabendazol-behandelten helladaptierten Retinakultur fallt allerdings auf,
dass Arrestin weder das Innensegment génzlich verlassen, noch das AuBlensegment komplett
nHgefiillt hat (Abb. 22 C u. D). Dieser Zustand unter Thiabendazolbehandlung entspricht
weder der vollstdndig hell- noch dunkeladaptierten Situation. Die Lokalisation von Arrestin,
unter den genannten Bedingungen, im apikalen Bereich des Innen- und basalen Bereich des
AuBensegments, wird besonders im Vergleich mit der daneben dargestellten
Durchlichtaufnahme des Retinaausschnittes deutlich (Abb. 22 K u. L). Die Translokation von
Arrestin vom Innensegment in das Aufensegment der Photorezeptorzellen scheint hier

teilweise gestort oder sehr stark verlangsamt zu sein.
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Abbildung 22: Lokalisation von Arrestin and Transducin in von dunkel nach hell adaptierter
Retinakultur, behandelt mit Thiabendazol zur Destabilisation von Mikrotubuli. A-C:
Immunhistochemische Lokalisation von Arrestin in longitudinalen Schnitten durch eine kultivierte dunkel
adaptierte Mausretina (A), in von dunkel nach hell adaptierter Mausretina, behandelt mit DMSO (B) und in von
dunkel nach hell adaptierter Mausretina, behandelt mit Thiabendazol (C). D, H: Schematische Darstellung einer
Photorezeptorzellen mit Arrestin Lokalisation (griin) aus C (D) und Transducin Lokalisation (rot) aus G (H). E-
G: Immunhistochemische Lokalisation von Transducin in longitudinalen Schnitten durch eine kultivierte dunkel
adaptierte Mausretina (E), in von dunkel nach hell adaptierter Mausretina, behandelt mit DMSO (F) und in von
dunkel nach hell adaptierter Mausretina, behandelt mit Thiabendazol (G). H: Ubereinanderlagerung von A and
E. I: Ubereinanderlagerung von B und F. J: Ubereinanderlagerung von C and G. K: Differentielle
Interferenzkontrast (DIC) Aufnahme des Schnittes in C, G and J. Die Destabilisation von Mikrotubuli durch
Thiabendazol kultivierten Retinae beeintrdchtigte nicht die Translokation von Transducin zwischen Auflen- und
Innensegment wihrend der Helladaptation. Jedoch scheint die Translokation von Arrestin ins AuBlensegment
wihrend der Helladaptation teilweise gestort oder verlangsamt (C, D u. J). Retinales Pigmentepithel = RPE,
AuBensegment = OS, Innensegment = IS, duBlere Kornerschicht = ONL, duflere plexiforme Schicht = OPL.
Dunkel nach hell Adaptation (->LA), dunkel Adaptation (DA), Cytochalasin D-Behandlung (CD), Maf3balken
13,2 um.
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Nach der Studie des Einflusses von Thiabendazol auf die mit der Helladaptation assoziierten
Translokationen von Arrestin und Transducin in Photorezeptorzellen, sollte nun auch dessen
Einfluss auf die Dunkeladaptation analysiert werden. Hierzu wurden kultivierte Retinae im
helladaptierten Zustand mit Thiabendazol zur Destabilisation von Mikrotubuli in den
Photorezeptorzellen behandelt und anschlieBend dunkeladaptiert. Danach wurde die
Lokalisation von Arrestin und Transducin in behandelten und unbehandelten kultivierten
Retinae mit Hilfe der Immunhistochemie ermittelt. In unbehandelten helladaptierten Retinae
war Arrestin im AuBensegment und Transducin im Innensegment der Photorezeptorzellen
lokalisiert (Abb. 23 A u. E). Nach der Behandlung mit DMSO translocierten Arrestin und
Transducin unbeeinflusst, wie in Experimenten ohne Behandlung (Abb. 14) in das Innen-
bzw. AuBensegement der Photorezeptorzellen (Abb. 23 B u. F). Bei der Analyse der
Thiabendazol inkubierten kultivierten Retinae zeigte sich allerdings, wie auch schon nach der
Cytochalsin D-Behandlung (Abb. 18) ein dramatischer Effekt in der dunkeldaptierten
Photorezeptorzellen: Die Translokationen von Arrestin als auch Transducin sind in der
Thiabendazol behandelten Retinakultur wihrend der Dunkeladaptation unterbunden worden
(Abb. 23 C u. G). Dieses Ausbleiben der, unter Kontrollbedingungen (DMSO) stattfindenden,
molekularen Bewegungen von Arrestin und Transducin ist in den schematischen (Abb. 23 D
u. H), sowie in den fusionierten Darstellungen (Abb. 23 I bis K) verdeutlicht. Die Behandlung
der Retinakultur mit Thiabendazol, d.h. der Abbau von Mikrotubuli besonders in den
Innensegmenten von Photorezeptorzellen fiihrte zu einer Unterbindung der mit der

Dunkeladaptation verbundenen Translokationen von Arrestin und Transducin.
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Abbildung 23: Lokalisation von Arrestin and Transducin in von hell nach dunkel adaptierter
Retinakultur, behandelt mit Thiabendazol zur Destabilisation von Mikrotubuli. A-C:
Immunhistochemische Lokalisation von Arrestin in longitudinalen Schnitten durch eine kultivierte hell
adaptierte Mausretina (A), in von hell nach dunkel adaptierter Mausretina, behandelt mit DMSO (B) und in von
hell nach dunkel adaptierter Mausretina, behandelt mit Thiabendazol (C). D, H: Schematische Darstellung einer
Photorezeptorzellen mit Arrestin Lokalisation (griin) aus C (D) und Transducin Lokalisation (rot) aus G (H). E-
G: Immunhistochemische Lokalisation von Transducin in longitudinalen Schnitten durch eine kultivierte hell
adaptierte Mausretina (E), in von hell nach dunkel adaptierter Mausretina, behandelt mit DMSO (F) und in von
hell nach dunkel adaptierter Mausretina, behandelt mit Thiabendazol (G). H: Ubereinanderlagerung von A and
E. I: Ubereinanderlagerung von B und F. J: Ubereinanderlagerung von C and G. K: Differentielle
Interferenzkontrast (DIC) Aufnahme des Schnittes in C, G and J. Die Destabilisation von Mikrotubuli durch
Thiabendazol kultivierten Retinae beeintrdchtigte die Translokation von Arrestin and Transducin zwischen
AuBlen- und Innensegment wihrend der Dunkeladaptation. Retinales Pigmentepithel = RPE, Auflensegment =
OS, Innensegment = IS, duBlere Kornerschicht = ONL, dufere plexiforme Schicht = OPL. hell Adaptation (LA),
hell nach dunkel Adaptation (->DA), Cytochalasin D-Behandlung (CD), Maf3balken 13,2 pm.
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3.4 Transfektion der Retinakultur

Als Transfektion bezeichnet man das Einbringen fremden genetischen Materials in
eukaryontische Zellen. Bei Geweben wird dieser Vorgang oft auch als Transduktion
bezeichnet. Dazu gibt es verschiedene methodische Ansédtze, wie z.B. Lipofektion,
Elektroporation oder virale Transduktion. In der Regel sind neuronale, ausdifferenzierte
Zellen, wie die Photorezeptoren der adulten Retina nur schwierig zu transfizieren, das heif3t
sie nehmen externes genetisches Material nicht ohne weiteres auf, exprimieren es nicht, oder
exprimieren nur in geringem Male. In den im Folgenden vorgestellten Experimenten wurde
die zur Transfektion verwendete DNA mittels Elektroporation bzw. ballistischer Transfektion
in die Zellen der Retinakultur eingebracht. Dabei bediente man sich haufig Vektoren, die
Reportersequenzen tragen, in diesem Falle GFP (Green Fluorescent Protein), um transfizierte
Zellen identifizieren und im Preparat ansprechen zu kdnnen. Dabei ist es sogar moglich GFP-
Expression in vivo zu verfolgen. Ferner kann mit Hilfe des GFPs die Effizienz von
Transfektionen quantifiziert und bei geeigneter Auflosung eines mikroskopischen Bildes
bereits eine subzelluldre Lokalisation festgestellt werden. Um transfizierten Zellen in der
Retinakultur identifizieren zu koénnen, wurde die Fluoreszenz des eGFPs bzw. von eGFP-
Fusionsprotein unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert. Diese experimentellen Ansitze
zur Transfizierbarkeit von Zellen der Retina sollen hier ein Ausblick auf zukiinftige Vorhaben
des Gentransfers unter der Verwendung der organotypischen Retinakultur sein. Dies kann
zum Beispiel durch die Anwendung der RNAi-Technik zur Herabregulation, oder dem
Ausschalten von Genexpression genutzt werden, um die Funktion von Proteinen in Zellen der
Retina untersuchen zu kénnen. Ferner kann das gezielte Einbringen von Genkonstukten in
kultivierte Retinae aus Tiermodellen retinaler Erkrankungen zur Erprobung gentherapeutisch

wirksamer Sequenzen und MaBBnahmen dienen.

3.4.1 Transfektion von Zellen der Retinakultur mittels Elektroporation

In nachfolgend beschriebenen Experimenten, wurde die zur Transfektion verwendete DNA
mittels Elektroporation in die Zellen der organotypischen Retinakultur eingebracht. Bei der
Elektroporation wird durch Spannungspulse ein elektrisches Feld erzeugt, das Poren in der
Membran der Zielzellen hervorruft, durch die die Fremd-DNA eingeschleust werden kann.
Die Elektroporation von Retinae ex vivo wurde hier mit Materialien und nach Anleitung der
Arbeit (Matsuda & Cepko, 2004) durchgefiihrt. Eine Skizze des Versuchsaufbaus ist in
Abbildung 9 auf Seite 41 dargestellt. In den experimentellen Ansdtzen bisheriger Arbeiten
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wurden entweder Retinae von embryonalen Mausstadien transfiziert und kultiviert, oder es
wurde die Methode der in vivo Elektroporation an Augen lebender Tiere eingesetzt (Matsuda
& Cepko, 2004). In der vorliegenden Arbeit sollte die Transfektion durch Elektroporation
auch an adulten explantierten Retinae erprobt werden. Dazu wurden die Retinae von 14 Tage
alten Wildtypméusen prépariert und in der Elektroporationskammer so ausgerichtet, dass die
Stromrichtung eine Poration von Zellen auf der Seite des retinalen Pigmentepithels bevorzugt
ist. Hierbei wurde ein eGFP-Konstrukt in Zellen der Retinakultur einzubringen versucht und
anschlieBend dessen Expression tiiberpriift. In Abbildung 24 ist die Aufsicht auf eine
kultivierte Retina unter Auflicht (Abb. 24 B), sowie Fluoreszenzlicht (Abb. 24 C) dargestellt.
Unter der Anregung des Fluoreszenzlichtes waren einige eGFP-exprimierende Zellen griin
fluoreszierend im ganzheitlichen Prédparat sichtbar. Dieses Experiment zeigte somit, dass es
moglich ist, Zellen der adulten explantierten Mausretina in der organotypischen Kultur zu
transfizieren. In der Aufsicht auf das Explantat, ist allerdings nicht ersichtlich, welche
Zelltypen der Retina (z.B. Photorezeptoren oder Bipolarzellen) die DNA aufgenommen und
eGFP exprimiert haben.

scheme retinal explant impinging light

Abbildung 24: Kaultivierte Retina nach Elektroporation mit eGFP-Konstrukt. A: Aufsicht auf
Gesamtpréparat unter Auflicht. B: eGFP-Fluoreszenz in Zellen der kultivierten Retina unter Fluoreszenzlicht,
MaBbalken: 150 pm.

Nach dem erfolgreichen Test zur Transfizierbarkeit der Retina wurden nun auch cDNAs
kloniert, die Proteine in Fusion mit GFP codieren, um deren Expression zelluldr und
subzelluldr in der Retinakultur zu untersuchen. Dabei wurden z.B. GFP-Konstrukte mit
Centrin, einem in der Arbeitsgruppe Wolfrum intensiv untersuchten centrosomalen Proteins,
fiir in vivo-Interaktionsstudien hergestellt. Dabei konnten durch Elektroporation verschiedene
Zelltypen erfolgreich transfiziert werden. Zur Identifizierung von eGFP-exprimierenden

Zellen wurden ,,Whole-mount“-Pridparate von PN 11 (Abb. 25) und PN 8 (Abb. 26)
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eingebettet und Gefrierschnitte angefertigt, um die zelluldre bis subzellulire Expression
beziehungsweise Lokalisation des eGFPs bestimmen zu koénnen. In der mikroskopischen
Analyse von Schnitten elektroporierter Retinae des Alters PN 11 in Abbildung 25 B ist zu
erkennen, dass Zellen des retinalen Pigmentepithels das verwendete eGFP-Konstrukt
exprimiert haben. Das es sich bei den in diesem Experiment transfizierten Zellen um retinale
Pigmentzellen handelte, konnte aufgrund ihrer Lage in der Retina, sowie durch das

Vorhandensein von Melanosomen bestimmt werden (Abb. 25 A).

DIC eGFP-Cen 3 DAPI

Abbildung 25: Langsschnitt durch eine Retinakultur (PN 11), transfiziert durch Elektroporation mit
einem eGFP-Centrin 3-Konstrukt (A-C) Langsschnitte durch die transfizierte Retinakultur. A: Differentieller
Interferenzkontrast B: Griine Fluoreszenz des eGFP-Centrin3 Fusionsproteins in der Schicht des retinalen
Pigmentepithels. C: DAPI-Markierung der Zellkerne. In der Schicht des Pigmentepithels sind die Zellkerne
durch das Pigment bedeckt, daher kommt es in dieser Schicht zu keiner DAPI Farbung. RPE = Retinales
Pigmentepithel, OS = AuBensegment, IS = Innensegment, ONL = AuBere Kornerschicht, OPL = AuBere
plexiforme Schicht, INL = Innere Kornerschicht, GC = Ganglienzellschicht, Maf3balken: 10 pm.

In der Analyse der Schnitte einer Retinakultur des Stadiums PN 8, konnte eine Zelle als
transfiziert identifiziert werden, deren Zellkern in der dufleren Kornerschicht (Abb. 26 A, B)
lokalisiert werden konnte. Zur Kontrolle, dass es sich bei dem exprimierten Fusionsproteins
um GFP-Centrin 1 handelt, wurde der Schnitt mit dem Antikdrper pMmCl1, einem gegen
Centrin 1 generierten Antikdrper, inkubiert. Aus der Ubereinanderlagerung ded GFP-
Fluoreszenzbildes mit der sekunddren Immunfluoreszenz gegen Centrin 1, ergab sich eine
Deckungsgleichheit (Abb. 26 B bis D). Durch diese Detektion des exprimierten
Fusionsproteins, durch den Reporteranteil, sowie einer immunhistochemischen Identifikation
konnte diese Zelle als eindeutig mit dem verwendeten Konstrukt transfizierte Zelle

identifiziert werden. Aufgrund der Zellmorphologie und Lage kann es sich bei dieser Zelle
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um eine Photorezeptor- oder auch Miillerzelle handeln, deren Ausldufer sich in die innere

Kornerschicht, sowie die du3ere Kornerschicht erstrecken.

eGFP-Cen 1 pMmC1 merged

Abbildung 26: Langsschnitt durch eine Retinakultur (PN 8), transfiziert durch Elektroporation mit
eGFP-Centrin 1-Konstrukt (A-D) Léangsschnitte durch die transfizierte Retinakultur. A: Differentieller
Interferenzkontrast. B: Griine Fluoreszenz des eGFP-Centrinl Fusionsproteins in der dufleren Kornerschicht. C:
Immunhistochemische Lokalisation von Centrin 1 in einer transfizierten Retinakultur. Der Antikérper pMmC1
markiert mehrere Zellen in der dulleren plexiformen Schicht, sowie die Centrosomen der Ganglienzellschicht. D:
Ubereinanderlagerung von B und C. In der Ubereinanderlagerung der Abbildungsteile B und C zeigt sich, dass
die Fluoreszenz des Fusionsproteins sowie die Markierung des Antikdrpers in der duBleren Kornerschicht
weitestgehend kongruent sind. OS = AuBensegment, IS = Innensegment, ONL = AuBere Kornerschicht, OPL =
AuBere plexiforme Schicht, INL = Innere Kérnerschicht, GC = Ganglienzellschicht MaBbalken: 10 pm.

3.4.2 Ballistische Transfektion der Retinakultur

Zum effizienten Einbringen von Genkonstrukten in Zielzellen konnte ebenfalls eine Methode
zur ballistischen Transfektion etabliert werden, die kommerziell als Helios Gene Gun™ von
der Firma Biorad erhéltlich ist. Mithilfe dieser Gene Gun™ kdénnen mit DNA gekoppelte
Goldpartikel in Zellen geschossen werden (Tang et al., 1992). Damit kann die Hiirde des
Aufnehmens von fremder DNA iiberwunden und diese direkt in den Kern der Zielzellen
appliziert werden. Im Gegensatz zu Methoden wie der Elektroporation kénnen hiermit
weniger Zellen, diese allerdings effizient transfiziert werden (Burkholder et al., 1993). In
bisherigen Studien wurde die Gene Gun™ in Zusammenhang mit der Retina nur als Methode
zum Einbringen von verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen verwendet (Pignatelli & Strettoi,

2004; Roizenblatt et al., 2006). In der vorliegenden Arbeit wurde die Gene Gun™ erstmal zur
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Transfektion einer organotypischen Retinakultur eingesetzt. Hierzu wurden Retinae prépariert
und wie bereits beschrieben, mit dem retinalen Pigmentepithel der Kultivierungsmembran
anliegend aufgebracht, das heiflt die DNA-gekoppelten Goldpartikel wurden von der vitrealen
Seite der Retina mit der Gene Gun™ eingebracht. Eine Skizze des Versuchsaufbaus ist in
Abbildung 10 auf Seite 43 dargestellt. In der Aufsicht auf der kultivierte Retina unter
Fluoreszenzlicht ist zu erkennen, das eine Zelle mit veréstelten dentritischen Ausldufern das

eGFP-Cenl-Koinstrukt aufgenommen und exprimiert hatte (Abb. 27 A).

Starburst amacrine | serofonin containing amacrine

Abbildung 27: eGFP-Centrin 1-exprimierende Zellen der Retinakultur nach ballistischer Transfektion,
verglichen mit in vivo farbinjizierten Zellen. A, B: Fluoreszenzmikroskopische Aufsicht auf eGFP-Cenl-
exprimierende Zellen im Gesamtpriparat. C: Mikroskopische Aufnahme von Luziferase-injizierten
Amakrinzellen des Subtypus ,,Starburst“ (Vaney, 1984). D: Mikroskopische Aufnahme von Luziferase-
injizierten Amakrinzellen des serotonin-akkumulierenden Subtyps (Vaney, 1986), Mafibalken: 100 pm.

Durch den Vergleich mit publizierten Daten zur Morphologie von Amakrinzellen (Abb. 27 A
und C), ldsst sich darauf schlieBen, dass es sich hierbei um eine Amakrinzelle vom Subtyp
»Starburst™ handelt, die auch als Acetylcholin sezernierender Typ bekannt ist (Vaney, 1984).
In Abbildung 27 B ist ein weiterer Amakrinzelltyp mit charakteristischer Morphologie in der
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ballistisch transfizierten Retina markiert. Auch hier ldsst sich durch den Vergleich mit
Luziferase-injizierten Zellen fritherer Studien erschlieen (Abb. 27 B und D), dass es sich
demnach um eine Amakrinzelle de serotonin-beeinhaltenden Typs handelt (Vaney, 1986).
Nach der Beurteilung von ballistisch transfizierten Zellen in ,,Whole mount®“-Priparaten der
organotyoischen Retinakultur, wurden anschlieBend auch Gefrierschnitte der Retinae
angefertigt und diese immunhistochemisch analysiert. Dabei wurden Zellen der adulten
Retinakulturen (PN17), die mit Hilfe der Gene Gun™ transfiziert wurden, in Lingsschnitten
mit Antikorpern gegen zellspezifische Molekiile inkubiert und mittels der indirekten
Immunfluoreszenz ausgewertet. Transfizierte Zellen waren an Hand der Expression des griin
fluoreszierenden eGFP-Centrin 1-Fusionsproteins detektierbar (Abb. 28 B). Zur
Identifikationdes transfizierten Zelltyps, wurde ein Antikdrper gegen GFAP, Markerprotein
fiir Gliazellen, eingesetzt (Abb. 28 C). Die als transfizierte, durch die griine Fluoreszenz des
Fusionsproteins detektierbare Zelle, befindet sich in der Ganglienzellschicht (Abb. 28 A und
B).

eGFP-Cen 1 GFAP merged

Abbildung 28: Langsschnitt durch eine Retinakultur in der Zellen mittels der Gene Gun™ transfiziert
wurden. A: Differenzieller Interferenzkontrast der Retinakultur. B: Griine Fluoreszenz des eGFP-Centrin 1-
Fusionsproteins in der inneren plexiformen Schicht. C: Immunhistochemische Lokalisation von GFAP. D:
Ubereinanderlagerung der Teilabbildungen B und C. In der Ubereinanderlagerung der Teilabbildungen B und C
ergibt sich eine Kolokalisation des eGFP-Centrin 1-Fusionsproteins und dem Markerprotein GFAP. Daraus lisst
sich schlieBen, dass es sich bei der transfizierten Zelle um ein Astrocyte handelt. ONL = Aufere Kérnerschicht,
OPL = AuBere plexiforme Schicht, INL = Innere Kérnerschicht, IPL = Innere plexiforme Schicht, GC =
Ganglienzellschicht, Mafibalken: 10 um.
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Die in Abbildung 28 mit eGFP-Centrinl-markiete Zelle, konnte durch den zellspezifischen
Marker Anti-GFAP, als eine transfizierte Gliazelle, genauer eine Astrocyte, identifiziert
werden. In der Ubereinanderlagerung der Fluoreszenzkanile zeigte sich eine Kolokalisation
mit dem Markerprotein GFAP und der Fluoreszenz des transfizierten GFP-Fusionsproteins
(Abb. 28 D). Hierzu wurde der Schnitt am Laser Scanning Mikroskop (LSM) ausgewertet.
Durch die Moglichkeit der Ubereinanderlagerung der einzelnen Ebenen die durch am LSM
aufgenommen wurden (konfokal), konnte die transfizierte Zelle vollstindig rdumlich
rekonstruiert werden (Abb. 28 B bis D).

In den Experimenten zur ballistischen Transfektion von Retinakulturen, zeigte sich eine
zeitlich friihere Expression von markierten Konstrukten im Vergleich zur Einbringung
derselben durch Elektroporation. Eine Expression des GFP-Konstruktes konnte hier bereits
nach zwei im Vergleich zu vier bis finf Tagen nach Elektroporation in Zellen der
Retinakultur detektiert werden. Aullerdem konnten mit Hilfe der ballistischen Transfektion im

Vergleich zur elektrischen, weitere Zelltypen in der inneren Retina erreicht werden.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte ein Analysesystem fiir Wirbeltierphotorezeptorzellen
geschaffen werden, das es erlaubt, ausdifferenzierte Photorezeptorzellen auBerhalb des
Organismuses studieren zu konnen. Dazu wurde eine organotypische Gewebekultur adulter
Mausretinae etabliert und validiert, um sowohl zellbiologische Analysen an differenzierten
Photorezeptorzellen zu ermoglichen, als auch eine Grundlage fiir Gentransfers in Zellen der
organotypischen Gewebekultur zur Untersuchung zellspezifischer Proteinfunktionen zu
schaffen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, vor allem zu lichtabhingigen
Proteintranslokationen in Photorezeptorzellen sollen im Folgenden diskutiert werden. Ferner
soll in einem Ausblick, die Anwendung und Eignung der organotypischen Retinakultur zur

Identifikation von Proteinfunktionen in Photorezeptorzellen besprochen werden.

4.1 Die organotypische Kultur adulter Retinae als vitales ex vivo-
Analysesystem ausdifferenzierter Photorezeptorzellen

Die Kultivierung von Zellen findet in der Zell- und Entwicklungsbiologie, der Toxikologie,
Pharmakologie sowie vielen anderen Forschungsbereichen eine breite Anwendung und leistet
einen erheblichen Beitrag zum Verstindnis zelluldrer Prozesse. Dabei bietet sich die
Kultivierung von Zellen besonders aufgrund ihrer direkten Erreichbarkeit an. AuBerdem
konnen bei einer Kultivierung verschiedene duBerer Parameter (wie Temperatur,
Néahrmedienzusammensetzung usw.) konstant gehalten, aber auch zu experimentellen
Zwecken manipuliert werden. Zu untersuchende Substanzen konnen wihrend der
Kultivierung, ohne grolen Aufwand zu den, oder in die Zielzellen appliziert und die Effekte
meist direkt, teilweise sogar noch in den lebenden Zellen, analysiert werden. Mit Hilfe dieser
Technik koénnen Zelltypen untersucht werden, die im intakten Organismus nur schwer
zuginglich sind, wie beispielsweise Nieren- oder Ovarienzellen. Dariiber hinaus leistet die
Kultivierung von Zellen einen Beitrag zum Ersatz, beziehungsweise in der Reduktion von
Tierversuchen. Dabei lassen sich ausdifferentierte Zellen, zum Beispiel aus Tumorgewebe
ohne groflen Aufwand und fiir lange Zeit kultivieren. Allerdings konnen bei weitem nicht alle
Zelltypen auf diese Weise in Kultur studiert werden. Neuronale Zellen beispielsweise sind
vergleichsweise schwierig zu kultivieren, sie bendtigen zum Uberleben meist den Kontakt zu
ihren Nachbarzellen. So war die Untersuchung von Photorezeptorzellen in Kultur bislang nur

sehr eingeschrankt mdglich. Die hochgradig polaren und spezialisierten Photorezeptoren
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verlieren in der Primirkultur schnell ihre funktionell essentielle Kompartimentierung und
dienten deshalb in Kulturen oft nur als Modell zu Degenerationsprozessen (Fintz et al., 2003).
In der vorliegenden Arbeit konnte eine neue Methode zur Kaultivierung von
Photorezeptorzellen etabliert werden, in der diese ihre Kompartimentierung ex vivo behalten.
Vorangegangene Experimente zeigten, dass es fiir den Erhalt ausdifferenzierten
Photorezeptoren notwendig ist, diese in ihrer zellulire Umgebung zu belassen (Leveillard et
al., 2004). Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit die gesamte neuronale Retina,
zusammen mit dem retinalen Pigmentepithel kokultiviert. Die durch diese experimentelle
Strategie gewonnenen Daten zeigen -eindrucksvoll, dass diese Kokultivierung einer
Primarkultur deutlich iiberlegen ist, da die Funktionalitit von Photorezeptorzellen im
Explantat erhalten bleibt.

Die in der vorliegenden Arbeit etablierte Methode, stellt eine Weiterentwicklung
bisheriger Techniken zur Kultivierung der Retina da. Ihren Anfang nahmen Bestrebungen zur
Kultivierung der Wirbeltierretina in den 20iger Jahren des letzten Jahrhunderts, als erstmals
die Kultivierung der Retina aus Vogeln als Gewebsexplantat beschrieben wurde (Strangeways
& Fell, 1926). In spiteren Arbeiten konnten auch Kulturen der Retina aus Méusen angelegt
und gezeigt werden, dass die neonatal entnommene Retina sich nur unvollstindig ex vivo
entwickelt (Caffé et al., 1989; Germer et al., 1997). In solchen, frith nach der Geburt
entnommenen Retinae entwickeln sich die Photorezeptorzellen in der Kultur nicht zu ihrer
vollstindig kompartimentierten Form mit ausgeprigten, aus Disks aufgebauten,
AuBensegmenten. Es werden in diesen Kulturen zwar Innensegmente und die
Verbindungscilien der Photorezeptorzellen ausgebildet, allerdings kommt es nicht zur
Entwicklung von ausdifferenzierten AuBensegmenten, die fiir die Funktion der
Photorezeptorzelle in der Phototransduktion essentiell sind. Zum Studium von Molekiilen,
auch und gerade derer, die im Dienste der visuellen Signaltransduktion stehen, ist die
Kompartimentierung der Photorezeptorzelle Voraussetzung. Zur Lokalisation dieser Molekiile
in den Kompartimenten der Photorezeptorzelle, beziehungsweise um deren Austausch
zwischen Innensegment und AuBensegment untersuchen zu konnen, miissen auch
vollstindige AuBensegmente vorhanden sein. Zur Bewahrung solcher entwickelten
AulBlensegmente, ist es daher notwendig Retinae mit bereits ausdifferenzierten
Photorezeptorzellen aus élteren Tieren fiir die Kultivierung zu entnehmen. Nach bisherigen
experimentellen Ansétzen, war es jedoch lediglich fiir wenige Stunden mdglich adulte Retinae
mit differenzierten Photorezeptorzellen zu kultivieren (Ogilvie, 2001). In der vorliegenden

Arbeit wurde eine Kultivierungsmethode etabliert, die unter schonender Explantationstechnik,
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sowie durch Optimierung der Kulturbedingungen, eine Erhaltung der adulten Retina
gewdhrleistete. Hierdurch konnten Retinae von Maiusen, die im Alter von 12 bis 18 Tagen
nach Geburt entnommen wurden, erstmals fiir mehrere Tage in Kultur gehalten werden
(Reidel et al., 2006). Die funktionelle Erhaltung dieser Kulturen der adulten Retina konnte
durch Apoptosetest, sowie lichtabhdngige molekulare Bewegungen gezeigt werden. Zur
Integritit der Explantate beitragen konnte ferner eine schonende Praparation der Retinae unter
Erhaltung des ,,iberlebenswichtigen Kontaktes der Photorezeptorzellen zum retinalen
Pigmentepithel. Die Funktionalitit des retinalen Pigmentepithels in der Regeneration von
Retinal ist eine unumgingliche Voraussetzung fiir die Lichtsensitivitit der
Photorezeptorzellen. Diese auch in der Retinakultur erhaltene Lichtsensitivitit der
Phohotrezeptorzellen, soll im néchsten Abschnitt ausfiihrlicher beschrieben werden. Mdglich
wurden solche Experimente durch die Installation einer Beleuchtungsapparatur im Inkubator
mit tageslichtdhnlichem Lichtspektrum und zyklischer Belichtung. So konnte wihrend der
Kultivierung, der fiir die Physiologie der Retina wichtige natiirliche Lichtwechsel, wie er auch
in der Tierhaltung angewendet wird, simuliert werden. Zur Anfertigung der Explantate der
Retina, wurde diese flachig mit dem retinalen Pigmentepithel auf der Kultivierungsmembran
ausgebreitet. Durch diesen Arbeitsschritt konnte eine gute Haftung des Explantats auf der
Membran und eine geringe mechanische Beanspruchung der fragilen Photorezeptorzellen
gewihrleistet werden. Bei den so priparierten Retinaexplantaten fungiert die fiir das Medium
durchlédssige Membran, als eine Art kiinstliche Sclera und Choroidea zugleich, die schiitzt
und stidndigen Kontakt mit dem Nihrmedium gewaihrleistet. Im Gegensatz zur ,,Eyecup®-
Methode, bei der die Retina tatsdchlich mit Sclera und Choroidea im Augenbecher kultiviert
wird, kann bei der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Methode das Nidhrmedium die
Retina sowohl von der scleralen, wie auch vitrealen Seite versorgen. Dem gegeniiber ist bei
der ,,Eyecup“-Kultur die Retina nur von der vitrealen Seite, also vornehmlich nur die
Ganglienzellen, erreichbar. Vor allem aber fiir Experimente, in denen Photorezeptorzellen
untersucht werden und fiir direkt Manipulationen (beispielsweise bei Gentransfers) erreichbar
sein miissen, bietet sich die in dieser Arbeit beschriebene Retinakultur an.

Die wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, optimiert kultivierten adulten Retinae,
lieferten zumindest im lichtmikroskopischen Bild einen nicht vom frisch entnommenen
Gewebe zu unterscheidenden Erhaltungszustand auf morphologischer Ebene. Um auch eine
Aussage iiber die Vitalitit der retinalen Zellen der Kultur treffen zu konnen, wurde ein
Apoptosetest an Schnitten der Retinakultur durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieses ,,TUNEL-

Assays* zeigen, dass es bei der Kultivierung einer, aus einem 14 Tage alten Tier
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entnommenen Retina, nach einem Tag in Kultur, zu fast keinem apoptotischen Ereignis in der
Retina kommt. Ferner konnte auch in den ersten drei Tagen der Kultivierung nur eine sehr
geringe Apoptose Rate festgestellt werden. Nach sieben Tagen in Kultur ist allerdings ein
starker Anstieg in der Anzahl apoptotischer Zellen festzustellen gewesen. Es ist bekannt, dass
allein schon das Durchtrennen des Sehnervs zu einem vermehrten Absterben der
Ganglienzellen in der Retina fiihrt (Heiduschka et al., 2004). Obwohl die Zellen der duBeren
Retina nicht durch die Abtrennung des optischen Nervs geschéddigt werden sollten (Beazley et
al., 1987; Mosinger et al., 1998), scheint es aber fiir die Vitalitat der Zellen der inneren Retina
wichtig zu sein, neuronale Information aus den Photorezeptorzellen zu erhalten (Pavlidis et
al., 2000; Marco-Gomariz et al., 2006). Aus diesem Grunde scheint es fiir die Erhaltung der
gesamten Retina wichtig zu sein speziell die Photorezeptorzellen durch den Kontakt zum
Pigmentepithel, als auch zyklischer Belichtung in Kultur, in einem der in vivo-Situaton-nahen,
physiologischen Umfeld zu halten. Als Resultat der Apoptosetests der vorliegenden Arbeit
bleibt, dass es moglich ist, die adulte Retina mit differenzierten Photorezeptoren zumindest
fiir den Zeitraum von 3-4 Tagen in einem nahezu von Apoptose freien Zustand zu kultivieren.
Dies ergibt fiir verschiedenste experimentelle Ansidtze ein Zeitfenster beispielsweise fiir
Gentransfers von etwa fiinf Tagen.

Zur Uberpriifung der physiologischen Aktivitit der Retina, werden am intakten
Organismus in der Regel Elektroretinogramme (ERG) aufgezeichnet. Da diese
Untersuchungsmethode  bzw.  elektrophysiologische  Ableitungen an  einzelnen
Photorezeptorzellen in der kultivierten Mausretina nicht, oder nur sehr schwierig
durchzufiihren sind, wurden zur Uberpriifung der physiologischen Aktivitit der
Photorezeptoren in der Retinakultur, lichtabhingige Proteintranslokationen analysiert. Dazu
wurden in der vorliegenden Arbeit die vom Lichtzustand abhéngigen Verteilungen der
Signaltransduktionskomponenten Transducin und Arrestin in der Mausretina ex Vivo
untersucht und mit der in vivo-Situation verglichen. Diese lichtabhdngigen molekularen
Bewegungen wurde ebenfalls in einer Guanylylzyklase knock-out Maus in Vvivo
herangezogen, um die wiederhergestellte Aktivitdt von Photorezeptorzellen nach Transfektion
der Guanylylzyklase zu verifizieren (Haire et al., 2006). Die Translokationen von Arrestin
und Transducin werden somit als ,,Marker* fiir die Funktionalitdt der Phototransduktion in
Photorezeptorzellen angesehen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit demonstrieren, dass
die fiir lebende Tiere beschriebenen Translokationen von Arrestin und Transducin
(Broekhuyse et al., 1985; Brann & Cohen, 1987; Philp et al., 1987; Whelan & McGinnis,
1988), auch in der kultivierten adulten Retina stattfinden (Reidel et al., 2006). Die Prozesse
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der Adaptationen, beziechungsweise subzelluldren Verteilungen der Proteine, zeigen
Endpunkte, die nicht von den in vivo beobachteten zu unterscheiden sind. Diese
Uberpriifungen lichtabhéingiger molekularer Bewegungen in Photorezeptorzellen ex vivo,
weisen darauthin, dass es sich bei der organotypischen Kultur adulter Mausretina um ein
weiterhin physiologisch aktives Gewebe handelt. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
etablierte und beschriebene Retinakultur von adulten Méiusen stellt somit eine neue
experimentelle Grundlage dar, photorezeptorspezifische Fragestellungen, wie die bisher nicht
ndher untersuchbaren Phédnomene der lichtabhingigen Translokationen, mit einer neuen
Zuginglichkeit unter gleichzeitiger Funktionserhaltung der Photorezeptorzellen zu studieren.
Die Ergebnisse zur Behandlung der organotypischen Retinakultur mit das Cytoskelett
beeinflussenden Substanzen zeigen dariiber hinaus, dass pharmakologische Applikationen in
der Retinakultur in Konzentrationen wirken konnen, wie sie auch erprobt in
Zellkulturexperimenten wirksam sind (Pisano et al., 2000). In dhnlichen Experimenten an
Kaulquappen des Krallenfrosches, musste zur nachweisbaren Wirksamkeit von
Pharmakologischen Stoffen mit weitaus hoheren Konzentrationen gearbeitet werden (Peterson
et al., 2005). Durch die Verwendung der organotypischen Retinakultur kann folglich auf die
Belastung von lebenden Organismen mit Substanzen in schidigenden Konzentrationen

verzichtet werden.

4.1.1 Beitrag der Retinakulturtechnik zum Ersatz und der Reduktion von
Tierversuchen, sowie zur Verminderung von Schmerzen und

Leiden bei Versuchstieren

Bisherige Systeme zur Analyse von Photorezeptorzellen ex vivo basierten entweder auf
Photorezeptoren aus disoziierten Retinae, die allerdings ihre Kompartimentierung in Innen-
und AuBlensegment in Zellkultur verloren, oder embryonalen Retinae, die keine vollstindige
Entwicklung (z.B. keine Aullensegmente) der Photorezeptorzellen in Gewebekultur erlangten.
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit etablierte organotypische Retinakultur aus juvenilen
bis adulten Stadien von Wirbeltieren stellt, abgesehen von in vivo-Experimenten, die einzige
Moglichkeit zur Analyse von voll differenzierten Photorezeptorzellen in ihrem natiirlichen
zelluldaren Umfeld dar. Die adulte organotypische Retinakultur ist daher die einzige
experimentelle Alternative zu Tierversuchen in der Analyse von zellbiologischen und
molekularen Prozessen in und an der intakten Photorezeptorzelle. Dabei zeigt sich die

organotypische Retinakultur aus adulten Méusen, als ein vitales System mit geringer Anzahl
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an apoptotischen Zellen. Der positive Nachweis lichtabhéngiger molekularer Translokation in
Photorezeptorzellen der Retinakultur verweist zudem auf einen, der mit der in vivo-Situation
vergleichbaren physiologischen Zustand. Im Gegensatz zum intakten Auge in vivo, erweilt
sich die Retinakultur als leicht zugédngliches System zur Untersuchung des Einflusses von
pharmakologischen Substanzen auf retinale Zellen und deren physiologische Prozesse. In der
vorliegenden Arbeit konnte bereits die erfolgreiche Anwendung von pharmakologischen
Substanzen in grundlegenden zellbiologischen Experimenten an Photorezeptorzellen gezeigt
werden. Damit kann die organotypische Retinakultur auch zur Erprobung therapeutischer
Pharmaka wertvolle Erkenntnisse zur Wirkungsweise auf Photorezeptorzellen liefern und
damit eine Reihe von Tierversuchen unnétig machen. In einem experimentellen Ausblick der
vorliegenden Arbeit konnten erste Belege erbracht werden, dass die Retinakultur auch zur
Einbringung genetischen Materials in retinale Zellen dienen kann und somit fiir Gentransfers
zur Grundlagenforschung, sowie auch fiir grundlegende Gentherapieevaluationen an
Photorezeptorzellen geeignet ist. Ahnliche Experimente unter Verwendung der auch im
Rahmen der vorliegenden Arbeit an der organotypische Retinakultur angewandten
Elektroporationstechnik, wurden auch schon am lebenden Tier (in vivo) durchgefiihrt
(Matsuda & Cepko, 2004). Dabei wurden die Gentransfers in retinale Zellen durch subretinale
Injektion in Verbindung mit Elektroporation erreicht. Die Arbeit mit der organotypischen
Retinakultur hingegen kann solche Experimente am lebenden Tier ersetzen und damit, das
Leiden und Schmerzen von Tieren, hervorgerufen durch Injektionen und die elektrische
Behandlung, vermeiden. In der Retinakultur konnen verschieden Methoden des Gentransfers
vergleichend und reproduzierbar angewandt werden, sowie Strategien zu gentherapeutischen
MaBnahmen evaluiert werden. Die Retinakulturtechnik kann damit, neben ihren Vorteilen in
Handhabung und Zuginglichkeit fiir Photorezeptorzellen, einen erheblichen Beitrag als

Alternative bzw. zur Reduktion von Tierversuchen leisten.
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4.2 Lichtabhangige Translokationen von Transducin und Arrestin
in Photorezeptorzellen

Zur Adaptation des Auges an verschiedene Helligkeiten existiert eine Vielzahl von
Adaptationsprozessen, von denen einige bereits in der Einleitung dieser Arbeit beschrieben
wurden. Neben diesen, wird auch die lichtabhéngige Translokation von Proteinen der
visuellen Signalkaskade diskutiert, im Dienste einer langzeitlichen Anpassung auf Ebene der
Verteilung dieser Proteine in Kompartimenten der Photorezeptorzelle zu stehen (Burns &
Arshavsky, 2005). Bisher konnte bei Wirbeltieren eine lichtabhéngig Translokation von
Proteinen in Photorezeptorzellen fiir Arrestin, Transducin und Recoverin nachgewiesen
werden (Broekhuyse et al., 1985; Brann & Cohen, 1987; Philp et al., 1987, Whelan &
McGinnis, 1988; Strissel et al., 2005). In helladaptierten Photorezeptorzellen befindet sich
Arrestin im AuBensegment und im dunkeladaptierten im Innensegment. Transducin und
Recoverin hingegen sind im Dunkeln im Auflensegment und im Hellen im Innensegment der
Photorezeptoren lokalisiert. In der vorliegenden Arbeit wurden die molekularen Bewegungen
von Arrestin und Transducin untersucht. Dabei konnten die lichtabhingigen Translokationen
der beiden Proteine auch in den Photorezeptorzellen der organotypischen Retinakultur
bestitigt  werden. In  physiologischer  Hinsicht dienen die lichtabhéngigen
Konzentrationsdnderungen von Arrestin und Transducin in Photorezeptorkompartimenten
wohl einerseits der Verstarkung des Signals bei geringer Lichtintensitit, als auch andererseits
einer effektiven Abschaltung der Kaskade bei hoher Lichtintensitit (Elias et al., 2004). Eine
solche Adaptation wiirde dem Schutz der Photorezeptorzellen vor schddlichen Lichtmengen,
als auch der Erhaltung der Sensitivitdt bei verschiedenen Intensititen dienen. Obwohl die
Verbindung der lichtabhdngigen Proteinverteilungen mit physiologischer Adaptation der
Photorezeptorzellen offensichtlich erscheinen, konnte der experimentelle Beweis dafiir noch
nicht in letzter Konsequenz erbracht werden (Strissel et al., 2004). Eine direkte Korrelation
von Translokation und physiologischer Auswirkung konnte bisher nur fiir Transducin durch
lichtabhdngige  Lokalisation  dieses = Proteins  in  Photorezeptorzellen = nach
elektroretinographischen Messungen nachgewiesen werden (Sokolov et al., 2002). Da es sich
bei den Translokationen von Arrestin und Transducin um physiologische Antworten auf
unterschiedliche Lichtintensititen handelt, spricht das Auftreten dieser molekularen
Bewegungen in den Photorezeptorzellen der organotypischen Retinakultur, wie sie in der
vorliegenden Arbeit beobachtet werden konnten, fiir eine erhaltene Funktionalitét ex vivo.
Abgesehen von den funktionellen Uberlegungen, wird die Frage nach der zelluliren

Bewerkstelligung dieser lichtabhingigen molekularen Bewegungen gestellt. Obgleich das
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Phédnomen bereits vor ca. 20 Jahren beobachtet wurde (Broekhuyse et al., 1985; Brann &
Cohen, 1987; Philp et al., 1987, Whelan & McGinnis, 1988), konnten die zelluldren
Mechanismen, die Grundlage dieser Translokationen zwischen dem Innensegment und
AuBensegment sind, nach wie vor nicht aufgeklart werden, bzw. konnte noch keine
umfassende Theorie fiir die reversiblen und gegensitzlich ablaufenden Translokationen
aufgestellt werden. In diesem Zusammenhang werden sowohl aktive, mit Motorproteinen
assoziierte Transportvorginge, als auch passive, der Diffusion und Kompartimentbindung
unterliegende Mechanismen diskutiert (zusammengefasst in Strissel et al., 2004). Um einen
Hinweis auf die beteiligten Prinzipien zu erhalten, wurde in der vorliegenden Arbeit die
Notwendigkeit von Cytoskelettelementen fiir die molekularen Bewegungen von Arrestin und
Transducin in Photorezeptorzellen der organotypischen Retinakultur tiberpriift. Dabei wurde
eine Abhingigkeit der mit der Dunkeladaptation verbundenen Translokationen von
Aktinfilamenten als auch Mikrotubuli festgestellt. Von der Aufkldrung der Prinzipien hinter
den Proteinbewegungen in der Photorezeptorzelle erhofft man sich neue Erkenntnisse zur
funktionellen Kompartimentierung von Proteinen in Zellen iiberhaupt (Calvert et al., 2006).
Die genannten Translokationsphdnomene wurden in jlingerer Zeit auch auf die
Geschwindigkeiten dieser molekularen Bewegungen widhrend der Dunkel-, bzw.
Helladaptation untersucht. Dabei erhoffte man sich {iber die gemessenen Kinetiken,
Aufschliisse zu den beteiligten Mechanismen zu erhalten. In solchen Untersuchungen wurden
immunhistochemische (Peterson et al., 2003; Elias et al., 2004) als auch proteinbiochemische
Methoden (Sokolov et al., 2002; Strissel et al., 2006) angewandt. Dabei entstanden leicht
abweichende Ergebnisse fiir die gemessenen Geschwindigkeiten der molekularen
Bewegungen von Arrestin und Transducin. Dies konnte zum einen an unterschiedlichen
Empfindlichkeiten der eingesetzten Methoden, als auch an leichten Unterschieden in den
Photorezeptorzellen der untersuchten Tiere (Maus, Ratte, Krallenfrosch) liegen. Trotz dieser
im Detail abweichenden Ergebnisse, stimmen die Arbeiten iiberein, dass die mit der
Helladaptation verbundenen Translokationen von Arrestin und Transducin schneller ablaufen,
als die wéhrend der Dunkeladaptation auftretenden. Dies gibt einen Hinweis auf vielleicht
unterschiedliche Prinzipien hinter den mit der Dunkeladaptation, zu den mit Helladaptation
verbundenen molekularen Bewegungen. Auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen
durch eine Cytoskelettabhingigkeit der Translokationen von Arrestin und Transducin
vornehmlich wéhrend der Dunkeladaptation auf unterschiedliche Prozesse im Hellen und
Dunkeln hin. In einer kiirzlich erschienen Arbeit, wurde versucht sich dem Phinomen der

molekularen Bewegungen von Arrestin und Transducin unter Annahme und Beriicksichtigung
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der Diffusionskrifte in Photorezeptorzellkompartimenten mit Hilfe eines mathematischen
Modells zu ndhern (Calvert et al., 2006). Dabei geht man von einer in verschiedener Hinsicht
idealisierten Photorezeptorzelle aus, in der die Geschwindigkeit der genannten
Translokationsprozesse vor allem von der GroBe der Kompartimente und der darin
enthaltenen Widerstinde abhédngig ist. Dieses Modell unter Annahme diffusionsabhéngiger
Translokationen kann allerdings nicht den Umstand erkléren, dass wihrend der Helladaptation
die molekularen Bewegungen von Arrestin und Transducin in und aus beiden
Hauptkompartimenten der Photorezeptorzellen schneller ablaufen, als wihrend der
Dunkeladaptation. Da doch die Widerstdnde fiir Hin- und Riickbewegung, beispielsweise
durch das mit Disks dicht gepackte AuBensegment gleich sein sollten. Welche
Transportmechanismen fiir solch unterschiedliche Geschwindigkeiten im selben
Kompartiment verantwortlich sein kdnnten, gilt es noch zu kléren.

In der vorliegenden Arbeit wurden diese offenen Fragen durch ein neu etabliertes
System zur zellbiologischen Analyse von Photorezeptorzellen, der organotypischen Kultur
adulter Retinae, experimentell angegangen. In den initialen Studien dieser Arbeit konnte die
Eignung der Gewebekultur fiir lichtabhiingige Untersuchungen an Photorezeptorzellen durch,
die auch ex vivo stattfindenden Translokationen der genannten Proteine, gezeigt werden. Nun
sollte unter Zuhilfenahme externer Beeinflussung versucht werden diese Translokationen in
der Photorezeptorzelle ndher zu analysieren. Dabei bietet sich die Retinakultur an, um bereits
allgemein anerkannte Zellkulturtechniken auch zur Manipulation von Photorezeptorzellen
anzuwenden. Auf der Suche nach den Prinzipien und den molekularen Mechanismen hinter
den lichtabhidngigen Bewegungen von Arrestin und Transducin, werden passive
Translokationen auf Grundlage der Diffusion, als auch aktive Transporte mit der Hilfe von
Motorproteinen diskutiert (Nair et al., 2005a; Calvert et al., 2006; Marszalek et al., 2000;
McGinnis et al., 2002; Peterson et al., 2005). Das Zellskelett stellt die ,,Stralen* dar, die von
Motorproteinen zum Transport von Proteinen, Proteinkomplexen oder Vesikeln genutzt
werden. Zur Untersuchung der Theorie eines aktiven Transports, wurde die Notwendigkeit
von Zellskelettelementen fiir die Bewegungen von Arrestin und Transducin in der
vorliegenden Arbeit untersucht. Die Ergebnisse dazu sollen im folgenden diskutiert werde. Es
sei noch vorangestellt, dass Motorproteine fiir ein Zellskelettelement und auch die Richtung
des Transportes spezifisch sind (Welte, 2004). Deswegen ist bei einem moglichen aktiven
Transport davon auszugehen, dass flir Hin- und Riicktransport desselben Proteins durch die
gesamte  Photorezeptorzelle unterschiedliche Motoren, oder auch Mechanismen

verantwortlich sein sollten.
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4.2.1 Die Translokationen von Arrestin und Transducin wahrend der
Dunkeladaptation in Photorezeptorzellen sind vom Cytoskelett
abhangig

Trotz der lange Zeit bekannten lichtabhéngigen Translokationen von Arrestin und Transducin

in Photorezeptorzellen (Broekhuyse et al., 1985; Brann & Cohen, 1987; Philp et al., 1987;

Whelan & McGinnis, 1988), konnten die zugrunde liegenden molekularen Prozesse und

Mechanismen dieser Bewegungen noch nicht entschliisselt werden. In diesem Zusammenhang

wurden bereits aktive als auch passive Bewegungen dieser an der Signaltransduktion

beteiligten Proteine diskutiert (Marszalek et al., 2000; McGinnis et al., 2002; Strissel et al.,

2004; Peterson et al., 2005; Nair et al., 2005a; Calvert et al., 2006). Um einen Hinweis auf die

beteiligte Mechanismen zu erhalten, wurde in der vorliegenden Arbeit die Abhéngigkeit vom

Cytoskelett der lichtabhingigen Translokationen von Arrestin und Transducin in

Photorezeptorzellen untersucht. Dies wurde erst moglich durch die Zuginglichkeit von

Photorezeptorzellen in der organotypischen Kultur adulter Retinae. Dabei wurden das

Zellskelett beeinflussende Substanzen in der Kultur zur Destabilisation von Aktinfilamenten

und Mikrotubuli eingesetzt und anschliefend die lichtabhéngigen Verteilungen von Arrestin

und Transducin beobachtet.

Zunidchst soll hierzu auf die Abhédngigkeit dieser Translokationen von
Aktinfilamenten, durch deren Destabilisation mit Cytochalasin D eingegangen werden.
Voraussetzend dafiir wurde die Wirkung von Cytochalasin D (Casella et al., 1981; Schliwa,
1982), auf Aktinfilamente in Photorezeptorzellen in der vorliegenden Arbeit {iberpriift.
Cytochalasin D wurde bereits vielfach in Studien zur Analyse von F-Aktin-assozierten
Zellfunktionen, speziell auch in Photorezeptorzellen angewandt (O'Connor & Burnside, 1981;
Williams et al., 1988; Vaughan & Fisher, 1989; Vaughan et al., 1989). Auch in der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass vor allem die Aktinfilamente in den
Innensegmenten der Photorezeptorzellen durch Cytochalasin D destabilisiert wurden, aber F-
Aktin in unzugénglichen bzw. starren Strukturen, wie der Membrana limitans externa erhalten
blieb. Dies bedeutet, dass nach der Behandlung der Photorezeptorzellen mit Cytochalasin D
ein Teil des F-Aktins nicht mehr filir zelluldre Funktionen zur Verfiigung steht. In den so
behandelten Retinae zeigte sich eine unbeeinflusste Translokation von Arrestin und
Transducin wihrend der Helladaptation der Photorezeptorzellen. Dies weist darauf hin, dass
es sich bei diesen beiden molekularen Bewegungen, von Arrestin ins AuBlensegment und
Transducin ins Innensegment, um von Cytochalasin D-destabilisierbaren Aktinfilamenten

unabhingige Prozesse handelt. Bei umgekehrter Versuchsanordnung, sprich der Analyse der
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mit der Dunkeladaptation assoziierten Translokationen, sind unter Cytochalasin D-Einfluss
die Bewegungen beider Proteine unterbunden. Diese Resultate zeigen eine Beteiligung von F-
Aktin an der Translokation von Arrestin in das Innen- und der von Transducin in das
AuBensegment der Photorezeptorzelle. Dabei konnten Aktinfilamente als Transportwege fiir
Myosine, als auch in direkter Interaktion in einer Art ,, Tretmiihlen“-Effekt diese Transporte
gewdhrleisten. Eine direkte Bindung von Arrestin oder Transducin an Aktinfilamente konnte
jedoch bisher noch nicht gezeigt werden.

In einer vergleichbaren Studie an Xenopus laevis wurde ebenfalls die Beteiligung des
Aktincytoskeletts an den Translokation von Arrestin und Transducin unter Einsatz von
Cytochalasin D (Peterson et al., 2005) untersucht. Dabei wurden durch die systemische
Applikation von Cytochalasin D, die Aktinfilamente in den Photorezeptorzellen von
Kaulquappen destabilisiert. In den so behandelten Kaulquappen von Xenopus konnte nach
Destabilisierung des F-Aktins durch Cytochalasin D, widhrend der Dunkeladaptation eine
beeintrachtigte Translokation von Transducin in das AuBensegment festgestellt werden.
Dieses Ergebnis deckt sich mit dem Resultat, das in der organotypischen Retinakultur von
Miusen gewonnen wurde. Allerdings konnte in der vorliegenden Arbeit ebenso eine
Beeintriachtigung der Arrestin Translokation unter F-Aktin-Destabilisation festgestellt
werden. Dabei unterblieben nach dem Einsatz des Zellgiftes in den Photorezeptorzellen
kultivierter Retinae die Arrestin und Transducin Translokationen wihrend der
Dunkeladaptation. Diese zu Xenopus leicht unterschiedlichen Befunde kénnten zum einen das
Resultat unterschiedlicher zelluldrer Strukturen in Photorezeptorzellen von Xenopus und
Maus sein. Zum anderen, konnten auch abweichende experimentelle Bedingungen einen
Unterschied in der Wirksamkeit der eingesetzten Cytoskeklett-beinflussenden Substanzen
ausmachen.

In den an Kaulquappen durchgefiihrten Experimenten, wurde Cytochalasin D
systemisch appliziert, das heifit die Substanz wurde dem Wasser, in dem die Tiere gehalten
wurden, zugesetzt (Peterson et al., 2005). Allerdings ist bei dieser Art der Verabreichung
schwierig zu bestimmen, in welcher Konzentration tatsdchlich das Cytochalasin D in den
Photorezeptorzellen wirken kann. Weiterhin konnen, durch die Wirkung von Cytochalasin D
auf andere Zellsysteme und Gewebe des behandelten Organismus, auch sekundére Effekte,
z.B. auf Akkomodation oder Irisbewegungen (Wiederholt et al., 1997), nicht ausgeschlossen
werden. In der vorliegenden Arbeit wurden die das Cytoskelett beeinflussenden Substanzen
direkt in das Ndhrmedium der organotypischen Retinakultur appliziert. Hierbei kann der

Einfluss auf weitere Gewebe selbstverstdndlich ausgeschlossen werden. Weiterhin konnen in
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der Retinakultur die Photorezeptorzellen sehr viel unmittelbarer von der applizierten Substanz
erreicht werden, da diese hier dem Medium exponiert vorliegen. Hierbei kann also nahe dem,
in Zellkulturen erprobten, Optimum der Wirksamkeit der eingesetzten Substanz gearbeitet
werden. Die hierzu notwendigen Konzentrationen sind dabei, um GroBenordungen geringer,
als bei systemischer Applikation, die zudem einen Tod der Versuchstiere zur Folge hatte
(Peterson et al., 2005).

Wie bereits angedeutet, konnten Unterschiedliche Ergebnisse zur Notwendigkeit von
Cytoskelettelementen fiir die Translokationen von Arrestin und Transducin, auch auf einer
unterschiedlichen zelluldren Struktur und Morphologie von Photorezeptorzellen des Xenopus
und der Maus basieren. Obwohl Photorezeptorzellen von Amphibien und Sdugetieren einen
im Wesentlichen iibereinstimmenden Bauplan aufweisen, gibt es doch gruppenspezifische
Unterschiede in den Dimensionen und dem subzelluldren Aufbau von Kompartimenten. So
sind die Photorezeptoren der Amphibien gréBer und zeigen einen etwa zehnfach gréferen
Durchmesser im  Vergleich mit  Sdugerphotorezeptoren.  Allerdings ist das
Photorezeptorcilium, das die Kompartimente Innen- und AuBlensegment miteinander
verbindet in der amphibischen Photorezeptozelle kiirzer als in Photorezeptoren der Sdugetiere.
Solche Unterschiede in den Dimensionen der Photorezeptorkompartimente haben wohl auch
eine Bedeutung fiir die unterschiedlichen Arrangements von Cytoskelettelementen und auch
unterschiedliche  Bedingungen fiir  Diffusionsvorginge in den  verschiedenen
Photorezeptortypen. Beispielsweise existieren in den FEinschniirungen der Xenopus
AuBensegmente Mikrotubulibiindel (Eckmiller, 2000), die so nicht in den Aullensegmenten
von Sdugerphotorezeptoren zu finden sind. Zurlick zu den Ergebnissen der beeintrachtigten
Translokationen von  Arrestin  und Transducin in Cytochalsin  D-behandelten
dunkeladaptierenden Photorezeptorzellen stellt sich nun die Frage, welche Rolle das
Aktincytoskelett bei den Translokationen spielen konnte. Ein moglicher Mechanismus unter
Beteiligung des Aktincytoskeletts liegt in der typischen, dynamischen Instabilitit des
Aktinnetzwerks. Darunter versteht man das unterschiedlich schnelle Wachstum an den beiden
Enden des Aktinfilaments, das in einer Art Tretmihleneffekt das ,,Wandern® des Filaments
bedingt (Bonder et al., 1983; Theriot, 1997). Bei einer moglichen direkten oder indirekten
Assoziation von Arrestin oder Transducin mit F-Aktin, konnten diese liber einen solchen
Mechanismus transportiert werden. Allerdings konnten bisher keinerlei direkte Interaktionen
von F- oder G-Aktin mit Arrestin oder Transducin nachgewiesen werden.

Die typischerweise mit dem Aktincytoskelett verbundenen Motorproteine in der Zelle,

sind die Mysoine. Die molekularen Motorproteine der Myosingruppe bewegen sich entlang
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der Aktinfilamente zum Transport von Zellbestandteilen und auch im Dienste der Ausrichtung
und Bewegung von Aktinfilamenten in der (neuronalen) Zelle (Brown & Bridgman, 2004). In
Photorezeptorzellen von Drosophila konnte eine Beteiligung eines Myosins, des
unkonventionellen Myosin III (NINAC) an der Translokation von visuellem Arrestin 2 (Lee
& Montell, 2004), als auch dem visuellen G(q)-alpha-Protein (Cronin et al., 2004), iiber die
Aktinfilamente in den Microvilli der Rhabdomere beschrieben werden. In der
Vertebratenphotorezeptorzelle ist Myosin III im Innensegment und vor allem den Kroénchen-
Fortsdtzen (Calicae) der Photorezeptorzellen lokalisiert (Dosé et al., 2003). Diese Ergebnisse
verweisen auf eine weitere Moglichkeit in der Arrestin- und Transducintranslokation, den
aktiven Transport. Hierbei werden Proteine als Fracht iiber (Aktine)-assoziierte Motorproteine
in Zellkompartimente gebracht. Die Familie der Myosine ist die typische mit Aktinfilamenten
verbundene Motorproteinklasse aus der einige auch in Photorezeptorzellen exprimiert werden,
wie z.B. Myosin II, Illa und VIla (Williams & Roberts, 1992; Dosé & Burnside, 2002; El
Amraoui et al., 1996). In der vorliegenden Arbeit sollte tiberpriift werden, ob die Myosine,
Myosin II und VIla in die Translokationen von Arrestin und Transducin involviert sind. Das
konventionelle, nicht-muskuldre Myosin der Klasse II, konnte in elektronenmikroskopischen
Studien im apikalen Bereich des Verbindungsciliums der Photorezeptorzelle lokalisiert
werden (Williams & Roberts, 1992; Williams et al., 1992). Mit der Hilfe eines fiir Myosin II
spezifischen Inhibitors, sollte nun die Beteiligung von nicht-muskuldrem Myosin II an der
lichtabhédngigen Translokation von Transducin untersucht werden. Dazu konnte in der
vorliegenden Arbeit unter Verwendung der organotypischen Retinakultur keine
Beeintriachtigung der Translokation von Transducin nach Myosin II-Inhibition festgestellt
werden. Die lichtabhingige molekulare Bewegung von Transducin fand auch in der mit dem
Hemmstoff behandelten Retina statt.

Nach dem gezeigt werden konnte, dass Myosin II an der Translokationen von
Transducin unbeteiligt zu sein scheint, sollte nun ein weiteres prominentes Myosin in
Photorezeptorzellen, Myosin VIla auf eine mogliche Rolle bei den Translokationen tiberpriift
werden. Myosin VIla konnte bereits als mitverantwortlich fiir den cilidren Transport von
Opsin ins AuBlensegment der Photorezeptorzelle ermittelt werden (Liu et al., 1999; Wolfrum
& Schmitt, 2000). Zur Untersuchung der moglichen Funktion von Myosin VIla bei
lichtabhidngigen molekularen Bewegungen in der Photorezeptorzelle, wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit eine Myosin Vlla defizienten Mausmutante analysiert, die so genannte
shaker-1-Maus (Gibson et al., 1995). Hierbei wurden Adaptationsexperimente mit shaker-1-

Maiusen durchgefiihrt, um die Notwendigkeit von funktionellem Myosin VIla fiir die
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Translokation von Arrestin als auch von Transducin zu analysieren. Die Ergebnisse dieser
Experimentreihe zeigen, dass auch Myosin VIla nicht unmittelbar an den lichtabhingigen
Translokationen der beiden Proteine beteiligt ist. In den Analysen der shaker-1-Retinae
konnte kein qualitativer Unterschied in der Verteilung von Arrestin und Transducin nach
Hell-, wie auch Dunkeladaptationen im Vergleich zur Wildtypretina festgestellt werden.
Aufgrund der dabei gewonnen Ergebnisse fiir die beiden untersuchten Myosine, konnte die
Frage nach einem aktiven Transport der Signaltransduktionskomponenten Arrestin und
Transducin in Photorezeptorzellen, fiir die hier betrachteten Myosine nicht beantwortet
werden.

Dies konnte bedeuten, dass Myosine nicht beteiligt sind, aber auch dass
moglicherweise ein in dieser Arbeit bisher nicht in Betracht gezogenes Myosin verantwortlich
fiir den Transport ist. Bislang konnte in Photorezeptorzellen die Expression von drei weiteren
unkonventionellen Myosinen nachgewiesen werden. Dazu gehort das bereits angesprochene
Myosin Illa, welches sowohl in Photorezeptorzellen des Xenopus (Lin-Jones et al., 2004), der
Maus (Walsh et al., 2002) und des Felsenbarsches (Dosé et al., 2003) nachgewiesen werden
konnte. Von Myosin Illa ist neben seiner Motoraktivitit auch eine Funktion als Kinase
bekannt. In den Invertebraten, Drosophila (Lee & Montell, 2004), als auch Limilus (Battelle,
2002), wurde eine Beteiligung von Myosin III (bei Drosophila auch NINAC genannt) an
Adaptationsprozessen der Photorezeptorzellen aufgezeigt. Allerdings konnte bislang keine
Motoraktivitét fiir Myosin III in Invertebraten nachgewiesen werden (Dosé et al., 2004). Im
Gegensatz dazu konnte in einer transgenen Expressionsstudie von Myosin Illa in Xenopus
eine Verldngerung der Calicae-Strukturen im apicalen Bereich der
PhotorezeptorauBBensegmente beobachtet werden. Dabei erhohte sich die Anzahl von
Aktinbiindeln in diesen Calycaes. Dies ldsst darauf schliefen, dass Myosin Illa cher eine
strukturgebende, als eine intersegmentale Transportfunktion in Photorezeptorzellen besitzt
(Lin-Jones et al., 2004; Strissel et al., 2004). Durch diese spezifische Lokalisation und
beobachtete Funktion von Myosin III ist dessen Beteiligung an den in dieser Arbeit
untersuchten Translokationen von Signaltransduktionskomponenten kaum denkbar. Ein
weiteres Myosin, das in der Retina und den Photorezeptorzellen gefunden werden konnte, ist
Myosin Va. Myosin Va konnte dabei in den plexiformen Schichten und speziell in den
Photorezeptorzellen an den Synapsen und im Innensegment lokalisiert werden (Schlamp &
Williams, 1996). Ebenso ist das, sich zur ,,iblichen® Bewegungsrichtung ,,marschierende*
Myosin VI in Photorezeptoren der Maus im Innensegment und an den Synapsen lokalisiert

(Kitamoto et al., 2005). Bei fiir Myosin Va (,,dilute Serie*), als auch Myosin VI defizienten
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Mausen (Snell’s waltzer), zeigen sich keine morphologischen Verdanderungen im Aufbau der
Retina, und es kommt auch bei &lteren Tieren nicht zu retinalen Degenerationen. Allerdings
konnte fiir beide Myosinmutanten eine physiologische Verdanderung im Elektroretinogramm
(ERG) aufgenommen werden (Libby et al., 2004; Kitamoto et al., 2005), die auf deren

funktionelle Rolle an der Photorezeptorzellsynapse schlieBBen lassen.
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Abbildung 29: Schematische Darstellung der Verteilung von Arrestin und Transducin in stark
vereinfachten Photorezeptorzellen bei verschiedenen Adaptationszusténden, sowie
Cytosklelettbeeinflussungen. Die mit der Dunkeladaptation verbundenen Translokationen von Arrestin und
Transducin sind unter Destabilisation von Aktinfilamenten, als auch Mikrotubuli unterbunden. Auflerdem, ist die
Translokation von Arrestin  im Hellen in das AuBensegment der Photorezeptorzelle bei
Mikrotubulidestabilisation beeintrachtigt (ndhere Erlduterungen im Text). ->LA = zuvor dunkel- und
anschliefend helladaptierte Retinakultur, ->DA = zuvor hell- und anschliefend dunkeladaptierte Retinakultur,
OS = AuBlensegment, IS = Innensegment, CD = Cytochalasin D-Behandlung, TB = Thiabendazol-Behandlung,
MT = Mikrotubuli.

In diesen jeweiligen, fiir Myosin Va und VI defizienten Tieren, konnten Reduktionen von bis
zu 25% in der A-Welle, die fiir die Summenableitung der Photorezeptorzellen steht, bei

niedrigen Lichtintensititen festgestellt werden. Diese Ergebnisse weisen daraufhin, dass
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Myosin Va und Myosin VI an der Dunkeladaptation von Photorezeptorzellen beteiligt sind.
Ob allerdings diese mogliche Beteiligung in Zusammenhang mit den Translokationen von
Arrestin und Transducin in dunkeladaptierenden Photorezeptorzellen steht, miisste noch
tiberpriift werden. Dabei konnten diese sich gegenldufig bewegenden Motorproteine, fiir den
gegensitzlichen Transport von Arrestin und Transducin wéhrend der Dunkeladaptation
verantwortlich sein. Aufschluss zu einer solchen Hypothese kdnnten Experimente liefern, in
denen lichtabhéngige Translokationen in den Myosin Va und VI defizienten Tieren iiberpriift
werden, dhnlich den Experimenten, wie sie bereits in der vorliegenden Arbeit zu Myosin VIla
durchgefiihrt wurden. Die erhaltenen Ergebnisse zur Notwenigkeit von Aktinfilamenten fiir
die Translokationen von Arrestin und Transducin in Photorezeptorzellen, sowie die
nachfolgend diskutierte Notwendigkeit von Mikrotubuli fiir diese Prozesse, sind in Abbildung
29 in einer Ubersicht zusammengefasst.

Nach der Analyse der lichtabhingigen Translokationen von Arrestin und Transducin
bei destabilisierten Aktinfilamenten, wurde anschlieBend auch die Notwendigkeit von
Mikrotubuli fiir genannte Prozesse untersucht. Vorraussetzung fiir solche Experimente war,
wie schon in den vorherigen Untersuchungen zu Aktinfilamenten, der Nachweis von
Destabilisation der Mikrotubuli, hier durch Thiabendazol (Pisano et al., 2000), in der
organotypischen  Retinakultur.  Die  Destabilisierbarkeit von  Mikrotubuli  in
Photorezeptorzellen durch das Zellgift Thiabendazol, konnte bereits in Photorezeptorzellen
von Xenopus-Kaulquappen nachgewiesen werden (Peterson et al., 2005). Dabei scheint es
wichtig zu sein eine Substanz wie Thiabendazol zu verwenden, die speziell die acetylierten
Mikrotubuli angreifen kann (Pisano et al., 2000), wie sie auch in der Photorezeptorzelle
vorkommen (Sale et al.,, 1988; Arikawa & Williams, 1993). Andere Mikrotubuli
destabilisierend Agenzien, wie Nocodazol, scheinen hingegen nicht in der Lage zu sein,
bestimmte, fiir die Zellfunktion wichtige, Mikrotubuli in Photorezeptorzellen zu beeinflussen
(Vaughan et al., 1989).

In der vorliegenden Arbeit konnte, durch immunhistochemische Analysen auf licht-
wie auch elektronenmikroskopischem Niveau, ein Abbau der Mikrotubuli vor allem in den
Innen- und AuBensegmenten der Photorezeptorzellen gezeigt werden. Die axonemalen
Mikrotubuli des Verbindungsciliums konnten allerdings durch Thiabendazol nicht vollstindig
destabilisiert werden, welches durch eine erhalten gebliebene Markierung von Tubulin
entlang des Ciliums auch nach Behandlung mit Thiabendazol deutlich wurde. Ahnliche

Ergebnisse zu einer Erhaltung des Mikrotubuli-Cytoskeletts im Verbindungscilium, konnte
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auch in einer Studie an Photorezeptorzellen von Kaulquappen nach Thiabendazol-Behandlung
festgestellt werden (Peterson et al., 2005).

In der vorliegenden Arbeit wude in zur Destabilisation von Mikrotubuli behandelten
Retinakulturen nun die lichtabhidngigen Translokationen von Arrestin und Transducin in
Photorezeptorzellen verfolgt. Dazu wurden jene molekularen Bewegungen zunédchst wahrend
der Helladaptation untersucht. Es stellte sich heraus, dass wie schon in der Helladaptation der
F-Aktin-destabilisierten Retinakultur zuvor, kein gravierender Unterschied zur unbehandelten
Kontrolle feststellbar war. Nur in der Translokation des Arrestins in das Aullensegment der
Photorezeptorzellen ergab sich ein Unterschied zur Kontrolle. Der iiberwiegende Anteil des
Arrestins verliel3 hierbei nicht vollstindig das Innensegment und ,,fiillte* auch nicht ginzlich
das AuBlensegment. Hierbei sei erwéhnt, dass bei allen Adaptationsexperimenten stets der
Endzustand, nach der in der Literatur beschriebenen Translokationszeit (Sokolov et al., 2002;
Elias et al., 2004, Strissel et al., 2006) betrachtet wurde. Dieser unvollstdndige, intermedidre
Translokationszustand konnte zum einen das Resultat einer verzogerten Translokation sein,
aber auch einen Zustand der Translokationsunterbrechung, bei fehlenden Mikrotubuli,
beschreiben. Gegen erstere Hypothese sprechen jiingere Ergebnisse aus der Arbeitsgruppe
Wolfrum, die den gleichen unvollstindigen Translokationszustand auch nach sehr viel
langerer Belichtungszeit (>3h) zeigen. Dieser ,,intermedidre* Helladaptationszustand konnte
ebenfalls in den Photorezeptorzellen von Kaulquappen des Xenopus laevis unter
Thiabendazoleinfluss gezeigt werden (Peterson et al., 2005). Dabei konnte eine
Verlangsamung in der Bewegung von Arrestin ins Auflensegment der Photorezeptorzellen
gezeigt werden. In diesen Experimenten an Kaulquappen translocierte Arrestin erst nach einer
Belichtungszeit von iiber einer Stunde, jedoch mit einer sehr viel basaleren Verteilung, in das
AuBensegment der Xenopus-Photorezeptoren. Dieser Unterschied in den beobachteten
Beeintrachtigungen der Translokation von Arrestin im Hellen unter Thiabendazoleinfluss,
konnte auf die abweichende Morphologie der Photorezeptorzellen zwischen Amphib und
Sdugetier zurlickzufiihren sein. In der mit einem relativ kurzen Ciliuim und weitaus groBeren
Segmentdurchmessern ausgestatteten ~Amphibienphotorezeptorzelle, bestehen weniger
Hindernisse fiir eine Diffusion von Molekiilen durch die Zelle. Hierin konnte bei einem
»Ausfall“ von Transportmechanismen, eine weniger gehinderte Diffusion von Arrestin ins
AuBensegment, im Gegensatz zur schmalen Sdaugerphotorezeptorzelle, begiinstigt sein.

Im Vergleich zur {blich vorzufindenden Zellarchitektur entspringen in der
Vertebratenphotorezeptorzelle die Mikrotubuli nicht in Kernnéhe, sondern am Basalkorper,

also im apikalen Bereich des Innensegments. Auf dem Wege vom basalen Teil des
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Innensegmentes bis in das apikale AuBlensegment, findet also eine Umkehrung in der
Orientierung der Mikrotubuli statt (Troutt & Burnside, 1988). Hierbei kommen die positiven
Enden der Mikrotubuli in Kernnédhe, als auch im AuBlensegment zu liegen. Mikrotubuli-
assoziierte Transporte durch die gesamte Photorezeptorzelle wiirden demnach bedingen, dass
ein Wechsel des Motorproteins (Welte, 2004), beziechungsweise des Mechanismuses oder
Transportweges in der Ndhe des Basalkorpers erfolgen muss. Bei der Frage nach den
Mechanismen eines Mikrotubuli assozierten Transports gilt es diese Besonderheit in der
Architektur der Photorezeptorzelle zu beachten. Ferner ist einzubeziehen, welche besonderen
Mikrotubuli, z.B. durch posttranslational modifiziertes Tubulin aufgebaute (Pagh-Roehl et al.,
1991), durch die Behandlung mit Thiabendazol von Desatbilisation betroffen sind und auch
welche nicht (Quinlan et al., 1980; Pisano et al., 2000). Wie schon zuvor erwihnt, ist
Thiabendazole in der Lage, im Gegensatz zu anderen Mikrotubuli-destabilisierenden
Substanzen, wie Colchicin oder Nocodazol, speziell die acetylierten Mikrotubuli (Quinlan et
al., 1980; Pisano et al., 2000), wie sie auch in der Photorezeptorzelle vorkommen (Sale et al.,
1988; Pagh-Roehl et al., 1991), zu destabilisieren. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen
allerdings, dass unter Einsatz von Thiabendazol vor allem die acetylierten Mikrotubuli in
Innen- und AuBensegment, aber nicht die des Verbindungsciliums der Photorezeptorzelle
beeinflusst wurden. Die axonemalen Mikrotubuli des Verbindungsciliums sind durch weitere
posttranskriptionale Modifikationen (Detyrosinierung, Glutamylierung), als auch durch
Proteinkomplexe in Verbindung mit der Membran stabilisiert (Horst et al., 1987; Muresan &
Besharse, 1994). Proteine solcher Mikrotubuli—assozierter Komplexe sind beispielsweise die
Proteine MAP oder TAU (Hirokawa, 1994; Mandelkow & Mandelkow, 1995), sowie die mit
Centrosomen und Cilien assoziierten Centrine (Salisbury, 1995). Des Weiteren werden auch
Gertistproteine, wie das Usher 1G-Genprodukt SANS diskutiert, Proteinkoplexe an
Mikrotubuli zu binden (Reiners et al., 2006).

Nach der Behandlung von Photorezeptorzellen mit Thiabendazol, stehen also
bestimmte Untergruppen von Mikrotubuli weiterhin fiir Transportvorgdnge zur Verfiigung.
Dies sind vor allem die Mikrotubuli des Verbindugsciliums, die nicht, oder nur in geringem
Male durch Thiabendazol destabilisiert werden konnten. Auch in Untersuchungen anderer,
konnten durch Thiabendazolbehandlung die Mikrotubuli im Verbindungscilium von

Photorezeptorzellen nicht stark beeinflusst werden (Peterson et al., 2005).
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Tabelle 6: Ausgewdhlte Arbeiten und deren Ergebnisse im Kontext des aktiven oder passiven Transports
von Arrestin und Transducin on Photorezeptorzellen. Rho* = lichtaktiviertes Rhodopsin, Rho*-P-P =
doppelt phosphoryliertes, lichtaktiviertes Rhodopsin, ATP = Adenosintriphosphat, GTP = Guanosintriphosphat,
F-Aktin = Aktinfilamente, MT = Mikrotubuli.

Dunkeladaptation abhangig von Helladaptation abhéngig von
Analysesystem Arrestin Transducin Arrestin Transducin Publikation
Augenbecherkultur (Maus) Rho*-P-P kein ATP benétigt MT ATP bendétigt Nair et al., 2005A
keine GTPase-
transgene Maus GTPase-Aktivitat Aktivitat Kerov et al., 2005
kein Rho-P-P, Mendez et al.,

transgene Maus aber Rho* 2003

Marszalek et al.,
transgene Maus Kinesin Il (MT) 2000

McGinnis et al.,
Krallenfrosch MT 2002

Peterson et al.,
Krallenfrosch (transgen) MT F-Aktin MT, teilweise 2005
Retinakultur (Maus) MT, F-Aktin | MT, F-Aktin MT, teilweise vorliegende Arbeit

Diese axonemalen Mikrotubuli konnten also an der unvollstdndigen Translokation von
Arrestin in Thiabendazol-behandelten Photorezeptorzellen beteiligt sein. In einer Hypothese
dazu wire folgendes Szenario vorstellbar: Die Diffusion von Arrestin bis zum apikalen
Bereich des Innensegmentes und ein anschlieBender Mikrotubuli basierender Transport durch
das Cilium in den basalen Bereich des Auflensegmentes, in dem ein weiter apikaler Transport
unter der Thiabendazolbehandlung ausbleibt. In den Experimenten zu den mit
Dunkeladaptation verbundenen Bewegungen von Arrestin und Transducin, konnten die
Bewegungen beider Proteine nicht mehr festgestellt werden. Wihrend der Dunkeladaption
scheinen also intakte Mikrotubuli fiir die Translokationen von Arrestin und Transducin
notwendig zu sein. Die unterbundene Translokation von Arrestin in das Innensegment von
Photorezeptorzellen durch Thiabendazol, konnte ebenfalls in Xenopus-Kaulquappen
festgestellt werden (Peterson et al., 2005). Obwohl eine direkte Interaktion von Arrestin mit
Mikrotubuli bisher nur in vitro gezeigt werden konnte (Nair et al., 2004), wird diese Affinitét
zu Mikrotubuli, als die treibende Kraft bei der Translokation von Arrestin ins Innensegemnt
diskutiert (Nair et al., 2005a). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wiirden eine solche
Hypothese Dbestdtigen. Fillt der ,Magnet“ Mikrotubuli im Innensegment bei
Thiabendazoldestabilisation aus verbleibt Arrestin im Aullensegment der Photorezeptorzelle.
Gegen die vorgenannte Hypothese spricht allerdings, dass sich die Lokalisationsmuster von

Arrestin und Mikrotubuli im Innensegment der Photorezeptorzelle keineswegs decken, siehe
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(McGinnis et al., 2002; Peterson et al., 2003; Peet et al., 2004), oder auch in den Ergebnisse
dieser Arbeit (Abb. 14, Abb. 15 und Abb. 21). Zudem befinden sich auch im Aullensegment
der Photorezeptorzelle Mikrotubuli, die besonders prominent auftretend bei Amphibien
nachgewiesen wurden (Eckmiller, 2000), die demnach Arrestin im Dunkeln auch im
AulBlensegment binden miissten. Die Ergebnisse der gegenwértigen Arbeit weisen allerdings
vielmehr darauf hin, dass gerade auch Mikrotubuli im AuBlensegment der Photorezeptorzellen
fiir die Translokation des Arrestins in das Innensegment notwendig sind. Gegen eingangs
erwiahnte Hypothese von Nair und Mitarbeitern spricht zudem, dass die Translokation von
Arrestin im Hellen unter Auflosung der Mikrotubulibindestellen sogar verstirkt sein miisste,
was in den Beobachtungen dieser Arbeit, sowie denen von (Peterson et al., 2005) aber nicht
festzustellen war. Vielmehr war diese Bewegung von Arrestin sogar verlangsamt oder gestort.
Zur besseren Ubersichtlichkeit der in Zusammenhang mit einem aktiven oder passiven
Transport von Arrestin und Transducin diskutierten und zuvor bereits beschriebenen Faktoren
in der Vertebratenphotorezeptorzelle, sind die Ergebnisse ausgewdhlter relevanter Arbeiten in

Tabelle 6 zusammengefasst.

4.2.2 Mechanismen der lichtabhangigen Translokationen von Arrestin

und Transducin in Photorezeptorzellen

Neben den im vorherigen besprochenen im Rahmen der vorliegenden Arbeit gefundenen
Abhingigkeiten der Translokationen von Arrestin und Transducin vom Cytoskelett, wurden
und werden weitere Faktoren im Zusammenhang mit mdoglichen Mechanismen der
Translokationen diskutiert. Hierbei stehen neben den ,,Wegen* der Translokationen, auch
deren ,,Schalter* und regulatorischen Elemente im Vordergrund, die weitere Hinweise zu den
Mechanismen der Bewegungen liefern konnen. Im Fokus solcher Untersuchungen steht
beispielsweise inwiefern die Aktivierung der visuellen Signaltransduktionskaskade fiir die
molekularen Bewegungen von Arrestin und Transducin in Photorezeptorzellen notwendig ist.
Dazu weisen neue Ergebnisse aus der Diplomarbeit von Tobias Goldmann (Goldmann, 2006)
und aus einem Tagungsbeitrag von Wilda Orisme (Orisme & Smith, 2006) darauf hin, dass
weitere Signalwege unabhingig von der visuellen Signaltransduktion eine Rolle bei der
Translokation, zumindest von Arrestin, in Photorezeptorzellen spielen. Dazu wurde in diesen
Untersuchungen Phorbolester (PMA), ein Stimulator der Proteinkinase C (PKC), in der
organotypischen Retinakultur, sowie an Kaulquappen von Xenopus laevis angewandt. Die

Proteinkinase C ist ein in den Zelltypen der Retina ubiquitdr exprimiertes Enzym, welches
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durch Phosphorylierung verschiedene zellulire Prozesse reguliert. Die in den
AuBensegmenten der Photorezeptorzelle lokalisierten Isoformen der PKC werden dabei Ca*"
abhéngig aktiviert (Wood et al., 1997). In Photorezeptoren von Kaulquappen konnte allein
durch die Stimulation der Phospholipase C (PLC), einem der PKC vorgeschalteten Enzyms
gezeigt werden (Orisme & Smith, 2006), das die Translokation von Arrestin in das
AuBensegment im volligen Dunkeln auslosbar ist. Zusétzlich demonstrieren die Daten der
Diplomarbeit von Tobias Goldmann, dass durch die Stimulation mit PMA eine Translokation
von Arrestin in das AuBensegment in Photorezeptorzellen kultivierter, dunkeladaptierter
Mausretinae stattfinden kann (Goldmann, 2006). In diesem Zusammenhang sei darauf
verwiesen, dass die PKC neben der Rhodopsinkinase an der Phosphorylierung von Rhodopsin
beteiligt ist (Udovichenko et al., 1997; Adams et al., 2003). Diese Phosphorylierung des
Rezeptors durch die PKC konnte fiir eine Bindung von Arrestin an phosphoryliertes
Rhodopsin mitverantwortlich sein. Gerade die Phosphorylierung von Rhodopsin durch die
PKC, spielt eine zentrale Rolle in der visuellen Signaltransduktion von Invertebraten und
konnte somit auch in Vertebraten an visuellen Prozessen beteiligt sein. In einer aktuellen
Studie konnte Invertebraten-dhnliche visuelle Signaltransduktion auch in Zellen der
Vertebraten- genauer gesagt der Hithnerretina nachgewiesen werden (Contin et al., 2006).

Fiir die Bewegung des Arrestins in das Aullensegment der Photorezeptorzelle werden
passive, aber auch aktive Transporte diskutiert (siche auch Tabelle 6). In Zusammenhang mit
einem mit den Mikrotubuli assoziierten aktiven Transport, wurde der sich zum Plus-Ende
bewegende Motor, Kinesin II vorgeschlagen (Marszalek et al., 2000). Kinesin-II ist ein
heterotrimeres Kinesin, das sich aus zwei verschiedenen Motor-Doménen-tragenden Peptiden
der KIF3-Familie (KIF3A und KIF3B oder KIF3C) und einem dritten nicht-Motorprotein
(KAP3) zusammensetzt (Cole et al., 1993; Scholey, 1996; Whitehead et al., 1999). In der
vorgenannten Arbeit konnte eine uniibliche Verteilung von Arrestin nicht aber von
Transducin in Photorezeptorinnensegmenten einer KIF3A defizienten Maus beobachtet
werden. Da Kinesin II ein bekannter Motor des Opsintransportes in Photorezeptorzellen ist
(Williams, 2002), konnte die Mislokalisation von Arrestin unter dem Funktionsverlust der
Kinesin II-Untereinheit auch auf einer Interaktion mit mislokalisiertem Opsin beruhen. Der
direkte Transport von Arrestin iiber Kinesin II in der Photorezeptorzelle konnte also noch
nicht nachgewiesen werden. Ein solcher Transport tiber Kinesin II kdnnte au8erdem allenfalls
Bewegungen von der Basis des Ciliums bis in das Auflensegment der Photorezeptoren

beschreiben, nicht aber die vorausgehende, von der Basis des Innensegmentes zur Basis des
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Verbindungsciliums. Ferner kann vor allem die entgegengesetzte Translokation von Arrestin
bei Dunkelheit ins Innensegment der Photorezeptorzelle mit Kinesin II nicht erklart werden.

Auch fiir Transducin wurde bereits eine Hypothese aufgestellt, nach der dessen
Transport durch eine Bindung an Opsin bewerkstelligt werden konnte (Deretic &
Papermaster, 1991; Morel et al., 2000). Dieser Theorie kann ebenso wenig eine auch
umgekehrt stattfindende Translokation von Transducin wiahrend der Helladaptation erkléren,
da Opsin in der gesunden Photorezeptorzelle nur unidirektional vom Innen- in das
AuBensegment transportiert wird (Sung & Tai, 2000). Demnach wére es ebenso vorstellbar,
dass aktive und passive Prozesse an den Translokationen von Arrestin und Transducin in
unterschiedliche ,,Richtungen® beteiligt sind. Fiir Transducin als afy-Heterotrimer konnte
eine starke Bindung an die Photorezeptormembranen gezeigt werden, wohingegen die a- und
By-Untereinheiten nach Aktivierung durch photoaktiviertes Rhodopsin an Affinitit zur
Membran verlieren (Kuhn, 1981). In der vorgenannten Arbeit werden weitere Argumente fiir
die Hypothese geliefert, dass die Bewegung der Transducinuntereinheiten aus den
Photorezeptoraullensegmenten ein Resultat der cytoplasmatischen Diffusion ist. Auch die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen sich in diese Hypothese einfligen. So konnte hier
gezeigt werden, dass die Bewegung von Transducin vom AuBlensegment in das Innensegment
auch nach der Destabilisation der Cytoskelettelemente F-Aktin und Mikrotubuli
unbeeintrichtigt ist. Dieser Befund spricht fiir eine Diffusion von Transducin wéhrend der
Helladaptation. Im Gegensatz dazu sind aber beide Cytoskelettelemente wéhrend der
Dunkeladaptation notwendig. Dies ldsst entweder auf die Beteiligung von aktiven
Transportvorgingen, oder eine direkte Bindung fiir Arrestin und Transducin an
Cytoskelettelemente schlieBen (Abb. 29).

Ein weiteres Argument fiir die Diversitét in den Transportmechanismen wihrend Hell-
und Dunkeladaptation sind die unterschiedlichen Kinetiken. Die Riickkehr des Hauptanteils
des Transducins ins Auflensegment der Photorezeptorzelle wihrend der Dunkeladaptation (ca.
150-300 Min.), ist sehr viel langsamer als dessen Bewegung aus dem AuBBensegment wihrend
der Helladaptation (ca. 5 Min.) (Sokolov et al., 2002; Elias et al., 2004). Dabei geht man von
ca. 100 Transducinmolekiilen pro Sekunde fiir neusynthetisiertes Transducin auf dem Weg in
das AuBensegment, aber von ca. 5000 Transducinmolekiilen pro Sekunde beim umgekehrten
Weg in das Innensegment aus (Sokolov et al., 2002). Ist diese Translokationsgeschwindigkeit
im Dunkeln mit gemessenen Geschwindigkeiten fiir aktive Proteintransporte in
Photorezeptorzellen vergleichbar? In einer Studie zum Opsintransport ins Auflensegment,

wurde auch dessen Geschwindigkeit in Abhéngigkeit der tdglichen Erneuerung der
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Diskmembranen berechnet. Bei 87 gebildeten Disks pro Tag und ca. 20 000 Opsinen pro pm’
Disk, ergibt sich eine notwendige Transportgeschwindigkeit durch das Verbindungscilium
von ca. 72 Opsinen pro Sekunde (Liu et al., 1999). Bei eciner damals angenommenen
Geschwindigkeit von Myosin VIIa mit 500 nm/s (ermittelt fiir Myosin V (Cheney et al., 1993;
Wolenski et al., 1995)) kénnten 144 Opsine/um” ciliire Plamamembran diese Anforderung
erfiillen. Bei dhnlichen Berechnungen zu Transducin gilt es allerdings einzubeziehen, dass
Transducin nicht nur an den téglich neu gebildeten Disks, sondern an den Disks des gesamten
AuBensegmentes bendtigt wird. Bei einem Verhéltnis von Rhodopsinen zu Transducin von
zwolf zu eins in Photorezeptorstibchen, wiirden ca. 2000 Transducinmolekiile pro pm” Disk
benotigt (Tsang et al., 1998). Bei ca. 700 Disks pro Photorezeptorzelle mit einer
Gesamtoberfliche von 2600 umz (Mayhew & Astle, 1997), werden ca. 5,2 Millionen
Transducinmolekiile im AuBensegment benétigt. Wenn ca. 80% des Transducins translociert
werden, also 20% stets im AuBlensegment verbleiben (Sokolov et al., 2002), macht das 4,16
Millionen Transducinmolekiile die sich im Dunkeln in das Auflensegment bewegen. Bei einer
Zeitspanne dafiir von drei bis vier Stunden (Sokolov et al., 2002; Elias et al., 2004), miissten
pro Sekunde ca. 310 Transducin Molekiile pro Sekunde in das AuBlensegment gelangen.
Transducin wird nach elektronenmikroskopischen Lokalisationen im Cilium der
Photorezeptorzelle (Abb. 31), im Inneren des cilidren Axonems und wohl nicht in der cilidren
Membran translociert (Pulvermiiller et al., 2002). Dabei konnte der Widerstand im Inneren
des Axonems fiir die Translokationsgeschwindigkeit des Transducins ins Aufensegment
durch  Proteininteraktionen, mit beispielsweise Centrinen, eine Rolle spielen.
Zusammenfassend, konnen weder ein aktiver Transport, noch Diffusion von Transducin in
das AuBlensegment ausgeschlossen werden.

In den Untersuchungen von Sokolov und Mitarbeitern ist man auch der Frage
nachgegangen, ob Transducin als Heterotrimer oder dessen Untereinheiten unabhingig von
einander translociert werden. Die gemessenen Kinetiken ergeben eine &hnliche
Geschwindigkeit bei der Translokation beider Untereinheiten (a0 und fy) in das
AuBensegment, aber eine 3-fach hohere fir Go; zu Gfy; in das Innensegment der
Photorezeptorzelle (Sokolov et al., 2002). Dies ist ein Hinweis fiir eine getrennte
Translokation der Transducinuntereinheiten wihrend der Helladaptation. In einer anderen
Studie konnte anhand von Photorezeptorzellen einer fiir Ga; defizienten Maus gezeigt werden,
dass GPy: gleichmdBig verteilt iiber die Kompartimente der Photorezeptorzellen in
Abwesenheit von Ga; vorliegt (Zhang et al., 2003). Diese Daten hingegen weisen darauf hin,

dass Transducin als Heterotrimer translociert werden konnte. Vorstellbar wére aber auch, dass
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die Translokation der a-Untereinheit eine, dem Gradienten des Ga; folgende Translokation
der By-Untereinheit nachsichzieht, welches wiederum den unterschiedlichen gemessenen
Geschwindigkeiten (Sokolov et al., 2002) entspriche. Unter Einbeziehung der gewonnen
Daten dieser beiden und weiterer Untersuchungen, wire auch die Translokation des
Heterotrimers in eine Richtung (ins AufBensegment) und die getrennte Translokation der
Untereinheiten in die andere (ins Innensegment) moglich. Fiir diese Hypothese sprechen
ferner Daten zu Phosducin. Phosducin ist ein Photorezeptor-spezifisches Protein, dass mit
GPy: interagiert und dessen Affinitdt zur Plasmamembran herabsetzt (Lee et al., 1984;
Yoshida et al., 1994; Gaudet et al., 1996). Wihrend der Helladaptation, nicht aber der
Dunkeladaptation bindet Phosducin an Gy, und erhoht dessen Loslichkeit (Sokolov et al.,
2004). In Photorezeptorzellen einer fiir Phosducin defizienten Mausmutante war die
lichtabhédngige Translokation der By-Untereinheit von Transducin stirker beeintréchtigt, als
die der a-Untereinheit. Dies weist auf eine getrennte Trnalokation von By- und a-Untereinheit
des Transducins hin. Phosducin kdnnte damit im Hellen das erneute Bilden von Heterotrimern
von Transducin unterbinden (Sokolov et al., 2004).

In einer bereits zuvor erwidhnten Arbeit (Zhang et al.,, 2003) konnte die
Unabhéngigkeit der Transducintranslokation vom Funktionsvermdgen des Arrestins
nachgewiesen werden. Umgekehrt konnte die Arrestintranslokation auch in Transducin
defizienten Tieren, sowie unter Defizienz der Rhodopsinkinase, beziehungsweise nicht-
phosphorylierbrem Rhodopsin nachgewiesen werden (Mendez et al., 2003). Diese Ergebnisse
zeigen zusammen die Unabhdngigkeit der Arrestin Translokation von der visuellen
Signaltransduktionskaskade, welches die bereits angesprochenen Hinweise zur Beteiligung
weiterer Signalwege verstdrkt. In der Untersuchung solcher Signalwege konnte durch
Stimulation im Dunkeln eine Translokation des Arrestins, der Helladaptation gleichend,
ausgelost werden (Orisme & Smith, 2006; Goldmann, 2006). Zu Beginn dieser weiteren
Signalwege steht jedoch ebenso das licht-aktivierbare Rhodopsin, da Arrestin in Mausen mit
Defekt in der Retinal-Regeneration (RPE65 K.o.) nicht mehr in das AuBensegment
translociert wird (Mendez et al., 2003). Ob dadurch weitere von Transducin unabhéngige G-
Protein-vermittelte Signalwege eine Rolle spielen musste bislang noch offen bleiben. Auch
durch diese Daten hdufen sich also die Hinweise auf die Beteiligung verschiedener
unabhingiger Mechanismen an den reversiblen lichtabhéingigen Translokationen von Arrestin
und Transducin in Photorezeptorzellen. Dabei entsprechen die Kinetiken der mit der
Helladaptation verbundenen Translokationen eher einer auf Diffusion basierenden molekulren

Bewegung, wobei die mit der Dunkeladaptation assoziierten
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Translokationsgeschwindigkeiten im Bereich aktiver Proteintransporte in Photorezeptorzellen
liegen (Calvert et al., 2006).

Die Vielfiltigkeit der in Tabelle 6 zusammengefassten Ergebnisse, die bereits im
vorherigen Abschnitt diskutiert wurden zeigen, dass die Frage nach passivem oder aktivem
Transport von Arrestin und Transducin in Photorezeptorzellen noch nicht abschliefend
beantwortet werden konnte. Abgesehen von den bisher diskutierten Faktoren zur
Translokation des Transducins in Photorezeptorzellen, konnte auch ein weiterer
Interaktionspartner, die Centrine (besonders Centrin 1 und 2) dabei eine Rolle spielen.
Centrine sind Cytoskelett-assoziierte, Calcium-bindende Proteine am Basalkdrper und im
Verbindungscilium von Photorezeptorzellen. Es konnte gezeigt werden, dass Centrine mit der
By-Untereinheit des Transducins in vitro in einer Ca’’-abhingigen Weise interagieren
(Pulvermiiller et al., 2002). Man nimmt an, dass Centrine an der Regulation von molekularen
Bewegungen des Transducins durch das Verbindungscilium beteiligt sind. Hierbei konnten
Centrine filamentdse Strukturen ausbilden, wie sie schon in anderen Zelltypen nachgewiesen
wurden (Vigues et al., 1999; Li et al., 2006), die eine Art verdnderliches ,,molekulares Sieb*
fiir translocierende Proteine darstellen (GieBl et al., 2004). Diese Hypothese korreliert mit den
Ergebnissen anderer Autoren. In der a-Transduicn defizienten Photorezeptorzelle kénnen -
und y-Transducinuntereinheiten nicht mehr translocieren (Zhang et al., 2003). In ciner
solchen ohne aktivierbares a-Transducin, in der visuellen Signaltransduktion ,,abgeschalteten*
Photorezeptorzelle, konnte der stindige Einstrom von Ca®" eine Interaktion von Centrin mit
By-Transducin begiinstigen und somit fiir die unterbundene Translokation des By-Transducins
in der genannten a-Transducinmutante mitverantwortlich sein. Somit konnten Centrine, auch
durch ihre spezifische Lokalisation im Verbindungscilium der Photorezeptorzelle, eine Rolle
als  Calcium-abhingige, sprich ~ Adaptations-sensitive ~ ,,Gate  keeper  der

Transducintranslokation spielen (GieB3l et al., 2006).
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4.2.3 Hypothese zur lichtabhangigen Translokation von Arrestin und

Transducin in Photorezeptorzellen

Wie im vorherigen Abschnitt ausfiihrlich beschrieben, wurden bereits vielerlei Faktoren in
Zusammenhang mit den lichtabhingigen Translokationen von Proteinen in
Photorezeptorzellen untersucht. In der Vielschichtigkeit und zuweilen Widerspriichlichkeit
der Ergebnisse zeigt sich, dass es zur Erkldrung dieser Translokationsphdnomene nicht
ausreichend ist, eine auf einem einzelnen Mechanismus beruhende Theorie zugrunde zu
legen. Vielmehr scheint es wahrscheinlich, dass verschiedene Mechanismen an den
molekularen Bewegungen von Arrestin und Transducin in Photorezeptorzellen beteiligt sind.
Auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit geben Anlass zur Annahme, dass sowohl aktive,
wie auch passive Translokationsmechanismen fiir einzelne Bewegungen der genannten
Proteine verantwortlich sind. Diese Annahme stiitzt sich auf die unterschiedliche
Notwendigkeit von Cytoskelettelementen fiir die mit der Adaptation assoziierten
Bewegungen. Fiir die Translokationen von Arrestin und Transducin im Dunkeln sind sowohl
Aktinfilamente als auch Mikrotubuli in der Photorezeptorzelle notwendig, was auf aktive
Transporte schlieBen ldsst (Abb. 30 B und D). Diese Ergebnisse korrelieren mit Kinetiken
einer langsam ablaufenden Translokation fiir beide Molekiile wihrend der Dunkeladaptation,
die mit Geschwindigkeiten bekannter aktiver Transportvorginge vergleichbar sind (Liu et al.,
1999).

Im Gegensatz dazu laufen die Bewegungen von Arrestin und Transducin in der
Helladaptation sehr viel schneller ab, welches charakteristisch fiir der Diffusion unterliegende
molekulare Bewegungen ist (Calvert et al., 2006). In der vorliegenden Arbeit konnte durch
den Einsatz Cytoskelett-destabilisierender Substanzen gezeigt werden, dass fiir die ,,schnelle*
Translokation des Transducins wihrende der Helladaptation weder F-Aktin noch Mikrotubuli
notwendig sind (Abb. 30 C). Dabei musste allerdings die Frage nach dem Bindepartner des
Transducins wihrend der Helladaptation im Innensegment noch offen bleiben. In diesem
Zusammenhang wird das Protein LGN (Leu-Gly-Asn repeat-enriched) diskutiert, welches in
den Innensegmenten, sowie der dufleren plexiformen Schicht der Retina lokalisiert ist (Nair et
al., 2005b). Dieses als Regulator der G-Proteinaktivitdt bekannte LGN, konnte durch seine
Interaktion mit a-Transducin an dessen Translokation im Innensegment beteiligt sein (Kerov
et al., 2005b). In einer weitergehenden Studie konnte gezeigt werden, dass die GTPase-
Aktivitdit von a-Transducin fiir dessen Bewegung aus dem Innensegment in das
AuBlensegment der Photorezeptorzelle wichtig ist (Kerov et al., 2005a). Diese Ergebnisse

lassen vermuten, dass die Translokation des Transducins in das Auflensegment, im Gegensatz
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zu der des Arrestins (Zhang et al., 2003; Mendez et al., 2003), mit dem visuellen Signalweg
verbunden ist.

Die gesammelten Daten verschiedenster Untersuchungen zur Translokation der
Untereinheiten von Transducin in Photorezeptorzellen, wie Geschwindigkeit, gegenseitiger
Abhingigkeit, Affinitdt zur Membran, GTPase-Aktivitidt und weitere, lassen vermuten, dass
es a-Transducin ist, an dem die Translokationsprozesse ansetzen. Dabei konnte a-Transducin
mit der By-Untereinheit als Trimer in das AuBensegment translociert werden (Zhang et al.,
2003). Umgekehrt, sprechen Daten auch fiir die getrennte Bewegung des a-Transducins in das
Innensegment, der die Py-Untereinheit nachfolgt (Sokolov et al., 2002). Da diese
Unterschiede nicht Gegenstand der Untersuchungen der vorliegenden Arbeit waren, sind die
Gi-Untereinheiten nicht in der schematischen Hypothese zur Translokation (Abb. 30)
beriicksichtigt, und Transducin hier nur als Trimer betrachtet worden. Auch im Falle des
Arrestins lauft die mit der Helladaptation verbundene Translokation sehr viel schneller ab, als
die wiahrend der Dunkeladaptation stattfindende. In den Experimenten unter Destabilisation
der Aktinfilamente in der vorliegenden Arbeit, zeigte sich dabei kein Einfluss auf die
Translokation des Arrestins ins Auflensegment (Abb. 29 B, Abb. 30 A). Bei Destabilisation
der Mikrotubuli allerdings, ergab sich eine unvollstindige Translokation des Arrestins vom
Innen- ins AuBlensegment der Photorezeptorzellen (Abb. 29 C). Welche Untergruppen von
Mikrotubuli in der Photorezeptorzelle konnten nun fiir die Translokation des Arrestins
notwendig sein und wenn zerstort, diese intermedidre Lokalisation verursachen? Fiir die
Translokation von Arrestin innerhalb des Innensegmentes scheinen dabei keine Mikrotubuli
notig zu sein, da Arrestin in Thiabendazol-behandelten Photorezeptorzellen weiterhin in den
apikalen Bereich des Innensegmentes gelangte. Uber die Passage des Verbindungsciliums
kann dabei keine Aussage getroffen werden, da die Mikrotubuli hier in den durchgefiihrten
Experimenten nicht beeinflussbar waren. Arrestin gelangt dessen ungeachtet in den basalen
Bereich des Aullensegmentes unter Thiabendazolbehandlung, konnte aber nicht weiter apikal
im AuBlensegment detektiert werden, was auf die Notwendigkeit von intakten Mikrotubuli als
Fortsdtze des Axonems im AuBlensegment schlieBen ldsst (Abb. 30 A). Nach dieser
Hypothese wiren also beide diskutierten Prinzipien der Translokation auch in einer
Bewegungsrichtung des Arrestins, aber in verschiedenen Kompartimenten der

Photorezeptorzellen beteiligt.
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Abbildung 30: Schematische Darstellung hell- bzw. dunkeladaptierter Photorezeptorzellen. Berticksichtigt
sind die Verteilungen von Arrestin (Arr) und Transducin (G;) nach vollstindiger Adaptation, sowie die
beteiligten Cytoskelettelemente. Dabei sind nur die Cytoskelettelemente der Photorezeptorellen eingezeichnet,
die fiir die jeweilige Translokation notwendig sind. Da die stabilisierten Mikrotubuli des Verbindungsciliums
nicht durch die Mikrotubulidroge zerstort werden konnten, sind diese in jedem Teilschaubild eingezeichnet.
Schwarz ausgefiillte Pfeile stehen fiir die Translokationsrichtung des entsprechenden Proteins wéhrend der
Dunkeladaptation (DA), weille ausgefiillte, fiir die Translokationsrichtung des entsprechenden Proteins wéhrend
der Helladaptation (LA).
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Neben den bereits besprochenen Anhaltspunkten zur Existenz unterschiedlicher Mechanismen
fiir die gegensatzlichen Translokationen von Arrestin und Transducin, geben die subzelluldren
Lokalisationen der beiden Proteine im Verbindungscilium Anlass. Erste Experimente zur
elektronenmikroskopischen Lokalisation von Arrestin und Transducin im Verbindungscilium
von Photorezeptorzellen mit Hilfe der Immunogoldmarkierung, geben einen Hinweis darauf,
dass die beiden Proteine in unterschiedlichen Subkompartimenten des Ciliums anzutreffen
sind. Das Verbindungscilium der Photorezeptorzelle beinhaltet  verschiedene
Subkompartimente, die im Dienste unterschiedlicher Transportvorgéinge und Unterfunktionen
in der Photorezeptorzelle stehen (Roepman & Wolfrum, 2007). In solchen
Subkompartimenten konnte Arrestin vornehmlich auBlen, zwischen dem Axonem und der
ciliiren Membran und Transducin vornehmlich innerhalb des Axonems lokalisiert werden
(Abb. 31). In Querschnitten der Verbindugscilien von Photorezeptorzellen werden diese
hauptsédchlichen Verteilungen, von Transducin im Lumen des Ciliums und Arrestin zwischen
Axonem und cilidrer Membran, besonders deutlich (Abb. 31 D und E). Diese Lokalisation
von Arrestin an der ciliiren Membran ldsst die Moglichkeit eines Transports von Arrestin
iiber das bereits angesprochene KIF3A durch das Verbindungscilium zu (Marszalek et al.,
2000), da das am intraflagellaren Transport (IFT) beteiligte KIF3A und auch weitere IFT-
Proteine in diesem Subkompartiment gefunden werden konnten (Pazour et al., 2002; Baker et
al., 2003). Ferner wurden in Querschnitte des Ciliums die Markierungshéufigkeiten in den
Subkompartimenten fiir die beiden Proteine bestimmt und in einem Diagramm dargestellt
(Abb. 31 G). Danach ergibt sich eine héufigere Lokalisation von Arrestin auerhalb des
Axonems, sowie eine eine groere Haufigkeit fiir Transducin innerhalb des Axonems
(Pulvermiiller et al., 2002). In der genannten Arbeit von Pulvermiiller und Mitarbeitern,
konnte auf der Innenseite der axonemalen Mikrotubuli ebenfalls Centrin lokalisiert werden.
Durch diese Kolokalisation mit Transducin, riickt eine mogliche regulatorische Bedeutung des
Centrins in der Translokation von Transducin weiter in den Fordergrund (Pulvermiiller et al.,
2002; GieBl et al., 2004; GieBl et al., 2006). Fiir eine zweifelsfreie Aussage mit statistischer
Signifikanz, miissten allerdings noch mehr Cilienquerschnitte beziiglich der genannten
Lokalisationen betrachtet und ausgewertet werden. Die beobachteten unterschiedlichen
subkompartimentellen Lokalisationen sind in den schematischen Teilabbildungen (Abb. 31 C
u. F) veranschaulicht und auch bereits in der Darstellung zur Hypothese (Abb. 30)
beriicksichtigt. Diese ersten Hinweise auf unterschiedliche Lokalisation von Arrestin und
Transducin im Verbindungscilium, geben einen weiteren Hinweis auf die Beteiligung

unterschiedlicher Mechanismen fiir die Bewegung beider Proteine durch das Cilium. Da sich
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Arrestin und Transducin wihrend der Lichtadaptation in unterschiedliche Richtungen durch
die Photorezeptorzelle bewegen, macht eine getrennte Lokalisation und somit rdumliche
Trennung der Translokationsprozesse in der Passage des Ciliums Sinn.

In der vorliegenden Arbeit konnte zwar eine direkte Beteiligung aktiver Transporte
von Arrestin und Transducin nicht nachgewiesen werden, aber zumindest die teilweise
Abhingikeit deren Translokationen vom Cytoskelett. Da innerhalb und auBlerhalb des Ciliums
unterschiedliche Cytoskelett-assoziierte Proteine im Dienste des intersegmentellen
Transportes arbeiten (Scholey & Anderson, 2006), ist bei eventuell aktiven Transporten von
Arrestin und Transducin durch das Cilium, von der Beteiligung unterschiedlicher
Mechanismen auszugehen. Die Assoziation, zumindest des Arrestins, zum Axonem, wird
neben seiner unvollstdndigen Translokation unter Mikrotubulidestabilisation im Hellen, auch
durch seine subzelluldre Lokalisation im dunkeladaptierten AuBBensegment deutlich. Mit der
Hilfe von Immunogoldmarkierungen an Schnitten von dunkeladaptierten Photorezeptorzellen
des Krallenfrosches, konnte eine Lokalisation von Arrestin mit den Ausldufern des cilidren
Axonems im AuBlensegment weiter verfolgt werden. Zur ziigigen, flir die Adaptation
notwendigen Distribution des Arrestins in und aus dem AuBlensegment, iiber dessen gesamte
Lange, konnte dieser ,,Kanal*“ den das Axonem im dicht mit Disks gepackten Aullensegment

der Photorezeptorzelle darstellt, notwendig sein.
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Abbildung 31: Elektronenmikroskopische Analyse mit Hilfe von Immunogoldmarkierung, zur

Bestimmung der Verteilung von Arrestin und Transducin in Subkompartimenten des Verbindungscilium.
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A: Immunogoldmarkierung von Arrestin (anti-Arrestin 5C6.47) am Ultradiinnlédngsschnitt durch das
Verbindungscilium (CC) einer Photorezeptorzelle in der Rattenretina. Arrestin  konnte durch
Immunogoldmarkierung vornehmlich zwischen Axonem und der cilidiren Membran des Verbindungsciliums
lokalisiert werden (siehe Pfeilspitze). B: Immunogoldmarkierung von Transducin (anti-y-Transducin, P19) am
Ultradiinnldngsschnitt durch das Verbindungscilium (CC) eciner Photorezeptorzelle in der Rattenretina.
Transducin konnte durch Immunogoldmarkierung vornehmlich im inneren des Axonems im Verbindungsciliums
lokalisiert werden. C: Schematische Darstellung des Verbindungsciliums von Photorezeptorzellen im
Léangsschnitt mit reprisentativer Lokalisation von Arrestin und Transducin. D: Immunogoldmarkierung von
Arrestin  (anti-Arrestin - 5C6.47) am Ultradiinnquerschnitt durch das Verbindungscilium (CC) einer
Photorezeptorzelle in der Mausretina. Arrestin konnte durch Immunogoldmarkierung vornehmlich zwischen
Axonem und der cilidren Membran des Verbindungsciliums lokalisiert werden. E: Immunogoldmarkierung von
Transducin (anti-o-Trransducin, A4) am Ultradiinnquerschnitt durch das Verbindungscilium (CC) einer
Photorezeptorzelle in der Rattenretina. Transducin konnte durch Immunogoldmarkierung vornehmlich im
inneren des Axonems im Verbindungsciliums lokalisiert werden. F: Schematische Darstellung des
Verbindungsciliums von Photorezeptorzellen im Querschnitt mit reprasentativer Lokalisation von Arrestin und
Transducin. G: Quantifikationen silberverstirkter Goldpartikel Immunomarkierung von Anti-Arrestin von 7
Querschnitten von Verbindungscilien. Das Histogramm zeigt die durchschnittliche
Goldpartikelanzahl/Querschnitt. Bei der Quantifikation zeigt Anti-Arrestin eine Anhdufung der Goldpartikel
aullerhalb des Axonems. H: Quantifikationen silberverstarkter Goldpartikel Immunomarkierung von Anti-Gat
von 20 Querschnitten eines Verbindungsciliums. Das Histogramm zeigt die durchschnittliche
Goldpartikelanzahl/Querschnitt. Bei der Quantifikation zeigt Anti-Gat eine Anhdufung der Goldpartikel an der
inneren Oberfliche der axonemalen Mikrotubuli-Paarringe. Somit sind Arrestin und Transducin in
unterschiedlichen Subkompartimenten des Verbindungsciliums lokalisiert. Abkiirzungen der subcilidren
Kompartimente: Ai = Innenseite des Axonems; Ao = Cilienmembran und AuBenseite des Axonems. Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung an (Abb. (F) und (H) verdndert nach Pulvermiiller et al., 2002).
AuBlensegment = OS, Verbindungscilium = CC, Innensegment = IS, GroBenbalken: 120 nm.

4.3 Ausblicke auf weitere Untersuchungen

Die organotypische Retinakultur konnte durch verschiedene, in der vorliegenden Arbeit
beschriebene Experimente, als ein geeignetes System zur Analyse von physiologischen
Prozessen und zellbiologischen Mechanismen in Photorezeptorzellen etabliert werden. Mit
Hilfe dieser Retinakulturtechnik konnten die lichtabhéngigen Translokationen von Arrestin
und Transducin in Photorezeptorzellen unter Verwendung zellbiologischer Methoden
hinsichtlich derer intrazelluliren Bewegungsmechanismen untersucht werden. Darin konnte
eine Abhingigkeit von Aktinfilamenten, als auch Mikrotubuli wiahrend der Dunkeladaptation
von Photorezeptorzellen nachgewiesen werden. Allerdings musste hierbei bisher offen
bleiben von welchen aktiven Transportvorgingen die genannten Translokationen abhingig
sind. In diesem Zusammenhang konnte die Beteiligung zweier Aktin-assoziierter
Motorproteine in der vorliegenden Arbeit ausgeschlossen werden. Allerdings bleibt die Frage
nach der Rolle weiterer in der Photorezeptorzelle vorkommender Motorproteine in
Verbindung mit F-Aktin als auch Mikrotubuli weiterhin offen. Fiir die Analyse der Rolle von
Motorproteinen aus den Familien der Myosine, als auch Dyneine und Kinesine konnte der
Einsatz weiterer Inhibitoren liefern. Leider stand und stehen fiir die Vielzahl an
unterschiedlichen Motorproteinen zurzeit keine spezifischen Hemmstoffe zur Verfiigung. In

zukiinftigen Experimenten konnte der Einsatz universeller Inhibitoren, die eine Vielzahl
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verschiedener Motorproteine hemmen, neue Erkenntnisse liefern. AnschlieBend kann dann bei
einer eventuellen Identifikation einer Gruppe von Motoren, versucht werden, durch
spezifischere Inhibitoren einzelne Motorproteine zu bestimmen. Durch den Nachweis der
Notwendigkeit beider genannten Cytoskelettelemente fiir die Translokationen von Arrestin
und Transducin in dunkeladaptierten Photorezeptorzellen, konnte also auch die Moglichkeit
des Zusammenspiels beziehungsweise des ,Hand in Hand-Arbeitens® verschiedener
Motorproteine bestehen. Auch hierbei konnte die organotypische Retinakultur ein
lohnenswertes Untersuchungsobjekt darstellen, in der ein unvollstdndiger Transport durch die
Beeinflussung eines, von mehreren beteiligten Motorproteinen in Photorezeptorzellen
nachgewiesen werden konnte. Dass solche unvollstindigen Translokationen in
Photorezeptorzellen der Retinakultur nachweisbar sind, zeigte bereits das Experiment in der
vorliegenden Arbeit unter Beeinflussung der Mikrotubuli wéhrend der lichtabhidngigen
Bewegung des Arrestins. Andererseits konnen aber auch weitere Prozesse ohne Beteiligung
von Motorproteinen in Verbindung mit den Translokationen von Arrestin und Transducin in
Photorezeptorzellen der Retinakultur untersucht werden, wie bereits durch die
lichtunabhidngige Auslosung der Arrestintranslokation gezeigt werden konnte (Goldmann,
2006). Hierbei konnte durch die Verwendung von Stimulatoren wie auch Inhibitoren
spezifischer Enzyme, der von der visuellen Transduktion unabhingige Signalweg zur
Translokation des Arrestins im Hellen aufgekldrt werden. Sowie die visuelle
Signaltransduktion iiber das G-Protein Transducin, das Paradebeispiel eines G-Protein-
gekoppelten Rezeptorsignalwegs geworden ist, konnte auch die lichtabhédngige Translokation
von Komponenten der Signaltransduktionskaskade in Photorezeptorzellen Aufschluss dariiber
geben, wie einzelne Proteine in Zellen generell kompartimentiert werden. Fiir solche und
weitere Studien an Photorezeptorzellen bietet sich die organotypische Kultur adulter Retinae,

als nahezu einziges zugéingliches Analysesystem fiir voll entwickelte Photorezeptorzellen an.

4.3.1 Gentransfers in die organotypische Retinakultur

Im Rahmen dieser Arbeit konnten erste Belege erarbeitet werden, dass es moglich ist, Zellen
der kultivierten Retina zu transfizieren, das heiflt, extern eingebrachte Genkonstukte zur
Expression zu bringen. Dabei konnte man mit der Hilfe unterschiedlicher Methoden
verschiedene Zelltypen der Retina erreichen. Die Experimente zur Transfektion der
organotypischen Retinkultur haben gezeigt, dass es durch Elektroporation, als auch mit
ballistischer Transfektion moglich ist Gentransfers in Zellen der Retinakultur durchzufiihren.

Dabei kann gerade die Technik unter Verwendung der Gene Gun™ es ermoglichen, Zellen in
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der Retina zur Expression eines Genkonstruktes zu transfizieren, die flir herkdmmliche
experimentelle Ansétze (Lipofektion, Elektroporation usw.) unerreichbar sind. Durch die
Optimierung der Transfektionverfahren und den Einsatz von zellspezifischen Promotoren
kann dieses zielgerichtete Transfizieren in weiteren Vorhaben verbessert werden. Durch
Expression von transfizierten Genkonstrukten in Photorezeptorzellen, soll die organotypische
Retinakultur das Studium Photorezeptor-spezifischer Funktionen von Proteinen ermdglichen.
In zukiinftigen experimentellen Ansétzen, soll die Retinakultur auch im Sinne einer
Erprobung von gentherapeutischen Strategien genutzt werden. Der Vorteil in der Anwendung
der Retinakultur liegt hier zum einen, in einer im Vergleich zum abgeschlossenen Auge sehr
viel besseren Zugénglichkeit. Zum anderen konnen hier neu erstellte Konstrukte umgehend an
den tatsichlichen Zielzellen des therapeutischen Ansatzes erprobt werden. Weiterhin kann die
Retinakultur dazu dienen die Anzahl von Tierversuchen zu reduzieren. An der Retinakultur
konnen genetische Konstrukte auf ihre grundsétzliche Eignung hin {iberpriift werden, bevor
diese dann in tatsdchlichen Gentherapieansdtzen im lebenden Tier eingesetzt werden. Fiir
diese Untersuchungen sollen Retinae von Tiermodellen verwendet werden, die, zu beim
Menschen auftretenden Krankheiten, homologe Mutationen tragen. In aktuellen Experimenten
an der in dieser Arbeit beschriebenen Retinakultur, werden gerade rekombinante Adeno-
assoziierte Viren (rAAV) evaluiert, die ein effizientes Einbringen von genetischem Material
gewihrleisten, sprich als ,,Shuttle-System* zur Transfektion von Photorezeptorzellen dienen
konnen (Batten et al., 2005; Glushakova et al., 2006). Dazu wurde die ,,gesunde Sequenz®,
des beim Usher-Syndrom 1 C mutierten Genabschnitts in einen solchen Adeno-assoziierten
Virus kloniert. Dieser Virus soll nun zur Transfektion von Photorezeptorzellen in der
Retinakultur eingesetzt und die Expression des therapeutischen Genproduktes,
beziehungsweise der Phinotyp vor einem dafiir defizienten Hintergrund analysiert werden.
Solche rAAV-Systeme wurden bereits in klinischen Gentherapiestudien der Phase II
erfolgreich eingesetzt und bieten daher auch nach einer Erprobung in der Retinakultur eine

Moglichkeit zum tatsidchlichen direkten therapeutischen Einsatz im lebenden Organismus.
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5 Zusammenfassung

Photorezeptorzellen der Vertebraten sind hoch spezialisierte, visuell sensorische Neurone in
der Retina, die die Lichtinformation in ein neuronales Signal umwandeln. Durch ihre
Einbindung in die Retina im Gesamtorgan Auge, sind Photorezeptorzellen im Organismus fiir
zellbiologische Analysen, wie beispielsweise unter Einsatz pharmakologischer Substanzen,
nur schwer zuginglich. Demgegeniiber ist bei der Nutzung von Zellkulturtechniken eine
Beeinflussung oder externe Manipulation von Zellen mit geringem Aufwand mdoglich. Bei
Etablierungsversuchen von Primérkulturen von Photorezeptorzellen zeigte sich jedoch, dass
diese rasch ihre spezifische Kompartimentierung und das damit verbundene (lichtsensitive)
Funktionsvermdgen verlieren.

Eine Alternative zur FEinzelzellkultur bietet die Kultivierung der Retina als
organotypisches Gewebe, in der, durch den iiberlebenswichtigen Kontakt der retinalen Zellen
zu einander, deren Morphologie und Funktionsvermodgen erhalten bleibt. In der vorliegenden
Arbeit konnte durch Optimierung der Kultivierungstechnik erstmals die adulte Retina fiir
mehrere Tage intakt kultiviert und deren Vitalitdt und physiologische Aktivitit nachgewiesen
werden.

Nach dem Nachweis der Eignung der organotypischen Retinakultur, stand diese nun
fiir zellbiologische Analysen von Photorezeptorzellen zur Verfiigung. Die Langzeitadaptation
von Photorezeptorzellen geht einher mit der Translokation der Proteine Arrestin und
Transducin. Doch sind die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen dieser
lichtabhingigen molekularen Bewegungen bislang noch nicht verstanden. Im Kontext der
Diskussion um Diffusion oder aktivem Transport der genannten Translokationen, wurden in
der vorliegenden Arbeit Experimente zur Abhédngigkeit vom Cytoskelett durchgefiihrt. Die
Ergebnisse zeigen, dass die gegensétzlichen Translokationen von Arrestin und Transducin
wiéhrend der Dunkeladaptation vom Aktin-, als auch Mikrotubulicytoskelett abhingig sind.
Demgegeniiber sind es die wihrend der Helladaptation stattfindenden Translokationen nicht.
Diese Befunde verweisen damit auf unterschiedliche Mechanismen fiir die untersuchten
molekularen Bewegungen wihrend der Dunkel- und Helladaptation, und das im Falle des
Arrestins auch verschieden Mechanismen zusammen oder in einer Abfolge fiir die Bewegung
durch verschiedene Zellkompartimente notwendig sind. Dariiber hinaus konnte in der
vorliegenden Arbeit die Eignung der Retinakulturtechnik fiir Gentransfers in retinale Zellen
mittels verschiedener Methoden gezeigt werden.

Die organotypische Gewebekultur der adulten Retina erweist sich als ein

Analysesystem mit dem zellbiologische Untersuchungen an ausdifferenzierten
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Photorezeptorzellen durchgefiihrt werden konnen, die im lebenden Tier, bzw. der Zellkultur
nicht moglich sind. Erfolgreiche Pharmakologische Beeinflussung, sowie Gentransfer in
Zellen der Retinakultur pridestinieren die Retinakultur fiir zellbiologische und
Proteinfunktionsanalysen. Dabei kann sie ferner als Modellsystem zur Evaluation von
Therapiestrategien zu Retinadystrophien dienen und das ohne, oder zumindest in einer

Reduktion von Tierversuchen.
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Anhang

7 Anhang

7.1 Abkirzungen

Im Folgenden sind im Text hédufig verwendete Abkiirzungen nochmals alphabetisch

aufgelistet. Zusétzlich wurden in diese Liste allgemein gebrduchliche Abkiirzungen von

Einheiten und Chemikalien aufgenommen, die nicht im Text definiert wurden.

°C

pg, pl, pm, pM

Arr
ATP
CcC
CDH23

cGMP/5'GMP

DA
DNA
DNase
DAPI
a¢H20
DIV
DMEM
DMSO
eGFP

g

g
GC

GDP/GTP
Gy

h

HAM’s F12

INL

Grad Celsius

Mikrogramm, Mikroliter, Mikrometer, Mikromolar

Arrestin

Adenosin Triphosphat

Verbindungscilium, engl. ,,connecting cilium”

Cadherin 23 (USH1D)

cyclisches Guanosin Monophosphat / 5° Guanosin Monophosphat
Dunkeladaptiert, engl. ,,dark adapted“

Desoxyribonukleinséure

Desoxyribonuklease

4,6-Diamidino-2-Phenylindol, blau fluoreszierende Kernfarbung
Doppelt-destiliertes Wasser

Tage in Kultur, engl. ,,days in vitro*

Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Medium der Retinakultur
Dimethylsulfoxid, Losungsmittel fiir Chemikalien

griin fluoreszierendes Protein, engl. ,,enhanced Green Fluorescent
Protein“

Gramm

relative Erdbeschleunigung

Ganglienzellschicht, engl. ,,ganglion cells*

Guanosin Diphosphat / Guanosin Triphosphat

Transducin, G-Protein in der visuellen Signaltransduktion

Stunde

Néhrzusatz fiir Zellkulturmedien, urspriinglich zum Wachstum von
Hamster Ovarienzellen entwickelt

Innere Kornerschicht, engl. ,,inner nuclear layer*
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IS Innensegment, engl. ,,inner segment*

IPL Innere plexiforme Schicht, engl. ,,inner plexiform layer*

LA Helladaptiert, engl. ,,light adapted**

LB-Medium Anzuchtmedium fiir Bakterienkulturen, engl. ,,lysogeny broth*

OD Optische Dichte

ONL AuBere Korenerschicht, engl. ,,outer nuclear layer

OS Auflensegment, engl. ,,outer segment*

OPL AuBere plexiforme Schicht, engl. ,,outer plexiorm layer

PBS phosphatgepufferte Salzlosung, engl. ,,phosphate buffer saline*

PCDHI15 Protocadherin 15 (USHI1F)

PDE Phosphodiesterase

PFA Paraformaldehyd

PKC Proteinkinase C

PMA Phorbolester, engl. ,,phorbol myristate acetate

PN Post natal

psi Druckeinheit, engl. ,,pounds per square inch*

PVP Polyvinylpyrrolidone

RHO Rhodopsin

rpm Umdrehungen pro Minute, engl. ,,rounds per minute**

RP Retinitis pigmentosa; Degeneration der Photorezeptorzellen

RPE retinales Pigmentepithel

shaker-1 Mus musculus SH1/LeJ-Myo7a*?% B Shaker-1-Maus mit Myosin
Vlla-Defekt

TRP(L) “Transient receptor potential (like)”

TUNEL “Terminal desoxynucleotidyl transferase-mediated fluorescin dUTP
Nick End Labeling*

USH Usher Syndrom

\% Volt

v/v Volumen pro Volumen

wt Im Labor etablierte Wildtyp-Maus: Mus musculus C57 BL/6J

w/v Gewichtsanteil pro Volumen
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7.2 Lebenslauf

Personliche Angaben:

Name:
Familienstand:
Staatsangehorigkeit:
Geburtsdatum /Ort:

Adresse:

Schulbildung:
1982 — 1986

1986 — 1995
Juni 1995

Okt. 1995 — Sept. 1996

Hochschulbildung:
WS 1996/97

Nov. 1998
1998 bis 2001

Mai 2001

Juni 2001 bis Mérz 2002

Aug. 2002 bis Jan. 2007

Reinhardt-Boris Reidel

ledig

deutsch

31. Oktober 1975 in Mainz
Ostdeutsche Str. 26, 55232 Alzey

Grundschule: St. Marien Schule Alzey
Gymnasium: Elisabeth-Langgésser-Gymnasium, Alzey

Abitur

Zivildienst: im Krankenhaus des ,,Deutschen Roten Kreuzes®,

Alzey

Beginn des Studiums im Fachbereich Biologie an der Johannes
Gutenberg-Universitit Mainz

Vordiplom

Hauptstudium mit Schwerpunkten Zoologie, Botanik und
Immunologie

Diplompriifungen

Diplomarbeit am Institut fiir Zoologie, Abt. I: Zell- und
Matrixbiologie der Johannes Gutenberg-Universitét bei Prof. Dr.
U. Wolfrum

Promotion im Institut fiir Zoologie, Abt. I: Zell- und
Matrixbiologie der Johannes Gutenberg-Universitét bei Prof. Dr.

U. Wolfrum
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Eidesstattliche Erklarung

Hiermit erkldre ich an Eides statt, dass ich meine Dissertation selbststdndig und nur unter
Verwendung der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Ich habe keinen anderen

Promotionsversuch unternommen.

Boris Reidel
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