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Zusammenfassung

Dynamine sind GTP-bindende Mechanoenzyme, die an verschiedenen Formen der
Endozytose und Vesikelabschniirung beteiligt sind. Es sind drei Dynamin-Gene (Dynamin1-
3) bekannt. Dynamine sind mit verschiedenen Splicevarianten an sehr unterschiedlichen
Vorgidngen in der Zelle beteiligt. Diese umfassen sowohl Kkonstitutive als auch
aktivititsabhiangige Prozesse. Nervenzellen besitzen einen besonders aktiven
endozytotischen Membranverkehr, insbesondere in den prasynaptischen Terminalen. In
den prasynaptischen Terminalen geschieht synaptische Kommunikation via Exozytose von
Neurotransmitter-enthaltenden synaptischen Vesikeln, die nach der Fusion mit der
prasynaptischen Plasmamembran wieder aufgenommen werden miissen. Die
endozytotische Wiederaufnahme von Membranvesikeln muss dabei dynamisch an
unterschiedliche Aktivitatszustiande in der prasynaptischen Terminale angepasst werden. In
der vorliegenden Arbeit habe ich eine spezielle, aktivititsabhdngige Splicevariante
(Dynamin 1xb) von Dynamin 1, Dynamin 1xb, untersucht. Die Dynaminl Splicevariante
Dynaminlxb ist besonders interessant, da sie eine Bindungsstelle fiir die Ca2*-abhangige
Phosphatase Calcineurin besitzt (Bodmer et al., 2011). Die Ca2*- und damit aktivitats-
gesteuerte Phosphatase Calcineurin dephosphoryliert Dynamin1 und kann auf diese Weise
Dynamin1 ,anschalten”bzw. in seiner Aktivitat steigern. Diese Dynamin1xb-abhangige Form
der Endozytose kann wahrend starker neuronaler Stimulation beim Recyceln von
synaptischen Vesikeln von grofder Bedeutung sein. Im Rahmen dessen habe ich einen selbst
hergestellten monoklonalen Antikérper (Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10)) gegen diese Ca2*-

regulierte, aktivitatsabhdngige Splicevariante von Dynamin 1 charakterisiert.

Mit Hilfe des hergestellten monoklonalen Antikorpers, der spezifisch Dynamin1xb erkennt,

konnte ich Dynamin 1xb mittels Western Blot in verschiedenen zentralnervosen Geweben
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nachweisen: Cerebellum, Neocortex, Riickenmark und Retina. Dynamin1xb war dagegen in
nicht neuronalem Gewebe, wie Niere und Darm, abwesend, wie ich mittels Western-Blot-
Untersuchungen gezeigt habe. Die Spezifitit des Antikérpers wurde mithilfe von
Praabsorptionsexperimenten gezeigt. Die Prdabsorption des Antikorpers mit dem
spezifischen Dynaminpeptid, gegen welches der Antikorper gerichtet ist, fithrte sowohl in
Western Blot-Untersuchungen als auch in Immunfluoreszenzexperimenten zu einem

Verschwinden des Immunsignals.

Um Dynamin 1xb genau lokalisieren zu konnen, verwendete ich den hergestellten,
Dynamin1xb-spezifischen monoklonalen Antikérper (Anti-Dynaminl1xb (Klon 1E10)) in der
Immunfluoreszenzmikroskopie (konventionelle Epifluoreszenzmikroskopie = und
Konfokalmikroskopie) und untersuchte mit dieser Methode verschiedene Gewebe. Dabei
zeigte sich, dass Dynamin 1xb im Cerebellum, im Riickenmark und im visuellen Cortex in der
grauen Substanz angereichert ist, und zwar dort, wo sich die Synapsen befinden. Die weifde
Substanz zeigte im Vergleich dazu ein nur sehr schwach ausgepragtes Dynamin 1xb
Immunsignal. Dynamin 1xb wies in Cerebellum und visuellem Cortex aufierdem ein
ahnliches Expressionsmuster wie die synaptischen Vesikelproteine SV2 und Synaptotagmin
1 sowie das aktive Zonen-Protein RIM1/2 auf. In der Retina wurde Dynamin 1xb in den
Ribbonsynapsen der Photorezeptoren und in der Synapsenschicht zwischen den Bipolar-
und Ganglienzellen nachgewiesen, welches durch Doppelimmunfluoreszenzinkubationen
mit einem Protein der Ribbonsynapsen, RIBEYE, bestdtigt wurde. In Photorezeptor-
Ribbonsynapsen war das Dynamin 1xb Signal besonders stark in der peri-aktiven Zone in
unmittelbarer Nachbarschaft zu den synaptischen Ribbons. Zusammenfassend wurde
Dynamin 1xb in allen synaptischen Schichten aller ausgetesteten Abschnitte des ZNS
(cerebellaren und visuellen Cortex, graue Substanz des Riickenmarks, OPL und IPL der
Retina) gefunden und ist dort wahrscheinlich an der aktivitats-abhangigen, Ca%*-regulierten
Endozytose beteiligt. Eine Beteiligung von Dynamin 1xb an der aktivitatsabhingigen
Endozytose in der prasynaptischen Terminale wird auch durch vergleichende
semiquantitative Untersuchungen synaptischer Dynamin 1xb Immunsignale an hell- und

dunkel-adaptierten Netzhduten der Mausretina weiter gestiitzt.



Summary

»The calcineurin-binding, activity-dependent splice variant dynamin
1xb is highly enriched in synapses in various regions of the central
nervous system”

Dynamins are GTP-binding mechanoenzymes involved in different types of endocytosis and
vesicle scission. Three dynamin genes (dynamin 1-3) are known. Dynamins are with their
different splice variants involved in different cellular processes. These include constitutive
as well as activity-dependent processes. Neurons possess a particular active endocytotic
membrane traffic, especially in the presynaptic terminals. In the presynaptic terminal
synaptic communication via exocytosis of neurotransmitter-containing synaptic vesicles
takes place. These vesicles need to be retrieved after fusion with the plasma membrane.
Furthermore, endocytosis needs to be adopted to different levels of synaptic activity in the
presynaptic terminal. In the present study, | examined a particular activity-dependent splice
variant (dynamin 1xb) of dynamin 1. This dynamin 1xb splice variant is unique because it
can directly interact with the calcium- and calmodulin-dependent phosphatase calcineurin
(Bodmer, Ascafio, und Kuruvilla 2011). The calcium and therefore activity-dependent
phosphatase calcineurin dephosphorylates dynamin 1 and is able to “turn on” dynamin 1 or
to enhance its activity. This dynamin 1xb dependent endocytosis can have a strong impact
on vesicle recycling during high levels of synaptic activity. For this purpose, I characterized
a new mouse monoclonal antibody (anti-dynaminlxb (clone 1E10)) against this Ca?*-

regulated, activity-dependent splice variant of dynamin 1.

In parallel to localization analyses of dynamin 1xb in different neuronal tissue, I found in

western blot experiments, that dynamin 1xb is highly expressed in cerebellum, neocortex,
7
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spinal cord, and retina. The antibody’s specificity was tested by performing pre-absorption
experiments by incubating the dynamin peptide or a control peptide with the monoclonal
antibody clone 1E10. Later on, pre-absorbed antibody was tested in western blot analyses
and in immunofluorescence experiments where pre-absorbed antibody produced no signal.
Furthermore specificity of antibody was confirmed by checking non-neuronal tissues like
kidney and intestine where no immune reactivity was detected, when the dynamin 1xb
antibody was preabsorbed with the dynamin peptide; while the immunoreactivity remained

unchanged.

Tolocalize dynamin 1xb, I performed conventional epifluorescence microscopy and confocal
microscopy. [ found that dynamin 1xb is enriched in the grey matter of cerebellum, visual
cortex and spinal cord, where synapses are localized. All three layers of the cerebellar cortex
expressed dynamin 1xb. Markedly strong signals were detected in the cerebellar glomeruli
of the granular layer. Likewise all layers of the visual cortex expressed dynamin 1xb. In spinal
cord dynamin 1xb was highly enriched in the grey matter, equally distributed with
synaptotagmin 1 and RIM 1/2, whereas tubulin was expressed in the grey and
predominantly in the white matter. In contrast only a very weak dynamin 1xb immunosignal
was detected in the fiber tracts of white matter of the cerebellum and spinal cord. Dynamin
1xb displayed a similar expression profile as the synaptic vesicle proteins SV2 and
synaptotagmin 1 as well as the active zone protein RIM 1/2 in cerebellum and visual cortex.
In retina dynamin 1xb was detectable in the outer and in the inner plexiform layer. In the
photoreceptor ribbon synapses the dynamin 1xb signal was particularly strong in the peri-
active zone in close vicinity to the synaptic ribbons, proved by double immunofluorescence
staining with RIBEYE. Taken together dynamin 1xb was found to be enriched in all layers of
the cerebellar and the visual cortex, in the grey matter of the spinal cord, and in OPL and IPL
of the retina playing a role in the activity-dependent, Ca2*-regulated endocytosis. An
involvement of dynamin 1xb in activity-dependent endocytosis is further supported by semi
quantitative evaluation of synaptic dynamin 1xb immunosignals between light- and dark-

adapted retinas.



1 Einleitung

1.1 Einfithrung

Dynamin, das zentrale Protein dieser Doktorarbeit, ist ein wichtiges Protein im Prozess der
Aufnahme von Stoffen in die Zelle (Endozytose). Vor allem in der Clathrin vermittelten
Endozytose, eine der Hauptformen der Endozytose, ist Dynamin ein entscheidender Akteur.
Aber nicht nur dort entfaltet Dynamin seine einzigartigen Funktionen. Generell sind
Dynamin und die Familie der Dynamin-Proteine zahlreichen Splicevorgangen unterworfen,
um so ganz unterschiedliche Aufgaben an verschiedensten Stellen der Zelle zu erfiillen (Liu
et al. 2008; McNiven et al. 2000). Viele Details in diesen Vorgangen sind noch ungeklart und
Gegenstand aktueller Forschung. In dieser Doktorarbeit habe ich mir eine dieser
Splicevarianten aus der Dynamin 1 Genfamilie vorgenommen, Dynamin 1xb. Neuere Studien
konnten zeigen, dass diese Splicevariante aufgrund seiner Bindungsstelle fiir die Calcium-
und damit aktivitiatsregulierte Phosphatase Calcineurin eine Schliisselrolle in der
aktivitatsabhiangigen Bulk-Endozytose spielt (Xue et al. 2011; Bodmer, Ascafio, und
Kuruvilla 2011). Diese Form der Endozytose ist besonders bei erhohter Aktivitit von
Neuronen von sehr grofder Bedeutung, um verstarkt Membranen wieder aufzunehmen, die
im Rahmen verstarkter Exozytose mit der Plasmamembran fusioniert wurden und um damit

zur Membranhomoostase beizutragen.

Der Vorgang der Endozytose hat eine Schliisselfunktion in der Zellkommunikation, aber
auch in verschiedensten anderen Vorgangen im Korper, wie z.B. der Immunantwort, der
Nahrungsaufnahme und des Zellwachstums- und der Zelldifferenzierung (Ferguson und De

Camilli 2012). Dementsprechend kann es bei Fehlern und Krankheiten in diesem Prozess zu
9



1 Einleitung

unterschiedlichsten Stérungen kommen (Singh, Jadhav, und Bhatt 2017; Ellinger und
Pietschmann 2016).

Das Nervengewebe zdhlt zu den vier Grundgeweben des Korpers. Neurone besitzen die
einzigartige Funktion der Erregungsleitung und Erregungsiibertragung. Exemplarisch
wurde sich in der folgenden Doktorarbeit auf vier Nervengewebe konzentriert: Cerebellum,

Neocortex, Retina und Riickenmark.

Ziel dieser Arbeit war die Erprobung eines selbst hergestellten monoklonalen Antikorpers
gegen Dynamin 1xb (Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10)), einer speziellen Splicevariante der
neuronalen Isoform von Dynamin 1, in verschiedenen Geweben der Maus sowie eine genaue

Lokalisation des Proteins mittels Immunfluoreszenzmarkierungen.

10



1 Einleitung

1.2 Neuronales Gewebe

1.2.1 Cerebellum

1.2.1.1 Funktion

Das Cerebellum ist ein wichtiges Integrationszentrum fiir die Planung, die Koordination und
die Feinabstimmung von Bewegungsablaufen. Bei Ausfallen des Kleinhirns kann es klinisch
zu folgenden Storungsbildern kommen: Ataxie, Fallneigung, Dysdiadochokinese, Nystagmus,
Intentionstremor, Dysmetrie, Asynergie, skandierende Sprache und Rebound-Phdnomen
(zur weiteren Ubersicht siehe Lehrbiicher der Anatomie wie Trepel 2015; Aumiiller et al.

2014).

1.2.1.2 Anatomie

Das Cerebellum befindet sich in der hinteren Schadelgrube. Es gliedert sich in zwei
Hemisphdren, den Kleinhirnwurm (Vermis), den Lobus flocculonodularis und die beiden
Kleinhirntonsillen. Uber die Kleinhirnstiele (Pedunculi cerebellares) ist das Kleinhirn
afferent und efferent mit anderen Hirnregionen verbunden. Die Kleinhirnsegel, die zu
Mesencephalon und Medulla oblongata ziehen, bilden das Dach des 4. Ventrikels. Im
Marklager befinden sich die Kleinhirnkerne. Die Oberflache des Cerebellums wird durch
viele Windungen (Folia) vergrofdert. Trotz seiner vergleichbar geringen Grofde enthalt das
Kleinhirn ca. 50% aller Neurone des menschlichen Kérpers (zur Ubersicht iiber Anatomie
und histologischen Aufbau des Cerebellums siehe (Trepel 2015; Sillitoe, Fu, und Watson
2012)).

1.2.1.3 Histologischer Aufbau des cerebellaren Cortexes

Der cerebelldre Cortex gliedert sich in drei Schichten (von innen nach aufden): das Stratum

granulosum, das Stratum purkinjense und das Stratum moleculare (siehe Abbildung 1).
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Die beiden grofden afferenten Systeme zum cerebelldaren Cortex sind die Moosfasern und die
die Kletterfasern. Die Kletterfasern kommen vom Kkontralateralen inferioren
Olivenkernkomplex der Medulla oblongata. Sie bilden Synapsen an den proximalen
Dendriten der Purkinje-Zellen. Die Moosfasern haben ihren Ursprung im Riickenmark, im
Hirnstamm und in dem Pons. Ihre Axone enden mit Synapsen an den Dendriten der
Kornerzellen und bilden dort zusammen mit den Axonterminalen der Golgi-Zellen die
Glomeruli cerebellares. Die Axone der Kornerzellen wiederum projizieren sich in die
Molekularschicht, wo sie sich in Parallelfasern aufgabeln und Synapsen mit dem
Dendritenbaum der Purkinje-Zellen bilden (Sillitoe, Fu, und Watson 2012). Die Golgi-Zellen

bilden funktionell ein negatives Riickkopplungssystem fiir die Kérnerzellen.

Die Purkinje-Zellen stellen die einzigen Efferenzen der Kleinhirnrinde dar. Ihre Axone
projizieren zu den Kleinhirnkernen, ein gewisser Anteil aber auch direkt zu den
Vestibulariskernen. Die Purkinje-Zellen erhalten ihre Afferenzen von gabaergen
Kletterfasern, von den glutamatergen Parallelfasern der Kornerzellen, sowie von den
gabaergen Korbzellen und Sternzellen. Korbzellen und Sternzellen sind inhibitorische
Interneurone des cerebelldren Cortexes. Sie befinden sich in der Molekularschicht, wo sie
Efferenzen an die Purkinje-Zellen senden. Ihre Afferenzen erhalten die Korb- und

Sternzellen von den Kornerzellen.

Die Gliazellen des cerebellaren Cortexes sind die Bergmann Gliazellen. Sie sind nur im
Cerebellum vorhanden. IThre Somata befinden sich in der Purkinje-Zell-Schicht. Sie spielen
eine aktive Rolle in der Entwicklung und in neuronalen Kommunikationsvorgangen (Sillitoe,

Fu, und Watson 2012).

Die einzelnen Zellen des cerebelliren Cortexes, ihre zugehorige Schicht, ihr
Neurotransmitter und ihre afferenten und efferenten Projektionen spiegelt Tabelle 1. Zellen

des cerebellaren Cortexes wider.

Die Abbildung 1. Schema des Aufbaus der Kleinhirnrinde verdeutlicht die oben

beschriebenen Verschaltungen innerhalb des cerebellaren Cortexes.
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TABELLE 1. ZELLEN DES CEREBELLAREN CORTEXES

ZELLTYP

Purkinje-Zelle

Kornerzelle

Golgi-Zelle
Korbzelle

Sternzelle

Unipolare
Biirstenzelle

Lugarozelle

SCHICHT

Stratum
purkinjense

Stratum
granulosum
Stratum
granulosum
Stratum
moleculare

Stratum
moleculare

Stratum

granulosum

Stratum
granulosum

TRANSMITTER

GABA

Glutamat

GABA

GABA

GABA

Glutamat

Glycin/GABA

AFFERENTE EFFERENTE
PROJEKTION PROJEKTION
Kletterfasern Kleinhirnkerne
Koérnerzellen z.T. auch direkt
Korbzellen zu den Nuclei
Sternzellen vestibulares
Moosfasern Purkinje-Zellen
Golgi-Zellen Golgi-Zellen
Kornerzellen .
Kornerzellen
Moosfasern
Kornerzellen Pukinje-Zellen
Kornerzellen Purkinje-Zellen
Kornerzellen
Moosfasern Unipolare

Biirstenzellen

Korbzellen
Sternzellen
Koérnerzellen

Tabelle modifiziert nach (Trepel 2015; Sillitoe, Fu, und Watson 2012)

Abbildung 1. Schema des Aufbaus der
Kleinhirnrinde

1 Marklager 2 Stratum granulosum 3
Stratum purkinjense 4 Stratum moleculare
5 Moosfasern 6  Kletterfasern 7
Kornerzellen 8 Axone der Koérnerzellen 9
Parallelfasern 10 Purkinje-Zelle 11 Golgi-
Zelle 12 Korbzellen 13 Axone der Purkinje-
Zellen14 Neurone der Kleinhirnkerne

(Abbildung aus Trepel 2015)
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1.2.2 Neocortex

1.2.2.1 Funktion

Der Neocortex ist der phylogenetisch jiingste Teil des Gehirns und das iibergeordnete
Zentrum fiir sensorischen Input und spezifisches Verhalten. Bei Verletzungen oder Ausfallen
beispielsweise durch einen Apoplex kann es zu verschiedenen und zum Teil komplexen
Ausfallerscheinungen kommen (zur weiteren Ubersicht siehe Lehrbiicher der Anatomie wie

Trepel 2015; Aumdiller et al. 2014).

1.2.2.2 Anatomie

Der Neocortex liegt der vorderen und mittleren Schadelgrube auf. Er teilt sich in zwei
Hemispharen. Makroskopisch ldsst sich eine Hemisphare in vier Lappen teilen: den Lobus

frontalis, den Lobus parietalis, den Lobus temporalis und den Lobus occipitalis.
Die Oberflache ist durch zahlreiche Gyri und Sulci vergrofiert.

Funktionell kann der Neocortex in Primarfelder (erhalten direkte Sinnesafferenzen vom
Thalamus), Sekundarfelder (Zuordnung der Sinnesinformation) und Assoziationsfelder
(afferente und efferente Verbindung mit zahlreichen Priméar- und Sekundarfeldern)

eingeteilt werden.

(Zur genaueren Ubersicht iiber Anatomie und histologischen Aufbaus siehe Lehrbiicher der

Anatomie wie (Trepel 2015; Aumiiller et al. 2014))

1.2.2.3 Histologischer Aufbau
Der Neocortex kann sich histologisch in 6 Schichten untergliedern lassen (siehe Abbildung

2):

e Lamina molecularis (I) liegt direkt unter der Pia mater und besitzt eine geringe

Zelldichte. Lamina I besteht vor allem aus tangential verlaufenden Fasern aus
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Fortsatzen von Zellen dieser und anderer Cortexschichten. Die vorhandenen Zellen

sind Nicht-Pyramidenzellen.

Lamina granularis externa (II) besteht iberwiegend aus kleinen Pyramiden- und

Sternzellen. Sie besitzt eine hohe Zelldichte.

Lamina pyramidalis externa (III) besitzt eine hohe Zelldichte und beinhaltet
grofdtenteils grofée Pyramidenzellen. Die axonalen Fortsdtze der Zellen bilden den

Grofdteil der Assoziations- und Kommissurenfasern.

Lamina granularis interna (IV) ist besonders in sensorischen oder sensiblen
Cortexbereichen ausgepragt. Hier kommen vorwiegend kleine Pyramidenzellen bei
hoher Zelldichte vor. Aufderdem enden und verzweigen sich hier thalamocorticale
Afferenzen und bilden den Baillarger-Streifen. Des Weiteren enthdlt Lamina IV

apikale Dendriten von Pyramidenzellen der Lamina VI (Escobar et al. 1986).

Lamina pyramidalis interna (V) bildet das Hauptefferenzsystem des Cortexes. In den
meisten Cortexarealen besitzt Lamina V allerdings nur assoziative Funktionen. Im
primaren motorischen Cortex hingegen bilden die hier iiberwiegend vorkommenden
Betz-Riesenpyramidenzellen mit ihren axonalen Fortsdtzen den Grofdteil der
Efferenzen des Cortexes zu tieferen Hirnregionen wie Basalganglien, Hirnstamm und
Rickenmark, nicht aber zum Thalamus. Lamina V beinhaltet aufierdem
Axonkollateralen der Neurone aus den Laminae II, III und V. Sie ist vor allem in
motorischen Cortexbereichen ausgepragt.

Lamina multiformis (VI) besitzt eine mafdige Zelldichte. Die axonalen Fortsatze der
kleinen Pyramidenzellen bilden den Grofdteil der Efferenzen des Cortexes zum

Thalamus.

(Trepel 2015; Kirkcaldie 2012; Aumiiller et al 2014)

Obwohl Maus und Mensch &dhnliche Schichtaufteilungen und Neurone mit dhnlichen

Eigenschaften im Neocortex besitzen, gibt es ein einige Unterschiede (zur Ubersicht siehe

Kirkcaldie 2012). In der Maus zdhlen Lamina II und III als eine Schicht. Sie ist diinner und

weniger differenziert als Lamina II und III im menschlichen Neocortex (DeFelipe, Alonso-

Nanclares, und Arellano 2002). Auf3erdem existiert in der Maus eine zellarme, diinne Lamina
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VII mit Projektionen in Lamina I und Verbindungen durch das Corpus callosum zur anderen

Hemisphare (Mitchell und Macklis 2005). Generell sind die Neurone im Mauscortex extrem

dicht gepackt (Schiiz und Palm 1989).

Lamina
molecularis (1)

WAL o ..\"'g“-'-'.""'-‘}Laminaqranu
p AR R et VIS aris externa (1)
Lamina

pyramidalis

A
externa (Il1)

s * xfy : I\

L PR T Lo «‘_}Laminaqranu
Sl 4 J larisinterna (IV)
Lamina
pyramidalis
interna (V)

) z . Lamina
multiformis (V1)

Abbildung 2. Schematischer Aufbau des Neocortexes

a Schichten des Neocortexes in einer Silberfarbung

kleine ‘ T
Pyramidenzelle A
A |~

Sternzelle ﬁ—;‘l -~ J
[
.

grolﬁe%} 11
Pyramidenzelle =T = ‘

=R

=/ ||
1! f’ it J

b Schichten der GrofRhirnrinde in der Zelldarstellung nach Nissl
c schematische Darstellung der wichtigsten Neuronentypen innerhalb des Neocortex

(Aumiiller u. a. 2014)

1.2.2.4 Primarer visueller Cortex

Der primare visuelle Cortex befindet sich im Okzipitallappen der Grofshirnrinde.

Histologisch ist der primare visuelle Cortex wie der restliche Neocortex aufgebaut und

besteht aus den oben beschriebenen sechs Schichten. Uber den Signalweg von Retina iiber

Nervus opticus, Tractus opticus, Corpus geniculatum laterale und Sehstrahlung ist der
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primére visuelle Cortex in das visuelle System eingebunden. Als Besonderheit enthéalt der
primar visuelle Cortex eine besonders dicke Schicht IV. Hier enden viele afferente Neurone

aus dem Corpus geniculatum laterale (Aumdiller et al. 2014).

1.2.3 Retina

1.2.3.1 Funktion

Die Retina dient der Lichtwahrnehmung und der anschliefSenden Reizweiterleitung iiber
den Nervus opticus in iibergeordnete Hirnzentren. Die Retina steht also am Anfang des
Sehvorgangs. Dem entsprechend kann es bei Erkrankungen der Retina zu Sehstérungen
kommen (zur weiteren Ubersicht siehe Lehrbiicher der Anatomie wie Trepel 2015; Aumiiller

etal. 2014).

1.2.3.2 Anatomie

Der Augapfel liegt in der Orbita und besteht aus drei Schichten. Die dufdere Schicht (Tunica
fibrosa bulbi) besteht aus der Sklera und der lichtdurchldssigen Cornea. Dann folgt die
mittlere Schicht (Tunica vasculosa bulbi, Uvea) mit Iris, Corpus ciliaris und Choroidea. Die
innerste Schicht (Tunica interna bulbi) bildet die Retina. Sie wiederum kann in zwei Anteile
unterteilt werden: die Pars caeca (,blinde“ Retina) und die Pars optica (,lichtempfindliche,
sehende” Retina). Die Pars caeca enthalt nur das Pigmentepithel und legt sich dem Corpus
ciliaris und der Iris an. Die Pars optica setzt sich aus einem dufderen Stratum pigmentosum
und einem aus Sinnes- und Nervenzellen bestehenden inneren Stratum nervosum
zusammen (Zur Ubersicht iber Anatomie und histologischen Aufbau der Retina siehe Trepel

2015; Chalupa and Williams 2008).

1.2.3.3 Histologischer Aufbau

Die Pars optica der Retina besteht histologisch aus 10 Schichten (siehe Abbildung 3):
1. Pigmentepithelschicht (Stratum pigmentosum retinae [RPE])
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2. Photorezeptorenschicht (Stratum neuroepitheliale retinae), mit Aufiensegment
(Outer Segment [OS], Stratum segmentorum externum) und Innensegment (Inner
Segment [IS], Stratum segmentorum internum)

3. Auflere Grenzmembran (Membrana limitans externa, Outer Limiting Membrane
[OLM])

4. Auflere Kérnerschicht (Stratum nucleare externum, Outer Nuclear Layer [ONL])

5. Auflere plexiforme Schicht (Stratum plexiforme externum, Outer Plexiform Layer
[OPL])

6. Innere Kornerschicht (Stratum nucleare internum, Inner Nuclear Layer [INL])

7. Innere plexiforme Schicht (Stratum plexiforme internum, Inner Plexiform Layer
[IPL])

8. Ganglienzellschicht (Stratum ganglionare retinae, Ganglion Cell Layer [GCL])

9. Nervenfaserschicht (Stratum neurofibrarum, Optic Fiber Layer [OFL])

10. Innere Grenzmembran (Membrana limitans interna, Inner Limiting Membrane [ILM])

Die fiinf wichtigsten Neurontypen in der Retina sind die Photorezeptoren, die Bipolarzellen,

die Ganglienzellen, die Horizontalzellen und die amakrinen Zellen.

Der schematische Aufbau der Retina ist in Abbildung 3 dargestellt. Der Lichteinfall erfolgt in
der entgegengesetzten Richtung zur neuronalen Impulsweiterleitung. Die Photorezeptoren
registrieren das einfallende Licht. Ihre Auféen- und Innensegmente liegen im Stratum
neuroepitheliale retinae, wobei ihre Perikaryen im Stratum nucleare externum (ONL) liegen.
Die Weiterleitung des Lichtreizes erfolgt durch synaptische Umschaltung auf die
Bipolarzellen im Stratum plexiforme externum (OPL). Thre Perikaryen befinden sich im
Stratum nucleare internum (INL). Die Bipolarzellen wiederum bilden im Stratum plexiforme
internum (IPL) synaptische Kontakte mit den Ganglienzellen. Im Stratum ganglionare (GCL)
liegen die Zellkorper der Ganglienzellen. lhre Axone verlaufen weiter im Stratum
neurofibrarum und verlassen gemeinsam als Nervus opticus die Retina an der Papilla nervi
optici. Die Retina wird durch zwei Grenzmembranen unterteilt: die Membrana limitans

externa (OLM) und die Membrana limitans interna (ILM).
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Die Horizontalzellen und die amakrinen Zellen bilden die Interneurone der Retina. lhre
Aufgabe besteht in der horizontalen Verschaltung der einzelnen Neurone. Die Perikaryen
der amakrinen Zellen liegen in der INL. Sie erhalten ihre Afferenzen von den Bipolarzellen
und projizieren zu den Ganglienzellen. Die Horizontalzellen befinden sich an der Grenze von
OPL zu INL. Sie erh6hen zusammen mit den Bipolarzellen durch den Vorgang der lateralen

Inhibition den Kontrast, sodass Objekte besser detektiert werden kénnen (Watson 2012).

Die Miiller-Zellen bilden die Gliazellen der Retina. Ihre Fortsatze reichen vom Stratum
ganglionare zum Ubergang von Innensegment und Zellkorper der Photorezeptoren
(Haverkamp und Wassle 2000), wo sie mit den Photorezeptoren Zonulae adhaerentes

ausbilden (lichtmikroskopische Korrelat = Membrana limitans externa).

Im menschlichen Auge gibt es in der Retina eine Stelle des scharfsten Sehens, die sogenannte
Fovea centralis. An dieser Stelle gibt es nur Zapfen, aber keine Stabchen. Weiterhin liegt an
dieser Stelle eine 1:1:1 Verschaltung von Zapfen auf Bipolarzellen auf Ganglienzellen vor. In
der Retina der Maus existiert nur ein vergleichbares Korrelat, die Area centralis mit hoherer

Dichte von Stiabchen und Zapfen als in der Peripherie (Laemey, Protti, Dreher 2008).
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Innere Gliagrenzmembran =

MNervenfaserschicht

Ganglienzelischicht

Innare plexiforme Schicht

1 [

Innere Kamerschicht

Aufere plexiforme Schicht

Aullere Kirmnerschicht
AuRers Gliagrenzmembran ———

Photorezeptorschicht

Pigmentepithel

U o : |
ek 4
Abbildung 3. Die wichtigsten Zellen der Retina mit ihren Verbindungen

1 Stidbchenzellen 2 Zapfenzelle 3 Bipolarzelle 4 Ganglienzellen 5 Horizontalzellen 6 amakrine Zellen
7 Miiller-Zellen 8 Blutgefafie der Retina 9 Kapillaren (Abbildung aus Trepel 2015)

1.2.4 Rickenmark

1.2.4.1 Funktion

Das Riickenmark zdhlt zum zentralen Nervensystem. Es leitet sensible Informationen vom
peripheren Nervensystem ins Gehirn und umgekehrt motorische Informationen in die

Peripherie. Eine Lasion des Riickenmarks kann zu verschiedensten Pathologien im
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sensiblen, motorischen und autonomen Nervensystem fiihren (zur weiteren Ubersicht siehe

Lehrbiicher der Anatomie wie Trepel 2015; Aumiiller et al. 2014).

1.2.4.2 Anatomie

Das Riickenmark befindet sich im Spinalkanal. Es reicht vom Ende des Hirnstamms im
Formen magnum bis zum Lendenwirbelkdrper 1-2 beim erwachsenen Menschen. Bei der
Maus ist der kaudalste Punkt des Riickenmarks am 6. Lendenwirbelkérper zu finden. Am

distalen Punkt, dem Conus medullaris, geht das Riickenmark in das Filum terminale tiber.
Das Riickenmark ist von Hirnhduten umgeben und von Liquor cerebrospinalis umspiilt.

Die Aufteilung des Riickenmarks erfolgt in fiinf Abschnitte: 8 zervikale Segmente, 12
thorakale Segmente, 5 lumbale Segmente, 5 sakrale Segmente und 1 coccygeales Segment.
Das Riickenmark der Maus besitzt abweichend zum Menschen 8 zervikale, 13 thorakale, 6

lumbale, 4 sakrale und 3 coccygeale Segmente (Sengul und Watson 2012).

Aus den jeweiligen Riickenmarksegmenten treten die Spinalnervenpaare aus, um motorisch
die Peripherie zu innervieren. Die sensiblen Informationen ziehen wiederum {iiber die
Spinalnerven in die jeweiligen Rickenmarkssegmente und dann zu iibergeordneten
Hirnzentren. Das Riickenmark besitzt auflerdem zwei Verdickungen: die Intumescentia
cervicalis und die Intumescentia lumbosacralis. Diese Verdickungen stellen die Abgange der

Spinalnerven zur Innervation der Extremitdten dar.

(Zur genaueren Ubersicht der Anatomie siehe Trepel 2015)

1.2.4.3 Graue und weiBe Substanz

Das Riickenmark ladsst sich in graue und weifde Substanz unterteilen. Die Anteile an grauer

und weifder Substanz variieren in den einzelnen Riickenmarksabschnitten.

Die weifde Substanz umgibt die graue Substanz von aufden. Sie enthalt aufsteigende und

absteigende Faserbahnen und Gliazellen. Die wichtigsten sensiblen Bahnen sind die Tractus
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spinothalamici (Schmerz-, Temperatur- und grobe Tastempfindung), die Hinterstrang-
(Exterozeption und Propriozeption) und die Kleinhirnseitenstrangbahnen (Propriozeption
des Bewegungsapparats). Die wichtigste motorische Bahn ist die Pyramidenbahn. Sie ist fiir
die motorische Innervation vor allem der distalen Skelettmuskulatur zustdndig. Die
extrapyramidalmotorischen Systeme wie der Tractus rubrospinalis, der Tractus
vestibulospinalis und der Tractus reticulospinalis sind vorwiegend fiir die Innervation der

proximalen Skelettmuskulatur verantwortlich (Trepel 2015).

Die graue Substanz besteht grofdtenteils aus Nervenzellkorpern. Sie enthdlt aber auch
unmyelinisierte Axone und einen kleinen Anteil myelinierter Fasern. Hier erfolgt die
Umschaltung der Neurone durch synaptische Kontakte. Im Querschnitt besitzt die graue
Substanz die Form eines Schmetterlings. Sie ldsst sich in Vorder- und Hinterhorn aufteilen.
Zwischen Th1 und L2 sowie S1 und S2 existiert in der Maus auflerdem ein Seitenhorn.
(Sengul und Watson 2012). Beim Menschen erstreckt sich das Seitenhorn von C8 bis L3. Die
graue Substanz kann in Kerngebiete oder in Laminae nach Rexed unterteilt werden (siehe
Abbildung 4). In der Einteilung nach Rexed werden zehn Laminae unterschieden. Dabei
zahlen die Laminae I bis VI zum Hinterhorn, die Lamina VII und funktionell die Lamina X zum

Seitenhorn und die Laminae VIII und IX zum Vorderhorn.

e Lamina I bildet den dorsalen Teil des Hinterhorns. Hier werden Nozizeption und

Temperaturempfinden verschaltet (Christensen und Perl 1970).

e Lamina II (Substantia gelatinosa) besteht aus zahlreichen Interneuronen mit
Kollateralen in tiefere Schichten des Hinterhorns. Sie leitet ebenfalls nozizeptive und
thermozeptive Afferenzen (Sengul und Watson 2012). Diese und die nozizeptiven
Afferenzen aus Lamina I konnen von hoheren Hirnzentren beeinflusst werden (Trepel

2015).

e Lamina III und IV enthalten den Nucleus proprius. Er ist Ziel fiir propriozeptive
Afferenzen aus dem Bewegungsapparat.

e Lamina V und VI enthalten den Nucleus dorsalis. Er ist nur im Thorakalmark klar
abgrenzbar und empfingt {iberwiegend propriozeptive Afferenzen. Die

Reizweiterleitung erfolgt tiber den Tractus spinothalamicus.
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e Lamina VII enthdlt zahlreiche Kerne. Der wichtigste Vertreter ist der Nucleus
intermediolateralis. Er enthalt das erste sympathische Neuron und reicht von C8-L3
(Th1-L2 in der Maus (Sengul, Puchalski, und Watson 2012)). Im Bereich des
Sakralmarks befinden sich parasympathische Kerngebiete. Aufderdem beinhaltet die
Lamina VII auch Neurone, die an der Verschaltung viszerosensbiler Afferenzen

beteiligt sind. Im Zervikalmark sind keine vegetativen Neurone enthalten.

e Lamina VIII enthélt Neurone, die den a-Motoneuronen dhneln (Sengul, Puchalski, und
Watson 2012). Die Axone der Neurone bilden den propriospinalen Trakt. Einige
Neurone projizieren in das kontralaterale Vorderhorn (Kommissurenfasern). Die
Neurone der Lamina VIII in der Maus spielen eine Rolle in der Koordination von
Bewegungen (Sengul und Watson 2012).

e Lamina IX enthélt die Perikaryen der grofien a-Motoneurone. Ihre Axone innervieren

die Skelettmuskulatur. Auflerdem enthdlt Lamina IX y-Motorneurone, die den

Muskelspindelapparat innervieren, und 3-Motorneurone.

Substantia
Apex comus gelatinosa
posterius - Caput comus
.I //" posterius
Nucleus inter--_ g et __— Nucleus proprius
I mediolateralis T = "
= Nucleus —__ \\\‘ - Nucleus thoracicus
S - retroposte- - < posterior
Iv ~— % rolateralis = R
v— | X g = A ™ Nucleus intermedio-
- Nucleus ———— T~ medialis
P e : - : .
VI© / VIl posterolateralis T - .
- \L‘ el ‘ \ ~ Nucleus
vl 3 L Nudleus—" A l posteromedialis
X lumbosacralis //' I
MNucleus Nucleus Mucleus
a b anlerolateralis  anteromedialis centralis

Abbildung 4. Schematischer Aufbau der grauen Substanz des Riickenmarks
a Laminae nach Rexed

b Zellgruppen in einem schematischen Querschnitt durch das Lumbalmark

(Abbildung aus Aumtiller et al. 2014)
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1.3 Endozytose

1.3.1 Endozytose

1.3.1.1 Funktion

Der Vorgang der Endozytose beschreibt die Aufnahme von extrazellularen Stoffen in die
Zelle. Dies geschieht durch Einstiilpungen in der Zellmembran, die die aufzunehmenden
Stoffe einschlief3en und dadurch in die Zelle transportieren. Wie oben bereits beschrieben
ist der Vorgang der Endozytose bei verschiedensten Prozessen von Bedeutung, zum Beispiel
in der Zell-Zell-Kommunikation, der Immunantwort, dem Zellwachstum und der
Zelldifferenzierung (Doherty und McMahon 2009; McMahon und Boucrot 2011; Parkar et al.
2009).

Es gibt verschiedene Formen der Endozytose. Zu den bekanntesten Formen zadhlen die
Clathrin-vermittelte Endozytose, die Caveolae-abhingige Endozytose, die Phagozytose und
die Macropinozytose (zur Ubersicht iiber die verschiedenen Mechanismen der Endozytose

siehe Doherty und McMahon 2009).

In neuronalem Gewebe ist die Endozytose von besonderer Wichtigkeit, da die per Exozytose
ausgeschiitteten Neurotransmitter wieder aus dem synaptischen Spalt entfernt werden
miissen, um die Signalweiterleitung zu regulieren. Auf3erdem muss immer ein gewisser Pool
an synaptischen Vesikeln zur Exozytose bereitstehen. Daher ist die synaptische Endozytose
eng an die synaptische Exozytose gekniipft. Im zentralen Nervensystem gibt es mindestens
drei Mechanismen zur Wiederaufnahme synaptischer Vesikel in die prasynaptische
Terminale: die Clathrin-vermittelte Endozytose, die vor allem bei moderater neuronaler
Stimulation aktiv ist, die aktivitdtsabhangige Bulk-Endozytose (Clayton und Cousin 2009;
Clayton, Evans, und Cousin 2008), bei der grofe Mengen an Neurotransmitter auf einmal

wieder in die Zellen aufgenommen werden kénnen und die vorwiegend wahrend starker
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neuronaler Aktivitat aktiv wird, sowie eine kirzlich entdeckte ultraschnelle Form der

Endozytose (Watanabe, Liu, et al. 2013; Watanabe, Rost, et al. 2013).

1.3.1.2 Clathrin-vermittelte Endozytose (clathrin-mediated endocytosis
[CME])

In der Clathrin-vermittelten Endozytose werden extrazelluldre Stoffe an der Oberflache der
Zelle mithilfe von "Clathrin-coated" Vesikeln in das Zellinnere aufgenommen (Kirchhausen,
Owen, und Harrison 2014). Es ist einer der Hauptwege, um synaptische Vesikel zu recyceln.
(Cremona und De Camilli 1997). Die Clathrin-vermittelte Endozytose wird von allen bisher
bekannten eukaryotischen Zellen verwendet. Die Vielseitigkeit der aufzunehmenden Stoffe
kommt durch das Vorhandensein unterschiedlicher akzessorischer Adaptorproteine
zustande bzw. durch die gezielte rezeptorvermittelte Aufnahme der Substanzen (McMahon

und Boucrot 2011).

Zum Zwecke der Aufnahme wird ein ca. 3000 bis 5000 nm? grofes Stiick der
Plasmamembran der Zelle zu einem Vesikel mit einem Durchmesser von ca. 30 bis 40 nm
geformt (Dittman und Ryan 2009). Der gesamte Prozess der Clathrin-abhdngigen
Endozytose kann in fiinf Schritte eingeteilt werden: Initiation (nucleation), Auswahl des
aufzunehmenden Stoffes (Cargo selection), Formung des Clathrin-Mantels (coat assembly),
Abtrennung von der Plasmamembran (scission) und Wiederfreisetzung der beteiligten

Proteine (uncoating).

Im ersten Schritt erfolgt die Bildung einer Membraninvagination (sogenannter "Pit"). Dazu
organisieren sich an der Innenseite der Plasmamembran verschiedene an der Endozytose
beteiligte Proteine aber auch Lipide z.B. Clathrin, AP2, Epsin und Phosphatidylinositole (Le
Roy und Wrana 2005). Durch endozytotische Bindungsmotive in Rezeptoren (Ohno u. a.
1995) und Phosphatidylinositol-(4,5)-Bisphosphat (PIP;) in der Plasmamembran wird AP2
zur Plasmamembran rekrutiert (Honing u.a. 2005). PIP2 wird dabei aktivitdtsabhangig
durch den Einfluss der Phosphatidylinositol-Kinase Iy in der Plasmamembran synthetisiert

(Wenk et al. 2001). Diese Kinase rekrutiert wahrend repetitiver Exozytose endozytotische
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Faktoren und sorgt so fiir die Wiederaufnahme von synaptischen Vesikeln. Neuere Studien
ergaben, dass bei der Initiation endozytotischer Vorgange zunachst ein ,Nukleationsmodul“
gebildet wird. Es entsteht aus verschiedenen Proteinen an der Stelle der Plasmamembran,
an die Clathrin rekrutiert und Vesikel gebildet werden. Dieses Modul besteht aus "FCH
domain only (FCHO)" Proteinen, "EGFR pathway substrate 15 (EPS15)“ und Intersectin. Es
konnte gezeigt werden, dass der Verlust eines der Proteine die Clathrin-Rekrutierung zur
Zellmembran inhibiert (Stimpson et al. 2009; Henne et al. 2010). Die F-BAR Domane von
FCHO Proteinen kann schon bei leichten Kriimmungen der Plasmamembran binden und
seine Fahigkeit zur starkeren Verformung der Plasmamembran ist notwendig fiir die weitere

Entstehung der "Clathrin-coated pits" (Reider et al. 2009; Henne et al. 2010).

Das Nukleationsmodul rekrutiert AP2. AP2 wiederum, ein heterotetramerer Komplex,
bindet auch Clathrin und koordiniert so den Zusammenbau von Clathrin und die "cargo
selection” wahrend der Endozytose (Keen 1987). Die aufzunehmenden Stoffe werden
entweder von spezifischen Adaptorproteinen oder AP2 gebunden. Spezifische
Adaptorproteine, wie z.B. Stonin 2, binden das Kernadaptorprotein AP2 (Schmid et al. 2006).
In Abwesenheit von AP2 ist der Nukleationskomplex zwar versammelt, der Zusammenbau
von Clathrin und die Vesikelformung finden allerdings grofdtenteils nicht statt (Boucrot u. a.
2010). FCHO Proteine haben ebenfalls eine mogliche Ligandenbindungsdoméane und kénnen
so in der Auswahl der zu endozytierenden Stoffe eine Rolle spielen (Henne et al. 2010; Reider
et al. 2009). Des Weiteren konnen die aminoterminale Domane von AP180 (ANTH) und die
N-terminale Domdne von Epsin (ENTH) an die Plasmamembran binden und diese
verformen. Aufderdem habe sie eine Funktion in der "cargo selection” (Chidambaram,

Zimmermann, und von Mollard 2008).

Sobald die aufzunehmenden Stoffe entweder an AP2 oder an spezifische Adaptorproteine
gebunden sind, rekrutieren diese Clathrin-Triskelen an die zytosolische Seite der
Zellmembran. Dort polymerisiert Clathrin zu einem polygonalen Netzwerk, um so bei der
Formung der Vesikel zu assistieren. Da Clathrin allerdings an die flexible Region der
Adaptorproteine AP2, AP180 und Epsin bindet, wiirde Clathrin alleine nicht ausreichen, um

die Zellmembran adaquat zu deformieren, um die "coated pits" zu generieren. Stattdessen
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sorgen Proteine wie FCHO Proteine, Epsin, Amphiphysin, SNX9 und Dynamin fiir eine
ausreichende Kurvatur und Destabilisation der Plasmamembran (McMahon und Boucrot

2011).

Zur Abschniirung von der Plasmamembran wird das mechanochemische Enzym Dynamin
bendtigt. Proteine mit BAR-Domédnen halten sich vor allem am Hals des entstehenden
Vesikels auf und helfen dabei den Hals zu formen. Dies wird auch durch eine erhéhte Aktin-
Polymerisation in diesem Bereich unterstiitzt (Ferguson et al. 2009; Saffarian, Cocucci, und
Kirchhausen 2009). Zu den BAR-Domanen-enthaltenden Proteinen gehdéren Amphiphysin,
Endophilin und Sorting Nexin 9 (SNX9). Mit ihren SCR Homologie 3 Domédnen (SH3) binden
sie die Prolin-reiche Domadne Dynamins und rekrutieren so Dynamin zum Hals des Vesikels
(Wigge et al. 1997; Ferguson et al. 2009; Sundborger et al. 2011). Bei der
Dynaminpolymerisation um den Hals des Vesikels wird GTP hydrolysiert. Dadurch kommt
es zur Konformationsanderung von Dynamin, die eine Einschnlirung oder eine Dehnung der
Plasmamembran zur Folge hat. Dies wiederum fiihrt zur Abschniirung der Vesikel (Sweitzer

und Hinshaw 1998; Ferguson und De Camilli 2012).

Nach dem Abschniiren der Vesikel von der Plasmamembran wird der Clathrin-Korb mithilfe
von Auxilin, der Cyclin G-assoziierten Kinase (GAK) und HSC70 (Hitzeschockprotein 70; heat
shock cognate 70) freigesetzt (Ungewickell et al. 1995; Schlossman et al. 1984). Auxilin wird
nach der Vesikelknospung rekrutiert, in dem es an die terminalen Doméanen der Clathrin-
Triskele bindet. Dann rekrutiert Auxilin das Protein HSC70 (Fotin et al. 2004). Das Vesikel
durchlauft anschliefSend verschiedene Signalwege, bevor es entweder zu seinem
Bestimmungsort in der Zelle gelangt und dort durch Fusion mit dem intrazellularen
Kompartiment seinen Inhalt ausschiittet oder zuriick an die Oberflache gelangt und mittels
Exozytose in die extrazellulire Umgebung freigesetzt wird (Doherty und McMahon 2009).
Die an der Endozytose beteiligten zytoplasmatischen Proteine werden wieder ins
Zytoplasma freigesetzt und warten dort auf den nachsten Endozytosezyklus, in dem sie

wieder ihren Einsatz finden.
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Abbildung 5. Ablauf der Clathrin-abhangigen Endozytose

a Dargestellt sind die fiinf Schritte der Clathrin-abhdngigen Endozytose. Nucleation: FCHO (FCH
domain only)-Proteine binden Phosphatidylinositol-(4,5)-Bisphosphat (PtdIns(4,5)P2) in der
Plasmamembran und rekrutieren EPS15-EPS15R (EGFR pathway substrate 15- EPSP-related) und
Intersektine zur Initiation eines Clathrin-ummantelten "Pits". Dies geschieht mithilfe der
Rekrutierung von AP2. Cargo selection: AP2 bindet verschiedene Rezeptoren direkt mit seinen p-
oder o-Untereinheiten. Verschiedene spezifische Adaptorproteine wie Stonin binden AP2 und
rekrutieren spezifische Rezeptoren. Coat assembly: Clathrin-Triskele werden durch AP2 rekrutiert
und bilden Hexagons und Pentagons zur Formung des Clathrin-Mantels um den sich bildenden Pit.
Scission: die GTPase Dynamin wird durch BAR-Domanen-enthaltende Proteine zum Hals des sich
bildenden Vesikels mobilisiert. Dort polymerisiert es spontan und induziert nach Hydrolyse von GTP
die Abschniirung des Vesikels von der Plasmamembran. Uncoating: Auxilin oder die Cyclin G-
assoziierte Kinase (GAK) rekrutieren das Hitzeschockprotein 70 (HSC70). Mithilfe dieser Proteine
wird der Clathrin-Mantel wieder freigesetzt

b Clathrin-Netzwerk: dargestellt sind die Protein-Protein-Interaktionen wahrend der verschiedenen
Stationen der Endozytose

(McMahon und Boucrot 2011)

1.3.1.3 Aktivitatsabhangige Bulk-Endozytose (activity-dependent bulk
endocytosis [ADBE])

Wahrend die Clathrin-vermittelte Endozytose vor allem fiir die Wiederaufnahme

synaptischer Vesikel wahrend mafiiger Neurotransmitterausschiittung verantwortlich ist
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(Zhu, Xu, und Heinemann 2009), wird die aktivititsabhdngige Bulk-Endozytose zusatzlich
zur Clathrin-abhangigen Endozytose bei massiver synaptischer Transmission aktiv (Royle

und Lagnado 2003; Clayton, Evans, und Cousin 2008).

Die genauen molekularen Mechanismen sind noch nicht im Detail verstanden (Clayton und
Cousin 2009). Charakteristisch sind allerdings die grof3en Plasmamembraneinstiilpungen,
die sich dann zu einem Endosomen-dhnlichen Kompartiment formen (Recyclosomen). Aus
diesen Kompartimenten kénnen zahlreiche synaptische Vesikel ausknospen und den Pool
intrazellularer synaptischer Vesikel rasch wieder auffiillen (Clayton und Cousin 2009).
Wahrend starker neuronaler Stimulation steigt der Calciuminflux in die Zelle. Die Calcium-
und Calmodulin-abhdngige Phosphatase Calcineurin registriert diese Zunahme und
dephosphoryliert die Proteingruppe der Dephosphine. Zu dieser Gruppe gehéren unter
anderem Dynamin 1, Amphiphysin 1 und 2, Synaptojanin, Epsin, EPS15 und AP180 (Cousin
und Robinson 2001). Durch Inhibition von Dynamin 1 mit Dynasore, einem spezifischen
Inhibitor von Dynamin (Macia et al. 2006; Preta, Cronin, und Sheldon 2015) und des daraus
resultierenden Sistieren der endozytotischen Aktivitdt, konnte gezeigt werden, dass
Dynamin 1 essentiell fiir die ADBE ist (Clayton et al. 2009). Im dephosphorylierten Zustand
ist Dynamin in der Lage mit Syndapin zu interagieren. Diese Interaktion ist notwendig fiir
die ABDE. Die Interaktion Dynamins mit Amphiphysin, die in der Clathrin-abhdngigen
Endozytose bendtigt wird, ist allerdings vom Phosphorylierungsstatus Dynamins
unabhdngig. Somit ist der Phosphorylierungszustand Dynamins fiir die Clathrin-abhangige
Endozytose im Gegensatz zur ADBE nicht entscheidend (Tan et al. 2003; Graham et al. 2007;
Clayton und Cousin 2009; Clayton et al. 2009; Anggono et al. 2006). Dies ist ein
Erklarungsansatz fiir die Unabhdngigkeit der Clathrin-abhidngigen Endozytose von der

neuronalen Aktivitat.
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Abbildung 6. Aktivititsabhingige Endozytose synaptischer Vesikel

Wahrend moderater nervaler Stimulation (mild activity) liegt Dynamin1 phosphoryliert vor und der
Weg der Clathrin-abhdngigen Endozytose wird eingeschlagen.

Bei starker neuronaler Aktivitdt (intense activity) hingegen dephosphoryliert Calcineurin Dynamin
1. Dieses kann nun von Amphiphysin gebunden werden und die synaptischen Vesikel werden
internalisiert oder das dephosphorylierte Dynamin 1 wird von Syndapin gebunden. Dann wird die
ABDE aktiv und im Weiteren schniirt Dynamin 1 die Endosomen ab. Im letzten Schritt sortieren
Clathrin-Adaptorproteine dann die aufzunehmenden Stoffe und Clathrin polymerisiert zu einem
Mantel an den Endosomen (Takei et al. 1996; Andersson et al. 2008).

(Abbildung aus Clayton und Cousin 2009)

1.3.2 Dynamin

Dynamin ist ein 100-kDa grofdes, zytosolisches Protein aus der Familien der Dynamin-
dhnlichen GTPasen (Guanosintriphosphatasen). Diese Proteine unterliegen extensiven
Splicevorgangen. Man spekuliert, dass diese Splicevorginge zur Erfiillung der
unterschiedlichen Aufgaben von Dynamin an den verschiedenen Stellen in der Zelle wichtig
sind (McNiven et al. 2000). Sehr viele Details in diesen Vorgdngen sind bisher noch ungeklart
und so seit der Entdeckung Dynamins vor tiber 20 Jahren Teil der aktuellen Forschung

(Ferguson und De Camilli 2012; Schmid und Frolov 2011).
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Dynamin ist an verschiedenen Formen der Endozytose beteiligt. Die am besten erforschte
Form ist die Clathrin-abhangige Endozytose, in der Dynamin am Abschniirungsprozess der
Vesikel von der Plasmamembran beteiligt ist. Dynamin spielt aber auch bei anderen Formen
der Endozytose eine Rolle, wie zum Beispiel bei der Caveolae-abhingigen Endozytose
(Mayor und Pagano 2007; Henley et al. 1998), bei der Phagozytose (Gold et al. 1999), bei
der Aufnahme von IL2Rf (Lamaze et al. 2001) oder bei der Bildung von "circular dorsal
ruffles" (Krueger et al. 2003). Es gibt allerdings auch Dynamin-unabhdngige Formen der
Endozytose (Doherty und McMahon 2009).

Dartiber hinaus besitzt Dynamin noch Aufgaben bei der Bildung von Endosomen im trans-
Golgi-Netzwerk (Jones et al. 1998; Henley und McNiven 1996; McMahon und Boucrot 2011;
Yang et al. 2006; Praefcke und McMahon 2004) und bei der Sortierung von Toxinen in
intrazelluliren Membrankompartimenten (Llorente et al. 1998; Cao, Garcia, und McNiven
1998). Auflerdem interagiert Dynamin sowohl direkt und als auch indirekt mit dem

Zytoskelett. Es ist vor allem im Aktinnetzwerk eingebunden (Ferguson und De Camilli 2012).

Im Genom von Sdugetieren sind bisher drei Gene bekannt, die fiir Dynamin kodieren (DNM1,
DNMZ2, DNM3) (Cao, Garcia, und McNiven 1998). Die aus diesen Genen hervorgehenden drei
[soformen Dynamins besitzen alle dieselbe Organisation ihrer Domanen und sind zu 80%
homolog in ihrer Proteinstruktur. Allerdings besitzen sie unterschiedliche
Expressionsmuster. Dynamin 1 istim neuronalem Gewebe exprimiert (Ferguson etal. 2007).
Dynamin 2 kommt ubiquitir vor (Cook, Urrutia, und McNiven 1994) und besitzt
"housekeeping" Funktionen in der Zelle (Ferguson et al. 2009). Dynamin 3 wird vor allem im
Gehirn exprimiert, allerdings in viel geringeren Konzentrationen als Dynamin 1. Daneben ist
Dynamin 3 auch im Hoden oder in der Lunge nachgewiesen worden (Cao, Garcia, und
McNiven 1998; Ferguson et al. 2007; Raimondi et al. 2011). Aufgrund multipler
Splicevarianten, die es von allem drei Dynaminisoformen gibt, kommt es zu der grof3en

Diversitdt der Dynaminproteine (Cao, Garcia, und McNiven 1998).

Das Grundgerist der Dynamin-Proteine besteht aus einer N-terminalem GTPase- oder G-
Domadne, einer a-helikalen Mittel- oder Stielregion, einer Pleckstrin Homologie (PH)

Domane, einer GED (GTPase effector domain) und einer Prolin-reichen C-terminalen Region
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(proline-rich domain; PRD). Die G-Domaéne enthalt die GTPase-Funktion Dynamins. Hier
findet der Zyklus von Guanosintriphosphat-Beladung und -Hydrolyse statt (Ferguson und
De Camilli 2012). Die Stielregionen von zwei Dynaminmonomeren polymerisieren iiber
Kreuz und werden zu einem Dynamin-Dimer, der funktionellen Dynamin-Basiseinheit. Dabei
weisen die beiden G-Domanen in gegensatzliche Richtungen (Faelber et al. 2011). Die PH-
Domaéane bildet den Fufd des Dynaminproteins. Sie beinhaltet eine positiv geladene
Haarnadelstruktur. Uber diese Struktur bindet Dynamin negativ geladene
Plasmamembranphospholipide wie Phosphatidylinositol-(4,5)-Bisphosphat (Zheng et al.
1996). Die PRD-Domaéne besitzt eine Ansammlung von PxxP Aminosauren-Motiven, die die
Proteininteraktionen mit SRC Homologie 3 (SH3) Domédnen-enthaltenden Bindungspartnern
wahrend der Endozytose vermitteln (Anggono et al. 2006; Anggono und Robinson 2007;
Grabs et al. 1997; Lundmark und Carlsson 2004; Shpetner, Herskovits, und Vallee 1996).

\ “J
,g\» o 7 -JH.*
a M, b
Solf-assembly » - :
I, W
Middla PH | GED PRD | ; } GTPase head
. Membrane SH3-domain = g
GTP binding binding/ Interaction -
and hydrolysis insertion

‘ | ‘ }— Middle/GED stalk

=

PHd in |
) ¥ omain leg

Abbildung 7. Struktur und Organisation von Dynamin

a Aufteilung Dynamins in verschiedene Domanen: G-Domaéne, Mittel-Domane, PH-Doméane, GED-
Doméne und PRD-Domane. Ihre Funktionen sind im Text beschrieben
b Tetramere Struktur Dynamins in Losung

(Abbildung aus S. L. Schmid and Frolov 2011)

Aufgereinigtes Dynamin liegt als Tetramer vor (Muhlberg, Warnock, und Schmid 1997;
Ramachandran et al. 2007) und polymerisiert spontan in Ldsungen mit niedriger

Ionenstarke zu Ringen oder Helices (Hinshaw und Schmid 1995).
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Die Funktion Dynamins bei der Clathrin-abhdngigen Endozytose wurde bereits in Kapitel

1.3.1.2 beschrieben.

Dynamin 1 ist in hohen Konzentrationen im Nervensystem prasent. Dort ist es vor allem in
den Synapsen konzentriert. Wahrend der Synaptogenese steigt seine Konzentration
messbar an (Ferguson et al. 2007; Nakata et al. 1991). Dynamin 1 galt lange als essentiell fiir
die synaptische Vesikel-Endozytose (Clayton et al. 2009; Newton, Kirchhausen, und Murthy
2006; Xue et al. 2011), aber entbehrlich fiir Basisfunktionen im Nervensystem (Ferguson et
al. 2007). Allerdings zeigten Studien an Dynamin 1 und 3 Knock-out-Mausen, dass ein Teil
der Vesikelwiederverwertung durch die Uberexpression von Dynamin 2 aufgefangen
werden kann, wobei die Beteiligung von Dynamin-unabhdngigen Endozytosewegen nicht
beurteilt wurde (Ferguson und De Camilli 2012). Dynamin 1 und andere endozytotische
Proteine, zusammenfassend als Dephosphine bezeichnet, liegen in ruhenden Synapsen
konstitutiv in phosphorylierter Form vor. Fiir einen Teil der Phosphorylierung ist Cdk5
verantwortlich (Tan et al. 2003; Smillie und Cousin 2005; Tomizawa et al. 2003). Wahrend
nervaler Stimulation und darauffolgender synaptischer Vesikel-Endozytose wird Dynamin
rasch von der Calcium- und Calmodulin-abhdngigen Phosphatase Calcineurin
dephosphoryliert (Cousin und Robinson 2001). In diesem Zustand kann Dynamin 1 mit
Syndapin interagieren (Anggono et al. 2006; Clayton und Cousin 2009). Eine spezielle
Splicevariante von Dynamin 1 (Dynamin 1xb), gegen die sich auch der zentrale Antikorper
dieser Doktorarbeit richtet, ist in der Lage iiber ein PxIXIT-dhnliches Bindungsmotiv
(PRITIS) direkt mit Calcineurin zu interagieren (Xue et al. 2011; Bodmer, Ascafio, und
Kuruvilla 2011; Ferguson und De Camilli 2012). Die Dephosphorylierung durch Calcineurin
scheint der primdre Triggermechanismus fiir die aktivitdtsabhangige Bulk-Endozytose von
synaptischen Vesikeln (activity-dependent bulk endocytosis [ADBE]) zu sein (Clayton et al.
2010, 2009; Xue et al. 2011).

Die Funktionen Dynamins in der aktivitiatsabhdngigen Bulk-Endozytose sind bereits in

Kapitel 1.3.1.3 beschrieben.

Mutationen in den Dynamingenen stehen im Zusammenhang mit bestimmten Krankheiten.

Eine Mutation im DNM1-Gen als Ausloser einer Krankheit im Menschen konnte noch nicht
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identifiziert werden. Allerdings kann eine Dysfunktionalitdt von Dynamin 1, aufgrund seiner
Funktionen in der Wiederaufnahme von synaptischen Vesikel auch wahrend starker
neuronaler Aktivitat, ein Erklarungsansatz fiir den Exercise Induced Collapse (EIC) bei
Labrador Retrievern sein (Patterson et al. 2008; Heymann und Hinshaw 2009). Auch konnte
gezeigt werden, dass die Dynamin-1-Level im Gehirn von Alzheimer-Patienten erniedrigt
sind ( Yao et al. 2003). Gegenwartig wird aufserdem eine Rolle Dynamin 1 in der Entstehung
von Epilepsie diskutiert (Ferguson und De Camilli 2012). Fiir Dynamin 2 hingegen konnte
im Menschen schon der Zusammenhang zwischen Mutationen im DNMZ-Gen und der
Entstehung der Charcot-Marie-Tooth Typ B Krankheit (Ziichner et al. 2005; Claeys et al.
2009) und der zentronukledren Myopathie (Catteruccia et al. 2013; Bitoun et al. 2005)

gezeigt werden.
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2.1 Material

2.1.1 Antikorper

2.1.1.1 Primarantikorper

Anti-Dynamin 1xb Antikérper (Klon 1E10): Der monoklonale Antikérper (Klon 1E10) richtet
sich gegen das Peptid CPPGVPRITISDP in der Calcineurinbindungsdomine der
Splicevariante Dynamin 1xb. Diese Dynaminform kann direkt an die Phosphatase
Calcineurin binden. Die Interaktion erfolgt liber ein PxIxIT-dhnliches Bindungsmotiv fiir
Calcineurin (PRITIS) (Ferguson und De Camilli 2012; Bodmer, Ascafio, und Kuruvilla 2011;
Xue et al. 2011). Das korrespondiere Blockierungspeptid stammt von der Firma Scilight
peptide. Der Dynaminantikorper wurde in Immunfluoreszenzfarbungen 1:300 und in

Western Blot Experimenten 1:1000 verdiinnt.

Anti-RIBEYE (B)-Doméne/CtBP2 Antikorper (U2656, Schmitz, Konigstorfer, and Stidhof
2000): Es handelt sich um ein Kaninchen Antiserum gegen die RIBEYE(B)-Domadne. Der

Antikorper wurde in Immunfluoreszenz Farbungen 1:1000 verdiinnt.

Anti-panSV2Antikorper: Bei diesem Antikorper handelt es sich um einen monoklonalen
Antikorper gegen das synaptische Vesikelprotein SV2 (gegen alle Varianten von SV2;
Buckley und Kelly 1985). Hierbei handelt es sich um den Uberstand von kultivierten

Hybridoma-Zellen. Diese stammen aus der Hybridoma Bank der Universitit von lowa
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(Developmental Studies Hybridoma Bank, DSHB). Der Zelliiberstand wurde in einer

Verdiinnung von 1:50 in Immunfluoreszenzfarbungen verwendet.

Anti-Synaptotagmin 1 Antikoérper (V216, (Perin et al. 1990; Pang et al. 2006; Bacaj et al.
2015): Es handelt sich um ein Kaninchen Antiserum gegen Synaptotagmin 1, das Calcium-
Sensorprotein in der Membran synaptischer Vesikel. Der Antikérper wurde in einer

Verdiinnung von 1:250 genutzt.

Anti-RIM 1/2 Antikérper (Wahl et al. 2016; Anjum, Ayoubian, und Schmitz 2014; Schoch et
al. 2006): Es handelt sich um einen polyklonalen Kaninchen-Antikérper. RIM reguliert
prasynaptisch in der aktiven Zone die Ca%*-getriggerte Neurotransmitterausschiittung. Die

verwendete Verdiinnung in den Immunfluoreszenzfarbungen betrug 1:250.

Anti-Aktin C4 Antikorper (Millipore, Cat #MAB1501(Noack et al. 2012; Sauls et al. 2015)):
Es handelt sich um einen monoklonalen Mausantikorper. Aktin ist ein zytoskeletales Protein,
das in allen Zellen vorhanden ist. Der Antikérper wurde in Western Blot Experimenten in

einer Verdiinnung von 1:5000 als Ladungskontrolle verwendet.

Fab Anti-Maus IgG Fragment (Kaninchen) (Rockland, Code: 810-4102): Es handelt sich um
einen polyklonalen Kaninchen-Antikérper-Fragment. Er richtet sich gegen das gesamte
Maus-IgG-Molekil. Der Antikorper wurde in Immunfluoreszenzexperimenten in einer

Verdiinnung von 1:50 genutzt.

Anti- 8 Tubulin (Santa Cruz Biotechnology (H-235): sc-9104, (Gimigliano et al. 2012)): es
handelt sich um einen polyklonalen Kaninchen-Antikérper. Er wurde in

Immunfluoreszenzexperimenten in einer Verdiinnung von 1:150 eingesetzt.

2.1.1.2 Synthetische Peptide
Die Peptide fiir die Dotblotexperimente wurden von der Firma Proteogenix (Illkirch,
Frankreich) und der Firma Scilight Biotechnology LLC (Peking, China) synthetisiert.
Folgende Peptide wurden synthetisiert: 1.) PPGVPRITISDP (12mer; PP12); 2.) PPGVP (5mer;
PP5) and 3.) RITISDP (7mer; RP7).
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2.1.1.3 Sekundarantikorper

In den Immunfluoreszenzexperimenten wurden folgende fluoreszenzmarkierte
Sekundarantikorper eingesetzt: Huhn Anti-Maus Alexa488; Esel Anti-Kaninchen Alexa568,
Esel Anti-Maus Alexa568 und Huhn Anti-Kaninchen Alex488. Diese AntikOrper stammen von
Molecular Probes/Invitrogen. Sie wurden in einer 1:1000 Verdiinnung fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur eingesetzt. Des Weiteren wurde zur Markierung der Zellkerne in der
Immunfluoreszenzfarbung DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol) in einer Verdiinnung von
1:1000 genutzt. DAPI wurde auf den Schnitten ebenfalls fiir eine Stunde bei

Raumtemperatur gemeinsam mit den Sekundarantikérpern inkubiert.

In den Western Blot Experimenten wurde folgender mit Meerrettich-Peroxidase
konjugierter Sekundarantikorper von (Sigma Aldrich) eingesetzt: Anti-Maus (IgG) in einer

Verdiinnung von 1:10.000.

2.1.2 Gewebe

Alle Experimente wurden mit C57BI/6] Mausen beider Geschlechter durchgefiihrt. Die
Tierhaltung und experimentellen Prozeduren wurden gemafd den Richtlinien des
tierethischen Komitees der Universitat des Saarlandes durchgefiihrt. Die Mdause wurden bei
Standard Tag-Nacht-Rhythmus gehalten und am frithen Nachmittag getotet. Die Augen
wurden zuerst bei Tageslicht (Luminanz von =2cd/m2) entnommen. Danach folgte die

Entnahme von Cerebellum, Neocortex, Riickenmark, Nieren und Darm.

2.1.3 Einbettmedium

Als Einbettmedium wurde Epon Harz verwendet. Dazu wurden 13g 812 Epon, 5,5g DDSA
(Dodeceny Succinic Anhydride), 8g MNA (Methyl-5-Norbornene-2,3-Dicarboxylic
Anhydride) und 0,2g DMP 30 Epoxy Accelator (2,4,6-Tris(dimethylaminomethyl)phenol)

mit einer Pasteur-Einmal-Pipette sorgfaltig gemischt und danach entgast.
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2.2 Methoden

2.2.1 Immunfluoreszenzmikroskopie

2.2.1.1 Harz-Einbettung fur 0,5um dunne Schnitte (Semidunnschnitte)

Die Methode zur Gewebeeinbettung ist eine Abwandlung der von Drenckhahn und Franz
beschriebenen Prozedur (Drenckhahn und Franz 1986) und wurde, wie in Wahl et al. (2013)
beschrieben, durchgefiihrt.

Zuerst wurde das entnommene Maus-Gewebe in in Stickstoff gekiihltem Isopentan
schockgefroren. Anschlief3end erfolgte die Gefriertrocknung (Lyophilisation) bei konstanter
Gewebekiihlung mit Hilfe von fliissigem Stickstoff (Abwandlung zur Original-Methode) fiir
ca. 24 Stunden, wie von der AG Schmitz beschrieben (Wahl et al., 2013, 2016; Dembla et al.,
2014). Das Vorvakuum wurde durch eine Ol-Diffusionspumpe (Typ DUO 004B; Arthur-
Pfeiffer-Vakuumtechnik, Wetzlar/Af3lar) erzielt. Das fiir die Lyophilisation notwendige
Vakuum von ca. 10-’mbar wurde dann durch eine TCP270 Turbomolekular- Pumpe (Arthur-
Pfeifer-Vakuumtechnik, Wetzlar/Afilar) erzeugt. Kontrolliert wurde das Vakuum durch ein
PKGO020 Pirani-Gold-Kathodenmanometer. Anschliefend wurde das Gewebe weitere 24
Stunden bei Raumtemperatur und immer noch vorhandenem Vakuum an der
Vakuumpumpe inkubiert. Nach erfolgter Lyophilisation wurden die Proben bei
Raumtemperatur mit Epon Harz infiltriert. Zur kompletten Infiltration wurden die Proben
in Epon Harz bei 27 °C auf ein Drehrad fiir 24 Stunden gegeben. Die Proben wurden in
Formchen umgebettet. Die Aushadrtung des Harzes erfolgte anschlieffend bei 60°C fiir 24

Stunden.

2.2.1.2 Immunfluoreszenzmarkierung von Semidiinnschnitten

Von den wie oben beschrieben eingebetteten Gewebebléckchen wurden 0,5um diinne

Schnitte mit einem Reichert Ultramikrotom angefertigt.
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Um das Epon Harz aus dem Gewebe herauszulésen wurde die von Major et al. beschriebene
Methode mit leichten Veranderungen genutzt (Mayor, Hampton, and Rosario 1961). Die
Schnitte wurden zuerst 15 min mit Natriummethylat inkubiert (30% Losung in Methanol;
MERCK). Anschliefiend erfolgte eine ebenfalls 15-miniitige Inkubation in einer Mischung
von Xylol und Methanol zu jeweils gleichen Anteilen. Danach wurden die Schnitte zweimal
fiir jeweils 10 min in Aceton inkubiert. Gewaschen wurden die Schnitte zuerst mehrfach mit

H>O fiir 10 min, gefolgt von mehrmaligem Waschen mit PBS ebenfalls insgesamt fiir 10 min.

Nun wurden die Schnitte zuerst iber Nacht bei 4°C mit den jeweiligen Primarantikérpern
inkubiert. Nach dem Waschen mit PBS fiir 3 x 5 min am nachsten Tag wurden die Schnitte
fiir eine Stunde bei Raumtemperatur mit den entsprechenden Sekundarantikérpern
inkubiert. Anschliefend wurden die Schnitte erneut gewaschen (3 x 5 min mit PBS). Zum
Mikroskopieren wurden die Deckgliaser mit den Gewebeschnitten mit Hilfe eines
Einbettmediums, welches Ausbleichen verhindert (NPG; N-Propylgallat in 10% Glycerin) auf
einen Objekttrager aufgebracht. Die so aufgebrachten Deckglaser wurden anschlieféend mit
Nagellack umrandet, um einerseits das Verrutschen der Deckgldser und andererseits das

Austrocknen der Gewebeschnitte zu verhindern (Schmitz, Kénigstorfer, und Stidhof 2000).

Die Abwandlung dieser Markierungsmethode mit dem Einsatz zweier monoklonaler
Antikorpern wurde wie im Folgenden beschrieben durchgefiihrt. Die zugrunde liegende
Methode wurde von Lewis Carl, Gillete-Ferguson, und Ferguson (1993) beschrieben. Nach
Inkubation mit dem ersten monoklonalen Primarantikérper {Uber Nacht und
anschliefendem Waschen wurden die Schnitte mit dem ersten Sekundarantikérper (hier
wurde Huhn Anti-Maus Alexa488 verwendet) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurden die Schnitte wieder mit PBS gewaschen und fiir 3 Stunden
ebenfalls bei Raumtemperatur mit Fab Anti-Maus IgG inkubiert, um die Bindungsstellen fiir
den Sekundarantikorper abzusattigen. Nach dem Waschen mit PBS wurden die Schnitte tiber
Nacht bei 4°C mit dem zweiten monoklonalen Primdrantikérper inkubiert. Nach
wiederholtem Waschen mit PBS am nachsten Tag folgte die Inkubation mit dem zweiten

Sekundarantikorper (hier wurde Esel Anti-Maus Alexa568 verwendet) fiir eine Stunde bei
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Raumtemperatur. Anschliefend wurde weiter verfahren wie oben beschrieben. Die Schnitte

wurden erneut gewaschen, mit NPG auf einen Objekttrager gegeben und auf diesem fixiert.

2.2.1.3 Kontrollinkubationen

Bei den Kontrollinkubationsexperimenten wurde statt des Primarantikérpers mit PBS
inkubiert. Dann wurde wie oben beschrieben weiter mit der Inkubation des
Sekundarantikorpers fortgefahren. Es wurden nur unspezifische Strukturen wie Gefidfde

oder Hirnhaute und Hintergrund sichtbar.

Weitere Kontrollexperimente waren Praabsorptionsexperimente. Dieses Prozedere wird

weiter unten beschrieben.

2.2.1.4 Praabsorptionsexperimente

Hierfiir wurden die Antikérperseren von Dynamin 1xb (Klon 1E10) zu ihren geeigneten
Arbeitslosungen 1:300 verdiinnt. Dann wurden entweder 20pug des spezifischen Peptids,
gegen welches gegen der Antikorper generiert wurde (CPPGVPRITISDP), oder die gleiche
Menge eines irrelevanten Peptids (exemplarisch in dieser Doktorarbeit wurde ein
Clathrinpeptid verwendet) zu den verdiinnten Antikérpern gegeben. Die Losungen wurden
dann iiber Nacht bei 4°C lber Kopf-rotierend inkubiert und am folgenden Tag fiir
Immunmarkierungsexperimente genutzt. Hierzu wurde ebenso verfahren wie in Kapitel

2.2.1.2 beschrieben (Wahl, Katiyar, und Schmitz 2013).

2.2.1.5 Konfokalmikroskopie

Die in Immunfluoreszenzexperimenten immungefarbten Semidiinnschnitte wurden mit
Hilfe des Konfokalmikroskop A1R der Firma Nikon beurteilt. Es wurde ein 60x Ol-
Immersions-Objektiv (Plan Apo VC, Firma Nikon, numerische Apertur: 1,4) verwendet. Die
Immunfluoreszenzsignale im Griin-Kanal wurden mit einem blauen Festkorperlaser mit

einer Anregungswellenldnge von 488 nm angeregt. Die entsprechende Emissionsdetektion
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lag zwischen 500-550nm. Die Anregungswellenldnge fiir den roten Kanal betrug 568 nm
(griner Festkorperlaser) mit einer Emissionsdetektion von 570-620 nm. Es wurde kein
Durchschlagen der Signale in andere Kanile beobachtet. Immunfluoreszenzfiarbungen und
Kontrollexperimente wurden unter den gleichen Bedingungen (gleiche Laserpower, gleicher
Offset, gleicher Kontrast, gleiche Gamma-Werte) aufgenommen. Dies wurde erzielt, indem
die Funktion ,reuse camera settings“ der NIS elements software verwendet wurde (Wahl et
al. 2016). Die Dokumentation durch den Laser angeregter Fluoreszenzsignale erfolgte

ebenfalls mit der NIS elements software.

2.2.1.6 Epifluoreszenzmikroskopie

Zur erganzenden Dokumentation der immungefarbten Semidiinnschnitte wurde wie zuvor
beschrieben Wahl et al. (2016) das Epifluoreszenzmikroskop Axiovert 200M der Firma Zeiss
genutzt. Bei der Lichtquelle handelt es sich um den Oligochrom der Firma Till Photomics. Es
wurde fiir alle Bilder ein 40x Ol-Immersions-Objektiv (Plan Neofluar, Firma Zeiss,
numerische Apertur: 1,3) verwendet. Die mit DAPI gefarbten Zellkerne stellten sich dabei
durch Anregung mit Licht einer Wellenldnge von 395-440 nm dar (Anregungsfilter). Ein im
Strahlengang eingebauter Strahlenteiler teilte das Licht bei einer Wellenldnge von 460 nm.
Licht ab einer Wellenldnge von 470 nm wurde mit Hilfe eines Detektionsfilters registriert.
Die Anregung im Griin-Kanal erfolgte bei einer Wellenlainge von 450-490 nm
(Anregungsfilter). Hier befand sich der Strahlenteiler bei 510 nm und die wahrgenommene
Emission lag bei 515-565 nm (Emissionsfilter). Im Rot-Kanal wurde bei einer Wellenldange
von 540-552 nm (Anregungsfilter) angeregt. Der im Strahlengang eingebaute Strahlenteiler
lief? alle Strahlung mit einer Wellenldnge grofder als 580 nm zum Emissionsfilter (590 nm)
und der nachgeschalteten Kamera durch. Die verwendete Software zur Dokumentation der
im Mikroskop gesehenen Fluoreszenzsignale war AxioVision release 4.8 von Zeiss. Es wurde
kein Durchschlagen der Signale in andere Kandle beobachtet. Immunfluoreszenzfarbungen
und Kontrollexperimente wurden unter den gleichen Bedingungen (gleiche Expositionszeit,
gleiche Vergrofderung, gleiche Gamma-Werte und gleiche Rahmengroéfie der Kamera)

aufgenommen.
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2.2.2. SDS-PAGE und Western Blot

2.2.2.1 Proteinbestimmung mit Amidoschwarz

Zur Bestimmung des Proteingehaltes der Proben fiir die SDS-PAGE und Western Blot
Experimente wurde die Amidoschwarzbestimmungsmethode von (Dieckmann-Schuppert
und Schnittler 1997) herangezogen. Die urspriingliche Methode stammt von Heinzel et al. (
1965). Vorteil dieser Methode ist, dass der Proteingehalt unabhadngig vom verwendeten
Puffer bestimmt werden kann und diese Methode auch bei Anwesenheit von Detergenzien

sehr robust und genau funktioniert.

Die zu analysierenden Proteinproben des entnommenen Gewebes wurden wie folgt
hergestellt: das entnommene Mausgewebe wurde in Lysispuffer gegeben und mit einem

Sonifikator mittels Ultraschall homogenisiert.

Es wurden BSA-Standards mit definiertem Proteingehalt (80/ 40/ 20/ 10/ 5/ 2,5/ 1,25 pg
Protein pro 10 pl Lysispuffer) hergestellt. Jeweils 10 pl dieser Standards und der
hergestellten Proteinproben sowie des als Leerwert dienenden Lysispuffers wurden auf
1cm? grofRe Felder aus Zelluloseacetatfolie gegeben und trocknen gelassen. AnschlieRend
wurden die Folienstiicke mit der Amidoschwarz-Farbelosung fiir 10 min gefarbt. Danach
wurden die gefarbten Folienstiicke in 2ul Eppendorfreaktionsgefifie gegeben und mit
Entfarbel6sung mehrmals gewaschen. Nach dem Waschen wurde die Folie getrocknet und
mit Aufléselosung aufgeldst. Die so erhaltenen Losungen wurden im Photometer bei 620 nm
gemessen. Mit den Standards und deren Absorption wurde eine Eichkurve erstellt und der

Proteingehalt der Proben fiir die SDS-Page und Western Blot Experimente bestimmt.

Farbelosung 0,5% Amidoschwarz
45% Methanol
459% H20 destilliert

10% Eisessig
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Entfarbelosung 47,5% Methanol
47,5% H»0 destilliert

5 % Eisessig

Aufléselosung 80% Ameisensaure
10% Eisessig

10% Trichloressigsaure

2.2.2.2 SDS-PAGE

Die SDS-PAGE wurde, wie von Schmitz et al. (2000); und Johnston et al. (1989) beschrieben,
durchgefiihrt.

Die Proben wurden wie unter 2.2.2.1 beschrieben vorbereitet. Vor dem Einsatz in den SDS-
PAGE-Experimenten wurden diese in SDS-Ladungspuffer (Stock: 4 x) bei 96°C fiir ca. 10 min
aufgekocht.

Zur eindimensionalen Gelelektrophorese wurde ein zehnprozentiges Trenngel hergestellt.
Das Gel wurde zwischen zwei Glasplatten in eine Amersham-Gelgiefdvorrichtung gefiillt und
auspolymerisieren lassen. Danach wurde das Sammelgel (3%) hergestellt und auf das
Trenngel gegossen. Um ein Auftragen der Proben zu ermoglichen, wurde ein entsprechender

Kamm in das noch nicht auspolymerisierte Sammelgel gesteckt.

Nach Auspolymerisation des Sammelgels wurde das fertige Gel aus der Gelgiefsapparatur in
die Elektrophoresekammer tiberfiihrt. Dann wurden entsprechende Proteinproben und der
Marker fiir die Molekulargewichtsstandards in die Taschen des Sammelgels gefiillt.
AnschliefRend wurden Proteine entsprechend ihrer molekularen Gréfien bei 100V fiir ca. 3
Stunden getrennt. Wahrend des Trennvorgangs war das SDS-PAGE-Gel von SDS-PAGE-

Elektrophoresepuffer umgeben.

43



2 Material und Methoden

SDS-Ladungspuffer 4 x

1,6g SDS

4ml -Mercaptoethanol
2ml Glycerol

2ml 1 M Tris pH 7

4mg Bromphenol Blau

2ml destilliertes Wasser

Trenngel

1,5 ml H20

1,9 ml 1 M Tris pH 8,8
2,5 ml 30% Acrylamid
75ul 10% SDS

1,5 ml 50% Glycerol

5 ul TEMED

38 ul 10% APS

Sammelgel

4,73 ml H,0

1,88 ml 0,5 M Tris pH 8,8
0,75 ml 30% Acrylamid
75 pl 10% SDS

7,5 ul TEMED

56,3 ul 10% APS
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Elektrophoresepuffer 3,03g Tris
14,4g Glycin
1,0g SDS

Aufgefillt mit destilliertem Wasser bis zu

einem Gesamtvolumen von 1 Liter

2.2.2.3 Western Blot

Die Western Blot Experimente wurden durchgefiihrt wie von Schmitz et al. (2000)

beschrieben.

Aus dem SDS-PAGE-Gel wurden die aufgetrennten Proteine in einer Blotkammer auf eine
Nitrozellulosemembran iibertragen und immobilisiert. Dieser Vorgang erfolgte fiir 5
Stunden bei 50V und 4°C Umgebungstemperatur. Umgeben war die Membran wahrend des

Blotvorgangs mit Transferpuffer.

Anschliefend wurde die Membran mit Ponceau S-Farbeldsung reversibel gefarbt, um die
Proteinbeladung und den Marker/Grofdenstandard sichtbar zu machen. Nachfolgend wurde
mit 5 x PBS entfarbt und unspezifische Bindungsstellen durch Inkubation mit 5%

Magermilch fiir eine Stunde bei Raumtemperatur blockiert.

Dann erfolgte die Inkubation mit den entsprechenden Primarantikérpern iiber Nacht bei
4°C. Die Primdrantikorpersignale wurden durch mit Meerrettich-Peroxidase konjugierte
Sekunddrantikorper und nachfolgender "enhanced chemoluminescence (ECL)" sichtbar
gemacht. Die ECL-Signale wurden mit einem Bio-Rad GelDoc Chemilumineszenz-

Detektionssystem gescannt und dokumentiert.

Ponceau S-Farbel6sung 30g Trichloroaceticacid

5g Ponceau S
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Aufgefillt mit destilliertem Wasser bis zu

einem Gesamtvolumen von 1 Liter

5x PBS

40g NaCl

1g KCl

7,2g NazHPO4
1,2g KH2PO4

Aufgefiillt mit destilliertem Wasser bis zu

einem Gesamtvolumen von 1 Liter

Transferpuffer

15,125g Tris
72,05g Glycin
1 Liter Methanol

Aufgefiillt mit destilliertem Wasser bis zu

einem Gesamtvolumen von 5 Litern

ECL-LOsung

ECL-I:

10 ml 1M Tris pH 8,5

1ml Luminol stock

440ul Para-hydroxy Coumarinsaure (PCA)

Aufgefiillt mit destilliertem Wasser bis zu

einem Gesamtvolumen von 100ml
ECL-II:

10 ml 1M Tris pH 8,5
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64l H20;

Aufgefillt mit destilliertem Wasser bis zu

einem Gesamtvolumen von 100ml

2.2.3. Dotblot-Experimente

(durchgefiihrt von Dr. Silke Wahl)

Gleiche Mengen von Dynaminpeptiden wurden durch die Inkubation mit Glutaraldehyd
(Konzentration: 1% in PBS) fiir eine Stunde auf Eis kreuzverlinkt. Anschliefdend wurde
NaBH4 (0,1% f.c.) fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur zur Blockierung der noch freien
Aldehydgruppen hinzugegeben. 50 pg des kreuzverlinkten Peptids wurden in 5ul Tropfen
auf eine Nitrozellulosemembran gegeben. Eine gleiche Menge von unkonjungiertem BSA

diente als Negativkontrolle, um etwaige unspezifische Bindungen auszuschlief3en.

BSA und die Peptidlésungen wurden fiir ca. 15 Minuten trockenen gelassen. Anschlief3end
wurde die Membran mit Ponceau S gefarbt und das Ergebnis dokumentiert. Nach Entfarbung
der Membran mittels PBS, wurde die Membran fiir 60 Minuten in einer Losung aus 5%igem
Magermilchpulver und PBS gegeben, um unspezifische Proteinbindungstellen der Membran
zu blocken. Dann wurde mit dem Anti-Dynamin 1xb Antikoérper in einer Verdliinnung von
1:5000 bei 4°C lber Nacht inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS wurden die
Primdrantikorpersignale durch mit Meerrettich-Peroxidase konjugierte
Sekundarantikorper  (Verdiinnung  1:10.000) und nachfolgender  "enhanced
chemoluminescence (ECL)" sichtbar gemacht. Die ECL-Signale wurden einem Bio-Rad

GelDoc Chemilumineszenz-Detektionssystem gescannt und dokumentiert.

2.2.4. Hell- und Dunkeladaptation von Mausen

(durchgefiihrt von Ekta Dembla)

Es wurden 10 Wochen alte Mduse genutzt. Die Mause wurden gleichzeitig entweder fiir 4,5

Stunden in Licht (= 30 cd/m?) oder komplette Dunkelheit gesetzt. Die gleichzeitige Hell- oder
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Dunkeladaptation der Mduse wurde durchgefiihrt, um einen mdglichen Einfluss eines
zirkadianen Rhythmus auf die Experimente zu minimieren. Die Experimente wurden
zwischen 12:00 Uhr und 16:30 Uhr (um 12:00 Uhr gestartet und um 16:30 Uhr beendet)
durchgefiihrt. Die Dunkeladaptation fand in einem Raum mit <0,008 cd/m? Lichtintensitit
statt (gemessen mit einem X9-1 Optometer ausgestattet mit einem LDM-9901-04
Luminanzdetektor; Gigahertz-Optik; Germany). Anschlieffend wurden die Mause durch
zervikale Dislokation nach vorheriger Andsthesie mittels Isofluran getotet. Die Isolation der
Augen von lichtadaptierten Mausen wurde durchgefiihrt wie von Grabner etal. (2015)
beschrieben. Die Entnahme der Augen von dunkeladaptierten Mausen fand unter
Infrarotlicht statt, das nur eine minimale Auswirkung auf die Exzitation von retinalen
Neuronen hat. Nach der Entnahme wurden die Augen sofort in eine physiologische
Salzlésung gegeben, die 0.5mM Ca?* -lonen enthielt. Anschliefend wurde sie auf den Retina
Dissektionsplatz unter dem Mikroskop platziert. Das Standard-Binokular fiir die Detektion
von sichtbarem Licht wurde durch ein Infrarotdetektionssystem (FJW optical system
infrared viewers; Cat. No. 84499A) ersetzt. Ein Infrarotlicht (Conrad Electronics, Model no.
CCD-328H) wurde in der Ndhe des Dissektionsplatzes aufgestellt und ein zusatzliches
Infrarotlicht (NITECORE, Chameleon series CI6, 850nm infrared light, 1500mW) wurde
horizontal zum Dissektionsplatz montiert, um eine bessere Infrarotausleuchtung zu
gewahrleisten. Des Weiteren wurde der vordere Teil des Auges mit einer Nadel punktiert
und die Linse sowie der Glaskérper wurden durch einen zirkuldren Schnitt mittels
Dissektionsscheren entfernt. Der hintere Augenbecher mit der Retina wurde in mit fliissigem
Stickstoff gekiihltem Isopentan Kkryokonserviert, wie zuvor beschrieben (Schmitz,
Konigstorfer, und Stidhof 2000; Grabner et al. 2015). Die Einbettung der Proben wurden wie
unter Kapitel 2.2.1.2 beschrieben durchgefiihrt (Wahl, Katiyar, und Schmitz 2013).
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3.1 Dotblot Experimente

3.1.1 Dotblot Testung des Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10)
Antikorpers

(durchgefiihrt von Dr. Silke Wahl)

Der in der vorliegenden Doktorarbeit verwendete monoklonale Antikérper wurde gegen die
12 carboxyterminalen Aminosduren von Dynamin 1xb generiert (PPGVPRITISDP; aa840-
aa851 of rat dynaminl; ,PP12”). Das carboxyterminale 7er Peptid (RITISDP; ,RP7”) ist
spezifisch fliir Dynamin 1xb, wahrend das aminoterminale 5er Peptid (PPGVP; ,PP5”) auch
in Dynamin 1xa enthalten ist (Xue et al., 2011; Bodmer et al., 2011). Um festzustellen, welche
Region des 12er Polymers der monoklonale Anti-Dynamin 1xb Antikorper Klon 1E10
erkennt, wurden Dotblotexperimente durchgefiihrt. Es wurden alle drei Peptide auf die
Reaktivitdat zu dem Anti-Dynamin 1xb Antikorper getestet. Nur bei Verwendung der PP12
und RP7 Peptide wurde ein Signal detektiert. PP5 wurde auch mit hohen Konzentrationen
nicht erkannt. Daraus lasst sich schliefen, dass der Antikorper spezifisch die 7
carboxyterminalen Aminosduren erkennt und damit spezifisch fiir die Splicevariante
Dynamin 1xb ist. Es waren schon kleine Mengen des RP7 Peptids ausreichend, sodass bereits
7ng des Peptids von dem monoklonalen Antikérper detektiert wurden. Dabei zeigte sich,
dass die Sensitivitat gegeniiber dem RP7 Peptid sogar noch ausgepragter war als die

gegeniiber dem PP12 Peptid.
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Abbildung 8. Dotblotexperimente mit Anti-Dynamin 1xb

A Dreiverschiedene Peptide des carboxyterminalen Endes von Dynamin 1 wurden auf die Reaktivitat
gegeniiber dem monoklonalen Dynamin 1xb Antikdper (Klon 1E10) getestet. Die oben genannten
Peptide (“PP12”: PPGVPRITISDP, “PP5”: PPGVP, “RP7”: RITISDP) wurden mit BSA kreuzverlinkt und
auf eine Nitrozellulosemembran gegeben. BSA ohne Peptid diente als Negativkontrolle. Es konnte
nur bei den Peptiden PP12 (1) und PR7 (3) eine Reaktion gegeniiber dem Anti-Dynamin 1xb
Antikoérper detektiert werden. Das Peptid PP5 und BSA wiesen keine Reaktion auf. Die Ponceau S
Farbung diente dem Nachweis, dass auf allen 4 Stellen Protein aufgetragen wurde.

B Die Reaktivitit des Anti-Dynamin 1xb Antikorpers wurde bei verschiedenen Peptidmengen
getestet. Hierbei zeigte sich, dass schon 7 ng des 7er Peptids ausreichend waren (3), um eine Reaktion
gegeniiber dem Anti-Dynamin 1xb Antikoérper zu zeigen. Die Sensitivitat gegentiber dem RP7 Peptid
war sogar stirker als gegeniiber dem PP12 Peptid. (Durchgefiihrt von Dr. Silke Wahl)
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3.2 Western Blot Analysen

3.2.1 Western Blot Testung des Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10)
Antikorpers in verschiedenen Geweben der Maus

Western Blot Experimente dienen dem qualitativen und semiquantitativen Nachweis von
Proteinen. Um den selbsthergestellten monoklonalen Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10)
Antikorper, der sich gegen die spezielle Splicevariante Dynamin 1xb richtet (siehe Material
und Methoden) in verschiedenen Geweben zu testen, wurden daher zuerst Western Blot
Experimente durchgefiihrt. Dazu wurden, wie im Kapitel Material und Methoden
beschrieben, sechs Gewebe der Maus entnommen: Niere, Darm, Cerebellum, Riickenmark,
Retina und Neocortex. Mit diesen Gewebslysaten wurden die Western Blot Analysen
anschliefdend durchgefiihrt. Um eine gleichmafdige Proteinbeladung zu gewahrleisten,
wurde zunachst eine Proteinbestimmung mittels der Amidoschwarzmethode durchgefiihrt
und anschliefend jeweils 15 pg Protein aufgetragen. Aufderdem wurde zur Ladungskontrolle
mit Anti-Aktin C4 inkubiert und gleichmafdige Proteinbanden an der zu erwartenden Stelle
bei 42kDa in allen sechs Geweben detektiert (Abbildung 8 a). Danach wurde die
Nitrozellulosemembran ohne Entfernung (Stripping) der Antikérper mit Dynamin 1xb (Klon
1E10) inkubiert. Nach Inkubation mit dem mit Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten
Sekundarantikorper konnten Proteinbanden im Cerebellum, im Riickenmark, in der Retina
und im Neocortex bei den fiir Dynamin zu erwartenden 100 kDa detektiert werden
(Abbildung 8 a). Im Darm und in der Niere war bei den gegebenen Aktin-Konzentrationen
kein Dynaminprotein mit dem Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10) Antikorper nachzuweisen.
Abbildung 8b zeigt die Western Blot Experimente nach Inkubation nur mit dem Anti-
Dynamin 1xb (Klon 1E10) Antikorper. Es konnte somit gezeigt werden, dass dieser

Antikoérper nur eine Proteinfraktion bei 100 kDa erkennt.
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Abbildung 9. Ladungskontrolle mit Anti-Aktin und Detektion von Dynamin mit Anti-
Dynamin 1xb (Klon 1E10) in Western Blot Analysen

a Ladungskontrolle durch Inkubation mit Anti-Aktin. Die Proteine wurden im 10%igen Acrylamid
SDS-PAGE aufgetrennt. Eine Immunreaktion zeigte sich fiir Aktin bei der zu erwartenden Grofe von
42 kDa. Dieselbe Nitrozellulosemembran wurde anschliefdend mit Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10)
inkubiert. Es wurde zusdtzlich zu dem Aktinsignal ein Signal fliir Dynamin bei der zu erwartenden
Grofde von 100 kDa nachgewiesen.

b Detektion von Dynamin 1xb (Klon 1E10). Die Proteine wurden in 10%igem Acrylamid SDS-PAGE
aufgetrennt. Es zeigte sich nach Inkubation mit dem Dynamin 1xb Antikdrper die zu erwartende
Immunreaktion bei *100kDa in Cerebellum, Riickenmark, Retina und Neocortex. In Niere und Darm
wurde keine Immunreaktion beobachtet.
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3.2.2 Praabsorptionsexperimente

Um nachzuweisen, dass die Antikorperbindung des Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10)
Antikorpers an die aufgetrennte Proteinfraktion spezifisch war, wurden
Praabsorptionsexperimente durchgefiihrt. Dazu wurde der Antikérper wie in Kapitel 2.2.1.4
beschrieben entweder mit dem spezifischen Antigen (CPPGVPRITISDP, im Folgenden als
Dynaminpeptid bezeichnet) oder einem irrelevanten Peptid (im Folgenden als
Kontrollpeptid bezeichnet) zusammengegeben und iiber Nacht inkubiert, bevor die so
behandelten Antikérper fiir die Western Blot Analyse eingesetzt wurden. Als
Ladungskontrolle diente erneut ein Nachweis von Aktin. Es wurden in den einzelnen
Geweben jeweils gleiche Proteinmengen an Aktin detektiert. Anschlief}end wurde ohne
Antikorper Stripping jeweils ein Streifen eines Gewebes mit Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10)
+ Kontrollpeptid oder der andere Streifen mit Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10) +
Dynaminpeptid inkubiert. Es konnten jeweils nur in den Inkubationen von Anti-Dynamin
1xb (Klon 1E10) + Kontrollpeptid Proteinbanden bei den zu erwartenden 100 kDa

nachgewiesen werden (Abbildung 9).
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Abbildung 10. Priaabsorptionsexperimente in Western Blot Analysen

Cerebellum: die Streifen 1 und 2 wurden zur Ladungskontrolle mit Anti-Aktin inkubiert.
AnschliefRend wurde der Streifen 1 mit Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10) + Kontrollpeptid und der
Streifen 2 mit Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10) + Dynaminpeptid inkubiert.

Riickenmark: die Streifen 3 und 4 wurden zur Ladungskontrolle mit Anti-Aktin inkubiert.
Anschliefend wurde der Streifen 3 mit Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10) + Kontrollpeptid und der
Streifen 4 mit Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10;) + Dynaminpeptid inkubiert.

Retina: die Streifen 5 und 6 wurden zur Ladungskontrolle mit Anti-Aktin inkubiert. Anschliefdend
wurde der Streifen 5 mit Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10) + Kontrollpeptid und der Streifen 6 mit Anti-
Dynamin 1xb (Klon 1E10) + Dynaminpeptid inkubiert.

Neocortex: die Streifen 7 und 8 wurden zur Ladungskontrolle mit Anti-Aktin inkubiert.
AnschliefRend wurde der Streifen 7 mit Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10) + Kontrollpeptid und der
Streifen 8 mit Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10) + Dynaminpeptid inkubiert.

Dynaminsignale an der zu erwartenden Stelle von 100 kDa konnten nur in den Kontrollexperimenten
1, 3, 5 und 7 gefunden werden. In den anderen Experimenten wurde der Dynamin 1xb Antikérper
vorher durch Bindung an sein spezifisches Dynaminpeptid absorbiert, sodass sich kein Signal bei 100
kDa mehr zeigte.
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3.3 Immunfluoreszenzexperimente

Nachdem die Spezifitit des Antikorpers durch Western Blot Experimente gezeigt werden
konnte, wurden Immunfluoreszenz-Versuche durchgefiihrt, um die genaue Lokalisation von
Dynamin 1xb in den  entsprechenden Geweben zu bestimmen. Die
Immunfluoreszenzexperimente wurden an Plastik-eingebetteten Semidiinnschnitten
(0,5um dick) durchgefiihrt, da gezeigt werden konnte, dass durch ihre geringe Dicke eine
bessere raumliche Auflésung als mit konventionellen Kryoschnitten erzielt werden kann

(Punge u. a. 2008).

3.3.1 Lokalisation von Dynamin 1xb im Cerebellum der Maus

Zur Lokalisation von Dynamin im Cerebellum der Maus wurden die Semidiinnschnitte mit
dem Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10) Antikoérper inkubiert. Um die Detektion Dynamins in
Beziehung mit anderen subzelluliren Strukturen setzen zu konnen, wurden
Doppelimmunfluoreszenzfarbungen entweder mit den synaptischen Vesikel-Proteinen SV2

oder Synaptotagmin 1 und dem aktive Zonen-Proteinen RIM 1/2 durchgefiihrt.

3.3.1.1 Doppelimmunfluoreszenzfarbungen von Dynamin 1xb und RIM 1/2

Im folgenden Kapitel wird die Lokalisation von Dynamin 1 in Korrelation mit RIM 1/2 im
Cerebellum der Maus dargestellt. Dynamin 1xb konnte in allen Schichten des cerebelldaren
Cortexes gefunden werden (siehe Abbildung 11). Eine besondere Anreicherung zeigte sich
in den Synapsenansammlungen der Glomeruli cerebellares im Stratum granulosum (siehe
Abbildung 15). Auch die zahlreichen synaptischen Verbindungen im Stratum moleculare
konnten mittels Immunfluoreszenz sichtbar gemacht werden (Abbildung 13). Im
cerebellaren Mark konnte keine vergleichbar starke Anreichung Dynamins nachgewiesen

werden (Abbildung 12). Fiir die aktive-Zonen-Proteine RIM 1/2, die Calcium-abhéangig die
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Exozytose synaptischer Vesikel regulieren, konnte ein &hnliches Verteilungsmuster
gefunden werden. Die Immunfluoreszenzaufnahmen in diesem Kapitel wurden mit Hilfe des
Epifluoreszenzmikroskops Axiovert 200M der Firma Zeiss aufgenommen (siehe Kapitel

2.2.1.6).

RIM 1/2 ! Dynamin 1xb

4
¥

overlay

Abbildung 11. Lokalisation von Dynamin 1xb im cerebellidren Cortex der Maus

0,5pum-diinne Schnitte des cerebelliren Mauscortex doppel-immunfluoreszenz-gefarbt mit dem
polyklonalen Antikorper gegen RIM 1/2 und dem monoklonalen Antikérper gegen Dynamin 1xb
(Klon 1E10). Dynamin und RIM finden sich stark anreichert in den Synapsen des cerebelldren
Cortexes (Glomeruli cerebellares in Stratum granulosum und den Synapsen des Stratums
moleculare). Abkiirzungen M: Stratum moleculare; P: Stratum purkinjense; G: Stratum granulosum.
Mafdbalken: 50pum
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~ Dynamin1xb RIM 1/2 . overlay

Abbildung 12. Verteilung von Dynamin 1xb und RIM 1/2 im Cerebellum der Maus

0,5um-diinne Schnitte des Cerebellums der Maus doppel-immunfluoreszenz-gefairbt mit dem
polyklonalen Antikérper gegen RIM1/2 und dem monoklonalen Antikérper gegen Dynamin 1xb
(Klon 1E10). Immunsignale fiir beide Proteine finden sich im cerebelliren Cortex. M: Stratum
molekulare; P: Stratum purkinjense; G: Stratum granulosum. Maf3stab: 50um

Dynamin 1xb J RIM 1/2 Dapi overlay BAH %
- A2 A3 ALY 05

Abbildung 13. Verteilung von Dynamin 1xb im Stratum moleculare

0,5um-diinne Schnitte des cerebelldaren Mauscortexes doppel-immunfluoreszenz-gefarbt mit dem
polyklonalen Antikérper gegen RIM1/2 und dem monoklonalen Antikdrper gegen Dynamin 1xb
(Klon 1E10). Pfeil deutet auf den Dendritenbaum einer Purkinje-Zelle, an dem sich zahlreiche
Synapsen befinden. Beide Proteine finden sich angereichert im Stratum moleculare. Maf3balken:
50um
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Dynzi.'r'nin 1xb. !

RIM 1/2

Abbildung 14. Vorkommen von Dynamin 1xb im Stratum purkinjense

0,5um-diinne Schnitte des cerebelldaren Mauscortexes doppel-immunfluoreszenz-gefarbt mit dem
polyklonalen Antikérper gegen RIM 1/2 und dem monoklonalen Antikérper gegen Dynamin 1xb
(Klon 1E10). Dynamin zeigt ein starkes Immunsignal um die Zellkérper der Purkinjezellen.
Mafdbalken: 20um
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Dynamin1xb .« . RIM 1/2

Abbildung 15. Verteilung von Dynamin 1xb im Stratum granulosum

0,5um-diinne Schnitte des cerebelldaren Mauscortexes doppel-immunfluoreszenz-gefarbt mit dem
polyklonalen Antikérper gegen RIM 1/2 und dem monoklonalen Antikérper gegen Dynamin 1xb
(Klon 1E10). Der Pfeil deutet auf einen Synapsenkorb eines Glomerulus cerebellaris, in dem beide
Proteine ein starkes Immunsignal zeigen. Maf3balken: 50pum

3.3.1.1 Doppelimmunfluoreszenzfarbungen von Dynamin 1xb und
Synaptotagmin 1

Synaptotagmin 1 ist das Calcium-Sensor-Protein synaptischer Vesikel. Bei ausreichendem
intrazellularem Calcium-Niveau bindet es sowohl an den SNARE-Komplex als auch an Lipide
in der Plasmamembran und leitet so die Exozytose synaptischer Vesikel ein (Shin 2014).
Weiterhin ist Synaptotagmin 1 durch seine Bindung an AP2 und Stonin auch an der Clathrin-
abhangigen Endozytose beteiligt (Yao et al. 2012; Zhang u. a. 1994; Haucke et al. 2000; Diril

et al. 2006). Durch die Doppelimmunfluoreszenzfirbungen von Dynamin 1xb und
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Synaptotagmin 1 kann die Lokalisation von Dynamin 1xb in Korrelation zu synaptischen
Vesikeln dargestellt werden. Die mikroskopischen Aufnahmen wurden mit dem

Epifluoreszenzmikroskop Axiovert 200M der Firma Zeiss angefertigt (siehe Kapitel 2.2.1.6).

Dynamin 1xb Synaptotagmin 1

Abbildung 16. Doppelimmunfluoreszenzfirbung von Dynamin 1xb und Synaptotagmin 1 im
cerebelliaren Cortex

0,5pum-diinne Schnitte des cerebelldiren Mauscortexes doppel-immunfluoreszenz-gefarbt mit dem
polyklonalen Antikdérper gegen Synaptotagmin 1 und dem monoklonalen Antikérper gegen Dynamin
1xb (Klon 1E10). Beide Proteine finden sich stark angereichert in allen Schichten des cerebelldren
Cortexes. Der Pfeil deutet auf einen Dendritenbaum einer Purkinje-Zelle. An dem Dendritenbaum
enden zahlreiche Synapsen. Hier kann auch eine stiarkere Anreicherung von Dynamin 1xb festgestellt
werden. M: Stratum molekulare; P: Stratum purkinjense; G: Stratum granulosum. Mafsbalken: 50um

Dynamin 1xb kann auch hier, ebenso wie Synaptotagmin 1, in allen Schichten des
cerebellairen Cortexes nachgewiesen werden (Abbildung 16). Synaptotagmin 1 zeigt

ebenfalls eine starke Anreicherung in den Glomeruli cerebellares des Stratum granulosum
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und im Stratum moleculare. Im cerebelliren Mark konnte keine vergleichbar starke

Anreicherung festgestellt werden (Abbildung 17).

Dynamin 1xb ‘.. 1 Synaptotagmin 1

Abbildung 17. Verteilung von Dynamin 1xb und Synaptotagmin im Cerebellum der Maus

0,5pum-diinne Schnitte des cerebelliren Cortexes der Maus doppel-immunfluoreszenz-gefarbt mit
dem polyklonalen Antikérper gegen Synaptotagmin 1 und dem monoklonalen Antikérper gegen
Dynamin 1xb (Klon 1E10). Im cerebelliren Mark konnten Kkeine vergleichbar starken
Immunfluoreszenzsignale von Dynamin 1xb und Synaptotagmin 1 detektiert werden. M: Stratum
molekulare; P: Stratum purkinjense; G: Stratum granulosum. Maf3balken: 50um

3.3.1.3 Praabsorptionsexperimente zum Nachweis der Spezifitat des Anti-
Dynamin 1xb (Klon 1E10) Antikorpers im Cerebellum der Maus

Der Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10) Antikérper wurde in seiner entsprechenden
Verdiinnung entweder mit dem speziellen Dynaminpeptid oder einem Kontrollpeptid {iber
Nacht inkubiert (siehe Kapitel 2.2.1.4). Anschliefend wurden die beiden Arbeitslosungen in
den Immunfluoreszenzmarkierungen verwendet. Bei Inkubation der Semidiinnschnitte des
Mauscerebellums mit den praabsorbierten Anti-Dynamin 1xb Antikérpern konnte im Fall
der Praabsorption mit dem spezifischen Peptid kein Immunfluoreszenzsignal detektiert
werden. Im Gegensatz dazu zeigte die Inkubation des mit dem irrelevanten Kontrollpeptid
blockierten Antikdérpers die gleichen Immunfluoreszenzsignale wie in Kapitel 3.2.1.1 und
3.2.1.2: eine starke Anreicherung des Immunsignals im cerebelldren Cortex und keine
vergleichbar starken Signale im cerebelldren Mark. Zur Gewebekontrolle wurde mit dem
monoklonalen Antikérper Anti-panSV2 (erkennt alle SV2 Varianten) inkubiert. Das SV2-

Protein ist integraler Membranbestandteil des synaptischen Vesikels und wurde verwendet,
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um die prasynaptischen Terminalen zu markieren (Buckley und Kelly 1985; Bajjalieh et al.
1993). Die Experimente wurden so durchgefiihrt wie in der Abwandlung der Farbemethode
mit dem Einsatz zweier monoklonaler Antikérpern unter 2.2.1.2 beschrieben. Das
synaptische Vesikelprotein SV2 konnte im gesamten cerebelldren Cortex gefunden werden.
Im cerebelliren Mark hingegen zeigten sich keine Immunfluoreszenzsignale. Die
Immunfluoreszenzsignale wurden mit Hilfe des Konfokalmikroskops AR1 der Firma Nikon

(siehe Kapitel 2.2.1.5) aufgenommen.

Dynamin * Kontrollpeptid

Dynamin + Dynaminpeptid

Abbildung 18. Praabsorptionsexperimente des Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10) Antikérpers
im Cerebellum der Maus

0,5um-diinne Schnitte des cerebelldren Cortexes der Maus doppel-immunfluoreszenz-gefarbt mit
dem monoklonalen Antikérper Anti-panSV2 und dem monoklonalen Antikérper gegen Dynamin 1xb
(Klon 1E10), der entweder vor seinem Einsatz mit einem irrelevanten Kontrollpeptid (A) oder dem
spezifischen Dynaminpeptid (B) inkubiert wurde. Es konnte nur in den Kontrollexperimenten (A)
ein Signal fiir Dynamin detektiert werden. In den Praabsorptionsexperimenten (B) wiederum wurde
das Dynaminsignal durch das spezifische Dynaminpeptid praabsorbiert. Abkiirzungen: M: Stratum
molekulare; P: Stratum purkinjense; G: Stratum granulosum Mafdbalken: 30um
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Dynamin + Kontrollpeptid

e

(Legende auf der nachsten Seite)
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Abbildung 19. Detailaufnahmen der Kontrollexperimente mit Anti-Dynamin 1xb (Klon
1E10) und Anti-panSV2

0,5pum-diinne Schnitte des cerebellaren Mauscortexes doppel-immunfluoreszenz-gefirbt mit dem
monoklonalen Antikérper Anti-panSVZ2 und dem monoklonalen Antikérper gegen Dynamin 1xb
(Klon 1E10), vorher inkubiert mit einem irrelevanten Kontrollpeptid. Dynamin konnte angereichert
in allen Schichten des cerebellaren Cortexes gefunden werden, ebenso wie SV2. In den Glomeruli
cerebellares und um die Purkinjezellen herum zeigte Dynamin ein starkes Fluoreszenzsignal. Im
cerebelldren Mark zeigte sich keine vergleichbare Anreicherung beider Proteine.

A Detailaufnahme aus dem Stratum moleculare. Pfeil deutet auf den Dendritenbaum einer Purkinje-
Zelle. Messbalken: 20 pm

B Detailaufnahme aus dem Stratum purkinjense. Pfeil deutet auf eine Purkinje-Zelle. Maf3stab: 10 pm.
C Detailaufnahme aus dem Stratum granulosum. Pfeil deutet auf einen Glomerulus cerebellaris.
Mafsbalken: 10pum

D Detailaufnahme an der Grenze von Mark (weifde Substanz) zum Stratum granulosum (graue
Substanz). Mafsbalken: 10um

3.3.2 Lokalisation von Dynamin 1xb in der Retina der Maus

Dynamin 1 findet sich in der Retina, wie zuvor beschrieben (Wahl, Katiyar, und Schmitz
2013; Wahl u.a. 2016), stark angereichert in den beiden synaptischen Schichten, dem
Stratum plexiforme internum (Inner Plexiform Layer, I[PL) und dem Stratum plexiforme
externum (Outer Plexiform Layer, OPL). Um die Lokalisation von Dynamin 1xb genauer
beschreiben zu konnen, wurden Doppelimmunfluoreszenzfarbungen mit dem synaptischen
Ribbon-Protein RIBEYE und Dynamin 1xb durchgefiihrt. RIBEYE kann ebenfalls in der OPL
(synaptische Verbindung zwischen Photorezeptoren und Bipolarzellen) und in der IPL
(synaptische Verbindung zwischen Bipolar- und Ganglienzellen) gefunden werden. In den
Doppelimmunfluoreszenzfarbungen konnten Dynamin 1xb und RIBEYE nahe beieinander

liegend detektiert werden. Im Konfokalmikroskop zeigten sich dabei im Stratum plexiforme
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externum ringférmige Immunreaktionen fiir Dynamin um die synaptischen Ribbons herum

(Abbildung 19).

Dynamin 1xb RIBEYE overlay

Dynamin 1xb RIBEYE

Abbildung 20. Lokalisation von Dynamin 1xb in der Retina

0,5um-diinne Schnitte der Mausretina doppel-immunfluoreszenz-gefarbt mit dem polyklonalen
Antikorper gegen RIBEYE und dem monoklonalen Antikérper gegen Dynamin 1xb (Klon 1E10).
RIBEYE findet sich in den beiden synaptischen Schichten (OPL und IPL), wo es die synaptischen
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Ribbons aufbaut. Dynamin1xb findet sich ebenfalls in der OPL und IPL. Abkiirzungen: GCL = ganglion
cell layer; IPL = inner plexiform layer; INL = inner nuclear layer; OPL = outer plexiform layer; ONL =
outer nuclear layer. Mafdbalken: A1-A3 10um, B1-B3: 1um

3.3.2.1 Praabsorptionsexperimente zum Nachweis der Spezifitat des Anti-
Dynamin 1xb (Klon 1E10) Antikorpers in der Retina der Maus

Auch in der Retina wurden Praabsorptionsexperimente mit dem Anti-Dynamin 1xb (Klon
1E10) Antikorper durchgefiihrt (das Prozedere ist in Kapitel 2.2.1.4 beschrieben). In den
Experimenten, in denen der Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10) Antikérper mit dem spezifischen
Dynaminpeptid praabsorbiert wurde, konnten keine Dynamin-spezifischen Immunsignale
detektiert werden (Abbildung 21 B, Abbildung 22 B, Abbildung 23 B). In den
Kontrollexperimenten wurden die gleichen Dynaminsignale, wie zuvor beschrieben,

identifiziert (Abbildung 21 A, Abbildung 22 A, Abbildung 23 A).

Dynamin + Kontr: RIBEYE overlay

Dynamin + Dynaminpeptid RIBEYE overlay

Abbildung 21. Praabsorptionsexperimente des Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10) Antikérpers
in der Retina der Maus. Ubersichtsaufnahme (Legende auf der nichsten Seite)
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0,5um-diinne Schnitte der Mausretina doppel-immunfluoreszenz-gefarbt mit dem polyklonalen
Antikorper gegen RIBEYE und dem monoklonalen Antikérper gegen Dynamin 1xb (Klon 1E10). Der
Dynamin-Antikérper wurde vor seinem Einsatz entweder mit einem irrelevanten Kontrollpeptid (A)
oder mit seinem spezifischen Dynaminpeptid (B) inkubiert. In den Kontrollexperimenten (A) konnte
ein Dynamin-spezifisches Immunfluoreszenzsignal gefunden werden. In (B) konnte das
Dynaminsignal komplett blockiert werden. Abkiirzungen: IPL = inner plexiform layer; OPL = outer
plexiform layer. Mafsbalken: 50um

Dynamin + Kontrollpéj;tiq;:,' RIBEYE overlay

Dynamin + Dynaminpeptid RIBEYE overlay

Abbildung 22. Praabsorptionsexperimente des Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10) Antikérpers
in der Retina der Maus. Ubersichtsaufnahme aus der OPL

0,5um-diinne Schnitte der Mausretina doppel-immunfluoreszenz-gefarbt mit dem polyklonalen
Antikoérper gegen RIBEYE und dem monoklonalen Antikdrper gegen Dynamin 1xb (Klon 1E10), der
entweder vorher mit einem irrelevanten Kontrollpeptid (A) oder mit dem spezifischen
Dynaminpeptid (B) inkubiert wurde. Nur in (A) konnten die Dynamin-spezifischen Immunsignale in
der OPL gefunden werden. Abkiirzungen: INL = inner nuclear layer; OPL = outer plexiform layer.
Maf3stab: 10 um
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Dynamin + Kontrollpeptid RIBEYE overlay
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Dynamin + Dynaminpeptid RIBEYE overlay

Abbildung 23. Priabsorptionsexperimente des Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10) Antikérpers
in der Retina der Maus. Detailaufnahme aus der OPL

0,5pm-diinne Schnitte der Mausretina doppel-immunfluoreszenz-gefarbt mit dem polyklonalen
Antikoérper gegen RIBEYE und dem monoklonalen Antikérper gegen Dynamin 1xb (Klon 1E10), der
entweder vorher mit einem irrelevanten Kontrollpeptid (A) oder mit dem spezifischen
Dynaminpeptid (B) inkubiert wurde. Nur in (A) konnten die Dynamin-spezifischen Immunsignale in
der OPL gefunden werden. In (B) hingegen konnte der Antikérper durch das spezifische Peptid
praabsorbiert werden. Mafsbalken: 0,5um

3.3.3 Lokalisation von Dynamin 1xb im visuellen Cortex der Maus

Im visuellen Cortex der Maus wurde Dynamin 1xb mittels des monoklonalen Antikoérpers
Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10) detektiert. Seine Lokalisation wurde mit Hilfe von
Doppelimmunfluoreszenzfarbungen mit den beiden synaptischen Vesikelproteinen SV2 und

Synaptotagmin 1 und den aktive-Zonen-Proteinen RIM 1/2 genauer bestimmt.
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3.3.3.1 Doppelimmunfluoreszenzfarbungen von Dynamin 1xb und
Synaptotagmin 1

Dynamin 1xb konnte in allen Schichten des visuellen Cortexes der Maus gefunden werden.
Zur genaueren Lokalisation innerhalb der jeweiligen Schichten des Cortexes wurden
Doppelimmunfluoreszenzexperimente durchgefiihrt. Um die Pradsynapse darzustellen,
wurde mit dem synaptischen Vesikelprotein Synaptotagmin 1 inkubiert. Synaptotagmin 1 ist
das Calcium-Sensor-Protein synaptischer Vesikel. Es bindet Calcium-abhdngig an SNARE-
Proteine und Lipide in der Plasmamembran und leitet so die Exozytose synaptischer Vesikel
ein (Shin 2014). Synaptotagmin 1 konnte, wie Dynamin, in allen Schichten des visuellen
Cortexes der Maus gefunden werden. Beide Proteine =zeigten ein &dhnliches
Verteilungsmuster. Die mit DAPI  gefarbten  Zellkerne  zeigten  keine
Immunfluoreszenzsignale der beiden Proteine. Aufgezeichnet wurden die Immunsignale in
diesem Kapitel mit dem Epifluoreszenzmikroskop Axiovert 200M der Firma Zeiss (siehe

Kapitel 2.2.1.6)

: Dyhamin 1xb : Synaptotagmin 1

““.overlay

gran_

Abbildung 24. Lokalisation von Dynamin 1xb im visuellen Cortexes der Maus

Semidiinnschnitte des visuellen Cortexes der Maus doppel-immunfluoreszenz-gefarbt mit dem
polyklonalen Antikérper gegen Synaptotagmin 1 und dem monoklonalen Antikérper gegen Dynamin
1xb (Klon 1E10). Beide Proteine zeigen eine Anreicherung im visuellen Cortex unter Aussparung der
Zellkerne. mol= Stratum moleculare, gran= Lamina granularis externa. Mafbalken: 50um
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3.3.3.2 Praabsorptionsexperimente zum Nachweis der Spezifitat des Anti-
Dynamin 1xb (Klon 1E10) Antikorpers im visuellen Cortex der Maus

Auch im visuellen Cortex der Maus wurden Praabsorptionsexperimente mit dem Anti-
Dynamin 1xb (Klon 1E10) Antikérper durchgefiihrt. Das Prozedere ist in Kapitel 2.2.1.4
beschrieben. In den Experimenten, in denen der Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10) Antikérper
mit einem spezifischen Dynaminpeptid vorher absorbiert wurde, konnten keine Dynamin-
spezifischen Immunsignale detektiert werden (Abbildung 25 B, D und F). In den
Kontrollexperimenten wurden die gleichen Dynaminsignale, wie zuvor beschrieben,
identifiziert. Dynamin fand sich in allem Schichten des visuellen Cortexes unter Aussparung
der Zellkerne (Abbildung 25 A, C und E). Die Immunsignale wurden im Folgenden mittels
des Konfokalmikroskops der Firma Nikon (A1R, siehe Kapitel 2.2.1.5) aufgenommen. Zur
Gewebe- und Lokalisationskontrolle wurden die Semidiinnschnitte entweder mit den
synaptischen Vesikelproteinen SV2 oder Synaptotagmin 1 oder dem aktive-Zonen-Protein
RIM 1/2 inkubiert. Um SV2 zu detektieren, wurde der Anti-panSV2 Antikérper verwendet.
Die Experimente mit dem SV2-Antikorper wurden so durchgefiihrt wie in der Abwandlung
der Farbemethode mit dem Einsatz zweier monoklonaler Antikorpern unter 2.2.1.2
beschrieben. SV2 konnte dabei in allen Schichten des visuellen Cortexes gefunden werden.
Des Weiteren wurde mit dem polyklonalen Antikdrper gegen Synaptotagmin 1 inkubiert. Es
zeigten sich die gleichen Immunfluoreszenzsignale wie in Kapitel 3.2.3.1. Anschlief3end
wurde das Prozedere mit dem polyklonalen Antikérper gegen RIM 1/2 wiederholt. RIM 1/2
konnte dabei ebenfalls in allen Schichten des visuellen Cortexes gefunden werden. In den
Zellkernen des visuellen Cortexes konnten keine Immunfluoreszenzsignale von einem der

Proteine detektiert werden.
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Dynamin + Dynaminpeptid overlay

Dynamin + Kontrollpeptid Synaptotagmin 1

Dynamin + Dynaminpeptid Synaptotagmin 1 overlay

(Legende auf der nachsten Seite)
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Dynamin + Kontrol‘lp‘e'p:tid RIM 1/2 over’lay :

gran: o

Dynamin + Dynaminpeptid RIM 1/2 overlay

gran -

Abbildung 25. Praabsorptions- und Kontrollexperimente des Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10)
Antikorpers im visuellen Cortex der Maus

Semidiinnschnitte des visuellen Cortexes der Maus doppel-immunfluoreszenz-gefirbt mit dem
monoklonalen Antikérper gegen Dynamin 1xb (Klon 1E10) und jeweils entweder mit dem
monoklonalen Antikorper gegen SV2 (A und B) oder mit den polyklonalen Antikérpern gegen
Synaptotagmin 1 (C und D) oder RIM 1/2 (E und F). Der Dynamin-Antikérper wurde vor seinem
Einsatz entweder mit einem irrelevanten Kontrollpeptid (A, C und E) oder dem seinem spezifischen
Dynaminpeptid (B, D und F) inkubiert. Das spezifische Peptid praabsorbierte das Dynaminsignal
komplett (B, D und F), wadhrend das Kontrollpeptid keinen Einfluss auf die spezifischen
Immunsignale des Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10) Antikdérpers hatte (A, C und E). mol= Stratum
moleculare, gran= Lamina granularis externa. Maf3balken = 25 pm.
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3.3.4 Lokalisation von Dynamin 1xb im Riickenmark der Maus

Dynamin 1xb wurde im Riickenmark der Maus mittels des monoklonalen Antikérpers Anti-
Dynamin 1xb (Klon 1E10) lokalisiert. Um das Vorkommen von Dynamin 1xb genauer
beschreiben zu konnen, wurden Doppelimmunfluoreszenzexperimente durchgefiihrt. Dabei
wurden die 0,5um diinnen Schnitte des Mausriickenmarks simultan mit dem monoklonalen
Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10) Antikérper und entweder dem polyklonalen Antikorper
gegen die aktive-Zonen-Proteine RIM 1/2, dem polyklonalen Antikérper gegen
Synaptotagmin 1 oder dem polyklonalen Antikérper gegen 3-Tubulin inkubiert.

3.3.4.1 Doppelimmunfluoreszenzfarbungen von Dynamin 1xb und RIM 1/2

Dynamin 1xb konnte in der grauen Substanz des Riickenmarks nachgewiesen werden
(Abbildung 26). In der grauen Substanz finden sich die synaptischen Verbindungen des
Riickenmarks. Hier werden also Neurotransmitter per Exozytose ausgeschiittet und
anschlieféend per Endozytose wieder aus dem synaptischen Spalt entfernt. In der weifden
Substanz, in der die axonalen Faserbahnen verlaufen, konnte hingegen kein vergleichbar
starkes Signal gefunden werden (Abbildung 27). Die aktive-Zonen-Proteine RIM 1/2 zeigten
ein dhnliches Verteilungsmuster. Auch RIM 1/2 konnte in der grauen Substanz gefunden
werden. Die Zellkerne, die mittels DAPI angefarbt wurden, zeigten keine Anreichung der
beiden Proteine. Die Immunsignale wurden mit dem Epifluoreszenzmikroskop Axiovert

200M der Firma Zeiss aufgenommen.
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Dynaminixb - RIM 1/2

Abbildung 26. Dynamin 1xb und RIM 1/2 in der grauen Substanz des Riickenmarks der Maus

0,5um diinne Schnitte der grauen Substanz des Riickenmarks der Maus doppel-immunfluoreszenz-
gefarbt mit dem polyklonalen Antikérper gegen RIM 2 und dem monoklonalen Antikérper gegen

Dynamin 1xb (Klon 1E10). Beide Proteine finden sich stark angereichert und mit einem dhnlichen
Verteilungsmuster. Maf3stab: 50pm
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Dynamin 1xb RIM 1/2 e overlay "

Abbildung 27. Verteilung Dynamin 1xb und RIM 1/2 in der grauen und weif3en Substanz des
Mausriickenmarks

0,5um diinne Schnitte Riickenmarks der Maus doppel-immunfluoreszenz-gefirbt mit dem
polyklonalen Antikorper gegen RIM 1/2 und dem monoklonalen Antikérper gegen Dynamin 1xb
(Klon 1E10). Beide Proteine finden sich in der grauen Substanz angereichert, wahrend sie keine
vergleichbar starken Signale in der weifen Substanz aufweisen. Abkiirzungen: grau = graue
Substanz; weifd = weifde Substanz. Mafdstab: 50um

3.3.4.Z2 Doppelimmunfluoreszenzfarbungen von Dynamin 1xb und
Synaptotagmin 1

Zur Darstellung der synaptischen Vesikel in der grauen Substanz des Riickenmarks der Maus
wurden Doppelimmunfluoreszenzmarkierungen mit Synaptotagmin 1 und Dynamin 1xb
durchgefiihrt. In der weifden Substanz wurde im Gegensatz zur grauen Substanz ein viel
geringeres Immunfluoreszenzsignal detektiert. Sowohl das synaptische Vesikelprotein
Synaptotagmin 1 als auch Dynamin 1xb zeigten eine Anreichung um den Nukleus von
Neuronen in der grauen Substanz des Riickenmarks. Im Nukleus selber wurde keine

Anreicherung detektiert.
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Synaptotagmin 1 : Dynémih 1xb,

Synaptotagmin 1 ' Dynamin 1xb * overlay

Abbildung 28. Synaptotagmin 1 und Dynamin1xb in der grauen und weifden Substanz des
Riickenmarks der Maus

0,5um diinne Schnitte des Mausriickenmarks wurden mit Anti-Synaptotagmin 1 und Anti-Dynamin
1xb (Klon 1E10) doppelt Immunfluoreszenz markiert. In der weifden Substanz (weif}) werden im
Gegensatz zur grauen Substanz (grau) sowohl fiir Dynamin 1xb als auch fiir Synaptotagmin 1 nur
geringe Immunfluoreszenzsignale detektiert (A1-A3). Um den Nukleus von Neuronen der grauen
Substanz konnten die synaptischen Vesikel mittels Synaptotagmin 1 dargestellt werden (B1).
Dynamin 1xb wurde ebenfalls um den Nukleus herum detektiert (B2). Mafsbalken A1-13 = 50um.
Mafibalken B1-B3 = 10pm

3.3.4.3 Doppelimmunfluoreszenzfarbungen von Dynamin 1xb und B-Tubulin

Dynamin 1xb konnte, wie in Kapitel 3.2.4.1 und 3.2.4.2 beschrieben, in der grauen und zu
viel geringeren Mengen in der weifden Substanz des Riickenmarks, und dort vor allem in den
grofden Axonen, nachgewiesen werden. 3-Tubulin hingegen konnte als zytoskeletales
Protein sowohl in der grauen als auch in der weifden Substanz gefunden werden. Durch
Polymerisation von (3-Tubulin und a-Tubulin zu Heterodimeren entstehen die Mikrotubuli.

Diese bilden zusammen mit den Aktin- und den Intermediarfilamenten das Zytoskelett
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eukaryotischer Zellen. Tubulin ist also sowohl im Soma, als auch im Axon eines Neurons

exprimiert.

B-Tubulin Dynamin ixb- . o Coverlay. ¥

"‘"

B-Tubulin Dynamin 1xb overlay

Abbildung 29. Verteilung von Dynamin 1xb und 3-Tubulin in der grauen und weifden
Substanz des Mausriickenmarks

0,5um diinne Schnitte Riickenmarks der Maus doppel-immunfluoreszenz-gefairbt mit dem
polyklonalen Antikérper gegen 3-Tubulin und dem monoklonalen Antikérper gegen Dynamin 1xb
(Klon 1E10). Beide Proteine finden sich in der grauen Substanz angereichert, wahrend Dynamin 1xb
im Gegensatz zu (3-Tubulin in der weifden Substanz nur schwach in den axonalen Fasertrakten zu
finden ist. Abkilirzungen: grau = graue Substanz; weifd= weifde Substanz. Maf3stab: A1-A3: 50 um, B1-
B3: 10pm

3.3.4.4 Praabsorptionsexperimente zum Nachweis der Spezifitat des Anti-
Dynamin 1xb (Klon 1E10) Antikorpers im Ruckenmark der Maus

Im Riickenmark der Maus wurden Praabsorptionsexperimente mit dem Anti-Dynamin 1xb
(Klon 1E10) Antikorper durchgefiihrt. Der genaue Prozedurablauf ist in Kapitel 2.2.1.4
beschrieben. In den Blockierungsexperimenten wurde der Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10)
Antikérper vor Inkubation auf den Semidiinnschnitten mit seinem spezifischen Peptid

praabsorbiert, sodass keine Dynamin-spezifischen Immunsignale mehr detektiert werden
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konnten (Abbildung 30 B und D). In den Kontrollexperimenten hingegen, in welchen mit
einem irrelevanten Kontrollpeptid inkubiert wurde, zeigten sich die gleichen
Immunfluoreszenzsignale fiir Dynamin wie in Kapitel 3.2.4.3 beschrieben (Abbildung 30 A
und C). Dynamin war stark angereichert in der grauen, nicht aber in vergleichbarer
Intensitat in der weifden Substanz zu finden. Zur Gewebe- und Lokalisationskontrolle wurde
in beiden Experimenten simultan mit dem polyklonalen Antikérper gegen [(-Tubulin
inkubiert. -Tubulin zeigte auch hier sowohl eine Anreicherung in der grauen als auch in der
weifden Substanz. Die Immunfluoreszenzsignale wurden im folgenden Kapitel mittels des

Konfokalmikroskops AR1 der Firma Nikon (siehe Kapitel 2.2.1.5) aufgenommen.

Dynémirq + Kontrollpeptid B-Tubulin i overlay

Dynamin + Dynaminpeptid B-Tubulin overlay

(Legende auf der ndchsten Seite)
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Dynamin 1xb + Kontrollpeptid B-Tubulin overlay

Dynamin 1xb+ Dynaminpeptid B-Tubulin overlay

Abbildung 30 Priaabsorptions- und Kontrollexperimente des Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10)
Antikérpers im Riickenmark

0,5um dinne Schnitte Riickenmarks der Maus doppel-immunfluoreszenz-gefirbt mit dem
polyklonalen Antikérper gegen 3-Tubulin und dem monoklonalen Antikérper gegen Dynamin 1xb
(Klon 1E10). Der Dynamin-Antikérper wurde vor seinem Einsatz entweder mit einem irrelevanten
Kontrollpeptid (A und C) oder dem seinem spezifischen Dynaminpeptid (B und D) inkubiert. Das
spezifische Peptid blockte das Dynaminsignal komplett (B und D), wihrend das Kontrollpeptid
keinen Einfluss auf die spezifischen Immunsignale des Anti-Dynamin 1xb Antikdrpers hatte (A und
C). Beide Proteine finden sich in der grauen Substanz angereichert, wihrend Dynamin 1xb im
Gegensatz zu (-Tubulin nur sehr schwach in den Fasertrakten der weifden Substanz zu finden ist.
Abkiirzungen: grau = graue Substanz; weifd= weifde Substanz. Mafdstab: 20pum in A und B. 10 pm in C
und D

79



3 Ergebnisse

3.3.5 Evaluation des Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10) Antikérpers in

hell- und dunkeladaptierter Retina der Maus

(Durchgefiihrt von Ekta Dembla)

Aufgrund der Tatsache, dass Dynamin 1xb eine CaZ*-reguliere Splicevariante von Dynamin 1
ist, haben wir getestet, ob eine unterschiedliche Verteilung von Dynamin 1xb in Synapsen
von hell- und dunkeladaptierter Retina vorliegt. Photorezeptorsynapsen in der dufderen
Retina sind tonisch aktive Ribbonsynapsen mit einem besonders hohen basalen
Vesikelumsatz in der Dunkelheit (Jackman et al. 2009). Aufgrund dessen wurden
Immunfluoreszenzmarkierungen mit dem Anti-Dynamin 1xb Antikérper in Schnitten von
hell- und dunkeladaptierter Retina durchgefiihrt. Co-Immunmarkierungen derselben
Schnitte mit Antikorper gegen Tubulin dienten als Kontrollinkubationen, um z.B. eventuelle
Unterschiede in der Dicke der Schnitte sichtbar zu machen. Die Verteilung von 3-Tubulin ist
den vorher publizierten Beobachtungen der Verteilung von Tubulin in der Retina sehr
dhnlich (z.B. Grayson et al. 2002). Die Analyse von hell- und dunkeladaptierten Schnitten
wurde unter exakt gleichen Analysebedingungen (,Re-use settings“ am konfokalen
Mikroskop, gleiche Bedingungen z.B. bzgl. Expositionszeiten) durchgefiihrt. Die Analysen
wurden blind durchgefiihrt, d.h. ohne Kenntnis dartiber, ob die Retina von einem hell- oder
dunkeladaptierten Tier stammten. In den dunkeladaptierten Proben wurde ein erhohtes
Signal fiir Dynamin 1xb, vor allem in der OPL, nachgewiesen. Auch in der IPL konnte zu einem
etwas geringeren Ausmaf} ein erhohtes Immunfluoreszenzsignal in den dunkeladaptierten
Retinae im Vergleich zu den helladaptierten beobachtet werden. Das (3-Tubulinsignal zeigte
keine Unterschiede in der Intensitdt zwischen hell- und dunkeladaptierten Retinae. Dies ist
ein Indiz dafiir, dass die beobachteten Unterschiede in der Intensitit der Dynamin 1xb-
Signale nicht auf Variationen in der Schnittdicke oder eine globale Protein-Umverteilung
zuriickzufiihren sind (Abbildung 31). Die Immunfluoreszenzsignale wurde mittels des

Konfokalmikroskops der Firma Nikon aufgezeichnet (Abbildung 31 A und B).

8o



3 Ergebnisse

helladaptierte Retina

A1 Dynaminixb
GCL INL OPL
A2 ' ‘o

B-Tubulin

dunkeladaptierte Retina
Dynaminixb

p-Tubulin

Overlay,

INL % OPL

(Legende auf der nachsten Seite)
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Abbildung 31. Quantifizierung synaptischer Dynamin 1xb Immunsignale in hell-und
dunkeladaptierter Retina

Semidiinnschnitte von hell- (A) und dunkeladaptierter (B) Retina doppelimmunfluoreszenz markiert
mit dem monoklonalen Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10) Antikérper (A1, 3; B1, 3) und dem
polyklonalen Antikérper gegen B-Tubulin (A2, 3; B2, 3). Dynamin 1xb wurde in der OPL und IPL
angereichert detektiert. Unter dunkeladaptierten Bedingungen konnte ein verstidrktes Signal fiir
Dynamin 1xb in den synaptischen Schichten OPL und IPL beobachtet werden, wahrend das Signal fiir
B-Tubulin unverdndert blieb. Die von weifien Boxen umgebenen Bereiche markieren die Bereiche
wie OPL und IPL, die fiir die Quantifizierung der Immunfluoreszenzsignale herangezogen wurden.
C) Quantifizierung der Inmunsignale in der OPL und IPL fiir Dynamin 1xb und -Tubulin (normierte
Daten). Die Quantifizierung der Immunfluoreszenzsignale (wie integrierte Dichte) wurde wie zuvor
beschrieben durchgefiihrt (Wahl etal. 2016). N=3 fiir hell- und dunkeladaptierte Retinae; n=93
Bilder, die zur Analyse fiir hell-und dunkeladaptierte Retinae herangezogen wurden. A.U. = arbitrary
units; OPL= outer plexiform layer; INL=inner nuclear layer; IPL= inner plexiform layer; GCL=
ganglion cell layer. Messbalken: 20pm. Durchgefiihrt von Ekta Dembla.
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In der vorliegenden Doktorarbeit habe ich den selbsthergestellten, monoklonalen
Antikorper Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10) charakterisiert. Dieser Antikorper ist gegen eine
Sequenz in der Calcineurin-Bindungsdomane (CPPGVPRITISDP) einer Splicevariante von
Dynamin 1 gerichtet (Xue etal. 2011; Bodmer, Ascafio, und Kuruvilla 2011). Ich habe
Dynamin 1xb in allen untersuchten Regionen des zentralen Nervensystems (ZNS) gefunden.
Die Aufgaben, die Dynamin 1xb im ZNS in der synaptischen Maschinerie tibernimmt, werden
in allen Synapsenformen benoétigt. Prasynaptische Terminalen der Synapsen im Gehirn
weisen einen intensiven Vesikelverkehr auf, der essentiell fiir die synaptische
Kommunikation ist (Stidhof 2004; Fernandez-Alfonso und Ryan 2006; Schweizer und Ryan
2006; Yamashita 2012; Soykan, Maritzen, und Haucke 2016). Sowohl exo- als auch
endozytotische Signalwege tragen zu dieser Kommunikation bei. Neurotransmitter werden
durch die Fusion von Vesikeln mit der Plasmamembran der Praterminale ausgeschiittet und
in den synaptischen Spalt freigegeben. Nach der Exozytose werden die Vesikelkomponenten
durch Endozytose wiederverwertet und stehen so einem neuen synaptischen Vesikel-Zyklus
zur Verfiigung (Stidhof 2004; Schweizer und Ryan 2006; Wu, Ryan, und Lagnado 2007; Wu
und Wu 2014; LoGiudice und Matthews 2007; Dittman und Ryan 2009; Yamashita 2012;
Rizzoli und Betz 2005; Soykan, Maritzen, und Haucke 2016).

Von den drei Isoformen Dynamins ist Dynamin 1 essentiell fiir die aktivitdtsabhangige
Vesikel-Endozytose in der prasynaptischen Terminale (Ferguson und De Camilli 2012;
Ferguson et al. 2007; Cousin 2015; Kononenko und Haucke 2015; Soykan, Maritzen, und
Haucke 2016). Generell gibt es die unterschiedlichsten Formen der Endozytose an der
prasynaptischen Membran, die sich in funktionellen Eigenschaften, wie Kinetik, Ca2*-Signale,
Temperaturabhdngigkeit und zugrundeliegenden molekularen Mechanismen unterscheiden
(Ferguson et al. 2007; Wu, Ryan, und Lagnado 2007; Wu und Wu 2014; Yamashita 2012;
Cousin 2015; Kononenko und Haucke 2015; Gross und von Gersdorff 2016; Soykan,

Maritzen, und Haucke 2016). Diese Formen der Endozytose beinhalten schnelle oder
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langsame Wiederaufnahme von individuellen Membranvesikeln sowie Bulk-Endozytose und
werden durch unterschiedliche Stimuli aktiviert (Wu et al. 2014; Gross und von Gersdorff
2016). Dabei sind die meisten dieser Endozytoseformen, auch die vor kurzem entdeckte
ultraschnelle Endozytose (Watanabe, Liu, et al. 2013; Watanabe, Rost, et al. 2013;
Delvendahl et al. 2016; Soykan et al. 2017), von Dynamin 1 abhédngig (Ferguson et al. 2007;
Wu et al. 2014; Pelassa et al. 2014; Cousin 2015; Soykan, Maritzen, und Haucke 2016). Die
Endozytose in der synaptischen Praterminalen scheint von der synaptischen Aktivitat und
von voriibergehend steigenden prasynaptischen Ca2*-Spiegeln stimuliert zu sein (Ferguson
et al. 2007; Hosoi, Holt, und Sakaba 2009; Wu et al. 2009; Wu und Wu 2014). Die Rolle der
Ca2+-Spiegel ist dabei noch nicht im Ganzen verstanden und wird derzeit kontrovers
diskutiert (Hosoi, Holt, und Sakaba 2009; Wu und Wu 2014; Kononenko und Haucke 2015;
Gross und von Gersdorff 2016; Wu et al 2009). Vor allem die schnelle Endozytose scheint
von steigenden Ca%*-Spiegeln angekurbelt zu werden (Neves, Gomis, und Lagnado 2001;
Hosoi, Holt, und Sakaba 2009; Wu et al. 2009; Yamashita 2012; Kononenko und Haucke
2015), wahrend die langsame Form weniger von Ca 2+ abhangig zu sein scheint bzw. sogar

von Ca2* inhibiert wird (Hosoi, Holt, und Sakaba 2009; Wu et al. 2009; Yamashita 2012).

Dynamin 1xb im Speziellen zeichnet sich dadurch aus, dass es in der Lage ist, direkt mit der
Calcium- und Calmodulin-abhdngigen Phosphatase Calcineurin zu interagieren (Xue et al.
2011; Bodmer, Ascafio, und Kuruvilla 2011; Ferguson und De Camilli 2012). Die
Dephosphorylierung von Dynamin durch Calcineurin scheint der entscheidende Ausloser fiir
die aktivitatsabhdngige Bulk-Endozytose (activity-dependent bulk endocytosis [ADBE]) zu
sein (Clayton et al. 2009; Xue et al. 2011; Nguyen et al. 2012). Dynamin 1 ist somit ein
entscheidender Regulator in der Steuerung der aktivitiatsabhdngigen Endozytose. Nguyen et
al. (2012) konnten zeigen, dass die Vorbehandlung von Synapsen mit dem Dynamininhibitor
Dynasore die Formierung von Recyclosomen (Endosomen-dhnlichen Kompartimenten) bei
der Bulk-Endozytose verhindert. Die direkte Bindung von Dynamin 1xb an Calcineurin legt
die Vermutung nahe, dass diese Splicevariante moglicherweise die entscheidende
Dynaminform in der ADBE darstellt und eine wichtige Rolle in der Wiederaufnahme von
synaptischen Vesikeln nach starker exozytotischer Aktivitat spielt. Unabhangig von seinem

Phosphorylierungszustand kann Dynamin 1 aufierdem mit Amphiphysin interagieren und
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so seine Rolle als Vesikelabschniirer in der Clathrin-abhingigen Endozytose ausiiben

(McMahon und Boucrot 2011; Clayton et al. 2009).

Unter Verwendung von Dotblotexperimenten wurde gezeigt, dass der hier verwendete
Dynamin 1xb (Klon 1E10) Antikorper sich gegen die letzten 7 Aminosduren des
carboxyterminalen Endes von Dynamin 1xb richtet. Dieser Antikérper ist hochspezifisch, da

schon geringe Mengen von 7ng ausreichen, um ein deutliches Signal zu erzielen.

Mit Hilfe von Western Blot Experimenten konnte ich zeigen, dass sich Dynamin 1xb mit dem
selbstgenerierten Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10) Antikérper in Cerebellum, Neocortex, in
der Retina und im Riickenmark nachweisen ldsst. Die Spezifitat dieser Ergebnisse wurde
durch Praabsorptionsexperimente, in denen der Anti-Dynamin 1xb (Klon 1E10) Antikérper
vorher mit seinem spezifischen Peptid (CPPGVPRITISDP) inkubiert wurde, bestatigt. Hier
zeigten sich keine Signale in den Western Blot Experimenten. In den Kontrollexperimenten,
in denen ein irrelevantes Kontrollpeptid eingesetzt wurde, zeigten sich die zu erwartenden
Proteinbanden bei 100 kDa. Bei 15 ug Proteinauftragung und gleicher Aktin-Beladung in den
Western Blot Experimenten konnte ich Dynamin 1xb jedoch nicht in der Niere oder im Darm
nachweisen. Dynamin 1 konnte von Soda et al. 2012 in immunisolierten Podozyten der Niere
nachgewiesen werden. Auflerdem wurde gezeigt, dass der Verlust von Dynamin in
kombinierten Dynamin-1- und 2 -KO-Mausen zu Proteinurie und Nierenversagen flihrt. In
dieser Arbeit wurden allerdings Lysate aus der ganzen Niere verwendet. Dass in dieser
Arbeit Dynamin 1xb nicht in der Niere gefunden werden konnte, liegt entweder daran, dass
diese spezielle Splicevariante in der Niere nicht existiert, oder dass die Konzentrationen von
Dynamin 1xb in den verwendeten Lysaten der Niere zu gering war, sodass sie unter die
Nachweisgrenze der Western Blot Experimente fielen. Gleiches gilt fiir Dynamin 1xb im

Darm.

Zur genauen Lokalisation von Dynamin 1xb in Retina, Cerebellum, visuellem Cortex und
Riickenmark fiihrte ich Immunfluoreszenzmarkierungen auf 0,5pm diinnen,
plastikeingebetteten Schnitten durch. Die Spezifitit der Immunsignale wurde durch

Praabsorptionsexperimente sichergestellt.
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Im Cerebellum, im visuellen Cortex und im Riickenmark konnte Dynamin 1xb in dieser
Arbeit jeweils in der grauen Substanz nachgewiesen werden. Dynamin 1xb wurde auf3erdem
in enger raumlicher Nahe der Proteine RIM1/2 gefunden. Bei RIM 1/2 handelt es sich um
Proteine, die in der aktiven Zone von Synapsen lokalisiert sind und dort Calcium-abhangig
in der Regulation der Exozytose beteiligt sind. Diese raumliche Ndhe zwischen Proteinen der
aktiven Zone und einem an der Endozytose beteiligtem Protein (Dynamin 1xb) kann
moglicherweise ein Hinweis auf eine Kooperation von Exo- und Endozytose sein. Mit der
Untersuchung der spaten Form der Bulk Endozytose konnten Nguyen et al. (2012) Evidenz

fir diese Koppelung von Exo- und Bulk Endozytose erbringen.

In der Retina konnte ich Dynamin 1xb in hohen Konzentrationen im Stratum plexiforme
externum (OPL) und im Stratum plexiforme internum (IPL) nachweisen. Eine ahnliche
Verteilung konnte fiir Dynamin 1 durch Immunfluoreszenzexperimente mit einem gut
charakterisierten monoklonalen Antikérper gegen Dynamin 1 (hudy) von (Wahl, Katiyar,
und Schmitz 2013) zuvor gezeigt werden. Der Hudy-Antikdrper richtet sich im Vergleich
zum Klon 1E10-Antikérper gegen das Peptid SPDPFGPPPQVPSRPNR (Aminosauren 822-
838) in der Prolin-reichen, C-terminalen Region von Dynamin 1. Die hier dargestellten
Ergebnisse zeigen im Gegensatz zu der Arbeit von (Wahl, Katiyar, und Schmitz 2013) nur
den Anteil von Dynamin 1xb an den Dynamin 1 Signalen. Die Arbeitsgruppe um Prof. Schmitz
konnte in dieser vorherigen Studie Calcineurin in grofier raumlicher Niahe zu den
synaptischen Ribbons nachweisen. Calcineurin iibt dort Funktionen in der Kontrolle von
Protein-Protein-Interaktionen im endozytotischen Netzwerk aus. In der Retina gibt es
aufgrund von Hell- und Dunkeladaption und der damit verbundenen unterschiedlichen
Signaltransduktion verschiedene Anforderungen an die Wiederverwertung von
synaptischen Vesikeln. Ihre Hypothese, dass sich Dynamin 1xb in den Ribbonsynapsen der

Photorezeptoren finden lasst, konnte mit der vorliegenden Arbeit bestatigt werden.

Interessanterweise konnte ein verstirktes Immunsignal fiir Dynamin 1xb in den
synaptischen Schichten von dunkeladaptierten Retinae (im Vergleich zu lichtadaptierten
Retinae) beobachtet werden. Die Immunsignale fiir B-Tubulin, die als Referenz dienten,

waren unter diesen Bedingungen unverandert. Diese hell/dunkel Unterschiede waren vor
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allem in der aufderen plexiformen Schicht (OPL), in der sich die Photorezeptorsynapsen
befinden, sehr ausgepragt. In dieser Schicht ilibermitteln die Photorezeptorsynapsen
Lichtstimuli zur weiteren Verarbeitung in die innere Retina. In der Dunkelheit besitzen die
Photorezeptoren einen sehr hohen synaptischen Vesikelumsatz (Jackman et al.,, 2009) mit
einem grofden Bedarf an aktivitatsabhangiger Membranwiederverwertung. Aufgrund dessen
kann man das verstirkte Immunsignal in der OPL mit einer aktivititsabhidngigen
Rekrutierung und Anreicherung von Dynamin 1xb an den Photorezeptorsynapsen

betrachten.

Uberraschenderweise zeigte die innere plexiforme Schicht (IPL) der dunkeladaptierten
Retinae ebenfalls ein stark verstarktes Immunsignal fiir Dynamin 1xb. Dieser Anstieg von
Dynamin 1xb in der IPL war hoch signifikant und spezifisch; das Referenzprotein (f3-
Tubulin) zeigte keinen quantitativen Unterschied im Immunfluoreszenzsignal in den
synaptischen Schichten der Retina zwischen Hell- und Dunkeladaptation. Die IPL beinhaltet
eine gemischte Population an Synapsen, die entweder durch Licht aktiviert (,ON“-Synapsen)
oder durch Licht inaktiviert werden (,OFF“-Synapsen) (Tian 2004; Lukasiewicz 2005; Euler
et al. 2014; Behrens et al. 2016; Franke et al. 2017). Aufgrund dessen ist die Rekrutierung
von Dynamin 1xb nicht ausschliefdlich durch eine aktivitdatsinduzierte Rekrutierung der
Synapse in der Dunkelheit erklarbar, sondern kann von einem zusatzlichen,
dunkelheitsabhdngigen Effekt tiberlagert sein. Das verstarkte Immunsignal in der OPL und
IPL kann ebenfalls - zumindest teilweise - durch eine verstarkte Proteinbiosynthese von
Dynamin 1xb innerhalb der 4,5 Stunden Dunkeladaptation hervorgerufen werden.
Vorherige Studien zeigten Kkeine offensichtlichen Unterschiede in der globalen
Proteinbiosynthese in hell- und dunkeladaptierten Retinae (Ames, Parks, und Nesbett 1980;
Hollyfield und Anderson 1982). Allerdings konnte in bestimmten Fillen eine Belichtungs-
abhingige Anreicherung von bestimmten Proteinen in retinalen Subkompartimenten
beobachtet werden, die entweder durch [lluminations-abhadngige Proteinsynthese (Iuvone
und Besharse 1983; Hiragaki et al. 2014; Hughes et al. 2015; Wolloscheck et al. 2015;
Vancura et al. 2016) oder durch den zirkadianen Rhythmus hervorgerufen wird (Tosini und
Menaker 1996; Tosini et al. 2007; Wolloscheck etal 2015; Vancura etal. 2016). Des Weiteren
konnte die Licht-abhdngige Translokation eine Rolle spielen. Die Licht-abhdngige
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subzelluldre Translokation ist bekannt fiir die Proteine der visuellen Transduktionskaskade
in Photorezeptoren, wie z.B. Transducin, Arrestin und unc119a (Whelan und McGinnis 1988;
Artemyev 2008; Kerov und Artemyev 2011; Majumder et al. 2013; Sinha et al. 2013). Es ist
unwahrscheinlich, dass der zirkadiane Rhythmus eine grofde Rolle in den beobachteten
Verdanderungen der Dynamin 1xb-Expression spielt, da Hell- und Dunkeladaptation zur

gleichen Zeit durchgefiihrt wurden.

Durch seine direkte Interaktionsmoglichkeit mit Calcineurin bietet Dynamin 1xb also die
Moglichkeit zur direkten Dephosphorylierung durch Calcineurin und damit verbunden zur
Triggerung der aktivitatsabhdngigen Bulk-Endozytose. Anhand dieses Sachverhalts lasst
sich mutmafien, dass Dynamin 1xb, das als bisher einzige Splicevariante dieses
Bindungsmotiv (PxIXIT) zur Interaktion mit Calcineurin aufweist, die entscheidende Isoform
Dynamins in der ADBE ist (Xue et al. 2011; Bodmer, Ascafio, und Kuruvilla 2011). In der
vorliegenden Doktorarbeit konnte gezeigt werden, dass Dynamin 1xb in den vier getesteten
neuronalen Geweben der Maus exprimiert wird, wahrend es in den zwei nicht neuronalen
Geweben mit den hier angewandten Methoden nicht prdsent ist. Aufderdem brachte die
Colokalisation von Dynamin 1xb mit synaptischen Vesikelproteinen SV2 und Synaptotagmin
und den aktiven-Zone-Proteinen RIM 1/2 im Cerebellum, visuellen Cortex und Riickenmark
die Evidenz, dass Dynamin 1xb an Stellen vermehrter synaptischer Vesikelaktivitat zu finden
ist. Gleiches konnte in der Retina durch die Colokalisation Dynamin 1xb mit dem

synaptischen Ribbon-Protein RIBEYE festgestellt werden.

Weitere Studien werden genauer differenzieren miissen, inwieweit die Illuminations-
abhangige Proteinbiosynthese und der zirkadiane Rhythmus fiir die Unterschiede in den
Immunfluoreszenzsignalen fiir Dynamin 1xb in hell- und dunkeladaptierten Retinae
verantwortlich sind. Fiir diese Experimente und fiir die weitere Charakterisierung von
Dynamin 1 Splicevarianten, wie z.B. ob regionale Unterschiede in der Expression innerhalb
verschiedener Synapsenformen vorliegen oder inwieweit diese Splicevariante noch andere
Funktionen innerhalb der Zelle aufweist, kann der hier verwendete monoklonale Antikérper

herangezogen werden.
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et alii (und andere)

ganglion cell layer (Stratum ganglionare retinae)

Stratum granulosum

GTPase-Domane

graue Substanz

Guanosintriphosphat

Familie von Hydrolasen, die Guanosintriphosphat binden und spalten
inner limiting membrane (Membrana limitans interna)

inner nuclear layer (Stratum nucleare internum)

inner plexiform layer (Stratum plexiforme internum)

inner segment (Innensegment)

kilo Dalton
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6 Abkiirzungen

M

mg

min

ml

um

NPG

N-terminal

OFL

OLM

ONL

OPL

0S

P

PBS

PH-Domane

PIP2

SDS

SDS-PAGE

SH3-Domane

Sv2
weif$ (w)

ZNS

Stratum moleculare

Milligramm

Minute

Milliliter

Mikrometer

N-Propylgallat

Amino-terminal

optic fiber layer (Stratum neurofibrarum)

outer limiting membrane (Membrana limitans externa)
outer nuclear layer (Stratum nucleare externum)
outer plexiform layer (Stratum plexiforme externum)
outer segment (Auféensegment)

Stratum purkinjense

Phosphate Buffered Saline

Pleckstrin Homologie Domane
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PtdIns(4,5)P-)
Sodiumdodecylsulfat

SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese

SRC Homologie 3-Domane

synaptisches Vesikelprotein 2

weifde Substanz

zentrales Nervensystem
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