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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Calbindin D-28k und die EF-Hand Proteinfamilie

Calbindin D-28k ist ein kalziumbindendes Protein, das, aufgrund der charakteristischen Struktur, zur
groflen Familie der EF-Hand Proteine gehort. Im Menschen und in vielen anderen Spezies gibt es mehr als
200 solcher Proteine, deren Vorkommen organ- oder zelltypspezifisch ist.[27],[23] In anderen Spezies sind
iiber 600 Proteine dieser Art identifiziert worden.[38] Wichtige Vertreter dieser Gruppe sind auerdem
Parvalbumin, das als erstes beschrieben wurde, Calretinin, Calmodulin, Calbindin D-9k, Neurocalcin,
Recoverin, und Troponin C. Ihren Namen verdanken diese Proteine der Tatsache, dass sie sogenannte
EF-Hand-Motive enthalten. Solche Doménen bestehen in der Regel aus 29 bis 30 Aminosduren.[38] Die

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des EF-Hand Motivs, mit Helices E und F (in der Apo- und in
der Holoform) und gebundenem Kalziumion (Ca?") (modifiziert nach Lewit-Bentley et al.[38]).

sekundére Struktur ist durch zwei senkrecht aufeinander stehende E- und F-Helices gekennzeichnet, die
durch eine Schleife aus 12 Aminosduren verbunden sind. Das Calciumion bindet in der Regel an diese
Schleife. Hier geht das Calciumion koordinative Bindungen mit sieben Sauerstoffatomen ein, sechs davon
gehoren zum Protein, das siebte zu einem gebundenen Wassermolekiil. Die 6 Aminosdurenreste, die in der
Schleife an der koordinative Bindung beteiligt sind und ihren hoch-konservierten Abschnitt darstellen,
entsprechen der Sequenz X-Y-Z-—Y-—X. - —Z. Die Positionen X und Y werden von den Seitenketten von
Aspartat oder Asparagin besetzt. Die Seitenketten von Aspartat, Asparagin oder Serin kommen an der



Position Z vor, wihrend -Y durch den Sauerstoff einer Karbonylgruppe gekennzeichnet ist. An der Position
-X bindet in den meisten Féllen ein Wassermolekiil, wihrend Aspartat- und Glutamatreste meistens an
der Position -Z zu finden sind.[38] Konformationsinderungen treten hiufig als Folge der Interaktion mit
dem Ion ein: Im Allgemeinen verursacht die Bindung des Calciumions eine Bewegung der F-Helix von der
sogenannten geschlossenen (Apoprotein) zu der offenen Konformation (Holoprotein).[22] Dadurch wird
bei vielen EF-Hand Proteinen eine hydrophobe Bindungsstelle frei, die der Interaktion mit einer Vielzahl
von anderen Target-Proteinen in unterschiedlichen Signaltransduktionswegen dient.[38] Die Expression
von EF-Hand-Calcium-bindenden Proteinen wird sehr préizise kontrolliert, da sie an der intrazellulédren
Calciumregulation beteiligt sind, die eine wichtige Rolle fiir den geordneten Ablauf lebensnotwendiger
Zellprozesse spielt.

1.1.1 Die Struktur von Calbindin D-28k

Erst 2006 wurde die Struktur des Calbindin D-28k Proteins, das bereits 1966 von Wasserman und Taylor
beschrieben wurde, [68],[67] im Rahmen einer NMR-Analyse genauer aufgeklirt. [33] Es wurde gezeigt, dass
das Protein durch eine kompakte dreidimensionale Struktur gekennzeichnet ist, die aus sechs EF-Hand-
Doménen besteht. Vier der sechs EF-Hand-Doménen (EF1, EF3, EF4 und EF6) scheinen spezifisch in der
Bindung von Calciumionen involviert zu sein. Interessanterweise wurden diese Strukturdaten durch spek-
trographische Untersuchungen an den isoliert rekombinant hergestellten EF-Hand Motiven bestétigt. [33]
Weiterhin wurde gezeigt, dass diese EF-Hand Strukturen, wenn sie als Peptide separat vorliegen, in An-
wesenheit von Calciumionen oligomerisieren kénnen.[8] EF1 und EF5 binden das Ion in der dimeren Form
stérker als in der Monomeren. Bei EF4 ist die Affinitét fiir Ca®T unabhingig vom Oligomerisierungsgrad
und EF3 dimerisiert sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von Calciumionen, wobei Ca?* ih-
re Tendenz zur Oligomerisierung drastisch erh6ht. Das Calciumion scheint zuerst an EF1 gebunden zu
werden. Auch Magnesiumionen (Mg?") kénnen, dhnlich wie z.B. dem Parvalbumin, an diese Domiine
binden. Allerdings ist die Affinitdt dieser Bindung viel niedriger als die fiir Calciumionen, und bei Cal-
bindin D-28k viel weniger ausgeprigt als bei Parvalbumin.[568] Aus diesen Experimenten wird geschlossen,
dass die verschiedenen EF-Hand Motive in Calbindin D-28k iiber hydrophobe Fléchen im Gesamtmolekiil
miteinander interagieren und so die Calciumbindung kooperativ modulieren. Die Anderungen der drei-
dimensionalen Proteinstruktur und deren hydrophoben Eigenschaften in Abhéngigkeit von der Bindung
von Ca?*- und auch Mg?*-Ionen kann die Bindung an target Proteine beeinflussen, wie z.B. die Bindung
an das Ran-bindende Protein M (RanBPM, s.1.2).|33],[41]

1.1.2 Die Funktionen von Calbindin D-28k

Die physiologischen Funktionen des Calbindin D-28k sind im Detail noch unbekannt. Wie bereits ange-
deutet, kommt das Protein in sehr unterschiedlichen Zelltypen innerhalb verschiedener Organe vor, wie
beispielsweise in vielen Subpopulationen von Nervenzellen im Gehirn und auch im peripheren Nervensy-
stem, in Epithelzellen von Niere und Darm, und in endokrinen Zellen, beispielsweise in der Bauchspei-
cheldriise.[9],[59] Im Kleinhirn wird Calbindin D-28k lediglich in den Purkinjezellen exprimiert, die eine
starke Immunreaktivitit, sowohl im Zellsoma als auch in den Dendriten und in den Axonen zeigen.[59] Ex-
perimente mit nullmutanten (knock-out) Mausen haben demonstriert, dass die Abwesenheit von Calbindin
D-28k zu Storungen der motorischen Koordination und des Erlernens motorischer Prozesse fiithrt.[59], [6]
Auch die intrazelluldare Calciumhomdostase in den Purkinjezellen war gestort: Hauptsédchlich schnelle
postsynaptische Calciumtransienten waren in ihrer Amplitude und in ihrem Zeitablauf veréndert. Durch
die Abwesenheit des Calbindin D-28k war hingegen die LTD (long term depression) an der Parallelfaser-
Purkinje-Zell-Synapse nicht beeinflusst.[59)

Verdnderungen der neuronalen Plastizitit wurden dagegen im Hippocampus beobachtet. Die Kurzzeit-
plastizitédt, gemessen als frequency potentiation und paired-pulse facilitation, an der Synapse zwischen
Moosfasern und CA3-Pyramidenzellen war vermindert.[31] Wihrend zur Nullmutanten keine Daten zu
LTP (long term potentiation) im Hippocampus berichtet wurden, zeigten Untersuchungen an Calbindin-
Antisense-Mausen reduzierte LTP an der Schaffer-Kollateralen und ein als Hinweis auf schlechteres Lernen
gedeutetes abweichendes Verhalten im water maze test.[43]

Zusammen mit anderen Calciumbindenden Proteinen kommt Calbindin D-28k auch in der Netzhaut
vor. Wissle et al. haben anhand von immunhistochemischen Farbungen gezeigt, dass das Protein in
Wildtyp-Méusen hauptsiichlich in den Horizontalzellen enthalten ist.[69] Eine starke Reaktivitit wurde



sowohl in deren Zellkérpern als auch in deren Dendriten nachgewiesen, erneut ein Hinweis darauf, dass
die Lokalisation des Proteins zytoplasmatisch ist. Auch amakrine Zellen und vereinzelte Ganglienzellen
waren geférbt, sowie zwei Banden in der inneren plexiformen Schicht. In der Netzhaut von nullmutanten
Mausen konnte kein Signal nachgewiesen werden, auch wenn Struktur und Zellarchitektur in der Retina
nicht verdndert waren. Auch in den dufleren Haarzellen im Innenohr wird Calbindin D-28k exprimiert.[2]
Abwesenheit dieses Proteins fiihrt dort erstaunlicherweise weder zu Verinderungen der akustisch evozier-
ten Hirnstammpotentiale noch der otoakustischen Emission. Das ist moglicherweise durch die Tatsache
zu erkldren, dass in den dufleren Haarzellen auch Parvalbumin und Calretinin vorkommen, die das Fehlen
des Calbindin D-28k in den nullmutanten Tieren kompensieren kénnten.

Die Darstellung aller Funktionen von Calbindin D-28k wiirde den Rahmen dieser Arbeit sprengen. Ex-
emplarisch fiir nicht neuronale Zelltypen soll die Bauchspeicheldriise angefithrt werden, in welcher dieses
Protein an der Regulation der Sekretion von Insulin beteiligt ist,[12],[62] sowie Darm und Niere, in wel-
chen eine Funktion fiir den intrazelluldren Calciumtransport in Epithelien diskutiert wird.[68],[35]
Zusammenfassend handelt es sich beim Calbindin D-28k um ein funktionell sehr vielféltiges Protein, das
als Ca?T-Puffer an der Regulation vielfiltiger zellulirer Mechanismen beteiligt ist. In jiingerer Zeit riickte
seine Funktion als Ca?*-Sensor mehr in das Blickfeld. Calciumsensoren, mit Calmodulin als typischen
Vertreter, verindern ihre dreidimensionale Struktur durch Calciumbindung so, dass es zur Interaktion
mit verschiedensten target Proteinen kommt. Fiir Calbindin sind eine Reihe solcher Interaktionen be-
schrieben worden, z.B. mit der Myo-Inositol Monophosphatase (IMPase) und dem Ran binding protein
M (RanBPM, alternativ auch als RanBP9 bezeichnet).[33],[58]

1.2 RanBPM: Ein Mitglied der Familie der Ran Binding Pro-
teins

Zum ersten Mal wurde das Protein RanBPM 1998 in einer Arbeit von Nakamura et al beschrieben.[45]
Im Rahmen ihrer Arbeit stellten Nakamura et al.fest, dass RanBPM mit dem sogenannten MTOC (Mi-
croTubule Organizing Center) interagieren kann und somit die Entstehung des Spindelapparates bei der
Zellteilung beeinflussen kann.[45] Das Protein gehért zur Gruppe der Ran binding proteins, einer Familie,
die mehr als zehn Mitglieder z&hlt. Solche Proteine sind unter anderem dadurch gekennzeichnet, dass
sie das kleine G-Protein Ran im yeast-two-hybrid Experiment binden kénnen, auch wenn eine eigentli-
che Ran binding domain, wie in Ran binding protein 1 (RanBP1) oder S-Importin, in RanBPM nicht
gefunden wurde. Des Weiteren zeigen sie eine gewisse Ahnlichkeit zu der Familie der S-Importine, die im
Stofftransport zwischen Zytoplasma und Zellkern involviert sind.[44]

Spiter wurden wesentliche Befunde dieser ersten Arbeit von derselben Arbeitsgruppe sehr deutlich modi-
fiziert. Urspriinglich wurde ein kleineres Protein von ungefiihr 55-kDa identifiziert.[45] Es wurde weiterhin
gezeigt, dass es einen Leserahmen gibt, der sich weiter in 5'- Richtung ausdehnt und fiir ein grofleres Pro-
tein von rechnerisch etwa 70 kd kodiert.[44] Die Analyse von transfizierten Zellen mittels Westernblot
und verschiedener Antiseren gegen unterschiedliche Teile des rekombinanten Proteins zeigt eine dominan-
te Bande von etwa 90 kDa. Der Unterschied zur berechneten Grofe ist im Detail ungeklirt (zu moglichen
Modifikationen des Proteines, s. 1.4). In der spiteren Arbeit wurde auch die Bindung der langen Form an
Ran neu charakterisiert und als eher schwach beschrieben. Ebenso wurde die Interaktion mit dem MTOC
fir die lange Form relativiert. Beziiglich der Proteinstruktur unterscheiden sich diese beiden Formen
hauptséchlich durch eine Cystein- und Prolin-reiche Region am N-Terminus, welche nur in der 90-kDa
Form vorkommt.[47] In Datenbanken finden sich heute Hinweise auf ein Protein von ca. 730 Aminosiuren,
das der langen von Nishitani et al.[47] beschriebenen Form entspricht, sowie zwei N-terminal trunkier-
te Varianten, bei denen entweder die ersten 229 oder 341 Aminosduren fehlen, und welche rechnerisch
Molekulargewichte von ca. 43 bzw. 55 kDa haben. Letztere Form entspricht der urspriinglich von Naka-
mura et al.[45] berichteten kurzen Isoform (s. www.uniprot.org/uniprot/Q96S59#Q96359-1, abgerufen
am 17.2.2017). Dariiber hinaus unterscheiden sich auch die N-terminalen Teile der langen RanBPM-
Isoformen unterschiedlicher Spezies, bspw. von Maus und Mensch, voneinander.

RanBPM Isoformen scheinen ein ubiquitires Vorkommen zu haben.[45] Anhand der zurzeit vorhandenen
Daten kann man von einer wichtigen Rolle des Proteins im Immunsystem und im Nervensystem aus-
gehen. Details und Mechanismen seiner Funktion sind noch weitgehend unbekannt, wobei ein besseres
Verstéandnis seiner zentralen Rollen in mehreren Signalkaskaden intra- und extrazellulidr in den letzten
Jahren entstanden ist.[44],[63] RanBPM interagiert mit einer Vielzahl an Proteinen, von Transkriptions-
faktoren bis hin zu Membranrezeptoren und Onkoproteinen (Details, s. 1.4).[63] Datenbanken listen mehr
als 100 verschiedene Interaktionspartner (https://thebiogrid.org/115359, abgerufen am 17.2.2017).


www.uniprot.org/uniprot/Q96S59#Q96S59-1
https://thebiogrid.org/115359

Seine Rolle in der Regulation verschiedener neuronaler Signalkaskaden und der Neuromorphogenese bietet
Anhaltspunkte auch fiir die pharmakologischen Forschung und die Entwicklung von Molekiilen, die durch
die Interaktion mit RanBPM oder durch Modulation seiner Expression eine therapeutische Wirkung
erzielen konnten.[63] Wegen der vielfiltigen Interaktionen diirfte die Vermeidung von Nebenwirkungen
solcher Produkte ein kritisches Problem darstellen.

1.2.1 Die Struktur des RanBPM

Trotz des eingeschrankten Verstdndnisses fiir die Funktion dieses Proteins ist seine Struktur ziemlich
genau beschrieben, das gilt fiir beide Formen (55 kDa und 90 kDa).[45],[47]

Der N-Terminus des 90 kDa Proteins enthélt zahlreiche Prolinreste. Diese prolinreiche Region ist durch das
Vorkommen von SH3 (src-homology 3)-Doménen, die, unter anderen, src und Grb2 binden kénnen, welche
wiederum die Proteinkinase Erk aktivieren, charakterisiert (Details zu den Interaktionen, s. 1.4).[44]

NP_005484

! y 729
N- PRD PRY| SPRY . CTLH c
T 5121 147211 212-333 365-397 403-460 615-717

Abbildung 1.2: Struktur des langen RanBPMs. Erkldrung zu den Domé#nen und Abkiirzungen im Text
(modifiziert nach Suresh et al.)[63]

Weitere Domiinen sind SPRY (splA und Ryr ) und LisH (lissencephaly type-I-like homology)/CTLH ( C-
Terminal Lis H).[44] Die SPRY Doméne scheint in der Interaktion mit MET, dem Rezeptor fir den
Hepatozyten-Wachstumsfaktor, involviert zu sein.[65] Distal der SPRY-Doméne dient die LisH/CTLH
Doméne der Stabilisierung des Zytoskeletts durch Bindung der Mikrotubuli. Am C-Terminus wurde eine
zusétzliche Doméne, die sogenannte CRA (oder CT11-RanBPM)-Domiine, entdeckt, die mit FMRP,
(fragile X mental retardation protein) interagiert.[42] Unter anderen mittels Kernresonanzspektroskopie
(NMR-Nuclear Magnetic Resonance) gelang es Lutz et al.[41] eine Interaktion mit Calbindin D-28k zu
zeigen und zu charakterisieren. Die Sequenz LASIKNR von Aminoséure 450 bis 460 der langen Isoform des
RanBPM, mithin das C-terminale Ende der CTLH-Doméne, ist fiir die Bindung zentral. Die funktionellen
und physiologischen Implikationen dieser Bindung sind ungeklért. Das Vorhandensein dieser multiplen,
multifunktionellen Doménen in RanBPM lésst an eine Rolle als scaffolding protein fiir dieses Protein

denken.[44],[63]

1.2.2 Bisher bekannte Funktionen des RanBPM und Interaktionspartner

Sein beinahe ubiquitéres Vorkommen und seine vielfiltigen Interaktionspartner haben dazu gefiihrt, dass
die physiologische und pathophysiologische Funktion des RanBPM in sehr unterschiedlichen Kontexten
mehr oder weniger tief untersucht wurde. Die wichtigsten Befunde sollen hier exemplarisch angefiihrt wer-
den. RanBPM bindet unterschiedliche Membranproteine. Viele dieser Interaktionen sind bisher lediglich
strukturell oder in einfachen Systemen bekannt. So wurde Interaktion mit verschiedenen Rezeptoren fiir
Neurotrophine, trkA, trkB und p75, sowie Modulation der trophischen und Neuronen-differenzierenden
Wirkung der BDNF-trkB Bindung beschrieben.[4]-[73] Wang et al. zeigten, dass RanBPM mit weite-
ren Kinaserezeptoren interagieren kann, unter anderen mit der Tyrosinkinase MET, einem Rezeptor des
Hepatozyten-Wachstumsfaktors. [65]

Als Interaktionspartner dieser Tyrosinkinase kann das RanBPM durch Bindung an das Protein Sos den
Ras/Erk-Signaltransduktionsweg verstérken oder gar induzieren. Die Interaktion mit dem Gas6 Rezep-
tor, Axl/Sky ist kaum funktionell untersucht.[26] Als akzessorisches Protein interagiert das RanBPM
spezifisch mit dem LFA-1 (Lymphocyte- Function-associated-Antigen 1), einem beta-Integrin an der Zell-
oberfliche, das eine entscheidende Rolle auf mehreren Ebenen der Immunantwort spielt.[I8] Dieselbe
Gruppe entdeckte, dass das endogene RanBPM nicht nur frei im Zytoplasma vorkommt, sondern als



peripheres Membranprotein auch in Verbindung mit der Zellmembran.[I8] Die mit der Zellmembran ver-
bundene Form ist in der Regel hyperphosphoryliert, nicht aber das im Zytoplasma lokalisierte Protein,
das nur einen geringen phosphorylierten Anteil hat oder nicht phosphoryliert vorliegt. Die Assoziation
mit der Zellmembran, die ansatzweise bereits von Nishitani et al.[47] beschrieben worden ist, konnte
Grundlage fiir die Interaktion des RanPBM mit unterschiedlichen Rezeptoren und Signalmolekiilen sein.
In Proteomstudien ist RanBPM als Trager weiterer, bisher nicht ndher untersuchter Modifikationen,
wie Neddylation, Sumoylation und Ubiquitinylierung, gefunden worden (s. https://thebiogrid.org/
115359, abgerufen am 17.2.2017).

Wie oben bereits erwihnt, ist RanBPM auch in der Netzhaut exprimiert. Seebahn et al. ist es gelun-
gen, nachzuweisen, dass RanBPM in Zellen der inneren plexiformen Schicht vorkommt und dort mit
dem metabotropen Glutamatrezeptor 8b kolokalisiert ist.[60] Des Weiteren wurde eine Interaktion mit
dem metabotopen Glutamatrezeptor 2 beschrieben.[60] RanBPM interagiert auch mit einer Reihe nicht
membranstindiger Proteine. Dazu gehéren nach Rao et al. auch die Glukokortikoid- und Androgen-
Rezeptoren.[54] Zou et al. fanden, dass RanBPM auch mit der Serin/Threonin-Kinase Mirk/Dirk1B
interagieren kann.[74] Diese Serin/Threonin-Kinase gehort zu den sogenannten mini brain kinases, die
entscheidend fiir den korrekten Ablauf der Zellmigration wihrend der Entwicklung sind.[74]

Das RanBPM scheint einen hemmenden Einfluss auf diesen Transkriptionsfaktor zu haben. Dieselbe
Gruppe stellte fest, dass besonders die Interaktion zwischen RanBPM und der Kinase Dirk1A, die im
Gehirn hoch exprimiert ist, in der Entstehung der zerebralen Einschrinkungen beim Down-Syndrom eine
Rolle spielt.[74] Interessant ist auch die Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor p73. Kramer et al. zeig-
ten, dass diese Interaktion die Ubiquitinylierung von p73 verhindern und damit die Lebensdauer dieses
Proteins verlingern und so seine proapoptotische Wirkung vestérken kann.[34] Auch iiber Aktivierung
von Caspasen scheint RanBPM Apoptose zu verstirken.[3] Von besonderem Interesse sind Beobachtun-
gen zur Wirkung von RanBPM, welche in komplexeren Systemen gemacht worden sind. So fiihrt der
RanBPM knock-down mittels in utero RNAi Applikation in Ratten vermutlich iiber Umverteilung der
Citronkinase zu einer Anreicherung von mitotischen Vorlduferzellen im sich entwickelnden Gehirn.

[10] In M&usen, welche nullmutant fiir RanBPM sind, wird ein sehr weitgehender Verlust sowohl der
ménnlichen als auch der weiblichen postmeiotischen Keimbahnzellen beobachtet.[53] Aus einer fritheren
Arbeit ist bereits die Interaktion mit einer keimbahnspezifischen Helicase bekannt.[6I] In Ovarien von
Drosophila ist RanBPM an der Organisation der Nische der Keimbahnstammzellen beteiligt.[I4] Ebenfalls
in Drosophila wurde gefunden, dass Mutationen in RanBPM dazu fiihren, dass Larven auf Umweltreize
nicht mehr zielgerichtet reagieren.[55] In Drosophila ist dieses Protein besonders auch in den mushroom
bodies, einer mit assoziativem Lernen in Verbindung gebrachten Struktur des Gehirnes, exprimiert. Au-
Ber einer reduzierten Proliferation vermutlich von neuronalen Vorlduferzellen und geringerem Volumen
wurden keine strukturellen Verdnderungen im Gehirn von Larven der Fruchtfliege berichtet. Im zen-
tralen Nervensystem sind weitere duflerst interessante Interaktionen bekannt: Durch die Bindung mit
dem Zelladhésionsmolekiil L1 wirkt das RanBPM als Regulator der Lange von Axonen.[I1] Zu &hnlichen
Ergebnissen fithrt laut Togashi et al. auch die Interaktion mit Plexin A, die iiber Bindung zu Sema-
phorin3A eine Inhibition des Wachstums der Axonskegel und der Axone hervorruft.[64] Neben seiner
Beteiligung an vielfiltigen physiologischen Zell- und Gewebsfunktionen wird zunehmend auch eine pa-
thophysiologische Rolle des RanBPM diskutiert. Besonders weit entwickelt haben sich hier Forschungen
zu seiner Beteiligung bei neurodegenerativen Erkrankungen. So kann Uberexpression von RanBPM in
transgenen Mausmodellen der Alzheimererkrankung zum Verlust von Dendriten und Dornfortsitzen in
der GroBhirnrinde und zu einer erhéhten Produktion von Amyloid-beta-Protein fithren.[66],[71] Weiter
wurden in solchen Tieren Lern- und Gedéchtnisdefizite zusammen mit reduziertem LTP im Hippocam-
pus beobachtet. Als Mechanismus wurde eine verstéirkte Aktivierung von Cofilin, moglicherweise iiber
verringerte Phosphorylierung dieses Proteins vorgeschlagen.[51] Dariiber hinaus wurde berichtet, dass
RanBPM direkt mit der intrazelluliren Doméne des Amyloid-beta-Vorlauferproteins interagieren kann
und so iiber dessen Verteilung zwischen Cytosol und Kern in moglicherweise fiir die Pathophysiologie
der Alzheimer’schen Erkrankung wichtige Genregulation eingreift.[19] Der im Rahmen unserer Arbeit
besonders interessierende Interaktionspartner von RanBPM ist das Calbindin D-28k. Diese Interaktion
ist bisher in vitro biochemisch und mittels NMR charakterisiert worden.[33],[41] Die Implikationen dieser
Interaktion beziiglich der Funktion beider Proteine sind bis heute nicht geklért.

1.2.3 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, Hinweise auf eine Interaktion zwischen RanBPM und Calbindin D-28k in vi-
vo zu finden. Dazu wurde zunéchst die Verteilung des endogenen RanBMPs in murinem Kleinhirn und
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Netzhaut sowie in unterschiedlichen Zelllinien durch Anwendung diverser Antikorper in Immunfirbungen
charakterisiert. Weiter wurde die Spezifitit der verwendeten Antikérper in mit einem RanBPM Expres-
sionsplasmid transfizierten Zelllinien mittels Immunfluoreszenz und Westernblot gepriift. Zumindest fiir
kleine Proteine wie RanBPM und Calbindin D-28k ist die Methodik zum Nachweis der Interaktion der
nativen Proteine in Geweben auch heute noch sehr limitiert. In Frage kommen verschiedene Methoden der
mikroskopischen Kolokalisationsanalyse. Fiir diese Arbeit wurde die vermutlich robusteste und einfachste
dieser Methoden, die Image-Correlation-Analysis nach Li und Kollegen,[39] gewihlt.



Kapitel 2

Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Allgemeine Chemikalien, Reagenzien und Lésungen

Nur bei einer speziellen Methode benutzte Losungen werden im Methodenteil beschrieben.

e Acrylamid, 30 % Acrylamid/BIS Solution, 161-0158, Biorad, Miinchen.
e Aproptinin, A-1153, Sigma, Miinchen.
e APS, Ammoniumperoxodisulfat, A-3678, Sigma, Miinchen.

e Aqua Braun, (steriles, endotoxinfreies bidestilliertes Wasser fiir Zellkultur und molekularbiologische
Reaktionen), Braun, Melsungen.

e BCA, Bicinchoninic acid assay, UP 95424 A, Uptima, jetzt Interchim, Montlucon Cedex, Frankreich.
e BES, NN-Bis-(2 hydroxyethyl)-2-amino-ethan-sulfonséiure Natriumsalz, 69981, Roth, Karlsruhe.

e Bromphenolblau, 918, Merck, Darmstadst.

e BSA, Bovine Serum Albumin, A-9647, Sigma, Miinchen.

e Chloralhydrat, C-8383, Sigma, Miinchen.

e DAPI, 4, 6-Diamidin-2-phenylindol, A-1001.0010, Applichem/VWR, Darmstadt.

e Diaminobenzidin, D-5637, Sigma, Miinchen.

e Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat, p.A., 4984.3, Roth, Karlsruhe.

e DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (GlutaMax, 4,5 g/1 Glucose), 61965026, Gibco/Life
Technologies, Darmstadt.

e DMSO, Dimethylsulfoxid, D-8418, Sigma, Miinchen.
e DTT, Dithiothreitol, Artikelnummer nicht bekannt, Sigma, Miinchen.

e ECL Kit, Enhanced Chemiluminescence Prime Western Blotting Detection Reagent, RPN2232 GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK.

e Ethanol, p.A., 9065.3, Roth, Karlsruhe.
e EDTA, Ethylendiamin-tetraessigsiure Dinatriumsalz Dihydrat, p.A., 8043.1, Roth, Karlsruhe.
e FBS, fetal bovine serum, (Mycoplasma- und virusfrei, hitzeinaktiviert), S0115, Biochrom, Berlin.

e Glyzerin (Glycerol), p.A., 3783.1, Roth, Karlsruhe.



Glyzin, G-8790, Sigma, Miinchen.

HCI, Salzsdure, rauchend, p.A., 4625.1, Roth, Karlsruhe.
Kaliumdihydrogenphosphat, p.A., 3904.2, Roth, Karlsruhe.
Leupeptin, L-2884, Sigma, Miinchen.

MACsfectin, Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach.

Methanol, p.A., 4627.2, Roth, Karlsruhe.

Milchpulver, Bio Magermilchpulver, Heirler, Radolfzell.

Millipore Wasser (bidestilliertes Wasser), aus hauseigener Anlage.
Mowiol (Polyvinylalkohol 4-88), 81381, Fluka iiber Sigma, Miinchen.
Natriumchlorid, p.A., 3957.2, Roth, Karlsruhe.

Nonidet P-40, 59009 2L, BDH Laboratory Supplies, Dubai, UAE.
Paraformaldehyd (PFA), reagent grade, 6148-1kg, Sigma, Miinchen.
PBS fiir Zellkultur, DPBS (Dulbecco’s PBS), 14200 -059, Gibco/Life Technologies, Darmstadt.

PBS-CMF (Phosphate-buffered saline, calcium-magnesium-free) fiir alle anderen Anwendungen (120
mM NaCl, 20 mM NayHPOy x 2 H,0, 2.5 mM KH,POy, pH 7.3).

PS, Penicillin Streptomycin, (10000 U/ml Penicillin G,10 mg/ml Streptomycin), P11-010,
PAA/GE Healthcare, Buckinghamshire, UK.

PMSF, Phenylmethylsulfonylfluorid, P-7626, Sigma, Miinchen (Stock 100 mM in Isopropanol).
Ponceau S, 78376, Fluka iiber Sigma, Miinchen.
2-Propanol, p.A., 6752.4, Roth, Karlsruhe.

RIPA-Lyse-Puffer (150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% Na-Deoxycholat, 0.1% SDS, 50 mM Tris pH
8.0).

SDS, Sodium dodecyl sulfate, ultra pure, 2326.2, Roth, Karlsruhe.

Sodium Deoxycholate Monohydrate, BioXtra, D5670-5G, Sigma, Miinchen.

Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder, Fermentas/ThermoFisher Scientific, Grifelfing.
Saccharose, D (+) Saccharose, > 99.5%, 9097.1, Roth, Karlsruhe.

TEMED, Tetramethylethylendiamin, 161-0800, BioRad, Miinchen.

Tissue Tek, 4583, Sakura Fintek, Staufen.

Tris, p.A., 4855.2, Roth, Karlsruhe.

Triton X-100, T-9284, Sigma, Miinchen.

Trypsin-EDTA, (0.25% Trypsin, 1 mM EDTA, phenol red), 25200072, Life Technologies, Darmstadt.
Tween20, P-9516, Sigma, Miinchen.

Vectastain Elite ABC Kit, Rabbit IgG, PK-6101, Vector Laboratories iiber Biozol, Eching.
Wasserstoffperoxid, 30%, p.A., 8070.2, Roth, Karlsruhe.



2.1.2 Eingesetzte Primir- und Sekundiarantikorper

Primérantik6rper Hersteller
Rabbit polyclonal to RanBPM (ab15301) Millipore
Rabbit polyclonal Ran BP-M (K-12) (sc-46253) Santa Cruz
Goat polyclonal to RanBP9* (ab5295) abcam
Rabbit polyclonal to RanBP9* (ab78127) abcam
Mouse monoclonal to RanBPM (SP1 177) 0.7 ug/ul Geschenk von Dr. R Pardi [18]
Goat polyclonal to GFAP antibody (ab53554) abcam
Polyclonal to Goat Flag (DDDDK) (ab1257) abcam
Mouse monoclonal to Neuron specific beta III Tubulin TU-20
(ab7751) abcam
Mouse monoclonal to Calbindin D-28K (300) Millipore
Rabbit polyclonal to Calbindin D-28K (Cb38a) Swant
Mouse monoclonal to Parvalbumin Swant
Rabbit polyclonal to PCP-2 Geschenk VO[I;;]) r- B Denker

Tabelle 2.1: Primérantikérper, Millipore/Merck, Darmstadt; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA;
abcam, Cambridge UK; Swant, Marly, Schweiz.

(* RanBP9 gleicht RanBPM.)



Sekundérantikérper Immunfirbungen Hersteller
Goat anti Rabbit Alexa 555 (A-21428) Molecular Probes
Goat anti Rabbit Alexa 594 (A-11012) Molecular Probes
Donkey anti Rabbit Alexa 488 (A-21206) Life Technologies
Donkey anti Goat Alexa 594 (A-11058) Invitrogen
Donkey anti Goat Alexa 488 (A-11055) Invitrogen
Goat anti Mouse Alexa 555 (A-21422) Molecular Probes
Goat anti Mouse Alexa 488 (A-11025) Life Technologies
Fluorescein Goat anti Rabbit (F2765) Invitrogen
Sekundirantikérper Westernblot Hersteller
Donkey ELL anti Rabbit Horseradish Peroxidase (NA934) Amersham/ GE Healthcare
Sheep ELL anti Mouse Horseradish Peroxidase (NA931) Amersham/ GE Healthcare
Donkey anti Goat Horseradish Peroxidase (C PAB 10570) Abnova

Tabelle 2.2: Molecular Probes, Invitrogen, Life Technologies: alle Thermo Fischer, Waltham, USA; Amers-
ham/GE Healthcare, Freiburg; Abnova, Taipei, Taiwan.

2.1.3 Plastik- und Verbrauchsmaterialien

Eppendorf Reagenzgefifle Safe-Lock-Tubes, 1,5 ml, Eppendorf, Hamburg.
Gewebekulturschale 35 mm, 627160, Cellstar Greiner Bio-One, Frickenhausen.
Gewebekulturschale 60 mm, 628160, Cellstar Greiner Bio-One, Frickenhausen.
Gewebekulturschale 100 mm, 664160, Cellstar Greiner Bio-One, Frickenhausen.
24-Well Schalen, 662160, Greiner Bio-One, Frickenhausen.

Glaspasteurpipetten mit Wattestopfen, E327, Roth, Karlsruhe.

Menzel-Deckgléser, rund, 12 mm Durchmesser, 5161064, iiber Schubert und Weiss von Omnilab,
Miinchen.

Objekttriger, 02 1203, Menzel/Thermo Fisher Scientific, Nalgene Rapid Flow Filter Unit, 0.2 um
aPES membrane, 500 ml, 569-0020, Nalgene, Rochester, USA.

Pipettenspitzen TipOne 10 pl, S1111-3700 und 200 pl, S1111-1706, Starlab, Hamburg,.
Pipettenspitzen 1000 pl, Sarstedt, Niirmbrecht.

Zellkulturflaschen 25 cm?, 430639, Corning, Corning, NY, USA.

Zentrifugenrohrchen 15 ml, 188271, Cellstar Greiner Bio-One, Frickenhausen.
Zentrifugenréhrchen 50 ml, 227261, Cellstar Greiner Bio-One, Frickenhausen.

VDF Blotting Membran, Hybond 0,2 micrometer, Amersham /GE Healthcare, Freiburg.

Blottingpapier, Rotilab (Dicke 1,5 mm), CL75.1, Roth, Karlsruhe.
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2.1.4 Gerite und Software

Allgemeine Laborgerite

e Chemidoc mit Image Lab Software, BioRad, Miinchen.

e GelDoc mit Quantity One Software 4.4.0, BioRad, Miinchen.

e Elektrophorese-Kammer fiir Proteingele: Mini Protean 3, BioRad, Miinchen.

e Homogenisator Polytron PT10/35, Kinematica, Kriens, Schweiz.

e Semidry Blotgeriit, Eigenbau, Werkstatt MPI fiir Psychiatrie-Theoretisches Institut, Martinsried.
e Zentrifugen: Heraeus Labofuge 400R, Heraeus Biofuge pico, Eppendorf 5415R, Hanau.

e Schwenkplatte Polymax 1040, Heidolph, Schwabach.

e Standardgeriite: verschiedene Wasserbéder, Vortex Genie 2, Heiz-Riithrer, pH Meter, elektrische
Pumpen, Heizblock, Spannungsquellen fiir Elektrophorese, Gilson-Pipetten Epoch Reader, mit
Gend Software, BioTek, Bad Friedrichshall.

Spezielle Gerdte fiir die Zellkultur

Sterilarbeitsbank Berner B-MaxPro-160, Elmshorn.

Mikroskop Leica DMI, Leica, Wetzlar.

Inkubator New Brunswick Galaxy 170S, Eppendorf, Hamburg.

Zentrifuge Eppendorf 5804, Hamburg.

Weitfeld-Fluoreszenz- und konfokales Mikroskop: s. Methoden.

Weitere Software

e WCIF-ImageJ 1.37c, mit LSM Reader 3.2, und ICA plugin, Version 2006/03/23 http://wwwfacilities.
uhnresearch.ca/wcif/software/Plugins/ICA.html.

e BIAST, Basic Local Alignment Search Tool, iiber https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

e MapleSoft, Statistics package, MapleSoft, Ontario, Kanada.

2.1.5 Plasmide

Geschenk von Dr. E
Bianchi[I§]

RanBPM-Flagl0
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2.1.6 MaAuse

Tierlinie Tier Geschlecht Geburts- Alter Genotyp
datum

PCpi g;e'B # 259 Ménnlich 27.09.2011 2 Monate wt /wt

PCP; g;e‘B # 258 Weiblich 27.09.2011 2 Monate wt/T

PCpi g;e'B # 256 Weiblich 27.09.2011 2 Monate wt /wt

PCP; g;e'B # 302 Weiblich 29.03.2012 2 Monate wt /wt

Abkiirzungen: T, Transgen; wt, wildtyp.

Zu beriicksichtigen bei der Wahl der Tiere sind folgende Aspekte: Fiir das transgene Allel in dem einen
analysierten wt/T Tier (Cre-Rekombinase in einem pcp2-Minigen) gibt es trotz langjéhriger Beobachtung
keine Hinweise auf Verédnderungen von Kleinhirn oder Purkinjezellen. Auch die Expression von Calbindin
und RanBPM sind von wt nicht unterscheidbar. Daher wurden die Daten dieses Tieres mit denen der wt
Tiere gepoolt.

2.1.7 Verwendete Zelllinien

3T3 SO1, p37, kryokonserviert, 08.11.1990 (Sublinie von NIH 3T3) [28§]

HEK 293, p29, kryokonserviert, 08.03.2010 [I]

COS, pl0, kryokonserviert, 25.03.2000 [24]

HELA DCT, p5, kryokonserviert, 25.01.2001 (Sublinie von HELA) [50]

MDCK, p16, kryokonserviert, 04.04.2012 [21]

HN10 [37]
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2.2 Methoden

2.2.1 Perfusion

Als Anésthetikum wurde Chloralhydrat in einer Dosierung von mindestens 400 mg/kg Koérpergewicht
verwendet. Die Applikation des Anésthetikums erfolgte intraperitoneal. Vor Durchfithrung der Perfusion
wurden repetitiv Schmerzreize gegeben, um so sicherzustellen, dass die Tiere ausreichend narkotisiert wa-
ren. AnschlieSend wurden die M&use auf einem Brett fixiert und es wurde eine mediane Léngsinzision am
Bauch durchgefiihrt. Die rechte Thoraxhélfte wurde mit einem parasternalen Schnitt er6ffnet und nach
Ablésung vom Zwerchfell hochgeklappt, so dass das Herz gut zugénglich war. Der linke Ventrikel wur-
de mit einer Kaniile am Perfusionsbesteck punktiert und dadurch mit der Perfusionspumpe verbunden,
der rechte Vorhof wurde mit einer Irisschere angeschnitten. Zuerst wurden 20 ml PBS-CMF perfundiert,
anschliefiend 20 ml 4% PFA. Am Ende des Perfusionsvorgangs wurden Herz, Nieren, Milz und Gonaden
explantiert und iiber Nacht in 4% PFA bei 4°C immersionsfixiert. Nach Eréffnung des Schidels mit ei-
ner feinen Priparier-Schere wurden auch beide Augen, das Gehirn und das Kleinhirn entnommen. Zur
Augenfixierung wurde zusétzlich auch ein anderes Protokoll getestet, das von der Arbeitsgruppe von
Brandstétter entwickelt wurde und von Ralf Enz aus der Universitéit Erlangen empfohlen wurde.[60],[13]
Nach Entnahme wurden die Augen erstmals 30 Minuten in 4% PFA in Phosphatpuffer 0,1 M, pH 7,4
fixiert. Die Netzhaut wurde daraufhin vom Fundus entfernt und in Sucrose-Losungen zunehmender Kon-
zentration (jeweils 10%, 20% und 30%) bei 4°C iibertragen. Sobald die Netzhaut sank, wurde diese in
die Losung mit der nichsthoheren Verdiinnung iibertragen.

2.2.2 Schneiden der Priparate am Kryostat und Vibratom

Nach der Fixierung wurden die Organe bei -20°C mit Tissue-Tek eingebettet. Die Einbettblocke wur-
den dann am Kryostat in 16 pm dicken Scheiben in parasagittaler Richtung geschnitten. Auf jeden
Objekttrager wurden drei bis vier Schnitte gelegt. Die Praparate wurden dann bei -20°C aufbewahrt.
Free floating Schnitte fiir die Immunfirbung wurden auf einem Vibrationsmikrotom Mikrom HM 650V
(ThermoFisher) in einer Dicke von 25 Mikrometern parasagittal aus PFA fixierten Kleinhirnen adulter
Méuse geschnitten (Einstellungen: Fein = 25, FREQ = 70, Kontin.S, trim = 100, ampl = 0,7, V = 8).
Bis zur Verwendung wurden sie in 24-Well Schalen in 0.5% PFA bei 4°C gelagert.

2.2.3 Reyvitalisieren von kryokonservierten Zellen

Vor Anwendung wurde das Kulturmedium (450 ml DMEM, 50 ml FCS, 5 ml PS bei 4°C gelagert)
im Wasserbad bei 37°C erwirmt. Eine Ampulle Zellen wurde bei 37°C aufgetaut und in 5 ml Kultur-
medium zugegeben. Die Zellsuspension wurde 5 Minuten lang (300 g) zentrifugiert, nach Entfernung
des Uberstands wurden die Zellen im Kulturmedium resuspendiert und in der gewiinschten Dichte in
Zellkultur-Schalen gegeben. Die Zellen wurden dann bei 37°C und 10% COg im Inkubator iiber mehrere
Tage kultiviert, bis sie zum Anlegen neuer Zellkulturen oder fiir Versuche eingesetzt werden konnten.

2.2.4 Aussaat der Zellen auf Deckglidschen

Nach Absaugen des Kulturmediums wurden die Zellen auf den Schalen kurz mit Trypsin oder PBS
gewaschen. Im Anschluss wurde Trypsin-EDTA Losung fiir 5 bis 10 Minuten bei Raumtemperatur er-
neut eingesetzt, um die Zellen abzuldsen. Nach dem Verdau wurden die Zellen in das Kulturmedium (5
ml) iiberfithrt und 5 Minuten bei 300 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und die Zellen im
Kulturmedium resuspendiert. Im Anschluss wurden die Zellen mit Hilfe einer Z&hlkammer (Neubauer)
gezihlt, nach Bedarf weiter verdiinnt und auf Deckgldschen (20.000/Deckglidschen) iibertragen. Diese
Deckglischen waren zuvor mit Poly-L-Lysin (PLL, Sigma, Miinchen) beschichtet worden (0,01% PLL in
Wasser, fiir mind. 1h, bei 37°C).
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2.2.5 Sequenzierung des RanBPM Expressionsplasmids RanBPM-Flag10 und
Transfektion

Um die Sperzifitdt der verwendeten RanBPM Antikorper zu priifen und einen Eindruck von der intra-
zelluldren Verteilung diesen Proteins zu bekommen, wurden Zellen aus unterschiedlichen Zelllinien mit
einem RanBPM Expressionsplasmid transfiziert. Bei dem Plasmid handelte es sich um das RanBPM-
Flagl0, das uns Dr. E. Bianchi zur Verfiigung stellte.[I8] Die proteinkodierende Sequenz einschlieflich
eines C-terminalen Flag tags ist in diesem Plasmid unter der Kontrolles des CMV (Cytomegalievirus)
— Promotors. Transformation und DNA Priparation wurden nach Standardverfahren durchgefiihrt (hier
nicht beschrieben) und die DNA durch Restriktionsverdau und Gelektropherese prélimindr charakteri-
siert (hier nicht beschrieben). Zur Verifikation des Plasmides wurde es sequenziert (Eurofins Genomic,
Ebersberg). Dazu wurden eine Reihe geeigneter Sequenzierprimer entworfen (nicht gezeigt). Aus der
Sequenzierung resultierte die erwartete perfekte Ubereinstimmung mit der humanen Form hu-Ran BP
(Genbank 15080673/AB055311, atg=60, stop 2249). Somit konnte die Transfektion durchgefiihrt werden.
Diese wurde zunéchst unter Anwendung der BES-Calcium-Phosphat-Methode durchgefiihrt.[50] Dazu
wurden adhérente Zellen eingesetzt, die benétigte DNA-Menge wurde in 450 ul destilliertem Wasser auf-
gelost. Zu dieser Losung wurden 50 pl 2,5 M CaCl, hinzugegeben sowie 500 ul 2x BES (50 mM BES, 280
mM NaCl, 15 mM Dinatriumhydrogenphosphat, pH 6,95, sterilfiltriert), die Mischung wurde dann iiber
10-20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und im Anschluss auf die Zellen tropfenweise verteilt. Die
Zellen wurden im Anschluss fiir 24 Stunden bei 35°C und 3% CO5 inkubiert. Am niichsten Tag erfolgten
der Waschvorgang mit PBS, die Versorgung mit frischem Kulturmedium sowie Inkubation bei 37°C und
10% COs. Diese Zellen wurden am darauffolgenden Tag fiir die Versuche verwendet. Zu einem spéteren
Zeitpunkt wurden Transfektionen auch mittels Lipofektion mit dem MACSfectin-Reagent durchgefiihrt.
Bei der Versuchsdurchfithrung hielten wir uns genau an die Protokolle der Firma fiir adhérente Zellen an
(Dokument DS130-098-410-411-412, auf www.miltenyibiotec.com). Lipofizierte Zellen wurden am Tag
nach der Transfektion verwendet.

2.2.6 Westernblot-Analyse
2.2.6.1 Gewebeproben fiir Westernblot

Die verwendeten Proben wurden aus dem Groflhirn, dem Kleinhirn, der Niere, der Milz, dem Herzen und
den Gonaden von 1 bis 3 Tagen alten wt M&usen der Linie C57Bl/6 hergestellt. Die einzelnen Organe
wurden nach der Entnahme bis zur Probenvorbereitung bei -70°C aufbewahrt. Vor der Anwendung wurde
zum Homogenisierungspuffer (0,25 M Saccharose, 2 mM EDTA, 2 mM DTT, 50 pg/ml Leupeptin, 25
pg/ml Aprotinin) PMSF frisch dazugegeben. Zu den gewogenen Organen wurde der komplette Homoge-
nisierungspuffer wie folgt zugegeben: 20-40 mg Feuchtgewicht in 1 ml Homogenisierungspuffer; 60-70 mg
in 1.5 ml. AnschlieBend wurden die Gewebe mit Hilfe eines Polytron-Homogenisators zerkleinert. Die Pro-
ben wurden dann 15 Minuten bei 4°C und 5000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut 30 Sekunden
bei 4°C und 50000 g (30000 rpm) in einem TLA 55 Festwinkelrotor, Beckmann Optima Ultrazentrifuge,
zentrifugiert. Die gesamte Prozedur wurde wo immer mdéglich auf Eis durchgefiihrt. Uberstand und Pellet
wurden getrennt und bei —20°C aufbewahrt.

2.2.6.2 Zelllyse

Zur Analyse im Westernblot wurden HN10e und MDCK-Zellen eingesetzt. Diese Zellen wurden in RIPA
Lyse-Puffer lysiert. Nach Absaugen des Mediums und kurzem Waschen mit PBS-CMF wurden die 10 cm
Kulturschalen auf Eis gestellt und jeweils 1 ml Lyse-Puffer dazu gegeben. Die Schalen wurden dann 30
Minuten geschwenkt, die Zellen abgeschabt und das Zell-Lysat in Eppendorf-Gefiafle tiberfithrt und 10
Minuten lang bei 10000 g, 4°C, zentrifugiert. Pellets und Uberstand wurden voneinander getrennt und
bei -20°C bis zur Anwendung aufbewahrt.
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2.2.6.3 Proteinquantifizierung

Um vergleichbare Mengen Protein auf die Gele laden zu kénnen, wurde die Proteinkonzentration der
Lysate mit dem Bicinchoninic Acid (BCA) Assay bestimmt. Jeweils ein Volumen von 25 ul Probe wurde
mit 200 pul BC-Reagenz vermischt, fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert und anschliefend bei 562 nm die
Absorption im Epoch Reader gemessen. Die Standards fiir die Eichgerade wurden jeweils durch progre-
diente Verdiinnung einer 1 mg/ml Stock Lésung von BSA frisch hergestellt und im gleichen Experiment
vermessen. Die Messungen erfolgten mindestens in Duplikaten. Die Proteinkonzentration jeder Probe
wurde durch lineare Regression anhand der Mittelwerte bestimmt.

2.2.6.4 SDS-PAGE-Gel

Als Erstes wurde die GieBkammer aufgebaut: dazu wurden 1,5 mm dicke Kémme mit 9 Taschen verwendet.
Der nichste Schritt war die Vorbereitung des Trenngels (10% Gel): 6,15 ml steriles Wasser, 4,95 ml
Acrylamid, 3,75 ml Gelpuffer fiir Trenngele (pH 8,8), 75 ul 20% SDS, 75 ul 10% APS, 15 ul TEMED
wurden gemischt und in die Kammer verteilt. Es wurde eine Stunde gewartet, bis das Gel polymerisiert
war. Als Schutz gegen Austrocknung wurde das Gel mit Ethanol iiberschichtet. Bei dem Sammelgel
handelte es sich um ein 4% Gel, das 6,1 ml steriles Wasser, 1,3 ml Acrylamid, 2,5 ml Gelpuffer fiir
Sammelgele (pH 6,8), 50 ul 20% SDS, 50 pl 10% APS, 10 gl TEMED enthielt. Nach der Zugabe in die
Gieflkammer musste das Sammelgel ebenfalls eine Stunde aushérten. Die Gele wurden dann direkt im
Anschluss eingesetzt oder bis zur Anwendung feucht im Kiihlschrank gelagert.

2.2.6.5 Probenzubereitung und Beladen des Gels

Als Standard verwendeten wir die Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder. Um ein Gesamt-
volumen von 20 pl einzustellen, wurden zu 15 pl Wasser 5 pl Standard zugegeben. Wenn nicht anders
angegeben, dann wurden von jedem Lysat 20 pug Protein pro Spur geladen. Zur Vorbereitung der Proben
wurden je nach Proteinkonzentration definierte Mengen an Lysat eingesetzt und mit Wasser auf ein Vo-
lumen von 22 pl verdiinnt. Dazu wurden 5 pl 1M DTT und 8 pl 5x SDS Page-Ladepuffer (250 mM Tris
HCI, pH 6,8, 10% SDS, 30% Glyzerin, 0,1% Bromphenolblau) zugegeben. Die Proben und der Standard
wurden dann 5 Minuten bei 95°C im Heizblock erhitzt.

2.2.6.6 Elektrophorese

Vor Ladung der Proben auf das Gel wurde die Elektrophorese-Kammer aufgebaut und mit 1x SDS-Page-
Running-Buffer (0,26 M Tris HCl, pH 8, 1,92 M Glyzin, 1% SDS, pH 8,3) gefiillt. Nach Beladung des
Gels mit den zu analysierenden Proben wurden diese bis zur Trennlinie zwischen Trenn- und Sammelgel
bei 100 V danach bis Ende bei 200 V betrieben. Nach Abschluss der Elektrophorese wurde das Gel 15
Minuten im Transfer-Puffer (45 mM Tris, 39 mM Glyzin, 20% Methanol, 0,025% SDS,pH 9,2) geschwenkt.
Parallel dazu wurden die Bestandteile der Westernblot-Apparatur vorbereitet.

2.2.6.7 Westernblot

Die PVDF Membran und das Whatman Papier wurden in die passende Grofle geschnitten. 5 Blétter in
Transferpuffer getranktes Blottingpapier, die mit Methanol &quilibrierte PVDF Membran, das Gel und
wiederum 5 Blittern feuchtes Blottingpapier wurden in der Apparatur zu einem Stapel aufeinandergelegt
und die Proteine fiir 1 Stunde bei 260 mA auf die Membran geblottet. Anschliefend wurde die Membran
5 Minuten in Ponceau-Losung gefiirbt, fotografiert und im Wasser entfarbt. Danach wurde die Membran
im Blockpuffer aus 5% Milchpulver und 0,2% Tween 20 in PBS fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
geschwenkt.
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2.2.6.8 Proteindetektion

Nach der Blockierung wurde die Membran mit den Primérantikorpern iiber Nacht bei 4°C inkubiert.
Die polyklonalen Primérantikérper gegen RanBPM von abcam und Millipore sowie die monoklonalen
Primérantikorper wurden in den jeweils angegebenen Verdiinnungen eingesetzt. Nach 24 Stunden wurde
die Membran kurz mit TBST (138 mM NaCl, 50 mM Tris HCI pH 7,6, 0,01% Tween 20) gespiilt und
anschlieBend 15 Minuten in TBST bei Raumtemperatur geschwenkt. Die Membran wurde dann fiir 10
Minuten in RIPA-Lyse-Puffer gewaschen und fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur geschwenkt. Vor der
Inkubation mit den sekundéren Antikérpern wurde die Membran noch weitere 15 Minuten im Blockpuffer
(s.0.) geschwenkt. Als Sekundiirantikérper wurden je nach Art der Primérantikérper anti rabbit-, anti
mouse- oder anti-goat-Peroxidase-konjugierte Antikorper verwendet. Diese wurden zur Anwendung auf
1/10000 im Blockpuffer verdiinnt. Die Membran wurde eine Stunde mit den Sekundirantikérpern bei
Raumtemperatur geschwenkt. Nach der Behandlung mit den Sekundérantikérpern wurde die Membran
erneut kurz mit TBST gespiilt und anschliefend 15 Minuten im TBST und dann noch einmal 10 Minuten
im RIPA-Lyse-Puffer bei Raumtemperatur gewaschen. Danach wurde die Membran noch zwei weitere
Male fiir jeweils 5 Minuten in TBST gewaschen.

2.2.6.9 Entwicklung der Membran

Jeweils 2 ml von Reagenz A und B aus dem ECL-Kit wurden gemischt und auf die Membran verteilt.
Die Membran wurde 5 Minuten unter Lichtschutz geschwenkt und im Anschluss mittels des ChemiDoc-
Systems dokumentiert.

2.2.7 Immunfirbungen

2.2.7.1 Indirekte Immunfluoreszenz

Als Primiér- beziehungsweise als Sekundéirantikérper wurden die in den entsprechenden Tabellen auf-
gelisteten Antikorper verwendet und . Zur Durchfithrung von Immunfirbungen wurden einige
Protokolle getestet.

Standardprotokoll

Die Gefrierschnitte aus den verschiedenen Organen wurden mit Permeabilisierungslésung (PBS-CMF,
10% BSA, 0.1% Triton X100) 30 Minuten lang bei Raumtemperatur in einer Feuchtekammer behan-
delt. AnschlieBend wurden die Priaparate 30 Minuten in Blockierungslosung (PBS-CMF mit 10% BSA)
inkubiert. Danach wurden die Préparate drei Mal mit PBS gewaschen, die ersten zwei Male fiir je-
weils 5 Minuten, das dritte Mal fiir 20 Minuten. Fiir die Primérantikérper wurden hauptséichlich 1/200
und 1/400 Verdiinnungen (Antikorper-Verdiinnungslosung: PBS-CMF, 1% BSA, 0.1% Triton) verwen-
det. Auf den Préparaten wurden je nach Gréfle der zu behandelnden Oberfliche 200 bis 500 pl von den
verdiinnten Primérantikorperlésungen verteilt. Die Inkubation fand iiber Nacht bei 4°C in einer feuch-
ten Kammer statt. Am néchsten Tag wurden die Praparate zundchst mit PBS dreimal nacheinander fiir
jeweils zwanzig Minuten bei Raumtemperatur gewaschen. Im Anschluss wurden die Sekundérantikorper
in der Verdiinnung 1/2000 zugegeben. Falls es beim Experiment vorgesehen war, wurden bei diesem
Schritt auch DAPI (300 nM in Antikérper-Verdiinnungslosung) zugegeben. Die Inkubation mit den Se-
kundérantikorpern erfolgte fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer. Anschlieflend
erfolgte der zweite Waschvorgang (3 x 20 Minuten PBS). Am Ende wurden die Priparate in Mowiol-
Einbettmedium (25 ml Wasser, 6 ml 1 M Tris pH 8.5, 6 g MOWIOL, 18.9 g Glyzerin) montiert und bis
zur mikroskopischen Untersuchung bei 4°C aufbewahrt.

Zusatzlich wurden drei weitere Protokolle verwendet: zur Farbung von Gefrierschnitten aus der Netz-
haut, zur Farbung von MDCK-Zellen und ein immunhistochemischer Nachweis auf Gefrierschnitten des
Kleinhirns.
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Methode zur Farbung von Gefrierschnitten aus der Netzhaut

Dieses Protokoll stammt von Seebahn et al.[60] Die Priaparate wurden zur Permeabilisierung und Blockie-
rung mit den iiblichen Reagenzien eine Stunde bei Raumtemperatur in eine Feuchtekammer gelegt. An-
schliefend erfolgte iiber Nacht die Inkubation mit den Primérantikdrpern bei 4°C. Bei diesen Versuchen
wurden vor allem die murinen monoklonalen Primérantikorper gegen RanBPM in einer Verdiinnung von
5 ug/ml verwendet. Am nichsten Tag wurden die Préparate iiber mehrere Waschschritte eine Stunde
lang mit PBS gewaschen und anschliefend mit den Sekundérantikorpern ebenfalls eine Stunde lang bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Sekundirantikérper wurden zu 1/2000 in Antikérper-Verdiinnungslosung
verdiinnt. In die Losung der Sekundirantikérper wurde auch DAPI (wie oben) zugegeben. Am Ende der
Inkubationszeit wurde mit PBS eine Stunde lang mehrmals gewaschen. Die Préaparate wurden dann in
Mowiol-Einbettbmedium (s.0.) montiert.

Methode zur Fiarbung der MDCK-Zellen

Das Protokoll folgt der Methode von Denti et al.[I8] Die Zellen wurden jeweils bei -20 °C in eiskaltem
Methanol fiinf Minuten lang fixiert und anschliefend 30 Sekunden lang in eiskaltes Chloroform getaucht.
Die Permeabilisierung erfolgte mit 0,1% Triton X-100 in PBS-CMF. Dann wurde mit den monoklonalen
Primérantikérpern gegen RanBPM, wenn nicht anders angegeben, in einer Verdiinnung von 5 pg/ml
iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Andere Verdiinnungen wurden ebenfalls getestet (1 pg/ml und 2.5 pg/ml).
Am nichsten Tag wurden die Priparate {iber eine Stunde mehrmals mit PBS gewaschen, anschlieend
mit den Sekundérantikérpern und mit DAPT in den wiblichen Verdiinnungen (s.o.) fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Nachdem die Préparate ein letztes Mal mehrmals mit 1 x PBS eine Stunde
lang gewaschen wurden, wurden sie mit Mowiol-Einbettmedium auf die Objekttrager montiert.

Avidin-Biotin Methode

Zur Durchfithrung dieser Farbungen wurde der Vectastain Elite ABC Kit angewendet und geméfl dem
Protokoll der Firma gearbeitet

(http://docs.vectorlabs.com/protocols/PK-6100.pdf)). Mit dieser Methode wurden ausschliefilich
Gefrierschnitte aus dem Kleinhirn gefarbt. Zur Blockierung der endogenen Peroxidasen wurden die Schnit-
te 30 Minuten lang in eine 0.3% HyOs-Methanol-Lésung gelegt. Anschlieend wurden die Priparate 5
Minuten in PBS gewaschen und 20 Minuten mit dem Blockserum aus dem Kit inkubiert. Nach der
Blockierung wurde die Inkubation mit den Primérantikorpern 30 Minuten durchgefiihrt.

Als Primérantikorper wurden die polyklonalen Antikérper gegen RanBPM von Millipore und abcam in
den iiblichen Verdiinnungen (s.o.) eingesetzt. Nach einem kurzen Waschvorgang mit PBS wurden die
Praparate mit den Biotin-markierten Sekundérantikorpern entsprechend o.g. Protokoll 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und im Anschluss 5 Minuten lang mit PBS gewaschen. Die Schnitte wur-
den dann 30 Minuten mit dem Vectastain ABC Reagenz behandelt. Kurz vor Anwendung wurde die
Diaminobenzidin (DAB)- Substratlosung zubereitet (198 ml Wasser, 10 ml Tris 1M (pH 7,4), 120 mg
3,3-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid und 200 pl HyO2). Die Préparate wurden 5 bis 10 Minuten in
die DAB-Substratlosung gelegt, gewaschen und in Mowiol-Einbettmedium (s.0.) montiert.

Farbeprotokolle fiir Free Floating Sections

Im weiteren Verlauf wurden vom Kleinhirn free floating Schnitte angefertigt. Dabei wird das Gewebe nicht
auf dem Objekttriiger fixiert, sondern befindet sich freischwebend in der Antikoérper- bzw. Waschlosung
in einer 24-Well Schale. Alle Antikoérper werden einer speziellen Antikorperverdiinnungslosung verdiinnt
(PBS-CMF, 0,4% Triton X100, 5% BSA), die gleichzeitig auch der Permeabilisierung und dem Blockieren
dient. Die Inkubation mit den Primérantikdrpern erfolgte iiber Nacht, bei 4°C auf der Schwenkplatte.
Darauf wird 3 mal fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur gewaschen (PBS-CMF mit 0.2% Triton-X100).
Mit den Sekundéirantikérpern wird fiir 2 h bei Raumtemperatur wie oben auf der Schwenkplatte in-
kubiert. Waschen erfolgte wie nach der Inkubation mit den priméren Antikérpern. Nach einem letzten
Waschschritt in PBS-CMF ohne Triton werden die Schnitte mit Hilfe eines Pinsels auf Objekttréigern
platziert und in Mowiol-Eindeckmedium eingebettet.
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2.2.8 Mikroskopie und ihre Anwendungen
2.2.8.1 Hellfeld- und Phasenkontrastmikroskopie

Immunhistochemische Praparate wurden an einem S100 Mikroskop der Firma ZEISS untersucht, das wie
folgt ausgestattet war:

e Objektive: 5x, NA 0,12, A-Plan/ 10x, NA 0.25, A-Plan/ 40x, NA 0,75, Ph2, EC Plan Neofluar/
100x, NA 1,3, oil, EC Plan Neofluar;

e Kamera und Software: AxioCam MRchH, AxioVision 4.4.

Wenn nicht anders vermerkt, wurde das 10x und das 40x, 63x Objektiv eingesetzt.

2.2.8.2 Weitfeldmikroskopie

Ein Teil der Priparate wurde am Weitfeld-Epifluoreszenzmikroskop untersucht. Dazu wurde das oben
beschriebenen S100 Mikroskop zusammen mit folgenden Filtern und Strahlenteilern benutzt: Alexa 488:
Ex 450-490, FT 510, LP 510/ Alexa 546, 566: Ex 520-585, FT 600, LP 615/ DAPI: G365, FT 395, LP
420. Sofern nicht anders angegeben, wurde das 40x, 63x Objektiv verwendet.

2.2.8.3 Konfokale Mikroskopie

Ein Teil der Praparate, insbesondere alle Préiparate fiir die Intensitdts-Korrelationsanalyse (ICA), wurde
an einem Laserscanningmikroskop LSM710 an einem AxioObserver-Stativ, von ZEISS, durchgefiihrt, das
wie folgt ausgestattet war:

e Objektive: EC Plan-Neofluar 10x, NA 0,3/ LD C-Apochromat 40x, NA 1,1, W/ Plan-Apochromat
63x, NA 1,4, oil DIC;

e Laser: 561 nm/ Argon-Multiline/ 405 nm; Detektion: Photomultiplier, 34 Kanal Spektraldetektor;
Software: ZEN 2010.

Zur Orientierung wurde entweder das 10x oder das 20x Objektiv verwendet. Detailbilder wurden mit dem
63x Objektiv mit Olimmersion aufgenommen. Z-Stacks wurden zur 3D Darstellung und zur réumlichen
Charakterisierung der Signalverteilung durchgefiihrt. Das pinhole wurde konsequent auf eine Area unit
eingestellt, gain und digital offset wurden mit Hilfe des range indicators optimiert. Einstellungen der Filter
und Strahlenteiler wurden iiber die Option smart setup, best compromise in ZEN 2010 vorgenommen.
Das Scanning verschiedener Farben erfolgte in getrennten Tracks nacheinander im frame Scan Modus,
die Datenaufnahme in 8 bit, averaging wurde nicht durchgefiihrt.

2.2.8.4 Quantitative Kolokalisationsanalyse: Intensity Correlation Analysis

Zur Durchfithrung der Intensity Correlation Analysis (ICA)[39] wurden lediglich Bilder beziehungsweise
Abschnitte davon verwendet, die frei von Pixelsaturation waren. Die LSM-Datenséitze von den mittels
der konfokalen Mikroskopie gewonnenen Z-Stacks wurden in ImageJ gedffnet und entsprechend der dazu
publizierten Anleitung (www.facilities.uhnreserach.ca/wcif/PDF/ICA.pdf)) weiterverarbeitet. Dazu
wurden zunéchst aus den Z-Stacks mittlere Ebenen mit grosser Ausdehnung des Kerns und vollstandigen
Zytoplasma auf allen Seiten des Kernes ausgewéhlt. Die zugehorigen Bilder beider Kanéle wurden in
ImageJ in 8-Bit TIFF Format umgewandelt. Als regions of interest (ROI) wurden Somata von Purkinje
Zellen markiert und jeweils ein ROI, also ein Soma nach dem anderen, mittels des ICA plug-ins weiter
analysiert. Die Analyse mittels ICA basiert auf der Tatsache, dass fiir jedes Kontingent von n Werten die
Summe der Differenzen aller Werte vom Mittelwert (Summe der Mittelwertsdifferenzen) gleich null ist.

n

> (Ai—a).

i=0
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Fiir ein Bild mit n Pixeln, die je mit zwei Intensitdtswerten (bspw. aus zwei verschiedenen Kanilen bei
der Fluoreszenzmikroskopie) Ai und Bi assoziiert sind, gilt das entsprechend fiir die Werte aus beiden

Kanélen:
n

> (Ai—a).
i=0
n

> (Bi—b).

i=0
Betrachtet man Wertepaare mit Werten, die gleichsinnig abhéngig voneinander variieren, wird diese Sum-
me positiv sein, da die Mittelwertdifferenz fiir beide Kanile in der Regel dasselbe Vorzeichen haben wird.
Variieren die Werte nicht gleichsinnig (d.h. wo Ai relativ zum Mittelwert grof ist, ist Bi klein; von Li et
al. als segregierte Verteilung bezeichnet), dann wird diese Summe negativ sein, denn der niedrige Wert
in einem Kanal fithrt zu einer negativen Mittelwertdifferenz, ist aber assoziiert mit einem hohen Wert
im zweiten Kanal, der in einer positiven Mittelwertdifferenz resultiert. Der Nachteil dieser Produkte der
Mittelwertdifferenzen liegt nach Li et al. darin, dass diese nicht normalverteilt sind. Allerdings kann die
Verteilung mit dem nichtparametrischen Vorzeichentest untersucht werden. Als quantitatives Maf} des
Korrelationsgrads wird dafiir wie folgt der ICQ (Intensity Correlation Quotient) verwendet. Fiir jedes
Bild wird die Zahl der Pixel berechnet, die ein positives oder ein negatives Ergebnis bei dem Produkt
der Mittelwertdifferenzen ergeben. Der Quotient zwischen der Anzahl an positiven Ergebnissen und der
gesamten Pixelzahl ist ein Wert, welcher den Abhéingigkeitsgrad wiederspiegelt. Durch Subtraktion von
0.5 wird dieser Quotient in den Bereich von -0.5 bis + 0.5 transformiert. Den so erhaltenen Quotienten
bezeichnen Li et al. als ICQ. Er wird folgendermaflen interpretiert: Bei ICQ-Werten gegen 0 geht man von
einer zufélligen Signalverteilung, bei Werten zwischen 0 und -0.5 von einer segregierten Verteilung der
Signale und bei Werten zwischen 0 und +0.5 von einer positiv abhéingigen Signalverteilung (wo A hoch
ist, ist auch B hoch) aus. Insbesondere spricht ein ICQ von 0.05 bis zu 0.1 fiir eine moderate Kolokalisati-
on, ein ICQ > 0.1 fiir eine starke Kolokalisation. In der graphischen Darstellung werden die Intensitédten
eines Kanals auf der Ordinate gegen das jeweilige Produkt der zugehorigen Mittelwertdifferenzen auf der
Abzisse dargestellt. Distributionen, die deutlich rechts von 0 auf der Abzisse liegen, entsprechen einer po-
sitiv abhéingigen Verteilung (das Produkt der Mittelwertdifferenzen ist positiv). Eine Verteilung, die im
Wesentlichen links vom Nullpunkt der Abzisse liegt, spricht fiir eine segregierte Verteilung. Symmetrische
Verteilungen um den Nullpunkt (Uhrglasform) deuten ein zufilliges Verhalten der Intensitidtswerte der
Pixelpaare zueinander hin. In dieser Arbeit wurden fiir jede der verschiedenen Bedingungen ICQ Werte
von mehr als 10 ROIs bestimmt (Details s. Ergebnisse). Diese wurden mit Methoden der Inferenzstatistik
(s. Ergebnisse) analysiert, um vergleichende Aussagen treffen zu konnen. Die verschiedenen untersuchten
Bedingungen sind: Doppelfirbung auf Calbindin D-28k und RanBPM, Doppelfiarbung mit monoklonalen
und polyklonalen Calbindin D-28k Antikérpern (Situation einer weitgehend positiv abhingigen Vertei-
lung), Doppelfarbung gegen Calbindin D-28k und Parvalbumin (Situation der Zufallsverteilung; sowohl
Parvalbumin als auch Calbindin D-28k werden in Purkinje Zellen stark cytosolisch und nukledr exprimiert
(s. bspw. Schwaller et al., 2003), ohne dass Interaktion beider Proteine miteinander oder Vorliegen im sel-
ben Komplex bekannt wiire), Doppelfirbung auf Calbindin D-28k und GFAP (Situation der segregierten
Verteilung, da GFAP nicht in Purkinje Zellen, wohl aber in Bergmann Glia und Astrozyten vorkommt).
Die drei letztgenannten Bedingungen stellen also drei verschiedene Kontrollen dar, welche statistisch mit
der kritischen ersten Bedingung verglichen wurden.
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Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Detektion von RanBPM

3.1.1 Immunfirbungen

3.1.1.1 Nachweis von RanBPM und Calbindin D-28k mittels Immunfluoreszenz in Gefrier-
schnitten und priméren Zellkulturen des Mausgehirns

Es ist bekannt, dass RanBPM in einer Vielzahl von Geweben vorkommt, unter anderem auch im Klein-
hirn und in der Netzhaut (Siehe beispielsweise [65],[18],[60], fiir H. sapiens systematisch auch [www.
proteinatlas.org)). Ziel war zunidchst die Untersuchung des Lokalisationsmusters von RanBPM, um
ein Gewebe zu identifizieren, das sich fiir die Studie der Kolokalisation von RanBPM und Calbindin D-
28k eignet. Zu diesem Zweck wurden Gefrierschnitte aus dem Kleinhirn der Maus geférbt, da Calbindin
D-28k dort in den Purkinjezellen reichlich exprimiert ist und auch RanBPM Protein in diesen Zellen
nachgewiesen wurde (Literatur wie oben, und Einleitung). Um RanBPM nachzuweisen, wurden im Rah-
men von indirekten Immunfirbungen verschiedene primére Antikorper gegen Epitope diesen Proteins
angewendet. Zu kldren war zunichst, ob mit der gewéhlten Methodik {iberhaupt RanBPM detektier-
bar ist. Deswegen wurden am Anfang nur Einzelfarbungen durchgefiihrt. Wenn nicht anders vermerkt,
dann wurden diese Untersuchungen am Weitfeld-Epifluoreszenzmikroskop durchgefiihrt. Schon die ersten
Farbungen mit dem polyklonalen Antikorper gegen RanBPM der Firma Millipore zeigten immunposi-
tive Zellen sowohl im Kleinhirn als auch im Hirnstamm. Ein starkes Signal war bei vielen Préparaten
direkt unterhalb der Pia mater zu sehen, auflerdem traten léngliche Strukturen hervor, die das Stratum
moleculare der Kleinhirnrinde durchliefen und auf Hohe der Purkinje-Zellschicht endeten. Diese zeigten
sich sowohl in der Weitfeldepifluoreszenzmikroskopie als auch im konfokalen Mikroskop (Abb. A).
Der Verlauf und die palisadenartige Anordnung dieser Strukturen kénnten denen der Fortsiitze von Berg-
manngliazellen entsprechen.[21],[37] Im Stratum purkinjense zeigten sich die Zellleiber der Purkinjezellen
als gegen den Hintergrund wenig hervortretende Strukturen. Zwischen ihnen, an der Grenze zum Stratum
granulosum, kamen intensiv gefarbte rundliche Gebilde vor, die vermutlich auf Grund ihrer Lokalisation
als die Perikarya der Bergmanngliazellen zu identifizieren sind. Dafiir sprach auch die Tatsache, dass die
oben erwdahnten Fortsétze daraus hervorgingen.
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Abbildung 3.1: Rinde des Mauskleinhirns (A) Immunfirbung mit RanBPM Antikérpern (Millipore),
deutlich geférbt sind unter anderem Purkinjezellen (Pfeilspitze) und die Fortsitze (lange Pfeile) und So-
mata (kurze Pfeile) von Bergmanngliazellen, Konfokalmikroskop, offenes pinhole. (B,C) Doppelfarbung
gegen S100 (B, rot) und RanBPM (Millipore), ML Molekularschicht, Pfeil: Somata von Bergmannglia,
Sterne: Somata von Purkinjezellen (als Aussparungen in (B), da nicht S100-positiv). Doppeltgefirbte Fa-
sern, vermutlich Fortsiitze von Bergmanngliazellen sind erkennbar (Pfeilspitzen). Konfokale Mikroskopie,
mittleres Bild aus einem Z-Stack.

Aus embryologischen Untersuchungen ist bekannt, dass die Bergmanngliazellen Vertreter protoplasmati-
scher Astrozyten sind und als Radialglia Leitstrukturen fiir die wandernden Proneurone darstellen.[40] Sie
kommen nur im Stratum purkinjense und im Stratum moleculare vor und bilden, neben der Membrana
limitans glialis perivascularis, an der Oberfliche dieser letzten Schicht die Membrana limitans glialis super-
ficialis. Aus dieser kénnte das intensive Signal unterhalb der Pia mater entstehen, das oben erwéhnt wurde.
Im Zellleib kommen bei den Bergmanngliazellen die typischen Bestandteile vor, die auch in iiblichen Astro-
zyten zu finden sind, wie zum Beispiel das saure gliofibrilldre Protein (GFAP) und reichlich Glykogen.[50]
Angesichts dieser ersten Beobachtungen wurden weitere Kleinhirngefrierschnitte aus denselben Tieren
auch mit Antikérpern gegen GFAP und S100 gefarbt. Tatséchlich konnten wieder &hnliche léngliche,
durch die Molekularschicht hindurch laufende, RanBPM und S100 beziehungsweise GFAP doppeltgefirbte
Strukturen, beobachtet werden (Abb. B, C; Daten fiur GFAP nicht gezeigt). Um eine Vorstellung zu
gewinnen, ob RanBPM auch in Neuronen detektierbar ist, wurden zusétzlich zu den Doppelfarbungen
mit den Antikérpern gegen GFAP auch Doppelfiarbungen mit Antikérpern gegen neuronenspezifisches
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beta-Tubulin IIT (TU-20) durchgefithrt. Auch diese Gefrierschnitte wurden nach dem Standardproto-
koll gefiirbt und anschliefend am Weitfeld-Epifluoreszenzmikroskop betrachtet. In diesem Versuch war
in den TU-20 positiven Zellen kein RanBPM detektierbar. Dieser Befund war insofern iiberraschend, als
neuronales RanBPM von anderen durchaus beschrieben ist (www.proteinatlas.org). Allerdings wurde
auch dort deutliche Unterschiede in der Signalstirke zwischen verschiedenen Antikérpern beobachtet.
Purkinjezellen, in denen in free-floating Schnitten (s. u.) neuronales Tubulin III nachweisbar ist, waren
in Gefrierschnitten mit dem TU-20 Antikorper nur schwach markiert. Um die Antikérper in weniger
komplexen Umgebungen weiter zu testen, wurden auch Primérkulturen aus dem Gehirn der Maus (ohne
Kleinhirn und ohne Hirnstamm) aus wenige Tagen alten Méusen eingesetzt (Kulturen freundlicherweise
iiberlassen von Frau Jie Xu, Physiologie, LMU; hergestellt nach dem Protokoll von Puschmann et al.,
2010).[72] Somit konnten die Farbungen auch an dissoziierten Nerven- und Gliazellen getestet werden.
Dafiir wurden sowohl Einzelfiirbungen jeweils mit den primiren Antikérpern gegen RanBPM (Millipo-
re), gegen GFAP und Tubulin IIT durchgefiihrt als auch Doppelfarbungen auf RanBPM/GFAP und auf
RanBPM/Tubulin ITI. In GFAP positiven Zellen war RanBPM detektierbar. Aufierdem sprach auch die
Morphologie dieser doppelt gefirbten Zellen dafiir, dass es sich um Astrozyten handelte und nicht um
Nervenzellen.(Abb. [3.2)).

A

Abbildung 3.2: Primérkulturen aus dem Mausgehirn, Doppelfirbung mit priméren Antikérpern gegen (A)
GFAP und (B) RanBPM (Millipore). Deutlich zu sehen sind die fibrilliren Strukturen unter Aussparung
der Zellkerne in (A) und die homogene Fiillung des Cytoplasmas und der Nuklei in (B). Weitfeldepifluo-
reszenz, 100x Objektiv.

Hingegen war bei den Tubulin IIT positiven Zellen kein RanBPM sichtbar (Daten nicht gezeigt). Bei
Préaparaten, die nur gegen RanBPM gefiarbt wurden, wurde auch DAPI eingesetzt, um den Zellkern zu
farben und dadurch eine bessere Vorstellung von der intrazelluldren Verteilung des RanBPM zu bekom-
men. Es ist bekannt, dass RanBPM zytosolisch, aber auch in Assoziation mit den Zellmembranen und
intranukleéir vorkommt (Nishitani et al., Denti et al.).[47],[18] Bei den Zellen aus den Primirkulturen
konnte das Protein cytosolisch und im Kern nachgewiesen werden, nicht dagegen eine Anreicherung in
der Membran (Abb. . Das Protein scheint besonders perinukleéir konzentriert zu sein. Unterschiede
in der intrazelluliren Verteilung erkléren sich vermutlich durch die Abhéngigkeit der intrazelluldren Lo-
kalisation von der Modifikation des Proteins (bspw. Phosphorylierung; Denti et al.). [I8] Zusétzlich zum
polyklonalen Antikérper von Millipore wurden primére Antikorper von anderen Firmen eingesetzt, um
zu priifen, ob diese dhnliche Ergebnisse liefern. Primére Antikérper gegen RanBPM von Santa Cruz und
von abcam wurden an Gefrierschnitten vom Kleinhirn, aber auch an den oben beschriebenen isolierten
Zellen verwendet. Die priméren Kaninchenantikérper von Santa Cruz lieferten selbst nach Antigende-
maskierung (Kochen in Citratpuffer) keine Signale, weder an den Gefrierschnitten des Kleinhirns noch in
den Praparaten dissoziierter Hirnzellen. Von abcam wurden sowohl primére Antikérper aus Kaninchen
als auch aus Ziege verwendet. Beide Antikorper lieferten Ergebnisse in Einzel- sowie in Doppelfirbungen,
die vergleichbar mit denjenigen sind, die bei dem Einsatz von den priméren Antikérpern von Millipore
gewonnen wurden (Daten nicht gezeigt). Allerdings schien das Signal bei der Anwendung der aus Ka-
ninchen gewonnenen Antikorper stirker zu sein. Bemerkenswert war die Tatsache, dass auch hier in den
Kleinhirnpréaparaten léngliche Strukturen sichtbar waren, die das Stratum moleculare durchquerten und
im Stratum purkinjense auf Hohe der Purkinjezellen endeten, und welche wie oben als Bergmannglia in-
terpretiert werden. Das Signal-Hintergrundsverhiltnis schien beim Antikorper aus Ziege schlechter zu sein
(Daten nicht gezeigt). Um die primiren Antikérper gegen RanBPM weiter zu charakterisieren, wurden
sie auch an anderen Geweben getestet. Es ist bekannt, dass RanBPM unter anderen auch in Eierstocken
und in Hoden von Méausen vorkommt. [53] Deswegen wurden Einzelfirbungen gegen RanBPM auch an Ge-
frierschnitten dieser Organe angefertigt. In beiden Fillen konnten einzelne gefiarbte Zellen nachgewiesen
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werden (Daten nicht gezeigt). Diese Befunde entsprachen verdffentlichten Daten.[53] Da beim Nachweis
von RanBPM in Gefrierschnitten aus dem Kleinhirn das Signal-Hintergrundsverhéltnis in Nervenzellen
sehr gering war, wurde nach alternativen Geweben fiir die Kolokalisationsanalyse gesucht. Aus diesem
Grund wurden Gefrierschnitte aus der Netzhaut angefertigt, die sich durch eine sehr klare zytologische
Struktur auszeichnet.

3.1.1.2 Das Vorkommen von RanBPM und Calbindin D-28k in Gefrierschnitten der mu-
rinen Netzhaut

Nicht nur die zytologische Struktur der Netzhaut war von Vorteil, sondern auch die Tatsache, dass in der
Literatur in voneinander unabhéngigen Publikationen sowohl RanBPM als auch Calbindin D-28k dort
beschrieben werden. Seebahn et al. [60] demonstrieren in ihrer Arbeit, dass RanBPM in zwei horizonta-
len Schichten in der inneren plexiformen Schicht vorkommt. Calbindin D-28k ist ebenfalls in der inneren
plexiformen Schicht exprimiert, es kann aber zusétzlich auch in anderen Schichten nachgewiesen werden,
wie es in der Arbeit von Wassle et al [43]. dargestellt wird.

Zunichst wurden Einzelfarbungen mit den Kaninchenantikérpern gegen RanBPM der Firmen Millipore
und abcam durchgefiihrt. Neben den Antikérpern wurde auch der Kernfarbstoff DAPT eingesetzt, um die
Schichtung der Netzhaut besser darzustellen. Das Vorkommen von RanBPM in zwei definierten Schichten
innerhalb der inneren plexiformen Schicht konnte dabei nicht bestéitigt werden, vielmehr kamen intensiver
gefiarbte Strukturen in der dusseren plexiformen Schicht und in der Ganglienzellschicht vor, auch zeigten
die Fortsétze der Stdbchen und Zapfen ein starkes Signal, besonders die Teile, die direkt in Kontakt mit
dem Pigmentepithel waren (Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu zeigten die Einzelfirbungen mit
den mono- und polyklonalen Antikérpern gegen Calbindin D-28k deutliche Signale. Besonders intensiv
gefirbt waren einzelne Ganglienzellen in der Ganglienzellschicht sowie eine horizontale Zellschicht an
der Grenze zwischen der &ufleren plexiformen Schicht und der inneren Koérnerzellschicht. Wahrscheinlich
handelt es sich dabei um die horizontalen Zellen, die auch in der Arbeit von Wassle[43] beschrieben
werden (Daten nicht gezeigt). Fiir die weiteren Versuche wurde abweichend vom Standardprotokoll die
nach Seebahn adaptierte Farbemethode verwendet.[60] Beim Einsatz der monoklonalen Antikérpern SP1
177 wurden Strukturen in der inneren plexiformen Schicht sichtbar, die bei der Anwendung von den
polyklonalen Antikérpern von Millipore und abcam nicht zu sehen waren. Der Hintergrund blieb aber
so intensiv, dass die Durchfithrung der Farbung nochmal so verdndert wurde, wie Denti in ihrer Arbeit
beschreibt. [I8] Die iibliche Permeabilisierung und Blockierung fanden nicht statt, die Préparate wurden
stattdessen fiinf Minuten lang in eiskaltem Methanol und anschlieSend dreifiig Sekunden lang in Chloro-
form eingetaucht. Durch diese Methode konnte die Hintergrundfarbung massiv reduziert werden. Nach
dem neuen Protokoll wurden Einzelfirbungen mit den Kaninchenantikérpern von Millipore und abcam
wiederholt, sowie Doppelfiarbungen mit diesen Antikorpern und dem monoklonalen Antikorper gegen
Calbindin D-28k durchgefiihrt. Auch wurden Einzelfarbungen mit dem monoklonalen Antikdrpern SP1
177 gegen RanBPM wiederholt und Doppelfirbungen mit den polyklonalen Antikérpern gegen Calbindin
D-28k angefertigt (Abb. . Durch die reduzierte Hintergrundfarbung waren geférbte Strukturen in der
inneren plexiformen Schicht nun auch bei Anwendung der Kaninchenantikérper gegen RanBPM sichtbar,
wobei ein intensiveres Signal wiederum von der Ganglienzellschicht und von der dufleren plexiformen
Schicht ausstrahlte (nicht gezeigt). Die monoklonalen Antikérper schienen weniger Hintergrund zu ver-
ursachen (Abb. B). Ob das auf einer hoheren Spezifitdt oder darauf beruht, dass der monoklonale
Antikorper nicht alle Formen des Proteins bindet, bleibt offen. Auch bei Anwendung der monoklonalen
Antikérper waren nun gefirbte Strukturen in der inneren und &ufleren plexiformen Schicht sowie in der
Ganglienzellschicht vorhanden, so dass die Ergebnisse fiir poly- und monoklonale Antikérper vergleichbar
waren.
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Abbildung 3.3: Mausretina, Doppelfirbung mit priméren Antikérpern gegen (A) Calbindin D-28k (poly-
klonal) und (B) RanBPM (monoklonal). Deutlich zu sehen sind die drei horzontalen Banden (lange Pfeile)
und die Féarbung in der Horizontalschicht (kurzer Pfeil). Die Muster sind #hnlich, aber nicht vollstéindig
deckungsgleich. Konfokale Mikroskopie, 63x Objektiv, mittlere Schicht aus einem Z-Stack.

Auch wenn diese Doppelfarbungen der Retina deutliche Hinweise auf ein Kolokalisation von RanBPM
und Calbindin D-28k geben und eine Korrelationsanalyse interessant wire, wurde diese Arbeit auf die
Purkinjezelle fokussiert. Griinde fiir diese Entscheidung sind die sehr gute Charakterisierung dieser Ner-
venzellen beziiglich des Vorkommens und der intrazelluldren Verteilung von Calbindin D-28k sowie die
in der Einleitung beschriebenen Ansétze zum Verstédndnis der Funktion dieses Proteins in diesen Zellen.
Daher wurden nun im Verlauf dieser Arbeit weitere Hinweise auf die Spezifitit der schwachen RanBPM
Fluoreszenz in Neuronen sowie Farbemethoden gesucht, die beziiglich Purkinjezellen das Verhéltnis von
Signal zu Hintergrund erhéhen kénnen.

3.1.1.3 Immunhistochemischer Nachweis von RanBPM in Gefrierschnitten des Kleinhirns

Um zu priifen, ob das schlechte Signal-Hintergrundsverhéltnis der RanBM Férbung auf die Detektion
mittels Fluoreszenz zuriick zu fithren ist, wurden zunéchst einige Serien von Préparaten zusétzlich im-
munhistochemisch untersucht. Das Ausgangsmaterial waren wiederum Gefrierschnitte aus dem Kleinhirn
der Maus. Diese wurden mit dem polyklonalen Antikérpern gegen RanBPM von Millipore und biotiny-
lierten sekundéren Antikérpern nach der Vectastain-Methode gefdrbt. Im Weitfeld-Hellfeld konnten die
langlichen Strukturen, die das Stratum moleculare durchqueren und schon bei der indirekten Immunfluo-
reszenz beobachtet wurden, ebenfalls identifiziert werden. Diese wie oben als Fortsédtze von Bergmannglia
identifizierten Strukturen waren wegen des sehr geringen Hintergrundes besonders gut zu sehen. Purkin-
jezellen waren allerdings nicht deutlicher geférbt als bei der indirekten Immunfluoreszenz (Daten nicht
gezeigt). Der in manchen immungeférbten Schnitten entstandene Eindruck einer inhomogenen Féarbung
in Form parasagittaler Muster, wie fiir manche Kleinhirnantigene beschrieben,[I7],[40] bestétigte sich
nicht. Zur Qualitétskontrolle der verwendeten Schnitte wurden andere Gefrierschnitte nach derselben
Methode mit polyklonalen Antikérpern gegen Calbindin D-28k geférbt. Die Purkinjezellen traten dabei
im Stratum purkinjense hervor. Massiv gefdrbt waren die birnenférmigen Zellkdrper, weniger intensiv
gefiarbt waren die dendritischen Biume, die in das Stratum moleculare bis hin zur Oberflache hineinra-
gen. An der Basis der Purkinjezellen war, je nach Schnittfithrung des Préparats, auch das Axon sichtbar,
das in das Stratum granulosum hineinzieht und als einzige Efferenz die Kleinhirnrinde in Richtung der
Kleinhirnkerne verldsst (Daten nicht gezeigt). Mit diesen und den vorhergehenden Experimenten war
klar, dass die Standardimmunfirbung auf Gefrierschnitten fiir die geplante Kolokalisationsanalyse nicht
geeignet ist.

3.1.1.4 Nachweis mittels Immunfluoreszenz in free-floating Schnitten des Kleinhirns der
Maus

Auf der Suche nach Immunfluoreszenz-Protokollen mit giinstigeren Signal-Hintergrundsverhéltnisse bei
Nervenzellen und insbesondere Purkinjezellen wurde daraufhin die Methodik der free-floating Schnit-
te getestet. Eindriicklich war die Tatsache, dass nun auch die Purkinjezellen in den Farbungen mit
den Kaninchenantikérpern gegen RanBPM deutlich hervortraten (Abb. A, C). In doppeltgefirbten
Praparaten gegen RanBPM und Calbindin D-28k waren die Purkinjezellen eindeutig doppeltgefiirbt (Abb.
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. Zusétzlich wurden auch monoklonale anti-RanBPM Antikérper verwendet: In diesen Férbungen war
der Hintergrund weniger intensiv, sodass die einzelnen Strukturen noch besser zu sehen waren. Von den
Purkinjezellen war das Soma bei Verwendung sowohl der poly- als auch der monoklonalen RanBPM An-
tikorper zytosolisch und im Kern gefirbt. Die grofien dendritischen Abzweigungen waren ebenso deutlich
sichtbar (Abb. A, C). In den Calbindin-gefiirbten Priiparaten waren die Veristelungen der dendriti-
schen Béume bis hin zu den Dornen sichtbar (Abb. B, D). Genaue Inspektion zeigt eine weitgehend
deckungsgleiche Férbung. Es finden sich aber auch Stellen in den Préparaten, an denen Unterschiede
sichtbar werden. Die mit dem Pfeil markierte Purkinjezelle zeigt im Rotkanal (RanBPM) eine anderes
Verhitnis von zytosolischer zu nukleéirer Fiarbung als im Griinkanal (Calbindin D-28k) (Abb. C, D).

Abbildung 3.4: Zwei Beispiele zur Doppelfirbung gegen RanBPM (rot) und Calbindin D-28k (griin) von
free-floating Schnitten des Kleinhirns der Maus. A, B polyklonaler Antikérper gegen RanBPM (Milli-
pore); C, D polyklonaler Antikérper gegen Calbindin D-28k. Die Signale beider Kanile sind weitgehend
iiberlappend, zeigen allerdings auch kleine Unterschiede, wie beispielsweise in Verhéltnis von Kern- und
Zytosolfarbung der mit dem Pfeil markierten Zelle. Konfokale Bilder, aus der Mitte eines Z-Stacks, 63x
Objektiv.

Um die Qualitdt der Schnitte und die Spezifitit der Signale weiter zu testen, wurden auf dhnlichen
free-floating Schnitten des Kleinhirns weitere Farbungen mit Antikérpern gegen neuronenspezifisches
Tubulin ITT und pep-2 durchgefiihrt. Es ergaben sich die fiir diese Antigene bekannten Muster (Abb.
A, C). Bei den Féarbungen gegen Tubulin 11T wurde, wie fiir ein Protein des Zytoskelettes erwartet, keine
homogene sondern eher eine gestreifte Farbung ausschliefllich im Zytosol gefunden.

Zusétzliche Experimente wurden mit Antikérpern gegen Parvalbumin, Calretinin und pcp-2 durchgefiihrt,
zum Teil als Einzelfarbung, zum Teil in Kombination jeweils mit Antikoérpern gegen Calbindin D-28k.
Es zeigten sich die erwarteten Signale in Purkinjezellen und Interneuronen fiir Parvalbumin (Abb.
E) und in Kérnerzellen fiir Calretinin (nicht gezeigt) (z.B. Schwaller et al. 2003)[8] und in Purkinjezellen
fiir pcp-2 (Abb. D). Bei letzteren waren die Purkinjezellen wiederum zytosolisch homogen gefirbt,
auch intranukledr konnte ein Signal nachgewiesen werden, wobei die Nukleolen meistens ausgespart blie-
ben. Das entspricht publizierten Daten.[16] In den gegen GFAP gefirbten Priparaten waren die bereits
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beschriebenen lénglichen Strukturen sichtbar, die am ehesten mit den Fortsédtzen der Bergmanngliazellen

vereinbar sind (Abb. C).
ML
B
- |

Abbildung 3.5: Immunfiirbungen von free-floating Schnitten des Kleinhirns der Maus. (A) Gegen neuro-
nenspezifisches Tubulin III (TU-20), (B, C) Doppelfirbung auf Calbindin D-28k (B, griin) und GFAP (C,
rot). (D) Féarbung gegen pcp-2. (E, F) Doppelfirbung auf Parvalbumin (E, rot) und Calbindin D-28k (F,
griin). (A) zeigt die erwartete inhomogene extranukleéire Verteilung eines Bestandteiles des Zytoskelettes,
(B und F) die typische Calbindinfirbung im Kleinhirn; alle Anteile der Purkinjezellen sind geférbt, (C) die
bereits beschriebenen Fortsétze von Bergmanngliazellen in der Molekularschicht (ML); (D) die homogene
zytosolische und nukleére Verteilung des kleinen nicht-sezernierten Proteins pcp-2, und (E) das typische
Muster von Parvalbumin (kurze Pfeile: Purkinjezellen, lange Pfeile: Interneurone in der Molekularschicht
(ML), Kérnerzellschicht (GL). Konfokalmikroskop, mittlere Bilder von Z-Stacks., 63x Objektiv.

Somit war in der indirekten Immunfluoreszenz auf free-floating Schnitten eine Technik gefunden, an
der die Kolokalisationsanalyse durchgefiihrt werden konnte. Vor der Anfertigung der fiir diese Analyse
notwendigen Praparate sollte jedoch zunichst noch die Spezifitdt der dafiir einzusetzenden RanBPM
Antikérper weiter untersucht werden. In der Literatur (s. Einleitung und folgendes Kapitel) sind sehr
unterschiedliche Formen des Proteins beschrieben. Bei den Angaben zu kommerziellen Antikérpern ist
aufgrund dieser Vielfalt nicht immer klar, wie spezifisch diese RanBPM detektieren. Daher wurden die
fiir die vorliegende Arbeit zur Verfiigung stehenden RanPBM Antikorper einer rigorosen Analyse im We-
sternblot unterzogen. Als Proben wurden Homogenate aus Geweben der Maus und Lysate transfizierter
Zellen eingesetzt. Die verwendeten mono- und polyklonalen Antikdrper gegen Calbindin sind dagegen
so gut charakterisiert, dass dhnliche Analyse nicht nétig war (s. bspw. Schwaller et al. 2003; vielfiltige
Erfahrungen in der AG Molekulare Neurophysiologie, in welcher diese Arbeit entstand).
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3.1.2 Spezifitdt der Antikorper gegen RanBPM
3.1.2.1 Westernblot Analyse

Lysate von Geweben der Maus wurden mittels SDS-PAGE und Westernblot analysiert, wie im Kapitel
beschrieben. Zur Detektion wurden dieselben Primérantikérper eingesetzt, die auch im Rahmen der
Immunfirbungen verwendet wurden. Aus dem Gehirn wurden Proben aus dem parietalen Cortex, dem
Hippocampus und dem Kleinhirn untersucht. Da RanBPM aber auch in anderen Geweben beobachtet
wurde, wurden zusétzlich Proben aus der Milz, den Nieren, dem Herz und den Gonaden entnommen und
analysiert. Da das Kleinhirn im Mittelpunkt dieser Arbeit steht, werden Ergebnisse zu diesen Proben
ausfiihrlich dargestellt. Stellvertretend fiir ein aus der Literatur gut bekanntes RanBPM exprimierendes
nichtneuronales Gewebe wird auf die Analyse der Testes der Maus fokussiert. Endogenes RanBPM konnte
in beiden Geweben identifiziert werden. Ohne ersten Antikérper wurden keine Banden detektiert (Abb.
B). Auffillig sind grundsétzliche Unterschiede zwischen den beiden Geweben und zwischen den poly- und
monoklonalen Antikérpern. In Kleinhirnlysaten ergeben sich mit polyklonalen Antikérpern, unabhéngig
von der zur Immunisierung verwendeten Spezies, multiple Banden. Besonders deutlich sind eine Dublette
bei etwa 95 kDa und Banden zwischen 72 und 95 kDa, bei 52 kDa, zwischen 42 und 52 kDa, eine
Dublette bei ca. 42 kDa, eine Bande bei 34 kDa, eine zwischen 26 und 34 kDa, eine bei 26 kDa und
eine bei etwa 17 kDa. Auffillig ist, dass diese Banden im Kleinhirnlysat sowohl bei Verwendung der
Kaninchen- als auch bei Verwendung der Ziegenantikorper dhnlich ausgepriigt sichtbar sein (Abb. A,
C). Kaninchenantikérper einer anderen Firma, Santa Cruz, geben schwiichere Banden, die aber soweit
beurteilbar auf dem Gel dhnlich laufen (Abb. D). Deutlich anders ergibt sich im Kleinhirn mit
dem monoklonalen Antikorper eine einzelne dominante Bande von etwa 95 kDa (Abb. D). Weitere
schwache Banden kénnen nicht ausgeschlossen werden, insbesondere eine Bande zwischen 42 und 52 kDa.
Anders ist das Muster bei der Analyse der Testis-Lysate (Abb. F, G). Der Ziegenantikorper ergibt
zwei dominante Banden, eine bei etwa 95 kDa und eine bei etwa 26 kDa. Weiter scheint die 95 kDa
Bande von einer deutlich schwécheren langsamer laufenden Bande zu einer Dublette ergéinzt zu werden
(Abb. G). Auch einige der weiteren fiir das Kleinhirn beschriebenen Banden scheinen, wenn auch
deutlich schwécher vorhanden zu sein (bspw. zwischen 72 und 95 kDa, bei 52 kDa und zwischen 42 und
52 kDa). Mit dem monoklonalen Antikérper wird eine deutliche Bande bei 95 kDa und eine schwache
Bande zwischen 42 und 52 kDa sichtbar (Abb. F).
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Abbildung 3.6: Westernblot Analyse verschiedener Gewebe der Maus detektiert mit unterschiedlichen
Antikérpern gegen RanBPM. (A-E) Kleinhirn: (A) Ziegenantikorper, 1:1000. (B) Ohne ersten Antikérper,
zweiter Antikorper wie fiir priméren Kaninchenantikorper. (C) Kaninchenantikorper (abcam), 1:2000. (D)
Kaninchenantikorper (Santa Cruz), 1:500. (E) Monoklonaler Antikérper, 2,5 ug/ml. (F-G) Testes: (F)
Monoklonaler Antikérper, 2,5 pg/ml. (G) Ziegenantikorper, 1:1000. (A-D, G) 20 pg Gesamtprotein; (E,
F) 23 pug Gesamtprotein.

Insgesamt lassen sich soweit folgende Schliisse ziehen:

e Unterschiedliche polyklonale Antikorper detektieren multiple Banden &hnlicher GroSe, die in den
beiden untersuchten Geweben relativ zueinander unterschiedlich stark ausgeprigt sind.

e Die Ergebnisse mit dem monoklonalen Antikoérper sind konsistent mit der Vorstellung, dass dieser
in beiden untersuchten Geweben im Wesentlichen eine langsam laufende Form detektiert.
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Der Vergleich dieser Ergebnisse mit der Literatur ist schwierig, da es nicht viele publizierte Daten dazu gibt
und weil hidufig nicht die gesamten Gelspuren auf den Westernblots gezeigt werden. Urspriinglich fiir Ge-
weben beschriebene Formen von 55 — 57 kDa (Nakamura)[45] wurden spéter revidiert zu einer 90 - 94 kDa
Form (Nishitani)[47], die aber in dieser Publikation nur in Extrakten verschiedener Zelllinien, nicht in Ge-
weben, beschrieben wurde. Diese Form koénnte der oben beschriebenen Dublette bei 90 kDa entsprechen.
Je nach fiir die Immunisierung verwendeten Epitop zeigen sich in diesen Lysaten von Zelllinien in dieser
Publikation weitere, nicht genauer charakterisierte Banden zwischen 67 und 94, bei 43 kDa und zwischen
43 und 67 kDa. Deren Beziehung zu den oben in Kleinhirn und Testes beschriebenen Banden ist unklar.
Fiir den Kaninchenantikérper von abcam zeigt die Firmenwebseite eine Westernblot Analyse, von U20S
Zellen (von einem humanen Osteosarkom stammend), die sehr dhnliche multiple Banden wie die oben
fiir Kleinhirn beschriebenen zeigt (www.abcam.com/ranbp9-antibody-ab64275.html, aufgerufen im Mai
2016). Fiir den Ziegenantikorper findet sich auf dieser Webseite die Westernblotanalyse eines fetalen Hirn-
lysates einer nicht genannten Spezies, die nur eine dominante Bande etwas unter 100 kDa aufweist. Dabei
konnte es sich um eine der oben beschriebenen Banden bei 95 kDa handeln. Die Uniprot Datenbank gibt
fiir RanBPM zwei Isoformen von 78 bzw. 42 kDa an (www.uniprot.org/uniprot/Q96S59#Q96S59-1) auf-
gerufen im Oktober 2016). Damit lieflen sich dhnliche Banden in den oben beschriebenen Gewebslysaten
erkldren. Fiir den auch in dieser Arbeit verwendeten monoklonalen Antikdrper wird nach in vitro Trans-
lation der RanBPM ¢DNA eine Liénge von etwa 97 kDa beschrieben (Denti).[I8] Die auch in dieser Arbeit
gezeigten Westernblots zu Lysaten verschiedener Mausgewebe zeigen keine vollstdndigen Gelspuren und
sind ohne GréBenstandard abgebildet (Abb.[1.2]D in Denti).[I8] Vermutlich ist eine dominante Bande bei
etwa 95-97 kDa gezeigt. In der Arbeit wird weiter erwéihnt, dass in einigen Geweben dazu ein oder zwei
hohermolekulare Banden beobachtet wurden. Die 95-97 kDa Bande konnte der oben fiir Mauskleinhirn
und —testis beschriebenen dominanten Bande bei 95 kDa entsprechen. Eine unabéngige Publikation findet
mit demselben monoklonales Antikérper in E14 fetalem Rattenhirnlysat ebenfalls eine Bande bei ca.95
kDa.[10] Insgesamt bleibt die Bewertung der Spezifitéit der mit den verschiedenen Antikdrpern auf Ge-
webslysaten erzielten Ergebnisse im Westernblot schwierig. Ahnliche Banden bei Verwendung polyklonaler
Antikorper aus verschiedenen Spezies sind ebenso wie die Abwesenheit von Signalen bei Auslassen des
ersten Antikorpers Hinweise auf Spezifitdt. Banden, wie sie mit den Kaninchen- oder Ziegenantikérpern
gegen RanBPM detektiert wurden, wurden mit Antikérpern dieser Spezies gegen andere Antigene (wie
Calbindin D-28k, Calretinin oder GFAP) in Westernblot Analyse derselben Gewebe im Labor nie beob-
achtet. Unklar bleibt die molekulare Natur der multiplen detektierten Banden und die Frage, welche davon
durch Proteinmodifikation erkldrt werden kénnen. Zumindest Phosphorylierung und Ubiquitinylierung
mit folgendem Abbau spielen vermutlich eine Rolle [I§] (www.uniprot.org/uniprot/Q96S59#Q96S59-1,
aufgerufen im November 2016). Weiter zur Frage der Spezifitit und weiterer Moglichkeiten, diese zur
priifen, siehe auch die Diskussion. Verschiedene Analysen wurden mit dem Ziel durchgefiihrt, die im Ge-
webe beobachteten endogenen Banden mit den auf ein RanBPM Expressionsplasmid zuriickzufiihrenden
zu vergleichen und damit weitere Hinweise auf Spezifitit der Antikorper zu erhalten. Dazu wurden We-
sternblotanalysen und Immunfarbungsexperimenten mit transfizierten Zellen durchgefithrt. Verwendet
wurde ein RanBPM-Expressionsplasmid, welches nach Uberzeugung sowohl der urspriinglich beschreiben-
den Arbeitsgruppe [47] als auch unabhéngiger Gruppen [I§] eine RanBPM ¢DNA voller Linge enthilt.
Diese ist mit einem Flag-Tag fusioniert.[I8] Auch in Lysaten der transfizierten Zellen der beiden Zelllinien
HN10e und MDCK waren mit allen Antikérpern im Westernblot Banden detektierbar. Die Kaninchen-
antikorper von Millipore und abcam detektieren {ibereinstimmend eine dominante Bande bei etwa 90
kDa (Abb. A, B und Abb. A, B). Bei langer Exposition lidsst sich ebenfalls iibereinstimmend
eine schwache Bande bei etwa 52 kDa finden ((Abb. A* B* und Abb. A* B*). Das Vorhanden-
sein weitere schwacher Banden ist nicht sicher beurteilbar. In Lysaten von Zellen, die mit einem EGFP
Expressionsplasmid transfiziert wurden, lassen sich mit keinem der beiden Antikérper Banden zeigen.
Das iiberrascht, da man bisher in den meisten Zelllinien endogenes RanBPM hat nachweisen kénnen.
Allerdings gibt es zu der hier verwendeten HN10e Linie bisher keine Daten, so dass wir vermuten, dass
die endogene Expression in diesen Zellen sehr niedrig ist.
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Abbildung 3.7: Westernblot Analyse von HN10e Zellen. (A, B) Zwei Proben HN10e Zellen transfiziert
mit Flag-RanBPM, Detektion mit Kaninchenantikérpern gegen RanBPM (Millipore) (C, D) Zwei Proben
HN10e Zellen transfiziert mit EGFPN3, gleiche Detektion wie in A, B. (A*  B*) Lange Exposition von
(A, B).
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Abbildung 3.8: Westernblot Analyse von HN10e Zellen. (A, B) Zwei Proben HN10e Zellen transfiziert
mit Flag-RanBPM, Detektion mit Kaninchenantikérpern gegen RanBPM (abcam) (C, D) Zwei Proben
HN10e Zellen transfiziert mit EGFPN3, gleiche Detektion wie in A, B. (A*, B*) Lange Exposition von
(A, B).

Ganz #hnlich sind die Befunde bei Verwendung des Ziegenantikorpers (Abb. .
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Abbildung 3.9: Westernblot Analyse von HN10e. (A, B) Zwei Proben HN10e Zellen transfiziert mit
Flag-RanBPM, Detektion mit Ziegenantikorpern gegen RanBPM (abcam). Der Pfeilkopf zeigt auf eine
schwache Bande unterhalb 95 kDa. (C, D) Zwei Proben HN10e Zellen transfiziert mit EGFPN3, gleiche
Detektion wie in A, B. (A*, B*) Lange Exposition von (A, B).

Da das verwendete Expressionsplasmid eine Flag-tag Fusion mit RanBPM kodiert, wurden auch Anti-
Flag Antikorper fiir die Analyse eingesetzt (Abb. . In den RanBPM transfizierten Zellen zeigt sich
eine spezifische Bande von @hnlicher Grofle wie bei Verwendung von Kaninchen- oder Ziegenantikérpern
gegen RanBPM. Diese Bande findet sich nicht in EGFP transfizierten Zellen (Abb. A, B). An diesen
wird aber sichtbar, dass der verwendete Flag-Antikorper unspezifisch Banden bei etwas iiber 42 kDa,
bei 26 kDa und zwischen 17 und 26 kDa detektiert. Beziiglich der Detektion des Flag-tags scheint der
Antikorper zuverlissig, er bspw. auch ein mit Flag fusioniertes Calbindin D-28k detektiert.
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Abbildung 3.10: Westernblot Analyse von HN10e Zellen. (A) HN10e Zellen transfiziert mit einem Flag-
Calbindin-D-28k Expressionsplasmid. (B, C) Zwei Proben HN10e Zellen transfiziert mit Flag-RanBPM,
Detektion mit Antikorpern gegen Flag (abcam) (D, E) Zwei Proben HN10e Zellen transfiziert mit
EGFPNS3, gleiche Detektion wie in A, B. (B* - E*) Lange Exposition von (B - E). Spezifische Ban-
den sind in (A) bei etwa 28 kDa (Molekulargewicht von Calbindin D-28k) und in (B, C, B*, C*) die
Banden zwischen 72 und 95 kDa. Die Bande zwischen 42 und 52 kDa ist unspezifisch, da sie auch in
Proben auftritt, die Flag nicht exprimieren (EGFPN3 enthélt keine Flag Sequenz).
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Membranstandiges RanBPM wurde von Denti et al. insbesondere in MDCK Zellen beobachtet und auf
Phosphorylierung zuriickgefiihrt.[I8] Um die Reaktion der in dieser Arbeit verwendeten Antikérper mit
solche Formen von RanBPM zu priifen, wurden auch MDCK Zellen mittels Westernblot untersucht (Abb.
3.11)).
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Abbildung 3.11: Westernblot Analyse von MDCK Zellen. (A, B) Zwei Proben MDCK Zellen transfiziert
mit Flag-RanBPM, Detektion mit Kaninchenantikérpern gegen RanBPM (Millipore) (C, D) Zwei Proben
MDCK Zellen transfiziert mit EGFPN3, gleiche Detektion wie in A, B. (C, D) Proben wie in (A,B),
Detektion mit Antikérpern gegen Flag (abcam). (G, H) Proben wie in (C, D), Detektion mit Flag-
Antikorpern.

Im Unterschied zu den HN10e Zellen zeigt sich nun eine weitere klare Bande, die etwas grofie als 95 kDa
ist. Diese Bande scheint allerdings iiber den Flag-tag nicht detektierbar zu sein (Abb. E, F). Sie ist
allerdings spezifisch, dass sie in Extrakten von EGFP transfizierten Zellen nicht auftaucht (Abb. C,
D).

3.1.2.2 Immunfiarbung an Zelllinien

Da sich Epitope im Westernblot meist anders présentieren als in der Immunfarbung und Ziel der
Bemiihungen zur Charakterisierung der RanBPM Antikérper ihr Einsatz fiir eine auf Immunfluoreszenz
basierende Kolokalisationsanalyse war, wurden einige Zelllinien nativ oder transfiziert mittels Immun-
fluoreszenz untersucht. Zur Zelltransfektion wurden zwei Methoden angewendet, die #hnliche Ergebnisse,
sowohl qualitativ als auch quantitativ, lieferten. Dabei handelte es sich um die BES-Calcium-Phosphat-
Methode und um die Lipofektion. Unterschiedliche Zelllinien wurden mit RanBPM-Flagl0 transfiziert.
Vor allem wurden HN10e und MDCK-Zellen eingesetzt, die auch in der vorstehenden Westerblot Analyse
im Zentrum standen. Es wurden die polyklonalen Antikoérper gegen RanBPM von abcam und Milli-
pore eingesetzt. Zudem wurde der anti-Flag Antikorper verwendet. Die unterschiedlichen polyklonalen
Antikorper lieferten sehr dhnliche Farbemuster. Abbildung zeigt exemplarisch den Vergleich von
Kaninchenantikérpern (Millipore) (Abb. A) mit Ziegenantikorpern (Abb. B).
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Abbildung 3.12: Doppelfirbung von Flag-RanBPM transfizierten HN10e Zellen. (A) Kaninchenantikdrper
gegen RanBPM (Millipore). (B) Ziegenantikoérper gegen RanBPM. (C) Anti-Flag. (D) Kaninchenan-
tikérper gegen RanbPM (abcam).

Auch der Vergleich der Farbung mit RanBPM Antikérper mit derjenigen mit Flag-Antikorper zeigt
eine weitgehend iibereinstimmende Firbung (Abb. C, D). Die im Westernblot deutlich sichtbare
unspezifische Reaktion des Flag-Antikorpers scheint die Immunfirbung nicht zu dominieren.

MDCK Zellen wurden nicht transfiziert und transfiziert untersucht. Flag-RanBPM transfizierte Zellen
zeigen sowohl in der Farbung auf RanBPM (nicht gezeigt) als auch in der Flag-Férbung eine sehr zellmem-
brannahe Farbung (Abb. A, B). Mittels der von Denti et al. beschriebenen Methanol/Chloroform Be-
handlung [I8] lésst sich in diesen Zellen auch endogenes RanBPM mittels der verschiedenen Primérantikorper
nachweisen (Abb. C). In Ubereinstimmung mit der genannten Literatur befindet es sich ebenfalls im
Wesentlichen randstéandig.
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Abbildung 3.13: Farbung von MDCK-Zellen: (A, B) Zwei Beispiele von Flag-RanBPM transfizierten Zel-
len geférbt mit Flag-Antikérpern (rot). (C) Nicht-transfizierte Zellen geférbt mit Kaninchenantikérpern
gegen RanBPM (Millipore). (D) Zellkerne aus (C) dargestellt mittels DAPI.

Bei allen durchgefiihrten Farbungen von Zellen liefen sich beim Auslassen der Inkubation mit dem ersten
Antikorper keine Signale nachweisen.

3.2 Intensity-Correlation-Analysis

3.2.1 Beschreibung der Daten

Um eine mogliche Kolokalisation der beiden Proteine genauer zu untersuchen fiithrten wir eine quantitati-
ve Analyse der Féarbung mittels ICA /ICQ-Methoden durch.[39] Diese Methode erlaubt Aussagen dariiber,
ob die Intensitéiten zweier Signale abhéngig variieren als Hinweis darauf, dass die Strukturen aus denen
die Signale ausstrahlen, moglicherweise interagieren. Die vorstehenden Daten zur Charakterisierung der
Antikorper im Westernblot und in der Immunféirbung sind konsistent mit der Annahme, dass sie spezifisch
RanBPM detektieren. Einige Kontrollen, welche Spezifitit weiter belegen konnten, héitten Materialien ge-
braucht, die fiir diese Arbeit nicht verfiigbar waren. Sie werden in der Diskussion erortert. Weiter ist die
Charakterisierung der Primérsequenzen und ggf. Modifikationen der verschiedenen Formen des RanBPM
Proteins eine wichtige zukiinftige Aufgabe, die ebenfalls in der Diskussion angesprochen wird. Fiir die
Immunfirbungen, welche der ICA zugrunde liegen, wurden die poly- und monoklonalen Antikérper ge-
gen Calbindin D-28k und die monoklonalen Antikérper gegen Parvalbumin von Swant, der polyklonale
anti-RanBPM Antikorper von abcam und ein Ziegenantikorper gegen GFAP, ebenfalls von abcam, ver-
wendet. Die Swant-Antikorper sind durch Arbeiten in vielen Labors hinsichtlich ihrer Spezifitit immer
wieder bestéitigt worden. Die Verwendung des monoklonalen Antikorpers gegen RanBPM war leider we-
gen der geringen verfiigbaren Mengen nicht systematisch moglich. Diese Farbungen wurden alle an den
oben beschriebenen 25 um dicken free-floating Schnitten des Kleinhirns der adulten Maus durchgefiihrt.
Konzeptionell wurden vier theoretisch verschiedene und klare Situationen untersucht. Der Vergleich der
mittels ICA erhaltenen Ergebnisse mit dem theoretisch Erwarteten ermdglicht eine Abschéitzung der
Validitdt der Methode. Kritik an Grundlagen und Annahmen der ICA Methodik werden in der Dis-
kussion ausfiihrlich weiter behandelt. In der ersten Situation wurde dasselbe Praparat mit mono- und
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polyklonalen Antikoérpern gegen Calbindin D-28k doppelgefirbt. Theoretisch sollte sich hier eine kom-
plett iiberlappende Verteilung in beiden Kanélen ergeben. Diese Situation entspricht also einer positiven
Kontrolle. Eine Kritik der zugrundeliegenden Annahme, inwieweit Bindung des einen Antikdrpers mit
der Bindung des anderen interferiert, findet sich in der Diskussion. Weiter wurde als zweite Situation eine
negative Kontrolle untersucht. Dazu wurden Doppelfdrbungen mit polyklonalen Kaninchenantikérpern
gegen Calbindin D-28k und polyklonalen Ziegenantikérpern gegen GFAP untersucht. Grundlage ist, dass
Calbindin D-28k in intakten Astrozyten und Gliazellen nicht gefunden wird [9] und GFAP nicht in nor-
malen Purkinjezellen. Dieses entspricht daher der vom Li et al. als Segregation bezeichneten Situation.[39]
Drittens wurden Doppelfarbungen mit polyklonalen Antikérpern gegen Calbindin D-28k und monoklo-
nalen Antikorpern gegen Parvalbumin analysiert. Da beide Antigene in Purkinjezellen und all ihren
Kompartimenten vorkommen [§] und eine direkte oder indirekte (als Teil eines groferen Komplexes) In-
teraktion beider Proteine weder in vitro noch in vivo jemals beschrieben wurde, wird in diesem Versuch
die von Li et al. als zufillige Verteilung bezeichnete Situation untersucht.[39] Die vierte Situation war
dann die Experimentalsituation, bei welcher mit polyklonalen RanBPM Antikérpern und monoklona-
len Calbindin D-28k Antikérpern doppelgefarbt wurde. Brauchbare Verdiinnungen der Primérantikorper
wurden zu 1:4000 (polyklonaler Antikorper gegen Calbindin D-28k), 1:2000 (monoklonaler Antikérper
gegen Calbindin D-28k und Parvalbumin, polyklonaler Antikérper gegen RanBPM) und 1:500 (GFAP)
ermittelt und eingesetzt. Als Fluoreszenzfarbstoffe am zweiten Antikérper kamen Alexa 488, 555 und
564 zum Einsatz, diese Antikorper wurden jeweils 1:2000 verdiinnt. Die Bilder wurden mit dem x63,
1,4 NA Objektiv am konfokalen Mikroskop als Z-Stack mit dem in Methoden beschriebenen Gerit und
Einstellungen durchgefiihrt. Eine mittlere Ebene aus einem Z-Stack, in welcher ein ausgedehnter An-
schnitt des Zellkernes vorhanden sein musste, wurde fiir die ICA ausgewéhlt. Eine Region of Interest
(ROI) wurde mit dem Freihandwerkzeug so an den Rand des Purkinjezellsomas gelegt, dass keine extra-
zelluldren Pixel in die ROI aufgenommen wurden. Mithin umfasste der gewdhlt ROI den grofiten Teil des
Somas einschliefllich des Zellkerns. Dendritenbdume und Axone wurden nicht systematisch untersucht.
Fiir Situation 1, die iiberlappende Verteilung, ergaben sich die folgenden Ergebnisse (Abb. [3.14). Hier
wurden die Préparate mit mono- und polyklonalen Antikérper gegen Calbindin D-28k gefiarbt. Dasselbe
Protein wurde also mit verschiedenen Antikorpern detektiert. Die ICA Kurve (Abb. A) zeigt die fiir
abhéngige Verteilung theoretisch erwartete Neigung nach rechts. Die Produkte der Abweichungen vom
Mittelwert fiir beide Kaniile sind also fiir die meisten analysierten Pixel positiv. Hier und im Folgenden ist
in der Regel nur der ICA Plot fiir einen Kanal dargestellt, da der ICA Plot fiir den zweiten Kanal dhnlich
ist und des Weiteren die endgiiltige Analyse iiber den Image Correlation Quotienten (ICQ) erfolgt. [39]
Die fiir diese positive Kontrollsituation gemessenen ICQ iiberspannen einen Bereich von 0,144 bis 0,397

(Tabelle [3.1]).
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Abbildung 3.14: Image Correlation Analysis fiir die Positivkontrolle, Doppelfarbung mit poly- und mo-
noklonalen Antikérpern gegen Calbindin D-28k. (A) ICA Plot fiir den Griin-Kanal. (B) Polyklonaler
Calbindin D-28k Antikérper (griin). (C) Monoklonaler Calbindin D-28k Antikérper (rot).

Als Beispiel fiir eine segregierte, raumlich separate Verteilung wurden Préparate gegen Calbindin D-28k
und GFAP angefertigt. In vivo zeigen nur wenige gliale Zellen eine Calbindin Immunreaktivitit. Aus dem
Kleinhirn sind solche Zellen bisher nicht beschrieben.[9] Calbindin-Farbung wird mithin ausschliefilich
in Purkinjezellen erwartet, wihrend GFAP in Gliazellen, bspw. Bergmannglia, vorkommt. Am Préparat
zeigte sich die erwartete deutliche rdumliche Trennung der Signale von Calbindin und GFAP. Es gab
keinen Hinweis auf doppeltgefarbte Strukturen. In der ICA-Analyse und ihrer graphischen Darstellung
ergab sich eine eher nach links gebeugte Kurve (Abb. A). Werte aus beiden Kanilen sind weniger
segregierend als erwartet. Mogliche Griinde werden in der Diskussion angesprochen.
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Abbildung 3.15: Image Correlation Analysis fiir die Negativkontrolle (segregierte Verteilung), Dop-

pelfarbung mit poly- Antikérpern gegen Calbindin D-28k und GFAP. (A) ICA Plot fiir den Griin-Kanal.
(B) Polyklonaler Calbindin D-28k-Antikérper (griin). (C) GFAP-Antikorper (rot).

Als weitere Kontrolle wurde die Doppelfarbung gegen Parvalbumin und Calbindin D-28k analysiert (Abb.
. Parvalbumin ist ein EF-Hand Protein, dass in der Kleinhirnrinde lediglich in Purkinjezellen und
Interneuronen (Stern- und Korbzellen) vorkommt.[9] Seine intrazelluldre Verteilung wird als zytosolisch
und nukledr beschrieben. Parvalbumin-positive Glia oder nichtneuronale Zellen der Kleinhirnrinde sind
nicht bekannt. Ebensowenig ist eine Interaktion von Parvalbumin mit Calbindin D-28k oder RanBPM
beschrieben. Aufgrund seiner Eigenschaften als ein in Purkinjezllen sehr dhnlich dem Calbindin D-28k
verteiltes Protein, das nicht mit RanBPM interagiert, wurde Parvalbumin als geeignet fiir die Darstellung
der Situation der Zufallsverteilung zweier Proteine gewahlt. In der graphischen Darstellung der Analyse-
ergebnisse zeigt sich eine uhrglasformige Kurve, die fiir eine zuféllige Verteilung beider Proteine spricht
(Abb. A).[39] Die ICQ Werte iiberspannten einen Bereich von -0.041 bis 0.210 (Tabelle [3.1)).
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Abbildung 3.16: Image Correlation Analysis fiir die Zufallsverteilung, Doppelfirbung mit polyklonalen
Antikérpern gegen Calbindin D-28k und monoklonalen Antikérpern gegen Parvalbumin. (A) ICA Plot fiir
den Griin-Kanal. (B) Polyklonaler Calbindin D-28k-Antikérper (griin). (C) Monoklonaler Parvalbumin-
Antikérper (rot).

Die ICA fiir Calbindin D-28k und RanBPM wurde systematisch mittels Doppelfirbung mit monoklonalen
Antikérpern gegen Calbindin D-28k und polyklonalen Antikérpern gegen RanBPM (abcam) durchgefiihrt.
RanBPM firbte Purkinjezellen deutlich bis in ihre Dendritenbdume (Abb. B). Es zeigte sich eine dif-
fuse zytosolische Verteilung mit Intensivierung im perinuklefiren Abschnitt aber auch im Zellkernbereich,
wobei die Nukleolen ausgespart blieben. Das zytosolische Signal schien vor allem aus der Region direkt
unterhalb der Zellmembran herzukommen. Die Intensitdt der Calbindin D-28k Farbung war trotz der
hohen Verdiinnung des priméren Antikérpers sehr ausgepréigt (Abb. C). Die Purkinjezellen konn-
ten deutlich bis zu den feinsten Veréstelungen des Dendritenbaums gesehen werden. In der graphischen
Darstellung ergab sich eine Kurve mit deutlicher Neigung nach rechts (Abb. A). Die ICQ Werte
fiir die Somata lagen im Bereich von 0,011 bis 0,254 (Tabelle . Einzelne fiir Abschnitte primérer
Dendriten durchgefithrte ICA ergaben ebenfalls positive ICQ Werte (s. Diskussion), ebenso auch ICA
von Farbungen, bei welchen statt des abcam polyklonalen RanBPM Antikorpers derjenige von Millipore
verwendet wurde (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.17: Image Correlation Analyse fiir die Doppelfdrbung mit polyklonalen Antikérpern gegen
RanBPM und monoklonalen Antikérpern gegen Calbindin D-28k. (A) ICA Plot fiir den Griin-Kanal. (B)
Polyklonaler RanBPM-Auntikérper (abcam) (griin). (C) Monoklonaler Calbindin D-28k-Antikérper (rot).

3.2.2 Analyse der Experimentaldaten

Die fiir die weitere Analyse eingesetzten Primérdaten sind in Tabelle zusammengefasst. Diese Ana-
lyse beschrankt sich auf Daten aus den oben beschriebenen ROIs der Somata von Purkinjezellen; Daten
zu Dendriten sind nicht enthalten. Alle in der Tabelle enthaltenen Daten zu RanBPM wurden mittels
des polyklonalen Kaninchen Antikérpers gegen RanBPM der Firma abcam gewonnen. Das angegebene n
entspricht der Anzahl der untersuchten ROIs. Die ROIs zu jeder der 4 Situationen stammen jeweils von
mindestens 3 unabhéngigen Priparaten.

Parv - Calb | Calb Mono - Calb Poli | GFAP - Calb | RAN-Calb
n=34 n=23 n=12 n=44
0.098 0.194 0.134 0.124
0.099 0.198 -0.5 0.095
0.148 0.391 0.098 0.069
0.074 0.391 0.058 0.105
0.081 0.391 0.049 0.112
0.067 0.286 0.082 0.096
0.031 0.326 0.088 0.157
0.025 0.297 0.080 0.011
0.076 0.251 0.041 0.145
-0.035 0.216 0.049 0.145
0.011 0.319 0.031 0.108
0.009 0.144 0.065 0.132
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-0.015 0.264 0.140
0.049 0.223 0.202
-0.041 0.255 0.147
0.013 0.310 0.165
0.197 0.219 0.190
0.198 0.197 0.134
0.174 0.328 0.175
0.210 0.298 0.136
0.181 0.353 0.162
0.170 0.311 0.173
0.120 0.230 0.143
0.120 0.201
0.167 0.104
-0.012 0.185
0.133 0.135
0.170 0.190
0.095 0.162
0.104 0.161
0.027 0.156
0.057 0.246
0.084 0.119
0.107 0.167
0.186
0.189
0.254
0.244
0.219
0.247
0.146
0.141
0.179
0.150

Tabelle 3.1: ICQ-Werte aus der ICA fiir die verschiedenen Situationen

Abkiirzungen: Calb, Calbindin D-28k; Calb Mono, monoklonale Antikérper gegen Calbindin D-28k; Calb
Poli, polyklonale Antikérper gegen Calbindin D-28k; GFAP, gliofibrilléres saures Protein; ICA, Intensity
Correlation Analysis; ICQ, Intensity Correlation Quotient; n, Nummer; Parv, Parvalbumin.

Die ICQ Werte der einzelnen experimentellen Gruppen wurden zunéchst mit Methoden der beschrei-
benden Statistik analysiert, und nach dem Ausschluss von Extremwerten mittels inferenzstatistischer
Methoden untersucht. Simtliche Berechnungen wurden mit Hilfe der Software Maple durchgefiihrt.

3.2.3 Box-Plot aus den Experimentaldaten und Ausschluss von Extremwer-
ten

Ein effizientes Instrument fiir die Interpretation von Experimentaldaten ist deren Darstellung als Box-
Plot; dieser erlaubt eine iibersichtliche Beschreibung der vorliegenden Daten, an welchen dann die sta-
tistische Analyse durchgefiihrt wurde. Aus dem Box-Plot kann einerseits die Distribution der einzelnen
Daten innerhalb einer Datenpopulation eruiert werden, auf der anderen Seite kénnen die Datenpopula-
tionen untereinander in Bezug auf ihre Mittelwerte und Varianz verglichen werden. In jedem Box-Plot
werden die Daten jeweils in der Reihenfolge von unten nach oben dargestellt: Beginnend mit dem klein-
sten Wert folgt das erste Quartil, dann das zweite (auch Median genannt), das dritte und schlieflich
der groBite Wert. Die Raute stellt den Mittelwert dar. Wenn der Mittelwert sich eindeutig vom Median
unterscheidet, spricht das fiir eine asymmetrische Verteilung der Experimentaldaten.
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Data sets' Box-Plot

—

<P 1
0.1
0.2
—0.37
—0.47
—0.5- . . .
Parv - Calb Calb Mono - Calb Poli GFAP - Calb RAN - Calb

Abbildung 3.18: Box-Plot aus den Experimentaldaten,

Abkiirzungen: Calb, Calbindin D-28k; Calb Mono, monoklonale Antikérper gegen Calbindin D-28k; Calb
Poli, polyklonale Antikérper gegen Calbindin D-28k; GFAP, gliofibrilldres saures Protein; Parv, Parval-
bumin.

Wie aus dem oberen Box-Plot zu entnehmen ist, enthalten die Datenpopulationen einzelne Werte, die als
outliers betrachtet werden kénnen und die weiteren Analyse kompromittieren wiirden.
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Data sets' Box-Plot

Parv . Calb Calb Monol- Calb Poli GFAPI- Calb RAN - Calb

Abbildung 3.19: Box-Plot aus den Experimentaldaten ohne outliers,

Abkiirzungen: Calb, Calbindin D-28k; Calb Mono, monoklonale Antikérper gegen Calbindin D-28k; Calb
Poli, polyklonale Antikérper gegen Calbindin D-28k; GFAP, gliofibrilldres saures Protein; Parv, Parval-
bumin.

Die Funktion Box-Plot der Software Maple identifiziert als outliers die Daten, die sich mehr als eineinhalb
mal die Differenz zwischen erstem und drittem Quartil vom Mittelwert unterscheiden. Nach Entfernung
der outliers erscheint die Verteilung der Daten innerhalb der untersuchten Populationen nun symmetrisch
(Abb. . Diese Daten ohne outliers werden im Folgenden als bereinigte Experimentaldaten bezeichnet.
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3.2.4 Analyse der Normalitit der bereinigten Experimentaldaten

Um die Normalverteilung der Daten vor Durchfithrung des Student-t-Tests zu iiberpriifen, wurde auf
einer Seite eine graphische Darstellung eingesetzt, die optisch zeigt, wie die Daten sich von der Normal-
referenz entfernen und die auch Hinweise beziiglich der Varianz der einzelnen Populationen liefert. Auf
der anderen Seite wurde ein Shapiro-Test durchgefiihrt. Die Analyse der Normalitét ist unverzichtbar fiir
die nachfolgenden Tests und auch, um einen systematischen Fehler moglichst auszuschlieBen.

Parv - Calb | Calb Mono - Calb Poli | GFAP - Calb | RAN-Calb

© 0.088 w0.277 w1 0.070 w1 0.158

o 0.071 o 0.069 o 0.029 o 0.043

Tabelle 3.2: Geschitzte Mittelwerte (p) und Varianzen (o),

Abkiirzungen: Calb, Calbindin D-28k; Calb Mono, monoklonale Antikérper gegen Calbindin D-28k; Calb
Poli, polyklonale Antikérper gegen Calbindin D-28k; GFAP, gliofibrilldres saures Protein; Parv, Parval-
bumin.

Die Daten in der Tabelle [3.2] zeigen eine Schitzung der Mittelwerte und der Standardabweichung fiir
jede der vier analysierten Datenpopulationen. Diese Ergebnisse wurden mittels der Softwareapplikation
NormalPlot in Maple erzielt. Folgend werden die graphische Darstellung der Normalitdtsanalyse fiir jede
Datenpopulation (die Ordinate zeigt die experimentellen ICQ Daten; die Abszisse die bei Vorliegen einer
Normalverteilung erwarteten Werte) sowie der Shapiro Test gezeigt.
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Abbildung 3.20: Normal Plot, Parvalbumin - Calbindin D-28k.

Shapiro and Wilk’s W-Test for Normality

Null Hypothesis:

Sample drawn from population that
follows a normal distribution

Alt. Hypothesis:

Sample drawn from population that
does not follow a normal distribution

Sample size: 34
Computed Statistics: 0.96014
Computed pvalue: 0.303363

Result: [Accepted]
This statistical test does not provide enough evidence
to conclude that the null hypothesis is false

Abbildung 3.21: Ergebnisse des Shapiro-Tests, Parvalbumin - Calbindin D-28k.
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Abbildung 3.22: Normal Plot, monoklonales Calbindin D-28k - polyklonales Calbindin D-28k.

Shapiro and Wilk’s W-Test for Normality

Null Hypothesis:

Sample drawn from population that
follows a normal distribution

Alt. Hypothesis:

Sample drawn from population that
does not follow a normal distribution

Sample size: 23
Computed Statistics: 0.96192
Computed pvalue: 0.502587

Result: [Accepted]
This statistical test does not provide enough evidence
to conclude that the null hypothesis is false

Abbildung 3.23: Ergebnisse des Shapiro-Tests, monoklonales Calbindin D-28k - polyklonales Calbindin
D-28k.
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Abbildung 3.24: Normal Plot, GFAP - Calbindin D-28k.

Shapiro and Wilk’s W-Test for Normality

Null Hypothesis:

Sample drawn from population that
follows a normal distribution

Alt. Hypothesis:

Sample drawn from population that
does not follow a normal distribution

Sample size: 11
Computed Statistics: 0.948253
Computed pvalue: 0.599305

Result: [Accepted]
This statistical test does not provide enough evidence
to conclude that the null hypothesis is false

Abbildung 3.25: Ergebnisse des Shapiro-Tests, GFAP - Calbindin D-28k.
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RAN - Calb
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Abbildung 3.26: Normal Plot, RanBPM - Calbindin D-28k.

Shapiro and Wilk’s W-Test for Normality

Null Hypothesis:

Sample drawn from population that
follows a normal distribution

Alt. Hypothesis:

Sample drawn from population that
does not follow a normal distribution

Sample size: 43
Computed Statistics: 0.965969
Computed pvalue: 0.330569

Result: [Accepted]
This statistical test does not provide enough evidence
to conclude that the null hypothesis is false

Abbildung 3.27: Ergebnisse des Shapiro-Tests, RanBPM - Calbindin D-28k.
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Schlussfolgerung dieser Analyse ist, dass die Sets von ICQ-Daten zu den unterschiedlichen Kontroll-
oder Experimentalsituationen in sich als normalverteilt betrachtet werden koénnen.

3.2.5 Inferenzstatistische Analyse iiber die Vergleichbarkeit der Mittelwerte
3.2.5.1 Der Student-T-Test

Der Student-t-Test untersucht die Richtigkeit zweier Hypothesen: Die erste Hypothese ist die sogenannte
Nullhypothese HO, die zweite ist die Alternativhypothese H1. Der Test liefert auch ein Konfidenzintervall,
anhand dessen die statistische Signifikanz der Testhypothesen {iberpriift werden kann. Weil die Varianz der
Datenpopulationen nicht a priori bekannt ist, muss der Test anhand einer Student-Verteilung durchgefiihrt
werden. Wie aus der oben wiedergegebenen Tabelle zu entnehmen ist, variieren die Varianzen der
Datenpopulationen nicht mafigeblich. Nach Bestimmung der Freiheitsgrade konnten die Grenzen der
kritischen Region fiir die Annahme/Ablehnung der Nullhypothese festgelegt werden. Der Student-t-Test
wurde zuerst gemifl den Formeln durchgefiihrt, die in der statistischen Literatur beschrieben sind (s.u.).
In einem zweiten Schritt wurde zur Bestdtigung die Softwareapplikation TwoSampleTT angewendet.

3.2.5.2 Test iiber die Mittelwerte der normalverteilten ICQ-Werte: RanBPM-Calbindin
D-28k vs. GFAP-Calbindin D-28k

v=mnl+n2 -2

52:(n1_1)512+(n2_1)822. (3.1)
P ny +ng —2 ’ '
U1 — Y2
tg= ——————.
0 I 1
Sp. — 4+ —
nq No

(Diese und folgende Formeln stammen aus [15].)
Die bezeichneten Parameter sind in Tabelle erldutert. Wobei alle Grofien mit dem Zeichen 1 sich

auf RanBPM-Calbindin D-28k und diejenigen mit dem Zeichen 2 sich auf GFAP-Calbindin D-28k bezie-
hen. Wie oben schon erklért, ist die Varianz unbekannt und als gleich zwischen den beiden.
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Relevante Grofien
Beschreibung der Grofien Symbol | Wert
Grofle Population 1 ni 43
Grofle Population 2 No 11
Freiheitsgrade v 52
Schitzung des Mittelwerts fiir Population 1 U1 0.158
Schéitzung des Mittelwerts fiir Population 2 72 0.070
Schiitzung der Varianz fiir Population 1 S? 0.00185
Schéitzung der Varianz fiir Population 2 S3 0.00088
Schiitzung der gekoppelten Varianz SZ 0.00166
Test Statistik to 6.413
Test Signifikanz Q@ 0.05
Grenze der kritischen Region ta/2,0 2.01

Tabelle 3.3: Statistische Groflen und ihre Werte fiir den Vergleich der ICQ Wert von RanBPM-Calbindin
D-28k vs. GFAP-Calbindin D-28k

Die Grofle t/2,, identifiziert die kritische Region, innerhalb derer die Nullhypothese angenommen be-
ziehungsweise verworfen werden kann. Thr Wert héngt von der Anzahl der Freiheitsgrade v sowie von
der Signifikanz des Tests « ab. Folgend werden die Ergebnisse des Student-t-Tests fiir die oben erwihnte
Datenpopulation gezeigt.
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Abbildung 3.28: Graphische Interpretation des Student-T-Tests.

Standard T-Test on Two Samples (Equal Variances)

Null Hypothesis:

Sample drawn from populations with difference on means equal to 0
follows a normal distribution

Alt. Hypothesis:
Sample drawn from populations with difference on means not equal to 0

Sample sizes: 43, 11

Sample means: 0.158, 0.070
Sample standard devs: 0.043, 0.029
Difference in means: 0.088
Distributions: StudentT(52)
Computed Statistics: 6.4134
Computed pvalue: 4.25802e-008
Confidence interval: 0.0608..0.1162

(difference of population means)
Result: [Rejected]
This statistical test provide evidence that the null hypothesis is false

Abbildung 3.29: Ergebnisse des Student-t-Tests fiir den Vergleich RanBPM-Calbindin D28k vs. GFAP-
Calbindin D-28k.
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Als Schlussfolgerung ergibt sich, dass die ICQs aus der ICA fiir RanBPM-Calbindin D-28k und GFAP-
Calbindin D-28k, d.h. zwischen Experimentalsituation und einer Negativkontrolle, auf dem gewihlten Si-
gnifikanzniveau von 5%, signifikant unterschiedlich sind. Konsistent mit einer abhéingigen Verteilung sind
die ICQs fiir RanPBM-Calbindin D-28k positiv und deutlich grofer als diejenigen fiir GFAP-Calbindin
D28k. Griinde, warum letztere nicht negative ICQ-Werte liefert, wie fiir eine segregierte Verteilung er-
wartet, werden in der Diskussion angesprochen.

3.2.5.3 Test iiber die Mittelwerte der normalverteilten ICQ-Werte: RanBPM-Calbindin
D-28k vs. Calbindin D-28k Monoklonal - Polyklonal

Die Formeln sind oben angegeben, die Parameter und Werte fiir diese Situation folgen in Tabelle Alle
Groflen mit dem Index 1 sich auf die Werte aus der ICA von RanBPM-Calbindin D-28k und diejenigen
mit dem Index 2 auf diejenigen aus der ICA zu Calbindin D-28k monoklonal-polyklonal.

Relevante Grofien
Beschreibung der Grofien Symbol | Wert
Grofle Population 1 ni 43
Grofle Population 2 o 23
Freiheitsgrade v 64
Schétzung des Mittelwerts fiir Population 1 i 0.158
Schitzung des Mittelwerts fiir Population 2 72 0.277
Schitzung der Varianz fiir Population 1 S? 0.00185
Schétzung der Varianz fiir Population 2 S3 0.00479
Schéitzung der gekoppelten Varianz Sf) 0.00286
Test Statistik to -8.601
Test Signifikanz @ 0.05
Grenze der kritischen Region ta)2,0 2

Tabelle 3.4: Statistische Groflen und ihre Werte fiir den Vergleich der ICQs von RanBPM-Calbindin
D-28k vs. Calbindin D-28k monoclonal-polyklonal
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Abbildung 3.30: Graphische Interpretation des Student-T-Tests

Null Hypothesis:

Alt. Hypothesis:

Sample sizes:

Sample means:

Sample standard devs:
Difference in means:
Distributions:
Computed Statistics:
Computed pvalue:
Confidence interval:

Result: [Rejected]

Standard T-Test on Two Samples (Equal Variances)

Sample drawn from populations with difference on means equal to 0
follows a normal distribution

Sample drawn from populations with difference on means not equal to 0

43, 23
0.158,
0.043,
-0.118
StudentT(64)

-8.6017

2.81575e-012

-0.1465..-0.0913

(difference of population means)

0.277
0.069

This statistical test provide evidence that the null hypothesis is false

Abbildung 3.31: Ergebnisse des Student-t-Tests fiir den Vergleich RanBPM-Calbindin D28k vs. Calbindin

D-28k monoklonal-polyklonal.

Damit ergibt sich, dass die ICQs aus der ICA fiir RanBPM-Calbindin D-28k und Calbindin D-
28k monoklonal-polyklonal, d.h. zwischen Experimentalsituation und einer Positivkontrolle, auf dem
gewihlten Signifikanzniveau von 5%, signifikant unterschiedlich sind. Wie erwartet sind die Mittelwer-
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te beider Populationen grofler als 0. Mogliche Griinde fiir den signifikanten Unterschied werden in der
Diskussion angesprochen.

3.2.5.4 Test iiber die Mittelwerte der normalverteilten ICQ-Werte: RanBPM-Calbindin
D-28k vs. Parvalbumin-Calbindin D-28k

Parameter und Werte fiir diese Situation folgen in Tabelle Alle Grélen mit dem Index 1 beziehen
sich auf die ICQ-Werte aus der ICA von RanBPM-Calbindin D-28k und diejenigen mit dem Index 2 auf
diejenigen zu Parvalbumin-Calbindin D-28k.

Relevante Grofien
Beschreibung der Grofien Symbol | Wert
Grofle Population 1 ni 43
Grofle Population 2 o 34
Freiheitsgrade v 75
Schétzung des Mittelwerts fiir Population 1 n 0.158
Schitzung des Mittelwerts fiir Population 2 72 0.088
Schétzung der Varianz fiir Population 1 S? 0.00185
Schitzung der Varianz fiir Population 2 S3 0.00507
Schéitzung der gekoppelten Varianz Sf) 0.00327
Test Statistik to 5.405
Test Signifikanz @ 0.05
Grenze der kritischen Region tay2, 1.99

Tabelle 3.5: Statistische Groflen und ihre Werte fiir den Vergleich der ICQs von RanBPM-Calbindin
D-28k vs. Parvalbumin-Calbindin D-28k
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Abbildung 3.32: Graphische Interpretation des Student-T-Tests

Standard T-Test on Two Samples (Equal Variances)

Null Hypothesis:

Sample drawn from populations with difference on means equal to 0
Alt. Hypothesis:

Sample drawn from populations with difference on means not equal to 0

Sample sizes: 43, 34

Sample means: 0.158, 0.088
Sample standard devs: 0.043, 0.0712
Difference in means: 0.070
Distributions: StudentT(75)
Computed Statistics: 5.4054
Computed pvalue: 7.36884e-007
Confidence interval: 0.0448..0.0971

(difference of population means)
Result: [Rejected]
This statistical test provide evidence that the null hypothesis is false

Abbildung 3.33: Ergebnisse des Student-t-Tests fiir den Vergleich RanBPM-Calbindin D28k wvs.
Parvalbumin-Calbindin D-28k

Somit ergibt sich, dass die ICQs aus der ICA fiir RanBPM-Calbindin D-28k und Parvalbumin-
Calbindin D-28k, d.h. zwischen Experimentalsituation und einer weiteren Negativkontrolle, auf dem
gewihlten Signifikanzniveau von 5%, signifikant unterschiedlich sind.
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3.2.5.5 Einseitiger Student-T-Test: Vergleich zwischen Mittelwert von ICQ-Werten aus
Daten einer Subpopulation von RanBPM-Calbindin D-28k und gegebenem Mit-

telwert von 0.1

Fiir die Experimentalsituation RanBPM-Calbindin D-28k wurde des Weiteren untersucht, ob der Mittel-
wert dieser ICQ-Werte grofer als 0.1 ist. Nullhypothese ist also, dass die Werte aus einer Gesamtpopu-
lation stammen, deren Mittelwert grofer als 0.1 ist

v=n-—1

to = 41O (3.2)

Relevante Groflen

Beschreibung der Grofien Symbol | Wert
Grofle Population n 43
Freiheitsgrade v 42
Mittelwert bekannter Population o 0.1
Schéitzung des Mittelwerts fiir Population 7 0.158

Schiitzung der Standardabweichung fiir Population S 0.043

Test Statistik to 8.978
Test Signifikanz @ 0.05
Grenze der kritischen Region Lo 1.684

Tabelle 3.6: Statistische Gréflen und ihre Werte fiir den Vergleich RanBPM-Calbindin D-28k vs. einen
gegebenen Mittelwert von 0.1
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t-distribution at gdl=42
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Abbildung 3.34: Graphische Interpretation des Student-T-Tests

Standard T-Test on One Sample

Null Hypothesis:

Sample drawn from population with mean greater than 0.1
Alt. Hypothesis:

Sample drawn from population with mean less than 0.1

Sample size: 43

Sample mean: 0.158

Sample standard dev: 0.043
Distributions: StudentT (42)
Computed Statistics: 8.97891

Computed pvalue: 1

Confidence interval: -infinity.. .17002

Result: [Accepted]
This statistical test does not provide enough evidence
to conclude that the null hypothesis is false

Abbildung 3.35: Ergebnisse des einseitigen Student-t-Tests fiir den Vergleich RanBPM-Calbindin D28k
vs. Mittelwert von 0.1

Diese Nullhypothese kann auf dem gewéhlten Signifikanzniveau nicht abgelehnt werden. Das bedeutet
allerdings nicht, dass sie zutreffend ist.
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Kapitel 4

Diskussion

Ausgangsfrage dieser Arbeit war, ob die mittels biochemischer Methoden in vitro festgestellte Interaktion
von Calbindin D-28k und RanBPM auch in intakten Zellen, in situ, stattfindet. Diese Frage nach der
physiologischen Bedeutung einer biochemisch nachgewiesenen Interaktion ist von allgemeinem Interesse.
Sie ist einerseits inhaltlich mit Bezug auf die Funktion vieler Proteine wichtig. Das hier gew&hlte Beispiel
Calbindin D-28k ist in diesem Zusammenhang interessant, weil bisher wenig iiber seine physiologische
Funktion bekannt ist und unklar ist, wie dieses Wenige die hohe evolutionédre Konservierung des Pro-
teins erkldren kann. In den letzten Jahren wurden zunehmend Interaktionspartner des Calbindin D-28k
beschrieben, die seine Funktion auch als Calciumsensor nahelegen.[4I] Eine solche Funktion des Calbin-
din D-28k in wichtigen zelluldren Signaltransduktionskaskaden kénnte zur evolutionédren Stabilitét seiner
Primérsequenz beitragen.

Andererseits stellt sich in der Frage nach dem in situ Nachweis einer Interaktion nativer Molekiile ein
schwieriges methodisches Problem. Vor der weiteren Diskussion soll klargestellt werden, was mit dem
verwendeten Begriffen gemeint ist: in situ wird verwendet fiir in ganzen, lebenden oder fixierten Zellen;
Interaktion meint chemische Prozesse, die sich als rdumliche Néhe der Interaktionspartner im Sinne der
Absténde iiblicher chemischer Wechselwirkungen ausdriickt; nativ meint endogen unverdndert. Aufler fiir
Spezialfille gibt es gegenwértig keine Methoden, welche den Nachweis von Interaktionen in situ in nativen
Geweben oder Zellen erlauben. Kryo-Elektronentomographie kann dieses Problem fiir sehr grofle, isoliert
liegende Proteine und Proteinkomplexe 16sen. Die kiirzlich publizierte Arbeit von Fukuda et al. welche
die Interaktion der Tripeptidyl-Dipeptidase (vorkommend als ca. 6 MDa grofler Komplex) mit dem 26S-
Proteasom (Proteinkomplex von ca. 2.5 MDa) in hippocampalen Neuronen zeigt, ist ein eindriickliches
Beispiel fiir einen solchen Sonderfall [20]. Fiir kleine Proteine wie Calbindin D-28k und RanBPM (beide
< 100 kDa) sind diese Methode bisher nicht anwendbar. Viele Interaktionen werden lichtmikroskopisch
mittels verschiedener Variante des Forster-Resonanz-Energie-Transfers (FRET) untersucht. [5],[49] Dabei
wird ein physikalisch-chemisches Phédnomen genutzt, das nur iiber kurze Distanzen, im Bereich des oben
fiir Interaktion definierten, auftritt. FRET kann in ganzen, lebenden oder fixierten, Zellen untersucht
werden. Allerdings ist es in der Regel nicht moglich, die endogenen Proteine zu untersuchen, da beide
Interaktionspartner in spezifischer Weise fluoreszent sein miissen. Solche Experimente nutzen typischer-
weise die Expression genetisch zur Fluoreszenz modifizierter Proteine. Anwendung des FRET fiir die
vorliegende Fragestellung hitte vorausgesetzt, dass man passend, im Sinne eines FRET-Paares, modifi-
ziertes Calbindin D-28k und RanBPM in Purkinjezellen des Kleinhirnes entweder in transgenen Tierlinien
oder nach in vivo Gentransfer in das Gehirn untersucht. Die Beobachtung der Interaktion der endogenen,
nativen Proteine ist nicht méglich. Analoge Einschrinkungen betreffen auch Verfahren der Fluoreszenz-
Correlations-Spektroskopie (FCS) und verwandter Methodiken.[29],[70] Lichtmikroskopisch bleiben Ver-
fahren der Kolokalisationsanalyse. Diese reichen von rein subjektiven Beurteilungen bis zu verschiedenen
korrelativen Verfahren.[7] Von letzteren wurde die Image-Correlation-Analysis (ICA) [39] fiir diese Arbeit
ausgewihlt, da sie einige Probleme anderer korrelativer Verfahren (bspw. Manders-Koeffizienten)[7],[36]
vermeidet und eine einfache und statistisch robuste Interpretation verspricht.[39] Alle diese Verfahren,
einschliefllich der ICA, kénnen zumindest in fixierten Zellen und Geweben auf die endogenen nativen Pro-
teine (bspw. sichtbar gemacht mittels Immunfirbung) angewandt werden. Die Auflésung der verwendeten
lichtmikroskopischen Verfahren ist allerdings zu gering, um Interaktion wie oben definiert nachzuweisen.
Korrelative Kolokalisation nachgewiesen mittels solcher Methodik ist mithin eher eine notwendige, aber
nicht eine hinreichende, Bedingung fiir den Nachweis von Interaktion im obigen Sinne. Dennoch ist ein
solcher Nachweis ein wichtiger Schritt in Richtung Verstdndnis der physiologischen Bedeutung einer bio-
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chemisch gezeigten Interaktion.

Die folgende Diskussion ist einerseits methodenorientiert und versucht, die einzelnen experimentellen
Varianten kritisch im Hinblick auf das Ziel der Arbeit zu ertrtern. Interessante Einzelbefunde zu den
untersuchten Proteinen, die iiber bisher Bekanntes hinausgehen, oder Publiziertes bestétigen oder nicht
mit diesem konform sind, werden an passender Stelle integriert.

4.1 Spezifitiat der eingesetzten Antikérper und Immundetektion

Spezifitdt und Sensitivitit der Detektion der beiden Interaktionspartner sind grundlegend fiir die méglichen
Schlussfolgerungen. Die Sensitivitdt wird in den folgenden Abschnitten genauer erdrtert, hier geht es
zundchst um die Spezifitdt der eingesetzten Antikérper und der indirekten Immunfluoreszenz. Fiir den
Nachweis von Calbindin D-28k wurden zwei sehr lange bekannte und gut charakterisierte Antikorper
eingesetzt, an deren Spezifitdt sowohl in der Immunfirbung als auch im Westernblot weder in der
Literatur noch in den Erfahrungen vieler diese Antikorper nutzenden Laboratorien Zweifel bestehen.
Auch die Arbeitsgruppe, in welcher diese Arbeit entstanden ist, arbeitet seit Jahrzehnten mit diesen
Antikérpern und kommt zu derselben Schlussfolgerung. Unter bestimmten Bedingungen wurde in der
Vergangenheit Kreuzreaktivitdt zwischen Antikérpern gegen Calbindin D-28k und Calretinin berichtet;
ein Befund, der theoretisch nicht unerwartet ist, da beide Proteine dhnlichen Aufbau (6 EF-Hand Mo-
tive) und dhnliche Gréfie haben, von einem gemeinsamen Vorldufer stammen und ca. 30-40% Homo-
logie aufweisen. So ist unter Bedingungen der Sdttigung mit Calciumionen Calbindin D-28k in Pur-
kinjezellen von Mé&usen, welche Calretinin nullmutant sind, mittels indirekter Immunfluoreszenz mit
Calretinin-Antikorpern nachweisbar.[57] Diese Kreuzreaktivitit wird in wildtyp Mé&usen nicht beob-
achtet. Fiir die vorliegende Untersuchung relevanter ist eine geringe Kreuzreaktivitit gegen Calreti-
nin, welche fiir den eingesetzten polyklonalen Antikérper gegen Calbindin D-28k berichtet worden ist
(https://www.swant.com/pdfs/Rabbit_anti_calbindin_D-28k_CB38.pdf, abgerufen 03. 2017). Ver-
schiedene Griinde sprechen dafiir, dass diese geringe Kreuzreaktivitit fiir die vorliegende Arbeit irrele-
vant ist. Zum einen wurde die Verdiinnung dieses Antikérpers austitriert, so dass Kérnerzellen (welche im
Kleinhirn der wildtyp Maus Calretinin enthalten) nicht gefirbt werden. Zum anderen zeigt die gesamte
umfangreiche bisherige Literatur, dass die Purkinjezellen von allen bisher untersuchten Sdugetierspezies
Calretinin nicht exprimieren.[§] Aus der Arbeit der Arbeitsgruppe ist auch bekannt, dass beide ein-
gesetzten Calbindin D-28k Antikoérper in Geweben Calbindin D-28k nullmutanter M#use keine spezi-
fischen Signale generieren,[59] so dass Kontrollen an solchen Geweben im Rahmen dieser Arbeit nicht
wiederholt wurden. Kompetitionsversuche mit Antigen wurden daher nicht durchgefiihrt. Die einfachen
Farbekontrollen (Auslassen des Primérantikorpers) waren dariiber hinaus immer negativ.

Schwieriger ist die Situation beziiglich der Antikorper gegen RanBPM. Unsicherheit entsteht schon mit
den ersten Publikationen zu diesem Protein [45],[47] in welchen Antikérper gegen unterschiedliche Epito-
pe generiert wurden, welche im Westernblot nicht einfach miteinander zu vereinbarende Signale ergaben.
Offen ist auch die Frage, in welchen verschiedenen Formen (N-, C-terminal trunkiert, alternative Spli-
cingprodukte, posttranslationale Modifikation) dieses Protein physiologisch vorkommt. Hier wére in der
Zukunft eine rigorose Analyse mittels moderner biochemischer Verfahren (bspw. Massenspektroskopie)
wiinschenswert. Fiir diese Arbeit wurden verschiedene polyklonale und ein monoklonaler Antikorper
gegen RanBPM in der Immunfirbung und im Westernblot getestet. Auch wenn die Reaktivitit von
Antikérpern in beiden Verfahren unterschiedlich sein kann, schien eine Priifung auch im Westernblot
sinnvoll. Ein polyklonaler Antikérper aus der Ziege und zwei aus dem Kaninchen (abcam, Millipore)
geben im Westernblot mit Kleinhirnlysaten weitgehend identische Muster multipler Banden. Ahnliches
wurde fiir Lysate transfizierter Zellen beobachtet. Auffillig ist allerdings, dass in letzteren das Bandens-
muster wesentlich weniger komplex ist. Weitere Anhaltspunkte fiir Spezifitit ist das Fehlen von Signalen
in nichttransfizierten Zellen. Offenbar ist die endogene Expression von RanBPM in den in dieser Arbeit
eingesetzten Zelllinien und unter den verwendeten Kulturbedingungen sehr gering. Auch die Detekti-
on vermutlich derselben Bande mittels Primérantikorper gegen RanBPM und gegen das Flag-Epitop
bestéitigt die Spezifitat der Farbung in den Flag-RanBPM transfizierten Zellen. Der eingesetzte mono-
klonale RanBPM Antikorper zeigte die aus der Literatur gut bekannte prominente Bande bei ca. 95 kDa.
Er konnte mangels ausreichender Verfiigbarkeit allerdings nur fiir wenige Experimente und nicht fiir die
ICA am Kleinhirn eingesetzt werden. Bei den Unklarheiten zu den RanBPM Isoformen (s.o.) muss auch
offenbleiben, ob der Einsatz dieses Antikorpers fiir die Analyse vorteilhaft gewesen wire, oder dadurch
fiir die Interaktion relevante Isoformen unentdeckt bleiben wiirden. Einer der untersuchten polyklonalen
Antikérper aus Kaninchen (Santa Cruz) ergab nur sehr schwache Signale und wurde daher nicht weiter
eingesetzt. Irrelevante Antikorper aus Kaninchen (bspw. gegen Calbindin D-28k, Calretinin, Parvalbu-

57


https://www.swant.com/pdfs/Rabbit_anti_calbindin_D-28k_CB38.pdf

min) zeigen unter vergleichbaren Bedingungen im Westernblot die jeweils fiir das betreffende Antigen
spezifischen Signale und kein Muster multipler Banden. Ebenso fithrte Auslassen der Primérantikorper
zum Fehlen aller Signale. Experimente an Geweben von RanBPM nullmutanten Tieren oder mit kompe-
tierendem Antigen waren mangels Verfiigbarkeit dieser Materialien nicht durchfiithrbar.

Die Antikérper gegen RanBPM wurden weiter in der indirekten Immunfluoreszenz auf Geweben (s.folgende
Abschnitte), in Primérkulturen und in transfizierten Zelllinien getestet. Wiihrend in den priméren Hirn-
kulturen dhnliche Signale mit den beiden polyklonalen Kaninchenantkorpern gegen RanBPM auf Zellen
erhalten wurden, die sich mittels GFAP-Doppelfarbung grofitenteils als Astrozyten identifzieren lieflen,
tiberraschte der Befund, dass die in den Kulturen vorhandenen TU-20 (neuronales Tubulin ITI) positiven
Zellen durchweg RanBPM negativ waren. Offenbar sind neuronale RanBPM Konzentrationen geringer
als die in nichtneuronalen Zellen. Dieser Befund deckt sich auch mit den an Gewebe gemachten Beob-
achtungen (s.u.). Ein weiteres Argument fiir Spezifitét ist die weitgehende Deckungsgleichheit von Flag —
und RanBPM-Férbung in Flag-RanBPM exprimierenden Kulturen. Auch die Reproduzierbarkeit der in
der Literatur solide beschriebenen submembranéren Verteilung von RanBPM in MDCK Zellen [I8] war
mittels der fiir diese Arbeit eingesetzten Farbetechnik gut reproduzierbar. Auch fiir die Immunfluores-
zenzexperimente waren Kompetitionsexperimente mangels Verfiigbarkeit des Antigens nicht moglich; aus
ebendiesen Griinden konnte auch nicht mit priméren Hirnkulturen RanBPM nullmutanter Tiere kontrol-
liert werden.

Die Immunfirbungen fiir die ICA wurden daher mit den polyklonalen Antikérpern gegen RanBPM (ab-
cam, Milipore) durchgefiihrt. Trotz der oben genannten vielfiltigen Hinweise auf die Spezifitit dieser
Antikorper sind fiir die Zukunft auch die stringenten Kontrollen (nullmutante Gewebe, Kompetition)
wiinschenswert. Solange bleiben Vorbehalte und der Ausdruck ,RanBPM-Signal‘ in dieser Arbeit soll
vorsichtig operational verstanden werden, im Sinne: ein RanBPM-Signal ist das, was mit den genannten
Antikérpern und unter den experimentellen Bedingungen dieser Arbeit detektiert wurden.

4.2 Sensitivitidt der Immunfirbung

Weder in den TU-20-positiven Zellen in priméren Hirnkulturen noch in der neuronalen Zelllinie HN10e
war endogenes RanBPM in der indirekten Immunfluoreszenz detektierbar. Auch in konventionellen Ge-
frierschnitten des Mausgehirns waren keine TU-20 und RanBPM doppeltpositiven Zellen sichtbar. Ande-
rerseits war RanBPM in beiden Situationen in TU-20 negativen Zellen deutlich vorhanden; ebenso war in
beiden Fillen die TU-20 Fiarbung deutlich und soweit untersucht spezifisch (d.h. in GFAP-negativen Zel-
len). Weiter war endogenes RanBPM in MDCK Zellen wie in der Literatur beschrieben nachweisbar. Diese
Befunde sind mit der Schlussfolgerung konsistent, dass RanBPM in Neuronen und neuronenéhnlichen Zel-
len, im Unterschied zu nichtneuronalen Zellen wie kultivierten Astrozyten und MDCK Zellen, nur sehr
wenig vorhanden ist. Bevor in Abschnitt 4.5 die zur Verbesserung der Sensitivitdt durchgefithrten Mo-
difikationen besprochen werden, sollen hier in den nichsten beiden Abschnitten zunéchst die aus diesen
ersten Experimenten resultierenden interessanten Befunde dargestellt werden.

4.3 RanBPM in Bergmanngliazellen

Bereits die ersten Immunfirbungen mit polyklonalen Antikérpern gegen RanBPM an sagittalen Ge-
frierschnitten von Mauskleinhirnen zeigten léngliche, faserformige Strukturen, welche die gesamte Mo-
lekularschicht durchquerten und an der Oberfliche des Folium cerebelli endeten. Thre palisadenartige
Anordnung lie} an Fortsdtze von Bergmanngliazellen denken. Diese Vermutung bestétigte sich, indem
gleichartige Strukturen auch in gegen GFAP-gefirbten Kleinhirnpriaparaten beobachtet wurden. Wie
fiir die Bergmannglia charakteristisch, waren ihre Zellkorper ebenfalls GFAP-positiv und um die Zellso-
mata der Purkinjezellen verteilt. Endogenes RanBPM war auffallend prominent in den Fortsitzen der
Bergmanngliazellen, aber auch in ihren Somata, vorhanden. Es ist bekannt, dass schon in frithen Ent-
wicklungsphasen die Fortsétze der Bergmannglia aus den Zellsomata in der Purkinjezellschicht radial in
Richtung Oberfliche sprossen, um dort in der Membrana limitans glialis superficialis zu enden.[58] Die
dichte palisadenartige Anordnung der Fortsitze unterstiitzt die Migration der Kérnerzellen und die Ent-
wicklung der dendritischen Baume der Purkinjezellen. Neben dem raumlichen Verhéltnis zwischen den
longitudinal zum Folium cerebelli verlaufenden Fortsidtzen der Bergmanngliazellen und den transversal
gerichteten Dendriten der Purkinjezellen sind auch funktionelle Interaktionen zwischen diesen Zellen von
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Interesse. [37] Es gibt Hinweise in der Literatur, dass es in grofen Netzwerken von Bergmanngliazellen zu
einem koordinierten Anstieg des freien Calciums wihrend der Ausfithrung motorischer Prozesse kommt,
der gleichzeitig zu einer Zunahme der Blutperfusion in denselben Arealen fithrt. In der Entstehung und
Regulierung des motorischen Verhaltens spielen auch die Purkinjezellen als einzige efferente Zellen der
Kleinhirnrinde eine entscheidende Rolle; zudem ist bekannt, dass das Calbindin D-28k ein Calciumbinden-
des Protein ist, welches im intrazelluldren Calciumstoffwechsel von zentraler Bedeutung ist.[8],[41],[59] Ob
iitberhaupt und inwiefern Prozesse in Bergmannglia im Rahmen neuronaler motorischer Programme einen
Einfluss auf die Purkinjezellen haben, ist offen. Ebenso spekulativ ist die mogliche Rolle dieser auffallend
prominenten RanBPM-Spiegel in Bergmannglia. Nicht nur in den Bergmanngliazellen, sondern auch in
anderen Gliazellen, konnte endogenes RanBPM detektiert werden. In den Zellkulturen aus Mausgehirn
waren in den Immunfirbungen gegen RanBPM viele Zellen positiv, die aufgrund ihrer morphologischen
Eigenschaften und ihrer Farbbarkeit mit GFAP-Antikorpern als Gliazellen identifiziert wurden. Dass in
den Zellkulturen mehr RanBPM enthaltende Gliazellen als Neuronen beobachtet wurden, liegt sicher
auch an der Tatsache, dass Gliazellen in den Kulturen zahlreicher sind als Neurone und proliferieren.

4.4 RanBPM und Calbindin D-28k in der Retina

Wegen der schlechten Anférbbarkeit des RanBPM in Gefrierschnitten des Kleinhirnes wurden alternative
Préparate fiir die ICA gesucht. Die Retina wurde ausgewiihlt, weil im Literaturstudium zu Beginn dieser
Arbeit auffiel, dass unterschiedliche Arbeitsgruppen &hnliche Farbemuster von RanBPM und Calbindin
D-28k in der Retina der Maus publiziert hatten. Aus der Arbeit von Seebahn et. al. ist bekannt, dass
endogenes RanBPM in horizontalen Banden in der inneren plexiformen Schicht vorkommt.[I8] Dieser
Befund wurde in der vorliegenden Arbeit bestétigt und ausgeweitet. RanBPM scheint in der Netzhaut
nicht im Zellkern vorzukommen, sondern ausschlieflich zytosolisch und innerhalb der Zellmembranen
lokalisiert zu sein. Wie weiter oben beziiglich der Isoformen und Modifikationen dieses Proteins ver-
schiedentlich angesprochen, ist unklar worauf diese differenzierte intrazelluldre Verteilung beruht. Da
RanBPM als Interaktionspartner einer Vielzahl von Proteinen fungiert, besteht die Moglichkeit, dass das
unterschiedliche intrazelluldre Vorkommen nicht nur vom RanBPM an sich, sondern moglicherweise auch
von Interaktionspartnern, die selbst unterschiedliche intrazelluldre Lokalisationen aufweisen, abhéingt. In
der Retina kénnten metabotrope Glutamatrezeptoren hier eine Rolle spielen.[I§] Von Calbindin D-28k ist
bekannt, dass es ebenfalls in der inneren plexiformen Schicht exprimiert ist.[43] Somit war die Netzhaut
das optimale Organ, um nicht nur die beiden Proteine einzeln, sondern auch eine mogliche Kolokalisation
zwischen den beiden zu untersuchen. Einzelfirbungen mit poly- und monoklonalen Antikdrpern gegen
Calbindin D-28k bestitigten die Befunde von Wassle et al.[43] Die Betrachtung von Calbindin D-28k-
und RanBM- doppeltgefarbten Praparate am Epifluoreszenzmikroskop und in der konfokalen Mikroskopie
war sehr eindriicklich. Es gab in der inneren plexiformen Schicht eindeutig doppeltgefiarbte Strukturen,
deren Intensitétsfarbeprofile in beiden Kanélen recht kongruent und homogen variierten. Dieser Befund
zur Kolokalisation von Calbindin D-28k und RanBPM in der Retina ist neu und bisher nicht beschrieben.
Er ist sicher ein weiterer, interessanter zukiinftiger Ansatzpunkt fiir die Frage, ob RanBPM in situ mit
Calbindin D-28k interagiert und welche physiologische Rolle diese Interaktion spielt. Mit dem Befund von
Seebahn et al.[60], dass RanBPM in der Retina biochemisch mit Typ II metabotropen Glutamatrezepto-
ren interagiert und mikroskopisch diese beiden Proteine in den oben genannten Strukturen co-lokalisiert
sind, ergibt sich die attraktive, und experimentell priifbare Hypothese, dass Calbindin D-28k in einem
Komplex mit solchen Rezeptoren vorkommt, der durch RanBPM organisiert wird. Dass RanBPM als
eine Komponente sehr grofler Proteinkomplexe vorliegen kann, ist in anderem Zusammenhang in der
Literatur beschrieben.[32] Fiir diese Arbeit wurde die urspriingliche Frage nach der Kolokalisation zwi-
schen RanBPM und Calbindin D-28k im Kleinhirn aber noch nicht aufgegeben. Es wurde zunéchst die
Herausforderung angenommen, durch Variation der Farbemethodik eine ausreichend sensitive Detektion
von RanBPM in Purkinjezellen zu erreichen.

4.5 Der Einsatz von free-floating sections
Wie bereits erwdhnt waren in den konventionellen Gefrierschnitten die Purkinjezellen beim FEinsatz

der polyklonalen Antikérper gegen RanBPM nur sehr schwach geférbt, vor allem im Vergleich zu den
Féarbungen mit den poly- und monoklonalen Antikérpern gegen Calbindin D-28k, in denen die Purkin-
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jezellen, selbst bei hohen Antikérperverdiinnungen, ein sehr starkes Signal ausstrahlten. Dieses Problem
lie sich auch durch Wechsel von einem Fluorochrom-markierten Sekundérantikérper zu einer Biotin-
Streptavidin-Detektion nicht beheben. Daher wurde nach alternativen Farbemethoden gesucht. Die Ver-
wendung von 25 um dicken free-floating Schnitten resultierte in einer deutlichen Férbung. Neben den
bereits beschriebenen Bergmanngliazellen traten nun auch Purkinjezellen eindeutig hervor. Somit konn-
ten wir mit dieser optimierten Methode die Anwesenheit von endogenem RanBPM auch in diesen Zellen
nachweisen. Im Soma der Purkinjezellen war RanBPM vor allem zytosolisch und auch im Bereich der
Zellkerne vorhanden. Der Zellkern zeigte meistens Aussparungen im Bereich der Nukleolen. Auch die
dendritischen Abzweigungen bis hin zu den Dornen sowie die Axone waren klar gefarbt. Sehr &hnliche
Farbungen ergaben sich mit beiden fiir die ICA verwendeten polyklonalen Kaninchen-Antikérper gegen
RanBPM. Die Frage, warum diese Farbung als spezifisch und nicht als Hintergrund zu betrachten ist, ist
grundsétzlich berechtigt. Fiir Spezifitit spricht, dass (1) Signalintensititen iiber Purkinjezellen bei Ver-
wendung irrelevanter Kaninchenantikorper (bspw. gegen Calretinin oder S100) sehr viel niedriger waren,
(2) die Signale sich von den durch die Calbindin D-28k-Antikérper hervorgerufenen Signalen unterschie-
den (d.h. es gab keinen crosstalk zwischen den beiden Detektionskanilen), (3) unterschiedliche polyklonale
Antikérper sehr dhnliche Féarbungen ergaben, (4) Detektor Gain und Laserleistung am konfokalen Mi-
kroskop zur Sichtbarmachung der RanBPM Signale nicht exzessiv hochreguliert werden mussten, und (5)
Kontrollen ohne ersten Antikorper keine Signale ergaben. Natiirlich wére, wie oben erwihnt, fiir weitere
Kontrollen die Verfiigbarkeit von Antigen zur Kompetition und von Geweben aus nullmutanten M&usen
wiinschenswert gewesen. Es ist nicht ganz klar, worin der fiir diese Experimente kritische Unterschied
zwischen Kryoschnitten und free-floating Schnitten liegt. Die Dicke beider war mit 16 bzw. 25 pum nicht
sehr verschieden. Zugénglichkeit von Reagenzien, wie Antikérpern, von beiden Seiten wird iiblicherweise
als ein wichtiger Vorteil der free-floating Technik angesehen. Einbettung in ein Kryomedium mit Einfrie-
ren waren vorbereitende Schritte bei der Herstellung der Kryoschnitte, wihrend die free floating Schnitte
direkt von fixierten Gewebsblocken angefertigt wurden. Die bei beiden Methoden angewandte Fixierung
war dhnlich; allerdings folgte bei den Kryoschnitten dann die iibliche, aus Griinden des Gefrierschutzes,
durchgefiithrte Impregnation in aufsteigender Sucrose, die bei den free-floating Schnitte entfiel. So ist es
moglich, dass eine Kombination von Sucrose, Einfrieren und schlechter Zugénglichkeit zu den wenig in-
tensiven RanBPM Signalen in Purkinjezellen auf Kryoschnitten beigetragen hat.

4.6 Das konfokale Laserscanningmikroskop

Quantitative Analysen mittels des konfokalen Laserscanningmikroskopes hingen von den Einstellungen
verschiedener Parameter am Gerit ab.[48] Da ohne deren verniinftige Wahl und Kenntnis eine Beurtei-
lung der Ergebnisse nicht moglich ist, sollen diese hier kurz diskutiert werden. Die Mdglichkeit einzelne
Schichten eines Z-Scans zu analysieren, fithrte durch eine erhebliche Reduktion des Hintergrundsignals
zu einer insbesondere fiir die RanBPM Signale notwendigen klareren Darstellung. Auch wenn zur Re-
duktion des Analyseaufwandes nur jeweils eine Schicht aus dem Z-Scan fiir die ICA verwendet wurde,
wurde die Grofle des konfokalen pinhole fiir die beiden verwendeten Kanéle mit dem Ziel optimiert, Pho-
toneneintriige aus benachbarten Schichten zu minimieren (s. Methoden). Fiir die ICA Analyse wurden
Schichten gewéhlt, welche einen grofien Querschnitt von Kern und Soma der Purkinjezellen zeigten, und
somit etwa mittig aus den Zellen stammen. Darin liegt eine subjektive Auswahl, die, da sie immer nur
an einem Kanal getroffen wurde, allerdings hinsichtlich der mittels ICA gemessenen Korrelationen nicht
zu einem bias fithren kann. Die Préparate wurde mit den fiir die beiden Kanile verwendeten Laserlinien
sequentiell gescannt, um cross-excitation zu vermeiden. Bleed-through wurde durch geeignete Einstel-
lung des Detektionsweges minimiert. Der Erfolg dieser Mafinahmen wurde mittels Kontrollpraparaten
iiberpriift. So wurde die kritische Doppelfirbung von Purkinjezellen auf Calbindin D-28k und RanBPM
mittels monoklonaler bzw. polyklonaler Antikorper verglichen mit einer Doppelfirbung derselben Zellen
mit demselben monoklonalen Calbindin D-28k-Antikérper und einem polyklonalen Antikérper gegen Par-
valbumin, das ebenfalls in Purkinjezellen vorkommt. Die Sekundérantikérper mit ihren Fluorochromen,
sowie die Anregungs- und Detektionskanéle waren in beiden Situationen identisch. Dennoch ergaben
sich in der ICA unterschiedliche Korrelationen und ICQ Werte (s. Ergebnisse), was bei Vorliegen von
cross-excitation oder bleed-through oder anderem crosstalk nicht zu erwarten ist. Bei der Erzeugung der
konfokalen Bilder wurde in beiden Kanilen auf die Vermeidung der Ubersittigung von Pixeln geachtet,
da quantitative Analyse mit solchen Pixeln nicht moglich ist. Es wurde versucht, den Wertebereich der
gewdhlten 8 Bit Kodierung moglichst vollstdndig zu nutzen. Dass die Verwendung einer Kodierung mit
16 Bit oder hoher grofie Auswirkung auf die Ergebnisse der ICA hat, ist unwahrscheinlich, da es fiir diese
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Analyse auf die Vorzeichen von Produkten von Abweichungen vom Mittelwert ankommt. Welche Maf3-
nahmen getroffen wurden, um die besonders kritische Frage nach der Unterscheidung von Hintergrund
und spezifischen Signalen zu entscheiden, wurde in den vorhergehenden Kapiteln besprochen.

4.7 Ergebnisse der Intensity-Correlation-Analysis (ICA)

Die quantitative ICA, welche Li et al. in ihrer Arbeit schildern,[39] ist eine Methode, welche die Korrela-
tion der Intensitét zweier Signale in mikroskopischen Bildern untersucht (s. auch Methoden, Ergebnisse).
Sie erlaubt bei Anwendung auf lichtmikroskopische Daten keine direkte Aussage zur Interaktion von Mo-
lekiilen im weiter oben definierten Sinne, da die Auflésung dieser Mikroskopie zu gering ist. Sie kann
aber als Hinweis auf Interaktion dienen. Ebenfalls aus den genannten Griinden ist es mittels lichtmikro-
skopischer ICA Analyse nicht moglich, zwischen direkter Interaktion der beiden untersuchten markierten
Molekiile oder indirekter, durch nicht markierte weitere Molekiile vermittelter, Interaktion der markier-
ten Partner zu unterscheiden. Das kann vorteilhaft sein, da sich Hinweise auf grofere Molekiilkomplexe
ergeben konnen, die mit anderen Verfahren der in situ Analyse nicht erhéltlich sind. So kann mit FRET
Verfahren immer nur die Interaktion der beiden markierten Partner untersucht werden. Interagieren sie
vermittelt durch weitere Molekiile wird der Energietransfer in der Regel nicht moglich sein. Vorteil der
ICA ist wie weiter oben dargestellt, dass sie die Analyse nativer, endogener Proteine in situ in Zellen
erlaubt. Bei der Entwicklung dieser Methode gingen die Autoren von der Annahme aus, dass die Si-
gnale zweier interagierender Molekiile &hnlich variieren, wohingegen die Intensitdten von Signalen aus
unabhéngig verteilten Molekiilen sich eher zufillig oder separat zueinander verhalten.

Es gibt mittlerweile eine Reihe von Arbeiten, welche diese Methode erfolgreich auf verschiedene Proteine
angewandt haben. Hiufig, aber nicht immer, sind in diesen Publikationen ICA Daten und die Ergebnisse
der biochemischen Interaktionsanalyse in vitro konsistent. In der urspriinglichen Publikation,[39] in wel-
cher diese Methode entwickelt wurde, wurde die Methode fiir die Analyse der Beziechung verschiedener syn-
aptischer Proteine und Komponenten von Signaltransduktionen (Syntaxin 1/Munc 18; Syntaxin 1/Cal-
ciumkanal; alpha Untereinheiten grofier G-Proteine/Syntaxin 1 oder einem Calciumkanal) eingesetzt. In-
teressanterweise beschreiben die Autoren auch die Situation, in welcher die Co-Immunoprézipitation eines
G-Proteins mit einem Calciumkanal nicht gelingt, die ICA im Gegensatz dazu aber klar auf Komplexbil-
dung hinweist. Li et al. interpretieren diesen Befund als den Nachweis eher niederaffiner Interaktionen, [39]
welche bei der Analyse in situ mittels ICA, nicht aber unter den Bedingungen der Zelllyse bei der Im-
munprézipitation, bestindig sind. Wiederum Proteine der chemischen Synapse sind Gegenstand einer
weiteren Studie zur Anwendung der ICA.[30] Auch in dieser Studie deutet ICA auf eine Interaktion in
einem vermutlich groferen Komplex (zwischen einem Calciumkanal und dem RIM Protein), der in der
Immunprézipitation nicht nachweisbar ist. Letzteres wird wiederum als Unbestédndigkeit des Komplexes
unter den Bedingungen der Immunprézipitation interpretiert. Die 2013 erschienene Studie von Puglisi et
al. nutzt ICA zur Untersuchung moglicher Interaktionen des Torsin A.[52] Torsin A ist ein Protein fiir
welches vielfiltige zelluldre Funktionen beschrieben sind, und welches iiber Membranproteine mit intra-
zelluliren Membranen und dem Zytoskelett interagieren kann. In den Présynapsen der Parallelfasern an
synaptischen Dornen von Purkinjezellen deuten positive ICQ Werte (0,111 bis 0,144) auf eine Interaktion
von Torsin A mit dem vesikuliren Glutamattransporter hin. Besonders interessant im Hinblick auf die
vorliegende Dissertation sind die ebenfalls in dieser Studie vorgelegten Daten aus der ICA zu Torsin A und
Calbindin D-28k in den Dornen von Purkinjezellen. Auch hier werden positive ICQ Werte im Bereich von
0.140 bis 0.261 berichtet. Als Negativkontrolle wird die Beziehung zwischen priasynaptischem vesikulédren
Glutamattransporter und nur postsynpaptisch in der Purkinjezelle vorkommendem Calbindin D-28k ana-
lysiert. Hier ergeben sich die aufgrund der Theorie der ICA erwarteten negativen ICQ Werte (im Bereich
von -0.1). Mithin gibt es in der Literatur mittlerweile Beispiele fiir ICA Analysen, die teilweise konsistent
sind mit anderen Daten aus dem jeweiligen Feld, und dariiber hinaus Hinweise auf Komplexe geben, die
moglicherweise in vitro wenig stabil sind. Diese Beispiele betreffen hiufig wenig mobile Proteine (wie die
o0.g. synaptischen Proteine, und Torsin A), aber mit Calbindin D-28k auch ein Protein, das als recht frei
beweglich in Nervenzellen (Zytosol, Kern, Dendriten, Axone) gilt.

Bevor auf die eigenen Befunde zur ICA von Calbindin D-28k und RanBPM eingegangen werden wird,
soll noch auf eine Annahme oder Voraussetzung der Methode hingewiesen werden, die so in der Literatur
bisher nicht diskutiert wurde. Das mag damit zusammenh#ngen, das meistens nicht frei mobile Interak-
tionspartner untersucht worden sind.

Ausgehend von der Lichtmikroskopie stelle man sich das Soma einer Zelle als anndhernd zusammengesetzt
aus einzelen Raumelementen, Voxel, vor, deren Dimensionen von der Auflésung bestimmt sind. Jedes Vo-
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xel enthélt auch Bereiche, die fiir im Zytosol frei bewegliche Proteine nicht zugénglich sind. So werden
bspw. intrazellulire Organellen oder grofie Molekiile bzw. Komplexe von Molekiilen das durch Diffusion
erreichbare Volumen in jedem Voxel unterschiedlich stark einschrénken. Betrachtet man nun beispielhaft
ein Voxel, in welchem 50%, und ein anderes, in welchem 90% des Raumes durch Diffusion zugénglich
sind. Eine frei diffundierende Substanz wiirde sich so verteilen, dass sich in den durch freie Diffusion
erreichbaren Kompartimenten dieselbe Stoffkonzentration einstellt. Mikroskopisch aber wird die absolute
Stoffmenge in dem Voxel (bspw. sichtbar gemacht als Fluoreszenz in der indirekten Immunfluoreszenz)
auf das gesamte Voxel, und nicht nur auf den frei zugéinglichen Anteil bezogen. Daraus folgt, dass im 90%
Voxel eine hohere Stoffmenge pro Voxel gemessen wird, als in dem 50% Voxel. Dasselbe gilt natiirlich
fiir jede betrachtete, frei diffundierende Substanz; mithin auch fiir die Situation mit zwei Proteinen, wie
sie bei der ICA betrachtet wird. Nun wird der Mittelwert der im Mikroskop gemessenen Stoffmenge pro
Voxel fiir beide Sustanzen im obigen Beispiel irgendwo zwischen den beiden Extremen liegen. Und die
Differenz vom Mittelwert hat in jedem Voxel fiir beide Substanzen dasselbe Vorzeichen. Damit ist das
Produkt der Differenzen vom Mittelwert, welches die Grundlage der ICA bildet, immer positiv. ICA ent-
sprechend der bisherigen Literatur wiirde also eine Abhingigkeit der Verteilung der beiden Substanzen
feststellen, obwohl sie unabhéingig voneinander diffundiert sind. Dieses Problem stellt sich grundsétzlich
beziiglich Diffusion im dreidimensionalen Raum, aber auch bei der Diffusion in zwei Dimensionen, etwa in
Membranen. Es iiberrascht, dass dieses Problem bisher nicht in Publikationen durchdacht ist. Tatséchlich
ist es unklar, ob das Problem in realen Zellen auftritt. Theoretisch kénnten die oben genannten Befunde
in der Literatur, in welchen ein positiver ICQ zusammen mit einer negativen Co-Immunoprézipitation
fiir dasselbe Proteinpaar beschrieben wurde, auf dieses Problem zuriickzufiihren sein. Allerdings sind,
wie erwihnt, in vielen Féllen auch die Ergebnisse der biochemischen Interaktionsanalyse und die der ICA
konsistent. Auch die in dieser Arbeit vorgelegten Daten sprechen dagegen, dass die beschriebene Situation
hiufig auftritt. So sind die ICQ Werte bei der Betrachtung von Calbindin D-28k und Parvalbumin nahe
0.

Alle bisherige Arbeit zu diesen Proteinen legt nahe, dass beide Proteine in Purkinjezellen frei und un-
abhéngig voneinander beweglich sind. Bestiinde das oben skizzierte Problem beziiglich diese beiden Prote-
ine, dann sollte die ICA deutlich positive ICQ Werte ergeben. Verschiedene Griinde, warum das Problem
hier und anderswo nicht beobachtet wird, sind zu diskutieren. So geht die Modellbetrachtung oben davon
aus, dass die Verteilung beider Proteine im Gleichgewicht ist (i.e. es verlassen pro Zeiteinheit so viele
Molekiile das Voxel, wie in es hinein migrieren). Liegt kein Gleichgewicht vor (bspw. wegen Clearance
Prozessen, Abbau, Sequestrierung, die schneller sind als die Synthese und Migration), werden vermutlich
die Differenzen vom Mittelwert fiir beide Stoffe nicht immer das gleiche Vorzeichen haben. Méglicherweise
ist auch der fiir die Bewegung der betrachteten Proteine zur Verfiigung stehende Raum zwischen den ver-
schiedenen Voxeln einer Zelle nicht so stark unterschiedlich, wie in der Modellbetrachtung angenommen.
Dann wiren die Differenzen vom Mittelwert sehr klein und mithin der ICQ nahe 0. Das in der Modellbe-
trachtung geschilderte Problem sollte fiir zukiinftige Anwendungen der ICA genauer analysiert werden.
An nativen Proteinen in situ wird das schwierig sein. Einfacher sind Modellexperimente vorstellbar, bei
welchem ein artifizieller Raum mit mikroskopisch erkennbaren, fiir diffusible Stoffe nicht zugénglichen
Bereichen mit zwei Stoffen gefiillt wird, die mit unterschiedlichen Fluorochromen markiert sind. Ein
Gleichgewicht wird sich einstellen, da es keine Clearance gibt. Somit liele sich der ICQ im Gleichgewicht
messen. Definierte und umschriebene Clearance konnte durch lokalisiertes und selektives Photobleaching
erreicht werden. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach dem Bleaching werden ICQ Werte bestimmt.
Diese betreffen dann unterschiedliche Verteilungen, die nicht im Gleichgewicht sind. Nach ausreichender
Zeit kann der dann erneut eintretende Gleichgewichtszustand ebenfalls untersucht werden. Zur Frage, wie
grof} die Unterschiede im frei zugéinglichen Raum zwischen einzelnen Voxeln tatséchlich sind, lassen sich
Hinweise moglicherweise auch in elektronenmikroskopischen und elektronentomographischen Analysen
von Zellen finden.

Unter all diesen Vorbehalten sollen nun die ICA Daten dieser Arbeit diskutiert und eingeordnet werden. In
der vorliegenden Arbeit wurden zuerst Kontrollpriaparate angefertigt, die die drei moglichen Konstellatio-
nen , Kolokalisation“, , getrenntes Vorkommen “ und , zuféllige Verteilung* darstellten. Erst im Anschluss
wurden Praparate gegen Calbindin D-28k und RanBPM gefarbt. Als Beispiel einer sicheren Kolokalisation
wurden bei einem und demselben Préparat gleichzeitig mono- und polyklonale Antikérper gegen Calbin-
din D-28k eingesetzt: Da das Antigen das gleiche war, sollten die Intensitéiten der ausgestrahlten Signale
dhnlich variieren. Wie es bereits bei den Ergebnissen besprochen wurde, lagen die ICQ-Werte zwischen
0.14 und 0.39, die graphische Darstellung lieferte eine deutlich nach rechts gebogene Kurve. Allerdings
erhielten wir nie hohere ICQ-Werte (theoretische bis 40,5 moglich), obwohl sich die Antikérper gegen
das gleiche Protein richteten. Moglicherweise konnte das an der jeweiligen Grofle dieser Proteine liegen:
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Im Vergleich zu Calbindin D-28k sind die mono- und polyklonalen Antikérper recht grofie Molekiile, die
eventuell aus rein rdumlichen Griinden nicht mit sehr hoher Effizienz an ihrem Antigen gleichzeitig binden
konnen. Auch zu bedenken ist wie weiter oben schon angedeutet, dass ein positiver ICQ aus der ICA
nicht zwingend auf eine direkte Komplexbildung der beiden betrachteten Proteine zuriickgehen muss. Es
konnte sich auch um einen gréfleren Komplex handeln, in welchem die beiden betrachteten Proteine ver-
mittelt durch andere, nicht in der ICA sichtbare, Molekiile eingebaut sind. Die im Kontrollexperiment mit
mono- und polyklonalen Calbindin D-28k Antikérpern gefundenen positiven ICQs kénnten also auch von
homo- oder heteromeren Komplexen mit Calbindin D-28k stammen. Moglich wére, dass neben solchen
Komplexen auch einzelnmarkierte Calbindin D-28k-Molekiile (also solche, die nur den mono- oder nur
den polyklonalen Antikérper gebunden haben) vorliegen. Diese einzelnmarkierten Molekiile wiiren dann
voneinander unabhéngig verteilt und konnten dafiir sorgen, dass der ICQ nicht hoher positiv wird. Bei
der Analyse von Fiarbungen gegen Parvalbumin und Calbindin D-28k schwankten die ICQ-Werte um 0,
was der Erwartung im Fall einer Zufallsverteilung entsprach. Auch konnte in der statistischen Analyse die
Negativhypothese, dass es keinen Unterschied zwischen den Doppelfarbungen Parvalbumin vs. Calbindin
D-28k und RanBPM und Calbindin D-28k gab, widerlegt werden. Diese Situation und ihre grofle Bedeu-
tung fiir die Interpretation der ICA wurde weiter oben bereits behandelt. Dieser Befund ist konsistent
mit allen géngigen Auffassungen zu Beweglichkeit und Beziehung von Parvalbumin und Calbindin D-28k
in Purkinjezellen.

Bei der weiteren als Kontrolle konzipierten Farbung gegen Calbindin D-28k und GFAP waren die ICQ-
Werte niedrig aber in den meisten Féllen nicht negativ. Das ist fiir eine streng separate Verteilung
iiberraschend. Tatsédchlich ist eine streng separate Verteilung mit negativen ICQ-Werten erwartet, da
GFAP in glialen Zellen, nicht aber in Purkinjezellen vorkommt. Andererseits ist gut etabliert, dass Cal-
bindin D-28k im Kleinhirn der Maus in Purkinjezellen, nicht aber in Gliazellen zu finden ist. Ganz
allgemein ist astrozytéire Expression von Calbindin D-28k im intakten normalen adulten Nagergehirn
nicht nachweisbar.[9] Eine Erkldrung dieser Inkongruenz ist am ehesten ein nicht ganz kompensierter
Hintergrund in der GFAP Farbung. Hier sind sorgféltige Analysen zur Frage der Spezifitdt der GFAP
Farbung notwendig, wie sie bspw. mittels Antigenkompetition durchgefiithrt werden kénnen. Unter der
Annahme eines nicht kompensierten Hintergrundes ist allerdings der nicht erwartete ICQ bei etwa 0 inter-
essant. Denn er zeigt erneut (analog zur Situation Parvalbumin-Calbindin D-28k), dass ein unabhéngig
von Calbindin D-28k auftretendes Signal (der Hintergrund) zu dem fiir zuféllig verteilte Signale theo-
retisch erwarteten ICQ bei 0 fithrt. Bedenkenswert ist auch die Moglichkeit, dass ein Problem mit der
optischen Trennung von Purkinjezellkorpern und Fortsédtzen von Bergmanngliazellen zugrunde liegt. Die
Fortsitze der Bergmanngliazellen sind sehr filigrane Strukturen, die nah an die Somata von Purkinje-
zellen herantreten und die bei einer Auflésung von 250-500 nm in z-Richtung moglicherweise nicht in
jeder Z-Ebene getrennt vom Ausldufern und kleinen Unregelméfligkeiten des Somas der Purkinjezelle
darstellbar sind. Dieses Problem liefle sich moglichweise umgehen, wenn ein anderes klar segregiertes
Protein zusammen mit Calbindin D-28k untersucht wiirde. In Frage kdme bspw. Calretinin, welches in
zerebelldaren Kornerzellen, nicht aber in Purkinjezellen, vorkommt. Moglicherweise kommt es hier aber
wegen der durch die Purkinjezellschicht tretenden Kornerzellaxone zu dhnlichen Problemen wie mit den
Fortsétzen der Bergmannglia.

Die Analyse der gegen Calbindin D-28k und RanBPM geféirbten Priparate lieferten ICQ-Werte und gra-
phische Darstellungen, die fiir eine Kolokalisation und abhéngige Verteilung sprechen: die Kombination
aus polyklonalen Antikérpern gegen RanBPM und monoklonalen Antikorpern gegen Calbindin D-28k
fithrte zu ICQ-Werten, die zum Teil weit iiber 0.3 lagen. Bei der statistischen Beurteilung wurden die
Mittelwerte der ICQ-Werte aus den verschiedenen Datenpopulationen verglichen. Obwohl kein statistisch
signifikanter Unterschied bei dem Vergleich zwischen den Mittelwerten der ICQ-Werte von mono- und
polyklonalem Calbindin D-28k vs. RanBPM und Calbindin D-28k erwartet wurde, fielen die Mittelwerte
doch unterschiedlich aus. Eine mogliche Interpretation dieses Ergebnisses kénnte in der Gréfle der An-
tikérper und ihrer rdumlichen Verhiltnis zum Zielprotein liegen: Die Bindung zweier Antikérper (mono-
und polyklonale Antikérper gegen Calbindin D-28k) an einem einzigen Protein (Calbindin D-28k) ist mit
hoher Wahrscheinlichkeit ineffizienter als die Bindung zweier Antikorper an unterschiedliche Proteine im
RanBPM-Calbindin D-28k Komplex. Der Mittelwert der ICQ fiir die Situation Parvalbumin-Calbindin
D-28k war signifikant unterschiedlich vom Mittelwert fiir die Situation RanBPM-Calbindin D-28k. Fer-
ner wurde die Hypothese der abhéngigen Verteilung nochmals mittels eines einseitigen Student-t-test
iiberpriift (Nullhypothese: Mittelwert von ICQ RanBPM-Calbindin D-28k ist kleiner 0.1). Insgesamt
resultierte daraus, dass eine abhingige Verteilung von RanBPM und Calbindin aus statistischer Sicht
gegeben war. In den Farbungen mit Antikérpern gegen Calbindin D-28k und RanBPM wurden einzelne
Analysen auch an einzelnen Zellabschnitten durchgefiihrt: als ,,Regions of Interest “ wurden vor allem der
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Zellkorper und die Dendriten ausgewihlt (Daten nicht gezeigt). Tendenziell waren die ICQ-Werte hoher,
wenn das analysierte Areal grofl war, was moglicherweise unter anderen mit der Zahl an analysierten
Pixeln erkldrt werden kann. Somit erscheint uns die ICA weniger geeignet, um die Frage der genauen
intrazelluldren Lokalisation der abhingigen Verteilung zu beantworten, sondern eher der ICQ als ein glo-
bales Mafl dafiir in Bezug auf gréfiere Querschnitte durch Zellen.

64



Kapitel 5

Schlussfolgerungen

Aus der vorliegenden Arbeit ergeben sich methodische und inhaltliche Schlussfolgerungen, die im Folgen-
den kurz zusammengefafit und begriindet werden sollen. Sie bilden die Grundlage fiir zukiinftige Arbeit
auf diesem Gebiet.

Im lichtmikroskopischen Bereich fehlen Methoden, welche Aussagen zur Interaktion von nativen
Proteinen in situ ermoglichen. Physiologisch bedeutsam koénnen nur Interaktionen sein, die auch an
nativen Proteinen in situ beobachtet werden. ICA und verwandte Methoden sind ein Ansatz zur
Losung des Problems. Wegen der begrenzten Auflésung bieten sie keinen hinreichenden Beweis fiir
Interaktion. Positive ICQs sind aber eine notwendige Bedingung fiir die Annahme solcher Interak-
tion.

Es ist lohnenswert zu iiberlegen und zu probieren, ob und ggf. wie dhnliche korrelative Verfahren
in der hoher auflésenden Lichtmikroskopie (bspw. STED, structured illumination[46]) und in der
Elektronenmikroskopie funktionieren. Bei der konfokalen Mikroskopie kénnte sich der Einsatz von
Dekonvolutionsmethoden lohnen.

ICA und verwandte Methoden kénnen nicht zwischen direkter und indirekter Interaktion unter-
scheiden. Das kann ein Vorteil sein, wenn Komplexe die Bedingungen anderer, bspw. biochemischer
Interaktionsanalyse, nicht iiberstehen. Andererseits wird die Interpretation der funktionellen Be-
deutung der so gefundenen Daten erschwert.

Die Interpretation von Ergebnissen der ICA ist empfindlich abhéngig von der Sensitivitat und Spe-
zifitdt der eingesetzten Detektionsmethoden, im Falle von Immunfluoreszenz also der eingesetzten
Antikorper und mikroskopischen Detektion. Begriindbare und objektivierbare Kriterien fiir die Un-
terscheidung von Hintergrund und Signal sind entscheidend. Dekonvolutions- und Filterverfahren
konnen hier moglicherweise helfen.

Das bisher zu wenig diskutierte grundsétzliche Problem der unterschiedlichen Gréfie der verschie-
denen intrazelluldren Raume und ihrer Zugénglichkeit muss in Modellexperimenten geklért werden.

Beziiglich weiterer Untersuchungen zu Interaktion mit RanBPM ist eine Kldrung der endogen vor-
kommenden Isoformen dieses Proteins in Geweben wichtig.

Uberraschend ist die stirkere RanBPM Anférbbarkeit von Bergmannglia (und Astrozyten in Kul-
tur) im Vergleich zu Neuronen. Diese kénnte auf einer hoheren intrazelluldren Konzentration oder
besseren Zugénglichkeit der Epitope beruhen. Die funktionelle Bedeutung von RanBPM in Glia ist
zu kléren.

Interessant ist die in dieser Arbeit erstmals beschriebene, hier mit korrelativen Methoden nicht
weiter untersuchte Kolokalisation von Calbindin D-28k und RanBPM in der Retina. Zusammen
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mit ver6ffentlichten Daten ergibt sich die attraktive und priifbare Hypothese, dass Calbindin D-28k
und metabotrope Glutamatrezeptoren vermittelt durch RanBPM und moglicherweise unter Einbe-
ziehung weiterer Proteine einen groflen Komplex bilden.

Uber Purkinjezellsomata finden sich fiir Calbindin D-28k-RanBPM positive ICQ Werte. Diese un-
terscheiden sich statistisch signifikant von den Negativkontrollen. Dieses Ergebnis ist ein Hinweis
auf Interaktion der nativen Proteine in situ und es ist konsistent mit den Literaturdaten zur bio-
chemischen Interaktion dieser Proteine. Sie sind deutliche Hinweise auf eine Rolle des Calbindins
als physiologischer Calciumsensor und dienen als Basis fiir weitere Untersuchungen fiir die genaue
funktionelle Bedeutung der Interaktion.
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typische Muster von Parvalbumin (kurze Pfeile: Purkinjezellen, lange Pfeile: Interneurone

in der Molekularschicht (ML), Kérnerzellschicht (GL). Konfokalmikroskop, mittlere Bilder

von Z-Stacks., 63x Objektiv.|. . . . . . . . . . L

26

[3.6 Westernblot Analyse verschiedener Gewebe der Maus detektiert mit unterschiedlichen An-

tikorpern gegen RanBPM. (A-E) Kleinhirn: (A) Ziegenantikorper, 1:1000. (B) Ohne ersten

Antikorper, zweiter Antikérper wie fiir priméren Kaninchenantikérper. (C) Kaninchenan-

tikorper (abcam), 1:2000. (D) Kaninchenantikorper (Santa Cruz), 1:500. (E) Monoklonaler

Antikorper, 2,5 pg/ml. (F-G) Testes: (F) Monoklonaler Antikorper, 2,5 pg/ml. (G) Zie-

genantikorper, 1:1000. (A-D, G) 20 ug Gesamtprotein; (E, F) 23 ug Gesamtprotein| . . .
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[3.7  Westernblot Analyse von HN10e Zellen. (A, B) Zwei Proben HN10e Zellen transfiziert mit

Flag-RanBPM, Detektion mit Kaninchenantikérpern gegen RanBPM (Millipore) (C, D)

Zwei Proben HN10e Zellen transfiziert mit EGFPN3, gleiche Detektion wie in A, B. (A*,

B¥) Lange BExposition von (A, B)J . . - . . -« « o oo

[3.8  Westernblot Analyse von HN10e Zellen. (A, B) Zwei Proben HN10e Zellen transfiziert mit

Flag-RanBPM, Detektion mit Kaninchenantikorpern gegen RanBPM (abcam) (C, D) Zwei

Proben HN10e Zellen transfiziert mit EGFPN3, gleiche Detektion wie in A, B. (A*, B¥)

Lange Exposition von (A, B).| . . . . . . . ..

3.9  Westernblot Analyse von HN10e. (A, B) Zwei Proben HN10e Zellen transfiziert mit Flag-

RanBPM, Detektion mit Ziegenantikérpern gegen RanBPM (abcam). Der Pfeilkopf zeigt

auf eine schwache Bande unterhalb 95 kDa. (C, D) Zwei Proben HN10e Zellen transfiziert

mit EGFPN3, gleiche Detektion wie in A, B. (A*, B*) Lange Exposition von (A, B)|. . .

30

[3.10 Westernblot Analyse von HN10e Zellen. (A) HN10e Zellen transfiziert mit einem Flag-

Calbindin-D-28k Expressionsplasmid. (B, C) Zwei Proben HN10e Zellen transfiziert mit

Flag-RanBPM, Detektion mit Antikérpern gegen Flag (abcam) (D, E) Zwei Proben HN10e

Zellen transfiziert mit EGFPN3, gleiche Detektion wie in A, B. (B* - E*) Lange Exposition

von (B - E). Spezifische Banden sind in (A) bei etwa 28 kDa (Molekulargewicht von

Calbindin D-28k) und in (B, C, B¥, C*) die Banden zwischen 72 und 95 kDa. Die Bande

zwischen 42 und 52 kDa ist unspezifisch, da sie auch in Proben auftritt, die Flag nicht

exprimieren (EGFPN3 enthilt keine Flag Sequenz).| . . . .. ... ... ... ... .. ..

[3.11 Westernblot Analyse von MDCK Zellen. (A, B) Zwei Proben MDCK Zellen transfiziert mit

Flag-RanBPM, Detektion mit Kaninchenantikérpern gegen RanBPM (Millipore) (C, D)

Zwei Proben MDCK Zellen transfiziert mit EGFPN3, gleiche Detektion wie in A, B. (C,

D) Proben wie in (A,B), Detektion mit Antikérpern gegen Flag (abcam). (G, H) Proben

wie in (C, D), Detektion mit Flag-Antikorpern.| . . . . . . . . ... ... ... .. L.

31

[3.12 Doppelfirbung von Flag-RanBPM transfizierten HN10e Zellen. (A) Kaninchenantikérper

gegen RanBPM (Millipore). (B) Ziegenantikorper gegen RanBPM. (C) Anti-Flag. (D)

Kaninchenantikorper gegen RanbPM (abcam).| . . . ... ... ... ... ...

[3.13 Farbung von MDCK-Zellen: (A, B) Zwei Beispiele von Flag-RanBPM transfizierten Zellen

gefarbt mit Flag-Antikorpern (rot). (C) Nicht-transfizierte Zellen gefarbt mit Kaninchen-

antikorpern gegen RanBPM (Millipore). (D) Zellkerne aus (C) dargestellt mittels DAPIL.

[3.14 Image Correlation Analysis fiir die Positivkontrolle, Doppelfarbung mit poly- und mo-

noklonalen Antikoérpern gegen Calbindin D-28k. (A) ICA Plot fiir den Griin-Kanal. (B)

Polyklonaler Calbindin D-28k Antikorper (griin). (C) Monoklonaler Calbindin D-28k An-

tikorper (rot).. . . . .. L

35

[3.15 Image Correlation Analysis fiir die Negativkontrolle (segregierte Verteilung), Doppelfirbung

mit poly- Antikérpern gegen Calbindin D-28k und GFAP. (A) ICA Plot fiir den Griin-

Kanal. (B) Polyklonaler Calbindin D-28k-Antikorper (griin). (C) GFAP-Antikorper (rot).|

36

[3:16 Tmage Correlation Analysis fiir die Zufallsverteilung, Doppelfarbung mit polyklonalen An-

tikorpern gegen Calbindin D-28k und monoklonalen Antikérpern gegen Parvalbumin. (A)

ICA Plot fiir den Griin-Kanal. (B) Polyklonaler Calbindin D-28k-Antikérper (griin). (C)

Monoklonaler Parvalbumin-Antikorper (rot).| . . . ... ... ... .. ... ... ... ..

37

[3.17 Tmage Correlation Analyse fir die Doppelfirbung mit polyklonalen Antikdrpern gegen

RanBPM und monoklonalen Antikérpern gegen Calbindin D-28k. (A) ICA Plot fiir den

Griin-Kanal. (B) Polyklonaler RanBPM-Antikérper (abcam) (griin). (C) Monoklonaler

Calbindin D-28k-Antikorper (rot). | . . . . . . .. . Lo

13.18 Box-Plot aus den Experimentaldaten, Abkiurzungen: Calb, Calbindin D-28k: Calb Mono,

monoklonale Antikorper gegen Calbindin D-28k; Calb Poli, polyklonale Antikoérper gegen

3.19 Box-Plot aus den Experimentaldaten ohne outliers, turzungen: Calb, Calbindin D-

28k; Calb Mono, monoklonale Antikoérper gegen Calbindin D-28k; Calb Poli, polyklonale

Antikorper gegen Calbindin D-28k; GFAP, gliofibrilldres saures Protein; Parv, Parvalbumin. 41

[3.20 Normal Plot, Parvalbumin - Calbindin D-28k|. . . . ... ... ... ... ... ......
3.21 Ergebnisse des Shapiro-Tests, Parvalbumin - Calbindin D-28k.| . . . . ... ... ... ..
3.22 Normal Plot, monoklonales Calbindin D-28k - polyklonales Calbindin D-28k| . . . . . ..

43
43
44

13.23 Ergebnisse des Shapiro-Tests, monoklonales Calbindin D-28k - polyklonales Calbindin D-28k.| 44

[3-24 Normal Plot, GFAP - Calbindin D-28k.| . . . . ... ... ... ... ...
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[3.25 Ergebnisse des Shapiro-Tests, GFAP - Calbindin D-28k.| . . . ... ... . ... ... ... 45

3.26 Normal Plot, Ran - Calbindin D-28k.|. . . . . . . ... oo 46
[3:27 Ergebnisse des Shapiro-Tests, RanBPM - Calbindin D-28k] . . . . .. .. ... ... ... 46
13.28 Graphische Interpretation des Student-T-Tests| . . . . . . ... ... ... ... ... ... 49
13.29 Ergebnisse des Student-t-Tests fiir den Vergleich RanBPM-Calbindin D28k vs. GFAP- |
[ Calbindin D-28K] . . . . . . . . e 49
[3.30_Graphische Interpretation des Student-T-Tests| . . . . ... .. ... ... ... ...... 51
[3-31 Ergebnisse des Student-t-Lests fiur den Vergleich RanBPM-Calbindin D28k vs. Calbindin |
| D-28k monoklonal-polyklonal . . . . . ... ... oo oo oo 51
13.32 Graphische Interpretation des Student-T-Tests| . . . . . .. .. ... ... ... ... ... 53
13.33 Ergebnisse des Student-t-Tests fiir den Vergleich RanBPM-Calbindin D28k vs. Parvalbumin- |
L Calbindin D-28Kl . . . . . . o 53
[3.34 Graphische Interpretation des Student-T-Tests| . . . . . ... ... ... ... .. ..... 55
[3-35 Ergebnisse des einseitigen Student-t- Lests fir den Vergleich RanBPM-Calbindin D28k vs. |
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