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Zusammenfassung

Zusammenfassung

An der ersten Synapse des visuellen Systems, der Photorezeptor-Bandsynapse, werden die
Lichtinformationen der Photorezeptoren (Stabchen und Zapfen) auf Horizontalzellen und
Bipolarzellen ubertragen. Die EndfiRchen der Photorezeptoren enthalten spezialisierte
Strukturen, sogenannte prasynaptische Proteinbénder, die von synaptischen Vesikeln umgeben
sind und eine schnelle und anhaltende Ausschuttung des Neurotransmitters Glutamat
ermoglichen. Wahrend die Horizontalzellfortsatze und ON-Bipolarzelldendriten in das
Photorezeptor-Endfuichen invaginieren, bilden die OFF-Bipolarzelldendriten flache Kontakte
an der Basis des Photorezeptor-EndfuRchens aus. Elektronenmikroskopische Studien haben
gezeigt, dass die Horizontalzellfortsatze vor den ON-Bipolarzelldendriten in das Photorezeptor-
EndfiiRchen invaginieren. Die molekularen Mechanismen, die der Ausbildung der
Photorezeptor-Bandsynapse wahrend der friihen postnatalen Entwicklung zugrunde liegen, sind
bislang jedoch nicht vollstandig aufgeklart. Um zu einem besseren Verstandnis der
Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapse beizutragen, wurde in der vorliegenden
Dissertation untersucht, welche Bedeutung die Horizontalzellen und das Zelladhasionsmolekiil
N-Cadherin flir diesen Prozess haben.

Im Rahmen des ersten Projekts wurde die Rolle der Horizontalzellen fur die Ausbildung der
Stabchen-Bandsynapse in der Mausretina untersucht. Dazu wurden die Horizontalzellen durch
Diphtherietoxinrezeptor-vermittelten Zell-Knock-Out am postnatalen Tag 4 (P4)/P5 ablatiert
und die Entwicklung der Stabchen-Bandsynapse in Abwesenheit der Horizontalzellen
elektronenmikroskopisch und immunhistochemisch verfolgt (P8, P11, P15, P21). Die
Untersuchungen zeigten, dass in den Stabchenterminalien der Horizontalzell-ablatierten Mé&use
nicht nur die invaginierenden Horizontalzellfortsatze, sondern auch die invaginierenden ON-
Bipolarzelldendriten fehlten, was darauf hindeutet, dass die Horizontalzellen fur die
Invagination der ON-Bipolarzellen in das Stabchen-EndfulRchen benétigt werden. Zudem
wiesen die Stabchenterminalien weniger und kiirzere Proteinbander auf und die Expression der
postsynaptischen Proteine mGIuR6 und GPR179 an den dendritischen Spitzen der ON-
Bipolarzellen war signifikant reduziert. Diese Ergebnisse demonstrieren, dass die
Horizontalzellen fiir die Ausbildung der synaptischen Kontakte zwischen Stdbchen und ON-

Bipolarzellen unerlasslich sind.

Das Ziel des zweiten Projekts war es, die Auswirkungen der friihen postnatalen Horizontalzell-

Ablation auf die Entwicklung der Zapfen und deren synaptischen Verbindungen mit den
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Bipolarzellen zu untersuchen. Immunhistochemische und elektronenmikroskopische Analysen
zeigten, dass die Zapfen zundchst eine normale Morphologie aufwiesen und flache Kontakte
mit OFF-Bipolarzellen, jedoch kaum invaginierende Kontakte mit ON-Bipolarzellen
ausbildeten. In der adulten Retina wiesen die Zapfen dagegen verzweigte Axone mit
zahlreichen Terminalien auf, in denen préasynaptische Proteinbander enthalten waren. Dariiber
hinaus wuchsen Typ 3a-, Typ 3b- und Typ 4-OFF-Bipolarzelldendriten in die &dul3ere nukleére
Schicht aus und exprimierten Glutamatrezeptoren an der Basis der neu gebildeten
Zapfenterminalien, was darauf hinweist, dass die adulten Zapfen in der Lage sind, neue
Synapsen mit OFF-Bipolarzellen zu bilden. Im Gegensatz dazu verloren die Zapfen alle
invaginierenden Kontakte mit ON-Bipolarzellen. Zusammengefasst lassen die Befunde darauf
schlielen, dass die Synapsenbildung und der -erhalt fur flache und invaginierende Kontakte

unterschiedlich reguliert wird.

Im dritten Projekt wurde die Rolle von N-Cadherin in der Entwicklung der Photorezeptor-
Bandsynapse naher beleuchtet. Zundchst wurde die Expression von N-Cadherin in der
Mausretina analysiert. Sowohl durch Einzelzell-PCR als auch Immunhistochemie konnte
nachgewiesen werden, dass N-Cadherin in murinen Horizontalzellen exprimiert wird. Um
herauszufinden, welche Bedeutung die N-Cadherin-Expression in Horizontalzellen fur die
Ausbildung der Photorezeptor-Bandsynapse hat, wurden mithilfe des Cre/loxP-Systems
konditionale N-Cadherin-Knock-Out-Mé&use erzeugt. Dazu wurden N-cad®*-Mause mit Cx57-
Cre-Mausen gekreuzt, sodass N-Cadherin in Horizontalzellen ausgeknockt wird.
Unglicklicherweise wurden homozygote N-Cadherin-Knock-Out-Mdause nicht geboren oder
verstarben in den ersten Lebenstagen, weshalb die N-cad™**-Cx57-Cre-Mauslinie nicht dazu
geeignet war, die Ausbildung der Photorezeptor-Bandsynapse in Abwesenheit der N-Cadherin-

Expression in Horizontalzellen zu untersuchen.
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At the first synapse of the visual system, the photoreceptor ribbon synapse, photoreceptors (rods
and cones) transfer light information to horizontal cells and bipolar cells. Photoreceptor
terminals contain specialized structures, so-called presynaptic ribbons, which are surrounded
by synaptic vesicles and enable a fast and sustained release of the neurotransmitter glutamate.
While horizontal cell processes and ON bipolar cell dendrites invaginate into the photoreceptor
terminal, OFF bipolar cell dendrites form flat contacts at the base of the photoreceptor terminal.
Electron microscopic studies revealed that horizontal cell processes invaginate into the
photoreceptor terminal prior to ON bipolar cell dendrites. However, the molecular mechanisms
underlying the formation of the photoreceptor ribbon synapse during early postnatal
development are not fully understood. To contribute to a better understanding of the
development of the photoreceptor ribbon synapse, the present dissertation investigated the

importance of horizontal cells and the cell adhesion molecule N-cadherin in this process.

In the first project, the role of horizontal cells in the formation of the rod photoreceptor ribbon
synapse in the mouse retina was studied. To this end, horizontal cells were ablated at postnatal
day 4 (P4)/P5 via diphtheria toxin receptor-mediated cell knock-out and the development of the
rod photoreceptor ribbon synapse in the absence of horizontal cells was monitored using
electron microscopy and immunohistochemistry (P8, P11, P15, P21). The examinations showed
that in rod terminals of horizontal cell-ablated mice, not only invaginating horizontal cell
processes but also invaginating ON bipolar cell processes were lacking, suggesting that ON
bipolar cells require horizontal cells for the invagination into the terminals of rod
photoreceptors. Furthermore, rod terminals displayed fewer and shorter ribbons and the
expression of postsynaptic proteins (mGIuR6, GPR179) at the dendritic tips of ON bipolar cells
was significantly reduced. These results demonstrate that horizontal cells are indispensable for

the formation of synaptic contacts between rods and ON bipolar cells.

The second project aimed to investigate the effects of early horizontal cell ablation on the
development of cone photoreceptors and their synaptic connections with bipolar cells.
Immunohistochemical and electron microscopic analyses revealed that cones initially exhibited
a normal morphology and formed flat contacts with OFF bipolar cells, but hardly any
invaginating contacts with ON bipolar cells. In the adult retina, however, cones displayed
branched axons with numerous ribbon-containing terminals. Moreover, type 3a, type 3b and

type 4 OFF bipolar cell dendrites sprouted into the outer nuclear layer and expressed glutamate
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receptors at the base of newly formed cone terminals, suggesting that adult cones are able to
establish new synapses with OFF bipolar cells. By contrast, cones lost all invaginating contacts
with ON bipolar cells. Taken together, the findings indicate that synapse formation and

maintenance and are differentially regulated for flat and invaginating contacts.

In the third project, the role of N-cadherin in the development of the photoreceptor ribbon
synapse was investigated. First, the expression of N-cadherin in the mouse retina was analyzed
by single-cell PCR and immunohistochemistry revealing that N-cadherin is expressed in murine
horizontal cells. To study the function of N-cadherin expression in horizontal cells for the
formation of the photoreceptor ribbon synapse, conditional N-cadherin knock-out mice were
generated with the help of the Cre/loxP system. For this purpose, N-cad®™ mice were crossed
with Cx57-Cre mice, so that N-cadherin is knocked out in horizontal cells. Unfortunately,
homozygous N-cadherin knock-out mice were not born or died in the first days of life. Thus,
the N-cad™®™-Cx57-Cre mouse line was not suitable to investigate the formation of the

photoreceptor ribbon synapse in the absence of N-cadherin expression in horizontal cells.

Vi
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Einleitung

1 Einleitung

1.1  Die Saugetierretina

1.1.1 Aufbau und Funktion der Retina

Die Retina (Netzhaut) ist ein mehrschichtiges Nervengewebe, das die Innenseite des Auges
auskleidet. Sie wandelt das Licht in ein elektrisches Signal um, verarbeitet die visuellen
Informationen und leitet sie an das Gehirn weiter (Wéssle 2004). In der Retina kommen fiinf
verschiedene neuronale Zellklassen vor: Photorezeptoren, Horizontalzellen, Bipolarzellen,
Amakrinzellen und Ganglienzellen (Abb. 1). Die Somata dieser Zellen sind in drei nukledren
Schichten angeordnet: der duf3eren nukledren Schicht (ONL), der inneren nukledren Schicht
(INL) und der Ganglienzellschicht (GCL). Die ONL beinhaltet die Zellkdrper der
Photorezeptoren, die INL umfasst die Zellkdrper der Horizontalzellen, Bipolarzellen,
Amakrinzellen und deplatzierten Ganglienzellen und die GCL enthalt die Zellkorper der
Ganglienzellen und deplatzierten Amakrinzellen. Zwischen diesen drei nukle&ren Schichten
befinden sich zwei plexiforme Schichten: die duBere plexiforme Schicht (OPL) und die innere
plexiforme Schicht (IPL). Wéhrend in der OPL die synaptischen Kontakte zwischen den
Photorezeptorterminalien, Horizontalzellfortsdtzen und Bipolarzelldendriten lokalisiert sind,
befinden sich in der [IPL die synaptischen Verbindungen zwischen den
Bipolarzellaxonterminalien, Amakrinzellneuriten und Ganglienzelldendriten. Neben den
neuronalen Zelltypen kommen in der Retina auch drei Gliazelltypen vor (Mullerzellen,
Astrozyten und Mikroglia), die fur die Aufrechterhaltung der retinalen Homoostase zustandig
sind (Vecino et al. 2016).

Die Saugetierretina ist invers aufgebaut, was bedeutet, dass das einfallende Licht zunachst alle
retinalen Schichten passieren muss, bevor es auf die Photorezeptoren trifft. Die Photorezeptoren
wandeln das Licht in ein neuronales Signal um und Ubertragen dieses in der OPL auf
Bipolarzellen. Die Bipolarzellen leiten das Signal wiederum in der IPL an Ganglienzellen
weiter. Uber die Axone der Ganglienzellen, die den optischen Nerv bilden, wird die
Informationen schlieBlich an die visuellen Zentren im Gehirn gesendet (Wéssle 2004). Dieser
vertikale Informationsfluss wird in der &ufleren Retina durch Horizontalzellen und in der

inneren Retina durch Amakrinzellen moduliert (Diamond 2017).
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau der Saugetierretina. Die Retina besitzt fiinf neuronale
Zellklassen: Photorezeptoren (Stabchen und Zapfen), Horizontalzellen, Bipolarzellen, Amakrinzellen
und Ganglienzellen (RGC). Die Zellkorper der Neurone sind in drei nukledren Schichten angeordnet. In
der &uleren nukledren Schicht (ONL) liegen die Zellkérper der Photorezeptoren, in der inneren
nukledren Schicht (INL) befinden sich die Zellkérper der Horizontalzellen, Bipolarzellen,
Amakrinzellen und deplatzierten Ganglienzellen und in der Ganglienzellschicht (GCL) sind die
Zellkorper der Ganglienzellen und deplatzierten Amakrinzellen lokalisiert. Diese drei nukledren
Schichten sind durch zwei plexiforme Schichten voneinander getrennt. Die dufere plexiforme Schicht
(OPL) beinhaltet die Synapsen zwischen den Photorezeptoren, Horizontalzellen und Bipolarzellen,
wohingegen die innere plexiforme Schicht (IPL) die Synapsen zwischen den Bipolarzellen,

Amakrinzellen und Ganglienzellen enthalt (Euler et al. 2014).

1.1.2 Entwicklung der Retina

Die Retina entwickelt sich aus einem pseudostratifizierten Neuroepithel, das aus multipotenten
retinalen VVorlauferzellen besteht. Aus diesen VVorlauferzellen gehen alle retinalen Neurone und
die Maullerzellen hervor, wobei das Zellschicksal sowohl durch intrinsische als auch
extrinsische Faktoren bestimmt wird (Livesey und Cepko 2001; Bassett und Wallace 2012).

Die Reihenfolge, in der die retinalen Zellklassen geboren werden, ist in Vertebraten
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weitgehend konserviert (Young 1985; La Vail et al. 1991; Prada et al. 1991; Rapaport et al.
2004; Wong und Rapaport 2009). In der Maus findet die retinale Zellgenese zwischen E10 und
P11 statt (Young 1985). Die ersten Zellen, die den Zellzyklus verlassen, sind die
Ganglienzellen. AnschlieRend werden Horizontalzellen, Zapfen und Amakrinzellen gebildet.

Stabchen, Bipolarzellen und Mullerzellen werden zuletzt generiert (Abb. 2).
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Abbildung 2: Zeitlicher Verlauf der Zellgenese in der Mausretina. In der Maus beginnt die retinale
Zellgenese an E10 mit der Geburt der Ganglienzellen. Danach verlassen die Horizontalzellen, Zapfen,
Amakrinzellen und Stébchen den Zellzyklus. Zum Schluss werden Stébchen, Bipolarzellen und
Miillerzellen generiert. An P11 ist die Zellbildung im Wesentlichen abgeschlossen (modifiziert nach
Zhang et al. 2011).

Nach ihrer Geburt wandern die retinalen Zellen zu ihrem Bestimmungsort in einer der drei
nukledren Schichten (Amini et al. 2018). Die retinale Synaptogenese erfolgt in drei Schritten
(Abb. 3). Im ersten Schritt werden die synaptischen Kontakte zwischen den Amakrin- und
Ganglienzellen gebildet. Die dadurch entstehende IPL ist ab E17 elektronenmikroskopisch
sichtbar und unterteilt das Neuroepithel in eine duRere neuroblastische Schicht (ONBL) und
eine innere neuroblastische Schicht (INBL) (die zukunftige GCL) (Hinds und Hinds 1978). Der

zweite Schritt umfasst die Bildung der Kontakte zwischen Photorezeptoren und
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Horizontalzellen. Durch die damit verbundene Entstehung der OPL an P4/P5 wird die ONBL
in die ONL und die INL aufgetrennt (Blanks et al. 1974; Rich et al. 1997; Sherry et al. 2003).
Im dritten und letzten Schritt werden die Photorezeptoren und Ganglienzellen miteinander
verbunden, indem sie Synapsen mit den dendritischen bzw. axonalen Endigungen der
Bipolarzellen ausbilden. Wahrend die Bandsynapsen zwischen den Photorezeptoren,
Horizontalzellen und Bipolarzellen ab P7/8 vervollstandigt werden (Blanks et al. 1974; Sherry
et al. 2003), sind die ersten Bandsynapsen zwischen Bipolarzellen, Amakrinzellen und
Ganglienzellen erst ab P11 zu beobachten (Fisher 1979). Die Retina ist ausgereift, wenn an P21

die hochste Dichte an Bandsynapsen in der IPL erreicht ist (Fisher 1979).

OPL

e

P1 P5 >P7

IPL

Abbildung 3: Entwicklung der Mausretina. Die ersten Synapsen, die wahrend der retinalen
Entwicklung gebildet werden, sind die Synapsen zwischen Amakrin- und Ganglienzellen. Durch die
Entstehung der IPL an E17 wird das Neuroepithel in die ONBL und die INBL, die zukiinftige GCL,
aufgespalten. An P4/P5 beginnt die Ausbildung der synaptischen Kontakte zwischen Photorezeptoren
und Horizontalzellen. Die entstehende OPL unterteilt die ONBL in die ONL und die INL. Zum Schluss
werden die Photorezeptoren und Ganglienzellen ab P7/P8 durch die Synapsenbildung mit den

Bipolarzellen miteinander verbunden (Morgan und Wong 2018).
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1.1.3 Photorezeptoren

In der Retina kommen zwei verschiedenen Arten von Photorezeptoren vor: Stabchen, die auf
das Sehen bei Dammerungslicht spezialisiert sind, und Zapfen, die fir das Sehen bei Tageslicht
und das Farbsehen zusténdig sind. Die Mausretina besitzt drei Photorezeptortypen: Stabchen,
S-Zapfen und M-Zapfen. Dabei machen die Stadbchen mit 97 % den Grofdteil der
Photorezeptoren aus (Carter-Dawson und LaVail 1979). Beide Photorezeptorarten besitzen
einen ahnlichen Aufbau (Abb. 4). Sie bestehen aus einem Aul’ensegment, einem Innensegment,
einem Zellkorper und einem Axon mit einem synaptischen EndfiiRchen. Das Auliensegment
beinhaltet die Komponenten fur die Signaltransduktion, das Innensegment enthalt das
endoplasmatische Retikulum, den Golgi-Apparat und Mitochondrien und der Zellkorper
beherbergt den Zellkern (Fu und Yau 2007). An dem synaptischen EndftiRchen werden die

Kontakte zu Horizontalzellen und Bipolarzellen hergestellt (siehe Kapitel 1.2).
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Abbildung 4: Schematischer Aufbau der Photorezeptoren. Photorezeptoren (Stabchen und Zapfen)
sind aus einem AuRensegment, einem Innensegment, einem Zellkdrper und einem Axon mit einem
synaptischen EndfiiRchen aufgebaut. Das Aufensegment enthalt membrandse Disks oder
Membraneinstilpungen, in die Sehpigmente eingelagert sind, und ist durch ein Cilium mit dem
Innensegment verbunden. In dem Innensegment sind das endoplasmatische Retikulum und
Mitochondrien lokalisiert. Der Zellkorper beinhaltet den Zellkern (Cote 2006).
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Die funktionalen Unterschiede zwischen Stédbchen und Zapfen beruhen auf der Expression
verschiedener Sehpigmente in den Aulensegmenten der Photorezeptoren. Die Stdbchen
exprimieren das Sehpigment Rhodopsin, das eine hohe Photosensitivitat aufweist und einzelne
Photonen detektieren kann (Baylor et al. 1979). In den Zapfen der Mausretina kommen zwei
Sehpigmente mit unterschiedlichen Absorptionsspektrum vor: S-Opsin (maximale spektrale
Sensitivitat von 360 nm) und M-Opsin (maximale spektrale Sensitivitat von 508 nm) (Fu und
Yau 2007). S-Zapfen exprimieren ausschlieRlich S-Opsin, wéhrend M-Zapfen S- und M-Opsin
in einem dorsoventralen Gradienten koexprimieren (Rohlich et al. 1994; Applebury et al. 2000;
Haverkamp et al. 2005).

Die Umwandlung des Lichts in ein elektrisches Signal findet in den AulRensegmenten der
Photorezeptoren statt. Dieser Prozess wird auch als Phototransduktion bezeichnet. In der
Membran der Photorezeptor-AulRensegmente befinden sich durch zyklische Nukleotide
gesteuerte (CNG)-Kanadle, die bei Dunkelheit gedffnet sind und fiir einen stetigen Einstrom von
Na*- Ca?*- und Mg**-lonen sorgen. Dies hat zur Folge, dass die Photorezeptoren im
Ruhezustand depolarisiert sind und am synaptischen EndfuRchen kontinuierlich Glutamat
ausschutten. Werden die Sehpigmente durch eine Absorption von Photonen aktiviert, wird eine
intrazelluldre Signalkaskade in Gang gesetzt, die in einer Schliefung der CNG-Kanéle
resultiert. Infolgedessen kommt es zu einer Hyperpolarisation des Photorezeptors und einer

verringerten Glutamatfreisetzung am synaptischen EndfiiRchen (Fu und Yau 2007).

1.1.4 Horizontalzellen

Horizontalzellen sind Interneurone der duBeren Retina, die mit Photorezeptoren und
Bipolarzellen verschaltet sind (siehe Kapitel 1.2). Die meisten Saugetierarten besitzen zwei
Typen von Horizontalzellen, die Axon-losen A-Typ-Horizontalzellen und die Axon-tragenden
B-Typ-Horizontalzellen (Kolb 1974; Kolb et al. 1980; Dacheux und Raviola 1982; Peichl und
Gonzalez-Soriano 1994; Chan et al. 1997). In der Mausretina kommen hingegen ausschlieBlich
B-Typ-Horizontalzellen vor, die mit ihren Dendriten die Zapfen-EndfiiRchen und mit ihren
Axonterminalien die Stabchen-EndfulRchen kontaktieren (Peichl und Gonzalez-Soriano 1994)
(Abb. 5). Aufgrund einer extensiven Kopplung durch gap junctions, welche den interzelluléren
Austausch von lonen und kleinen Molekilen ermdglichen (Bloomfield und VVélgyi 2009), sind
die rezeptiven Felder der Horizontalzellen wesentlich gréRRer als ihre dendritischen Felder
(Dacheux und Raviola 1982; Bloomfield et al. 1995; Shelley et al. 2006). Dabei ist das Ausmal
der elektrischen Kopplung von der Intensitat des Umgebungslicht abhangig (Baldridge und Ball
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1991; Xin und Bloomfield 1999; Baldridge 2001). In murinen Horizontalzellen werden zwei
verschiedene gap junction-Proteine exprimiert: Connexin57 (Cx57), das sowohl die Dendriten
als auch die Axonterminalien untereinander koppelt (Janssen-Bienhold et al. 2009), und
Connexin50, das ebenfalls an der Kopplung der Axonterminalien beteiligt ist (Dorgau et al.
2015).

axon

B-type
axon terminal

Abbildung 5: Morphologie und Verschaltung der A-Typ- und B-Typ-Horizontalzellen am Beispiel
der Katzenretina. In den meisten Saugetierarten kommen zwei Typen von Horizontalzellen vor, die
sich morphologisch unterscheiden: Axon-lose A-Typ-Horizontalzellen und Axon-tragende B-Typ-
Horizontalzellen. Die A-Typ-Horizontalzellen sind ausschlieflich mit den Zapfen verschaltet, wéhrend
die B-Typ-Horizontalzellen mit ihren Dendriten die Zapfen und mit ihren Axonterminalien die Stabchen
kontaktieren (Kolb 2011).

Die funktionale Rolle der Horizontalzellen besteht in der Modulation der Signaltransmission
zwischen Photorezeptoren und Bipolarzellen. Horizontalzellen erhalten (ber die a-Amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsdure (AMPA)-Rezeptor-Untereinheiten GIuA2 und
GluA4 glutamaterge Eingange von Photorezeptoren (Hack et al. 2001; Stroh et al. 2018) und
senden negative Feedback-Signale an Photorezeptoren (Mangel 1991; Wu 1991; Thoreson et
al. 2008) und negative Feedforward-Signale an Bipolarzellen (YYang und Wu 1991; Fahey und
Burkhardt 2003). Es wird angenommen, dass die Horizontalzellen dadurch zu einer Anpassung
der Photorezeptor-Signale an verschiedene Lichtintensitaten, einer Kontrastverstarkung sowie

der antagonistischen Organisation der rezeptiven Felder von Bipolar- und Ganglienzellen
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beitragen (Thoreson und Mangel 2012). Dariiber hinaus wurde auch eine Ubertragung von
positiven Feedback-Signalen auf die Photorezeptoren beschrieben (Jackman et al. 2011). Im
Gegensatz zu dem negativen Horizontalzell-Feedback, das sich Uber die gap junctions
ausbreitet, ist das positive Horizontalzell-Feedback lokal begrenzt. Es dient vermutlich dazu,
das Photorezeptor-Signal zu amplifizieren, ohne gleichzeitig die Kontrastverstarkung zu

verlieren.

Der Mechanismus, der dem negativen Feedback der Horizontalzellen zugrunde liegt, ist bis
heute Gegenstand kontroverser Diskussionen. Es wurden drei verschiedene Mechanismen in
Betracht gezogen: (1) eine GABA-Ausschittung der Horizontalzellen (Wu 1992; Tatsukawa et
al. 2005), (2) eine Anderung des pH-Werts im synaptischen Spalt (Hirasawa und Kaneko 2003;
Vessey et al. 2005) und (3) eine Hemikanal-vermittelte, ephaptische Modulation des
Photorezeptor-Membranpotentials (Kamermans 2001). Aktuelle Studien deuten jedoch darauf
hin, dass alle drei Mechanismen am negativen Horizontalzell-Feedback beteiligt. Es wird
spekuliert, dass GABA an GABA-Autorezeptoren der Horizontalzellen bindet (Liu Xue et al.
2013; Grove et al. 2019), wodurch das pH- und Hemikanal-vermittelte Feedback moduliert
wird (Kemmler et al. 2014). Die Feedforward-Signale werden mdoglicherweise ebenfalls iber
GABA vermittelt (Yang und Wu 1991; Puller et al. 2014). Sowohl ON- als auch OFF-
Bipolarzellen exprimieren GABAAa-Rezeptoren an den Spitzen ihrer Dendriten, welche fir CI-
-lonen permeabel sind (Greferath et al. 1994; Vardi und Sterling 1994; Shields et al. 2000).
Aufgrund unterschiedlicher dendritischer CI'-Konzentrationen resultiert die Aktivierung der
GABAAa-Rezeptoren vermutlich in einer Depolarisation der ON-Bipolarzellen und einer
Hyperpolarisation der OFF-Bipolarzellen (Vardi et al. 2000; Duebel et al. 2006).

Neben ihrer Funktion in der Modulation der Signaltransmission zwischen Photorezeptoren und
Bipolarzellen spielen die Horizontalzellen auch eine entscheidende Rolle fiir den strukturellen
Erhalt der Photorezeptor-Bandsynapsen (siehe Kapitel 1.2). Vorherige Studien haben anhand
verschiedener transgener Mausmodelle gezeigt, dass ein Verlust der Horizontalzellen zu einer
Degeneration der synaptischen Kontakte zwischen Photorezeptoren und ON-Bipolarzellen
fuhrt (Hammang et al. 1993; Sonntag et al. 2012; Keeley et al. 2013; Wu et al. 2013). Ob die
Horizontalzellen auch fiur die Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapsen von Bedeutung
sind, bleibt jedoch ungeklart (siehe Kapitel 1.2.2).



Einleitung

1.1.5 Bipolarzellen

Bipolarzellen sind glutamaterge Interneurone, welche die visuellen Informationen der
Photorezeptoren auf Amakrin- und Ganglienzellen tbertragen. In der Mausretina kommen 15
verschiedene Typen von Bipolarzellen vor, von denen ein Typ hauptsachlich Stabchen
kontaktiert (Stabchen-Bipolarzelle) und 13 Typen uberwiegend Zapfen kontaktieren (Zapfen-
Bipolarzellen) (Shekhar et al. 2016; Tsukamoto und Omi 2017) (Abb. 6). Die Typ 1-Zapfen-
Bipolarzellen sind ausschliellich mit den M-Zapfen, die Typ 9-Zapfen-Bipolarzellen
ausschlieBlich mit den S-Zapfen und die tbrigen Typen von Zapfen-Bipolarzellen mit beiden
Zapfentypen verschaltet (Behrens et al. 2016). Fur die Typ 3a-, Typ 3b- und Typ 4-Zapfen-
Bipolarzellen wurden zusétzliche Kontakte mit den Stabchen (Mataruga et al. 2007; Haverkamp
et al. 2008; Behrens et al. 2016) und fur die Stdbchen-Bipolarzellen zusétzliche Kontakte mit
den S- und M-Zapfen beschrieben (Behrens et al. 2016). Bei dem zuletzt identifizierten
Bipolarzelltyp (Typ 1b) handelt es sich um ein monopolares Interneuron, das keine direkten
Eingénge von Photorezeptoren erhalt (Della Santina et al. 2016).

Basierend auf ihren Lichtantworten konnen Bipolarzellen in ON- und OFF-Bipolarzellen
unterteilt werden. ON-Bipolarzellen (Typ 5t, 50, 5i, X, 6, 7, 8, 9 und Stédbchen-Bipolarzellen)
depolarisieren in Reaktion auf Licht, wohingegen OFF-Bipolarzellen (Typ 1a, 1b, 2, 3a, 3b und
4) hyperpolarisieren. Die entgegengesetzte Polaritdt der Lichtantworten beruht auf der
Expression unterschiedlicher Glutamatrezeptoren an den dendritischen Endigungen der
Bipolarzellen. ON-Bipolarzellen exprimieren den metabotropen Glutamatrezeptor 6 (mGIuR6)
(Nomura 1994; Masu et al. 1995). Durch die verringerte Glutamatausschuttung der
Photorezeptoren bei Licht wird mGIuR6 deaktiviert, was zu einer Offnung eines nicht-
selektiven Kationen-Kanals (transient receptor potential cation channel subfamily M member
1) fihrt (Morgans et al. 2010). OFF-Bipolarzellen exprimieren dagegen ionotrope
Glutamatrezeptoren (AMPA- und Kainat-Rezeptoren) (DeVries 2000; Hack et al. 2001; Puller
et al. 2013). lonotrope Glutamatrezeptoren sind tetramere Kationen-Kanale, die bei einer
reduzierten Glutamatfreisetzung der Photorezeptoren geschlossen werden. Ein weiterer
Unterschied zwischen ON- und OFF-Bipolarzellen besteht in der axonalen Stratifizierung
innerhalb der IPL. Wahrend die Axonterminalien der ON-Bipolarzellen in der inneren Hélfte
der IPL stratifizieren, in der sie Synapsen mit ON-Ganglienzellen bilden, stratifizieren die
Axonterminalien der OFF-Bipolarzellen in der dulReren Halfte der IPL, in der sie Synapsen mit
OFF-Ganglienzellen bilden (Euler et al. 1996).
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Abbildung 6: Konnektivitat der Photorezeptoren und Bipolarzellen in der Mausretina. In der
Maus sind drei Photorezeptortypen (Stabchen, S-Zapfen und M-Zapfen) mit 14 verschiedenen Typen
von Bipolarzellen (BC) verschaltet. Die Stdbchen werden von Typ 3a-, Typ 3b- und Typ 4-OFF-
Bipolarzellen und Stabchen-Bipolarzellen (RBC), die S-Zapfen von allen Bipolarzelltypen auBer Typ
1-OFF-Bipolarzellen und die M-Zapfen von allen Bipolarzelltypen auler Typ 9-ON-Bipolarzellen
kontaktiert (Behrens et al. 2016).

1.2  Die Photorezeptor-Bandsynapse

1.2.1 Aufbau und Funktion der Photorezeptor-Bandsynapse

Die Photorezeptor-Bandsynapse ist eine komplexe, chemische Synapse zwischen
Photorezeptoren, Horizontalzellen und Bipolarzellen. Ahnlich wie bei konventionellen
Synapsen wird der Neurotransmitter der Photorezeptoren, das Glutamat, durch eine Ca?*-
abhangige Exozytose von synaptischen Vesikeln freigesetzt (Morgans 2000). Ein besonderes
Merkmal der Photorezeptor-Bandsynapse ist das Vorhandensein von elektronendichten
Strukturen, sogenannten prasynaptischen Proteinb@ndern, die an den aktiven Zonen der
Photorezeptor-Endfliichen verankert sind. Diese binden mit Glutamat gefiillte Vesikel und
ermdglichen eine schnelle und anhaltende Freisetzung des Neurotransmitters, welche
kontinuierlich an die Veranderung des Membranpotentials angepasst werden kann (Sterling und
Matthews 2005). Wahrend die St&dbchen-EndfulRchen in der Mausretina typischerweise ein
Proteinband aufweisen, besitzen die Zapfen-EndfulRchen ~ zehn Proteinbander (Tsukamoto et
al. 2001). Eine weitere Besonderheit der Photorezeptor-Bandsynapse ist die charakteristische

Anordnung der postsynaptischen Elemente: zwei invaginierende Horizontalzellfortsatze sind
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lateral vom Proteinband positioniert und ein oder zwei invaginierende ON-Bipolarzelldendriten
befinden sich unterhalb des Proteinbands (Rao-Mirotznik et al. 1995; Haverkamp et al. 2000;
Li et al. 2016). Diese postsynaptische Anordnung wird auch als Triade bezeichnet. Im
Gegensatz dazu bilden OFF-Bipolarzellen nicht-invaginierende, flache Kontakte an der Basis
des Photorezeptor-EndfiiRchens aus (Haverkamp et al. 2000; Mataruga et al. 2007; Haverkamp
et al. 2008) (Abb. 7).
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Abbildung 7: Schematischer Aufbau der Photorezeptor-Bandsynapse. Die Photorezeptor-
Bandsynapse besteht aus einem Photorezeptor-Endfliichen mit einem prasynaptischen Proteinband, das
von synaptischen Vesikeln umgeben ist, und drei bis vier postsynaptischen invaginierenden Elementen:
zwei lateralen Horizontalzellfortsatzen und ein bis zwei zentralen ON-Bipolarzelldendriten (ON BC).
Die OFF-Bipolarzellen (OFF BC) bilden hingegen flache Kontakte an der Basis des Photorezeptor-
Endfllichen aus (Euler et al. 2014).

1.2.2 Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapse

Der zeitliche Verlauf der Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapse wurde durch
elektronenmikroskopische und immunhistochemische Untersuchungen weitgehend aufgeklart
(Olney 1968; Blanks et al. 1974; Rich et al. 1997; Sherry et al. 2003) (Abb. 8). In der Mausretina
wird die Ausbildung der Zapfen-Bandsynapse an P4/P5 durch das Einwandern der
Zapfenterminalien in die OPL initiiert. Zu dieser Zeit wird das prasynaptische Proteinband an
der Membran verankert und ein Kontakt mit einem einzelnen Horizontalzellfortsatz gebildet
(Monade). Ab P6 wird ein zweiter Horizontalzellfortsatz rekrutiert, der gemeinsam mit dem
ersten Horizontalzellfortsatz in das Zapfen-EndfliRchen invaginiert (Dyade). An P7/P8 beginnt
die Invagination der ein bis zwei ON-Bipolarzelldendriten, welche die zentrale Position
zwischen den beiden lateralen Horizontalzelldendriten einnehmen (Triade). Es bleibt allerdings

unklar, wann die Ausbildung der flachen Kontakte mit den OFF-Bipolarzellen stattfindet. Die
11
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Entwicklung der Stdbchen-Bandsynapse erfolgt in derselben Reihenfolge wie die der Zapfen-
Bandsynapse, wird aber drei bis vier Tage spater initiiert. Zum Zeitpunkt des Augendffnens
(P14) ist die Ausbildung der Triaden fir beide Photorezeptortypen im Wesentlichen

abgeschlossen.

Photoreceptor
terminal invades OPL Monad formation Dyad formation Triad formation

Cones starting at P4-P5 Cones starting at P4-P5 Cones starting at P6 Cones starting at P7-P8
Rods starting at P8 Rods starting at P8 Rods starting around P9 Rods starting at P10

Abbildung 8: Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapse. Die Zapfen-Synaptogenese wird an
P4/P5 initiiert, wenn die Zapfenterminalien in die OPL einwandern. Zu diesem Zeitpunkt wird das
prasynaptische Proteinband an der Membran verankert und das EndfuRchen von einem einzelnen
Horizontalzellfortsatz kontaktiert (Monade). Ab P6 kommt ein weiterer Horizontalzellfortsatz hinzu und
beide Fortsatze invaginieren in das Zapfenterminal, wobei sie die Positionen lateral zum Proteinband
einnehmen (Dyade). Am darauffolgenden Tag beginnt die Invagination von ein oder zwei ON-
Bipolarzelldendriten, welche die zentralen Elemente der Synapse bilden (Triade). Die Stabchen-
Synaptogenese wird drei bis vier Tage spéter initiiert als die Zapfen-Synaptogenese, verlauft jedoch in
der gleichen Reihenfolge (Sherry et al. 2003).

In vorherigen Studien sind bereits einige Molekule identifiziert worden, die an der Entwicklung
der Photorezeptor-Bandsynapsen beteiligt sind. Ein wichtiges Element flr die Ausbildung der
synaptischen  Kontakte zwischen Photorezeptoren und ON-Bipolarzellen ist die
transsynaptische Interaktion zwischen einem Dystroglycan-Pikachurin-Proteinkomplex am
Photorezeptor-EndfiiRchen und dem G-Protein-gekoppelten Rezeptor 179 (GPR179), der in
ON-Bipolarzellen als Membran-Anker fur die Regulatoren der G-Protein-vermittelten
Signaltransduktion dient (Orlandi et al. 2012; Orlandi et al. 2018). Durch einen Knock-Out von
Dystroglycan (Omori et al. 2012) oder Pikachurin (Sato et al. 2008) wird die Invagination der
ON-Bipolarzellen in die Photorezeptorterminalien verhindert. Das Zelladhdsionsmolekil

extracellular leucine-rich repeat and fibronectin type-ll1l domain-containing protein 1
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(ELFN1), das von Stébchen exprimiert wird, interagiert transsynaptisch mit mGIuR6 und ist
fir die Bildung der synaptischen Kontakte zwischen Stdbchen und Stabchen-Bipolarzellen
essenziell (Cao et al. 2015). Zudem ist das synaptische Zelladh&sionsmolekdil 1 (SynCAM1) in
Stabchen nachgewiesen worden, das ebenfalls die Invagination der Stabchen-Bipolarzellen
unterstiitzt. Auch in Horizontalzellen sind durch Knock-Out-Studien mehrere Molekiile
identifiziert worden, die fur die Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapsen von Bedeutung
sind. Das Zelladh&sionsmolekil netrin-G2 ligand (NGL-2) (Soto et al. 2013; Soto et al. 2018)
sowie das Semaphorin 6A (Sema6A) und sein Rezeptor Plexin A4 (PlexA4) (Matsuoka et al.
2012) fordern die Invagination der Horizontalzellen in das Stdbchenterminal. Darlber hinaus
exprimieren die Horizontalzellen der Huhnerretina N-Cadherin, das moglicherweise ebenfalls
in die Ausbildung der synaptischen Kontakte zwischen Photorezeptoren und Horizontalzellen
involviert ist (Tanabe et al. 2006) (siehe Kapitel 1.2.2).

Neben diesen Molekdilen spielt auch die neuronale Transmission fir die Entwicklung und/oder
den Erhalt der Photorezeptor-Bandsynapse eine entscheidende Rolle. Mutationen in den
prasynaptischen Proteinen Bassoon (Dick et al. 2003; Specht et al. 2009), calcium binding
protein 4 (CaBP4) (Haeseleer et al. 2004), voltage-dependent L-type calcium channel subunit
alpha-1F (Cav1.4) (Mansergh et al. 2005; Chang et al. 2006; Bayley und Morgans 2007; Liu
Xiaoni et al. 2013; Zabouri und Haverkamp 2013), voltage-dependent calcium channel subunit
alpha-2/delta-4 (0264) (Wycisk et al. 2006; Wang et al. 2017; Kerov et al. 2018), CAZ-
associated structural protein (CAST) (tom Dieck et al. 2012) und cyclic nucleotide-gated
cation channel alpha-3 (CNGA3)/cyclic nucleotide-gated cation channel beta-1 (CNGB1)
(Michalakis et al. 2013), welche an der Glutamatausschuttung der Photorezeptoren beteiligt
sind, fihren zu einem Verlust der Synapsen in der OPL, einer Retraktion von
Stabchenterminalien sowie einem abnormalen Auswachsen von Horizontalzell- und

Bipolarzellneuriten.

Eine Frage, die bislang nicht vollstdndig aufgeklart wurde, ist, welche Bedeutung die
Horizontalzellen fur die Ausbildung der synaptischen Kontakte zwischen Photorezeptoren und
ON-Bipolarzellen haben. In zwei vorherigen Studien wurde bereits untersucht, wie sich eine
teilweise Eliminierung der Horizontalzellen aus der duReren Retina auf die Entwicklung der
OPL auswirkt. Keeley et al. (2013) demonstrierten anhand von konditionalen LIM homeobox
1-(Lim1-)Knock-Out-Ma&usen, bei denen bis zu 65 % der Horizontalzellen wéhrend der

Entwicklung in der inneren Retina verbleiben, dass die Horizontalzellen nicht fiir die korrekte
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Wegfindung der Photorezeptorterminalien und Bipolarzelldendriten in die OPL notwendig
sind. Zudem wurde in einer Studie von Wu et al. (2013) gezeigt, dass die
Photorezeptorterminalien von one cut homeobox 1(Ocl)-Knock-Out-M&usen, in denen nur ~
20 % der Horizontalzellen gebildet werden, weniger Proteinbénder enthalten und nicht die
typische Anordnung der postsynaptischen Elemente aufweisen. Diese Defekte traten schon an
P16 auf, was darauf hindeutet, dass die Horizontalzellen fur die Ausbildung der Synapsen in
der OPL wichtig sein konnten. Da in beiden Studien jedoch keine vollstandige Eliminierung
der Horizontalzellen erreicht wurde und die Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapse nicht
im Detail verfolgt wurde, bleibt die exakte Bedeutung der Horizontalzellen fiir die Ausbildung

der synaptischen Kontakte zwischen Photorezeptoren und ON-Bipolarzellen weiter unklar.

1.3 Cadherine

Cadherine sind eine Superfamilie von Ca?*-abhangigen Zelladhasionsmolekiilen, welche durch
extrazellulare Cadherin (EC)-Doménen (,,cadherin repeats®) mit einer L&nge von ~ 110
Aminosauren gekennzeichnet sind. Sie spielen neben der mechanischen Stabilisierung von
Zell-Zell-Kontakten auch bei der Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Zellsortierung,
Zellmigration und Synapsenbildung eine wichtige Rolle (Halbleib und Nelson 2006). Bislang
sind mehr als 100 verschiedene Cadherine identifiziert worden, die in mehrere Unterfamilien
eingeteilt werden konnen: Typ | Kklassische Cadherine, Typ Il klassische Cadherine,
desmosomale Cadherine, 7-Transmembran-Proteine, FAT und Dachsous-Gruppe und
Protocadherine (Yu et al. 2019). Die am besten untersuchten Cadherine sind die Vertreter der
Typ | klassischen Cadherine. Sie wurden urspriinglich nach den Geweben benannt, in denen sie
entdeckt wurden, wie z. B. das epitheliale (E)-Cadherin, das neuronale (N)-Cadherin, das
plazentare (P)-Cadherin und das retinale (R)-Cadherin. Der Aufbau der Typ | klassischen
Cadherine bestent aus funf aufeinanderfolgenden EC-Domaénen, einer single-pass-
Transmembrandomane und einer intrazelluldaren Region (Abb. 9). Dabei werden die Linker-
Regionen der EC-Domaénen durch die Bindung von jeweils drei Ca?*-lonen stabilisiert (Boggon
et al. 2002; Harrison et al. 2011). Die EC-Domanen sind fir die Interaktionen zwischen den
Cadherin-Molekulen und somit fiir die adh&sive Funktion der Cadherine verantwortlich (Brasch
et al. 2012). Cadherin-Cadherin-Interaktionen treten sowohl zwischen zwei Molekilen
derselben Zelle (cis-Interaktion) als auch zwischen zwei Molekiilen gegeniiberliegender Zellen
(trans-Interaktion) auf. Obwohl die Bindung typischerweise zwischen Cadherinen desselben

Typs (homophile Bindung) erfolgt, wurden auch Bindungen zwischen Cadherinen eines
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unterschiedlichen Typs (heterophile Bindung) beschrieben (Shan et al. 2000; Katsamba et al.
2009; Vendome et al. 2014). Die intrazellulare Region ist hochkonserviert und enthélt eine
Juxtamembran-Doméne, die p120-Catenin bindet, und eine Catenin-Bindungsdomane, die mit
B-Catenin interagiert. p120-Catenin ist an der Stabilisierung des Cadherins an der Zellmembran
(Davis et al. 2003; Xiao et al. 2003), der Kontrolle der Gentranskription (Daniel und Reynolds
1999; Prokhortchouk et al. 2001) sowie der Reorganisation des Aktin- und Mikrotubuli-
Zytoskeletts (Noren et al. 2000; Grosheva et al. 2001; Yanagisawa et al. 2004; Meng et al.
2008) beteiligt. p-Catenin bindet wiederum a-Catenin, welches den Cadherin-Catenin-
Komplex mit dem Aktin-Zytoskelett verbindet (Mége und Ishiyama 2017). Dariber hinaus ist
B-Catenin in den Wnt-Signalweg involviert, der verschiedene biologische Prozesse wie
Zellproliferation, Differenzierung und Geweberegeneration reguliert (Clevers 2006;
MacDonald et al. 2009; Heuberger und Birchmeier 2010).

To actin cytoskelton
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domain ¥
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Abbildung 9: Struktur der Typ | klassischen Cadherine. Die Typ | klassischen Cadherine sind aus
flinf sich wiederholenden extrazelluldaren Cadherin-Domanen (EC1-EC5), einer Transmembrandomane
und einer intrazelluldren Region aufgebaut. Wéhrend die extrazellulare Region fur die Ausbildung der
trans-Interaktionen zwischen Cadherin-Molekilen benachbarter Zellen zustandig ist, interagiert die
intrazellulire Region mit p120-Catenin, das an die Juxtamembran-Doméne bindet, und p-Catenin, das
an die Catenin-Bindungsdoméne bindet. p-Catenin interagiert wiederum mit a-Catenin, welches eine
Verbindung zwischen dem Cadherin-Catenin-Komplex und dem Aktin-Zytoskelett herstellt (modifiziert
nach Suzuki und Takeichi 2008).
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1.4 N-Cadherin

N-Cadherin (Cadherin-2, Cdh2) gehort zur Unterfamilie der Typ | klassischen Cadherine und
wurde 1982 in der Huhnerretina entdeckt (Grunwald et al. 1982). Homozygote N-Cadherin-
Knock-Out-Maduse versterben an E10, was die essenzielle Bedeutung von N-Cadherin flr die
embryonale Entwicklung demonstriert (Radice et al. 1997). N-Cadherin spielt eine
entscheidende Rolle bei der Bildung der Neuralleiste (Nakagawa und Takeichi 1998; Pla et al.
2001; Taneyhill 2008), der Skelettmuskel-Differenzierung (George-Weinstein et al. 1997;
Goichberg und Geiger 1998), der Etablierung der Links-Rechts-Asymmetrie (Garcia-Castro et
al. 2000), der Entwicklung und dem Erhalt der strukturellen Integritat des Herzens (Radice et
al. 1997; Kostetskii et al. 2005; Piven et al. 2011) sowie der Tumormetastasierung (Nakajima
et al. 2004; Hulit et al. 2007). Des Weiteren ist N-Cadherin in verschiedene Schritte der
Synapsenbildung involviert. Erstens fordert N-Cadherin das Auswachsen von Axonen und
Dendriten. In vitro-Versuche haben gezeigt, dass N-Cadherin ein exzellentes Substrat fiir das
Neuritenwachstum von N-Cadherin-exprimierenden Neuronen ist (Matsunaga et al. 1988;
Bixby und Zhang 1990; Paradies und Grunwald 1993; Esch et al. 2000) Eine Uberexpression
von N-Cadherin in hippocampalen Neuronen fiihrt ebenfalls zu einem verstarkten Auswachsen
von Dendriten (Yu und Malenka 2003). Umgekehrt wird durch die in vivo-Expression einer
dominant-negativen Form von N-Cadherin, welche die Funktion der endogenen Cadherine
blockiert, das Neuritenwachstum von retinalen Ganglienzellen gehemmt (Riehl et al. 1996).
Zudem demonstrieren sowohl in vitro- als auch in vivo-Studien, dass N-Cadherin bei der
Neuriten-Faszikulation eine wichtige Rolle spielt (Drazba und Lemmon 1989; Redies et al.
1992; Honig und Rutishauser 1996; Masai et al. 2003). Auch fir die neuronale Zielerkennung
ist N-Cadherin von Bedeutung. Cadherine tragen durch ihre Bindungsspezifitait und
differenzielle Expression zur Ausbildung spezifischer neuronaler Verbindungen bei (Obst-
Pernberg und Redies 1999; Shapiro und Colman 1999; Ranscht 2000; Basu et al. 2015). In
Kokultur-Experimenten mit N-Cadherin-blockierenden Antikoérpern wurde gezeigt, dass N-
Cadherin flr die axonale Zielfindung von retinalen Ganglienzellen im optischen Tectum des
Huhns (Inoue und Sanes 1997) sowie thalamischen Axonen im Cortex der Maus (Poskanzer et
al. 2003) essenziell ist. Darliber hinaus unterstutzt N-Cadherin die pra- und postsynaptische
Differenzierung. Auf der prasynaptischen Seite ist N-Cadherin in die Rekrutierung von
synaptischen Vesikeln involviert (Togashi et al. 2002; Jungling et al. 2006; Stan et al. 2010).
Postsynaptisch reguliert N-Cadherin die Morphogenese von kleinen Fortsatzen auf den
Dendriten von Nervenzellen, sogenannten dendritischen Dornen, an denen mehr als 90 % der
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exzitatorischen SignalUbertragung im zentralen Nervensystem stattfinden (Nimchinsky et al.
2002). Eine Inhibition der Cadherin-Funktion in kultivierten hippocampalen Neuronen
resultiert in einer abnormalen, Filopodien-&hnlichen Morphologie (Togashi et al. 2002; Mendez
et al. 2010) oder auch einem Verlust (Mysore et al. 2007) der dendritischen Dornen. Zusétzlich
ist N-Cadherin an der Rekrutierung von postsynaptischen Komponenten wie dem postsynaptic
density protein 95 (PSD-95) (Togashi et al. 2002; Nikitczuk et al. 2014) und AMPA-Rezeptoren
(Nuriya und Huganir 2006; Saglietti et al. 2007) beteiligt.

In einer Studie von Tanabe et al. (2006) wurde gezeigt, dass N-Cadherin in den Horizontalzellen
der Huhnerretina exprimiert wird und die Cadherin-Funktion fir die dendritische
Morphogenese der Horizontalzellen sowie die Synapsenbildung zwischen Photorezeptoren und
Horizontalzellen notwendig ist. Eine Expression von dominant-negativem N-Cadherin in
Horizontalzellen fuhrte zu einer reduzierten GroRe der dendritischen Felder, einer verringerten
Anzahl an dendritischen Terminalien sowie einer Beeintrdchtigung der postsynaptischen
Akkumulierung von GluA4. Darlber hinaus wurde in einer Untersuchung von Xiang et al.
(2017) ein Antikdrper gegen N-Cadherin zur Visualisierung der Horizontalzellmorphologie in
der Mausretina eingesetzt, was demonstriert, dass N-Cadherin auch in murinen
Horizontalzellen exprimiert wird. Es bleibt jedoch unklar, welche Rolle N-Cadherin fur die
Ausbildung der Photorezeptor-Bandsynapse in der Maus spielt.

1.5 Zielsetzung

Die Photorezeptor-Bandsynapse ist die erste Synapse im visuellen System. Sie besteht aus
einem Photorezeptor-EndfulRchen mit einem prasynaptischen Proteinband, das von
synaptischen Vesikeln umgeben ist, und drei oder vier postsynaptischen invaginierenden
Elementen: zwei lateralen Horizontalzellfortsatzen und ein oder zwei zentralen ON-
Bipolarzelldendriten. Daruber hinaus bilden OFF-Bipolarzellen flache Kontakte an der Basis
des Photorezeptor-EndfliRchens aus. Im Gegensatz zum zeitlichen Ablauf der Entwicklung der
Photorezeptor-Bandsynapse, der bereits groBtenteils aufgeklart ist, sind die detaillierten
molekularen Mechanismen, die mit dem Aufbau der Photorezeptor-Bandsynapse einhergehen,
noch weitestgehend ungeklért. Das Ziel der vorliegenden Dissertation war es daher, mithilfe
verschiedener transgener Mausmodelle sowie molekularbiologischer und histologischer
Untersuchungen die Rolle von Horizontalzellen und N-Cadherin in der Entwicklung der

Photorezeptor-Bandsynapse néher zu beleuchten.
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Projekt 1: Auswirkungen einer frihen postnatalen Horizontalzell-Ablation auf die

Entwicklung der Stabchen-Bandsynapse

Im Verlauf der Entwicklung invaginieren die Horizontalzellfortsdtze vor den ON-
Bipolarzelldendriten in das Photorezeptor-EndftiRchen (Olney 1968; Blanks et al. 1974; Sherry
et al. 2003), was die Frage aufwirft, ob die Horizontalzellen fiir die Invagination der ON-
Bipolarzellen bendtigt werden. In einer Studie von Wu et al. (2013) wurde auBerdem gezeigt,
dass die Photorezeptorterminalien von Ocl-Knock-Out-Mdausen, in denen nur ~ 20 % der
Horizontalzellen gebildet werden, bereits an P16 weniger postsynaptische Invaginationen
aufwiesen und weniger oder kirzere Proteinbander enthielten, was ebenfalls darauf hindeutet,
dass die Horizontalzellen fir die Ausbildung der synaptischen Kontakte zwischen
Photorezeptoren und ON-Bipolarzellen wichtig sein kénnen. Um die Rolle der Horizontalzellen
fir die Entwicklung der Stébchen-Bandsynapse genauer zu untersuchen, sollten die
Horizontalzellen im ersten Projekt dieser Arbeit ablatiert werden. Dazu wurden Cx57*/PTR-
Mause eingesetzt, die den Diphtherietoxinrezeptor eines Primaten unter der Kontrolle des
Cx57-Promotors exprimieren (Sonntag et al. 2012). Da der Cx57-Promotor in der Mausretina
nur in den Horizontalzellen aktiv ist (Hombach et al. 2004), kann durch eine Injektion von
Diphtherietoxin eine selektive Ablation der Horizontalzellen erreicht werden. Um mdgliche
Nebeneffekte der Horizontalzell-Ablation auf ein Minimum zu reduzieren, wurden die
Diphtherietoxin-Injektionen an P4 und P5 (kurz vor Beginn der Synapsenbildung)
durchgefuhrt. AnschlieBend wurde die Entwicklung der Stabchen-Bandsynapse in Abwesenheit

der Horizontalzellen mittels Elektronenmikroskopie und Immunhistochemie analysiert.

Projekt 2: Auswirkungen einer friilhen postnatalen Horizontalzell-Ablation auf die

weitere Entwicklung und den Erhalt der Zapfen-Bandsynapse

Im zweiten Projekt der vorliegenden Dissertation sollte untersucht werden, welche
Auswirkungen die an P4/P5 induzierte Horizontalzell-Ablation auf die weitere Entwicklung
und den Erhalt der synaptischen Kontakte zwischen Zapfen und Bipolarzellen hat. Hierzu
wurde die Ausbildung der Zapfen-Bandsynapse analog zu der Ausbildung der Stibchen-

Bandsynapse elektronenmikroskopisch und immunhistochemisch verfolgt.
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Projekt 3: Expression von N-Cadherin in den Horizontalzellen der Mausretina und
Auswirkungen eines konditionalen N-Cadherin-Knock-Outs auf die Uberlebensfahigkeit

von Mausen

N-Cadherin ist ein transmembranes Glykoprotein, das Ca®*-abhangige Zell-Zell-Adhésion
vermittelt. In einer vorherigen Studie wurde gezeigt, dass N-Cadherin in den Horizontalzellen
der Hiihnerretina exprimiert wird und die Cadherin-Funktion fiir die korrekte Synapsenbildung
zwischen Zapfen und Horizontalzellen notwendig ist (Tanabe et al. 2006). Zudem weist eine
Studie, in der ein N-Cadherin-Antikérper zur Markierung von Horizontalzellen in der
Mausretina genutzt wurde (Xiang et al. 2017), darauf hin, dass N-Cadherin auch in murinen
Horizontalzellen exprimiert wird. Es bleibt jedoch unklar, ob N-Cadherin auch fur die
Ausbildung der Photorezeptor-Bandsynapse in der Mausretina von Bedeutung ist. Im Rahmen
des dritten Projekts dieser Arbeit sollte als erstes die Expression von N-Cadherin in murinen
Horizontalzellen mittels Einzelzell-PCR und Immunhistochemie Uberpruft werden. Daruber
hinaus sollten zur Erforschung der Funktion von N-Cadherin in der Entwicklung der
Photorezeptor-Bandsynapse konditionale N-Cadherin-Knock-Out-Mause erzeugt werden.
Dazu wurden N-cad"*-Mause, in denen das Exon 1 des N-Cadherin-Gens von loxP-Stellen
flankiert ist (Kostetskii et al. 2005), mit Cx57-Cre-Mdusen, welche die Cre-Rekombinase unter
der Kontrolle des Cx57-Promotors exprimieren (Stroh et al. 2013), gekreuzt. In Nachkommen,
die beide genetischen Verénderungen aufweisen, wird das Exon 1 des N-Cadherin-Gens in den
Cre-Rekombinase exprimierenden Zellen herausgeschnitten und N-Cadherin selektiv in
Horizontalzellen ausgeknockt. Da ein vollstdndiger Knock-Out von N-Cadherin zum
embryonalen Tod von Mdusen fiihrt (Radice et al. 1997), sollte zuné&chst untersucht werden, ob
homozygote Cdh2"™:Cx57*/C-Knock-Out-Méuse berlebensfahig sind und sich somit zur
Untersuchung der Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapse in Abwesenheit der N-

Cadherin-Expression in Horizontalzellen eignen.
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2 Material und Methoden

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Mauslinien, Gerate, Verbrauchsmaterialien,

Chemikalien, Enzyme, Kits und Programme sind in Kapitel 6.1 aufgefuhrt.

2.1  Versuchstiere

Alle Versuche wurden im Einklang mit dem deutschen Tierschutzgesetz durchgefihrt und vom
Niedersachsischen Landesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (LAVES)
genehmigt  (Aktenzeichen:  33.19-42502-04-12/0995). Die Mause wurden unter
Standardbedingungen (12-Stunden-Hell-Dunkel-Zyklus, Futter und Wasser ad libitum)
gehalten. Flr die Experimente wurden Tiere beider Geschlechter eingesetzt. Alle Mauslinien
besitzen den genetischen Hintergrund des C57BL/6J-Inzuchtstamms oder wurden Uber

mindestens drei Generationen in den C57BL/6J-Hintergrund riickgekreuzt.

Zur Ablation der Horizontalzellen wurde die Cx57/DTR-Mauslinie verwendet, bei der durch
homologe Rekombination ein Teil von Exon 2 des Cx57-Gens durch die kodierende Sequenz
eines Fusionsproteins aus dem Diphtherietoxinrezeptor der Athiopischen Griinmeerkatze
(Chlorocebus aethiops) und dem enhanced green fluorescent protein ersetzt wurde (Sonntag et
al., 2012). Im Gegensatz zu Primaten besitzen M&use von Natur aus keinen funktionalen
Diphtherietoxinrezeptor, weshalb sie resistent gegentiber Diphtherietoxin sind (Mitamura et al.
1995). Durch die Expression des Primaten-Diphtherietoxinrezeptors unter der Kontrolle des
Cx57-Promotors erlangen die Horizontalzellen der Cx57/DTR-Maus Diphtherietoxin-
Sensitivitat und konnen durch eine Injektion des Toxins selektiv ablatiert werden. Um mdgliche
Nebeneffekte der Cx57-Defizienz zu minimieren, wurden ausschlielich heterozygote
Cx57*PTR-M4use, die noch ein Cx57-Wildtyp-Allel besitzen, eingesetzt.

Die Expression von N-Cadherin wurde anhand von Wildtyp-Mausen analysiert. Zur
Untersuchung der Rolle von N-Cadherin in der Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapse
sollten mithilfe des Cre/loxP-Systems konditionale N-Cadherin-Knock-Out-Méause generiert
werden. Dazu wurden N-cad™*-Mause, bei denen das Exon 1 des N-Cadherin-Gens von loxP-
Stellen flankiert ist (Kostetskii et al. 2005), mit Cx57-Cre-Mé&usen, die das Enzym Cre-
Rekombinase unter der Kontrolle des endogenen Cx57-Promotors exprimieren (Stroh et al.
2013), verpaart. In Nachkommen, die beide genetischen Verdnderungen in sich tragen, wird
das Exon 1 des N-Cadherin-Gens in den Cre-Rekombinase-exprimierenden Horizontalzellen

herausgeschnitten und N-Cadherin somit ausgeschaltet.
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2.2  Diphtherietoxin-Injektion

Um eine Ablation der Horizontalzellen zu induzieren, wurden den Cx57*°TR-Mausen an P4
und P5 jeweils zwischen 12,5 und 20 pul einer sterilen Diphtherietoxin-Lésung in
phosphatgepufferter Salzlgsung (PBS, Tab. 17) (1 pg/ml) intraperitoneal injiziert. Als
Kontrolle dienten Wildtyp(Cx57**)-Wurfgeschwister, die auf die gleiche Weise behandelt

wurden. Die Injektionen wurden von Frau Apl. Prof. Dr. Janssen-Bienhold durchgefihrt.

2.3  Gewebepraparation

Die Mause wurden entweder durch Dekapitation (P8, P11) oder durch zervikale Dislokation
nach CO.-Narkotisierung (P15 und &lter) getotet. AnschlieBend wurden die Augen enukleiert,
in PBS (fir Immunhistochemie und Transmissionselektronenmikroskopie) oder Hank’s
Balanced Salt Solution (HBSS) mit Zusétzen (Tab. 17) (fur die Retina-Dissoziation) tberfihrt
und Cornea, Linse und Glaskorper entfernt. Fir die Immunhistochemie an retinalen
Kryoschnitten wurden die Augenbecher fiir 20 min in 2 % Paraformaldehyd und 3 % Sucrose
in 0,1 M Phosphatpuffer (PB, Tab. 17) fixiert, in 0,1 M PB gewaschen (3 x 10 min) und zum
Gefrierschutz Gber Nacht bei 4°C in 30 % Sucrose in 0,1 M PB inkubiert. Danach wurden die
Augenbecher auf einem mit flissigem Stickstoff geklhlten Aluminiumblock in Tissue-Tek
O.C.T. Compound eingebettet und mithilfe eines Kryostats vertikal geschnitten (20 um). Die
Gefrierschnitte  wurden auf Objekttrager aufgenommen, die zuvor mit einer
Beschichtungslosung (Tab. 17) berzogen wurden, fur 1 h bei 37°C getrocknet und bis zur
weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren. Fir die Immunhistochemie an Retina-
Ganzpraparaten wurden die Retinen aus dem Augenbecher isoliert, mit der Ganglienzellseite
nach oben auf Filterpapier aufgebracht und fir 20 min in 2 % Paraformaldehyd und 3 % Sucrose
in 0,1 M PB fixiert. Im Anschluss wurden die Ganzpraparate in 0,1 M PB gewaschen (4 x 15
min), Uber Nacht bei 4°C in 30 % Sucrose in 0,1 M PB inkubiert und 3 x eingefroren und
aufgetaut. Fir die Transmissionselektronenmikroskopie wurden die Retinen aus dem
Augenbecher isoliert, tber Nacht bei 4°C in 1 % Paraformaldehyd, 3 % Sucrose und 2,5 %
Glutaraldehyd in 0,05 M PB fixiert, in 0,1 M PB gewaschen (3 x 30 min) und fir 1 h in 1 %
Os04 in 0,1 M PB nachfixiert.

2.4  Immunhistochemie

Zum immunhistochemischen Nachweis von Proteinen wurden die Kryoschnitte und Retina-

Ganzpraparate in 0,1 M PB gewaschen (3 x 10 min fur Kryoschnitte, 4 x 15 min fir Retina-
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Ganzpraparate) und in Blockierlésung (Tab. 17) inkubiert (1 h bei Raumtemperatur flr
Kryoschnitte, Gber Nacht bei 4°C flr Retina-Ganzpraparate). Danach erfolgte die Inkubation
mit den priméren Antikorpern (Tab. 13) in Blockierldsung (liber Nacht bei 4°C fir
Kryoschnitte, 5 d bei 4°C fiir Retina-Ganzpraparate). Nach anschlieRendem Waschen in 0,1 M
PB (3 x 10 min fur Kryoschnitte, 4 x 15 min fur Retina-Ganzpréaparate) wurde das Gewebe mit
den sekundaren Antikorpern (Tab. 14) in Blockierldsung inkubiert (2 h bei Raumtemperatur fir
Kryoschnitte, 2 d bei 4°C fur Retina-Ganzpréparate), erneut in 0,1 M PB gewaschen (3 x 10
min fiir Kryoschnitte, 4 x 15 min fur Retina-Ganzpraparate) und in VECTASHIELD Mounting

Medium eingedeckelt. Die Objekttrager wurden bis zur Auswertung bei 4°C aufbewahrt.

Fur die Verwendung des N-Cadherin-Antikdrpers wurden die immunhistochemischen
Versuche wie zuvor beschrieben durchgefiihrt, jedoch wurden die Gefrierschnitte in TRIS-
gepufferter Salzlosung mit Triton X-100 (TBSTX, Tab. 17) gewaschen, mit 10 % Ziegen-
Normalserum in TBSTX blockiert und mit primaren und sekundéren Antikorpern in TBSTX
inkubiert.

2.5 Konfokale Mikroskopie und Bildbearbeitung

Die immunhistochemischen Farbungen wurden an einem konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskop ausgewertet. Das Scannen erfolgte mit einem 63x/1.4-Plan-Apochromat-Ol-
Objektiv (fur Kryoschnitte) oder einem 40x/1.3-Plan-Apochromat-OI-Objektiv (fiir Retina-
Ganzpréparate) und einer Auflosung von 1024 x 1024 Pixeln. Mit dem
Bildbearbeitungsprogramm Fiji (Schindelin et al. 2012) wurden aus den Konfokal-Stapeln (200
nm Einzelscans) Maximum-Projektionen erstellt sowie die Helligkeit und der Kontrast der

Bilder angepasst.

2.6 Transmissionselektronenmikroskopie

Fur die Transmissionselektronenmikroskopie wurden die fixierten Retinen in 0,1 M PB
gewaschen (3 x 10 min) und fir jeweils 10 min in 50 %, 70 %, 80 %, 90 % und 100 % Aceton
in H20 entwassert. Anschlieend wurde das Gewebe fur 1 h in einem 1:1-Gemisch aus Aceton
und Agar 100 Resin (Tab. 17) und Gber Nacht in reinem Agar 100 Resin inkubiert. Nach dem
Aushérten des Einbettmediums fir 48 h bei 60°C wurden mit einem Ultramikrotom vertikale
Semidiinn- (0,5 um) und Ultraddnnschnitte (90 nm) angefertigt. Die Semidinnschnitte wurden
auf Objekttrager aufgenommen, mit 2 % Toluidinblau und 0,5 % Natriumborat in H>O gefarbt

und mit einem digitalen Forschungsmikroskop ausgewertet, wahrend die Ultradiinnschnitte auf
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Kupfer-Netzchen aufgenommen und mit einem Transmissionselektronenmikroskop analysiert
wurden. Helligkeit und Kontrast der Aufnahmen wurden in Adobe Photoshop CS6 Extended

bearbeitet.

2.7 Retina-Dissoziation

Um retinale Neurone zu isolieren, wurde eine Gewebe-Dissoziation durchgefihrt. Dazu wurden
die isolierten Retinen fir 10 min bei 37°C in HBSS mit Zusatzen vorinkubiert und fiir 23 min
bei 37°C in Papain-Losung (Tab. 17) enzymatisch verdaut. Im Anschluss wurde das Gewebe
fir 5 min bei 37°C in Desoxyribonuklease I-(DNase I-)Ldsung (Tab. 17) inkubiert, fiir 2 min
bei 900 rpm abzentrifugiert und in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) mit
Zusétzen (Tab. 17) gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation fur 2 min bei 900 rpm wurde das
Medium abgenommen und durch 1 ml frisches DMEM mit Zusétzen ersetzt. Im Anschluss
folgte die Trituration des Gewebes. Hierzu wurde das Medium mit den Retinen 3 x mithilfe
einer weitlumigen Pasteurpipette auf- und abgezogen und der Uberstand nach einer Absetzzeit
von 2 min verworfen. Dieser Vorgang wurde 3 x mit einer englumigen Pasteurpipette
wiederholt. Die drei Uberstande wurden gepoolt und auf Deckglaser ausgebracht, die zuvor fiir
1 h mit Concanavalin-Ldsung in PBS (1 mg/ml) beschichtet und 3 x in PBS gewaschen wurden.
Nachdem sich die Zellen fir 30 min bei 37°C im Inkubator (5 % CO2, 55 % O>) abgesetzt

hatten, wurden sie zur RNA-Gewinnung weiterverwendet.

2.8 RNA-Isolierung
Fur die Isolierung der RNA aus gesamten Retinen wurde das NucleoSpin RNA XS-Kit nach

Herstellerangaben verwendet. Um die RNA aus einzelnen Neuronen zu erhalten, wurde das
Cytoplasma der Zelle in eine Glaselektrode mit 7,5 pl Elektrodenlésung (Tab. 17)
aufgenommen. Der Inhalt der Elektrode wurde anschlieRend in ein Reaktionsgefal entleert, das
sofort in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert

wurde.

29 DNA-Verdau

Zur Entfernung der genomischen DNA wurde ein DNA-Verdau mithilfe des
Desoxyribonuclease 1, Amplification Grade-Kits durchgefuhrt. Die Pipettierschemata fiir den
DNA-Verdau sind in Tab. 1 (fur die Gesamt-Retina-RNA) und Tab. 2 (fir die Einzelzell-RNA)
aufgefiihrt. Die Ansatze wurden fir 15 min inkubiert. Im Anschluss wurde die DNase | durch

die Zugabe von 1 pl 25 mM EDTA und eine Inkubation ftr 10 min bei 65°C inaktiviert.
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Tabelle 1: Pipettierschema fuir den DNA-Verdau (Gesamt-Retina-RNA)

Volumen Komponente
5ul RNA-L6sung
1l RiboLock RNase-Inhibitor
1l 10X DNase | Reaction Buffer
1l Deoxyribonuclease I, Amplification Grade
2 ul Nuklease-freies Wasser

Tabelle 2: Pipettierschema flir den DNA-Verdau (Einzelzell-RNA)

Volumen  Komponente
7,5 ul RNA-enthaltende Elektrodenldsung
0,5 ul RiboLock RNase-Inhibitor
0,25 pl 10X DNase | Reaction Buffer
1l Deoxyribonuclease I, Amplification Grade
0,75 ul Nuklease-freies Wasser

2.10 Reverse Transkription

Um die RNA in komplementare DNA (cDNA) umzuschreiben, wurde das SuperScript™ 111

Reverse Transcriptase-Kit verwendet. Das Pipettierschema flr die reverse Transkription ist

Tab. 3 zu entnehmen. Nachdem der RNA-L6sung Oligo(dT)15 Primer, Random Primer und

Roti®Mix PCR3 zugefuigt wurden, erfolgte zunéchst eine Inkubation fiir 5 min bei 65°C und 1

min auf Eis. AnschlieRend wurden die restlichen Komponenten hinzugegeben und der Ansatz
fiir 5 min bei 25°C, 50 min bei 50°C und 15 min bei 70°C im Thermocycler inkubiert.
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Tabelle 3: Pipettierschema fiir die reverse Transkription

Volumen Komponente
10 i RNA-L6sung
1l Oligo(dT)1s Primer
1l Random Primers
1l Roti®Mix PCR3
1l RiboLock RNase-Inhibitor
4 ul 5X First-Strand Buffer
1l 0,LMDTT
1l SuperScript™ 111 Reverse Transcriptase

2.11 Polymerase-Kettenreaktion

Fir die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde das KAPA HotStart Mouse Genotyping Kit

eingesetzt. Das Pipettierschema ist in Tab. 4 und das PCR-Programm in Tab. 5 aufgefuhrt. Die

verwendeten Primer sind in Tab. 15 aufgelistet.

Tabelle 4: Pipettierschema fiir die PCR

Volumen  Komponente
4 ul cDNA-L6sung
12,5 ul KAPA2G Fast HS Genotyping Mix (2X)
1pl 10 uM forward Primer
1pl 10 uM reverse Primer
6,5 ul Nuklease-freies Wasser

Tabelle 5: PCR-Programm

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Initiale Denaturierung ~ 95°C 3 min 1
Denaturierung 95°C 15s
Primerhybridisierung 59°C 15s 45
Elongation 72°C 20s

Finale Elongation 72°C 10 min 1
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2.12 Quantifizierungen und statistische Auswertung

Zur Quantifizierung der OPL-Dicke in Toluidinblau-gefarbten Semidiinnschnitten von Cx57+/+-
(n =3 fir P8, n =4 fir P11, n =5 fur P15, n = 3 filr P21) und Cx57*/°™R-Méusen (n = 3 fiir P8,
n =4 fur P11, n = 3 fur P15, n = 2 flr P21) wurde unter Einsatz des Line Tools in Fiji die
Distanz zwischen den Somata der ONL und den Somata der INL bestimmt. Die Messung wurde

an 10 verschiedenen Stellen pro Tier durchgefinhrt.

Um die Entwicklung der Stibchen-Bandsynapse zwischen Cx57**- (P11: n = 4, P15: n = 3)
und Cx57*PTR-Mausen (P11: n = 4, P15: n = 5) zu vergleichen, wurden anhand von
elektronenmikroskopischen Aufnahmen flr jeden Genotyp und jedes Entwicklungsstadium
zwischen 746 und 1177 Profile von Stdbchenterminalien analysiert und in folgende Kategorien
eingeordnet: (1) leere Stabchenterminalien (Profile ohne Invaginationen), (2) Monaden (Profile
mit einem invaginierenden Horizontalzellfortsatz), (3) Dyaden (Profile mit zwei
invaginierenden Horizontalzellfortsatzen), (4) Triaden (Profile mit mindestens einem
invaginierenden ON-Bipolarzelldendriten) und (5) unklassifiziert (Profile, die nicht eindeutig
einer der anderen Gruppen zugeordnet werden konnten). Zur Ermittlung der Haufigkeit von
Stabchenterminalien mit und ohne Proteinbandern wurde derselbe Satz an
Stabchenterminalien-Profilen ausgewertet. Um die GroRe der Proteinbander in Cx57**- (n = 3)
und Cx57*PTR-Retinen (n = 5) an P15 zu bestimmen, wurde mithilfe des Line Tools in Fiji die

Lange von 30 Proteinbandern pro Tier gemessen.

Fir die Quantifizierung mGIuR6- und GPR179-positiver Partikel in Cx57**- (n = 3) und
Cx57*PTR-Mausen (n = 5) an P15 wurden die Konfokal-Stapel mit einer theoretischen
Punktspreizfunktion in der Huygens Software dekonvoliert und in Fiji weiterverarbeitet. Nach
dem Entfernen des Hintergrunds durch die Subtract Background-Funktion (rolling ball radius:
50 Pixel) wurden manuell Intensitats-Schwellenwerte festgelegt, die fur beide Genotypen
konstant gehalten wurden. AnschlieBend wurde unter Verwendung der Analyze Particles-
Funktion fir jedes Tier die Anzahl und durchschnittliche GroRe der Partikel fir 9
unterschiedliche Regionen (je 46,08 x 25,25 pm) bestimmt. Um zu verhindern, dass Rauschen
und Blutgefale in die Auswertung miteinbezogen werden, wurden Partikel mit einer Gréf3e von

< 0,81 oder > 22,50 pm? von der Analyse ausgeschlossen.

Zur Ermittlung der Anzahl der Zapfen in Cx57**- (n = 3) und Cx57*P™R-Retinen (n = 3) (P56)
wurden in cone arrestin-gefarbten Vertikalschnitten manuell die Zapfensomata gezahlt. Pro

Tier wurden 12 Aufnahmen (je 198,39 x 198,39 um) ausgewertet. Um Unterschiede in der
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Verteilung der Zapfensomata innerhalb der dulReren Retina festzustellen, wurden die
Zapfensomata in zwei Kategorien eingeteilt. Zapfensomata, die in der distalen Hélfte der ONL
lokalisiert waren, wurden als korrekt positioniert und Zapfensomata, die in der proximalen

Halfte der ONL lokalisiert waren, wurden als mislokalisiert klassifiziert.

Die statistische Analyse wurde in GraphPad Prism 5 durchgefihrt. Zum Vergleich der OPL-
Dicke, der Proteinband-GroRe in Stdbchenterminalien sowie der Anzahl und durchschnittlichen
GroRe mGIuR6- und GPR179-positiver Partikel zwischen Wildtyp- und Horizontalzell-
ablatierten Mausen wurde ein Wilcoxon-Rangsummentest verwendet. Die Verteilungen der
verschiedenen Entwicklungsstadien von Stibchenterminalien wurden mittels y-Test auf
statistische Signifikanz getestet. Zur Analyse der H&aufigkeiten von Stdbchenterminalien mit
und ohne Proteinbandern sowie der Verteilung der Zapfensomata wurde ein exakter Fisher-Test
durchgefuhrt. Um die Anzahl der Zapfen zwischen den beiden Genotypen zu vergleichen,
wurde ein t-Test fur unabhangige Stichproben angewandt (Daten normalverteilt, D'Agostino-
Pearson-Test). Die Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Ein p-Wert

von < 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Auswirkungen einer frihen postnatalen Horizontalzell-Ablation auf die

Entwicklung der Stabchen-Bandsynapse

3.1.1 Ablation der Horizontalzellen wahrend der frihen postnatalen Entwicklung

Um die Rolle der Horizontalzellen fir die Entwicklung der Stdbchen-Bandsynapse in der
Mausretina zu untersuchen, wurde dieser Zelltyp im Rahmen des ersten Projekts dieser Arbeit
wahrend der frithen postnatalen Entwicklung ablatiert. Dazu wurden transgene Cx57*/PTR-
Méuse verwendet, die einen Primaten-Diphtherietoxinrezeptor unter der Kontrolle des
Horizontalzell-spezifischen Cx57-Promotors exprimieren (Sonntag et al. 2012). Die Ablation
der Horizontalzellen wurde durch eine Injektion von Diphtherietoxin an P4 und P5 induziert.
Zu dieser Zeit befinden sich die Somata der Horizontalzellen bereits an ihrem Zielort, der
distalen INL (Poche et al. 2007), aber die Axonterminalien haben noch nicht damit begonnen,
Kontakte mit den Stabchenterminalien auszubilden (Sherry et al. 2003). Durch diesen spéten
Injektionszeitpunkt (kurz vor der Invagination der Horizontalzellfortsatze in die
Stabchenterminalien) sollten mogliche Nebeneffekte der Horizontalzell-Ablation auf die

retinale Zelldifferenzierung und Laminierung minimiert werden.

Zur Kontrolle der Volistandigkeit und Spezifitat der Horizontalzell-Ablation wurden retinale
Kryoschnitte von Diphtherietoxin-behandelten Cx57**- und Cx57*/PTR-M&usen verschiedenen
Alters (P8, P11, P15, P21) mit einem Antikorper gegen Calbindin gefarbt. Dieser markiert
sowohl Horizontalzellen als auch einige Typen von Amakrin- und Ganglienzellen (Haverkamp
und Wassle 2000). Bereits an P8 war die Calbindin-Immunoreaktivitét in den Horizontalzellen
der Cx57*PTR-Méause stark reduziert (Abb. 10 B) und von P11 an waren keine Calbindin-
positiven Horizontalzellen mehr in der Retina erkennbar (Abb. 10 D, F, H). Im Gegensatz dazu
zeigten sich bei den Calbindin-positiven Amakrin- und Ganglienzellen keine Veranderungen
(Abb. B, D, F, H). Um die Spezifitat der Horizontalzell-Ablation weiter zu iberpriifen, wurden
die beiden spiegelsymmetrischen Populationen von ON- und OFF-starburst-Amakrinzellen mit
einem Antikorper gegen die Cholinacetyltransferase (ChAT) und die Miillerzellen mit einem
Antikorper gegen die Glutaminsynthetase markiert. Sowohl bei den starburst-Amakrinzellen
als auch bei den Miillerzellen konnten an P15 keine offensichtlichen Unterschiede zwischen
Wildtyp- und Horizontalzell-ablatierten Mausen festgestellt werden (Abb. 11 A-D), was darauf

hindeutet, dass die Zellablation tatsachlich auf die Horizontalzellen beschrankt ist.
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Zusammengefasst demonstrieren diese Ergebnisse, dass die gesamte Population der
Horizontalzellen selektiv ablatiert wurde und die Cx57/DTR-Mauslinie somit ein nitzliches
Werkzeug zur Untersuchung der Entwicklung der Stabchen-Bandsynapse in Abwesenheit der
Horizontalzellen darstellt.

CX57‘I* Cx57+IDTR
Calbindin

Abbildung 10: Horizontalzell-Ablation wéhrend der fruhen postnatalen Entwicklung. (A-H)
Retinale Vertikalschnitte von Diphtherietoxin-behandelten Cx57+*- und Cx57+PTR-Mausen wurden mit
einem Antikorper gegen Calbindin gefarbt. Die Calbindin-Immunoreaktivitat in den Horizontalzellen
der Cx57*PTR-Mause war an P8 drastisch reduziert (B) und ab P11 vollstandig verschwunden (D, F, H).
Die Calbindin-positiven Amakrin- und Ganglienzellen zeigten dagegen keine Veranderungen (B, D, F,
H). Malistabsbalken: 50 pm.

29



Ergebnisse

Cx57+ Cx57+°TR

D Glutaminsynthetase

Abbildung 11: Die friihe postnatale Horizontalzell-Ablation hat keine Auswirkungen auf die
grobe Morphologie der starburst-Amakrinzellen und Millerzellen. (A, B) Immunhistochemische
Farbung von Cx57*"*- und Cx57*PTR-Retinen (P15) mit einem ChAT-Antikorper. Die Morphologie der
ChAT-positiven starburst-Amakrinzellen war in den Wildtyp- und Horizontalzell-ablatierten Méusen
vergleichbar. (C, D) Vertikale Kryoschnitte von Cx57**- und Cx57*PTR-Retinen (P15) wurden mit
einem Antikorper gegen die Glutaminsynthetase, ein Markerprotein fir Millerzellen, geféarbt. Es
konnten keine erkennbaren Unterschiede in der Morphologie der Miillerzellen von Wildtyp- und

Horizontalzell-ablatierten Mé&usen festgestellt werden. MafRstabsbalken: 50 pm.

3.1.2 Allgemeine Morphologie der Retina

Zur Beurteilung der Auswirkungen der Horizontalzell-Ablation auf die Entwicklung der
allgemeinen Morphologie der Retina wurden retinale Semidiinnschnitte von Cx57**- und
Cx57*PTR_Mausen mit Toluidinblau gefarbt (Abb. 12 A-H). Wahrend die ONL, INL, IPL und
GCL eine vergleichbare Breite aufwiesen, war die Dicke der OPL in den Horizontalzell-
ablatierten Tieren zwischen P8 und P21 signifikant reduziert (Abb. 12 I-L; P8: Cx57**: 7,45 +
2,81 um, Cx57*/PTR: 5 09 + 2 50 um, p <0,01; P11: Cx57**: 10,26 + 3,02 pm, Cx57*PTR: 590
+ 2,75 um, p < 0,0001; P15: Cx57*/*: 9,58 + 2,51 pm, Cx57*PTR: 4,93 + 2,85 um, p < 0,0001;
P21: Cx57**: 10,58 + 2,78 um, Cx57*P™R: 422 + 289 um, p < 0,0001; Wilcoxon-

Rangsummentest). Da in dieser Schicht die Photorezeptor-Bandsynapsen lokalisiert sind, deutet
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dieser Befund darauf hin, dass die korrekte Ausbildung der synaptischen Kontakte zwischen

Photorezeptoren und Bipolarzellen in Abwesenheit der Horizontalzellen beeintrachtigt ist.

Cx57" Cx57+°TR
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Abbildung 12: Verringerte OPL-Dicke nach friiher postnataler Horizontalzell-Ablation. (A-H)
Toluidinblau-Féarbung vertikaler Semidiinnschnitte von Cx57*/*- und Cx57*P™R-Retinen. Im Vergleich
zur OPL-Dicke der Wildtyp-Mause war die OPL-Dicke der Horizontalzell-ablatierten M&use von P8 bis
P21 deutlich reduziert. Die tbrigen Schichten (ONL, INL, IPL, GCL) wiesen hingegen eine &hnliche
Breite auf. (1-L) Quantifizierung der OPL-Dicke von Cx57**- (P8: n =3, P11: n=4, P15:n=5, P21: n
= 3) und Cx57*P™R-Mausen (P8: n = 3, P11: n = 4, P15: n = 3, P21: n = 2). p < 0,01 (P8), p < 0,0001
(P11, P15, P21), Wilcoxon-Rangsummentest. Die Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung

dargestellt. **p < 0,01, ***p < 0,001. MaRstabsbalken: 50 pum.
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3.1.3 Invagination von Stédbchen-Bipolarzellen und Proteinband-Aufbau

Um zu Gberpriufen, ob die ON-Bipolarzelldendriten in Abwesenheit der Horizontalzellen in der
Lage sind in die Stdbchenterminalien zu invaginieren, wurde eine ultrastrukturelle Analyse
durchgefiihrt. Dazu wurden die Stabchenterminalien von Cx57**- und Cx57*PTR-Mausen an
P11 (einen Tag nach Beginn der ON-Bipolarzell-Invagination) und P15 (einen Tag nach
Abschluss der Synapsenbildung) elektronenmikroskopisch untersucht und nach ihrem
Entwicklungsstadium in folgende Kategorien eingeordnet: (1) leere Stébchenterminalien
(Stabchenterminalien-Profile ohne Invaginationen), (2) Monaden (Stdbchenterminalien-Profile
mit einem invaginierenden Horizontalzellfortsatz), (3) Dyaden (Stabchenterminalien-Profile
mit zwei invaginierenden Horizontalzellfortsatzen), (4) Triaden (Stdbchenterminalien-Profile
mit mindestens einem invaginierenden ON-Bipolarzelldendriten) und unklassifiziert (Profile,

die nicht eindeutig einer der anderen Gruppen zugeordnet werden konnten).

Die elektronenmikroskopische Analyse zeigte, dass an P11 fast die Halfte der
Stabchenterminalien-Profile in den Wildtyp-Retinen noch keine Invaginationen aufwies. Einige
Profile enthielten einen oder zwei invaginierende Horizontalzellfortsdtze, aber nur wenige
besalRen bereits einen invaginierenden Bipolarzelldendriten (Abb. 13 C; 46 % leer, 18 %
Monaden, 23 % Dyaden, 8 % Triaden, 5 % unklassifiziert, 849 Stabchenterminalien-Profile
von n = 4 Mausen). Verglichen mit P11 hatte sich der Anteil an leeren Stdbchenterminalien-
Profilen in den Kontroll-Méausen an P15 verringert und der Anteil an Triaden erhéht (Abb. 13
A, C; 27 % leer, 18 % Monaden, 18 % Dyaden, 34 % Triaden, 3 % unklassifiziert, 746
Stabchenterminalien-Profile von n = 3 Mé&usen).

Im Gegensatz zu den Stabchenterminalien-Profilen der Wildtyp-Retinen beinhalteten die
Stabchenterminalien-Profile der Cx57*/PTR-Retinen zu beiden Untersuchungszeitpunkten meist
keine Invaginationen. Vereinzelt wurden Profile mit Uberresten von ein oder zwei
Horizontalzellfortsatzen gefunden, was zeigt, dass ein geringer Anteil an Horizontalzellen trotz
der Diphtherietoxin-Injektionen an P4 und P5 noch in der Lage war in die Stabchenterminalien
zu invaginieren. Vollstdndige Triaden traten jedoch nur in sehr seltenen Féllen auf und
Stabchenterminalien-Profile mit invaginierenden ON-Bipolarzelldendriten, aber ohne
invaginierende Horizontalfortsatze, wurden Gberhaupt nicht beobachtet (Abb. 13 B, C; P11: 88
% leer, 4 % Monaden, 2 % Dyaden, < 1 % Triaden, 6 % unklassifiziert, 824
Stabchenterminalien-Profile von n = 4 Mausen; P15: 78 % leer, 8 % Monaden, 2 % Dyaden, <
1 % Triaden, 11 % unklassifiziert, 1177 Stabchenterminalien-Profile von n =5 Madusen). Die
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Verteilung der verschiedenen Entwicklungsstadien in den Horizontalzell-ablatierten Mausen
unterschied sich flr beide Altersstufen signifikant von der Verteilung der Entwicklungsstadien
in den Wildtyp-Mausen (P11, P15: p < 0,0001, x>-Test). Da in dem gesamten
Untersuchungszeitraum (in dem normalerweise die Invagination der Stdbchen-Bipolarzellen in
das Stabchenterminal stattfindet) keine Stdbchenterminalien-Profile gefunden wurden, die
ausschlieBlich invaginierende ON-Bipolarzelldendriten enthielten, ist davon auszugehen, dass
die Horizontalzellen fir die Invagination der Stdbchen-Bipolarzellen in die

Stabchenterminalien zwingend erforderlich sind.

Neben den Invaginationen wurden auch die présynaptischen Proteinbander der
Stabchenterminalien genauer betrachtet (Abb. 13 A, B, Pfeile). Eine Analyse der Proteinband-
Haufigkeiten an P15 ergab, dass in den Stabchenterminalien-Profilen der Cx57*°PTR-M4use
signifikant weniger Proteinbander vorhanden waren als in den Stidbchenterminalien-Profilen
der Cx57**-Méuse (Abb. 13 D; Cx57**: 81 % mit Proteinband, 19 % ohne Proteinband, 746
Stébchenterminalien-Profile von n = 3 Mausen; Cx57*PTR: 39 % mit Proteinband, 61 % ohne
Proteinband, 1177 Stabchenterminalien-Profile von n = 5 Mdusen; p < 0,0001, exakter Fisher-
Test). Daruber hinaus war die Lange der vorhandenen Proteinbander in den Horizontalzell-
ablatierten Retinen an P15 signifikant reduziert (Abb. 13 E; Cx57**: 0,40 + 0,23 ym, n = 3;
Cx57*PTR: 0,24 + 0,17 um, n = 5; p < 0,0001, Wilcoxon-Rangsummentest). Diese beiden
Befunde liefern Hinweise darauf, dass der Proteinband-Aufbau in Abwesenheit der

Horizontalzellen gestort ist.
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3.1.4 Lokalisation der Photorezeptorterminalien

Da die verringerte OPL-Dicke in den Horizontalzell-ablatierten Méusen (Abb. 12 I-L) auf eine
reduzierte Anzahl an Photorezeptorterminalien in dieser Schicht hindeutet, wurde die
Verteilung der Zapfen- und Stdbchen-EndftiRchen innerhalb der Retina naher untersucht. Dazu
wurden retinale Kryoschnitte mit einem Antikorper gegen PSD-95, ein Markerprotein fur
Zapfen- und Stabchenterminalien (Koulen et al., 1998), und einem Antikérper gegen cone
arrestin, ein Markerprotein fir Zapfen (Zhu et al., 2002), doppelmarkiert. Auf diese Weise
konnte zwischen den Terminalien von Zapfen und Stabchen unterschieden werden. In den
Cx57*"*-Retinen waren bereits an P8 einige Stibchenterminalien in der OPL zu finden (Abb.
14 A). Die Zahl der Stébchen-Endfiiichen innerhalb dieser Schicht stieg mit fortschreitendem
Alter an (Abb. 14 A-D). Auch in den Cx57*PTR-Retinen war von P8 bis P11 eine Zunahme der
Anzahl an Stabchenterminalen in der OPL zu beobachten (Abb. 14 E, F). Dieser Befund ist
konsistent mit vorherigen Studien, die darauf hindeuten, dass die Horizontalzellen nicht fir die

Abbildung 13: Fehlende Invaginationen von ON-Bipolarzellen und reduzierte Haufigkeit und
Lange von Proteinbandern in Stabchenterminalien von Horizontalzell-ablatierten Mausen. (A, B)
Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Stabchenterminalien in Cx57**- und Cx57*°TR-Mausen an
P15. Wahrend die Stabchenterminalien-Profile (gelb) der Wildtyp-Retinen deutlich erkennbare
prasynaptische Proteinbénder (Pfeile) und Invaginationen von Horizontalzellen (blau) und ON-
Bipolarzellen (rot) aufwiesen (A), zeigten die Stabchenterminalien-Profile der Horizontalzell-ablatierten
Retinen meist keine Invaginationen und Proteinb&nder waren haufig nicht vorhanden oder kirzer (Pfeil)
(B). (C) Quantifizierung verschiedener Entwicklungsstadien von Stabchenterminalien in Cx57*/*- (P11:
n = 4, P15: n = 3) und Cx57*P™-Mausen (P11: n = 4, P15: n = 5) an P11 und P15. Zwischen 746 und
1177 Stabchenterminalien-Profile wurden fiir jeden Genotyp und jedes Altersstadium analysiert. Profile
ohne Invaginationen wurden als leer, Profile mit einem invaginierenden Horizontalzellfortsatz als
Monade, Profile mit zwei invaginierenden Horizontalzellfortsdtzen als Dyade und Profile mit
mindestens einem invaginierenden Bipolarzellfortsatz als Triade klassifiziert. p < 0,0001, y*-Test. (D)
Haufigkeiten von Stabchenterminalien-Profilen mit und ohne Proteinband in Cx57** (n = 3) und
Cx57*PTR_Retinen (n = 5) an P15. p < 0,0001, exakter Fisher-Test. (E) Quantifizierung der Proteinband-
L&nge in Stdbchenterminalien-Profilen von Wildtyp- (n = 3) und Horizontalzell-ablatierten Mausen (n
= 5) an P15. p < 0,0001, Wilcoxon-Rangsummentest. Die Daten sind als Mittelwert +
Standardabweichung dargestellt. *** p < 0,001. Mal3stabsbalken: 500 nm.
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korrekte Wegfindung der Stdbchenterminalien in die OPL notwendig sind (Messersmith and
Redburn, 1990; Keeley et al., 2013). Allerdings zeigten sich ab P11 auch zunehmend ektopische
Stébchen-Endfilichen in der ONL (Abb. 14 F-H, Pfeile), was vermuten l&sst, dass die Stabchen
ihre Terminalien infolge der gescheiterten Synapsenbildung aus der OPL zurlickziehen. Im
Gegensatz zu den Stédbchenterminalien verblieben die Zapfenterminalien in der OPL (Abb. 14
E-H).

Cone arrestin

Cx57+"*

CX 5 7+IDTR

Abbildung 14: Retraktion von Stibchenterminalien infolge der frihen postnatalen
Horizontalzell-Ablation. (A-H) Vertikale Kryoschnitte von Cx57**- und Cx57*PTR-Retinen wurden
mit Antikdrpern gegen cone arrestin (griin), ein Markerprotein fur Zapfen, und PSD-95 (magenta), ein
Markerprotein fir Zapfen- und Stabchenterminalien, gefarbt. Wéhrend die PSD-95-positiven
Photorezeptorterminalien in den Wildtyp-Mausen ausschliellich in der OPL lokalisiert waren (A-D),
konnte in den Horizontalzell-ablatierten M&usen zwischen P11 und P21 eine steigende Anzahl an
ektopischen Stdbchenterminalien in der ONL beobachtet werden (Pfeile) (F, G, H). Die
Zapfenterminalien der Cx57*P™R-Tiere blieben dagegen auf die OPL beschrankt (E-H).
MafRstabsbalken: 20 pum.
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3.1.5 Verteilung der prasynaptischen Proteinbander in der duReren Retina

Durch die elektronenmikroskopische Analyse konnte gezeigt werden, dass die Haufigkeit und
Lange der prasynaptischen Proteinbander in den Stdbchenterminalien der Horizontalzell-
ablatierten Mausen signifikant reduziert sind (Abb. 13 D, E). Zur zusétzlichen Untersuchung
der Verteilung der Proteinbénder in der duReren Retina wurden vertikale Kryoschnitte von
Cx57**- und Cx57*PTR-Retinen mit einem Antikdrper gegen das C-terminal-binding protein 2
(CtBP2), das identisch mit der B-Domane der Proteinband-Komponente RIBEYE ist (Schmitz
et al. 2000), geférbt. Darliber hinaus wurde ein Antikorper gegen cone arrestin eingesetzt, um
zwischen den Proteinb&ndern von Zapfen und Stdbchen unterscheiden zu kénnen. Wéhrend die
CtBP2-positiven Strukturen in den Wildtyp-Madusen hauptsachlich auf die OPL beschrénkt
waren (Abb. 15 A-D), wurden in den Horizontalzell-ablatierten Mausen ab P11 zahlreiche
ektopische CtBP2-positive Strukturen in der ONL gefunden, die nicht mit den cone arrestin-
immunoreaktiven Zapfen kolokalisierten (Abb. 15 F, G, H, Pfeile). Dieser Befund ist konsistent
mit der Beobachtung, dass die Stdbchen ihre Terminalien aus der OPL zurilickziehen (Abb. 15
F, G, H, Pfeile). Die klassische Hufeisenform der Proteinbander, die in den Cx57**-Retinen
von P15 an deutlich erkennbar war (Abb. 15 C, C*, D), wurde in den Cx57*/PTR-Retinen selten
vorgefunden. In Ubereinstimmung mit den ultrastrukturellen Aufnahmen waren die CtBP2-
positiven Strukturen in den Horizontalzell-ablatierten M&usen in der Regel punktférmig und
klrzer als in den Wildtyp-Mausen (Abb. 15 G, G, H), was einen gestdrten Proteinband-Aufbau
bestétigt.
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Cx57+"*

CX57+/DTR

Abbildung 15: Ektopische Proteinbander in der ONL von Horizontalzell-ablatierten Mausen. (A-
H) Doppelmarkierung retinaler Kryoschnitte von Cx57**- und Cx57*P™R-Mausen mit Antikorpern
gegen CtBP2 (griin) und cone arrestin (magenta). Die CtBP2-positiven Proteinbander der Wildtyp-
Retinen waren hauptsachlich in der OPL lokalisiert (A-D) und zeigten ab P15 die charakteristische
Hufeisenform (C, C¢, D). Im Gegensatz dazu waren in den Horizontalzell-ablatieren Retinen von P11
bis P21 zunehmend ektopische Proteinbander in der ONL erkennbar (Pfeile) (F-H), die haufig kirzer
waren als in den Kontroll-Méausen (G, G¢, H). MaRstabsbalken: 10 um (H), 5 um (G*).

3.1.6 Morphologie der Stabchen-Bipolarzellen und Lokalisation der postsynaptischen
Proteine mGluR6 und GPR179

Um die Auswirkungen der Horizontalzell-Ablation auf die postsynaptischen Elemente der
Photorezeptor-Bandsynapse genauer zu untersuchen, wurden retinale Kryoschnitte mit einem
Antikorper gegen die a-lsoform der Proteinkinase C (PKCa), einen Stabchen-Bipolarzell-
Marker, und einem Antikérper gegen mGIuR6, den Haupt-Glutamatrezeptor von ON-
Bipolarzellen (Nomura 1994; Masu et al. 1995), gefarbt. Die Dendriten der ON-Bipolarzellen
erwachsen aus apikalen, neuroepithelial-dhnlichen Fortsatzen, die sich bis zur &uf3eren
limitierenden Membran erstrecken (Morgan et al. 2006). An P8 hatten die Stébchen-
Bipolarzellen der Cx57**-Mause bereits ein dendritisches Netzwerk in der OPL ausgebildet
und vereinzelt waren kleine mGIluR6-positive Punkte an den Spitzen der Dendriten erkennbar
(Abb. 16 A). Die Anzahl und Grolke der mGluR6-immunoreaktiven Punkte an den

dendritischen Endigungen der Stdbchen-Bipolarzellen nahm zwischen P8 bis P21 deutlich zu
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(Abb. 16 A-D). Im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen war das dendritische Netzwerk der
Stabchen-Bipolarzellen in den Horizontalzell-ablatierten Mdusen weniger stark verzweigt und
einzelne Stabchen-Bipolarzelldendriten wuchsen in die ONL aus (Abb. 16 E-H). Zudem
schienen weniger und kleinere mGIluR6-positive Punkte an den Spitzen der Stabchen-
Bipolarzelldendriten lokalisiert zu sein (Abb. 16 E-H). Um diesen Befund zu bestatigen, wurde
eine Analyse der mGluR6-immunoreaktiven Partikel an P15 durchgefiihrt. Diese zeigte, dass
sowohl die Anzahl als auch die durchschnittliche Grol3e der mGluR6-positiven Partikel in den

Cx57*PTR_Mausen signifikant reduziert war (Tab. 6).

mGIuR6

Cx57+*

CX57+IDTR

Abbildung 16: Auswachsen von Stabchen-Bipolarzelldendriten und beeintrachtigte mGIuR6-
Rekrutierung nach fruher postnataler Ablation der Horizontalzellen. (A-H) Immunhistochemische
Farbung von Cx57**- und Cx57*PTR-Retinen mit Antikorpern gegen mGIuR6 (griin) und PKCa
(magenta). Wéhrend die dendritischen Endigungen der PKCa-positiven Stdbchen-Bipolarzellen in den
Wildtyp-Mdusen auf die OPL beschrankt waren (A-D), zeigte sich in den Horizontalzell-ablatierten
Mausen ein fortschreitendes Auswachsen der Stabchen-Bipolarzelldendriten in die ONL (E-H). Im
Vergleich zu den Cx57**-Retinen (A-D) war die mGIuR6-Expression an den Spitzen der Stabchen-
Bipolarzelldendriten in den Cx57*°TR-Retinen deutlich reduziert (E-F). MaRBstabsbalken: 10 pm.
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Tabelle 6: Quantifizierung mGluR6-positiver Partikel in Cx57**- und Cx57*PTR-Mé&usen an P15.
Die Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben und wurden mit einem Wilcoxon-

Rangsummentest auf statistische Signifikanz getestet.

Cx57** Cx57+/DTR p-Wert
Anzahl mGluR6-positiver Partikel pro 93,7 + 25,4 26,14 + 16,0 <0,0001
100 pm
Durchschnittliche GréRe mGIuR6- 0,12 £0,03 0,08 £ 0,02 <0,0001

positiver Partikel (in um?)

Zur weiteren Untersuchung madglicher postsynaptischer Veranderungen kam ein Antikorper
gegen Cay1.1, eine Untereinheit des spannungsabhéngigen L-Typ-Calciumkanals, zum Einsatz.
Dieser Antikorper kreuzreagiert mit GPR179 (Hasan et al. 2016), einem G-Protein-gekoppelten
Rezeptor, der an den Spitzen der ON-Bipolarzelldendriten exprimiert wird und als Membran-
Anker fiir Regulatoren der G-Protein-vermittelten Signaltransduktion fungiert (Orlandi et al.
2012) und transsynaptisch mit dem Dystroglycan-Pikachurin-Komplex der Photorezeptoren
interagiert (Orlandi et al. 2018). Im Gegensatz zur mGluR6-Immunoreaktivitét, die bereits ab
P8 in der OPL von Wildtyp-Mausen detektierbar war, konnten die ersten GPR179-positiven
Punkte an den dendritischen Spitzen der Stdbchen-Bipolarzellen erst ab P15 nachgewiesen
werden (Abb. 17 A-D). Da die GPR179-Expression in den Horizontalzell-ablatierten Mausen
stark reduziert wirkte (Abb. 17 G, H), wurden die GPR179-positiven Partikel in den Cx57**-
und Cx57*PTR-Retinen an P15 quantifiziert. Die Analyse bestatigte eine signifikante Reduktion
der Anzahl und durchschnittlichen Grole der GPR179-immunoreaktiven Partikel in den
Horizontalzell-ablatierten Tieren (Tab. 7). Zusammen mit der verringerten mGIluR6-Expression
deutet dieser Befund darauf hin, dass die Rekrutierung von Komponenten der mGIuR6-
Signaltransduktionskaskade zu den Spitzen der Stabchen-Bipolarzelldendriten infolge der

fehlgeschlagenen Invagination ins Stdbchenterminal gehemmt ist.
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P21

GPR179

Cx57+*

Cx5 7+/DTR

Abbildung 17: Die frihe postnatale Horizontalzell-Ablation hemmt die Rekrutierung von
GPRL179 zu den dendritischen Spitzen der Stédbchen-Bipolarzellen. (A-H) Vertikale Kryoschnitte
von Cx57**- und Cx57*°PTR-Retinen wurden mit einem Antikérper gegen Cay1.1 (griin), der mit GPR179
kreuzreagiert, und einem Antikorper gegen PKCo (magenta) gefarbt. Im Gegensatz zu den Wildtyp-
Maéusen, die ab P15 deutlich erkennbare GPR179-positive Punkte an nahezu allen dendritischen
Endigungen der Stdbchen-Bipolarzellen aufwiesen (C, D), waren in den Horizontalzell-ablatierten
Mausen nur sehr wenige und kleine GPR179-immunoreaktive Punkte an den Spitzen der Stabchen-

Bipolarzelldendriten erkennbar (G, H). MaBstabsbalken: 10 pm.

Tabelle 7: Quantifizierung GPR179-positiver Partikel in Cx57**- und Cx57*°TR-Mausen an P15.
Die Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben und wurden mit einem Wilcoxon-

Rangsummentest auf statistische Signifikanz getestet.

Cx57+* Cx57+/PTR p-Wert
Anzahl GPR179-positiver Partikel pro 82,9 + 25,6 36,5+275 <0,0001
100 pm
Durchschnittliche Groe GPR179- 0,12 + 0,03 0,07 £0,01 <0,0001

positiver Partikel (in pm?)
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3.2  Auswirkungen einer frihen postnatalen Horizontalzell-Ablation auf die

weitere Entwicklung und den Erhalt der Zapfen-Bandsynapse

3.2.1 Morphologie der Zapfen

Im zweiten Projekt dieser Arbeit wurde untersucht, welche Auswirkungen die an P4/P5
induzierte Horizontalzell-Ablation auf die weitere Entwicklung der Zapfen sowie deren
synaptischen Kontakte mit Bipolarzellen hat. Um die Morphologie der Zapfen Uber die Zeit zu
verfolgen, wurden retinale Vertikalschnitte von Cx57*/*- und Cx57*°TR-Méausen verschiedenen
Alters (P8, P15, P21, P56) mit einem cone arrestin-Antikdrper gefarbt. In den Wildtyp-Retinen
zeigten die Zapfen wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums den klassischen Aufbau
bestehend aus einem Aulensegment, einem Innensegment, einem Soma und einem Axon mit
einem synaptischen EndfiiRchen. Die synaptischen EndftiRchen waren in der OPL lokalisiert
und wiesen eine regelmaRige Verteilung innerhalb dieser Schicht auf (Abb. 18 A-E). Wéhrend
der zweiten postnatalen Woche durchlaufen die Zellkerne der Zapfen eine Phase der Migration,
bevor sie ihre endgultige Position im duRersten Bereich der ONL einnehmen (Rich et al. 1997).
Im Einklang mit diesem Befund waren die Zapfensomata der Cx57**-M4use an P8 (iber die
gesamte ONL-Breite verstreut (Abb. 18 A), wéhrend sie ab P15 ausschlieBlich in der distalen
ONL positioniert waren (Abb. 18 B-E). In den Horizontalzell-ablatierten Retinen wurden
zunachst (P8) keine offensichtlichen Veranderungen in der Morphologie der Zapfen festgestellt
(Abb. 18 F). Von P15 an waren jedoch einige mispositionierte Zapfensomata auf Hohe der OPL
zu beobachten (Abb. 18 G-I, Sternchen) und die r&umliche Anordnung der Zapfenterminalien
in der OPL wirkte ungleichmaRig (Abb. 18 G-I). An P56 zeigten die Zapfen der Cx57+/PTR-
Méuse schlieBlich eine deutlich von der Norm abweichende Morphologie. Die Zapfenaxone
waren stark verzweigt und besallen jeweils ein synaptisches Terminal am Ende eines
Seitenastes (Abb. 18 J, offene Pfeile). Dartiber hinaus gingen in manchen Féllen mehrere Axone
aus einem Zellkorper hervor (Abb. 18 I, J, weiRBe Pfeile). Zur genaueren Beurteilung der
Verteilung der Zapfenterminalien in der OPL wurde eine cone arrestin-Farbung von Retina-
Ganzpraparaten (P56) durchgefuhrt. Wahrend die Zapfen-EndfiiBchen der Wildtyp-Retinen ein
regelmaRiges Mosaik formten und eine groRRe Zahl an divergierenden Telodendrien aufwiesen
(Abb. 18 K, L), bildeten die Zapfen-EndfuRchen der Horizontalzell-ablatierten Retinen Cluster
und das Telodendrien-Netzwerk war weniger stark ausgepragt (Abb. 18 M, N). Wie auch in
den retinalen Vertikalschnitten wurden in den Retina-Ganzpraparaten der Cx57*°TR-Mause

einige falsch positionierte Zapfensomata in der OPL beobachtet (Abb. 18 M, N, Sternchen).
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Eine Quantifizierung der korrekt und mislokalisierten Zapfenzellkérper bestétigte, dass sich die
Verteilungen der Zapfensomata innerhalb der ONL signifikant unterschieden (Tab. 8). Trotz
der enormen strukturellen Veréanderungen wurden an P56 keine signifikanten Unterschiede in
der Anzahl der Zapfen zwischen den Cx57**- und Cx57*°TR-Retinen festgestellt (Abb. 18, O;
Cx57**: 9,38 + 1,80 Zapfensomata/100 pm, Cx57*/PTR: 9,37 + 1,78 Zapfensomata/100 pm, p
= 0,9736, t-Test flr unabh&ngige Stichproben), was darauf hindeutet, dass die aberrante
Zapfenmorphologie kein Anzeichen einer Degeneration darstellt.

D

Cx57+*

C X 5 7+/DTR

P56

Zapfensomata/100 ym
o N A O @

IR

Cx57*"* Cx57** Cx57+PTR Cx57+PTR

+/++/DTR

Abbildung 18: Abnormale Morphologie von adulten Zapfen nach friher postnataler
Horizontalzell-Ablation. (A-J) Immunhistochemische Farbung von Cx57**- und Cx57*PTR-Retinen
(P56) mit einem AntikOrper gegen cone arrestin. In den Wildtyp-Mausen wiesen die Zapfen die typische
Morphologie bestehend aus einem AufRen- und Innensegment, einem Zellkdrper und einem Axon mit
einem synaptischen Terminal auf. Die Terminalien der Zapfen waren ausschlieflich in der OPL
lokalisiert und regelmaRig in dieser Schicht verteilt (A-E). Wéhrend die Zapfensomata an P8 Uber die
gesamte ONL verstreut waren (A), hatten sie ab P15 ihre finale Position in der distalen ONL
eingenommen (B-E). In den Cx57*PTR-Mausen war die Morphologie der Zapfen an P8 noch nicht von

der in den Cx57**-Mausen zu unterscheiden (A, F). Von P15 an  (Fortsetzung auf der nachsten Seite)
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Tabelle 8: Quantifizierung korrekt positionierter und mislokalisierter Zapfensomata in Cx57+*-
und Cx57*PTR-Mausen an P56. Die Daten wurden mit einem exakten Fisher-Test auf statistische

Signifikanz getestet.

Cx57** Cx57+/DTR p-Wert
Anzahl korrekt positionierter 670 (100,0 %) 664 (99,3 %)
Zapfensomata 0,0309
Anzahl mislokalisierter Zapfensomata 0 (0,0 %) 5 (0,7 %)

3.2.2 Lokalisation der Proteinbander innerhalb der Zapfen

Um zu Uberpriifen, ob die neu gebildeten Zapfenterminalien in den adulten Cx57*PTR-Méausen
(P56) prasynaptische Proteinbander und somit potenzielle Glutamat-Freisetzungsstellen
besitzen, wurde eine Doppelmarkierung von cone arrestin und CtBP2 durchgefuhrt. In den
Wildtyp-Retinen wiesen die CtBP2-positiven Proteinbdnder der Zapfen die typische
Hufeisenform auf und waren ausschlief3lich in den Terminalien innerhalb der OPL lokalisiert
(Abb. 19 A, C). Im Vergleich dazu waren die Proteinbénder der Zapfen in den Horizontalzell-
ablatierten Retinen in der Regel kirzer (Abb. 19 B, D) und nicht nur in den urspriinglichen
Zapfenterminalien innerhalb der OPL, sondern auch in den neu gebildeten Zapfenterminalien
innerhalb der ONL zu finden (Abb. 19 D, Pfeile), was darauf hindeutet, dass die neuen
Terminalien tatséchlich in der Lage sind Glutamat freisetzen.

Abbildung 18: Abnormale Morphologie von adulten Zapfen nach friher postnataler
Horizontalzell-Ablation. (Fortsetzung) waren dagegen mislokalisierte Zapfensomata in der OPL
erkennbar (Sternchen) (G, H) und die Zapfenterminalien waren ungleichmaBig in der OPL angeordnet
(G, H, I). An P56 zeigten die Zapfen der Horizontalzell-ablatierten Retinen eine deutlich aberrante
Morphologie mit verzweigten Axonen und einer Vielzahl an synaptischen EndftiBchen (offene Pfeile)
(3). In einigen Fallen gingen zwei oder mehr Axone aus einem Soma hervor (weilRe Pfeile) (J). (K-N)
Retina-Ganzpraparate von Cx57**- und Cx57*P™R-Mausen (P56) wurden mit einem cone arrestin-
Antikdrper markiert. Wahrend in der OPL der Wildtyp-Retinen ein regelmaRiges Mosaik der
Zapfenterminalien sichtbar war (K, L), waren in der OPL der Horizontalzell-ablatierten Retinen Cluster
von Zapfen-Endfiiichen sowie mispositionierte Zapfensomata zu beobachten (Sternchen) (M, N). (O)
Quantifizierung der Zapfensomata pro 100 pm in Cx57**- (n = 3) und Cx57*°™R-Mdausen (n = 3) (P56).
p = 0,9736, t-Test fir unabhangige Stichproben. Die Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung

dargestellt. Mal3stabsbalken: 25 um (I, M), 10 um (J, N).
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Cx57+/+ Cx57+IDTR
., Cone arrestin

Abbildung 19: Proteinbander in neu gebildeten Zapfenterminalien von Horizontalzell-ablatierten
Mausen. (A-D) Vertikale Kryoschnitte von Cx57**- und Cx57*PTR-Retinen (P56) wurden mit
Antikérpern gegen cone arrestin (griin) und CtBP2 (magenta) doppelmarkiert. In den Zapfen der
Kontroll-Mé&use waren die CtBP2-immunoreaktiven Proteinbander hufeisenférmig und auf Terminalien
in der OPL beschrankt (A, C). Im Gegensatz dazu wiesen die Proteinbdnder in den Zapfen der
Horizontalzell-ablatierten Mause eine punktférmige Struktur auf und befanden sich sowohl in den
urspriinglichen Zapfenterminalien in der OPL als auch in den neu gebildeten Zapfenterminalien in der
ONL (Pfeile) (D). MaRstabsbalken: 20 pm (B), 5 um (D).

3.2.3 Invagination von ON-Bipolarzellen und Proteinband-Aufbau und -Erhalt

Zur Untersuchung der Entwicklung und Aufrechterhaltung der Zapfen-Bandsynapsen wurden
die Zapfen-EndfiRchen von Cx57**- und Cx57*P™R-Mausen an P11, P15 und P56
elektronenmikroskopisch analysiert. In Ubereinstimmung mit vorherigen Studien (Olney 1968;
Blanks et al. 1974; Sherry et al. 2003) lagen in den Zapfenterminalien-Profilen der Wildtyp-
Retinen in allen drei Altersstadien vollstandige Triaden vor (Abb. 20 A, E, I). Ahnlich wie in
den Stibchenterminalien-Profilen der Cx57*PTR-Mause (Abb. 13) waren auch in den
Zapfenterminalien-Profilen der Cx57*P™R-Méause an P11 vereinzelt Uberreste von
Horizontalzellen zu beobachten, was nicht verwunderlich ist, da die Horizontalzellen zum
Zeitpunkt der Diphtherietoxin-Injektionen (P4/P5) bereits damit beginnen, Kontakte mit den
Zapfen auszubilden (Olney 1968; Blanks et al. 1974; Sherry et al. 2003). Invaginierende ON-

44



Ergebnisse

Bipolarzelldendriten traten in den Horizontalzell-ablatierten Mdusen an P11 jedoch nur sehr
selten und ausschlieBlich in Kombination mit Horizontalzell-Resten auf (Abb. 20 C). Der
Groliteil der Zapfenterminalien-Profile wies zu diesem Untersuchungszeitpunkt keine
postsynaptischen Invaginationen auf (Abb. 20 D). Diese Beobachtungen sprechen dafir, dass
die Horizontalzellen sowohl fur die Invagination der Stabchen-Bipolarzellen in die Stabchen-
EndfliRchen (siehe Kapitel 3.1.3) als auch die Invagination der Zapfen-ON-Bipolarzellen in die
Zapfen-EndfulRchen essenziell sind. An P15 und P56 waren in den Zapfenterminalien-Profilen
der Cx57*PTR-Retinen keine invaginierenden Kontakte mehr vorhanden (Abb. 20 F-H, J-L),
was auf eine Degeneration der wenigen gebildeten Kontakte mit ON-Bipolarzellen hinweist.
Im Einklang mit den Kkleineren CtBP2-immunoreaktiven Strukturen (Abb. 19 B, D) zeigte die
elektronenmikroskopische Analyse, dass die présynaptischen Proteinbdnder in den
Zapfenterminalien-Profilen der Horizontalzell-ablatierten Mause haufig kirzer und nicht an der
Membran verankert waren (Abb. 20 B-D, F-H, J-L, Pfeile).

Cx57-rl+ Cx57+IDTR Cx57+IDTR Cx57+IDTR

N

45



Ergebnisse

Leider war es nicht mdoglich, die neu gebildeten Zapfenterminalien in den
elektronenmikroskopischen Aufnahmen zweifelsfrei zu identifizieren, da die Kriterien, die
ublicherweise zur Unterscheidung von Stabchen- und Zapfenterminalien herangezogen werden,
wie z. B. die EndfuRchen-GroRe oder die Anzahl an Proteinbéndern, Invaginationen und
Mitochondrien, nicht auf die neu gebildeten Zapfenterminalien und zuriickgezogenen

Stabchenterminalien anwendbar waren.

Um den Verlust der synaptischen Kontakte zwischen Zapfen und ON-Bipolarzellen in den
Cx57*PTR_Mausen (P56) zu Uberpriifen, wurde der makromolekulare mGIluR6-Komplex mit
einem Antikorper gegen Cay1.1, der in der Mausretina GPR179 detektiert (Hasan et al. 2016),
die Zapfen mit einem Antikdérper gegen cone arrestin und einige Zapfen-Bipolarzelltypen mit
einem Antikdrper gegen Secretagogin (Puthussery et al. 2010) gefarbt. In den Wildtyp-Retinen
waren zahlreiche GPR179-positive Punkte in der OPL zu erkennen, die zum Teil an den
Kontaktstellen zwischen Zapfenterminalien und Zapfen-Bipolarzelldendriten lokalisiert waren
(Abb. 21, A-D, Pfeile). Im Gegensatz dazu war die GPR179-Immunoreaktivitdt in den
Horizontalzell-ablatierten Retinen vollstandig verschwunden (Abb. 21 E-H). Da GPR179 fir
die Signaltransmission zwischen Photorezeptoren und ON-Bipolarzellen essenziell ist (Orlandi
etal. 2012; Peachey et al. 2012; Orlandi et al. 2013; Ray et al. 2014; Orlandi et al. 2018), deutet
dieser Befund darauf hin, dass die adulten Cx57*P™R-Mause keine funktionalen Synapsen

zwischen Zapfen und ON-Bipolarzellen besitzen.

Abbildung 20: Verlust von ON-Bipolarzell-Invaginationen in Zapfenterminalien infolge der
frihen postnatalen Horizontalzell-Ablation. (A-L) Elektronenmikroskopische Aufnahmen von
Zapfenterminalien in Cx57*"*- und Cx57+PTR-Mausen an P11, P15 und P56. In den Zapfenterminalien-
Profilen (gelb) der Wildtyp-Retinen waren zu allen drei Untersuchungszeitpunkten eine Vielzahl an
invaginierenden Horizontalzell- (blau) und ON-Bipolarzelldendriten (rot) erkennbar (A, E, 1). Die
Zapfenterminalien-Profile der Horizontalzell-ablatierten Retinen wiesen an P11 vereinzelt Uberreste
von invaginierenden Horizontalzelldendriten (B) oder vollstandige Triaden auf (C). In den meisten
Fallen zeigten die Zapfenterminalien-Profile allerdings keine Invaginationen (D). An P15 und P56
waren keine invaginierenden Elemente mehr vorhanden (F-H, J-L). Die présynaptischen Proteinbander
in den Zapfenterminalien-Profilen der Cx57+PTR-Mause waren oft kiirzer als in den Zapfenterminalien-
Profilen der Cx57**-Mause und lagen teilweise freischwimmend im Cytoplasma vor (Pfeile) (B-D, F-
H, J-L). MaRstabsbalken: 1 pm.
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Abbildung 21: Fehlende funktionale Synapsen zwischen Zapfen und ON-Bipolarzellen in adulten
Horizontalzell-ablatierten Méausen. (A-H) Retinale Vertikalschnitte von Cx57**- und Cx57*PTR-
Maéusen (P56) wurden mit einem Antikdrper gegen Ca,1.1, der mit GPR179 (gelb) kreuzreagiert, einem
Antikdrper gegen cone arrestin (blau) und einem Antikdrper gegen SCGN (magenta) markiert. Wahrend
in den Wildtyp-Retinen GPR179-positive Punkte an Kontaktstellen zwischen Zapfen und SCGN-
positiven Zapfen-Bipolarzellen zu finden waren (Pfeile) (A-D), war die GPR179-Immunoreaktivitat in
den Horizontalzell-ablatierten Retinen abwesend (E-H), was darauf hinweist, dass keine funktionalen

Synapsen zwischen Zapfen und ON-Bipolarzellen vorhanden sind. Malstabsbalken: 10 pm.

3.2.4 Morphologie der OFF-Bipolarzellen

Die Mausretina besitzt finf Typen von OFF-Bipolarzellen, die Kontakte mit Zapfen bilden
(Behrens et al. 2016; Shekhar et al. 2016; Tsukamoto und Omi 2017). Zur Untersuchung der
Morphologie der OFF-Bipolarzellen in adulten Wildtyp- und Horizontalzell-ablatierten
Méusen (P56) wurden Typ 3a-OFF-Bipolarzellen mit einem Antikdrper gegen
hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 4 (HCN4), Typ 3b-
OFF-Bipolarzellen mit einem Antikorper gegen die regulatorische B-Untereinheit der
Proteinkinase A (PKARIIB) und Typ 4-OFF-Bipolarzellen mit einem AntikOrper gegen
Calsenilin markiert. Wéhrend die Dendriten der Typ 3a-, Typ 3b- und Typ 4-OFF-Bipolarzellen
in den Cx57**-Méusen in der OPL stratifizierten (Abb. 22 A-C), zeigte sich in den Cx57*/PTR-
Mausen bei allen drei analysierten OFF-Bipolarzelltypen ein Auswachsen der Dendriten in die
ONL (Abb. 22 D-F, Pfeile).
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Abbildung 22: Auswachsen von OFF-Bipolarzelldendriten nach friher postnataler Ablation der
Horizontalzellen. (A-F) Immunhistochemische Farbung von Cx57**- und Cx57*PTR-Retinen (P56) mit
Antikorpern gegen HCN4, ein Markerprotein fir Typ 3a-OFF-Bipolarzellen, PKARIIB, ein
Markerprotein fir Typ 3b-OFF-Bipolarzellen, und Calsenilin, ein Markerprotein fiir Typ 4-OFF-
Bipolarzellen. In den Wildtyp-Mausen waren die dendritischen Endigungen der Typ 3a-, Typ 3b- und
Typ 4-OFF-Bipolarzellen auf die OPL begrenzt (A-C). Im Gegensatz dazu wuchsen die Dendriten der
drei untersuchten OFF-Bipolarzelltypen in den Horizontalzell-ablatierten Mausen in die ONL aus
(Pfeile) (D-F). MaRstabsbalken: 50 um.

3.2.5 Flache Kontakte mit OFF-Bipolarzellen

Da Typ 3a-, Typ 3b- und Typ 4-OFF-Bipolarzellen nicht nur Zapfen-, sondern auch
Stabchenterminalien kontaktieren (Mataruga et al. 2007; Haverkamp et al. 2008), welche in den
Horizontalzell-ablatierten Mé&usen in die ONL zuriickgezogen werden (siehe Kapitel 3.1.4),
liegt das Auswachsen der OFF-Bipolarzelldendriten mdglicherweise darin begriindet, dass die
Dendriten der OFF-Bipolarzellen in der ONL nach Kontakten mit Stdbchen suchen. Um zu
uberprufen, ob die auswachsenden OFF-Bipolarzelldendriten auch Synapsen mit den neuen
Zapfenterminalien bilden, wurden retinale Vertikalschnitte und Ganzpréparate mit einem
Antikorper gegen die Glutamatrezeptor-Untereinheit GluK1, die von Typ 3a-, Typ 3b-und Typ
4-OFF-Bipolarzellen exprimiert wird (Puller et al. 2013), und einem Antikdrper gegen den
Zapfen-Marker cone arrestin gefarbt. In den Cx57**-Retinen war von P8 bis P56 GluK1-
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Immunoreaktivitat direkt unterhalb der Zapfenterminalien erkennbar (Abb. 23 A-D¢, 1), was
auf das Vorhandensein von synaptischen Kontakten zwischen Zapfen und OFF-Bipolarzellen
hindeutet. Auch in den Cx57"P™R-Retinen waren wahrend des gesamten
Untersuchungszeitraums GluK1-positive Strukturen an der Basis der Zapfen-EndfulRchen in der
OPL zu finden (Abb. 23 E-H*, J). Daruiber hinaus wurden an P56 einige GluK1-immunoreaktive
Dendriten beobachtet, die in die ONL auswuchsen und neu gebildete Zapfenterminalien
kontaktierten (Abb. 23 H, H’, K-N). Diese Befunde zeigen zum einen, dass flache Kontakte
zwischen Zapfen und OFF-Bipolarzellen in Abwesenheit der Horizontalzellen normal
ausgebildet werden und erhalten bleiben, und zum anderen, dass adulte Zapfen in der Lage sind

neue Synapsen mit OFF-Bipolarzellen zu etablieren.

D GluKi1

Cx57"

Cx57+IDTR

P56

CX57+IDTR
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3.3  Expression von N-Cadherin in den Horizontalzellen der Mausretina und
Auswirkungen eines konditionalen  N-Cadherin-Knock-Outs auf die

Uberlebensfahigkeit von Mé&usen

3.3.1 Expression von N-Cadherin in den Horizontalzellen der Mausretina

N-Cadherin ist ein Zelladh&sionsmolekil, das an verschiedenen Prozessen der
Synapsenbildung wie dem Neuritenwachstum, der neuronalen Zielfindung und der pra- und
postsynaptischen Differenzierung beteiligt ist (Redies 2000; Hirano et al. 2003; Salinas und
Price 2005; Brusés 2006; Suzuki und Takeichi 2008). Um zu untersuchen, ob N-Cadherin eine
Rolle in der Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapse spielt, wurde im dritten Projekt dieser
Arbeit zundchst die Expression von N-Cadherin in den Horizontalzellen der Mausretina
uberpruft. Dazu wurde eine Reverse Transkriptase-PCR-(RT-PCR-)Analyse mit der Einzelzell-
RNA von isolierten Horizontalzellen durchgefuhrt. Die Identifizierung der Horizontalzellen
erfolgte anhand ihrer charakteristischen Morphologie (Abb. 24 A) und wurde durch eine RT-
PCR mit Cx57-Primern (Amplikon-GroRRe: 451 bp) kontrolliert (Abb. 24 B). Um eine
Amplifikation von genomischer DNA auszuschlief3en, wurden zum Nachweis der N-Cadherin-
MRNA Intron-Uberspannende Primer verwendet (Amplikon-GréRRe: 176 bp). Die RT-PCR-

Analyse bestétigte, dass N-Cadherin in murinen Horizontalzellen exprimiert wird (Abb. 24 B).

Abbildung 23: Zapfen bilden neue Synapsen mit OFF-Bipolarzellen in adulten Horizontalzell-
ablatierten Méausen. (A-H’) Doppelmarkierung retinaler Kryoschnitte von Cx57**- und Cx57*PTR-
Mausen mit Antikorpern gegen die Glutamatrezeptor-Untereinheit GluK1 (griin) und den Zapfen-
Marker cone arrestin (magenta). Sowohl in den Wildtyp- als auch den Horizontalzell-ablatierten Retinen
war zwischen P8 und P56 GluK1-Immunoreaktivitit an der Basis der Zapfenterminalien in der OPL zu
beobachten (A-H¢), was darauf hinweist, dass flache Kontakte zwischen Zapfen und OFF-Bipolarzellen
vorhanden sind. Zudem bildeten auswachsende GluK1-positive OFF-Bipolarzelldendriten an P56
Kontakte mit neuen Zapfenterminalien in der ONL (H, H¢). Retina-Ganzpraparate von adulten Cx57+*-
und Cx57*PTR-Mausen (P56) wurden mit Antikorpern gegen GluK1 und cone arrestin gefarbt. Auf Hohe
der OPL waren die Zapfen-Endfiiichen in den Wildtyp- und Horizontalzell-ablatierten Retinen stark mit
den GluK1-immunoreaktiven Clustern assoziiert (I, J). Auch in der ONL der Cx57*PTR-Mause zeigte
sich eine Verknipfung von GluK1l-positiven OFF-Bipolarzelldendriten und neu gebildeten
Zapfenterminalien (K-N), was darauf hindeutet, dass neue Synapsen zwischen Zapfen und OFF-
Bipolarzellen gebildet wurden. Mafstabsbalken: 20 um (H, K), 10 um (H¢, N).
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Abbildung 24: Expression von N-Cadherin-mRNA in murinen Horizontalzellen. (A)
Mikroskopische Aufnahme einer isolierten Horizontalzelle der Mausretina. (B) RT-PCR-Analyse mit
Einzelzell-RNA aus Horizontalzellen (H) und Gesamt-Retina-RNA (R). Um zu Uberprifen, ob es sich
bei den untersuchten Zellen um Horizontalzellen handelt, wurde eine RT-PCR mit Cx57-Primern
(Amplikon-GroRe: 451 bp) durchgefuhrt. Eine RT-PCR mit Intron-tberspannenden N-Cadherin-
Primern (Amplikon-GroRe: 176 bp) zeigte, dass sowohl in der Retina als auch in einzelnen
Horizontalzellen N-Cadherin-mRNA vorhanden ist.

Zur zusatzlichen Untersuchung der N-Cadherin-Proteinexpression wurden retinale
Kryoschnitte von adulten Wildtyp-Mausen mit einem Antikdrper gegen N-Cadherin und einem
Antikorper gegen den Horizontalzell-Marker Calbindin doppelmarkiert. Die analysierten
Retinen wiesen eine starke N-Cadherin-Immunoreaktivitat in der OPL, der proximalen und
distalen IPL sowie der &uf3eren limitierenden Membran auf (Abb. 25 A). Darliber hinaus war in
Ubereinstimmung mit der Studie von Xiang et al. (2017), in der ein N-Cadherin-Antikérper zur
Visualisierung der Morphologie der Horizontalzellen eingesetzt wurde, eine deutliche Farbung
der Horizontalzellmembranen erkennbar (Abb. 25 D-F). Die starke N-Cadherin-
Immunoreaktivitét in der OPL kolokalisierte jedoch nur geringfligig mit den dendritischen und
axonalen Endigungen der Horizontalzellen (Abb. 25 F), was darauf schlie3en lasst, dass N-
Cadbherin nicht nur von Horizontalzellen, sondern auch von mindestens einem weiteren Zelltyp
der duBeren Retina exprimiert wird. Aufgrund der Uberwiegenden Lokalisierung der N-
Cadherin-Immunoreaktivitat in der distalen OPL handelt es sich bei diesem Zelltyp
maoglicherweise um Stébchen, deren Terminalien in diesem Bereich stratifizieren (Abb. 22 C,
F).
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N-Cadherin —— Overlay

Abbildung 25: N-Cadherin-Proteinexpression in den Horizontalzellen der Mausretina. (A-F)
Immunhistochemische Farbung von adulten Wildtyp-Retinen mit Antikdrpern gegen N-Cadherin (griin)
und Calbindin (magenta). Die OPL, die proximalen und distalen Bereiche der IPL sowie die duRRere
limitierende Membran wiesen eine starke N-Cadherin-Immunoreaktivitit auf (A). Zudem war eine
intensive Markierung der Membranen der Calbindin-positiven Horizontalzellen zu beobachten (D-F).
In dem Overlay zeigte sich, dass die N-Cadherin-Immunoreaktivitat in der OPL kaum mit den
dendritischen und axonalen Spitzen der Horizontalzellen kolokalisierte, was darauf hindeutet, dass N-
Cadherin in dieser Schicht von einem anderen Zelltyp exprimiert wird (F). MaBstabsbalken: 50 um (C),
10 pum (F).

3.3.2 Auswirkungen eines konditionalen = N-Cadherin-Knock-Outs auf die
Uberlebensfahigkeit von Mausen

Um zu untersuchen, welche Rolle die N-Cadherin-Expression in Horizontalzellen fir die
Wegfindung der ON-Bipolarzelldendriten in das Photorezeptor-EndfiiRchen und die sonstige
Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapse spielt, wurden im Rahmen der vorliegenden
Dissertation mithilfe des Cre/loxP-Systems konditionale N-Cadherin-Knock-Out-Mé&use
erzeugt. Dazu wurden N-cad™-Méuse, in denen das Exon 1 des N-Cadherin-Gens von loxP-
Stellen flankiert ist (Kostetskii et al. 2005), mit Cx57-Cre-Mausen, welche die Cre-
Rekombinase unter der Kontrolle des endogenen Cx57-Promotors exprimieren (Stroh et al.
2013), gekreuzt. In Nachkommen, die beide genetischen Veranderungen tragen, wird das Exon
1 des N-Cadherin-Gens in den Cre-Rekombinase-exprimierenden Zellen herausgeschnitten.
Der Cx57-Promotor ist in retinalen Horizontalzellen (Hombach et al. 2004), in medulldren

Thymus-Epithelzellen (Tykocinski et al. 2010), im olfaktorischen Epithel und Bulbus
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olfactorius (Zhang 2011) sowie in einigen Regionen des Hirnstamms, Cerebellums und
Ruckenmarks (Zappala et al. 2010) aktiv. Demzufolge wird N-Cadherin auch in
Horizontalzellen ausgeknockt. Bei der Verpaarung von Cdh2*M:Cx57*/C-Mausen mit
Cdh2™™:Cx57**- oder Cdh2*M:Cx57**-Mausen wurde jedoch festgestellt, dass die Genotypen-
Verteilung der Nachkommen nicht mit der erwarteten Mendelschen Verteilung Gbereinstimmte.
Homozygote Cdh2™M:Cx57*/C"-Knock-Out-Méause traten nur sehr selten auf, was vermuten
lasst, dass die Embryonen im Uterus versterben und resorbiert werden. Die wenigen
Cdh2™:Cx57+Ce-Mause, die lebend geboren wurden, verstarben in der Regel innerhalb der
ersten Tage nach der Geburt. Da die Photorezeptor-Bandsynapse zwischen P4/P5 und P14
gebildet wird (Olney 1968; Blanks et al. 1974; Sherry et al. 2003), eignet sich die N-cad-
Cx57-Cre-Mauslinie somit nicht zur Untersuchung der Entwicklung der Photorezeptor-

Bandsynapse in Abwesenheit der N-Cadherin-Expression in Horizontalzellen.
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4 Diskussion

An der ersten Synapse der Retina, der Photorezeptor-Bandsynapse, werden die visuellen
Informationen der Photorezeptoren auf Horizontalzellen und Bipolarzellen (bertragen. Die
Endfulichen der Photorezeptoren besitzen présynaptische Proteinbander, die von synaptischen
Vesikeln umgeben sind und eine schnelle und kontinuierliche Ausschittung von Glutamat
ermoglichen. Wahrend die Horizontalzellfortsatze und ON-Bipolarzelldendriten in das
Photorezeptor-Endfliichen invaginieren, bilden die OFF-Bipolarzelldendriten nicht-
invaginierende Kontakte an der Basis des Photorezeptor-Endfifichens aus. VVorherige Studien
haben gezeigt, dass im Verlauf der Entwicklung zuerst die Horizontalzellfortsétze und danach
die ON-Bipolarzelldendriten in das Photorezeptor-EndfulRchen invaginieren (Blanks et al.
1974; Sherry et al. 2003). Die molekularen Mechanismen, die der Ausbildung der
Photorezeptor-Bandsynapse unterliegen, sind bisher jedoch nicht vollstdndig verstanden. Um
zu einem besseren Verstandnis der Synapsenbildung beizutragen, wurde in der vorliegenden
Dissertation zum einen die Rolle der Horizontalzellen und zum anderen die Rolle von N-

Cadherin in der Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapse untersucht.

4.1 Die Cx57/DTR-Mauslinie als Werkzeug zur Untersuchung der Rolle von
Horizontalzellen in der Entwicklung der Stabchen-Bandsynapse

Zur Erforschung der Rolle von Horizontalzellen in der Entwicklung der Stdbchen-Bandsynapse
wurden in dieser Arbeit die Auswirkungen einer friihen postnatalen Horizontalzell-Ablation auf
die Ausbildung der synaptischen Kontakte zwischen Stabchen und Stabchen-Bipolarzellen
untersucht. Bisherige Versuche, die Horizontalzellen wéhrend der retinalen Entwicklung zu
ablatieren, waren entweder nicht Zelltyp-spezifisch oder resultierten in einer unvollstandigen
Eliminierung der Horizontalzellpopulation. Messersmith und Redburn (1990) injizierten
Kainsdure in den Glaskdrper von neonatalen Kaninchen, wodurch sowohl A-Typ-
Horizontalzellen als auch Amakrin- und Ganglienzellen abgetttet wurden (Messersmith und
Redburn 1990). Transgene Méuse, die das Simian-Virus 40-(SV40-)T-Antigen unter der
Kontrolle des humanen  Phenylethanolamin-N-Methyltransferase-(PNMT-)Promotors
exprimieren, weisen ebenfalls eine Degeneration von Horizontal- und Amakrinzellen auf
(Hammang et al. 1993). In einer Studie von Keeley et al. (2013) wurden konditionale LIM
homeobox 1(Lim1)-Knock-Out-Mduse generiert, in denen die Horizontalzellen wéhrend der
Entwicklung in der inneren Retina verbleiben und in die IPL projizieren. Aufgrund einer
unvollstandigen Rekombination konnten durch diesen Ansatz allerdings nur bis zu 65 % der
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Horizontalzellen aus der &ufReren Retina entfernt werden. Auch ein Knock-Out des
Transkriptionsfaktors Ocl fihrt zu einer Eliminierung von nur ~ 80 % der Horizontalzellen
(Wu et al. 2013).

In der vorliegenden Dissertation wurden die Horizontalzellen der Mausretina mittels
Diphtherietoxinrezeptor-vermitteltem Zell-Knock-Out ablatiert (Saito et al. 2001). Diese
Methode basiert auf der Tatsache, dass Mause von Natur aus keinen funktionalen
Diphtherietoxinrezeptor besitzen (Mitamura et al. 1995). Der membranstandige Vorlaufer des
Heparin-bindenden = EGF-&hnlichen ~ Wachstumsfaktors, der in  Primaten  als
Diphtherietoxinrezeptor fungiert (Naglich et al., 1992), ist in M&usen nicht in der Lage, das
Diphtherietoxin zu binden, wodurch es nicht von der Zelle aufgenommen wird. Aus diesem
Grund sind Mause resistent gegeniiber Diphtherietoxin (Mitamura et al., 1995). Die verwendete
Cx57/DTR-Mauslinie exprimiert den Primaten-Diphtherietoxinrezeptor unter der Kontrolle des
endogenen Cx57-Promotors (Sonntag et al. 2012). Da der Cx57-Promotor in der Mausretina
ausschlieflich in Horizontalzellen aktiv ist (Hombach et al. 2004), kann dieser Zelltyp durch
eine Injektion von Diphtherietoxin selektiv ablatiert werden (Sonntag et al. 2012). Ein weiterer
Vorteil des Diphtherietoxinrezeptor-vermittelten Zell-Knock-Outs ist, dass die Ablation zu
einem beliebigen Zeitpunkt induziert werden kann. In der Kaninchenretina wird durch eine
Eliminierung der Horizontalzellen an PO die Auftrennung der retinalen Zellen in die
verschiedenen Schichten sowie das Verhaltnis von Stabchen zu Zapfen verandert (Messersmith
und Redburn 1990). Um mdgliche Nebeneffekte der Horizontalzell-Ablation auf die retinale
Laminierung und Zelldifferenzierung der Cx57*PTR-Mause zu minimieren, wurden die
Diphtherietoxin-Injektionen an P4 und P5 vorgenommen. Zu diesem Zeitpunkt haben die
Horizontalzellsomata ihre endgltige Position in der distalen INL eingenommen (Poche et al.
2007) und die Horizontalzellaxonterminalien sind kurz davor, Kontakte mit den
Stabchenterminalien auszubilden (Sherry et al. 2003). Zur Uberpriifung der Horizontalzell-
Ablation wurden immunhistochemische Farbungen mit einem Calbindin-Antikorper
durchgefihrt. Die Calbindin-Immunoreaktivitat in den Horizontalzellen der Cx57*/PTR-Méuse
war bereits an P8 kaum noch erkennbar und von P11 an vollstandig verschwunden. Diese
Befunde zeigen, dass durch den Diphtherietoxinrezeptor-vermittelten Zell-Knock-Out eine
Ablation der gesamten Horizontalzellpopulation erreicht werden kann. In den
elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden allerdings vereinzelt Stabchenterminalien mit
Uberresten von Horizontalzellfortsatzen beobachtet, was darauf hindeutet, dass die

Diphtherietoxin-Injektionen etwas zu spét durchgefihrt wurden, um eine Invagination der
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Horizontalzellen vor der Ablation komplett zu verhindern. Im Gegensatz zu den
Horizontalzellen wiesen die weiteren untersuchten Zelltypen (Stédbchen, Zapfen, Stabchen-
Bipolarzellen, Typ 3a- Typ 3b- und Typ 4-OFF-Bipolarzellen, Secretagogin-positive
Bipolarzellen, Calbindin-positive Amakrin- und Ganglienzellen, starburst-Amakrinzellen und
Miillerzellen) keine offensichtlichen Anzeichen einer Degeneration auf, wodurch die Spezifitat
der Horizontalzell-Ablation bestatigt wird (Nemitz et al. 2019).

Die Ergebnisse dieser Arbeit demonstrieren, dass die Horizontalzellen durch einen
Diphtherietoxin-vermittelten Zell-Knock-Out selektiv und vollstandig wéhrend der friihen
postnatalen Entwicklung ablatiert werden konnen und die Cx57/DTR-Mauslinie daher ein
geeignetes Werkzeug zur Untersuchung der Ausbildung der Stabchen-Bandsynapse in

Abwesenheit der Horizontalzellen darstellt.

4.2 Die Rolle von Horizontalzellen in der Entwicklung der Stabchen-
Bandsynapse

Die Entwicklung der Stdbchensynapse wird in der Mausretina an P8 durch das Einwandern der
Stabchenterminalien in die OPL initiiert. Zu diesem Zeitpunkt wird das présynaptische
Proteinband an der Membran verankert und ein Kontakt mit einem einzelnen
Horizontalzellfortsatz  ausgebildet. Am darauffolgenden Tag wird ein  zweiter
Horizontalzellfortsatz rekrutiert, der zusammen mit dem ersten Fortsatz in das Stébchen-
EndfliRchen invaginiert. Die beiden Horizontalzellfortsatze nehmen dabei die Positionen lateral
zum Proteinband ein. Ab P10 wird die Synapse durch die Invagination von ein oder zwei
zentralen Stabchen-Bipolarzelldendriten vervollstandigt (Sherry et al. 2003). Dieser Prozess
war in den Horizontalzell-ablatierten Mé&usen erheblich gestért (Abb. 26). Durch die
immunhistochemische und elektronenmikroskopische Analyse konnte gezeigt werden, dass
ON-Bipolarzelldendriten in Abwesenheit der Horizontalzellen nicht in der Lage waren in die
Stabchenterminalien zu invaginieren, der prasynaptische Proteinband-Aufbau beeintrachtigt
war und die postsynaptische Rekrutierung von mGIluR6 und GPR179 gehemmt wurde. Diese
Befunde demonstrieren, dass die Horizontalzellen fir die Ausbildung der synaptischen
Kontakte zwischen Stdbchen und St&bchen-Bipolarzellen unverzichtbar sind (Nemitz et al.
2019).
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Abbildung 26: Schematische Darstellung der Entwicklung der Stabchen-Bandsynapse in An- und
Abwesenheit der Horizontalzellen. In Wildtyp-Méausen beginnt die Entwicklung der Stébchen-
Bandsynapse mit der Verankerung des Proteinbands an der Membran und der Bildung eines Kontakts
mit einem einzelnen Horizontalzellfortsatz (H). Im Anschluss wird ein zweiter Horizontalzellfortsatz
rekrutiert und beide Fortsatze invaginieren in das Stabchenterminal, wobei sie die Positionen lateral zum
Proteinband einnehmen. Im letzten Schritt werden ein oder zwei invaginierende Stdbchen-
Bipolarzelldendriten (B) hinzugefiigt, welche die zentralen Elemente der Stdbchen-Bandsynapse bilden.
In den Horizontalzell-ablatierten Mausen sind die Stdbchen-Bipolarzellen nicht in der Lage in das
Stébchen-EndfiiRchen zu invaginieren und wachsen in die ONL aus. Présynaptische Proteinbénder sind

entweder nicht vorhanden oder kiirzer im Vergleich zu denen der Wildtyp-Mduse (Nemitz et al. 2019).

Die Auswirkungen eines Verlusts der Horizontalzellen auf die retinale Entwicklung wurden
bereits mittels verschiedener Ansédtze in vorherigen Studien untersucht. Messersmith und
Redburn (1990) ablatierten die A-Typ-Horizontalzellen der neonatalen Kaninchenretina durch
eine intravitreale Injektion von Kainsaure. Wahrend die Retina der Kontroll-Kaninchen an P1
in drei Schichten (ONBL, IPL, GCL) organisiert war, wies die Retina der Kainsaure-
behandelten Kaninchen nahezu keine Laminierung auf. An P5 hatten sich die retinalen Zellen
der Horizontalzell-ablatierten Tiere zwar in einer ONL, OPL, INL, IPL und GCL angeordnet,

aber die Dicke der INL war um die Halfte reduziert und das Verhaltnis von Stdchen zu Zapfen
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erhoht. Trotz dieser Veranderungen deutet das Vorhandensein einer OPL als diinne, irregulére
Schicht zwischen der ONL und INL darauf hin, dass die A-Typ-Horizontalzellen keine absolute
Voraussetzung fir die Ausbildung der OPL darstellen. In einer Studie von Hammang et al.
(2003) wurde eine transgene Maus untersucht, die das SV40-T-Antigen unter der Kontrolle des
humanen PNMT-Promotors exprimiert. Eine immunhistochemische Analyse zeigte, dass die
T-Antigen-Expression zu einem fortschreitenden Verlust der Horizontalzellen ab der zweiten
postnatalen Woche fiihrt. Im Einklang mit den Beobachtungen aus dieser Arbeit war die OPL-
Dicke in den transgenen Mausen bereits in der zweiten postnatalen Woche verringert, wéhrend
in der zehnten postnatalen Woche fast alle synaptischen Kontakte in der OPL verschwunden
waren. Keeley et al. (2013) erforschten die Rolle der Horizontalzellen fir die Ausbildung und
den Erhalt der OPL anhand von konditionalen Lim1-Knock-Out-M&usen, bei denen bis zu 65
% der Horizontalzellen in der inneren Retina lokalisiert sind. In Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen dieser Arbeit demonstrierten sie, dass die Horizontalzellen nicht fur die korrekte
Wegfindung der Photorezeptorterminalien und Bipolarzelldendriten in die OPL notwendig
sind. Ab P13 war in den konditionalen Lim1-Knock-Out-Mausen jedoch eine Entkopplung von
Stabchenterminalien und Stébchen-Bipolarzellen zu beobachten, was darauf hinweist, dass die
Horizontalzellen eine wichtige Bedeutung fur die Aufrechterhaltung der Stébchen-
Bandsynapse haben. In einer Studie von Wu et al. (2013) wurden zur Untersuchung der
Auswirkungen einer Horizontalzell-Eliminierung auf die Entwicklung und den Erhalt der
synaptischen Kontakte in der OPL Ocl-Knock-Out-Mdause verwendet, in denen die Anzahl der
Horizontalzellen um ~ 80 % reduziert ist. Ahnlich wie die Photorezeptorterminalien der
Cx57*PTR-Mause, wiesen die Stabchen- und Zapfen-EndfiiRchen der Ocl-defizienten Méause
an P16 und P30 selten postsynaptische Invaginationen auf und enthielten weniger oder kiirzere
Proteinbander. Das vereinzelte Auftreten von invaginierenden Elementen in den
Photorezeptorterminalien der Ocl-Knock-Out-Mause konnte darin begriindet liegen, dass in
dieser Mauslinie noch ~ 20 % der Horizontalzellen gebildet werden. Dartiber hinaus wurde
gezeigt, dass eine Diphtherietoxinrezeptor-vermittelte Ablation der Horizontalzellen in der
adulten Mausretina ebenfalls zu einem Verlust der synaptischen Kontakte zwischen

Photorezeptoren und ON-Bipolarzellen fiihrt (Sonntag et al. 2012).

Diese Studien demonstrieren gemeinsam mit der vorliegenden Arbeit (Nemitz et al. 2019) die
essenzielle Rolle der Horizontalzellen fur die Ausbildung und dem Erhalt der Stabchen-
Bandsynapse (Messersmith und Redburn 1990; Hammang et al. 1993; Sonntag et al. 2012;

Keeley et al. 2013; Wu et al. 2013). Der molekulare Mechanismus, der diesem Sachverhalt
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zugrunde liegt, bleibt jedoch ungeklart. Eine Mdglichkeit, wie Horizontalzellen zur
Entwicklung und Aufrechterhaltung der synaptischen Kontakte zwischen Stédbchen und
Stabchen-Bipolarzellen beitragen konnten, ist die Expression von Membran-gebundenen oder
sekretierten Wegweisermolekiilen, die den Stabchen-Bipolarzelldendriten helfen, den Weg ins
Stabchenterminal zu finden. Diese Theorie wird dadurch gestitzt, dass ON-
Bipolarzelldendriten in der ersten postnatalen Woche eng mit Horizontalzellneuriten assoziiert
sind (Morgan et al. 2006) und Stabchen-Bipolarzelldendriten in Bassoon-mutanten (Specht et
al. 2009) und CNGA3/CNGB1-Knock-Out-Mausen (Michalakis et al. 2013) mit
auswachsenden Horizontalzellfortsatzen kofaszikulieren. Wegweisermolekiile beeinflussen die
Wuchsrichtung von Wachstumskegeln, indem sie an Rezeptoren auf der Zelloberflache binden
und so intrazelluldre Signalkaskaden aktivieren, die in Verénderungen der Dynamiken des
Zytoskeletts resultieren (O’Donnell et al. 2009). Bislang sind nur wenige Wegweisermolekdile
bekannt, die von Horizontalzellen exprimiert werden. In einer Studie von Soto et al. (2013)
wurde das synaptische Adhdsionsprotein NGL-2 an den Spitzen von Horizontalzellaxonen
identifiziert, das an der Zielfindung von Horizontalzellaxonen und der Synapsenbildung
zwischen Stabchen und Horizontalzellen beteiligt ist. Ngl-2-Knock-Out-Mé&use weisen jedoch
eine normale Stratifizierung der Photorezeptorterminalien und Bipolarzelldendriten in der OPL
auf, was darauf hindeutet, dass NGL-2 nicht fiir die gescheitere Invagination der Stabchen-
Bipolarzellen in den Horizontalzell-ablatierten Ma&usen verantwortlich ist. Matsuoka und
Kollegen (2012) zeigten darlber hinaus, dass Horizontalzellen das Wegweisermolekl
Semaphorin 6A (Sema6A) und seinen Rezeptor PlexinA4 (PlexA4) exprimieren. Sema6A und
PlexA4 sind ebenfalls in die Zielfindung der Horizontalzellaxone involviert, werden aber nicht
fiir die Invagination der Stdbchen-Bipolarzellen benétigt. Ein weiteres Zelladhasionsmolekiil,
das in den Horizontalzellen der Hihnchen- (Tanabe et al. 2006) und Mausretina (Xiang et al.
2017) nachgewiesen wurde, ist N-Cadherin. Die Rolle von N-Cadherin in der Entwicklung der
Photorezeptor-Bandsynapse wird in Kapitel 4.6 ausfuhrlich diskutiert. Darliber hinaus kénnten
die Horizontalzellen die Expression von extrazelluldaren Matrixproteinen oder
Zelladhéasionsproteinen wie Pikachurin (Sato et al. 2008), Dystroglycan (Omori et al. 2012),
SynCAML1 (Ribic et al. 2014) oder ELFN1 (Cao et al. 2015) beeinflussen, die von Stdbchen

exprimiert werden und fur die Invagination der Stdbchen-Bipolarzellen von Bedeutung sind.

Eine weitere Mdglichkeit, wie Horizontalzellen die Bildung und den Erhalt der Stabchen-
Bandsynapse unterstiitzen kdnnten, ist ihre synaptische Aktivitét (siehe Kapitel 1.1.4). Mehrere

Studien haben gezeigt, dass die neuronale Transmission in der duf3eren Retina fur die
59



Diskussion

Entwicklung und/oder den Erhalt der Photorezeptor-Bandsynapsen essenziell ist. M&use mit
Mutationen in Bassoon (Dick et al. 2003; Specht et al. 2009), CaBP4 (Haeseleer et al. 2004),
Cavl.4 (Mansergh et al. 2005; Chang et al. 2006; Bayley und Morgans 2007; Liu Xiaoni et al.
2013; Zabouri und Haverkamp 2013), 0264 (Wycisk et al. 2006; Wang et al. 2017; Kerov et al.
2018), CAST (tom Dieck et al. 2012) oder CNGA3/CNGB1 (Michalakis et al., 2013), welche
die Glutamatausschuttung der Photorezeptoren regulieren, weisen einen Verlust der
synaptischen Kontakte in der OPL, eine Retraktion von Stabchenterminalien sowie ein
abnormales Auswachsen von Horizontalzell- und Bipolarzellfortsatzen auf. Eine
Horizontalzell-spezifische Deletion der Glutamatrezeptor-Untereinheiten GIuA2 und GluA4
(und die damit verbundene Eliminierung der Licht-abhdngigen Modulation des Feedbacks und
Feedforwards der Horizontalzellen) verhindert jedoch nicht die Ausbildung der Synapsen
zwischen Stabchen und Stébchen-Bipolarzellen (Stréh et al. 2018). Auch ein Knock-Out des
Enzyms GADG67, welches fir die Synthese von GABA zusténdig ist, hat keinen Einfluss auf
die Struktur der Stabchen-Bandsynapse (Schubert et al. 2010). Da GABA vermutlich an dem
Horizontalzell-Feedback (Kemmler et al. 2014; Grove et al. 2019) und -Feedforward (Yang
und Wu 1991; Puller et al. 2014) beteiligt ist, spricht dieser Befund ebenfalls dagegen, dass die
gescheiterte Synapsenbildung in den Horizontalzell-ablatierten Mdausen auf die Abwesenheit

der Horizontalzell-Signale zurlckzufuhren ist.

Um den molekularen Mechanismus, durch den die Horizontalzellen zum Aufbau und Erhalt der
Stabchen-Bandsynapsen beitragen, letztendlich aufzuklaren, werden weitere Experimente
benotigt, wie z. B. eine Analyse der Expression von Wegweisermolekiilen zur Identifizierung
potenzieller molekularer Kandidaten und die Generierung von entsprechenden Knock-Out-

Méusen zur Untersuchung der Funktion der ausgeschalteten Molekiile.

4.3 Die Rolle von Horizontalzellen in der Entwicklung und dem Erhalt der
Zapfen-Bandsynapse

Die Entwicklung der Zapfen-Bandsynapse erfolgt in derselben Reihenfolge wie die der
Stabchen-Bandsynapse. Zuerst invaginieren zwei Horizontalzellfortsatze in das Zapfen-
EndfulRchen und anschlieBend wird die Triade durch das Einwandern von ein oder zwei ON-
Bipolarzelldendriten vervollstandigt. Wahrend die St&dbchen-Synaptogenese an P8 initiiert
wird, beginnt die Zapfen-Synaptogenese jedoch bereits an P4/P5 (Blanks et al. 1974; Sherry et
al. 2003). Da zu diesem Zeitpunkt auch die Ablation der Horizontalzellen induziert wurde, ist

es nicht Uberraschend, dass in den elektronenmikroskopischen Aufnahmen von P11 einige
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Zapfenterminalien mit Uberresten von Horizontalzellfortsatzen gefunden wurden, die offenbar
noch in der Lage waren, in das Endfulichen einzuwandern. Invaginierende ON-
Bipolarzelldendriten traten allerdings sehr selten und nur gemeinsam mit Horizontalzell-
Uberresten auf, was darauf hinweist, dass die Horizontalzellen nicht nur fir die Invagination
der Stébchen-Bipolarzellen in das Stabchenterminal (siehe Kapitel 4.2), sondern auch fir die
Invagination der Zapfen-ON-Bipolarzellen in das Zapfenterminal notwendig sind. Aufgrund
der Tatsache, dass ON-Bipolarzellen schon an P7/P8 mit der Invagination in das Zapfen-
EndfulRchen beginnen, kann allerdings nicht vollkommen ausgeschlossen werden, dass zu

einem friiheren Zeitpunkt ON-Bipolarzell-Invaginationen vorgelegen haben.

In den adulten Horizontalzell-ablatierten Mé&usen (P56) waren sowohl die ON-Bipolarzell-
Invaginationen als auch die GPR179-Expression an den Spitzen der ON-Bipolarzelldendriten
vollstandig verschwunden, was auf einen kompletten Verlust der synaptischen Kontakte
zwischen Zapfen und ON-Bipolarzellen hindeutet. Dieser Befund ist konsistent mit der Studie
von Sonntag et al. (2012), in der gezeigt wurde, dass eine Ablation der Horizontalzellen in der

adulten Mausretina ebenfalls zu einer Degeneration der Zapfen-Bandsynapsen fiihrt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation deuten auf eine essenzielle Rolle der
Horizontalzellen fur die Entwicklung und den Erhalt der synaptischen Kontakte zwischen
Zapfen und ON-Bipolarzellen hin. Wie fiir die Stdbchen-Bandsynapse bleibt jedoch auch fir
die Zapfen-Bandsynapse unklar, ob die Horizontalzellen durch die Expression von bisher
unidentifizierten Wegweisermolekilen oder durch ihre synaptische Aktivitat zur Ausbildung
und Aufrechterhaltung der synaptischen Kontakte zwischen Zapfen und ON-Bipolarzellen
beitragen (siehe Kapitel 4.2). Da die Zapfenterminalien von Horizontalzelldendriten und die
Stabchenterminalien von Horizontalzellaxonen kontaktiert werden (Peichl und Gonzélez-
Soriano 1994), unterliegen die Entwicklung und der Erhalt der Zapfen-Bandsynapse
maoglicherweise einem anderen Mechanismus als die Ausbildung und Aufrechterhaltung der

Stabchen-Bandsynapse.

4.4  Synaptische Remodellierung im OFF-Zapfen-Signalweg infolge der friihen
postnatalen Horizontalzell-Ablation

Zapfen sind typischerweise aus einem Augensegment, einem Innensegment, einem Soma und
einem Axon mit einem synaptischen EndfliRchen aufgebaut. Die Somata der Zapfen sind in der

distalen ONL lokalisiert und die Zapfenterminalien formen ein regelmél3iges Mosaik in der
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OPL, wo sie invaginierende Kontakte mit Horizontalzellen und ON-Bipolarzellen und flache
Kontakte mit OFF-Bipolarzellen ausbilden. In den Horizontalzell-ablatierten Mé&usen war die
Morphologie, Stratifizierung und Verschaltung der Zapfen drastisch veréndert. Zu Beginn der
dritten postnatalen Woche wiesen die Zapfen einige mislokalisierte Somata in der OPL sowie
einen Verlust der regelméRigen Anordnung ihrer EndfiBchen auf. Adulte Zapfen zeigten
schlieBlich ein abnormales Aussprossen von Neuriten und eine Bildung von zusétzlichen
Terminalien. Wéhrend synaptische Kontakte zwischen Zapfen und ON-Bipolarzellen gar nicht
erst entstanden oder degenerierten (siehe Kapitel 4.3), wurden neue Synapsen zwischen Zapfen
und OFF-Bipolarzellen gebildet. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Synapsenbildung
bzw. der -erhalt fur invaginierende und flache Kontakte unterschiedlich reguliert wird.

Vorherige Studien haben gezeigt, dass verschiedene retinale Erkrankungen im Menschen und
im Tiermodell ebenfalls zu einem abnormalen Auswachsen von Photorezeptorneuriten fiihren.
Ein aberrantes Aussprossen von Stdbchenneuriten wurde in Menschen mit Retinitis pigmentosa
(Lietal. 1995; Milam und Li 1996), Schweinen mit einer Rhodopsin-Mutation (Li et al. 1998)
und Katzen mit autosomal-dominanter Stabchen-Zapfen-Dysplasie (Chong et al. 1999)
beobachtet. Auch nach einer Ablésung (Sethi et al. 2005) und Wiederanlage (Lewis et al. 2002)
der Netzhaut weisen die Stdbchen eine Bildung von zahlreichen Varikositaten und ein axonales
Auswachsen in die innere Retina auf. Ein abnormales Aussprossen von Zapfenneuriten wurde
bislang fir Menschen mit Retinitis pigmentosa (Milam und Li 1996) und altersabhéngiger
Makuladegeneration (AMD) (Pow und Sullivan 2007) sowie fur retinal degeneration 1-(rd1-)
(Fei 2002; Lin et al. 2009) und Cay1.4-Knock-Out-Mduse (Raven et al. 2008; Zabouri und
Haverkamp 2013) beschrieben. Rd1-M&use besitzen eine Mutation in der B-Untereinheit der
Stabchen-spezifischen cGMP-Phosphodiesterase und sind durch eine primare Degeneration
von Stabchen, eine sekundédre Degeneration von Zapfen und eine Remodellierung von
Horizontal- und Bipolarzellen gekennzeichnet (Strettoi und Pignatelli 2000; Strettoi et al. 2002;
Lin et al. 2009). Im Einklang mit den Befunden dieser Arbeit enthalten die aussprossenden
Zapfenneuriten der rd1-Méause haufig prasynaptische Proteinbander (Lin et al. 2009). In
Mausen, denen die Cay1.4-Untereinheit des spannungsabhangigen L-Typ-Calciumkanals fehlt,
wird der Ca?-Einstrom in die Endfiilichen der Photorezeptoren und somit die
Glutamatfreisetzung der Stabchen und Zapfen verhindert. Ahnlich wie Horizontalzell-ablatierte
Méuse zeigen Cavl.4-Knock-Out-Mé&use einen Verlust von prasynaptischen Proteinb&ndern
und postsynaptischen Invaginationen in Photorezeptorterminalien, eine Retraktion von

Stabchen-EndfulRchen, ein Auswachsen von Bipolarzelldendriten sowie ein aberrantes
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Aussprossen von Zapfenneuriten (Mansergh et al. 2005; Raven et al. 2008; Zabouri und
Haverkamp 2013). Wéhrend in den Horizontalzell-ablatierten M&usen neue Synapsen zwischen
Zapfen und OFF-Bipolarzellen gebildet wurden, werden in den Cay1.4-Knock-Out-M&usen
neue Kontakte zwischen Zapfen und Horizontalzellen geknipft (Zabouri und Haverkamp
2013). Uberraschenderweise wurde fir konditionale Lim1-Knock-Out-Mause, in denen die
Horizontalzellen wéhrend der retinalen Entwicklung in der inneren Retina verbleiben, kein
abnormales Auswachsen von Zapfenneuriten berichtet (Keeley et al. 2013). Aufgrund einer
unvollstandigen Rekombination sind in dieser Mauslinie jedoch noch einige Horizontalzellen
in der duReren Retina vorhanden, was mdglicherweise ausreichend ist, um die
Zapfenmorphologie aufrechtzuerhalten oder die Auswirkungen so sehr verringert, dass diese
unentdeckt blieben. Auch in Mé&usen, in denen die Horizontalzellen im adulten Stadium

ablatiert wurden, wurde kein Aussprossen von Zapfenaxonen beobachtet (Sonntag et al. 2012).

Obwohl bereits mehrere Studien ein aberrantes Auswachsen von Zapfenneuriten beschrieben
haben, bleibt es unklar, wodurch die abnormale Morphologie verursacht wird. Eine Moglichkeit
ist, dass die morphologischen Veranderungen der Zapfen ein Anzeichen einer Degeneration
darstellen. Im Einklang mit dieser Hypothese beginnt das Aussprossen der Zapfenaxone in rd1-
Méusen gleichzeitig mit der Degeneration der Zapfen-AuRRensegmente an P8 (Fei 2002; Lin et
al. 2009). In den Cay1.4-Knock-Out-Mausen tritt der Verlust der Zapfen jedoch erst mehrere
Monate nach den ersten morphologischen Veranderungen ein (Zabouri und Haverkamp 2013)
und in den Horizontalzell-ablatierten Mausen war die Anzahl der Zapfen an P56 nicht reduziert,
was dagegen spricht, dass die aberrante Morphologie der Zapfen ein Merkmal flr eine
Degeneration représentiert. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass die Zapfen in

den Cx57*'PTR-M4usen zu einem spéteren Zeitpunkt sterben.

Eine andere Mdglichkeit ist, dass der Verlust der synaptischen Kontakte mit Horizontal- und
ON-Bipolarzellen intrazellulare Signalwege aktiviert, die das abnormale Auswachsen der
Neurite und die Suche nach neuen Kontakten initiieren. Bislang sind die molekularen
Mechanismen, die dem axonalen Wachstum der Zapfen und der Synapsenbildung zwischen
Zapfen und OFF-Bipolarzellen unterliegen, kaum verstanden. Vorherige Versuche haben
gezeigt, dass Semaphorin 3A das Aussprossen von kultivierten Salamander-Stabchen reduziert
(Kung et al. 2017). In den Horizontalzellen der Mausretina wurde Sema6A nachgewiesen. Ein
Knock-Out von Sema6A fuhrt jedoch nicht zu einem abnormalen Auswachsen von

Zapfenneuriten (Matsuoka et al. 2012), was dagegen spricht, dass die Abwesenheit dieses
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Molekdls fur die aberrante Morphologie der Zapfen in den Horizontalzell-ablatierten Mé&usen
verantwortlich ist. In einer weiteren Studie wurde demonstriert, dass eine Blockierung von
cGMP-gesteuerten Kanélen mittels Cobaltbromid oder L-cis-Diltiazem das Neuritenwachstum
und die Varikositatenbildung der Zapfen inhibiert, wahrend eine Aktivierung der cGMP-
gesteuerten Kandle durch den Agonisten 8Br-cGMP die Varikositdtenbildung der Zapfen
fordert (Zhang und Townes-Anderson 2002). Des Weiteren wurde in den aussprossenden
Zapfen von Menschen mit AMD eine starke Expression des Mikrotubuli-assoziierten Proteins
2 (MAP2) beobachtet, welches an dem Auswachsen von Neuriten beteiligt ist (Pow und
Sullivan 2007). Es bleibt jedoch abzuwarten, ob MAP2 auch in das abnormale Auswachsen der
Zapfenneuriten in den Horizontalzell-ablatierten Mé&usen involviert ist. Um die molekularen
Mechanismen, die dem Neuritenwachstum und der Synapsenbildung der Zapfen unterliegen,

vollstandig aufzuklaren, werden weitere Untersuchungen benétigt.

45 Die N-cadf®/Cx57-Cre-Mauslinie als Werkzeug zur Untersuchung der Rolle
von N-Cadherin in der Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapse

N-Cadherin ist ein Zelladh&sionsmolekdil, das an verschiedenen Schritten der Synapsenbildung
wie dem Neuritenwachstum (Bixby und Zhang 1990; Paradies und Grunwald 1993; Riehl et al.
1996; Esch et al. 2000; Yu und Malenka 2003), der axonalen Zielfindung (Inoue und Sanes
1997; Poskanzer et al. 2003) und der pra- und postsynaptischen Differenzierung (Togashi et al.
2002; Jungling et al. 2006; Stan et al. 2010) beteiligt ist. In dieser Arbeit wurde mittels RT-
PCR und Immunhistochemie nachgewiesen, dass N-Cadherin in murinen Horizontalzellen
exprimiert wird. Dieser Befund ist konsistent mit einer Studie von Xiang et al. (2017), in der
ein Antikdrper gegen N-Cadherin zur Visualisierung der Horizontalzellmorphologie in der
Mausretina eingesetzt wurde. Um zu Uberprifen, ob die Expression von N-Cadherin in den
Horizontalzellen fur die Wegfindung der ON-Bipolarzelldendriten in das Photorezeptor-
Endfulichen oder die sonstige Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapse von Bedeutung ist,
wurden in der vorliegenden Dissertation mithilfe des Cre/loxP-Systems konditionale N-
Cadherin-Knock-Out-Méause erzeugt. Hierzu wurden N-cad/®™-Méuse, in denen das Exon 1 des
N-Cadherin-Gens von loxP-Stellen flankiert ist (Kostetskii et al. 2005), mit Cx57-Cre-Méusen,
welche die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des Cx57-Promotors exprimieren (Stroh et al.
2013), verpaart. In Nachkommen mit beiden genetischen Veranderungen wird das Exon 1 des
N-Cadherin-Gens in den Cre-Rekombinase exprimieren Zellen herausgeschnitten und N-

Cadherin dadurch ausgeknockt. Unglicklicherweise zeigte sich bei der Verpaarung von
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Cdh2*™:Cx57*C"-Mausen mit Cdh2"™:.Cx57**- oder Cdh2*M.Cx57**-Méausen, dass die
Genotypen-Verteilung der Nachkommen nicht der erwarteten Mendelschen Verteilung
entsprach. Homozygote Cdh2%f:Cx57+/C"-Knock-Out-Méause wurden nur sehr selten geboren,
was darauf hindeutet, dass die Embryonen im Uterus versterben. Die Cdh2"™:Cx57+/Ce-Méause,
die lebend geboren wurden, starben in der Regel innerhalb weniger Tage nach der Geburt. Da
die Bildung der Photorezeptor-Bandsynapse erst zwischen P4/P5 und P14 stattfindet (Olney
1968; Blanks et al. 1974; Sherry et al. 2003), war die N-cad"**-Cx57-Cre-Mauslinie somit nicht
dazu geeignet, die Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapse in Abwesenheit der N-

Cadherin-Expression in Horizontalzellen zu untersuchen.

Die embryonale bzw. friihe postnatale Letalitat der Cdh2/M:Cx57+"-Mause demonstriert, dass
die N-Cadherin-Expression in den Zellen, in denen der Cx57-Promotor aktiv ist, fiir die
Entwicklung von Mausen essenziell ist. Neben der Expression von Cx57 in retinalen
Horizontalzellen (Hombach et al. 2004) wurde in der Maus auch eine Cx57-Expression in
medullaren Thymus-Epithelzellen (Tykocinski et al. 2010), im olfaktorischen Epithel und
Bulbus olfactorius (Zhang 2011) sowie in einigen Regionen des Hirnstamms, Cerebellums und
Rickenmarks (Zappala et al. 2010) beschrieben. Darlber hinaus wurde Cx57-mRNA in
geringem Mal3 in dem Herzen, dem Darm, den Hoden, der Niere, der Lunge, der Haut und den
Eierstocken von embryonalen M&usen nachgewiesen (Manthey et al. 1999). Der Thymus ist
ein priméares lymphatisches Organ, das einen Bestandteil des Immunsystems darstellt und fir
die Reifung von T-Lymphozyten zusténdig ist. Wie Cx57 wird auch N-Cadherin in medullaren
Thymus-Epithelzellen exprimiert (Martins et al. 2008). Aufgrund der Tatsache, dass eine
vollstandige Entfernung des Thymus am Tag der Geburt jedoch erst nach zwei bis vier Monaten
zu einem Tod von Mausen fihrt (Miller 1962), ist die fehlende N-Cadherin-Expression in
medullaren Thymus-Epithelzellen vermutlich nicht fiir die Letalitat der Cdh2™™:Cx57+/Cre.
Mause verantwortlich. Es ist ebenfalls unwahrscheinlich, dass die Abwesenheit von N-
Cadherin im olfaktorischen System ein embryonales Versterben von Mé&usen verursacht. Auch
die Aktivitat des Cx57-Promotors im Hirnstamm, Cerebellum und Riickenmark liefert keine
Erklarung fiir die friihe Letalitat der Cdh2™M:Cx57*C®-M4use, da eine Cx57-Expression in
diesen Regionen erst ab P12 bzw. P28 nachgewiesen werden konnte (Zappala et al. 2010).
Vorherige Studien haben bereits gezeigt, dass N-Cadherin fiir die embryonale Entwicklung des
Herzens unerlasslich ist. Sowohl ein konventioneller (Radice et al. 1997) als auch ein Herz-
spezifischer (Piven et al. 2011) Knock-Out von N-Cadherin resultiert in einer embryonalen

Letalitat aufgrund einer Fehlbildung des Herzens. Um letztendlich herauszufinden, ob eine
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mangelnde Expression von N-Cadherin im Herzen oder in einem anderen Gewebe fiir den Tod
der Cdh2"M:Cx57*C"®-Mause verantwortlich ist, missen weitere Untersuchungen an den

konditionalen Knock-Out-Tieren vorgenommen werden.

Das Problem des friihzeitigen Versterbens der Maduse kdnnte vermutlich umgangen werden,
indem die N-cad"®™-Mauslinie mit einer Mauslinie gekreuzt wird, die eine Liganden-abhéngige
Cre-Rekombinase (Feil et al. 1996) unter der Kontrolle des Cx57-Promotors exprimiert.
Dadurch wdre es moglich, N-Cadherin erst zu einem spéteren Zeitpunkt durch die
Verabreichung des entsprechenden Liganden auszuknocken. Die vorliegende Arbeit
demonstriert, dass eine Ablation der Cx57-exprimierenden Zellen wahrend der frihen
postnatalen Entwicklung nicht zu einem Tod der Mduse flhrt. Es ist daher wahrscheinlich, dass
die Tiere auch einen an P4/P5 induzierten Knock-Out von N-Cadherin in Cx57-exprimierenden

Zellen Uberleben wiirden.

4.6 Die Rolle von N-Cadherin in der Entwicklung der Photorezeptor-
Bandsynapse

Eine Vielzahl von Studien haben gezeigt, dass N-Cadherin an verschiedenen Prozessen der
Synapsenbildung wie dem Neuritenwachstum (Bixby und Zhang 1990; Paradies und Grunwald
1993; Riehl et al. 1996; Esch et al. 2000; Yu und Malenka 2003), der neuronalen Zielfindung
(Inoue und Sanes 1997; Poskanzer et al. 2003) und der Morphogenese von dendritischen
Dornen (Togashi et al. 2002; Mysore et al. 2007; Mendez et al. 2010) beteiligt ist. Des Weiteren
ist N-Cadherin in die Rekrutierung von synaptischen Vesikeln (Togashi et al. 2002; Jingling et
al. 2006; Stan et al. 2010) und postsynaptischen Komponenten wie PSD-95 (Togashi et al.
2002; Nikitczuk et al. 2014) und AMPA-Rezeptoren (Nuriya und Huganir 2006; Saglietti et al.
2007) involviert. In einer Studie von Tanabe et al. (2006) wurde nachgewiesen, dass N-
Cadbherin in den Horizontalzellen der Hiihnerretina exprimiert wird. Dariiber hinaus wurde in
dieser Studie untersucht, welche Rolle die Cadherin-Funktion fir die Morphogenese und
Synapsenbildung der Horizontalzellen spielt. Dazu wurde mithilfe eines Transposon-
vermittelten Gentransfer-Systems eine dominant-negative Form von N-Cadherin in den
Horizontalzellen der Huhnerretina exprimiert, welche die Funktion der endogenen Cadherine
blockiert. Die Inhibition der Cadherin-Funktion flhrte zu einer reduzierten GroRe der
dendritischen Felder, einer verringerten Anzahl an dendritischen Terminalien und einer
beeintrachtigten postsynaptischen Akkumulierung von GluA4. Diese Befunde deuten darauf

hin, dass N-Cadherin in der Huhnerretina fir die dendritische Morphogenese der
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Horizontalzellen und die Synapsenbildung zwischen Photorezeptoren und Horizontalzellen

wichtig sein kénnte.

In der vorliegenden Dissertation wurde durch RT-PCR und Immunhistochemie bestétigt, dass
N-Cadherin auch in den Horizontalzellen der Mausretina exprimiert wird. Zudem wurde eine
starke N-Cadherin-Immunoreaktivitat in der distalen OPL nachgewiesen, die nur geringfligig
mit den dendritischen und axonalen Endigungen der Horizontalzellen kolokalisierte, was darauf
schlieRen lasst, dass N-Cadherin von mindestens einem weiteren Zelltyp der dulReren Retina
exprimiert wird. Eine Analyse der N-Cadherin-Expression mittels in-situ-Hybridisierung weist
auBerdem darauf hin, dass N-Cadherin in Mullerzellen exprimiert wird (Honjo et al. 2000). Um
ein vollstdndiges Bild von allen N-Cadherin-exprimierenden Zelltypen in der Mausretina zu
erhalten, sollten weitere Untersuchungen, wie z. B. Doppelmarkierungen von N-Cadherin und

Zell-Markerproteinen oder immunelektronenmikroskopische Analysen, durchgefiihrt werden.

Leider war es im Rahmen dieser Arbeit nicht mdglich, die Rolle von N-Cadherin fur die
Ausbildung der Photorezeptor-Bandsynapse anhand der N-cad"/Cx57-Cre-Mauslinie zu
untersuchen. Homozygote Cdh2™M:Cx57*/Ce-Knock-Out-Mause wurden entweder nicht
geboren wurden oder verstarben wéhrend der ersten Lebenstage, was die essenzielle Bedeutung
von N-Cadherin fur die Entwicklung von Mausen unterstreicht (Radice et al. 1997) (siehe
Kapitel 4.5). Um die Bedeutung von N-Cadherin flr die Entwicklung der Photorezeptor-

Bandsynapse in der Mausretina aufzuklaren, bedarf es daher weiterer Studien.
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6 Anhang

6.1 Material

6.1.1 Mauslinien

Tabelle 9: Verwendete Mauslinien

Mauslinie Quelle Katalognummer
C57BL/6J The Jackson Laboratory 000664
Cx57-Cre (Stroh et al. 2013)
Cx57-DTRfrtCre (Sonntag et al. 2012), European EM:06024
Mouse Mutant Archive

N-cad ¥/ (Kostetskii et al. 2005), The 007611
B6.129S6(SJL)-Cdh2tm1GlIr/J Jackson Laboratory

6.1.2 Gerate

Tabelle 10: Verwendete Gerate
Gerat Modell Hersteller
Analysen- und Prézisionswaage BP211D Sartorius
Analysen- und Prézisionswaage TP-303 Denver Instrument
Digitales Forschungsmikroskop Leica DM6 B Leica Microsystems

Elektrophoresekammer
Geldokumentationssystem
pH-Meter

Inkubator
Konfokalmikroskop
Kryostat

Magnetrihrer

Objektiv

Objektiv

Niederspannungsnetzgeréat
Sterilbank

Thermocycler

Agagel Midi-Wide
Alphalmager EP

Biometra
Alpha Innotech

pH 422 WTW

HERAcell Heraeus

Leica TCS SP8 Leica Microsystems
Leica CM1860 Leica Biosystems
RH basic 2 IKA

HC PL APO 40x/1.30 OIL
CS2

HC PL APO 63x/1.40 OIL
CS2

Standard Power Pack P25
Holten LaminAir 1.2

Mastercycler gradient

Leica Microsystems
Leica Microsystems

Biometra
Thermo Fisher Scientific
Eppendorf
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Transmissionselektronenmikroskop  Zeiss EM 902A

Carl Zeiss

Ultramikrotom Ultracut E Reichert-Jung
Zentrifuge 5424 R Eppendorf
6.1.3 Verbrauchsmaterialien
Tabelle 11: Verwendete Verbrauchsmaterialien
Verbrauchsmaterial Hersteller

Deckglaser Starke 1, Durchmesser 12 mm

Deckglaser Stérke 1, 24 x 50 mm

Thermo Fisher Scientific
Carl Roth

Falcon® 5 ml Rundbodenréhrchen, Polystyrol Corning
Netzchen, Kupfer, 200 mesh, hexagonal Plano
Mikroskop-Objekttrager mit farbigem Mattrand, weif3 VWR
PASTEUR CAPILLARY PIPETTES SHORT SIZE 150 mm WU Mainz
PCR 8er-SoftStrips 0.2 ml, farblos Biozym
SafeSeal GefaR 1,5ml Sarstedt
Spritzenfilter ROTILABO® PVDF, 0,22 pm Carl Roth
Zellkulturplatte 6-well Sarstedt
6.1.4 Chemikalien, Enzyme und Kits
Tabelle 12: Verwendete Chemikalien, Enzyme und Kits
Chemikalie/Enzym/Kit Hersteller
Aceton Merck
Agar 100 Resin Kit Agar Scientific
Agarose Biozym
ChemiBlocker Millipore
Chromkaliumsulfat Fluka
Concanavalin A from Canavalia ensiformis Sigma-Aldrich
(Jack bean)
Deoxyribonuclease | from bovine pancreas Sigma-Aldrich
di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat VWR
Diphtherietoxin Sigma-Aldrich
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Dulbecco's Modified Eagle's Medium
D(+)-Saccharose

EDTA

Essigséure

Ethanol

Fetales Kélberserum

Gelatine

Glutaraldehyde 25% EM Grade

Hank’s Balanced Salt Solution without Ca?",
Mg?*, with phenol red, with 0.35 g/l NaHCO3

Hepes-Buffer (1M)

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat

KAPA HotStart Mouse Genotyping Kit
L-Cystein Hydrochlorid

L-Glutamin 200 mM

Natriumazid

Natriumbicarbonat

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat
Natriumtetraborat Decahydrat
Normalserum (Ziege)-unkonj.
NucleoSpin RNA XS

Nuklease-freies Wasser

Oligo(dT)1s Primer

OmniPur, WFI Quality Water, Sterile Filtered
Osmiumtetroxidlosung 4 %
Penicillin/Streptomycin

Papain, Suspension

Paraformaldehyd

Random Primers

RiboLock RNase-Inhibitor

Roti®Mix PCR3

Tissue-Tek O.C.T. Compound

Biochrom

Carl Roth
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Carl Roth

Biochrom
Sigma-Aldrich

Agar Scientific
Biochrom

Merck

Acros

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Alrich
PromoCell

Merck

Merck

VWR

Fluka

Sigma-Aldrich
Dianova
MACHEREY-NAGEL
Qiagen

Promega

Calbiochem

Carl Roth

Biochrom
Worthington Biochemical Corporation
Carl Roth

Promega

Thermo Fisher Scientific
Carl Roth

Sakura Finetek
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Toluidine Blue O zinc chloride double salt
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
Triton X-100

VECTASHIELD Mounting Medium

Acros Organics
VWR
Sigma-Aldrich
Vector Laboratories

6.1.5 Antikorper

Tabelle 13: Verwendete priméare Antikdrper

Antigen Spezies, Typ Verdinnung Hersteller, Katalognummer,

RRID

Calbindin Kaninchen, polyklonal 1:500
ChAT Ziege, polyklonal 1:1000
Cone arrestin ~ Kaninchen, polyklonal 1:1000

Calsenilin Maus, monoklonal 1:2000
Cavl.l Maus, monoklonal 1:500
CtBP2 Maus, monoklonal 1:5000
GluK1 Maus, monoklonal 1:200
HCN4 Ratte, polyklonal 1:100
mGIuR6 Schaf, polyklonal 1:100
N-Cadherin Maus, monoklonal 1:200
PKARIIB Maus, monoklonal 1:1500
PKCa Ziege, polyklonal 1:500
PKCa Maus, monoklonal 1:500
PSD-95 Maus, monoklonal 1:5000
SCGN Schaf, polyklonal 1:1000

Swant, CB-38, AB_2721225
Millipore, AB144P, AB_2079751
Millipore, AB15282, AB_1163387
Millipore, 05-756, AB_309969
Millipore, MAB427, AB_2069582

BD Biosciences, 612044,
AB 399431

Santa Cruz Biotechnology, sc-
393420, AB_2716684

Frank Muller (Forschungszentrum
Julich, Jalich, Deutschland) (Maller
et al. 2003)

Kirill A. Martemyanov (The
Scripps Research Institute, Jupiter,
Florida, USA) (Cao et al. 2011)

Thermo Fisher Scientific, 33-3900,
AB 2313779

BD Biosciences, 610625,
AB_ 397957

R&D Systems, AF5340,
AB_2168552

Santa Cruz Biotechnology, sc-80,
AB_628141

NeuroMab, 75-028, AB_2307331

BioVendor Laboratory Medicine,
RD184120100, AB 2034062
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Tabelle 14: Verwendete sekundéare Antikdrper

Sekundarer Antikorper

Verdinnung Hersteller,
Katalognummer, RRID

Donkey anti-Goat 1gG (H+L) Cross-Adsorbed
Secondary Antibody, Alexa Fluor 568

Donkey anti-Mouse IgG (H+L) Highly Cross-
Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor
488

Donkey anti-Mouse IgG (H+L) Highly Cross-
Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor
568

Donkey anti-Sheep IgG (H+L) Cross-Adsorbed
Secondary Antibody, Alexa Fluor 488

Goat anti-Mouse 1gG (H+L) Cross-Adsorbed
Secondary Antibody, Alexa Fluor 488

Goat anti-Mouse 1gG (H+L) Cross-Adsorbed
Secondary Antibody, Alexa Fluor 568

Goat anti-Rabbit 1gG (H+L) Highly Cross-
Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor
488

Goat anti-Rabbit 19G (H+L) Cross-Adsorbed
Secondary Antibody, Alexa Fluor 568

1:600 Thermo Fisher Scientific,
A-11057, AB_142581
1:600 Thermo Fisher Scientific,

A-21202, AB_141607

1:600 Thermo Fisher Scientific,
A10037, AB_ 2534013

1:600 Thermo Fisher Scientific,
A-11015, AB_2534082
1:600 Thermo Fisher Scientific,
A-11001; AB_2534069
1:600 Thermo Fisher Scientific,
A-11004, AB_ 2534072
1:600 Thermo Fisher Scientific,

A-11034, AB_2576217

1:600 Thermo Fisher Scientific,
A-11011, AB_ 143157

6.1.6 Primer

Tabelle 15: Verwendete Primer

Primer Sequenz (5¢->3°) Amplikon-GroRe
Cx57 forward CAGATGATGGACGGTGTTGA 451 bp

Cx57 reverse CATCTCGGCATCAGGAAAAT

N-Cadherin forward AGGCTTCTGGTGAAATTGCAT 176 bp
N-Cadherin reverse GTCCACCTTGAAATCTGCTGG
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6.1.7 Programme

Tabelle 16: Verwendete Programme

Programm

Hersteller, RRID

Adobe Photoshop CS6 Extended

Fiji

GraphPad Prism 5
Huygens Software

Leica Application Suite X

Adobe Systems, SCR_014199
(Schindelin et al., 2012), SCR_002285
GraphPad Software, SCR_002798
Scientific Volume Imaging, SCR_014237
Leica Microsystems, SCR_013673

6.1.8 Losungen und Puffer

Tabelle 17: Verwendete Losungen und Puffer

Lésung/ Puffer

Zusammensetzung

Blockierldsung

Cystein-Stocklosung

DNase I-Ldsung

Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM) mit
Zusatzen

EDTA-Stockldsung

Elektrodenlosung

5 % (v/v) ChemiBLOCKER
0,3 % (v/v) Triton X-100
0,02 % (w/v) NaNs

in0,1 M PB

sterilfiltiert

10 mM (w/v) L-Cystein

in HBSS mit Zusatzen

Einstellung des pH-Werts auf 7,4 mit NaOH
sterilfiltriert

1 mg DNasel (2840 U/mg)

in 25,6 ml DMEM mit Zuséatzen

+ 2,8 ml fetales Kélberserum (10 %)
sterilfiltriert

10 ml Dulbecco's Modified Eagle's Medium

+ 2,7 ml Natriumbicarbonat (7,5 %)

+ 1 ml Penicillin/Streptomycin

+ 1 ml L-Glutamin (200 mM)

+ 1 ml Hepes (100 mM)

+ 83,3 ml OmniPur, WFI Quality Water, Sterile Filtered

10 mM EDTA
in Hank’s Balanced Salt Solution ohne Ca?* und Mg?*
sterilfiltiert

0,375 pl RiboLock RNase-Inhibitor
+ 0,75 pl 10X DNase | Reaction Buffer
+ 6,375 pl Nuklease-freies Wasser
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Fixierlésung far
Elektronenmikroskopie

Fixierlésung flr
Immunhistochemie

Beschichtungslosung fur
Objekttrager

Hank’s Balanced Salt Solution
(HBSS) mit Zusatzen

Papain-L6sung

Phosphatpuffer (PB), 0,1 M

Phosphat-gepufferte
Salzlésung (PBS)

TRIS-Acetat-EDTA (TAE)-
Puffer (50x)

TRIS-gepufferte Salzldsung
mit Triton X-100 (TBSTX)

1 % (w/v) Paraformaldehyd
3 % (w/v) Sucrose

2,5 % (v/v) Glutaraldehyd
in 0,05 M PB

2 % (w/v) Paraformaldehyd
3 % (w/v) Sucrose
in0,1 M PB

1,3 % (w/v) Gelatine

0,09 % (w/v) Chromkaliumsulfat
25 % (v/v) Ethanol

6,1 % (v/v) Essigsaure

in H20

97 ml Hank’s Balanced Salt Solution ohne Ca?* und Mg?
+ 1 ml EDTA-Stocklésung

+ 1 ml Hepes (100 mM)

+ 1 ml Penicillin/Streptomycin

884 ul HBSS mit Zusatzen
+ 100 pl Cystein-Stocklésung
+ 16 pl Papain, Suspension (1254 U/ml)

0,1 M Na;HPO4

in H20

Einstellung des pH-Werts auf 7,4 durch Zugabe von
0,1 M NaH2PO4in H20

140 mM NaCl
2,7 mM KCI

1,5 mM KH2POq4
8,1 mM NazHPO4
in H0

242 g TRIS

+ 57 ml Essigsdure

+100 ml 0,5 M EDTA in H20 (pH 8,0)
ad 1000 ml H.0O

50 mM TRIS

1,5 % (w/v) NaCl

0,3 % (v/v) Triton X-100

Einstellung des pH-Werts auf 7,6 mit HCI

89



Anhang

6.2 Publikationen

6.2.1 Ubersicht

Die Inhalte folgender Publikationen sind Bestandteil der vorliegenden Dissertation:

1. Nemitz L, Dedek K, Janssen-Bienhold U (2019): Rod bipolar cells require horizontal
cells for invagination into the terminals of rod photoreceptors. Front Cell Neurosci 13,
423

2. Nemitz L, Dedek K, Janssen-Bienhold U (2020): Synaptic remodeling in the cone

pathway after early postnatal horizontal cell ablation. (Front Cell Neurosci, in Revision)

Weitere Publikation, deren Inhalt nicht in dieser Arbeit thematisiert wird:

3. Tetenborg S, Wang HY, Nemitz L, Depping A, Espejo AB, Aseervatham J, Bedford
MT, Janssen-Bienhold U, O’Brien J, Dedek K (2020): Phosphorylation of connexin36
near the C-terminus switches binding affinities for PDZ-domain and 14-3-3 proteins in
vitro. Sci Rep 10, 18379
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6.2.2 Rod bipolar cells require horizontal cells for invagination into the terminals of rod
photoreceptors

Autoren:
Lena Nemitz!, Karin Dedek?3, Ulrike Janssen-Bienhold!?

!Neurobiologie des Sehens, Department fiir Neurowissenschaften, Universitat Oldenburg,
Oldenburg, Deutschland

2Neurosensorik, Institut fiir Biologie und Umweltwissenschaften, Universitat Oldenburg,
Oldenburg, Deutschland

3Forschungszentrum Neurosensorik, Universitat Oldenburg, Oldenburg, Deutschland

Autorenbeitrage:

LN, KD und UJB konzipierten die Experimente; UJB fuhrte die DT-Injektionen und
Gewebepraparation  durch; LN fuhrte die Immunhistochemie, Bildaufnahmen,
Elektronenmikroskopie, Quantifizierung und statistische Analyse durch; alle Autoren trugen
zur Interpretation der Daten bei; LN erstellte die Abbildungen und schrieb einen ersten Entwurf

des Manuskripts; KD und UJB (berarbeiteten das Manuskript.

Veroffentlicht in:

Frontiers in Cellular Neuroscience
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Rod Bipolar Cells Require Horizontal
Cells for Invagination Into the
Terminals of Rod Photoreceptors

Lena Nemitz', Karin Dedek?3? and Ulrike Janssen-Bienhold3*

" Visual Neuroscience, Department of Neuroscience, University of Oldenburg, Oldenburg, Germany, * Animal
Navigation/Neurosensorics, Institute for Biology and Environmental Sciences, University of Oldenburg, Oldenburg, Germany,
# Research Center Neurosensory Science, University of Oldenburg, Oldenburg, Germany

In the central nervous system, neuronal processing relies on the precisely orchestrated
formation of synapses during development. The first synapse of the visual system is
a triad synapse, comprising photoreceptors, horizontal cells and bipolar cells. During
the second postnatal week, the axon terminal processes of horizontal cells invaginate
rod spherules, followed by rod bipolar cell dendrites. Both elements finally oppose the
synaptic ribbon (the release site of glutamate). However, it has not been fully elucidated
whether horizontal cells are essential for rod bipolar cell dendrites to find their way
into the rod terminal. In the present study, we investigated this question by specifically
ablating horizontal cells from the early postnatal mouse retina. We monitored the
formation of the rod-to-rod bipolar cell synapse during retinal maturation until postnatal
day 21. Based on quantitative electron microscopy, we found that without horizontal
cells, the dendrites of rod bipolar cells never entered rod terminals. Furthermore,
rods displayed significantly fewer and shorter presynaptic ribbons, suggesting that
glutamate release is decreased, which coincided with significantly reduced expression
of postsynaptic proteins (MGIURG, GPR179) in rod bipolar cells. Collectively, our findings
uncover that horizontal cells are indeed necessary guideposts for rod bipolar cells.
Whether horizontal cells release diffusible guidance cues or provide structural guidance
by expressing specific cell adhesion molecules remains to be seen.

Keywords: vision, retina, synapse formation, synaptogenesis, ribbon synapse, photoreceptors, horizontal cells,
bipolar cells

INTRODUCTION

The establishment of functional neuronal circuits is crucial for information processing in the
central nervous system and requires the formation of precise synaptic connections between
different neurons. However, the mechanisms by which specific synapses are assembled are not
fully understood.

At the first synapse of the visual system, photoreceptors transfer light information to horizontal
cells and bipolar cells. While horizontal cell processes and ON bipolar cell dendrites invaginate
into the photoreceptor terminals and form so-called triad synapses, OFF bipolar cells make non-
invaginating contacts at the base of the photoreceptor terminal (Haverkamp et al., 2000). In contrast
to rod spherules, which are connected to the axon terminals of horizontal cells, cone pedicles are
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contacted by horizontal cell dendrites (Peichl and Gonzdlez-
Soriano, 1994). The temporal sequence of triad formation is
well described in the mouse retina (Blanks et al., 1974; Rich
et al.,, 1997; Sherry et al., 2003). Rod synaptogenesis is initiated
at postnatal day 8 (P8) by the invasion of rod terminals into
the outer plexiform layer (OPL). The ribbon, an electron-dense
structure surrounded by tethered synaptic vesicles, is attached
to the rod membrane and the terminal is contacted by a
single horizontal process. Beginning at P9, a second horizontal
cell process is recruited and both processes invaginate into
the terminal, assuming the positions lateral to the presynaptic
ribbon. One day later, one or two ON bipolar cell dendrites
start to enter the terminal as the central elements of the triad.
Cones synaptogenesis follows the same sequence of events but is
initiated 3-4 days earlier. Triad formation is complete for rods
and cones by eye opening around P14.

Several studies using knock-out mice have identified
molecules that play important roles in the assembly of
photoreceptor ribbon synapses. The cell adhesion protein
ELFN1, which is expressed in rods, interacts transsynaptically
with mGluR6, the glutamate receptor subunit of ON bipolar
cells, and is essential for the selective wiring of rods and rod
bipolar cells (Cao et al., 2015). Furthermore, rod photoreceptors
express SynCAMI1, which has also been shown to promote
the invagination of ON bipolar cell dendrites (Ribic et al.,
2014). Another crucial element for synapse formation between
photoreceptors and ON bipolar cells is the transsynaptic
interaction between the dystroglycan-pikachurin complex of
photoreceptors and the orphan receptor GPR179 of ON bipolar
cells (Orlandi et al., 2018). Horizontal cells have been reported to
express the cell adhesion molecule NGL-2 (Soto et al., 2013, 2018)
and the transmembrane semaphorin Sema6A and its receptor
PlexinA4 (Matsuoka et al., 2012), which promote horizontal cell
invagination into the rod terminal. Moreover, horizontal cells
have been shown to help maintaining the triad synapse (Sonntag
etal, 2012; Keeley et al., 2013; Wu et al., 2013; Chaya et al., 2017).
Two previous studies have attempted to elucidate the role of
horizontal cells in the formation of the OPL in the mouse retina.
Keeley et al. (2013) revealed that horizontal cells are not essential
for the initial targeting of photoreceptor terminals and bipolar
cell dendrites to the OPL by using Lim1 conditional knock-out
mice, in which horizontal cells are partially mispositioned to
the inner retina. In addition, Wu et al. (2013) reported that
photoreceptor terminals of OcI knock-out mice, that lack ~80%
of horizontal cells, contained less invaginations and displayed a
loss of the classic triadic organization of postsynaptic processes.
These defects were already present at P16, shortly after triad
formation is completed in wild-type mice, suggesting that
horizontal cells might play an important role in the assembly of
photoreceptor ribbon synapses. However, it still remains unclear
to which extent synaptic contacts between photoreceptors and
ON bipolar cells are formed in the absence of horizontal cells,
as the removal of horizontal cells from the OPL has never
been complete and synapse assembly has never been studied
during development.

In the present study, we investigated the role of horizontal
cells in the assembly of the rod-to-rod bipolar cell synapse by

Triad Synapse Formation

specifically ablating horizontal cells from the early postnatal
mouse retina via diphtheria toxin receptor (DTR)-mediated cell
knock-out. We monitored the formation of the rod synapse
in the absence of horizontal cells using quantitative electron
microscopy and immunohistochemistry. Our analysis revealed
that invaginating (rod) ON bipolar cell dendrites were completely
absent from horizontal cell-deficient rod terminals. Furthermore,
synaptic ribbon assembly was disrupted and the expression
of the postsynaptic proteins mGluR6 and GPR179 at the
dendritic tips of rod bipolar cells was strongly reduced. These
findings demonstrate that horizontal cells are critical for synapse
formation between rods and rod bipolar cells.

MATERIALS AND METHODS

Animals

The generation of Cx57-DTRfrtCre mice has been described
previously (Sonntag et al., 2012). Cx57-DTRfrtCre mice can be
obtained from the European Mouse Mutant Archive. Animals
were housed on a 12 h light/dark cycle with water and food
ad libitum. For the experiments, mice of either sex were used.
All procedures were performed in accordance with the law
on animal protection (Tierschutzgesetz) issued by the German
Federal Government and approved by the local animal welfare
committee (Niedersichsisches Landesamt fiir Verbraucherschutz
und Lebensmittelsicherheit).

DT Injections
Control (Cx57+/%) and Cx57+t/PT™R mice were injected
intraperitoneally with 12.5 to 20 ng diphtheria toxin (DT,
Sigma) at P4 and P5.

Tissue Preparation

Mice were killed by decapitation (P8, P11) or deeply anesthetized
with CO; and killed by cervical dislocation (P15, P21). DT
treatment did not affect eye opening around P14 of Cx577/+
and Cx57%/P™R mice. Eyes were enucleated and cornea, lens
and vitreous body were removed in physiological phosphate
buffered saline (pH 7.4). For immunohistochemistry, dissected
eyecups were fixed in 2% paraformaldehyde (PFA) and 3%
sucrose in 0.1 M phosphate buffer (PB, pH 7.4) for 20 min at
room temperature (RT). For electron microscopy, retinae were
isolated from the eyecups and fixed in 1% PFA, 3% sucrose and
2.5% glutaraldehyde in 0.05 M PB overnight at 4°C, washed in
0.1 M PB (3 x 30 min) and post-fixed in 1% OsO4 in 0.1 M
PB for 1 h at RT.

Immunohistochemistry and Image
Acquisition

After fixation, eyecups of Cx577/* (n = 3-6 for each
developmental stage) and Cx577/PTR (n = 3-6 for each
developmental stage) mice were washed in 0.1 M PB (3 x 10 min)
and cryoprotected with 30% sucrose in 0.1 M PB overnight
at 4°C. The following day, tissue was embedded in Tissue-Tek
O.C.T. Compound (Sakura Finetek) and sectioned vertically at
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TABLE 1 | List of primary antibodies used in this study.

Antibody Host, type

Calbindin D-28k

Cone arrestin

CtBP2
Dihydropyridine-sensitive
calcium channel a1 subunit

Rabbit, polyclonal
Rabbit, polyclonal
Mouse, monoclonal
Mouse, monoclonal

mGIuR6 Sheep, polyclonal
PKCua Goat, polyclonal
PKCa Mouse, monoclonal
PSD-95 Mouse, monoclonal

Triad Synapse Formation

Dilution Source, Catalog #, RRID
1:500 Swant, CB-38, AB_2721225
1:1,000 Millipore, AB15282, AB_1163387
1:5,000 BD Biosciences, 612044, AB_399431
1:500 Millipore, MAB427, AB_2069582
1:100 Gift from Kirill A. Martemyanov (Cao et al., 2011)
1:500 R&D Systems, AF5340, AB_2168552
1:500 Santa Cruz Biotechnology, sc-80, AB_628141
1:5,000 NeuroMab, 75-028, AB_2307331

20 pm using a Leica CM1860 cryostat. Cryosections were blocked
with 5% ChemiBLOCKER (Millipore), 0.3% Triton X-100 and
0.02% NaNj3 in 0.1 M PB for 1 h at RT and incubated with
primary antibodies in blocking solution overnight at 4°C. A list
of primary antibodies is given in Table 1. After washing in
0.1 M PB (3 x 10 min), sections were incubated with secondary
antibodies in blocking solution for 2 h at RT, washed again in
0.1 M PB (3 x 10 min) and mounted in Vectashield (Vector
Laboratories). Secondary antibodies used were from donkey or
goat and conjugated to either Alexa 488 or Alexa 568 (1:600,
Thermo Fisher Scientific).

Images were acquired using a Leica TCS SP8 confocal laser
scanning microscope. Scanning was performed with an HC PL
APO CS2 63x/1.4 oil objective at a resolution of 1024 x 1024
pixels and a z-axis increment of 0.2 um. Maximum projections
of collapsed confocal stacks are shown. Brightness and contrast
were adjusted using Fiji (Schindelin et al., 2012).

Electron Microscopy

Fixed retinae were washed in 0.1 M PB (3 x 10 min), dehydrated
in a series of 50 to 100% acetone and incubated in a 1:1 mixture of
acetone and Agar 100 Resin (Agar Scientific) for 1 h at RT. After
incubation in pure Agar 100 Resin overnight at RT, embedding
medium was hardened for 48 h at 60°C. Embedded retinae were
cut using a Reichert-Jung Ultracut E ultramicrotome. Semithin
sections (0.5 jum thickness) were collected on slides, stained with
2% toluidine blue and 0.5% sodium borate in double-distilled
water and examined with a Leica DM6 microscope. Ultrathin
sections (90 nm thickness) were collected on copper grids and
analyzed using a Zeiss EM 902A electron microscope. Electron
micrographs were adjusted in brightness and contrast using
Adobe Photoshop CS6 Extended (Adobe Systems).

Quantification and Statistical Analysis

To quantify the OPL thickness in toluidine blue-stained semithin
sections of Cx571/% (n =3 for P8, n = 4 for P11, n = 5 for P15,
n =3 for P21) and Cx57/PTR (4 = 3 for P8, n = 4 for P11, n =3
for P15, n = 2 for P21) retinae, we measured the distance from
outer nuclear layer (ONL) to inner nuclear layer (INL) somata at
10 locations per animal using the line tool in Fiji. For comparison
of rod synaptogenesis in Cx57+/% (n = 4 for P11, n = 3 for P15)
and Cx571/PTR mice (n = 4 for P11, n = 5 for P15), we analyzed
between 746 and 1177 rod terminal profiles for each genotype

and developmental stage and classified them into four categories:
(1) empty terminals (profiles without invaginations), (2) monads
(profiles with one invaginating horizontal cell process), (3) dyads
(profiles with two invaginating horizontal cell processes) and
(4) triads (profiles with at least one invaginating ON bipolar
cell dendrite). Rod terminal profiles that could not be clearly
assigned to one of these groups were categorized as unclassified.
To compare the frequency of rod terminals with and without
ribbons between genotypes, the same set of rod terminal profiles
was analyzed. For the quantification of ribbon sizes in wild-type
(n = 3) and horizontal cell-ablated (n = 5) retinae at P15, we
measured the length of 30 ribbons per animal using the line
tool in Fiji. To compare mGluR6- and GPR179-positive puncta
between Cx571/% (n = 3) and Cx57t/PTR (5 = 5) mice at P15,
confocal stacks were deconvolved with a theoretical point spread
function using Huygens Essential deconvolution software (SVI)
and further processed in Fiji. Background-subtracted single scans
were used for the analysis. Intensity thresholds were set manually
and kept constant for both experimental groups. Number and
average size of puncta were determined for 9 regions of interest
(46.08 x 25.25 pum, covering the OPL and proximal ONL) per
animal using the Analyze particles function in Fiji. Particles <0.81
and >22.50 um? were excluded from the analysis to prevent the
inclusion of noise and stained blood vessels.

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism
5 (GraphPad Software). A p value <0.05 was considered
statistically significant. Data are presented as mean + standard
deviation (SD).

To compare OPL thickness, ribbon length and the number and
average size of mGluR6- and GPR179-positive puncta between
Cx577/% and Cx57t/PTR mice, Wilcoxon rank sum test was
used. Differences in rod synaptogenesis stages and frequencies of
ribbons in rod terminals were analyzed using % * test and Fisher’s
exact test, respectively.

RESULTS

Early Postnatal Horizontal Cell Ablation
Causes Defects in the Development of
the OPL

Previous attempts to ablate horizontal cells during retinal
development by intravitreal injection of kainic acid at the
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day of birth (Messersmith and Redburn, 1990) and oncogene
expression under the control of the phenylethanolamine
N-methyltransferase promoter (Hammang et al., 1993; Peachey
et al.,, 1997) were not cell class-specific and the elimination of
horizontal cells from the OPL by knock-out of Liml (Poche
et al., 2007; Keeley et al., 2013) and Ocl (Wu et al., 2013) did
not affect the whole horizontal cell population. In the rabbit
retina, the ablation of horizontal cells alters the segregation
of retinal cells into distinct laminae and increases the rod-
to-cone ratio (Messersmith and Redburn, 1990). To minimize
any potential impact of horizontal cell ablation on retinal
lamination and cell differentiation, we here ablated horizontal
cells after they had migrated to their final position in the
distal part of the inner nuclear layer but immediately before
their axon terminal processes invaginate into the rod terminal.

Triad Synapse Formation

For the ablation, we used Cx57-DTRfrtCre mice (Sonntag
et al., 2012) that express the primate DTR under the control
of the horizontal cell-specific connexin57 (Cx57) promoter
and intraperitoneally administered diphtheria toxin (DT) at
postnatal day 4 (P4) and P5. To verify the loss of horizontal
cells, we labeled retinal cryosections with an antibody against
the horizontal cell marker calbindin (Haverkamp and Wassle,
2000). Calbindin immunoreactivity was drastically reduced in
horizontal cells at P8 (Figure 1B) and completely absent
from the outer retina from P11 onward (Figures 1D,EH),
indicating that the entire cell class was successfully ablated. The
gross morphology of calbindin-positive amacrine and ganglion
cells was comparable to that in the control (Figures 1A-H),
demonstrating that the ablation is specific and restricted to
horizontal cells.

Cx574lDTR

Cx57

P11

P15

P21

FIGURE 1 | Eliminating horizontal cells during early postnatal development results in defective formation of the OPL. (A-H) Retinal cryosections of DT-injected
Cx57+/* and Cx57+/PTR mice were stained for calbindin, a horizontal cell marker. In Cx57+/PTR retinae, calbindin labeling of horizontal cells was strongly reduced
at P8 (B) and completely missing as early as P11 (D,F,H). The gross morphology of calbindin-immunoreactive amacrine and ganglion cells was unaltered. (I-P)
Toluidine blue staining of retinal semithin sections from Cx57+/+ and Cx57+/0TR mice. The OPL of horizontal cell-ablated retinae was markedly thinner from P8 to
P21 compared to wild-type retinae. The thickness of all other retinal layers was similar for both genotypes. (@-T) Quantification of OPL thickness in Cx57%/* (n =3
for P8, n = 4 for P11, n = 5 for P15, n = 3 for P21) and Cx571/P7R (n = 3 for P8, n = 4 for P11, n = 3 for P15, n = 2 for P21) mice. p < 0.01 (P8), p < 0.0001 (P11,
P15, P21), Wilcoxon rank sum test. Values are presented as mean + SD. **p < 0.01, ***p < 0.001. Scale bars, 50 pm.
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To investigate the effects of early postnatal horizontal cell
ablation on the development of the overall morphology of
the retina, we stained retinal semithin sections of DT-injected
Cx57%/% and Cx57+/PTR mice with toluidine blue (Figures 11-
P). Compared with wild-type retinae, horizontal cell-ablated
retinae showed a significant reduction in the thickness of the
OPL between P8 and P21 (Figures 1Q-T; P8: p < 0.01; P11,
P15, P21: p < 0.0001, Wilcoxon rank sum test), suggesting
that the assembly of this layer, which contains the synapses
between photoreceptors, horizontal cells and bipolar cells, is
defective. By contrast, all other retinal layers were similar
in thickness (Figures 1I-P) and labeling for Miiller cells
with glutamate synthetase did not show any gross differences
(Supplementary Figure S1).

Horizontal Cells Are Required for ON

Bipolar Cell Invagination in Rods

To study the role of horizontal cells in the formation of rod
synapses, we examined individual rod terminal profiles in the
OPL of Cx57%/* and Cx57+/PTR mice by electron microscopy
and classified them according to their developmental stage into
(1) empty terminals (profiles without invaginations), (2) monads
(profiles with one invaginating horizontal cell process), (3) dyads
(profiles with two invaginating horizontal cell processes) and (4)
triads (profiles with at least one invaginating ON bipolar cell

Triad Synapse Formation

dendrite). For the analysis, two different time points were chosen:
P11 (one day after the beginning of triad formation) and P15 (one
day after triad formation is complete).

The electron microscopic examination revealed that at P11,
the majority of rod terminal profiles from Cx57%/* mice were
empty. A substantial portion had invaginations from either one
or two horizontal cell processes and only very few terminals
already displayed the classic triad configuration at this time point
(Figure 2C; 46% empty, 18% monads, 23% dyads, 8% triads, 5%
unclassified, analysis of 849 rod terminal profiles from n = 4
mice). By P15, most of the rod terminal profiles in controls
contained triads and the percentage of empty terminals was
decreased compared to P11, as expected (Figures 2A,C; 27%
empty, 18% monads, 18% dyads, 34% triads, 3% unclassified,
analysis of 746 rod terminal profiles from # = 3 mice). In contrast,
in Cx57+/PTR mice, the vast majority of rod terminal profiles
did not show any invaginations at either developmental stage.
Occasionally, we observed profiles containing remnants from
horizontal cells. However, invaginating ON bipolar cell dendrites
were found at a very low frequency and only in terminals with
horizontal cell leftovers (Figures 2B,C; P11: 88% empty, 4%
monads, 2% dyads, <1% triads, 6% unclassified, analysis of 824
rod terminal profiles from n = 4 mice; P15: 78% empty, 8%
monads, 2% dyads, <1% triads, 11% unclassified, analysis of
1177 rod terminal profiles from n = 5 mice). The distribution
of rod synaptogenesis stages was significantly different between
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FIGURE 2 | Rod terminals of horizontal cell-ablated mice lack ON bipolar cell invaginations. (A,B) Representative electron micrographs of rod terminals from
Cx57+/+ and Cx57+/PTR mice at P15. Rod terminal profiles (yellow) in wild-type retinae showed large presynaptic ribbons (arrowheads) and invaginations from
horizontal cells (blue) and ON bipolar cells (red) (A). In contrast, rod terminal profiles in horizontal cell-ablated retinae typically lacked any invaginations. Synaptic
ribbons were absent or shorter (arrowhead) (B). (C) Quantification of rod synaptogenesis stages in Cx57+/* and Cx57+ /DTR mice at P11 and P15. Between 746
and 1177 rod terminal profiles from wild-type (n = 4 for P11 and n = 3 for P15) and Cx57+/07R mice (n = 4 for P11, n = 5 for P15) were analyzed for each age. Rod
terminal profiles without invaginations were designated as empty, rod terminal profiles with one or two horizontal cell process were designated as monads or dyads,
respectively, and rod terminal profiles containing at least one invaginating ON bipolar cell dendrite were designated as triads. p < 0.0001, %2 test. (D) Frequencies of
rod terminal profiles with and without ribbons in wild-type (n = 3) and horizontal cell-ablated (n = 5) retinae. p < 0.0001, Fisher’s exact test. (E) Quantification of
ribbon lengths in Cx57+/+ (n = 3) and Cx57+/PTR (n = 5) mice. p < 0.0001, Wilcoxon rank rum test. Values are presented as mean + SD. ***p < 0.001. Scale bar,
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Cx57%/% and Cx577/PTR mice (P11, P15: p < 0.0001, %> test).
As we never found a rod terminal profile containing only ON
bipolar dendrites (but no remnants of horizontal cells) at any age,
our data strongly indicates that horizontal cells are indispensable
for rod bipolar cells to invaginate into rod terminals.

In addition to the lack of invaginating contacts, rod terminal
profiles of horizontal cell-ablated mice displayed less presynaptic
ribbons at P15 (Figures 2A,B,D; Cx57%/*: 81% with ribbons,
19% without ribbons, analysis of 746 rod terminal profiles from
n = 3 mice; Cx571/PTR. 399 with ribbons, 61% without ribbons,
analysis of 1177 rod terminal profiles from »n = 5 mice; p < 0.0001,
Fisher’s exact test). If present, ribbons in Cx57+/PTR retinae were
significantly shorter compared to ribbons in wild-type retinae
(Figures 2A,B,E; Cx57+/%: 0.40 + 0.23 um, n = 3; Cx57+/PTR;
0.24 +0.17 pm, n = 5; p < 0.0001, Wilcoxon rank sum test).

Horizontal Cell-Ablated Mice Display a
Retraction of Rod Terminals and

Disrupted Ribbon Assembly

The low OPL thickness in Cx571/PTR mice (Figures 1J,L,N,P)
points to a reduced number of photoreceptor terminals within
this layer. To examine their localization in the retina, we
stained photoreceptor terminals and cone photoreceptors in
Cx57%/* (Figures 3A-D) and Cx571/PTR retinae (Figures 3E-
H) with antibodies specific for PSD-95 and cone arrestin,
respectively, which allowed us to discriminate between rod and
cone terminals. At P8, rod spherules were already present in
the OPL of Cx57+/PTR mice (Figure 3E), growing in number
until P11 (Figure 3F). This finding is in line with previous
studies reporting that horizontal cells are not necessary for
targeting of rod terminals to the OPL (Messersmith and Redburn,
1990; Keeley et al., 2013). In addition, we observed an increase
in ectopic rod spherules in the ONL between P11 and P21
(Figures 3F-H, arrowheads), demonstrating that rods retract
their axon terminals following early postnatal horizontal cell
ablation. By contrast, cone terminals generally remained in the
OPL (Figures 3E-H).

During photoreceptor synaptogenesis, ribbons are assembled
from non-membranous precursor spheres (Regus-Leidig et al.,
2009). Our ultrastructural analysis showed that synaptic ribbons
were either absent from rod terminals in horizontal cell-ablated
mice or shorter when compared to controls (Figures 2B,D,E,
arrowhead). To confirm this finding, we labeled retinal sections
from Cx577/% and Cx577/PTR mice for CtBP2, a ribbon
marker, and cone arrestin, which enabled us to distinguish
between ribbons of rods and cones. In wild-type retinae, CtBP2
immunolabeling was almost completely confined to the OPL
(Figures 3I-L), whereas in horizontal cell-ablated retinae, we
frequently found ectopic CtBP2-positive structures in the ONL
(Figures 3M-P, arrowheads), in agreement with the retraction of
rod terminals we observed. The typical horseshoe shape of the
ribbons was clearly visible as early as P15 in the wild-type retina
(Figures 3K,KSL). Consistent with the electron microscopic
observations, CtBP2 labeling in horizontal cell-ablated mice
was rather punctate, even at P15 and P21 (Figures 30,0%P),
suggesting that synaptic ribbon assembly is impaired after
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ablation of horizontal cells. This is in line with earlier reports
showing that ribbons are missing or shorter in photoreceptor
terminals of horizontal cell-deficient mice (Sonntag et al., 2012;
Keeley et al., 2013; Wu et al., 2013).

Recruitment of mGluR6 and GPR179 to
the Dendritic Tips of Rod Bipolar Cells Is
Impaired in Horizontal Cell-Ablated Mice

To assess changes on the postsynaptic side, we stained rod bipolar
cells with an antibody against protein kinase C alpha (PKCa)
and components of the ON bipolar cell signaling complex with
antibodies against the metabotropic glutamate receptor mGluR6
and Ca,1.1. The latter cross-reacts with GPR179 (Hasan et al.,
2016), a G protein-coupled receptor serving as a membrane
anchor for regulators of G-protein signaling (Orlandi et al., 2012).
During retinal development, ON bipolar cell dendrites emerge
from neuroepithelial-like processes that terminate at the outer
limiting membrane (Morgan et al., 2006). By P8, rod bipolar cells
from wild-type mice had already established a dendritic network
in the OPL and rod bipolar cell dendritic tips were decorated
with some mGluR6-immunoreactive puncta (Figure 4A). The
number and size of mGluR6-positive puncta increased until
the retina reached maturity at P21 (Figures 4A-D). GPR179
immunoreactivity was first detectable in the developing OPL at
P15 (Figures 41-L). Compared to wild-type mice, rod bipolar cell
dendrites from Cx57/PTR mice were less branched and showed
progressive sprouting into the ONL. Furthermore, the expression
of mGluR6 and GPR179 in rod bipolar cell processes was greatly
reduced throughout development (Figures 4E-H,M-P). We
quantified this for P15 and found the number and average size
of mGluR6- and GPR170-positive puncta significantly reduced in
horizontal cell-ablated mice (Table 2). Thus, our data suggest that
postsynaptic targeting of mGluR6 cascade-related elements to the
dendritic tips of rod bipolar cells is compromised in the absence
of horizontal cells, potentially because glutamatergic input from
photoreceptors is impaired.

DISCUSSION

In this study, we investigated the role of horizontal cells
in the formation of the rod photoreceptor synapse by
ablating horizontal cells from the early postnatal mouse retina.
Our immunohistochemical and electron microscopic analysis
revealed that in the absence of horizontal cells (1) ON bipolar
cells were not able to invaginate into rod terminals, (2)
presynaptic ribbon assembly was disrupted and (3) postsynaptic
accumulation of mGIuR6 signaling complex components in
ON bipolar cells was impaired. These results demonstrate that
horizontal cells are indispensable for the assembly of the rod-to-
rod bipolar cell synapse (Figure 5).

Keeley et al. (2013) investigated the role of horizontal
cells in the formation and maintenance of the OPL using
Liml conditional knock-out mice, in which horizontal cells are
partially mislocalized in the inner retina. Consistent with our
results, this study revealed that horizontal cells are not necessary
for the initial targeting of photoreceptor terminals and bipolar
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FIGURE 3 | Retraction of rod terminals and disrupted ribbon assembly following early postnatal horizontal cell ablation. (A=H) Double labeling of retinal sections from
Cx57t/+ and Cx57+/PTR mice for cone arrestin (green), a marker for cones, and PSD-95 (magenta), a marker for photoreceptor terminals. While PSD-95-positive
photoreceptor terminals from Cx57+/+ mice were confined to the OPL (A-D), Cx57+/PTR mice showed a progressive retraction of rod terminals into the ONL
beginning at P11 (arrowheads) (F-H). Cones terminals retained their stratification in the OPL. (I-P) Immunostaining of Cx57+/* and Cx57* DR retinae with
antibodies against the synaptic ribbon marker CtBP2 (green) and cone arrestin (magenta). (K*,0) Magnified images of ribbons in panels (K,0). Ribbons of horizontal
cell-ablated mice were mainly restricted to the OPL and horseshoe shaped from P15 onward (I-L). By contrast, horizontal cell-ablated mice showed ectopic ribbons
in the ONL as early as P11 (arrowheads) (N-P) and CtBP2 labeling displayed a punctate pattern (M-P). Scale bars, 20 um (H), 10 um (P) and 5 um (O?).

cell dendrites to the OPL but for the maintenance of this layer.
A study by Wu et al. (2013) showed that the knock-out of the
homeodomain transcription factor OcI results in a loss of ~80%
of the horizontal cell population. Comparable to Cx57+/PTR
mice, OcI knock-out mice displayed fewer and shorter ribbons,
which were rarely recruited to the plasma membrane. Moreover,

Cone arrestin

photoreceptor terminals did not show the stereotypic triad
organization at P16 and P30. However, some invaginations of
postsynaptic processes were present in rod and cone terminals,
likely because ~20% of horizontal cells are still formed in OcI
knock-out mice. In addition to that, it has been shown that also
long-term removal of horizontal cells from the adult retina leads



small GPR179-positive puncta at rod bipolar cell dendritic tips (M-P). Scale bars, 10 um.
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FIGURE 4 | Horizontal cell ablation affects mGIuR6 and GPR179 localization in rod bipolar cells. (A-H) Vertical sections from Cx57+/+ and Cx57+/PTH retinae were
stained for mGIuR6 (green) and PKCa (magenta), a rod bipolar cell marker. In control mice, rod bipolar cell processes terminated in the OPL. Expression of mGIuR6
at the dendritic tips of rod bipolar cells was already detectable at P8 and increased up to P21 (A-D). By contrast, rod bipolar cell dendrites from horizontal
cell-ablated mice showed an outgrowth into the ONL and a reduced mGIuR6 accumulation (E-H). (I-P) Retinae of Cx57/* and Cx57+ DTR mice were double
labeled with an antibody against Ca, 1.1 (green), that cross-reacts with GPR179, and an antibody against PKCa (magenta). GPR179-immunoreactive puncta
decorated the distal tips of rod bipolar cells as early as P15 in the wild-type retina (I-L). In comparison, horizontal cell-ablated retinae displayed only very few and

to a disruption of triad synapses and remodeling in the outer But why are rod bipolar cells not able to find their way into the
retina (Sonntag et al., 2012; Chaya et al., 2017). Thus, horizontal  rod terminal in the absence of horizontal cells? We consider three
cells are not only essential for the formation (this study), butalso mechanisms by which horizontal cells may contribute to synapse
for the maintenance of synaptic contacts between rods and rod  formation between rods and rod bipolar cells. First, horizontal
bipolar cells (Sonntag et al., 2012; Keeley et al., 2013; Wu et al,,  cells may release guidance cues that direct pathfinding of rod
2013; Chaya et al., 2017). bipolar cell dendrites. Earlier studies have shown that glial cells
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TABLE 2 | Quantification of mGIUR6- and GPR179-positive puncta in Cx57+/+ and Cx57+/PTR mice at P15.

Cx57+/* (mean =+ SD) Cx57+/PTR (mean + SD) p value
Number of mGIluR6-postive puncta per 100 um 93.7+ 254 26.14 £ 16.0 <0.0001
Average size of mGIuR6-positive puncta (in nwm?) 0.12 +0.03 0.08 + 0.02 <0.0001
Number of GPR179-positive puncta per 100 um 829 + 25.6 36.5 + 27.5 <0.0001
Average size of GPR179-positive puncta (in nwm?) 0.12 £ 0.03 0.07 + 0.01 <0.0001
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FIGURE 5 | Schematic illustration of rod synaptogenesis in wild-type and horizontal cell-ablated mice. In the wild-type retina, the rod terminal is initially contacted by
a single horizontal cell process (H). The following day, another horizontal cell process is recruited and both invaginate into the terminal, occupying the positions lateral
to the presynaptic ribbon. Subsequently, one or two ON bipolar cell dendrites (B) insert between the two horizontal cell processes. In the absence of horizontal cells,
rod bipolar cell dendrites are not able to invaginate into the rod terminal and sprout into the ONL. Synaptic ribbons, if present, are shorter compared to wild-type

provide attractive and repellant cues and act as guidepost cells
and intermediate targets for neurons (reviewed in Chotard and
Salecker, 2004). As Miiller cells, the most abundant retinal glial
cells, are among the last cell types born during neurogenesis
(Young, 1985; Rapaport et al., 2004), horizontal cells possibly take
over this function of glial cells in the developing retina.

Second, horizontal cells may provide structural guidance for
rod bipolar cell dendrites to invaginate into the rod terminal by
expressing specific cell adhesion molecules. This hypothesis is
supported by the finding that emerging bipolar cell dendrites in
and outside the OPL are closely associated with processes from
horizontal cells in the first postnatal week (Morgan et al., 2006).
Moreover, it has been reported that rod bipolar cell dendrites
grow along and co-fasciculate with sprouting horizontal cell
processes in CNGA3/CNGB1 double knock-out (Michalakis
et al, 2013) and bassoon mutant mice (Specht et al., 2009).
In horizontal cells, only a few cell adhesion molecules have
been identified so far. NGL-2 localizes to horizontal cell axons,
directs their laminar targeting and promotes synapse formation

Frontiers in Cellular Neuroscience | www.frontiersin.org

between rods and horizontal cells (Soto et al., 2013, 2018).
However, in NGL-2-deficient mice, photoreceptor terminals and
bipolar cell dendrites stratify normally and photoreceptor ribbon
synapses are formed, albeit at a lower frequency (Soto et al,
2013), indicating that this molecule is not responsible for the
developmental defects we observed in horizontal cell-ablated
mice. In addition, N-cadherin has been shown to be important for
horizontal cell dendrite morphogenesis and synapse formation
in the chicken retina (Tanabe et al., 2006) but it remains to be
tested whether N-cadherin also plays a role in synaptogenesis the
mouse retina. Apart from that, it is possible that horizontal cells
influence the expression of cell adhesion or extracellular matrix
proteins in rod photoreceptors, such as ELEN1 (Cao et al., 2015),
SynCAMI (Ribic et al.,, 2014) or the dystroglycan-pikachurin
complex (Sato et al., 2008; Omori et al., 2012; Orlandi et al., 2018),
that promote the invagination of rod bipolar cells.

Third, disturbed neurotransmission in the outer retina may
impede synapse formation between rods and rod bipolar
cells in horizontal cell-ablated mice. Horizontal cells receive
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glutamatergic input from photoreceptors and provide feedback
signals to photoreceptors (Mangel, 1991; Wu, 1991; Thoreson
et al, 2008; Jackman et al., 2011) and feedforward signals
to bipolar cells (Yang and Wu, 1991; Fahey and Burkhardt,
2003). Different mechanisms have been proposed for horizontal
cell feedback: hemichannel-mediated ephaptic feedback
(Kamermans, 2001), pH-mediated feedback (Hirasawa and
Kaneko, 2003), GABA-mediated feedback (Wu, 1992) and a
combination of all three (Kemmler et al., 2014). Feedforward
signaling to bipolar cells possibly involves GABA (Puller et al.,
2014). Several studies have reported that neurotransmission is
important for the maturation and maintenance of photoreceptor
ribbon synapses. Similar to horizontal cell ablation, mutations
in presynaptic proteins such as bassoon (Dick et al., 2003;
Specht et al,, 2009), CAST (tom Dieck et al., 2012), CaBP4
(Haeseleer et al., 2004), Ca,1.4 (Mansergh et al., 2005; Chang
et al., 2006; Bayley and Morgans, 2007; Liu et al., 2013; Zabouri
and Haverkamp, 2013) and CNGA3/CNGBI1 (Michalakis et al.,
2013) that regulate glutamate release from photoreceptors cause a
loss of synaptic contacts in the OPL, a retraction of rod terminals
and sprouting of horizontal and bipolar cell processes. This
may be caused by a lack of synaptic transmission and/or lack
of horizontal cell signals. However, when the light-dependent
modulation of feedback and feedforward signals from horizontal
cells is abolished, this has no effects on the structure of the rod-to-
rod bipolar cell synapse (Stréh et al., 2018). Also, the elimination
of GABA synthesis in horizontal cells does not prevent the
assembly of photoreceptor ribbon synapses (Schubert et al.,
2010), arguing against a direct involvement of horizontal cell
signaling in synapse formation or maintenance.

Whether horizontal cells are not only essential for rod synapse
formation, but also for cone synapse formation remains to
be seen. As cone synaptogenesis is initiated 3-4 days prior
to rod synaptogenesis (Rich et al., 1997; Sherry et al., 2003)
(at the same time we induced the horizontal cell ablation by
DT injections), our approach is not suitable to investigate the
assembly of the cone-to-ON bipolar cell synapse in the absence
of horizontal cells. In contrast to rod spherules, which are
invaginated by the axon terminals of horizontal cells, cone
pedicles are invaginated by horizontal cell dendrites (Peichl
and Gonzalez-Soriano, 1994). Thus, synapse assembly might
be differently regulated for both photoreceptor types. However,
ribbon structures and postsynaptic recruitment of mGluR6
signaling complex components seemed equally affected in the rod
and cone pathway, suggesting that horizontal cells may also be
critical for cone synapse formation.

Although further investigations are needed to identify the
underlying mechanism, our study demonstrates that horizontal
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Abstract

The first synapse of the visual pathway is formed by photoreceptors, horizontal cells and bipolar cells.
While ON bipolar cells invaginate into the photoreceptor terminal and form synaptic triads together
with invaginating horizontal cell processes, OFF bipolar cells make flat contacts at the base of the
terminal. When horizontal cells are ablated during retina development, no invaginating synapses are
formed in rod photoreceptors. However, how cone photoreceptors and their synaptic connections with
bipolar cells react to this insult, is unclear so far. To answer this question, we specifically ablated
horizontal cells from the developing mouse retina. Following ablation around postnatal day 4 (P4)/P5,
cones initially exhibited a normal morphology and formed flat contacts with OFF bipolar cells, but
only few invaginating contacts with ON bipolar cells. From P15 on, synaptic remodeling became
obvious with clustering of cone terminals and mislocalized cone somata in the OPL. Adult cones (P56)
finally displayed highly branched axons with numerous ribbon-containing terminals. Furthermore, type
3a, 3b and 4 OFF bipolar cell dendrites sprouted into the outer nuclear layer and even expressed
glutamate receptors at the base of newly formed cone terminals. These results indicate that cones are
able to form new synapses with OFF bipolar cells in adult mice. In contrast, cone terminals lost their
invaginating contacts with ON bipolar cells, highlighting the importance of horizontal cells for synapse
maintenance. Taken together, our data demonstrate that early postnatal horizontal cell ablation leads
to differential remodeling in the cone pathway: whereas synapses between cones and ON bipolar cells
were lost, new synapses were established between cones and OFF bipolar cells. These results suggest
that synapse formation and maintenance are regulated very differently between flat and invaginating
contacts at cone terminals.

1 Introduction

At the visual system’s first synapse, cone photoreceptors provide synaptic input to horizontal cells, ON
bipolar cells and OFF bipolar cells, thereby splitting the light information into parallel pathways. Two
different types of contacts can be distinguished at the cone terminal: Invaginating contacts with
horizontal and ON bipolar cells (triads) and flat contacts with OFF bipolar cells (Haverkamp et al.,
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2000). Previous electron microscopic studies have revealed the chronological sequence of cone
synaptogenesis in the mouse retina (Olney, 1968; Blanks et al., 1974; Rich et al., 1997; Sherry et al.,
2003). When cone terminals begin to invade the outer plexiform layer (OPL) at postnatal day 4 (P4)/P5,
the ribbon, a specialized structure that binds synaptic vesicles and enables a rapid and graded release
of glutamate, is attached to the membrane and the cone terminal makes a contact with one horizontal
cell dendrite. Starting at P6, this dendrite invaginates into the cone pedicle together with a second
horizontal cell dendrite and both horizontal cell processes are positioned lateral to the ribbon. Between
P7 and P10, triads are completed by the addition of one or two ON bipolar cell dendrites that occupy
the central position below the synaptic ribbon.

Although the chronological order of cone synapse formation is well-described, the molecular
mechanisms that underlie this process are not fully understood. Recently, the dystroglycan-pikachurin
complex of photoreceptors has been reported to interact transsynaptically with GPR179, a G protein-
coupled receptor that is expressed at the dendritic tips of ON bipolar cells (Orlandi et al., 2018). The
knock-out of dystroglycan (Satz et al., 2009; Omori et al., 2012) and pikachurin (Sato et al., 2008)
leads to improper photoreceptor synapse formation and visual impairment. Moreover, an ablation of
horizontal cells from the adult retina results in a loss of synaptic contacts between photoreceptors and
ON bipolar cells (Sonntag et al., 2012; Keeley et al., 2013; Wu et al., 2013) and an elimination of
horizontal cells during early postnatal development impedes the invagination of rod bipolar cells into
rod terminals (Nemitz et al., 2019). However, it remains unclear how cones and cone bipolar cells react
when horizontal cells are ablated during development.

In the present study, we analyzed the effects of an early postnatal loss of horizontal cells on the
morphology of cone photoreceptors and their synaptic contacts with bipolar cells. For this purpose,
horizontal cells were specifically ablated from the mouse retina around P4/P5 (at the time when
horizontal cells start to make the first contacts with cone pedicles) using diphtheria toxin receptor
(DTR)-mediated cell knock-out. Our immunohistochemical and electron microscopic analysis showed
that cones initially displayed a normal morphology and established flat contacts with OFF bipolar cells,
but only few invaginating synapses with ON bipolar cells. Beginning at P15, cone somata were partly
mislocalized and cone terminals clustered in the OPL and lost all invaginating ON bipolar cell
invaginations. In the adult retina, cones and their postsynaptic partners underwent even more severe
structural changes, including an aberrant cone neurite sprouting and a formation of new synapses
between cones and OFF bipolar cells. These findings demonstrate the potential of the adult retina for
morphological plasticity and highlight again the importance of horizontal cells for the maintenance of
invaginating synapses (Sonntag et al., 2012).

2 Material and Methods

2.1 Animals

Cx57-DTRfrtCre mice (European Mouse Mutant Archive, EM:06024) have been previously described
(Sonntag et al., 2012). Heterozygous Cx57"P™ mice and homozygous Cx57"" (control) mice were
used in this study. Animals were maintained under a 12 h light/dark cycle with food and water ad
libitum. Mice of both sexes were used in the experiments. All procedures were approved by the local
animal welfare committee (Niedersdchsisches Landesamt  fiir ~ Verbraucherschutz — und
Lebensmittelsicherheit, Az:33.19-542502-04-12/0995) and were in accordance with the law on animal
protection issued by the German Federal Government (7ierschutzgesetz).
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2.2 DT injections

Horizontal cell ablation was induced by intraperitoneal injection of 12.5 to 20 ng DT (Sigma) at P4
and P5.

2.3 Tissue preparation

Tissue preparation was done as previously described in Nemitz et al. (2019). Briefly, mice were killed
by decapitation (P8, P11) or anesthetized with CO2 and killed by cervical dislocation (P15, P21, P56).
Eyes were enucleated, transferred into physiological phosphate buffer saline (pH 7.4) and cornea, lens
and vitreous body were removed. For immunohistochemistry of retinal cryosections, posterior eyecups
were fixed in 2% paraformaldehyde (PFA) and 3% sucrose in 0.1 M phosphate buffer (PB, pH 7.4) for
20 min and washed in 0.1 M PB. After cryoprotection in 30% sucrose in 0.1 M PB overnight at 4°C,
eyecups were embedded in Tissue-Tek O.C.T. Compound (Sakura Finetek) and cut into vertical
sections (20 um) using a cryostat (Leica CM1860). For immunohistochemistry of whole mounts,
retinae were isolated from the eyecups, mounted on filter paper ganglion cell side up and fixed with
2% PFA and 3% sucrose in 0.1 M PB for 20 min. After washing in 0.1 M PB, retinae were
cryoprotected in 30% sucrose in 0.1 M PB overnight at 4°C and subjected to three freeze-thaw cycles.
For electron microscopy, isolated retinae were fixed in 1% PFA, 3% sucrose and 2.5% glutaraldehyde
in 0.05 M PB overnight at 4°C, washed in 0.1 M PB and post-fixed with 1% OsO4 in 0.1 M PB for 1
h.

2.4 Immunohistochemistry and image acquisition

Immunostainings were performed as described earlier (Nemitz et al., 2019). Cryosections and whole
mounts of Cx57"" (n = 3-6) and Cx57"P™ (n = 3-6) mice were washed in 0.1 M PB and blocked with
5% ChemiBLOCKER (Millipore), 0.3% Triton X-100 and 0.02% NaN3 in 0.1 M PB for 1 h at room
temperature (cryosections) or overnight at 4°C (whole mounts). Primary antibodies (Table 1) were
diluted in blocking solution and applied overnight (cyrosections) or for 5 d (whole mounts) at 4°C.
After washing in 0.1 M PB, tissue was incubated with secondary antibodies (conjugated to Alexa 488,
Alexa 588 or Alexa 647, Thermo Fisher Scientific, 1:600) in blocking solution for 2 h at room
temperature (cryosections) or 2 d (whole mounts) at 4 °C. Finally, cryosections and whole mounts were
washed in 0.1 M PB and mounted in Vectashield (Vector Laboratories).

Images were acquired using a confocal laser scanning microscope (Leica TCS SP8). Retinal sections
were scanned with an HC PL APO CS2 63x/1.4 oil objective. Whole mounts were scanned with an HC
PL APO CS2 40x/1.3 oil objective. Maximum projections of confocal stacks (0.2 pm single scans) are
shown. Brightness and contrast were adjusted for presentation purposes using Fiji (Schindelin et al.,
2012).

2.5 Electron microscopy

As earlier described (Nemitz et al., 2019), fixed retinae of Cx57"" (n = 2-4) and Cx57"P™® mice (n =
3-5) were washed in 0.1 M PB and dehydrated in increasing acetone concentrations (50 to 100%). A fter
embedding in Agar 100 Resin (Agar Scientific), retinae were sectioned vertically (90 nm) using a
Reichert-Jung Ultracut E ultramicrotome. Ultrathin sections were collected on copper grids and
examined with a Zeiss EM 902A electron microscope. Brightness and contrast of electron micrographs
were adjusted in Adobe Photoshop CS6 Extended (Adobe Systems).
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2.6 Quantification and statistical analysis

For the quantification of cones, we counted the number of cone somata in cone arrestin-stained vertical
sections of Cx57"" (n = 3) and Cx57"P™® (n = 3) mice. For each animal, 12 images (198.39 x 198.39
um) were analyzed. Cones that had their soma within the distal 50% of the ONL were categorized as
correctly positioned cones and cones that had their soma within the proximal 50% of the ONL, the INL
or the OPL were categorized as mislocalized cones.

Data were analyzed in GraphPad Prism 5 (GraphPad Software). Numbers of cones were normally
distributed (D'Agostino-Pearson normality test). Therefore, differences between genotypes were tested
for statistical significance using an unpaired ¢ test. To compare the distribution of cone somata in wild-
type and horizontal cell-ablated mice, Fisher’s exact test was used. Values are given as mean + standard
deviation (SD).

3 Results

3.1 Ablation of horizontal cells

To investigate how cones and their postsynaptic partners respond to a loss of horizontal cells during
early postnatal development, we ablated horizontal cells via DTR-mediated cell knock-out. To this
end, we used Cx57"P™ mice that selectively express the DTR from primates selectively in horizontal
cells (Sonntag et al., 2012) and induced an apoptosis of horizontal cells by the injection of DT at P4
and P5 (Nemitz et al., 2019). At that time, cone synaptogenesis has just started and cone terminals
begin to form the first contacts with horizontal cells (Sherry et al., 2003). To confirm the ablation of
horizontal cells, vertical sections of Cx57"" and Cx57"P™® retinae were stained for calbindin, a marker
for horizontal cells. Calbindin-positive horizontal cells were present in DT-injected Cx57"" mice
(Figure 1A) and absent in DT-injected Cx577'P™ mice (Figure 1B). In contrast, calbindin-
immunoreactive inner retinal neurons were comparable in both genotypes (Figures 1A, B).

3.2 Cone neurite sprouting after early postnatal horizontal cell ablation

To monitor the development of cone morphology after horizontal cell ablation, we stained retinal
cryosections of Cx57"" and Cx57"P™ mice (P8, P15, P21 and P56) with an antibody against cone
arrestin. In wild-type mice, cones showed the typical morphology composed of an outer and inner
segment, a soma and an axon with a synaptic terminal (Figures 2A-E). During the second postnatal
week, cone photoreceptors undergo a phase of migration before they occupy their final position in the
distal ONL (Rich et al., 1997). Accordingly, cone somata were distributed over the entire ONL width
in Cx57"" mice at P8 (Figure 2A) but located in the outermost part of the ONL from P15 onward
(Figures 2B-E). At P8, the morphology of cones in horizontal cell-ablated mice was undistinguishable
from that in control mice (Figures 2A,F). Beginning at P15, however, we found mislocalized cone
somata at the level of the OPL (Figures 2G,H, asterisks). Furthermore, cone terminals appeared to be
irregularly spaced and seemed to start forming clusters (Figures 2G-I). At P56, differences in the
morphology of cones in Cx57"" and Cx57"P™® mice became even more evident. Axons showed
branching into several collaterals with small and often more slender appearing synaptic terminals
(Figure 2J, open arrowheads). Occasionally, two or more axons emerging from one soma were
observed (Figures 21,J, white arrowheads). Immunolabeling of retinal whole mounts for cone arrestin
confirmed that the regular mosaic of cone terminals found in the OPL of P56 control mice (Figures
2K,L) was absent in age-matched Cx57"P™ mice. Instead, cone pedicles were unevenly distributed
and formed clusters (Figures 2M,N). In addition, cone terminals appeared smaller and the telodendrial
network seemed to be reduced (Figures 2M,N). Despite these morphological changes, the number of
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cones did not differ between the two genotypes at P56 (Figure 20; Cx57"": 9.38 + 1.80 cone somata
per 100 pm; mean + SD; Cx577P™R: 9 37 + 1.78 cone somata per 100 pm, p =0.9736, ¢ test), suggesting
that the abnormal cone morphology is not a sign for cone degeneration. In contrast to the number of
cones, however, the spatial distribution of cone somata was significantly different between Cx57"" and
Cx57"P™ mice (p=0.0309, Fisher’s exact test). In wild-type mice, all analyzed cone somata (670/670)
were localized in the distal ONL, whereas in horizontal cell-ablated mice, 99.3% (664/669) of the cone
somata were correctly positioned and 0.7% (5/669) of the cone somata were found mispositioned in
the proximal ONL, distal INL or OPL.

3.3 New cone terminals contain ribbons

To check whether the newly formed cone terminals in adult Cx57/P™ mice (P56) have synaptic

ribbons, we labeled cones with antibodies specific for cone arrestin and ribbons with antibodies specific
for CtBP2, a protein that is identical to the B domain of the ribbon component RIBEYE (Schmitz et
al., 2000). Ribbons in the outer retina of control mice displayed the classical horseshoe shape and were
restricted to the OPL (Figures 3A,C). By contrast, ribbons of Cx57"P™ mice were shorter as evidenced
by a punctate CtBP2 labeling and not only present in the OPL, but predominately distributed
throughout the entire ONL (Figures 3B,D). Furthermore, the double labeling revealed that ribbons were
often present within slender ectopic cone terminals in the ONL (Figure 3D, arrowheads), indicating
that the newly formed cone terminals possess potential release sites for glutamate.

3.4 Cone terminals lose invaginations from ON bipolar cells

For the examination of synapses between cones and ON bipolar cells we analyzed cone terminals from
wild-type and horizontal cell-ablated mice of different ages (P11, P15, P56) by electron microscopy.
In Cx57""" mice, triads comprising horizontal and ON bipolar cell dendrites were present at all analyzed
time points (Figures 4A E.I). Although horizontal cell ablation was already induced at P4/P5, we
occasionally found remnants from horizontal cell invaginations in Cx57"P™ mice at P11 (Figure 4B).
However, complete triads were rare (Figure 4C) and most of the cone terminals revealed a complete
lack of invaginations (Figure 4D), suggesting that horizontal cells may not only be essential for the
invagination of rod bipolar cells into rod terminals (Nemitz et al., 2019), but also for the invagination
of cone ON bipolar cells into cone terminals. At P15 and P56, cone pedicles of horizontal cell-ablated
mice did not show any invaginations (Figures 4F-H,J-L), indicating that cones have lost the remaining
contacts with ON bipolar cells. In line with the CtBP2 labeling (Figures 3B,D), synaptic ribbons in
Cx57"PR mice were often shorter and not anchored to the cell membrane (Figures 4B-D,F-H,J-L,
arrowheads). Unfortunately, we were not able to unambiguously identify newly formed cone terminals
in electron micrographs since ectopic rod terminals are also present in the ONL of horizontal cell-
ablated mice (Nemitz et al., 2019) and common criteria for the differentiation between rod and cone
terminals such as the terminal size or the number of mitochondria, ribbons and invaginations were not
applicable for ectopic rod and cone terminals in horizontal cell-ablated mice.

To confirm the absence of synaptic contacts between cones and ON bipolar cells in adult Cx57"/PTR
mice (P56), we stained the mGluR6 signaling complex with an antibody against Cayl1.1, that cross-
reacts with GPR179 (Hasan et al., 2016). Additionally, we labeled cones with an antibody against cone
arrestin and a subset of cone bipolar cells with an antibody against secretagogin (SCGN, Puthussery et
al., 2010). While GPR179-positive puncta were found at contact points between cone terminals and
secretagogin-immunoreactive bipolar cells in Cx57"" mice (Figures SA-D, arrowheads), GPR179
labeling was completely missing in Cx57"P™® mice (Figures SE-H), indicating that functional synapses
between cones and ON bipolar cells are indeed absent in adult horizontal cell ablated mice.
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3.5 Sprouting OFF bipolar cell dendrites form new synapses with cones

Cone photoreceptors provide synaptic input to five types of OFF bipolar cells (Behrens et al., 2016).
To analyze the effects of early postnatal horizontal cell ablation on OFF bipolar cell morphology, we
labeled type 3a, 3b and 4 OFF bipolar cells with antibodies against HCN4, PKARIIP and calsenilin,
respectively. In the adult (P56) wild-type retina, type 3a, 3b and 4 OFF bipolar cell dendrites
exclusively stratified in the OPL (Figures 6A-C). In the horizontal cell-ablated retina, on the contrary,
all analyzed types of OFF bipolar cells extended their dendrites into the ONL (Figures 6D-F,
arrowheads).

Since type 3a, 3b and 4 OFF bipolar cells not only contact cones but also rods (Mataruga et al., 2007,
Haverkamp et al., 2008) and rods have been shown to retract their terminals into the ONL after early
postnatal horizontal cell ablation (Nemitz et al., 2019), these OFF bipolar cell types may sprout into
the ONL to search for contacts with rods. To test whether outgrowing OFF bipolar cell dendrites in
horizontal cell-ablated mice are also able to form new synapses with cones, we stained vertical sections
and whole mounts for cone arrestin and GluK 1, a glutamate receptor subunit that is expressed by type
3a, 3b and 4 OFF bipolar cells in the mouse retina (Puller et al., 2013). In Cx57"" mice, GluK1
immunoreactivity was present at the base of cone terminals from P8 to P56 (Figures 7A-D’.I),
demonstrating that flat contacts with OFF bipolar cells were existing throughout all ages. Similarly,
GluK1 staining was found at the base of cone terminals in the OPL of Cx57"P™® mice from P8 onward
(Figures 7E-H’, J), suggesting that synapses between cones and OFF bipolar cells are normally formed
and retained in horizontal cell-ablated mice. However, in addition to that, we observed several
sprouting GluK1-immunoreactive dendrites contacting newly formed cone terminals in the ONL at
P56 (Figures 7H,H’ K-N), indicating that cones retain the ability to establish new synapses with OFF
bipolar cells in the adult retina.

4 Discussion

The present study aimed to investigate the consequences of early postnatal horizontal cell ablation on
the development of cone photoreceptors and their synaptic connections with bipolar cells.
Immunohistochemical and electron microscopical analysis revealed that cones initially displayed a
normal morphology and formed basal contacts with OFF bipolar cells, but hardly any invaginating
contacts with ON bipolar cells. Beginning in the third postnatal week, cones underwent progressive
structural and synaptic changes, starting with a loss of synaptic contacts with ON bipolar cells, a
mislocalization of cone somata and a clustering of cone terminals. The cone phenotype became even
more severe in the adult retina with aberrant neurite sprouting and the establishment of new synapses
with OFF bipolar cells. These results demonstrate the capacity of the mature retina for structural and
synaptic plasticity.

Loss of synaptic contacts between cones and ON bipolar cells

In this study, horizontal cell ablation was induced at the same time as the first contacts between cone
terminals and horizontal cells are formed (P4/P5). Therefore, a small number of horizontal cell
dendrites was still able to invaginate into cone terminals before horizontal cells were completely
eliminated, as evidenced by the presence of some horizontal cell remnants in cone terminals at P11.
However, invaginating ON bipolar cell dendrites were never observed without adjacent horizontal cell
invaginations at this developmental stage, indicating that cone ON bipolar cells require horizontal cells
to invaginate into the cone terminal. In line with this finding, horizontal cells have previously been
shown to be essential for the invagination of rod bipolar cells into the rod terminal (Nemitz et al.,
2019). From P15 onwards, invaginations were completely absent in cone terminals of horizontal cell-
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ablated mice, suggesting that cones lose all remaining invaginations. This result is consistent with a
previous study showing that synaptic contacts between photoreceptors and ON bipolar cells are also
lost when horizontal cells are ablated from the adult retina (Sonntag et al., 2012), illustrating that
horizontal cells are not only important for the formation, but also for the maintenance of the
photoreceptor ribbon synapse. Nevertheless, the molecular mechanism, by which horizontal cells
contribute to the formation and maintenance of photoreceptor ribbon synapses remains unresolved.
One possibility is that horizontal cells express diffusible or membrane-bound guidance cue molecules
that direct the invagination of ON bipolar cells into photoreceptor terminals or stabilize the
photoreceptor ribbon synapse. Mouse horizontal cells have been reported to express the cell adhesion
molecule NGL-2 (Soto et al., 2013) as well as the semaphorin Sema6a and its receptor PlexA4
(Matsuoka et al., 2012), but the knock-out of Ngl-2, Sema6a or PlexA4 does not prevent the
invagination of ON bipolar cells into the photoreceptor terminals, indicating that the absence of these
molecules is not responsible for the loss of photoreceptor ribbon synapses in horizontal cell-ablated
mice. Another possibility is that the synaptic activity of horizontal cells contributes to the formation
and maintenance of the photoreceptor ribbon synapse. Previous studies have shown that a loss of
photoreceptor proteins that control the release of glutamate leads to a degeneration of photoreceptor
ribbon synapses (Dick et al., 2003; Haeseleer et al., 2004; Mansergh et al., 2005; tom Dieck et al.,
2012; Michalakis et al., 2013). However, neither the absence of GABA synthesis (Schubert et al., 2010)
nor the elimination of the light-dependent modulation of horizontal cell feedback and feedforward
(Stroh et al., 2018) alters the ultrastructure of the photoreceptor ribbon synapse, suggesting that the
synaptic activity of horizontal cells is not necessary for the assembly and maintenance of photoreceptor
ribbon synapses.

Cone neurite spouting and formation of new synapses between cones and OFF bipolar cells

Aberrant sprouting of photoreceptor neurites has previously been reported for several retinal diseases
in humans and animal models of retinal degenerations. Rod photoreceptors show abnormal neurite
sprouting in humans with retinitis pigmentosa (Li et al., 1995; Milam and Li, 1996; Fariss et al., 2000),
cats with rod/cone dysplasia (Chong et al., 1999), and pigs carrying a mutation in the rhodopsin gene
(Li et al., 1998). Furthermore, rods extend beaded axons into the inner retina after retinal detachment
(Sethi et al., 2005) and reattachment (Lewis et al., 2002). Cone neurite sprouting has been described
for humans with retinitis pigmentosa (Li et al., 1995; Milam and Li, 1996) and age-related macular
degeneration (AMD) (Pow and Sullivan, 2007) as well as for two mouse models: rd1 (Fei, 2002; Lin
et al., 2009) and Cav1.4 knock-out mice (Raven et al., 2008; Zabouri and Haverkamp, 2013). Rd/ mice
carry a mutation in the rod cGMP-specific 3’,5’-cyclic phosphodiesterase 3 subunit gene leading to a
primary degeneration of rod photoreceptors, followed by a secondary degeneration of cones and
morphological changes in horizontal and bipolar cells (Strettoi and Pignatelli, 2000; Strettoi et al.,
2002). In line with our findings, newly formed processes of cones in 7d/ mice often contain synaptic
ribbons (Lin et al., 2009). Mice that lack the L-type voltage-dependent calcium channel subunit Cay1.4,
which is expressed by photoreceptors, display severe structural changes including a loss of
invaginations in photoreceptor terminals, abnormal ribbons and dendritic sprouting of second-order
neurons (Mansergh et al., 2005; Raven et al., 2008; Zabouri and Haverkamp, 2013). Similar to
horizontal cell-ablated mice, cones in Cayl.4 mutant mice exhibit an aberrant morphology, showing
branched axons and several synaptic terminals (Raven et al., 2008; Zabouri and Haverkamp, 2013).
Furthermore, ectopic cone terminals have been shown to establish new synapses with horizontal cells
(Zabouri and Haverkamp, 2013). In contrast to that, cone neurite spouting has not been reported for
adult Lim1 conditional knock-out mice in which horizontal cells become misplaced to the inner retina
before birth (Poche et al., 2007; Keeley et al., 2013). However, due to incomplete recombination, some
horizontal cells remain in the outer retina of Lim/ conditional knock-out mice which might be sufficient
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to maintain the normal cone morphology or might induce subtler effects that went undetected.
Interestingly, cones do also not display neurite sprouting when horizontal cells are ablated from the
adult retina (Sonntag et al., 2012).

What causes cone neurite sprouting after early postnatal horizontal cell ablation? One possibility is that
neurite sprouting is a sign for cone degeneration. In favor of this hypothesis are the data presented for
rdl mice, which showed that neurite sprouting of cones starts at P8 (Fei, 2002) and coincides with the
beginning of cone outer segment degeneration in this animal model (Lin et al., 2009). By contrast, in
Cayl.4 knock-out mice, neurite spouting precedes cone death by several month (Zabouri and
Haverkamp, 2013). Moreover, we did not find significant differences in the number of cones at P56
which speaks against this hypothesis. Nevertheless, we cannot rule out that cones die at later stages in
horizontal cell-ablated mice. Another reason for cone neurite sprouting after early postnatal horizontal
cell ablation may be, that the loss of postsynaptic contacts with horizontal cells and ON bipolar cells
triggers the neurite outgrowth and the search for new contacts. Axonal outgrowth and synapse
formation rely on extracellular molecular cues that bind to membrane receptors and thereby activate
intracellular signaling cascades which result in changes in cytoskeletal dynamics (reviewed in
O’Donnell et al., 2009). However, the exact molecular mechanism of axonal outgrowth and
synaptogenesis of cones is not yet fully understood. /n vitro experiments with cultured salamander rod
photoreceptors have demonstrated that the guidance cue molecule semaphorin 3A inhibits sprouting of
rod photoreceptors (Kung et al., 2017). Murine horizontal cells have been reported to express
semaphorin 6A (Sema6A), but in Sema6A knock-out mice, cones do not display aberrant neurite
sprouting (Matsuoka et al., 2012), suggesting that the lack of Sema6A is not responsible for cone
neurite sprouting in horizontal cell-ablated mice. Moreover, it has been shown that blockage of cGMP-
gated channels with cobalt bromide or L-cis diltiazem inhibits neurite outgrowth and varicosity
formation whereas activation of cGMP-gated channels with the agonist 8Br-cGMP increases
varicosity formation of cones (Zhang and Townes-Anderson, 2002). Furthermore, Pow and Sullivan
(2007) observed a strong expression of microtubule associated protein 2 (MAP2), a regulator of neurite
outgrowth, in cones of humans with AMD. Whether MAP2 plays a role in cone neurite sprouting after
early postnatal horizontal cell ablation remains to be seen. Further investigations will be needed to
reveal the precise mechanisms underlying axonal outgrowth and synaptogenesis of cones in horizontal
cell-ablated mice. Nevertheless, our study underlines the potential of the mature retina for
morphological plasticity and provides the first evidence that adult cones are able to form new synapses
with OFF bipolar cells.
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10  Figure legends

Cx57* Cx57+PTR

Figure 1. Horizontal cell ablation. (A-B) Retinal cryosections of Cx577" and Cx577P™® mice (P56)
were labeled with an antibody specific for the horizontal cell marker calbindin. In Cx57"/P™ mice,
horizontal cells were completely lost, while calbindin-positive amacrine and ganglion cells were
unaffected (B). Scale bar, 50 um.
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Figure 2. Cone neurite sprouting in adult horizontal cell-ablated mice. (A-J) Retinal cryosections
of Cx57"" (A-E) and Cx57"P™ mice (F-J) were stained for cone arrestin, a marker for cone
photoreceptors. In wild-type mice, cones displayed the classical morphology including outer segment,
inner segment, cell body, axon and synaptic terminal (A-E). Cone somata were scattered across the
entire ONL at P8 (A) and positioned in the distal part of the ONL from P15 to P56 (B-E). In Cx57"/PTR
mice, the cone morphology was initially comparable to that in wild-type mice (A,F). From P15 onward,
cone somata were partly mislocalized (asterisks) (G,H) and cone terminals were irregularly distributed
in the OPL (G,H,I). At P56, cones in horizontal cell-ablated mice had multiple branched axons (white
arrowheads) with numerous synaptic terminals (open arrowheads) (I,J). (K-N) Immunolabeling of
retinal whole mounts from Cx57"" and Cx57"P™ mice (P56) with antibodies against cone arrestin. In
the OPL of wild-type mice, cone pedicles formed a regular mosaic (K,L), whereas in horizontal cell-
ablated mice, cone pedicles were unevenly spaced and several mislocalized cone somata were apparent
(asterisks) (M,N). (O) Quantification of cone somata in vertical sections of wild-type (n = 3) and
horizontal cell-ablated retinae (n = 3) (P56). p = 0.9736, ¢ test. Values are presented as mean + SD.
Scale bars, 25 pm (I,M), 10 um (J,N).
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Figure 3. Ribbons in new cone terminals. (A-D) Double staining of vertical sections from Cx57""
and Cx57"P™ mice (P56) for cone arrestin, a cone marker (green), and CtBP2 (magenta), a synaptic
ribbon marker. In the outer retina of wild-type mice, ribbons were horseshoe shaped and confined to
the OPL (A,C). By contrast, ribbons in horizontal cell-ablated mice were smaller and distributed over
the entire ONL (B,D). In addition, CtBP2-postive structures were frequently found in ectopic cone
terminals (arrowheads) (D). Scale bars, 20 um (B), 5 pm (D).
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538

539  Figure 4. Loss of ON bipolar cell invaginations in cone terminals. (A-L) Electron microscopic
540  analysis of individual cone terminals from Cx57"" and Cx57"/P™ mice at different ages (P11, P15,
541  P56). Cone terminals (yellow) in wild-type mice contained triads composed of horizontal cell dendrites
542  (blue) and ON bipolar cell dendrites (red) as early as P11 (A,E,I). In horizontal cell-ablated mice, some
543  cone terminals with horizontal cell invaginations were found at P11 (B). However, triads were rarely
544  observed (C) and most cone pedicles contained no invaginations (D). At P15 and P56, cone terminals
545  were generally lacking any invaginations in Cx57"P™ mice (F-H,J-L). Ribbons were often shorter
546  and free-floating (arrowheads) (B-D,F-H,J-L). Scale bar, 1 um.
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Figure 5. Absence of functional synapses between cones and ON bipolar cells in adult horizontal
cell-ablated mice. (A-H) Triple labeling of retinae from Cx57"" and Cx57"P™ mice (P56) for
GPR179 (a component of the mGluR6 macromolecular complex, yellow), cone arrestin (a marker for
cones, blue) and SCGN (a marker for a subset of ON and OFF bipolar cells, magenta). In wild-type
mice, GPR179-immunoreactive puncta were observed at contact points between cone pedicles and
bipolar cell dendrites (arrowheads) (A-D). In contrast, GPR179 labeling was completely absent in
Cx57"PR mice (E-H), suggesting that adult horizontal cell-ablated mice lack functional synapses
between cones and ON bipolar cells. Scale bar, 10 um.
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Figure 6. OFF bipolar cells sprouted into the ONL. (A-F) Retinal sections from Cx57"" and
Cx57"PIR retinae (P56) were stained for HCN4, PKARIIB and calsenilin, markers for type 3a, 3b and
4 OFF bipolar cells, respectively. While the dendrites of type 3a, 3b and 4 OFF bipolar cells terminated
in the OPL in wild-type mice (A-C), all three types showed an extensive outgrowth of dendrites into
the ONL in horizontal cell-ablated mice (arrowheads) (D-F). Scale bar, 50 pm.
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Figure 7. Cones established new synapses with OFF bipolar cells. (A-H’) Double labeling of
vertical sections from Cx57"" and Cx57 PR retinae for the kainate receptor subunit GluK1 and the
cone marker cone arrestin. In wild-type and horizontal cell-ablated mice, GluK1 immunoreactivity was
found below the base of the cone terminals in the OPL from P8 to P56 (A-H). In Cx57"P™R retinae, at
P56, outgrowing GluK 1-positive dendrites made contacts with the newly formed cone terminals in the
ONL (arrowheads) (H’). (I-N) Double staining of retinal whole mounts from Cx57"" (K) and
Cx57"P™R mice (P56) (L-N) for GluK1 and cone arrestin. At the level of the OPL, cone terminals were
associated with GluK1 staining in both genotypes (I,J). Ectopic cone terminals in the ONL of
horizontal cell-ablated mice were directly connected to GluK1-positive dendrites (arrowheads) (K-N),
suggesting the formation of new synapses. Scale bars, 20 pm (H,K), 10 um (H’,N).
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11  Tables

Table 1: List of primary antibodies used in this study.

Synaptic Remodeling of Cone Photoreceptors

Antibody Host, type Dilution Source, Catalog #, RRID
Calbindin D-28k Rabbit, polyclonal 1:500 Swant, CB-38, AB_ 2721225
Cone arrestin Rabbit, polyclonal 1:1,000 Millipore, AB15282, AB 1163387
Calsenilin Mouse, monoclonal 1:2,000 Millipore, 05-756, AB_ 309969
CtBP2 Mouse, monoclonal 1:5,000 BD Biosciences, 612044, AB 399431
Cavl.1 Mouse, monoclonal 1:500 Millipore, MAB427, AB 2069582
GluK1 Mouse, monoclonal 1:200 Santa Cruz Biotechnology, sc-393420,
AB 2716684
HCN4 Rat, polyclonal 1:100 Gift from Frank Miiller (FZ Jiilich,
Jilich, Germany)
PKARIIB Mouse, monoclonal 1:1,500 BD Biosciences, 610625, AB 397957
SCGN Sheep, polyclonal 1:1,000 BioVendor Laboratory Medicine,

RD184120100, AB 2034062
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Phosphorylation of Connexin36
near the C-terminus switches
binding affinities for PDZ-domain
and 14-3-3 proteins in vitro

Stephan Tetenborg®?, HelenY. Wang?, Lena Nemitz3, Anne Depping?, Alexsandra B. Espejo*,
Jaya Aseervatham?, Mark T. Bedford*, Ulrike Janssen-Bienhold®®, John O’Brien®¢ &
Karin Dedek®/>¢~

Connexin36 (Cx36) is the most abundant connexin in central nervous system neurons. It forms gap
junction channels that act as electrical synapses. Similar to chemical synapses, Cx36-containing

gap junctions undergo activity-dependent plasticity and complex regulation. Cx36 gap junctions
represent multimolecular complexes and contain cytoskeletal, regulatory and scaffolding proteins,
which regulate channel conductance, assembly and turnover. The amino acid sequence of mammalian
Cx36 harbors a phosphorylation site for the Ca**/calmodulin-dependent kinase Il at serine 315. This
regulatory site is homologous to the serine 298 in perch Cx35 and in close vicinity to a PDZ binding
domain at the very C-terminal end of the protein. We hypothesized that this phosphorylation site may
serve as a molecular switch, influencing the affinity of the PDZ binding domain for its binding partners.
Protein microarray and pulldown experiments revealed that this is indeed the case: phosphorylation
of serine 298 decreased the binding affinity for MUPP1, a known scaffolding partner of connexin36,
and increased the binding affinity for two different 14-3-3 proteins. Although we did not find the
same effect in cell culture experiments, our data suggest that phosphorylation of serine 315/298 may
serve to recruit different proteins to connexin36/35-containing gap junctions in an activity-dependent
manner.

In the central nervous system, electrical synapses directly connect the cytoplasm of neighboring neurons and pro-
vide a means for fast signal transmission. Electrical synapses are formed by gap junctions, which are assembled
from connexin molecules. Among these proteins, Connexin36 (Cx36) is the most abundant connexin isoform in
neurons of the mammalian central nervous system. It is strongly expressed in the olfactory bulb!, inferior olive?,
hippocampus®, and the retina® and is important for signal synchronization®*, network oscillation®, and signal-
to-noise amplification®. Moreover, Cx36 is essential for the primary and secondary rod pathways in the retina®®.

Recent evidence shows that gap junction channels are not simple intercellular channels but undergo com-
plex, activity-dependent regulation® '?. In the mammalian retina, for example, coupling in AIl amacrine cells is
increased by calcium influx through extra-synaptic NMDA receptors, subsequent activation of Ca**/calmodulin-
dependent kinase II (CaMKII, presumably CaMKII-8"), and phosphorylation of Cx36°.

Similar to chemical synapses, gap junctions form microcompartments that assemble a plethora of proteins,
which regulate synaptic strength in response to pH, voltage or Ca** changes. Among these proteins, several
kinases were shown to directly or indirectly modulate Cx36-containing gap junctions, e.g., protein kinase A6
(PKA) and CaMKII>'"", with different CaMKII isoforms presumably regulating Cx36 in different neuronal cell
types'®. Accordingly, the protein sequence of mouse (Mus musculus, mm) Cx36 contains several consensus motifs
for PKA, CaMKII and other kinases''®. Serine 315 (S315) constitutes a CaMKII phosphorylation site'', which is
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Figure 1. Protein microarray data indicate that phosphorylation of $298 in maCx35 may act as a functional
switch. (a) Membrane topology of connexins. N- and C-terminal tails (NT and CT, respectively) and the
cytoplasmic loop (CL) reside inside the cytoplasm. The two extracellular loops (EL) are also indicated. (b)
Sequence of the C-terminal end of maCx35/mmCx36, as indicated by the box in (a). Sequence identity (*) is
high for mmCx36 and maCx35 at the C-terminal end. The blue box indicates a PKA/CaMKII consensus site
at position S315 and $298 for mmCx36 and maCx35, respectively. The last four amino acids represent a PDZ
binding domain, present in both proteins. (¢) Microarray layout (A-D); the respective baits (all fused to GST)
are found below. An array probed with Alexa Fluor 555 anti-GST antibody served as positive control. Peptides
fused to biotin containing the C-terminal tail of maCx35 (35 WT), phosphorylated maCx35 (35 $S298 phos),
and a truncated version (35 S298 ter) were used as probes and showed differential results, marked by rounded
squares. 14-3-3 proteins (red) and NHERF2 aa265-288 (blue D7) showed an increased binding to the 35 $298
phospho probe compared to 35 WT. In contrast, PDZK1, PDZ10 of MUPP1, and nNOS (blue) decreased their
binding to the 35 $298 phospho probe. The truncated 35 S298 ter probe showed no binding interactions.
located close to the C-terminal end of the protein and thereby in immediate vicinity of the PDZ binding domain
formed by the last four amino acids (Fig. 1a,b). This PDZ binding domain seems to be important for channel
assembly'® and may help to recruit scaffolding proteins®. Both, the phosphorylation site and the PDZ binding
domain are conserved among species, e.g., S298 in perch (Morone americana, ma) Cx35 (Fig. 1b), which points
towards an essential function for these motifs in gap junction regulation.

Because of the close proximity of $315/298 to the PDZ binding domain at the C-terminal end of mmCx36/
maCx35, respectively, we hypothesized that phosphorylation of $315/298 may regulate the binding of interaction
partners to the PDZ binding domain. Two potential regulatory actions are conceivable: phosphorylation may
either increase or decrease binding, providing a means to regulate the interaction with different partners in an
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Construct Description Species
His PDZ-10 MUPP1 | Tagged PDZ 10 domain of MUPP1 | Mouse
GST-PDZK1 "Tagged full length PDZK1 Mouse
GST-NHERF2 Tagged full length NHERF2 Mouse
GST-14-3-3-y Tagged full length GST-14-3-3-y | Rat
GST-14-3-3-n Tagged full length GST-14-3-3-n Human
GST-14-3-3-0 Tagged full length GST-14-3-3-0 Human

Table 1. List of constructs tested in peptide pulldowns.

activity-dependent way. Here, we provide evidence that such a phosphorylation-mediated switch of Cx36/35
binding partners occurs in vitro. A protein microarray was used to identify candidate proteins whose interac-
tion may change by phosphorylation of the serine residue. Most of these candidates were tested subsequently in
pull-down assays. We found that phosphorylation of 5298 in maCx35 increased the interaction with 14-3-3 y
and n whereas it decreased the interaction with PDZ10 of MUPP1. Although cell culture experiments did not
reveal the same effect, our data indicate that in neuronal Cx36/Cx35, phosphorylation of $315/298 may serve as
a switch to recruit different scaffolding partners to the gap junction plaque.

Results

Protein domain microarray probed with peptides of the maCx35 C-terminal. Phosphorylation
and dephosphorylation of proteins occur at serine, threonine and tyrosine residues. Both posttranslational mod-
ifications may change the protein conformation, leading to changes in protein properties, such as stability, locali-
zation and interaction with other proteins®'. Here, we hypothesized that phosphorylation of residue $315/298
in mmCx36/maCx35 may alter the binding of proteins to the PDZ binding domain at the very C-terminal end
of the protein.

To investigate this, we first performed a protein microarray study®. Proteins either containing PDZ domains
or involved in phosphorylation detection were immobilized as GST fusion proteins on the array substrate and
used as baits (Fig. 1c). The arrays were probed with three different maCx35 constructs for preys, fused to biotin
and pre-conjugated to Cy3-streptavidin: (1) the wild-type C-terminus of maCx35, (2) the same sequence but
with a phosphorylation at $298 (phospho-5298), and (3) the C-terminal tail truncated at S298 (5298 ter). We
found that three (y, n and o) out of seven 14-3-3 protein isoforms and the PDZ domain of NHERF2 (aa 265-288)
strongly increased their binding to the C-terminal tail of maCx35 when S298 was phosphorylated. Conversely,
other PDZ domains and PDZ-containing proteins (PDZK1, PDZ10 of MUPP1, and nNOS) decreased their bind-
ing to the C-terminal tail of the phosphorylated maCx35. Control experiments with the truncated C-terminal
tail of maCx35 confirmed the specificity of the interaction: none of the proteins bound to the truncated tail,
in which the phosphorylation site and PDZ-binding domain were missing (Fig. 1c). Repeat experiments using
mmCx36 C-terminal peptides with larger PDZ domain arrays corroborated NHERF2 results and similarly
revealed phosphorylation-dependent decrease in binding to PDZ domains from Chapsyn110, PSD95 and SAP102
(Supplementary Fig. 1).

Pulldown experiments with purified proteins. Several of the hits in the microarray screen were then
tested for interaction in pull-down experiments (see Table 1 for details on constructs). maCx35 peptides (previ-
ously used in the microarray) were coupled to streptavidin beads and incubated with individual proteins that
were identified in the array. Again, we used the wild-type C-terminus and a modified version (maCx35 S298
phos) to test for phosphorylation-dependent interactions (Fig. 2; Supplementary Figs. 2 and 3). Empty beads
(without conjugated peptide) served as control. We tested GST-fused PDZK1, NHERF2 and PDZ 10 of MUPP1
for interaction with the wild-type and the phosphorylated C-terminal tail of maCx35 (Fig. 2a). A drop blot was
used to control for equal amounts of both maCx35 peptides (Fig. 2b). We found—consistent with the protein
microarray data—that PDZ10 of MUPP1 bound strongly to the wild-type C-terminal tail of maCx35 but not to
the phosphorylated form. In contrast, PDZK1 did not show differential binding to the two maCx35 constructs.
NHERF2 showed a similar interaction with wild-type and phosphorylated maCx35 as PDZK1 but even bound
to the empty beads so that we could not draw any conclusions about the specificity of its binding. However, our
data confirmed the phosphorylation-dependent interaction of maCx35 and PDZ 10 of MUPP1.

Data from the protein microarray also suggested that 14-3-3 proteins may increase their binding to maCx35
when $298 is phosphorylated. This was confirmed by the pulldown experiments (Fig. 2c). 14-3-3 y,nand ¢
(full-length) were fused to GST and tested in the same way as the PDZ domain-containing constructs. While
GST alone and 14-3-3 o did not show any binding to the maCx35 constructs or the empty control beads, y and
1 strongly bound to maCx35 when $298 was phosphorylated.

Thus, our data provide evidence that MUPP1 (via PDZ 10) and 14-3-3 proteins y and n bind differentially to
the C-terminal tail of maCx35: MUPPI increases its binding when S298 is not phosphorylated whereas the two
14-3-3 proteins bind stronger when $298 is phosphorylated. As mentioned above, this may provide a means to
differentially regulate the recruitment of proteins to the gap junction site in a phosphorylation- (i.e., activity-)
dependent manner.
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Figure 2. Pull-down experiments confirmed the phosphorylation-induced change in interaction of PDZ10 of
MUPPI and 14-3-3 proteins with maCx35. (a) Pull-down experiments using GST-coupled PDZK1, NHERF2
and the tenth PDZ domain of MUPP1 (PDZ 10 MUPP1). PDZK1 and NHERF2 bound to both WT and S298
phospho peptides, but both proteins showed residual binding to the empty beads (control). PDZ-10 MUPP1
showed decreased binding to the C-terminal tail of maCx35 when S315 was phosphorylated (35 S298 phos)
compared to the non-phosphorylated form (35 WT). (b) Drop blot, demonstrating that phosphorylated and
non-phosphorylated maCx35 constructs had similar concentrations. (¢) GST-bound 14-3-3 proteins y and n
showed increased binding to the phosphorylated form of maCx35. 14-3-3 ¢, in contrast, did not bind to the
C-terminal tail of maCx35. GST alone did not show any binding to the beads. Each pull-down was performed
2-4 times.

Does phosphorylation of $315 in mmCx36 change the size of the gap junction? Earlier
studies”>** showed that phosphorylation of connexins may alter the internalization rate and affect gap junction
size. Therefore, we tested in cultured cells whether the phosphorylation of S315 has an influence on the size
of gap junctions. As we have successfully used mmCx36 in a mammalian expression system to measure gap
junction volume® and sequences for mouse and perch connexins are conserved with respect to the phosphoryl-
ated serine and PDZ binding domain (Fig. 1b), we cloned an mmCx36 variant, in which $315 was mutated to
aspartate (§315D) to mimic the phosphorylation of the serine residue. HEK293 cells were transfected with either
wild-type mmCx36 or the phosphomimetic construct and gap junctions were 3D reconstructed and measured
in volume (Fig. 3) as described®. The volume of gap junctions between adjacent cells was similar between wild-
type mmCx36 and the $315D mutant (Fig. 3a,b,e; mean+SD cluster size in um* Cx36 WT: 7.4+9.7; Cx36
$315D: 6.2+5.5; p=0.521, 123/138 cell pairs from 4 transfections, Mann-Whitney test). This suggests that phos-
phorylation of mmCx36 S315 does not affect gap junction size in HEK293 cells. However, when we compared
gap junction volume between mmCx36 and a truncated mutant (Cx36 S318 ter), we found clusters to be sig-
nificantly smaller in the truncated mutant (Fig. 3c-e, Cx36 WT: 7.4+9.7; Cx36 S318 ter: 3.7 £3.2; p=0.0011,
123/138 cell pairs from 4 transfections, Mann-Whitney test), consistent with an earlier report.

Does phosphorylation of S315 in mmCx36 change the interaction with MUPP1 in HEK293
cells?  Next, we asked whether phosphorylation of $315 alters the interaction of mmCx36 with MUPP1 (from
rat, Rattus norwegicus, rn) in HEK293 cells. Again, we used the wild-type and phosphomimetic mutant (§315D)
and cotransfected it with MUPP1, which was fused to GFP (GFP-MUPP1, Fig. 4). GFP-MUPP1 strongly colo-
calized with both constructs (Fig. 4a,b,d) but we did not find any differences between the volume of gap junc-
tions for wild-type mmCx36 and the phosphomimetic mutant (mean+SD cluster size in pm* mm Cx36 WT:
Cx36: 4.4+3.7; MUPP1: 4.8 +4.6; p=1; mmCx36 S315D: Cx36: 5.7+5.7; MUPP1: 52+6.7; p=0.4; 34-45 cell
pairs from 2 transfections, Mann Whitney test; Fig. 4e). Thus, mimicking the phosphorylation of mmCx36 at
$315 did not affect the interaction with MUPPI.

As an earlier report®® showed that MUPP1 binds to the very C-terminal tail of Cx36, we also cotransfected
GFP-MUPP1 with a truncated version of mmCx36. As expected, GFP-MUPP1 was not detected in Cx36-con-
taining gap junctions (Fig. 4c—e) and consequently, the volume of clusters formed by GFP-MUPP1 and mmCx36
$318 ter differed significantly (mean + SD cluster size in um*: mmCx36 WT: Cx36: 4.4+3.7; MUPP1: 4.8 +4.6;
p=1;85318 ter: Cx36: 7.1+£8.0; MUPPI: 0.5+ 1.3; p <0.0001; 31-45 cell pairs from 2 transfections, Mann Whitney
test, Fig. 4e). This confirmed that binding of PDZ 10 of MUPP1 to mmCx36 is mediated by the PDZ binding
domain at the very C-terminal end of the protein. Interestingly, while several studies'** earlier reported that the
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Figure 3. A phosphomimetic S315D mutation in mmCx36 did not change the size of mmCx36-containing
gap junctions. HEK293 cells transfected either with mmCx36 W'T (a), the S315D mutant (b), which mimics
the phosphorylation of $315 in mmCx36, or a truncated Cx36 variant (c). Gap junctions were detected
between adjacent cells and reconstructed (d). (e) Quantification of gap junction volume showed that the S315D
mutation did not alter gap junction size in transfected HEK293 cells, in contrast to the truncation which led

to significantly smaller gap junctions. Values are given as mean + SD; n.s., not significant; **p <0.01; Mann-
Whitney test, n=123/138 cell pairs from 4 transfections. Scale: 10 um.

truncated protein (mmCx36 S318 ter) fails to form gap junctions in transfected HeLa cells, the same construct
assembled into gap junctions in HEK293 cells, suggesting that the assembly machinery differs between cell lines.

Does glutamate-induced activation of CaMKII change the interaction of mmCx36 and PSD95
in HeLa cells?  Our results so far suggest that the phosphomimetic mutants might not be a good substitution
for phosphorylated serine residues because they differ in charge and size (see “Discussion”). We next tried to cir-
cumvent this problem and tested the association of PSD95 and mmCx36 in HeLa cells upon activation of CaM-
KII. PSD9Y5 was chosen because it closely associates with Cx36-containing gap junctions in photoreceptors®. To
stimulate endogenous CaMKII activity and consequently phosphorylation of mmCx36, we treated transfected
HeLa cells with 100 uM glutamate for 15 min (Fig. 5a-1) as we recently showed that this treatment increases gap
junction coupling approximately two-fold via the activation of endogenous NMDA receptors and CaMKII?.
However, when we compared the intensity ratio of PSD95 and Cx36 at gap junctions between adjacent HeLa
cells, we did not detect any significant differences between untreated (control, Fig. 5a—f,s) and treated HeLa cells
(Fig. 5g-1,s; p=0.889, two-tailed t-test; n = 12 gap junctions per condition).

We also tested binding of mmCx36 and PSD95 (PDZ domain 2) in a microarray. SAP102 was also added
due to its similarity to PSD95, sharing with it three PDZ domains, an SH3 domain and a C-terminal guanylate
kinase domain. For both proteins, phosphorylation of $315 in mmCx36 led to a decrease in binding of the PDZ
domain (Fig. 5t,u; Supplementary Fig. 1). However, even when S315 was phosphorylated, PDZ domain binding
was not abolished but only reduced. The fact that we see similar results with two closely related proteins (PSD95
and SAP102) corroborates the hypothesis of a universal phosphorylation-dependent switch. Additionally, the
rather moderate effect on the binding affinity could explain the preserved association of PSD95 and Cx36 we
see in transfected HeLa cells stimulated with glutamate.

To confirm that the association of mmCx36 and PSD95 is mediated via the PDZ binding domain in the
C-terminal tail of Cx36, we transfected HeLa cells with the truncated Cx36 protein (mmCx36 S318 ter) and
FLAG-tagged PSD95. As expected, PSD95 showed virtually no colocalization with Cx36 (Fig. 5Sm-r).

In summary, in vitro experiments using C-terminal peptides of mmCx36/maCx35, which carried a phos-
phorylation at $315/298, showed that phosphorylation of a serine residue close to the C-terminal PDZ binding
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Figure 4. A phosphomimetic $315D mutation in mmCx36 did not alter the interaction with MUPP1-GFP in
transfected HEK293 cells. (a-¢) HEK293 cells co-transfected with GFP-MUPPI and either mmCx36 WT (a),
the phosphomimetic mutant Cx36 S315D (b), or a truncated mmCx36 variant (Cx36 S318 ter, ¢). Short arrows
point to gap junction-like structures between two adjacent cells; long arrows indicate intracellular vesicles.
Areas marked by the rectangles are shown in higher magnification in the lower panels. (d) 3D reconstructions
of individual gap junctions. (e) Quantification of gap junction volume revealed that the phosphomimetic
mutation of Cx36 (S315D) did not change the size of the gap junction and interaction with full length MUPP1.
In contrast, truncation of mmCx36 at S318 (Cx36 S318 ter) abolished the interaction with MUPP1, which was
consequently absent from gap junctions, while Cx36 S318 ter-containing gap junctions were still formed and
normal in size. Values are given as mean +SD; n.s., not significant; ****p <0.0001, Mann-Whitney test, n=40-44
cell pairs from 2 transfections. Scale: 10 um, enlarged images: 5 um.

site of Cx36/35 may change the interaction with different protein partners, such as MUPP1 and 14-3-3 y/n.
However, cell culture experiments with mmCx36 constructs carrying a phosphomimetic mutation (S315D) failed
to reproduce this result, presumably because the aspartate residue is not a good substitution for a phosphorylated
serine in this case. Also, activation of CaMKII via endogenously expressed glutamate receptors did not lead to
detectable differences in the association of mmCx36 and its scaffolds.

Discussion

Here, we provide evidence that phosphorylation of a serine residue in the C-terminal tail of Cx36/Cx35 may
serve as a molecular switch to regulate the binding of different scaffolding proteins to Cx36/35. This concept
connects two well-known mechanisms that were shown to regulate Cx36-containing gap junctions: phospho-
rylation by CaMKII*!! and the PDZ-dependent association with scaffolding proteins®. As CaMKII-mediated
phosphorylation was shown to be linked to NMDA receptor activation”!!, this switch may provide a substrate
for activity-driven plasticity at Cx36-containing electrical synapses.

Interestingly, the phosphorylation-induced switch seems to act in two different directions: it increases binding
to 14-3-3 proteins and decreases binding to PDZ 10 of MUPP1. Most likely, two different mechanisms are at
work: (1) the binding to MUPP1 is likely mediated via the PDZ binding site at the very C-terminal end of Cx36/35
and this binding affinity changes when $S315/298 is phosphorylated. (2) The binding to 14-3-3 proteins may be
direct, via the phosphorylated $315/298, as was reported for Cx43%. However, the Cx36/35 sequence does not
contain a classical consensus 14-3-3 binding site?. Still, earlier studies reported a similar switching mechanism
in viral***! but also mammalian proteins®, such as the receptor tyrosine kinase ERBB4 and the inward rectifier
potassium channel IRK1 (Kir2.1): phosphorylation of a PDZ binding motif decreases PDZ binding activity and
mediates interaction with 14-3-3 proteins®. This suggests that this switch is a rather general means to regulate
protein-protein interactions.
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Figure 5. Activation of CaMKII does not cause any apparent changes in Cx36/PSD95 association. (a-f) Cx36
and PSD-95-FLAG colocalized at gap junctions in transfected HeLa cells. (g-1) Activation of CaMKII by
treatment with glutamate (glu) did not affect the localization of PSD95 at gap junctions. (m-r) Expression of the
Cx36 S318 ter mutant prevented PSD95 binding, indicating that this interaction requires a PDZ domain. Please
note that hardly any gap junctions were formed and colocalization was absent also from intracellular vesicles,
which showed colocalization when the PDZ domain of mmCx36 was still present (a-1). (s) Activation of
CaMKII via glutamate (glu) did not affect the PSD95/Cx36 intensity ratio at gap junctions. 12 gap junctions in
each condition were quantified. (t, u) Microarrays revealed phosphorylation-dependent reduction of mmCx36
C-terminal binding to PSD95 PDZ2 and SAP102 PDZ2. Scale: 10 um.

Our results are based on a protein microarray approach, which resulted in several candidate proteins poten-
tially affected by Cx36/35 S315/298 phosphorylation. Pull-down experiments were used to test some of the
candidate proteins for direct interaction which confirmed the binding interactions, but only confirmed the
phosphorylation-dependent switch for MUPP1 and 14-3-3 proteins (y and n isoforms).

Co-expression studies in HEK293 cells were employed to test whether the phosphorylation-dependent inter-
action with MUPP1 affects the size of mmCx36-containing gap junctions. This was not the case; introduction
of a phosphomimetic mutation (S315D) did not affect the volume of Cx36-containing gap junctions in HEK293
cells. This was somewhat surprising because introduction of a phosphomimetic mutation at Cx43 S373 affects
gap junction formation®!. However, there may be several explanations for the absence of an effect on gap junc-
tion size: First, the phosphomimetic serine-to-aspartate mutation—although also introducing a negative charge,
just like phosphorylation—might not be similar enough to the real phosphorylation because phosphate groups
contain an additional negatively charged oxygen atom and differ in their ionic shell from negatively charged
amino acid residues®®. Thus, phosphate groups create a different chemical landscape®*** and may be more potent
in disrupting protein-protein interactions. In line with this, an earlier study reported that also 14-3-3 proteins
do not bind to phosphomimetic threonine-to-aspartate mutations®. Lack of efficacy for the phosphomimetic
mutation may also explain why binding of MUPP1 to the PDZ binding domain of Cx36 was not affected in the
$315D mutants in HEK293 cells, whereas it was when maCx35 peptides were used that carried a phosphoryla-
tion at S298 (Cx35 S298 phos).

Second, phosphorylation of $315/298 may only moderately affect PDZ binding affinity: our microarray
data revealed some residual binding of MUPP1-PDZ-10 to $298 phos, which might also explain the persistent
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colocalization between MUPP1 and the phosphomimetic mmCx36 mutant, which we observed in the cell culture
system. We obtained similar results for PDZ2 of PSD95 and SAP102: association clearly depended on the PDZ
binding domain in the C-terminal tail but phosphorylation only decreased the binding and did not entirely
prevent it.

Finally, phosphorylation of $315 may not affect gap junction size but channel gating'’, by influencing the
orientation of intracellular domains in the Cx36 protein. Here, the interaction with 14-3-3 proteins may come
into play, which we found to be stronger when S298 was phosphorylated in Cx35. 14-3-3 proteins are able to
bind two phosphorylated residues simultaneously®. Thus, it is tempting to speculate that 14-3-3 proteins might
simultaneously interact with two phosphorylated amino acids within different domains of Cx36/35, forming an
intramolecular bridge and thereby affecting Cx36/35 gating.

Our attempts to use endogenous phosphorylation of S315 also failed to demonstrate a detectable phos-
phorylation-driven switch in association of Cx36 with PDZ scaffolds (Fig. 5a-1). Even when we increased the
amount of CaMKII by overexpressing it, we did not detect any apparent changes in the colocalization of Cx36
and PSD95 (Supplementary Fig. 4). It is important to note that while glutamate stimulation increases CaMKII
phosphorylation of Cx36, and §315 is an optimal CaMKII phosphorylation site, we do not know how complete
phosphorylation is in vivo. Work from Bukauskas et al.*® showed that less than 5% of all connexons present in
a gap junction plaque contribute to gap junction conductance, and only this small fraction of active channels
needs to be phosphorylated to enhance coupling. Thus, it seems likely that confocal microscopy is not sensitive
enough to detect these subtle changes. Furthermore, a change in the binding affinity of a small fraction of gap
junction channels for PDZ scaffolds may free those channels to engage in conformational changes, including
those potentially induced by 14-3-3 protein binding, that regulate coupling, while maintaining the important
associations of the PDZ scaffolds with the plaque as a whole.

Phosphorylation in gap junction proteins is very common and serves different functions. Here, we provide
evidence for a molecular mechanism that allows the Cx36/35 protein to recruit different interaction partners
to the synapse in response to activity-related calcium entry and subsequent activation of CaMKII. This again
confirms the notion that electrical synapses share many properties with their chemical counterparts when it
comes to synaptic plasticity.

Methods

Protein microarray. Purified GST fusion proteins (listed in Fig. 1c and Supplementary Fig. 1) were spot-
ted onto nitrocellulose-coated glass slides with an Aushon 2470 microarray robot; each protein was spotted in
duplicate. Peptides corresponding to the C-terminus tip of maCx35 and mmCx36, their phosphorylated forms,
a C-terminally truncated form of maCx35 and a scrambled form of mmCx36, each with an N-terminal biotin,
were synthesized by Genscript. 10 ug of peptide was pre-bound to 5 pug Cy3-streptavidin (GE Health Sciences)
in 500 pl phosphate buffered saline with 0.1% Tween-20 (PBST) and unbound streptavidin was removed by
clearing with biotin-agarose beads (Sigma). Array slides were probed with the labeled peptide probe at 4 °C
overnight. Slides were washed with PBST and scanned with a GenePix 4200A scanner (Molecular Devices).

Protein purification. Recombinant proteins/protein domains (Table 1) were expressed in BL21 cells.
Expression was induced with 1 mM isopropyl-B-p-thiogalactopyranoside (IPTG). After expression, cells were
lysed with lysozyme (1 mg/ml) and insoluble material was separated by centrifugation at 17,000 rpm for 40 min.
The supernatant was applied to a glutathione sepharose column and incubated overnight on a rotating platform
at 4 °C. Non-bound material was removed at the next day and the column was washed several times with bind-
ing buffer (containing 150 mM NaCl, 50 mM Tris, pH 7.4, and 10 mM dithiothreitol). Proteins were eluted with
binding buffer, supplemented with 10 mM reduced glutathione. For purification of His-tagged proteins, super-
natants were applied to a nickel column. After flow-through of non-bound material, the column was washed
with washing buffer (500 mM NaCl, 20 mM imidazole and 20 mM Tris, pH 7.5-6). Captured proteins were
eluted with elution buffer (150 mM NacCl, 300 mM imidazole and 20 mM Tris, pH 7.5-6).

Peptide pull-downs. For peptide pull-downs (n=2-4), 100 pul of uMACS streptavidin beads (Miltenyi Bio-
tec) were mixed with 0.25 pg of maCx35 peptides and equal amounts of purified PDZ domains/proteins for each
condition in phosphate buffered saline (PBS) with 0.05% P20 (P20 is 20% Tween). The samples were incubated
on ice for an hour and applied to a magnetic column for isolation. After several washes, adsorbed proteins were
eluted with pre-heated (95 °C) elution buffer, containing 50 mM Tris HCI (pH 6.8), 50 mM dithiothreitol, 1%
SDS, 1 mM EDTA, 0.005% bromophenol blue, 10% glycerol. SDS-PAGE (10% gels) and western blot analysis
were performed as previously described®.

Constructs and HEK293/HeLa cell transfections. Three different mmCx36 constructs (1. full-length
mmCx36, 2. mmCx36 S315D, 3. mmCx36 S318 ter) were cloned into the pRK5 vector (BD Pharmingen, San
Diego, CA, USA). The PDZ domain 10 of rnMUPP1 was cloned into the PetM11 vector. All constructs were
sequenced for accuracy. PSD95-FLAG in pcDNAS5/FRT/TO was a gift from Dr. Wei-dong Yao (Addgene plas-
mid #15463; RRID:Addgene_15463). This clone was initially generated by Zhang et al.”’. Monomeric eGFP-
CaMKIIa fusion construct was a gift of Dr. M. Neal Waxham (University of Texas Health Science Center at
Houston)*. HEK293 and HeLa cells were plated at a density of 5x 10° cells in a Petri dish (6 cm diameter),
including 12 mm coverslips, in 5 ml Dulbecco’s Modified Eagle Medium. Cells were transfected with 0.6-1.4 pg/
ml DNA using Lipofectamine (Life Technologies), 24 h after seeding. All transfections were done as triplicates
and independently performed at least twice.
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Antibody Host, type Dilution | Source cat. (no.)

Cx36, clone: 1IESH5 | Mouse, monoclonal | 1:500 Thermo Fisher Scientific, 37-4600
Cx36 Rabbit, polyclonal 1:500 Thermo Fisher Scientific, 36-4600
Cx36 Goat, polyclonal 1:500 Santa Cruz, sc-14904

FLAG Rabbit, polyclonal 1:500 Thermo Fisher Scientific, PA1-984B
GFP Chicken, polyclonal | 1:500 Sigma Aldrich, AB16901

GST Goat, polyclonal 1:5000 GE Healthcare, 27-4577-01V
RGS-His Mouse, monoclonal | 1:500 Qiagen, 34610

Table 2. Primary antibodies used in this study.

To stimulate endogenous CaMKII activity, transfected HeLa cells were treated with serum-free media con-
taining 1 mM glycine and 100 uM glutamate for 15 min in a cell culture incubator (37 °C, 5% CO,). Afterwards,
HelLa cells were fixed in 2% PFA in PBS for 15 min and prepared for confocal scans.

Immunocytochemistry. HEK293 and HeLa cells were fixed with 2% paraformaldehyde 48 h after transfec-
tion. Cells were washed with 0.1 M phosphate buffer (PB, pH 7.4) and incubated in primary antibodies (Table 2)
in PB at 4 °C overnight. After washing with PB, secondary antibodies conjugated to Alexa 488 and Alexa 568
(1:500, Thermo Fisher Scientific) were applied for 2 h at room temperature. Antibodies were diluted in PB con-
taining 10% normal goat serum and 0.5% Triton-X100. After extensive washing, coverslips were mounted in
Vectashield with DAPI (Vector Laboratories) and sealed with nail polish.

Confocal microscopy and image analysis. The volume of Cx36-containing gap junctions between adja-
cent HEK293 cells was quantified as described”. Quantification of gap junction volume was performed blindly,
i.e., persons imaging the gap junctions and determining the volume did not know the respective transfection
condition as it was done by somebody else. Confocal stacks were acquired using a Leica SP8 confocal microscope
equipped with a 63 x HCX PL APO oil immersion objective (NA 1.4). Stacks were deconvolved with Huygens
Essential deconvolution software (using theoretical point spread functions) and further processed in Fiji (https
:/Miji.sc/, 2020%). After background subtraction and histogram normalization, stacks were thresholded using
the automated Otsu threshold. Gap junction clusters were detected with the 3D Simple Segmentation plugin and
their volume was measured using the 3D Manager plugin in Fiji. Data were tested for statistical differences using
the Mann-Whitney test in Prism 6 (GraphPad Software), at an alpha level of 0.05.

The intensity ratio of mmCx36 and PSD95 located at gap junctions was calculated using the measure func-
tion in Fiji. A linear region of interest (2 um in length) was placed in a gap junction and the average intensity
along this ROI was measured for each channel. The average intensity ratio of both channels in each experimental
condition was used as a measure of PSD95/Cx36 association.

Images of co-transfected cells are shown as single scans. Single transfected cells are presented as a maximum
intensity projections of 12 sections (z-distance: 0.2 pm). Contrast and brightness were adjusted for presentation
purposes in Fiji.

Data availability
The datasets generated during and/or analysed during the current study are available from the corresponding
author on reasonable request.
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