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1. Einleitung

In den letzten Jahren und Jahrzehnten ist die Forschung in den Neurowissenschaften, der
Neurophysiologie und Neurologie auf dem Vormarsch. Mittlerweile kann man das
Voranschreiten von vielen neurodegenerativen und neuroimmunologischen Krankheiten
bereits deutlich verlangsamen. Als Beispiel seien die Therapie der Multiplen Sklerose und die
diesbezuglichen Fortschritte im Langzeitverlauf genannt: Laut einer US-amerikanischen Studie
waren knapp 17 Jahre nach Diagnosestellung noch fast 90 % der Patienten ohne Hilfe gehféahig
(Cree et al. 2016). Anhand epidemiologischer Studien weil3 man, dass ohne Therapie nach
demselben Zeitraum nur circa 50 % der Patienten ohne Gehhilfe oder Rollstuhl ausgekommen
waren. Dieselben Studien erinnern jedoch auch daran, dass in dieser Hinsicht nach wie vor
Bedarf an weiterflihrenden Therapien besteht: Flr den einzelnen Patienten kdnnen weiterhin
schwere Einschrankungen bestehen und Multiple Sklerose bleibt noch immer eine ,,unheilbare
Krankheit* (Deutsche Gesellschaft fur Neurologie, 27.10.2016).

Der Weg von der Grundlagenforschung bis zum letztlichen Nutzen fiir den Patienten ist lang.
Die vielfaltigen klinischen Fortschritte, die daraus resultieren, geben diesen Bestrebungen
jedoch immer wieder aufs Neue Recht. Grundlagenforschung im Bereich der Neurophysiologie
bewegt sich, wie auch die Experimente dieser Arbeit, einerseits im interdisziplindren Umfeld
aus Neurowissenschaften, Biologie und Anatomie. Andererseits kdnnen neue Erkenntnisse in
diesem Bereich oft flr viele unterschiedliche klinische F&cher von Nutzen sein. Ein besseres
Verstandnis neurobiologischer Prozesse und pathologischer Verédnderungen im Auge
beispielsweise kann nicht nur neue Erkenntnisse tber ophthalmologische Erkrankungen
bringen, sondern auch in Bezug auf das gesamte zentrale Nervensystem (ZNS), einschlie3lich
neuroimmunologischer Erkrankungen wie der Multiplen Sklerose. In dieser experimentellen
Arbeit sollten deshalb vesikulére Sekretionsmechanismen in Millerzellen - Gliazellen der

Netzhaut des Auges - untersucht werden.
1.1 Die Retina

Die Retina enthélt die ersten drei Schaltstationen der Sehbahn. Dabei stellen die
Photorezeptoren (Stdbchen- und Zapfenzellen), welche Lichtreize in elektrochemische Signale
umwandeln, das erste Neuron in dieser Signalverarbeitungskette dar. Die Information wird von
ihnen an die Bipolarzellen als zweites Neuron weitergeleitet, und von dort an das dritte Neuron,

die Ganglienzellen (fir die Stdbchen erfolgt dies zusatzlich Uber die Amakrinzellen). Die
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Axone der Ganglienzellen vereinigen sich in der Papille zum Nervus opticus und leiten die
Sehinformationen Uber diesen an das Zwischenhirn weiter (Behrends 2010, S. 635).

LICHT

Abbildung 1: Schematische (links) und fluoreszenzmikroskopische (rechts) Darstellung der Sdugernetzhaut.
ILM/ALM: innere/4uRere limitierende Membran; GZS: Ganglienzellschicht; IPS/APS: innere/auRere plexiforme Schicht;
IKS/AKS: innere/4uRere Kornerschicht; PRS/SRR: Photorezeptorsegmente/Subretinalraum; RPE: retinales Pigmentepithel;
BG: BlutgefaR; G: Ganglienzelle; AG: Astroglia; MG: Mikroglia; B: Bipolarzelle; M: Miillerzelle; P (weiR): Photorezeptor;
P (schwarz): Perizyt; H: Horizontalzelle; A: Amakrinzelle.

Histologisch ist die Retina streng in mehrere Schichten gegliedert (Abb. 1). Den Abschluss zur
aulleren Augenhille, der Sklera und dem Choroid, bildet das Pigmentepithel. Dem schlief3t sich
nach innen die Neuroretina an: lhre duRere Barriere ist die duRere limitierende Membran
(ALM), das sind Zell-Zell-Kontakte zwischen Photorezeptoren und Miillerzellen. Es folgen -
von auRen nach innen - die duBere Kornerschicht (AKS), welche die Zellkorper der
Photorezeptoren umfasst, wihrend sich in der duBeren plexiformen Schicht (APS) deren
Synapsen mit dem zweiten Schaltneuron der Sehbahn, den Bipolarzellen, befinden.
Entsprechend bilden die Zellkorper der Bipolarzellen, aber auch die der Horizontal-, Amakrin-
und Millerzellen, die innere Kornerschicht (IKS). Die angrenzende innere plexiforme Schicht
(IPS) mit Synapsen zwischen zweitem und drittem Neuron und Synapsen mit den
Amakrinzellen grenzt nach innen an die Ganglienzellschicht (GZS), welche durch die
Zellkorper der Ganglienzellen gebildet wird. Die innere Begrenzung der Netzhaut zum
Glaskorper erfolgt durch die innere limitierende Membran (ILM) - eine Basallamina, die von
den EndfuRen der Mullerzellen gebildet wird (Lullmann-Rauch 2009, S. 587-595).

Die Blutversorgung der Retina geschieht von zwei Seiten: Die Arteria centralis retinae tritt iber
den Sehnerv ein und versorgt die inneren Retinaschichten bis zur inneren Koérnerschicht. Die
Photorezeptorzellen hingegen werden aus der Choroidea versorgt (Lullmann-Rauch 2009,
S.594). Die im Auge bestehende Blut-Retina-Schranke wird aus den Endothelzellen der
retinalen BlutgefaRe und dem retinalen Pigmentepithel (RPE) gebildet (Lullmann-Rauch und
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Asan 2019, S. 718). Sie ist eine Voraussetzung fur retinale Zellfunktionen und akkurates Sehen.
Der Rolle endothelialer Dysfunktion in der Blut-Retina-Schranke als Folge endothelialer
Aktivierung wird in Bezug auf die Initilerung und das Fortschreiten neurovaskulérer

Erkrankungen eine immer groRere Bedeutung beigemessen (Lenin et al. 2018).

1.2 Die Mullerzelle, eine besondere retinale Gliazelle

Die Retina geht entwicklungsbiologisch aus dem Diencephalon hervor (Lillmann-Rauch und
Asan 2019, S. 692) und ist als ,,vorgeschobener Hirnanteil Teil des ZNS (Lullmann-Rauch
und Asan 2019, S. 710). Wie das Gehirn besteht sie unter anderem aus neuronalen Zellen und
Gliazellen. Gliazellen sind nicht-neuronale Zellen, die synaptische Verbindungen im ZNS
umgeben (Ldllmann-Rauch und Asan 2019, S. 211). Die Neuronen der Netzhaut sind
Photorezeptoren, Bipolar-, Ganglien-, Horizontal- und Amakrinzellen (Lillmann-Rauch und
Asan 2019, S. 710).

Die héufigsten Gliazellen des ZNS sind die Makrogliazellen Astrozyten (Lillmann-Rauch und
Asan 2019, S. 232-233). Sie ubernehmen in ihm wichtige Aufgaben. So kontrollieren sie die
Zusammensetzung der Extrazellularfliissigkeit, indem sie zum Beispiel die extrazellulére
Kaliumkonzentration konstant halten (Behrends et al. 2017, S. 35). Zudem sind sie am
Recycling und der Metabolisierung von Neurotransmittern beteiligt (Pfrieger 2010; Slezak et
al. 2012). Auf eine Schadigung des neuronalen Gewebes reagieren Makroglia mit einer
reaktiven Gliose, was zur Ausbildung einer Glianarbe fiihren kann. Hierbei proliferieren die
Zellen und vergréRRern sich (sie werden hypertroph) als Reaktion auf neuronale Degeneration
(Kuhrt et al. 2008; Bringmann et al. 2009; Hirrlinger et al. 2010). AuBerdem kénnen Gliazellen
Substanzen freisetzen, mithilfe derer sie mit Neuronen interagieren bzw. kommunizieren
konnen (Halassa und Haydon 2010; Araque und Navarrete 2010; Navarrete et al. 2013).
Entsprechend wird ihnen eine wichtige Rolle bei der Informationsverarbeitung im
Nervensystem und letztlich auch im Rahmen pathologischer Gewebsveranderungen

zugesprochen.

In der Netzhaut finden sich drei Arten von Gliazellen: Die Astrozyten, die Mikroglia und die
Mdillerzellen (Behar-Cohen et al. 2020).

Die Astrozyten der Retina umschlielen mit ihren Fortsatzen retinale BlutgefaRe und tragen u.a.
zur retinalen Homoostase und zum Erhalt der Blut-Retina-Schranke bei (Vecino et al. 2016).
Mikroglia sind die Gewebsmakrophagen der Retina. Sie spielen unter anderem eine wichtige

Rolle in der Netzhautentwicklung und modulieren die Immunhomd@ostase der Retina (Li et al.
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2019a). Des Weiteren kdnnen sie ebenso wie Mullerzellen die neuronale Aktivitéat regulieren
(Silverman und Wong 2018). Entsprechend wird ihre Aktivitdt mit degenerativen
Netzhautveranderungen in Zusammenhang gebracht wie beispielsweise dem Glaukom, der
Retinitis pigmentosa oder der altersabhangigen Makuladegeneration (Silverman und Wong
2018). Die Modulation der Mikroglia als eine mogliche therapeutische Strategie fur diese
Retinaerkrankungen stellt somit ein wichtiges Gebiet der Netzhautforschung dar (Karlstetter et
al. 2015; Rashid et al. 2019).

Die fur die Retina typischen Makrogliazellen sind die Millerzellen, sie sind mit der Astroglia
des ZNS vergleichbar (Lullmann-Rauch und Asan 2019, S. 710) und machen ca. 90% der
retinalen Gliazellen aus (Vecino et al. 2016). Mullerzellen haben die Besonderheit, dass sie
nach ihrer Entwicklung und finalen Differenzierung die Morphologie der sogenannten
Radialglia beibehalten. Radialglia generieren wahrend der Hirnentwicklung Neuronen (Vecino
etal. 2016) und dienen ihnen als Leitschiene zur Migration, beispielsweise in die verschiedenen
Cortexschichten (Lullmann-Rauch und Asan 2019, S. 235). Im Gehirn verschwinden Radialglia
nach Abschluss der Neurogenese. Im Gegensatz dazu differenzieren sie in der Netzhaut nach
Abschluss der Neurogenese in funktionale Millerzellen (Lillmann-Rauch 2009, S. 185). Die
gesamte Retina durchziehend, stehen die Mullerzellfortsatze in engem Kontakt mit allen
retinalen Neuronen und deren synaptischen Kontakten (Reichenbach und Bringmann 2013).
Ihre Somata liegen in der inneren Kornerschicht (Vecino et al. 2016; Kapitel 1.1, Abb. 1).
Mdillerzellen vereinen in sich viele Funktionen, die im ZNS durch unterschiedliche
Gliazelltypen ausgeubt werden, beispielsweise scheinen sie (ber eine &hnliche
Glutamatfreisetzung wie Astrozyten zu verfiigen (Grosche 2013). Aufgrund dessen kdnnen sie
als eine Art ,Modellglia“ fungieren, weshalb neue Erkenntnisse (ber Miillerzellen
gegebenenfalls auch auf die verschiedenen Gliazelltypen des ZNS Ubertragen werden kdnnen.
Darlber hinaus sind Miuillerzellen jedoch noch zusétzlich einige weitere interessante
Besonderheiten zu eigen, die fur die Funktion der Retina essentiell sind:

Da sich in der Retina entwicklungsbiologisch die Photorezeptorzellen skleraseitig befinden,
muss Licht nach Auftreffen auf die Retina zunéchst alle inneren Schichten der Retina passieren,
um von den Photorezeptoren detektiert werden zu konnen (Kapitel 1.1, Abb. 1). Frihere
Arbeiten zeigten, dass Millerzellen die intraretinale Lichtleitung optimieren und somit einen
dadurch bedingten Auflésungsverlust minimieren (Franze et al. 2007; Agte et al. 2011). Zudem
vermitteln sie die retinale Wasser-, Elektrolyt- und Sdure-Base-Homoostase (Bringmann et al.
2006) und die Aufrechterhaltung der Blut-Retina-Schranke (Shen et al. 2012), regulieren den

retinalen Blutfluss (Metea und Newman 2006) und sind vermutlich auch zur Phagozytose fahig
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(Francke et al. 2001). Neuere Studien wiesen darauf hin, dass Miullerzellen die
Mikrogliareaktion in Richtung einer protektiven Antwort lenken und so ein anti-
inflammatorisches Umfeld in der Retina erzeugen kénnten (Wang et al. 2014; Grosche et al.
2016; Mages et al. 2019). Andererseits spielen Miillerzellen auch eine Rolle bei einigen
ophthalmologischen Erkrankungen, beispielsweise der diabetischen Retinopathie, was ihre
zentrale Rolle in der Retina weiter unterstreicht (Jakobiec et al. 1983; Hauck et al. 2007;
Coughlin et al. 2017; Ghaseminejad et al. 2020).

Besonders interessant ist, dass Miillerzellen die Aktivitat retinaler Neuronen sowohl indirekt
als auch direkt beeinflussen (Bringmann et al. 2006). Synaptische Aktivitdt hangt einerseits von
der prasynaptischen Neurotransmittersekretion und andererseits von der Wiederaufnahme des
Transmitters in die Zellen ab. Mullerzellen beeinflussen synaptische Aktivitdt, indem sie
Neurotransmitter aufnehmen, recyceln und Neuronen mit Transmitter-Vorlaufern versorgen.
Sie exprimieren  Wiederaufnahme- und  Austauschsysteme fiir  unterschiedliche
Neurotransmitter, z. B. fiir Glutamat und Gamma-Aminobuttersdure (GABA) (Biedermann et
al. 2002; Bringmann et al. 2013).

GABA ist der wichtigste inhibitorische Neurotransmitter in der Wirbeltier-Retina (Bringmann
et al. 2013). Nach der synaptischen Aktion wird er in der inneren Retina vor allem von Mller-
und Amakrinzellen, in der &uReren Retina fast nur von Maillerzellen durch Natrium- und
Chlorid- abhéngige GABA-Transporter (GAT) wieder aufgenommen, was eine pathologische
extrazellulare GABA-Akkumulation verhindert (Biedermann et al. 2002; Bringmann et al.
2013). Hingegen ist der wichtigste exzitatorische Transmitter innerhalb der Retina und des
Gehirns Glutamat (Bringmann et al. 2013; Lillmann-Rauch und Asan 2019, S. 228). In der
Neuroretina sind Photorezeptoren, Neuronen und Makrogliazellen mithilfe von Glutamat-
Transportern (GLT) fiur die Glutamat-Wiederaufnahme ausgestattet, in der inneren Retina
jedoch tibernehmen Miillerzellen den Groliteil der Wiederaufnahme von Glutamat (Bringmann
et al. 2013). Dieses wandeln sie Uber den glialen Glutamat-Glutamin-Zyklus mittels
Glutaminsynthetase in Glutamin um, das wiederum den Nervenzellen als Vorlaufer fir die
neuronale Glutamatsynthese zur Verfiigung gestellt wird (Pow und Robinson 1994; Higgs und
Lukasiewicz 1999; Bringmann et al. 2013). Dabei handelt es sich um einen essentiellen und
streng regulierten Prozess, da einerseits bereits geringe Mengen extrazelluldren Glutamats
neurotoxisch wirken kénnen (Izumi et al. 1999; Rossi et al. 2007), es jedoch andererseits zentral
fur die synaptische Aktivitat von Neuronen ist (Bringmann et al. 2013). Blockiert man die

Muillerzell-spezifische Glutaminsynthetase, kann es konsekutive aufgrund des sinkenden
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Glutamats in Neuronen bereits nach ca. 2 Minuten zur funktionellen Erblindung kommen
(Barnett et al. 2000).

Interessanterweise deuteten weitere Studien darauf hin, dass Millerzellen die neuronale
Aktivitat nicht nur, wie eben erlautert, indirekt Uber die Beendigung von synaptischer Aktivitét
durch Neurotransmitter-Clearance aus dem synaptischen Spalt beeinflussen, sondern auch
direkt mittels selbstandiger Freisetzung von Transmittern, den sogenannten ,,Gliotransmittern‘
(Newman 2004).

1.3 Gliotransmission und molekulare Grundlagen in einer Zelle zur exozytotischen Sekretion

Welche Rolle Gliazellen genau in der direkten Informationsweitergabe im ZNS spielen, ist eine
in den Neurowissenschaften kontrovers diskutierte Frage. Bis vor einigen Jahren noch ging man
davon aus, dass ausschlief3lich Nervenzellen zur streng regulierten Transmitterfreisetzung fahig
sind. In den letzten 20 Jahren fanden sich jedoch vermehrt Hinweise darauf, dass auch
Gliazellen, denen vorher eher priméar die Funktion supportiver Hull- oder Stitzzellen
zugeschrieben wurde, zu aktiver Signalubertragung fahig sind (Arague et al. 1999). Dies fiihrte
zu einem Paradigmenwechsel in den Neurowissenschaften und ein neues Forschungsfeld tat
sich auf: Das Modell der ,,Gliotransmission“ wurde entwickelt. Das Ausmall der
physiologischen Relevanz dessen ist jedoch weiterhin nur teilweise verstanden, sodass das
Themengebiet hochaktuell ist (Hamilton und Attwell 2010; Nedergaard und Verkhratsky 2012;
Fiacco und McCarthy 2018; Savtchouk und Volterra 2018; Lenk et al. 2019; Kofuji und Araque
2020). Gliotransmitter wie Glutamat, ATP (Adenosintriphosphat) und Adenosin spielen eine
wichtige Rolle zum Erhalt essentieller Zellfunktionen, z. B. der Volumenregulation (Wurm et
al. 2009). Fur kognitive Funktionen und Dysfunktionen scheinen Glutamat und Serin als
Gliotransmitter eine besondere Relevanz zu haben (Halassa und Haydon 2010), da beide unter
anderem an der N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptor-abhéngigen Neurotoxizitét beteiligt
sind (Bezzi et al. 2001; Inoue et al. 2008). In Studien konnte aulRerdem bereits gezeigt werden,
dass gerade Glutamat als Gliotransmitter die neuronale Erregbarkeit und die synaptische

Transmission erhoht (Ben Achour und Pascual 2012).

Bezuglich des Mechanismus zur Aktivierung von Gliotransmission wurde in Astrozyten bereits
das Modell der tripartiten Synapse entwickelt (Araque et al. 1999). Es basiert auf der
Beobachtung, dass die Aktivierung von Astrozyten durch Neurotransmitter die Freisetzung von
,,Gliotransmittern* triggerte. Diese kdnnten wiederum direkt die synaptische Aktivitat

regulieren, indem sie an neuronalen Rezeptoren wirken, die dann ihrerseits die erhaltenen
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Informationen modulieren und weitergeben (Araque et al. 1999; Jourdain et al. 2007; Perea et
al. 2009; Halassa und Haydon 2010; Parpura und Verkhratsky 2012; Martineau 2013; Araque
et al. 2014).

Hinsichtlich des Freisetzungsmechanismus der Gliotransmitter hingegen werden drei
unterschiedliche Wege diskutiert: Eine Méglichkeit ware die Sekretion mittels Diffusion durch
Membrankanéle (z. B. Volumen-aktivierte Chloridkanéle), eine andere eine direkte reverse
Freisetzung durch Transporter, z. B. Glutamat-Transporter (Kettenmann und Verkhratsky
2011).

Ein dritter mdglicher Weg ist die Freisetzung durch Kalzium-abhangige Exozytose mithilfe
sekretorischer Organellen (Zorec et al. 2012; Martineau 2013). Dieser erinnert an die bei
Neuronen beschriebene Kaskade der Transmitterfreisetzung (Kettenmann und Verkhratsky
2011; Abb. 2): In synaptischen Terminalen von Nervenzellen 6ffnen sich aufgrund der
Aktionspotential-vermittelten Depolarisation spannungsabhéngige Kalziumkanale. Die daraus
resultierende intrazelluldre Kalziumzunahme fihrt zur Verschmelzung synaptischer Vesikel
mit der présynaptischen Membran und der Ausschittung von Neurotransmittern in den
synaptischen Spalt. Die Fusion der Vesikel- und prasynaptischen Membran wird hierbei durch
SNARE-Proteine, die soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptors,
vermittelt (Bear et al. 2018, S. 132-133; Abb. 2).

Wenn nun Glutamat auch durch exozytotische Vesikelfreisetzung aus Gliazellen ausgeschuttet
werden kann, kénnte es womdglich die schnelle Signalverarbeitung von Nervenzellen direkt
modulieren, aber auch unter pathologischen Bedingungen wie beispielsweise einer Ischdmie
zur neuronalen Ubererregung beitragen (Hamilton und Attwell 2010; Nedergaard und
Verkhratsky 2012; Wagner et al. 2017).

Mehrere unabhé&ngige Studien konnten die Kalzium- und SNARE-abhdngige
Gliotransmitterfreisetzung aus unterschiedlichen Gliazelltypen mit konsekutive induzierter
physiologischer Reaktion an Nerven- oder Gliazellen bereits belegen (Bezzi et al. 1998;
Montana et al. 2006; Marchaland et al. 2008; Parpura und Zorec 2010; Perea und Araque 2010;
Liuetal. 2011a; Slezak et al. 2012; Martineau 2013; Navarrete et al. 2013; Wagner et al. 2017).
Speziell auf Miullerzellen bezogen ist bisher bekannt, dass sie die neuronale Arbeit
beeinflussen, unter anderem durch die Freisetzung von Glutamat (Newman und Zahs 1998;
Slezak et al. 2012), aber auch Serin (Stevens et al. 2003) und ATP (Newman 2003). In neueren
Studien gab es Hinweise darauf, dass auch in Mullerzellen exozytotische Glutamatfreisetzung
maoglich ist (Linnertz et al. 2011; Briickner et al. 2012; Slezak et al. 2012) und dass in der Retina
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sogar ein Zusammenhang zwischen der glialen SNARE-abhdngigen Exozytose und
Neurodegeneration besteht (Wagner et al. 2017). Fir ATP und Adenosin hingegen konnte eine
vesikulare Freisetzung nahezu ausgeschlossen werden (Brickner et al. 2012; Wagner et al.
2017).

Um dies weiter zu untersuchen, ist zu bedenken, dass eine Ausschiittung von Glutamat durch
exozytotische Vesikelfreisetzung aus Gliazellen prinzipiell nur moglich ist, wenn diese uUber
die hierzu notigen molekularen Grundlagen verfugen. Das sind z. B. SNARE-Proteine,
Glutamat-Transporter und exozytotische Vesikel (Abb. 2). Es konnte bereits gezeigt werden,
dass verschiedene Gliazelltypen SNARE-Proteine (Montana et al. 2004; Wilhelm et al. 2004;
Schubert et al. 2011), vesikul&re Glutamat-Transporter (VGLUTS) (Ormel et al. 2012; Verderio
etal. 2012) und vesikulare Organellen zur Exozytose von Glutamat (Bezzi et al. 2004; Wilhelm
et al. 2004; Zhang et al. 2004) aufweisen.

Ob auch die Modellglia Midllerzelle Gber diese drei erwahnten, im Folgenden naher
beleuchteten molekularen Komponenten vesikularer Sekretion verfiigt und so weiterer Anhalt
fur eine exozytotische Gliotransmission aus Muillerzellen besteht, ist Gegenstand aktueller
Forschung und sollte in dieser Arbeit ndher untersucht werden.

Abbildung 2: Schematische Darstellung der

exozytotischen Freisetzung von Glutamat. Offnung

A spannungsabhéngiger Kalziumkanéle mit konsekutivem

: \ = > Kalziumeinstrom und Anlagerung eines sekretorischen
Glutamat % . . Vesikels an die Zellmembran mit Bildung des SNARE-
Protonen s - Komplexes. Im nachsten Schritt fusioniert das Vesikel

mit der Plasmamembran und Glutamat wird in den
synaptischen Spalt ausgeschiittet. Der Rucktransport
von Glutamat in synaptische Vesikel geschieht mithilfe
von Protonen-abhé&ngigen  vesikuldren Glutamat-
Transportern (VGLUTS). Der Protonen-Gradient wird
durch eine vesikulare(V)-ATPase (,,Protonenpumpe®)
aufrechterhalten.

Kalzitm

1.3.1 Vesikel-assoziierte Membranproteine (VAMPS) und ihr Knockout im transgenen
Mausmodell

In jeder eukaryotischen Zelle konnen Organellen mithilfe von Transportvesikeln miteinander
kommunizieren. Hierfur sind die bereits erwahnten SNARE-Proteine noétig (Kapitel 1.3,
Abb. 2; Abb. 3). Das sind membranstandige Proteine, die miteinander interagieren und so das
Andocken der Membranen vermitteln. Dabei befinden sich die v-SNAREs in der
Vesikelmembran, die t-SNARESs in der Target-, also Zielmembran (Rassow 2008, S. 357).
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Damit beide Membranen fusionieren kdnnen, miissen drei bis vier SNARE-Proteine in einem
SNARE-Komplex interagieren. Dieser besteht immer jeweils aus einem Bundel von drei bis
vier coiled-coil Helices, zusammengesetzt aus einem v-SNARE-Protein und zwei oder drei
t-SNARE-Proteinen (Bonifacino und Glick 2004; Jahn und Scheller 2006). Da einige SNARES
sowohl in der Vesikel- als auch in der Zielmembran sitzen kdnnen, ergab sich in den letzten
Jahren zusatzlich auch eine alternative Klassifikation in R-SNAREs und Q-SNAREs. Diese
erfolgt nach strukturellen Gesichtspunkten abhangig von der im Komplex interagierenden
Aminosaure, wobei R-SNAREs meist als v-SNARESs und Q-SNAREs meist als t-SNARES agieren
(Hong 2005).

Unterschiedliche t-SNAREs kdnnen mit unterschiedlichen v-SNAREs interagieren. Aus welchen
SNARE-Proteinen sich ein Komplex jedoch letztendlich zusammensetzt, ist stark abhéngig
vom Zelltyp und dem betroffenen Zellorganell und bisher noch nicht fur alle Zellen und
SNAREs bekannt (Hong 2005; Cai et al. 2007).

Als Beispiel sei die Verschmelzung synaptischer Vesikel mit der prasynaptischen Membran
genannt (Abb. 3). Hierbei interagiert das v-SNARE Synaptobrevin, auch als vesikel-assoziiertes
Membranprotein 2 (VAMP2) bezeichnet, mit den beiden t-SNAREs Syntaxin-1 und SNAP-25
(synaptosomal-associated protein of 25 kDa), indem sich die Helices verdrillen und die
Membranen so in radumliche Né&he zueinander bringen (Fasshauer 2003; Bonifacino und Glick
2004).

A B Vesikel

v-SNARE
Synaptobrevin

/

t-SNARE
Syntaxin SNAP-25

/ \

b —
()
z
>
T
m

Ziel
trans-SNARE

Lw‘ Komplex

Abbildung 3: Der SNARE-Komplex synaptischer Vesikel. (A) v-SNARE (rot) und t-SNAREs (blau, lila) bilden gemeinsam
einen trans-SNARE-Komplex; (B) Synaptischer trans-SNARE-Komplex als Kristallstruktur (adaptiert nach Bonifacino und
Glick 2004).

Die vesikel-assoziierten Membranproteine (VAMPS) VAMP1 bis VAMP8 sind v-SNARES und
somit ein wichtiger Bestandteil dieser zelluldaren Transportprozesse. Sie gehdren der

Synaptobrevin-Familie an und sind phylogenetisch eng verwandt. Alle VAMPs sind kleine
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Proteine mit einer Molekilmasse zwischen ca. 11,5 kDa und 25 kDa (Tab. 1). Auch strukturell
haben die VAMPs groRe Ahnlichkeit: Neben einer kurzen vesikularen Domane und einer
20-21 Aminosauren langen helikalen Transmembrandoméne ist die N-terminale
zytoplasmatische Domane 72 - 96 Aminosauren (Ausnahmen: 118 Aminosauren bei VAMP4,
187 Aminosauren bei VAMP7) lang (UniProt Consortium 2017). Uber die wichtige v-SNARE
coiled-coil homology domain, die Teil der zytoplasmatischen Doméne ist, konnen sie die zuvor
erlauterten SNARE-Komplexe mit den t-SNAREs bilden (Rossi et al. 2004). Beziglich
Gliazellen ist bekannt, dass Astrozyten Komponenten des SNARE-Komplexes exprimieren. Es
konnte die Expression von VAMP2 und VAMP3 nachgewiesen werden (Schubert et al. 2011).

Tabelle 1: Vesikel-assoziierte Membranproteine in der Maus (AS: Aminoséuren; UniProt Consortium 2017)

Proteinname Alternativhame Genname Molekilmasse in kDa
Vesicle-associated membrane protein 1 Synaptobrevin-1 Vampl, Sybl 118 12,89
Vesicle-associated membrane protein 2  Synaptobrevin-2 Vamp2, Syb2 116 12,69
Vesicle-associated membrane protein 3 = Synaptobrevin-3, Vamp3. Syb3 103 11,48

Cellubrevin
Vesicle-associated membrane protein 4 Vamp4 141 16,35
Vesicle-associated membrane protein5  Myobrevin Vamp5 102 11,42
Vesicle-associated membrane protein 7 Synaptobrevin-like ~ Vamp7, Sybl1l 220 24,97

protein 1, TI-VAMP
Vesicle-associated membrane protein 8  Endobrevin Vamp8 101 11,45

Einige VVorversuche meiner Arbeitsgruppe behandelten die VAMP-Expression in Mllerzellen
(Hauser 2014). Immunfluoreszenzfarbungen zur Zelltyp-spezifischen Expression auf
Proteinebene konnten VAMP3, VAMPS5 und VAMPS in Mullerzellen nachweisen. Western
Blot-Versuche wiesen aulRerdem darauf hin, dass VAMP3 und VAMPS8 vornehmlich in
Muillerzellen zu finden sind, jedoch VAMP2 und VAMP4 primér neuronal exprimiert werden
(Hauser 2014). Western Blot-Daten zu VAMP1, VAMPS5 und VAMP7 konnten bisher nicht
etabliert werden. In Versuchen mittels quantitativer Realtime PCR (qPCR) zeigte sich, dass
VAMP2 in Miillerzellen weniger stark exprimiert wurde als in den ubrigen Zelltypen. Im
Gegensatz dazu wurden VAMP3 und VAMP7 von Millerzellen starker exprimiert, VAMPS
schien ausschlielflich in Millerzellen exprimiert zu werden (Hauser 2014). Aussagen zu
VAMP1, VAMP4 und VAMPS8 mittels gPCR konnten bisher nicht getroffen werden.

Um die VAMPs der Retina néher zu erforschen, eignen sich insbesondere auch Versuche in
transgenen Mausmodellen, die auch in dieser Arbeit zum Einsatz kommen sollten (Kapitel 3.3).
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Eine Mdoglichkeit sind VAMP7-Knockout-M&use, in denen das Exon 3 von VAMP7 deletiert
wurde (Danglot et al. 2012). VAMP7 scheint eine Rolle bei der Axonextension in Neuronen
(Sato et al. 2011), der Exozytose aus sekretorischen Lysosomen in Astrozyten (Verderio et al.
2012) sowie der Homoostase des Golgi-Apparats (Molino et al. 2015) zu spielen. AuBerdem ist
es vermutlich in sekretorische und endozytotische Signalwege involviert, die
Neuritenwachstum, synaptische Transmission und Plasmamembranremodeling vermitteln
(Chaineau et al. 2009). Passend dazu fiihrte in Studien der Knockout von VAMP7 zu einem
reduzierten Hirngewicht und einem vergrofRerten Volumen des dritten Hirnventrikels sowie
einer gesteigerten Angstantwort der Tiere (Danglot et al. 2012). Abgesehen davon wurden far
den VAMP7-Knockout keine weiteren neurologischen oder Entwicklungsdefekte beschrieben,
sodass vermutet werden konnte, dass kompensatorische Mechanismen fir die wichtigsten
Entwicklungsschritte vorlagen (Danglot et al. 2012). Daten zur Veranderung der Netzhaut in
diesen Tieren fehlen bisher.

Ein weiteres interessantes transgenes Mausmodell zur Erforschung der VAMPs in der Retina,
insbesondere den Muillerzellen, ist die iBot-Maus. In dieser ist Mullerzell-spezifisch die
Funktion von VAMP1-3 durch Expression von Botulinumtoxin (BoNT) unter Kontrolle des
Glia-spezifischen Glast-Promotors unterbunden. Die das Transgen exprimierenden
Mdillerzellen zeigten in Studien eine verminderte Glutamatfreisetzung sowie eine stark
eingeschrankte Volumenregulation und Kommunikation mit Nervenzellen (Slezak et al. 2012).
Die ATP-Freisetzung war nicht beeintrachtigt (Slezak et al. 2012; Wagner et al. 2017). Wider
Erwarten konnten jedoch keine morphologischen oder funktionellen Verédnderungen in Bezug
auf die neuronale Informationsweitergabe in der iBot-Netzhaut festgestellt werden (Slezak et
al. 2012).

1.3.2 Vesikulédre Glutamat-Transporter (VGLUTS)

Nach der vesikularen Glutamatsekretion muss der extrazelluldre Transmitter wieder in die
Zellen aufgenommen werden, z. B. mittels sich in der glialen oder prasynaptischen Membran
befindlichen Transportern. Vesikuldre Glutamat-Transporter (VGLUTS) sind fiir diese
Wiederaufnahme und das Speichern von Glutamat in intrazelluldaren Vesikeln zustandig
(Parpura und Zorec 2010; Kapitel 1.3, Abb. 2). Bisher sind drei verschiedene VGLUTSs bekannt
(VGLUT1-3) und es gibt verschiedene Studien, welche die Expression aller drei Subtypen in
Zellen des ZNS demonstrierten (Johnson et al. 2003; Haverkamp und Wassle 2004; Stella et al.
2008).
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In der Retina ist VGLUT1 nach aktuellem Forschungsstand in prasynaptischen Nervenenden
der IPS und APS (Kapitel 1.1, Abb. 1) zu finden (Johnson et al. 2003), er zeigte in der
ischamischen Retina keine signifikante Expressionsédnderung (Michalski et al. 2013). VGLUT2
ist in der Netzhaut nur gering in den synaptischen Endigungen von Photorezeptoren in der APS
exprimiert (Wassle et al. 2006). Auch hier fand sich im ischdmischen Retinamodell keine
Expressionséanderung im Vergleich zur gesunden Retina (Michalski et al. 2013). Fir VGLUT3
wurde bisher eine Expression in Amakrinzellen beschrieben (Haverkamp und Wassle 2004;
Michalski et al. 2013), welche allerdings in der ischdmischen Retina, im Gegensatz zum
ischdmischen Neocortex, sehr sensitiv auf ischdmische Schaden reagierte (Michalski et al.
2013).

In den mit Mdllerzellen vergleichbaren Astrozyten konnten alle drei Isoformen der VGLUTS
nachgewiesen werden (Montana et al. 2006; Parpura und Zorec 2010; Schubert et al. 2011).
VGLUTS3 allerdings scheint eine Schlisselrolle in der Kalzium-abhéngigen Glutamatsekretion
durch Astrozyten, der bereits angesprochenen Gliotransmission, zu spielen: Er ist im Gegensatz
zu VGLUT1 und VGLUT2 der einzige Transporter seiner Gruppe, der in Astrozyten bei
Uberexpression die Kalzium-abhangige Glutamatsekretion erhohte (Ni und Parpura 2009).

Bisher ist nicht bekannt, ob VGLUTs auch in Millerzellen zu finden sind und so zur
Gliotransmission in Millerzellen beitragen konnten, was in meiner Arbeit beantwortet werden
sollte (Kapitel 3.2.1).

1.3.3 Exosomen

Eine weitere bereits angesprochene molekulare Komponente vesikulédrer Sekretion sind die
Exosomen. Exosomen sind kleine Membranvesikel mit einem Durchmesser von
ca. 30 - 200 nm, die von der Zelle nach extrazellular sezerniert werden (Pegtel und Gould
2019). Hiermit sind Exosomen als sekretorische Vesikel gemeint. Diese miissen vom als
,Exosom® bezeichneten Ribonukleasekomplex unterschieden werden, der fir den Abbau
nukledrer RNAs verantwortlich ist (Mitchell et al. 1997). Eine Vielzahl von Zellen sezernieren
Exosomen, und zwar neben hdmatopoetischen Zellen wie B-Lymphozyten, T-Zellen (Mignot
et al. 2006) und Makrophagen (Schorey und Bhatnagar 2008) unter anderem auch Epithelzellen
(Mignot et al. 2006), Astrozyten, Neuronen (Fauré et al. 2006), Tumorzellen und weitere
(Mignot et al. 2006; Li et al. 2017). Aber auch in den meisten Korperflissigkeiten wie z. B. in
Urin, Fruchtwasser, Speichel und Liquor finden sie sich (Li et al. 2017). In vitro werden

Exosomen entweder spontan bzw. konstitutiv sezerniert, wie das z. B. bei Makrophagen der
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Fall ist (Bhatnagar und Schorey 2007), oder nach vorangegangener Induzierung wie z. B. bei
T- (Blanchard et al. 2002) oder ruhenden B-Zellen (Saunderson et al. 2008).

Exosomen konnen einerseits vermutlich direkten Ausstulpungen aus der Plasmamembran
entstammen (Shen et al. 2011; Nager et al. 2017; Pegtel und Gould 2019). Andererseits kdnnen
sie im Gegensatz zu anderen sezernierten Membranvesikeln, wie z. B. Mikrovesikeln, auch aus
internen Vesikeln der sogenannten multivesikularen Korperchen entstehen. Aus diesen werden
sie freigesetzt, indem die Membran der multivesikularen Koérperchen mit der Plasmamembran
fusioniert (Février und Raposo 2004; Abb. 4). An der Fusion sind vermutlich auch die
Membranproteine Synaptotagmin und Rab sowie die oben beschriebenen Proteine des SNARE-
Komplexes beteiligt und sie findet ebenfalls Kalzium-abhangig statt (Reddy et al. 2001; Savina
et al. 2002; Savina et al. 2003; Faureé et al. 2006). Der Transport der multivesikuléren Korper
in die Zellperipherie ist Mikrotubuli- und Kinesin-abhangig (Wubbolts et al. 1999; Denzer et
al. 2000; van Niel et al. 2006).
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Die genauen Ziele und Funktionen von Exosomen sind noch teilweise unbekannt (Arenaccio
und Federico 2017; Aheget et al. 2020; Liu et al. 2020; Rastogi et al. 2021). Entsprechend ihres
Ursprungs konnen sie verschiedenste Rollen bei physiologischen (Abb. 5) und pathologischen
Prozessen spielen:

Bestimmte Zellen, z.B. heranreifende Retikulozyten, scheinen mithilfe von Exosomen nicht
mehr bendtigte Proteine auszuschleusen (Stoorvogel et al. 2002). Weiterhin sind Exosomen
wohl am Entwicklungsprozess von Geweben beteiligt (Stoorvogel et al. 2002). Entsprechend
ihrer Biogenese aus multivesikularen Korpern kénnte ihre Erforschung aufierdem genauere

Erkenntnisse Uber die Protein- und Lipidsortierung in Endosomen geben (Denzer et al. 2000;
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Hessvik und Llorente 2018). Exosomen haben wichtige immunregulatorische Aufgaben, z. B.
maoglicherweise im Rahmen erworbener Immunitat, und kénnten deshalb als zellfreies VVehikel
ein attraktives immunotherapeutisches Werkzeug werden (Denzer et al. 2000; Hough et al.
2017; Lu et al. 2018; Wei et al. 2019). Beispielsweise sezernieren Antigen-présentierende
Zellen wie B-Lymphozyten MHC-tragende (major histocompatibility = complex,
Haupthistokompatibilitatskomplex) Exosomen, die in vitro die T-Zell-Proliferation
stimulierten (Stoorvogel et al. 2002).

Vor allem aber spielen sie eine Schlusselrolle in der interzellularen Kommunikation und
reflektieren den Phé&notyp der Herkunftszelle (Li et al. 2017). Interzellulare Kommunikation,
die durch Exosomen vermittelt ist, beeinflusst nicht nur die Regulation physiologischer,
sondern auch die pathologischer Prozesse und somit von Krankheiten wie z. B. Karzinomen,
Autoimmunerkrankungen, Diabetes, kardiovaskuldren oder neurodegenerativen Krankheiten
wie Morbus Parkinson oder Morbus Alzheimer (Dai et al. 2008; Li et al. 2017; Abak et al.
2018; Zhang et al. 2019; Rastogi et al. 2021). Interessanterweise werden auch einige
ophthalmologische Erkrankungen mit Exosomen in Verbindung gebracht, z.B. okuldre
Tumore, die diabetische Retinopathie oder die altersbedingte Makuladegeneration, und die
Vielzahl der aktuell hierzu erscheinenden Studien unterstreicht die gegenwaértige Relevanz
dieses Themas (Li et al. 2019c; Liu et al. 2020; Lande et al. 2020; Li et al. 2020; Jiang et al.
2020; Han et al. 2021).

Fur viele der oben genannten Erkrankungen haben einige Studien bereits sowohl das
diagnostische Potential von Exosomen, z.B. in Form von Biomarkern, als auch ihr
therapeutisches Potential gezeigt (Cunha et al. 2016; Joyce et al. 2016; Lawson et al. 2016;
Selmaj et al. 2017; Li et al. 2019b; Counil und Krantic 2020; Pascual et al. 2020; Upadhya et
al. 2020; Rastogi et al. 2021). In Bezug auf die Therapie ophthalmologischer Erkrankungen
beispielsweise gibt es bereits vielversprechende Ansdtze zur Nutzung von Exosomen
(Klingeborn et al. 2017; Mead und Tomarev 2020; Ma et al. 2020; Nuzzi et al. 2020), etwa
mittels therapeutischer intravitraler Injektion von aus mesenchymalen Stammzellen
stammenden Exosomen (Harrell et al. 2018). Auch der Einsatz von mit Medikamenten
beladenen Exosomen ware beispielsweise denkbar (Li et al. 2019c). Die Forschung an
Exosomen ist folglich auch deshalb Uber die Grundlagenforschung hinaus von hdchster

klinischer Bedeutung.

Neuere Studien zeigten, dass auch Gliazellen Exosomen sezernieren, sogenannte glia-derived

exosomes (GDE). Diese kdnnen mit Neuronen kommunizieren und so eine Rolle in der Neuron-
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Glia-Signaltransduktion spielen (Li et al. 2019b). Die sich im ZNS befindlichen Gliazellen
Oligodendrozyten beispielsweise beeinflussen die neuronale Signalweitergabe und
Genregulation durch Glutamat-abhéngige, Kalziumeinstrom-vermittelte Sekretion von
Exosomen (Fruhbeis et al. 2013; Frohlich et al. 2014). Auch aus Astrozyten werden Exosomen
mittels regulierter Exozytose freigesetzt (Verkhratsky et al. 2016). Einige Studien konnten
GDE bereits im Tiermodell ein vielversprechendes therapeutisches Potential zuschreiben
(Huang et al. 2018; Hira et al. 2018; Li et al. 2019b).

Aus proteomischen Daten von Miillerzellen weill man, dass in diesen viele Proteine zu finden
sind, die Bezug zu extrazelluldren vesikuldren Exosomen haben (Grosche et al. 2016). Bisher
lieRen sich Exosomen jedoch noch nie in Mullerzellen nachweisen. Ob sie in Mullerzellen zu
finden sind und so eine Grundlage von Gliotransmission in Mullerzellen darstellen konnten,

sollte in dieser Arbeit erforscht werden (Kapitel 3.2.3).

Protein- und Lipidsortierung
in Endosomen

Vesikulare
Gewebe-

/ Sekretions-
entwicklung \ ! / prozesse

Abbildung 5: Ausgewéhlte Funktionen von Exosomen

und einzelne Forschungsansétze (Denzer et al. 2000;

Exosomen Stoorvogel et al. 2002; Frihbeis et al. 2013; Frohlich et al.

2014; Verkhratsky et al. 2016; Hough et al. 2017; Li et al.

/ \ 2017; Hessvik und Llorente 2018; Lu et al. 2018; Wei et
al. 2019; Li et al. 2019b; Li et al. 2020; Han et al. 2021).

Interzellulare
Kommunikation

l l

Regulation physiologischer
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1.4  Zielsetzung der Doktorarbeit

Die Ausnahmestellung der Mullerzelle und ihr groRes Potential bei der Regulation retinaler
Funktionen liegen auf der Hand und sind Gegenstand aktueller Forschung. Besonders
herauszustellen ist ihr enger Informationsaustausch mit praktisch allen anderen Zelltypen der
Netzhaut. Ein zentraler Kommunikationsweg — die Freisetzung von Botenstoffen via Vesikeln
— stellte den Hauptfokus meiner Dissertation dar und dessen Erforschung sollte einen wichtigen

Beitrag leisten, diese Form der Zell-Zell-Interaktion in der Retina besser zu verstehen.
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Um exakte Experimente mit Mdullerzellen durchfihren zu koénnen, war zunéchst bei ihrer
Isolation aus der Netzhaut eine mdglichst hohe Reinheit wichtig. Hierfiir wurde ein bereits
durch meine Arbeitsgruppe etabliertes Protokoll zur Isolation von Mullerzellen aus der
Mausretina weiterentwickelt und die erzielte Reinheit mittels histologischer und TagMan®-
PCR-Untersuchungen getestet (Kapitel 3.1). Gleichzeitig konnten so auch einige Aussagen
Uber die bereits angesprochenen, mithilfe des Isolationsprotokolls ebenfalls aus der Retina

isolierten Mikrogliazellen, Endothelzellen und Neuronen getroffen werden.

Im Anschluss lag der Fokus auf der Mullerzelle in ihrer Rolle als Gliazelle. Es sollte die Frage
erOrtert werden, ob sie zur viel diskutierten Gliotransmission féhig ist. Hierfur wurde
untersucht, ob die Mdllerzelle prinzipiell tber ausgewahlte molekulare Grundlagen zur
exozytotischen Sekretion verfligt (Kapitel 3.2). Diese bestehen unter anderem in der Existenz
von VGLUTs, VAMPs und Exosomen, welche bereits naher beleuchtet wurden (Kapitel 1.3).
Da die Miillerzelle auch als Modell-Glia gesehen werden kann, kdnnten sich Erkenntnisse
dieser Arbeit moglicherweise auch auf Gliazellen in anderen Abschnitten des Nervensystems
Ubertragen lassen. Davon abgesehen wurden auf diese Weise auch die VAMPs, VGLUTSs und

Exosomen an sich néaher erforscht.

Im letzten Schritt sollte mittels histologischer, Protein- und TagMan®-Analysen untersucht
werden, welche Auswirkungen die Eliminierung eines Teils der genannten Exozytose-
Grundlagen auf die Zellen der Retina, insbesondere die Miillerzellen, hatte (Kapitel 3.3).
Hierfir wurden zum einen — unseres Wissens nach erstmals — Miillerzellen der anfangs
beschriebenen VAMP7-Knockout-Mause analysiert (Kapitel 1.3.1). Zum anderen erfolgte die
Untersuchung von Retinae transgener Mduse, bei denen, wie zuvor dargelegt, Mullerzell-
spezifisch die Funktion von VAMP1-3 durch Expression von Botulinumtoxin unterbunden
wurde (iBot-Maus, Kapitel 1.3.1). Abschliefend wurden erstmals neu von der AG Grosche
generierte triple-transgene Tiere (iBot x VAMP7-Knockout) analysiert, die aus Verpaarungen
der beiden beschriebenen Mauslinien hervorgingen. Ziel war es hier, darzustellen, welchen
Einfluss das Fehlen eines ganzen Sets an VAMP-Proteinen (funktionell VAMP1-3 in
Millerzellen, VAMPT7) auf die Integritat der Netzhaut hatte.
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2. Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere

Sowohl ménnliche als auch weibliche 2 - 6 Monate alte Tiere wurden untersucht. Die Haltung
der Tiere erfolgte unter Standardbedingungen mit freiem Zugang zu Wasser und Futter ad
libitum unter strenger Einhaltung des Zwolf-Stunden-Hell-Dunkel-Rhythmus in klimatisierten
Raumen. Samtliche Versuche wurden geméal? dem Deutschen Tierschutzgesetz durchgefihrt.
Als Wildtypen wurden C57BI/6J-Mé&use verwendet. Alle transgenen Mauslinien wurden vom
Kollaborationspartner Dr. Frank Pfrieger (INSERM, Stral3burg) bereitgestellt und zeigten keine
Entwicklungsstérungen (Tab. 2).

Tabelle 2: In meiner Doktorarbeit verwendete Mauslinien

Mausstamm  Institut ~ Originalveréffentlichung  Linie/Transgen
Wildtyp Tierhaltung Uniklinikum C57BI/6J 3028467
Regensburg

VAMP7- Institut Clinique de la Souris (Danglot et al. 2012) 129S2/SvPas 5313432

Knockout ICS, lllkirch, Frankreich)

CreER™ IGBMC, llIkirch, Frankreich (Slezak et al. 2007) Tg(Clcla3-cre/ERT2)45- | 4420274
T2Fwp

BoNT/B Jackson Laboratories (Slezak et al. 2012) Tg(CAG-boNT/B,- 5318975
EGFP)U75-56Fwp

Als transgene Mauslinien wurden VAMP7-Knockout-, CreER™- und BoNT/B-Mause
verwendet. Dabei werden im Folgenden die bigenen Tiere (CreER™ x iBot-Transgen), in denen
funktionell VAMP1-3 in Muillerzellen ausgeknockt wurden, als iBot-Tiere bezeichnet. Als
triple-transgen werden die Mé&use betitelt, in denen vor einem VAMP7-defizienten Hintergrund
Millerzell-spezifisch VAMP1-3 funktionell eliminiert wurden (iBot x VAMP7-KO bzw.
CreER™ x iBot-Transgen x VAMP7-KO).

Liegen sowohl das CreER- als auch das iBot-Transgen in einem Tier vor, so fiihrt eine
Tamoxifeninjektion auf Grund des Glia-spezifischen Glast-Promotors zur Expression der Cre-
Rekombinase in Miillerzellen. Dies hat wiederum eine Rekombination im iBot-Transgen durch
die Cre-Rekombinase zur Folge, wodurch die Expression der leichten Kette von
Botulinumtoxin Serotyp B (BoNT/B) ausschliel3lich in Mullerzellen vermittelt wird (Slezak et
al. 2012; Abb. 6). Die proteolytische Aktivitét dieses bakteriellen Proteins spaltet nur VAMPL,
VAMP2 und VAMP3 (Schiavo et al. 1992; Humeau et al. 2000) und blockiert so die
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VAMP1-3-abhéngige Exozytose (Slezak et al. 2012). Diese bigenen Tiere wurden zusétzlich
mit VAMP7-Knockout-Tieren (Danglot et al. 2012) gepaart, um auf einem VAMP1-3-
defizienten Hintergrund zusétzlich VAMP7 auszuknocken und somit triple-transgene
Genotypen zu generieren. Die Zucht erfolgte teilweise durch den Kollaborationspartner Dr.

Frank Pfrieger (INSERM, Stralburg), teilweise in der Tierhaltung des Universitatsklinikums

Regensburg.
Tamoxifen schaltet
Promotor an
GLAST (Miillerzellspezifischer | Cre (Enzym, das an bestimmten
1. Transgen ) —
Promotor) Seaquenzen schneidet)
Cre (schaltet BoNT an)
Stopp- BoNT Stopp- EGFP
2. Transgen Codon [ | 1 codon [

Abbildung 6: iBot-Mausmodell zur Miuillerzell-spezifischen Expression von BoNT (CreER™? x iBot-Transgen).
Expression der leichten Kette von Botulinumtoxin Serotyp B (BoNT) ausschlieflich in Millerzellen mittels Rekombination
im iBot-Transgen durch die Cre-Rekombinase, die in Mullerzellen nach Tamoxifeninjektion auf Grund des Glia-spezifischen
Glast-Promotors exprimiert ist.

Alle Linien hatten einen &hnlichen genetischen Hintergrund, da sie regelméRig mit der
C57BI/6J-Linie rickgekreuzt wurden. Als Kontrollen dienten jeweils monogene VAMP7-
Knockout-Mause, die VAMP1-3 noch exprimierten. Die Genotypisierung erfolgte mittels PCR
von aus Schwanzbiopsien isolierter DNA (Kapitel 2.2.1). Die Induktion der Cre-Rekombinase-
Aktivitat, also der induzierte Knockout von VAMP1-3 in GlastCreER™ x iBot-Transgen-
positiven Mausen, erfolgte durch die intraperitoneale Injektion von Tamoxifen. Hierfur wurde
Méusen im Alter von 4 - 6 Wochen jeweils 2 mg Tamoxifen fiir 5 konsekutive Tage injiziert
(Slezak et al. 2012), was teilweise durch den Kollaborationspartner, teilweise durch unsere
Arbeitsgruppe durchgefuhrt wurde. Dabei wurden Tamoxifen-injizierte VAMP7-KO-Tiere, die
entweder das GlastCreER"- oder das iBot-Transgen trugen, als Kontrolle verwendet. Die Tiere

wurden friihestens 2 - 3 Wochen nach Injektion weiteren Analysen zugefiihrt.
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2.1.2 Stocklésungen

5x Extrazelluléarlosung (EZL)

Substanz Molekulargewicht Menge Total

NaCl 58,44 Yol 39,74 g

KCl 74,56 Ymol 1,129

MgCl; 203,30 Yol 1,00 g

2-Ethansulfonsaure (HEPES) 238,31 9/mo 1191¢g

CaCl 147,02 Yol 1,79

Glucose-Monohydrat 198,17 Ymol 2,189

Destilliertes Wasser (Aqua dest.) Ad 1.000 ml
10x Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS-Puffer)

Substanz Molekulargewicht Menge Total

NaCl 58,44 Yol 80,09

KCl 74,56 Ymol 2,09

NazHPO4 x 2H20 177,99 9mol 1449

KH2PO4 136,09 9/mol 2449

Aqua dest. Ad 1.000 ml

10x Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-Borat-EDTA-Puffer (TBE-Puffer)

Substanz Molekulargewicht Menge Total
TRIS 121,14 Yol 108 g
Borsaure 61,83 Ymol 55¢
Na:EDTA 372,24 9/ mol 79

Aqua dest. Ad 1.000 mi

10x Natriumdodecylsulfat-Puffer (SDS-Puffer)

Substanz Molekulargewicht Menge Total
TRIS 121,14 9mol 30,3g

Glycin 75,07 Yol 1441 g

SDS 288,37 Yol 10g

Aqua dest. Ad 1.000 ml

10x Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-gepufferte Salzlésung (TBS-Puffer)

Substanz Molekulargewicht Menge Total
TRIS 121,14 %/mol 60,59

NaCl 58,44 9/mo 875¢

Agua dest. Ad 1.000 ml

Tris und NaCl wurden in 800 ml Aqua dest. gelost und der pH 7,6 mit 1M HCI eingestellt.
Danach wurde das Volumen auf 1.000ml aufgefullt.
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1x TBS flr Immunprézipitation

Substanz Molekulargewicht Menge Total
TRIS 121,14 Y mor 180g

NaCl 58,44 Y moi 4409

Aqua dest. Ad 5.000ml

Tris und NaCl wurden in 4500 ml Aqua dest. geldst und der pH 7,4 mit 1M HCI eingestellt.

Danach wurde das Volumen auf 5.000ml aufgefullt.

10x Towbin-Puffer

Substanz Molekulargewicht Menge Total
TRIS 121,14 9ol 60,57 g
Glycin 75,07 Yol 288,23 ¢
Agua dest. Ad 2.000 ml

1x Towbin-Puffer

Substanz ~ Molekulargewicht ~ Menge Total
10x Towbin-Stocklésung 100 ml
Methanol 32,04 9/mol 200 ml
Aqua dest. Ad 1.000 ml

2.1.3 Gebrauchsfertige Losungen

10 % Ammoniumpersulfat-Ldsung (APS)

Substanz Molekulargewicht Menge Total
APS 228,18 9/mo 5¢
Agua dest. Ad 50 ml

Die Lagerung erfolgte aliquotiert bei -20 °C, die Verwendung bei 4 °C.

Ix EZL
Substanz Molekulargewicht Menge Total
5x EZL Stocklésung 10 ml
Aqua dest. 40 ml

Direkt vor der Verwendung wurde mit TRIS ein pH von 7,4 eingestellt

100x Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Substanz Molekulargewicht Menge Total
PMSF 174,19 Yol 0,174 g
In Dimethylsulfoxid (DMSO) 78,13 Ymol 10 mi
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Radioimmunprazipitations-Puffer (RIPA-Puffer)

‘Substanz Molekulargewicht ~ Menge Total
Nonidet P-40 600 9/mol 10 ml
Na-Deoxycholat 414,57 Yol 25ml
EDTA 292,24 9o 1ml
TRIS 121,14 Yol 790 mg
NaCl 58,44 Yol 900 mg
Agua dest. Ad 100 ml

Gebrauchsfertiger RIPA-Puffer

Substanz ~ Molekulargewicht ~ Menge Total
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) | 174,19 %mo 173 pl
RIPA Ad 10 ml

Pro 10 ml gebrauchsfertigen RIPA-Puffers wurde 1 Tablette Complete Mini EDTA-freier

Proteaseinhibitor™ hinzugegeben und aufgelost.

1x PBS/Glucose (11mM)

Substanz Molekulargewicht Menge Total
10x PBS Stockldsung 100 ml
Glucose-Monohydrat 198,17 Ymol 2,18 ¢

Agua dest. Ad 1.000 ml

4 % Paraformaldehyd

Substanz Molekulargewicht Menge Total
Paraformaldehyd 30,03 Ymol 409
1x PBS 411.04 9/mol Ad 1.000 ml

6x Ladepuffer (Westernblot)

Substanz Molekulargewicht Menge Total
TRIS-HCI 375 mM
SDS 288,37 Ymol 9%
Glycerin 92,09 Ymol 50 %
B-Mercaptoethanol 78,13 Ymol 9%
Bromphenolblau 669,96 Ymol 0,03 %
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2.1.4 Kits

Name Hersteller Artikelnr.

exoRNeasy Serum/Plasma Midi Kit QIAGEN GmbH, Hilden, D 77044

Mem-PER™ Plus Membrane Protein Extraction Kit Thermo Fisher Scientific Inc., 89842
Waltham MA, USA

PureLink™ PCR Micro Kit (Schwanzspitzen-PCR) Thermo Fisher Scientific Inc., K310250
Waltham MA, USA

RC DC Protein Assay Reagents Package BIO-RAD, Hercules CA, USA 500-0120

RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit Thermo Fisher Scientific Inc., K1631
Waltham MA, USA

RNeasy Micro Kit QIAGEN GmbH, Hilden, D 74004

Total Exosome Isolation Invitrogen, Thermo Fisher 4478359
Scientific Inc., Waltham MA, USA

2.1.5 Enzyme
Hersteller Artikelnr. Spezifische Aktivitat
DNase | Roche Diagnostics, Rotkreuz, CH 10104159001 200 Y/mi
Papain Roche Diagnostics, Rotkreuz, CH 11284932001 12 Y/

2.1.6 Oligonukleotide

PCR-Primer (durch Metabion synthetisiert)

Gen Sequenz

VAMP7 forward 5¢-CCC GCC AGA CGG TAC TCG GT-3°
reverse 5-AGT TTG GTG GTT TCC ACC TTG GCA-3°

Cre forward 5¢-ATT TGC CTG CAT TAC CGG TC-3¢
reverse 5¢-ATC AACGTTTTGTTT TCG GA-3°

Tox forward 5‘-CGT GTT CCACTC GAAGAG TT-3¢
reverse 5-GGC AAAACTTCATTT GCATT-3°

TagMan-Primer

Gen Sequenz Amplikon Sonden-Nr.

forward 5¢-ACG GAC CTC CAC TTC CTC TT-3°| 74bp 78
reverse 5*-CAGCTCCTT CTG TCC CTT CA-3°

VAMP2 forward 5¢CCA  AGC TCA AGC GCA AAT-3|112bp 31
reverse 5°-GGG ATT TAA GTG CTG AAG TAA ACG-3¢

VAMP3 forward 5-TTG AAA CAA GTG CTG CCA AG-3°| 70bp 31
reverse 5¢-ATC CCT ATC GCC CAC ATC T-3°
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VAMP4 forward 5¢-TGC AAG AGA ATA TTA CAA AGG TAATTG-3¢ | 95bp 91
reverse 5¢-GAA AGC GGT GGC ATT ATC C-3¢

VAMP5 forward 5¢-GAG TTG GAG CAG CGT TCA G-3|74bp 17
reverse 5-TGG GCT AAAGTC TTG GTT GTC-3°¢

VAMP7 forward 5¢-GAC CTT CGC CccC TCA GTC-3¢ | 74 bp 78
reverse 5¢-AGA ATG GCC ATG ACT TCA ATC T-3¢

VAMPS8 forward 5¢-CCT CCG AAA CAA GAC AGA GG-3|125bp 31
reverse 5‘-GGA CAA TCA CAC AGATGA CA-3¢

CD29 forward 5¢-CAC AAC AGC TGC TTC TAA AAT TG-3¢| 103bp 41
reverse 5¢-TCC ATA AGG TAG AGA TCA ATA GGG-3¢

Glul forward 5¢-GCC CAA GTG TGT GGA AGA G-3°|117bp 58
reverse 5°-AAG GGG TCT CGA AAC ATG G-3¢

Nrl forward 5¢-TGC CTT TCT GGT TCT GAC AGT-3]93bp 53
reverse 5¢-GAA AGC CAT TCT GGG ACT GA-3¢

Rho forward 5¢-TCT ATA ACC CGG TCA TCT ACA TCA T-3| 131bp 53
reverse 5¢-GCT GGT CTC CGT CTT GGA-3¢

BoNT/B forward 5¢-CTG GCC CAG GTC CAA  ATA-3°| 130bp 2
reverse 3‘-CGT GTT CCACTC GAAGAG TTT-5¢

Rlbpl forward 5¢-AAG GGC TTC ACC ATG CAG-3*|91bp 74
reverse 5¢-ACC TGG CTG GGA ATG AAT C-3¢

VGLUT1 forward 5-GCA ACG ACA GCC TTT TGC-3°| 116bp 58
reverse 3‘-CCG AAG CTG CCATAG ACATAG-5¢

VGLUT2 forward 5¢-TGG CTA CAA CCT TTT GTG-3¢ | 66 bp 67
reverse 3‘-GGA TAC CAG CTA AGG GCA TTG-5¢

VGLUT3 forward 5GTG CAT TAC GGC TGT GTC ATT-3‘| 72bp 22
reverse 3-GCA GGC AGG GTA GGT CAC-5¢

CD11b forward 5¢-GAC TCT CATGCC TCCTTT GG-3¢ 78 bp 68
reverse 5¢-GTG GGT CCT GGA CAT GTT G-3¢

lcam2 forward 5¢-GCA CTC GGA GAG TCT CAA CA-3¢ 65 bp 75
reverse 5-GCTGCAGCTTCAGTGTGACT-3¢

Sonden

Sonden-Nr.

17

22

31

41

53

58

67

Avrtikelnr. (Roche Diagnostics, Penzberg, D)

04684982001

04686900001

04686969001

04687647001

04688007001

04688503001

04688554001

04688660001
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68 04688678001
74 04688970001
75 04688988001
77 04689003001
78 04689011001
91 04692080001
95 04692128001
106 04692250001
2.1.7 Chemikalien

Name ~ Hersteller ~ Artikelnr.
Antibiotic-Antimycotic (100X) Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham MA, USA | 15240062
Protein-G-Beads (IP) Zur Verfligung gestellt — Dr. Stefanie Hauck

(Helmholtz Zentrum Miinchen)
Kontroll-1gG rabbit (IP) Zur Verfugung gestellt — Dr. Stefanie Hauck
Kontroll-1gG mouse (IP) Zur Verfugung gestellt — Dr. Stefanie Hauck
Agarose Biozym, Hessisch Oldendorf, D 840004
Albumin Fraktion V (BSA) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D 8076.4
Ammoniumpersulfat AppliChem GmbH, Darmstadt, D A0834
Anti-Biotin MicroBeads Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D 120-000-900
Borséaure Merck Millipore, Darmstadt, D 1.00165
CaCl2 *« 6H20 AppliChem GmbH, Darmstadt, D A4689
CD11b MicroBeads Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D 130-049-601
CD31 MicroBeads Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D 130-097-418
Cg:nplete Mini EDTA-free Proteaseinhibitor Roche Diagnostics, Penzberg, D 04693159001
Thl.
(D+)-Glucosemonohydrat AppliChem GmbH, Darmstadt, D A3730
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck Millipore, Darmstadt, D 1.02931
Ethanol Avantor Performance Materials, Center Valley, 8006

USA
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA EDS-100G
Glutaraldehyd (fur Exosomen-EM) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D 3778.1
Goat Anti-Rat 1gG MicroBeads Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D 120-000-291
HEPES AppliChem GmbH, Darmstadt, D A3724
KCI AppliChem GmbH, Darmstadt, D A2939
KH2PO4 Merck Millipore, Darmstadt, D 1.04873
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MACS® NeuroBrew-21

MACS® Neuro Medium

Methanol

MgCl2 « 6H20

Midori Green

Milchpulver

Na2HPO4 - 2H20

NaCl

Natriumdeoxycholat

Nonidet P-40 (NP40)

Normal Donkey Serum

Normal Goat Serum
Paraformaldehyd (PFA)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Precision Plus Protein™ Dual Xtra Standards
ProLong® Gold antifade reagent with DAPI
ProtoGel® Stacking Buffer
RNaseZap®
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris ultrapure

Triton X-100

Tween-20

ULTRA PURE ProtoGel®
Wasserstoffperoxid (H202)
B-Mercaptoethanol

WesternSure® PREMIUM Chemiluminescent
Substrate

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
Merck Millipore, Darmstadt, D
AppliChem GmbH, Darmstadt, D
Biozym, Hessisch Oldendorf, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Merck Millipore, Darmstadt, D
AppliChem GmbH, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA
AppliChem GmbH, Darmstadt, D
Abcam, Cambridge, UK

Abcam, Cambridge, UK

AppliChem GmbH, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA
BIO-RAD, Hercules CA, USA

Life Technologies, Eugene OR, USA
National diagnostics, Atlant GA, USA
Life Technologies, Eugene OR, USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
AppliChem GmbH, Darmstadt, D
AppliChem GmbH, Darmstadt, D
AppliChem GmbH, Darmstadt, D
National diagnostics, Atlant GA, USA
Merck Millipore, Darmstadt, D
Merck Millipore, Darmstadt, D

LI-COR Biotechnology, Lincoln NE, USA

130-093-566

130-093-570

1.060009

A4425

617006

T145.3

1.066580

A2942

D6750

A1694

ab7481

ab7475

A3813

P7626

161-0377

P36935

EC-893

AM9782

2367.1

A1086

A4975

A1389

EC-890

1.07209

8.05740

92695000

2.1.8 Antikorper

Primare Antikorper

Hersteller

a-Calretinin goat

Swant, Marly 1, CH

Artikelnr.

6B3
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a-CD29 mouse
a-CRALBP rabbit
a-GFAP mouse
a-Glutaminsynthetase mouse
a-lbal rabbit
a-RLPB1 rabbit
a-VAMP1 rabbit
a-VAMP3 rabbit
a-VAMP5 rabbit
o-VAMP7 mouse
a-CD63 rabbit
a-CD9 rabbit
a-beta-Aktin mouse

Beckton Dickinson, Franklin Lakes NJ, USA
Santa Cruz Biotechnology, Dallas TX, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA

Merck Millipore, Darmstadt, D
Wako, Osaka, JP

Proteintech Group, Chicago IL, USA
Synaptic Systems, Géttingen, D
Synaptic Systems, Géttingen, D
Synaptic Systems, Géttingen, D
Synaptic Systems, Géttingen, D
BioCat, Heidelberg, D

BioCat, Heidelberg, D

Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA

610468

sc-28193

G3893

MAB302

019-19741

15356-1-AP

104 002

104 103

176 003

232011

EXOAB-CD63A-1-SBI

EXOAB-CD9A-1-SBI

A5316

Sekundare Antikorper

Name Host Hersteller Artikelnr.
a-goat Cy3 donkey | Jackson IR 705-165-147
a-mouse Cy2 donkey | Jackson IR 715-225-150
a-rabbit Cy3 donkey | Jackson IR 711-165-152
a-rabbit Cy5 donkey | Jackson IR 711-175-152
a-mouse Alexa Fluor® 488 goat Life Technologies, Eugene OR, USA A28175
a-Rabbit 1gG, H & L Chain Specific goat Calbiochem, Merck Millipore, Darmstadt, D 401315
Peroxidase Conjugate (Western Blot)
a-Mouse I1gG, H & L Chain Specific goat Calbiochem, Merck Millipore, Darmstadt, D 401215
Peroxidase Conjugate (Western Blot)
a-Rabbit 1IgG HRP (CD63-Western Blot) goat BioCat, Heidelberg, D EXOAB-
CD63A-1-SBI
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2.1.9 Verbrauchsmaterial

Name

24 well Zellkulturplatte

96 well ELISA Mikrotiterplatte
Agfa Cronex 5 Rontgenfilm
BD Microlance™ 3 30G

BD Microlance™ 3 Nr. 16, 23G
BD Microlance™ 3 Nr. 20, 27G
BD Plastipak™ Spritze 1 ml
Cellstar® Tubes, 15 ml

Cellstar® Tubes, 50 ml

Cryomold®-Einbettschalchen M, 15x15x5 mm
Deckgléser 24x50 mm

Deckgléser @ 24 mm

Eppendorf Tubes® 5,0 mi

Immobilion®-P Transfer Membrane

MicroAmp® Optical 384-Well Reaction Plate
MicroAmp® Optical Adhesive Film
Objekttrager POLYSINE™

ParafilmR ,,M*

Pasteurpipetten 150 mm

Pipettenspitzen Graduiert 100-1250 pl
Pipettenspitzen Mikro 1-200ul
Pipettenspitzen Mikro, graduiert 0,1-10ul1

Pipettenspitzen, Matrix™ 30pl

Probenréhrchen 0,5 ml DNA-, DNase, - RNasefrei
Reagiergefald 0,5 ml, PP
Reagiergefal 1,5 ml SafeSeal

Reagiergefald 2,0 ml SafeSeal

Combitips Advanced® 0,1 ml, Eppendorf Quality™
Combitips Advanced® 1,0 ml, Eppendorf Quality™

Combitips Advanced® 5,0 ml, Eppendorf Quality™

MACS® Separation Columns Large Cell Columns

" Hersteller

Corning Inc., Corning NY, USA

Greiner Bio-One, Frickenhausen, D

A. Hartenstein, Wirzburg, D

Beckton Dickinson, Franklin Lakes NJ, USA
Beckton Dickinson, Franklin Lakes NJ, USA
Beckton Dickinson, Franklin Lakes NJ, USA
Beckton Dickinson, Franklin Lakes NJ, USA
Greiner Bio-One, Frickenhausen, D

Greiner Bio-One, Frickenhausen, D
Eppendorf AG, Hamburg, D

Eppendorf AG, Hamburg, D

Eppendorf AG, Hamburg, D

Sakura Finetek, Torrance CA, USA

VWR, Darmstadt, D

VWR, Darmstadt, D

Eppendorf AG, Hamburg, D

Merck Millipore, Darmstadt, D

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D

Life Technologies, Carlshad CA, USA

Life Technologies, Carlshad CA, USA
VWR, Darmstadt, D

VWR, Darmstadt, D

VWR, Darmstadt, D

VWR, Darmstadt, D

VWR, Darmstadt, D

VWR, Darmstadt, D

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham MA,
USA

Biozym, Hessisch Oldendorf, D
Sarstedt, Niimbrecht, D
Sarstedt, Niimbrecht, D

Sarstedt, Niimbrecht, D

Artikelnr.

3527

655 101

RFO1

304000

300800

302200

300013

188 271

227 261

0030 089.405

0030 089.430

0030 089.456

4566

631-1574

631-1583

0030 119.460

IPVVH00010

130-042-202

4309849

4311971

663-0107

291-1212

612-101

613 -1062

613-1066

613-1068

7431

710690

72.699

72.706.400

72.695.400
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SafeSeal Tips Filterspitzen, 10 pl
SafeSeal Tips Filterspitzen, 100 pl
SafeSeal Tips Filterspitzen, 1250 pl

Schraubverschlisse mit Dichtring DNA-, DNase-,

RNasefrei

Serologische Pipette, 10 ml
Tissue Culture Dish 100x20 mm
Tissue Culture Dish 35x10 mm
Tissue Culture Dish 60x15 mm
Tube Stripes 0,2 ml
Waégeschiffchen, 140x140x22 mm
Waégeschiffchen, 46x46x8 mm
Wageschiffchen, 85x85x24 mm
Whatman™ Gel Blotting Paper

Whatman™ Membran Filter 0,45 pm, @50 mm

Biozym, Hessisch Oldendorf, D 770020
Biozym, Hessisch Oldendorf, D 770100
Biozym, Hessisch Oldendorf, D 770600
Biozym, Hessisch Oldendorf, D 710716
Sarstedt, Numbrecht, D 86.1254.001
Sarstedt, Numbrecht, D 83.1802
Sarstedt, Numbrecht, D 83.1800
Sarstedt, Numbrecht, D 83.1801
Peglab, Erlangen, D 82-1182-A
VWR, Darmstadt, D 611-9170
VWR, Darmstadt, D 611-0093
VWR, Darmstadt, D 611-9176
GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK 10 426 994
GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK 10409 772

2.1.10 Geréte

Geratename Gerat

Axiolmager.Z2

Mikroskop
EasyPhor PAGE Mini Westernblot System
Gasprofi 1 micro Gasbrenner
ImageJ, Version 1.48v Computerprogramm
KERN 440-21N Prazisionswaage
Lab 850 pH-Meter
Mastercycler® gradient PCR-Cycler

Matrix™ Equalizer 30 pl Mehrkanalpipette

Mikro 120 Zentrifuge

MR Hei-Standard Magnetrihrer

Multifuge 3L Zentrifuge

NanoDrop ND-1000 Konzentrationsbestimmung
von RNA

Nikon C-PS Mikroskop

Odyssey® Fc Imaging System | Western Blot Imager

Hersteller

Carl Zeiss, Oberkochen, D

Biozym, Hessisch Oldendorf, D

WLD-TEC, Géttingen, D

National Institutes of Health, USA

KERN & Sohn GmbH, Balingen, D

Sl Analytics GmbH, Mainz, D

Eppendorf AG, Hamburg, D

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
Hettich AG, Bach, CH

Heidolph Instruments GmbH&Co. KG, Schwabach, D
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham MA, USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham MA, USA

Carl Zeiss, Oberkochen, D

LI-COR Biotechnology, Lincoln NE, USA
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»Q Active* Hybrid
Quadrupole Orbitrap MS

Sigma 1-14K

Sprout

Thermomixer® compact
Titramax 100

Trans-Blot Turbo Transfer
System

Transferpette® S

Varioskan™ Flash
Multimode Reader

ViiA 7™
Vortex-Genie® 2

WiseTherm® HPLP-C-P

Massenspektrometer

Tischkihlzentrifuge
Minizentrifuge
Thermomixer
Mikrotiterplatten-Schuttler

Westernblot System

Mikroliterpipetten

ELISA-Reader

Real Time PCR-System
Vortexer

Digitale Heizplatte

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham MA, USA

Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode am Harz, D
Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, D
Eppendorf AG, Hamburg, D

Heidolph Instruments GmbH&Co. KG, Schwabach, D

BIO-RAD, Hercules CA, USA

Brandt, Wertheim, D

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham MA, USA

Life Technologies, Carlsbad CA, USA
Scientific Industries Inc., Bohemia NY, USA

WITEG Labortechnik GmbH, Wertheim, D

2.2 Methoden
2.2.1 Bestimmung der Maus-Genotypen

Als Versuchstiere wurden je nach Versuch sowohl Wildtyp-Mé&use als auch transgene Mause
verwendet (Kapitel 2.1.1). Zur Bestimmung der Genotypen der transgenen Mause erfolgte vor
der Untersuchung der Netzhdute jeweils eine Genotypisierungs-PCR. Dazu wurde aus
Schwanzbiopsien genomische DNA isoliert, die mithilfe einer PCR auf die Anwesenheit der
Transgene VAMP7, Cre und Tox/GFP untersucht wurde (jeweilige Primersequenzen in Kapitel
2.1.6) und mittels Gelelektrophorese dargestellt wurde. Hierflir wurden je 2 pul DNA verwendet
und nach abgebildetem Pipettierschema vorbereitet (Tab. 3), wobei alle Pipettierschritte auf Eis
durchgefiihrt wurden. AnschlieBend erfolgte die PCR nach Gen-abhdngigem Protokoll im
Thermocycler (Jansohn und Rothhdmel 2012, S. 68-76 und S. 135-143).

Die erhaltenen Produkte wurden im Folgenden gelelektrophoretisch analysiert.
Hierfiir wurde standardmaRig ein 2%iges Agarose-Gel verwendet, fir das 4 g Agarose in
200 ml 1x TBE aufgekocht wurden und bei einer Temperatur von 60 °C Midori Green
(0,004 %, entspricht 8 pl auf 200 ml, als Alternative zu Ethidiumbromid) hinzugegeben wurde.
Nach Auftragung der Proben und des GroRenstandards erfolgte der Lauf bei 200 V fir

25 Minuten. Anschliefend konnten die Banden unter UV-Licht detektiert werden.
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Tabelle 3: Pipettierschema fiir die Genotypisierungs-PCR aus Schwanzspitzen

Substanz

Template-DNA 2ul
Mastermix 6,25 pl
Primer 1+2 (je 1:10 mit Aqua dest.) 1,25 pl
Aqua dest. 2,5 ul

2.2.2 Préparation der murinen Retina

Abbildung 7: Praparationsschritte der Mausretina. (A) Offnen des Bulbus entlang der Ora serrata; (B) Ausstreichen der
Retina aus dem gedffneten Augenbecher.

Grundlage flr jedes Experiment war zunéchst die Praparation der Netzhaut. Hierfur war ein
zligiges Vorgehen sehr wichtig, um ein Austrocknen des Gewebes mit konsekutivem Zelltod
zu verhindern. Direkt nach dem Toten der Mause mittels Kohlendioxid mussten die Bulbi mit
einer gebogenen Pinzette entnommen werden und in PBS/Glucose auf Eis gegeben werden. Die
weitere Praparation erfolgte unter dem Binokularmikroskop. Zu Beginn wurde der Bulbus auf
dem Deckel eines 35mm-Petrischalchens mit dem Skalpell durch einen kleinen Einschnitt
dorsal der Ora serrata erdffnet (Abb. 7A). Mittels nach ventral greifender gerader Pinzette
konnte das Auge durch diese Offnung fixiert werden. AnschlieRend wurde die Hornhaut
rundherum entfernt, indem mithilfe einer feinen Schere moglichst wenige Schnitte entlang der
Ora serrata gemacht wurden (Abb. 7A). Linse und Glaskorper wurden dann mit einer
gebogenen Pinzette aus dem Augenbecher herausgestreift.

Die anschlieBende Entnahme der Retina an sich wurde erleichtert, wenn die sphérische Form
des Augenbechers zunéchst erhalten blieb. Deshalb erfolgte der letzte Praparationsschritt
schwimmend in PBS/Glucose: Die schwimmende Retina musste ganz vorsichtig mit einer

gebogenen Pinzette aus dem Augenbecher gestrichen werden (Abb. 7B), wodurch auch
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automatisch der Sehnerv durchtrennt wurde. Sie wurde in PBS/Glucose auf Eis gegeben und

konnte dann den weiteren Analysen zugefuhrt werden.
2.2.3 Histologische Untersuchungen

Histologische Analysen wurden sowohl an Retinaschnitten als auch an retinalen
Flachpréparaten durchgefthrt.

2.2.3.1 Herstellung und Immunfluoreszenzfarbung

von Retinaschnitten
2.2.3.1.1 Anfertigung von Retinaschnitten

Nachdem die Retina wie unter 2.2.2 beschrieben vorbereitet worden war, wurde sie vorsichtig
mithilfe eines feinen Pinsels auf eine mit PBS/Glucose angefeuchtete Whatman®-Membran
uberfuhrt und darauf ausgebreitet, soweit es ihre spharische Form zuliel?. Nach 60-min(tiger
Fixierung mit 4%iger Paraformaldehyd-L6sung wurde das Gewebe mit PBS gewaschen und in
3%ige Agarose eingebettet. Dazu wurde Agarose in PBS aufgekocht und mit ihr nach Abkiihlen
auf 52 °C ein Cryomold®-Einbettschalchen etwa zur Halfte befiillt. Die fixierte Retina wurde
darin zlgig etwa rechtwinklig zum Schalchenboden orientiert und sofort mit weiterer Agarose
uberschichtet. Sowohl fixierte als auch eingebettete Retinae konnten bis zur weiteren
Verwendung bei 4 °C in PBS aufbewahrt werden.

Nach vollstandigem Ausharten wurden am Vibratom in PBS Schnitte einer Schichtdicke von
70 um hergestellt. Dabei war darauf zu achten, dass die Retina mdglichst gerade ausgerichtet

war, damit parallel zur Ausrichtung der Mullerzellen geschnitten wurde.
2.2.3.1.2 Immunfluoreszenzfarbung von Retinaschnitten

Fir die Farbungen wurde zwischen zentralen und peripheren Schnitten unterschieden. Zentrale
Schnitte konnten daran erkannt werden, dass der Sehnerv angeschnitten war. Diese wurden
mittels DAPI, o-lbal (ionized calcium binding adapter molecule 1), o-GLUT
(Glutaminsynthetase) und a-Calretinin gefarbt, periphere Schnitte mittels DAPI, a-lbal und
a-VAMP7.

Pro Farbung wurde jeweils eine Kavitat einer 24-Well-Mikrotiterplatte verwendet. Nach
Vorlegen von je 1 ml PBS wurden jeweils fiinf Retinaschnitte mit einem Pinsel in eine Kavitét

uberfuhrt. Insgesamt wurden pro Féarbung je 300 pl der Blockier- und Antikorperldsungen
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(Tab. 4) sowie 400 pl der Waschlésungen verwendet. Alle Inkubations- und Waschschritte
erfolgten auf einem Schuttler bei 150 rpm.

Zunéchst wurden die Schnitte 60 Minuten bei Raumtemperatur blockiert. Dies erfolgte in
PBS/3 % DMSO/1 % Triton + 5 % Normalserum. Dabei wurde Eselnormalserum verwendet,
da aus dieser Spezies die jeweiligen sekundédren Antikorper stammten. Die Inkubation mit den
Priméarantikorpern erfolgte tGber Nacht bei 4 °C (Tab. 4). Bei Raumtemperatur erfolgten
anschlieBend drei Waschschritte a 15 Minuten in PBS/1 % BSA, woraufhin die lichtgeschiitzte
Inkubation mit den jeweiligen sekundaren Antikorpern (Tab. 5) in PBS/1 % BSA (ber Nacht
bei 4 °C durchgefiihrt wurde. Vor dem Eindecken folgten drei weitere jeweils 15-mindtige
Waschschritte mit PBS bei Raumtemperatur, anschlieBend war destilliertes Wasser in die
Kavitdten zu geben. Flr das Eindecken auf einem Objekttrager wurde ein groRer Tropfen Aqua
dest. auf einen Objekttrager pipettiert, in den dann alle Schnitte einer Farbung mit dem Pinsel

uberflhrt und darin orientiert wurden. Nach dem vorsichtigen Abnehmen von uberfliissigem
Aqua dest. mit einer Pasteurpipette wurden die Retinaschnitte mit ProLong® Gold Antifade

Mountant with DAPI und Deckgléschen eingedeckt.

Tabelle 4: Primére Antikdrper fur die Immunfluoreszenzfarbung von Retinaschnitten

Verdiinnung
a-1bal (ionized calcium binding adapter molecule 1) rabbit 1:500
a-Calretinin goat 1:500
a-GLUT (Glutaminsynthetase) mouse 1:500
a-VAMP7 mouse 1:500

Tabelle 5: Sekundare Antikorper fur die Immunfluoreszenzfarbung von Retinaschnitten

Verdiinnung
a-goat Cy3 donkey 1:100
a-mouse Cy2 donkey 1:100
a-rabbit Cy5 donkey 1:200

2.2.3.2 Herstellung und Immunfluoreszenzférbung

von retinalen Flachpréparaten

Als retinales Flachpraparat bezeichnet man ein Komplettpraparat, welches ungeschnitten
gefarbt wird. Die Herstellung der Flachpréaparate erfolgte ahnlich zur eben beschriebenen
Herstellung der Retinaschnitte. Nach Fixierung in Paraformaldehyd-L&sung und Waschen in
PBS wurden die Retinae jedoch nicht in Agarose eingebettet und zu Schnitten weiterverarbeitet,

sondern jeweils geviertelt fur die Farbung verwendet. Initial nicht gefarbte Retinae konnten bei
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4 °C in 10%igem Natrium-Azid aufbewahrt werden. Alle Inkubations- und Waschschritte
erfolgten analog zur oben beschriebenen Immunfluoreszenzfarbung der Retinaschnitte
(Kapitel 2.2.3.1.2, Tab. 4+5). Gefarbt wurde mittels o-Ibal und DAPI. Da bei den retinalen
Flachpraparaten jedoch makroskopisch nicht beurteilbar war, welche Seite die Innen- und
welche die Aullenseite war, mussten sie so eingedeckt werden, dass sie von beiden Seiten
mikroskopierbar waren. Hierflr wurden sie zwischen zwei Deckglaschen eingedeckt, damit das

Préparat beim Mikroskopieren auf die geeignete Seite gewendet werden konnte.
2.2.4 Millerzellisolation mittels MACS® Cell Separation

Ausgangspunkt fir jedes Mullerzellexperiment war zunéchst die Isolation der Millerzellen aus
der Netzhaut. Im Verlauf meiner Arbeit wurden durch meine Arbeitsgruppe mehrere Varianten
des Protokolls zur Muillerzellisolation erprobt und weiterentwickelt. Im Folgenden wird das
Vorgehen dargestellt, das sich als am effizientesten erwies. Um die Zellen nicht zu beschéadigen
und im Speziellen die Fortsatze der Mullerzellen nicht abzureillen, mussten sie mit gréiter
Behutsamkeit behandelt werden. Deshalb wurden fir alle Wasch-, Dissoziations- und
Resuspensionsschritte hei polierte fire-polished-Pasteurpipetten mit ausreichend grofRen
Offnungen verwendet. Diese wurden vorher selbst angefertigt, indem die Glaspipetten zunachst
gekurzt wurden und dann die Schnittkanten zur Glattung mit einem Gasbrenner kurz

abgeflammt wurden.
2.2.4.1 Vorbereitung der Zellsuspension

Fur die Mllerzellisolation wurden die praparierten Retinae (Kapitel 2.2.2) in ein Eppendorf-
Cup (1,5 ml) mit PBS/Glucose-L6sung tberfiihrt. Nach Zugabe von 40 ul Papain auf 1 ml
PBS/Glucose erfolgte der Verdau fur 30 Minuten bei 37 °C. Dabei wurde der Cup etwa alle
10 Minuten kurz behutsam invertiert. Nach drei vorsichtigen Waschschritten mit PBS/Glucose-
Losung wurde ausgetretene DNA durch den Einsatz von 10 ul DNase I auf 1 ml PBS/Glucose
flr vier Minuten bei Raumtemperatur abgebaut. Auch hier wurde der Cup zwischendurch
vorsichtig invertiert.

Nach Abpipettieren des Uberstands wurden die Retinae in 1 ml EZL-L6sung auf schonende

Weise solange dissoziiert, bis eine moglichst homogene Zellsuspension entstand.
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2.2.4.2 Isolation von Miullerzellen, Endothelzellen,

Neuronen und Mikroglia aus der Netzhaut

Die Isolation von einzelnen Zellpopulationen aus der Netzhaut gelang durch positive Selektion
mithilfe des MACS®-Systems der Firma Miltenyi Biotec (Abb. 8), dem Goldstandard fiir
Zellseparationen (Gritzkau und Radbruch 2010). Dieses Magnetic Cell Separation-System

besteht aus einem Magneten (MACS® Separator), Saulen (MACS® Columns), sowie den
MACS® MicroBeads. Die Saulen werden in den Magneten eingespannt und enthalten

ferromagnetische Kugeln, die das Magnetfeld verstarken. Die MACS® MicroBeads sind
superparamagnetische Partikel, die mit spezifischen Antikdrpern konjugiert sind. Diese binden
entweder direkt an ein bestimmtes Antigen der Zielzelle oder indirekt durch das Koppeln von
Anti-Biotin-MicroBeads an einen Biotin-markierten Antikorper.

In der Praxis funktioniert dies folgendermal3en: Nach Zusammengeben von Zellsuspension und
Antikorper-gekoppelten MicroBeads sind die Zielzellen der Suspension durch Kopplung von
Antigen-Antikorper-Komplexen entsprechend magnetisch markiert (Abb. 8A). Aufgrund des
Magnetfelds werden sie deshalb beim Auftragen einer Zellsuspension auf die im Magneten
befindliche Sdule in ihr zuriickgehalten, wahrend nicht markierte Zellen die Séule
unbeeintrachtigt passieren konnen (Abb. 8B). AnschlieBend wird die Sdule aus dem Magnetfeld
entfernt und die so nicht mehr magnetisch angezogenen Zielzellen kdnnen eluiert werden
(Abb. 8C).

I &
Q
A B C

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Zellseparation mittels MACS®-System. (A) Magnetische Markierung der
Zielzellen; (B) Magnetische Separation der Zielzellen; (C) Elution der markierten Zellfraktion (Miltenyi Biotec 2017, S. 4).

In dieser Arbeit wurden nacheinander fir die Isolation von Mikroglia anti-CD11b-direkt
gekoppelte Beads (Lim et al. 2013), fur die von Endothelzellen anti-CD31-direkt gekoppelte
Beads (Mbagwu und Filgueira 2020), und flr die von Millerzellen Biotin-CD29-Antikorper

(Grosche et al. 2016) sowie Anti-Biotin-Beads verwendet. Nach Zugabe des jeweiligen

Antikorpers wurden die Zielzellen jeweils mithilfe der MACS®-Saulen isoliert (entsprechende
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Volumina in Tab. 6). In den ersten Versuchen wurden initial nur Mullerzellen, bzw. nur
Mdillerzellen und Mikroglia isoliert, bevor in spéateren Versuchen auch Endothelzellen isoliert
wurden. Welches Protokoll jeweils verwendet wurde, ist an entsprechender Stelle im

Ergebnisteil markiert.

Alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei 4 °C fir 10 Minuten mit 300 g. Die retinale
Zellsuspension (Kapitel 2.2.4.1) wurde nach Zentrifugation und Uberstandsabnahme in EZL
resuspendiert. Anschlielend erfolgte die Inkubation mit anti-CD11b-gekoppelten Beads fur
15 Minuten bei 4 °C. Nach erneutem Verdinnen und Mischen mit EZL mithilfe der oben
beschriebenen, praparierten Pipette erfolgte eine erneute Zentrifugation, Uberstandsabnahme
und das Resuspendieren in EZL. Im Folgenden konnte die Suspension tber die S&ule isoliert
werden und die gleichen Arbeitsschritte analog mit dem CD31-Antikorper durchgefuhrt
werden, einzig mit anderen Volumina (Tab. 6). Fir CD29 musste eine indirekte Kopplung
erfolgen, da fiir dieses Protein keine direkt gekoppelten Beads zur Verfiigung standen. Deshalb
wurde hierflir nach Resuspension zunéchst eine Inkubation mit dem Biotin Anti-Ratte CD29-
Antikorper fiur 10 Minuten bei 4 °C durchgefuhrt, gefolgt von der Zugabe von EZL,
Zentrifugation und Uberstandsabnahme. In einem Zwischenschritt erfolgte dann bei 4 °C fiir
15 Minuten die Kopplung von Biotin-markierten Mullerzellen mit Anti-Biotin MicroBeads.
AbschlieRend konnten die Mullerzellen nach Verdinnung in EZL (ber die Saule eluiert werden.
Die Elution funktionierte folgendermalien: Zun&chst wurden die im Separator (hier
OctoMACS™ Separator) befindlichen Sdulen (hier Large Cell Columns) gespult, indem je
500 pl EZL darauf gegeben und der Durchfluss verworfen wurde. AnschlieBend wurde je eine
Zellsuspension auf eine Sdule pipettiert, gefolgt von drei Spulschritten mit 500 ul EZL. Der
gesamte Durchfluss wurde jeweils als Negativfraktion gesammelt. Fir die anschlieBende
Elution der Positivfraktion wurde die Saule aus dem Magneten genommen und auf ein neues
1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal gesetzt. Mit dem mitgelieferten Stempel wurde 1 ml EZL
zlgig durch die S&ule gedrickt. Die so erhaltene Suspension enthielt dann die jeweiligen
Zielzellen, also Mullerzellen, Mikroglia oder Endothelzellen. Die verbliebene Negativfraktion
enthielt die Neuronen.

Die isolierten Zellfraktionen konnten nachfolgend der weiteren Analyse mittels RNA-
(Kapitel 2.2.5), Protein- (Kapitel 2.2.8) oder Exosomenisolation (Kapitel 2.2.11) zugefiihrt
werden. Alternativ wurden isolierte Mullerzellen durch den Kollaborationspartner Dr. Frank
Pfrieger (INSERM, StraBburg) anhand einer VAMP5-Farbung mittels Licht- und
Elektronenmikroskopie untersucht.
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Tabelle 6: Fur die MACS®-Zellisolation verwendete Volumina

Substanz Volumen
EZL + CD11b direkt gekoppelte Beads 90 pl + 10 pl
EZL + CD31 direkt gekoppelte Beads 80 pl + 20 pl
EZL + Biotin Hamster a-rat CD29 100 pl + 25 pl
EZL + Anti-Biotin MicroBeads 100 pl + 25 pl
EZL nach Inkubation mit Beads bzw. Anti-CD29 500 pl

EZL vor MACS® 1.000 pl

2.2.4.3 Reinheitsprifung der Zellpopulationen

Nach der Zellisolation wurden aus der Mullerzellfraktion und der Negativfraktion Proben fir
die statistische Auswertung der Experimente entnommen. Dies geschah vor weiterfiihrenden
Experimenten mit Millerzellen, um die Reinheit der Proben und deren Aussagekraft
einschétzen zu konnen.

Routinemalig wurden jeweils 50 ul der einzelnen Proben entnommen und mit 150 pul 4%igem
Paraformaldehyd fur 10 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Nach zehnminUtiger
Zentrifugation mit 300 g bei Raumtemperatur wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen,
die Zellen mithilfe einer Pipette, deren Spitze zum Zellschutz abgeschnitten war, in 100 pl PBS
resuspendiert und auf einen Objekttrager Uberfuhrt. Die Praparate wurden bei etwa 43 °C auf
der Heizplatte getrocknet und bis zur Immunfluoreszenzfarbung staubfrei gelagert.

Fur die Farbung wurden die Préparate zuerst mit Lack umrandet, um ein Herauslaufen der
verwendeten LoOsungen zu verhindern. Insgesamt wurden fir die Blockier- und
Antikorperlésungen immer je 100 pul/Objekttrager verwendet. Alle Blockier- und Farbeschritte
erfolgten in einer mit Wasser befillten Inkubationskammer bei Raumtemperatur, damit die
Praparate nicht austrocknen konnten. Als Normalserum wurde immer Serum der Spezies
verwendet, aus welcher der zugehdrige sekundére Antikdrper stammte.

Die Praparate wurden zundchst mit PBS/1 % DMSO/0,3 % Triton + 5 % Normalserum fir
30 Minuten bei Raumtemperatur blockiert. Nach Abkippen der Lésung wurden die priméren
Antikorper in Blockierlosung auf die Prdparate pipettiert und fur eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach drei Waschschritten mit PBS/1 % BSA a 10 Minuten konnten
die sekundaren Antikorper in PBS/1 % BSA auf die Préparate gegeben werden und wieder flr
eine Stunde inkubieren (Antikdrperschema des Primér- und Sekundérantikorpers in Tab. 7).

AbschlieBend wurden die sekundaren Antikorper ebenfalls abgekippt, die Préparate dreimal fir
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jeweils 10 Minuten mit PBS gewaschen und bis zum Eindecken in Aqua dest. gestellt. Nach
vorsichtigem Trocknen erfolgte das Eindecken mit ProLong® Gold Antifade Mountant with
DAPI.

Zusatzlich konnte die Reinheit der einzelnen isolierten Zellpopulationen mittels TagMan®-PCR

(Kapitel 2.2.7) getestet werden.

Tabelle 7: Antikdrperschema fur die Immunfluoreszenzfarbungen der aufgereinigten Zellen

Markierte Zellen  1° Antikdrper Verdiinnung 2° Antikdrper Verdiinnung

1° Antikdrper 2° Antikdrper

Mdillerzellen Mouse a-GLUT 1:500 Goat a-mouse Alexa Fluor 1:1.000
(Matsui Ko, Hosoi Nobutake, 488
Tachibana Masao 1999)

Bipolarzellen Rabbit o-PKCa 1:200 Goat a-rabbit 1gG Cy3 1:1.000
(Proteinkinase C alpha)
(Ruether et al. 2010)

Zellkerne DAPI (bereits im Eindeckmedium enthalten)

2.2.5 RNA-Isolation

Aus den separierten Zellfraktionen (Kapitel 2.2.4.2) konnte mithilfe des RNeasy Micro Kits der
Firma QIAGEN nach dem im Folgenden dargestellten Protokoll des Herstellers RNA isoliert
werden. Diese wurde benétigt, um sie anschlieBend in cDNA umschreiben zu koénnen
(Kapitel 2.2.6) und sie schlieBlich TagMan® Real-Time PCR-Analysen (Kapitel 2.2.7)
zuzufuhren. Alle verwendeten Materialien und Losungen aul3er 3-Ethanol und DNase | wurden
direkt aus dem Kit verwendet.

Vor Beginn der RNA-Isolation wurden die Arbeitsflache und alle verwendeten Materialien
grindlich mit RNaseZap® gereinigt, um eine EinbuBe der Ausbeute durch RNase zu
minimieren. Zudem wurden alle Schritte mit Handschuhen durchgefiihrt. Jede Zentrifugation
geschah bei 12.000 rpm fur 15 Sekunden mit geschlossenem Saulendeckel, sofern nicht im
Folgenden anders erwéhnt. Ausgehend von den Zellsuspensionen wurden die Proben initial bei
2.000 g fir 10 Minuten zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Die zugehdrigen
Zellpellets wurden in 350 ul RLT-Puffer mit 3,5 pl B-Mercaptoethanol mithilfe einer 23G-
Nadel grindlich homogenisiert, was gleichzeitig ein mechanisches Aufbrechen der Zellen zur
Folge hatte. Anschliellend konnte das Homogenisat mit 350 ul 70%igem Ethanol gemischt und
auf die Membran einer RNeasy MinElute spin column aufgetragen werden, die sich auf einem
2 ml-Sammeltube befand. Nach Zentrifugation wurde der sich im Tube befindliche Durchfluss
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verworfen und nach Auftragen von 350 ul RW1-Puffer auf die Saule folgte ein weiterer
Zentrifugationsschritt mit konsekutivem Verwerfen des Durchflusses. Anschliefend erfolgte
bei Raumtemperatur fur 15 Minuten eine Inkubation auf der Sdule mit 10 ul DNase I Stock-
Losung und 70 ul RDD-Puffer, die vorher gut vermischt wurden. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt nach Auftragen von 350 ul RW1-Puffer auf die S&ule wurde das
Sammeltube mitsamt dem Durchfluss verworfen und die jeweilige Sdule auf ein neues
2 ml-Sammeltube gesetzt. Dann konnten 500 ul RPE-Puffer auf die Saule pipettiert werden,
zentrifugiert und der Durchfluss erneut verworfen werden. Nach dem néachsten, diesmal
zweiminutigen Zentrifugationsschritt, der nach Zugabe von 500 ul 80%igem Ethanol erfolgte,
wurde das Sammeltube erneut durch ein neues 2 ml-Sammeltube ersetzt. Zum Trocknen musste
dieses mit der Saule bei gedffnetem Deckel mit 14.000 rpm fur funf Minuten zentrifugiert
werden. Anschliefend konnte die Elution der RNA erfolgen, nachdem Durchfluss und Tube
verworfen und die Sdule auf ein 1,5 ml-Sammeltube gesetzt worden war. Hierfir wurden 14 pl
RNase-freies Wasser zentral auf die Membran gegeben und fir eine Minute bei 14.000 rpm
zentrifugiert. Der Durchfluss enthielt die RNA und musste sofort auf Eis gesetzt werden. Der
Elutionsschritt mit RNase-freiem Wasser wurde ein zweites Mal durchgefihrt, um die
Ausbeute zu erhohen, und ebenfalls sofort auf Eis gelagert. Nach Konzentrations- und
Reinheitsbestimmung der RNA im NanoDrop™-Gerat konnte die RNA bis zur

Weiterverarbeitung bei -80 °C aufbewahrt werden.

2.2.6 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese im Rahmen dieser Arbeit erfolgte als Vorbereitung fiir eine TagMan®-
PCR (Kapitel 2.2.7), ausgehend von aus der Netzhaut isolierter RNA (Kapitel 2.2.5). Hierflr
wurde das RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit von ThermoFisher Scientific
verwendet und anhand des Protokolls des Herstellers vorgegangen. Ziel war das Umschreiben
von je 100 ng RNA pro Probe. Da jedoch bei der RNA-Isolation teilweise nur geringere RNA-
Konzentrationen pro Probe erreicht werden konnten, wurde die Menge der pro Versuch
umzuschreibenden Template-RNA entsprechend der Probe mit der niedrigsten RNA-Menge
reduziert (Volumen je nach jeweiliger im NanoDrop™-Gerat bestimmter RNA-
Konzentration). Analog zur RNA-Isolation wurde mit Handschuhen gearbeitet und alle
Materialien und der Arbeitsplatz wurden vor Experimentbeginn mit RNaseZap® gereinigt. Alle

verwendeten Reagenzien sowie die in Wasser eluierte RNA (Kapitel 2.2.5) standen wahrend
des Protokolls auf Eis.
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Zunachst wurde die Sekundarstruktur der RNA denaturiert, indem ihr in nuklease-freien Stripes
je 1 ul Random-Hexamer-Primer hinzugeftigt wurde und der Ansatz mit RNase-freiem Wasser
auf 12 pl Gesamtvolumen aufgefillt wurde. Nach Mischen mittels vorsichtigem Schnipsen
gegen die Stripes und kurzem Zentrifugieren mussten die Proben fur 5 Minuten bei 65 °C
inkubiert und anschlieBend zum Abkiihlen wieder auf Eis gesetzt werden. Dann wurden je 8 pl
Mastermix hinzugefugt (Pipettierschema in Tab. 8), die Proben erneut gemischt und fiir wenige
Sekunden zentrifugiert. AbschlieBend konnten die Proben im ThermoCycler in cDNA
umgeschrieben (Synthesekonditionen in Tab. 9) und bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C

aufbewahrt werden.

Tabelle 8: Pipettierschema fiir den Mastermix der cDNA-Synthese

Substanz Volumen
5x Reaction Buffer 4ul
RiboLock RNase Inhibitor (20 Y/u) 1l
10mM dNTP Mix 2ul
RevertAid H Minus M — MuLV Reverse Transcriptase (200 Y/,) 1l

Tabelle 9: Konditionen der cDNA-Synthese im MasterCycler

Temperatur

Inkubation bei 25 °C 5 Minuten
Synthese bei 42 °C 60 Minuten
Stop bei 70 °C 5 Minuten
4°C hold

2.2.7 TagMan® Real-Time PCR

Die TagMan® Real-Time PCR ist eine quantitative PCR, deren Ziel es ist, aus der Menge an
amplifiziertem PCR-Produkt auf die Menge an eingesetzter Ausgangs-DNA zu schlieRen. In
dieser Arbeit sollte die Transkriptmenge bestimmter Gene ermittelt werden. Daflir mussen die
PCR-Produkte wéhrend der Reaktion markiert werden. Im vorliegenden Fall wurden hierflr
sequenzspezifische, mit Fluoreszenzfarbstoffen markierte Sondenmolekiile verwendet. Sie
tragen an ihrem 5°-Ende ein Fluorophor und an ihrem 3°-Ende einen Quencher und binden
spezifisch nur an das gewiinschte PCR-Produkt.

Bei der TagMan®-PCR binden nach der initialen Denaturierung (Abb. 9A) wahrend des
folgenden Primer-Bindungsschritts neben den PCR-Primern auch die fluoreszenzmarkierten

Sonden an die Zielsequenz (Abb. 9B). Solange die Sonden intakt sind, unterdriickt der
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Quencher zunéchst das Signal des Fluorophors. Wenn die Tag-DNA-Polymerase jedoch
waéhrend der Synthese des Zweitstrangs die an der cDNA hybridisierte Fluoreszenzsonde
erreicht, wird diese durch die 5-3'-Exonucleaseaktivitat der Tag-Polymerase hydrolytisch
gespalten, sodass Quencher und Fluoreszenz-Reporter getrennt werden. Aufgrund ihres
grolReren Abstands kann das Fluoreszenzsignal dann nicht mehr unterdriickt werden (Abb. 9C).
Eine Anregung des Reporters fuhrt zur Emission eines Fluoreszenzsignals definierter
Wellenlange, das mithilfe eines Light cyclers (Real Time PCR System ViiA 7™, Life
Technologies, Carlsbad, USA) gemessen werden kann. Es ist direkt proportional zur Anzahl
der verbrauchten Sonden bzw. neu gebildeten DNA-Strange und somit proportional zur Menge
der Ausgangs-DNA (Jansohn und Rothhéamel 2012, S. 163-171).

Die Quantifizierung des Signals kann dann entweder absolut oder relativ erfolgen, wobei in
dieser Arbeit das Prinzip der relativen Quantifizierung verwendet wurde. Im optimalen Fall
wird in der Genexpressionsanalytik ein je nach Experiment und Gewebe ausgewahltes sog.
housekeeping-Gen verwendet, dessen Expression in verschiedenen Geweben konstant ist. Das
ermittelte Verhaltnis zwischen Zielsequenz und Referenztranskript kann dann mit dem

entsprechenden Verhaltnis aus anderen TagMan®-Laufen verglichen werden und so die relative

Anderung der Genexpression abgeleitet werden (Jansohn und Rothhamel 2012, S. 163).

Sonde

T T Fluorophor Quencher
| | 1 ] L 11 | L1 |

Hybridisierung

Polymerase
T™TTT — 'L|_|_$ Abbildung 9: Schema der TagMan®-PCR. (A)
| 1] Denaturierung der cDNA; (B) Binden von PCR-Primern

und fluoreszenzmarkierten Sonden an die Zielsequenz;
(C) Spaltung der Fluoreszenzsonde durch die Tag-
Polymerase mit konsekutiver Trennung von Quencher

C und Fluoreszenz-Reporter, sodass das Fluoreszenzsignal
‘L —_— nicht mehr unterdriickt werden kann (adaptiert nach
| | - | - Takara Bio Inc. 2018).
l L1 l 111 ] 11 |
.2
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2.2.7.1 Probenvorbereitung

Konkret musste zunéchst fur jedes Primerpaar ein Mastermix hergestellt werden (Tab. 10).
Dabei war es wichtig, dass die Sonden immer lichtgeschitzt gelagert wurden. Die Anzahl der
Ansatze richtete sich nach der doppelten Anzahl der zu untersuchenden cDNA-Proben mit
zusétzlicher Wasserprobe und zusétzlichen Ansétzen wegen etwaiger Pipettierungenauigkeit.
AnschlieBend wurden die vorbereiteten cDNA-Proben (20 ul; 2.2.6) auf Eis aufgetaut und mit
je 40 ul Millipore-Wasser aufgefullt.

Tabelle 10: Mastermix fir die TaqMan®-PCR (pro cDNA-Probe)

Substanz Volumen

2x Mastermix 5ul
Forward Primer (1:10 verdunnt) 1l
Reverse Primer 1l
Sonde (je nach Primer) 0,125 pl
Millipore-Wasser 0,375 pul

2.2.7.2 Auftragen und Auswerten der Proben

Das Befillen der 384-Well-Platten erfolgte mithilfe einer Matrix™ Equalizer
Mehrkanalpipette. Zunachst wurden die cDNA-Proben aufgetragen. Hierzu wurden fir jedes
Gen zweimal je 2,5 pl der Proben und der H,O-Kontrolle auf den Boden der Wells pipettiert.
Die H,O-Kontrolle sollte bei der spateren Analyse Pipettierungenauigkeiten ausgleichen
kénnen. Die anschlieRend aufgetragenen je 7,5 pul des vorher hergestellten Primer-spezifischen
Mastermix wurden jeweils an den oberen Rand der Wells pipettiert, um eine Kontamination
der Pipettenspitzen mit den cDNA-Proben zu vermeiden. Nach sorgféltiger Versiegelung der
Platte mittels MicroAmp® Optical Adhesive Film wurde diese fir 4 Minuten bei 4.000 g
zentrifugiert und anschlieBend direkt im ViiA™ 7 Real-Time PCR-System in 40 Zyklen
analysiert oder bis zur Analyse bei 4 °C lichtgeschiitzt aufbewahrt. Die Ergebnisse wurden mit

Excel und GraphPad Prism 6.03 ausgewertet.
2.2.8 Proteinisolation

In dieser Arbeit wurden mehrere unterschiedliche Verfahren zur Proteinextraktion aus
Netzhduten angewandt. Dabei wurde einerseits Gesamtprotein aus allen Netzhautzellen
(Kapitel 2.2.2) und den einzelnen Zellfraktionen (Kapitel 2.2.4) isoliert, andererseits wurden

zwei verschiedene Verfahren zur Isolation von Membranproteinen getestet. Wichtig war bei
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jedem Protokoll, dass durchgehend auf Eis gearbeitet werden musste. Falls eine Isolation aus
Zellfraktionen erfolgen sollte, wurden die nach dem Protokoll in Kapitel 2.2.4 isolierten
Zellfraktionen vorher fiir 10 Minuten bei 900 g zentrifugiert und der Uberstand abgenommen.
Ganze Retinae konnten nach Uberstandsabnahme direkt weiterverwendet werden. Alle

Zentrifugationsschritte erfolgten bei 4 °C, sofern nicht anders angegeben.
2.2.8.1 Isolation von Gesamtprotein

Fur die Standard-Proteinisolation wurden die Pellets aus Gesamtretina oder Zellfraktionen in
je 150 pl gebrauchsfertigem RIPA-Puffer mechanisch und chemisch aufgetrennt, indem sie mit
einer 1 ml-Spritze mit Kanulen absteigender Dicke (20G, dann 23G, dann 27G) vielfach
eingesogen und wieder herausgespritzt wurden. AnschlieBend erfolgte fir 30 Minuten eine
Inkubation auf Eis, wobei alle 5 Minuten gevortext wurde. Zuletzt wurden die Proben fir
15 Minuten bei 15.000 g zentrifugiert, der so entstandene Uberstand enthielt die
Proteinfraktion. Er konnte aliquotiert und nach einer Konzentrationsbestimmung (Kapitel

2.2.8.3) bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert werden.
2.2.8.2 lIsolation von Membranproteinen

Da die in dieser Arbeit vorrangig untersuchten Proteine membransténdig waren, erfolgten nicht
nur Experimente an Gesamtprotein, sondern auch gezielte Analysen von Membranproteinen im
Vergleich zu zytosolischen Proteinen. Fir die Isolation von Membranproteinen wurden zwei

unterschiedliche Protokolle getestet, die im Folgenden beschrieben werden.

Zum einen wurde ein Standard-Protokoll fiir Membranisolationen verwendet. Hierfir musste
das Zellpellet (Kapitel 2.2.2 bzw. Kapitel 2.2.4) in 1 ml PBS mithilfe von Nadeln absteigender
Dicke resuspendiert und anschlieend fur 5 Minuten bei 5.000 rpm zentrifugiert werden. Der
Uberstand konnte verworfen werden und das Pellet in 300 pl PBS resuspendiert werden. Vom
dadurch zunéchst erhaltenen Gesamtprotein wurden dann zum Vergleich 100 pl entnommen
und bis zur weiteren Verarbeitung mit 25 pl Lammlipuffer auf Eis gestellt. Die eigentliche
Membranproteinisolation der restlichen 200 ul erfolgte mithilfe von Sonifikation. Bei einer
Amplitude von 39 % wurden die Proben dreimal fiir je 10 Sekunden sonifiziert. Dabei war
darauf zu achten, dass die Sonde etwa zu /5 in die Probe zu halten war und sie die Wand des
Cups nicht beriihrte. Nach einer weiteren Zentrifugation fur 30 Minuten bei 13.000 rpm wurde
der Uberstand abgenommen, der jetzt die Zytosolfraktion enthielt, und fiir weitere Analysen
ebenfalls mit 50 pl Lammlipuffer auf Eis gestellt. Das zugehdrige Pellet konnte dann mithilfe
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einer diinnen 27G-Nadel in 500 pl PBS resuspendiert und anschlieRend erneut 30 Minuten bei
13.000 rpm zentrifugiert werden. Diesmal wurde der Uberstand verworfen, das Pellet wieder
in 200 ul PBS resuspendiert und wie oben sonifiziert. Die erhaltene Suspension entsprach der
Membranfraktion. Alle Fraktionen wurden anschlielend direkt weiterverarbeitet
(Kapitel 2.2.10), der Konzentrationsbestimmung zugefihrt (Kapitel 2.2.8.3) oder bei -20 °C
gelagert.

Alternativ erfolgte die Membranproteinisolation mithilfe des Mem-PER™ Plus Membrane
Protein Extraction Kits (ThermoFisher Scientific) nach dem Hersteller-Protokoll fiir soft tissue:
Etwa 20 - 40 mg Gewebe, entsprechend etwa 4 Netzhauten, wurde im Eppendorf-Cup mit 4 ml
der cell wash solution versetzt, vorsichtig mehrmals invertiert und der Uberstand verworfen. In
1 ml Permeabilisierungspuffer folgte anschlieBend ein grundliches Homogenisieren mithilfe
einer 1 ml-Spritze mit einer absteigender Kanilendicke von zuerst 23 G, dann 27 G. Nach
nochmaliger Zugabe von 1 ml Permeabilisierungspuffer und Mischen wurde das Homogenisat
in ein neues Cup Uberfuhrt und fir 10 Minuten auf dem Rollmischer inkubiert. Die
anschlieBende Trennung der Membran- und Zytosolfraktion erfolgte, indem mit 16.000 g fiir
15 Minuten zentrifugiert wurde und der Uberstand vorsichtig als Zytosolfraktion abgenommen
wurde. Nach Resuspendieren des jeweiligen Pellets in 1 ml Solubilisierungspuffer durch
grindliches hoch- und herunterpipettieren und anschlieBender erneuter Zentrifugation fur
15 Minuten bei 16.000 g erhielt man die Membranfraktion, die sich nun im Uberstand befand.
Beide Fraktionen wurden direkt weiterverarbeitet (Kapitel 2.2.10), bei -80 °C gelagert oder der
Konzentrationsbestimmung zugefiihrt (Kapitel 2.2.8.3).

2.2.8.3 Colorimetrische Bestimmung der

Proteinkonzentration

An die oben beschriebenen Proteinisolationen aus Retina schloss sich jeweils eine
colorimetrische Konzentrationsbestimmung nach Bradford mithilfe von Reagenzien des
RC DC Protein Assay Reagents Package (BIO-RAD) an. Vor dem ersten Versuch musste ein
Proteinstandard aus einer Stammlésung mit einer BSA-Konzentration von 3 M9y, hergestellt
werden (Tab. 11). Dieser Proteinstandard konnte bei -20 °C aufbewahrt und fir weitere
Versuche wiederverwendet werden. Vor der Messung im Varioskan™ Flash Multimode
Reader wurde nach entsprechendem Microplate Assay-Protokoll eine 96-Well-Mikrotiterplatte
befullt. Hierflr wurden zuerst je 5 pl der Probe bzw. des Standards als Duplets vorgelegt.

Daraufhin wurden zugig und moglichst luftblasenfrei je 25 ul Reagent A‘, bestehend aus
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24,5 pl Reagent A und 0,5 pl Reagent S, sowie anschlieRend 200ul Reagent B hinzugegeben
und die Platte fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AbschlieBend konnte die
Absorbanz bei 650 nm gemessen werden. Die Konzentrationsberechnung erfolgte in Excel.
Nach Nullwertkorrektur, die der Absorbanz von Aqua dest. entsprach, wurden jeweils die
Mittelwerte der beiden Dupletmessungen bestimmt. Nach Auftragen der Absorbanz gegen die
bekannten Proteinkonzentrationen des Proteinstandards wurde eine Ausgleichsgerade erstellt

und Uber die Funktion dieser Geraden die Ergebniskonzentration der Proteinproben ermittelt.

Tabelle 11: Pipettierschema fiir den BSA-Standard zur colorimetrischen Konzentrationsbestimmung nach Bradford

BSA-Konzentration Aqua dest. Proteinlésung
Proteinstandard 1 3 MY mi ol 1.000 plI (der Stammldsung)
Proteinstandard 2 1,5 M/ mi 500 pl 500 pl (der Stammldsung)
Proteinstandard 3 0,75 M9/mi 750 pl 250 pl (der Stammldsung)
Proteinstandard 4 0,375 M9/ 1750 pl 250 pl (der Stammldsung)
Proteinstandard 5 187,5 M9/mi 500 pl 500 pl (des Proteinstandards 4)
Proteinstandard 6 93,75 H9/mi 750 pl 250 pl (des Proteinstandards 4)
Proteinstandard 7 46,875 M9/ 875 pl 125 pl (des Proteinstandards 4)
Leerwert - 1.000 pl -

2.2.9 Immunprazipitation

Unter dem Begriff der Immunprézipitation (IP) versteht man das Ausfallen von Antigen-
Antikdrper-Komplexen, indem die Immunkomplexe ein Ubergeordnetes Netz bilden. Diese
Methode wird fir eine Vielzahl von Einsatzgebieten genutzt. In vorliegender Arbeit wurde sie
zum Nachweis der SNARE-Proteine VAMP3, VAMP5 und VAMP7 sowie deren Interaktionen
mit anderen Proteinen verwendet. Die Prazipitation selbst erfolgte mithilfe von an Sepharose
gebundenen bakteriellen Proteinen A und G, an die Antikdrper binden. Da die Antikorper Gber
ihren Fc-Teil an diese Proteine binden, sind die Antigenbindestellen der Antikorper fir die

Antigene der Zielproteine gut zuganglich (Abb. 10; Luttmann et al. 2014).
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Abbildung 10: Schema der Immunpraézipitation. (1), (2) Bindung des zum Lysat hinzugegebenen spezifischen Antikorpers
(rot) an das Zielprotein (rot); (3) Bindung des Antikorpers an Protein A-/G-Beads (gelb) und Prézipitation, ggf. gemeinsam mit
etwaigen an das Zielprotein gebundenen Interaktionspartnern; (4) Entfernung von Restproteinen (griin) mittels Zentrifugation
und Waschen (Leinco Technologies 2019).
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Insgesamt wurde pro Antikorper ca. 1 mg Protein eingesetzt, was laut vorheriger
colorimetrischer Konzentrationsbestimmung etwa 4 Netzhduten entsprach. Die Netzhdute
(Kapitel 2.2.2) mussten zundchst in gebrauchsfertigem RIPA-Puffer mechanisch und chemisch
lysiert werden. AnschlieBend wurden pro Ansatz je 5 pl Antikorper, und zwar Anti-VAMP3,
Anti-VAMP5, Anti-VAMP7, Ratte-Kontroll-1gG oder Maus-Kontroll-1gG, in Eppendorf-Cups
pipettiert und die Antikorper-Lysat-Gemische fiir vier Stunden auf dem Rotator bei 4 °C
inkubiert. Wahrenddessen mussten pro Ansatz je 25 ul Protein G-Beads gewaschen werden.
Dazu wurden sie dreimal in je 200 pl TBS mit 0,5 % NP40 (Nonidet P-40) resuspendiert und
anschlieBend fur funf Minuten bei 2.000 g zentrifugiert. Dabei diente das Nonidet als
nichtionisches Detergens zum Abschwachen hydrophober Wechselwirkungen. Hierdurch
konnten schwache, unspezifische Protein-Antikorper-Bindungen minimiert werden. Nach Ende
der Inkubationszeit wurden die gewaschenen Beads zum Antikorper-Lysat-Mix hinzugegeben
und auf dem Rotator bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. AnschlieBend konnten die Komplexe aus
Antikorper, Antigen und an Sepharose gebundenen Proteinbeads durch flnfminutige
Zentrifugation mit 4.000 g gewonnen werden. Da die Komplexe nun an die feste Phase
Sepharose gekoppelt waren, fanden sie sich nach Zentrifugation im Pellet. Der Uberstand
wurde verworfen und die Immunkomplexe erneut zweimal in TBS mit 0,5 % NP40 gewaschen.
AbschlieBend erfolgten zwei Waschschritte nur in TBS, da Nonidet mit dem
Massenspektrometer interferieren kann. Zur Eluierung der gebundenen Proteine wurden die
Proben dann mit je 30 ul 1x Lammlipuffer fir 10 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach einem
weiteren funfmindtigen Zentrifugationsschritt bei 4.000 g konnten die jetzt 16slich gemachten
Proteine als Uberstand abgenommen und bei -20 °C aufbewahrt werden.

Die auf diese Weise isolierten Proteine wurden anschliefend fir Western Blot-Analysen
(Kapitel 2.2.10) oder fur Untersuchungen mittels Massenspektrometrie verwendet. Fur die
massenspektrometrischen Analysen wurden die eluierten Proteine an den Kooperationspartner
Dr. Stefanie Hauck am Helmholtz Zentrum in Munchen, Abteilung Proteinwissenschaften,

Ubersendet.
2.2.10 Western Blot

Mithilfe des Western Blotting konnen Proteine nach gelelektrophoretischer Auftrennung auf
eine Membran uberfuhrt und dort spezifisch mithilfe von Antikérpern nachgewiesen werden
(Jansohn und Rothhamel 2012, S. 279). Hierzu missen die im Folgenden beschriebenen

Arbeitsschritte durchgefiihrt werden.
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2.2.10.1 Proteinvorbereitung

Nach Isolation aus der Netzhaut (Kapitel 2.2.8) mussten die Proteine fur die Elektrophorese
vorbereitet werden. Um ein quantitatives Blotting durchzufuhren, wurde die entsprechende
Proteinmenge nach colorimetrischer Konzentrationsbestimmung (Kapitel 2.2.8.3) auf Eis mit
gebrauchsfertigem RIPA-Puffer auf je 10 ul Probenvolumen aufgefullt. Nach Zugabe von je
2 pl 6x-Ladepuffer erfolgte das Denaturieren der Proteine fur 15 Minuten bei 95 °C.
AnschlieBend wurden die Proteinproben bis zum Beladen des Gels wieder auf Eis gestellt.

2.2.10.2 Herstellung der Polyacrylamid-Gele

Wahrend des Inkubationsschritts erfolgte die Vorbereitung der Gele. Zuné&chst wurde das
Trenngel hergestellt (Tab. 12) und zlgig bis etwa 1cm unterhalb der Kammlinie zwischen zwel
Western Blot-Glasplatten pipettiert. Dabei wurde je nach ProteingréfRe und Experiment ein
unterschiedlicher Acrylamidgehalt gewahlt (12 %, 15 % oder 17,5 % Acrylamid). Um eine
glatte Oberflache zu gewéhrleisten, musste das Gel sofort mit Aqua dest. Gberschichtet werden.
Nach der ca. 15 Minuten dauernden Auspolymerisierung wurde das Trenngel nach Abgielien
des Aqua dest. zligig bis zum Oberrand der Glasplatten mit Sammelgel (Tab. 12) tiberschichtet

und ein Kamm eingesetzt.

Tabelle 12: Pipettierschema zur Herstellung von 2 Polyacrylamid-Gelen

Substanz Trenngel 12 % Trenngel 15 % Trenngel 17,5% = Sammelgel
Aqua dest. 5,25 ml 3,75 ml 2,5ml 4,2ml

30 % Stock Acrylamide Solution | 6 ml 75ml 8,75 ml 0,65 ml

4x Resolving Tris Solution 3,75 ml 3,75 ml 3,75 ml

4x Stacking Gel Tris Solution 1,6 ml

10 % Ammoniumpersulfat 150 ul 150 ul 150 ul 67 ul
TEMED 15wl 15wl 15 ul 6,7 ul

2.2.10.3 SDS-Page und Blotting

Sobald auch das Sammelgel auspolymerisiert war, wurden die Glasplatten mitsamt ihrer
Halterung in eine Kammer (EasyPhor PAGE Mini Westernblot System von Biozym) uberfihrt
und diese mit Laufpuffer aufgefillt, sodass die gesamte Innenkammer und etwa 3 cm der
Aulenkammer mit Puffer bedeckt waren. Nach vorsichtiger Entfernung der Plastikkdmme

konnten die Proben sowie 5 ul des Proteinstandards (Precision Plus Protein™ Dual Xtra
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Standards) jeweils in die einzelnen Geltaschen pipettiert werden. Es folgte ihre Auftrennung
unter den in Tabelle 13 aufgefuhrten Konditionen.

Beim anschliefenden Blotting wurden die aufgetrennten Proteine auf eine Membran
Ubertragen. Im Rahmen der Etablierung eines Western Blot-Protokolls fur die in meiner Arbeit

untersuchten Proteine kamen sowohl Wet-Blotting als auch Semidry-Blotting zum Einsatz.
Fir das Wet-Blotting wurden sowohl die Blotting-Pads als auch das Whatman® Blotting-Papier

und das Gel vorher mit Towbin-Puffer durchtrdnkt. Die verwendete Membran, je nach
Experiment entweder eine PVVDF- (Polyvinylidenfluorid) oder eine Nitrocellulose-Membran,
musste vor dem Blotten kurz in Methanol aktiviert werden. Nach Zusammensetzen der
Blotkassetten wurden sie unter Kompression in das Blottingmodul eingesetzt. Dieses musste
mit Towbin-Puffer bis zur Maximalmarkierung aufgefullt und auf Eis gesetzt werden,
anschlieBend konnte das Blotting auf die Membran erfolgen (Tab. 13). Beim alternativen
Semidry-Blotting wurde nach zehnminiitiger Aquilibrierung des Gels in Towbin-Puffer auf
eine PVDF-Membran geblottet (Tab. 13).

Tabelle 13: Konditionen der Gelelektrophorese und des Blottings beim Western Blot

Spannung Stromstarke
Gelelektrophorese 225V 90 mA 40 Minuten
Wet-Blotting 100 vV 400 mA 50-90 Minuten
Semidry-Blotting 24V 1A 40 Minuten

2.2.10.4 Nachweis der gesuchten Proteine

Zum Nachweis eines erfolgreichen Proteintransfers auf die Membran konnte eine Ponceau-
Féarbung erfolgen. Hierfur wurde die Membran kurz in Ponceau-Rot eingelegt und anschlieRend
mehrmals durch Aqua dest. geschwenkt. Im Gegensatz dazu erfolgte der spezifische Nachweis
einzelner Proteine mittels immunologischer Farbung. Western Blot-Nachweise der in dieser
Arbeit untersuchten Proteine erwiesen sich insgesamt als duf3erst schwierig. Die Etablierung
eines reproduzierbaren Protokolls war Teil meiner Dissertation und die verschiedensten
Konditionen, Blockierlésungen, Verdinnungen, Antikorper und Antikorperldsungen wurden
evaluiert. Tabelle 14 zeigt die schliellich etablierten, am besten funktionierenden Protokolle
fur die jeweiligen gesuchten Proteine. Die nicht reproduzierbaren oder nicht erfolgreichen

Konditionen sind nicht aufgefiihrt.
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Tabelle 14: Etablierte Western Blot-Konditionen fur den Proteinnachweis in der Retina (T: Tween)

Protein Acrylamidgehalt des | Blotting Verdiinnung

Gels Primérantikorper

VAMP3 175% Semidry auf rabbit
Nitrozellulose
VAMP5 15% Wet-Blotting auf 1:6.000 rabbit
Nitrozellulose
VAMP7 15% Wet-Blotting auf 1:1.000 mouse
Nitrozellulose
CD63 15% Semidry auf PVDF- 1:1.000 rabbit
Membran
Beta-Aktin 12% Wet-Blotting auf 1:20.000 mouse
PVDF-Membran
CD29,
CD9,
VGLUTS3, Noch nicht etabliert
NDRG1,
EIF4A1
Protein Blockierlésung Inkubationslésung Inkubationslésung Waschpuffer
Primarantikorper Sekundarantikérper
VAMP3 5 % Milchpulver in 5% BSA in TBS-Toosw% | 5 % Milchpulver in TBS
TBS-To,05% TBS-To,05 %
VAMP5 3,5 % Milchpulver in | 0,5 % Milchpulver in 0,5 % Milchpulver PBS
PBS PBS in PBS
VAMP7 5 % ngs, 5 % ngs, 5 % ngs, 5 % Milchpulver
5 % Milchpulver in 5 % Milchpulver 5 % Milchpulver in PBS-To1%
PBS-To,1% in PBS-To,1% in PBS-To,1%
CD63 5 % Milchpulver in 5 % Milchpulver 5 % Milchpulver TBS-To1%
TBS-To,1% in TBS-To1% in TBS-To1%
Beta-Aktin 3,5 % Milchpulver in | 3,5 % Milchpulver in 3,5 % Milchpulver TBS-To,05%
TBS-To,05% TBS-To,05% in TBS-To,05%
CD29,
CD9,
VGLUTS3, Noch nicht etabliert
NDRG1,
EIF4A1

Nach dem Blotten wurden die Membranen zundchst blockiert und anschlie3end mit den Primar-
und Sekundarantikorpern auf einem Schittler inkubiert. Dabei wurde der Proteinstandard
jeweils getrennt behandelt, um unspezifische Antikorperbindungen zu vermeiden. Der
Sekundarantikdrper wurde analog zum Wirt des Primarantikdrpers gewdahlt und mit einer
Verdinnung von 1:10.000, bzw. mit 1:20.000 im Falle des CD63-Blots, eingesetzt. Bezlglich
der Inkubationsbedingungen erwies sich fiir den Primérantikorper die Inkubation Uber Nacht
bei 4 °C, flr den Sekundarantikorper sowie das Blockieren eine Inkubation von jeweils einer
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Stunde bei Raumtemperatur als das effektivste Vorgehen. Waschschritte erfolgten nach jedem
Antikorperschritt fur je einmal eine Minute und dreimal 20 Minuten. AnschlieBend wurden die

Membranen mittels WesternSure® PREMIUM Chemiluminescent Substrate im Odyssey® Fc-

Imager entwickelt.
2.2.11 Isolation von Exosomen

Fir die Isolation von Exosomen aus kulturierten Miullerzellen wurden in dieser Dissertation
zwei unterschiedliche Kits bzw. Protokolle (Firma QIAGEN und Firma Invitrogen) erprobt und

miteinander hinsichtlich der erzielten Ergebnisse verglichen.

2.2.11.1 Zellkultur aus den Zellfraktionen der Retina

Um Exosomen aus ihnen isolieren zu konnen, mussten die Zellfraktionen der Retina
(Kapitel 2.2.4) zundchst in Kultur genommen werden. Fir das Kulturmedium wurden in der
Zellkultur 5 ml Neuro-Medium (Miltenyi Biotec), 100 pl NeuroBrew (Miltenyi Biotec) und
25 pl Antibiotic-Antimycotic (Thermo Fisher Scientific Inc.) zusammenpipettiert. Hiervon
mussten daraufhin je 500 pl in Wells einer 24-Well-Zellkulturplatte vorgelegt werden. Nach
Zentrifugation der Zellfraktionen fiir 10 Minuten bei 300 g konnte der erzielte Uberstand bis
auf ca. 50 pl verworfen werden, woraufhin die sich am Boden des Cups befindlichen Zellen im
verbliebenen Volumen resuspendiert und jeweils in das Kulturmedium eines Wells tberfuhrt
wurden. Mit geschlossenem Deckel erfolgte dann im Inkubator die Inkubation bei 37 °C flr
ca. 22 Stunden. Anschlielend konnte das Zellwachstum unter dem Mikroskop abgeschéatzt
werden. Die Exosomenfraktion befand sich nun im Uberstand der Wells, die Zellfraktionen auf
deren Boden. Fir die Exosomen wurden je 400 pl des Uberstands abgenommen und der

Uberstand von zwei gleichen Fraktionen gepoolt, sodass Proben von je 800 pl entstanden.

2.2.11.2 Isolation von Exosomen-RNA
(Firma QIAGEN)

Fur das Protokoll der Firma QIAGEN wurden alle Reagenzien auBRer Chloroform und Ethanol
aus dem Kit verwendet. Zu Beginn wurde der Zellkulturiiberstand zunéchst fir 10 Minuten bei
16.000 g und 4 °C zentrifugiert und anschlieBend mit gleichem Volumen XBP-Puffer mehrmals
invertiert. Der Probe-Puffer-Mix musste dann jeweils auf eine mitgelieferte exoEasy spin
column gegeben und fur eine Minute bei 500 g zentrifugiert werden. Nach Verwerfen des
Durchflusses und erneutem Aufsetzen der Sdule auf das Sammeltube wurden 3,5 ml XWP-
Puffer auf die Sdule gegeben und bei 5.000 g flr 5 Minuten zentrifugiert. Die Sdule konnte nun
in ein neues Sammelréhrchen gesetzt werden. Nach Zugabe von 700 ul QIlAzol auf die
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Membran wurde erneut fir 5 Minuten bei 5.000 g zentrifugiert und diesmal das so erhaltene
Lysat in ein neues 2 ml-Tube Uberfihrt. Dieses wurde grindlich gevortext und fir 5 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Hinzufligen von 90 ul Chloroform unter dem Abzug
wurde das Tube flr 15 Sekunden gut geschuttelt und nach zwei- bis dreiminutiger Inkubation
bei Raumtemperatur fiir 15 Minuten bei 12.000 g und 4 °C zentrifugiert. AnschlieBend waren

deutlich zwei Phasen zu unterscheiden.

Ab diesem Zeitpunkt erfolgten alle Zentrifugationsschritte bei Raumtemperatur und 8.000 g fur
15 Sekunden, sofern nicht anders angegeben. Die obere, wassrige Phase musste in ein neues
Cup uberfuhrt werden, wobei darauf zu achten war, keine Bestandteile der Interphase mit
abzunehmen. Anschlie3end wurde das doppelte Volumen der sich im neuen Cup befindlichen
wassrigen Phase in Form von 100%igem Ethanol hinzugegeben. Nach grindlichem
Durchmischen wurden maximal 700 pl der Probe gemeinsam mit jeglichem mdglichen
Prézipitat auf eine neue, auf einem 2 ml-Sammeltube sitzende, RNeasy MinElute spin column
pipettiert und zentrifugiert. In einem weiteren Schritt konnte etwaiges noch verbliebenes
Probenvolumen nach gleichem Schema auf dieselbe Sdule gegeben und zentrifugiert werden.
Nacheinander wurden anschliefend 700 pul RWT-Puffer sowie zweimalig 500 pl RPE-Puffer
auf die Saule pipettiert, zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Der letzte
Zentrifugationsschritt allerdings erfolgte fiir zwei Minuten. Im Anschluss wurde die Séaule auf
ein neues Sammelrohrchen gesetzt und mit offenem Deckel bei hochster Geschwindigkeit fur
5 Minuten zentrifugiert, um die Membran zu trocknen. Abschlieend konnte die Sdule in ein
neues 1,5 ml-Sammeltube gesetzt und die Exosomen-RNA eluiert werden. Hierflr wurden
14 ul RNase-freies Wasser zentral aufpipettiert und nach einminttiger Inkubation bei
Raumtemperatur fur 1 Minute bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Bis zur

Weiterverarbeitung wurde die Exosomen-RNA bei - 80 °C aufbewahrt.

2.2.11.3 Exosomen-Isolation (Firma Invitrogen)

Fur die alternative Exosomenisolation mithilfe des Kits der Firma Invitrogen wurden bis auf
die zur Fixierung bendtigten Reagenzien alle Losungen aus dem Kit verwendet. Zundchst
musste der Zellkulturtberstand (Kapitel 2.2.11.1) ftr 30 Minuten bei 2.000 g zentrifugiert, in
ein neues Cup Uberfuhrt und mit dem jeweils halben Volumen Total Exosome Isolation reagent
versetzt werden. Nach griindlichem Mixen erfolgte dann die Inkubation Gber Nacht bei 4 °C.
Etwaige unerwiinschte Zell- und Organellreste wurden anschlie3end fur eine Stunde bei 4 °C
und 10.000 g abzentrifugiert und als Uberstand verworfen. Aus der sich nun im Pellet

befindlichen Exosomenfraktion konnte im Folgenden entweder Protein oder RNA extrahiert
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werden. Alternativ wurde das Exosomenpellet fur die Fixierung und Untersuchung am

Elektronenmikroskop vorbereitet.

Fur die Proteinisolation aus den Exosomen-Pellets wurden diese in je 150 pl kaltem Exosome
Resuspension Buffer resuspendiert und fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die so
erhaltenen Proteine konnten bis zur weiteren Analyse mittels colorimetrischer
Konzentrationsbestimmung (Kapitel 2.2.8.3) oder Western Blot (Kapitel 2.2.10) bei -20 °C

aufbewahrt werden.

Fur die Fixierung mussten die Pellets stattdessen in je 100 pl 4%igem Paraformaldehyd (PFA)
in PBS resuspendiert werden. Hiervon wurden je 50 pl in ein neues Cup Uberflhrt und mit
Glutaraldehyd in der Zielkonzentration von 0,1 % der PFA-Konzentration versetzt. Nach
einstiindiger Zentrifugation bei 10.000 g konnte der Uberstand verworfen, das in 20 pl PBS
resuspendierte Pellet in ein neues Cup tberfihrt und bis zur Elektronenmikroskopie bei 4 °C
aufbewahrt werden. Die Elektronenmikroskopie wurde vom Kooperationspartner meiner
Arbeitsgruppe, Dr. Frank Pfrieger (INSERM, Stra3burg), durchgefihrt.
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3. Ergebnisse

Die in dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse lassen sich thematisch in drei Teile gliedern: Kapitel
3.1 thematisiert die Validierung des Muillerzellisolationsprotokolls. In Kapitel 3.2 sind die
Komponenten, welche die Mullerzelle firr eine exozytotische Sekretion bendtigt, genauer
untersucht. Kapitel 3.3 befasst sich ndher mit Mullerzellen, in denen Sekretionsgrundlagen
deaktiviert wurden sowie den daraus resultierenden Konsequenzen auf histologischer und

Nukleinsdureebene.

3.1 Millerzellisolation aus der Retina

Fur alle Maullerzellexperimente dieser Arbeit war ein verlassliches Protokoll zur
Miillerzellisolation (Kapitel 2.2.4) Grundvoraussetzung. Deshalb wurde mittels histologischer
Analysen und TagMan®-PCR der Erfolg des Protokolls validiert, um die Aussagekraftigkeit
der auf dem Protokoll basierenden weiterfiihrenden Versuche sicherzustellen. Eine Validierung
auf Proteinebene mittels Western Blot fir den Mdllerzell-Marker CD29 war in bisherigen

Versuchen leider nicht mdglich (Daten nicht gezeigt).

3.1.1 Histologische Reinheitskontrolle der mittels MACS®-Technik isolierten
Muillerzellfraktion

In der histologischen Analyse wurde mithilfe des Programms ImageJ nach der
Miillerzellisolation einerseits der Anteil der morphologisch intakten Mullerzellen innerhalb der
Millerzellfraktion (Abb. 11A) und andererseits die Verunreinigung der Negativfraktion durch
Mdllerzellen (Abb. 11B) bestimmt. Im Mittel konnte eine 79,3%ige Reinheit der
Muillerzellfraktion und ein Anteil von 0,5 % Mduillerzellen in der neuronalen Fraktion erreicht
werden, wobei die Reinheit der Mullerzellfraktion mit der Anzahl der Versuche stieg (Tab. 15),
was auf den Trainingseffekt und die groRe Bedeutung des richtigen Handlings der Zellen

schlieRen lieR.

Tabelle 15: Reinheit der Miillerzellfraktion nach Isolation aus der Retina mittels MACS®-Technik

Versuchsnummer Miillerzellen in der Muillerzellfraktion [%] = Mdllerzellen in der Neuronenfraktion [%]
1 63,2 0,1
2 68,9 0,2
3 88,5 1,2
4 72,7 0,4
5 88,2 0,3
6 94,6 0,7

Mittelwert £+ SEM: 79,3 +5,2 Mittelwert + SEM: 0,5+0,2
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Glutaminsynthetase mm | Glutaminsynthetase

Abbildung 11: Immunfluoreszenzmikroskopie der Zellfraktionen nach lIsolation aus der Retina mittels MACS®-
Technik. Glutaminsynthetase diente als Marker fiir Millerzellen. Die Kerne aller in der Probe befindlicher Zellen wurden
durch eine DAPI-Farbung dargestellt. (A) Miillerzellfraktion; (B) Neuronenfraktion. GréRenstandard: 20 pum.

3.1.2 TagMan®-PCR zur Validierung des MACS®-Protokolls zur Anreicherung retinaler
Zelltypen

Auf dem Boden eben beschriebener histologischer Analysen wurde das Protokoll zur
Miillerzellisolation weiterentwickelt: In der finalen Version des Protokolls (Kapitel 2.2.4)
wurden aus dem Zellpool der Retina nacheinander Mikroglia, Endothel- und Mullerzellen
isoliert, sodass die verbliebene Suspension weitgehend von nicht-neuronalen Zellen befreit war
und vor allem Neuronen enthielt. Als Kontrolle der Effektivitdt des Protokolls auf
Nukleinsaure (mRNA) -Ebene diente eine quantitative TagMan®-PCR, bei der die einzelnen

Zellfraktionen auf die Expression Zelltyp-spezifischer Gene untersucht wurden (Abb. 12).

Fur Mikroglia bzw. Makrophagen ist CD11b (Cluster of Differentiation 11b) ein geeignetes
Markergen (Lim et al. 2013). Im Vergleich zur Mikrogliafraktion zeigte sich die
Neuronenfraktion fast ganzlich frei von CD11b-Transkripten und damit im Umkehrschluss von
Mikroglia. Dies schien auch fir die Miuillerzell-Fraktion zu gelten, wobei jedoch fir die
Mdillerzell-Population nur eine kleinere Versuchszahl verwendet und deshalb kein signifikanter

Unterschied erzielt werden konnte.

Als Marker fir Millerzellen kann Glutaminsynthetase verwendet werden (Ko, Nobutake,
Masao 1999). Wie erwartet wies die Miullerzellfraktion eine signifikant vielfach hohere

Expression von Glutaminsynthetase als die Neuronen- und Mikrogliafraktion auf.

Das Gen Nrl (Neural retina-specific leucine zipper protein) ist in den Photorezeptoren der

Retina zu finden (Farjo et al. 1993). Die Expression von Nrl war wie zu erwarten signifikant
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am hochsten in der Neuronenfraktion, wobei eine geringe Verunreinigung der

Mikrogliafraktion durch Neuronen vorzuliegen schien (Abb.12).

Fur die Endothelzellen wurde die Expression des Markergens Icam2 (Intercellular Adhesion
Molecule 2) untersucht (Wang et al. 2019). Wie erwartet war dessen verhaltnismaRige
Expression in den Endothelzellen am héchsten. Dies galt in besonderem Mal3e im Vergleich zu
den Neuronen, aber auch zu den Mikrogliazellen. Es ist jedoch zu beachten, dass zwischen
Endothel- und Millerzellen kein signifikanter Expressionsunterschied bestand. Dies deutete
darauf hin, dass einige Endothelzellen wahrend der Isolationsschritte in die Mullerzellfraktion

gelangt sein kénnten oder aber, dass Mullerzellen selbst zu einem gewissen Malie lcam?2

exprimieren.
Glutaminsynthetase Nrl CD11b lcam2
150 . *kk 80 * 3000 * 300 Fokk
s 60
‘5 100 2000 200 *khkk
8 40 -
L%— 50 20 1000 100 T
T = I
0 ——— 0 O e — 0
H Neurone Millerzellen Mikroglia I Endothelzellen

Abbildung 12: Validierung der Anreichung der aus Retina isolierten Zellpopulationen mittels quantitativer PCR fir
Zelltyp-spezifische Marker. Fir CD11b, Glutaminsynthetase und Nrl wurde das Protokoll fiir die Isolation von Neuronen,
Muillerzellen und Mikroglia verwendet. Fiir Icam2 wurden zusétzlich Endothelzellen isoliert. Balken représentieren Mittelwerte
+ Standardfehler und geben die Ergebnisse von n = 3 (Glutaminsynthetase, Nrl, CD11b; Ausnahme: n = 2 fiir CD11b in
Muillerzellen) bzw. n =5 (Icam2; Ausnahme: n = 4 fir Icam2 in Miillerzellen) unabhéngigen Versuchen wieder. Einfaktorielle
Varianzanalyse nach Tukey. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.

3.2 Analyse der molekularen Grundlagen fur Gliotransmission in Millerzellen

Ein besseres Verstandnis fur die Funktion von Millerzellen in der gesunden und krankhaft
verdnderten Netzhaut konnte neue Impulse fir die Therapieentwicklung retinaler und
neurologischer Erkrankungen und auch fur neurowissenschaftliche Fragestellungen liefern. In
meiner Doktorarbeit lag der Fokus auf der Untersuchung der molekularen Grundlagen fir
sekretorische Aktivitat von Millerzellen. Zu diesem Zweck wurden sie auf das Vorhandensein
der dafur bendtigten vesikel-assoziierten Membranproteine (VAMPS), vesikuléren
Transmittertransporter (VGLUTS) und Exosomen (Kapitel 1.3) untersucht.

3.2.1 Expression von vesikularen Glutamat-Transportern (VGLUTS) in der Retina

VGLUTSs stellen eine Grundlage fiir Sekretionsmechanismen in Zellen dar, da sie fiir die
Aufnahme und das Speichern von L-Glutamat in intrazelluldre Vesikel zustidndig sind
(Kapitel 1.3.2). Zun&chst wurde die Expression der drei VGLUT-Subtypen in der Gesamtretina
mittels quantitativer PCR untersucht. Transkripte aller drei VGLUT-Subtypen konnten in der
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Retina nachgewiesen werden (Abb. 13). Die Expression von VGLUTL1 schien zwar die von
VGLUT2 und VGLUT3 zu ubersteigen, bei einer Versuchsanzahl von n = 2 ergab sich
allerdings kein signifikanter Unterschied. Entsprechend wurde von einer weiterfiihrenden

Interpretation der Expressionsunterschiede abgesehen.
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20 0004

S 150004 Abbildung 13: Expression der VGLUT-Subtypen in der Gesamtretina
D (quantitative PCR). Balken reprasentieren Mittelwerte + Standardfehler und
g geben die Ergebnisse von n = 2 unabhé&ngigen Versuchen wieder.
s Einfaktorielle Varianzanalyse nach Tukey. *p < 0,05.
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Interessant war nun die Frage, in welchen Zellentypen der Retina die einzelnen VGLUTS zu
finden sind (Abb. 14). VGLUTL1 wurde in beiden untersuchten Zellpopulationen exprimiert,
wobei die Expression in Millerzellen signifikant geringer war als in der Neuronenfraktion.
VGLUT2 konnte in beiden Fraktionen verhdltnismaRig etwa gleich stark exprimiert
nachgewiesen werden. Allerdings zeigte VGLUT3 eine zehnmal hohere Expression in
Miillerzellen als in der neuronalen Fraktion. Aufgrund dieses interessanten Expressionsmusters
wurde VGLUT3 im weiteren Verlauf detaillierter im transgenen Mausmodell analysiert
(Kapitel 3.3.5). Eine Bestatigung dieser Aussage mittels Nachweis von VGLUT3 auf
Proteinebene im Western Blot war bisher leider mangels ausreichend spezifischer bzw.

sensitiver Antikorper nicht erfolgreich (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 14: Expression der VGLUT-Subtypen in den unterschiedlichen retinalen Zellpopulationen (quantitative
PCR). Hier wurde das Isolationsprotokoll fiir die Isolation von Neuronen und Millerzellen verwendet. Balken représentieren
Mittelwerte + Standardfehler und geben die Ergebnisse von n =5 (VGLUT2, VGLUT3) bzw. n = 3 (VGLUTL1) unabhéngigen
Versuchen wieder. Einfaktorielle VVarianzanalyse nach Tukey. *p < 0,05; **p < 0,01.

Insgesamt schienen Mullerzellen damit alle drei VGLUT-Subtypen zu exprimieren, wobei
VGLUT1 vor allem in Neuronen, VGLUT3 primér in Mullerzellen, und VGLUT2 in beiden

Fraktionen etwa gleich verteilt vorzukommen schien.

3.2.2 Charakterisierung von Vesikel-assoziierten Membranproteinen (VAMPS) in der Retina

Die zweite untersuchte molekulare Grundlage fur sekretorische Aktivitat von Mullerzellen sind
die VAMPs (Kapitel 1.3.1). Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die hierzu bereits
bestehende Forschung meiner Arbeitsgruppe weiterzufilhren. VAMPs sind ein wichtiges
Hilfsmittel der Mullerzelle zur exozytotischen Sekretion und Kommunikation mit dem
umliegenden Gewebe, da sie durch Interaktion untereinander die Fusion von Membranen
einleiten. Darum war es einerseits von essentieller Bedeutung, ob und in welchen Zellen die
unterschiedlichen VAMP-Subtypen in der Netzhaut exprimiert wurden (Kapitel 3.2.2.1 und
Kapitel 3.2.2.2), welche Proteine mogliche Interaktionspartner waren (Kapitel 3.2.2.3) und wo
VAMPs innerhalb der Miillerzelle lokalisiert waren (Kapitel 3.2.2.4). Andererseits sollte in
weiterfuhrenden Experimenten (Kapitel 3.3) die Frage beantwortet werden, wie die
Netzhautzellen und insbesondere Mdullerzellen auf einen Funktionsverlust von einzelnen
VAMPSs reagierten.

3.2.2.1 VAMP-Expressionsanalyse mittels
quantitativer TagMan®-PCR

Zunéchst wurde die Verteilung der einzelnen VAMPs in den Zellfraktionen der Retina der
Wildtyp-Maus ermittelt (Abb. 15).

65



S . o —k g, .
-S| . 7 i R T s
” T = T . -
2 M) S ig‘- B=nill=
&oi *): Eo- -E =":_ E: =, =
w
VAMP1 VAMP2 VAMP3 VAMP4 VAMPS5 VAMP7 VAMPS8
Hl Neurone Millerzellen Il Mikroglia =l Endothelzellen

Abbildung 15: Expression der einzelnen VAMPs in den unterschiedlichen retinalen Zellpopulationen (quantitative
PCR). Hier wurde das Isolationsprotokoll fiir die Isolation von Neuronen, Millerzellen, Mikroglia und Endothelzellen
verwendet. Balken reprasentieren Mittelwerte + Standardfehler und geben die Ergebnisse von n = 6 (Aushahmen: n = 4 fiir
VAMP1 in Neuronen und Miillerzellen, n = 2 fir VAMPL1 in Mikroglia und Endothelzellen, n = 5 fiir VAMP3 in Mikroglia)
unabhéngigen Versuchen wieder. Einfaktorielle Varianzanalyse nach Tukey. *p < 0,05.

Es fiel auf, dass VAMP4 signifikant seltener in Endothelzellen exprimiert wurde als in
Neuronen. Interessant war auBBerdem, dass VAMPS5 vor allem in Mdllerzellen und Mikroglia
exprimiert war. Hier lag eine signifikant hthere Expression im Vergleich zu Neuronen vor. Fir
alle anderen VAMPs lielRen sich zwar Tendenzen feststellen, diese zeigten jedoch in dieser
Versuchsreihe - auch aufgrund kleiner Versuchszahlen - jeweils keine signifikanten
Unterschiede innerhalb der Retina.

Hierbei muss angemerkt werden, dass eine Normalisierung der Daten auf ein housekeeping-
Protein nicht mdglich war, da trotz mehrerer Experimente bisher kein geeignetes housekeeping-

Gen in meiner Arbeit etabliert werden konnte.

3.2.2.2 Darstellung von VAMP3, VAMP5 und
VAMP7 mittels Western Blot

Neben einer Untersuchung der VAMPs auf mRNA-Ebene erfolgte ihre Darstellung auch auf
Proteinebene mithilfe von Western Blots. Hierfir wurden aufgrund der soeben vorgestellten
Ergebnisse und friiherer Versuche meiner Arbeitsgruppe VAMP3, VAMP5 und VAMP7
ausgewahlt, da fur diese Gene eine spezifische Expression in Mullerzellen vermutet wurde. Die
Etablierung eines Western Blot-Protokolls zum Nachweis dieser Proteine war Teil meiner

Dissertation und Bestandteil umfangreicher Versuchsreihen.

Insgesamt ist anzumerken, dass sich das Anfertigen der Western Blots fur diese SNARE-
Proteine duferst schwierig gestaltete. Zundchst wurde die Gelelektrophorese in
unterschiedlichen Gelen getestet. Zusammengefasst erwies sich ein hoherprozentiges Gel
(15 %) als effektiver als ein 12%iges Gel (Kapitel 2.2.10.2). AulRerdem wurden sowohl Wet-
Blotting auf eine Nitrocellulose- oder PVDF-Membran als auch Semidry-Blotting auf eine
Nitrocellulose- oder PVDF-Membran getestet (Kapitel 2.2.10.3), wobei insgesamt mithilfe des
Semidry-Blottings bessere Ergebnisse erzielt werden konnten. Fir die Inkubationsldsungen der

jeweiligen Primér- und Sekundéarantikorper sowie die Blockier- und Waschlésungen wurden
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eine Vielzahl von Reagenzien und Protokollen erprobt. Das letztlich etablierte Protokoll mit
den am besten funktionierenden Konditionen ist in Tabelle 14 des Methodenteils
(Kapitel 2.2.10.4) dargestellt.

Die Proteine VAMP3, VAMP5 und VAMP7 konnten schliefflich qualitativ in der Gesamtretina
dargestellt werden (Abb. 16). Fur VAMPS5 war zusatzlich zur Veranschaulichung in der
Gesamtretina eine qualitative Darstellung in der Millerzellfraktion moglich (quantitative
Versuche wurden bisher nicht durchgefuihrt). Dies passte zu den Ergebnissen der aufgefuhrten
Expressionsanalysen auf mRNA-Ebene, in denen VAMPS5 besonders in Miullerzellen

exprimiert war (Kapitel 3.2.2.1).

VAMP3 VAMPS VAMP7
15kDa . 500 M = 25 kDa 5500 BB
- 40kDa %

15kDa | 35kDa W

G M C G

Abbildung 16: Western Blots flr VAMP3 (GroBe ca. 11 kDa; Proteinstandard und 15 pg Extrakt aus Gesamtretina,
Entwicklungsdauer 00:30 min., Proteinisolation nach 2.2.8.1), VAMPS5 (Gr6RRe ca. 11 kDa; Proteinstandard und Extrakt aus
Gesamtretina sowie aus der Millerzellfraktion, Entwicklungsdauer 10 min., Millerzellisolation nach 2.2.4 mit VAMP5-IP-
Antikdrper nach 2.2.9, Proteinisolation nach 2.2.8.1), VAMP7 (GroRe ca. 25 kDa; Proteinstandard und Extrakt aus
Gesamtretina, Entwicklungsdauer 10 min., Proteinisolation nach 2.2.8.1 mit VAMP7-IP-Antikdrper nach 2.2.9) und Beta-
Aktin (GroRe ca. 42 kDa; Proteinstandard, 4 ng Membranprotein, 21 pg zytosolische Proteine und 28 pg Gesamtretinaprotein,
Entwicklungsdauer 10:30 min., Gesamtproteinisolation nach 2.2.8.1, Membranproteinisolation nach dem Standardprotokoll in
2.2.8.2). Die jeweiligen Western Blot-Konditionen sind in Kapitel 2.2.10 dargestellt. G: Gesamtretina; MZ: Millerzellfraktion;
M: Membranproteine; Z: zytosolische Proteine.

10kDa i 10 kDa

Fur weiterfiihrende Western Blot-Versuche zum gezielten Proteinnachweis in aus der Netzhaut
isolierten Membranproteinen wurden zunadchst die beiden in Kapitel 2.2.8.2 gezeigten
Protokolle zur Membranproteinisolation miteinander verglichen. Da sich das Standardprotokoll
bezuglich der Membranfraktion im einmaligen Vergleich als effektiver (Tab. 16) und schneller
erwies, wurde im Folgenden dieses fur Western Blot-Versuche mit Membranproteinen

verwendet. Ziel war die Darstellung von VAMPs in der Membranproteinfraktion.

Tabelle 16: Vergleich der zwei verwendeten Methoden zur Membranproteinisolation anhand der durchschnittlich pro
Retina erzielten Proteinkonzentration. Verglichen wurde ein Standard-Protokoll mit dem Mem-PER™ Plus Membrane
Protein Extraction Kit der Firma ThermoFisher Scientific (Kapitel 2.2.8.2) mit n =1, die Bestimmung der Proteinkonzentration
erfolgte mittels colorimetrischer Konzentrationsbestimmung nach Bradford im Varioskan™ Flash Multimode Reader (Kapitel
2.2.8.3).

Membranfraktion | Membranfraktion | Zytosolfraktion Zytosolfraktion

Standardprotokoll | Mem-PER™-Kit | Standardprotokoll =Mem-PER™-Kit
Proteinkonzentration in pg/ml | 221,8 122,0 152,2 151,8

Leider lieferten die Western Blots hierzu keine zufriedenstellenden Ergebnisse (Daten nicht

gezeigt). Hierbei ist anzumerken, dass sich mittels Beta-Aktin-Blot durchaus eine qualitative
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Ladung der Membran- und Zytosolfraktion in alle Taschen sowie eine korrekte Ubertragung
der Proteine auf die Membran wéhrend des Western Blotting nachweisen liel? (Abb. 16).

Versuche mit den Proteinen NDRG1 (N-myc downstream regulated gene 1) und EIF4A1
(Eukaryotic initiation factor 4A-1) zur Etablierung eines neuen housekeeping-Proteins als

Vorbereitung auf quantitative Proteinnachweise waren ebenso bisher nicht zielfuhrend.

3.2.2.3 Immunprazipitation zur Identifikation von Interaktionspartnern Mdillerzell-
spezifischer VAMPs

Da Miullerzellen entsprechend meiner Expressionsdaten auf Transkriptebene besonders
spezifisch VAMP3, VAMP5 und VAMP7 exprimierten, war es von Interesse,
Interaktionspartner dieser VAMP-Subtypen zu identifizieren, um mehr Gber ihre Aufgaben in
der Zelle zu erfahren. Aus diesem Grund fihrte ich mit Antikérpern gegen VAMP3, VAMP5
und VAMP7 jeweils ein Set an Immunprazipitationsexperimenten mit Proteinextrakten der
Gesamtnetzhaut durch. Basierend auf einem derartigen Datensatz sollten erste Riickschlisse
auf die potentielle Lokalisation der verschiedenen VAMPSs innerhalb der Mllerzelle und deren
Beteiligung an Transportprozessen bzw. Zellfunktionen mdglich  werden. Die
massenspektrometrischen Analysen der Immunprazipitationsexperimente wurden von der
Kollaborationspartnerin meiner Arbeitsgruppe, Dr. Stefanie Hauck (HelmholtzZentrum
Minchen, Protein Unit), durchgefiihrt. Wéahrend wir keine spezifische Detektion von VAMP3
und VAMP7 durch den jeweiligen Antikorper nachweisen konnten (Daten nicht gezeigt),
fanden wir eine hochspezifische Detektion von VAMPS5 durch den Kaninchen-Anti-VAMP5-
Antikdrper der Firma Synaptic Systems, Goéttingen. Die Pathway-Enrichment-Analyse der bis
auf wenige Ausnahmen mindestens zweifach ko-prazipitierten Proteine ergab die in Tabelle 17
aufgefiihrten signifikanten Anreicherungen. Die jeweiligen Genfunktionen sind ebenfalls in der
Tabelle aufgefiihrt.

68



Tabelle 17: Daten der massenspektrometrischen Analyse der Immunprazipitation in Gesamtretina mit dem VAMP5-
Antikorper im Vergleich zu einer unspezifischen Isotyp-Kontrolle. Es sind alle ko-prazipitierten Proteine bis einschlieBlich
einer VAMP5/1gG-Ratio von 2,0 aufgefiihrt sowie ausgewahlte Proteine mit einer VAMP5/IgG-Ratio < 2. Fett markierte
Gennamen werden im Diskussionsteil (Kapitel 4.3.2) aufgegriffen (STRING Protein-Protein interaction networks; Szklarczyk

etal. 2017).

Genname

Konfidenz-
wert

Verhaltnis
VAMP5/1gG

Proteinname und Genfunktion

Vamp5

Eif6

Mvb12b

Impdh1

Rps15

Tubb4a

Hbb-y

Pgrmcl

Cct2

Nufip2

Gmb5414

mt-Atp8

Akap8

Sv2a

Zfr

41

20

25

53

24

494

46

24

108

55

142

28

34

39

51

infinity

1052,8

649

20,4

19,5

14,7

13,9

13,7

12,3

10,9

9,7

9,4

9,2

78

7,7

Eukaryotic translation initiation factor 6
Biogenese von Ribosomen, Zellexporte, wichtige Komponente von
Hemidesmosomen

Multivesicular body subunit 12B

Komponente des ESCRT-1-Komplexes, ein Regulator vesikularer
Transportprozesse; bendtigt flr die Sortierung endozytotischer,
Ubiquitin-markierter Partikel in multivesikuldre Kérperchen
(Kapitel 1.3.3)

Inosine 5'-phosphate dehydrogenase 1
Regulation von Zellwachstum (wichtig bei der De-Novo-Synthese von
Guanin-Nukleotiden)

Ribosomal protein S15
Ribosomales Protein

Tubulin, beta-4A chain
Bestandteil von Mikrotubuli; Mutationen filhren zu Leukodystrophie 6
oder autosomal-dominanter Torsionsdystonie 4

Hemoglobin Y, beta-like embryonic chain
Epsilon-Kette des Hamoglobins

Progesterone receptor membrane component 1
Progesteron-Rezeptor

Chaperonin containing Tcpl, subunit 2 (beta)

Molekulares Chaperon; spielt vermutlich eine Rolle beim Aufbau des
BBSome-Proteinkomplexes, der in der Ziliogenese als Bestandteil des
Transportsystems den Zilien Vesikel zufiihrt

Nuclear fragile X mental retardation protein interacting protein 2
Bindet RNA

Predicted gene 5414
Méglicherweise Zusammenhang mit Intermedidrfilamenten/Keratin
(National Center for Biotechnology Information (NCBI))

Mitochondrially encoded ATP synthase 8
ATP-Synthase

A-kinase (PRKA) anchor protein 8
Ankerprotein, das die Kompartimentierung einer CAMP-abhéngigen
Proteinkinase (PKA Typ Il) vermittelt

Synaptic vesicle glycoprotein 2 a

Kontrolle regulierter Sekretion in neuronalen und endokrinen Zellen;
verstarkt selektiv niederfrequente Neurotransmission und reguliert
Vesikelfusionierung, indem es den zur Sekretion vorbereiteten Pool
sekretorischer Vesikel aufrechterhélt

Zinc finger RNA binding protein
Involviert in Postnidations- und Gastrulationsphasen der
Embryogenese
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Atplb2

Tmpo

Smarca2

Rpl18a

Rab5b

Map6

Snx18

Ctnnbl

Snrpf

Rpl9

Rpl35a

Hnrnph2

Dynll1

GucyZ2e

Gphn

Skpla

69

78

53

39

47

85

40

68

20

29

49

432

28

47

59

47

7,6

6,9

51

3,9

3,7

3,6

3,5

3,5

3,3

3,3

3,3

3,3

3,2

3,2

31

ATPase, Na+/K+ transporting, beta 2 polypeptide
Nicht-katalytische Komponente der ATPase

Thymopoietin

Madglicherweise involviert in die strukturelle Organisation des
Nukleus; wichtig fur die nukledre Verankerung von RB1 (RB
Transcriptional Corepressor 1, Retinoblastom-Gen)

SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of
chromatin, subfamily a, member 2

Coaktivator in der Transkription, kooperiert mit nukleéren
Hormonrezeptoren, um die transkriptionale Aktivierung zu potenzieren

Ribosomal protein L18A
Ribosomales Protein

Ras-related protein Rab-5B (RAS oncogene family)
Teil der RAS-Onkogen-Familie, beteiligt am Proteintransport,
wahrscheinlich involviert in vesikulare Transportprozesse

Microtubule-associated protein 6

Involviert in die Mikrotubuli-Stabilisierung in vielen Zellen,
einschlieRlich Neuronen; Regulation lysosomaler Transportprozesse in
der dendritischen Morphogenese

Sorting nexin 18
Wahrscheinlich involviert in verschiedene Stadien intrazellularer
Transportprozesse

Catenin (cadherin associated protein), beta 1

Dem Wnt-Signalweg (Signaltransduktionsweg, durch den die Zelle auf
&uRere Signale reagieren kann) nachgeschaltete Schliisselkomponente
(Wirkung je nach Signal, z. B. Coaktivator von Transkriptionsfaktoren)

Small nuclear ribonucleoprotein polypeptide F
Kernstiick von Ribonukleoproteinen des Spleiosoms

Ribosomal protein L9
Ribosomales Protein

Ribosomal protein L35A
Ribosomales Protein

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H2
Komponente des hnRNP-Komplexes (dieser ist ein Ribonukleoprotein)

Dynein light chain LC8-type 1

Komponente des zytoplasmatischen Dynein-1-Komplexes (reguliert
die Dynein-Funktion), Motor fur intrazellulére retrograde Motilitat von
Vesikeln und Organellen entlang von Mikrotubuli

Guanylate cyclase 2e
Guanylatcyclase

Gephyrin

Ankerprotein fur Glycinrezeptoren an subsynaptischen Mikrotubuli-
Einheiten; interagiert vermutlich mit Neurotransmitterrezeptoren und
ist beteiligt an deren Anordnung in bestimmten Membranbereichen;
auflerdem benétigt fur die Synthese eines Cofaktors, der molybdan-
abhédngige Enzyme reguliert (Fritschy et al. 2008)

S-phase kinase-associated protein 1A

Wichtige Komponente des SCF-Ubiquitin-Ligase-Komplexes
(vermittelt die Ubiquitinierung von Proteinen, die in Zellzyklus,
Signaltransduktion und Transkription involviert sind)
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Rps6

Rps9

Gnb2l1

Smarcdl

Polr2h

Cox7a2

Ssbp3

Tfap2a

Rps11

Rps23

Reep5

Slc25a12

Mecp2

Crybal

Rbm17

Ndufab

Cystml

Clta

Ssh

162

25

41

42

95

48

73

27

32

41

46

69

180

20

20

27

33

94

228

2,9

2,7

2,7

2,7

2,6

2,6

2,5

2,5

2,5

2,5

2,5

2,5

2,4

2,3

2,3

2,3

2,3

2,3

Ribosomal protein S6
Ribosomales Protein fiir Zellwachstum und -proliferation

Ribosomal protein S9
Ribosomales Protein

Guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 2
like 1

Involviert in die Rekrutierung, Gruppierung und Regulierung vieler
Signalmolekile; interagiert mit sehr vielen Proteinen und spielt eine
Rolle in vielen zellul&ren Prozessen

SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of
chromatin, subfamily d, member 1

Involviert in die Umformung von Chromatin; starker Einfluss auf
Vitamin-D-vermittelte transkriptionale Aktivitat

Polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide H
Komponente der DNA-abhangigen RNA-Polymerase I-111

Cytochrome c oxidase, subunit Vlla 2
Teil der Cytochrom-C-Oxidase (Oxidase im mitochondrialen
Elektronentransport)

Single-stranded DNA binding protein 3
Wahrscheinlich involviert in die Transkription des Alpha2-Kollagen-
Gens

Transcription factor AP-2, alpha
Transkriptionsregulator

Ribosomal protein S11
Ribosomales Protein

Ribosomal protein S23
Ribosomales Protein

Receptor accessory protein 5
Madglicherweise involviert in die Expression olfaktorischer Rezeptoren

Solute carrier family 25 (mitochondrial carrier, Aralar), member 12
Katalysator des Kalzium-abhdngigen Austauschs zytoplasmatischen
Glutamats mit mitochondrialem Aspartat an der inneren
mitochondrialen Membran

Methyl CpG binding protein 2
Chromosomales Protein, das methylierte DNA bindet

Crystallin, beta A1
Dominantes Strukturprotein der Augenlinse

RNA binding motif protein 17
SpleiR-Faktor

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 5
Untereinheit der NADH-Dehydrogenase der mitochondrialen
Atmungskette

cysteine-rich transmembrane module containing 1
Vermutlich ein Ankerprotein (Venancio und Aravind 2010)

Clathrin, light polypeptide
Teil des Clathrin-Molekils

Sjogren syndrome antigen B
Bindet an RNA-Polymerase-111-Transkripte, schiitzt sie vor
Exonuklease-Verdau, erleichtert deren Faltung und Reifung
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Scamp5

St13

Sec23b

Lancl2

Zmizl

Ndrgl

Capza2

Synel

Rpl10

Cnn3

Tox4

Aldh2

Hintl

Snrpd3

Khdrbs3

Impdhl

24

42

138

23

32

43

54

60

89

123

25

25

34

37

40

59

2,2

2,2

2,2

2,1

2,1

2,1

2,1

2,1

2,1

2,1

Secretory carrier membrane protein 5
Bendotigt fir die Kalzium-abhéngige Exozytose von Zytokinen, arbeitet
wahrscheinlich in Kooperation mit der SNARE-Maschinerie

Suppression of tumorigenicity 13
Madglicherweise ein Tumorsuppressorgen, beteiligt an der
Zusammenflihrung einzelner Komponenten von Hitzeschockproteinen

Protein transport protein Sec23B

Komponente des Coat Protein Complex Il (COPII), der die Formation
von Vesikeln aus der Membran des Endoplasmatischen Retikulums
und die Selektion von Transportmolekilen fiir ihren Transport zum
Golgikomplex vermittelt

LanC (bacterial lantibiotic synthetase component C)-like 2
Bendtigt fur Signalwege in Granulozyten

Zinc finger, MIZ-type containing 1
Erhoht die transkriptionale Aktivitat von Androgenrezeptoren

N-myc downstream regulated gene 1

Stress-abhangiges Protein, das in Hormonantworten, Zellwachstum und
-differenzierung involviert ist; Tumorsuppressor in vielen Zelltypen;
auBerdem Regulator der Mikrotubulidynamik, spielt eine Rolle bei
Transportprozessen in der Zelle

Capping protein (actin filament) muscle Z-line, alpha 2
F-Aktin Capping Protein, bindet Kalzium-unabhangig an
Aktinfilamente

Nuclear envelope spectrin repeat protein 1/ Nesprin-1
Halt die zellulére rdumliche Organisation zwischen Organellen und
Aktin-Zytoskelett aufrecht

Ribosomal protein L10
Ribosomales Protein

Calponin 3, acidic
Filament-assoziiertes Protein, das an der Regulation und Modulation
von Kontraktionen glatter Muskulatur beteiligt ist

TOX high mobility group box family member 4

Komponente des PTW/PP1-Phosphatasekomplexes, kontrolliert
wahrend des Ubertritts aus der Mitose in die Interphase
Chromatinstruktur und Zellzyklus

Aldehyde dehydrogenase 2, mitochondrial
Umwandlung von Retinaldehyd in Retinsdure (Teil des Rhodopsin-
Molekiils)

Histidine triad nucleotide binding protein 1
Hydrolysiert Purinnukleotide

Small nuclear ribonucleoprotein D3;
Kernstiick von Ribonukleoproteinen des Spleifosoms

KH domain containing, RNA binding, signal transduction associated 3
RNA-bindendes Protein, spielt eine Rolle in der Regulation von
alternativem Spleif3en

Inosine 5'-phosphate dehydrogenase 1

Reguliert Zellwachstum durch Katalyse der Konversion von Inosin-5'-
Phosphat (IMP) zu Xanthosin-5'-Phosphat (XMP) (erster Schritt der
De-Novo-Synthese von Guaninnukleotiden)
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139

1,6

15

15

15

1,4

1,4

1,4

13

1,0

0,8

0,7

0,7

0,5

Single-stranded DNA binding protein 2
Bindet DNA, Regulator der Transkription

Actin-binding LIM protein 1
Konnte als Geristprotein dienen, mdglicherweise beteiligt an der
Retinaentwicklung und Axon-Lenkung

Sec24 related gene family, member B (S. cerevisiae)

Vermutlich Komponente des Coat Protein Complex Il (COPII), der die
Formation von Vesikeln aus der Membran des Endoplasmatischen
Retikulums und die Selektion von Transportmolekilen fiir ihren
Transport zum Golgikomplex vermittelt

Synaptophysin

Madglicherweise benétigt flr die Organisation von
Membrankomponenten und die Zielfiihrung von Vesikeln zur
Plasmamembran; involviert in synaptische Plastizitét

Septin 7
Bendtigt fiir die Organisation des Aktin-Zytoskeletts, involviert in
Mitose und Zellteilung, Ziliogenese, Zellbewegung

N-ethylmaleimide sensitive fusion protein

ATPase, benétigt flr Vesikel-vermittelten Transport (Transport vom
Endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat und Katalyse der
Fusion der Transportvesikel mit dem Golgikomplex)

Sec24 related gene family, member C (S. cerevisiae)
Vermutlich Komponente des Coat Protein Complex 11 (COPII)

Syntaxin 1B

Potentiell involviert in das Docking synaptischer Vesikel an der
prasynaptischen Membran; kénnte die Kalzium-abhéngige Exozytose
in Spermien regulieren

Synaptosomal-associated protein 91 =

Clathrin coat assembly protein AP180

Komponente des Komplexes, der Clathrin mit Rezeptoren in Coated
Vesicles verbindet; interagiert vermutlich mit zytoplasmatischen
Ketten von Membranproteinen

Sec23 related gene family, member A (S. cerevisiae) = Protein
transport protein Sec23A
Komponente des Coat Protein Complex 1l (COPII)

Complexin 4
Reguliert einen spaten Schritt in der Exozytose synaptischer Vesikel

Sec31 related gene family, member A (S. cerevisiae) = Protein
transport protein Sec31A
Komponente des Coat Protein Complex 11 (COPII)

Sec31 related gene family, member B (S. cerevisiae) = Protein
transport protein Sec31B

Komponente des Coat Protein Complex 11 (COPII), kénnte eine Rolle
in der Vesikel-Knospung und dem Export von Molekiilen aus dem
Endoplasmatischen Retikulum spielen

Synaptotagmin binding, cytoplasmic RNA interacting protein =
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q
Involviert in mMRNA-Prozessierung

Synaptotagmin |
Vermutlich Regulator von Membraninteraktionen wahrend des
Transports synaptischer Vesikel

73




Es bot sich an, den erhaltenen Datensatz mit einer Proteindatenbank (hier: STRING), die
Informationen Uber Proteininteraktionen aus Experimenten, anderen Datenbanken und am
Computermodell berechneten Interaktionsvorhersagen enthalt, zu vergleichen (STRING
Protein-Protein interaction networks; Szklarczyk et al. 2017). Dabei fiel zum einen auf, dass
das aus den Immunprézipitationsanalysen erhaltene Proteinnetzwerk signifikant mehr
Interaktionen enthielt als erwartet (Pathway-Enrichment-Analyse p-Wert: 1,35¢°8). Einige
bzw. die meisten der hier aufgefiihrten ko-prazipitierten Proteine und somit mdglichen
Interaktionen sind also vermutlich so noch nicht beschrieben oder berechnet worden (Abb. 17).
Betrachtete man andererseits die Genfunktionen der ko-prézipitierten Proteine beziglich
zellularer Komponenten, ergaben sich die in Tabelle 18 aufgefiihrten Ergebnisse. Besonders
interessant war, dass diese einige Proteine aus den Interaktionsfeldern Exosomenfreisetzung,

Regulation vesikuldrer Transportprozesse und Mikrotubuli-assoziierte Proteine beinhaltete.
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Abbildung 17: Graphische Darstellung der in der Immunprazipitation mit VAMPS5 ko-préazipitierten Proteine.
Farbliche Kennzeichnung der Proteine nach Zugehdrigkeit zu einzelnen ausgewéhlten Funktionen im zelluldren
Aufgabenbereich (rot: Ribosomaler Signalweg; griin: Membran-gebundene Vesikel; blau: extrazelluldre Exosomen; pink:
zytoplasmatischer Vesikelanteil, gelb: Endosomenmembran); farbliche Kennzeichnung der vorhergesagten Interaktionen
zwischen den Proteinen je nach Quelle, aus der die Interaktionen abgeleitet wurden (Farberklarung siehe Abbildung; STRING
Protein-Protein interaction networks; Szklarczyk et al. 2017).
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Tabelle 18: Tabellarische Darstellung der mit VAMPS5 prézipitierten Proteine am Beispiel zellularer Komponenten mit
zugehdriger Signalweg-1D, Anzahl Z&hlungen im Datensatz und farblicher Markierung (bezuglich der Farben siehe auch
Abb. 17; STRING Protein-Protein interaction networks; Szklarczyk et al. 2017).

pathway 1D

GO-0032891
GOr0044445
GOr0044445
GO-0022826
GO0043232
GOr0044391
GO-0005840
GO-0030520
GO-0005820
GO-0022827
GO0043220
GOr0043226
GO-0031838
G0-0015035
GO0043234
GOr0044428
GO-0070062
GO000573T
GO-0044444
GO0043227
GO-0005822
GO-0005856
GO0005534
GO-0044424
GO-0031881
GO-0044421
GO-0070013
00015034
GO0043231
GO0034715
GO-0044430
GO-0007458
GO-0005533
GO-0005576
GO0022825
GO-0005837
GO0034700
GOr0016514
GO-0071564
GO-0071565
GO-1902404
GO0044433
GO0000735
GO0030054
GO-0005535
GO-0044464
GO0034718
GO0005823
GO-0005504
GO0048471
GO-0044207
GO-0005854
GO-0010008

Cellular Component (GO)

pathway description count in gene sef
macromolecular complex 40
intracellutar crganelle part 45
cytosolic part 10
cytosolic ribosome 8
intracellutar mon-membrane-bounded organelle |
ribosomal subunit g
ribosome 10
ribonucleoprotein complex 14
cytosol 20
cytosolic small rbosomal subunit 5
intracellutar crganelie 448
organslle 51
membrane-boundad vesicle 25
small ribosomal subunit 5
protein complex 28
nuclear part 24
extracellular exosome 21
cytoplasm 44
cytoplasmic part a4
membrane-bounded organells 45
intracellular 48
cytoskeleton 18
nucleus 32
intracellular part 48
nuclear lumen 21

extracellular region part
intracellular organelle lumen
large ribosomal subunit

intracellutar membrane-bounded organslle

plCIn-5m protein complax
cytoskeletal part

neurcn part

UT snRMF

extracellular region

cytosolic large ribosomal subunit

L4 snRMF

methylosome

SWVWWSNF complex
npBAF complex

nBAF complex

catalytic complex
cytoplasmic vesicle part
chromatin

cell junction

U1 snRMF

cell part

SMM-5m protein complesx
cll

chromaosome

perinuciear region of cytoplasm
cell body

nucleoplasm

endosome membrane

3.2.2.4 Subzellulare Lokalisation von VAMP5

macnﬂm#m#ma‘mmmmmmmmmﬁm:ﬁmﬂnﬁﬁ

Maillerzellen der Maus

falze dizcowvery rafe
1.78e-11
1.142-08
2.18=2-08
3.81e-08
3.81=-08
5.182-08
5.27e-08
3.752-07
3.11e-08
4.08=-08
1.37e-05
2.352-05
5.83=-05
T.77e-05
0.000137
0.000247
0.000247
0.00025
0.00061
0.000895
0000660
0.000668
0.00108
0.00123
0.00M27
0.00137
0.00235
0.00409
0.00422
0.00533
0.00553
0.00654
0.00219
0.0105
0.0126
0.0182
0.0182
0.0187
0.0187
0.0217
0.0221
00244
0.0246
0.0253
0.0282
0.0282
0.0228
0.0zg2
0.0=262
0.0:305
0.0322
0.0377
0.0446

in

Da die Expressionsdaten auf eine spezifische Anreicherung von VAMPS in Millerzellen

hindeuteten (Kapitel 3.2.2.1) und sich in der Immunprazipitation eine Assoziation von VAMPS
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mit vesikuléren Proteinen gezeigt hatte (Kapitel 3.2.2.3), sollte die subzellulare Lokalisation
von VAMPS in Millerzellen mittels Licht- und Elektronenmikroskopie ndher untersucht
werden, wobei die Farbung und Mikroskopie durch den Kollaborationspartner Dr. Frank
Pfrieger (INSERM, Straburg) erfolgte. Tatsachlich konnte VAMPS5 gleichmaRig in
vesikuldren Strukturen von Miillerzellen dargestellt werden (Abb. 18A). Ebenso war VAMP5
sowohl in Mdllerzell-EndfuiBen, die den Abschluss der Retina hin zum Vitreus bilden, als auch
aullerhalb der Mullerzelle in direkter raumlicher N&he zu ihren EndfiiRen in moglicherweise
von ihr sezernierten vesikelformigen Strukturen zu lokalisieren (Abb. 18B). Damit schien
VAMPS5 sowohl in Miullerzell-EndfiiRen als auch in von ihren EndfuRen sezernierten

vesikularen Strukturen vorhanden zu sein.

VAMP5 40 nm
Cd63 25 nm

100.nm

-

% B TR oy e

Abbildung 18: Mikroskopische Charakterisierung von VAMPS5 in der Mullerzelle. Darstellung von VAMPS5 mittels (A)
Lichtmikroskopie (Glutaminsynthetase diente als Marker fiir Millerzellen, DAPI farbte die Zellkerne, VAMP5-Farbung zur
Detektion von VAMP5) und (B) Elektronenmikroskopie in Miullerzellen sowie in mdglicherweise von Maullerzellen
sezernierten vesikuldren Strukturen (VAMP5-Farbung zur Detektion von VAMPS5). (C) Elektronenmikroskopische Analyse
von aus Miillerzellen isolierten Exosomen mittels Farbung von CD63 als Exosomenmarker sowie von VAMPS5 (Isolation
nach Protokoll in Kapitel 2.2.11). Die Farbung und Mikroskopie erfolgte jeweils durch den Kollaborationspartner Dr. Frank
Pfrieger (INSERM, Straburg).
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3.2.3 Exosomen als moglicher Sekretionsmechanismus

Folglich stellte sich die Frage, um welches Zellorganell es sich bei den vesikelférmigen
Strukturen handelte. Hierfur kamen Exosomen, also sekretorische Vesikel (Kapitel 1.3.3), in
Frage, auch zumal sich bereits in der Immunprézipitation eine Assoziation von VAMP5 mit
exosomalen Proteinen gezeigt hatte. Um zunéchst Exosomen aus der Miillerzelle zu isolieren,
wurden zwei unterschiedliche Kits fiir die Isolation von Exosomen getestet und verglichen
(Kapitel 2.2.11). Aufgrund der Uberzeugenderen Ergebnisse und der unkomplizierteren
Handhabung wurde das Kit der Firma Invitrogen bevorzugt und zum Erheben der hier
aufgefiihrten Daten verwendet. AnschlieBend konnten die aus Miillerzellkulturen
angereicherten Exosomen mittels Elektronenmikroskopie und Western Blot genauer
charakterisiert werden.

Die elektronenmikroskopische Analyse von aus Miullerzellen isolierten Exosomen
demonstrierte eine wiederholte Kolokalisation des Exosomenmarkers CD63 (Peterson et al.
2015) und mit VAMPS5 (Farbung und Mikroskopie durch den Kollaborationspartner Dr. Frank
Pfrieger, INSERM, StraRburg; Kapitel 3.2.2.4, Abb. 18C). Damit konnte zum einen belegt
werden, dass Exosomen erfolgreich aus Millerzellkulturen angereichert werden konnten. Das
bedeutete folglich, dass Mullerzellen Exosomen sezernierten, die mithilfe des verwendeten
Isolationsprotokolls verl&sslich isoliert werden konnten. Zum anderen konnte aufgrund der
Kolokalisation von Exosomenmarker und VAMPS auf deren Koexpression in Mullerzellen
geschlossen werden.

In einem weiteren Schritt sollten die aus Millerzellen isolierten Exosomen via Western Blots
fir die Exosomenmarker CD9 und CD63 (Peterson et al. 2015) ndher charakterisiert werden.
Erneut waren einige Vorversuche nétig, um ein reproduzierbares Western Blot-Protokoll zu
etablieren. Dieses ist fur CD63 in 2.2.10 aufgefiihrt, fur CD9 lieRen sich keine
zufriedenstellenden Ergebnisse erzielen (Daten nicht gezeigt). CD63 (53 kDa) konnte jedoch
in aus Millerzellkulturen angereicherten Exosomen mittels des von mir entwickelten Western
Blot-Protokolls nachgewiesen werden (Abb. 19). Somit war dies ein weiterer Hinweis darauf,
dass Millerzellen Exosomen sezernierten. Der Western Blot-Nachweis von VAMP5 in der
entsprechenden Exosomenfraktion scheiterte vermutlich an einem zu geringen
Expressionsniveau bzw. einer zu niedrigen Proteininputmenge, die aus der Exosomenfraktion

gewonnen werden konnte (Daten nicht gezeigt).
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CD63

75 kDa ’ "  Abbildung 19: Western Blot von aus Millerzellen isolierten Exosomen fir den

50 kDa Exosomenmarker CD63. Aufgetragen sind der Proteinstandard und 33 pg Protein von aus

37kDa Mullerzellen isolierten Exosomen (MZ); Entwicklungsdauer 1 min, Exosomenisolation nach
2.2.11.1und 2.2.11.3. Die Western Blot-Konditionen sind in Kapitel 2.2.10 dargestellt.

MZ

3.3 Einfluss der Mullerzell-spezifischen funktionellen Inaktivierung von VAMP1-3 sowie
des Knockouts von VAMP7 auf Morphometrie, VAMP- und VGLUT-Expression in der

Retina

Die in den beiden eben aufgefiihrten Kapiteln gewonnenen Ergebnisse wurden in Millerzellen
der gesunden Wildtyp-Maus erhoben. Fur weiterfilhrende Experimente sollten hierauf
aufbauend unterschiedliche transgene Mausmodelle untersucht werden, um weitere
Aufschlisse tber Sekretionsmechanismen in Millerzellen und speziell die Rolle von VAMPs
hierbei zu erhalten. Dabei wurden sowohl VAMP7-Knockout-M&use untersucht als auch
Mause mit einem Maullerzell-spezifischen funktionellen Knockout von VAMP1-3
(Kapitel 2.1.1). Durch deren Kreuzung konnten aulerdem erstmals triple-transgene Tiere
generiert und analysiert werden, also Méuse, in denen vor einem VAMP7-defizienten
Hintergrund Millerzell-spezifisch VAMP1-3 ausgeknockt wurde. Diese Ziichtung erwies sich
als aulerst schwierig, da die Mdause insgesamt eine reduzierte Fertilitdt zeigten, sodass
insgesamt nur eine geringe Zahl an triple-transgenen (d.h. VAMP7-KO x iBot) Tieren zur
Verfligung stand.

3.3.1 Validierung des transgenen Mausmodells mittels gPCR

3.3.1.1 Validierung der Millerzell-spezifischen Expression von Botulinumtoxin (BoNT)
Slezak et al. (2012) erbrachten einen funktionellen Nachweis dafiir, dass BONT in iBot-Mé&usen
ausschlieBlich in Mullerzellen wirksam ist. Ein Nachweis der Zelltyp-spezifischen Expression
auf RNA-Ebene fehlte allerdings noch. Um diesen zu erbringen, wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit das BoNT-Transkript mittels TagMan®-PCR in Miillerzellen von Wildtyp-
und iBot-Mé&usen (GlastCreER™ x iBot-Transgen) detektiert. Die Expression von BoNT war
in Mullerzellen der iBot-Tiere etwa hundertfach hoher als in der aus derselben Retina isolierten
Neuronenfraktion (Abb. 20). Eine sehr geringe Expression in der Neuronenfraktion kénnte
durch eine leichte Verunreinigung derselben durch Mullerzellen zustande gekommen sein, da,
wie anfangs beschrieben, versuchsbedingt trotzdem noch etwa 0,5 % Millerzellen in der
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Neuronenfraktion zu finden waren (Kapitel 3.1.1). Im Wildtyp war — wie erwartet — kein
Transkript fur Botulinumtoxin nachweisbar (Abb. 20).

*k%

150 — Abbildung  20: Vergleich der Expression von

Botulinumtoxin zwischen Neuronen und Millerzellen im

Wildtyp und in bigenen iBot-Mausen (GlastCreER™ x
100+ iBot-Transgen) anhand einer quantitativen PCR. Hier
wurde das Isolationsprotokoll fiir die Isolation von Neuronen
und  Mallerzellen  verwendet. Balken reprasentieren
Mittelwerte + Standardfehler und geben die Ergebnisse von n
50 1 = 2 unabhdngigen Versuchen wieder. Einfaktorielle
Varianzanalyse nach Tukey. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <
0,001.

iBot-Expression

Wildtyp Wildtyp iBot iBot
Neurone Miillerzellen Neurone Miillerzellen

3.3.1.2 Analyse der Expression von VAMP7 in der VAMP7-Knockout-Maus

In den durchgefihrten TagMan®-PCRs wurde fir das VAMP7-Gen die Exon-Intron-
Exongrenze zwischen Exon 1 und Exon 2 amplifiziert. Im VAMP7-KO-Tier sind Exon 1 und
2 intakt, wahrend Exon 3 vollstandig deletiert wurde. Aus diesem Grund wurden in meinem
TaqMan®-Ansatz in der VAMP7-KO-Maus VAMP7-Transkripte exprimiert (Kapitel 3.3.4,
Abb. 26). Eine Aussage Uber einen funktionellen Knockout von VAMP7 kann somit
ausschlieBlich auf Proteinebene getroffen werden. Aufgrund dessen sollte der Nachweis des
VAMP7-Knockouts mittels Western Blot erfolgen. In Gesamtretina des Wildtyps konnte
VAMP7 im Western Blot nachgewiesen werden (Kapitel 3.2.2.2). Trotz umfangreicher
Western Blot-Versuche gelang es im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht, reproduzierbar und
quantitativ vergleichbar den Knockout von VAMP7 im genannten Mausmodell nachzuweisen

(Daten nicht gezeigt).

3.3.2 Analyse der Zellfraktionen der Retina anhand Zelltyp-spezifischer Marker im
transgenen Mausmodell

Vorweg sollte ein orientierender Uberblick Gber die Auswirkungen der VAMP-Knockouts auf
die Zellfraktionen gewonnen werden. Betrachtete man die Expression der Zelltyp-spezifischen
Marker in den retinalen Zellfraktionen von Wildtyp-, VAMP7-KO- sowie triple-transgenen
Méausen, fiel auf, dass die Zellverteilungen in der Netzhaut gleich zu bleiben schienen,
unabhéngig vom Genotyp der Maus (Abb. 21). Es konnten keine signifikanten Unterschiede

innerhalb der Zellgruppen zwischen den unterschiedlichen Genotypen festgestellt werden.
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80 Nrl

800 Glutaminsynthetase Abbildung 21: Expression Zelltyp-
60 spezifischer Marker in mittels
5600 MACS®-System aus der Retina
? 0 isolierten Zellfraktionen in den
@ 400 unterschiedlichen Genotypen
s { l (quantitative PCR). Hier wurde das
200 0 [ ;  Isolationsprotokoll fiir die Isolation
T i 1 i i i T i von Neuronen, Maullerzellen,
0= - == 0 — Mikroglia und  Endothelzellen
MG E N MZ MG E N Mz verwendet. Balken reprasentieren
Mittelwerte + Standardfehler und
3000 CD11b 1000 lcam2 geben die Ergebnisse von n = 6
800 (Ausnahmen: n = 2 fiir Vamp7-KO, n
o | ‘ = 3 fir VAMP7-KO x iBot)
@ | 600 unabhéngigen Versuchen wieder.
o Analyse mittels ungepaartem T-Test.
I_%:Looo 400 *p < 0,05. Signifikanzen zwischen
1 200 § 1 - den einzelnen Zellpopulationen sind
i I i ' nicht dargestellt. MG: Mikroglia; E:
0 - - o0 - == - Endothelzellen; N: Neurone; MZ:

MG E N MZ MG E N Mz Millerzellen.

Il Wildtyp VAMP7-KO Vamp7-KO x iBot

3.3.3 Morphometrische Analyse der retinalen Integritdt im transgenen Mausmodell

In einem weiteren Schritt wurden die unterschiedlichen Genotypen auf histologischer Ebene
verglichen. Hierfir erfolgte die morphometrische Analyse sowohl von zentralen und peripheren

Retinaschnitten als auch von retinalen Flachpraparaten.

3.3.3.1 Analyse von Retinaschnitten unterschiedlicher
Genotypen

In der Analyse der zentralen Retinaschnitte zeigten sich zundchst keine groReren
morphologischen Unterschiede zwischen den verschiedenen Genotypen (Abb. 22).
Weiterfiihrend wurden mithilfe des Programms ImageJ die Zellzahlen der einzelnen
Retinaschichten sowie die Schichtdicken der IPS verglichen (Abb. 23). Fur die Schichtdicke
der IPS ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen (Abb. 23B). Auch
hinsichtlich der Zellzahlen zeigten sich weder in der GZS noch in der IKS oder AKS
signifikante Unterschiede (Abb. 23A). Zudem fand sich in der Auswertung von
Calretininfarbungen, in denen in der GZS Ganglienzellen und displazierte Amakrinzellen und
in der IKS Amakrinzellen markiert sind, in der GZS kein signifikanter Unterschied zwischen
den unterschiedlichen Genotypen. Uberraschenderweise lieR sich jedoch ein signifikanter
Unterschied fir die Calretinin-positiven Amakrinzellen der IKS feststellen: Sowohl im
VAMP7-KO-Tier als auch im triple-transgenen Tier zeigte sich eine geringere Zellzahl dieses
Zelltyps im Vergleich zum Wildtyp, wéhrend sich die Werte im VAMP7-KO- und im triple-
transgenen Tier dhnelten (Abb. 23C).
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Die Analyse der peripheren Retinaschnitte nach Farbung mit a-VAMP7 erbrachte leider keine
verlasslichen Ergebnisse, sodass keine validen Aussagen zum VAMP7-Nachweis im

Retinaschnitt getroffen werden konnten (Daten nicht gezeigt).

Wt x Wt iBot x Wt VAMP7-KO iBot x VAMP7-KO

Glutaminsynthetase Glutaminsynthetase Glutaminsynthetase Glutaminsynthetase

Abbildung 22: Vergleich der Morphometrie der Netzhaut in unterschiedlichen Genotypen anhand von Retinaschnitten.
Immunfluoreszenzmikroskopie von jeweils einem zentralen Retinaschnitt aus einem Wildtyp-Tier, Wildtyp x iBot-Tier,
VAMP7-KO-Tier und triple-transgenen Tier (VAMP7-KO x iBot), die wie in Kapitel 2.2.3.1 dargestellt hergestellt und gefarbt
wurden. Glutaminsynthetase diente als Marker fur Mullerzellen, Calretinin farbte in der GZS Ganglienzellen und displazierte
Amakrinzellen und in der IKS Amakrinzellen. Die Kerne aller in der Probe befindlicher Zellen wurden durch eine DAPI-
Farbung dargestellt. GroRenstandard: 20 pum.
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Abbildung 23: Vergleich der Genotypen bezlglich der Zellzahl in den unterschiedlichen Retinaschichten, Dicke der
IPS und Anzahl der Calretinin-positiven Zellen abhangig von der Retinaschicht. Balken représentieren Mittelwerte +
Standardfehler und geben die Ergebnisse folgender Anzahl unabhéngiger Versuche (Anzahl Versuchstiere) wieder: n = 10 fur
WT, n =6 fir VAMP7-KO, n =6 fir VAMP7-KO x iBot. Fiir jedes Versuchstier wurden bei einer 20-fachen Vergrofierung je
3 reprasentative zentrale Retinaschnitte ausgezéhlt (fir die IPS-Messung erfolgten je 3 Messungen pro Schnitt) und der
Mittelwert hieraus gebildet. Analyse mittels ungepaartem T-Test. *p < 0,05; **p < 0,01.
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3.3.3.2 Analyse von Mikroglia in retinalen
Flachpraparaten unterschiedlicher Genotypen

Aufgrund der Ergebnisse der morphometrischen Auswertung, die in der inneren Kornerschicht
des Wildtyps signifikant mehr Amakrinzellen als in der des VAMP7-KO-Tiers und des triple-
transgenen Tiers ergeben hatte (Kapitel 3.3.3.1), sollte untersucht werden, ob sich weitere
indirekte Hinweise auf ein Absterben der Amakrinzellen im transgenen Tier finden lielRen.
Hierfur wurden Mikrogliazellen histologisch untersucht. Mikroglia reagieren auf das Absterben
von Zellen mit einer Aktivierung, die mit einer Veranderung ihrer Morphologie von einer stark
ramifizierten Zelle mit langen Fortsdtzen und kleinem Soma hin zu einer améboiden Zelle mit
verkirzten oder gar ganz eingezogenen Fortsdtzen und vergroRertem Soma einhergeht
(Silverman und Wong 2018).

Somit sollte analysiert werden, ob es in den transgenen Mé&usen zu einem langsamen Absterben
der Amakrinzellen und einer damit einhergehenden Mikrogliaaktivierung kam und ob dabei ein
Unterschied zwischen VAMP7-defizienten Mdusen und triple-transgenen Mdusen bestand.
Um die Morphologie von Mikroglia zu untersuchen, eignen sich insbesondere retinale
Flachpraparate, da sich hier die Anzahl, Morphologie und rdaumliche Ausdehnung des
Mikrogliafortsatzbaums optimal beurteilen lassen. Erneut zeigten sich keine groReren
morphometrischen Unterschiede zwischen den einzelnen Genotypen (Abb. 24 A - C). Zur
genaueren Analyse wurden mittels des Programms ImageJ in den unterschiedlichen Genotypen
(Wildtyp-, triple-transgene und VAMP7-KO-Maus) jeweils in der IPS und APS die Zellzahl
und Somaflache sowie die Flache, welche die Mikroglia mit ihren Fortsdtzen okkupierten,
bestimmt (Abb. 24 D - E). Beziiglich Zellzahl, SomagrdfRe und Verhaltnis zwischen IPS und
APS lieRen sich keine Unterschiede zwischen den einzelnen Genotypen feststellen (Abb. 25).
Betrachtete man die durch die Fortsdtze okkupierte Flache, fiel zwar ein Unterschied zwischen
IPS und APS auf, dieser zeigte sich jedoch nur im Wildtyp und stand nicht in Zusammenhang
mit den transgenen Tieren. Es konnte also keine eindeutige Aktivierung von Mikroglia in den

verschiedenen transgenen Mauslinien nachgewiesen werden.
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Abbildung 24: Immunfluoreszenzmikroskopie zur Darstellung der Morphometrie von Mikroglia in retinalen
Flachpréparaten. Iba-1 (ionized calcium binding adaptor molecule 1) diente als Marker fiir Mikroglia, die Kerne aller in der
Probe befindlicher Zellen wurden durch eine DAPI-Farbung dargestellt. Gezeigt ist die IPS im (A) Wildtyp, (B) VAMP7-KO-
Tier, (C) VAMP7-KO x iBot-Tier. Aullerdem ist die VVorgehensweise bei der Messung der Flache des Zellkerns (D) und der

insgesamt durch die Zelle okkupierten Flache (E) in der IPS eines Wildtyps mittels des Programms ImageJ dargestellt.
Grolenstandard: 20 pm.
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Abbildung 25: Histologischer Vergleich der Mikrogliazellen von Wildtyp-, VAMP7-KO- und VAMP7-KO x iBot-
Mausen bezliglich der Zellzahl, des Somaareals, der durch die Zelle insgesamt okkupierten Flache und des jeweiligen
Verhaltnisses zwischen IPS und APS im retinalen Flachpraparat. Balken représentieren Mittelwerte + Standardfehler und
geben die Ergebnisse von n = 6 (Wildtyp) bzw. n = 4 (VAMP7-KO) bzw. n =1 (VAMP7-KO x iBot) unabh&ngigen Versuchen
wieder. Die Analysen erfolgten mittels ,,Stacking“-Aufnahmen der zentralen Retina bei 20-facher VergrdRerung. Fir die
Zellzahl wurden jeweils alle sich im betreffenden Ausschnitt befindlichen Mikrogliazellen der IPS/APS pro Versuchstier
gezéhlt und der Mittelwert hieraus gebildet. Fir die Somaflache und okkupierte Flache wurden fiir jedes Versuchstier pro

Schicht je 5 reprasentative Zellen ausgemessen und der Mittelwert hieraus gebildet. Analyse mittels ungepaartem T-Test.
*p < 0,05; **p <0,01.
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3.3.4 Analyse der VAMP-Expression in der Retina der transgenen Maus

Aufbauend auf den Analysen von VAMPs in den retinalen Zellfraktionen der Wildtyp-Maus
(Kapitel 3.2) wurde ihre Expression in der Retina nach Knockout von VAMP1-3 (funktionell,
Muillerzell-spezifisch) und  VAMP7  (ubiquitdr)  untersucht, um  mogliche
Kompensationsprozesse aufzudecken.

Betrachtete man die Expression der einzelnen VAMPs in Miuillerzellen jeweils bezogen auf
deren Expression in Wildtyp-Mullerzellen, lieBen sich mit einer Ausnahme keine Unterschiede
zwischen Wildtyp- und transgenen Tieren detektieren (Abb. 26). Das schien zu bedeuten, dass
beim Ausknocken einzelner VAMPs weder andere VAMPs in Millerzellen herunter-, noch
kompensatorisch heraufreguliert wurden. Lediglich VAMP7 zeigte in den Mullerzellen der
Tiere, in denen das Gen ausgeknockt war (VAMP7-KO und triple-transgen), eine signifikant
niedrigere Expression als im Wildtyp.

Auch innerhalb der anderen aus der Retina isolierten Zellgruppen (Endothelzellen, Mikroglia,
Neuronen) konnten in Bezug auf die VAMP-Expression keine signifikanten Unterschiede

zwischen den unterschiedlichen Genotypen festgestellt werden (Abb. 27).

g 2.0
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VAMP 1 VAMP 2 VAMP 3 VAMP 4 VAMP 5 VAMP 7 VAMP 8
B Wildtyp iBot x Wildtyp mE VAMP7-KO = VAMP7-KO x iBot

Abbildung 26: Expression von Mitgliedern der VAMP-Familie in Mullerzellen der verschiedenen Mauslinien zum
funktionellen Knockout verschiedener VAMPs (quantitative PCR). Balken représentieren Mittelwerte + Standardfehler
und geben die Ergebnisse von n = 6 (VAMP7-KO) bzw. n = 4 (VAMP7-KO x iBot) bzw. n = 5 (Wildtyp; Ausnahmen: n =4
fur VAMP1 und VAMP7 im Wildtyp, n = 6 fur VAMP3 im Wildtyp) bzw. n = 3 (iBot x Wildtyp; Ausnahme: n = 2 fir VAMP5
im iBot x Wildtyp) unabhangigen Versuchen wieder. Analyse mittels ungepaartem T-Test. *p < 0,05; **p < 0,01
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Abbildung 27: Expression der VAMP-Subtypen in den unterschiedlichen retinalen Zellpopulationen und genetischen
Hintergrinden mittels quantitativer PCR. MG: Mikroglia; E: Endothelzellen; N: Neurone. Hier wurde das
Isolationsprotokoll fir die Isolation von Neuronen, Mullerzellen, Mikroglia und Endothelzellen verwendet. Balken
représentieren Mittelwerte + Standardfehler und geben die Ergebnisse von folgender Anzahl unabhéngiger Versuche wieder:
Fur Wildtyp n = 6 (Ausnahmen: n = 4 fir VAMPL in Neuronen, n = 2 fir VAMP1 in Mikroglia und Endothelzellen, n =5 fiir
VAMP3 in Mikroglia). Fir VAMP7-KO n = 2. Fir VAMP7-KO x iBot n = 3 (Ausnahmen: n = 2 fir VAMP1 in allen
Fraktionen). Einfaktorielle Varianzanalyse nach Tukey. *p < 0,05; **p < 0,01; Signifikanzen zwischen den einzelnen
Zellpopulationen sind nicht aufgetragen.

3.3.5 Retinale Expression von VGLUT3 im transgenen Mausmodell

Da der vesikulare Glutamat-Transporter VGLUT3 besonders in Millerzellen und signifikant
seltener in retinalen Neuronen nachweisbar war (Kapitel 3.2.1), stellte sich die Frage, ob ein
Knockout von VAMP7 Einfluss auf die VGLUT3-Expression hatte. Mittels quantitativer PCR
ergaben sich fur VGLUTS3 insgesamt keine signifikanten Expressionsunterschiede zwischen
Wildtyp und transgenem Tier (Abb. 28). Die Expression von VAMP7 schien also keinen
Einfluss auf die Expression von VGLUT3 zu haben. Diese Daten bestétigten und erweiterten
die Ergebnisse aus Kapitel 3.2.1, da auch in diesem unabhangigen Versuch VGLUT3
signifikant haufiger in Mullerzellen als in Neuronen exprimiert war. Im Isolationsprotokoll zu
diesem Versuch wurde im Gegensatz zur Analyse aller VGLUTSs im Wildtyp (Kapitel 3.2.1)
auBRerdem nun auch Mikroglia aus der Retina isoliert. In ihrer Fraktion war VGLUT3 - analog

zur Expression in Neuronen - ebenfalls signifikant geringer exprimiert als in Mllerzellen.

*k%

259 '
l—*'*_l
204 Abbildung 28: Expression von VGLUT3 in der Wildtyp- und
c VAMP7-Knockout-Maus anhand einer quantitativen PCR. Hier
-% 15+ wurde das Protokoll fur die Isolation von Neuronen, Mdllerzellen und
@ Mikroglia verwendet. Balken reprasentieren Mittelwerte +
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x Versuchen wieder. Analyse mittels ungepaartem T-Test. *p < 0,05;
wu *x - kkk
5 T p < 0,01; ***p < 0,001.
o nilim
Neurone Mikroglia Mdllerzellen
Bl Wildtyp VAMP7-KO

86



4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die zellulare Sekretionsmaschinerie von Millerzellen in der
Mausretina aufzuklaren und damit einen zentralen Kommunikationsweg mit benachbarten
Zellen besser zu verstehen. Grundvoraussetzung hierfir waren zundchst die Etablierung und
Validierung einzelner Protokolle zur Zelltyp-spezifischen Expressionsanalyse, z.B. via
Western Blot oder quantitativer PCR, aber auch die des Protokolls zur Mdllerzellaufreinigung
als Solches sowie das transgene Mausmodell (Kapitel 4.1). In meiner Dissertation konnten
hierauf aufbauend auch Aussagen nicht nur zu den Miillerzellen, sondern auch zu
Endothelzellen, Mikrogliazellen und Neuronen der Netzhaut getroffen werden (Kapitel 4.2).
Der Schwerpunkt lag jedoch auf der Charakterisierung von Millerzellen und deren Expression

wichtiger Komponenten zur vesikularen Freisetzung von Glutamat (Kapitel 4.3).

4.1 Protokolletablierungen und transgenes Mausmodell

Grundlage aller Mullerzellexperimente war eine verlédssliche Isolation mdglichst intakter
Mdillerzellen, woflr das Protokoll zur Millerzellisolation in dieser Doktorarbeit
weiterentwickelt wurde. Fir alle Proteinnachweise in vorliegender Arbeit waren Western Blots
notig, fur die bisher in der Retina zu den hier untersuchten Proteinen teilweise kein Protokoll

zur Verfugung stand.

4.1.1 Etablierung und Validierung des Miillerzellisolationsprotokolls

Im Verlauf meiner Dissertation sollte ein schon bestehendes Protokoll meiner Arbeitsgruppe
zur  Millerzellisolation  mittels ~ MACS®-Technik optimiert  werden.  Sowohl
histologisch (Kapitel 3.1.1) als auch in gPCR-Tests (Kapitel 3.1.2) konnte gezeigt werden, dass

es mein weiterentwickeltes Protokoll nun leistet, sehr spezifisch Millerzellen von Mikroglia,

Endothelzellen und Neuronen zu trennen.

Dies kommt einerseits der weiteren Erforschung der Mullerzellen zugute, da ihre Isolation aus
der Netzhaut die Basis der meisten weiteren Millerzellexperimente ist und zur
Charakterisierung einer Zelle, insbesondere einer Gliazelle, die Erforschung ihrer Interaktionen
mit den Nachbarzellen eminent ist. Gerade in Zusammenhang mit Mikroglia wird vermutet,
dass die Mikroglia-Millerzell-Interaktion eine Rolle bei der Initiation der Millerzellgliose
spielt (Kapitel 1.2; Harada et al. 2002; Roche et al. 2018), welche ein Merkmal vieler
neurodegenerativer Erkrankungen der Netzhaut ist (Roche et al. 2018). Andererseits eroffnet

es neue Mdglichkeiten, die anderen drei isolierten Zelltypen in der Retina zu untersuchen.
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Unseres Wissens nach existierte bisher kein Protokoll zur parallelen Isolation von Mikroglia
und Endothelzellen sowie retinaler Neuronen mittels MACS®-Technik. Obwohl in der

vorliegenden Arbeit der Fokus auf den Miullerzellen lag, wurden dadurch auch neue Aussagen
zu den anderen retinalen Zelltypen moglich (Kapitel 4.2).

Trotz des erzielten Erfolgs missen jedoch auch die derzeitigen Limitationen dieser Methode
gesehen werden.

Zum einen ist neben dem Nachweis isolierter Miullerzellen auf histologischer und
Expressionsebene zur Vervollstdndigung eine erganzende Darstellung auf Proteinebene
winschenswert. Western Blots aus isolierten Millerzellen fur den Miillerzellmarker CD29
waren allerdings aus verschiedenen Griinden (Kapitel 4.1.2) bisher ohne Erfolg, sodass weitere
Experimente zur Etablierung eines funktionsfahigen Protokolls sinnvoll waren.

Zum anderen sollte an Methoden gearbeitet werden, die eine noch hdéhere Reinheit der

Zellfraktionen ermdéglichen kdnnten, um eine noch spezifischere Bewertbarkeit der erhobenen
Daten zu gewahrleisten. Aus den TagMan®-Daten konnte geschlossen werden, dass die

Mikrogliafraktion mdglicherweise durch Neuronen und die Miullerzellfraktion durch
Endothelzellen verunreinigt war (Kapitel 3.1.2, Abb. 12). Ebenso konnte im ausgewerteten
Versuch fur CD11b zwischen Mikroglia und Millerzellen kein signifikanter Unterschied
detektiert werden. Hierbei ist allerdings auch darauf hinzuweisen, dass fiir diese TagMan®-
PCR nur eine kleine Anzahl biologischer Replikate verwendet wurde (Kapitel 3.1.2, Abb. 12)
und eine Erhohung der n-Zahl erstrebenswert wére, um etwaige weitere signifikante

Unterschiede darzustellen und die Reliabilitit der Daten zu verbessern.

Die Reinheit der Zellpopulationen stieg mit der Anzahl der Versuchswiederholungen, was
zeigte, dass mit zunehmendem Training bessere Ergebnisse hinsichtlich der Reinheit und
Unversehrtheit der Zellen erzielt werden konnten (Kapitel 3.1.1). Fur Mullerzellen konnte ich
gegen Ende der Versuche im Rahmen meiner Doktorarbeit eine Reinheit von fast 95 %
erreichen (Kapitel 3.1.1). Dabei lag der Anteil der Mullerzellen in ihrer Fraktion vermutlich
hoher als der histologisch ermittelte, da Miillerzellen auf mechanischen Stress sehr empfindlich
mit dem Verlust ihrer langen Fortsatze reagieren und Zellen ohne Fortsdtze nicht als
Miillerzellen gezahlt wurden. Um die Reinheit der Endothelfraktion und Mikrogliafraktion
einschatzen zu konnen, wére aul’erdem ergénzend auch in diesen Fraktionen eine histologische

Reinheitskontrolle sinnvoll.
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Bei der MACS®-Isolation von anderen Zellen konnte laut Literatur maximal eine Reinheit von

bis zu 99 % erreicht werden (Tomlinson et al. 2013), was fir kiinftige Isolationen auch bei dem
in vorliegender Arbeit verwendeten Verfahren stets das Ziel sein sollte. Ob jedoch eine noch
groRere Reinheit der Zellfraktionen als die oben angegebenen 95 % zu erzielen ist, ist fraglich,
da sich eine leichte Verunreinigung letztlich nie vermeiden lassen wird. Dies sollte in
weiterflhrende Analysen immer mit einberechnet werden. Prinzipiell ware es auch mdglich,
jeden MACS®-Durchlauf zweimalig pro Zellfraktion durchzufuhren. So kénnten die im ersten
Durchlauf nicht selektierten Zellen im zweiten Durchlauf eluiert werden. Allerdings wiirde dies
den mechanischen Stress auf die Zellen nochmals deutlich erh6hen. Grund hierfir ist zum einen
der erneute Durchlauf durch die S&ule, zum anderen die langere Experimentendauer. Da aber
die Ergebnisse aufgrund der besonderen Anfalligkeit von Miullerzellen gegenuber
mechanischem Stress wiederum weniger aussagekraftig waren, stellt dieser Ansatz insgesamt

keine vielversprechende Alternative dar.

Auf dem Isolationsprotokoll aufbauend konnte aulRerdem weiterfilhrend durch unsere
Arbeitsgruppe eine Mullerzellkultivierung etabliert werden, sodass in dieser Dissertation
unseres Wissens nach erstmals Analysen an intakten, nativen, aufgereinigten Millerzellen
moglich waren, die nur sehr kurzfristig kultiviert wurden (Kapitel 3.2.3; Limb et al. 2002;
Hauck et al. 2003; Lawrence et al. 2007; Toerne et al. 2014; Grosche et al. 2016). Dies ebnete
den Weg fir eine neue Phase der Millerzellexperimente, indem auf ressourcensparende Weise

molekulare und zellulare Aspekte erforscht werden kdnnen.

4.1.2 Proteinnachweise mittels Western Blot

Einen groRen Teil dieser Doktorarbeit bildeten Western Blot-Versuche. Generell gestaltete sich
der Proteinnachweis in der Retina und insbesondere in isolierten Mullerzellen via Western Blot
aulerst schwierig. Ein Grund hierfir ist, dass nur geringe Proteinmengen aus den einzelnen
isolierten Zellpopulationen gewonnen werden konnten. Aus der Millerzellfraktion von vier
Retinae ergaben sich beispielsweise lediglich ca. 15 pg Protein. Dennoch ist es flr bestimmte
Proteine bereits gelungen (Pauly et al. 2019). Ausschlaggebend ist sicher auBerdem das
Expressionsniveau des entsprechenden Proteins in der Zelle, wobei das der VAMPs
beispielsweise recht niedrig zu sein scheint, was deren Detektion mittels Western Blot
zusatzlich erschwerte. Des Weiteren sind die VAMPs als Zielproteine verhaltnismagig klein

(Kapitel 1.3.1) und dadurch schwieriger nachzuweisen.

89



Western Blot-Versuche zum Nachweis von VGLUT3 und CD29 auf Proteinebene sowie von
NDRG1 und EIF4AL zur Etablierung eines neuen housekeeping-Proteins waren bislang nicht
erfolgreich. Ebenso lieferten Western Blots fur VAMPs in der angereicherten Fraktion von
Membranproteinen (Kapitel 2.2.8.2) keine zufriedenstellenden Ergebnisse. In Anbetracht des
korrekten Beta-Aktin-Blots fur die Membranproteinfraktion (Kapitel 3.2.2.2, Abb. 16) schien
der entscheidende Faktor hierfur ebenfalls in der erschwerten Antikorperfarbung/-detektion der
sehr kleinen VAMPs zu liegen. Des Weiteren war die verfligbare einzusetzende Proteinmenge
bei der Verwendung von Membranproteinen noch geringer und damit mdéglicherweise unter
dem Detektionslimit der Methode.

In der Literatur fehlte ein Western Blot-basierter Nachweis der Expression von VAMPS3,
VAMPS5 und VAMP7 durch verschiedene Zelltypen in der Retina noch vollstandig. Ich konnte
im Rahmen dieser Arbeit, wie auch zuvor unsere Arbeitsgruppe, VAMP3 in der Gesamtretina
darstellen. Allerdings erfolgte dies unter anderen Konditionen als den von meiner
Arbeitsgruppe zuvor etablierten. Fir VAMP5 gelang in der vorliegenden Dissertation erstmals
ein zuverlassiger Western Blot-Nachweis in Gesamtretina ohne Darstellung unspezifischer
Banden. Mittels des etablierten Protokolls lie sich darliber hinaus VAMPS erstmals in der
Mullerzellfraktion nachweisen. Zudem gelang es, erstmals ein Protokoll fir den erfolgreichen
Western Blot-Nachweis von VAMP7 in der Retina zu etablieren. Analog zu den
Expressionsanalysen (Kapitel 3.2.2.1) konnte ich somit auch auf Proteinebene zeigen, dass
VAMP3, VAMPS5 und VAMPY7 in der Retina vorlagen und zumindest VAMP5 auch spezifisch
in Mullerzellen darstellen (Kapitel 3.2.2.2, Abb. 16).

Weiterfiihrende Ziele der Western Blot-Versuche mit VAMPs sollten sein, nicht nur
qualitative, sondern auch quantitative Ergebnisse in den unterschiedlichen Zellfraktionen und
im né&chsten Schritt in den unterschiedlichen Genotypen zu erzielen, um die Daten der
Expressionsanalysen zu untermauern und auszuweiten. Ein erfolgversprechender Ansatz
hierfur wére, die einzusetzende Proteinmenge zu erhéhen. Dafiir kdnnte man erproben, Protein
aus den Zellkulturen der Zellfraktionen herzustellen und einzusetzen (Kapitel 2.2.11.1).
Alternativ konnten die Proben mittels massenspektrometrischer Analysen untersucht werden.
Allerdings zeigten Daten meiner Arbeitsgruppe, dass auch mit diesem Ansatz VAMPs auf

Grund der generell niedrigen Expression kaum detektierbar waren (Grosche et al. 2016).

Daruber hinaus konnte fur den Exosomenmarker CD63 ein Western Blot-Protokoll zum
Exosomennachweis in Mullerzellen etabliert werden (Kapitel 3.2.3, Abb. 19). Dieses bietet

neue Mdoglichkeiten, Millerzell-Exosomen auf Proteinebene qualitativ und quantitativ weiter
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zu untersuchen, z. B. im transgenen Tier. Leider gelang es aus Zeitgriinden bisher nicht, die
Hypothese einer Koexpression von VAMPS5 und Exosomen mittels Western Blot zu bestatigen,

was es in weiteren Arbeiten zu untersuchen gilt.

4.1.3 Validierung des transgenen Mausmodells

Ich konnte, ergdnzend zum funktionellen Nachweis von Slezak et al. (2012), auf Transkript-
Ebene zeigen, dass BoNT in iBot-Mausen (GlastCreER™ x iBot-Transgen) ausschlieRlich in
Mdillerzellen wirksam ist (Kapitel 3.3.1.1, Abb. 20). Der Nachweis, dass hierdurch nach
Tamoxifeninjektion letztlich funktionell VAMP1-3 Miillerzell-spezifisch ausgeknockt werden,
ist mittels gPCR nicht méglich. VAMP1-3 werden durch die proteolytische Aktivitat von
Botulinumtoxin gespalten und dadurch funktionsunfahig, das heift, dass ihre mMRNA durchaus
per gPCR (Kapitel 3.3.4) nachweisbar ist.

Danglot et al. (2012) konnten auf mMRNA-Ebene zeigen, dass deren etablierte VAMP7-KO-
Maus zum funktionellen Knockout von VAMP7 fiihrte. In den in dieser Arbeit vorliegenden
Expressionsanalysen liel3 sich im VAMP7-Knockout-Tier im Vergleich zum Wildtyp eine
signifikant niedrigere, aber noch vorhandene VAMP7-Expression nachweisen (Kapitel 3.3.4,
Abb. 26). Diese Ergebnisse sind konsistent dazu, dass mit meinem TagMan®-Ansatz in der
VAMP7-KO-Maus moglicherweise verkiirzte VAMP7-Transkripte detektiert wurden, da die
Amplifikation der Exon-Intron-Exongrenze zwischen Exon 1 und Exon 2 erfolgte, jedoch im
VAMP7-KO-Tier ausschlieBlich Exon 3 deletiert ist. Dies stimmt mit den Daten der
Erstbeschreibung des Mausmodells (Danglot et al. 2012) Uberein. Eine gPCR auf die
Exongrenze Exon2/Exon3 oder Exon3/4 sollte keine Expression im VAMP7-Tier zeigen. Zur
entsprechenden cDNA-Sequenz sind jedoch keine passenden Primer-Sonden-Kombinationen
etablierbar, sodass der Nachweis iber diesen methodischen Ansatz nicht moglich war.

Weiterfiihrende VAMP7-Western Blots, um erganzend zum mRNA-Nachweis von Danglot et
al. (2012) auch auf Proteinebene die Ausschaltung von VAMP7 zu verdeutlichen, sind
unerldsslich. Diese konnten bisher jedoch noch nicht quantitativ verldsslich, sondern nur
qualitativ im Wildtyp reproduziert werden (Kapitel 3.3.1.2). Entsprechend wurde die
Interpretation der weiterfihrenden Analysen der VAMP7-KO-Tiere nur unter dem Vorbehalt

des finalen Nachweises eines tatsachlichen VAMP7-Knockouts vorgenommen.

4.2 Interpretation der Ergebnisse zu Endothelzellen, Mikroglia und Neuronen der Retina

Die im Rahmen meiner Doktorarbeit erhobenen Daten lieferten Uber Millerzellen hinaus

ebenfalls Erkenntnisse tber Mikroglia, Endothelzellen und Neuronen der Netzhaut. Dabei
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miissen die mittels MACS®-Isolation gewonnenen Expressionsergebnisse jedoch vor dem

Hintergrund einer moglichen geringen Verunreinigung einzelner Zellfraktionen interpretiert
werden (Kapitel 3.1.2).

4.2.1 Mikroglia

Wie in Kapitel 3.1.2 dargelegt, lieBen sich mit dem Mdllerzellprotokoll Mikroglia und
Makrophagen aus der Netzhaut isolieren (Kapitel 3.1.2, Abb. 12). Da sie in der Retina eine
wichtige Rolle spielen (Kapitel 1.2), beispielsweise durch Regulation der neuronalen Aktivitét
(Silverman und Wong 2018), ist eine Analyse molekularer Sekretionsgrundlagen auch in ihnen
interessant.

Auf histologischer Ebene umfassten die Mikroglia-Experimente Zellzahl, Somaareal,
okkupierte Flache und Verhaltnis von IPS zu APS (Kapitel 3.3.3.1, Abb. 24+25). Auf
Expressionsebene wurde die Expression von Zelltyp-spezifischen Markern, VAMP1-8 und
VGLUTS3 getestet (Kapitel 3.3.2, Kapitel 3.3.4 und Kapitel 3.3.5). Bezuglich der in transgenen
Tieren erhobenen Daten muss allerdings angemerkt werden, dass aufgrund des oben
angesprochenen Zuchtengpasses die Quantifizierung fur die triple-transgene Mauslinie nur aus
einem Tier und fur den VAMP7-KO-Genotyp nur aus vier Tieren gewonnen werden konnte,
was die Aussagekraft der Daten einschréankt. Des Weiteren ist bei der Interpretation aller
Mikrogliaexpressionsdaten ihre Rolle als phagozytierende Zellen zu bedenken. Die Expression
von in Mikrogliazellen gering vorhandenen Genen ist von der Expression derselben Gene in
den durch Mikrogliazellen phagozytierten Zellen mittels TaqMan®-PCR nicht zu

unterscheiden.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass VAMP1-8 allesamt in Mikroglia der Retina
exprimiert wurden (Kapitel 3.2.2.1, Abb. 15). Die geringe gPCR-Detektion von VGLUT3 in
Mikroglia konnte vermutlich durch die Verunreinigung der Zellfraktion mit anderen retinalen
Zellen zustande gekommen sein (Kapitel 3.3.5, Abb. 28), auch zumal VGLUT3 in bisherigen
Studien nicht in retinaler Mikroglia nachgewiesen werden konnte (Michalski et al. 2013). Eine
ausfihrliche Expressionsanalyse beziglich der VGLUT-Expression in Mikrogliazellen sollte

in folgenden Studien erganzt werden.

Sowohl auf Expressionsebene als auch auf histologischer Ebene ergaben sich in den erhobenen
Experimenten fur Mikroglia keine Unterschiede zwischen den Wildtyp-, VAMP7-KO- und
VAMP7-KO x iBot-Mdausen. Einzige Ausnahme hierbei war, dass allein im Wildtyp die durch

die Zelle samt Fortsatzen okkupierte Fldche in der IPS gréRer als in der APS war.
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Vergleicht man die in dieser Arbeit histologisch gewonnenen Wildtyp-Daten mit anderen
Studien, zeigen sich Gemeinsamkeiten und Unterschiede zu diesen. Bezlglich des Somaareals
kamen auch Hoz et al. (2018) zu dem Ergebnis, dass keine Unterschiede zwischen IPS und APS
bestanden. Beziiglich der Zellzahl wurde jedoch in der Literatur fiir die APS eine signifikant
hohere Zellzahl als fir die IPS beschrieben (Rojas et al. 2014; Hoz et al. 2018), was in den hier
aufgefiihrten Ergebnissen nicht reproduziert werden konnte (Kapitel 3.3.3.2).

Im Gegensatz zu meinen Daten, in denen die durch die Mikrogliazellen insgesamt okkupierte
Flache in der Wildtyp-IPS groRer war als in der Wildtyp-APS (Kapitel 3.3.3.2), hatte sich in
der Studie von Rojas et al. (2014) diesbeziiglich kein Unterschied gezeigt. Der Grund fir diese
abweichenden Ergebnisse kdnnte im unterschiedlichen genetischen Hintergrund der fur die
Experimente untersuchten Mause liegen. Eine Studie, in der Mikroglia-Zellzahlen in
Kaninchen verglichen wurden, konnte zeigen, dass sich die Zellzahlen zwischen den
unterschiedlichen Kaninchen-Arten deutlich unterschieden: Eine Art zeigte in der APS viele
Mikrogliazellen, wéhrend sich in einer anderen Kaninchen-Population nur wenige befanden
(Humphrey und Moore 1995).

Zum gegenwartigen Zeitpunkt existieren unseres Wissens nach bisher keine anderen Studien
mit Fokus auf die VAMP- und VGLUT-Expression in Mikroglia der Netzhaut. Allerdings kann
durch Reanalyse von Einzelzell-RNA-Sequenzier (SCRNA Seq)-Daten eine erste vergleichende
Abschatzung erfolgen. Aktuell gibt es nur von Mausretina von 14 Tage jungen Tieren, bei
denen die Retina noch nicht voll ausgereift war, entsprechende Resource-Daten (Macosko et
al. 2015). Wir werteten diese bezlglich der Expression der VAMP- und VGLUT-Gene aus
(Abb. 29). Ein Vergleich mit den Daten meiner Arbeit bestétigt eine Expression von VAMP8
in Mikroglia. Zudem zeigten diese Daten analog zu meinen VGLUT3-Ergebnissen, dass
Transkripte fur VGLUTSs nicht in Mikroglia detektiert werden konnten.
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Abbildung 29: VGLUT- und VAMP-Expression in verschiedenen Zelltypen der juvenilen Mausretina (Postnataltag 14)
nach Macosko et al. 2015. Die Reanalyse eines Einzelzell-RNA-Sequenzierungsdatensatzes durch Kollegen meiner
Arbeitsgruppe bestétigt teilweise die in meiner Doktorarbeit erhobenen Befunde hinsichtlich der Expression der VAMPS,
VGLUTL (slc17a7), VGLUT?2 (slc17a6) und VLGUT3 (slc17a8). Die anderen aufgefiihrten Gene dienten als Marker fiir die
entsprechenden Zelltypen — icam2 beispielsweise als Marker fiir Endothelzellen, itgam (CD11b) fur Mikroglia oder rlbpl als
Marker fur Mullerzellen. Vamp?7 ist in diesem Datensatz nicht detektiert worden und fehlt entsprechend in der Auflistung.

Zukuinftig ware es sinnvoll, auf dem MACS®-Isolationsprotokoll aufbauend weitere Mikroglia-
Experimente in der Retina durchzufiihren, z. B. mittels Western Blot-Analysen von VAMPS in
Mikroglia und mittels TagMan®-Expressionsanalysen von Mikroglia fir einige weitere Gene.
Fur das Glaukom zum Beispiel ergaben einige Studien, dass der Degeneration von retinalen
Ganglienzellen eine Mikrogliaaktivierung voranging. Aktivierte Mikroglia zeigten eine
gesteigerte Expression bestimmter Proteine, z. B. von Toll-like-Rezeptoren (Luo et al. 2010)
und von Aktivierungsproteinen wie HLA-DR und CD68 sowie inflammatorischen Mediatoren,
Zytokinen (TNFa, NOS-2, COX-1) und Metalloproteasen (Neufeld 1999; Yuan und Neufeld
2001). Welche Proteine aulRerdem noch in aktivierter Mikroglia tiberexprimiert sind, kénnte
z. B. mittels des transgenen Glaukom-Modells DBA/2J (Bosco et al. 2011) an mittels MACS®
isolierter Mikroglia untersucht werden. Dies wére &uferst interessant, zumal solche

Experimente die Moglichkeit bieten wiirden, neue Gene mit grof3em therapeutischem Potential

zu identifizieren.

4.2.2 Endothelzellen

Zusétzlich zur Mikroglia wurden in dieser Arbeit auch die aus der Netzhaut isolierten
CD31-positiven vaskuldren Zellen untersucht. Ich konnte zeigen, dass in der Wildtyp-Retina
Endothelzellen signifikant mehr VAMP5 als Neuronen exprimierten, was auch durch die
SCRNA Seg-Daten von Macosko et al. (2015) bestatigt wird (Kapitel 4.2.1, Abb. 29). Prinzipiell
schienen sie alle VAMPs zu exprimieren mit Ausnahme von VAMP1, das in Endothelzellen
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im Vergleich zu den anderen Fraktionen wenig bzw., unter Beruicksichtigung der méglichen
geringen Verunreinigung, moglicherweise gar nicht vorkommen konnte. Allerdings muss
einschrankend hinzugefiigt werden, dass sich aufgrund einer geringen Versuchszahl flr
VAMPL1 keine signifikanten Ergebnisse ergaben und aufgrund dessen die Versuchsanzahl
erhoht werden sollte (Kapitel 3.2.2.1 Abb. 15). Im Gegensatz dazu konnten Isenmann et al.
(1998) zumindest in humanen Endothelzellen aus Umbilikalvenen durchaus VAMP1
nachweisen. Bisher gibt es nicht viele Studien zur VAMP-Expression in Endothelzellen.
Studien auRerhalb der Retina ergaben jedoch, dass aus der VAMP-Familie VAMP3 und
VAMPS8 endotheliale Exozytose zu vermitteln schienen (Pulido et al. 2011; Zhu et al. 2015).
Die retinalen Endothelzellen zeigten zwischen den unterschiedlichen in dieser Arbeit
verwendeten Genotypen bezlglich Zelltyp-spezifischer Marker und VAMPs keine
signifikanten Unterschiede (Kapitel 3.3.2 und Kapitel 3.3.4). Einschrankend muss hinzugefligt
werden, dass sich laut Expressionsanalysen vermutlich nicht alle Endothelzellen der Retina in
der Endothelzellfraktion abbildeten, da sich auch einige Endothelzellen in der
Miillerzellfraktion zu befinden schienen (Kapitel 3.1.2, Abb. 12).

Bisher ist noch unklar, was flr Proteine in welchem Umfang Marker endothelialer Aktivierung
in der Retina sind, sodass dies Gegenstand aktueller Forschung ist. Bekannt ist, dass
Assoziationen zwischen endothelialer Aktivierung und Veranderungen in der mitochondrialen
Atmungskette, Perizytenintegration, TNF-alpha-Aktivitdt und sogar eben angesprochener
Mikrogliaaktivierung (Kapitel 4.2.1) bestehen (Lenin et al. 2018). Dies ist ein
Anknupfungspunkt fur zukinftige Studien, die zu einem besserem Verstandnis der Verbindung
zwischen endothelialer Aktivierung und retinalen Krankheiten fuhren kénnten (Yang et al.
2016; Lenin et al. 2018). Hierfir wére es sinnvoll, die in dieser Arbeit durchgefihrten

Expressionsanalyen in mittels MACS®-Technik isolierten CD31-positiven vaskularen Zellen

auszuweiten auf weitere Gene, insbesondere mdgliche Markergene der endothelialen
Aktivierung. Besonders vielversprechend erscheint hierbei der Vergleich zwischen der nativen
Netzhaut und der genetisch veradnderter Modelle, z. B. dem der diabetischen Retinopathie oder

anderer neurodegenerativer Erkrankungen.

4.2.3 Neuronen

In partieller Abweichung zu den scRNA Seg-Ergebnissen von Macosko et al. (2015;
Kapitel 4.2.1, Abb. 29) exprimierten die Neuronen der Netzhaut laut meiner

Expressionsanalysen alle VAMPs (Kapitel 3.2.2.1, Abb. 15). Geht man allerdings von einer
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moglichen geringen Verunreinigung im Rahmen des Zellisolationsprozesses aus, konnte
VAMPS hierzu die Ausnahme bilden und moglicherweise gar nicht in den retinalen Neuronen
exprimiert werden, was sich mit den Daten von Macosko et al. (2015) decken wirde
(Kapitel 4.2.1, Abb. 29). Diese Ergebnisse und auch die Expression Zelltyp-spezifischer
Marker in Neuronen stellten sich unabhdngig vom Genotyp dar (Kapitel 3.3.2 und
Kapitel 3.3.4).

Die retinale Neuronenfraktion setzt sich aus vielen verschiedenen Zelltypen, zum Beispiel
Ganglienzellen, Zapfen und Stabchen, zusammen. Diese besitzen teils sehr unterschiedliche
Eigenschaften und Proteinexpressionen (Macosko et al. 2015; Kapitel 4.2.1, Abb. 29). Da
deshalb pauschale Aussagen Uber die gesamte Neuronenfraktion nur von limitierter
Aussagekraft scheinen, wére es sinnvoll, diese vor weiterer Analyse in die unterschiedlichen
Neuronenpopulationen aufzutrennen, beispielsweise mittels MACS®-Technik. Dies wirde
auch die Millerzellen nicht in Mitleidenschaft ziehen, da sie schon vorher aus der Negativ-
bzw. Neuronenfraktion isoliert werden. Gerade eine Isolation und konsekutive weitere
Erforschung von Amakrinzellen ware spannend, da sie in den histologischen Untersuchungen
als einzige mit einer reduzierten Zellzahl auf den Knockout von VAMP?7 reagierten, und zwar
unabhéngig vom Mullerzell-spezifischen Knockout anderer Gene (Kapitel 3.3.3.1, Abb. 23C).
Dieses Phanomen schlug sich in den Expressionsanalysen nicht nieder, was dadurch zu erklaren
ist, dass die Amakrinzellen zahlenmé&fig nur einen kleinen Teil der Gesamtneuronenzahl
ausmachen. Hier machen Photorezeptoren die was die Anzahl betrifft grote Zellpopulation
aus. Dies ist zugleich ein weiteres Argument dafur, die VAMP-Expressionsanalysen
weiterfiihrend in der aufgesplitteten Neuronenfraktion in den unterschiedlichen Genotypen zu

untersuchen.

Beziglich VGLUTSs exprimierten Neuronen im Gegensatz zu den Miillerzellen mehr VGLUT1
und weniger VGLUTS3, auch eine Expression von VGLUT?2 lag vor (Kapitel 3.2.1, Abb. 14).
Meine Daten stimmen damit hervorragend mit den Daten von Macosko et al. (2015) Uberein
(Kapitel 4.2.1, Abb. 29). Die VGLUT3-Expression in Neuronen war unabhangig vom Genotyp
der Maus (Wildtyp vs. VAMP7-KO, Kapitel 3.3.5, Abb. 28).

Diese Ergebnisse passen dazu, dass in anderen Studien VGLUTL1 in préasynaptischen
Nervenenden der IPS und APS der Retina zu finden war (Johnson et al. 2003) und im Gegensatz
dazu VGLUT2 nur gering in den synaptischen Endigungen von Photorezeptoren in der APS
(Wassle et al. 2006). Die diskrete Expression von VGLUT3 in Neuronen koénnte dadurch
bedingt sein, dass Amakrinzellen VGLUT3 exprimieren (Haverkamp und Wassle 2004;
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Michalski et al. 2013; Macosko et al. 2015; Kapitel 4.2.1, Abb. 29), was ein weiterer Hinweis
auf ihre Sonderstellung unter den Neuronen der Retina ist. Dies sollte weiter untersucht werden,
zumal VGLUTS3 einen unverzichtbaren Einfluss auf Synapsen zu haben scheint (Michalski et
al. 2013; Kapitel 1.3.2).

Vergleicht man vorbestehende Daten aus der ischamischen Retina mit dem VAMP7-Knockout,
zeigt sich in beiden Modellen eine besondere Anfélligkeit der Amakrinzellen fur Stérungen der
retinalen Homoostase (Dijk et al. 2004; Kapitel 3.3.3.1), wobei sich dies im Ischdmie-Modell
Uber die Reduktion von VGLUT3 in Amakrinzellen darstellte (Michalski et al. 2013). Dies
deutet darauf hin, dass auch der Knockout von VAMP7 zu Dysbalance in der Retina fiihrte, die
sich durch das Absterben der besonders empfindlichen Amakrinzellen darstellen liel3. Dagegen
konnten keine Verdnderungen der Millerzellen im VAMP7-KO-Tier nachgewiesen werden.
Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass Amakrinzellen im Gegensatz zu Miullerzellen
schlechtere Schutzmechanismen gegen mogliche Stérungen der retinalen Homdoostase haben.
Um genannte Zusammenhange/Hypothesen weiter zu untersuchen, sollten einerseits die
Experimente mit Amakrinzellen im VAMP7-Knockout und andererseits die mit Mullerzell-

VGLUTS3 in der ischdmischen Retina ausgeweitet werden.

4.3 Miullerzellen exprimieren wichtige Komponenten zur vesikuldren Freisetzung von
Glutamat

Der Hauptfokus dieser Dissertation lag auf der potentiellen VGLUT-, VAMP- und Exosomen-
vermittelten exozytotischen Glutamatsekretion durch Millerzellen und den zelluldren

Mechanismen hierzu.

4.3.1 Mullerzellen exprimieren insbesondere VGLUT3

Analog zu vorbestehenden Daten (Johnson et al. 2003; Wassle et al. 2006; Michalski et al.
2013) wurde in dieser Arbeit die Expression aller VGLUTSs in der Retina nachgewiesen. Bei
einer Versuchsanzahl von n = 2 wdre dabei eine Steigerung der Experimentenzahl
wiinschenswert, um etwaige Expressionsunterschiede zwischen den einzelnen VGLUTS in der
Gesamtretina zu detektieren. Erstmals gelang hier jedoch der Nachweis, dass auch Mullerzellen
analog zu Astrozyten (Schubert et al. 2011; Parpura und Zorec 2010; Montana et al. 2006) alle

drei VGLUTSs auf Transkriptebene exprimierten.

AuBerdem liel sich in dieser Arbeit nachweisen, dass VGLUT3 - unabh&ngig vom VAMP7-
Knockout - insbesondere in Millerzellen exprimiert war (Kapitel 3.2.1, Abb. 14; Kapitel 3.3.5,

Abb. 28; Abb. 30), was sich mit dem reanalysierten Einzelzell-RNA-Sequenzierungsdatensatz
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von Macosko et al. (2015) deckt (Kapitel 4.2.1, Abb. 29). Dies kénnte zum einen bedeuten,
dass VGLUTs in Miillerzellen méglicherweise unabhéngig von bestimmten VAMPS exprimiert
werden. Zum anderen ist es ein weiteres Indiz dafiir, dass Mullerzellen vermutlich zur Kalzium-
abhangigen Glutamatsekretion fahig sind, da VGLUTS3 eine Schlusselrolle bei der Kalzium-
abhangigen Glutamatsekretion durch Astrozyten innehat (Ni und Parpura 2009; Kapitel 1.3.2).
Eine Weiterfiihrung der bisher nicht erfolgreichen Western Blot-Versuche mit VGLUT3 in
Miillerzellen wére deshalb sinnvoll. Erfolgversprechend waren zudem insbesondere
Experimente mit Mllerzellen von VGLUT3-Knockout-Méausen (Gras et al. 2008).

vesikulidrer vesikuldre ~ Abbildung 30: Mullerzellen exprimieren wichtige
Glutamat- Protonen- 5 Molekile zur Kalzium-abhé&ngigen vesikularen

" transporter x pumpe - * Exozytose von Glutamat. Im Rahmen der
VGLUT3 Dissertation  konnte erstmals erfolgreich die
Expression eines Mullerzell-spezifischen

- Glutamat

_ . vesikuldren Glutamat-Transporters (VGLUT3), wie
Protonen

auch die Expression von mindestens zwei
vesikuldren SNARE-Proteinen (VAMP3/VAMP5)
als Voraussetzung fiir die exozytotische Freisetzung
von Glutamat nachgewiesen werden. Beziiglich
VAMPS st allerdings eine Beteiligung auf Grund
der fehlenden Interaktion mit SNAP25/Syntaxin
bzw. fehlender Kenntnis alternativer
Interaktionspartner  im  Zusammenhang  der
vesikuldren Exozytose fraglich.

4.3.2 VAMPS als entscheidendes Vesikel-assoziiertes Membranprotein in Mullerzellen

Vesikel-assoziierte Membranproteine sind ein zentraler Faktor fur die vesikuldre Freisetzung
von Transmittern wie Glutamat (Kapitel 1.3.1). Entsprechend intensiv habe ich dieses fur die
Kommunikation mit retinalen Neuronen wichtige molekulare Werkzeug der Millerzelle

untersucht.

Millerzellen exprimierten in meinen Experimenten alle VAMPs. Vor allem VAMPS5 schien
dabei allerdings im Vergleich zu den Neuronen vornehmlich in Millerzellen exprimiert zu sein
(Kapitel 3.2.2.1, Abb. 15; Kapitel 4.3.1, Abb. 30) und in ihnen eine Sonderrolle einzunehmen.
Die VAMPS5-Expression in Millerzellen konnte in dieser Dissertation sowohl auf Proteinebene
mittels Western Blot (Kapitel 3.2.2.2, Abb. 16) als auch erstmals auf mikroskopischer Ebene
mittels Licht- und Elektronenmikroskopie (Kapitel 3.2.2.4, Abb. 18) bestétigt werden. Dies
deckt sich mit den qPCR-Vordaten unserer Arbeitsgruppe zur VAMP5-Expression. In Bezug
auf VAMP3 und VAMP7 wurde jedoch in den gPCR-Ergebnissen dieser Arbeit im Gegensatz
zu den Vorversuchen meiner Arbeitsgruppe keine signifikant hohere Expression in

Muillerzellen als in den Restzellen der Retina detektiert. Allerdings konnte teilweise nur eine
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kleine Versuchszahl verwendet werden. Aullerdem stand trotz mehrerer Experimente zur
Etablierung eines passenden housekeeping-Gens fiir die TagMan®-Analysen noch kein hierfur
geeignetes Protein zur Verfugung. Typischerweise zum Einsatz kommende Gene wie
beispielsweise Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase oder Aktin wiesen eine signifikant
unterschiedliche Expression zwischen aufgereinigten Mullerzellen und der neuronalen Fraktion
auf (Pauly et al. 2019). Mittlerweile konnten jedoch Pdhb (Pyruvatdehydrogenase beta) und
Idh3b (Isocitratdehydrogenase 3 [NAD+] beta) als Housekeeper validiert werden (Pauly et al.
2019), sodass weitere Experimente hierzu mit einer gesteigerten Versuchszahl und unter
Verwendung der neuen Housekeeper sinnvoll wéren.

Weder der isolierte Knockout von VAMP7 noch der gleichzeitige Millerzell-spezifische
Knockout von VAMPL1-3 fiihrten in Mullerzellen zu einer kompensatorischen Hoch- oder
Herunterregulierung der anderen VAMPs (Kapitel 3.3.4, Abb. 26) oder von VGLUT3
(Kapitel 3.3.5, Abb. 28; VGLUT3 wurde nur im VAMP7-KO-Genotyp untersucht), was gegen
die Redundanz dieser Proteine sprechen wirde. Diesbezuglich existieren in der Literatur
unterschiedliche Daten. Einerseits postulierten Ergebnisse aus Experimenten in anderen
Zelltypen flr einzelne VAMPs eine Redundanz und somit eine gegenseitige Kompensation im
Falle eines Funktionsverlusts (Borisovska et al. 2005; Hasan et al. 2010). Andere Studien
allerdings schrieben z.B. VAMP1 an der neuromuskuldren Endplatte (Liu et al. 2011b) eine
nicht-redundante Rolle zu. Zusatzlich ergaben sich beispielsweise auch Hinweise auf eine Form
von ,.gewichteter Redundanz* fir VAMPS8 in Thrombozyten (Ren et al. 2007). Da sich diese
Studien allerdings jeweils auf sehr unterschiedliche Zellen bezogen, erscheint hier ein
Vergleich nur bedingt aussagekraftig und weitere Studien sind nétig, um meine Ergebnisse zur
Redundanz von VAMPs in Miillerzellen zu validieren.

Neben den Experimenten in Wildtyp- und transgenen Maé&usen ist es von Interesse,
herauszufinden, ob Millerzellen der transgenen Maus maoglicherweise schlechter auf Zellstress
reagieren konnen. Dazu sollten Analysen kinftig auch in der kranken transgenen Maus, z. B.
im Mausmodell der diabetischen Retinopathie oder der retinalen Ischdmie, durchgefiihrt

werden.

Da VAMPS verglichen mit Neuronen vor allem in Mullerzellen exprimiert zu sein schien, ist
es ein wichtiger potenzieller Faktor fir die Mitwirkung an der Exozytose aus Millerzellen.
Darum konzentrierten sich weitere Analysen auf VAMPS5 als mdégliches die Mallerzelle zur
Exozytose befdhigendes VAMP.
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Aus den Ergebnissen der Immunprazipitation mit dem gegen VAMP5-gerichteten Antikorper
(Kapitel 3.2.2.3) lassen sich einige erstaunliche Thesen ableiten. Zundchst war festzustellen,
dass das VAMPS5 der Miillerzelle auBergewdhnlich viele Interaktionen mit anderen Proteinen
einzugehen schien (Kapitel 3.2.2.3, Abb. 17). Das kdnnte bedeuten, dass es einerseits flr viele
andere Proteine wichtiger Bezugspartner ist und eine zentrale Rolle in der Maschinerie der
Millerzelle einnimmt. Andererseits besagt dieser Umstand mdglicherweise, dass VAMP5
selbst einige andere Proteine braucht, um seine Aufgaben in der Zelle adaquat ausfiihren zu
kdénnen. Am wahrscheinlichsten ist hier wohl eine Kombination aus beiden Hypothesen, je nach

interagierendem Protein.

Ein weiteres Argument fur eine vesikulére Freisetzung von Glutamat durch Mullerzellen ist,
dass in der Immunprazipitation (Kapitel 3.2.2.3) viele Proteine mit VAMPS5 ko-prézipitierten,
die eine Exozytose betreibende Zelle fur sekretorische Prozesse benétigt:

Zusammengefasst sind die ko-prazipitierten Sv2a (Synaptic vesicle glycoprotein 2 a) und
Gephyrin Modulatoren der Neurotransmission. Sv2a ist aullerdem ein Regulator von
Zellsekretion und Vesikelfusionierung. Scamp5 (Secretory carrier membrane protein 5)
ko-prézipitierte und wird bendtigt fur eine Kalzium-abh&ngige Exozytose von Zytokinen, es
arbeitet vermutlich in Kooperation mit der SNARE-Maschinerie. Uberdies ist auch das sich
ebenfalls auf der Liste befindliche Snx18 (Sorting nexin 18) an intrazellulédren
Transportprozessen beteiligt. Zuletzt ist Gnb2I11 (Guanine nucleotide binding protein, beta
polypeptide 2 like 1) zu nennen, welches involviert ist in die Rekrutierung, Gruppierung und
Regulierung von vielen Signalmolekiilen. Als Regulatoren vesikuldarer Transportprozesse
innerhalb der Zelle werden die ko-prézipitierten Proteine der Sec-Familie (Sec23b ko-
prazipitierte im Verhaltnis VAMP5/1gG >2; Sec23a, Sec24b, Sec24c, Sec 31a und Sec31b im
Verhéltnis VAMP5/IgG < 2) vermutlich fir den Transport von sekretorischen und
Membranproteinen vom Endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat benétigt (Barlowe
1994; STRING Protein-Protein interaction networks).

Mit welchen t-SNAREs und Hilfsproteinen das v-SNARE VAMP5 interagiert, ist noch nicht
sicher bekannt und konnte neue Erkenntnisse Uber Miullerzellen und insbesondere die
vesikularen Sekretionsmechanismen in ihnen geben. Studien an COS-7-Zellen zeigten, dass
VAMPS im Gegensatz zu allen anderen VAMPs keine Membranfusion mit den t-SNARES
Syntaxinl/SNAP-25 und Syntaxin4/SNAP-25 einging (Hasan et al. 2010). Im Gegensatz dazu
konnte in der vorliegenden Dissertation fur Syntaxin (SyntaxinlB) durchaus eine Ko-

Prézipitation mit VAMP5 nachgewiesen werden, nicht jedoch fir SNAP-25 und Syntaxin4.
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Das wiirde dafir sprechen, dass die Exozytose durch Millerzellen mittels VAMPS5 womdglich
uber einen anderen, bisher noch unbekannten Signalweg funktioniert (Kapitel 4.3.1, Abb. 30).
Vergleicht man die Daten der VAMP5-IP (Kapitel 3.2.2.3, Tab. 17) mit den fiir den Menschen
bisher beschriebenen SNAREs (Hong 2005), ergeben sich als mdgliche mit dem v-SNARE
VAMPS interagierende t-SNAREs SyntaxinlB, ebenso wie SNAP91, ein Protein der SNAP-
Familie, aus der bisher allerdings nur SNAP-23, -25 und -29 im Menschen als SNARESs bekannt
sind. Weitere mogliche Interaktionspartner von VAMP5 wéhrend der Membranfusion, die sich
ubereinstimmend mit der Liste von Hong (2005) finden, sind die mit VAMPS5 ko-prazipitierten
Proteine der Sec-Familie. Aus ihr sind allerdings bisher nur Sec20 und Sec22a-c als SNARES
beschrieben, wobei diese auch teilweise den R-SNAREs und teilweise noch keiner strukturellen
Einheit zugeordnet sind.

Als zusétzlich benétigte Hilfsproteine und SNARE-Regulatoren (Wang et al. 2017) kommen
beispielsweise die mit VAMPS ko-prézipitierten Proteine NSF, Complexin 1V, Synaptophysin
und Synaptotagmin | in Frage, da diese auch von Hong (2005) im Menschen als SNARE-
Regulatoren gelistet wurden. Fir Syncrip (Synaptotagmin binding, cytoplasmic RNA
interacting protein) und Septin 7 gilt dies in abgewandelter Form, in diesen Fallen finden sich
Synaptotagmin und Septin 5 als SNARE-Regulatoren in Hongs (2005) Datensatz wieder.
Genannte Proteine sind somit mégliche Interaktionspartner fir VAMP5 bei der Exozytose und
konnten in einem néchsten Schritt zundchst auf ihre Lokalisation in der Retina untersucht

werden, gefolgt von weiteren funktionellen Tests.

Dass Millerzell-VAMPS5 auch mit Tumorsuppressorgenen (Tmpo als nukleédre Verankerung
des Tumorsuppressorgens RB1, aulRerdem St13, NDRG1) und dem Protoonkogen Ras (Rab5b)
ko-préazipitierte, konnte in Zusammenhang stehen mit der fir Exosomen (Kapitel 4.3.3)
bekannten Verkntpfung mit Krankheiten wie z. B. Karzinomen (Kapitel 1.3.3).

Auch fir Mikrotubuli-assoziierte Proteine (Tubb4a, Map6, Dynll1, Gphn und Ndrgl) und
Mvb12b (Multivesicular body subunit 12B) ergab sich eine deutliche Ko-Prazipitation mit
VAMPS5. Dies unterstiitzt einerseits die im ndchsten Kapitel dargestellte Exosomen-These
(Kapitel 4.3.3), da Mikrotubuli und Mvb12b fiir die Exosomenfunktion und -entwicklung
bendtigt werden, und zwar Mikrotubuli als Transportmotor fiir mikrovesikulére Korperchen,
Mvb12b zur Sortierung endozytotischer Partikel in multivesikuldre Korperchen (Kapitel 1.3.3).
Andererseits dienen Mikrotubuli z. B. Motorproteinen als ,,Schienen” durch die Zelle, auf
denen der Vesikeltransport stattfindet (Liu 2017; Goodson und Jonasson 2018). Mikrotubuli
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konnten also mogliche Interaktionspartner der VAMPs in Mullerzellen zur Unterstltzung
intrazellularer Vesikeltransportprozesse und konsekutiver exozytotischer Sekretion sein.

Mdochte man die VAMP5-Immunprézipitations-Daten gezielt mit bestehenden Datensets zu
extrazellularen Vesikeln vergleichen, sind die wichtigsten Datenbanken hierzu unter anderem
Vesiclepedia (Kalra et al. 2012; Vesiclepedia Database), Exocarta (Keerthikumar et al. 2016;
ExoCarta) und die Plasma Proteome Database (Marchaland et al. 2008; Nanjappa et al. 2014,
Plasma Proteome Database). Diese stellen Informationen zu Proteinen, Lipiden und RNA
bereit, welche in einigen Praparationen mit extrazelluldaren Vesikeln interagierten und
unterscheiden sich jeweils deutlich in den identifizierten Proteinen (Rosa-Fernandes et al.
2017).

Die eben erwéhnten Proteine kommen fast alle in der Gesamtliste der mit Exosomen
assoziierten Proteine aus der Exocarta (Keerthikumar et al. 2016; ExoCarta) vor (Sytl, Syncrip,
Sec, Stx1b, Nsf, Sept7, Syp). Vergleicht man beispielhaft die VAMP5-IP-Daten mit den 100
haufigsten Interaktionspartnern von Exosomen laut Exocarta, zeigen sich ebenfalls einige
Ubereinstimmungen, zum Beispiel Rab5b, CCT2, Clathrin, Slc, Gnb, Tub und weitere. Dies
konnte darauf hindeuten, dass Millerzell-VAMP5 mit vielen Exosomen-assoziierten Proteinen
interagiert und Exosomen somit ein moglicher VAMP5-assoziierter Sekretionsmechanismus

sind.

4.3.3 Exosomen —von Miullerzellen freigesetzte Transportvehikel zur Gliotransmission?

Erganzend zu den proteomischen Daten von Maullerzellen, die einen Bezug von
Mdillerzellproteinen zu extrazelluldren vesikuldren Exosomen nachwiesen (Grosche et al.
2016), ging folglich aus meinen Immunprazipitationsanalysen (Kapitel 3.2.2.3) hervor, dass

Exosomen ein Exozytosewerkzeug der Mullerzelle sein konnten.

In meiner Dissertation wurden deshalb Miullerzellen kulturiert und zwei Exosomen-
Isolationsprotokolle miteinander verglichen (Kapitel 3.2.3). Im Anschluss konnte mittels des
von mir etablierten Western Blot-Protokolls erstmals auf Proteinebene bewiesen werden, dass
Miillerzellen Exosomen sezernierten, die im Rahmen meiner Arbeit erfolgreich aus ihrer Kultur
isoliert werden konnten (Kapitel 3.2.3, Abb. 19). Dies konnte mittels Elektronenmikroskopie
bestatigt werden (3.2.2.4, Abb. 18C).

Ebenso konnte elektronenmikroskopisch eine Kolokalisation von Mullerzell-Exosomen und
VAMPS5 demonstriert werden (Kapitel 3.2.2.4, Abb. 18C). Da sich VAMP5 lichtmikroskopisch
innerhalb der Millerzelle gleichmaRig in vesikuldren Strukturen nachweisen liel} und es sich
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elektronenmikroskopisch sowohl in Endfiilen als auch in von Endfuen sezernierten
vesikelformigen Strukturen abbildete, konnte es sich bei den beschriebenen vesikuléren
Strukturen um Exosomen handeln (Kapitel 3.2.2.4, Abb. 18A+B). Dabei scheint VAMP5 mit
Exosomen zu interagieren, mit ihrer Freisetzung assoziiert und womdglich sogar Teil der
Exosomenmembran zu sein. Fir den genauen Zusammenhang zwischen VAMPS und
Exosomen weisen die hier vorgestellten Daten somit erstmals darauf hin, dass Mullerzellen
Exosomen freisetzen, die sie, in Anbetracht ihrer Kolokalisation mit dem SNARE VAMPS,
womdglich zu einer weiteren Form der Zell-Zell-Kommunikation zuséatzlich zur Calcium-
abhangigen schnellen Exozytose beféhigen. Wie die Exosomen-Freisetzung allerdings
getriggert sein konnte, ist dabei noch offen und gibt Anlass zu weiteren Experimenten. Ebenso
ist noch unklar, ob Exosomen Neurotransmitter tragen, was bislang auch in Astrozyten noch
nicht bestatigt werden konnte (Verkhratsky et al. 2016). Bisher ist bekannt, dass astrozytére
Exosomen Proteine, Nukleinsauren und Lipide transportieren und vermutlich EAAT-1 und -2
(excitatory amino-acid transporters) sowie Glutaminsynthetase exprimieren, was zumindest

auf eine Befahigung zur Neurotransmitterausstattung hindeuten kénnte (Gosselin et al. 2013).

Es existieren bereits vielversprechende Studien zur moglichen Nutzung von Exosomen als
Biomarker (Joyce et al. 2016; Lawson et al. 2016; Rastogi et al. 2021; Kapitel 1.3.3). Zur
Nutzung in Bezug auf ophthalmologische Erkrankungen kénnten Exosomen potentiell aus
Trénenflussigkeit (Grigor'eva et al. 2016), Kammerwasser (Kang et al. 2014; Dismuke et al.
2015), dem Glaskorper (Ragusa et al. 2015) und Blut (Eldh et al. 2014) als Biomarker isoliert
werden. Allerdings ist beispielsweise aktuell noch nicht klar, ob Exosomen, die von retinalen
Zellen sezerniert werden, Uberhaupt ins Kammerwasser gelangen kénnen (Klingeborn et al.
2017). Da sowohl Millerzellen als auch Exosomen eine Rolle bei ophthalmologischen
Krankheiten spielen (Jakobiec et al. 1983; Hauck et al. 2007; Coughlin et al. 2017;
Ghaseminejad et al. 2020; Liu et al. 2020; Li et al. 2020; Han et al. 2021), ware es interessant,
zu wissen, ob die von Miillerzellen freigesetzten Exosomen als Biomarker und therapeutische
Vehikel fir diese Erkrankungen dienen konnten, was die Relevanz ihrer Erforschung noch

weiter untermauert.

Erganzend wirde ein Western Blot von VAMP5 in Miullerzell-Exosomen eine sinnvolle
Vervollstandigung der erhobenen Daten darstellen, die in folgenden Studien aufgegriffen
werden sollte. Da Western Blot-Versuche mit dem Exosomenmarker CD9 bislang nicht
erfolgreich waren, kdénnte man neben dem bisher in dieser Arbeit etablierten CD63-Blot

zusatzlich Western Blots fur den Exosomenmarker CD81 (Peterson et al. 2015) erproben.

103



AuBerdem wére die Frage zu klaren, ob VGLUTSs ebenfalls mit Exosomen assoziiert sind und
womaglich ein Teil der Exosomenmembran sein konnten.

Weiterfiihrend wéren eben beschriebene Versuche an Miillerzellen im VAMP5-KO-Tier
(lkezawa et al. 2018) konstruktiv fir die weitere Erforschung von Exosomen, VAMPs und

Miillerzellen und wirden einen vielversprechenden Forschungsansatz fir die Zukunft
darstellen.
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5. Zusammenfassung

In meiner Doktorarbeit wurden vesikuldre Sekretionsmechanismen in Millerzellen anhand der
hierflir nétigen molekularen Grundlagen erforscht sowie neue Aussagen tUber Mikrogliazellen,
Neuronen und Endothelzellen der Retina getroffen.

Dies erfolgte mittels histologischer  Praparationen,  Immunfluoreszenzfarbungen,
Konfokalmikroskopie, = MACS®-Technik, RNA-Isolationen, cDNA-Synthesen  und
Genotypisierungs-PCRs ~ sowie  TagMan®-PCRs.  Eingesetzt  wurden  aullerdem
Proteinisolationen, darunter auch die Membranproteingewinnung, weiterfihrende Western

Blots, die Technik der Immunprazipitation, die Zellkulturierung sowie Exosomenisolationen.

Erstmals wurden ein neu generiertes triple-transgenes Tier (Miillerzell-spezifischer Knockout
von VAMP1-3, gekreuzt mit VAMP7-KO-Mausen) sowie Mullerzellen im VAMP7-Knockout-
Tier erforscht. Des Weiteren konnten das SNARE VAMP3 und erstmals auch VAMP5 sowie
VAMP7 in der Mausretina auf Proteinebene nachgewiesen werden, VAMPS5 erstmalig als

Mdillerzellprotein.

Ein Protokoll zur Millerzellisolation aus der Netzhaut wurde weiterentwickelt und dessen
Verlésslichkeit und Reproduzierbarkeit mit mehreren Methoden bewiesen, wodurch sich die
Aussagekréftigkeit der darauf aufbauenden Analysen bestéatigt und verbessert hat. Auf
gleichem Wege lieRen sich spezifisch auch die restlichen Zellfraktionen der Retina gewinnen

und analysieren.

Hierdurch wurde die Aussage moglich, dass Mikrogliazellen der Netzhaut vermutlich alle
VAMPs sowie VGLUT3 exprimieren. Der Knockout von VAMP7 bzw. der Millerzell-
spezifische Knockout von VAMP1-3 hatte in den untersuchten Tests keinen Einfluss auf die
Mikrogliazellen, weder auf morphologischer bzw. histologischer Ebene noch in Bezug auf die
Expression der verbleibenden VAMPs, VGLUT3 oder Zelltyp-spezifischer Marker. Die
histologisch im Wildtyp gewonnenen Daten passen groRtenteils zu den Ergebnissen bereits
bestehender Literatur. Allerdings bestand entgegen dort beschriebener Zahlen in meinen
Analysen kein Unterschied zwischen den Mikroglia-Zellzahlen in innerer und &ufRerer
plexiformer Schicht und war in den Versuchen dieser Arbeit die in der Wildtyp-Maus von

Mikroglia okkupierte Flache in der inneren plexiformen Schicht gréRer als in der duBeren.

Auch die Endothelzellen der Mausnetzhaut schienen alle VAMPs, insbesondere VAMP4, zu

exprimieren, und zwar unabhangig vom Genotyp der Maus.
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Mikrogliaaktivierung ist eng mit einer Degeneration in der Retina assoziiert und endotheliale
Aktivierung konnte an der Initiierung und Ausdehnung neurovaskularer Erkrankungen beteiligt
sein, sodass auf den hier dargestellten Daten aufbauende weiterflihrende Analysen

therapeutische Ansatzpunkte in Bezug auf diese Erkrankungen liefern kénnten.

Die Neuronen der Netzhaut exprimierten kein oder wenig VAMPS5, ansonsten aber alle anderen
VAMPs. Weder im VAMP7-Knockout noch im triple-transgenen Tier kam es zu
kompensatorischen Expressionsveranderungen nicht targetierter VAMP-Isoformen. Die bereits
bestehende Annahme, dass vor allem VGLUTL, aber auch VGLUT2 und VGLUTS3 in
Neuronen der Retina exprimiert werden, konnte in meiner Arbeit bestatigt werden. Unter den
Neuronen scheinen die Amakrinzellen eine Sonderrolle einzunehmen, da sie auf histologischer
Ebene als einzige mit einer reduzierten Zellzahl auf den Knockout von VAMP?7 reagierten, was
unabhéngig vom Maullerzell-spezifischen Knockout anderer Gene war. AuRerdem ist bereits
gezeigt worden, dass sie wie die Muillerzellen VGLUT3 exprimieren. Dies gibt Anlass fir ihre
weitere Erforschung beztglich ihrer Rolle in der Retina und den Interaktionen mit Mllerzellen,

z. B. mittels gesonderter Isolation aus der Neuronenfraktion.

Miuillerzellen der Netzhaut verfligen Uber nétige molekulare Grundlagen zur exozytotischen
Vesikelfreisetzung von Glutamat, was Gliotransmission durch Mullerzellen entgegen kritischer
Stimmen (Fiacco und McCarthy 2018) sehr wahrscheinlich macht. Dadurch kénnen sie die
Signalverarbeitung von Nervenzellen mutmaRlich direkt beeinflussen, beispielsweise im Sinne
einer tripartiten Synapse. Eine Schlisselrolle bei diesen molekularen Grundlagen scheinen
Exosomen, VGLUT3 sowie VAMP3 und/oder VAMPS5 zu spielen. Womdglich lassen sich
diese Rickschlusse auch auf andere Gliazellen des ZNS Ubertragen, da Mullerzellen als

Modellglia fungieren kénnen (Kapitel 1.2).

Erstmals wurde hier gezeigt, dass Miillerzellen alle drei VGLUTs exprimierten, und zwar
insbesondere VGLUTS3, dem eine Schlusselrolle in der Kalzium-abhdngigen Glutamatsekretion
zugeschrieben wird.

Mdillerzellen exprimierten im Vergleich zu Neuronen insbesondere VAMPS5, und das
unabhangig vom untersuchten Genotyp. VAMP5 scheint also eine Schlisselrolle bei der
Exozytose durch Millerzellen zu spielen. Es befindet sich in vesikuldren Strukturen, welche
die Millerzelle vermutlich sezerniert, die sie jedoch auch in ihren EndfiiBen und gleichméRig
in der gesamten Zelle tragt. AuBerdem scheint es viele Interaktionen mit anderen Proteinen

einzugehen, die fur sekretorische Prozesse bendtigt werden. Mikrotubuli-assoziierte Proteine
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ko-prézipitierten ebenfalls mit VAMPS5 und konnten Teil der Exozytose-Maschinerie in
Muillerzellen sein. Ich konnte aulerdem erstmals Syntaxin1B, SNAP91 und Proteine der Sec-
Familie als mdgliche t-SNAREs der VAMP5-vermittelten Kommunikation von Zellen mittels
Transportvesikeln identifizieren, wobei NSF, Complexin IV, Synaptophysin, Synaptotagmin I,
Syncrip (Synaptotagmin binding, cytoplasmic RNA interacting protein) und Septin 7 hierfir
mdogliche Hilfsproteine waren. Eine Validierung dieser vielfaltigen Interaktionen sollte in
weiterflihrenden Untersuchungen erfolgen.

Einige dieser mit VAMPS5 ko-prazipitierten Proteine sind Exosomen-assoziiert. AuRerdem
zeigte sich eine Ko-Prézipitation von VAMP5 mit vielen weiteren Exosomen-assoziierten
Proteinen, sodass letztlich erstmals postuliert werden kann, dass Mullerzell-Exozytose und
somit Gliotransmission durch Millerzellen Exosomen- und VAMPS5-vermittelt ablaufen
konnte. Die erfolgreiche Isolation von Exosomen aus Mullerzellkulturen und ihr erstmaliger
Nachweis auf Proteinebene sowie in der Elektronenmikroskopie untermauern diese These
ebenso wie die Tatsache, dass VAMP5 und Exosomen auf elektronenmikroskopischer Ebene

kolokalisiert waren.

Somit leistet diese Dissertation auf Zell- und molekularer Ebene einen Beitrag zur weiteren
Erforschung der Retina, der Miullerzelle und von Gliazellen im Allgemeinen sowie von
Exosomen, VGLUTSs und VAMPs.

Bedenkt man die in meiner Arbeit beschriebenen Daten, wird klar, dass nicht nur neuronale
Prozesse, sondern auch die glialen Aktionen ein Angriffspunkt fir das Verstdndnis und die
Therapie neuronaler bzw. ophthalmologischer Erkrankungen sein koénnen und sollten.
Insbesondere Exosomen als zellfreies Vehikel kénnten ungeahnt an pathologischen Prozessen
und Krankheitsentstehung beteiligt sein und bieten einen vielversprechenden Ansatz als
therapeutisches Werkzeug bei diesen Erkrankungen sowie gleichzeitig die Mdglichkeit, der

Grundlagenforschung in diesem Bereich den Weg zum medizinischen Nutzen zu ebnen.
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6. Abklrzungsverzeichnis

AS: Aminoséaure

ATP: Adenosintriphosphat

AKS: duRere Karnerschicht

ALM: auRere limitierende Membran

APS: auRere plexiforme Schicht

BoONT: Botulinumtoxin

BoNT/B: clostridial botulinum neurotoxin serotype B light chain
CreERT2; Tamoxifen-inducible Cre recombinase
EAAT: excitatory amino-acid transporter

EZL.: Extrazelluldre Losung

GABA: Gamma-Aminobuttersiure

GAT: GABA-Transporter

GDE: glia-derived exosomes

GLT: Glutamat-Transporter

GLUT: Glutaminsynthetase

GZS: Ganglienzellschicht

Ibal: ionized calcium binding adapter molecule 1

iBot-Maus: bigenes Tier mit funktionellem Knockout von VAMP1-3 in Millerzellen
(CreER™ x iBot-Transgen)

iBot x VAMP7-KO-Maus: triple-transgenes Tier mit funktionellem Knockout von
VAMP1-3 in Miillerzellen vor einem VAMP7-defizienten Hintergrund (CreER™ x iBot-
Transgen x VAMP7-KO)

Icam2: Intercellular Adhesion Molecule 2
IKS: innere Kornerschicht
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ILM: innere limitierende Membran

IP: Immunprazipitation

IPS: innere plexiforme Schicht

MHC: major histocompatibility complex, Haupthistokompatibilitdtskomplex
MVB: multivesikularer Kdrper

ngs: normal goat serum

NMDA: N-Methyl-D-Aspartat

Nrl: Neural retina-specific leucine zipper protein

PFA: Paraformaldehyd

PKC-alpha: Proteinkinase C alpha

gPCR: real-time quantitative PCR

RPE: retinales Pigmentepithel

rpm: rounds per minute

SCRNA Seq-Daten: Einzelzell-RNA-Sequenzier-Daten

SNAP-25: synaptosomal-associated protein of 25 kDa

SNARE: soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor
TNFa: Tumornekrosefaktor alpha

VAMP: vesikel-assoziiertes Membranprotein

VAMP7-KO: VAMP7-Knockout

VGLUT: vesikularer Glutamat-Transporter

ZNS: zentrales Nervensystem
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