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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Gap Junction Kanéale

Der direkte Austausch von Molekilen zwischen Zellen eines Zellverbandes ist eine
wichtige Voraussetzung zur Entwicklung mehrzelliger Organismen. So haben sich in
allen Abteilungen mehrzelliger Organismen unabhéngig voneinander Strukturen
entwickelt, die einen solchen Austausch ermdglichen. In Pflanzen sind dies verlangerte
Bricken des Zytoplasmas, die die Zellwand durchspannen, die Plasmodesmata
(Heinlein, 2002; Zambryski und Crawford, 2000). In Pilzen existiert eine vergleichbare
Struktur, die Septal-Poren (Potapova et al., 1988; Shepherd et al., 1993). In mehrzelligen
tierischen Organismen werden direkte Zellverbindungen dagegen aus Proteinkandalen
gebildet (Gilula et al., 1972; Kumar und Gilula, 1986). Entsprechende Strukturen wurden
bisher in fast allen untersuchen Spezies entdeckt (Panchin, 2005). Deren Aufbau und
physiologische Eigenschaften &hneln sich dabei. So handelt es sich um Ansammlungen
von Zell-Zell Kanélen die zu einer Anndherung der Plasmamembran von normalerweise
20-30 nm auf ca. 3-4 nm fuhren (Revel und Karnovsky, 1967; Payton et al., 1969).
Dieser Spalt (engl. gap) gibt der Struktur ihren Namen: Gap Junctions (siehe Abb. 1.1 A).
In Vertebraten und Invertebraten wurden zwei unabhéngige Protein-Familien identifiziert,
die fur die Bildung von Gap Junctions verantwortlich sind. Die Proteine der Connexin-
Familie bilden Gap Junctions ausschlief3lich in Vertebraten. In Invertebraten ist dies die
Familie der Innexine, abgeleitet von Invertebraten Connexinen (Phelan et al., 1998).
Eine kleine dazu verwandte Gruppe von Proteinen ist sowohl in Vertebraten als auch in
Invertebraten zu finden, weshalb sie nach dem griechischen Wort pan fur ,ganz* oder
.alles* als Pannexine bezeichnet werden (Bruzzone et al., 2003). Sie wird mit den
Innexinen zu einer Familie zusammengefasst (Yen und Saier, 2007; Baranova et al.,
2004).

Zur Familie der Connexine gehéren im Menschen 21 Gene, in der Maus 20 (So6hl und
Willecke, 2004). Diese werden laut gangiger Konvention nach dem Molekulargewicht des
Proteins benannt, fir das sie kodieren. So kodiert das Gen Gjal der Maus fir ein Protein
von 43 kDa, welches entsprechend als Connexin43 oder kurz Cx43 bezeichnet wird
(Beyer et al., 1987). Die Connexin Gene wurden mit der Abktrzung Gj fur Gap Junction
Proteine versehen und nach ihrer Sequenzverwandtschaft in fiunf Gruppen eingeteilt,
Gja - Gje fur Mausgene und GJA - GJE fir menschliche Gene, die analog zur Abfolge
ihrer Entdeckung durchnummeriert sind (S6hl und Willecke, 2003; eine aktualisierte
Fassung findet sich unter http://www.informatics.jax.org/ fur Maus-Connexine bzw.

http://www.genenames.org/genefamily/gj.php fur menschliche Connexine). So wurde
Cx43 als erstes Protein der alpha-Gruppe der Connexine beschrieben; das zugehorige
Gen heil3t entsprechend Gjal bzw. GJA1 (Dupont et al., 1988; Hsieh et al., 1991).

Die verschiedenen Mitglieder der Connexin-Familie unterscheiden sich neben ihrer
GroRRe vor allem in ihrer entwicklungs- und gewebespezifischen Auspragung sowie in
ihren physiologischen Eigenschaften (Willecke et al. 2002, Goldberg et al., 2004). Die
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Diversitat der Gap Junctions wird, wie im Folgenden zu sehen, durch Kombination
verschiedener Isoformen noch deutlich erhoht (Willecke et al. 2002).

1.1.1 Aufbau von Gap Junctions

Gap Junctions konnten in elektronenmikroskopischen Aufnahmen mittels Gefrierbruch-
technik als Ansammlung von vielen tausend Einzelkanalen identifiziert werden, sog. Gap
Junction Plaques (Revel et al., 1971). Ein einzelner Gap Junction Kanal besteht aus zwei
Halbkanélen oder Connexonen, die ihrerseits aus jeweils sechs Connexin-Untereinheiten
aufgebaut sind (Kumar und Gilula, 1996). Bei Connexonen, aufgebaut aus einer einzigen
Connexin-Isoform, spricht man von homomeren Connexonen, bei solchen aus
verschiedenen Isoformen von heteromeren Connexonen. Zusétzlich kénnen sich die
beiden Halbkanéle in ihrer Zusammensetzung unterscheiden. Man spricht dann von
heterotypischen Kanalen im Gegensatz zu Kanalen aus zwei identischen Connexonen,
die als homotypisch bezeichnet werden (Kumar und Gilula, 1996).

Alle Connexin-Proteine zeigen eine identische Topologie mit vier Transmembran-
domaéanen, zwei extrazellularen Schleifen zwischen erster und zweiter bzw. dritter und
vierter Transmembrandoméane und drei zytoplasmatischen Domé&nen, dem N-Terminus,
der intrazellularen Schleife zwischen zweiter und dritter Transmembrandoméne sowie
dem C-Terminus (Milks et al., 1988; Fleishman et al., 2004) (siehe Abbildung 1.1 B). Von
diesen Doménen zeigen der N-Terminus, die Transmembrandoméanen und die
extrazellularen Schleifen eine besonders hohe Homologie unter den Connexinen
(Cruciani und Mikalsen, 2007). Letztere weisen eine charakteristische Verteilung von
jeweils drei Cysteinresten auf, welche bis auf wenige Ausnahmen dem Muster CXgCX3C
in der ersten extrazellularen Schleife und CX,CXsC in der zweiten extrazellularen
Schleife folgen (C steht fur Cystein, X fir beliebige andere Aminosauren). Die einzigen
Ausnahmen bilden Cx31, mit CXsCXsC in der zweiten extrazellularen Schleife sowie
Cx23 mit nur jeweils den zwei &ul3eren extrazellularen Cysteinresten (S6hl und Willecke,
2004). zwischen den Cysteinresten der extrazellularen Schleifen ausgebildete
intramolekulare Disulfidbriicken fihren zu einer komplexen Struktur von B-Faltblattern,
die schliel3lich das sog. Docken von zwei Halbkanalen zu einem beide Zellmembranen
durchspannenden Kanal erméglicht (Foote et al., 1998).

Pannexine und Innexine zeigen keine Sequenzhomologie zu Connexinen (Phelan et al.,
1998; Bauer et al., 2005). Ihre Struktur ist jedoch ahnlich. Auch hierbei handelt es sich
um Transmembranproteine mit vier Transmembrandomanen, die eine identische
Orientierung der extrazellularen und zytoplasmatischen Domanen aufweisen (Panchin et
al. 2005; Bauer et al., 2005). lhre extrazellularen Schleifen, die teilweise wesentlich
langer als die der Connexine sind (Panchin et al., 2005; Bauer et al., 2005), enthalten
jedoch jeweils nur zwei Cysteinreste. Dies sind ebenso wie bei Cx23 die jeweils
aulReren. Es wird angenommen, dass sich Connexine nach der Entstehung von Innexin-
Gap Junctions de novo als zusatzliche Proteine entwickelt haben. Aufgrund der




1. Einleitung

gemeinsamen Funktion und einer konvergenten Entwicklung sind beide Proteinfamilien
trotz unterschiedlicher Aminosauresequenzen strukturell gleich (Alexopoulos et al., 2004;
Hua et al., 2003).

Abbildung 1.1: Struktur und Aufbau von Gap Junctions. (A) Ein Gap Junction Kanal wird durch
Docken zweier Halbkandle aus beiden beteiligten Zellen gebildet, welche wiederum aus sechs
Connexin-Untereinheiten aufgebaut sind. Die Plasmamembranen nahern sich dadurch von 20 nm auf
3,5 nm an. Die beiden Halbkanadle umschliel3en eine zentrale wassrige Pore, die die Zytoplasmata
beider Zellen miteinander verbindet. Besteht ein Kanal auf beiden Seiten nur aus einer Connexin-
Isoform, ist er homomer/homotypisch (1). Besteht ein Halbkanal aus unterschiedlichen Isoformen, so
ist er heteromer (2), und besteht der gesamte Kanal aus zwei unterschiedlich aufgebauten
Halbkanalen, bezeichnet man dies als heterotypisch (3). (B) Connexine sind Transmembranproteine
mit vier Transmembrandoménen. Die beiden extrazelluldaren Schleifen besitzen jeweils drei
charakteristische Cystein-Reste, welche intramolekulare Disulfidbricken bilden. Verschiedene
Connexin-Isoformen unterscheiden sich meist in Zusammensetzung und Lénge von zytoplasmatischer
Schleife und Carboxy-Terminus (Aus Sohl et al., 2005).

1.1.2 Funktion und Regulation von Gap Junctions

Ein Gap Junction Kanal ermdglicht die Diffusion von Molekulen bis zu einer molekularen
Masse von 1,8 kDa zwischen zwei Zellen (Neijssen et al., 2005). Dies gewahrleistet den
Austausch von lonen, Metaboliten und kleinen Signalmolekilen. Eine wichtige Rolle
spielen dabei Signalmolekiile wie Calzium (Ca®"), zyklisches Adenosinmonophosphat
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(cAMP), zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP), Inositol-1,4,5-trisphophat (IP3)
sowie Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD") (Goldberg et al., 2004; Goldberg et al.,
1999). Kanale aus unterschiedlichen Connexin-lsoformen zeigen jedoch eine spezifische
selektive Durchlassigkeit fur bestimmte Signalmolekile. So wird beispielsweise cAMP
Uber Cx43 Gap Junction Kanale etwa 30mal besser weitergegeben als lber Gap
Junctions aufgebaut aus Cx36 (Bedner et al., 2005). Cx43-Kanale sind auRerdem etwa
300mal besser permeabel fur ATP als Cx32-Kanale (Goldberg et al., 2002). Zusétzlich
wird durch die Kombination verschiedener Connexine in einem heteromeren Kanal die
Durchlassigkeit fur bestimmte Molekile beeinflusst (Bevans et al., 1998). Auch fir
Peptide und kleine RNA Molekile sind Gap Junctions teilweise permeabel (Neijssen et
al., 2005; Valiunas et al., 2005).

Gap Junction Kanéle sind keineswegs einfache, unveranderliche Poren, sondern werden
Uber verschiedene Mechanismen gesteuert. Zum einen kann der Offnungszustand
elektrisch, durch eine Spannungsdifferenz zwischen beiden Zellen, oder chemisch
verandert werden, was als ,Gating* bezeichnet wird (Harris et al., 1981). So schlie3en
eine hohe Spannungsdifferenz, ein niedriger intrazellularer pH-Wert oder ein Anstieg der
intrazellularen Calziumkonzentration die meisten Gap Junction Kanale (Spray et al.,
1984; Morley et al., 1997; Perachia et al., 2004). Der Phosphorylierungszustand der
Connexine hat ebenfalls Einfluss auf das Gating von Gap Junctions (Moreno et al.,
2005).

Zum Anderen wird die Kopplung zwischen zwei Zellen durch die Zahl der Gap Junction
Kanéle kontrolliert. Die Halbwertszeit von Connexinen in der Plasmamembran ist mit
wenigen Stunden teilweise relativ kurz (Laird et al., 1991; Beardslee et al. 1998; He et
al., 2005), weshalb ihre Synthese und ihr Abbau wichtige Prozesse fiur die Kontrolle der
Gap Junction vermittelten Kopplung darstellen. Die Synthese der Connexine findet im
endoplasmatischen Retikulum (ER) statt (Zhang et al., 1996; Falk und Gilula, 1998). Der
Ort des Zusammenbaus zu Connexonen ist vermutlich das trans-Golgi Netzwerk (Musil
und Goodenough, 1991; Koval et al., 1997; Laird, 2006). Von dort gelangen Connexone
in die Plasmamembran, in der sie frei diffundieren kénnen, bis sie in einen Gap Junction
Plaque eingebaut werden und mit einem entsprechenden Connexon aus der zweiten
beteiligten Zelle zu einem Gap Junction Kanal docken (Thomas et al., 2005).

Der Abbau von Gap Junctions konnte zunéchst in Form von gro3en von
Doppelmembranen umgebenden Vesikeln, den sog. ,Annularen Junctions®, beobachtet
werden, in denen Gap Junctions oder Teile eines Gap Junction Plaques in Vesikel
internalisiert und schlie3lich Gber den lysosomalen Weg abgebaut werden (Marquart,
1977; Severs et al., 1989; Sasaki und Garant, 1986). Zusatzlich konnte auch eine
Kolokalisation von Clathrin mit Connexin43 nachgewiesen werden (Huang et al., 1996),
was die Mdglichkeit eines alternativen Abbauweges aufzeigt. Fir ein Recycling von
internalisierten Connexinen zur Membran gibt es ebenfalls Hinweise (Van Slyke und
Musil, 2005).
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Auch in der Internalisierung von Gap Junctions kann Phosphorylierung eine wichtige
Rolle spielen. So filhrt zum Beispiel die Aktivierung der p34°“? Protein Kinase zur
Internalisierung von Gap Junctions Kandlen (Xie et al., 1997; Lampe et al., 1998).
Daneben kdnnen auch interagierende Proteine wie ZO-1, N- und E-Cadherin, Caveolin-1
sowie Tubulin (Jongen et al., 1991; Wei et al., 2005; Giepmans und Moolenaar, 1998;
Giepmans et al., 2001; Schubert et al., 2002) den Zusammenbau und Abbau von Gap
Junctions beeinflussen.

In den letzten Jahren ist eine andere Funktion von Connexin-Kanalen verstarkt ins
Interesse der Forschung getreten: die Funktion von ungepaarten Connexonen in der
Plasmamembran, den sog. Connexin-Halbkanalen (Evans et al., 2006; Spray et al.,
2006). So konnte die Abgabe von ATP Uber Cx43 Halbkanale in C6-Zellen und das
Vorkommen von Cx43 Halbkanélen in Astrozyten gezeigt werden, wo ATP Abgabe eine
Rolle in der Weiterleitung von interzellularen Calziumwellen spielt (Kang et al., 2008).
Neben Cx43 wurden auch fur Cx26, Cx30, Cx30.2, Cx32, Cx36, Cx45, Cx46 und Cx50
Hinweise auf eine Funktion als Halbkanale gefunden (Valiunas und Weingart, 2000;
Valiunas, 2002; Bukauskas et al., 2006; De Vuyst et al., 2006; Gerido et al., 2007;
Schock et al., 2008). Die Aufklarung der physiologischen Bedeutung von Connexin
Halbkanélen hat jedoch gerade erst begonnen (Spray et al., 2006).

1.2 Erzeugung und Bedeutung transgener Mause

Zur Aufklarung der meist zelltyp- und/oder entwicklungsspezifischen Funktion
verschiedener Connexine hat die Technik des sog. ,Gene Targeting” erheblich
beigetragen (Capecchi, 1989; Ratcliff et al., 1992; Doetschmann et al., 1987). Hiermit
war es moglich, im Genom der Maus gezielt einzelne Gene auszuschalten oder durch
andere zu ersetzen und damit unter anderem die Funktion vieler Connexine in der Maus
zu klaren (Sohl et al., 2004).

Beim Gene-Targeting macht man sich das Prinzip der homologen Rekombination in
Saugerzellen zunutze. Dabei werden sequenzahnliche Bereiche zwischen
verschiedenen DNA-Strangen gegeneinander ausgetauscht, wobei die Effizienz mit der
Lange der homologen Bereiche deutlich zunimmt (Thomas et al., 1992). Zwischen den
homologen Bereichen konnen dabei vollig andere Sequenzen eingefiigt oder Bereiche
ausgelassen werden. Zur Erzeugung einer gezielt veranderten Mauslinie fihrt man die
homologe Rekombination in murinen embryonalen Stammzellen durch und bringt diese
anschielRend mittels Blastozysteninjektion in einen Embryo ein. Uber eine sog. chiméare
Maus, hervorgegangen aus wildtyp und veranderten Stammzellen, kann man schlief3lich
in der Folgegeneration Mause mit der gewlnschten vererbbaren genomischen
Verédnderung erzeugen (Theiss et al., 2000).

Auf diese Weise ist es moglich, mithilfe eines Vektors mit entsprechenden homologen
Bereichen nahezu jeden beliebigen Lokus im Mausgenom zu verandern und Gene zu
deletieren (Knock-Out), Reportergene einzubringen oder Gene gegeneinander
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auszutauschen (Knock-In). Ist diese Veranderung bereits von Beginn der Entwicklung
der Maus in allen Zellen vorhanden, spricht man von einem sog. nicht-konditionalen
Knock-Out bzw. Knock-In. Der Verlust vieler Gene, so auch einiger Connexine (Cx26,
Cx43 und Cx45), ist jedoch embryonal oder postnatal letal. Um dennoch die Funktion
des entsprechenden Gens in einem bestimmten Gewebe der Maus untersuchen zu
kénnen, bedient man sich des sog. konditionalen Knock-Outs bzw. Knock-Ins.

Dabei werden Elemente aus Systemen der Genomumlagerung aus dem Bakteriophagen
P1 bzw. der Hefe verwendet, um ausschlie3lich in bestimmten Geweben und/oder zu
bestimmten Zeitpunkten der Entwicklung die Deletion eines Gens zu erreichen. Diese
bestehen jeweils aus zwei Elementen. Dem Enzym, das die Umlagerung katalysiert, und
Erkennungsstellen, an denen das Enzym angreift.

Im Fall des Phagen P1 sind dies die Cre-Rekombinase (Causes recombination) und sog.
loxP Erkennungsstellen (locus of crossing over of P1). loxP Erkennungsstellen
bestehen aus zwei aufl3en liegenden invertierten Sequenzwiederholungen und einer
zentralen Erkennungssequenz, die die Orientierung der loxP-Stellen angibt. Zur
konditionalen Deletion eines Gens wird dieses auf beiden Seiten mit loxP-Stellen
flankiert (gefloxt). Sind diese in der gleichen Orientierung angeordnet, fihrt die Aktivitat
der Cre-Rekombinase zum Entfernen des dazwischen liegenden Bereichs, sind sie
entgegengesetzt orientiert, wird der Bereich zwischen den loxP-Stellen invertiert (Kos,
2004; Branda und Dymecki, 2004).

Zur Herstellung einer konditionalen Knock-Out Maus werden zunachst Gber homologe
Rekombination in embryonalen Stammzellen die loxP-Erkennungsstellen vor und hinter
der zu deletierenden Region eingebracht. Um nun eine gewebespezifische Deletion
mithilfe der Cre-Rekombinase in der Maus zu erreichen, bedient man sich transgener
Mause, die die Rekombinase unter einem gewebespezifischen Promotor exprimieren.
Diese kénnen sowohl durch homologe Rekombination als auch durch Vorkerninjektion
(Gordon et al., 1980) erzeugt werden. Durch Verpaarung beider Mauslinien miteinander
erhalt man Tiere, in denen die Cre-Rekombinase den gefloxten Bereich in all den
Geweben aus dem Genom entfernt, in denen sie exprimiert wird.

Das FLP/frt-System der Hefe beruht auf dem gleichen Prinzip wie das Cre/loxP-System
(Dymecki, 1996). Aufgrund der jeweils spezifischen Erkennungssequenzen kénnen
beide Systeme auch gleichzeitig in einer Maus verwendet werden.

1.3 Das Auge

Das Auge der Saugetiere stellt ein hochentwickeltes Sinnesorgan zur Wahrnehmung von
Licht dar. Es lasst sich dabei in den lichtbrechenden Apparat aus Cornea, Iris, Linse und
Glaskérper sowie den eigentlichen sensorischen Teil, die Netzhaut oder Retina,
unterteilen. Eine schematische Darstellung eines sagittalen Schnittes durch ein
menschliches Auge ist in Abbildung 1.2 dargestellt. Im Folgenden wird zunachst auf die
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Entwicklung der Linse und insbesondere auf die Bedeutung von Gap Junctions
eingegangen, bevor die Funktion der Retina genauer dargestellt wird.

Abbildung 1.2: Das Auge. Schematische Darstellung eines sagittalen Schnitts durch das
menschliche Auge. Licht wird Uber den lichtbrechenden Teil aus Cornea, Linse und Glaskorper auf
den sensorischen Teil, die Retina, projiziert. Dort wird Licht von den Photorezeptoren detektiert, und
Uber verschiedene Interneurone werden Signale bis zu den Ganglienzellen weitergegeben. Dabei
findet bereits eine mehrfache Signalverarbeitung statt. Die Ganglienzellen Gbermitteln diese Signale
als Folge von Aktionspotentialen Gber den Sehnerv zum Gehirn (Aus Webvision; Kolb, Fernandez und
Nelson, verandert).

1.4 Die Linse

Die Linse ist ein avaskulares transparentes Gewebe, das Licht auf die Retina fokussiert.
Sie entsteht in der Embryonalentwicklung der Saugetiere aus ektodermalem Gewebe
und wird durch die Entwicklung der Retina in Form des optischen Vesikel initiiert. Dabei
verdickt sich ein Teil des Ektoderms bei Kontakt mit dem optischen Vesikel zur sog.
Linsenplakode, aus der sich im Folgenden das Linsenvesikel bildet (Brownell et al.,
2000; Swindell et al., 2006; Medina-Martinez und Jamrich, 2007). Die Zellen im hinteren
Teil der Linse beginnen zu differenzieren, wachsen aus und formen die priméren
Linsenfaserzellen. Diese Zellen verlieren die meisten Organellen, um Lichtstreuung zu
verhindern, und werden transkriptionell inaktiv. Die Zellen im vorderen Teil der Linse,
dem spéteren Linsenepithel, behalten ihren proliferativen Charakter und bilden im Laufe
des Lebens langsam sténdig neue Linsenfaserzellen, die sekundaren Linsenfaserzellen,
welche ebenfalls ihre intrazellularen Organellen verlieren (Abbildung 1.3) (Piatigorsky,
1981; Bassnett, 2002). Die Transparenz der Linse ist eine wichtige Eigenschaft, ohne die
es zur Streuung des Lichts statt zur Fokussierung auf die Retina kommen wirde. So sind
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Linsenfaserzellen besonders angepasst und enthalten hohe Konzentrationen von
Proteinen wie Crystallinen, Metaboliten, lonen und Wasser, die ihren Brechungsindex
beeinflussen (Delaye und Tardieu, 1983; Jones et al., 2005). Der genaue Mechanismus,
der diese Eigenschaften der Linse kontrolliert, ist jedoch noch grof3tenteils unbekannt.

Abbildung 1.3 Entwicklung der Linse. (A) Die Entwicklung der Linse beginnt mit dem Auswachsen
des optischen Vesikels (OV) aus neuroektodermalem Gewebe (NE). (B) Ein Kontakt mit dem
Ektoderm der Kopfoberflache (HSE) induziert dort eine Verdickung zur sog. Linsenplakode (LP). (C/D)
Aus dem optischen Vesikel entsteht im Folgenden die Retina (R), wéahrend die Linsenplakode sich
zum Linsenvesikel (LV) entwickelt. (E) Die Zellen im hinteren Teil des Linsenvesikels elongieren zu
priméren Linsenfaserzellen (LF), wéhrend die Zellen im vorderen Teil einen Monolayer bilden, das
spatere vordere Linsenepithel (ALE) (aus Medina-Martinez und Jamrich, 2007).

1.4.1 Bedeutung von Gap Junctions in der Linse

Gap Junctions spielen in der Linse als avaskulares Organ eine besonders wichtige Rolle.
So wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Homoéostase der Linse durch einen
zirkulierenden Strom von Na® und Wasser durch Gap Junctions aufrecht erhalten wird,
Uber den wichtige Metabolite wie Glukose ins Linseninnere transportiert werden (Mathias
et al.,, 1997; Mathias und Rae, 2004). In der Linse der Maus wurden urspringlich drei
verschiedene Connexine nachgewiesen. Cx43 im Linsenepithel (Beyer et al., 1989),
Cx46 in Faserzellen und Cx50 in beiden Zelltypen (Rong et al., 2002). Der Verlust von
Cx46 bzw. Cx50 in der Maus beeintrachtigt die Transparenz der Linse deutlich. So fuhrt
der Verlust von Cx46 zu Tribungen der Linse und nukledren Katarakten (Baruch et al.,
2001; Gao et al., 2004), wahrend der Verlust von Cx50 neben der Transparenz der Linse
auch ihre Entwicklung und damit die Grol3e beeinflusst, was zu verkleinerten Linsen in
Cx50" Mausen fiihrt (Rong et al., 2002; Sellitto et al., 2004; White et al., 1998). Cx50
scheint daher zwei verschiedene Funktionen in der Linse zu besitzen. So kann eine
Uberexpression von Cx46 in Cx50K“*4¢/KI4¢ \mausen den Verlust der Cx50 vermittelten
Kopplung teilweise ausgleichen, und es kommt nicht mehr zur Kataraktbildung. Die
Funktion von Cx50 in der Linsenentwicklung l&sst sich durch Knock-In von Cx46 jedoch
nicht ausgleichen. So sind die Linsen von Cx50X'“*4¢%%¢ Maysen ebenso wie die der
Cx50KO Mause verkleinert (White, 2002).
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Punktmutationen von Cx46 und Cx50 fuhren beim Menschen zu vererbbarer
Kataraktbildung (Addison et al., 2006; Hansen et al., 2006; Vanita et al., 2006). Eine
Untersuchung verschiedener Punktmutationen anhand entsprechender Knock-In Mause
erbrachte, dass die An- bzw. Abwesenheit der Wildtypformen von Cx46 bzw. Cx50 die
Auswirkungen einer Mutation stark beeinflussen (Chang et al., 2002; Xia et al., 2006). So
filhrt die Mutation von Serin 50 zu Prolin (Cx50°°°) in der ersten extrazellularen Schleife
in Anwesenheit von Cx50wt und Abwesenheit von Cx46 zur gestorten Elongation der
primaren Faserzellen und in Anwesenheit von Cx46 und Abwesenheit von Cx50 zur
Stérung der Elongation von sekundaren Faserzellen. Die Cx50%°° Punktmutation hat in
einem Tier mit ansonsten intaktem Cx46 und Cx50 Gen die starksten Auswirkungen und
stort die gesamte Linsenentwicklung von primaren und sekundéren Faserzellen (Xia et
al., 2006).

Als letztes in der Linse exprimiertes Connexin wurde vor einigen Jahren Cx23 identifiziert
(Gustinch et al., 2003; Sohl et al., 2004), dessen Expression in der Linse nun auch in
Zebrafisch und Maus gezeigt werden konnte (lovine et al., 2008; Puk et al., 2008). Im
Gegensatz zu Mutationen von Cx46 und Cx50 inhibiert eine Mutation von Cx23
(Cx23R32Q) die gesamte Linsenentwicklung, und es kommt im homozygoten Zustand
nicht zur Elongation der primaren oder sekundaren Faserzellen, was zu einem leeren
Linsenvesikel und letztlich zum Fehlen der Linse fuhrt (Puk et al., 2008). Die
physiologische Rolle, die Cx23 in der Linse spielt, konnte jedoch bisher nicht geklart
werden.

1.5Die Retina

Die Netzhaut oder Retina stellt den sensorischen Teil des Auges dar. Hier findet sowohl
die Detektion von Licht als auch die erste Signalverarbeitung statt. Die Netzhaut ist ein
dinnes Gewebe von weniger als 0,5 mm Dicke, das nahezu die gesamte Innenseite des
Auges auskleidet. Sie besteht aus drei Schichten mit Somata von Neuronen und zwei
Verschaltungsschichten (vergl. Abb. 1.4). Den Schichten der Photorezeptoren, den
AuRRensegmenten (OS) und der aufReren nukledren Schicht (ONL) mit den Somata der
Rezeptoren, folgt die &auRRere plexiforme Schicht (OPL) mit Verschaltungen der
Photorezeptoren zu nachfolgenden Neuronen. Weiter folgen die innere nukleare Schicht
(INL) mit den Somata der Horizontal-, Bipolar- und Amakrinzellen, die innere plexiforme
Schicht (IPL) als weitere Schicht mit Verschaltungen und die Ganglienzellschicht (GCL)
mit den Somata der Ganglienzellen. Die Retina von Vertebraten bezeichnet man als
invers, da hierbei Licht zunachst durch die Schichten mit Reiz verarbeitenden Zellen
hindurch auf die innen liegenden Rezeptoren fallt (Benninghoff, 2002) (siehe auch Abb.
1.2).




1. Einleitung

Abbildung 1.4 Aufbau der Retina. (A) Eine schematische Darstellung der Retina in einem vertikalen
Schnitt zeigt die an der Detektion und Verarbeitung von Licht beteiligten Neurone der Retina. Die
aulere nukledare Schicht (ONL) bilden die Somata der verschiedenen Rezeptoren, deren
AuBRensegmente (OS) sich als seperate Schicht unterscheiden lassen. In der &uferen plexiformen
Schicht (OPL) findet die erste Verschaltung mit Horizontalzellen und Bipolarzellen in den synaptischen
Endigungen der Zapfen und Stébchen statt, den pedicles und spherulae. Die Somata der Horizontal-
und Bipolarzellen liegen zusammen mit denen der nachgeschalteten Amakrinzellen in der inneren
nukleéren Schicht (INL). Die zweite Ebene der Verschaltung zwischen Bipolarzellen, Amakrinzellen
und Ganglienzellen findet in der inneren plexiformen Schicht (IPL) statt. Die Ganglienzellen in der
Ganglienzellschicht (GCL) leiten schlie3lich Uber ihre Axone Signale an das Sehzentrum des Gehirns
weiter (verandert nach Prof. R. Weiler). (B) Lichtmikroskopisches Bild eines vertikalen Schnittes durch
die zentrale menschliche Retina (aus Webvision; Kolb, Fernandez und Nelson).

1.5.1 Aufbau und Funktion der Photorezeptoren

Photorezeptoren bestehen aus einem &ul3eren
Segment mit Stapeln von invaginierten Membranen,

AuBensegment
die das Photopigment enthalten, gefolgt von einem
darunter  liegenden inneren  Segment mit |
nnensegment
Mitochondrien, ER und Golgi-Apparat, einem Zell-
korper mit Zellkern und einem synaptischen Soma

Terminal, Uber das Kontakt zu Signalverarbeitenden
Neuronen hergestellt wird (Abb. 1.5). Die Retina
besitzt zwei morphologisch und funktionell
unterschiedliche Typen von Photorezeptoren: Die
Zapfen mit einem konischen vergleichsweise breiten
AulRensegment liegen mit ihren Zellkérpern direkt
unterhalb der sog. auf3eren limitierenden Membran
in einer Reihe am oberen Rand der auf3eren

Synaptische Enden

Abbildung 1.5: Photorezeptoren
und ihre synaptischen Enden. Die
beiden Photorezeptortypen Stébchen
(links) und Zapfen (rechts) bestehen
jeweils aus einem AufRensegment mit
den optischen Pigmenten, einem
Innensegment mit  Mitochondrien,
endoplasmatischem Retikulum und

nuklearen Schicht (ONL). Sie sind fur das Farbsehen
bei Tag (photopisches Sehen) verantwortlich und
zeigen eine schnelle Reaktion auf Lichtreize
(Kawamura und Tashibanaki, 2008). Die Zellkorper
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Golgi Apparat, dem Soma mit dem
Zellkern und den synaptischen
Enden. Fur Stdbchen werden diese
als spherulae bezeichnet, wahrend
man bei Zapfen von pedicles spricht.
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der Stabchen, mit einem schlanken stabférmigen Aul3ensegment, liegen dagegen in der
gesamten aul3eren nukledaren Schicht verteilt und machen in der S&ugetierretina den
Groliteil der Rezeptoren aus. Sie sind fur das Sehen bei Dammerlicht (skotopisches
Sehen) verantwortlich und ermdglichen durch &ufRerst empfindliche Detektion von sogar
nur einzelnen Photonen pro Rezeptor das Schwarz/Weil3-Sehen (Hecht et al., 1942;
Schneeweis und Schnapf, 1995). lhre Signalverarbeitung ist dagegen deutlich langsamer
als die der Zapfen (MacLeod, 1972). In ihrem Aufbau zeigt die Retina verschiedener
Spezies eine deutliche Anpassung an die entsprechenden Lebensbedingungen. In meist
nachtaktiven Spezies, wie der Maus oder der Ratte, sowie in den Retinae der meisten
anderen Sauger dominiert das Stdbchen-abhangige Sehen mit einem Zapfenanteil von
nur 3 - 5% z.B. in der Maus (Jeon et al., 1998).

Die Detektion von Licht findet innerhalb der Aul3ensegmente Uber Photopigmente statt,
die in Membranstapeln eingebaut sind. Dabei handelt es sich um das Pigment Retinal,
welches Uber einen Lysin-Rest in der letzten Transmembrandoméne des Sieben-
Transmembranproteins Opsin gebunden ist. Das Gesamtmolekil wird als Rhodopsin
bezeichnet (Hargrave et al., 1984; Hargrave und McDowell, 1992).

Trifft ein Lichtquant auf ein Rhodopsinmolekil, so verandert der Retinal-Anteil seine
Konformation von 11-Cis-Retinal zu all-Trans-Retinal. Eine Zwischenstufe in dieser
Reaktion aktiviert das G-Protein Transduzin, welches wiederum eine Phosphodiesterase
aktiviert. Dies fihrt zum Abbau von cGMP. Die Verringerung des cGMP-Spiegels in der
Zelle schliel3t einen cGMP-abhangigen lonenkanal, wodurch die Membran des
Photorezeptors hyperpolarisiert wird (Hargrave und McDowell, 1992) (vergl. Abb. 1.6).

Abbildung 1.6: Die optische Signalkaskade. Die obere Reihe (,Dunkel”) zeigt die an der
Phototransduktion beteiligten Proteine, Rhodopsin (R), Transduzin (bestehend aus Ga, Gp und Gy
Untereinheit) und die Phosphodiesterase (PDE mit a,  und y Untereinheit) an den Membranstapeln in
den AuRensegmenten der Photorezeptoren. Nach Aktivierung des Rhodopsins mittels Licht (untere
Reihe ,Aktivierte Kaskade") wird durch Interaktion von Transduzin mit der aktivierten Form des
Rhodopsins gebundenes GDP durch GTP ersetzt. Dies fuhrt zur Freisetzung der Ga-Untereinheit des
Transduzins, welche wiederum die PDE aktiviert. Diese setzt cGMP zu GMP um und verringert damit
den cGMP-Spiegel der Zelle. Dadurch wird ein cGMP-abhangiger lonenkanal geschlossen und es
kommt zur Hyperpolarisation der Rezeptormembran. Die Guanylatzyklase (GC) sorgt fir ein
Wiederansteigen der cGMP Konzentration nach Inaktivierung der PDE (aus Burns und Arshavsky,
2005).
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Die Photorezeptoren sind also im Dunkeln durch einen standigen Na'- bzw. Ca*" und
Mg®*-Strom depolarisiert, was zu einer kontinuierlichen Abgabe von Glutamat an
nachgeschaltete Neurone fiihrt. Durch einen Lichtreiz versiegt dieser Strom, und die
Glutamatausschiittung wird verringert oder gestoppt (Stryer 1991, Yau 1994).

1.5.2 Signalweitergabe und Verarbeitung

Uber ihre synaptischen Enden, die sog. pedicles fiir Zapfen und spherules fiir Stabchen,
stellen Photorezeptoren Kontakt zu mehreren Zelltypen gleichzeitig her. Dabei hat sich
eine sehr ungewdhnliche synaptische Struktur entwickelt: die sog. synaptische Triade
(Abb. 1.7). In dieser Synapse treffen sich invaginierende Fortsatze der Horizontalzellen
und Bipolarzellen in unmittelbarer Nahe zur sog. Bandersynapse der Photorezeptoren,
einer bandartigen Struktur mit synaptischen Vesikeln, die eine langanhaltende
Ausschuittung von Glutamat ermdglicht (Thoreson, 2007).

Neben den invaginierenden Fortsatzen der Bipolarzellen, bei denen es sich um sog. ON-
Bipolarzellen handelt, welche mit einer Hyperpolarisation auf Glutamatfreisetzung durch
die Photorezeptoren reagieren, gibt es zusétzlich an der Basis der pedicles ansetzende
Bipolarzellen sog. OFF-Bipolarzellen, die Kontakt uber sog. ,Basal Junctions®
aufnehmen. Sie reagieren mit einer Depolarisation auf Glutamatfreisetzung (Werblin und
Dowling, 1969; Werblin, 1991). Die unterschiedliche Reaktion beider Bipolarzelltypen ist
auf die Expression unterschiedlicher Glutamat-Rezeptortypen zurtickzufihren (Slaughter
und Miller, 1983; Dhingra, 2001). Dadurch werden die Lichtsignale der Zapfen bereits an
der ersten Synapse der Retina in zwei parallele Systeme von ON — und OFF- Signalweg
aufgeteilt (Kolb, 2003).

Abbildung 1.7: Die synaptischen Enden der Photorezeptoren. Elektronenmikroskopische
Aufnahme (A) und Schema (B) eines Zapfen pedicles. Ein Zapfen pedicle enthélt mehrere als Triade
bezeichnete Strukturen aus eine Bandersynapse (*), den lateralen Elementen der Horizontalzellen
(HC) und einem zentralen Fortsatz einer ON-Bipolarzelle (ON-BC). Weiter unterhalb gehen OFF-
Bipolarzellen (OFF-BC) sog. Basalkontakte (FBC) mit den Zapfen ein. Die Ausstattung mit
unterschiedlichen Glutamatrezeptortypen (mGIuR6 bzw. iGIuR) lasst ON- und OFF-Bipolarzellen
jeweils entgegengesetzt auf eine Glutamatauschittung der Rezeptoren reagieren. (C) Elektronen-
mikroskopische Aufnahme einer von meist zwei Triaden in einem Stabchen spherule. Auch hier sind
die lateralen Elemente der Horizontalzellen (HC) und der zentrale Fortsatz der Bipolarzelle (CP) an
der Béandersynapse (R) zu erkennen. Basalkontakte besitzen Stdbchen spherulae nicht. (DJ distal
Junction, J Junction) (Aus Lasansky, 1972; Webvision, Kolb, Fernandez und Nelson)
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Fur Zapfen gibt es jeweils eigene Zapfen-ON und OFF-Bipolarzellen, welche direkt mit
entsprechenden ON- bzw. OFF-Ganglienzellen verschaltet sind. Die Stadbchen hingegen
benutzen einen indirekten Weg. Auch sie besitzen entsprechende Bipolarzellen, diese
sind jedoch zunéchst mit All-Amakrinzellen verschaltet. All-Amakrinzellen wiederum
nehmen Uber elektrische Synapsen Kontakt zu Zapfen ON-Bipolarzellen auf, tber die
dann entsprechende ON-Ganglienzellen innerviert werden. So nutzen die
Stabchenbipolarzellen den Zapfensignalweg, um Lichtsignale Uber die Ganglienzellen
schlieBlich an die Bereiche zur Verarbeitung visueller Informationen im Subcortex und
Cortex weiterzugeben (Kolb, 2003).

1.5.3 Gap Junctions in der Retina

Am Beispiel der All-Amakrinzellen erkennt man, dass elektrische Kopplung tber Gap
Junctions in der Signalweiterleitung der Retina eine wichtige Rolle spielt. So sind, wie
bereits beschrieben, All-Amakrinzellen und Zapfen-ON-Bipolarzellen Uber eine
heterotypische Kopplung von Cx45 und Cx36 miteinander verbunden (Maxeiner et al.,
2005). Auch Stabchen und Zapfen sind mittels Cx36 vermutlich Gber kleine Auslaufer der
Zapfen, den Telodendrien, miteinander gekoppelt (Ciolofan et al., 2007). Aul3erdem
finden sich Gap Junctions zwischen Amakrinzellen (Cx36), Ganglienzellen (Cx36,
Cx30.2) und auch Horizontalzellen (Cx57) (Massey et al., 2003; Feigenspan et al., 2004;
Schubert et al., 2005; Perez de Sevilla-Mdller et al. in Vorbereitung; Hombach et al.,
2004). Das Ausmall der Kopplung kann durch lichtabhangige Neurotransmitter wie
Dopamin verandert werden. So bewirkt beispielsweise eine lichtabhé&ngige Aktivierung
der cAMP abhangigen Proteinkinase (PKA) eine Phosphorylierung von Cx36, was die
Cx36 vermittelte Kopplung zwischen Amakrinzellen reduziert (Urschel et al., 2006). Die
Retina als Teil des Gehirns ist somit ein gut geeignetes und oft verwendetes System, um
die Bedeutung, Funktion und Regulation von elektrischen Synapsen zu untersuchen.

1.5.4 Horizontalzellen

Der dritte an der synaptischen Triade der Photorezeptoren beteiligte Zelltyp sind die
Horizontalzellen. In der Maus ist, im Gegensatz zu anderen Saugetierarten, nur ein Typ
beschrieben, der axontragende oder B-Typ (Suzuki und Pinto, 1986; He et al., 2000)
(Abb. 1.8).

Dieser Horizontalzelltyp steht tUber seine dendritischen Auslaufer in Form der lateralen
Elemente der synaptischen Triade in Kontakt mit den synaptischen Enden der Zapfen,
mit seinen axonalen Auslaufern dagegen mit denen der Stdbchen (Peichl und Gonzalez-
Soriano, 1993). Eine einzige Horizontalzelle erhélt Uber ihre verzweigten synaptischen
Enden Eingang von meist vielen hundert Photorezeptoren (Peichl und Gonzales-
Soriano, 1993).
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Die Signalweiterleitung geschieht dabei Uber den

Neurotransmitter Glutamat und entsprechende

Rezeptoren auf den Horizontalzellen (Schmidt,

1997; Schubert et al., 2006). Den Bereich der

Retina, in dem eine Horizontalzelle auf Lichtreize

reagiert, bezeichnet man als ihr rezeptives Feld.

Dieses wird durch Gap Junction-vermittelte

Kopplung zwischen den dendritischen bzw. den

axonalen Enden noch zusatzlich vergrol3ert (Weiler

et al., 1999; He et al., 2000). Fur die Kopplung von

Horizontalzellen ist nahezu ausschlieBlich Cx57  Abbildung 1.8: Morphologie einer
. . . B-Typ Horizontalzelle nach Golgi-
verantwortlich, dessen Verlust zu einer 99 %igen Farbung aus der Retina der Katze.
Reduktion der Kopplung (Hombach et al., 2004) Eine B-Typ Horizontalzelle besteht
(Abbildung 1.9) und einer Reduktion der GréRRe aus dem Soma mit dendritischen

Auslaufern (oben links) und den
der rezeptiven Felder der Horizontalzellen fiihrt ~ Axonterminalien  (unten  rechts),

(Shelly et al., 2006). Der Grad der Kopplung von \(/Eg?;nfg;‘lfumh ein langes Axon
Cx57 Gap Junctions wird lichtabhangig Uber

Neurotransmitter wie Dopamin, Stickstoffmonoxid (NO) und Retinsaure gesteuert (Weiler
et al. 2000; Weiler et al., 2001), wobei auch der pH-Wert eine wichtige Rolle spielt
(Hampson et al., 1994).

Abbildung 1.9: Kopplung von
Horizontalzellen. Die Kopplung der
Horizontalzellen tber Gap Junctions
wurde mithilfe des Spurmolekils
Neurobiotin in Cx57"* (A) und Cx57"
(B) Retina untersucht. In Wildtyp
Retina zeigt sich ein groRes Netzwerk
von Zellsomata, die mit der injizierten
Zelle (Pfeil) gekoppelt sind. Zusétzlich
sind auch einige Axonterminalien
gefarbt (Pfeilspitzen) Diese Kopplung
ist in Cx57KO Retinae nicht mehr
vorhanden. Der MaRstab entspricht
100 um (aus Hombach et al., 2004).

Um den Kontrast bereits wahrend der Signalverarbeitung in der Retina zu erhohen,
besitzen Bipolarzellen und entsprechend auch Ganglienzellen ein System aus
aktivierenden zentralen Bereichen und inhibierenden lateralen Bereichen (ON-
Bipolarzellen) bzw. umgekehrt (OFF-Bipolarzellen). Dies bezeichnet man als Center-
Surround Antagonismus (Kuffler, 1953; Hubel und Wiesel, 1960). So ist die Antwort einer
ON-Bipolarzelle auf einen Lichtreiz im Zentrum (Center) am starksten, wenn die
Umgebung (Surround) dunkel ist. Ist die Lichtintensitdt dagegen fir Zentrum und
Umgebung einer Bipolarzelle gleich, ist die Antwort wesentlich schwacher. Den zentralen
Anteil macht der direkte Kontakt der Bipolarzellen zu den Photorezeptoren aus, wahrend
die Umgebungshelligkeit vermutlich Uber die Horizontalzellen wahrgenommen wird
(Kamermans und Spekreijse, 1999). Zusatzlich gibt es auch fir den Center-Surround
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Antagonismus der Ganglienzellen in der inneren plexiformen Schicht eine Umgebungs-
komponente, die durch die Amakrinzellen beigesteuert wird (Ichinose und Lukasiewicz,
2005).

Die laterale Inhibition durch Horizontalzellen kann tber zwei moégliche Wege stattfinden:
eine direkte Inhibition der Bipolarzellen (Xang und Wu, 1991) und eine negative
Ruckkopplung zu den Photorezeptoren, was wiederum das Signal an die Bipolarzellen
verandert (Kamermans et al., 2001). Der Mechanismus der negativen Rickkopplung ist
zwar seit vielen Jahren bekannt, dessen molekulare Grundlagen sind jedoch nicht
endgultig geklart. So wurde zunachst eine Ruckkopplung Uber den Neurotransmitter y-
Aminobuttersdaure (GABA) vorgeschlagen (Kaneko und Tachibana, 1986), und es
konnten auch alle dazu notwendigen Komponenten in Horizontalzellen und
Photorezeptoren nachgewiesen werden (Kamermans et al., 1999). Dennoch lasst sich
die Rickkopplung durch den GABA-Rezeptor Antagonisten Picrotoxin nicht vollstandig
unterdriicken (Hirasawa und Kaneko, 2003; Vessey et al., 2005). Eine weitere
Hypothese betrifft die Beteiligung von Protonen im synaptischen Spalt zwischen
Horizontalzellen und Photorezeptoren (Hirasawa und Kaneko, 2003; Jouhou et al., 2007;
Davenport et al., 2008), die bei Lichtstimulation tUber Erhdéhung des pH-Wertes im
synaptischen Spalt die Leitfahigkeit von Calziumkanédlen in der Membran der
Photorezeptoren veréandern. Eine Alkalisierung der Oberflache der Horizontalzellen als
Antwort auf Glutamatstimulation oder Depolarisation (entsprechend dem Zustand im
Dunkeln), wie in verschiedenen Arbeiten beschrieben (Molina et al., 2004; Kreitzer et al.,
2007), spricht jedoch gegen diesen hypothetischen Mechanismus. In der dritten
Hypothese wird eine Beteiligung von Connexin-Halbkanalen im synaptischen Spalt
vermutet, die durch einen sog. ephaptischen Effekt zu einer Inhibition des Calzium-
einstroms in die Photorezeptoren filhren (Kamermans et al., 2001). Bei einem
ephaptischen Effekt handelt es sich um die Beeinflussung zweier benachbarter Neurone
Uber eine Veranderung des Potentials im extrazellularen Spalt (Kamermans und
Fahrenfort, 2004). FiUr die synaptische Triade wurde folgender Mechanismus
vorgeschlagen: Stimulation der Rezeptoren durch Licht reduziert die Ausschuttung von
Glutamat, was zu einer Hyperpolarisation der Horizontalzellen fiihrt. Dies soll Connexin-
Halbkanédle in den der Bandersynapse benachbarten lateralen Elementen der
Horizontalzellen &ffnen. Dadurch kommt es zu einem K'- und Ca®'-Einstrom in
Horizontalzellen, was auch das Potential Gber der Zapfenmembran beeinflusst. Dieses
wird weniger negativ, wodurch spannungsabhédngige Ca?*-Kanéle in der Membran der
Rezeptoren gedffnet werden, was wiederum zu einer Erhdéhung der Glutamat-
ausschuttung fuhrt. In der Goldfischretina wurden Connexin-Halbkanale in den lateralen
Elementen der synaptischen Triade bereits identifiziert (Shields et al., 2007) und auch in
der Maus gibt es Hinweise auf eine Lokalisation von Cx57 an dieser Stelle (Ciolofan et
al., 2007).

Doch auch fir diese Hypothese werden Gegenargumente angefuhrt. So fuhrt der Verlust
von Cx57 in der Maus, dem bisher einzigen in Horizontalzellen beschriebenen Connexin,
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nicht zu einem Verlust der negativen Ruckkopplung (Shelley et al., 2006), und der
Center-Sourround Antagonismus der Ganglienzellen wird nicht beeinflusst (Dedek et al.,
2007). Die Rolle der Horizontalzellen und deren negative Rickkopplung zu den
Photorezeptoren im Besonderen bedarf daher noch ausgiebiger Untersuchungen.

1.6 Das DT/DT-Rezeptor System

Eine Moglichkeit, die Funktion eines bestimmten Zelltyps zu untersuchen, ist die Ablation
der entsprechenden Zellen in vivo. Dies kann entweder konstitutiv geschehen, was zum
Verlust einer bestimmten Zelllinie und ihrer Nachfahren bereits wahrend der Entwicklung
fuhrt, oder konditional, wobei sich der Zeitpunkt der Ablation genau bestimmen lasst. Zur
konstitutiven Ablation werden zum Beispiel bestimmte, fir die Entwicklung einer Zelllinie
essentielle Gene mithilfe der Knock-Out Technik zerstort (Kitamura et al., 1991), oder ein
toxisches Protein, wie z.B. die katalytische Untereinheit des Diphtherie Toxins, werden
unter einem zelltypspezifischen Promotor exprimiert (Palmiter et al., 1987; Breitman et
al. 1987; Kobayakawa et al., 2007).

Zur konditionalen Ablation eines Zelltyps wird ein System aus Diphtherie Toxin (DT) und
DT-Rezeptor verwendet. Das Toxin besteht aus zwei Untereinheiten, von denen die
B-Untereinheit die Bindung an einen bestimmten Rezeptor vermittelt und fur den Import
des gesamten Proteins in das Zytoplasma der Zelle sorgt. Die A-Untereinheit katalysiert
eine Enzymreaktion, wobei der eukaryotische Translationsfaktor EF2 {ber ADP-
Ribosylierung inaktiviert wird. Dies fuhrt zu einem Stopp der Translation und schlie3lich
zur Einleitung der Apoptose (Morimoto und Bonavida, 1992; siehe Abb.1.10). Aufgrund
der enzymatischen Wirkung des Toxins genlgt bereits ein einzelnes DT Molekil pro
Zelle, um diese zu téten (Yamaizumi et al., 1978).

Als Rezeptor fur die Aufnahme des Toxins wurde eine membranstandige Vorlauferform
des heparinbindenden epidermalen Wachstumsfaktors (HB-EGF) identifiziert (Honjo et
al., 1968). Die Affinitdt der murinen Form dieses Rezeptors zu DT ist jedoch um den
Faktor 10° geringer als die des menschlichen Rezeptors. Daher sind Méuse resistent
gegen DT (Mitamura et al., 1995; Pappenheimer et al., 1982). Um nun einem
bestimmten Zelltypen die Aufnahme von DT moglich zu machen, wird die menschliche
Form des HB-EGF (nachfolgend DT-Rezeptor genannt) unter einem zelltypspezifischen
Promotor exprimiert. Dadurch werden nach Behandlung der Mause mit DT
ausschliellich diese Zellen ablatiert (vergl. Saito et al., 2001; Buch et al., 2005).
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Abbildung 1.10: Das Diphtherie Toxin/DT-Rezeptor System. Der DT-Rezeptor (der menschliche
HB-EGF Vorlaufer oder hDTR) wird in der Maus unter einem zelltypspezifischen Promotor (hier der
Cx57-Promotor) exprimiert. Dies versetzt diese Zellen in die Lage die B-Untereinheit (Rezeptor) des
Diphtherie Toxins (DT) zu binden und Uber Endozytose aufzunehmen. Ein Teil der B-Untereinheit
ermoglicht die Translokation der A-Untereinheit aus Endosomen in das Zytoplasma der betroffenen
Zelle (Transmembran). Dort wird der Translationselongationsfaktor EF2 durch die katalytisch
wirksame A-Untereinheit des DT ADP-ribosyliert und damit inaktiviert. Es kommt zu einem Stopp der
Translation und schlieBlich zur Apoptose der Zelle. Wildtypzellen der Maus ohne die menschliche
Form des Rezeptors kénnen das Toxin hingegen nicht aufnehmen und sind entsprechend resistent
gegen DT.

17




1. Einleitung

1.7 Ziel der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das DT/DT-Rezeptor System verwendet, um mithilfe des
Connexin57-Promotors den DT-Rezeptor speziell in Horizontalzellen einer transgenen
Mauslinie zu exprimieren. Nach Behandlung mit DT sollten diese Zellen selektiv ablatiert
werden. Dazu wurde mithilfe eines von Dr. K. Wellershaus hergestellten Austausch-
vektors die Cx57-DTRfrtCre Mauslinie erzeugt und analysiert. Die zur Ablation der
Horizontalzellen nétige Menge an DT sollte ermittelt und die Auswirkung der Ablation der
Horizontalzellen auf die Morphologie der Retina untersucht werden. Die auf diese Weise
Horizontalzell-ablatierten M&ause sollten in weiteren physiologische Untersuchungen
Aufschluss geben lber die Bedeutung der Horizontalzellen in der Signalverarbeitung der
Retina allgemein und Uber die Beteiligung der Horizontalzellen an der Ausbildung des
Center-Surround Antagonismus der Ganglienzellen im Besonderen.

Als zweites Gen enthielt der Austauschvektor, und damit auch die resultierende
Mauslinie, eine Cre-Rekombinase, die nach FLP/frt-vermittelter Deletion des DT-
Rezeptors unter die Kontrolle des Cx57-Promotors gelangt. Mittels einer Mauslinie mit
ubiquitdrer FLP-Rekombinase Expression sollte so aus der Cx57-DTRfrtCre die Cx57-
Cre Mauslinie erzeugt und die Funktion der Cre-Rekombinase nachgewiesen werden.
Diese sollte dann fur die konditionale Ausschaltung verschiedener Rezeptoren in
Horizontalzellen zur Verfiigung stehen.

Zuséatzlich wurden im Rahmen dieser Arbeit die Kanaleigenschaften von Cx57, dem
Connexin der Horizontalzellen, und Connexin23 (Cx23), einem Connexin der Linse,
genauer bestimmt. Dazu wurden jeweils stabil exprimierende Zelllinien hergestellt und
analysiert.

Eine Untersuchung des vorwiegend neuronal exprimierten Connexins Connexin36
(Cx36) und der Ca®*/Calmodulin abhangigen Proteinkinase 1l (CaMKII) sollte Auskunft
Uber die Interaktion beider Proteine sowie die Phosphorylierung von Cx36 durch die
CaMKIl geben.
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2. Material

2.1 Allgemeine Losungen und Puffer

Lésungen und Puffer fur molekularbiologische Grundtechniken wurden, falls nicht anders
in Kapitel 3 erwahnt, entsprechend den Angaben in der Protokollsammlung “Current
Protocols im Molekular Biology* (Ausubel et al., 1989) verwendet. Die Lésungen zur
Analyse von B-Galaktosidaseaktivitdt in Gewebeschnitten entsprachen den Angaben in
Guldenagel et al. (2000). Medien fir die embryonale Stammzellkultur und die Kultur von
HelLa-Zellen entsprachen den Angaben in Theis et al. (2000) bzw. Elfgang et al. (1995).
Alle verwendeten Chemikalien, Enzyme, Nukleotide sowie Radiochemikalien wurden von
den Firmen Difco, Fulka, GE Healthcare, Gibco, ICN Biomedicals, Invitrogen, Merck,
MWG-Biotech, New England Biolabs, Perbio Science, Promega, Riedel-de-Haén,

Roche, Roth, Serva und Sigma bezogen.

2.2 Allgemeine Labor-, Zellkulturmaterialien und Geréte

Material

Hersteller

Glaswolle

Hybond"™-ECL"™ Nitrozellulosemembran
Hybond"™-N"™ Nylonmembran
Objekttrager, Deckglaschen
Pipettenspitzen, Reagenzgefalie
Roéntgenfilm BIOMAX MR

Fuji Medical X-Ray Super RX
Rontgenfilm Amersham Hyperfilm™ MP
Sterile Zellkulturartikel

Roth

GE Healthcare

GE Healthcare

Marienfeld, Menzel-Glaser
Sarstedt, Falcon

Kodak

Fujifilm

GE Healthcare

Falcon, Sarstedt, Nunc, Becton
Dickinson

Geréat Hersteller
Axiophot: Durchlicht-/Fluoreszenzmikroskiop Zeiss

mit AxioCam Color HR

Binokular MS5 Leica
Blotting Chamber Mighty-small 1l Bio-Rad
Elektrophoresekammer Mighty-small || (SDS-PAGE) Hoefer
Elektrophoresekammer GNA-100 und GNA-200 Pharmacia
Inkubatoren fiir die eukaryotische Zellkultur mit CO2-Regulierung  Heraeus
Kryostat HM5000M Microm
Laser Scan Mikroskop 510 META Zeiss
Multifuge 3 S-R Heraeus
PCR-Maschine PTC-100 und PTC-200 Biozym
Spektralphotometer DU 640 Beckman
Szintillationszéhler LS 1801 Beckman
Ultraschallbad TransonicT460 Branson
UV Stratalinker 2400 Stratagene
UV-Transluminator E.A.S.Y. Win32 Herolab
Zentrifuge 5415 D Eppendorff
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2.3 Plasmide

Bezeichnung

Beschreibung

Referenz

pBlueskript SKII*
pMJ-Green

PGEX-6P

+

pPIRESeGFP-zeo

pCx57ret-cDNA
pMJ-Cx57-STOP
pMJ-Cx57-GO
pKW-DTRfrtCre

pKW-DTRfrtCre

Klonierungsvektor, MCS, Ampizilinresistenz
eukaryotischer Expressionsvektor mit kodierender
Region des eGFP unter der Kontrolle des CMV-
Promotors, MCS, Ampizilin und Puromyzin-Resistenz
Prokaryotischer ~ Expressionsvektor  fur  GST-
Fusionsproteine; kodierende Region der Glutathion-
S-Transferase, MCS, Ampizilin-Resistenz, Lac-
Induktor

Eukaryotischer Expressionsvektor mit kodierender
Sequenz des eGFP unter der Kontrolle eines CMV-
Promotors hinter einer internen ribosomalen
Eintrittsstelle (IRES), MCS, Ampizilin und Zeozin-
Resistenz

Retinale Cx57cDNA in pBlueskript

pMJ-Green, der fur Cx57 kodiert

pMJ-Green, der fur ein Fusionsprotein aus Cx57 und
eGFP kodiert

ES-Zell Austauschvektor fur die Herstellung der
Cx57-DTRfrtCre Mauslinie

Austauschvektor mit verlangertem 5’-Homologie-

Stratagene Heidelberg
Maxeiner et al., 2003

GE-Healthcare

Dobrowolski et al.,
2007

Dissertation S.
Hombach, 2004
Diplomarbeit S. Latt,
2003

Diplomarbeit S. Latt,
2003

Dissertation K.
Wellershaus, 2006
Dissertation K.

PCR Test bereich zur Etablierung einer PCR zum Nachweis Wellershaus, 2006
der homologen Rekombination in Cx57-DTRfrtCre
embryonalen Stammzellen
pGEM-T-easy- Klonierungsvektor mit kompletter kodierender Region  Dr. G. Sohl
Cx23STOP von Cx23 unveroffentlicht
pBSK-Cx57-Cre Klonierungsvektor mit kodierender Region von NLS-  Dissertation K.
Cre-Rekombinase Wellershaus, 2006
pMJ-Cx36 Eukaryotischer Expressionvektor mit kodierender Dr. J. Degen
Region von Cx36 unveroffentlicht
pGEX-6P Prokaryotischer Expressionsvektor zur induzierbaren  GE-Healthcare
Expression von GST-Fusionsproteinen in E.coli
pGEX-5P Prokaryotischer Expressionsvektor zur induzierbaren  GE-Healthcare
Expression von GST-Fusionsproteinen in E.coli
pCMV-SPORT6- Eukaryotischer Expressionsvektor mit der RZPD, Berlin
CaMKlla kodierenden Region der a-CaMKII unter der
Kontrolle des CMV und T7-Promotors
2.4 0ligonukleotidstartermolekile
Name Sequenz Bindestelle PCR
TGG GCA AGC AGC ACG pKW-DTRfrtCre-
UP-ES-DTR4 TAG TCA ATT AGG PCR-Test ES Cx57-DTRfrtCre
GTG ACT CTC AAA ACG pKW-DTRfrtCre-
DOWN-ES-DTR4 TCC AGA TCT GCC PCR-Test ES Cx57-DTRfrtCre
AAT CAG CTT TTG CAG CCA pKW-DTRfrtCre-
UP-ES-DTR3 GGT CC PCR-Test ES Cx57-DTRfrtCre
AGG TCC AGA TCT GCC pKW-DTRfrtCre-
DOWN-ES-DTR3 TCT TGC PCR-Test ES Cx57-DTRfrtCre
AAA CAT GGC CTG CAG ,
Intron2 for ACT GG C57-Intron 2 3'Sonden-PCR
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Name Sequenz Bindestelle PCR
ATG GCAACT GCT CTT ,

Exon3 rev GGT GC Cx57-Exon 3 3’'Sonden-PCR
CAATGA GTG GTAGTG

Cx57for GAA GCT TAG Cx57-Intron Cx57GT-PCR
GGC CCATAT ACACCA Cx57 kodierende

Cx57rev AAG AAG GG Region Cx57GT-PCR
CAT TCT CCG TGG ATG Cx57GT-PCR

DTR-rev CAG AAG TC DT-Rezeptor DTR-RT-PCR

intCre-rev TCC ATG AGT GAA CGA Cre-Rekombinase Cx57GT-PCR
ACC TGG TCG bzw. Cre-JD
TTC CCA GTC ACG ACG lacZ kodierende

lacZ-rev TTG TAA AAC Region Cx57GT-PCR
GGT AAG AGC AGC AAA ,

Scal-for TAC CC Cx57-Intron 3’Sonden Scal-PCR

Scal-rev _?gG GTT GCT CTT CTC AGT Cx57-Intron 3’'Sonden Scal-PCR
AGT TCT TTC GGC ACT GGT

DTR-for GAC TG DT-Rezeptor DTR-RT-PCR

. TTT GCC TGC ATT ACC GGT .

intCre-for CGA TGC Cre-Rekombinase Cre-JD

. CGT GGG CCG CCC TAG . .
Aktin-USP GCA CCA G Aktin-Gen Aktin RT-PCR
. TTG GCCTTAGGGTTC . .

Aktin-DSP AGG GGG G Aktin-Gen Aktin RT-PCR
ATG GGA GAT TGG AAT TTA Cx57 kodierende

Cx57USP1 CTG GG Region Cx57-Exon 2

Cx57DSP1 ATG GGC TGT TTT CTC CGT Cx57 kodierende Cx57-Exon 2
GTG Region

Cx36loop-DCaMKB- GGG AAT TCC TTA CAG Cx36 kodierende Cx36l00D-DEL

for CCC AGA TGG ATG TGG Region P
CGG ATC CGC CAA GCA Cx36 kodierende  Cx36loop-DEL /

Cx36CL-UP-BamHl 505 Aca ACG Region Cx36CT-hinten
GAT GGC GAT CGG TCT Cx36 kodierende .

Cx36CT-DCaMKB-for ATG AGA TAC GTA AC Region Cx36CT-hinten
CAT AGA CCG ATC GCC Cx36 kodierende

Cx36CT-DCaMKB-rev ATC CCA GAT GG Region Cx36CT-vorne

Cx36CT-Smal-USP

Cx36CT-Notl-DSP

Cx36-T111A-for

Cx36loop-DSP-EcoRl

Cx23KXhol-USP

Cx23-rev STOP

Cx23-rev GO

TCC CCC GGG CTG AAC
TTA ACC ATC TGG GAT GG
ATA AGA ATG CGG CCG
CCCTTT CAC ACATAG GCA
GAG

CGG GAT CCC AAT CCG
CCA AGC AGC GAG AAC
GCC GGT ACT CTG CAG TC
GGA ATT CCT TAG ATACCT
TCCTGT CTT CGG AG

CCG CTC GAG CGG CCA
CCATGT CTC TAAATT ACA
TCA AGA AC

GGA ATT CCT CAT CGT TTA
AAG AGA AAA CAT GAT C
GGAATT CCT CTT CGT TTA
AAG AGA AAA CAT GAT C

Cx36 kodierende
Region

Cx36 kodierende
Region

Cx36 kodierende
Region

Cx36 kodierende
Region

Cx23 kodierende
Region
Cx23 kodierende
Region
Cx23 kodierende
Region

Fusion-PCR

Cx36CT-vorne /
Fusion-PCR

Cx36loop-PCR

Cx36loop-PCR
23Phusion-PCR
Cx23 RT-PCR

23Phusion-PCR
Cx23 RT-PCR

23Phusion-PCR
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2.5GroRenstandards

Standard

FragmentgroRen

100 bp DNA-Leiter (Invitrogen)
1 kb DNA-Leiter (Invitrogen)

0,5-10 kb RNA-Leiter (Invitrogen)

Precision Plus Protein Prestained Standard

(Biorad)

2,0 kb; 1,5 kb-0,1 kb in 100 bp Schritten;

12,2 kb; 11,2 kb; 10,2 kb, 9,15 kb; 8,15 kb; 7,1
kb; 6,1 kb; 5,1 kb; 4,1 kb; 3,05 kb; 2,05 kb; 1,65
kb; 1 kb; 0,5 kb; 0,4 kb; 0,34 kb; 0,3 kb; 0,22 kb;
0,2 kb; 0,15 kb; 0,13 kb; 0,08 kb

10 kb; 8 kb; 6 kb; 4 kb; 3 kb; 2 kb; 1,5 kb; 1 kb;

0,5 kb

250 kDa; 150 kDa; 100 kDa; 75 kDa; 50 kDa; 37
kDa; 25 kDa; 20 kDa; 15 kDa; 10 kDa

2.6 Antikorper

Antikorper Spezies Verdinnung Einsatz Referenz

Anti-eGFP Huhn anti 1:2000 Immunfluoreszenz Abcam
eGFP Primar

Anti-Aktin (AC-40) Maus anti 1:500 Immunoblot Sigma
Aktin Primar

Anti-eGFP Kaninchen 1:500 Immunfluoreszenz Invitrogen (MP)
anti eGFP Primar

Anti-eGFP Kaninchen 1:1000 Immunoblot Invitrogen
anti eGFP Primar

Anti-Cx53.8 Kaninchen 1:750 Immunfluoreszenz Janssen-Bienhold et
anti Cx53.8 Priméar al., eingereicht

Anti-Calbindin Kaninchen 1:2000 Immunfluoreszenz Swant
anti Calbindin Primar

Anti-PKC (MC5) Maus anti 1:1000 Immunfluoreszenz DPC Biermann
PKC Primar

Anti-CaMKIl 6G9(2) Maus anti 1:100 Immunfluoreszenz Chemicon
CaMKlI Primar

Anti-Chicken Ziege anti 1:2000 Immunfluoreszenz Dianova
Huhn Sekundar

Anti-Rabbit-Alexa488  Ziege anti 1:1000 Immunfluoreszenz MoBiTec
Kaninchen Sekundar

Anti-Mouse-Alexa488  Ziege anti 1:2000 Immunfluoreszenz MoBiTec
Maus Sekundar

Anti-Rabbit-Alexa594  Ziege anti 1:2000 Immunfluoreszenz MoBiTec
Kaninchen Sekundar

Anti-Mouse-HRP Esel anti 1:20000 Immunoblot Dianova
Maus Sekundar

Anti-Rabbit-HRP Ziege anti 1:20000 Immunoblot Dianova
Kaninchen Sekundar
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2.7 Bakterienstamme

Name Beschreibung Referenz

XL1-blue MRF*  A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 Bullock et al.
recAl gyrA96 relAl lac [F* proAB laclgZAM15 Tn10 (Tetr)] 1987

BL21 Rosetta F* ompT hsdSB (rB- mB-)gal dcm lacY1 (DE3) pLysS(CmR) Invitrogen

2.8 Zelllinien

Name

Beschreibung

Referenz

HelLa Wildtyp Zellen,
kopplungsdefizient

Neuro-2A Zellen
(N2A)

HM1 embryonale
Stammzellen

Etablierte Zelllinie aus humanem Zervix-
Karzinom; auf Kopplungsdefizienz
selektioniert

al., 1995

Tumozelllinie aus einem spontanen
Maustumor neuronalen Ursprungs

Embryonale Stammzelllinie aus dem
Mausstamm Sv129P2/OlaHSD

Jones et al., 1971; Elfgang et

Olmsted et al., 1970

Magin et al., 1992

2.9 Mauslinien

Stamm

Beschreibung

Referenz

C57BL/6

NMRI

Deleter-FLP

Cx57laczZ

ROSA26-STOP
floxYFP

Inzuchtstamm, Fellfarbe Schwarz, Blastozysten Spendertiere
und Mausstamm fur Rickkreuzungen

Inzuchtstamm, Albino, Weibchen als Empfangertiere fiir
Blastozysten nach Erzeugung von Scheinschwangerschaft
mithilfe vasektomierter Mannchen

Transgene Mauslinie, welche die FLP-Rekombinase unter
der Kontrolle des menschlichen B-Aktin Promotors exprimiert

Transgene Mauslinie, welche die B-Galactosidase statt Cx57
unter dem entsprechenden Promotor exprimiert

Transgene Mauslinie, welche eine gefloxte Stopp-Kassette
vor der kodierenden Region des eYFP unter Kontrolle des
ROSA26 Promotors enthalt

Charles River

Charles River

Rodriguez et al.,
2000

Hombach et al.,
2004

Srinivas et al.,
2001
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3. Methoden

Grundtechniken der Molekularbiologie wie Isolation von genomischer DNA, Plasmid DNA
oder RNA, die Manipulation von DNA Uber Restriktionsendonulkeasen, Ligasen und
andere Enzyme, sowie Southern- und Northernblot-Analysen mithilfe radioaktiv
markierter Sonden wurden entsprechend den Angaben in der Protokollsammlung
~current Protocols im Molekular Biology* (Ausubel et al., 1989) durchgefihrt. Isolation
von Plasmid DNA im gréReren Mal3stab wurde mithilfe des Jetstar Plasmid Midi Kits 50
(Genomed, L6hne) bzw. EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden) nach Angaben der
Hersteller durchgefihrt. RNA wurde mithilfe des TRIzol®-Reagenz (Invitrogen, Carlsbad
Kalifornien) isoliert und cDNA wurde mithilfe der Superskript™ reverse Transcriptase I
(Invitrogen, Carlsbad Kalifornien) nach Angaben des Herstellers synthetisiert. Methoden
zur Proteinanalytik entsprachen ebenfalls den Angaben in Ausubel et al. (1989).

3.1 Erzeugung der Cx57-DTRfrtCre Mauslinie

Die Erzeugung der Cx57-DTRfrtCre Mauslinie tiber homologe Rekombination in murinen
embryonalen Stammzellen entsprach den Angaben in Theis et al., 2000. Der dabei
verwendete Austauschvektor pKW-DTRfrtCre ist in der Dissertation von K. Wellershaus
(2006) genau beschrieben. Die Blastozysteninjektion von Cx57-DTRfrtCre ES-Zellen
wurde von Christine Siegmund durchgefiihrt. Die entstandenen chimaren Mause wurden
fortwadhrend mit C57BL/6 ruckgekreuzt, so dass die Tiere fur die hier beschriebenen
Analysen einen gemischten Hintergrund aus C57BL/6 und Sv129P2/OlaHSD (zwischen
75 % und 87,5 % C57BL/6) darstellten. Alle Mause wurden in einem 12h:12h hell-dunkel
Rhythmus mit unbeschranktem Zugang zu Futter und Wasser bei konstanter Temperatur
von 23°C gehalten. Die durchgefuhrten Tierversuche entsprachen den Vorgaben des
Tierschutzgesetztes und wurden von der Bezirksregierung Koéln genehmigt
(Aktenzeichen 50.203.2-Bn 49, 2/07).

3.2 Analyse der Genotypen von Cx57-DTRfrtCre ES-Zellen und Méausen

Zur Analyse der Genotypen von veradnderten embryonalen Stammzellen sowie der
entstandenen Cx57-DTRfrtCre  Mauslinie wurden verschiedene PCR-Analysen
verwendet. Die erfolgreiche Rekombination des pKW-DRTfrtCre Austauschvektors mit
dem Cx57 Lokus wurde entsprechend den Angaben in der Dissertation von K.
Wellershaus (2006) nachgewiesen.

Zur Unterscheidung der verschiedenen in dieser Arbeit verwendeten Allele von Cx57
wurde eine PCR auf Grundlage der Genotypisierungs-PCR der Cx57-lacZ Mauslinie
(Dissertation S. Hombach, 2004) entwickelt. Es handelt sich dabei um eine angepasste
drei-Starter PCR, bei der ein gemeinsamer Starter im 5-Bereich von Cx57 bindet und
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jeweils ein Cx57-spezifischer, ein lacZ-spezifischer, ein DT-Rezeptor spezifischer und
ein Cre-spezifischer Starter in der jeweiligen kodierenden Region eingesetzt wird.

Cx57GT-PCR Reaktionsgemisch je Ansatz PCR-Programm
16,14 H,0 94°C 5 min 1x
5ul  5x GO-Tag Puffer 94°C 45 sec
1,5u  MgCl, (25 mM) 63°C 1 min }25)(
0,5ul  dNTP’s (2,5 mM jeweils) 72°C 1 min
0,2l Cx57-for (100 pmol/ul) 72°C 7 min 1x
0,1 pul  Cx57-rev (100 pmol/ul) 8°C 0 1x

0,1 ul  lacZ-rev, DTR-rev
oder intCre-rev
(100 pmol/pl)
1yl genomische DNA
1yl GoTaq Flexi DNA
Polymerase
+ 50 pl Mineral6l

So entsteht fur das Cx57-wt Allel ein 720 bp groRes Amplikon, fir Cx57-lacZ eines von
500 bp, fur Cx57-DTR eines von 560 bp und fir das Cx57-Cre Allel ein 980 bp Amplikon.
Die Kombination der Starter fir Cx57-wt, Cx57-DTR und Cx57-Cre kann man dabei in
einem Ansatz verwenden, wahrend Cx57-lacZ (vergl. Dissertation S. Hombach, 2004)
separat getestet werden muss.

Zur Uberprufung der korrekten Rekombination in ES-Zellen und in der hergestellten
Cx57-DTRfrtCre Mauslinine wurden verschiedene Southernblot-Analysen durchgefihrt.
Ausgangsmolekile zur Herstellung von radioaktiven Sonden fur Southernblot-
Hybridisierungen wurden tber folgende PCR-Ansétze erzeugt:

Cx57 3'-Sonden-PCR

Ein  Amplikon  von

Reaktionsgemisch je Ansatz PCR-Programm
2374l H,0 94°C 10 min ix | 741bp  wurde  zur
25 l.ll RedTaq'MiX 94°C 45 sec Herste”ung elner
0,4 ul  Intron2-for (100 pmol/ul) | 57°C 45 sec 35x .
0,4pl  Exon3-rev (100 pmol/ul) | 72°C 1 min } Sonde verwendet, die
1yl genomische DNA 72°C 7 min 1x anschlieRend radioaktiv
+ 50 pl Mineraldl 4°C 0 1x

markiert wurde.
Cx57 3'-Sonden Scal-PCR

Reaktionsgemisch je Ansatz PCR-Programm
16,1yl H,0 94°C 10 min 1x Ein  Amplikon  von
5ul 5x GO-Taqg Puffer 94°C 45 sec 508 bp wurde zur Her-
1,5ul  MgCl, (25 mM) 57°C 45 sec } 35x P ]

1l dNTP’s (2,5 mM jeweils) 72°C 1 min stellung einer Sonde
0,2yl Scal-for (100 pmol/pul) 72°C 7 min 1x verwendet die an-
0,2 ul  Scal-rev (100 pmol/ul) 8°C ) 1x _ ' _ _

1 ul  genomische DNA schlieBend radioaktiv

1pl - GoTagq Flexi DNA markiert wurde.

Polymerase
+ 50 pl Mineraldl

Zur Herstellung einer 5'-externen Sonde fur den Cx57-Lokus wurde ein 622 bp grol3es
AflllI/HindllI-Fragment aus dem Vektor Clal-Subklon (Dissertation S. Hombach, 2004)
verwendet. Als interne Sonde diente ein 768 bp groRes Xbal/BamHI Fragment der
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kodierenden Region der Cre-Rekombinase aus pBSK-Cx57-Cre (Dissertation K.
Wellershaus 2006). Die Analyse der ES-Zellklone bzw. der verschiedenen Genotypen
der Maus mittels Southernblot-Hybridisierung erfolgte nach den Angaben in Ausubel et
al. (1989).

3.3Behandlung von Cx57-DTRfrtCre Mausen mit Diphtherie Toxin

Um DT-Rezeptor exprimierende Zellen in der lebenden Maus zu ablatieren, wurden
Mause im Alter zwischen 6 Wochen und 6 Monaten mit unterschiedlichen Dosen DT
behandelt. Dazu wurde eine Ausgangslosung des Diptherie-Toxins (Sigma-Aldrich,
Munchen) mit einer Konzentration von 1 mg/ml in sterilem PBS™ hergestellt und zur
Injektion in transgene Mause verschiedener Genotypen auf eine Konzentration von
1 pg/ml verdiinnt. Von dieser Losung wurden bei Behandlung mit 100 ng pro Injektion je
100 pl pro Tier und Tag intraperitoneal Uber verschiedene Zeitrdume (zwischen drei und
zehn Tagen) injiziert. Fur eine Versuchsreihe mit einmaliger Injektion von 1 pg pro Tier
wurden 100 pl einer Verdinnung von 10 pg/ml verwendet. Als Kontrolle dienten je 100 pl
PBS. Die Tiere wurden im Zeitraum wahrend und nach der Injektion beobachtet, bei
Anzeichen von Krankheit getétet und anschlie3end verschiedene Gewebe fir weitere
Analysen eingesetzt. Zum Schutz bei Umgang mit dem Toxin sollten alle Beteiligten tUber
eine aktuelle entsprechende Toxoidimpfung verfiigen, welche jedoch zusammen mit
Tetanus auch fur Erwachsene zu den Standard-Impfungen in Deutschland zahilt.

3.4 Praparation und Analyse von Geweben

Zur Analyse der Auswirkungen der DT-Behandlung wurden Tiere verschiedener
Genotypen drei bis sieben Tage nach der letzten Injektion mit DT durch zervikale
Dislokation getdtet und die Augen entnommen. Die Analyse des gesamten Auges mittels
X-Gal Farbung wurde an direkt in Tissue-Tec (Sankura Finetek, Zoeterwoude, NL)
eingebetteten und bei -20 °C eingefrorenen Augen durchgefuhrt, von denen 20 pum dicke
sagittale Schnitte angefertigt wurden. Es wurden jeweils Schnitte aller in einer
Versuchsreihe verwendeten Genotypen auf einen Objekttrager aufgenommen.

Bei immunologischen Untersuchungen der Retina ist eine schnelle und grindliche
Fixierung wichtig. Daher wurden fir diese Untersuchungen die entnommenen Augen
etwa am Aquator des Auges geoffnet, so dass ein sog. Augenbecher mit dem gréRten
Teil der Retina und dem Sehnerv in der Mitte entsteht. Dieser wurde in 4 %
Paraformaldehyd in PBS (Roth, Karlsruhe) fur zweimal zehn Minuten fixiert. Die
Entfernung der lichtbrechenden Teile des Auges ermdglicht dabei den direkten Zugang
des Fixierungsreagenzes zur Retina. Zusatzlich wurden die Augenbecher nach
dreimaligem Waschen in PBS zum Schutz vor Gefrierschaden Uber Nacht in 30 %
Succrose in PBS inkubiert. Anschlielend wurden 14 um dicke horizontale Kryoschnitte
angefertigt.
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Zur Gewinnung von RNA aus Mausen verschiedener Genotypen wurde je ein Tier pro
Genotyp durch zervikale Dislokation getotet. Anschlielend wurden die Augen
entnommen, die Retina aus dem Auge heraus prépariert, von Pigmentepithel und
Glaskorper befreit und die Gesamt-RNA aus der Retina isoliert.

Neben der Retina wurde zusatzlich der Thymus von verschiedenen DT behandelten
Tieren untersucht. Dazu wurden Tiere unterschiedlicher Genotypen drei bis sieben Tage
nach der letzten Injektion mit DT durch zervikale Dislokation getttet, der Brustkorb
gedffnet und der Thymus entnommen. Zur Bestimmung des Gewichtes wurde der
komplette Thymus kurz in PBS gewaschen, um Reste von Blut zu entfernen.
AnschlieRend wurden Reste von PBS mithilfe eines Papiertuches entfernt. Das Gewicht
wurde mithilfe einer Feinwaage (Kern ABS, Balingen-Frommern) bestimmt.

Histologische Analysen (B-Galaktosidase Nachweis, Eosin-Farbung) wurden nach den
Angaben in Guldenagel et al. (2000) durchgefuhrt. Fur Immunfluoreszenzanalysen
wurden 14 pm Retina-Kryoschnitte nach der Kryoprotektion Gber Nacht zunachst drei
Minuten in 4 % Paraformaldehyd in PBS (Roth, Karlsruhe) nachfixiert und anschlieRend
dreimal funf Minuten in PBS gewaschen. Die Blockierung erfolgte fur ein bis zwei
Stunden in 0,1 % Triton-X100, 1 % Ziegenserum und 4 % Rinderserumalbumin (BSA) in
PBS fur anti-eGFP (Huhn), anti-Calbindin, anti-PKC und anti-CaMKII bzw. in 0,1 %
Triton-X100 und 5 % Ziegenserum fur anti-eGFP (Kaninchen). Die Inkubation mit den
primaren Antikdrpern erfolgte Uber Nacht bei 4°C nach den Angaben in Kap. 2.6 in der
jeweiligen Blockierungslosung. AnschlieRend wurde die Retina erneut fur dreimal flnf
Minuten mit PBS gewaschen und fir eine Stunde bei Raumtemperatur mit sekundaren
fluoreszenzmarkierten Antikorpern (Verdinnung siehe Kap. 2.6) ebenfalls in der
entsprechenden Blockierung inkubiert. Zum Abschluss wurde erneut dreimal funf
Minuten mit PBS und kurz in destilliertem Wasser gewaschen. Die Praparate wurden in
PermaFluor (Beckman Coulter, Fullerton Kalifornien) konserviert und mithilfe eines Laser
Scan Mikroskops (Zeiss, Géttingen) analysiert.

3.5Analyse der Expression von DTR und Cre-Rekombinase in der Retina

Die Expression von DT-Rezeptor und Cre-Rekombinase wurde mithilfe von RT-PCR
Analysen untersucht. Dazu wurde die Gesamt-RNA aus der Retina verschiedener Tiere
isoliert und in cDNA umgeschrieben, welche fur folgende PCR-Analysen eingesetzt
wurde:

DTR RT-PCR Reaktionsgemisch je Ansatz PCR-Programm
31,6yl H,O 94°C 5 min 1x
10yl 5 x GO-Taq Puffer 94°C 45 sec
3yl MgCl, (25 mM) 63°C 1 min 25x
2yl dNTP’s (2,5 mM jeweils) 72°C 1 min
0,2 I DTR-for (100 pmol/pl) 72°C 7 min 1x
0,2yl DTR-rev (100 pmol/ul) 8°C 0 1x
2yl cDNA
1yl GoTaq Flexi DNA Polymerase
+ 50 pl Mineral6l
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Diese PCR weist anhand eines 320 bp grol3en Amplikons die Anwesenheit des ersten
Teils der kodierenden Region des DT-Rezeptors in einer cDNA-Probe nach.

Cre-JD
Reaktionsgemisch je Ansatz PCR-Programm
316 HO 94°C 5 min 1x
10yl 5 x GO-Taq Puffer 94°C 1 min
3ul MgCl, (25 mM) 60°C 1 min } 40X
2ul dNTP’s (2,5 mM jeweils) 72°C 2 min
0,2 pl  DTR-for (100 pmol/pul) 72°C 10 min 1x
0,2l DTR-rev (100 pmol/ul) 8°C 0 1x
2ul cDNA
1yl GoTaq Flexi DNA Polymerase
+ 50 ul Mineralél

Diese PCR weist anhand eines 420 bp groRen Fragmentes das Vorhandensein von
cDNA der Cre-Rekombinase nach.

Aktin
RT-PCR Reaktionsgemisch je Ansatz PCR Progrgmm
- 22 ul H,O 94 °C 3 min 1x
10ul  5x GO-Taq Puffer 94 °C 1 min
3ul MgCl; (25 mM) 65 °C -1 °C/ 1 min 10x
2ul dNTP’s (2,5 mM jeweils) Zyklus
5yl Aktin-USP (10 pmol/ul) 72 °C 2 min
5ul Aktin-DSP (10 pmol/ul) 94 °C 1 min
2ul cDNA 55°C 1 min 25x
1yl GoTaq Flexi DNA Polymerase 72 °C 2 min
+ 50 ul Mineralél 72 °C 7 min 1x
8°C o0 1x

Eine Intron-tberspannende PCR mit Startern spezifisch fur p-Aktin wird verwendet, um
die Qualitat einer cDNA zu prifen. Kontaminationen mit genomischer DNA kénnen so
ebenfalls identifiziert werden. Ein 243 bp grol3es Amplikon weist die cDNA von B-Aktin
nach, wahrend die genomische Sequenz aufgrund des 87 bp grof3en Introns im Bereich
zwischen beiden Startern ein 330 bp grof3es Amplikon ergibt.

3.6 Herstellung und Analyse von stabilen HeLa Transfektanten

Die Kultur und stabile Transfektion von HelLa-Zellen mit Expressionsvektoren fir
Cx57eGFP, Cx23eGFP und Cx23IRESeGFP wurden nach den Angaben in Elfgang et al.
(1995) durchgefihrt. Die verwendeten Vektoren wurden wie folgt erzeugt:

3.6.1 Neuklonierung von Connexin57 Expressionsvektoren

Zur Uberprifung der bisher verwendeten Sequenz von Cx57 wurde die auf Exon 2
kodierte Sequenz von Cx57 aus genomischer DNA sowie der cDNA aus der Retina
mittels der Cx57-Exon2 PCR amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden mithilfe des PCR-
Purification Kits (Quiagen, Hilden) aufgereinigt und anschlieBend sequenziert (Agowa,
Berlin). Ein Sequenzvergleich zeigte drei verschiedene Mutationen, die zu einem
Aminosaureaustausch fuhrten (vergl. Kap. 4.2.1).
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Cx57-Exon 2
Reaktionsgemisch je Ansatz PCR-Programm
26,5ul H,0 98°C 5 min 1x
10 pl 5 x Puffer HF 98°C 10 sec
1yl dNTP’s (2,5 mM jeweils) 55°C 30 sec } 35x
5ul Cx57USP-1 (10 pmol/ul) 72°C 1 min
5ul Cx57DSP-1 (10 pmol/ul) 72°C 10 min 1x
2yl genomische DNA 8°C 0 1x
0,5 ul  Phusion Polymerase
+ 50 pl Mineralél

Da sich diese alle auf Exon 2 von Cx57 befanden, wurde mithilfe der Cx57-USP-1 und
Cx57DSP-1 Starter (Hombach et al., 2004), welche den Grolteil von Exon 2 umfassen,
zunachst dieser Bereich amplifiziert. Als Grundlage diente genomische DNA aus einer
C57BL/6 Maus. Uber die in diesem Amplikon gelegenen Bglll Erkennungsstellen und
entsprechende Erkennungsstellen in einem bereits vorhandenen Cx57-cDNA Vektor
(Abb. 4.23 D, Dissertation S. Hombach, 2004) wurde der dazwischen liegende Bereich
(1121 bp) ausgetauscht (vergl. pCx57cDNA-neu im Anhang). Die komplette Cx57cDNA
Sequenz wurde anschlieBend erneut sequenziert (Agowa, Berlin), und es wurden keine
Abweichungen von der als korrekt identifizierten Sequenz gefunden. Uber EcoRI kann
man den pCx57cDNA-neu Vektor so spalten, dass der Grofiteil der Cx57-Sequenz in
dem entstandenen Fragment (1045 bp) enthalten ist. Dieses Fragment wurde in den
bereits vorhandenen pMJ-Cx57GO und pMJ-Cx57STOP (Diplomarbeit S. Latt, 2003)
Vektoren Uber dort ebenfalls vorhandene EcoRI-Erkennungsstellen ausgetauscht und
damit die Mutationen behoben.

Um fir stabile Transfektanten von Cx57 ohne C-terminale eGFP-Markierung die Analyse
der Klone nach der Transfektion zu erleichtern, wurde zusétzlich der Vektor pM-
Cx57IRESeGFP hergestellt. Dazu wurde ein 1,4 kb EcoRI/Notl Fragment aus
PIRESeGFP-Zeo (Dobrowolski et al., 2007) mit aufgefilltem Uberhang von EcoRl in den
Uber BamHI (ebenfalls aufgefillt) und Notl getffneten Vektor pMJ-Cx57STOPneu (6,9 kb
Fragment ohne eGFP) eingefiigt. Das so erlangte Konstrukt pMJ-Cx57IRESeGFP
(Vektorkarten siehe Anhang) ermdglicht Gber eine interne ribosomale Eintrittsstelle
(IRES-Sequenz) den Translationstart von Cx57 und eGFP von derselben mRNA unter
der Kontrolle des CMV-Promotors (Attal et al., 1999).

3.6.2 Klonierung von Cx23-Expressionsvektoren

Zunéachst wurde die cDNA-Sequenz fur Cx23 mittels der Startermolekile Cx23KXhol-
USP und Cx23-revGO bzw. Cx23-revSTOP auf Grundlage genomischer Maus-DNA
amplifiziert. Diese Starter enthalten neben den Sequenz-spezifischen Bereichen
zusatzlich an ihren Enden die Erkennungsstellen fir die Restriktionsendonuklease Xhol
fur den vorwarts gerichteten Starter und EcoRl fir den rtickwarts gerichteten Starter. Zur
verbesserten Initiation der Translation enthielt der vordere Starter zusatzlich zwischen
der Erkennungsstelle fur Xhol und dem Startkodon von Cx23 eine optimierte Kozak-
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Konsensussequenz (lida und Masuda, 1996). Zur Transfektion von HelLa-Zellen wurden
zwei unterschiedliche Vektoren hergestellt. Einer kodiert fir ein Fusionsprotein aus Cx23
und eGFP. Zur Erzeugung dieses Fusionsproteins wurde im rickwarts gerichteten
Starter fur die Cx23 cDNA das Stoppkodon deletiert (Cx23-revGO).

23Phusion-PCR
Reaktionsgemisch je Ansatz PCR-Programm
14,4yl H,0 98°C 5 min 1x
5ul 5 x Puffer HF 98°C 10 sec
1yl dNTP’s (2,5 mM jeweils) 57°C 20 sec } 35x
2ul Cx23-rev-GO (10 pmol/ul) 72°C 20 sec
2 ul Cx23KXhol-USP (10 pmol/ul) 72°C 10 min 1x
0,1 pl  genomische DNA 8°C 0 1x
0,5 ul  Phusion Polymerase
+ 50 pl Mineralél

Dieses Amplikon (620 bp) wurde Uber die entsprechenden Restriktionsendonukleasen in
pMJ-Green (Maxeiner et al., 2003) eingefigt, wodurch der Vektor pMJ-Cx23eGFP
entstand. Zusatzlich wurde ein Vektor hergestellt, welcher fir Cx23wt gefolgt von einer
IRES Sequenz und eGFP kodiert. Wie fiir Cx57 bereits beschrieben, erméglicht die IRES
Sequenz die Translation von Cx23 und eGFP von einer gemeinsamen mRNA. Zur
Herstellung des pMJ-Cx23IRESeGFP Vektors wurde eine Zwei-Insert Ligation
verwendet, bei der ein 620 bp groles EcoRI/Xhol Fragment von pGEM-T-easy-
Cx23STOP (Dr. G. Sohl, unveréffentlicht), ein 1,4 kb EcoRI/Notl Fragment mit der IRES-
eGFP aus p-IRESeGFPzeo" (Dobrowolski et al., 2007) in den mit Xhol/Notl gedffneten
Vektor pMJ-Green (Maxeiner et al., 2003) (5,4 kb) eingefligt wurden. Alle Fragmente
ergaben zusammen den Vektor pMJ-Cx23IRESeGFP (Vektorkarte siehe Anhang).

3.6.3 Analyse stabiler HeLa-Transfektanten

Der Nachweis der Cx57 mRNA erfolgte Gber eine Northernblot-Analyse (vergl. Ausubel
et al., 1989) mit einer Sonde spezifisch fur die Cx57 kodierende Region. Dazu wurde ein
777 bp groRes Bglll/Xhol Fragment aus pCx57cDNA-neu verwendet. Der Nachweis der
Cx23 mRNA erfolgte mithilfe einer 620 bp grof3en Sonde aus pGEM-T-easy-Cx23-STOP
(Dr. G. Sohl, unveroffentlicht). Zur Analyse der Cx57 bzw. Cx23 eGFP-Fusionsproteine
wurde eine Immunoblot-Analyse mithilfe eGFP spezifischer Antikorper (vergl. Kap. 2.6)
durchgefuhrt. Die Kopplung zwischen stabil Cx57 bzw. Cx23 exprimierenden Hela-
Zelllinien wurde durch die Mikroinjektion verschiedener Farbstoffe sowie Neurobiotin wie
in Manthey et al. (1999) beschrieben analysiert. Der Nachweis von Neurobiotin erfolgte
dabei einmal mittels Diaminobenzidin (vergl. Manthey et al., 1999) zum anderen mithilfe
des Histogreen-Kit (Linaris, Wertheim-Bettingen).

3.7 Klonierung verschiedener GST-Cx36 Fusionsproteine

Zur Expression eines Glutathion-S-Transferase (GST)-Fusionsproteins von Cx36-
zytoplasmatischer Schleife (Cx36CL) mit einer Mutation von Threoninlll zu Alanin
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wurde ein entsprechender Vektor fir die induzierbare Uberexpression in E.coli
hergestellt. Dabei wurde die T111A Mutation Uber einen entsprechenden vorwarts
gerichteten Starter (Cx36-T111A) eingebracht.

Cx36-loop-PCR _ _ _
Reaktionsgemisch je Ansatz PCR-Programm

18 ul H,O 94°C 10 min 1x

2 pl Cx36loop-DSP-EcoRlI (10 pmol/ul) 94°C 45 sec
2 pl Cx36T111A-for (10 pmol/ul) 62°C 45sec } 35x

1l pMJ-Cx36 (1 ng/pl) 72°C  45sec
25yl RedTag-Mix 72°C 10 min 1x
8°C oo 1x

Zusammen mit einem unveranderten rickwartigen Starter spezifisch fur Cx36
zytoplasamtische Schleife mit Stopp-Kodon (Cx36loop-DSP-EcoRlI) wurde so ein 285 bp
gro3es PCR-Fragment der zytoplasmatischen Schleife von Cx36 auf Grundlage von
pMJ-Cx36 (Dr. J. Degen, unveroffentlicht) synthetisiert. Mithilfe der tUber die Starter
eingebrachten Erkennungsstellen fur die Restriktionsenzyme EcoRI und BamHI wurde
das PCR-Produkt gespalten und in den ebenso behandelten Vektor pGEX-6P (GE
Healthcare, Freiburg) eingefiigt. Die Richtigkeit der Sequenz des entstanden Produktes
wurde mittels Sequenzierung (Agowa, Berlin) bestatigt.

Ein Vektor zur Expression eines GST-Fusionsproteins von Cx36 C-Terminus mit einer
Deletion der CaMKII-Bindestelle wurde mithilfe einer ,,Overlap-Extension“-PCR herge-
stellt. Dazu wurde in einem ersten Schritt die gesamte Cx36 Sequenz zwischen dem
Beginn der zytoplasmatischen Schleife und dem Bereich hinter der Deletion Uber die
Starter Cx36CL-USP und Cx36CT-DCaMKB-rev auf Grundlage von pMJ-Cx36 (Dr. J.
Degen, unveroffentlicht) amplifiziert (430 bp). Der zu deletierende Bereich fehlte dabei im
rickwartigen Starter.

Cx36CT-vorne

Reaktionsgemisch je Ansatz PCR-Programm
12yl H,O 94°C 10 min 1x
5ul  Cx36CT-DCaMKB-rev (10 pmol/ul) 94°C 45 sec
5ul  Cx36CL-USP (10 pmol/ul) 50°C 45 sec 35x
1l pMJ-Cx36 (1 ng/ul) 72°C 45 sec
25yl RedTag-Mix 72°C 10 min 1x
8°C o0 1x

Der hinter der zu deletierenden Region gelegene Teil des Cx36 C-Terminus wurde tber
die Starter Cx36CTDCaMKB-for und Cx36CT-DSP amplifiziert (100 bp), wobei etwa
15 bp der Sequenz direkt vor dem zu deletiereneden Bereich im vorderen Starter
enthalten waren.

Cx36CT-hinten

Reaktionsgemisch je Ansatz PCR-Programm
12yl H,O 94°C 10 min 1x
5ul  Cx36CT-DCaMKB-for (10 pmol/ul) 94°C 45 sec
5ul  Cx36CT-DSP (10 pmol/ul) 55°C 45 sec } 35x
1ul pMJ-Cx36 (1 ng/ul) 72°C 45 sec
25yl RedTag-Mix 72°C 10 min 1x
8°C c0 1x
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Beide Produkte wurden anschlieRend mittels ,PCR-Purification Kit* (Qiagen, Hilden)
aufgereinigt und zusammen mit den Startern Cx36CT-USP und Cx36CT-DSP in einen
Ansatz zur Fusions-PCR gegeben. Dabei lagern sich die gemeinsamen Abschnitte, die
in beiden PCR-Produkten enthalten sind, aneinander an (Overlap) und werden von der
Polymerase jeweils bis zum Beginn bzw. Ende der Sequenz verlangert (Extension). Uber
die beiden aul3en ansetzenden Starter wird in weiteren Zyklen die komplette Sequenz
amplifiziert. Auf diese Art und Weise ist es moglich eine Veranderung in der Mitte einer
PCR-amplifizierten Sequenz einzubringen.

Fusions-PCR

Reaktionsgemisch je Ansatz PCR-Programm
6,5u H,O 98°C 30 sec 1x
5ul  5xPhusion HF 98°C 10 sec
1yl dNTP’s (2,5 mM jeweils) 52°C 20 sec } 35x
5ul  Cx36CT-DSP (10 pmol/ul) 72°C 15sec
5ul Cx36CT-USP (10 pmol/ul) 72°C 10 min 1x
1pl Produkt 1 8°C 0 1x
1pl Produkt 2
0,5 pl  Phusion-Tag

Das Produkt der Fusions-PCR (125 bp) wurde anschlielend mit den Restriktions-
endonukleasen Smal und Notl gespalten und tber entsprechende Stellen in den Vektor
pGEX-5P (GE Healthcare, Freiburg) eingefugt. Auch dieser wurden anschlie3end durch
Sequenzierung (Agowa, Berlin) auf seine Richtigkeit hin Gberpruift.

Zur Klonierung eines entsprechenden GST-Fusionsproteins der zytoplasmatischen
Schleife von Cx36 mit einer Deletion der Bindedomane fir die CaMKIl konnte dagegen
die mutierte Cx36-Sequenz direkt in einer PCR-Reaktion erzeugt werden, da der zu
deletierende Bereich direkt am Ende der Cx36 zytoplasmatischen Schleife liegt. So
wurde ein ruckwarts gerichteter Starter (Cx36loopDCaMKB-rev) verwendet, welcher
60 bp vor Ende der zytoplasmatischen Schleife bindet und ein Stopp-Kodon an die ent-
sprechende Stelle einfihrt. Zusammen mit dem Starter Cx36loop-UP-BamHI, spezifisch
fur den Beginn der zytoplasmatischen Schleife, wurde so auf Grundlage von pMJ-Cx36
(Dr. J. Degen, unveréffentlicht) eine 256 bp grol3e Sequenz amplifiziert.

Cx36-loop-DEL

Reaktionsgemisch je Ansatz PCR-Programm
20yl H,0 94°C 10 min 1x
2yl Cx36loop-DCaMKB-for (10 pmol/ul) | 94°C 45 sec
2 ul Cx36CT-DSP (10 pmol/ul) 56°C 45 sec } 35x
1l pMJ-Cx36 72°C  45sec
25yl RedTag-Mix 72°C 10 min 1x
8°C o0 1x

Mithilfe der Erkennungsstellen fir die Restriktionsendonukleasen BamHI und EcoRI im
PCR-Produkt sowie im Vektor pGEX-6P (GE Healthcare, Freiburg) wurde das Fragment
der verklrzten Cx36 zytoplasmatischen Schleife in den Vektor eingefiigt. Auch dieser
wurde anschliel3end durch Sequenzierung (AGOWA, Berlin) tberprift.
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3.8in vitro Bindeexperimente

Um die Bindung zweier Proteine zueinander zu untersuchen, kann eines der Proteine
immobilisiert werden. In dieser Arbeit wurde dies mit Hilfe von GST-Fusionsproteinen fir
unterschiedliche Doméanen von Cx36 erreicht, die Uber ihren GST-Anteil an Glutathion
gebunden werden, welches wiederum an Agarose gebunden ist. Das zweite Protein wird
iiber in vitro-Translation mit radioaktiv markiertem Methionin ([**S]-Methionin; GE
Healthcare, Freiburg) markiert und anschlieBend mit dem immobilisierten Protein
inkubiert. Nach Abwaschen ungebundener Proteine kann das gebundene Protein tber
Detergenzien eluiert und nach diskontinuierlicher SDS-PAGE (ber Autoradiographie
nachwiesen werden.

Zur in vitro-Translation wurde in dieser Arbeit das , TNT T7 quick transcription-translation
kit* (Promega, Madison Wisconsin, USA) und der Vektor pCMV-SPORT6-CaMKII
(RZPD, Berlin), der fur die CaMKII unter der Kontrolle eines T7-Promotor kodiert, nach
Angaben des Herstellers verwendet. GST-Fusionsproteine von Cx36 zytoplasmatischer
Schleife (Cx36CL) und C-Terminus (Cx36CT) wurden zuvor mithilfe des Expressions-
vektors pGEX-6P in einem flr bestimmte Proteasen defizienten Bakterienstamm (E. coli
BL21 Rosetta) nach Induktion mit 1 mM Isopropyl-B-D-Thiogalaktosid (IPTG) fur drei
Stunden exprimiert. Nach Lyse der Bakterien wurden mittels Affinitdtsaufreinigung tber
GST-Trap'V-FF Séaulen (GE Healthcare, Freiburg) die verschiedenen GST-Fusions-
proteine aufgereinigt. FUr ein Bindeexperiment wurden 50 pg dieser Fusionsproteine an
jeweils 30 pl Glutathion-Agarose Beads (Pierce, Rockford Illinois, USA) immobilisiert und
zweimal mit PBS™ mit 1 % Rinderserumalbumin (BSA) und 1 % Fischgelatine (FG) sowie
einmal mit PBS  mit 1 % BSA und 1 % FG gewaschen. Die gebundenen Fusionsproteine
wurden anschlielRend mit je 2 ul des Translationsansatzes der CaMKII in CaMKII-Puffer
(NEB, Ipswich, Massachusettes, USA) ohne Calzium und Calmodulin, mit Calzium sowie
mit Calzium und Calmodulin inkubiert. Um die CaMKII zuvor durch Autophosphorylierung
zu aktivieren, wurde der Ansatz in einigen Féllen in Gegenwart von 150 uM ATP fur 15
Minuten bei 30 °C inkubiert. Die eigentliche Bindung der CaMKIlI an Cx36 erfolgte fur
zwei Stunden bei 4°C unter stdndigem Invertieren (Sonnenrad) in Gegenwart von 1 %
BSA und 1 % FG. Nach dem Binden wurden die Agarosebeads mit entsprechenden
CaMKII-Pufferanséatzen (mit und ohne Calzium und Calmodulin) auf Eis gewaschen und
schlie3lich mithilfe des Lammli-Probenpuffers von den Agarose-Beads bei 65 °C fur 10
Minuten eluiert. Mittels SDS-PAGE wurden die gebundenen Proteine nach Grol3e
aufgetrennt, das Gel anschlieRend mit 50 % Methanol, 20 % Essigsaure in Wasser
fixiert, mit einer Verstarkungslésung behandelt (Amlify Solution, GE Healthcare,
Freiburg) und schlieRlich getrocknet. Uber Autoradiographie wurde jeweils die
gebundene CaMKII nachgewiesen.

33




3. Methoden

3.9in vitro Phosphorylierung

Zur Phosphorylierung von Cx36CT und Cx36CL in vitro wurden jeweils 50 pg der GST-
Fusionsproteine auf 30 pl Glutathion-Agarosebeads (Pierce, Rockford Illinois, USA)
immobilisiert und viermal mit PBS™ mit 1% BSA und 1% FG gewaschen. Anschliel3end
wurden 150 U CaMKIl (NEB, Ipswich, Massachusetts, USA) im entsprechenden Puffer
mit Calzium bzw. mit Calzium und Calmodulin nach Angaben des Herstellers auf die
immobilisierten Fusionsproteine gegeben. Zur Autoaktivierung der CaMKIl wurde zu
einem Teil der Ansétze 150 uM ATP zugegeben und fur 15 Minuten bei 30 °C inkubiert.
Ansatze ohne Autoaktivierung wurden ebenfalls fir 30 Minuten bei 30 °C inkubiert, ATP
jedoch erst nach den 15 Minuten zugegeben. Die Phosphorylierung erfolgte
anschlieRend bei 30 °C fir 30 Minuten in Gegenwart von y-[**P]-ATP (GE Healthcare,
Freiburg). Zur Inhibition der Interaktion von CaMKII mit Cx36 wurden in einigen Ansatzen
100 pg von Peptiden der korrespondierenden Binde- und Phosphorylierungsstellen
zugegeben (zur Verfigung gestellt von Prof. D. Spray, New York). Die Beads wurden
nach der Phosphorylierung fiinfmal mit PBS gewaschen, die gebundenen Proteine
mittels LAmmli-Probenpuffer fir 10 min bei 65 °C eluiert und Uber SDS-PAGE und
Autoradiographie analysiert.

3.10 Analyse der Cx23 Expression

Zur Analyse der Cx23 Expression in der Entwicklung der Maus wurden an Tag 10.5, 11.5
und 12.5 der Embryonalentwicklung jeweils die Embryonen aus einer schwangeren
Maus entnommen, die zuvor durch zervikale Dislokation getdtet wurde. Aus diesen
wurde die Gesamt-RNA gewonnen, in cDNA umgeschrieben und zur RT-PCR Analyse
der Cx23 Expression in folgende PCR-Reaktion eingesetzt:

Cx23RT-PCR Reaktionsgemisch je Ansatz PCR-Programm
29,5u H,0 94°C 5 min 1x

10 uI 5 x GO-Taq Puffer 94°C 30 sec

2,5l MgCl, (25 mM) 60°C 45 sec }
2ul  dNTP's (2,5 mM jeweils) 72°C 1 min 35x
2 ul Cx23KXhol-USP (10 pmol/ul) 72°C 10 min 1x
2ul Cx23-rev-STOP (10 pmol/ul) 8°C 0 1x
1ul cDNA
1yl GoTaq Flexi DNA Polymerase

+ 50 yl Mineralél

Uber ein 620 bp groRes Amplikon wurde die Anwesenheit der Cx23 cDNA nach-
gewiesen. Zur Uberpriifung der Qualitat der verwendeten cDNA wurde eine Aktin-
spezifische RT-PCR verwendet (Kap. 3.5).
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4. Ergebnisse
4.1 Erzeugung und Analyse einer Connexin57-DTRfrtCre Mauslinie

Zur genaueren Untersuchung der Funktion von Horizontalzellen in der Retina wurde in
dieser Arbeit eine Mauslinie erzeugt, mit deren Hilfe entweder eine Expression des
menschlichen Diphtherie Toxin-Rezeptors (DT-Rezeptor) als Fusionsprotein mit dem
verstarkt grin fluoreszierenden Protein (eGFP) oder der Cre-Rekombinase unter der
Kontrolle des Promotors von Connexin57 (Cx57) in Horizontalzellen erméglicht werden
soll. Uber den DT-Rezeptor sollen in diesen Tieren durch Injektion des Diphtherie Toxins
(DT) gezielt die Zellen ablatiert werden, in denen der Cx57-Promotor aktiv ist. Dies ist in
der adulten Maus neben den Horizontalzellen nur in einem noch nicht genauer
beschriebenen, seltenen Zelltyp im Thymus der Fall (Hombach et al., 2004). Die
Expression der Cre-Rekombinase unter Kontrolle des Cx57-Promotors soll dazu genutzt
werden, mithilfe von loxP Stellen gezielt Gene in Horizontalzellen auszuschalten.

Abbildung 4.1: Der Austauschvektor pKW-DTRfrtCre. Der Vektor enthalt die von frt-Stellen
umgebene kodierende Region des DT-Rezeptors als Fusionsprotein mit dem griin fluoreszierenden
Protein (eGFP), gefolgt von einem Polyadenylierungssignal (polyA) und der kodierenden Region der
Cre-Rekombinase (NLS-Cre), ebenfalls mit einem polyA-Signal. Umgeben sind diese von homologen
Bereichen 3’ (3'-HR) und 5’ (5'-HR) des ausgetauschten Bereichs im Cx57-Gen (ca. 1 kb), welche den
5-untranslatierten Bereich (5-UTR) sowie einen Rest von Exon2 (Rest-Exon 2) enthalten. Zur
Selektion von transfizierten murinen embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) ist eine Neomyzin-
Resistenzkassette (neoR) enthalten.
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4.1.1 Herstellung einer murinen embryonalen Cx57-DTRfrtCre Stammzelllinie

In Vorarbeiten wurde von Dr. K. Wellershaus ein Austauschvektor zur homologen
Rekombination in murinen embryonalen Stammzellen hergestellt (b KW-DTRfrtCre; siehe
Abb. 4.1). In diesem Vektor (genauer beschrieben in: Dissertation K. Wellershaus, 2006)
wurde ca. 1 kb der kodierenden Region von Cx57 auf Exon 2 gegen die zwei
einzubringenden Gene ausgetauscht. Dies ist ein Fusionsprotein aus dem menschlichen
DT-Rezeptor und eGFP (DTReGFP), welches so eingefligt wurde, dass das Start-Kodon
des DTReGFP genau das von Cx57 ersetzt. Dies ermoglicht die Expression des DT-
Rezeptors unter der Kontrolle des Cx57-Promotors. Die kodierende Region des
DTReGFP ist gefolgt von einem Polyadenylierungssignal (polyA) und umgeben von frt-
Stellen, den Erkennungssequenzen fir die Flp-Rekombinase.

Es folgt hinter der 3' frt-Stelle ein Teil des 5’-untranslatierten Bereichs von Cx57 mit der
kodierenden Region der kernlokalisierten Cre-Rekombinase (NLS-Cre), deren Start-
Kodon dort ebenfalls genau das von Cx57 ersetzt. Dadurch steht nach Entfernen des
DT-Rezeptors Uber eine Flp-Rekombinase die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des
Cx57-Promotors. Fur die homologe Rekombination in murinen embryonalen
Stammzellen (ES-Zellen) enthélt der Vektor einen 3,4 kb grof3en 3’-Homologie-Bereich
sowie einen mit 1,8 kb deutlich kirzeren 5’-Homologie-Bereich. Zur Selektion homolog
rekombinierter ES-Zellen dient eine Neomyzin-Resistenzkassette (neoR), welche unter
der Kontrolle des Promoters der ubiquitar exprimierten Phosphoglycerat-Kinase steht
(vergl. Abb. 4.1).

Dieses Konstrukt wurde in enger Anlehnung an den Cx57-lacZ Austauschvektor (pCx57-
KO) hergestellt, aus dem die Cx57-lacZ Mauslinie hervorgegangen ist (Hombach et al.,
2004), um eine moglichst hohe Ubereinstimmung der Expression des DT-Rezeptors
bzw. der Cre-Rekombinase mit der Expression des lacZ-Reporter Gens in der Cx57-lacZ
Mauslinie zu erreichen.

4.1.1.1 Etablierung einer Test-PCR zum Nachweis homolog rekombinierter Cx57-
DTRfrtCre embryonaler Stammzellen

Zum Nachweis der homologen Rekombination des Austauschvektors pKW-DTRfrtCre in
den Cx57-Lokus des Genoms von embryonalen Stammzellen der Maus wurde eine PCR
verwendet, die Uber Oligonukleotidstartermolekile (kurz Starter) spezifisch fur die
kodierende Region des DT-Rezeptors und den nicht mehr im Austauschvektor
enthaltenen 5-Bereich des Cx57-Lokus die erfolgreiche homologe Rekombination
nachweist. Hierzu wurde mithilfe des PCR-Testvektors pKW-DTRfrtCre PCR-Test
(Dissertation K. Wellershaus 2006), der einen im Vergleich zum Austauschvektor
verlangerten 5-Bereich enthdlt, und verschiedenen Starterkombinationen eine PCR
ausgetestet. Eine Kombination der Starter UP-ES-DTR4 und DOWN-ES-DTR4 stellte
sich als am besten geeignet heraus, die homologe Rekombination im 5’-Bereich des
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Cx57-Lokus nachzuweisen. Die Kombination der ES-DTR3 Starter kann ebenfalls
verwendet werden (nicht gezeigt). Beide Starterkombinationen ergeben im Fall einer
korrekten homologen Rekombination im 5’-Bereich des Cx57-Lokus ein Amplikon von
ca. 2,1 kb. Eine PCR mit ES-DTR4-Startern konnte eine Konzentration von bis zu 1 fg
des PCR-Testvektors in einer Probe mit genomischer DNA aus ES-Zellen nachweisen
(siehe Abb. 4.2) und wurde daher zur Analyse der transfizierten ES-Zellklone verwendet.
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Abbildung 4.2: Test-PCR fur die Analyse rekombinierter ES-Zellen. Mit den verwendeten DTR4-
Startern wird ein 2,1 kb grof3er Bereich zwischen dem DT-Rezeptor und dem 5’-Bereich von Cx57 aus
dem Vektor pKW-DTRfrtCre PCR-Test in einer Probe mit genomischer DNA amplifiziert. Dieser kann
bis zu einer Konzentration von 1 fg nachgewiesen werden.

4.1.1.2 Elektroporation und Analyse der entstandenen ES-Zellklone

Der Vektor pKW-DTRfrtCre wurde nach Linearisieung Uber die Restriktionsendonuklease
Ahdl zur Elektroporation von murinen embryonalen Stammzellen der Linie HM1 (Magin
et al.,, 1992) mit der Passagenzahl 19 verwendet. Nach achttagiger Selektion der
transfizierten Stammzellen in Gentamycin418 (G418) haltigem Medium wurden aus weit
Uber 1000 Klonen etwa 450 isoliert, von denen ca. 200 tber PCR analysiert wurden.
Abbildung 4.3 A zeigt als Beispiel das Ergebnis der Test-PCR mit DTR4 Startern fur die

ersten sieben analysierten Klone.
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Abbildung 4.3: PCR Analysen von pKW-DTRfrtCre transfizierten ES-Zellklonen. Anhand von
genomischer DNA verschiedener ES-Zellklone wurde mittels zweier Starterkombination jeweils
spezifisch fur einen Bereich vor der 5'-Homologie sowie einer Sequenz im DT-Rezeptor (ES-DTR4
bzw. ES-DTR3) in einer PCR-Analyse die homologe Rekombination in diesem Bereich nachgewiesen.
Als Positivkontrolle diente der Vektor pKW-DTRfrtCre PCR-Test. (A) Unter den ersten sieben
untersuchten Klonen zeigte Klon 4 das erwartete Amplikon von 2,1 kb (ES-DTR4 Starter). (B) EIf der
in der ersten PCR positiven Klone wurden zusétzlich mit einer anderen Starterkombination (ES-DTR3)
getestet. Die korrekte Rekombination konnte fur sieben Klone bestétigt werden.
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Wie am Beispiel von Klon 4 gezeigt, deutet ein Amplikon von 2,1 kb, auf eine
erfolgreiche Rekombination hin. Die Analyse aller 200 getesteten Klone lieferte mit
dieser Starterkombination insgesamt zwolf PCR-positive Klone. Zur Bestéatigung dieses
Ergebnisses wurde zusatzlich eine Test-PCR mit DTR3-Startermolekilen an elf der
vorher positiv getesteten Klone durchgefiihrt (Abb. 4.3 B). Hierin wurde die erfolgreiche
homologe Rekombination fur sieben Klone bestétigt.

Von allen zwolf in der ersten PCR-Analyse positiven ES-Zellklonen wurde genomische
DNA fir verschiedene Southernblot-Analysen eingesetzt. Uber Spaltung mit der
Restriktionsendonuklease BamHI und Hybridisierung mit einer externen Sonde aus dem
5-Bereich des Cx57-Lokus wurde die korrekte Rekombination in diesem Bereich
untersucht, mithilfe der Restriktionsendonuklease Ncol und einer 3’-externen Sonde die
Rekombination im 3’-Bereich. Durch Restriktionsspaltung mit Kpnl und einen Nachweis
mit einer Cre-spezifischen Sonde sollte eine mehrfache Integration des
Austauschvektors in das Genom der ES-Zellen ausgeschlossen werden.

Wie in Abbildung 4.4 zu sehen, zeigten die Analysen bei acht Klonen die erwarteten
Bandengréf3en. Dies entspricht einem Anteil von etwa 4 % der rund 200 analysierten
G418-resistenten Klone.
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Abbildung 4.4: Southernblot-Analyse zum Nachweis der korrekten homologen Rekombination
des Austauschvektors pKW-DTRfrtCre in den Cx57-Lokus der ES-Zellenklone. (A) zeigt
schematisch die Lage der Restriktionsschnittstellen und Sonden fir den wildtyp und den homolog
rekombinierten Cx57-Lokus. Zum Nachweis der korrekten Rekombination des Austauschvektors mit
dem genomischen Bereich von Connexin57 wurden drei verschiedene Southernblot-Analysen
verwendet. Durch BamHI-Spaltung und Hybridisierung mit einer externen Sonde im 5-Bereich von
Cx57 konnte Uber ein 8 kb grol3es Fragment die korrekte Insertion in diesem Bereich nachgewiesen
werden (B). Im 3'-Bereich erfolgte dies mithilfe einer Ncol Restriktionsspaltung und einer Sonde
komplementéar zu Exon 3 von Cx57. Die korrekte Insertion zeigt ein Signal bei 5,2 kb (C). Um eine
mehrfache Insertion des Austauschvektors im Genom auszuschlieBen, wurden eine Kpnl
Restriktionsspaltung und ein Nachweis mit einer Sonde gegen die Cre-Rekombinase durchgefihrt,
was eine Bande von 11 kb ergibt (D). Acht der zwdlf analysierten Klone zeigten die erwarteten
Grol3en. Klone Nr. 4,127 und 157 sind weder im 5'- noch im 3'-Bereich korrekt rekombiniert. Bei Klon
4 handelt es sich zusatzlich um eine mehrfache Integration in das Genom des ES-Zellklons (D). Klon
253 ist im 3'-, jedoch nicht im 5'-Bereich korrekt integriert.
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Nach der Analyse der Genotypen wurden sieben ES-Zellklone, die sowohl in der PCR
als auch in allen Southernblot-Analysen als korrekt rekombiniert identifiziert wurden,
einer Karyotypanalyse unterzogen. Drei Klone (Klon 10, Klon 196 und Klon 200) zeigten
die korrekte Anzahl von 40 akrozentrischen Chromosomen in mehr als 75 % der
untersuchten Zellen (vergl. Tab. 4.1). Diese wurden zur Blastozysteninjektion weiter-
verwendet.

Klon Anteil ES-Zellen mit
korrektem Karyotypen

10 80 %
94 70 %

180 50 %

196 75 %

200 80 %

237 50 %

265 30 %

Tabelle 4.1: Karyotypen der korrekt homolog rekombinierten Cx57-DTRfrtCre ES-Zellklone. Fur
sieben verschiedene Klone ist der Anteil an korrekten Karyotypen mit 40 akrozentrischen
Chromosomen angegeben. Klon 10, 196 und 200 wurden im Folgenden fur die Erzeugung einer
transgenen Mauslinie mittels Blastozysteninjektion verwendet.

4.1.2 Erzeugung einer Cx57-DTRfrtCre Mauslinie

Abbildung 4.5: Chiméaren nach der Blastozysteninjektion von Cx57-DTRfrtCre ES-Zellen. Es
wurden vier ménnliche und eine weibliche Chimére geboren, die alle einen hohen Grad an
Chimérismus aufwiesen.

Aus der Blastozysteninjektion von Klon 10 gingen funf hochchimare Tiere hervor (Abb.
4.5), wahrend die Injektion der Klone 196 und 200 keine Chiméren ergab. Diese funf
Chiméaren wurden mit C57BL/6 Tieren verpaart, und drei zeugten agouti-farbenen
Nachwuchs, was die Keimbahntransmission der ES-Zellen demonstriert.
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4.1.3 Analyse der Cx57-DTRfrtCre Mauslinie
4.1.3.1 Bestimmung der verschiedenen Genotypen mittels PCR Analyse

Zur Bestimmung der Genotypen der agouti-farbenen Chiméarennachkommen und aller
weiterer Nachkommen der Cx57-DTRfrtCre Mauslinie wurde eine PCR-Strategie
basierend auf der Genotypisierungs-PCR der Cx57-lacZ Mauslinie entwickelt. Diese
beruht auf einer drei Starter-PCR mit einem gemeinsamen Starter in der 5-Region
(Cx57-for) und einem Starter spezifisch fir Exon 2 von Cx57 (Cx57-rev) sowie einem
Starter spezifisch fur die kodierende Region der B-Galaktosidase (lacZ-rev) (Dissertation
S. Hombach, 2004). Durch die Wahl der Startermolekile ergibt sich fur das Cx57-
Wildtypallel ein 720 bp und fur das Cx57-LacZ Allel ein 500 bp groRes Amplikon.

Durch Verwendung eines Startermolekils spezifisch fur den DT-Rezeptor (DTR-rev) in
Kombination mit dem Cx57-for Starter entsteht in der hier entwickelten Cx57-DTR/Cre-
PCR ein 560 bp groRes Amplikon, wodurch sich das Cx57-DTR Allel nachweisen lasst.
Setzt man zusatzlich einen Starter spezifisch fur die kodierende Region der Cre-
Rekombinase (intCre-rev) in Kombination mit Cx57-for ein, lasst sich das Cx57-Cre Allel
Uber ein 980 bp groRen Fragment nachweisen. Beide Mdglichkeiten kann man
miteinander und mit den Startermolektlen fir das Cx57-Wildtypallel (Cx57-for, Cx57-rev)
kombinieren (vergl. Abb. 4.6 A).

Die ersten heterozygoten Cx57 Nachkommen der Chiméaren wurden kontinuierlich
mit C57BL/6 Mausen verpaart, um einen entsprechenden Linienhintergrund zu erhalten.
Zusatzlich wurden durch Verpaarungen mit Cx57°“'® aus der Cx57-lacZ Mauslinie
Tiere mit dem Genotypen Cx57°"7%°Z erzeugt. Durch Verpaarung von Cx57"°™ Mausen
untereinander entstand unter anderem der Cx57°""°™® Genotyp. Um die von frt-Stellen
umgebene Sequenz des DT-Rezeptors mithilfe der FLP-Rekombinase zu entfernen,
wurden durch Verpaarung mit deleter-FLP Mausen (Rodriguez et al., 2000) Tiere mit
dem Genotypen Cx577°" : Flp erzeugt. In diesen Tieren wurde durch die ubiquitar
exprimierte FLP-Rekombinase der Bereich zwischen den frt-Stellen entfernt und statt
des DT-Rezeptors (Cx57-DTRIfrtCre) gelangt die Cre-Rekombinase unter Kontrolle des
Cx57-Promotors (Cx57-Cre). Das Gen fur die Flp-Rekombinase wird anschlie3end durch
Verpaarung mit C57BL/6 Mausen wieder heraus gekreuzt.

Mit DNA aus Schwanzspitzenbiopsien der hier beschriebenen Genotypen wurde die
Cx57-DTR/Cre Genotypisierungs-PCR getestet (Abb. 4.6 B). Mithilfe dieser PCR lieRen
sich folgende Allele in einem gemeinsamen Ansatz nachweisen: Cx57-wt, Cx57-DTR
und Cx57-Cre. Eine zuséatzliche Kombination mit den Startern fur das Cx57-lacZ Allel
(lacZ-rev, Cx57-for) in einer gemeinsamen PCR war nicht mdglich (nicht gezeigt). Daher
sind zur Identifizierung von Cx57°™%%“ Genotypen zwei separate PCR Anséitze
notwendig (Abb. 4.6 B).

+/DTR
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Abbildung 4.6: Genotypisierung von Cx57-DTRfrtCre Mausen. Wie in der PCR zum Nachweis des
Cx57-lacZ Allels wird zur Analyse der Cx57-DTR und Cx57-Cre Allele ein gemeinsamer Starter im
5'-Bereich von Cx57 in Kombination mit einem jeweils reversen Starter fir den DT-Rezeptor bzw. die
Cre-Rekombinase verwendet. Durch die Wahl der entsprechenden Starter ergeben sich jeweils
unterschiedliche AmplikongréBen (A). Starter spezifisch fir Cx57, den DT-Rezeptor und die Cre-
Rekombinase konnen in einem gemeinsamen Ansatz verwendet werden, wahrend auf das
Vorhandensein des Cx57-lacZ Allels in einem separaten Ansatz getestet wird. Ein Beispiel fir eine
Genotypisierung ist in (B) dargestellt. Abkirzungen: Neomyzinresistenzkassette neoR; kodierende
Region der p-Galaktosidase lacZ; Fusionsprotein aus DT-Rezeptor und eGFP DTReGFP;
kernlokalisierte Cre-Rekombinase NLS-Cre.

4.1.3.2 Nachweis verschiedener Genotypen mittels Southernblot-Hybridisierung

Zum Ende dieser Arbeit stand zur genauen Analyse der Grof3teil der mdglichen
Genotypen zur Verfigung. Diese Genotypen einschlie3lich der in weiteren Versuchen
verwendeten Kombination mit dem Cx57-lacZ Allel wurden per Southernblot Analyse
untersucht. Dazu wurde genomische DNA aus je einem Leberlappen der verschiedenen
Tiere isoliert und mithilfe der Restriktionsendonuklease Scal gespalten. Eine Uber PCR
amplifizierte Sonde aus einem ca. 500bp groRRen Bereich direkt 3' des integrierten
Konstruktes wurde radioaktiv markiert und mit den gelelektrophoretisch aufgetrennten
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Fragmenten der genomischen DNA hybridisiert. Die entstandenen Signale der
hybridisierten Sonde zeigten die erwarteten Grof3en (Abb. 4.7).

Abbildung 4.7: Southernblot-Analyse der unterschiedlichen Genotypen. Mit Scal gespaltene
genomische DNA der verschiedenen Genotypen wurde mit einer Sonde gegen eine Sequenz direkt
aulRerhalb des 3'-Bereichs des Austauchvektors im Cx57-Lokus hybridisiert. (A) zeigt die
Schnittstellen der verwendeten Restriktionsendonuklease und die erwarteten Gréfl3en bei Verwendung
dieser Sonde. Ein Signal im Autoradiogramm (B) bei 7,2 kb zeigt das erfolgreiche Einbringen des
Cx57-DTRfrtCre Konstruktes in den Cx57-Lokus homozygot, heterozygot und in Kombination mit dem
Cx57-lacZ Allel (10,7 kb). Eine Bande bei 8,7 kb fiir das Cx57-Cre Allel beweist die Funktion der frt-
Stellen und das erfolgreiche Entfernen des DT-Rezeptors mittels FLP-Rekombinase. Das Cx57-wt
Allel wird durch ein 6,6 kb groRes Fragment nachgewiesen. Abkirrzungen: neoR: Neomyzin-
resistenzkassette; lacZ: kodierende Region der B-Galaktosidase; DTReGFP: Fusionsprotein aus DT-
Rezeptor und eGFP; NLS-Cre: kernlokalisierte Cre-Rekombinase.

4.1.3.3 Analysen zur Expression von DT-Rezeptor und Cre-Rekombinase in der
Retina

Um zu uberpriufen, ob das Einbringen der Sequenzen fir den DT-Rezeptor bzw. die Cre-
Rekombinase in den Cx57-Lokus zu der erwarteten Expression der jeweiligen Gene uber
den Cx57-Promotor fuhrt, wurde zunachst in den erzeugten Cx57-DTR bzw. Cx57-Cre
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Mauslinien die Transkription von DT-Rezeptor und Cre-Rekombinase untersucht. Dazu
wurde Gesamt-RNA aus der Retina von Cx57"*, Cx57°™* und Cx57“* Tieren
gewonnen. Diese wurde mittels der reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben.
Uber eine PCR mit Startern spezifisch fiir den DT-Rezeptor (DTR-for, DTR-rev) bzw. die
Cre-Rekombinase (intCre-for, intCre-rev) wurde das jeweilige Transkript nachgewiesen.
Das Transkript fur den DT-Rezeptor wurde wie erwartet ausschlie3lich in cDNA aus
Tieren des Genotypen Cx57°™* gefunden (Abb. 4.8 A). Eine Cre-spezifische Bande
(420 bp, Abb.4.8 B) ergab sich mit cDNA aus Cx57°"* und Cx57°™* Mausen, jedoch
nicht aus Cx57""* Tieren.

Da keine der zuvor verwendeten PCRs Intron-tberspannend ist, wurde die Qualitat der
eingesetzten cDNA mittels einer Intron-Uberspannenden Aktin-PCR Uberprift. Alle
cDNA-Proben zeigten ein cDNA-spezifisches Signal von 243 bp und keinen Hinweis auf
eine Kontamination mit genomischer DNA (330 bp Amplikon) (4.8 C). Neben der Aktin-
Kontrolle wurde die RNA zusétzlich auf Spuren von genomischer DNA Uber RT-PCR
Analyse mit Startern spezifisch fur das nur im Hoden der Maus exprimierte Connexin33
(vergl. Haefliger et al., 1992) Gberprift. Hierbei zeigte sich in keiner der cDNA Proben ein
Amplikon fur Connexin33, ein weiteres Indiz, dass keine Verunreinigung der cDNA mit
genomischer DNA vorlag (Daten nicht gezeigt). Somit wurde gezeigt, dass sowohl der
DT-Rezeptor als auch die Cre-Rekombinase auf Transkriptebene in der Retina von
Cx57°™* bzw. Cx57°""* Mausen vorhanden sind. In Cx57°™" Tieren wird sowohl der
DT-Rezeptor als auch die Cre-Rekombinase transkribiert.

DTR-PCR Cre-PCR Aktin-PCR

Abbildung 4.8: Expressionsanal¥se von DT-Rezeptor und Cre-Rekombinase mittels RT-PCR.
Aus der Retina von Cx57"*, Cx57°™" und Cx57°"* Tieren wurde jeweils die Gesamt-RNA isoliert und
mittels Reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Uber spezifische Starter fiir den DT-Rezeptor
bzw. die Cre-Rekombinase wurde die Expression des jeweiligen Gens nachgewiesen (DTR-PCR, Cre-
PCR). (A) Ein 320 bp grol3es Amplikon aus cDNA des Genotyps Cx57°™R" zeigte die Anwesenheit der
MRNA des DT-Rezeptors in der Retina. Als Positivkontrolle diente der Austauschvektor
pKW-DTRfrtCre. (B) Fir die Cre-Rekombinase ergibt sich ein Amplikon von 420 bp, das sowohl in
cDNA von Cx57°®" als auch von Cx57°™* Tieren das Transkript der Cre-Rekombinase nachweist.
Neben dem Austauschvektor diente zusatzlich genomische (gen.) DNA einer Cx57°" Maus als
Positivkontrolle. (C) Die cDNA wurde mittels einer PCR mit Intron-tiberspannenden Aktin-spezifischen
Startern auf Verunreinigungen mit genomischer DNA untersucht. Ein 243 bp grof3es Amplikon zeigt
ausschlieBlich die Anwesenheit der Aktin cDNA und die Abwesenheit von genomischer DNA in allen
cDNA Proben (vergl. 330 bp Bande in der Positivkontrolle mit genomischer Schwanzspitzen DNA).
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Ein Nachweis der genauen Lokalisation des Fusionsproteins aus DT-Rezeptor und
eGFP innerhalb der Retina tber die Eigenfluoreszenz des DTReGFP oder verschiedene
eGFP-spezifische Antikdrper war aufgrund eines zu schwachen Signals nicht mdglich
(nicht gezeigt).

4.1.4 Ablation von Horizontalzellen in Cx57-DTRfrtCre Mausen mittels Injektion
von Diphtherie Toxin

Die hier erzeugte und analysierte Cx57-DTRfrtCre Mauslinie wurde verwendet, um
gezielt die Horizontalzellen der Retina zu ablatieren. Nager sind aufgrund einer sehr
geringen Affinitat des fur die Aufnahme des DT in die Zelle notwendigen Rezeptors (HB-
EGF) resistent gegen DT (Mitamura et al., 1995). Durch die Expression des humanen
DT-Rezeptors unter der Kontrolle des Cx57-Promotors werden jedoch alle Zellen, in
denen diese Form des DT-Rezeptors exprimiert wird, in die Lage versetzt das Toxin
aufzunehmen, was schlie3lich zur Apoptose dieser Zellen fuhrt (Morimoto und Bonavida,
1992). In der Literatur ist dazu die intraperitoneale Injektion von 100 ng DT pro Tag uber
einen Zeitraum von einer Woche beschrieben (vergl. Buch et al., 2005). In einem ersten
Versuch wurden daher 100 ng DT pro Tag Uber sieben Tag hinweg in insgesamt drei
Cx57°™1%Z Mause injiziert. Dabei wurde das pB-Galaktosidase Reportergen (Cx57-lacZ)
auf dem zweiten Cx57 Allel verwendet, um die An- oder Abwesenheit Cx57-
exprimierender Zellen nachzuweisen. Als Kontrollen dienten drei ebenfalls mit DT
behandelte Cx57"*“-Geschwister sowie je ein mit PBS behandeltes Cx57°™* ynd
Cx57%“* Tier. Drei Tage bzw. eine Woche nach der Behandlung wurden die Tiere
getotet und 20 um dicke Kryoschnitte der Augen angefertigt. Diese wurden fixiert und
mittels des Substrates 5-Brom-4-Chlor-3-Indoxyl-B-D-Galaktopyranosid (X-Gal) wurde
Uber ein blaues Produkt die Enzymaktivitat der p-Galaktosidase nachgewiesen.

Die Blaufarbung durch lacZ-Aktivitat in der auf3eren plexiformen Schicht (OPL) ist bei
beiden mit PBS behandelten Kontrolltieren deutlich zu erkennen (Abb. 4.9). Ebenso sind
lacZ-Signale in der aufl3eren plexiformen Schicht der Retina der DT-behandelten
Cx57"%? Mause vorhanden. Diese entsprechen der zuvor fiir die Cx57-lacZ Maus
beschriebenen Lokalisation in Horizontalzellen (Hombach et al., 2004). In den
Cx57%¢“PTR versuchstieren allerdings sind nach siebentdgiger Behandlung mit 100 ng
DT pro Tag keine LacZ-Signale mehr sichtbar (Abb.4.9 D), was auf eine vollstandige
Ablation der Horizontalzellen hindeutet.

Von den ersten drei mit DT behandelten Cx57 Tieren wurde eines drei Tage nach
der letzten Injektion krank. Es hatte an Gewicht verloren, war schwach und apathisch.
Alle anderen in diesem Versuch mit DT injizierten Tiere waren dagegen auferlich
gesund. Im nachsten Versuch wurden Cx57°™* bzw. Cx57*"* Tiere verwendet und
ebenso Uber sieben Tage mit 100 ng DT pro Tag intraperitoneal injiziert. Zwei Drittel der
Cx57°™"* Tiere starben noch in den ersten Tagen nach der letzten Injektion. Das

DTR/lacZ
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restliche Drittel zeigte ahnliche Symptome wie das einzelne Tier in der vorhergehenden
Versuchsreihe.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde im Folgenden die Dosis an DT verandert, um eine
Injektionsmethode zu finden, die einerseits die vollstandige Ablation der Horizontalzellen
in der Retina gewahrleistet, andererseits aber nicht zu Krankheitssymptomen oder Tod
der Tiere fuhrt.

DTR/lacZ +/lacz

Abbildung 4.9: Ablation von Horizontalzellen mittels DT-Injektion. Cx57 sowie Cx57
Tiere wurden eine Woche mit 100 ng DT (C/D) bzw. PBS (A/B) pro Tag intraperitoneal injiziert. Das
unter der Kontrolle des Cx57-Promotors stehende B-Galaktosidase Reportergen (lacZ) wurde
verwendet, um mittels LacZ-Farbung die An- oder Abwesenheit der Horizontalzellen zu zeigen. In mit
DT behandelten Cx57°™%“ Tieren sind eine Woche nach der letzten Injektion die in den Kontrollen
sichtbaren LacZ-Signale in der &ufReren plexiformen Schicht (OPL) nicht mehr vorhanden (D). Dies
deutet auf eine vollstandige Ablation der Horizontalzellen in diesen Tieren hin. ONL &ul3ere nukleare
Schicht, INL innere nukleére Schicht. Der Maf3stab entspricht 20 pm.

4.1.5 Effizienz der Ablation von Horizontalzellen bei unterschiedlichen Dosen von
Diptherie Toxin

Zur Ermittlung der kleinsten erforderlichen Dosis DT notwendig fir eine komplette
Ablation der Horizontalzellen wurden Cx57°™* und Cx57°™"%Z Tiere sowie
entsprechende Kontrollen ohne den DT-Rezeptor einmalig mit 1 pg (1 x 1 pg), drei Tage
mit 100 ng pro Tag (3 x 100 ng) sowie sieben Tage mit 100 ng pro Tag behandelt (7 x
100 ng). Eine Woche nach der letzten Injektion wurden diese Tiere getdtet und der
Augenkelch prapariert. Nach PFA-Fixierung wurden 20 um dicke Kroyschnitte fir
Immunfluoreszenzanalysen eingesetzt. Abbildung 4.10 zeigt anhand des
immunologischen Nachweises des in Horizontalzellen besonders stark exprimierten
Proteins Calbindin (Haverkamp und Wassle, 2000) die Lage und Anzahl der
Horizontalzellen in der auf3eren plexiformen Schicht (OPL) der jeweiligen Tiere. Nach

46




4. Ergebnisse

einmaliger Injektion einer hohen Dosis (1 x 1 pg) sind noch nahezu alle Horizontalzellen
verblieben. Es ist kein Unterschied im Vergleich zu einem Wildtyp-Tier zu erkennen.
Nach dreimaliger Injektion (3 x 100 ng) fehlt bereits ein Teil der Horizontalzellen, doch
auch hier sind noch einige Calbindin-positive Zellen in der OPL zu sehen. Nach
siebentégiger Injektion von 100 ng DT pro Tag (7 x 100 ng) dagegen sind alle
Horizontalzellen ablatiert und keine Zellkbrper mehr sichtbar. Alle so behandelten
Cx57°™* Tiere wurden jedoch krank oder starben.

Abbildung 4.10: Ablation von Horizontalzellen mit verschiedenen Dosen Diphtherie Toxin.
Mittels Immunfluoreszenzanalysen gegen das in Horizontalzellen stark exprimierten Protein Calbindin
wurde der Effekt verschiedener Dosen von DT eine Woche nach der jeweils letzten Injektion getestet.
Nach einmaliger Injektion von 1 pg DT sind sowohl in Cx57** als auch in Cx57°™* Tieren noch alle
Horizontalzellen in der &ufReren plexiformen Schicht (OPL) mit ihren Zellkérpern und nach oben
gerichteten axonalen und dendritischen Auslaufern zu erkennen (A/D). Nach drei Tagen Injektion mit
100 ng DT pro Tag sind bereits einige Horizontalzellen bei Ccx57°™"* ablatiert, aber noch
Horizontalzellen vorhanden (B/E). Nach siebenmaliger Behandlung mit 100 ng DT pro Tag dagegen
sind alle Horizontalzellen in Cx57°™* Tieren ablatiert (C/F). ONL &uRere nukleare Schicht, INL innere
nukledre Schicht, IPL innere plexiforme Schicht, GCL Ganglienzellschicht. Der Maf3stab entspricht
20 pm.

Eine Verringerung der Dosis auf dreimal 100 ng oder eine einmalige Injektion mit einer
hohen Dosis DT sind damit nicht ausreichend wirksam. Um dennoch eine vollstandige
Ablation der Horizontalzellen zu erreichen, wurden in einem weiteren Versuch Cx57°™*
und Cx57°™" Tiere drei Tage mit 100 ng pro Tag injiziert. Danach wurde die
Behandlung fur zwei Wochen ausgesetzt. AnschlieRend wurden erneut tber drei Tage
100 ng DT pro Tag injiziert (3 x + 3 x). Die Ablation der Horizontalzellen wurde drei Tage
bzw. eine Woche nach der letzten Injektion Uber lacZ-Farbung und Calbindin-
Immunfluoreszenzanalyse untersucht.
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Abbildung 4.11: Ablation von Horizontalzellen mit Gber drei Wochen verteilter Dosis. Nach je
dreimaliger Behandlung mit 100 ng DT pro Tag im Abstand von zwei Wochen (3 x + 3 x) wurde eine
Woche nach der letzten Injektion die Retina fixiert. In 20 pum dicken Schnitten wurden die
Horizontalzellen mittels eines Antikorpers gegen Calbindin angeféarbt. Die Horizontalzellen sind im
Wildtyp in der auReren plexiformen Schicht (OPL) mit ihren Zellkér[:r)ern und nach oben gerichteten
dendritischen und axonalen Auslaufern zu erkennen (A). In Cx57° R Tieren sind diese nach DT-
Behandlung nahezu vollstéandig eliminiert (drei unterschiedliche Tiere, B-D). Eine einzelne nicht
ablatierte Horizontalzelle wurde in einem Schnitt gefunden (D). ONL &uRere nukledre Schicht, INL
innere nukledre Schicht, IPL innere plexiforme Schicht, GCL Ganglienzellschicht. Der MafR3stab
entspricht 20 um.

Wie in der Immunfluoreszenzanalyse in Abbildung 4.11 zu erkennen, sind nach diesem
Injektionsprotokoll nahezu keine Horizontalzellen mehr vorhanden. Eine Auszahlung von
drei unterschiedlichen DT-behandelten Cx57°™%°“ Tieren ergab eine deutlich reduzierte
Zahl von lacZ-Signalen, die noch 0,1 — 1 % der Horizontalzellen in Cx57*"° ausmachen
(Tabelle 4.2). Keines der 3 x + 3 x injizierten Tiere zeigte Zeichen von Krankheit oder
starb (siehe auch Uberlebenskurve Abb. 4.16). Damit ist dieses Protokoll geeignet, eine
nahezu vollstandige Ablation der Horizontalzellen in der Retina zu bewirken, ohne den
Tod der Tiere zu verursachen.

Tier 1 2 3 4
Genotyp CX57+/IacZ CX57DTR/IacZ CX57DTR/IacZ CX57DTR/IacZ
mittlere Anzahl
Horizontalzellen/Schnitt 118 0,1 0,2 1,3
Anteil in % im
Vergleich zu Cx57"%% 100 0,08 0,13 1,09

Tabelle 4.2: Auszahlung der noch vorhandenen Horizontalzellen in der Retina nach DT-
Injektion. Nach dreitagiger Injektion von 100 ng DT pro Tag gefolgt von einer zweiwdchigen
Unterbrechung und einer erneuten dreitagigen Injektion (3 x + 3 x) in insgesamt vier Tieren wurden die
Horizontalzellen in jeweils zehn 20 pm dicken Kryoschnitten pro Tier nach p-Galaktosidasenachweis
anhand positiver LacZ-Signale in der &uf3eren plexiformen Schicht ausgezéhlt. Der Anteil der nach
DT-Behandlung noch vorhandenen lacZ-Signale wurde im Vergleich zum Wildtyp (Tier 1, Cx57+/'a°z)
bestimmt.

4.1.6 Morphologische Analysen der Retinae von Horizontalzell-ablatierten
Mausen

Vor einer physiologischen Analyse von Horizontalzell-ablatierten Mausen wurde
zunachst die Morphologie der Retina genauer untersucht. Dazu wurden einmal
verschiedene Markerproteine fiir unterschiedliche neuronale Zelltypen der Retina in
Immunfluoreszenzanalysen verwendet, zum anderen wurden Uber elektronen-
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mikroskopische Aufnahmen maogliche Reste von Horizontalzellen sowie die Morphologie
der benachbarten Zellen genauer betrachtet. Besonderes Interesse galt der gemein-
samen Synapse zwischen Photorezeptoren, Horizontalzellen und Bipolarzellen, die als
erste Synapse in der Signalweiterleitung von Zapfen und Stdbchen von besonderer
Bedeutung ist.

Ein untersuchtes Markerprotein ist das in den Horizontalzellen besonders stark
exprimierte Protein Calbindin, das sowohl im Zellkérper als auch in den dendritischen
und axonalen Fortséatzen zu finden ist (Haverkamp und Wassle, 2000) und bereits in
vorhergehenden Versuchen zum Einsatz kam. Immunfluoreszenzanalysen mit Calbindin-
spezifischen Antikérpern zeigten dementsprechend in Wildtyptieren (Cx57*"*) eine starke
Farbung der Horizontalzellkbrper und der in die auflere plexiforme Schicht (OPL)
gerichteten Auslaufer. In Cx57°™* Tieren dagegen waren nach sieben Injektionen von
100 ng DT pro Tag und einer Inkubationszeit von sieben Tagen (zweite Versuchsreihe)
weder Zellkdrper noch dendritische oder axonale Auslaufer zu erkennen, sondern ein
punktiertes Muster in der auf3eren plexiformen Schicht (Abb. 4.12). Diese nach der DT-
Injektion auftretenden Calbindin-gefarbten Strukturen liegen etwa auf Hohe der
dendritischen Endigungen.

Abbildung 4.12: Analyse der Morphologie von Horizontalzellsomata und Auslaufern nach DT-
Injektion in Cx57°™* Mausen. (A/B) Horizontalzellen zeigen nach Immunfarbung mit Calbindin-
spezifischen Antikérpern in der aul3eren plexiformen Schicht (OPL) neben den am unteren Rand der
Schicht liegenden Zellkérpern nach oben filhrende Auslaufer, die in vielen vermutlich dendritischen
Spitzen enden. (C/D) Nach Ablation der Horizontalzellen bleibt ein Rest von Calbindin-positiven
Strukturen auf Héhe dieser Endigungen erhalten. Der Maf3stab entspricht 20 um.
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Eine Veradnderung der Bipolarzellen durch Ablation der Horizonalzellen wurde mithilfe
einer Proteinkinase C (PKC) Immunfluoreszenzanalyse einzeln und in Kombination mit
Calbindin-Antikorpern untersucht. PKC wird in der Retina besonders stark von
Bipolarzellen exprimiert (Haverkamp und Waéssle, 2000), wodurch sich die gesamte
Bipolarzelle mit PKC-Antikdrpern anfarben lasst.

Abbildung 4.13: Analyse der Morphologie von Bipolarzellen in der Retina von mit DT
behandelten Mausen. In PFA-fixierten 20 um dicken Schnitten der Retina von 3 x + 3 x mit 100 ng
DT pro Tag behandelten Cx57°™* bzw. Cx57""* Tieren wurden eine Woche nach der letzten Injektion
die Bipolarzellen mithilfe von Antikdrpern gegen PKC (grin) angefarbt. Die Ablation der
Horizontalzellen ist mithilfe von Antikérpern gegen Calbindin (rot) gezeigt (A/D). Sie fUhrt zu keiner
deutlichen Verédnderung der Morphologie der Bipolarzellen in der inneren nukledren Schicht (INL)
(B/E). Die Auslaufer der Bipolarzellen in die auere plexiforme Schicht (OPL) zeigen auch in der
VergroRerung keinen deutlichen Unterschied zwischen Cx57°™* und Cx57** (C/F). ONL &uRere
nukledre Schicht, INL innere nukledare Schicht, IPL innere plexiforme Schicht, GCL
Ganglienzellschicht. Der Mal3stab entspricht 20 um.

Wie in Abbildung 4.13 zu sehen, ist die Anzahl und Verteilung der Bipolarzellen zwischen
sieben Tagen mit 100 ng DT pro Tag behandelten Cx57"* und Cx57°™* Tieren
unverandert. Gleichzeitig zeigt das Fehlen der charakteristischen Calbindinfarbung in der
auReren plexiformen Schicht der Cx57°™* Retina die erfolgreiche Ablation der
Horizontalzellen. In beiden Genotypen erkennt man in der Vergrdl3erung deutlich den
eigentlichen Zellkdrper der Bipolarzellen mit nach oben gerichteten dendritischen Enden.
Zwischen Horizontalzell-ablatierter und normaler Retina ist kein Unterschied in der
Struktur der dendritischen Endigungen erkennbar. Ob es zu einer Veranderung an der
gemeinsamen  Kontaktstelle  zwischen  Bipolarzellen,  Photorezeptoren  und
Horizontalzellen gekommen ist, lasst sich mit lichtmikroskopischen Analysen jedoch

aufgrund der begrenzten Auflésung nicht klaren.
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Die Ca*/Calmodulin abhangige Proteinkinase Il (CaMKIl) kommt in der Retina
hauptséachlich in Ganglienzellen und einem Subtyp von Amakrinzellen vor (Terashima et
al.,, 1994). Mit Hilfe CaMKII-spezifischer Antikdrper wurden Immunfluoreszenzanalysen
durchgefuhrt, um diese Zellen auf eine Veradnderung durch die Ablation der
Horizontalzellen mittels DT zu untersuchen.

Wie Abbildung 4.14 zeigt, sind die Ganglienzellen in der entsprechenden Zellschicht
(GCL) CaMKIll positiv. Ebenso ist ein Teil der Amakrinzellen in der inneren nuklearen
Schicht (INL) mit ihren Verschaltungen in verschiedene Subschichten der inneren
plexiformen Schicht (IPL) markiert. In der &ufReren plexiformen Schicht (OPL) sind hin
und wieder GefalR-ahnliche Strukturen angefarbt, bei denen es sich um eine
unspezifische Reaktion des sekundaren anti-Maus Antikérpers handelt (Prof. U.
Janssen-Bienhold, personliche Mitteilung). Die Verteilung der CaMKII-positiven
Ganglien- und Amakrinzellen ebenso wie die Verschaltungen der Amakrinzellen in der
inneren plexiformen Schicht ist zwischen Horizontalzell-ablatierter (Cx57*°™ 3 x + 3 x
DT) und nicht ablatierer Retina (Cx57""* 3 x + 3 x DT) unverandert.

Abbildung 4.14: Analyse von CaMKIlI-positiven Amakrin- und Ganglienzellen in Horizontalzell-
ablatierter Retina. PFA-fixierte Schnitte der Retina von 3 x + 3 x mit DT behandelten Cx57°™* und
Cx57"" Tieren wurden mit Antikérpern gegen Calbindin und CaMKII gefarbt. Das Fehlen der roten
Calbindin Farbung in der &uReren plexiformen Schicht (OPL) zeigt die erfolgreiche Ablation der
Horizontalzellen (C/D). Die Farbung gegen CaMKIl (A/B) zeigt keine Veranderung in der Verteilung
der CaMKII-positiven Amakrin- und Ganglienzellen in der inneren nukledren Schicht (INL) bzw. der
Ganglienzellschicht (GCL) zwischen beiden mit DT behandelten Genotypen. ONL &uf3ere nukleé&re
Schicht, INL innere nukleére Schicht, IPL innere plexiforme Schicht, GCL Ganglienzellschicht. Der
MaRstab entspricht 20 pum.
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Uber eine gleichzeitige Farbung mit Calbindin-Antikérpern ist erneut die erfolgreiche
Ablation der Horizontalzellen gezeigt. Zwischen beiden Markern kommt es teilweise zu
einer Kolokalisation in bestimmten Amakrin- und Ganglienzellen. Aus der Kombination
beider Marker ergibt sich in der inneren plexiformen Schicht ein wiederkehrendes Muster
aus Subschichten mit Markierung fur beide Marker (gelb), nur CaMKIl positiven
Schichten (griin) und nur Calbindin positiven Schichten (rot). Dies ist sowohl in Cx57°™/*
als auch in Cx57" Retinae der Fall. Damit hat die Ablation der Horizontalzellen keinen
Einfluss auf die grobe Morphologie und Verteilung der Amakrin- und Ganglienzellen in
der Retina.

Einen genaueren Eindruck von den Kontakten der Photorezeptoren mit Bipolarzellen
nach der Ablation der Horizontalzellen lieferten transmissionselektronenmikroskopische
Analysen der Retina. In Zapfen fuhrte die Ablation der Horizontalzellen zum Verlust
eines Grof3teils der invaginierenden Fortsatze von Horizontal- und Bipolarzellen. So sind
in einem Zapfen-pedicel (Abb. 4.15 B) nach Ablation der Horizontalzellen die Strukturen
der Bandersynapsen noch zu erkennen. Auch einige degradierte Reste der lateralen
Elemente der Horizontalzellen sind noch sichtbar. Die invaginierenden Enden der
Bipolarzellen fehlen jedoch und einige Bandersynapsen haben jeden Kontakt zu Bipolar-
oder Horizontalzellen verloren. In Stdbchen hat die Ablation der Horizontalzellen
ebenfalls zu gravierenden Veranderungen geftihrt (Abb. 4.15 C/D). Hier sind ebenfalls
degradierte Reste der lateralen Elemente der Horizontalzellen zu erkennen, ein Kontakt
zu noch lebenden Bipolarzellfortsatzen konnte jedoch nicht gefunden werden. Zusatzlich
sind grolRere Mengen von intrazellularen Vesikeln erkennbar, welche in Stabchen der
nicht Horizontalzell-ablatierten Retina nicht vorhanden sind. Die Ablation der
Horizontalzellen hat somit gravierende Auswirkungen auf die synaptische Triade aus
Photorezeptoren, Bipolar- und Horizontalzellen.
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Abbildung 4.15 Elektronenmikroskopische Analysen der synaptischen Enden der
Photorezeptoren nach Ablation der Horizontalzellen mittels DT. Cx57°™* und Cx57"" Tiere
wurden 3 x + 3 x mit 100ng DT téglich im Abstand von zwei Wochen behandelt. Sie wurden eine
Woche nach der letzten Injektion getdtet und der Augenkelch prépariert. Nach Ablation der
Horizontalzellen zeigen sowohl Zapfen (A/B) als auch Stabchen (C/D) deutliche morphologische
Veranderungen ihrer synaptischen Endigungen. In Zapfen fehlen die meisten invaginierenden
Endigungen der Horizontal- und Bipolarzellen, wahrend die synaptischen Bander noch vorhanden sind
(B). In Stabchen sind teilweise noch Reste der lateralen Elemente von Horizontalzellen erkennbar.
Diese weisen jedoch Anzeichen von Degeneration auf (D). Zuséatzlich zeigen viele Stabchen eine
Ansammlung von Vesikeln, die im nicht ablatierten Zustand nicht vorhanden sind (B/D). Abkiirzungen:
* Horizontalzell-Dedriten; # Bipolazellfortsdtze; SR Bandersynapse; MT Mitochondrium. [In
Zusammenarbeit mit Prof. U. Janssen-Bienhold, Oldenburg]

53



4. Ergebnisse

4.1.7 Effekte von DT auf andere Organe von Cx57-DTRfrtCre M&ausen

Wie in 4.1.5 erwahnt, starben einige Tiere nach siebentagiger DT Behandlung. Die
Uberlebensraten unterschiedlicher Genotypen bei unterschiedlichen Injektions-
protokollen fasst Abbildung 4.16 zusammen. Ausschliel3lich sieben Tage mit 100 ng DT
pro Tag behandelte Cx57°™* und Cx57°™"% Tiere (zusammengefasst unter DTR)
weisen eine Sterblichkeit innerhalb der ersten Woche nach der letzten Injektion auf.
Nicht betroffen sind dagegen ebenso mit DT behandelte Cx57*"* bzw. Cx57%%
Geschwister (zusammengefasst unter wt). Der Grund fir das Sterben der Tiere muss
daher mit der Expression des DT-Rezeptors zusammenhangen. Der Promotor von Cx57
ist in der adulten Maus aul3er in der Retina noch im Thymus aktiv (Hombach et al.,
2004). Der Thymus ist als primares lymphatisches Organ der Ort der Reifung der T-
Lymphozyten. Diese wandern aus dem Knochenmark in den Thymus ein. Diese
Thymozyten-Vorlaufer zeichnen sich im Gegensatz zu den reifenden und reifen
Thymozyten durch Fehlen der beiden Oberflachen Antigene CD4 und CD8 aus (man
bezeichnet sie auch als doppelt negative Thymozyten). Im Rahmen der Entwicklung
werden dann zunachst beide Antigene exprimiert, man spricht von doppelt positiven
Thymozyten. In dieser Phase der Entwicklung findet die Rekombination der T-Zell
Rezeptorgene statt. Schliel3lich reifen die Thymozyten entweder zu einfach CDA4
positiven T-Helfer Zellen oder einfach CD8 positiven zytotoxischen T-Zellen, welche den
Thymus verlassen (vergl. Pezzano et al., 2001). Im Folgenden wurde der Thymus von
DT-behandelten Mausen genauer untersucht.

Abbildung 4.16: Kaplan-Meier Uberlebenskurve nach Injektion unterschiedlicher Dosen
Diphtherie Toxin. Sowohl Cx57°™* und Cx57°™* (DTR) als auch Cx57"* und Cx57""% Tiere (wt)
wurden mit unterschiedlichen Dosen DT behandelt. Bei siebentagiger Behandlung mit 100 ng DT pro
Tag starben knapp die Halfte der untersuchten Tiere (dunkelblau), wahrend alle anderen Gruppen
keine Sterblichkeit in der Zeit nach den Injektionen zeigten.

Abbildung 4.17 zeigt einige in situ Aufnahmen von iber sieben Tage mit 100 ng DT bzw.
3 x + 3 x mit 100 ng DT behandelten Tieren verschiedener Genotypen. Wie deutlich zu
erkennen, ist der Thymus der sieben Tage mit DT behandelten Cx57°™* Maus weniger
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als halb so grof3 wie der des ebenso behandelten Wildtyps. Bei Behandlung mit je drei
Injektionen DT im Abstand von zwei Wochen ist dieser Unterschied zwischen Cx57°™*
und Cx57*"* nicht erkennbar. Zusatzlich ist die Leber von DT behandelten Cx57°™"2 jm
Vergleich zu Cx57""%“ Tieren verandert. Sie ist nicht mehr, wie fir die Leber typisch und
in den entsprechenden Kontrollen (Abb. 4.17 B/D) zu erkennen, gleichm&Rig dunkel und
etwas durchscheinend, sondern heller und gemustert. Die Veranderung der Leber war
auch in allen anderen untersuchten Cx57°™* Tieren nach DT-Behandlung zu finden,
wurde jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht.

Abbildung 4.17 Auswirkung der Behandlung von Cx57-DTR Tieren mit DT auf den Thymus. In
situ Aufnahmen von Mausen nach siebentéagiger (7 x) (A/B) bzw. zweimal dreitdgiger Behandlung mit
zwei Wochen Unterbrechung (3 x + 3 x) (C/D) mit 100 ng DT pro Tag. Die Tiere wurden drei Tage
nach der letzten Injektion gedffnet. Nur im sieben Tage mit DT behandelten Cx57°™R1Z Tigr zeigt sich
eine deutliche Verkleinerung des Thymus (A), wahrend nach je dreimaliger DT Behandlung im
Abstand von zwei Wochen keine Veranderung im Vergleich zum Wildtyp zu erkennen ist (C).

Um die Verkleinerung des Thymus quantitativ zu bestimmen, wurden in einer weiteren
Injektionsreihe Cx57°™* Tiere und Cx57""* Kontrollen sieben bzw. zehn Tage mit 100 ng
DT behandelt. Drei Tage nach der letzten Injektion wurden die Thymi der Tiere prépariert
und gewogen. Wie in Tabelle 4.3 dargestellt, gab es grof3e Unterschiede zwischen den
einzelnen Tieren des gleichen Genotyps. So zeigten drei Tiere nach der Behandlung mit
DT Krankheitssymptome wie schon beschrieben, wobei eines verstarb und nicht mehr
untersucht werden konnte. Deren Thymus war deutlich verkleinert mit nur noch etwa 10-
20 % des Gewichtes des Thymus der Cx57** Kontrollen. Bei anderen ebenso

behandelten Mausen des gleichen Genotyps dagegen war keine oder eine nur sehr
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geringe Gewichtsabnahme zu erkennen. Sie zeigten zum Zeitpunkt der Analyse keine
Krankheitssymptome.

Um festzustellen, ob die Behandlung mit DT auch in Tieren mit unveréandertem Thymus
zu einer Ablation der Horizontalzellen in der Retina gefuihrt hat, wurde in jedem Tier mit
Hilfe einer Calbindin-Farbung der Grad der Ablation in Prozent bestimmt (Tab. 4.3). Es
zeigte sich, dass die Ablation in allen untersuchten Cx57°™* Tieren, auch denen mit
unverédndertem Thymus, nahezu vollstandig war, wahrend die Horizontalzellen in mit DT
behandelten Kontrolltieren noch vorhanden waren. Es wurde somit kein direkter
Zusammenhang zwischen der Verkleinerung des Thymus und der Ablationsrate der
Horizontalzellen in der Retina festgestellt.

OM | Genotyp Dosis DT Gewicht des Ablation HZ Gesundheits-
Thymus in mg in % zustand
6216| Cx57"°'™ | 7 x 100 ng 37,2 100 gesund
6214| Cx57"°™ | 7 x 100 ng 46,8 100 gesund
6211| Cx57"°'™ | 7 x 100 ng 15,8 100 gesund
6221| Cx57"°™ | 7 x 100 ng 22,9 100 gesund
6258 | Cx57"°'™" |10 x 100 ng 7,4 100 krank
6259| Cx57"°™ |10 x 100 ng 10,5 100 krank
4192| Cx57"" [10x 100 ng 66,2 0 gesund
4194| cx57"°™ [ 10 x 100 ng 61 100 gesund
4177| cx577°™ [ 10 x 100 ng 49,4 95 gesund
9154| Cx57"" [10x 100 ng 51,5 0 gesund

Tabelle 4.3: Einfluss verschiedener Dosen DT auf den Thymus von Cx57°"* Mausen. Nach

Behandlung von sieben bzw. zehn Tagen mit 100 ng DT pro Tag wurden die Tiere drei Tage nach der
letzten Injektion getétet, das Gewicht des Thymus bestimmt und die Ablation der Horizontalzellen der
Retina mittels Calbindin-Immunfluoreszenzanalyse untersucht. Eine nahezu vollstandige Ablation der
Horizontalzellen ist in allen Cx57°™* Tieren zu beobachten, wahrend es nur in einigen Tieren
(6258/6259) zu einer Verkleinerung und damit zu einer Gewichtsreduktion des Thymus kommt. Auf
Wildtyptiere hat die Behandlung mit DT keinen Einfluss. Abkurzung: OM Ohrmarke, HZ
Horizontalzellen.

Aus dem Thymus kann der Grolteil der Zellen Gber mechanische Homogenisierung
vereinzelt und isoliert werden. Diese Zellen wurden im Folgenden sowohl aus Cx57°™*
Tieren mit verkleinertem Thymus nach DT-Gabe als auch aus ebenso behandelten
Cx57*"* Kontrollen isoliert und analysiert.

In der Zahl der Zellen pro Thymus zeigte sich eine Reduktion von etwa 2 x 10’ auf 3 x
10°, also um etwa 90%, in Cx57°™* im Vergleich zu Cx57""* (Abb. 4.18 A). Der nicht
membrangangige Farbstoff Propidiumjodid kann dazu verwendet werden, tote Zellen von
noch lebenden Zellen zu unterscheiden, da er nur in tote Zellen eindringt. Der Anteil
gefarbter Zellen und die Intensitdt der jeweiligen Farbung lassen sich mithilfe der
Fluoreszenz-aktivierten Zellsortierung (FACS) bestimmen. Dabei wird fir jede einzelne
Zelle die Intensitat der Fluoreszenz nach Markierung mit einer bestimmen fluoreszenten
Sonde (z.B. Propidiumjodid oder Fluoreszenz-markierte Antikorper) bestimmt. Aus der

Analyse vieler tausend Zellen wird anschlieRend der Anteil fluoreszierender Zellen
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berechnet. Auch Markierung und gleichzeitiger Nachweis von zwei oder drei
unterschiedlichen fluoreszierenden Sonden ist dabei mdglich. Nach einer Farbung der
isolierten Zellen des Thymus mit Propidiumjodid und anschlieBender Analyse mittels
FACS war der Anteil toter Zellen in DT behandelten Cx57°™" Tieren deutlich héher als
in Cx57"" Kontrollen (Abb. 4.18 B). Um den vom Absterben nach DT-Behandlung
betroffenen Zelltyp n&her eingrenzen zu kdnnen, wurden Antikérper gegen verschiedene
charakteristische Oberflachenproteine zur Markierung der verbleibenden lebenden
Zellen verwendet. Thy-1 ist ein auf allen Thymozyten vorkommender Marker und farbt
unter den isolierten Zellen des Thymus entsprechend alle Thymozyten an (Ledbetter und
Herzenberg, 1979). Diese machen den Grof3teil der isolierten Zellen aus, wahrend
dendritische Zellen, Thymus-Epithelzellen und Makrophagen nicht erkannt werden. Nach
Farbung mit Thy-1 Antikdrpern und einer anschlieBenden FACS-Analyse zeigte sich,
dass der Anteil der Thymozyten an den aus dem jeweiligen Thymus praparierten Zellen
in Cx57°™* Tieren im Vergleich zum Wildtyp minimal reduziert war (Abb. 4.18 C). In
beiden Thymi machen die Thymozyten den grof3ten Anteil der gesamten Zellen des
Thymus aus.

Die beiden Oberflachenmarker CD4 und CD8 werden dagegen nur von einem Teil der
Thymozyten exprimiert (vergl. Pezzano et al., 2001). Bei FACS-Analysen nach einzelner
Farbung mit Antikorpern gegen diese Antigene zeigte sich eine Reduktion in der Anzahl
CD4" bzw. CD8" Zellen im ablatierten Thymus um etwa die Halfte. Die Behandlung von
Cx57°™"* Tieren mit DT filhrt damit zu einer Verringerung der Zahl der CD4* und CD8*
Thymozyten. Dies weist darauf hin, dass von der Behandlung mit DT vor allem
Thymozyten betroffen sind.

Gesamtzahl von Thymozyten (%) Lebende Thymozyten
e
T 20
=15 - 60
N 1,0 40 1
N.0,5 20 -
0,0 0 -
Cx57+/+ +DT  Cx57+/DTR +DT Cx57+/+ +DT Cx57+/DTR +DT

Anteil Thy-1*, CD4*, CD8* Thymozyten
100
80 -
60 -

BCX57+/+
+DT

(%)

OCx57+/DTR
+DT

20

Thy-1+ CD4+ cD8+

Abbildung 4.18: Analyse der isolierten Zellen aus dem Thymus von je einem Uber sieben Tage
mit 100 ng DT pro TaFg behandelten Tier. (A) Die Gesamtzahl der aus dem Thymus isolierten Zellen
ist bei einem Cx57°™" Tier im Vergleich zu Cx57"" drastisch reduziert. (B) Uber Inkubation mit
Propidiumjodid wurden die toten Zellen angeféarbt und mittels FACS-Analyse der Anteil der lebenden,
nicht gefarbten Zellen bestimmt. Dieser ist im Cx57°"%" Tier im Vergleich zum Wildtyp deutlich
reduziert. (C) Nach Markierung mit Antikdrpern gegen verschiedene Oberflachenmarker auf
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Thymozyten, wurde der Anteil der fir den jeweiligen Marker positiven Zellen ebenfalls mittel FACS
Analysen ermittelt. Der Anteil an Thymozyten allgemein (markiert Uber Thy-1) ist nur wenig verandert,
wéhrend der Anteil an CD4" bzw. CD8" Thymozyten jeweils um die Halfte reduziert ist [In Kooperation
mit S. Temme und Prof. N. Koch, Institut fir Genetik, Bonn].

Um herauszufinden, welche der Populationen von Thymozyten von der DT Behandlung
betroffen ist, wurde eine Doppelmarkierung der isolierten Zellen des Thymus
durchgefuhrt und nach der Markierung mittels FACS analysiert.

Wie Abbildung 4.19 zeigt, sind im Wildtyp die meisten Zellen (etwa 85 %) doppelt CD4"
und CD8", wéahrend etwa 10 % nur CD4" sind und 2 % nur CD8". Doppelt negativ sind
ebenfalls etwa 2 % (Abb.4.18 A). Die Analysen der drei mit DT behandelten Cx57°™**
Mause mittels FACS-Analyse sind in Abbildung 4.19 (B-D) gezeigt. Das erste Tier weist
vergleichbare Anteile aller Thymozytenpopulationen zum Wildtyp auf (Abb. 4.19 B),
wahrend in den beiden anderen Tieren der Anteil an CD4/CD8 doppelt positiven Zellen
drastisch reduziert ist (Abb. 4.19 C/D). Das Verhaltnis der drei anderen Populationen
zueinander dagegen ist unverandert. Die Reduktion der Population der doppelt CD4/CD8
positiven Thymozyten stimmte mit der Reduktion der GréR3e des Thymus Uberein. Diese
Ergebnisse zeigen, dass in Tieren, in denen die Behandlung mit DT zu einer deutlichen
Reduktion in der GroRe des Thymus fihrt, diese durch eine Reduktion in der Anzahl
CD4/CD8 doppelt positiver Zellen hervorgerufen wird.

Abbildung 4.19: FACS-Analysen von CD4 und CD8 doppelmarkierten Thymozyten aus DT
behandelten Cx57°™* Mausen. Cx57"" und Cx57°™* Mause wurden jeweils sieben Tage mit
100 ng DT pro Tag behandelt, die Zellen drei Tage nach der letzten Injektion aus dem Thymus isoliert
und mit Antikérpern gegen CD4 und CD8 doppelt markiert. Mittels FACS-Analyse wurden die
verschiedenen Populationen doppelt negativer, doppelt positiver und jeweils einfach positiver
Thymozyten ausgezahlt. Die Intensitéten der Fluoreszenzmarkierung fir CD4 nimmt dabei nach oben
zu, die fiir CD8 nach rechts. In zwei der betrachteten Cx57°™* Tiere (C/D) ist die Population doppelt
CD4'/CD8" Thymozyten im Verhéltnis zum Wiltyp (A) stark reduziert, wéahrend die drei anderen
Populationen im Verhaltnis zueinander unverandert sind. Das dritte Cx57°™* Tier (B) zeigt dagegen
keine Veranderung im Vergleich zum Wildtyp (A) [In Kooperation mit S. Temme und Prof. N. Koch,
Institut fir Genetik, Bonn].

Die Reduktion in der GréR3e des Thymus ist somit auf den Verlust der grof3ten Population
an Thymozyten (CD4'/CD8") zuriickzufiihren. Die Expression von Cx57 wurde jedoch
bisher nur in einer aul3erst kleinen Population von moglicherweise CD45 positiven Zellen
im Thymus und nicht in Thymozyten nachgewiesen (Dissertation S. Hombach, 2004).
Um zu klaren, ob diese Analysen moglicherweise fehlerhaft sind und Cx57 und damit
auch der DT-Rezeptor in der Cx57°™* Maus in einer wesentlich gréReren Population
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exprimiert wird, wurden isolierte Thymozyten direkt mit DT behandelt. Sollte Cx57 und
damit der DT-Rezeptor, wenn auch nur in geringer Menge, in einer groReren Anzahl von
Thymozyten exprimiert werden, so wirde diese Behandlung mit DT zum Tod dieser
Zellen futhren. In Abbildung 4.20 ist die Analyse von isolierten Thymozyten aus Cx57°"*
und Wildtyptieren nach Inkubation mit 1 pg/ml DT fur jeweils zwei Tage dargestellt. Das
Verhéltnis toter zu lebenden Zellen wurde ebenfalls mittels Propidiumjodidfarbung und
anschlieRender FACS Analyse bestimmt. Der Anteil an toten Thymozyten stieg von Tag
zu Tag, von 2 % an Tag O Uber ca. 20 % an Tag 1 auf etwa 50 % an Tag 2. Zwischen
den beiden Genotypen sowie zwischen DT behandelten und unbehandelten Zellen
bestand jedoch kein Unterschied in den jeweiligen Anteilen toter Zellen.

Abbildung 4.20: Einfluss von DT auf isolierte Thymozyten aus Cx57°™* Mausen. Aus dem

Thymus von Cx57°™" sowie Cx57""" Tieren wurden die Thymozyten isoliert und tiber zwei Tage in
An- bzw. Abwesenheit von 1 pg/ml DT kultiviert. An jedem Tag wurde der Anteil toter Zellen nach
Farbung mit Propidiumjodid tiber eine FACS Analyse bestimmt. Zwischen Zellen aus Cx57°™* und
Cx57"", sowie zwischen DT behandelten und unbehandelten Zellen zeigte sich kein Unterschied [In
Kooperation mit S. Temme und Prof. N. Koch, Institut fur Genetik, Bonn].

Als Kontrolle fur die Wirksamkeit des DT wurden Zellen einer humanen Karzinomzelllinie
(HeLa-Zellen), die den humanen DT-Rezeptor endogen exprimieren (Wright et al., 1984),
mit entsprechenden Mengen an DT behandelt. Dies fuihrte zum Tod nahezu aller Zellen
innerhalb von 24 h (nicht gezeigt). Damit ist gezeigt, dass der DT-Rezeptor in Cx57°™*
Thymozyten nicht in ausreichender Menge exprimiert sein kann, um das massive
Sterben der CD4/CD8 doppelt positiven Thymozyten nach DT-Behandlung zu erklaren.
Dieser Effekt muss daher durch die Ablation eines anderen Zelltyps oder einen

Nebeneffekt der Ablation verursacht worden sein.

4.1.8 Funktion der Cre-Rekombinase in der Cx57Cre-Mauslinie

Nach FLP-Rekombinase vermittelter Deletion der DT-Rezeptor/eGFP Sequenz in der
Cx57DTRIfrtCre Mauslinie gelangt die Cre-Rekombinase unter die Kontrolle des Cx57-
Promotors. Nachdem die Expression der Cre-Rekombinase in der Retina von Cx57°""
Mausen gezeigt werden konnte (4.1.3.3) wurde im Folgenden die Funktion der Cre-
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Rekombinase untersucht. Dazu wurde eine Reportermauslinie verwendet, bei der eine
gefloxte Stopp-Kassette und das verstarkt gelb-fluoreszierende Protein (eYFP) hinter
dem ubiquitdaren ROSA26 Promotors stehen (kurz: ROSY). Nach Cre vermittelter
Deletion gelangt eYFP unter die Kontrolle des ROSA26 Promotors und zeigt Uber seine
Expression die vorhergegangene Aktivitdt der Cre-Rekombinase an (Srinivas et al.,
2001). Die Aktivitat der Cre-Rekombinase wurde so in der Retina von
Cx57°"*"* ROSA26™° PP Mausen untersucht. Es zeigte sich in Aufsicht auf die
lebende Retina eYFP-Fluoreszenz in einem Zelltyp mit groBem Soma und
weitreichenden dendritischen oder axonalen Auslaufern, was der Morphologie von
Horizontalzellen der Maus entspricht (Abb. 4.21 A). In Kryoschnitten konnte die
Eigenfluoreszenz nach Fixierung mit 4 % Paraformaldehyd nicht erhalten werden (nicht
gezeigt). Daher wurde das eYFP Protein mithilfe eGFP spezifischer Antikdrper
nachgewiesen, wobei diese aufgrund der geringen Unterschiede zwischen eGFP und
eYFP beide Proteine gleich gut erkennen. In 14 um dicken Kryoschnitten konnten
deutliche eGFP-Signale in der auf3eren plexiformen Schicht (OPL) nachgewiesen
werden (Abb. 4.21 B), die mithilfe von Calbindin-Koimmunfluoreszenzanalysen als
Horizontalzellen identifiziert werden konnten (Abb. 4.21.C/D). Zusatzlich ist ein
schwaches eGFP-Signal in der &uReren nuklearen Schicht (ONL) in vereinzelten Zellen
zu erkennen (Abb. 4.21 B). Die Aktivitdt der Cre-Rekombinase in Horizontalzellen der
Retina von Cx57°"* Mausen ist damit gezeigt. Ob es zusatzlich zu einer unspezifischen
Expression der Cre-Rekombinase in einem anderen Zelltyp der Retina kommt, lasst sich
anhand dieser Analysen jedoch nicht endgtiltig klaren.

Abbildung 4.21 Aktivitdt von Cx57-Cre in der Retina. Mithilfe einer ROSA26-STOPfloxYFP-
Reporter Mauslinie (ROSY) wurde die Horizontalzell-spezifische Aktivitat der Cre-Rekombinase in
Cx57°"®" Tieren durch die Eigenfluoreszenz des eYFP in Aufsicht auf lebende Retina (A) und mithilfe
eGFP-spezifischer Antikdrper in 14 um Kryoschnitten gezeigt (B-D). Der eGFP positive Zelltyp wurde
mittels Calbindin-spezifischer Antikorper als Horizontalzellen identifiziert (C/D).
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4.2 Analysen der Kanaleigenschaften von Connexin57

Connexin57 (Gjal0) wurde vor zehn Jahren als Protein mit 505 Aminoséureresten von
ca. 57 kDa beschrieben, das, wie fir die meisten Connexine Ublich, auf einem Exon
(Exon 2) kodiert ist. Diese Sequenz wurde verwendet, um die Kanaleigenschaften von
Cx57 in HeLa-Zellen genauer zu untersuchen (Manthey et al., 1999).

Bei der weiteren Untersuchung der Expression von Cx57 im Rahmen der Herstellung
einer Cx57-lacZ Reportermauslinie wurde jedoch festgestellt, dass Cx57 auf zwei Exons
kodiert ist und die dafir notwendige Spleif3stelle in dem fir den C-Terminus kodierenden
Bereich liegt. Dadurch werden die urspringlich letzten 25 Aminosaurereste auf Exon 2
durch auf Exon 3 kodierte 12 neue Aminosaurereste ersetzt. Es wurde gezeigt, dass
diese Form von Cx57 in der Retina exprimiert wird, wahrend die ungespleildte Form nicht
vorhanden ist (Hombach et al., 2004).

Im Folgenden wurde im Rahmen mehrerer Diplom- und Doktorarbeiten erfolglos
versucht, eine neue stabil exprimierende HelLa-Zelllinie von Cx57, mit entsprechend
verandertem C-Terminus, herzustellen (Diplomarbeit S. Latt 2003, Dissertation S.
Hombach 2004, Dissertation K. Wellershaus 2006).

4.2.1 Die Cx57-Sequenz

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein weiterer Versuch unternommen werden, eine stabile
Cx57-HeLa Zelllinie zu erzeugen. Zuvor wurde die Sequenz von Cx57 genauer
untersucht. Uber Sequenzierungen der Cx57-cDNA aus der Retina sowie der
genomischen DNA von Cx57 wurden einige Fehler in der bis dahin verwendeten
Sequenz (z.B. pMJ-Cx57STOP, Diplomarbeit S. Latt, 2003) entdeckt, die in drei Fallen
zu einem Aminosaureaustausch fuihren (Lysin110 - Arginin, Isoleucin272 - Valin und
Alanin330 - Threonin, Abb. 4.22). Ein zusétzlicher Vergleich mit der genomischen
Maus-Datenbank (NCBI) bestatigte die Richtigkeit der Sequenzierungen. So war eine
Neuklonierung des entsprechenden Bereiches in HeLa-Expressionsvektoren notwendig.
Unter Verwendung der Bglll und EcoRI Restriktionsschnittstellen wurde die fehlerhafte
Sequenz in allen Cx57 Expressionsvektoren gegen die korrekte mittels PCR amplifizierte
Sequenz aus der Cx57 cDNA ausgetauscht (Zur genauen Beschreibung der Klonierung
siehe Methoden Kap. 3.6.1).
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Abbildung 4.22: Ermittlung der korrekten Sequenz von Cx57. Das lUber PCR amplifizierte Exon 2
von Cx57 aus retinaler cDNA bzw. genomischer DNA sowie die bis dahin verwendete Sequenz im
Cx57-Expresionsvektor (pMJ-Cx57STOP, Diplomarbeit S. Latt, 2003) wurden sequenziert (AGOWA,
Berlin). (A-C) zeigt den jeweiligen Abschnitt der Sequenzierung mit einer Mutation von C990T was zur
Deletion einer Alw44l Restriktionsschnittstelle und zum Austausch von Alanin zu Threonin (A330T)
fuhrt. (D) Die Lage der drei identifizierten ausgetauschten Aminosauren K110R, 1272V und A330T ist
im Vektor pCx57-cDNA dargestellt. Die A-C entsprechende Mutation von ist durch einen Pfeil markiert.

4.2.2 Herstellung stabil Cx57eGFP exprimierender HeLa-Zellen

Zunéachst wurde mithilfe des neuen Expressionsvektors fur ein Fusionsprotein aus Cx57
und eGFP (pMJ-Cx57GOneu) eine Transfektion in kopplungsdefiziente HelLa-Zellen
(Elfgang et al., 1995) durchgefiihrt. Nach etwa zehntégiger Selektion entstanden einige
hundert Klone, von denen ca. 100 isoliert und analysiert wurden. Darunter wurden
einige Klone identifiziert, die Cx57eGFP exprimierten, jedoch nur in ca. 10 % der Zellen.
Zur Erh6éhung dieses Anteils wurde eine Subklonierung durchgefiihrt. Dazu wurden aus
durch Verdinnung vereinzelten Zellen eines Cx57eGFP positiven Klons erneut Klone
wachsen lassen, welche wiederum isoliert und analysiert wurden. Dies fihrte zu
Subklonen mit Expression von Cx57eGFP in tiber 80% der Zellen. Uber Wochen der
Kultivierung der Subklone sank dieser Anteil jedoch wieder. In Horizontalzellen wird ein
Gap Junction Halbkanal vermutet, der in der negativen Rickkopplung zu den
Photorezeptoren eine wichtige Rolle spielen soll (Kamermans et al., 2001; Fahrenfort et
al., 2004). So bestand die Moglichkeit, dass Cx57, als einziges bisher identifiziertes
Connexin in Horizontalzellen der Maus (Hombach et al.,, 2004), Halbkanale bilden
konnte, die, falls unkontrolliert gedffnet, fir die Instabilitdt der Cx57eGFP HelLa-Zellen
verantwortlich sein konnten. Halbkandle anderer Connexine sind meist Calzium-
abhangig und werden nur bei geringen extrazellularen Calziumkonzentrationen getffnet
(vergl. Evans et al., 2006). Um mdogliche Cx57-Halbkandale zu schliel3en, wurde daher ein
Teil der Zellen eines Cx57eGFP Subklons tber sechs Wochen in Medium mit zehnfach
erhohter Calzium-Konzentration kultiviert, um mogliche Halbkanédle zu schlieen. Die
Zugabe von Calzium zum Medium hielt den Anteil Cx57eGFP exprimierender Zellen
stabil, wahrend es in normal kultivierten Zellen zu einer drastischen Reduktion des
Expressionslevels kam (nicht gezeigt).
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Die Expression von Cx57eGFP wurde zunéachst direkt tGber die Fluoreszenz des eGFP
analysiert. Das Fusionsprotein gelangte in stabil exprimierenden HelLa-Zellen in die
Plasmamembran und verursachte dort, wie fur Connexine typisch, punktuelle Signale.
Daneben ist Cx57eGFP jedoch auch in vesikularen Strukturen im Zytoplasma und in
einigen Zellen gleichmaRig verteilt in der Plasmamembran zu finden (Abb. 4.23 A).
Zusatzlich wurde die Expression von Cx57eGFP auf RNA- und auf Proteinebene
untersucht. Fur Northernblot-Analysen wurde die Gesamt-RNA aus Cx57eGFP Hela-
Zellen gewonnen und auf einem Agarosegel aufgetrennt. Mithilfe einer PCR-
amplifizierten Sonde gegen Cx57 wurde die mRNA von Cx57eGFP nachgewiesen. Wie
Abbildung 4.23 B zeigt, ist ein deutliches Signal bei etwa 2,4 kb zu erkennen, was der
erwarteten GrofRe der Cx57eGFP mRNA entspricht. In Kontrollzellen eines nicht Cx57
exprimierenden Klons nach Transfektion mit Cx57IRES-eGFP (vergl. Kap. 4.2.3) konnte
diese nicht nachgewiesen werden.

Abbildung 4.23: Expressionsanalyse von Cx57eGFP in stabil transfizierten HeLa-Zellen. (A) Das
Fusionsprotein aus Cx57 und eGFP wurde anhand der Fluoreszenz des eGFP direkt in lebenden
Zellen nachgewiesen. Es ist in Plaque-ahnlichen Strukturen, als gleichméaRiges Signal in der
Plasmamembran und in zytoplasmatischen Strukturen zu finden. (B) Zur Analyse des Cx57eGFP
Transkriptes wurde die Gesamt-RNA isoliert, gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Membran
geblottet. Mithilfe einer radioaktiv markierten Sonde gegen Cx57 konnte ein Transkript von ca. 2,4 kb
in nachgewiesen werden. (C) Aus einem Uber SDS-PAGE aufgetrennten Proteinlysat konnte mittels
Immunoblot-Analyse die Expression von Cx57eGFP Uber eine spezifische, ca. 80 kDa grol3e Bande
mittels eGFP spezifischer Antikérper nachgewiesen werden.

Zur Immunoblot-Analyse wurden Proteinlysate aus Cx57eGFP Zellen mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und geblottet. Mithilfe von eGFP spezifischen Antikdrpern konnte das
Fusionsprotein mit einer Gréf3e von 80 kDa nachgewiesen werden (Abb. 4.25 C). Es
traten schwache unspezifische Banden bei ca. 60 kDa und 50 kDa auf, die jedoch ein
wenig schwécher ebenfalls in den Kontrolllysaten zu finden sind. Damit konnte die
Expression des Cx57eGFP Fusionsproteins in diesem Subklon sowohl auf Transkript-

als auch auf Proteinebene nachgewiesen werden.
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4.2.3 Transfektion von Cx57 ohne eGFP-Markierung

Um den Cx57-Kanal ohne den Einfluss einer mdglicherweise stérenden C-terminalen
eGFP-Markierung untersuchen zu konnen, wurden Transfektionen mit den
eukaryotischen Expressionsplasmiden pMJ-Cx57STOPneu und pMJ-Cx57IRESeGFP
durchgefuhrt. Wahrend pMJ-Cx57STOPneu ausschlie3lich die Expression von Cx57
ermdoglicht, wird durch pMJ-Cx57IRESeGFP die Expression von Cx57 und eGFP von
einer gemeinsamen MRNA mithilfe einer internen ribosomalen Eintrittsstelle (IRES-
Sequenz) bewirkt. So kdnnen im Idealfall transfizierte Klone direkt Gber die Fluoreszenz
des dann zytoplasmatischen eGFP identifiziert werden. Nach transienter Transfektion
von HelLa bzw. N2A-Zellen (neuronale Mauszelllinie, Olmsted et al., 1970) konnte
sowohl die eGFP-Fluoreszenz mittels Fluoreszenzmikroskopie als auch das
Vorhandensein von Cx57 in Immunfluoreszenzanalysen mittels Cx57-spezifischen
Antikoérpern (anti-Cx53.8, Cx57 ortholog des Karpfen; zur Verfigung gestellt von Prof. U.
Janssen-Bienhold, Oldenburg) nachgewiesen werden (Abb. 4.24). Mehrere Versuche,
stabile Klone mit diesen Vektoren herzustellen, schlugen fehl. In den folgenden
elektrophysiologischen Untersuchungen wurden daher transiente Transfektanten von
Cx57IRESeGFP verwendet. Diese zeigten keine Unterschiede zu den an der
Cx57eGFP-HeLa Zelllinie gemessenen Daten (Prof. F. Bukauskas, personliche
Mitteilung).

Abbildung 4.24: Transiente Expression von Connexin57 und eGFP in N2A-Zellen. Nach
transienter Transfektion von N2A-Zellen mit dem Vektor pMJ-Cx57IRESeGFP wurden die Zellen nach
48 h fixiert und mit Hilfe von Antikbrpern gegen das zu Cx57 orthologe Karpfen-Connexin Cx53.8
nachgewiesen. N2A-Zellen zeigten Fluoreszenz von eGFP (grin) im Zytoplasma und Immun-
fluoreszenzsignale fir Cx57 (rot) in der Kontaktmembran zwischen verschiedenen Zellen. Der
MaRstab entspricht 20 pm.

4.2.4 Analyse des Farbstofftransfers durch Cx57eGFP Kanéle

Die Funktion von Gap Junctions, aufgebaut aus bestimmten Connexinen, kann Uber
Injektion von kleinen, nicht membrangangigen Fluoreszenzfarbstoffen oder anderen
Molekulen in eine Zelle bestimmt werden, die Uber Gap Junctions an benachbarte Zellen
weitergegeben werden. Dies lasst Ruckschlisse auf die Selektivitat eines bestimmten
Gap Junction Kanals in Bezug auf GroR3e oder Ladung der permeablen Stoffe zu. Als
Farbstoffe kommen kleine, meist geladene Molekile wie Ethidiumbromid
(Molekulargewicht MW 314, Ladung z = +1), Propidiumjodid (MW 414, z = +1), 4',6-
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Diamidino-2-phenylindol (DAPI, MW 279, z = +1), Lucifer Yellow (MW 443, z = -2) oder
Alexa Fluor®® (MW 326, z = -1) zum Nachweis von Gap Junction vermittelter Kopplung
zum Einsatz (Bukauskas et al., 2000). Als zuverlassiges und relativ kleines Gap Junction
permeables Molekul wird zuséatzlich Neurobiotin (MW 287, z = +1) verwendet, dass mit
Hilfe der Biotin-Avidin Wechselwirkung Uber eine Avidin-gekoppelte Peroxidase
nachgewiesen werden kann.

Zur Analyse der Farbstoffselektivitat von Cx57eGFP Gap Junction Kanalen wurden in
Zusammenarbeit mit Prof. F. Bukauskas (New York) jeweils unterschiedliche Farbstoffe
in zufallig gebildete Zellpaare mit wenigstens einem sichtbaren Cx57eGFP-Gap Junction
Plague zwischen beiden Zellen injiziert. Es zeigte sich, dass Cx57eGFP Kanale
durchlassig fur Alexa Fluor®®, Ethidiumbromid und DAPI sind (Abb. 4.25). Bei den
beiden Farbstoffen Lucifer Yellow und Propidiumjodid wurde unter normalen
Bedingungen zunachst kein Farbstofftransfer nachgewiesen (nicht gezeigt). Wie im
Folgenden dargestellt, erhéht eine intrazellulare Alkalisierung mittels Ammoniumchlorid
die Offnungswahrscheinlichkeit von Cx57eGFP Kanalen deutlich. Daher wurden die
Zellen vor der Injektion mit Lucifer Yellow und Propidiumjodid zusétzlich 30 Minuten mit
Ammoniumchlorid inkubiert, um eine grolRere Anzahl von Kandlen zu offnen.
Intrazellulare Alkalisierung ermdglichte den Transfer von Lucifer Yellow durch
Cx57eGFP Kanale, wahrend sie fur Propidiumjodid auch nach Behandlung mit
Ammoniumchlorid nicht permeabel waren (Abb. 4.27).

Abbildung 4.25: Analyse der Farbstoffkopplung von Cx57eGFP Kandalen. Zufallige Zellpaare
stabil Cx57eGFP exprimierender Hela Zellen wurden mit Alexa Fluor®° (A), Lucifer Yellow (B),
Ethidiumbromid (C), DAPI (D) und Propidiumjodid (E) injiziert. Es zeigte sich Transfer von Alexa
Fluor®®, Ethidiumbromid und DAPI unter normalen Bedingungen von der injizierten Zelle (**) in die
benachbarte Zelle (*). Ein Transfer von Lucifer Yellow konnte erst nach vorheriger Alkalisierung des
Zellinnneren mittels Ammoniumchlorid (10 mM) nachgewiesen werden. Propidiumjodid wurde weder
unter normalen Bedingungen noch nach intrazelluldrer Alkalisierung Uber Cx57eGFP Kanéle
weitergegeben [In Zusammenarbeit mit Prof. F. Bukauskas, New York].

Zusétzlich wurde der Transfer von Neurobiotin zwischen Cx57eGFP exprimierenden
HelLa-Zellen untersucht. Wie Abbildung 4.26 zeigt, wird Neurobiotin Uber Cx57eGFP
Gap Junctions an benachbarte Zellen effektiv weitergegeben. Die durchschnittliche
Anzahl neurobiotin-positiver Zellen betragt demnach ohne vorherige intrazellulare
Alkalisierung etwas weniger als zwanzig Zellen pro injizierter Ausgangszelle, was etwa
einem Siebtel der durchschnittlichen Zahl gekoppelter Zellen von Connexin43 entspricht
(Dobrowolski et al. 2007).
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Abbildung 4.26: Neurobiotintransfer zwischen Cx57eGFP stabil transfizierten HelLa-Zellen.
(A/B) Neurobiotin wurde durch lontophorese in stabil Cx57eGFP exprimierende HelLa-Zellen injiziert
(*) und mittels einer Avidin gekoppelten Peroxidase lber ein Substrat (Histogreen) nachgewiesen, das
zu einem blauen Produkt umgesetzt wird. (C) Die durchschnittliche Anzahl gekoppelter Zellen nach
Mikroinjektion von Neurobiotin liegt nach statistischer Auswertung bei etwa zwanzig Zellen.

4.2.5 Analyse der elektrophysiologischen Eigenschaften von Connexin57eGFP
Kanalen

Uber ,double Voltage Clamp“ Analysen kann man im Gegensatz zu Farbstoff-
transferanalysen weitere Charakteristika von Gap Junction Kanalen wie Spannungs-
abhangigkeit, Einzelkanalleitfahigkeit und Offnungswahrscheinlichkeit bestimmen. Dazu
wurde in Zusammenarbeit mit Prof. F. Bukauskas (New York) in Zellpaaren mit
sichtbaren Cx57eGFP Plaques die direkte elektrische Kopplung gemessen. Unter
normalen Perfusionsbedingungen konnte ein auf Cx57eGFP Kanéle zurickzuflhrender
schwacher Strom gemessen werden. Die gesamte Leitfahigkeit (g;) dieser Kanéle in
Cx57eGFP HelLa-Zellen war um den Faktor 100 geringer als zwischen Cx43eGFP Hela-
Zellen (Bukauskas et al., 2000). Cx57eGFP Kanéle zeigten eine Spannungsabhéngigkeit
in Form einer Glockenkurve mit der hochsten Leitfahigkeit um 0 V (Abb. 4.27 B),
berechnet aus der angelegten Spannung V; und dem gemessenen Strom |; (Abb. 4.27
A). Diese entspricht im Wesentlichen den Beobachtungen fur den Cx57-Kanal mit altem
C-Terminus (Manthey et al.,, 1999). Die Einzelkanalleitfahigkeit, berechnet aus der
angelegten Spannung V; und dem gemessenen Strom von einzelnen Cx57eGFP
Kanalen (Abb. 4.27 C), betragt 58 pS im vollstandig geodffneten Zustand und 11 pS im
Residualzustand (Abb. 4.27 D). Aus der Intensitdét der Fluoreszenz des Plaques
zwischen zwei Zellen, Uber die die Anzahl an Kanalen im Plaque bestimmt wurde, und
der gemessenen Leitfahigkeit ergab sich analog zu Bukauskas et al. (2000) ein Anteil an
gedffneten Kanalen von 0,5-0,6 x 10™. Dieser ist deutlich geringer als der Anteil an
getffneten Kandalen fir Cx43eGFP mit etwa 0,15 (Bukauskas et al., 2000).
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Abbildung 4.27: Elektrophysiologische Charakterisierung von Cx57eGFP Gap Junction
Kandalen. (A) zeigt ein Beispiel fur die Spannungsabhdngigkeit von Cx57eGFP-Kanélen Die
Veranderung der Leitfahigkeit g; berechnet aus der angelegten Spannung V; und dem gemessenen
Strom |; sinkt als Antwort auf eine Erhéhung der Spannung auf Vj = +70 mV. Die Rickkehr der
Leitfahigkeit in den Ausgangszustand nach erneuter Veranderung von V; zeigt zwei Phasen, einen
schnellen und einen langsamen Anteil (vergroRerter Ausschnitt). (B) Die Leitfahigkeit g; von
Cx57eGFP-Kanélen ist fur ein Zellpaar in Abhangigkeit von der angelegten Spannung dargestellt. Die
Leitfahigkeit ist ohne angelegte Spannung am hochsten und féllt zu beiden Seiten bei Verénderung
von V; ab. (C) zeigt das Offnen und SchlieBen einzelner Cx57eGFP Kanéale zwischen zwei Zellen.
Dazu wurde bei einem Zellpaar mit nur wenigen gedffneten Kanélen ein Spannungschritt zu V; =
+95 mV angelegt. Die meisten Veranderungen des Stroms gehen vom Residualzustand (gestrichelte
Linie) in den gedffneten Zustand. (D) Eine Auftragung der Haufigkeit der Unterschiede in der
Leitfahigkeit bei diesen Veranderungen zeigt eine Leitfahigkeit von etwa 11 pS im Residualzustand
und etwa 58 pS im gedéffneten Zustand. Die bestimmte Einzelkanalleitfahigkeit betragt damit 58 pS im
vollstandig gedffneten Zustand [in Zusammenarbeit mit Prof. F. Bukauskas, New York].

Um den Anteil an geotffneten Cx57eGFP Kanalen zu erhéhen wurde mithilfe von
Ammoniumchlorid (10 mM) der intrazellulare pH-Wert angehoben, da in einer kirzlich
erschienenen Publikationen ein Einfluss des pH-Wertes auf die Kopplung zwischen
Horizontalzellen beschrieben wurde (Jouhou et al., 2007). Wie in Abbildung 4.28 zu
sehen, erhohte diese Behandlung die Leitfahigkeit von Cx57eGFP Kanélen deutlich um
das bis zu 100fache. Dieser Effekt war reversibel. Durch Einsatz des intrazellularen pH-
Indikators  2',7'-Bis'(carboxyethyl)-5-(6")-Carboxyfluorescein (BCECF) wurde bei
unterschiedlichen Konzentrationen von Ammoniumchlorid der intrazellulare pH-Wert
sowie die Leitfahigkeit zwischen den jeweiligen Zellpaaren bestimmt. Aus der
Kombination der Leitfahigkeit und des intrazellularen pH-Werts ergibt sich eine steil
ansteigende sigmoide Verlaufskurve mit einem pKa = 7,42, wobei Cx57eGFP-Kanale bei
Erhdhung des pH-Wertes gedffnet werden. Der Cx57eGFP Kanal kann also im Bereich
um pH 7,4 sehr direkt Gber den intrazellularen pH-Wert reguliert werden.
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Abbildung 4.28: Einfluss der intrazellularen Protonenkonzentration auf die Kopplung von
Cx57eGFP Gap Junctions. (A) zeigt die Dynamik des gemessenen Stroms |; und der sich daraus
ergebenden Leitfahigkeit g; bei sich wiederholenden Verénderungen des angelegten Spannung von
+20 mV bis -20 mV als Antwort auf eine wiederholte Behandlung des Zellpaares mit 10 mM
Ammoniumchlorid. Die Verédnderung des intrazellularen pH-Wertes fiihrte zur Erhdhung des
gemessenen Stroms und der Leitféahigkeit der Cx57eGFP Kanéle. (B) zeigt die mittels BCECF
bestimmten Veranderungen des intrazellularen pH-Wertes bei Behandlung mit unterschiedlichen
Konzentrationen von Ammoniumchlorid. (C) Die Veranderung der Leitfahigkeit der Cx57eGFP-Kanéle
aus sechs verschiedenen Experimenten wurde in Abhangigkeit des intrazellularen pH-Wertes
bestimmt. Die Ausgleichskurve (durchgezogene Linie) zeigt einen steil sigmoiden Verlauf mit einem
pKa = 7,42 [in Zusammenarbeit mit Prof. F. Bukauskas, New York].

4.2.6 Analyse der Halbkanalaktivitat von Connexin57

Wie in Kapitel 4.2.2 beschrieben, gibt es aufgrund der Instabilitdt der Cx57eGFP
exprimierenden HelLa-Zellen und deren Abh&ngigkeit von der extrazellularen Calzium-
konzentration Hinweise auf das Vorhandensein von Cx57eGFP Halbkanalen.

In Zusammenarbeit mit Prof. F. Bukauskas (New York) wurden dazu Cx57eGFP HelLa-
Zellen und HelLa-Wildtyp Zellen mit den zuvor als Cx57eGFP Gap Junction permeabel
identifizierten Farbstoffen DAPI und Ethidiumbromid inkubiert. Dabei wurden beide
Farbstoffe einmal in normalem Medium und einmal in Calzium-freier modifizierter Krebs-
Ringerldsung (MRK-LOsung) mit zusatzlich 5 mM Ammoniumchlorid zu einer Mischkultur
aus HelLa Wildtyp und HelLa-Cx57eGFP Zellen gegeben. In normalem Medium zeigte
sich kein Unterschied in der Farbstoffaufnahme zwischen HelLa Wildtyp und Hela-
Cx57eGFP Zellen, weder fur Ethidiumbromid noch fur DAPI (Abb. 4.29 A-C). In Calzium-
freier MRK-L6sung mit 5 mM Ammoniumchlorid dagegen wird DAPI von Cx57eGFP
HelLa-Zellen, zu erkennen am Fluoreszenzsignal von Cx57eGFP-Plaques zwischen den
Zellen, deutlich besser aufgenommen, als von den umgebenden HelLa-Wildtyp Zellen
ohne eGFP Signal (Abb. 4.29 D/E). Ethidiumbromid dagegen wird nicht aufgenommen
(nicht gezeigt). Bei langerer Inkubation unter diesen Bedingungen (ca. 25 Minuten)
schwellen die Cx57eGFP exprimierenden Zellen an und werden rund, deutlich zu
erkennen am Unterschied zu HeLa-Wildtyp Zellen. Eine Aufnahme des Farbstoffs DAPI
konnte in reduziertem Umfang bei Calziumkonzentrationen von 0,1 mM und 0,3 mM
beobachtet werden, ab 0,5 mM inhibiert extrazellulares Calzium Cx57eGFP-Halbkanale
jedoch komplett (nicht gezeigt). Damit wurde demonstriert, dass Cx57eGFP in Hela-
Zellen funktionelle Halbkanéle bildet, die sich bei entsprechendem intrazellularen pH-
Wert und einer geringen extrazellularen Calziumkonzentration 6ffnen lassen.
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Abbildung 4.29: Farbstoffaufnahme in
Kokulturen von HelLa-Cx57eGFP und
Wildtyp-Zellen. (A-C) Fluoreszenzbilder
nach einer Stunde Inkubation mit
Ethidiumbromid (EtBr; 5 pM) und DAPI
(0,5 uM) in normalem Kulturmedium
(Dulbecco's Modifiziertes Eagle Medium)
zeigen keine Unterschiede in der
Farbstoffaufnahme von HelLa-Cx57eGFP
(Zellpaar oben rechts) und HelLa-Wildtyp
(restliche Zellen). (D) Bei Inkubation von
DAPI (5 pM) fur ca. 25 Minuten in
Calzium-freier MRK-L6sung mit 5 mM
Ammoniumchlorid nehmen HelLa-
Cx57eGFP Zellen (grin) deutlich mehr
DAPI (blau) auf als HelLa-Wildtypzellen.
Die entsprechenden Zellen schwellen
dabei an und werden rund, wie in der
VergréBerung (E) zu erkennen ist [In
Zusammenarbeit mit Prof. F. Bukauskas,
New York].

4.3 Analyse der Interaktion zwischen Connexin36 und Ca*/Calmodulin abhangiger
Kinase Il (CaMKIlI)

Connexin36 (Cx36) ist eines der haufigsten neuronal exprimierten Connexine in der
Retina und vermittelt die Kopplung zwischen Photorezeptoren, zwischen Bipolarzellen,
Amakrinzellen und Ganglienzellen (Feigenspan et al., 2001; Degen et al.,, 2004,
Feigenspan et al., 2004). Diese Funktion kann Uber interagierende Kinasen wie die
Proteinkinase A (PKA) durch Phosphorylierung von Cx36 reguliert werden, was von
groRer Bedeutung fur die Verarbeitung von Lichtsignalen in der Retina ist (vergl. Urschel
et al., 2006). Vor Beginn dieser Arbeit wurde von Dr. C. Alev und Dr. S. Urschel bei der
Suche nach Interaktionspartnern von Cx36 nach Immunprézipitation bzw. GST-Pulldown
Experimenten (ber massenspektrometrische Analyse die Ca?‘/Calmodulin-abhéngigen
Kinase (CaMKIl) als mdogliches interagierendes Protein fir Cx36 identifiziert. Zusatzlich
zeigten Immunfluoreszenzanalysen in der inferioren Olive im Gehirn von M&ausen eine
ausgepréagt Kolokalisation beider Proteine (Analyse Dr. G. Zoidl, nicht gezeigt). In den
folgenden Versuchen wurde diese Interaktion mithilfe von Glutathion-S-Transferase
(GST)-Fusionsproteinen  zweier zytoplasmatischer Bereiche von Cx36, der
zytoplasmatischen Schleife (GST-Cx36CL) bzw. dem C-Terminus (GST-Cx36CT),
bestétigt und ihre Relevanz fir die Phosphorylierung von Cx36 geklart.
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4.3.1 Bindung der CaMKIl an Connexin36

Die Bindung von CaMKIl an Cx36 wurde zunadchst genauer unter in vitro Bedingungen
untersucht. [*°S] markierte in vitro translatierte CaMKIl wurde mit iber Glutathion-
Agarose immobilisierten GST-Fusionsproteinen von Cx36 C-Terminus (Cx36CT) bzw.
zytoplasmatischer Schleife (Cx36CL) unter verschiedenen Bedingungen inkubiert. Nach
Waschen mit entsprechenden Waschlésungen wurden alle gebundenen Proteine eluiert
und mittels SDS-PAGE und Autoradiographie die gebundene CaMKIl nachgewiesen.
Dabei wurden die Abhangigkeit der Bindung von Calzium (Ca**) und Calmodulin (CalM),
sowie der Einfluss der Autophosphorylierung der CaMKIl (Auto) auf deren
Bindeverhalten untersucht. Wie Abb. 4.30 B und C zeigen, bindet die CaMKII an beide
untersuchte zytoplasmatischen Doméanen von Cx36 in Anwesenheit von Calzium und
unabhangig von der Anwesenheit von Calmodulin. In zusétzlichen Immunoblot-Analysen
mit Antikbrpern gegen Calmodulin wurde festgestellt, dass die Ansétze jedoch
Calmodulin aus den zur in vitro Translation eingesetzten Retikulozytenlysaten enthalten.
Uber die Abhangigkeit von Calmodulin kann damit keine Aussage getroffen werden. Eine
Autophosphorylierung der CaMKII verbessert die Bindung an Cx36CL um etwa 50 % und
an Cx36CT um 150 %.

Anhand von in silico Analysen wurden zwei mdgliche Bindestellen (Cx36CL-B und
Cx36CT-B) fur die CaMKII in Cx36 identifiziert (vergl. Abb. 4.30 A). Um die Beteiligung
dieser Teile der Cx36 Sequenz an der Interaktion von Cx36 mit der CaMKIl zu
bestatigen, wurden zunachst mittels ,Overlap-Extension“-PCR (vergl. 3.7) Deletions-
mutanten der entsprechenden Cx36-GST-Fusionsproteine hergestellt und aus E.coli
aufgereinigt (Vektoren siehe Anhang). In einem wie oben beschriebenen
Bindeexperiment mit radioaktiv markierter CaMKIl und immobilisierten GST-
Fusionsproteinen der Cx36-Deletionsmutanten zeigte sich, dass Deletionen beider
identifizierter Bindestellen zu einer deutlichen Reduktion in der Menge von an Cx36
gebundener CaMKIl fuhren (Abb.4.30 D). Dies deutet auf eine Beteiligung beiden
vermuteten Bindestellen an der Interaktion zwischen Cx36 und CaMKIl hin. Damit
konnten die urspringlich identifizierte Interaktion zwischen CaMKIl und Cx36 bestatigt
werden und zwei an der Interaktion beteiligte Bereiche in Cx36 identifiziert werden.
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Abbildung 4.30: Bindung von CaMKIl an immobilisierte GST-Fusionsproteine von
zytoplasmatischer Schleife (Cx36CL) und C-Terminus (Cx36CT) von Cx36. (A) Schematische
Darstellung tber in silico Analysen identifizierter putativer Binde- (-B) und Phosphorylierungsdoménen
(-Phos) von Cx36. (B/C) zeigen reprasentative Autoradiogramme und deren quantitative
Auswertungen von in vitro translatierter [*°S] markierter CaMKIl an Fusionsproteine von GST und
Cx36CL bzw. Cx36CT. Eine effektive Bindung ist in Gegenwart von Ca”" oder Ca*" und Calmodulin zu
erkennen. Vorherige Autophosphorylierung der CaMKIl erhoht die Effektivitat der Bindung deutlich
(Vergleich der jeweils letzten beiden Spuren). (D) Die Deletion der putativen Binderegionen in Cx36
(siehe A) fuhrt sowohl in Cx36CL als auch Cx36CT zu einer deutlichen Reduktion in der Affinitat der
CaMKIl zu den jeweiligen GST-Fusionsproteinen (jeweils Duplikate). GST alleine diente als
Negativkontrolle.

4.3.2 Phosphorylierung von Connexin36 durch die CaMKII

Cx36 besitzt laut in silico Analyse vier Konsensus-Stellen fiir die Phosphorylierung durch
die CaMKIl, zwei in der zytoplasmatischen Schleife und zwei im C-Terminus. Daher
wurde die Phosphorylierung von Cx36 durch die CaMKIl an GST-Fusionsproteinen in
vitro unter verschiedenen Bedingungen untersucht. Dazu wurde die Kinase in Gegenwart
von radioaktiv markiertem y-ATP unter Bedingungen analog zu den Binde-Experimenten
mit immobilisierten Cx36-GST Fusionsproteinen inkubiert. Die Agarosekigelchen
wurden anschlielend mehrfach gewaschen, die Proteine eluiert und tber SDS-PAGE
aufgetrennt. Die Phosphorylierung der Fusionsproteine wurde Uber Autoradiographie
nachgewiesen. Es zeigte sich, dass zur effektiven Phosphorylierung von Cx36CT durch
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die CaMKIl eine vorherige Autophosphorylierung der CaMKII notwendig ist (Abb. 4.31
B), wahrend der Cx36CL bereits in Anwesenheit von Calzium und Calmodulin ohne
vorhergehende Autophosphorylierung der CaMKII effektiv phosphoryliert wird (Abb. 4.31
A). Um die Beteiligung der verschiedenen Binde- und Phosphorylierungsregionen in
Cx36 (vergl. Abb. 4.30 A) an dieser Interaktion zu untersuchen, wurden Peptide, die
diesen Regionen entsprechen, wahrend der Phosphorlierung im Uberschuss
hinzugegeben. Beide den Bindestellen entsprechenden Peptide (Cx36CL-B und
Cx36CT-B) inhibierten die Phosphorylierung von Cx36 durch die CaMKIl. Von den
beiden den Phosphorylierungsregionen von Cx36 entsprechenden Peptiden (Cx36CL-
Phos Cx36CT-Phos) war nur Cx36CT-Phos aber nicht Cx36CL-Phos dazu in der Lage
(Abb.4.31 A/B rechte Spuren).

In einer massenspektrometrischen Analyse von in vitro phosphorylierten GST-Cx36
Fusionsproteinen wurden vier verschiedene phosphorylierte Aminosaurereste identifiziert
(in Zusammenarbeit mit C. Alev, nicht gezeigt): S110 und T111 in der zytoplasmatischen
Schleife sowie S293 und S315 im C-Terminus. Um den Grad der Phosphorylierung
dieser Stellen durch die CaMKIl zu untersuchen, wurden Punktmutanten von Cx36-GST-
Fusionsproteinen mit einem Austausch der entsprechenden Aminosduren zu Alanin
(Urschel et al., 2006) verwendet bzw. die T111A Mutante neu erzeugt (siehe Kap. 3.7).
Aufgereinigte GST-Fusionsproteine mit den jeweiligen Punktmutationen wurden in
Zusammenarbeit mit Thorsten Hoher zur in vitro Phosphorylierung eingesetzt. Ein
Vergleich der Phosphorylierungsstarke nach entsprechender Punktmutation sollte
Aufschluss Uber die Bedeutung des jeweiligen Aminoséaurerestes fur die
Phosphorylierung von Cx36 durch die CaMKII geben.

Eine Mutation von Serin315 im Cx36CT reduzierte die Phosphorylierung durch die
CaMKII deutlich, wahrend eine Mutation von Serin293 kaum Auswirkungen hatte (Abb.
4.31 C). Fir die quantitative Bestimmung der Bandenstarken wurde hier jeweils nur die
obere Bande ausgewertet, da die untere Bande vermutlich einem Degradationsprodukt
des Proteins entspricht. Eine Mutation von Serin110 und Threonin111 hat dagegen einen
in etwa vergleichbaren Effekt auf die Phosphorylierung der zytoplasmatischen Schleife.
Beide fuhren zu einer deutlich geringeren Phosphorylierung von Cx36CL durch CaMKII.
Da die zytoplasmatische Schleife von Cx36 auch ohne vorherige Autoaktivierung der
CaMKIl durch die Kinase phosphoryliert wird, wurde in einem weiteren Experiment in
Zusammenarbeit mit Dr. S. Urschel untersucht, ob den Binde- oder Phosphorylierungs-
regionen von Cx36 entsprechende Peptide in der Lage sind, die CaMKIl in Abwesenheit
von Calmodulin zu aktivieren, wie dies fur einen anderen Bindungspartner der CaMKII,
die NR2B Untereinheit des N-Methyl-D-Aspartat- kurz NMDA-Rezeptors, der Fall ist
(Bayer et al. 2001). Tatséachlich fihrte eine Inkubation der CaMKII mit Peptiden, die den
Cx36-Binderegionen entsprechen, in Abwesenheit von Calmodulin zu einer
Autoaktivierung der Kinase, nachgewiesen durch Phosphorylierung des CaMKII-
Substrates Autokamptide (Abb.4.31 D).
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Abbildung 4.31: Phosphorylierung von Connexin36 durch die CaMKIl in vitro. (A/B) GST-
Fusionsproteine von Cx36CL und Cx36CT wurden durch aktivierte CaMKIl (Autophosphorylierung) in
Gegenwart von Ca®* und Calmodulin effektiv phosphoryliert wie nach Inkubation mit [32P]-y-ATP in
Autoradiogrammen und deren quantitativer Auswertung gezeigt. Das Fusionsprotein der
zytoplasmatischen Schleife von Cx36 wird auch ohne vorherige Aktivierung der CaMKII phosphoryliert
(A zweite Spur). Peptide, welche den putativen Binde- und Phosphorylierungsstellen von Cx36 (vergl.
4.30 A) entsprechen, sind mit Ausnahme des Cx36CL-Phos Peptides in der Lage die
Phosphorylierung durch die CaMKIl zu inhibieren. (C) Mutationen der putativen phosphoryierten
Aminosauren zu Alanin (S110A, T111A S293A und S315A) wurden auf Veranderungen in der
Effektivitit der Phosphorylierung hin untersucht. Eine Mutation von Serin110, Threoninlll sowie
Serin315 zu Alanin fiuhrte zu einer deutlichen Reduktion der Phosphorylierung, wéahrend eine
Veranderung von Serin293 keinen Effekt hatte. Das phosphorylierte GST-Cx36CT Fusionsprotein
zeigte im Autoradiogramm zwei Banden, wobei es sich bei der unteren Bande vermutlich um ein
Degradationsprodukt handelt. Daher wurden ausschlie3lich die mit einem Pfeil markierten Banden
guantifiziert. (D) Mittels Biotinylierung und Bindung an Avidin-Agarose immobilisierte Peptide
entsprechend den Binderegionen in Cx36, sind in der Lage die CaMKIl in Abwesenheit von
Calmodulin zu aktivieren. Dies wurde durch Phosphorylierung des CaMKII-Substrates Autocamptide in
Gegenwart von [32P]-y-ATP gezeigt, welche in einem Szintilationszahler (cpm) bestimmt wurde. [C in
Zusammenarbeit mit T. Hoher; D in Zusammenarbeit mit Dr. S. Urschel].
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Damit wurde gezeigt, dass die CaMKIl effektiv in einer Calzium abhangigen Weise an
beide grofRen zytoplasmatischen Doméanen von Cx36 bindet und dass diese Bindung die
Voraussetzung schafft fir eine Phosphorylierung von Cx36 durch die CaMKIl. Die
Interaktion zwischen beiden Molekilen, insbesondere die Autoaktivierung der CaMKII
durch Bindung an Cx36, weist damit Gemeinsamkeiten mit der Wechselwirkung
zwischen CaMKII und der NR2B Untereinheit des NMDA-Rezeptors auf, einem wichtigen
Bestandteil chemischer Synapsen (Bayer et al., 2001).

4.4 Analysen zu Vorkommen und Funktion von Maus Connexin23

Eines der letzten Connexine in der Maus wurde in einer Arbeit aus dem Jahr 2003 im
Rahmen einer Transkriptomanalyse (Gustincich et al.,, 2003) als 1477bp langes
Transkript entdeckt (D230044MO3Rik). Diese Sequenz kodiert fir ein Protein von
23 kDa. Entsprechend der fur Connexine gebrauchlichen Nomenklatur wurde das
Protein Connexin23 (Cx23) benannt (S6hl und Willecke, 2003). Im Rahmen dieser Arbeit
wurden zur Aufklarung der Funktion dieses Gens die Expression in verschiedenen
Geweben der Maus sowie die Kanaleigenschaften von Cx23 in stabil exprimierenden
HelLa-Zellen untersucht.

4.4.1 Das Connexin23 Gen

Das Gen fur Maus Connexin23 (Gjel) ist in einer Region auf Chromosom 10 lokalisiert.
Das offene Leseraster von 618 nt kodiert fur ein Protein von 205 Aminosaureresten mit
einer theoretischen molekularen Masse von 23,83 kDa und ist auf drei verschiedene
Exone verteilt (Abb. 4.32 A). Eine Analyse der Proteinstruktur mittels TMHMM-
Algorithmus (HUSAR) durch Dr. G. Sohl zeigte die fur Connexine typische Struktur aus
vier Transmembrandomé&nen, einem zytoplasmatischen N- sowie C-Terminus, zwei
extrazellularen und einer intrazellularen Schleife. Im Vergleich zu anderen Connexinen
sind die zytoplasmatische Schleife sowie der C-Terminus mit 12 bzw. 13 Aminoséuren
besonders kurz, wahrend die zweite extrazellulare Schleife mit 37 Aminoséauren etwas
langer ist als bei anderen Connexinen (Abb. 4.32 B). Eine Besonderheit der Sequenz
von Cx23 im Vergleich zu anderen Connexinen ist das Fehlen des jeweils mittleren der
drei Cysteinreste in den beiden extrazellularen Schleifen (Abb. 4.32 C). Diese sind in
allen bisher bekannten Connexinen konserviert, fehlen aber in der ebenfalls Gap
Junction bildenden Proteinfamilie der Innexine und Pannexine. Trotzt dieser
Gemeinsamkeit von Cx23 mit Innexinen und Pannexinen legte ein Sequenzvergleich
mittels Blast-Algorithmus (HUSAR) stattdessen eine Verwandtschaft zu den Connexinen
nahe.
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Abbildung 4.32: Sequenzanalysen von Cx23. (A) Schematische Darstellung der Cx23-Genstruktur
(verandert nach D230044MO03Rik). Die kodierende Region hat eine Lange von 618 bp und ist auf drei
Exone verteilt. (B) GréRe und Exon-spezifische Verteilung der neun verschiedenen putativen
Doménen von Maus-Cx23 nach der Vorhersage mit dem TMHMM-Algorithmus (HUSAR). (TM:
Transmembrandomane, CL: zytoplasmatische Schleife, EL: extrazellulare Schleife) (C) Vergleich der
konservierten Cysteinreste in den extrazelluldren Schleifen von Connexinen in 1. und 2.
extrazellularen Schleife (EL) mit denen von murinem und menschlichem Cx23 bzw. murinem Cx31.
(C, Cystein, K, Lysin, E, Glutamat, X, beliebige Aminosaure). (D) Unterschiede in der Sequenz der
SpleiRakzeptorstelle (ag) vor Kodon 75 von Exon 3 zwischen Maus (m), Schimpanse (ch), Mensch (h)
sowie Zebrafisch (zf) Cx23. Die Uber * markierte Mutation von ,g“ zu ,a"“ in der menschlichen Sequenz
fuhrt zu einem Stoppkodon und einem groRtenteils trunkierten Protein. Das neu entstandene ,ag"
kénnte aber auch als méglicher neuer SpleiRakzeptor genutzt werden, was zu einem Protein von 201
Aminosauren (AS) fuhren wirde. [In Zusammenarbeit mit Dr. G. Sohl].

Bei einer Spezies-Ubergreifenden Suche nach orthologen Genen von Cx23 in
genomischen Datenbanken mittels des entsprechenden Blast-Algorithmus (NCBI)
wurden in den meisten Spezies Cx23 orthologe Gene identifiziert. So finden sich Cx23
Sequenzen neben dem Genom der Maus auch im Genom von Ratte, Opossum, Katze,
Hund, Kuh, Pferd, Zebrafisch (mit zwei orthologen Genen), Rhesusaffe, Schimpanse und
Mensch (siehe Tabelle 4.4). Zusatzlich wurden bei der Suche in Datenbanken fur
exprimierte Sequenzen (ESTs) cDNA-Sequenzen in Kaninchen, Kuh und Zebrafisch
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gefunden. Die cDNA Sequenzen der Sauger stammten dabei alle aus dem Auge oder
der Linse, bei Zebrafisch aus einer embyonalen cDNA-Bibliothek.

Spezies cDNA Gewebe Chromosom Nukleotide | Protein Zugangs Nr.
(Chr.) (bp) (AS)
Maus Ja Auge ED12 | Chr 10 618 bp 205 AS NW_001030408
Ratte Nein Chr 1p12 618 bp 205 AS NW_047544
Kaninchen Ja Linse nicht seq. - 205 AS -
Opossum Nein Chr 2 618 bp 205 AS NW_00158187
Katze Nein Schrotschuss Seq. | 618 bp 205 AS AANG01374118
Hund Nein Chr1 618 bp 205 AS NW_876269
Rind Ja (tw.) Linse Chr 9 618 bp 205 AS NW_001495598
Pferd Nein Chr31 615 bp 204 AS NW_001799710
Mensch Nein Chr 6g24 606 bp 201 AS NW_001838990
Schimpanse Nein Chr5 606 bp 201 AS NW_001236564
Rhesusaffe Nein Chr 4 2 Stopp - NW_001116522
Zebrafisch (Cx23b) Ja Embryo | Chr 20 624 bp 207 AS NW_001512129
Zebrafisch (Cx23a) Chr 17 618 bp 205 AS NW_001511510
Zebrafisch (Cx23a) Chr 2 618 bp * (205 AS) | NW_001512972

Tabelle 4.4: Datenbankanalysen der genomischen und Transkriptdatenbanken fir Cx23. cDNA-
Sequenzen und genomische Loki fur Cx23 in verschiedenen Spezies wurden identifiziert (als cDNA
vorhanden: Ja). Die GroRe von Cx23 ist mit 618 bp und 205 Aminosauren (AS) zwischen den
einzelnen Spezies konserviert. Nur in wenigen Spezies weicht die GréRe des offenen Leserasters ab.
In Zebrafisch gibt es neben der Cx23b-Isoform eine Genduplikation mit identischen Sequenzen von
Cx23a Chromosom 17 und Chromosom 2 (*). tw.: teilweise; seq./Seq.: sequenziert/Sequenz.

Bei genauerer Analyse der Sequenzen aus Primaten wurden im Rhesusaffen zwei
Punktmutationen im Vergleich zur Maus Sequenz identifiziert, die zu einem vorzeitigen
Stopp der Translation des Proteins in Kodon 29 bzw. 63 fiuhren wirden. In der
menschlichen und der Schimpansen-Sequenz von Cx23 wurde eine Stopp-
Punktmutation in Kodon 77 kurz nach Beginn des Exons 3 entdeckt. Wahrend Cx23 im
Rhesusaffen in der Datenbank nicht als Gen identifiziert ist, wird fir Schimpansen und
Menschen trotz Punktmutation ein Protein vorhergesagt. Dabei wird das AG aus dem
durch Mutation entstandenen Amber-Stopp-Kodon (TAG) als neuer Splei3akzeptor
vorhergesagt, wodurch die Stoppmutation umgangen wird und ein 4 Aminosaurereste
kirzeres Protein entstehen wirde (Abb. 4.32 D). In allen Ubrigen analysierten
genomischen Sequenzen scheint das Spleillmuster und die Lange der Exone dagegen
von Zebrafisch Gber Opossum bis zur Maus konserviert zu sein. Die Punktmutation in
Kodon 77 wurde von Dr. G. S6hl durch Sequenzierung genomischer DNA des Menschen
bestatigt. Ein Nachweis des Transkriptes von Cx23 in dieser Form ist bisher jedoch nicht
gelungen. So konnte weder in Transkriptdatenbanken von Mensch und Schimpanse
noch in RT-PCR und Northernblot-Analysen aus einem menschlichen Auge (Dr. G. Sohl,
nicht gezeigt) bisher eine Cx23 mRNA nachgewiesen werden, was nahelegt, dass es
sich bei Cx23 in Primaten um ein Pseudogen handelt.
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4.4.2 Vorkommen von Connexin23 in der Maus

Um die Gewebe der Maus zu identifizieren, in denen Cx23 exprimiert wird, wurden
spezifische Oligonukleotidstartermolekile abgeleitet, die den Bereich des Startkodons
bzw. des Stoppkodons von Cx23 abdecken. Mit diesen Startern wurde eine Intron-
Uberspannende RT-PCR Analyse an verschiedenen Mausgeweben sowie mit RNA von
kompletten Embryonen verschiedener Entwicklungsstadien durchgefihrt. Cx23 wird
beginnend mit Tag 11.5 der Embryonalentwicklung bis zur neugeborenen Maus (Py)
exprimiert, was Uber eine schwache Bande bei ca. 600 bp gezeigt ist (Abb. 4.33 A). In
der adulten Maus findet man Cx23 dagegen ausschlie3lich in RNA aus zwei Geweben.
Es findet sich ein starkes Signal in der Linse und ein im Vergleich dazu schwécheres
Signal in der Retina (Abb. 4.33 B).

Abbildung 4.33: RT-PCR Analysen verschiedener Embryonalstadien und adulter Gewebe von
Cx23. (A) Ein schwaches fur Cx23 spezifisches Signal von ca. 600 bp wurde in cDNA aus Embryonen
verschiedener Entwicklungsstadien beginnend mit Tag 11.5 nachgewiesen (oben). Ein 243 bp gro3es
Amplikon flr B-Aktin aus cDNA-Proben der verschiedenen embryonalen Stadien zeigt die Integritat
der cDNA (unten). (B) Bei Analyse verschiedener Gewebe der adulten Maus finden sich ein
schwaches Amplikon mit RNA aus der Retina und ein starkes mit RNA aus der Linse. M: 100 bp-
Marker. [B in Zusammenarbeit mit Dr. G. Soéhl].

4.4.3 Herstellung stabil Connexin23 exprimierender HeLa-Zelllinien

Da Cx23 nur vier der in anderen Connexinen konservierten sechs extrazellularen
Cysteinreste enthalt, waren die Eigenschaften von Cx23 Kandlen von besonderem
Interesse. Daher wurden zwei verschiedene stabil Cx23 exprimierende HelLa Zelllinien
hergestellt. Die eine exprimiert ein Fusionsprotein aus Cx23 und eGFP (Cx23eGFP)
wahrend eine zweite Zelllinie Cx23 wt und eGFP als getrennte Proteine mit Hilfe einer
internen ribosomalen Eintrittsstelle (IRES) von einer gemeinsamen mRNA translatiert
(Cx23IRESeGFP). Die Expression von Cx23 in den beiden erzeugten Zelllinien wurde
Uber Northernblot-Analyse und Immunoblot mittels eGFP spezifischen Antikérpern
bestatigt. So zeigte sich in der Northernblot-Analyse nach Hybridisierung mit einer Cx23-
Sonde in Cx23eGFP HelLa-Zellen ein Transkript von ca. 1,9 kb und in Cx23IRESeGFP
HelLa-Zellen von etwa 2,2 kb (Abb. 4.34 C). Diese entsprachen den erwarteten Gro3en.
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Abbildung 4.34: Expressionsanalysen von Cx23eGFP und Cx23IRESeGFP in stabil
transfizierten HelLa-Zellen. Fluoreszenzmikroskopische Analysen zeigen die Lokalization des
Cx23eGFP Fusionsproteins in der Membran von HelLa Zellen (A). Das eGFP Fluoreszenzsignal ist
Uber die gesamte Zelloberflache gleichméaRig verteilt. In Cx23IRESeGFP HelLa-Zellen liegt das freie
eGFP ubiquitar im Zytoplasma vor (B). Eine Northernblot Analyse (links) der Gesamt-RNA (rechts)
aus beiden Zelllinien zeigt mit einer Cx23-spezifichen Sonde ein 1,9 kb Signal fir Cx23eGFP und die
mit 2,2 kb entsprechend grofiere mRNA von Cx23IRESeGFP (C). Das Cx23eGFP Protein wurde
mithilfe eines eGFP-spezifischen Antikérpers in Immunoblotanalysen nachgewiesen. Neben dem bei
ca. 49 kDa erwarteten Signal weist der Antikdrper zwei weitere Banden bei ca. 30 kDa und 40 kDa
nach (D). Diese sind in Wildtyp und Cx23IRESeGFP HelLa-Zellen nicht vorhanden. Das freie eGFP in
Cx23IRESeGFP Zellen ergibt eine Bande bei etwa 26 kDa (mittlere Spur).

Mangels spezifischer Antikorper konnte das Cx23 Protein nicht direkt nachgewiesen
werden, weshalb das Cx23eGFP Fusionsprotein in Proteinlysaten der entsprechenden
HelLa Zelllinien mittels Westernblot gegen eGFP untersucht wurde. Wie Abbildung
4.34 D zeigt ergibt sich aus HeLa-Cx23eGFP Zellen eine starke Bande bei etwa 49 kDa,
was der GroR3e des Fusionsproteins entspricht. Zusatzlich sind jedoch auch Signale bei
ca. 40 kDa und 30 kDa zu erkennen, die in Kontrolllysaten aus HeLa wt nicht vorhanden
sind. Hierbei handelt es sich vermutlich um Abbauprodukte des Fusionsproteins. Fur
HelLa-Cx23IRESeGFP wird spezifisch eine Bande mit der fir eGFP charakteristischen
Grol3e von 26 kDa erkannt. So konnte die Expression des Cx23eGFP Fusionsproteins
auf RNA und Proteinebene gezeigt werden. Die Expression von Cx23 in Cx23IRESeGFP
HelLa Zellen wurde auf RNA-Ebene und indirekt tber die Expression des auf der

gleichen mRNA kodierten eGFP bestétigt.
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Um die intrazellulare Lokalisation von Cx23 in HelLa-Zellen zu untersuchen wurde das
Fusionsprotein aus Cx23 und eGFP verwendet. Dieses war bei stabilen Cx23eGFP
HelLa-Zellen in der Membran lokalisiert, jedoch nicht in der fir Connexine typischen
punktierten Verteilung (vergl. Elfgang et al., 1995). Stattdessen war das Fluoreszenz-
signal fur eGFP gleichmaRig Uber die Oberflache der Zellen verteilt (Abb.4.34 A).

4.4.4 Eigenschaften von Connexin23 Voll- und Halbkané&len

Die Fahigkeit von Cx23, funktionelle Gap Junction Kanéle zu bilden, wurde einmal
mittels Mikroinjektion des kleinen Spurmolekils Neurobiotin in einzelne Zellen einer
Zellschicht getestet, das Uber Gap Junction Kandle in benachbarte Zellen diffundieren
kann (Elfgang et al., 1995). Neurobiotin wurde nachgewiesen mithilfe von Avidin-
gekoppelter Peroxidase, die das Substrat Diaminobenzidin (DAB) in ein braun
ausfallendes Produkt umsetzt. Die Analyse des Neurobiotintransfers zeigte, dass sowohl
Cx23eGFP- als auch Cx23IRESeGFP-HelLa-Zellen Neurobiotin nicht besser an ihre
Nachbarzellen weitergeben als HelLa-Wildtypzellen. Als Kontrolle fir den Erfolg der
Neurobiotinmikroinjektion wurden Cx43-HelLa-Zellen verwendet, die wie erwartet einen
deutlichen Transfer in Nachbarzellen erster, zweiter und dritter Ordnung zeigten (Abb.
4.35 A/B).

Abbildung 4.35: Analysen der Gap Junction vermittelten Kopplung zwischen Cx23
exprimierenden HelLa-Zellen. Der Transfer von Neurobiotin wurde in Cx23eGFP, Cx23IRESeGFP,
Cx43, und Wildtyp HelLa-Zellen getestet. Neurobiotin wurde mithilfe einer Avidin-gekoppelten
Peroxidase und des Substrats Diaminobenzidin (DAB) nachgewiesen (A). Neurobiotin-positive Zellen
wurden ausgezahlt und statistisch ausgewertet (B). Weder Cx23eGFP noch Cx23IRES-eGFP Hela-
Zellen zeigten einen Transfer von Neurobiotin, der sich signifikant von dem in kopplungsdefizienten
HelLa-Wildtyp Zellen unterscheidet. Cx43 HelLa-Zellen zeigten eine starke Kopplung. Elektrische
Kopplung wurde mittels double Voltage Clamp Analyse zwischen Cx23eGFP HelLa-Zellen untersucht
(C). Wiederholte Spannungséanderungen (V;) bewirkten keine Veranderungen des Stromes zwischen
den Zellen (). [C in Zusammenarbeit mit Prof. F. Bukauskas, New York].
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Zuséatzlich wurde an Zellpaaren von Cx23eGFP bzw. Cx23IRESeGFP exprimierenden
HelLa-Zellen die elektrische Kopplung untersucht. In sieben von acht untersuchten
Cx23eGFP (Bsp. in Abb. 4.35 C) und vier von vier Cx23IRESeGFP untersuchten
Zellpaaren konnte keine Gap Junction vermittelte Kopplung nachgewiesen werden. Die
Kopplung im einzelnen Cx23eGFP Zellpaar konnte anhand der Spannungssensitivitéat
und Einzelkanalleitfahigkeit auf das in HeLa Zellen schwach exprimierte humane Cx45
zurlickgefuhrt werden (nicht gezeigt).

Somit konnte keine Funktion von Cx23 Gap-Junction Kandlen in stabilen Cx23-HelLa-
Zellinien nachgewiesen werden. Neben der Funktion als Gap Junction Kanal wird fur
einige Connexine auch eine Funktion als Halbkanal in der Membran verschiedener
Zellen vorgeschlagen (siehe Kang et al.,, 2008). Die gleichmafige Verteilung von
Cx23eGFP in der Membran von HeLa Zellen ist ein Hinweis, dass Cx23 eine Funktion
als Halbkanal haben kdnnte. Die Funktion von Connexin Halbkandalen ist meist abhangig
von einer verringerten extrazellularen Calziumkonzentration und kann neben der
Aufnahme von Gap Junction permeablen Farbstoffmolekilen wie DAPI und
Propidiumjodid (Bukauskas et al., 2006) Uber die Abgabe von ATP aus Connexin
exprimierenden Zellen bestimmt werden (vergl. Dobrowolski et al., 2007). Eine Analyse
der Aufnahme von DAPI oder Propidium Jodid ergab keine Unterschiede in der
Farbstoffaufnahme zu HelLa-Wildtyp Zellen (Analyse Prof. F. Bukauskas, New York,
nicht gezeigt).

Zusatzlich wurden Cx23eGFP, Cx23IRESeGFP und HelLa-Wildtyp-Zellen zur
Bestimmung der ATP-Abgabe in ,Hank’s balanced salt solution* (HBBS) mit Calzium
bzw. ohne Calzium und mit Ethylenglycoltetraessigsdure (EGTA) inkubiert. Die ATP
Konzentration des Uberstandes wurde nach 20 Minuten bei 37°C durch Inkubation mit
Luciferase luminometritsch bestimmt.

Abbildung 4.36: ATP-Abgabe stabil Cx23 exprimierender HelLa Zellen. Wildtyp, Cx23eGFP und
Cx23IRESeGFP HeLa-Zellen wurden fir 20 Minuten mit Calzium (+Ca®") und ohne Calzium (-Ca®)
inkubiert. Die Menge an freigesetztem ATP wurde mittels luminometrischer Bestimmung der Aktivitat
der Luciferase im Verhéltnis zur Proteinmenge der jeweiligen Zellen (RLU) bestimmt. (A) In
Gegenwart von Calzium zeigten Cx23 exprimierende Zellen bereits eine signifikant erhéhte Abgabe
von ATP (p<0,005). Stimulation durch Inkubation in Calzium-freiem Medium fiihrte zu einer weiteren
Erh6hung der Menge an freigesetztem ATP, die jedoch nicht signifikant ist (p>0,1). (B) Die Menge an
abgegebenem ATP steht mit der Menge an exprimiertem Cx23 in Zusammenhang, bestimmt Uber
Immunoblot gegen eGFP (C). [A und B in Zusammenarbeit mit Dr. R. Dobrowolski, Bonn].
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Die Menge abgegeben ATP'‘s von Cx23 exprimierenden HelLa Zellen, war in allen Fallen,
mit und ohne Calzium, signifikant groRer als in Wildtyp HelLa-Zellen (Abb. 4.36).
Cx23eGFP bzw. Cx23IRSeGFP exprimierende Hela-Zellen geben also auch ohne
vorherige Stimulation durch Entzug des extrazellularen Calziums ATP ab. In Calzium-
freiem HBBS war die Menge an abgegebenem ATP zwar gréf3er als in Gegenwart von
Calzium, dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant. Zusammen weisen diese
Ergebnisse auf eine Funktion von Cx23 in der Linse als Halbkanal bildendes Protein hin.
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5. Diskussion

5.1 Die Cx57-DTRfrtCre Mauslinie

Die Cx57-DTRfrtCre Mauslinie wurde erzeugt, um ein neues Werkzeug fur die
Erforschung der Funktion der Horizontalzellen zu erhalten. Mit dieser Mauslinie ergeben
sich zwei verschiedene experimentelle Strategien: Einmal die Ablation der Horizontal-
zellen mithilfe des DT/DT-Rezeptor Systems und zum anderen die spezifische
Ausschaltung gefloxter Gene in Horizontalzellen mittels des Cre/loxP-Systems.

5.1.1 Erzeugung und Primé&ranalyse

Die Cx57-DTRIfrtCre Mauslinie wurde mithilfe homologer Rekombination in embryonalen
Stammzellen erzeugt, deren Erfolg Uber PCR- und Southernblot-Analysen nachgewiesen
werden konnte (Abb. 4.3 und 4.4). Die Rekombinationsrate von etwa 4% entsprach den
Erwartungen aus vorherigen Arbeiten mit dem Cx57-Lokus und den entsprechenden
Homologie-Bereichen (vergl. Dissertation S. Hombach, 2004). Die Blastozysteninjektion
eines der ES-Zellklone ergab mehrere keimbahngéngige Chimaren (Abb. 4.5), deren
Nachkommen, wie fur die Ausschaltung des Cx57-Gens beschrieben (vergl. Hombach et
al., 2004), auch im homozygoten Zustand lebensfahig waren und keine &auf3erlichen
Unterschiede zu ihren Wildtyp-Geschwistertieren aufwiesen. Die gezielte Veranderung
des Cx57-Lokus konnte in den resultierenden Nachkommen der Chimaren mittels
Southernblot-Analysen dber ein 7,2 kb groRes Scal-Restriktionsfragment bestétigt
werden (Abb. 4.7). Das Entfernen der von frt-Stellen umgebenen Sequenz fir DTReGFP
mithilfe einer ubiquitér exprimierten FLP-Rekombinase ergab die Cx57-Cre Mauslinie,
was mittels eines 8,7 kb groRen Scal-Fragmentes in der Southernblot-Analyse gezeigt
wurde (Abb.4.7). Zur Identifizierung der verschiedenen Genotypen wurde basierend auf
der Cx57-LacZ Genotypisierungs-PCR (Dissertation S. Hombach, 2004) eine PCR-
Strategie entwickelt, mit deren Hilfe alle verschiedenen veranderten Cx57-Allele
nachgewiesen werden sollten. Drei der vier moglichen Allele konnten in einem
gemeinsamen Ansatz nachgewiesen werden (Cx57-wt, Cx57-DTR, Cx57-Cre), wahrend
die Kombination der Starter fur alle vier Allele in einem Ansatz trotz identischer
Reaktionsbedingungen nicht méglich war (zusatzlicher Nachweis des Cx57-lacZ Allels).
Eine Analyse der funf verwendeten Starter mithilfe des Autodimer Algorithmus (Vallone
und Buttler, 2004) zeigte keine Hinweise auf Dimerbildung oder Haarnadelstrukturen
zwischen den Startern. Dennoch kann bei einer PCR mit einer groReren Anzahl
verschiedener Primer eine besondere Anpassung der Reaktionsbedingungen
erforderlich sein (Henegariu et al., 1997). Da die verschiedenen verénderten Allele von
Cx57 sich mithilfe zweier separater PCR-Reaktionen jedoch zuverldssig nachweisen
lieBen (Abb. 4.6), wurde auf eine weitere Anpassung verzichtet. Die gewinschte
Veranderung des Cx57-Lokus und das Entfernen des DTReGFP mittels FLP-
Rekombinase konnten somit in der neuen Cx57-DTRfrtCre Mauslinie gezeigt werden.
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Transkriptanalysen gaben uber ein 320 bp groRes RT-PCR Amplikon mit DT-Rezeptor
spezifischen Startern erste Hinweise auf die Expression des DT-Rezeptors in der
Netzhaut von Cx57°™" Tieren (Abb. 4.8 A). Auch die Transkription der Cre-
Rekombinase konnte in der Retina von Cx57°* Mausen tber ein 420 bp groRes
Amplikon in RT-PCR Analysen nachgewiesen werden (Abb. 4.8 B). Neben Cx57"* war
dies jedoch ebenfalls in Cx57°™* zu finden. In diesem Genotyp ist aufgrund eines
Polyadenylierungssignals hinter der kodierenden Sequenz des Fusionsproteins aus DT-
Rezeptor und eGFP und vor der Sequenz fir die Cre-Rekombinase keine Expression
der Cre-Rekombinase zu erwarten. Mit cDNA aus Cx57** Tieren entstand dagegen kein
Cre-spezifisches Signal. Da eine Kontamination mit genomischer DNA anhand einer
Intron Uberspannenden Aktin-Kontrolle (Abb. 4.8 C) und einer zusatzlichen Analyse auf
ein nicht in der Retina exprimiertes Connexin (Cx33; Chang et al., 1996) ausgeschlossen
werden konnte, ist anzunehmen, dass das Polyadenylierungssignal zwischen DT-
Rezeptor und Cre-Rekombinase nicht in allen Féllen erkannt wird und es zum
Durchlesen des Transkriptes kommt. Daraus resultiert ein Cre-spezifisches Amplikon
mittels RT-PCR Analysen auch in Cx57°™* Tieren. Northernblot-Analysen kénnten
zeigen, ob tatsachlich eine nachweisbare Menge eines DTReGFP-Cre Transkriptes in
der Retina vorhanden ist. Dieses Transkript sollte jedoch ohne eine zusatzliche
Ribosomeneintrittsstelle (IRES) nicht zur Translation der Cre-Rekombinase fuhren und
somit keine Auswirkungen auf die Verwendung der Cx57-DTRfrtCre Mauslinie haben.
Mittels Antikorpern gegen eGFP wurde vergeblich versucht, das DT-Rezeptor/eGFP
Fusionsprotein in der Retina nachzuweisen (vergl. Kap. 4.1.3.3). Dies ist vermutlich auf
eine zu geringe Anzahl an DT-Rezeptor Molekilen in der Membran von Horizontalzellen
zuriickzufuihren. Dasselbe Fusionsprotein aus DT-Rezeptor und eGFP konnte auch in
einer vorhergehenden Arbeit nur in einem Kkleinen Teil von dendritischen Zellen
nachgewiesen werden, fihrte aber zur Ablation aller Zellen dieses Typs (Bennett et al.,
2005). Die Horizontalzell-spezifische Expression des DT-Rezeptors wurde in der Cx57-
DTRfrtCre Mauslinie indirekt Gber die spezifische Ablation der Horizontalzellen der
Retina mittels DT (Abb. 4.9 und 4.12) gezeigt (siehe auch Kap. 5.1.2). Die Erzeugung
der Cx57-DTRfrtCre Mauslinie war damit erfolgreich und zeigte die erwinschte
Expression des DT-Rezeptors in der Retina.

5.1.2 Ablation der Horizontalzellen der Retina

Anhand der neuen Cx57-DTRfrtCre Mauslinie wurde die induzierbare Ablation der
Horizontalzellen in der Retina mithilfe des DT-Rezeptor/DT-Systems untersucht. Eine
erste Versuchsreihe mit einer mittleren Dosis DT (100 ng taglich, Uber sieben Tage)
zeigte, dass Horizontalzellen in Cx57°™"2% yund Cx57°™* Tieren mittels DT vollstandig
ablatiert werden konnen (Abb. 4.9). Der Nachweis der Horizontalzellablation erfolgte
mittels zweier verschiedener Ansatze: Uber das Cx57lacZ-Allel aus der Cx57KO
Mauslinie (Hombach et al., 2004) kdnnen Horizontalzellen mittels B-Galaktosidase-
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aktivitat nachgewiesen werden; nach DT-Injektion war kein Substratniederschlag mehr in
der Retina der Cx57°™"%“ ynd Cx57°™" Tiere zu erkennen (Abb. 4.9). Uber das
Markerprotein Calbindin werden Horizontalzellen mittels Immunfluoreszenzanalyse
angefarbt; Calbindin-positive Zellen fehlten in dem fir Horizontalzellen typischen Bereich
der Retina in DT-injizierten Cx57°™7%% ynd Cx57°™* Mausen. Beide Methoden
lieferten somit Ubereinstimmende Ergebnisse (siehe 4.1.5 und 4.1.6).

Nach dem zunéchst verwendeten Injektionsprotokoll kam es jedoch unerwartet zum Tod
vieler DT-behandelter Cx57°™2? und Cx57°™* Tiere (Abb. 4.16). Auf mogliche Griinde
hierfur wird in Kapitel 5.1.4 genauer eingegangen. Geringere oder kirzer angewendete
Dosen waren jedoch fir eine vollstandige Ablation der Horizontalzellen nicht ausreichend
(Abb. 4.9 und 4.10). Eine Aufteilung der Dosis auf zweimal drei Tage mit zwei Wochen
Unterbrechung war dagegen erfolgreich. Dies fiihrte einerseits zu einer nahezu
vollstdndigen Ablation der Horizontalzellen, was sowohl qualitativ als auch quantitativ
gezeigt werden konnte (Abb. 4.11 und Tab. 4.2), andererseits zeigten die so
behandelten Cx57°™* Tiere keine offensichtlichen Krankheitssymptome oder
Sterblichkeit (Abb. 4.16). Diese Injektionsprozedur erscheint somit geeignet, die
Horizontalzellen in der Retina der Cx57-DTRfrtCre Mauslinie nahezu komplett zu
ablatieren, ohne der Gesundheit der Tiere zu schaden.

Die hier letztendlich verwendete Dosis von je 100 ng DT an drei aufeinander folgenden
Tagen gefolgt von einer Unterbrechung der Behandlung fiir zwei Wochen und erneut drei
Injektionen an drei aufeinander folgenden Tagen (3 x + 3 x) liegt im Vergleich zu anderen
Arbeiten, in denen das DT/DT-Rezeptor System zur Ablation eines bestimmten Zelltyps
in einem kompletten Organismus verwendet wurde, in einem mittleren Bereich. So
wurden zur Ablation verschiedener Zellen des Immunsystems der Maus Dosen zwischen
einmalig 40 ng DT (Kissenpfennig et al., 2005; Bennett et al., 2005) bzw. 80 ng DT (Jung
et al., 2002) einerseits und 100 ng DT dreimal taglich Gber eine Woche (Buch et al.,
2005) andererseits verwendet. Auch in der Retina wurde das DT/DT-Rezeptor-System
bereits in der Literatur erfolgreich angewendet. Hier wurde die spezifische Expression
des Rezeptors in Melanopsin positiven Ganglienzellen dazu genutzt, diese zu ablatieren.
Nach zwei oder drei Injektionen von je 1 ug DT im Abstand von drei Tagen konnten
Melanopsin-exprimierende Ganglienzellen zu 90 % ablatiert werden (Hatori et al., 2008).
Zusammen mit der vorliegenden Arbeit zeigt dies, dass DT die Blut-Retina Schranke
effektiv iUberwinden kann. Die hier zur Ablation von Horizontalzellen verwendete Dosis
DT ist jedoch mit je 100 ng pro Injektion 10-fach geringer als fur Melanopsin-
exprimierende Ganglienzellen (Hatori et al., 2008) oder 3-fach geringer als fur
Oligodendrozyten (Buch et al., 2005). Vereinzelte nicht ablatierte Horizontalzellen (<1%)
in DT-behandelten Cx57°™* Tieren (Abb. 4.11) und die Tatsache, dass die halbe Dosis
(3 x 100 ng DT) nicht fur eine vollstandige Ablation der Horizontalzellen ausreicht (Abb.
4.10), deuten darauf hin, dass die hier verwendete Dosis (3 x+ 3 x) nahe an der
kleinstmdglichen notwendigen und damit der optimalen Dosis liegt.
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5.1.3 Veranderung der Retina nach Ablation der Horizontalzellen

Nach der Ermittlung der Injektionsprozedur wurden Horizontalzell-ablatierte Retinae auf
morphologische Veranderungen untersucht. Die Behandlung mit DT fuhrt selektiv zur
Ablation der Horizontalzellen. GrolRe Populationen anderer Zelltypen wie Photo-
rezeptoren (siehe Abb. 4.12 Durchlichtbilder), Bipolar- (Abb. 4.13 PKC-Nachweis)
Amakrin- und Ganglienzellen (Abb. 4.14 CaMKII-Nachweis) waren nicht von der Ablation
betroffen. Die Expression des menschlichen DT-Rezeptors scheint demnach in der
Retina auf Horizontalzellen beschréankt zu sein, was dem Muster der Aktivitat des Cx57-
Promotors in der Retina entspricht (Hombach et al., 2004).

Welche Auswirkungen hat die Ablation der Horizontalzellen auf die Morphologie der
Retina? Der grobe Aufbau der Netzhaut aus ihren nuklearen und plexiformen Schichten
war eine Woche nach der letzten Injektion nicht verandert (Abb. 4.12). Auch die aul3ere
plexiforme Schicht, in der unter anderem die dendritischen und axonalen Fortsétze der
Horizontalzellen liegen, war noch vorhanden. Hierin unterscheidet sich die Auswirkung
der induzierten Ablation Uber das DT/DT-Rezeptor-System von vorhergehenden
Arbeiten, in denen eine Ablation oder Misslokalisation der Horizontalzellen im Verlauf der
Retinaentwicklung gefunden wurde. So flhrte die Expression des grol3en T-Antigens
unter der Kontrolle des in Horizontalzellen sowie in einigen Amakrinzellen aktiven
Phenylethanolamin-N-Methyltransferase Promotors zu einem nahezu vollstandigen
Verlust der Horizontalzellen und der gesamten &ufReren plexiformen Schicht in der
zweiten postnatalen Woche (Hamang et al., 1993). In einer anderen Arbeit fihrte die
Horizontalzell-spezifische konditionale Deletion des Liml-Transkriptionsfaktors mithilfe
des Cre/loxP-Systems zu einer Misslokalisierung der Horizontalzellen am unteren Rand
der innere nukledaren Schicht statt der aufReren plexiformen Schicht, was ebenfalls zu
einer deutlichen Verringerung in der Dicke der auf3eren plexiformen Schicht fuhrte,
welche an einigen Stellen komplett verschwunden war (Poche et al., 2007). Diese
Veréanderungen sind moglicherweise durch Fehlen der Horizontalzellen im Laufe der
spaten Retinaentwicklung entstanden. Durch die Induzierbarkeit des DT/DT-Rezeptor-
Systems werden solche Effekte bei dem Cx57-DTRfrtCre Mausmodel umgangen.

Neben der groben Morphologie der Retina wurden zusatzlich die Kontakte der
Photorezeptoren mit Bipolar- und Horizontalzellen in der auf3eren plexiformen Schicht
untersucht. In Immunfluoreszenzanalysen mit Calbindin-spezifischen Antikdrpern (Abb.
4.10, 4.11 und 4.12) zeigten sich eine Woche nach der Ablation der Horizontalzellen in
der auleren plexiformen Schicht Calbindin positive Strukturen auf HOhe der
dendritischen Endigungen der Horizontalzellen. Diese konnten in transmissions-
elektronenmikroskopischen Aufnahmen als dendritische oder axonale Reste von
Horizontalzellen identifiziert werden, die innerhalb der synaptischen Endigungen der
Photorezeptoren nach Ablation der Zellkorper zurtickblieben (Abb. 4.15). Diese waren
jedoch meist degradiert (siehe Stabchen Abb. 4.15 C/D) und wesentlich weniger
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zahlreich als dies in einer nicht ablatierten Retina der Fall ist (siehe Zapfen Abb.4.15
A/B). Insgesamt war die Zahl der Fortsatze deutlich reduziert.

Die invaginierenden Fortsatze der Bipolarzellen wurden ebenfalls genauer untersucht. In
Immunfluoreszenzanalysen konnten diese feinen Strukturen sowohl in Wildtyp als auch
in Horizontalzell-ablatierter Retina aufgrund der zu geringen Auflésung lichtmikros-
kopischer Aufnahmen nicht klar gezeigt werden (Abb. 4.13 C/F). Transmissions-
elektronenmikroskopische Aufnahmen deuten jedoch auf einen Verlust der direkten
Kontakte der Bipolarzellen zu Bandersynapsen in Stabchen und Zapfen von
Horizontalzell-ablatierter Retina hin (Abb. 4.15). Der Verlust dieses Kontaktes konnte in
nachfolgenden physiologischen Untersuchungen auch im sog. Elektroretinogramm
(ERG) gezeigt werden (Prof. U. Janssen-Bienhold, persénliche Mitteilung). Uber ein
ERG werden die Summenpotentiale der Antworten aller am Sehvorgang beteiligten
Zellen auf einen definierten Lichtblitz gemessen, wobei sich die Reaktion in drei Teile,
die A-, die B- und die C-Welle aufteilen lasst. So ist die Reaktion der Photorezeptoren fur
die A-Welle verantwortlich, wéahrend die B-Welle vermutlich die Reaktion
nachgeschalteter Neurone widerspiegelt. Die C-Welle wird vermutlich durch nicht-
neuronale Reaktionen in Glia- oder Pigmentepithelzellen verursacht (Steinberg et al.,
1991). Eine Unterbrechung des Kontaktes zwischen Photorezeptoren und Bipolarzellen
sollte somit deutliche Auswirkungen auf die B-Welle im Elektroretinogramm haben.
Tatsachlich zeigten 3 x + 3 x (vergl. Kap. 4.1.5) mit DT behandelte Cx57°™* Mause
einen nahezu kompletten Verlust der B-Welle. Auch die A-Welle war reduziert (Prof. U.
Janssen-Bienhold, personliche Mitteilung). Die Struktur der synaptischen Triade und
damit die Signalweiterleitung zwischen Photorezeptoren und Bipolarzellen scheint daher
nach Ablation der Horizontalzellen zerstdrt zu sein. Dies wurde zuvor auch nach
Onkogen-induzierter Abation von Horizontalzellen in deren Entwicklung gezeigt
(Hammang et al., 1993; Peachy et al., 1997). Horizontalzellen sind damit vermutlich
essentiell fur den Aufbau (Peachy et al., 1997) und den Erhalt (diese Arbeit) der
synaptischen Triade der Photorezeptoren. Da Horizontalzellen Uber eine negative
Ruckkopplung zu den Photorezeptoren deren Funktion beeinflussen (Kamermans und
Spekreijse, 1999), konnte der Verlust der Horizontalzellen das Gleichgewicht an dieser
Synapse storen. Auch eine Veranderung des pH-Wertes im synaptischen Spalt durch
Horizontalzellen (Molina et al., 2004; Kreitzer et al., 2007) konnte eine wichtige
Bedeutung fur den Erhalt der synaptischen Triade der Photorezeptoren haben. Nach
diesen Resultaten ist zu vermuten, dass der Verlust der Horizontalzellen und damit der
synaptischen Kontakte zwischen Photorezeptoren und Bipolarzellen nach Ablation
mittels des DT/DT-Rezeptor Systems ahnlich wie nach Ablation der Horizontalzellen in
deren Entwicklung (Hammang et al., 1993; Peachey et al.,, 1997) zu einem starken
Verlust der visuellen Sensitivitat fihrt. Dies bedeutet, dass diese Mause sind vermutlich
blind sind.
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5.1.4 Effekte von DT-Behandlung auf den Thymus

Eine Expression von Cx57 wurde in der Analyse der Cx57-lacZ Reportermaus
(Dissertation S. Hombach, 2004) neben der Retina auch in der embryonalen Niere und
dem Thymus nachgewiesen. In der Niere adulter Mause ist keine Cx57-Expression zu
finden, weshalb dieses Organ im Rahmen dieser Arbeit an adulten Mausen nicht weiter
untersucht wurde. Im Thymus konnte jedoch in Cx57°™* Mausen eine Veranderung
nach DT-Behandlung festgestellt werden.

Der Thymus als primares lymphatisches Organ dient vor allem bei Heranwachsenden
der Ausbildung reifer T-Lymphozyten, den Tragern der zellularen Immunabwehr und der
Toleranzbildung. Diese wandern aus dem Knochenmark tber die subkapsulare Zone in
den Kortex des Thymus ein (Phanotyp: CD3 CD4 CDS8). Im auf3en liegenden Kortex
beginnt die Reifung der Thymozyten mit der Neuordnung der T-Zell Rezeptor Gene
(Phanotyp: CD3" CD4" CD8"). Es folgen die positive Selektion auf eine erfolgreiche
Rekombination und die Ausbildung eines T-Zell Rezeptors im Ubergang zur Medulla,
dem innenliegenden Thymusmark, und die negative Selektion zur Vermeidung von
Reaktionen auf koérpereigene Antigene in der Medulla. Thymozyten differenzieren
schlieRlich in CD4 einfach positive T-Helfer Zellen (Phanotyp: CD3*, CD4", CD8) oder
CD8 einfach positive zytotoxische T-Zellen (Phanotyp: CD3*, CD4’, CD8"), welche
schlie3lich den Thymus verlassen (Pezzano et al., 2001). Eine wichtige Rolle wahrend
der Reifung spielen dabei die unterschiedlichen Epithelzellen in Kortex (cTEC) und
Medulla (mTEC) (vergl. Abb. 5.1).

Abbildung 5.1: Entwicklung von Thymozyten im Thymus. Sich entwickelnde Thymozyten wandern
aus dem Knochenmark als CD3’, CD4 und CD8 Vorlauferzellen in den Kortex des Thymus ein.
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Dieser enthalt neben Fibroblasten verschiedene Thymusepithelzellen (cTEC). Eine Form der cTEC
stellen die sog. Thymusammenzellen (TNC) dar, in denen ein Teil der Entwicklung der Thymozyten
stattfindet. Diese entwickeln sich zunachst zu CD3", CD4" und CD8" Thymozyten, welche stark
proliferieren. Im Ubergang zur Medulla findet die Rekombination der T-Zell-Rezeptorgene statt, wobei
Thymozyten ohne einen resultierenden funktionellen Rezeptor apoptotisch werden und von
Makrophagen resorbiert werden. In der Medulla findet dann eine negative Selektion an medullaren
Thymusepithelzellen (mTEC), Makrophagen und dendritischen Zellen statt, bei der Thymozyten mit
Rezeptoren gegen koérpereigene Antigene aussortiert werden. Dazu liegen in der Medulla die als
Hassall'sche Kdrperchen bezeichneten Strukturen, welche ebenfalls der Resorption dienen.
Erfolgreich rekombinierte und differenzierte Thymozyten wandern anschlieRend als CD3", CD4" und
CD8 T-Helfer Zellen oder als CD3", CD4 und CD8" zytotoxische T-Zellen aus dem Thymus in die
peripheren Gewebe aus. (verandert nach Pezzano et al., 2001).

Der Cx57-Promotor ist im Thymus nur in auf3erst wenigen Zellen in der Medulla aktiv, zu
deren genauer ldentitat es bisher nur anfangliche Untersuchungen beruhend auf der j-
Galaktosidase Aktivitat in der Cx57-LacZ Mauslinie gibt (Dissertation S. Hombach,
2004). Zunéchst wurde eine Rolle in einem speziellen G8.8 (Ep-CAM) positiven Subtyp
von mTECs vermutet, welcher die Fahigkeit besitzt, eine Vielzahl gewebespezifischer
Antigene aus der Peripherie zu exprimieren. Dies ist in der Ausbildung der Toleranz
gegen korpereigene Antigene von groRRer Bedeutung (Derbinski et al., 2001). Eine
Expression von Cx57-LacZ in G8.8 positiven mTEC konnte jedoch nicht gezeigt werden
(Dissertation S. Hombach, 2004). Stattdessen trat vereinzelt lacZ-Expression in CD45
positiven Thymozyten oder Makrophagen auf. Die genaue Bestimmung des Cx57
positiven Zelltyps in der Medulla steht jedoch noch aus.

In dieser Arbeit wurde die Expression des DT-Rezeptors unter der Kontrolle des Cx57-
Promotors genutzt, gezielt Cx57 exprimierende Zellen dieses unbekannten Zelltyps im
Thymus der Maus zu ablatieren. Aufgrund der geringen Anzahl Cx57-lacZ positiver
Zellen in diesem Organ (nur etwa einige hundert; Dissertation S. Hombach, 2004) wurde
jedoch angenommen, dass dies keine groReren Auswirkungen auf den gesamten
Thymus haben sollte. Uberraschenderweise fiihrte eine Injektion von 100 ng DT pro Tag
Uber den Zeitraum von einer Woche jedoch in einigen Fallen zu einer drastischen
Reduktion in der GréRe des Thymus um etwa 90 % und der Anzahl CD4/CD8 doppelt
positiver Zellen (Abb. 4.17 und 4.19), die weit Uber die Anzahl der lacZ-positiven Zellen
hinaus geht. Eine direkte Wirkung von DT auf Thymozyten und damit eine Expression
des DT-Rezeptors in einer gréReren als der bisher bekannten Population im Thymus
wurde mithilfe einer Behandlung isolierter Thymozyten mit 1 pg/ml DT ausgeschlossen
(Abb. 4.20).

Ein indirekter Einfluss auf die Gréf3e des Thymus und die Entwicklung CD4/CD8 doppelt
positiver Thymozyten wurde zuvor fir Ostrogen und den zugehdrigen Rezeptor
beschrieben. So fiihrt das Fehlen des Ostrogen-Rezeptors in der Maus zu einem um 35-
55 % verkleinerten Thymus und einer drastischen Reduktion der Anzahl CD4 einfach
und CD4/CD8 doppelt positiver Thymozyten um 70-80 % (Yellayi et al., 2000). Eine
Behandlung mit synthetischem Ostrogen iiber intraperitoneale Injektion fiihrte ebenfalls
zu einer Verkleinerung des Thymus um bis zu 80 % und betraf auch hier die Entwicklung
CD4/CD8 doppelt positiver Thymozyten (Rijhsinghani et al., 1996; Zoller und Kersh,
2006). Auch eine Herunterregulation des Glukokortikoidrezeptors mittels antisense
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Transkripten fuhrte zu einer reduzierten Gré3e des Thymus und wirkte ebenfalls auf die
Entwicklung CD4/CD8 doppelt positiver Zellen (King et al.,, 1995). Zusatzlich bewirkt
auch die Ausschittung von Glukokortikoiden sowie verschiedener Zytokine eine
entsprechende Verringerung der Groéf3e des Thymus und eine Reduktion der Anzahl
CD4/CD8 doppelt positiver Thymozyten (Gruver und Sempowski, 2008). Ausldser hierfur
kénnen auch Infektionen (Savino, 2006), Unterernahrung oder Sepsis sein (Gruver und
Sempowski, 2008). Aufgrund der geringen Anzahl Cx57- und damit DT-Rezeptor-
exprimierender Zellen im Thymus und einer Vielzahl von anderen Effekten, die eine
Verkleinerung des Thymus bewirken kénnen, ist anzunehmen, dass es sich hierbei um
einen Sekundareffekt handelt. Denkbar wéare z.B. ein Versagen der Leber, welche in DT-
behandelten Cx57°™* Mausen deutliche Veranderungen zeigte (vergl. Abb. 4.17).

Die Verkleinerung des Thymus durch den Tod CD4/CD8 doppelt positiver Thymozyten
war in den meisten untersuchten Tieren auch mit starken Krankheitssymptomen bis hin
zum Tod verbunden. In allen untersuchten kranken oder toten M&usen war der Thymus
verkleinert. Dies filhrt zu der Frage, woran einige siebenmal mit DT behandelte Cx57°™%*
Tiere sterben. Eine Verkleinerung des Thymus an sich sollte nicht zum Tod der Maus
fuhren (Rijhsinghani et al., 1996). Ein Stopp der Produktion neuer Thymozyten uber
einen langeren Zeitraum konnte Auswirkungen auf die Zahl und Diversitat der T-Zellen in
der Peripherie und damit die Immunabwehr der Tiere haben (Gruver und Sempowski,
2008). Da die DT-behandelten Cx57°™* Mause in einer nicht véllig keimfreien
Umgebung gehalten wurden, konnte dies Erkrankungen wie Maushepatitis (MHV)
ausbrechen lassen. Die hier beobachteten Effekte traten allerdings wesentlich schneller
auf, als fur einen Immundefekt zu erwarten wéare, und in der Milz als peripheres
lymphatisches Organ zeigten sich keine Auswirkungen auf die Grol3e des Organs, die
Anzahl der isolierten Zellen und den Anteil an CD4" oder CD8" Zellen (Analyse S.
Temme und Prof. N. Koch, Bonn). Dies spricht gegen einen Immundefekt als Folge der
DT-Behandlung. Eine Untersuchung der Thymozyten aus anderen lymphatischen
Geweben wie den Lymphknoten oder eine DT-Behandlung unter keimfreien
Bedingungen konnten jedoch weiteren Aufschluss dartber geben.

Eine grobe Betrachtung der Niere von Cx57°™* Mausen nach DT Injektion zeigte keine
Veranderung dieses Organs. Die Leber war in diesen Tieren jedoch wesentlich heller
und blutarmer als in entsprechenden wt-Kontrollen (Abb. 4.17). In der Leber von
juvenilen und adulten Cx57lacZ-Mausen wurde bisher keine Expression der -
Galaktosidase nachgewiesen (Dissertation S. Hombach, 2004), weshalb eine Expression
des DT-Rezeptors und damit auch eine direkte Wirkung der DT-Behandlung nicht zu
erwarten war. Auf eine Leberentziindung ausgeldst durch MHV gab es morphologisch
keine Hinweise. Ob die Veranderung der Leber also einen Phanotyp darstellt, welcher
maoglicherweise zum Tod der DT-behandelten Cx57°™* Tiere filhrte, muss in weiteren
Experimenten geklart werden. Auch eine Expression des DT-Rezeptors in einem
weiteren wichtigen Zelltyp in einem anderen Gewebe kann nicht voéllig ausgeschlossen
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werden, weshalb Verdnderungen weiterer Organe im Folgenden genauer untersucht
werden mussen.

Die Variabilitdt des beobachteten Phanotyps erschwerte eine solche Untersuchung im
Rahmen dieser Arbeit. So fihrte die Behandlung von Cx57°™"* und Cx57°™2% Tieren
siebenmal mit 100 ng DT pro Tag (7 x 100 ng) nur bei etwa 40 % der DT behandelten
Tiere mit einem DTR-Allel zu einer Reduktion der GréRe des Thymus (Tab. 4.3) und zum
Erkranken der Tiere. Hierfir sind mehrere Grinde denkbar, von denen einige
ausgeschlossen werden konnten:

1. Die hier beobachteten Auswirkungen der DT-Behandlung waren erwartungsgemar
von der Expression des DT-Rezeptors abhangig und keine unerwiinschte Nebenwirkung,
da ausschlieRlich Tiere mit einem Cx57-DTR Allel, jedoch keine Wildtyp-Tiere erkrankten
(Abb. 4.16).

2. Das Geschlecht der Tiere hatte keinen Einfluss, da beide Geschlechter etwa gleich
haufig betroffen waren.

3. Der genetische Hintergrund der verwendeten Mauslinie (bei den Versuchstieren
handelte es sich um eine Mischung aus C57BL/6 und 129SV) konnte als Faktor
ebenfalls ausgeschlossen werden, da selbst bei Geschwistertieren gleichen Genotyps
Unterschiede in der Verkleinerung des Thymus auftraten.

4. Der Thymus hat im Laufe der Entwicklung unterschiedliche Bedeutung. Die Aktivitat
und relative Grof3e des Thymus sind bei der Maus etwa vier bis sechs Wochen nach der
Geburt am grofdten, was der Pubertdt beim Menschen entspricht, wahrend mit
zunehmendem Alter ein Grof3teil durch Fett und Bindegewebe ersetzt wird (Muller-
Hermelink et al., 1982; Steinmann, 1986). Ein Einfluss des Alters auf die Wirkung der
DT-Behandlung auf den Thymus von Cx57°™* Tieren konnte jedoch im Rahmen einer
gleichzeitigen DT-Behandlung von Tieren unterschiedlichen Alters (zwischen 4 Wochen
und 6 Monaten) ausgeschlossen werden, da sich kein entsprechender Zusammenhang
zeigte (nicht gezeigt).

5. Eine mogliche Quelle fur die Unterschiede in der Wirkung auf den Thymus kdnnte
auch in der Injektionsprozedur liegen. Bei intraperitonealer Injektion kann die effektiv
verabreichte Dosis teilweise schwanken. Da in allen 7 x 100 ng DT behandelten
Ccx57°™* Tieren die Horizontalzellen der Retina nahezu vollstandig ablatiert wurden, ist
gezeigt, dass DT in den Blutkreislauf der Tiere und damit Uber die Blut/Retina Schranke
ins Auge gelangt ist (Tab. 4.3). Der Thymus ist jedoch im Gegensatz zu den Neuronen
der Retina ein stark proliferatives Gewebe mit standiger Einwanderung von
Thymozytenvorlaufern aus dem Knochenmark, so dass viele Zellen nachgebildet werden
kénnten. (Pezzano et al., 2001; Gabler et al., 2007). Daher ist fir eine entsprechende
Wirkung im Thymus moglicherweise eine konstant hohe Dosis notwendig, wahrend sich
in der Retina die Wirkung jeder einzelnen Dosis addiert und Schwankungen der
taglichen Dosis nicht ins Gewicht fallen. Durch Schwankungen der effektiven Dosis bei
der intraperitonealen Injektion kénnte die DT-Konzentration zwischenzeitlich sinken, und
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die Zellen im Thymus wirden sich erholen. Dies kénnte so die Variabilitat des Thymus-
Phanotyps erklaren.

Zur Untersuchung der Ablation der Horizontalzellen und deren Auswirkungen auf die
Morphologie der Retina von Mausen wurde in dieser Arbeit ein Injektionsprotokoll
entwickelt, das die Effekte von DT auf den Thymus vermeiden konnte (siehe 4.1.5).
Durch Unterbrechung der Injektion fir zwei Wochen zwischen zwei dreitdgigen
Behandlungen mit 100 ng DT wurde dabei moglichen anderen betroffenen Geweben Zeit
zur Regeneration gegeben. Mithilfe dieses Protokolls war es mdoglich, die negativen
Auswirkungen der DT-Injektion auf die Gesundheit der Tiere zu umgehen und
zuverlassig offensichtlich gesunde Horizontalzell-ablatierte M&use zu erzeugen. Fur die
Untersuchung des Effektes der DT-abh&ngigen Ablation in anderen Organen waére
jedoch der umgekehrte Weg von Interesse. So koénnte die Verwendung einer deutlich
hoheren Dosis (z.B. mehrfach 1 pg téglich oder 100 ng DT dreimal taglich)
Ungenauigkeiten der effektiven Dosen ausgleichen und eine zuverlassigere Wirkung auf
den Thymus erzielen. Eine entsprechende Dosis zeigte in einer vorherigen Arbeit (Buch
et al., 2005) keine unspezifischen Nebenwirkungen. Um unerwiinschte Nebeneffekte zu
vermindern ware auch die Verwendung von osmotischen ALZET-Pumpen (Charles
River, Sulzfeld) denkbar. Eine Prozedur, welche zuverlassig den entsprechenden
Phéanotyp hervorruft, kénnte dann die Aufklarung der Grunde fir den Tod DT-
behandelter Cx57°™* Mause ermdglichen.

5.1.5 Bewertung der Cx57-DTRfrtCre Mauslinie

Die in dieser Arbeit erzeugte neue transgene Mauslinie konnte erfolgreich zur Ablation
von DT-Rezeptor exprimierenden Zellen in der Retina eingesetzt werden. Dabei ist der
Zeitpunkt in der Entwicklung der Maus wahlbar und kompensatorische oder
unspezifische Effekte wahrend der Retinaentwicklung (vergl. Verlust der &auRReren
Plexiformen Schicht in Peachy et al., 1997) wurden so ausgeschlossen. Die Expression
des DT-Rezeptors unter dem Cx57-Promotor erwies sich in Horizontalzellen zur Ablation
als stark genug, wenn auch das Fusionsprotein aus DT-Rezeptor und eGFP nicht direkt
nachweisbar war. Unerwartet war die Auswirkung der DT-Behandlung auf andere
Organe. So hatte eine DT-Behandlung von Cx57°™%* Mausen eine drastische Reduktion
der GroR3e des Thymus und eine Veranderung der Leber zur Folge. Im Thymus handelte
es sich trotz nachgewiesener Expression von Cx57 vermutlich um einen Sekundareffekt.
Die Auswirkung auf die Leber konnte noch nicht ausreichend untersucht werden, kdnnte
jedoch maoglicherweise den Tod einiger Tiere erklaren und ein Hinweis auf eine bisher
unbekannte Expression von Cx57 in der Leber sein. Die Wirkung auf andere Organe als
die Retina konnte mithilfe eines entsprechenden Injektionsprotokolls umgangen werden,
so dass es moglich war zuverlassig offensichtlich gesunde Horizontalzell-ablatierte
Méause zu erzeugen. Eine Analyse der Morphologie der Retina sowie deren Funktion im
ERG zeigten jedoch, dass in Horizontalzell-ablatierten Tieren die Signalweiterleitung
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zwischen Photorezeptoren und Bipolarzellen vermutlich unterbrochen ist. Somit sind
diese Tiere nicht geeignet, den Einfluss der Ruckkopplung der Horizontalzellen auf die
Signalverarbeitung in der synaptischen Triade der Photorezeptoren zu untersuchen. Eine
Untersuchung kurz nach oder wahrend der DT-Behandlung kénnte der Degeneration der
synaptischen Triade zuvorkommen und so dennoch die Bedeutung der Ruckkopplung
der Horizontalzellen aufklaren. Dazu misste jedoch zunachst der genaue Zeitpunkt der
Ablation bzw. der Apoptose der Horizontalzellen festgestellt werden. Zusatzlich kdnnte
die Zerstorung des Kontaktes zwischen Photorezeptoren und Bipolarzellen infolge der
Horizontalzell-Ablation essentielle Funktionen von Horizontalzellen zum Erhalt dieser
Struktur aufzeigen.

5.1.6 Die Cx57-Cre Mauslinie

Die zweite Anwendung der Cx57-DTRfrtCre Mauslinie ist die Deletion gefloxter Gene
mithilfe der Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des Cx57-Promotors (Cx57-Cre). Dazu
konnte die von frt-Stellen umgebene kodierende Sequenz fir das DTR-eGFP
Fusionsprotein mittels FLP-Rekombinase erfolgreich entfernt werden (Abb. 4.7). Die
Expression der mRNA fir die Cre-Rekombinase in der Retina von Cx57°"®* Mausen
wurde mittels RT-PCR Analysen nachgewiesen (Abb. 4.8) und deren Funktion anhand
einer Cre-Reporter Mauslinie, der ROSA26-STOPfloxYFP (kurz: ROSY) Mauslinie,
analysiert (Kap. 4.1.8). In dieser Mauslinie wurde eine gefloxte Stopp-Kassette gefolgt
von der kodierenden Region des verstarkt gelb-fluoreszierenden Proteins (eYFP) in den
ROSA26-Lokus eingebracht (Srinivas et al., 2001). Die Aktivitdt der Cre-Rekombinase
fuhrt zum Entfernen der Stopp-Kassette, was wiederum die Expression des eYFP
Reportergens unter der Kontrolle des ubiquitaren ROSA26-Promotors ermoglicht
(Soriano, 1999). Alle Zellen mit Expression der Cre-Rekombinase und alle Nachkommen
solcher Zellen sollten eine Expression des eYFP-Reporterproteins aufweisen. In der
Retina eines Cx57°"* ROSA26"YF"* Tieres war dies der Fall (Kap. 4.1.8). Hier konnte
eYFP in einem lebenden Retina-Praparat einer Cx57°""* ROSA26"™"** Maus durch
seine Eigenfluoreszenz nachgewiesen werden (Abb. 4.21 A). Dies zeigt die gewiinschte
Aktivitat der Cre-Rekombinase in Horizontalzellen in der Cx57Cre Mauslinie. Zuséatzlich
ist die Expressionsstarke des eYFP unter dem ROSA26-Promotor in Horizontalzellen
stark genug dieses direkt nachzuweisen. In Kryoschnitten wurde das eYFP-Protein in
Horizontalzellen mittels Immunfluoreszenzanalysen nachgewiesen (Abb. 4.21 B-D).
Anhand der Morphologie der angefarbten Zellen und einer Ko-Immunféarbung mit
Calbindin-spezifischen Antikorpern wurden diese als Horizontalzellen identifiziert. Neben
den Horizontalzellen waren in diesen Immunfluoreszenzanalysen in einer
Cx57°""" ROSA26"YFP* Maus jedoch auch vereinzelt Zellen in der d&uReren nukleédren
Schicht schwach angefarbt (Abb. 4.21 B). Ob dies auf die Expression der Cre-
Rekombinase zuriickzufiihren ist, muss mithilfe von Cx57"* ROSA26"*YF* Kontrollen
untersucht werden, die zum Zeitpunkt der Analysen nicht zur Verfigung standen. Fur
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eine Aktivitat des Cx57-Promotors oder Expression des Cx57-Proteins in einem Zelltyp
in der aulReren nuklearen Schicht der Photorezeptoren gibt es jedoch bisher keine
Hinweise (Hombach et al., 2004; Ciolofan et al., 2007). Auch eine Ablation eines Zelltyps
in der aufleren nukledren Schicht wurde in elektronenmikroskopischen Analysen DT-
behandelter Retina nicht beobachtet (Analysen U. Janssen-Bienhold; nicht gezeigt). Eine
Expression in einem Vorlaufer dieses Zelltyps im Verlauf der Entwicklung der Retina
ware moglich, was zur Expression von eYFP in allen daraus resultierenden Zellen fiihren
wirde. So ist der Cx57-Promotor bereits in einzelnen, unregelmafig in der Retina
verteilten Zellen am embryonalen Tag 16.5 aktiv (Dissertation S. Hombach, 2004).
Insgesamt war die FLP-vermittelte Deletion der DT-Rezeptor Sequenz erfolgreich und
fuhrte zur Expression und Funktion der Cre-Rekombinase in Horizontalzellen. Ob diese
die gewiinschte Spezifitdt besitzt und damit zur Horizontalzell-spezifischen Deletion
gefloxter Gene eingesetzt werden kann, bedarf weiterer Analysen.

5.2Kanaleigenschaften von Cx57 in Hela-Zellen

Die Aktivitat des Cx57 Promotors konnte bisher nur in au3erst wenigen Zelltypen in nur
drei verschiedenen Geweben der Maus nachgewiesen werden (Hombach et al., 2004).
Diese spezialisierte Expression legt die Vermutung nahe, dass Cx57 Kanéle besondere
Eigenschaften haben missen, die von anderen Mitgliedern der Connexin-Familie nicht
tubernommen werden kénnen.

5.2.1 Die Cx57eGFP HelLa Zelllinie

Um die Kanaleigenschaften von Cx57 in seiner gespleildten auf zwei Exone verteilten
Form (vergl. Hombach et al., 2004 entgegen Manthey et al., 1999) genauer untersuchen
zu kdnnen, wurde in dieser Arbeit eine stabile HelLa Zelllinie hergestellt, welche ein
Fusionsprotein aus Cx57 und eGFP exprimiert. Die Expression des Fusionsproteins
wurde mittels Fluoreszenz-, Northernblot- und Immunoblot-Analysen bestatigt (Abb.
4.23). Eine Fluoreszenz des Cx57eGFP Fusionsproteins zeigte sich in stabil
transfizierten HeLa Zellen in der Plasmamembran, wo sowohl punktuelle Signale in Form
von Plaques als auch eine einheitlichen Fluoreszenz auftraten. Einzelne, vermutlich
vesikulare Signale waren im Zytosol zu erkennen, jedoch keine Signale im Kern. Die
Bildung von Gap Junction Plaques wurde auch funktionell bestétigt. So wurde zwischen
Zellpaaren mit einem gemeinsamen Cx57eGFP-Plaque eine elektrische Kopplung
gemessen (siehe Kap. 4.2.5). Zusatzliche, nicht in Plaques auftretende Cx57eGFP-
Signale in der Plasmamembran deuten auf Cx57-Halbkanéle hin, deren Funktion
ebenfalls in dieser Zelllinie nachgewiesen werden konnte (Abb. 4.29). Fir die
Herstellung stabil Cx57 exprimierender Zelllinien in dieser und vorhergehenden Arbeiten
(Diplomarbeit S. Latt, 2003; Dissertation S. Hombach, 2004; Dissertation K. Wellershaus,
2006) stellte diese Halbkanalaktivitat moglicherweise ein Problem dar. So gelang es hier
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nicht eine stabile Cx57-wt exprimierende Zelllinie zu erzeugen, obwohl eine transiente
Expression von Cx57 nachgewiesen werden konnte (Kap. 4.2.3). Auch die hier
charakterisierte Cx57eGFP Zelllinie zeigte Probleme bei der Stabilitat der Expression
von Cx57 (vergl. Kap. 4.2.2). Beides lasst sich vermutlich auf die Aktivitdt von Cx57
Halbkanalen zurtickfuhren. So ist die Offnung des Cx57-Halbkanals von einer
Verringerung der extrazellularen Calziumkonzentration und einer Erhéhung des
intrazellularen pH-Wertes abhangig (vergl. Kap. 4.2.6). In der normalen Kultur von HelLa-
Zellen wird zum Abldsen der Zellen von der Kulturschale eine Losung ohne Calzium und
mit einem alkalischen pH-Wert verwendet (Elfgang et al., 1995). Ebenso wie die
Inkubation in Calzium-freiem Medium mit 5 mM Ammoniumchlorid (Abb. 4.29) kénnte
dies zum Offnen der Cx57-Halbkandle, damit zum Anschwellen der Zellen und
schlieBlich zu deren Tod fuhren (vergl. Abb. 4.29), was die Schwierigkeiten bei der
Herstellung stabiler Cx57 Transfektanten erklaren wirde. Entsprechend stabilisierte eine
Erhdhung der Calcium-Konzentration wahrend des Ablésens (Prof. F. Bukauskas, New
York, personliche Mitteilung) und im Kulturmedium (vergl. Kap. 4.2.2) die Expression in
der Cx57eGFP HeLa-Zelllinie.

5.2.2 Kanaleigenschaften von Cx57

Die Kanaleigenschaften von Cx57 wurden in einer Arbeit von Manthey et al. (1999) in
stabil Cx57 exprimierenden HelLa Zellen bereits untersucht. Dabei wurde jedoch eine
ausschlieB3lich auf Exon 2 kodierte Form von Cx57 verwendet, welche in der Retina nicht
nachgewiesen werden konnte (Hombach et al., 2004). Stattdessen wird dort eine
gesplei3te Form des Proteins exprimiert, wodurch nach Spleil3en eines dritten Exons an
Exon 2 die letzten 25 Aminosaurereste der urspringlichen Form gegen zwolf neue
ausgetauscht werden (Hombach et al., 2004). Zuséatzlich wurden in dieser Arbeit drei
weitere Punktmutationen in der urspriinglichen Cx57 Sequenz identifiziert, welche zu
einem Austausch von drei weiteren Aminosdurereste in zytoplasmatischer Schleife
(K110R) und C-Terminus (1272V, A330T) fuhren. In den fur die Kanaleigenschaften
wichtigen Transmembrandomanen sowie den extrazellularen Schleifen und dem N-
Terminus (Gemel et al., 2006; Kronengold et al., 2003a und 2003b) unterschieden sich
die beiden Cx57-Sequenzen jedoch nicht. Entsprechend ahnlich ist auch die Spannungs-
abhangigkeit beider Isoformen (vergl. Manthey et al. 1999; Abb. 4.27). Sie hat die Form
einer Glockenkurve mit ihrem Maximum bei 0 mV. Die Einzelkanalleitfahigkeit dagegen
unterschied sich starker. Hier wurden 58 pS fur die retinale Form im Vergleich zu 28 pS
bei Manthey et al. (1999) gemessen. Die Einzelkanalleitfahigkeit der retinalen Form
entspricht dabei fast exakt der fur Gap Junctions von Horizontalzellen des Barsches
bestimmten Einzelkanalleitfahigkeit von 50-60 pS (McMahon et al., 1989) und damit
wesentlich eher den physiologisch gemessenen Eigenschaften der Connexine der
Horizontalzellen. Die meisten elektrophysiologischen Analysen wurden an der stabilen
Cx57eGFP-Zelllinie durchgefiihrt, die wichtigsten Ergebnisse (Einzelkanalleitfahigkeit,
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Spannungsabhangigkeit oder pH-Abhangigkeit) konnten jedoch an transienten
Transfektanten des pMJ-Cx57IRESeGFP Vektors (vergl. Kap. 4.2.3) bestatigt werden
(Analysen Prof. F. Bukauskas, New York, nicht gezeigt). Das C-terminal an Cx57
fusionierte eGFP hatte in diesem Fall keine Auswirkungen auf die Permeabilitat und
Regulation von Cx57-Gap Junctions, wie dies fiir das Offnen und SchlieRen von Gap
Junction Kanalen eines Fusionsproteins aus Cx43 und eGFP der Fall war (vergl.
Contreras et al., 2003).

Eine interessante Eigenschaft von Cx57 Kanélen, die in dieser Arbeit aufgedeckt wurde,
ist die extreme pH-Abhangigkeit der Cx57 vermittelten Kopplung. Der grofite Teil der
Cx57eGFP-Kanéle ist bei einem pH-Wert unter 7,3 geschlossen. Bei Erh6hung des
intrazellularen pH-Wertes auf 7,4-7,6 wird jedoch ein wesentlich gréRerer Anteil getffnet
(Abb. 4.28). Diese Eigenschaft wurde in den Untersuchungen von Manthey et al. (1999)
nicht beobachtet. Bei der Untersuchung der pH-Abhéangigkeit von Cx43 Kanélen wurde
eine Beteiligung des C-Terminus bereits gezeigt (Morley et al., 1997). Dabei wird eine
Veréanderung der Interaktion von C-Terminus und zytoplasmatischer Schleife im sog.
Ball-an-Kette Modell vermutet (Morley et al., 1996). Der pH-Wert, bei dem die meisten
anderen Connexine geschlossen werden, liegt jedoch deutlich niedriger (Morley et al.,
1996; Francis et al., 1999). Fur Cx57 kann dies eine Anpassung an die Gegebenheiten
in Horizontalzellen darstellen, deren intrazellularer pH-Wert in mehreren Untersuchungen
bei etwa 7,3-7,4 liegt (Haugh-Scheidtet al., 1998; Takahashi et al., 1993; Dixon et al.,
1996). In diesem Bereich ist der Cx57-Kanal am empfindlichsten gegentber pH-Wert
Anderungen (Abb. 4.28) und konnte schon mit kleinen Veranderungen des
intrazellularen pH-Wertes reguliert werden. Eine Alkalisierung des extrazellularen pH-
Wertes als Antwort auf Depolarisierung der Horizontalzellen oder Behandlung mit
Glutamat wurde an isolierten Horizontalzellen des Rochens bzw. des Welses bereits
beobachtet (Molina et al., 2004; Kreitzer et al., 2007). Auch bei der lichtabhangigen
Veranderung der Kopplung zwischen Horizontalzellen konnte eine Beteiligung des pH-
Wertes, wenn auch im A-Typ der Kaninchen-Retina, gezeigt werden (Hampson et al.,
1994). Dies weist auf eine Regulation der Cx57-vermittelten Gap Junction Kopplung tber
den intrazellul&ren, mdglicherweise auch lokalen pH-Wert hin.

Viele Connexin Isoformen bilden neben Gap Junction Kanélen zusatzlich Halbkanéle in
der Plasmamembran, deren physiologische Bedeutung bisher nur teilweise geklart ist
(vergl. Spray et al., 2006). Fur das Connexin der Horizontalzellen wurde bereits von
Kamermans et al. (2001) eine Funktion als Halbkanal in der Rickkopplung von
Horizontalzellen zu den Photorezeptoren vorgeschlagen. Zunachst wurde angenommen,
dass es sich hierbei um Cx26 handelt (Janssen-Bienhold et al., 2001), was jedoch in
darauf folgenden Untersuchungen widerlegt werden konnte (Deans und Paul, 2001).
Durch die Identifizierung von Cx57 als wichtigstes Connexins in Horizontalzellen
(Hombach et al., 2004) wurde dieses Connexin als Halbkanalbildner vorgeschlagen. So
wurde im Zebrafisch ein Cx57-verwandtes Protein in den dendritischen Spitzen der
Horizontalzellen nachgewiesen (Shields et al., 2007). In der Maus ist das Vorkommen
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von Cx57 in der synaptischen Triade der Photorezeptoren jedoch noch nicht sicher
gezeigt. Eine Untersuchung mithilfe Cx57-spezifischer Antikdrper deutet zwar darauf hin
(Ciolofan et al., 2007), Analysen der Antikorperspezifitdt unter Verwendung der Cx57-KO
Méause lassen jedoch an der Spezifitdt der Antikdrper zweifeln (Dissertation K.
Wellershaus, 2006). In Cx57eGFP-HelLa Zellen konnte eine Halbkanalaktivitat
nachgewiesen werden (Abb. 4.29), welche jedoch abhangig von der extrazellularen
Calziumkonzentration und ebenso wie die Aktivitdt der Cx57-Gap Junction Kandle
abhangig vom intrazellularen pH-Wert war. Auf der Seite der Photorezeptoren spielen
Calziumkanale eine wichtige Rolle in der Ruckkopplung von Horizontalzellen (Verweij et
al.,, 1996), weshalb eine niedrige extrazellulare Calziumkonzentration zwischen
Horizontalzellen und Photorezeptoren, wie fur die Aktivitdtt von Cx57-Halbkanalen
notwendig, eher unwahrscheinlich ist. Zusatzlich zeigten Untersuchungen des Center-
Surround Antagonismus von Ganglienzellen in der Cx57-KO Maus keine Veranderungen
durch den Verlust von Cx57 (Dedek et al., 2007). Zusammen widerspricht dies trotz
einiger Hinweise auf einen Cx57-Halbkanal einer entsprechenden Funktion von Cx57 in
Horizontalzellen. In anderen Geweben, wie der embryonalen Niere oder dem Thymus, ist
eine Bedeutung von Cx57-Halbkanéalen jedoch nicht auszuschliel3en.

5.2.3 Besonderheiten von Cx57

Fur verschiedene Connexine wird eine Rolle des C-Terminus in der Genregulation im
Zellkern vermutet (Dang et al., 2003). Der C-Terminus des Horizontalzell-spezifischen
Zebrafisch-Connexins Cx55.5 wird vermutlich tber eine interne ribosomale Eintrittsstelle
(IRES) als separates nicht membransténdiges Protein exprimiert und ist in transfizierten
NIH3T3 Zellen teilweise kernlokalisiert (Ul-Hussain et al., 2008). In der hier untersuchten
stabil Cx57eGFP exprimierenden HeLa-Zelllinie ist das C-terminale Fusionsprotein aus
Cx57 und eGFP jedoch nicht im Kern lokalisiert (Abb. 4.23 A), und auch in transient
Cx57IRESeGFP transfizierten N2A-Zellen war das Signal fir Cx57 in Immunfluoreszenz-
analysen mit Cx53.8-Antikérpern (Cx57-Ortholog des Karpfen, Janssen-Bienhold et al.,
eingereicht) auf die Membran und das Zytoplasma beschrankt. Fir eine &hnliche
Bedeutung des Cx57 C-Terminus, wie bei Cx55.5 beschrieben, gibt es somit keine
Hinweise.

Der mit 262 Aminosaureresten besonders lange C-Terminus von Cx57 kdnnte dagegen
eine andere Bedeutung haben. Die wichtigste Besonderheit von Cx57 ist nach den
Ergebnissen dieser Arbeit die extreme pH-Abhéngigkeit von Cx57-Kanélen in einem
vergleichbar hohen pH-Bereich mit einem pK,-Wert von 7,42. Im Vergleich liegt der
pKaWert von Cx43-Kanéalen bei 6,78 (Morley et al., 1996) und der pK, von Cx46 bei 7,13
(Francis et al., 1999). Dies konnte, wie bereits beschrieben, eine Anpassung an den
intrazellularen pH-Wert von Horizontalzellen darstellen, welcher etwa bei 7,3-7,4 liegt.
Fur Cx43 wurde eine Beteiligung des C-Terminus an der pH-abhéngigen Schliel3ung der
Kanale gezeigt (Morley et al., 1997), so dass ein Ball-an-Kette Modell unter Beteiligung
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mehrerer protonierbarer Histidinreste in zytoplasmatischer Schleife und C-Terminus
vorgeschlagen wurde (Duffy et al.,, 2002). Der Cx57-C-Terminus enthalt eine ganze
Reihe von Histidin-Resten, die bei einem &ahnlichen Mechanismus wie fur Cx43 eine
Rolle spielen konnten.

Zusatzlich wird die Kopplung von Horizontalzellen durch verschiedene Neurotransmitter
lichtabh&ngig reguliert. So kdnnen Stickstoffmonoxid, Dopamin und Retinsdure die
Kopplung von Horizontalzellen reduzieren (vergl. Weiler et al., 2000). Diese Regulation
kénnte neben dem pH-Wert (Hampson et al., 1994) tber eine Phosphorylierung von
Cx57 vermittelt sein. So enthédlt der Cx57 C-Terminus eine grol3e Anzahl von
Konsensus-Sequenzen fir verschiedene Kinasen: unter anderem sechs fur die
Ca**/Calmodulin abhangige Kinase (CaMKIl), sieben fiir die Proteinkinase A (PKA) und
13 Erkennungssequenzen fur die Proteinkinase C (PKC). In vitro wurde eine
Phosphorylierung des Cx57 C-Terminus mittels PKA, PKC und Kreatin Kinase 2 (CK2)
bereits nachgewiesen (Dissertation S. Hombach, 2004). Der im Vergleich zu allen
anderen Connexinen besonders lange C-Terminus von Cx57 konnte somit eine
Anpassung an die Regulierung der Cx57-vermittelten Kopplung in Horizontalzellen
darstellen.

5.3 Cx36-Interaktion mit CaMKIllI

Vor Beginn dieser Arbeit wurde die Ca?*/Calmodulin abhangige Kinase (CaMKIl) als
neuer moglicher Interaktionspartner des neuronalen Connexins Cx36 identifiziert (Dr. C.
Alev und Dr. S. Urschel, nicht gezeigt). Diese Kinase spielt eine wichtige Rolle in der
Ausbildung von Langzeitpotenzierung (LTP) an chemischen Synapsen (Lisman et al.,
2002). Aktiviert wird die CaMKIl durch ein Ansteigen der intrazellularen
Calziumkonzentration Gber Calmodulin, welches in seiner Calzium-gebundenen Form an
die CaMKIl bindet. Dadurch wird die autoinhibitorische Domé&ne des Enzyms, welche
eine der Sequenz moglicher Substrate entsprechende Region enthalt (Pseudosubstrat
Stelle), von der katalytischen Domane gel6st und das Enzym damit aktiv. Durch Ablésen
von Calmodulin wird die Kinase wieder inaktiviert. Bei der CaMKII handelt es sich um
einen zirkularen Komplex aus zweimal sechs Untereinheiten (Kolodziej et al., 2000), so
dass bei langer andauernder Aktivierung eine Untereinheit der Kinase eine andere an
Threonin286 phosphorylieren kann. Man spricht von Autophosphorylierung (Hanson et
al., 1994). Dadurch wird eine Interaktion mit der sogenannten T-Stelle verhindert, welche
im inaktiven Zustand Threonin286 abschirmt, und die Kinase bleibt auch nach Ablésen
von Calmodulin aktiv. Die Fahigkeit der dauerhaften Aktivierung der CaMKIl, abhangig
von einer Folge von Erhoéhungen der Calziumkonzentration, gibt eine wichtige
molekulare Grundlage der Langzeitpotenzierung und damit der Ausbildung von
Erinnerungen (Lisman et al., 2002; Hudman und Schulman, 2002). Man spricht bei
diesem Mechanismus auch von einem molekularen Schalter (Lisman und Mcintyre
2001).
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5.3.1 Bindung von Cx36 an CaMKII

In dieser Arbeit wurde anhand von in vitro Bindeexperimenten gezeigt, dass zwei
Regionen in der zytoplasmatischen Schleife (Cx36CL) bzw. dem C-Terminus (Cx36CT)
von Cx36 die Bindung des Connexins an die CaMKIl vermitteln. So sind Fusionsproteine
beider zytoplasmatischer Doméanen in der Lage, CaMKIl effektiv zu binden, wahrend
Deletionskonstrukte ohne die entsprechenden Bindestellen eine deutlich geringere
Affinitdt zur CaMKIl aufweisen. Eine Restaffinitdt der Deletionskonstrukte zur CaMKIl,
die im Vergleich zu GST alleine immer noch vorhanden ist, kann moéglicherweise auf
weitere an der Interaktion beteiligte Bereiche in der zytoplasmatischen Schleife und dem
C-Terminus zurlckgefihrt werden. Beide Bindestellen in Cx36CT und Cx36CL weisen
eine hohe Sequenzidentitdt zu zwei Bereichen der autoinhibitorischen Domane der
CaMKIl auf. Cx36CT-B (Aminosaurereste 272-292) zeigt eine hohe Sequenz-
Ubereinstimmung zur Pseudosubstratstelle, Cx36CL-B (Aminosaurereste 99-119) zur
Region um das wichtige Threonin286 (Abb. 5.2). Die Bindung zwischen CaMKIl und
Cx36 ist Calzium-abhéangig. Eine Beteiligung von Calmodulin in diesem System konnte
jedoch nicht untersucht werden, da vermutlich aus der in vitro Translation
Verunreinigungen mit Calmodulin in allen Ansatzen zur in vitro Bindung vorhanden
waren. Durch Autophosphorylierung liel3 sich die Menge an gebundener CaMKII deutlich
steigern (Abb. 4.30).

Die Cx36CL-Bindestelle zeigt neben der Homologie zur CaMKIl eine hohe Sequenz-
Ubereinstimmung mit einer Untereinheit des NMDA-Rezeptors, eines Glutamatrezeptors
(Strack et al., 2000). Diese Untereinheit (NR2B) ist an chemischen Synapsen in der
Lage, an die T-Stelle der CaMKIl zu binden und diese ohne Autophosphorylierung
dauerhaft zu aktivieren (Bayer et al.,, 2001). Durch Aktivierung des NMDA-Rezeptors
kommt es zusatzlich zu einer Translokation der CaMKII aus dem Zytoplasma an die sog.
postsynaptische Dichteregion (PSD) (Shen und Meyer, 1999; Dosemeci et al., 2001). Die
Bindung an den NMDA-Rezeptor positioniert die CaMKII damit direkt an der PSD, wo sie
in ihrer aktiven Form die Funktion der Synapse verandern kann (Lisman et al., 2002).
Ahnlich wie der NMDA-Rezeptor sind die beiden Binderegionen in Cx36 in der Lage, die
CaMKIl zu aktivieren, was durch Aktivierung der CaMKIlI mit den entsprechenden
Bindepeptiden gezeigt werden konnte (Abb. 4.31 D). Auch flir eine Translokation der
CaMKIl hin zu Cx36-Gap Junctions gibt es Hinweise (Dr. Georg Zoidl, unverdffentlicht).
Fir die Interaktion der beiden Proteine lasst sich damit folgendes Modell aufstellen
(Abb. 5.2): Durch Bindung von Ca®*/Calmodulin 16st sich die autoinhibitorische Domane
der CaMKIl von der katalytischen Doméane (Abb. 5.2 A), wodurch die T-Stelle zur
Bindung frei wird. Gleichzeitig kommt es zur Translokation der CaMKII hin zu Gap
Junctions. Dort bindet die zytoplasmatische Schleife mit ihrer Pseudosubstrat-Stelle
(Cx36CL-B) an die T-Stelle der CaMKIl (Abb. 5.2 B). Nach Autophosphorylierung der
CaMKII wird die Bindung mit anderen Substraten/Proteinen ermdglicht, was auch zu
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einer deutlich verbesserten Bindung an Cx36CT-B fihrt (Abb. 5.2 C). Die so gebundene
und aktive Kinase ist dann in der Lage, weitere Proteine zu phosphorylieren.

Abbildung 5.2: Modell der Interaktion von Cx36 und CaMKII. (A) Nach lokaler Erhéhung der ca*-
Konzentration bindet Ca®*/Calmodulin an die entsprechende Bindestelle der CaMKII. Diese uberlappt
mit der Peudosubstratstelle in der autoinhibitorischen Doméne (gelb). (B) Dadurch wird das sog. Tor
der CaMKIl getffnet, wobei T-Stelle (T-site) und Substratstelle (S-site) der katalytischen Doméane
(orange) zuganglich werden. Dies ermdglicht die Bindung der zytoplasmatischen Schleife von Cx36
(grun) uber die entsprechende Bindestelle (CLB) unabhé&ngig von der Autophosphorylierung der
CaMKIl. (C) Autophosphorylierung der CaMKIl verbessert die Bindung von Cx36CT an die S-Stelle
(S-site) der CaMKII (verandert nach Alev et al., eingereicht).

5.3.2 Phosphorylierung von Cx36 durch die CaMKII

Zu diesen Proteinen gehort auch Cx36 selbst. So enthalt jede der beiden grof3en
zytoplasmatischen Bereiche je zwei CaMKIl Konsensus-Sequenzen (Analyse Dr. C.
Alev; siehe auch Abb. 5.3). In vitro konnte eine Phosphorylierung beider Bereiche durch
die CaMKII nachgewiesen werden (Abb. 4.31 A/B). Punktmutationen der vier vermuteten
Phosphorylierungsstellen zeigten, dass in der zytoplasmatischen Schleife von Cx36 zwei
direkt benachbarte Aminosauren (S110, T111) durch CaMKIl etwa gleich stark
phosphoryliert werden, wahrend dies im C-Terminus nahezu ausschlief3lich fir S315 der
Fall ist (Abb. 4.31 C).

An chemischen Synapsen verandert die CaMKIl die Funktion der Synapse durch
Phosphorylierung der GIluR1 Untereinheit, was die Leitfahigkeit des a-Amino-3-Hydroxy-
5-Methyl-4-Isoxazole Propionsaure (AMPA)-Rezeptors erhoht (Barria et al., 1997;
Mammen et al.,, 1997; Derkach et al., 1999). Welche Auswirkung kénnte nun die
Phosphorylierung von Cx36 auf die Funktion von Gap Junctions haben? Die CaMKII
abhéangige Phosphorylierung von Cx36 wurde bisher in vivo nicht eindeutig gezeigt,
jedoch war die CaMKIl an der Wiederherstellung der elektrischen Kopplung durch
Modafinil im Thalamus nach Inhibition durch Gap Junction Blocker beteiligt (Urbano et
al., 2007). Weitere Hinweise lieferte auch ein Experiment mit der neuronalen RT4-AC
Zelllinie, die ein Fusionsprotein aus Cx36 und eGFP exprimiert. Durch kinstliche
Erh6hung der Calziumkonzentration mittels lonomyzin wurde eine deutliche Steigerung
der Phosphorylierung von Cx36eGFP erreicht (Dr. S. Urschel, unvero6ffentlicht). Diese
Erhbéhung der Calziumkonzentration aktiviert jedoch mdglicherweise nicht nur die
CaMKIl. Cx36 wird in der Retina zusatzlich durch die Proteinkinase A (PKA)
lichtabhéngig phosphoryliert (Urschel et al., 2006). Die fur beide Kinasen identifizierten
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Phosphorylierungsstellen in Cx36 Uberlappen teilweise (vergl. Abb. 5.3). So
phosphoryliert die PKA Cx36 an S110 und S293 (Urschel et al., 2006), wahrend dies bei
der CaMKIlI S110/T111 und S315 sind. Daher sind sowohl eine Funktionssteigerung
durch eine Zusammenarbeit beider Kinasen als auch entgegengesetzte Auswirkungen
der PKA und CaMKII Phosphorylierung denkbar. PKA Phosphorylierung alleine reduziert
die Cx36 bzw. Cx35 (Fisch) vermittelte Kopplung (Urschel et al., 2006; Ouyang et al.,
2005).

Interessanterweise kehrt eine Deletion der letzten sieben Aminoséduren und damit auch
von Serin315 die Wirkung der PKA-Phosphorylierung um (Cx35; Ouyang et al., 2005).
Es ist also denkbar, dass die CaMKII durch Phosphorylierung an S315 die Struktur von
Cx36 und damit die Auswirkung der Regulation durch PKA verandern koénnte. Die
CaMKIl hatte damit eine Art Schalterfunktion fur Cx36 Gap Junction Kanale, wodurch
deren Leitfahigkeit erhdht werden konnte. Ist diese Veranderung dauerhaft, kdnnte man
von Langzeitpotenzierung einer elektrischen Synapse sprechen. Hierfur gibt es bereits
Hinweise in der gemischt chemischen und elektrischen Synapse der Mauther Zellen in
Fischen (Yang et al., 1990; Pereda und Faber, 1996; Pereda et al., 1998). Die CaMKII
konnte Uber die hier in vitro gezeigte Phosphorylierung von Cx36 eine wichtige Rolle in
der Langzeitpotenzierung elektrischer Synapsen spielen.

Abbildung 5.3: Phosphorylierungsstellen in Cx36. Die Phosphorylierungsstellen von CaMKII (gelb)
und PKA (rot) sind in der Sequenz von Cx36 dargestellt. Fur Serin 110 (S110) wurde eine
Phosphorylierung durch beide Kinasen gezeigt, wahrend Threonin 111 (T111) und Serin 315 (S315)
ausschlief3lich von der CaMKIl und Serin293 (S293) ausschlie3lich durch PKA phosphoryliert werden.
In grin sind die an der Bindung von Cx36 an die CaMKIl beteiligten Bereiche in Cx36
zytoplasmatischer Schleife und C-Terminus dargestellt.
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5.4 Analyse von Vorkommen und Kanaleigenschaften von mCx23

5.4.1 Sequenzanalyse von Cx23

Bisher wurden zwanzig Connexine in der Maus identifiziert und auf ihr
Expressionsmuster und ihre physiologischen Eigenschaften hin untersucht (Willecke et
al., 2002). Cx23 wurde als eines der letzten Connexine entdeckt (Gustincich et al., 2003;
Sohl und Willecke, 2003) und zeigt in seiner Sequenz einige wichtige Besonderheiten.
Bei Cx23 handelt es sich um das kleinste aller Connexine mit besonders kurzer
zytoplasmatischer Schleife (12 Aminosaurereste) und kurzem C-Terminus (13
Aminosaurereste) (Abb. 4.32 B). Diese Regionen sind zwischen den Connexinen
besonders variabel mit 33 - 55 Aminoséaureresten fur die zytoplasmatische Schleife und
18 (Cx26) - 262 (Cx57) Aminosaureresten fur den C-Terminus (Willecke et al., 2002;
Hombach et al., 2004). Beide Regionen werden jedoch mit wichtigen Funktionen in
Zusammenhang gebracht. So beruht eine Hypothese fur den Mechanismus des
Schliel3ens von Connexin Halb- und Vollkanalen auf der Interaktion von C-Terminus und
zytoplasmatischer Schleife im sog. Ball-an-Kette (Ball and Chain) Modell (Homma et al.,
1998; Liu et al., 2006). Dieses Modell ist fur Cx23 mit seinen &ufRerst kurzen
intrazellularen Domanen nur schwer vorstellbar. Eine Verédnderung der Anzahl von
Kanélen in der Plasmamembran mithilfe interagierender Proteine, wie es fur die pH-
abhangige Internalisierung von Cx43 vorgeschlagen wurde (Duffy et al., 2004), ist fur
Cx23 ebenfalls unwahrscheinlich, da die kurzen zytoplasmatischen Bereiche vermutlich
nur wenig Interaktionen im Zytoplasma zulassen. Wie auch fir Cx26 mit seinem
ebenfalls recht kurzen C-Terminus ist daher fir Cx23 ein Verschluss nach dem
Irisblenden Modell (Unwin und Ennis, 1984) zu vermuten. Moglich wére jedoch auch eine
Regulation von Cx23 in einem heteromeren Kanal Uber das jeweils andere Connexin.
Die Bildung von heteromeren Kanéalen von Cx23 ist jedoch bisher nicht untersucht. Die
Kirze der zytoplasmatischen Doméanen ist neben den Konsequenzen fir physiologische
Vorgéange auch fir die Untersuchung des Proteins Gber Cx23-spezifische Antikdrper von
Bedeutung, da diese bei Connexinen meist gegen die zytoplasmatischen Bereiche
gerichtet sind. Eine Herstellung Cx23-spezifischer Antikdrper kdnnte so erschwert
werden.

Die zweite Besonderheit von Cx23 ist das Fehlen des jeweils mittleren der drei
Cysteinreste in den beiden extrazellularen Schleifen, wobei die zweite extrazellulare
Schleife zusatzlich verlangert ist (Abb. 4.32 C und Abb. 5.4). Dieses Motiv ist damit den
Pannexinen und Innexinen &hnlicher als den Connexinen (Phelan und Starich, 2001;
Panchin 2005). Dennoch zeigt die Sequenz von Cx23 eine deutliche Homologie zu den
Ubrigen Connexinen statt zu Pannexinen oder Innexinen. In phylogenetischen
Untersuchungen wurde Cx23 so auch der Familie der Connexine als das urspriinglichste
Connexin zugerechnet (lovine et al., 2008).
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Abbildung 5.4: Strukturvergleich von Connexinen und Pannexinen mit Cx23. Die grobe Struktur
der zytoplasmatischen (unten) und extrazellularen Doméanen (oben) sowie der Transmembran-
domanen von Cx23, Cx43 und Px1 sind im Vergleich dargestellt. Die extrazellularen Domé&nen von
Px1 und Cx23 sind im Vergleich zu Cx43 vergro3ert und enthalten nur zwei statt der drei
konservierten Cysteinreste (C) in jeder extrazellularen Schleife von Cx43. Die zytoplasmatischen
Domaéanen von Cx23 sind im Vergleich zu Cx43 und Px1 deutlich kirzer.

Da Connexine nach vorherrschender Hypothese durch konvergente Entwicklung neben
den Innexinen und Pannexinen entstanden sein sollen (Alexopoulos et al., 2004; Hua et
al., 2003), ist es vorstellbar, dass diese urspriinglichen Connexine wie die Innexine eine
auf vier Cysteinen beruhende Kopplung Uber die extrazellularen Schleifen ausbildeten.
Aus diesen kdnnte sich schlie3lich in Vertebraten eine neue Art der Kopplung tber sechs
Cysteinreste entwickelt haben. Die Ubrigen Gap Junction Proteine mit weiterhin vier
Cysteinresten, die Pannexine und auch Cx23, tbernahmen dann mdglicherweise andere
Funktionen, unabhéngig von Gap Junction vermittelter Kopplung. So spielt Px1 eine
wichtige Rolle bei der ATP-abhangigen ATP-Ausschuttung z.B. in Erythrozyten (Lokovei
et al., 2006) und auch fir Cx23 ware nach den hier vorliegenden Ergebnissen eine
Funktion als ATP-permeabler Halbkanal denkbar. Cx23 wéare somit ein Relikt aus der

frihen Entwicklung der Connexine.

5.4.2 Konservierung von Cx23 in Vertebraten

Die Genstruktur von Cx23 mit drei Exonen von 39 bp, 183 bp und 396 bp ist zwischen
Spezies, in denen ein Transkipt gefunden wurde, hoch konserviert und findet sich so
auch in vielen anderen Genomen von Vertebraten (Tab. 4.4). Eine Ausnahme stellen die
Cx23 Sequenzen im Genom von Primaten dar. Diese enthalten einige Mutationen, die
zum frihzeitigen Stopp der Translation fihren wirden. So enthalt die Cx23 Sequenz im
Rhesusaffen zwei Punktmutationen in Exon 2 und wird entsprechend in der NCBI-
Datenbank nicht als Transkript vorhergesagt. In der genomischen Sequenz fir Cx23 von
Schimpanse und Mensch liegt eine Stopp-Mutation kurz nach Beginn von Exon 3. Diese
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konnte jedoch gleichzeitig als neuer Spleil3akzeptor dienen, wodurch ein um vier
Aminosaurereste kirzeres Protein entstehen wirde (Abb. 4.32 D). Eine Expression
dieses Transkriptes konnte jedoch weder in RT-PCR noch in Northernblot-Analysen
gezeigt werden. Diese Stopp-Mutationen, der fehlende Nachweis eines Cx23
Transkriptes in Primaten, sowohl in der Datenbank als auch in Analysen an einem
menschlichen Auge und das in allen anderen Spezies konservierte SpleilBmuster legen
nahe, dass es sich bei Cx23 in Primaten um ein Pseudogen handelt. Die Funktion von
Cx23 in der Linse (siehe weiter unten) konnte hier von anderen Connexinen wie Cx46
oder Pannexinen Ubernommen werden, die wie Cx23 ebenfalls in der Lage sind,
Halbkanéle zu bilden (Valiunas und Weingart, 2000; Dahl und Locovei, 2006). Da
Pannexine Halbkandle wie Cx23 Halbkanale Calzium-unabhéngig sind (Dahl und
Locovei, 2006), waren diese die wahrscheinlicheren Kandidaten. Warum Cx23 in den
meisten anderen Vertebraten vom Zebrafisch bis zur Maus hoch konserviert ist, wahrend
es in Primaten durch Mutationen inaktiviert wurde, bleibt jedoch offen.

5.4.3 Expression von Cx23in der Maus

Neben der Sequenz ist auch der Expressionsort von Cx23 zwischen sehr verschiedenen
Spezies konserviert. So wurde kurzlich die Expression von Cx23 wahrend der
Entwicklung der Linse von Zebrafisch und Maus beschrieben (lovine et al., 2008; Puk et
al., 2008). RT-PCR Analysen in dieser Arbeit konnten dies bestatigen, und es zeigte sich
eine Ubereinstimmung zwischen dem Beginn der Cx23 Expression und dem Beginn der
Differenzierung von Linsenepithelzellen etwa um Tag 11.5 der Embryonalentwicklung in
der Maus (vergl. Puk et al., 2008). Zusatzlich konnte die Expression von Cx23 in der
Linse adulter Mause gezeigt werden (Abb. 4.33). In der Retina ist dabei ebenfalls ein
schwaches RT-PCR Signal zu erkennen. Zwar ergaben Analysen mittels in situ
Hybridisierung wahrend der Embryonalentwicklung auch in der Retina ein Signal fur
Cx23 (Puk et al., 2008), in entsprechenden Analysen am adulten Auge zeigte sich dieses
jedoch nicht (Dr. G. Sohl, nicht gezeigt). Vermutlich ist das RT-PCR Signal aus RNA der
Retina von adulten Mausen auf eine Kontamination mit Linsengewebe wahrend der
Retinapraparation zurtickzufiihren. Cx23 ist damit nach Cx46 und Cx50 das dritte in
Linsenfaserzellen exprimierte Connexin (Gong et al., 1997; White et al,. 1998).
Mutationen und Deletion der entsprechenden Gene flihren sowohl im Menschen als
auch in der Maus zur Ausbildung von Katarakten und Stérungen der Linsenentwicklung
(Gong et al., 2007). Eine Mutation in Cx23 dagegen bewirkt im homozygoten Zustand
eine komplette Unterbrechung der Linsenentwicklung und den entsprechenden adulten
Tieren fehlt die Linse (Puk et al., 2008). Cx23 scheint somit eine wichtige Rolle in der
Entwicklung der Linse zu spielen.
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5.4.4 Funktionsanalysen von Cx23 Kanélen

Aufgrund der Sequenzbesonderheiten und der Bedeutung von Cx23 in der Entwicklung
der Linse wurde die Funktion von Cx23 Kanalen in stabil transfizierten HeLa-Zelllinien
untersucht (Kap. 4.4.3 und 4.4.4). Ein Fusionsprotein aus mCx23 und eGFP gelangte in
die Plasmamembran von HelLa Zellen. Dies war dagegen bei einem entsprechenden
Konstrukt mit Zebrafisch Cx23a nicht der Fall, es erreicht nicht die Plasmamembran
(lovine et al., 2008). Doch auch mCx23 bildet in der Plasmamembran nicht das fur die
meisten anderen Connexine typische punktierte Muster, das auf Gap Junction Plagues
hinweist (Elfgang et al., 1995). Seine Verteilung erinnert vielmehr an die Lokalisierung
von Px1 und Px3 in NRK Zellen, von denen gezeigt werden konnte, das beide Proteine
an den extrazellularen Doméanen glykosyliert werden, was ein Docken zu Gap-Junction
Kanalen verhindert (Penuela et al., 2007, Boassa et al., 2007). Eine entsprechende
Glykosylierungsstelle in Cx23 konnte mithilfe des entsprechenden Algorithmus
(NGlycl.0, Blom et al., 2004) jedoch nicht identifiziert werden.

Wie schon durch die intrazellulare Verteilung angedeutet, konnte weder mittels Tracer
Transfer noch in elektrophysiologischen Analysen eine Cx23 vermittelte Kopplung in
transfizierten HeLa-Zellen nachgewiesen werden. Ob Cx23 in Linsenfaserzellen in der
Lage ist funktionelle Gap Junctions zu bilden, bedarf jedoch weiterer Untersuchungen.
Dabei ist anzumerken, dass in Cx46/Cx50 Doppel-Knock-Out Mausen keine Gap
Junction Plaques mehr gebildet werden (Xia et al., 2006), was gegen eine eigenstandige
Funktion von Cx23 Kanélen spricht. Sollte Cx23 also eine Rolle in der Gap Junction
vermittelten Kopplung spielen, so vermutlich zusammen mit Cx46 oder Cx50.

Viele Connexine und Pannexine wie Cx30, Cx45, Cx46, Cx50 oder Px1 (Dahl und
Locovei, 2006; Valiunas und Weingart, 2000; Valiunas, 2002) sind in der Lage
funktionale Halbkanéle in Xenopus Oozyten oder Saugerzelllinien zu bilden und spielen
eine Rolle in parakinen Signalwegen. Die Aktivitat der meisten Connexin Halbkanale ist
dabei umgekehrt proportional zur extrazellularen Calziumkonzentration. Eine Ausnahme
bilden die Connexine Cx32 (De Vyust et al., 2006), Cx30.2 sowie sein menschliches
Ortholog Cx31.9 (Buckauskas et al., 2006) und Halbkanale von Pannexinen (Dahl und
Locovei, 2006). Cx23 exprimierende HelLa Zellen zeigten in dieser Arbeit eine signifikant
erhohte Abgabe von ATP im Vergleich zu HelLa-Wildtyp Zellen, die ebenfalls nicht
abhangig von der extrazellularen Calziumkonzentration war (Abb. 4.36). Farbstoff-
aufnahme konnte dagegen nicht beobachtet werden. Diese Diskrepanz zwischen
Farbstoffaufnahme und ATP Abgabe, die z.B. fir Cx43 so nicht beobachtet wurde (Kang
et al., 2008), konnte mehrere Grinde haben. Zum einen ist die luminometrische
Bestimmung der ATP Konzentration im Vergleich zur Bestimmung der
Farbstoffaufnahme viel sensitiver. Cx23 Halbkanale konnten jedoch auch unterschiedlich
permeabel fur die recht verschiedenen Molekile ATP und DAPI bzw. Propidiumjodid
sein. So hat ATP eine molekulare Masse von 507 und ist vierfach negativ geladen. DAPI
und Propidiumjodid haben zwar mit 279 bzw. 415 ein etwas geringeres Molekulargewicht
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als ATP, jedoch sind beide zweifach positiv geladen. Ob Cx23 Halbkanéle tatsachlich
selektiv permeabel fir unterschiedlich geladene Molekile sind, muss in weiteren
Untersuchungen geklart werden. Neben der Funktion als Gap Junction Kanal und
Halbkanal kdonnen Connexine zusatzlich als Adhésionsmolekiile eine wichtige Rolle
spielen (Pochnow und Dermietzel, 2008). Da die Entwicklung der Linsenepithelzellen
mit Streckung und Verlangerung der Zellen verbunden ist, wére eine Beteiligung von
Cx23 als Adhasionsmolekil denkbar. Zur Klarung dieses Zusammenhangs kdnnte eine
Cx23-HelLa Zellline der in Puk et al. (2008) beschriebenen Mutation beitragen. Diese
Mutation liegt in der ersten Transmembrandomane von Cx23 und hatte somit vermutlich
Auswirkungen auf die Permeabilitdit oder die korrekte Faltung des Proteins, was
Ruckschlisse auf die Funktion in der Linse zulieRe. Insgesamt weisen die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit auf eine Funktion von Cx23 als Calzium unabhéngiger Halbkanal
in differenzierenden Linsenfaserzellen wéhrend der Linsenentwicklung hin. Damit ergibt
sich ein erster Hinweis auf die Funktion dieses kleinsten Connexins in der Linse der
Maus.

5.5 Ausblick

5.5.1 Die Cx57-DTRfrtCre Mauslinie

Die Auswirkungen der Ablation Cx57-exprimierender Zellen in der adulten Maus mittels
des hier verwendeten Systems aus DT und DT-Rezeptor auf die Retina, den Thymus,
aber auch andere Organe konnten in dieser Arbeit noch nicht vollstandig geklart werden.
Daher sind Untersuchungen notwendig, die einige der hierbei aufgeworfenen Fragen
klaren sollten.

5.5.1.1 Die Retina

Die Ablation der Horizontalzellen, die unter Verwendung der Cx57-DTRfrtCre-Mauslinie
erreicht wurde, zeigte in der Analyse der synaptischen Triade von Photorezeptoren,
Bipolarzellen und Horizontalzellen eine Unterbrechung des Kontakts zwischen den
beiden Ubrigen Zelltypen (Kap. 4.1.6). Dies hatten auch physiologische Untersuchungen
mittels Elektroretinogramm gezeigt. Eine Analyse der Signalverarbeitung ohne den
Einfluss der Horizontalzellen in einer ansonsten intakten Retina ist daher nicht moglich.
Der Mechanismus, der zum Verlust dieses Kontaktes flihrt, kdnnte jedoch Aufschluss
Uber die Abhangigkeit der synaptischen Triade von den Horizontalzellen geben und
sollte genauer untersucht werden. Dazu ware eine Zeitreihe geeignet, in der zu
verschiedenen Zeitpunkten wahrend einer z.B. vier- bis siebentdgigen Behandlung mit
DT die Morphologie der synaptischen Triade betrachtet werden konnte (vergl. Kap.
4.1.6). Die Auswirkungen einer einmaligen intravitrealen Injektion direkt ins Auge der
Maus (vergl. Goz et al., 2008) sollten untersucht werden. Dies hétte den Vorteil, dass die
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effektiv in der Retina wirkende Dosis zwischen verschiedenen Tieren besser
vergleichbar ware. Zur Bestimmung des genauen Zeitpunktes der Horizontalzell-
Apoptose, auf die die anderen an der Triade beteiligten Zellen vermutlich reagieren,
ware eine Untersuchung mittels TUNNEL Assay (Roche, Basel, CH) wahrend
verschiedener Zeitpunkte der DT-Behandlung sinnvoll. Ware der Zeitpunkt der Ablation
der Zellen eingegrenzt, kdnnte zu diesem Zeitpunkt die Auswirkung auf die Physiologie
der Photorezeptoren untersucht werden. Dies konnte elektrophysiologisch geschehen,
indem z.B. das Membranpotential untersucht wird. Die Unterbrechung des ON-Zapfen
oder Stabchen Signalweges durch Ablation der Horizontalzellen hat auch Auswirkungen
auf das Sehen der Mause. Daher sollte die Funktion der bildgebenden
Lichtwahrnehmung mit einem Verhaltensexperiment untersucht werden. Dazu eignet
sich zum Beispiel der sog. visuelle Cliff-Test, bei dem eine Maus von einer erhdhten
Position aus auf zwei verschiedene tiefer gelegene Bereiche gelangen kann. Der eine
Bereich zeigt ein deutlich sichtbares Muster auf der Oberflache, wahrend der andere
durchscheinend ist und somit die lllusion einer grol3eren Hohe vermittelt. Die Wahl des
Bereiches, auf welchen die Mause zuerst heruntersteigen, lieRe dann Rickschlisse auf
die Sehfahigkeit der Maus zu (Crawley, 2000). Auf diese Weise konnte geklart werden
ob die Ablation der Horizontalzellen schlief3lich zum Erblinden der Tiere fuhrt.

5.5.1.2 Andere Organe

Die Behandlung von Cx57°™* Mausen mit 100 ng DT taglich tiber eine Woche hatte
entgegen aller Erwartungen auch Auswirkungen auf andere Organe. Es war eine
Veranderung der Leber zu erkennen, welche histologisch untersucht werden sollte. So
konnten Veranderungen in der Morphologie der Leber nach DT-Behandlung anhand von
Paraffinschnitten aufgezeigt werden, um Ruckschlisse auf die DT-Wirkung zuzulassen.
Um die Ursache der Veranderung zu bestimmen, sollte zunachst geklart werden, ob der
DT-Rezeptor in der Leber exprimiert wird. Dazu wéare eine erneute Analyse der B-
Galaktosidase-Aktivitat in der Cx57-lacZ Maus notig. Eine Expression in einer Cx57-Cre
Reportermauslinie konnte Anhaltspunkte fir eine Expression in der Entwicklung der
Leber geben. Die Expression des DT-Rezeptors sowie von Cx57 in der Leber kdnnte
durch RT-PCR-Analysen gezeigt werden. Ein direkter Nachweis des Rezeptors wird
vermutlich ebenso wie in der Retina problematisch, sollte jedoch dennoch mithilfe von
eGFP-spezifischen Antikdrpern versucht werden. Auch eine Analyse verschiedener
leberspezifischer Blutwerte (z.B. Aspartat-Aminotransferase AST, Alanin-Amino-
transferase ALT oder y-Glutamyltransferase GGT) koénnte Aufschluss u(ber eine
Fehlfunktion der Leber geben (Conigrave et al., 2003). Zuletzt kann auch die Auswirkung
des DT auf eine Kultur von Hepatozyten (vergl. Dissertation H. NieRen, 1999) direkt
untersucht werden. Uber den Vergleich zwischen Wildtyp- und Cx57°™* Hepatozyten
kénnte eine mogliche direkte Wirkung auf die Leber nachgewiesen werden.
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Neben der Leber war vor allem der Thymus von DT-behandelten Cx57°™* Tieren
betroffen. Die Veranderung im Thymus konnte einen Sekundéareffekt der DT-Behandlung
darstellen, ausgel6st z.B. durch eine erhdhte Ausschittung von Glukokortikoiden. Zum
Nachweis dieses Zusammenhangs koénnte eine Analyse der Konzentration
verschiedener Hormone (z.B. Corticosteron) und Zytokine (z.B. TNF-a, LIF, IL-6) im Blut
von DT-behandelten Cx57°™* Tieren beitragen. Cx57 ist sowohl in der adulten Maus,
als auch wahrend der Embryonalentwicklung im Thymus nachzuweisen (Dissertation S.
Hombach, 2004). Eine immunhistologische Farbung gegen verschiedene Oberflachen-
antigene von Thymozyten (Thy-1), Makrophagen (F4/80), dendritischen Zellen (CD11c)
oder Thymusepithelzellen (z.B. Keratin-5) zusammen mit einer lacZ-Farbung an Gewebe
aus der Cx57-lacZ Mauslinie ware hilfreich den genauen Cx57-positiven Zelltyp
eingrenzen. Auch eine Kombination mit verschiedenen Cx57-Cre Reportermauslinien
(ROSA26-STOPfloxlacZ oder ROSA26-STOPfloxYFP) konnte Aufschluss Uber den
betroffenen Zelltyp geben. Im Fall der Cx57-Cre ROSA26-STOPfloxYFP Mauslinie
(Srinivas et al., 2001) ist die Fluoreszenz des Reportergens direkt nachweisbar, so dass
anhand von FACS-Analysen in Kombination mit verschiedenen Oberflachenantigenen
der Zelltyp identifiziert werden kann.

5.5.2 Die Cx57-Cre Mauslinie

Die Erzeugung der Cx57-Cre Mauslinie aus der Cx57-DTRfrtCre Mauslinie im Rahmen
dieser Arbeit war erfolgreich. Die Aktivitat der Cre-Rekombinase wurde in
Horizontalzellen Uber eine ROSA26-STOPfloxYFP Reportermauslinie nachgewiesen,
eine Analyse der Aktivitat in anderen Zelltypen der Retina oder in anderen Geweben
steht jedoch noch aus. So sollte zunachst sowohl unter Verwendung der ROSA26-
STOPfloxYFP (Srinivas et al., 2001) als auch der ROSA26-STOPfloxlacZ (Soriano,
1999) Reportermauslinien die Aktivitdt der Cre-Rekombinase im Thymus und in der
Niere gezeigt werden. Zusatzlich sollte sie in allen weiteren Organen ausgeschlossen
werden. Ein Vergleich mit der B-Galaktosidaseaktivitat in der Cx57lacz Mauslinie kénnte
Cre-Expression im Laufe der Mausentwicklung aufzeigen.

Die Expression des eYFP Proteins unter dem ROSA26 Promotor war nach Cx57-Cre
induzierter Rekombination stark genug, um die Fluoreszenz des Proteins direkt
nachweisen zu kénnen. Diese konnte fur eine Isolierung der Horizontalzellen aus einer
dissoziierten Retina (Feigenspan et al.,, 2001) ausreichen. Somit kdnnten, falls die
Expression der Cx57-Cre Rekombinase in der Retina spezifisch ist, die Horizontalzellen
angereichert und ihr Transkriptom oder Proteom untersucht werden. Dies bietet die
Moglichkeit, eine cDNA-Bibliothek (vergl. Sim et al., 1979) aus mRNA der
Horizontalzellen zu synthetisieren, anhand derer sich die Expression bisher unbekannter
Proteine identifizieren lasst. Auch die bisher nur vermutete Expression bestimmter
Rezeptoren oder lonenkanédle kénnte so aufgeklart werden. Bereits bekannte in
Horizontalzellen exprimierte Proteine kdnnten so genauer untersucht werden, deren

107




5. Diskussion

Expressionsniveau in Lysaten der gesamten Retina fur bisherige Analysen nicht
ausreichte. Connexin57 ware ein solches Protein. Mithilfe neuer Cx57-spezifischer
Antikorper (anti-Cx53.8 U. Janssen-Bienhold, unveroéffentlicht) konnte so z.B. die
Phosphorylierung von Cx57 in Horizontalzellen untersucht werden. Eine Einschrankung
fur die Untersuchung von bestimmten Proteinen in Horizontalzellen stellt bislang die
Prozedur der Retinadissoziation dar. Die Dissoziation fuhrt teilweise zu einem
mechanischen Verlust der dendritischen und axonalen Fortsatze der Zellen. Mithilfe
Cx57 spezifischer Antikorper konnte jedoch auch an dissoziierten Horizontalzellen eine
Cx57-spezifische Féarbung erreicht werden (Janssen-Bienhold et al., eingereicht), was
auf den Erhalt wenigstens eines Teils des Cx57-Proteins hindeutet. So kénnte eine
ausreichende Menge von Cx57 zur Untersuchung erhalten bleiben.

Die Aktivitat der Cre-Rekombinase unter dem Promotor von Cx57 soll fur den Fall, dass
diese die gewlinschte Spezifitat in der Retina aufweist, zur Zelltyp-spezifischen Deletion
verschiedener Gene in Horizontalzellen genutzt werden. Dies erméglicht beispielsweise
die Untersuchung des Einflusses der Glutamatrezeptoren auf die Depolarisierung der
Horizontalzellen (Hack et al.,, 2001; Schultz et al., 2001). Entsprechende konditionale
Knock-Out Mauslinien sind vorhanden (GIURA-GIURD: Zamanillo et al, 1999; Shimshek
et al, 2006; Sanchis-Segura et al, 2006; Fuchs et al., 2007). Horizontalzellen exprimieren
mehrere Typen von GABA-Rezeptoren (Feigenspan und Weiler, 2004), deren
Bedeutung bisher nicht geklart ist. Ein Ausschalten eines dieser Rezeptoren in
Horizontalzellen mithilfe gefloxter konditionaler Mausmutanten (Vicini et al, 2001; Wulff et
al., 2007) uber die Cx57-Cre Mauslinie kénnte so Aufschluss Uber die Bedeutung der
GABA-vermittelten Signale fur Horizontalzellen geben. Eine wichtige Einschrankung bei
der Untersuchung solcher Effekte stellt jedoch die Cx57-Cre Mauslinie selbst dar. So ist
das Transgen fur die Cre-Rekombinase in dieser Maus Uber homologe Rekombination in
den Cx57-Lokus eingebracht worden. Da jedoch bereits der Knock-Out von Cx57 im
heterozygoten Zustand Auswirkungen auf das Membranpotential dieser Zellen hat
(Shelley et al., 2006) muss dieser Umstand auch fur die Cx57-Cre Mauslinie mit beachtet
werden, da sie einen heterozygoten Knock-Out von Cx57 darstellt. Dennoch kann eine
spezifische Expression der Cre-Rekombinase in Horizontalzellen der Retina ein
wichtiges Werkzeug zur Untersuchung dieser Zellen darstellen.

5.5.3 Connexin57

Die Kanaleigenschaften von Connexin57 wurden anhand der in dieser Arbeit erzeugten
Cx57eGFP HelLa-Zelllinie bereits grofdtenteils bestimmt. Die Verdnderung der Kopplung
Uber den intrazellularen pH-Wert wirft dabei die Frage nach dem Mechanismus auf, Uber
den diese Regulation geschieht. Fiur Cx43 gibt es Hinweise auf eine Beteiligung
bestimmter Histidin-Reste in der zytoplasmatischen Schleife und dem C-Terminus an der
pH-abhangigen Regulation. Eine Mdglichkeit, diese Hypothese fir Connexin57 zu
analysieren, ware die Erzeugung von Punktmutanten oder Deletionsmutanten von Cx57,
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in denen die entsprechenden Aminosaurereste gegen durch Protonen unveranderliche
Reste ausgetauscht oder entfernt wirden. Ein Einfluss auf die pH-Regulation in einer
entsprechenden HelLa-Zelllinie kdnnte dann Ruckschlisse auf die beteiligten Domé&nen
geben. Des Weiteren sollte die Regulierung der Cx57-vermittelten Kopplung durch
verschiedene Proteinkinasen genauer untersucht werden. Dazu eignet sich die in dieser
Arbeit erzeugte Cx57eGFP Hela-Zelllinie, da sich die Kanaleigenschaften von
Cx57eGFP und Cx57IRESeGFP exprimierenden Zellpaaren nicht unterschieden (Prof.
F. Bukauskas, personliche Mitteilung). Fur die Interaktion mit verschiedenen Kinasen
konnte ein C-terminal angehangtes eGFP jedoch stéren. Da die Erzeugung einer
Cx57IRESeGFP Zellline in mehreren Versuchen nicht erfolgreich war, wurde in dieser
Arbeit bereits ein Vektor hergestellt, mit dessen Hilfe die Expression von Cx57 bzw.
eGFP einzeln unter einem bidirektionalen, Tetrazyklin-induzierbaren Promotor in
eukaryotischen Zellen mdglich ist (nicht gezeigt). Dieser konnte die Herstellung einer
stabilen Cx57-Zellline ohne C-terminale eGFP Markierung vereinfachen, anhand derer
sich dann der Einfluss verschiedener Kinasen auf die Cx57-vermittelte Kopplung
bestimmen lieRe.

5.5.4 CaMKill

Nach der Untersuchung der Interaktion und Phosphorylierung von Cx36 und CaMKIl in
vitro, schlief3t sich die Frage an, welche physiologische Bedeutung diese fur die Cx36
vermittelte Kopplung in der Retina oder in verschiedenen Regionen des Gehirns hat.
Dazu musste die Auswirkung der CaMKII-Aktivierung auf die Phosphorylierung und die
Kopplung in vivo untersucht werden. Da eine Induktion durch Erhdéhung der
intrazellularen Calziumkonzentration mittels lonomyzin mdoglicherweise auch andere
Kinasen aktiviert, stellt die Verwendung einer standig aktiven Form des Enzyms CaMKII-
T286D (vergl. Shen und Meyer, 1999) in Zellkultur eine Alternative dar. Zur
Untersuchung der Auswirkung einer Phosphorylierung auf Cx36 ware auch ein analoger
Austausch von Serin-315 in Cx36 gegen Aspartat interessant, wobei zusatzlich die
Regulierung durch die PKA verandert sein kdonnte (vergl. Ouyang et al., 2005).

5.5.5 Connexin23

Die Bedeutung von Connexin23 konnte weder im Zebrafisch (lovine et al., 2008), noch in
einer Maus mit einer Cx23 Punktmutation (Puk et al., 2008) noch in dieser Arbeit
endgultig geklart werden. Eine Funktion als eigenstandiger Gap Junction Kanal ist nach
den Ergebnissen dieser Arbeit eher unwahrscheinlich. Daher sollte der Frage
nachgegangen werden, ob Cx23 zusammen mit Cx46 oder Cx50 Gap Junction Kanéle
bildet, deren Eigenschaften sich von reinen Cx46 oder Cx50 Kanalen unterscheiden.
Dies ware in einer stabilen HeLa-Zelllinie moglich, welche eines der Connexine jeweils in
Kombination mit Cx23 exprimiert. Den Hinweisen auf eine Halbkanalfunktion von Cx23
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sollte ebenfalls nachgegangen werden, z.B. in Xenopus Oozyten (vergl. Srinivas et al.,
2005). Die Mutation von Cx23 R32Q (Puk et al., 2008) fuhrt vermutlich zum Verlust der
Cx23 Funktion. Die Herstellung einer Cx23 exprimierenden Zelllinie mit der R32Q
Mutation kdnnte helfen, diese Funktion aufklaren, wie mit verschiedenen Mutationen in
anderen Connexinen bereits erfolgt (vergl. Cx43 Dobrowolski et al., 2007). Die
Expression von Cx23 in der Linse wurde in drei Arbeiten unabhangig voneinander in der
Linse gezeigt. Dies schlief3t jedoch nicht aus, dass dieses Connexin auch in anderen
Geweben schwach exprimiert wird. Zur Aufklarung des Expressionsmusters von Cx23
ware daher eine Reportermauslinie hilfreich, bei der z.B. Exon 1 oder Exon 3 durch die
kodierende Region der B-Galaktosidase ersetzt sind. Der Vergleich der Auswirkungen
einer solchen Cx23 Gen-Inaktivierung mit der Cx23R32Q Mausmutante kbnnte weitere
Einblicke in die Funktion dieses Connexins geben.
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6. Zusammenfassung

Connexin57 (Gjal0) unterscheidet sich in mehrerer Hinsicht von anderen Connexin-
Genen. Seine Expression ist in der adulten Maus auf Horizontalzellen der Retina sowie
einige wenige Zellen eines unbekannten Zelltyps im Thymus begrenzt. In der
vorliegenden Arbeit wurde der Cx57-Promotor zur Erzeugung zweier Mausmutanten
verwendet, die eine genauere Untersuchung der Funktion von Horizontalzellen der
Retina ermdglichen sollten.

Zum einen wurde die Expression der humanen Form des Diphtherie Toxin-Rezeptors
(DTR) unter dem Cx57-Promotor dazu genutzt, in der adulten Maus gezielt
Horizontalzellen fir das Toxin des Corynebakterium diphtheriae zu sensibilisieren,
demgegenuber Mause ansonsten unempfindlich sind. Durch Behandlung mit
unterschiedlichen Dosen Diphterie Toxin (DT) wurde die vollstandige und spezifische
Ablation der Horizontalzellen in der Retina erreicht. Diese fuhrte zum Verlust des
Kontaktes zwischen Photorezeptor- und Bipolarzellen in der sog. synaptischen Triade,
an der auch die Horizontalzellen normalerweise beteiligt sind und fur deren Erhalt sie
aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit eine wichtige Rolle zu spielen scheinen. Dartber
hinaus wurden auch Effekte der DT-Behandlung auf andere Organe beobachtet. So fuhrt
die Ablation Cx57 exprimierender Zellen in der Cx57-DTRfrtCre Mauslinie teilweise zum
Verlust eines grofRen Teils der CD4 und CD8 doppelt positiven, sich entwickelnden
Thymozyten und einer etwa 90 %igen Reduktion der Grol3e des Thymus. Zuséatzlich
hatte DT Auswirkungen auf die Leber, was auf eine bisher nicht gezeigte Expression von
Cx57 bzw. des DTR in diesem Organ hindeutet.

Als zweites Werkzeug wurde Uber FLP-vermittelte Rekombination in Cx57-DTRfrtCre
Tieren die Cx57-Cre Mauslinie erzeugt, welche die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle
des Cx57-Promotors exprimiert. Die Funktionalitat der Cre-Rekombinase konnte in
Horizontalzellen der Retina mithilfe einer ROSA26-STOPfloxYFP Reportermauslinie
gezeigt werden. Auf diese Weise ist mit der hier erzeugten Cx57-Cre Mauslinie die Cre-
vermittelte Deletion gefloxter Gene in Horizontalzellen maglich.

Zusatzlich wurden im Rahmen dieser Arbeit physiologische Besonderheiten von Cx57-
Kanalen anhand stabil transfizierter HeLa-Zellen identifiziert. Dabei wurde eine Offnung
der Cx57 Kanale oberhalb eines pH-Wertes von etwa 7,4 und eine Regulierung in einem
Bereich von 0,1-0,2 pH-Einheiten gefunden. Der zur Offnung notwendige und im
Vergleich zu anderen Connexine hohe pH-Wert stellt vermutlich eine Anpassung an den
intrazellularen pH-Wert der Horizontalzellen dar. Veranderungen des intrazellularen pH-
Wertes um 0,1-0,2 pH-Einheiten kdnnten zur lichtabhangigen Regulation der Cx57-
vermittelten Kopplung zwischen Horizontalzellen der Retina dienen. Zusétzlich wurde
eine Aktivierung von Cx57-Halbkandlen in HelLa-Zellen bei niedrigen Calzium-
konzentrationen und entsprechendem intrazellularem pH-Wert festgestellt.

Des Weiteren wurde in invitro Binde- und Phosphorylierungsexperimenten die
Interaktion zwischen dem haufigsten neuronalen Connexin der Maus, Connexin36
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(Cx36), und der Ca?*/Calmodulin abhéngiger Kinase (CaMKII) untersucht. Es wurde eine
Interaktion der Kinase mit beiden zytoplasmatischen Bereichen von Cx36 gezeigt,
welche Gemeinsamkeiten mit der Interaktion der CaMKIl und mit dem N-Methyl-D-
Aspartat (NMDA)-Rezeptor aufweist. Dies deutet auf einen ahnlichen Mechanismus bei
der Regulation von elektrischen und chemischen Synapsen hin.

Schlie3lich wurde die Expression und Funktion eines weiteren, in der Linse der Maus
exprimierten Connexins, Connexin23 (Cx23), untersucht. Anhand von stabil Cx23-
exprimierenden HelLa-Zelllinen wurde gezeigt, dass dieses Connexin der Maus keine
funktionellen Gap Junction-Kanale bildet, sondern statt dessen zur Bildung von Calcium-
unabhangigen Halbkanalen in der Lage ist, Gber die ATP abgegeben werden kann. Dies
weist auf eine &ahnliche Funktion des Cx23 Proteins hin wie bereits fir Pannexine
beschrieben, mit denen Cx23 auch bestimmte extrazellulare Cystein-Reste gemeinsam
hat.
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8. Anhang

8. Anhang Al: Vektorkarten

Alwd4l

~pMJ-Cx57GOneu

Sall 7673 bpS

=~ Bglll
EcoRlI
Balll

Pvull
Alwd4|

Der eukaryontische Expressionsvektor pMJ-Cx57GOneu. Kodiert fir ein
Fusionsprotein aus Cx57 (korrigierte Sequenz) und eGFP unter der Kontrolle des CMV-
Promotors. AmpR: Ampizilin-Resistenz, pac: Puromyzin-Resistenzkassette.

Alwd4l

pMJ-Cx57STOPneu
Sall 7676 bps -

Pull
Alw44|

EcoRI
Apal
Balll

Notl

Clal
Xbal

Der eukaryontische Expressionsvektor pMJ-Cx57STOPneu. Kodiert fir Cx57
(korrigierte Sequenz) unter der Kontrolle des CMV-Promotors. AmpR: Ampizilin-
Resistenz, pac: Puromyzin-Resistenzkassette.

126




8. Anhang

2000

|| cuvPomugi J.Cx57IRESeGFP
' 00 8381 bps

—_—

Pyull

Alwd4|

Scal

Alwdd|
Alwd4|

Der eukaryontische Expressionsvektor pMJ-Cx57IRESeGFP. Kodiert fur Cx57 unter
der Kontrolle des CMV-Promotors gefolgt von einer internen ribosomalen Eintrittsstelle
(IRES) und der kodierenden Sequenz von eGFP. AmpR: Ampizilin-Resistenz, pac:

Puromyzin-Resistenzkassette.

Spel
BamHI
Smal
Psil
EcoRl
yo i
__/', //
Awddl_/ _f./ Alwadl
, .f.e‘ 5000
|l- II.’
Scal_/ / Cx57cDNA
{ -
| |-
[ pCx57cDNA-néli
Am| = 4000
i 5244 bps
pBSSKIl + | | P el
W\ 2000
\ 3000 N Apal
W\ / Hindlll
W\ Bglll
\\\ N
NN
LN
\\'
. “"m..._‘
/“'--..______-._' — - -1
Alwa4] ~—~
/ Notl
Al

pCx57cDNAneu. pBSK-SKII" mit cDNA Sequenz von Cx57 (korrigierte Sequenz). Die
Positionen von Mutationen in der zuvor verwendeten Sequenz (K110R, 1272V und

A330T) sind markiert. AmpR: Ampizilin-Resistenzsette.
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_ ___ Bglll

Cx23eGFP

6000 e
1000

pMJ-Cx23eGFP
AMpR eGFP
- 6867 bps 2000 _

Scal

MNotl

Der eukaryontische Expressionsvektor pMJ-Cx23eGFP. Kodiert fir ein
Fusionsprotein aus Cx23 und eGFP unter der Kontrolle des CMV-Promotors. AmpR:
Ampizilin-Resistenz, pac: Puromyzin-Resistenzkassette.

/
AmpR 1000

pMJ-Cx23IRESeGFP
7554 bps o

5000
-~

Der eukaryontische Expressionsvektor pMJ-Cx23IRESeGFP. Dieser Vektor kodiert
fur Cx23 unter der Kontrolle des CMV-Promotors gefolgt von einer internen ribosomalen
Eintrittsstelle (IRES) und der kodierenden Sequenz von eGFP. AmpR: Ampizilin-
Resistenz, pac: Puromyzin-Resistenzkassette.
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Spel
EcoRI
Notl
Pstl
Hincll
Sall
Ndel
Sacl

meI%oM-T easy-mCx23
3660 bps 0=

2500
-

Scal

pGEM-T easy-mCx23. Enthalt die cDNA von mCx23 in pGEM-T easy (Promega,
Madison, W1 USA).

GST-Cx36CL

lacl

PGEX-6P-Cx36CL T411A

5267 bps

pGEX-6P-Cx36CL T111A. Dieser prokaryontische Expressionsvektor kodiert fur ein
Fusionsprotein aus der Glutathion-S-Transferase (GST) und der zytoplasmatischen
Schleife von Cx36 mit einer Mutation von Threoninlll zu Alanin. lacl: Lac-Repressor,

AmpR: Ampizilin-Resistenz.

129




8. Anhang

T
GST-Cp36CL-DelCaMK BamHI
\ Ncol
5000 EcoRI
Smal
I sall
lacl i/ Xhol
Y/ Notl

PGEX-6P-Cx36CL-DeltaMKB
5225 bps

EcoRV

pGEX-6P-Cx36CL-DELCaMKB. Dieser prokaryontische Expressionsvektor kodiert fur
ein Fusionsprotein aus der Glutathion-S-Transferase (GST) und der zytoplasmatischen
Schleife von Cx36 mit einer Deletion einer vermuteten CaMKIl-Bindedomane

(Aminosaurereste 99-119). lacl: Lac-Repressor, AmpR: Ampizilin-Resistenz.

SST
Vi -
5000 GST-Cx36CT
lacl

PGEX-8X-Cx36CT-DetcaMKB
5085 bps

2000 2000\
/

AmpR

pGEX-6P-Cx36CL-DELCaMKB. Dieser prokaryontische Expressionsvektor kodiert fur
ein Fusionsprotein aus der Glutathion-S-Transferase (GST) und des C-Terminus von
Cx36 mit einer Deletion einer vermuteten CaMKII-Bindedoméane (Aminoséurereste 272-

292). lacl: Lac-Repressor, AmpR: Ampizilin-Resistenz.
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