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Zusammenfassung

Mikrotubuli-assoziierte Proteine (MAPs) modulieren die Stabilitat und Dynamik von
Mikrotubuli. Indem sie das Wachstum der Mikrotubuli regulieren, die den
Hauptanteil des axonalen Zytoskeletts ausmachen, spielen MAPs eine
entscheidende Rolle flr die Elongation und Navigation von Axonen. Eines der flnf
klassischen MAPs (MAP1-4 und Tau) ist MAP1B, ein axonales MAP, das als
Erstes wahrend der Embryonalentwicklung auftritt. In dieser Arbeit wurde die Rolle
von MAP1B bei der Wegfindung von Axonen der retinalen Ganglienzellen (RGZ) in
der sich entwickelnden Retina untersucht. Hierzu wurden Retinae von
Mausembryonen, die kein MAP1B besitzen (Knockout), in der Phase des
maximalen RGZ-Axonwachstums (E14,5) untersucht. Die k.o.-Neuroretina ist im
Zentralbereich (um den Sehnervkopf herum) dinner als im Wildtyp. Dies ist jedoch
nicht auf eine Reduktion der RGZ-Axone zurlckzuflUhren, sondern auf eine
Verminderung der Neuroepithelialzellschicht. RGZ-Axone zeigen auf ihrem Weg
zum Sehnerv, auf dem sie sich zunehmend bundeln, in der k.o.-Retina ein
abnormales Navigationsverhalten: Einzelne RGZ-Axone und dunne Axonbundel
I6sen sich haufiger aus ihren Faszikeln, wodurch die Anzahl dinner Faszikel
erhoht ist. In vitro Experimente unter genauer definierten Bedingungen und an
einzelnen RGZ-Axonen offenbarten, dass zwei Verhaltensweisen im k.o. haufiger
auftraten: starke Seitwartsbewegungen der Axonspitzen und starke Lateral-
exploration des Wachstumskegels an der Axonspitze. Sowohl in vivo als auch in
vitro Befunde weisen also darauf hin, dass bei Fehlen von MAP1B die
Feinregulation der Steuerungsbewegungen der Axone reduziert ist, was zu dem
beobachteten Abwandern aus den Bundeln fuhren konnte. Dies bewirkt
insbesondere am Sehnervkopf, wo die RGZ-Axone ein Abbiegemandver
durchflhren, dramatische Fehlnavigationen im k.o.: Die Axone tauchen zwar in
den Sehnervkopf ein, wachsen dann jedoch in die gegenuberliegende
Neuroretina. Sie wachsen dabei nicht antiparallel entlang der RGZ-Axone,
sondern in einer tieferen Neuroretinaschicht. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen
zum ersten Mal eine wichtige Rolle von MAP1B bei der Moderierung des

Wachstumskegelverhaltens sowie der Weg- und Zielfindung navigierender Axone.



Summary

Microtubule-associated proteins (MAPs) modulate the stability and dynamics of
microtubules. By regulating microtubules, the main component of the axonal
cytoskeleton, MAPs play a crucial role for the elongation and navigation of axons.
One of the five classical MAPs (MAP1-4 and Tau) is MAP1B, an axonal MAP
which is the first to appear during embryonic development. In this thesis project,
the role of MAP1B in path finding of retinal ganglion cell (RGC) axons was
investigated in the developing retina. For this, the retinae of mouse embryos
lacking MAP1B (knockout) were examined in the phase of maximal RGC axon
growth (E14.5): The k.o. retina in the central region (around the optic nerve head)
is thinner than the wild type retina which is, however, not due to a reduction in
RGC axons but to a decrease of the epithelial cell layer. RGC axons exhibit on
their way to the optic nerve, where they progressively fasciculate, an abnormal
navigation behaviour in k.o. retinae: Single RGC axons and thin axon fascicles
separate from their bundles more often, thereby increasing the number of thin
fascicles. In vitro experiments under more defined conditions and observation of
single RGC axons revealed that two types of behaviour were more frequent under
k.o. conditions: strong side-movements of the axon tips and strong lateral
exploration of the growth cone at the axon tip. These in vivo and in vitro findings
indicate that lack of MAP1B reduces the fine regulation of axonal steering
movements which could lead to the observed straying from bundles. At the optic
nerve head, where RGC axons perform a turning manoeuvre, this causes dramatic
misrouting in the k.o. retina: The axons dive into the optic nerve head, however,
then extend into the opposite side of the retina, not growing along the RGC axons
in an anti-parallel fashion but in a deeper layer of the retina. The findings of this
Ph.D. project demonstrate for the first time an important role of MAP1B in the
moderation of growth cone behaviour as well as the path and target finding of

navigating axons.
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| Einleitung

| Einleitung
1 Die Embryonalentwicklung des Auges

Das Nervensystem erlaubt es, schnell, flexibel und gezielt auf Verande-
rungen in der Umgebung zu reagieren. Die Augen sind fur viele Lebewesen
dabei ein wichtiges Sinnesorgan, da sie das Wahrnehmen der Umwelt Uber
groRe Entfernung und ohne Zeitverzogerung ermoglichen. Es werden
erheblich mehr neuronale Retinazellen angelegt als bendtigt werden,
vermutlich, um Stérungen der Augenentwicklung abzumildern. Die Ent-
stehung der Augen ist genetisch hoch konserviert, die nachfolgende

Beschreibung bezieht sich jedoch auf die Entwicklung des Mausauges.

Die spateren Augen differenzieren sich als Augenfeld im Prosencephalon
(prospektives Diencephalon). Das Augenfeld teilt sich entlang der Mittellinie.
Im Embryonalstadium der Maus Theiler-Stadium 12 (T12) - dies entspricht
dem Embryonaltag 7,5 (E7,5) und einem Embryo mit 5-7 Somitenpaaren -
beginnen sich die Augenblaschen aus dem Diencephalon auszustulpen. Die
Augenblaschen beruhren in T15 (E9,5; 20-25 Somitenpaare) das sich
differenzierende Ektoderm. Im Ektoderm induzieren die Augenblaschen die
Bildung der Linse, die wiederum das Einfallen der Augenblaschen zu einem
doppelwandigen Augenbecher induziert. Dies passiert ebenfalls in Stadium
T15 (E10,5 25-30 Somitenpaare). Die aullere Zellschicht des Augenbechers
differenziert sich zum Pigmentepithel, die innere Zellschicht zur Neuroretina:
Im T20 (E11,5-E13; 48-51 Somitenpaare) wird das Pigmentepithel durch
seine dunkle Farbung erkennbar (Chow & Lang, 2001; Pei & Rhodin, 1970).

12



| Einleitung

Abbildung 1: Augenentwicklung der Maus. Transversalschnitt durch den Kopf eines

Mausembryos E9,5 (A). Zu erkennen sind der vierte Ventrikel (IV) und das
Prosencephalon, aus dem sich die optischen Vesikel (OV) ausstulpen (griuner Pfeil).
Detailansicht des Auges E10,5 (B), auf der zu sehen ist, das der OV bereits einfallt
(roter Pfeil), Neuroretina (NR), prospektiver Sehnerv (optischer Stil, OS) und das
Pigmentepithel (PE) sind zu erkennen. Detailansicht eines Auges E12,5 (C), bei
dem sich die Linse geschlossen hat und die ersten RGZ-Axone den SNK in den

Sehnerv verlassen. Bild angepasst aus (Pei & Rhodin, 1970).
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| Einleitung

Im zentralen Bereich der Neuroretina sinkt diese ab und verbindet sich mit
dem Augenstiel zum spateren Sehnerv. An der Stelle der Einstulpung
entsteht an E10,5 der Sehnervkopf (SNK). Dies ist begleitet von einer ersten
Apoptosewelle im zentralen Teil des neu geformten Augenbechers
(Péquignot et al., 2003). Die peripheren Vorlauferzellen (Neuroepithelial-
zellen) der Neuroretina proliferieren weiter, so dass die Retina sich peripher
ausdehnt. Die zentralen Neuroepithelialzellen proliferieren und beginnen mit
der Differenzierung. Sie sind an der Basalmembran auf der Seite des
Glaskorpers und der Basalmembran auf der Seite des Ventrikels mit ihren
EndfuRen verankert und bewegen sich zwischen den Membranen auf und ab
(Baye & Link, 2008). Die Neuroepithelialzellen teilen sich an der ventrikularen
Basalmembran in eine Neuroepithelialzelle, die den Zyklus von vorne
beginnt, und eine neuronale Retinazelle, die ihre Differenzierung beginnt. Die
ersten Retinazellen, die sich differenzieren, sind die retinalen Ganglienzellen
(RGZ). Sie bilden eine mehrlagige Schicht und senden ihr Axon in zentrale
Richtung zum SNK aus. Aus diesen Axonen besteht die optische
Faserschicht (OFS). Weitere Zelltypen werden erzeugt: Es entstehen in der
ersten Welle Amakrinzellen, Horizontalzellen und Zapfen (ab E11 mit einem
Peak E14,5).

Am Tag E14,5 besteht die Neuroretina aus den Somata der Neuroepithelial-
zellen in der duleren neuroblastischen Schicht (ANBS). Die RGZ liegen in
einer bis zu vier Zellen dicken Schicht vor, die nicht als klare Schicht
erkennbar ist. Sie bilden gemeinsam mit den sich zu Amakrinzellen und
Horizontalzellen differenzierenden Zellen die innere neuroblastischen Schicht
(INBS). Die beiden Schichten sind durch eine weitgehend zellkernfreie, aus
Fortsatzen der Neuroepithelialzellen bestehende Schicht getrennt. Diese
dinne Schicht ist das ftransient fibre layer of Chievitz (TSC). Das TSC
besteht aus den Fortsatzen neuronaler Zellen, auf denen bei in vitro
Experimenten das Adhasionsmolekul Contactin-1 (CNTN-1) nachgewiesen
wurde (Wolburg et al., 1991). Contactin-1 spielt bei der Einteilung der (aus

der TSC entstehenden) inneren plexiformen Schicht in Unterschichten (sub

14



| Einleitung

lamination) eine entscheidende Rolle (Yamagata & Sanes, 2012). Eine
elektronenmikroskopische Untersuchung der TSC lokalisiert dort Axone und
Fortsatze von Muller-Gliazellen (Smelser et al., 1973). Muller-Gliazellen sind
jedoch der letzte Zelltyp, der sich in der Retina differenziert. Wahrend ihrer
Differenzierung an E16 in der Mausretina ist bereits eine innere plexiforme
Schicht entwickelt, es handelt sich also um Auslaufer der
Neuroepithelialzellen im TSC (Hatakeyama & Kageyama, 2004). Es herrscht
keine Einigkeit Uber den Aufbau und es finden sich nur MutmaRungen in der
Literatur, was die Funktion der TSC bei der Entstehung der inneren
plexiformen Schicht und der Trennung von Amakrin- und Bipolarzellen betrifft
(Provis et al., 1998).

In einer zweiten Welle differenzieren Stabchen, Bipolarzellen und zuletzt die
Miiller-Gliazellen (ab E16 mit einem Peak um P3). Die Schichten der Retina
teilen sich neu und in mehr Schichten als bisher auf: Aus der INBS wird die
Ganglienzellschicht (GZS), ein Teil der ANBS riickt nach innen und ein Teil
der INBS nach aufen. Hierdurch entsteht die innere Koérnerschicht aus
Horizontalzellen, Bipolarzellen, Amakrinzellen und den Miiller-Gliazellen.
Dies resultiert in der Auflosung des TSC und es entsteht die aullere
plexiforme Schicht (APS) in Abgrenzung zu den RGZ und die innere
plexiforme Schicht (IPS) in Abgrenzung zu den Photorezeptoren (Provis et
al., 1998; Wang et al., 2002; Young, 1985). Die Augenentwicklung setzt sich
weiter fort, in Apoptosewellen an P2, P9 und P15 werden falsch verschaltete

Retinazellen entfernt (Péquignot et al., 2003).
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2 Axonales Wachstum und Navigation

2.1 Axon und Wachstumskegel

Um die neuronale Zelle mit dem korrekten Zielgebiet zu verschalten und der
Apoptose zu entgehen, ist es notwendig, dass das Axon vom Soma
erfolgreich ins Zielgebiet navigiert. Die Struktur am wachsenden Ende des
Axons, die dies bewerkstelligt, ist der Wachstumskegel. Der Wachstums-
kegel ist eine hochdynamische Struktur, deren Zytoskelett permanent
umgebaut wird. Der Wachstumskegel andert in vivo seine Form zwischen
gestrecktem, torpedoférmigem Wachstum in Vorwartsphasen und flachiger
Form in Orientierungsphasen (Brittis et al., 1995; Zelina et al., 2005).
Wachstumskegel, die in vitro auf beschichtetem Glas auswachsen, zeigen

eine flachige Struktur auch im Vorwartswachstum.

Trotz der hohen Dynamik und standigen Bewegung ist der Wachstumskegel
eine geordnete Struktur. Am distalen Ende, der Vorderkante des
Wachstumskegels, in der Peripherie (P-Zone) ist der Wachstumskegel in
vitro nur etwa 200 nm dick (Atilgan et al., 2005). Das polymerisierende Aktin
unterstitzt die Bildung der flachigen (Lamellipodien) und fadenférmigen
Strukturen (Filopodien), mit denen der Wachstumskegel eine Breite von tber
20 pym erkunden kann. Der Wachstumskegel lasst sich morphologisch in drei
Bereiche einteilen. Die Ubergangszone (T-Zone) trennt die Peripherie von
der zentralen Zone (Z-Zone) des Wachstumskegels. Hinter der Z-Zone
komprimiert und verjingt sich der Wachstumskegel auf die Breite des Axons
(siehe Abbildung 2, Abbildung 13, Abbildung 14). Der Wachstumskegel
erkundet seine Umgebung — zieht sich bei repulsiven Signalen zurick und
wachst bei attraktiven Signalen voran —, bis er sein Zielgebiet erreicht hat. Im
Zielgebiet kollabiert der Wachstumskegel und das Axon beginnt im Kontakt

mit Zielzellen Synapsen auszubilden.
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2.2 Wegfindung der RGZ-Axone bis zum Chiasma

Die Axone der RGZ stellen die Verbindung zwischen den letzten Zellen in der
Verschaltung der Neuroretina und deren Zielgebieten im Gehirn her. Auf
ihrem Weg bilden sie zunachst die OFS und erreichen den SNK. Um diesen
ersten Abschnitt zu bewaltigen, werden sie von einer Vielzahl Signalmolekule

geleitet.

Wachstumskegel nehmen die haptischen Eigenschaften ihrer Umgebung
wahr und folgen Unebenheiten wie z.B. Kratzern im Substrat (Stepien et al.,
1999). Diese Reaktionen werden Uber mechanosensitive lonenkanale in der
Zellmembran des Wachstumskegels vermittelt. Der unspezifische Kationen-
einstrom fuhrt zum Umbau des Zytoskeletts und Riuckzug des Wachstums-
kegels (Goswami et al., 2007; Shibasaki et al., 2010). Mit diesem Mecha-
nismus sind Wachstumskegel auch ohne weitere Signalmolekiile in der Lage,
sich zu orientieren. Sie andern ihr Verhalten in vitro auf unterschiedlich festen
Substraten (Flanagan et al., 2002).

Zelladhasionsmolekile, die zur Wegfindung und Faszikulierung der
RGZ-Axone beitragen, befinden sich in der Plasmamembran von Soma,
Axon und Wachstumskegel der RGZ (Avci et al., 2004; Pollerberg et al.,
2013; Thelen et al., 2012; Zelina et al., 2005). Die Zelladhasionsmolekule
zeigen sowohl eine cis-Interaktion (innerhalb der Plasmamembran der
gleichen Zelle) als auch eine trans-Interaktion (zwischen zwei Zellen). Sie
|I6sen dabei zum Teil selbst Signale aus, wirken aber auch als Co-Rezeptoren
und Modulatoren fir andere, ,klassische® Rezeptoren wie den
Typ-3-Semaphorin  Rezeptor  Neuropilin-1  oder rekrutieren  selbst
Co-Rezeptoren (Maness & Schachner, 2007; Pollerberg et al., 2013). Diese
Signale fuhren dazu, dass Axone auf Axonen wachsen, sich zu Faszikeln
(Bundeln) zusammenfassen und in den SNK eintauchen. Dieses Verhalten
kann bereits durch die Inhibition einzelner Adhasionsmolekul-Typen
empfindlich gestért werden (Brittis et al., 1995; Pollerberg et al., 2013; Zelina
et al., 2005).
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Laminin ist ein Molekl der extrazelluldaren Matrix und befindet sich in hoher
Konzentration in der Basallamina, die die OFS vom Glaskorper trennt.
Laminin vermittelt Adhasionskrafte und I6st im Wachstumskegel durch seinen
Rezeptor Integrin ein positives Signal aus, was das Auswachsen und
Vorwartswachstum von RGZ-Axonen anregt. Es ist neben den
Zelladhasionsmolekul-vermittelten Signalen (ALCAM, L1CAM etc.) ein
wesentliches Signal, das die RGZ-Axone auf anderen RGZ-Axonen und an
der Basallamina entlang zum SNK wachsen lasst. Das Integrin-Signal ist
durch Modulation des cAMP-Spiegels in der Lage, die attraktive Wirkung des
DCC Netrin Signals umzukehren (Hopker et al., 1999). Durch diese
gemeinsam repulsive Wirkung I6sen sich die Wachstumskegel am SNK von

der Basallamina und tauchen in den SNK ein.

Netrin-1, ein diffusibles Signalmolekil wird am SNK von pax2-positiven
Gliazellen produziert und wirkt attraktiv auf RGZ-Axone (Deiner et al., 1997).
Durch das Netrin Signal finden die ersten RGZ den SNK und erhalten beim
Eintauchen ein positives Signal. Netrin-1 aktiviert lokal die Translation von
Aktin im Wachstumskegel, was ebenfalls die Wachstumsrichtung beeinflusst
(Welshhans & Bassell, 2011). In k.o. Mausen und Inhibitionsexperimenten
mit Netrin-1 und dessen Rezeptor DCC zeigen sich Fehlnavigationen kom-
missuraler Axone (Serafini et al., 1996), eine Fehlnavigation im Thalamus
(Braisted et al., 2000) und Hippocampus (Barallobre et al., 2000). Die
Navigation am SNK ist im Netrin-1 k.o. ebenfalls betroffen, die Axone zeigen
eine reduzierte Attraktion durch Netrin-1 und sie fehlnavigieren am SNK in
die Neuroretina (Deiner et al., 1997). Bei diesen Vorgangen ist nur die
Navigation, nicht das Wachsen der Axone per se betroffen (Deiner et al.,
1997). Moduliert wird das Netrin-Signal durch Unc-5. In einer Umgebung mit
sehr hoher Netrin-Konzentration wirkt das Signal Uber Unc5 repulsiv auf
Axone. Entfernen sich die Axone dann von der Netrinquelle, agiert Unc-5
gemeinsam mit DCC und sorgt fur eine fortgesetzte Repulsion (Barallobre et
al., 2005; Round & Stein, 2007; Sun et al., 2011). Vermittelt wird die attraktive
Wirkung von Netrin-1 durch eine Typ-lI Phosphorylierung von MAP1B (s.u.)
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durch Gsk3p (Serin und Tyrosin) und Cdk5 (Del Rio et al., 2004)

Diffusibles und membrangebundenes Semaphorin (3a bzw. 5a) werden am
SNK und im Sehnerv von pax2-positiven Gliazellen produziert (Ko et al.,
2012; Oster, 2003). Sie wirken repulsiv auf RGZ-Axone (Oster, 2003). Der
Plexin/Neuropilin-Signalkomplex hemmt das attraktive Integrin-Signal und
fuhrt u.a. Uber die Kinase Gsk3B zum Kollaps des Wachstumskegels,
wodurch das Axon repulsiert wird (Zhou et al., 2006). Sowohl das Netrin als
auch das Semaphorinsignal sind entscheidend fir die Navigation der
RGZ-Axone am SNK. Die repulsive Wirkung von Semaphorin-3a wird durch
reduzierte (Serin) Phosphorylierung von Gsk3f vermittelt (Eickholt, 2002).

Die Axone wachsen aus RGZ aus und werden von den Somata der
Gliazellen abgestolien und vom Laminin der Basallamina angezogen (Halfter
et al., 1987; Stier & Schlosshauer, 1995). Die Axone wachsen in Richtung
Basallamina aus der GZS, vollziehen dort eine erste Wendung und
orientieren sich an den EndfiiRen der radialen Glia und der Basalmembran
(Holt, 1989). Die fruh differenzierten RGZ werden von Netrin-1 aus dem
benachbarten SNK veranlasst, ihr nachstes Wendemandver zu vollziehen
und in den SNK einzutauchen. Bevor die ersten RGZ-Axone auswachsen, ist
die Basallamina mit repulsivem Chondroitinsulfatproteoglykan durchsetzt,
das sich jedoch mit fortschreitendem Differenzieren der RGZ immer weiter
auf die Peripherie beschrankt und dort fehlgeleitete Axone zurlckweist
(Brittis et al., 1992; Snow et al., 1991).

Spater differenzierende Axone treffen auf bereits vorhandene Axone zentral
gelegener RGZ und faszikulieren mit diesen durch Zelladhasionssignale. Die
RGZ-Axone wachsen entlang der vorhandenen Axone zum SNK. Dort
bewirkt die repulsive Wirkung von Laminin und Netrin bzw. Laminin und
Semaphorin, dass die Axone sich von der Basallamina I6sen und in den SNK
einwachsen. Im SNK finden die Axone nur Netrin vor. Eine hohe

Konzentration von Netrin (10 bis 20 um von den produzierenden Zellen) flhrt
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in der Nahwirkung dazu, dass positive Signale von Netrin tiber DCC von den
negativen Signalen von Netrin Uber Unc5 Uberspielt werden. Die Axone
werden von der Netrinquelle im SNK abgesto3en und wachsen in den
Sehnerv. DCC (das Maus Homolog zu C. elegans Unc-40) und Unc5 halten
danach als Komplex gemeinsam eine Repulsion durch Netrin aufrecht.
Gleichzeitig werden die Axone von ebenfalls im SNK prasenten, den SNK
und Sehnerv nach aullen abgrenzenden Semaphorinen davon abgehalten,
den Sehnerv wieder zu verlassen. Die Semaphorine leiten die Axone im
Sehnerv bis zum nachsten Navigationspunkt, dem Chiasma opticum, an dem

sich die Sehnerven beider Augen kreuzen.
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3 Zytoskelett des Wachstumskegels

3.1 Mikrofilamente

Die drei grundlegenden Zytoskelettstrukturen werden nach der Dicke ihrer
Filamente eingeteilt. Mikrofilamente sind die dunnsten der drei
Zytoskelettkomponenten (6—7 nm). Globulares Aktin (G-Aktin) hat mit 375
Aminosauren ein Molekulargewicht von ca. 42 kDa und ist 4 x 6,5 nm groR.
Es wird in der Zelle zu Filamenten (F-Aktin) als Doppelstrang polymerisiert.
F-Aktin ist ein Doppelfilament, das alle 72 nm einmal um sich gedreht ist. Es
ist polarisiert, das heil3t, es hat eine Richtung, da sich am spitzen Ende
(pointed end) immer die Subdomanen 3 und 4 des G-Aktin befinden und am
gezackten Ende (barbed end) immer die Subdomanen 1 und 2 stehen. Bei
der Polymerisation von Aktin wird G-Aktin mit gebundenem
Guanosintriphosphat (GTP) an das Filament gebunden, nach durchschnittlich
2 Sekunden wird dies zu Guanosindiphosphat (GDP) umgesetzt. Das spitze
Ende wird auch minus-Ende genannt, da hier meist eine
Netto-Depolymerisation erfolgt, wahrend am gezackten Ende, das auch
Plus-Ende genannt wird, eine Polymerisation frischen G-Aktins mit GTP
stattfindet.

Im kortikalen Zytoskelett gibt F-Aktin den Axonen — gemeinsam mit anderen
Proteinen wie Spektrinen — ein Grundgertst. Dieses Gertst gibt dem Axon
Form, ermoglicht und reguliert Adhasion durch Verankerung der
intrazellularen Teile der Zelladhasionsmolekule (Pollerberg et al., 2013).
F-Aktin durchzieht das Axon und den Wachstumskegel und spielt durch seine
Polaritat bei Transportvorgangen eine Rolle (Kapitein & Hoogenraad, 2011).
F-Aktin erzeugt — gemeinsam mit den Motorproteinen der Myosinklasse und
Adapterproteinen — eine Kopplung an Adhasionsmolekuile. Diese Kopplung
erlaubt den Aufbau von Kraften gegentber dem Substrat und spielt durch

seine Polymerisation an der Vorderkante eine wichtige Rolle (Jay, 2000).
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3.2 Intermediarfilamente

Intermediarfilamente sind die Zytoskelettstruktur mittleren Durchmessers
(10 nm). Intermediarfilamente sind nach Funktion und Struktur in 5 Klassen
eingeteilt. Die Klasse-4-Intermediarfilamente werden als Neurofilamente
bezeichnet, da sie nur in neuronalen Zellen vorkommen. Die Neurofilamente
unterteilen sich nach Molekulargewicht in leichtes (NF-L; ca. 70 kDa),
mittleres (NF-M; ca. 150 kDa) und schweres (NF-H; ca. 200 kDa) Neuro-
filament. Weitere Neurofilamente sind Nestin und Internexin. Neurofilamente
bestehen aus mehrfach ineinander verdrillten Strukturen und lagern sich zu
verdrillten Polymeren zusammen. Dies verleiht ihnen (und damit den Axonen)
enorme Elastizitdt. Der Durchmesser von Axonen ist ebenfalls von
Neurofilamenten geregelt (Yuan et al., 2012). Neurofilamente erreichen durch
axonalen Transport den Wachstumskegel, werden jedoch aus diesem wieder
abtransportiert (Uchida & Brown, 2004) Im Wachstumskegel selbst spielen

sie keine beschriebene Rolle.

3.3 Mikrotubuli

Das dritte Element stellen die Mikrotubuli dar. Tubulin bildet den Grund-
baustein der Mikrotubuli und hat mit 450 Aminosauren ein apparentes
Molekulargewicht von etwa 55 kDa. Es gibt alpha-, beta-, gamma-, delta-,
epsilon- und zeta-Tubuline. In eukaryotischen Zellen — so auch im
Wachstumskegel — findet man als Bausteine der Mikrotubuli alpha- und
beta-Tubulin in Form von Heterodimeren von 4,6 x 8,0 x 6,5 nm Grofe.
Gamma-Tubulin spielt bei der Polymerisation neuer Mikrotubuli im Axon eine
Rolle als Polymerisationsinitiator im Gamma-Tubulin Ringkomplex. Wie auch
F-Aktin sind Mikrotubuli polarisiert. Sie besitzen ein minus-Ende, an dem die
Tubulineinheiten GDP gebunden haben und netto depolymerisieren, sowie
ein Plus-Ende, an dem frische Tubulindimere mit gebundenem GTP netto
polymerisieren. Wahrend in Dendriten beide Orientierungen von Mikrotubuli
vorkommen, befindet sich ca. 96% der axonalen Mikrotubuli in einer

Orientierung, bei der das Plus-Ende zum Wachstumskegel zeigt (Heidemann

22



| Einleitung

et al., 1981). Daher sind auch die Mikrotubuli, die den Wachstumskegel
erkunden, mit ihrem Plus-Ende in Wachstumsrichtung orientiert. Als zweite
polarisierte Komponente sind Mikrotubuli fir den Transport in der Zelle
wichtig (Kapitein & Hoogenraad, 2011). Die Tubulindimere aus je einem
a-Tubulin und einem B-Tubulin polymerisieren zu Hohlzylindern aus 13
Protofilamenten von 24 nm Durchmesser und 12 nm lichter Weite. Der Typ 3
von B-Tubulin (B3-Tubulin) ist neuronenexklusiv und kann als Marker

verwendet werden.

Mikrotubuli und der Transport auf den Mikrotubuli wird in Axon und
Wachstumskegel (neben den MAPSs, s.u.) durch post-translationale Modifika-
tion der Tubulinuntereinheiten reguliert. Uber langere Zeit stabile Mikrotubuli
werden zunachst de-tyrosiniert, was sie weniger anfallig gegen
depolymerisierende Motorproteine (z.B. das Kinesin-verwandte MCAK)
macht. AnschlieRend werden stabile Mikrotubuli acetyliert. Die Modifikationen
sind reversibel. Weitere Modifikationen sind (poly-)Glutamylation,
(poly-)Glycylation, Palmitoylierung und Phosphorylierung (Janke & Bulinski,
2011). Die Modifikationen beeinflussen das Verhalten von Motorproteinen
und MAPs.
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Abbildung 2: Zytoskelett eines Maus RGZ-Wachstumskegels auf Laminin-Substrat
und schematische Darstellung. Das F-Aktin Zytoskelett (A, D grin) bildet flachige
Lamellipodien und fadenformige Filopodien aus und umfasst als kortikales Skelett
Wachstumskegel und Axon. Es trennt in der T-Zone die Z-Zone von der P-Zone.
Das Mikrotubuli-Zytoskelett (B3-Tubulin, B, D rot) bildet dicht gepackte Blindel von
Mikrotubuli im Axon und fachert in der zentralen Zones des Wachstumskegels auf.
Einzelne Mikrotubuli durchbrechen das Aktinskelett der Ubergangsdoméne und
erkunden die periphere Zone. Das Neurofilament-Skelett (NF-H, C, D blau) reicht in
die zentrale Domane des Wachstumskegels hinein, ist jedoch nur im Axon

prominent vertreten. Schema angepasst aus (Lowery & Vactor, 2009).
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3.4 Mikrotubuli-assoziierte Proteine

Die Mikrotubuli-assoziierten Proteine (MAPs) sind eine heterogene Gruppe
von Proteinen. Sie beeinflussen die Stabilitdt und Dynamik der Mikrotubuli
und vermitteln zwischen Aktin bzw. Intermediarfilamenten und Mikrotubuli. Zu
den klassischen — das heil’t: zuerst entdeckten — MAPs zahlt man die MAP1
und MAP2 Familien, MAP4 und Tau. Sie liegen in grolen Mengen in den
Zellen vor und binden direkt an Mikrotubuli. Die Gruppe der MAPs wachst
jedoch immer weiter. MAPs im weiteren Sinne lassen sich in zwei Gruppen
einteilen. Zum einen gibt es MAPs, die mit der polymerisierenden Spitze des
Plus-Endes der Mikrotubuli (plus-tip) assoziieren, zum anderen solche, die
mit der Seite assoziieren (/attice). Ein wichtiges Plus-Enden-MAP ist
beispielsweise End-binding Protein (EB), das an das Plus-Ende der Mikro-
tubuli mit noch nicht hydroslyisertem GTP bindet. Es vermittelt anderen
Plus-Enden Proteinen eine Bindung an den Mikrotubulus. Ein gangiges
Seiten-bindendes MAP ware Tau, das im Axon an die Mikrotubuli bindet und
diese stabilisiert. Betrachtet man die Mikrotubuli stabilisierende Funktion, so
kann man die Mtap6 Familie (STOPs), Doublecortin und APC zu den MAPs
hinzuzahlen. Neben den klassischen MAPs sind diese MAP1B in ihrer

Funktion am ahnlichsten.

Die Ubergange zwischen den MAP-Kategorien sind jedoch flieRend, wie
adenomatous polyposis coli (APC) zeigt, das entlang von Mikrotubuli bindend
stabilisierend wirkt oder am Plus-Ende zur Verankerung (capturing) der
Mikrotubuli beitragen kann (Nakamura et al., 2001; Wen et al.,, 2004).
Zahlreiche MAPs beeinflussen sich untereinander. Das Seiten-assoziierte
MAP1B bindet — wenn es nicht an die Mikrotubuli gebunden ist — EB-Proteine
und reguliert so deren VerfUgbarkeit am Plus-Ende und die Mikro-
tubuli-Dynamik (Jiménez-Mateos et al., 2005a; Tortosa et al.,, 2013;

Tymanskyj et al., 2012).

Bei der Wanderung von Zellen und der Bewegung des Wachstumskegels

spielen eine Vielzahl weiterer MAPs und MAP-assoziierter Proteine wie Clip,
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Clasp, p150-glued, IQGAP, Tiam, Lis1 oder Stim1 eine Rolle (Akhmanova &
Steinmetz, 2008, 2010; Kaverina & Straube, 2011).

3.5 MAP1B

MAP1B findet sich im Soma, Axon und Wachstumskegel von Neuronen und
in Schwannzellen. Die Typ-I phosphorylierte Form (s.u.) findet sich nur in der
sich entwickelnden oder regenerierenden Zelle. Es ist eines der ersten MAPs
in neuronalen Zellen, und unter den klassischen MAPs das friheste. MAP1B
wird immer dort exprimiert, wo Zellen des Nervensystems oder Axone in der
Entwicklung oder Regeneration in Bewegung sind (Gordon-Weeks & Fischer,
2000; Halpain & Dehmelt, 2006; Soares et al., 1998). Es ist auch als MAP5
oder unter seinem Drosophila Namen FUTSCH bekannt. MAP2 ist hingegen
auf dendritische Prozesse und MAP1A auf den Adulten beschrankt.

Wie alle MAP1 Familienmitglieder wird MAP1B als Polyprotein translatiert
und dann proteolytisch in eine leichte Kette (LC1) von 32 kDa und eine
schwere Kette (MAP1B-HC) von ca. 300 kDa apparentem Molekulargewicht
gespalten. MAP1B-HC interagiert auch mit den LC Varianten 2 und 3, die als
MAP1A-LC (LC2) bzw. als unabhangiges Genprodukt (LC3) transkribiert und
translatiert werden (Gordon-Weeks & Fischer, 2000; Langkopf et al., 1992).
HC und LC1 verfugen Uber eine Mikrotubuli-bindende Domane und die HC
reguliert die Bindung der LC (Togel et al.,, 1998). Die LC1 kann Uber
Nitrosylierung reguliert werden, was fur den Stickoxid (NO) vermittelten

Kollaps des Wachstumskegels wichtig ist (Stroissnigg et al., 2007).
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Abbildung 4: MAP1B ist ein filamentdéses Protein von durchschnittlich 186 nm
Lange mit einer runden Struktur an einem Ende (A). Es lagert sich an Mikrotubuli
und bildet Briicken wie in vitro gezeigt (B). Die runde Struktur am Ende, die auch
alleine an Mikrotubuli gebunden zu sehen ist, ist die LC1, der lange Teil die HC.

Bilder Glbernommen aus (Sato-Yoshitake et al., 1989).

MAP1B-HC |-i.::1
e T000 2484

Abbildung 3: Aufbau der Doméanen von MAP1B, die N-terminalen Aminosauren
1-2000 bilden die schwere Kette (HC), von der die leichte Kette (LC1) proteolytisch
abgespalten wird. Schwarze Balken unter dem Molekil markieren die
MAP1-Homologiedoménen MH1, 2 und 3, die MAP1B mit MAP1
Familienmitgliedern gemeinsam hat. Weiterhin eingezeichnet sind die
Mikrotubuli-bindenden Domanen (MB, rot) und die Aktin-bindenden Domanen auf
der HC und LC (blau) sowie die jeweiligen Bindestellen von HC an LC (LCH bzw.
HCB). LCB und AB befinden sich gemeinsam in der ersten Domane am N-terminus
der HC. Schema verandert nach (Riederer, 2007).
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Die bekanntere Regulierung von MAP1B erfolgt durch Typ-l und Typ-ll
Phosphorylierung an mindestens 33 Phosphorylierungsstellen (Collins et al.,
2005). Typ-ll Phosphorylierung wird durch CKIl und die Phosphatase PP1
reguliert (Ulloa et al., 1993a, 1993b). Typ-Il phosphoryliertes MAP1B kommt
im Adulten in Axonen und Dendriten vor (Gonzalez-Billault et al., 2004). Die
Typ-l Phosphorylierung wird durch Gsk3f (Phosphatase: PP2A) (Lucas et
al., 1998; Tymanskyj et al., 2012) und Cdk5 (Phosphatase: PP2B) (Kawauchi
et al., 2005; Pigino et al., 1997) reguliert. Von Cdk5 Typ-l phosphoryliertes
MAP1B ist im distalen Axon und Wachstumskegel angereichert und bindet
Mikrotubuli. Es ist in Wendemandvern an Substratgrenzen auf den
stabilisierten Teil des Wachstumskegels beschrankt. Eine lokale
Laser-Zerstorung (mit micro-Cromophore-Assisted-Laser-Inactivation,
micro-CALI) fuhrt zu einer lokalen Destabilisierung des Wachstumskegels
und einem Wegbewegen von der destabilisierten Seite (Mack, 2000). Der
Aktivator von Cdk5 (p35) - nicht jedoch Cdk5 selbst — ist in Wendemandvern
ebenfalls auf die stabilisierte Wachstumskegelseite beschrankt (Hahn et al.,
2005).

Typ-lI Phosphorylierung durch Gsk3f spielt eine Rolle beim Destabilisieren
der Mikrotubuli (dynamisch halten). In Zelllinien, die mit MAP1B und Gsk3f3
transfiziert wurden, konnten weniger de-tyrosinierte (stabilisierte) Mikrotubuli
beobachtet werden. Die Inhibition von Gsk3B fuhrt zu einer erhohten
Wachstumskegelflache, vermutlich durch mehr dynamische Mikrotubuli
(Goold et al., 1999; Lucas et al., 1998). Die unterschiedlichen Wirkungen der
Typ-1 Phosphorylierung sind durch unterschiedliche Phosphorylierungsstellen
auf MAP1B zu erklaren. Weitere Kinasen von MAP1B sind c-Jun N-terminale
Kinase JNK (Kawauchi et al., 2005) — die ebenfalls in wachsenden Axonen
eine Rolle spielt (Barnat et al., 2010)- sowie cdc2, p38MAPK, ERK1 und
PKG (Collins et al., 2005). In der adulten Maus findet sich phosphoryliertes
MAP1B in Gehirnregionen hoher Transparenz und es wird in
regenerierenden Axonen und Schwannzellen gefunden (Bouquet et al., 2007;
Nothias et al., 1996; Ramon-Cueto & Avila, 1997).
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Partner Funktion der Interaktion Quelle

Mikrotubuli Lokale Stabilisierung, Aufrechterhaltung (Bouquet et al.,, 2007; Mack,
der dynamischen Instabilitdt, Modulierung | 2000; Pedrotti & Islam, 1996;
des Transports entlang Mikrotubuli, Togel et al., 1998)
Verbinden von Mikrotubuli + Aktin

EB1/EB3 Reduktion der Plus-Enden Polymerisation | (Jiménez-Mateos et al., 2005a;
und der Mikrotubuli Stabilitat Tortosa et al., 2013; Tymanskyj

etal., 2012)

LANP Forderung der Neuritogenese (Opal, 2003)

Lis1 Reduktion der Lis1-Dynein Interaktion (Jiménez-Mateos et al., 2005b)

Gigaxonin Modulierung der LC1 Degradation, (Allen et al., 2005; Ding, 2002)
Verbinden von Mikrotubuli + Neurofilament

DAPK1 Stimulation der Autophagieaktivitat (Harrison et al., 2008)

Nbr1 Vermittlung des Kontakts des Autophagie- |(Marchbank et al., 2012)
rezeptors mit Mikrotubuli

p53 Reduktion der p53 Transkriptionsaktivitat (Lee et al., 2008)

GRIP1 Modulierung der AMPA-Rezeptoraktivitat (Seog, 2004)

GABAc Lokalisation und Modulierung von GABA: | (Billups et al., 2000; Hanley et

al., 1999)
TIAM Aktivierung von Rac1 / Aktinpolymerisation | (Henriquez et al., 2012)
MAG Glia-Axon-Kommunikation (Franzen et al., 2001)

Weitere prospektive direkte oder indirekte Interaktionspartner sind u.a.
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), heat shock protein 8 (hsp8),
Spektrin und clathrin Protein MKIAAQOO34 (Cueille et al., 2007).

MAP1B-HC

Tabelle

1:

Interaktionspartner von

Interaktionspartner auf Proteinebene sind aufgelistet.

3.6 MAP1B Knockdown und Uberexpression

und MAP1B-LC1. Nur

Neuronale Zellen, bei denen Gsk3 mit Lithium inhibiert wurde, zeigen eine
Erhohung der Anzahl stabiler, de-tyrosinierter Mikrotubuli. Dies wird als
Erzeugung dynamisch instabiler Mikrotubuli durch Typ-l phosphoriliertes
MAP1B gedeutet (Goold et al., 1999).
normalerweise kein MAP1B und kein Gsk3p besitzen (COS-7 Nierenzellen)

Transfiziert man Zellen, die

mit beidem, wird MAP1B in den Zellen Typ-l phosphoryliert. Die Mikrotubuli
werden in diesem Versuch durch MAP1B besser vor depolymerisierenden
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Substanzen geschitzt, gleichzeitig verliert die Zelle jedoch auch ihre
stabilen, de-tyrosinierten Mikrotubuli (Goold et al., 1999). Entzieht man
Neuronen durch eine Injektion von Antikorpern gegen MAP1B das MAP1B,
zeigt sich keine Veranderung der axonalen Wachstumsgeschwindigkeit, der
Menge an Mikrotubuli im Axon oder des De-Tyrosinierungsgrades (Tint et al.,
2005).

Auch in Tau-k.o0.-Mausen — Tau gehort zu den klassischen MAPs und ist
MAP1B sehr ahnlich - zeigte sich keine solche Wirkung des
MAP1B-Entzugs. Der Entzug von MAP1B macht die Wachstumskegel jedoch
sehr viel empfindlicher gegen Mikrotubuli-depolymerisierende Substanzen
(Tint et al.,, 2005). In Neuronen des Hippocampus, denen durch
RNAiI-Transfektion akut die MAP1B-Expression ausgeschaltet wurde, zeigt
sich ein reduziertes Axonwachstum und ein erhohtes Verzweigen der Axone
(branching). Die Mikrotubuli-Dynamik in diesem MAP1B-Knockdown zeigte
eine reduzierte Geschwindigkeit der Mikrotubuli-Polymerisation im Axon,
aber nicht im Wachstumskegel (Tymanskyj et al., 2012). MAP1B beschrankt
das Verzweigungsverhalten und die Mikrotubuli-Dynamik. Durch Transfektion
von COS-7-Zellen konnte gezeigt werden, dass MAP1B die
Mikrotubuli-Dynamik durch Erhohung der Polymerisationsgeschwindigkeit
regelt (Tymanskyj et al., 2012). Nicht an Mikrotubuli gebundenes MAP1B
bindet direkt an EB-Proteine. Uberexpression von MAP1B reduziert die
Anzahl des am Plus-Ende verfigbaren EB-Proteins und damit die
Polymerisationsgeschwindigkeit und Stabilitit der Mikrotubuli. Ein
Knockdown von MAP1B erhoht die Anzahl der verfugbaren EB-Proteine am
Plus-Ende und fiihrt zu Uberstabilisierung und Zuriickbiegen der Mikrotubuli
(Tortosa et al., 2013).

3.7 MAP1B Knockout

Es wurden neben der in dieser Arbeit verwendeten Mauslinie drei weitere

Mauslinien erzeugt, in dem Versuch, MAP1B in der Maus auszuschalten
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(Edelmann et al., 1996; Gonzalez-Billault et al., 2000; Takei et al., 1997).
Keiner dieser drei Knockouts ist ein vollstandiger Knockout (null Mutant), alle

exprimieren noch eine Form von (unterschiedlich) beschnittenem MAP1B:

Exprimiert noch Phanotyp Quelle
N-terminales Fragment | -/- lethal vor E10; +/- Ataxie, (Edelmann et al., 1996; Togel
der HC deformierte Augen, flach geformte |et al., 1998)

Purkinjezellen, gestdrte Schichtung

Retina + Hippocampus

C-terminales Fragment | Verzogerte neuronale Entwicklung; | (Kutschera et al., 1998; Takei

der HC Fehlen des Corpus callosum etal., 1997)

Splice Isoform Exon 3; | -/- lethal P1; vergréRerter 3. (Gonzalez-Billault et al.,,
geringe Mengen volles | Ventrikel; Cortex Y2 Grofte; Cortex |2000; Kutschera et al., 1998)
MAP1B Schichtung gestort; unter-

brochenes Corpus callosum mit

mehr Somata

Tabelle 2: Liste der MAP1B Knockouts, die noch beschnittene Formen von MAP1B
exprimieren, was das Fehlen annahernd vollstdndig kompensieren oder dominant

negative Auswirkungen haben kann.

Die Mauslinie eines der unvollstandigen MAP1B-k.o. (Takei et al., 1997)
(s.0.) wurde mit einer Tau k.o. Mauslinie (Harada et al., 1994) gekreuzt. Die
MAP1B-k.o. und MAP1B-Tau-Doppel-k.o. Tiere zeigen ein um 20%
reduziertes Gehirngewicht postnatal. Im MAP1B-k.o. fehlt das Corpus
callosum. Das Corpus callosum verbindet die Hemispharen des Gehirns und
ist eine Struktur, die nur Axone und keine Somata von Neuronen enthalt. Im
Doppel-k.o. mit Tau fehlen weitere axonale Gehirnstrukturen: Commisura
rostralis, Commisura fornicis und das Fasciculus medialis telencephali. Die
Form und Schichtung im Hippocampus ist abnormal, es kommt zu einer
Aufspaltung der CA1 Region. Nur der Doppel-k.o. zeigt Axonwachstums-
defekte und eine reduzierte Wanderung neuronaler Zellen (Takei et al.,
2000). Obwohl es sich dabei um einen unvollstandigen MAP1B-k.o. handelt,
zeigt die Untersuchung die wichtige Rolle von MAP1B und Tau und deren

teilweise kompensatorische Funktion flureinander.
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Die in dieser Arbeit untersuchte MAP1B-k.o. Mauslinie stellt den ersten
vollstandigen Knockout von MAP1B-HC und MAP1B-LC dar (Meixner et al.,
2000). Soweit nicht gesondert erwahnt, handelt es sich bei allen im
folgenden beschriebenen Befunden um Versuche mit homozygoten
MAP1B-k.o. Tieren. Homozygote k.o. Mause fuhren beim Erkunden einer
neuen Umgebung mehr Kkurze, lokale Bewegungen als lange
Fortbewegungen aus (Open Field Test). Die Mause haben eine reduzierte
Ausdauer und bendtigen langer, um eine Plattform zu finden, zeigen jedoch
das gleiche Lernverhalten wie w.t.-Mause (Water Maze Test). Viele adulte
k.o.-Tiere starben unerwartet bei Labyrinthversuchen, Uberlebende Tiere
zeigten jedoch das gleiche Lernverhalten wie w.t.-Tiere (Multiple T-Maze
Test). Das Versterben der Tiere wird auf eine mutmaliliche Stressanfalligkeit
der k.o.-Tiere zurlickgefuhrt (Pangratz-Fuehrer et al., 2005). Die Amplitude
der a-Welle im Elektro-Retinogramm ist bei k.o.-Tieren niedriger, was an der
fehlenden Modulierung des GABA: Rezeptors durch MAP1B liegen kann
(Pangratz-Fuehrer et al., 2005).

Es finden sich widerspruchliche Ergebnisse zur Rolle von MAP1B in der
Autophagie und Apoptose: Zum einen gibt es Belege fur eine aktive,
fordernde Beteiligung von MAP1B: In Gigaxonin k.o.-Mausen fuhrt die
akkumulierte MAP1B-LC1 zum Zelltod, was mit dem Knockdown der
MAP1B-LC1 verhindert werden kann (Allen et al., 2005). In HEK293 und
HCT116 Zellen I6st das Binden der death-activated protein kinase (DAPK-1)
an MAP1B Autophagie und das Abschnuren von apoptotischen Korperchen
aus, der Knockdown von MAP1B verhindert dies (Harrison et al., 2008). Der
Ubiquitinrezeptor Nbr-1 sammelt Proteine fur den autophagischen Abbau und
interagiert dafir MAP1B. MAP1B wird dabei nicht selbst abgebaut, sondern
vermittelt den Kontakt zwischen Nbr-1 und dem Mikrotubuli-Skelett
(Marchbank et al., 2012). Zum anderen ist eine vor Apoptose schiitzende
Wirkung von MAP1B demonstriert: Durch den Amyloid-B-induzierten Abbau
von MAP1B in kortikalen Neuronen wird das Zytoskelett destabilisiert und

Apoptose ausgeldst (Fifre, 2005). In SH-SY5Y Zellen (Neuroblastomzellen)
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unterbindet die MAP1B-LC1 die p53-abhangige Transkriptionsaktivitat und
verhindert den Zytostatika-induzierten Zelltod (Lee et al., 2008).

MAP1B-k.0.-Mausen fehlt das Corpus callosum, es finden sich jedoch
fehlgeleitete, myelinisierte Bindel im Gehirn der Mause. Die Myelinschicht
der Axone ist jedoch dunner in den k.o.-Tieren und die motorischen Nerven
zeigen eine langsamere Leitungsgeschwindigkeit (Meixner et al., 2000). Die
Schichtung der adulten Retina scheint unauffallig. Die Verteilung der mit
MAP1B interagierenden GABA: Rezeptoren ist unverandert. Die klassischen
MAPs der MAP2 Familie, MAP1A und Tau sind in k.o.-Tieren nicht erhoht

exprimiert, weder in Neugeborenen noch in Adulten (Meixner et al., 2000).

Regenerierende Axone aus Hinterwurzelganglien (HWG) zeigen in vitro keine
Veranderung der maximalen Neuritenlange. Die HWG-Axone wachsen
jedoch in Schlangenlinien und zeigen doppelt so haufig Verzweigungen.
Diese Verzweigungen passieren sowohl bei der Aufspaltung des Wachstums-
kegels als auch bei der Bildung von Protrusionen entlang des Axons. Die
Wachstumskegel von MAP1B-k.o. HWG-Axonen stoppen haufiger an
Grenzen zu anderem Substrat, auf dem kein Wachstum mdglich ist, als
w.t.-Wachstumskegel. Die w.t.-Wachstumskegel vollziehen dort in den
meisten Fallen ein Wendemandver, das heildt, sie wachsen weiter (Bouquet,
2004). Die Proliferation von Schwannzellen — die bei Aktivierung der
Regeneration auch MAP1B exprimieren — ist nicht beeintrachtigt. Es wandern
jedoch in einem Regenerationsversuch in vitro erheblich weniger
k.o.-Schwannzellen und diese mit einer niedrigeren Geschwindigkeit
(Bouquet et al., 2007). MAP1B ist essentiell fur den von
Lysophosphatidsaure (LPA) induzierten Ruckzug von Schwanzellfortsatzen
und HWG-Wachstumskegeln. LPA induziert im MAP1B-k.o. einen Abbau des
Aktin-Zytoskeletts, aber kein  Zurlckbiegen der Mikrotubuli im
Wachstumskegel (Bouquet et al., 2007).
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3.8 Navigation des Wachstumskegels

Der Wachstumskegel ist eine sensible Struktur, die schon ein Wende-
manover einleiten kann, wenn einzelne Filopodien Kontakt mit einer
Substratgrenze aufnehmen und Calciumsignale auslosen (Gomez, 2001).
Solche Wendemandver werden durch einen Ab- und Aufbau des Zytoskeletts
vermittelt. Im Wachstumskegel polymerisiert Aktin u.a. an der Vorderkante,
wo es — in Abhangigkeit von Aktin-assoziierten Proteinen (AAP) — Filopodien
und Lamellipodien ausbildet. Es wird von der Vorderkante zurtuckgezogen
(retrograde flow) und depolymerisiert (Gallo & Letourneau, 2004). Uber die
Kopplung von Adhasionsmolekulen an den Aktin-Ruckzug kann der
Wachstumskegel Kraft fur einen Vortrieb erzeugen (Jay, 2000). Polymeri-
sation, Verzweigung und Depolymerisation werden Uber eine Vielzahl von
AAP reguliert. Ein weiterer Regulator von Aktin ist die lokale Translation im
Wachstumskegel (Sasaki et al., 2010).

Im Wachstumskegel polymerisieren Mikrotubuli von der zentralen Zone aus
in die Peripherie des Wachstumskegels und depolymerisieren wieder
(dynamische Instabilitat). Dieses stochastische Verhalten wird von einer
Vielzahl von MAPs reguliert. Bereiche des Wachstumskegels, in denen sich
Mikrotubuli befinden, werden uUber den tubulinbasierten Transport mit
Proteinen und mRNA versorgt. Bereiche des Wachstumskegels, in denen
Mikrotubuli stabilisiert werden, z.B. durch Typ-l-phosphoryliertes MAP1B,
werden daher mit mehr Material versorgt als Bereiche, in denen das
Zytoskelett abgebaut wird. Glattes endoplasmatisches Retikulum, dessen
Calciumausschittung bei der Navigation des Wachstumskegels eine Rolle
spielt, folgt mit seinen Ausstilpungen den Mikrotubuli (Shen & Demaurex,
2012). Dies ist z.B. wichtig fur eine Retraktion des Wachstumskegels unter
Kontrolle des repulsiven Semaphorin-Signals (Mitchell et al., 2012). Die
MAPs regeln durch ihre stabilisierende Wirkung die Verteilung der Mikrotubuli

im Wachstumskegel.
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Inaktiviert man die Oligomerisierungsdoméane von APC lokal im Wachstums-
kegel, wird das Zytoskelett auf der behandelten Seite destabilisiert und der
Wachstumskegel wendet sich zur unbehandelten Seite (Koester et al., 2007).
Wird hingegen die Domane, welche die Mikrotubulibindung negativ reguliert,
lokal inaktivert, wird das Zytoskelett auf dieser Seite stabilisiert. In der Folge
vergroflert der Wachstumskegel seine Flache und wendet sich zur
behandelten Seite hin (Koester et al., 2007). Wird die Typ-lI phosphorylierte
Form von MAP1B lokal im Wachstumskegel inaktiviert, fihrt dies zu einer
Wende des Wachstumskegels hin zur Wachstumskegelseite, in der MAP1B
noch stabilisierend wirken kann (Mack, 2000). Gemeinsam generieren Aktin
und Mikrotubuli unter Kontrolle von AAPs und MAPs lokale Wachstums- und
Ruckzugsreaktionen des Wachstumskegels und bestimmen damit die
Richtung des wachsenden Axons (Lowery & Vactor, 2009; Tojima et al., 2011;
Vitriol & Zheng, 2012).
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Abbildung 5: Attraktive Signale (grtn) fihren Uber eine Polymerisation (hellblaue

Pfeile) von Aktin (rot, im Wachstumskegel) an der Vorderkante (blau) und ein
Wachstum (schwarze Pfeile, rechts) der Mikrotubuli (dunkelblau) zu einem
Navigieren des Wachstumskegels hin zum attraktiven Signal. MAPs an der Seite der
Mikrotubuli (gelb) und am Plus-Ende (turkis) dirigieren das Mikrotubuliwachstum.
Stofftransport auf die stabilisierte Seite des Wachstumskegels wird verstarkt, frische
Adhasionsmolekiile und Rezeptoren werden auf die Oberflache gebracht und zum
Kraftaufbau an das Zytoskelett gekoppelt. Dies fuhrt zu einem Vorwartswachstum in
diese Richtung. Repulsive Signale (rot) fihren zu einer Depolymerisierung der
Mikrotubuli in Dimere (grun/hellgrin), zum Zurlckziehen der Mikrotubuli durch
MAPs (pinke Dreiecke) und zum Zerteilen der Mikrotubuli durch Mikrotubuli
zerteilende Proteine (Scheren). Die Seite des Wachstumskegels, auf der ein Abbau
des Zytoskeletts erfolgt, entkoppelt die Adhasionsstellen vom Zytoskelett und
endocytiert Rezeptoren und Adhasionsmolekiile. In der Folge zieht sich der Teil des

Wachstumskegels zurtck. Bild angepasst aus (Vitriol & Zheng, 2012).
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4 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle von MAP1B bei der
Embryonalentwicklung der Retina zu charakterisieren. Zahlreiche attraktive
und repulsive Signale, die auf den Wachstumskegel wirken, tun dies unter
anderem durch MAP1B. Es konnte gezeigt werden, dass MAP1B eine
entscheidende Rolle bei Wendemanodvern und beim Kollaps des Wachstums-
kegels in vitro und bei der Ausbildung axonaler Gehirnstrukturen in vivo
spielt. In dieser Arbeit wurde daher die Entwicklung der Neuroretina und
insbesondere der optischen Faserschicht untersucht, in der RGZ ihre Axone
aussenden. Betrachtet wurden sowohl die intra-retinale Navigation und
Faszikulierung der Axone als auch das Navigationsmandver am
Sehnervkopf. Des Weiteren wurde das Verhalten von RGZ-Axonen in vitro
untersucht, um die in vivo Befunde unter definierten Bedingungen zu

beleuchten.
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I Material und Methoden

1 Spezielle Labormaterialien

Adhasionsobjektrager, Histobond
Deckglaser, hochprazise, 22 x 22 x 0,17 mm
Dumont-Pinzetten

Edelstahlbalken aus chirurgischem Stahl
Nitrozellulosemembran

Kolbenhubpipetten, verschiedene Volumina
Silikon-Matrizen fur Substratstreifen

ZellkulturgefalRe (Schalen, Flaschen)

Paul Marienfeld
Zeiss (Schott)

FST

Werkstatt des COS
Whatman

Gilson, Abimed

F. Bonhoeffer

Greiner, Nunc
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2 Spezielle Chemikalien und Proteine

Agarose

Agarose niedriger Schmelzpunkt (LMP)
ecALCAM (ALCAM, extrazellulare Domane)

Ampicillin
Barrier Marker (Roti-Liquid)

Baysilone Silikonpaste, hochviskos

BSA (Bovines Serumalbumin, Fraktion V)

DAPI

Dil (lipophiler Axon-Tracer)
DiO (lipophiler Axon-Tracer)
DMEM/F-12 Medium
EHS-Laminin von Maus
Einbettmedium fur Gefrierschnitte
GelRED (DNA Farbstoff)
Methylzellulose

Mowiol 4-88 (Polyvinylalkohol)
N2-Supplement
Para-Formaldehyd (PFA)
Pen/Strep

Poly-L-Lysin (PLL)
RedExtract-N-Amp Kit

Triton X-100

Trypsin

Reinstwasser (DNase-/RNase-frei)

Invitrogen
Invitrogen
Eigenprod. / K. Thelen
Sigma-Aldrich
Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Gibco (Invitrogen)
Invitrogen

Leica (Jung)
VWR
Sigma-Aldrich
Clariant

Gibco (Invitrogen)
Riedel de Haen
Gibco (Invitrogen)
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Worthington
Sigma-Aldrich
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3 Medien und Puffer

3.1 Hank’s Puffer fur Retinapraparation

Hank’s gepufferte Salzlosung (HBSS) mit Phenolrot wird fur die Praparation
von Retina-Gesamtpraparaten und Explantaten verwendet. Fur die
Praparation embryonaler Mausretinae wird Hank’s Puffer mit Magnesium
(0,81 mM MgSO,) und Calcium (1,26 mM CaCl,) erganzt, um den Gewebe-

verband zu erhalten.

3.2 Mg-Ca-PBS fir Proteinbeschichtungen

Steril gefiltertes PBS mit Magnesium und Calcium (0,49 mM MgCl, und
0,49 mM CaCl,) wird zum Verdunnen von Proteinldsungen, beim Beschich-
ten von Deckglaschen mit Protein und beim Waschen der Deckglaschen

verwendet.

3.3 Medium fir Kultur aus Mausembryo-Retina

Als Medium fur Kulturen von Retina-Gesamtpraparaten wird DMEM/F-12,
das 2,5 mM L-Glutamin und 15,02 mM HEPES enthalt, verwendet. Dieses
Fertigmedium wird mit 1% (v/v)-N2 Supplement (Bottenstein & Sato, 1979)
fur die Kultur von neuronalen Primarzellen und mit 1% (v/v)-Pen/Strep zur

Bekampfung bakterieller Kontamination erganzt.

Far Kulturen von Explantatstreifen werden zusatzlich 10% (v/v) einer
1% (g/v)-Stocklésung von Methyl-Zellulose zugegeben. Die Methyl-Zellulose
verringert die Oberflachenspannung und erhdht leicht die Viskositat des
Mediums, wodurch das Eintauchen von Explantatstreifen in das Medium und

die Positionierung der Explantate erleichtert werden.
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4 Markierungen und Farbungen
4.1 Immunhistochemische und cytochemische Farbungen

Es wurden folgende Primarantikdrper verwendet:

Name Antigen aus | Antikorper aus |Verdinnung Hersteller
L1CAM Maus Kaninchen 1:1000 G.E. Pollerberg
Tuj-1 (Blll-Tubulin) | Ratte Maus 1:10000 Sigma-Aldrich
ALCAM Huhn Kaninchen 1:1000 G.E. Pollerberg

Tabelle 3: Primarantikorper

Mit den Primarantikérpern wird fir 2 h (Explantate und Schnitte) bzw. 8 h

(Retina-Gesamtpraparate) inkubiert.

Zur Fluoreszenzmarkierung der Primarantikdrper werden folgende Sekundar-

antikorper verwendet:

Name |Antigen Antigen aus Antikorper aus |Konjugat |Hersteller
488aMaus | IgG (H+L) | Maus Ziege Alexa-488 Sigma-Aldrich
546aMaus |1gG (H+L) | Maus Ziege Alexa-546 Sigma-Aldrich
488aKan. |lgG (H+L) | Kaninchen Ziege Alexa-488 Sigma-Aldrich
546aKan. |IgG (H+L) | Kaninchen Ziege Alexa-546 Sigma-Aldrich

Tabelle 4: Sekundarantikoper.

Die Sekundarantikdrper werden nach Herstellerangabe in einer Verdinnung
von 1:200 verwendet, mit Ausnahme der Farbung von Retina-Gesamt-

praparaten, fur die mit einer Verdinnung von 1:400 gearbeitet wurde.

4.2 Weitere Farbungen

Als Zellkernmarker wird 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) verwendet. Zur
antero- und retrograden Farbung von Axonen werden die lipophilen
Fluoreszenzfarbstoffe Dil bzw. DiO in Form von Kristallen in die optische

Faserschicht (OFS) von Retina-Gesamtpraparaten gedruckt.
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5 Spezielle Gerate

Kryostat CH30505
Eier-Brutschranke
Gewebehacker
Gewebehackerklingen
Inkubatoren

Nucleofector

Sterilbanke
Thermocycler

X201T mit Stiftbedienung

Zentrifugen

Leica

Ehret

Bachofer

Credo

Heraeus

Amaxa

Heraeus, Babcock-BSH
Biometra

Lenovo

Heraeus, Kendro, Sorvall
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6 Mikroskope und Mikroskopsteuerung

6.1 Epifluoreszenz- und Phasenkontrastmikroskope Axiovert 200M
und Axiovert 100TV

Die Lebendbeobachtungen fir die Bestimmung der Axon-Dynamik und
Wachstumskegel-Dynamik in der intakten Retina und auf beschichtetem
Substrat wird an den inversen Mirkoskopen Zeiss Axiovert 200M mit
AxioCam MrM rev.3 bzw. Zeiss Axiovert 100TV mit AxioCam durchgefuhrt.
Die Mikroskope werden mit einem selbstgebauten PC und der Software
AxioVision 4.9 (bzw. 4.8.1 am 100TV) gesteuert.

6.2 Kompaktfluoreszenzmikroskop BZ-9000

Bildrasteraufnahmen von Retina-Gesamtpraparaten werden mit dem
Keyence BZ-9000 Kompaktmikroskop in Epifluoreszenz aufgenommen. Das
Mikroskop wird mit einem selbstgebauten PC und der Software Keyence

BZ-Il Viewer bzw. BZ-1l Analyser gesteuert.

6.3 Multiphotonenmikroskop TriM Scope

Aufnahmen von PFA-fixierten, ungeschnittenen Mausembryoaugen in 3D
werden mit dem LaVision Biotec TriM Scope Multiphotonenmikroskop am
Nikon Imaging Center (NIC) gemacht. Das TriM Scope wird mit einer DELL

Workstation und der Software ImSpector gesteuert.
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7 Software

7.1 Betriebssysteme

FUr den Betrieb der Computer kam auf den Steuerungscomputern fur ZEISS
Mikroskope Windows XP SP3 und auf den Ubrigen Computern Windows 7
SP1 zum Einsatz. Der Lenovo X201T Laptop flr das manuelle Verfolgen von
Spuren in Mikroskopaufnahmen, fir mobile Textverarbeitung und Tabellen-

kalkulation wurde mit Xubuntu 13.04 betrieben.

7.2 Bildaufbereitung und Quantifizierung

Fiji (www fiji.sc) ist ein internationales Softwarepaket, bestehend aus ImageJ
1.48b (W. Rasband, National Institute of Mental Health, Bethesda) und vielen
weiteren, optionalen Komponenten (Plug-ins). Die Zusammenstellung von Fiji
verandert sich von Version zu Version, die weiter unten erwahnten Plug-ins
wurden von den Autorenseiten heruntergeladen und nach Anleitung

installiert.

Rasterbilder von Retina-Gesamtpraparaten werden am BZ-9000 Computer
mit der Funktion ,Merge“ von BZ-Analyser Il (Keyence) zu einem Gesamtbild
zusammengesetzt. Bei sehr vielen Einzelaufnahmen kommt das ,Merge Grid
of Images“-Plug-in von Fiji zum Einsatz, da BZ-Analyzer Il nicht in der Lage
ist, sehr groRe Bilderzahlen zu handhaben. Um den Axonverlauf in die Tiefe
der Retina in nur einem Bild sichtbar zu machen, wird die Funktion ,Full

Focus® von BZ-Analyzer |l verwendet.

Die weitere Bildaufbereitung und Quantifizierung erfolgt in Fiji: Der Hinter-
grund in Retinagesamtaufnahmen wird mit der Funktion ,ROI Background
Substraction® (zum Reduzieren von lokal unterschiedlichem Hintergrund)
verringert: Axonfreie Regionen in den Bereichen der Retina mit niedriger
Fluoreszenzintensitat werden als Hintergrund markiert und verrechnet. Das

neue Bild wird mit dem unbearbeiteten verglichen, um sicherzustellen, dass
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durch die Reduktion keine kleinen Faszikel in dunklen Retinabereichen unter-

brochen oder entfernt werden.

5 [Fiji 15 Just) Image) - 4 X
File Edit Iimage FProcess Anah®e Pluging ‘Window Hilp
B olz|o|~<4]+/x]Ala|o|0|@|vfsuju| g | 4 | 8] [=

CFiji 15 Just) Image) 1.480; jJava 1.7.0 25 [64-bit); 813 commands; 27

Abbildung 6: Bildaufbereitungs- und Analysewerkzeug Fiji

Messungen von Strecken, Flachen, Winkeln und Anzahlen wurden mit den
entsprechenden Fiji-Standardwerkzeugen durchgefuhrt (siehe Abbildung 6,
Werkzeuge 1-7 in der Werkzeugleiste). Als spezielles Plug-in zum Messen
von Fluoreszenzintensitaten entlang von Kreisbogen wird ,,Oval Profile Plot"

(B. O’Connell, attbi.com) verwendet.

Fir die zweidimensionale Visualisierung der Z-Achse in Bildstapeln (,3D/2D
conversion via stack flattening*), in denen der Verlauf von fehlnavigierenden
Axonen am Sehnervkopf (SNK) zu sehen ist, wird das Fiji Plug-in ,Temporal
Color Code“ (Kota Miura) verwendet. Das Plug-in weist jedem Bild einer
Bildserie eine Farbe zu und kodiert die Tiefe in der Z-Achse farblich.
Zusatzlich werden Z-Stapel in kleinere Stapel unterteilt und mit dem Fiji
Plug-in ,,Extended Depth of Focus® (Forster et al., 2004) verrechnet. Das
Plug-in bildet die jeweils scharfen Anteile der einzelnen Stapelbilder in einem
einzigen Gesamtbild ab und macht so den Gesamtverlauf der Axone in
XY-Ebene fokussiert sichtbar. Fir das manuelle Verfolgen von Spuren des
Wachstumskegels wird das Plug-in ,MtrackJ“ (E. Meijering, Erasmus Medical

Center Rotterdam) verwendet.

Aus den Messwerten abgeleitete Parameter und statistische Tests werden
mit Calc aus dem Softwarepaket LibreOffice 4.1 und der Tabellenkalkulation
Gnumeric berechnet. Fur die Varianzanalyse wird in der Regel ein

einfaktorieller ANOVA verwendet (entspricht fur zwei Gruppen dem T-Test).
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Abbildungen werden mit LibreOffice 4.1 Draw und Impress sowie mit
Photoshop Creative Suite 2 (CS2) erstellt. Die Endfertigung der Abbildungen
erfolgt in Photoshop CS2 und lllustrator CS2.

7.3 Textverarbeitung und Literaturverwaltung

Fir Textverarbeitung wurde Writer aus dem LibreOffice 4.1 Paket verwendet,

Literaturverwaltung erfolgte mit Zotero 4.0 in Firefox und in LibreOffice 4.1.

7.4 Mauskolonieverwaltung

Die Mauskolonieverwaltung und Auftragserteilung an die Tierpfleger an der
Interfakultaren Biomedizinischen Forschungseinrichtung (IBF) wird mit Tier-

base (Datenbankanwendung von 4D Software) durchgefihrt.
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8 Molekulargenetische Methoden
8.1 Genotypisierung der Mause und Mausembryonen

Zur Bestimmung des Genotyps der Embryonen wird parallel zur Praparation
der Verdau eines Bioptats durchgefuhrt. Zur Bestimmung des Genotyps
adulter Tiere wird im Alter von 3 Wochen eine Schwanzbiopsie durchgeflihrt
und das Bioptat verdaut. Als schnellste Moglichkeit, den Verdau des Bipotats
und die PCR durchzufuhren, erwies sich das REDExtract-N-Amp Kit von
Sigma-Aldrich. Das Kit enthalt eine binare Verdauldsung, die direkt vor dem
Verdau aktiviert wird, und einen PCR-Mastermix mit ,hot-start® Polymerase
und BSA, zu dem direkt das verdaute Bioptat hinzugegeben werden kann.
Abweichend vom Herstellerprotokoll wird 10 min bei 56 °C verdaut und
anschlielend 10 min bei 95 °C hitzeinaktiviert. Kurzere Hitzeinaktivierung

fuhrt zu Stérungen in der PCR, wodurch kein PCR-Produkt erzeugt wird.

Die anschlielende Multiplex-PCR wurde mit zum Teil beschriebenen Primern
durchgefuhrt (Bouquet, 2004). Der upstream Primer SG1 erzeugt bei
vorhandenem w.t.-Allel mit dem in der MAP1B Sequenz bindenden down-
stream Primer SG4 ein 408 bp langes Produkt. Bei vorhandenem k.o.-Allel
erzeugt SG1 mit dem — im un-deletierten Teil bindenden — downstream
Primer SG6 Uber die Deletion hinweg ein ca. 80 bp langeres Produkt als SG1
und SG4.

Schritt | Temperatur [°C] | Zeit [s] Anmerkung
1 94 120 Initialisierung HotStart Polymerase
2 94 30
3 65 30
4 72 30 Sprung nach Schritt 2 (29x)
5 4 unbegrenzt| Stopp der PCR, Aufbewahrung

Tabelle 5: PCR Programm zur Genotypisierung
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Die folgenden drei Primer wurden bei Sigma-Aldrich bestellt und fir die

Genotypisierungs-PCR  bei

MAP1B-k.o.-Linie eingesetzt:

Mausembryonen und adulten Mausen der

Name |Bestellung |Sequenz Chromosom Bindestelle
SGT1 B2555-038 2007 | ATAGGTGCTGTGCCTCGCCTGA | 13: 7426446-7426425
SG4 B2555-039 2007 | TTAGGAAGGCAGAGGAGCAGCC |13: 7426038-7426059
SG6 | B2555-028 2007 | TTGCTTCCCCACTGAGCCTTCC | 13: 7407180-7407201

Tabelle 6: Primer fur die Genotypisierungs PCR

Die PCR-Produkte werden in einem 2%-Agarosegel mit zugegebenem
GelRED DNA-Fluoreszenzfarbstoff (1:20000) bei 125V fur 25 min auf-

getrennt und anschlieRend dokumentiert.
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9 Tiere
9.1 Herkunft der k.o.-Mauslinie

Die Mause (Mus musculus Linnaeus) stammen aus einer MAP1B-k.o.-Linie
mit C57BL/6 Hintergrund, die von F. Propst, Max F. Perutz Laboratories,
Wien zur Verfigung gestellt wird (Meixner et al., 2000). Die Tiere werden als

Linie 630 an der IBF der Universitat Heidelberg gehalten.

9.2 Verpaarung der Mause

Homozygote k.o.-Mause sind fruchtbar, aber Verpaarungen flihren nur selten
zu trachtigen Mausen (Meixner et al., 2000). Daher wurden fur alle Versuche
heterozygote Tiere verpaart und der Genotyp der Embryonen wahrend der
Praparation bestimmt. Fir alle Experimente wurden auf E14,5 zeitlich
abgestimmte  Mausverpaarungen verwendet, die Embryonen der
Theiler-Stadien 22-23 ergaben.

9.3 Totung der Mause zur Organentnahme

Die Tiere wurden durch zervikale Dislokation getotet. Um die Toétung zu
erleichtern, wurden besonders unruhige Tiere durch minimale CO. oder
Isofluran-Einwirkung vor der zervikalen Dislokation beruhigt. Alle Prozeduren
wurden in Ubereinstimmung mit dem geltenden Tierschutzgesetz und in

enger Absprache mit dem Tierschutzbeauftragten des IBF durchgefuhrt.
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10 Gefrierschnitte von Mausembryoaugen

10.1 Herstellung der Gefrierschnitte

Kopfe von Mausembryonen werden in 4% PFA fur 24 h fixiert. Danach
werden die Kopfe mit 4% PFA und 11% Saccharose und dann 25%
Saccharose entwassert, bis sie nicht mehr aufschwimmen. Die entwasserten
Kopfe werden auf einem Filterpapier in Einbettmedium fiur Gefrierschnitte
orientiert und eingebettet. Anschliel3end wird von den Praparaten mit Hilfe
eines Kryostaten Coronalschnitte (12 ym) angefertigt, diese auf Adhasions-
objekttrager aufgenommen und vor der Farbung mit (hydrophobem) ,Barrier

Marker” umrandet.

10.2 Farbung der Gefrierschnitte

Die Farbung der Kryostatschnitte werden nach publiziertem
Standardprotokoll durchgefuhrt (Harlow & Lane, 1999). Kryostatschnitte
werden jedoch mit TBS gewaschen und vor der Zugabe des
Primarantikdrpers eine Stunde mit 1% BSA, 2% Goat Serum, 0,3M Glycin
und 0,3% Triton X100 in PBS behandelt, um unspezifischen Hintergrund zu
reduzieren und verbleibende Aldehyde zu neutralisieren. Bei der Farbung
verblieben sowohl die Primar- als auch die Sekundarantikorper 2 h auf den
Schnitten. Abschliefend wurde eine DAPI-Farbung und 3 Waschschritte mit
TBS durchgefuhrt.
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11 Retina-Gesamtpraparaten

11.1 Praparation der Mausretina

Der durch zervikale Dislokation getoteten, trachtigen Maus wird der Uterus
entnommen und dieser mit Hank’s Puffer abgespult, um Kontaminationen zu
reduzieren. Die Embryonen werden dem Uterus in einer Praparationsschale
entnommen, einzeln in eine weitere Praparationsschale mit Hank’s Puffer
uberfuhrt und dort durch Dekapitation getotet. Der Hank’s Puffer, der in den
nachfolgenden Schritten verwendet wird, ist fur die Praparation mit
Magnesium und Calcium modifiziert (siehe 3.1). Die Kdpfe werden in eine
24-Mulden-Platte mit je 1 ml Hank’s Puffer Gberfihrt und bis zur Praparation
(max. 2 h) im Kuhlschrank (8 °C) aufbewahrt.

Im Falle einer Verpaarung von MAP1B-heterozygoten Elterntieren wird den
Embryonen zusatzlich eine Extremitat als Bioptat fir die Genotypisierung
abgetrennt, die verbleibenden Embryorimpfe werden einzeln in Rohrchen
verpackt und bei -30 °C eingefroren, um ggf. erneut eine Genotypisierung

durchzufihren und Gewebe fiir eventuelle weitere Versuche zu bevorraten.

Retina-Gesamtpraparate werden hergestellt wie fur Huhnembryo beschrie-
ben (Halfter et al.,, 1983), mit folgenden Abweichungen vom Protokoll: Die
Praparation erfolgt in einer Schale, deren Boden mit 2% Agarose bedeckt ist
(zur Schonung und Reinigung der Werkzeuge und zum Immobilisieren der
Kopfe). Die Augen von E14,5 Embryonen werden noch im Kopf durch einen
kleinen Einschnitt in der Peripherie mit einer Pinzette zur Orientierung der
Praparate nasal markiert, da bei der Maus keine Fissur mehr sichtbar ist. Die
Augen werden einschlieBlich des proximalen optischen Nervs enthommen
(um den SNK nicht zu beschadigen), von Pigmentepithel, Glaskoérper und
Blutgefalten befreit und auf einer Nitrozellulosemembran flach ausgebreitet.
AnschlieBend wurden die Praparate fir die Lebendbeobachtung im
Gesamtpraparat, zur Erzeugung fixierter Praparate oder von Explantat-

Streifen weiterverarbeitet.
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11.2 Sichtbarmachen von RGZ-Axonen in Retina-Gesamtpraparaten

Die Gesamtpraparate werden bei Raumtemperatur in 4%-PFA-L6sung
60 min fixiert und anschlie®end dreimal mit PBS gewaschen. Die Farbung
der Retina-Gesamtpraparate erfolgt nach fur Huhnretina publizierter
Standardmethode (Avci, 2005). Abweichend von dieser Methode wird vor
Zugabe des Primarantikoérpers (L1CAM; 1:1000) zur Visualisierung der
Axone mit 2% BSA in PBS fiur 1 h blockiert. Der Primarantikérper verbleibt 8
h auf dem Praparat, wird heruntergewaschen und anschlieliend 15 min mit
4% PFA in PBS zwischenfixiert. Die Praparate werden dreimal gewaschen
und vor der Zugabe des fluorophorgekoppelten Sekundarantikdrpers
(546aKan.; 1:400) erneut 1 h mit 2% BSA in PBS blockiert. Der Sekundar-
antikorper bleibt 2 h auf den Praparaten. Wahrend des ersten von vier
Waschschritten werden die Zellkerne der Praparate mit DAPI gefarbt, um
den axonfreien Bereich in der Retinaperipherie besser sichtbar zu machen.
Die fertigen Praparate wurden unter einem Deckglas in PBS eingebettet und
mit Nagellack versiegelt, um sie moglichst schnell mikroskopieren zu konnen,

da DiO sich mit der Zeit unspezifisch Uber die gesamte Retina verteilt.

Eine Axonfarbung mit Tuj-1 konnte nicht durchgeflhrt werden, da das zur
intrazellularen Farbung notige Auswaschen der Lipide — mit Triton X-100 bzw.
Digitonin — die Markierung der Axone mit lipophilem DiO (siehe Abbildung 7)

massiv reduziert und den Farbstoff unspezifisch Uber die Retina verteilt.

11.3 Sichtbarmachen des Teils der optischen Faserschicht, deren

Axone den SNK bereits erreicht haben

Um zusatzlich zur gesamten OFS den Teil der OFS sichtbar zu machen,
deren Axone den SNK bereits erreicht haben, werden drei bis vier kleine
DiO-Kristalle direkt in das Gebiet des SNK appliziert. Das Applizieren des
Kristalls durch Stecken in den abgetrennten Stumpf des optischen Nerv
erwies sich als unzureichend und fuhrte nicht zu auswertbaren Farbungen.

Sofort nach dem Stecken werden die Retina-Gesamtpraparate mit 4%
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warmem PFA fur 1 h fixiert. Die Praparate werden in PBS eingebettet und
das Deckglas mit Nagellack versiegelt. Am folgenden Tag werden die
Praparate mit dem Zeiss 200M Mikroskop, 10x VergrofRerung durch eine
Rasteraufnahme dokumentiert und die Entfernungen von jeweils 10
peripheren Somata rund um den SNK mit Fiji gemessen (siehe 7.2). Fur
kinftige Versuche dieser Art kann das neue 4x Objektiv des BZ-9000

Kompaktmikroskops schnell ausreichend aufgeldste Aufnahmen liefern.

11.4 Sichtbarmachen von lokalen Axon-Subpopulationen

Um lokale Subpopulationen von Axonen in der OFS sichtbar zu machen,
wurden kleine Kristalle der Fluoreszenzfarbstoffe DiO bzw. Dil verwendet.
Der lipophile Carbocyanin-Kristall wird mit Hilfe eines (in Natronlauge auf
eine Spitze von 40 ym geatzten) Wolframdrahts mechanisch in die optische
Faserschicht der Gesamtpraparate appliziert. Der Farbstoff diffundiert sofort
anterograd und retrograd in der Plasmamembran bis zum Soma und bis zum
Wachstumskegel der RGZ (Godement et al., 1987; Zelina et al., 2005). Die
Praparate werden sofort nach dem Einbringen des Kristalls mit 4% PFA in

PBS bei Raumtemperatur fixiert oder fur die Lebendbeobachtung vorbereitet.
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Abbildung 7: Retina-Gesamtpraparat. Axone mit L1CAM Immun-

fluoreszenz-Farbung (rot), Axon-Subpopulation DiO-Farbung (grun),
applizierter Kristall (gestrichelte Linie) und Gesamtretina-Sichtbarmachung
(DAPI).
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12 Herstellung von Augenpraparaten und Multiphotonen-

mikroskopie
12.1 Markierung von lokalen Axon-Subpopulationen in intakten Augen

Um unbeschadigte Augen in 3D zu visualisieren und navigierende Axone am
SNK exakt zu lokalisieren, werden ebenfalls Dil-Kristalle verwendet. In die
Cornea der — noch im Kopf befindlichen — Augen wird mit einem spitz
geatzten Wolframdraht eine Offnung von der GroRe der Pupille geschnitten.
Ein Teil des Hank’s Puffers wird aus der Schale abgegossen und in das
Auge, dass aus der Flussigkeit herausragt wird ein grof3er Dil-Kristall mit
einem Wolframdraht eingebracht. Der Kristall wird mit dem Draht unter den
Rand des Pigmentepithels und weiter nach unten-auf3en geschoben, bis er
auf der peripheren Neuroretina ankommt (und von auf3en nicht mehr zu
sehen ist). Der Kopf wird sofort in einem 2 ml Reagenzréhrchen mit 1,5 ml
4%-PFA bei Raumtemperatur fixiert. Am nachsten Tag wird das PFA durch 2
ml PBS ersetzt.

12.2 Praparieren und Einbetten der Augen

Nach 7 Tagen wird der Kopf mit PBS gewaschen und die Neuroretinae mit
einem maoglichst grofRen Stiick des optischen Nervs aus dem Kopf prapariert.
Die Axonmarkierung war erfolgreich, wenn eine ohne Fluoreszenzlicht, mit
dem bloRen Auge sichtbare Menge Dil im optischen Nerv zu erkennen ist.
Vor dem Einbetten mufd sehr griindlich mit einer Dumont #55 Pinzette das
Pigmentepithel und der Kristall entfernt werden. Reste des Pigmentepithels
heizen sich bei der Multiphotonenmikroskopie auf und zerstoren das
Praparat, wenn sie nicht vorsichtig, zeitintensiv mit dem Laser gebleicht
werden. Im Praparat verbleibende Kristallsticke konnen den
Mikroskopsensor Uberlasten und irreparabel beschadigen. Im letzen
Praparationsschritt wird der Glaskorper vorsichtig mit den Blutgefallen

entfernt.
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Vor der Mikroskopie wird das Auge in PBS mit 0,8% LMP Agarose (low
melting point) eingebettet. Das Auge wird mit einer geschlossenen Pinzette in
die gewulnschte Position gebracht und vorsichtig mit weiterer Agarose
bedeckt. Die Agarose sollte eine glatte Flache bilden, aber Uber dem Auge so
dinn wie mdglich sein. Nach einer halben Stunde ist die Agarose geliert und
die Schale wird mit PBS gefullt und mit Parafilm verschlossen. Um ein
vorzeitiges Ausbleichen der Proben zu verhindern, werden diese wahrend
des Gelierens mit Alufolie bedeckt und spater in Alufolie verpackt zum

Mikroskop transportiert.

12.3 Multiphotonenmikroskopie der Augenpraparate

Zur Aufnahme der Bilder musste zunachst die optimale Anregungs-
wellenlange fur Dil bei Multiphotonenanregung gefunden werden. Die
Laserintensitat des Titan:Saphir-Lasers mit optisch parametrischem Oszilator
zur Ausweitung der verfugbaren Wellenlangen ist Uber die verfigbaren
Wellenlangen nicht linear, was ein einfaches Berechnen der Wellenlange
erschwert. Die im Wellenlangensuchlauf (scan) ermittelte, optimale
Anregungswellenlange fur Dil betragt 950 nm. Die Praparate wurden mit
dieser Wellenlange angeregt und mit dem 16x LWD (langer Arbeitsabstand,
long working distance) Objektiv mit einer numerischen Apertur von 0.8 in
einer Auflosung von 0,388 x 0,388 x 1 ym dokumentiert. Diese Auflosung

reicht aus, einzelne Axone und diinne Faszikel zu visualisieren.
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Abbildung 8: Probeanregung von Dil in der Retina zur Bestimmung der optimalen

Anregungswellenlange. Fur die Aufnahmen verwendete Anregungswellenlange: 950
nm.
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13 Herstellung von biomimetischen ALCAM-Mikromustern

13.1 Produktion von rekombinantem ALCAM

Zur Herstellung von Substraten wird rekombinantes ALCAM verwendet und
zusatzliches hergestellt wie beschrieben (Jahrling, 2009). Das rekombinante
Protein ecALCAM enthalt die funf extrazellularen Domanen von ALCAM und
His-Markierungen zur Aufreinigung. Die Herstellung erfolgt in HEK-293
Zellen, die stabil mit pSec-tag2a-ecALCAM (extrazellularer Teil ALCAM, 6x
His-Tag, cMyc-Tag, Ampicillin und Zeozin Resistenz) transfiziert sind. Die
Aufreinigung des Proteins erfolgt in einer Saule mit Nickel-NTA Agarose-

perlen nach Standardmethode.

13.2 Erzeugung der biomimetischen Substratstreifen

Substratstreifen auf Deckglasern werden durch Injektion in Silikonmatrizen
nach Standardmethode erzeugt (Vielmetter et al., 1990; Weschenfelder et
al., 2013). Abweichend wird 3 pg/ml ecALCAM (in Mg-Ca-PBS) in die Kanale
injiziert und eine Stunde inkubiert. Als zweite Beschichtung wird 10 pg/mi

Laminin in Mg-Ca-PBS homogen auf das gesamte Deckglas aufgebracht.
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LAMININ

ALCAM+
LAMININ

Abbildung 9: Biomimetisches Streifenmuster: 100 um breite Streifen werden auf
Deckglaser mit 3 uyg/ml ecALCAM beschichtet. Visualisierung durch ALCAM und
546aMaus Antikorper. Malistabsbalken 100 ym.
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14 Lebendbeobachtung von Axonen

14.1 Aufnahme von Zeitrafferfilmen der Wachstumskegel

Lebendbeobachtungen von Wachstumskegeln aus Explantatstreifen und in
der intakten Retina werden an den Zeiss 200M und Zeiss 100TV
Mikroskopen unter einer selbst gebauten Klimakammer durchgefihrt (Zelina,
2005). An beiden Mikroskopen wird ein phasenkontrast-taugliches
Plan-Apochromat 63x Olimmersionsobjektiv mit einer numerischen Apertur

von 1,4 verwendet.

Die Praparate werden in einer selbstgebauten Klimakammer mit Atmosphare
aus dem Inkubator versorgt (37 °C, 95% Luftfeuchte und 5% CO,); zur
Verbesserung des Phasenkontrasts wird der Kunststoffdeckel der
Klimakammer mit einer Offnung versehen, die mit Silikonpaste und einem
grolen Deckglas verschlossen wird. Ein warmeisolierendes Zelt umschlief3t
das gesamte Mikroskop mit Ausnahme der Kamera und sorgt fur homogene
37 °C.

14.2 Untersuchung des Wachstumskegel-Verhaltens auf definiertem
Substrat

Zur Untersuchung des Wachstumskegel-Verhaltens auf definiertem Substrat
werden 300 um breite Retina-Explantatstreifen aus Retina-Gesamtprapa-
raten (siehe Abbildung 7) gehackt und auf homogenem Substrat ausgelegt
(Halfter et al., 1983). Die Explantate werden mit der Schnittkante auf der
zentralen Retinaseite zur Mitte des Deckglaschens orientiert. Abweichend
vom publizierten Protokoll werden die Explantate in Medium fir die Kultur
von Mausexplantaten (siehe 3.3) auf Deckglaschen, die mit 10 pg/ml Laminin

beschichtet sind, ausgelegt und Axone auswachsen gelassen.

Fir die Untersuchung des Wachstumskegel-Verhaltens werden Zeitraffer-

aufnahmen von 30 min Lange (6 Aufnahmen pro Minute) an den Mikro-
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skopen Zeiss 100M und Zeiss 200TV angefertigt. Um die Beeintrachtigung
der Wachstumskegel durch erhohte Temperatur und Strahlungsschaden zu
reduzieren, werden Ultraviolett, Blau, Rot und Infrarot aus dem Spektrum der

Phasenkontrastbeleuchtung ausgefiltert.

14.3 Untersuchung des Wachstumskegel-Verhaltens in

Retina-Gesamtpraparaten

Die Lebendbeobachtung wird im gleichen Aufbau wie bereits beschrieben
durchgefuhrt (siehe 14.2). Das Markieren und Filmen der Wachstumskegel
im Praparat wird wie fur Huhnretina beschrieben durchgefiihrt (Zelina, 2005;
Zelina et al., 2005). Abweichend hiervon wird die Anzahl der Abstandshalter
zwischen dem Deckglasboden der Lebendbeobachtungsschale und Praparat
wegen der dunneren Mausretina von 2 auf 1 reduziert. DiO bzw. Dil werden
ca. 600 um vom SNK appliziert, um RGZ zu markieren, deren Wachstums-

kegel den SNK noch nicht erreicht haben.
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15 Quantifizierung und Auswertung
15.1 Faszikel Anzahl und Durchmesser in Retina-Gesamtpraparaten

In  zusammengesetzten, hintergrundreduzierten Rasteraufnahmen von
Retina-Gesamtpraparaten (siehe 7.2) wird entlang von Kreisen mit einem
Radius von 300 bzw. 400 yum um den SNK-Mittelpunkt die Fluoreszenz-
intensitat mit dem Fiji Plug-in ,Oval Profile Plot“ bestimmt. Die Anzahl der zu
messenden Grauwerte entlang des Kreises wird errechnet, sodass fur jeden

Pixel auf dem Kreisbogen der Fluoreszenzintensitatswert gemessen:

300 um*2 7

0,26642um/Pixel 0 0" el

7075 Messwerte werden fur den Kreisbogen mit einem Radius von 300 pym
um den SNK-Mittelpunkt berechnet und gemessen bzw. 9433 Pixel flir den

400 um Kreisbogen.

Zur Festlegung der Faszikeldurchmesser wurde der Abstand der Schnitt-
punkte der Intensitatslinie mit einer Linie, die dem Median der Fluoreszenz-
intensitat entspricht, ermittelt. Um trotz Hintergrundreduktion noch vor-
handene, subtile lokale Unterschiede in der Fluoreszenzintensitat
auszugleichen, wird der Median nicht global fur die gesamte Retina, sondern
lokal fur jeden Pixel in einem Bereich von 75 ym (37,5 um zu beiden Seiten)

entlang des Kreisbogens ermittelt.

Die kleinsten Strukturen, die erkennbar sind, haben einen Durchmesser von
0,7 um, was der Dicke eines Axons entspricht. Bei detektierten Signalen
< 0,7 ym handelt es sich um Pixelfehler im Bild oder runde Ansammlungen
von Sekundarantikdérpern. Strukturen < 0,7 um werden aus der Auswertung
entfernt. Die erhaltenen Faszikeldurchmesser werden in die Kategorien
d<25pum (=dunn, bis zu 10 Axone), 2,5 um <d <10 pm (= mittel) und
d = 10 ym (= dick) eingeteilt und ihre Haufigkeit bestimmt.
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Abbildung 10: Entlang des Kreisbogens (blau, links) mit einem Radius von 300 pm
um den SNK wird die Fluoreszenzintensitat der LICAM Farbung gemessen und in
einem Radarplot visualisiert (blaue Linie, rechts). Bereiche auf dem Kreisbogen, die
aufgrund von Beschadigungen oder Stérungen durch DiO-Kristalle nicht
ausgewertet werden konnen, werden aus den Messwerten entfernt (grine
Markierungen in beiden Darstellungen). Die Distanz zwischen zwei Schnittpunkten
der — an den lokalen Median der Fluoreszenz (75 ym) angepassten — Messlinie (rot)

mit dem Fluoreszenzintensitatsplot (blau) ergibt den Faszikeldurchmesser.
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15.2 Defaszikulierung und Faszikulierung in Retina-Gesamtpraparaten

Die Anzahl der Defaszikulierungs- und Faszikulierungs-Ereignisse der Axon-
faszikel werden in Retinae mit L1CAM-Farbung in einem Ringbereich mit
einem Radius von 300 bis 400 um (ausgehend vom SNK-Mittelpunkt)
manuell gezahlt. Dunne Faszikel (d < 2,5 ym) werden von den mittleren und

dicken Faszikeln getrennt erfasst und ausgewertet.

Abbildung 11: Detailaufnahme von L1CAM markierten Axonfaszikeln, zwischen
300 um (linker Kreisbogen) und 400 um (rechter Kreisbogen) vom Mittelpunkt des
SNK entfernt. Axone faszikulieren (griine Pfeile nach unten) und defaszikulieren
(magenta Pfeile nach oben) auf dem Weg von der peripheren Retina (rechte Seite,
nicht im Bild) zum SNK (linke Seite, nicht im Bild). Ereignisse sind nur fiir niedrige

Faszikeldurchmesser (d < 2,5 ym) eingezeichnet.
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15.3 Faszikelzwischenraume in Retina-Gesamtpréaparaten

Retinae wurden in GIMP mit dem Vordergrund-Auswahl-Werkzeug in einen
.Faszikel-Bereich“ (wei}) und einen ,Zwischenraum-Bereich® (schwarz)
getrennt, um ein Bild zu erhalten, das nur die Faszikel-Zwischenraume als
schwarze Flachen enthalt. Die periphere Retina Uber 300 um und das
150-um-Gebiet um den SNK ohne Zwischenraume wurden aus dem Rohbild
entfernt. AnschlieRend wurden die verbliebenen Zwischenrdaume mit dem Fiji
Plug-in ,Particle Analyzer gezahlt und ihre Flache vermessen. Mit dem
komplementaren Bild lassen sich die von Faszikeln bedeckten Bereiche

darstellen und als Flache quantifizieren.
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Abbildung 12: Lineare Kontrastierung und Quantifizierung der OFS-Zwischenraume:
Rohbild des L1CAM fluoreszenzmarkierten OFS (A), nicht auswertbarer Kreis
(Radius 100 ym) um den Mittelpunkt des SNK und Bereich aufierhalb des
300-ym-Radius sind entfernt. Uberlagerung des Rohbildes mit den in GIMP

herausgearbeiteten Bereichen (B). Detailansicht eines Ausschnitts (B, grin) der mit
Fiji analysierten Partikel (C). Ma3stabsbalken 100 pm.
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15.4 Wachstumsebene von Axon-Subpopulationen in Retina-

Gesamtpraparaten

Von Retina-Gesamtpraparaten mit DiO-markierten Axon-Subpopulationen
werden am SNK mit dem BZ-9000 Mikroskop Z-Stapel mit 0,7 bis 1,8 ym
Schrittweite erfasst. Die Aufnahmen beginnen in der Ebene der tiefsten in der
Retina DiO-markierten Axone und enden mit den obersten Axonen, die in der
OFS des Praparats markiert sind. Als Tiefe der fehlnavigierenden
RGZ-Axone in der Retina wird der Abstand der letzten Bildebenen mit

vollstandig im Fokus befindlichen Axonen gewertet.

15.5 Axon-Dynamik auf homogenem Substrat

Zeitrafferaufnahmen von Wachstumskegeln auf Deckglaschen mit Laminin
(sieche 14.2) werden durch Verfolgen der Spur (track) des
Wachstumskegel-Halses analysiert. Der Wachstumskegel-Hals ist definiert
als der Bereich, an dem der Wachstumskegel sich (ausgehend von der
Wachstumskegelspitze) zum ersten Mal auf die doppelte Axonbreite verjingt.
Die zuruckgelegte Strecke der Spur ergibt sich aus den aufsummierten
Positionsanderungen, die Distanz aus der direkten Verbindung des Start- und
Endpunktes der Spur. Aus den Koordinaten der Spur wurde mittels linearer
Regression eine Wachstumsrichtung ermittelt. Abweichend von der
Beschreibung (Thelen et al., 2012; Zelina et al., 2005) werden alle Punkte
mittels Koordinatentransformation gedreht, damit die per Regression
ermittelte Wachstumsrichtung der X-Achse des Koordinatensystems ent-
spricht. Positionsanderungen in X-Achsen-Richtung werde als Vorwarts-
bewegung, in Y-Achsen-Richtung als Seitwartsbewegung gewertet. Bewegt
sich der Wachstumskegel-Hals mindestens 0,5 pm/min vorwarts, wird das
Verhalten in dieser Minute als Vorwartsphase gewertet, zieht er sich
mindestens 0,5 ym/min zurtick, wird es als Rickwartsphase gewertet.
Minimale Bewegungen < 0,5 um/min werden als Stoppphase gewertet. Die
Anzahl der Phasen pro Stunde und die durchschnittliche Dauer der Phasen

werde ermittelt. Die durchschnittlichen, minimalen und maximalen
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Geschwindigkeiten in X- und Y-Achsen-Richtung werden zur vollstdndgien

Charakterisierung der Dynamik getrennt nach Phasen ebenfalls ermittelt.

Abbildung 13: Axondynamik auf Laminin. Serienbild aus einer Zeitrafferaufnahme.

Die Wachstumskegel-Spur (grin) mit minGtlich festgestellter Position des
Wachstumskegelhalses (letzter Punkt der Spur). Distanzlinie (rot) und
Wachstumsrichtung (Ausgleichsgerade, blau) der Spur des Wachstumskegels sind
im letzten Bild dargestellt.
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15.6 Axon-Dynamik in Retina-Gesamtpraparaten

Wachstumskegel im Retina-Gesamtpraparat sind schlank und torpedoformig,
der Wachstumskegel-Hals lasst sich nicht bestimmen, da die Wachstums-
kegel selten die doppelte Breite des Axons erreichen. Fur die Bestimmung
der Wachstumskegel-Dynamik in Retina-Gesamtpraparaten wird die
vorderste Spitze des Axons mit dem Fiji-Plugin ,MtrackJ“ verfolgt. Die Ubrige
Auswertung erfolgt wie fur Spuren des Wachstumskegelhalses auf homo-

genem Substrat (siehe 14.2).

15.7 Wachstumskegel-Dynamik

Die Wachstumskegel-Dynamik wird getrennt von der Axon-Dynamik
ausgewertet. Um die Dynamik des Wachstumskegels zu quantifizieren,
werden Grundumfang, Gesamtumfang, Flache, Flachenasymmetrie sowie
Anzahl und Lange von Filopodien fur jeden Sektor des Wachstumskegels
ermittelt. Der Grundumfang ergibt sich aus dem Umfang des Wachstums-
kegels ohne Filopodien, die Umfangslinie schneidet das Axon im Wachs-
tumskegelhals, zur Berechnung des Gesamtumfangs wird die doppelte

Lange der Filopodien zum Grundumfang addiert.

Die distalen 20 ym des Axons, ,in den Wachstumskegel verlangert®, teilen
diesen in die linke und rechte Seite, deren Flachen getrennt ermittelt werden.
Ein Kreuz, das die Strecke Wachstumskegelhals zu Wachstumskegelspitze
im 45°Winkel halbiert, teilt den Wachstumskegel in einen vorderen und
hinteren sowie zwei seitliche Sektoren ein. Filopodien werden — unabhangig
von der Richtung, in die sie zeigen — dem Sektor zugeordnet, in dem sie

entspringen.

69



Il Material und Methoden

Abbildung 14: Exemplarischer Wachstumskegel, aufgenommen im Phasenkontrast.
Fur die Bestimmung der Wachstumskegel-Dynamik werden die letzten 20 um des
Axons als Wachstumsrichtung (orange) in den Wachstumskegel verlangert. Die
Verlangerungslinie teilt die Wachstumskegel-Flache in rechte und linke Teilflachen
(blau und grin), deren Flachenverhaltnis bestimmt wird. Grundumfang (Umrandung
der Teilflachen) und Gesamtumfang (Grundumfang plus doppelte Filopodienlange)
werden bestimmt. Die Sektorgrenzen (gelb) teilen den Wachstumskegel in ihrem
Schnittpunkt, der halben Lange der Flachenhalbierenden (schwarzer Punkt), in 4
Sektoren. Die Sektoren enthalten 14 Filopodien (rot), 8 davon im vorderen, 3 im

linken, 3 im hinteren Sektor.
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lll Ergebnisse

1 Voruntersuchungen

1.1 Homozygote k.o.-Embryonen sind unauffallig und die Genotypen

im Wurf von heterozygoten Eltern liegen im Verhaltnis 1:2:1 vor

Unter adulten Tieren der verwendeten MAP1B-k.o.-Mauslinie herrscht ein
schon beschriebenes Ungleichgewicht der Genotypen im Erwachsenenalter
(Meixner et al., 2000). Nach der Mendel'schen Spaltungsregel waren 25%
homozygote k.o.-Tiere aus einer Verpaarung heterozygoter Elterntiere zu
erwarten. Aus entsprechenden Verpaarungen innerhalb der verwendeten
Kolonie resultieren jedoch nur 10% (25 von 250) Tiere mit homozygotem k.o.,
die ein Alter von 3 Wochen erreichen. In der Zweitlinie von F. Propst
erreichen ebenfalls 10% der homozygoten k.o.-Tiere das Erwachsenenalter.
Aus weiteren — in dieser Arbeit nicht verwendeten — Mauslinien mit partiellem
MAP1B-k.o. wurde von fehlentwickelten Embryonen und am ersten Tag
versterbenden homozygoten k.o.-Jungtieren (Gonzalez-Billault et al., 2000)
bzw. von vor E8,5 versterbenden homozygoten k.o.-Embryonen berichtet
(Edelmann et al., 1996).

Fir die Planung und Durchfuhrung dieser Arbeit ist es wichtig, festzustellen,
ob in der hier verwendeten MAP1B-k.o.-Linie Embryonen bereits E14,5
Fehlentwicklungen aufweisen bzw. in reduzierter Zahl vorkommen. Es konnte
durch Genotypisierung der Embryonen aus heterozygoten Verpaarungen von
E13,5 bis E155 gezeigt werden, dass bis mindestens E15,5 das zu

erwartende 1:2:1-Verhaltnis zwischen den Genotypen vorliegt.
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Abbildung 15: Maus Embryonen E14,5 eines Wurfes. Der homozygote k.o.-Embryo

(B) unterscheidet sich auferlich nicht vom homozygoten w.t. (A). Beide Embryonen
sind etwa gleich groB und gleich weit entwickelt (Theiler-Stadium 22 am Ubergang
zu 23).
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a0

Abbildung 16: PCR-Produkte der Genotypisierung der Embryonen einer
heterozygoten Verpaarung. Nach elektrophoretischer Auftrennung sind die beiden
mdglichen Produkte gut zu unterscheiden. DNA-Marker mit GroRRenangabe in
Basenpaaren, links und rechts die PCR-Produkte der 8 Embryonen. w.t.-Embryonen
sind anhand des kirzeren PCR-Produkts (siehe Position 3 und 5), k.o.-Embryonen
anhand des langeren PCR-Produkts (siehe Position 2 und 7) zu erkennen. Die
Genotypisierung von heterozygoten Embryonen ergibt beide PCR-Produkte (siehe
Position 4, 6, 8, 9).
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1.2 Die zentral-periphere Ausbreitung der RGZ-somata, deren Axone

den SNK erreicht haben, hat einen Radius von 600 pm

Fir die Untersuchung der Axon-Navigation am SNK ist es wichtig, solche
lokalen Subpopulationen von RGZ zu markieren, deren Axone den SNK
erreicht haben und dort das Navigationsmanodver vollzogen haben. Das
Mandver sollte bei der normalen intra-retinalen Geschwindigkeit der Axone
(siehe 6.1) 2 bis 3 h in Anspruch nehmen. Fur die Untersuchung der
Axon-Dynamik im Retina-Gesamtpraparat ist es wichtig, Subpopulationen

von RGZ zu markieren, deren Axone den SNK noch nicht erreicht haben.

Anhand von L1CAM-gefarbten Kryostatschnitten und Gesamtpraparaten
wurde die Ausdehnung der OFS in der E14,5 Mausretina bestimmt. Die OFS
erstreckt sich durchschnittlich 736+80 um um den Mittelpunkt des SNK
(n =3; Messungen (m)=6). RGZ, deren Axone den SNK bereits erreicht
haben, werden retrograd mit einem in den SNK applizierten DiO-Kristall
gefarbt und die Distanz der vom Mittelpunkt des SNK am weitesten

entfernten Somata bestimmt. Diese betragt 603155 ym (n = 3, m = 30).

Mit diesen Ergebnissen zeigt sich, dass fur die Untersuchung der Navigation
der RGZ-Axone am SNK die DiO- bzw. Dil-Kristalle in einer Entfernung von
hochstens 500 um vom Mittelpunkt des SNK appliziert werden durfen. Weiter
entfernt applizierte Kristalle wirden nur Axone einfarben, die den SNK noch
nicht erreicht haben. Da allgemein davon ausgegangen wird, dass
fehlnavigierende Axone nach einer gewissen Zeit abgebaut werden und die
Zellen sterben (Péquignot et al., 2003), durfen die Kristalle auch nicht zu nah
am SNK appliziert werden. Dort markiert der Kristall RGZ, deren Axone
schon E13,5 das Mandver am SNK vollzogen haben. Fir die Untersuchung
der Axon-Dynamik in  Retina-Gesamtpraparaten mussen lokale
Subpopulationen von RGZ eingefarbt werden, deren Axone den SNK noch
nicht erreicht haben. Die Kristalle mussen hierfur 600 bis 800 um vom
Mittelpunkt des SNK entfernt appliziert werden, denn sonst werden primar

Axone eingefarbt, die den SNK erreicht und die Retina verlassen haben.
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Abbildung 17: Retrograd mit DiO gefarbte Somata und Axone von RGZ, deren
Axone E14,5 den SNK bereits erreicht haben. (Um eine kontrastreichere Darstellung
zu erreichen, wurde das Bild invertiert.) Der Umriss des Retina-Gesamtpraparats

(grtin) und der SNK (weiflder, unterbrochener Kreis) wurden eingezeichnet.
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1.3 Lagerung der Mausembryokopfe in kilhlem Hank’s Puffer ist

moglich

Da nicht alle Embryonen eines Wurfes sofort verarbeitet werden kdnnen,
mussen sie bis zur Praparation gelagert werden. Wahrend der Lagerung
kommt es allerdings zu Gewebezerfall und Zelltod, sodass die Embryonen
nicht weiterverwendet werden kdnnen. Eine gezieltere Praparation durch
Auswahl der homozygoten Embryonen aus dem Wurf kann jedoch erst nach
abgeschlossener Genotypisierung erfolgen, die wiederum 90 Minuten dauert
(siehe 1l 8.1). In der Literatur finden sich fur diese Problematik nur wenige,
zudem widerspruchliche Angaben. Es mussten daher zellkompatible Auf-

bewahrungsbedingungen erarbeitet werden.

Die Lagerung von Kopfen oder ganzer Embryonen (im Uterus) in Hank’s
Puffer im Inkubator (37 °C, 5% CO.) oder bei Raumtemperatur (20 °C) hat
einen deutlichen Gewebezerfall zur Folge. Die Augen sind bereits nach
90 min nicht mehr zur Praparation von Retina-Gesamtpraparaten geeignet.
Im Gegensatz dazu lassen sich die Augen auch nach 3 h bei kuhler
Lagerung (8 °C) in Hank’s Puffer noch praparieren. Es ist kein Unterschied
zwischen sofort nach der Enthahme und nach 2 h praparierten Explantaten
bzw. Gesamtpraparaten zu erkennen. Die Lagerung in DMEM/F-12 Medium
bringt keine sichtbaren Vorteile gegenuber der Lagerung in (mit Calcium und
Magnesium) erganztem Hank’s Puffer (siehe Il 3.1). Auch die Lagerung von
ganzen Embryonen im Uterus mit Hank’s Puffer oder DMEM/F-12 Medium
bringt keine Verbesserung gegeniber der Lagerung von einzelnen Kopfen.
Daher wurden fur alle beschriebenen Experimente einzelne Kopfe bei 8 °C in

(mit Calcium und Magnesium) erganztem Hank’s Puffer gelagert.
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2 Dicke der Neuroretina

2.1 Die Neuroretina ist in MAP1B-k.o.-Mausen in der Ndhe des SNK

diinner

Zur Untersuchung der Dicke der OFS sowie der gesamten Neuroretina
wurde in Gewebeschnitten die Ausdehnung der Schichten vermessen. Am
Rand des SNK (50 um von dessen Mittelpunkt) und in Abstanden von 100,
200 und 300 ym wurde mit dem Linien-Messwerkzeug von Fiji (siehe
Methoden 7.2) die Schichtdicke in 3 w.t. und 5 k.o.-Retinae bestimmit.

Abbildung 18: Kryostatschnitte von E14,5 w.t. (A) und k.o. (B) Augen. Farbung der
OFS (L1CAM, grin) und aller Somata (DAPI, blau). Eingezeichnet je eine der
beiden Messreihen (in 50, 100, 200, 300 und 400 ym Distanz vom Mittelpunkt des
SNK) mit ihren Messwerten. Die optische Faserschicht (OFS), die innere
neuroblastischen Schicht (INBS) und die duRere neuroblastischen Schicht (ANBS)
sind gekennzeichnet. Das weille X markiert den Punkt der maximalen Ausdehnung
der OFS.

Die Ausbreitung der OFS nach peripher ist im k.o. mit 69438 pm, im
Vergleich zum w.t. mit 73756 pm vom SNK, nicht signifikant anders
ausgebreitet. Die Messungen zeigen, dass die OFS in der Nahe des SNK im
w.t. und k.o. dick ist, wahrend die restliche Neuroretina sich um den SNK

herum verjungt (siehe Abbildung 18 und Abbildung 19). Nach peripher nimmt
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die Dicke der OFS kontinuierlich ab, da immer weniger Somata bereits ein
Axon gebildet haben und sie nur die Axone peripherer RGZ umfasst. Die
Dicke der OFS in w.t. und k.o.-Embryonen zeigen keinen signifikanten

Unterschied.
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Abbildung 19: Schichtdicke der Neuroretina und der OFS in Abhangigkeit von der
Entfernung vom SNK.

Die Dicke der gesamten Neuroretina nimmt mit der Entfernung vom SNK
zunachst zu und dann im weniger differenzierten Bereich der peripheren
Retina ab. Die Neuroretina ist im k.o. zentral deutlich dinner als im w.t.: Sie
misst bei 50 ym Abstand im w.t. 138+10 ym und nur 1157 ym (83% des
Wertes im w.t.) im k.o. (p <0,01); bei 100 um Abstand 152+5 pym im w.t. und
13714 pm (90%) im k.o. (p <0,01); bei 200 ym Abstand 178+7 ym im wt.
Und 1665 pm (93%) im k.o. (p < 0,05); bei 300 um Abstand 177+6 ym im
w.t. und 16716 pym (94%) im k.o. (p < 0,05); bei 400 um Abstand 166+9 pm
im w.t. und 150+6 um (90%) im k.o. (p < 0,05). Stichprobenhafte Messungen
in ungeschnittenen, mit 2P-Mikroskopie dokumentierten w.t.-Retinae
bestatigen diese in Schnitten gemessenen Dicken (siehe 4.3). Die Dicke von

ANBS und INBS wurde nicht vermessen, da die Grenze diffus verlauft.
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3 RGZ-Axon-Faszikulierung in der Retina

3.1 Automatisierte Quantifizierung von Axonfaszikeln liefert

zuverlassige Ergebnisse

Um das im k.o. moglicherweise veranderte Faszikelmuster der OFS (siehe
Abbildung 27) quantifizieren zu kdnnen, werden Anzahl und Durchmesser
von Faszikeln bestimmt. Zentral um den SNK (bis ca. 150 ym Abstand) sind
einzelne Faszikel kaum zu unterschieden. Peripher (in den aulersten
Bereichen der OFS) sind E14,5 kaum Faszikel vorhanden, obwohl sich die
OFS selbst bis 736180 um vom Mittelpunkt des SNK erstreckt (siehe 1.2).
Daher wurde die Faszikeldicke in den Entfernungen 300 und 400 pm vom
Mittelpunkt des SNK evaluiert. Aufgrund der Radiarsymmetrie der Retina
erfolgte die Auswertung auf Kreisbogen. Um mdglichst viele Retinae
auswerten zu konnen, wurde eine automatisierte Auswertung entwickelt. Die
automatisierte Auswertung errechnet die Faszikeldicken aus den
Schnittpunkten des Fluoreszenzintensitatsplots der L1CAM-Farbung und
einer (an den lokalen Hintergrund angepassten) Medianlinie der Fluores-
zenzintensitat (siehe 1l 15.1, Abbildung 10, Abbildung 27). Die gemessenen
Faszikel werden nach ihrem Durchmesser in die Kategorien dunn
(d =£2,5 ym), mittel (2,5 pm < d <10 ym) und dick (d =2 10 ym) eingeteilt.

Im Vergleich einer automatisierten Auswertung mit der manuellen Aus-
wertung durch drei Personen zeigt sich ein Nachteil fur Erstere: Die auto-
matisierte Auswertung ignoriert in wenigen Fallen (ca. vier Faszikel pro
Retina) besonders schwach fluoreszierende Faszikel, die zwischen dicken,
stark fluoreszierenden Faszikeln verlaufen (siehe Abbildung 20). Dies kann
einen Unterschied in der Anzahl kleiner, schwach fluoreszierender Faszikel
zwischen w.t. und k.o. verringern. Personen ubersehen allerdings ebenfalls
dinne Faszikel, sodass dieser Fehler im Vergleich zur automatisierten
Auswertung keinen signifikanten Unterschied hervorruft. Demgegenuber
steht eine relativ hohe Variabilitat der gemessenen Durchmesser und der

Faszikelanzahl im manuellen Verfahren. Der Mensch kann zwar die

79



[l Ergebnisse

Umgebung des Faszikels in die Bewertung einflielen lassen, allerdings ist
die Messung weniger akkurat und von der vermessenden Person abhangig.
Wegen der hohen Zuverlassigkeit und Reproduzierbarkeit der automati-
sierten Auswertung sowohl hinsichtlich der Durchmesserkategorien als auch
hinsichtlich der Gesamtzahl der Faszikel wurden die Retinae mit Hilfe des
automatisierten Systems evaluiert.
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Abbildung 20: Manuelle und automatisierte Erfassung der Faszikeldurchmesser im
Vergleich: Detailausschnitt von 120 ym (ca. 20°) entlang des 300-um-Kreisbogens
um den Mittelpunkt des SNK. Die Fluoreszenzintensitat der L1CAM-Farbung (blau)
und die lokal angepasste Messlinie zur Bestimmung der Faszikelbreite mit der
automatisierten Auswertung (rot) sind abgebildet (A). Die mit Fiji von einer Person
manuell (grin) gemessenen und die mittels der automatischen Auswertung
(magenta) gemessenen Faszikelbreiten sind zum Vergleich in das
fluoreszenzmikroskopische Bild eingezeichnet (B).
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Abbildung 21: Messung einer halben Retina bei 300 ym Abstand vom Mittelpunkt
des SNK. Vergleich der Computer-Messung mit dem Durchschnitt der Messungen
von drei Personen. Es ergibt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den

Auswertungsverfahren.

3.2 Die Anzahl diinner Faszikel in der optischen Faserschicht ist im
k.o. erhoht

Um die Zusammensetzung der OFS aus unterschiedlich dicken Faszikeln zu
bestimmen, werden Faszikeldurchmesser in w.t. und k.o.-Retinae gemessen
und in Kategorien eingeteilt (siehe Il 15.1). Die Faszikelanzahl wird fur 10
Retinae von 8 w.t.-Embryonen und 20 Retinae von 14 k.o.-Embryonen aus
insgesamt 8 Wirfen von Verpaarungen heterozygoter Elterntiere bestimmt.
Die Retinae der jeweiligen Wirfe wurden gemeinsam prapariert, fixiert,
gefarbt und dokumentiert. Retinae von MAP1B-heterozygoten Embryonen

werden nicht in die Auswertung einbezogen.
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Abbildung 22: Anzahl der Faszikel in w.t. und k.o.-Retinae, gemessen 300 ym vom
Mittelpunkt des SNK und in den Kategorien diunn, mittel, dick eingeteilt, sowie als

Gesamtzahl der Faszikel (d = 0,7 um) verglichen.
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Abbildung 23: Anzahl der Faszikel in w.t. und k.o.-Retinae, gemessen 400 ym vom
Mittelpunkt des SNK und in den Kategorien duinn, mittel, dick eingeteilt, sowie als

Gesamtzahl der Faszikel (d = 0,7 um) verglichen.
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Die durchschnittliche Anzahl der dinnen Faszikel in 300 ym Entfernung um
den SNK betragt im w.t. 4019 und ist im k.o. auf 5621 (144% des
w.t.-Wertes) erhoht (p < 0,05). In allen anderen Kategorien und bei 400 uym

Entfernung sind keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl festzustellen.

Auffallig ist die Standardabweichung der Datensatze. Bei 400 um Entfernung
zum SNK zeigt sich, dass die Standardabweichung der Gesamtzahl an
Faszikeln mit =6 im w.t. und 0=9 im k.o. hdher ist im k.o. (F-Test;
p<0,05). Bei 300um Entfernung vom SNK ergibt sich eine
Standardabweichung von =11 im w.t. und 0=23 im k.o. (209% des
w.t.-Wertes) fur die durchschnittliche Anzahl dinner Faszikel. Der k.o. zeigt
trotz der doppelt so hohen Probenanzahl (n = 20 statt n = 10) eine signifikant
héhere Varianz (F-Test; p <0,05). Das gleiche Bild ergibt sich fir die
Standardabweichung der durchschnittlichen Anzahl der mittleren Faszikel bei
300 ym: 0 = 12 im w.t. stehen o = 34 (283% des w.t.-Wertes) Faszikel im k.o.
gegenuber (F-Test; p <0,01). Kein Unterschied zeigt sich bei den grofRen
Faszikeln mit 0=5 im wit bzw. 0=7 im k.o. Dennoch ist die
Standardabweichung der Gesamtzahl an Faszikeln mit 0 =17 im w.t. gegen
0=46 (270% des w.t.-Wertes) im k.o. erhdht (F-Test; p <0,01). Diese
erhohte Varianz der Faszikelzahlen im k.o. bedeutet, dass die individuellen
Werte pro Retina im k.o. doppelt so stark vom Durchschnittswert abweichen.
Die durchschnittliche Faszikelanzahl unterscheidet sich zwischen w.t. und
k.o. bei den dunnen Faszikeln in 300 um Abstand, jedoch finden sich unter
den k.o.-Praparaten Beispiele mit erheblich mehr und andere Beispiele mit

erheblich weniger diunnen Faszikeln.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die OFS in k.o. Retinae bei
300 um Entfernung mehr diinne Faszikel aufweist. Insgesamt ist sowohl bei
300 pm als auch bei 400 ym Entfernung vom SNK eine mehr als doppelt so
grolle Standardabweichung der durchschnittlichen Faszikelzahl zu be-
obachten. Dieser Varianzunterschied deutet darauf hin, dass der MAP1B-k.o.

die Axone nicht zu einem grundlegend anderen Faszikulierungsverhalten
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zwingt, sondern den Verlust einer Faszikeldickeregulierung bedeutet.

3.3 Die Anzahl der Defaszikulierungen und Faszikulierungen ist im k.o.
erhoht

Um zu ergrunden, wie die erhohte Anzahl dunner Faszikel zustande kommt,
wird die Anzahl der Faszikulierungs- und Defaszikulierungsereignisse flr
jeweils 10 k.0. und 10 w.t.-Retinae (E14,5) bestimmt. Diese werden manuell
in einer Ringflache zwischen 300 ym und 400 pym (vom Mittelpunkt des SNK)
fur die beiden Kategorien dunne Faszikel (d <2,5 ym) bzw. mittlere und

grolde Faszikel (d > 2,5 ym) gezahlt.

Abbildung 24: Defaszikulierungen der RGZ-Axone in w.t. (links) und k.o.-Retina

(rechts) OFS. Die RGZ-Axone wachsen von der Peripherie (in den Abbildungen
rechts) in Richtung des SNK (links, nicht im Bild). Darstellung fiir besseren Kontrast
Invertiert. Die Anzahl der Defaszikulierungen ist in k.o.-Retinae um Faktor 2,5
erhoht.

Die Anzahl der Defaszikulierungen ist mit 13430 im w.t. zu 327+107 im k.o.
(243% des w.t.-Wertes) erhoht (p <0,001). Die Anzahl der Defasziku-
lierungen, an denen zwei dicke Faszikel beteiligt sind, unterscheidet sich
nicht. Die Anzahl der Faszikulierungen dunner Faszikel ist mit 15456 im w.t.
und 400113 (260% des w.t.-Wertes) im k.o. erhoht (p < 0,001). Auch bei den
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Faszikulierungen gibt es keinen Unterschied bei den mittleren und dicken
BlUndeln. Die Varianz der Ereignisse unterscheidet sich ebenfalls: Die Anzahl
der Defaszikulierungsereignisse mit dinnen Faszikeln weist im w.t. eine
Standardabweichung von o = 30 auf und ist im k.o. mit 0 = 107 (357% des
w.t.-Wertes) erhoht (F-Test; p < 0,05). Die Anzahl der Faszikulierungen mit
dinnen Faszikeln weist im w.t. eine Standardabweichung von o = 56 auf und
ist im k.o. mit 0 = 113 (202% des w.t.-Wertes) ebenfalls erhdht (p < 0,001).
Der Quotient von Faszikulierungen zu Defaszikulierungen ist mit 1,16+0,35
im w.t. und 1,274£0,31 im k.o. fiur dinne Faszikel nicht signifikant unter-
schiedlich. Der Quotient ist auch fur Faszikulierungen zu Defaszikulierungen

der Kategorie dicke und mittlere Faszikel im k.o. nicht verandert.

g 9 _kkk
% 700

E Em +* # &

E 500

T 4.|I'||

& 300

& 200

= 0

< d=s25um d>25um 0,7 ym=d

Ewl BEko.

Abbildung 25: Anzahl der Defaszikulierungsereignisse in w.t. und k.o.-Retinae.
Gezahlt wurden die Ereignisse, bei denen sich (innerhalb der Ringflache 300 bis
400 um vom SNK) Faszikel aus einem Faszikel abspalten. War eines der
entstehenden Faszikel klein, wurde das Ereignis in der Kategorie d < 2,5 ym erfasst,
waren die entstehenden Faszikel alle d >2,5ym, wurde das Ereignis in der
Kategorie d >2,5 uym erfasst. Es wurden 11 w.t. und 13 k.o.-Retinae aus 10

Embryonen pro Genotyp ausgewertet.
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Abbildung 26: Anzahl der Faszikulierungsereignisse in w.t. und k.o.-Retinae. Gezahlt
wurden die Ereignisse, bei denen sich (innerhalb der Ringflache 300 bis 400 uym
vom SNK) mehrere Faszikel zu einem Faszikel zusammenschlielen. Es wurden 11

w.t. und 13 k.0.-Retinae aus 10 Embryonen pro Genotyp ausgewertet.

Zusammenfassend lasst sich sagen, das sich in k.o.-Retinae 2,5-mal
haufiger dinne Faszikel defaszikulieren und auch wieder faszikulieren. Die
Quotienten von Faszikulierungen zu Defaszikulierungen sind auf der Strecke
zwischen den Messpunkten nicht erhoht. Die Faszikulierungsereignisse
ergeben sich fast zwangslaufig aus den Defaszikulierungsereignissen.
Verlasst ein Axon sein Faszikel, sto3t es zwangslaufig wieder auf ein
anderes Faszikel. Die hohere Anzahl von dunnen Faszikeln in der k.o.-Retina
(siehe 3.3) entsteht also nicht durch ein Wachsen von dinnen Faszikeln
parallel zu den dickeren Faszikeln, sondern durch haufigeres Abspalten der
dinnen Faszikel. Dies deutet ebenfalls auf einen Verlust der Regulierung der

Faszikeldicke hin.

86



[l Ergebnisse

3.4 Anzahl und Flache der Faszikelzwischenraume ist unverandert

Neben der Betrachtung der Faszikel wurde auch die freie Flache zwischen
den Faszikeln bestimmt, um mit der freien Flache ein drittes Mal} fur das
Muster der OFS zu erhalten. In den drei analysierten w.t.-Retinae ergeben
sich im Durchschnitt 197143 Zwischenrdume mit einer durchschnittlichen
Flache von 233130 ym?2. Die drei k.o.-Retinae weisen mit 252+43 Zwischen-
raumen und freien Flachen von 228145 pm? keinen signifikanten Unterschied

auf.

Die verwendete lineare Kontrastierung erreicht wegen der lokal unter-
schiedlichen Hintergriinde schnell ihre Grenzen: In nicht homogen gefarbten
Praparaten sind immer nur Teilbereiche der Retina kontrastierbar. Fort-
geschrittene Software wie das trainierbare Interactive Learning and
Segmentation Toolkit (ilastik) konnten hier Abhilfe schaffen (Kreshuk et al.,
2011).
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4 Navigation der RGZ-Axone am SNK

4.1 Subpopulationen von RGZ-Axonen fehlnavigieren im k.o. am SNK

Beim Erreichen des SNK in der Retina vollziehen RGZ-Axone ein Naviga-
tionsmandver, bei dem sie in annahernd rechtem Winkel in den SNK
abtauchen, wo sie die Retina verlassen und den Sehnerv bilden. Um zu
untersuchen, ob dieses Mandver durch das Fehlen von MAP1B beeinflusst
wird, werden lokale Subpopulationen von RGZ-Axonen markiert, die den
SNK bereits erreicht haben. Die Bilder der w.t.-Retina-Gesamtpraparate
zeigen, dass die Axone beim Erreichen des SNK erfolgreich abtauchen. Da
sie die Retina im rechten Winkel zur Bildebene verlassen, scheinen sie am
SNK zu enden (siehe Abbildung 27 und Abbildung 28). In den
k.o.-Retina-Gesamtpraparaten dagegen sind einzelne Axone und dunne
Blndel zu sehen, die nicht in den optischen Nerv abtauchen (d.h. nicht aus
der Bildebene verschwinden), sondern die in etwa in der Fokusebene bleiben
und fehlnavigieren. In etwas mehr als der Halfte der Falle verlassen die
Axone den Bereich des SNK mit geringer Anderung ihrer Richtung. In einem
Drittel dieser Falle sind auch fehlnavigierende Axone zu beobachten, die
zwar abtauchen und den SNK verlassen, aber zusatzlich ihre Richtung
deutlich andern (siehe Abbildung 27 und Abbildung 29).

In 9 von 15 k.o.-Retina-Gesamtpraparaten waren fehlnavigierende Axone zu
beobachten; in 3 dieser 9 Retinae auch fehlnavigierende Axone, die deutlich
ihre Richtung am SNK andern. Unter den w.t.-Retina-Gesamtpraparaten war
eine Retina unter 10 mit fehlnavigierenden Axonen. Bei einer weiteren aus
den 10 w.t.-Retinae waren scheinbar fehlnavigierende Axone zu sehen. Mit
einer Analyse der Tiefe der fehlnavigierenden Axone kann ausgeschlossen
werden, dass es sich um das gleiche Phanomen handelt wie im k.o. (siehe
4.2). Die Anzahl der Praparate mit fehlnavigierenden Axonen ist im k.o. mit
66% (9 Retinae mit, 6 Retinae ohne fehlnavigierende Axone) im Vergleich zu
Retinae des w.t. mit 10% (1 mit, 9 ohne) signifikant erhdht (exakter

Fisher-Test, zweiseitig; p < 0,02).
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Abbildung 27: Axonnavigation am SNK, Ubersicht: w.t.-Retina (links) und k.o.-Retina
(rechts). Gesamtretinafarbung (DAPI, blau), Gesamtfarbung der RGZ-Axone
(L1CAM, rot) und Farbung der Axon-Subpopulation (DiO, grun). Der stark

fluoreszierende Bereich im direkten Umfeld des Kiristalls wurde aus einer

Ubersichtsaufnahme ergénzt. Am SNK (gestrichelter Kreis, weiR) im k.o. (rechts)

fehlnavigierende Axone, die den SNK nach unten rechts verlassen.
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Abbildung 28: Markierte Axon-Subpopulationen in reprasentativen w.t.-Retinae (A -
D) erreichen den SNK (gestrichelter Kreis, rot) und verlassen die Bildebene im
Zentrum des SNK.
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Abbildung 29: Markierte Axon-Subpopulationen in reprasentativen k.o. Retinae (A -

D) erreichen den SNK (gestrichelter Kreis, rot) und tauchen aus der Bildebene weg.

Einzelne Axone bzw. diinne Faszikel fehlnavigieren und verlassen das Gebiet des

SNK (A - D, griine Pfeilkdpfe) ohne erhebliche Richtungsanderung. In einem Drittel

dieser Retinae verlassen fehlnavigierende Axone den SNK entgegen ihrer

ursprunglichen Richtung (A, C, blaue Pfeilkdpfe).
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4.2 Fehlnavigierende RGZ-Axone tauchen in den SNK ein, verlassen
diesen jedoch wieder, um in die gegeniiberliegende Retina

einzudringen

Um zu analysieren, in welchem Bereich des SNK die Axone fehlnavigieren,
wurden Z-Stapel Bilder aufgenommen, die von der Ebene der OFS bis zu
85 um tief in das Retina-Gesamtpraparat eindringen. In den Z-Stapeln von
w.t.-Retinae sind die RGZ-Axone am SNK nach etwa 30 uym statt als
langliche, in der Bildebene verlaufende Struktur nur noch als punktférmige
(im rechten Winkel zur Bildebene verlaufende) Strukturen zu erkennen. In
den k.o.-Retinae, in denen fehlnavigierende RGZ-Axone markiert wurden,
tauchen diese zunachst auch am SNK ab, andern ihre Richtung jedoch
erneut in durchschnittich 51+10 ym Tiefe in der Retina (n=9). Sie
fehlnavigieren damit nicht in die OFS der gegenuberliegenden Seite der
Retina. Die RGZ-Axone wachsen im Ubergangsbereich zwischen innerer und

aulderer neuroblastischen Schicht in Richtung Peripherie.

2 von 10 w.t.-Retinae zeigen fehlnavigierende Axone am SNK. Fir eines der
Praparate zeigt die Tiefenvermessung, dass die scheinbar fehlnavigierenden
Axone in nur 26 um Tiefe und damit noch in der OFS vom erwarteten Verlauf
abweichen. Daher sollte es sich bei den fehlnavigierenden Axonen um ein
anderes Phanomen als bei den durchweg tiefer im Praparat fehlnavi-
gierenden Axonen im MAP1B-k.o. handeln. Die fehlnavigierenden Axone in
der anderen w.t.-Retina befinden sich jedoch mit 72 ym Tiefe im Bereich
dessen, was auch beim k.o. beobachtet wird, und fehlnavigieren ebenfalls in
den Ubergangsbereich zwischen INBS und ANBS.

92



[l Ergebnisse
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Abbildung 30: Tiefenvisualisierung einer Z-Stapel-Aufnahme navigierender Axone
am SNK (gestrichelter Kreis). Erweiterte-Scharfentiefe-Darstellung (,extended
depth-of-field“) des oberen (A), mittleren (B) und tieferen (C) Teils eines 80 um
umfassenden Z-Stapels (27 um je Teil). Gesamtdarstellung (D) des Stapels mit
farbkodierter Tiefe: von der Glaskérperseite des OFS (Tiefe 0 pym, rot) bis zu den am
tiefsten im SNK gelegenen Axonen (Tiefe 80 um, turkis). Im SNK tauchen korrekt
navigierende Axone durch alle Ebenen aus der Retina ab und verlassen diese
(Uberlagerung von Rot, Magenta und Tirkis zu weien Bereichen).
Fehlnavigierende Axone verlassen den Bereich des SNK erst in einer Tiefe von ca.
70 um (hellblau und tirkis).
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. 1 -
Abbildung 31: Routenverlauf der fehlnavigierenden Axone. Detailansicht des SNK
eines k.o. Auges im Kryostatschnitt. Axone mit L1CAM gefarbt (grin), Zellkerne mit
DAPI sichtbar gemacht. Als weitere Strukturen sind BlutgefalRe auf der OFS und
Pigmentepithel unterhalb der Neuroretina zu erkennen (Autofluoreszenz, blassgrun,
und Zellkerne, blau). Der Grofteil der Axone navigiert auch im k.o. korrekt und
verlasst das Auge in den optischen Nerv (roter Pfeil nach unten). Fehlnavigierende
Axone verlassen den Bereich des SNK (roter Pfeil zur rechten Seite) in einer Tiefe

von durchschnittlich 51£10 uym in das TLC in der gegenulberliegende Retina.
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4.3 Dreidimensionale Mikroskopie von Augen-Gesamtpraparaten

Aufgrund des ungewohnlichen Phanotyps wird eine detaillierte dreidimen-
sionale Aufklarung der Lage der fehlnavigierenden Axone ndétig. In dieser
Arbeit wird eine Methode entwickelt, lokale Subpopulationen von Axonen in
der intakten (ungeschnittenen) Retina mit Dil zu markieren und in einer
Auflosung von 0,388 x 0,388 x 1 um den gesamten Bereich des SNK zu
dokumentieren (siehe Abbildung 32). In den 3 untersuchten w.t.-Augen
fanden sich keine Anzeichen fir fehlnavigierende Axone. Aus den Daten
konnen dann aussagekraftige 3D-Bilder erstellt werden, die den exakten
Verlauf fehlnavigierender Axone in der Neuroretina wiedergeben. Die
ermittelte optimale Anregungswellenlange fur Dil im verwendeten
Multiphotonenmikroskop betragt 950 nm. Diese Auflésung ist ausreichend,
um einzelne Axone im SNK-Gewebe zu visualisieren. Im Rahmen der Arbeit
war es nicht mehr moglich, eine Analyse von Dil markierten RGZ-Axonen von

k.o.-Embryonen mit dieser Methode durchzuflhren.
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LIRS

Abbildung 32: Detailansicht einer unbeschadigten (ungeschnittenen) Neuroretina
(Gesamtpraparat), mit 2-Photonen Mikroskopie dokumentiert. Axone der OFS, die
von unten links zum SNK wachsen, mit Dil markiert. Weiterhin sind die OFS auf der
gegenuberliegenden Seite des SNK sowie innere (INBS) und &ulere
neuroblastischen Schicht (ANBS) zu erkennen. Im Bildstapel sind keine in die

gegenuberliegende Neuroretina fehlnavigierenden RGZ-Axone zu erkennen.
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5 RGZ-Axon-Verhalten in vitro

5.1 Die Wachstumsdynamik von RGZ-Axonen variiert starker im k.o.

Um zu klaren, wie die erhdhte Anzahl von Defaszikulierungen und maoglicher-
weise das Fehlnavigieren am SNK zustande kommen, wurde die Dynamik
der RGZ-Axone auf homogenem Laminin-Substrat untersucht. Das Substrat
mimikriert die Laminin enthaltende Basallamina an der Grenze der OFS zum
Glaskorper, an der die RGZ-Axone entlangwachsen. Bei der Analyse
ergeben sich fur die jeweils 9 Spuren keine Unterschiede in den Durch-
schnittswerten der Spurlange (w.t. 115246 ym; k.o. 142143 uym), der
zurlckgelegten Distanz (w.t. 29+26 ym; k.o. 34+38 pym) oder der sich aus
dem Quotient von Distanz und Spurlange ergebenden Wachstumseffizienz
(w.t. 0,25+0,19; k.o. 0,2110,22). Es zeigt sich ebenfalls kein Unterschied
zwischen w.t. und k.o. im Winkelunterschied zwischen der Distanzlinie
(Verbindung von Start- und Endpunkt der Spur) und der Trendlinie (lineare
Regression der Wachstumsrichtung), was auf ein starker zur Seite
abweichendes Wachstum hingedeutet hatte. Die Winkelabweichung betragt
im w.t. 11£12° und im k.o. 18+21°.

Es fallt erneut auf, dass die Spuren der MAP1B-k.0. RGZ-Axone im Gegen-
satz zum w.t. sehr inhomogen sind. Die Standardabweichung der durch-
schnittlichen Dauer der Vorwartsphasen ist mit 0 =48 s imw.t. und 0 =140 s
(292% des w.t.-Wertes) im k.o. fast um Faktor drei erhdht (F-Test; p < 0,01).
Die maximale Y-Bewegung in den Stoppphasen (Seitwartsbewegung des
Wachstumskegel-Halses, wahrend keine Bewegung in Wachstumsrichtung
stattfindet) ist im Durchschnitt der Spuren mit 0,8£0,8 ym/min im w.t. und
2,1+2,3 ym/min nicht signifikant unterschiedlich. Die Standardabweichung ist
gegenuber dem w.t. mit o = 0,8 ym/min im k.o. mit o =2,3 ym/min (288%
des w.t.-Wertes) erhoht (F-Test; p < 0,01). Die durchschnittliche Y-Bewegung
in den Ruckzugsphasen (Seitwartsbewegung des Wachstumskegel-Halses,
wahrend er sich gegen die Wachstumsrichtung bewegt) ist mit

0,1£0,3 um/min im w.t. und 0,2+0,8 ym/min im k.o. nicht signifikant unter-
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schiedlich. Auch hier ist jedoch die Standardabweichung mit o = 0,3 pm/min
fur den w.t. im k.o. mit 0 =0,8 ym/min (267% des w.t.-Wertes) signifikant
erhoht (p <0,01). Die Dynamik des Wachstumskegel-Halses ist im Durch-
schnitt im k.o. nicht signifikant verandert, weist jedoch eine um Faktor zwei

bis drei erhohte Varianz in manchen Parametern auf.

Die Unterschiede in der Dynamik flhren zu sehr unterschiedlichen Spuren
der k.o.-Axone: Zwei der 9 k.o0.-Spuren erreichen die doppelte Distanz der
langsten w.t.-Spuren (siehe Abbildung 33 B). Einige der k.o.-Axon Spuren
sind den langen w.t.-Axon Spuren hingegen sehr ahnlich (siehe Abbildung
34). Die kurzesten Axon Spuren sind im k.o. kilrzer als im w.t., weichen
zudem deutlich weiter zu den Seiten ab als die kiirzesten w.t.-Axon Spuren
(siehe Abbildung 35 C).
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Abbildung 33: Wachstumskegel-Spuren auf homogenem Laminin: Jeweils 9 Spuren
von w.t. (A) und k.o.-Wachstumskegeln (B) auf 10 pyg Lamininsubstrat. Spuren
starten am Ursprungspunkt (0,0) und wurden so gedreht, dass der Wachstumstrend
(lineare Regressionslinie der Spur) der X-Achse entspricht. Jeder Punkt auf der
Spur entspricht der Position des Wachstumskegels alle 60 s (Gesamtdauer jeder

Beobachtung 30 min).
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Abbildung 34: Darstellung der Spuren mittlerer Distanz: Spuren von w.t. (A) und k.o.
(B) mit einer Lange in Trendrichtung von 20 bis 45 ym. Eine Minute pro Punkt,

Gesamtdauer der verfolgten Spuren 30 Minuten.
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Abbildung 35: Darstellung der Spuren kurzer Distanz: Spuren von w.t. (A) und
k.o.-Axonen (B) mit einer Lange in Trendrichtung von < 20 um. Kombination der w.t.
(blau) und k.o.-Spuren (rot) (C). Eine Minute pro Punkt, Gesamtdauer der verfolgten

Spuren 30 Minuten.

Um die Axon-Dynamik weiter zu charakterisieren, werden Dynamogramme
der Zeitrafferaufnahmen erstellt. Diese Analyse kategorisiert die
Axon-Dynamik als Vorwarts-, Stopp- und Rickwartsphasen. Dies ermdglicht
die Auswertung der durchschnittlichen Dauer der Phasen, deren Haufigkeit
pro Stunde sowie die Analyse der Parameter Geschwindigkeit der Bewegung
und minimale bzw. durchschnittiche Abweichung von der Wachstums-
richtung in Abhangigkeit vom aktuellen Verhalten des Axons. Der Vergleich
der Durchschnittswerte der Dynamogramm-Parameter ergibt keinen signifi-
kanten Unterschied zwischen w.t. und k.o.-Axonen. Dass es sich bei den
deutlich veranderten Parametern wie z.B. der durchschnittlichen Dauer der
Vorwartsphasen von 129 s im w.t. und 178 s (138% des w.t.-Wertes) im k.o.
und der durchschnittlichen Geschwindigkeit in der Rickwartsphase von
=73 ym/min im w.t. und =91 ym/min (125% des w.t.-Wertes) im k.o. nicht um
signifikante Unterschiede handelt, ist den grol3en Standardabweichungen

geschuldet.

Aus den Dynamogrammen konnen weitere Dynamikunterschiede abgelesen
werden. Wahrend es im gesamten w.t.-Datensatz nur drei Rlickzugsphasen
gibt, die langer sind als eine Minute, enthalt der k.o.-Datensatz davon sieben.
Trotz der hohen Zahl langer Ruckzugsphasen gibt es im k.o.-Datensatz die
Spuren 1 und 2, die so gut wie keine Ruckzugsphasen und sehr lange

Vorwartsphasen enthalten, sie resultieren in zwei sehr langen Spuren (siehe
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Abbildung 33 B, dunkelrote und violette Spur). Obwohl die k.o. Dynamo-
gramme insgesamt nur zwei Pausephasen von mehr als zwei Minuten
enthalten, die w.t.-Dynamogramme jedoch sieben, ergeben sich deutlich
klrzere und weiter seitwarts gefacherte Spuren im k.o. (siehe Abbildung 35
C).

N—

Abschliefend lasst sich sagen, dass sowohl die Spuren als auch die
Dynamogramme von k.o.-Axonen eine hdhere Varianz und damit starker vom

Durchschnitt abweichende Falle aufweisen als jene von w.t.-Axonen.
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Abbildung 36: Dynamogramm der 9 w.t.-Axon Zeitrafferaufnahmen. Grin entspricht

einer Vorwartsphase, Gelb einer Stoppphase, Rot einer Rlickzugsphase des Axons.
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Abbildung 37: Dynamogramm der 9 k.o.-Axon Zeitrafferaufnahmen. Griin entspricht

einer Vorwartsphase, Gelb einer Stoppphase, Rot einer Riickzugsphase des Axons.
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5.2 Die Wachstumskegel-Asymmetrie variiert starker im k.o.

Durch einen groReren Wachstumskegel oder durch langere, die Umgebung
in einem grofleren Radius sondierende Filopodien kdnnte haufiger Kontakt
mit einem Nachbarbindel hergestellt werden. In der Folge konnte ein
haufigeres Wechseln auf ein Nachbarblindel in der OFS verursacht werden.
Die Auswertung der Wachstumskegel-Dynamik zeigt, dass es in den
Dimensionen beim Grundumfang des Wachstumskegels (w.t. 57£15 um; k.o.
66118 um) und im Gesamtumfang inklusive aller Filopodien (w.t. 11858 um;
k.o. 128+44 ym) keinen signifikanten Unterschied gibt. Auch die durch-
schnittliche Anzahl der Filopodien (w.t. 9+5; k.o. 913) und deren
durchschnittliche Lange (w.t. 3+1 uym; k.o. 4£0,5 um) und maximale Lange
(w.t. 30210 um; k.0. 36x16 um) unterscheiden sich nicht signifikant zwischen
w.t. und k.o.-Wachstumskegeln. Die Grundflachen der Wachstumskegel (w.t.
57+17 um?;, k.o. 58+24 uym?) unterscheiden sich ebenfalls nicht signifikant.
Die Rechts-links-Asymmetrie der Wachstumskegelflachen (w.t. 50+3 %; k.o.
55+10 %), sowie deren durchschnittliche (w.t. 165 %; k.o. 176 %) und
maximale Asymmetrieanderung (w.t. 30£10 %; k.0. 3716 %) sind im w.t. und

k.o. nicht signifikant unterschiedlich.

Die Rechts-links-Asymmetrie der Wachstumskegel schwankt im w.t.
zwischen 30% (die linke Flache des Wachstumskegels macht 30%, die
rechte Flache 70% der Gesamtflache aus) und 78% (linke Flache 78%,
rechte Flache 22% der Gesamtflache) bei einem Durchschnitt von 503 %. In
k.o.-Wachstumskegeln schwankt sie zwischen 21% und 90% bei einem
Durchschnitt von 55+10 %. Der Unterschied der Standardabweichung von
0 =3% imw.t. und o = 10% (333% des w.t.-Wertes) ist signifikant (p < 0,05).

Es kann somit vermutet werden, dass die Wachstumskegel von RGZ-Axonen

im MAP1B-k.o. gegenuber den w.t.-RGZ-Axonen ihre Umgebung durch die

groldere Varianz ihrer Flachenasymmetrie weitraumiger erkunden kénnen.
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Abbildung 38: Dynamik der Rechts-links-Flachenasymmetrie im Verlauf von 30 min
in jeweils 5 w.t. (blau) und k.o.-Wachstumskegeln (rot). Die Flache stellt die
Schwankungsbreite aller 5 Wachstumskegel zum jeweiligen Zeitpunkt dar. Die
w.t.-Wachstumskegel weichen weniger oft stark vom Durchschnitt ab als die k.o.

Wachstumskegel.

5.3 RGZ-Axone bevorzugen Mikrostreifen mit ALCAM und

faszikulieren auf diesen

Um der in vivo Situation naherzukommen als auf homogenem Laminin,
wurde ein Praferenz-Assay flir Maus Retinaexplantate im Labor etabliert. Die
biomimetischen Muster stellen die RGZ-Axone vor die Wahl zwischen dem
Wachsen auf Laminin (mimikriert Kontakt mit der Basal-Lamina) und Laminin
plus ALCAM (mimikriert den gleichzeitigen Kontakt mit Basal-Lamina und
anderen Axonen). Hierzu werden 100 um breite Substratstreifen mit ALCAM
beschichtet und zusatzlich die gesamte Oberflache homogen mit Laminin
beschichtet. Das Zelladhasionsmolekil ALCAM befindet sich auf
RGZ-Axonen in der Retina und tragt dort zu Wegfindung und Faszikulierung
bei. Die RGZ-Axone bevorzugen Streifen, die ALCAM enthalten, gegenuber
den Streifen, die nur mit Laminin beschichtet sind. Die Axone faszikulieren

auf den ALCAM-Streifen zu Bilndeln, wobei einzelne Axone und dlnne
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Faszikel auch in der Lage sind, das ALCAM-Substrat zu verlassen. Axone,
die aus den peripheren Bereichen der Explantate (> 600 um von der Mitte)

auswachsen, verlassen haufiger und friher die ALCAM-Substrat-Streifen.

In diesem Assay ist es sowohl moéglich, eine verstarkte Praferenz der Axone
(weniger Axone verlassen das ALCAM-Substrat) als auch eine reduzierte
Praferenz (mehr Axone verlassen das ALCAM-Substrat) zu erkennen. Eine
gestorte Faszikulierung ware in dem Experiment ebenfalls erkennbar. Im
Rahmen dieser Arbeit konnten keine Praferenzversuche mit Explantaten aus
MAP1B-k.o.-Retinae mehr durchgefuhrt werden.

Abbildung 39: RGZ-Axone im Préaferenz-Assay: Axone von RGZ aus
Retinaexplantaten (E14,5). ALCAM auf den Substratstreifen und der Oberflache der

Axone (rot) und BllI-Tubulin (grun) gefarbt. Im unteren Teil des Bildes sind deutlich

peripher auswachsende Axone zu sehen, die Substratstreifengrenzen weniger

respektieren.
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6 RGZ-Axon-Verhalten in vivo

6.1 Wachstumskegel in Retina-Gesamtpraparaten wachsen dreimal so

effizient wie auf Laminin-Substrat

Zur Aufklarung der Axon-Dynamik in der embryonalen Retina wurde die
Lebendbeobachtung von einzelnen RGZ-Axonen in Retina-Gesamt-
praparaten der Mausretinae etabliert. Durch das Stecken von DiO-Kristallen
in den peripheren Bereich der Retina wurden Axon-Subpopulationen markiert
und Zeitrafferaufnahmen einzelner Wachstumskegel gemacht. Die
Aufnahmen wurden ahnlich den Aufnahmen von Wachstumskegeln auf

homogenem Substrat quantifiziert und ausgewertet.

Abbildung 40: Axon-Dynamik im Retina-Gesamtpraparat. Serienbilder alle 200 s aus

einer Zeitrafferaufnahme von 1200 s (20 min). Position der Wachstumskegel-Spitze

alle 20 s markiert (Punkt, magenta) und Wachstumskegel-Spur (magenta).
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Abbildung 41: Spuren von 3 Wachstumskegeln in unterschiedlichen
w.t.-Retina-Gesamtpraparaten. Alle Spuren starten im Ursprung (0,0) und sind mit

der Trendlinie (lineare Regression) auf die X-Achse gedreht, sodass sie von links

nach rechts wachsen. Gesamtlange der Filme 20 Minuten.
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Abbildung 42: Axon-Dynamogramm der Spuren aus Retina-Gesamtpraparaten.
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Die Filme liefern Daten zur Axon-Dynamik von Maus RGZ in der
embryonalen Retina. Die durchschnittliche Lange der Spuren der beiden
deutlich vorwarts wachsenden Wachstumskegel betragt 17 ym und die
Distanz 13 um. Die sich ergebende Wachstumseffizienz liegt mit 0,77 dreimal
héher als die der w.t.-Wachstumskegel auf Laminin-Substrat mit 0,25. Das
Drehen der Tracks und eine erste, automatisierte Auswertung erweisen sich
als schwierig. Manche Wachstumskegel wachsen geradeaus an einem
Blndel entlang (siehe Abbildung 41, blaue Spur), wahrend andere
Wachstumskegel sich (vermutlich auf einem Bindel, auf dem sie gewachsen
sind) zurlckziehen und dann eine andere Richtung einschlagen (siehe
Abbildung 40 und Abbildung 41, rote Spur). Im Rahmen der Arbeit konnten

keine Filme von Axonen in MAP1B-k.o.-Retinae mehr aufgenommen werden.
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1 Entwicklung der Neuroretina unter MAP1B-k.o.

MAP1B wird u.a. bereits von neuronalen Vorlauferzellen, den
Neuroepithelialzellen, exprimiert und in seiner Expression und Typ-I
Phosphorylierung erst im adulten Nervensystem reduziert (Cheng et al.,
1999; Gonzalez-Billault et al., 2001; Riederer et al., 1993; Schoenfeld et al.,
1989). Der k.o. von MAP1B betrifft daher die gesamte undifferenzierte
Neuroretina (OFS + INBS + ANBS). In dieser Arbeit wird gezeigt, dass die
Neuroretina E14,5 im k.o. peripher 10%, zentral 20% dunner ist als die
w.t.-Neuroretina. Die Dicke der OFS und ihre zentral-periphere Ausbreitung
entsprechen in k.o.-Embryonen derjenigen in w.t.-Embryonen. Eine
reduzierte Differenzierung von RGZ wiurde sich in einer reduzierten Anzahl
von RGZ-Axonen und somit einer dinneren OFS widerspiegeln. Eine
verzogerte Differenzierung wirde wahrscheinlich auch eine Verschiebung
des zentral-peripheren Differenzierungsgradienten bewirken. Die maximale
periphere Ausbreitung der Neuroretina ist jedoch in k.o. und w.t. annahernd
gleich. Da beides nicht der Fall ist, bleiben als mdgliche Erklarungen fir die
dinne Neuroretina im k.o. eine verringerte Proliferation bzw. erhdhte
Apoptose von Neuroepithelialzellen, eine Verdichtung des Gewebes durch
eine Storung von Zellwanderungen oder eine Volumenabnahme der Zellen.
Eine Volumenabnahme der Zellen ist die unwahrscheinlichste Moglichkeit.
Das Zellvolumen ist fir RGZ strikt reguliert, selbst in Einzelzellkultur in vitro
behalten RGZ ihr Volumen bei. Die Einzelzellkulturen von k.o.-Retinae

enthielten ebenfalls nicht auffallig kleine Zellen.

An der in dieser Arbeit verwendeten MAP1B-k.o.-Mauslinie wurde ein
Regenerations-Assay mit Schwannzellen (die MAP1B wahrend der Wund-
heilung exprimieren, proliferieren und dann in die Wunde einwandern)
durchgefuhrt. Im k.o. ist die Proliferation der Schwannzellen (BrdU-Inkor-

poration) nicht verandert, sie wandern jedoch deutlich langsamer und
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weniger weit in die Wunde ein (Bouquet et al., 2007). In der Untersuchung an
einer weiteren MAP1B-k.o.-Mauslinie, die noch eine verkirzte Form von
MAP1B exprimiert, wurde festgestellt, dass sich die Anzahl der in Zellkultur
differenzierten Neuroblasten, die Neurite auspragen, im k.o. nicht vom w.t.
unterscheidet. In der gleichen Untersuchung wurden Zellwanderungsdefekte
im MAP1B-k.o. beschrieben, die zu einem Aufspalten der CA1 Region des
Hippocampus fuhren (Takei et al., 2000). Die Schichten der Neuroretina im
adulten MAP1B-k.o. sind unauffallig (Meixner et al., 2000) Es scheint daher
unwahrscheinlich, dass eine reduzierte Zellwanderung im MAP1B-k.o. zu
einer dichter gepackten und damit dinneren Neuroretina E14,5 fuhrt. Ein
Effekt durch dichter gepackte Neuroepithelzellen ist jedoch nicht
auszuschlielen. Ein Zeitrafferfilm markierter Neuroepithelialzellen in
Retina-Gesamtpraparaten wirde das Migrationsverhalten der Vorlauferzellen
aufklaren konnen. In hochauflosenden Mikroskopaufnahmen koénnten die
Grofle und der Abstand der Neuroepithelialzellen quantifiziert werden um

diese Maoglichkeit weiter zu untersuchen.

In der Literatur finden sich widerspruchliche Daten zur Rolle von MAP1B in
der Apoptose. Zum einen gibt es Belege fur eine aktive Beteiligung von
MAP1B an Apoptose (Allen et al., 2005; Fifre, 2005; Harrison et al., 2008),
zum anderen Belege flr eine vor Apoptose schiitzende Funktion von MAP1B
(Lee et al, 2008). Ein Fehlen von MAP1B konnte also in der
MAP1B-k.0.-Maus eine erhohte Apoptose der Neuroepithelialzellen
hervorrufen. In einer anderen als der verwendeten MAP1B-k.o.-Mauslinie
wurde nach der Geburt ein 20% niedrigeres Gehirngewicht im MAP1B-k.o.
festgestellt (Takei et al., 2000). Eine reduzierte Proliferation oder eine
erhdohte Apoptose im k.o. sind also anzunehmen. In der Retina finden die
prenatalen Apoptosewellen E10 und E17 statt. Die Apoptosewelle der
Retinazellen E10 findet im zentralen Bereich der Retina statt, wenn sich der
SNK bildet. Embryonales Gewebe ist sehr regenerationsfahig.
Stichverletzungen, z.B. bei der Injektion von DNA fur eine Transfektion,

verheilen, ohne Spuren zu hinterlassen (Odani et al.). In dieser Arbeit wurde
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gezeigt, dass die Retina zentral 20% dinner ist im k.o. und der Unterschied
zum w.t. sich nach peripher verringert. Es ist daher anzunehmen, dass in der
E10 Apoptosewelle im MAP1B-k.o. mehr Neuroepithelialzellen sterben als im
w.t. und dies durch eine Umverteilung der peripheren Zellen so weit
ausgeglichen wird, dass E14,5 ein normal gebautes Auge mit einer dinneren

Neuroretina vorliegt.

Klarheit Uber eine eventuell reduzierte Proliferation der Neuroepithelialzellen
im k.o. konnte ein Versuch mit BrdU — einem Farbstoff, der mit der DNA von
Zellen interkaliert, die durch eine S-Phase gegangen sind — bringen. Der
Farbstoff kann der trachtigen Maus intraperitoneal injiziert werden und farbt
dann auch die proliferierenden retinalen Zellen der Embryonen. Diese
Technik ist fir Augen von Mausembryonen bereits angewendet worden (Liu
et al., 2012). Fur die Untersuchung der Apoptose in der embryonalen Retina
kann eine TUNEL Farbung verwendet werden, bei der ein Farbstoff die freien
3'-OH Gruppen der in der Apoptose fragmentierten DNA markiert. Auch diese
Technik ist bei embryonalen Mausretinae bereits angewendet worden
(Péquignot et al., 2003). Der Fokus dieser Arbeit liegt jedoch auf dem

Verhalten der Axone, daher wurden diese Ansatze nicht weiter verfolgt.
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2 Verhalten der RGZ-Wachstumskegel in vitro

MAPB1 ist im Wachstumskegel in der Embryonalentwicklung und in der
Regeneration des Nervensystems exprimiert und Typ-l phosphoryliert. Es
kann Mikrotubuli in einem Teil des Wachstumskegels stabilisieren und in
einem anderen Teil an den Aktin-Ruckfluss koppeln und zurlckziehen. All
diese Funktionen erfullt es unter der Kontrolle von Kinasen und Phospha-
tasen, die Signale wichtiger Botenstoffe integrieren und vermitteln, z.B.
Netrin und Semaphorin. Trotz dieser zentralen Rolle und vielseitigen
Funktionen von MAP1B hat der k.o. einen verhaltnismalig milden Phanotyp:
Das Corpus callosum fehlt, was auf Defekte in der Axonnavigation hindeutet,
Ausdauer und Erkundungsverhalten sind reduziert, und einige Tiere sterben
vor dem Erreichen des Erwachsenenalters. Dennoch verfugen die Tiere Uber
ein funktionierendes Nervensystem und sind im GroRen und Ganzen gesund

und lebensfahig.

Andere Mikrotubuli-stabilisierende MAPs sind teilweise mit Uberlappender
Funktion beschrieben (Bosc et al., 1996; Gleeson et al., 1999; Jean et al.,
2012; Koester et al., 2007; Slaughter & Black, 2003). Es ist jedoch bekannt,
dass in neonatalen und erwachsenen homozygoten MAP1B-k.0.-Mausen
keine Veranderung in der Expression der klassischen MAPs (MAP2a, b, c
und Tau) stattfindet, die das Fehlen von MAP1B kompensieren konnte
(Meixner et al., 2000). Es scheint unwahrscheinlich, dass sich fur Tau oder
MAP2 bei k.o.-Tieren E14,5 von den neonatal festgestellten Expressionen
Abweichungen ergeben, da auch in der neonatalen Maus Neurone Axone
aussenden und im w.t. MAP1B exprimieren. Eine Bestimmung der relativen
Proteinmengen von MAP2, Tau, Doublecortin, Mtap6 und APC bei

MAP1B-k.o.-Tieren an E14,5 konnte aber zusatzliche Hinweise ergeben.
Die Dynamik von RGZ-Axonen im MAP1B-k.o. ist generell betrachtet wenig

auffallig. Die Geschwindigkeit des Axonwachstums, die Seitwartsbewegung

wahrend des Axonwachstums und die Asymmetrie des Wachstumskegels
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unterscheiden sich im Durchschnitt nicht von w.t.-Wachstumskegeln.
Erhebliche Unterschiede zwischen w.t. und k.o. zeigen sich in der Varianz
des Wachstumskegel-Verhaltens. Betrachtet man die von den Axonen
zuruckgelegten Spuren, so fallt auf, dass sowohl die langsten Spuren
(doppelt so lang wie samtliche w.t.-Spuren) als auch die kiirzesten Spuren
von k.o.-Axonen zurlckgelegt wurden (siehe Il 5.1). Auch die
Seitwartsbewegung des Axons und die Asymmetrie des Wachstumskegels
variieren im k.o. starker als im w.t. (siehe Abbildung 38). Eine Varianzanalyse

zeigt, dass diese Unterschiede signifikant sind.

Die durchschnittliche Dauer der Vorwartsphasen im k.o. (138% des
w.t.-Wertes) und die durchschnittliche Geschwindigkeit in der Rlckzugs-
phase (125% des w.t.-Wertes) in k.o.-Axonen sind nicht signifikant
unterschiedlich zu w.t.-Axonen. Bei den unerwartet hohen Varianzen der
Parameter im k.o. sind signifikante Unterschiede nur mit hohen
Versuchszahlen nachweisbar. Eine weitere Erhohung der Versuchszahlen
wurde Klarheit bringen, ob die sich abzeichnenden Unterschiede signifikant
sind, da sich die Standardabweichung nicht weiter verandern, aber ein
Unterschied deutlicher hervortreten sollte. In dieser explorativen Studie kann
nur gemutmalft werden, wie die einzelnen ausgewerteten Parameter
miteinander zusammenhangen. Daher ist es schwierig bis unmdglich, in der
statistischen Auswertung fur die Zahl durchgefuhrter T- und F-Tests (z.B.

nach der Bonferroni-Methode) zu kompensieren (Bender & Lange, 2001).

Die Varianz der Wachstumsphasendauer ist im k.o. erhoht, die Standard-
abweichung ist fast dreimal so hoch wie die der w.t.-Axone. Die
Standardabweichung der maximalen Seitwartsgeschwindigkeit in Stopp-
phasen ist im k.o. fast um Faktor drei erhdht gegentber w.t.-Axonen. Die
Standardabweichung der durchschnittlichen  Seitwartsbewegung in
Ruckzugsphasen ist um Faktor zweieinhalb erhoht bei k.o.-Axonen

gegenuber den w.t.-Axonen.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die k.o.-Axone wie die w.t.-Axone
voranwachsen und eine generelle Richtung beibehalten. Sie bewegen sich
jedoch unregelmaliger  vorwarts und mehr  seitwarts. Die
Rechts-links-Symmetrie der k.o.-Wachstumskegel ist geringer. Die Axonen
der k.0.-RGZ wachsen weniger strikt reguliert, da ihnen MAP1B fehlt, um die
Varianz ihrer Seitwartsbewegungen auf das w.t.-Mal® zu reduzieren. Diese
Aufgabe von MAP1B kann nicht vollstandig von den udbrigen MAPs

kompensiert werden.

Es wurde bereits gezeigt, dass die Hinterwurzelganglien-Axone (HWG) der
MAP1B-k.0.-Maus zwar auf die gleiche durchschnittliche Lange wie die
w.t.-Axone wachsen, sich jedoch doppelt so oft seitlich verzweigen (Bouquet,
2004). In w.t.-Retina-Gesamtpraparaten konnte in dieser Arbeit beobachtet
werden, dass sich Wachstumskegel bei Richtungsanderungen zunachst auf
dem Faszikel, auf dem sie gewachsen sind, zurlckziehen und dann eine
neue Richtung einschlagen (siehe Abbildung 40). Bei RGZ-Axonen ist die
Wachstumskegel-Verzweigung streng reguliert und geschieht erst im
Zielgebiet, die Mechanismen sind jedoch nicht genau beschrieben. Wo
HWG-Axone ihren Wachstumskegel zweiteilen, bewegt sich vermutlich der
RGZ-Wachstumskegel nur hin und her. Daher gibt es vermutlich eine
Ahnlichkeit mit dem héaufigeren Zweiteilen der k.o.-HWG-Wachstumskegel
und der Seitwartsbewegung und Asymmetrie der k.0.-RGZ-Wachstumskegel.
MAP1B ist jedoch nicht alleine fir das Verhindern des Zweiteilens des
Wachstumskegels zustandig, denn es wurde kein einziger Fall einer

Zweiteilung in den k.o.-Axonen beobachtet.

Eine Form des Ruckzugs von Axonen, die durch Stickoxid ausgeldst wird, ist
im MAP1B-k.o. inhibiert (Tojima et al., 2009). Ein Ruckzugssignal kdnnte
ohne Gabe hoher Mengen Signalstoffe spontan und sehr abgeschwacht
auftreten. Eine solche Reaktion konnte in ihrer weniger drastischen Form
einem Stopp anstatt eines vollstandigen Kollapses gleichkommen. Dies

wlrde die unregelmaliigere (und vielleicht verlangerte) Dauer der Wachs-
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tumsphasen in den k.o.-Wachstumskegeln erklaren, da die k.o.-Axone

weniger haufig darin unterbrochen wurden.

In dieser Arbeit wurde ein Praferenz-Experiment mit sich abwechselnden
Substratstreifen fir Retina-Explantate aus Maus etabliert. Das Grundsubstrat
ist Laminin, um generell ein Auswachsen der RGZ-Wachstumskegel zu
ermoglichen. Jeder zweite Substratstreifen bietet zusatzlich das
Zelladhasionsmolekual ALCAM an, das auf RGZ-Axonen vorkommt.
RGZ-Wachstumskegel der Mausretina bevorzugen ALCAM-Substrat und
faszikulieren haufig in der Mitte der ALCAM-Streifen, was bereits von
Huhn-Axonen bekannt ist (Avci et al., 2004). Die Konzentrationen von
ALCAM und Laminin wurden experimentell so bestimmt, dass ein Teil der
w.t.-Wachstumskegel sowohl das Axonbuindel als auch den
Axonbundel-mimikrierenden ALCAM-Streifen verlassen kann, (siehe
Abbildung 39). Hiermit ist die Grundlage hergestellt, im MAP1B-k.o.
Defaszikulierungen in vitro zu untersuchen. Verandert man die Anordnung
der Streifen von einem linearen zu einem Zickzack-Muster, konfrontiert man
alle wachsenden Wachstumskegel haufig mit Substratgrenzen, sodass auch
Wendemandver von MAP1B-k.0.-Axonen im Zeitraffer gefilmt werden
konnen. Diese Versuche werden zurzeit mit Axonen aus k.o.-Embryonen
durchgefiihrt und kénnten Aufschluss Uber die Rolle von MAP1B bei diesen

Wendemanodvern geben.

Fir diese Experimente werden Streifen aus der E14,5 Neuroretina von Maus
gehackt. Diese Retina-Explantat-Streifen enthalten zentral RGZ, deren
Axone den SNK vor der Entnahme bereits erreicht hatten (siehe Abbildung
17). Die aus dem zentralen Teil des Explantats wachsenden Axone sind also
mit hoher Wahrscheinlichkeit regenerierende Axone. Die aus dem peripheren
Teil des Explantats auswachsenden Axone sind dagegen Axone, die von den
RGZ in der Kultur zum ersten Mal ausgeschickt werden. In den
Experimenten mit w.t.-Retina-Explantaten deutet sich an, dass peripher

auswachsende Axone seltener die ALCAM-Streifen respektieren (siehe

114



IV Diskussion

Abbildung 39). Die Experimente kdnnten nicht nur Aufschluss Uber das
Regenerationsverhalten und Erstauswachsen von RGZ-Axonen liefern,

sondern auch einen Einblick in die Rolle geben, die MAP1B dabei spielt.

MAP1B spielt eine zentrale Rolle in Wendemandvern. Es wurde in vitro
gezeigt, dass die Wachstumskegel von k.o.-HWG-Axonen an der Grenze zu
einer Oberflache, auf der sie keinesfalls wachsen kdnnen, Schwierigkeiten
haben, ein Wendemandver zu vollziehen: Ein Grofteil der w.t.-Axone
vollziehen eine Wende vom Substrat weg. Die Mehrheit der k.o.-Axone halt
sich an der Grenze auf, ohne zu wenden (Bouquet, 2004). Konfrontiert man
Wachstumskegel mit zwei Substraten, die ein Wachstum erlauben, von
denen eines vom Wachstumskegel bevorzugt wird, ist die Typ-l phos-
phorylierte Isoform von MAP1B auf den Teil des Wachstumskegels
beschrankt, der sich auf dem bevorzugten Substrat befindet (Mack, 2000).
Die lokale Inaktivierung dieser Phosphoisoform von MAP1B fuhrt zu einer
Richtungsanderung des Wachstumskegels (Mack, 2000). In dieser Arbeit
zeigen die k.o0.-Wachstumskegel bereits auf homogenem Substrat, dass sie
Probleme bei der Feinregulierung des Wachstums und der Regulierung der
Rechts-links-Symmetrie haben. Diese Unterschiede des k.o. zum w.t. sollten
deutlicher zu Tage treten, wenn die k.o.- Wachstumskegel bei dem

Wendemandver an Substratgrenzen untersucht werden.
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3 Faszikulierung und Navigation der RGZ-Axone in der

Retina in vivo

Fir Mauslinien mit homozygotem MAP1B-k.o. ist das Fehlen des Corpus
callosum beschrieben. Diese Gehirnstruktur setzt sich ausschlieBlich aus
Axonen zusammen, die Uber die Mittellinie des Kdorpers navigieren mussen.
(Edelmann et al., 1996; Gonzalez-Billault et al., 2000; Meixner et al., 2000).
Es finden sich fehlgeleitete myelinisierte Axonblindel im Gehirn der
k.o.-Mause (Meixner et al., 2000). Wird einer der unvollstandigen
MAP1B-k.o. mit einem Tau-k.o. zu einem Doppel-k.o. gekreuzt, verstarken
sich die Phanotypen enorm: Es kommt zum Fehlen weiterer axonaler
Strukturen im Gehirn, bei deren Bildung die Mittellinie Uberschritten wird
(Takei et al., 2000). Bei der Navigation von Axonen uber die Mittellinie des
Korpers spielen — wie am SNK — das Netrin/DCC/Unc-System und
Adhasionsmolekiile wie beispielsweise L1CAM eine entscheidende Rolle
(Kaprielian et al., 2001). Diese Befunde und die Beobachtungen in dieser
Arbeit zur Dynamik von Wachstumskegeln in vitro legen nahe, dass es im
MAP1B-k.0. zu Veranderungen der intra-retinalen Wegfindung und der

Navigation von RGZ-Axonen am SNK kommen kdnnte.

Diese Arbeit zeigt, dass in den Retina-Gesamtpraparaten von
MAP1B-k.o.-Embryonen die Anzahl der Defaszikulierungsereignisse mit der
Beteiligung dunner Blndel auf das zweieinhalbfache erhdht ist gegentber
w.t.-Retinae. Die Anzahl dinner Faszikel (d <2,5 um) ist in k.o.-Retinae
erhoht (siehe Il 3.2, 11l 3.3), und die Anzahl der dunnen Bundel weist im k.o.
eine erheblich héhere Varianz auf als im w.t. Die Retina zeigt also ein Bild, in
welchem die Axone weniger auf ihren Faszikeln verbleiben. Die erhdhte
Anzahl besonders der dinnen Faszikel und die erhéhten (De)faszi-

kulierungen im k.o. lassen sich auf drei Arten erklaren:

Es ist mdglich, dass einige Axone einer Subpopulation von RGZ aufgrund

des MAP1B-k.o. haufiger das Faszikel verlassen und die dinnen Faszikel
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vornehmlich aus diesen Axonen bestehen. Diese Subpopulation muisste
andere Signalwege, die auf MAP1B enden, aufweisen, z.B. durch eine
andere Rezeptorausstattung. Subpopulationen von RGZ mit unterschied-
licher Rezeptorausstattung sind flr Ephrine und Ephrinrezeptoren beschrie-
ben (Tessier-Lavigne, 1995). Deren Signale minden u.a. auf die Kinase
Cdk5 (Cheng et al., 2003), welche u.a. MAP1B phosphoryliert (Kawauchi et
al., 2005). Die unterschiedliche Ausstattung der Zellen mit Ephrin und
Ephrinrezeptoren liegt jedoch in globalen Gradienten Uber die gesamte
Retina vor. Waren Unterschiede in den Ephrinrezeptoren die Ursache dafur,
dass manche RGZ-Axone ihren Faszikel verlassen und andere nicht, musste
dies in manchen Teilen der Retina gehauft und in anderen nicht auftreten. Es
ist jedoch kein Unterschied in der Verteilung der (De-)Faszikulierungen zu

erkennen, weshalb dies die Daten nicht erklaren kann.

Betrachtet man nicht lokale Subpopulationen, sondern Subtypen von RGZ,
die in der gesamten Retina vorkommen, kann man mindestens 22 Subtypen
in der Maus unterscheiden (Volgyi et al., 2009) die in weitere, zum Teil sehr
unterschiedliche Unterkategorien getrennt werden konnen (Rivlin-Etzion et
al., 2011). Die Einteilung in Subtypen erfolgt nach der Morphologie ihrer
Dendriten und ihrem elektrophysiologischen Verhalten. Beides ist E14,5
jedoch noch nicht ausreichend ausgepragt. Ein Subtyp von RGZ, der ein
anderes finales Zielgebiet aufweist als die Ubrigen RGZ-Axone (Nucleus
suprachiasmaticus im Hypothalamus zur Regulation der circadianen
Rythmen), sind die intrinsisch photosensitiven RGZ (ipRGZ) (Berson et al.,
2002; Semo et al., 2003; Sernagor, 2005). Hierzu verifgen sie Uber eine
andere Rezeptorausstattung. Sie exprimieren bereits bei der Entstehung der
ersten RGZ den bei einer Wellenlange von 470 nm lichtempfindlichen
Farbstoff Melanopsin (Tarttelin et al., 2003). Die Signale von Melanopsin
beeinflussen den Calciumspiegel der Zelle (Hartwick et al., 2007; Sekaran et
al., 2003). Damit besitzen die Melanopsine das Potential, die
calciumsensitiven Phosphatasen von MAP1B zu aktivieren. Es sind jedoch

nur schatzungsweise 1% der RGZ Melanopsin exprimierende Zellen (Hattar
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et al., 2002), und kurzwelliges Licht von 470 nm wird sehr gut von lebendem
Gewebe absorbiert. Es dringt wahrscheinlich nicht tief genug in die Maus ein,
um im Embryo innerhalb des Mutterleibs Signale auszulésen, die ein
abweichendes Verhalten der ipRGZ hervorrufen wirden. Diese Erklarung

kann nicht ausgeschlossen werden, erscheint jedoch auch unwahrscheinlich.

Eine zweite Moglichkeit, die zu einer erhdhten Anzahl von (De-)Fasziku-
lierungen fuhrt, ware, dass Faszikel im MAP1B-k.o. weniger kompakt sind.
Damit wirden sie weniger positive Signale durch Zelladhasionsmolekiile und
mechanische Reize an den Wachstumskegel vermitteln. Die Kompaktheit der
Faszikel kann in der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme von
Retina-Gesamtpraparaten nicht bestimmt werden, hierfir waren elektronen-
mikroskopische Aufnahmen nétig. Lockere Bindel, die weniger Fuhrung flr
den Wachstumskegel bieten, wiurden jedoch nicht nur zu einer erhohten
Anzahl dinner Bundel fuhren. Diese Arbeit zeigt, dass die Anzahl der breiten
Faszikel im k.o. gegenuber dem w.t. nicht erhoht ist, wie in einer solchen
Situation zu erwarten ware. Auch die durchschnittliche Breite der Faszikel
unterscheidet sich zwischen w.t. und k.o. nicht. Die Moglichkeit loserer
Faszikel, die dazu fihren, dass Axone nicht genug FUhrung haben, ist daher

unwahrscheinlich.

Die dritte mogliche Erklarung konnte sein, dass die dunnen Faszikel
zwischen den dicken Faszikeln dadurch zustande kommen, dass sich spat in
der Entwicklung der OFS einzelne Axone von groRRen Faszikeln defaszi-
kulieren. Spalten sich Axone in einer frihen Phase der Entwicklung der OFS
von ihrem Faszikel ab, haben auf dem Faszikel nachfolgende Axone eine
Gelegenheit, am abgespaltenen RGZ-Axon entlangzuwachsen. Damit tragen
sie zum Durchmesser eines neuen, dicken Faszikels bei. Das Abspalten der
RGZ-Axone, die in den Retinae die diinnen Faszikel ausmachen, muss also
spat in der Entwicklung der OFS geschehen. Wachstumskegel in
Retina-Gesamtpraparaten zeigen in Wachstumsphasen eine schlanke

Struktur, die auf einem Axonfaszikel entlangwachst. Diese Phasen sind
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unterbrochen von Phasen der Orientierung und des Faszikelwechsels, in
denen die Wachstumskegel auf eine ahnliche Weise wie in der in vitro
Situation breit auffachern (Brittis et al., 1995). Dieses Verhalten kann bereits
durch die Inhibition eines einzelnen Adhasionsmolekultyps deutlich gestort
werden (Brittis et al.,, 1995). Bei einer solchen Inhibition erhdht sich das
Volumen der Wachstumskegel, und bei mehr Wachstumskegeln wird eine
hohe Zahl Fortsatze beobachtet (Zelina, 2005).

Die RGZ-Axone spalten sich im k.o. spat in der OFS-Entwicklung und
haufiger als im w.t. ab. Sie wachsen global betrachtet in vitro im w.t. wie im
k.o. Die MAP1B-k.o.-Wachstumskegel zeigen jedoch ein heterogeneres und
haufiger weit lateral raumgreifendes Verhalten in vitro, ohne dabei insgesamt
breiter zu sein. Im w.t. kann MAP1B durch Kopplung der Mikrotubuli an den
Rickzug von Aktin helfen, das Zytoskelett und damit den Wachstumskegel
von einem nicht bevorzugten Substrat zurlickzuziehen (Bouquet et al., 2007).
Dieses nicht bevorzugte Substrat ware in vivo der Bereich zwischen den
Faszikeln, auf dem die Wachstumskegel nur Laminin vorfinden. Im w.t. wirde
MAP1B die Mikrotubuli und damit den Wachstumskegel auf dem bevor-
zugten Substrat stabilisieren und damit zum Verbleib auf dem Substrat
beitragen (Mack, 2000). Das bevorzugte Substrat ware in vivo der Faszikel,
auf dem der Wachstumskegel zusatzlich zum Laminin positive Signale von
den Zelladhasionsmolekulen und der haptischen Flhrung erhalt. Im k.o. kann
MAP1B diese Funktionen nicht erflllen. Der Wachstumskegel wurde in
einem stochastischen Prozess haufiger defaszikulieren und dann beim
Auftreffen auf den benachbarten Faszikel wieder faszikulieren. Dies wirde
auch zum Verlassen dicker Faszikel spat in der Entwicklung der OFS fuhren,
was eine elegante Erklarung darstellt sowohl fur die erhdhte Anzahl der
(De-)Faszikulierungen als auch fur die hdhere Anzahl und héhere Varianz der

Anzahl dinner Blundel.

Bei der Navigation der RGZ-Axone am SNK zeigt sich, dass im k.o. eine

Vielzahl der Axone korrekt in den SNK eintauchen und in den Sehnerv
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einwachsen. In der Mehrzahl der untersuchten k.o.-Retinae wachsen jedoch
Axone bzw. dunne Axonfaszikel — nachdem sie bereits in den SNK
eingetaucht sind — in den Grenzbereich zwischen INBS und ANBS.
Zwischen INBS und ANBS befindet sich eine temporare Struktur, die
somatafreie TSC. Die TSC besteht aus den Fortsatzen neuronaler Zellen
(Smelser et al., 1973), vermutlich der zukUnftigen Amakrinzellen und
Bipolarzellen, und enthalt axonale Zelladhasionsmolekule (Wolburg et al.,
1991). In der Literatur herrscht keine Einigkeit Uber Funktion und genauen
Aufbau der TSC (Provis et al., 1998). Es lasst sich jedoch vermuten, dass
Axone zwischen den Fortsatzen in der TSC besser wachsen als in der dicht
gepackten ANBS. Um in die TSC zu gelangen, missen die RGZ-Axone im

k.o. jedoch zunachst fehlnavigieren und den SNK verlassen.

Am SNK sind Netrin-1 und Semaphorine an der attraktiven bzw. repulsiven
Leitung der Axone beteiligt. Netrin-1 ist ein diffusibles Molekul, das sich am
SNK findet und attraktiv auf RGZ-Axone wirkt (Deiner et al., 1997). Die
attraktive Wirkung von Netrin-1 beruht auf einer Typ-I Phosphorylierung von
MAP1B durch die Phosphorylierung von Gsk3B (Serin und Tyrosin) und Cdk5
(Del Rio et al, 2004). In Netrin-1- bzw. DCC-k.0.- und
-Inhibitionsexperimenten zeigen sich Fehlnavigationen kommissuraler Axone
(Serafini et al., 1996) sowie von Axonen im Thalamus (Braisted et al., 2000)
und Hippocampus (Barallobre et al., 2000). Es ist die Axonprojektion, aber
nicht das Wachstum der Axone selbst betroffen (Fazeli et al., 1997). Im
Netrin-1-k.o. zeigen sich eine reduzierte Attraktion und Fehlnavigationen von
Axonen, die den SNK nach dem Abtauchen in die Retina hinein verlassen
(Deiner et al., 1997). In einer Mauslinie, die noch eine verkirzte Form von
MAP1B exprimiert, Ubt Netrin-1 in vitro eine deutlich verminderte attraktive
Wirkung auf Axone aus (Del Rio et al., 2004). Durch Visualisierung der
MRNA von Netrin-1 wurde gezeigt, wo sich die Netrin-1 produzierenden
Zellen im SNK befinden. In der unmittelbaren Umgebung der Netrin-1
abgebenden Zellen sollte die Konzentration am hdchsten sein. Die Netrin-1

produzierenden Zellen liegen in der Tiefe des SNK, auf gleicher Hohe
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befindet sich in der umliegenden Retina das TSC. Semaphorine sind
ebenfalls im SNK vorhanden. Das diffusible Semaphorin-3a befindet sich im
SNK und im Sehnerv (Ko et al., 2012). Das membrangebundene
Semaphorin-5a wird im gleichen Bereich des SNK gefunden wie die Netrin-1
produzierenden Zellen. Semaphorin-5a prasentierende Zellen bilden die
Abgrenzung des Sehnervs zum umgebenden Gewebe und verhindern, dass
RGZ-Axone auf dem Weg zum Chiasma den Sehnerv verlassen (Oster,
2003). Die repulsive Wirkung von Semaphorin-3a wird durch eine reduzierte
Phosphorylierung von Gsk3 (Serin) vermittelt (Eickholt, 2002).

Sowohl das attraktive Signal durch Netrin-1 als auch das repulsive Signal der
Semaphorine verursacht eine Aktivierung der MAP1B-Kinasen (Gsk3p,
Cdk5). Fur das Signal durch Netrin-1 ist direkt gezeigt, dass es die
Typ-I-Phosphorylierung von MAP1B, die in Navigationsmandvern wichtig ist,
erhoht. Die Kinasen haben noch weitere Substrate im Wachstumskegel,
darunter auch Tau (Maccioni et al., 2001). Dennoch konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass die fehlnavigierenden Wachstumskegel nicht in der
Lage sind, die Umgebungssignale ausreichend umzusetzen. Vermutlich
handelt es sich um spat in den SNK wachsende Axone, die aul’en an den
bestehenden Axonen entlangwachsen und im entscheidenden Moment ein
stark vom Durchschnitt abweichendes Verhalten zeigen. Sie muissen im
Bereich des SNK eine weite Kurve wachsen, und die Umsetzung des
Netrin-1- und des Semaphorin-Signal reicht wegen des Fehlens des
Zielproteins MAP1B nicht aus, sie im SNK zu halten. Sie treten an diesem

Punkt in die gegeniberliegende Neuroretina in das TSC ein.
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4 Ausblick

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die Effekte des Fehlens von MAP1B auf
den Wachstumskegel — vor allem bei Experimenten auf homogenem
Substrat — in den Varianzen des Verhaltens erkennbar sind. Die Unter-
schiede zwischen MAP1B-k.o. und w.t. manifestieren sich klar durch erhéhte
Varianz in Seitwartsabweichung und Asymmetrie des Wachstumskegels. Am
deutlichsten zu Tage treten die Defizite der MAP1B-k.o. Axone — und damit
eine wichtige Funktion von MAP1B — in Situationen, in denen der Wachs-
tumskegel mit einer Richtungsentscheidung konfrontiert wird. Die vorliegende
Arbeit zeigt, dass in vitro Studien auf Substratmustern um solche
Entscheidungen gezielt zu induzieren, sowie in vivo Untersuchungen

notwendig sind um diese Funktion von MAP1B zu untersuchen.

In einer MAP1B-Knockdown Studie an in vitro frei wachsenden Axonen
verringert sich im Axon die Polymerisationsgeschwindigkeit von Mikrotubuli
(Tymanskyj et al., 2012). In einer anderen Studie an Axonen eines partiellen
MAP1B-k.o. (Gonzalez-Billault et al., 2000) und Neuroblastomzellen erhoht
sich die Polymerisationsgeschwindigkeit im k.o. bzw. Knockdown von
MAP1B (Tortosa et al., 2013). Die Unterschiede in den Ergebnissen hangen
mit dem unterschiedlichen Design der Experimente zusammen:
Unterschiedliche MAP1B-k.o. Mauslinien haben unterschiedliche EB1
Expressionen (Jiménez-Mateos et al., 2005b). Weiterhin sind die Zellen von
k.0.-Mause, deren Zellen von Anfang an nur eine verkirzte Form von MAP1B
besitzen, die jedoch auch nicht durch eine Transfektion gestort werden, nicht

direkt mit einem akuten Knockdown in einer Zellinie zu vergleichen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass neben dem Verhalten
stationarer Zellen (Neuroblastoma, COS-7) oder frei in vitro wachsender
Axone die Wachstumskegel-Navigation in vivo und in vitro untersucht werden
muss, um dem Verstandnis der Funktion von MAP1B einen Schritt naher zu

kommen. Die Versuche mit regenerierenden und erstauswachsenden
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MAP1B-k.o.-Axonen werden auf Basis der hier geleisteten Vorarbeit zurzeit
begonnen. Aufschlussreich sind vor allem Zeitrafferaufnahmen von Wende-

mandvern der k.o.-Axone an Substratgrenzen bzw. in der Retina.

Um mehr Klarheit Uber die Funktion von MAP1B wahrend des Wende-
manovers von Wachstumskegeln zu erhalten, sollte die Dynamik von Mikro-
tubuli in Zeitrafferaufnahmen untersucht werden. Hiermit wurde im Rahmen
der Arbeit bereits begonnen. Es wurde ein Konstrukt aus End-binding Protein
und GFP (Stepanova et al., 2003) zur Visualisierung und Quantifizierung der
Mikrotubuli-Dynamik eingesetzt. Bisherige Studien zeigen eine direkte
Verbindung zwischen MAP1B und dem Mikrotubuli-Plus-Ende-Protein (+Tip)
End-Binding-1 (EB1) auf. Daher muss kontrolliert werden, was die
zusatzliche Expression bewirkt. Versuche mit Tubulin-GFP, um die gesamten
Mikrotubuli zu visualisieren, wurden ebenfalls durchgefuhrt, zeigen jedoch
eine sehr hohe Hintergrundfluoreszenz, und Tubulin-GFP stért vermutlich
auch die Mikrotubulistabilitat mehr als EB-GFP. Die Verwendung eines roten
Fluorophors in einer nicht dimerisierenden Variante wurde es erlauben, bei
den Aufnahmen eine langwelligeres, weniger zellschadliches Anregungslicht

ZU verwenden.

Zusatzlich kénnte mit LiveAct-GFP, einer kinstlichen Peptidsequenz, die
Aktin sichtbar macht, ohne die Dynamik zu storen, die Aktin-Dynamik
quantifiziert werden (Riedl et al., 2008). Dies ermdglicht zum einen die
Dokumentation der Aktin-Dynamik zusatzlich zur Mikrotubuli-Dynamik, zeigt
zum anderen aber auch prazise die Umrisse der Wachstumskegel bis in die
Filopodien. Im Rahmen dieser Arbeit wurde cytosolisches Cherry (rot
fluoreszierendes Protein) verwendet, dass diese Aufgabe suboptimal erfulit.
Ein solche exakte Darstellung des Umriss ist notig, da schon einzelne
Filopodien, die Kontakt mit einer Substratgrenze aufnehmen,
Calcium-Signale und damit Wendemanodver im Wachstumskegel auslosen
konnen (Gomez, 2001).
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Die automatisierte Spurverfolgungssoftware fir die polymerisierenden
Plus-Enden (plus tip tracker, pTT (Matov et al., 2010)) legt an jedes EB1
Signal ein Suchfenster an. In diesen Suchfenstern erwartet pTT im nachsten
Bild der Zeitrafferaufnahme vorwarts gewachsene oder geschrumpfte
Mikrotubuli. Nach einer Bewertung der detektierten Signale verbindet pTT so
die Einzelsignale zu Spuren, was eine schnelle und umfangreiche
Quantifizierung erlaubt. Die Anpassung einer anderen Software, die Signale
uber einen selbstlernenden Algorithmus erkennt und verbindet, wurde mit
dem Hersteller bereits besprochen (SVCell Tracking von DRVision

Technologies).
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Abbildung 43: Aufnahme eines Wachstumskegels, dessen Mikrotubuli Plus-Enden

im Rahmen dieser Arbeit mit EB1-GFP markiert wurden. Suchfenster der Software
pTT fur die automatisierte Spurverfolgung (A). Mikrotubulispuren im
Wachstumskegel (B). Personen beurteilen bei der Nachverfolgung der EB1 Signale

konservativer und neigen somit dazu, die Spuren kirzer nachzuzeichnen (C).
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MAP1B wird in der Embryogenese und in der Regeneration von Neuronen
exprimiert, und zwar sowohl in den Neuronen als auch in den umgebenden
Schwannzellen (Book et al., 1996; Dieterich et al., 2002). Versuche zur
Praferenz der regenerierenden bzw. erstmals auswachsenden (k.o.-)Axone
fur unterschiedliche Substrate bei gleichzeitiger Dokumentation der Zyto-
skelettdynamik konnten ein neues Licht auf die Rolle von MAP1B in der
Regeneration des zentralen und peripheren Nervensystems werfen. Ein
zuverlassiges Verfahren zur Quantifizierung der Mikrotubuli-Dynamik im
Wachstumskegel eroffnet ein ganzes Feld von Mdglichkeiten: Denkbar sind
z.B. Untersuchungen zu Alterungsvorgangen, neurodegenerativen Erkran-
kungen, Plastizitdt des Nervensystems und depressiven Stérungen, bei
denen neu gebildete Neurone und deren Wachstumskegel eine Rolle

spielen.
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