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1 Einleitung

Der kontinuierlich schneller und umfangreicher erfolgende Zugewinn wissenschaftlicher Er-
kenntnisse auf zelluldrer und molekularer Ebene fiihrt oftmals auch zu einem Verwischen
oder gar zu einer Aufhebung ,klassischer’ Betrachtungsweisen. Das Molekiil Retinsdure
(RA), ein Vitamin A-Metabolit, liefert dafiir ein Beispiel. Lange galt RA ausschlief8lich als
ein Morphogen, da sie vor allem wihrend der Entwicklung eines Organismus iiber spezifische
Kernrezeptoren EinfluB3 auf die Regulation der Expression bestimmter Gene nimmt. Jiingere
Erkenntnisse zeigen, dal RA auch das Potential besitzt, einen unmittelbaren modulatorischen
Einflu} auf die Physiologie von Neuronen in der Vertebratenretina auszuiiben. Da RA die
neuromodulatorischen Effekte nicht iiber den klassischen Signalweg vermittelt, stellt sich die
Frage nach den molekularen Mechanismen und nach den entsprechenden zelluliren Kompo-
nenten, die diesen lange unbekannten RA-Effekten zugrunde liegen. Mit eben dieser Frage
beschiftigt sich die vorliegende Arbeit, deren vorrangiges Ziel es ist, ein Protein (oder mehre-
re) zu identifizieren und zu charakterisieren, welches als Vermittler der neuentdeckten RA-

Effekte fungiert.

1.1 Retinsdure und die Retinsiurerezeptoren

Retinsdure (Vitamin A-Sdure) zdhlt zu der Gruppe der Retinoide, zu der nach der Definition
von Sporn und Roberts (1985) jede Substanz zihlt, die durch Bindung und Aktivierung spezi-
fischer Rezeptoren, deren klassische Liganden Retinol (Vitamin A-Alkohol) bzw. Retinséure
darstellen, eine biologische Antwort hervorrufen konnen. Die Retinoidrezeptoren sind Mit-
glieder einer Grof3familie von Rezeptoren, die als Transkriptionsfaktoren die Expression einer
Vielzahl von Genen (mit-)regulieren. RA stellt in dieser Hinsicht das biologisch wirksamste
Retinoid dar. Aufgrund der Vielzahl von Rezeptor-Subtypen und -Isoformen und deren unter-
schiedlichen Eigenschaften einerseits und von biologisch wirksamen RA-Isomeren und RA-
Metaboliten andererseits, ergibt sich fiir das Retinoid-Signal eine grofle Bandbreite an regula-

torischen Mdoglichkeiten hinsichtlich der Kontrolle der Genexpression.

1.1.1 Der RA-Metabolismus
RA besitzt ein groles Wirkungsspektrum im Vertebratenorganismus (s. Kap. 1.2.1). RA wird
aber nicht direkt iiber die Nahrung aufgenommen sondern erst im entsprechenden Organismus

und dort haufig erst im Zielgewebe bzw. in den Zielzellen synthetisiert. Weder Retinol (ROL)
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noch dessen Sdurederivat RA kommen in groBerem Umfang in der Nahrung vor. ROL wird
entweder als Retinylester oder als Provitamin B-Carotin iiber die Nahrung aufgenommen (U-

bersichtsartikel: Napoli, 1999).

ROL ist das zentrale Metabolit im Retinoid-Stoffwechsel, da es zum einen die hdufigste
Transportform der Retinoide im Blut verkorpert, und zum anderen sowohl Ausgangsverbin-
dung fiir die Umwandlung in Retinylester, der Hauptspeicherform der Retinoide, als auch fiir
die Umwandlung in Retinaldehyd (RAL) und RA, den biologisch wirksamsten Retinoiden,
darstellt. Die Bildung von Retinylestern, die vor allem in Mikrosomen der Leber aber auch in
extrahepatischem Gewebe erfolgt, wird hauptsdchlich durch die membrangebundene Lecithin-
ROL-Acetyltransferase (LRAT) katalysiert. Auch die Hydrolysierung der Retinylester durch
verschiedene Esterasen erfolgt hauptsdchlich in der Leber (Prystowsky ef al., 1981; Napoli,
1999). Der erste Schritt bei der Synthese von RA aus ROL ist die Oxidation von ROL zu
RAL, die von verschiedenen Alkohol-Dehydrogenasen katalysiert werden kann. Die cytosoli-
schen Alkohol-Dehydrogenase (ADH)-Isozyme der Klassen I, III und IV konnen lediglich
ungebundenes ROL oxidieren, welches allerdings aufgrund einer hohen Konzentration von
zelluldren Retinoid-bindenden Proteinen nur in sehr geringen Konzentrationen in einer Zelle
vorkommt. Die mikrosomalen und cytosolischen Retinol-Dehydrogenasen, die zur SDR
(kurzkettige Dehydrogenase/Reduktase)-Grof3familie zidhlen, erkennen auch an zelluldre Reti-
noid-bindende Proteine gebundenes ROL als Substrat (Ottonello et al., 1993; Boerman &
Napoli, 1996; Napoli, 1999). Der zweite Schritt der Bildung von RA ist die Oxidation von
RAL zu RA, die durch RAL-Dehydrogenasen katalysiert wird; RAL-Dehydrogenasen kénnen
sowohl freies als auch an zelluldre Retinoid-bindende Proteine gebundenes RAL als Substrat

verwenden (Posch et al., 1992; Duester et al., 2003).

Aufgrund ihrer vielseitigen Aktivititen bzw. Effekte wird RA, nachdem sie gebildet wurde,
relativ schnell wieder abgebaut, ihre Halbwertszeit betrdgt etwa 6-7 Stunden (Randolph &
Simon, 1997). Der Abbau von RA wird von verschiedenen Mitgliedern der Cytochrom P-
450-Familie katalysiert. Dabei spielen vor allem Hydroxylierungen bzw. Oxidationen am C-
4-Atom und am C-18-Atom eine Rolle (White et al., 1997; Napoli, 1999; Marill et al., 2000).
Die dabei entstehenden Produkte, wie z.B. 4-OH-RA, konnen ebenso wie 4-OH-Retinylacetat
oder 5,6-Epoxy-RA durch B-Glukuronidierung in eine polarere Form tiberfiihrt und schlieB3-
lich im Urin ausgeschieden werden (Ubersicht in: Blaner & Olson, 1994; Samokyszyn et al.,

2000). Es gibt auch Hinweise, da3 die Stoffwechselprodukte von RA ihrerseits in der Lage
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sind Retinsdurerezeptoren zu aktivieren (Idres et al., 2002). Neben dem enzymatisch kataly-
sierten Metabolismus von RA spielen auch Isomerisierungsreaktionen, die zumindest teilwei-
se nicht-enzymatisch katalysiert werden, eine wichtige Rolle fiir den RA-Metabolismus. Das
hiufigste und thermodynamisch stabilste RA-Isomer ist die all trans-Form, die auch die bio-
logisch aktivste Form darstellt (Shih ez al., 1997). 9-cis-RA und 13-cis-RA bilden zwei weite-
re im Vertebratenorganismus nachweisbare Isomere, wobei vor allem 9-cis-RA als natiirlicher
Ligand der Retinoid X-Rezeptoren eine wichtige Rolle zu spielen scheint. Die Isomerisierung
kann zwar enzymatisch katalysiert ablaufen, wird in der Regel aber wohl von niedermolekula-
ren Verbindungen mit freien Sulthydrylgruppen, z.B. Glutathion, katalysiert, da sie auch in
zellfreiem Zellkulturmedium erfolgt (Vane et al., 1982; Urbach & Rando, 1994; Shih et al.,
1997). AuBlerdem verursacht Licht die Isomerisierung von all trans-RA (RA) zu 13-cis-RA
(Lehman & Malany, 1989); bei entsprechender Intensitdt und Dauer fiihrt Licht schlieflich

auch zu einer Photodegradation von Retinoiden (Takashima et al., 1979).

Vier wichtige Retinoid-bindende Proteine sind beim Retinoid-Metabolismus und daher auch
an der Retinoid-Hormonsignal-Physiologie im Embryo ebenso wie im adulten Gewebe betei-
ligt (Napoli, 1999). Die zelluldren Retinoid-bindenden Proteine I und II (CRBP-I bzw. CRBP-
IT) binden ROL und RAL aber nicht RA, wéhrend die zelluliren RA-bindenden Proteine I und
IT (CRABP-I bzw. CRABP-II) RA nicht aber ROL und RAL binden. CRBP-I und CRABP-I
sind ubiquitdr lokalisiert und besitzen daher eher allgemeine Funktionen, wihrend CRBP-II
und CRABP-II im adulten Organismus nur in ganz bestimmten Zelltypen zu finden sind und
daher wohl eher spezialisiertere Funktionen wahrnehmen (Napoli, 1999). Eine Vielzahl von
Publikationen beschiftigt sich mit den Funktionen von CRBP und CRABP, dennoch herrscht
vor allem hinsichtlich CRABP-I und -II eine groBe Unsicherheit beziiglich ihrer in vivo-
Funktionen, zumal Méuse, in denen sowohl crabp-I als auch crabp-II ausgeschaltet sind, mit
Ausnahme kleinerer Mif3bildungen an den GliedmalBlen und einer leicht erhdhten Sterblich-
keitsrate im Alter von sechs Wochen keinen auffilligen Phénotyp zeigen (Lampron et al.,
1995). Mogliche Funktionen der Bindungsproteine konnten zum einen darin liegen, ihre Li-
ganden vor dem zelluldren Millieu sowie die Zelle vor einer zu hohen Ligandenkonzentration
zu schiitzen, und zum anderen, dafiir zu sorgen, daf} ihr Ligand jeweils mit dem richtigen Pro-
tein interagiert und nicht in den falschen Signalweg gelangt (Ubersichtsartikel: Ross, 1993;
Napoli, 1996). Auch eine Transportfunktion scheint moglich, obgleich die Loslichkeit von
Retinoiden in wiBriger Losung im Bereich von 100 nM liegt und eine Diffusion unkomple-

xierter Retinoide durch eine wissrige Losung zwischen Liposomen mdglich ist (Ho et al.,
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1989; Szuts & Harosi, 1991). Trotz des Fehlens eines signifikanten Phianotyps bei CRABP-I-
und -I1-defizienten Méusen deutet einiges darauf hin, da3 beide Proteine wichtige Funktionen
im Vertebratenorganismus erfiillen. Sie werden in allen Vertebraten exprimiert und sind
hochkonserviert zwischen den Spezies; aulerdem zeigen sie eine selektive und hochaffine
Ligandenbindung (Napoli, 1999). Wihrend also die Funktion der Bindungsproteine noch
nicht eindeutig geklart ist, ist die wichtigste Funktion der Retinoidrezeptoren seit geraumer
Zeit bekannt: sie wirken als Transkriptionsfaktoren und beeinflussen die Expression einer

Vielzahl von Genen sowohl im Embryo als auch im adulten Organismus.

1.1.2 Retinoidrezeptoren und die Kernrezeptor-Grofifamilie

Es gibt zwei Gruppen von Retinoidrezeptoren, die RA-Rezeptoren (RARs) und die Retinoid
X-Rezeptoren (RXRs), die sich wahrscheinlich unabhéngig voneinander entwickelt haben und
die auch unterschiedliche Préiferenzen fiir die RA-Isomere besitzen: Retinoid X-Rezeptoren
binden ausschlieBlich 9-cis-RA, wihrend die RA-Rezeptoren sowohl RA als auch 9-cis-RA
binden (Levin et al., 1992; Tate & Grippo, 1995; Ubersicht in: Chambon, 1996). Beide Grup-
pen zdhlen zu der GroBfamilie der Kernrezeptoren, der groBten Gruppe eukaryotischer
Transkriptionsfaktoren. Die Mitglieder dieser Familie regulieren im embryonalen und adulten
Organismus Entwicklungs- und Stoffwechselprozesse sowohl bei Vertebraten als auch bei
Invertebraten. Sie lassen sich basierend auf strukturellen Homologien und der chemischen
Ahnlichkeit ihrer Liganden in zwei Gruppen unterteilen: die Steroidhormonrezeptoren, zu
denen u.a. der Ostrogenrezeptor (ER), der Progesteronrezeptor (PR) und der Glucocorti-
coidrezeptor zéhlen, und die RXR-Heterodimer-bildenden Rezeptoren. Zu letzteren zdhlen
u.a. die RA-Rezeptoren, die Thyroidhormonezeptoren, der Vitamin D3-Rezeptor und natiirlich
die Retinoid X-Rezeptoren. Daneben existiert noch eine dritte Gruppe von Rezeptoren, fiir die
allerdings bisher noch keine physiologischen Liganden nachgewiesen wurden (Laudet et al.,

1992; Ubersichtsartikel: Weatherman et al., 1999).

Von den verschiedenen Kernrezeptoren existieren jeweils verschiedene Subtypen, z.B.
RARa, B und vy, die i.d.R. jeweils durch ein eigenes Gen codiert werden. Durch Verwendung
verschiedener Promoter oder durch alternatives Spleilen entstehen zusétzlich noch eine Viel-
zahl verschiedener Isoformen, z.B. RARal und RARa2 (Ubersichtsartikel: Chambon, 1996;
Katzenellenbogen & Katzenellenbogen, 1996). Da z.B. die verschiedenen RAR-Subtypen und
-Isoformen unterschiedliche Bindungspriferenzen fiir die verschiedenen RA-Isomere aufwei-

sen, und sie sich auerdem im Hinblick auf ihre Distribution im Organsimus unterscheiden,
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bieten sie eine Vielzahl an regulatorischen Moglichkeiten bei der Kontrolle der Genexpressi-
on (Allenby et al., 1993, 1994; Scafonas et al., 1997; Zhang et al., 1998; Idres et al., 2001,
2002).

Alle Kernrezeptoren besitzen eine relativ konservierte modulare Struktur (vgl. Abb. 1-1).
Entsprechend der Homologie unterhalb der Mitglieder kann die Aminosduresequenz in sechs
Regionen (A-F) unterteilt werden. Diese Unterteilung korrespondiert allerdings sehr haufig
nicht mit den jeweiligen strukturellen Dominen, daher werden bei den Kernrezeptoren drei
strukturelle Doménen unterschieden: eine aminoterminale (A/B) Doméne, die innerhalb der
GroBfamilie am schwichsten konserviert ist, eine damit benachbarte DNA-Bindungsdoméne
(DBD), die zu grofen Teilen aus der C-Region gebildet wird und die innerhalb der Familie
am stérksten konserviert ist, und eine carboxyterminale Liganden-Bindungsdoméne (LBD),
die im wesentlichen aus der E-Region gebildet wird (Chambon, 1996; Weatherman et al.,
1999). Die LBD umfasst aulerdem noch eine Transaktivierungsfunktion AF-2 sowie eine
Dimerisierungsdoméne (Renaud et al. 1995; Chambon, 1996; Perlmann et al., 1996; Williams
& Sigler, 1998; Tanenbaum ef al., 1998; Weatherman et al., 1999).

A B
A/B cC D E Dimerisierungsdoméne
hER — LBD
DBD AF-2
hGRo = = AF-2 AD
. BB o [ER|
hRARa. — s SEEE—— AF-2 AD Kernbereich

Abb 1-1: Modulare Struktur der Kernrezeptoren. (A) Gemeinsame Doménenstruktur von vier exemplarisch
ausgewihlten Kernrezeptoren des Menschen. (B) Allgemeine modulare und funktionelle Struktur der Kernrezep-
toren mit besonderer Betonung der Transaktivierungsfunktion 2 (AF-2). Erlduterungen: s. Text. AF-2 AD: Akti-
vierungsdoméne von AF-2 (A: nach Katzenellenbogen & Katzenellenbogen, 1996; B: nach Chambon, 1996).

Die prinzipiellen Merkmale der Genregulation durch Kernrezeptoren stimmen bei den beiden
Hauptgruppen der Grofamilie iiberein: der mit dem Liganden komplexierte Rezeptor bindet
als Dimer an ein entsprechendes regulatorisches Element in der Promoter-Region des regu-
lierten Gens und beeinflusst dadurch die Transkriptionsrate des Gens. Dennoch gibt es zwi-
schen den Rezeptoren der beiden Gruppen wesentliche Unterschiede. So sind die RXR-
Heterodimer-bildenden Rezeptoren auch ohne gebundenen Liganden an die regulatorischen

DNA-Abschnitte gebunden, wéhrend die Steroidhormonrezeptoren ohne gebundenen Ligan-
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den mit Repressorproteinen komplexiert sind und dadurch an der DNA-Bindung gehindert
werden. Auferdem bilden die Steroidhormonrezeptoren Homodimere aus, Heterodimere wer-
den lediglich zwischen verschiedenen Rezeptor-Subtypen gebildet (Katzenellenbogen & Kat-
zenellenbogen, 1996). Die RXR-Heterodimere binden an regulatorische DNA-Sequenzen, die
bestimmte Tandem-Bindungselemente enthalten. Die grofite Préaferenz zeigen RXR-
Heterodimere fiir die Consensus-Sequenz 5°’-AGGTCA-3’, die in der Tandemanordnung (di-
rect repeat) durch charakteristische Abstinde von einem bis fiinf Basenpaaren voneinander
getrennt vorliegen und die entsprechend als DR1 bis DR5 bezeichnet werden. Die Vielzahl an
verschiedenen Subtypen von Retinoid X-Rezeptoren einerseits und der mit jenen Heterodime-
re bildenden Rezeptoren andererseits sowie die unterschiedlichen Priaferenzen dieser Hetero-
dimere fiir die unterschiedlichen Tandemanordnungen erhdhen zusitzlich die Anzahl an regu-
latorischen Moglichkeiten bei der Kontrolle der Genexpression (Mangelsdorf & Evans, 1995;
Rastinejad et al., 2000).

Die Hauptaufgabe der Kernrezeptoren liegt also darin, die Transkriptionsrate bestimmter Ge-
ne zu beeinflussen. Die Mitglieder der Kernrezeptorfamilie interagieren dabei sowohl mit
basalen Transkriptionsfaktoren als auch mit Enzymen, die die Chromatinstruktur modulieren.
Diese Interaktion erfolgt liber Koregulatorproteine (Katzenellenbogen & Katzenellenbogen,
1996). Von besonderer Bedeutung fiir diese Interaktionen ist die ligandenabhingige AF-2-
Doméne, die zwischen den Mitgliedern der GroBfamilie relativ konserviert ist (Weatherman
et al., 1999). Kernrezeptoren, die keinen Liganden gebunden haben, sind an Korepressor-
Komplexe gebunden. Wichtige Korepressoren der RXR-Heterodimere sind N-CoR (nuclear
receptor corepressor) und SMRT (silencing mediator for retinoid and thyroid hormone re-
ceptors), welche einerseits die Bindung von Koaktivatoren verhindern und andererseits iiber
die Bindung von Histon-Deacetylasen lokale Chromatin-Kondensationen induzieren (Cham-
bon, 1996; Heinzel et al., 1997; Wen et al., 2000). Die Bindung eines Liganden induziert eine
Konformationsédnderung in der LBD des Rezeptors, die einerseits zum Abldsen der Korepres-
soren und andererseits zur Ausbildung einer neuen Interaktionsdoméne (AF-2 AD) fiihrt, {iber
die die Rekrutierung der Koaktivatoren ermoglicht wird (Renaud et al., 1995; Bourguet et al.,
1995; Tanenbaum et al., 1998; Weatherman et al., 1999). Uber diese Koaktivatoren werden
Histon-Acetyltransferase-Komplexe rekrutiert, was zu einer Chromatin-Dekondensation in
den entsprechenden Genbereichen fiihrt. Uber die Rekrutierung zusitzlicher Komplexe, z.B.
von TRAP (thyroid receptor-associated proteins), erfolgt die Bildung der RNA-Polymerase-
Initiationskomplexe (Ubersichtsartikel: McKenna & O’Malley, 2002). Kernrezeptoren kén-



Einleitung

nen auch in Abwesenheit eines Liganden Einfluf auf die Genexpression nehmen. Da Kernre-
zeptoren Phosphoproteine sind, konnen sie durch verschiedene Signaltransduktionskaskaden
moduliert werden, so dal3 sie auch ohne bzw. nach Entfernen eines Liganden in einer aktiven

Form vorliegen konnen (El-Tanani & Green, 1997).

Der wichtigste Schritt bei der Regulation der Genexpression durch Kernrezeptoren scheint in
der Liganden-induzierten Konformationsinderung ihrer LBD zu liegen, die eine verdnderte
Interaktion mit den Koregulatorproteinen zur Folge hat. Vom RARa des Menschen wurde
eine Spleilvariante beschrieben, der u.a. die DBD fehlt. Diese RAR-Isoform ist zwar dennoch
im Kern lokalisiert, sie bindet aber nicht an die regulatorischen Elemente der vom RARa
regulierten Gene. Dennoch vermag sie als Heterodimer mit RXRa infolge der Bindung von
RA die Aktivierung bestimmter regulatorischer Elemente hervorzurufen (Parrado et al.,
2001). Es erscheint denkbar, da3 andere Spleilvarianten der RA-Rezeptoren oder anderer
Kernrezeptoren, denen zusétzlich zur DBD die Kernlokalisationssequenz fehlt, auch in ande-
ren Zellkompartimenten, z.B. in der Zellmembran, auf der Basis von Liganden-induzierten
Konformationsédnderungen Funktionen ausiiben. Dies wére eine mdgliche Erklarung fiir die
Vielzahl sogenannter nichtgenomischer Effekte, die durch die natiirlichen Liganden der

Kernrezeptor-Grof3familie hervorgerufen werden.

1.2  Allgemeine Funktionen der physiologischen Kernrezeptorliganden

Uber die Regulation der Expression bestimmter Gene nehmen die hormonellen Liganden der
Kernrezeptoren EinfluB auf eine Vielzahl biologischer Systeme innerhalb eines Vertebra-
tenorganismus, von der befruchteten Zygote bis zu seinem Tod. Jiingere Erkenntnisse zeigen,
daB3 diese hormonellen Liganden auch andere Funktionen wahrnehmen bzw. wahrnehmen
konnen. In verschiedenen Geweben vermitteln diese Hormone schnelle, sogenannte nichtge-
nomische Effekte tiber die Plasmamembran der jeweiligen Zellen. Zwar ist in den meisten
Féllen unklar, auf welche Weise diese Effekte vermittelt werden, aber jlingst wurde eine bis-
her unbekannte Familie membrangebundener Progesteron-Rezeptoren kloniert, wodurch die
klassische Sicht auf die physiologischen Liganden der Kernrezeptor-Grofifamilie um eine
neue Perspektive erweitert wurde. Auch der EinfluB von RA im speziellen scheint nicht auf
die Regulation der Genexpression beschrinkt zu sein. Wie in den vergangenen Jahren gezeigt
wurde, besitzt RA zumindest das Potential ganz unterschiedliche Proteine in verschiedenen
zelluldren Kompartimenten zu beeinflussen, wodurch das bisher bekannte ohnehin schon gro-

Be Wirkungsspektrum von RA um zusitzliche Funktionen erweitert werden konnte.
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1.2.1 Genomische Funktionen

Uber die Regulation der Genexpression, vermittelt durch die entsprechenden im Cytosol bzw.
im Kern lokalisierten Rezeptoren, spielen Steroidhormone, Thyroidhormone, Vitamin D3, und
die Retinoide, vor allem RA, Schliisselrollen in fast allen Bereichen biologischer Funktionen.
Die Steroidhormone steuern iiber die Untergruppe der Sexualhormone die Entwicklung des
Reproduktionssystems und der reproduktiven Funktionen einschlielich bestimmter damit
einhergehender Verhaltensweisen. Zwei weitere Untergruppen der Steroidhormone, die Glu-
cocorticoide und die Mineralocorticoide, regulieren u.a. den Glukosemetabolismus und den
Mineralhaushalt. Die Mineralocorticoide z.B. regulieren den Mineralhaushalt unter anderem
iiber die Regulation der Expression von Na'/K"- und K'-Kanilen in der Niere. Die Thyroid-
hormone steigern z.B. die Stoffwechselrate und sind wichtig fiir die Regulation von Entwick-
lungsvorgéngen von Organen. Vitamin D3 (Cholecalciferol) reguliert als aktive Form Calcife-
rol den Ca”'- und Phosphatmetabolismus (Ubersicht in: Cooke et al., 1988). Am vielseitigsten

scheinen aber die Funktionen der Retinoide und hier im Besonderen von RA zu sein.

Uber die Vielfalt auf verschiedenen regulatorischen Ebenen (s. Kap. 1.1.1 und 1.1.2) ergibt
sich fiir RA eine grofle Bandbreite regulatorischer Einflussmoglichkeiten, die sich in einer
groflen Vielzahl von RA- bzw. Retinoideffekten widerspiegelt. Dazu zdhlen die Regulation
von Entwicklungsprozessen, vor allem der Entwicklung der Gliedmaflen und der Finger bzw.
Zehen, die Musterbildung entlang der anteroposterioren Korperachse im Vertebratenembryo
sowie regenerative Prozesse (Ubersicht in: Morriss-Kay & Sokolova, 1996; Mendelsohn et
al., 1994; Lohnes et al., 1994; Maden, 1997; Wendling et al., 2001). Im adulten Organismus
ist RA an der Regulation der Expression verschiedener Wachstumsfaktoren, Hormone, En-
zyme, Rezeptoren, Matrixproteine und weiterer zelluldrer Komponenten beteiligt, auBerdem
nimmt RA EinfluB auf das Immunsystem (Ubersichtsartikel: Gudas et al., 1994; Ross &
Héammerling, 1994) und spielt eine wichtige Rolle bei der Proliferation und der Differenzie-
rung von Zellen, z.B. von Epithelzellen, was auch aus der Bedeutung von mutierten RA-
Rezeptoren bei der Carcinogenese hervorgeht (z.B. Idres et al., 2001; Vuillemenot et al.,
2004). Der vielfaltige Einflu von RA hat auch zu deren Einsatz in therapeutischen Ansitzen
gefiihrt, z.B. in der Chemopréivention. Aufgrund des breiten Wirkungsspektrums von RA sind
therapeutische Ansétze i.d.R. mit Nebenwirkungen verbunden, da RA in pharmakologischen
Konzentrationen teratogene Effekte hervorruft (Ubersicht in: McCaffery et al., 2003). Die
unterschiedlichen bzw. gegensitzlichen Effekte, die RA in verschiedenen Zellen bzw. bei

verschiedenen Konzentrationen hervorruft, wird am Beispiel des RA-Einflusses auf die Gap
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Jjunction-vermittelte interzellulire Kommunikation (GJIC) und die Cx43-Expression ver-
schiedener Zellen deutlich. In einer embryonalen Fibroblasten-Zellinie (C3H 10T1/2) ver-
starkt RA die GJIC und die Cx43-Expression (Rogers et al., 1990); in Keratinozyten iibt RA
keinen EinfluB} auf die GJIC aus, erhoht aber die Cx43-Expression bei niedrigen Konzentrati-
onen und verringert die Expression bei hohen Konzentrationen (Guo ef al., 1992). In einer
menschlichen Neuroblastoma-Zellinie verstirkt RA zwar die GJIC, zeigt aber kaum Auswir-
kungen auf die Cx43-Expression bzw. auf die Cx43-Phosphorylierung (Carystinos et al.,
2001). Bei den Effekten, die RA auf die GJIC ausiibt, sind vermutlich nicht nur genomische

sondern auch nichtgenomische Mechanismen involviert.

1.2.2 Nichtgenomische Effekte

Nichtgenomische Effekte sind Effekte, die nicht unmittelbar die Transkriptionsrate bestimm-
ter Gene betreffen. Sie sind zum einen dadurch charakterisiert, dal3 sie relativ schnell - inner-
halb von Sekunden bis wenigen Minuten nach Applikation - erfolgen, und zum anderen da-
durch, daB3 sie durch Inhibitoren der Transkription und der Translation nicht inhibiert werden
(Ubersichtsartikel: Schmidt et al., 2000). Bei den meisten nichtgenomischen Effekten, die
iiberwiegend in in vitro-Studien analysiert wurden, werden die Leitfdhigkeiten von Ionenka-
nidlen und die Aktivitdten von Ionenaustauschern und -pumpen moduliert (Valera et al., 1992;
Nakajima et al., 1995; Waldegger et al., 1995; Sakaguchi et al., 1996; Ehring et al., 1998).
Daneben werden auch intrazelluldre Signalkaskaden aktiviert (Lieberherr et al., 1989; Barso-
ny & Marx, 1991; Aronica et al., 1994; Simoncini et al., 2002, 2003). Da einige dieser Sig-
nalkaskaden regulatorischen Einfluf} auf die Expression bestimmter Gene ausiiben, beeinflus-
sen die Kernrezeptorliganden die Transkriptionsrate bestimmter Gene also auch indirekt {iber

nichtgenomische Effekte.

Viele dieser nichtgenomischen Effekte werden iiber die Plasmamembran vermittelt, aber auch
intrazelluldr vermittelte Effekte wurden schon beschrieben, z.B. die intrazellulédr erfolgende
Aktivierung des MAPK (Mitogen-aktivierte Proteinkinase)-Signalwegs durch 17B-Ostradiol
(E2) in menschlichen Brustkrebszellen oder die Beeinflussung der (-Adrenozeptor-cAMP-
Kaskade durch Glucocorticoide in der basolateralen Amygdala von Ratten (Migliaccio et al.,
1996; Roozendaal et al., 2002). Die Effekte liber die Plasmamembran werden auf verschiede-
ne Weise vermittelt. In einigen Fillen scheint es eine direkte Interaktion der Hormone mit
bestimmten lonenkandlen bzw. Ionenkanalkomplexen zu geben, so binden bestimmte Pro-

gesteronderivate an den GABA (y-Aminobuttersdure)s-Rezeptorkomplex und beeinflussen
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dessen CI'-Leitfahigkeit (Lan et al., 1991), wihrend E; an einen spanungsabhingigen lonen-
kanal (Maxi K-Kanal) in vaskuldren glatten Muskelzellen bindet und dessen Leitfdhigkeit
beeinflusst (Valverde et al., 1999). In vielen Fillen scheinen G-Protein-gekoppelte Rezepto-
ren in die nichtgenomischen Effekte involviert zu sein (Orchinik et al., 1992; Gu & Moss,

1998; Qiu et al., 2003; Carrer et al., 2003; Thomas et al., 2002).

Obwohl die ersten Studien, in denen membrangebundene Steroidrezeptoren beschrieben wur-
den, schon vor iiber 30 Jahren durchgefiihrt wurden (Blyth ef al., 1971) und seitdem auch in
neuronalem Gewebe stindig weitere membrangebundene Bindungsstellen fiir Kernrezeptorli-
ganden beschrieben wurden (z.B. Orchinik et al., 1991; Blaustein et al., 1992; Tischkau &
Ramirez, 1993; Mermelstein et al., 1996; Ramirez et al., 1996), ist die Identifikation dieser
Bindungsstellen bisher nur fiir eine neue Familie von membrangebundenen Progesteron-
Rezeptoren gelungen (Zhu et al., 2003a, b). Die Hauptprobleme bei den bisher charakterisier-
ten Bindungsstellen bestehen in ihrer Identifikation als spezifische Rezeptoren mit einer defi-
nierten Funktion bei der Agonist- bzw. Antagonisterkennung und einer anschlieBenden
Signaltransduktion (Schmidt et al., 2000). Die dafiir notwendigen Kriterien, vor allem hohe
Affinitét, Selektivitit, das Vorhandensein von spezifischen Agonisten und Antagonisten und
die Inhibierbarkeit durch proteolytische Agentien sowie Membran-Interaktionsdoménen wur-
den in den meisten Féllen nicht zusammenhingend aufgezeigt. Aulerdem war es bis vor kur-
zem nicht moglich, die beschriebenen membrangebundenen Bindungsstellen aufzureinigen
und zu sequenzieren, so daf iiber die jeweilige Identitdt der Bindungsstellen keine Aussagen

gemacht werden konnten.

Nichtgenomische Effekte iiber die Plasmamembran koénnen von Kernrezeptorliganden auf
verschiedene Weise vermittelt werden: neben unspezifischen Interaktionen der lipophilen
Hormone mit den Membranen kénnen die Hormone entweder mit spezifischen Bindungspro-
teinen bzw. Rezeptoren in den Membranen interagieren oder mit Kernrezeptoren, die auf-
grund verschiedener denkbarer Modifikationen, z.B. alternatives Spleiflen, oder durch Interak-
tion mit membrangebundenen Proteinen in bzw. an die Membran translozieren. Um zwischen
spezifischen membrangebundenen Rezeptoren und membrangebundenen Kernrezeptoren zu
differenzieren, werden zum einen Kernrezeptor-spezifische Agonisten bzw. Antagonisten
verwendet und deren EinfluB} auf die Ligandenbindung an die Membran-Bindungsstellen ana-
lysiert. Daneben werden vor allem Antikorper verwendet, die spezifisch gegen einzelne Do-

méanen der Kernrezeptoren gerichtet sind. Einige Befunde solcher Studien deuten auf eine
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Verwandtschaft der membrangebundenen Bindungsstellen und der entsprechenden Kernre-
zeptoren hin (Monje & Boland, 1999; Razandi et al., 1999). Im Gegensatz dazu zeigen die
jiingst klonierten membrangebundenen Progesteronrezeptoren keine Ahnlichkeit mit den im
Cytosol bzw. im Kern lokalisierten und bilden eine vollig neue Familie membrangebundener

Steroidhormonrezeptoren (Thomas et al., 2002; Zhu et al., 2003a, b).

Die vielen verschiedenen iiber die Plasmamembran vermittelten nichtgenomischen Effekte
der Kernrezeptorliganden werden demnach iiber verschiedene Mechanismen vermittelt: i)
tiber eine direkte Interaktion mit lonenkanilen bzw. lonenkanalkomplexen, ii) tiber eine inhi-
bitorische Interaktion mit G-Protein-gekoppelten Rezeptoren anderer Signalkaskaden, iii)
iiber eine Interaktion mit Membranbindungsstellen, die zumindest einige Epitope mit den
entsprechenden Kernrezeptoren gemeinsam haben, iv) {iber eine Interaktion mit einer eigenen

Familie spezifischer Membranrezeptoren.

Auch fiir RA sind verschiedene Effekte beschrieben worden, die unabhéngig von einer RAR-
vermittelten Beeinflussung der Expression bestimmter Gene erfolgen. RA interagiert dabei
direkt mit Proteinen in verschiedenen zelluliren Kompartimenten und beeinflufit dadurch
deren Aktivitit. Verschiedene Studien deuten auf eine Interaktion von RA mit der Proteinki-
nase C (PKC) hin. So konnte gezeigt werden, dal RA PKC-Isoformen aus der cytosolischen
Fraktion sowohl der Kaninchenretina als auch des Rattenhirns zu aktivieren vermag. Aller-
dings gibt es Unterschiede beziiglich der Ca*"-Abhingigkeit dieses Effekts und der Kompeti-
tion mit Phosphatidylserin (PtdSer) um die Bindungsstellen (Ohkubo ef al., 1984; Bouzinba-
Segard et al., 1994; Radominska-Pandya et al., 2000). Radominska-Pandya et al. zeigten, dal3
verschiedene rekombinante PKC-Isoformen des Menschen RA binden konnen, allerdings erst
bei pharmakologischen Konzentrationen (> 1 pM). Der mdgliche RA-Einflu8 auf den PKC-

Signalweg scheint demnach vom Zelltyp und der beteiligten PKC-Isoform abhingig zu sein.

Ebenfalls einen direkten Einflu kann RA auf mitochondriale Membranproteine wie die Ade-
ninnukleotid-Translokase (ANT) oder die Entkopplungsproteine UCP1 und UCP2 nehmen,
die ihrerseits den elektrochemischen Gradienten iiber die Mitochondrienmembran mitregulie-
ren. RA inhibiert die ANT, was den Verlust des elektrochemischen Potentialgradienten zur
Folge hat, ein Ereignis, das im Zusammenhang mit apoptotischen Prozessen auftritt (Rigobel-
lo et al., 1999; Notario et al., 2003). Die Bindung und Aktivierung von UCP1 und UCP2

durch RA hat ebenfalls eine Verringerung des Potentialgradienten zur Folge und spielt u.a.
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eine Rolle bei der Thermogenese (Rial et al., 1999; Tomés et al., 2002). Uber den EinfluB auf
die Aktivitdt bzw. die intrazelluldre Verteilung des Mannose-6-Phosphat/Insulin-dhnlichen
Wachstumsfaktor-II-Rezeptors in Herzfibroblasten und Herzmuskelzellen von Ratten spielt
RA auch eine Rolle beim intrazelluldren Transport von lysosomalen Enzymen (Kang et al.,
1998). Auch fir RA wurde eine direkte Interaktion mit einem Ionenkanal beschrieben. In
Photorezeptor-Auflensegmenten der Salamanderretina reduziert RA die Leitfdhigkeit eines L-
Typ Ca*"-Kanals, welcher die synaptische Transmission zwischen Photorezeptoren und Fol-
geneuronen kontrolliert (Vellani et al., 2000). Wie schon angedeutet (s. Kap. 1.2.1) hat RA
auch einen nichtgenomischen Einflu} auf die GJIC. In Zellen von Hamsterembryonen (SHE-
Zellen) inhibiert RA die GJIC innerhalb von wenigen Minuten iiber die Disaggregation von
Connexon-Strukturen (Rivedahl et al, 1994) und in Xenopus-Oozyten reduziert RA Gap
Jjunction-Hemikanalstrome von Cx38-Hemikanélen innerhalb weniger Sekunden (Ripps et al.,
2002). In beiden Féllen ist aber unklar, auf welche Weise der RA-Effekt vermittelt wird, eine
direkte Bindung von RA an die Gap junction-Proteine, die Connexine, wurde bisher noch
nicht nachgewiesen. Verschiedene Studien der jlingeren Vergangenheit weisen RA eine wei-
tere Funktion zu, die sie iiber die Vermittlung nichtgenomischer Effekte u.a. auf die GJIC

zwischen neuronalen Zellen der Vertebratenretina ausiibt.

1.3 RA in der Vertebratenretina

Die Retina, die aufgrund ihrer Ontogenese einen in der Peripherie gelegenen Teil des zentra-
len Nervensystems bildet, ist bei allen Vertebraten im Hinblick auf den Grundbauplan gleich
organisiert. Der als Stratum cerebrale bezeichnete Bereich enthélt mit Photorezeptoren, Bipo-
larzellen, Ganglienzellen, Horizontalzellen, Amakrinzellen und Interplexiformen Zellen sechs
Typen von Neuronen sowie mit den Miillerzellen einen Gliazelltyp. Von den Photorezeptoren
gibt es zwei Typen von Zellen, die Stdbchen dienen der Photoperzeption bei skotopischen
Lichtverhéltnissen wihrend die Zapfen bei photopischen Lichtverhdltnissen aktiv sind. Die
Zellen sind in der Retina in mehreren Schichten angeordnet. Ausgehend von ihrer Reihenfol-
ge im Verarbeitungsprozef3 liegt im distalen Bereich die duflere Kernschicht (ONL), die die
Somata der Photorezeptoren enthélt. Auf die ONL folgt die innere Kernschicht (INL), die die
Somata von Bipolaren, Horizontalzellen, einigen Amakrinzellen, Miillerzellen und Interplexi-
formen enthélt. Die Ganglienzellschicht (GCL) bildet den basalen Bereich der Retina und
enthilt die Somata einiger Amakrinzellen und der Ganglienzellen, deren Axone in die iiber-
geordneten thalamischen Kerne projizieren. Die Informationsverarbeitung findet hauptséch-

lich in den synaptischen Schichten der Retina statt. In der dueren Synapsenschicht (OPL),
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zwischen der ONL und der INL, erfolgen die synaptischen Ubertragungen zwischen Photore-
zeptoren, Bipolaren, Horizontalzellen und Interplexiformen, wéhrend in der zwischen INL
und GCL gelegenen inneren Synapsenschicht (IPL) die synaptischen Verschaltungen zwi-
schen Bipolaren, Amakrinen, Ganglienzellen und Interplexiformen liegen. Die Miillerzellen

durchziehen die gesamte Retina.

Die Aufgabe der Retina besteht darin, aus den optischen Eigenschaften der Umwelt, iiber die
sie in Form verschiedener Lichtreize Informationen erhilt, ein verwertbares in neuronale Ak-
tionspotentiale codiertes Abbild zu generieren. Uber zwei prinzipielle Verarbeitungswege,
einen vertikalen, der von den Photorezeptoren iliber die Bipolarzellen zu den Ganglienzellen
fiihrt, und einen lateralen, der die Prozessierung des vertikalen Verarbeitungsweges iiber In-
teraktionen der Photorezeptoren und Bipolaren mit den Horizontalzellen in der OPL und der
Bipolaren und Ganglienzellen mit den Amakrinzellen in der IPL beinhaltet, werden von der
Retina bestimmte Eigenschaften, wie Bewegung oder Kontrast, aus den eintreffenden opti-
schen Reizen der Umwelt abstrahiert. Der Arbeitsbereich, innerhalb dessen die Retina ver-
wertbare Informationen iiber die Umwelt liefern kann, umfasst einen Lichtintensitédtsbereich
von mehr als zehn logarithmischen Einheiten. Um innerhalb dieses groflen Arbeitsbereiches
optimale Arbeitsbedingungen zu schaffen und entsprechende Ergebnisse zu liefern, sind in
der Retina verschiedene Adaptationsmechanismen verwirklicht, die eine Anpassung der reti-

nalen Lichtsensitivitit an das jeweilige durchschnittliche Umgebungslicht ermoglichen.

Eine der Ebenen, auf der die Lichtadaptation erfolgt, ist die der GJIC zwischen den retinalen
Zellen. Nahezu alle retinalen Zelltypen kommunizieren nicht nur {iber chemische Synapsen,
sondern sind auch iiber elektrische Synapsen, sogenannte Gap junctions, zu grofleren Modu-
len zusammengefalit. Diese elektrische Kopplung spielt eine wichtige Rolle bei der lateralen
Informationsverarbeitung und der damit verbundenen Generierung bestimmter Eigenschaften
wie z.B. Kontrast- oder Bewegungseindriicken. Horizontalzellen zeigen z.B. eine intensive
elektrische Kopplung, wodurch einzelne Horizontalzellen iiber sehr grofle rezeptive Felder
verfligen, also sehr groBe raumliche Bereiche, innerhalb derer ein Lichtreiz zu einer Stimula-
tion der Zelle fiihrt. Das Ausmal der elektrischen Kopplung zwischen den retinalen Zellen ist
lichtabhingig. Die Intensitidt des Umgebungslichts wird dabei iiber die lichtabhingige Aus-
schiittung bzw. Synthese von neuromodulatorischen Substanzen, z.B. von Dopamin (DA),
kodiert. Diese Neuromodulatoren beeinflussen die GJIC hiufig {iber bestimmte Signaltrans-

duktionskaskaden. Neuere Befunde zeigen, da3 auch RA in der Lage ist, neuromodulatori-
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schen EinfluB} u.a. auf die GJIC von Horizontalzellen auszuiiben, und somit in die Lichtadap-

tation der Vertebratenretina involviert ist.

1.3.1 Gap junctions in der Retina

Gap junctions stellen Zellverbindungen dar, iiber die eine direkte metabolische bzw. elektri-
sche Kopplung zweier benachbarter Zellen erfolgen kann. Homologe Gap junctions verbin-
den zwei gleiche Zelltypen wihrend heterologe Gap junctions zwei unterschiedliche Zellty-
pen verbinden. Eine Gap junction (GJ) enthdlt haufig viele Kanéle, iiber die die Kopplung
erfolgt. Ein funtionsfahiger GJ-Kanal wird gebildet, wenn zwei Hemikanéle (Connexone) von
zwei benachbarten Zellen aneinander koppeln. Ein Hemikanal stellt ein Oligomer aus sechs
Proteinuntereinheiten, den Connexinen, dar. Es gibt eine ganze Reihe verschiedener Connexi-
ne, so wurden alleine in der Nager-Unterfamilie der Murinae bisher 19 verschiedene Conne-
xin (Cx)-Gene identifiziert (Eiberger ef al., 2001). Homomere Gap junctions enthalten nur
einen Cx-Typ wihrend heteromere aus mindestens zwei verschiedenen zusammengesetzt
sind. Die Connexine bilden einen hydrophilen Kanal, durch den cytoplasmatische Komponen-
ten bis zu einem M, von etwa 1 kDa diffundieren kénnen. Die Permeabilitit eines Kanals ist
dabei abhédngig von den Connexinen, aus denen er zusammengesetzt ist (Elfgang et al., 1995;
Ubersicht in: Pitts & Finbow, 1988). Die GJIC umfasst neben einer metabolischen Kopplung,
die vor allem in nichterregbarem Gewebe eine Rolle spielt, auch eine elektrische Kopplung.
Gap junctions koppeln als elektrische Synapsen nicht nur Herzmuskelzellen und glatte Mus-
kelzellen (Spray & Burt, 1990) sondern auch Neuronen, damit bilden sie eine Grundlage fiir

die Ausbildung neuronaler Netzwerke (Spray & Dermietzel, 1996).

Auch in der Vertebratenretina spielen Gap junctions eine wichtige Rolle, was auch darin zum
Ausdruck kommt, da3 alle Hauptzelltypen der Retina funktionsfahige Gap junctions ausbil-
den (Ubersichtsartikel: Vaney, 1994; Cook & Becker, 1995). Relativ gut untersucht sind u.a.
die Gap junctions zwischen Horizontalzellen. Die Teleostier-Retina enthélt z.B. vier ver-
schiedene Horizontalzellen, die alle untereinander eigenstindige Netzwerke bilden (Kaneko,
1971). Die HC-Somata und -Dendriten bilden dabei von axonalen Netzwerken getrennte Net-
ze, die auch unterschiedlich reguliert werden. Die Netzwerke der HC-Somata und -Dendriten
unterliegen einem lichtabhéngigen dynamischen Wandel mit mehr als zwei ineinander iiber-
gehenden Adaptationsphasen. So sind Horizontalzellen sowohl in dunkel- als auch in hell-
adaptierten Retinen schwach gekoppelt, wihrend sie bei schwachem Lichthintergrund eine

stiarkere Kopplung aufweisen (Shigematsu & Yamada, 1988; Tornquist et al., 1988; Umino et
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al., 1991; Baldridge & Ball, 1991; Xin & Bloomfield, 1999). Da die physiologischen Eigen-
schaften eines GJ-Kanals ebenfalls Cx-abhéngig sind, besteht seit einiger Zeit grofles Interes-
se an der Identifikation der Connexine in den verschiedenen retinalen Gap junctions. Doch
wihrend z.B. fiir die HC-Kopplung der Maus, die nur iiber einen HC-Typ verfiigt (He et al.,
2000), mit Cx57 ein potentieller Kandidat gefunden wurde (Hombach et al., 2004), ist die
Identitét der Connexine der HC-Gap junctions vom Fisch noch immer ungeklért. Zwar wurde
mit Cx52.6 in Horizontalzellen des Zebrafisches ein Connexin nachgewiesen, dessen Beteili-
gung an funktionellen HC-Gap junctions wurde aber noch nicht gezeigt (Zoidl et al., 2004).
Auch Cx43 wird im Zusammenhang mit HC-Gap junctions diskutiert (Janssen-Bienhold et

al., 2001).

Die Modulation der GJIC erfolgt iiber nichtkovalente Modifikationen, z.B. durch Spannungs-
dnderungen entlang des GJ-Kanals, und kovalente Modifikationen der Kanalproteine, z.B.
durch Phosphorylierungen. Durch diese Modifikationen werden die Regulation des Offnens
und SchlieBens, das sogenannte Gating, eines GJ-Kanals beeinfluB3t (Takens-Kwak & Jongs-
ma, 1992; Ubersichtsartikel: Bruzzone et al., 1996). Vor allem im Hinblick auf die Span-
nungsabhingigkeit und auf die Eigenschaft, Substrat von Phosphorylierungs- und Dephospho-
rylierungsreaktionen zu sein, unterscheiden sich die verschiedenen Connexine stark, z.B. be-
sitzen das Karpfen- und Zebrafisch-Cx43 eine putative Phosphorylierungsstelle fiir die Prote-
inkinase A (PKA), die das Ratten-Cx43 nicht enthélt (Dermietzel et al., 2000). Neben diesen
Modifikationen besitzt auch die Connexondichte in einer Gap junction Auswirkungen auf das

Ausmal} der Kopplung (Rivedahl ef al., 1994; Bukauskas et al., 2000).

Die Modulation der GJIC iiber Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen wird i.d.R.
tiber die Aktivierung bestimmter Signalkaskaden durch externe Botenstoffe vermittelt. In der
Retina spielt z.B. Dopamin (DA) eine wichtige neuromodulatorische Rolle. DA induziert eine
Reihe von Effekten, die im Zusammenhang mit der Helladaptation stehen. Durch DA werden
u.a. retinomotorische Bewegungen, Lichtantworten von Horizontalzellen und die Connexon-
dichte in HC-Gap junctions beeinfluBt (Dearry & Burnside, 1986; Liman et al., 1989; Uber-
sichtsartikel: Wolburg & Kurz-Isler, 1996). Auch die GJIC von Horizontalzellen wird durch
DA moduliert, da es ebenso wie Licht die GJIC reduziert (Teranishi ef al., 1983; Mangel &
Dowling, 1985). Allerdings scheint nicht jedes Lichtsignal auf die GJIC von Horizontalzellen
tiber DA vermittelt zu werden. DA wird sowohl bei Lichtreizen als auch bei lingerer Dunkel-

heit verstirkt freigesetzt (Weiler et al., 1997), aber der Einflul von kontinuierlicher Beleuch-
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tung auf die GJIC ist im Gegensatz zu dem EinfluB3 von Flickerlicht durch DA-Antagonisten
nicht inhibierbar (Baldridge & Ball, 1991; Umino et al., 1991), was auf das Vorhandensein
zumindest eines weiteren Neuromodulators hindeutet. Eine Substanz, deren Synthese in der
Retina im Zusammenhang mit den Lichtbedingungen steht, ist RA, die in der Retina vor allem

wéhrend der Entwicklung aber auch im adulten Organismus wichtige Funktionen erfiillt.

1.3.2 Genomische Funktionen von RA in der Retina

Retinoide, vor allem RA, erfiillen auch in der Vertebratenretina wichtige Funktionen. Im frii-
hen Embryo zdhlt die Augenanlage zu den Geweben mit den héchsten RA-Konzentrationen
(McCaffery et al., 1992). Neben der Funktion von 11-cis-RAL als Chromophor im Pho-
totransduktionsprozef3 in der adulten Retina, erfiillt RA wichtige Funktionen vor allem wéh-
rend der embryonalen und der frithen postnatalen Augenentwicklung aber auch in der adulten
Retina. In einer frithen embryonalen Entwicklungsphase des Auges sowohl von Sdugern als
auch vom Zebrafisch trigt RA vermutlich dazu bei, die asymmetrische dorsoventrale Muster-
bildung zu etablieren. Wéhrend dieses Stadiums sind die RA-Konzentrationen in der ventra-
len Retina deutlich hoher als in der dorsalen (McCaffery et al., 1992; Mey et al., 2001; Wag-
ner et al., 2000; Ubersichtsartikel: Driger & McCaffery, 1997). RA etabliert in dieser Phase
vornehmlich ventrale Charakteristika (Hyatt ef al., 1996a), was eindrucksvoll in Studien am
Zebrafisch gezeigt werden konnte. Ein UbermaB an RA in dieser Entwicklungsphase fiihrt zu
einer Duplikation der ventralen Retina (Hyatt et al., 1992), wihrend die Inhibition der endo-
genen RA-Synthese in dieser Phase die Entwicklung von Augen zur Folge hat, denen der
ventrale Bereich der Retina fehlt (Marsh-Armstrong ef al., 1994). Bei Méusen mit mutierten
RA-Rezeptoren zeigen sich ebenfalls okuldre Defekte, die u.a. die ventrale Retina betreffen
(Ghyselinck et al., 1997). Mdoglicherweise spielt RA auch eine Rolle bei der Regulation des
Augenwachstums als Intermediér der Signalkaskade von der Retina zur Sklera (Fischer et al.,
1999). Sowohl in der Ratte als auch im Zebrafisch spielt RA in einer spéteren Entwicklungs-
phase des Auges auch eine wichtige Rolle bei der Photorezeptor-Differenzierung (Kelley et
al., 1994; Hyatt et al., 1996b; Driager & McCaffery, 1997). Dies steht bei Sdugern schon im
Zusammenhang mit einer Verschiebung des RA-Gradienten in Richtung des dorsalen Be-

reichs der Retina.

Die unterschiedliche Verteilung der RA-Konzentrationen im Embryo und in der postnatalen
Retina wird durch ein bestimmtes zeitliches und raumliches Expressionsmuster verschiedener

Aldehyd-Dehydrogenasen erreicht. Im Zebrafisch werden in der dorsalen Region der embryo-
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nalen Augenanlage eine Aldehyd-Dehydrogenase (ALDH) vom Klasse I-Typ und in der
ventralen Region eine Retinaldehyd-Dehydrogenase (RALDH) exprimiert. Die RALDH zeigt
dabei nicht nur erhohte Aktivitét, sie wird auch vor der anderen ALDH exprimiert, woraus
eine erhohte RA-Konzentration im ventralen Bereich resultiert (Marsh-Armstrong et al.,
1994). Da die adulte Fischretina in den peripheren Bereichen wihrend der gesamten Lebens-
spanne des Tieres weiter wichst, bleibt auch der ventrodorsale RA-Gradient erhalten, wobei
allerdings die RA-Synthese im adulten Tier in geringerem Umfang erfolgt (Ubersicht in: Hy-
att & Dowling, 1997; Driager & McCaffery, 1997). Auch in der embryonalen Hiihnerretina
tragen eine dorsale RALDH-1 und eine ventrale RALDH-3 zur Ausbildung eines sich wéh-
rend der Entwicklung verschiebenden RA-Gradienten entlang der dorsoventralen Achse bei
(Mey et al., 2001; Suzuki et al., 2000). In der embryonalen Mausretina katalysieren drei En-
zyme die Oxidation von RAL zu RA. Zusammen mit dem RA metabolisierenden Enzym
CYP26, welches ebenfalls ein dynamisches Expressionsmuster aufweist, tragen die dorsal
exprimierte AHD2, das ventral exprimierte Enzym V1 und das ebenfalls zunédchst ventral
exprimierte Enzym V2, welches spiter im retinalen Pigmentepithel (RPE) exprimiert wird, zu
schnell wechselnden RA-Mustern in der embryonalen Augenentwicklung der Maus bei

(McCaffery et al., 1999).

Sowohl in der Fischretina als auch in der Sdugerretina nimmt die RA-Produktion im adulten
Auge ab. Dennoch findet auch im adulten Auge ein Retinoid-Metabolismus statt, der tiber die
Synthese des Chromophors 11-cis-RAL bzw. dessen Recycling hinausgeht. Dieser Retinoid-
Metabolismus erfordert das Vorhandensein der entsprechenden Enzyme und Bindungsprotei-
ne in den entsprechenden Zellen. Der einzige Zelltyp, in dem alle dafiir notwendigen Proteine
nachgewiesen wurden, ist die Pigmentepithelzelle (Bunt-Milam & Saari, 1983; Simon ef al.,
1995; Saari et al., 1995a; Hyatt & Dowling, 1997; Driger & McCaffery, 1997; Fischer et al.,
1999). Einzelne Enzyme und Bindungsproteine konnten auch in Miillerzellen und sogar in
Amakrinzellen nachgewiesen werden, was auf eine Beteiligung beider am RA- bzw. Reti-
noid-Metabolismus schlieflen ldsst (Bunt-Milam & Saari, 1983; Gaur et al., 1990; Saari et al.,
1995b; Fischer et al, 1999). Da auch einzelne Retinoidrezeptoren in der adulten Retina
exprimiert werden, scheint es auch eine Bedeutung von RA bei der Regulation der Ge-
nexpression in der adulten Retina zu geben (Wagner et al., 1997; Fischer ef al., 1999; Janssen

et al., 1999; Mori et al., 2001).
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Ein wichtiger RA-Syntheseweg in der adulten Retina besteht in einer Nebenreaktion des Pho-
totransduktionszyklus in den RPE-Zellen (Ubersicht in: Saari, 1994). Im Verlauf dieses Zyk-
lus wird das wéhrend der Phototransduktion zu all trans-RAL isomerisierte Chromophor 11-
cis-RAL regeneriert. In einer Nebenreaktion wird all trans-RAL zu RA oxidiert. Die RA-
Synthese erfolgt verstirkt in einer helladaptierten Retina (McCaffery et al., 1996). Dies be-
deutet, dal die RA-Synthese im adulten Auge lichtkorreliert erfolgt, was die Mdglichkeit
erdffnet, dal RA als Vermittler eines kontinuierlichen Lichtsignals neuromodulatorische Ef-

fekte vermitteln konnte.

1.3.3 RA als Neuromodulator in der Retina

Die bisher durchgefiihrten Studien, die den neuromodulatorischen Einflul von RA in der Ver-
tebratenretina zum Inhalt hatten, ergaben mit einer Ausnahme (Vellani et al., 2000; s. Kap.
1.2.2), dal RA auf die Morphologie und Physiologie von Horizontalzellen einen modulatori-
schen Einfluf} ausiibt, der dem von Dauerlicht vermittelten sehr dhnlich ist. Horizontalzellen
haben in der Retina integrative Funktionen, da sie die verschiedenen Informationen, die sie
von den Photorezeptoren erhalten, verrechnen und iiber Riickkopplungsmechanismen dazu
verwenden, die Effektivitit der synaptischen Ubertragung von Photorezeptoren auf Bipolar-
zellen an die jeweils aktuelle Umgebungshelligkeit anzupassen. Sowohl die Interaktionen der
Horizontalzellen mit den Photorezeptoren als auch die der Horizontalzellen untereinander
unterliegen dabei lichtabhiingigen adaptativen Anderungen. Eine Besonderheit der Fischretina
stellt dabei die morphologische Plastizitit der lateralen Dendriten der Zapfen-Horizontalzellen
(H1 - H3) dar. Die lateralen Dendriten dieser Horizontalzelltypen, die ausschlieflich Sy-
napsen mit Zapfen ausbilden, bilden dabei wihrend die Retina helladaptiert kleine Ausstiil-
pungen, sogenannte Spinules, aus, deren Auftreten mit der Anderung bestimmter Lichtant-
worteigenschaften der Horizontalzellen korreliert, wobei ihre genaue Funktion noch ungeklért
ist (Weiler & Wagner, 1984; Wagner & Djamgoz; 1993; Kamermans & Spekreijse, 1995).
Spinules werden von diesen Horizontalzellen auch in einer mit RA inkubierten dunkeladap-
tierten Retina ausgebildet. Dabei handelt es sich vermutlich um einen nichtgenomischen Ef-
fekt, da er schon relativ schnell nach Inkubationsbeginn zu beobachten ist und durch Actino-

mycin nicht inhibiert werden kann (Weiler ef al., 1998).

Daneben beeinfluft RA auch die Lichtantworteigenschaften von Horizontalzellen in der
Fischretina. Die vier HC-Typen der Karpfenretina besitzen unterschiedliche Farbsensitiviti-

ten. Auf einen Lichtreiz, der iiber Anderungen der Photorezeptor-Transmitterfreisetzung an
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die Horizontalzellen weitergegeben wird, antworten der H1-Typ und der H4-Typ, letzterer
bildet Synapsen mit den Stibchen, unabhidngig von der Wellenldnge des Lichtreizes mit einer
Hyperpolarisation. Der H2-Typ antwortet auf langwelliges Licht mit einer Depolarisation und
auf mittel- und kurzwelliges Licht mit einer Hyperpolarisation, wihrend der H3-Typ auf mit-
telwellige Lichtreize mit einer Depolarisation antwortet und demnach ein triphasisches Ant-
wortspektrum besitzt (Ubersichtsartikel: Kato et al., 1991). Im dunkeladaptierten Zustand
geht dieser Antagonismus im Farbantwortspektrum der H2- und H3-Zellen verloren (Yang et
al., 1994). In einer mit RA inkubierten dunkeladaptierten Retina tritt dieser Antagonismus
wieder auf (Pottek & Weiler, 2000).

Auch die GJIC von Horizontalzellen wird durch RA beeinflullt, wobei der RA-Effekt aller-
dings auf die Horizontalzell-Typen beschrinkt ist, die Zapfensignale verarbeiten. Sowohl in
der Sdugerretina als auch in der Fischretina reduziert RA die GJIC zwischen Horizontalzell-
Somata, was mit einer Verringerung der rezeptiven FeldgroBe verbunden ist und Anderungen
der Lichtantworteigenschaften auf ringférmige bzw. punktférmige Lichtreize zur Folge hat
(Weiler et al., 1998, 1999; Pottek & Weiler, 2000). RA senkt die Leitfahigkeit von GJ-
Kanélen von Horizontalzellen in der Fischretina innerhalb von fiinf Minuten in reversibler
Form, wie eine Studie von Zhang & McMahon (2000) gezeigt hat. In dieser Studie haben die
beiden Autoren auch gezeigt, dal RA den GJ-Hemikanalstrom iiber eine Reduktion der Ka-
nal-Offnungswahrscheinlichkeit und nicht iiber Anderungen der Einzelkanalleitfihigkeiten
stark reduziert. Die Inhibition der Hemikanalstrome erfolgt mit einer Latenz von weniger als
200 ms (Zhang & McMahon, 2001). Da RA bei allen diesen Effekten den Einflul von Licht
wihrend der Helladaptation nachahmt, und da Licht stimulierend auf die RA-Synthese in der
Retina wirkt (McCaffery et al., 1996; Dirks et al., 2004), scheint es moglich, da3 RA als
Vermittler des Lichtsignals bei den hier beschriebenen Effekten fungiert und somit neuromo-
dulatorische Funktionen in der Retina erfiillt. Da diese Effekte relativ schnell nach Inkubati-
onsbeginn erfolgen und durch Transkriptionsinhibitoren nicht beeinflufit werden, handelt es
sich bei ihnen um weitere nichtgenomische RA-Effekte. Vollig unklar ist bisher allerdings,
tiber welche Mechanismen diese nichtgenomischen neuromodulatorischen Effekte in der Ver-

tebratenretina vermittelt werden.
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1.4 Fragestellung

Der Unterschied zwischen dem etwa zehn logarithmischen Einheiten umfassenden Lichtin-
tensitétsbereich, innerhalb dessen die Retina Informationen zu verarbeiten vermag, und dem
nur knapp drei logarithmischen Einheiten umfassenden dynamischen Arbeitsbereich der Reti-
na erfordert die Adaptation der retinalen Lichtsensitivitdt an die jeweils herrschende Umge-
bungshelligkeit. Eine Ebene, auf der solche adaptativen Prozesse ablaufen, ist die der synapti-
schen Interaktion zwischen Horizontalzellen und Photorezeptoren sowie die GJIC zwischen
Horizontalzellen in der dulleren Retina, welche in Teleostiern einer lichtabhédngigen morpho-
logischen bzw. physiologischen Plastizitidt unterliegen. Der Einflul der umgebenden Licht-
verhéltnisse wird dabei {liber neuromodulatorische Substanzen vermittelt. Neben dem seit
langerem bekannten DA hat sich in den zuriickliegenden Jahren RA als ein weiterer putativer
Neuromodulator in der dufleren Retina herauskristallisiert. So ahmt RA den Einflu3 von kon-
tinuierlicher Belichtung sowohl auf die Spinule-Bildung als auch auf bestimmte Lichtantwort-
eigenschaften und auf die GJIC von Horizontalzellen im Fisch nach. Vo6llig unklar sind bisher
allerdings die Mechanismen, tiber die RA ihre Wirkung entfalten konnte. Der Einflu von RA
auf die Spinule-Bildung konnte z.B. iiber eine Interaktion mit der Proteinkinase C erfolgen,
von der ihrerseits beschrieben wurde, dal} sie die Spinule-Bildung induziert (Weiler et al.,
1991; Ohkubo et al., 1984). Der Einflul von RA auf die GJIC bzw. die Leitfahigkeit von GJ-
Kanélen von Horizontalzellen in der Fischretina scheint unabhéngig von intrazelluldren Sig-
nalkaskaden {iber eine externe Membran-Bindungsstelle zu erfolgen, wobei die RA-Bindung
an diese Bindungsstelle eine RAR-dhnliche Pharmakologie aufweist (Zhang & McMahon,
2000). Diese Arbeit hat die Charakterisierung und Identifikation RA-bindender Proteine in
der Karpfenretina zum Ziel, um so Hinweise iiber mogliche molekulare Mechanismen der
RA-Wirkung in der Karpfenretina zu erhalten. Im Einzelnen sollen dabei folgende Fragen

beantwortet werden:

o Werden in der Karpfenretina RAR-dhnliche Proteine exprimiert?
. Wo sind solche Proteine lokalisiert?
. Lassen sich in der Karpfenretina membrangebundene RA-Bindungsstellen bzw. RA-

bindende Proteine nachweisen und ihre RA-Bindung charakterisieren?
. Gibt es eventuell Korrelationen zwischen membrangebundenen RAR-dhnlichen und

RA-bindenden Proteinen?
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2 Material & Methoden

2.1 Versuchstiere

Die in den Versuchen eingesetzten Karpfen (Cyprinus carpio) wurden von einer Fischfarm
aus Visbek bezogen. Thre Groflen variierten altersbedingt zwischen 8 und 10 cm bzw. 18 und
25 cm. Sie wurden in einem abgedunkelten Becken bei 20 °C in einem Hell-Dunkel-Zyklus

mit jeweils 12-stiindigen Phasen gehalten.

2.2 Immunbiochemie

2.2.1 Allgemeine Priparation

Den Karpfen wurden nach 30 - 60-miniitiger Dunkeladaptation und anschlieBender Totung
die Augenbecher entnommen. Durch einen kreisférmigen Schnitt unterhalb der Iris wurden
darauthin der gesamte vordere Augenbereich, einschlieBlich der Linse, und mittels eines Wat-
testdbchens auch groBe Teile des Glaskorpers entfernt. Die Retina wurde dann aus dem Au-
genbecher herauspripariert, in einem Waschpuffer (50 mM NaCl und 50 mM Tris/HCI, pH
7,4) zweimal gewaschen und dann entweder in einem entsprechenden Homogenisierungspuf-

fer mit einem Glashomogenisator homogenisiert oder zundchst in Fischringer inkubiert.

2.2.2 Subzellulire Fraktionierung und Proteinbestimmung

Das Retina-Totalhomogenat (TH) wurde zundchst mittels einer Vorzentrifugation vom groben
Zelldebris getrennt. Diese erfolgte mit einer Tischzentrifuge mit Festwinkelrotor 5” bei 4 °C
und 1700 Upm. Der Uberstand wurde aufbewahrt und das Sediment wurde mit dem jeweili-
gen Homogenisierungspuffer (HP) gewaschen und erneut zentrifugiert. Das schlielich ent-
standene Sediment wurde, da es auch die Zellkerne enthielt, als Kernfraktion (N) bezeichnet.
Die Uberstinde aus den beiden Zentrifugationsschritten wurden anschlieBend vereinigt und
ein drittes Mal zentrifugiert. Der schlieBlich entstandene Uberstand (U;) wurde mittels einer
Hauptzentrifugation in cytosolische (C) und Membran (M)-Bestandteile getrennt. Die Haupt-
zentrifugation erfolgte entweder mit der Tischzentrifuge 60’ bei 4 °C und 14000 Upm (~
20000 g) oder mit einer mit Druckluft betriebenen Ultrazentrifuge (4irfuge, Beckmann) 15’
bei 22 psi (~ 100000 g). Der Uberstand (U,) enthielt die cytosolischen Proteine und das Se-
diment (P,) wurde im jeweiligen HP resuspendiert und bildete die Membranfraktion. Schliel3-
lich erfolgte eine Proteinbestimmung der einzelnen Fraktionen nach Bradford (1976) an ei-
nem Zweistrahlphotometer (Hitachi 100-80) mit Rinderserumalbumin (BSA)-

Standardlosungen als Referenz. In einigen Versuchen wurden Membranextrakte eingesetzt.
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Dafiir wurde die P,-Fraktion in dem jeweiligen HP, der zusitzlich 0,1 % Triton X-100 (TX-
100) enthielt, resuspendiert und iiber Nacht bei 4 °C und stdndiger Rotation extrahiert. Die
nichtextrahierten Bestandteile wurden anschlieBend 5’ bei 4 °C und 3100 Upm (~ 1000 g)
abzentrifugiert. SchlieBlich wurde die TX-100-Konzentration des Extrakts anhand von Ultra-
filtrationseinheiten (Amicon, AusschluBgroe 10kDa) mittels Zentrifugation und anschlie-
Bender Zugabe von HP verringert (die Verdiinnung war abhidngig von der anschlieBenden
Verwendung) und der Extrakt ankonzentriert. Die Zentrifugation erfolgte bei 4 “C entweder

an der Tischzentrifuge bei 14000 Upm oder mit einer Hereaus-Minifuge 2 bei 4500 Upm.

Bradford-Reagenz: 0,01 % Coomassie-Brillantblau G-250; 5 % EtOH, 8,5 % H3;PO,

2.2.3 Immunbiochemische Analyse verschiedener retinaler Fraktionen

2.2.3.1 Probenaufbereitung

Die Retinen von Maus und Karpfen wurden in den entsprechenden HPs homogenisiert und
subzellular fraktioniert. Ein TH einer Rattenretina, sowie eine M- und eine N-Fraktion eines
Rattenhirns wurden von apl. Prof. Dr. U. Janssen-Bienhold zur Verfiigung gestellt. Die Prépa-
ration der Mausretinen wurde von Dipl.-Biol. T. Schubert vorgenommen. Die jeweiligen Pro-
ben wurden mit SDS-Laufpuffer (3x) 2:3 verdiinnt und 5° gekocht. Die aufgetrennten Prote-
inmengen betrugen 50 pg (bei allen Karpfenproben), 60 pug (THgetina und Myim der Ratte und
beide Mausproben) und 80 ug (Npim der Ratte). Es wurde auch eine Fraktion, die mit Hori-
zontalzellen angereichert war, analysiert. Die HC-Isolierung wurde in Anlehnung an van

Buskirk & Dowling (1981) durchgefiihrt (vgl. auch Janssen-Bienhold et al., 1993).

BP (= HPkarpsen) 0,1 M NaCl; 1 mM DTE; 1 mM PMSF; 1 mM EDTA; 0,1 mM Na3;VOy;

2 wl/ml PIC (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma); 50 mM Tris/HCI, pH 7,4
HPy (= HPyaus) 2 mM EDTA; 2 mM EGTA; 2 ug/ml Leupeptin; 4 pg/ml Aprotinin;

2 mM PMSF; 1 mM DTE; 0,1 mM Na;VO,; 50 mM Tris/HCL, pH 7,4
3 x SDS-Probenpuffer 30 % Glycerol; 3 % B-Mercaptoethanol; 9 % SDS; 185 mM Tris, pH 6,8

2.2.3.2 Gelelektrophorese nach Laemmli (1970)

Die Proben wurden mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach dem
Protokoll von Laemmli (1970) aufgetrennt. Vor der Auftrennung wurden die Proben mit einer
Heraeus-Tischzentrifuge 3’ bei 6000 Upm zentrifugiert. Die Auftrennung erfolgte entweder in
einem groBen vertikalen Gelelektrophoresesystem (Modell V-16, BRL) mit einem 8-10-
prozentigem Gradienten-Trenngel, oder in einem mittelgroBen vertikalen Elektrophorese-

system (Universitéts-eigene Konstruktion) mit einem 9-prozentigen Trenngel. Fiir eine Mole-
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kulargewichtsbestimmung wurden Marker (LMW und HMW) mit aufgetrennt. Die Auftren-
nung erfolgte bei einer konstanten Spannung von 180 V (grofle Gele) bzw. 160 V (kleinere
Gele).

SDS-Laufpuffer 25 mM Tris; 190 mM Glycin; 0,1 % SDS
LMW light molecular weight marker, Sigma
HMW high molecular weight marker, Sigma
Lauffrontmarker 0,1 % Bromphenolblau

2.2.3.3 Immunoblotanalyse

Die in den Gelen aufgetrennten Proben wurden mittels der Westernblot-Methode nach Tow-
bin et al. (1979) auf eine Nitrocellulosemembran (Optitran BA-S 85, Porendurchmesser 0,45
um, Schleicher & Schuell) geblottet. Dieser Transfer erfolgte in den jeweiligen Gelgréf3en
entsprechenden Blotkammern (klein: Mini-PROTEAN II Dual Slab Cell, Bio-Rad; grof:
Trans-Blot™ Cell) bei 4 °C und einer Spannung von 40 V (1 Stunde) and anschlieBenden 70
V (2 Stunden). Die Bloteffizienz wurde dann durch 15-miniitige Inkubation mit Ponceau S
iiberpriift. Darauthin wurden die Blots entfarbt und unspezifische Bindungsstellen fiir eine
Stunde bei 37 °C mit einer Milchpulver-Losung (5 % in PBS) blockiert. Nach dreimaligem
Waschen fiir jeweils 10’ in PBS wurden die Blots mit dem primdren Antikdrper anti-RARa
(s. Tab. 2-1, S. 28; 1:1000 in PBS) iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach erneutem dreimaligem
Waschen in PBS folgte die Inkubation mit dem sekunddren Antikorper (goat anti-rabbit IgG
HRP-conj., Bio-Rad; 1:3000 in PBS plus 2 % Milchpulver) fiir zwei Stunden bei RT. Es folg-
ten erneut Waschschritte (6 x 5’ in PBS) und die Antigendetektion mittels des ECL (enhanced
chemiluminescence)-Systems (Amersham Life Science). Die Inkubationszeit mit den Reakti-
onslosungen betrug 60 Sekunden. Mittels Rontgenfilmen (Kodak X-O-MAT Film) wurden
die Ergebnisse visualisiert, wobei die Expositionszeiten variierten. Nach der Exposition wur-
den die Filme ca. 3’ entwickelt (Kodak D19-Entwickler, Sigma), kurz in H,O gewaschen,

etwa 8 - 10’ fixiert (Kodak Fixierer, Sigma) und mindestens 10’ in H,O gewaschen.

Blotpuffer 25 mM Tris; 190 mM Glycin; 10 % MeOH; 0,01% SDS
Ponceau S 0,2 % Ponceau S in 3 % Essigsdure
PBS (physiol.) 135 mM NacCl, 2,6 mM KCl; 1,5 mM KH,PO,4; 10 mM Na,HPO,, pH 7,4

2.2.4 Invitro-Inkubation der Retinen
Die freipréparierten Retinen wurden zunichst zweimal in Fischringer gewaschen, dann 20’ in

frisch O;-begastem Fischringer dquilibriert und schliellich 40’ in neuem O,-begastem Fisch-
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ringer entweder im Dunkeln oder unter einer Kaltlichtlampe dunkel- bzw. helladaptiert. Es
folgten die Homogenisierung in BP und schlielich die Analyse mittels Immunoblotting (s.

Kap. 2.2.3).

HEPES-Fischringer 120 mM NacCl; 2,6 mM KCl; 1 mM MgCl,; 2,5 mM CaCl,; 16 mM Glukose;
2 mM 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonséure, pH 7,4; vor Einsatz
0O,-begast

2.2.5 Invitro-Dephosphorylierung

Die Retinen wurden in HP,p homogenisiert. Die Inkubation erfolgte 18 Stunden bei 37 °C mit
50 pg Protein und 6 U AP in einem Reaktionsvolumen von 30 pl in Gegenwart von SDS (1
%). Vor der Zugabe des Enzyms wurde der Reaktionsansatz in einer Mikrowelle erhitzt (1°).

Es folgte die Analyse mittels Immunoblotting (s. Kap. 2.2.3).

HP 5p (= HP pjkaline Phosphatase) 2 mM EDTA; 5 mM EGTA; 10 mM DTE; 10 uM ZnCl,; 2 pg/ml Leupeptin;
5 pg/ml Aprotinin; 20 mM Tris/HCI, pH 7,5
Alkaline Phosphatase 1 U/ul; Boehringer Mannheim

2.2.6 Priparative Gelelektrophorese (PGE)

Auch mit der PGE werden Proteine nach ihrem Molekulargewicht (M;) aufgetrennt, allerdings
durchlaufen sie das Gel dabei komplett, so daf3 sie am Ende des Gellaufes nach M; getrennt in
verschiedenen Fraktionen vorliegen. Die Fraktionen kdnnen dann gewaschen (= Verringerung
der SDS-Konzentration), ankonzentriert und mittels Immunoblot-Analyse auf Immunoreakti-

vitdt (IR) hinsichtlich eines bestimmten Antigens tiberpriift werden.

2.2.6.1 Praparation und Elektrophoreselauf

In einem PGE-Lauf wurden 5 mg Membranprotein mit SDS-Probenpuffer (3x) 2:3 verdiinnt
und mit 30 pl Bromphenolblau (0,1 %) versetzt, 5’ gekocht und vor dem Auftragen 3’ bei
6000 Upm abzentrifugiert, analog der Aufbereitung fiir die Gelelektrophorese nach Laemmli
(vgl. Kap 2.2.2 und 2.2.3). Die Auftrennung erfolgte auch bei der PGE mittels SDS-PAGE,
hier allerdings in einem vertikalen Rundgel-Elektrophoresesystem (Prep Cell Model 491, Bio-
Rad) mit einem 14-prozentigen Trenngel. Die Trenngellosung wurde dabei vor Zugabe der
Katalysatoren entgast. Die Acrylamidkonzentration des Sammelgels betrug auch bei der PGE
4,5 %. Vor dem Lauf wurden die zur Apparatur gehorenden Fritten und Membranen entgast
und die Elutionskammer luftblasenfrei zusammengesetzt. Nach dem Zusammenbau wurden

alle Schlduche, Verbindungen und Kammern von Luftblasen befreit. Der Elektrophoreselauf
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erfolgte bei einer konstanten Stromstirke von 40 mA, die Fraktionierungspumpe wurde auf
ein Elutionsvolumen von 60 ml/h und die zugehorige Kiithlpumpe auf den Wert 55 eingestellt.
Es wurden 180 5 ml-Fraktionen gesammelt, beginnend 9 Stunden nach Laufstart, so daf die
Gesamtlaufzeit 24 Stunden betrug. Um die Auftrennung zu tiberpriifen wurden 30 pl jeder
zweiten Fraktion fiir die SDS-PAGE nach Laemmli aufbereitet und in groBen 7,5 - 15-
prozentigen Trenngelen aufgetrennt. Die Gele wurden dann Coomassie-Brillantblau geférbt
(30’ fixiert, 30’ geférbt und liber Nacht entfdrbt, wobei nach 20’ der Entfarber gewechselt

wurde) und getrocknet.

Elutionspuffer 25 mM Tris; 190 mM Glycin; 0,1 % SDS; vor Verwendung entgast
Coomassie-Brillantblau-Fixierer 50 % MeOH; 10 % Essigsdure

Coomassie-Brillantblau-Féarber 0,2 % R-250; 50 % MeOH; 10 % Essigséure
Coomassie-Brillantblau-Entfarber 10 % MeOH; 10 % Essigsédure

2.2.6.2 Ankonzentration der Fraktionen und Immunoblot-Analyse

Von den Fraktionen, die Proteine im interessanten M;-Bereich enthielten, wurden jeweils
zweil aufeinanderfolgende vereinigt. Diese wurden dann mittels Ultrafiltrationseinheiten (A-
micon, Ausschlu8grole 10 kDa) und einer Heraeus-Minifuge 2 bei 4 “C und 4500 Upm ge-
waschen und ankonzentriert. Dabei wurde das Volumen zunichst zweimal auf ein Zehntel des
Ausgangsvolumens reduziert und mit Waschpuffer wieder auf das Ausgangsvolumen aufge-
fiillt, schlieBlich folgte eine Ankonzentration auf ein Restvolumen von 150 bis 500 ul. Ein
dem Restvolumen entsprechendes Aliquot wurde dann fiir die Gelelektrophorese nach
Laemmli aufbereitet und mittels Immunoblot-Analyse auf anti-RARo-IR hin untersucht (s.
Kap. 2.2.3). Von Fraktionen fritherer PGE-Léufe wurden jeweils 20 bzw. 30 pl auf anti-
RARo-IR hin analysiert.

Waschpuffer 20 mM Tris/HCIL, pH 7,4; 1 mM PMSF

2.2.7 Zweidimensionale (2D-) Gelelektrophorese nach O’Farrell (1975)

2.2.7.1 Probenaufbereitung und Gelelektrophorese

Bei der 2D-Gelelektrophorese nach O’Farrell werden die Proteine zunéchst in einer isoelektri-
schen Fokussierung (IEF) nach ihrem isoelektrischen Punkt (p/) und anschlieBend in der 2.
Dimension nach ihrem M; aufgetrennt. Die Retinen wurden in HP,p homogenisiert und sub-
zellulér fraktioniert, einige Membranproteine wurden auch extrahiert (s. Kap. 2.2.2). Die Pro-
ben wurden dann mit LP (2x) auf ein Zielvolumen von 100 pl 1:2 verdiinnt, wobei noch eine

,Spatelspitze’ Harnstoff addiert wurde. Nach kurzer Inkubationszeit wurden die Proben aufge-
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tragen oder eingefroren (- 20 °C). Die Rundgele wurden nach O’Farrell prépariert und poly-
merisierten iiber Nacht aus. Die Gele wurden dann fiir zwei Stunden mit LP {iberschichtet.
Nach Auswechseln des LPs erfolgte der Vorlauf in der entsprechenden Elektrophoresekam-
mer (tube gel module): 15° 200 V; 30’ 300 V; 30 400 V. Mit Ausnahme zweier Gele, die
nach dem Hauptlauf als pH-Kontrollen dienten, wurden der LP von den Gelen entfernt, die
Proben aufgetragen und der Hauptlauf durchgefiihrt: 20 h bei 450 V (= 9000 Vh). Die pH-
Kontroll-Gele wurden in etwa 10 gleich groBe Stiicke geschnitten, mit 1 ml H,O inkubiert
und nach etwa zwei Stunden gemessen. Die iibrigen Gele wurden 15” in AP Aquilibriert und
anschlieBend eingefroren. Die Auftrennung in der 2. Dimension erfolgte nach Laemmli (s.
Kap. 2.2.3.2), wobei allerdings Gele mit einer Dicke von 1,5 mm verwendet wurden. Fiir eine
anschlieBende Immunoblot-Analyse (s. Kap. 2.2.3.3) wurden zum Vergleich Membranfrakti-
onen mitaufgetrennt. Die anderen 2D-Gele wurden nach verschiedenen unspezifischen Far-
bemethoden gefdrbt, entweder Coomassie-Brillantblau (s. Kap. 2.2.6.1), oder Coomassie-
Colloidalblau oder Silber nach der Methode von Shevchenko et al. (1996; s. Kap. 2.2.7.2).
Bei der Colloidalblau-Fiarbung wurden die Gele 20’ fixiert und anschlieend 2 Tage geférbt
und schlieBlich mit H,O entfarbt.

HP,p 2mM EGTA; 2 mM EDTA, 1 mM DTE, 0,1 mM Na;VO,; 1 mM PMSF
2 wl/ml PIC; 50 mM Tris/HCI, pH 7,4

LP (= Lysispuffer) 9,5 M Harnstoff; 2 % NP-40; 1,6 % Ampholine 5-7; 0,4 % Ampholine 3-10;
5 % B-Mercaptoethanol

2x LP 9,5 M Harnstoff; 4 % NP-40; 3,2 % Ampholine 5-7; 0,8 % Ampholine 3-10;
10 % B-Mercaptoethanol

Aquilibrierungspuffer (AP) 30 % Glycerin; 3 % SDS; 62,5 mM Tris/HCI, pH 6,8

Anodenpuffer 0,01 M H;POy; vor Gebrauch entgasen

Kathodenpuffer 0,02 M NaOH; vor Gebrauch entgasen

Gellosung 9,5 M Harnstoff; 4 % Acrylamidlosung (fiir IEF); 2 % NP-40;

4 % Ampholine 5-7 (Serva, Heidelberg); 1% Ampholine 3-10 (Serva);
0,1 % APS, 0,07 % TEMED; vor Katalysatorzugabe entgasen
Colloidalblau-Fixierer 45 % MeOH; 1 % Essigsdure
Colloidalblau-Féarber 17 % Ammoniumsulfat; 34 % MeOH; 0,5 % Essigséure;
0,1 % Coomassie Blau G-250 (Sigma)

2.2.7.2 Silberfarbung nach Shevchenko et al. (1996)
Die Gele wurden 20’ fixiert und anschlieBend 10’ in 50 % MeOH gewaschen. Nach einem
weiteren Waschschritt (10° in H,O) wurden die Gele eine Minute sensibilisiert, zweimal eine

Minute in H,O gewaschen und 20’ bei 4°C mit der Silbernitratldsung inkubiert. Nach erneu-
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tem zweimaligem Waschen in H,O (je 1°) wurden die Gele entwickelt, bis die Farbung aus-
reichend schien, die Reaktion in 5 % Essigsdure abgestoppt und die Gele schlieBlich in ein-

prozentiger Essigsdure im Dunkeln aufbewahrt.

Fixierer 50 % MeOH; 5 % Essigséure
Sensibilisierungsldsung 0,02 % Natriumthiosulfat

Farber 0,1 % Silbernitrat

Entwickler 2 % Natriumcarbonat; 0,04 % Formaldehyd

2.3 Immunhistologie

Fiir die Immunhistologie wurden Quer- und Tangentialschnitte von Augenbecherpréiparatio-
nen bzw. von isolierten Retinen angefertigt. Fiir einen Vergleich zwischen hell- und dunkel-
adaptierten Retinen wurden die Karpfen vor der Priparation jeweils eine Stunde hell- bzw.
dunkeladaptiert. Die Retina wurde nach dem Entfernen des Glaskorpers im Augenbecher be-
lassen und 2 x 10’ bzw. 2 x 15 in Immunofix (2 % Paraformaldehyd in 0,1 M PB) fixiert.
Nach dreimaligem Waschen fiir je 10’ in 0,1 M PB wurden die Augenbecher in 30 % Sucrose
in 0,1 M PB iiberfiihrt und iiber Nacht bei 4 “C inkubiert. Dann erfolgten die Einbettung in
Kryomatrix (Tissue-Tek, Sakura) und die Schnitte am Gefriermikrotom, die anschlieBend bei
-20 °C eingefroren wurden. Die Schnitte wurden vor Gebrauch auf einer Heizplatte aufgetaut
(15°, 37 °C). Nach dreimaligem Waschen (10’) in PBS wurden die Schnitte blockiert (1 h in
PBS /0,3 % TX-100 und i.d.R. 5 % (max. 10 %) NGS (normal goat serum)) und anschlie-
Bend mit dem priméren Antikorper inkubiert (iiber Nacht; 4 °C). Der primire Antikdrper wur-
de in PBS, 0,3 % TX-100 und 3 % NGS verdiinnt. Lediglich bei der Doppelmarkierung mit
Caldendrin und bei einer Verwendung des sekundidren FITC-konj. anti-Kaninchen-
Antikodrpers wurden Blockierung und Erstantikdrperverdiinnung mit Mausserum durchge-
fiilhrt. Die Spezifitit des RARo-Antikorpers wurde durch eine Priinkubation des Antikorpers
mit dem zur Immunisierung eingesetzten Peptid getestet. Dazu wurde der Antikorper mit ei-
nem 10-fachen UberschuB des Peptids inkubiert (2 h bei RT und Rotation), die Inkubationsld-
sung abzentrifugiert (5°, 3000 Upm) und die Schnitte mit dem Uberstand inkubiert. Nach
erneutem Waschen (3 x 10°) in PBS erfolgte die Inkubation mit dem sekunddren Antikorper
(2 h bei RT). Bei den Doppelmarkierungen wurden Zweitantikdrperlosungen ohne Serum
verwendet, bei den anderen wurden bis zu 2 % NGS addiert. Die Inkubationen der Schnitte
erfolgten im Dunkeln. Es folgten erneut drei Waschschritte (10’ in PBS) und das Eindeckeln
mit 90 % Glycerol, 10 % 0,1 M PB und (aufer bei der Caldendrin-Doppelmarkierung) 2,5%
KI. Die Auswertung erfolgte am konfokalen Laserscanning Mikroskop (Leica TCS SL).
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PB Natriumphosphatpufter (NaH,PO, und Na,HPO,), pH 7,4

Tab. 2-1: Antikorper. H = Histologie, B = Biochemie

Antikorper Spezies Verdiinnung Hersteller
primire Ak
Anti-RXRa Kaninchen 1:100 zur Verfiigung gestellt von Dr. J.J.M. Janssen, Nijmegen, NL
Anti-RXRp Kaninchen 1:100 zur Verfiigung gestellt von Dr. J.J.M. Janssen, Nijmegen, NL
Anti-RXRy Kaninchen 1:100 zur Verfligung gestellt von Dr. J.J.M. Janssen, Nijmegen, NL
Anti-RARa (alt) Kaninchen 1:100 zur Verfligung gestellt von Dr. J.J.M. Janssen, Nijmegen, NL
Anti-RARp Kaninchen 1:100 zur Verfiigung gestellt von Dr. J.J.M. Janssen, Nijmegen, NL
Anti-RARy Kaninchen 1:100 zur Verfiigung gestellt von Dr. J.J.M. Janssen, Nijmegen, NL
Anti-RARa (neu) Kaninchen 1_:100 (H) Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
1:1000 (B)
Anti-FRet 43 Maus 1:1000 zur Verfiigung gestellt von Dr. R. Bremiller, USA
Anti-Caldendrin~ Meerschweinchen 1:2000 zur Verfiigung gestellt von der AG von Prof. Dr. Gundelfinger,
Magdeburg
Anti-GRIP Maus 1:600 Transduction Laboratories, BD, Lexington, USA
sekundiire Ak
FITC anti- ) . S
Kaninchen [eG Esel 1:300 Sigma, Steinheim
Oregon Green
anti-Kaninchen Ziege 1:300 Molecular Probes Europe BV, Leiden, NL
IeG
Alexa 568 anti- . ) .
Kaninchen IgG Ziege 1:300 Molecular Probes Europe BV, Leiden, NL
Alexa 488 anti- Ziege 1:300 Molecular Probes Europe BV, Leiden, NL
Maus IgG
Cy3 anti-
Meerschweinchen Ziege 1:1000 Jackson ImmunoReasearch, Soham, UK
IgG
HRP anti- . . . .
Kaninchen IgG Ziege 1:3000 Bio-Rad, Miinchen
AP anti- Ziege 1:1000 Vector Laboratories, Alexis, Griinber:
Kaninchen IgG & ' ? ? &
biotinylierter anti- Ziege 1:500 Vector Laboratories, Alexis, Griinberg

Kaninchen IgG

2.4 Immuncytochemie

Suspensionen retinaler Zellen wurden aus der isolierten Retina wurden in Anlehnung an Jans-
sen-Bienhold et al. (1993) gewonnen. Es wurden jeweils 200 ul der Zell-Suspension ausplat-
tiert. Nach 1 h wurden die nicht-adhésierten Zellen mit dem Medium abgezogen und Immu-
nofix auf die Objekttriger gegeben. Das Immunofix wurde nach 10’ gewechselt. Die an-
schlieBende Blockierung und der Antikorper-Nachweis erfolgten wie bei den Schnitten (s.

Kap. 2.3).

L-15-Medium L-15 Leibovitz-Medium, Sigma 2,968 g in 200 ml, pH 7,4, O,-begast
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2.5 Elektronenmikroskopie

Die ultrastrukturelle Analyse der Lokalisation der anti-RARa-IR erfolgte mittels verschiede-
ner Methoden. Bei beiden Ansédtzen wurden die Augenbecher eines helladaptierten (1 h) Fi-
sches verwendet und mit 4 % Paraformaldehyd in 0,1 M PB fixiert (2 x 20’ bei RT). Im Fol-
genden unterschieden sich beide Methoden allerdings. In einer Methode wurden die Augen-
becher nach Fixierung gewaschen (3 x 15’ in 0,1 M PB) und die Retinen in 0,1 M PB freipra-
pariert und anschlieBend tiber Nacht bei 4 °C in Gefrierschutz inkubiert (30 % Sucrose in 0,1
M PB). Bei der alternativen Methode wurden die Augenbecher nach erster Fixierung zusétz-
lich in Bicarbonat-Fixierer inkubiert (liber Nacht bei 4 °C), anschliefend in 0,1 M PB gewa-
schen (1 h bei 4 °C) und die Retinen im gleichen Puffer freipripariert. Die Retinen wurden
dann 30’ auf Eis in Natriumborohydrid (1 % in 0,1 M PB) inkubiert, mit 0,1 M PB gewaschen
und in Gefrierschutz inkubiert (30’ in 10 % Sucrose + 5 % Glycerol; 1 h in 15 % Sucrose + 10
% Glycerol und tiber Nacht in 20 % Sucrose + 10 % Glycerol; alle Schritte bei 4 °C). In bei-
den Fiéllen folgten wiederholte Einfrier-Auftau-Zyklen in einem Trockeneis-MeOH-Gemisch
(3 bzw. 2 x 10’). Die Retinen wurden darauthin gesechstelt bzw. geviertelt und in Agar ein-
gebettet. Dann wurden tangentiale (60 pm) bzw. Querschnitte (200 um) am Vibratom ange-
fertigt. Die Schnitte wurden dann (nach einmaligem Waschen (10’ in 0,1 M PB) bei der alter-
nativen Methode) blockiert (1 h bzw. 2 h in 0,1 M PB plus 10 % NGS) mit anti-RARa inku-
biert (1:100 in 0,1 M PB; bei 4 °C iibers Wochenende), gewaschen (3 x 10’ mit 0,1 M PB)
und mit dem biotinylierten anti-Kaninchen IgG-Antikdrper inkubiert (1:500 in 0,1 M PB; bei
4 °C {iber Nacht). Nach erneutem Waschen (3 x 15° mit 0,1 M PB) folgten die Inkubation mit
dem ABC-Kit (Losung A (1:70; tiber Tag) und Losung B (1:70; {iber Nacht)) und erneutes
Waschen (3 x 10’). AnschlieBend wurde die DAB-Reaktion durchgefiihrt (20’ Inkubation mit
der DAB-Losung und 7° bzw. 10’ Inkubation mit der DAB-H,0,-Losung). Die Schnitte wur-
den erneut gewaschen (3 x 10”) und mit EM-Fixierer fixiert (1 h bzw. 1,5 h). Nach erneutem
Waschen (3 x 10°) folgte bei einigen Schnitten eine Intensivierung (7’ bzw. 10’ bei 60 °C mit
Losung I; nach Waschen in H,O, 2’ bei RT mit Losung II und nach abermaligem Waschen in
H,0 erneut 2° bei RT mit Lésung III). SchlieBlich wurden die Schnitte mit Osmiumtetroxid (1
%) inkubiert (1 h bzw. 1,5 h bei 4 °C), gewaschen (3 x 10’, 1x iiber Nacht bei 4 °C), mit einer
Acetonreihe entwéssert (50 %, 70 %, 80 %, 90 % und 2 x 100 %, je 10’), in einem Ace-
ton/Epoxidharz-Gemisch (1:1) inkubiert (3 h bzw. 2 h bei RT) und tiber Nacht bei RT in Epo-
xidharz eingebettet. Nach dem Trimmen der Harzblocke wurden Semidiinnschnitte (0,95 pm)
bzw. Ultradiinnschnitte (~ 95 nm) am Mikrotom (Ultracut E, Reichert-Jung) hergestellt und

am EM ausgewertet.
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VectaStain Elite ABC-Kit Vector Laboratories

DAB-Losung 0,1 % DAB (3,3-Diaminobenzidin) in 0,1 M PB
DAB-H,0,-Lésung 0,1 % DAB (3,3-Diaminobenzidin) in 0,1 M PB + 10 ul / ml H,0,
EM-Fixierer 4 % Paraformaldehyd und 1,6 % Glutaraldehyd in 0,1 M PB
Bicarbonat-Fixierer 4 % Paraformaldehyd in 0,1 M Bicarbonat-Puffer, pH 10,4
Intensivierungslosungen (D 2,6 % Hexamethylentetramin; 0,2 % Silbernitrat; 0,2 % Borax;

(IT) 0,05 % Goldchlorid in H,O und (IIT) 2,5 % Natriumthiosulfat

2.6 Bindungstest

Fiir den Bindungstest wurden die Retinen in BP homogenisiert und anschlieBend subzelluldr
fraktioniert (s. Kap. 2.2.1 und 2.2.2). Der Bindungstest wurde mit cytosolischen und Mem-
branfraktionen durchgefiihrt, wobei die Membranfraktion nach Resuspension in BP nochmals
abzentrifugiert wurde (5°, 1000 Upm, 4 °C). Die markierte RA wurde in EtOH gelost vom
Hersteller geliefert, weitere Verdiinnungen wurden ebenfalls in EtOH vorgenommen. Die
nichtmarkierten RA-Isomere, sowie ROL und RAL wurden in DMSO geldst (100 mM) und
unmittelbar vor jedem Experiment mit EtOH verdiinnt. Phosphatidylserin lag in Chloroform
geldst vor, welches unter Vakuum verdampft und dann durch DMSO ersetzt wurde. PDBu lag
in DMSO geldst vor (10 mM) und wurde ebenfalls mit EtOH verdiinnt. Dopamin wurde zu-
sammen mit Pargylin (20 mM) in BP gelost (100 mM) und auch mit BP verdiinnt. Die EtOH-
Konzentration im Bindungsansatz betrug immer 5 %, lediglich in den Versuchen, bei denen
verschiedene Inhibitoren gleichzeitig getestet wurden, betrug die EtOH-Konzentration 7,5 %.
Die Verdiinnungsschritte der verschiedenen Substanzen, einschlieBlich der ["H]RA, wurden
jeweils durch 3-miniitige ,Beschallung’ im Ultraschallbad komplettiert, aufgrund der geringen
Loslichkeit der Retinoide in wissriger Losung. Die Ansitze, in denen die ["THJRA-Bindung
inhibiert werden sollte, wurden mit den Inhibitoren 10’ priinkubiert und anschliefend mit
[PH]RA inkubiert. Die Inkubation mit ["HJRA und den Inhibitoren erfolgte bei RT in einem
Inkubationsvolumen von 100 pl. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 50 ul eisgekiihlter
Charcoal-Suspension, welche zuvor ein bis zwei Minuten auf dem Magnetriihrer gut durch-
mischt wurde. Die Inkubation erfolgte 10° auf Eis, wobei der Ansatz nach etwa 5’ erneut kurz
gevortext wurde. AnschlieBend erfolgte die Zentrifugation (cytosolische Proben: 5 bei 5000
Upm; Membranproben: 10° bei 1100 Upm). Jeweils 100 pl des Uberstandes wurden darauthin
erneut mit 50 ul der Charcoal-Suspension inkubiert (5 auf Eis) und anschliefend abzentrifu-
giert. Erneut wurden jeweils 100 ul des Uberstandes entnommen und mit 10 ml Lumasafe™
Plus (Lumac-LSC) gemischt. Nach mindestens einer Stunde erfolgte dann die Auswertung am

Szintillator. Zur Bestimmung des Proteinverlusts wéhrend des Bindungstests wurden 0,45 pg
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/ ul Protein mit verschiedenen RA-Konzentrationen bzw. verschiedene Proteinkonzentratio-
nen mit 40 nM RA inkubiert. Nach zweimaliger Inkubation mit der Charcoal-Suspension und
anschlieBender Zentrifugation wurden je nach eingesetzter Proteinmenge entsprechende Ali-
quots entnommen, deren Proteinkonzentration mit der Bestimmungsmethode nach Bradford

(s. Kap. 2.2.2) ermittelt wurde.

BP s. Kap.2.2.3.1
Charcoal-Suspension 1,5 % Norit® A (Serva); 0,15 % Dextran FP70 (Serva); 10 mM KCI

1 mM DTE; 7,75 ml H,0; 50 mM Tris/HCI, pH 7,4
[11,12-*H(N)]-Retinsdure 40,5-56 Ci / mmol; Moravek Biochemicals, Brea, USA (bezogen iiber

Hartmann Analytic, Braunschweig)

2.7 Markierung [’H]RA-bindender Proteine nach Bernstein et al. (1995)

Fiir diese Experimente wurden cytosolische und extrahierte Membranproteine (s. Kap. 2.2.1
und 2.2.2) sowie PGE-Fraktionen (s. Kap. 2.2.6) verwendet, die Homogenisierung erfolgte in
BP. Die Verdiinnungen der RA-Isomere und der Tritium-markierten RA erfolgten wie beim
Bindungstest. Die Inkubation mit [PHIRA erfolgte entweder, nachdem die [PH]RA zunichst in
ein Eppendorf-Reaktionsgefdll gegeben, das EtOH unter Vakuum verdampft und schlielich
der Inkubationsansatz mit dem Protein zugegeben wurde, oder durch Zugabe der in EtOH
gelosten ["HJRA in den Inkubationsansatz, der in jedem Fall 100 pl betrug, wihrend die
[PH]RA-Zielkonzentration 40 nM betrug. Sollte die RA-Bindung durch unmarkierte RA-
Isomere inhibiert werden, wurden zunichst 110 pl Inkubationsansatz mit der entsprechenden
Inhibitorkonzentration priainkubiert, worauthin dann 100 pl bzw. 98 ul in die Inkubation mit
[PH]RA iiberfiihrt wurden. Die finale Proteinkonzentration betrug, auBer im Fall der PGE-
Fraktionen, 1 pg/ pl in 100 pl Ansatz. Eine Priinkubation mit dem RARa-Antikorper (1:150
in BP) erfolgte ebenfalls in einem groferen Volumen (150 pl). Die Priainkubation mit unmar-
kierten Inhibitoren erfolgte 15 - 20’ bei RT, die Prdinkubation mit dem Antikorper erfolgte
zwei Stunden bei RT auf einem Rotor. Die Inkubation mit ["HJRA erfolgte 15° bei RT bzw.
10” bei 37 °C. Nach der Inkubation wurden die Proben auf einer mit Eis gefiillten Glaspetri-
schale 5° mit UV bestrahlt (360 nm; 1250 J / cm?). AnschlieBend erfolgten eine Inkubation
mit eisgekiihltem Aceton (10’ auf Eis) und eine Zentrifugation (5°, 6000 Upm). Der Uber-
stand wurde entfernt, das Pellet unter Vakuum getrocknet und schlieBlich in SDS-
Probenpuffer (1x) resuspendiert (mehrfaches Aufziehen mit der Pipette und 1° Ultraschallbad)
und anschlieBend 5° gekocht. Die Proben wurden dann mittels SDS-PAGE nach Laemmli in

7,5 - 15-prozentigen Gradientengelen aufgetrennt und Coomassie-Brillantblau gefarbt (s. Kap
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2.2.3.2 und 2.2.6.1). Die Gele wurden anschlieBend 30’ in Amplify inkubiert, kurz mit H,O
gespiilt und getrocknet. Fiir den autoradiographischen Nachweis der ["HJRA-bindenden
Proteine wurden Rontgenfilme mehrere Wochen auf den Gelen exponiert und anschlieBend
entwickelt. Einige der Filme wurden mittels eines Laser-Densitometer (Molecular Dynamics)
densitometrisch ausgewertet. Erfolgte der autoradiographische Nachweis von Proteinen auf
Blots, so wurde eine diinne Plastikfolie zwischen Blot und Rontgenfilm platziert, was ent-
sprechend ldngere Expositionszeiten zur Folge hatte. Die Blots wurden zuvor mittels Alkali-
ner Phosphatase-Reaktion gefédrbt. Bei der Alkalinen Phosphatase-Reaktion erfolgten Wasch-
schritte und Antikdrper-Inkubationen im Rahmen der Immunoblot-Analyse mit TBS statt PBS
(vgl. Kap. 2.2.3.3). Der Sekundérantikorper (1:1000) war AP-konjugiert. Die Entwicklung der
Blots (30’ - 45°) wurde mit TBS abgestoppt, woraufhin die Blots luftgetrocknet wurden.

Amplify Amersham Pharmacia

TBS 50 mM Tris/HCI, pH 7,4; 100 mM NaCl

Puffer A 100 mM NacCl; 5 mM MgCl,; 100 mM Tris/HCI, pH 9,5

NBT (nitro blue tetrazolium) 0,6 mg / ml Puffer A

BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate) 0,3 mg / ml Puffer A
PMS (phenazine methosulfate) 2 mg / ml in H,O

AP-Entwickler 2 ml NBT, 2 ml BCIP, 30 ul PMS

2.8 Molekularbiologische Methoden

Kits und Enzyme

BD Smart™ RACE ¢cDNA Amplification Kit BD Biosciences Clontech, Heidelberg
dNTPs Eppendorf, Hamburg

EcoRI Restriktionsendonuklease Invitrogen, Karlsruhe

PCR Clean-Up System Promega, Madison, WI, USA
pGEM®-T Easy Vector Promega, Madison, WI, USA
QIAEX™ Il Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden

Taq DNA-Polymerase Eppendorf, Hamburg

Puffer und Medien

TBE-Puffer 89 mM Borsiure; 20 mM EDTA; 89 mM Tris/HCI, pH 8,2
LB-Medium Roth, Karlsruhe

LB-Agar Gibco BRL, Invitrogen

Ladepuffer

P1-Puffer (Qiagen) 10 mM EDTA ; 50 mM Tris/HCI, pH 8,0 ; + 100 pg / ml RNAse A
P2-Puffer (Qiagen) 200 mM NaOH ; 1 % SDS

P3-Pufer (Qiagen) 2,5 M Kaliumacetat, pH 4,8
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TCM-Puffer (10x) 0,1 M MgCl,, 0,1 M CaCl,; 0,1 M Tris/HCI, pH 7,5

Primer

Alle Primer wurden von MWG-Biotech (Ebersberg) synthetisiert und geliefert

ENO¢ Forward-Primer: 5°- ATG G(AGT)G CCT CCA CTG G(CT)A TC -3’
ENO, Reverse Primer: 5’- AGC TCC A(AG)A GCT TC(AGT) (CT)TG -3’
ENORAR¢ Forward-Primer: 5°- AG(CT) TG(CT) AGC CCC (AT)GC)C CTC -3’
ENORAR, Reverse Primer: 5’- AGA GG(GC) (AT)GG GGC T(AG)C A(AG)C T -3’
Enolase RACE3.1 5’- GCC AGA ACG TGT CAG TCT TGG A(AG)C AGG AG -3’
Enolase RACE3.2.A 5’- AGG AGA AGT ACG GCA AAG ATG CCA CCA ATG -3’

Enoalse 3End 5’-TTC TAC AAG GGT GGC AAG TA -3’

Enolase RACES5.1 5’- GCG CTT GGG GTT GGT CAC (AT)GT GAG GTC -3’

Enolase RACES5.2.A 5’- AGT CAG GGC TGA T(AG)T AAC GGC TGG GGT CA -3’

2.8.1 Polymerasekettenreaktion (PCR) und Agarose-Gelelektrophorese

Die jeweils gewéhlten PCR-Bedingungen richteten sich in der Regel nach den gerade ver-
wendeten Kits und den damit verbundenen Empfehlungen. Fiir die erste Amplifikation eines
Karpfen-cDNA-Abschnitts, der fiir eine Enolase-Teilsequenz kodieren sollte, wurde zunéchst
mittels eines Temperaturgradienten die optimale Hybridisierungstemperatur ermittelt, die
schlieBlich bei 61 °C lag. Entsprechend wurden die PCR-Bedingungen fiir den ersten Ampli-
fikationsschritt gewéhlt (vorab: 3’ 94 °C; dann 40 Zyklen: 30>* 94 °C; 30°” 61 °C und 1’ 72
°C; schlieBlich: 2° 72 °C). Die Karpfen-cDNA wurde dabei von Dr. P. Dirks zur Verfiigung
gestellt. Als Primerpaar wurden ENOf und ENO, verwendet. Die PCR-Reaktionen wurden
fast ausnahmslos in einem Mastercycler (Eppendorf) durchgefiihrt. Die Auftrennung der
PCR-Produkte erfolgte in TBE-Puffer (1x) mit ein- bzw. zweiprozentigen Agarosegelen in
einer horizontalen Elektrophoresekammer (Agagel Midi (Wide), Biometra) bei ~ 100 V. Die
Proben wurden dazu mit einem Ladepuffer verdiinnt (1:6). Als Marker diente eine Basenpaar-
leiter, die Visualisierung der Banden erfolgte mit Ethidiumbromid (1 pg / ml in TBE-Puffer
(1x); 30’ bei RT). Das Ausschneiden von Banden erfolgte unter UV-Licht. Die Elution des
ersten Amplikons erfolgte nach dem QIAEX II-Extraktionsprotokoll. Die anschlieBende Se-
quenzierung wurde, wie alle folgenden, bei SEQLAB (Gottingen) durchgefiihrt.

2.8.2 3’-RACE (rapid amplification of cDNA ends)-PCR

Die 3’-RACE-PCR wurde auf der Grundlage der Sequenz des ersten Amplikons nach dem
BD Smart RACE cDNA-Amplifikationsprotokoll mit dem entsprechenden Kit durchgefiihrt.
Dabei wurde eine verschachtelte PCR mit den Primern Enolase RACE3.1 (erste PCR) und
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Enolase RACE3.2.A (verschachtelte PCR) durchgefiihrt. Das erhaltene Amplikon wurde
nach dem PCR Clean-Up System-Protokoll (Promega) mit dem entsprechenden Kit aufgerei-
nigt. Nach einer Bestimmung der optischen Dichte (O.D.) wurde 1 pl des aufgereinigten
Amplikons verwendet, um das Amplikon nach dem zugehérigen Protokoll in den pGEM®-T
Easy Vector (Promega) mittels des entsprechenden Kits zu klonieren ({iber Nacht bei 4 °C).
Anschlielend erfolgte die Transformation in elektrokompetente Zellen (E. coli IM 109; zur
Verfligung gestellt von Dr. P. Dirks). 50 pl eisgekiihlte J]M 109-Zellen wurden mit 1 ml Liga-
tionsmix 5’ auf Eis in einem Elektroporationsgefa3 (Elektrodenabstand 0,2 cm) inkubiert und
dann elektroporiert (2,5 kV; 200 Ohm, 25 pF), worauthin umgehend vorgewidrmtes LB-
Medium (37 °C) zugegeben wurde. Nach einer Inkubation auf einem Riittler (1 h, 37 °C) folg-
te eine Zentrifugation (3000 Upm, 5°), woraufhin der Uberstand bis auf etwa 100 pl entnom-
men und das Sediment im restlichen Uberstand resuspendiert wurde. Die Suspension wurde in
unterschiedlichen Mengen auf Selektionsplatten (LB-Agar mit 100 mg / ml Ampicillin, 100
mg / ml IPTG und 40 mg / ml X-Gal) ausgestrichen, die vor dem Gebrauch nochmals mit X-
Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galactopyranosid) und IPTG (Isopropylthiogalactosid)
bestrichen wurden, und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Von den zahlreichen gewachsenen
Kolonien wurden 20 ausgewihlt und in flissiges LB-A-Medium (5 ml) liberimpft und {iber
Nacht bei 37 °C auf einem Riittler inkubiert. Nach Entfernen eines Aliquots (100 pl) wurden
aus jeder Probe die Plasmide mittels einer Plasmid-Minipraparation isoliert. Dazu wurden die
Proben zentrifugiert (5°, 11000 Upm) und das jeweilige Sediment in 300 pl P1-Puffer gelost.
Dann wurden 200 pl P2-Puffer addiert und nach 5-miniitiger Inkubation 300 pl P3-Puffer
zugegeben. Nach einer weiteren Inkubation (30°, 4 °C) wurden die Ansétze zentrifugiert (15°,
4 °C, 14000 Upm), die Uberstiinde mit Isopropanol versetzt und eine Stunde bei -70 °C inku-
biert. Nach erneuter Zentrifugation (15°, 4 °C, 14000 Upm) wurden die Sedimente jeweils in
1 ml EtOH (70 %) suspendiert und wieder zentrifugiert (10°, 4 °C, 14000 Upm). Die Sedi-
mente wurden bei 37 °C getrocknet und schlieBlich in 40 ul H>O aufgenommen. Nach einer
Restriktionskontrolle mit EcoRI wurden zwei Klone fiir eine Sequenzierung ausgewéhlt. Da-
zu wurden von den Aliquots, die vor der Plasmid-Isolierung entnommen wurden, mehrere
Proben der beiden Klone auf LB-A-Medium iiberimpft. Die anschlieende Plasmid-Isolierung
und Restriktionsanalyse zeigte, da3 nicht alle Proben das Plasmid enthielten. Daher wurde mit
den beiden Plasmiden, die aus den ausgewéihlten Klonen isoliert wurden, eine chemische
Transformation durchgefiihrt. Dabei wurden je 1 ul Plasmid mit 20 ul TCM-Puffer (10x) und
54 pl H,O 5’ auf Eis inkubiert und anschlieBend 125 pl eisgekiihlte kompetente Zellen (E.
coli IM 109) addiert. Nach 40-miniitiger Inkubation auf Eis erfolgte der Hitzeschock (2’ bei
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42 °C), worauthin die Ansidtze jeweils in 1 ml LB-A-Medium iiberfiihrt wurden. Nach der
Inkubation im LB-A-Medium (40’ bei 37 °C auf einem Riittler) wurden die beiden Ansitze
auf je einer Platte ausplattiert. Die weitere Vorgehensweise entsprach der, die im Anschluf3 an

die elektrische Transformation erfolgte.

2.8.3 5-RACE-PCR

Die 5’-RACE-PCR wurde auf der Grundlage der Sequenz, die mit der 3’-RACE-PCR erhal-
ten wurde, ebenfalls nach dem BD Smart RACE cDNA-Amplifikationsprotokoll mit dem
entsprechenden Kit durchgefiihrt. Das auf die verschachtelte PCR folgende Vorgehen ent-
sprach dem vorherigen (s. Kap. 2.8.2), allerdings war hier keine chemische Transformation

notwendig.
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3 Ergebnisse

3.1 Lokalisation RARa-immunoreaktiver Proteine in der Karpfenretina

Die Untersuchung des Vorkommens und der Verteilung RAR-dhnlicher Proteine in der
Fischretina erfolgte sowohl auf immunbiochemischer Ebene mittels Immunoblotting als auch
auf immunhistochemischer und immuncytochemischer Ebene bis hin zur ultrastrukturellen
Lokalisation. Da die physiologischen Befunde, die den Ausgangspunkt fiir diese Arbeit bilde-
ten, speziell auf einen Einflu von RA auf die Horizontalzell-Physiologie hinwiesen, bildete
die Analyse von RAR-dhnlichen Proteinen auf Horizontalzellebene, also in der OPL und in

der INL, den Schwerpunkt dieser Untersuchungen.

3.1.1 RARo-immunoreaktive Proteine in verschiedenen retinalen Fraktionen

Der Nachweis RA-Rezeptor-dhnlicher Proteine in der Karpfenretina mittels Immunoblotting
wurde mit einem Antikérper durchgefiihrt, der spezifisch gegen die carboxyterminale Domaé-
ne vom RARa 1 des Menschen gerichtet war. Nach Prdinkubation mit dem zur Immunisierung
eingesetzten Peptid wurden von dem Antikdrper keine immunoreaktiven Komponenten auf
dem Blot erkannt, so daB3 die Spezifitit des Antikdrpers gewéhrleistet war. Abbildung 3-1
zeigt die Verteilung der anti-RARa1-immunoreaktiven Proteine in verschiedenen Fraktionen
der Karpfenretina. In einer Kernfraktion des Rattenhirns, in welchem die mRNA des Kernre-
zeptors RARa exprimiert wird (Zetterstrom et al., 1999), erkannte der RARa-Antikdrper vor
allem ein Protein mit einem M, von etwa 58 kDa, daneben wurde auch in geringerem Umfang
eine etwa 61 kDa-Komponente vom Antikorper erkannt. Beide stellen vermutlich verschiede-
ne Subtypen des Kernrezeptors RARa der Ratte dar. In diesem M,-Bereich erkennt der Anti-
korper auch einen in HeLa-Zellen exprimierten RARa (Herstellerangaben). Eine 58 kDa- und
eine 61 kDa-Komponente wurden von dem Antikorper auch in der Kern- und der Membran-
fraktion der Karpfenretina detektiert, allerdings waren beide Signale hier nur sehr schwach.
Dagegen erkannte der Antikorper in der Karpfenretina drei immunoreaktive Proteine im M,-
Bereich von etwa 40, 43 und 46 kDa, die weder in der Kernfraktion des Rattenhirns noch in
den Retinen von Ratte bzw. Maus (Abb. 3-2) nachgewiesen werden konnten. Alle drei Protei-
ne waren in der Membranfraktion angereichert und im Cytosol gar nicht (46 kDa) bzw. nur in
schwachem Ausmal enthalten. Auch die immunoreaktiven Signale in der Kernfraktion waren
sehr viel schwicher als in der Membranfraktion. Sowohl die 43 kDa- als auch die 46 kDa-

Komponente waren in Fraktionen angereichert, die ihrerseits mit Horizontalzellen angerei-
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chert waren, und lieBen sich mit 0,1 % Triton X-100 (TX-100) aus den Membranen extrahie-
ren. Dies deutet darauf hin, dal} es sich bei den anti-RARo-immunoreaktiven 43 kDa- und 46
kDa-Proteinen um Membranproteine handelt, die z.T. oder sogar ausschlieBlich in Horizon-

talzellen der Karpfenretina exprimiert werden.
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Abb. 3-1: Anti-RARa-IR in verschiedenen Fraktionen des Rattenhirns und der Karpfenretina. Die Expression
RARa-dhnlicher Proteine in verschiedenen retinalen Fraktionen (R) des Karpfens (Ka) sowie Gehirnfraktionen
(G) der Ratte (Ra) wurden mittels Immunoblotting untersucht. In der Kernfraktion (N) des Rattenhirns zeigt eine
58 kDa-Komponente die stirkste anti-RARa-IR (Pfeilspitze). Im Totalhomogenat (TH) der Karpfenretina er-
kennt der RARa-Antikorper drei zusitzliche Proteine im M,-Bereich von 40, 43 und 46 kDa (Pfeile). Das 43
kDa- und das 46 kDa-Protein sind sowohl in der Membranfraktion als auch in einer Horizontalzellfraktion (HC)
sowie in einer mit TX-100 extrahierten (ex) Membranfraktion angereichert, wiahrend alle drei Proteine im Cyto-
sol (C) und in der Kernfraktion nur in geringem Umfang enthalten sind. Die drei Balken links représentieren die

Positionen von M,-Markerproteinen (36, 45 und 66 kDa).

- Abb. 3-2: Anti-RARo-IR in retinalen
Fraktionen verschiedener Spezies. Die
66 — Expression RARa-ir Proteine wurde in den

m - Retinen von Maus (Ma), Ratte (Ra) und

Karpfen (Ka) mittels Immunoblotting

analysiert. Sowohl in den

45 — ) Totalh: ten (TH) der Ratt d
otalhomogenaten (TH) der Ratten- un

~®—  der Mausretina als auch in der

36 — Membranfraktion (M) der Mausretina

bildet das 58 kDa-Protein (Pfeilspitze) die

TH Ma M Ma TH Ra M Ka hauptsachliche immunoreaktive

Komponente, wihrend in der

Membranfraktion der Karpfenretina die drei Proteine im M;-Bereich von 40 - 46 kDa die Hauptkomponenten

bilden (Pfeile). Die drei Balken représentieren die Positionen der jeweiligen Markerproteine.
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3.1.2 Lokalisation der RARa-immunoreaktiven Proteine in der Karpfenretina

Die Lokalisation von Retinoidrezeptor-dhnlichen Proteinen in Querschnitten der Karpfenreti-
na mittels Immunhistochemie wurde mit Antikdrpern durchgefiihrt, die jeweils spezifisch
gegen eine der RAR- bzw. RXR-Isoformen o, [ und y gerichtet waren. Wahrend mit dem
RARp- und dem RARy-Antikorper keine immunoreaktiven Komponenten detektiert werden
konnten, wurden mit dem RXRa-Antikorper vereinzelt Zellen in der INL markiert, bei denen
es sich moglicherweise um Amakrinzellen handelte. Eine schwache Markierung einzelner
Zellen in der proximalen INL und der GCL wurde auch mit dem RXRy-Antikdrper beobach-
tet, wihrend durch den RXR[-Antikdrper vereinzelt Photorezeptor-Aullensegmente markiert
wurden (nicht gezeigt). Auch mit dem RARo-Antikorper wurden vereinzelt Photorezeptor-

AuBensegmente markiert (vgl. Abb. 3-3 C). Desweiteren markierte der RARo-Antikorper vor

allem Horizontalzellen im Bereich der distalen INL und punktuelle Strukturen in der OPL

(Abb. 3-3 B und C).

Abb. 3-3: Anti-RARa-IR im Querschnitt der Karpfenretina. Retinaquerschnitte wurden mit unterschiedlichen
Verdiinnungen des RARa-Antikorpers inkubiert. (A) In der Kontrolle wurde der primére Antikérper mit dem
zur Immunisierung eingesetzten Peptid priinkubiert. (B) Schon in einer Verdiinnung von 1:200 kann ein deutli-
ches punktiertes IR-Muster in der OPL beobachtet werden (Pfeile). (C) Bei einer Verdiinnung von 1:100 werden

auch deutlich Horizontalzellen in der distalen INL markiert (Pfeilspitzen). Balken £ 25 pm.

Das anti-RARa-Immunoreaktivititsmuster in der OPL und der distalen INL war abhéngig
vom Vorhandensein von TX-100 im Inkubationsansatz (Abb. 3-4). In Gegenwart von 0,3 %
TX-100 trat das punktuelle Immunoreaktivitdtsmuster in der OPL deutlicher hervor, wéhrend

die Horizontalzellen kaum noch bzw. gar nicht mehr markiert wurden (Abb. 3-4 B2). In Ab-
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wesenheit von TX-100 war die Markierung der Horizontalzellen intensiver, wéhrend nur noch

vereinzelt kleine Punkte in der OPL markiert wurden (Abb. 3-4 A2).

Abb. 3-4: TX-100-Abhédngigkeit des anti-RARa-Immunoreaktivitdtsmusters im Querschnitt der Karpfenretina.
Retinaquerschnitte wurden in Abwesenheit (Al, A2) bzw. in Gegenwart (B1, B2) von TX-100 mit dem RARa-
Antikorper inkubiert (A2, B2). In den Kontrollen (A1, B1) wurde der primire Antikdrper weggelassen. In Ge-
genwart von TX-100 ist die Markierung in der OPL (B2, Pfeile) intensiver, wiahrend die Horizontalzellen nur
noch schwach bis gar nicht markiert sind. In Abwesenheit von TX-100 sind vor allem die Horizontalzellen mar-

kiert (A2, Pfeilspitzen). Balken £ 25 um.

Die Synapsen, die die Dendriten der Horizontalzellen mit den Photorezeptoren ausbilden, sind
innerhalb der Photorezeptorterminalien, den sog. Pedicles und Spherules, lokalisiert. Um eine
genauere Lokalisation des immunoreaktiven Signals in der OPL vornehmen zu kénnen, wur-
den Doppelmarkierungen mit Anti-RARo und Anti-FRet 43 durchgefiihrt. Anti-FRet 43 mar-
kiert rot- und griinsensitive Einzel- und Doppelzapfen (Larison & Bremiller, 1990). Sowohl
im Querschnitt als auch im Tangentialschnitt umhiillten die anti-FRet 43-Markierungen die
anti-RARa-Markierungen, die innerhalb der Zapfenterminalien, den Pedicles, lagen (Abb. 3-
5 und 3-6). Dies deutet darauf hin, da3 das anti-RARa-immunoreaktive Signal in der OPL in

den Dendriten von Horizontalzellen lokalisiert ist, die in die Pedicles invaginieren.

Um das anti-RARa-Signal einzelnen Zelltypen zuordnen zu kdnnen, wurden retinale Zellen
durch chemische und mechanische Dissoziation gewonnen und anschliefend mit dem RARa-
Antikorper inkubiert. Dissoziierte Horizontalzellen zeigten vor allem an den dendritischen
Endigungen und um den Kern herum ein starkes immunoreaktives Signal, aber auch der Rest
der Horizontalzelloberfliche war mit kleinen immunoreaktiven Punkten {ibersédt (Abb. 3-7).
Dieser Befund bestitigte den immunbiochemischen Befund, der ein starkes anti-RARa-

immunoreaktives Signal in angereicherten HC-Fraktionen zeigte (vgl. Abb. 3-1).
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Abb. 3-5: Anti-FRet 43- und anti-RARa-Doppelmarkierung im Querschnitt der Karpfenretina. Ein Retina-
querschnitt wurde mit Antikdrpern gegen FRet 43 und RAR« inkubiert. (C2) Die Uberlagerung der anti-FRet
43-1R (A) und der anti-RARa-IR (B) deutet eine Lokalisation der anti-RARa-IR in der OPL innerhalb der Pe-

dicles an (Pfeile). (C1) In der Kontrolle wurden die primédren Antikdrper weggelassen. Balken £ 15 um.

Abb. 3-6: Anti-FRet 43- und anti-RARa-Doppelmarkierung im Tangentialschnitt der Karpfenretina. Ein Tan-
gentialschnitt im Bereich der OPL wurde wie in Abb. 3-5 mit Anti-FRet 43 und Anti-RARa inkubiert. (C) Die
Uberlagerung der anti-FRet 43-IR (A) und der anti-RARo-IR (B) zeigt auch hier, daB die anti-RARo-IR in der
OPL innerhalb der Pedicles (Pfeile) lokalisiert ist. (D) Auch hier wurden in der Kontrolle die primiren Antikor-

per weggelassen. Balken £ 10 pm.

Einzelne griin- bzw. rotsensitive Zapfen und Doppelzapfen zeigten vor allem im Bereich der
AuBlensegmente, seltener im Bereich der Innensegmente, und im dufBersten Bereich der Ter-
minalien ein anti-RARa-immunoreaktives Signal (Abb. 3-7). Die anti-RARa-IR im Bereich
der Pedicles stammt mdglicherweise von Horizontalzelldendriten, die wihrend des Dissozia-

tionsprozesses von ihren Zellen abreiflen. Dissoziierte Bipolarzellen zeigten kein anti-RARa-
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immunoreaktives Signal (nicht gezeigt). Auch eine Doppelmarkierung mit Anti-RARa und
Anti-Caldendrin deutete auf die Lokalisation des anti-RARa-immunoreaktiven Signals in den
Pedicles hin (Abb. 3-8). Caldendrin ist ein Ca*"-bindendes Protein, welches in der Karpfenre-
tina u.a. in den terminalen Dendriten der Horizontalzellen lokalisiert ist (Schultz et al., 2004).
Die Doppelmarkierung zeigte, daB3 das anti-RARa-immunoreaktive Signal in der OPL auch

von dem anti-Caldendrin-immunoreaktiven Signal umhiillt wurde (vgl. Abb. 3-8 B).

Abb. 3-7: Anti-RARa-IR in
dissoziierten Zellen der
Karpfenretina. Dissoziierte
Zellen der Karpfenretina wurden
nur mit anti-RARa- bzw. mit
anti-FRet 43- und anti-RARa-
Antikérpern inkubiert.
Dissoziierte Horizontalzellen (A,
B) sind besonders intensiv an
den Spitzen der Dendriten
(Pfeilkopfe) und um den Kern
herum (Stern) markiert. Dissozi-
ierte Zapfen bzw. Doppelzapfen
(C, D) werden am deutlichsten
an den Auflensegmenten und im
duBersten Bereich der Pedicles

(Pfeilspitze) markiert. Balken £

15 pm.

Eine genaue Zuordnung der anti-RARa-IR zu bestimmten Horizontalzelltypen ist mittels
dissoziierter Zellen nicht exakt moglich. Um diesbeziiglich weitere Hinweise zu erhalten,
wurde eine Doppelmarkierung von Retinaquerschnitten mit RARa- und GRIP-Antikérpern
durchgefiihrt. GRIP ist ein Protein, das in der Karpfenretina nur in Stibchen-Horizontalzellen
(H4) exprimiert wird (Garms, 2003). Die Doppelmarkierung mit beiden Antikérpern ergab
keine Kolokalisation von RARa-dhnlichen Proteinen und GRIP (Abb. 3-9). Die beiden im-
munoreaktiven Signale in der OPL zeigten im Gegenteil eine deutliche raumliche Trennung,
was darauf schlieBen 148t, dal das bzw. die RARa-dhnliche(n) Protein(e) nicht in H4-Zellen

exprimiert wird bzw. werden.
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Abb. 3-8: Anti-RARa- und anti-

Caldendrin-Doppelmarkierung
im Querschnitt der Karpfenreti-
na. (A) Eine Uberlagerung der
immunoreaktiven Signale ergibt,
dafl das RARa-Signal (griin) in
der OPL von der Caldendrin-
Markierung (rot) umhiillt wird
(Pfeile). (B) VergroBerter Aus-
schnitt von (A). Balken £ 15

pm.

Abb. 3-9: Anti-RARa- und anti-GRIP-Doppelmarkierung im Querschnitt der Karpfenretina. (A), (B) Quer-

schnitte der Retina wurde mit Antikérpern gegen RARo und GRIP inkubiert. Die Uberlagerung des anti-GRIP-ir

Signals (griin, senkrechte Pfeile) mit dem anti-RARao-ir Signal (rot, schrige Pfeile) zeigt, dal die beiden Signale

in der OPL nicht kolokalisiert sind. Mit dem GRIP-Antikérper werden auch einzelne H4-Zellen (Pfeilspitzen)

markiert. Balken £ 25 um (A) bzw. 15 um (B).

Auf ultrastruktureller Ebene lieferte eine elektronenmikroskopische Analyse weitere Hinwei-

se flir die These, daB3 die bzw. eine anti-RARoa-immunoreaktive Komponente in den Dendri-
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ten von Zapfen-Horizontalzellen lokalisiert ist (Abb. 3-10 und 3-11). In Quer- und Tangenti-
alschnitten von Photorezeptorterminalien wurden mit dem RARa-Antikérper vor allem zent-
rale Strukturen in den distalen Bereichen der Pedicles markiert, bei denen es sich sehr wahr-
scheinlich um in die Pedicles invaginierende Horizontalzelldendriten handelt. Etwas seltener
wurden auch laterale Dendriten der Horizontalzellen in direkter Nachbarschaft zu den Ribbon-
Synapsen markiert (Abb. 3-10). In einem Querschnitt durch die OPL war deutlich zu erken-
nen, dal} lediglich Strukturen in den Pedicles durch den Antikérper markiert wurden, wéhrend
in den Spherules keinerlei Markierungen beobachtet wurden. Auch auf elektronenmikroskopi-
scher Ebene markierte der RARa-Antikorper sowohl einzelne Zapfenterminalien als auch die
Endigungen von Doppelzapfen (Abb. 3-11). Die anti-RARo-Immunoreaktivitét in der OPL ist

also sehr wahrscheinlich auf die Dendriten der Zapfen-Horizontalzellen beschréinkt.

Abb. 3-10: Ultrastrukturelle Lokalisation der anti-RARa-IR in den Pedicles. Die elektronenmikroskopischen
Aufnahmen eines Querschnittes (C) bzw. eines Tangentialschnittes (B) zeigen, daB3 vor allem invaginierende
HC-Dendriten im distalen Bereich der Pedicles markiert werden (Pfeile). Seltener werden auch laterale HC-
Dendriten nahe den Ribbons markiert (C, Pfeilspitze). (A) Kontrolle, Tangentialschnitt, in dem der RARa-

Antikorper weggelassen wurde. Balken £ 0,5 pm.
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Liges

Abb. 3-11: Ultrastrukturelle Lokalisation der anti-RARa-IR in der OPL. (A) Die anti-RARa-IR in der OPL ist
auf Strukturen in den Pedicles (*) beschrinkt. (B) In den Spherules (#) sind keine Markierungen nachzuweisen.
(D) Im Vergleich zur Kontrolle (C) sind die in die Pedicles invaginierenden HC-Dendriten deutlich markiert
(Pfeile). (E1) Markierungen im Bereich der Ribbons sind auf die HC-Dendriten beschrankt (in E2 vergroBert
dargestellt). Balken: A £ 1 um; B - E2 £ 0,5 um.
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3.1.3 Lichtabhingige Modulation der anti-RARo-Immunoreaktivitiit

Um festzustellen, ob die RARao-ir Proteine in der Karpfenretina lichtabhéngigen Verdnderun-
gen unterworfen sind, wurden sowohl Querschnitte hell- bzw. dunkeladaptierter Karpfenreti-
nen immunhistologisch als auch subzelluldre Fraktionen unterschiedlich adaptierter Retinen
immunbiochemisch untersucht. Weder das 43 kDa- noch das 46 kDa-Protein zeigten in der
Membranfraktion nach den unterschiedlichen Adaptationsbedingungen Unterschiede in der
Immunoreaktivitit (Abb. 3-12 A). Dagegen konnte die 40 kDa-Komponente in der Membran-
fraktion der helladaptierten Retina im Vergleich zur dunkeladaptierten kaum noch detektiert
werden. In der cytosolischen Fraktion zeigte das 40 kDa-Protein keine Unterschiede. Da die
Inkubation einer Membranfraktion mit Alkaliner Phosphatase zu einer Verstirkung des 40
kDa-Signals fiihrte (Abb. 3-12 B), konnte der Verlust dieses Signals in der helladaptierten
Retina mit einer Phosphorylierung im Bereich des vom Antikdrper erkannten Epitops dieses

Proteins erklart werden.

A B

B mw c— —

-

36 —

MCo Mink MAP

Abb. 3-12: Einfluf} unterschiedlicher Lichtadaptationsbedingungen und von Alkaliner Phosphatase auf die anti-
RARo-IR in retinalen Fraktionen. (A) Der Einfluf einer Hell- (H) bzw. Dunkeladaptation (D) auf die anti-
RARa-IR von cytosolischen (C) und Membranproteinen (M) wurde mittels eines Immunoblots untersucht. (B)
Der Einflul von Alkaliner Phosphatase (AP) auf die anti-RARa-IR von Membranproteinen wurde ebenfalls
mittels Immunoblotting analysiert. Eine Kontrolle (Co) blieb unbehandelt wiahrend eine weitere (ink) ohne AP
inkubiert wurde. Eine Helladaptation fithrt zum Verlust des 40 kDa-Signals (Pfeil), welches wiederum durch

Inkubation mit AP intensiviert wird. Die beiden Balken reprisentieren die jeweiligen Markerproteine.

Wie im Immunoblot zeigten sich auch im Querschnitt der Karpfenretina kaum Anderungen
der anti-RARa-IR zwischen hell- und dunkeladaptierten Retinen. Wihrend im Immunoblot
eine Helladaptation mit dem Verlust eines immunoreaktiven Signals, der 40 kDa-Bande, ein-
herging, schien in der helladaptierten mit TX-100 inkubierten Retina im Vergleich zur dun-
keladaptierten die anti-RARo-IR in der OPL leicht verstirkt zu sein (vgl. Abb. 3-13 A und
C). Dieser Effekt war allerdings nur sehr schwach und nur in einigen Schnitten zu beobach-

ten. Daneben fiel lediglich noch das Fehlen der anti-RARa-IR in den Photorezeptoren in der
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dunkeladaptierten ohne TX-100 inkubierten Retina auf (Abb. 3-13 B). Der Adaptationszu-
stand der Retina scheint demnach keinen oder nur einen untergeordneten EinfluB auf die

RARa-immunoreaktiven Proteine in der Karpfenretina auszuiiben.

Abb. 3-13: Auswirkungen des

A

Lichtadaptationszustands  auf
die anti-RARa-IR im
Querschnitt der Karpfenretina.
Querschnitte von dunkel- (A,
B) bzw. helladaptierten (C, D)
Retinen wurden in Gegenwart
(A, C) bzw. Abwesenheit (B,
D) von TX-100 mit dem
Antikorper  inkubiert.  Der
Adaptationszustand hat keinen
Einflu} auf die anti-RARa-IR.
Balken £ 25 pm.

3.2 [3 H]RA-Bindungstest

Bei dem zunichst durchgefiihrten Charcoal-Test wurden die verschiedenen retinalen Fraktio-
nen nach der Inkubation mit [’H]RA nur einmal mit der Dextran/Charcoal-Suspension inku-
biert. Die beobachtete RA-Bindung zeigte dabei im ["HJRA-Konzentrationsbereich von 2 - 50
nM keine bzw. kaum Anzeichen von Sittigung. Anders verhielt es sich, wenn die Inkubation
mit der aktivierten Holzkohle wiederholt wurde. In dem Fall konnte sowohl fiir cytosolische
als auch fiir Membranproteine eine Sittigung der ["H]RA-Bindung beobachtet werden. Der
Anteil an unspezifischer Bindung betrug dabei fiir cytosolische Proteine weniger als 10 %,
wihrend er fiir Membranproteine zwar stirker schwankte aber nicht mehr als 50 % betrug.
Die doppelte Inkubation mit der Charcoal-Suspension und die jeweils folgenden Zentrifuga-

tionen machten es notwendig, den Proteinverlust wihrend des Tests zu bestimmen. Die Be-
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stimmung des Proteinverlustes mittels der Proteinnachweismethode nach Bradford (1976)
ergab, dal} bei einer Proteinausgangskonzentration von 0,45 pg / ul der Proteinverlust sowohl
in der cytosolischen als auch in der Membranfraktion unabhédngig von der verwendeten RA-
Konzentration (2 nM bis 1 uM) war. Bei einer RA-Konzentration von 40 nM nahm der Prote-
inverlust in beiden Fraktionen linear mit der eingesetzten Proteinmenge zu. Es zeigte sich
dabei, daB3 erst ab einer Proteinausgangskonzentration von 0,2 pg / pl genug Protein fiir eine
anschlieBende Szintillationsmessung im Ansatz verblieb. Der Proteinverlust im Konzentrati-
onsbereich von 20 - 100 pg / pl entsprach dabei in etwa der Formel y = 0,685x + 5,6827, wo-

bei y den Proteinverlust bei der Ausgangskonzentration x darstellt.

Ein wichtiges Kriterium bei der Charakterisierung der Bindung eines Liganden an seinen Re-
zeptor besteht in dem Zusammenhang zwischen eingesetzter Rezeptorkonzentration und der
resultierenden Ligandenbindung. Hier sollte im Normalfall eine lineare Zunahme der Ligan-
denbindung bei steigender Rezeptorkonzentration beobachtet werden. Sowohl in der cytosoli-
schen als auch in der Membranfraktion ergab sich ein linearer Zusammenhang zwischen der
[PH]JRA-Bindung und der eingesetzten Proteinmenge im Konzentrationsbereich von 0,2 - 1,0
ug / pl (Abb. 3-14). Die ["H]JRA-Konzentration betrug dabei 40 nM und die Inkubationszeit
60 Minuten.
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Abb. 3-14: Abhingigkeit der [’H]RA-Bindung von der Rezeptorkonzentration. Sowohl in der cytosolischen
(links) als auch in der Membranfraktion (rechts) ergibt sich ein linearer Zusammenhang zwischen der [’H]RA-

Bindung und der Proteinkonzentration.

Ein weiteres wichtiges Kriterium besteht in dem Zusammenhang zwischen der Ligandenbin-

dung und der Inkubationszeit. Um die Zeitabhingigkeit der [’H]RA-Bindung an cytosolische
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und Membranbindungsstellen zu analysieren, wurden jeweils 0,4 pg/ul der entsprechenden
Fraktionen mit 40 nM [H]JRA bei unterschiedlichen Inkubationszeiten (2 - 300 Minuten)
inkubiert. Dabei zeigte sich, daf die [’H]RA-Bindung in dem untersuchten Inkubationszeit-
raum unabhéngig von der Inkubationszeit war (Abb. 3-15). In den anschlieBenden Versuchen
wurden daher Proteinkonzentrationen von 0,40 bzw. 0,45 pg/ul und Inkubationszeiten von 60

bzw. 90 Minuten gewdhlt.
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Abb. 3-15: Zeitabhingigkeit der ["TH]JRA-Bindung an cytosolische und Membranproteine. Sowohl in der cytoso-
lischen (links) als auch in der Membranfraktion (rechts) ist die [’"HJRA-Bindung unabhingig von der Inkubati-

onszeit fiir Inkubationszeitraume von 2 bis 300 Minuten.

3.2.1 Dissoziationskonstanten (Kp) der [3H]RA-Bindung

Zur Bestimmung der Kp-Werte der ["HJRA-Bindung an cytosolische bzw. Membranbin-
dungsstellen wurden die entsprechenden Fraktionen mit steigenden ["HJRA-Konzentrationen
inkubiert. Abbildung 3-16 zeigt das Ergebnis eines reprisentativen Experiments zur Bestim-
mung des Kp-Wertes der ["TH]JRA-Bindung an cytosolische Bindungsstellen. Die Auswertung
aller Versuche (n = 3) mittels Scatchard Plots ergab einen Kp-Wert von ca. 12,7 nM (+ 0,9
nM) und eine Anzahl an Bindungsstellen By.x von 21,5 pmol / mg (+ 4,5 pmol / mg). Die
jeweils durchgefiihrten Hill Plots ergaben einen Hill-Koeffizienten von 0,99 (£ 0,03), was auf
nichtinteragierende Bindungsstellen hindeutet. Fiir die [’HJRA-Bindung an Membranbin-
dungsstellen (Abb. 3-17) ergab die Auswertung aller Versuche (n = 4) eine Dissoziati-
onskonstante Kp von 35,8 nM (£ 7,4 nM) und eine Anzahl an Bindungsstellen By,.x von 6,5

pmol / mg (£ 0,8 pmol / mg) sowie einen Hill-Koeffizienten von 0,96 (£ 0,03). Demnach
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enthilt die Membranfraktion der Karpfenretina ebenfalls eine homogene Rezeptorpopulation

mit nichtinteragierenden Bindungsstellen und einer relativ hohen Affinitit zu ihrem Liganden.
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Abb. 3-16: Bestimmung der Dissoziationskonstanten fiir die [’lH]JRA-Bindung an cytosolische Bindungsstellen.
Cytosolische Proteine wurden mit steigenden [*H]RA-Konzentrationen inkubiert. Dargestellt sind die MeBwerte
eines reprisentativen Experiments. Der Einschub zeigt den Scatchard Plot dieser MeB3werte, B = Menge der

spezifisch gebundenen ["H]RA, F = Konzentration der ungebundenen [*H]RA.

3.2.2 Pharmakologie der [3H]RA-Bindung

Die Pharmakologie der ["THJRA-Bindung an cytosolische und Membranbindungsstellen wurde
durch Verwendung verschiedener potentieller Inhibitoren untersucht. Dabei wurden cytosoli-
sche und Membranproteine vor der Inkubation mit 40 nM ["HJRA mit jeweils steigenden
Konzentrationen der verschiedenen Substanzen priinkubiert. Die Menge an gebundener
[PH]RA wurde daraufhin gemessen und in Relation zum Kontrollwert ohne Inhibitor gesetzt.
Die Stereospezifitit der Bindungsstellen wurde durch Verwendung der Stereoisomere RA (all
trans-RA), 13-cis-RA und 9-cis-RA analysiert. Daneben wurde das inhibitorische Potential
der RA-Vorstufen ROL (all trans-ROL) und RAL (all trans-RAL) getestet. Mit der Verwen-
dung von Dopamin als Inhibitor wurde nach Hinweisen fiir eine Interaktion des DA- und des
RA-Signalweges gesucht. Auch die Liganden der PKC, Phosphatidylserin (PtdSer) und
PDBu, wurden auf ihr inhibitorisches Potential hin analysiert. SchlieBlich wurden auch Inhi-

bitorkombinationen getestet.
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Abb. 3-17: Bestimmung der Dissoziationskonstanten fiir die ["HJRA-Bindung an Membranbindungsstellen.
Membranproteine wurden mit steigenden [’H]JRA-Konzentrationen inkubiert. Dargestellt sind die MeBwerte
eines reprasentativen Experiments. Der Einschub zeigt den Scatchard Plot dieser MeB3werte, B = Menge der

spezifisch gebundenen [*’H]RA, F = Konzentration der ungebundenen [*H]RA.

Unmarkierte RA erwies sich, wie zu erwarten war, als effektivster Inhibitor der Bindung von
['HIRA an cytosolische Bindungsstellen. Mit unmarkierter RA konnte die [3H]RA-Bindung
beinahe vollstindig (96 %) inhibiert werden. Die RA-Konzentration, mit der die Bindung um
50 % inhibiert werden konnte (ICs) betrug dabei 46,8 nM, was damit in etwa der ["H]RA-
Konzentration im Ansatz (40 nM) entsprach. Mit 96 % Inhibition war 13-cis-RA &dhnlich
effektiv, wobei 13-cis-RA mit einem ICsp-Wert von 2,8 uM eine geringere Affinitit zu den
Bindungsstellen besal3. 9-cis-RA und RAL konnten die Bindung im untersuchten Konzentra-
tionsbereich immerhin noch um 85 % bzw. 90 % inhibieren, zeigten aber mit ICso-Werten von
5,5 bzw 14,8 uM noch geringere Affinititen zu den Bindungsstellen als 13-cis-RA. PDBu
zeigte erst bei sehr hohen Konzentrationen inhibitorische Wirkung (Abb. 3-18 und Tab. 3-1).
ROL wurde in einem Versuch getestet (nicht gezeigt). Dabei zeigte ROL erst bei einer Kon-
zentration von 400 uM einen leichten inhibitorischen Effekt. Da aber auch RA in jenem Ver-
such nur eine Inhibition von etwa 80 % bewirkte, war die Qualitit der ["H]RA mdglicherwei-
se nicht mehr ausreichend. In einem weiteren Versuch wurde die inhibitorische Wirkung von
PtdSer untersucht (nicht gezeigt). PtdSer inhibierte die [3H]RA—Bindung in einem Konzentra-
tionsbereich von 40 nM bis 400 uM jeweils um 55 - 60 %. Daneben verstdrkte es den inhibi-
torischen Effekt von RA, was als Hinweis fiir verschiedene Bindungsstellen gedeutet werden

kann, aber auch andere Ursachen haben kann, z.B. einen Verdiinnungseffekt durch Bildung
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von Micellen mit RA. Eine gemeinsame Inkubation von RA mit 9-cis-RA bzw. 13-cis-RA

ergab keine kombinatorischen Inhibitionseffekte.
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Abb. 3-18: Pharmakologie der [’H]RA-Bindung an cytosolische Bindungsstellen. Cytosolische Proteine wurden
vor der Inkubation mit ["HJRA (40 nM) mit steigenden Konzentrationen des jeweiligen Inhibitors priinkubiert.

All trans-RA ist der effektivste Inhibitor, da sie die [’H]RA-Bindung fast vollstindig inhibieren kann.

Die wichtigsten Ergebnisse der Analyse der ["HJRA-Bindung an Membranbindungsstellen
sind in Abbildung 3-19 und Tab. 3-1 zusammengefalit. RA zeigte dabei als Inhibitor eine
besondere Eigenschaft: im Konzentrationsbereich von 40 nM bis 40 uM war RA der stérkste
Inhibitor der [3 H]RA-Bindung mit einer maximalen Inhibition von ca. 58 % und einem ICsy-
Wert von ca. 93 nM. Die Verwendung hoherer RA-Konzentrationen hatte dann aber keine
weitere Inhibition zur Folge, sondern fiihrte im Gegensatz dazu, daB mehr [’H]RA gebunden
wurde als in der Kontrolle ohne Inhibitor. Dieses Phdnomen war auf RA beschrinkt. Weder
die Verwendung von 13-cis-RA noch die von RAL als Inhibitor fiihrten zu dhnlichen Effek-
ten. Daraus resultierte, dal3 13-cis-RA bei 400 uM ein effektiverer Inhibitor war als RA, da es
die [3H]RA-Bindung um ca. 62,5 % inhibieren konnte. RAL konnte im untersuchten Konzen-
trationsbereich die Bindung immerhin noch um 52 % inhibieren. Die ICso-Werte von 13-cis-
RA und RAL betrugen 2,8 bzw. 7,7 uM. 9-cis-RA erwies sich als sehr schwacher Inhibitor
mit einer maximalen Inhibition von etwa 30 %, wihrend DA iiberhaupt keinen inhibitorischen

Effekt besal.
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Abb. 3-19: Pharmakologie der [’H]RA-Bindung an Membranbindungsstellen. Membranproteine wurden vor der
Inkubation mit [’H]RA (40 nM) mit steigenden Konzentrationen des jeweiligen Inhibitors priinkubiert. Dabei
erweist sich all trans-RA bei niedrigen Konzentrationen zwar als effektivster Inhibitor, bei einer Konzentration

von 400 uM fiihrt sie aber zu einer [*’H]RA-Bindung, die iiber den Kontrollwert hinausgeht.

Ebenso wie mit DA konnten auch mit PtdSer und PDBu keine inhibitorischen Effekte erzielt
werden. In einigen Versuchen konnten durch unterschiedliche Substanzen nur geringe Inhibi-
tionen beobachtet werden. Dies ging vermutlich auf die bei ldngerer Lagerung nachlassende
Qualitit der markierten RA zuriick. Durch ROL lieB sich keine Inhibition erzielen, allerdings

war auch hier die [3H]RA-Lésung schon etwas élter.

Tab. 3-1: Zusammenfassung der inhibitorischen Effekte einiger untersuchter Verbindungen auf die [’H]RA-

Bindung in der cytosolischen und der Membranfraktion. Die Daten wurden mittels SigmaPlot (Systat) ermittelt.

Cytosol Membran
Inhibitor max. Inhibition [%] ICs max. Inhibition [%] ICs
all trans-RA 96 47 nM 58 93 nM
13-cis-RA 96 2,8 uM 63 2,8 uM
9-cis-RA 85 5,5 uM 30 11,5 uyM
all trans-RAL 90 14,8 uM 53 7,7 uM
PDBu 49 88,3 uM 0 -
Dopamin - - 0 -
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33 [3H] RA-bindende Proteine in der Karpfenretina

Die Analyse RA-bindender Proteine wurde mittels einer Photoaffinitdtsmarkierungsmethode
durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um eine modifizierte Methode, die in ihrer urspriinglichen
Form von Bernstein et al. (1995) beschrieben wurde. Bei dieser Methode werden cytosolische
bzw. extrahierte Membranproteine mit [’H]RA inkubiert und anschlieBend mit UV bestrahlt,
wodurch eine kovalente Verkniipfung der RA mit den entsprechenden Proteinen bewirkt wird.
Die markierten Proben werden dann gelelektrophoretisch aufgetrennt und autoradiographisch
analysiert. Auch hier wurde die Spezifitit der Interaktionen jeweils durch Priainkubation mit

verschiedenen potentiellen Inhibitoren untersucht.

3.3.1 [3H]RA-bindende Proteine in Cytosol und Membranfraktion

Durch eine Inkubation mit [’THJRA und anschlieBender Bestrahlung mit UV wurden sowohl in
der cytosolischen als auch in der Membranfraktion eine ganze Reihe verschiedener Proteine
radioaktiv markiert (Abb. 3-20). Die M;-Bestimmung fiir die markierten Proteine wurde nidhe-
rungsweise durch Vergleich ihrer Laufstrecken im Gel mit denen der entsprechenden Marker-
proteine vorgenommen. Die Bestimmung der Intensitit der Markierung erfolgte densito-
metrisch. Molekulargewichte und Markierungsintensitét sind in Tabelle 3-2 zusammengefalt.
Es konnte allerdings nicht immer zwischen zwei womdoglich eng benachbarten Einzelbanden
und einzelnen dickeren Banden unterschieden werden. Im 16 kDa-Bereich des Cytosols z.B.
sind vermutlich zwei Proteine markiert, obwohl in der Tabelle nur ein 16 kDa-Protein aufge-
fiihrt ist. Durch die Photoaffinitdtsmarkierung wurden in der Membranfraktion Proteine mit
M;-Werten von 31 kDa, 39 kDa, 76-78 kDa und ca. 120 kDa besonders intensiv und Proteine
mit M;-Werten von 34 kDa, 35 - 36 kDa, 41 kDa und 43 kDa deutlich markiert. In der cytoso-
lischen Fraktion wurden ein 22 - 23 kDa-Protein besonders intensiv sowie ein 16 kDa-, ein 52

kDa-, ein 53 - 54 kDa- und ein ca. 120 kDa-Protein deutlich markiert.

Ein Problem der verwendeten UV-Markierungsmethode bestand darin, dal vermutlich nicht
nur spezifisch gebundene [’HJRA mit den entsprechenden Proteinen kovalent verbunden
wurde, so dal} nicht sicher war, ob es sich bei allen markierten Proteinen um RA-bindende
Proteine handelte, die im Kontext eines RA-Signalweges stehen. Um die Spezifitit der Inter-
aktion zu testen, wurden verschiedene potentielle Inhibitoren verwendet, mit denen im Falle
einer spezifischen Interaktion das Markierungssignal abgeschwécht werden sollte (s. Kap.
3.3.2). Im Mittelpunkt der weitergehenden Untersuchungen stand das 43 kDa-Protein, da es

das gleiche Molekulargewicht aufwies wie eines der RARa-ir Proteine (vgl. Abb 3-20).
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Abb. 3-20: [’H]RA-bindende Proteine im Cytosol und in der
Membranfraktion. Cytosolische (C) und Membranproteine (M)
wurden mit [’HJRA inkubiert, mit UV  bestrahlt und
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Das Autoradiogramm zeigt eine
Vielzahl markierter Proteine in beiden Fraktionen. In der
Membranfraktion ist u.a. ein 43 kDa-Protein mit ["H]RA markiert
(Pfeil). Die Balken représentieren jeweils Markerproteine mit den

angegebenen Molekulargewichten.

Tab. 3-2: Molekulargewichte der mit der Photoaffinititsmethode markierten Proteine und die Intensitét ihrer

Markierung. Mark.-Int. = Markierungsintensitét.

Cytosol

M. [kDa] Mark.-Int

16
22,5
25
26,5
27,5
29
33,5
35
36,5
38,5
41
46,5
50
52
53-54
120

Membran
M., [kDa] Mark.-Int.

23 +

27-28 +
31 +++
34 ++

35-36 +4
39 -+
41 ++
43 ++
47 +
55 +
58 +

76-78 -+t
120 -+
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3.3.2 Pharmakologische Charakterisierung der [’"H|RA-bindenden Proteine

Die Spezifitit und Pharmakologie der ["HJRA-bindenden Proteine in der cytosolischen und
der Membranfraktion wurden durch Verwendung verschiedener potentieller Inhibitoren unter-
sucht. Dabei wurden cytosolische bzw. Membranproteine mit den verschiedenen Inhibitoren
prainkubiert, anschlieBend mit der markierten RA inkubiert und schlieBlich mit UV bestrahlt
und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Dabei ergaben sich im Hinblick auf die Inhibierbarkeit
der [’H]JRA-Bindung vor allem in der cytosolischen Fraktion z.T. erhebliche Unterschiede
zum Charcoal-Bindungstest. Fiihrte eine Prdinkubation cytosolischer Proteine mit einer im
Vergleich zur markierten RA hundertfachen Konzentration unmarkierter RA im Charcoal-
Test noch zu einer Inhibition der [3H]RA—Bindung um ca. 95 % (vgl. Abb. 3-18), so bewirkte
eine solche Priinkubation im UV-Markierungstest lediglich eine partielle Inhibition der
[’H]RA-Bindung an ein cytosolisches Protein. Erst bei einem 10*-fachen Uberschul an un-
markierter RA wurde die ["HJRA-Bindung aller cytosolischen Proteine signifikant inhibiert
(Abb. 3-21). Moglicherweise wurden durch die UV-Markierungsmethode viele Proteine un-
spezifisch markiert, was dann durch den Einsatz spezifischer Inhibitoren nicht inhibiert wer-

den konnte.

Auch die Interaktion der [’HJRA-bindenden Membranproteine mit RA zeigte im UV-
Markierungstest Unterschiede im Vergleich zum Charcoal-Test. Zwar wurde die ["HJRA-
Bindung durch einige der deutlich markierten Membranproteine durch eine Préinkubation mit
einem hundertfachen bzw. tausendfachen Uberschuf3 an unmarkierter RA signifikant inhibiert
(Abb. 3-21), was durchaus die Ergebnisse aus dem Charcoal-Test widerspiegelte (vgl. Abb.
3-19). Aber mit einem 10*-fachen UberschuB an unmarkierter RA konnte die Bindung im
UV-Markierungstest noch wesentlich stirker inhibiert werden, wiahrend eine solche Priinku-

bation im Charcoal-Test eine verstirkte [ "H]RA-Bindung zur Folge hatte.

Die Auswirkungen einer Prdinkubation mit 13-cis-RA auf die [3H]RA-Bindung in beiden
Fraktionen dhnelten denen der Priinkubation mit unmarkierter RA, mit der Ausnahme, daf}
ein hundertfacher UberschuB eine etwas geringere Inhibition der ["H]JRA-Bindung an die
Membranproteine zur Folge hatte als ein tausendfacher (Abb. 3-22). Dies entsprach allerdings
auch den Ergebnissen aus dem Charcoal-Test. Im untersten Bereich des Autoradiogramms in
Abbildung 3-22 ist noch ein 13-14 kDa-Membranprotein zu erkennen, dessen RA-Bindung
ebenfalls durch 13-cis-RA inhibiert wurde, das auf den meisten anderen Autoradiogrammen

aber nicht mehr zu sehen war.
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Abb. 3-21: Einflu von RA auf die [’HJRA-Bindung [’H]RA-bindender Proteine. Die Priinkubation cytosoli-
scher Proteine (C) mit unmarkierter RA fiihrte lediglich zu einer deutlichen Inhibition der [’HJRA-Bindung eines
Proteins (Pfeil). In der Membranfraktion (M) wurde die [’H]RA-Bindung zusitzlicher Proteine durch RA relativ
deutlich inhibiert (Pfeilkdpfe). Die Balken auf der linken Seite représentieren die entsprechenden Markerprotei-
ne. Co = Kontrolle ohne Inhibitor; 10%, 10°, 10* = UberschuB des Inhibitors.
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Abb. 3-22: EinfluB von 13-cis-RA auf die [’H]RA-Bindung [’H]RA-bindender Proteine. Anders als bei den
Inhibitionsversuchen mit RA (vgl. Abb. 3-21) ist eine Priinkubation von Membranproteinen (M) mit einem 100-
fachen UberschuB (10%) an 13-cis-RA nicht so effektiv wie mit einem tausendfachen (10°). Die Balken auf der

linken Seite reprisentieren die entsprechenden Markerproteine. C = Cytosol; Co = Kontrolle.
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Abb. 3-23: EinfluB von RAL auf die [’HJRA-Bindung [’H]JRA-bindender Proteine. Cytosolische (C) und Memb-
ranproteine (M) wurden mit steigenden Konzentrationen an RAL priinkubiert und anschlieBend mit ["HJRA
inkubiert. Das Autoradiogramm zeigt, daf die [’H]RA-Bindung lediglich eines ca. 23 kDa-Proteins in beiden
Fraktionen (Pfeil) durch RAL deutlich inhibiert werden kann. Die Balken auf der linken Seite représentieren die

entsprechenden Markerproteine. Co = Kontrolle ohne Inhibitor.

Im Charcoal-Test zeigten ROL und RAL im Hinblick auf ihr inhibitorisches Potential deutli-
che Unterschiede, so konnte mit RAL die [’H]RA-Bindung sowohl in der cytosolischen als
auch in der Membranfraktion um mehr als 50 % inhibiert werden, wiahrend ROL nur bei ei-
nem sehr groBen Uberschul im Bindungsansatz eine leichte Inhibition der Bindung in der
cytosolische Fraktion bewirkte. Im UV-Markierungstest zeigten beide sehr dhnliche Auswir-
kungen auf die [3H]RA-Bindung der [’HJRA-bindenden Proteine in beiden Fraktionen. Die
Auswirkungen einer Priinkubation mit RAL auf die ["H]JRA-Bindung in beiden Fraktionen
dhnelte dabei denen einer Prdinkubation mit ROL (nicht gezeigt) sehr stark. Sowohl in der
cytosolischen als auch in der Membranfraktion fiihrte eine Prdinkubation mit RAL erst ab
einem 10*-fachen UberschuB im Vergleich zur [’HJRA-Konzentration zu einer signifikanten
Inhibition der ["H]JRA-Bindung einzelner Proteine. Lediglich die ["HJRA-Bindung des 23
kDa-Proteins in der cytosolischen und der Membranfraktion, welche auch durch RA bzw. 13-
cis-RA in beiden Fraktionen inhibiert wurde, konnte durch geringere Konzentrationen von
RAL und auch von ROL inhibiert werden (Abb. 3-23). Eine leichte Inhibition wurde auch bei
der [’HJRA-Bindung des 76 - 78 kDa-Membranproteins durch geringere RAL-
Konzentrationen beobachtet. Ohne inhibitorische Effekte auf die [’HJRA-Bindung durch Pro-
teine beider Fraktionen blieben Pridinkubationen mit den PKC-Liganden PtdSer und PDBu

(nicht gezeigt).
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3.33 [3 H]RA-Bindung durch ein RARa-dhnliches Protein

Um festzustellen, ob in der Karpfenretina ein RARa-dhnliches Membranprotein exprimiert
wird, welches RA bindet, galt es zunidchst eine Korrelation zwischen den anti-RARa-
immunoreaktiven und den ["HJRA-bindenden Proteinen herzustellen. Dazu wurden verschie-
dene retinale Fraktionen mit [’H]JRA inkubiert, mit Hilfe der UV-Photoaffinititsmethode
markiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die aufgetrennten Proben wurden daraufhin
mittels Western-Blotting auf Nitrozellulose geblottet. Von der Nitrozellulosemembran wurde
dann zunichst ein Autoradiogramm angefertigt und anschlieBend wurden mit dem RARa-
Antikorper die RARa-dhnlichen Proteine auf der Membran visualisiert, wobei der sekundare
Antikorper AP-konjugiert war. Da die Anfertigung eines Autoradiogramms von einem Blot
mit Tritium-markierten Proteinen aufgrund der zwischen Blot und Film platzierten Folie nur
sehr schwache Signale lieferte, musste fiir die Anfertigung eines Autoradiogramms eine ent-
sprechend lange Expositionszeit gewéhlt werden, was wiederum zu einem starken Hinter-
grundsignal fiihrte. Dennoch konnten auf dem Autoradiogramm deutlich einige markierte
Proteine erkannt werden (Abb. 3-24). Eine Uberlagerung des Autoradiogramms mit dem Im-
munoblot ergab, daf3 das 43 kDa-Protein, welches das intensivste anti-RARo-immunoreaktive
Signal in der Membranfraktion erzeugte, auf dem Blot absolut deckungsgleich war mit dem
durch [’HJRA markierten 43 kDa-Membranprotein, welches durch das Autoradiogramm visu-
alisiert wurde. Die Bestrahlung mit UV fiihrte zwar zu einer Abnahme der anti-RARa-
immunoreaktiven Signale im M;-Bereich von 40 - 46 kDa in der Membranfraktion, sie hatte
aber auch eine leichte Anhebung des 43 kDa-Signals um etwa 0,5 kDa im Immunoblot zur

Folge, wenn sie im AnschluB} an eine Inkubation mit RA erfolgte (Abb. 3-24 B).

Im Weiteren wurde nun eine weitergehende Charakterisierung der ["THJRA-Bindung dieses 43
kDa-Membranproteins durchgefiihrt. Dazu wurden zunéchst die anti-RARo-immunoreaktiven
Proteine im Mr-Bereich von 40 - 46 kDa mittels praparativer Gelelektrophorese (PGE) par-
tiell isoliert, wobei die 40 kDa-Komponente in keiner der Fraktionen detektiert werden konn-
te. Abbildung 3-25 zeigt die Verteilung der 43 kDa- und der 46 kDa-Komponenten in den

schlieBlich erhaltenen Fraktionen.
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Abb. 3-24: Korrelation zwischen der anti-RARa-IR und der RA-Bindung. Proteine aus einer cytosolischen (C),
einer Membran- (M) und einer Kernfraktion (N) wurden mit [°’H]RA markiert, aufgetrennt und auf Nitrozellulo-
se geblottet. (A1) Das Autoradiogramm zeigt verschiedene mit ["H]RA markierte Proteine in allen Fraktionen.
(A2) Der Immunoblot zeigt die anti-RARa-immunoreaktiven Proteine in den entsprechenden Fraktionen. (A3)
Die Uberlagerung beider offenbart, daB das RARa-dhnliche Membranprotein mit dem M, von 43 kDa de-
ckungsgleich ist mit einem [*H]RA-bindenden Membranprotein (Pfeil). (B) Die Inkubation einer Membranfrak-
tion mit RA fiihrte nach Bestrahlung mit UV zu einem leichten Shift (ca. 0,5 kDa) des 43 kDa-Signals im Immu-

noblot (Pfeil). Die Balken reprasentieren jeweils die entsprechenden Markerproteine.
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Abb. 3-25: Anti-RARa-IR in den PGE-Fraktionen. Eine Membranfraktion wurde mittels priparativer Gele-
lektrophorese aufgetrennt und die erhaltenen Fraktionen wurden anschlieBend mit dem RARa-Antikérper auf
das Vorhandensein anti-RARa-ir Proteine hin untersucht. (A) Der Immunoblot zeigt die Fraktionen, die die 43
kDa-Komponente enthalten. (B) Der Immunoblot zeigt die Fraktionen, die die 46 kDa-Komponente enthalten. In
beiden Féllen wurde jeweils eine Membranfraktion (M) als Kontrolle aufgetragen. Die Balken reprisentieren die

jeweiligen Markerproteine.

Um zu testen, ob Proteine aus PGE-Fraktionen mit Hilfe des UV-Markierungstests ebenfalls
mit [*’H]RA markiert werden konnten, wurde er mit einer PGE-Fraktion, die die 43 kDa-
Komponente enthielt, durchgefiihrt. Diese Fraktion stammte allerdings aus einer fritheren
praparativen Gelelektrophorese. In dieser PGE-Fraktion wurde ein Protein im M,-Bereich von
43 kDa mit ["HJRA markiert (Abb. 3-26). Diese Markierung konnte durch Prdinkubation mit
unmarkierter RA partiell inhibiert werden (Abb. 3-26 A). Die [} H]RA-Bindung durch das 43
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kDa Protein in der PGE-Fraktion konnte ebenfalls durch Prdinkubation mit dem RARa-
Antikérper partiell inhibiert werden (Abb. 3-26 B, C), was darauf hindeutet, da das ["H]RA-
bindende 43 kDa-Protein mit dem Antikorper interagiert und daBl die Antikorper-

Interaktionssequenz mit der LBD des Proteins moglicherweise iiberlappt.

A B C Abb. 3-26: EinfluB von RA und des RARa-
Antikérpers auf die [PHJRA-Bindung des
isolierten 43 kDa-Membranproteins. (A) Die

66 —

Prainkubation mit unmarkierter RA inhibierte
partiell die [’HJRA-Bindung in einer anti-

, <= RARo-ir PGE-Fraktion. (B, C) Die

Prdinkubation mit dem RARa-Antikdrper
(Ak) inhibierte ebenfalls die [‘H]RA-

Bindung in der Fraktion, wie die
29— : Autoradiogramme eines Gels (B) und eines

115,115, 115., 115,, 115.,115,, Blots (C) zeigen. Die Balken auf der linken
Seite reprisentieren die entsprechenden

Markerproteine. Co = Kontrolle ohne den jeweiligen Inhibitor.

3.4 Isolierung und Identifikation des anti-RARoa-immunoreaktiven RA-

bindenden 43 kDa-Proteins

Sowohl die immunbiochemischen Untersuchungen als auch die Bindungsstudien deuteten auf
ein 43 kDa-Protein in der Membranfraktion als einen potentiellen Kandidaten fiir das gesuch-
te Protein hin, welches die RA-Effekte auf die Horizontalzellen in der Fischretina vermittelt.
Speziell die Beobachtung, dal der RARa-Antikérper die [’HJRA-Bindung durch das 43 kDa-
Protein zu inhibieren vermochte, fithrte dazu, da3 die weiteren Experimente eine Isolierung

und Identifikation dieses 43 kDa-Proteins zum Ziel hatten.

3.4.1 Isolierung des 43 kDa-Proteins

Die Isolierung des 43 kDa-Proteins erfolgte mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese.
Dabei wurden sowohl Membranfraktionen als auch PGE-Fraktionen zweidimensional aufge-
trennt. Die Isolierung des Proteins wurde durchgefiihrt, um anschlieBend mittels einer mas-
senspektrometrischen Analyse eine Sequenzierung des Proteins durchfithren zu konnen. Da
nur unspezifisch gefdrbte Proteine massenspektrometrisch untersucht werden kénnen, wurde
das RARa-immunoreaktive 43 kDa-Protein in den unspezifisch gefiarbten Gelen durch eine

Uberlagerung jener Gele mit einem parallel durchgefiihrten Immunoblot identifiziert.
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Abb. 3-27: Isolierung des 43 kDa-Proteins aus einer Membranfraktion der Karpfenretina. Mehrere Membran-
fraktionen wurden mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese aufgetrennt und anschlieend mittels verschie-
dener Proteinnachweismethoden gefarbt. (A) Immunoblot einer zweidimensional aufgetrennten Membranfrakti-
on (M,p). Die RARa-ir Hauptkomponente (43 kDa) lag im p/-Bereich von 5,4 bis 5,5. (B) Coomassie-
Brillantblau-geféarbte zweidimensional aufgetrennte Membranfraktion. Ein Bereich des Gels ist in (D) und (E)
vergroBert dargestellt (C) VergroBerter Abschnitt aus dem Immunoblot, der zu dem Gelabschnitt aus (D) und
(E) korrespondiert. (D) Uberlagerung des Immunoblot- und des Gelabschnitts. Der Pfeil deutet das unspezifisch
geféirbte Protein im Gel an, welches zum RARa-ir Protein korrespondiert. In (E) wurde dieses Protein mit einem
Stern markiert. Dieses Protein wurde anschlieBend aus den Gelen ausgeschnitten und massenspektrometrisch
analysiert. Die Balken links reprisentieren die entsprechenden Markerproteine. M;p = zum Vergleich eindimen-

sional aufgetrennte Membranfraktion

Die zweidimensionale Auftrennung sowohl der Membranfraktion (Abb. 3-27) als auch der
RARao-immunoreaktiven PGE-Fraktionen (Abb. 3-25 und 3-28) ergaben fiir das 43 kDa-
Protein einen isoelektrischen Punkt (p/) von 5,4 bis 5,5. Daneben konnten noch zwei weitere
schwach immunoreaktive Komponenten im p/-Bereich von 5,5 bis 5,7 detektiert werden. Das

RARoao-immunoreaktive 46 kDa-Protein enthielt ebenfalls mindestens zwei Komponenten im
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pl-Bereich von etwa 5,4 kDa. Das 40 kDa-Protein konnte nach zweidimensionaler Auftren-

nung nicht mehr detektiert werden.

A 6.5 6.0 5.5
45— -~ o —
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Abb. 3-28: Isolierung des 43 kDa-Proteins aus einer PGE-Fraktion. Proteine einer Membranfraktion wurden
mittels PGE nach ihren Molekulargewichten aufgetrennt. RARa-ir Fraktionen wurden dann mittels zweidimen-
sionaler Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels verschiedener Proteinnachweismethoden gefarbt. (A) Immu-
noblot einer zweidimensional aufgetrennten PGE-Fraktion. Die immunoreaktive Hauptkomponente besal einen
pl von etwa 5,5. (B) Silber-gefarbte zweidimensional aufgetrennte PGE-Fraktionen (2). (C) Der vergroflerte
Bildausschnitt von (B) enthilt die Komponenten, die zu den RARa-ir Proteinen in (A) korrespondierten (Ster-
ne). Die Balken links représentieren die entsprechenden Markerproteine. M;p = zum Vergleich eindimensional

aufgetrennte Membranfraktion

Nach der Uberlagerung mit dem jeweiligen Immunoblot wurde aus den unspezifisch gefirb-
ten Gelen jeweils das Protein ausgeschnitten, das in bezug auf das Molekulargewicht und den
isoelektrischen Punkt und daher auch der Position im Gel mit der anti-RARa-
immunoreaktiven 43 kDa-Komponente korrespondierte. Die Proben wurden darauthin mas-

senspektrometrisch analysiert.

3.4.2 Identifikation des 43 kDa-Proteins

Die Identifikation des ausgewéhlten Proteins erfolgte mittels Elektrospray-lonisation-
Massenspektroskopie (ESI-MS) und wurde in der Abteilung Neuroanatomie / Molekulare
Hirnforschung der Universitdt Bochum von C. Alev durchgefiihrt. Das 43 kDa-Protein wurde

dabei mittels MudPIT (multidimensional protein identification technology) analysiert. Die
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MudPIT-Analyse stellt eine Kombination aus mehrdimensionaler chromatographischer Auf-
trennung und anschlieBender Tandem-Massenspektroskopie dar. Das ausgewihlte Protein
wurde zunédchst mit Trypsin gespalten, worauthin die erhaltenen Fragmente mittels der Mud-

PIT-Analyse aufgetrennt, sequenziert und nach SEQUEST-Algorithmen identifiziert wurden.

Es wurde aus neun Gelen jeweils das 43 kDa-Protein ausgeschnitten und zur Analyse einge-
reicht. Von den neun Proben wurden sechs analysiert, wobei jeweils zwei gemeinsam unter-
sucht wurden. Die erhaltenen Sequenzen sind in Tabelle 3-3 zusammengefaflit. Die Daten-
bankanalysen ergaben keine Homologien zwischen den erhaltenen Sequenzen einerseits und
Retinoidrezeptoren oder bekannten RA-bindenden Proteinen andererseits. Stattdessen wiesen
die Sequenzen die grofite Homologie zu dem hypothetischen Zebrafisch-Protein MGC73056
(Akzessionsnummer BC059511) auf. MGC73056 stellt ein Homolog zur a-Enolase der Séu-

ger dar, also einem cytoplasmatischen Enzym, das eine Reaktion der Glykolyse katalysiert.

Tab. 3-3: Peptidsequenzen des 43 kDa-Proteins nach der MudPIT-Analyse.

Probe | Aufgetrennte Fraktion Féirbemethode Peptidsequenzen
DATNVGDEGGFAPNILENKEALELLK;
M-Fraktion (300 pg);
1+4 Coomassie-Brillantblau | SPDDPDRYISPDELADLYK;
M-Fraktion (400 pg)
HIADLAGNPEVILPVPAFNVINGGSHAGNK
M-Fraktion (300 pg); DATNVGDEGGFAPNILENKEALELLK;
2 +5 | extrahierte M-Fraktion | Coomassie-Kolloidalblau | YISPDELADLYK; IDQFMLELDGTENK;
(450 ng) AAVPSGASTGIYEALELR; IGAEVYHNLK

PGE-Fraktionen (147,
DATNVGDEGGFAPNILENKEALELLK;
148, 153 und 154);

6+9 Silber YISPDKLADLYK; YISPDELADLYK;

extrahierte M-Fraktion
AAVPSGASTGIYEALELR
(450 pg)

Da die Datenbankanalysen keine Hinweise auf Proteine lieferten, die nicht mit der Enolase
verwandt waren, galt es nun die putative Enolase auf Nukleotidebene nachzuweisen und die

vollstindige cDNA-Sequenz zu erhalten.

3.4.3 Isolierung und Sequenzierung der cDNA des 43 kDa-Proteins

Die Isolierung und Sequenzierung der cDNA, die fiir das 43 kDa-Protein kodiert, erfolgte
unter Anwendung verschiedener PCR-Techniken. Die cDNA wurde mittels RT-PCR aus ei-
ner Karpfenretina gewonnen. Die Isolierung der putativ fiir das 43 kDa-Protein kodierenden

cDNA erfolgte unter Verwendung eines Primerpaares, welches fiir die kodierenden Regionen
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zweier der mittels der MudPIT-Analyse erhaltenen Sequenzen entworfen wurde. Die Grund-
lage dafiir bildete die cDNA, die fiir das Zebrafisch-Protein MGC73056 kodiert. Der mittels
dieses Primerpaares amplifizierte und sequenzierte Bereich diente anschlieBend als Aus-
gangspunkt fiir eine 3’RACE-PCR und eine 5’-RACE-PCR, mit deren Hilfe der komplette
kodierende cDNA-Bereich der putativen Karpfenenolase gewonnen werden konnte. Der ko-
dierende cDNA-Abschnitt wurde dann mittels der EMBOSS Transseq-Software in die ent-
sprechende Proteinsequenz iibersetzt (Abb. 3-29). Die putative Karpfen-Enolase besitzt auf
Nukleotidebene 94 % Homologie mit der putativen Zebrafisch-Enolase, 81 % Homologie mit
der a-Enolase vom Menschen und von der Maus und 77 % Homologie mit der Neuronen-

spezifischen y-Enolase (NSE) vom Menschen.

Auf Proteinebene besitzt die Karpfen-Enolase 97 % Homologie mit dem Zebrafisch-Protein,
89 % Homologie mit der a-Enolase vom Menschen und von der Maus und 83 % Homologie
mit der y-Enolase vom Menschen. Das abgeleitete Karpfen-Protein besitzt einen theoretischen
pl von 5,58, welcher mit dem mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese ermittelten p/ von
etwa 5,5 relativ gut libereinstimmt. Allerdings besitzt das abgeleitete Karpfenprotein ein theo-
retisches Molekulargewicht von etwa 47 kDa, wéahrend das Molekulargewicht des ,43 kDa-
Proteins’ aufgrund seiner Laufeigenschaften im Polyacrylamidgel eben mit 43 kDa bestimmt

wurde.

Ausgehend von der These, daB3 ein spezifischer Antikdrper nur die Peptidsequenz erkennt, die
zu seiner Herstellung verwendet wurde und gegen die er also gerichtet ist, wurde auch noch
der Versuch unternommen, mittels PCR eine cDNA zu isolieren, die fiir ein Protein kodiert,
welches sowohl Enolase-spezifische Sequenzen als auch die zur Immunisierung eingesetzte
RARa-spezifische Peptidsequenz enthielt. Dazu wurde das Primerpaar, welches zur Isolie-
rung der Enolase-cDNA eingesetzt wurde, zusammen mit einem Primerpaar getestet, welches
in beide Leserichtungen fiir den Nukleotidbereich entwickelt wurde, der fiir jenes RARa-
spezifische Peptid kodiert. Die RARa-spezifischen Primer wurden auf der Grundlage eines
Alignments von RARa-cDNA-Sequenzen verschiedener Spezies entwickelt. Der Einsatz die-
ser Primer fiihrte allerdings in keiner der untersuchten Kombinationen zur Amplifizierung

eines cDNA-Abschnitts (nicht gezeigt).
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ATG TCC ATC CTG AAG ATC CAT GCT CGT GAA ATC TTT GAC TCC CGT GGA AAC CCC ACT GTG GAG
Met Ser Ile Leu Lys Ile His Ala Arg Glu Ile Phe Asp Ser Arg Gly Asn Pro Thr Val Glu

GTT GAT CTC TAC ACC AAG AAA GGT CTC TTC AGA GCT GCA GTG CCC AGT GGC GCT TCT ACT GGC
Val Asp Leu Tyr Thr Lys Lys Gly Leu Phe Arg Ala Ala Val Pro Ser Gly Ala Ser Thr Gly

ATC TAT GAA GCC CTT GAG CTC CGT GAC AAT GAC AAG ACA CGT TAT CTG GGC AAA GGT GTC TCA
Ile Tyr Glu Ala Leu Glu Leu Arg Asp Asn Asp Lys Thr Arg Tyr Leu Gly Lys Gly Val Ser

AAA GCT GTT GAG CAT ATC AAT AAA TCA ATT GCA CCT GCT CTG GTT AGC CAG AAC GTG TCA GTIC
Lys Ala Val Glu His Ile Asn Lys Ser Ile Ala Pro Ala Leu Val Ser Gln Asn Val Ser Val

TTG GAG CAG GAG AAG ATC GAT AAG CTG ATG CTT GAT ATG GAT GGC ACT GAA AAC AAG TCA AAG
Leu Glu Gln Glu Lys Ile Asp Lys Leu Met Leu Asp Met Asp Gly Thr Glu Asn Lys Ser Lys

TTT GGT GCT AAT GCC ATC CTG GGC GTT TCC CTG GCT GTG TGC AAG GCT GGT GCT GCA GAG AAG
Phe Gly Ala Asn Ala Ile Leu Gly Val Ser Leu Ala Val Cys Lys Ala Gly Ala Ala Glu Lys

GGC GTC CCC CTC TAC CGC CAC ATC GCA GAC CTC GCT GGC AAC CCA GAA GTC ATT CTC TCT GTC
Gly Val Pro Leu Tyr Arg His Ile Ala Asp Leu Ala Gly Asn Pro Glu Val Ile Leu Ser Val

CCT GCC TTC AAT GTT ATC AAC GGT GGC TCC CAC GCC GGC AAC AAG CTG GCT ATG CAG GAG TTC
Pro Ala Phe Asn Val Ile Asn Gly Gly Ser His Ala Gly Asn Lys Leu Ala Met Gln Glu Phe

ATG ATC CTG CCT GTC GGT GCN AGC AAC TTC AAA GAG GCC ATG CGC ATT GGT GCT GAA GTT TAT
Met Ile Leu Pro Val Gly Ala Ser Asn Phe Lys Glu Ala Met Arg Ile Gly Ala Glu Val Tyr

CAC AAC CTG AAG AAT GTC ATT AAG GAG AAG TAC GGC AAA GAT GCC ACC AAT GTG GGC GAT GAA
His Asn Leu Lys Asn Val Ile Lys Glu Lys Tyr Gly Lys Asp Ala Thr Asn Val Gly Asp Glu

GGT GGA TTC GCT CCC AAC ATC CTT GAG AAC AAA GAA GCT CTG GAG CTG CTG AAG AAT GCC ATT
Gly Gly Phe Ala Pro Asn Ile Leu Glu Asn Lys Glu Ala Leu Glu Leu Leu Lys Asn Ala Ile

AGC AAA GCC GGC TAC ACC GAC AAG ATT GTG ATC GGC ATG GAT GTG GCT GCC TCT GAG TTC TAC
Ser Lys Ala Gly Tyr Thr Asp Lys Ile Val Ile Gly Met Asp Val Ala Ala Ser Glu Phe Tyr

AAG GGT GGC AAG TAC GAC CTG GAC TTC AAA TCA CCT GAT GAC CCC AGC CGT TAT ATC AGC CCT
Lys Gly Gly Lys Tyr Asp Leu Asp Phe Lys Ser Pro Asp Asp Pro Ser Arg Tyr Ile Ser Pro

GAC CAG CTG GCT GAC CTT TAC AGG AGC TTT GTC AAG GAT TAT CCT GTG GTC TCC ATT GAG GAT
Asp Gln Leu Ala Asp Leu Tyr Arg Ser Phe Val Lys Asp Tyr Pro Val Val Ser Ile Glu Asp

CCA TTT GAC CAG GAT GAC TGG GAA GCC TGG ACC AAC TTC ACT GCC AGC ACT GAC ATC CAG GCG
Pro Phe Asp Gln Asp Asp Trp Glu Ala Trp Thr Asn Phe Thr Ala Ser Thr Asp Ile Gln Ala

GTG GGT GAT GAC CTC ACT GTG ACC AAC CCC AAG CGC ATC GCT AAA GCC GTG TCT GAC AAG GCC
Val Gly Asp Asp Leu Thr Val Thr Asn Pro Lys Arg Ile Ala Lys Ala Val Ser Asp Lys Ala

TGC AAC TGC CTG CTA CTC AAA GTC AAC CAG ATC GGA TCC GTC ACC GAG TCC CTT CAG GCC TGT
Cys Asn Cys Leu Leu Leu Lys Val Asn Gln Ile Gly Ser Val Thr Glu Ser Leu Gln Ala Cys

AAG ATG GCC CAG TCT AAT GGA TGG GGA GTG ATG GTC AGC CAC CGT TCT GGA GAG ACA GAG GAC
Lys Met Ala Gln Ser Asn Gly Trp Gly Val Met Val Ser His Arg Ser Gly Glu Thr Glu Asp

ACC TTC ATC GCT GAc CTT GTG GTIC GGA CTC TGC ACT GGC CAG ATC AAG ACT GGT GCT CCC TGC
Thr Phe Ile Ala Asp Leu Val Val Gly Leu Cys Thr Gly Gln Ile Lys Thr Gly Ala Pro Cys

CGG TCT GAC CCC CTG GCC CAG TAC AAT CAG CTG CTG AGG ATT GAG GAG GAG CTT GGT GAC AAG
Arg Ser Asp Pro Leu Ala Gln Tyr Asn Gln Leu Leu Arg Ile Glu Glu Glu Leu Gly Asp Lys

GCT CGT TTT GCT GGC AAG AAC TTC AGG AGG CCC ATC TGA
Ala Arg Phe Ala Gly Lys Asn Phe Arg Arg Pro Ile *

Abb. 3-29: cDNA-Sequenz der putativen Karpfen-Enolase und die daraus abgeleitete Proteinsequenz. Der dar-
gestellte kodierende Sequenzbereich fiir die putative Karpfen-Enolase besitzt 94 % Homologie mit der cDNA-
Sequenz der putativen Zebrafisch-Enolase. Die mit der EMBOSS-Transseq-Software daraus abgeleitete Protein-

sequenz besitzt 97 % Homologie mit dem Zebrafisch-Protein.
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4 Diskussion

RA evoziert in der Fischretina verschiedene physiologische und morphologische Prozesse,
deren Gemeinsamkeit darin liegt, daB3 sie alle auch im Kontext der Helladaptation der Retina
ablaufen (s. Kap. 1.3.3). Diese durch RA hervorgerufenen Prozesse sowie die Beobachtung,
daB3 die RA-Konzentration in der Retina im Verlauf der Helladaptation ansteigt, lassen RA als
einen potentiellen Lichtsignal-vermittelnden Neuromodulator erscheinen. Die Mechanismen,
die den durch RA hervorgerufenen Prozessen zugrunde liegen, und damit auch das Substrat,
iiber das RA seine Wirkung(en) entfaltet, sind bislang unbekannt. Am besten untersucht ist
bisher der Einflu3 der RA auf die GJIC zwischen Horizontalzellen, der offensichtlich iiber
eine externe Bindungsstelle auf den Horizontalzellen vermittelt wird (Zhang & McMahon,
2000). Das Hauptziel dieser Arbeit war daher die Charakterisierung und Identifikation dieser
Bindungsstelle bzw. dieses RA-bindenden Proteins in der Karpfenretina. Daneben sollte noch

tiberpriift werden, ob die Existenz weiterer Bindungsstellen nachgewiesen werden konnte.

Zundchst wurde ein Bindungstest entwickelt, mit dem unter Verwendung Tritium-markierter
RA die Existenz einer Membran-assoziierten Bindungsstelle nachgewiesen und deren Charak-
terisierung vorgenommen wurde. Parallel dazu wurde ein modifizierter Markierungs-Test
nach Bernstein et al. (1995) verwendet, mit dem RA-bindende Proteine nachgewiesen und
partiell charakterisiert wurden. Da die physiologischen Befunde einer fritheren Studie darauf
hindeuteten, dal die RA-Bindungstelle RAR-dhnliche Charakteristika aufweist, wurden di-
verse Retinoidrezeptor-spezifische Antikdrper in verschiedenen immunchemischen Ansétzen
getestet. Auf diese Weise konnten mehrere anti-RARao-immunoreaktive Proteine in der Reti-
na nachgewiesen und anti-RARa-IR zelluldr und subzellulér lokalisiert werden. Die Korrela-
tion zwischen RA-Bindung und anti-RARa-IR fiihrte schlieBlich zu einem 43 kDa-Protein,
welches sich nach seiner Isolation und anschlieender Identifikation mittels Massenspektros-
kopie als Enolase-dhnliches Protein erwies bzw. zu erweisen schien. Letztlich liefert diese
Arbeit weitere Hinweise fiir die These, dal3 RA als Neuromodulator in der Fischretina fun-

giert.

4.1 Charakterisierung der RA-Bindung in der Retina
4.1.1 Der Bindungstest

Die zur Analyse von Membran-Bindungsstellen am hdufigsten verwendeten Bindungstests

sind Zentrifugationstests, bei denen die Membranen aus dem Ansatz mit dem radioaktiv mar-
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kierten Liganden einfach abzentrifugiert werden, und Filterbindungstests, bei denen der Bin-
dungsansatz z.B. durch einen Glasfaserfilter filtriert wird, an den die Bindungsstellen mit
gebundenem Liganden adsorbieren. Die Verwendung eines Filterbindungstests, der zur Ana-
lyse der Bindung des Phorbolesters PDBu in verschiedenen Fraktionen der Fischretina ange-
wendet wurde (Janssen-Bienhold er al., 1995), erwies sich fiir die Analyse der ["H]RA-
Bindung als untauglich, da mit diesem Test weder eine saturierbare noch eine inhibierbare
Bindung in verschiedenen retinalen Fraktionen nachgewiesen werden konnte. Offensichtlich
konnte die unspezifische Interaktion der RA mit den Proteinen durch den Waschpuffer nicht
unterbunden werden. Dieses Problem hitte vermutlich auch bei einem Zentrifugationstest
Bestand gehabt. Daher wurde im Folgenden ein spezieller Charcoal-Adsorptionstest entwi-
ckelt. Solche Tests wurden seit Ende der sechziger Jahre zur Analyse der Steroidbindung an
die entsprechenden Kernrezeptoren verwendet (Murphy, 1967; Baxter & Tomkins, 1971).
Aber auch die Bindung von Steroiden an solubilisierte Membranrezeptoren wurde mit diesem
Test analysiert (Zhu et al., 2003a, b). Eine detaillierte Studie der fiir den Charcoal-Test wich-
tigen Parameter wurde von Sablonnicre et al. (1994) veroffentlicht. Der Test basiert darauf,
daB die in Suspension befindlichen Holzkohle (Charcoal)-Teilchen ungebundene Steroide

binden und anschlieend abzentrifugiert werden.

Mehrere Versuche haben gezeigt, dal mit einer einmaligen Inkubation mit der Charcoal-
Suspension nur eine schwache Sittigung der [’HJRA-Bindung sowohl an cytosolische als
auch an Proteine aus Kernextrakten nachzuweisen war. Wurde allerdings der nach der Zentri-
fugation verbleibende Uberstand ein zweites Mal mit der Suspension inkubiert, so konnte
anschlieBend eine deutliche Sittigung der ["HJRA-Bindung in allen getesteten Fraktionen,
einschlieBlich der Membranfraktion, beobachtet werden. Eine mogliche Erkldrung konnte
darin liegen, dafl die Kohleteilchen bei der zweiten Inkubation mit den unspezifischen Bin-
dungsstellen konkurrierten. Die Nachteile einer wiederholten Inkubation bestanden zum einen
in dem damit verbundenen Proteinverlust, der allerdings quantifiziert werden konnte, und in
dem nicht quantifizierten Verlust an spezifisch gebundener ["HJRA. Der letzte Punkt ist vor
allem vor dem Hintergrund ein Problem, da3 nach der ersten Zentrifugation die Konzentration
an freiem Liganden und damit auch die Konzentration an gesamtem Liganden dramatisch
verringert wird, wodurch Bindungsstellen mit schneller off-rate bzw. mit geringer Affinitét
zum Liganden aufgrund verstirkter Dissoziation des Liganden kaum nachgewiesen werden
konnen. Dennoch wurde dieser modifizierte Charcoal-Test mangels praktikabler Alternativen

zur Analyse der RA-Bindung in der Membranfraktion der Karpfenretina verwendet
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4.1.2 [3H]RA-Bindung in der Retina

Die Analyse der ["HJRA-Bindung in der cytosolischen und der Membranfraktion der Retina
mittels des modifizierten Charcoal-Tests ergab, dal die Bindung unmittelbar erfolgte und
tiber einen Zeitraum von mindestens drei Stunden konstant blieb. Im Proteinkonzentrationsbe-
reich von 0,2 - 1,0 pg/ul nahm die RA-Bindung proportional mit der Proteinmenge zu. Die
ermittelten Kp-Werte betrugen fiir die cytosolischen Fraktion 12,7 nM (+ 0,9 nM) und fiir die
Membranfraktion 35,8 nM (£ 7,4 nM). Die Hill-Koeffizienten beider Fraktionen betrugen
jeweils ca. 1, was auf eine homogene Rezeptorpopulation in beiden Fraktionen hindeutet.
Diese Deutung ist allerdings mit Einschrankungen versehen, da die Bindung aufgrund der
Beschrankungen, die mit dem Charcoal-Test verbunden sind, nur im [‘H]JRA-
Konzentrationsbereich von 5 - 100 nM getestet wurde. Hoheraffine Bindungsstellen konnten
nur mit entsprechend geringeren Konzentrationen nachgewiesen werden, was wiederum eine
hohere Proteinausgangskonzentration erfordert hétte. Dadurch wire allerdings der Bereich des
linearen Zusammenhangs zwischen Proteinkonzentration und RA-Bindung iiberschritten
worden. Geringaffine Bindungsstellen und solche mit schneller off-rate konnten ihren Ligan-
den zwischen den beiden Inkubationen mit der Charcoal-Suspension bzw. wihrend der zwei-
ten Inkubation durch Dissoziation verlieren. In der Studie von Zhang und McMahon (2000)
war schon 8’ nach Auswaschen der RA der entkoppelnde Effekt wieder aufgehoben, was auf
eine schnelle Dissoziationsrate schlieBen liefl, wihrend fiir die LBD des menschlichen RARa
eine Dissoziationshalbwertszeit von etwa 40’ bestimmt wurde, was eher einer langsamen Dis-

soziationsrate entspricht (Dallery et al., 1993).

Der fiir die Membranbindungsstelle ermittelte Kp-Wert unterscheidet sich deutlich von denen
der Kernrezeptoren, fiir die sich in der Literatur Werte zwischen 0,2 und 4 nM finden lassen.
Bei der Bestimmung jener Werte wurden in der Regel die entsprechenden Rezeptoren RARa,
B oder y bzw. deren jeweilige LBD in E. coli- oder in COS-Zellen (modifizierte Nierenzellen
des afrikanischen Griinaffen) transformiert bzw. transfiziert, woraufhin die jeweiligen Kern-
extrakte mittels Charcoal-Test (Dallery et al., 1993; Scafonas et al., 1997; Zhang et al., 1998)
oder mittels Sdulenchromatographie (Allenby et al., 1993, 1994) analysiert wurden. Auch
CRABP-I und -II binden RA mit deutlich hoherer Affinitit und mit Kp-Werten von 0,4 - 2
nM (Norris et al., 1994). Die kiirzlich beschriebene neue Familie membrangebundener Pro-
gesteronrezeptoren besitzt fiir die [’H]Progesteron-Bindung Kp-Werte von 20 - 40 nM (Zhu et
al., 2003a, b), wihrend die intrazelluldren Rezeptoren Kp-Werte vornehmlich im einstelligen

nanomolaren oder subnanomolaren Bereich aufweisen. Kontrar dazu enthalten Membranen
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des Kaninchen-Uterus eine 17B-Ostradiol-Bindungsstelle mit einer Dissoziationskonstanten
von 0,36 nM (Monje und Boland, 1999), die der von 0,4 nM eines intrazelluliren ERf} sehr
dhnelt (Kuiper et al., 1997). Moglicherweise handelt es sich bei der 17B-Ostradiol-
Membranbindungsstelle um einen translozierten Kernrezeptor (Razandi et al., 1999). Der Kp-
Wert flir die RA-Membranbindungsstelle deutet demnach darauf hin, da3 deren LBD sich von

denen der RA-Rezeptoren und -Bindungsproteine unterscheidet.

Aufgrund der eingangs formulierten Einschrinkungen besteht dennoch die Moglichkeit, daf3
die Membranfraktion zusitzlich eine hochaffine RAR-dhnliche Bindungsstelle enthélt. Vor
dem Hintergrund der These, dal RA in der Fischretina Adaptationsvorginge initiieren soll,
die erst bei kontinuierlicher Belichtung einsetzen, wire es womdglich ein Vorteil eine Bin-
dungsstelle zu nutzen, deren Affinitdt zur RA nicht so hoch ist wie die der Kernrezeptoren.
RA spielt eine wichtige Rolle bei Entwicklungs- und Differenzierungsprozessen in der Ver-
tebratenretina (s. Kap. 1.3.2), und da solche Prozesse auch in der adulten Fischretina erfolgen,
kann es nicht als unwahrscheinlich erachtet werden, dal} die basalen RA-Konzentrationen in
der Fischretina gegeniiber z.B. der Sdugerretina leicht erhdht sind. Wéhrend die retinalen
Zellen den Einflull der RA auf die Genexpression iiber CRABP-I oder -II zumindest partiell
regulieren konnen, sind extrazellulire Bindungsstellen, wenn sie keinen besonderen Modifi-
kationen unterliegen reine Konzentrationssensoren. Eine hochaffine Bindungsstelle wiirde
demnach hiufig RA gebunden haben und kontinuierlich ein Hellsignal vermitteln. Anderer-
seits sollte die Affinitdt des Rezeptors auch nicht zu gering sein, da RA letztlich doch nur ein
Nebenprodukt des Phototransduktionszyklus ist, und ihre Konzentration wihrend der Hell-

adaptation nicht iberméBig stark ansteigen diirfte.

An den Bindungsstudien der RA-Bindung in der cytosolischen Fraktion manifestierten sich
besonders deutlich die Einschrankungen des Charcoal-Tests. In der Literatur sind keine RA-
Bindungsstellen beschrieben, die Kp-Werte zwischen 10 und 15 nM besitzen. Dagegen sind
allerdings CRABP-I und -II im Cytosol lokalisiert (Saari et al., 1978; Ong & Chytil, 1975,
1978), so daB} zumindest eine Bindungsstelle mit einem Kp-Wert von etwa 1 nM in der cyto-
solischen Fraktion hitte nachgewiesen werden miissen. Ahnlich verhilt es sich mit der PKC,
die eine relativ geringe Affinitdt zur RA besitzt und erst bei Konzentrationen von 500 nM bis
1 uM RA bindet (Radominska-Pandya et al., 2000). Diese potentiell im Cytosol nachweisba-
ren hochaffinen bzw. geringaffinen Bindungsstellen konnten mit dem verwendeten Test auf-

grund der eingesetzten ["H]RA-Konzentrationen nicht nachgewiesen werden. Davon abgese-
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hen spielten die fiir das Cytosol gewonnenen Daten fiir die weitere Auswertung nur eine un-
tergeordnete Rolle. Eine auffillige Beobachtung bestand allerdings darin, daB3 die unspezifi-
sche Bindung in der cytosolischen Fraktion bei weniger als 10 % lag, wahrend sie in der
Membranfraktion im Bereich von 40 - 50 % lag. In einem Experiment mit einer extrahierten
Membranfraktion lag die unspezifische Bindung im Bereich der niedrigen [*HJRA-
Konzentrationen (2 - 40 nM) bei lediglich 10 - 25 %, was auf eine Interaktion der RA mit den
Membranlipiden schlieBen 146t. Sowohl RA als auch, in stirkerem Ausmal}, ROL sind in der
Lage Lipiddoppelschichten durch Interkalation zu stdren, wenngleich die Interaktion auch
nicht sehr ausgeprégt ist (Ortiz et al., 1992). Offensichtlich konnte ein Teil der markierten

RA, die in die Membranen interkaliert war, durch die Kohleteilchen nicht entfernt werden.

Die Studien, die die Auswirkungen von RA auf die HC-Physiologie zum Inhalt hatten, wiesen
Diskrepanzen im Hinblick auf den Einflul des RA-Isomers 9-cis-RA und damit auf die Art
der Bindungsstelle auf. In der Studie von Zhang & McMahon (2000) konnten RA und 9-cis-
RA die GJIC zwischen isolierten HC-Paaren eines Streifenbarsch-Hybriden &hnlich effektiv
inhibieren. Dies 148t den Schlufl zu, daB3 jener RA-Effekt iiber eine RAR-&hnliche Bindungs-
stelle vermittelt wird, da RA-Rezeptoren dhnliche Affinititen fiir beide Isomere besitzen,
wiéhrend Retinoid X-Rezeptoren ausschlieBlich bzw. mit sehr viel hoherer Affinitdt 9-cis-RA
binden (Heyman et al., 1992; Levin et al.; 1992; Allenby et al., 1993). Die hohe Effektivitat
der RAR- und RARy-spezifischen Agonisten CD2314 und CD666 deutet ebenfalls auf eine
RAR-dhnliche Bindungsstelle hin. In der Studie von Pottek und Weiler (2000) blieb 9-cis-RA
ohne Effekt auf die GJIC und die rezeptiven Felder von HC-Somata des Karpfens, wihrend
13-cis-RA &hnlich effektiv war wie RA. Dies konnte sowohl als Argument gegen eine RAR-
dhnliche Bindungsstelle gedeutet werden, da RA-Rezeptoren RA und 9-cis-RA gegeniiber 13-
cis-RA zumindest leicht priferieren (Idres ef al., 2002), als auch gegen eine CRABP-dhnliche
Bindungsstelle, da CRABP-I und -II dhnliche Affinitdten fiir 9-cis-RA und 13-cis-RA aufwei-
sen bzw. 9-cis-RA sogar leicht priferieren (Fiorella & Napoli, 1991; Fiorella et al., 1993;
Norris et al., 1994).

Eine mogliche Erkldrung fiir diese Diskrepanz konnte darin liegen, da3 die Studien an ver-
schiedenen Fischarten durchgefiihrt wurden, die leicht modifizierte bzw. vollkommen unter-
schiedliche Bindungsstellen enthalten konnten. Die Ergebnisse der pharmakologischen Ana-
lyse der Membran-Bindungsstelle der Karpfenretina bestdtigten dann auch eher die Ergebnis-

se aus der Studie von Pottek und Weiler, da 13-cis-RA zwar eine geringere Affinitit (ICsp =
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2,8 uM) als RA (ICsp = 93 nM) zur Bindungsstelle besal3, aber bei hoheren Konzentrationen
eine im Vergleich zu RA (58 %) dhnlich hohe bzw. hohere (63 %) maximale Inhibition der
[3H]RA-Bindung erzielte. Mit 9-cis-RA konnte auch bei hohen Konzentrationen nur eine ma-
ximale Inhibition von etwa 30 % beobachtet werden. Diese Daten, sowie die Fahigkeit von
RAL die [3H]RA-Bindung um mindestens 53 % inhibieren zu konnen, kdnnen als weiteres
Argument gegen ein RAR- oder CRABP-dhnliche Bindungsstelle gedeutet werden, da bisher
weder fliir RA-Rezeptoren noch fiir RA-Bindungsproteine eine RAL-Bindung mit vergleich-
barer Pharmakologie nachgewiesen werden konnte. Fiir das Phdnomen, dafl unmarkierte RA
bei hohen Konzentrationen die [’HJRA-Bindung in der Membranfraktion zu fordern schien,

statt sie zu inhibieren, liegt keine plausible Erklarung vor.

Auch bei den Inhibitionsstudien konnten mit der cytosolischen Fraktion sehr viel klarere Er-
gebnisse erzielt werden, so inhibierte unmarkierte RA die [’HJRA-Bindung nahezu komplett,
bei einem ICso-Wert von 47 nM, der der eingesetzten Konzentration von ["H]RA (40 nM) in
etwa entsprach. Auch in der cytosolischen Fraktion war 13-cis-RA ein effektiverer Inhibitor
der [’H]RA-Bindung als 9-cis-RA. Sehr ungewdhnlich war die Beobachtung, daB RAL die
[’H]RA-Bindung sowohl an die Membran- als auch an die cytosolische Bindungsstelle effek-
tiv inhibieren konnte. Kein bekanntes RA-bindendes Protein besitzt vergleichbare Affinitdten
zu den RA-Isomeren und zu RAL. In einer einzigen Studie wurde beschrieben, da3 ROL an
RA-Rezeptoren aus menschlichen Neuroblastoma-Zellen band, allerdings war ROL ein 35-
fach schwicherer Inhibitor der ["H]JRA-Bindung als RA; RAL war in jener Studie ein 500-
fach schwécherer Inhibitor (Repa et al., 1993). Sowohl die cytosolische als auch die Memb-
ran-Bindungsstelle kdnnten demnach vollig neuartige bis dato unbeschriebene Bindungsstel-
len sein. Interessanterweise flihrt ein Aminosiureaustausch (Q108R) im CRBP der Ratte da-
zu, dafl das Protein eine dreifach geringere Affinitdt zum ROL erhilt, dafiir aber mit ver-
gleichbarer Affinitdt RA, 13-cis-RA und RAL bindet (Stump et al., 1991), so dal3 also nicht
ausgeschlossen ist, daB3 ein RA-bindendes Protein existiert, dessen RA-Bindung sowohl durch
13-cis-RA als auch durch RAL inhibiert werden kann. Ein Austausch einer der beiden oder
beider fiir die RA-Bindung wichtigen Arginin-Reste (R111Q bzw. R131Q) im CRABP redu-
ziert zwar dessen Affinitdt zu RA, ermdglicht aber nicht die Bindung von ROL (Zhang et al.,
1992).
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4.2 RA-bindende Proteine in der Retina

Der Nachweis RA-bindender Proteine wurde mit einer modifizierten Photoaffinitits-
Markierungsmethode nach Bernstein ef al. (1995) durchgefiihrt. Dabei wird die an die jewei-
lige Bindungsstelle gebundene RA durch Bestrahlung mit UV-Licht aktiviert, mit der Folge,
daB sie eine kovalente Bindung mit dem entsprechenden Protein ausbildet. Die Entfernung
ungebundener markierter RA erfolgte durch eine Fillung des Proteins mit Aceton. Die mar-
kierten Proteine wurden dann gelelektrophoretisch aufgetrennt und autoradiographisch analy-
siert. Wie beim Bindungstest wurden verschiedene unmarkierte Liganden eingesetzt, um die

Spezifitit bzw. die Pharmakologie der Interaktionen zu iiberpriifen.

Verschiedene Proteine wurden auf diese Weise sowohl in der solubilisierten Membranfraktion
als auch in der cytosolischen Fraktion markiert. In der Membranfraktion wurden vier Proteine
(31 kDa, 39 kDa, 76 -78 kDa und ~120 kDa) besonders intensiv, vier weitere deutlich (34
kDa, 35 - 36 kDa, 41 kDa, 43 kDa) und weitere drei eher schwach markiert (23 kDa, 27 -28
kDa, 47 kDa, 55 kDa und 58 kDa). Im Cytosol wurden ein Protein (22,5 - 23 kDa) besonders
deutlich, vier weitere deutlich (16 kDa, 52 kDa, 53-54 kDa und ~120 kDa) und zehn eher
schwach bis ganz schwach markiert (25 - 50 kDa). Eine Verringerung der PH]RA-
Konzentration im Inkubationsansatz von urspriinglich 2 pM auf 40 nM hatte mit Ausnahme
von Intensititsverschiebungen keine signifikanten Auswirkungen auf das Bandenmuster im

Autoradiogramm.

Aufgrund der ndherungsweise bestimmten M;-Werte kann natiirlich keine Identifikation der
markierten Proteine erfolgen. Gerade bei den schwach markierten Proteinen spielt womoglich
neben einer geringen Affinitit auch unspezifische Bindung eine Rolle, da unspezifische Bin-
dung besonders in komplexen Fraktionen, wie sie hier verwendet wurden, ein Problem dar-
stellt (Bayley & Knowles, 1977). In der cytosolischen Fraktion der Rinderretina wurden mit
dieser Methode drei Proteine markiert (16 kDa, 23 kDa und 55 kDa), wobei es sich bei dem
16 kDa-Protein um CRABP handelte, wihrend tiber die Identitit der beiden anderen Proteine
Unklarheit herrscht (Bernstein et al., 1995). Bei dem cytosolischen 16 kDa-Protein in der
Karpfenretina konnte es sich daher ebenfalls um eine CRABP-Isoform handeln. In der Mem-
branfraktion der Rinderretina wurden vor allem ein 23 kDa- und ein 35 kDa-Protein markiert,
deren Identitét ebenfalls unklar ist (Bernstein et al., 1995). Immerhin wurden alle von Bern-

stein et al. (1995) in der Rinderretina nachgewiesenen RA-bindenden Proteine auch in der
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Karpfenretina markiert, zumindest im Hinblick auf die Existenz RA-bindender Proteine mit

entsprechenden Molekulargewichten.

In der mitochondrialen Fraktion des Rinderherzens wurde ein 31 kDa-Protein (ANT) mit
[PH]RA markiert (Notario et al., 2003). Eine ANT kénnte daher auch fiir die 31 kDa-Bande in
der Membranfraktion der Karpfenretina verantwortlich sein, allerdings zeigte die Herz-ANT
nur eine geringe Affinitit zur RA, da sie erst mit 3 pM [’HJRA schwach markiert wurde,
wihrend das 31 kDa-Protein in der Retina schon mit 40 nM deutlich markiert wurde. Eine
naheliegende Vermutung konnte darin bestehen, dal RA metabolisierende Enzyme durch die
Photoaffinitdtsmethode markiert werden. Die RA-4-hydroxylase, ein mikrosomales CYP26-
Enzym, die laut Datenbankanalyse im Zebrafisch ein M; von etwa 56 kDa besitzt, konnte fiir
die 55 kDa-Bande in der Membranfraktion verantwortlich sein. Auch eine UDP-
Glukuronosyltransferase (UGT) der Rattenleber wurde mit [’H]RA markiert (Little & Rado-
minska, 1997) und konnte fiir die 55 kDa-Bande verantwortlich sein. Allerdings ist bisher
noch keine UGT-Aktivitét in der Retina irgendeiner Spezies beschrieben worden, lediglich in
der Cornea des Kaninchens (Watkins et al., 1991). Auch eine RALDH konnte markiert wor-
den sein. Die RALDH-1 der Hiihnerretina besitzt ein M, von etwa 55 kDa (Mey et al., 2001),
so daB es sich bei der cytosolischen 53 - 54 kDa-Bande um eine RALDH handeln konnte.

Einige markierte Proteine zeigten in bezug auf ihr M, Ahnlichkeiten mit Proteinen, die in
bestimmten Zell-Linien bzw. Zelltypen retinoyliert werden. Funktion und Zustandekommen
von Retinoylierungen sind immer noch nicht genau bekannt, dennoch liegt die Vermutung
nahe, dall RA eine gewisse ,Palliform’ fiir die retinoylierten Proteine besitzt und daB die reti-
noylierten Proteine eine gewisse Affinitit zur RA aufweisen. In HL-60 (human myeloid leu-
kemia)-Zellen stellt Vimentin das Hauptzielprotein fiir Retinoylierungen dar (Takahashi &
Breitman, 1994). Vor dem Hintergrund, dal3 ein Zebrafisch-Vimentin ein theoretisches M,
von 52,5 kDa besitzt, konnte es sich beim markierten cytosolischen 52 kDa-Protein um das
Karpfen-Vimentin handeln. Ebenfalls in HL-60-Zellen werden zwei Proteine retinoyliert (47
kDa und 51 kDa), die in 2D-Gelen mit RIa. und RIla komigrieren (Takahashi et al., 1991),
den regulatorischen Untereinheiten der Typ I- und Typ II-Proteinkinase A. Bei dem 46 kDa-
Protein im Cytosol bzw. dem 47 kDa-Protein in der Membran (oder bei beiden) kdnnte es sich
demnach um eine regulatorische Untereinheit der Proteinkinase A handeln. Myhre et al.
(1996) beschrieben die Retinoylierung eines 16 kDa-Proteins in einer Leber- und einer Nie-

renfraktion der Ratte, ohne allerdings eine genaue Identifizierung des Proteins vorzunehmen.
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Zhang & McMahon (2000) postulierten in ihrer Studie, daB RA entweder an ein Protein in
unmittelbarer Ndhe der Gap junction-Proteine oder direkt an die Connexine bindet und da-
durch eine Verringerung der Offnungswahrscheinlichkeiten der Kanile induziert, da ihr ent-
koppelnder Effekt unabhéngig von cytosolischen Faktoren erfolgt. Bisher gibt es allerdings
noch keine Studie, die eine RA-Bindung durch Connexine nachweisen konnte bzw. zum In-
halt hatte. Ein Vergleich der Molekulargewichte der bisher in der Fischretina nachgewiesenen
Connexine und der in der Membranfraktion markierten Proteine er6ffnet die Moglichkeit, da3
es sich bei dem 55 kDa-Protein um ein Karpfen-Homolog des Zebrafisch-Cx55,5 handeln
konnte (Dermietzel et al., 2000). Bei dem 35 - 36 kDa-Protein konnte es sich um ein Karpfen-
Homolog von Cx35 (O’Brien et al., 1996) handeln, wéahrend sich das Karpfen-Homolog von
Cx27.5 (Dermietzel et al., 2000) hinter der 27 - 28 kDa-Bande verbergen konnte. Die 43 kDa-
Bande konnte schlielich das Karpfen-Cx43 (Dermietzel et al., 2000) reprasentieren, dessen
Beteiligung an HC-Gap junctions diskutiert wird (Janssen-Bienhold et al., 2001).

Die Analyse der Pharmakologie der [’HJRA-Bindung an die Proteine sollte die Zuordnungs-
moglichkeiten bestimmter Proteine einschranken bzw. genauere Hinweise auf die Identitdt der
markierten Proteine und die Spezifitit der Markierung liefern. Doch nicht nur in bezug auf die
Anzahl der Bindungsstellen sondern auch in bezug auf die Pharmakologie der Bindung zeig-
ten die Ergebnisse der Photoaffinitdtsmethode und des Charcoal-Tests z.T. erhebliche Unter-
schiede. Der gravierendste Unterschied bestand darin, daf3 alle getesteten ,Inhibitoren’ (RA,
9-cis-RA, 13-cis-RA, RAL und ROL) erst bei einem 10*-fachen UberschuB eine deutliche
Inhibition der [’HJRA-Bindung in der cytosolischen Fraktion bewirkten. Lediglich die Bin-
dung an das 22,5 - 23 kDa-Protein konnte mit geringeren Konzentrationen inhibiert werden,
wobei das Protein keine deutliche Priaferenz fiir einen der Inhibitoren zeigte. Auch in der
Membranfraktion war die Bindung an das 23 kDa-Protein am leichtesten zu inhibieren, ohne
daB3 es Unterschiede zwischen der Wirksamkeit der Inhibitoren gab. In bezug auf die Bindung
an die iibrigen Membranproteine konnten fiir die Inhibitoren RA und 13-cis-RA dhnliche Be-
obachtungen gemacht werden wie im Charcoal-Test. Die einzige Ausnahme ergab sich fiir
den 10*-fachen UberschuB an unmarkierter RA, der beim Charcoal-Test eine enorme Ver-
stirkung der [’HJRA-Bindung zur Folge hatte, wihrend er beim Markierungsversuch die

starkste inhibitorische Wirkung entfaltete.

Fiir alle diese pharmakologischen Befunde gibt es keine plausiblen Erkldrungen. Offensicht-

lich scheint die Photoaffinititsmethode trotz der Befunde von Bernstein et al. (1995) fiir kom-
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komplexe Fraktionen nicht gut geeignet zu sein. In den meisten der jiingeren Studien wurde
diese Methode daher auch mit aufgereinigten Proteinen (Chen & Radominska-Pandya, 2000;
Radominska-Pandya et al., 2000, 2001; Radominska-Pandya & Chen, 2002; Tomas et al.,
2002) bzw. mit einzelnen Proteindominen (Rengarajan et al, 2001) durchgefiihrt.
Experimente mit aus Membranfraktionen gewonnenen PGE-Fraktionen, die immerhin partiell
aufgereinigte Proteine enthielten, zeigten daher auch im Hinblick auf die Inhibierbarkeit der
[PH]RA-Bindung bessere Ergebnisse. Von zwei getesteten PGE-Fraktionen enthielt eine Pro-
teine im M;-Bereich von 44 - 45 kDa, die weder anti-RARo-immunoreaktiv waren noch RA
banden, und die andere Proteine im M,-Bereich von 41 - 43 kDa, in der sowohl eine anti-
RARoao-immunoreaktive Komponente als auch ein RA-bindendes Protein jeweils mit einem
M; von etwa 43 kDa enthalten war. Die [3H]RA-Bindung in der Fraktion konnte durch einen
10*-fachen UberschuB an unmarkierter RA zu etwa 60 % inhibiert werden (densitometrische
Analyse), und auch eine Priinkubation mit dem RARa-Antikorper fiithrte zu einer signifikan-
ten Inhibition der Bindung (30 - 40 %). Dies offenbarte einerseits einen moglichen Kandida-
ten fiir die Vermittlung der RA-Effekte auf die HC-Kopplung, da in diesem Protein die Inter-
aktion mit einem RAR-Antikdrper und mit RA zusammenliefen, und zeigte andererseits die
bevorzugte Eignung von aufgereinigten bzw. partiell isolierten Proteinen fiir die Photoaffini-

tdtsmethode, da Inhibitionseffekte bei einzelnen Proteinen besser dargestellt werden konnen.

4.3 Anti-RARo-immunoreaktive Proteine in der Retina

4.3.1 Lokalisation der anti-RARo-ir Proteine in der Retina

Da der entkoppelnde Effekt von RA auf isolierte HC-Paare in der Fischretina iiber eine RAR-
dhnliche Bindungsstelle vermittelt wird (Zhang & McMahon, 2000), wurden mittels verschie-
dener immunchemischer Methoden einschlieBlich Elektronenmikroskopie und unter Verwen-
dung verschiedener Retinoidrezeptor-spezifischer Antikorper die Verteilung Retinoidrezep-
tor-dhnlicher Proteine in der Karpfenretina untersucht. Der Schwerpunkt der Betrachtung lag
dabei in der distalen INL und der OPL, wo die HC-Somata und -Dendriten und die sie kop-
pelnden Gap junctions lokalisiert sind. Lediglich mit dem Antikorper, der spezifisch gegen
die C-terminale Domine des RARal des Menschen (Sersss - Prossy) gerichtet ist, konnten
immunoreaktive Komponenten im Bereich der distalen INL und der OPL detektiert werden.
Im Querschnitt der Retina wurde in der INL eine diffuse Markierung der in den duf3erst dista-
len Schichten gelegenen Horizontalzellen beobachtet, wihrend sich entlang der OPL ein deut-
lich punktiertes aggregatartiges Markierungsmuster beobachten lie3. Daneben wurden auch

Photorezeptor-Auflensegmente markiert.
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Mehrere Beobachtungen deuten darauf hin, dal sowohl die anti-RARa-IR in der distalen INL
als auch die in der OPL auf Horizontalzellen begrenzt ist. So wiesen dissoziierte Bipolarzellen
kein anti-RARa-IR auf, wihrend dissoziierte Horizontalzellen sowohl im bzw. um den Kern
herum als auch an den Dendritenendigungen deutliche Markierungen zeigten und dariiber
hinaus ihre gesamte Oberflidche diffus markiert war. Kolokalisationsexperimente mit FRet 43,
welches vor allem rot- und griinsensitive (Doppel-)Zapfen markiert (Larison & Bremiller,
1990), an isolierten Photorezeptoren zeigten vor allem eine deutliche Markierung der Auf3en-
segmente und der Pedicles von FRet 43-markierten (Doppel-)Zapfen und etwas schwicher
und seltener eine Markierung der Innensegmente. In Quer- und Tangentialschnitten der Retina
konnte ebenfalls im Bereich der Pedicles eine Kolokalisation von anti-RARa-IR mit anti-
FRet 43-IR und mit anti-Caldendrin-IR dergestalt beobachtet werden, dal3 die anti-RARa-IR
von den Markierungen durch die anderen Antikorper jeweils umhiillt wurde. Da auch Cal-
dendrin postsynaptischer Bestandteil der Photorezeptorsynapsen in den terminalen Dendriten
von Horizontalzellen ist (Schultz et al., 2004), kann dies als weiterer Hinweis dafiir angese-
hen werden, dal3 die anti-RARa-IR in den Pedicles auf invaginierende HC-Dendriten zuriick-
geht. Auch auf ultrastruktureller Ebene lieBen sich keine Hinweise fiir anti-RARo-ir Kompo-
nenten auf Photorezeptorseite oder auf BP-Dendriten innerhalb der Pedicles finden. Stattdes-
sen waren invaginierende HC-Dendriten im duflerst distalen Bereich der Pedicles deutlich
markiert. Seltener und schwicher waren die Ausldufer der HC-Dendriten in der Néhe der

Ribbon-Synapsen im etwas weniger distalen Bereich der Pedicles markiert.

Die anti-RARa-IR war rdaumlich deutlich getrennt von der anti-GRIP-IR, was auf eine Be-
schrinkung der anti-RARa-ir Proteine auf Zapfen-Horizontalzellen hindeutet, da GRIP (Glu-
tamatrezeptor-interagierendes Protein) in der Karpfenretina nur in H4-Zellen lokalisiert wer-
den kann (Garms, 2003). Sowohl die RA-Effekte auf die Physiologie von H1- und H2-Zellen
(Pottek & Weiler, 2000, Zhang & McMahon, 2000), als auch die Kolokalisation mit FRet 43
in den Pedicles deuten auf anti-RARa-IR in H1- und H2-Zellen hin, da nach dem Modell von
Stell et al. (1975) fiir die HC-Verschaltungen in der Retina rot- und griinsensitive Doppelzap-
fen priasynaptische Kontakte mit HI- und H2-Zellen ausbilden (Stell & Lightfood, 1975; Stell
et al., 1975, 1982). Auch die Lage der diffus markierten Horizontalzellen in der duf3erst dista-
len INL deutet auf diese beiden Zelltypen hin. Allerdings kann die Existenz von anti-RARa-ir
Komponenten auch in H3-Zellen nicht ausgeschlossen werden, zumal nach dem Kamermans-
Modell fiir HC-Verschaltungen in der Fischretina auch H3-Zellen mit griin- und rotsensitiven

Zapfen synaptische Kontakte ausbilden (Kamermans et al., 1991)
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Auch die Photorezeptor-Aullensegmente der menschlichen sowie der Rinder- und Rattenreti-
na zeigen anti-RARa-IR (Janssen et al., 1999), aber das Vorhandensein irgendwelcher Kom-
ponenten des RA-Signalweges bzw. von Proteinen, die immunoreaktiv gegen entsprechende
Antikorper sind, in Horizontalzellen ist ein neuer Befund. Die Effekte der RAR-Isoformen-
spezifischen Agonisten auf die HC-Kopplung lassen zwar auf eine RARP,y-dhnliche Bin-
dungsstelle schlieBen (Zhang & McMahon, 2000), Hemikanalstrome isolierter Horizontalzel-
len aber werden durch Applikation des RARa-Antikorpers reduziert (McMahon, D, Vander-
bilt University, Nashville, Tennessee, personliche Mitteilung). Diese widerspriichlichen Daten
in bezug auf den Isoformen-Charakter der RAR-&hnlichen Bindungsstelle stellen die Spezifi-
tat des RARa-Antikorpers in Frage. Zumal Retinoidrezeptoren in der Regel ausschlielich im
Kern lokalisiert sind (Katzenellenbogen & Katzenellenbogen, 1996). Auch eine kiirzlich
nachgewiesene Spleillvariante des menschlichen RARal ist im Kern von B-Lymphozyten
lokalisiert, obgleich ihr die DBD fehlt (Parrado et al., 2001). Zwar ist nicht auszuschlie3en,
daf} eine weitere Spleiflvariante des Kernrezeptors existiert, der zusitzlich die Kernlokalisati-
onssequenz fehlt, und die mittels spezifischer Interaktionsdoménen von entsprechenden
Transportproteinen zur Plasmamembran transportiert werden kann. Aber ebenso gut konnte
der Antikérper ein Epitop auf einem HC-spezifischen Membranprotein erkennen, das gar

nicht mit den Retinoidrezeptoren verwandt ist.

Nicht eindeutig kann auch die Frage nach der Lage des vom Antikorper erkannten Epitops
beantwortet werden. Das anti-RARa-IR-Muster im Querschnitt war davon abhéngig, ob die
Inkubation mit dem Antikorper in Gegenwart oder Abwesenheit von TX-100 erfolgte. In Ge-
genwart von TX-100 war die punktierte Markierung in der OPL besonders intensiv, wahrend
die diffuse Markierung der Horizontalzellen stark abgeschwécht war. In Abwesenheit von
TX-100 ergab sich ein entgegengesetztes Bild. Daraus mufl der Schlu3 gezogen werden, daf3
das Epitop in den Pedicles intrazelluldr lokalisiert ist. Physiologisch erzielte RA allerdings
nur Effekte, wenn sie extern appliziert wurde, {iber Dialyse in die Zellen injiziert verblieb sie
ohne Effekt (Zhang & McMahon, 2000). Auch die Inhibition des Hemikanalstroms von iso-
lierten Horizontalzellen erfolgte mit dem extern applizierten Antikorper (s.o0.). Dies kann nur
so gedeutet werden, da3 das Epitop extrazelluldr innerhalb einer sehr kompakten Struktur
liegt, die in der in situ-Situation nicht vom Antikdrper erreicht werden kann und die erst in
Gegenwart von TX-100 bzw. nach Dissoziation der Horizontalzellen fiir den Antikorper er-
reichbar wird. Auch die Pedicles dissoziierter Photorezeptoren wurden nur in Gegenwart von

TX-100 markiert. Der einzige bisweilen zu beobachtende Unterschied zwischen hell- und
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dunkeladaptierten Retinen zeigte sich ebenfalls nur bei einem Vergleich zwischen TX-100-
positiven und TX-100-negativen Inkubationen. Die Markierung der Photorezeptor-
AuBensegmente in dunkeladaptierten Retinen war in Abwesenheit von TX-100 im Vergleich
zu den helladaptierten Retinen stark verringert. Im Bereich der distalen INL und der OPL
zeigten sich allerdings keine signifikanten Unterschiede zwischen hell- und dunkeladaptierten

Retinen.

4.3.2 Charakterisierung der anti-RARa-immunoreaktiven Proteine

Mittels des RARa-Antikorpers wurde die Verteilung der RARa-ir Proteine in verschiedenen
Fraktionen der Karpfenretina analysiert. Zum Vergleich wurden auch retinale und Gehirnfrak-
tionen von Maus und Ratte untersucht. Der Antikorper erkannte drei Karpfen-spezifische
immunoreaktive Proteine im M,-Bereich von 40 kDa, 43 kDa und 46 kDa. Nach Expression
in HeLa-Zellen erkennt der Antikdrper in Kernfraktionen der entsprechenden HeLa-Zellen ein
Protein im M;-Bereich von ~60 kDa (Herstellerangaben). Ein 58 kDa-Protein konnte in einer
Kernfraktion des Rattenhirns sowie im Totalhomogenat sowohl der Ratten- als auch der Miu-
seretina und sogar in einer Membranfraktion der Miuseretina nachgewiesen werden. Bei die-
sem Protein handelt es sich vermutlich um den Kernrezeptor RARa, gegen den der Antikor-
per gerichtet ist, und der, auf mRNA-Ebene, im Gehirn sowohl der Ratte als auch der Maus
exprimiert wird (Zetterstrom et al., 2004). In der Membranfraktion des Rattenhirns konnte
dieses Protein nicht detektiert werden. Aufgrund der fiir diesen Punkt nur sparlich vorliegen-
den Daten kann nicht geklért werden, ob es sich bei dem 58 kDa-Protein in der Membranfrak-
tion der Miuseretina um einen an die Membran translozierten Kernrezeptor handelt, oder ob
die Trennung zwischen Membran- und Kernfraktion der Mausretina nicht ausreichend gut
erfolgte. In allen Fraktionen konnten weitere immunoreaktive Proteine im hoheren M;-
Bereich nachgewiesen werden, allerdings zeigten diese nur sehr schwache Signale. Das 58
kDa-Protein konnte auch im Totalhomogenat sowie in der Membran- und Kernfraktion der
Karpfenretina detektiert werden, allerdings war das immunoreaktive Signal sehr viel schwé-

cher als bei Ratte und Maus und im Vergleich zu den 40 - 46 kDa-Proteinen.

Alle drei anti-RARa-ir Proteine in der Karpfenretina waren in der Membranfraktion angerei-
chert und im Cytosol und in der Kernfraktion nur in sehr geringem Umfang enthalten. Das 43
kDa- und 46 kDa-Protein zeigten in mehrerer Hinsicht ein dhnliches Verhalten, wihrend sich
das 40 kDa-Protein deutlich von den beiden unterschied. So zeigten sich bei den beiden gros-

seren Proteinen keinerlei lichtadaptationsabhingige Unterschiede, wéhrend das 40 kDa-
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Protein nach 40-miniitiger Helladaptation nicht mehr detektiert werden konnte. Auch ein
Dephosphorylierungsexperiment mit Alkaliner Phosphatase zeigte keine Auswirkungen auf
die beiden groBeren Proteine, wahrend das 40 kDa-Protein nach einer Dephosphorylierung ein
deutlich stdrkeres Signal ergab. Bei dem 40 kDa-Protein konnte es sich demnach um ein
Phosphoprotein handeln, das im Rahmen einer Helladaptation innerhalb des vom Antikorper
erkannten Epitops phosphoryliert und darauthin nicht mehr erkannt wird. In der Vertebraten-
retina ist die Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Proteinen im Rahmen von
Lichtadaptationsvorgidngen ein weit verbreitetes Phinomen, eine ganze Reihe von Proteinen
werden z.B. wihrend der Helladaptation in Horizontalzellen phosphoryliert (Janssen-
Bienhold et al., 1993). Das 40 kDa-Protein konnte allerdings im Gegensatz zu den anderen

beiden nicht in mit Horizontalzellen angereicherten Fraktionen nachgewiesen werden.

In bezug sowohl auf sein Phosphorylierungsverhalten wihrend der Lichtadaptation als auch
auf sein M; gleicht das 40 kDa-Protein der unphosphorylierten Isoform von Cx43, dessen M,
mit dem in dieser Arbeit verwendeten Gelsystem ebenfalls mit 40 kDa bestimmt wurde
(Schiitte et al., 2001). Eine weitere Ubereinstimmung mit Cx43 zeigte das Protein in bezug
auf sein Verhalten bei zweidimensionaler gelelektrophoretischer Auftrennung, da Cx43 einen
theoretischen p/ von etwa 9 besitzt und somit in dem in dieser Arbeit verwendeten System
nicht aufgetrennt werden konnte. Auch das 40 kDa-Protein konnte im Gegensatz zu den ande-
ren beiden nach 2D-Auftrennung nicht mehr detektiert werden. Da jedoch Befunde dafiir
sprechen, dal Cx43 in Horizontalzellen exprimiert wird (Janssen-Bienhold et al., 2001),
scheint es sich bei dem 40 kDa-Protein nicht um Cx43 zu handeln. Und die Beobachtung, daf3
sich das anti-RARa-IR-Muster im Querschnitt der Karpfenretina wihrend der Helladaptation
im Bereich der INL und der OPL nicht signifikant @nderte, spricht gegen eine Beteiligung
dieses Proteins an den RA-Effekten auf die HC-Physiologie.

Das 43 kDa- und das 46 kDa-Protein konnten mittels 2D-Gelelektrophorese in mehrere puta-
tive Isoformen im p/-Bereich von 5,3 - 5,6 aufgetrennt werden. Das 43 kDa-Protein konnte
sogar aus einer PGE-Fraktion in die putativen Isoformen aufgetrennt werden. Auch bei dem
43 kDa-Protein kann es sich nicht um Cx43 handeln, da es durch Lichtadaptation bzw.
Dephosphorylierung mit Alkaliner Phosphatase nicht modifiziert wird und da es einen fiir
Connexine viel zu sauren p/ aufweist. Aullerdem folgten bei einer PGE, deren Fraktionen
sowohl auf anti-Cx43-IR als auch auf anti-RARa-IR getestet wurden, die anti-Cx43-ir Frakti-

onen auf die anti-RARa-ir Fraktionen mit dem 43 kDa-Protein und zeigten dabei kaum Uber-
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schneidungen. Theoretisch konnte es sich bei den beiden Proteinen um Spleiflisoformen des
RARa handeln. Zwar besitzen die meisten Retinoidrezeptoren isoelektrische Punkte im leicht
basischen Bereich (7 - 8), aber ein Vergleich des RARal vom Menschen (Giguere et al.,
1987) und dessen Spleilvariante RARa1ABC (Parrado et al., 2001) zeigt, da3 die kleinere
Variante des Rezeptors nicht nur 11 kDa kleiner ist, sondern einen theoretischen p/ von 6,12
aufweist gegeniiber einem theoretischen p/ von 8,21 seines grolen Verwandten. Alternative
Spleiflvarianten konnten natiirlich auch p/-Werte im Bereich von 5,5 und entsprechende Mo-

lekulargewichte aufweisen.

4.4 Identifikation des 43 kDa-Proteins
4.4.1 Das 43 kDa-Protein besitzt keine Homologie mit RA-Rezeptoren

Die Identitdt des membranassoziierten 43 kDa HC-Proteins, in dem RA-Bindungseigenschaft
und anti-RARa-IR zusammenzulaufen scheinen, wurde mittels einer massenspektroskopi-
schen Methode, der MudPIT (multidimensional protein identification technology), bestimmt.
Dazu wurde das Protein mittels 2D-Gelelektrophorese isoliert und anschlieBend in unspezi-
fisch gefarbten Gelen durch einen Vergleich der 2D-Auftrennungsmuster mit einem Immu-
noblot identifiziert. Die Uberlagerung verschiedener Gele mit einem Immunoblot deutete
wiederholt auf ein ganz bestimmtes Protein in den unspezifisch gefirbten Gelen hin, welches
daraufhin aus den entsprechenden Gelen ausgeschnitten und mittels MudPIT an der Universi-
tdt Bochum analysiert wurde. Die dabei erhaltenen Peptidsequenzen besallen ausschlieflich
Homologie mit dem Enzym Enolase, wobei die Sequenzen die groBite Homologie zu dem
putativen Zebrafisch-Protein MGC73056 (Akzessions-Nr.: BC059434.1) besallen, welches
seinerseits ein Homolog der a-Enolase der Sduger repriasentiert. Basierend auf der Nukleotid-
sequenz des Zebrafisch-Proteins wurden Primer fiir die kodierenden Bereiche von zwei der
erhaltenen Sequenzen entwickelt. Das damit aus der Karpfenretina gewonnene Amplikon
wurde sequenziert und mittels RACE-PCR verldngert, anschlieBend kloniert und schlieBlich
sequenziert bis eine komplette Karpfen-Enolase-cDNA vom Start- bis zum Stop-Codon vor-
lag. Die daraus resultierende putative Karpfen-Enolase besa3 auf Nukleotidebene 94 % Ho-
mologie zur putativen Zebrafisch-Enolase und etwa 81 % Homologie zur a-Enolase der Séu-
ger. Auf Proteinebene betrug die Homologie 97 % zur Zebrafisch- und 89 % zur Siduger-a-
Enolase. Das Karpfen-Protein besaBl keine Homologie zu Retinoidrezeptoren oder zu
CRABP-I und -II von Zebrafisch bzw. Siuger, wie eine Datenbankanalyse ergab. Da ver-
schiedene 2D-Gele in der Regel keine exakt iibereinstimmenden 2D-Auftrennungsmuster

aufweisen, kann natiirlich nicht ausgeschlossen werden, da3 die Protein-Spots, die infolge der
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Uberlagerung der Gele mit dem Blot in bezug auf ihre Lokalisation in den 2D-Mustern als
miteinander korrelierend angesehen wurden, de facto nur benachbarte Protein-Spots waren, so

daf} die weitergehende Analyse mit einem nicht-anti-RARa.-ir Protein durchgefiihrt wurde.

Die fehlende Homologie des identifizierten Proteins mit RA-interagierenden Proteinen besti-
tigte die Ergebnisse des Bindungstests, die eine fiir die bisher bekannten RA-interagierenden
Proteine ungewdhnliche Pharmakologie der Bindungstelle ergaben und folglich auch keine
Ahnlichkeit der Bindungsstellen nahelegten. Die Frage, ob die putative Enolase RA binden
kann, 146t sich theoretisch nur schwer beantworten. Die Voraussetzung dafiir wére entweder
ein gemeinsames Bindungsmotiv der bisher beschriebenen RA-bindenden Proteine oder eine
offensichtliche Homologie einer Enolasedomine mit einer Bindungsdoméne eines RA-
bindenden Proteins. Ein Vergleich von RA-Bindungsdoménen verschiedener Proteine, die mit
RA interagieren (RAR, CRABP, PKCoa und UGT) ergibt eine Sequenz bestimmter Amino-
sdure-Seitenketten, die mehr oder weniger in allen Proteinen enthalten ist (Radominska-
Pandya et al., 2000). Diese Sequenz (xXxRxxVxxxxWxR*/ xxxNDxxxxLxxx VXELxxxxVxx)
148t sich nicht in der Karpfen-Enolase wiederfinden. Sie besitzt allerdings auch keine Homo-
logie zur ANT oder zum UCP1, welche ebenfalls RA binden (Tomas et al., 2002; Notario et
al., 2003), und auch die bei Radominska-Pandya et al. verglichenen Sequenzen, speziell die
der UGT und die CRABP-Sequenzen, weisen bei einzelnen Aminosduren Abweichungen auf,

so daB es sich bei dieser Sequenz nicht um eine klar definierte RA-Bindungssequenz handelt.

Verschiedene Proteine, die mit RA interagieren, zeigen in bezug auf ihre LBD deutliche Un-
terschiede. CRABP-I und -II zéhlen zu der Grof3familie der Lipid-bindenden Proteine, deren
charakteristische Bindungstasche aus einem sogenannten [-barrel-Motiv besteht. Dabei um-
hiillen zwei orthogonale Faltblétter den Liganden, binden und stabilisieren ihn. Die Carbo-
xylgruppe der RA interagiert in CRABP mit einer charakteristischen RYR-Triade (in
CRABP-II: Argii1, Tyris4 und Arg;sz), die sich in der Karpfen-Enolase nicht finden 1d6t. Das
Ende des B-lononringes hat Zugang zum umgebenden Medium, wodurch vermutlich die RA-
Ubergabe an Rezeptoren oder an metabolisierende Enzyme erméglicht wird (Jones et al.,
1988; Kleywegt et al., 1994; Newcomer, 1995; Chen et al., 1995; Chaudhuri et al., 1999).
Auch beim extrazelluldren epididymalen RABP (ERABP) wird die Bindungstasche durch ein
B-barrel gebildet. Hier befindet sich der B-Iononring allerdings am tiefsten innerhalb des bar-
rels und die Isoprenkette von all trans-RA ist so ,gefaltet’, daB sie eine 8-cis-dhnliche Konfi-

guration einnimmt (Newcomer, 1993, 1995; Pattanayek & Newcomer, 1999). ERABP bindet
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daher auch im Gegensatz zu CRABP keine am [-lononring modifizierten RA-Derivate (Ong
& Chytil, 1988). In der charakteristischen LBD der Retinoidrezptoren liegt RA innerhalb ei-
nes antiparallelen a-helikalen ,Sandwiches’ gebunden vor. Die je nach Retinoidrezeptor be-
teiligten 11 - 12 Helices bilden dabei eine dreischichtige Struktur (Renaud ef al., 1995; Bour-
guet et al., 1995). Die unterschiedlichen Préiferenzen der verschiedenen Isoformen gehen auf
einzelne Aminosdureaustausche innerhalb dieser LBD zuriick, von besonderer Bedeutung
sind dabei einzelne Arg- und Lys-Reste (Klaholz et al., 1998; Tate & Grippo, 1995; Lamour
et al., 1996; Keidel et al., 1997; Scafonas et al., 1997; Zhang et al., 1998). CYP2CS8, ein En-
zym, das am RA-Metabolismus beteiligt ist (Marill et al., 2000), besitzt ebenfalls eine Bin-
dungsstelle, die hauptsdchlich von Helices gebildet wird, die aber im peripheren Bereich des
Proteins liegt, da das Protein nach Inkubation mit Palmitinsdure als Dimer mit zwei Palmitin-
sauremolekiilen im Dimer-/nterface kristallisiert (Schoch et al., 2004). Diese Realisierung
verschiedener RA-Bindungsmotive 1dt die Moglichkeit offen, daBl die putative Karpfen-
Enolase trotz des Fehlens bekannter RA-Bindungsmotive dennoch in der Lage sein konnte,

RA zu binden.

Die Enolase als putativer Membran-assoziierter (m) RA-Rezeptor bzw. als putatives Mem-
bran-assoziiertes RABP ist nicht verwandt mit den intrazelluléren (i) mit RA-interagierenden
Proteinen. Auch bei den anderen Mitgliedern der Kernrezeptor-Grofifamilie herrscht Unklar-
heit iiber die Verwandtschaft zwischen den Membranbindungsstellen und den entsprechenden
intrazelluldren Rezeptoren. Obschon vor iiber 30 Jahren membrangebundene Steroidhormon-
bindungsstellen beschrieben wurden (Blyth et al., 1971), wurde erst ein membrangebundener
Rezeptor bzw. eine Familie von membrangebundenen Rezeptoren identifiziert (Thomas et al.,
2002; Zhu et al., 2003a, b). Diese Familie membrangebundener Progestinrezeptoren ist nicht
verwandt mit den intrazelluldren, sondern zeigt stattdessen Charakteristika von G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren (Zhu et al., 2003b). Dariiber hinaus ist der Verwandtschaftsgrad der
beschriebenen membrangebundenen Steroidhormonrezeptoren bzw. -Bindungsstellen mit den
entsprechenden intrazelluldren relativ unklar. Der synthetische Ligand Diphenylacrylamid
z.B., der nicht an iERa und iERP bindet, ahmte dennoch den Einflul von E, auf die G-
Protein-vermittelte Aktivierung der Phospholipase C in hypothalamischen Neuronen u.a. der
Maus nach (Qiu et al., 2003). Diese Beobachtung deutet zumindest auf Unterschiede zwi-
schen beiden Rezeptoren hin. Mittels eines gegen die LBD des iER gerichteten Antikorpers
konnten in Uterus-Membranen des Kaninchens zusitzlich zu einem Protein mit dem M; des

iER immunoreaktive Proteine mit geringeren Molekulargewichten nachgewiesen werden. Der
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Antikérper inhibierte auch die [°H]E,-Bindung in der mikrosomalen Fraktion des Uterus
(Monje & Boland, 1999). Dieser Befund 146t mehrere Deutungen zu, da nicht geklart wurde,
welche der immunoreaktiven Komponenten fiir die E,-Effekte iiber die Membran verantwort-
lich waren. Die Transfektion von iERa bzw. iERP in CHO-Zellen hatte jeweils die Expressi-
on nur eines mRNA-Transkriptes zur Folge, aber von den exprimierten Rezeptoren translo-
zierten jeweils 2 - 3 % in bzw. an die Membran und aktivierten dort G-Proteine (Razandi et
al., 1999). In menschlichen Endothelzellen lie3 sich mittels eines Antikdrpers gegen die LBD
des iPR ein mebrangebundenes PR-dhnliches Protein nachweisen, das durch einen Antikdrper
gegen die DBD des iPR nicht erkannt wurde (Welter et al., 2003). Dies konnte dahingehend
gedeutet werden, daB es sich bei dem mPR um eine SpleiBisoform des iPR handelt. Es scheint
also im Hinblick auf ihre Verwandtschaft zu den entsprechenden Kernrezeptoren eine gewisse
Vielfalt bei den Membran-assoziierten Steroidhormonrezeptoren bzw. -Bindungsstellen zu

geben.

4.4.2 Die Enolase als multifunktionelles Protein

Die Enolase war lange Zeit ausschlieBlich dafiir bekannt, ein Schliisselenzym der Glykolyse
darzustellen (Ubersicht in: Wold, 1971), wobei das a-Enolase-Gen kein ,house-keeping’-Gen
ist, da seine Expression - zumindest in der Hefe - mit dem pathophysiologischen, metaboli-
schen und Entwicklungszustand der Zelle variiert (McAlister & Holland, 1982). Die Enolase
(2-Phospho-D-glycerathydrolase, E.C. 4.2.1.11) ist ein Metalloenzym, welches die Dehydrie-
rung von 2-Phospho-D-glycerat in Phosphoenolpyruvat und im Zuge der Glukoneogenese die
umgekehrte Reaktion katalysiert. Es gibt drei Isoformen der Enolase (o, B und v), die jeweils
durch ein eigenes Gen kodiert werden. Die a-Enolase, die die groite Homologie zu dem in
dieser Arbeit identifizierten Protein aufweist, zeigt eine nahezu ubiquitére Verteilung im Or-
ganismus und wird daher im Vergleich zur Neuronen-spezifischen y-Enolase als nichtneuro-

nale Enolase (NNE) bezeichnet. In aktiver Form liegt die Enolase als Dimer vor.

Verschiedene Publikationen der zuriickliegenden Jahre zeigen, dal} es sich bei der a-Enolase
um ein multifunktionelles Protein handelt (Ubersichtsartikel: Pancholi, 2001). In diesem
Punkt dhnelt die Enolase einem anderen Glykolyseenzym, der GAPDH (Glyceraldehyd-3-
Phosphat-dehydrogenase, E.C. 1.2.1.12), welche eine Rolle bei so unterschiedlichen Prozes-
sen wie der Membranfusion, der Phosphorylierung, dem RNA-Export aus dem Kern, der
DNA-Replikation und -Reparatur und weiteren Prozessen spielt (Ubersichtsartikel: Sirover,

1999). Die a-Enolase besitzt z.B. hohe Homologie zum c¢-myc-Promoter-bindenden Protein 1
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(MBP-1; 37 kDa). Die Expression des a-Enolase-Gens in verschiedenen Zellinien fiihrt ledig-
lich zu einem mRNA-Transkript, aus dem aber durch alternative Initiation der Translation
zwei Proteine entstehen, von denen das kleinere (37 kDa) in der Lage ist, an den c-myc P2-
Promotor zu binden und die Transkription des Protoonkogens zu inhibieren. Die a-Enolase
spielt damit als Transkriptionsfaktor im Kern eine wichtige Rolle bei der Regulation von
Zellwachstum und -differenzierung (Feo ef al., 2000; Subramanian & Miller, 2000). Auch das
Strukturprotein t-Kristallin entsteht aus einem o-Enolase-mRNA-Transkript, besitzt in der
Linse allerdings nur noch 5 % der Enolase-Aktivitit in anderen Geweben (Wistow & Piati-
gorsky, 1987; Wistow et al., 1988). a-Enolase fungiert auch als Stressprotein in Endothelzel-
len (Aaronson et al., 1995) und spielt eine Rolle bei verschiedenen Autoimmunkrankheiten,
z.B. beim CAR (Krebs-assoziierte Retinopathie)-Syndrom (Adamus et al., 1996). Die im Zu-
sammenhang mit dieser Arbeit interessanteste Funktion der a-Enolase besteht in ihrer Funkti-
on als Plasminogen-Rezeptor in der Plasmamembran verschiedener Zellen, u.a. auch in Neu-
ronen der Ratte (Miles et al., 1991; Dudani et al., 1993; Nakajima et al., 1994; Redlitz et al.,
1995; Lopez-Alemany et al., 2003).

Die a-Enolase ist neben der y-Enolase auch in synaptischen Plasmamembranen des Ratten-
hirns lokalisiert (Lim et al., 1983; Ueta et al., 2004), allerdings herrscht Unklarheit iiber die
dortige Funktion der Enolase. Ungeklart ist auch, wie die Enolase zur Plasmamembran ge-
langt, da sie nicht {iber die klassische Transportmaschinerie verfiigt (Pancholi, 2001). Es wird
spekuliert, dafl posttranslationale Acylierungen und / oder Phosphorylierungen eine Rolle
spielen kdnnten (Pancholi, 2001). Eine Datenbankanalyse (ELM) mit der Karpfen-Enolase hat
die Existenz einiger potentieller Erkennungssequenzen von Klasse I1I-PDZ (PSD-95/SAP90 /
Dlg / ZO-1-Homologie)- sowie einiger SH2 (Src-Homologie 2)- und SH3 (Src-Homologie 3)-
Dominen ergeben. Uber eine solche PDZ-Erkennungssequenz gelangt z.B. die N-methyl-D-
aspartat-Rezeptor 23-Untereinheit zu den postsynaptischen Terminals neuronaler Dendriten
oder der Mannose-6-phosphat-Rezeptor vom trans-Golgi-Netzwerk zur Plasmamembran
(Nakagawa et al., 2000; Setou et al, 2000). Allerdings liegt keine der PDZ-
Erkennungssequenzen am C-Terminus der Enolase, was z.B. fiir eine mdgliche Spleiflisoform
nicht gelten muf. Die unterschiedlichen Funktionen und Lokalisationen der Enolase konnten
also zusammenfassend das Ergebnis alternativer Initiationen der Proteintranslation sowie
moglicherweise alternativen Spleilens des RNA-Transkripts einerseits und spezifischer Inter-
aktionen dieser Enolase-,Isoformen’ mit den jeweiligen zelltypspezifischen Proteinen ande-

rerseits darstellen. Unerklarlich bleibt momentan, aus welchem Grund die Enolase in der
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Karpfenretina ausschlieflich in HC-Membranen, und dort vor allem in den dendritischen En-
digungen, und in den Membranen der Photorezeptor-Aullensegmente enthalten sein soll.
Auch kann mit den vorliegenden Daten nicht geklart werden, auf welche Weise eine direkte

oder indirekte Interaktion der Enolase mit den Connexinen erfolgen konnte.

Ein weiteres Problem besteht in der Erkldrung der Kreuzreaktion der Karpfen-Enolase mit
dem RARa-Antikorper. Die Sequenz des zur Immunisierung eingesetzten Peptids zeigt keine
nennenswerte Homologie mit irgendeiner Teilsequenz der Karpfen-Enolase. Innerhalb eines
Sequenzabschnitts von 11 Aminosiuren (**SPDDPSRYISP?") lassen sich sechs Aminosiu-
ren (SPppPSgryiSP) mit dem Peptid einigermalen in Einklang bringen, allerdings befinden
sich auf dem Peptid zwischen den SP-Kombinationen 3 und 4 statt 2 und 3 Aminosdurereste
(SPs.sPSsnrsSP), so dal es sich hier um eine eher schwache Erkennungssequenz handeln
wiirde. Interessanterweise befindet sich das o-Enolase-Epitop *’DLDFKSPDDPSRYISP*’%,
das bei der Plasminogenbindung durch die Enolase in Neutrophilen und Monozyten eine Rol-
le spielt, in jenen Zellen an der Zelloberfliche (Miles et al., 1991; Arza et al., 1997), was
wiederum gut zu den personlich iibermittelten Daten von McMahon passen wiirde, nach de-
nen der extern applizierte RARa-Antikorper Hemikanalstrome von isolierten Horizontalzel-
len reduzierte. Sollte der RARa-Antikorper tatsdchlich mit der Enolase interagieren, so stellt
sich die Frage, wieso in der Maus- oder Rattenretina kein entsprechendes Protein detektiert

wird, da die Enolase-Sequenzen relativ hohe Homologie zeigen.
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5 Zusammenfassung

Im Zusammenhang mit der Anpassung der Lichtsensitivitidt der Retina an die jeweils herr-
schenden umgebenden Lichtverhédltnisse erfolgen in der Vertebratenretina eine Vielzahl von
Prozessen, in deren Verlauf die Physiologie und Morphologie der einzelnen retinalen Zellen
modifiziert werden. Auf diese Weise kann die Retina einen dynamischen Arbeitsbereich in-
nerhalb eines relativ kleinen Lichtintensitdtsspektrums erhalten und dennoch innerhalb eines
ungleich gréfBeren Lichtintensititsspektrums Informationen verarbeiten. Ausgelost werden
diese Prozesse durch neuromodulatorische Substanzen, deren Ausschiittung bzw. Synthese
sinnvollerweise lichtkorreliert erfolgt. Einige dieser Modulatoren und deren Signalwege sind
schon relativ gut beschrieben. So wird der Neuromodulator Dopamin z.B. infolge eines Licht-
signals von Amakrinzellen oder Interplexiformen Zellen ausgeschiittet und bindet dann an
entsprechende Rezeptoren auf den Zielzellen, was zu einer Aktivierung einer bekannten Sig-
nalkaskade und schlieBlich zur Phosphorylierung bestimmter Proteine in den Zielzellen durch
die Proteinkinase A fiihrt. Andere Substanzen werden bisher nur als potentielle Neuromodula-
toren diskutiert, da sie zwar bestimmte physiologische bzw. morphologische Prozesse, die im
Zusammenhang mit der Lichtadaptation stehen, auszuldsen vermdgen, aber deren Wirkme-

chanismen nur ansatzweise oder gar nicht entschliisselt sind.

Einer dieser potentiellen Neuromodulatoren ist die RA, die in der Vertebratenretina lichtkor-
reliert synthetisiert wird, und die sich aus dem Grunde in besonderer Weise als Lichtsignal-
vermittelnder Neuromodulator anbietet. In der Fischretina beeinfluit RA die Physiologie und
Morphologie vor allem eines Zelltyps, der Horizontalzelle. RA induziert dabei in den Hori-
zontalzellen ausnahmslos adaptative Anderungen, die auch im Zusammenhang mit einer kon-
tinuierlichen Belichtung erfolgen, z.B. die Bildung von Spinules. Besonders gut untersucht ist
der entkoppelnde EinfluB von RA auf Zapfen-Horizontalzellen, der iiber eine externe Bin-
dungsstelle vermittelt und ohne die Beteiligung cytoplasmatischer Faktoren ausgeiibt wird.
Aber selbst dort ist, wie auch bei den anderen durch RA induzierten Effekten, relativ unklar,
tiber welchen Mechanismus der RA-Einflul vermittelt wird. In dieser Arbeit sollte daher
mindestens eine Membranbindungstelle charakterisiert und identifiziert werden, tiber die RA
ihren neuromodulatorischen Einfluf3 ausiiben kann, und somit weitere Hinweise fiir die These

geliefert werden, dafl RA eine neuromodulatorische Rolle in der Vertebratenretina spielt.



Zusammenfassung

Zu diesem Zweck wurde zum einen ein Bindungstest entwickelt, mit dem, zusammen mit
einer Photoaffinitits-Markierungsmethode, die Bindung radioaktiv markierter RA an Memb-
ranproteine untersucht und eine partielle Charakterisierung der RA-bindenden Proteine vor-
genommen wurde. Zum anderen wurden mittels eines RA-Rezeptor-spezifischen Antikorpers
RAR-dhnliche Proteine in der Karpfenretina lokalisiert und charakterisiert, da der entkop-
pelnde Effekt der RA auf Horizontalzellen iiber eine RAR-dhnliche Bindungsstelle erfolgt.

Mit dem Bindungstest konnte lediglich eine Membranbindungsstelle mit einer Dissoziati-
onskonstanten im nanomolaren Bereich (Kp = 36 nM) nachgewiesen werden, deren Pharma-
kologie sich von der der Retinoidrezeptoren und der zelluldiren RA-bindenden Proteinen sig-
nifikant unterschied. Mit der Photoaffinitits-Markierungsmethode wurden dagegen verschie-
dene Membranproteine markiert. Eine pharmakologische Spezifitit dieser Membranproteine
bzw. ihrer Bindungsstellen konnte mit der Photoaffinitdtsmethode allerdings nicht ermittelt
werden. In einer PGE-Fraktion, die ein von einem RARa-Antikdrper erkanntes 43 kDa-
Protein enthielt, konnte einerseits die Bindung Tritium-markierter RA an ein 43 kDa-Protein
nachgewiesen und andererseits die ["HJRA-Bindung sowohl mit unmarkierter RA als auch

mit dem RARa-Antikorper inhibiert werden.

Mit einem Antikorper, der gegen den menschlichen RARal gerichtet war, konnten drei
Karpfenretina-spezifische immunoreaktive Membranproteine mit Molekulargewichten von 40
kDa, 43 kDa und 46 kDa nachgewiesen werden, von denen die beiden groBeren auch in Hori-
zontalzellen detektiert werden konnten. Die anti-RARa-Immunoreaktivitit in der Karpfenre-
tina war neben etwas schwicheren Signalen in den Photorezeptor-Au3ensegmenten vornehm-
lich auf Zapfen-Horizontalzellen beschriankt und dort vor allem in den dendritischen Endi-
gungen und in bzw. um den Kern herum lokalisiert. Im Immunoblot komigrierte das anti-

RARa-immunoreaktive Protein mit einem [’HJRA-bindenden Protein.

Anti-RARo-Immunoreaktivitit und RA-Bindung liefen in dem 43 kDa-Protein zusammen,
welches daher isoliert und mittels Massenspektroskopie identifiziert wurde. Als liberraschen-
des Ergebnis der Identifikation stellte sich heraus, daB3 ein Enolase-dhnliches Protein die RA-
Effekte auf die HC-Physiologie zu vermitteln scheint. Dieses Protein wurde abschliefend

auch auf mRNA-Ebene nachgewiesen und seine komplette cDNA-Sequenz ermittelt.
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6 Summary

The functional capacity of the vertebrate retina comprises a broad range of light intensities
whereas its dynamic intensity range is much smaller. This requires the adaptation of the reti-
nal light sensitivity to the respective ambient light conditions. Various processes occur during
light adaptation leading to the modification of the physiology and morphology of the retinal
cells. These adaptational processes are mediated by different neuromodulators, whose release
or synthesis correlate with the ambient light conditions. Some of these modulators and their
signaling pathways are well characterized. The neuromodulator dopamine for instance is re-
leased by amacrine or interplexiform cells in response to a light signal and subsequently binds
to a dopamine receptor on its target cell. This leads to the activation of a well-known signal-
ing pathway and, finally, to the phosphorylation of special proteins by the cAMP-dependent
protein kinase. Other substances that cause light-adaptive physiological or morphological
effects are discussed as putative neuromodulators because their respective signaling pathways

are still unknown.

RA is one of these putative neuromodulators. Due to its light-correlated synthesis in the ver-
tebrate retina RA is a promising candidate for acting as a light signal mediating modulator. In
the fish retina RA especially effects the physiology and morphology of horizontal cells. In the
latter RA causes only adaptive changes that are also induced by continuous light exposure,
e.g. spinule formation. The uncoupling effect of RA on cone horizontal cells is relatively well
characterized. It is mediated by an external binding site independently of cytoplasmic factors.
Nevertheless, the underlying molecular mechanisms of the RA effects on horizontal cells are
still unknown. Thus the aim of this work was to characterize and identify at least one RA
membrane binding site that is required for the neuromodulatory influence of RA in the fish
retina, and thereby provide further evidence for a neuromodulatory role of RA in the verte-

brate retina.

For this purpose a binding assay was developed. In combination with a photoaffinity labeling
assay, this assay was used for the analysis of tritium-labeled RA-binding to membrane pro-
teins and for a partial characterization of the RA-binding proteins. A RAR-specific antibody
was used for the analysis of the distribution of RAR-like proteins in the carp retina and their
characterization, since the uncoupling effect of RA on horizontal cells is mediated by a RAR-

like binding site.



Summary

The binding assay revealed one membrane binding site with a dissociation constant in the
nanomolar range (K4 = 36 nM). This binding site showed a unique pharmacology compared
to the retinoid receptors or other known RA-binding proteins. The photoaffinity labeling as-
say revealed the existence of several membrane-associated RA-binding proteins, but the
pharmacology of these proteins and their binding sites respectively could not be determined.
In a fraction of a preparative gel electrophoresis, containing a RARa-immunoreactive 43 kDa
protein, tritiated RA-binding by a 43 kDa protein could be demonstrated. Tritiated RA-
binding by this protein was partially inhibited by unlabeled RA as well as by the RARa anti-
body.

Using the RARa-specific antibody, which was directed against the human RARal, three
specific immunoreactive membrane proteins with molecular weights of 40 kDa, 43 kDa and
46 kDa were detected in the carp retina. The 43 kDa protein and the 46 kDa protein were also
detectable in horizontal cells of the carp retina. RARa immunoreactivity was primarily local-
ized at the dendritic tips and the region in and around the nucleus of cone horizontal cells. In
addition, photoreceptor outer segments showed weak immunoreactivity. In an immunoblot a

RARa-immunoreactive protein comigrated with a ["H]RA-binding protein.

The 43 kDa RARo-immunoreactive ["THJRA-binding protein was isolated by means of two-
dimensional polyacrylamide gel electrophoresis and identified by means of mass spectros-
copy. The unexpected result of the identification was that the putative mediator of the RA
effects on horizontal cell physiology was an enolase-like protein. Finally, the presence of this
protein in the carp retina was demonstrated on the mRNA level and the complete coding se-

quence of its cDNA was determined.
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