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1 Einleitung
1.1 Allgemeine Einleitung

Ein zentrales Anliegen der aktuellen neurowissenschaftlichen Forschung ist die
Beantwortung der Frage: Welcher Art sind die molekularen Veranderungen in
chemischen Synapsen nach Stimulation in-vivo und in-vitro? (Murase et al.,
2002). Wiederholtem Reizen synaptischer Verbindungen kommt eine
SchlUsselrolle zu bei der Untersuchung zellularer Grundlagen von Lernen und
Gedachtnisbildung (Albright et al., 2000).

Der kanadische Psychologe Donald O. Hebb formulierte in ,The Organisation of
Behavior® (Hebb, 1949): ,Wenn ein Axon des Neurons A das Neuron B erregt
und wiederholt oder anhaltend das Feuern, d.h. die Uberschwellige Erregung
von Neuron B bewirkt, so wird die Effizienz von Neuron B durch einen
Wachstumsprozess oder eine Stoffwechselanderung in beiden oder einem der
beiden Neurone erhdht®. Synapsen, welche die genannten Eigenschaften
zeigen werden daher auch als Hebb-Synapsen bezeichnet. Hebb-Synapsen
wurden und werden herangezogen, um Mechanismen und Prinzipien von
synaptischer Plastizitdt zu untersuchen (Sejnowski, 1999).

Unter dem Begriff synaptische Plastizitat werden eine Vielzahl von Vorgange
zusammengefaBt, die die Effizienz synaptischer Ubertragung beinflussen.
Langzeitpotenzierung  (LTP), Langzeitdepression (LTD), Habituation,
Sensitivierung und Bahnung ermdglichen so eine, auch langerfristig anhaltende,
Regulation der neuronalen Ubertragungsleistung bei der synaptischer
Kommunikation (Kandel et al.,1999).

Ein wichtiges Modell zur Untersuchung von synaptischer Plastizitat ist die LTP.
Experimentelle Ergebnisse von Bliss und Lomo zur LTP zeigten eine
Verstarkung neuronalen Antwortverhaltens nach mehrmaliger hochfrequenter

elektrophysiologischer Reizung eines Neurons (Bliss und Lomo ,1973).

Komplexe Vorgange, wie Lernen, Gedéachtnis und Verhalten sind untrennbar
mit dem Begriff der synaptischen Plastizitat verbunden. Das Ged&achtnis wird

u.a. danach eingeteilt, fir wie lange Zeit sein Inhalt erinnert wird. Die Einteilung
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erfolgt in ein Kurzzeitgedachtnis (KZG) und in ein Langzeitgedachtnis (LZG)
(Milner, 1965; Milner, 1985). Das KZG behélt seinen Inhalt nicht langer als
Stunden, wohingegen das LZG seine Information wesentlich langer bzw.
lebenslang speichert.

Alle Lernprozesse sind Ausdruck der Plastizitdt des Nervensystems, aber
umgekehrt bedeutet nicht jeder plastische Vorgang Lernen. Unter Lernen wird
der Neuerwerb einer Verhaltensweise verstanden, die bisher nicht im
Verhaltensrepertoire des Organismus enthalten war. Lernen unterscheidet sich
von Reifung. Reifung sind genetisch determinierte Wachstumsprozesse, die
allerdings als unspezifische Vorraussetzung mit Lernvorgangen assoziiert sind
(Denisenko-Nehrbass et al., 2000).

Die Hypothese zum Lernen (Hebb, 1949) geht davon aus, daB erhéhte Aktivitat
der Prasynapse zu einer erhéhten Neurotransmitterausschttung fuhrt. Auf der
postsynaptischen Ebene kénnen hierdurch Modifikationen der Rezeptoren und
der an der Signaltransduktion beteiligten Molekuile erfolgen. Erhéhte Reizung
des prasynaptischen Neurons bewirkt, daB stille neuronale Verbindungen
aktiviert und damit verwendet werden. Dieser Vorgang wurde exemplarisch am
Nervensystem der Nacktschnecke Aplysia californica gezeigt (Kandel et al.,
2001). Daneben sind morphologische Veranderungen in der Flache des
synaptischen Kontaktes und die Zunahme bzw. Abnahme der Anzahl der
Synapsen beschrieben worden (Cotman und Nadler, 1978).

Neuere Studien konnten zeigen, daB Proteinsynthese an unterschiedlichen
Phasen von LTP beteiligt ist. Wird die Proteinsynthese gehemmt, so wird die
Dauer der LTP signifikant reduziert (Nguyen et al., 1994). Die Uberfiihrung des
Gelernten vom KZG in das LZG bedarf der Proteinsynthese, da

Translationshemmer die Konsolidierung des LZG beeintrachtigen.

Proteinphosphorylierung ist einer der molekularen Mechanismen, durch welche
die Funktion von Proteinen einer Zelle reguliert werden (Siegel et al., 1998;

Alberts et al., 2002). Serin-Threoninkinasen spielen bei der Steuerung von
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Proteinen eine Schllsselrolle. Die bekanntesten Vertreter der Serin- /
Threoninkinasen sind u.a. die second-messenger abhangigen Proteinkinasen:
1.  cAMP-Kinase oder Proteinkinase A, 2. cGMP-Kinase, 3.
Ca?*/Calmodulinkinasen (und hier besonders die Ca®/Calmodulin-abhéngige
Proteinkinase II, CaMKIl) und 4. Proteinkinase C (PKC) (Siegel et al. 1999).
Jede dieser Proteinkinasen bzw. Kinasefamilien ist an unterschiedlichen
zellularen Vorgangen beteiligt, die in dynamische Ablaufe neuronaler
Signaliibertragung eingreifen; in der Literatur wird jede dieser genannten
Kinasen mit unterschiedlichen Modellen von synaptischer Plastizitat in
Verbindung gebracht (beispielhaft zum Thema ,Proteinkinasen und
synaptischer Plastizitat“ seien angefiihrt: Abel et al., 1997 (cCAMP-PKA); Vaillant
et al., 2002 (CaMKIll); Van der Zee und Douma, 1997 (PKC)).

In den letzten Jahren wurden besonders die Beteiligung von PKA und PKC an
Gedachtnisleistungen im Saugergehirn herausgestellt. cAMP moduliert Uber
aktivierte PKA den Transkriptionsfaktor CREB (CAMP responsive element
binding Protein), der dann seinerseits ,Lernvorgédnge” in der CA1 und CAS3
Region des Hippokampus von Ratten steuert (Impey et al.,1998).

PKC ist auf verschiedenen Ebenen an Mechanismen der Gedéachtnisbildung
beteiligt (Zee und Douma 1997; Selcher et al., 2002). Dies zeigt sich besonders
bei Beeintrachtigungen von Lernvorgangen; so ist die raumliche
Gedachtnisleistung adulter alterer Ratten mit einer Fehlregulation von PKC in
der CA 1 Region des Hippokampus korreliert (Colombo et al., 2002).
Pharmakologische Studien belegen ebenfalls eine Beteiligung von
Proteinkinasen an héheren Gedachtnisleistungen von Saugetieren (Walleinstein
et al, 2002). Die prazisen Mechanismen, durch die hbéhere
Gedachtnisleistungen mittels Proteinkinasen gesteuert werden, sind bisher nur

in Ansatzen verstanden.

Modifizierungen der Wirksamkeit synaptischer Ubertragungsleistungen fiihren
zu dynamischen und plastischen Veranderungen bestehender Synapsen
(Malenka und Siegelbaum, 2001).
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Viele Studien belegen, daB gesteigerte synaptische Aktivitat die Struktur
bestehender synaptischer Kontakte im adulten Gehirn beeinflusst.
Aktivititsabhangig kann z.B. die Anzahl von Synapsen kurzfristig Anderungen
unterliegen (Knott et al., 2002). Gut untersucht sind strukturelle Verdnderungen
von dendritischen Dornen (Spines) nach Reizung in-vivo und in-vitro (Yuste und
Bonhoeffer, 2001).

Ein Nachteil vieler Untersuchungen zur Plastizitat von dendritischen Spines ist
die geringe GréBe der beteiligten Pra- und Postsynapsen (ca. 3-5 pm im
Durchmesser), und die Schwierigkeit der gezielten experimentellen
Manipulation gleicher Strukturen innerhalb eines komplexen neuronalen
Schaltkreises. Aus diesem Grunde wurden in den letzten Jahren gezielt groB3e
synaptische Komplexe herangezogen, an denen Untersuchungen zur
Physiologie der SignalUbertragung mit Untersuchungen zur Morphologie dieser
synaptischen Kontakte verknilpft wurden. Ein Modell einer groBen phasischen
Synapse bzw. eines synaptischen Komplexes sind die ,Calyx of Held
Synapsen® im Hirnstamm, an denen u.a. Mechanismen der Vesikeldynamik wie
auch morphologische Veranderungen an Synapsen nach erhdhter elektrischer
Stimulation untersucht worden sind (Ryugo et al., 1996; Sakaba und Neher,
2001).

Ein Modell zur Untersuchung von Mechanismen der Vesikeldynamik und
Signaliibertragung in tonischen Synapsen sind Bipolarzellen mit groBen
Axonterminalen (Durchmesser: 10-15um) aus der Goldfischnetzhaut. Die
Vorteile von Bipolarzellen mit groBen Axonterminalen als Modellsystem
bestehen einerseits in der leichten praparatorischen Zuganglichkeit der
Netzhaut; andererseits ist die Wirbeltiernetzhaut schichtenartig gegliedert,
deren struktureller Aufbau gut verstanden ist (Dowling, 1987).

1.2 Proteinkinase C

Um die Rolle von Proteinkinase C (PKC) bei der Modulation neuronaler
Kommunikation zu verstehen und die groBe Anzahl an Beispielen der
Beteiligung dieses Enzyms an synaptischer Plastizitat zu Uberblicken, ist es
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Abb. 1. Schematische Darstellung der Sequenzhomologien von PKC lIsoformen. Aufgrund ihrer
Aminosduresequenz ~ werden drei Gruppen von PKC-Isoformen unterschieden: (a) klassische
(konventionelle), (b) neue und (c) atypische. Die Sequenz besteht aus einer N-terminalen regulatorischen
Domane und einer C-terminalen katalytischen Doméane. Die konventionellen cPKC Isoformen unterteilen
sich weiter in vier hochkonservierte Regionen C1-C4 und variable Abschnitten V1-V5. Die C1 Region
funktioniert als DAG-, Phorbolesterbindungsort, wohingegen die C2 Region fiir Ca2+ Bindung
verantwortlich ist. Die Regionen C3 und C4 binden ATP und PKC spezifische Substrate. Die neuen nPKC
Isoformen und atypischen aPKC Isoformen besitzen keinen Bindungsort fir Ca2+, daher ist deren
Aktivierung von Ca2+ unabhéngig.
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notwendig, kurz einige allgemeine Ausfiihrungen zu PKC vorwegzunehmen, um

sodann die Struktur dieses Enzyms knapp zu umreiBen.

PKC ist eine Serin/Threonin spezifische Kinase, zu deren Aktivierung Ca*,
Diacylglycerol (DAG) und Phospholipide, wie z.B: Phosphatidylcholin notwendig
sind. Abhangig von Aminosauresequenz, Stimulation und Regulation werden
zur Zeit 12 Isoformen im Sauger unterschieden, von denen man annimmt, daB
sie spezifische Funktionen im Organismus erflllen (Hug und Sarre, 1993;
Dekker und Parker, 1994; Gomperts et al., 2003). Die zwischen 68-83kDa
schweren Isoformen werden aufgrund der unterschiedlichen Substrate der
Aktivationsdomanen in drei Gruppen eingeteilt: klassische, atypische und neue
PKC Isoformen (Way et al., 2000). In der Abb.1 sind die Proteinstrukturen und
Aktivatoren der PKC Isoformen im Detail vorgestellt.

1.3 Die Aktivierung und Regulation von PKC

Die Signalkaskade zur Aktivierung von PKC kann durch Stimulation eines
metabotropen Rezeptors initiiert werden, dessen Gq Protein, Phospholipase
(PLC B) aktiviert und membranstandig DAG entstehen |aBt. Andererseits kann
ein Rezeptor mit Tyrosinkinaseaktivitat PLC B aktivieren. Bei Aktivierung erfahrt
PKC eine Konformationsanderung, welche das aktive Zentrum freilegt und die
Membranassoziation des Enzyms férdert. PKC steht im Gleichgewicht zwischen
membrangebundener und zytosolischer Form (Dorn und Mochly-Rosen, 2002).
Sowohl natiirliche Aktivatoren (DAG, Ca®" und Phospholipide), als auch PKC-
aktivierende Pharmaka (Thymeleatoxin und Phorbolester) verschieben das
Gleichgewicht in Richtung der Membranassoziation. Pharmakologische
Hemmung von PKC durch Inhibitoren wie GO6976 und HBDDE begiinstigen
dagegen die zytosolische Lokalisation des Enyzms. Neben der Translokation an
die Zellmembran, verlagert sich aktivierte PKC auch in Richtung des Zellkerns,

um dort modulierend auf Transkriptionsfaktoren einzuwirken (Abb.2).
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Abb. 2. Schematische Darstellung von Funktion und Regulation von PKC. Rezeptorkontrollierte
Signalwege fiihren zur Bildung bzw. Freisetzung der intrazellularen Botenstoffe Diacylglycerol (DAG) und
Ca2+, die wie Phorbolester (TPA) zur Aktivierung von PKC fiihren. Die Translokation an die Zellmembran
ist mit einer Aktivierung von PKC verbunden. Substrate fiir PKC sind MARCKS (myristolated alanine rich C
kinase substrat)-Proteine und andere mit dem Zytoskelett assoziierte Proteine. Man beachte auch
nukledre Signalwege, die z.B. Gber Steroidhormonrezeptoren (Vitamin D Rezeptor) und die MAP-Kinase
(mitoseabhangige Kinase) vermittelt werden.
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PKC wird durch Phosphorylierung reguliert. Neueste Untersuchungen legen
nahe, daB PKC phosphoryliert wird, um aktivierbar zu sein fur die second
messenger Diacylglycerol (DAG), Ca?** und Phospholipide. Zwei von drei
Phosphorylierungsorten werden autophosphoryliert (Kraus, 2000; Keranen et
al., 1995), wobei am dritten Ort mdglicherweise die Phosphoinosid 3-Kinase
bzw. eine Proteinkinase C Kinase angreift (Le Good et al.,1998; Gomperts et
al., 2003). Die Phosphorylierungsorte im Molekul von PKC alpha sind die
Aminosauren Threonin 497 (Aktivierungsdomane), Threonin 638 (C-Terminus
1) und Serin 657 (C-Terminus 2) — die genauen Sequenzen sind aus Abb.2.1.

zu entnehmen.

PKC wird als inaktives nichtphosphoryliertes Vorlauferprotein synthetisiert. Das
aktive Zentrum des Enzyms ist in diesem Zustand nur flr Adenosintriphosphat
(ATP) zugénglich. Das katalytisch inkompetente Enzym wird durch eine PKC
Kinase phosphoryliert, und erhalt dadurch seine katalytische Kompetenz. Es
entsteht ein katalytisch kompetentes, aber inaktives Enzym. Die folgenden
beiden Autophosphorylierungsschritte fihren dazu, daB die
Pseudosubstratdoméne das katalytische Zentrum freilegt und PKC somit
aktivierbar wird fir DAG, Ca** und Phospholipide (Gomperts et al., 2003). Die
dargestellten Aktivierungsschritte gelten fiir die klassischen PKC Isoformen
(cPKC a, B1, B2, y), bei den neuen (nPKC 9, €, n, 8) und atypischen PKC
Isoformen (aPKC A, 1, &, ) fehlen Phosphorylierungsorte.

1.4 Funktion von PKC
Es gibt eine Vielzahl von Proteinen, die PKC an spezifischen subzellularen

Lokalisationen binden (siehe Tabelle 1). Die STICK Proteine (substrates that
interact with C-kinase) verbinden das Aktinzytoskelett mit der Plasmamembran.
In dieser Substratklasse finden sich auch die MARCK Proteine (myristoylated,
alanin-rich C-kinase substrate), die eine Schlisselstellung bei der Dynamik und
Organisation der Aktinfilamente und somit bei einer Vielzahl morphologischer
Veranderungen auf zellularer Ebene Ubernehmen (Hartwig et al., 1992;
Aderem, 1995; Chang et al., 1996).
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Watalytisch inkompetent Katalytisch kompstent aktiv
inaktiy
c2 Calt DAG
[ L ]
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{modifiziett nach Gomperts et al, 2003

Fhosphorylierungsorte bei PKC alphag

Inakiivierungsdomane CSVTTETFCGTPDYIARPE  T497
C-Terminus RGAPYLTFPDGLY TG3E

C-Terminus USDFEFGSYWMPO SB57

Abb.2.1 Die Aktivierung von PKC alpha verlduft in vier Schritten. Die katalytisch inkompetente
Vorlauferform wird durch eine Kinase (PKC kinase PDK1) phosphoryliert. Es entsteht eine katalytisch
kompetente aber inaktive Form von PKC, durch Autophosphorylierung wird das Pseudosubstrat aus dem
katalytischen Zentrum entfernt und PKC ist aktivierbar durch Ca2+ und DAG. Im unteren Teil des Bildes
sind die Proteinsequenzen von PKC und die entsprechenden Phosphorylierungsorte dargestellt.

Neben den STICK Proteinen gibt es noch die Gruppen der RACKSs (receptors
for activated protein kinase C) und PICKs (proteins interacting with C-kinase).
Diese beiden Proteinklassen stellen keine Substrate dar, sondern sind vielmehr
Ankerproteine, die die korrekte Lokalisation von PKC in verschiedenen
subzellularen Kompartimenten vermitteln. Dadurch wird einerseits eine optimale
Aktivierung erreicht und andererseits wird PKC in engen Kontakt mit
Substartproteinen gebracht. Die Gruppe der Substratproteine und regulierter
zellularer Vorgange ist somit sehr heterogen und reicht von der Regulation
transmembraner Rezeptoren (z.B. AMPA-, GABA. Rezeptor) bis zur
Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren (z.B. VitaminD Rezeptor) sowie
Modulation weiterer Kinasen, beispielsweise der MAP Kinase (Abb.2).
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Tabelle 1
Substrat- /
Ankerprotein

STICKs

Vinculin/Talin

Annexin | und Il
MARCKS

Desmoyokin, AHNAK
a Adducin

y Adducin

STICK72 und Gravin
STICK32

GAP43 (B-50)

P47Phox

AKAP79
PAR-3

PICKs

InaD (Drosophila)
ASIP
PICK |

RACKs
RACK | (PKC B)
B — COP ( PKCe)

Zelluldre Lokalisation

Funktion

Zellkontakte

Vesikel,
Plasmamembran
Desmosomen, Nucleus
Kortikales Zytoskelett
Kortikales Zytoskelett
Plasmamembran
Zytoskelett

Dendriten

Zytoplasma der
Neutrophilen
Synapsen

ZNS

Photorezeptor
Tight junctions

Perinuklear

Interleukin-5 Rezeptor
Golgiapparat

Adhésion an die
extrazellulare Matrix

Vesikeldynamik, Sekretion

Zell / Zellkontakte
Zellpolaritat
Aktin / Spektrin Interaktion

Dendritenwachstum,
Neurotransmitterfreisetzung
Aktivierung der NADPH
Oxidase
Neurotransmitterfreisetzung

Zellpolaritat

Koppelt PKC an PLC

Proteinsekretion

Tabelle 1: PKC bindende Proteine (modifiziert nach Jaken und Parker, 2000).
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1.5 PKC und synaptische Kommunikation

In der vorliegenden Arbeit soll der EinfluB von Hell- und Dunkeladaptation auf
die subzelluldre Lokalisation von Proteinkinase C in Axonterminalen von
Bipolarzellen untersucht werden. Um die Aufgaben von PKC bei der neuronalen
Kommunikation zu verstehen, ist es sinnvoll die Rolle von PKC in der
Prasynapse von den Aufgaben in der Postsynapse zu unterscheiden.

Aktuelle Untersuchungen deuten daraufhin, daB das AusmalB der PKC-
abhangigen Substratphosphorylierung maBgeblich an der Entstehung und
Aufrechterhaltung von LTP und Langzeitdepression (LTD) in hippokampalen
Synapsen beteiligt sind. Wichtige prasynaptische Substratproteine sind hierbei
GAP-43 (growth associated protein 43), SNAP-25 (synaptosomal associated
protein 25) und VAMP (vesicle associated protein), die mit Axonsprossung und
Modulation der Vesikeldynamik in Verbindung gebracht werden (Pasinelli et al.,
1995). Auf der postsynaptischen Seite phosphoryliert PKC in der CA1 Region
des Hippokampus Neurogranin, ein Protein, das in dendritischen Spines zu
finden ist (Geert et al., 2000).

Unser Modell eines synaptischen Komplexes ist die Bipolarzellterminale (BCT),
die sowohl Pra- als auch Postsynapse ist. In der BCT finden sich synaptische
Ribbons, die strukturelle Elemente einer ,unkonventionellen® chemischen
Synapse sind (Wagner, 1997; Lenzi und von Gersdorff, 2001). Die Annahme,
daB synaptische Ribbons eine strukturelle Anpassung an hohe
Vesikelumsatzraten in sensorischen Organen darstellen, wird einerseits durch
elektronenmikroskopische Befunde gestiitzt, die zahlreiche Vesikel an der
Ribbonoberflache zeigen, andererseits ist kirzlich das Motorprotein Kinesin an
Ribbons nachgewiesen worden, das Vesikelbewegungen ermdglicht (siehe
hierzu: Innenohr (Roberts et al.,1990); Corpus pineale (Swetlitschkin und
Vollrath,1988)). Die synaptischen Ribbons sind die charakteristischen
strukurellen Kennzeichen der Prasynapsen in den Bipolarterminalen.
Andererseits ist die Bipolarterminale auch Postsynapse, da sie von sehr vielen

Amakrinzellboutons GABAerge und peptiderge Eingange erhalt (Marc, 1999).
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In der Goldfischnetzhaut bildet die Ribbonsynapse mit einem lateral
anliegenden Dendriten einer Ganglienzelle, und einem Amakrinzellfortsatz eine
sog. Dyade. In dieser Dyade Ubernimmt die Amakrinzelle sowohl
prasynaptische als auch postsynaptische Funktion. Die Verschaltung und
Schichtengliederung der Netzhaut wird exemplarisch anhand der Abb. 3
veranschaulicht (Zur Ubersicht hierzu: Marc, 1999; Masland, 2001).

Elektrophysiologische Befunde und Untersuchungen mit dem Aktivitatsfarbstoff
FM 1-43 deuten daraufhin, daB PKC die Transmitterfreisetzung in Bipolarzellen
moduliert (Minami et al., 1998). Eine Aktivierung von PKC beglnstigt die
langsame Komponente der Transmitterfreisetzung an der Prasynapse der
Bipolarzelle (Berglund et al., 2002). Unklar bleibt bisher, ob dieser Effekt durch
eine VergrdBerung des sofort verfligbaren Vesikelpools oder auf eine Zunahme
der Fusionswahrscheinlichkeit der Vesikel zurlckzufihren ist (Minami et al.,
1998; von Gersdorff und Matthews, 1999).

Auf der Ebene der Rezeptoren greift PKC durch Phosphorylierung
zytoplasmatischer Domanen in die synaptischen Kommunikation ein.
Beispielsweise wird in Bipolarzellterminalen der GABA. Rezeptor moduliert und
damit der GABAerge Chlorideinstrom durch PKC reguliert (Feigenspan und
Bormann, 1994).

1.6 PKC immunoreaktive Bipolarzellen

Seit einigen Jahren werden Antikdrper gegen PKC dazu verwendet, um
Bipolarzellen in der Wirbeltiernetzhaut immunhistochemisch zu markieren
(Negishi et al., 1988; Boycott und Wéssle, 1999; Caminos et al., 2000). In der
Saugetiernetzhaut farben Antikérper gegen PKC selektiv Stadbchenbipolarzellen
(Wéassle et al., 1991; Behrens et al., 1998). In der Cyprinidennetzhaut lassen
sich mit Antikbrper gegen die alpha- und beta-lsoform von PKC zwei

Populationen von Bipolarzellen anfarben: zum einen eine Population von
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Hell

Ciun kel

ORL

1 Zapfen

2 Stabchen

I Horzontakzelle

4 Horzontakzellzxontertrinalen
a Mb-Bipaolarzelle

—
"

— 12

6 MaBipolazels 10 OF F-Gandlierzelle
T OFF-Lapfenhipolarzells 11 OM-Ganglierzelle
g OR-Lapfenbipalarz elle 12 Millerzelle mit Endfulz

Y93 OFF-Amakrinzelle
9n OrFAmMakrinzelle

Abb. 3. Schematische Zeichnung der Goldfischnetzhaut (modifiziert nach Marc, 1999). Man beachte die

Retinomotorik der Photorezeptoren

(im Hellen sind die Zapfenmyoide ,kontrahiert* und die

Stédbchenmyoide ,verlangert”; im Dunkeln verhélt es sich umgekehrt). Abklrzungen: ONL (Outer Nuclear
Layer); OPL (Outer Plexiforme Layer); INL (Inner Nuclear Layer); IPL (Inner Plexiforme Layer) mit
Sublamina a (OFF-Schicht) und Sublamina b (ON-Schicht); GCL (Ganglion Cell Layer).
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Stabchen-dominierten Bipolarzellen, die auch synaptische Eingédnge von
Zapfen erhalten und deren groBe Axonendigung in die Sublamina b der inneren
plexiformen Schicht (IPL) hineinzieht (Ishida et al., 1980; Negishi et al., 1988);
diese Population wird im weiteren als Mb-Bipolarzellen (Mb-BCs) bezeichnet.
Zum anderen markieren PKC Antikérper in der Goldfisch- und
Zebrafischnetzhaut eine Population von Zapfenbipolarzellen (Suzuki und
Kaneko, 1990; Yazulla und Studholme, 2001) (siehe hierzu Abb. 25 im
Ergebnisteil).

Axonterminalen von PKC-immunoreaktiven (PKC-ir) Mb Bipolarzellen haben im
Hellen eine andere Morphologie als im Dunkeln. Adaptationabhange
morphologische Veranderungen betreffen einerseits die Gestalt der
Axonterminalen (eher rundliche und glatte Kontur im Hellen, bzw. eine eher
.=amoéboide“ und unregelmaBigere Kontur im Dunkeln) und zum anderen das
Vorhandensein von fingerférmigen Evaginationen (Spinules) in
Amakrinzellfortsatze, die im Dunkeln zahlreicher sind (Yazulla und Studhome,
1992; Behrens und Wagner, 1996).

Die Verteilung von PKC Immunoreaktivitat (PKC-IR) in den Mb-BCs wird durch
Hell und Dunkel beeinflusst. In dunkeladaptierten Mb-BCTs akkumuliert das
PKC Signal im submembranésen (membranassoziierten) Kompartiment,
besonders im Axon und in der BCT, wahrend in helladaptierten Terminalen die
Immunoreaktivitdt im Zytoplasma der Terminalen und des Perikaryons
dominiert. Diese Unterschiede in der subzellularen Verteilung von PKC werden
als lichtmikroskopische Korrelate einer Translokation von PKC aufgefasst, die
auch zu morphologischen Veranderungen in Beziehung gebracht werden
(Vaquero et al., 1996; Vaquero et al., 1997).

Jede Formverdnderung ist mit einem Umbau des Zytoskeletts verbunden.
Besonders an Aktinfilamenten konnte der EinfluB von PKC auf die
Kondensation monomeren Aktins zu polymerem F-Aktin gezeigt werden (Job

und Lagnado, 1998). Ob MARCKs Proteine, wie in anderen Zellen gezeigt
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(Chang et al., 1996), in der Bipolarzelle eine vergleichbare Funktion als PKC
Substrate auslben, die maBgeblich an der Organisation der Aktinfilamente

beteiligt sind, ist noch nicht bekannt.

1.7 Fragestellung :

Vor dem Hintergrund der aktuellen Befunde zur Rolle von PKC in Synapsen
und insbesondere in Bipolarzellterminalen ist ersichtlich, daB bisher wenig
Daten zu grundlegenden Beobachtungen, wie der Translokation und
differentiellen subzellularen Verteilung von PKC im Modellsystem der
Bipolarzellterminale oder zur Rolle einzelner PKC Isoformen bei
adaptationsabhangigen strukturellen Veranderungen der Synapse, vorliegen.
Weiterhin unklar ist auch die Rolle einzelner PKC Isoformen bei der
Vesikeldynamik in Bipolarzellen, weil in bisherigen Untersuchungen Isoformen

unspezifisch manipuliert wurden.

Ziel dieser Arbeit soll sein :

1. Vor dem Hintergrund, daB synapsenassoziierte Proteine wie Gephyrin und
der PKC regulierte GABA. Rezeptor differentiell verteilt sind, soll die Verteilung
der PKC-Immunoreaktivitat (PKC-IR) und der EinfluB der Hell/Dunkeladaptation
auf die PKC-IR in der proximalen und distalen Halfte der BCT untersucht
werden. Neben PKC-IR soll auch die Dynamik von aktivierter pPKC
immunhistochemisch verfolgt werden (pPKC steht fir phosphorylierte und damit
aktivierte PKC).

2. Bei der Beobachtung der Translokation aktivierter PKC stellt sich die Frage
nach auslésenden Stimuli im betrachteten Modellsystem. Beantwortet werden
soll, ob die Translokation von pPKC exogen lichtabhangig ist, oder ob
endogene zirkadiane Rhythmen hierfir verantwortlich sind.

3. Als methodologische Kontrolle der immunhistochemischen Untersuchungen

sollen biochemische Methoden dienen. Translokationsvorgange sollen mit Hilfe
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differentieller Ultrazentrifugation und Western Blot Analyse nachvollzogen
werden. Gleichzeitig sollen in der Goldfischretina mRNA Transkripte fur PKC
alpha mittels RT-PCR nachgewiesen werden und die adaptationsabhangige
Expression von PKC alpha untersucht werden.

4. In neuster Literatur wird der EinfluB von PKC auf die Vesikeldynamik
beschrieben. Hier soll mit Hilfe des Aktivitatsfarbstoffes FM 1-43 und des
isoformspezifischen Inhibitors GO6976 der EinfluB von PKC alpha auf die
Aktivitatsmarkierungen mit FM1-43 in Slicepraparaten untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

cPKC a (C-20) Antikdrper (sc-200) Santa Cruz
p-cPKC a (Ser 657) Antikérper (sc-12356) Santa Cruz
Anti rabbit Alexa488 Molecular Probes
GO6976 Calbiochem
FM 1-43 Molecular Probes
Protein Kinase C alpha, Human, Recombinant Calbiochem

Alle Reagenzien fir die PCR wurden von der Firma Quiagen bezogen. Die
Primer fir die RT-PCR wurden von der Firma Invitrogen hergestellt.

Sonstige im Folgenden erwahnten Chemikalien und Reagenzien wurden von
den Firmen, Biotrend, Fluka, Merck, Miles, Serva, und Sigma erworben.

2.2 \Versuchstiere und Préaparation

Ausgewachsene Goldfische (Carassius auratus), mit einer Lange von 10-15 cm
wurden in  Aquarien bei 20 °C Wassertemperatur gehalten. Der
Beleuchtungszyklus war mit 12/12h Hell-Dunkel festgelegt. Die Praparation von
helladaptierten Tieren erfolgte bei normalen Tages- bzw. Raumlicht,
wohingegen dunkeladaptierte Tiere in der Mitte des Dunkelzyklus (22-24 Uhr)
getdtet und unter Infrarotlicht bei Verwendung eines Nachtsichtgerates (AEG)
prapariert wurden. Die Augen wurden mit einer feinen Schere aus der Orbita

herausgeldst und mit einer Rasierklinge halbiert.

2.3 Lichtmikroskopische Immunhistochemie

Die halbierten Augenbecher wurden fir 60min in 4% Paraformaldehyd, 0.1M
Natriumphosphatpuffer (PB pH 7.4) fixiert, um dann fir 3 x 5 min in 0.1M PBS
(pH 7.4) gespdult zu werden. Die Kryoprotektion erfolgte in einer aufsteigenden
Sukrosereihe mit 10%-, 20%- und 30%iger Lésung in phosphatgepufferter
Saline (PBS), wobei die Praparate in den ersten beiden Schritten jeweils 60min
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in der Sukroselésung belassen wurden. Die Infiltration in 30%iger Sukrose in
PBS erfolgte Gber Nacht.

Am folgenden Tag wurden die gewonnen Praparate bei —20°C schockgefroren
und mit Tissue TeK® im Gefriermikrotom ausgerichtet. Es wurden 16um dicke
Gefrierschnitte hergestellt. Die Gefrierschnitte wurden auf mit 0.5% Gelatine
und 0.5% Kaliumchromat beschichtete Objekttrager Uberfiihrt und mit einem
Fettstift umrandet. AnschlieBend wurden die Schnitte jeweils 3 x 5 min mit PBS
(pH 7.4) gespult. Danach wurden die Schnitte mit einer Prainkubationslésung
versetzt (4% Ziegenserum (NGS), 1% Rinderserumalbumin (BSA), 0.1%Triton
X-100 in PBS); die Praparate wurden fir 30 min bei Raumtemperatur (RT) in
dieser Losung belassen. Der Erstantikérper (Kaninchen alpha pPKC (Ser657)
oder Kaninchen alpha PKC) wurde anschlieBend (1:200) mit halbkonzentrierter
Prainkubationslésung verdinnt und auf die Objekttrager aufgetragen. Die
Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 4°C. Der Zweitantikbrper (Ziege Anti
Kaninchen Alexa488) wurde am folgenden Tag nach 3 x 5 min Spllung der
Praparate mit PBS (pH 7.4) in einer Verdinnung von 1:200 aufgetragen. Nach
2 h wurden die Objekttrager erneut 3 x 5 min mit PBS (pH 7.4) gespult und mit
Fluorosave® eingedeckelt.

Die Gefrierschnitte hell- und dunkeladaptierter Netzhdute wurden immer auf
einem Objekitrager gemeinsam inkubiert, um gleiche Inkubationsbedingungen

herzustellen.

2.4 Konfokale Laserscanning Mikroskopie

Jeder lichtmikroskopische Strahlengang hat eine endliche Tiefenscharfe. Nicht
nur Licht aus der Brennebene des Objektivs, sondern auch Licht aus den
Bereichen auBerhalb der Brennebene geht beim konventionellen
Lichtmikroskop in die Bildinformation ein. Bei der Untersuchung der
Translokationsvorgange von PKC in der Bipolarzelle ist es jedoch notwendig
Bilder auszuwerten, die keine Uberlagerung mit Licht aus Bereichen oberhalb
und unterhalb der Fokusebene enthalten. Beim konfokalen Mikroskop wird das
Licht, das nicht aus der Brennebene kommt, ausgeblendet und man erhalt
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sodann nur Bildinformation aus der Fokusebene (Pawley 1995; Matsumoto
2002).

Die in dieser Arbeit ausgewerteten Serien ,optischer Schnitte“ wurden mit Hilfe
des LSM Zeiss 410 aquiriert. Alle Serien wurden ohne zwischenzeitliches
Ausschalten und erneutes Einschalten des 488 nm Ar-Lasers durchgefiihrt, um
Aufwarmeffekte des Laser zu vermeiden. Die Scanbedingungen wahrend einer
Sitzung waren konstant, um eine Vergleichbarkeit der Untersuchung PKC-
immunoreaktiver hell- und dunkeladaptierter Gefrierschnitte zu ermdéglichen.

Far die Gewinnung der optischen  Schnitte wurde ein  63x
Wasserimmersionsobjektiv ausgewahlt. Der Bandpassfilter LP 505 und ein
,FITC*“Filterblock wurden verwendet, um die FITC bzw. Alexa488 Fluoreszenz
zu untersuchen. Der Argonlaser (Argonlaserlinie 488nm) wurde 100-fach
abgeschwacht; das Pinhole wurde auf einen Wert von 20 -eingestellt.
Ubersichtsaufnahmen wurden mit einem elektronischen Zoom von 1.5 - 2
gewonnen, wahrend bei hochvergrdéBerten Serien ein elektronischer Zoom von
8 gewahlt wurde. Die Dicke der optischen Schnitte betrug 0.7 um. Es wurde
darauf geachtet, daB nur Terminalen gescannt wurden, die dicht unter der
Oberflache es Gefrierschnittes lagen (5 - 10um unter der Oberflache), um
moglichen Penetrationsproblemen der Antikérper in den Schnitten zu
begegnen.

2.5 Semiquantitative Bestimmung der PKC-IR und pPKC-IR in Mb Terminalen

Es war notwendig einige Rahmenbedingungen einzuhalten, um standardisierte
Aussagen Uber Veranderungen der Immunfluoreszenzmarkierungen machen zu
kénnen. Zum einen muBte die Konzentration der verwendeten Primarantikérper
so gewahlt werden, daB Veranderungen in der Antikdrperkonzentration sich
auch als Veranderungen auf der Ebene des Fluoreszenzsignals verfolgen
lieBen. Auch muBte man ,Sattigungseffekte“ der Prim&rantikbrper vermeiden.
Diese Zusammenhange wurden in Vorversuchen untersucht (Daten nicht

gezeigt).
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RO Grafhe 20x20 Fixel
(Flache 0,95 um?) Erfassung der Grauwerte
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Abb. 4. Anhand der aufgefiihrten Abbildung soll die Erfassung der Grauwerte an einem optischen Schnitt
einer Mb Terminale erlautert werden. Die Terminale wurde zusétzlich in einen proximalen und distalen
Abschnitt eingeteilt. Die Grauwertmessung erfolgte mit Hilfe definierter ROI (region of interest) von jeweils
0.95um2 an der Membran (Membran-assoziiertes Kompartiment) und im Zytosol (zytosolisches
Kompartiment) (weitere Einzelheiten: siehe Text). Die ROl wurden zufallsmaBig Uber das membran- und
das zytoslische Kompartiment plaziert. Die Erfassung der Grauwerte wurde mit dem Programm Scion
Image vorgenommen. Das Programm SigmaStat 2.03 wurde fiir statistische Berechnungen
herangezogen.

Um semiquantitative Veranderungen der PKC-IR und pPKC-IR an hell- und
dunkeladaptierten Bipolatzellterminalen bestimmen zu kdnnen, wurde darauf
geachtet, daB die gleichen Scan-Einstellungen zur Anwendung kamen. Die
Scan Parameter wurden dabei flir die PKC alpha markierten Praparate
optimiert. Diese Parameter wurden dann, um eine direkte Vergleichbarkeit
herstellen zu kénnen, auch auf die pPKC alpha markierten Netzhautschnitte
angewandt — unter der Inkaufnahme einer schlechteren Abbildungsqualitat.

Fir die Bestimmung der Grauwerte bzw. der Pixelintensitdten wurde das
Programm Scion Image for Windows ® verwendet. Aus einem Bildstapel durch
eine Terminale wurde ein mittleres Bild invertiert [Edit / Invert]. Standardisiert
wurde ein ROI von 20x20 Pixel (0.95 pm?) ausgewdhlt, in dessen Flache der
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durchschnittliche Grauwert gemessen wurde [Analyse / Measure]. Es wurden
vier Grauwerte flr die proximale und distale Membran bestimmt. In gleicher

Weise war das Vorgehen bei der Messung der zytosolischen Werte (Abb. 4).

In der Schicht der Photorezeptornuclei und Innensegmente, die keine PKC
Immunoreaktivitat zeigen, wurde der Hintergrundgrauwert bestimmt. Dieser
Hintergrundgrauwert wurde von allen MeBergebnissen sodann subtrahiert
(Gabriel et al., 2001). Aus den gewonnen Einzelwerten wurde ein
Durchschnittswert, sowohl fir den membranstandigen Auswertungsraum, als
auch far den zytosolischen Auswertungsraum bestimmt. Zur Bestimmung der
Durchschnittswerte, Standardabweichungen und Signifikanztests wurde die
statistischer Software SigmaStat 2.03 verwendet. Als statistischer Test wurde
der students t-Test durchgefuhrt. Fir den Fall, daB der Normalitatstest (nach
Kolmogorov-Smirnov) oder der Varianztest (nach Fischer) negativ ausfiehlen,
und ein t-Test nicht mehr zuldssig wurde, ist ein Mann-Whitney Test

durchgefuhrt worden.

Es ist ausdricklich darauf hinzuweisen, daB der membranstandige
Auswertungsraum nicht mit dem biologischen Kompartiment der Membran
identisch ist, weil im Praparat und im Kombinationsbild aus Durchlicht- und
Fluoreszenzbild, die Zellgrenzen nicht eindeutig voneinander abgegrenzt
werden kénnen. Ausgewertet wurde vielmehr eine saumférmige, randstandige
Region mit Hilfe definierter MeBquadrate (20x20 Pixel, 0.95 pm?), die das
biologische Kompartiment der Membran miteinschlossen.

Der pPKC alpha Antikérper erkennt PKC alpha, die an der Aminosaure Serin
657 phosphoryliert wurde. Aus der Sequenz der PKC alpha Aktivierung (Kap.
1.3) laBt sich dann ableiten, daB pPKC Antikérper einerseits aktive PKC
erkennt, aber auch katalytisch kompetente und inaktive Enzyme markiert.

Wenn im weiteren Verlauf dieser Arbeit die Begriffe ,aktivierte PKC" oder
,PPKC* verwendet werden, beschreiben diese Begriffe die Summe aus der
einerseits aktiven PKC, und der andererseits inaktiven, aber katalytisch

kompetenten PKC.
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2.6 In-vitro Versuche mit dem PKC alpha Inhibitor GO6976
Zur Untersuchung der Frage, ob die PKC Aktivitat EinfluB auf die subzellulare

Verteilung des Enzyms hat, wurden pharmakologische in-vitro Versuche in drei
Ansatze durchgeflhrt.

1. Isolierte dunkeladaptierte Netzhdute wurden unter der Beleuchtung der
Laborbank fir 30min in-vitro helladaptiert.

2. Isolierte dunkeladaptierte Netzhaute wurden fir 30min im Dunkeln in-vitro
belassen.

3. Isolierte dunkeladaptierte Netzhdute wurden fir 30min in Fischringer in-vitro
inkubiert, der mit dem PKC alpha Inhibitor GO6976 2.3 nM (Calbiochem)

versetzt war.

Far die Kurzzeitkulturen wurde ein Fischringer verwendet, wie er auch bei
physiologischen Versuchen zur Anwendung kommt (Zenisek et al., 2000). Der
Fischringer enthielt (in mM): 115 NaCl, 2.5 KCI, 1 MgCl,, 2.5 CaCl,, 10 Glucose
und 10 HEPES ( pH wurde auf 7.4 titriert mit 1 N NaOH). Die Praparation der
Netzhaute erfolgte im Dunkeln, unter Infrarotbeleuchtung, mit Hilfe eines
Nachtsichtgerates (AEG). AnschlieBend wurden die Netzhaute in 4%
Paraformaldehyd (PFA) in Phosphatpuffer (pH 7.4) fixiert. Die histologische
Aufbereitung und Immunhistochemie fir pPKC alpha wurde, wie bereits in Kap.
2.3 beschrieben, durchgeflhrt.

Die ,optischen Schnitte“ der einzelnen Terminalen wurden aus der Mitte der
Terminalen ausgewahlt. Die Mikroskopieparameter fir das LSM 510 Zeiss
waren bei allen Anséatzen identisch. Die Erfassung der Grauwerte erfolgte wie in
Kap. 2.5 beschrieben.
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2.7 Differentielle Ultrazentrifugation und Gewebeaufbereitung fiir Western
Blot.

Die gewonnen Netzhaute werden in flissigem Stickstoff (-80°C) sofort

schockgefroren, um jegliche biochemische Reaktionen zu arretieren. Unter
Zugabe von Homogenisationspuffer und Proteasehemmern (20mM Tris HCI
(pH 7.5), 0.5 mM EGTA, 0.1 mM PMF, 140 mM Dithiothreitol) wird das Gewebe
mit Hilfe eines Homogenisators unter Eiskiihlung verarbeitet (10 Strokes, 25
Umdrehungen / Sek., Stufe2).

Das Homogenisat wird in 100yl Homogenisationspuffer aufgenommen und
zentrifugiert (1500g, 8min, 4 ¢ C, Rotor TLA 100.4, Beckmann Optima TL), um
Zelltrimmer im Pellet (P1) abzutrennen und zu verwerfen. Der Uberstand (S1)
wird der Ultrazentrifugation (Beckmann Optima TL) zugefihrt (50 000 U/min,
100000 g , 30min, 4 Grad C, Rotor TLA 100.4) und man erhélt den Uberstand
(S2) und das Pellet (P2). Mittels dieses differentiellen
Ultrazentrifugationsprotokolls (modifiziert nach Osborne, 1991) erhalt man ein
Pellet, das Pellet2 (P2), in dem sich Membranfragmente befinden, wahrend der
Uberstand2 (S2) die zytosolische Fraktion enthalt. Mit der Membranfraktion und
der zytosolischen Fraktion wird eine Proteinbestimmung nach Bradford
(Bradford, 1976) durchgefihrt, um gleiche Proteinmengen (25ug) in die
folgende SDS-PAGE Gelelektrophorese einzusetzen.

Die Gelelektrophorese (BIO-RAD System) wird unter standardisierten
Bedingungen durchgeflhrt (Probenpuffer: 62.5 nM Tris-HCL (pH 6.8), 4% SDS,
10% Dithiothreitol (als Ersatz von 2-Mercaptoethanol), 0.0.1% Bromphenol-
Blau, Gelzusammensetzung: Acrylamid und N,N’-Methylenbisacrylamid 40%
(w/v) in Aqua (Standardpack von Serva); Endkonzentration des Gels: Trenngel
15%, Sammelgel 5% , Probemenge pro Spur 10 ug ( 144 min bei 80mV, 15 min
Nachlaufzeit).

Die Proteinbanden werden vor dem Abblotten in einigen Fallen mit einer
Coomasie Brilliant Blue Farbung dargestellt. Das Blotting wird mit einer PVDF
Membran (Immobilon-P von Millipore, PorengréBe 0.45um ) Uber Nacht bei

30mV bei 4 °C auf einem Magnetrihrer durchgefiihrt. Zur Anfarbung der
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Blotmembran wird Ponceau S in 1% Essigsdure verwendet (Dauer ca. 4min).
Vor der Immunmarkierung des Blots erfolgt zuerst ein Spllen der Blotmembran
fir wenige Sekunden mit Methanol, um danach die Blotmembran lber Nacht
mit einer Prainkubationslésung zu versetzen (Prainkubationslésung: Milchpulver
5% in TBS verdinnt (20mM Tris, 0.9% NacCl, pH 8.0)). Die Erstantikérper alpha
pPKC und alpha PKC, sowie der Zweitantikbrper werden jeweils in einer
Konzentration 1:1000 eingesetzt (verdinnt in TBS mit 0.1 Tween). Die Dauer
der DAB Reaktion wurde kontrolliert und auf 120s festgesetzt. Nach Trocknung
der Membran wurden die Blots eingescannt. Die Grauwertbestimmung bzw. die
Bestimmung der Pixelintensitdten der markierten Spuren erfolgte mittels NIH

Image /Scion und dem Gelplot2 Macro.

2.8 FM 1-43 Experimente
Helladaptierte isolierte Netzhdute wurden in ca. 150um dicke Schnitte (Slice),

mittels eines Gewebehackers (Sorvall, Newtown, CT, USA) geschnitten und
dann mit dem Farbstoff FM 1-43 inkubiert (Mack und Fernald, 1991; Mack et al.
2000), um die Rolle von PKC alpha bei der Vesikeldynamik in
Bipolarzellterminalen im intakten Zellverband untersuchen zu kénnen. Der
Styrylfarbstoff FM 1-43 baut sich in das &uBere Blatt von
Lipiddoppelmembranen ein, und wird durch Endozytose der Membran ins
Zellinnere aufgenommen (Betz und Bewick 1993; Cochilla et al., 1999; Ryan
2001).

Die Slice-Praparate wurden bei moderatem Raumlicht fir 40min mit Normal-
Fisch-Ringer inkubiert (115 mM NacCl, 2.5 mM KCI, 2.5 CaCl,, 2 mM HEPES,
10 mM Gilucose bei pH 7.4). AnschlieBend wurde der FM 1-43 Farbstoff in
Normal-Fisch-Ringer zu einer 5 uM L&sung verdinnt, mit welcher die Slice
Praparate 5 min inkubiert wurden. Nach kurzem Spulen mit Fisch-Ringer (1
min) wurde die Untersuchung mit dem konfokalen Mikroskop vorgenommen. Im
Falle einer Kaliumstimulation mit 50 mM Kalium-Fisch-Ringer (67.5 mM NaCl,
50 mM KClI, 2.5 mM CaCl,, 2 mM HEPES, 10 mM Glucose bei pH 7.4) wurde

ebenfalls 40 min mit Normal-Fisch-Ringer vorinkubiert, um den in Kaliumringer
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gelésten Farbstoff 5 min einwirken zu lassen. PKC isoformspezifische
Pharmaka wie GO6976 (Calbiochem) wurden der Normalringerinkubation
zugegeben. Zu beachten war, daf das Pharmakon in einer Konzentration im
isoformspezifischen Bereich fiir PKC alpha vorliegt (GO6976 ICso 2.3 nM; dazu
Way et al., 2000).

Die mikroskopische Untersuchung erfolgte mit dem LSM Zeiss 510 META
(Argon Laser 488 nm, 63 Apochromat corr / w, Zoom 1, Laserabschwachung
0.1 und geeignete Filtersets). Aufgrund der ungleichméaBigen Penetration des
Farbstoffs in das Gewebe und unspezifischen Anféarbungen an der Oberflache
des Schnittes wurden ausschlieBlich Terminalen zwischen 5 pym und 20 um
unter der Oberflache gezahlt. BCT waren dann als positiv gefarbt zu bewerten,
wenn sie deutlich FM 1-43 aufgenommen und klar als BCT zu identifizieren
waren (siehe hierzu Mack et al., 2000). Erfasst wurde sodann die Anzahl der
Terminalen auf einer Bildbreite von 146um.

In jedem experimentellen Durchgang wurden die Slice-Praparate nie langer als
3h in Normal-Fisch-Ringer Kultur gehalten.

2.9 Antikorper-Kontrollversuche

Bei allen Inkubationen mit den PKC alpha und pPKC alpha Antikérpern
wurden Kontrollversuche durchgefihrt, wobei der Erstantikbrper mit dem
jeweiligen ,Blocking Peptide” gesattigt worden ist. Ein Immunoblot  mit
rekombinanter PKC alpha wurde angefertigt, um Kreuzreaktionen zwischen
dem pPKC alpha und PKC alpha Antikérpern ausschlieBen zu kdénnen. Das
Ergebnis war eindeutig negativ und keine PKC Bande sichtbar.

2.10 Semiguantitative PCR zum Nachweis der PKC alpha Expression

Das Ziel ist die Amplifikation des PKC alpha Signals in Gewebeproben der
Goldfischnetzhaut und der mdgliche Nachweis eines Expressionsunterschiedes
fir PKC alpha in der hell- bzw. dunkeladaptierten Goldfischretina. Da keinerlei
Sequenz- und Genominformationen beim Goldfisch vorlagen ging die Suche

nach geeigneten Primersequenzen von humaner PKC aus. Es war mdéglich,
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mittels Datenbankanalyse, eine 71% Analogie der humanen PKC alpha
Sequenz und einer Zebrafischsequenz zu ermitteln, die mit hoher
Wahrscheinlichkeit PKC alpha entspricht. Zebrafische sind ebenfalls, wie der
Goldfisch, der Gattung der Cypriniden zugeordnet. Unter der Annahme, daB3 es
sich bei den gesuchten Sequenzen um hochkonservierte Proteine handelt,
wurden die aus dem Zebrafisch gewonnenen sense und antisense Primer im
Goldfisch mit Erfolg zur Anwendung gebracht (PKC alpha: sense Primer 5° TCA
TCC CTG ACC CCA AG 3 und antisense Primer 5° ACC ATG AGG AAA TTG
AAG TCA G 3" ). PKC alpha wurde immer zusammen mit beta Aktin dargestellt,
um semiquantitative Aussagen treffen zu kénnen. Im Goldfisch sind flr beta
Aktin die Primersequenzen bekannt (beta Aktin: sense Primer 5° GAT GAG
GAA ATC GCT GCC CT 3" und antisense Primer 5° CAG TTG GTC ACA ATA
CCGTGCTC3).

Die Gewebeaufbereitung erfolgt unter Clean Bench Bedingungen mit DNA/RNA
freien Praparationsbesteck. Die isolierten Netzhaute wurden in einem
manuellen Homogenisator (10 Strokes) auf Eis in Pufferlésung aufbereitet. Die
Pufferlésung enthalt B Mercaptoethanol und RLT (Quiagen) Lésung, hierdurch
wird eine RNA Degradation unterbunden. Das weitere Vorgehen bei der mRNA
Isolierung entspricht exakt dem von Quiagen empfohlenem Protokoll, Details
sind daher dem RNeasy Mini Handbook (06/2001, S.50-55) zu entnehmen.
Nach der Gewinnung der cDNA wurde die optimale Thermocycler Temperatur,
Primer und cDNA Konzentrationen durch ,Gradient Cycling“ ermittelt. Ein
akzeptables Signal erhalt man fir Goldfisch cDNA bei folgenden MasterMix
Bedingungen: Temperatur 54.8 °C, 10ul cDNA, 15 ul Puffer, 12 yl dNTPmix
10nM, 1.5 pl sense Primer, 1.5ul antisense Primer, 1.5 Taq Polymerase, 58.5ul
Aqua demin. dest., 35 Zyklen). Die DNA Darstellung erfolgte anschlieBend auf

einem mit Ethidiumbromid angefarbten Agarosegel unter UV Beleuchtung.
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3 Ergebnisse
3.1 Alpha PKC Immunoreaktivitat in der Goldfischnetzhaut (Ubersicht)

PKC alpha Antikérper werden seit einigen Jahren dazu verwendet, ,Stabchen®-
Bipolarzellen in der Wirbeltiernetzhaut anzufarben. PKC alpha Antikérper
markieren im Gefrierschnitt hell- und dunkeladaptierter Netzhaute zwei
unterschiedliche Populationen von Bipolarzellen: Zum einen werden Mb
Bipolarzellen markiert (Abb. 5). Sie besitzen groBe Axonterminalen in der
Sublamina b der IPL. Die Zellkérper liegen in der distalen INL, die einen
kraftigen Primardendriten aufweisen.

Zum anderen markieren PKC alpha Antikérper eine Population von
Zapfenbipolarzellen (Abb. 5) (Stern), mit kleinen rundlichen Zellkérpern in der
Mitte der INL und mit Axonterminalen (Pfeil), die bezogen auf die Mb-BCTs
etwas weiter distal in der IPL liegen. Die Zapfenbipolarzellterminalen sind in den

Gefrierschnitten immer deutlich schwécher markiert als Mb-BCTs.

Vor einigen Jahren wurden adaptationsabhangige Unterschiede der alpha PKC
Immunoreaktivitdt (PKC-IR) in der Goldfischnetzhaut beschrieben (Yazulla und
Studholme, 1992; Behrens und Wagner, 1996). Zur allgemeinen Ubersicht
sollen diese adaptationsabhangigen Veranderungen kurz zusammengefasst
werden. PKC alpha Antikérper markieren im helladaptierten Netzhautpraparat
deutlich intensiver die Mb-BCT, wéhrend die PKC-IR im Zellkérper schwéacher
ausfallt. In Gefrierschnitten dunkeladaptierter Praparate ist die alpha PKC-IR im
Soma und in der Terminale der Mb-BCs zu finden. Bereits in der
Ubersichtsaufnahme ist die ,Randstandigkeit* des alpha PKC Signals in den
Terminalen, bei dunkeladaptierten Praparaten deutlich erkennbar (Abb. 5).
Helladaptierte Mb-BCTs weisen demgegeniber ein diffuse Verteilung der PKC-
Immunfluoreszenz im Innern auf. In dunkeladaptierten Mb-BCTs ist eine
intensive Immunfluoreszenz randstéandig ausgepragt. Im Inneren der Terminale
ist die PKC-Markierung im Vergleich zu helladaptierten Terminalen deutlich
schwacher ausgepragt (Abb. 5).
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Diese randstéandige Markierung befindet sich in der Mb-BCT in einem ,Raum®,
der im folgenden als ,membranassoziiertes Kompartiment® bzw. als
.,membranstandiger Auswertungsraum® der Terminale bezeichnet wird. Im
Gegensatz dazu wird das schwacher PKC-ir Innere der Mb-BCT im weiteren
Verlauf dieser Arbeit als ,zytosolisches Kompartiment* benannt.

3.2 Semiquantitative Bestimmung von alpha PKC-IR in Mb-Terminalen in vivo.

Um adaptationsabhangige dynamische Veranderungen in der Verteilung der
PKC-IR préaziser darstellen zu kénnen, wurden Methoden der ,Bildanalyse*
herangezogen, die Verdnderungen der PKC-IR auf der Ebene von Grauwerten
(bzw. Pixelintensitaten) semiquantitativ wiedergeben.

In einem ersten Durchgang wurden die alpha PKC-IR in jeweils 40 Terminalen
aus hell- bzw. dunkeladaptierten Goldfischnetzhduten (n=5 Netzhaute)
untersucht. Die Pixelintensitaten (im folgenden ,Grauwerte“ genannt) werden in
GL (Greylevel) von 0-255 angegeben. Die Abb. 4 zeigt in welchen Bereichen

der Terminale die Pixelintensitaten registriert wurden.

Aus der semiquantitativen Auswertung von konfokalen Aufnahmen mit Hilfe von
NIH Scion geht hervor, daBB alpha PKC in dunkeladaptierten und im Dunkeln
praparierten Terminalen im membranstandigen Auswertungsraum (0.95pm?)
ein Signal von 139.5 GL + 37.4 GL (Mittelwert + Standardabweichung; n=10
Terminalen) aufweist. Im Zytosol der Terminale ist die Fluoreszens deutlich
schwéacher ausgepragt; es wurde ein Mittelwert und Standardabweichung von
82.6 GL £+19.8 GL (n=10 Terminalen) gemessen (Abb. 6+7).

Die alpha PKC-IR ist in helladaptierten Terminalen in der Regel deutlich
intensiver als in dunkeladaptierten Terminalen (Behrens und Wagner, 1996; Job
und Lagnado, 1998). So wurden im membranassoziierten Kompartiment im
Mittel 165.8 GL + 47.4 GL (n=10 Terminalen) bestimmt, im zytosolischen
Kompartiment wurde ein Grauwert von 142.0 GL = 48.2 GL (n=10 Terminalen)
ermittelt. Diese Praparate weisen keinen signifikanten Unterschied in der
Markierungsintensitdt und damit in den  Grauwerten  zwischen

Membrankompartiment und zytosolischen Auswertungsraum auf (Abb. 6+7).
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Hieraus ergibt sich, daB die Pixelintensitditen in den membran- und
zytosolischen Kompartimenten helladaptierter Mb-BCTs sich weniger stark
unterscheiden als in den dunkeladaptierten Netzhauten.

Wie aus Abb. 8a ersichtlich ist, ist die alpha PKC-IR in der Terminale nicht
gleichmaBig homogen verteilt, was einen z.T. fleckenférmigen Eindruck
vermittelt. Dunkeladaptierte Mb-Terminalen weisen demgegeniber keine so

deutlichen ,Inhomogenitaten” in der alpha PKC-IR im Innern auf.

Zur Verdeutlichung der alpha PKC-IR Verteilung wurden Linescans durch zwei
exemplarische Mb-Terminalen durchgefihrt (Abb. 8c+d). Biologisch relevant ist
die alpha PKC Verteilung zwischen Zytosol und Membran, daher wird im
weiteren Verlauf dieser Arbeit, der Quotient zwischen membranstandiger PKC-
IR und zytosolischer PKC-IR angegeben werden. Je naher der Quotient beim
Wert 1 liegt, desto gleichmaBiger ist die PKC-IR Verteilung zwischen Membran
und Zytosol.

Far die alpha PKC-IR bedeutet das, daB man fir die helladaptierten Terminalen
einen Quotienten Membrankompartiment (MC) / zytosolisches Kompartiment
(CC) von 1.2 £ 0.11 (Mittelwert = Standardabweichung, n=10 Terminalen)
erhalt, wohingegen der Quotient fir die dunkeladaptierte Terminalen 1.7 £ 0.30
(Mittelwert + Standardabweichung, n=10 Terminalen) deutlich gréBer ist (Abb.
8e).
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Abb.5. Alpha-PKC-Immunfluoreszenz in Gefrierschnitten hell- (Abb. a+c) und dunkeladaptierter (Abb. b+d)
Goldfischnetzhdute (Ubersicht: a+b; AusschnittsvergréBerung (proximale IPL): c+d). Der Antikérper
markiert ~ zwei Populationen von Bipolarzellen in der Goldfischnetzhaut: Mb-Bipolarzellen und eine
Population von ON-Zapfen-Bipolarzellen. Alpha PKC-ir Mb-Bipolarzellen kénnen anhand ihrer groBen
Axonterminalen in der proximalen IPL und der Zellkérper in der distalen INL identifiziert werden; die
Fluoreszenzmarkierung der alpha-PKC-IR Zapfenbipolarzellen ist schwécher als die der Mb-Bipolarzellen;
ein * in den Abb. a+b markiert jeweils einen Zellkérper der Zapfenbipolarzellen; die Pfeile in Abb. a+b
weisen auf die Axonterminalen dieser Zapfenbipolarzellen hin. Die alpha PKC-ir ist in helladaptierten Mb
Terminalen inhomogen verteilt (Abb. a+c). Die Immunfluoreszenzmarkierung ist in dunkeladaptierten Mb
Terminalen (Abb. b+d) deutlich ,randstandiger’, bzw. ,membranstdndiger’. Die Intensitdt des
Fluoreszenzsignals ist im ,Innern“ der Mb Terminalen schwécher als im Membran-assoziierten
Kompartiment. Man beachte bitte, daB die Zellkérper der Mb-Bipolarzellen in der Abb.a auBerhalb der
Fokusebene liegen, da dieses Praparat leicht tangential angeschnitten wurde.
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Abb. 6. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme

a0 -

z (links) einer helladaptierten alpha PKC-ir Mb
- Terminale (das Bild wurde invertiert). Das Diagramm
(unten) zeigt far 10 Mb Terminalen
Grauwertmesssungen aus dem membran-standigen
Auswertungsraum (schwarze Saulen) und
Messungen aus dem zytosolischen
Auswertungsraum (graue Balken). Grauwerte von 0-
255 werden durch die v-Achse anaezeiat.
alpha PKC Hell (Membran , Zytosol)
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]
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g Abb. 7. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme
e (links) einer dunkeladaptierten alpha PKC-ir Mb
Terminale (das Bild wurde invertiert). Das
Diagramm (unten) zeigt fur 10 Mb Terminalen
Grauwertmesssungen aus dem membran-
sténdigen Auswertungsraum (schwarze S&ulen)
und Messungen aus dem zytosolischen
Auswertungsraum (graue Balken). Grauwerte
von 0-255 werden durch die v-Achse anaezeiat.
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Abb. 8. Untersuchung der Verteilung von alpha-PKC-IR an hell- und dunkeladaptierten Mb Terminalen. In
der ersten Reihe sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer hell- (Abb. a) und einer
dunkeladaptierten (Abb. b) alpha-PKC-IR Mb Terminale aufgefihrt (invertierte Aufnahmen); diese
Terminalen wurden schon in den Abb. 6+7 gezeigt (siehe dort die Beschreibung der Abbildungen). Die
Abb. c+b zeigen Linescans durch die jeweils darlber aufgefiihrten Terminalen mit den dabei erhaltenen
Grauwertprofilen. Die Skalierung der Grauwerte ist von 0-255 angegeben. Die Abb. e zeigt ein Diagramm
in welchem das Verhéltnis der Grauwerte aus dem membranassoziierten und dem zytosolischen
Auswertraum flr hell- und dunkeladaptierte PKC-ir Terminalen angegeben ist. Die Anzahl n der
untersuchten Terminalen betrug jeweils 20. Auf den Diagrammbalken sind Standardabweichungen
angegeben. Signifikanzniveaus : ***: p <0.001 (Test: students t-Test).
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3.3 Subzellulare Verteilung von  aktivierter” alpha pPKC-IR in vivo
Aktivierte alpha PKC (siehe dazu auch Kap. 1.3; Kap. 2.5) laBt sich

immunhistochemisch mit Hilfe phosphospezifischer Antikérper im Gefrierschnitt

lokalisieren. In  Abb.9 und Abb. 9.1 sind Anfarbungen mit einem
phosphospezifischen  Primarantikérper in  Gefrierschnitten  hell- und
dunkeladaptierter Goldfischnetzhdute aufgefiihrt. Der phosphospezifische
Antikérper erkennt das an der Aminosaure Ser657 phosphorylierte Protein.
Diese phosphorylierte PKC alpha wird im folgenden als ,aktivierte® PKC alpha
oder als pPKC alpha bezeichnet (siehe hierzu auch die Diskussion, wo
ausfuhrlicher auf dieser Sachverhalt erértert wird).

Werden alpha pPKC markierte Gefrierschnitte mit den elektronischen
Einstellungen des CLSM 410 untersucht, die fir die Untersuchung mit dem
PKC-Antikérper optimiert wurden, so ergaben sich in vielen Fallen schwach
pPKC alpha markierte Mb-Bipolarzellen (Abb. 9).

Trotz der vergleichsweise schwachen Anfarbung ist in den optischen Schnitten
hell- und dunkeladaptierter Mb-Bipolarzellen ebenfalls ein EinfluB von Hell- und
Dunkeladaptation auf die Verteilung der alpha pPKC-IR in den Mb-Terminalen
zu erkennen. In helladaptierten und im Hellen préaparierten Netzhauten ist die
alpha pPKC-IR diffus im Inneren der Mb-Terminale lokalisiert, wohingegen in
dunkeladaptierten Praparaten die Lokalisation von pPKC alpha-IR deutlich
randsténdig ist (Abb. 9). An dieser Stelle sei noch einmal ausdricklich darauf
hingewiesen, daB die pPKC Markierung in Abb. 9 mit den fur die PKC
Markierungen optimierten Scanparametern durchgefiihrt wurden (siehe auch
dazu Kap. 2.5; bzw. Abb. 9.1).

Der bereits zu Beginn beschriebene Intensitatsunterschied zwischen der alpha
PKC und der schwéacheren alpha pPKC Markierung soll hier noch einmal
aufgegriffen werden. Die alpha pPKC Markierung zeigt in der Terminale nur
Pixelintensitdten von ca. 10-20 GL, wahrend alpha PKC Markierungen
Pixelintensitaten von bis zu 200 GL aufweisen.
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Abb. 9. Immunfluoreszenzmarkierungen mit einem phosphospezifischen Antikérper in Gefrierschnitten
hell- (Abb. a+c) und dunkeladaptierter (Abb. b+d) Goldfischnetzhdute (Ubersicht: Abb. a+b;
AusschnittsvergréBerung (proximale IPL): Abb. c+d). Der verwendete Primarantikérper erkennt spezifisch
die alpha-PKC-Isoform, phosphoryliert an der Position Ser657.

Man beachte das Hell- und Dunkeladaptation die Verteilung von alpha pPKC-IR im Innern der Mb
Terminale beeinflussen. Wahrend das Fluoreszenzsignal in helladaptierten Mb Terminalen eher diffus
verteilt ist, ist es in dunkeladaptierten Terminalen dagegen deutlich membranstandig lokalisiert (Abb. b+d).
Die LSM Scanparameter sind fir PKC Markierungen optimal ausgesteuert, um eine Vergleichbarkeit der
pPKC und PKC Markierungen zu ermdglichen. Die Abb. 9.1. zeigt eine pPKC markierte Netzhaut, die mit
fur pPKC optimierten LSM Einstellungen aufgenommen wurde.
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Die semiquantitative Auswertung der ,optischen Schnitte® ergab flur die
Markierungen mit dem Antikérper gegen alpha pPKC Isoform, daB die
Immunoreaktivitat im Dunkeln deutlich membranstandig ist mit einem Mittelwert
von 14.3 GL + 2.8 GL (n=10 Terminalen). Das zytosolische Signal weist nur die
Halfte der Pixelintensitat auf, Mittelwert 7.7 GL % 1.5 GL (n=10 Terminalen).
Die Markierung der Mb-Terminale aus helladaptierten Praparaten ist schwach
und homogen ausgepragt. Der membranstéandige Grauwert von im Mittelwert
11.8 GL £ 2.4 GL (n=10 Terminalen) hebt sich weniger deutlich von den
zytosolischen Messungen ab. Im Mittelwert fand man fir das Zytosol 8.2 GL +
1.9 GL (n=10 Terminalen). Exemplarisch sind fir jeden Adaptationszustand in
der Abb.10 und Abb.11 jeweils zehn Mb-Terminalen mit ihren zytosolischen und

membranstandigen pPKC-IR dargestellt.

Bei der Darstellung der Immunoreaktivititen als dimensionsloser Quotient
(Membran pPKC-IR / Zytosol pPKC-IR) ergibt sich im Hellen ein Wert 1.45 +*
0.19 (n=10 Bestimmungen). Demgegenlber steht ein Dunkelwert 1.9 = 0.23
(n=10 Bestimmungen) (Abb. 8e). Die Quotienten fir die pPKC-IR und die PKC-
IR zeigen die gleiche Tendenz. Die Hell/Dunkel Unterschiede der Quotienten
(MC/CC) sind fir beide Antikérper jeweils hochsignifikant (t-Test; p <0.001). Die
Linescans (Abb. 8c+8d) verdeutlichen noch einmal Randstandigkeit von pPKC

alpha in dunkeladaptierten Gefrierschnitten.
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Abb. 9.1. pPKC alpha Immunoreaktivitit in helladaptierten (a+c) und dunkeladaptierten (b+d)
Goldfischnetzhauten. Es wurde der phosphospezifische Antikérper angewandt, der an der Position Ser657
phosphorylierte PKC alpha erkennt. Einzelne pPKC-ir Mb-BCTs werden in den Abbildungen c+d bei einer
héheren VergréBerung gezeigt; pPKC-IR ist homogen verteilt in helladaptierten Netzhautpraparaten,
wohingegen in dunkeladaptierten Praparaten die pPKC-IR hauptséchlich an der Membran zu finden ist.
(Abbildung wurde freundlicherweise von Ralf Peukert Uberlassen).
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Abb. 10. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme
(links) einer helladaptierten alpha pPKC-ir Mb
Terminale (das Bild wurde nicht invertiert). Das
Diagramm (unten) zeigt fir 10 Mb Terminalen
Grauwertmesssungen aus dem membran-
assoziierten Auswertungsraum (schwarze S&ulen)
und Messungen aus dem  zytosolischen
Auswertungsraum (graue Balken). Grauwerte von
0-255 werden durch die v-Achse anaezeiat.

alphia pPKG Hell (Mernbran, Zytosol)

Abb.11. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme
(links) einer dunkeladaptierten alpha pPKC-ir Mb
Terminale (das Bild wurde nicht invertiert). Das
Diagramm (unten) zeigt fir 10 Mb Terminalen
Grauwertmesssungen aus dem membran-
assoziierten Auswertungsraum (schwarze S&ulen)
und Messungen aus dem zytosolischen
Auswertungsraum (graue Balken). Grauwerte von
0-255 werden durch die v-Achse anaezeiat.

alpha pPKE Dunkel (Merm bran, Zytsol)
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Abb. 12. Untersuchung der Verteilung von alpha pPKC-IR an hell- und dunkeladaptierten Mb Terminalen.
In der ersten Reihe sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer hell- (Abb.a) und einer
dunkeladaptierten (Abb.b) alpha p-PKC-ir Mb Terminale aufgefiihrt (nicht invertierte Aufnahmen); diese
Terminalen wurden schon in den Abb. 10 +11 gezeigt (siehe dort die Beschreibung der Abbildungen). Die
Abbildungen Abb. c+b zeigen Linescans durch die jeweils darliber aufgeflihrten Terminalen (Bilder wurden
zuvor invertiert) mit den dabei erhaltenden Grauwertprofilen. Die Skalierung der Grauwerte ist von 0-255
angegeben. Die Abb. e zeigt ein Diagramm in welchem das Verhaltnis der Grauwerte aus dem
membranassoziierten und dem zytosolischen Auswertraum fir hell- und dunkeladaptierte PKC-ir
Terminalen angegeben wird. Die Anzahl n der untersuchten Terminalen betrug jeweils 20. Auf den
Diagrammbalken sind Standardabweichungen angegeben. Signifikanzniveaus : ***: p <0.001 (Test:
students t-Test).
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3.4 Western Blot Untersuchungen zum EinfluB von Hell-Dunkeladaptation auf

die subzellulare Verteilung von alpha pPKC (Ser657) und alpha PKC in

Netzhauthomogenaten (in-vivo Material)

Im bisherigen Verlauf dieser Arbeit wurde der EinfluB von Hell- und
Dunkeladaptation auf die subzellulare Verteilung von phosphorylierter und
dephosphorylierter alpha PKC an Kryoschnitten mit histologischen Methoden in
Verbindung mit Techniken der Bildverarbeitung untersucht. Mit Hilfe einer
hierzu unabhangigen biochemischen Methode soll der EinfluB von Hell- und
Dunkeladaptation auf die subzelluldre Lokalisation eingehender untersucht
werden.

Die Western Blot Analyse (Abb. 13) der unterschiedlichen Zellfraktionen ergab
folgende Ergebnisse. Nach Ultrazentrifugation und SDS-PAGE Elektrophorese
von Homogenaten hell- und dunkeladaptierter Goldfischnetzhdute wurden in
der Zytosolfraktion und in der Membranfraktion im Bereich von 80 - 83 kDa ein
Signal fur alpha PKC (Abb. 13b+d) und alpha pPKC (Abb.13a+c) erhalten. Das
Signal kann als spezifisch angesehen werden, da es in dem aus Western Blots
mit rekombinanter PKC zu erwartenden Molekulargewichtsbereich liegt (Daten
nicht gezeigt) und von spezifischen Antikérpern gefarbt wird. Die
durchgeflhrten Antikdrperkontrollversuche (Peptidabsorption) flhrten zum
Verschwinden der 80 - 83 kDa Bande (siehe auch Kap. 2).

Far alpha pPKC zeigt sich im Dunkeln eine deutliche Bande in der
Membranfraktion bei ca. 80 kDa. Die Bande der Zytosolfraktion ist schwéacher
gefarbt als die Bande des Membranfraktion. Im Hellen zeigen beide Banden ein
intensives Signal. Das alpha PKC Signal verhalt sich analog zur alpha pPKC
Antikérperfarbung. Im Dunkeln ist die Membranbande deutlich gefarbt und es
zeigt sich ein schwaches zytosolisches Signal. Im Hellen hat die zytosolische
Bande an Intensitdt zugenommen. Die bei genauer Betrachtung der Banden
auffallenden feinen Doppelbanden sind als Glykosilierungsunterschiede zu

deuten.

Nach densitometrischer Auswertung und Berechnung der MC/CC Quotienten

aus den biochemischen Versuchen sind Relationen auszumachen, die mit den
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Abb. 13. Western Blots fiir alpha pPKC (Abb. a+c) und alpha PKC (Abb. b+d) von homogenisierten
Netzhautproben dunkel- (Abb. a+b) und helladaptierter (Abb. c+d) Netzhaute. Beide Antikérper zeigen
spezifische Markierungen bei 80kDa (Erlauterungen: siehe Text). Man beachte die Unterschiede zwischen
zytosolischer Fraktion (c) und Membranfraktion (m) von Homogenaten nach subzellularer Fraktionierung.
Die Zahlen stehen jeweils fir parallele Ansatze (n=3), bei denen jeweils 4 Netzhauten (von n=2 Fischen)
verwendet wurden.

alpha pPEC mic HelllDunkel alpha PRC rmic HeliDunkel
4] G
4 O rmic p alpha 4 O rmc alpha PG
PKC Hell Hel
2 I Bl poalpha 7 I B 1y alpha PG
P KZ Dunkel Dkl
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Abb. 14. Semiquantitative Darstellung von Grauwertrelationen (Membranfraktion/Zytosolfraktion) nach
densitometrischer Auswertung von Western Blot Spuren von Proben hell- und dunkeladaptierter Netzhaute
(siehe Abb. 13; weitere Erlauerungen: siehe Text). Auf den Diagrammbalken sind Standardabweichungen
angegeben. Die y-Achse ist dimensionslos.

immunhistochemischen Untersuchungen qualitativ in Deckung zu bringen sind.
Im Dunkeln ist das Verhaltnis sowohl von alpha PKC als auch alpha pPKC
Membran zu Zytosol gréBer als im Hellen (Abb. 14). Abweichend zu den
immunhistochemischen Untersuchungen zeigen hier die Immunoblots beider

Antikbérper etwa gleiche Intensitaten.
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3.5 Proximal / Distal Lokalisation der alpha PKC und alpha pPKC
Immunoreaktivitat in Mb-BCT.

Unterschiede in der proximal und distal Verteilung von GABA: Rezeptoren und
des synapsenassoziierten Proteins Gephyrin an Bipolarterminalen sind z.T. aus
der Literatur bekannt (Koulen et al., 1997). Daher liegt die Vermutung nahe,
daB Komponenten von Signaltransduktionswegen ebenfalls in der Terminale
ungleichmaBig verteilt sind.

Bei der Lokalisation der alpha PKC-IR an der Membran (Abb. 15) ist in
Gefrierschnitten helladaptierter Netzhdute kein signifikanter Unterschied
zwischen dem proximale und distalen Teil der Terminale auszumachen.

Im Dunkeln hingegen ist der Unterschied zwischen proximaler und distaler BCT
signifikant (t-test; p<0.001). Die durchschnittlichen Immunoreaktivitaten
betragen fur proximal 155 GL + 36 GL und fir distal 123 GL + 31 GL . Im distal
Hell / distal Dunkel Vergleich findet sich nur fiir den distalen Teil der Membran
ein signifikanter Unterschied (Mann-Whitney; p<0.001), proximal ist keine
Signifikanz (t-test; p=0.101) nachzuweisen.

Zytosolisch wird eine distale PKC-IR mit 77 GL + 17GL und eine proximale
PKC-IR mit 87 GL + 21 GL gemessen. Die Verteilungsunterschied ist
signifikant (t-Test; p<0.05). Im Hellen ist diese Signifikanz nicht mehr gegeben.
Im Hell/Dunkel Vergleich sind die Unterschiede sowohl fir das proximale als
auch far das distale Zytosol deutlich (jeweils: Mann-Whitney Test; p<0.001). Im
zytosolischen Auswertungsraum (Abb. 16) bestéatigt sich also der an der
Membran, bereits fir den dunkeladaptierten Zustand beschriebene,
Verteilungsunterschied.

Die alpha PKC Immunoreaktivitdt zeigt im Dunkeln Unterschiede in ihrer
Verteilung zwischen dem proximalen und distalen Abschnitten der Terminale.
Das alpha pPKC Signal bestatigt das Ergebnis fir die Verteilungsunterschiede,
die in der Terminale bereits fir alpha PKC gemessen wurden. Alpha pPKC ist
im Dunkeln an der proximalen Membran signifikant (t-Test; p=0.005) starker

lokalisiert als distal. Im helladaptierten Zustand findet sich keine signifikanten
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Unterschiede in der Verteilung im membranstandigen Auswertungsraum (Abb.
17). Die zytosolischen Messungen zeigen, daB pPKC alpha naherungsweise
gleichmaBig in der BCT sowohl im Hellen, als auch im Dunkeln verteilt ist (Abb.
18).

Merrtoran PR dstalforodma
{Cunkel/HE)

H prox ——

| I - Ciunkel
|:| Hell

Abb. 15. Balkenhistogramm zur semiquantitativen Bestimmung von membranassoziierter alpha PKC-IR in
Mb Terminalen fluoreszenzmarkierter Gefrierschnitte hell- und dunkeladaptierter Netzhdute. Aufgetragen
sind Grauwertmessungen von distalen und proximalen Halften markierter Terminalen (siehe Abb. 4);
Mittelwert + Standardabweichung; die Anzahl n der untersuchten Terminalen betrug jeweils 20. Die y-
Achse ist in Grauwerte (0-255) skaliert. Signifikanzniveaus : ***: p <0.001 und n.s.: nicht signifikant. (Test:
students t-Test; Mann-Whitney Test). Man beachte, daB im Dunkelpraparat ein signifikanter Unterschied
zwischen proximaler PKC-IR und distaler PKC-IR an der Membran vorliegt.

7ytosolische PKC-R proximalidistal {Durkel/Hel)

250,0
2000 — n.s. _i
X 50,0 T
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50,0 1 — — - Dunkel
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Abb. 16. Balkenhistogramm zur semiquantitativen Bestimmung von zytosolischer alpha PKC-IR in Mb
Terminalen fluoreszenzmarkierter Gefrierschnitte hell- und dunkeladaptierter Netzh&dute. Aufgetragen sind
Grauwertmessungen von distalen und proximalen Halften markierter Terminalen (siehe Abb. 4); Mittelwert
+ Standardabweichung; die Anzahl n der untersuchten Terminalen betrug jeweils 20. Die y-Achse ist in
Grauwerte (0-255) skaliert. Signifikanzniveaus :  *: p <0.05; **: p<0.01; ***:p <0.001 und n.s.: nicht
signifikant. (Test: students t-Test; Mann-Whitney Test). Man beachte, daB im Dunkelpraparat ebenfalls ein
signifikanter Unterschied zwischen proximaler PKC-IR und distaler PKC-IR im zytosolischen Auswertraum
vorliegt.
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Abb. 17. Balkenhistogramm zur semiquantitativen Bestimmung von membranassoziierter alpha pPKC-IR
in Mb Terminalen fluoreszenzmarkierter Gefrierschnitte hell- und dunkeladaptierter Netzhaute.
Aufgetragen sind Grauwertmessungen von distalen und proximalen Halften markierter Terminalen (siehe
Abb. 4); Mittelwert + Standardabweichung; die Anzahl n der untersuchten Terminalen betrug jeweils 20.
Fiar dunkeladaptierte Mb Terminalen wurde ein signifikanter Unterschied zwischen proximalem und
distalem Teil der Terminale ermittelt. Signifikanzniveaus : **: p <0.01 und n.s.: nicht signifikant. (Test:

students t-Test). Auf den Diagrammbalken sind Standabweichungen angegeben. Die y-Achse ist in
Grauwerte (0-255) skaliert.
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Abb. 18. Balkenhistogramm zur semiquantitativen Bestimmung von zytosolischer alpha pPKC-IR in Mb
Terminalen fluoreszenzmarkierter Gefrierschnitte hell- und dunkeladaptierter Netzhdute. Aufgetragen sind
Grauwertmessungen von distalen und proximalen Halften markierter Terminalen (siehe Abb. 4); Mittelwert
+ Standardabweichung; die Anzahl n der untersuchten Terminalen betrug jeweils 20. Weder im Dunkeln
noch im Hellen finden sich signifikante Unterschiede zwischen proximaler und distaler pPKC-IR im Zytosol.
Signifikanzniveaus : n.s.: nicht signifikant. (Test: students t-Test).
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Aufgrund den zugegebenermaBen geringen Verteilungsunterschieden, ist es
nicht moglich diese .Messungen* durch Uberzeugende
Immunfluoreszenzmarkierungen fir das ,unbewaffnete“ Auge zu untermauern.
Grauwertunterschiede in Bereichen kleiner als 10 GL lassen sich nur schwer an
optischen Schnitten nachvollziehen und man kann nicht ausschlieBen in wie
weit methodisch bedingte Parameter Unterschiede in Pixelintensitadten um den
numerischen Wert von 10 GL bewirken. Gleichwohl hat aber die
semiquantitative Auswertung dieser optischen Schnitte Befunde geliefert, die
Signifikantztests standhalten und sich in den weiteren Kontext der aktuellen
Literatur zu dieser Thematik einfligen lassen (siehe Kapitel 4.).

3.6 In-vitro Versuche mit dem PKC alpha Inhibitor GO6976
Dunkeladaptierte Mb-Terminalen, die 30 min helladaptieren zeigen eine pPKC-

IR, wie sie sich auch von in-vivo helladaptierten Terminalen bekannt ist (Abb.
19). Die pPKC-IR ist in den Terminalen homogen verteilt.

Dunkeladaptierte Mb-Terminalen, die weiterhin 30 min im Dunkeln gehalten
wurden, zeigen eine eher membranassoziierte pPKC-IR, wéhrend im Inneren
der Terminale die Immunfluoreszenz schwécher ausgepréagt ist. Dieser Befund
ist ebenfalls vergleichbar mit der in-vivo gefundenen Verteilung der pPKC-IR
dunkeladaptierter Bipolarzellen. Somit bleibt zunachst festzustellen, daB sich
Mb-Terminalen in-vitro helladaptieren lassen bzw. sie verbleiben
dunkeladaptiert.

Wird PKC alpha pharmakologisch mit einem isoformspezifischen Inhibitor
(GO6976) blockiert, so wird dadurch die subzellulére Verteilung der pPKC-IR
beeinfluBt. Dunkeladaptierte und 30 min im Dunkeln belassene
Netzhautpraparate, die in Gegenwart von GO6976 inkubiert wurden, zeigen
eine deutlich diffusere pPKC-IR, als Praparate die ohne GO6976 inkubiert
wurden. Die pPKC-IR zeigt ein Verteilungsmuster ahnlich dem helladaptierten

Zustand.

Die semiquantitative Auswertung (Angabe des Verhéltnisses von MC pPKC-IR /
CC pPKC-IR) ergibt fir helladaptierte Mb Terminalen anndhernd einen
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Abb.19. Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen alpha pPKC-ir Mb-Terminalen aus Netzhauten, die
30 min in-vitro unterschiedlichen Inkubationsbedingungen ausgesetzt wurden. In den drei Reihen sind
reprasentative Beispiele markierter Terminalen aufgeflihrt (jeweils ein optischer Schnitt aus der Mitte der
Terminale). Versuchsanséatze: obere Reihe, dunkeladaptierte Netzhdute wurden 30 min in Normalringer
helladaptiert; mittlere Reihe:dunkeladaptierte Netzhdute wurden 30 min in Normalringer im Dunkeln
belassen; untere Reihe: Versuchsansatz wie bei der mittleren Reihe beschrieben, in Gegenwart von
GO6976 im Medium. Die in-vitro Versuche zeigen, daB die membransténdige Lokalisation von alpha
pPKC IR von dunkeladaptierten Terminalen (mittlere Reihe) deutlich diffuser wird in Gegenwart von 2.3
nM Inkubationslésung des spezifischen alpha PKC Inhibitor (GO6976) (untere Reihe). Die Aktivitat von
alpha PKC hat somit Einfluss auf die subzellulare Verteilung des Enzyms. Balken: 10 pm.

Quotienten von 1, wohingegen in dunkeladaptierten Terminalen ein fast
dreifach héherer Wert bestimmt wurde. Die Auswertung von GO6976
behandelten dunkeladaptierten Terminalen ergab Werte, die sich von denen der
helladaptierten Terminalen nicht unterscheiden (Abb. 20). Diese Befunde
konnten mit Hilfe von Western Blot Analysen nach differentieller
Ultrazentrifugation, bei gleichen Versuchsansatzen, bestatigt werden (Daten
nicht gezeigt). Die Aktivitat von PKC alpha beeinfluft also die Verteilung des

Enzyms.
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Abb.20. Balkenhistogramm zur Darstellung von Anderungen von PKC-IR innerhalb von Mb Terminalen in-
vitro in Abhangigkeit von Hell- und Dunkeladaptation und alpha PKC Inhibtion. PKC-IR wird in kleinen
Arealen (0.95 um2) dicht an der Plasmamembran (Membrankompartiment) und im Innern der Terminale
(zytosolisches Kompartiment) gemessen (siehe Kap. Material und Methoden). Dargestellt ist das relative
Verhéltnis der Fluoreszenz- bzw. Pixelintensitdt in den beiden Kompartimenten nach 30 min
Kurzzeitkultur. Zum einen zeigt die Graphik, daB Helladaptation im Gegensatz zu dunkeladaptiert
gehaltenen Netzhduten eine Zunahme des PKC-Signals im zytosolischen Kompartiment zur Folge hat.
Zum anderen bewirkt die pharmakologische Hemmung von alpha PKC durch den spezifischen Blocker
GO6976, daB die bevorzugt membranassoziierte PKC-IR gestért wird. Je Ansatz wurden 8 Netzh&ute (von
4 Tieren) mit jeweils 20 Terminalen pro Netzhaut untersucht (Mittelwert + Stabw.).
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3.7 FM 1-43 Experimente zur Vesikeldynamik

Mittels isoformspezifischer Pharmaka, wie GO6976 (Calbiochem) soll die Rolle
der alpha PKC Isoform bei der Vesikeldynamik untersucht werden (Abb. 21).
Initial wurde die spontane endozytotische Aktivitdt gemessen, um eine
Vergleichbarkeit herzustellen. Die beobachtete FM 1-43 Aufnahme betrug nach
40min Normal-Fisch Ringer Inkubation der Slice-Préparate durchschnittlich 1.7
+ 1.2 FM 1-43 markierte Mb-BCTs pro 146um Bildbreite (Abb. 21a). In einem
weiteren Durchgang wurde Uberprift, ob die Praparate unter den gegebenen
Bedingungen noch auf Stimuli reagieren kénnen. Bei einer Stimulation mit
50mM Kalium-Ringer Uber einen Zeitraum von 5 min, flhrte die Inkubation zu
einer Zunahme der Anzahl geférbter Bipolarzellterminalen auf 2.3 +1.3 pro
Bildbreite, somit war von einer funktionellen Unversehrtheit der Praparate
auszugehen (Abb. 21d).

Bei Inkubation mit dem alpha PKC spezifischen Inhibitor GO6976 (ICso 2.3nM)
nimmt die Anzahl der gezahlten Mb-Terminalen signifikant ab (Mann Whitney
Test: p<0.05). Durchschnittlich erhalt man 0.8 £ 0.7 Terminalen pro Bildbreite
(Abb. 21b). Aus dieser Beobachtung ist zu schlieBen, daB PKC alpha unter
Normalringerinkubation einen modulierenden EinfluB auf die Vesikeldynamik
auslbt. Die Blockade von alpha PKC beeintrachtigt aber nicht die Kalium-
Ringer vermittelte Farbstoffaufnahme.
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Abb.21. Inkubiert wurden 50um dicke Slice von helladaptierten Goldfischen. Die Inkubationsdauer flr
GO6976 betrug 30min. Kalium Ringer (50mM) wurde zusammen mit FM 1-43 (5pum) nach 5 min mit
normal Ringer ausgewaschen. Eine Entfarbung tritt nach 5min FM 1-43 Inkubation nicht mehr auf (Mack et
al., 2000). Gezahlt wurden nur deutlich positive Mb Terminalen in einem Bild (63Acroplan Objektiv / w;
Zoom 1;), dessen Bilddurchmesser 146um betrug. Signifikanzniveaus : * : p<0.05 **: p<0.01 i
p<0.001 und n.s.: nicht signifikant (Test: Mann-Whitney Test). Unter Kontrollbedingungen (Bild a) farben
sich signifikant mehr Terminalen an als bei Inkubation mit dem PKC alpha Inhibitor GO6976 (Bild b). Zur
Uberpriifung der Reaktionsfahigkeit und Vitalitdt des in-vitro Systems wurden Inkubationen mit 50mM
Kalium Ringerlésung durchgefiihrt. Durch die starke Depolarisation sind sehr viele Terminalen aktiv
geworden und inkorporierten FM 1-43 (Bild d). Die Kombination beider Ringersysteme, also Kalium und
GO6976, unterschied sich nicht von der alleinigen Kaliuminkubation, vermutlich wiegt hier die durch 50mM
Kalium verursachte Depolarisation starker als die Inhibition (Bild ¢). PKC alpha scheint eine wichtige Rolle
zu spielen bei der Aktivitat von Synapsen und den damit verbundenen Anderungen in der Vesikeldynamik.
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3.8 Amplifikation von PKC alpha cDNA im Goldfisch und Zebrafisch
Mit den hergestellten Primern (siehe Kap. 2.9 ) konnte, aus dem Homogenisat

der Zebrafischretina, mRNA isoliert und cDNA amplifiziert werden, deren
Sequenz mit groBer Wahrscheinlichkeit (siehe Kap. 2.9 ) fir PKC alpha kodiert.
Das Agarosegel fir den Zebrafischversuch ist hier nicht gezeigt.

FlOr beta Aktin erhalt man gleich intensive Banden, sowohl im Hellen als auch
im  Dunkeln. Die beta Aktin Expression unterliegt hier keiner
adaptationsabhangigen Veranderung zu den untersuchten Zeitpunkten (4h
nach Licht ,an bzw. aus®).

Beta Aktin eignet sich daher gut, um relativ dazu, semiquantitative Aussagen
treffen zu kénnen Uber weitere cDNA Amplifikate, wie PKC alpha cDNA. Wie
bereits im Zebrafisch gezeigt erhalt man beim Goldfisch eine cDNA Bande an
gleicher Position im Agarosegel. Im Hellen ist deutlich mehr cDNA fir PKC
alpha amplifiziert worden als im Dunkeln. Zu beachten ist, dafB in Abb. 22 immer
nur die Bahnen miteinander verglichen werden, in welchen die gleiche cDNA
Menge (1.5ul) in die PCR eingesetzt wurde.

Im biologischen Kontext interessant ist die Tatsache, daB mit den gleichen
Primersequenzen, sowohl im Goldfisch als auch im Zebrafisch PKC alpha
cDNA amplifiziert werden konnte. Beide Cypriniden sind eng verwandt, doch
deuten neueste immunhistochemische Untersuchungen auch (Yazulla und

Studholme, 2001) auf eine Vielzahl von Unterschieden hin.

Weiterhin sind aus dem Agarosegel (Abb. 22) klar ersichtlich, die zu diesem
Zeitpunkt  bestehenden  methodologischen  Schwierigkeiten. Bei den
verwendeten PCR Bedingungen stellen sich zwei unspezifische Banden dar,
deren Auftreten bisher noch nicht eliminiert werden konnte. Vor diesem
Hintergrund sind die hier vorgestellten Ergebnisse mit Ruicksicht zu

interpretieren.
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Abb.22. Das obere Bild zeigt ein Agarosegel von alpha PKC und beta Aktin Amplifikaten bei
unterschiedlich eingesetzter cDNA Menge. Die beta Aktin Bande ist im Hellen und im Dunkeln konstant.
PKC alpha zeigt ausschlieBlich im Hellen eine intensive Bande. Im unten dargestellten Ausschnitt aus dem
oben gezeigten Agarosegel wird das vorliegen von PKC alpha mRNA im Hellen (Zeitpunkt: 4h nach Licht
,an“) nocheinmal verdeutlicht. Die PCR Bedingungen sind noch nicht vollstdndig optimiert, daher finden
sich im unteren Bereich des Gels ein deutlich sichtbarer Primeriiberschuss und zwei unspezifische
Banden Ulber dem alpha PKC Signal im Hellen. Qualitativ wurde dieser Versuch mehrfach wiederholt und
das oben wiedergegebene Ergebnis reproduziert.
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3.9 Unterliegt die PKC Dynamik in-vivo endogenen Rhythmen oder ist Hell /

Dunkel der Reiz flir die Auslésung dynamischer Vorgange?

Initial stand die Frage im Vordergrund, wie schnell laufen die
Translokationsvorgange ab, die zwischen den Hell/Dunkel
Adaptationszustanden stattfinden. In einer Zeitreihe wurden dunkeladaptierte
Mb-Terminalen in-vivo untersucht, die 1 min , 5 min , 15 min und 25 min Licht
exponiert waren. Es wurde keine Translokation beobachtet (Befunde nicht
gezeigt). Im Folgeexperiment wurde die pPKC (Ser657) Dynamik in Mb-
Terminalen Uber 24h beobachtet, um endogene Rhythmen fir dynamische
Prozesse, wie Translokation des Enzyms, auszuschlieBen.

Wie aus vorrausgegangenen Experimenten bekannt, zeigte sich zu den
Zeitpunkten im Hellen ein durchschnittlich kleinerer MC/CC Quotient im
Vergleich zum Dunkeln. Innerhalb der Hell- und der Dunkelphasen wurden
Veranderungen gemessen, die sich signifikant zu vorrausgehenden und direkt
folgenden Zeitpunkten unterscheiden (Hell/Dunkel 06:00 Uhr / 18:00 Uhr). Im
Dunkeln nimmt MC/CC Quotient signifikant von 5.3 £ 1.5 (n=12), um 22:00 Uhr,
nach 2.4 £ 0.8 (n=11), um 02:00 Uhr, ab (t-Test; p <0.001). Eine signifikante
Zunahme ist im helladaptierten Praparat von 1.3 £ 0.6 (n=11), um 10:00 Uhr,
auf 3.2 £ 1.2 (n011), um 14:00 Uhr, zu beobachten (t-Test; p <0.001) (Abb. 23).

Die deutlichsten Unterschiede des Membran/Zytosol Quotienten der pPKC-IR
finden sich zwischen den Zeitpunkten des Beleuchtungswechsels. Um 18:00
Uhr, beim Ausschalten des Lichtes betragt der Wert 1.4 £ 0.3 (n=11), im
Vergleich zum Zeitpunkt 22:00 Uhr ist der Quotient 5.3 £ 1.5 (n=11). Zu diesem
Zeitpunkt findet man die signifikanteste (t-Test; p <0.001) Zunahme des
Membran/Zytosol Quotienten. Hochsignifikant (t-Test; p <0.001) ist dazu die
Abnahme des Wertes von 3.2 auf 1.3 um 10:00 Uhr.

Im Dauerdunkelversuch wurde besonders der Zeitpunkt des Wechsels von
Dunkel nach Hell beobachtet, um den EinfluB von endogenen Rhythmen zu
untersuchen. Die Messungen ergaben eine Tendenz zur zunehmenden

zytosolischen Lokalisation von pPKC alpha, wie es in helladaptierten
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Abb.23. Balkenhistogramm zur Darstellung méglicher endogener Effekte auf die Verteilung von pPKC-IR
in Mb Terminalen Uber einen Zeitraum von 24 h. Aufgefiihrt sind Grauwertrelationen (membranassoziierter
Auswertraum / zytosolischer Auswertraum) von markierten Mb Terminalen (weitere Erlduterungen siehe
Text). Der Wechsel von Hell nach Dunkel und umgekehrt beeinflussen signifikant Verteilung von pPKC-IR
in Mb Terminalen. Auf den Diagrammbalken sind Standardabweichungen angegeben. Signifikanzniveaus :
* 1 p<0.05 **:p<0.01 ***: p<0.001 und n.s.: nicht signifikant. (Test: students t-Test; Mann-Whitney
Test).
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Abb.24. Balkendiagramm zur Darstellung mdéglicher Effekte von Dauerdunkel auf subzellulare Verteilung
von pPKC-IR in Mb Terminalen. Dauerdunkel hat keinen signifikanten EinfluB auf die Verteilung von
pPKC-IR (hier dargestellt als Membran/Zytosol Verhaltnis) in Mb Terminalen, die zu unterschiedlichen
Zeiten wahrend der subjektiven Hellphase prapariert wurden. Signifikanzniveaus : * : p<0.05 **: p<0.01
***: p<0.001 und n.s.: nicht signifikant. (Test: students t-Test; Mann-Whitney Test). (Anzahl n der
untersuchten Terminalen zu jedem Zeitpunkt 12).

Netzhauten beobachtet wurde. Diese Tendenz war aber statistisch nicht
signifikant (t-Test; n.s.). Hieraus kann geschlossen werden, das der exogene
Reiz ,Licht” ein entscheidender Stimulus sein dirfte, in dessen Ereigniskette die
Translokationsvorgange von PKC bzw. pPKC in Mb-BCTs eingebunden sind.
Eine schwache, in ihrer Bedeutung fir die PKC Dynamik nachrangige,
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endogene Komponente ist aber bei den vorliegenden Befunden nicht ganz
auszuschlieBen (Abb. 24).

3.10 Zapfenbipolarzellterminalen

In lichtmikroskopischen Aufnahmen von Goldfischnetzhautprédparaten wird
deutlich, daB alpha PKC Antikérper nicht nur Mb-BCTs markieren, sondern
auch eine zweite Zellpopulation, bei der es sich um PKC-ir Zapfen-BCs handelt
(Abb. 25a, (Pfeil)).

Morphologisch erscheinen die Zapfenterminalen in der IPL lobular, mit zwei bis
drei PKC-ir ,Lobuli“. Im Tangentialbild (Abb. 25 b+c+d) wird die, im Vergleich
zur  Mb-Terminale, wesentlich  gréBere ,Verzweigungsflache® der
Zapfenterminale sichtbar. Die Terminalen der Zapfenbipolarzellen enden und
verzweigen etwas weiter distal in der IPL als die der Mb-Bipolarzellen. Die
Zellkérper der Zapfen-BCs liegen in der Mitte der INL, wahrend die Perikarya
der Mb-Bipolarzellen sich in der distalen INL befinden. Die Zellkérper der PKC-ir
Zapfenbipolarzellen sind schwéacher angefarbt als die Somata der Mb-BCs
(siehe auch Abb. 5). In ihrem Adaptationsverhalten folgen die Zapfenterminalen
dem der Mb-BCTs, d.h. in helladaptierten Zapfenbipolarzellen ist die PKC-IR
deutlich homogen in den ,Lobuli“ verteilt, wohingegen in dunkeladaptierten
Zapfenbipolarzellen die PKC-IR schwacher und ,randstédndig® bzw.
membranassoziiert lokalisiert ist (Abb. 25 e+f). Line-Scan Messungen
Zapfenterminale haben sich aufgrund ihrer Gr6Be als unpraktisch erwiesen, und

wurden daher nicht mit in diese Arbeit aufgenommen.
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Abb.25. PKC alpha Antikérper farben nicht nur Mb-
Bipolarzellen sondern auch Zapfenbipolarzellen in der
Goldfischnetzhaut an. Abb. a zeigt einen Radialschnitt
durch eine PKC alpha markierte Goldfischnetzhaut. Im
Hintergrund erkennt man Zapfenbipolarzellkerne (*)
und Zapfenbipolarterminalen, die sich in der IPL
gelappt darstellen (Pfeil). Rechts sind jeweils
Tangentialschnitte aus Wholemountpraparaten zu
sehen (Abb. b+c+d), die den jeweiligen Ebenen des
Radialschnittes zugeordnet sind. Die Abb. e+f zeigen
vergroBerte hell- bzw. dunkeladaptierte
Zapfenbipolarterminalen, die mit PKC alpha Antikérper
markiert wurden.

Dunkel
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zur subzellularen Verteilung
von PKC alpha in der Bipolarzellterminale des Goldfisches durchgefiihrt. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, daB die unterschiedliche subzellulare Verteilung
nicht auf zirkadiane Einflisse zurlckzuflhren ist, sondern durch
unterschiedliche Adaptationszustédnde verursacht wird. Dartiberhinaus wurde im

Ergebnisteil der EinfluB von PKC alpha auf die Vesikeldynamik berichtet.

Im Gegensatz zu friheren Studien (Vaquero et al., 1997; Behrens et al., 1998;
Gabriel et al., 2001), wurden hier zum erstenmal immunhistochemische und
biochemische Experimente mit phosphospezifischen Antikérpern in der
Goldfischnetzhaut durchgefihrt. Neu ist ebenfalls die isoformspezifische
pharmakologische Manipulation von PKC alpha mittels eines selektiver
Inhibitors (GO6976).

Im Folgenden sollen zuerst methodische Aspekte dieser Arbeit besprochen
werden, um dann die Ergebnisse vor den Hintergrund anderer aktueller

Untersuchungen und Erkenntnisse zu diskutieren.

41 Diskussion der Methoden

Kritische Betrachtung der Methoden und die Kenntnis der Grenzen der

angewandten Methoden sind wichtige Gesichtspunkte bei der Interpretation der
vorliegenden Ergebnisse. Im Folgenden sollen einige Bemerkungen zu den
verwendeten Methoden angefihrt werden.

4.2 Nachweis von alpha pPKC-IR

Mit Hilfe des phosphospezifischen Antikérpers ist es gelungen, in Kryoschnitten

ein spezifisches Signal fir pPKC alpha zu erhalten. Der phosphospezifische
Antikérper erkennt PKC alpha, welches an der Position Ser657 phosphoryliert
ist (siehe Datenblatt zu diesem Antikdrper, Santa Cruz). Die Aktivitat von PKC

wird u.a. durch Phosphorylierungen reguliert. Neueste Untersuchungen legen
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nahe, daB PKC phosphoryliert wird, um aktivierbar zu sein fur die second
messenger und Koaktivatoren Diacylglycerol (DAG), Ca** und Phospholipide
(Gomperts et al., 2003). Zwei von drei Phosphorylierungsorten werden
autophosphoryliert (Keranen et al., 1995; Kraus, 2000), wobei am ersten Ort
moglicherweise die Phosphoinosid 3-Kinase und PDK1-Proteinkinase angreifen
(Gomperts et al., 2003). Zusammengefasst muB gesagt werden, daB all diese
Phosphorylierungsvorgange sequenzartig zu einer Zunahme der Aktivitat und
katalytischen Kompetenz von PKC flihren (Kap 2.5.) (Le Good et al.,1998;
Gomperts et al., 2003).

Es bleibt allerdings unbekannt, wie lange PKC alpha in aktiver Form verweilt,
bevor das ,aktive* Enzym einerseits durch die Wirkung von Phosphatasen
dephosphoryliert wird, oder andererseits durch die ,Wegnahme® der
Koaktivatoren  die  Aktivitdt des  Enzyms  herunterreguliert  wird;
phédnomenologisch wird letzteres auch als Desensitisierung bezeichnet.
Literaturbefunde zeigen, daBB das Enzym z.T. sehr schnell desensitiert (im
unteren Sekunden- bis Minutenmaftab) (Parker und Dekker, 1997). Somit sind
die immunhistochemischen Markierungen stets vor dem Hintergrund der
komplexen Steuerung der Aktivitdt von PKC zu betrachten, bei denen die
Phosphorylierung- und Dephosphorylierungskinetik eine entscheidende Rolle

spielen (Liu und Heckman, 1998).

4.2.1 Immunhistochemie
Werden Antikérper bei dickeren Gewebeproben (16um) verwendet, stellt sich

das grundsatzliche Problem der Penetration von Immunglobulinen in das
Gewebe. Die Verwendung von Detergenzien (Triton X-100), férdert durch
Permeabilisierung von Membranen das Eindringen von Antikérpern in die Zelle.
Allerdings wird dadurch die Struktur der Zelle teilweise geschadigt (Eldred et al.,
1983). Werden die Gewebestiicke in einer aufsteigenden Sukrosereihe (10 -
30% Sukrose in PBS) zur Kryoprotektion inkubiert und anschlieBend
eingefroren, wird die Antikérperpenetration geférdert. Hierunter leidet ebenfalls
die Gewebeintegritat.
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Im  Allgemeinen war die Beeintrachtigung der Gewebe durch
immunhistochemische Aufbereitung gering, und hatte keinen EinfluB auf die
lichtmikroskopische = Auswertung der  subzellularen  Verteilung  der
unterschiedlichen Fluoroeszenssignale.

An dieser Stelle ist noch einmal ausdriicklich darauf hinzuweisen, daB3 Hell- und
Dunkelmaterial histologisch in gleicher Weise behandelt wurde, und nur
Gewebe miteinander verglichen wurden, die auf einem Objekttrager

nebeneinander und damit gemeinsam inkubiert wurden.

4.2.2 Semiquantitative Immunhistochemie
Da in dieser Arbeit auch geringe Anderungen von Grauwerten gemessen

wurden, hangt die Validitat der Ergebnisse stark vom Versuchsansatz und vom
AusschluB von StérgréBen ab. Ein wesentlicher Punkt bei der Erhebung von
Grauwerten ist die Konstanthaltung von Laserparametern (Attenuation und
Filterset), sowie ein mdglichst optimales Aussteuern (Thresholding) der
Kontrast- und Helligkeitsparameter. Das Aussteuern der beiden Parameter ist
ein subjektiver Vorgang (Riux et al., 2002), der aber durch die Range Control
Funktion des LSM 410 objektivierbar und damit handhabbar wird. Mittels dieser
Funktion lassen sich Ubersteuerungen sichtbar machen, die sodann vermieden
wurden. Die lichtmikroskopischen Parameter, wie Blendeneinstellungen und

Objektiv wurden ebenfalls immer gleich belassen.

Es gibt nur wenige Beispiele in der Literatur, wo Uberzeugend der Versuch
unternommen wurde, Unterschiede in der Intensitdt immunhistochemischer
Markierungen als Grundlage zu nehmen, um Aussagen Uber quantitative
Veranderungen der nachgewiesenen biologischen Substanzen
(Neurotransmittermolekiile, Proteine) zu treffen.

Beispielhaft hierfir sind Untersuchungen lber dynamische Veranderungen in
der Menge kleinerer Aminosauren in der Wirbeltiernetzhaut von Marc et al. zu
nennen (Marc et al.,, 1995; Marc und Cameron, 2001). In diesen Arbeiten
werden quantitative Veranderungen in der Immunmarkierung mit Antikdrper

gegen kleine  Aminosauretransmitter  (u.a.  Glutamat, Glyzin) an
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Semidinnschnitten der Cyprinidennetzhaut untersucht. Die Autoren verwenden
fir ihre quantitativen Aussagen Immunmarkierungen an geschnittenen
,aewebehomogenat-Blocken, die definierte Menge eines Antigens enthalten
(externer Standard). Mit Hilfe dieser Standards kénnen dann Aussagen Uber die
Veranderung von Aminosduremengen in diskreten Zellpopulationen in
Abhangigkeit von Hell- und Dunkeladaptation erbracht werden. Vergleichbare
Ansatze, um Mengenveranderungen von Proteinen in einem intakien
Gewebeverband darzustellen, liegen bisher tiberzeugend noch nicht vor. Dies
héangt auch mit besonderen Schwierigkeiten von immunhistochemischen
Nachweisen von Proteinen zusammen. So konnten Gabriel et al. (2001) bei
ihren Untersuchungen zum EinfluB endogener Rhythmen auf PKC-markierte
Stabchenbipolarzellen in der Rattennetzhaut zeigen, daB schwachere oder
abwesende alpha PKC Markierungen nicht zwangslaufig bedeuten muissen,
daB das Protein nicht am Ort vorhanden ist. Durch die Verwendung von
~konformations-sensitiven“ Antikérper gegen PKC-Alpha konnte die Gegenwart
des Proteins gezeigt werden, welche mit einem anderen Antikérper keine
Anfarbungen ergaben (Gabriel et al., 2001). Der von Gabriel und Mitarbeiter
verwendete ,konformations-sensitive® Antikérper war leider kommerziell nicht
mehr verflgbar, sodaB er fir unsere Untersuchungen nicht zur Verfigung

stand.

Vor diesem Hintergrund wurde eine andere semiquantitative Untersuchung und
Auswertung vorgezogen und etabliert. Da es nicht méglich war einen internen
Standard fir PKC alpha und pPKC alpha zu entwickeln, erfolgte eine
Kalibrierung an einem externen Grauwerttablet. Diese Kalibrierung erlaubt nur
einen relativen Vergleich der Grauwerte zueinander, nicht aber absolute
Aussagen Uber Konzentrationenverhaltnisse. Daher wurden in dieser Arbeit nur
relative  Grauwerte, nach der Subtraktion eines durchschnittlichen
Hintergrundwertes, angegeben.

Um die subzellulare Verteilung von PKC in Mb-BCTs untersuchen zu kénnen
muBte eine Methode entwickelt werden, die verschiedene subzellulare Rdume
unterscheiden kann. Mittels eines 20 x 20 Pixel (0.95um?) groBen ROI (ROl bei
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einer Verwendung des 63x Immersionsobjektivs; elektronischer Zoom 8) wurde
jeweils der durchschnittliche Grauwert eines subzelluldrer Raumes erfaBt, der
entweder zufallig an einem Membranabschnitt lokalisiert war, oder sich an einer
zufalligen Stelle im Zellinneren befand.

Hinterfragt werden muB hier die zufallige Verteilung der ROI. Das Bildmaterial
wurde durch zwei Personen ausgewertet, denen es zum Zeitpunkt der
Auswertung nicht méglich war Kontrolle und Verum zu unterscheiden. Dieses
Vorgehen erlaubte subjektive Einflisse, wie Voreingenommenheit und
Erwartungshaltung, zu minimieren. Die Ergebnisse beider Auswertungen waren

innerhalb einer Toleranzbreite von + 5 % der Grauwerte gelegen.

Die Auswertung mittels definiert groBer ROl erhielt den Vorzug vor einer
Auswertung der Grauwerte anhand von Linescans, weil Linescans die
Grauwerte auf einer Linie der Breite eines Pixels wiedergeben und somit mit
einer gréBeren Ungenauigkeit vergesellschaftet sind, was die Reprasentativitat
der Messwerte angeht. Die Erfassung definierter ROI ist somit reprasentativer
fur die tatséachliche Situation.

In den im Ergebnisteil vorgestellten Experimenten wurden unterschiedliche
subzellulare Lokalisationen eines Enzymes untersucht. Wenngleich in dieser
Arbeit von einem zytosolischen Kompartiment (CC) wund einem
Membrankompartiment (MC) gesprochen wird, handelt es sich nicht um klar
abgegrenzte Kompartimente (Alberts et al., 2000), wie sie fir Organellen
definiert sind. Vielmehr werden in dieser Arbeit funktionelle Rdume in der Mb-
BC bzw. BCT betrachtet, die man als membranassoziiert und zytosolassoziert
verstehen muB. Gerade diesem membranassozierten Raum gilt besonderes
Interesse, da hier MARCK Proteine und RACK Proteine zu finden sind, die als
Substrate und Ankerproteine fir aktivierte PKC dienen (Aderem, 1995; Dorn
und Mochly-Rosen, 2002; Gomperts et al., 2003). Im zytosolischen Raum wird
eine Abgrenzung einzelner Kompartimente schwieriger, hier wird zunehmend
der Begriff der Doméanen und Mikrodoméanen auf Proteinebene verwendet (De
Camilli et al., 2001).
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4.2.3 Biochemische Methoden
Es wurden Western Blots zum Nachweis von PKC durchgefihrt, um die

immunhistochemischen Ergebnisse mit einer weiteren und unabhangigen
Methode zu validieren. Hierzu wurden Netzh&ute homogenisiert und durch
Zentrifugationsschritte  aufgearbeitet. Die Methode der differentiellen
Ultrazentrifugation orientierte sich an vorrausgegangen Arbeiten (Osborne et
al., 1991)

Die eingescannten Immunoblots wurden in ein digitales Bild Gberfihrt, mit
einem Grauwertbereich von 0-255, analog zu der Vorgehensweise bei den
Immunfluoreszenzaufnahmen. Als interner Standard wurde rekombinante PKC
alpha verwendet, die bei allen Elektrophoresen zusatzlich zur Markerbande
eingesetzt wurde.

Unter internem Standard versteht man, im eigentlichen Sinne, einen Standard,
der in gleicher Weise experimentell behandelt wurde, wie die eigentliche Probe.
Das rekombinante Protein durchlief in diesem Falle aber keine
immunhistochemische und biochemische Aufbereitung, somit sind auch keine
Aussagen uber den Verlust von Material bei der Aufarbeitung bzw. auf die
erhaltenen Proteinmengen mdglich gewesen. Angesichts dieser Tatsache,
werden die Western Blot Ergebnisse nicht quantitativ zur Interpretation

herangezogen, sondern nur qualitativ.

In der immunohistochemischen Beurteilung, wurden nur PKC positive Mb
Bipolarzellterminalen untersucht. Im Vergleich dazu, werden in der
biochemischen Untersuchung des Netzhauthomogenisates nicht nur
Bipolarzellterminalen sondern alle Zellen der Netzhaut verarbeitet. Darunter
befinden sich u.a. die PKC-ir Zapfen-BCs, die ebenfalls eine Hell/Dunkel
abhéngige PKC Verteilung aufweisen. Die immunhistochemischen Befunde
zeigen, daB die Mb-BCs PKC alpha intensiv exprimieren. Man kann in erster
Naherung davon ausgehen, daB die Veranderungen in der Verteilung des
Enzyms (Zytosolfraktion versus Membranfraktion) zu einem entscheidenden
Anteil die Veranderungen in dieser Zellpopulation zurickgeflhrt kdnnen.
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In der immunhistochemischen Untersuchung der Mb-BCs und Mb-BCTs zeigt
sich, daB sich bei gleichen Laserparametern das pPKC Signal deutlich
schwacher darstellt als das PKC Signal. Abweichend zu den
immunhistochemischen Untersuchungen zeigen die Immunoblots beider

Antikdrper etwa gleiche Intensitéaten.

4.2.4 Spezifitat und Quantifizierung der FM 1-43 Markierungen
In vorrausgegangenen Versuchen wurde beobachtet, daB FM 1-43 nicht das

Praparat in seinem gesamten Durchmesser/Tiefe farbt. An der Oberflache
treten eine Vielzahl unspezifischer Markierungen auf (Mack et al., 2000).
Aufgrund der ungleichmaBigen Penetration des Farbstoffes in das Gewebe,
wurden mittels LSM nur ein Bereich zwischen 5um-20um unterhalb der
Oberflache fur die Untersuchung herangezogen und berlcksichtigt.

FM 1-43 ist ein Styrylpiridiniumfarbstoff, der bei vielfaltigen Fragestellungen im
Bereich des Vesikeltransports an lebenden Zellen verwendet wird (Cochilla et
al., 1999). Bewiesen ist, daBB der Farbstoff in den verwendeten Konzentrationen
(5uM) keine toxischen Effekte an lebenden Zellen zeigt (Murthy, 1999).

In der Versuchsreihe mit GO6976 als PKC alpha Inhibitor schien es, daB eine
erhdhte Anzahl an BCTs keinen Farbstoff annehmen. Allerdings war es
unmoglich diese Beobachtung zur Quantifizierung heranzuziehen, weil es nicht
moglich war, die nicht gefarbten Mb-BCTs eindeutig zu identifizieren. Daher
wurden nur klar positiv gefarbte und somit eindeutig als Mb-BCTs erkennbare
Strukturen in die Auswertung aufgenommen.

Die vorgenommene  Auswertung setzt voraus, daB Uber den
Auswertungszeitraum die spezifische Farbung konstant bleibt und keine
Entfarbung eintritt. Mack et al. zeigten, daBB nach 5 minttiger Anférbung keine
signifikante Entfarbung in einem Zeitraum von 5min nach Farbung auftrat (Mack
et al., 2000).

Somit diente als einzige GréBe zur Quantifizierung der Vesikeldynamik die klar
positiv gefarbten Bipolarzellterminalen. Die beobachteten signifikanten
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Unterschiede wurde an mindestens 5 Goldfischen durchgefihrt, wobei jeweils

immer ein Experiment mit der Kontrolle in einem Durchgang verglichen wurde.

4.3 Diskussion der Ergebnisse

4.3.1 Die Bipolarzellterminale: Eine funktionell und morphologisch heterogene
Struktur ?

Die selektiv mit PKC alpha Antikérpern anfarbbare Mb-BCT in der
Goldfischnetzhaut, durchspannt einen groBen Anteil der IPL und der Sublamina
b (Abb.5). Die Sublamina b gliedert sich ihrerseits in weitere Schichten (Cajal,
1894; Marc, 1999). Entsprechend zahlreich sind die Kontakte zu
unterschiedlichen Amakrinzellpopulationen und Ganglienzellen. Es wurde
gezeigt, daB pro Mb-BCT etwa 350-390 vorwiegend GABAerge und glyzinerge
Amakrinzellkontakte vorhanden sind (Marc und Liu, 2000).

Die groBe Mb Terminale liegt in der proximalen IPL in der Schicht S4 und S5
der IPL. Die IPL wird durch die Fortsatze der in sie hineinziehenden Zellen
schichtenartig aufgebaut (Marc, 1999). Unklar ist bei verschiedenen Autoren
wie viele Schichten die IPL aufbauen. Die pra- und postsynaptischen Partner
der Mb Terminale sind auf der Ebene der konkreten Zelltypen wenig
charakterisiert. Man kann man aber davon ausgehen, daf3 in Abhangigkeit von
der jeweiligen Lage eines Abschnittes der Mb Terminale, die Terminale mit
unterschiedlichen Partner synaptische Kontakte eingeht. Es ist daher
naheliegend davon auszugehen, dafB3 dieser groBe synaptische Komplex nicht
als eine ,Einheit funktionell aufgefaBBt werden kann, sondern sicher funktionell
zuntergliedert” sein dlrfte (hier: funktionelle Mikrodoméne, siehe auch De camilli
et al., 2001). Ansatzweise wird dies durch die ungleichmaBige Verteilung der
synaptischen Ribbons angedeutet, die in proximalen Abschnitten der Mb
Terminale zahlenmaBig haufiger vorhanden sind als in anderen Abschnitten
(von Gersdorff et al., 1996; Wagner und Behrens, persdnliche Mitteilung). Diese
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strukturelle Heterogenitat der Mb Terminale ist fir neurochemische Marker
inhibitorischer Neurone besser beschrieben.

So sind z.B. die PKC modulierten GABAc Rezeptoren in proximalen Arealen
der BCT haufiger zu finden als distal (Koulen et al., 1997). Das submembranés
lokalisierte Protein Gephyrin, das an der Membranaggregation von GABAa
Rezeptoren beteiligt ist (Kneussel et al., 2001), findet sich im Goldfisch mehr
distal als proximal an der BCT lokalisiert (Behrens et al., 1999).

Ob die Menge und die Verteilung von GABA-Rezeptoren an Mb Terminalen
durch Hell und Dunkel beeinflusst wird, ist unklar. Immunhistochemische
Befunde an Photorezeptorterminalen weisen darauf hin, das Hell und Dunkel
keinen EinfluB auf die Verteilung und Menge von GABAA Rezeptoren hat
(Yazulla et al., 1999).

In der vorliegenden Arbeit wurden Ergebnisse prasentiert, die zeigen, daB die
alpha PKC Immunoreaktivitait der Mb Terminale sich topologisch nicht
einheitlich verhalt, da signifikante Unterschiede in der Verteilung von PKC-IR im
submembrandésen Raum des proximalen und des distalen Abschnittes der
Terminale gefunden wurden. Weiterhin war die Immunoreaktivitdt im distalen
Abschnitt der Terminale durchschnittlich schwéacher ausgepragt. Eine ahnliche
Aussage, wenn auch weniger ,zugkraftig“, lieBe sich aus der Beurteilung von
manchen Anfarbungen mit dem pPKC(Ser657) formulieren. Andererseits
entspréache es einer gewissen Normvarianz, wenn man demgegeniber an
optimal ausgesteuerten Mb Terminalen im Dunkeln eher nur einen

,<Zusammenhangenden® Saum von PKC-IR ausmacht.

An dieser Stelle stellt sich die Frage, ob man submembranése PKC-IR Flecken
als Orte synaptischer Zonen an der Mb Terminale interpretieren kann.

In der Mb Terminale sind die Orte prasynaptischer aktiver Zonen durch die
Gegenwart von synaptischen Ribbons charakterisiert (Wagner, 1997; Lenzi und
von Gersdorff, 2001; Lagnado, 2003).
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Die Anzahl der synaptischen Ribbons in Mb Terminalen wird mit ca. 45-65
angegeben, wobei diese Ribbons —worauf schon hingewiesen wurde- nicht
gleichmaBig im Innern verteilt sind (von Gersdorff et al., 1996).
Kolokalisationsversuche mit Antikdérper gegen Bestandteile von synaptischen
Ribbons (KIF3A, Muresan et al., 1999) waren bisher in Goldfischnetzhduten
erfolglos, da dieser Antikdrper im Gewebe niederer Wirbeltiere (Fische) kein
spezifisches Signal ergaben (Behrens, persdnliche Mitteilung).

Aufgrund der Befunde aus der Literatur kann man sagen, daB zwar PKC in Pra-
und Postsynapsen vorkommt (De Camilli et al., 2001), andererseits aber nicht
als Synapsenmarker verwendet wird. Prasynapsen sind heterogen hinsichtlich
ihrer GroBe, ihrer Struktur und ihrer molekularen Ausstattung (Atwood und
Karunanithi, 2002; Murthy und De Camilli, 2003). Als Prasynapsenmarker
werden u.a. Antikbrper gegen Komponenten von synaptischen Vesikel (SV2)
bzw. Bestandteile der Exozytosemaschinerie (SNAP25) verwendet. Diese
Prasynapsenmarker bieten aber auch in den Prasynapsen konventioneller
chemischer Synapsen nicht die Mdglichkeit, funktionell unterschiedene
Mikrodomanen in der Prasysnapse darzustellen.

Von den Proteinkinasen, die man an Synapsen beobachtet, eignet sich bisher
am ehesten die Calcium-Calmodulin-abhangige Proteinkinase-1l (CaCMIl), als
Marker fur Postsynapsen in asymetrischen chemischen Synapsen, da sie in der
PSD dieser Synapsen angereichert ist (De Camilli et al., 2001).

In der Literatur sind Modelle von sehr groBen préasysnaptischen Terminalen
beschrieben, an denen man ohne Zweifel, aufgrund des hinreichenden
Abstandes zwischen den einzelnen prasynaptischen aktiven Zonen, diese mit
Hilfe von Prasynapsenmarker individuell darstellen kann (Tsen et al., 2000;
Shupliakov et al., 2002).

Aufgrund der vielfaltigen Méglichkeiten der Regulation von PKC, die raumliche
und zeitliche Komponenten aufweist (Stichwort: aktivitatsabhangige
Translokation; membranassoziierte Lokalisation des Koaktivators DAG; Parker
und Dekker, 1997), kénnte man maoglicherweise von einer voribergehenden

raumlichen Nahe von PKC mit aktiven Zonen der Prasynapsen ausgehen. An
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dieser Stelle muB darauf hingewiesen werden, daB PKC an einer Vielzahl von
Schritten der Signallibertragung eingreifen kann (siehe unten).

Weitere Hinweise fur strukturelle Unterschiede an Mb Terminalen im
Zusammenhang mit Hell und Dunkel, sind die adaptationsabhangigen
Unterschiede in der Verteilung von kleinen Evaginationen (Spinules) an der
Bipolarzellterminale. Im helladaptierten Zustand ist die Spinuledichte von distal
nach proximal anndhernd gleich niedrig, wahrend im Dunkeln die Dichte der
Spinules proximal deutlich héher ist als im mittleren Bereich der BCT (Behrens
et al., Manuskript eingereicht).

Viele Hinweise deuten darauf hin, daB das Zytoskelett an
aktivationsabhangigen Veranderungen an Synapsen beteiligt ist (Lisman and
Harris, 1993; Wagner und Djamgoz, 1993; Harris und Kater, 1994; Edwards,
1998; Fischer et al., 1998). Strukturen, die ebenfalls als Spinules bezeichnet
werden, aber strukturell von denen in der Netzhaut unterschieden sind, finden
sich beispielsweise im Hippokampus des Saugetiers verstarkt nach Lang-Zeit-
Potenzierung (LTP) (Edwards, 1995) und in Aplysia nach Sensitivierung (Bailey
und Thompson, 1979). Neben den Spinules der Ma- / Mb Bipolarterminalen
(Behrens und Wagner, 1996) sind auch Spinules von Zapfen-Horizontalzellen in
der Cyprinidennetzhaut beschrieben, die ebenfalls wie die der Bipolarzellen
plastische Strukturen sind (Wagner und Djamgoz, 1993; Weiler et al., 1991).

PKC spielt bei dynamischen Prozessen des Zytoskeletts eine wichtige Rolle.
Eine Aktivierung von PKC flihrt zu einer beschleunigten Bildung von F-Aktin,
wobei bei Inhibition von PKC die Bildung von polymerem Aktin eingeschrankt ist
bzw. in Abwesenheit von Ca?* der F-Aktin Abbau schneller ablauft (Job und
Lagnado, 1998). In hippokampalen Zellkulturen und an Horizontalzellspinules
konnte gezeigt werden, daB die Organisation von F-Aktin entscheidenden
EinfluB auf die Bildung und Rlckbildung von Spinules hat (Ter Margarian und
Djamgoz, 1992; Weiler und Janssen-Bienhold, 1993; Fischer et al., 1998).
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Wie bei der PKC-IR Verteilung zeigt die Spinuledynamik ein
adaptationsabangiges Bild, wobei eine Zunahme von PKC Immunoreaktivitat
mit einer Zunahme der Spinulebildung vergesellschaftet ist. Vor dem
Hintergrund der berichteten Befunde fir die Rolle von PKC bei der
Spinuledynamik, stellen die Ergebnisse dieser Arbeit weitere Evidenz fir die
Hypothese der heterogenen funktionellen und strukturellen Organisation der
Mb-BCT dar. Ob PKC an der Spinules-Dynamik der Mb Terminale beteiligt ist,
ist bisher nicht eindeutig nachgewiesen.

4.3.2 Hell- und Dunkeladaptation in-vivo und in-vitro haben Einfluf3 auf
die subzelluldre Verteilung des Enzyms

In dieser Arbeit wird phosphorylierte PKC (aktivierte PKC; siehe dazu auch
Kap. 1.3) nachgewiesen. Im Hellen finden wir eine homogene bzw. diffuse und
fleckférmige pPKC-IR; dieses deutet darauf hin, daB aktivierte PKC sowohl an
der Membran als auch im zytosolischen Kompartiment (CC) benétigt wird. Die
saumférmige Markierung im Dunkeln 1aBt auf einen bevorzugten Gebrauch
bzw. funktionelle Notwendigkeit im Membrankompartiment (MC) in der BCT
schlieBen.

Bei der Betrachtung von FM 1-43 Farbungen an Slice Praparaten aus hell- und
dunkeladaptierten fallt auf, daB in helladaptierten Netzhautpraparaten in
Fischringer immer mehr Terminalen mit FM 1-43 angefarbt waren, als in
Praparaten dunkeladaptierter Netzhaute (Daten nicht gezeigt). Die geringere
FM 1-43 Anfarbbarkeit von Mb-BCTs in dunkeldaptierten Netzhauten kann als
deutlich reduzierte Vesikeldynamik im Vergleich zu helladaptierten Terminalen
interpretiert  werden. Dies steht in  Ubereinstimmung mit den
elektrophysiologischen  Erkenntnissen, daB Mb-BCTs im  Dunkeln
hyperpolarisiert und somit weniger ,aktiv sind (Kato und Negishi, 1979; Ishida
et al., 1980; Saito und Kurjiraoka, 1982; Kaneko et al., 1991; Lasansky et al.,
1992; Zenisek und Matthews, 1998; Protti et al., 2000).
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In Abb. 19 (mittlere Reihe) ist ersichtlich, daB an der Terminale keine konkaven
Einziehungen zu erkennen sind, wie sie in vivo typisch sind fir dunkeladaptierte
Mb-BCTs (Yazulla und Studholme, 1992; Behrens und Wagner, 1996; Job und
Lagnado, 1998). Die Gestalt der synaptischen Kontaktflichen (Kurvatur der
synaptischen Kontaktzone) hell- und dunkeladaptierter Mb-BCTs 1aBt sich in
Beziehung setzten zu den physiologischen definierten Aktivitdtszustanden
dieser Zellen. Im Hellen ist das Membranpotential depolarisiert und die Gestalt
der Postsynapse der nicht-ribbon-assoziierten chemischen Synapsen stellt sich
konvex dar. Im Dunkeln hingegen finden wir hyperpolarisierte Mb Terminalen
und konkave Kurvaturen der nicht-ribbon-assoziierten chemischen Synapsen
an der Mb Terminale.

Die Gestalt der synaptischen Kontaktzone ist eng verknUpft mit der Starke der
Signallbertragung (Xu-Friedman und Regehr, 2003). Da PKC-IR in den
Terminalen der Abb. 19 (mittlere Reihe) nicht mit einem amdboiden Aussehen
bzw. mit konkaven Einziehungen verknipft ist, muB man zu dem Schluf3
kommen, daB die membranassoziierte Lokalisation von PKC-alpha nicht mit der
Kurvatur der Mb-BCT verknupft ist. Dies hat auch zur Folge, daB die Gestalt der
synaptischen Kontaktzone und damit wohl auch die Effizienz der synaptischen
Signaliibertragung nicht mittelbar eine Funktion der subzellularen Lokalisation
von PKC sein diirfte.

Interessant ware flr weitere Untersuchungen auf ultrastruktureller Ebene die
Beantwortung der Frage, ob die Kurvatur synaptischer Kontaktzonen unter dem
EinfluB des isoformspezifischen Inhibitors GO6976 sich &andern oder nicht.
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4.3.3 Ist Translokation ein Schliisselmechanismus fiir die subzelluldre Wirkung
von Protein Kinase C?

~Function is inextricably linked with location®
Dorn und Mochly-Rosen, 2002

In zahlreichen untersuchten biologischen Systemen ist die subzellulare
Lokalisation eines Enzyms von entscheidender Bedeutung fir dessen Funktion,
denn nur an seinem Wirkort kann das Enzym seine adauqate Funktion ausiben
(Dorn und Mochly-Rosen, 2002).

Beispielsweise eine Reihe psychiatrischer Erkrankungen, aus dem Formenkreis
der affektiven Stérungen, wie die bipolare Depression, sind eben dadurch
gekennzeichnet, daB die subzelluldre Verteilung eines Enzymes von einem
zellularen Kompartiment zum anderen verschoben ist. Bei der Behandlung der
bipolaren Depression werden Lithiumsalze eingesetzt, die im Rattenkortex die
Translokation und Aktivierung von PKC signifikant reduzieren (Wang et al.,
2002).

In verschiedenen Neuronen wurde gezeigt, daB PKC aus dem Zytosol bei
Aktivierung an die Membran transloziert wird. Haloethan, ein haufig
verwendetes Inhalationsnarkotikum, nimmt EinfluB auf die subzellulare
Verteilung von PKC in cholinergen Zellen des ZNS (Gomez et al., 2002). In der
aktuellen Literatur wird gezeigt, wie PKC nach Translokation an die Membran
die Verteilung von NMDA Rezeptoren reguliert (Fong et al., 2002). Andere
Studien berichten Uber die Modulation des Vesikeltransports und der
Vesikelfreisetzung durch Phosphorylierung der membranstdndigen MARCK
Proteine durch PKC (Yang et al., 2002).

In dem in dieser Arbeit gewahlten Modell, der Bipolarzelle aus dem Goldfisch,
sind bisher wenig Daten bekannt (ber Translokationsvorgdnge von PKC.
Beschrieben wurde die adaptationsabhangige Verteilung der PKC
Immunreaktivitdt zwischen Soma und Bipolarzellterminale (Vaquero et al.,
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1998), die hinsichtlich ihrer funktionellen Bedeutung wenig bis gar nicht
verstanden ist.

Die vorliegenden Ergebnisse unterstlitzen dagegen Befunde, die in
Ubereinstimmung stehen mit Auffassungen einer Translokation des Enzyms
aus dem zytosolischen Kompartiment in das membranassoziierte Kompartiment
nach seiner Aktivierung. Die Beobachtung, daB in dunkeladaptierten Mb
Terminalen im Innern die pPKC alpha-IR verringert ist, bzw. in der
zytosolischen Fraktion ebenfalls eine Abreicherung dieses Enzyms stattfindet,
kann man sodann in dem Sinne als adapatationsabhangige Translokation
bezeichnen. Es soll an dieser Stelle nicht unerwahnt bleiben, daB in den
vorliegenden Befunden der Prozess der Translokation selber nicht direkt
beobachtet wird, da hier mit den verflgbaren Methoden nur statische Ansichten

eines dynamischen Vorganges erfaBt werden.

Im Rattenmodell ~ von basophilen Leukadmiezellen  wurde  die
Translokationsgeschwindigkeit am  GFP-PKCy Fusionsprotein  (Green
Fluoreszent Protein) untersucht. Diese Tumorzellinie wurde mit dem PAF
(Platelet Activating Factor) Rezeptor transfiziert, der die PKC Kaskade durch
Aktiviertung von PLC startet. Nach Stimulation dieses Rezeptors erreichte die
Membranassoziation von PKCy nach 80 s ihr Maximum, wobei nach weiteren
200 s der Ausgangszustand wiederhergestellt war (Oancea et al., 1998);
ahnliche Werte wurden von Meyer und Oancea (2000) an mit GFP-PKC

tranzfizierten in Zellen erhoben.

Die in der Goldfischnetzhaut beobachteten Veranderungen in der subzellularen
Lokalisation von PKC fanden im Bereich von Stunden nach Reizung und
Reizaufrechterhaltung statt. Wie im Ergebnisteil dargestellt, ist Licht der
entscheidende Reiz flr die Translokation von PKC in Bipolarzellterminalen
(Gabriel et al., 2002). Licht ist aber angesichts der beschriebenen Daten aus
dem Rattenmodell einen wesentlich schwacheren Reiz, der eine langsamere
Kinetik nach sich zieht. Neben der Kenntnis der Geschwindigkeitsterme flr

Translokationsvorgange, ist auch die Kenntnis der an diesem
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Translokationsvorgang selber beteiligten molekularen Partnern von Bedeutung.
FlOr Vorgange in den Mb Bipolarzellen sind dazu bisher keine Daten bekannt.

4.3.4 Welchen EinfluB hat PKC auf die Vesikeldynamik?
Fluoreszierende Styrylfarbstoffe wie FM 1-43 haben sich als gut geeignet

erwiesen, um Vesikeldynamik und insbesondere Vesikelendozytose
darzustellen (Mack et al., 2000; Guatimosim und von Gersdorff, 2002). In den
vergangenen Jahren wurde der Prozess der Transmitterfreisetzung eingehend
untersucht und in mehrere funktionelle Schritte eingeteilt (Nestler et al., 2001).
Am Beginn des Zyklus steht das Anlagern (Docking) des Vesikels an die aktive
Zone. Elemente des Zytoskeletts und prasynaptische Strukturen wie
synaptische Ribbons scheinen diesen Vorgang zu modulieren (Wagner 1997;
Lenzi und von Gersdorff, 2001). Nachdem die Vesikel einen ATP
verbrauchenden Reifungsprozess durchlaufen, erfolgt die Ca** abhangige
Exozytose.

Neueste Erkenntnisse zeigen, daB die Exozytose unterschiedlichen Kinetiken
folgen kann. Weitere Evidenzen deuten daraufhin, daB in der Mb-BC die
Vesikelfreisetzung drei Geschwindigkeitskonstanten folgt, einer langsamen,
einer schnellen und einer weiteren, die eine kontinuierliche
Transmitterfreisetzung ermdglicht (Neves und Lagnado, 1999; von Gersdorff
und Matthews, 1999). Auf der molekularen Ebene faBt man die Strukturen die
ein Anlagern der Vesikel an die aktive Zone ermdglichen als v-SNARE (vesicle)
und t-SNARE (target) Komplexe zusammen. Synaptotagmin kommt dabei
vermutlich, die Rolle des Ca®" Sensors zu, der die Ca** Abhangigkeit der
Transmitterfreisetzung bedingt (Richmond und Broadie, 2002; Brodie und
Richmond, 2002). Neben den genannten Proteinen, spielen noch eine Vielzahl
anderer und bisher wenig verstandener molekularer Komponenten bei der

Exozytose eine Rolle.

Exozytose und Endozytose sind funktionell eng miteinander gekoppelt. Bei der
Endozytose werden zwei verschiedenartige Modelle seit mehreren Jahren
diskutiert. Eine langsam ablaufende clathrin-vermittelte Einstllpung eines
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Membranabschnittes lateral der aktiven Zone einer Synapse, wird der schnellen
clathrin-unabhangigen ,Kiss and Run® Variante gegenlbergestellt (Morgan et
al., 2002).

Im gesamten Prozess der Vesikeldynamik spielt die Phosphorylierung und
Dephosphorylierung, vermittelt durch Kinasen und Phophatasen, eine
entscheidende Rolle, insbesondere an den Ribbonsynapsen der Mb-BCT
(Cousin et al., 2001; Guatimosim et al., 2002). PKC Aktivierung flhrt in vielen
Typen von Neuronen zu einer verstarkten Botenstoffreisetzung, wenngleich die
Rolle von PKC bei der Vesikeldynamik nicht essentiell zu sein scheint, so

herrscht ein modulierender Effekt vor (Majewski und lannazzo, 1998).

Die auch in der Bipolarzelle des Goldfisches beobachtete Potenzierung der
Transmitterfreisetzung wird auf eine Mobilisierung von Vesikelpools
zurickgefuhrt (Minami et al., 1998; Berglund et al., 2002). Die im Ergebnisteil
vorgelegten Daten unterstiitzen den Eindruck der modulierenden Funktion von
PKC. Bei der selektiven Blockade der alpha PKC Isoform nimmt die, durch FM
1-43 visualisierte, Endozytose signifikant auf Werte ab, die vergleichbar sind
mit Daten aus vorangegenagenen Inkubationsversuchen mit dem
inhibitorischen Transmitter GABA (Mack et al., 2000).

Erst kirzlich veréffentlichte Daten, weisen auf die besondere Bedeutung des
hydrostatischen Druckes bei der elektrophysiologischen Erfassung der
Endozytose hin (Heidelberger et al., 2002). In dem in dieser Arbeit verwendeten
Versuchsaufbau ist dieses Problem weitestgehend durch die Verwendung von
Slicepraparaten umgangen worden, die stetig vom gleichen Volumen
Ringerlésung Uberschichtet waren.

Eine Ubersicht iber die Funktionen von PKC liefert Tabelle 2.
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Tabelle 2.
An welchen Prozessen ist PKC beteiligt:
Kompartiment Aufgabe Referenz
Dendriten von Mb BCs Immunhistochemische Fyk-Kolodziej et al.,
Loaklisation in Dendriten | 2002
der Mb BC's (Die Funktion
ist unklar; mégliche
Substrate: mGIuR6, Gap
junction, Connexine)
Dendriten  von  OFF- | Nicht bekannt Fyk-Kolodziej et al,
Zapfen-BCs in der 2002
Katzennetzhaut sind
PKC-beta-lI-positive
Zellkbérper von | Nicht bekannt
Bipolarzellen
(zytosolisch)
Axonterminale von Mb |Modulation von GABA-C |Feigenspan und

BCs

Rezeptoren

Bormann, 1994

Zytosol

Organisation des Aktin-

netzwerkes

Job und Lagnado, 1998
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PKC ist an weiteren Prozessen beteiligt :

prasynaptisch zu|PKC aktiviert GluR4 in|Carvalho et al., 2002
Bipolarzellen Amakrinen
In Bipolarterminalen | Vandenbranden et al.
wurden GLT1|2003

Glutamattransporter
nachgewiesen;

es ist nicht bekannt ist, ob
sie durch PKC gesteuert

werden

Prasynapse (BCs) Modulation von Glutamat- | Bull et al., 2002
transporter

Synapse Veranderung der Pool-|Berglund et al., 2002

GroBe (Vesikeldynamik)

4.3.5 |soformheterogenitét in Mb-Bipolarterminalen
PKC findet sich in einer Vielzahl von Zellen in unterschiedlichen Organismen,

wo die verschiedenen Isoformen die unterschiedlichsten Funktionen austben.
An dieser Stelle sei auf die entsprechenden Kapitel in der Einleitung verwiesen.
In der Goldfischnetzhaut lassen sich verschiedene PKC Isoformen mittels
Immunhistochemie darstellen (Behrens et al., unveréffentlichte Daten). Die
Funktion dieser Isoformen ist im wesentlichen unverstanden und 1aBt nur Raum

fir Spekulationen.

Einige Experimente mit PKC isoformselektiven Knock-Out Mausen weisen
daraufhin, daB zwischen den Isoformen eine funktionelle Redundanz besteht.
Einfach Knock-Out Mause sind lebensféhig, wohingegen Knock-Out Mause mit
zwei Genausféllen nicht tberleben (Leitges, 2002 Vortrag in Tlbingen). Andere
Studien weisen oftmals auch entgegengesetzte Wirkungen einzelner PKC
Isoformen nach. In gastrointestinalen Epithelien haben PKC alpha und PKC
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epsilon antagonistische Wirkungen auf das Remodelling des basolateralen
Aktinzytoskeletts in Enterozyten (Song et al., 2002). Weitere Evidenzen fir die
teilweise entgegengesetzte Wirkungen sind aus Uberexpressionsexperimenten
einzelner PKC Isoformen in unterschiedliche Tumorzellinien bekannt PKC alpha
Uberexprimierende Glioblastomzellinien zeigen sich in ihrer
Proliferationsfahigkeit gesteigert, bedingt durch eine PKC induzierte p21VAF/CP
Suppression. PKC delta inhibiert jedoch beispielweise in Zellen der glatten
GefaBmuskulatur die Zykline D/E und flihrt somit zu einer Tumorregression
(Gomperts et al., 2003).

4.4 Molekularbiologische Erkenntnisse Uber PKC alpha im Goldfisch und
Zebrafisch

Zur Diskussion der molekularbiologischen Befunde soll einleitend noch einmal
der Weg erlautert und diskutiert werden, der beschritten wurde, um
Unterschiede in der adaptationsabhangigen PKC Expression darstellen zu
kénnen. Ausgehend von einer Datenbankrecherche konnte die PKC alpha
Sequenz beim Menschen mit einer Sequenz beim Zebrafisch verglichen
werden. Beide Sequenzen zeigten 70% Ubereinstimmung. Da keinerlei
Sequenzinformationen flir PKC alpha beim Goldfisch vorlagen, wurden die
Primer anhand der Zebrafischsequenzen synthetisiert.

Hierbei wird allerdings vorausgesetzt, daB die Serin/Threoninkinase PKC in
einer hochkonservierten Sequenz innerhalb der Cypriniden vorliegt. Fir diese
Annahme sprechen immunhistochemische Befunde in Netzhautpraparaten, die
belegen, daB man mit den identischen Antikérpern sowohl im Goldfisch als
auch im Zebrafisch vergleichbare Daten bei der Darstellung von Enzymen und
Rezeptoren erhélt (Yazulla und Studholme, 2001). Allerdings finden sich neben
den Gemeinsamkeiten, zu denen auch PKC zu gehéren scheint, auch eine
Reihe von Verschiedenheiten.
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Die Annahme, dafB3 es sich bei der in Abb. 24 amplifizierten Bande tatsachlich
um cDNA handelt, die spezifisch ist fir PKC im Goldfisch, basiert darauf, daB
diese Bande genau am gleichen Ort des Agarosegels zu finden ist, wie im
Zebrafisch (Befunde nicht gezeigt).

Neben den Aussagen zur Verwandtschaft zwischen den beiden Cypriniden 1aB3t
die semiquantitative PCR auch Vermutungen Uber die Regulation von PKC zu.
Zur Regulation der Translokation von aktivierter PKC alpha ist in den GO6976
in-vitro Versuchen gezeigt worden, daB die Aktivitdt des Enzyms die
Lokalisation beeinfluBt. Je hdher die Aktivitat, desto wahrscheinlicher findet sich
die Serin/Throninkinase an ihren membransténdigen Zielsubstraten wieder. Die
Regulation der absoluten PKC alpha Enzymmenge, erfolgt entweder auf der
Ebene der Proteinbildung, also transkriptional oder translational, oder auf der
Ebene des Proteinabbaus. Die immunhistochemisch nachweisbare
adaptationsabhéangige Veréanderung der PKC-IR bzw. Menge wird
mdglicherweise auf der Ebene der Transkription reguliert. Im dunkeladaptierten
Praparaten finden sich kaum PKC alpha mRNA Transkripte. Nach
Helladaptation ist jedoch mit Hilfe der RT-PCR eine deutliche PKC alpha cDNA
Bande nachweisbar. Somit ist aus den im Ergebnisteil vorgestellten Daten zu
vermuten, daB es sich um eine transkriptionale Regulation handelt, allerdings
existieren eine Vielzahl zellularer Gene und Genprodukte, bei denen nicht von
der Menge des Genproduktes oder der mRNA Transkripte unmittelbar auf die
Regulation der zur Verfligung stehenden Mengen Protein geschlossen werden
kann (Alberts et. al, 2001).

An diesem Punkt sollten zukiinftige Experimente anknUpfen. Mit den
vorliegenden Primern 1aBt sich die Kinetik der transkriptionalen
adaptationsabhangigen Regulation eingehender untersuchen. Eine geeignete
Aspirations- und Punktionstechnik kann das Zytoplasma einer einzelnen
Bipolarzelle zuganglich machen und uns den letztendlichen Nachweis Uber die
Existenz von PKC alpha und der verschiedenen Isoformen, im Goldfisch und im
Zebrafisch, liefern.
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4.5 Exkurs: Rolle von Proteinkinase C in der Psychiatrie

In der Vergangenheit waren die Mechanismen der Transmitterwirkung am
postsynaptischen Rezeptor und die Prozesse der Wiederaufnahme von
Neurotransmitter am besten pharmakologisch zuganglich. Heute fokussiert die
psychopharmakologische und psychatrische Forschung ihr Interesse auf die
Transduktionsmechanismen in  Nervenzellen, die EnfluB auf die
Transmitterfreisetzung nehmen. PKC moduliert (ber seine Zielproteine die
Freisetzung von Neurotransmitter aus synaptischen Vesikeln. Daher wurden
psychiatrische Erkrankungen, die vermutlich mit Stérungen in mehreren
Signaltransduktionswegen vergesellschaftet sind, wie beispielsweise bipolare
Erkrankungen, im Hinblick auf eine Beteiligung von PKC untersucht (Hahn und
Friedman, 1999).

Patienten mit bipolaren Erkrankungen zeigen in der manischen Phase
Erhdhung von PKC-Aktivitat. Im Vergleich zur schizophrenen Stérungen und zu
Patienten mit endogener Depression scheint die PKC-Aktivitatserhéhung ,der”
krankheitsspezifische Marker zu sein (Hahn und Friedman, 1999). Parallel zu
den Daten aus Thrombozyten konnte in post-mortem Studien an prafrontalen
Cortices gezeigt werden, daB der membranassoziierte Anteil an PKC erhdht
ist.

Lithium wird zur Behandlung von bipolaren Erkrankungen seit seiner Einflihrung
in den 50iger Jahren durch John Cade verwendet. Es senkt die Aktivitat von
PKC signifikant. Es existieren mehrere mégliche Wirkungsmechanismen fir
Lithium. Der bekannteste Mechanismus ist die Inhibition der Inositol Synthese
(Nestler et al., 2000) und den sich daraus ergebenden Folgen fir hiervon
abhangigen Signaltransduktionswege. Neuere Ergebnisse deuten jedoch auf
Effekte hin, die nicht durch Inositol Inhibition verursacht werden (Salinas und
Hall, 1999), beispielsweise die Hemmung der Glykogen-Synthase-Kinase 3,
die regulatorisch in plastische Prozesse, wie die Bildung und Zuriickbildung
dendritischer Dornen, eingreift.



85

Im Zusammenhang mit der Fragestellung dieser Arbeit und der Rolle von PKC
beziglich synaptischer Plastizitat ist folgende Beobachtung interessant. Growth
associated protein (GAP)-43 ist ein Substrat (STICKs) von PKC (Salinas und
Hall, 1999). PKC vermittelte Phosphorylierung von GAP-43 ist assoziiert mit
Axonsprossung und Long-Term-Potentiation (LTP).

In der Pathobiochemie bipolarer Erkrankungen spielt PKC Aktivitat und die PKC
abhangigen Gene und Genprodukte mdglicherweise eine wichtige Rolle. Sie
stehen im Zusammenhang mit plastischen Vorgangen an Nervenzellen, dies
laBt sich leicht an Hand der gangigen psychopharmakologischen Therapie mit
Lithium darlegen. Somit liefern Ergebnisse  aus Modellsystemen, wie
beispielsweise der Cyprinidennetzhaut, mit ihren groBen synaptischen Mb-
Bipolarzellterminalen, immer auch Hinweise zum Verstédndnis synaptischer
Funktion oder Fehlfunktion héherer kortikaler Prozesse, soweit allgemeine

zellbiologische Vorgange beteiligt sind.
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5 Zusammenfassung

1.

Der alpha PKC Antikérper markiert Mb-Bipolarzellen. Darliberhinaus ist
noch eine Population der ON-Zapfenbipolarzellen PKC-ir markiert. Die
PKC-IR zeigt in den Mb-BCTs eine adaptationsabhéngige Verteilung,
wobei im helladaptierten Praparat die PKC-IR homogen durch die Mb-
Terminale verteilt ist, im dunkeladaptierten Praparat ist die PKC-IR u.a.

charakteristisch an der Membran der Terminale lokalisiert.

Der alpha pPKC Antikérper (Ser657) ist gegen ,aktivierte® PKC alpha
gerichtet. Die Mb-Terminalen sind pPKC-ir. Helladaptierte Mb-
Terminalen zeigen eine eher im Zytosol lokalisierte pPKC-IR,
wohingegen im dunkeladaptierten Netzhautpréparat die pPKC-IR
deutlich membranstandig ist. Diese Translokation aktivierter PKC |aBt
sich  mit Western Blot Untersuchungen nach differentieller

Ultrazentrifugation bestatigen.

Mit Hilfe von geeigneten Primern konnte mit RT-PCR in Goldfisch- und
Zebrafischnetzhautpraparaten PKC alpha und beta Aktin nachgewiesen
werden. In der Goldfischnetzhaut zeigt sich, daB die Anzahl der alpha
PKC mRNA Transkripte adaptationsabhangig variiert. Im Hellen liegen
deutlich vermehrt PKC alpha Transkripte vor. Beta Aktin zeigt keine

adaptationsabhangige Dynamik.

Sowohl PKC-IR als auch die pPKC zeigt eine geringe, wenngleich
signifikant unterschiedliche Verteilung in der proximalen und distalen Mb-
Terminale. Dies ist ein weiterer Hinweis auf die funktionelle Heterogenitat

der Mb-Bipolarzellterminale.

In-vitro Untersuchungen mit dem alpha PKC spezifischen Inhibitor
Goe6976 zeigen, daB PKC alpha fiir die Endozytose nicht essentiell ist,
sondern modulierend auf die Vesikeldynamik wirki.
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