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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass RGZ juveniler Ratten (P14 - P24) in der
Lage sind, axonale Fortsatze in groiem Umfang spontan auszubilden. Die Ergebnisse
zeigen, dass neben den bereits beschriebenen embryonalen und postnatalen
Entwicklungsphasen auch eine ,Augendéffnungsphase” existiert, die das Auswachsen von
Axonen triggert. Die funktionell gesteuerte Wachstumsphase von Axonen hélt ca. eine
Woche an, namlich bis kurz nach dem Zeitpunkt der Erlangung einer kompletten
Linsentransparenz (P21) und voller visueller Funktion. Danach wird das adulte Muster der

Nichtregenerierbarkeit angenommen

Die Expressionsprofile von GAP-43, Neurofilament und Rhodopsin wurden im Verlauf der
postnatalen Maturation immunhistologisch bestimmt. Eine Abh&ngigkeit der Expression
dieser Proteine vom Lichteinfall konnte nachgewiesen werden. Eine vorzeitige
Lichtexposition fuhrte zu einer frilheren Expression von Neurofilament und Rhodopsin in
der juvenilen Retina. Eine Lichtdeprivation fihrte hingegen zu einer Herunterregulation

beider Proteine als Hinweis ihrer funktionsabhangigen Expression.

Um die lichtinduzierbaren Proteinexpressionsprofile zu untersuchen wurde mittels der 2D-
Gelelektrophorese und MALDI das Proteom der Retina analysiert. Erstmals in diesem
Zusammenhang wurden lichtunabhéngig und lichtabh&ngig exprimierte Proteine
identifiziert. Wahrend die Expression von Tolkin und Trax lichtunabh@ngig zu sein scheint,
ist die Expression von Pinl, Recoverin, PEBP sowie poly(A)BP lichtabhangig. Mit Hilfe
der Real time PCR konnte gezeigt werden, dass die Expressionen von Pinl und Trax

wahrend der Phase des axonalen Wachstums herunter reguliert sind.

Durch die visuelle Erfahrung erfolgt die Aktivierung der Photorezeptoren und des
neuronalen Calcium Sensors Recoverin als Marker der Rezeptoren. Die Membran-
gestltzte Reizerfassung der Photorezeptoren setzt die Expression von Proteinen der
Membranbiogenese, wie beispielsweise dem PEBP, voraus. Das poly (A) BP ist in die
Translation involviert und kdnnte somit beztglich der entwicklungsbedingten Umstellung
des Proteoms von Bedeutung sein. Daneben kann auch das Trax in die Translation
involviert sein und mit der mRNA interagieren. Die sich entwickelnden Zellen der Retina
durchlaufen verschiedene Stadien des Zellzyklus, der auch einer Regulation durch Pinl

unterliegen kann.



Zusammenfassung

Schlussfolgernd l&sst sich feststellen, dass kritische Phasen der Entwicklung der Retina
mit plastischen Vorgangen verbunden sind, die man als sprouting oder wie im konkreten
Fall als axonale Elongation sehen kann. Begleitet und/oder kontrolliert werden diese
Vorgange von zellularen und molekularen Verénderungen, die durch die hier entdeckten

Proteine teilweise gesteuert werden kdénnten.
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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Die Reifung der Retina

Die Retina entwickelt sich wie das gesamte neuronale System der Vertebraten aus dem
ektodermalen Keimblatt durch primare und sekundare Ausstllpung des Neuralrohrs. Die

Entwicklung der Retina lasst sich im Wesentlichen auf drei Prozesse reduzieren.

) Diversifizierung: Zunachst werden die entsprechenden Zelltypen aus dem
pluripotenten einschichtigen Neuroepithel gebildet. Noch vor der Migration der
Vorlauferzellen exprimieren diese Markerproteine, die spezifisch fir den
jeweiligen Zelltypus sind (Livesey und Cepko, 2001).

1)) Migration: Im Folgenden migrieren die Vorlauferzellen an ihre endgliltige
Position im retinalen Geflge.

1)) Vernetzung: Nachfolgend werden die notwendigen Kontakte zu anderen
Zellen hergestellt (Horsburgh und Sefton, 1987; Galli-Resta, 2002).

1.1.1 Die Diversifizierung retinaler Neuroblasten

Die Diversifizierung der jeweiligen Zelltypen der Retina beginnt mit der Bildung der
retinalen Ganglienzellen (RGZ), gefolgt von den Horizontalzellen, den Stabchen und den
amakrinen Zellen. Die Ausbildung von Miller-Zellen, Bipolarzellen und Zapfen schlief3t die
Diversifzierung ab (LaVail et al., 1991; Cepko et al., 1996). Die Enstehungsphasen der
einzelnen Zelltypen tberschneiden sich (LaVail et al., 1991; Stiemke und Holyfield, 1995),
so dass es sich hierbei um teils parallel verlaufende Entwicklungsprozesse handelt. Diese
gleichzeitige Entwicklung unterschiedlichster Zellarten kann nur erfolgen, wenn ein
exakter Ablauf zu Grunde liegt, der eine korrekte Entwicklung der einzelnen
Vorlauferzellen garantiert. Die differenzierten Zellen entwickeln sich aus der Population
der undifferenzierten Vorlauferzellen im Neuroepithel des optischen Vesikels, wobei sie
einem zentral-peripheren Entwicklungsgradienten von der Insertionsstelle des optischen
Nervs folgen (Prada et al., 1991; Hu und Easter, 1999).

Die funktionsspezifische Diversifizierung der sechs unterschiedlichen neuronalen
Zelltypen und der Gliazellen der Retina wird durch extrinsische und intrinsische Faktoren
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beeinflusst. Hierbei kénnen aus einer pluripotenten retinalen Vorlauferzelle
unterschiedliche Zelltypen hervorgehen (Wetts und Fraser, 1988; Turner et al., 1990). Die
Kompetenz-Theorie der retinalen Diversifizierung besagt, dass die retinalen
Vorlauferzellen eine zeitabhédngige Abfolge von determinierten Kompetenzstadien
durchlaufen. Das Erreichen der zeitlich aufeinander folgenden Stadien wird durch
intrinsische Faktoren beeinflusst. Haben die Vorlauferzellen eine entsprechende
Kompetenzstufe erreicht, so kénnen sie nur bestimmte Typen postmitotischer retinaler
Zellen ausbilden (Austin et al., 1995; Belliveau und Cepko, 1999). Jedes der aufeinander
folgenden Kompetenzstadien zeichnet sich durch die Diversifizierung der Vorlauferzellen
Zu einer bestimmten Subpopulation retinaler Zelltypen aus, die durch positive oder

negative extrinsische Faktoren beeinflusst wird (Cepko et al.,1996).

Retinale Zellen der unterschiedlichen Kompetenzstadien verfligen Uber unterschiedliche
intrinsisch  festgelegte Entwicklungsmdglichkeiten. Dies konnte im Rahmen von
heterochronischen Transplantationsexperimenten bei der Ratte gezeigt werden. Wurden
retinale Vorlauferzellen eines mittleren embryonalen Kompetenzstadiums in ein Auge
transplantiert, das sich in einem spaten Stadium befand, so formten sich aus den
transplantierten Zellen amakrine Zellen und Stabchen, wahrend die umgebenden Zellen
sich zu Zapfen entsprechend ihres spaten Kompetenzniveaus differenzierten (Belliveau
und Cepko, 1999). Das verdnderte retinale Geflige konnte keinen Einfluss auf die

Entwicklung der transplantierten Zellen ausiben.

Retinogenese

A e d
extrinsich
e | g Gz determiniert:

LIF, CNTF, NGF,

W EGF, shh

@ Hz
AZ
— ’#w—
e St BZ
-

Neuroblasten

Mz
intrinsich e
determiniert: W §Za
HD, bHLH

Kompetenzstadien

Abb. 1: Graphische Darstellung der Kompetenztheorie
Die einzelnen Kompetenzstadien werden durch intrinsische Faktoren bestimmt. Extrinsische

Faktoren fuhren dann zur weiteren Differenizierung der Vorlauferzellen.
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Wie erfolgt nun die Diversifizierung der retinalen Vorlauferzellen eines
Kompetenzstadiums? Fur die Differenzierung zu bestimmten postmitotischen Zelltypen
werden extrinsische Signale diskutiert. Extrinsische Faktoren werden von
unterschiedlichen postmitotischen Neuronen sekretiert und fiihren zu einer Inhibition
bestimmter Differenzierungssprozesse der umgebenden retinalen Vorlauferzellen
(Livesey und Cepko, 2001). Diese Faktoren kdnnen auf zwei unterschiedliche Weisen die

anderen Vorlauferzellen inhibieren.

Zum einen wirken diese Faktoren im Fall der amakrinen Zellen bevor die Vorlauferzellen
die Metaphase erreicht haben (Belliveau und Cepko, 1999). Zum anderen Uben diese
Faktoren einen Einfluss auf postmitotische Zellen aus. So kann durch die Applikation von
ciliary neurotrophic factor (CNTF) oder von leukaemia inhibitory factor (LIF) die
Diversifizierung von bereits postmitotischen, nicht vollstandig ausdifferenzierten
Vorlauferzellen zur Bildung von Bipolarzellen bzw. Mduller-Zellen umgeleitet werden
(Ezzeddine et al., 1997). Diese postmitotische Re-Diversifizierung ist jedoch im Rahmen

der nativen Entwicklung der Retina eine Ausnahme.

Die nicht manipulierte Diversifizierung der Vorlauferzellen beginnt mit der Ausbildung von
RGZ in einer frihen Phase der embryonalen Entwicklung. So wurde gezeigt, dass sonic
hedgehog (shh) wéahrend dieser Phase in der embryonalen Retina zu einer Ausbildung
von RGZ fihrt, die wiederum shh sekretieren und somit die Vorlauferzellen in der direkten
Umgebung zur Diversifizierung zu RGZ veranlassen (Zhang und Yang; 2001). Dieser
Mechanismus steht in Ubereinstimmung mit der vom Zentrum zur Peripherie wellenférmig
verlaufenden Diversifizierung der retinalen Vorlauferzellen (Marquardt, 2003). Erreichen
die gebildeten RGZ ein postmitotisches Stadium, so geht von ihnen eine negative
Regulation auf ihre Umgebung hinsichtlich der Bildung weiterer RGZ aus. Der nerve
growth factor (NGF) scheint hierin involviert zu sein (McCabe et al., 1999). Weitere
extrinsische Faktoren sind der transforming growth factor alpha (TGFa), der epidermal
growth factor (EGF) aber auch die Aminosdure Taurin, die eine Diversifizierung von
Vorlauferzellen bis zur Ausbildung von Stébchen lenkt (Reh und Levine, 1998; Cepko,
1999).

Der Theorie der Kompetenzstadien zufolge erfolgt die Diversifizierung der Vorlauferzellen
einer Kompetenzstufe tGberwiegend durch extrinsische Faktoren, wahrend der Eintritt in
die jeweiligen Stadien durch intrinsische Faktoren determiniert wird (Livesey und Cepko,
2001). Diese intrinsischen Regulationsmechanismen der Diversifizierung retinaler
Vorlauferzellen sind komplex und noch nicht vollends geklart.
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Die Komplexitat wird anhand der Zusammensetzung der unterschiedlichen Zellen im
Neuroepithel des optischen Bechers deutlich. Nur ein geringer Anteil dieser Zellen sind
reine Stammzellen. Erfolgt eine in vitro Kultivierung der Retina im embryonalen Stadium,
so lassen sich nur wenige Stammzellen identifizieren, wahrend die Masse der
Vorlauferzellen einer direkten Spezialisierung unterliegt (Kelley et al., 1995; Jensen und
Raff, 1997). Somit ist die embryonale Retina ein heterogenes Geflige, das Uber wenige
Stammzellen, jedoch Uber zahlreiche gepragte Vorlauferzellen verfligt (Anderson, 2001).
Diese gepragten Vorlauferzellen exprimieren bereits Syntaxin und VC1.1, Proteine, die
charakteristisch fur amakrine Zellen und Stabchen sind (Alexiades und Cepko, 1997).
DarUber hinaus konnten drei Systeme identifiziert werden, die einen wesentlichen
intrinsischen Einfluss auf die Diversifikation ausiben. Hierbei handelt es sich um das
Notch/Delta-System, die homeodomain (HD) Gene, sowie um die basic helix-loop-helix
(bHLH) Transkriptionsfaktoren (Cepko, 1999; Guillemont, 1999).

In der embryonalen Retina konnten mehrere bHLH Transkriptionsfaktoren in
unterschiedlichen Gruppen von Vorlauferzellen identifiziert werden, wobei die Expression
des jeweiligen Faktors oftmals die Diversifizierung der Vorlauferzellen zu einem
bestimmten retinalen Zelltypen impliziert (Wang et al., 2001; Inoue et al., 2002). Des
Weiteren kann die Expression von bHLH Faktoren dazu fiihren, dass neuronale
Vorlauferzellen aus dem Zellzyklus ausgeschieden werden (Guillemot, 1999).
Untersuchungen an Mausen hatten ergeben, dass die Entstehung von amakrinen Zellen
die korrekte Expression der bHLH Faktoren Math3 und NeuoD voraussetzt (Inoue et al.,
2002). Der bHLH Faktor NeuroD stellt hier einen Sonderfall dar, da abh&ngig vom
Zeitpunkt der Expression dieses Faktors verschiedene Spezialisierungen der jeweiligen
retinalen Vorlauferzellen zu unterschiedlichen neuronalen Zellen erfolgen kénnen. Dabei
hat die Kinase GSKR offensichtlich grof3en Einfluss auf diese Entwicklung (Moore et al.,
2001; Ohnuma et al., 2002).

Wird die Expression des Math5 Gens unterbunden, so zeichnet sich eine nahezu
vollstandige Inhibition der RGZ Differenzierung ab (Wang et al., 2001). Math5 fihrt zu
einer Ausbildung von RGZ, indem dieser Faktor die Expression eines weiteren
Transkriptionsfaktors, dem Brn3b Faktor, aktiviert (Liu et al., 2001; Wang et al., 2001).
Brn3b als Transkriptionsfaktor ist essentiell fur die terminale Differenzierung der RGZ
(Gan et al, 1996). Die Expression der bHLH Faktoren erfolgt in bestimmten
Zellverbanden, wéahrend benachbarte Bereiche des Neuroepithels nicht die gleichen
Faktoren exprimieren. Diese lokal begrenzten Expressionsmuster entstehen durch eine

laterale Hemmung, die durch das Notch/Delta System hervorgerufen wird (Artavanis-
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Tsakonas et al., 1999; Perron und Harris, 2000). bHLH Faktoren bilden Heterodimere aus,
die ebenfalls Einfluss auf die Transkription ausiiben. Dies ist der Fall bei einem
Heterodimer aus Mash1l und dem ubiquitar expremierten Faktor E47, wobei das gebildete
Heterodimer als Transkriptionsaktivator dient (Johnson et al., 1992). Der Effektor Hesl
des Notch-Systems kann als Transkriptionsrepressor dem Mashl/E47 Heterodimer
entgegenwirken, indem es zum einen den Promotorbereich des Mashl Gens und zum
anderen essentielle Coaktivatoren blockiert (Sasai et al., 1992). Hesl1 kann durch eine
Heterodimerisierung mit Hes6 inaktiviert werden, so dass es keine transkriptionell
reprimierende Funktion mehr erfillen kann (Bae et al., 2000) Dadurch wird die
Transkription neurogener bHLH Faktoren nicht weiter inhibiert (Koyano-Nakagawa et al.,
2000).

Die HD Transkriptionsfaktoren Pax6, Rx1, Six3, Six6, Lhx2 sowie Otx2 konnten in den
retinalen Neuroepithelien verschiedenster Vertebraten nachgewiesen werden (Walther
und Gruss, 1991; Mathers et al., 1997; Kenyon et al., 2001). So handelt es sich z. B. bei
den Faktoren Pax6 und Six3 um stark konservierte Elemente, die einen ausgepragten
Einfluss auf die retinale Entwicklung haben (Gehring und lkeo, 1999; Ashery-Padan und
Gruss, 2002). Verschiedene Tiermodelle zeigten die Relevanz dieser HD
Transkriptionsfaktoren auf. Mause, die aufgrund einer Deletion keinerlei Rx1, einen
weiteren HD Faktor, mehr exprimierten, wiesen keinen sekundéren Invaginations-Sulcus
auf (Mathers et al., 1997). Mause, deren Pax6 und Lhx2 Leserahmen vollstandig deletiert
worden waren, wiesen primare optische Vesikel auf, die sich nicht weiter zum sekundaren

optischen Becher entwickelten (Grindley et al., 1995; Porter et al., 1997).
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vorherige Seite:
Abb. 2: Differenzierung retinaler Zellen durch intrinsische Faktoren
Erlauterung siehe Text. (ANS: duRere nukledre Schicht, APS: duRRere plexiforme Schicht, INS:

innere nukleéare Schicht, IPS: innere plexiforme Schicht, GZS: Ganglienzellschicht)

Im Falle der Maus erfolgt die Expression des Pax6 Gens wahrend der gesamten
Entwicklung der Retina, wobei sich das Expressionsmuster dieses Gens im gesamten
retinalen Geflige mit der Zunahme postmitotischer Zellen verandert: In einigen Zellen wird
die Expression herunter reguliert, wahrend sie in anderen Zellen konstant bleibt
(Marquardt und Gruss; 2002). Darlber hinaus wird Pax6 in adulten amakrinen Zellen
exprimiert (Belecky-Adams et al., 1997) Wird eine Deletion des Pax6 Gens im distalen
Bereich des optischen Bechers herbeigefiihrt, so bilden sich aus den retinalen
Vorlauferzellen in diesem Bereich fast ausschlie3lich amakrine Zellen (Marquardt et al.,
2001).

Die Gruppen der HD Faktoren und bHLH Transkriptionsfaktoren sollten beztglich der
retinalen Entwicklung nicht ausschlief3lich getrennt voneinander betrachtet werden, da es
im Zuge der Entwicklung zu Interaktionen zwischen den Faktoren beider Gruppen kommt.
Die parallele Expression des bHLH Faktors NeuroD, des Faktors Math3, sowie der HD
Faktoren Pax6 bzw. Six3 fuhrt zur Ausbildung von amakrine Zellen, wahrend die singulare
Expression der jeweiligen Faktoren nicht zu diesem Ergebnis fuhrt (Inoue et al., 2002).
Ein weiterer HD Faktor ist Chx10, dessen Expression relevant fur die Differenzierung von
Bipolarzellen ist (Burmeister et al., 1996). Die alleinige Expression von Mashl1 oder Math3
erwies sich nicht als ausreichend, um aus retinalen Vorlauferzellen Bipolarzellen
entstehen zu lassen. Erst die Coexpression eines dieser bHLH Transkriptionsfaktoren mit

Chx10 fuhrte zur Entwicklung von Bipolarzellen (Hatekayama et al., 2001).

1.1.2 Die Migration retinaler Vorlauferzellen

Die Migration der retinalen Zellen ist notwendig, da die Positionen der Zellen im
embryonalen Neuroepithel nicht mit denen in der adulten Retina Ubereinstimmen. Die
adulte Retina weist eine laminare Struktur auf, die sich vom Glaskdrper in Richtung des
Pigmentepithels in die folgenden Zellschichten einteilen lasst:
l. Nervenfaser-Schicht bestehend aus den Axonen der RGZ und Astrozyten
sowie aus Fortsatzen der Muller-Zellen;
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1. RGZ-Schicht bestehend aus RGZ, amakrinen Zellen und Astrozyten;

Il innere plexiforme Schicht bestehend aus Fortsatzen der Bipolarzellen, der
amakrinen Zellen und der Ganglienzellen,

V. innere  nukledre Schicht zusammengesetzt aus amakrinen Zellen,
Horizontalzellen, Bipolarzellen und Miuller-Zellen,

V. auRere plexifome Schicht bestehend aus dendritischen Fortsidtzen der

Bipolarzellen und Horizontalzellen;

VI. auRere nukledre Schicht gebildet aus den Somata der Photorezeptoren;
VII. Die auBerste Schicht der Retina besteht aus den auf3eren Segmenten der
Photorezeptoren;

Diese schichtweise Strukturierung der Retina lasst entsprechende laminare Bereiche fur
neuronale Zellen bestimmter Morphologie erkennen (Wassle und Boycott, 1991; Masland,
1996). Diese strikte Anordnung der neuronalen Zellen in distinkten Schichten fordert die
serielle Verarbeitung eingehender optischer Reize, wobei die Anordnung und Vernetzung

der retinalen Zellen innerhalb einer Schicht die parallele Signalverarbeitung ermdglicht.

Wie entsteht diese funktionale Strukturierung der Retina? Die friihe postnatale Retina der
Ratte lasst ein homogenes Neuroepithel erkennen, das keine laminare Strukturierung
aufweist. Die jeweiligen Vorlauferzellen exprimieren Markerproteine, die fiir den spéteren
differenzierten Zelltypus spezifisch sind, wobei diese Expression noch vor der Ausbildung
der endgultigen laminaren Struktur der Retina erfolgt (Livesey und Cepko, 2001). Diese
Expression der zellspezifischen Marker erfolgt unabhéngig von der Migration (Neumann,
2001). Vor und wéhrend der Migration der retinalen Zellen werden keine Synapsen
ausgebildet (Horsburgh und Sefton, 1987).

Die vertikale Migration der retinalen Neurone unterscheidet sich im Wesentlichen von den
Migrationsmechanismen anderer Zellen des ZNS, wie beispielsweise der Migration
cortikaler Neurone. So sind keine radialen Gliazellen vorhanden, entlang derer die
retinalen Vorlauferzellen in die entsprechenden Schichten migrieren konnten (Hatten,
1999). Im Falle der retinalen Migration erfolgt vielmehr eine Positionierung einiger
Zelltypen in den entsprechenden laminaren Bereichen im Zuge einer zweistufigen
Bewegung. Diese Weise der Migration wurde flr Horizontalzellen (Reese et al., 1999), fur
RGZ (Braekevelt und Hollenberg, 1970), fur amakrine Zellen (Rice et al., 2001; Galli-
Resta et al., 2002) sowie fir Photorezeptoren (Young, 1984) beschrieben. Die erste Stufe
der Migration fuhrt dazu, dass sich Zellen eines bestimmten Typus in einzelnen Schichten
der sich entwickelnden Retina ansammeln. Im Zuge der zweiten Migrationsstufe erfolgt
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die exakte Positionierung der Zellen im retinalen Geflige. Welche Faktoren im Einzelnen
die erste Stufe der Migration steuern, ist nicht genau bekannt (Galli-Resta, 2002). Es
erscheint als unwahrscheinlich, dass diese erste Orientierung aufgrund genau definierter
molekularer Gradienten erfolgt. Wahrscheinlicher erscheint eine ungefahre Anordnung der
Zellen aufgrund unterschiedlich anziehender oder abstoBender Faktoren der
Extrazellularmatrix, die von den jeweiligen Rezeptoren der Zellen erkannt werden, und so
eine differenzierte Migration einzelner Zelltypen bewirken (Steinberg und Takeichi, 1994).
Diese These wurde vor dem Hintergrund unterschiedlicher Tiermodelle, die Mutationen in
zellularen Adhéasionsproteinen tragen, aufgestellt, da die Tiere weit reichende
Veranderung in der laminaren Struktur der Retina aufweisen (Tomasiewicz et al., 1993;

Georges-Labusse et al., 1998).

Ein genaueres Bild zeichnet sich im Falle der Migration retinaler Vorlauferzellen vom
Huhnchen ab (Mey und Thanos, 2000). Postmitotische retinale Vorlauferzellen sind in
Saulen-adhnlichen radialen Formationen angeordnet, die aufgrund der Teilungsprozesse
mitotischer Neuroblasten entstanden, aus denen die Neurone hervorgehen. Mit dem
Erreichen der vitrealen Basalmembran durch die RGZ erfolgt eine signifikante
Neuordnung der Struktur (Meller und Tetzlaff, 1976). Auch die adulte Retina eines Vogels
weist die typische laminare Anordnung der jeweiligen Zellarten auf. Die notwendige
Migration lasst sich am Wandel der retinalen Struktur erkennen. So bilden sich kurzzeitig
innere und aullere Neuroepithelien aus, die durch eine Soma-freie Schicht voneinander
getrennt sind (Willbold und Layer, 1992). Die Migration der Neuroblasten wird unter
anderem vom Collagen der Basalmembranen sowie von glialen Faktoren beeinflusst
(Meller und Tetzlaff, 1976; Willbold und Layer, 1998). Die Adhasion zwischen
Neuroblasten und der extrazellularen Matrix, in diesem Falle der Basalmembran, wird
durch membranstéandige Integrine vermittelt. Bei den von den Neuroblasten exprimierten
Integrinen handelt es sich um Heterodimere, die unter anderem Laminin, einen
Bestandteil der extrazellularen Matrix, binden kdnnen. Werden diese Integrine artifiziell
durch Antikorper blockiert, kann eine Migration der retinalen Vorlauferzellen ausbleiben
(Cann et al., 1996). Die Migration der Neuroblasten beruht auch auf interzellularen
Adhasionsmechanismen, die auf den so genannten CAMs (cellular adhesion molecules)
beruhen. Diese Molekule gehdren zu der Immunglobulin Familie und vermitteln Calcium-
unabhangige, homophile Adh&sion. Eine differentielle Expression der unterschiedlichen
CAMs in verschiedenen Schichten der Hihnchenretina konnte so fur Contactin/F11 und
Tenascin-C nachgewiesen werden (Alessandri et al., 1995).

Eine weitere Gruppe der Zelladh&sionsmolekiile sind die Cadherine. Diese Molekile
vermitteln eine Calcium-abhéngige Adh&sion. Das Expressinsmuster der Cadherine
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wéhrend der Entwicklung des Auges ist komplex. Es erfolgt eine zeitlich versetzte und
voneinander unabhangige Expression in den verschiedensten Geweben (Thanos et al.,
1984; Schlosshauer und Ditting, 1991). Im retinalen Neuroepithel werden
unterschiedliche Cadherine wie das N-Cadherin, das R-Cadherin, das Cadherin-6B sowie
das Cadherin-7 in bestimmten Neuroblasten exprimiert, zu denen die Vorlauferzellen der
Bipolarzellen, der Horizontalzellen, der amakrinen Zellen so wie die RGZ gehéren (Wéhrn
et al.,, 1998). Das N-Cadherin, das auch in den Photorezeptorinnensegmenten der
auReren plexiformen Schicht nachgewiesen wurde (Wohrn et al., 1998), erscheint von
grol3er Relevanz hinsichtlich friiher Segregationsmechanismen neuronaler Vorlauferzellen
aus dem Ektoderm, als auch in Bezug auf die Migration der Vorlauferzellen im retinalen

Neuroepithel sowie beziiglich der Axonentwicklung (Rhiel et al., 1996).

Es zeigt sich, dass die erste Stufe der Migration, die zu einer laminaren Strukturierung der
Retina fiihrt, auf Adhasionsmechansimen beruht, die tUber Integrine, CAMs und Cadherine
vermittelt werden. Eine Regulation erfolgt Uber ein komplexes Expressionsmuster der
Adhasionsmolekiile, Uber Calciumkonzentrationen aber auch wie im Falle des N-
Cadherins  Uber transkriptionale und posttranslationale Modifikationen sowie
unterschiedliche Phosphorylierungsmuster und Degradationen (Lee et al., 1997). Nach
Abschluss der Schichtung der Retina, schlief3t sich die zweite Stufe der Migration an.
Hierbei wird die exakte Positionierung der neuronalen Zellen in Mosaike vorgenommen
(Galli-Resta, 2002).

In der Retina der Vertebraten sind Neurone des gleichen Typus in miteinander
verbundenen Feldern angeordnet (Wassle und Boycott, 1991), die als Mosaike
bezeichnet werden (Wassle und Riemann, 1978; Cook und Chalupa, 2000). Die
Ausformung dieser Mosaike erfolgt zu einem frihen Zeitpunkt der retinalen Entwicklung,
an dem die Prozesse der ZellGense und der Migration noch nicht vollstandig
abgeschlossen sind (Bumsted et al., 1997; Galli-Resta et al., 1997). Neue Zellen werden
im Zuge der Migration in ein Mosaik spezifischer Zellen eingefligt, wobei die Geometrie
des Mosaiks weitestgehend erhalten bleibt (Galli-Resta et al., 1990). Dies ist nur moglich,
da die Zellen sich in der tangentialen Ebene bewegen (Reese et al., 1995), wobei ein
minimaler Abstand zwischen zwei Zellen eingehalten wird (Rodieck und Marshak, 1992;
Galli-Resta, 2000).

Das Einhalten eines Mindestabstandes zwischen zwei Zellen des gleichen Typus wurde
des Weiteren bei Horizontalzellen (Ammermuller et al., 1993) und Photorezeptoren (Galli-
Resta et al.,, 1999) nachgewiesen. Hier zeigt sich ein entscheidender Unterschied zur
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ersten Migrationsstufe, die von radialen Bewegungen der Neuroblasten gekennzeichnet
ist. Die zweite Stufe der Migration basiert primar auf der Ausbildung von dendritischen
Verbindungen zur tangentialen Orientierung. Die Gruppierung der Zellen erfolgt in den
Mosaiken derart, dass minimale dendritische Uberlappungen entstehen (Eglen et al.,
2000). Die Dendriten der maturierenden neuronalen Zellen sind Uberaus flexibel und
kénnen variierende Interaktionen mit benachbarten Neuronen eingehen (Scott und Luo,
2001). Die RGZ verteilen sich gleichméaRig Uber die gesamte Retina, wobei minimale
Uberlappungen der dendritischen, zellspezifischen Verbindungen vorliegen (Wassle et al.,
1983; Lohmann und Wong, 2001). Die Elongation der Dendriten erfolgt bis zu einem
bestimmten Grad und wird dann wahrscheinlich durch spezifische Signale der
benachbarten RGZ gestoppt (Lohmann und Wong, 2001; Lohmann et al., 2002). Somit
erscheint eine Regulation der Ausformung bestimmter Mosaike aufgrund des

dendritischen Wachstums als wahrscheinlich (Reese et al., 1999; Galli-Resta et al., 2002).

1.1.3 Die Entwicklung synaptischer Verbindungen

Im Rahmen der Maturation ist der letzte notwendige Schritt die Vernetzung der
neuronalen Zelle zu einem parallel und seriell arbeitenden System. Hier wird deutlich,
dass die einzelnen Mechanismen retinaler Maturation, die Diversifikation, Migration sowie
die Vernetzung, nicht getrennt voneinander betrachtet werden dirfen. Die Ausbildung
erster dendritischer Fortsétze dient, wie bereits zuvor beschrieben, einer exakteren
Positionierung der Zellen im retinalen Gefiige. Daher sind hier die Ubergénge zwischen

Migration und Vernetzung sehr flieRend.

In der adulten Retina bestehen synaptische Verbindungen zwischen den Photorezeptoren
und den Horizontalzellen sowie den Bipolarzellen. Diese dendritischen Verbindungen
formen die auflere plexiforme Schicht. In der inneren plexiformen Schicht sind die
synaptischen Verbindungen von RGZ zu amakrinen Zellen und bipolaren Interneuronen

lokalisiert.

Wie entstehen nun diese Verbindungen und die resultierenden Netzwerke zur
Weiterleitung und Verarbeitung der Informationen? Untersuchungen haben gezeigt, dass
sich zunachst Verbindungen zwischen RGZ und amakrinen Zellen etablieren (Fisher,
1979). Es folgen Verknipfungen von Horizontalzellen mit Verbindungen zu den
Photorezeptoren (Blanks et al., 1974). Auf diese Weise bildet sich anfangs eine
tangentiale Vernetzung der neuronalen Zellen aus. Im Anschluss erfolgt durch die
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Ausbildung der Bipolarzellen eine radiale Verknipfung zwischen den laminaren Netzen
(Olney, 1968). Die Etablierung der dendritischen Fortsédtze der RGZ wurde bereits im
vorangegangenen Abschnitt im Hinblick auf die exakte Positionierung der Zelle
dargestellt. Die Ausbildung der Dendriten wird hierbei sowohl von intrinsischen als auch
extrinsischen Faktoren beeinflusst (Sernagor et al., 2001). Ein externer Faktor ist die
raumliche Entfernung zur nachsten RGZ. Wurden einzelne RGZ entfernt (Eysel et al.,
1985) oder wurde die GrolRe des Auges verandert und damit auch die Dichte der RGZ
(Troilo et al., 1996), so variierten auch stets die ausgebildeten Dendriten. Bei variierenden
Dichten RGZ ergaben sich keine Veranderungen in den Verzweigungsmustern dieser
Zellen (Lin et al., 2004), was den Einfluss intrinsischer Faktoren vermuten lasst. Es konnte
gezeigt werden, dass ein Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration die Stabilitat
der Dendriten erhdht (Lohmann et al., 2002). Im Falle des Zebrafisches kam es zu einer
Stabilisierung der Dendriten durch sich ausbildende Synapsen (Niell et al., 2004). RGZ
projizieren erste dendritische Fortsatze in die innere plexiforme Schicht, wobei im Verlaufe
der Maturation das Verzweigungsmuster der Dendriten immer komplexer wird (Bodenarko
et al.,, 1995). Durch die selektive Blockade der cholinergen und glutaminergen
Signaltransduktion konnte gezeigt werden, dass die neuronale Aktivitat die adulte Form

der Dendriten bestimmt (Serangor und Metha, 2001).

Wahrend der friihen embryonalen Entwicklung lassen sich amakrine Zellen als multipolare
Zellen in der inneren nukledaren Schicht (INS) erkennen. Anfanglich werden Neuriten in
unterschiedliche Richtungen ausgebildet, bis erste Fortsatze die innere plexiforme Schicht
(IPS) erreichen. Hier findet eine umfangreiche Zunahme der Verzweigungen in laminaren
Bereichen der IPS statt (Prada et al., 1987), die als On- und Off-Sublaminae identifiziert
werden konnen (Kay et al., 2004). Dass vorhandene RGZ einen Einfluss auf die
Ausbildung dieser Neuriten haben, erscheint fraglich, da Tiermodelle, die keine
differenzierten RGZ hervorbringen (Math5” knockout Mause) dennoch intakte amakrine
Zellen entwickeln (Brown et al., 2001; Wang et al., 2001).

Bipolarzellen projizieren dendritische bzw. axonale Fortsdtze in radialer Orientierung
durch die gesamte maturierende Retina und reichen so von der &uf3eren bis zur inneren
Basalmembran (Quesada et al., 1981). Im weiteren Verlauf der retinalen Entwicklung
verkurzen sich diese Fortsatze und reichen nunmehr in die duf3ere plexiforme Schicht
(APS) als auch in die INS. Tiermodelle, wie das der reeler Maus, bei dem es zu weit
reichenden Veranderungen hinsichtlich der amakrinen Zellen kommt, weisen
unzureichende axonale Verzweigungen der Bipolarzellen auf (Rice et al., 2001). Sind
keine Ganglienzellen ausgebildet oder durch Apoptose ausgeschaltet worden, so lasst
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sich dennoch eine korrekte Strukturierung der Bipolarzellen in On- und Off-Bereich
erkennen (Brown et al.,, 2001; Wang et al. 2001). Bipolarzellen werden somit in ihrer

Entwicklung von amakrinen Zellen beeinflusst, nicht aber direkt von Ganglienzellen.

Horizontalzellen lassen in friihen Entwicklungsstadien eine radiale Ausrichtung erkennen,
die sich im Verlauf der Maturation grundlegend veréandert, bis eine tangentiale
Orientierung vorherrscht (Schnitzer und Rusoff, 1984). Diese Entwicklung von einer
radialen Neuritenanordnung zu einer laminaren Struktur kann nur bei korrekt
differenzierten Stabchen-Photorezeptoren erfolgen (Donovan und Dryer, 2004). Sind
keine Zapfen ausgebildet worden, so bleibt die Entwicklung einer laminaren Struktur
zunachst unbeeinflusst, wahrend die spatere Verzweigung der neuronalen Endungen
jedoch sehr minimiert wird (Reese et al.,, 2005). Die Anzahl der Kontakte einer
Horizontalzelle zu Photorezeptoren sinkt mit dem Abstand zum Soma. In somanahen
Bereichen ist die hdchste Anzahl an Verbindungen zu detektieren. In den friihen Phasen
der Entwicklung liegt zunachst eine einheitliche Verteilung der Kontakte zwischen
Horizontalzellen und Photorezeptoren unabhéangig von der raumlichen Ausdehnung vor.
Mit fortschreitender Entwicklung wird die Anzahl der Kontakte in der Peripherie der

Horizontalzelle verringert und die Anzahl der somanahen Kontakte erhoht.

Sich entwickelnde Photorezeptoren projizieren in groRem Umfang Neuriten bis in die
innere plexiforme Schicht (IPS). Erst mit der fortschreitenden Entwicklung dieser Zellen
erfolgt ein Riickzug der Fortsatze in die APS (Johnson et al., 1999). Werden amakrine
Zellen blockiert, so erfolgt eine Projektion der Neuriten der Photorezeptoren in
verschiedenen Unterschichten der IPS und in die Schicht der RGZ, was auf Interaktionen
zwischen sich entwickelnden Photorezeptoren und amakrinen Zellen schlieBen [&sst
(Johnson et al., 2001).

1.2 Die Axogenese der RGZ

Als letzter Schritt der retinalen Entwicklung ist eine raumlich geordnete Projektion der
Ganglienzellaxone in zentrale Verarbeitungszentren anzusehen, bekannt als Retinotopie.
Die zentrale Struktur in diesem hochkomplexen Prozess ist der Wachstumskegel (growth
cone), der das Axon in das spezifische Projektionsgebiet leitet, im Falle der Nagetiere in
den Colliculus superior des Mittelhirns. Growth cones verfugen Uber Filopodien, die
fingerartig die direkte Umgebung des Axons explorieren. Ihr Cytoskelett setzt sich aus
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filamentdsem Actin zusammen, das sich unter ATP Hydrolyse ausbildet (Suter und
Forscher, 1998). Die zweite charakteristische Struktur der growth cones sind flachige
Lamellipodien, die sich zwischen den Filopodien erstrecken. Rezeptoren an der
Oberflache der growth cones ermdéglichen eine Interaktion mit der extrazellularen Matrix
oder mit anderen Zellen. Auf diese Weise erfolgt eine Steuerung der axonalen Projektion,
indem verschiedenste Faktoren der Mikroumgebung Uber die Rezeptoren der growth
cones und Uber nachfolgende intraaxonale Signalkaskaden zu einer Ausrichtung des
Cytoskeletts fihren und so einen anziehenden oder zuriickweisenden Effekt erkennen
lassen (Suter und Forscher; 1998). Es wurden unterschiedliche Faktoren identifiziert, die
die axonale Navigation beeinflussen. Diese Faktoren kdnnen Bestandteil der
extrazellularen Matrix sein. Hierbei kann es sich um geloste Stoffe handeln, die einen
Gradienten in der Mikroumgebung entstehen lassen. Auch membranstandige Proteine
anderer Zellen sind beschrieben worden. Die jeweiligen Faktoren lassen sich aufgrund
bestimmter struktureller Eigenschaften in unterschiedliche Familien gruppieren. Vertreter
der extrazellularen Matrixproteine sind Laminin und Fibronectin. Netrin und Semaphorin
werden in den Interzellularraum sekretiert. Bei Cadherinen und bei Proteinen der
Immunglobulinfamilie handelt es sich um membransténdige Faktoren (Thanos und Mey,
2001; Yu und Bargmann, 2001). Einige dieser Faktoren wirken auf das axonale

Wachstum inhibierend, wéhrend andere eine axonale Elongation fordern.

Innerhalb der embryonalen Retina erfolgt das axonale Wachstum gerichtet auf die Papille.
Diese Orientierung wird dadurch ermdglicht, dass zunachst RGZ im Zentrum der Retina
gebildet werden. Die RGZ der Peripherie entstehen nachfolgend. Die Axone wachsen
aufgrund der Faszikulierung in Richtung der Papille. Auf der Oberflache der Axone wird
das zur Familie der Immunglobuline gehérende Adhasionsmolekil L1 exprimiert. Durch
homophile Interaktion mit L1 Molekilen anderer Axone erfolgt die Orientierung der
Elongation (Burden-Gulley et al., 1997). Die erst spater ausgebildeten Axone der retinalen
Peripherie werden somit von bereits bestehenden Axonen zur Papille hin dirigiert. Damit
die jeweils zuletzt gebildeten RGZ nicht erste Axone in die Peripherie der Retina
projizieren, werden die neu gebildeten RGZ von einer extrazellularen Matrix umschlossen,
die in den peripheren Bereichen Chondroitinsulfat enth&lt. Dieses inhibiert das axonale
Wachstum und garantiert eine korrekte Orientierung der Axone, da die vom Zentrum der
Retina zur Peripherie wachsenden RGZ stets von einem Ring Chondroitinsulfat-haltiger
Matrix umgeben sind (Brittis et al., 1992; Snow und Letourneau, 1992). Haben die Axone
die Papille erreicht, ist eine Steuerung des Wachstums in den Nervus opticus notwendig.
Hier erscheint das Netrin-1 von grof3er Relevanz (Deiner et al., 1997). Dieser sekretierte
Faktor fihrt zu einem Tropismus der axonalen Fortsatze. Zellen des Neuroepithels am
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optischen Nervenkopf exprimieren das Netrin-1 in grol3em Malie, wobei in vitro gezeigt
werden konnte, dass die Axone der RGZ auf das Netrin-1 positiv reagieren. Tiermodelle,
die eine Deletion im Netrin-1 Leserahmen aufwiesen, zeigten eine fehlgeleitete axonale
Elongation, die nicht zu einer korrekten Ausbildung des optischen Nervenkopfes fiihrte
(Deiner et al., 1997).

Die Sehnerven aus beiden Augen kreuzen sich an der Basis des Zwischenhirns
(Diencephalon) und bilden das Chiasma opticum. Hierbei wird die korrekte Ausbildung
des Chiasmas unter anderem von inhibitorischen Faktoren, den so genannten Slits,
gewahrleistet (Plump et al., 2002). Im Rahmen von in vitro Untersuchungen konnte
gezeigt werden, dass Slits das axonale Wachstum unterdriicken (Ringstedt et al., 2000).
Slits werden im Verlaufe der Entwicklung anterior und posterior des entstehenden
Chiasmas exprimiert. Bei Mausen, die kein Slit exprimieren, kommt es zur Ausbildung

eines zweiten Chiasmas (Plump et al., 2002).

Eine Uberaus erstaunliche Leistung der Steuerung des axonalen Wachstums erfolgt im
Colliculus superior. Im Anschluss an das Chiasma ist dieser bei Nagetieren das direkte
Ziel der meisten auswachsenden Axone. Hier erfolgt eine exakte Projektion der Axone
derart, dass Nervenendungen benachbarter RGZ auch im Colliculus superior in gleicher
raumlicher Anordnung Synapsen ausbilden. Somit ist die axonale Projektion im Colliculus
superior eine spiegelbildliche Kopie der Anordnung der Ganglienzellen in der Retina
(Retinotopie). Die molekularen Mechanismen der Bildung einer retinotopen Karte sind
noch nicht endglltig geklart. Man nimmt an, dass im Colliculus superior Membranfaktoren
in einem Gradienten exprimiert werden und das axonale Wachstum lenken. Diese
Faktoren wurden als Ephrine identifiziert (Drescher et al., 1995; O"Leary und Wilkinson,
1999). Unterschiedliche Ephrine sind in einem Gradienten von anterior nach posterior im
Colliculus angeordnet, wahrend die spezifischen Rezeptoren in den Axonen entsprechend
der projizierenden RGZ in einem nasal-temporalen Gradienten exprimiert werden
(Wilkinson, 2000). Auf diese Weise konnen temporale retinale Axone mit hoher
Rezeptordichte repulsiv in den anterioren Colliculusteil gelenkt werden, wahrend nasale
Axone mit einer geringen Rezeptordichte nicht zuriickgewiesen werden und bis in den
posterioren Colliculus wachsen, wo sie entsprechend der retinotopen Karte terminieren

und synaptische Verbindungen aufnehmen.
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1.3 Abnahme der Wachstumsfahigkeit von Axonen in der maturen

Retina

Nach Beendigung der intraretinalen Zelldifferenzierung, des axonalen Wachstums bis
zum Gehirn und der Synaptogenese nimmt die Fahigkeit zum axonalen Wachstum
graduell ab und schwindet komplett im adulten visuellen System. Die RGZ stellen
demnach ihr gesamtes Programm um. War zuvor noch das axonale Wachstum relevant,
so wird nachfolgend ein Programm aktiviert in dessen Mittelpunkt das dendritische
Wachstum steht (Goldberg et al., 2002). Als Folge der Unfahigkeit zum axonalen
Wachstum flihren akzidentelle oder experimentelle Durchtrennungen des Sehnervs zum
retrograden Verlust der RGZ, es sei denn, die Regeneration der durchschnittenen Axone
wird durch verschiedene Manipulationen ermdglicht (Johnson et al., 1989; Heiduschka
und Thanos, 2000). So kann durch die Transplantation peripherer Nervensegmente
(Vidal-Sanz et al., 1987; Schitz et al., 2003; Schitz und Thanos, 2004), durch eine
Linsenverletzung (Fisher et al., 2000; Leon et al., 2000) oder in vitro (Ford-Holevinski et
al.,, 1986; Bahr et al., 1988) eine Regeneration der RGZ induziert werden. Diese
Experimente weisen erstens darauf hin, dass die RGZ ihr intrinsisches Potential zum
axonalen Wachstum nicht irreversibel verlieren und zweitens, dass die Mikroumgebung
der Axone fur die fehlende Regeneration der ausgereiften zentralen Bereiche
verantwortlich ist (Schwab und Caroni, 1988; Schwab, 1998). Das intrinsische
Regenerationspotential beschreibt die Kompetenz der Zelle, Signalkaskaden und
regenerationsspezifische Gene zu aktiveren, die es ihr ermdéglichen, erneut ein Axon
auszubilden.

Die hemmende Wirkung der Umgebung besteht in der Expression inhibierender Proteine,
die ein Wachstum von Axonen im reifen ZNS unterbinden sollen (Caroni und Schwab,
1988).

Die vielfaltigen Faktoren, die eine effektive axonale Regeneration von adulten Neuronen
des ZNS unterbinden, lassen sich in drei gré3ere Gruppen einteilen:

l. Fehlendes intrinsisches Regenerationspotential der RGZ
Il. Mangelnde neurotrophische Faktoren
Il Inhibitorische Faktoren im adulten ZNS
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1.3.1 Fehlendes intrinsisches Regenerationspotential der RGZ

Mit dem Abschluss der Maturation hat sich die Genexpression in den RGZ grundlegend
geandert (Richardson und Verge, 1986; Chong et al., 1996; Anderson und Lieberman,
1999). Die Zelle wurde von einem Programm, das samtliche notwendigen Faktoren der
Entwicklung und des Wachstums beinhaltet, umgestellt auf die Aufrechterhaltung aller
notwendigen zellularen Funktionen. Die Informationen fur das Wachstum der Zelle sind
weiterhin vorhanden, wurden aber nicht mehr umgesetzt. Diese These wird dadurch
gestitzt, dass diverse Wachstums-relevante Gene im Zuge einer Regeneration erneut
exprimiert werden (Skene, 1989). Hierbei ist zu beachten, dass ein Expressionsprofil, wie
es fur die Regeneration essentiell ist, nicht die selben Voraussetzungen erfillt wie eines,

das wahrend der Maturation aktiv ist (Udavadia et al., 2001).

Ein relevantes Gen in Bezug auf das axonale Wachstum ist das Protooncogen Bcl-2.
Verschiedene Versuchsreihen hatten gezeigt, dass dieses Gen wahrend der embryonalen
Entwicklung der RGZ stark exprimiert wird. Wéahrend im Verlauf der Maturation das
intrinsische Wachstumspotential der Axone der RGZ abnimmt, wurde auch die Expression
dieses Gens herunter reguliert (Chen et al., 1997). Eine verstarkte Expression dieses
Gens in vitro verhinderte die Apoptose der neuronalen Zellen (Allsopp et al., 1993; Zhong
et al.,, 1993). In transgenen Mausen konnte in vivo ein neurotrophischer Effekt der

Uberexpression des bcl-2 Gens nachgewiesen werden (Martinou et al., 1994).

Das growth associated protein-43 (GAP-43) ist wahrend der neuronalen Entwicklung und
der Axogenese in ausgepragtem Mal3e in den Wachstumskegeln der Axone vorhanden
(Skene, 1989, fur Ubersicht). Das Protein ist stark in die Entwicklung und das Wachstum
von Axonen sowie in die Synapsenbildung und die axonale Verzweigung involviert
(Skene, 1989; Bisby und Tetzlaff, 1992). GAP-43 unterliegt sowohl wéahrend der
neuronalen Entwicklung und der axonalen Elongation einer starken Expression, als auch
bei einer nachhaltigen Regeneration von Axonen nach erfolgter Transplantation
peripheren Nervengewebes in das traumatisierte ZNS (Doster et al., 1991; Reh et al.,
1993; Ng et al., 1995). Nicht nur in Hinblick auf die axonale Elongation ist GAP-43 von
Bedeutung. Auch die Differenzierung von Neuroblasten zu Neuronen unterliegt dem
Einfluss von GAP-43 (Mani et al., 2000, 2001). Die transkriptionelle Expression des GAP-
43 Gens wird wahrend dieser Entwicklung durch bHLH Faktoren, wie sie bereits zuvor in
dieser Arbeit beschrieben wurden, gesteuert (Chiaramello et al., 1996; Kinney et al., 1996;
McCormick et al., 1996). Untersuchungen hatten gezeigt, dass eine Uberexpression des

GAP-43 Gens in transgenen Mausen zu einem extensiven axonalen Verzweigungsmuster
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fuhrt (Aigner et al., 1995). Die Uberexpression in vitro in PC12 Zellen filhrte zu einem
vermehrten Auswachsen von Fortsatzen (Yanker et al., 1990). GAP-43 gehort neben
CAP-23 zu einer Proteinfamilie, die als MARCKS bezeichnet wird, und die verschiedene
Proteine einschliel3t, die relevant fiir das axonale Wachstum sind (Maekawa et al., 1993).
Das zentrale Kriterium, das die einzelnen Gene dieser Familie auszeichnet, ist nicht eine
strukturelle Homologie der Sequenzen, sondern ihre Relevanz bezliglich der axonalen
Entwicklung und Elongation. Ein Defekt, der zu einem nicht funktionalen GAP-43 fihrt,
kann durch eine Uberexpression von CAP-23 aufgehoben werden (Frey et al., 2000). Eine
Fortfihrung der Expression eines dieser Gene in vivo Uber das Stadium der Maturation
hinaus fihrt zu einer verstarkten Verzweigung der Axone, wahrend eine anhaltende
Expression beider Gene zu einer Synergie fihrt, wodurch verstarkt Axone ausgebildet
werden (Aigner et al., 1995). Der weniger konservierte, leicht saure Bereich des GAP-43
nahe des C-Terminus verfligt Uber die Moglichkeit der Aktin Bindung. Daraus ergibt sich
ein Modell, in dem GAP-43 die Polymerisierung des Aktins zu F-Aktin fordert und steuert
(Skene, 1989).

Das GAP-43 Protein ist in ein dichtes Netz verschiedenster Regulationsmechanismen und
Interaktionspartner involviert (Skene, 1989). So interagiert dieses Protein unter anderem
mit drei unterschiedlichen Signalmolekilen (siehe Abb. 3). Hierbei handelt es sich um das
GTP bindende Protein Gy, die Proteinkinase C (PKC) und das Calmodulin (Strittmatter et
al., 1990, 1991). Im N-terminalen Bereich des GAP-43 kann eine Palmitoylierung an zwei
Cysteinen erfolgen. Uber diese Hexadecanate erfolgt eine Verankerung des Proteins mit
der intrazellularen Membran (Zuber et al.,, 1989). in vivo wurde eine dynamische
Palmitoylierung des GAP-43 beobachtet (Milligan et al., 1995; Ross, 1995).
Palmitoyliertes GAP-43 ist nicht in der Lage, das G, Protein in vitro zu aktivieren (Sudo et
al.,, 1992), so dass eine Regulation durch einen Wechsel zwischen palmitoylierter und
nicht palmitoylierter Form erfolgt. Somit erscheint GAP-43 als G, Protein-gekoppeltes
Element der Signaltransduktion, das durch Palmitoylierung oder Phosphorylierung

gesteuert werden kann (Nakamura et al., 1998).
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Abb. 3: Graphische Darstellung verschiedener Interaktionen des GAP-43
In dieser Darstellung sind Prozesse und Reaktionswege zusammengefasst, in die das Gap-43 in

vivo bzw. in vitro involviert scheint.

Die Bindung von Calmodulin durch GAP-43 wird in Abhéangigkeit von der
Calciumkonzentration gesteuert (Alexander et al., 1987; Gamby et al., 1996). Des
Weiteren kann eine Phosphorylierung des GAP-43 durch die PKC eine Bindung des
Calmodulin inhibieren (Apel et al., 1990). GAP-43 konzentriert auf diese Weise das
Calmodulin in Bereichen des Neurons, wo es fiur die Zelle in Hinblick auf das Wachstum
relevant ist (Masure et al., 1986; Alexander et al., 1988). Das Calcineurin ist in der Lage,
eine Dephosphorylierung des GAP-43 herbei zu fihren. Eine Erhdhung der
Calmodulinkonzentration fiihrt zu einer Aktivierung des Calcineurin, das wiederum durch
die Dephosphorylierung des GAP-43 eine Bindung zwischen Calmodulin und GAP-43
ermdglicht und so eine Feedback-Inhibition ausfuhrt (Liu und Storm, 1989).

Das Nukleosid Inosin vermag die Expression von GAP-43 zu steigern und so axonales
Wachstum zu fordern, wéhrend es parallel die N-Kinase inhibiert, die unter anderen
Umstanden zu einer Blockade der GAP-43 Expression fiihrt. Neben der vermehrten GAP-
43 Expression wurde eine erhthte cAMP Konzentration in den Zellen festgestellt
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(Bennowitz et al., 2002). Die durch Nogo-A oder MAG vermittelte Inhibition axonalen
Wachstums kann durch erhohte cAMP Konzentrationen Uberwunden werden (Bandtlow,
2003). In der Funktion des second messangers fihrt cCAMP zu einer Aktivierung des G;
Proteins, das zu einer weiteren Foérderung des axonalen Wachstums fiihrt (Cai et al.,
1999).

1.3.2 Mangel an neurotrophischen Faktoren

Neurotrophische Faktoren sind in der adulten Retina nicht oder nur in geringen Mengen
vorhanden, die nicht ausreichen, um eine Regeneration von Axonen nach einer Axotomie
zu ermdglichen (Zhang et al., 1998; Brandbury et al., 1999). Zu den neurotrophischen
Faktoren, die ein Uberleben traumatisierter Ganglienzellen ermdglichen und so noch vor
einer etwaigen Regeneration von Bedeutung sind, gehdren Mitglieder der Familie der
Neurotrophine (NT). Die Interaktion von NT mit den membranstandigen
Tyrosinkinaserezeptoren der Neurone aktiviert Signalkaskaden, die zu einer Steigerung
der zellerhaltenden Stoffwechselprozesse bei einer gleichzeitigen Unterbindung
apoptotisch relevanter Vorgange fihren (Jacobson et al., 1997). Durch eine Axotomie
verliert das Neuron essentielle neurotrophische Faktoren, die unter nativen Bedingungen
vom Projektionsgebiet zum Soma retrograd transportiert wurden (Snider et al., 1994;
Thoenen, 1995). Als Folge der Unterbrechung des retrograden NT-Transports erfolgt eine
retrograde Apoptose der RGZ. In diesem Falle verhilft die Applikation von Neurotrophinen
zu einem Uberleben der RGZ. Eine Vielzahl unterschiedlichster Neurotrophine konnte
bislang beschrieben werden, die in vitro aber auch in vivo das Uberleben der RGZ
beeinflussen. Zu diesen Faktoren gehért der nerve growth factor (NGF) (Cramignoto et
al., 1989; Rabacchi et al., 1994), der brain derived neurotrophic factor (BDNF) (Johnson
et al., 1986; Thanos et al., 1989), das Neurotrophin-3 (NT-3) (de la Rosa et al., 1994), der
ciliary neurotrophic factor (CNTF) (Meyer-Franke et al., 1995), der insulin-like growth
factor (Meyer-Franke et al., 1995) und der basic fibroblast growth factor (bFGF) (Meyer-
Franke et al., 1995). Das NT-4 fuhrte zu einer hoheren Rate tberlebender RGZ juveniler
und adulter Ratten in vitro (Ary-Pires et al.,, 1997). Dartiber hinaus konnte die Anzahl
Maturations-bedingter Apoptosen unter den RGZ durch die Applikation von NT-4
verringert werden (Cui und Harvey, 1994). Eine Kombination von BDNF und NT-4 fiihrte
zu einer Steigerung des neurotrophischen Effektes, so dass sich nach einer
Traumatisierung des optischen Tectums die Anzahl tberlebender RGZ erhéhte (Cui und
Harvey, 1995). Eine weitere Kombination von BDNF und CNTF flihrte zu einer Elongation
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von Axonen in vitro und zur Erhéhung von GAP-43 um das Drei- bis Vierfache (Jo et al.,
1999).

Ein weiterer Faktor mit neurotrophischen Effekten ist das cAMP. Durch die Erhéhung der
intrazellularen cAMP Konzentration konnte in verschiedenen Studien ein Anstieg des
Regenerationspotentials von RGZ nachgewiesen werden (Meyer-Franke et al., 1995).
Eine erhohte intrazellulare cAMP Konzentration in RGZ befahigt die Zellen zu einem
axonalen Wachstum sogar in Gegenwart von inhibitorischen Molekilen wie MAG oder
Myelin (Cai et al., 1999, Domeniconi und Filbin, 2005). Die neurotrophische Wirkung des
cAMP ist wahrscheinlich die Folge der Wirkung auf eine Proteinkinase A-abhéngige

Signaltransduktion, in die das cAMP involviert ist (Cai et al., 1999).

1.3.3 Inhibitorische Faktoren im adulten ZNS

Als dritter Grund fir die fehlende Regenerationsfahigkeit im ZNS wurde eine aktive
Hemmung des axonalen Wachstums durch extraaxonal exprimierte Faktoren
angenommen (Berry, 1982). Tatsachlich konnten Schwab und Thoenen (1985)
nachweisen, dass das ZNS-Myelin einen hemmenden Effekt auf kultivierte Zellen hatte
und postulierten, das myelin-assoziierte Faktoren auch die Regeneration von Axonen
hemmen. Caroni und Schwab (1988) identifizierten die so genannten Neuriteninhibitoren
(NI), die spéater als Nogo-Proteine bezeichnet wurden (GrandPre et al., 2000). Drei
Faktoren mit ausgepragtem inhibitorischen Potential bezlglich der axonalen Regeneration
sind das Myelin-assoziierte Glycoprotein (MAG) (Mukhopadhyay et al., 1994), das
Oligodendrocyten-Myelin Glycoprotein (OMgp) (Kottis et al., 2002) sowie das Nogo-A
Protein (GrandPre et al., 2000).

In verschiedenen Versuchsreihen zeigte sich, dass sowohl Myelinscheiden als auch
Oligodendrozyten eine Regeneration von Axonen unterbinden (Schwab und Caroni,
1988). Weitere Analysen flhrten zu der Isolation von zwei Proteinen, die als NI-35 und NI-
250 bezeichnet wurden (Caroni und Schwab, 1988). Verschiedene Homologe wurden
identifiziert, die aufgrund differenzierter Splicevorgange aus einem Gen entstammten, das
als Nogo bezeichnet wurde (GrandPre et al., 2000). Durch unterschiedliches Splicen
entstehen hieraus die Isoformen Nogo-A, -B und -C, die zur Reticulonfamilie gehéren
(Grandpre et al., 2000). Das Protein Nogo-A ist identisch mit dem Reticulon 4-A Protein
(von de Velde et al. 1994). Proteine der Reticulon-Familie verfiigen Uber eine
Lokalisationssequenz, die dazu fuhrt, dass die Proteine im ER zurtckgehalten werden
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(GrandPre et al.,, 2000). In immunohistologischen Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass Nogo-A auch in den Membranen von Oligodendrozyten zu finden ist (Huber
et al., 2002). Zudem werden bei einer Traumatisierung der Axone zwangslaufig auch
Myelinscheiden verletzt werden, so dass Nogo-A aus dem ER in die neuronale
Umgebung gelangen kann, was unter anderem die Beobachtungen von Caroni und
Schwab beziiglich der Unterbindung der axonalen Regeneration erklaren kann. Nogo-A
bindet an den Nogo-Rezeptor (Fournier et al.,, 2001), der jedoch (ber keine
Transmembrandomane verfligt. Die Signaltransduktion erfolgt in diesem Falle lber den

p75""R Co-Rezeptor, der eine Transmembrandoméne besitzt (Wong et al., 2002).

Das OMpg wurde im Myelin des ZNS lokalisiert und erwies sich in Untersuchungen als ein
Inhibitor der axonalen Regeneration (Kottis et al., 2002;). Ahnlich dem Nogo-A (Hunt et
al., 2002) konnte auch eine Expression des OMpg in Neuronen nachgewiesen werden
(Habib et al., 1998). Das OMpg bindet ebenfalls an den Nogo-Rezeptor. Uber den p75"™"
Rezeptor wird nachfolgend eine Signaltransduktion initiiert, die Uber das Rho-System

fortgeflhrt wird (Domeniconi et al., 2002).

Bei dem Myelin-assoziierten Glycoprotein (MAG) handelt es sich um ein bifunktionales
Protein, da es zum einen die Axogenese juveniler Neurone férdert (Johnson et al., 1989;
Filbin, 1996) und zum anderen auch die axonale Regeneration im adulten ZNS
unterbindet (Tang et al., 1997). Darlber hinaus konnte MAG sowohl im ZNS als auch im
peripheren Nervensystem (PNS) in Myelinscheiden lokalisiert werden (Filbin, 1995), wo
es die Formation und die strukturelle Integritéat der Myelinscheiden gewahrleistet (Marcus
et al., 2002). MAG interagiert wie die inhibitorischen Molekile ebenfalls mit dem Nogo
Rezeptor und im weiteren Verlauf mit dem p75"™® Rezeptor (Domeniconi et al., 2002;
Wong et al., 2002). Erste Versuchsreihen lassen eine Abhangigkeit der MAG bedingten
neuronalen Reaktion von der intrazellularen cAMP Konzentration vermuten (Cai et al.,
2001). Neurone wiesen eine ausgepragte Sensitivitdt bezlglich des MAG bei intrazellular
verringerter cAMP Konzentration auf. Die Préasenz des Regenerationsinhibitors MAG in
den Myelinscheiden des PNS sollte eigentlich eine axonale Regeneration verhindern.
Dennoch kommt es hier zum erneuten Auswachsen der Axone. Grund hierflr ist zum
einen eine rasche Phagozytose des Debris durch Makrophagen, zum anderen wird in den
Schwann’schen Zellen im Zuge einer Traumatisierung die Expression von Myelin-
Proteinen (Filbin, 1995) sowie die Expression des p75""" Rezeptors (Allchrone et al.,
2003) herunter reguliert. Dartiber hinaus wird kein Nogo Rezeptor exprimiert (Hunt et al.,
2002).
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Weitere Inhibitoren des axonalen Wachstums im ZNS, die von den Oligodendrozyten
exprimiert werden, sind das Versican Va3 (LeBaron, 1996; Schmalfeldt et al., 2000), das
Brevican (Seidenbecher et al.,, 1998) sowie das Tenascin-R (Angelov et al.,, 1998;
Probstmeier et al., 2000a). Die Expression des Tenascin-R unterliegt einer Regulation
durch Cytokine und Wachstumsfaktoren (Jung et al., 1993; Probstmeier et al., 1999).
Auch bezlglich Tenascin-R liegt eine Bifunktionalitat vor, da es die Fibronectin-basierte
Adhasion axonaler Fortsatze sowohl inhibieren als auch férdern kann (Goodman, 1996;
Probstmeier et al, 2000b).

1.4 Makrophagen, Maturation und axonales Wachstum

Makrophagen besitzen sowohl in Bezug auf die retinale Maturation als auch bezlglich des
artifiziell induzierten axonalen Wachstums eine beachtenswerte Relevanz.

In frihen Stadien der Entwicklung des visuellen Systems bildet sich eine groRe Zahl
neuronaler Zellen, die im Verlauf der Maturation wieder untergehen. Die Anzahl
neuronaler Zellen in der embryonalen Entwicklung ist somit hoher als die im adulten
Stadium. Es wurden zwei Perioden des Zellsterbens im Verlaufe der Maturation des
Auges beschrieben. Die erste Periode der maturationsbedingten Apoptose erfolgt
wahrend der Invagination des optischen Vesikels (Martin-Partido et al., 1988) im Verlauf
der Entwicklung der Neuroblasten sowie wahrend der anschlieRenden Migration (Frade et
al., 1997) und Ausbildung erster axonaler Fortsatze (Mayordomo et al., 2003). Die zweite
apoptotische Periode unter den neuronalen Zellen erfolgt wéahrend der Innervation der
postsynaptischen Zellen durch die RGZ (Perry und Cowey, 1982; Perry et al., 1983;
Marin-Teva et al., 1999; Francisco-Morcillo et al., 2004). Der programmierte Zelltod
konnte auch wahrend der friihen Entwicklung des Sehnervs bei der Ratte nachgewiesen
werden (Horsburgh und Sefton, 1986). Es zeigte sich, dass die Apoptose in der
maturierenden Retina und dem Sehnerven raumlich wie auch zeitlich direkt vor dem
axonalen Wachstum einsetzte. Der im Zuge dieser apoptotischen Prozesse entstehende
Zelldebris wird in frGhen Entwicklungsstadien von nicht spezialisierten Neuroepithelzellen
phagocytiert (Marin-Partido et al., 1988; Navascues et al., 1988). Erst in nachfolgenden
Stadien konnten Zellen mesenchymalen Ursprungs mit spezifischen
Makrophagenmerkmalen detektiert werden (Marin-Teva et al., 1999). Durch die Apoptose
wird eine Migration mesenchymaler Makrophagen in Richtung des Neuroepithels
ausgelost (Rodriguez-Gallardo et al., 2005). Direkt nach der Migration der Makrophagen
verringert sich die Anzahl apoptotischer Prozesse. Darlber hinaus zeigte sich, dass in
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den Bereichen, in denen sich zuvor noch Makrophagen erstreckten, spéater oftmals Axone
zu erkennen waren (Rodriguez-Gallardo et al., 2005). Die Makrophagen, die wahrend der
Entwicklung der Retina in Erscheinung treten, sezernieren NGF, wahrend die Expression
von Trk-A und p75""" Rezeptoren, die NGF binden, in den Axonen nachgewiesen werden
konnte (Rodriguez-Gallardo et al., 2005). Da NGF in der Lage ist, Uber die Interaktion mit
diesen Rezeptoren das Wachstum, die Entwicklung wie auch das Uberleben neuronaler
Zellen zu steuern (Patapoutian und Reichardt, 2001), erscheint es als durchaus mdglich,
dass Makrophagen von entscheidender Relevanz bezuglich der Entwicklung des Auges

sind.

Auch im Hinblick auf die axonale Regeneration adulter RGZ sind Makrophagen von
wesentlicher Bedeutung fir eine anhaltende axonale Elongation. Es konnte gezeigt
werden, dass nach einer Verletzung der Linse eine umfangreiche Regeneration der
Axone folgt (Leon et al., 2000; Fischer et al., 2001). Mit der Verletzung der Linse wurde
eine ausgepragte Migration von Makrophagen in das Auge beschrieben (Leon et al.,
2000). Durch Aktivierung intravitrealer Makrophagen wurde ein rasches Auswachsen von
Ganglienzellaxonen in ein Transplantat aus peripherem Nervengewebe herbeigefiihrt
(Fischer et al., 2000). Es zeigte sich, dass Makrophagen eine Reihe neurotrophischer
Faktoren exprimieren und sezernieren (Dougherty et al., 2000). Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass durch Makrophagen die Expression des Entwicklungs- und

Wachstums-relevanten Gens GAP-43 herauf reguliert wurde (Yin et al., 2003).

1.5 Ziele der Arbeit

Die Retina der Ratte ist durch zwei Entwicklungsphasen gekennzeichnet. Die embryonale
Phase folgt weitestgehend den erwahnten Prinzipien. Die postnatale Phase, die zwischen
der Geburt (PO) und dem Augenéffnen am Tag 14 (P14) ablauft zeigt Besonderheiten, die
einerseits mit der Synaptogenese und intraretinalen Differenzierung und andererseits mit
der Abnahme der embryonalen Wachstumsfahigkeit korrelierten. Es sollte aus diesem
Grunde die postnatale Entwicklung der Rattenretina untersucht werden, und folgende
Fragen beantwortet werden.

) Wie verhélt sich das axonale Wachstum wahrend der postnatalen
Entwicklung?

1)) Welche Rolle spielt das Augendffnen?
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) Welche Proteine werden wahrend der Augendéffnung reguliert?

V) Wie beeinflusst die Augenéffnung die Regenerationsfahigkeit von Axonen?

Als erstes Ziel sollte eine genaue Analyse der ersten postnatalen Wochen der
Rattenretina erfolgen. Mit Hilfe immunhistologischer Methoden sollte zunachst das
Expressionsprofil von Markerproteinen Uberpruft werden, von denen man weil3, dass sie
bei der Retinaentwicklung beteiligt sind. Neben den Expressionsprofilen bekannter
Markerproteine sollten die Expressionsmuster noch unbekannter Proteine, die bei der
postnatalen Entwicklung der Retina eine Rolle spielen, bestimmt werden. Unterliegen
diese oder weitere Proteine einer bestimmten Veranderung im Verlauf der Entwicklung?
In wie weit lassen sich Zusammenhange zwischen bestimmten Ereignissen, wie sie zuvor
in der in vitro Kultur gemacht worden sind, und den Expressionsprofilen einzelner Proteine
erkennen? Diese Fragestellungen sollten mit Hilfe der erwdhnten immunhistologischen

Untersuchungen, der 2D-Gelelktrophorese sowie der Real time PCR geklart werden.

Auf methodischer Ebene sollte als zweites Ziel eine Methode zur Transfektion von RGZ
etabliert werden. Eine Transfektion und nachfolgende Expression exogener Leserahmen
in Zellen des retinalen Gewebes war oftmals nur unter Verwendung viraler Partikel
maoglich. Haufig kamen bei diesen Versuchsreihen Adenoviren zum Einsatz, die mit
Risiken verbunden sind. Auch die Verwendung anderer Viren, wie dem Herpes simplex
Virus ist sicherheitstechnisch nicht unproblematisch. Darlber hinaus kann eine
spezifische Transduktion von RGZ nicht gewahrleistet werden. Durch die bevorzugte
intravitreale Applikation der viralen Partikel kommt es zu einer unspezifischen
Transduktion unterschiedlicher Zelltypen in der direkten vitrealen Umgebung. Es sollte
deshalb untersucht werden, ob eine Mdoglichkeit der Uberaus spezifischen Transfektion
RGZ mit einem gleichzeitig geringeren Sicherheitsrisiko etabliert werden kann. Dazu
wurde die Retrofektion von RGZ entwickelt, nAmlich die Applikation von DNA-Fragmenten
in den Colliculus superior oder in den Sehnerven, und der retrograde Transport in die
RGZ.

Eine Beantwortung samtlicher Fragestellungen sollte am Beispiel der Retina juveniler und
adulter Ratten erfolgen.



Material und Methoden 25

2. Material und Methoden

2.1 Eingriffe an Versuchstieren

2.1.1 Versuchstiere

Alle Tierversuche wurden im Einklang mit den geltenden rechtlichen Bestimmungen des
Tierschutzgesetzes durchgefihrt.

Bei den verwendeten Versuchstieren handelte es sich um Ratten (Rattus norvegicus) des
Sprague-Dawley Stammes. Die Versuchstiere entstammten entweder der eigenen Zucht
oder wurden von der Firma Charles River (Sulzbach) bezogen. Die Versuchstiere wurden
maximal zu dritt in Makrolonkéfigen des Typs Il bei einem natirlichen Hell-Dunkel-
Rhythmus gehalten. Operierte Tiere wurden im Anschluss an die Operation einzeln in
neue Makrolonkafige gesetzt und fur die verbliebene Zeit der Narkose unter einer
Warmelampe positioniert. Die Ernahrung der Tiere wurde durch Alleinfutter und Wasser
ad libitum gewahrleistet. Samtliche genehmigungspflichtigen Versuche sind mit der
Zulassung des Regierungsprasidiums Munster unter der Versuchsnummer G14/2004
durchgefuhrt worden. Die Protokollierung der jeweiligen Operationen erfolgte gemaf3 §9a
(1) des Tierschutzgesetztes.

Im Verlauf des Projektes wurden insgesamt 211 Tiere eingesetzt. Hierbei wurden fir

nachfolgende Teilprojekte folgende Anzahlen an Tieren eingesetzt:

Quantifizierung des postnatalen axonalen Wachstums 62 Tiere
Immunhistochemische Analyse juveniler Retinae 21 Tiere
Analyse der Proteinprofile im Zuge der postnatalen Maturation 56 Tiere
Analyse von Genexpressionen mittels Real time PCR 38 Tiere
Transfektion retinaler Ganglienzellen 34 Tiere

2.1.2 Chemikalien und Lésungen

Farbstoff:

DilC18(3) (1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'- Molecular Probes
tetramethylindocarbocyanine
perchlorate)
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Weitere Operations-relevante Substanzen:

Antibiotische Salbe Gentamytrex
Lipophiles Agenz Freund’s Adjuvant
Anasthetikum Xylazin (2%)
Ketanest (10%)
Chirurgischer Kleber Dermabond
Augentropfen Vidisic-Gel

Hank’s buffered salt solution, pH 7.5 (HBSS, Gibco):

NacCl 8000 mg/l Glucose
KCI 400 mg/l NaHCO3
KH,PO, 60 mg/l Phenolrot
Na,HPO, 48 mg/l

2.1.3 Geréate und Material

Gerate:
Bohrer mit Frasaufsatz

Mikroskop Axiophot mit
Epifluoreszenz

Operationsbesteck Skalpell-Griff
Skalpell-Klingen, rund
Skalpell-Klingen, spitz
Nadelhalter
Augenschere, gerade
Kapsulotomieschere
Vannas-Schere, gerade
Mikro-Pinzette
Uhrmacherpinzette Nr.4 & 5

Operationsmikroskop OMI 19-FC
Material:
Fullmaterial Gelfoam

Klebeband Gewebeband

Dr. Mann
Pharma
Sigma
Sanofi
Sanofi
Ethicon
Dr. Mann

Pharma

1000 mg/I
350 mg/l
10 mg/l

Dremel

Zeiss

Hermle
Feather
Feather
French
Hermle
Gills-Welsh
Hermle
Hermle
Hermle

Zeiss

Pharmacia &
Upjohn

Hartmann
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Nahtmaterial 4-0& 7-0 Ethicon
Tupfer 2 bis5 mm Zelluvit

2.1.4 Anasthesie, postoperative Beobachtung und Totung der Versuchstiere

Die Narkotisierung der Ratten vor jedem operativen Eingriff erfolgte mittels
intraperitonealer Injektion von 2 mg Xylazin (Xylazin 2%, Sanofi)) und 12,5 mg
Ketaminsulfat (Ketanest 10%, Sanofi) auf je 100 g Korpergewicht des Tieres. Mit Hilfe des
Zehenreflexes wurde festgestellt, ob eine ausreichende Anasthesie des Tieres vorlag.
War dies der Fall wurde, der Kopf zur Vorbereitung des Operationsfelds geschoren. Vor
dem eigentlichen Eingriff wurde der Kopf der Ratten mit einer Maulklemme fixiert,
wahrend die Extremitaten mit Klebestreifen auf der Operationsunterlage arretiert wurden.
Einem Austrocknen der Corneae wéahrend der operativen Eingriffe wurde durch die
Applikation einer Augensalbe vorgebeugt. Zur Pravention bakterieller Entzindungen im
Augen- und vor allem im Nahtbereich wurden nach der Operation die entsprechenden
Areale mit einer antibiotikahaltigen Salbe (Gentamytrex, Dr. Mann Pharma) versehen.
Um ein Auskihlen der operierten und noch narkotisierten Tiere zu vermeiden, wurden
diese fur durchschnittlich 45 Minuten unter eine Warmelampe gelegt. Wahrend der
nachfolgenden Tage wurden die Tiere regelméRig kontrolliert. Hierdurch sollte
sichergestellt werden, dass die Tiere keine Beeintrachtigungen als Folge der Operation
davon getragen hatten. Zu dem konnte so direkt auf etwaige Infektionen reagiert werden.

Die Totung der jeweiligen Versuchstiere wurde mit Kohlendioxid erreicht.

2.1.5 Axotomie des Nervus opticus

Die Axotomie des Sehnervs l0st, bedingt durch retrograde Signale von der L&sion
ausgehend, die Apoptose der retinalen Ganglienzellen aus. Im Rahmen dieser
apoptotischen Vorgange kommt es zu einer temporéren Regenerationsfahigkeit der RGZ
nach Explantation und Kultivierung der Retina in vitro. Dieses etablierte Modell wurde
eingesetzt, um Referenzdaten zu der spontan regenerierenden juvenilen Retina zu
erhalten. Die Axotomie des Sehnervs wurde dartiber hinaus zur Markierung der RGZ
sowie fir Transfektionsversuche eingesetzt. Hierbei sollte der positive Einfluss der
geringeren Distanz von Applikationsort und Zielgewebe genutzt werden. Durch die néhere
Platzierung von Markierungsstoffen oder Transfektionsgemischen wurde ein rascherer
und effektiverer Transport zu den Ganglienzellen gewahrleistet.
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Entlang der Medianlinie wurde durch eine 2 cm lange, saggitale Schnittfihrung die
Kopfhaut der narkotisierten Ratte erdffnet. Mit dem Skalpell wurde die linke Hautpartie
von der Schéadelkalotte getrennt. Die nunmehr freie Haut wurde mit einem chirurgischen
Faden (4.0, Ethicon) Uber das Auge hinweg aufgespannt. Um zur Orbita zu gelangen
wurde ein Schnitt entlang der Os frontale durch das Bindegewebe oberhalb des Bulbus
durchgefuhrt. Da in diesem Gewebe zahlreiche GefalRe verlaufen, wurde darauf geachtet,
dass eine moglichst minimale Schnittfiihrung erfolgte. Das Gewebe der Tranendrise, die
einen direkten Zugriff auf den Nervus Opticus verhindert wurde teilweise entfernt. Nach
dem Durchtrennen der extraokuldren Muskelfasern konnte mit einem weiteren
chirurgischen Faden (7.0, Ethicon) das Auge so fixiert werden, dass der Zugang zum
Sehnerv im retrobulbdren Raum ermdglicht wurde. Der auf diese Weise freigelegte Nerv
wurde mit Gelfoam gestitzt. Die den Nerven umgebenden Meningen wurden mit der
Kapsolotomieschere lateral eréffnet. Bei diesem Schnitt sowie bei der folgenden Axotomie
des Nervs wurde darauf geachtet, dass die in den Meningen verlaufende Arteria centralis
retinae nicht verletzt wurde. Eine Verletzung dieses Gefalles fihrt namlich zu einer
ischamischen Schadigung und Nekrotisierung des retinalen Gewebes. Im Falle einer
RGZ-Markierung mit Dil wurde ein einzelner Kristall des Farbstoffes auf das distale
Nervenende platziert. Der Einsatz von Freund’s Adjuvant (Sigma) verbesserte die
Resorption des Farbstoffes.

Auf ahnliche Weise wurde bei Transfektionen verfahren. Bei der angewandten
Transfektionsmethodik handelt es sich um die Lipidtransfektion mit Hilfe von
Transfektionsagenzien. Zum Einsatz kam hierbei Lipofectamine 2000®. Die durch die
Resektion der Trénendriuse entstandene Kavitdt wurde mit Gelfoam gefullt und die
Schnitte genaht.

Im Anschluss an den Eingriff folgte die Kontrolle des Augenhintergrundes. Auf diese
Weise sollte festgestellt werden, ob ein intaktes Gefalisystem vorlag. Das vom Eingriff
betroffene Auge wurde dazu mit Augentropfen angefeuchtet, so dass im Anschluss mit
Hilfe eines auf die Cornea gehaltenen Objekttragers eine Kontrolle der retinalen
GefalRversorgung erfolgen konnte. Die Explantation der Retina erfolgt nach 5, 7 und 10
Tagen.

2.1.6 Retrograde Farbung und Transfektion retinaler Ganglienzellen

Nach dem Einleiten der Narkose wurde anhand des Zehenreflexes tberprift, ob das Tier
ausreichend anésthesiert war. Zeigte sich kein Reflex mehr, konnte durch saggitale
Schnittfuihrung mit dem Skalpell die Kopfhaut auf einer Lange von 2 bis 3 cm gedffnet



Material und Methoden 29

werden. Ausgehend von diesem zentralen Schnitt wurde die Kopfhaut zu beiden Seiten
vorsichtig mit dem Skalpell von der Schéadelkalotte getrennt. Mit Hilfe von chirurgischen
Faden (4.0, Ethicon) wurde das Operationsfeld aufgespannt, indem die Kopfhaut mit
diesen Faden zu beiden Seiten fixiert wurde. Mit Hilfe einer kleinen Bohrfréase konnte die
Schadelkalotte direkt in dem Bereich tber dem Colliculus superior gedffnet werden. Die
herausgetrennten Knochenfragmente wurden entfernt. Nachfolgend wurde der Colliculus
superior mit Hilfe einer Glaskapillare mit Saugvorrichtung freigelegt. Auf diese Weise
konnte das tiber dem Colliculus befindliche Gewebe schonend entfernt werden. Uber den
freigelegten Colliculus superior konnte nun entweder eine retrograde Markierung der RGZ
oder eine retrograde Transfektion eben dieser Zellen durchgefuhrt werden. Im Rahmen
einer Markierung der Zellen im retinalen Gewebe wurde der Colliculus mehrmals mit einer
Kanulle oder einer Uhrmacherpinzette Nr.5 punktiert. Kleine Kristalle des Farbstoffes
wurden in dem so praparierten Areal platziert. Zur Erhéhung der Aufnahmerate des
Farbstoffes durch die neuronalen Fasern wurde Freund's Adjuvant auf den Colliculus
appliziert. Die entstandene Kavitdt wurde anschlieBend mit Gelfoam aufgefillt und mit
Gentamytrex Antibiotikasalbe versehen.

Auf gleiche Weise wurde der Colliculus superior fur eine retrograde Transfektion der RGZ
freigelegt. Nachdem auch hier der Colliculus punktiert worden war, erfolgte die Applikation
der DNA/Lipidsuspension. Bei dem verwendeten Transfektionsagenz handelte es sich um
Lipofectamine2000®.

2.2 Gewebe- und Zellkultur

2.2.1 Retinale Gewebekultur

2.2.1.1 Chemikalien, Kulturmedien und Puffer

Enzyme:

DNase | Sigma
Papain (12 U/mg) Fluka
S4-Medium:

Bei diesem Medium handelt es sich um ein serumfreies Medium auf Basis des DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium), welches von der Firma Promocell als ,Astrocyte
Microglia Growth Medium Formulation* vertrieben wird.
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Hank’'s buffered salt solution, pH 7,5 ;: HBSS, Gibco:

NacCl 8000 mg/l
KCI 400 mg/l
KH,PO, 60 mg/l
Na,HPO, 48 mg/l

Dulbecco’s Maodified Eagle Medium, (DMEM):

DMEM mit L-Glutamin und Glucose (4,5 g/l)

Substrate zum Beschichten der Kulturschalen:

Poly-D-Lysin, 200 - 400 kDa

Laminin-1

Dissoziationsansatz |:
PBS

Artelac

Papain geldst in PBS (12 U/ml)
BSA

DNase |

Dissoziationsansatz Il:
PBS

Artelac
BSA
DNase |

Weitere Puffer und Lésungen:

Phosphat-Buffered Saline, (PBS)

Bovine serum albumin, (BSA)

Artelac

Glucose
NaHCO;

Phenolrot

PAA

Sigma

Roche

750 pL
750 pL
200 plL
0,3%
0,1%

750 pL
750 pL
0,3%
0,1%

Gibco
Sigma
Dr. Mann Pharma

Zur Transfektion wurde Lipofectamine 2000® (Invitrogen) eingesetzt.

1000 mg/I
350 mg/I
10 mg/I

30
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2.2.1.2 Gerate und Verbrauchsmaterial

Gerate:

Brutschrank

Kaltlichtquelle
Gewebeschneider

Mikroskop

Operationsbesteck

Pipetten
Stereomikroskop
Sterilbank

Zentrifuge

Verbrauchsmaterial:

Nitrozellulosefilter

Filterpapier

Petripermschalen

Petrischalen

Modell BB 6060; mit
individueller Gaszufuhr
von O, und CO,

KL 1500 electronic
Tissue Chopper Mickle
Axiophot mit
Epifluoreszenz
Augenschere, gerade
Kapsulotomieschere
Skalpell-Griff
Skalpell-Klingen, spitz
Uhrmacherpinzette Nr.4 & 5
Vannas-Schere, gerade
10, 100, 1000 pl
STEMI-SR

Biohit

6K15

Durchmesser 50 mm,
Porengré3e 0,45 pum
steril

hydrophil, steril,
Durchmesser 60 mm

steril, Durchmesser 35 mm

2.2.1.3 Beschichtungen der Petripermschalen

Heraeus

Schott
Mcllwain

Zeiss

Hermle
Gills-Welsh
Hermle
Feather
Hermle
Hermle
Eppendorf
Zeiss
Helios

Sigma

Sartorius

Whatman

Vivascience

Greiner

Die Kultivierung der Retinaexplantate erfolgte in Petripermschalen, die aufgrund des

Membranbodens einen optimalen Gasaustausch fur die Préparate gewéahrleisten kdnnen.

Durch die Kombination von Poly-D-Lysin und Laminin konnte die Adh&sion des Gewebes

am Substrat erh6ht werden und fuhrte so zu einer Steigerung des axonalen Wachstums.

Zur sterilen Doppelbeschichtung der Petripermschalen wurden diese zun&chst mit 1,5 mi
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Poly-D-Lysin in HBSS-Puffer (ca. 15 pg/cm?) beschickt und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.
Nach dem Abnehmen der Lysinldsung und dreimaligem Waschen mit HBSS-Puffer
erfolgte die Beschichtung mit 1,5 ml Laminin in HBSS-Puffer (ca. 1,5 pg/ cm?) fiir 3 bis 4 h
bei 37°C. Erst kurz vor dem Aufbringen der explantierten Retina auf den beschichteten

Membranboden der Petripermschale wurde die Lamininlésung entfernt.

2.2.1.4 Explantation der Retinae

Die zur Enukleation vorgesehenen Ratten (Sprague Dawley) wurden mittels Kohlendioxid
eingeschlafert. Die Entnahme des Bulbus wurde mit einer gebogenen Augenschere
durchgefuihrt. Nach dem Durchtrennen des Sehnervs wurde das Auge in HBSS bis zur
anschlieRenden Praparation Uberflhrt. Die gesamte Préparation der Retina erfolgte in
HBSS-Puffer, der zuvor mit Sauerstoff angereichert und auf 4°C gekihlt wurde. Die
Offnung des Bulbus erfolgte unter Verwendung einer Kapsulotomieschere mit einem
aquatorialen Schnitt entlang des Limbus. Zur weiteren Praparation wurde der hintere
Augenabschnitt in frischen HBSS-Puffer Gberfihrt. Mehrmaliges Wechseln des Puffers
verringerte die Moglichkeit einer Kontamination durch Keime, die dem Auge anhafteten.
Die Sklera wurde mit vier Papillen-zentrierten Schnitten in eine flache Form Uberfiihrt. Das
Ablosen der Sklera von der Choroidae und der Retina wurde mit zwei
Uhrmacherpinzetten Nr. 4 und Nr. 5 durchgefiihrt. Nach dem Durchtrennen des optischen
Nerven konnten die Gewebsschichten vollstandig voneinander getrennt werden. Die
isolierte Retina wurde auf einem Nitrozellulosefilter fixiert. Retina und Filter wurden
mehrmals aus dem Puffer enthommen und kurz auf Whatmanpapier gelegt. Auf diese
Weise wurde die Haftung der Retina auf dem Filter verbessert. Nachfolgend wurde mit
einer Pinzette der Glaskorper von der Retina entfernt. Mit einem Gewebehacker wurden

die Retinaexplantate in Viertel getrennt.

2.2.1.5 Kultivierung der Retina

Die Kultivierung der Retina erfolgte in Petriperm Kulturschalen, wobei die Retina mit der
Ganglienzellschicht der Membran zugewandt kultiviert wurde. Die Kulturschale ist zuvor
mit poly-d-Lysin Uber Nacht und anschlie@end mit Laminin fir maximal 3 Stunden
beschichtet worden. Um eine Verbesserung der Adhérenz der einzelnen Retinaexplantate
zu erreichen, ist das vollstdndige Kulturvolumen von 3,5 ml erst nach einstindiger

Vorinkubation mit 50 bis 100 pl Medium hinzugefligt worden. Zuvor sind die Explantate
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nur mit ein bis zwei Tropfen des S4 Mediums inkubiert worden. Die in virto Kultivierung
des retinalen Gewebes erfolgte bei 37°C, 5% Kohlendioxid, 50% Sauerstoffgehalt und
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 100%. Eine Auswertung erfolgte nach 24, 50 und 74

Stunden.

2.2.1.6 Erstellung dissoziierter retinaler Zellkulturen

Im Anschluss an die Explantation, wie sie oben beschrieben wurde, wurde die Retina mit
Hilfe von unterschiedlichen Pipetten weiter zerkleinert. Die so fragmentierte Retina wurde
im Dissoziationsansatz | fur 11 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit erfolgte die Zentrifugation des Gemisches bei 600 g und 15°C fir 2
Minuten. Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Das Pellet wurde im
Dissoziationsansatz Il resuspendiert. Nach erneuter Inkubation bei 37°C fur 11 Minuten
wurde erneut zentrifugiert. Die zweite Zentrifugation erfolgte unter gleichen Bedingungen
wie die vorangegangene. Das entstandene Pellet wurde dreimal mit 5 ml PBS
gewaschen. Die nunmehr dissoziierten retinalen Zellen wurden sowohl in entsprechend
beschichteten Petripermschalen, als auch in 6-Well Kulturplatten kultiviert. Als Medium
wurde das S4 Medium verwendet. Das Kulturvolumen in den Petripermschalen betrug 3,5
ml, das in den 6-Well Platten jeweils 1,5 ml. Die Inkubation erfolgte fiir 48 bis 148 h bei
37°C, 50% 0O, 5% CO, sowie einer relativen Luftfeuchtigkeit von 100%.

2.2.1.7 Transfektion von dissoziierten retinalen Zellen und retinalem Gewebe

Die Transfektion der dissoziierten retinalen Zellen erfolgte mit Lipofectamine 2000®

(Invitrogen) gemalf den Angaben des Herstellers.

Die Transfektion des explantierten retinalen Gewebes erfolgte auf die Weise, dass die zu
transfizierende Retina mit der Ganglienzellschicht nach oben in die Vertiefung einer 6-
Well Platte gelegt wurde. Direkt auf die Retina wurden 200 yl DMEM Medium als auch
das Transfektionsgemisch mit einem Volumen von 50 pl geben. Die Zusammensetzung
des Transfektionsgemisches erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Die jeweils
eingebrachte DNA Menge lag zwischen 1 und 20 pg. Lipofectamine 2000® wurde mit 5
bis 20 ug eingesetzt. Die Dauer der Inkubation des Transfektionsansatzes lag zwischen 1

und 24 h. Nachfolgend wurde das Transfektionsmedium entfernt und die Kultur mit 1,5 ml
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S4 Medium aufgefullt. Die Inkubation erfolgte fir 24 bis 72 h bei 37°C, 50% O,, 5% CO,

sowie einer relativen Luftfeuchtigkeit von 100%.

2.2.2 Zellkultur

2.2.2.1 Chemikalien, Medien und Puffer

Serum und Lésungen:

Foetales Kalberserum (FCS)
Lipofectamin 2000
Penicillin/Streptomycin
Trypsin/EDTA

Gibco
Invitrogen
Sigma
PAA

Dulbecco’s Maodified Eagle Medium, (DMEM, PAA):

DMEM mit L-Glutamin und Glucose (4,5 g/l)

Hank’s buffered salt solution

, pH 7.5 (HBSS, Gibco):

NacCl 8000 mg/l Glucose
KCI 400 mg/l NaHCOs3
KH,PO, 60 mg/l Phenolrot
Na,HPO, 48 mg/l

2.2.2.2 Geréate

Einwegpipetten 1,5, 10, 15 ml

Inkubator
Kulturflaschen
Kulturréhrchen
Kulturplatten
Mikroskop

Wasserbad
Werkbank
Zentrifuge
Zentrifuge

Function line
T25, T75 Cellstar
15, 25 ml
TC-Plate, 6 Well
Axiophot mit
Epifluoreszenz
1083

Hera safe
Biofuge fresco
6K15

1000 mg/I
350 mg/l
10 mg/l

Falcon
Heraeus
Greiner
Greiner
Greiner

Zeiss

GFL
Heraeus
Heraeus
Sigma
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2.2.2.3 Kultivierung von Zellen
Es handelt sich bei den hier untersuchten Zellen um immortalisierte Ganglienzellen mit
der Bezeichnung RGC-5. Die Zellen wurden von Prof. Dr. N. Agarwal (Fort Worth, USA)

zur Verfligung gestellt.

Die Zellen wurden unter folgenden Bedingungen kultiviert:

Temperatur: 37°C
P (CO2): 5%
Rel. Luftfeuchtigkeit: 100%

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Kulturflaschen des Typs T25 und T75. Als
Kulturmedium wurde DMEM mit den Zusatzen FCS (10%) und Penicillin/Streptomycin
(1%) eingesetzt. Die im Zuge des Umsetzens der Zellen verwendeten Lésungen sind
samtlich auf 37°C temperiert worden. Das Umsetzen der Zellen wurde nach folgendem

Protokoll durchgefihrt:

l. Den Kulturtiberstand absaugen.

Il. Die Zellen mit 5 ml HBBS waschen.

M. Durch die Zugabe von 2 ml Trypsin / EDTA Zellen ablosen.

\VA Nachfolgend den Trypsinierungsansatz bei 37°C fur maximal 2
min. inkubieren.

V. Regelmafig das Fortschreiten der Trypsinierung kontrollieren.

VI. Die Zellsuspension abnehmen und mit 8 ml Medium in einem 15 ml

Falcon fur 5 min bei 400g zentrifugieren.

VII. Den Uberstand verwerfen.

VIII. Das Zellpellet in 2 ml supplementierten Medium resuspendieren.

IX. Jeweils 1 ml der Zellsuspension in eine, mit 9 ml supplementierten
DMEM beschickte Kulturflasche (T75), fullen.

X. Die umgesetzten Zellen bei 37°C inkubieren.

2.2.2.4 Transfektion der RGC-5 Zellen

Die Transfektionen der RGC-5 Zellen wurden mit Lipofectamine 2000® (Invitrogen)

entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefihrt.
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2.3 Immunhistologische Untersuchungen

Immunbhistologische Untersuchungen wurden sowohl an ganzen Retinae als auch an
Kryostatschnitten der Retina durchgefihrt.

Die verwendeten Antikdrper sind in der Lage, mit spezifischen Antigenen eine Bindung
einzugehen. Hierbei kann es sich sowohl um membranstandige Strukturen handeln, die
von der Zelle exprimiert werden, als auch um einzelne Zielproteine.

Nachdem die Bindung zwischen Antigen und primaren Antikorper erfolgt ist, kann mit dem
sekundaren Antikorper der Farbstoff in das Praparat eingebracht werden. Der zweite
Antikoérper ist mit einem fluoreszenzaktiven Ringsystem gekoppelt, das bei Anregung
durch die entsprechende Wellenlange eine Fluoreszenz erzeugt, die mit den jeweiligen
Filtern im Mikroskop detektiert werden kann. Der sekundare Antikorper erkennt sehr
spezifisch den primaren Antikérper und bindet an ihn. So kann indirekt das eigentliche Ziel

markiert werden.

2.3.1 Material

Einbettungsmedium fir Kryostatschnitte:

Tissue-Tek Sakura

Blockierungslésung:

Foetales Kalberserum (10%) Seromed

Phosphatgepufferte Salzlésung pH 7,4 (PBS):

NaCl 949
Na,PO, x 2 H,O 1,42 g
KH,PO, 0279
Aqua dest. ad 1000 ml
Fixierlésung:

Paraformaldehyd (PFA) 409

PBS ad 1000 ml

Die Suspension wurde unter Erwarmen (max. 56°C) gertihrt, bis sich der Feststoff geldst
hat. Die Lagerung erfolgte lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur.
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Eindeckelmedium:
Mowiol 4-88 Hoechst

12 g Mowiol wurden zundachst in 30 g fluoreszenzfreiem Glycerol gelést und mit 30 ml
Aqua dest. versetzt. Im Anschluss wurden weitere 60 ml einer 0,2 M Tris/HCI Ldsung (pH
8,5) hinzugefligt. Das Gemisch wurde bei 56°C fiir 10 min leicht geriihrt. Unl6sliche
Bestandteile wurden durch Zentrifugation bei 5000 g fir 15 min abgetrennt. Der
Uberstand wurde abgenommen und bei -20°C gelagert. Aufgetaute Aliquots wurden mit

dem Farbstoff Hoechst 33258 (Sigma) in einer Konzentration von 10 pug/ml versetzt.

Beschichtung der Objekttrager:

Die Objekttrager (Engelbrecht, Edermiinde) wurden mit absolutem Alkohol gereinigt. Es
folgte eine Behandlung mit filtrierter Beschichtungsldsung [0,5% Gelantine (Sigma) und
0,05% KCr(SO,). x H,O (Merck)]. Nachfolgend wurden die Objektrager fir ca. 2 h in

staubfreier Umgebung getrocknet.

Erstantikorper (alle 1gG, mc, mouse):

Anit-GAP-43 Verdinnung 1:500 Sigma
Anit-Neurofilament Verdinnung 1:100 Sigma
Anti-Rhodopsin Verdinnung 1:100 Chemicon

Fluoreszenzmarkierte Zweitantikdrper (alle 1gG, goat):

Anti-Mouse-Cy-2 Verdiinnung 1:200 Jackson Immuno
Reseach
Anti-Mouse-TRITC Verdinnung 1:300 Sigma

Gerate und weitere Materialien:

Dokumentation Axiovision Zeiss
Filterpapier Whatman
FluoreszenZfilter 395 bis 440 nm Zeiss

450 bis 490 nm
510 bis 560 nm

Kryostat 2800 Frigocut E Reichert-Jung

Mikroskop Axiophot mit Zeiss
Epifluoreszenz

Nitrozellulosefilter PorengrofRe 0,45 pum Sartorius

Objekttrager Engelbrecht

Petrischalen Durchmesser 35 mm Greiner
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2.3.2 Erstellen der Kryostatschnitten

Fur die Erstellung von Kryostatschnitten wurden Retinaexplantate wie bereits beschrieben
explantiert. Es folgte eine Fixierung fir ca. 1 h in PFA-L6sung (4%) und eine Inkubation in
Saccharose-Ldsung (30%) Uber Nacht bei 4°C. Im Anschluss wurden die Retinae auf
plan-geschnittene Tissue-Tek-Blocken aufgebracht und eingefroren. Die erstellten

Schnitte wiesen in der Regel eine Schichtdicke von 10 um auf.

2.3.3 Immunhistochemische Farbung der Kryostatschnitte

Das folgende immunhistologische Protokoll kam zur Anwendung:

l. In -20°C kaltem Methanol (Merck) wurden die Kryostatschnitte fiir 10 min fixiert.
Il. Mit PBS pH 7,4 wurden die Praparate dreimal fir 5 min gewaschen.

M. Die Schnitte wurden nachfolgend in 10%iger FCS Lésung fir 30 min geblockt.

\VA Im Anschluss an das Blocken wurde das Praparat fir 5 min mit PBS pH 7,4
gewaschen.
V. Es folgte die Applikation des Erstantikbrpers in der entsprechenden

Verdinnung und die Inkubation in wasserdampfgesattigter Atmosphare bei 4°C

Uber Nacht.

VI. Im Anschluss an die Inkubation wurde dreimal mit PBS pH 7,4 fir je 5 min
gewaschen.

VILI. Es folgte die Applikation des Zweitantikdrpers und die anschlielRende

Inkubation in wasserdampfgesattigter Atmosphéare bei Raumtemperatur fiir eine
Stunde ohne Lichtexposition.

VIIl.  Nachfolgend wurden die Praparate mit PBS pH 7,4 dreimal fir je 5 min
gewaschen.

IX. Das Einbetten der Schnitte erfolgte in Mowiol (DAPI-Zusatz: 5u/mL).

X. Nach der mikroskopischen Auswertung wurden die Praparate bei -20 °C gelagert.

Die entsprechenden Negativkontrollen wurden bei sonst identischer
Versuchsdurchfihrung mit FCS (10%) ohne Erstantikdrper durchgefiihrt. Bei
Doppelfarbungen wurden die entsprechenden Erst- bzw. Zweitantikbrper parallel
eingesetzt.
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2.3.4 Immunhistochemische Farbung von Retina-Gesamtpréparaten

Zur Unterscheidung des glialen oder neuronalen Ursprungs von ausgewachsenen
Fortsatzen kultivierter Retinaexplantate wurde eine immunhistochemische Farbung des
gesamten Explantats gegen das 200 kDa Neurofilament durchgefiihrt.

Die zu untersuchenden Explantate wurde ca. 2 h in PFA-L6sung (4%) bei
Raumtemperatur fixiert. Das Fixativ wurde anschlieend durch dreimaliges Waschen mit
PBS fir je 20 min entfernt. Die nachfolgende Immunfarbung der Explantate erfolgte
analog des oben beschriebenen Protokolls. Zum Abschluss der Farbung wurde die
jeweilige Retina samt des Membranbodens der Petriperm Kulturschale ausgeschnitten

und auf einem Objekttrager mit Mowiol (DAPI-Zusatz: 5u/mL) eingebettet.

Die Auswertung der immunhistochemischen Praparate wurde mit dem Mikroskop

Axiophot (Zeiss) vorgenommen.

2.4 Biochemische Verfahren

2.4.1. Material

2.4.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Chemikalien:

Acrylamid-Stammlésung (0,8% Bisacrylamid, 30% Acrylamid) Roth
Agarose Merck
Ammoniumsulfat p.A. Merck
Ampholine® 3,5 - 9,5 Pharmacia
APS (Ammoniumpersulfat) Roth
BenchMark® pre-stained Invitrogen
Benzonase Merck
[3-Mercaptoethanol, p.A. Sigma
Bromphenolblau (3°,3",5",5""-Tetrabromphenol-sulphonaphtalein) Sigma
BSA (Rinderserumalbumin), Standard fiir Proteinbestimmung Sigma

CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfat) Sigma
Coomassie Brilliant Blue G250 Merck
Di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat Merck
DryStrip Cover Fluid Amersham
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DTT (Dithiothreitol)

ECL (,Enhanced Chemoluminescence*)

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
Essigséaure (96%)

Ethanol (absol.)

Formaldehydldsung (37%)

Glycerin (87%)

Glycin

Harnstoff, ultra pure

lodoacetamid

Isobutylakohol (2-Methyl-1-propanol)
Isopropanol

Kaliumchlorid

Magermilchpulver (Laboranwendung)
Methanol

Natriumcarbonat (wasserfrei)
Natriumdihydrogensulfat-Dihydrat
Natriumthiosulfat-Pentahydrat
Phosphorséaure (85%)

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)
Ponceau-S

Rainbow-Marker® (10-250 kDa)
Saccharose

SDS (Natriumlaurylsulfat)

TEMED (N, N, N",N"-Teramethylendiamin)

Thioharnstoff

Tris (Tris-(hydroxymethyl)aminomethan)

Triton X-100

Tween 20 (Polyoxyethylensorbitan-monolaurat)

Roche
Amersham
Sigma
Roth

J.T. Baker
Sigma
Roth
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Amersham
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Roth
Sigma
Fluka

Alle weiteren Chemikalien wurden in von den Firmen Merck oder Sigma bezogen.

Verbrauchsmaterial:

Halbmikrokuvetten

IPG-Streifen (pH 4-7, 18 cm)
Nitrozellulosemembran Hybond ECL
Roéntgenfilme Chronix

Sarstedt
Amersham
Amersham
Agfa
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Whatmann Filterpapier dick und diinn 3 MM

2.4.1.2 Gerate und Zubehor

GelgieRapparatur fir Polyacrylamid-Minigele und Zubehor:

7 Sets Glasscheiben, Spacer 0,75mm, Trennscheiben aus Plexiglas, Probenkdmme;

Elektrophoreseapparatur fur PAGE Harnischmacher
Reswelling Tray Amersham
EttanDALT Six Gel Caster fir

2D-Polyacrylamid-Gele Amersham
Multiphor Il und Zubehor flr die Amersham
isoelektronische Fokussierung

EttanDALT Six Electrophoresis Unit Amersham
Biolobische Testschalen (25 x 25 cm) Nunc
Stromversorgung:

EPS 3501 XL Amersham
Power Pac 3000 BioRad
Power Supply Modell 200/2.0 BioRad
Relevante Peripheriegeréate:

pH-Elektrode pH-Meter 766 Calimetric Knick
Tischzentrifuge 5415 C Eppendorf
Zentrifuge 6K15 Eppendorf
Ultraschallhomogenisator  UW 70 Bandelin
Photometer Ultrospec 3000 Pharmacia
Blockthermostat BT 200 Kleinfeld
Kihlung ProfiCool Ominlab
Schdttler Vibrax VXR IKA
Automatischer Rontgenfilmentwickler Agfa
Dokumentation:

Scanner Perfection 1660 Photo Epson
Software Smart Panel Epson

Densitometrie-Programm  AlphaEaseFC 4.0
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2.4.2 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte mittels der Methode nach Bradford (1976). Im Rahmen
dieser Bestimmung wird Brilliant Blue G 250 selektiv von den zu bestimmenden Proteinen
gebunden, so dass sich bei der photometrischen Analyse das Absorptionsmaximum von
465 nm nach 595 nm verschiebt. Da der Extinktionskoeffizient Uber einen weiten
Konzentrationsbereich konstant bleibt, kann die Proteinkonzentration bei geeigneter
Probenverdiinnung unter Anwendung des Lambert-Beerschen Gesetztes photometrisch

bestimmt werden.

Bradford-Reagenz: 0,01% Coomassie Brilliant Blue G 250
8,5% Phosphorsaure
4, 7% Ethanol

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde ein definiertes Volumen der
entsprechenden Probenldsung mit Aqua dest. auf 100 ul aufgeflllt und nach Applikation
von 1 ml Bradford-Reagenz gemischt. Nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten wurde
ein Aliquot des Ansatzes in eine Halbmikrokivette Gberflihrt und im Photometer bei einer
Wellenlange von 595 nm vermessen. Die Ermittlung einer Standardkurve erfolgte mit Hilfe
definierter Mengen BSA (2 bis 10 pg) in gleicher Weise. Hierbei wurde derselbe
Lysepuffer zum Auffillen auf das endgultige Probenvolumen verwendet, um Harnstoff-

und Detergenzien-bedingte Verschiebungen in der Absorption auszugleichen.

2.4.3 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die diskontinuierliche SDS-PAGE dient zur Auftrennung komplexer Proteingemische.
Hierzu erfolgt zunachst eine Denaturierung der Proteine durch die Zugabe des
anionischen Detergenz SDS zu den jeweiligen Proben, wodurch die Proteine eine gleiche
Ladungsdichte entwickeln. In der sich nun anschlieBenden elektrophoretischen
Auftrennung wandern die negativ geladenen SDS-Proteinkomplexe in Richtung der
Anode, wobei sie durch die Dichte der porésen Polyacrylamidmatrix nach ihrem Stokes-
Radius und damit nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Das
diskontinuierliche Puffersystem bei unterschiedlich dichtem Trenn- und Sammelgel fihrt
dabei zur Erh6hung der Auflésung der Auftrennung.

Dieses Verfahren fand im Rahmen der vorliegenden Arbeit Anwendung zur

Molekulargewichtsbestimmung von Proteinen sowie zur Auftrennung von Proteinen fur
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Western Blots als auch als zweiter Teilschritt im Anschluss an eine isoelektronische

Fokussierung.

2.4.3.1 Losungen

Zur Durchfihrung wurden nachfolgende Stammldsungen angesetzt, die bis zur jeweiligen

Verwendung im Kihlschrank bei 4 bis 7°C gelagert wurden.

Sammelgelpuffer (4x): 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8
0,4% SDS

Trenngelpuffer (4x): 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8
0,4% SDS

Laufpuffer (10x): 250 mM Tris
1,92 M Glycin
0,1% SDS

Lysepuffer: 20 mM Tris/HCI, pH 7,5
300 mM Saccharose
0,1 mM EDTA
1% Triton

0,1% R-Mercaptoethanol
0,1 mM PMSF, Zugabe kurz vor Anwendung

Probenpuffer: 130 mM Tris/HCI, pH 6,8
10% SDS
10% 3-Mercaptoethanol
20% Glycerin
0,06% Bromphenolblau

Lyse- und Probenpuffer wurden aliquotiert und bei -20°C gelagert. Sammelgel-, Trenngel-
sowie Laufpuffer wurden zur Verlangerung der Anwendbarkeit 0,02% NaN; zugesetzt.
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2.4.3.2 Giel3en der Gele

Die Gele wurden im Miniformat gegossen. Hierzu wurde eine kleine Glasscheibe mit
entsprechenden Aussparungen durch Spacer getrennt auf eine grof3e Glasscheibe
platziert. Mehrere so zusammengefiigte Gelformen wurden nachfolgend in den
GelgieRstand eingefligt, wobei der verbleibende Platz im Giel3stand mit Plexiglasplatten
aufgeflllt wurde. Durch den abschlieBenden Einsatz einer groRen Platte und
entsprechender Klammern wurde der gesamte Block, der nun mehrere Gelformen
beinhaltet, abgedichtet. Es wurden in der Regel 5 Gele mit den Dimensionen 85 x 100 X
0,75 mm (L x B x T) parallel gegossen. Zunachst wurde das Trenngel eingefullt, das einen
Trennbereich von 12% abdecken sollte. Zu diesem Zwecke wurden folgende Lésungen

mit entsprechenden Volumina eingesetzt:

Acrylamid-Stammlésung (30%) 24 ml
Trenngelpuffer (4x) 15 ml
Aqua dest. 21 ml

Die Polymerisation dieses Gemisches wurde durch die Zugabe von 50 ul Temed und 100
pul APS (20%) ausgeldst. Nach der Zugabe wurde die Trenngelmischung rasch in den
GelgieRstand eingefiillt, wobei darauf geachtet wurde, dass ca. 3 cm Abstand zum oberen
Plattenrand eingehalten wurden, um spater das Sammelgel aufzufillen. Die frisch
gegossenen Gele wurden jeweils mit 1 ml Isobutylalkohol Uberschichtet, um Reaktionen
mit dem Luftsauerstoff auszuschlieen und einen gleichméRigen Abschluss der Trenngele
gewahrleisten zu kénnen. Nach Beendigung der Polymerisation (ca. 1 Stunde) wurde der
Alkohol entfernt und die Geloberflache mit Aqua dest. gereinigt. Es folgte das Einsetzten
der Probenk&mme und das GieRen der Sammelgele unter Verwendung folgender

Lésungen mit entsprechenden Volumina:

Acrylamid-Stammlésung (30%) 3ml
Sammelgelpuffer (4x) 5 ml
Aqua dest. 12 ml

Zur Induktion der Polymerisationsreaktion wurden 30 pl Temed und 60 pl APS (20%)
hinzugefligt. Die noch flissigen Sammelgele wurden sodann mit einer Pasteurpipette
aufgetragen. Nach vollstandiger Polymerisation des Sammelgels, was nach ca. 0,5 h bei

Raumtemperatur der Fall war, wurden die Gele aus dem Giel3stand entnommen und zum
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Schutz vor Austrocknung in Cellophanfolie verpackt, sofern diese Gele nicht direkt zum

Einsatz kamen. Gegossene Gele wurden spatestens innerhalb von 14 Tagen verwendet.

2.4.3.3 Probenaufbereitung, Probenauftrag und Elektrophoresebedingungen

Mit Hilfe der SDS-PAGE wurde zum einen die Expression des GAP-43 im Verlauf der
postnatalen Maturation verfolgt, zum anderen wurde die Expression des GAP-43/GFP-
Fusionsproteins verifiziert. Fir die Analysen bezlglich des GAP-43 wurden jeweils 4 bis 6
Retinaexplantate in 100 bis 200 ul Lysepuffer aufgenommen und mit einem Micropistil
(Eppendorf) mechanisch zerkleinert. Das Proteingemisch zur Bestimmung der GAP-
43/GFP-Expression wurde auf dhnliche Weise aus konfluenten RGC-5 gewonnen. Hierzu
wurden die Kulturen aus 2 bis 3 Vertiefungen einer 6-Well Platte mit 100 bis 200 pl
Lysepuffer herausgespilt und mechanisch aufgeschlossen. Durch mehrmaliges
Aufziehen mit einer feinen Kanlle sowie Sonifizierung der Proben (3 x 3 StoRe, 50%
Intensitat) wurden diese weiter aufgeschlossen. Unlésliche Zellbestandteile wurden durch
Zentrifugation (15000 g, 20 min, 4°C, Sigma Zentrifuge) abgetrennt. Der Uberstand mit
dem ldslichen Proteinanteil wurde abgenommen, so dass nachfolgend der Proteingehalt
mit der Methode nach Bradford (Bradford, 1976) bestimmt werden konnte. Die jeweiligen
Probenlésungen wurden mit Probenpuffer versetzt (Verdinnung: 3 + 1). In einem
Thermoblock wurden nachfolgend die Proben zur vollstandigen Denaturierung erhitzt (5

min, 95°C) und im weiteren Verlauf kurz gemischt und herunter zentrifugiert.

Die Gele wurden in die Elektrophoresekammer eingesetzt. Im Anschluss wurde das obere
als auch das untere Pufferreservoir mit 150 ml Laufpuffer beschickt. Nach der Entnahme
der Probenkamme aus den Gelen, wurden die vorbereiteten Proben mittels einer Pipette
in die Geltaschen gefillt. Die Elektrophorese wurde durch das Anlegen einer Spannung
von 100 V gestartet und nach Ubergang der Lauffront in das Trenngel bei 250 V
fortgefuhrt. Hatte die Bromphenolblaufront das Ende des Geles erreicht, wurde die
Auftrennung gestoppt.

2.4.3.4 Coomassie-Farbung der Gele

Um die Auftrennung der Proteine nach abgeschlossener Elektrophorese, sowie die

Homogenitat der Probenauftragsmenge und der nach dem Blotten im Gel verbliebenen

Proteinmengen zu kontrollieren, wurden die Gele mit Coomassie geféarbt.
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Die Coomassie-Farbung beruht auf der selektiven Bindung des Farbstoffes Coomassie
Brilliant Blue 250 G an Proteine. Sie ist einfach und schnell durchfiihrbar, kann jedoch
Protein nur bis zu einer Nachweisgrenze von ca. 100 ng pro Bande detektieren.

Die Polyacrylamidgele wurden zur Fixierung und Farbung unter leichtem Schiitteln bei
Raumtemperatur flr ca. 20 min in der Farbelésung inkubiert. Nach dem Abgie3en der
Farbelbésung und dem Abspilen von Farberesten mit Wasser wurden die Gele wiederholt
mit der Entfarbeldésung gewaschen. Waren die Proteinbanden deutlich sichtbar, wurde der
Entfarber gegen Aqua dest. und Essigsaure ausgetauscht. Eine vollstandige Entfarbung
zur Beseitigung des Hintergrundes wurde das Gel bei 4°C Uber Nacht in dieser Lésung
belassen.

Coomassie-Farbeldsung: 0,2% Coomassie Brilliant Blue G 250

10% Essigsaure
50% Methanol

Die Coomassie-Farbelésung wurde nach dem Ansetzen filtriert und lichtgeschitzt bei

Raumtemperatur aufbewahrt. Die Losung konnte wiederholt eingesetzt werden.

Entfarbeldsung: 7,5% Essigsaure
30% Ethanol

2.4.4 Western Blotting

2.4.4.1 Proteintransfer

Beim Western Blot werden Proteine aus einem SDS-Gel elektrophoretisch auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Nachfolgend werden Antikdrper auf die Membran
gegeben, so dass spezifische Proteine detektiert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden die durch SDS-Page aufgetrennten Proteine mit Hilfe
des Semidry-Blotting-Verfahrens auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Im Rahmen

dieser Versuchsdurchfiihrung wurde folgender Transferpuffer verwendet:

Tris 25 mM
Glycin 192 mM
Methanol 20%
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Das Polyacrylamidgel sowie entsprechend dimensioniertes Whatmanpapier als auch die
Nitrozellulosemembran wurden fir 10 min in Transferpuffer inkubiert. Danach wurden auf
der Anode des Semidry-Blotting-Gerates zunéchst 3 Lagen Whatmanpapier, gefolgt von
der Nitrozellulosemembran, dem Polyacrylamidgel sowie 3 weiteren Lagen
Whatmanpapier aufgebracht. Um etwaige Luftblasen zu entfernen, wurde mit einem
Glasstab mehrmals Uber die Anordnung aus verschiedenen Schichten gerollt. Im
Anschluss wurde die Kathode aufgesetzt und der Proteintransfer durch das Anlegen einer

Spannung von 10 V fiir 1 h gestartet.

Der quantitative Transfer der Proteine auf die Membran wurde durch eine Coomassie-
Farbung des Gels sowie einer Ponceau-Farbung der Membran Uberprift. Letztere diente
gleichzeitig zur besseren Fixierung der Proteine auf der Membran und zur Uberpriifung
der aufgetragenen Proteinmenge. Die Membran wurde hierzu nach dem Semidry-Blotting
fur 5 min in der Ponceau-S-Farbeldsung inkubiert und nachfolgend mit Aqua dest. bis zur
Differenzierung der Banden vom Hintergrund gewaschen. Die vollstandige Entfarbung

erfolgte durch einen Waschvorgang mit TBST.

Ponceau-S-Farbeldsung: 0,2% Ponceau

3% Tricholressigsaure

2.4.4.2 Detektion und immunologischer Nachweis

Far die nachfolgend beschriebene immunochemische Detektion der aufgetrennten

Proteine auf der Membran wurden folgende Puffer und Antikdrper verwendet:

Tris-buffered saline-Tween (TBS-T): 10 mM Tris/HCI, pH 7,6
150 mM NacCl
0,1% Tween-20

Erstantikrper (alle 1gG, mc, mouse):
Anti-GAP-43 Verdinnung 1 : 2000 Sigma
Anti-GFP Verdinnung 1 : 2000 BD Biosciences

Peroxidase-konjugierte-Zweitantikorper:

Anti-mouse IgG (goat) Verdinnung 1: 5000 Sigma
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Fur den immunologischen Nachweis bestimmter Antigene in den aufgetrennten Proben

wurde das folgende Protokoll verwendet:

l. Blocken unspezifischer Bindungen durch die Inkubation der
Nitrozellulosemembran in einer Magermilchpulversuspension (5% in
TBS-T) fUr 1 h bei Raumtemperatur

1. Waschen: 1 x 15 min, 3 x 5 min in TBS-T

Il Inkubation mit dem entsprechenden Erstantikérper: in TBS-T verdinnt, Gber
Nacht bei 4°C

V. Waschen: 1 x 15 min, 3 x 5 min in TBS-T

V. Inkubation mit dem Zweitantikérper: in TBS-T verdinnt, 1 h bei
Raumtemperatur

VI. Waschen: 1 x 15 min, 3 x 5 min in TBS-T

VILI. Nachweisreaktion:

Die Detektion erfolgte aufgrund der Chemilumineszenz als Folge der Reaktion der an den
Zweitantikorper gekoppelten Peroxidase mit ECL: Dazu wurde der Blot in einer im
Verhéltnis 1 : 1 angesetzten Mischung aus ECL-L6sung 1 und 2 fir 1 min inkubiert, mit
der Rickseite auf eine trockene Glasplatte gelegt und mit Cellophanfolie berzogen.
Durch Auflegen und Belichten eines Rontgenfiims sowie dessen nachfolgender
Entwicklung konnten die entsprechenden Banden sichtbar gemacht werden.

Parallel zu den Western Blots wurden entsprechende Negativkontrollen durchgefiihrt, bei
denen auf eine Inkubation mit dem Erstantikdrper verzichtet wurde. Ein gleich stark

konzentrierter Proteinauftrag wurde durch Coomassie-Farbung gewéahrleistet.

2.4.5 Zweidimensionale Polyacrylamidgelelektrophorese (2D-PAGE)

Bei der zweidimensionalen Gelelektrophorese handelt es sich um eine hoch aufldsende
Technik zur Analyse komplexer Proteingemische. Dabei werden die Proteine in zwei
aufeinander folgenden Schritten aufgetrennt:

In der ersten Dimension, der isoelektrischen Fokussierung, werden die geldsten Proteine
durch Anlegen eines elektrischen Feldes in einem Gel, das einen immobilisierten pH-
Gradienten aufweist, entsprechend ihre Molekilladung getrennt. Die amphoteren Proteine
wandern dabei im elektrischen Feld, bis sie den pH-Wert erreicht haben, an dem ihre
Nettoladung gleich Null ist, dem so genannten isoelektrischen Punkt (IP). Dieser resultiert

aus dem Anteil basischer und acider Aminosauren eines Proteins.
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In der nachfolgenden zweiten Dimension werden die isoelektrisch fokussierten Proteine
mit der bereits beschriebenen SDS-PAGE aufgrund ihres unterschiedlichen
Molekulargewichts aufgetrennt. Es resultiert ein zweidimensionales Verteilungsmuster
verschiedenster Proteine, das eine quantitative und qualitative Proteomanalyse der

Proben erlaubt.

2.4.5.1 Losungen

Zur Durchfiihrung wurden nachfolgende Lésungen angesetzt und bis zu ihrer

Verwendung bei -20°C aufbewabhrt:

Einzelldsungen: 53MDTT
10% SDS
100 mM PMSF (geldst in Isopropanol)

1% Bromphenolblau

Lysepuffer: 7 M Harnstoff
2 M Thioharnstoff
4% Chaps

2% Pharmalyte 3 - 10

Rehydratisierungslésung: 8 M Harnstoff
0,2% Chaps
0,002% Bromphenolblau

Aquilibrierungslésung: 50 mM Tris/HCI, pH 8,8
6 M Harnstoff
30% Glycerol
2% SDS
0,002% Bromphenolblau

Des Weiteren wurden fur die zweite Dimension die unter ,diskontinuierliche SDS-PAGE*

aufgefuhrten Losungen verwendet.



Material und Methoden 50

2.4.5.2 Probengewinnung

Zur Gewinnung des Probenmaterials fur die proteinbiochemischen Untersuchungen
wurden die Retinaexplantate nach erfolgter Kultivierung und Quantifizierung der axonalen
Fortsédtze mit kalter isotonischer Saccharose-Lésung (8,5%) gewaschen und in einem
EppendorfreaktionsgefaR gesammelt. Die gesammelten Proben wurden in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C bzw. -80°C
gelagert. Auf gleiche Weise wurde mit retinalen Explantaten verfahren, die zuvor nicht

kultiviert worden waren.

2.4.5.3 Probenaufbereitung

4 bis 6 Retinaexplantate wurden zunachst mit 20 ul SDS (1%), 2 pl PMSF (10 mM) und
0,5 ul DTT (5,3 M) versetzt und fir 5 min bei 95°C zur Inaktivierung der Proteasen und
Denaturierung erhitzt. Nach erneuter Zugabe von 1 pul PMSF sowie 5 yl MgCl, (10 mM)
und 2 x 1 pl Benzonase (zeitversetzt nach 15 min) erfolgte eine Inkubation der Proben fir
30 min bei 37°C, um vorhandene DNA als auch RNA zu degradieren. Im Anschluss
wurden die Proben mit 170 ul Lysepuffer versetzt und mit einem Micropistil mechanisch
zerkleinert. Zur weiteren Homogenisierung des Ansatzes wurde dieser auf Eis sonifiziert
(3 x 3 StbRe, 50% Intensitat). Dabei galt es, eine Erhitzung der Probe zu vermeiden, um
einen Zerfall des Harnstoffes und einer Carbamoylierung der Proteine entgegen zu
wirken. Zur Abtrennung der unldslichen Zellbestandteile wurden die Ansatze zentrifugiert
(15000 g, 40 min, 4°C, Sigma Zentrifuge). Der Uberstand wurde im Anschluss mit einer

Pipette abgenommen und der bereits beschriebenen Probenbestimmung zugefuhrt.

2.4.5.4 Probenauftrag und Rehydratation der IPG-Streifen

Die IPG-Streifen (pH 4 - 7, 18 cm) wurden mit 1200 pg Protein beladen. Dazu wurde das
entsprechende Probenvolumen mit Rehydratationslésung und unter Zusatz von jeweils
2% DTT und Ampholinen auf 350 pl erganzt, gemischt und in je eine Vertiefung des
DryStrip Reswelling Trays uberfuihrt. Die dehydratisierten IPG-Streifen wurden so dann
mit der Gelseite der Probe zugewandt in den Vertiefungen platziert. Etwaige Luftblasen
unter dem IPG-Streifen wurden mit einer Pinzette entfernt und die Gelstreifen zum Schutz

vor Luftsauerstoff und dem Ausfallen des Harnstoffes mit Cover Fluid Uberschichtet. Die
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Rehydratation der IPG-Streifen und die Aufnahme der Proteine erfolgten tUber Nacht bei

Raumtemperatur.

2.4.5.5 Isoelektrische Fokussierung (1. Dimension)

Mit Hilfe des auf 18°C eingestellten Mulitphor 1l Gerates wurde die isoelektronische
Fokussierung durchgefiihrt. Nachdem die Kihlplatte des Gerates mit Aqua dest. gefiillt
worden war, wurde der DryStrip Tray aufgelegt und an die Stromversorgung
angeschlossen. Bei diesem Vorgang war darauf zu achten, dass sich keine Luftblasen
zwischen der Kuhlplatte und dem Tray bildeten. Nachfolgend wurde das DryStrip Tray mit
Cover Fluid bedeckt. Letztendlich wurde noch der eigentliche Trager der IPG-Streifen, der
Dry Strip Aligners in das Cover Fluid unter Vermeidung von Luftblasen eingefligt. Die
rehydratisierten IPG-Streifen wurden mit einer Pinzette dem Reswelling Tray enthommen
und durch das kurzzeitige Eintauchen in Aqua dest. von restlichen Losungsriickstanden
befreit. Die IPG-Streifen wurden nachfolgend so in den Dry Strip Aligner eingefligt, dass
das Gel nach oben und die acide Seite des Streifens zur Anode ausgerichtet waren.
Danach wurde mit Aqua dest. befeuchtetes Filterpapier zur besseren Stromweiterleitung
guer Uber die Enden der IPG-Streifen gelegt und mit Steckelektroden auf den schmalen
Gelen fixiert. Nachdem die Streifen mit Cover Fluid Uberschichtet worden waren, wurde

folgendes Fokussierungsprogramm gestartet:

l. 150V farlh VI. 1800 V fir 15 min
II. 300Vfarlh VIl. 2300V fur 15 min
. 600Vfirlh VIIl. 2800V fir 15 min
IV. 800 V fir 30 min IX. 3500V fur 20 h

V. 1300V fir 15 min

Die stufenweise Anhebung der Spannung fiihrte zu einer Entfernung der Salzionen aus
den Gelstreifen, bevor die eigentliche Fokussierung bei einer hohen Spannung erfolgte.
Durch die Lauffront des zugegebenen Bromphenolblau, konnte der korrekte Ablauf der

Fokussierung kontrolliert werden.

2.4.5.6 GielRen der Gele

Die Auftrennung der Proteine in der 2. Dimension erfolgte Giber 12,5%ige SDS-Gele. Der
Giel3stand wurde abwechselnd mit Glasformen fir die Gele und Plexiglasplatten bestuckt.
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Der verbleibende Freiraum im Giel3stand, der je nach Anzahl der zu gieRenden Gele
variiert, wurde mit weiteren Plexiglasplatten aufgeflllt. Der Giel3stand wurde nun mit einer
starkeren Plexiglasscheibe geschlossen, die mit Hilfe von Klammern fixiert wurde. Es
wurden in der Regel 6 Gele mit den Abmessungen 85 x 100 x 1 mm (L x B x T) unter

Verwendung der nachfolgenden Komponenten mit den entsprechenden Volumina

gegossen:
Acrylamid 187,5 ml
Trenngelpuffer (4x) 112,5 ml
Aqua dest. 150,0 ml

Vor dem Einfillen der Losung in den Gelgie3stand wurde die Polymerisationsreaktion
durch die Zugabe von 300 ul Temed und 750 pl APS (20%) gestartet. Dabei wurden ca. 2
cm bis zum oberen Rand der Glasplatten frei gelassen und jedes Gel mit 1 ml Isopropanol
Uberschichtet, das nach vollstdndiger Polymerisation wieder von den Gelen entfernt
wurde. Der verbleibende Freiraum Uber den Gelen in den Glasformen wurde mit Aqua
dest. gefilllt und die Gele bis zu 3 Tagen bei 4°C gelagert. Das Giel3en eines Sammelgels

erlbrigte sich hier durch die Verwendung der IPG-Streifen.

2.4.5.7 Aquilibrierung der fokussierten IPG-Streifen

Zur Vorbereitung der nachfolgenden SDS-PAGE wurden die fokussierten IPG-Streifen
zweimal fur je 15 min bei Raumtemperatur aquilibriert. Zu diesem Zweck wurden jeweils 8
ml Aquilibrierungslésung mit 80 pl B-Mercaptoethanol im ersten Aquilibrierungsschritt und
200 mg lodoacetamid im zweiten Schritt versetzt. Die Losungen der entsprechenden
Aquilibrierungsschritte wurden in den Reswelling Tray gefillt, in dem dann unter leichter
Bewegung mit einer Pinzette die Aquilibrierung der IPG-Streifen erfolgte. Im Zuge des
ersten Schrittes kommt es zu einer vollstandigen Reduktion der Proteine und zur
Ausbildung gleicher negativer Ladungsverhaltnisse. Im Rahmen des zweiten Schrittes
wird Uberschiissiges Reduktionsmittel entfernt. Des Weiteren werden Thiolgruppen der
Proteine alkyliert um Reoxidationen wahrend der Elektrophorese zu vermeiden.

2.4.5.8 Kontinuierliche SDS-Polacrylamid-Gelelektrophorese (2.Dimension)
Die aquilibrierten IPG-Streifen wurden kurz mit Laufpuffer gewaschen, bevor sie dann auf

den SDS-Gelen positioniert und durch Zugabe von Agarose (0,5%) fixiert wurden.
Nachfolgend wurde die untere Elektrophoresekammer mit Laufpuffer gefillt und die
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Kihlung des gesamten Systems auf 10°C eingestellt. Nach dem Einsetzten der Gele in
die Lautkammer wurde das obere Laufpufferreservoir gefiillt, wobei der hier verwendete
Laufpuffer nun die 2x Konzentration an SDS aufwies (0,2%). AnschlieRend wurde die
Elektrophorese zunachst mit 15 W fur 30 min und nachfolgend mit 100 W fiir ca. 4 h
gestartet. Sobald das Bromphenolblau den unteren Rand der Gele erreicht hatte, wurden
die Auftrennung gestoppt und das Gel enthommen. Es folgte eine Nachbehandlung der

Gele mit entsprechender Fixierldsung.

2.4.5.9 Farbung der Gele

Die Farbung der Gele erfolgte unter der Verwendung von Coomassie. Es handelt sich bei
dieser Methodik um eine Endpunktfarbung mit kolloidal geléstem Coomassie, die auch
eine spatere MALDI-MS Analyse der Proteine zulasst.

Die Gele wurden zunachst Uber Nacht fixiert und im Anschluss an einen Waschschritt mit
Aqua dest. (3 x 30 min) fur 1 h in die Inkubationslésung gegeben. Diese wurde
nachfolgend durch die Farbelésung ersetzt. Die Gele wurden 2 bis 5 Tage in dieser

Lésung auf einem Schuttler gefarbt.

Fixierlésung: 50% Ethanol
2% HsPO,

Inkubationslésunag: 34% Methanol
2% HsPO,

17% (NH4),SO.

Farbeldsung: 34% Methanol
2% H3;PO,
17% (NH,),SO,4
0,066% Comassie G-250

Die weitere Lagerung der Gele erfolgte nach der Farbung in Inkubationslésung bei 4°C.
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2.4.6 Massenspekrometrische Proteinanalyse (MALDI-MS)

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Proteinidentifizierungen in Zusammenarbeit mit der
Proteomikarbeitsgruppe der ,Integrierten Funktionellen Genomik (IFG)" (IZKF, Minster)
unter Leitung von PD. Dr. Simone Koénig durchgefiihrt. Auf diese Weise wurden mit Hilfe
der MALDI-Analytik verschiedene Proteine identifiziert. Hierzu wurden Proteinspots, die
als geeignet erschienen, aus den 2D-Gelen herausgetrennt. Die weiteren
Untersuchungen wurden von der IFG durchgefihrt. In der Regel haben hier zunéchst die
Arbeiten mit einem tryptischen Verdau der Proben begonnen. Durch diese enzymatische
Behandlung wurde die Trennung des Analyten von der Gelmatrix bewirkt, aber auch eine
bessere Aussagekraft der analytischen Ergebnisse gefordert. Die Molekulargewichte der
Peptide konnten sehr genau bestimmt werden, und waren in ihrer Gesamtheit
charakteristisch fur ein bestimmtes Protein. Bioinformatische Suchalgorithmen erlaubten

die Abfrage von Datenbanken mit solchen MS-Daten.

2.5 Molekularbiologische Verfahren

2.5.1 Chemikalien und Lésungen

Chemikalien:

Acrylamid-Stamml&sung Roth
(0,8% Bisacrylamid, 30% Acrylamid)

Agar Fluka
Agarose Seakem
APS (Ammoniumpersulfat) Roth
3-Mercaptoethanol, p.A. Merck
Borsaure Roth
Bromphenolblau

(3", 37,5, 5 -Tetrabromphenol-sulphophtalein) Sigma

BSA (fur Restriktionen)

New England BioLabs

dNTP Mix Eppendorf
DTT (Dithiothreitol) Promega
EDTA (Ethylenediamintetraessigsaure) Merck
Essigsaure (CH3COOH) Fluka
Ethanol Baker
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Ethidiumbromid
Formamid (CH3NO)

Ficoll ® (60%) [CsH11NS3 - C;H,04]

Harnstoff

Kanamycin B Sulfat

Luria Broth (Miller’s Modification)
RNase freies Wasser

Salzsaure (HCI)

Smart Ladder

Tag Man Universal PCR Master Mix (2x)
TEMED (N, N, N" ,N"-Teramethylendiamin)

Tris (tris-(Hydroxymethyl)aminomethan)

Xylencyanol

DNA-Auftragspuffer:
Ficoll (60%)

Bromphenolblau

Aqua dest.

LBK-Medium / LBK-Agar:
Luria Broth (Miller’s Modification)

Kanamycin
Agar (nicht bei LBK-Medium)
Aqua dest.

RNA-Auftragspuffer:

Formamid

Tris (pH 7,6)
Xylencyanol
Bromphenolblau

RNA-Laufpuffer:
Tris

NaH,PO, x 1H,0
EDTA

Aqua dest.

pH 7,0

Pharmacia Biotech

Sigma
Sigma
Roth
Sigma
Sigma
Promega
Roth
Eurogentec
Roche
Sigma
Roth
Fluka

100 pl
100 pl
200 pl

1559

30 mg

159

ad. 1000 ml

80%

10 mM
0,25%
0,25%

193,89
198,79
23,38¢
ad 1000 ml
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TAE-Puffer (10 x):
Tris/HCI
EDTA

400 mM
10 mM

Mit Essigsaure (Fluka) den pH Wert auf 8,0 eingestellt.

TBE-Puffer (10 x):
Tris/HCI
EDTA

Borsaure

Aqua dest.

TE-Puffer (10: 1) /5 x TE:
Tris/HCI

EDTA

pH 7,5

2.5.2 E. coli Stamm

121,14 g
3,72¢g
51,32 ¢g

ad 1000 ml

10/50 mM
1/5mM

56

Fur die molekularbiologischen Untersuchungen wurde der E. coli Stamm TOP10F" von

Invitrogen eingesetzt. Dieser Stamm weist eine Uberexpression des Lac Repressors auf

und gilt als biologische Sicherheitsmaflinahme.

2.5.3 Restriktionsenyme, Ligase und Polymerase

Restriktionsenzyme:
Bam HI, Xho |

Ligase:
T4 DNA Ligase

DNA Polymerasen:
Expand High Fidelity PCR System
Pfu-Polymerase

Pwo-Polymerase
Tag-Polymerase

New England BioLabs

New England BioLabs

Roche
Stratagene
Roche
Promega
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Reverse Transkriptase:

M-MLV Revese Transkriptase Promega

2.5.4 Primer und Vektoren

Die nachfolgenden Primer wurden von der Firma MWG Biotech synthetisiert.

Primer zur Amplifikation des GAP-43:

GAP for: 5- CAG GGG AAG ACT CGA GCA TGC TGT GCT GTA -3

GAP rev: 5-GTT TCT TAG GAT CCC GGC ATG TTC TTG GTC AGC -3’

Die Primer beinhalten Restriktionssequenzen der Enzyme Bam HI und Xho | fir die
Klonierung in den Vektor pEGFP-N2.

Primer zur Sequenzierung des Inserts im Vektor pEGFP-N2:
N2for: 5 - GAGTCGAGCATGCTGTGCTGTAT -3
N2rev: 5 -TCTTAGGATCCCGGCATGTTC -3°

Expressionsvektor:
pPEGFP-N2 BD Biosciences

Abb. 1. Vektorkarte pEGFP-N2
(Quelle: BD Biosciences)

Der Vektor tragt die Gen-Bank Nr.
U57608.

2.5.5 Real time PCR Assays

Die entsprechenden Real time PCR Assays wurden von der Firma Applied Biosystems
bezogen. Die genauen Sequenzen der Primer und Sonden waren aus den Angaben des
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Unternehmens nicht ersichtlich. Eine Ausnahme bildeten hierbei jedoch die so genannten

Customer Assays. Hier wurden Primer sowie Sonden nach den Angaben des Kunden

angefertigt. Um einen solchen Assay handelte es sich bei dem Pinl Assay.

Zur endogenen Kontrolle wurde die Expression der 18S rRNA herangezogen.

Folgende Assays wurden verwendet:

18S rRNA:
Produkt-Nr.
Gen-Symbol
Gen-Name
Gen-Bank-Nr. mRNA

GAP-43:

Produkt-Nr.
Gen-Symbol
Gen-Name

alternative Bezeichnung
NCBI Datenbankeintrag
Referenz-Nr.
Gen-Bank-Nr. mRNA

Trax:

Produkt-Nr.
Gen-Symbol

Gen Name
alternative Bezeichnung
NCBI Datenbankeintrag
Referenz-Nr.
GenBank-Nr. mRNA

Pin1.:
Produktbezeichnung
Produkt-Nr.
Chargen-Nr.

Sequenz des Forward-Primers:

Hs99999901 sl

18S

Eukaryotic 18S rRNA
X03205.1

Rn00567901_m1l

Gap43

growth associated protein 43

Basp2, RGD:62071

Chromosom Chr. 11 - 59989085 - 60038130
NM_017195.1 NP_058891.11 -2 251 -
M16228.1

M16736.1

X06338.1

Rn00821040 g1

Tsnax

translin-associated factor X

MGC93125, RGD:621574, Trax

Chromosom Chr. 19 NW_047542 - 148311 - 148959
NM_022262.3 NP_071598.1 2 - 3 207 -

AF262357.1

BC081715.1

PIN1SIM-PINC
298094
0030478746
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PIN1SIM-PINCF CGTCCAATTGGCGTCTCGAT
Sequenz des Reverse-Primers:

PIN1SIM-PINCR CCTCCGCGGCTCTGA
Sequenz der Sonde:

PIN1SIM-PINCM2 FAM CCGCTGTTGATTGGCTC

2.5.6 DNA- und RNA-Kits

Folgende Kits der Firma Qiagen (Hilden) wurden verwendet:
Plasmid Mini und Midi Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QIAEX |l Gel Extraktion Kit
RNeasy Mini Kit
RNase-free DNase Set (50)

Folgende Kits der Firma Molzym (Bremen) kamen zum Einsatz:
PrestoSpin D Plasmid Midi 100L
UltraPrep Gel-Ex

2.5.7 Geréate
Brutschrank WTB Binder
Gellaufkammer Midi Harnischmacher
Heizblock Digital Heatblock VWR
Inkubator Innova 4230 New Brunswick
Scientific
Kivetten UVette Eppendorf
PCR-Cycler Gene Amp PCR System 9700 Perkin Elmer
PCR-Cycler TRIO-Thermoblock Biometra
Photometer Bio Photometer Eppendorf
Power supply Power Pac Bio Rad
ReaktionsgefalRe Eppi Cup 0,2; 0,5; 1,5 Eppendorf
Real time PCR Cycler HT7900 Applied
biosystems
Wasserbad 1083 GFL
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Werkbank Hera safe Heraeus
Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus
Zentrifuge Galaxy 16 DH VWR

Aufnahme- und Bildanalysesysteme:

Kamera Minerva Grundig
Lichttisch TFX-35M Vilber Lourmat
Software zur Diskus Zeiss

Geldokumentation

2.5.8 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung der Plasmid-DNA aus E. coli wurde nach folgenden Methoden

durchgefuhrt:

2.5.8.1 Praparation mit Plasmid Mini und Midi Kit
Die Préaparation wurde den Angaben des Herstellers (QIAGEN, Hilden) entsprechend

durchgefihrt.
2.5.8.2 Praparation mit PrestoSpin D Plasmid Midi 100L

Die Durchfihrung der Isolation der Plasmid-DNA erfolgte gemadR den

Versuchsvorschriften des Herstellers (Molzym, Bremen).

2.5.9 Praparation von RNA aus Retina und Gehirn

Die Praparation von RNA aus Retina als auch aus dem Gehirn der Ratte wurde mit dem
RNeasy Mini Kit und dem RNase-free DNase Set (50) von Quiagen (Hilden) nach den
Angaben des Herstellers durchgeftihrt.

2.5.10 Aufreinigung von Nukleinséuren

2.5.10.1 Bandenextraktion mit dem QIAEX Il Gel Extraktion Kit
Die Bandenextraktion erfolgte nach Angaben des Herstellers (QIAGEN, Hilden).
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2.5.10.2 Bandenextraktion mit dem UltraPrep Gel-Ex Kit
Die Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen erfolgte nach Angaben des

Herstellers (Molzym, Bremen).

2.5.10.3 Aufreinigung von DNA mit dem QIAquick PCR Purification Kit

Die Aufreinigung orientiert sich an dem Ablaufprotokoll des Herstellers (Qiagen, Hilden).

2.5.11 Auftrennung von gesamt RNA Uber Harnstoff-Agarose-Gele

Die in Ethanol geloste RNA aus den Praparationen wurde bei 15 000 rpm und 4°C fur 30
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die RNA Pellets in der
Werkbank getrocknet. Die getrockneten Pellets bestanden aus maximal 10 ug RNA, die
nun in 20 ul RNA-Auftragspuffer bei 4°C fir ca. eine Stunde gel6st wurden.

Fur das Spacer-Gel wurden in einem sterilen Kolben 5 ml Acrylamid (30%) / Bisacrylamid
(0,8%)-L6sung, 0,5 ml RNA-Laufpuffer (20x), 4,5 ml steriles Aqua dest., 5 yul TEMED
sowie 50 pl APS (10 mg/100ul) gemischt. Diese Mischung wurde zwischen zwei
horizontalen Glasplatten gefillt und fir einen ersten Hartungsvorgang fir 15 Minuten bei
60°C inkubiert. 0,9 g Agarose wurden durch Erhitzen mit 21,6 g Harnstoff in 28 ml RNA-
Laufpuffer (2x) gelost. Das noch flissige Agarose-Gel wurde auf den Spacer geschichtet.
Das Gel polymerisiert Giber Nacht bei 4°C aus.

Das ausgehartete Gel wurde in eine Laufvorrichtung eingespannt, die mit ca. 1 | RNA-
Laufpuffer (1x) zuvor beschickt worden war. Vor dem Befiillen der Geltaschen sind diese
mit Laufpuffer gespdlt worden. Die Auftrennung erfolgte zunachst fir 30 Minuten bei 75V,
bevor fur weitere 4 Stunden die Spannung auf 150 V erh6ht wurde. Nach dem Lauf wurde
das Gel aus der Apparatur entnommen. Die Geltaschen sowie das Spacergel werden
abgetrennt. Fir eine spatere Orientierung wurde eine Ecke des Gels abgetrennt. 400 ml
RNA-Laufpuffer wurden zum Féarben des Gels mit 30 pl Ethidiumbromid-Stammldsung
versetzt. Das Gel wurde in dieser Losung fur zwei Minuten gefarbt und nachfolgend fur 15
Minuten gewassert. AnschlieRend erfolgte die photographische Dokumentation.

2.5.12 Reverse Transkriptase Reaktion

Die zuvor unter Verwendung der beschriebenen Kits aus den Geweben isolierte RNA
wurde, nach einer initialen Denaturierung bei 65°C fir 10 min, mit Hilfe der M-MLV
reversen Transkriptase nach den Angaben des Herstellers als Template fir die reverse
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Transkriptasereaktion eingesetzt.

Die Reaktion wurde

Thermoblock nach dem folgenden Programm durchgefiihrt:

41°C fur 1h
95°C flr 2 min

4°C

2.5.13 Real time PCR

in einem Biometra TRIO-

reverse Transkription

Denaturierung

Kihlung

Die Real time Versuche zur Analyse der Expressionsdaten der Gene GAP-43, Pinl und

Trax sowie der endogenen Kontrolle 18S rRNA wurden mit einem Real time PCR Cycler

HT7900 der Firma Applied Biosystems durchgefiihrt. Die verwendeten Konzentrationen

der cDNA wurden aus den reverse Transkriptase Reaktionen extrapoliert, da eine

photometrische Quantifizierung von einzelstrangiger cDNA nicht mdglich ist. Jede cDNA

Probe wurde in einer Doppel- bzw. Dreifachbestimmung untersucht. Die spatere

Auswertung der Daten erfolgte in Relation zu der verwendeten endogenen Kontrolle 18S

rRNA. Die einzelnen Ansatze wiesen bei einem Probenvolumen von 20 ul folgende

Zusammensetzung auf:

Tag Man Universal PCR Master Mix (20x)

Real time Assay (2x)
cDNA

RNase freies Wasser

Folgendes Temperaturprofil lag der Real time PCR zu Grunde:

1l
10 ul

ca. 50 ng
ad 20 pl

Thermal Cycler Protocol

Mode: € Fast &) Standard € 8500 Emulstion

Sample Yalure (pL): I

Thermal Profile | Auto Increment' Feami Ratel Diata Collection
Stage 1 Stage 2 Stage 3 2]
Repeats:; 40
950 950
10:00 015
£0.0
b
ot e L e[ e e o sten [ElEte SteR it Bt el ] g = |

Abb. 2:
Temperaturprofil
der Real time PCR
(Quelle: SDS 2.2.2
Software [Applied
Biosystems])
Die Auswertung
der gewonnenen
Daten erfolgte mit
der SDS 2.2.2
Software nach der
AAct Methode.
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2.5.14 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

In den einzelnen PCR-Ansadtzen wurden verschiedene Polymerasen eingesetzt. Es
handelte sich hierbei um die Tag-Polymerase (Promega, USA), die Pfu-Polymerase
(Stratagene, USA), die Pwo-Polymerase (Roche, Mannheim) sowie das Expand High
Fidelity PCR System (Roche, Mannheim).

Die thermostabile Tag DNA Polymerase repliziert DNA bei einer Temperatur bis zu 74°C
und verfugt Uber eine Halbwertszeit bei 95°C von 40 Minuten. Die katalysierte DNA-
Synthese verlauft von 5™ nach 3" und ist abhéngig von der Magnesiumkonzentration, die
je nach Enzym bei ca. 5 mM liegt.

Die verwendete Pfu-Polymerase ist thermostabiler, da nach einer Stunde
Temperatureinwirkung von 95°C noch 94-99% der urspringlichen Aktivitat erhalten sind.
Die Fehlerrate dieser Polymerase betragt 1,3 x 10°. Im Gegensatz zu der Tag-
Polymerase ist die Extinktionszeit mit 2 min/kBp doppelt so lang.

Die urspringlich aus dem Archaebakterium Pyrococcus woesei isolierte Pwo-Polymerase
verfugt Gber eine Halbwertszeit oberhalb von zwei Stunden bei 100°C. Das Enzym besitzt
neben der 5° — 3° Syntheseaktivitat eine 3° — 5° Exonukleaseaktivitat, wodurch die
Fehlerrate um ein Zehnfaches geringer ist als bei der Tag-Polymerase (2,6 x 10 ).

Das ebenfalls eingesetzte Expand High Fidelity PCR System synthetisiert DNA mit einer
Fehlerrate von 8,5 x 10 °. Die letzteren drei Polymerasen kamen primér zum Einsatz, da
sie sich fur die Amplifikation lAngerer Fragmente mit ausgepragten Sekundarstrukturen
eignen. Zu dem erschien die 3° — 5 Exonukleasefunktion beziiglich der Klonierung von
Vorteil. Die Anwendung der Polymerasen erfolgte nach dem Standard-PCR-Protokoll der
Taqg-Polymerase, mit jeweils Enzym-spezifischen Abanderungen in der Elongationszeit.
Die Polymerasen, die eine Exonukleaseaktivitat aufweisen, wurden nach dem Prinzip des
hot-starts eingesetzt. Die Enzyme wurden erst im Anschluss an die initiale Denaturierung
zu den einzelnen Ansatzen gegeben. Auf diese Weise wurde einer mdglichen
Degenerierung des Templates und der Primer entgegengewirkt.

Es wurde das folgende PCR-Grundprogramm mit Enzym-bedingten Variationen (nach

Angaben des jeweiligen Herstellers) verwendet:

) initiale Denaturierung 94°C 2-4 min
) Denaturierung 94°C 20-45 sec
) Primer Anlagerung 55-60°C 30-60 sec
V) Primer Elongation 72°C 30-60 sec
V) terminale Elongation 72°C 4-7 min

Die Schritte Il)-1V) wurden bis zu 35-mal wiederholt.
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2.5.15 Restriktion und Ligation

Die der Restriktion zu unterziehende DNA-L6sung wurde mit dem entsprechenden
Restriktionsenzym und dem zugehorigen Restriktionspuffer versetzt. Der Puffer wird mit
10% des Gesamtvolumens des Restriktionsansatzes eingesetzt. Die verwendete
Enzymkonzentration entsprach den Angaben des Herstellers. Die Restriktionsansatze
wurden Enzym-abhdngig 2-3 Stunden bzw. (ber Nacht bei 37°C inkubiert. Durch
Erwarmen der Ansatze auf 65°C fur 10 Minuten, wurden die Restriktionsenyme inaktiviert.
Je nach Art der weiteren Verwendung schlossen sich Fallungs- und Aufreinigungsschritte
mit Ammoniumacetat (0,3 M) in Ethanol an.

Die Kontrolle der Restriktionen erfolgte Uber die gelelektrophoretische Auftrennung in
einem 1%igen TAE-Agarose Gel. Hierzu wurden Aliquots der geschnittenen DNA mit
Bromphenolblau-Puffer (¥4 des Volumens des jeweiligen Aliquots) versetzt und auf das
Gel aufgetragen. Als Langenstandard diente die Smart ladder (Eurogentec, Brussel). Es
wurden 5 ul dieses Langenmarkers eingesetzt. Die Detektion der DNA erfolgte mir Hilfe

von EB-LAsung und einer UV-Lichtquelle.

Die zu legierende Vektor- und Insert-DNA sollten in einem Verhaltnis von 1:3 stehen. Die

Ligation mit der T4 Ligase (New England BioLabs) erfolgte nach Angaben des Herstellers.

2.5.16 Transfektion von E. coli Top10F" Zellen

Fur die Transformation wurden kompetente E. coli Top1OF" Zellen (Invitrogen) verwendet.
Die Transfektion dieser Zellen erfolgte nach dem Prinzip des heat-shock Verfahrens nach
den Angaben des Herstellers. Jeweils ein Aliquot der kompetenten Zellen wurde mit
einem Ligationsansatz, der 1 pg DNA enthielt, gemischt und 20 Minuten auf Eis gestellt.
Im Anschluss an die Regeneration der transformierten Zellen bei 37°C wurden Aliquots
von 100, 200 und 500 ul auf LBK-Agar ausplattiert. Es folgte eine Inkubation von maximal
16 Stunden bei 37°C und 5% Kohlendioxidgehalt. Die Selektion der Transformanten
erfolgte Uber die Antibiotikaresistenz.
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3. Ergebnisse

3.1 Quantifizierung des axonalen Wachstums im Verlauf der

postnatalen Augenentwicklung

Morphologisch waren friihe postnatale Retinae dadurch gekennzeichnet, dass zwischen

den Tagen PO und P10 ein ausgepragtes gliales Wachstum sichtbar war (Abb. 6 A, B).

Spéatere Stadien waren hingegen von einem deutlichen axonalen Saum umgeben (Abb. 6

C, D).

Abb. 6: Axonales
Wachstum juveniler
Retinae

A, B) Ausgepragtes
gliales Wachstum und
Migration von Astrozyten
aus der Retina am Tag
PO und P8. C, D) Am
Tag P14 und P21
wachsen fast nur Axone
aus den Explantaten
aus. E, F) Nahezu
axonlose Explantate mit
deutlichter Zunahme von
Astrozyten am Tag P30
(E) und faserigen glialen
Fortsatzen am Tag P60
(F). Maf3stab: 100 um

Nach der Abnahme des axonalen Wachstums tauchten in alteren Stadien wieder gliale

Fortsétze auf (Abb. 6 E, F), die aufgrund ihrer spindelfdrmigen Silhouetten und ihrer

kurzen, plumpen Protrusionen identifizierbar waren. Gliale Zellen zeigten bezuglich der
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Form, aber auch in Bezug auf die raumliche Ausdehnung eine Anpassung an
begleitendes Axonwachstum. So waren gliale Fortsatze zwischen den Tagen P14 und
P20, d.h. in der Phase starksten axonalen Wachstums, ebenfalls entlang von Axonen
elongiert (Abb. 6 C, D), wahrend sie vor der axonalen Wachstumsphase (Abb. 6 A, B) und
nach dem Einstellen des axonalen Wachstums eher multidirektional und astrozytar
angeordnet waren (Abb. 6 E, F). Diese Formanpassung der glialen Fortsédtze auf die
benachbarten Axone weist auf Interaktionen zwischen Gliazellen und axonalen Fortséatzen
hin.

Mit fortschreitender Entwicklung und der Offnung der Augen am Tag P14 zeigte sich ein
verandertes Bild bezlglich der kultivierten Retinae. Liel3 sich nach einem Tag Kultivierung
noch kein signifikanter Unterschied zwischen Explantaten jingerer und alterer Tiere
erkennen, so zeigten sich nach ca. zwei Tagen der in vitro Kultivierung die Unterschiede
deutlich (Abb. 6). GroRere gliale Zellverbande waren nicht mehr prasent. Einzelne
kleinere runde Gliazellen fanden sich zwischen den Axonen. Im direkten Anschluss an
das retinale Gewebe war ein Grof3teil der Gliazellen zu finden. Hier bildeten diese Zellen
einen zellularen Rasen um das Explantat. Lag am Tag P14 die durchschnittliche Anzahl
der ausgewachsenen Axone nach ca. 48 h in vitro noch bei ca. 30 Axone je Retinaviertel,
so waren es bei den P15 Retina-Explantaten schon ca. 40 Axone. Nach weiteren 24
Stunden Inkubation waren die Axone zahlreicher ausgewachsen, so dass eine exakte
Quantifizierung nur schwer zu realisieren war. Nach dreitdgiger Inkubation wurden bei
Explantaten der Altersstufen P16 bis P22 zwischen 280 und 390 Axone je Retinaviertel

gezahilt.

Nach dem einschneidenden Ereignis der Augendéffnung am Tag P14 vollzieht sich am Tag
P20 bis zum P21 die vollsténdige Linsentransparenz. Auch dieses Ereignis scheint einen
Einfluss auf dieses Wachstumsverhalten zu haben. Axone wachsen namlich weiterhin bis
zum Tag P24 aus (Abb. 6). Am Tag P25 ist die Fahigkeit zur Axonausbildung auf
durchschnittlich 5 Axone je Retinaviertel gesunken, was ungefahr dem Wert entspricht,
der bei adulten Retinae ohne eine weitere Manipulation des Auges bestimmt wurde.

Zur Verifizierung der These, dass es sich bei den Fasern um Axone handelt, wurden
immunhistologische Untersuchungen mit den kultivierten Préparaten durchgefuhrt. Der
primére Antikdrper Neuf200 zielt gegen das Neurofilament als spezifischer Bestandteil der
Axone (Abb. 7).
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Abb. 7: P21 Retinain
vitro.
A: P21 Retina nach 48 h
Inkubation. B: P21 Retina
nach 72 h Inkubation. C:
P21 Retina nach ca. 100
h Inkubation. D: Die
immunhistochemische
Farbung gegen die
Untereinheit 200 des
Neurofilaments weist die
auswachsenden Fasern
als Axone nach. Der
zweite Antikbrper war mit
TRITC markiert.
Mafstab: 100 pum

Zum Nachweis des axonalen Wachstums im Zuge der Maturation des Auges wurden

Retinae verschiedener Entwicklungsstadien explantiert und in Kultur genommen (Abb. 8).

60

50 7

40

Axone je Retinaviertel

107

, S S A= -y [ [ [

-10

30 7

20

81 Tag in vitro

B2 Tage in vitro

1

PO P2 P4 P6 P8 P10 P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17 P18

P19 P20 P21 P22 P23 P24 P25

Alter in postnatalen Tagen

Abb. 8: Quantifizierung des axonalen Wachstums zwischen PO und P25.

Die Anzahl ausgewachsener Axone mit einer Lange Uber 200 um je Retinaviertel wurden aus

jeweils 16 retinalen Streifen pro Altersstufe gemittelt.

Der Abweichungsbalken stellt die
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Standardabweichung dar. Man beobachtet weit weniger als 5 Fasern je Explantat bis zum Tag
P13, um dann einen sprunghaften Anstieg auf ca. 40 Axone je Explantat ab dem Tag P14 zu
verzeichnen, der sich in ein Plateau bis zum Tag P22 entwickelt, um dann bis zum Tag P25 auf

weniger als 10 Axone je Explantat abzufallen. (Wertetabelle Anhang: 6.1.1)

Die friihen postnatalen Tage wurden zweitagig dokumentiert und zeigen kaum axonales
Wachstum. Der Altersbereich vom Tag P10 bis einschlieR3lich P25 ist taglich dokumentiert.
Zwischen P10 und P13 wurde ein tendenzieller Anstieg der Zahl auswachsender Axone
beobachtet. Am Tag P14 war ein sprunghafter Faseranstieg sichtbar (Abb. 8). Jenseits
des Tages P25 wurden Retinae einzelner Altersstufen explantiert. Insbesondere konnten
am P28, P30 und P60 keine Fasern gezahlt werden und die Explantate entsprachen der

adulten Retina.

3.2 Quantifizierung des axonalen Wachstums nach Verlagerung

des Zeitpunktes der Augeno6ffnung

Die beschriebenen Ergebnisse bezlglich der Entwicklung und des axonalen Wachstums
lassen ein Zeitfenster erhdhter Wachstumsaktivitat zwischen den Tagen P14 und P24
erkennen (Abb. 8). Der Beginn dieser Wachstumsphase koinzidiert mit dem Offnen der
Augen. Es stellte sich deshalb die Frage, ob es einen Zusammenhang zwischen dem
Auswachsen der Axone und der Augendffnung gibt. Wird durch den Reiz der ersten
Lichtexposition der Retina gegentiber dem Licht das Auswachsen der Axone ausgeldst?

Um dieser Frage nach zu gehen, wurde eine Versuchsreihe durchgefuhrt, bei der der
Zeitpunkt der Augendffnung vorverlegt bzw. verzégert wurde. Die Versuchstiere der einen
Gruppe wurden friher dem Licht ausgesetzt, indem die Augen mit einer
Kapsulotomieschere am Tag P7 gedffnet wurden. Diese Versuchstiere wurden der
Gruppe der fruhen Lichtexposition (FLE) zugeordnet. Einer zweiten Reihe von
Versuchstieren wurden die Augen mit chirurgischem Klebstoff noch vor dem ersten
Offnen verschlossen und diese als keine Lichtexpositions (KLE) Gruppe bezeichnet. Die
Explantation der Augen dieser Tiere erfolgte ab dem postnatalen Tag P21. Die Explantate
der jeweiligen Gruppen wurden fur zwei Tage in vitro kultiviert. Nach Ablauf der
Inkubationzeit erfolgte die Quantifizierung der ausgewachsenen Axone (Abb. 9). Der
Vergleich der Daten von manipulierten und nicht manipulierten Retinae brachte keine
signifikanten Wachstumsunterschiede. Sowohl die FLE-Gruppe als auch die KLE-Gruppe
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wichen bezlglich der Anzahl ausgewachsener Axone nicht wesentlich von der

Kontrollgruppe ab.

60

50 1
B Kontrolle 2 Tage in vitro

BFLE 2 Tage in vitro

407 BKLE 2 Tage in vitro

30 7

20 7

Axone je Retinaviertel

10

PO P2 P4 P6 P8 P10 P12 P14 P16 P18 P20 P22 P24 P26

Alter in postnatalen Tagen

Abb. 9: Quantifizierung des axonalen Wachstums bei unterschiedlicher Lichtexposition

Der Probenumfang je Altersstufe und Expostionsgruppe betrug n= 16 Retinaviertel. Es wurden nur
Axone gewertet, die eine Lange von mindestens 200 um aufwiesen. Der Abweichungsbalken stellt
die Standardabweichung dar. Am Tag P14 wurden bei der Kontrollgruppe 28 Axone je Retinaviertel
und bei der FLE-Gruppe 26 Fasern je Retinaviertel gezahlt. Bei der Kontrollretina wurden am Tag
P21 32 Axone je Viertel gezahlt, wahrend es bei der FLE-Gruppe 35 und bei der KLE-Gruppe 33
waren. (Wertetabelle: Anhang 6.1.2)

Demnach sind intrinsische Faktoren fiir das Wachstum der Axone ab dem P14
verantwortlich. Wére eine Lichtabhéngigkeit der Wachstumsféahigkeit gegeben, so héatten
Unterschiede im Wachstumsverhalten der Retinae der jeweiligen Gruppen auftreten
missen. Demnach hatte die FLE Gruppe eine Umstellung des Maturationsstadiums
erfahren missen, mit der Folge, dass Axone schon vor dem postnatalen Tag P14 tGber die
Fahigkeit des Wachstums verfugt hatten. Dies war hier jedoch nicht der Fall. Die Retinae
der Versuchstiere dieser Gruppe lieRen ebenfalls erst ab dem Tag P14 axonale Fortsatze
erkennen. Vor diesem Zeitpunkt gab es jedoch kein erhthtes axonales Wachstum. Hier
konnte durch das vorzeitige Offnen der Augen kein Auswachsen der Axone induziert

werden.
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Ist die Lichtdeprivation unter Umstanden ausreichend, um axonales Wachstum zu
reprimieren? Zur Beantwortung dieser Frage wurden die Daten der Versuchsgruppe KLE
herangezogen. Die Retinae dieser Tiere wurden nicht dem Licht ausgesetzt. Wenn nun
das Licht kein hinreichender Faktor fir die Induktion des axonalen Wachstums ist, so ist
eventuell der Entzug desselben hinreichend, um das Wachstum zu unterdriicken. Die
Daten dieser Versuchsgruppe wiesen jedoch ebenfalls keine signifikanten Unterschiede

zu denen der Kontrollgruppe auf (Abb. 9).

Somit ist auf der gegebenen Ebene der Quantifizierung von Axonen nicht nachgewiesen,
dass die Augendffnung und der direkte Lichteinfall das Wachstum von Axonen direkt
beeinflussen. Die Reifung der Retina scheint in Bezug auf diesen Prozess programmiert
abzulaufen, wund ist nicht durch einen friheren oder spateren Lichteinfall

umprogrammierbar.

3.3 Immunhistologische Untersuchungen an der maturierenden

Retina

Die morphologischen und quantitativen Studien schlieBen nicht aus, dass auf zellularer
und/oder molekularer Ebene Veranderungen stattfinden, die auf den verénderten

Augendffnungszeitpunkt zurtickzufiihren sind.

Eine immunhistologische Untersuchung der Retinae einzelner Altersstufen diente der
genaueren zeitlichen und zellularen Charakterisierung sowie der Quantifizierung
verschiedener Marker-Proteine. Als ganglienzellspezifischer priméarer Antikdrper wurde
GAP-43 eingesetzt. Zur Visualisierung der neuronalen Verbindungen und Axone wurde
ein Antikdrper gegen Neurofilament eingesetzt. Zur spezifischen Markierung der

Photorezeptorzellen, der Stabchen und Zapfen, kam Rhodopsin zum Einsatz.

nachfolgende Seite:

Abb. 10: Immunhistochemische Analyse von Retinae unterschiedlicher
Entwicklungsstadien

MaRstab: 50 um
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GAP-43 wird verstarkt in Neuronen wahrend des Wachstums exprimiert. Bereits am Tag
PO lasst sich eine deutliche Fluoreszenz im Bereich der RGZ erkennen, die auf eine
spezifische Bindung des GAP-43 Antikdrpers zurtickzufthren ist (Abb. 10). Wahrend der
frihen Entwicklungsphase, einschlieRlich des Zeitraumes bis zum Tag P8, ist
immunhistologisch tberwiegend eine Lokalisation von GAP-43 in den RGZ zu erkennen.
Ab dem Tag P16 ist eine Fluoreszenz auch in der IPS und der APS der Retina zu
erkennen. Eine Konzentration der GAP-43-positiven Farbung findet sich in der IPS und
der INS. Am Tag P21 tritt eine GAP-43-positive Farbung in der APS und in den RGZ auf.
Die Retina der Alterstufe P30 lasst nur eine schwache GAP-43-Expression in der IPS

erkennen, wahrend am Tag P60 die Expression herunterreguliert ist.

Der verwendete Antikdrper gegen das Neurofilament dient zur Markierung von Axonen.
Neurofilament wurde zwischen den Tagen PO und P8 nicht expremiert (Abb. 10 G, H).
Eine deutliche positive Farbung war am Tag P16 sichtbar (Abb. 10 I), wobei das Protein in
beiden plexiformen Schichten lokalisiert war. Dieses Expressionsmuster blieb in den
nachfolgenden untersuchten Stadien (P21, P30, P60) konstant (Abb. 10 J, K, L), wobei
eine tendenzielle Abnahme der Farbung in der APS am P60 sichtbar war (Abb. 10 L). Die
Offnung der Augen am Tag P14 schien einen regulatorischen Effekt auf die Reifung der

Retina in Bezug auf die Expression von Neurofilament zu haben.

Nach der Offnung der Augen und spatestens am Tag P16 konnte Neurofilament
immunhistologisch in verschiedenen Bereichen der Retina nachgewiesen werden. Zu
diesem Zeitpunkt lagen Neurofilamentproteine in der Schicht der RGZ, der IPS und APS
sowie in der Schicht der Photorezeptoren vor. Im weiteren Verlauf der Maturation
konzentrierte sich das Vorkommen an Neurofilament auf die APS. In der adulten Retina
lieRen sich noch Neurofilament-positive Bereiche in der Schicht der Photorezeptoren

erkennen.

Die Immunreaktivitdt von Rhodopsin wurde als Marker fur die Reifung der
Photorezeptorschicht eingesetzt. Auf diese Weise sollten auch erste Rickschlisse
beziglich der Funktionalitat dieses Bereiches ermoglicht werden. Auch hier lie3 sich
wahrend der frihen postnatalen Stadien (PO, P8) kein Rhodopsin in der Retina
nachweisen (Abb. 10 M, N). Nach der Offnung der Augen am Tag P14 wurde am Tag P16
die Farbung in der Photorezeptorschicht positiv (Abb. 10 O). Wie erwartet waren restliche
Strukturen der Retina immunonegativ. Auch in den Altersstufen P21, P30 sowie P60
wurde Rhodopsin in der Schicht der Photorezeptoren exprimiert.



Ergebnisse 73

3.4 Auswirkungen der experimentellen Veranderung der

Augenotffnung auf die Retina

Als nachstes wurde untersucht, ob in den experimentellen Gruppen FLE und KLE die

Expressionsmuster der 0. g. Molekiile verandert waren.

GAP-43 Neurofilament Rhodopsin

P10
Kontrolle

P10
exponiert

P21
Kontrolle

P21
nicht
exponiert

Abb. 11: Immunhistochemische Untersuchung an Retinae nach unterschiedlicher
Lichtexposition
MalRstab: 50 pm

Die Analyse beider Gruppen erfolgte am Tag P10 fir die FLE- und am Tag P21 fur die
KLE-Gruppe (Abb. 11). Das GAP-43 zeigte ein &hnliches Expressionsmuster wie in den
Kontrollgruppen (Abb. 11 A-J). In der KLE-Gruppe war das GAP-43 bezuglich der
Lokalisation &hnlich verteilt wie in der Kontrolle. Die Farbungsintensitat war jedoch etwas
geringer (Abb. 11 G, J), was als Hinweis einer Lichtdeprivation gedeutet werden kann.
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Die Situation beziglich des Neurofilaments erschien wesentlich eindeutiger. Das nicht
manipulierte retinale Gewebe, das zum Tag P10 noch nicht dem Licht ausgesetzt war,

war immunonegativ (Abb. 11 B).

Ein anderes Bild zeigte sich bei der Betrachtung der Retina aus der FLE-Gruppe. Eine
positive Neurofilament-Farbung zeigte sich in der APS (Abb. 11 E). Damit wurde
nachgewiesen, dass ein vorgezogener Lichteinfall durch die Offnung der Lider am Tag P7
zu einer frilheren Neurofilament-Expression und dadurch zu einer friiheren dendritischen
Differenzierung fiihrte. In der KLE-Gruppe, die am Tag P21 analysiert wurde, war das

Muster der Neurofilament-Farbung sehr dhnlich wie bei der Kontrolle (Abb. 11 H, K).

In ahnlicher Weise verhalt es sich, wenn die Ergebnisse der immunhistologischen
Farbung gegen Rhodopsin betrachtet wurden. Das retinale Gewebe von Augen aus der
FLE-Gruppe, die zum Tag P10 noch nicht dem Licht ausgesetzt waren, wies nur eine
schwach ausgepragte Fluoreszenz von Rhodopsin auf (Abb. 11 C). Die Retina eines
vorzeitig gedffneten Auges der gleichen Altersstufe wies dagegen in der Schicht der
Photorezeptoren eine stark ausgepragte Fluoreszenz auf. Somit wurde Rhodopsin friiher
im Bereich der Photorezeptoren exprimiert. Dieser Bereich zeigte sich bezuglich seiner
Morphologie, soweit erkennbar, jedoch unveréndert. Wurden die Proportionen von
nuklearen Schichten und Photorezeptorschicht miteinander verglichen, so zeigte sich in
frihen Stadien der Entwicklung, wie hier am Tag P10, eine schmalere
Photorezeptorschicht als bei einer Retina aus einem fortgeschrittenen
Entwicklungsstadium. Das Licht schien demnach keinen Einfluss auf die Schichtdicke und

Morphologie, wohl aber auf die Expression von Rhodopsin zu haben.

Ein weiterer signifikanter Expressionsunterschied war im Falle des Rhodopsins zu
beobachten. In den Retinae der Altersstufe P21 war Rhodopsin innerhalb der Schicht der
Photorezeptoren nachzuweisen (Abb. 11 I). In den Retinae aus der KLE-Gruppe war das
Rhodopsin deutlich herunterreguliert (Abb. 11 L). Auch die Farbung in der APS war
schwacher (Abb. 11 L). Damit wurde nachgewiesen, dass die Deprivation von Lichteinfall
einen deutlichen Effekt auf die Rhodopsinexpression hat.

Es zeigte sich also, dass durch das Vorenthalten des Lichtes weit reichende
Veranderungen in der Retina ausgel6st wurden. Die Proteine GAP-43, Neurofilament und
Rhodopsin waren deutlich schwécher exprimiert, als es in einer Kontrollretina nach
Lichtexposition der Fall war. Die Entwicklung schien hier beeinflusst worden zu sein.
Morphologisch war anhand der mikroskopischen Bilder zunachst kein Unterschied zu
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erkennen. Im Gegensatz zu der Beeinflussung des Expressionsmusters der hier
genannten Marker, war die Schichtenbildung der Retina in beiden experimentellen

Gruppen normal.

3.5 Analyse der Proteinprofile mittels 2D-Gelelektrophorese

Immunhistochemische Methoden wie hier fur die drei Markerproteine angewandt, sind
sehr aufschlussreich, haben aber den Nachteil, dass nur bekannte Proteine
nachgewiesen werden. Neuere proteomische Verfahren der 2-D-Gelelektrophorese und
der anschlieenden MALDI-MS-Sequenzierung boten sich deshalb als Alternativen an,
um neue Proteine zu erfassen, deren Expressionsmuster sich eventuell im Rahmen der

Reifung der Retina oder der experimentellen Manipulationen andern kénnten.

3.5.1 Analyse der Proteinprofile von nicht kultivierten Retinae

Im Folgenden wurde zunachst das gesamte proteomische Profil der Retina zwischen den
Tagen PO und P60 analysiert (Abb. 12). Die Gele zeigten reproduzierbare Protein-Spots
aber auch Spots, die im Verlauf der Differenzierung der Retina hoch- oder

herunterreguliert wurden. Beispiele sind der Legende der Abb. 14 zu entnehmen.

nachfolgende Seite:

Abb. 12: 2D-Gele von Proteingemischen aus nicht kultivierten Retinae verschiedener
Altersstufen

2D-Gele (pH 4-7) von Retinae verschiedener Altersstufen nach Coomassie-Farbung. Markiert sind
Spots verschiedener Proteine, die im Verlauf der Entwicklung einer Regulation unterliegen. (a:
Recoverin, b: Phosphatidylethanolamin binding Protein, c: Tolkin, d: poly (A) binding protein, e:
retinoic acid binding protein, g: Trax, h: Pin1, i: aA Crystallin)
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PO P8 P16 P21 P30 P60
Recoverin | + + +++ +++ +++ +++
PEBP +++ - ++ + ++ +/-
Tolkin - - - - - +
poly(A)BP | ++ ++ + + + +
RABP - + + + ++ JEL
Trax - + + ++ ++ +
Pinl +++ +++ + + + -
aacry - - - + + _

Tabelle 1. Gegeniberstellung der Préasenz einzelner Proteine in 2D-Gelen aus Retinae
unterschiedlicher Altersstufen (Bezug zu Abb. 12)
Erlauterung der Zeichen: +++: sehr stark prasent; ++: stark prasent; +: prasent; +/-; schwach

prasent; -: nicht detektiert

|. Proteine, die im Verlauf der Reifung stérker expremiert wurden.

Zu dieser Gruppe gehoren das Recoverin, das Protein Tolkin sowie das RABP. Das
Recoverin wurde ab dem Tag P16 verstarkt exprimiert. Die ausgepragte Prasenz dieses
Proteins blieb bis zum Tag P60 erhalten. Das Protein Tolkin wurde erst am Tag P60
detektiert. Die Expression des RABP nahm kontinuierlich Giber den gesamten Zeitraum zu,

wobei es am Tag PO noch nicht detektiert werden konnte.

Il. Proteine, deren Expression im Verlauf der Entwicklung abnahm.

Zu der Gruppe von Proteinen, deren Prasenz im Verlauf des Beobachtungszeitraumes
abnahm, gehotren das Protein poly(A)BP und das Pinl Protein. Bei diesen Proteinen war
zu beobachten, dass die Abnahme ab dem Tag P16 erfolgte. Pin1 konnte am Tag P60

nicht mehr nachgewiesen werden.

I1l. Proteine, die wahrend der Entwicklung Expressions-Schwankungen unterlagen.

Zu dieser Gruppe gehoren die Proteine aacry, PEBP sowie das Trax. Das Protein aacry
konnte an den Tagen P21 und P30 nachgewiesen werden. Das Protein PEBP war am
Tag PO stark prasent. Am Tag P8 konnte es nicht detektiert werden, wahrend es weitere
acht Tage spater und am Tag P30 wieder starker exprimiert wurde. Ab dem Tag P8 wurde
das Protein Trax detektiert. Eine starke Préasenz dieses Proteins konnte an den Tagen
P21 und P30 nachgewiesen werden.
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3.5.2 Analyse der Proteinprofile von kultivierten Retinae

Um die Frage zu beantworten, welchen Einfluss die Kultivierung der Retinae auf die
Protein-Expression hat, wurden 2D-Gele von kultivierten Retinae erstellt. Es wurden die
gleichen Altersstufen wie zuvor untersucht. So konnten die Proteinprofile wéhrend des

axonalen Wachstums untersucht werden (Abb. 13).




Ergebnisse 79

vorherige Seite:

Abb. 13: 2D-Gele von Proteingemischen aus kultivierten Retinae verschiedener Altersstufen
2D-Gele (pH 4-7) von kultivierten Retinae verschiedener Altersstufen nach Coomassie-Farbung.
Markiert sind Spots verschiedener Proteine, die im Verlauf der Entwicklung einer Regulation
unterliegen. (a: Recoverin, b: Phosphatidylethanolamin binding Protein, c: Tolkin, d: poly (A)

binding protein, e: retinoic acid binding protein, f: RNaseP protein p30, g: Trax, h: Pinl)

PO P8 P16 P21 P30 P60
Recoverin | + +++ +++ +++ +++ +++
PEBP +++ +++ ++ + + +
Tolkin - - - - - +
poly(A)BP | ++ ++ + + - -
RABP ++ + + + + ++
RNasp30 | - - + + - -
Trax - +/- +/- + + ;
Pinl +++ +++ + + + +

Tabelle 2: Gegenilberstellung der Prasenz einzelner Proteine in 2D-Gelen aus kultivierten
Retinae unterschiedlicher Altersstufen (Bezug zu Abb. 13)
Erlauterung der Zeichen: +++: sehr stark prasent; ++: stark prasent; +: prasent; +/-; schwach

prasent; -: nicht detektiert

|. Proteine, die im Verlauf der Entwicklung starker expremiert wurden.

Hierunter fallt das Recoverin, das ab dem Tag P8 sehr stark prasent war. Der Anstieg in
der Expression erfolgte hier 8 Tage vor dem in der nicht kultivierten Retina. Das Protein

Tolkin wurde erstmals am Tag P60 detektiert.

Il. Proteine, deren Expression im Verlauf der Reifung abnahm.

Zu dieser Gruppe gehoren das Protein PEBP, poly(A)BP sowie das Pinl Protein. Eine
Abnahme der Proteine war ab dem Tag P16 zu beobachten. Diese Abnahme erfolgte mit
dem Einsetzen der axonalen Wachstumsphase und setzte sich kontinuierlich fort. Das
Protein poly(A)BP war bereits am Tag P30 nicht mehr zu detektieren.

I1l. Proteine, die wahrend der Reifung Expressions-Schwankungen unterlagen.

Variierende Expressions-Profile wiesen RABP, RNasp30 und Trax auf. Das Protein RABP
wurde in allen Altersstufen detektiert und war an den Tagen PO und P60 stark prasent.
RNasp30 konnte wéhrend der Phase des axonalen Wachstums an den Tagen P16 und
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P21 nachgewiesen werden. Das Protein Trax war an den Tagen P8 und P16 nur schwach
prasent. Eine starkere Expression zeigte sich wahrend der beiden nachfolgenden

Altersstufen.

3.5.3 Einfluss des Lichts auf die Proteinprofile

Die Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchungen von GAP-43, Neurofilament als
auch Rhodopsin hatten ergeben, dass ein Einfluss des Lichtes besteht (Abb. 11). Durch
das Ausbleiben des Einfalls von Licht sowie die vorzeitige Exposition gegeniber dem
Licht kam es zu Veranderungen der Expression mit der Folge unterschiedlicher
Proteinkonzentrationen  sowie  Verteilungen in der Retina. Da diese
immunhistochemischen Analysen nur auf die oben genannten Proteine beschrankt waren,
erschien es als notwendig, mit Hilfe der 2D-Gelelektrophorese ein mdoglichst grol3es

Spektrum verschiedener Proteine untersuchen zu kénnen (siehe Abb. 14).

Augen geodffnet Augen verschlossen
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vorherige Seite:

Abb. 14: 2D-Gele (pH 4-7) zweier Matrurationsstadien (P10, P21) nicht kultivierter Retinae
nach unterschiedlicher Lichtexposition

Hier wurde wie bereits zuvor eine Einteilung in Gruppen vorgenommen. Hierbei handelt es sich
zum einen um eine Gruppe von Tieren der Altersstufe P10, denen die Augen artifiziell gedffnet
wurden. Eine zweite Gruppe umfasst Tiere der Altersstufe P21. Hier wurden die Augen der Tiere
verschlossen. Als Kontrollen wurden die Ergebnisse nicht behandelter Tiere der jeweiligen
Altersstufe herangezogen. (a: Recoverin, b: Phosphatidylethanolamin binding Protein, c: Tolkin, d:

poly (A) binding protein, e: retinoic acid binding protein, f: RNaseP protein p30, g: Trax, h: Pinl)

P10 P21
Recoverin | - +++ Augen geoffnet

+++ +++ Augen geschlossen
PEBP ++ + Augen gedffnet

+++ +++ Augen geschlossen
Tolkin ++ - Augen gedffnet

++ - Augen geschlossen
poly(A)BP | ++ + Augen geoffnet

++ ++ Augen geschlossen
RABP + + Augen gedffnet

+ + Augen geschlossen
RNasp30 | +/- +/- Augen gedffnet

+ +/- Augen geschlossen
Trax - + Augen geoffnet

- + Augen geschlossen
Pin1l + + Augen gedffnet

+ +/- Augen geschlossen
aacry - - Augen geoffnet

- - Augen geschlossen

Tabelle 3: Gegeniberstellung der Prasenz einzelner Proteine nach unterschiedlicher
Lichtexposition (Bezug zu Abb. 14)
Erlauterung der Zeichen: +++: sehr stark prasent; ++: stark prasent; +: présent; +/-: schwach

prasent; -: nicht detektiert
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Anhand der Ergebnisse ist zu erkennen, dass ein Teil der untersuchten Proteine keinen
direkten Expressions-Schwankungen unterlag, wenn die Lichtexposition ausblieb oder
vorzeitig erfolgte (Tabelle 3). Zu diesen Proteinen gehoéren das Protein Tolkin, das RABP,
der Faktor Trax als auch das aacry (Abb. 14 und Tabelle 3). Hier lieBen sich keine

Anderungen der Proteinprasenz nach unterschiedlichen Lichtexpositionen erkennen.

Die Proteine Recoverin, PEBP, poly(A)BP, RNasp30 sowie Pinl lieRen leichte
Veranderungen erkennen. Im Falle einer vorzeitigen Offnung der Augen konnte am Tag
P10 kein Recoverin detektiert werden. Das PEBP unterlag durch das Licht bedingt einer
Reduktion der Expression, da eine Lichtdeprivation zu einer erhdhten Prasenz des
Proteins am Tag P21 fuhrte. Bei den weiteren Proteinen waren die beobachteten
Veranderungen weniger stark ausgepragt. Bezlglich des poly(A)BP war nach dem
Ausbleiben des Lichts die Pradsenz am Tag P21 starker als nach einer regularen
Lichtexposition. Durch die vorzeitige Offnung der Augen am Tag P10 erfolgte eine
marginale Herunterregulation der Expression des RNasp30. Das Protein Pinl wies nach

Lichtdeprivation am Tag P21 eine schwachere Prasenz auf (Abb. 14 und Tabelle 3).

3.6 Densitometrische Quantifizierung

Zur Quantifizierung der Proteinmengen von Pinl, Trax und Tolkin wurden
densitometrische Analysen durchgefuhrt (Abb. 15 und 16). Diese Analyse, die anhand der
2D-Gele kultivierter Retinae erstellt wurde, lasst deutlich erkennen, dass das Protein Pinl
wahrend des verstarkten axonalen Wachstums nicht so stark in den Retinae prasent war,
wie vor und nach dieser Phase. Der Faktor Trax scheint primar in den ersten postnatalen
Wochen von Relevanz zu sein, da dieser Faktor in der adulten Retina (P60) kaum noch
zu detektieren ist (Abb. 15 und 16). Offensichtlich handelt es sich hierbei um einen fir die
postnatale Maturation wichtigen Faktor. Das Protein Tolkin erscheint hinsichtlich dieser
Entwicklungsphase des Auges ohne grof3e Bedeutung zu sein. Erst im adulten Stadium

konnte dieses Protein in der Retina nachgewiesen werden.
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Abb. 15: 2D-Gele von kultivierten Retinae der Altersstufen P8, P21 und P60 mit
VergréRerung der Proteinspots

Diese Proteinspots der Proteine Pinl, Tolkin und Trax sind fir die densitometrische Auswertung
herangezogen worden. A: P8 Retina, B: P21 Retina, C: P60 Retina

Densitometrisch®uantifizierung

O TraX
100 - HPinl
=) H Tolkin
o 80 -

HH

20

relative Signalintensitat
(weilR3=0, schwarz
N
o
\

P8 P21 P60
Alter in Tagen

Abb. 16: Graphische Darstellung der densitometrischen Analyse der Proteinspots von Pinl,
Tolkin und Trax

(Die densitometrischen Untersuchungen wurden mit dem Programm AlphaEaseFC 4.0
durchgefihrt.)
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3.7 Expressionsprofile auf mRNA-Ebene

Die Expressionsprofile auf Proteinebene korrelieren nicht immer mit der Genaktivitat zum
gegebenen Zeitpunkt. Um eine Verifizierung dieser Profile vorzunehmen, war es deshalb
notwendig, mittels real time PCR die Genregulation auf RNA-Ebene zu untersuchen.
Diese Untersuchung erfolgte zunachst mit dem bekannten GAP-43-Gen, sowie mit den

hier neuentdeckten Genen fir Trax und Pinl. Die quantitativen Daten sind in Abb. 17

gezeigt.

9 _

8 -

7 |
6§ 6 B Pinl
g i: | Trax
B3 B GAP-43

2 -

1 |

o I | m

PO P8 P16 P21 P30 P60
Alter in postnaalen Tagen

Abb. 17:Graphische Darstellung der Real time Ergebnisse

Analyse der Expressionen von GAP-43, Pinl und Trax bei unterschiedlichen Altersstufen. Am Tag
P8 und am Tag P30 wurde die Expression von Pinl auf das 5fache herauf reguliert. Wahrend der
Phase der axonalen Elongation ist die Expression von Pinl auf einen Wert unterhalb von 2
herunter reguliert. Die Expression von Trax steigt erst nach der Phase des axonalen Wachstums
auf mehr als das 7fache an.

(Daten siehe Anhang 6.2)

Die Retina der Altersstufe P60 soll die Situation im adulten Stadium veranschaulichen. Als
interner Kalibrator wurde in dieser Versuchsreihe die Expression der Zielgene am Tag PO
eingesetzt. Es ist zunachst auffallig, dass die drei Zielgene eine geringe Expressionsrate
aufweisen. Eine Regulation herunter in den negativen Bereich liegt nicht vor.GAP-43 war
in vielen Phasen der postnatalen Differenzierung der Retina fast unverandert exprimiert.
Trax war bis zum Tag P21 detektierbar ohne eine Tendenz zur Regulation zu zeigen. Am
Tag P30 und P60 war Trax um das 7-fache hoch reguliert (Abb. 17). Pinl zeigte eine
biphasische Hochregulation um das 5-fache am Tag P8 und am Tag P30.
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3.8 Vektorkonstruktion und Klonierung

GAP-43 ist ein Protein mit Uberaus hoher Relevanz fir Wachstum und Regeneration
neuronaler Zellen. Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde seine funktionale Rolle in
den RGZ charakterisiert. Aus diesem Grunde wurde das GAP-43-Gen in den RGZ mit
Hilfe eines GFP-Vektors Uberexprimiert. Zundchst musste der Leserahmen des Genes
isoliert und vervielfacht werden. Um den vollstdndigen Leserahmen des GAP-43 ohne
Exons und Introns zu erhalten, wurde RNA aus dem Gehirn einer neugeborenen Ratte am
Tag PO isoliert. Nach einer entsprechenden Aufreinigung der RNA erfolgte eine erste
Kontrolle der RNA-Qualitat. Auf Harnstoff-Agarose-Gelen lieBen sich zwei distinkte
Banden der RNA erkennen, wodurch eine weit reichende Degradation ausgeschlossen
werden kann (Abb. 18).

28S rRNA
Abb. 18: isolierte RNA (Gehirn, Ratte, PO) in
18S rRNA | ginem Harnstoff-Agarose-Gel

Es sind jeweils die distinkten Banden der 18S -
sowie die 28S - Untereinheit der ribosomalen RNA

zu erkennen

Diese Gesamt-RNA enthielt also neben maturer mRNA auch unprozessierte Vorlaufer-
RNA, so genannte precursor RNA, in den unterschiedlichsten Maturationsstadien. Zur
Selektion der reifen mRNA, wurde eine cDNA-Synthese durchgefihrt. Im Rahmen dieser
Variante der PCR wurde ein einstrangiger cDNA Strang mit Hilfe von oligo-dT Primern
synthetisiert. Die Reife mMRNA verfugt downstream des Stop-Codons Uber eine poly-A
Sequenz. Hier binden die oligo dT-Primer. Dieser kurze doppelstrangige Bereich wird von
der reversen Transkriptase erkannt und es kommt nach Anlagerung des Enzyms zur
Elongation. Nach wiederholter Elongation erhédlt man ein Gemisch aus unterschiedlichen
einzelstrangigen cDNA Formen. Um nun das GAP-43-Gen zu isolieren, wurde eine PCR
mit spezifischen Primern fur das GAP-43 Gen durchgefihrt. Als Matrize wurde die zuvor
amplifizierte cDNA eingesetzt. Die spezifischen Primer fir das GAP-43-Gen uberspannen
eine DNA Sequenz von 681 bp, die den Leserahmen des Gens ausgehend vom

Startcodon bis zum Stopcodon umfasst. Zur Optimierung des PCR Protokolls wurden
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verschiedene Temperaturprofile getestet. Zudem wurden unterschiedliche Polymerasen
eingesetzt (Abb. 19, A). Das beste Ergebnis zeigt die Reaktion unter Verwendung der
Pfu-Polymerase (Abb. 19, A und B). In anderen Versuchsreihen wurde mit ahnlichen
Ergebnissen das Expand High Fidelity System von Roche eingesetzt. Der Vorteil dieser
beiden Polymerasen liegt in ihren 3°— 5° Exonukleaseaktivitaten. Durch diese Funktion
wird die Fehlerrate im Rahmen einer PCR Reaktion um das Zehnfache herabgesetzt, im

Vergleich zur Tag-Polymerase, die nicht Gber diese Fehlerkorrekturmaoglichkeit verfugt.

@ e Pfu Polymerase
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Abb. 19: Optimierung der PCR
A) Bestimmung der effektivsten Polymerase. B) Optimierung der PCR Bedingungen fir die Pfu-

Polymerase.

Weiterhin lieferte die Tag-Polymerase unspezifische Nebenprodukte mit Sequenzlangen
von ca. 1000 bp bis 2500 bp. Dadurch lag die Konzentration des gewtinschten DNA
Amplifikats weit unter der Konzentration, die mit der Pfu-Polymerase erzielt werden
konnte. Durch den Einsatz von DTT konnte zuséatzlich eine Steigerung des spezifischen

Produktes erzielt werden.

Der Leserahmen des GAP-43 Genes musste im Zuge der nachfolgenden Klonierung in
dem identischen Raster eingefligt werden, in dem auch das C-terminale GFP gelesen
wurde. Um dieses zu gewahrleisten, wurden Primer eingesetzt, die keine vollkommene
Homologien zum Template aufwiesen. Im 5 -Bereich der Primer wurden jeweils so viele
Basen angefligt, dass eine spezifische Restriktionssequenz fir ein bestimmtes Enzym
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erzeugt wurde (Abb. 20). Daruber hinaus wurde das Stopcodon des GAP-43 so veréandert,
dass ein Glycin codiert wurde. Mit diesen Verdnderungen konnte das GAP-43 in

demselben Leseraster wie die GFP-Sequenz in den Expressionsvektor eingefiigt werden.

XhoI (658}

GAP-43

pPEGFP-N2/GAP-43
(5381 bp)

Kan_R_/_Neo_R

Abb. 20: Vektorkarte des
l Konstruktes pEGFP-N2 / GAP-

- Y 43 mit detailierter Darstellung
der multi cloning site und der

5- \CAG ATC|TCG AGC
3-.GTCTAGAGC|CG

Xhol

CC TAG|GTG GCC \ - 5"

verwendeten Restriktion-
Bam HI GFP =

sequenzen

Nach erfolgter Amplifikation des Zielgenes mit den Klonierungsprimern sowie nach
Aufreinigung und Restriktion des PCR-Produktes, konnte die Ligation und Klonierung des

Leserahmens durchgefuhrt werden.

Erfolgreich transformierte E. coli erwarben eine Kanamycinresistenz, wortber die
Selektion auf entsprechendem Medium erfolgen konnte. Etwaige Transformanten wurden
kultiviert und einer Plasmidisolation unterzogen. Die Praparate wurden einer
Kontrollrestriktion mit den entsprechenden Restriktionsenzymen Bam HI und Xho |
unterzogen. Nach erfolgreicher Ligation wurde durch Restriktion das GAP-43 Insert
wieder aus dem Vektor herausgeschnitten. Dies war der Fall bei den Klonen A, D, E, F, G
und H (Abb. 21). Neben vektorieller DNA mit einer Lange von ca. 4,7 kb, ist auch der
eingefligte GAP-43 Leserahmen mit einer Lange von 681 bp zu erkennen. Die drei Klone
A, D und F wurden erneut kultiviert und nachfolgend einer weiteren Plasmidpréaparation

unterzogen.
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$ o) Kontrollrestriktion (Bam HI/ Xho I)

= der Klone:

© I

4= A B C D E F G H

oD G @B B €D A EB €
bp R PEGFP-N2,
2000 4,7 kb
1500
1000
800 GAP-43,
600 681 bp
400

Abb. 21: Kontrollrestriktion verschiedener Klone zur Detektion von pEGFP-N2 Vektoren mit
Gap-43 Insert. Geltasche 1: Smart Ladder (Anhang 6. ), Geltaschen 2 - 9: Restriktionsansatze der
Vektorisolate aus den Klonen A -H. Klone A und D - H verfligen Uber den GFP-Vektor mit dem
GAP-43 Gen.

Zur Verifizierung der exakten GAP-43 Sequenz erfolgte eine Sequenzierung, die von der
Firma MWG durchgefiihrt wurde (Sequenzierungsdaten siehe Anhang). Nachdem nun
sichergestellt worden war, dass keine fehlerhafte Sequenz vorlag, die durch Insertionen,
Mismatch oder Deletionen von der vorgegebenen GAP-43 Sequenz abwich (Abb. 22),

wurde die vektorielle DNA fiir die weiteren Transformationen verwendet.

nachfolgende Seite:

Abb. 22: Vergleich der Sequenzierungsdaten mit der GAP-43 Sequenz aus der Datenbank
(Genbank-Nr: gi:204246)

[grin unterlegte Sequenz: Start-Codon, rot unterlegte Sequenz: Stop-Codon, tirkis unterlegte
Sequenz: GFP-Gen]
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Seqg-rev
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Seqg-rev
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Seqg-rev
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Seqg-rev
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Seqg-rev
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Seqg-rev
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Seqg-rev
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Seq-rev
GAP-43_rat_
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———————————— GCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTGGTTTAGTGAACCG
GTGAGCAAGCGAGCAGAAAAGAGGTGGAGAGGGGGGGAATAAGGAAGAGAGGAGGAAAGG

TCAGATCCGCTAGCGCTACCGGACTCAGATCTCGAGCATGCTGTGCTGTATGAGAAGAAC
AGAGAAGGCAGGAAGAAGGCAGGGGAAGATACC-ACCATGCTGTGCTGTATGAGAAGAAC

CAAACAGGTTGAAAAGAATGATGAGGACCAAAAGATTGAACAAGATGGTGTCAAACCGGA
CAAACAGGTTGAAAAGAATGATGAGGACCAAAAGATTGAACAAGATGGTGTCAAACCGGA
———————————————— AAAAGATTGAACAAGATGGTGTCAAACCGGA

GG-TAAGGCTCATAAGGCTGCAACCAAAATTCAGGCTAGCTTCCGTGGACACATAACAAG
GGATAAGGCTCATAAGGCTGCAACCAAAATTCAGGCTAGCTTCCGTGGACACATAACAAG
GGATAAGGCTCATAAGGCTGCAACCAAAATTCAGGCTAGCTTCCGTGGACACATAACAAG

GAAAAAGCTCAAAGACGAGAAGAAGGGTGATGCACCAGCTGCTGAGGCCGAGGCCAAGGA
GAAAAAGCTCAAAGACGAGAAGAAGGGTGATGCACCAGCTGCTGAGGCCGAGGCCAAGGA
GAAAAAGCTCAAAGACGAGAAGAAGGGTGATGCACCAGCTGCTGAGGCCGAGGCCAAGGA

GA-GGATGATGCTCCCGTTGCTGATGGTGTGGAGAAGAAGGAGGGAGATGGCTCTGCTAC
GAAGGATGATGCTCCCGTTGCTGATGGTGTGGAGAAGAAGGAGGGAGATGGCTCTGCTAC
GAAGGATGATGCTCCCGTTGCTGATGGTGTGGAGAAGAAGGAGGGAGATGGCTCTGCTAC

TACCGATGCAGCCCCAGCCACCAGCCCTAAGGCTGAGGAGCCCAGCAAGGCAGGAGATGC
TACCGATGCAGCCCCAGCCACCAGCCCTAAGGCTGAGGAGCCCAGCAAGGCAGGAGATGC
TACCGATGCAGCCCCAGCCACCAGCCCTAAGGCTGAGGAGCCCAGCAAGGCAGGAGATGC

ACCTTCTGAGGAGAAGAAGGGCGAAGGGGATGCGGCCCCTTCAGAGGAAAAGGCCGGCTC
ACCTTCTGAGGAGAAGAAGGGCGAAGGGGATGCGGCCCCTTCAGAGGAAAAGGCCGGCTC
ACCTTCTGAGGAGAAGAAGGGCGAAGGGGATGCGGCCCCTTCAGAGGAAAAGGCCGGCTC

AG-TGAGACAGAAAGTGCTGCTAAAGCTACCACTGATAACTCGCCGTCCTCCAAGGCCGA
AGCTGAGACAGAAAGTGCTGCTAAAGCTACCACTGATAACTCGCCGTCCTCCAAGGCCGA
AGCTGAGACAGAAAGTGCTGCTAAAGCTACCACTGATAACTCGCCGTCCTCCAAGGCCGA

AGATGGCCCAGCCAAGGAGGAGCCTAAACAAGCCGATGTGCCTGCTGCTGTCACTGATGC
AGATGGCCCAGCCAAGGAGGAGCCTAAACAAGCCGATGTGCCTGCTGCTGTCACTGATGC
AGATGGCCCAGCCAAGGAGGAGCCTAAACAAGCCGATGTGCCTGCTGCTGTCACTGATGC

TGCTGCCACCACCCCTGCTGCAGAGGATGCTGCCAAGGCAGCGCAGCCTCCAACGGAGAC
TGCTGCCACCACCCCTGCTGCAGAGGATGCTGCCAAGGCAGCGCAGCCTCCAACGGAGAC
TGCTGCCACCACCCCTGCTGCAGAGGATGCTGCCAAGGCAGCGCAGCCTCCAACGGAGAC

TGCAGAAAGCAGCCAAGCTGAGGAGGAGAAAGAAGCTGTAGATGAAGCCAAACCTAAGGA
TGCAGAAAGCAGCCAAGCTGAGGAGGAGAAAGAAGCTGTAGATGAAGCCAAACCTAAGGA
TGCAGAAAGCAGCCAAGCTGAGGAGGAGAAAGAAGCTGTAGATGAAGCCAAACCTAAGGA

AAT
AAGTGCCCGACAGGATGAGGGTAAAGAAGACCCCGAGGCTGACCAAGAACATGCC C
AAGTGCCCGACAGGATGAGGGTAAAGAAGACCCCGAGGCTGACCAAGAACATGCC T

TTTAAGAAACGGCTTTCCACGTTGCCCCCACCTGAACCCTGTCTCTCCTGCCCTTTCTCA
CCACCGGCCGGTCGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCC

GATCCACTCTGAAGTTTCCTCTCCTGTCCTGCTCACGTGTGTGAGCCTGTCCTCTCCTAC
CATCCTGGTCGAGCTGGACG
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3.9 In vitro Transfektionen

3.9.1 Transfektion der RGC-5 Zellen

Durch die Transfektion mit Lipofectamine wurden in den RGC-5 Zellkulturen ca. 15 % der

Zellen erfolgreich transfiziert. Eine deutliche GFP-Fluoreszenz ist primar im perinuklearen

Raum zu erkennen (Abb. 23). Wenige Signale erschienen im intrazellularen Raum in

direkter Nahe zur Zellmembran. Morphologisch wiesen die transfizierten Zellen keine

signifikanten Unterschiede zu den nicht transfizierten Zellen auf.

Abb. 23: Aufnahmen von
RGC-5  Zellen nach
Transfektion mit dem
Vektor pEGFP-N2

A) Detektion der
Fluoreszenz 24 h nach der

Transfektion. B) RGC-5

Zellen nach 48 h Inkubation nach erfolgter Transfektion. C) Aufnahme erfolgte 72 h nach der

Transfektion. (MaRRstabsbalken: 10 um).

In wie weit nun das volle Konstrukt expremiert wurde, oder ob die Fluoreszenz nur von

GFP-Fragmenten herriihrte sollte in einer nachfolgenden Western Blot Analyse geklart

werden (Abb. 24).

Langen-
marker 1 2 3 Slot Nr.
78,9 =——

T —— GAP-43/GFP-
60,4 — Fusionsprotein
47,2 e N —— (70 kDa)
35,1 —F

Abb. 24: Western Blot Analyse
mit primarem Antikdrper gegen
GFP. Auf Position 1 und 2 wurde
Proteingemisch transfizierter RGC-
5 Zellen aufgetragen. Auf Position 3
wurde zur Kontrolle das Lysat nicht
transfizierter Zelle aufgetragen. Das
GFP / GAP-43 Fusionsprotein weist
ein Molekulargewicht von ca. 70
kDa auf.

Die Geltaschen 1 und 2 wurden

mit dem Lysat transfizierter
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Zellen beschickt (Abb. 24). In Spur 3 wurde zur Kontrolle das Proteingemisch nicht
transfizierter Zellen aufgetragen. Das durch den Vektor pEGFP-N2 / GAP-43 zur
Expression gelangte Fusionsprotein besteht N-terminal aus dem GAP-43 Protein mit
einem Molekulargewicht von 43 kDa und C-terminal aus dem GFP mit einem
Molekulargewicht von 27 kDa. Somit muisste das Fusionsprotein ein ungefahres
Molekulargewicht von 70kDa aufweisen. Dies lasst sich im dargestellten Western Blot
erkennen. Die aus diesem Fusionsprotein zu erwartende Fraktion von rund 70 kDa ist nur
in den Proteingemischen der transfizierten Zellen detektiert worden. Kein entsprechendes
Signal ist in dem Gelbereich zu erkennen, in dem sich die Proteine der nicht transfizierten
Zellen befinden. Demnach expremiert der konstruierte Vektor das volle Fusionsprotein.
Eine episomale Expression dieses Proteins in RGC-5 Zellen fihrt zu keiner

augenscheinlichen morphologischen Veranderung dieser Zellen.

3.9.2 Transfektion dissoziierter retinaler Zellen

Die Konstruktion des GAP-43 / GFP - Vektors ermdglicht eine weitgehend exakte
Lokalisation des Genproduktes GAP-43. Dariliber hinaus sollten die Auswirkungen, die

eine Uberexpression des GAP-43-Gens bewirkt, eingehender charakterisiert werden.

Durch eine Optimierung der Methodik konnten vitale Kulturen retinaler Zellen erstellt
werden. Die Transfektion erfolgte mit Hilfe von Agenzien zur Lipidtransfektion. Es zeigten

sich jeweils einzelne Zellen mit deutlicher GFP-Fluoreszenz (Abb. 25).

Kanal 1 Kanal 2 Uberlagerung
mikroskopisches Bild GFP-Signale von

(viscerales Licht) (UV Licht) Kanal 1 & 2

Abb. 25: Dissoziierte
retinale Zellkultur nach
Transfektion mit dem
Vektor pEGFP-N2

Darstellung der

GFP-Signale in dissoziierter retinaler Zellkultur

Durchlichtaufnahme, des
* g ) .
Fluoreszenzbildes so wie
die Uberlagerung beider
Bilder. (Vergrof3erung: 20

x Objektiv, 10 x Okular)




Ergebnisse 92

3.9.3 Lipidtransfektion retinaler Explantate

Nach der Behandlung der Explantate mit Papain zeigte sich eine gesteigerte
Transfektionsrate. Es zeigten sich nun einzelne Bereiche im retinalen Verbund, die eine
deutliche GFP-Fluoreszenz aufwiesen, obwohl es wenige Zellen waren, die fluoreszierten.
Bei juvenilen Retinae stieg die Anzahl der transfizierten Zellen unwesentlich. Eine
guantitative Transfektion war also nicht mdglich. Dementsprechend konnte kein
guantitativer Unterschied im Regenerationsverhalten nach GAP-43-Transfektion
beobachtet werden, obwohl der GAP-43-GFP Vektor erfolgreich in die Ganglienzellen
gelangte (Abb. 26).

Kanal 1 Kanal 2 Uberlagerung
GAP-43 GFP Kanal 1 & 2

Abb. 26: Kryostatschnitte retinaler Explantate nach Transfektion mit dem Vektor pEGFP-N2
und immunhistochemischer Detektion von GAP-43

A-1), B-1), C-1): Immunhistologische Markierung mit einem priméren Antikdrper gegen Gap-43
gekoppelt mit TRITC. A-2), B-2), C-2): Im UV-Spektrum detektierte GFP-Fluoreszenz. A-3), B-3),
C-3): Uberlagerung der beiden vorangegangenen Aufnahmen der jeweils selben
Retina.(Mal3stabsbalken: 50 pum)
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3.10 In vivo Transfektion

Die vorangegangenen Untersuchungen hatten gezeigt, dass der Zellverbund prinzipiell
kein Hindernis flir eine erfolgreiche Transfektion darstellt. Der Gentransfer ist jedoch
erschwert. Nach einem enzymatischen Verdau mit Papain konnte eine teilweise
Transfektion erfolgen. Der Nachteil war jedoch, dass die so behandelten Retinae nicht
mehr die Fahigkeit der Adhasion besallen, wodurch eine Quantifizierung etwaiger

axonaler Fortsatze nach erfolgter Transfektion nicht mdglich war.

Um diese Problematik zu vermeiden, wurde eine Methodik der in vivo Transfektion
entwickelt. Ein Gemisch aus vektorieller DNA und Dil wurde in eine Kavitat im Colliculus
superior appliziert. Das Gemisch wurde Uber die synaptischen Endungen oder die
axonale Termination aufgenommen und Uber den axonalen Transport in die Ganglien
Zellen der Retina transportiert. In der retinalen Ganglienzelle kam es dann zur Expression
der episomalen DNA. Das Dil diente dabei als Trager fur die DNA, damit sie mit dem

lipophilen Farbstoff internalisiert werden konnte.

Wahrend der Entwicklungsphase dieser Methode wurden verschiedene Varianten
hinsichtlich ihrer Effektivitdt untersucht. Die eingesetzten DNA Mengen variierten
zwischen 1 pg und 500 pg, wobei die Applikation der hohen DNA Mengen in Form von
DNA-Pellets erfolgte. Das Volumen der eingebrachten Losungen, betrug zwischen 10 pl
und 50 pl. Durch die Verwendung von Lipofectamine konnte keine Steigerung der

Transfektionsrate erzielt werden.

Abb. 27. Mikroskopische
Aufnahmen retinaler Explantate
nach retrograder Transfektion
mit pEGFP-N2 und retrograder
Farbung mit dem Farbstoff Dil

A), B): Uberlagerte

Fluoreszenzaufnahmen von
Retinae.

0), D): Uberlagerte
Fluoreszenzaufnahmen von
Retinae. RGZ emittieren rote (Dil)
und griine (GFP) Fluoreszenz.
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Diese Aufnahmen (Abb. 27) lassen erkennen, dass eine in vivo Transfektion neuronaler
Zellen moglich ist ohne die Verwendung viraler Transfektionsagenzien. Der axonale
Transport kann demnach fir die Transfektion neuronaler Zellen verwendet werden. Es
konnte gezeigt werden, dass die Methodik in der Praxis durchfiihrbar ist. Mittels des
kombinierten Einsatzes von Dil und DNA konnte zudem eine Methode entwickelt werden,
durch die das eigentliche Ziel in der Retina, die Ganglienzellen, transfiziert werden
konnten. Dil unterstitzt offensichtlich mit seinen stark lipophilen Eigenschaften die
Aufnahme der DNA. Gleichzeitig werden durch die Verwendung des Farbstoffes die RGZ
markiert. Die Inkubationszeit hach der Operation betrug zwischen 10 und 14 Tagen. Nach
erfolgter Inkubation und Explantation der Retina zeigte sich eine ausgepragte Farbung der
RGZ (Abb. 27 und 28). Der rote Farbstoff Dil war in den Uberwiegenden Anteil der
Ganglienzellen transportiert worden. In einigen Bereichen des retinalen Gewebes konnten
dariiber hinaus GFP in RGZ lokalisiert werden. Einige Zellen wiesen eine GFP

Fluoreszenz in den axonalen und dendritischen Fortsatzen auf (Abb. 27).

Kanal 1 Kanal 2 Uberlagerung Abb. 28: Retrograd
Dil GFP Kanal 1&2 transfizierte und

markierte RGZ

A) - C): Einzelne RGZ

emittiert Dil und GFP-

Fluoreszenzsignale in

unterschiedlichen

Kompartimenten  des
intrazellularen Raumes.
D) - I): Aufnahmen

mehrerer

fluoreszierender RGZ

zur Differenzierung der
Haufigkeiten von Dil
und GFP Signalen.
Pfeile markieren nur
Dil-Fluoreszenz
emittierende RGZ.

Wurden transfizierte Retinae im Anschluss an die Explantation in vitro kultiviert, so zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede zu nicht transfiziertem Gewebe. Die Anzahl der
GAP-43 episomal exprimierenden Zellen war gering, so dass kein deutlicher Anstieg des
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axonalen Wachstums bzw. eine Zunahme der Axonverzweigungen detektierbar wéren
(Abb. 29).

10 Abb. 29: Quantifizierung
97 des axonalen Wachstums
-_— 8 |
2 retrograd transfizierter
Q7 A
> .
8 6 Retinae  und  Kontroll-
% > Retinae
QL 4
g 3 Der Probenumfang je Gruppe
X
< 1 " _ .
i | | nicht transfiziert betragt n=16. Nicht
o a transfiziert transfizierte Retina:

Mittelwert betrdgt rund 6
Axone je Retinaviertel bei einer Standardabweichung von 1,8. Transfizierte Retina: Mittelwert

betragt rund 7 Fasern je Retinaviertel bei einer Standardabweichung von 1,9.

Andere Versuchsreihen, im Zuge derer Freund’s Adjuvant verwendet wurde, fihrten zu
Ergebnissen, bei denen sehr wohl eine GFP-Fluoreszenz zu erkennen war, diese jedoch
nicht in den retinalen Ganglienzellen lokalisiert war. So wurden im Rahmen einer
Versuchsreihe Areale des Cortex transfiziert, die auch in den Colliculus projizieren (siehe
Abb. 30).

Kanal 1 Kanal 2 Uberlagerung
mikroskopisches Bild GFP-Signale von
(Phasenkontrast) (UV Licht) Kanal 1 & 2

Abb. 30: GFP Fluoreszenz in corticalen Zellen nach Applikation von vektorieller DNA in den
Colliculus Superior

Vereinzelt sind deutliche GFP-Signale zu erkennen, wie sie von den Zellen des Cortex ausgestrahlt
werden. Die Abbildungen A-1, A-2 und A-3 zeigen einen Microtomschnitt eines solchen Areals. Im
Bild A-1 ist die mikroskopische Aufnahme dieses Bereiches begrenzt durch die corticale Rinde im
Durchlicht zu erkennen. Die Aufnahme A-2 zeigt die GFP Signale, wobei Axone und dendritische
Fortsatze ebenfalls durch Fluoreszenz markiert sind. Die Uberlagerung beider Aufnahmen in A-3
zeigt deutlich, dass einzelnen Zellen des Cortex GFP exprimieren.
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4. Diskussion

4.1 Quantifizierung des axonalen Wachstums wahrend der

postnatalen Entwicklung der Retina

Im Rahmen dieser Arbeit konnte mit Hilfe des beschriebenen Modells der Kultivierung
juveniler Retina aus Rattus norvegicus gezeigt werden, dass RGZ zwischen dem Tag P14
und dem Tag P24 axonale Fortsatze in groBem Umfang in vitro ausbilden. Haufig sind
praenatale retinale Zellen kultiviert worden und fur unterschiedlichste Untersuchungen
herangezogen worden. Oftmals wurden dissozierte und selektierte RGZ eingesetzt.
Andere Arbeiten wiederum beschreiben das Wachstum von Axonen am Tag der Geburt.
Die Retinae von neugeborenen Ratten wurde explantiert und die RGZ von der Retina

isoliert. Die Kultivierung erfolgte in einer dreidimensionalen Matrix (Parton et al., 1992).

Zwischen den Tagen PO und P13 regeneriert die Retina keine axonalen Fasern in vivo.
Zum Zeitpunkt PO besteht die Retina aus zwei Schichten. In der germinativen Schicht
erfolgt die Proliferation der Vorlauferzellen. In der nicht-germinativen Schicht befinden

sich die RGZ, deren Axone bereits in den Colliculus superior projizieren.

Am Tag P8 sind nukledre und plexiforme Schichten ausgebildet. Die laminare Struktur
gleicht bereits der adulten Form. Neurofilament und Rhodopsin kénnen immunhistologisch
noch nicht nachgewiesen werden. Das Augenlid ist zu diesem Zeitpunkt noch

geschlossen.

Einen Tag vor der Offnung der Augen, an P13, ist die Entwicklung der Retina
abgeschlossen. Die Reifung retinaler Zellen sowie apoptotische Prozesse sind
abgeschlossen. Amakrinzellen haben in der inneren plexiformen Schicht Synapsen
ausgebildet. Die Myelinisierung der in den Colliculus superior projizierenden Axone hat
eingesetzt.

Im Falle einer Verletzung der Axone verhindern die Astrocyten und Oligodendrozyten, wie
sie im ZNS vorkommen, eine Regeneration (Moon et al., 2001). Neben den Gliazellen, die
eine Regeneration unterdriicken, besteht dartber hinaus die Mdoglichkeit, dass die
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neuronalen Zellen im Verlauf ihrer Reifung die Fahigkeit zur Regeneration verlieren
(Bandtlow et al., 1997; Fawcett et al., 1997).

Wahrend der Maturation der Retina formen sich nicht nur Zellen aus bzw unterliegen zu
gewissen Teilen der Apoptose. Parallel zu dieser Entwicklung werden erste Neurotrophine
gebildet. Diffundierbare Faktoren, wie die Familie der Neurotrophine, zu denen auch der
nerve growth factor (NGF) (Levi-Montalcini und Angeletti, 1968), der brain derived
neurotrophic factor (BDNF) (Barde et al., 1982), das Neurotrophin 3 (NT-3) (Hohn et al.,
1990) als auch das Neurotrophin 4/5 (Ip et al.,, 1992) gehdren, haben einen weit
reichenden Einfluss auf die Maturation der RGZ. Neurotrophine férdern das Wachstum
und die Differentiation der neuronalen Zellen. Aber auch nach Abschluss der Entwicklung
gewahrleisten Trophine einen Fortbestand der ausdifferenzierten neuronalen Zellen
(Kawasaki et al., 2000). Die mMRNA des BDNF ist sowohl zum Zeitpunkt der Geburt
(Rickmann et al., 1992) als auch in dem adulten visuellen System der Ratte im Colliculus
superior zu finden (Gall et al., 1992). Aber nicht nur im Colliculus superior konnten
Neurotrophine detektiert werden. In dem sich entwickelnden retinalen Gewebe sind diese
Faktoren ebenfalls zu finden. Die jeweiligen Trophine lassen sich in bestimmten Schichten
der Retina nachweisen. So wurden BDNF und NGF in der Ganglienzellschicht lokalisiert
(Perez et al., 1995).

Diese Neurotrophine binden an spezifische Rezeptoren und wirken auf diese Weise auf
die jeweiligen neuronalen Zellen. Es handelt sich hierbei um die p75, TrkA, TrkB und TrkC
Rezeptoren (Chao et al., 1994; Barbacid et al., 1994). Der p75, der TrkA Rezeptor als
auch der TrkB Rezeptor wurden in juvenilen und adulten RGZ nachgewiesen (Rickmann
et al., 1995; Ugolini et al., 1995). Die mRNA des TrkC Rezeptors, der NT-3 bindet, wurde
in retinalem Gewebe detektiert (Allendorfer et al., 1994). Die einzelnen Rezeptoren binden
nur spezifische Neurotrophine. NGF wird von dem TrkA Rezeptor erkannt, wahrend TrkB
BDNF als auch NT-4 bindet (Barbacid et al., 1994; Windisch et al., 1995). Lediglich an
den Neurotrophinrezeptor p75 (p75NTR) binden die oben genannten Trophine auf
ahnliche Weise. Die fur die Bindung zu Grunde liegende Affinitdt ist nicht stark
ausgepragt. Durch die Bindung ausgel6st erfolgt eine Aktivierung der Trk Rezeptoren
(Greene et al., 1995).

Die Rezeptoren fur Neurotrophine sind in der Retina vorhanden. Auch konnte ihre
Funktionalitat in vivo und in vitro belegt werden. So zeigten RGZ in einer Cokultur mit
BDNF sekretierenden Fibroblasten ein verstarktes axonales Wachstum (Atkinson et al.,
1999). BDNF war in der Lage, das Wachstum von sich entwickelnden aber auch von
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verletzten RGZ in vivo und in vitro zu férdern (Johnsons et al., 1986). Nun stellt sich die
Frage, in wie weit die Neurotrophine und die Neurothrophinrezeptoren befahigt sind, ein
Auswachsen der Axone zu bewirken. Die in dieser Arbeit eingesetzten Retinae sind
postnatalen Ursprungs, aber auch mit einem Alter von 14 bis 24 Tagen noch nicht
vollstandig differenziert. Damit die Neurotrophine ein derart starkes axonales Wachstum
auslosen konnten, misste die Maturation zu diesem Zeitpunkt ein Stadium erreicht
haben, in dem die Retina fur die Neurotrophine sensibilisiert ist. Voraus gesetzt, die
retinalen Ganglienzellen sind wahrend dieser Zeitspanne befahigt, den von
Neurotrophinen herbeigefiihrten Effekt des axonalen Wachstums optimal umzusetzen, so
stellt sich immer noch die Frage, ob ausreichend dieser Substanzen im retinalen Gewebe
vorhanden sind. Hier ware eine Begriindung eines etwaig erhéhten Neurotrophinspiegels
in der eigentlichen Methodik der Kultivierung zu finden. Diese Kaultivierung der
explantierten Retinae erfolgt in einem Glutamat-haltigen Medium. Da die Retina als
Gewebeverbund kultiviert wurde, sind in der Kultur auch Millerzellen enthalten. Diese
reagieren auf spezifische Weise auf die Prédsenz von Glutamat. Mdullerzellen der
Altersstufen P8 bis P10 reagieren mit der Produktion von Neurotrophinen auf das
Glutamat im Medium (Taylor et al.,, 2003). Ware dies jedoch der Grund fir das hier
beobachtete axonale Wachstum, so héatte sich ein ausgepragtes axonales Wachstum
schon um den Tag P10 einstellen missen. Zu berticksichtigen bleibt hierbei, dass die
Untersuchungen von Taylor et al auf homogenen Kulturen von Miullerzellen beruhen.

Auch hier wurde keine Retina als gesamter Gewebeverbund untersucht.

Die im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse zeigen ein aktives Wachstum von
Axonen bei retinalen Kulturen ab einem Alter vom postnatalen Tag P14 bis zum Tag P24.
Die postmitotischen RGZ sind zu diesem Zeitpunkt ausdifferenziert und bezuglich ihrer
Funktion festgelegt. Rezeptoren fiir Neurotrophine, die die Entwicklung von neuronalen
Zellen fordern, sind in der Retina vorhanden. Durch die Art der Kultivierung kann es auch
zur Bildung bestimmter Neurotrophine durch Millerzellen kommen. Dies allein erscheint
jedoch nicht als hinreichend, um ein ausgepragtes axonales Wachstum begriinden zu
kénnen. Es sind hier sicherlich mehrere Faktoren zu bericksichtigen, die einen
neurotrophen Effekt herbeifiihren kénnen und so ein Auswachsen der Axone férdern. Die
Methodik der Kultivierung und das verwendete Medium spielen sicherlich eine Rolle. Da
die RGZ in der Retina eingeschlossen kultiviert wurden, sind sicherlich auch verschiedene
Einflisse unterschiedlichster retinaler Zellen zu beachten. Auf der einen Seite gibt es
Zellen, die ein axonales Wachstum zu diesem Zeitpunkt inhibieren, wie es bei den
Amakrinzellen der Fall zu sein scheint (Goldberg et al., 2002). Auf der anderen Seite sind

die Mdullerzellen zu nennen, die neurotrophe Faktoren unter den hier angewendeten
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Kulturbedingungen exprimieren. Es konnte jedoch bis zu diesem Zeitpunkt kein definitiver
Grund flir das postnatale axonale Wachstum aufgezeigt werden. Es bleibt der Umstand,
dass das Wachstum der Axone, wie es beobachtet worden war, sich nach dem Offnen der
Augen einstellt. Daher ergibt sich die Frage, ob dieser erste Reiz des auf die Retina
auftreffenden Lichtes der Ausloser fur das Wachstum ist oder ob intrinsische Faktoren

maf3gebend sind?

4.2 Quantifizierung des axonalen Wachstums nach Verlagerung

des Zeitpunktes des Augendffnens

Das Offnen der Augen stellt einen wichtigen Punkt in der Entwicklung des visuellen
Systems dar. Zum Zeitpunkt der Geburt sind die Neuronen des visuellen Cortex noch
nicht vollends entwickelt. Dieser letzte Entwicklungsschritt folgt in den ersten postnatalen
Wochen, der kritischen Periode (Hubel und Wiesel, 1970; Fagiolini et al., 1994). In eben
dieser kritischen Periode erfolgt das Offnen der Augen. Der dabei entstehende visuelle
Reiz ist von entscheidender Bedeutung fir die Maturation der Neuronen des visuellen
Cortex (Goodman und Shatz, 1993). Bleibt diese erste visuelle Erfahrung aus,
beispielsweise in einer Versuchsdurchfihrung in Rahmen derer die Tiere in permanenter
Dunkelheit gehalten werden, so verlangsamt sich die Entwicklung der Neurone im
visuellen Cortex (Gabbott et al., 1986). Es besteht demnach eine Relation zwischen
visueller Erfahrung und der Entwicklung der Neurone. Kann nun das Ausbleiben dieser
ersten visuellen Erfahrung auch einen Einfluss auf das hier beobachtete Wachstum der
Axone der RGZ haben?

In wie weit nun das Licht als ein Reiz dient, der zu einem Wachstum der Axone fihrt,
wurde Uberprift, indem drei Gruppen von Versuchstieren unterschiedlich dem Licht
exponiert wurden. Eine erste Gruppe von Tieren wurde dem Licht vorzeitig exponiert.
Einer anderen Gruppe wurde das Licht ganzlich vorenthalten, wéhrend eine dritte Gruppe
von Versuchstieren, ohne jegliche Manipulation, als Kontrollgruppe diente. Bei den
Retinae aller drei Gruppen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im axonalen
Wachstum. Demnach ist das Licht nicht der Schlusselreiz, der zu einem verstarkten
Auswachsen der Axone fuhrte. Aus welchen Grinden erschien es jedoch als moglich,
dass Licht einen derartigen Effekt austiben kdnnte?

Zundachst ist aus den Ergebnissen der vorangegangen Untersuchungen der Umstand
ersichtlich geworden, dass sich das Wachstum der Axone bei nicht manipulierten Tieren
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nach dem Offnen der Augen am postnatalen Tag P14 einstellte. Dies lieR einen Einfluss
des Lichtes, das nach dem Offnen der Augen zum ersten Mal auf die Retina trifft,
vermuten. Es sind in der Literatur unterschiedliche Beobachtungen beschrieben worden,
die auf einen weit reichenden Effekt des Lichtes hinwiesen. Die Vielzahl der
Untersuchungen richtete das Augenmerk auf den visuellen Cortex. Fagiolini et al. 1994
zeigte, dass der visuelle Cortex der Ratte sehr rasch nach dem Offnen der Augen, um die
postnatalen Tage P14 - 15, die Funktionalitdt sowie Zuordnung der visuellen Felder
erreicht, wie sie auch in der adulten Ratte zu finden sind. Der zum Zeitpunkt der Geburt
noch nicht vollends entwickelte visuelle Cortex der Sauger entwickelt sich erst wahrend
eines genau definierten zeitlichen Abschnitts im Laufe der ersten postnatalen Wochen
(Hubel und Wiesel, 1973). Wahrend dieses Zeitraumes der Entwicklung ist der visuelle
Reiz von wesentlicher Bedeutung fir die Maturation des visuellen Cortex. Dieses gilt
sowohl fir Ratten (Fagiolini et al., 1994) als auch fiir andere Spezies (Timney et al., 1978;
Wiesel, 1982). Es konnte nachgewiesen werden, dass beispielsweise die Expression der
Untereinheit NR2A des NMDA Rezeptors in corticalen Neuronen abhangig von der
Lichtexposition ist (Nase et al., 1999; Quinlan et al., 1999). Diese auch fir die Plastizitat
der Neuronen relevante Untereinheit NR2A wird in ihrer Expression von Neuronen selber
reguliert, die entsprechend der Verarbeitung visueller Reize offenbar eine regulierende
Funktion bezlglich der Expression dieses Genes austiben kénnen (Katz und Schatz,
1996). Wird den neugeborenen Ratten der Reiz des Lichtes Uber den Zeitpunkt des
Augendffnens hinaus vorenthalten, so verringert sich die Expression von NR2A in den
corticalen Neuronen (Corvetti et al., 2003). Es gibt demnach Regulationsmechanismen im
visuellen System, die durch den Reiz des Lichtes und die Verarbeitung dieses Reizes

erfolgen.

Ein weiteres Beispiel fur eine lichtbedingte Regulation liegt im Falle des brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) vor. Dieser neurotrophe Faktor wird vorrangig in den
Neuronen des zentralen als auch des peripheren Nervensystems exprimiert. BDNF fordert
die Differenzierung, die Maturation sowie das Uberleben der Neurone (Lewin und Barde,
1996). Vor allem in der Retina ist BDNF hinsichtlich des Erhaltes der RGZ in vitro als auch
in vivo von Bedeutung (Johnson et al., 1986; Mey und Thanos, 1993). Daruber hinaus
fuhrt dieser Faktor in der Retina von Ratten zu einer vermehrten Ausbildung
dopaminerger Synapsen (Cellerino et al., 1998). Es wird vermutet, dass das in der
Ganglienzellschicht und in der inneren nuklearen Schicht nachgewiesene BDNF (Vecino
et al., 1998) einer Regulation hinsichtlich seiner Expression unterliegt, die durch die
neuronale Aktivitat gesteuert wird (Zafra et al., 1990). Es ware im Gegensatz zum NR2A
eine Regulation, die bereits in der Retina und nicht erst im visuellen Cortex erfolgen
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wirde. Seki et al. konnten 2003 zeigen, dass die Konzentration an BDNF in der retinalen
Ganglienzellschicht nach Entzug des Lichtes abgesunken war. In Vergleichstieren wurde
ein Anstieg der Konzentration an BDNF in der Ganglienzellschicht nach dem Offnen der
Augen nachgewiesen. Wurde den Tieren einseitig im Zuge eines chirurgischen Eingriffes
ein Auge verschlossen, so dass es sich nicht am Tag P14 6ffnete, so zeigt sich hier eine
geringere Konzentration an BDNF. In den Mdllerzellen der inneren nukleédren Schicht

konnte dieser Effekt nicht nachgewiesen werden.

Diese Beobachtungen lassen fir das im Rahmen dieser Arbeit beschriebene Modell
folgenden Schluss zu: Da BDNF in der retinalen Ganglienzellschicht offenbar einer Licht-
induzierten Regulation bezlglich seiner Expression unterliegt, kann davon ausgegangen
werden, dass eine erhdhte Konzentration von BDNF kein alleiniger Grund fiir axonales
Wachstum in dem hier verwendeten Retina-Modell sein kann. Aufgrund der
Beobachtungen von Seki et al. erscheint es als durchaus mdglich, dass die Konzentration
an BDNF in der Ganglienzellschicht der Versuchstiere, die vorzeitig dem Licht exponiert
waren, erhdht sein muss. Gleichzeitig ist die Menge an BDNF in den Fallen in der
retinalen Ganglienzellschicht geringer, in denen die Augen Uber den Tag des eigentlichen
Offnens hinaus geschlossen blieben. Dies hatte zur Folge, dass in den jeweiligen Retinae
der unterschiedlichen Versuchsgruppen auch unterschiedliche Konzentrationen an BDNF
vorlagen. Dies schien jedoch keinen Einfluss auf das Wachstum der Axone der
Ganglienzellen zu haben. Demnach ist hinsichtlich des axonalen Wachstums BDNF in

dem hier vorgestellten Modell nicht von hinreichender Bedeutung.

Ein weiteres Beispiel flr eine Regulation aufgrund des Lichtes ist das candidate plasticity
gene 15 (cpglb). Im Gegensatz zum BDNF erscheint eine Licht-induzierte Regulation im
visuellen Cortex als wahrscheinlich. Da die Expression des cpgl5 Gens im Cortex statt
findet und nicht in der Retina, misste eine retrograde Signaltransduktion tiber das Axon
erfolgen, damit eine Steuerung des axonalen Wachstums in der Retina erfolgen kdnnte.
Die Expression des cpgl5 Genes im visuellen Cortex von adulten Ratten unterliegt einer
Licht determinierten Regulation (Nedivi et al., 1996). Cantallops et al. zeigten 2000, dass
eine Uberexpression von cpgl5 im optischen Tectum des Krallenfrosches Xenopus zu
einem verstarkten Wachstum axonaler Verzweigungen sowie der Bildung von Synapsen
fuhrte. Hinsichtlich verschiedener Versuchsreihen an Ratten hatten Nedivi et al. 1996
nachweisen konnen, dass die Expression von cpgl5 mit dem Offnen der Augen ansteigt,
und diese erhohte Expressionsrate im visuellen Cortex bis zum postnatalen Tag P28
erhalten bleibt. Diese erste Regulation der Expression ist unabhangig von jeglichem
visuellen Reiz. Erst nach dem Tag P28 bleibt die hohe Expressionsrate von cpgl5 im
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visuellen Cortex bei Tieren erhalten, wenn diese nicht dem Licht ausgesetzt waren. Die
Expression dieses Genes im Colliculus superior unterliegt nicht diesem Einfluss.
Interessant bei der Regulation des cpgl5 Genes ist die Tatsache, dass eine Abhéngigkeit
hinsichtlich der Lichtexposition erst nach dem postnatalen Tag P28 auftritt. Vor diesem
Tag erfolgt eine verstarkte Expression des Gens, die nicht durch etwaige visuelle Reize

beeinflusst scheint.

Das axonale Wachstum, wie es in der hier vorliegenden Arbeit beschrieben wurde,
erscheint unabhangig von der Lichtexposition. Die Tiere der unterschiedlichen
Versuchsgruppen, die vorzeitig bzw. nicht dem Licht exponiert wurden, zeigen keine
signifikanten Unterschiede beziiglich des axonalen Wachstums. Hinzu kommt, dass das
Wachstum vom postnatalen Tag P14 bis P24 auftritt. Dies ist der Bereich, in dem das
cpgl5 Gen noch keiner Licht-induzierten Regulation unterliegt. Erst ab dem Tag P28,
wenn das axonale Wachstum schon nicht mehr verstarkt auftritt, kann eine anhaltend
hohe Expression des cpgl5 Genes durch den Entzug visueller Reize auftreten. Die
Uberaus relevante Funktion, die das cpgl5 in Bezug auf die retinale Maturation einnimmt
und seine Unabhéngigkeit von visuellen Reizen bis zum Tag P28, lassen es als mdglich
erscheinen, dass das Genprodukt cpgl5 auch in dem hier vorgestellten Modell von
Relevanz ist. Am Tag des Offnens der Augen wurde verstarktes axonales Wachstum
detektiert. Zum gleichen Zeitpunkt steigt die Expression des cpgl5 Genes. Das
auftretende axonale Wachstum ist nicht reguliert durch visuelle Reize. Gleiches gilt auch
fur die Expression des cpgl5 Genes bis zum Tag P28. Das verstarkte Wachstum der
Axone wurde bis zum Tag P24 beschrieben. Bis zu diesem Zeitpunkt ist die Expression
des cpgl5 noch unverandert. Demnach erscheint ein Eingriff anderer Faktoren als
wahrscheinlich, die das axonale Wachstum schon zu diesem Zeitpunkt inhibieren,
obgleich cpgl5 noch vorhanden ist. Auch bleibt zu beachten, dass die Expression dieses
Genes im visuellen Cortex erfolgt. Dies macht eine retrograde Signaltransduktion
notwendig, damit ein Einfluss des Genproduktes auf die RGZ erfolgen kann. In wie weit
das cpgl5 Gen in die hier beschriebenen Beobachtungen involviert ist, lieRe sich nur
durch den knock out dieses Genes untersuchen. Fraglich hierbei ist, ob eine etwaige
Mutante das notwendige Alter erreicht, oder ob der Eingriff so weit reichende Folgen hat,
dass ein vitaler Phanotyp nicht entstehen kann.

Bei dem cpgl5 handelt es sich nicht um das einzige Gen, das einer derartigen Regulation
unterliegt. Das Wachstums-assoziierte Protein (GAP-43), die a Untereinheit der Typ |l
Calcium/Calmodulin abhangigen Proteinkinase (CaM Kinase 1) so wie die Glutaminsaure-
Decarboxylase (GAD) kdnnen in ihrer Expression durch Licht reguliert werden (Neve und
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Bear, 1989). Bei dem Pro GAP-43 handelt es sich um ein Neuron-spezifisches Phospho-
Protein, das in Wachstumskegeln und einigen adulten Axonen zu finden ist. Darliber
hinaus scheint es eine relevante Funktion hinsichtlich der Entwicklung synaptischer
Verschaltungen zu haben (Benowitz und Routtenberg, 1997). CaM Kinase Il ist in hohem
Mafe im postsynaptischen Bereich excitatorischer Synapsen zu finden (Kennedy et al.,
1983, Kelly et al., 1984). Bei GAD handelt es sich um ein Enzym, das in Verbindung mit
der y-Aminobutylsdure (GABA) in Verbindung steht. GAD liegt in hohen Konzentrationen
in den axonalen Endungen von inhibitorischen Interneuronen im Cortex striatum vor (Bear
et al., 1985). Es zeigt sich, dass alle drei Proteine durchaus eine relevante Funktion
hinsichtlich der Maturation, Plastizitat wie auch der synaptischen Formation einnehmen.
Neve und Bear konnten 1989 bereits nachweisen, dass diese Proteine durch Licht eine
Regulation ihrer Expression erfahren. Werden die Augen Uber den eigentlichen Tag des
Offnens hinaus kinstlich geschlossen gehalten oder werden die Jungtiere unter
Lichtentzug herangezogen, so zeigte sich, dass die drei oben genannten Proteine in
starkerem Malde in verschiedenen Bereichen des visuellen Systems vorhanden sind, als

dies bei Tieren einer Kontrollgruppe der Fall ist, die dem Licht exponiert waren.

In Bezug auf die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen lasst sich somit
vermuten, dass die Proteine GAP-43, CaMKIl so wie GAD nicht von ausreichender
Relevanz sind, um ein verstarktes axonales Wachstum auszulosen. Waren diese drei
Proteine alleinig hinreichend, um ein verstarktes Wachstum der Axone hervorzurufen, so
hatten sich im Zuge der Versuchsdurchflihrung andere Ergebnisse einstellen missen. Die
Gruppe der Versuchstiere, deren Augen geschlossen waren, zeigten keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich des axonalen Wachstums im Vergleich zu der Kontrollgruppe.
Aufgrund der Ergebnisse von Neve und Bear kann angenommen werden, dass die Tiere
der Versuchsreihe, die keinen visuellen Reiz aufgenommen haben, eine hohere
Konzentration an GAP-43, CaMKII und GAD im visuellen System aufwiesen. Die Tiere der
Kontrollgruppe, aber auch die der Versuchsgruppe, deren Augen schon vorzeitig gedffnet
worden waren, mussen demnach Uber eine wesentlich geringere Menge der
entsprechenden Proteine verfigt haben. Erfolgte nun die Explantation der Retinae der
jeweiligen Tiere der unterschiedlichen Versuchsgruppen, so lagen auch unterschiedliche
Konzentrationen der drei Proteine in den jeweiligen visuellen Cortices vor. Demnach
lagen beispielsweise an dem postnatalen Tag P24 héhere Proteinkonzentrationen in den
visuellen Systemen der Tiere vor, die keinem visuellen Reiz ausgesetzt, als in den
Cortices der Tiere, die dem Licht exponiert gewesen waren. Entgegen dieser
unterschiedlichen Regulation der Expression dieser drei Proteine zeigten sich keine

signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Wachstums der Axone. Demnach kann eine
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alleinige Erhdhung der Konzentration der Proteine GAP-43, CaMKIl sowie GAD im
visuellen Cortex eines Versuchstieres nicht zu einem verstarkten Wachstum der Axone
der RGZ filhren. Ware dies der Fall, so wiirden die RGZ der Tiere ohne jeglichen
visuellen Reiz auch am Tag P24 ein axonales Wachstum aufweisen, das vergleichbar
stark ausgepragt ist, wie das Wachstum der RGZ der Tiere mit visueller Erfahrung zu
einem friheren Zeitpunkt wahrend der postnatalen Tage P14 bis P22. Ein etwas starker
axonales Wachstum zeigen die RGZ der Tiere ohne visuellen Reiz am Tag P24 dennoch,
auch wenn dieses nicht signifikant starker ist als das der anderen Versuchsgruppen. Auch
wenn die Proteine GAP-43, CaMKIl und GAD nicht alleinig verantwortlich scheinen fir
das axonales Wachstum, so scheint es dennoch als mdglich, dass sie bis zu einem

bestimmten Grade doch Einfluss nehmen kénnen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Retinae von Ratten der ersten
postnatalen Wochen in einem Zeitfenster, das vom Tag P14 bis zum Tag P24 reicht, ein
verstarktes axonales Wachstum aufweisen. In Versuchsreihen, bei denen einzelnen
Tieren der visuelle Reiz vorenthalten wurde, zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
bezlglich des Wachstums der Axone im Vergleich zu nicht manipulierten Tieren. Ein
etwaiger geringerer Einfluss der visuellen Erfahrung kann nicht ganzlich ausgeschlossen
werden, da eine Vielzahl unterschiedlichster Gene, die eine relevante Funktion bei der
Maturation des visuellen Systems ausiben, in ihrer Transkription unterschiedlichen
Regulationssystemen unterliegen, die auf verschiedenste Weise von visueller Erfahrung
beeinflusst werden kdnnen. Die Expression von Genen mit hoher Relevanz beziglich
Maturation, Differentiation und Plastizitdt kann durch den Entzug des visuellen Reizes
auch nach der kritischen Periode auf einem hohen Niveau gehalten werden. Beispiele
hierflr sind GAP-43, CaMKIl, GAD (Neve und Bear, 1989) aber auch cpgl5 (Lee und
Nedivi, 2002). Eine Reduktion der Expression ist hingegen von junB, zif/268 und BDNF
bekannt (Rosen et al., 1992).

4.3 Immunhistologische Untersuchungen

Die immunhistologischen Untersuchungen der Retina hatten gezeigt, dass GAP-43
bereits am Tag der Geburt (P0O) in den RGZ exprimiert wurde, wo es auch noch am
postnatalen Tag P8 detektiert werden konnte. Am Tag P16 konnte GAP-43 in drei
distinkten Banden in der IPS nachgewiesen werden. Am postnatalen Tag P21 zeigte sich
eine starkere Expression von GAP-43 im Bereich der RGZ sowie in der APS. Am Tag P30
lie® sich nur noch eine schwache Expression in der INS erkennen. Am Tag P60 erscheint
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eine GAP-43 Expression kaum noch als detektierbar. Das sich stark wahrend der
postnatalen kritischen Periode verandernde Expressionsprofil des GAP-43 lasst auf eine
gewisse Diversitat der Funktionen dieses Proteins im Zuge der Maturation schlie3en
(Kapfhammer et al., 1994).

Untersuchungen zeigten die hohe Relevanz des GAP-43 Proteins hinsichtlich der
neuronalen Entwicklung. GAP-43 wurde in hdheren Konzentrationen in neuronalen
Wachstumskegeln detektiert (Dent und Meiri, 1998). Darlber hinaus konnte gezeigt
werden, dass die Expression dieses Proteins im Rahmen der Entwicklung des ZNS
hinsichtlich der Projektion der Axone, aber auch im Zuge der Regeneration des PNS
wesentlich erhéht war (De Graan et al.,, 1985; Skene et al.,, 1986). Wahrend der
Maturation des visuellen Systems erfolgt eine Interaktion zwischen Zellen des lateralen
Diencephalons mit retinalen Axonen auch aufgrund des GAP-43 (Zhang et al., 2001).

Offensichtlich nimmt dieses Protein eine SchlUsselrolle in Bezug auf die neuronale
Maturation hinsichtlich des axonalen Wachstums und der Formation von Synapsen ein
und reguliert das axonale Wachstum in vitro (Yankner et al., 1990; Shea et al., 1991). Die
massive Uberexpression von GAP-43 fiihrte in transgenen Mausen zu einer
unverhaltnismaRigen Ausbildung von Synapsen. Die axonale Projektion im ZNS dieser
Tiere unterlag einer Fehlleitung, so dass Kontakte zu Zielbereichen nicht korrekt
entstanden (Aigner und Caroni, 1995). Eine Uberexpression in primaren olfaktorischen

Neuronen flhrte zu vergréf3erten Nervenendigungen (Holtmaat et al., 1995).

In Versuchsreihen mit PC12- bzw. Neuroblastom-Zelllinien konnte nach Transfektion mit
GAP-43 und Stimulation durch NGF oder cAMP ein ausgepréagtes Wachstum von
Neuriten nachgewiesen werden (Yankner et al., 1990; Morton et al., 1992). Auch bei
Versuchsreihen mit Zellen nicht neuronalen Ursprungs wurde durch eine episomale
Uberexpression von GAP-43 eine Umstrukturierung des Cytoskeletts sowie verstarktes
Wachstum beschrieben (Zuber et al., 1989; Verhaagen et al., 1994). Erfolgte hingegen
eine Inhibierung des GAP-43, wie zum Beispiel mit Hilfe von antisense Oligonukleotiden
in primaren sensorischen Neuronen von Hihnchen, so war ein stark gestortes axonales
Wachstum nachweisbar. Abhéngig vom Substrat der in vitro Kultur zeigten sich auf L-
Lysin keine Neuriten, wahrend auf Laminin nur wenige erkennbar waren (Aigner und
Caroni, 1995). Untersuchungen in der Zellkultur zeigten, dass bei Inhibierung von GAP-43
in Neuroblastomzellen ein cAMP induziertes axonales Wachstum ausblieb (Shea et al.,
1991). Auch Untersuchungen an PC12 Zellen zeigten nach der Inaktivierung von GAP-43
eine Verminderung des Wachstums (lvins et al., 1993). Transgene Méause, die ein nicht
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funktionales GAP-43 expremierten, wiesen eine inkorrekte axonale Projektion auf und

verstarben oftmals kurz nach der Geburt (Strittmatter et al., 1995).

Diese Ergebnisse zeigen, dass GAP-43 eine zentrale Funktion wahrend der Maturation
Ubernimmt. Aus diesem Grunde wurde auch in dieser Arbeit im Rahmen der
immunhistologischen Untersuchungen eine Lokalisation des GAP-43 vorgenommen.

Am Tag PO lasst sich GAP-43 noch in gréRerem Umfang in der Schicht der RGZ
detektieren. Offensichtlich wird GAP-43 um den Tag PO hier stark exprimiert. In den
nachfolgenden Tagen wurde das GAP-43 in der IPS detektiert. Wahrend zu einem
spateren Zeitpunkt GAP-43 auch in der APS und wieder im Bereich der RGZ

nachgewiesen wurde.

Die Prasenz des GAP-43 in den plexiformen Schichten lasst vermuten, dass es hier zur
Ausbildung synaptischer Kontakte beitragt. Wahrend der postnatalen, kritischen Periode
erscheint GAP-43 eine zentrale Funktion zu Gbernehmen, in dem es die Formation von
Synapsen férdert und Verbindungen zwischen Amakrinzellen, Biopolarzellen und
Mullerzellen herstellt. Auch ist GAP-43 in den plexiformen Schichten lokalisiert, da es der
axonalen Projektion dient und im Bereich der Wachstumskegel unter anderem zur
Formation von f-Actin beitragt (Aigner und Caroni, 1995). Die Organisation des
Cytoskeletts ist in diesen Bereichen fir ein gerichtetes Wachstum der axonalen und

dendritischen Fortsatze von groRer Relevanz.

Somit scheint eine wichtige Aufgabe des GAP-43 die Erstellung der korrekten
Vernetzungen der einzelnen Zellen in den plexiformen Schichten zu diesem Zeitpunkt der
Maturation zu sein. Als Marker flr axonale Verbindungen und Neurone wurde die grol3e
Untereinheit des Neurofilamentes (NF-H) gewdahlt. Neurofilamente gehoren zu der Familie
der Intermediarfilamente, da sie aufgrund ihres Durchmessers zwischen den
Actinfilamenten und den Mikrotubuli eingeordnet werden. Diese Strukturproteine, erstmals
von Hoffman und Lasek (1975) genauer charakterisiert, werden ausschliel3lich in
Neuronen exprimiert und verfigen somit Uber optimale Eigenschaften als

Erkennungsmerkmal neuronaler Zellen (Shaw et al., 1981; Yen und Fields, 1981).

Bei den Neurofilamenten handelt es sich um Bestandteile des Cytoskeletts in
somatischen wie auch axonalen Kompartimenten, die im Axon zwischen 3 bis 10 mal
starker vertreten sind als die Mikrotubuli, Gber die auch der schnelle axonale Transport
verlauft. Die ca. 10 nm im Durchmesser umfassenden Strukturproteine sind in der Regel
vOllig polymerisiert und stabiler als Mikrotubuli (Schmitt, 1968).



Diskussion 107

Es sind drei Untereinheiten des Neurofilaments bekannt, die aufgrund ihrer Gréf3e wie
folgt unterschieden werden: NF-L (66 kDa) (Julien et al., 1987; Chin und Liem, 1989), NF-
M (95-100 kDa) (Napolitano et al., 1987) und das NF-H (110-115 kDa) (Dautigny et al.,
1988; Chin und Liem, 1990).

Im Zuge der Alzheimer Pathogenese kommt es zur Ausbildung von intrazellularen
Agglomeraten von Neurofilamenten, den so genannten neurofibrillary tangles. Hierbei
handelt es sich, neben den interzellularen Plaques aus inkorrekt prozessiertem APP, um

eines der relevanten Merkmale der Alzheimer Krankheit auf zellularer Ebene.

Die immunhistologische Untersuchung der Prasenz des Neurofilamentes zeigte, dass
dieses erst nach dem Offnen der Augen in der Retina nachgewiesen werden konnte. Eine
ausgepragte Signaldichte fand sich in der APS. Geringfiigigere Signale waren am
postnatalen Tag P16 auch im Bereich der RGZ sowie in der IPS detektiert worden. Diese
Lokalisation des Neurofilaments ist dahingehend interessant, als dass eine Detektion des
Neurofilamentes in den inneren Bereichen der Retina bereits am embryonalen Tag E15,5
von Shaw und Weber (1983) beschrieben wurde. Weiterhin haben Shaw und Weber
Neurofilamentformen in den Axonen der RGZ zu diesem Zeitpunkt detektiert. Die
immunhistologische Arbeit erfolgte in diesem Falle unter Anwendung von drei
verschiedenen Antikérpern gegen unterschiedliche Neurofilamentformen und zwar gegen
das 68 K, das 145 K und 200 K Protein. Diese ersten embryonalen Neurofilamente waren
jedoch negativ gegen den 200 K Antikdrper. Es zeigte sich, dass das Neurofilament 200 K
erst ab dem postnatalen Tag P13 in der IPS sowie in starkerer Auspragung in den
Fortsatzen der Horizontalzellen detektiert wurde. Diese positive Reaktion, wie sie von
Shaw und Weber in Bezug auf die Fortsatze der Horizontalzellen gemacht wurde, konnte
in unseren Befunden (siehe Kapitel 3.3) hinsichtlich der Signaldichte in der APS bestatigt
werden. Auch die Detektion des 200 K Neurofilaments in der zweiten postnatalen Woche

stimmt mit den hier gemachten Beobachtungen tberein.

Fur die Bestimmung des Maturationsstadiums der Photorezeptorschicht wurden
immunhistologische Untersuchungen zu den entsprechenden Zeitpunkten mit einem
Antikoper gegen Rhodopsin durchgefuhrt. Bei dem Rhodopsinmolekil handelt es sich um
den eigentlichen Sehfarbstoff, der in den Membranstapeln der Photorezeptoren integriert
ist. Das Rhodopsin besteht aus dem Opsin-Anteil, der sich durch sieben transmembran a-
Helices auszeichnet. In diese helicalen Bereiche eingebettet ist das Retinal. Hierbei
handelt es sich um das Aldehyd des Vitamin Al. Durch die Absorption von Lichtquanten
erfahrt  dieses  Molekul eine  Stereoisomerisation, womit der eigentliche
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Wahrnehmungsmechanismus im Auge beginnt. Das Rhodopsin ist somit der essentielle
Bestandteil der Photorezeptoren. Lasst sich kein Rhodopsin in den Photorezeptoren
detektieren, sind diese nicht funktional. Im Hinblick auf die Maturation kdonnte somit auf
eine noch nicht vollendete Differenzierung und Reifung dieser Zellen geschlossen

werden.

Die immunhistologischen Untersuchungen dieser Arbeit zeigten (siehe Kapitel 3.3), dass
erste schwache Signale bedingt durch die Bindung des Antikérpers in der
Photorezeptorschicht am postnatalen Tag P8 detektiert werden konnten. Ab dem
postnatalen Tag P16 ergaben diese Untersuchungen eine permanente intensive
Signaldichte im Bereich der Photorezeptoren. Dies lasst die Annahme zu, dass im Fall der
neonatalen Ratte die Photorezeptoren noch nicht vollstdndig entwickelt und somit
funktionsbereit sind. Erst nach Abschluss der ersten postnatalen Woche erfolgt eine
ausgepragte Expression des Rhodopsins. Somit steht dieses essentielle Protein bereits

ca. eine Woche vor dem eigentlichen Offnen der Augen am Tag P14 zur Verfugung.

4.4 Immunhistologische Untersuchungen nach Verlagerung des

Zeitpunktes der Augen6ffnung

In wie weit eine Beeinflussung der Expression der drei Proteine GAP-43, Neurofilament
und Rhodopsin durch den visuellen Reiz erfolgen kann, sollte im Rahmen dieser
Versuchsreihe bestimmt werden. Die immunhistologischen Untersuchungen ergaben
unterschiedliche Regulationen dieser Proteine in der Retina nach vorzeitiger

Lichtexposition bzw. nach einem Ausbleiben des visuellen Reizes.

Wurde die juvenile Retina vorzeitig, also am Tag P10, dem Lichtreiz ausgesetzt, so
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Expression von GAP-43. Zu
diesem Zeitpunkt wird die Expression dieses Proteins offensichtlich von einem
intrinsischen Maturationsprogramm gesteuert, das weitgehend unabhangig von exogenen

Einflissen scheint.

Anders stellt sich die Situation in Bezug auf das GAP-43 bei vollstandigem Lichtentzug
dar. Hier erscheint die Expression leicht vermindert. Die innere plexiforme Schicht weist
eine geringere Signaldichte auf, wobei die distinkten Signale im Bereich der
Amakrinzellen kaum noch detektierbar sind. GAP-43, dessen Expression eng mit dem
Wachstum und der Funktion neuronaler Zellen korreliert, ist hier offensichtlich nicht so



Diskussion 109

ausgepragt prasent. Demnach konnte es sich hier um erste Verdnderungen im
neuronalen Gefiige der Retina, bedingt durch das Ausbleiben des Lichtreizes, handeln.
Da das Auge geschlossen blieb, konnte keine Informationsverarbeitung und -weiterleitung
visueller Reize erfolgen. Denkbar ware eine beginnende Degeneration der Zellen
aufgrund der fehlenden Aktivitat. Dies wirde bedeuten, dass anhand des Ausbleibens
distinkter Signale im Bereich der IPS, die Amakrinzellen eine erste degenerative

Veranderung erfahren.

Wurde die Retina vorzeitig dem Licht exponiert, so wurde NF-H in den Horizontalzellen
detektiert, was bei dem geschlossenen Auge nicht der Fall war. Nach Shaw und Weber
(1983) ware die grofRe Untereinheit NF-H oder auch NF200 erst ab dem Tag P13 in der
Retina zu finden. Offensichtlich handelt es sich bei dieser Untereinheit des Neurofilaments
um eine Form, die erst ab einem bestimmten Maturationsstadium zur Expression gelangt.
Dieses Stadium ist offenbar erreicht, wenn die erste visuelle Erfahrung direkt bevorsteht.
Wird der Retina der visuelle Reiz bis zum Tag P21 vorenthalten, so zeichnen sich
Unterschiede in der Expression und der Lokalisation des Neurofilamentes ab.
Offensichtlich wird durch das Ausbleiben des visuellen Reizes die Expression verringert
und die Verteilung dieser Untereinheit gestért. Dadurch ist ein weniger distinktes
Signalmuster detektierbar, das nun auch in der IPS prasent ist. Offensichtlich handelt es
sich bei NF-H um ein Strukturprotein, das durch den visuellen Reiz beeinflusst werden
kann. Dieses Protein kann offensichtlich nur in korrekter Weise exprimiert werden, wenn
ein voll funktionsfahiges retinales Geflige zu Grunde liegt, das visuelle Reize aufnimmt

und verarbeitet.

Auch die Expression des Rhodopsins lasst eine Abhangigkeit vom visuellen Stimulus
erkennen. Wurde das Auge vorzeitig dem Licht exponiert, so liegt eine verstarkte
Expression des Rhodopsins vor. Fand keine visuelle Stimulation statt, erscheint die
Expression vermindert. Da hier die zentrale Funktion die Umsetzung visueller Reize in
elektrische Signale ist, kann durch die Variation des Stimulus eine Veranderung in der

Expression erfolgen.

Die hier durchgefuhrten Versuche zeigten, dass zentrale Elemente im retinalen Geflige
einer Regulation unterliegen, die durch den Stimulus Licht beeinflusst wird. Sowohl
strukturelle Elemente, wie das NF-H, als auch Elemente mit physiologischer Funktion wie
das Rhodopsin sind durch den Stimulus Licht beeinflussbar.
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4.5 Analyse der Proteinprofile mittels 2D-Gelelektrophorese

Im Rahmen der 2D-Gelelektrophorese und der angeschlossenen MALDI Untersuchung
wurden neun Proteine identifiziert, die im Verlauf der Entwicklung reguliert wurden.
Zunachst wurden drei Proteine genannt, die im Zusammenhang mit der retinalen Reifung
noch nicht beschrieben wurden. Dies sind zum einen die Peptidyl-prolyl cis/trans
Isomerase (Pinl), zum anderen der Translin-assoziierte Faktor X (TraX), sowie Tolkin, ein

orthologes der bone morphogenetic protein (BMP) Gruppe.

4.5.1 Pinl

Die Isomerase Pinl wurde mit Hilfe eines Hybridsystems aufgrund der Interaktion mit dem
Protein NIMA aus Aspergillus nidulans identifiziert. Pinl weist eine weitgehende
Homologie zu dem Protein Esslp aus Saccharomyces cereviseae auf und ist in der Lage,
dieses Homolog hinsichtlich seiner Funktion zu ersetzten (Lu et al.,, 1996). Die
ausgepragte Homologie zwischen Proteinen verschiedener Spezies lassen auf eine weit
verbreitete Isomerase mit stark konservierten Sequenzen schlieBen. Dartber hinaus
lassen stark konservierte, ausgedehnte Bereiche in einem Protein auf eine Vielzahl von

Interaktionspartnern und auf eine zentrale Rolle im Organismus schliel3en.

Pinl gehort zu der Gruppe der Prolyl cis/trans Isomerasen, die sich in drei Familien
gliedern. Bei den Cyclophilinen und den FK506 bindenden Proteinen (FKBP) handelt es
sich um zwei grof3e Gruppierungen dieser Isomerasen, die aufgrund ihrer klinischen
Relevanz hinsichtlich der Anwendung von immunosuppressiven Substanzen weitgehend
charakterisiert wurden (Hunter, 1998). Die dritte Familie der Peptidyl-Prolyl Isomerasen
(PPlasen), der auch Pinl zugeordnet wird, wurde nach dem bakteriellen Parvulin, als
Parvulin-&hnliche PPlasen bezeichnet (Lu et al., 1996). Im Gegensatz zu den anderen
Parvulin-dhnlichen PPlasen weisen die Pinl-&hnlichen PPlasen einheitliche
Proteinstruktur und Substratspezifitdt auf (Zhou et al., 2000). Pinl-&hnliche PPlasen
katalysieren ausschlie3lich die Isomerisation von phosphorylierten Serin/Threonin-Prolin
Motiven, wodurch die Prolyl cis/trans Isomerisation wesentlich verlangsamt wird
(Schutkowski et al., 1998).

Das Protein weist N-terminal eine Protein-Protein Interaktionsdomé&ne und C-terminal eine
Peptidyl-Prolyl cis/trans Isomerase Doméne auf. Die Isomerase Domdane ist
Phosphorylierungs-abhéngig und interagiert mit Phospho-Serin/Threonin-Prolin Motiven
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anderer Proteine (Lu et al., 1999). Die Isomerasefunktion des Pinl Proteins erflllt eine
relevante Rolle in Bezug auf den Zellzyklus.

Auf eine Inhibierung des Proteins in humanen Tumorzellen folgte ein stabiles mitotisches
Stadium der Zellen (Wu et al., 2000). Eine Uberexpression des Pinl Proteins in HelLa
Zellen fuhrte zu einem dauerhaften G2 Stadium (Lu et al., 1996). Unter anderem wurden
als Interaktionspartner des Pinl das Protein Weel (Shen et al., 1998) wie auch das
Protein Cdc25C (Shen et al., 1998) identifiziert. Beide sind Bestandteile einer
Proteingruppe zur Steuerung des Zellzyklus. Cdc25C kann durch Pinl hinsichtlich seiner
Aktivitat reguliert werden, wobei die jeweilige Phosphorylierung des Cdc25C entscheidend
ist (Stukenberg und Kirschner, 2001). So zeigt sich, dass Pinl unter anderem wesentliche
Vorgange des Zellzyklus reguliert und dabei auch Einfluss auf eine etwaige

Transformation der Zellen hat.

Das proto-Onkogen c-Myc unterliegt einem Mechanismus der Stabilisierung und
Destabilisierung aufgrund verschiedener Phosphorylierungen. Eine Uberexpression von c-
Myc in Zelllinien oder in transgenen Tieren flhrte zu einem vorzeitigen Ende der
Differenzierung gefolgt von einer tumordsen Transformation (Evan et al., 1992). Wurde
hingegen das c-myc Gen ausgeschaltet, so zeigte sich eine 100 %ige Letalitat der
Embryonen ((Davis et al., 1993)). Das am Serin 62 phosphorylierte c-Myc wird nach
Aktivierung des Ras Systems stabilisiert (Sears et al., 1999). Eine Phosphorylierung am
Threonin 58 hingegen flhrt nach Ubiquitinierung zur Degradation des c-Myc Proteins.
Wurde das Threonin an dieser Position durch ein Alanin ersetzt, kam es zur Akkumulation
des c-Myc (Gregory und Hann, 2000; Sears et al., 2000). Die Prolyl-lsomerase Pinl
reguliert nun Uber die Proteinphosphatase 2A (PP2A) die Menge an c-Myc in der Zelle

und kann somit zu einer Transformation der Zelle fihren (Yeh et al., 2004).

Im Cytoplasma sowie im Nucleus neuronaler Zellen konnte ebenfalls Pinl nachgewiesen
werden (Liou et al., 2003). Verschiedene Versuchsreihen lassen eine pathogene
Relevanz von Pinl in Bezug auf neuronale Degeneration vermuten (Zhou et al., 2000).
Die Alzheimer Krankheit lasst sich auf zellularer Ebene unter anderem an zwei
pathogenen Veradnderungen, den interzellularen Plaques und den intrazellularen
Agglomeraten helicaler Filamente den so genannten neurofibrillaren Tangles (Lee et al.,
2001), identifizieren.  Diese  neurofibrillaren  Tangles setzen sich  aus
hyperphosphoryliertem Tau zusammen, wobei die Phosphorylierung an verschiedenen
Serin/Threonin-Prolin Motiven erfolgte, wodurch das Tau seine eigentliche physiologische
Aufgabe, die Stabilisierung der Mikrotubuli, nicht mehr erfullen kann (Vincent et al., 1998;
Husseman et al.,, 2000). Es konnte gezeigt werden, dass Pinl Einfluss auf die
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Konformation, Phosphorylierung und Funktion verschiedener Gruppen von Proteinen hat.
Eine Gruppe dieser Interaktionspartner von Pinl scheint von grof3er Relevanz hinsichtlich
der Alzheimer Pathogenese zu sein (Zhou et al., 2000; Lu et al., 2002). Pinl ist direkt
sowie indirekt in der Lage, die Konformation und Funktion von hyperphosphoryliertem Tau
durch dessen Dephosphorylierung mit Hilfe der PP2A wieder herzustellen (Lu et al., 1999;
Zhou et al., 2000).

Auch konnte gezeigt werden, dass im Falle von Alzheimer Patienten oftmals die
Expression von Pinl reduziert war (Lu et al., 1999). Diese Arbeiten vermuten eine
neuroprotektive Wirkung des Pinl. Andere Untersuchungen lassen auf einen
neurodegenerativen Einfluss des Pinl schlieBen. Auch im Rahmen der Alzheimer
Krankheit wurden so genannte Pinl Granulae in Neuronen beschrieben (Holzer et al.,
2002). Diese hippocampalen Neurone wiesen keine neurofibrillaren Tangles auf. Vielmehr
wurde vermutet, dass es sich bei den Pinl Granulae um das Ergebnis eines noch
unbekannten Mechanismus im Rahmen der neuronalen Degeneration der Alzheimer
Krankheit handelt.

Im Verlauf dieser Arbeit wurde Pinl mittels 2D-Gelelektrophorese in Retinae
unterschiedlicher Maturationsstadien nachgewiesen. Es zeigte sich, dass mit
fortschreitender Maturation der nachgewiesene Umfang an Pinl geringer wurde. Erfolgte
keine Kultivierung der Retina, so war kein Pinl am postnatalen Tag P60 zu detektieren.
Eine derartige Abnahme des Pinl Proteins in der Retina erscheint als moglich, da Pinl
eine bedeutende Rolle beziglich des Zellzyklus einnimmt. Befindet sich die Retina noch
in den postnatalen Maturationsstadien und der kritischen Periode, so ist eine grolie
Anzahl der Zellen des retinalen Gewebes noch in mitotischen Stadien. Eine Regulation
des Zellzyklus erfolgt zu diesen Zeitpunkten noch, wodurch das Vorhandensein
regulierender Faktoren notwendig ist. Zu einem gewissen Grad hat sicherlich auch die
Kultivierung der Retinae Einfluss auf Pinl, da auch am postnatalen Tag P60 in der
kultivierten Retinae das Pinl Protein nachgewiesen wurde, was bei der nicht kultivierten
Retina dieser Altersstufe nicht der Fall war. Es ist anzunehmen, dass durch die
Kultivierung des Gewebes verschiedene nicht neuronale Zellen proliferieren, wéahrend
andere Zellen aufgrund spezifisch repressiver Kulturbedingungen ein apoptotisches
Stadium erreichen. Diese Vorgange bedirfen ebenfalls einer Regulation, die durch Pinl
erfolgen kénnte.
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4.5.2 Trax

Der Translin-assoziierte Faktor X (Trax) wurde erstmals im Rahmen eines Hefe-
Hybridsystems als Interaktionspartner des Translins identifiziert (Aoki et al., 1997). Unter
Einbeziehung des nuklearen Matrixprotein C1D soll Trax defekte DNA Fragmente wieder
herstellen kénnen (Erdemir et al., 2002). In weiteren Versuchsreihen wurde Trax als
Bestandteil eines ,gel shift complex 1“ (GS1) identifiziert, wobei es sich um ein Heteromer
aus Trax und Translin mit der Fahigkeit zur Bindung von RNA und einzelstréangiger DNA
handelt (Finkenstadt et al.,, 2000). Dieser Komplex wurde in verstarktem Male in
neuronalem Gewebe nachgewiesen. Durch Behandlung des Komplexes mit einer
Proteinphosphatase wurde die Bindungsstarke zur DNA erhoht. Die Bindung erfolgt in

Sequenzbereichen mit hohem Guanin-Anteil (Taira et al., 1997).

Im Gehirn von Versuchstieren konnte ebenfalls ein Translin enthaltender Komplex
nachgewiesen werden (Han et al., 1995). Dem RNA bindenden Komplex wurde eine
regulatorische Funktion bei der Translation zugeschrieben. Die Funktion des Komplexes
ist vermutlich die Suppression verschiedenster mRNAs wahrend der friihen
Spermatogenese (Kwon und Hecht, 1993; Wu et al.,, 1997). Aufgrund der massiven
Prasenz des GS1 Komplexes in neuronalem Gewebe wird eine dhnliche Aufgabe bei der
translationalen Regulation vermutet. Ein Hinweis hierfur ist der Umstand, dass Translin
auch als Bestandteil eines Ribonucleoproteins identifiziert wurde, das wiederum mit BC1
assoziiert ist. Hierbei handelt es sich um ein tRNA-&hnliches Transkript, von dem eine
Lokalisation in neuronalen Dendriten angenommen wird (Tiedge et al., 1991; Muramatsu
et al.,, 1998). In weiteren Versuchsreihen konnte gezeigt werden, dass der gesamte
Komplex aus Translin und Trax im Bereich des 5 - Endes der BC1 RNA bindet (Li und
Baraban, 2004). In diesem Bereich der RNA erfolgt die Bindung an eine guaninreiche

Sequenz.

Verschiedene Funktionen des Translin/Trax Komplexes erschienen moglich, wie
beispielsweise eine regulatorische Funktion hinsichtlich des Zellzyklus (Ishida et al.,
2002). Die These der DNA Reparatur wurde bereits dargestellt (Erdemir et al., 2002). In
Bezug auf postmitotische neuronale Zellen, die relativ zum Organismus eine ausgepragt
lange Funktionszeit aufweisen missen, erscheint ein effektives Reparatursystem als
sinnvoll. Wird DNA im Zuge eines pathogenen Prozesses beschadigt und liegt als
Einzelstrang vor, so soll ein DNA-Reparaturmechnismus eingreifen, an dem auch das
Trax im GS1 Komplex beteiligt sei (Didier et al., 1996).
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Eine interessante Annahme beschreibt die Beteiligung des Trax Proteins am Transport
spezifischer mMRNA Transkripte in dendritische Bereiche neuronaler Zellen (Kobayashi et
al.,, 1998). Im Rahmen der Untersuchung von unter anderem Protamin-2 mRNA in
Spermatozyten konnte gezeigt werden, dass Translin bzw. der GS1 Komplex aus Translin
und Trax an mindestens zwei unterschiedliche mRNA-Transkripte in vivo bindet (Morales
et al., 2002; Yang et al., 2003). Eine immunhistologische Untersuchung von Hirngewebe
zeigt eine somatische und dendritische Lokalisation des Translins in neuronalen Zellen.
Es wurde eine Assoziation von Translin und RNA im dendritischen Kompartiment
vermutet (Finkenstadt et al., 2000). Andere immunhistologische Untersuchungen zeigten
neben der somatodendritischen Lokalisation des Komplexes in maturierenden
Corticalneuronen auch eine Lokalisation in den Kernen von Gliazellen (Kobayashi et al.,
1998). Weitere Untersuchungen ergaben, dass eine ausgepragte Prasenz des
Translin/Trax Komplexes in neuronalen Zellen vorliegt, aber auch, dass dieser Komplex in
einer Vielzahl unterschiedlichster Gewebe zu finden ist (Finkenstadt et al., 2001).
Demnach scheinen die stark konservierten Proteine Translin und Trax weit verbreitet. lhre
exakte Funktion im somatodendritischen Kompartiment neuronaler Zellen ist nicht
aufgeklart. Die Konzentration der mRNA in einer Zelle ist nur selten gleichmaRig. Oftmals
bestehen Gradienten innerhalb der Zelle mit Bereichen hoherer mRNA Konzentration. In
den verschiedensten Zellen wurde gezeigt, dass die mRNA ungleichméaRig verteilt ist. So
wurde eine entsprechende Verteilung in Epithelzellen, Oozyten, Oligodendrozyten oder
auch Neuronen nachgewiesen (Johnston et al.,, 1995; Hesketh et al., 1996). In stark
differenzierten Zellen mit einer ausgepragten polaren Form ist die zielgerichtete Verteilung
der mRNA ein eleganter Weg, um spéatere Proteine in den Bereichen der Zellen
exprimieren zu kdnnen, in denen diese bendtigt werden. In sich entwickelnden Neuronen
sind so mRNAs, die Actin, Tubulin oder Isoformen des Tropomyosins codieren, in
bestimmten Bereichen lokalisiert (Steward et al., 1995). Im Falle der mRNAs der a
Calmodulin-abhéngigen Kinase Il (Burgin et al., 1990) oder auch des Ligatins konnte
gezeigt werden, dass diese in dendritischen Bereichen mit den jeweiligen Mikrotubuli

assoziiert sind (Steward et al., 1995).

Voraussetzung fir eine zielgerichtete Lokalisation verschiedenster mRNAs in den
entsprechenden Kompartimenten der Zelle sind Proteine, die in der Lage sind, spezifische
Bindungen mit den jeweiligen mRNAs einzugehen und die dariber hinaus auch
Bindungen mit den einzelnen Elementen des Cytoskeletts eingehen kdénnen (Bassell et
al., 1994). Bestimmte RNA bindende Proteine erreichen eine zielgerichtete Lokalisation
der mRNA durch die Interaktion mit Mikrofilamenten und Mikrotubuli (Elisha et al., 1995).
Bei der Kultivierung von Neuronen zeigte sich, dass ca. 50 % der gesamten mRNA mit



Diskussion 115

den Mikrotubuli assoziiert waren (Bassell et al., 1994). Diese axonale Lokalisation der

MRNA erwies sich als abhangig von der Mdglichkeit der Bindung an die Mikrotubuli.

Diese Funktion der Lokalisation spezifischer mRNAs kdnnte durch das Trax bzw. durch
den Komplex aus Translin und Trax erfillt werden. Wie bereits beschrieben, besteht die
Moglichkeit der RNA Bindung. Auch wurde eine hohe Konzentration des Komplexes in
dendritischen Kompartimenten der Neuronen lokalisiert. Wahrend der postnatalen
kritischen Periode zeigte sich anhand der hier durchgefiihrten 2D-Gelelektrophorese die
Prasenz des Trax Proteins ab dem postnatalen Tag P8, deutlicher noch ab dem Tag P21.
Im Falle der in vitro Kulturen schien die Expression des Trax vermindert, konnte aber
auch in diesem Zeitraum detektiert werden. Am Tag der Geburt hatte noch keine
Expression des Trax Genes statt gefunden. Es ware somit durchaus denkbar, dass das
Trax Protein im Komplex mit dem Translin die korrekte Lokalisation bestimmter mRNAs
wahrend der kritischen Periode ermdglicht. Eventuell erfolgt mit diesem System die
Umsetzung der abschlieRenden Phase der Maturation der Retina. In vivo zeigt sich eine
starkere Prasenz des Trax als in vitro. Unter nativen Bedingungen wird mit Hilfe des
Translin/Trax Systems ein Proteinprofil in den retinalen Zellen aufgebaut das notwendig
ist, um den Abschluss der Maturation herbei zu fihren. In vitro scheint die Expression des
Trax Proteins vermindert. Dies hatte zur Folge, dass keine exakte Erstellung einer
bestimmten Proteinverteilung erfolgen kann, die den Abschluss der Maturation darstellt.
Durch die Stoérung dieses Prozesses kénnte auch ein postnatales axonales Wachstum im
Verlauf der kritischen Periode geférdert werden. Der Translin/Trax Komplex wirde somit
unter nativen Bedingungen in vivo zu einer Verteilung von Proteinen fuihren, die im Zuge
der programmierten Maturation direkt oder indirekt ein axonales Wachstum verhindern. In
vitro hingegen scheint dieses System gestort, da die Expression des Trax Proteins
verringert ist. Somit kénnte keine vollstdndige Lokalisation von Proteinen erfolgen, die

zum Ende der Maturation filhren und ein axonales Wachstum inhibieren.

4.5.3 tolkin

Das tolkin Gen wurde erstmals im Rahmen einer Versuchsreihe mit Drosophila
melanogaster entdeckt. Im Verlauf von Klonierungen des tolloid Gens wurde rund 700 bp
vom tolloid Leserahmen entfernt das tolkin Gen identifiziert (Finelli et al., 1995). Aufgrund
der Anordnung von charakteristischen Sequenzen, wie den ,epidermal growth factor*
(EGF) Bereichen erfolgte eine Einordnung in die tolloid/BMP-1 Subfamilie. Diese gehdren
zu einer groReren Familie von Proteasen, zu der Astacin Familie. Hierbei handelt es sich
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um eine der funf Familien von strukturell leicht variierenden Zink-bindenden
Metalloproteasen (Jiang und Bond, 1992). Neben den EGF Doménen sind so genannte
CUB Doménen charakteristische Merkmale der Vertreter der Astacin Familie. Uber diese
Doméanen kommt es zu Interaktionen mit anderen Proteinen und vermutlich auch zur
Komplexbildung (Busby und Ingham, 1990). Ein Modell fir eine derartige Interaktion ist
die Regulation der Aktivitat des dpp (decapentalegic) von Drosophila melanogaster durch
das tolloid (Finelli et al., 1994; Childs und O"Connor, 1994).

Drosophila Larven mit einem tolkin null Allel sind nicht Uberlebensfahig, wahrend
Mutationen im tolkin Gen unter anderem zu einem nicht vollstéandig ausgebildeten Gehirn
fuhren (Finelli et al., 1995). Hier wurde eine zentrale Rolle in der friihen Entwicklung des
neuronalen Systems angenommen. Als mdgliche Funktionen wurden Interaktionen mit
anderen Proteasen diskutiert. Unter Ausbildung von Heteromeren kdnnten Komplexe
entstehen, die durch proteolytische Prozesse verschiedene Wachstumsfaktoren aktivieren
(Finelli et al., 1995).

Auch in anderen Organismen sind Homologe der tolloid / BMP-1 Familie vertreten. So
wurde ein BMP-1 Gen beim Krallenfrosch Xenopus beschrieben (Maeno et al., 1993).
Auch in der Maus und im Menschen (Wozney et al., 1988) konnten BMP-1 Homologe
identifiziert werden. Im Falle des im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Proteins Tolkin
bleibt eine mdgliche Funktion unklar. Die spate Expression dieses Proteins um den
postnatalen Tag P60 lasst zundchst eine Aktivierung von Wachstumsfaktoren als
unwahrscheinlich erscheinen. Da aus anderen Untersuchungen eine proteolytische
Interaktion der jeweiligen Orthologe dieses Proteins mit Wachstumsfaktoren als mdglich
erschien, wéare eine Inaktivierung von Wachstumsfaktoren in diesem Falle Uber einen
proteolytischen Prozess denkbar. Die Proteolyse des Laminin-5 durch das Homologe
BMP-1 konnte nachgewiesen werden (Amano et al., 2000). Laminin-5 fordert die
Adhésion und Migration von Epithelzellen (Baker et al., 1996). Laminin wurde auch im
Rahmen dieser Arbeit als Beschichtung fir die Kulturschalen eingesetzt. Jedoch erfolgte
auch die Tolkin Expression in Retinae, die nicht kultiviert wurden, und somit nicht Laminin

in vitro exponiert waren.

Somit erscheint ein direkter Zusammenhang zwischen der Verwendung von Laminin und
der Expression von Tolkin als unwahrscheinlich, da die Retinae friherer Altersstufen
ebenfalls auf Laminin kultiviert wurden, wobei jedoch keine Expression des Tolkins erfolgt

war.
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Von wesentlich grélerem Interesse erscheint die Funktion anderer Vertreter der Astacin
Familie in Hinblick auf die Entwicklung des Auges. Verschiedene BMPs (iben zentrale
Funktionen hinsichtlich der Entwicklung des neuronalen Systems, der Steigerung der
Proliferationsfahigkeit, des Uberlebens neuronaler Zellen sowie der Foérderung des
dendritischen Wachstums aus (Altmann und Brivanlou, 2001; Liu et al., 2003). Auch
bezlglich des gerichteten axonalen Wachstums und der Bildung und Formation von
Synapsen erscheinen BMPs wahrend der friihen Entwicklung von gro3er Relevanz (Lein
et al., 2002). In der friihen embryonalen Entwicklung erfolgt eine ausgepragte Expression
von BMP4 und BMP7 im optischen Vesikel von Hihnchen und Maus (Belecky-Adams und
Adler, 2001; Trousse et al., 2001). Im Verlauf der retinalen Maturation konnten BMP2, -4,
-5, -6 und -7 sowie die entsprechenden Rezeptoren in der Retina nhachgewiesen werden
(Belecky-Adams und Adler, 2001).

Die Funktionen, die von den jeweiligen BMPs wahrend der Maturation erfillt werden, sind
sehr divers (Solrush er al., 1996). Wurde retinales Gewebe, das noch in der Maturation
begriffen war, einer Applikation von entsprechenden BMPs unterzogen, so konnte die
Induktion der Apoptose folgen (Hung et al.,, 2002). BMP7 knock-out Mause wiesen
schwere Defekte in der frihen Augenentwicklung auf, wobei auch ein vollstandiges
Ausbleiben der Augenanlage auftreten konnte (Luo et al., 1995). Eine Versuchsreihe zur
Inhibierung der BMP4 Expression zeigte, dass dieses Protein von groRBer Relevanz

hinsichtlich der Linsenentwicklung ist (Furuta und Hogan, 1998).

Die Funktionsweise der jeweiligen BMPs scheint bis dato noch ungeklart. Eine episomale
BMP4 Expression im embryonalen Hihnchen fiihrte zu einer Erhdhung des dorsalen
Transkriptionsfaktors Thx5 und zu einer Verringerung der ventralen Marker Vax und Pax2
(Koshiba-Takeuchi et al., 2000). Welche Veranderungen durch die Expression des
ebenfalls zur Astacin Familie gehérenden Tolkin im retinalen Gewebe der Ratte
hervorgerufen wird, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter verfolgt werden. Eine
ahnliche Funktion, wie sie die anderen Metalloproteasen im Verlaufe der retinalen
Maturation erfullen, erscheint aber als unwahrscheinlich. Das hier identifizierte Tolkin wird
erst ab dem postnatalen Tag P60 exprimiert und greift daher nicht in die Entwicklung
wahrend der postnatalen kritischen Periode des Auges ein.

Die weiteren Proteine, wie sie mit Hilfe der 2D-Gelelektrophorese und der MALDI
Untersuchung identifiziert wurden, werden im Folgenden nur diskutiert, da diese Proteine
bereits Gegenstand einer vorherigen Dissertation (Rose, 2004) dieser Abteilung waren

oder als nicht von zentraler Bedeutung fir das axonale Wachstum erscheinen.
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4.5.4 Retinoic acid binding protein (RABP)

Bei dem retinoic acid binding protein handelt es sich um ein weit verbreitetes, 15,5 kDa
grol3es Protein, das in zwei Auspragungen, den so genannten cellular retinoic acid bindig
proteins | und Il (CRABPI und Il) in verschiedenen Saugerzellen lokalisiert ist (Noy, 2000).
Eine vollstdndige Charakterisierung der Funktion dieser Proteine konnte bis dato nicht
erfolgen. CRABPI weist eine starke Bindungsaffinitat zur Retinolsaure auf (Fiorella et al.,
1993) und soll zu einer Forderung des Retinolsdure Metabolismus fiihren (Fiorella und
Napoli, 1994). Dartber hinaus wurde vermutet, dass CRABPI und Il die Retinolsaure aus
dem cytoplasmatischen Kompartiment zu den Rezeptoren des Nucleus transportieren
(Ong, 1994). Auch wenn es zu einer genauen Lokalisation dieser Proteine
unterschiedliche Hinweise gibt, wie zum Beispiel Hinweise auf eine cytoplasmatische
(Ong, 1994; Zheng et al., 1996), auf eine Mitochondrien assoziierte (Ruff und Ong, 2000)
oder auch auf eine nukledre (Gaub et al., 1998) Lokalisation, so erscheint doch die
Bindung von Retinolsaure wéahrend der embryonalen Entwicklung als Transkriptions-

regulierendes Element umso eindeutiger (Ross et al., 2000).

Die Retinolsaure ist in Bezug auf die neuronale Entwicklung gut untersucht. Wahrend der
Entwicklung des Hirnes reguliert die Retinolsaure die Differentiation der Oligodendrocyten
(Noll und Miller, 1994), der Astrocyten (Wuarin et al., 1990) und der Neuronen (Henion
und Weston, 1994). Verschiedene in vitro Versuchsreihen zeigten einen synergistischen
Effekt von Retinolsdure und Neurotrophinen auf. In Untersuchungen mit embryonalem
Gewebe konnte so das axonale Wachstum induziert werden (Chandrasekaran et al.,
2000). Die Kombination von Retinolsaure und Neurotrophinen fiihrte zu einer axonalen
Regeneration bei differenzierten Ganglienzellen (Mey und Rombach, 1999). Es zeigte
sich in Bezug auf die Retina des Weiteren, dass RABP befahigt ist, mit dem GABAc

Rezeptor zu interagieren (Song et al., 2005).

4.5.5 Phosphatidylethanolamine binding protein (PEBP)

Das zwischen 21 und 23 kDa groR3e, basische phosphatidylethanolamine binding protein
(PEBP) wurde erstmals aus dem Gehirn von Kélbern isoliert (Bernier und Jolles, 1984).
Im Rahmen von in vitro Versuchen konnte gezeigt werden, dass dieses Protein eine
ausgepragte  Affinitat  zu einer Komponente  der  Zellmembran, dem
Phosphatidylethanolamin, aufweist (Bernier et al., 1986). Wesentliche Konzentrationen
von PEBP konnten in Oligodendrozyten (Moore et al., 1996; Roussel et al., 1988) sowie in
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Schwann’schen Zellen (Moore et al., 1996) nachgewiesen werden. Aufgrund dieser
Beobachtungen wurde angenommen, dass PEBP eine zentrale Funktion hinsichtlich der

Membranbiogenese oder des Lipidtransportes erflllt (Moore et al., 1996).

Eine starke Prasenz des PEBP im cytoplasmatischen Kompartiment liel3 auch eine
Funktion im Bereich der Signaltransduktion zwischen Membran und Cytoplasma als
mdglich erscheinen (Schoentgen et al., 1993). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
das hippocampale cholinerge neurostimulierende Peptid (HCNP) bei Ratten identisch ist
mit einem Bereich des PEBP, der durch entsprechende Enzyme prozessiert wird (Ojika et
al.,, 1996). Demnach ware PEBP auch Prakursor des HCNP. PEBP konnte in
embryonalen und adulten Ratten im Gehirn nachgewiesen werden. Eine alleinige
Funktion im Zusammenhang mit der Myelinisierung erscheint unwahrscheinlich, da PEBP
bereits vor der Ausbildung der Myelinscheiden exprimiert wird und auch in spateren
Stadien noch prasent ist (Frayne et al., 1999). Die stark konservierte Form des PEBP und
seine weite Verbreitung in verschiedensten Mammalia lasst eine gré3ere Relevanz dieses
Proteins und zahlreiche Interaktionspartner vermuten. Auch scheint dieses Protein eine
wichtige Funktion bezlglich der neuronalen Maturation sowie der Signaltransduktion zu
erfillen. Neuere Untersuchungen lassen vermuten, dass PEBP in die Pathogenese der
Alzheimer Krankheit involviert ist (Maki et al., 2002).

4.5.6 aA-Crystallin

Das aA-Crystallin gehoért zur Familie der heat shock Proteine. Es handelt sich um ein
Protein mit der Funktion von Chaperonen, die die Zelle vor Hitzestress, Oxidation und

Aggregation teilweise denaturierter Proteine bewahren (Horwitz, 1992).

Zunachst wurde dieses Protein in der Linse identifiziert, wo es in grolem Umfang
exprimiert wird (Overbeek et al., 1985). In nachfolgenden Versuchsreihen stellte sich
heraus, dass die Expression des aA-Crystallin auch in anderen Geweben wie Herz,
Gehirn, Leber, Milz, Thymus und Retina stattfindet (Deretic et al., 1994).

Das ca. 20 kDa grofRe aA-Crystallin ist in der Lage, mit dem zu 55 % homologen aB-
Crystallin polymere Komplexe mit einer Grélze von bis zu 800 kDa zu formen (Derham
und Harding, 1999). Das oA-Crystallin weist distinkte, nach Funktionen gegliederte
Doméanen auf. So dient der hydrophile C-terminale Bereich zur Bindung geladener

Proteine, die einer beginnenden Denaturierung unterliegen (Kuehn et al., 1993). Im N-
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terminalen Bereich kommt es zur Bindung hydrophober Proteinabschnitte, die aufgrund
des voranschreitenden Strukturverlustes dem umgebenden Solvens exponiert sind
(Derham und Harding, 1999). Die Aminosauren 70-88 formen eine Doméne, die zur
Bindung teildenaturierter Proteine befahigt ist, so dass diese keine Aggregate mehr

ausbilden kdnnen (Sharma et al., 2000).

Crystalline unterliegen einer ausgepragten post-translationalen Modifikation (Derham und
Harding, 1999). Mit fortschreitendem Alter nehmen diese Modifikationen immer gréf3eren
Umfang an. So kommt es zu Acetylierungen, Oxidationen, Methionierungen,
Phosphorylierungen sowie zur Abspaltung eines N- bzw. C-terminalen Bereiches (Hanson
et al., 2000; Colvis und Garland, 2002).

Im Rahmen von Untersuchungen neurologischer Erkrankungen konnte ebenso eine
erhdhte Expression des Crystallins nachgewiesen werden (Messing et al., 1998; van
Noort et al., 2000) wie auch im Falle der Degeneration der Photorezeptoren (Cavusoglu et
al., 2003; Sakaguchi et al., 2003). Neben der protektiven Funktion und der erhdhten
Expression wahrend unterschiedlicher Pathogenesen sind Crystalline des Weiteren in die
Signaltransduktion involviert (Hoover et al., 2000; Kantorow und Piatigorsky, 1994) und
vermdgen eine Bindung mit der Membran sowie mit Intermediarfilamenten zu etablieren
(Cobb und Petrash, 2002). Eine anti-apoptotische Wirkungsweise der Crystalline ist ein
Verhindern der Aktivierung der Caspase-3 durch Bindung von Bax und Bcl-Xs (Mao et al.,
2004).

4.5.7 Recoverin

Bei Recoverin handelt es sich um ein 23 kDa grof3es, Calcium-bindendes Protein, das
erstmals aus der Photorezeptorschicht von Kalbern isoliert worden ist (Lambrecht und
Koch, 1992). Recoverin wird in sich entwickelnder Retina als Markerprotein zur Analyse
des Maturationsstadiums verwendet. Der entsprechende Antikérper bindet an die
Stabchen und Zapfen der Photorezeptorschicht (Johnson et al., 1999) sowie an On und
Off Bipolarzellen (Miller et al., 1999; Gunhan et al.,, 2002). Die Entwicklung der
Photorezeptoren im Auge der Ratte beginnt am embryonalen Tag E16 und dauert bis zum
postnatalen Tag P5 an, wobei die Mehrheit der Stabchen sich postnatal ausbildet (Hinds
und Hinds, 1979).
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4.5.8 poly (A) binding protein

Die eukaryotische mRNA verfligt in den meisten Fallen Uiber eine poly-Adenylierung, dem
so genannten poly (A) Schwanz, am 3 Terminus. In Zusammenhang mit dieser poly (A)
Sequenz steht das poly (A) binding protein (PABP). Dieses in eukaryotischen Zellen
ubiquitare Protein wurde erstmals 1973 (Blobel) beschrieben. Es werden zwei Arten
dieses Proteins aufgrund von Lokalisation und Funktion in der Zelle unterschieden. Zum
einen das cytoplasmatische PABP (Sachs et al., 1986) und zum anderen das nukleére
PABP (Wahle, 1991; Nemeth et al., 1995). Das cytoplasmatische PABP beschleunigt
mittels 5 seitiger CAP-Struktur, sofern diese vorhanden ist, die Translation (Preiss und
Hentze, 1998). Dartber hinaus ist dieses PABP an der Degradation der poly (A) Sequenz
und der gesamten mRNA beteiligt (Caponigro und Parker, 1996; Parker und Song, 2004).

Das nukleare PABP férdert die Elongation der poly (A) Sequenz an mRNA Prakursoren
im Nucleus (Wahle, 1991). Interessant aus ophthalmologischer Sicht ist das nukleére
PABP in Hinblick auf die genetisch bedingte Pathogenese der oculopharyngealen
Muskeldystrophie, die sich durch die intranukledare Akkumulation von nukledrem PABP in
Form von Filamenten auszeichnet (Calado et al., 2000). Der zu Grunde liegende
genetische Defekt fuhrt zur Expression eines nuklearen PABP mit einer poly-Alanin-
Sequenz, wodurch die Aggregation der Proteine erméglicht wird und die zum Zelltod fihrt
(Fan et al., 2001). Diese pathogenen Veranderungen treten haufig im Pharynx aber
primdr auch in Augenlidern auf. Filamentoses PABP konnte auch in Neuronen
nachgewiesen werden, ohne dass eine genetische Veranderung vorlag (Berciano et al.,
2004).

4.5.9 RNase P Protein 30

Das RNase P Protein stellt die Proteinkomponente der Ribonuklease P dar. Dieses
Ribonukleoprotein entfernt enzymatisch die 5"-seitige Leadersequenz von tRNA
Prakursoren (Pace und Brown, 1995). Im Verlauf der hier durchgefiihrten Untersuchungen
wurde dieses Protein in kultivierten Retinae wahrend der Phase des axonalen Wachstums
identifiziert. Aufgrund der erhohten Présenz dieses Proteins erscheint ein h6herer Umsatz
der mRNA mdglich, da die Zelle Prozesse aktivieren muss, die fir ein axonales
Wachstum notwendig sind.
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4.6 Quantifizierung von mRNA mittels Real time PCR

Die Untersuchung der Retinae verschiedener Altersstufen mit Hilfe des real time PCR
Verfahrens ermoglicht eine direkte Beschreibung der Vorgange im juvenilen Gewebe. Vor
allem im Zuge einer Untersuchung, die wie in diesem Falle die Maturationsstadien im
Verlaufe der Zeit beobachtet, erscheint die real time PCR Methodik geeignet, da eine
etwaige zeitliche Verschiebung aufgrund von zellularen Prozessen, wie Translation oder
posttranslationalem Processing, hier nicht relevant ist. Werden Proteine in der
Untersuchung nachgewiesen, lasst sich oftmals nur schwer bestimmen, ob die
gefundenen Molekulle eben erst translatiert wurden oder ob es sich hierbei um persistente
Proteine handelt, die eine ausgepragte Halbwertszeit aufweisen. Man kann lediglich

feststellen, dass die Zielproteine vorhanden sind.

Die real time PCR liefert hier direktere Daten. Die Antwort einer Zelle auf bestimmte
Umstande kann prazise anhand der veranderten Expression abgelesen werden. Dieser
Vorteil des Verfahrens hat jedoch auch einen Nachteil. So werden die aus proteomischen
Untersuchungen gewonnenen Daten nicht in jedem Falle durch real time PCR Ergebnisse
bestétigt. Proteine verfliigen Uber unterschiedliche Persistenzen in der Zelle, die unter
anderem auch funktionsbedingt sind. Als Beispiel sollen Proteine dienen, die Bestandteile
des Cytoskeletts sind, und tUber die immunhistologische Untersuchung detektiert werden.
Die Prasenz der jeweiligen Proteine Uber eine gewisse Zeitspanne wird bestétigt. Es ist
jedoch nicht erkennbar, welchem Umsatz bzw. Kreislauf aus Degradation und
Neusynthese diese Proteine unterliegen. Erst im Vergleich mit Daten der real time PCR
kann eine genauere Aussage getroffen werden. Ergibt eine immunhistologische
Untersuchung, dass ein bestimmtes Zielprotein Uber einen langeren Zeitraum prasent ist,
kann dies zum einen bedeuten, dass das Protein Uber eine lange Halbwertszeit verfugt. In
diesem Falle wirden die Ergebnisse der real time PCR eine einmalige verstarkte
Expression des entsprechenden Genes anzeigen. Wirden die Daten der PCR jedoch ein
alternierendes Expressionsmuster aufzeigen, so wurde dies zum anderen bedeuten, dass

das Zielprotein einem ausgepragten Umsatz unterlage.

Die PCR Daten bezuglich des GAP-43 Gens lassen eine geringe Expression erkennen.
Erst am Tag P60 steigt die Expression um den Faktor ca. 0,5. Dies lasst vermuten, dass
das GAP-43 Protein in geringen Konzentrationen auch nach der Maturation fur die Zellen
der Retina relevant ist.
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Die Expression der Proteine Pinl und Trax ist wahrend der Phase des axonalen
Wachstums stark verringert. Die Transkription dieser Gene scheint wéahrend der friihen
Elongationsphase (ca. P14-P16) nicht von wesentlicher Relevanz zu sein. Mit Hilfe der
2D-Gelelektrophorese konnte das Protein Trax bereits am Tag P21 nachgewiesen
werden. Demnach misste eine Transkription dieses Genes nach dem Tag P16 und vor
dem Tag P21 erfolgt sein. Dieser Zeitraum konnte aufgrund der gewdahlten Probenzeiten
nicht im Zuge der real time PCR Untersuchungen erfasst werden. Offensichtlich findet
eine starkere Expression des Trax Genes wahrend der Tage P17 bis P20 sowie zu den
Tagen P30 und P60 statt. Die Zellen des retinalen Gewebes benétigen offenbar héhere
Konzentrationen dieses Proteins. Zu dieser spaten Phase der Maturation des Auges
erfolgt eine Umstellung der Zellaktivitat von Maturationsprozessen hin zu
Erhaltungsprozessen. Die fir die Entwicklung verantwortlichen Gene werden
herunterreguliert, wahrend so genannte house keeping Gene auf ein gleichmafig
anhaltendes Expressionsniveau angehoben werden. In diesem Umschalten der
verschiedenen Prozesse kdnnte die hohe Expression des Trax begrindet sein. Dieses
Protein verfigt als Teil des Translin/Trax-Komplexes Uber Nukleinsaure - bindende
Eigenschaften sowohl fir DNA als auch fur RNA. Unter Umstanden ist Trax somit

Bestandteil eines Regulationsmechanismus, der diese Umstellung durchfihrt.

4.7 Transfizierbarkeit von RGZ

Die Expression episomaler Gene in RGZ in vivo erscheint in Hinblick auf Pathogenesen
und Regeneration als ein sinnvolles therapeutisches Mittel fur die Zukunft. Durch die
Expression exogener, Regenerations-relevanter Gene wie zum Beispiel des GAP-43
konnte maoglicherweise eine Elongation bzw. Verzweigung retinaler Ganglienzellaxone
induziert werden. Es erscheint noch als umstritten, welcher Weg des DNA Transfers hier
bestmdglich genutzt werden kann. In zahlreichen Untersuchungen, die einen effektiven
Gentransfer in die retinalen Zellen aufzeigen sollten, wurden unterschiedlichste
Methodiken angewandt. Das Spektrum der Verfahren reicht von viralen Transduktionen
(Yang et al.,, 2002) Uber Elektroporation (Dezawa et al., 2002) in vivo bis hin zu
Lipidtransfektionen (Masuda et al., 1996) und Axon-basiertem Gentransfer (Garcia-
Valenzuela et al., 1997).

Die Verwendung von viralen Partikeln fur den Gentransfer ist eine effektive, wenn auch
nicht optimale Verfahrensweise. Die virale Transfektion bringt Nachteile mit sich, die in
der therapeutischen Anwendung nicht aufRer Acht gelassen werden sollten. Werden
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Retroviren verwendet, so dirfen sich die Zellen nicht in einem postmitotischen Stadium
befinden, wie es bei den RGZ der Fall ist, da die Proliferation der Zielzellen eine
Vorraussetzung fiir die erfolgreiche Integration des viralen Genoms ist (Turner et al.,
1990; Mulligan, 1993). Werden jedoch DNA Viren verwendet, so konnen auch

postmitotische Zellen transduziert werden.

Auf diese Weise wurden Untersuchungen in Bezug auf den Gentransfer mit Adenoviren
und Herpes simplex an adulten Neuronen von Saugern durchgefiihrt (Wood et al., 1994;
Jomary et al., 1994). Die Ausgangsformen dieser Viren verfiigen tber ein pathogenes
Potential, das sie fUr die therapeutische Anwendung als ungeeignet erscheinen lasst.
Adenoviren sind als Ausldser der Konjunktivitis in der ophthalmologischen Therapie nicht

akzeptabel.

Die Entwicklung von so genannten Adeno-assoziierten Virus (AAV) Vektoren verspricht
eine nahe zu vollstandig aus zu schlielende Pathogenitat bei fortwahrender Expression
exogener Leserahmen in den Zellen (Guy et al., 1999). Die AAV Vektoren zeigten eine
effektive Transfektion auch von RGZ (Guy et al.,, 1999). Wird auch ein pathogenes
Potential durch AVV Vektoren in naher Zukunft unter Umstanden vollig ausgeschlossen
sein, so besteht weiterhin das Problem der Kapazitat. Da die zur Transfektion
verwendeten viralen Partikel notwendige genomische Information fiir Integration und
Replikation mitflhren muissen, ist das Ausmall exogener Leserahmen begrenzt, die
transferiert werden kénnen. Im Falle des murinen Leukamie Virus (MLV) sind dies
insgesamt immer noch bis zu 7 kb (Matsuda und Cepko, 2004). Konstrukte von 5,1 bis 5,3
kb kénnen mit AVV Vektoren erfolgreich transduziert werden (Dong et al., 1996;
Hermonat et al., 1997). Eine Therapie, die mehrere Gene umfasst, wirde hier rasch durch

die Verwendung dieser Vektoren begrenzt.

Neben dieser Problematik sollte auch die Genauigkeit einer viralen Transfektion
hinsichtlich der Lokalisation exogener Leserahmen berticksichtigt werden. Durch die
intravitreale Injektion von rekombinanten Adeno-assoziierten Viren konnte eine effektive
Transfektion adulter RGZ nachgewiesen werden (Cheng et al., 2002). Die intravitreale
Injektion fuhrt zu einer Transfektion der gesamten inneren Retina, die an den Vitreus
grenzt. So werden neben Zellen von retina-fernen Strukturen die verschiedensten Zellen
der inneren Retina erreicht wie auch die Muller Zellen (Liang et al., 2001; Martin et al.,
2002). Die etwaige Pathogenitat der viralen Partikel und die Transfektion von
unterschiedlichen Zellen, die nicht das eigentliche Ziel darstellen, lieRen diese Methode
jedoch als ungeeignet erscheinen.
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Die Elektroporation wurde haufig als effektives Mittel zum Transfer exogener DNA in
unterschiedlichste Gewebe wie Leber oder Muskeln beschrieben (Rols et al., 1998). Auch
fur den Transfer von DNA in die RGZ wurde ein auf den Prinzipien der Elektroporation
basierendes Verfahren entwickelt. Hierbei wurde mit so genannten Loffelelektroden das
jeweilige Auge in vivo einem elektrischen Feld mit fest definierten Parametern ausgesetzt
(Dezawa et al., 2002; Matsuda und Cepko, 2004). Bei einer intravitrealen Injektion der
jeweiligen DNA-L6sung wird durch die Elektroporation eine Transfektion der RGZ
herbeigefihrt (Dezawa et al., 2002). Bei neonatalen Ratten und Mausen wurde im Vorfeld
der Elektroporation eine DNA-L6sung in den subretinalen Raum injiziert. Im Rahmen
dieser Versuchsdurchfilhrungen wurden Uberwiegend Zellen der @uf3eren aber auch der
inneren nuklearen Schicht transfiziert (Matsuda und Cepko, 2004). Diese Variation der
Elektroporation zur Transfektion von RGZ wurde auch im Rahmen dieser Arbeit getestet.
Es ergaben sich jedoch keine zufrieden stellenden Ergebnisse im Rahmen dieser
Versuchsdurchfuhrungen. Als Reportergen wurde ein EGFP Konstrukt verwendet. Nach
erfolgter Elektroporation war keine episomale Expression des entsprechenden Vektors
PEGFP-N2 zur detektieren. DarUber hinaus barg die eigentliche Elektroporation ein
derartiges Stresspotential, dass Retinae der regenerativen Altersstadien (P14 - P24)
keinerlei axonale Elongation in vitro nach erfolgter Explantation und Elektroporation mehr
aufwiesen. Aus diesen Grinden erschien diese Methodik fur die hier angestrebten

Untersuchungen als ungeeignet.

Der Transfer von Genen mit positiv geladenen Liposomen hatte sich als effektiv erwiesen,
da die negativ geladene DNA in groRerem Ausmald von diesen Liposomen aufgenommen
werden konnte (Pinnaduwage et al., 1989; Smith et al., 1993). Unter Verwendung dieser
positiv geladenen Liposomen wurden auch etwaige Transfektionen von RGZ in der Ratte
untersucht (Masuda et al., 1996). Wurde die Lipid-DNA-Suspension in den Vitreus
injiziert, so fuhrte dies zu einer episomalen Expression des exogenen Reportergens [3-
Galactosidase in den verschiedensten Gewebsbereichen wie den Epithelzellen der
Cornea, den Stromazellen der Iris sowie auch den RGZ (Masuda et al., 1996). Eine derart
ausgepragte Transfektion nach einer intravitrealen Injektion einer Lipid-DNA-Suspension
konnte in den Untersuchungen dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden. Es konnte keine
episomale Expression des Reportergens EGFP in den RGZ detektiert werden. Ein
etwaiger Grund fur das Ausbleiben einer erfolgreichen Transfektion konnten die
physikalischen Barrieren sein, die von den Liposomen auf dem Weg zu den RGZ
Uberwunden werden muissen. Zunachst wurde die Lipid-DNA-Suspension in den hoch
viskosen Vitreus injiziert. Aus dieser Gel-artigen Struktur muss eine Diffusion der
Liposomen in Richtung der Retina erfolgen. Diese wird zur vitrealen Seite hin von der
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Basalmembran umschlossen, die ebenfalls von den Liposomen durchdrungen werden
muss. Erst nach dieser Barriere kann ein direkter Kontakt von Liposomen und RGZ
erfolgen. Neben der Uberaus geringen Transfektionsrate erschien auch die geringe
Spezifitat der Lipidtransfektion hinsichtlich der Zellart als ein entscheidender Faktor, der
diese Verfahrensweise als nicht geeignet erscheinen liel3.

Ein nicht zu unterschatzendes Problem verschiedener Transfektionsmethoden, die eine
Expression exogener Leserahmen in RGZ zum Ziel haben, ist die geringe Spezifitat in
Bezug auf die zu transfizierenden Zellen. Oftmals werden neben den RGZ auch Zellen
der inneren retinalen Schichten transfiziert. Dieses Problem der geringen Zell-Spezifitat ist
bei der Axon-basierten Transfektion vollig ausgeschlossen. Im Zuge dieser
Transfektionsmethodik, wird die exogene DNA operativ auf dem Colliculus superior
appliziert und retrograd Uber den axonalen Transport in die RGZ gebracht (Garcia-
Valenzuela et al., 1997). Die Aufnahme von Makromolekilen Uber die Nervenendungen
erfolgt Gber Endozytose (Parton et al., 1992). Befinden sich die Makromolekile im
intrazellularen Raum, so koénnen sie Uber den Mikrotubuli-gestitzten retrograden
axonalen Transport in das Soma des Neurons gelangen (Broadwell und Balin, 1985).
Untersuchungen hatten gezeigt, dass die Komplexierung von DNA mit poly-L-Lysin keine
Steigerung der Transfektionsrate erbrachte, wohl aber eine Verlangerung der episomalen
Expression in den RGZ zur Folge hatte (Garcia-Valenzuela et al., 1997). Ein mdglicher
Grund fur diese verlangerte episomale Expression kénnte darin begrindet sein, dass
poly-L-Lysin als nukleares Importsignal dient (Douglas und Quinlam, 1995), wodurch ein

Schutz vor Nukleasen gegeben ware.

Diese Vorgehensweise der retrograden Axon-basierten Transfektion wurde auch im
Rahmen dieser Arbeit angewendet. Es wurde auf eine Komplexierung der DNA mit poly-
L-Lysine verzichtet. Auch wurden Untersuchungen durchgefuhrt, im Zuge derer eine
Suspension aus DNA und Lipiden auf den Colliculus superior appliziert wurde, &hnlich wie
es von Sahnek et al. (1993) bei Untersuchungen an Motorneuronen beschrieben worden
war. Zum anderen wurde ein Gemisch aus DNA und dem Farbstoff Dil in den Colliculus

superior eingebracht.

Die Untersuchungen der hier vorliegenden Arbeit zeigten eine hochgradig spezifische
Transfektion einzelner RGZ. Die Transfektionsrate war jedoch so gering, dass die Zellen,
die erfolgreich transfiziert worden waren, im Rahmen einer etwaigen therapeutischen
Anwendung zu keiner ausreichenden Regeneration des Sehnervs geflhrt hatten. Die
etwaigen Ursachen fir diese geringen Transfektionsraten konnen vielfaltig sein. Zum

einen muss eine ausreichende Aufnahme der DNA Uber die Nervenendungen
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gewabhrleistet sein. Eine starke endozytotische Aktivitdt ist in den Nervenendungen
vorhanden, da auch der parallel applizierte Farbstoff Dil in grolem Umfang in die RGZ
gelangte. In Bezug auf diese endozytotischen Vorgange konnte die negative Ladung der
DNA ein gewisses Hindernis darstellen. Ware dies aber der Fall, so hatte sich jedoch im
Rahmen der Untersuchungen von Garcia-Valenzuela et al. (1997) mit komplexierter DNA
eine erhohte Transfektionsrate abzeichnen missen. Dies war jedoch nicht der Fall. Zu
dem hatte die Verwendung von Transfektionsagenzien auf Lipidbasis zu keiner
detektierbaren Transfektionsrate geflihrt. Entscheidend scheint hier die Stabilitat der DNA
im intrazellularen Kompartiment zu sein. Eine umfangreiche Degradation der exogenen

DNA durch Nukleasen erscheint durchaus als méglich.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass RGZ juveniler Ratten (P14 - P24) in der
Lage sind, axonale Fortsatze in groiem Umfang spontan auszubilden. Die Ergebnisse
zeigen, dass neben den bereits beschriebenen embryonalen und postnatalen
Entwicklungsphasen auch eine ,Augendéffnungsphase” existiert, die das Auswachsen von
Axonen triggert. Die funktionell gesteuerte Wachstumsphase von Axonen hélt ca. eine
Woche an, namlich bis kurz nach dem Zeitpunkt der Erlangung einer kompletten
Linsentransparenz (P21) und voller visueller Funktion. Danach wird das adulte Muster der

Nichtregenrierbarkeit angenommen

Die Expressionsprofile von GAP-43, Neurofilament und Rhodopsin wurden im Verlauf der
postnatalen Maturation immunhistologisch bestimmt. Eine Abh&ngigkeit der Expression
dieser Proteine vom Lichteinfall konnte nachgewiesen werden. Eine vorzeitige
Lichtexposition fuhrte zu einer friilheren Expression von Neurofilament und Rhodopsin in
der juvenilen Retina. Eine Lichtdeprivation fihrte hingegen zu einer Herunterregulation

beider Proteine als Hinweis ihrer funktionsabhangigen Expression.

Um die lichtinduzierbaren Proteinexpressionsprofile zu untersuchen wurde mittels der 2D-
Gelelektrophorese und MALDI das Proteom der Retina analysiert. Erstmals in diesem
Zusammenhang wurden lichtunabhéngig und lichtabh&ngig exprimierte Proteine
identifiziert. Wahrend die Expression von Tolkin und Trax lichtunabhéngig zu sein scheint,
ist die Expression von Pinl, Recoverin, PEBP sowie poly(A)BP lichtabhangig. Mit Hilfe
der Real time PCR konnte gezeigt werden, dass die Expressionen von Pinl und Trax

wahrend der Phase des axonalen Wachstums herunter reguliert sind.

Durch die visuelle Erfahrung erfolgt die Aktivierung der Photorezeptoren und des
neuronalen Calcium Sensors Recoverin als Marker der Rezeptoren. Die Membran-
gestltzte Reizerfassung der Photorezeptoren setzt die Expression von Proteinen der
Membranbiogenese, wie beispielsweise dem PEBP, voraus. Das poly (A) BP ist in die
Translation involviert und kdnnte somit beztglich der entwicklungsbedingten Umstellung
des Proteoms von Bedeutung sein. Daneben kann auch das Trax in die Translation
involviert sein und mit der mRNA interagieren. Die sich entwickelnden Zellen der Retina
durchlaufen verschiedene Stadien des Zellzyklus, der auch einer Regulation durch Pinl

unterliegen kann.
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Schlussfolgernd l&sst sich feststellen, dass kritische Phasen der Entwicklung der Retina
mit plastischen Vorgangen verbunden sind, die man als sprouting oder wie im konkreten
Fall als axonale Elongation sehen kann. Begleitet und/oder kontrolliert werden diese
Vorgange von zellularen und molekularen Veranderungen, die durch die hier entdeckten

Proteine teilweise gesteuert werden kdénnten.
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6. Anhang

6.1 Quantifizierung des axonalen Wachstums

6.1.1 Axonales Wachstum nicht-manipulierter Retinae (Kapitel 3.1)

Mittelwert der
Mittelwert der Axonanzahl nach
Axonanzahl nach | Stdaw. nach 1 2 Tagen Stdaw. nach 2
Alter in Tagen |1 Tag Inkubation | Tag Inkubation | Inkubation Tagen Inkubation
PO 0 0 0 0
P2 0 0 0 0
P4 0 0 0 0
P6 0 0 1 1
P8 0 0 1 0
P10 0 0 1 1
P11 0 0 2 1
P12 0 0 2 0
P13 0 0 2 1
P14 0 0 28 9
P15 0 0 41 12
P16 0 0 40 15
P17 1 1 41 11
P18 0 0 33 8
P19 3 0 33 13
P20 0 0 40 14
P21 0 0 32 12
P22 1 0 36 15
P22 0 0 25 6
P24 1 1 17 8
P25 0 0 4 3

Tabelle 4: Dargestellt ist die jeweilige Anzahl axonaler Fasern mit einer minimalen Lange
von 200 um je Retinaviertel. (Tabelle enthalt gerundete Werte)
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6.1.2 Axonales Wachstum kultivierter Retinae (Kapitel 3.2)

Mittelwert | Stdaw. Mittelwert | Stdaw. Mittelwert | Stdaw.
Alter in Kontroll- Kontroll- FLE- FLE- KLE- KLE-
Tagen Retinae, Retinae Retinae Retinae Retinae Retinae
P2 0 0
P4 0 0
P6 1 1
P8 1 1
P10 1 1 1 1
P11 2 1 1 1
P12 2 1 2 1
P13 2 1 1 1
P14 28 9 26 10
P16 40 15 35 9
P18 33 8 35 10
P20 40 15 36 7
P21 32 12 35 9 33 7
P22 36 15 33 5
P23 25 6 24 7
P24 17 8 15 7

Tabelle 5: Dargestellt ist die jeweilige Anzahl axonaler Fasern mit einer minimalen Lange
von 200 um je Retinaviertel nach entsprechender Lichtexposition. (Tabelle enthalt gerundete
Werte)

6.2 Rohdaten der Real time PCR (Kapitel 3.7)
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Abb. 31 Graphische Darstellung der Rohdaten der Expressionsanalyse beziglich der Gene
Pin1 und Trax (erstellt mit: SDS 2.2.2 Software [Applied Biosystems])
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6.2.1 Regulation des GAP-43 Gens

Gen Alst | ct-Wert Delta MW ct(t)-ct(e) | Kalibrator | Regulation
18sr

RNA PO 17,143467| 0,18396| 17,051487 0 0 stand
18sr

RNA PO 16,959507

18sr

RNA P8 18,04552| 0,075621 | 18,0833305 0 0 stand
18sr

RNA P8 18,121141

18sr

RNA P16 18,396975| 0,073433 | 18,3602585 0 0 stand
18sr

RNA P16 18,323542

18sr

RNA P21 15,820583 | 0,014157 | 15,8276615 0 0 stand
18sr

RNA P21 15,83474

18sr

RNA P30 19,944178| 0,013198| 19,950777 0 0 stand
18sr

RNA P30 19,957376

18sr

RNA P60 18,98115| 0,053141 | 18,9545795 0 0 stand
18sr

RNA peo | 18928009

GAP-43 | PO 27,741537 | 0,380594 27,55124| 10,499753 0 1
GAP-43 | PO 27,360943

GAP-43 | P8 29,990257 | 0,172106 30,07631 | 11,9929795| 1,4932265 0,355217238
GAP-43 | P8 30,162363

GAP-43 | P16 30,289856 | 0,022316| 30,301014|11,9407555| 1,4410025 0,368311283
GAP-43 | P16 30,312172

GAP-43 | P21 28,825937 | 0,227089 | 28,7123925| 12,884731 2,384978 0,191447669
GAP-43 | P21 28,598848

GAP-43 | P30 30,53987| 0,01674 30,54824 | 10,597463 0,09771 0,934515177
GAP-43 | P30 30,55661

GAP-43 | P60 29,205408 | 0,835785 | 28,7875155 9,832936| -0,666817 1,587566473
GAP-43 | P60 28,369623

Tabelle 6: Rohdaten der ersten GAP-43 Expressionsanalyse
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Gen Alst |ct-Wert Delta MW ct(t)-ct(e) |Kalibrator | Regulation
18sr

RNA PO 19,209776 | 0,533131 | 18,9432105 0 0 stand
18sr

RNA PO 18,676645

18sr

RNA P8 17,118073 | 0,100853 | 17,0676465 0 0 stand
18sr

RNA P8 17,01722

18sr

RNA P16 19,968939 | 0,105395| 19,9162415 0 0 stand
18sr

RNA P16 19,863544

18sr

RNA P21 19,766741 | 0,028941 | 19,7522705 0 0 stand
18sr

RNA P21 19,7378

18sr

RNA P30 20,288078 | 0,033814 | 20,271171 0 0 stand
18sr

RNA P30 20,254264

18sr

RNA P60 21,345331| 0,058611 | 21,3160255 0 0 stand
18sr

RNA P60 21,28672

GAP-43 |PO 21,29932 | 0,082703 | 21,2579685 2,314758 0 1
GAP-43 |PO 21,216617

GAP-43 |P8 22,152946 | 0,023598 | 22,164745| 5,0970985| 2,7823405 0,145355695
GAP-43 |P8 22,176544

GAP-43 |P16 22,481913 | 0,512054 22,73794| 2,8216985| 0,5069405 0,70371321
GAP-43 |P16 22,993967

GAP-43 |P21 23,245426 | 0,100444 | 23,295648 | 3,5433775| 1,2286195 0,42672558
GAP-43 |P21 23,34587

GAP-43 |P30 22,931087 | 0,070507 | 22,8958335| 2,6246625| 0,3099045 0,806695157
GAP-43 | P30 22,86058

GAP-43 | P60 23,164644 | 0,104002 | 23,112643| 1,7966175| -0,5181405 1,432108203
GAP-43 | P60 23,060642

Tab. 7: Rohdaten der zweiten GAP-43 Expressionsanalyse
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6.2.2 Regulation der Pinl1 und Trax Gene

Gen Alst |ct-Wert Delta MW ct(t)-ct(e) | Kalibrator | Regulation
18sr

RNA PO 15,26421| 0,118014 | 15,323217 0 0 stand
18sr

RNA PO 15,382224

18sr

RNA P8 15,982721 | 0,933439 | 16,4494405 0 0 stand
18sr

RNA P8 16,91616

18sr

RNA P16 16,831522 | 1,474699 | 17,5688715 0 0 stand
18sr

RNA P16 18,306221

18sr

RNA P21 14,247793| 0,171656 | 14,333621 0 0 stand
18sr

RNA P21 14,419449

18sr

RNA P30 18,207138 | 0,082933 | 18,2486045 0 0 stand
18sr

RNA P30 18,290071

18sr

RNA P60 17,451971| 0,100391 | 17,5021665 0 0 stand
18sr

RNA P60 17,552362

Pinl PO 29,521025| 0,762108 | 29,139971| 13,816754 0 1
Pinl PO 28,758917

Pinl P8 28,399652 | 0,703081 | 28,0481115| 11,598671| -2,218083 4,652747837
Pinl P8 27,696571

Pinl P16 31,539639 | 1,364832| 30,857223| 13,2883515| -0,5284025 1,442331214
Pinl P16 30,174807

Pinl P21 27,64892 | 0,082888 | 27,690364| 13,356743| -0,460011 1,375552306
Pinl P21 27,731808

Pinl P30 30,0694 | 0,43436 29,85222|11,6036155 | -2,2131385 4,636828926
Pinl P30 29,63504

Pinl P60 30,26964 | 0,49828 30,0205 | 12,5183335 | -1,2984205 2,459594524
Pinl P60 29,77136

TraX PO 27,09392 | 0,152745 | 27,0175475 | 11,6943305 0 1
TraX PO 26,941175

TraX P8 27,679684 | 0,035008 27,66218|11,2127395| -0,481591 1,396282634
TraX P8 27,644676

TraX P16 29,954556 | 0,18011| 29,864501 | 12,2956295 0,601299 0,659160181
TraX P16 29,774446

TraX P21 25,578629 | 0,085392 | 25,535933| 11,202312| -0,4920185 1,406411235
TraX P21 25,493237

TraX P30 27,424067 | 0,229264 | 27,309435| 9,0608305 -2,6335 6,20529587
TraX P30 27,194803

TraX P60 26,54315| 0,156572 | 26,464864 | 8,9626975| -2,731633 6,642070335
TraX P60 26,386578

Tab. 8: Rohdaten der ersten Pinl und Trax Expressionsanalyse
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Gen Alst | ct-Wert Delta MW ct(t)-ct(e) |Kalibrator | Rgulation
18sr
RNA PO 18,76557 | 0,18016 18,67549 0 0 stand
18sr
RNA PO 18,58541
18sr
RNA P8 20,527487 | 1,094025 | 19,9804745 0 0 stand
18sr
RNA P8 19,433462
18sr
RNA P16 21,832905 | 1,490608| 21,087601 0 0 stand
18sr
RNA P16 20,342297
18sr
RNA P21 17,444948 | 0,164997 | 17,3624495 0 0 stand
18sr
RNA P21 17,279951
18sr
RNA P30 21,970966 | 0,200514 | 21,870709 0 0 stand
18sr
RNA P30 21,770452
18sr
RNA P60 21,116463 | 0,239416| 20,996755 0 0 stand
18sr
RNA P60 20,877047
Pinl PO 31,644644 | 0,767979 | 31,2606545 | 12,5851645 0 1
Pinl PO 30,876665
Pinl P8 30,619537 | 0,756723|30,2411755| 10,260701 | -2,3244635 5,00879477
Pinl P8 29,862814
Pinl P16 33,765476 | 1,487262| 33,021845| 11,934244 | -0,6509205 1,57016971
Pinl P16 32,278214
Pinl P21 29,926966 | 0,025866| 29,914033|12,5515835| -0,033581 1,02354959
Pin1 P21 29,9011
Pin1 P30 32,300323 | 0,463703 | 32,0684715|10,1977625| -2,387402 5,2321431
Pin1 P30 31,83662
Pin1 P60 32,440628 | 0,51235| 32,184453| 11,187698 | -1,3974665 2,63438554
Pin1 P60 31,928278
TraX PO 27,9327 | 0,226539|27,8194305 | 9,1439405 0 1
TraX PO 27,706161
TraX P8 28,467587 | 0,069609 | 28,4327825| 8,452308 | -0,6916325 1,61511008
TraX P8 28,397978
TraX P16 30,564682 | 0,181438| 30,655401 9,5678 | 0,4238595 0,74542778
TraX P16 30,74612
TraX P21 26,400322 | 0,097849 | 26,3513975| 8,988948 | -0,1549925 1,11341583
TraX P21 26,302473
TraX P30 28,21526 | 0,256766| 28,086877 6,216168 | -2,9277725 7,60934619
TraX P30 27,958494
TraX P60 27,280071 | 0,163658 | 27,198242 6,201487 | -2,9424535 7,68717494
TraX P60 27,116413

Tab. 9: Rohdaten der zweiten Pinl und Trax Expressionsanalyse
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6.2 Rohdaten der Sequenzierung des pEGFP-N2/GAP-43

Konstrukts
6.2.1 Sequenzierung mit Forward-Primer (Kapitel 3.8)
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Anhang

6.2.1 Sequenzierung mit Reverse-Primer (Kapitel 3.8)
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6.3 Verwendete Langenmarker

6.3.1 Langenmarker bei den proteomischen Untersuchungen

[ NS Y S S R S
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Band No. | Apparent Molecular Weight
1 1708 kDa
2 109.5kDa
3 789kDa
4 60.4 kDa*
5 472 kDa
6 35.1kDa
7 249kDa
8 183kDa
9 13.7kDa
10 5.7kDa

Abb. 32BenchMark® pre-stained (Kapitel 2.4.1.1)
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Abb. 33 Rainbow-Marker®

(Kapitel 2.4.1.1)

6.3.2 Langenmarker bei den molekularbiologischen Untersuchungen
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Abb. 34: Smart Ladder® (Kapitel 2.5.1)
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