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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Deutsche Zusammenfassung

Ribbonsynapsen sind eine spezielle Form chemischer Synapsen, die in der Retina und den cochleéren
sowie vestibuldren Haarzellen des Ohres eine prazise und graduierte Signaliibertragung ermdglichen.
Die Ausstattung mit synaptischen Ribbons, an die ein schnell verfugbarer Vesikelpool gebunden ist,
erlaubt eine besonders rasche, flexible Signalweiterleitung. In dieser Arbeit erfolgte die Lokalisation
des Proteins DMXL2 (auch Rabconnectin3a) in der Retina. Rabconnectin3o. bildet in verschiedenen
chemischen Synapsen zusammen mit Rabconnectin3f den Vesikel-assoziierten Rabconnectin3-
Komplex, der in die Calcium-abhdngige Ausschittung von Neurotransmittern involviert ist. In der
Retina wurde dieses Protein bisher nicht erforscht. In Studien an konventionellen chemischen Synap-
sen des Gehirns wurde eine Bindung dieses Rabconnectin3-Komplexes an Effektoren von Rab3 nach-
gewiesen, dem in Ribbonsynapsen eine potenzielle Rolle bei der Bindung synaptischer Vesikel an die
Ribbons zugeschrieben wird. AuRerdem wurde Rabconnectin3a in Ribbonsynapsen der Haarzellen des
Innenohrs mit einer Vesikel-ahnlichen Verteilung gefunden. In neuroendokrinen Zellen steuert
Rabconnectin3a laut Crummy et al. (2019) zusammen mit Rabconnectin3p und CAPS1 im Komplex
mit der V-ATPase den pH-Wert synaptischer Vesikel und gewahrleistet damit die vollstandige Befiil-
lung synaptischer Vesikel mit Neurotransmittern. Auch in Ribbonsynapsen von Haarzellen wurde von
Einhorn et al. (2012) eine Stabilisierung der V-ATPase durch DMXL2 beobachtet. Es ist wahrschein-
lich, dass DMXL2 ebenso in der Retina von Bedeutung flr die SignalUbertragung ist, weshalb seine

Anreicherung in murinem Retinagewebe in dieser Arbeit untersucht wurde.

Die Lokalisation von DMXL2 erfolgte mit Hilfe von gegen dieses Protein gerichteten Antikorpern
(Klon 2G2 und 12D8) in Immunfluoreszenzfarbungen von Mausretinagewebe. Es wurden sowohl
Einzel- als auch Doppelimmunfluoreszenzfarbungen mit Referenzantikorpern, die bereits gut charak-
terisierte Proteine markierten, durchgefiihrt. Die Immunfluoreszenzsignale wurden mit einem Epifluo-
reszenzmikroskop und einem konfokalen Mikroskop dokumentiert. Die DMXL2-Immunsignale lieRen
sich in der IPL und vor allem in der OPL nachweisen und lassen in den Doppelimmunfluoreszenzauf-
nahmen die Annahme zu, dass DMXL2 sich in den Ribbonsynapsen der Retina prasynaptisch im Be-
reich der aktiven Zone befindet. Noch préazisere Aufnahmen gelangen nach der Inkubation von Re-
tinagewebe mit dem gegen DMXL2 gerichteten Antikdrperklon 2G2 auf ultrastruktureller Ebene mit-

tels Post-embedding Immunogold-Elektronenmikroskopie. In diesen wurde die Ndhe von DMXL2 zu
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den synaptischen Ribbons deutlich. Ein Nachweis der Spezifitat dieser Antikorper fiir DMXL2 gelang
Uber einen Western Blot mit einem selbst hergestellten DMXL-Fusionsprotein und einer Praabsorption
des Klons 2G2 mit anschlieBender Nutzung in der Immunfluoreszenzférbung.

Vor dem Hintergrund, dass es sich bei DMXL2 laut bisherigen Untersuchungen an anderen chemi-
schen Synapsen um ein Vesikel-assoziiertes Protein handelt, legt die Lokalisation der Anreicherung
von DMXL2 in der Retina nahe, dass sich das Protein auf dem Ribbon-assoziierten Vesikelpool in den
Photorezeptorzellsynapsen befindet. Uber Interaktionen des Rabconnectin3-Komplexes mit Rab3-
Effektoren koénnte es somit an der Bindung von synaptischen Vesikeln an die Ribbons und damit der
besonders schnellen Signalweiterleitung in Ribbonsynapsen beteiligt sein. Eine weitere mdgliche
Funktion von Rabconnectin3a ist die oben beschriebene, in Synapsen anderer Organe beobachtete
Mitwirkung an der Steuerung der Befiillung synaptischer Vesikel mit Neurotransmittern. Dies konnte
in einer Synapse, die Informationen einzelner Photonen weiterleiten kann, von grof3er Bedeutung sein
und lasst an die Mdoglichkeit einer Beeinflussung der visuellen Wahrnehmung bei Fehlen des

Rabconnectin3-Komplexes denken.
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1.2 Abstract

Ribbon synapses in the retina and in vestibular and auditory hair cells are a specialized form of
chemical synapses that use graded potentials to modulate fast and thight coupled signal transmission
through continuous neurotransmitter release. They are equipped with synaptic ribbons to which a
rapidly available pool of synaptic vesicles is attached. In this work, the protein DMXL2 (also called
Rabconnectin3a) was localized in the retina. In various chemical synapses Rabconnectin3o and
Rabconnectin3p form the vesicle-associated Rabconnectin3 complex which is involved in calcium-
dependent neurotransmitter release. So far there have been no studies regarding DMXL2 in the retina.
Studies on conventional chemical synapses in the brain have demonstrated binding of this
Rabconnectin3 complex to effectors of Rab3, which is thought to have a potential role in binding
synaptic vesicles to ribbons. In addition, Rabconnectin3a was found in ribbon synapses of hair cells in
the inner ear with a vesicle-like distribution. According to Crummy et al. (2019), Rabconnectin3 and
CAPSL1, connected to V-ATPase, regulate the pH of synaptic vesicles in neuroendocrine cells,
ensuring complete filling of synaptic vesicles with neurotransmitters. Stabilization of VV-ATPase by
DMXL2 was also observed in ribbon synapses of hair cells by Einhorn et al. (2012). It is likely that
DMXL2 is equally important for signal transduction in the retina, which is why its enrichment in

murine retinal tissue was investigated in this work.

Localization of DMXL2 was realised using DXML2 antibodies (clone 2G2 and 12D8) for
immunofluorescence staining of mouse retinal tissue. Both single and double immunofluorescence
staining were performed using reference antibodies that labeled already well-characterized proteins.
Immunofluorescence signals were documented with an epifluorescence microscope and a confocal
microscope. Immuno puncta could be detected in the IPL and especially strong immunostaining in the
OPL, the double immunofluorescence images allow the assumption that DMXL2 is located
presynaptically at the active zone of retinal ribbon synapses. Even more precise images were obtained
using an electron microscope after incubation of murine retinal tissue with the DXML2 antibody clone
2G2, revealing the proximity of DMXL2 to synaptic ribbons. The specificity of 2G2 and 12D8 for
DMXL2 was demonstrated by Western blotting and detecting a DMXL fusion protein and by pre-

absorption of clone 2G2 followed by its use in immunofluorescence staining experiments.

Given that, according to previous studies on other chemical synapses, DMXL2 is a vesicle-associated

protein, the localization of DMXL2 enrichment in the retina suggests that the protein may be located

on the ribbon-associated vesicle pool in photoreceptor cell synapses. Thus, via interactions of the

Rabconnectin3 complex with Rab3 effectors, it could be involved in the binding of synaptic vesicles to

ribbons and therefore in the particularly rapid signal transduction in ribbon synapses. Another possible

function of Rabconnectin3a is the involvement in controlling the filling of synaptic vesicles with neu-
3
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rotransmitters, which has been observed in neuroendocrine cells and hair cells, as described above. It
appears that this involvement could be of great importance in the retina, considering that retinal synap-
ses transmit information from single photons. These findings may lead to the conclusion that the ab-

sence of the Rabconnectin3 complex would influence visual perception.
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2 Einleitung

2.1 Die Retina

Einer der wichtigsten Sinne des Menschen, um sich in der Umwelt zurechtzufinden und mit dieser zu
interagieren, ist das Sehen. Die Retina dient zur ersten Verarbeitung von visuellen Informationen und
zur Weiterleitung von Lichtsignalen tiber den Nervus opticus zu hoheren Hirnzentren. Somit ist sie die
erste Station der Sehbahn (AUMULLER et al., 2020; TREPEL, 2021).

2.1.1 Anatomie

Der Bulbus oculi liegt in der Orbita und besitzt eine dreischichtige Wand, die von aufRen nach innen
aus der Tunica fibrosa bulbi, der Tunica vasculosa bulbi (GefaBhaut, Uvea) und der Tunica interna
bulbi (Retina) besteht. Darauf folgt im Inneren des Auges der Glaskdrper (Corpus vitreum). Die Tuni-
ca fibrosa bulbi setzt sich aus der lichtundurchléssigen Sclera (Lederhaut) und der durchsichtigen Cor-
nea (Hornhaut) am vorderen Teil des Auges zusammen (siehe Abbildung 1). Corpus ciliare, Iris-
Stroma und Choroidea (Aderhaut) bilden zusammen die Tunica vasculosa bulbi. Die Retina lasst sich
in die Pars optica retinae (Netzhaut), die sich im hinteren Teil des Auges befindet und durch das Vor-
handensein der entsprechenden Sinneszellen lichtempfindlich ist, und die Pars caeca retinae im vorde-
ren Teil des Auges einteilen. Der Ubergang zwischen diesen beiden Teilen der Retina befindet sich an
der Ora serrata. Entwicklungsgeschichtlich ist die Retina ein Anteil des Zwischenhirns (Dienzepha-
lon), aus dem erst die Augenblaschen und spéter die Augenbecher entstehen, die zum Neuroektoderm
gezéhlt werden. Aus den zwei Blattern des Augenbechers bildet sich die Retina. In der Pars optica
retinae werden aus diesen beiden Anteilen das aul’en gelegene Stratum pigmentosum (Pigmentepithel)
und das Stratum nervosum mit Sinnes- und Nervenzellen. Nur an der Ora serrata und an der Austritts-
stelle des Nervus opticus (Discus nervi optici) sind das Stratum pigmentosum und das Stratum nervo-
sum zusammengewachsen. An allen anderen Stellen der Netzhaut besteht keine feste Verbindung zwi-
schen den beiden Schichten, was die Gefahr einer Netzhautablésung birgt. Die Pars caeca retinae, die
das Epithel des Corpus ciliare (Pars ciliaris retinae) und der Iris (Pars iridica retinae) bildet, besteht
ebenfalls aus einem Stratum pigmentosum und einem inneren Stratum epitheliale, das nur im Bereich
der Iris gehauft Pigmente besitzt (zur Ubersicht siehe Fachbiicher der Anatomie AUMULLER et al.,
2020; LULLMANN-RAUCH, ASAN, 2019).
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Pars caeca retinae :
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Abbildung 1: Die Schichten des Augapfels und die Anteile der Retina

Abbildung aus Prometheus LernAtlas. Thieme, 4. Aufl. (Beschriftung der urspriinglichen Abbildung leicht mo-
difiziert) (SCHUNKE et al., 2015).

2.1.2 Histologie

Der lichtempfindliche Teil der Retina, die Pars optica retinae, kann histologisch in 10 Schichten unter-
teilt werden, von denen 9 das Stratum nervosum bilden. VVon auflen nach innen unterscheidet man
(siehe Abbildung 2a):

Pigmentepithel (Stratum pigmentosum)

Photorezeptorschicht (Stratum segmentorum externum et internum)
AuRere Grenzmembran (Stratum limitans externum)

AuBere Kornerschicht (Stratum nucleare externum)

AuRere plexiforme Schicht (Stratum plexiforme externum)

Innere Kornerschicht (Stratum plexiforme internum)

Innere plexiforme Schicht (Stratum plexiforme internum)
Ganglienzellschicht (Stratum ganglionicum)

Nervenfaserschicht (Stratum neurofibrarum)

10 Innere Grenzmembran (Stratum limitans internum)

Lo

©XoN T~ wWwN

(zur Ubersicht siehe Fachbiicher AUMULLER et al., 2020; LULLMANN-RAUCH, ASAN, 2019;
TREPEL, 2021)
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Beim Stratum pigmentosum handelt es sich um ein einschichtiges kubisches Epithel mit in den Zellen
eingelagerten Melanosomen. Es befindet sich zwischen dem Stratum nervosum und der Choroidea,
von der es durch die mit ihm fest verwachsene Bruch-Membran getrennt ist. Eine Funktion des Pig-
mentepithels bildet der Stoffaustausch zwischen der gefaRreichen Aderhaut und den Zellen des Stratus
nervosum. Weiterhin ermdglicht es die Regeneration des 11-cis-Retinal der Photorezeptorzellen und
schirmt die Photorezeptorzellen durch das in den Pigmentzellen enthaltene Melanin von Streulicht ab.
Aulerdem dient es dem Umsatz von Stoffwechselprodukten aus dem Stratum nervosum, indem abge-
schiedene Membranbestandteile der Photorezeptorfortsitze phagozytiert werden (AUMULLER et al.,
2020; LULLMANN-RAUCH, ASAN, 2019; TREPEL, 2021).

Die weiteren neun Schichten der Pars optica retinae werden insgesamt als Stratum nervosum bezeich-
net. Ganz auBen im Stratum segmentorum internum et externum befinden sich nur die AufRen- und
Innensegmente der Photorezeptoren, wahrend ihre Ubrigen Zellanteile in den folgenden Schichten
liegen. Es handelt sich bei den Photorezeptoren um primére Sinneszellen, die die Umwandlung von
Lichtreizen in elektrochemische Signale ermdéglichen. Man unterscheidet zwei Arten der Photorezep-
torzellen: Die sehr helligkeitsempfindlichen Stabchenzellen (ca. 120 Millionen), die vor allem beim
skotopischen Sehen zum Einsatz kommen, und die hoher auflésenden, aber weniger lichtsensiblen
Zapfenzellen (ca. 6 Millionen), die fir eine differenzierte Farbwahrnehmung bei hoheren Lichtstarken
verantwortlich sind. Beide Zelltypen sind aus einem sensorischen Fortsatz, einem Zellkorper, der sich
im Stratum nucleare externum befindet, und einem axonalen Fortsatz im Stratum plexiforme externum
aufgebaut. Die sensorischen Fortsdtze bestehen aus einem Innensegment, in dem die Produktion der
Membranbestandteile der AufRensegmente und des Sehpigments stattfindet, und einem lichtsensiblen
AulRensegment. Daflir besitzen die AuBensegmente Membranscheiben, zwischen denen der Sehfarb-
stoff eingelagert ist. Bei den Stdbchen handelt es sich dabei um Rhodopsin, das sich aus einem Trans-
membranprotein (Opsin) und einem Molekil 11-cis-Retinal (Derivat von Vitamin A) zusammensetzt.
Durch Lichteinfall wird 11-cis-Retinal zu all-trans-Retinal umgewandelt, sodass sich die Konformati-
on des Rhodopsins dndert. Dies fuhrt Ober sich schliefende Na*-/K*-Kandle in der Membran der Au-
Bensegmente, was eine Beendigung des bei Dunkelheit vorliegenden Einstroms von lonen bedeutet, zu
einer Hyperpolarisation der Zellmembran. Hierbei handelt es sich um eine Besonderheit der Photore-
zeptorzellen, da die Signallbertragung in konventionellen chemischen Synapsen in der Regel Uber
eine auf einen Reiz folgende Depolarisation und vermehrte Glutamatauschittung stattfindet (siehe
Abschnitt 2.2.2). Uber eine somit bei Lichteinwirkung verminderte Glutamatausschiittung aus synapti-
schen Vesikeln folgt die Weiterleitung des Signals tber die Synapse an ein nachfolgendes Neuron.
Dementsprechend sind die Photorezeptoren das erste Neuron der Sehbahn und der Ort der Umwand-
lung von Lichtreizen in neuronale Signale (AUMULLER et al., 2020; LULLMANN-RAUCH, ASAN,
2019; TREPEL, 2021).
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In den weiteren Schichten kommen vier verschiedene Arten von Neuronen vor: Bipolare Zellen, ama-
krine Zellen, Horizontalzellen und Ganglienzellen. Bei Letzteren handelt es sich um die einzigen Neu-
rone der Retina, die nicht nur innerhalb der Retina Verschaltungen besitzen, sondern (ber den N. opti-
cus eine Weiterleitung der optischen Reize in hoher gelegene Hirnzentren ermdglichen. Betrachtet
man den direkten Signalweg, lassen sich die Photorezeptorzellen (insgesamt etwa 126 Millionen) als
1. Neuron der Sehbahn bezeichnen, die Bipolarzellen als 2. Neuron und die Ganglienzellen (ca. 1 Mil-
lionen), die als erste Neuronart in dieser Reihe nicht nur ein Rezeptor- sondern auch ein Aktionspoten-
zial entwickeln konnen, als 3. Neuron (siehe Abbildung 2b). Die Horizontal- und amakrinen Zellen
stellen innerhalb der Retina Verknupfungen zwischen signalweiterleitenden Zellen her und ermogli-
chen somit vor allem eine bessere Wahrnehmung von Kontrasten und Bewegung (AUMULLER et al.,
2020; LULLMANN-RAUCH, ASAN, 2019; TREPEL, 2021).

An Stratum pigmentosum und Stratum segmentorum externum et internum schlief3t sich in Richtung
des Glaskdrpers die 3. Schicht der Retina an: Die &ullere Grenzmembran setzt sich aus Fortsatzen von
Gliazellen zusammen, bei denen es sich in der Retina typischerweise um Millerzellen, eine Unterform
der Astroglia, handelt. Diese Zellen durchziehen mit ihren Fortsatzen die gesamte Pars nervosa. Im
Stratum nucleare externum, der 4. Retinaschicht, finden sich die Somata der Photorezeptorzellen. Da-
rauf folgt als 5. Schicht das Stratum plexiforme externum, in dem die axonalen Fortsatze der Photore-
zeptorzellen (1. Neuron) auf die Dendriten der bipolaren Zellen (2. Neuron) treffen. Uber Synapsen
und Gap Junctions findet hier die Signalweiterleitung statt, die durch Horizontalzellen moduliert wer-
den kann. In der 6. Schicht, dem Stratum nucleare internum, befinden sich die Perikaryen der Bipolar-,
Horizontal- und amakrinen Zellen sowie der Mullerzellen. Bei den Bipolarzellen handelt es sich um
Glutamat freisetzende Neurone. Die Horizontal- und amakrinen Zellen werden als hemmende Inter-
neurone bezeichnet, welche die Transmitter GABA (Gamma-Aminobutterséure) und Glycin ausschiit-
ten. Wahrend die Horizontalzellen vor allem auf die Signalweiterleitung im Stratum plexiforme exter-
num Einfluss nehmen, findet man die synaptischen Fortsdtze der amakrinen Zellen tUberwiegend im
Stratum plexiforme internum, der 7. Retinaschicht. Hier erfolgt die synaptische Signallibertragung von
den axonalen Fortsatzen der Bipolarzellen zu den Dendriten der retinalen Ganglienzellen, die von den
amakrinen Zellen moduliert wird. Die 8. Schicht, das Stratum ganglionicum, besteht aus den Zellkor-
pern der multipolaren Ganglienzellen und die 9. Retinaschicht, das Stratum neurofibrarum, aus deren
Axonen. Diese Axone besitzen im Bereich der Retina noch keine Myelinschicht und erstrecken sich
bis zur Papilla nervi optici, von wo aus sie myelinisiert im N. opticus zu héheren Hirnzentren ziehen.
Aulerdem befinden sich im Stratum neurofibrarum die NetzhautgefaRe, die wvon nicht-
retinaspezifischen Astrozyten umgeben sind und deren Kapillaren nur bis zum Stratum nucleare inter-
num ziehen. Die darlber liegenden Schichten mit den Zellkdrpern der neuronalen Zellen werden mit-

tels Diffusion Uber das Stratum pigmentosum von der Aderhaut versorgt. Das Stratum limitans inter-
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num bildet die 10. Schicht und somit die Abgrenzung zum Corpus vitreum. Es besteht aus den Fortsat-
zen der Miillerzellen und einer Basalmembran (AUMULLER et al., 2020; LULLMANN-RAUCH,
ASAN, 2019; TREPEL, 2021).

Aus diesem Aufbau geht hervor, dass der Signaltransfer in der Retina in entgegengesetzter Richtung
zum Lichteinfall erfolgt. Das Licht durchquert zunéchst alle Schichten der Retina, bevor es auf die
AulRensegmente der Photorezeptorzellen trifft, sodass Umwandlung und Weiterleitung der optischen
Reize beginnen. Sowohl in der Fovea centralis als auch in der Papilla nervi optici unterscheidet sich
der Aufbau der Retina von den bisher beschriebenen Schichten. Die Fovea centralis ist der Ort, der die
grofte Sehscharfe ermdglicht, und besitzt in der Retina die hochste Zapfendichte. AuRerdem sind hier
die vor den Photorezeptorzellen liegenden Anteile der Retina an den Rand verlagert und die Sinneszel-
len 1:1 von Photorezeptor- zu Bipolarzelle sowie zu einer Ganglienzelle verschaltet. An der Stelle der
Papilla nervi optici finden sich keine Photorezeptorzellen, sondern die Axone der retinalen Ganglien-
zellen, die sich als N. opticus zusammenschlieBen und den Bulbus verlassen (AUMULLER et al.,
2020; LULLMANN-RAUCH, ASAN, 2019; TREPEL, 2021).
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Abbildung 2: Aufbau der Retina
a) Schichten der Pars optica retinae
b) Schematische Darstellung der 3 Neuronen der direkten Signaltbertragung der Sehbahn

Abbildungen aus Prometheus LernAtlas. Thieme, 4. Aufl. (Beschriftung der Abbildung 2a wurde leicht modifi-
ziert) (SCHUNKE et al., 2015).

2.2 Synapsentypen

Synapsen sind die Verbindung zur Signalweiterleitung von Neuronen zu nachfolgenden Zellen, bei

denen es sich ebenfalls um Neurone oder Zellen der Erfolgsorgane handeln kann. Man unterscheidet



Einleitung

grundsatzlich zwei Arten von Synapsen: die elektrische Synapse und die im Nervensystem haufiger
vorkommende chemische Synapse (LULLMANN-RAUCH, ASAN, 2019).

2.2.1 Elektrische Synapse

Bei elektrischen Synapsen besteht der Kontakt zwischen zwei Zellen in Form von Gap Junctions. Oh-
ne zeitliche Unterbrechung erfolgt die Signalweiterleitung durch direkten lonenstrom und ist nicht
richtungsgebunden, was einen schnellen Signalaustausch ermdglicht. Diese Form der Synapse ist ty-
pisch fur das Herz- und glatte Muskelgewebe, im Nervensystem als alleiniger Mechanismus der Erre-
gungsubertragung eher selten. In der Retina treten Gap Junctions beispielsweise gelegentlich als elekt-
rische Verkniipfungen zwischen Endkopfchen von Stabchenzellen auf (AUMULLER et al., 2020;
LULLMANN-RAUCH, ASAN, 2019; TREPEL, 2021).

2.2.2 Chemische Synapse

Je nach beteiligten Zellen unterscheiden sich chemische Synapsen in ihrem Aufbau. Chemische Sy-
napsen, die an der SignalUbertragung zwischen zwei Neuronen beteiligt sind, bestehen im Wesentli-
chen aus einer présynaptischen Membran, synaptischen Vesikeln, einem synaptischen Spalt und einer
postsynaptischen Membran (siehe Abbildung 3). Die présynaptische Membran ist ein Teil des Neu-
rons, von dem die Signaliibertragung ausgeht. Dessen Zellkorper entspringt ein axonaler Fortsatz, an
dessen Ende sich kndpfchenférmige Verdickungen befinden, die zum Aufbau der Synapse gehdren.
Im Zytoplasma der Enkndpfchen findet man die mit Transmittern gefullten Vesikel, die einen Durch-
messer von ca. 40 nm besitzen. Zwischen der prasynaptischen und der postsynaptischen Membran
liegt der etwa 20-30 nm breite synaptische Spalt. Die postsynaptische Membran gehért zu dem Neu-
ron, auf das ein Signal tibertragen wird (LULLMANN-RAUCH, ASAN, 2019).

Wird (ber das Axon eines Neurons ein Aktionspotential weitergeleitet, fihrt dies zur Depolarisation
der Membran des Endkndpfchens und hat zur Folge, dass synaptische Vesikel ihre enthaltenen Trans-
mitter Uber Exozytose in den synaptischen Spalt freisetzen. Dort binden die Transmitter an Rezeptoren
der postsynaptischen Membran, was eine elektrische Veranderung der Membran der nachfolgenden
Zelle bewirkt. Bei der postsynaptischen Membran handelt es sich zum Beispiel um Dendriten einer
nachfolgenden Zelle. Besitzt eine Nervenzelle viele Dendriten, kann sie tiber diese an mehreren synap-
tischen Verbindungen Signale empfangen, die am Soma der Zelle aufsummiert werden. Bei einem
Neuron als Empfangerzelle kann dies zur Ausbildung eines weiteren Aktionspotentials fiihren. Die
Signalweiterleitung an chemischen Synapsen ist diskontinuierlich und erfolgt nur in eine Richtung.
Beendet wird die Transmitterwirkung durch enzymatische Spaltung der Neurotransmitter im synapti-
schen Spalt oder durch Endozytose zurtick in die prasynaptische Zelle. Ultrastrukturell sind sowohl an

der pra- als auch an der postsynaptischen Membran Verdichtungen zu erkennen, was eine Ansamm-
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lung von Substanz mit hoher Elektronendichte bedeutet. Prasynaptisch sind die Verdichtungen mit
assoziierten Vesikeln die aktiven Zonen. Hier findet die Exozytose statt. Postsynaptisch kennzeichnen
die Verdichtungen Stellen, an denen sich Rezeptoren befinden (LULLMANN-RAUCH, ASAN,
2019).

Durch die von einem eintreffenden Aktionspotenzial ausgeldste Depolarisation 6ffnen sich span-
nungsgesteuerte Ca?*-Kandle in der aktiven Zone der présynaptischen Membran, was die Ca**-
Konzentration im Zytosol des synaptischen Boutons ansteigen lasst. Indem Ca?" an Synaptotagmin
bindet, kommt es zum Zusammenspiel von SNAP-25 (Synaptosomal-assoziiertes Protein, 25 kDa) und
Syntaxin (beide Bestandteile der prasynaptischen Membran) mit Synaptobrevin, das sich in der
Membran der Vesikel befindet. Dies fiihrt zur Verschmelzung der prasynaptischen und der Vesikel-
membranen jener Vesikel, die sich bereits in der aktiven Zone befinden, und damit zur Exozytose von
Transmittern aus den Vesikeln in den synaptischen Spalt. Handelt es sich beim Rezeptor der postsy-
naptischen Membran um einen Liganden-gesteuerten lonenkanal, fuhrt ein erregender Transmitter wie
Glutamat zu einem Kationeneinstrom aus Na* und teilweise Ca?" in die postsynaptische Zelle. Zwar
tritt auch ein vermehrter K+-Ausstrom aus der Zelle auf, doch aufgrund des hohen Na*-Gradienten
Uberwiegt der Kationeneinstrom. Die Folge ist eine Depolarisation der postsynaptischen Membran,
das exzitatorische postsynaptische Potenzial (EPSP). Werden an einer nachfolgenden Zelle viele De-
polarisationen ausgeltst, kann dies durch rdumliche und zeitliche Summation zur erneuten Generie-
rung eines Aktionspotenzials und somit zur Fortleitung des Signals an eine weitere Zelle fuhren. Inhi-
bitorische Transmitter wie GABA oder Glycin fiihren an der postsynaptischen Membran zu einer Hy-
perpolarisation, indem sie die Membran leitfahiger fiir K= oder CI- werden lassen. Durch die gesteiger-
te Leitfahigkeit fur diese lonen fallen Depolarisationen entstehender EPSPs geringer aus, womit die
Signalweiterleitung am postsynaptischen Neuron gehemmt wird (SILBERNAGL et al., 2018).

Abhéangig davon, wie hdufig eine Synapse zur Signalweiterleitung von den Zellen genutzt wird, kén-
nen sich Struktur und Funktion veréndern. Die neuronale Plastizitat kann sich in einer vermehrten
Bereitstellung von synaptischen Vesikeln duBern sowie in Veranderungen der Eigenschaften und An-
zahl postsynaptischer Rezeptoren und der Auspragung synaptischer Kontakte (LULLMANN-
RAUCH, ASAN, 2019).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Aufbaus einer konventionellen chemischen Synapse

1) Présynaptische Terminale, 2) prasynaptische Membran, 3) aktive Zonen, 4) synaptische Vesikel, 5)
synaptischer Spalt, 6) postsynaptische Verdichtungszone, 7) Nervenzelle (Uberblick).

Abbildung modifiziert aus Neuroanatomie (Struktur und Funktion), Elsevier, Urban & Fischer, 8. Aufl.
(TREPEL, 2021).

2.3 Ribbonsynapsen

Neuronen der Retina erfassen eine grole Bandweite an Reizen unterschiedlicher Intensitéat, weshalb
sie ein genau abgestimmtes und anpassungsfahiges System der Signalweiterleitung bendtigen
(SCHMITZ, 2009). Diese Aufgabe erfiillen sie mit Hilfe von Ribbonsynapsen, einer speziellen Form
von chemischen Synapsen fiir graduierte und besonders schnelle Signaltibertragung ohne die fiir kon-
ventionelle chemische Synapsen typischen Aktionspotentiale (FUCHS et al., 2003; JUUSOLA et al.,
1996; SCHMITZ et al., 2000). Ribbonsynapsen werden ausgebildet von den Photorezeptorzellen und
Bipolarzellen der Retina, den cochledren und vestibulédren Haarzellen im Ohr (FUCHS et al., 2003;
STERLING, MATTHEWS, 2005) sowie in Sensoren zur Wahrnehmung von elektrischen Feldern
(SEJNOWSKI, YODLOWSKI, 1982; zitiert nach SZABO, 1974).

Ribbonsynapsen enthalten groRtenteils die gleichen Proteine wie konventionelle Synapsen
(ULLRICH, SUDHOF, 1994). Synapsin und Rabphilin fehlen in manchen Spezies in Ribbonsynapsen,
waéhrend sie von anderen exprimiert werden, was gegen eine grundlegende Rolle dieser Proteine in der
Funktion von Ribbonsynapsen spricht (MANDELL et al., 1990; VON KRIEGSTEIN et al., 1999). Ein
Protein, das nicht in Ribbonsynapsen der Retina vorkommt, ist das Syntaxin 1, ein wichtiger Bestand-
teil des SNARE-Komplexes fiir die Fusion synaptischer Vesikel mit der présynaptischen Membran in
konventionellen Synapsen (MORGANS et al., 1996; ULLRICH, SUDHOF, 1994). Stattdessen konnte
in den Photorezeptoren und Bipolarzellen der Retina Syntaxin 3 nachgewiesen werden (MORGANS et
al., 1996). Ein weiteres Charakteristikum der Ribbonsynapsen ist, dass bei ansonsten scheinbar glei-

chen Mechanismen beziiglich des Calciumeinstroms, da die Transmitterfreisetzung wie in konventio-
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nellen Synapsen durch erhohte Calciumspiegel gesteuert wird, statt N-, P-, Q- oder R-Typ-
Calciumkanélen, die sonst im zentralen Nervensystem in Synapsen vorkommen, spannungsgesteuerte
L-Typ-Calciumkanale an der Signalweiterleitung beteiligt sind (HEIDELBERGER, MATTHEWS,
1992; MATTHEWS, FUCHS, 2010; MORGANS et al., 1996; NACHMAN-CLEWNER et al., 1999;
SCHMITZ et al., 2000; TAKAHASHI, MOMIYAMA, 1993).

Ein zentrales und namensgebendes Element der Ribbonsynapsen, das sie von konventionellen chemi-
schen Synapsen unterscheidet, sind die Ribbons (SJOSTRAND, 1953; STERLING, MATTHEWS,
2005). Tangential angeschnitten erscheinen Ribbons band- oder plattenférmig (SCHMITZ, 2009). In
Photorezeptorzellen sitzen sie an einer bogenférmigen Verdichtung der prasynaptischen Membran
tiber dem synaptischen Spalt. Entlang dieser Verdichtung tber einer Membranwdlbung besitzen die
Ribbons die Form von Hufeisen. An der Stelle, an der ein Ribbon Uber die bogenférmige Verdichtung
mit der prasynaptischen Membran verbunden ist, befindet sich die aktive Zone. Nach Glutaralde-
hyd/Osmium-Fixation lasst sich im Querschnitt der Ribbons im Elektronenmikroskop darstellen, dass
diese aus 3 Lamellen aufgebaut sind, von denen die &ulReren beiden elektronendicht sind und die mitt-
lere elektronendurchlassig (WAGNER, 1997). Es wird aulRerdem sichtbar, dass an einen Ribbon zahl-
reiche Vesikel tber diinne, elektronendichte Strukturen gebunden sind (SCHMITZ, 2009). Diese stiel-
artigen Verbindungen sind jeweils 20-30 nm lang (RAO-MIROTZNIK et al., 1995).

Neben oberflachlichen synaptischen Kontakten (DOWLING, WERBLIN, 1969) bestehen an Ribbon-
synapsen von Photorezeptorzellen in der &ulReren plexiformen Schicht Kontakte mit nachfolgenden
Zellen Uber Einstilpungen der prasynaptischen Membran (DE ROBERTIS, FRANCHI, 1956;
DOWLING, BOYCOTT, 1966; SJOSTRAND, 1958): Die Ribbons in Photorezeptorzellen bilden eine
Triade oder Tetrade mit zwei an den Seiten lokalisierten Dendriten von Horizontalzellen und ein oder
zwei zentralen Dendriten von Bipolarzellen (DOWLING, BOYCOTT, 1966; DOWLING, WERBLIN,
1969; HAVERKAMP et al., 2001; RAO-MIROTZNIK et al., 1995)(siehe Abbildung 4). 1 um? Flache
der Retina scheint die durchschnittliche GroRe der Triade aus prasynaptischem Ribbon, den zwei
Fortsatzen von Horizontalzellen und ein oder zwei Dendriten von Bipolarzellen zu sein
(HAVERKAMP et al., 2001). Zur Fovea hin nimmt die Anzahl der Ribbons in Fortsatzen der Zapfen-
photorezeptorzellen ab, wobei es sich um das Resultat einer abnehmenden GroRe dieser Fortsdtze zur
Fovea hin handelt. In Stdbchensynapsen von S&ugetieren findet sich pro Synapse ein Ribbon an einer
aktiven Zone (RAO-MIROTZNIK et al., 1995). Dort sind pro Ribbon etwa 130 Vesikel direkt an der
aktiven Zone gebunden und ca. 640 weiter entfernt von der aktiven Zone als Reservevesikel. Eine
Zapfensynapse hingegen enthélt 11,6 + 0,9 Ribbons (STERLING, 2003). Deren Ldnge liegt zwischen
0,2 und 3,5 um, betragt insgesamt pro Synapse im Schnitt aber 9,9 + 0,9 um, sodass die Gesamtrib-
bonlénge konstant bleibt. Daraus ergeben sich etwa 600 Bindungsstellen fiir direkt verfugbare Vesikel

und 3000 weitere fiur einen Pool von Ribbon-assoziierten Reservevesikeln. Dass in Zapfensynapsen
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ungefahr finfmal so viele Vesikel angedockt und als Reserve gebunden werden kénnen wie in Stéb-
chensynapsen, legt nahe, dass eine héhere RibbongroRe und -anzahl auf eine hohe Informationsfre-
quenz zuriickzufuhren sind (DE RUYTER VAN STEVENINCK, LAUGHLIN, 1996; STERLING,
MATTHEWS, 2005).
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Abbildung 4: Ubersicht tiber die Ribbonsynapse einer Stabchenphotorezeptorzelle

Links ist der stabférmig erscheinende Querschnitt eines Ribbons dargestellt, rechts lasst sich die Plattenform des
Ribbons entlang der aktiven Zone erkennen. In den synaptischen Endknopfchen sind viele Vesikel sichtbar, die
Reihe an synaptischen Vesikeln direkt an der aktiven Zone an der Basis der Ribbons ist gelb markiert. In der
Einstllpung der prasynaptischen Membran ist die Tetrade aus zwei Fortsatzen von Horizontalzellen (hzi, hzy)
und zwei Dendriten von Biplarzellen (bs, b2) abgebildet (RAO-MIROTZNIK et al., 1995).

Abbildung aus Rao-Mirotznik et al. (RAO-MIROTZNIK et al., 1995).

Die groRe Menge an noch nicht angedockten, aber als Reserve an den Ribbons schnell verfligharen
Vesikeln zur Exozytose unterscheidet die aktive Zone einer Ribbonsynapse von der einer konventio-
nellen (STERLING, MATTHEWS, 2005), in der sich lediglich etwa 10-100 synaptische Vesikel nahe
der prasynaptischen Membran an der aktiven Zone befinden (HEIDELBERGER et al., 2005).

Im Dunkeln findet eine durchgehend hohe Transmitteraussschittung in Ribbonsynapsen von Photore-
zeptorzellen statt (HEIDELBERGER et al., 2005; SCHMITZ, 2009). Bei maximalen Ausschiittungsra-
ten von 500 Vesikeln/s/Ribbon kdnnen kleine Intensitatsunterschiede des Lichts wahrnehmbare Sig-
nalunterschiede ausldsen. Diese gesteigerten Ausschuttungsraten spiegeln sich auch in der Struktur der
Ribbons wider, deren Erscheinungsbild sich verdndern kann (BALKEMA et al., 2001; SPIWOKS-
BECKER et al., 2004; VOLLRATH, SPIWOKS-BECKER, 1996). In der Retina von Méusen wird bei

Lichteinfall Substanz von den Ribbons in Stdbchenphotorezeptoren entfernt, wahrend im Dunkeln
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neue Bestandteile hinzugefligt werden (ADLY et al., 1999; SCHMITZ, 2009; SPIWOKS-BECKER et
al., 2004; VOLLRATH, SPIWOKS-BECKER, 1996). Somit sind die Ribbons bei hoher Exozytoserate
im Dunkeln langer als bei niedrigerer Rate unter Lichteinfluss (BALKEMA et al., 2001; SPIWOKS-
BECKER et al., 2004). Diese Strukturveranderung wird moglich durch Abtrennung kleiner runder
Ribbonanteile von der nicht an der bogenférmigen Verdichtung verankerten Ribbonseite, wodurch die
Hohe der Ribbons abnimmt (SCHMITZ, DRENCKHAHN, 1993). Gleichzeitig verringert sich auch
die Lange der Ribbons entlang der aktiven Zone (DEMBLA et al., 2020). Trotz Unterschieden beziig-
lich der Lénge der aktiven Zone in Abhangigkeit von der Genetik oder des zirkadianen Rhythmus der
Mause, wird dieser Prozess auch unabhangig vom zirkadianen Rhythmus durch Lichteinfluss gesteu-
ert, sodass Anderungen der Ribbonlange innerhalb von Minuten maglich sind (DEMBLA et al., 2020;
SPIWOKS-BECKER et al., 2004).

2.3.1 Zusammensetzung der Ribbons

Das einzige bekannte Protein, das ausschlieBlich im Zusammenhang mit Ribbonsynapsen lokalisiert
werden konnte, ist RIBEYE (SCHMITZ et al., 2000). RIBEYE besitzt eine Masse von 120 kDa
(SCHMITZ et al., 2000) und scheint die Hauptkomponente der Ribbons zu sein, indem es deren groR-
ten Anteil ausmacht (ZENISEK, 2004). Das Protein besteht aus einer einzigartigen A-Doméne und
einer B-Doméne, die abgesehen von den ersten 20 Aminoséuren der Proteinsequenz identisch mit dem
in Zellkernen verbreiteten Korepressor C-terminal-Binding-Protein 2 (CtBP2) ist (SCHMITZ et al.,
2000). RIBEYE und CtBP2 werden von unabhdngigen Promotoren des gleichen Gens kodiert, wobei
es sich bei RIBEYE um ein Fusionsprotein mit einer neuen Funktion aus dem in vielen Geweben vor-
liegenden CTBP2 und einer sonst nicht vorkommenden N-Doméne handelt. Wahrend der A-Doméne
eine strukturelle Rolle zugeschrieben wird, bindet die B-Doméne Nicotinsdureamid-Adenin-
Dinucleotid (NADH) und es wird angenommen, dass sie auf der zytoplasmatischen Seite der Ribbons
liegt, was sie fir Interaktionen mit anderen Proteinen zuganglich machen wiirde (ALPADI et al.,
2008; MAGUPALLI et al., 2008; SCHMITZ et al., 2000; WAN, 2005; ZENISEK, 2004). Fir die
Struktur der Ribbons sind sowohl die RIBEYE-A-Doméne als auch die B-Doméne essenziell
(SHANKHWAR et al., 2022). Uber 3 Bindungsstellen kann die A-Doméne von RIBEYE mit anderen
RIBEYE-A-Domanen interagieren (MAGUPALLLI et al., 2008). Interaktionen der B-Doméne kénnen
Uber zwei verschiedene Bindungsstellen sowohl mit anderen RIBEYE-B-Doménen als auch mit A-
Doménen stattfinden. Letztere werden durch NADH gehemmt, die Interaktionen zwischen RIBEYE-
B-Doménen untereinander hingegen werden durch NADH begunstigt, was sich aus der Dimerisierung
von CtBP2 bei erhohten NADH-Konzentrationen schlieBen l&dsst (MAGUPALLI et al., 2008; THIO,
2004). Durch diese vielen Interaktionen bildet RIBEYE das Gerust der Ribbons (siehe Abbildung 5),

15



Einleitung

wobei angenommen wird, dass weitere Proteine an der Stabform der Ribbons beteiligt sind
(MAGUPALLLI et al., 2008).

synaptic ribbon

RIBEYE(AB)

L F
. A7 y -
/\/ &

Abbildung 5: Schematische Darstellung des strukturellen Aufbaus eines synaptischen Ribbons

RIBEYE besteht aus einer A- und einer B-Domane, die miteinander und untereinander interagieren, sodass
durch viele Interaktionen das Gerist der Ribbons entsteht (SCHMITZ, 2009). Die RIBEYE-B-Doméne bindet
auflerdem NADH, das hemmend auf Interaktionen der unterschiedlichen RIBEYE-Doménen A und B
miteinander wirkt. Entlang des Ribbons sind synaptische Vesikel dargestellt und an der Basis sind die
spannungsgesteuerten L-Typ Calciumkanéle (Cav1.4) zu erkennen.

Abbildung aus Schmitz 2009, dort modifiziert aus Magupalli et al. 2008 (MAGUPALLI et al., 2008; SCHMITZ,
2009).

Die bisher bekannten Proteine, die neben RIBEYE ebenfalls am Aufbau der Ribbons beteiligt sind,
kommen nicht ausschlielich in Ribbonsynapsen, sondern auch in anderen chemischen Synapsen vor
(SCHMITZ, 2009; TOM DIECK, BRANDSTATTER, 2006). Eins dieser Proteine ist CtBP1, das der
RIBEYE-B-Domane sehr dhnlich ist und wie diese als Bestandteil der Ribbons an die Proteine Piccolo
und Bassoon bindet (MOSER et al., 2020; SCHMITZ, 2009; SCHOCH, GUNDELFINGER, 2006;
TOM DIECK et al., 2005). Anders als RIBEYE ist es fiir die Struktur und Funktion der Ribbons nicht
notwendig (MOSER et al., 2020; VAITHIANATHAN et al., 2013).

Piccolo und Bassoon befinden sich sowohl in konventionellen als auch in Ribbonsynapsen an der akti-
ven Zone (ALTROCK et al., 2003; BUTOLA et al., 2017; DICK et al., 2001; DICK et al., 2003;
SCHOCH, GUNDELFINGER, 2006). In konventionellen Synapsen sind sie an der Organisation der
aktiven Zone und dem Nachschub an synaptischen Vesikeln beteiligt (DAVYDOVA et al., 2014;
MENDOZA SCHULZ et al., 2014; MUKHERJEE et al., 2010). Ihre Abwesenheit fiihrt zu keinen
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erheblichen Veranderungen in der Struktur der aktiven Zonen konventioneller chemischer Synapsen
(BUTOLA et al., 2017; MENDOZA SCHULZ et al., 2014). In Ribbonsynapsen von Photorezeptorzel-
len hingegen fihrt ein Fehlen von Bassoon zu deutlichen Umgestaltungen (DICK et al., 2003;
MOSER et al., 2020). Es entsteht der Eindruck schwebender Ribbons, die nicht mehr an der aktiven
Zone verankert sind, weshalb angenommen wird, dass Bassoon in Ribbonsynapsen von Photorezepto-
ren an der Verankerung der Ribbons in der aktiven Zone beteiligt ist (DICK et al., 2003; SCHOCH,
GUNDELFINGER, 2006; TOM DIECK et al., 2005). Von dem Protein Piccolo existiert die fir Rib-
bonsynapsen spezifische Splicevariante Piccolino, die zur Ribbonstruktur beitragt (MULLER et al.,
2019; REGUS-LEIDIG et al., 2014; REGUS-LEIDIG et al., 2013). In Knockdown-Experimenten
wurde sichtbar, dass synaptische Ribbons in Stdbchenphotorezeptoren bei Abwesenheit von Piccolino
nicht mehr ihre typische Struktur besitzen, sondern in kleineren Einheiten an der prasynaptischen
Membran verankert sind, da Interaktionen zwischen RIBEYE und Piccolino zur langlichen Platten-
form der Ribbons fihren (MULLER et al., 2019; REGUS-LEIDIG et al., 2014). Sowohl Piccolo als
auch Bassoon interagieren also direkt mit RIBEYE (GUNDELFINGER et al., 2015; IVANOVA et al.,
2015; TOM DIECK et al., 2005).

2.3.2 Bereitstellung synaptischer Vesikel in Ribbonsynapsen

Knockout-Experimente an Mausen haben gezeigt, dass RIBEYE nicht fir den Vorgang der Vesikel-
verschmelzung, sondern fur die rasche sowie andauernde Calcium-abhéngige Vesikelbereitstellung fur
die Exozytose notwendig ist (MAXEINER et al., 2016). In der prasynaptischen Membranwdlbung in
Stébchensynapsen, wo an der bogenférmigen Verdichtung die Ribbons in der aktiven Zone verankert
sind, befinden sich viele L-Typ spannungsgesteuerte Ca?*-Kanale (Cav1.4) (SCHMITZ, 2009) (siehe
Abbildung 5). Die Vesikelfreisetzung ist in Stibchenbipolarzellen eng mit der Offnung von préasynap-
tischen Calciumkanélen verkniipft (JARSKY et al., 2010; MAXEINER et al., 2016) und die durch
Lichteinflisse variierte Anwesenheit spannungsgesteuerter L-Typ Cav-1.4-Kandle direkt an der akti-
ven Zone in groRBer Zahl, die bei Vorhandensein von Ribbons bei Dunkeladaptation noch zunimmt,
wird durch RIBEYE stabilisiert (DEMBLA et al., 2020). Es konnte nachgewiesen werden, dass Rib-
bonléange und die GroRe der aktiven Zone korrespondieren. Auf diese Weise tragen die Ribbons zur
prazisen Kopplung der spannungsgesteuerten Calciumkanéle mit den zur Ausschiittung bereiten sy-
naptischen Vesikeln an der aktiven Zone bei (BARTOLETTI et al., 2011; DEMBLA et al., 2020;
MAXEINER et al., 2016).

Sowohl fur die schnelle als auch die langanhaltende Vesikelausschiittung missen die Vesikel sofort
verfigbar direkt an der aktiven Zone vorliegen (MAXEINER et al., 2016; SCHMITZ, 2009). Ribbon-
gebunde Vesikel sind im Vergleich zu den restlichen synaptischen Vesikeln im Endkndpfchen einer

Ribbonsynapse relativ unbeweglich, es findet also kein deutlicher Austausch zwischen dem zytoplas-
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matischen und dem Ribbon-assoziierten Vesikelpool statt, solange die Ribbonseiten Vesikel gebunden
haben (HOLT et al., 2004; LOGIUDICE et al., 2008; REA et al., 2004; SCHMITZ, 2009). Im Gegen-
satz zu 50% der synaptischen Vesikel im Zytoplasma sind nur 20% der am Ribbon befindlichen Vesi-
kel beweglich (LOGIUDICE et al., 2008). Wahrend sich an der présynaptischen Membran angedockte
Vesikel in konventionellen Synapsen hdufig ohne das Stattfinden einer Transmitterausschiittung wie-
der von der aktiven Zone entfernen, bleiben Ribbon-assoziierte Vesikel an die Ribbons gekoppelt und
lésen sich groRtenteils nur durch die Exozytose (LOGIUDICE et al., 2008; SCHMITZ, 2009;
ZENISEK, 2008; ZENISEK et al., 2000). Nach der Exozytose werden aus dem sehr beweglichen Pool
an synaptischen Vesikeln wieder einige Vesikel relativ fest an die Ribbons gebunden (HOLT et al.,
2004; REA et al., 2004). Fir Ribbonsynapsen wurden 3 verschiedene Vesikelpools beschrieben
(SCHMITZ, 2009; THORESON, 2007; VON GERSDORFF, 2001). Es wird angenommen, dass die
unterste Reihe Ribbon-assoziierter Vesikel, die bereits an der aktiven Zone angedockt hat, den schnell
verfligbaren Teil der Vesikel bildet und die anderen Ribbon-gebundenen Vesikel fir die langsamere
Signalweiterleitung zur Verfligung stehen. Der dritte Vesikelpool besteht aus den frei beweglichen
synaptischen Vesikeln, die nicht an Ribbons gebunden sind und als Reserve gelten (BALKEMA et al.,
2001; SCHMITZ, 2009; THORESON, 2007).

Die Vesikel kdnnen (berall an den Seiten der Ribbons gebunden werden und sich an der Ribbonober-
flache frei bewegen, werden aber nur an der Basis der Ribbons, wo sich die aktive Zone befindet, frei-
gesetzt (THORESON, 2021; VAITHIANATHAN, MATTHEWS, 2014; WEN et al., 2018). Da sich
die Vesikel an den Ribbons bewegen kdnnen, muss es sich bei den fadenartigen Bindungen der Vesi-
kel um relativ schwache Verbindungen handeln, die andererseits in ihrer Zahl stark genug sind, dass
die Vesikel sich nicht mehr von den Ribbons entfernen, bevor es an der Basis der Ribbons zur Fusion
kommt (THORESON, 2021). Die Vesikel bewegen sich an den Ribbons entlang in Richtung der Ba-
sis, indem dort nach Vesikelfreisetzung durch Fusion mit der présynaptischen Membran Platz fir
nachriickende Vesikel entsteht (GRAYDON et al., 2014; THORESON, 2021). Da somit nur an der
Basis der Ribbons ein Nachrticken méglich ist, erfolgt dieses passiv durch Diffusion der Vesikel ohne
daflr benétigte Motorproteine, weshalb fiir die Freisetzung Ribbon-assoziierter Vesikel kein ATP
bendtigt wird (GRAYDON et al., 2014; HEIDELBERGER et al., 2002).

Die B-Domane von RIBEYE kann mit Lipidkomponenten der synaptischen Vesikel interagieren, was
durch die Anwesenheit kleiner Mengen von Lysophospholipiden in den Liposomen und NADH (redu-
zierte Form) ermdglicht und durch NAD™ (oxidierte Form) gehemmt wird (SCHWARZ, SCHMITZ,
2017). NADH begiinstigt nicht nur die Bindung von in Vesikelmembranen enthaltenen Liposomen an
die RIBEYE-B-Doméne, sondern auch die Spaltung von Lysophospholipiden durch diese
(SCHWARZ et al., 2011; SCHWARZ, SCHMITZ, 2017). Dies bedeutet die Entfernung des Phos-

pholipids, das groftenteils verantwortlich fur die Bindung der Liposomen an die B-Domadne ist, was
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darauf hindeutet, dass die Verbindungen zwischen den Vesikeln und RIBEYE nur schwach und vo-
ribergehend sind (SCHWARZ, SCHMITZ, 2017). Fir stabilere Verbindungen bedarf es somit weite-
rer Interaktionen zwischen den Vesikeln und den synaptischen Ribbons (SCHWARZ, SCHMITZ,
2017).

Diese zusatzlichen Interaktionen kénnten das mit den synaptischen Vesikeln assoziierte Protein Rab3
(,,Ras-related in brain“ (STENMARK, OLKKONEN, 2001; TOUCHOT et al., 1987)) beinhalten
(SCHMITZ et al., 2000; SCHWARZ, SCHMITZ, 2017; TIAN et al., 2012; WANG et al., 1997). In
Haarzellen der Cochlea wurde Rab3 in der Immunfluoreszenz an den Ribbons lokalisiert und in der
Elektronenmikroskopie sowohl an den Ribbons als auch auf den synaptischen Vesikeln (UTHAIAH,
HUDSPETH, 2010).

g

Vesicle

e® Target
e ® membrane

Abbildung 6: GDP/GTP-Zyklus der Rab-Proteine

Annéherung und Andocken synaptischer Vesikel an die prasynaptische Membran durch Aktivierung und Deak-
tivierung der Rab-Proteine durch ihre Regulatoren GDI (,,GDP dissociation inhibitor), GEP (,,GDP/GTP
exchange protein) und GAP (,,GTPase activating protein®) in konventionellen chemischen Synapsen
(GEPPERT et al., 1994; NAGANO et al., 2002; TAKAI et al., 2001; TAKAI et al., 1996).

Abbildung aus Takai et al. (TAKAI et al., 2001).

In konventionellen Synapsen ist Rab3A bei der Signalweiterleitung involviert in das Anndhern und
Andocken synaptischer Vesikel aus dem allgemeinen Vesikelpool an die prasynaptische Membran
(GEPPERT et al., 1994). AufRerdem wirkt es hemmend auf die Calcium-abhangige Verschmelzung der
Vesikelmembran an der aktiven Zone (GEPPERT et al., 1997). Der GDP/GTP-Zyklus der Rab3-
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Proteine wird von den Regulatoren Rab-GDI (,,GDP dissociation inhibitor), Rab3-GEP (,,GDP/GTP
exchange protein®) und Rab3-GAP (,,GTPase activating protein) koordiniert (NAGANO et al., 2002;
TAKAI et al., 2001; TAKAI et al., 1996) (siehe Abbildung 6). Rab3-GEP und GAP sind spezifisch fur
Rab3-Proteine, GDI ist an der Regulation aller Rab-Proteine beteiligt. Es wird angenommen, dass
GDP-bindendes Rab3A im Zytosol der Synapsen einen Komplex mit GDI bildet. Dieser Komplex
gelangt zu den synaptischen Vesikeln, wo GDP-gebundenes Rab3A durch Rab3-GEP und einen bisher
nicht identifizierten Faktor zu GTP-bindendem Rab3A aktiviert wird (SOLDATI et al., 1994). Vor
oder nach der Vesikelfusion an der prasynaptischen Membran wird das mit seinen Effektoren Rabphi-
lin-3 und RIM (,,Rab3-interacting molecule*) in einem Komplex befindliche GTP-gebundene Rab3A
durch Rab3-GAP zu GDP-gebundenem Rab3A inaktiviert und gelangt wieder ins Zytosol
(DARCHEN, 2000; SHIRATAKI et al., 1993; TAKAI et al., 2001; TAKAI et al., 1996; WANG et al.,
1997).

Rab3 konnte als GTPase sowohl die Bindung der Vesikel an die Ribbons verstarken, indem es Teil der
stielartigen Verbindungen der synaptischen Vesikel mit den Ribbons ist (THORESON, 2021; TIAN et
al., 2012; UTHAIAH, HUDSPETH, 2010), als auch als eine Filterfunktion besitzen, die bewirkt, dass
je nach Lipidzusammensetzung der Vesikelmembran nicht alle Arten von Vesikeln an die synapti-
schen Ribbons binden kénnen (CHAMBERS et al., 2005; SCHWARZ, SCHMITZ, 2017). Es wird
angenommen, dass Rab3A in Ribbonsynapsen GTP-gebunden reversibel an Vesikel und tiber ein bis-
her nicht bekanntes Protein an synaptische Ribbons bindet (TIAN et al., 2012). Urspringlich wurde
davon ausgegangen, dass RIM1 an den Seiten der Ribbons entlang lokalisiert und dort durch Interakti-
onen mit Rab3 an der Vesikelbindung an die Ribbons beteiligt ist (THORESON, 2021; TOM DIECK
et al., 2005; UTHAIAH, HUDSPETH, 2010; WANG et al., 1997). Obwohl RIM1 hdchstwahrschein-
lich in Photorezeptorsynapsen vorkommt, entstand diese Annahme zur Lokalisation von RIM1 an den
Ribbons vermutlich aufgrund von Kreuzreaktionen mit Piccolino (LOHNER et al., 2017; MOSER et
al., 2020). RIM2 ist in Ribbonsynapsen unterhalb der Basis von Ribbons an der aktiven Zone nah an
L-Typ Cavl.4-Kandlen an der prasynaptischen Membran lokalisiert und die bei Dunkelheit zuneh-
mende Menge dieses Proteins variiert abhdngig vom Vorhandensein von RIBEYE (DEMBLA et al.,
2020). In konventionellen Synapsen bindet RIM2 an Rab3A, aber der Spleillvariante von RIM2a, die
groRtenteils in den Photorezeptorsynapsen vorliegt, fehlt ein Teil der Bindungsstelle fir Rab3A und
die Bindung der RIM2-Variante in Photorezeptorsynapsen an Rab3A ist schwacher als die von RIM2
in voller Lange (LOHNER et al., 2017). Eine Interaktion von Rab3A mit RIM-Proteinen in Ribbon-
synapsen ist somit relativ unwahrscheinlich (LOHNER et al., 2017). Rabphilin hingegen ist als Vesi-
kel-assoziiertes Protein wie auch in konventionellen chemischen Synapsen ein mdglicher Interaktions-
partner von Rab3A bei der Vesikelbereitstellung (THORESON, 2021; UTHAIAH, HUDSPETH,
2010).
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Bei Untersuchungen an konventionellen chemischen Synapsen wurde das Protein DMXL2 gefunden,
das in der Immunprézipitation an die zwei Rab3-Effektoren Rab3-GEP und GAP bindet (KAWABE et
al., 2003; NAGANO et al., 2002). Damit konnte es ein entscheidender Faktor bei der Vesikelbereit-
stellung sein (NAGANO et al., 2002).

2.3.3 DMXL2

Das Gen DMXL2 auf dem Chromosom 15g21.2 codiert beim Menschen fiir das DmX-like Protein 2
(DMXL2), das auch Rabconnectin3a. genannt wird (CHEN et al., 2017; KAWABE et al., 2003;
WONKAM-TINGANG et al., 2021). Es handelt sich um die a-Untereinheit des Rabconnectin3-
Protein-Komplexes, der aus Rabconnectin3a. und Rabconnectin3p besteht (KAWABE et al., 2003).
Dieser ist auf synaptischen Vesikeln verdichtet und vermutlich in den Calcium-abhangigen Transport
von Neurotransmittern Uber synaptische Membranen involviert (KAWABE et al., 2003; NAGANO et
al., 2002; WONKAM-TINGANG et al., 2021). DMXL2 ist ein Vesikelprotein, das aus 3037 Amino-
séuren besteht und eine Molekiilmasse von 339.753 Da besitzt (ESPOSITO et al., 2019; NAGANO et
al., 2002). Es verfugt Uber mindestens 12 WD40-Domanen und eine zentral gelegene Ravlip-Doméne,
die dem V-ATPase-Regulator Ravlp in Hefe entspricht (ESPOSITO et al., 2019; NAGANO et al.,
2002; TATA et al., 2014) (siehe Abbildung 7). WD40-Domaénen formen Beta-Propellerstrukturen und
ermoglichen damit Proteininteraktionen (JASKOLKA et al., 2021; XU, MIN, 2011).

WD40 repeats RaviP_C WD40 repeats

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Proteindoméanen von DMXL2

Das Protein DMXL2 enthélt 3037 Aminosauren und weist WD40-Domanen sowie eine zentrale Ravlp-Domane
auf (ESPOSITO et al., 2019; TATA et al., 2014).

Abbildung modifiziert aus Esposito et al. (ESPOSITO et al., 2019).

DMXL2 wurde in verschiedenen Geweben gefunden. Ein Nachweis dieses Proteins gelang in Haarzel-
len des Ohres und in synaptischen Endkndpfchen des Gehirns von Sdugetieren (CHEN et al., 2017;
ESPOSITO et al., 2019; KAWABE et al., 2003; NAGANO et al., 2002). Seine genaue Funktion im
Gehirn wurde noch nicht abschlielend erfasst, aber es wurde festgestellt, dass Rabconnectin3p direkt
an Rab3-GEP bindet und somit eine indirekte Bindung von Rabconnectin3a an diesen Rab3-Effektor
tiber den Rabconnectin3-Komplex vorliegt (ESPOSITO et al., 2019; KAWABE et al., 2003). Bisheri-
ge Untersuchungen legen nahe, dass der Rabconnectin3-Komplex indirekt tiber ein noch nicht identi-
fiziertes Molekil auch an Rab3-GAP bindet (KAWABE et al., 2003). Daher wird angenommen, dass
der Rabconnectin3-Komplex an der Schaffung eines Ger(sts fur das Protein Rab3A und dessen mit-

wirkende Proteine beteiligt ist, was mit der Auspragung von WD40-Domanen im Einklang steht
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(JASKOLKA et al., 2021; KAWABE et al., 2003; SAKISAKA, TAKAI, 2005). Zudem konnte in
konventionellen Synapsen des Gehirns von Méusen gezeigt werden, dass der Rabconnectin-3-
Komplex dort direkt oder indirekt mit Cav2.2-Kanélen interagiert und den Calciumeinstrom durch
diese reduziert (GANDINI et al., 2019).

Auch in Ribbonsynapsen wurde Rabconnectin3a lokalisiert (EINHORN et al., 2012). Rabconnectin3a
befindet sich an der Basis der Haarzellen des Innenohrs von Zebrafischen mit einer &hnlichen Vertei-
lung wie Proteine synaptischer Vesikel. Es scheint die Protonenpumpenfunktion von V-ATPasen zu
stabilisieren, indem es die Ansammlung des V-ATPase-Holoenzyms auf synaptischen Vesikeln er-
moglicht (EINHORN et al., 2012). Die V-ATPase befordert Protonen tiber Membranen (COTTER et
al., 2015). Daflr besitzt sie eine membrandurchspannende VO-Untereinheit, die Uber die zytosolische
V1-Domane mit der ATP-Hydrolyse verbunden ist (COTTER et al., 2015; CRUMMY et al., 2019).
Bei mutiertem Rabconnectin3a ist die Menge der zytosolischen Untereinheit der V-ATPase reduziert
und der pH-Wert der synaptischen Vesikel in den Haarzellen erhéht (EINHORN et al., 2012). Ein
angehobener pH-Wert hat zur Folge, dass synaptische Vesikel mit weniger Transmittern gefullt wer-
den, was die Wahrscheinlichkeit der Transmitterfreisetzung verringert, sodass die Signalweiterleitung
mittels Neurotransmittern Gber Synapsen bei verdnderter Rabconnectin3a-Funktion herabgesetzt wird
(EDWARDS, 2007; EINHORN et al., 2012; GOWRISANKARAN, MILOSEVIC, 2020; ROST et al.,
2015; WONKAM-TINGANG et al., 2021). Auch bei einem genetisch bedingten Fehlen von CAPS1
(,,Ca?*-dependent activator protein for secretion (CRUMMY et al., 2019; LOYET et al., 1998)) wird
der pH-Gradient an Vesikelmembranen nicht aufrechterhalten. CAPSL1 ist ein Priming-Faktor, der an
der Calcium-abhé&ngigen Exozytose von Vesikeln in neuroendokrinen und Nervenzellen beteiligt ist
(CRUMMY et al., 2019; WALENT et al., 1992). Unabhangig von seinem Einfluss auf den pH-Wert
ist dieses Protein notwendig flr die Vorgange des Primings und Andockens der Vesikel, bevor die
Vesikelfusion mit der prasynaptischen Membran stattfindet (CRUMMY et al., 2019; GRISHANIN et
al., 2004; JAMES, MARTIN, 2013; STEVENS, RETTIG, 2009). Teilweise kommt CAPS1 im Zyto-
sol vor, ein anderer Teil ist an synaptische Vesikel gebunden (GRISHANIN et al., 2002). Die optimale
Bindung von CAPSL1 an synaptische Vesikel fir die Regluation des pH-Werts beruht wiederum auf
Interaktionen dieses Proteins mit dem Rabconnectin3a/B-Komplex Uber direkte Bindung an
Rabconnectin3p (CRUMMY et al., 2019). Diese Interaktionen und eine Beeintrdchtigung der Senkung
des pH-Werts synaptischer Vesikel sowohl beim Knockdown von CAPS1 als auch bei dem von
Rabconnectin3o oder Rabconnectin3p in neuroendokrinen Zellen weisen darauf hin, dass Rabconnec-
tin3a/p und CAPS1 als Komplex mit der V-ATPase den pH-Wert synaptischer Vesikel steuern
(CRUMMY et al., 2019). Somit sind sie wichtig fur die Befiillung von Vesikeln und regulieren deren
Funktion (CRUMMY et al., 2019). Bei Kohorten von Zebrafischen mit Mutationen in den Allelen von

Rabconnectin3a lagen Schwerhdrigkeit und Gleichgewichtsstérungen vor, was ebenfalls darauf hin-
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weist, dass Rabconnectin3o. am Horvorgang in den Haarzellen des Innenohrs von Zebrafischen betei-
ligt ist (EINHORN et al., 2012).

In verschiedenen Studien wurde beobachtet, dass bestimmte DMXL2-Mutationen auch bei Menschen
mit genetisch bedingter Schwerhorigkeit auftreten (CHEN et al., 2017; WONKAM-TINGANG et al.,
2021). AulRerdem wurden im Zusammenhang mit DMXL2-Mutationen das Polyendokrine Polyneuro-
pathie-Syndrom und die Friihkindliche epileptische Enzephalopathie mit suppression-burst dokumen-
tiert (ESPOSITO et al., 2019; TATA et al., 2014). Es wird angenommen, dass Rabconnectin3a wich-
tig flr die Hirnentwicklung ist (ESPOSITO et al., 2019; KANNAN et al., 2017).

2.4 Ziel der Arbeit

In bisherigen Studien konnte gezeigt werden, dass DMXL2 als Teil des Rabconnectin3-Komplexes an
Rab3-Effektoren bindet und die Ergebnisse von Einhorn et al. weisen darauf hin, dass es in Ribbonsy-
napsen von Haarzellen des Innenohrs in die auditive Wahrnehmung involviert ist (EINHORN et al.,
2012; KAWABE et al., 2003). In Versuchen mit Zebrafischen kam es bei Rabconnectin3a-Mutationen
auch zu Einschrankungen beziiglich der Anpassung an Lichtverhdltnisse in Melanozyten und sponta-
nen Augenbewegungen, was zusétzlich visuelle Defekte nahelegt (EINHORN et al., 2012). Aufgrund
des Vorkommens von Ribbonsynapsen sowohl in Haarzellen als auch in den Photorezepor- und Bipo-
larzellen der Retina haben schon Einhorn et al. auf die Notwendigkeit von Untersuchungen zu
Rabconnectin3a in der Retina hingewiesen (EINHORN et al., 2012). Da die genaue Funktion von
DMXL2 noch nicht bekannt ist, konnte die Lokalisation dieses Proteins in der Retina weiteren Auf-
schluss geben und ist daher das Ziel dieser Arbeit. Hierzu sollen folgende Fragen beantwortet werden:
In welcher Schicht der Retina ist DMXL2 zu finden? Ist DMXL2 in Ribbonsynapsen der Retina sicht-
bar und falls ja, ist es pra- oder postsynaptisch lokalisiert? Befindet sich DMXL2 auf allen synapti-

schen Vesikeln?
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3 Material und Methoden

3.1 AntikOrper

3.1.1 Primérantikorper

Tabelle 1: Primarantikorper

Primarantikorper

Quelle

Verdiinnung

Anti-DMXL2, monoklonaler
Mausantikdrper (2G2), gerichtet
gegen Aminosauresequenz (von
amino- nach carboxyterminal):
KKDQLDSVSGRMENGPSESKP
VSRSDGGSGADWSAVTSSQFD
WSQPMVTVDEEPLRLDWGDD
HDGALEEDDGGGLVMKTTDAK
KAGQEQSASDPRALLTPQDEEC
ADGDTE

im Labor hergestellt

1:10 (IF)
1:500 (WB)

1:10 (IG)

Anti-DMXL2, monoklonaler
Mausantikorper (12D8), gerichtet
gegen gleiche Aminosauresequenz
wie 2G2

im Labor hergestellt

1:10 (IF)

unverdiinnt, gereinigt (WB)

Anti-RIBEYE(B), monoklonaler (DEMBLA et al., 2018) 1:400 (1G)
Mausantikdrper (2D9)

Anti-RIBEYE(B), polyklonaler (SCHMITZ et al., 2000) 1:10000 (IF)
Kaninchenantikdrper (U2656)

Anti-PSD95, polyklonaler Kanin- (IRIE et al., 1997) 1:1000 (IF)
chenantikorper (L667)

CSP, polyklonales Endserum eines | im Labor hergestellt 1:500 (IF)
Kaninchens

Anti-Cav1.4 CTerm, polyklonaler (DEMBLA et al., 2020) 1:500 (IF)

Kaninchenantikorper
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Anti-Cav1.4 NTerm, polyklonaler

Kaninchenantikorper

(MUKHERJEE et al., 2020)

1:500 (IF)

Anti-GST, monoklonaler Mausanti-

korper

Sigma-Aldrich, Cat. No:
G1160

1:10000 (WB)

3.1.2 Sekundéarantikorper

Tabelle 2: Sekundarantikdrper

Sekundarantikorper Quelle/Hersteller Verdunnung

Donkey anti-mouse Alexa488 Invitrogen, Molecular Probes, 1:1000 (IF)
A-21202

Donkey anti-mouse Dylight488 | Jackson ImmunoResearch, 1:1000 (IF)
715485150

Donkey anti-rabbit Alexa568 Invitrogen, Molecular Probes, 1:1000 (IF)
A-10042

Chicken anti-mouse Alexa488 | Thermo Fisher, 10114192 1:1000 (IF)

Goat anti-mouse peroxidase- Sigma-Aldrich, A-3673 1:5000 (WB)

conjugated (GAM-POX)

Nanogold-lgG: goat anti mouse | Nanoprobes, Lot 35C048 1:100 (1G)

19G (H+L)

3.2 Chemikalien und LOsungen

Tabelle 3: Chemikalien und Ldsungen

Material Hersteller/Zusammensetzung
Gel NEG-50 Richard-Allan-Scientific
PBS Sigma-Aldrich, D8537

NPG (N-Propyl-Gallat)

Sigma-Aldrich, P-3130

Epon Harz (Epon 812)

Fluka/Sigma-Aldrich

Natriummethylat (30% in Methanol)

Merck

Xylol

Carl Roth GmbH
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Methanol Zentrales Chemikalienlager der Universitit des
Saarlandes

Aceton Thermo Fisher

Paraformaldehyd Sigma-Aldrich, 158127-500G

Glutaraldehyd

Sigma-Aldrich, G5882

Cacodylatpuffer (100mM)

21,4 g Cacodylsaure /I H20, pH 7,4

Benzil

Science Services

Uranylacetat

Merck

Ampicillin

Carl Roth GmbH

LB (lysogeny broth)

Gibco (20mg LB-Medium auf 1l destilliertes
Wasser)

IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid)

MP biomedicals

Glutathion-Agarose-Beads

Fluka/Sigma-Aldrich

Bradford Solution (Roti-Quant 5x Konzentrat)

Carl Roth GmbH

Aqua B. Braun Spullésung

B. Braun

Essigséure (99-100%)

Carl Roth GmbH

4 x SDS-Ladepuffer

1,6 g SDS

4 ml B-Mercaptoethanol
2 ml Glycerol

2ml1M TrispH 7,0

4 ml Bromphenolblau

2 ml H.0O
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Trenngel 10% 1,5 ml H.O
1,9ml1M TrispH 8,8
2,5 ml 30% Acrylamid
75 ul 10% SDS

1,5 ml 50% Glycerol

5 ul TEMED

38 ul 10% APS

Sammelgel 240 ml H.O

940 pl 0,5 M Tris pH 6,8
500 pl 30% Acrylamid
50 pl 10% SDS

10 ul TEMED

50 ul APS

SDS-Elektrophoresepuffer 3,03 g Tris
14,4 g Glycin

1,0 g SDS

Western Blot-Transferpuffer 15,125 g Tris
72,05 g Glycin
1 | Methanol

bis zu einem Volumen von 5 | mit Aqua dest.

auffiillen

Ponceau S 30 g Trichloressigsdure
5 g Ponceau S

bis zu einem Volumen von 1 | mit Aqua dest.

auffillen
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ECL1 5ml 1M Tris pH 8,5
500 pl Luminol
220 pl Para-Hydroxycoumarinsdure (PCA)

Rohrchen bis 50 ml mit Aqua dest. auffillen

ECL2 5ml1M TrispH 8,5
32 Ll| H.O:

Rdéhrchen bis 50 ml mit Aqua dest. auffullen

3.3 Gewebe

Fur die verschiedenen Experimente wurden Augen von C57BL/6J-Mé&usen beider Geschlechter ver-
wendet. Die Méuse wurden den Tierschutzrichtlinien der Universitat des Saarlandes entsprechend
gehalten. Alle Tierverfahren wurden begutachtet und bewilligt von der zustdndigen Behorde, dem
Landesamt fiir Verbraucherschutz (Geschaftsbereich 3, 66115 Saarbriicken; Haltungsnummer: GB 3-
2.4.1.1-K110/180-07).

3.4 Immunfluoreszenzmikroskopie

3.4.1 Herstellung von Kryostatschnitten

Die Aufbereitung des Gewebes fir die Kryostatschnitte wurde wie von Grabner et al. beschrieben
durchgefuhrt (GRABNER et al., 2015). Im ersten Schritt wurden die Mausaugen in durch flissigen
Stickstoff (-196°C) gekiihltem Isopentan schockgefroren, dann in durch Stickstoff gekuhlter Alufolie
aufbewahrt und in flussigen Stickstoff uberfthrt. AnschlieBend wurden die Kryostatschnitte mit dem
Kryostat Leica CM1950 angefertigt. Dafuir wurden die Mausaugen im Kryostat auf einer Halterung
platziert und in dem Gel NEG-50 Richard-Allan-Scientific (enthalt Polyvinyl-Alkohol und Polyethyl-
en-Glycol) eingebettet. Das Gewebe hatte beim Schneiden eine Temperatur von etwa -21°C und der
Raum im Kryostat eine von ca. 17°C. Es wurden 8 um dicke Schnitte angefertigt und auf Objekttréager
transferiert. AnschlieRend wurden die Objekttrager mit den Schnitten bis zur Immunfluoreszenzmar-

kierung bei -20°C gelagert.
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3.4.2 Immunfluoreszenzmarkierung der Kryostatschnitte

Zunéachst wurden die Kryostatschnitte durch das Entweichen des Kondenswassers beim Auflegen der
Objekttrager auf eine erhitzte Platte fiir 30 min bei etwa 60°C fixiert. Es folgte die Inkubation mit den
Primé&rantikorpern tiber Nacht bei 4°C. Nach 3 x 5 min Waschen in PBS wurden die Schnitte mit den
Sekundérantikdrpern inkubiert (1 h, Raumtemperatur) und danach erneut wie zuvor beschrieben mit
PBS gewaschen. AnschlieBend wurde zur Verhinderung des Ausbleichens das Einbettmedium
Natrium-Propylgallat (NPG; mit Hilfe des Thermomixers compact von Eppendorf auf 37°C erwérmt)
auf die Schnitte aufgetragen. Darauf wurden Deckgldschen gelegt und diese mit Nagellack an den
Kanten fixiert, um ein Verschieben der Deckglaschen und das Austrocknen der Schnitte zu vermeiden
(SCHMITZ et al., 2000). Anschliefend wurden die markierten Schnitte bis zur Betrachtung im
Mikroskop bei 4°C gelagert.

3.4.3 Herstellung von Semidunnschnitten

Die Einbettung des Gewebes flr die Herstellung der Semidiinnschnitte erfolgte nach der Methode von
Drenckhahn und Franz (DRENCKHAHN, FRANZ, 1986) mit Modifizierungen nach Wahl et al.
(WAHL et al., 2013). Mausaugen des Wildtyps (WT) 72/17 wurden entnommen und in durch Stick-
stoff gekiihltem Isopentan schockgefroren. Es folgte die Gefriergetrocknung in fliissigem Stickstoff
fir 24 h in einem Vakuum, das durch eine TCP270 Turbomolekularpumpe (Artur-Pfeiffer-
Vakuumtechnik) erreicht und ein PKG020 Pirani-Gold-Kathodenmanometer kontrolliert wurde. Das
Gewebe verblieb weitere 24 h bei Raumtemperatur an der Vakuumpumpe. Anschlielend erfolgten die
Infiltration mit Epon Harz bei Raumtemperatur und die Auspolymerisation des Harzes bei 60°C fir 24
h. Mit Hilfe eines Reichert Uktramikrotoms wurden 0,5 um dicke Gewebeschnitte hergestellt, die auf

Deckglaschen gezogen und bei 80°C auf einer Heizplatte getrocknet wurden.

3.4.4 Immunfluoreszenzmarkierung von Semiduinnschnitten

Fur die Immunfluoreszenzmarkierung der Semidunnschnitte wurde zunéchst in leicht veranderter
Form nach der Methode von Mayor et al. in einigen Schritten das Epon Harz herausgeldst (MAYOR
et al., 1961). Dafur wurden die Schnitte als erstes fiir 10 min in Natriummethylat inkubiert (30% in
Methanol), anschliefend ebenfalls 10 min in einem Gemisch, das zu gleichen Anteilen aus Xylol und
Methanol bestand, und 2 x 10 min in Aceton. Dann wurden die Schnitte erst 10 min in Wasser und

dann mit PBS gewaschen.

AnschlieRend erfolgte die Immunfluoreszenzmarkierung mit den jeweiligen Primar- und Sekundaran-
tikdrpern (wie in Abschnitt 3.4.2 beschrieben) mit darauffolgender Versiegelung und ebenfalls Lage-
rung bei 4°C.
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3.4.5 Préabsorption

Die Praabsorption wurde mit Modifikationen durchgefihrt wie von Schmitz et al. und Mukherjee et al.
beschrieben (MUKHERJEE et al., 2020; SCHMITZ et al., 2000). Fur die Praabsorption wurden die
Proteine DMXL2-GST und GST, das als unspezifisches Protein zur Kontrolle diente, wie in Abschnitt
3.6 beschrieben hergestellt, gereinigt und deren Konzentration bestimmt. Fir die Produktion von GST
erfolgte die Elektroporation mit dem Plasmid pGEX-KG anstelle von DE4-pGEX. Die Proteine wur-
den zu den Primérantikérpern in deren Verdinnung fur die Versuchsdurchfilhrung gegeben. Das
DMXL2-GST-Fusionsprotein lag in einer Endkonzentration von 0,5 mg/ml vor, GST in einer Endkon-
zentration von 0,25 mg/ml, da letzteres nur etwa halb so grof? ist wie das Fusionsprotein. Die Réhr-
chen mit den Antikorperanséatzen samt zugefligten Proteinen inkubierten tber Nacht bei 4°C auf einem
Rotator. Am Folgetag wurde mit diesen Ansatzen wie oben beschrieben eine Immunfluoereszenzmar-

kierung von Kryostatschnitten durchgefihrt.

3.4.6 Kontrollinkubationen

In den Kontrollinkubationen wurde sowohl bei den Kryostat- als auch bei den Semidunnschnitten
anstatt der Priméarantikorper PBS aufgetragen und anschlieRend wie oben aufgefiihrt mit den Sekun-
darantikorpern inkubiert. Die Bilder der Kontrollen wurden an den Mikroskopen unter den gleichen
Bedingungen (VergroRerung, Expositionszeit bzw. Laserstérke, Offset, Scan Size, Scan Speed) wie
die der zugehdrigen Immunfluoreszenzen aufgenommen. Bei Verstarkung des Kontrasts oder der Hel-
ligkeit der gesamten Aufnahmen durch die jeweilige Dokumentations-Software der Mikroskope oder
die Bildverarbeitungssoftware ImageJ/Fiji zur verbesserten Sichtbarkeit der Immunfluoreszenzsignale

wurde diese auch bei den Kontrollinkubationen durchgeftihrt.

3.4.7 Epifluoreszenzmikroskopie

Zur Detektierung der an spezifische Proteine gebundenen Primarantikdrper wurden bei der
Immunfluoreszenzmarkierung Sekundérantikérper mit gekoppelten fluoreszierenden Farbstoffen
verwendet, was als indirekte Immunfluoreszenz bezeichnet wird. Bei einer direkten Immunfluoreszenz
wirden die Farbstoff-tragenden Antikdrper direkt an das Protein im Gewebe binden. Zur Beurteilung
der Immunfluoreszenzmarkierungen wurden sowohl die immungefarbten Kryostat- als auch die
Semidunnschnitte mit dem Epifluoreszenzmikroskop Axiovert 200M (Zeiss) analysiert. Dafiir wurden
die Lichtquelle Oligochrom der Firma Till Photonics und die Mikroskopierkamera Zeiss Axiocam
Mrm genutzt. Je nach an den Sekunddrantikorper gekoppeltem Farbstoff wurde Licht der
Anregungswellenldnge 488 nm im griinen Kanal oder 568 nm im roten Kanal verwendet. Es wurden

Aufnahmen mit einem 40x Ol-Immersions-Objektiv (Plan-Neofluar, 40x/1,3 Qil, Zeiss), einem 63x
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Ol-Immersions-Objektiv (Plan-Apochromat, 63x/1,4 Qil, Zeiss) und einem 100x Ol-Immersions-
Objektiv (Plan-Fluar, 100x/1,45 Oil, Zeiss) gemacht. Mit Hilfe der Software AxioVision Rel. 4.8
(Zeiss) wurden Bilder der verschiedenen Immunfluoreszenzmarkierungen und Vergleichsaufnahmen

der Negativkontrollen bei gleicher Expositionszeit gemacht.

3.4.8 Konfokalmikroskopie

Zur genauen Lokalisation der Fluoreszenzsignale wurden die Semidlnnschnitte und Kryostatschnitte
nach der Dokumentation mit dem Epifluoreszenzmikroskop auch mit einem konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskop beurteilt. Dafur wurde das Konfokalmikroskop ALR der Firma Nikon genutzt
und die Signale wurden ebenfalls im roten und griinen Kanal mit der Software NIS-Elements doku-
mentiert. Ein Durchschlagen der Fluoreszenzsignale in benachbarte Kanéle konnte nicht beobachtet
werden. Fir alle Bilder wurde ein 60x Ol-Immersionsobjektiv (Plan Apo VC, 60x/1,4 Oil, Nikon)

verwendet.

3.5 Elektronenmikroskopie

3.5.1 Herstellung von Ultradlinnschnitten

Die Herstellung der Ultradiinnschnitte erfolgte mit Abwandlungen nach der Methode von Schmitz et
al. (SCHMITZ et al., 2000). Nach der Entnahme der Mausaugen wurde das Gewebe in verschlossenen
2 ml Eppendorfréhrchen in 2% Paraformaldehyd und 0,1% Glutaraldehyd in Cacodylatpuffer (100
mM) bei 4°C fir 4 Stunden fixiert. Die Entwasserung erfolgte (ber eine aufsteigende Alkoholreihe
(30% auf Eis; 50%, 70%, 80%, 90% und 99% Ethanol bei -20°C). Das Gewebe wurde fiir jeweils 30
min in der jeweiligen Ethanolstufe belassen. Nachdem die Proben vollstandig entwassert waren, folgte
die Infiltration mit London Resin (LR-Gold, Acrylharz der Firma Electron Microscopic Sciences).
Dafiir lagerte das Gewebe bei -20°C in 3 Schritten fiir jeweils 30 min in einem Gemisch aus 99%
Ethanol und LR-Gold Harz, das wie folgt zusammengesetzt war: In den ersten 30 min bestand es aus 2
Teilen 99% Ethanol und einem Teil LR-Gold Harz, dann aus 99% Ethanol und LR-Gold Harz zu glei-
chen Teilen und abschlieRend aus einem Teil 99% Ethanol und 2 Teilen LR-Gold Harz. Uber Nacht
verblieb das Gewebe dann in reinem LR-Gold Harz bei -20°C. Danach folgte fir 1 Stunde die Durch-
dringung des Gewebes mit LR-Gold + Benzil 0,1%. Nach diesem Schritt wurde die LR-Gold-Benzil-
Losung erneuert und der Inhalt der Eppendorfgefale tber einer UV-Lampe bei -20°C polymerisiert.
Nach der Auspolymerisation des Harzes (ca. 2 Tage) wurden die Blocke zunédchst passend zuge-
trimmt. Im Semidunnschnitt wurden geeignete Retinastellen aufgesucht (0,5 um, Methylenblaufar-

bung nach Richardson) und Ultradinnschnitte (80 nm) mit Hilfe eines Ultramikrotoms R (Reichert)
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und eines Diatome Diamantmessers angefertigt und auf 300-mesh Gold-Grids (Plano) aufgezogen. Die

Herstellung der Schnitte erfolgte durch Gabriele Kiefer.

3.5.2 Post-embedding Immunogold-Markierung und elektronenmikroskopi-

sche Dokumentation

Die Post-embedding Immunogold-Markierung und Auswertung wurden mit Modifikationen wie von
Schmitz et al. und Wahl et al. beschrieben durchgefiihrt (SCHMITZ et al., 2000; WAHL et al., 2013).
Zur Blockierung unspezifischer Bindungen wurden die Ultradinnschnitte auf Gold-Grids zunéchst
eine Stunde bei Raumtemperatur in Blocking-Serum (1% Bovine Serum Albumin der Firma Capricorn
Scientific in steril filtriertem PBS) inkubiert. Wie auch bei den folgenden Inkubations- und
Waschlosungen wurde dafur pro Schnitt ein  Tropfen auf Parafilm in einer feuchten
Petrischalenkammer aufgetragen. Im néchsten Schritt erfolgte die Inkubation mit den jeweiligen
Primarantikorpern bei 4°C uber Nacht. Am folgenden Tag wurde durchgehend bei Raumtemperatur
gearbeitet. Die Schnitte wurden 3 x kurz in Blocking-Serum gewaschen und fir 90 min in der feuchten
Petrischalenkammer mit dem sekundaren Antikdrper mit gekoppelten 1,4 nm-Goldpartikeln inkubiert.
AnschlieBend wurden die Schnitte erneut erst mit Blocking-Serum und dann mit PBS gewaschen. Es
folgte die Fixierung in 2,5% Glutaraldehyd-PBS-Lésung fur 10 min und das Waschen in sterilem
Wasser (H20). Als néchstes wurde das Silver Enhancement Kit der Firma Nanoprobes (Cat. No.:
2012-45ML) verwendet, das dem Sichtbarmachen der 1,4 nm-Goldpartikel in der anschlieenden
Betrachtung im Elektronenmikroskop dient. Dieses Kit bestand aus den 3 Losungen A (Initiator), B
(Moderator) und C (Activator), die bei -20°C gelagert wurden. Unmittelbar vor Gebrauch wurden sie
bei Raumtemperatur aufbewahrt, bis sie diese erreicht hatten. Die anschlieenden Schritte fanden im
Dunkeln statt: Die Losungen A, B und C wurden zu gleichen Teilen mit Hilfe eines Vortexmischers
(Firma VWR International) miteinander vermischt. Erst wurden die Losungen A und B gemeinsam
gevortext, anschliefend wurde Lésung C hinzugegeben und das Ganze wieder vermischt. Von dieser
Mischung wurde pro Schnitt ein Tropfen auf den Parafilm gegeben. Die Schnitte wurden 4 min darin
belassen. Danach wurden die Schnitte bei Licht wieder in H.O gewaschen und zur Kontrastierung 10
min in 2% Uranylacetat inkubiert, erneut mit H.O gewaschen und mit Hilfe von Filterpapier
getrocknet. Bis zur Betrachtung und Dokumentation mit dem Elektronenmikroskop wurden die
Schnitte in speziellen Grid-Boxen bei Raumtemperatur aufbewahrt. In den Kontrollinkubationen
wurden anstatt des DMXL2-Primérantikdrpers 2D9 als Positivkontrolle und Blocking-Serum als
Negativkontrolle verwendet. AnschlieBend wurde mit dem Sekundarantikdrper inkubiert und wie bei
den anderen Ultradiinnschnitten verfahren. Nach dem Trocknen erfolgte die Dokumentation mit einem

FEI Tecnai 12 BioTwin Transmissionselektronenmikroskop und einer von der Olympus iTEM
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Acquisition Software gesteuerten Kamera (MegaView 11 digital TEM camera, Olympus Soft Imaging

Solutions).

3.6 Herstellung und Reinigung von Fusionsprotein

3.6.1 Herstellung des Fusionsproteins DMXL2-GST

Das DMXL2-Protein wurde als GST-Fusionsprotein in BL21(DE3)-Bakterien exprimiert und mit
Standardverfahren (DEMBLA et al.,, 2014; SCHMITZ et al., 2000) gereinigt. Das DMXL2-
Fusionsprotein besteht somit aus einem N-terminalen GST-Protein, das fur die Affinitatsreinigung
verwendet wurde, sowie dem carboxyterminalen DMXL2. Dazu wurde das Plasmid DE4-pGEX, das
es Bakterien auch ermdglicht, auf Ampicillin zu wachsen, in das Genom der Bakterien integriert. Dies
geschah mittels Elektroporation: Die zuvor bei -80°C gefrorenen Bakterien wurden aufgetaut und 1 ul
Plasmidlésung auf Eis hinzugeftigt, sodass sich plasmidumstiilpte Bakterien in der Losung befanden.
Diese wurden in eine Kiivette zwischen zwei Kondensorplatten gegeben und zur Einbringung des
Plasmids in die Bakterien wurde mit Hilfe des Elektroporators (Safety Stand 630B und
Spannungsquelle ECM399 der Firma BTX) ein Puls von 1400 V {iber 5 ms generiert.

Es folgte das Spulen der nun triiben Bakterienlosung mit LB (lysogeny broth), einem N&hrmedium fiir
Bakterien. Nach einer Stunde Regeneration der Bakterien in mit LB gefiillten Glasrohrchen bei 37°C
und 220 Umdrehungen/min im Schiittler KS-15 der Firma Edmund Buhler erfolgte das Auftragen der
Bakterien auf zwei Ampicillin-Platten, sodass sich nur die Bakterien vermehren konnten, die das
Plasmid DE4-pGEX enthielten und somit Ampicillin-resistent waren. Jeweils 30 pl Bakterienldsung
wurde mit einer zuvor durch eine Flamme desinfizierte Ose auf den Platten verteilt, anschlieRend la-
gerten die Platten bis zum nachsten Tag mit dem Nahrboden auf der Oberseite in einer Konstantklima-

Kammer von Memmert bei 37°C.

Am néchsten Tag waren die Bakterienkolonien sichtbar gewachsen. Unter sterilen Bedingungen wur-
den Glasréhrchen mit jeweils einer Bakterienkolonie, 5ml LB und 20ul Ampicillin, um einen Verlust
des Plasmids der Bakterien zu verhindern, gefillt. Bis zum néchsten Tag verblieben die Rohrchen so
bei 220 Umdrehungen/min und 37°C im Schittler KS-15 von Edmund Biihler, sodass sich die Bakte-

rien weiter vermehrten.

Am folgenden Tag wurde der nun tribe Inhalt der Réhrchen zusammen mit jeweils 500ml LB und
einer Ampicillinlésung (c=50 mg/ml, Zugabe im Verhéltnis 1:1000 zur LB-L6sung) in
Erlenmeyerkolben gefllt. Die Kolben wurden samt Inhalt wieder bei 220 Umdrehungen/min und
37°C in den Schittler gestellt. Nach etwa 6 Stunden war der zuvor Klare Inhalt durch das

Bakterienwachstum wieder trib und im Photometer (Ultrospec 2100 pro UV/Visibile
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Spectrophotometer, Amersham Biosciences) ergab sich bei der Wellenlange 600 nm eine Absorption
von 0,8. Daraufhin wurde die Temperatur auf Raumtemperatur gesenkt, damit sich die Bakterien nicht

weiter vermehrten.

Nach einem halbstundigen Verbleib der Bakterien bei Raumtemperatur und 400 Umdrehungen/min im
oben genannten Schiittler erfolgte die Induktion der Produktion des Fusionsproteins durch die Zugabe
von Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG), einem kinstlichen Induktor des Lactose-Operons in
Eschericia coli, im Verhaltnis 1:1000 zum Inhalt der Erlenmeyerkolben. Nach Hinzufiigen von IPTG
lagerte der Kolben bei 220 Umdrehungen/min und Raumtemperatur fur weitere 4 Stunden, in denen

das Fusionsprotein von den Bakterien produziert wurde.

Im Anschluss wurde der Inhalt der Erlenmeyerkolben auf 50 ml-Zentrifugenréhrchen aufgeteilt. Um
ein Abbauen des produzierten Proteins durch die Bakterien zu verhindern, wurden diese auf Eis
gekihlt. Die Roéhren wurden fir 30 min bei 3500 Umdrehungen/min. (2301 g) und 4°C in der
Zentrifuge Heraeus Multifuge X1R der Firma Thermo Scientific zentrifugiert. Nach der Entnahme
wurde die LB-Losung aus den Zentrifugenréhrchen, auf deren Boden nun jeweils ein Bakterienpellet
haftete, abgegossen. Mit einer Pipette wurden die Bakterienpellets mit Hilfe einer zuvor auf Eis
kaltgestellten, phosphatgepufferten Salzlésung (1 x PBS) wieder in Losung gebracht und so gelést und
von LB-Ldsung gereinigt erneut auf Zentrifugenréhrchen verteilt. Nach erneutem Zentrifugieren fir
30 min (4°C und 2301 g) und wiederholter Bildung von Bakterienpellets auf dem Boden der beiden
Rohrchen wurde die klare PBS-Fllssigkeit abgegossen und die Bakterienpellets wurden in den
Rohrchen bei -80°C eingefroren. Die Lagerung bei -80°C entsprach dem ersten Schritt des
Aufbrechens der Bakterien.

Das weitere Aufbrechen der Bakterien zur Gewinnung des von ihnen produzierten Proteins erfolgte
mit Hilfe von Lysozym, das Bakterienwénde osmotisch durchlassig macht, und Ultraschall. Dazu
wurden die Bakterienpellets am folgenden Tag aus der Gefriertruhe genommen, auf Eis in jeweils 10
ml PBS aufgelést und wieder in einem Rohrchen zusammengefligt. Zu den aufgeldsten
Bakterienpellets wurde im Verhaltnis 1:1000 zum Inhalt des R6hrchens Lysozym gegeben, das zuvor
bereits im Verhéltnis 10 mg/ml in PBS geldst war. Dann wurden die Réhrchen fiir eine Stunde auf
dem Schittler L-40 der Firma A. Hartenstein auf Eis durchmischt und anschlieBend im
Ultraschallgerat Sonopuls von Bandelin 5 x 20 s bei einer Leistung von 40% geschallt, wodurch sich
die Bakterienldsung, in der die Bakterien jetzt aufgebrochen und das Protein freigesetzt waren, ein
wenig dunkler farbte. Die Ultraschallspitze wurde vor und nach dem Schallen mit 70% Ethanol und
Wasser gereinigt. Danach wurden die Réhrchen fir eine Stunde bei 4°C und 13000 Umdrehungen/min
in die Zentrifuge Heraeus Biofuge Stratos von Thermo Scientific gestellt. Unten in den R&hrchen
befand sich nach dem Zentrifugieren ein Bakterienpellet aus den gespaltenen Bakterien, im Uberstand

waren die Bakterienproteine einschlieRlich des Fusionsproteins gelost. Nach Umfiillen des Uberstands
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in neue Zentrifugenréhrchen auf Eis wurde das Bakterienpellet verworfen. Um eventuell noch
vorhandene Bakterienbruchstiicke, die die Proteinlésung verunreinigen wirden, zu entfernen, wurde
der Uberstand in den neuen Rohrchen erneut in der Zentrifuge Heraeus Biofuge Stratos bei 4°C und
13000 Umdrehungen/min fir 30 min zentrifugiert und der Uberstand wieder in 50 ml-Réhrchen
uberfihrt.

3.6.2 Reinigung des Fusionsproteins

Zum Heraustrennen des Fusionsproteins aus der Proteinlosung wurden Glutathion-Agarose-Beads
genutzt. Diese waren in einer Ethanol- und Azidlésung (20% Ethanol und 0,5% Azide in PBS), die das
Bakterienwachstum hemmt, suspendiert. Um das Ethanol und die Azide von den Glutathion-Agarose-
Beads zu waschen, wurden von den Beads in ihrer Ethanol- und Azidldsung in 2 Zentrifugenréhrchen
jeweils 1,5 ml zu 50 ml PBS gegeben und es erfolgte eine Zentrifugation in der Zentrifuge Heraeus
Multifuge X1R der Firma Thermo Scientific fiir 1 min bei 4°C und 15000 Umdrehungen/min. Das
Pellet aus Beads, das sich dabei am Boden des Réhrchens bildete, wurde nach Verwerfen des Uber-
stands zum griindlichen Waschen 3 x mit PBS zentrifugiert und dann in Suspension zum bis dahin
weiterhin bei 4°C gelagerten induzierten Bakterientiberstand gegeben. Der Bakterientiberstand wurde
zusammen mit den Glutathion-Agarose-Beads tiber Nacht bei 4°C auf einem Rotator inkubiert, sodass
das Fusionsprotein spezifisch an die Beads gebunden wurde, da nur dieses die GST, welche kovalent
an das Glutathion der Beads bindet, enthielt.

Am néchsten Tag wurde der Bakterieniiberstand mit den Agarose-Beads in der oben genannten
Zentrifuge Heraeus Multifuge X1R bei 4°C und 15000 Umdrehungen/min fir 2 min zentrifugiert,
wodurch sich am Boden der Réhrchen ein Pellet aus Agarose-Beads, die das Fusionsprotein gebunden
hatten, bildete. Nach dem AbgiefRen des flussigen Uberstands wurden 50 ml kaltes PBS zum Pellet in
die Rohrchen gegeben. Zum Waschen wurde das Ganze ein weiteres Mal in der Heraeus Multifuge
X1R zentrifugiert, diesmal fur 1 min bei 4°C und 15000 Umdrehungen/min. Nach dem Zentrifugieren
wurde der Uberstand tiber dem Pellet abpipettiert und verworfen und das Réhrchen erneut mit 50 m
PBS aufgefiillt. Dieser Waschvorgang wurde 6 x wiederholt und die Flissigkeit nach dem letzten
Waschen bis auf einen geringen PBS-Uberstand entfernt. Zum Umfillen wurde das Bead-Pellet mit
jeweils 1 ml PBS vermischt und in Eppendorf Réhrchen abpipettiert. Anschliefend wurden diese
Raéhrchen fir 1 min bei 4°C und 15000 Umdrehungen/min in der Zentrifuge Himac CT15RE des
Herstellers Hitachi Koki zentrifugiert und in jedes Eppendorf-Réhrchen im Verhéltnis 1:100 zum

Inhalt Natriumazid 10% gegeben, um Bakterienwachstum zu verhindern.
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3.6.3 Messung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der Bradford-Test genutzt (BRADFORD, 1976). Die
Methode basiert auf dem proportionalen Binden der Farbe Coomassie an Proteine. Je mehr Protein
vorhanden ist, desto mehr Coomassie wird gebunden, wodurch die Probe dunkler gefarbt ist. Um die
Proteinkonzentration anhand der Absorption zu bestimmen, wurde die Absorption der zu bestimmen-
den Proteinprobe mit denen einer Reihe von anderen Proteinproben, die ein lineares Absorptionsprofil
ergaben, verglichen. Fur die Herstellung der Vergleichsreihe wurde BSA (Capricorn Scientific, pH
7,0) als Protein-Standard verwendet. Die Bradford Solution (Roti-Quant 5x Konzentrat, Dichte 1,37)
enthielt die Farbe Coomassie, die bei 595 nm absorbiert. Die Standard-Proteinreihe und die zu be-
stimmenden Proteinproben wurden mit der Bradford Solution bei Raumtemperatur angesetzt und an-
schliefend 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde die Absorption der Proben bei 595 nm
im Photometer Ultrospec 2100 pro UV/Visibile Spectrophotometer des Herstellers Amersham
Biosciences gemessen und die Konzentration der zu bestimmenden Proben mit Hilfe einer aus den

Werten der Vergleichsreihe erstellten Standard-Kalibrierungskurve in Microsoft Excel berechnet.

3.7 Reinigung von Antikdrpern mit Protein A-Sepharose-Beads

Die Reinigung der Antikérper mit Hilfe von Protein A-Sepharose-Beads und Glycin wurde durchge-
flhrt wie von Dembla et al. beschrieben (DEMBLA et al., 2020). Zundchst wurden 100 ul Protein A-
Sepharose-Beads (P3391-1.5G, Protein A-Sepharose from Staphylococcus aureus, Sigma-Aldrich) in
einem Eppendorfgefal 3 x mit PBS gewaschen. Daflir wurden sie fur 1 min bei 4°C und 13000 rpm
(Umdrehungen pro Minute) in der Zentrifuge Biofuge fresco (Firma Heraeus) zentrifugiert. Nach Ab-
pipettieren des Uberstands wurden 100 pl PBS zum Bead-Pellet gegeben. Die Beads wurden suspen-
diert und 100 pl des jeweiligen Antikdrpers dazugegeben. Dann wurde der Ansatz (iber Nacht bei 4°C
im Rotator inkubiert. Am folgenden Tag stand das Eppendorfgefdl mit dem Antikorper-Bead-
Gemisch fur 20 min ruhig auf Eis, sodass die Beads mit gebundenen Antikorpern nach unten absan-
ken. Das Ganze wurde wie oben beschrieben mit Hilfe der Zentrifuge mit kaltem PBS (4°C) 2 x gewa-
schen, dann wurde der Uberstand entfernt. Zum Bead-Antikérper-Pellet wurden 100 pl 0,2 M Glycin-
l16sung (pH 2,7; aus Aqua B. Braun Spullésung und Glycin >99% der Firma Carl Roth) gegeben. Nach
der Inkubation fiir 5 min auf Eis folgte die Zentrifugation bei 13000 rpm (4°C, 1 min). AnschlieRend
wurde der Uberstand in ein neues EppendorfgefaR tiberfiihrt und zur Neutralisation wurden 11 pl 1 M
Tris-HCI (pH 8,5) zum Uberstand hinzugefiigt. Die Messung der Proteinkonzentration erfolgte mit
Hilfe des NanoDrop One (Thermo Scientific). Gelagert wurden die Antikdrper dann bei -20°C.

In einer anderen Variante der Methode wurden statt der Glycinlésung 100 pl Natriumcarbonatldsung

(100 mM, pH 11,0; aus Na.COs [Natriumcarbonat] 99,5% der Firma Griissing und destilliertem Was-
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ser) zum Antikorper-Bead-Pellet hinzugefugt. Nach der Inkubation im Rotator fir 10 min bei 4°C und
der anschlieRenden Zentrifugation bei 13000 rpm (1 min, 4°C) wurde der Uberstand in ein neues Ep-
pendorfgefal geftllt und mit 17 pl 1 M Essigsaure (angesetzt aus 99-100% Essigsaure der Firma Carl
Roth und destilliertem Wasser) neutralisiert. Anschlielend wurde wie oben beschrieben nach der

Neutralisation verfahren.

Eine weitere Variation dieser Methode beinhaltete die Nutzung von erhitztem PBS zum Ldsen der
Antikdrper von den Protein A-Sepharose-Beads (DRENCKHAHN, FRANZ, 1986). Statt Glycin oder
Na.COs-Lésung wurden nach den oben genannten Schritten 100 ul PBS (55°C) zum Antikorper-Bead-
Pellet gegeben und der Ansatz fur 10 min bei 55°C im Thermomixer compact von Eppendorf bei 300
rpm geschuttelt. AnschlieBend wurde der Inhalt des Eppendorfréhrchens bei 13000 rpm und 4°C flr 1
min zentrifugiert, dann wurde der Uberstand in ein neues Eppendorfréhrchen pipettiert und wie oben

genannt mit der Messung der Proteinkonzentration fortgefahren.

3.8 SDS-PAGE und Western Blot

3.8.1 SDS-PAGE

Die SDS-PAGE erfolgte wie von Johnston et al. und Schmitz et al. beschrieben (JOHNSTON et al.,
1989; SCHMITZ et al., 2000). Um das Fusionsprotein fiir die SDS-PAGE in denaturierter Form vor-
liegen zu haben, wurde zum Bead-Pellet mit entweder gebundenem DXML2-GST-Fusionsprotein
oder GST-Protein (Herstellung siehe Abschnitt 3.6) zuvor auf 95°C erhitzter SDS-Ladepuffer gegeben

und mit einer Pipette vermischt. Das Gemisch wurde tber Nacht bei -20°C eingefroren.

Fur die SDS-Gelelektrophorese wurde ein zehnprozentiges Trenngel angefertigt. Nach dem
Einspannen zweier Glasplatten in eine Elektrophoresekammer (miniVE vertical electrophoresis
system, Hoefer, Inc.) wurde das Gel dazwischengegeben und der Rest des Zwischenraums bis zum
Rand mit destilliertem Wasser aufgefulllt, um eine glatte Geloberflaiche ohne Luftbldschen zu
gewadhrleisten. Nach 45 min und somit der Auspolymerisation des Trenngels wurde das Wasser
abgegossen. Anschliefend wurde das Sammelgel gemischt und zwischen die beiden Glasplatten auf
das Trenngel gegossen. In das noch fliissige Sammelgel wurde zur Bildung von Taschen ein Kamm
geschoben und nach Auspolymerisation des Sammelgels wieder herausgezogen. Der SDS-
Elektrophoresepuffer wurde 1:10 mit destilliertem Wasser verdiinnt und in die Elektrophoresekammer
gefullt. Die Proteinproben im Ladepuffer wurden erneut fur 10 min auf 96°C erhitzt und in die
Taschen des Sammelgels appliziert. Fir die Molekulargewichtsbestimmung wurde der Marker

RotiMark Standard der Firma Carl Roth aufgetragen. Auf die geflllten Sammelgeltaschen wurde fr
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eine leitende Verbindung tropfenweise Elektrophoresepuffer gegeben. Beim darauffolgenden
Trennvorgang lag die Spannung fiir 30 min bei 80 Volt, solange die Proteine im Sammelgel waren.
Sobald die Proteine im Trenngel angekommen waren, wurde die Spannung fiir etwa 1,5 Stunden auf
195 Volt erhoht. Nach der Auftrennung der Proteine wurden die Glasplatten herausgenommen und das
Trenngel fur den anschlieenden Western Blot vorsichtig abgezogen.

3.8.2 Western Blot

Die Methode des Western Blots wurde wie von Schmitz et al. beschrieben durchgefiihrt (SCHMITZ et
al., 2000). Das Trenngel aus der SDS-PAGE mit den Proteinbanden wurde in einem Westernblot-
Kammersystem (TE Series Transport Electrophoresis Unit, Hoefer Scientific Instruments) mit einer
aufliegenden Nitrocelullosefolie zwischen Filterpapieren und Schwammen auf beiden Seiten positio-
niert. Dabei war es wichtig, den Einschluss von Luftblasen zu vermeiden. Das Kammersystem wurde
mit Western Blot-Transferpuffer gefullt und an eine Stromquelle von Carl Roth angeschlossen. Per
Elektrotransfer wurden die Proteine vom Gel bei 4°C und einer Spannung von 50 V (ber 5 h auf die

Nitrocellulosemembran Gbertragen.

Nach der reversiblen Féarbung der Nitrocellulosemembran mit Ponceau S und der Beschriftung der
Proteinbanden folgten die Entfarbung in PBS und die Absattigung unspezifischer Proteinbindungsstel-
len der Membran durch Schwenken in Magermilch (5% Magermilchpulver in PBS) fur 45 min.

AnschlieBend wurde die Inkubation der Proteinbanden mit den priméren Antikorpern, die spezifisch
an DMXL2 binden, iber Nacht bei 4°C durchgefiihrt. Die Antikérper wurden daftr mit Magermilch
verdiinnt. Zum Entfernen der nicht gebundenen Primdarantikorper wurde danach 6 x 5 min mit PBS
gewaschen. In einem weiteren Schritt wurde der Sekund&rantikorper GAM-POX mit Magermilch
verdunnt aufgetragen und fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS
wurde das Programm ChemiDoc XRS genutzt, um durch ,,enhanced chemoluminescence (ECL)* Uber
den Sekundarantikdrper zu detektieren, wie viel der jeweiligen primaren Antikdrper an die Protein-
banden gebunden hat. Daftir wurden die beiden Substrate ECL1 und ECLZ2, die tberall dort, wo sich
die an den Sekundarantikdrper gekoppelte Peroxidase (POX) befindet, zu einer chemischen Reaktion
flhren, zu gleichen Anteilen gemischt. Dann wurden die Banden mit dem Gemisch aus den Substraten
betraufelt und das entstehende Lichtsignal mit einem GelDoc Chemilumineszenz-
Dokumentationssystem (Bio-Rad) aufgenommen. Darauffolgend wurde die Nitrocellulosefolie mit
PBS gewaschen und wieder 45 min in Magermilch abgeséttigt. Uber Nacht wurde sie mit einem mit

Magermilch verdiunnten Priméarantikorper, der spezifisch an GST bindet, erneut bei 4°C inkubiert und
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im Anschluss wie oben beschrieben ein weiteres Mal mit dem Sekundarantikdrper GAM-POX. Dann

wurde das Signal wieder mit dem System von Bio-Rad dokumentiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Western Blot mit dem DMXL2-Fusionsprotein

Um die Spezifitat der monoklonalen Anti-DMXL2-Antikdrper fiir DMXL2 und ihre Bindung an die-
ses Protein nachzuweisen, wurde ein Western Blot mit dem DMXL2-Fusionsprotein und dem als Kon-
trolle genutzten Protein GST durchgefiihrt. Nach der Ubertragung der Proteinbanden auf die Nitrocel-
lulosefolien wurden diese zundchst mit den gegen das DMXL2-Fusionsprotein gerichteten Antikor-
pern 2G2 (Abbildung 8A1) und 12D8 (Abbildung 8B1) inkubiert. Nach anschlieBender Inkubation mit
dem Peroxidase-gekoppelten Sekundérantikorper wurde die Antikérperbindung mit Hilfe von Chemi-
lumineszenz sichtbar. Beide Klone des Anti-DMXL2-Antikorpers markierten das DMXL2-
Fusionsprotein und zeigten Banden bei ca. 45 kDa. Ohne Antikdrper-Stripping folgte die Inkubation
mit dem monoklonalen Anti-GST-Antikdrper mit anschlieender Detektion. In den Aufnahmen ist die
flr GST typische Bande bei 26 kDa erkennbar (Abbildung 8A2, B2), die von den Anti-DMXL2-
Antikdrpern nicht markiert wurde. Die Banden unterhalb von 45 kDa in Abbildung 8A sind auf
Bruchstiicke des Fusionsproteins aufgrund von Proteolyse zurlickzufiihren. Die Ergebnisse des Wes-
tern Blots zeigen, dass die Klone 2G2 und 12D8 des Anti-DMXL2-Fusionsprotein-Antikérpers nur

das DMXL2-Fusionsprotein erkennen.
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Abbildung 8: Markierung des DMXL2-Fusionsproteins im Western Blot

In Spur 1 wurde jeweils das DMXL2-Fusionsprotein aufgetragen, in Spur 2 das Kontrollprotein GST. Nach
Inkubation mit den Anti-DMXL2-Fusionsprotein-Antikdrpern 2G2 und 12D8 zeigt sich in der Spur des
DMXL2-Fusionsproteins eine Bande bei ca. 45 kDa (Al, B1). Nachdem anschlieRend ohne ein Antikorper-
Stripping mit dem Anti-GST-Antikdrper inkubiert wurde, ist eine weitere Bande in Spur 2 bei 26 kDa zu erken-
nen, was der erwarteten GroRRe des Proteins GST entspricht (A2, B2). Links der Nitrocellulosestreifen dienen die
kDa-Angaben des Proteinmarkers zur Orientierung.

Abbildung modifiziert aus Dittrich et al. (DITTRICH et al., 2023).
4.2  Immunfluoreszenzexperimente zur Lokalisation von DMXL2

Zur Bestimmung der Lokalisation von DMXL2 in der Retina wurden Immunfluoreszenzfarbungen mit
den Anti-DMXL2-Fusionsprotein-Klonen 2G2 und 12D8 an Kryostat- und Semidlinnschnitten der
Mausretina durchgefiihrt. Um die Signale genau zuzuordnen, wurden Doppelimmfluoreszenzfarbun-
gen mit Antikdrpern gegen die Proteine RIBEYE, Cavl.4, PSD-95 und CSP, deren Position in der
Retina bereits bekannt ist, vorgenommen. So konnten beim Vergleich der Antikdrpersignale in den
Doppelimmunfluoreszenzfarbungen Rickschliisse auf die Lage von DMXL2 gezogen werden. Wenn
kaum oder keine Hintergrundsignale sichtbar waren, wurden die Schnitte der Negativkontrollen auch
im Durchlicht-Kanal (,,transmitted light channel, TD) aufgenommen, in dem sich die retinalen Zellen
erkennen lassen. Aufgrund der geringen Schnittdicke wurden von den Negativkontrollen Ubersichts-
aufnahmen gemacht, sodass eine Orientierung anhand der Schichten mdglich ist. Auch bei Detailauf-
nahmen der OPL in den Negativkontrollen waren keine Immunfluoreszenzsignale sichtbar, die (ber

unspezifische Hintergrundsignale hinausgingen.
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4.2.1 Immunfluoreszenzfarbung von DMXL2

In der Immunfluoreszenzfarbung von DMXL2 mit dem Anti-DMXL2-Fusionsprotein-Antikorper 2G2
auf Kryostatschnitten, die mit dem Epifluoreszenzmikroskop Axiovert200 analysiert wurde, l&sst sich
DMXL2 im Stratum plexiforme externum (Outer plexiform layer, OPL) (Abbildung 9) lokalisieren. In
der Detailaufnahme der OPL erscheinen die Signale von DMXL2 punkt- bis halbkreisférmig (Abbil-
dung 9C). Da in den Negativkontrollen (Abbildung 9B, D) lediglich unspezifische Hintergrundsignale
vorliegen, handelt es sich bei den Antikorpersignalen in Abbildung 9A und C nicht um Autofluores-

Zenz.

Die konfokalen Aufnahmen nach der Markierung von Semidlnnschnitten mit dem Anti-DMXL2-
Fusionsprotein-Antikdrper 12D8 zeigen ebenfalls eine starke Anreicherung von DMXL2 in der OPL
und ein weniger starkes Signal im Stratum plexiforme internum (Inner plexiform layer, IPL) (Abbil-
dung 10). In der Detailaufnahme der OPL sind die Immunfluoreszenzsignale rund bis sichelférmig
(Abbildung 10C). Als Kontrolle der Detailaufnahme der OPL wird wegen der geringen Schnittdicke
eine Ubersichtsaufnahme der Negativkontrolle gezeigt, in der sich im Durchlichtkanal das retinale
Pigmentepithel abgrenzen lasst und eine Orientierung mdglich ist (Abbildung 10D2). Auch bei Be-
trachtung von Detailaufnahmen der OPL waren in der Negativkontrolle keine Immunfluoreszenzsigna-

le sichtbar.
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DMXL2 (2G2) Negativkontrolle DMXL2 (2G2)

Negativkontrolle

Abbildung 9: Immunfluoreszenzfarbung von DMXL2 in der Retina (Klon 2G2)

Kryostatschnitte der Mausretina sind immunfluoreszenzgefarbt mit dem monoklonalen Mausantikorper gegen
das DMXL2-Fusionsprotein (Klon 2G2) (A, C). Bei den Negativkontrollen (B fir A, D fir C) wurde anstatt des
Primérantikdrpers PBS aufgetragen. Die Dokumentation erfolgte mit dem Epifluoreszenzmikroskop
Axiovert200. Abkiirzungen: ONL, outer nuclear layer; OPL, outer plexiform layer; INL, inner nuclear layer;
IPL, inner plexiform layer. MaRstab: 10 pm.

Abbildung modifiziert aus Dittrich et al. (DITTRICH et al., 2023).
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DMXL2 (12D8) Negativkontrolle

DMXL2 (12D8) D1 Negativkontrolle D2 Negativkontrolle

Abbildung 10: Immunfluoreszenzfarbung von DMXL2 in der Retina (Klon 12D8)

Konfokale Aufnahmen von Semidiinnschnitten der Mausretina. A und C sind immunfluoreszenzgefarbt mit dem
monoklonalen Mausantikdrper gegen das DMXL2-Fusionsprotein (Klon 12D8). Bei den Negativkontrollen (B
fir A, D fur C) wurde anstatt des Primarantikorpers PBS aufgetragen. Da in der Negativkontrolle kein Hinter-
grund zu sehen ist, wurden die Schichten der Retina zusétzlich im Durchlicht-Kanal (,,transmitted light channel®,
TD) aufgenommen, in dem retinale Zellen erkennbar sind (B2, D2). Abkirzungen: ONL, outer nuclear layer;
OPL, outer plexiform layer; INL, inner nuclear layer; IPL, inner plexiform layer; RPE, retinal pigment epitheli-
um. MaRstab: 10 pm.
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4.2.2 Doppelimmunfluoreszenzfarbung von DMXL2 und RIBEYE

Da RIBEYE spezifisch fur synaptische Ribbons ist, werden diese durch den Antikdrper U2656 gegen
die RIBEYE-B-Doméne markiert (SCHMITZ et al., 2000). In den konfokalen Aufnahmen der Dop-
pelimmunfluoreszenzfarbung von Kryostatschnitten mit dem monoklonalen Mausantikorper gegen das
DMXL2-Fusionsprotein (Klon 2G2) und dem polyklonalen Kaninchenantikdrper U2656 zeigt sich das
Signal von RIBEYE sowohl in der OPL als auch in der IPL, wo es weniger stark ausgepragt ist (Ab-
bildung 11A). DMXL2 kann ebenfalls in der OPL gefunden werden und besitzt dort eine &hnliche
Verteilung wie RIBEYE (Abbildung 11). Dabei ist das Signal von DMXL2 punktférmiger als die
Hufeisen-férmigen Signale von RIBEYE und Uberlappt zu grof3en Teilen mit diesen. In der Negativ-
kontrolle lasst sich bei gleichen Kameraeinstellungen nur unspezifisches Hintergrundsignal feststellen
(Abbildung 11B), also ist das beschriebene Immunfluoreszenzsignal nicht auf Autofluoreszenz zu-
rickzufthren.

45



Ergebnisse

RIBEYE (U2656) DMXL2 (2G2) Uberlagerung

Negativkontrolle Negativkontrolle

(Abbildungslegende auf der folgenden Seite)
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RIBEYE (U2656) DMXL2 (2G2)

Abbildung 11: Doppelimmunfluoreszenzfarbung von DMXL2 und RIBEYE in der Retina

Konfokale Aufnahmen von Kryostatschnitten der Mausretina. A und C sind doppelimmunfluoreszenzgeférbt mit
dem monoklonalen Mausantikdrper gegen das DMXL2-Fusionsprotein (Klon 2G2) und dem polyklonalen Ka-
ninchenantikdrper U2656, der das Protein RIBEYE markiert. Bei der Negativkontrolle (B) fir A und C wurde
anstatt der Primérantikorper PBS aufgetragen. In der Uberlagerung der Negativkontrolle wurde (iber die 2 Kana-
le der Durchlicht-Kanal gelegt (B3). Abkurzungen: OPL, outer plexiform layer; INL, inner nuclear layer; IPL,
inner plexiform layer. Mal3stab: 10 um.

C1-C3 der Abbildung modifiziert aus Dittrich et al. (DITTRICH et al., 2023).
4.2.3 Doppelimmunfluoreszenzfarbung von DMXL2 und Cavl.4

Cavl.4 befindet sich in Ribbonsynapsen entlang der aktiven Zone (DEMBLA et al., 2020). In Dop-
pelimmunfluoreszenzfarbungen wurden somit auf Semidiinnschnitten die aktiven Zonen mit polyklo-
nalen Kaninchenantikérpern gegen Cavl.4 N-term und C-term markiert. Sowohl Cavl.4 als auch
DMXL2 zeigen ein schwaches Signal in der IPL und ein ausgeprégtes Immunfluoreszenzsignal in der
OPL (Abbildung 12A). Bei ndherer Betrachtung der OPL fallt eine Kolokalisation der punkt- bis
halbmondférmigen Signale von Cav1.4 und DMXL2 auf (Abbildung 13, 14A). In den Negativkontrol-
len lassen sich abgesehen von unspezifischen Hintergrundsignalen wie eine Markierung von Gefalien
in der INL keine Immunfluoreszenzsignale feststellen, sodass die oben beschriebenen Immunfluores-
zenzsignale in der OPL der anderen Retinaschnitte nicht auf Autofluoreszenz zuriickzufiihren sind
(Abbildung 12B, 14B).
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Abbildung 12: Doppelimmunfluoreszenzfarbung von DMXL2 und Cav1l.4 in der Retina

Konfokale Aufnahmen von Semidiinnschnitten der Mausretina. A ist doppelimmunfluoreszenzgeféarbt mit dem
monoklonalen Mausantikdrper gegen das DMXL2-Fusionsprotein (Klon 2G2) und einem polyklonalen Kanin-
chenantikorper gegen Cavl.4 (N-term). Bei der Negativkontrolle (B) wurde anstatt mit den Primérantikdrpern
mit PBS inkubiert. In der Uberlagerung der Negativkontrolle wurde tber die 2 Kanéle der Durchlicht-Kanal
gelegt (B3). Abkiirzungen: ONL, outer nuclear layer; OPL, outer plexiform layer; INL, inner nuclear layer; IPL,
inner plexiform layer. Mafistab: 10 pum.
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Cav1.4 Nterm
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Abbildung 13: Doppelimmunfluoreszenzfarbung von DMXL2 und Cavl.4 in der OPL (Klon 2G2)

Konfokale Detailaufnahmen der OPL von einem Semidunnschnitt der Mausretina. Dieser ist doppelimmunfluo-
reszenzgefarbt mit dem monoklonalen Mausantikérper gegen das DMXL2-Fusionsprotein (Klon 2G2) und ei-
nem polyklonalen Kaninchenantikérper gegen Cavl1.4 (N-term). Flr die Negativkontrolle siehe Abbildung 10.
Abkilrzung: OPL, outer plexiform layer. Malistab: 5 um.

Abbildung modifiziert aus Dittrich et al. (DITTRICH et al., 2023).
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Cav1.4 Cterm DMXL2 (12D8) Uberlagerung

Negativkontrolle Negativkontrolle Uberlagerung

Abbildung 14: Doppelimmunfluoreszenzfarbung von DMXL2 und Cav1l.4 in der OPL (Klon 12D8)

Konfokale Aufnahmen von Semiduinnschnitten der Mausretina. A ist doppelimmunfluoreszenzgeféarbt mit dem
monoklonalen Mausantikdrper gegen das DMXL2-Fusionsprotein (Klon 12D8) und einem polyklonalen Kanin-
chenantikorper gegen Cavl.4 (C-term). Bei der Negativkontrolle (B) wurde anstatt der Primérantikérper PBS
aufgetragen und in der Uberlagerung der Durchlicht-Kanal tiber die 2 anderen Kanéle gelegt (B3). Abkiirzun-
gen: ONL, outer nuclear layer; OPL, outer plexiform layer; INL, inner nuclear layer; IPL, inner plexiform layer.
Malistab: 5 um.

4.2.4 Doppelimmunfluoreszenzfarbung von DMXL2 und PSD-95

In den meisten konventionellen chemischen Synapsen des zentralen Nervensynstems ist das Protein
PSD-95 (,,postsynaptic density protein 95 (KOULEN et al., 1998)) ein Teil der postsynaptischen
Verdichtungen (CHO et al., 1992; IRIE et al., 1997; KOULEN et al., 1998). In der Retina trifft dies
auf die Synapsen der Bipolarzellen in der IPL zu, in den Ribbonsynapsen der Photorezeptorzellen der
OPL hingegen ist PSD-95 prasynaptisch lokalisiert (KOULEN et al., 1998). PSD-95 ist entlang der
Membran der gesamten Axonterminalen von Stdbchen- und Zapfenphotorezeptorsynapsen verteilt
(KOULEN et al., 1998). In der Doppelimmunfluoreszenzfarbung von Semidinnschnitten mit dem
monoklonalen Mausantikorper gegen das DMXL2-Fusionsprotein und dem polyklonalen Kanin-
chenantikdrper gegen PSD-95 lassen sich ein zartes, punktférmiges Signal von PSD-95 in der IPL und
eine kraftige, wabenartige Markierung von PSD-95 in der OPL erkennen (Abbildung 15A). DMXL2
zeigt in der OPL punkt- bis sichelféormige Immunfluoreszenzsignale. In der Uberlagerung mit den
Signalen von PSD-95 wird deutlich, dass die Signale von DMXL2 in der OPL auf einem Abschnitt
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des runden PSD-95-Signals in Richtung INL und somit innerhalb der Prasynapse liegen (Abbildung
16A3, C3). In den Aufnahmen der Negativkontrollen sind neben unspezifischen Hintergrundsignalen
oder markierten GefaRen in der INL keine Immunfluoreszenzsignale zu sehen, weshalb es sich bei den
oben beschriebenen Immunfluoreszenzsignalen der anderen Retinaschnitte nicht um Autofluoreszenz
handeln kann (Abbildung 15B; 16B, D).
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Abbildung 15: Doppelimmunfluoreszenzfarbung von DMXL2 und PSD-95 in der Retina

Semidunnschnitte der Mausretina, deren Dokumentation mit dem Epifluoreszenzmikroskop Axiovert200 erfolg-
te. A ist immunfluoreszenzgefarbt mit dem monoklonalen Mausantikorper gegen das DMXL2-Fusionsprotein
(Klon 2G2) und dem polyklonalen Kaninchenantikdrper gegen das Protein PSD-95. Fur die Negativkontrolle (B)
wurde der Schnitt anstatt mit den Primérantikdrpern mit PBS inkubiert. In der Uberlagerung wurde der Durch-
licht-Kanal (ber die 2 anderen Kanéle gelegt (B3). Abkirzungen: ONL, outer nuclear layer; OPL, outer ple-
xiform layer; INL, inner nuclear layer; IPL, inner plexiform layer. Mal3stab: 10 pum.
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DMXL2 (2G2) Uberlagerung

Negativkontrolle Negativkontrolle

DMXL2 (12D8)

Uberlagerung

(Abbildungslegende auf der folgenden Seite)
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Negativkontrolle Negativkontrolle

Abbildung 16: Doppelimmunfluoreszenzfarbung von DMXL2 und PSD-95 in der OPL

Konfokale (A, B) und mit dem Epifluoreszenzmikroskop dokumentierte (C, D) Aufnahmen der OPL von Semi-
dunnschnitten der Mausretina. A und C sind doppelimmunfluoreszenzgeférbt mit dem monoklonalen Mausanti-
korper gegen das DMXL2-Fusionsprotein (Klon 2G2 in A, Klon 12D8 in C) und dem polyklonalen Kanin-
chenantikorper gegen das Protein PSD-95. Die Schnitte der Negativkontrollen wurden anstatt mit den Priméran-
tikdrpern mit PBS inkubiert (B, D) und der Durchlicht-Kanal wurde in der Uberlagerung Gber die anderen beiden
Kanadle gelegt (B3, D3). Abkurzungen: ONL, outer nuclear layer; OPL, outer plexiform layer; INL, inner nuclear
layer; IPL, inner plexiform layer. MaRstab in A, D: 5 um; Mal3stab in B, C: 10 um.

A1-A3 der Abbildung modifiziert aus Dittrich et al. (DITTRICH et al., 2023).
4.2.5 Doppelimmunfluoreszenzfarbung von DMXL2 und CSP

Das Protein CSP (,,cysteine-string protein“ (ZINSMAIER et al., 1990)) ist in neuronalen Zellen auf
den synaptischen Vesikeln lokalisiert (MASTROGIACOMO et al., 1994). In der Doppelimmunfluo-
reszenzfarbung mit Anti-CSP-Endserum und dem Anti-DMXL2-Antikorper auf Kryostatschnitten
wird in den konfokalen Aufnahmen beim Vergleich der beiden Signale in der OPL sichtbar, dass das
Signal von CSP die synaptischen Terminalen ausfillt, wahrend DMXL2 nicht im gesamten Endknopf-
chen angereichert ist, sondern ein punkt- bis sichelférmiges Signal aufweist (Abbildung 17A). In der
Uberlagerung liegen alle Signale von DMXL2 innerhalb des Immunfluoreszenzsignals von CSP und
somit im Bereich der synaptischen Terminalen beziehungsweise des synaptischen Vesikelpools. In der
Negativkontrolle ohne die primaren Antikorper sind die retinalen Schichten in der Uberlagerung ein-

deutig zu erkennen, ansonsten zeigt sich nur unspezifisches Hintergrundsignal (Abbildung 17B).
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DMXL2 (2G2) Uberlagerung

Negativkontrolle Negativkontrolle

hat 4
Abbildung 17: Doppelimmunfluoreszenzfarbung von DMXL2 und CSP in der OPL

Konfokale Aufnahmen von Kryostatschnitten der Mausretina. A ist doppelimmunfluoreszenzgefarbt mit dem
monoklonalen Mausantikdrper gegen das DMXL2-Fusionsprotein (Klon 2G2) und dem polyklonalen Kanin-
chenantikorper gegen das Protein CSP. Fiir die Negativkontrolle (B) wurde der Schnitt anstatt mit den Priméran-
tikorpern mit PBS inkubiert und in der Uberlagerung der Aufnahmen der Durchlicht-Kanal tiber die anderen
beiden Kandle gelegt (B3). Abkiirzungen: ONL, outer nuclear layer; OPL, outer plexiform layer; INL, inner
nuclear layer; IPL, inner plexiform layer. MaRstab: 10 pm.

Al1-A3 der Abbildung modifiziert aus Dittrich et al. (DITTRICH et al., 2023).
4.3 Préabsorption von Anti-DMXL2 (2G2)

Um die Spezifitat des monoklonalen Anti-DMXL2-Antikorpers fiir DMXL2 ergdnzend zum Western
Blot zu belegen, wurde eine Praabsorption des Antikorpers mit dem DMXL2-Fusionsprotein durchge-
fihrt. Daftr wurde der gegen das DMXL2-Fusionsprotein gerichtete Antikorper (Klon 2G2) vor sei-
nem Einsatz auf den Gewebeschnitten der Mausretina entweder mit dem DMXL2-Fusionsprotein oder
dem als Kontrolle dienenden Protein GST inkubiert. AnschlieBend wurden Kryostatschnitte mit dem
so vorbereiteten DMXL2-Antikdrper und dem ebenfalls als Kontrolle eingesetzten polyklonalen Anti-
RIBEYE Kaninchenantikérper U2656 doppelimmunfluoreszenzgefarbt. In den konfokalen Aufnah-
men ist das Immunfluoreszenzsignal von DMXL2 bei vorheriger Inkubation mit dem irrelevanten
Kontrollprotein GST unverdndert kréftig in der OPL zu sehen (Abbildung 18A). Bei Absorption des
DMXL2-Antikorpers von dem DMXL2-Fusionsprotein hingegen (Abbildung 18B) zeigt sich in die-
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sem Kanal bei gleichen Kamera- und Lasereinstellungen nur ein mit der Negativkontrolle (Abbildung
18C) vergleichbares unspezifisches Hintergrundsignal. Im Vergleich dazu bleibt das Signal vom Anti-
RIBEYE-Antikorper unbeeinflusst, sodass das typische, stark ausgeprégte Signal in der OPL und ein
schwacheres Signal in der IPL erkennbar sind (Abbildung 18A, B). In weiteren Kontrollaufnahmen
(Abbildung 18D-F) ist kein Durchschlagen des Immunfluoreszenzsignals in den roten oder grinen
Kanal bei Ausschalten des jeweiligen Lasers zu beobachten. Die Aufnahmen der Praabsorptionsexpe-
rimente bestétigen, dass der Anti-DMXL2-Antikorper (Klon 2G2) im Gewebe spezifisch an das Pro-
tein DMXL2 bindet, weshalb nach vorheriger Bindung an dieses Protein keine fur den Antikorper
charakteristische Immunfluoreszenzmarkierung in der Retina zu erkennen ist. Ein fir den Anti-
DMXL2-Antikdrper irrelevantes Protein wie GST nimmt keinen Einfluss auf dessen Bindung an sein

Zielprotein im Gewebe.
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RIBEYE (U2656) DMXL2 (2G2) mit GST Uberlagerung

IIPL

RIBEYE (U2656) B2 DMXL2 (2G2) praabsorbiert mit DMXL2-GST Uberlagerung

Negativkontrolle ohne U2656 Negativkontrolle ohne 2G2 Negativkontrolle Uberlagerung

Kontrolle fiir A1, 488 aus Kontrolle fiir A2, 488 aus Uberlagerung

(Abbildungslegende auf der folgenden Seite)
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Kontrolle fiir A1, 568 aus Kontrolle fur A2, 568 aus Uberlagerung

Kontrolle fiir B1, 488 aus Kontrolle fiir B2, 488 aus Uberlagerung

Kontrolle fiir B1, 568 aus Kontrolle fiir B2, 568 aus Uberlagerung

Abbildung 18: Praabsorption mit dem DMXL2-Fusionsprotein

Konfokale Aufnahmen von Kryostatschnitten der Mausretina, die doppelimmunfluoreszenzgeférbt sind mit dem
polyklonalen anti-RIBEYE Kaninchenantikdrper U2656 und dem monoklonalen Mausantikdrper gegen das
DMXL2-Fusionsprotein (Klon 2G2) (A, B, D-G). Bei der Negativkontrolle C wurde anstatt der Primarantikor-
per PBS aufgetragen. Der DMXL2-Antikdrper (2G2) wurde vor seinem Einsatz entweder mit dem Kontrollpro-
tein GST (A, D, E) oder mit dem DMXL2-Fusionsprotein (B, F, G) inkubiert. Bei D-G handelt es sich um Kon-
trollaufnahmen der beiden Kryostatschnitte von A und B, in denen bei sonst gleichen Aufnahmebedingungen
und identischem Bildausschnitt jeweils ein Laser ausgeschaltet wurde. Abkirzungen: ONL, outer nuclear layer;
OPL, outer plexiform layer; INL, inner nuclear layer; IPL, inner plexiform layer. Malstab: 10 pm.

4.4 Post-embedding Immunogold-Markierung

Um die lichtmikroskopisch beobachteten Immunfluoreszenzsignale noch praziser zuzuordnen, wurde
eine Post-embedding Immunogold-Markierung von Ultradiinnschnitten der Mausretina mit dem mo-

noklonalen Mausantikérper gegen das DMXL2-Fusionsprotein (Klon 2G2) durchgefihrt. Dieser wur-
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de durch einen Sekundérantikdrper mit daran gekoppelten 1,4 nm-Goldpartikeln und anschlieBender
Silberverstarkung sichtbar. In den elektronenmikroskopischen Aufnahmen der Photorezeptorsynapsen
ist eine Markierung entlang der gesamten synaptischen Ribbons erkennbar (Abbildung 19A-G). Ab-
seits der Ribbons konnte keine Konzentration der Goldpartikel festgestellt werden. Die Negativkon-
trollen, in denen anstatt mit dem Primérantikdrper mit Blocking-Serum inkubiert wurde, zeigten keine

Signalanreicherung (Abbildung 19H, I).

Abbildung 19: Post-embedding Immunogold-Markierung mit Anti-DMXL2 (2G2)

Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Photorezeptorsynapsen nach der Post-embedding Immunogold-
Markierung mit dem monoklonalen Mausantikérper gegen das DMXL2-Fusionsprotein (Klon 2G2) von Ultra-
diinnschnitten der Mausretina (A-G). In den Negativkontrollen (H, I) wurde anstatt der Primarantikorper Blo-
cking-Serum aufgetragen. sr = synaptische Ribbons; ho = Zelldendriten von Horizontalzellen. MalRbalken: 0,5
pum (A, B, D, E, F, H); 0,2 um (C, G, I).

A, E, G und I der Abbildung modifiziert aus Dittrich et al. (DITTRICH et al., 2023).
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wurde das Protein DMXL2 (auch Rabconnectin3o) mit den monoklonalen Anti-
DMXL2-Fusionsprotein-Antikérpern 2G2 und 12D8 in der Retina lokalisiert. Nach lichtmikroskopi-
scher Beurteilung von immunfluoreszenzmarkierten Retinagewebeschnitten wurden die Befunde

durch Immunogold-Markierungen mit anschlieBender Elektronenmikroskopie bestétigt und prazisiert.

Der Western Blot mit dem durch Bakterien hergestellten DMXL2-Fusionsprotein hat die Spezifitat der
Anti-DMXL2-Antikorper nachgewiesen. Die Antikdrper banden spezifisch an das stark konzentrierte
DMXL2-GST-Fusionsprotein. Im Western Blot mit den Retinae einiger Méause lie8 sich das vollstan-
dige Protein DMXL2 nicht mit Hilfe der Antikdrper nachweisen, was ein Indiz dafir ist, dass DMXL2
wenig abundant in der Retina ist. Die Konzentration von DMXL2 war im Retinalysat zu gering, um im
Western Blot nachgewiesen zu werden. Hatte man die DMXL2 enthaltende Fraktion von Retinae vie-
ler Mause konzentriert im Western Blot aufgetragen, wére eine Markierung des Proteins moglich ge-
wesen. Allerdings wurde die spezifische Bindung der DMXL2-Antikdrper an DMXL2 bei fehlender
Bindung an GST im Western Blot deutlich und auch in den Praabsorptionsexperimenten gelang der
Beweis der Spezifitat der Antikorper. Nach der Praabsorption des gegen DMXL2 gerichteten Antikor-
pers 2G2 durch das DMXL2-GST-Fusionsprotein waren in der Immunfluoreszenzférbung mit diesem
anstatt des vorher beobachteten Immunfluoreszenzsignals nur noch unspezifische Hintergrundsignale
zu sehen. Die Inkubation des Antikorpers mit dem Protein GST bewirkte keinen solchen Effekt auf
das Immunfluoreszenzsignal von 2G2 im Gewebe, was die Spezifitat des Antikorpers belegt. Daher
wurde auf den Nachweis des Proteins im Retinagewebe im Western Blot mit Hilfe dieser Antikorper

aus ethischen Griinden verzichtet.

Die eingangs gestellten Fragen zur Lokalisation von DMXL2 konnten mit Hilfe der Immunfluores-
zenzfarbung von Gewebeschnitten der Mausretina und anschlielender lichtmikroskopischer Doku-
mentation beantwortet werden. Aus den Immunfluoreszenzfarbungen lasst sich schlieen, dass
DMXL2 in der IPL und vor allem in der OPL angereichert ist. Damit befindet es sich in den synapsen-
reichen Schichten der Netzhaut. Die Kolokalisation der Signale von DMXL2 und RIBEYE zeigt, dass
DMXL2 in Ribbonsynapsen der Retina vorkommt. Die Ergebnisse legen nahe, dass DMXL2 sich in
Ribbonsynapsen der Mausretina in der Présynapse befindet. Darauf weisen sowohl die Kolokalisation
von DMXL2 mit RIBEYE und somit mit den Ribbons (SCHMITZ et al., 2000) als auch die mit
Cav1l.4 und damit der aktiven Zone (DEMBLA et al., 2020) hin. AuBerdem spricht die Lokalisation
des DMXL2-Signals innerhalb des wabenartigen, prasynaptischen (KOULEN et al., 1998) PSD95-
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Signals in der OPL fir ein Vorkommen von DMXL2 vornehmlich in der Prasynapse. Bei der Markie-
rung von DMXL2 im Corti-Organ der Maus durch Chen et al. schlossen diese aus ihren Ergebnissen
darauf, dass DMXL2 sowohl pré- als auch postsynaptisch vorliegt (CHEN et al., 2017). Dass DMXL2
sich auch postsynaptisch befindet, konnte in den elektronenmikroskopischen Aufhahmen der Retina in
dieser Arbeit nicht festgestellt werden. Allerdings kdnnen verschiedene Arten von chemischen Synap-
sen entweder verschiedene Proteine oder die gleichen Proteine mit unterschiedlichen Funktionen in
den fir die Signalweiterleitung nétigen Ablaufen besitzen (TIAN et al., 2012). Photorezeptorsynapsen
der Retina und die inneren Haarzellen der Cochlea weisen einige Unterschiede in ihrer molekularen
Zusammensetzung auf (MOSER et al., 2020). Somit besteht die Mdglichkeit, dass auch hinsichtlich
der Verteilung von DMXL2 Unterschiede zwischen Ribbonsynapsen verschiedener Organe vorliegen.
Da es bei beobachteten Fallen von genetisch bedingter Schwerhérigkeit aufgrund von DMXL2-
Mutationen bei Menschen keine Sehstérungen gab, sind auch hier moglicherweise unterschiedliche
Gendefekte in den verschiedenen Synapsentypen relevant (WONKAM-TINGANG et al., 2021).

Die Aufnahmen der Immunfluoreszenzfarbungen lassen die Annahme zu, dass DMXL2 in Ribbonsy-
napsen der Retina ein Vesikel-assoziiertes Protein ist. Diese Vermutung deckt sich mit der Zuordnung
von DMXL zur allgemeinen Vesikelfraktion in konventionellen Synapsen durch Nagano et al.
(NAGANO et al., 2002). Auch Einhorn et al. haben bei indirekter Markierung von Rabconnectin3a in
Ribbonsynapsen von Haarzellen des Innenohrs ein dem von Vesikel-Markern &hnliches, sichelformi-
ges Signal beobachtet (EINHORN et al., 2012). Die Ergebnisse dieser Arbeit legen aber nahe, dass
DMXL2 sich zumindest in Ribbonsynapsen der Retina nicht auf allen synaptischen Vesikeln, sondern
nur auf den Ribbon-assoziierten Vesikeln befindet. Das DMXL2-Signal liegt ndmlich im Bereich des
Signals des Proteins CSP, aber anders als das Immunfluoreszenzsignal von CSP, das alle synaptischen
Vesikel markiert (MASTROGIACOMO et al., 1994), fillt das DMXL2-Signal nicht das gesamte sy-
naptische Endkndpfchen aus, sondern ist punkt- bis sichelformig angereichert. Diese Beobachtung
wurde durch die Elektronenmikroskopie bestétigt, bei der DMXL2 auf Ultradiinnschnitten der Maus-
retina mit dem Anti-DMXL2-Antikorper 2G2 sehr nah an den Ribbons markiert wurde. Die Vermu-
tung, dass DMXL2 nur mit einem bestimmten, Ribbon-nahen Pool von Vesikeln assoziiert ist, ist ver-
einbar mit der bestehenden Annahme, dass innerhalb von Synapsen verschiedene Vesikelpools mit
variabler Proteinausstattung und Funktion existieren (CRAWFORD, KAVALALI, 2015;
GOWRISANKARAN, MILOSEVIC, 2020). Wie auch Cavl1.4 (DEMBLA et al., 2020) ist DMXL2
deutlich starker in der OPL angereichert als in der IPL, in der sich nur in wenigen Inkubationen ein
schwaches Signal gezeigt hat. Laut Gandini et al. interagiert DMXL2 im Gehirn in konventionellen
Synapsen mit Cav2.2-Kanélen (GANDINI et al., 2019). Da die Signale von Cav1.4 und DMXL2 in
der Immunfluoreszenz groftenteils berlappen, kdnnten weitere Untersuchungen Aufschluss daruber

geben, ob DMXL2 auch mit Cav1.4-Kandlen in Ribbonsynapsen interagiert.
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Die Ribbons sind bei ansonsten nahezu gleichem Aufbau der Ribbonsynapsen im Vergleich zu kon-
ventionellen chemischen Synapsen die Struktur, die besonders schnellen Vesikeltransport und damit
Transmitterfreisetzung ermdéglicht (SCHMITZ et al., 2000). Es ist noch nicht abschlieRend erforscht,
wie die Vesikel an Ribbons binden. Uthaia et al. haben die Hypothese aufgestellt, dass Rab3 an der
Bindung von synaptischen Vesikeln an Ribbons beteiligt sein konnte und Kawabe et al. haben beo-
bachtet, dass DMXL2 tber den Rabconnectin3-Komplex an Rab3-Effektoren bindet (KAWABE et al.,
2003; UTHAIAH, HUDSPETH, 2010). Verbunden damit lassen die Markierung von DMXL2 in der
Elektronenmikroskopie entlang der Ribbons und die Annahme, dass es sich bei DMXL2 um ein Vesi-
kel-assoziiertes Protein handelt, an die Mdglichkeit einer Beteiligung von DMXL2 an der Vesikelbin-
dung an Ribbons denken. Fiir diese Uberlegung spricht, dass eine potenzielle Bindung einer Interakti-
onsstelle von DMXL2 an RIBEYE aus Datenbanken hervorgeht.

Aus bisherigen Untersuchungen geht hervor, dass Rabconnectin3a zusammen mit Rabconnectin3p
und CAPS1 in neuroendokrinen Zellen einen Komplex mit der V-ATPase bildet und damit an der
Steuerung des pH-Werts synaptischer Vesikel beteiligt ist (CRUMMY et al., 2019). CAPS1 bindet
direkt an Rabconnectin3p, das im Komplex mit Rabconnectin3a vorliegt, und Rabconnectin3a
ermoglicht eine Anreicherung des V-ATPase-Holoenzyms auf synaptischen Vesikeln in
Ribbonsynapsen des Innenohrs (CRUMMY et al., 2019; EINHORN et al., 2012). Fir die Exozytose
selbst scheint der Rabconnectin3a/pB-Komplex im Gegensatz zu CAPS nicht notwendig zu sein, aber
uber die Vesikelazidifizierung fir eine vollstdndige Beflllung synaptischer Vesikel mit Transmitter
(CRUMMY et al., 2019). In den Synapsen der Retina wurde DMXL2 bisher nicht untersucht. Die in
dieser Arbeit dokumentierten, oben beschriebenen Immunfluoreszenzsignale deuten darauf hin, dass
Rabconnectin3a den Prozess der Vesikelazidifizierung auch in Ribbonsynapsen der Retina unterstitzt.
Aufgrund der in der Elektronenmikroskopie deutlich sichtbaren Ribbon-N&he des DMXL2-Signals, ist
es moglich, dass Rabconnectin3a diese Funktion fur den Ribbon-assoziierten und somit besonders
schnell freisetzbaren Vesikelpool erfillt. Gerade bei einer Synapse, die Informationen einzelner
Photonen (bermitteln kann (DUNN, RIEKE, 2008; FIELD, RIEKE, 2002), kénnte es von
entscheidener Bedeutung sein, dass alle Vesikel zuverlassig mit Neurotransmittern befillt sind. Auf
die Absorption eines einzelnen Photons wird durch intakte Stadbchenphotorezeptorzellen ein stark
amplifiziertes Signal an die Bipolarzellen weitergegeben (DUNN, RIEKE, 2008; FIELD, RIEKE,
2002). Bereits extrem geringe Veranderungen in der Transmitterausschittungsrate, die den
Dunkelstrom darstellt, beeinflussen in Photorezeptorsynapsen die Effizienz der Signalweiterleitung
(SCHEIN, AHMAD, 2006). Es ist vorstellbar, dass geringe Schwankungen in der
Transmitterausschiittung, die durch eine variable Vesikelfullung ausgeldst werden, in diesem dufRerst

sensiblen System zur Weiterleitung verénderter Informationen fiihren.
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Zusammenfassend ist die Lokalisation von DMXL2 in der Retina in den Aufnahmen der
Immunfluoreszenz und der Elektronenmikroskopie gelungen und l&sst mehrere Hypothesen zu. Es ist
denkbar, dass DMXL2 ein Teil der Vesikelmembran jener Vesikel ist, die an die synaptischen Ribbons
binden und uber den Rabconnectin3o/p-Komplex und Rab3-Effektoren (KAWABE et al., 2003) an
der Bindung der Vesikel an Ribbons beteiligt ist, wofiir die prasynaptische, Vesikel-typische und
zugleich Ribbon-nahe Lokalisation spricht. Ob DMXL2 tatsachlich mit RIBEYE interagiert, sollte
daher in Zukunft naher erforscht werden. Gleichzeitig kénnte Rabconnectin3a in der Retina als
Komplex zusammen mit Rabconnectin3p, CAPS1 und der V-ATPase wichtig fur die
Vesikelazidifizierung und somit die zuverlassige Beflllung synaptischer Vesikel mit gentigend
Transmittern (CRUMMY et al., 2019) fir die prazise Weiterleitung von Signalen sein. Seine
Lokalisation in den Photorezeptorsynapsen der Retina bietet die Mdglichkeit, dass DMXL2 hier
aufgrund der herausragenden Sensibilitdt von Photorezeptorsynapsen eine essenzielle Rolle spielt.
Interessant waren zukinftige Untersuchungen dazu, welchen Einfluss das Fehlen des
Rabconnectin3a/pB-Komplexes oder eine reduzierte Befullung von synaptischen Vesikeln mit
Neurotransmittern in Photorezeptorsynapsen auf die Weiterleitung der Information einzelner Photonen
und die visuelle Wahrnehmung insgesamt besitzen. Fir diese Studien eignen sich die in dieser Arbeit
genutzten, gegen DMXL2 gerichteten Antikorper.
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